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Ceviz, eski caglardan beri tiiketilen ve sagliga bir¢ok faydasi oldugu bilinen bir
besindir.Ayrica bazi kanser tiirlerine, kalp damar hastaliklarina ve diyabete iyi geldigi
bilinmektedir.Ceviz agaglar1 ¢evresinde yetistirilen ve olumsuz etkilenen bitkilerin
yapraklarinda sararma, solma ve nihai 6liim gibi belirtiler gézlenebilir. Ceviz agacinin
tim kisimlarinda dogal olarak bulunan ve bu olaya neden olan maddeye ‘juglon’ (5-
hidroksi-1,4-naftalen dion) adi verilir. Juglon; kuru yemislerde, 6zellikle de cevizde bol
miktarda bulunan birnaftokinondur.

Bu calismada, Tiirkiye’nin bazi bolgelerinden alinan (Bitlis, Bursa, Malatya, Sakarya,
Tokat) ceviz tiirlerinde toplam fenolik madde, antiradikal ve antimikrobiyal aktivite
tayinleri yapilmistir, kendi aralarinda ve bazi1 yaygin ceviz tiirleri ile kiyaslanmistir. Bu
sonuca gore, analizleri yapilan ceviz numunelerinin toplam fenolik madde miktarlari ,
antimikrobiyal ve antiradikal aktiviteleri farkli degerler gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ceviz, juglon, naftokinon, antiradikal aktivite,antimikrobiyal

aktivite, toplam fenolik madde.



INVESTIGATION OF ANTIRADICAL AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITY WITH TOTAL PHENOLIC CONTENTS OF SOME
WALNUT CULTIVARS WIDELY GROWN IN TURKEY

Hilal KAYA
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ABSTRACT

Walnuts are nutrients being consumed since ancient times and have lots of benefits in
health; some types of cancer, coronary artery diseases and diabetes are known. Grown
plants around the walnut trees, which are affected negatively, might seen sign as
yellowing, fading and death. This matter is found in all parts of the walnut trees
naturally and it is called juglone (5-hidroxi-1,4-naphthalene dion). The juglone; is a
naphthoquinone found in nuts and especially abundant in walnuts.

In this study, we determined the total phenolic content, antiradical and antimicrobial
activity of some walnut types taken from different areas of Turkey (Bitlis, Bursa,
Malatya, Sakarya, Tokat) and they were compared within themselves and with some
other common walnut types. According to the results, total phenolic content,
antimicrobial and antiradical activity of analysed walnut samples indicated different
values.

Keywords:walnut,juglone,naphthoquinone,antimicrobialactivity,antiradicalactivity,
total phenoliccontent



TESEKKUR

Oncelikle calistigim konunun her asamasinda beni bilgilendiren ve yaptigim ¢alismanin
bu seviyeye gelmesinde biiylik emek vererek tezimin hazirlanmasina yardimci olan,
calismalarim siiresince karsilastigim zorluklarda beni yalniz birakmayan, vaktini hi¢bir
zaman esirgemeyen, birikimleriyle beni yonlendiren ve her zaman destekleyen hocam
Prof. Dr. Cevdet NERGIZ’e ve laboratuvar imkanlar1 saglayan Dog. Dr. Mehmet
SENEL’e igtenlikle tesekkiir ederim.

Laboratuvarda deneysel ¢alismamda yardimei olan Sibel TOPDAG, Merve HUYSAL,
Berna BUYUK ve Umran KURTAN’a ve antimikrobiyal calismalarimda yardimci olan
Ogr.Gor.Ahmet GUNER e tesekkiir ederim.

Her zaman oldugu gibi tez asamamda da beni yalmiz birakmayip yardimlarini
esirgemeyen kardesim Omer Faruk KAYA’ya, kuzenlerim Miray KAYA TURGUT ve
Sena KAYA ile arkadaslarim Feyza TASCIOGLU, Merve Nur CENGIZ ve Ejona
KOCIBELLI’ye tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde en biiylik pay sahibi, hayatim boyunca beni her konuda
destekleyen ve egitimim siiresince beni yalmiz birakmayan, her tiirlii destek saglayan

anneme ve babama sonsuz tesekkiir ederim.
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GIRIiS

Ceviz sert kabuklu meyve tiirlerinden birisi olup, genellikle iliman ve serin
subtropik iklimlerde dogal olarak yetisen bir tiirdiir.Ceviz, Dicotyledoneae sinifi,
Juglandales takimi, Juglandaceae familyast ve Juglans cinsi i¢indendir.Juglans
cinsinde 20 kadar tir bulunmaktadir. Bu cinsin igerdigi biitiin tiirlerin degisik
biiytikliikklerde sert bir kabugu olan ve aslinda tohum olan meyveleri vardir.Juglans
cinsi i¢inde en ¢ok J. regia L. tiiriiniin ticareti yapilmaktadir.

Cevizde bulunan vitamin E ve fitosterol, polifenoller gibi antioksidan bilesiklerin
insan sagligma olumlu etkisinin anlasilmasiyla, bilim insanlar1 bu konuda arastirmalar
yapmaya baglamigtir.Juglon; kuru yemislerde, o6zellikle de cevizde bol miktarda
bulunan bir naftokinondur (1, 2).

Akdeniz tipi beslenme ile beslenen insanlarin saglikli ve uzun yasamalari, bilim
insanlarinin merak konusu olmus ve bu durumun ceviz, findik ve badem ile baglantili
olabilecegidiisliniilmiisvebunlarinantioksidanetkileribulundugubilinmektedir(3).Bu
bilesikler 6zellikle diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksitlenmesini, yani damar
sertligi olusumunu engellemektedir (4,5). Bununla beraber ceviz tiikketiminin; kandaki
trigliseridler ile LDL kolesterolde diisiis, HDL ve apolipoprotein miktarinda artma
sagladig: belirtilmistir (6,7). Cevizde yiiksek miktarda bulunan bir diger bilesik, temel
aminoasitlerden L-arjinin; viicutta nitrikoksite donisiip, kan damarlarinin i¢ yiizeyini
yumusatarak damarlarin rahatlamasini  saglamakta ve bdylece hipertansiyon
tedavisindeolumluetkileribulunmaktadir(4).

Cevizindedahiloldugubirkuruyemislerarastirmasinda,cevizdeyiiksekmiktarda
¢oklu doymamis yag asitleri ve a-tokoferol bulundugu, bununla beraber B-sitosterol ve
stigmasterol icerdigi, bu sebeplerle saglikli bir besin oldugu belirtilmistir (8). Bunun
yaninda Dbilesiminde bulunan magnezyum ve potasyumun Kkan basicini

diizenledigi,arjininindekanbasincinidiisiirdiigiibilinmektedir(9).

Cevizde bulunan yag asitleri; kalp sagligi i¢in Onerildigi gibi, tip 2 diyabet
hastalarinin da beslenmesinde mutlaka bulunmasi gereken bilesiklerdir. Ozellikle
Omega-6 ve Omega-3’iin 4:1 oraninda alinmasi gerektigi belirtilmistir.Cevizin bu yag
asitlerini bahsedilen oranda igermesi, fonksiyonel bir gida oldugunun bir diger
gostergesidir (10,11). Bununla beraber Omega-3 yag asitlerinin, damar kasilmalarinin
azalmasinda etkili oldugu, tiimér olusumunu geciktirdigi, iltihaph hastaliklarda, alerjik
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astimda, bagisiklik ve sinir sisteminde tedavi edici oldugu belirtilmektedir (12,13).
Ceviz meyvesinin yani1 sira, yapraginin ve kabugunun alternatif tipta kullanildig;
cevizyapragimindamardaraltici,hipoglisemi,keratolitik(sigilgiderici),ishalkesici, Cilt
temizleyici,antiviralvetiimorengelleyicietkisibulundugubelirtilmistir(14).
Ceviz yapragi, yesil meyve kabugu ve hatta aga¢ kabugu giineste bile solmayan
onemli dogal boya maddelerindendir.Boya sanayinin gelisimden 6nce kahverenginin
tonlarinin elde edilmesinde ve yiin ipligi boyanmasinda uzun yillar kullanilmistir.

Ayrica kozmetik, hali ve tekstil endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (15,16).

Bu calismada Tirkiye’de yetisen Bitlis, Bursa, Malatya, Sakarya, Tokat
cevizlerinin toplam fenolik madde miktari, antiradikal ve antimikrobiyal aktivite
tayinleri ile bu cevizlerin kendi aralarinda ve diinyada yaygin olarak yetistirilen ceviz

tiirleri ile karsilagtirilmasi amaglanmastir.
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BOLUM 1

GENEL BIiLGILER

1.1. CevizUretimi

Ceviz ¢ok genis dogal yayilma alanina sahip olup, gogler ve ticaret araciligiyla
iiretim alaninin disinda da diinyanin pek c¢ok iilkesinde yetistirilen bir meyve tiirii haline
gelmistir (17). Cevizin en fazla elde edildigi bolgeler; Tiirkiye’nin Dogu ve Giineydogu
Anadolu bolgeleri, Kafkaslar, Iran, Tacikistan, Kirgizistan, Kuzey Afganistan, Dogu

Tirkmenistan, Bat1 Cin, Kuzey Pakistan, Nepal, Kuzey Hindistan, Kagmir’dir (18).

1.1.1. Diinyada CevizUretimi

1000

800

600

400

200

Cin ABD Tiirkiye iran Ukrayna

B 2007 B 2008 B 2000

Tablo 1.1. Diinyada baslica ceviz iireticisi lilkeler (1000 ton) (19)

Diinya tlizerinde ceviz tiretimi 2008 yili itibari ile 1.724.172 tona ulagmistir. Ceviz
iretiminde Cin 503.000 ton ile ilk sirada, ABD 290.000 ton ile ikici sirada, Tirkiye
170.897 ton iiretimi ile iiciincii sirada ve Iran 170.000 ton ile dordiincii sirada
gelmektedir. Cin 17 yillik siirede iiretimini 149.560 tondan 503.000 tona, Meksika ise
1000 tondan 69.620 tona ¢ikartmistir.
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1.1.2. Tiirkiye’de CevizUretimi

Ceviz agaclarma, iilkemizin her bolgesinde, kuzey riizgarlarindan korunan
vadilerde ve dere yamaclarinda rastlanabilmektedir. Diger meyve ¢esitlerinin aksine,
asilama zorunlulugu olmadan meyve liretiminin gerceklestirilmesi, cevizin siklikla
yetistirilen bir meyve olmasinda Onemli etkenlerden bir tanesidir. Ceviz
yetistiriciliginin yaygin olmasmin bir diger sebebi de kerestesinin degerli
olmasidir.Ulkemizin birgok bdlgesinde popiilasyon halinde ceviz yetistirilmektedir.Ve
ceviz isimleri bolge isimlerine gére verilmektedir.Ornegin; Erzincan, Bitlis, Goyniik,
Kahramanmaras Bahri, Ermenek, Niksar, Kaman, Adilcevaz, Hekimhan, Kemah
bunlardan bazilaridir (18).

Ulkemizde agac¢ basina ceviz verimi 33-35 kg arasindadir. Ceviz iiretimin en
fazla oldugu sehirler ise sirasiyla, 13.481 ton ile Hakkari, 10.507 ton ile
Kahramanmaras, 6.264 ton ile Bursa ve 5.047 ton ile Van’dir. Hakkari ceviz tiretimini

15 yilda 1.470 tondan 10.507 tona ¢ikartmuistir.
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Tablo 1.2. Tiirkiye’de yillara gore ceviz liretim miktari (ton) (19)

Ulkemiz ceviz iiretimden son yillardir iiretim artisiyla dikkat cekmektedir. Uretim
miktar1 1990 yilinda 115.000 ton iken 2010 yilinda 170.897 tona ulasmistir. Bu artisin

sebebi direkt yollardan ceviz agaci sayisinin artisiyla ilgilidir.
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Tablo 1.3. Yillara gore Tiirkiye ceviz agaci varligi (1000 adet) (19)

1.2. Cevizin Bilesimi

Ceviz; sert kabuklu meyvelerdendir ve kabuk énemli bir kismini olusturur. Ancak
beslenme acgisindan bakildiginda cevizin kabugu degil meyvesi 6nemlidir. Ceviz, temel
besin degerleri bakimindan incelendiginde; %13,6-22,3 oraninda protein, %56,4-70,6
oraninda yag igerdigi goriilmistiir. Ceviz i¢inin nem orani Belarus cevizlerinde %3 -10,
Iran cevizlerinde %2-3,2, iilkemiz cevizlerinde ise %3,44-7,38 arasindadir.

Cevizler esansiyel yag asitleri vetokoferoller agisindan ¢ok zengindir; yag igerigi,
farkl1 arastirmacilarca farkli miktarlarda bulunmustur. Ceviz yagi %5-6 doymus
ve%47,14  doymamis yag asidi icermektedir(l). Doymamis yag asitlerinin
yaklagik%80’ilinoleik asit (Omega-6) ve %20'si a-linolenik (Omega-3) asittir. Cevizin
kil igerigi %2 civarinda olup igerisinde kalsiyum, magnezyum, fosfor, demir ve
potasyum bulunmaktadir (20). Ceviz; folat, vitamin E, antioksidan maddeler, &-
tokoferol, B-siterol igerigi agisindan giinlilk beslenmede 6nemli rol oynar.Biyolojik
acidan yiiksek kaliteli olmasi ve hazmi kolay protein igerigi sayesinde akdeniz
diyetinde dnemli bir yeri bulunmaktadir. Ayrica bu tip beslenmede ceviz, baklagillerle
tiikketildiginde, ihtiya¢c duyulan proteinlerin ¢ogunlugunun karsilandigi bilinmektedir
(3,4,5). Ceviz iginde yagda ¢Oziinen vitaminlerden; A ve E, suda ¢o6ziinen
vitaminlerden; C, B1, B2 ,folik asit, niasin ve pantotenik asit, minerallerden;

bakir,magnezyum, fosfor, demir ve ¢inko
17



bulunmaktadir. Ayrica ceviz Oziitlerinde ellajik asit, gallik asit flaviniodleri

bulunmaktadir (21).

1.3 Cevizin insan SaghgmaEtkileri

Ceviz, igerdigi vitamin E ve fitosterol, polifenoller gibi antioksidanlar sebebiyle
fonksiyonelgidaolarakkabulgérmektedir.Bubilesiklerinbazikanserlere,yaslanmanin
olumsuz etkilerine ve kalp damar rahatsizliklarina karsi koruyucu oldugu bilinmektedir.
Iceriginde bulunan ellajik asit ve gallik asit flavinoidleri, kan plazmas1 ve diisiik
dansiteli lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu engelleyerek kalp damar hastaliklarina

kars1 koruyucu 6zellikgostermektedir.

1.3.1 CevizdeBulunanMinerallerininsanSaghgimaEtkileri

Mineraller agisindan degerlendirildiginde kalsiyum, potasyum, magnezyum,

fosfor ve demir icerigi oldukca yiiksektir. Iskelet ve dis gibi dokularin olusumunda
kalsiyum ihtiyac1 6ne ¢ikmaktadir. Besinler araciligi ile insan viicuduna faydali olan
kalsiyumun sadece 3’te 1’1 saglanabilmektedir.
Yetiskin i¢in gilinliik kalsiyum ihtiyac1 0,5-0,6 gram olup, bu oran ¢ocuklarda 0,65
gram, genclik doneminde 1,65 gram, kadinlarda menapoz &ncesi 2,07 gr, menapoz
sonrast 3,86 gr olarak belirtilmistir (22). Tiketilen ceviz miktar1 giinliik 100 gram
oldugu taktirde yetiskinlerde gereken kalsiyum miktarinin %10-20’si karsilanmig
olmaktadir.

Potasyum, yasam fonksiyonlarinin ger¢eklesebilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan enzim
ve hormonlarin saglanmasinda, sinir sistemi, dolasim sistemi ve diger yasamsal
faaliyetin bir yap1 tasi olarak gorev alir. Bu baglamda giinliik 100 gram ceviz
tiketimiyle alinmasi1 gereken 2-6 gram potasyumun 4’te 3’iliniin karsilandigi
belirtilmistir (22).

Fosfor, insan yasaminda vazgeg¢ilmez bir 6neme sahiptir.Fizyolojik olaylarin
gerceklesmesinde faaliyet gosteren enzimlerin bulunmasinin yaninda, dis ve kemik gibi
dokularin yapisinda bulunmaktadir. Giinliik alinmas1 gereken fosfat miktar1 6,6 gram
iken 100 gram ceviz tikketimiyle 0,73 grami karsilanabilmektedir.
Hemoglobininyapitasi olandemiringiinliikgereksinimmiktar110-15mgolup,hergiin

tilketilenbiravugcevizinbuoranifazlasiylakarsiladigibelirlenmistir.
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1.3.2 CevizdeBulunanAntioksidanlarininsanSaghgnaEtkileri

Yasamak i¢in havadaki molekiiler oksijen tiiketimine ihtiyag duyulmaktadir.
Oksijen tiiketimimizin biiylik bir ¢ogunlugunu elektron transport zinciri, kalan kismini
ise diger oksijen gerektiren reaksiyonlar karsilamaktadir. Elektron transport zincirinde
oksijen molekiilii; glukoz, yag asidi ve amino asitlerin karbon iskeleti gibi yakitlardan
aciga ¢ikan NADH ve FADH2’den elektron alinarak su molekiiliine
dontistiirilmektedir. Boylece molekiiler oksijenin kuvvetli yiikseltgeyici giicii, ATP’nin
yiiksek enerjili fosfat bagina doniistiiriilmiis olmaktadir.

Amino asitlerin yikimi, ilaglarin detoksifikasyonu ve steroid hormonlarin iiretimi
gibi reaksiyonlar ATPnin olusumu reaksiyonuyla ilgili olmadigr halde molekiiler
oksijen gerektirmektedir; oksijenazlar ve oksidazlar bu reaksiyonlarda gorev alirlar.

Oksijen  molekiilii, paralel spin durumlu iki eslenmemis elektron
bulundurmaktadir. Eslenmemis elektronu bulunan atom, atom grubu ve molekiillere
serbest radikal adi verilmektedir. Serbest radikaller pozitif, negatif veya yiiksiiz
bulunabilirler.

Oksijen molekiilii bir biradikaldir ve biradikal oksijen; radikal olmayan maddeler
ile yavas, radikal maddeler ile hizli reaksiyon vermektedir.Yiikseltgenme reaksiyonlari,
organizmada ge¢is metallerini iceren enzimler ile oksijen molekiiliine tek elektronlarin
transferi yoluyla gergeklesmektedir. Oksijen molekiilii; biradikal olmasi sebebiyle
yiksek derecede reaktif oksijen tiirleri olusturmaya yatkindir.

Viicutta yiikseltgenme tepkimeleri sonucu olusan ve c¢esitli hasarlara yol agan
serbest radikaller; damar tikaniklig1 ve kanser gibi bir ¢ok hastaligin olusumuna etki
ettigi tahmin edilmektedir (8). Antioksidanlar; serbest radikallerin sebep oldugu
zararlarionleyensistemlerdir. Viicuttaenzimkaynakliantioksidanlarbulunabildigigibi,
disaridangidalariledealinabilmektedir(9).

Ceviz polifenollerinin, bagisiklig1 gii¢lendirici ve antioksidan etkileri, kansere ve
kalp damar hastaliklarina yakalanma riskini azalttig1 ve polifenollerin en ¢ok cevizin
meyvesinin digini saran ince kabukta bulundugu belirtilmistir (10). Ayrica igeriginde
bulunan melatonin varlig1 ile antioksidan 6zelligi kazanip kalp damar sistemine yararli

etkiler gostermektedir. Yaplan analizler sonucunda; polifenollerin in vitro plazmada
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LDL oksidasyonunu biiyiik oranda engelledigi, damar esnekligini %64 oraninda

arttirdig belirtilmistir (23).

1.3.2.1. Reaktif OksijenTiirleri

Oksijen metabolizmasi sirasinda meydana gelen siliperoksit radikali, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilmaktadir. Serbest
radikal zincir reaksiyonlari, reaktif oksijen tiirleri tarafindan baslatilabilmekte ve
hiicredekarbonmerkezliorganikradikaller,peroksitradikalleri,alkoksiradikalleri,tiyil

peroksitradikallerigibipek¢okserbestradikalolusumunasebepolabilemektedir.

«  Siiperoksit Radikalleri: Indirgenmis ge¢is metallerinin yiikseltgenmesi ve aerobik
hiicrelerin ¢ogunda oksijen molekiiliiniin indirgenmesiyle olusmaktadir. Hem
ylikseltgeyicihemdeindirgeyicidzelligesahiptir.

» Hidrojen Peroksit: Siiperoksit cevresindeki molekiillerden bir elektron ya da
molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron alarak olusan peroksit
iki proton ile birlestiginde hidrojen peroksit olusmaktadir. Ancak biyolojik
sistemlerde hidrojen peroksit esas olarak siiperoksit dismutasyonu sayesinde
olusmaktadir.

« Hidroksil Radikali: Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olusmaktadir. Oldukga reaktif olup yarilanma siiresi ¢ok kisa ve reaktif

oksijentiirlerininengiicliistiolmadzelliginesahiptir.

1.3.2.2. Antioksidanlarin lipidlereetkisi

Serbest oksijen radikallerinin olusumu enflamasyon, radyasyon, olmasi
gerekenden ytliksek parsiyel oksijen basinci, ozon, azot dioksit gibi kimyasal madde ve
ilaglarin etkisiyle artmaktadir ve bu baglamda hiicrelerin lipit, protein, DNA,
karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etkide bulunmaktadir. Bu etki
sonucunda hiicrede hasar meydana gelmekte ve aterogenez, amfizem/bronsit, Parkinson,
gebelik preeklampsisi, seviks kanseri, alkolik karaciger, akut renal yetmezlik, yaslanma,

Down sendromu gibi birgok hastaliga sebebiyet vermektedir.

Serbest radikallere kars1 en duyarli biyomolekiil lipidler, poliansatiire yag

asitlerinin oksidadif yikimu ile lipid peroksidasyonu olusturmaktadir. Polisansatiire yag
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asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron ihtiva eden hidrojen atomlarinin
cikarilmasi ile baslayan lipid peroksidasyonu hiicrede hasar meydana getirmektedir.
Serbest radikaller etkisiyle olusan lipid peroksidasyonu ise “nonenzimatik lipid
peroksidasyonu” olarak adlandirilan bu zincir reaksiyon bir¢ok doku hasar1 ve hastaliga

neden olur.

1.3.2.3. Antioksidanlarin proteinlereetkisi

Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden daha kolay

etkilenir ve olusan hasar derecesi amino asit kompozisyonlarina bagli olmaktadir.

1.3.2.4. Antioksidanlarinniikleikasitlerve DNA ’yaetkisi

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede

mutasyona ve dliime sebebiyet vermektedir.

1.3.2.5. Antioksidanlarinkaronhidratlaraetkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli iiriinler meydana gelir;
Diyabet, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, romatoit artrit, Behcet hastaligi, cesitli
deri ve goz hastaliklari, kanser gibi birgok hastalikta serbest radikal iiretimi artar ancak
bu hallerde serbest radikal artisinin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak

bilinmemektedir.

1.3.2.6. Serbestradikallerekarsthiicreselsavunma

Antioksidanlar, Reaktif oksijen tiirleri sebebiyle olusan hasari bertaraf ettigi bilinen

savunma mekanizmalaridir. Antioksidanlarin dort etkisi:

+ Toplayici etki olarak bilinen Serbest oksijen radikallerini tutarak ve daha zayif bir
molekiile ¢evirmedurumudur.

« Bastirict etki; serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen transferiyle
aktivitelerini azaltmaislemidir.

» Zincir kiricr etki; serbest oksijen radikallerini baglamak ve zincirlerini kirmak
suretiylefonksiyonlariniengellemeetkisidir.

Onarici etki; serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin giderilmesi islemidir.
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1.3.3 CevizdeBulunanCokluDoymamisYagAsitlerinininsanSaghgnaEtkileri

Coklu doymamis yag asitlerinin kalp damar rahatsizliklarinda engelleyici 6zelligi
oldugu ve kandaki lipid miktarina etki ettigi bilinmektedir (23). Cevizde c¢oklu
doymamis yag asitlerinden Omega-3’iin 9.081 g/100g ve Omega-6"nin 38.095 g/100g
oldugu belirtilmistir (24). Coklu doymamis yag asitlerinin kalp damar hastaliklarini
onlemede; antiinflamator, ve antihipertansif etki gdsterdigi, kan lipide seviyesini
azalttig1, trombosis ve damar tikanikligini 6nledigi belirtilmektedir (25).

Badem, findik, yer fistig1 gibi sert kabuklu meyveler, tekli doymamis yag asitleri
(Monounsaturated Fatty Acid; MUFA) bakimindan zengin iken, ceviz yiiksek oranda
coklu doymamis yag asidi (Polyunsaturated Fatty Acid; PUFA) bulundurmaktadir.
Ayrica bu kabuklu meyveler ile karsilastirildiginda en yiliksek Omega-3 miktarina
sahiptir. Omega-3 ve Omega-6 esansiyel yag asitleridir, yani gidalar ile disaridan
alinmasi zorunlu oldugundan ceviz bu 6zelligi ile de vazgegilmez bir besindir. Bununla
birlikte Omega-
3’ilinatardamarlardakikanbasincinidiisiirerekhipertansiyonuolumluetkiledigi, damar
kasilmalarinda azalmaya sebep oldugu, timdr olusumunu yavaslattigi, iltihaph
hastaliklar, alerjik astim, bagisiklik sistemi ve sinir aginda tedavi edicietkileri
bulundugu belirtilmektedir (4,12). Yapilan arastirmalarda; cevizde bulunan doymamis
yag asitleri ve liflerin kandaki kolesterol ve trigliserol yogunlugunu azaltmak suretiyle
plazma lipidlerini diizenledigi gozlemlenmistir (26). Bunun yaninda bulundurdugu
magnezyum ve potasyum minerallerinin kan basincini diizenledigi ve arjininin de kan
basincini distirdiigiibelirtilmistir (27).

Kolesterol, viicutta yaygin olarak bulunan; metabolizmada bazi hormon, D
vitamini ve safra asitlerinin sentezinde rol oynayan, yasam i¢in gerekli bir ¢esit yagdir.
Kolesteroliin yilikselmesi zamanla kan damarlarinin daralmasina ve tikanmasina sebep
olur. Bu siiregte kalbe giden kan miktarinda azalma olmakta ve buna bagl olarak gogiis
agrilar1 ve kalp krizi meydana gelmektedir. LDL kolesteroliin yiiksek ve HDL
kolesteroliindediisiikolmasiriskteskiletmektedir. Burisklerinbulundugudurumlarda;
damar tikanikligi, kalp krizi, kismi felg, bobrek yetmezligi gibi rahatsizliklarin ortaya
¢tkma olasiligi artmaktadir (29).Ceviz tiiketimi ile kandaki toplam ve LDL kolesterol
ile trigliseritlerin azaldigi, HDL kolesterol 1ile apolipoproteinlerin dearttigi
belirlenmistir (28, 29). FDA’ya gore; disikk doymus yag ve kolesterol diyetinin kronik

kalp hastaliklarinin 6nlenmesinde giinlilk 42,5 gram ceviz tiikketiminin etkili olacagi
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belirtilmistir (30). Yapilan ¢alismalar; Akdeniz tipi ve etsiz beslenmede yer alanceviz,
badem ve findigin kuvvetli kalp koruyucu 6zellikte oldugu belirtilmektedir. Doymus
yag asitleri ve %30  karbonhidrat yerine; ceviz, findik, @ badem

tiiketerekkoronerkalphastaliklaririskinin%45azaltilabilecegibelirtilmistir(31).

1.3.4 CevizdeBulunanProteinlerininsanSaghgimaEtkileri

Cevizde yliksek oranda bulunan, L-arjinin aminoasidi hipertansiyonda biiyiik
oranda etkilidir. L-arjinin aminoasidi insan viicudunda nitrikoksite dontisiip, kan
damarlarinin i¢ duvarlarini yumusatmaktadir. Nitrik asit miktarinin normal oldugu
donemde ortaya c¢ikan hipertansiyonun, diyabet ya da kalp hastaliklarindan
kaynaklandigi belirtilmektedir. Bu sebeple, boylehastalarin diyetlerine ilaveten

alacaklari ceviz, biiyiik ehemmiyet arz etmektedir. (7).
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal
2.1.1. OrneklerinHazirlanmasi

Tiurkiye’de yaygin olarak yetisen Bitlis, Bursa, Malatya, Sakarya, Tokat
cevizleri toptancilardan ayr1 ayr1 1’er kg alindi, 1 kilogramda yaklasik 114 ila 120
arasinda ceviz oldugu belirlendi, laboratuvara getirildi, oda sartlarinda islem

yapilmadananalizi¢inbekletildi.

2.1.2. OrnekEkstraktlarnmnHazirlanmasi

Toplanan ceviz Ornekleri, kabuklarindan arindirildi ve blenderda toz haline
getirildi. 1,5 gram tartildi, 25 ml. Metanol ilave edildikten sonra 1 saat, 40 °C’de
kanigtirildi. Hazirlanan 6rnekler, 10 dk. 6000 devirde santrifiij edildi ve istteki sivi
kisim (supernatant) siizge¢ kagidindan gegirilerek ekstrakt elde edildi. Ekstrakt; analiz

yapilana kadar 4 °C’de tutuldu.

2.2. Metod

Bu calismada; Tirkiye’de yetisen Bitlis, Bursa, Malatya, Sakarya, Tokat
cevizlerinde toplam fenolik madde, indirgeme giicii ve radikal siipiiriicii aktivite
yontemleri ile antiradikal madde ve antimikrobiyal aktivite tayinleri yapilmasi
amaglandi.Elde edilen sonuglarla, kullanilan numuneler kendi aralarinda ve diinyada

yaygin olarak yetistirilen ceviz tiirleri ile karsilastirildi.

2.2.1 Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde analizi kii¢iik degisikler ile Slinkard ve Singleton (1997)
‘a gore (32) verilen metoda gore yapildi.Hazirlanan metanolik ekstraktlardan gerekli
miktarlarda alinarak 1, 2, 4, 6 mg ekstrakt/ml’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Her birinden 0,1
ml numune alindi, 11,5 ml saf su ve 0,25 ml Folin- Ciocalteu reaktifi ilave edilerek 3

dakika karistirildi. Cozeltiye 1 ml %2’lik sodyum karbonat ilave edilerek notralize
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olmasi saglandi ve oda sicakliginda 2 saat boyunca ultrasonik banyoda calkalanda.
Absorbans, spektrofotometrede 760 nm’ de okundu.

Tim fenolik bilesiklerin konsantrasyonlar1 mg gallik asit esdegerleri (GAESs)
olarak ifade edildi. Bunun igin; hazirlanan stok gallik asit (500 mikrogram/ml)
¢Ozeltisinden gerekli miktarlarda alimarak 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 mg/ml’lik ¢bzeltiler
hazirlamak amaciyla her biri saf metanolle 50 ml’ye tamamlandi ve Toplam Fenolik
Madde Analizi’ndeki her basamak tekrarlandi. Gallik asit i¢in bir kalibrasyon grafigi
olusturmak amaciyla, hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri spektrofotometrede
okundu ve bu degerlerle grafik ¢izildi.Fenolik bilesiklerin konsantrasyonu asagidaki
gallik asit standart egrisi kullanilarak elde edilen denkleme goére hesaplandi.

Konsantrasyon= F( Absorbans)=0,7119X- 0,103
X= Absorbans

2.2.2. Antiradikal AktiviteTayini
2.2.2.1. IndirgemeGiiciiYontemiileAntiradikalAktiviteTayini

Indirgemegiiciiydntemiileantiradikalaktivitetayini;Oyaizu(1986)’yagore(33)  ‘te
verilen metoda gore yapildi. Hazirlanan metanolik ekstraktlardan 1, 2, 4, 6 mg
ekstrakt/ml’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Her birinden 50 mikrolitre alinarak {izerine; 2,5 ml
fosfattamponu(0,2M,pH:6,6)ve2,5mlpotasyumferrisiyaniir(%1’lik)ilaveedildive
¢ozeltiler20dk.50°C’deinkiibeedildi. Ardindan2,5mITCA(%]1’lik)eklendi velOdk 6000
devirde santrifiij edildi. 2,5 ml siipernatanttan alindi, 2,5 ml saf su ve 0,5 ml ferrik
kloriir(%0,1) ilavesinden sonra 700 nm’de absorbans 6lgiildii. Her bir 6rnek i¢in 3’er
¢Ozelti hazirland1 ve ayr1 ayr1 absorbans alinarak ortalama degerler hesaplandi. 0,5
absorbansa denk gelen konsantrasyon olan ECso degeri; grafikten elde edilen denklem
ilehesaplandi.

Referans bilesigi olarak BHA kullanildi.Hazirlanan BHA stok ¢6zeltisinden (500
mikrogram/ml) gerekli miktarlarda alinarak 1, 2, 4, 6 mg/ml’lik ¢ozeltiler hazirlandi ve
her birinden 50 mikrolitre alinarak, indirgeme giicii analizindeki biitiin basamaklar
uygulandi.Hazirlanan ¢ozeltilerin 700 nm’de absorbanslari okundu ve kalibrasyon

grafigi olusturuldu.

2.2.2.2. DPPHRadikalSiipiiriiciiAktiviteYontemiileAntiradikal Aktivite Tayini
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Radikal siipiiriicii aktivite yontemi ile antiradikal aktivite tayini, kiiciik
degisiklikler ile Wu, Chen, and Shiau (2003)’ya gore (34)’te verilen metoda gore
yapildi. Hazirlanan metanolik ekstraktlardan 1, 2, 4, 6 mg/ml’lik ¢ozeltiler hazirland: ve
her birinden 0,5 ml alindi. 14,787 mg DPPH tartildi ve 250 ml’ye saf metanolle
tamamlandi. Ekstraktlarin tizerine hazirlanan DPPH ¢d6zeltilerinden 1,5 ml. ilave edildi.

Karisim hizlica karistirildi ve 30 dk oda sicakliginda, karanlikta beklemeye
birakildi.Ardindan absorbans degerleri 515 nm’de 6l¢iildi.

Radikal siipiiriicii aktivite yiizdesi; her bir numune i¢in asagidaki denklem ile
hesaplandi:

% RSA = (Ao- A1)/ Ao* 100

Denklemde Ao kontrol orneginin absorbansi (DPPH), A1 ekstrakt ve DPPH
karisiminin absorbansidir.%50 inhibisyon saglayan konsantrasyon degeri (ECso),
radikal stipiiriicti aktivite ylizdesi grafiginden hesaplandi.Referans bilesik olarak BHA
kullanildi.

2.2.3. Antimikrobiyal AktiviteTayini

2.2.3.1. Ornek EkstraktlarinHazirlanmast

Kabuklarindan ayrilip blenderda toz haline getirilen ceviz Orneklerinden

10’ar gram tartild1 ve her birine 10 ml destile su ilave edildi. Hazirlanan 6rnekler 1

saat, 40 °C’de karistirtlip 10 dk 6000 devirde santrifiij edildi.Ustteki sivi kisim

(siipernatant), slizgec¢ kagidindan siiziilerek ekstrakt elde edildi.

2.2.3.2. Antimikrobiyal AktiviteTayini

Antimikrobiyal aktiviteler i¢in kullanilan bakterilerin tiirleri, Amerikan Tipi
Kiiltir Koleksiyonu (ATCC) tarafindan temin edildi. Gram-pozitif ve Gram-negatif
olarak ikiye ayrilan 10 farkli bakteriye karst milimetrik inhibisyon bdlgesinin
ol¢iilmesiyle Juglans regia ekstraktlari agar kuyu difiizyon yontemi ile antimikrobiyel
aktivite icin goriintiilendi.Bacillus cereus ATCC® 14579™, Enterococcus faecalis
ATCC®™ 29212™, Staphylococcus aureus ATCC® 25923™, Streptococcus pneumonia
ATCC® 49619™, Streptococcus pyogenes ATCC® 21060™ Gram-pozitif olarak
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secilirken, Burkholderia cepacia ATCC® 25416™, Escherichia coli O157:H7 ATCC®
43895™, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853™, Salmonella enteritidis ATCC®
4931™ ve Shigella spp. ATCC® 12038™ Gram-negatif bakteri olarak secildi.

Onceden sterilize edilmis agar, petri kabina dokiildii ve katilasmaya birakilds.
Bakteri tiirleri orta Triptik Soy Agar (BD Difco™) iginde 37 °C’de (Memmert,
Almanya) aerobik olarak kiiltiire edildi. Bakteri siispansiyonlari, yaklasik 1.5x108 cfu /
ml igerecek sekilde ayarlandi, sterilize L seklindeki cam dongii yardimei ile orta agar
iceren kaplar inokiile edildi (100 pL, yiizeye yaygin). 100 uL ceviz 6zleri orta agar
ylzeyine (~ 3 mm derinlik, 5 mm ¢ap) herbir hiicreye dokiildii.Negatif kontroller i¢in
ektstrakt hazirlanmasinda ayni ¢oziici ve pozitif referans olarak doksisiklin
kullanildi.Asillanmis plakalar 18 saat boyunca 37 °C’ de aerobik olarak inkiibe
edildi.Her bakteri i¢in inhibisyon bolgesinin ¢ap1 milimetre olarak 6l¢iildii. Her bakteri

icin {i¢ farkli plakla inhibisyon 6l¢iimii yapildi ve ortalama hesaplandi.
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1. Toplam Fenolik Madde Tayini Bulgular:

Fenolik igerik analizinde sirasiyla Bitlis, Bursa, Malatya, Sakarya, Tokat
cevizleri incelendi. Ortalama fenolik madde miktarlar1 74,0879 ila 130,3943 mg/g

arasinda bulunmustur (Tablo 3.1). Fenolik madde miktarlar1 yas agirlik olarak

hesaplanmistir.
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Tablo 3.1. Toplam Fenolik Madde Tayini i¢in tiim degerler

_ Ortalama fenolik madde
Ceviz Absorbans ;?El:?: (fﬁlng(;;f madde miktar: (mg/g)
Bitlis 90,19+14,11
0,7883 104,336
0,6669 90,127
0,5473 76,127
Bursa 103,11+4,31
0,7375 98,383
0,7868 104,157
0,8095 106,813
Malatya 126,93+5,06
0,9382 121,879
10,248 132,013
0,9812 126,911
Sakarya 74,08+6,11
0,6905 67,908
0,5312 74,233
0,5815 80,122
Tokat 130,39+10,33
10,521 137,444
0,9095 135,212
10,712 118,527

3.2. Antiradikal Aktivite TayiniBulgulari

3.2.1. indirgemeYéntemiileAntiradikalAktiviteTayiniBulgular
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Tablo 3.2. Farkli ceviz ekstraktlarinin spektrofotometrede okunan absorbanslari

ECso
Ceviz 1 mg/ml | 2 mg/ml 4 mg/ml 6 mg/ml gp;%rll]tlgn g?f;ggml)
bulunan
Bitlis
0,7313 0,85839 13,951 17,453 0,5928
0,74497 0,96587 129,735 156,639 0,68729 | 0,6995+0,1135
0,81768 109,536 123,584 138,262 0,81859
Ort Abs 0,76465 0,9732 130,943 156,477
Bursa
0,43521 0,6827 118,056 14,157 0,36412
0,64002 0,89403 141,898 149,166 0,57498 | 0,5190+0,1360
0,54167 0,76838 117,997 143,862 0,61876
Ort Abs 0,53896 0,7817 125,983 144,866
Malatya
0,39146 0,4853 105,403 14,512 0,22247
0,40403 0,73717 11,627 15,722 0,33624 | 0,2780+0,0570
0,37252 0,67073 137,044 152,021 0,27577
Ort Abs 0,38933 0,63106 191,572 151,453
Sakarya
0,4185 0,82331 0,96761 123,258 0,41597
0,52865 0,82917 117,262 147,293 0,70969 | 0,5625+0,1470
0,67511 0,87304 135,784 175,213 0,56179
Ort Abs 0,54075 0,84184 116,602 148,588
Tokat
0,29081 0,56732 110,795 159,604 0,17094
0,4373 0,48539 0,99207 125,663 0,29143 | 0,5625+0,0625
0,36259 0,56507 1,013 140,036 0,25887
Ort Abs 0,36356 0,53926 103,767 141,767
BHA
0,41966 0,53725 0,67466 112,033 18,435 | 1,7904+0,1452
0,41367 0,51548 0,68856 0,82709 0,9016
0,43198 0,55368 0,6981 0,88236 16,261
Ort Abs 0,42177 0,53547 0,6871 0,94326

Indirgeme yontemi ile antiradikal aktivite tayininde sirastyla Bitlis, Bursa,

Malatya, Sakarya, Tokat cevizleri incelendi. Ortalama ECso degerleri 0,2780+0,0570 ila

0,6995+0,1135 arasinda bulunmustur. (Tablo 3.2).Bu tayinde antiradikal aktivite
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Absorbans

konsantrasyonu yas agirlik kullanilarak hesaplanmistir. Tiim cevizlerin BHA dan daha

yiksek antiradikal aktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 3.2).

) /%
12 — pitlis
=== hursa
malatya
0.8 7 == sakarya
/ === tokat

—_ bha

0.4 [

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.2. Ceviz ¢esitleri ve BHA nin farkli konsnatrasyonlarinin indirgeme giicii

3.2.2. Radikal Siipiiriicii Aktivite Yontemi ile Antiradikal Aktivite Tayini
Bulgulari

Indirgeme yontemi ile antiradikal aktivite tayininde sirasiyla Bitlis, Bursa,
Malatya, Sakarya, Tokat cevizleri incelendi. Ortalama ECso degerleri 0,2780+0,0570 ila
0,6995+0,1135 arasinda bulunmustur. (Tablo 3.2).Bu tayinde antiradikal aktivite
konsantrasyonu yas agirlik kullanilarak hesaplanmistir. Tiim cevizlerin BHA’dan daha

yiiksekantiradikalaktivitegosterdigibelirlendi(Sekil3.2).
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Tablo 3.3. Farkli Ceviz ekstrakt konsantrasyonlarinin DPPH radikali iizerine siipiiriicli

etkisinin absorbans degerleri

Ceviz 1 mg/ml 2 mg/mi 4 mg/ml 6 mg/ml Ort ECso
Bitlis
0,09844 0,09162 0,08367 0,08054
0,11353 0,09366 0,0889 0,08425 11,04£19.22
0,10499 0,09927 0,09018 0,08241
Ort Abs 0,10565 0,09485 0,08758 0,0824
Bursa
0,08211 0,08086 0,0747 0,07025
0,09037 0,08861 0,08023 0,07425 17,248+23.65
0,09434 0,09063 0,08756 0,08028
Ort Abs 0,08894 0,0867 0,08083 0,07492
Malatya
0,09048 0,08516 0,08359 0,08066
0,12473 0,11702 0,09303 0,09287 11,572+97,93
0,1113 0,10089 0,09162 0,09028
Ort Abs 0,10883 0,10102 0,08941 0,08793
Sakarya
0,09657 0,09435 0,08728 0,08155
0,10326 0,09878 0,09451 0,09123 15,047+37,97
0,11408 0,10337 0,09782 0,09211
Ort Abs 0,10463 0,09883 0,09320 0,08892
Tokat
0,10084 0,09906 0,09454 0,09392
0,10885 0,0986 0,09437 0,09011 21,197+73 81
0,09887 0,09604 0,09124 0,09027
Ort Abs 0,10285 0,0979 0,09338 0,09143
BHA
0,41966 0,53725 0,67466 1,12033
0,41367 0,51548 0,68856 0,82709 3214114
0,43198 0,55368 0,6981 0,88236
Ort Abs 0,42177 0,53547 0,6871 0,94326
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Radikal siipiiriicii aktivite yontemiyle antiradikal aktivite tayininde sirasiyla

agirhgikullanilmastir.

bulundu(Tablo3).Butayininhesaplamalarinda

Bitlis, Bursa, Malatya, Sakarya, Tokat cevizleri incelendi. Ortalama ECso degerleri

11,04ila21,197arasinda cevizlerinyas

Tablo 3.4. Bitlis cevizleri i¢in okunan absorbans ve hesaplanan %RSA degerleri

Ao A1 %RSA
1 mg/ml 0,88455 0,10565 88,056
2 mg/ml 0,88455 0,09485 89,277
4 mg/ml 0,88455 0,08758 90,0979
6 mg/ml 0,88455 0,0824 90,6845

Tablo 3.5. Bursa cevizleri igin okunan absorbans ve hesaplanan %RSA degerleri

Ao A1 %RSA
1 mg/ml 0,88455 0,08894 89,9451
2 mg/ml 0,88455 0,0867 90,1984
4 mg/ml 0,88455 0,08083 90,862
6 mg/ml 0,88455 0,0749 91,5301

Tablo 3.6. Malatya cevizleri i¢in okunan absorbans ve hesaplanan %RSA degerleri

Ao Az %RSA
1 mg/ml 0,88455 0,10883 87,6965
2 mg/ml 0,88455 0,10102 88,5795
4 mg/ml 0,88455 0,08941 89,892
6 mg/ml 0,88455 0,08793 90,0593
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Tablo 3.7. Sakarya cevizleri i¢in okunan absorbans ve hesaplanan %RSA degerleri

Ao Az %RSA
1 mg/ml 0,88455 0,10463 88,1713
2 mg/ml 0,88455 0,09883 88,827
4 mg/ml 0,88455 0,0932 89,4635
6 mg/ml 0,88455 0,08829 90,0186

Tablo 3.8. Tokat cevizleri i¢in okunan absorbans ve hesaplanan %RSA degerleri

Ao A1 %RSA
1 mg/ml 0,88455 0,10285 88,3726
2 mg/ml 0,88455 0,0979 88,9322
4 mg/ml 0,88455 0,09338 89,4432
6 mg/ml 0,88455 0,09143 89,6636




3.3. AntimikrobiyalAktiviteTayiniBulgular:

Tablo 3.9.Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin ortalama inhibisyon etkisi

Referans inhibisyon Alanlarinin Capi (mm) Kontrol (mm)
Gram
Tarler Bitlis Bursa Malatya Tokat Sakarya Negatif Positif
B. cereus + - 8 10 9 7 - 23
E. faecalis + 14 10 13 14 12 - 35
S. aureus + 13 10 12 9 13 - 35
S. pneumoniae + 14 11 12 14 14 - 35
+ - - - - - - 22
S. pyogenes
B. cepacia - 7 9 11 7 8 - 19
E. coli O157:H7 - 10 10 12 7 10 - 23
P. aeruginosa - 12 9 12 15 12 - 20
S. enteritidis - 14 12 15 16 15 - 25
Shigella spp. - 8 10 10 7 9 - 17

Negatif kontrol: Su, Pozitif kontrol: Doksisiklin (10 €a/ml), (-): inhibisyon olmayan alan.

Inhibisyon alanlar1 sulu ceviz ekstraktlarina gore 6lgiildii. Negatif kontrol su ile

pozitif kontrol doksisiklin 10 pg/mL ile 6l¢tildii (Tablo 3.4.Sekil 3.14). CV’den sulu

ceviz ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi Tablo 1°de gosterildi. Bitlis,

Bursa,
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Malatya, Tokat ve Sakarya: B. cereus, E. faecalis, S. aureus, S. pneumonia, S. pyogenes,

B. cepacia, E. coli O157:H7, P. aeruginosa, S. enteritidis ve Shigella spp ‘ye karsi
tayin edildi. Test edilen bakteriler i¢in iyi-diflizyon metodu antimikrobiyal aktivite

orneklerinin Olgiilmesinde kullanildi. Analiz edilen tiim ekstraktlar antimikrobiyal

aktivite gostermistir (Sekil 3.3). Ancak her ekstrakt ¢esidinin aktivitesi, bakteritiirlerine

gore farklilik gosterdi.

B. cereus E. faecalis S. aureus S. pneumonia S. pyogenes

B. cepacia E. coli O157:H7 P. auroginosa S. enteritidis Shigella spp.

Sekil 3.3. Gram - pozitif ve Gram -negatif bakterilere kars1 , farkli ceviz ekstrakt

inhibisyonu bélgeleri. (Ust sirada gram- pozitif, alt sirada gram- negatif bakterileri
verilmistir. 1, 2, 3, 4, 5, 6 sirasiyla Malatya, Sakarya, Tokat, Bursa, Bitlis ve kontrol

orneklerini gosterir.)
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BOLUM 4

TARTISMA

4.1. Toplam Fenolik MaddeTayini

Toplam fenolik madde miktari; ceviz Orneklerinde 74 ila 130 mg GAE/g
arasinda degisiklikler gosterdi. Bitlis, Bursa, Malatya, Sakarya, Tokat cevizlerindeki
fenolik igeriklerde farkliliklar vardi. En yiiksek fenolik icerik Tokat cevizlerinde
gozlemlendi. (Tablo 3.1) Toplam fenolik igeriginin azalmasi muhtemelen siilfiir i¢erikli
bilesiklerin artmasi ve cekirdeklerin esas yaginda bulunan terpenoid maddelerden
kaynaklanmaktadir.Siilfiir igerikli bilesikler, metanolde ¢o6ziindiikleri igin toplam
fenolik icerik miktarimi azaltirlar (34).

Toplam fenolik igerigi Ol¢iimii fenolik yapilar1 arasinda ayrim yapmadan,
mevcut fenolik bilesiklerin degeridir.Ceviz fraksiyonlarinin toplam fenolik igeriginde
bildirilen genotip farkliliklari, muhtemelen karsimiza ¢ikan farkli degerlerin sebebidir.
Vali Akbari ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada kullandiklar ceviz tiirlerinde toplam
fenolik madde miktarim1 112 ila 178 mg GAE/g arasinda bulmuslardir (35). Bu
calismada bulunan sonuglar ise 74 ila 130 mg GAE/100g arasinda olmak iizere, Vali
Akbari ve arkadaglarinin sonuglarindan yiiksek bulunmustur.
JoséAlbertoPereiravearkadaslariiseyaptiklarigalismadakullandiklariceviz tiirlerinin
toplam fenolik madde miktarin1 58,78 ila 95,06 mg of GAE/g arasinda bulmuslardir ki

bizim ¢aligsmamizda buldugumuz degerlerden diisiiktiir (36).

4.2. Antiradikal AktiviteTayini

4.2.1. indirgemeGiiciiYontemiileAntiradikalAktiviteTayini

Indirgeme giicii analizinin amac1; antiradikalin indirgeyici dzelligini dlgmektir
ve numune ekstralarinin varliginda Fe(Ill) — Fe(Il) doniisiimii ile degerlendirilir.
Reaksiyon karisiminin yiiksek absorbansi yiiksek indirgeme giiciinii gosterir.
Numuneler ve BHA i¢in ECgydegerleri elde edildi (Tablo 3.2). Cevizler i¢in bulunan
degerler 0,2780+0,0570 ile 0,6995+0,1135 arasinda degiskenlik gosterirken BHA icin
EC50 degeri ise 1,7904+0,1452 bulundu. Numunelerin EC50 degerleri ile BHA
karsilastirildiginda ceviz ekstraktlart daha yiiksek indirgeme giicline sahiptir (Sekil

3.2.). Buna ek olarak tiim cevizlerde belirgin farkliliklar gozlenmistir. Indirgeme
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ozellikleri, genel olarak, bir hidrojen atomu transfer edip serbest radikal zinciri kirarak
antiradikal islem wuygulamak i¢in goOsterilmis olan indirgeyicilerin varligr ile
iliskilendirilmistir.

Monireh Cheniany ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada kullandiklar1 ceviz
tiirlerinin indirgeme giiciinii %50 absorbans noktasindaki konsantrasyonlar1 dlgerek
0.374 ila 0.668 mg/ml olarak bulmuslardir (37). Bizim c¢alismamizda buldugumuz
sonuglar ise 0,2780 ila 0,6995 mg/ml arasindadir ve yukarida bahsedilen sonuglarla
yakinlik gostermektedir.

Vali Akbari ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada cevizlerin (i¢) ECso
degerlerini 0,52 ila 0,87 mg/ml arasinda bulmustur ki bizim ¢alismamizda buldugumuz

degerlerden yiiksek olup yakinlik gostermektedir (35).

4.2.2 Radikal Siipiiriicii Aktivite Yontemi ile Antiradikal Aktivite Tayini

Radikal stiptiriicii aktivite deneyinde; incelenen ceviz ekstraktlarinin DPPH

radikalinin indirgenmis formu olan DPPH-H’ye doéniismiinde hidrojen atom veya

elektron verici olarak hareket etmeleri arastirilmistir. Degerlendirilen tiim ekstraktlar

sabit bir azalma gostermis, mor renkli radikal DPPH’ den sar1 renkli DPPH-H ‘ye
doniismiistiir. DPPH deneyinde, BHA ve numuneler igin ECsidegerleri elde
edilmistir. EC50 degerlerinin diisik olmast durumunda antiradikal aktivitesinin
yuksekligini gosterir (Tablo 3.3).Tablodan da goriilecegi gibi Bitlis cevizlerinin
antiradikal etkisinin digerlerine gore en yiiksek oldugu soylenebilir.En diisiik
antiradikal etki ise Tokat cevizlerinde saptanmistir.Biitiin cevizlerin antiradikal
etkisinin BHA’dan diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 hacim kullanarak, her ceviz
¢esidinin metanolik ekstraktlarinin DPPH radikal siipiiriicii aktivite azalma sirasi
asagidaki gibidir:
Tokat>Bursa>Sakarya>Malatya>Bitlis.

S6z konusu ortalama ECso degerlerinin 11,04 ila 21,197 arasinda oldugu
hesaplanmistir. Daha ©nce yaymnlanan verilerde cevizin yiliksek radikal siipiiriicii
kapasitesi belirtilmistir, ancak ceviz ekstraktlarini ve bunlarin farkli fenolik bilesikleri
icerme iliskilerinin temizleme faaliyetleri sonuglarinda farkliliklar belirtilmistir
(39).Ayrica ekstraktlarin fraksiyonlar1 kullanilan ekstraksiyon c¢oziiciilerine bagimli
olduklarindan s6z edilmistir (39).Sonuglar zengin bir fenolik kaynak olan cevizin

bagimsiz radikalleri etkin temizlemede sorumlu olduklarini desteklemektedir. Vali
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Akbari ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada ceviz Orneklerinde (i¢) ortalama ECso
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degerlerini 0,65 ila 0,95 arasinda bulmustur ki bu degerler bizim calismamizda

buldugumuz degerlerden diisiiktiir.

4.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Sonug olarak elde edilen verilerde; cevizin hem gram- pozitif hem de gram-
negatif mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gosterdigi goriildii. Bununla
beraber ceviz meyvesi ciddi hataliklara sebep olan patojenik bakterilerin gelisimini
inhibe eden dogal bilesiklerin kolayca bulunabildigi bir kaynak olarak kullanilabilir

oldugu goriilmustiir.
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EK-
1IHESAPLAMALA
R

1. ToplamFenolikMaddeTayiniHesaplamalari

Gallik asit kalibrasyon grafiginden elde edilen denklem ile sirasiyla Bitlis, Bursa,

Malatya, Sakarya, Tokat cevizleri i¢in toplam fenolik madde miktar1 hesaplandi.

y=0,7119x - 0,103

-Bitlis:
1) 0.78832=0,7119x - 0,103
x= 1,252 mikrogram/ml
x= 1,252/ 0,012= 104,3358 mg/g
2) 0,66694=0,7119x - 0,103
x=1,0815 mikrogram/ml
x=1,0815/ 0,012= 90,127 mg/g
3) 0,54734=0,7119x - 0,103
x=0,9135 mikrogram/ml
x=0,9135/ 0,012= 76,1272 mg/g

Ortalama fenolik madde miktari= (104,3358+ 90,127+ 76,1272)/3= 90,1966 mg/g

-Bursa:
1) 0,7375=0,7119x- 0,103
x=1,1806 mikrogram/ml
x=1,1806/ 0,012= 98,3833 mg/g
2) 0,78679=0,7119x- 0,103
x=1,2498 mikrogram/ml
x=1,2498/ 0,012= 104,1567 mg/
3) 0,80948=0,7119x- 0,103
x=1,2817 mikrogram/ml
x=1,2817/0,012=106,8127 mg/g

Ortalama fenolik madde miktar= (98,383+ 104,1567+ 106,8127)/3=103,1175 mg/g
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-Malatya:
1) 0,93819=0,7119x- 0,103
x=1,4625 mikrogram/ml
x=1,4625/ 0,012= 121,8792 mg/g
2) 1,02476=0,7119x- 0,103
x=1,5841 mikrogram/ml
x=1,5841/0,012= 132,0129 mg/g
3) 0,98117=0,7119x- 0,103
x=1,5229 mikrogram/ml
x=1,5229/ 0,012= 126,9103 mg/g

Ortalama fenolik madde miktari= (121,8792+ 132,0129+ 126,9103)/3= 126, 934 mg/g

-Sakarya:
1) 0,6905=0,7119x- 0,103
x= 0,8149 mikrogram/ml
x= 10,8149/ 0,012= 67,9083 mg/g
2) 0,53116=0,7119x- 0,103
x=0,8907 mikrogram/ml
x=0,8907/ 0,012= 74,2332 mg/g
3) 0,58147=0,7119x- 0,103
x=0,9614 mikrogram/ml
x=0,9614/ 0,012= 80,1224 mg/g

Ortalama fenolik madde miktari= (67,9083+ 74,2332+ 80,1224)/3= 74,0879 mg/g

-Tokat:
- 1,05209=0,7119x-0,103
x=1,6225 mikrogram/ml
x=1,6225/ 0,012=135,2121 mg/g
2) 0,90955=0,7119x- 0,103
x=1,4223 mikrogram/ml
x=1,4223/ 0,012=118,5267 mg/g
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3) 1,07116=0,7119x- 0,103
x=1,6493 mikrogram/ml
x=1,6493/0,012= 137,4443 mg/g

Ortalama fenolik madde miktari= (135, 2121+ 118,5267+ 137,4443)/3=130,3943 mg/g

1.1. Gallikasitstandartgrafigihesaplamalari

Stok gallik asit ¢ozeltisi 500 ppm= 500 mikrogram/ml= 50 mg

Yani 50 mg gallik asit 100 ml saf metanolde ¢6ziildii.500 ppmlik ¢ozelti hazirlanmis
oldu. Bu stoktan 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 , 1 mikrogram/ml’lik ¢ozeltiler hazirlamak igin;

V1*C1=V2*C2 denkleminden

0,2 ppm* 50 ml= 500 ppm*V2  V2=0,02 ml=20 mikrolitre

0,4 ppm* 50 ml= 500 ppm* V3  V3=0,04 ml= 40 mikrolitre

0,6 ppm™* 50 mI=500ppm*V4 V4=0,06 ml= 60mikrolitre

0,8 ppm* 50 mI=500ppm*Vs V5=0,08 ml= 80mikrolitre

1 ppm* 50 ml=500ppm*Vs V6=0,1ml= 100mikrolitre

alinip hepsi saf metanolle 10 ml’ye tamamlanarak seri gallik asit ¢ozeltileri elde edildi.
Bu c¢ozeltilerin absorbans degerleri Olcilildii ve absorbansa konsantrasyon seklinde

kalibrasyon grafigi ¢izildi. Elde edilen denklem: y= 0,7119x - 0,103

2. AntiradikalAktiviteTayinleriHesaplamalari
2.1. indirgemeGiiciiYontemiileAntiradikalAktiviteTayiniHesaplamalar

-Bitlis cevizleri i¢in ECso degerleri hesaplamalar

a) y=4,6639x- 2,2652
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x= (0,5+ 2,2652)/ 4,6639
x=0,5928 mg/ml

b) y=10,689x- 6,8465
x= (0,5+ 6,8465)/ 10,689
x=0,68729 mg/ml

) y= 8,7498x- 6,6625
x= (0,5+ 6,6625)/ 8,7498
x=0,81859 mg/ml
Bitlis cevizleri i¢in ortalama ECso degeri= (0,5928+ 0,68729+ 0,81859)/3
=0,6995+0,1135

-Bursa cevizleri igin ECso degerleri hesaplamalari

a) y=4,7822x- 1,2741
x=(0,5+ 1.2741)/ 4,8722
x=0,3641 mg/ml

b) y=5,1287x- 2,4489
x=(0,5+2,4489)/ 5,1287 x= 0,57498 mg/ml

c) y=4,4109x- 2,2293
x=(0,5+2,2293)/ 4,4109
x=0,61876 mg/ml

Bursa cevizleri i¢in ortalama ECso degeri= (0,36412+0,57498+ 0,61876)/3
=0,5190+0,1360

-Malatya cevizleri icin ECso degerleri hesaplamalart

a) y=4,4139x- 0,482
x=(0,5+0,482)/ 4,4139
x=0,22247 mg/ml
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b) y=4,3459x- 0,9613
x=(0,5+0,9613)/ 4,3459
x=0,33624 mg/ml

c) y= 3,8858x-0,5716
x=(0,5+0,5716)/ 3,8858
x=0,27577 mg/ml

Malatya cevizleri i¢in ortalama ECso degeri= (0,22247+ 0,33624+ 0,27577)/3
=0,2780+0,0570

-Sakarya cevizleri icin ECso degerleri hesaplamalari

a) y=6,1862x-2,0733
x=(0,5+2,0733)/4,3179
x=0,41597 mg/ml

b) y=4,3179x-2,5644  x=(0,542,5644)/4,3179
x=0,70969 mg/ml

C) y=4,5627x- 2,0633
x=(0,5+2,0633)/ 4,5627
x=0,56179 mg/ml
Sakarya cevizleri i¢in ortalama ECso degeri= (0,41597+ 0,70969+ 0,56179)/3
=0,5625+0,1470

-Tokat cevizleri i¢in ECso degerleri hesaplamalari

a) y=3,8217x-0,1533
x=(0,5+0,1533)/ 3,8217
x=0,17094 mg/ml

b) y= 5,4845x- 1,0984
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x=(0,5+1,0984)/ 5,4845
x=0,29143 mg/ml

c) y=4,7711x- 0,7351
x=(0,5+0,7351)/6,1862
x=0,25887 mg/ml

Tokat cevizleri i¢in ortalama ECso degeri= (0,17094+ 0,29143+ 0,25887)/3
=0,5625+0,0625

-BHA i¢in ECsodegerleri hesaplamalari

a) y=0,1336x+ 0,2537
x=(0,5-0,2537)/0,1336
x=1,8435 mg/ml

b) y=0,0824x+0,3433  x=(0,5- 0,3433)/0,0824
x=1,9016 mg/ml

c¢) y= 0,0872x+ 0,3582
x=(0,5- 0,3582)/ 0,0872
x=1,6261 mg/ml
BHA i¢in ortalama ECso degeri= 1,7904+0,1452

2.2. Radikal Siipiiriicii Aktivite Yontemi ile Antiradikal Aktivite Tayini

Hesaplamalarn

Radikal siipiiriicii aktivite yilizdesi; her bir numune i¢in asagidaki denklem ile

hesaplandi:
% RSA = (Ao- A1)/ Ao* 100

Ao= 0,88455 olarak okundu.

-Bitlis cevizleri icin %0RSA degerleri heaplamalart
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a) %RSA= (0,88455-0,10565)/ 0,88455* 100
%RSA= 88,056

b) %RSA= (0,88455- 0,09485)/ 0,88455* 100
%RSA= 89,277

c) %RSA= (0,88455- 0,087589/ 0,88455* 100
%RSA= 90,0979

d) %RSA= (0,88455- 0,0824)/ 0,88455* 100
%RSA= 90,6845

-Bursa cevizleri i¢in %RSA degerleri hesaplamalart

a) %RSA= (0,88455- 0,08894)/ 0,88455* 100
%RSA= 89,9451
b) %RSA= (0,88455- 0,0867)/ 0,88455* 100
%RSA= 90,1984c) %RSA= (0,88455- 0,08083)/ 0,88455* 100
%RSA= 90,862
d) %RSA= (0,88455- 0,07492)/ 0,88455* 100
%RSA= 91,5301

-Malatya cevizleri i¢cin %RSA degerleri hesaplamalar

a) %RSA= (0,88455- 0,10883)/ 0,88455* 100
%RSA= 87,6965

b) %RSA= (0,88455- 0,10102)/ 0,88455* 100
%RSA= 0,885795

c) %RSA= (0,88455- 0,08941)/ 0,88455* 100
%RSA= 89,892

d) %RSA= (0,88455- 0,08793)/ 0,88455* 100
%RSA= 90,0593

-Sakarya cevizleri icin %RSA degerleri hesaplamalar

a) %RSA= (0,88455- 0,10463)/ 0,88455* 100
%RSA= 88,1713
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b) %RSA= (0,88455- 0,09883)/ 0,88455* 100
%RSA= 88,827

c) %RSA= (0,88455- 0,09320)/ 0,88455* 100
%RSA= 89,4635

d) %RSA= (0,88455- 0,08829)/ 0,88455*100
%RSA= 90,0186

-Tokat cevizleri i¢cin 20RSA degerleri hesaplamalari

a) %RSA= (0,88455- 0,10285)/ 0,88455* 100
%RSA= 88,3726

b) %RSA= (0,88455- 0,0979)/ 0,88455*100
%RSA= 88,9322

c) %RSA= (0,88455- 0,09338)/ 0,88455*100
%RSA= 89,4432

d) %RSA= (0,88455- 0,09143)/ 0,88455*100

%RSA= 89,6636
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