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Ozet

Bu galismada iki farkh ceviz tiirtini dis kabuklari su, etanol ve metanolle ekstrakte edilmis ve daha sonra
ekstraktlarin toplam fenolik madde igerikleri antioksidan aktiviteleri (DPPH ve indirgeyici giig)
belirlenmistir. Buna gore ceviz dis kabuklarin biyoaktivitesi yiksek bir materyal oldugu sonucuna
varilmistir. Ayrica etanol ve metanolden elde edilen ekstraktlarin sudan elde edilen ekstraktlara gore
daha antioksidan ve fenolik madde potansiyellerinin daha iyi oldugu gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ceviz, dis kabuk, antioksidan aktivite, fenolik

Determination of Some Biochemical Properties of Walnut Husk Extracted by
Different Solvents

Abstract
In this study two different types of walnut husks extracted by water, ethanol and methanol and total
phenolic content and then antioxidant activity (DPPH and reducing power) of these extracts were
determined. Accordingly, walnut shell was concluded that a material having a high bioactivity. Also
ethanol and methanol extracts have more phenolic material and antioxidan activity potential than water
extract.

Keywords: walnut, husk, antioxidant activity, phenolic

Giris seperatorlerin yapisinda yer alir (Srinivasan

and Viraraghavan, 2008). Ceviz dis
Ceviz genis bir cografyada diretilen ve

kullanilan  degerli  bir  bitkidir. Gida
sektoriinde genel olarak kurutulmus ig

kabuklarinin ise ¢ok fazla kullanim alani
olmamakla beraber bazi geleneksel likorlerin

yapiminda aroma maddesi olarak kullanildigi
meyvesi kullanilsa da yesil dis kabugu, sert belirtilmistir (Stamper et al., 2006).

kabugu, agaci ve yapraklari da kozmetik, Gegen yillar icinde ozellikle gida

eczacilik, mobilya gibi bircok sektorde yaygin - ceytsriinde cesitli amaclar icin kullanilan

olarak kullaniimaktadir (Stamper et al,  qos4) katkilar yerlerini cogunlukla sentetik

2006). Ceviz yapraklari deri iltihaplarinin ve maddelere birakmislardir. Bunun en énemli

Ulserin tedavisinde kullanildigi gibi antiseptik sebebi artan dogal hammadde maliyetleri

Ozelligi sayesinde alternatif ve modern tip sebebiyle  kimyasal maddelerin  asiri
tedavilerinde de kullanilmaktadir (Almeida et
al., 2008). Ceviz sert kabuklari ise hem yakit

olarak kullanilir hem de genel olarak ham

kullanimidir. Sentetik katkilarin tGretimi dogal
katkilara goére ¢ok daha karmasik olmakta ve

dogal dongilerini tamamlamalari ¢ok uzun
yaglarin sudan ayirilmasinda  kullanilan
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sirmektedir. Bu durumun da doga Uzerinde
bircok olumsuz etkisi bulunmaktadir. Ayrica
sentetik katkilarin insan sagligini da kismen
tehdit ettikleri Bltlin bu
sebeplerden dolayi ucuz, atik materyallerden

bilinmektedir.

elde edilebilecek dogal katkilarin kullanimi
insan saglgl ve cevresel risklerin en aza
indirilmesi  agisindan  blylik ©6nem arz
etmektedir (Silva et al., 2004; Pulido et al.,
2000; Tseng et al., 1997).

Bitkisel kayaklardan elde edilen fenol ve
antioksidan  aktivite
etki de
gosterebilmektedir, bu da onlari antibiyotik

fenol ekstraktlari

yaninda antimikrobiyal
ve kimyasal kullanimina karsi iyi bir alternatif
yapmaktadir (Fernandez et al., 1996; Hoult
and Pay3, 1996; Pereira et al.,2008, 2007a,b;
Proestos et al., 2005). Glnlimizde dogal
antimikrobiyal maddelere olan ilgi her gecen
glin artmaktadir. Bunun en 6nemli sebebi
kimyasal katkilardan kagima distncesiyle
olan tiiketici baskisidir (Oliveira et al., 2007,
Cowan, 1999).

Dogal antimikrobiyal ve antioksidanlar
farkl bitkisel
uretilebilmektedir. Farkli ¢alismalarda ceviz

bircok materyalden
bitkisinin degisik parcalarinin antioksidan ve

antimikobiyal etkilerini belirten  birgok
calismaya rastlanmistir (Alkhawajah, 1997;
Espin et al., 2000; Li et al., 2006, 2007;
Pereira et al., 2007b; Pereira et al., 2008).
Ancak  farkh dikkate

alindiginda ceviz dis kabuklarinin dogal

endistri  dallari
antimikrobiyal ve antioksidan Uretiminde
kaynak olarak kullanildigina dair bir veriye
rastlanmamustir. Ayrica ceviz dis kabugu baz
likérlerin Uretimi ve bazl seperatorlerin
yapisinda kullaniminin disinda, ceviz bitkisi
tim olarak ele alindiginda kullanim alani en
az olan materyaldir.

Bu ¢alismanin amaci kullanim alani az
bu

ozelliklerinin belirlenmesidir. Bu nedenle iki

olan materyalin  bazi  fonkiyonel
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farkh ceviz turinin dis kabuklarindan elde

edilen ekstraktlarin antioksidan ve

antimikrobiyal etkileri belirlenmistir.

Materyal ve Metot

Yalova 1 ve Yalova 2 varyetesine ait Ceviz
onekleri Kahramanmaras Gida, Tarim ve
Hayvancilik il Mudarluginin
yonlendirmesiyle Kahramanmaras Merkez'e
bagh Kemali Koyl ceviz lreticisi Ferhat DAL’
dan temin edilmistir. TUm 6rneklerin
oncelikle arastirmaya konu olan dis kabuklari
cikartiimis  ve oda sartlarinda, glnes
gormeyecek sekilde ince bir tabaka halinde
serilerek kurutulmustur. Daha sonra ornekler
degirmende cekilerek -18 2C ‘de kullanilacak

zamana kadar depolanmistir.

Orneklerin ekstraksiyonu

Orneklerin ekstraksiyonunda Fernandez-
(2013)
ekstraksiyon metodu modifiye edilmistir. Su

Agullé uyguladiklar soguk
ile yapilan ekstraksiyonlarda 10 gr 6rnek
tartilmis ve lzerine 100 ml su eklenmistir.
Daha sonra calkalamali su banyosunda 60 °C
12 saat bekletildikten sonra dnce kaba filtre
sonra da whatman 4 filtre kagidindan
gecirilen ornekler santrifiijlenerek
sipernatant alinmis ve stok c¢ozelti olarak
kullanilmistir.

Cozgen olarak etanol ve metanol
kullanilan ekstraktlarin elde edilmesinde 10 g
ornek tartilmis 90 ml ¢6zgen, 10 mL su ilave
edilmistir (On calismalar sonucunda rotary
evaporatorde saf ekstrakt eldesi sirasinda
yapisma gozlendigi icin ¢ozgene %10 su ilave
Daha

parafilmlenmis

edilmistir). sonra agizi  kapal

sekilde beherler iginde
calkalamal su banyosunda 50 °C 12 saat
bekletildikten sonra dnce kaba filtre sonra da
4 filtre

ornekler satrifiijlenerek slipernatant alinmis

whatman kagidindan gegirilen

ve son olarak rotary evaporatérde kullanilan



etanol metanol
kadar

bekletilmistir. Elde edilen ekstrakt-su karigimi

¢Ozgene  gore yada

uzaklasana vakum altinda

stok ¢ozelti olarak kullanilmistir.

Fenolik madde tayini

Kabuk ekstraktlarin total fenolik bilesik
tayini, Folin-Ciocalteu (FCR, CioHsNaOsS )
reaktifi ile Slinkard ve Singleton (1977)'un
belirttigi metoda gore yapilmistir. Bu amacla
her bir ekstrakttan ayri ayri 100 pL (0.1 mL)
alinarak 50 mL’ lik balon jojelerin her birine
ilave edildikten sonra sonra buna 46 mL
deiyonize su ilave edilmistir. Daha sonra 1
mL FCR eklenmis ve 3 dakika beklenmistir.
2'lik Na2CO3

yapilmis ve karisim 2 saat bekletildikten

Son olarak 3 ml % ilavesi
sonra 760 nm'de absorbanslar okunmustur.
Koér numune, 1 mL FCR Gzerine, 3 mL % 2'lik
Na2C03 eklenmis ve 50 mL 'ye kadar distile
su ile seyreltilerek hazirlanmistir. Standardin
ise (gallik asit) 0.05 mg mL?, 0.1 mg mL?,
0.25 mg mL?, 0.5 mg mL? ve 1 mg mLYlik
Ortamda fenolik
FCR
ilavesiyle 760 nm’de maksimum absorbans

¢Ozeltileri hazirlanmistir.

maddenin  bulunmasi  durumunda
veren Urlnler olusmaktadir. Absorbanstaki
artis fenolik madde miktariyla orantilidir.
ekstrakttaki

madde miktar tayini standart gallik asit

Seyreltilmis  edilmis fenolik
grafiginden elde edilen oranlarla gallik asit es

degerlikli olarak asagidaki formiile gore

hesaplanmistir.

Absorbans = 0.001 x Total fenol [gallik asit
es (ug)l] - 0.0154 (grafik
formilasyonundaki c sabiti)

degerlikli

DPPH serbest radikali séndiirme aktivite testi

Kabuklardan elde edilen ekstraktlarin
DPPH radikali Blois
(2002) metoduna goére vyapilmistir. Bu
deneyde her bir tiipe 0,1 mM DPPH’ In
metanol ¢ozeltisinden 1 mL alinarak, daha

sondirme aktivitesi
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once 3 mL olarak farkli konsantrasyonlarda
(1-10 mg mLY)  kabuk
ekstraktlarini iceren tiplere ilave edilmistir.

hazirlanmis

Cozelti vortexlenerek 1sik gormeyecek sekilde
karanlik bir ortamda 30 dk sireyle oda
sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra
517 nm'de absorbanslar olg¢llmistiir. Kor
olarak kullanilan ¢o6zeltiye sadece 4 mL
metanol, kontrol ¢o6zeltisi igin ise 1 mL DPPH
Uzerine 3 mL metanol ilave edilerek
hazirlanmigtir. Hazirlanan DPPH ¢o6zeltisi 517
nm'de maksimum absorbans degeri veren
koyu mor bir renk olusturmaktadir. Bu DPPH
¢Ozeltisi antioksidan madde veya maddeler
iceren bir sollisyona katildiginda bu koyu
mor renk zamanla kaybetmeye
baslar. Bu da antioksidan maddelerin DPPH

radikalini sondirdiginin kanitidir. Bu islemi

rengini

de ya ondan hidrojen atomu kopararak ya da
ona elektron vererek gergeklestirir. Boylece
onlari renksiz ve agartilmis molekiiller haline
getirirler (2,2-difenil-I-hidrazin
hidrazinin farkh analoglari). Bu da 517 nm'de
absorbans degerinin azalmasina yol agar.

veya

Absorbans degerindeki en hizli azalma, en iyi
antioksidan  potansiyelinin  gostergesidir.
DPPH serbest radikalini sondirme vylzdesi
asagidaki formile goére hesaplanmistir.

Ylizde inhibisyon= (A0—-A1)/ A0 x 100

(A0 : Kontrol Absorbans , Al : Numune
Absorbans)
Hesaplanan ylzdeler kullanilarak

oramdaki DPPH serbest radikalinin %50’ sini
sipiren konsantrasyon EC50 degeri olarak
(EC50 degeri
Microsoft Excel’ de cizilen lineer regresyon

verilmistir hesaplanirken

egrisi kullaniimistir.)
Indirgeyici gii¢ aktivite testi

kabuklardan
indirgeyici

Calisilan elde edilen

ekstraktlarin gici  Oyaizu



(1986)'ya gore belirlenmistir. Burada farkli
(1-10 mL?)
hazirlanan ekstraktlardan 1 mL alinarak

konsantrasyonlarda mg
Gzerine 2.5 mL 200mM potasyum hidrojen
fosfat (KH2PO4 ) tampon (pH: 6,6) ve %1' lik
2,5 mL potasyum ferrisiyantir (K3Fe(CN)6)
¢Ozeltileri ilave edilerek 50 °C' de 20 dakika
etlivde bekletilmistir. Bu sirenin sonunda
etlivden cikarilan c¢ozeltiler Gzerine 2.5 mL
%10' luk TCA ilave edildikten sonra, 200
10 dk.
Santrifijlenen ¢Ozeltinin

rpm’de santrifij  edilmigtir.
sUpernatant
kismindan 2.5 mL alinarak Uzerine 2.5 mL
distile su ve 0.5 mL % 0.1'lik FeCI3 (ferric
chloride) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra
UV-Vis 700

numunelerin Olgllmastir.

spektroskopisinde nm’de
absorbanslari
Deneyde, kor ¢ozelti; ekstrakt icermeyen 2.5
ml fosfat tamponu lzerine 2.5 ml K3Fe(CN)s
eklenerek 20 dakika 50 °C’de bekletilmis
daha sonra bu ¢ozeltinin izerine 2.5 mL TCA
eklenerek, bu karisimdan 1 mL alinmis ve
alinan bu c¢ozelti Gzerine 1 ml FeCl; ilave
edilerek hazirlanmistir. Baslangigta olusan
(Fe3*) ferrisiyanid kompleksi sari renkte bir
solisyon olusumuna neden olmaktadir.
Ortamdaki

kompleksine elektron vererek, bu bilesigi

antioksidanlar, ferrisiyanid

indirgemekte ve boylece (Fe?*) ferrosiyaniir

olusumuna neden olarak, sollsyonun

renginin yesil ve mavinin farkli tonlarina

Dogan ve ark.

acarak 700 nm' de
absorbans
Ortamdaki

glclerine

doniismesine yol
maksimum vermesini
antioksidanlarin
700

artmasi

saglamaktadir.

indirgeyici bagh olarak,

nm'deki absorbans degerinin

ekstraktlarin indirgeyici gliciinlin

gostergesidir.

Istatistik analiz

Elde edilen verilere SPSS 17.0 programi
kullanilarak tek yonli anova analizi yapiimis
ve ornekler arasinda olusan farkhliklar Tukey
coklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.

Aragtirma Bulgulari ve Tartisma

Fenolik madde miktari

Ceviz Orneklerin Folin Ciocalteu

metoduna gore vyapilan analizde toplam
fenolik madde miktarlari mg Gallik asit

ekivalent g ekstrakt™ cinsinden Cizelge 1.1’de

verilmistir. Buna goére oOrnekler arasinda
varyete acisindan istatistiksel bir fark
olmadigl gozlemlenmistir. Degerler
ekstraktsiyonda kullanilan solventler

acisindan incelendiginde istatistiksel olarak
farkhliklar tespit edilmistir. Her iki varyete
acisindan fenolik madde miktarinda yuksek
etkinlikten dlsuk etkinlige gobre siralama
metanol, etanol ve su seklinde olmustur.

Cizelge 1. Deneme materyali 6rneklerine ait toplam fenolik madde miktarlari (mg GAE g ekstrakt)

Ornek Su Etanol Metanol
Cevi cl 44.3443.45 A 67.12+7.84 8 73.16+7.14 ¢
eviz
c2 48.91+5.12 A 63.81+6.26 B 69.18+8.18 ©

*Ayni satirlarda farkli biiylk harfle ifade edilen degerler arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).

( c1: Yalova 1 Ceviz, c2 Yalova 2 Ceviz)
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DPPH serbest radikali séndiirme aktivitesi gbzlenmistir. Etanol ve metanol solventleri
sonuglari kullanilan  6rneklerin  ECsp degerlerinde

Orneklerden elde edilen ekstraktlarin onemli bir farkhhk tespit edilmemistir.
DPPH serbest radikalini sondirme Bununla birlikte su kullanilan 6rneklerde ise
aktivitelerinin  belirlenmesi sonucu elde diger solventlere gére 6nemli bir artis tespit
edilen % sondirme aktivitesi lineer edilmistir. ECso degeri ortamdaki DPPH
regresyon analizine tabi tutulup ECso degeri radikalinin yarisini siiptrmek icin gerekli olan
hesaplanmistir. Buna gore yapilan analizde konsantrasyon oraninin ifadesidir. Bu
ortaya cikan ECso degerleri mg ekstrakt mL? nedenle ECso degeri ne kadar distk olursa
cinsinden Cizelge 2’de verilmistir. Buna goére antioksidan kapasite o olg¢lide artmaktadir.
ornekler  arasinda  varyete acisindan Sonuglar incelendiginde antioksidan kapasite
istatistiksel bir fark olmadig1 gézlemlenmistir. acisindan suyun diger solventlere kiyasla
Degerler kullanilan solvent bakimindan daha dislik potansiyelli bir solvent oldugu
incelendiginde iki farkh grubun olustugu gorilmustdr.

Cizelge 2. Deneme materyali 6rneklerine ait DPPH ECso degerleri (mg ekstrakt mlt)

Ornek Su Etanol Metanol
Cevi cl 0.96+0.03 & 0.62+0.02 4 0.65+0.03 A
eviz
c2 0.8940.04 & 0.70+0.06 # 0.72+0.02 A

*Ayni satirlarda farkh buylk harfle ifade edilen degerler arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).
(c1: Yalova 1 Ceviz, c2 Yalova 2 Ceviz)

indirgeyici gii¢c kapasitesi sonuglari Oornekler arasinda  varyete  agisindan

Orneklerden elde edilen ekstraktlarin istatistiksel bir fark olmadigi gézlemlenmistir.
ferrisiyanid kompleksini indirgeme gliglerinin Degerler ekstraktsiyonda kullanilan
belirlenmesi icin yapilan spektral analiz solventler agisindan incelendiginde
sonucu absorbans degerleri ortaya ¢ikmistir. istatistiksel olarak farkhliklar tespit edilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri ve Her iki varyete agisindan da tim solvent
konsantrasyon iligskisi lineer regresyon gruplari arasinda onemli farkliliklar tespit
analizine tabi tutulup 0.5 absorbansi veren edilmistir. Solventlerin indirgeme giicline
konsantrasyon ECso degeri olarak ifade etki potansiyelleri kiyasladiginda en yiksek
edilmistir. Buna gore yapilan analizde ortaya potansiyelin etanolde, sonra metanolde daha
ctkan ECso degerleri mg ekstrakt  mL? sonra da suda oldugu tespit edilmistir.
cinsinden Cizelge 3’de verilmistir. Buna goére

Cizelge 3. Deneme materyali 6rneklerine ait indirgeyici glic ECso degerleri (mg ekstrakt ml-2)

Ornek Su Etanol Metanol
Cevi cl 2.75+0.19 ¢ 1.51+0.12 A 1.65+0.27 8
eviz
c2 2.67+0.23 ¢ 1.62+0.16 # 1.76+0.19 8

*Ayni satirlarda farkli biiylk harfle ifade edilen degerler arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05)
.(cl: Yalova 1 Ceviz, c2 Yalova 2 Ceviz)

Calismada kullanilan érneklerin gostermis hidrojen atomu vermek suretiyle reaksiyona
oldugu indirgeyici glic aktivitesi, bunlarin girerek  radikal  zincir  reaksiyonlarini
icerdigi redulktanlarla iliskili olabilmektedir. sonlandirmakta ve dolayisiyla serbest radikal
Clnkld bu redlktanlar serbest radikallere zincirlerin kirilmasina yol agarak antioksidan
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aktivite sergilemektedirler (Ferreira ve ark.

2007). Orneklerin indirgeyici glc
kapasitelerinin hidrojen verebilme
kabiliyetlerine  bagh oldugu, bununda

rediktan icerigiyle dogru orantili oldugu
belirtiimektedir (Yang ve ark. 2002).

Sonuglar

Sonug olarak tlkemizde yetisen iki farkh
ceviz kabugun fenolik madde miktarlari ve
ozellikleri

antioksidan incelendiginde

orneklerde o6nemli oranlarda biyoaktivite
potansiyelinin oldugu gozlemlenmistir. En
ylksek ekstraksiyon verimliligi her ne kadar
su ile elde edilmis olsa da bu ekstraktlar
daha

antioksidan aktivite gdstermislerdir. Olgiilen

diger solventlere nazaran disuk

en yiksek fenolik madde miktari ve
antioksidan etki (DDPH ve indirgeyici giic)
sirasiyla c1 6rneginden metanolle elde edilen
ve cl oOrneginde etanolle elde edilen
ekstraktlara aittir. Elde edilen sonuglar ceviz
dis gida farkli
alanlarinda kullanim potansiyeli bulunan

bir

kabuklarinin sanayisinin

ekonomik kaynak olabilecegini
bu

ekstraksiyon islemi ve kalitesini optimize

gostermistir. Ayrica potansiyel
etmek amaci ile sicaklik, zaman, basing ve

bazi 6zel sartlar Uizerine vyapilacak yeni

calismalarla arttirilabilir.
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