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Bu tezde yer alan tiim bilgilerin akademik kurallara ve etik davranisa uygun olarak elde
edildigini ve sunuldugunu beyan ederim. Ayrica, bu kurallarin ve davranislarin gerektirdigi
sekilde bu caligmaya 6zgiin olmayan tiim bilgiler i¢in atif verdigimi ve kaynak gosterdigimi
beyan ederim.
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OZET

ANTIMIKROBIYAL YAPRAK EKSTRAKTLARININ FOURIER DONUSUMLU
KIZILOTESI (FTIR) SPEKTROSKOPiSI iILE KARAKTERIZASYONU

Gamze SORKULU
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Pmar KADIROGLU KELEBEK

Temmuz 2020, 68 sayfa

Bitkiler farkli bilesenler i¢eren kompleks yapilar olduklarindan her birinin biyolojik etkisi
farklidir. Buna bagl olarak antimikrobiyal ve antioksidan ozellikleri gosterme dereceleri her
bir bitki i¢in farklilik gdstermektedir. Bu tez ¢alismasinda mersin, defne, alig, ihlamur,
sarimsak, dut, zeytin, melisa ve avokado gibi antimikrobiyal aktivite gosteren bitkilerin
yapraklarinin ekstraklar1 farkli ¢oziiciilerle (su, etanol ve etanol/su) hazirlanarak toplam
fenolik madde tayini, antioksidan kapasite ve antimikrobiyal aktivite gibi biyoaktif 6zellikleri
belirlenmis ve Fourier Dontigiimlii Kizilotesi (FTIR) spektroskopisi gibi hizli ve hassas bir
yontem kullanilarak makromolekiiler yapilar1 karakterize edilerek ortak yonleri ortaya
konulmustur.Yapilan deneyler sonucunda toplam fenolik madde miktar1 en yiliksek mersin
yapraginin etanol ekstraktinda 414,80 mg gallik asit/ g KM, en yiiksek antioksidan kapasite
ise hem ABTS yontemi hem de DPPH radikal siipiiriicii antioksidan aktivite tayin yontemi ile
melisa yapragmin etanol/su ekstraktinda (%99,64 - %93,83) belirlenmistir. Antimikrobiyal
aktivite ise agar kuyucuk difiizyon yontemiyle tayin edilerek ali¢ yapragimin etanol
ekstraktinin Escherichia coli tizerine (E. coli) en fazla inhibe edici etki gosterdigi belirlenmis,
Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) iizerine en
yiiksek antimikrobiyal etkiyi gosteren yaprak ektrakti ise melisa yapraginin etanol ektrakti
olarak tepsit edilmistir. FTIR spektrumlari, 4000 ve 400 cm™ araliginda; etanol ve etanol-
suyun ¢oziicli olarak kullanildig: ekstraktlarda benzer pikler verdigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler:FTIR, antimikrobiyal aktivite, antioksidan kapasite, toplam fenolik
madde



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF ANTIMICROBIAL LEAF EXTRACTS BY FOURIER
TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY (FTIR)

Gamze SORKULU
M.Sc., Department of Food Engineering
Supervisor:Assoc. Prof. Dr. Pinar KADIROGLU KELEBEK

July 2020, 68 pages

All plants have different biological properties since they contain complex structures having
different components. Leafs exhibit varying antimicrobial and antioxidant properties. In this
thesis, different extracts of plants with antimicrobial activity like myrtle, laurel, hawthorn,
linden, garlic, berry, olive, lemon balm and avocado leaf were prepared using different
solvents (water, ethanol and ethanol/water).Bioactive properties such astotal phenolic content,
antioxidant capacity and antimicrobial activity were determined and Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) was used as a fast and precise method to characterize common
macromolecular structures found in extracts. The highest total phenolic contentwas
determined as 414.80 mg gallic acid / g KM in the ethanol extract of the myrtle leaf, the
highest antioxidant capacity was assessed bythe ABTS method and the free radical (DPPH)
scavenging antioxidant activity methods in the ethanol:water (%50:%50, v:v) extract of the
lemon balm leaf (99.64% - 93.83%). Antimicrobial activity of the leaves were tested with
agar well diffusion method Hawthorn leaf ethanol extract was found to be the extract
exhibiting the most inhibitory effect on Escherichia coli (E.coli). In this study, ethanol extract
of lemon balm leaf was determined to have the highest inhibitory effect on Staphylococcus
aureus (S. aureus) and Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). FTIR analyses of the leaves
revealed that the leaves extracted with ethanol and ethanol:water (%50:%50, v:v) had similar
spectra.

Keywords: FTIR, antimicrobial activity, antioxidant capacity, total phenolic content
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1. GIRIS

Antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklere sahip bitkiler uzun yillardan beri gida endiistrisinde
ve saglik iizerine olan olumlu etkileri nedeniyle saglik sektoriinde kullanilmaktadir
(Marcheafave, Scarminio ve ark., 2019). Baz1 bitkiler gii¢lii antioksidan 6zellikleriyle; kanser
hastaligin1 onleme, kardiyovaskiiler hastaliklardan korunma, anti-aging ve antibakteriyel
etkileri, anksiyete ve stresin azaltilmasi, gastrointestinal bozukluklarin diizenlenmesi gibi
yararli Ozelliklere sahiptirler ve bundan dolayr alternatif gida katkilar1 olarak
kullanilmaktadirlar (Aksay, 2016; Lin ve ark., 2012; Petropoulos ve ark., 2018; Tarantilis ve
ark., 2008).

Yapay antioksidanlarin kanserojenik etkilerinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle gida, kozmetik ve
farmasotik iiriinlerde dogal antioksidanlarin kullanimi giderek yayginlasmistir. Bitkiler,
ikincil metabolitlerin, ucucu yaglarin ve polifenollerin sayesinde antioksidanlarin ana
kaynagidir (Skendi ve ark., 2017). Yaprak, govde, cicek ve tohum gibi bitki kisimlarinda
farkli tiir ve kalitede antioksidanlarin oldugu yapilan calismalarla ortaya konulmustur

(Wannes ve ark., 2010).

Serbest radikaller yapida konjuge olmayan elektronlar igeren yapilar olarak tanimlanir
(Velioglu, 2000). Serbest radikaller, tutarli bir bilesik olusturmak i¢in diger molekiiller,
atomlar ve hatta tek tek elektronlarla eslesmeye ¢alistiklarindan dolay1 ¢ok reaktiflerdir. Bu
yizden reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur ve serbest radikaller bir¢ok organizmada
molekiiler doniisimlere ve gen mutasyonlarina neden olurlar. Bu oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir ve birgok hastaliga sebep oldugu iyi bilinmektedir. Antioksidan maddeler
serbest radikallere karsi endojen bir hiicresel antioksidan savunma islevi gorebilir (Zoral ve

Turgay, 2014; Giil ve Pehlivan., 2018).

Yapay antimikrobiyallerin kullanimi; antimikrobiyal direng, ¢evresel problemler, yan etkiler
ve yiiksek maliyet gibi olumsuz sonuglara neden oldugundan, dogal antimikrobiyal ajanlarin
kullanimi 6nem kazanmakta ve bu konudaki caligmalar hizlanmaktadir. Cesitli patojenik
mikroorganizmalarin gelisiminin inhibisyonunu degerlendirebilmek amaciyla kapsaml
caligmalar yapilmaktadir (Aleksic ve Knezevic, 2014; Meriga ve Muralikrishna, 2012,

Petropoulos ve Ferreira ve ark., 2018).



FTIR spektrometre, spektral verileri genis spektral aralikta es zamanli olarak toplayan bir
tekniktir (Tzou, 2017). FTIR biyolojik materyallerin kimyasal analizleri igin etkili bir aragtir.
Bu teknik, biyolojik bir numunenin kimyasal 6zelliklerini elde etmek i¢in hizli, ucuz ve
numuneye zarar vermeden sonu¢ alinmasini saglayan bir yontem sunmaktadir. Ana
fonksiyonel gruplarin ve kimyasal baglarin tanimlanmasini saglayarak numunede bulunan
biyokimyasal bilesikler hakkinda bilgi elde edilmesini saglayan bir tekniktir. FTIR
spektroskopisinin hizli, ucuz ve numune yapisina zarar vermeme gibi 6zelliklerinden dolay1
doga, tip ve ziraat bilimi gibi alanlarda giivenilir ve verimli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir

(Durak ve Depciuch., 2020; Grimstvedt ve ark., 2019).

Bu tez calismasinin amaci bazi bitki yaprak ekstraktlarinda toplam fenolik madde tayini,
antioksidan kapasite ve antimikrobiyal aktivite analizleri ile biyoaktif 6zelliklerinin
belirlenmesi ve FTIR gibi hizli ve hassas bir yontem kullanilarak molekiiler yapilarinin
karakterize edilmesidir. Ozellikle antimikrobiyal aktivite gdsteren bitki ekstraktlarinin ortak
ozelliklerinin ve FTIR ile molekiiler yapilarinin ortak yonlerinin karakterizasyonunu
hedeflemektedir. Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda antimikrobiyal aktivite gosteren
bitki ekstraklarinin molekiiler yapilarinin ortak yonlerinin karakterizasyonunun yapildig

herhangi bir calismaya rastlanmamustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Tez cahsmasinda kullanilan yapraklar

2.1.1. Defne yaprag: (Laurus nobilis)

Defne olarak bilinen Laurus nobilis baharat olarak yemeklerde kullanilmasinin yani sira
antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, sitotoksik, antiastmatik, anti-artritik ve analjezik
gibi Ozelliklere sahip olmasi dolayisiyla geleneksel tipta da yaygin olarak kullanilmaktadir.
Defne yapragmin bu yararli biyolojik 6zellikleri, ugucu yaglar ve fenolik bilesikler gibi
yiiksek oranda biyoaktif ikincil metabolitler igermesinden kaynaklanmaktadir (Boulila ve ark.,

2020). Defne yapraginin gorseli Sekil 2.1°de goriildiigii gibidir.

Sekil 2.1. Defne Yapragi

Defne yapraginin ugucu yaglarinin temel bilesenleri 1,8-sineol, linalool ve a-terpinil asetattan
olusmaktadir (Inés ve ark., 2014).. Fenolik bilesiklerin en 6nde gelenleri yapilan HPLC
calismasi ile epikatesin, prosiyanidin dimeri, prosiyanidin trimeri, flavonol ve flavon tiirevleri
olarak belirlenmistir(ines ve ark., 2014). Bu yararli ucucu yaglar ve fenolik bilesiklerin
ekstraksiyon verimi fiziksel bariyer olan hiicre duvari ile simirlandirildigindan yeni
ekstraksiyon yontemleri kullanarak hiicre duvart sinirlandirilmasi ortadan kaldirilmak
istenmis ve seliilaz,ksilanaz, hemiseliilaz gibi enzimler kullanilarak ve ultrasound destekli
ekstraksiyon iglemleri ile fenolik bilesiklerin ve ugucu yaglarin eldesi i¢in ¢calismalar yapilmis
ve sonugta yapraklardan elde edilen fenolik bilesiklerin salinimini olumlu yonde gelistiridigi

Sekil 2.2.”deki gibi tespit edilmistir (Boulila ve ark., 2020).
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Sekil 2.2. Enzim uygulanmamis (kontrol) ve enzim ile muamele edilmis defne yapraklarindan
elde edilen ugucu yaglarin serbest radikalleri siipiirme aktivitesi (Boulila ve ark., 2020)

Defne yapragi, calilar veya yaprak dokmeyen kiigiik agaclarda ve genellikle Akdeniz
bolgesinde yetismektedir. Defne yapragindaki biyoaktif bilesenleri herhangi bir degradasyona
ugratmadan elde edebilmek i¢in ultrasound destekli ektraksiyon iglemi gergeklestirilmistir.
Ultrasound destekli ekstraksiyon isleminin fenolik bilesenler {izerine etkilerini 6lgmek
amactyla sonikasyon siiresi, ¢ozeltinin kati/sivi oran1 ve ¢oziicli konsantrasyounu gibi ¢esitli
deneysel faktorler dikkate alinarak calisma yapilmis ve calisma sonucunda 40 dakika
sonikasyon, 1/12 g/mL kati-sivi orani ve %35 etanol ¢oziicii konsantrasyonunda toplam
fenolik madde miktar1 17,32+1,52 mg GAE/ g bitki olarak 6l¢giim yapilmistir. Antioksidan
aktivitesini belirlemek amaciyla ise DPPH ile serbest radikal siipiirme potansiyeli ve lipid
oksidasyon inhibisyonunu belirleyebilmek i¢in ise linoleik asit peroksidasyonu ile dl¢limler
yaptlmistir. En iyi ektraksiyon kosullar1 altinda elde edilen Laurus nobilisekstraktinin
%94,73+0,49 DPPH siiplirme kapasitesi gosterdigi ve lipid oksidasyon inhibisyon analizinde
ise  %73,55+1,91 inhibisyon ile lipid oksidasyonunu engelledigi tespit edilmistir (Mufliz-

marquez Ve ark., 2013).



2.1.2. Mersin yaprag (Myrtaceae communis L.)

Myrtaceae ailesine ait olan mersin genellikle Asya ve Orta Dogu’da yetismektedir. Myrtaceae
communis L. olarak bilinen mersin, 1.8-2.4 m yiiksekliginde kii¢iik yapraklardan olusan ve
yaprak dokmeyen bir sklerofil ¢al1 veya kii¢iik agactir. Genel olarak halk arasinda, geleneksel
tipta, mide agrilar1, hipoglisemi, oksiiriik, kabizlik, kotii istahin yani sira yaralarin iyilesmesi
icin de kullanilir (Aleksic ve ark., 2014; Rahimmalek ve ark., 2013). Asagida Sekil 2.3’te

mersin yapragi fotografi goriilmektedir.

Sekil 2.3. Mersin yapragi

Toplam fenolik madde igerigi ¢icek, yaprak ve sap kisimlarinda ayri ayri bakilmis ve en
yiiksek toplam fenolik madde igeriginin 33,67 mg GAE/g olarak yaprak ektraktinda,¢igek
ekstrakti (15,70 mg GAE/g), ve sap ekstraktindan (11,11 mg GAE /g) daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Yaprak, sap ve ¢i¢ekten elde edilen esansiyel yag miktari ise sirastyla %0,61-
%0,08- %0,30 olarak tespit edilmistir. Bu esansiyel yaglar igerisinde kirk dort bilesen
tanimlanmis ve yaprakta en ¢ok bulunan ucugu bilesen %66,45£1,12  monoterpen
hidrokarbon ardindan %58,05+£1,39 ile a-pinene ve onuda %21,67+1,12 ile 1,8 cineole
izlemekte oldugu saptanmustir. Sekil 2.4’te M.communis L.'nin farkli pargalarinin toplam

fenol, tanin, flavonoid ve proantosiyanidin i¢erigi goriilmektedir (Wannes ve ark., 2010).
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Sekil 2.4. M.communis L.min farkli pargalarmin toplam fenol, tanin, flavonoid ve
proantosiyanidin icerigi ( Wannes ve ark., 2010).

Mersin yapraklarindan elde edilen yagin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek amaciyla
nalidiksik aside direngli Salmonella Typhimurium ATCC 13311 susuna kars1 test edilmistir.
Musluk suyu altinda yikanan iceberg marul ve domateslerin ylizeyine peptonlu su igerisinde
hazirlanan Salmonella Typhimurium’dan piiskiirtiilerek inokiile edilmis ve kurutulmustur. Bu
islemler sonrast domates yiizeyinde koloni olusturan birim sayisinin 3,47-4,86 log
CFU/domates, marul yiizeyinde ise 3,51-3,99 log CFU/g oldugu belirlenmis ve ardindan {i¢
farkli konsantrasyonda (500-750-1000 ppm) hazirlanan mersin yapragi yagi ¢ozeltisi ile {i¢
farkli yikama gergeklestirilmistir. Sonugta baglangicta inokiile edilen Salmonella
Typhimurim’umu domateste 1,89 log CFU/domates morulda ise 1,66 CFU/ g seviyelerine
diisiirecek sekilde inhibe ettigi gozlemlenmistir. Mersin yapragmin taze meyve sebzelerde
bulunan gida kaynakli patojenlere karsi kullanilan klor gibi sentetik dezenfektan maddelere

alternatif olarak kullanilabilecegi sonucu elde edilmistir (Giindiiz ve ark., 2009) .

Mersin yapraginda bulunan ugucu yag miktar1 bitkinin yetistigi mevsime,gevre kosullart ve
genetik faktorlere bagli olarak yiiksek derecede farklilik gostermektedir. Bununla ilgili olarak
farkli lokasyonlardan elde edilen M.communis L. ile ¢alismalar yapilmis ve farkli yorelerde
yetisen yapraklarda genetik yapilarinin, ugucu yag miktarinin ve ugucu yag igesirindeki

bilesenlerin miktarmin farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir (Ghafouri ve Rahimmalek,



2018; Rahimmalek ve ark., 2013; Uzun ve ark., 2016). Iran’da 21 farkli yerde yetisen
M.communis L.’nin temel bilesenlerinin a-pinen, 1,8-sineol, limonen, linalol, terpineol ve
linalil oldugu saptanmistir. Bunlardan o-pinen igerigi yetistigi yere gore %16,62-47,83
araliginda degisen miktarlarda tespit edilmistir. Ayrica Iran mersinlerinde yiiksek a-pinen/1,8

sineol ve yiiksek limonen/diisiik a-pinen gruplari igeren iki kemotip oldugu belirlenmistir

(Rahimmalek ve ark., 2013).

Yapilan bir calismada, Portekiz bolgesinden {i¢ farkli yilda toplanan mersin yapraklari siiper
kritik akigkan ve geleneksel yontemle ekstrakte edilerek antioksidan kapasitesi ile biyoaktif
ozellikleri degerlendirilmistir.Stiper kritik akiskan ile ekstraksiyon isleminin geleneksel
hidrodistilasyon yontemlerine gore daha verimli oldugu tespit edilmis ve yillar arasinda da
mersin  yapraginin antioksidan kapasitesinde farkliliklar oldugu belirlenmistir. Bu
farkliliklarin = iklim kosullar1 ve yapraklarda bulunan antosiyaninden kaynaklandigi

saptanmustir (Pereira ve ark., 2016).

Tablo 2.1. Geleneksel yontem ile ekstraksiyon ve siiper kritik akigkan ile ekstraksiyon
verimlilik sonuglar1 (Pereira ve ark., 2016).

Ekstrakt verimliligi (%) (g ekstrakt/100 g kuru bitki)
Siiperkritik akigkan ekstrakti Geleneksel yontem ekstrakti
Yillar 2006 2007 2008 2006 2007 2008
Yapraklar 06,07 | 97606 | 9006 | 03x00 | 0300 0.2:00
(Temmuz)

2.1.3. Avokado yaprag (Perseae americano)

Avokado agaci olan Perseae americano, Lauraceae familyasina aittir ve diinya capinda
yetistiriciligi yapilan bir meyve agacidir. Avokado agacinin yapraklart da geleneksel tipta
antioksidan, hipoglisemik, analjezik ve antienflamatuar aktiviteler gibi biyolojik 6zellikleri

nedeniyle infiizyon veya hidroalkolik ekstraktlar sekilde yaygin olarak kullanilmaktadir.




Sekil 2.5. Avokado yapragi

Avakadoda bulunan a-karoten, B-karoten, zeaksantin, neoksantin, violaksantin ve lipolifik
karotenoidlerin anti-kanserojen etkilerinin oldugu bilinmektedir. Avokado yapraginin insan
meme kanseri hiicreleri lizerine apoptosiz etkisinin oldugu ve prostat kanseri hiicreleri tizerine
ise avokado tokoferol ve karotenoidlerinin inhibe edici aktivite gosterdigi bilinmektedir.
Avokado bitkisinin tohumu ve kokii bakteriyel gida bozulmalarini 6nleyen antibiyotik 6zelligi
gosteren maddeler igermektedir (Rajeshkumar ve Rinitha., 2018; Yamassaki ve ark., 2018).
Avokado yapragi sulu ekstraktindan elde edilen arabinozgalakton-protein agisindan zengin
fraksiyonun, kimyasal olarak karakterizasyonu (FRAGP), toplam fenolik igerigini ve
antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in ¢aligma yapilmis. Avokado yaprag: sulu ekstraktindan
¢Oktliriilmiis sulu ekstrakt olusturulmus ve bundan da ¢Oziiniir ¢oktiiriilmiis sulu ekstrakt
ac1ga cikarilmis ve bu ekstraktan ise arabinogalaktan protein agisindan zengin fraksiyon elde
edilmistir. FRAGP i¢in toplam protein %4.6 + 1.8, arabinozgalakton protein %22.5+4.9,
karbonhidrat icerigi ise %76.7+£8.8 olarak tespit edilmistir. Avokado yapragmin temel
monosakkaritleri arabinoz ve galaktozdan olusmakta oldugu saptanmistir. Avokado
yapraginin sulu ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi %17.6+1.8, antioksidan aktivitesi
ise 320pg/mL olarak belirlenmis ve bu ekstraktin %60 DPPH radikali siiplirme aktivitesine
sahip oldugu tespit edilmistir (Yamassaki ve ark., 2018).

2.1.4. Melisa yaprag ( Melissa officinalis)

Melissa officinalisLamiaceae familyasina ait bir bitkidir.Melisa yagragi ekstraktlar1 biyoaktif
ozelliklere sahiptir ve bu ekstrakt tiiketicilere saglik yoniinden olumlu etkileri olan gida
triinlerinin  gelistirimesinde siklikla kullanilabilecegi ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir
(Abdel-naime ve ark., 2019; Caleja ve ark., 2018; Vasileva ve ark., 2018). Sekil 2.6.’da

Melisa yapragi fotografi goriilmektedir.



Sekil 2.6. Melisa Yapragi

Yapilan bir calismada ise keklere rosmanik asit yonlinden zenginlestirilmis melisa
ekstraktlar1 eklenerek koruyucu olarak kullanilan potasyum sorbat icin alternatif bir koruyucu
olup olmayacagi, yani toksisiteye karsi inhibe edici 6zellikleri; antimikrobiyal, antioksidan ve
antifungal aktivitelerine bakilmis ve ¢alisma sonucunda ise rosmanik asit yoniinden
zenginlestirilmis melisa ektraktlarinin DPPH siiptirme aktivitesi 79+2 pg/ml ekstrakt (EC50
degeri) olarak tespit edilmis. Antibakteriyel o6zelliklerine bakildiginda ise gram pozitif
bakterilerden Escherichia coli’ye karsi melisa ekstraktinin MIC degeri 0,10 mg/ml ekstrakt,
streptomycin’in MIC degeri 0,20 mg/ml ekstrakt, ampicilin’in MIC degeri ise 0,40 mg/ml
ekstrakt olarak saptanmistir. Gram negatif bakterilerden Staphylococcus aureus’a karsi melisa
ekstraktinin MIC degeri 0,15 mg/ml ekstrakt, streptomycin’in MIC degeri 0,04 mg/ml
ekstrakt, ampicilin’in MIC degeri 0,25 mg/ml ekstrakt olarak tespit edilmistir. Antifungal
aktivitesine bakildiginda ise Aspergillus niger’e karst melisa ekstraktinin MIC degeri 0,04
mg/ml ekstrakt, ketoconazole’nin MIC degeri 0,25 mg/ml ekstrakt, bifonazole’nin MIC
degeri ise 0,15 mg/mlekstrakt olarak tespit edilmistir. Bu biyoaktif 6zellikleri sebebiyle
firincilik driinlerinde melisa ekstraktinin potansiyel olarak tiiketici sagligina fayda saglayan
dogal bir katki maddesi olarak kullaniminin miimkiin oldugunu bulunmustur (Abdel-naime ve
ark., 2018).

Melissa officinaliskarmasik kimyasal kompozisyonu karmasiktir. Bunun %6’ya kadari
hidroksisinamik asit, rosmanik asit, p-koumarik ve kafeik asitten olusmaktadir. Ayrica
%A40’tan fazlas1 monoterpen ve %35’ten fazlas1 seskiterpenden olusan %0,37°1ik bir esansiyel
yag asidi igerigine de sahiptir. Bu terpenoidlerin en O6nemlileri arasinda sitral,sitronellal,

geraniol, nerol, linaloel, fernesi asetat, humulen, B-karyofilen ve eremofilen bulunmaktadir.



Ayrica flavonoidler (luteolin, quercetin, apigenin, tanenler ve asidik triterpenler; ursulik ve

oleanolik asitler) gibi baska bilesenlerde vardir (Arceusz ve ark., 2013; Caleja ve ark., 2018).

Melissa officinalis’e fitokimyasal analizler yapilmis ve sonug¢ olarak dort ursen triterpen
glikozid tanimlanmis, tanimlanan bilesiklerden 1-3 arasi yeni molekiiller olarak kaydedilmis
(Sekil 2.7.). Tanimlanan glikozitlerin, referans antimikrobiyal ajanlara kiyasla Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans’a kars1 belirgin antimikrobiyal

etkiler gosterdigi tespit edilmistir (Abdel-naime ve ark., 2019).

29

CH030H ) R - H, R;— 0-OH
3 R;= OH, R;= a-0OSO;H 30
4 R|= OH, Ra= [B-OH =

Sekil 2.7. Melissa officinalis'ten elde edilen bilesenlerin kimyasal yapis1 (Fahim ve ark.,2019)

2.1.5. Dut yaprag (Morus alba L.)

Dut yapraklari polisakkaritler, flavonoidler, alkaloidler ve ugucu yaglari igermektedir (Wen v
e ark., 2019). Bu bilesenler sayesinde de yiiksek derecede hipoglisemik etkiler géstermekte ve
ayrica diyabetes mellitus tedavisinde de yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir (Li ve ark.,
2018). Yapilan bir ¢alismada dut yapraklarinin biyoaktif &zelliklerini belirlemek i¢in gaz
kromatografisi/kiitle spektroskopisi (GC/MS) kullanilarak diyabetes mellitus’a karsi
iyilestirici etki gosteren polifenoller ve flavonidler gibi biyoaktif maddeler Tablo 2.2’ de
gosterildigi gibi oldugu tespit edilmistir (Ge ve ark., 2018). Sekil 2.8.’de kuru dut

yapraklarinin fotografi goriilmektedir.
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Sekil 2.8. Dut yapraklari

Tablo 2.2. Dut yapraginin biyoaktif maddelerinin konsantrasyonu (Ge ve ark., 2018).

Biyoaktif bilesen Konsantrasyon mg/g
Tricetin 70,06
Gallik asit 22,62
Klorojenik asit 224,99
Palmitik asit 3,08
Famesol 0,504
1-hidroksiantrakinon 0,12
glutamin 0,83
L-aspartamin 12,40
Laktik asit 15,48
Priivik asit 6,83
Oksalik asit 0,19
5-metoksiprotamin 69,97
Alanin 171,35
3-hidroksibiitirik asit 0,17
Valin 77,17
Glisin 22,45
Treonin 29,12
I- malik asit 242,72
Aspartik asit 485,03
Asetol 0,77
Triosin 67,79
D-galakturonik asit 0,78
Morasin C 0,36

Dut yapragi ekstraktinin ilave edildigi soguk depolama kosullarindaki (4°C) probiyotik
yogurtlarda bulunan Lactobacillus casei 01 ve Lactobacillus acidophilus LA5’in canliligina
etkisi, yogurdun fizikokimyasal ve duyusal oOzellikleri {izerine etkisi ve antioksidadif
etkilerinin arastirildig1 bir ¢alisma yapilmis. Bu ¢alisma sonucunda dut yaprag: ekstraktinin

eklendigi L.caseii¢eren yogurdun 30 giinliikk soguk sartlarda depolanmasi siiresinde en yiiksek
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probiyotik seviyesine sahip oldugu ve en yiiksek antioksidan etki gosterdigi goriilmiistiir.
Bunun yami sira fizikokimyasal ve duyusal oOzelliklerinde de herhangi bir farklilik

gbzlemlenmemistir (Kemsawasd ve Chaikham, 2018).

Dut yapragi ekstraktindan iki yeni prenyated flavonoid izole edilmis ve bunlar morachalcone
D ve morachalcone E olarak isimlendirilerek yapilar1 tanimlanmistir. Fare hippocampal néron
HT22 hiicrelerinde (endojen oksidatif stres kaynakli ndronal hiicre 6liimiinii incelemek i¢in
yaygin olarak kullanilan bir fare hippocampal hiicre hatt1) glutamat ve erastinin neden oldugu
endojen oksidatif hasara karsibu iki bilesigin koruyucu etkileri arastirilmis ve sonugta
morachalcone D’nin glutamat ve erastin kaynakli hiicre 6liimiinii 6nlemede morachalcone E
den daha giiglii etki gosterdigini ortaya koydu. Morachalcone D’nin noroprotektif etkisinin,
reaktif oksijen tiirleri liretiminin, glutatyon tilkenmesinin ve demir birikiminin 6nlenmesi ile
ilgili oldugu da ayrica saptanmistir. Ve bu calismaya ile morachalcone D’nin dut yapraginin
saglik iizerine olumlu etkilerinden sorumlu oldugu, diyet takviyeleri ve fonksiyonel gidalarin

kullanimi igin giiglii bir néroprotektif ajan olabilecegi tespit edilmistir(Wen ve ark., 2019).

Prenylated fenolikler dut yapragi icin karakteristik kimyasallardir ve bu tip kimyasallar
dikkate deger biyoaktiviteler gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada dut yapraginda bulunan
moracin N saflagtirilarak elde edilmis ve antioksidan etkileri degerlendirilmis. Resveratrol
yapisina ¢ok benzer bi yapisi olan moracin N’nin resveratrolden daha ytiksek antioksidan etki
gosterdigi saptanmis. Furan halkasinin antioksidan aktivite i¢in kritik bir yap1 oldugu tespit
edilmis. Moracin N’nin giivenilir bir antioksidan oldugu sonucuna varilmistir (Tu ve ark.,
2019).

2.1.6. Ali¢ yaprag (Crataegus monogyna )

Alig yapragi geleneksek olarak kullanilan tibbi bir bitkidir ve diizensiz kalp atis1, yliksek
tansiyon, gogiis agrisi, arterlerin sertlesmesi ve konjestif kalp yetmezligini tedavi etmek i¢in
geleneksel bir ilag olarak kullanilmistir (Li ve ark., 2009). Sekil 2.9.’da alig¢ yaprag: fotografi

goriilmektedir.
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Sekil 2.9. Ali¢ yapragi

Alig yaprag ekstraktlariflavon ve flavonol gibi flavonoidlerin farkli alt gruplarini igerir. Alig
yapragindan bir¢ok flavonoid izole edilmistir. Bunlardan bazilar1 rutin, hiperosid, quercitrin,
quercetin, vitexin-400-o-glukozit, vitexin-200-orhamnoside, vitexin-400-o- asetildir (Ma ve
ark., 2010).

Yapilan bir ¢alisma, Cin’de farkli yorelerde yetisen gesitli ali¢ yapraklar1 ve Guang alig
yapraklarinin kalitesini belirlemek i¢in ultra yiiksek performans sivi kromatografisi — kiitle
spektroskopisi ile ¢alisma yapilarak 8 bilesen agisindan degerlendirilmis. Bu bilesenler;
epikatesin, klorojenik asit, viteksin, hyperoside, viteksin-rhamnoside, viteksin-glikozit, rutin
ve shanyenoside’dir. Sonug olarak ali¢ yapraklar1 ve Guang ali¢ yapraklarinin hepsinde ortak
bulunan ve yiiksek miktarlarda bulunan bilesenler viteksin-rhamnoside, viteksin-glukozit, ve
Klorojenik asit olmustur. Viteksin-rhamnoside i¢in ali¢ yapraklarindaki icerik, Guang alig
yapraklarindakinden c¢ok daha yiiksek olarak tespit edilmis. Epikatesin ve shanyenoside
icerigi ali¢ yapraklar1 ve Guangali¢ yapraklarinin her ikisinde de diisiik seviyede oldugu tespit
edilmistir (Xu ve ark., 2018).

2.1.7. Zeytin yaprag (Olea europaea)

Zeytin yapragi endiistriyel bir iiriin olarak kullanilabilen tarimsal bir kalintidir. Zeytin
yapraginda yaklasik %14 oraninda bulunan oleuropein, en fazla biyolojik aktiviteye sahip
olan bilesendir. Yaprak kuru agirliginin yaklasik %3’iinii temsil eden polialkol mannitol gida
ve ilag endiistrileri tarafindan kullanilmaktadir. Zeytin yapragindaki oleanolik asit de onemli

konsantrasyonlarda bulunur ve ¢ok énemli farmakolojik 6zelliklere sahiptir (Guinda ve ark.,
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2015). Zeytin yapragi ekstrakti sentetik katkilarin olusturdugu yan etkilerden dolayr dogal
gida katki maddesi olarakta gida endiistrisinde kullanim alan1 bulabilecek kapasiteye sahiptir
(Bastanteve ark., 2019). Zeytin yapraginin bu kiymetli 6zelliklerinden dolay1 bir ¢alisma
yapilarak oleanoik asit, oleuropein ve mannitol’iin belirlenmesi i¢in kat1 faz ekstraksiyonu ve
yiiksek performansli sivi kramotografisi kullanilarak, tekrarlanabilir ve kesin bir analiz
yontemi belirlenmek istenmis ve sonucta da belirlenen yontem bu katma degeri yiiksek
bilesenlerin saptamasinda elverisli oldugu tespit edilmistir (Guinda ve ark., 2015). Sekil
2.10°da zeytin yapraklar fotografi goériilmektedir.

Sekil 2.10. Zeytin yapragi

Zeytin yaprag1 ekstraktinin sofralik zeytinlere ilave edilmesiyle besin degerindeki artig
gozlemlenmek istenmis. Zeytinlerin fermentasyonu sirasinda zeytin yapragi ekstrakti, bakteri,
maya ve ticari starter kiiltiir (Lactobacillus plantarum) ilave edilerek farkli fermentasyon
denemeleri gerceklestirilere fermentasyonun 1, 30, 60, 90, 120. giinlerinde pH degerleri ve
laktik asit bakterileri ve maya gibi fermentasyona etki eden mikroorganizmalarin yogunluklari
degerlendirilmistir. Orneklerin toplam fenolik madde ve antioksidan kapasiteleri de
Ol¢iilmiistiir. Bu yapilan mikrobiyolojik, fiziko-kimyasal ve duyusal analizler, zeytin yapragi
ekstrakti ilavesinin daha yliksek seviyelerde antioksidan, antimikrobiyal ve antienflamatuar
maddelere sahip fermente zeytinlerin, herhangi bir olumsuzluk goriilmeden elde
edilebilecegini gostermistir. Ayrica zeytin yapragi ekstraktinin ilave edildigi fermentasyondan
elde edilen zeytinlerin daha sert oldugu ve daha az aci tada sahip oldugu gozlenmistir

(Caponio ve ark., 2019).

Yapilan bagka bir ¢alismada zeytin yapragi ekstraktinin antimikrobiyal 6zellikleri ve hamsi

balig: filetosu tizerindeki koruyucu 6zelligi incelenmis. Antimikrobiyal aktivite bozulmalara
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neden olan mikroorganizmalardan Pseudomonas  flourescens, Pseudomonas fragi,
Pseudomonas putida,Brochotrix thermosphacta, Clostridium sporogenes ve Listeria
innocua’ya karsi test edilmis. Antimikrobiyal aktivite Ol¢timleri sonucunda zeytin yapragi
ekstrakti Brochotrix thermosphacta’ya karsi yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterirken, diger
mikroorganizmalara karsi orta seviyede antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayrica zeytin
yapragi ekstraktinin koruyucu 6zelligini saptayabilmek i¢in ¢ig balik filetosu zeytin yapragi
ekstrakti ile marine edilmis ve marinasyonun 7. ve 22. giinlerinde filetonun pH, su aktivitesi,
tuz igerigi, tribarbiitirik asit, toplam ugucu nitrojen,trimetilamin nitrojen gibi Ozelliklerine
bakilmistir. Sonug olarak zeytin yapragi ektraktinin iiriiniin organoleptik o6zelliklerinde
herhangi bir degisime neden olmadan,raf Oomrii iizerinde pozitif etkiler gosterdigi tespit

edilmistir (Testa ve ark., 2019).

Zeytin yapragmin faydali ozelliklerinden dolay1r Bastante ve arkadaslario gida ambalaj
malzemelerinden polietilen terafitalat/propilen (PET/PP) filmlere zeytin yapragi ekstraktini
fakli oranlarda ekleyerek raf Omrii iizerine etkilerini arastiran bir ¢aligma yapmiglar. Ceri
domatesler bu hazirlanan filmlerle ambalajlanmis, kontrol 6rnekleri olarak da zeytin yapragi
ekstrakti eklenmemis filmler kullanilmis ve bozulma oraninin zeytin yapragi ekstrakti
eklenmis filmlerle kaplanan domateslerde yari yariya azaldigi goriilmiistiir (Bastante ve ark.,
2019).

2.1.8. Sarmmsak yaprag: (Allium sativum)

Genellikle baharat olarak kullanilan sarimsak hem geleneksel hem de modern tipta terapGtik
ve tibb1 6zellikleri nedeniyle ¢okca kullanilmaktadir. Ayrica sarimsak yapraklari da biyoaktif
maddelere sahiptir. Allium sativum’dan elde edilen allisin antienflamatuar, antikanser,
antioksidan, antimiktobiyal, kardiyoprotektif ve immiin sistem diizenleyici etikilere sahiptir

(Martins ve ark., 2016). Sekil 2.11°de sarimsak yapragi fotografi goriilmektedir.
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Sekil 2.11. Sarimsak yapragi

Sarimsagin bu faydali 6zelliklerinin yaninda yapilan baska calisma ile Sarimsak yapragi
lektininin 12 kDa dimerik mannoz baglama proteinini, yaygin olarak yaprak bitleri ve kirmizi
pamuk bdcegi olarak bilinen, iki Onemli homopteran bdcek zararlisinin biiylimesini
engelledigi ve hayatta kalmasi {lizerine de zararli etkiye sahip oldugu saptanmistir.
Homopteran bdcek zararlilart bir ¢ok ekin bitkisinde dnemli hasarlara sebep olur ve bocek
smifi,Bacillus thuringiensis bocek kontrol proteini ve herhangi bir bocek kontrol maddesi
tarafindan kontrol edilemediginden sarimsak yaprag:i lektininin, bitki bocek direncini
azaltmak i¢in giiclii bir kontrol ajan1 olarak kullanilma olasiligi oldugunu ortaya koymustur

(Bandyopadhyay ve ark., 2001).

2.1.9. Thlamur yaprag (Thilia cardato)

Thlamur bitkisi yatistirici, idrar soktiirlicii, goglis yumusatict etkilerinden dolay: yiizyillardan
beri kullanilmaktadir. Thlamur bitkisi organik asitler, tanin, polifenolik bilesikler, yag,
katesin, seker, amino asit, ugucu yag gibi bilesenler icermektedir. icerdigi fenolik bilesenlerin
normal ¢ay demleme yontemiyle elde edilme hizini incelemek i¢in ¢esitli sicaklik ve siirelerde
demlemeler yapilarak toplam fenolik maddelerin ekstraksiyon hizi belirlenmeyegaligiimas,
toplam fenolik maddelerin hizli ektraksiyonu igin 100 °C’de 20-25 dakika demleme ile
maksimum diizeyde ekstrakte edildigi saptanmis (Inang ve Yiiksel., 2018). Sekil 2.12.’de

thlamur yapragi fotografi goriilmektedir.
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Sekil 2.12. Thlamur yapragi

2.2. Fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR) spektroskopisi ¢alismalar:

Fourier dontisimli kizilétesi (FTIR)spektroskopisi, kizilétesi (IR) radyasyonun absorpsiyonu
ile kimyasal baglarin titresiminin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir. Kizilotesi radyasyon
kimyasal baglarin gerilme biiziilme ve biikiilme gibi farkli titresim hareketleri ile absorbe
edilir. Kizilotesi bolgesinde kimyasal baglarin titresimindeki degisim ve absorpsiyon
ozellikleri spektral piklerin olugmasini saglar. Her fonksiyonel grup kendine 6zgii titresim
sikligina sahiptir ve her kizilotesi 1s1k dizisi 6zgiildiir (Durak ve ark., 2020). Tipki insan
parmakizi gibi, iki benzersiz molekiiler yap1 aymi spektrumda kizildtesi pik iiretmez.
Kizilétesi spektroskopisi genellikle kimyada fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda
kullanilir. Kizil6tesi radyasyonu, atomlarin ve organik bilesik gruplarimi baglayan kovalent
baglarin daha fazlatitresmesine neden olur. Organik molekiillerin fonksiyonel gruplari
spesifik bagli atomlar igerdiginden, kizilétesi radyasyonun organik molekiil tarafindan
emilmesi, o molekiiliin spesifik fonksiyonel gruplarinda bulunan bag tiirlerini ve atomlarin

karakteristik yapilarini agiga ¢ikarabilmektedir (Besergil, 2019).
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Tablo 2.3. Bazi organik gruplarin FTIR spektroskopisinde frekans araliklar1 (Besergil, 2019).

Bag Bilesigin Tipi Dalga sayisi, cm™! Siddeti
C-H | Alkan 2850-2970 k |
C-H | Alken (=C=C<='") 3010-3095; 675-995 o,k
C-H | Alkin (-C=C - H) 3300 k
C-H A Aromatik halka 3010-2100; 690-900 0,k
| Monomerik alkol, fenol 3590-3650 d

H-bagh alkol, fenol 3200-3600 d
O-H

Monomerik karboksilik asit 3500-3650 0

H-bagh karboksilik asit 2500-2700 g
N-H A Amin, amid 3300-3500 (o}
C=C | Alken 1610-1680 d
Cc=C . Aromatik halka 1500-1600 d
Cc=C . Alkin 2100-2260 d
C-N | Amin, amid 1180-1360 K
C=N A Nitril 2210-2280 k
C-O - Alkol, eter, karboksilik asit, ester 1050-1300 k
Cc=0 | Aldehit, keton, karboksilik asit, ester 1690-1760 k
NGOz | Nitro bilesikleri | 1500-1570; 1300-1370 k

k: kuvvetli, o: orta, d: degisken, g: genis

FTIR giivenilir bir kiziltesi spektroskopisidir. Akademik ¢alismalarda, analitik calismalarda
kullanilir ve adli laboratuvarlarda gesitli analitik islemler yapma firsati sunar. FTIR basit
yapili bilesikleri tanimladigi gibi oOzellikle polimer ve organik bilesiklerin kimyasal
uygulamalarinda da kullanilmistir. FTIR bir karisimdaki bilesenlerin miktarini belirleyebilir,
bir numunenin kalitesini ve siirekliligini saptayarak, kalite kontrol ve gida giivenligi agisindan
onemli bilgiler elde edilmesinde kullanilir. Fourier doniisiimlii kizilétesi spektroskopisinin
normal enstriimantel bilesenleri; interferometre kaynagi, ornek bolgesi, dedektor ve
bilgisayardan olugmaktadir. Kaynak kizildtesi enerji yayar. Bu 1smn enerji miktarin1 kontrol
eden acikliktan gecerek numuneye gelir oradan da dedektore ulasir. Daha sonra iki 151k
etkilesiminin kullanilarak hassas 6l¢iim yapildig: interferometreye girer. Sonugta ortaya ¢ikan
interferogram sinyali numune bdlmesine girer. Burada numunenin benzersiz karakteristigi
olan belirli enerji frekanslar1 absorbe edilir. Elde edilen 1s1n son 6l¢iim i¢in dedektdre gecer,

oOlgiilen sinyal sayisallastirilir ve doniisiimiiniin gergeklestirildigi bilgisayara gonderilir. Son
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kizilotesi  spektrum  degerlendirilmek {izere arastirmaciya sunulur (Sekil 2.13.)
(Forensics,2020).

SPEKTROMETRE

1.Kaynak 2. interferometre
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Sekil 2.13.FTIR spektroskopisi ¢alisma prensibi (Ramaiah ve Bhatia, 2017).

Analiz edilen materyali tanimlamak i¢in bilinmeyen kizildtesi absorpsiyon spektrumu,
bilgisayar veri tabanlarindaki standart spektrumlarla veya bilinen bir materyalden elde edilen
spektrumla karsilastirilir. Spektrum eslesmeleri numunedeki polimeri veya diger bilesenleri
tanimlar. 4000-1500 cm™ aralifindaki bolge genellikle fonksiyonel gruplan igerir (-OH,
C=0, N-H vb.) 1500-400 cm! araligindaki bolge ise parmak izi bolgesi olarak adlandirilir.
Bu bolgedeki absorpsiyon bantlar1 her materyal igin oldukga spesifiktir (Hanke, 2001).

Yapilan bir calismada yapraklarin kompozisyonel, konumsal ve zamansal varyasyonlairnin
dahil oldugu ve bu yapraklardaki farkliliklarin ve kompozisyonunun FTIR ile arastirildigi
spektral varyasyon analiziyle, konumsal spektral varyasyonlarda genellikle kiitin miktarinda
ve epikutikiiler mum kalinliginda ve bilesimde farkliliklar oldugu saptanmistir. Tam giines
15181ina maruz kalan yapraklar genellikle golgeli yerlerde konumlanan yapraklara gore daha
belirgin kiitin ve balmumu ile iliskili 6zellik gostermistir. Adaksiyal ve abksiyal yaprak
yiizeyleri ise, trikom miktarinda ve balmumu bilesiminde farkliliklar géstermistir. Olgun ve

geng yapraklar, yaprak ylizeyilerinde ve yakininda kiitin, polisakkarit ve amorf silika gelisimi
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ile iligkili absorpsiyon bandi ve yogunlugunda degisiklikler gostermis. Benzer orneklerin,
yani olgun ve glinese maruz kalan Orneklerin spektrumlart karsilastirildiginda ise 6zdes
spektrumlar sergiledikleri gozlenmenmistir. Olea europea yaprak komposizyonu ise Sekil
2.14.’te oldugu gibi tespit edilmistir (Ribeiro, 2006).
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Sekil 2.14. Olea europea spektrumlari (Luz,2006).

Bitkilerden ektrakte edilen pektik polisakkaritler ve hemiseliilozlar, diskler lizerinde ytiksek
oranda hidratlanmis filmlerde incelenmistir. Orta kizilotesi bolgedeki 1200-800 cm™
arasinda, kendine 6zgili absorpsiyon bantlari olusturarak farkli yap1 ve kompozisyondaki
polisakkaritlerin tanimlanmasinda kullanigh oldugu gézlenmistir. FTIR verilerinin sonucu,
her bir 6zel polisakkaritin, Tablo 2.4’de gosterildigi gibi, 1200-1000 cm™ bandi araliginda bir
pik degerine sahip oldugunu gostermistir. Ayrica bu bolgeye, (C-OH) yan gruplarin gerilme
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titresimleri ve (C-O-C) glikozidik bag titresimleri ile Ortiisen halka titresimlerinin hakim

oldugu goriilmiistiir (Kacurakova ve ark., 2000)

Tablo 2. 4. Bitki hiicre duvar1 polisakkaritlerinin FTIR frekanslari( vs:cok giiglii, s:giiglii)
(Kacurakova ve ark., 2000).

No  Bilesik (C-OH), (C-0-C), (C-C).ring (CI-H), ring

l Pectin [ 1dds [100vs 1047, 1017vs 953 896 857 835
) Rhamnogalacturonan 1150 1122 [070vs — 1043vs, 989s 051,916 902 f46 823
] Galactan 1155 [134 [072vs 038vs 893 883

4 Arabinan [141 1097 1070 1039vs 18 893 §07
5 Arabrino galactan [074vs 043vs 807 868 808
0 Arabino galactin 1139 [078vs 1043, 985 80 842

1 Arabinogalactan (Type II) 1156 [078vs 1040 916 892 879

§ Arabinogalactan (Type I1) 4 Glucomannan (%1, (wiw) 1146 [D6bvs 1034 896 872 809
9 Arabino galactorhamnoglycan 1049vs 914 837 810
10 Xyloglucan 1153 [11§ [78vs [041vs 945 897

1l Glucan 1151 [10d4sh [076sh  1041vs, 1026vs 916 §40

12 (Glucomannan 1150 [0192vs, 106dvs 1034vs Yl B8 872 §14
13 (Galactoglucomannan 1149 1064* [034vs, 960 934 897 872 §13
14 Arabinoglucuronoxylan + Galactoglucomannan 161, 1151 1109 1070 1038vs 898 881 §9
I Pectin 1152 004 vs 082, 1051 [022vs, 472 891 34

Il (614 1147 1084 [047vs, %83 897

i Starch 1155 [110 [082 1026vs 93l §50

I\ Cellulose 1162 1120 [059vs, 1033vs 930 898
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1.Yaprak ektraktlarimin hazirlamasi

Kurutulmus yapraklarin her biri Kayseri’den yerel aktarlardan satin alinmistir. Orneklerin
isimleri ve kodlart Tablo 3.1.°de verilmistir. Kuru olan yapraklar 30 saniye boyunca
ogiitiilmiistiir .Ogiitiilen yapraklarin kuru madde tayini Denver IR60 cihaz1 ile yapilmustir.
Ekstraksiyon islemi ethanol (E), su (S) ve etanol:su (E:S,50:50 v/v) olmak iizere ii¢ farkli
¢oziicti ile gergeklestirilmistir. Etanol ve etanol:su ekstraksiyonlari igin 1.5 g kuru 6giitiilmiis
ornek tlizerine 25 mL ¢0ziicli, su ekstraksiyonu i¢in ise 5 g kuru 6giitiilmiis 6rnek iizerine ise
100 mL kaynamis su ilave edilerek 45 dakika boyunca karistirma islemi sonucunda ekstrakt
elde edilmistir. Ekstraksiyon sonunda kaba filtre kagidi kullanarak filtre edilmistir. Elde
edilen filtrat 60°C’de kuru madde elde edilene kadar doner evaporatdrde evapore edilmis ve
her 6rnek igin kullanilan ¢oziicii ile son ¢ozelti konsantrasyonu 50 mg/mL olacak sekilde
ayarlanmustir. Ornekler kullanilana kadar 4°C’de karanlik ortamda saklanmustir. Sekil 3.1."de

hazirlanan ekstraktlarin fotograflar: goriillmektedir.

Sekil 3.1. Merisn yapraginin su (S), etanol (E) ve etanol:su (ES) ile hazirlanan ekstraktlari.
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Tablo3. 1. Orneklerin isimleri ve kodlar

Ekstraktlar Ornek kodlar
Ihlamur yapragi su IYS
Ihlamur yaprag etanol/su IYES
Ihlamur yapragi etanol IYE
Avokado yapragi su AVYS
Avokado yapragi etanol/su AVYES
Avokado yapragi etanol AVYE
Ali¢ yapragi su AYS
Alig yapragi etanol/su AYES
Ali¢c yapragi etanol AYE
Defne yapragi su DFYS
Defne yapragi etanol/su DFYES
Defne yapragi etanol DFYE
Dut yapragi su DYS
Dut yaprag etanol/su DYES
Dut yapragi etanol DYE
Mersin yapragi su MRYS
Mersin yapra@1 etanol/su MRYES
Mersin yapragi etanol MRYE
Melisa yapragi su MYS
Melisa yaprag1 etanol su MYES
Melisa yapragi etanol MYE
Sarimsak yapragi su SYS
Sarimsak yapragi etanol/su SYES
Sarimsak yapragi etanol SYE
Zeytin yapragi su ZYS
Zeytin yapragi etanol/su ZYES
Zeytin yapragi etanol ZYE

3.2.Toplam Fenolik Madde Miktari (TFM)

Yaprak ve Orneklerin hazirlanmasi (3.1) kisminda anlatildigi gibi hazirlanan ekstraktin
kendisinden ya da yapilan diliisyondan (6rnegin durumuna goére 10, 20, 25 veya 50 kat
seyreltmeleri yapilmistir) alman 0.1 mL o6rnek iizerine 1 mL Folin-Ciocalteu ayraci
eklenmistir. Karisim 3 dakika bekletildikten sonra iizerine 0.8 mL Na,CO3(60 g/L) eklenmis
ve vorteks ile karigtirilmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler 120 dk boyunca oda sicakliginda
ve karanlik bir ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda UV
spektrofotometre (AgilentCarry 60) ile 765 nm’de okumalar yapilmistir. Kor ¢ozelti olarak
0.1 mL ¢bziicii kullamlmistir. Ornek analizlerinin anlamli sonuglar1 kuru maddedeki gallik

asit esdegerligi mg/kg olacak sekilde hesaplanmustir.
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3.3. Antioksidan kapasite tayini

3.3.1. DPPH radikali siipiiriicii kapasite

0.1 mL ekstrakt (6rnegin durumuna gore 10, 20, 25 veya 50 kat seyreltmeleri yapilmistir)
izerine daha onceden absorbansi 0.7’ ye ayarlanmis DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)
radikalinden 3.9 mL eklenmistir. Vorteks ile karistinlldi ve 30 dakika karanlik ortamda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda UV spektrofotometre (AgilentCarry 60) ile
515 nm’de kor ¢ozeltiye karst okumalar yapilmistir. Sonuglar % inhibisyon olarak asagida

verilendenklik (1) ile hesaplandi.
% inhibisyon: [(AkontrorAﬁmek)/ AKontr0|]*100(1)
Aiontrol: kontrol (antioksidan igermeyen ) 6rnegin absorbansi

Asmek: Ornegin ( antioksidan igeren) absorbansi

3.3.2. Troloks esdeger antioksidan kapasite (ABTS) yontemi

Asit ve baz ¢ozeltisi ile pH’s1 7.4°e ayarlanmis olan tampon ¢ozelti lizerine ABTS radikali ile
hazirlanan ¢o6zelti ilave edilerek tampon c¢ozeltinin absorbanst 734 nm’de 0.7 olarak
ayarlanmig ve 1. dakika okumalar1 yapilmigtir. Ardindan 0.1 mL ekstrakt (6rnegin durumuna
gore 10, 20, 25 veya 50 kat seyreltmeleri yapilmistir) tizerine 1.9 mL absorbansi 0.7 olarak
ayarlanan tampon ¢ozeltiden ilave edilmis ve 6 dakika oda sicakliginda ve karanlik ortamda
bekletildikten sonraUV spektrofotometre (AgilentCarry 60) 734 nm’de absorbans okumalari
yapilmistir. Sonuglar hesaplanirken 1. dakikadaki absorbans degerinden (A;) 6. dakikadaki
absorbans degeri (As) ¢ikarilarak AA degeri elde edilmistir. AA degeri kullanilarak asagidaki
denklige (2) gore % inhibisyon degerleri hesaplanmistir.

%inhibisyon= [(As-A1)/A1)]*100= (AA/A1)*100 (2)
Ai:1. Dakikadaki absorbans degeri
Ag.6. Dakikadaki absorbans degeri

AA:AG-Al
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3.4.  Antimikrobiyal aktivite tayini

3.4.1. Agar kuyucuk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite tayini

Analizlerde test mikroorganizmalari1 olarak triptik soy agar (TSA) icerisinde aktiflestirilen
Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) ve Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) patojen bakterileri kullanilmistir. 24 saat boyunca 35°C’de aktiflesen bakteriler
%0.9 NaCl ¢ozeltisi icerisinde McFarland ile 0.5 degerine ayarlanmistir. Ayarlanan bakteri
¢ozeltisinden Muller Hinton Agar (MHA) iizerine 100 pl yayma plaka teknigi ile ekim
yapilmistir. Agar iizerinde 6 mm boyutlarinda kuyucuklar agilarak ekstraktlar bu kuyucuklara
30 ul olacak sekilde ilave edilmistir. 35°C’de 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda olusan
inhibisyon zon caplar1 (mm) kumpas yardimiyla Slciilmiistiir. inkiibasyon icin hazirlanmis

petrilerin fotograflar: Sekil 3.2.’teki gibidir.

Sekil 3.2. MHA iizerine kuyucuk agilarak inkiibasyon i¢in hazirlanmig petriler.

3.4.2. Agar kuyucuk difiizyon yontemi ile minimum inhibitér konsantrasyonunun
belirlenmesi

Analizlerde antimikrobiyal aktivite tayininde oldugu gibi test mikroorganizmalar1 olarak
triptik soy agar (TSA) igerisinde aktiflestirilen Staphylococcus aureus (S. aureus),
Escherichia coli (E. coli) ve Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) patojen bakterileri
kullanilmigtir. Aktiflesen bakteriler %0.9 NaCl ¢ozeltisi icerisinde McFarland ile 0.5

degerine ayarlanmistir. Ayarlanan bakteri ¢ozeltisinden Muller Hinton Agar (MHA) {izerine
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100 pl ekim yapilmig ve yayma plaka teknigi ile yayilmistir.Bitki ekstraktlarinin 6 farkli
konsantrasyonu (50, 25, 12.5, 6.25, 3.1, 1.56 mg/mL) hazirlanmistir. Kuyucuklara bu
hazirlanan konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlar1 ilave edilmistir. 35°C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda kumpas yardimiyla inhibisyon zonlari

Olclilmiistiir

3.5.  FTIR analiz yontemi

Bolim 3.1. de belirtildigi sekildehazirlanan yaprak ekstraktlarindan 25 pL alinarak damla
halinde ATR aksesuar1 tizerine konulmus ve FTIR spektroskopisi cihazi (Perkin-Elmer
Spectrum TwoTM, Waltham, MA, ABD) yardimiyla 4000 — 400 cm™ araliginda 0,5 cm?

rezoliisyonda analiz edilmistir. Her bir 6rnek i¢in en az 2 spektrum elde edilmistir.

3.6. lstatistiksel analiz

Toplam fenolik madde miktar1 ve antioksidan kapasite analizleri sonucunda elde edilen veriler
Minitab 17 (Minitab Inc., State College, ABD) programi ile varyans analizi (ANOVA) ve
Fisher’in en kii¢iikk anlamli farklar yontemine gore istatistiksel olarak degerlendirilmis ve

ornekler arasindaki farkliliklar P<0,05 diizeyinde analiz edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kurumadde analizi
Kurumadde analizi sonucunda elde edilen degerler Tablo 4.1°de verildigi gibidir. Kuru madde

analizi sonuglar1 birbirine yakin ¢ikmistir. En yiiksek kuru madde igerigi sarimsak yapraginda

bulunmustur. En diisiik kuru madde orani ise dut yapraginda bulunmustur.

Tablo 4.1. Yapraklarin kuru madde analizi sonuglar1 (%KM).

Ornekler % KM
Defne Yaprag: 93,41
Sarimsak Yapragi 97,70
Avokado Yapragi 92,86
Dut Yapragi 91,24
Ihlamur Yapragi 92,43
Melisa Yapragi 92,78
Ali¢ Yapragi 92,59
Zeytin Yapragi 94,66
Mersin Yapragi 91,42

4.2. Toplam fenolik madde analizi sonug¢lar:

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik bilesik tayininde gallik asit
standart egrisi kullanilmistir. Gallik asit kullanilarak elde edilen standart ¢alisma grafigi Sekil

4.1°de verilmistir.
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Sekil 4. 1. Gallik asit standart caligsma grafigi.

Orneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit cinsinden mg/g kurumadde

olacaksekilde hesaplanmistir ve sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir. Orneklerin toplam fenolik

madde miktarlar1 Sekil 4.2’de grafiksel olarak verilmistir.

Tablo 4.2. Yaprak ekstraktlarinin toplam fenolik madde (TFM) miktari.

Ornekler Su ekstrakti (mg/g) | Etanol-su ektrakti | Etanol ekstrakt
(mg/g) (mg/g)
Avokado 14,146 £0,77 213,86 +7,99° 33,20 +3,30
Alig 7,763+1,76 262,6 +56,6% 290,2+52,7°
Defne 14,73+ 0,34 251,3 +46,50° 320,9+ 29,40°
Dut 0,50+ 0,06 9,75 +3,12K 9,06+ 5,34
Ihlamur 6,74+ 0,37 184,10+ 42,60 102,76+ 3,92™
Mersin 9,56 + 0,35 24,64 +3,66 414,80+39,00°
Melisa 9,95+ 0,64 159,60 + 31,60™ 125,66 + 11,18"
Sarimsak 4,67+0,24 I 135,40 :1:94,80gh 73,11+18,95'
Zeytin 8,66+0,261 119,92+ 3,77" 34,69+1,25

*k(Jst simge ile gosterilen farkli harfler ornekler arasinda onemli bir fark oldugunu
gostermektedir (P<0.05).
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Sonuglar incelendiginde en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 414,80 mg gallik asit/ g KM
orantyla mersin yapraginin etanol ekstraktinda elde edilmistir. Bu ekstrakt1 320,90 mg gallik
asit/ g KM degeri ile defne yapraginin etanol ekstrakti ve 290,20 mg gallik asit/ g KM degeri
ile ali¢ yapragmin etanol ekstrakti takip etmektedir. Toplam fenolik madde miktarlari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde ortalama degerler arasinda 6nemli bir farklilik oldugu

belirlenmistir (p<0,05).

500
400

300

TFM mg/g

100

0

O L L OO & OO L& OEL O &L &L L& OO
S‘S‘S"v* PR F 007 Ve TR M

Sekil 4. 2. Ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM) miktarlari.

Yapilan bir calismada olgunlagmis ve tam olarak olgunlagmamis sarimsak bitkisinin kok ve
yapraklar1 %80 metanol ile ekstrakte edilerek toplam fenolik madde miktarlarina bakilmis ve
sonucta olgunlagsmis bitkinin TFM miktart 0,05 mg GAE/g olarak tespit edilirken,
olgunlagmamis bitkinin TFM miktar1 0,98 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Bitkilerin
olgunlastikga TFM miktarinin diismesi bitkilerin olgunlagsmasiyla birlikte siilfiir bilesiklerinin
ve terpenoid madde miktarmin artisiyla iliskilendirilmistir (Bozin ve ark., 2008). Bozin ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismanin sonucuyla bizim yaptigimiz ¢alismanin sonucunun farkli
olmasinin sebebi, kullanilan ¢oziiciinlin farkli olmasindan kaynaklandigi ayrica bitkilerin

olgunluk dereceleriyle de alakali olabilecegi diistiniilmektedir.

Zeytin yapraklarinin TFM miktarinin belirlenmeye calisildigi bir arastirmada, farkli
konsantrasyonlarda etanol (0, 25, 50) kullanilarak ekstraksiyon islemleri 3 ve 9 dakika siire

boyunca gergeklestirilmis ve 3 dakika boyunca gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde 0, 25,
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50 etanol konsantrasyonlarinda TFM miktari sirasiyla 5.32+0.02, 13.3540.08, 14.06+£0.09 mg
GAE/g olarak tespit edilirken, 9 dakika siire ile gerceklestirilen ekstraksiyon isleminde ise 0,
25, 50 etanol konsantrasyonlarinda TFM miktarlar1 sirasiyla 15.85+£0.11, 16.04+0.10,
20.61+0.14 mg GAE/g olarak tespit edilmistir (Zuntar ve ark., 2019). Bu ¢alismada rapor
edilen sonuglarin yaptigimiz calismayla farkli sonuglar vermesi, kullanilan ¢oziicliniin
konsantrasyonu ile alakali olabilecegi ayrica ekstraksiyon siirelerindeki farkliliklardan da

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Myrtus communis tohumundan elde edilen metanolik ekstraktin ve yaginin TFM miktarini
belirlemek i¢in bir ¢aligma yapilmis ve ¢alisma sonucunda TFM miktar1 25.25+0.08 mg /g
(kuru madde) olarak tespit edilirken yagda bulunan TFM miktar1 0.25+0.11 mg/g olarak tespit
edilmistir(Wannes ve Marzouk., 2016). Myrtus communis ile yapilan baska bir caligmada ise
bu bitkinin yaprak, cicek ve kok kisimlarinda bulunan TFM miktarinin farkli farkli oldugu
gozlemlenmis. Yaprak ekstraktinda TFM miktar1 33.67 mg GAE/g, ¢igek ekstraktinda 15.70
mg GAE/g ve kok ekstraktinda ise 11.11 mg GAE/g olarak tespit edilmistir (Wannes ve ark.,
2010).

Dut bitkisinin meyve, yaprak ve kok kisimlarinin toplam fenolik madde miktarini belirlemek
amaciyla bir ¢aligma yapilmistir. Yaprak ve kok kisimlari %70 etanol ¢ozeltisiyle ekstrakte
edilirken, meyve kisimlari etanol:su:asetik asit (70:29,5:0,5) ekstrakte edilerek toplam fenolik
madde miktarlarina bakilmigtir. Bu ¢aligma sonucunda yapragin TFM miktar1 66.766+0.749
mg CAE/g olarak, kok kisminin TFM miktar1 170.200+1.414 mg CAE/g olarak ve meyve
kismimin TFM miktari ise 4.133+£0.120 mg CAE/g olarak tespit edilmistir (Radojkovi ve ark.,
2012).

Defne yapraginin TFM miktar1 iizerine ekstraksiyon siiresinin etkisinin arastirildigir bir
calisma yapilarak 5 farkl siirede (0, 2, 4, 6, 8 h ) ekstraksiyon islemleri gergeklestirmis ve
TFM miktarlarina bakilmistir. 2 saat boyunca gergeklestirilen ekstraksiyon islemi ile 8 saat
boyunca gerceklestirilen ekstraksiyon igleminden edilen ekstraktlarin TFM miktarlar1 arasinda
onemli bir farklilik olmadig1 gozlemlenmistir fakat 1 saati bulmayan stire ile gergeklestirilen
ekstraksiyon islemi ile 2 saat siireyle gergeklestirilen ekstraksiyon islemi arasinda onemli
farkliliklar oldugu gozlemlenmistir. En iyi TFM miktarinin alindig1 2 saatlik ekstraksiyon
stiresi sonucunda elde edilen TFM miktarinin 10.23+ 1.59 mg GAE/ g bitki oldugu tespit
edilmistir (Muniz-Marques ve ark., 2014).
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Yamassaki ve arkadaglarinin 2018 yilinda yaptigi bir calismada avokado yapraklart %70
etanol ile ekstrakte edilerek TFM miktarina bakilmis ve sonugta 237.1425.1 pg GAE/mg
kuru ekstrakt olarak tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alisma ile farkli depolama sicakliklarinin (4
ve 25°C) TFM miktari {izerinde 6nemli bir farklilik yaratmadigi da gézlenmistir (Yamassaki
ve ark., 2018).

Yapilan bir calismada etanol kullanilarak orta basinglt kati-sivi ekstraksiyonu ile ekstrakte
edilen melisa yapraginin TFM miktart 268.9421.3 mg GAE/g olarak tespit edilmistir
(Dastmalchi ve Dorman, 2008).

Yukarida bahsedilen ¢alismalardan da anlasilacag: lizere bitkilerin yetistigi bolgeler, bitkileri
ekstrakte etmek icin kullanilan ¢oziiciiler ve oranlari, ekstraksiyon siireleri ve bitkilerin
olgunluk derecelerine bagli olarak TFM miktarlar1 farklilik gdsterebilmektedir. Yaptigimiz
calisma ile rapor edilen ¢aligmalar arasindaki farkliliklarin, yukarida sayilan parametrelerin

farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

4.3. Antioksidan kapasite sonuclari

4.3.1. DPPH serbest radikali siipiiriicii kapasite tayini sonug¢lari

Yaprak ekstraktlarnin DPPH aktivite analizleri sonucu elde edilen degerler Tablo 4.3’te
verilmistir. Varyans analizi ve Fisher’in en kii¢iik anlamli fark analizi sonucunda 6rnekler
arasindaki farkin onemli oldugu (p<0,05) belirlenmistir. DPPH aktivite tayin yontemi
acisindan ornekler incelendiginde en yiiksek aktiviteye melisa yaprag: etanol:su ekstraktinin
(%93,82) sahip oldugu ve bunu avokado yapragi etanol:su ekstraktinin (%93,42) ve mersin
yapragi su ekstraktinin (%93,33) takip ettigi tespit edilmistir.
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Tablo 4.3. Yaprak ekstraklarinin DPPH serbest radikal stipiiriicti antioksidan  kapasite

sonuglari (%inhibisyon).

Ornekler Su ekstrakti Etanol-su ekstrakti Etanol ekstrakti
Avokado 91,93+0,45% 93,42+0,37% 25,18+3,38"
Alig 56,47+9,63% 89,59+0,92% 88,72+1,08%
Defne 89,39+0,91% 92,334+0,27% 87,35+2,18°
Dut 22,3242 30" 46,10+34,40™ 47,94+27,24°
Ihlamur 66,47+8,20% 90,70+1,19% 90,58+0,30%
Mersin 93,334+0,41% 77,33+17,33° 24,7749 22"
Melisa 89,29+2 10% 93,82+0,45° 71,52+10,46
Sarimsak 14,04+2,95' 24,09+9,19" 15,05+3,56'
Zeytin 62,85+1,10° 57,00+1,85™ 19,82+1,26"

*MJst simge ile gosterilen farkli harfler Grnekler arasinda Gnemli bir fark oldugunu
gostermektedir (P<0.05).

Zeytin yapraklarinin serbest radikal siipiiriicii kapasitesinin belirlenmesi i¢cin DPPH serbest
radikali ile bir ¢alisma yapilmis, farkli konsantrasyonlarda etanol ¢ozeltisi ( %0, %25, %50)
ile 3 ve 9 dakika boyunca ekstrakte edilen zeytin yapraklarimin antioksidan kapasitesi
Ol¢iilmiis ve bu ¢aligmayla birlikte 3 dakika boyunca ekstrakte edilen zeytin yapraklariin 0,
25, 50 konsantrasyonlarinda DPPH antioksidan kapasiteleri sirasiyla 27.06+0.01, 24.78+0.05,
32.71+0.06 pmol TAE/g olarak tespit edilirken, 9 dakika boyunca ekstrakte edilen zeytin
yapraklarinin DPPH antioksidan kapasitesi 31.10+0.08, 30.46+0.07, 33.31+0.08 umol TAE/g
olarak tespit edilmistir (Zuntar ve ark., 2019). Zuntar ve arkadaslarmin (2019) yaptigi
calismadan ekstraksiyon siiresinin artmasiyla antioksidan kapasitenin arttig1 anlagilmaktadir.
Bizim yaptigimiz ¢alismada, ekstraksiyon siiresinin 45 dakika olmasi antioksidan kapasitenin
daha yiliksek c¢ikmasina sebep olmus olabilir. Yapilan baska bir ¢alismada ise Zeytin
yapraklarinin metanolik ekstraktlarinin DPPH serbest radikali siipiiriicii etkisine bakilmis ve
troloks standart1 ile kiyaslandiginda diisiik etkinlik gosterdigi rapor edilmistir (Lins ve ark.,
2018). Bizim yaptgimiz ¢alismada ise kullanilan ¢oziicliiniin degismesiyle DPPH serbest

RO

radikali siipiiriicli aktivitesinin degistigi gozlemlenmistir.

Mersin yaprak, cicek ve kok kisimlarinin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla

metanol ile bu kisimlar ekstrakte edilmis ve DPPH antioksidan kapasitesi (ICsp) cicek
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kisminda 3+0.40 pg/mL, yaprak kisminda 8+0.73 pg/mL ve kok kisminda ise 90+1.14 pg/mL
olarak tespit edilmistir (Wannes et al., 2010). Yapilan bagka bir ¢alismada mersin yapraklari
etil asetat, kloroform, metanol ve su gibifarkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilmis ve en yiiksek
DPPH siipiiriicii aktivitenin su ekstraktindan elde edildigi rapor edilmistir (Bouaziz ve ark.,
2015). Bizim yaptigimiz ¢alismanin sonucunda da en yiiksek DPPH siipiiriicii aktivitenin su

ekstraktinda oldugu gézlemlenmistir.

Yapilan bir ¢aligma ile dut bitkisinin yaprak, kok ve meyve kisimlarmin serbest radikal
stiptiriicii kapasitesi belirlenmek istenmis ve serbest radikal olarak DPPH kullanilmis. Bu
caligma sonucunda dut yapraklarinin antioksidan kapasitesi (ICs) 0.1469 mg/mL olarak tespit
edilirken, meyve ve kok kisimlarinin antioksidan aktiviteleri (IC50) sirasiyla 0.0274 ve
0.0124 mg/mL olarak tespit edilmistir(Radojkovi ve ark., 2012). Baska bir ¢alismada ise dut
yapragi polisakkaritlerinin DPPH serbest radikali siipiiriicii etkisi aragtirilmis ve sonuglar 0.05
mg/mL konsantrasyonunda % inhibisyonu 5+1.2, 0.125 mg/mL konsantrasyonunda
%inhibisyonu 24.7+1.9, 1 mg/mL konsantrasyonunda ise %inhibisyonu 42.7+2.4 olarak

belirlenmistir (Wang ve ark., 2010).

Defne yapragi ile calisilan bir arastirmada ise % antioksidan kapasitesi 94.73+0.49 olarak
belirlenmistir (Muniz-Marques ve ark., 2014). Muniz-Marques ve arkadaslarinin (2014)
yaptigi ¢alisgmadan elde edilen % antioksidan kapasite sonuglarin bizim yaptigimiz ¢alismada

bulunan sonuglarla hemen hemen ayn1 dogrultuda oldugu goriilmektedir.

Avokado yapraklarinin antioksidan etkisi lizerine kurutma prosesinin etkini belirleyebilmek
amaciyla bir ¢aligma yapilmis ve bu ¢alismada avokado yapraklart dondurularak kurutulmus
ayrica 40, 50, 60, 70, 90 ve 100°C’lerde de kurutma islemi gerceklestirilerek DPPH siipiiriicti
aktivitesi ol¢iilmiis ve sonugta dondurularak kurutulan yapraklarin ECsp degeri 76.1+18.2
pg/mL olarak hesaplanirken 40, 50, 60, 70, 90, 100°C’lerdeki ECsy degerleri sirasiyla
53.4+18.3, 57.845.4, 53.4£1.1, 106.6+5.2, 106.7£8.4, 110.4+ 11.8 ng/mL olarak tespit
edilmistir (Fabio Tomio Yamassaki, Campestrini, Faria, Bello, ve Maurer, 2017). Bu
calismadan 60 °C’nin iizerindeki sicakliklarda antioksidan kapasitenin olumsuz ydnde
etkilendigini gdrmekteyiz, bizim yaptigimiz ¢aligmada uygulanan sicaklik doner evaporatdrde
kurutmak i¢in uygulanilan 60°C’lik sicakliktir ve uygulanilan sicaklik 60°C’nin iizerine

¢ikmadigindan dolayr antioksidan kapasiteye olumsuz bir etkisi s6z konusu degildir.
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4.3.2.Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite (ABTS) Yontemi

Yaprak ekstraktlarinin ABTS aktivite analizleri sonucunda elde edilen degerler Tablo 4.4’te
verilmigtir. Varyans analizi ve Fisher’in en kii¢iik anlamli fark analizi sonucunda 6rnekler
arasindaki farkin 6nemli oldugu (p<0,05) belirlenmistir. ABTS antioksidan aktivite yontemi
acisindan ornekler incelendiginde en yiiksek aktiviteye melisa yapragi etanol/su ekstraktinin
(%99,64) sahip oldugu ve bunu zeytin yapragi su ekstraktinin (%99,39) ve zeytin yapragi
etanol:su ekstraktinin (%99,26) takip ettigi tespit edilmistir.

Tablo 4.4. Yaprak ekstraktlarinin ABTS serbest radikal siipiiriicii antioksidan aktivite tayini

sonugclari.

Ornekler Su ekstrakti Etanol-su ekstrakt: Etanol ekstrakti
Avokado 98,09+0,15" 97,00+ 0,52%° 65,44+1,60"
Alig 99,11+0,20° 99,25 +£0,72° 88,69+1,76"
Defne 98,94 +0,28° 99,13 +0,27° 87,43 +3,04°
Dut 15,33 +6,15" 08,57+0,46° 92,08 +4,97°
Ihlamur 2,10+0,73" 1,77+0,97 5,19 +3,98'
Mersin 98,95+0,22% 60,65+8,46° 93,71+3,49°
Melisa 98,24+1,03% 99,64+0,24% 97,06+0,96%
Sarimsak 97,78 +2,15% 94,67+3,54™ 58,26 +2,499
Zeytin 99,39+0,28° 99.26+0,60° 69,05+1,71°

#9Ust simge ile gosterilen farkli harfler drnekler arasinda onemli bir fark oldugunu
gostermektedir (P<0.05).

Yapilan bir calismada Meksika’nin Saltillo sehrinde yerel marketlerden alinan defne
yapraklarinin etanol ekstraktinin ABTS serbest radikal siipiiriicii kapasitesi % 47.71+13.84
olarak tespit edilmistir. Bu calismada ekstraksiyon islemi 2 saat silireyle gerceklestirilmistir
(Muniz-Marques ve ark., 2014). Bizim yaptigimiz ¢aligma sonucunda ise etanol ile ektrakte
edilen defne yapraklarinin ABTS serbest radikal siipiiriicii aktivitesi %87.434+3.04 olarak
belirlenmistir, bu iki c¢aligma arasindaki farklilik bitkilerin yetistigi bolgelerin farkli

olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini diistindiirmektedir.

Melisa yapraginin etanol ile orta basingl kati-sivi ekstraksiyon islemiyle ekstrakte edildigi bir
calismada ABTS serbest radikalini siipiiriicii aktivitesi 1.84+0.11 mmol/L Trolox oldugu

belirlenmistir (Dastmalchi ve Dorman, 2008).
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Bir caligmada 6 farkli yetistirici tarafindan yetistirilen avokado yapraklarinin antioksidan
kapasitesi ABTS serbest radikal siipliriicti yontemiyle belirlenmis ve antioksidan kapasitesinin
269.56+6.52°den 442.724+9.62 mg /ml troloks esdegeri arasinda degisen degerlerde oldugu
tespit edilmistir (Castro-Lopez ve ark., 2019).

Ayni bitkinin farkli agaglarda yetisen yapraklarinda antioksidan aktivitelerin farkli oldugu
yapilan caligmalarla ortaya konulmustur. Bir ¢alismada farklir duttan elde edilen yapraklarin
ABTS serbest radikali siipiiriicii aktivitesine bakilmis ve sonugta M.alba ve M.nigra igin
sirastyla 6.12+0.53 ila 9.89+0.87 mM troloks esdegeri oldugu tespit edilmistir (Igbal ve ark.,
2012).

Mersin yapraklart metanol, kloroform, etil asetat gibi farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilerek
antioksidan aktivitelerine bakilmil ve sonuclarin troloks standardina ¢ok yakin oldugu rapor
edilmistir (Bouaziz ve ark., 2015). Bizim ¢alismamizda da sonuglar, mersin yapraginin ABTS

serbest radikal stipiiriicii etkisinin kuvvetli oldugunu gostermistir.

Yapilan bir calisma ile zeytin yapraklar1 %80’lik metanol ile ekstrakte edilmis ve ABTS
serbest radikali siipiiriici etkisi arastirilmis sonugta bulunan etkinlik degerinin troloks
esdegeri ile kiyaslandiginda diisiik oldugu rapor edilmistir (Lins ve ark., 2018). Bizim
calismamizda da kullanilan ¢6ziicliniin degismesiyle ABTS serbest radikal stirpiiriicli

aktivitesinde degisiklik oldugu gbzlemlenmistir.

4.4.  Antimikrobiyal aktivite tayini

4.4.1. Agar kuyucuk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite tayini

Orneklerin antimikrobiyal aktiviteleri agar kuyucuk difiizyon ydntemi ile belirlenmistir.
Sonuglar grafiksel olarak Sekil 4.3’te verilmistir. Ali¢ yapragi etanol ekstrakti gram (-) bakteri
grubuna dahil olan E.coli iizerine en fazla etki gOsteren ekstrakt olarak belirlenmistir.S.
aureus ve P. aeruginosa tizerine en yiiksek antimikrobiyal aktivite gosteren esktrakt melisa
yapraginin su ekstrakti olarak tespit edilmistir. Genel olarak bitki ekstraktlar1 gram(+) bakteri
grubuna dahil olan S.aureus’a karsi en ¢ok antimikrobiyal etkiyi gostermistir ve bunu

sirasiyla P.aeruginosa ve E.coli izlemistir.
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Sekil 4.3. Yaprak ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite sonuglari.

Yapilan bir ¢alisma ile defne yapraginin, Tuscan taze sosislerinde bulunan gida kaynakl
patojenlere karsi etkisi arastirilmis ve calisma sonucunda defne yapragi esansiyel yaginin
bulundugu sosislerde 2. giinden ve 6. giinden itibaren depolama sonuna kadar toplam
koliform popiilasyonunun 6nemli &lgiide azaldigi gdzlemlenmis. Ozellikle gram (-)
bakterilerden E.coli ve Y.enterocolitica’ya karsi bakterisidal ve bakteriyostatik etkisinin
oldugu goézlemlenmistir (Silveira ve ark., 2014). Bizim yaptigimiz calismada ise defne
yapragi ekstraktlarmin E.coli’ ye karst etkili olmadigi gozlemlenmistir. Bu iki calisma
arasindaki farkliligin inkiibasyon siiresi ile alakali olabilecegi diisiiniilmektedir. Bizim
calismamizda 24 saat sonunda antimikrobiyal etkinin degerlendirmesi yapilirken Silveira ve

arkadaslarinin (2014) calismasinda 2. ve 6. giinlerin sonunda degerlendirmeler yapilmistir.

Mersin yapraginin farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilerek antibakteriyel 6zelliklerine bakildigi
bir caligmada, ¢Oziiciinlin degismesiyle birlikte ayni bakteri {izerine farkli antibakteriyel
aktiviteler gosterdigi saptanmistir bu da her ¢oziiclinlin farkli bilesenleri ekstrakte etmesiyle
alakali oldugu disiintilmektedir (Mansouri ve ark., 2001). Baska bir ¢alisgmada ise mersin

yapragi ekstraktinin patojenik bakterilere, 6zellikle de S.aureus ve Vibrio chloreae’ye karsi
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antibakteriyel etkiler gosteridigi saptanmistir (Taheri, Amir Seyfan, Samira Jalalinezhad,
2013). Bizim ¢alismamizin sonucu S.aureus’a karsi olan antibakteriyel etkisinden dolay1 bu

calismanin sonucuyla uygunluk gostermektedir.

Yapilan bir calisma ile M.officinalis’in gram(+) bakterilere ve mayalara kars1 kayda deger
antimikrobiyal potansiyeli oldugu vurgulanmistir (Abdel-naime ve ark., 2019). Bizim
yaptigimiz ¢aligmada ise M. Officinalis en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi gram(+) bakteri
grubuna dahil olan S.aureus’a kars1 gosterirken, gram(-) bakteri grubundan P.aeruginosa ve

E.coli’ye kars1 da antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir.

Zeytin yapraginin antimikrobiyal etkisinin degerlendirildigi ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir ve
her birinde birgok mikroorganizmaya karsi, tipki bizim ¢alismamizda da oldugu gibi hem
gram(-) bakteri grubuna hem de gram(+) bakteri gurubuna dahil olan mikroorganizmalar
tizerine etkili oldugu goriilmiistiir (Aliabadi ve ark., 2014; Keskin ve ark., 2012; Sudjana ve
ark., 2009).

Yapilan bir ¢alisma ile avokado yapraginin metanolik ekstraktinin antimikrobiyal 6zellikleri
cesitli mikroorganizmalara karsi degerlendirilmis ve ¢alisma sonucunda en yliksek
antimikrobiyal etkinin S.aureus’a karsi oldugu gézlenmis ardindan ikinci sirada en yiiksek
antimikrobiyal etkinin P. aeruginosa’ya karsit oldugu tespit edilmis veE.coli’ye karsi ise
herhangi bir antibakteriyel etkinin goriilmedigi rapor edilmistir (Ogundare ve Oladejo, 2014).
Bizim ¢alismamizda ise avokado yapraginin su ekstraktinda E.coli’ye karsi en yiiksek
antibakteriyel etki gozlenirken, etanol-su ekstraktinda daha ve su ekstraktinda en diisiik

antibakteriyel etki gosterdigi goriilmistiir.

Dut yapragmin antimikrobiyal etkisinin arastirildigi bir ¢alismada E.coli, S.aureus ve
B.subtilis’a kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi ve bu etkinin dut yapragi polisakkaritlerinden
kaynaklandig1 rapor edilmistir (Wang ve ark., 2010). Bizim calismamizda da E. coli, S.

aureus ve P. aeruginosa’ya karsi antimikrobiyal etki gosterdigi gozlenmistir.

4.4.2. Agar kuyucuk difiizyon yontemi ile minimum inhibisyon konsantrasyonu
sonuclari

Kisim 3.1.°deki gibi hazirlanan ekstraktlar seyreltilerek 6 farkli konsantrasyonda ( 50, 25,
12.5, 6.25, 3.1, 1.56 mg/mL) ekstrakt elde edildi ve test mikroogranizmalar1 olan S. aureus,
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E.coli ve P.aeruginosa iizerindeki minimum inhibisyonun gerceklestigi konsantrasyonlarin

Tablo 4.5.teki gibi oldugu tespit edildi.

Tablo 4.5. Yaprak ekstraktlarinin minimum inhibisyon konsantrasyonlari.

Ornekler P.aeruginosa S. aureus E.coli
IYES 3,12 mg/mL 12,5 mg/mL 50 mg/mL
IYE 3,12 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL
AYES 3,12 mg/mL 25 mg/mL inhibisyon goriilmedi
AYE 3.12mg/mL inhibisyon goriilmedi 6,25 mg/mL
ZYES 3,12 mg/mL inhibisyon goriilmedi | inhibisyon goriilmedi
ZYE 3,12 mg/mL inhibisyon goriilmedi | inhibisyon goriilmedi
AVYES 12,5 mg/mL 3,12 mg/mL inhibisyon gortilmedi
AVYE 3,12 mg/mL inhibisyon goriilmedi | inhibisyon goriilmedi
MYS 50 mg/mL 12,5 mg/mL 25 mg/mL
MYES 25 mg/mL 6,25 mg/mL inhibisyon gortilmedi
MYE 25 mg/mL 12,5 mg/mL 25 mg/mL
DYE 12,5mg/mL inhibisyon goriilmedi | inhibisyon goriilmedi
MRYS 50 mg/mL 50 mg/mL inhibisyon goriilmedi
MRYES 25 mg/mL 25 mg/mL inhibisyon goriilmedi
MRYE 25 mg/mL 50 mg/mL inhibisyon gortilmedi
DFYES inhibisyon goriilmedi 12,5mg/mL inhibisyon goriilmedi
DFYE inhibisyon goriilmedi 12,5 mg/mL inhibisyon goriilmedi
SYES inhibisyon goriilmedi 50 mg/mL inhibisyon goriilmedi

Silveira ve

mikroorganizmalara karsi

arkadaslarinin

(2014) yaptig1

defne yapraginin minimum

calisma ile

gida

kaynakli  patojen

inhibisyon konsantrasyonunun

arastirtlmis,S.aureus’a ve P. aureginosa’ya karst MIK degeri 10 g/L olarak belirlenirken,
E.coli’ye kars1 2.5 g/L olarak belirlenmistir. Burada bizim ¢alismamizin sonuglari ile Silveira
ve arkadaglarmin (2014) yaptigr calismaninsonucu kiyaslandigindaS.aureus’un sonuglari
benzerlik gosterirken, P.aureginosa ve E.coli’nin MIK degerlerinde herhangi bir uyumluluk

gozlememektedir.
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Mersin yapraklari ile yapilan bir ¢alismada mersin yapragi metanol ekstrakti’nin dietil eterde
¢coziinlir fraksiyonu, etil asetatta c¢oziinlir fraksiyonu ve etanolde ¢oziiniir fraksiyonunun
S.aureus, P.aureginosa ve E.coli gibi 5 farkli bakteri susuna karst MIK degerleri belirlenmeye
calsilmis ve her bir fraksiyonun bakterilere kars1 MIK degerlerinin farkli farkli oldugu
gdzlemlenmistir. Etanolde ¢dziiniir fraksiyonun MIK degerler S.aureus’a kars1 2 mg/mL,
P.aureginosa’ya karsi> 2 mg/mL ve E.coli’a kars1i >2 mg/mL olarak tespit edilmistir
(Mansouri ve ark., 2001). Bizim yaptigimiz ¢alismada ise mersin yapraklarinin etanol
ekstraktlarmin MIK degerleri S.aureus’a kars1 50 mg/mL, P.aureginosa’ya kars1 25 mg/mL
olarak tespit edilmistir. Bu iki caligma arasindaki farkliligin ektraksiyon yonteminden ve

kullanilan ¢oziiciilerden kaynakli oldugu tahmin edilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada M.officinalis’in S.aureus ve P.aeruginosa’ya karsi 1.65 — 191.40
ng/mL arasinda degisen MIK degerlerine sahip oldugu fakat E.coli’ye kars1 antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmadigi rapor edilmistir (Abdel-naime ve ark., 2019).

Avokado yapragimmin metanolik ekstraktlarinin  test izolatlar1 iizerine (S.aureus,
P.aeruginosa)ticari antibiyotikler kadar inhibe edici 6zellik gosterdigi rapor edilmistir.
S.aureus’a karst MIK degeri 10 mg/ml olarak belirlenirken, P.aeruginosa’ya kars1 30 mg/mL
olarak belirlenmis, E.coli’ye karsi ise herhangi bir inhibisyon konsantrasyonu
belirlenmemistir (Ogundare ve Oladejo, 2014). Bizim c¢alismamizda da E.coli’ye karsi
herhangi bir konsantrasyon belirlenememistir. P.aeruginosa ve S.aureus’a karst MIK

degerleri ise 3.12 mg/mL olarak belirlenmistir.

Dut yapraginin polisakkaritlerinin mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkisinin
arastinldigi bir calismada MIK degerleri E.coli’ye karst 2.5 mg/l olarak belirlenirken,
S.aureus’a kars1 5Smg/1 olarak belirlenmistir (Wang ve ark., 2010). Bizim ¢alismamizda ise dut
yapragmin ekstraktinin MIK degeri P.aeruginosa’ya karst 12.5 mg/ml oldugu tespit

edilmistir.
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45. FTIR analiz sonuglar

4.5.1. FTIR etanol ekstrakti sonuclari

Tim oOrneklerinetanol ekstraktlarinin  FTIR spektrumlar1  4000-400 cm™ araligindaki
pikleriSekil 4.4.’te verilmistir. Numunelerin etanol ekstraktlarinin spektrumlari genel olarak
benzer egilime sahip olup bu egilimlerde kiigiik farkliliklar gdzlenmistir. Etanol ekstraktlari
i¢in elde edilen spektrumlar incelendiginde 3290, 2969, 2870, 1620, 1376, 1043, 878, 604 ve
422 cm™ dalga sayisinda pikler olustugu gozlenmektedir.
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Sekil 4.4. Orneklerin etanol ekstraktlarinin FTIR spektrumlars.

Sekil 4.4.°te 3200-3300 cm™! dalga numarasi araliginda digerlerine nazaran daha genis
olarak gozlenen pik —OH gruplarinin ve —NHy’nin varligini gostermektedir(Kumar ve
Cumbal, 2016; Silva ve ark., 2014).2969 cm™! dalga numarasinda gozlenen pik —C-H(CH3) ve
—CHoasimetrik gerilmesine, 2870 cm™'’ dalga numarasindaki pik ise lipid ve protein hiicresel
yapilarinda varolan —C-H(CHy>) simetrik gerilmesine karsilik olarak tanimlanmistir. 1620 cm™
dalga numarasinda gozlenen pik C=C(cis) gerilmesine ve (—C=0) karbonile karsilik
gelmektedir (Giiler ve ark., 2019; Kumar ve Cumbal, 2016; Zhang ve ark., 2012). 1500- 400
cm™! dalga numarasi arasi parmakizi bolgesi olarak tanimlanmaktadir. 1376 cm~""deki pik —
CH, ve —CHgjiin simetrik diizlem ici biikiilmesiyle iliskilidir (Edelmann ve ark., 2001,
Tarantilis ve ark., 2008) 1043 cm™! elde edilen pikte C-O-C gerilmesine karsilik gelmektedir
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(Kumar ve Cumbal, 2016; Lu ve ark., 2011), ayrica bu bant polisakkarit bolgesi olarakta
yorumlanmaktadir. 878 cm™ dalga numarasinda goriillen pik =CH, titresiminden

kaynaklanmaktadir (Zhang ve ark., 2012).

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda thlamur, avokado, melisa, defne mersin yapraklarinin etanol
ekstraktlarmin antimikrobiyal etki gosterdigi gozlemlenmistir. Bu ekstraktlar genel olarak
benzer dalga numaralarinda pikler vermislerdir. Bu pikler 3350-3284, 2968-2969, 2863-2876,
1371-1374, 1082-1083, 1040-1043, 877-879 cm~"dir. Asagida antimikrobiyal etki gdsteren
thlamur, avokado, melisa, defne, mersin yapraklarinin etanol ekstraktlarinin FTIR sonuglari

tek tek verilmistir.
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Sekil 4.5. IYE ekstraktt FTIR spektrumu.
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Sekil 4.10. ZYE ekstrakti1 FTIR spektrumu.

Avokadonun yaprak, kabuk, pulp ve yagininin FTIR ile karakterize edildigi bir ¢alismada
ekstraksiyon islemi su ile 90 dakika boyunca 60-65°C sicaklikta gergeklestirilmis ve avokado
ekstraktlariin3300, 2916, 2849, 1731, 1611, 1462, 1375, 1165, 1045 ve 718 cm™ dalga
numaralarinda pikler verdigi rapor edilmistir (Kumar ve Cumbal, 2016). Bu ¢alismada bizim
caligmamizdan farkli olarak (Sekil 4.6) 1731, 1611, 1462 cm™' dalga numaralarinda pikler
oldugu tespit edilmistir. 1731 cm™ dalga numarasindaki pik lipid ester gruplarinin (fosfolipid,
trigliserit, kolesterol) C=0 gerilmesine karsilik gelmekte, 1611 cm™ dalga numarasindaki pik
proteinler, peptidler ve dogal proteinlerin fenilin C=C gerilmesine ve amid I (C=0)
gerilmesine karsilik gelmektedir. 1462 cm™' dalga numarasindaks pik ise proteinlerin NH
baglarina karsilik gelmektedir (Diblan ve ark., 2018; Giiler ve ark., 2019)

Eslami ve arkadaslarinin (2018) mersin yapragi ekstraktinin FTIR spektrumlarini
belirledikleri bir c¢alismada, bizim ¢alismamizdan elde edilen etanol ve etanol-su
ekstraktlarinin FTIR spektrumlariyla uyumlu pikler rapor etmislerdir. Bu ¢aligmadanelde
edilen FTIR spektrumlarinda 3420, 2929, 1718, 1617, 1452, 1350, 1222, 1041, 459 cm™!
dalga numaralarinda pikler olduguolarak rapor edilmistir. 3240 cm™ O-H gerilme titresimine,
2929 cm™' alifatik hidrokarbonlarin C-H ve CH; titresimine, 1617 cm™ C=C gerilme

vibrasyonuna, 1452 cm™ O-H biikiilme vibrasyonuna, 1350 c¢cm™ ester gruplarin C-O
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gerilmesine, 1042 cm™' ise O-H bozulmasina karsilik gelmektedir (Eslami ve ark., 2018). Bu
calismada rapor edilen spektrumlar ile bizim ¢aligmamizdan elde edilen mersin yapragi etanol
ve etanol-su ekstraktlart FTIR spektrumlarinin (Sekil 4.9 ve 4.18) benzer olduklar
goriilmistiir. Burada bizim c¢alismamizdan farkli olarak 1718 cm™ ve 1222 cm™ dalga
numaralarinda pikler oldugu goriilmiistiir. 1718 cm™ dalga numarasindaki pik C=0 gerilme
vibrasyonunun oldugunu, 1222 cm™ dalga numarasindaki pik ise halkali fenolik bilesiklerin C

- O asimetrik gerilmesi oldugunu gostermektedir (Eslami ve ark., 2018 ).

4,5.2. FTIR etanol-su ekstrakti sonuglari

Sekil 4.11.’de tiim Orneklerin etanol-su ekstraktlarinin 4000-400 cm ' dalga numarasi
araliginda; 3324, 2969, 2893, 1630, 1380, 1080, 1042, 872 ve 404 cm™' dalga numaralarinda
pikler verdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Orneklerin etanol-su ekstraktlarin FTIR spektrumlari.

4000 — 1500 cm™ dalga numarasi araliginda elde edilen pikler genellikle fonksiyonel
gruplarin oldugunu gostermektedir, etanol-su ekstraktinin spektrumlarina bakildiginda 4 farkli

fonksiyonel grup oldugu gézlemlenmistir.
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Caligilan tiim yapraklarin etanol-su ekstraktlar1 antimikrobiyal etki gostermistir ve hepsi de
benzer olarak 300-3200, 2960-2970, 2863-2872, 1610-1630, 1360-1370, 1080- 1085, 1040-
1045, 875-879 cm™ dalga numaralari araliklarinda pikler vermistir. Burada, 3300-3200 cm™
dalga numaras1 araliginda goriilen pikler hidroksil gruplarindan gelen O-H gerilme
titresiminden kaynaklanmaktadir (Kumar ve Cumbal, 2016). 2960-2970 cm™ bandinda
goriilen pikler ise alifatik hidrokarbonlarin C-H ve CH; gerilme titresimine karsilik
gelmektedir (Eslami ve ark., 2018) 2863-2872 cm™' dalga numarasi araliginda goriilen pikler
ise lipid ve proteinlerin hiicresel yapilarinda bulunan CHjz simetrik gerilmesi olarak
yorumlanmaktadir (Giiler ve ark.,2019). 1610- 1630 cm™ bandinda bulunan pikler ise C=C
gerilme vibrasyonuna karsilik gelmektedir (Eslami ve ark., 2018). 1360- 1370 cm™ dalga
numarasi araliginda goriilen pikler ise seliiloz, fosfin ve siilfat gruplarinin varligina isaret
etmektedir. 1078- 1085 cm™' dalga numarasinda goriilen pikler esterlerden gelen C-O-
gerilmesine, karbonhidratlara ve ester siilfat halkalarina karsilik gelmektedir.(Diblan ve ark.,
2018). 1040- 1045 cm™! dalga numarasi arasinda goriilen pikler karbonhidratlar, glikojen ve
oligosaakkaritlerden gelen olusan —C-O bag titresimine karsilik gelmektedir(Diblan ve ark.,
2018). 870-879 cm™ dalga numarasi araliginda goriilen pikler niikleik asitlerin seker fosfat
omurgasinda bulunan C-C, C-O, O-P-O’ya karsilik gelmektedir (Giiler ve ark., 2019).

Asagida etanol su ekstraktlarmin FTIR spektrumlar1 verilmistir.
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Sekil 4.12. AYES ekstrakt1 FTIR spektrumu.
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Sekil 4.13. AVYES ekstrakti FTIR spektrumu.
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Sekil 4.17. MYES ekstrakt1 FTIR spektrumu.
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Sekil 4.19. SYES ekstrakt1 FTIR spektrumu.
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Sekil 4.20. ZYES ekstrakti1 FTIR spektrumu.

Laskar ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada defne yapraginin FTIR spektrumlarimin
3414, 1651, 1515, 1452, 1241, 1046, 819, 781, 610 ve 518 cm™' dalga sayilarina sahip pikler
olustugu tespit edilmistir (Laskar ve ark., 2016). Bizim c¢aligmamizda elde edilen defne
yapragi etanol-su ekstrasktinin FTIR spektrumlarinin (Sekil 4.14) bazi benzer piklere sahip
oldugu goriilmektedir. 4000-1500 cm™ dalga sayilar1 araliginda goriilen pikler genellikle

fonksiyonel gruplarin varligina isaret etmektedir. Laskar ve arkadaslarinin ¢aligmasiyla bizim
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calismamizdan elde edilen pikler arasindaki farkliliklarin bu fonksiyonel gruplarin oldugu
bolgede oldugu tespit edilmistir. Pikler arasindaki bu farkliliklarin, bitkilerin yetistigi
bolgelerin ve ekstraksiyon yontemlerinin farkli oldugundan kaynaklandigi tahmin

edilmektedir.

Yapilan bagka bir calismada dut yapragi 60°C sicaklikta ekstrakte edilmis ve bu ekstraktin
FTIR spektrumlarimin 3397, 1629, 1402, 1243, 1023, 671 cm™ oldugu tespit edilmistir
(Adavallan ve Krishnakumar, 2014). Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz dut yaprag: etanol-su
ekstraktinin FTIR spektrumlara bakildiginda ise fonksiyonel gruplarin bulundugu boélge
olan 4000-1500 cm™! dalga boyu araliginda daha fazla pik oldugu fakat parmak izi bolgesi
olarak adlandirilan 1500- 400 cm™ dalga sayis1 araliginda benzer pikler oldugu gézlenmistir.
Bizim c¢aligmamizda ayrica 2971 ve 2871 cm™' dalga sayisinda da pikler gozlenmistir. Bu
piklerden 2971 cm™! dalga sayisindaki pik lipid ve protein hiicre yapilarindan kaynaklanan
CHs asimetrik gerilmesine, 2871 cm™ dalga boyundaki pik ise yine lipid ve proteinlerden
kaynaklanan CHj simetrik gerilmesine karsilik gelmektedir (Sekil 4.15) (Diblan ve ark.,
2018).

4.5.3. FTIR su ekstraktlari sonuglari

Sekil 4.21.’deyapraklarin su ekstraktlarinin FTIR spektrumlarinda 3267, 1617, 1358 ve

1026 cm™ dalga numaralarina sahip piklerin oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.21. Orneklerin su ekstraktlariminFTIR spektrumlars.
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Su ile ekstrakte edilen bitki yapraklarinin FTIR sonuglarina bakildiginda 3260 ve 1610 cm™
dalga sayisinda pik veren; zeytin, avokado, melisa ve mersin yapraklarinin antimikrobiyal
aktivite gosterdigi Sekil 4.3°te goriilmektedir.3260 cm™ dalga sayisinda goriilen pik su ve
karbonhidratlardan kaynaklanan O-H gerilmesine ve proteinden kaynaklanan N-H
gerilmesine karsilik geliyorken, 1610 cm™ dalga sayisinda goriilen pik C=C gerilme
vibrasyonundan kaynaklanmaktadir. Antimikrobiyal aktivite géstermeyen diger bes yapragin
FTIR sonuglarina bakildiginda ise 3260 ve 1610 cm™ dalga boylarinda goriilen piklere ek
olarak 1040 cm™! dalga boyunda da pik verdigi goriilmiistiir, bu dalga boyu floriirler,
karbonhidratlar (-CH,0H) ve polisakkaritlerin (-CH3) oldugu boélge olarak bilinmektedir
(Diblan ve ark., 2018; Lu ve ark., 2011). Buradan antimikrobiyal aktivite gdstermeyen
yapraklarin FTIR spektrumlarindaki 1040 cm™ dalga sayisinda goriilen pikin yapraklarin
antimikrobiyal aktivite gosterme 6zelliklerini baskiladigi yorumu yapilabilir.Yapraklarin su

ekstraktlarinin FTIR spektrumlar asagida sekillerde verilmistir.
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Sekil 4.22. AVYES ekstrakti1 FTIR spektrumu.
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Sekil 4.23. MYS ekstrakti FTIR spektrumu.
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Sekil 4.24. MRYS ekstrakt1 FTIR spektrumu.
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Sekil 4. 25. ZYS

ekstrakti FTIR spektrumu.
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Sekil 4. 26. AYS ekstrakt1 FTIR spektrumu.

54



110

100 -
gﬂ -
B’{] -
70 =
%T 60 .
50 -
h
40 - i B
30 - - -
e =
20 2 -
10 m =
o T T T T T T T
3900 3400 2900 2400 1500 1400 900 400
cm™ = Defne su
Sekil 4. 27. DFYS ekstrakti FTIR spektrumu.
110
100 — -
gﬂ -
&] -
70 -
%T B0 -
50 -
AQ I~ -
W Z
30 — = L
o g L
20 @
10 i -
G T T T T T T T
3500 3400 2500 2400 1500 1400 900 400
cm” ! e [YLIT 5L

Sekil 4. 28. DYS ekstrakti FTIR spektrumu.
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Sekil 4.30. SYS ekstrakti FTIR spektrumu.

Nasir ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada Irak, Bagdat bolgesinden toplanan zeytin
yapraklart su ile 60°C sicaklikta 2 saat siireyle ekstrakte edilmis ve bu ekstraktin FTIR
spektrumunda 3383, 2935, 1705, 1604, 1527, 1396, 1284, 1076 cm™ oldugu tespit edilmistir
(Nasir ve ark., 2016). Bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz zeytin yapragi su ekstraktinin FTIR
spektrumlar1 ise 3266 ve 1618 cm™ dir (Sekil 4.25). Buradaki spektrumlar Nasir ve

arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglariyla uyumludur. 3280-3380 cm~! dalga
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sayisinda pikler hidroksil gruplarindan gelen O-H titresimine karsilik gelmektedir (Silva ve
ark., 2014) ve polifenolik bilesenlerde yiiksek seviyelerde bulunan fenilden kaynaklanan C-C
gerilmesi titresimine karsilik gelen 1618- 1604 cm™ dalga sayisinda benzer pikler oldugu
gozlemlenmistir (Lu ve ark., 2011) fakat 2935, 17051527, 1396, 1284, 1076 cm™ dalga
sayisindaki pikler bizim c¢alismamizin su ekstraktinda gozlenmemektedir, bu durumun
ekstraksiyon siiresiyle ile alakali olabilecegi tahmin edilmektedir. Daha ¢ok bizim
calismamizin etanol ekstraktindan elde edilen FTIR spektrumlari (Sekil 4.10.) ile uyumluluk

gozlenmistir.
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5. SONUCLAR

Bu calismada, avokado, alig, defne, dut, thlamur, mersin, melisa, sarimsak, zeytin yapraklari

farkli ¢oziictilerle ekstrakte edilerek toplam fenolik madde miktarlari, antioksidan kapasiteleri

ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan yapraklarin

makromolekiiler yapis1 hizli ve hassas bir yontem olan FTIR spektroskopisi ile karakterize

edilmeye caligilmstir.

Cesitli bitkilerin yapraklar farkli c¢oziiciilerle ekstrakte edildiginde toplam fenolik

madde, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite agisindan farkli sonuglar verdigi ortaya

konulmustur.

Yaprak ekstraklarinin TFM miktarlarina bakildiginda etanol ve etanol-su

ekstraktlarinin  TFM  miktarlarinin  su ekstraktlarina gore daha yiiksek oldugu

belirlenmistir. FTIR spektroskopisi sonuglarina bakildiginda ise fonksiyonel gruplarin

pik verdigi  4000- 1500 cm™' dalga numarasi araliginda, etanol ve etanol-su

ekstraktlarinda su ekstraktlarindan daha fazla pik oldugu gézlemlenmistir.

Antioksidan kapasite sonuglarina bakildiginda ise DPPH ve ABTS antioksidan

belirleme yontemlerinde en yiiksek antioksidan kapasite gosteren yapraklar ve

ekstraktlarin farkli oldugu tespit edilmistir. DPPH serbest radikal siipiirme yonteminde

en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olan ekstraktlar avokado yapragi etanol-su

ekstrakti ve mersin yapragi su ekstrakti iken, ABTS serbest radikal siiplirme

yonteminde en yiiksek antioksidan kapasiteye, melisa yapraginin etanol-su ekstrakti ve

zeytin yapraginin su ekstraktinin sahip oldugu tespit edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite sonuglarinda ise

- tim yapraklarin gram(+) bakteri grubuna dahil olan S.aureus’a kars1 etkili oldugu
goriilmiistiir ancak en yiiksek antimikrobiyal etkiyi melisa yapragi su ekstrakti
gostermistir

- gram(-) bakterilerden P.aeruginosa’ya karsi sarimsak yapragi haricindeki tiim
yapraklar antimikrobiyal etki gostermislerdir fakat en yiiksek antmikrobiyal etkiyi

melisa yapragi etanol-su ekstraktir géstermistir
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- gram (-) bakterilerden E.coli’ye karsi ise mersin ve sarimsak yapragi haricindeki
tiim yapraklar antimikrobiyal etki gostermistir, en yliksek antimikrobiyal etkiyi
ise zeytin yapragi su ekstraktinin gosterdigi gézlenmistir.

- MIK degerlerininP. aeruginosa’ya kars1 thlamur, ali¢ ve zeytin yapragmin etanol
ve etanol-su ekstraktlari i¢in 3,12 mg/mL, S.aureus i¢in avokado yapragi etanol-su
ekstraktinda 3,12 mg /mL ve E.coli i¢in ise ali¢ yapraginin etanol ekstraktinda
6,25 mg/mL oldugu tespit edilmistir.

Farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilen bitki yapraklarinin makromolekiiler yapist FTIR

spektroskopisi ile tespit edilmistir.FTIR spektrumlari, 4000 ve 400 cm™ dalga

numarasi araliginda; etanol ve etanol-suyun ¢oziicii olarak kullanildig1 ekstraktlarda
benzer pikler vermis, yalnizca suyun ¢oziicii olarak kullanildig1 ekstraktlarda ise az
sayida ve farkli pikler vermis olmasiyla birlikte farkli coziiciilerle ekstrakte edilen

yapraklarda farkli fonksiyonel gruplara sahip bilesiklerin varligi ortaya konulmustur.
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