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Bu ¢aligmada, Nijer’den taze olarak temin edilen ve bati Afrika peyniri
(Wagashi) iiretiminde siitii pihtilagtirmak i¢in kullanilan Calotropis procera
bitkisinin  yapraklarinin  antimikrobiyel etkisi ve antioksidan aktivitesi
arastirilmistir. Bu amagla, Calotropis procera yapraklart dondurularak kurutulmus,
kurutulan yapraklar ogiitiildiikten sonra iki farkli ¢oziiciide (metanol ve etanol)
ekstrakte edilerek kullanilmustir. Oncelikle Calotropis procera  bitkisinin
fitokimyasal bilesimleri belirlenmis, ardindan bu bitkinin ¢esitli bakteri (Listeria
innocua, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella
Typhi), maya (Debaryomyces hansenii, Candida rugosa) ve kif (Aspergillus niger
ve Penicillium chrysogenum) lizerine antimikrobiyel etkisi ve antioksidan aktivitesi
tespit edilmistir. Yapilan analizler sonucunda sodom elmasinin yapraklarinda
kardiyak glikozitler hari¢ tanenlerin, saponinlerin, flavonoidlerin ve terpenoidlerin
varlig1 tespit edilmis, toplam fenolik madde miktarinin 7.683 £ 0.362 mg galik
asit/g, toplam flavonoid madde miktarinin ise 7.683 + 0.362 mg galik asit/g oldugu
belirlenmistir. Calotropis procera’nin antimikrobiyel etkisinin tespiti i¢in yapilan
analizler sonucunda; bitkinin metanolik ekstrakti ile daha etkili sonuglar elde
edildigi, Salmonella Typhi, Listeria innocua, Debaryomyces hansenii ve Candida
rugosa’ya karst inhibisyon zon ¢aplarinin sirastyla 16.5, 17, 17.25 ve 18 mm
oldugu tespit edilmistir. Ayrica analiz sonuglarina gore metanolik ekstraktin
Penicillium chrysogenum’a karst inhibe edici bir etkisinin olmadigi sonucuna
vartlmigtir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu ise biitiin bakteriler ve
Debaryomyces hansenii i¢in 160 mg/mL olarak tesplt edilmistir Bu
konsantrasyonun Bacillus subtilis ve Escherichia coli igin minimum letal
konsantrasyon oldugu saptanmis ve % 43.62 olan antioksidan aktivitesinin % 10
oraninda seyreltilmis bir ekstrakttan elde edildigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler:Calotropis  procera, sodom elmasi, antimikrobiyel,
antioksidan aktivite
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In this study, antimicrobial effect and antioxidant activity of the leaves of
Calotropis procera plant obtained from Niger and used to coagulate milk in the
production of West African cheese (Wagashi) was investigated. The leaves freshly
supplied from Niger, were freeze dried. The dried leaves were ground and leaf
contents were extracted using two different solvents (methanol and ethanol).
Firstly, phytochemical composition and antioxidant activity of Calotropis procera
leaves were determined. Then antimicrobial effect of this plant extracts on various
bacteria (Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Salmonella Typhi), yeasts (Debaryomyces hansenii, Candida rugosa) and
molds (Aspergillus niger ve Penicillium chrysogenum) were determined. Analyses
were done using SPSS (ver. 25). As a result of the analysis, the presence of tannins,
saponins, flavonoids and terpenoids were detected in the leaves except cardiac
glycosides. Total phenolic content was 7.683 + 0.362 mg gallik acid/g, total
flavonoid substance was 3.966 + 0.573 mg quercetin/g and 43.62 % antioxidant
activity was obtained from a 10 % diluted extract. It was found that more effective
results were obtained with methanolic extract of the leaves. Inhibition zone
diameters against Salmonella Typhi, Listeria innocua, Debaryomyces hansenii and
Candida rugosa were 16.5, 17, 17.25 and 18 mm, respectively. The highest
inhibitions were found against Staphylococcus aureus, Aspergillus niger, Bacillus
subtilis and Escherichia coli with 20, 26.25, 26.5 and 29.5 mm inhibition zone
respectively, for the antimicrobial effect. In addition, it was concluded that neither
ethanolic nor methanolic leaf extract of Calotropis procera had inhibitory effect
against Penicillium chrysogenum. The minimum inhibitor concentration was 160
mg/mL for all bacteria and Debaryomyces hansenii. This concentration was found
to be a lethal concentration for Bacillus subtilis and Escherichia coli.

Keywords: Calotropis procera, sodom apple, antimicrobial, antioxidant activity.
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GENISLETILMIS OZET

Sahra’nin gilineyindeki ¢ogu Afrika iilkesinin ekonomisi, agirlikli olarak
tarrma dayanmaktadir. Ozellikle de hayvancilik &n planda olup, et, siit, peynir,
yumurta gibi c¢esitli Uriinler, yorede yasayan halkin ana protein kaynagini
olusturmaktadir. Ancak, gida giivenligi acisindan bu iiriinlerde 6nemli sorunlar
yasanmaktadir. Soguk zincir eksikligi nedeniyle, taze siit ve siit iirlinlerinde
patojenik mikroorganizmalar bulunabilmekte ve iiriinlerin raf dmrii kisalmaktadir.

Bat1 Afrika’da, yogurt, lor gibi siit {iriinlerinin yan1 sira, geleneksel olarak
iiretilen ve bir peynir tiirii olan “wagashi” bulunmaktadir. Wagashi en popiiler ve
en ¢ok tiiketilen siit tiirevi tirliniidiir (Aissi ve ark., 2009). Wagashi, 6zellikle diisiik
gelirli insanlar i¢in Onemli bir hayvansal protein kaynagidir ve Afrika’daki
diyetlerdeki protein eksikligi ile ilgili sorunlarin ¢o6ziilmesine etkili bir sekilde
katkida bulunmaktadir (Keke ve ark., 2008). Ancak, daha 6nce de belirtildigi iizere,
wagashi’nin de kontrolsiiz kosullar altinda tiretimi yapildig: igin, iiriiniin kalitesi
olumsuz etkilenmekte ve gida gilivenligi a¢isindan da dnemli riskler tasima olasilig
bulunmaktadir (Aissi ve ark., 2009; Philippe ve ark., 2012; Sessou ve ark., 2012).

Wagashi peyniri yapiminda kullanilan, sodom elmasi1 bitkisi (Calotropis
procera) peynir Uretiminin ¢ogunun gerceklestigi kuru bolgelerde yetigsen bir
bitkidir. Sodom elmasinin bazi toksik maddeler igermesine ragmen (heterositler
kardiyak oksik asit, ozellikle calotropin), iiretim sirasindaki 1sil islem nedeniyle,
peynirlerde ve peynir alt1 suyunda s6z konusu toksik bilesikler tespit edilememistir
ve bu nedenle wagashi peyniri tiiketimine bagli gida zehirlenmesi vakasi rapor
edilmemistir (Egounléty ve ark., 1994; Messessi, 2018). Sodom elmasi, sekonder
metabolitler acgisindan zengin olmasi nedeniyle, tibbi amacl olarak
kullanilmaktadir (Shoaib Quazi ve ark., 2013). Sodom elmasinin, Nijerya’da ates,
egzama, ishal, clizzam, sagkiran, oksiiriik, astim ve kasilma gibi hastaliklari tedavi
etmek amaciyla, geleneksel olarak kullanildig1 bildirilmistir (Odugbemi ve ark.,

2006a). Bati Afrika’daki bazi doktorlarin, bir¢ok hastaligi iyilestirmek i¢in, bu
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bitkiyi gelencksel Asya tibbi sisteminde bronsit, agri, astim ve tiimorler igin
kullandiklar1 rapor edilmistir (Muzammal, 2014).

Bu c¢alismada, Nijer’den taze toplanan sodom elmasi yapraklari, bitkinin
aktif bilesiklerinin korunmasina yonelik bir yontem olan dondurarak kurutma
yontemi kullanilmigtir. Kurutulmus yapraklarin 6giitiilmesinden sonra, iki farkli
¢dziicii (etanol ve metanol) kullanilarak ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Ilk
olarak bitkinin antimikrobiyel o6zelliklerini belirlemek amaciyla, bakteri olarak
Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli ve
Salmonella Typhi, maya olarak Debaryomyces hansenii ve Candida rugosa ve
Aspergillus niger ve Penicillium chrysogenum kif kiltirleri kullanilmistir. Bu
mikroorganizmalar, gida kaynakli ve ozellikle de peynirde gida giivenligi ve
kalitesi agisindan potansiyel tehlike olarak bilinen mikroorganizmalardir. Yapilan
caligma sonucunda da bitkinin metanolik ekstrakti ile daha etkili inhibisyon etkisi
belirlenmis olup, Salmonella Typhi, Listeria innocua, Debaryomyces hansenii ve
Candida rugosa ‘ya kars1 sirastyla 16.5, 17, 17.25 ve 18 mm’lik inhibisyon c¢aplari
elde edilmistir. Bununla birlikte, metanolik ekstraktin Penicillium chrysogenum’a
karsi inhibe edici bir etkisi olmadigi belirlenmistir. Minimum inhibisyon
konsantrasyonu belirlemek amaciyla yapilan c¢alismada ise 1,6 mg/mL
konsantrasyonda, higbir inhibisyon aktivite bulunmazken, 160 mg/mL
konsantrasyonda, biitiin bakterilerde ve Debaryomyces hansenii’de inhibisyon
gozlenmistir. Ayrica 160 mg/mL konsantrasyonun, Bacillus subtilis ve Escherichia
coli i¢in minimum letal konsantrasyon oldugu saptanmaistir.

Sodom elmasinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilan
denemelerde, kardiyak glikozitler hari¢ tanenlerin, saponinlerin, flavonoidlerin,
terpenoidlerin varligi tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktarmin 7.683 +
0.362 mg gallik asit/g ve toplam flavonoid madde miktarinin 3.966 + 0.573 mg
kuersetin/g oldugu belirlenmistir. En yiiksek antioksidan aktivitesi (% 43.62) 60
dakika sonra gdzlenmistir. Ancak, sonuclarin istatistiksel analizine gore, 50.
dakikada elde edilen sonuglar ile 60. dakikadaki sonuglar arasinda anlaml bir fark
olmadigr (P=0,05), bu antioksidan etkinin % 10 oraninda seyreltilmis bir

ekstrakttan elde edildigi tespit edilmistir.
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1. GIRIS Adamou MAMOUDOU ANZA

1. GIRIS

Sodom elmasi, Apocynaceae tamilyasina ait olup, kuzey ve tropikal Afrika,
bat1 ve gliney Asya’da yetisen Calotropis procera ve Calotropis gigantea gibi
cesitleri bulunan bir bitkidir (Sekil 1). Ingilizce adlari; milk weed, Sodom’s
milkweed, rubber bush, swallow-wort, Dead Sea apple’dir. Ozellikle Bati
Afrika’da, Fulanis Kabilesi tarafindan "bambamby", Yorubas Kabilesi tarafindan

"bomubomu", Hausas Kabilesi tarafindan ise "tumfafa " olarak bilinmektedir.
Arapga ise "kisher” ve Fransizca "pomme de sodome” denilmektedir. Bitki yil
boyunca yesildir, i¢ci bos yesil kiirelere sahiptir. Bitki govdesinde deterjanlara
dayanikli yapigkan ve aci bir madde bulunmaktadir. Meyveler once yesil, daha
sonra agik sariya donmekte ve olgunlastik¢a da kurumaktadir (Little ve ark., 1974).
Meyvesi ¢ok sayida tohum igerir. Yabani kosullarda biiyliyen 6nemli bir tibbi bitki
olup, Pakistan’da bitkinin yapraklar1 astim ve Oksiiriigii iyilestirmek igin, yerel
halk tarafindan kullanilmaktadir (Husain ve ark., 2008).

Sodom elmasi, siitlii lateks iiretimi ile, tropik ve subtropikal bolgelerde, 5.4
m yiikseklige kadar biiyiiyen dik, uzun boylu, biiyiik, ¢ok dalli bulunan yaygin bir
bitki tiirlidiir (Teixeira de Freitas ve ark., 2011; Thakkar ve ark., 2014). Bu bitki
yesil yapraklarindan ve kabuklarindan kolaylikla toplanabilen biiyiik miktarda
lateks {iretir (Teixeira de Freitas ve ark., 2011). Bu tiire ait lateks, Afrika ve Asya
iilkelerinde geleneksel tipta gesitli amagclarla kullanilmaktadir (Al-Qarawi ve ark.,
2001; Igbal ve ark., 2005).

Lateks, 12.500°den fazla bitki tarafindan iiretilen siit gorliiniimiine sahip
stviyl tamimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Bu siv1 laticifers adi verilen 6zel
hiicrelerin sitoplazmasidir (Lopes ve ark., 2009). Bunlar, kok, govde, yaprak ve
cigekler igerisinde bulunan bir maddedir. Lateks, mekanik hasarin neden oldugu
doku hasar1 sonras1 laticifersden saliir. Lateksler ikincil metabolizma kaynakli
kimyasallarin zengin bir kaynagidir (Hagel ve ark., 2008). Laticifer sivilarin
biyokimyasal kompozisyonu {izerine bulgular, avci (predatér) ve yayilimci

(invaziv) mikroorganizmalara karsi oldukea etkili oldugunu gostermistir (Giordani



1. GIRIS Adamou MAMOUDOU ANZA

ve ark., 1991; Ramos ve ark., 2007). Lateks, mantar hastaligi, kopek 1sirmasi
sonucu olusan yaralarin tedavisinde, cilt hastaliklarini iyilestirilmesi ve bronzlagma
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayni zamanda, zehirli oldugu
diisiiniilen bahge bitkilerinden biri oldugu da bildirilmektedir (Johnson ve ark.,
2000).

Sekil 1.1. Sodom elmast bitkisi

Wagashi, keci veya inek siitlerinin fermantasyonu sonucu elde edilen
yumusak, olgunlasmamis bir peynir tiriidiir (Iwuoha ve ark., 1996). Bu peynir,
Fulanis Kabilesi arasinda oldukca popiilerdir. ‘Wagashi’, geleneksel olarak once
inek siitinin sagimi yapildiktan sonra, sodom elmasi (Calotropis procera)
bitkisinin yapraklari, tomurcuklar1 veya saplan ile kargtirilir. Karisim, ortam
sicakliginda 12 saatten uzun siiren dogal fermantasyona birakilir. Fermente edilmis
karisim, 40-75 dakika hafifce 1sitilarak, piht1 olusumu saglanir. Daha sonra, iiriinde
aroma gelistirme ve enzim inaktivasyonunu saglamak amactyla 1sitma (70°C’de,
yaklasik 10 dakika) islemi gerceklestirilir. Ortaya c¢ikan ‘wara’ kaliplara konur ve

peynir alt1 suyunun birkac dakika akmasina izin verilir.
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Sodom elmasi (Calotropis procera) kullanilarak yapilan endiistriyel peynir
iretimi ise; siite dnce, 60°C’de 5-10 dakika 6n 1sitma islemi uygulandiktan sonra,
sodom elmas ilave edilmektedir. Sekil 1.2°de sodom elmas1 kullanilarak iiretilen
Wagashi peynirinin tiretimi gosterilmistir (Aisso ve ark., 2015; Dossou ve ark.,

2006).

Cig sit

|

Sizme —»| Yabanci madde

|

On i1sitma (yaklasik 60°C)

Pihtilastiric
(Sodom elmasi)

v &

Isitma (yaklasik 70°C, 5-10 dk)

l

Pihti

|

Pisirme (yaklasik 100°C)

l

Pihti ve peynir alti suyu

l

Yuvarlama ve sizme— [ Peynir alti suyu

|

Yumusak peynir

Sekil 1.2. Wagashi peyniri tiretimi (Dossou ve ark., 2006)
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Kimosin, peynir iiretiminde kullanilan en 6nemli enzimdir, ancak lateks
enzimleri de bu amacla kullanilmaktadir (Rayanatou ve ark., 2017). Geleneksel
olarak firetilen Wagashi peynirinin mikrobiyolojik kalitesinin, kullanilan koagiilant
tiiriine ve ozellikle siire¢ boyunca yapilan islemlere gore ve iiretim &6zelliklerine
gore degistigi belirtilmektedir (Fashakin ve ark., 1993; Ogundiwin, 1978; Uzogara
ve ark., 1990).

Geleneksel olarak fermente edilmis eksi siit iiriinleri, Afrika’da yaygin
olarak tiretilmekte ve tiiketilmektedir (Jans ve ark., 2017). Bu nedenle, siit ve siit
iirlinlerinin tiiketimi 6zellikle Afrika’nin biiylik bir kisminda insan hayatinin her
asamasinda onemli bir rol oynamaktadir. Siit 6nemli bir besin kaynagidir, ancak
ozellikle ¢ig siit tiiketildiginde zoonotik gida kaynakli hastaliklarin bir araci
olabilmektedir (Larpant, 1997).

Bunlarin yaninda kiiresel antibiyotik direng krizinin ortaya ¢ikmasi
nedeniyle, antibiyotik direngliligi hizla yayilmakta ve hastaliklarin antibiyotiklerle
tedavi olanaklar1 azalmaktadir. Boylece, yaygin olarak incelenen, fitokimyasallar
ve metaller olmak tizere iki ana grup antibakteriyel madde olarak geleneksel
antibiyotiklere alternatifler arastirilmaktadir. Bu gruplar iginde, polifenoller ve
metal nanopartikiiller dahil olmak iizere birgok bilesik bulunmaktadir. Bu nedenle
de caligmada, farkli bir kaynak arayisi igerisinde sodom elmasinda yer alan
fitokimyasallarin yani1 sira antimikrobiyel 6zelliklerine odaklanilmustir.

Bu calismada, sodom elmasi yapraklarindan farkli ¢dzgenler (metanol ve
etanol) kullanilarak elde edilen &ziitlerin antioksidan ozellikleri incelenmis ve bu
ekstraktlarin baz1 gida kaynakli ve 6zellikle de peynirde gida giivenligi ve kalitesi
acisindan  potansiyel tehlike olarak Dbilinen mikroorganizmalara Kkarsi

antimikrobiyel aktivitesi belirlenmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Sodom elmasi bitkisi (Calotropis procera) ile ilgili yapilan ¢calismalar

Bitkiler ve ugucu yaglar, tarih Oncesi ¢aglardan beri antimikrobiyel
aktivite ile iligkilendirilmistir (Chang, 1995; Shelef, 1984). Bitkiler, fenoller ve
tirevleri gibi aromatik maddeleri sentezleyebilme yetenegi ile bulunmaktadir
(Geissman, 1963). Bu sekonder metabolitlerin terapotik dnemi s6z konusudur.
T1bbi degere sahip bitkilerin, saglik iizerine potansiyel yararlari nedeniyle (Gomez-
Flores ve ark., 2008), dogal antimikrobiyel olarak gidalarda kullanimlan ile ilgili
bir¢ok calisma yapilmistir. Geleneksel olarak kiigiik gevis getiren hayvanlarda
parazitlerin tedavisi i¢in kullanilan tibbi bitki tiirlerindendir (Cavalcante ve ark.,
2016). Sifali bitkiler, farkl iilkelerdeki kiiclik riiminantlarda gastrointestinal
nematod (GIN) enfeksiyonlarinakarsi kullanilan dogal kaynaklardan biridir ve
parazitlerin kontrolii i¢in etkili bir alternatif olarak bilinmektedir.

Salginin veya bitkinin farkli kisimlari, Hint geleneksel tip sisteminde,
clizzam, iilser, tiimor ve dalak, karaciger ve karin hastaliklar1 tedavisinde (Basu ve
ark., 1991; Parrotta, 2001) ve Nijerya’da ise geleneksel olarak ates, egzama, ishal,
clizzam, Oksiirik ve astim gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Odugbemi ve ark., 2006b). Bitkinin farkli kisimlarindan yapilan ¢aligmalarda anti-
enflamatuar (Kumar ve ark., 1994) olarak gosterilmistir. Bu 6zelligi, karragenan ve
formalin kaynakli sican pengesi 6dem modeli iizerinde ¢alisilmistir. Sonug olarak
kurutulmus lateksin sulu siispansiyonu, akut inflamasyona karsi Onemli bir
seviyede etkili olmustur.

Daha sonra, diger caligmalarda analjezik (Dewan, Sangraula, ve ark.,
2000), antipiretik (Dewan, Kumar, ve ark., 2000), antikoagiilan (Athal ve ark.,
1962), antidiarhoeal (Kumar ve ark., 2001), antimikrobiyel (Srinivasan ve ark.,

2001) ve antelmintik (Derasari HR ve ark., 1965) olarak gdsterilmistir.
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Bitkinin farkli kisimlari ile yapilan arastirilmalarda, pentasiklik triterpenler
icerdigi tespit edilmistir (Ansari ve ark., 2000; Gupta ve ark., 2003; Khan ve ark.,
1988; Yoganarasimhan, 2011). Bitki ile yapilan diger bazi caligmalarda ise;
kardenolitler (Agrawal, 2004; S. Quazi ve ark., 2013), fitosteroller (Chundattu ve
ark., 2016; Khan ve ark., 1989; Lal ve ark., 1985), saponinler (Gupta ve ark., 2000;
Shobowale ve ark., 2013), alkaloidler (Israili A ve ark., 1978; Shobowale ve ark.,
2013), flavonoidler ve tanenler (Shobowale ve ark., 2013) bulunmustur. Sodipo ve
ark. (1991), tanenlerin, proteinlere etki ederek, mikroorganizmalarin gelisimini
onledigini belirlemistir. Tanenler bakimindan zengin olan bitkiler dogada peklik
veren bitkiler olarak bilinmekte ve bircogu bagirsak bozuklugunun tedavisinde
kullanilmaktadirlar (Mungole ve ark., 2010). Bazi bitki metabolitleri, bulasici
hastaliklarin, kanserin veya bagisiklik sisteminin kuvvetlendirilmesine yonelik
tedavilerde basariyla kullanilmaktadir. Bitkilerin bu o6zellikleri, insan viicudu
tizerinde etki yaratan biyoaktif fitokimyasal bilesenlerinden kaynaklanmaktadir
(Akinmoladun ve ark., 2007). Bu bilesenlerden en 6nemlileri, alkaloidler, taninler
ve fenolik bilesiklerdir (Edeoga ve ark., 2005; Okwu, 2001). Bu fitokimyasallar,
bitki metabolizmasindaki islevlerine gore, birincil ve ikincil bilesenler olmak {izere
iki gruba ayrilmaktadir. Birincil bilegenler; sekerler, amino asitler, proteinler ve
klorofil igerirken, ikincil bilesenler; alkaloidler, terpenoidler ve fenolik
bilesiklerden olusur (Krishnaiah ve ark., 2009). Bu bilesenler, bitkilerle ve bitki
tirevi bilesiklerle iligkili oldugu bildirilen biyolojik faaliyetler ve hastalik alanina
gore kategorize edilmektedirler (Butler, 2005). Bu maddelerin, antijenik
aktivitelerinin yan1 sira, sinir sistemini aktive / inaktive etme ve antimikrobiyel
etkileri gibi bir¢ok 6zellikleri s6z konusudur.

Flavonoidlerin diisiik yogunluklu lipit peroksidasyonunu onledigi ve
boylece aterosklerotik plak olusumunu, noérodejeneratif hastaliklart ve iskemik
hasar1 6nledigi bulunmustur (Heim ve ark., 2002; McCord, 2000; Pearce ve ark.,
1991). Ayrica serbest radikalleri yakalarlar ve serbest radikal olusumunu tesvik

edebilen bakir ve demir iyonlarini selatlarlar. Ayrica, kansere neden olan
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maddelerin detoksifikasyonunda rol oynayan enzimleri uyarip, iltihaplanma ve
yaslanma siireclerini dnlerler (Gaitan ve ark., 1989).

Calotropis gigantea’nn anti-Candida aktivitesi, sitotoksisite aktivitesi,
anti-piretik aktivite ve yara iyilesme aktivitesi hakkinda bazi bilimsel raporlar1 da
bulunmaktadir (Kumar ve ark., 2010; Subramanian ve ark., 2010; Wang ve ark.,
2008). Yaprak, kok, cigekler ve lateks ekstraktlarinin arastirmacilar tarafindan
antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahip olduklar1 bildirilmistir (Gouri ve ark.,
2014; Kumar ve ark., 2010; Suresh Babu ve ark., 2012).

Bitki 6zlerinin, genel olarak hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilere karsi antibakteriyel etki gosterdikleri bildirilmistir (Ashafa ve ark.,
2009; Lima ve ark., 2014). Kar ve ark. (2016), sodom elmasinin farkli kisimlardan
(cicek, yaprak ve koklerinden) elde edilen etanol, metanol ve kloroform
ekstraktlarinin, antimikrobiyel aktivitesini agar difiizyon yontemi kullanarak,
incelemislerdir. Calismada, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumonia, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger ve Candida albicans olmak
lizere patojenik ve patojenik olmayan mikroorganizma tiirlerine karsi oziitlerin
antimikrobiyel 6zelliklerini belirlemislerdir. Sonucta, ¢icek Oziitiinde maksimum
antimikrobiyel aktivite tespit etmiglerdir. Ancak, Calotropis gigantea’nin metanol
yaprak ekstrakti, Klebsiella pneumonia’ya (12 += 0.44 mm) karsi, 20 mg
konsantrasyonda daha aktif oldugu ve Escherichia coli’ye karst kloroform
ekstraktinda daha az aktif oldugu gozlenmistir. Gouri ve ark. (2014) diger bir
caligmada, antimikrobiyel ve fitokimyasal aktiviteleri i¢cin Calotropis gigantea’y1
incelemistir.  Calotropis  gigantea’nin  diger  ¢oziicii  ekstraktlar1  ile
karsilagtirildiginda Aseton 6ziitli, Candida albicans’a (14.5 mm) ve Escherichia
coli’ye (17.5 mm) kars1 daha fazla antimikrobiyel aktivite gdstermistir.

Kumar ve ark. (2010) Calotropis gigantea bitkisinin antimikrobiyel
aktivitesi ic¢in agar difiizyon yontemi kullanarak Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus ve

Klebsiella pneumoniae’ya kars1 antagonistik aktivitesini belirlemislerdir. Ekstrakt,
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Escherichia coli’ye karst maksimum inhibisyon zonu goéstermis (17.6 = 1.15 mm),
Klebsiella pneumoniae’ye karst en disiik (12.6 + 1.52 mm). Ham ekstrakti,
Bacillus cereus’a karst maksimum inhibisyon (% 188.52) ve Micrococcus luteus’a
kars1 en diisiik inhibisyonu (% 24.92) gostermistir. Bununla birlikte, ekstrakt,
sirastyla  Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus ve Escherichia coli i¢in 50, 25,
6.25, 3.1, 1.5 ve 12.5 mg/mL Minimum Inhibisyon Konsantrasyon degerleri
gostermigtir. Ayni sekilde Senthil ve ark. (2012) caligmalarinda agar difiizyon
yontemini kullanarak, etanol, metanol, kloroform ve n-Heksan ekstraktlarini,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigata, Candida tropicalis,
Candida albicans gibi funguslar ve Bacillus cereus, Salmonella Typhi, Proteus
mirablis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa gibi bakteriler iizerine
antimikrobiyel oOzelliklerini incelemislerdir. Calotropis gigantea’nin etanol
ekstrakti, Candida albicans (15.06 + 0.11 mm), Candida tropicalis (13.30 + 0.26
mm) ve Proteus mirabilis (12.16 = 0.15 mm), Pseudomonas aeruginosa (8.0 £
0.00 mm) gibi bakterilere karsi daha fazla aktivite gostermistir. Sonug olarak,
insanlarda patojenik organizmalara karsi kurutulmus Calotropis gigantea
ekstresinde antifungal ve antibakteriyel aktivitenin varligi dogrulanmistir. Kori ve
ark. (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada Calotropis gigantea’nin lateksi, etanolik ve
aseton eckstraktt 10 mm ile 16 mm c¢apindaki inhibitér zonu olan tiim test
mikroorganizmalarina (Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa) karsi etkili oldugunu bulmustur. Ishnava ve ark. (2012), Calotropis
gigantia’nin organik solvent ekstraktinin, Actinomyces viscosus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Streptococcus mitis ve Streptococcus mutans
lizerine antimikrobiyel ozellik gosterdigini bulmuslar ve lateksin kloroform
ekstraktinin, Streptococcus mutans ve Lactobacillus acidophilus’a karst MIiK
degerlerini sirastyla 0,032 ve 0,52 mg/mL olarak belirlemislerdir.

Yesmin ve ark. (2008), sodom elmasinin (Calotropis procera) yapraklarini

metanol ve sulu 0ziinii, potansiyel antioksidan ve antibakteriyel aktivitelere tabi
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tutmuglardir. Sodom elmas1 bitkisinin metanol ekstresinin 1Csq’si, bitkinin giiglii
antioksidan aktivitesini gosteren (110.25 pg/mL) kismi oldugunu belirlemislerdir.
Ancak, sulu ekstrakti hafif antioksidan aktivite gostermistir. Antibakteriyel aktivite
testi icin ekstrakt, agar diflizyon yontemiyle hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakterilere karsi arastirilmistir. Sonug olarak hem metanol hem de sulu
Calotropis procera ekstresinin, bazi Gram pozitif ve Gram negatif bakteri susuna
karsi onemli antibakteriyel aktivite gosterdigi saptanmistir. Boylece, Calotropis
procera’nin geleneksel olarak ishal ve dizanteri dahil olmak iizere farkli
mikrobiyel hastaliklar i¢in ¢are olarak gosterilmesi, antibakteriyel tarama testleri
ile desteklenmistir. Shobowale ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢aligsmada,
sicaklikla kurutulan yapraklarin su o6ziitii ile yapraklarm etanol 6ziitliniin
antimikrobiyel aktivitesi arasinda 6nemli bir fark bulunmadigi belirlenmistir.
Bununla birlikte, lateksin etanolik ekstraktinin, Bacillus subtilis (21 mm),
Escherichia coli (16 mm) ve Aspergillus niger’e (16 mm) kargi antimikrobiyel
etkisi oldugu saptanmistir. Yine ayni calismada; Calotropis procera lateksi
oziitiiniin MIK degeri, Salmonella Typhi ‘ye kars: sulu ekstre icin 5.0 mg/mL ve
Escherichia coli ‘ye karst etanolik ekstre icin 3.0 mg/mL olarak bulunmustur.
Calismada, Sodom elmasmin ekstraktinin, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
harveyi, Aeromonas hydrophila, Fusarium sp ve beyaz nokta sendromu viriisiine
kars1 bir antimikrobiyel ve antiviral etki gosterdigi saptanmustir.

Nenaah (2013), Suudi Arabistan’da yetisen sodom elmasinin ¢oziicii
ekstraktlarinin ve flavonoidlerinin antimikrobiyel aktivitesini, agar difiizyon
metodu kullanilarak arastirmistir. Sonugta, metanolik ekstresinin biyolojik bir
biyoaktif bilesenler olarak dort flavonoid glikositlerin izolasyonuna yol agtigini ve
elde edilen ekstraktlarin ¢ogunun test mikroorganizmalarima kars1 antimikrobiyel
aktivite gosterdigi bulunmustur. Ancak, saf flavonoid fraksiyonunda en yiiksek
antimikrobiyel aktivite bulunmustur. Inhibisyon bélgelerinin capi, test edilen
bakteri (Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 4698, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Klebsiella pneumoniae
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ATCC 13883 ve Salmonella Enteritidis ATCC 13076) suslarina kars1 15.5 ila 28.5

mm arasinda degisirken, Candida albicans’a kars1 30 mm’ye ulagmistir.

2.2. Fitokimyasallar

Bitki sekonder metabolitleri, British Nutrition Foundation tarafindan dort
ana kategoride smiflandirilir (Goldberg, 2008). Bunlar; terpenoidler
(karotenoidler, steroller, kardiyak glikozitler ve bitki ugucular1 gibi), fenolikler
(liganlar, fenolik asit, tanenler, kumarinler, ligninler, stilbenler ve flavonoitler
gibi), azot iceren bilesikler (0rnegin, protein olmayan amino asitler igerir.
siyanojenik gliikozitler ve alkaloitler) ve siilfiir iceren bilesiklerdir (6rnegin GSH,
GSL, fitoaleksinler, tiyoninler, defensinler ve lektinler) (Mazid ve ark., 2011).

Fitokimyasallar bitkilerde bulunan, metabolizma sirasinda firetilen ve
bitkilerin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan biyolojik olarak aktif bilesiklerdir
(Molyneux ve ark., 2007). Bircok fitokimyasal madde arastirilmis ve bunlarin
antimikrobiyel, antikanser ve kalp hastaliklarindan korunma gibi ¢esitli 6zelliklere
sahip oldugu gosterilmistir (Leitzmann, 2016).

Fenolik bilesiklerin biyosentezinde, shikimate, fenilpropanoid ve flavonoid
yollar gibi c¢esitli yollar vardir (Crozier ve ark., 2008; Fraga, 2009). Sekonder
metabolitler olarak, fenolik bilesikler savunma, biiyiime ve gelisme etkileri gosterir
(Crozier ve ark., 2008; Fraga, 2009; Roberts, 2013). Antibiyotik aktivitesi olan ana
fenolik bilesiklerin basinda flavonoidler gelmektedir (Aherne ve ark., 2002;
Havsteen, 2002; Lobo ve ark., 2007).

Polifenoller, fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler, lignanlar ve tanenler
olarak siniflandirilir. Bu siniflamalar, igerdikleri fenol halkalarinin sayisina ve
flavonoid yapilarma gore yapilir. Polifenollerin bu alti alt simifi, meyve ve
sebzelerde ana biyoaktif bilesik grubudur. Fenolik asitler, meyve ve sebzelerde
bulunan diger fenolik kategorilerini olusturur (Yamagata, 2018). Onlarin bir¢ogu
antioksidanlar olarak davranir ve bitkiler ve hayvanlarda normalde oksidatif strese
neden olabilen reaksiyon oksijen tiirlerine kars1 savunmak igin bitkiler tarafindan
kullanilir (Choi ve ark., 2012). Fenolikler yapilarina gére flavonoidler ve flavonoid

olmayanlar olmak iizere iki ana kategoriye ayrilmistir (Crozier ve ark., 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Sodom elmasi (Calotropis procera)

Sodom elmasinin yapraklar1 taze olarak (Sekil 3.1.), Nijer’den toplanmis
ve daha sonra, aseptik kosullarda ve izotermal ambalajda Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi’ne getirilmistir. Farkli analizlerde kullanilmak
iizere, sodom elmasinin yapraklart toz haline getirilene kadar -60 °C’de

saklanmustir.

Sekil 3.1. Sodom elmasinin yapraklari

3.1.2. Besiyerleri

Bu calismada farkli ekstraktlarin antimikrobiyel 6zelliklerin belirlenmesi
amaciyla uygulanan MIK testinde bakteriler i¢in; Mueller-Hinton Broth (MHB),
mayalar ve kiifler i¢in; YEPD broth kullanilmistir. Antibakteriyel etkiyi belirlemek

11
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amaciyla Nutrient Agar (NA) kullanilmigtir. Antifungal etkiyi belirlemek amaciyla
ise Potato Dextrose Agar (PDA) besiyeri kullanilmustir.

3.1.3. Mikroorganizma Kkiiltiirleri

Farkli ¢ozgenler kullanilarak elde edilen ekstraktlarin (etanol ve metanol),
antibakteriyel ve antifungal etkilerini arastirmak icin, Listeria innocua,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella Typhi,
Debaryomyces hansenii, Candida rugosa, Aspergillus niger ve Penicillium
chrysogenum Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi’nden

temin edilmistir.

3.2. Yontem
Bu calisma, yapraklarin antimikrobiyel analizleri i¢in 2 tekerriirlii,

fitokimyasal bilesenlerin tespiti i¢in 3 tekerriirlii olarak yapilmistir.

3.2.1. Bitki o6rneklerinin hazirlanmasi

Bitki drnekleri tepsiler lizerinde -30°C de 24 saat boyunca dondurulmustur.
Dondurulan bitki 6rnekleri, dondurarak kurutucu igerisinde -66°C de 5 mtorr
basing altinda yaklagik 62 saat siirede kurutulmustur. Bu siirenin sonunda kurutulan
bitki 6rnekleri, daha sonraki yapilan ekstraksiyon ve analizler nem kapmalarini
onlemek i¢in hi¢ bekletilmeden vakum posetlere aktarilmis ve otomatik vakum
kapama makinasi yardimiyla vakum paketleme yapilmistir (Akyildiz ve ark.,
2017).

Toz haline getirilmis 6rnegin 5 g’lik boliimiine, her biri 100 mL etanol (%
80’lik) ve metanol (% 80°lik) ayr1 ayr steril 500 mL’lik cam siseler icine ilave
edilmis ve 24 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme sirasinda
ortalama 3 saatte bir ¢alkalama islemi uygulanmis ve daha sonra oziitler filtre
kagidi kullanilarak siizlilmiistiir. Tam ekstraksiyon saglamak icin ise rotary

evaporator kullanilarak ekstraksiyon islemi yapilmistir (Akerele ve ark., 2008;
12
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Doughari ve ark., 2008; Nenaah ve ark., 2011). Elde edilen tortu analize kadar
4°C’de vida kapakli bir saklama kabinda saklanmustir.

3.2.2. Fitokimyasal bilesenlerin belirlenmesi

Yapraklarda bulunan fitokimyasal bilesenlerin belirlenmesi amaciyla,
Krishnaiah ve ark. (2009) ve Mikail (2010) tarafindan tarif edilen ydntemlerle
gergeklestirilmistir. Tanenler, alkaloidler, flavonoidler, glikozidler ve saponinler

olmak tizere farkli bilesenler arastirilmistir.

3.2.2.1. Fitokimyasal bilesenler iizerinde kalitatif analiz
e Tanenler
Her bitkinin 0.5 g toz numunesi, bir test tiipiinde 20 mL damitilmis su
icinde kaynatildiktan sonra 10 dakika boyunca santrifiijlenmis ve iist kism1 analiz
icin kullanilmistir. Filtrelenmis numunelere % 0.1 FeCl; eklenerek tanenlerin
varligin1  gosteren kahverengimsi yesil veya mavi siyah renk olusumu

degerlendirilmistir (Krishnaiah ve ark., 2009).

e Saponinler
Her bitkinin 2 g toz numunesi, bir su banyosunda 20 mL damitilmis su ile
kaynatilmig ve daha sonra 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir ve {ist kismi analiz
icin kullanilmistir. Filtrelenmis numunenin 10 mL’si, bir test tiiplinde 5 mL
damitilmis su ile karigtirilarak, stabil bir kalic1 kopiik elde etmek iizere kuvvetli bir
sekilde calkalanmistir. Kopiirtme isleminden sonra, 3 damla zeytinyag: ile
karigtirllirmig  ve  saponinlerin  varligint  gosteren  emiilsiyon  olusumu

degerlendirilmistir (Krishnaiah ve ark., 2009).
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e Flavonoidler
Bir test tiipiinde her bir bitki numunesinin sulu ekstresine bir ka¢ % 1 NHj;
soliisyonu damlatilarak, flavonoid bilesiklerinin varligi sari1 renk olusumu ile

belirlenmistir (Krishnaiah ve ark., 2009).

e Terpenoidler
Her bitki numunesinin 5 mL sulu ekstrakti, bir test tiipiinde 2 mL. CHCI;
ile karigtirnlmigtir. Daha sonra, bir tabaka olusturmak i¢in 3 mL konsantre H,S0,4
karigima dikkatlice eklenmigtir. Terpenoid bilesenleri mevcutsa kirmizimsi

kahverengi renklenme degerlendirilmistir (Krishnaiah ve ark., 2009).

e Kardiyak glikozitler
Bir test tiipinde 1 mL konsantre H,S0, hazirlanmistir. Her bir bitki
numunesinden 5 mL sulu ekstrakt, 1 damla FeCl; igeren 2 mL buzlu CH;CO,H ile
kanistirtlmistir.  Karistma daha sonra, 1 mL konsantre H,S0,’¢ dikkatlice
eklenmistir. Ornekteki kardiyak glikozit varlig1, kahverengi bir halka gériinmesi ile

degerlendirilmistir (Krishnaiah ve ark., 2009).

3.2.2.2. Fitokimyasal bilesenler iizerinde kantitatif analiz
e Bitki 6ziitiin hazirlanmasi
0.1 g sodom elmasinin yapraklari tozu 100 mL metanol (% 80°lik) ile
karistirilmis ve 2 saat boyunca calkalayicida tutulmus. Daha sonra, karigim 5000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Toplanan siipernatan, daha sonraki

analizlerde kullanilmak {izere 4 ° C’de buzdolabinda saklanmustir.

e Toplam fenollik madde taymm
Ekstraktlarin toplam fenolik bilesiklerin miktar1 spektrofotometrik olarak
Folin-Ciocalteu kolorometrik metoda gore bir kag¢ degislik yapilarak

gergeklestirilmistir (Mabel ve ark., 2017). Bitki oOziitlerinden 1’er mL alinip,
14
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tizerinde 60 mL saf su eklenmis, karistirildiktan {izerine 5 mL Folin-Ciocalteu
reaktifi konularak iyice karigtirllmistir. Sonra 7.5 dakika igerisinde % 20’lik
sodyum karbonat ¢ozeltisinden 15 mL ilave edilmis ve iyice karistirtlmistir. Daha
sonra c¢ozeltilerin hacmi 100 mL’ye tamamlanmistir. Cozeltiler, 20 °C’de
karanlikta 2 saat bekletildikten sonra, absorbanslart UV spektrofotometresi’nde
750 nm’ de okunmustur.

Toplam fenol miktarlar1 galik asitle cizilen kalibrasyon egrisinden, mg

gallik asite esdeger olacak sekilde hesaplanmustir.

A= 0,002514x + 0,043865
=0,98

A, absorbanstir ve x, mg / g cinsinden toplam fenolik icerigidir.

e Toplam Flavonoid madde tayimni

Bitki o6ziitlerinin flavonoid igerigi Zhishen ve ark. (1999) metodu modifiye
edilerek gergeklestirilmistir. Bitki oziitlerinden 1’er mL alindiktan sonra iizerine
SmL saf su eklenmistir. Iyice karistirildiktan sonra iizerine % 5°lik 0.3 mL sodyum
nitrit eklenmis ve vorteks ile iyice karistirilmistir. 5 dk. beklettikten sonra, iizerine
% 10’luk 0.6 mL aliiminyum kloriir ilave edilip karistirilmistir, ardindan 5 dakika
bekletilmistir. Sonunda c¢ozeltilerin tizerine 2 mL 1 M’lik sodyum hidroksit
cozeltisi eklenip, ¢ozeltilerin absorbanslar1 UV spekrofotometresi’nde 510 nm’de
okunarak flavonoid miktarlar1 kuersetinle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg
kuersetin esdeger olacak sekilde hesaplanmustir.

Toplam flavonoid igerigi, kalibrasyon egrisine dayanarak asagidaki lineer

denklemi kullanilarak hesaplanmistir:
A=0,001086C + 0,150328

#=0,9904

A, absorbanstir ve x, mg / g cinsinden toplam flavonoid icerigi.

15



3. MATERYAL VE YONTEM Adamou MAMOUDOU ANZA

3.2.2.3. Antioksidan Aktivite Tayini

1 mg bitki 6rneginin iizerine 10 mL % 80’lik metanol ¢ozeltisi ilave
edilmis ve 2 saat vorteks ile yeterince karigtirildiktan sonra 4 °C’ de 4000 rpm’ de
20 dakika siire cihazda santrifiijlenmistir. Santrifiij edilmis 6rnekten alinan 100 uL.
bitki drnegine 2460 pL 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH; % 80 metanolda 0.025
g/L) ilave edilmistir. Kontrol 6rneginde 100 pL distile su kullanilmistir. Daha
sonra, vakit kaybedilmeden orneklerin absorbansi % 80 metanole kars1 0, 10, 20,
30, 40, 50 ve 60. dakikalarda UV/VIS spektrofotometrede 515 nm’de 6l¢iilmiistiir.
Antioksidan aktivitesi, asagidaki esitlik kullanilarak DPPH’1in inhibisyon %’si
olarak ifade edilmistir (Klimczak ve ark., 2007).

__ Akontrol—-A oérnek

Antioksidan aktivitesi (%) = x 100

A kontrol

A : Kontroliin absorbansi
kontrol

A : Ornegin absorbansi

ornek

3.2.3. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi
3.2.3.1. Bakteri kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Sodom elmasinin antibakteriyel etkisinin belirlenmesinde agar kuyu
difiizyon yontemi kullamlmustir. ilk olarak mikroorganizmalarin yogunlugu
ayarlanmis ve bu islem 0.5-0,6 McFarland (~1.5x10° kob/mL) standardina gore
yapilmigtir (Valgas ve ark., 2007). Ependorf tiiplerinde stok edilen mikroorganizma
izolatlarindan 0.1 mL almip 5mL’lik Nutrient broth’a inokiile edilmistir ve 30
°C’de 18 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonella Typhi, Listeria innocua, Staphylococcus aureus
bakterilerin her birinin yogunlugu ayri tiiplerde ~1.5x10®* kob/mL’ye ayarlanmustir.
Daha sonra tiipleri 5000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Siipernatanti ortamdan uzaklastirip pellet iizerine 5 mL diliisyon sivisi ilave
16
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edilmistir. Sonraki analizlerde kullanilmak {izere, elde edilen karisimin 1 mL’sine 9

mL steril fizyolojik tuzlu su ilave edilip homojenize hale getirilmistir.

3.2.3.2. Antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Sodom elmasmin antibakteriyel etkisi, agar kuyu difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. Nutrient Agar besiyeri kullanarak patojen bakteri siispansiyonlarinin
her birinden ayr1 petrilere ekim yapilmistir. Daha sonra katilagan besiyerinin belirli
yerlerinden 3 mm c¢apinda 3 kuyucuk agilarak, bu kuyucuklardan 2 sine 100 pL
sodom elmasi ekstrakti pastor pipeti ile aktarilmistir. Kontrol olarak 1 kuyucuga
steril fizyolojik tuzlu su ayni miktarda ilave edilmistir. Bu islem, farkli ¢ozgenler
(etanol ve metanol) kullanilarak elde edilen ekstraktlar icin ayr1 ayri uygulanmistir.
Daha sonra petriler, 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir (Esimone ve ark., 1998).
Inkiibasyonun sonunda, inhibisyon bolgeleri (zon olusumlari)) mm cinsinden
Cizelge 3.1’de verildigi sekilde degerlendirilmistir (Bonadé ve ark., 2001;
Rodriguez ve ark., 2000).

Cizelge 3.1. Inhibisyon yeteneginin degerlendirilmesi (Rodriguez ve ark., 2000)

Zon ¢apt (mm) Inhibisyon
Goriilmedi -

<10 (+)

10-14 (++)

15-19 (+++)

>20 (++++)

(-): Goriilmedi, (+): Zayif, (++): Orta, (+++): Iyi, (++++): Cok iyi

3.2.4. Antifungal aktivitenin belirlenmesi
Antifungal etkiye duyarliligi arastirilan kiif ve maya tiirleri dnceden
hazirlanan yatik Potato Dextrose Agar’a steril 6ze yardimiyla stok kiiltlirden

ekilerek, 25 °C’de 3 - 5 giin inkiibe edilmistir.
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3.2.4.1. Kiif sporunun hazirlanmasi

Misel olusturuncaya kadar yatik PDA’da gelistirilen kiif tiirlerinin
sporlarint ayirmak icin aseptik kosullarda 5 mL steril % 0.05 Tween 80 igeren
tamponlanmig fosfat buffer sollisyonu yatik agara ilave edilerek, steril 6ze
yardimiyla yavasca miseller gevsetilmistir. Daha sonra onceden sterilize edilen
tiilbent bezi yine steril cam huni i¢ine yerlestirilmis ve silispansiyon siliziilmiistiir.
Boylece miseller tistte kalarak ayrilmasi saglanmaistir.

Kiif sporunun konsantrasyonunun ayarlanmasinda, kiif sporlarindan 6n
denemelerle ardigik diliisyonlar hazirlanarak, her bir diliisyondan PDA’ya ekim
yapilarak, sayim yontemiyle bulunmustur (Dal Bello ve ark., 2008). Altta kalan kiif
sporlarmm 10’ spor/mL’ye ayarlanan konsantrasyonu antifungal etkinin

belirlenmesinde kullanilmuistir.

3.2.4.2. Maya kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Maya kiiltiirleri yatitk PDA besiyerine ekimi yapilarak, 25 °C’de 2 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen mayalarm {izerine, 5 mL
steril % 0.05 Tween 80 iceren tamponlanmis fosfat soliisyonu eklenip, mayalarin
geligtigi yatik agar steril 0ze yardimiyla yikanmistir. Duyarlilik testinde
kullanilacak mayalar1 10° kob/mL konsantrasyonuna ayarlanmustir (Dal Bello ve

ark., 2008).

3.2.4.3. Antifungal etkinin belirlenmesi

Sodom elmasinin antifungal etkisi “Agar Kuyu Difiizyon” metodu ile
belirlenmistir.  Antifungal etkiye duyarhiligi arastirilacak maya ve kiif
siispansiyonlarindan, 1’er mL YEPD agar besiyerine dokme ekim yoOntemiyle
ekimi yapildiktan sonra, katilagan besiyerinde 3 mm ¢apinda 2 kuyucuk agilmistir.
Kuyucuklardan ikisine, 100 pL sodom elmast ekstrakti pastor pipeti ile
aktarilmistir. Kontrol olarak 1 kuyucuga steril fizyolojik tuzlu su ayni miktarda

ilave edilmistir. Petriler, 25 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilarak, siire sonunda zon
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olusumu degerlendirilmistir (Magaldi ve ark., 2004). Olusan zon caplarinin

degerlendirilmesi Cizelge 2’de verilen degerlere gore yapilmustir.

3.2.5. Minimum inhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) belirlenmesi
Mueller-Hinton Broth besiyerinde aktif maddenin 10 kathi diliisyonlari
yapilarak, gittikge azalan yogunlukta 160, 16, 1.6 mg/mL olmak iizere sodom
elmasi ekstrakt: igeren diliisyonlar elde edilmistir. Uzerine yukarida ayarlandigi 24
- 48 saatlik aktif duyarlilig1 belirlenecek olan mikroorganizma kiiltiiriinden 0.1 mL
aktarilip, bakteriler, 37 °C’de 24 - 48 saat, kiif ve mayalar ise 25°C’de 48 - 72 saat
inkiibe edilmistir. Tiiplerdeki gelisme bulaniklik degerlendirilerek gozle yapilip
boylece gelismenin olmadigi son diliisyon, MIK degeri olarak kabul edilmistir.
Gelismenin olmadigi son diliisyondan alinacak 0.1 mL inokuliim, 10 mL besiyerine
(bakteri i¢in; Mueller-Hinton Broth, maya ve kiif i¢in; YEPD broth) inokiile
edilerek ve inkiibasyon sonunda tiipte gelismenin olmamast Minimum Letal

Konsantrasyonu (MLK) degerini vermistir.

3.2.6. Istatiksel Degerlendirme

Elde edilen bulgulara IBM SPSS 25 paket programi kullanilarak tek yonlii
varyans analizi yapilmigtir. Gruplar arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu aralik
testine (DMRT) gore 0.05 anlamlilik diizeyinde (o) degerlendirilmistir.

Kullanilan ¢oziiciiler (etanol ve metanol) arasinda onemli bir fark olup
olmadigin1 belirlemek igin, her mikroorganizma i¢in inhibisyon bdlgelerinin

karsilagtirilmast ki-kare testi kullanilarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada, wagashi peyniri iiretimi sirasinda kullanilan sodom
elmasinin antioksidan ozellikleri ve antimikrobiyel etkisi, gidalarda bozulmaya
neden olan mikroorganizmalar ve patojen mikroorganizmalara etkisi incelenmistir.
Bu kapsamda, toz haline getirilimis sodom elmasi yapraginin metanolik ve etanolik
Oziitleri kullanilarak Listeria innocua, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonella Typhi, Debaryomyces hansenii, Candida rugosa,
Aspergillus niger ve Penicillium chrysogenum’e kars1 antibakteriyel ve antifungal
etkileri arastirilmistir. Daha sonra fitokimyasal testlere (Toplam fenolik bilesenleri,
toplam flavonoid) tabi tutup DPPH testi ile bitkinin antioksidan etkisi

incelenmistir.

4.1. Fitokimyasal bilesenlerin belirlenmesi
4.1.1. Fitokimyasal bilesenler iizerinde kalitatif analizlerin sonuglari

Yapilan kalitatif analiz sonucunda sodom elmasi yapraklart Orneginde
tanen, saponin, flavonoid ve terpenoidler tespit edilirken kardiyak glikozitler tespit
edilmemistir. Kardiyak glikozitlerin bulunmamasi diginda, bu sonuglar Mishra ve
ark. (2018); Murti ve ark. (2010) tarafindan elde edilen sonuglara benzerlik
gostermektedir. Ek olarak, farkli ¢oziiciiler (etil asetat, etanol, metanol, kloroform)
kullanarak sodom elmasinda kardiyak glikositlerin varligini gosterilmistir. Bu
caligmada ise metanol kullanmilmigtir. Kardiyak glikozitler termolabildir,
ekstraksiyon islemlerinde higbir 1s1l iglem uygulanmamis olmasina ragmen, sodom
elmasi Ornegimizde bulunmamasi yetistirme bdolge farkliligindan kaynakl
olabilecegini diisiiniilmiistiir. Diger bilesikler ise kalitatif olarak belirlenmistir
(Sekil 4.1,4.2,4.3,4.4).

Analiz i¢in kullanilan sodom elmas1 numunelerine % 0.1 FeCl; eklenerek,

karisimin rengi kahverengiye doniismesi ile tanenlerin varligi tespit edilmistir

(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Tanenlerin varliginin tespiti

Saponinlerin varligi emiilsiyon yontemiyle incelenmistir. Hazirlanan
sodom elmas1 numuneleri zeytinyagi ile karistirilirmis ve saponinlerin varligim

gosteren emiilsiyon olusumuyla degerlendirilmistir (sekil 4.2).

Sekil 4.2. Saponinlerin varliginin tespiti
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Daha sonra, flavonoidlerin varligmin tespiti i¢in Krishnaiah ve ark. (2009)
yontemi kullanilmistir. Flavonoid bilesiklerinin varligi hazirlanan numuneye % 1
NH; (amonyak) soliisyonu damlatilarak sari renk olusumu ile tespit edilmistir
(Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Flavonoidlerin varliginin tespiti

Ayni sekilde Krishnaiah ve ark. (2009) yontemini kullanarak sodom
elmasinda terpenoidlerin varligmi tespit edilmistir. Kisaca hazirlanan numune,
CHCI; ile kanstirildiktan sonra terpenoid bilesenlerin varligimi gosteren kirmizimsi

kahverengi renklenme goriinmiistiir (Sekil 4.4 ).
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Sekil 4.4. Terpenoidlerin varliginin tespiti

4.1.2. Fitokimyasal bilesenler iizerinde kantitatif analizlerin sonuc¢lari
4.1.2.1. Sodom elmasi yapraginin toplam fenolik madde icerigi
Sodom elmasi ekstresi olduk¢a yiiksek toplam fenolik icerik gostermistir.

Ornekten 0.1 g toplam fenolik (TF) madde igerikleri asagidaki gibi bulunmustur:

TF = 7.683 £ 0.362 mg galik asit/g

Bu konsantrasyonun Ahmad ve ark. (2011) tarafindan elde edilenden daha
yiksek oldugu bulunmaktadir. Nitekim, sodom elmasinin yapraklarindan elde
edilen ekstraktlarin antioksidan ve antimikrobiyel aktivitelerinin incelenmesi ile
ilgili ¢aligmalarinda, toplam fenolik madde icerigi 1.5 + 0.1 mg galik asit/g olarak
bildirilmistir. Joshi ve ark. (2009) tarafindan yapilan diger bir ¢calismada, 3.6 mg
galik asit/g bulunan toplam fenolik madde igerigi onceki caligmasindan yiiksek
bulunmus fakat bizim sonuglarimizdan daha diisiik goriinmektedir. Sodom elmasi

ornegimizde toplam fenolik madde igerigi yiiksek ¢ikmasi yetistirme bolge ve
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bizim c¢alismamizda kullanilan dondurarak kurutma yontemi farkliligindan

kaynakl1 olabilecegi diisiiniilmiistiir.

4.1.2.2. Sodom elmasi yapraginin toplam flavonoid madde icerikleri
Sodom elmast yapraginin toplam flavonoid (TFl.)) madde igerikleri

asagidaki gibi bulunmustur:

TFL. = 3.966 + 0.573 mg kuersetin/g

Diger ¢aligmalara gore, toplam flavonoid madde igerikleri daha yiiksek
bulunmaktadir. Joshi ve ark. (2009) sodom elmasi yapraklarmin antioksidan
aktivitesini incelerken toplam flavonoid madde igeriklerinin 1.24 mg kuersetin/g
oldugunu belirlemistir. Ayni sekilde yapilan baska bir ¢calismada 1.62 + 0.05 mg

kuersetin/g olarak bulunmustur (Kumar ve ark., 2013).

4.2. Antioksidan aktivite degerleri
4.2.1. DPPH

DPPH testi ilk olarak 1950’lerde dogal {iirlinlerde elektron donerlerini
bulmak igin 6nerilmistir (Blois, 1958). Daha sonra fenolik bilesiklerin ve bitkisel
besinlerin antioksidan aktivitesini belirlemek igin kullanilmigtir (Mensor ve ark.,
2001).

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) bir organik azot radikalidir. Bir atom
azot kopriisiinde eslenmemis bir degerlik elektronuna sahip olan, organik ortamda
¢Oziinen (6zellikle alkollii), mor bir renge sahip olan ve 515-520 nm araliginda
absorbe edilen bir radikaldir. Ticari olarak temin edilebilen radikal, kullanilmasini
saglar ve radikal {iretimi ile reaksiyonlarda olasi girigimleri azaltir (Pulido ve ark.,
2000). Bir elektron donériiniin varliginda radikal olan ¢o6zelti yogunlugunu

kaybeder ve sararir.
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Sodom elmasi, antioksidan etkiye sahip olan maddelerden 6zellikle fenolik
bilesenleri yapisinda bulundurdugu igin antioksidan aktivite degerinin yiiksek
cikmasi beklenmektedir. Klimczak ve ark. (2007)’in yontemine gore yapilan DPPH

antioksidan tayinin sonuglar1 Sekil 4.5’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Sodom elmas1 yapraginin antioksidan aktivitesi

Bitki ekstraktin antioksidan aktivite degerleri 60 dakika boyunca % 20.60
ile % 43.62 arasinda degismistir. En yiliksek inhibisyon aktivitesi (% 43.62) 60
dakika sonra gdzlenmistir. Ancak, sonuclarin istatistiksel analizine gore, 50.
dakikada elde edilen sonuglar ile 60. dakikadaki sonuglar arasinda anlamli bir fark
bulunamamigtir (P=0.05). Sodom elmasinin antioksidan aktivite analizi ile ilgili
caligmalarinda, DPPH analiz sonuglarina gore en yiiksek antioksidan aktivite bitki
lateksinde bulunmus (%82.47). Ancak oda sicakliginda kurutulmus bitki
yapraklarinda daha diisiik olup % 23.93 olarak belirlemistir (Joshi ve ark., 2009).
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4.3. Antibakteriyel ve antifungal aktivitenin belirlenmesi
4.3.1. Sodom elmas1 yapragimin etanolik 6ziitiin antibakteriyel ve antifungal
aktivitesi

Etanol kullanarak elde edilen bitki 6ziitiin Agar difiizyon testi ile yapilan

antibakteriyel ve antifungal test sonuglar sekil 4.6’da verildigi gibi bulunmustur.
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Sekil 4.6. Sodom elmas1 yapraginin etanolik ekstraktin etkisi
Istatistiksel diizeyde ayni harf (ler) e sahip olan ortalama degerlerin arasinda anlamli bir
fark bulunmamaktadir (0=0.05)

Sekil 4.6’da bulunan analiz sonuglarina gore, sodom elmasinin etanolik
ekstraktinin inhibisyon bolgesi, 0 ile 16.25 mm arasinda degisim gostermistir. En
yiksek inhibisyon, Bacillus subtilis’e karst (16.25 £+ 0.35 mm), en diisiik
inhibisyon ise inhibisyonun olmadig1 kiiflerde (Penicillium chrysogenum ve
Aspergillus niger) gdzlenmistir. Istatistiksel olarak, Debaryomyces hansenii’nin
inhibisyon zonu ile Listeria innocua’nin zonu arasinda bir fark yoktur, fakat
mayalarin  inhibisyon bdlgeleri bakterilerinkine kiyasla daha diisiiktiir.

Calismamizdan elde edilen sonuglara paralel olarak, Kareem ve ark. (2008)

27



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Adamou MAMOUDOU ANZA

tarafindan, sodom elmasinin se¢ilmis patojenik mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyel aktivitelerinin incelendigi caligmada, etanolik ekstraktin etkili
oldugu tespit edilmistir. Ek olarak, bakteri tiirli iizerindeki inhibisyon bolgesinde
anlamli bir fark yoktur (Gram pozitif veya Gram negatif). Fakat yaptiklari
calismada Escherichia coli ve Staphylococcus aureus’e karsi inhibisyon bolgeleri
daha diisiik olup sirasiyla 8.5 mm ve 7 mm olarak bulunmustur. Bunlardan farkli
olarak, Shobowale ve ark. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada sodom elmasinin
etanolik ekstraktinin Escherichia coli, Salmonella Typhi ve Bacillus subtilis’e kars1
bu ¢alismadaki sonuglardan daha diisiik inhibisyon elde edilirken (sirastyla 10 mm,
9.5 mm ve 0 mm ) Aspergillus niger’e karst (10 mm) daha yiiksek inhibisyon
aktivitesi kaydedilmistir. Sodom elmasimin etanolik ekstraktin etkisi yliksek
cikmasi yetistirme bolgesinden ve bizim g¢alismamizda kullanilan dondurarak
kurutma yontemi farklihigindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. inhibisyon

aktiviteleri, Cizelge 4.1 ‘de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Sodom elmasi yapraginin etanolik §ziitiiniin antimikrobiyel aktivitesi

Mikroorganizmalar Zon ¢ap1 (mm) Inhibisyon Aktivitesi
Bacillus subtilis 16.25 (++1)
Escherichia coli 14.75 (1)
Staphylococcus aureus 15.50 (+++)
Listeria innocua 14.00 (1)
Salmonella Typhi 16.00 (+++)
Debaryomyces hansenii 13.50 (++)
Candida rugosa 12.25 (++)
Penicillium chrysogenum 0.00 -
Aspergillus niger 0.00 -

(-): goriilmedi, (+): Zayif, (++): Orta, (+++): Iyi, (++++): Cok iyi
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Cizelge 4.1°de goriilebilecegi gibi, etanolik ekstraktin kiif (Aspergillus niger
et Penicillium chrysogenum) gelisimi {izerinde inhibe edici bir etkisi olmamuistir.
Bununla birlikte, inhibitér etkisinin 12.25, 13.50, 14 ve 14.75 mm’lik inhibisyon
bolgeleriyle Candida rugosa, Debaryomyces hansenii, Listeria innocua ve
Escherichia coli’ye kargt olmak iizere "orta" oldugu gozlenmistir. Ayrica, sodom
elmasinin etanolik ekstraktinin, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi ve
Bacillus subtilis’e kars1 sirastyla 15.50, 16.00 ve 16.25 mm inhibisyon 6zelligi

olarak "iyi" oldugu gbzlenmistir.

4.3.2. Sodom elmasi yapraginin metanolik 6ziitiin antibakteriyel ve antifungal
aktivitesi
Metanol kullanarak elde edilen bitki 6ziitiin Agar difiizyon testi ile yapilan

antibakteriyel ve antifungal test sonuglar1 Sekil 4.7’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Sodom elmasinin metanolik ekstraktin etkisi

Istatistiksel diizeyde ayni harf (ler) e sahip olan ortalama degerlerin arasinda anlamli bir
fark bulunmamaktadir (0=0.05)
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Elde edilen analiz sonuglarma gore, sodom elmasmin metanolik
ekstraktinin inhibisyonu0 ile 29.50 mm arasinda degigmistir. En yiiksek inhibisyon
Escherichia coli’e kars1 (29.50 + 0.71 mm), en diisiik inhibisyon ise inhibisyonun
olmadigt Penicillium chrysogenum’a karsi gdzlenmistir. Calismamizdan elde
edilen sonuglara paralel olarak, Yesmin ve ark. (2008) tarafindan yapilan
caligmada, metanolik ekstraktin etkili oldugu tespit edilmistir. Ek olarak, bakteri
tiirli lizerindeki inhibisyon bolgesinde anlamli bir fark yoktur (Gram pozitif veya
Gram negatif) fakat yaptiklart c¢alismada Staphylococcus aureus, Shigella
dysenteriae’ye karsi inhibisyon bdlgeleri daha diisiik (9 mm) olup Salmonella
Typhi’ye kars1 hicbir etki kaydedilmemistir.

Bunlardan farkl olarak yapilan bir ¢alismada Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger’e karsi metanol ekstrakti daha
etkili olup sirastyla 18.50 £ 0.80 mm, 16.00 £ 0.55mm, 14.50 + 0.80 mm, 11.50 £
0.85 mm, 19.50 £ 1.00 mm olarak bulunmustur fakat sonuc¢larimiza gére daha
diisiik bulunmaktadir (Nenaah ve ark., 2011). Ayni ¢alismada metanolik ekstraktin
Penicillium chrysogenum yiiksek etki (18.50 = 0.55 mm) gostermisken,
caligmamizda higbir etki goriilmemektedir. Gozlemlenen farkliliklar daha diigiik
mikroorganizma  yogunlugu ile c¢alismalarindan  kaynakli  olabilecegi
disiiniilmiistiir. Mikroorganizma yogunluguna ek olarak, sodom elmasinin
yetistirme bolgesinin ve bizim g¢aligmamizda kullanilan dondurarak kurutma
yontemi daha yiiksek sonu¢ elde edilmesine olanak saglamis olabilecegi
disiiniilmektedir.  Elde edilen inhibisyon aktiviteleri ¢izelge 4.2°de

gosterilmektedir.
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izelge 4.2. Sodom elmasi yapraginin metanolik §ziitliniin inhibisyon aktiviteleri

Mikroorganizmalar Zon g¢ap1 (mm) Inhibisyon Aktivitesi
Bacillus subtilis 26.50 (++++)
Escherichia coli 29.50 (+H++)
Staphylococcus aureus 20.00 (+H++)
Listeria innocua 17.00 (++4)
Salmonella Typhi 16.50 (+++)
Debaryomyces hansenii 17.25 (+++)
Candida rugosa 18.00 (++4)
Penicillium chrysogenum 0.00 -
Aspergillus niger 26.25 (+H++)

(-): goriilmedi, (+): Zayif, (++): Orta, (+++): Iyi, (++++): Cok iyi

Cizelge 4.2’de, Sodom elmasi yapragmin metanolik ekstraktinin
mikroorganizmalar karsi inhibisyon aktivitelerini = gosterilmistir  Analizin
sonuglarma gore, metanolik ekstraktin Penicillium chrysogenum’a karst inhibe
edici bir etkisi olmadig1 goriilmektedir. Bununla birlikte, inhibisyon etkisinin
Salmonella Typhi, Listeria innocua, Debaryomyces hansenii ve Candida rugosa
‘ya kars1 sirastyla 16.5, 17, 17.25 ve 18 mm’lik inhibisyon ¢aplari ile "iyi" oldugu
gbzlenmistir. Ayrica, Rodriguez ve ark. (2000) siniflamasina gore, Staphylococcus
aureus, Aspergillus niger, Bacillus subtilis ve Escherichia coli i¢in sirastyla 20.00,
26.25, 26.50 ve 29.50 mm inhibisyon bolgeleri gozlemlenebildigi i¢in, metanolik
ekstresi "¢ok iyi" olarak kabul edilmektedir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, Bacillus subtilis,
Escherichia coli ve Aspergillus niger harig¢ diger mikroorganizmalarin inhibisyon
bolgeleri kullanilan ¢oziiciiye gore anlamli bir farklihik gdstermemistir. Fakat
Rodriguez ve ark. (2000) yapmis oldugu inhibisyon bolgeleri siniflandirmasina
gore bu mikroorganizmalarin kullanilan farkli ¢oziiciilerde farkli inhibisyon

bolgelerine sahip oldugu goriilmistiir. Sonu¢ olarak, etanolik ekstrenin
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Staphylococcus aureus igin "iyi" iken metanolik ekstrenin "¢ok iyi" oldugu tespit
edilmistir. Aynmi sekilde etanolik ekstraktin Listeria innocua, Debaryomyces
hansenii, Candida rugosa‘ya kars1 "orta" bir inhibitdr etkiye sahip iken metanolik

ekstraktin inhibe edici etkisi "iyi" olarak bulunmustur (Sekil 4.8).

X*  Pdegerleri

X=2,81 P=0,093
=+ B.subtilis T ! !

8 - Ecoli =+ X’=500 P=0,025
< 3
. =
E #+ S aureus Xi= 444 P=0,505
c
8 + L innocua ++ X=,290 P=0,590
£y
§ ++ S. typhi + X?=,030 P=0,862
-
s +  Crugosa  ++ X*= 862 P=0,353
++ D hansenii ++ X?=,500 P=0,480
. P. chrysogenum - X=nd P=nd
A.niger  +++ X*=nd P=nd
inhibisyon bélgesi inhibisyon bélgesi

Sekil 4.8. Inhibisyon yeteneginin degerlendirilmesi

4.4. Minimum inhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) sonuclar
4.4.1. Sodom elmasinin yapragmin etanolik ekstraktin MiK ve MLK sonuglar
Sodom elmasindan elde edilen etanolik ekstrakt 6rneklerinde MIK testi ile

yapilan antimikrobiyel test sonuclar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Sodom elmasi yapraginmn etanolik ekstraktna ait MIK ve MLK

sonuclari
160 mg/mL 16 mg/mL 1.6 mg/mL
Bacillus subtilis + - -
Escherichia coli + - -
Staphylococcus aureus - - -
Listeria innocua - - -
Salmonella Typhi + - -

Candida rugosa - - -

\Debaryomyces - - -

hansenii

\Penicillium - - -

chrysogenum

Aspergillus niger - - -

-: Gériilmedi; +: MIK; ++: MLK

Elde edilen sonucglara gore, etanolik ekstrenin, sadece Bacillus subtilis,
Escherichia coli ve Salmonella Typhi lizerinde, ancak sadece 160 mg/mL
konsantrasyonunda inhibe edici bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bununla
birlikte, en yliksek konsantrasyonda bile hi¢bir mikroorganizmada (160 mg/mL)

minimum letal konsantrasyon kaydedilmemistir.
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Sekil 4.9. Sodom elmasi yapraginin etanolik ekstraktina ait MIK testi

Yapilan diger ¢aligmalarda etanolik ekstrakti konsantre haline getirildikten
sonra tamamen kurutup kullanilmistir. Dolaysiyla daha kiicliik dozlarda etki
bulunmustur. Bunlarin arasinda Kareem ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢aligmasinda
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Aspergillus niger sirasiyla 5 mg/mL,
7.5 mg/mL ve 10 mg/mL olmak iizere MIK degerleri oldugu tespit edilmistir. Daha
diisiik (10" kob/mL) mikroorganizma yogunlugu ile calismalarindan kaynakli

olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.4.2. Sodom elmasimin yapragmin metanolik ekstraktin MIK ve MLK
sonuclari
Sodom elmasindan elde edilen metanolik ekstrakt drneklerinde MIK testi

ile yapilan antimikrobiyel test sonuglar1 Cizelge 4.4 te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Sodom elmasi yapraginin metanolik ekstraktma ait MiK ve MLK

sonuclari
160 mg/mL 16 mg/mL 1.6 mg/mL

Bacillus subtilis ++ - -
Escherichia coli ++ - -
Staphylococcus aureus + - R
Listeria innocua + - -
Salmonella Typhi 1 - .
Candida rugosa - - -
Debaryomyces + - -
hansenii

Penicillium - - -
chrysogenum

\Aspergillus niger - - -

-: Goriilmedi; +: MIK; ++: MLK

Elde edilen sonuglara gore, 16 ve 1.6 mg/mL konsantrasyonlarda hicbir
inhibisyon aktivitesi bulunmazken, biitiin bakterilerde ve Debaryomyces
hansenii’de 160 mg/mL minimum inhibisyon konsantrasyon olarak kaydedilmistir.
Ayrica, 160 mg/mL konsantrasyonu Bacillus subtilis ve Escherichia coli
mikroorganizmalar i¢in minimum letal konsantrasyon oldugunu saptanmistir (Sekil

4.10).
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Sekil 4.10. Sodom elmas1 yapraginin metanolik ekstraktma ait MIK testi

Etanolik ekstrakti gibi diger calismalara gore daha diisiik sonuglar
edilmistir. Nenaah ve ark. (2011) tarafindan elde edilen sonuglara gore Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger sirasiyla 0.25 mm,
0.75 mm, 2.50 mm, 1.00 mm, 0.75 mm olmak {izere MIK degerleri oldugunu tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmamizda sodom elmasi yapraklarinin metanolik ekstrakti
kullanilarak MiK testinde bakteri, kiif, mayalara kars1 sirasiyla 1.5x10° kob/mL,
10° spor/mL ve 10° kob/mL mikroorganizma yogunlukla ¢alisirken Nenaah ve ark.
(2011) yaptiklar1 ¢alismada daha diisiik (10° kob/mL) mikroorganizma yogunlugu
ile ¢aligmiglardir. Dolaysiyla sodom elmasi yapraklarinin metanolik ekstrakti daha

diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu belirlemislerdir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmada, Bat1 Afrika ve 6zellikte Nijer’de yetistiren sodom elmasi
(Calotropis procera), wagashi peyniri {iretiminde siiti pihtilastirmak igin
kullanilan bitkinin yapraklariin bazi 6zellikleri incelenmistir.

Fitokimyasal analizler = sonucunda, sodom elmasinin c¢aligma
mikroorganizmalar1 iizerindeki Invitro antimikrobiyel ve antioksidan etkisinden
sorumlu olabilen biyoaktif bilesiklerin, her birinin spesifik bir sekilde hareket eden
alkaloitlerin, tanenlerin, saponinlerin, flavonoidlerin, terpenoidlerin varligindan
kaynaklandigi tespit edilmistir.

Mikroorganizmalara kasi antibakteriyel veya antifungal aktivite tespit
edildikten sonra bitkinin yapraklarmin antioksidan aktivitesi incelenmistir.
Antioksidan aktivite agisindan sodom elmasi yapraklarinin oldukca yiiksek
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. % 43.62 olan antioksidan aktivitesinin % 10
oraninda seyreltilmis bir ekstrakttan elde edildigi belirtilmelidir. Antioksidan etkisi
bilinen fenolik bilesik varligini belirlemek amaci ile kullanilan yapraklarin metanol
Oziitliniin toplam fenolik, toplam flavonoid maddeleri tayin edilmis ve miktarlari
sirasiyla 7.683 £ 0.362 mg galik asit/g ve 3.966 + 0.573 mg kuersetin/g seklinde
bulunmustur.

Sodom elmasinin farkli ekstrelerinin antimikrobiyel aktivitesi, test edilen
tim mikroorganizmalara karsi farkli derecelerde antibakteriyel ve antifungal
aktivite gostermistir. Sodom elmasinin etanolik ekstraktinin inhibisyon bdlgeleri,
0.00 ile 16.25 mm arasinda degisim gosterirken, metanolik ekstraktinin inhibisyon
bolgeleri, 0.00 ile 29.50 mm arasinda degismistir. Bununla birlikte, kullanilan
¢Oziicliye gore Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Aspergillus niger hari¢ tim
mikroorganizmalar i¢in Onemli bir fark olmadigin1 gosterirken inhibisyon
bolgelerinin smiflandirilmasina gore, ¢oziiciiler arasinda bir farkin gozlenmesi
miimkiin olmustur. Sonu¢ olarak, etanolik ekstraktin Staphylococcus aureus

"ns

iyl

tizerine inhibisyon iken metanolik ekstraktin "¢ok iyi" oldugu tespit
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edilmistir. Listeria innocua, Debaryomyces hansenii, Candida rugosa’ya Kkarsi
"orta" bir inhibitor etkiye sahip etanolik ekstrakti ancak metanolik ekstraktin inhibe
edici etkisi "iyi" olan i¢in de aynidir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun sonuglart  goézlendiginde,
metanolik ekstraktin etanolik olandan daha basarili sonuglar verdigi tespit
edilmistir. Sodom elmasinin metanolik ekstraktinin ¢alisma mikroorganizmalarina
kars1 MIK analizi sonuglarina gore, 16 ve 1.6 mg/mL konsantrasyonlarda higbir
inhibisyon aktivitesi bulunmazken, biitiin bakterilerde ve Debaryomyces hansenii
‘de 160 mg/mL minimum inhibisyon konsantrasyon olarak kaydedilmistir. Ayrica
160 mg/mL  konsantrasyonu Bacillus  subtilis ve  Escherichia coli
mikroorganizmalar i¢in minimum letal konsantrasyon oldugunu saptanmustir.

Bu calismadan, elde edilen analiz sonuglardan anlagildig1 {izere, sodom
elmasinin farkli alanlarda bazi geleneksel kullanimlarinin antioksidan ve
antimikrobiyel Ozellik sagladigi goriilmektedir. Ayrica, liyofilizasyon yontemi
sayesinde elde edilen sonuclar, bitkinin aktif bilesenlerini daha iyi korumus ve
ortalamaya kiyasla daha yiiksek sonuclarin elde edilmistir. Daha sonraki
caligmalarda, bitkinin farkli biyoaktif elementlerinin Slglimii, bu elementlerin
antibakteriyel veya antioksidan etkinligi lizerindeki herhangi bir sinerji veya
antagonizmin vurgulanmasi igin farkli kombinasyonlar1 incelenirse farkli bilim
dallarinda degisik c¢aligmalara Onciilik edebilir (6rnek : eczacilik, gida
biyoteknolojisi, bitki koruma, kozmetik vs.). Genelde sodom elmasi ile ilgili fazla
caligma olmasina ragmen Bat1 Afrika’da yetistiren sodom elmasi ve Bati Afrika
peyniri ile ilgili ¢ok az g¢aligma bulunmaktadir. Dolaysiyla sodom elmasini
kullanarak yapilacak yeni formiilasyon ise daha standart, saglikli ve aktif bir {iriin
elde edilmesine yol acabilecektir. Bununla birlikte, bu yerel tarimsal kaynagi en iyi
sekilde kullanabilmek i¢in, Afrika’daki birgok hastaliktan sorumlu olan patojen
mikroorganizmalara yonelik arastirmalara yer verilmesi girisimleri yararh

olacaktir.
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