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FENOLIK ASITLERIN VE KOMBINASYONLARININ ANTiMiKROBIYAL
VE ANTIOKSIDAN ETKILERIi

OZET

Fenolik asitler yaygin olarak bitkilerde bulunmakta ve ikincil metabolit olarak
sentezlenmektedirler. Besinlerin stabilitesi, rengi, kalitesi gibi bir¢ok 06zelliginin
korunmasi1 bakimindan fenolik asitler dnemlidir. Fenolik asitlerin insan sagligina
faydalarinin oldugu da bilinmektedir. Ozellikle antioksidan etkileri hiicreler igin
olduk¢a Onemlidir. Bu c¢alismada, gallik asit (GA), ferulik asit (FA), vanillik asit
(VA), o-kumarik asit (KA) ve bunlarin karisimlarinin patojenik bakterilere karsi
antibakteriyel aktivitesi ve antioksidan etkisi belirlenmistir. Buna gére, minimum
inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC), GA icin, Escherichia coli (ATCC 25922)'de %
0.3 (w/v), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Salmonella Typhimurium
(ATCC 14028)'da % 0.4 (w/v); FA icin, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Salmonella Typhimurium'da % 0,4 (w/v); VA igin, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ve Salmonella Typhimurium'da % 0,3(w/v); ayn1 sekilde CA i¢in, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium'da % 0,3 (w/v)’tur. Fenolik
asitlerin karigimlarinin antimikrobiyal aktivitesi incelendiginde, fraksiyonel inhibit6r
konsantrasyon (FIC) degerlerinin 0.5 ila 4 arasinda oldugu ve dolayisiyla fenolik
asitlerin patojenik bakteriler lizerinde esit bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Fenolik asitlerin antioksidan ve sinerjik antioksidan etkileri DPPH yontemiyle
belirlenmistir. Buna gore, Sinerjistik Etkiler degeri (SE) 1'den biiyiik oldugu igin
sinerjistik etkilesimler gosterdikleri gozlemlenmistir. Fenolik asitlerde gallik asit-
vanillik asit kombinasyonunun pastérize elma suyundaki antioksidan ve
antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Elmada bir kalite faktorii olan esmerlesme
reaksiyonuna etkisi belirenmis, renk degerlerinde neden oldugu degisimler
gozlemlenmistir. Bununla birlikte bu kombinasyonun patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal etkisi de incelenmistir. Buna goére gallik asit-vanillik asit
kombinasyonunun elma suyunda esmerlesme reaksiyonuna 1sil islem kadar etki
edemedigi belirlenmistir. Renk degisim degerlerine bakildiginda ise, 1sil islem
gormiis veya gormemis fenolik asitli elma suyu gruplarinin, fenolik asit igermeyen
kontrol gruplarina kiyasla daha asagida degerler oldugu goriilmektedir. En ¢ok renk
degisiminin ise 1s1l iglem gérmemis ve fenolik asit icermeyen elma suyunda oldugu
gozlemlenmistir. Ayni  kombinasyonun pastorize elma suyunda 24 saatlik
inkiibasoyonu sonucunda Escherichia coli bakterisini neredeyse tamamen yok ettigi,
Salmonella Typhimurium bakterisini tamamen yok ettigi ve Staphylococcus aureus
bakterisinin biiyiimesini yavaslattig1 sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: Fenolik asitler, Sinerjistik etki, Minimum inhibisyon
konsantrasyonu, Antioksidan, Antimikrobiyal, EIma suyu
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ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF INDIVIDUAL AND
COMBINATIONS OF PHENOLIC ACIDS

ABSTRACT

Phenolic acids are commonly found in plants and are synthesized as secondary
metabolites. Phenolic acids are important for the preservation of many properties
such as stability, color and quality of food. Phenolic acids are also known to have
benefits for human health. Especially the antioxidant effects are very important for
the cells. In this study, the antibacterial activity and antioxidant effect of the gallic
acid (GA), ferulic acid (FA), vanillic acid (VA), o-coumaric acid (CA) and mixtures
thereof, against pathogenic bacteria were determined. Accordingly, the minimum
inhibition concentrations (MIC); of GA, 0.3% (w / v) for Escherichia coli (ATCC
25922), 0.4% (w/v) for Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Salmonella
Typhimurium; of FA, 0,4% (w/v) for Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Salmonella Typhimurium; of VA, 0,3% (w/v) for Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Salmonella Typhimurium, on the same way of CA, 0,3% (w/v) for
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella Typhimurium. When the
antimicrobial activity of the combinations of phenolic acids was examined, it was
determined that the fractional inhibitory concentration (FIC) values were in the range
of 0.5 to 4, and thus all the combinations had additive effect on the pathogenic
bacteria. Antioxidant and synergistic antioxidant effects of phenolic acids were
determined by DPPH method. Accordingly, synergistic interactions were observed
because Experimental Scavenging Capacity (ESC)/ Theoretical Scavenging Capacity
(TSC) value was greater than 1. The antioxidant and antimicrobial effects of gallic
acid-vanillary acid deposition in the pasteurized apple juice were investigated in
phenolic acids. The effect on the browning reaction, which is a quality factor in
apple, has been observed and the changes caused by the color values have been
observed. However, the antimicrobial effect of this combination against pathogenic
bacteria was also investigated. According to this, it was determined that the
combination of gallic acid-vallik acid did not affect the browning reaction in the
hazel water as much as the heat treatment. When the color change values are
considered, it is seen that the apple juice groups with or without heat treated phenolic
acid have lower values than the control groups without phenolic acid. It was
observed that the most color change was in non-heat treated apple juice which did
not contain phenolic acid. It was concluded that the same combination completely
destroyed the bacterium of Escherichia coli as a result of 24-hour incubation in
pasteurized apple juice, completely destroyed the bacteria of Salmonella
Typhimurium and slowed the growth of Staphylococcus aureus bacteria.

Keywords: Phenolic acids, Synergistic Effect, Minimum Inhibition Concentration,
Antioxidant, Antimicrobial, Apple juice
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1. GIRIS

Besinlerin stabilitesi, rengi, kalitesi gibi bir¢cok 06zelliginin korunmasi
bakimindan fenolik asitler dnemlidir. Fenolik asitler yaygin olarak bitkilerde
bulunmakta ve ikincil metabolit olarak sentezlenmektedirler. Fenolik asitlerin
insan sagligina faydalarinin oldugu da bilinmektedir. Fenolik asitler, gidalarda
dogal olarak bulunan ve antikarsijonik, antioksidan, antifungal olmasi1 gibi
bircok faydasi arastirmalarda belirtilmis bilesenlerdir. Dogada serbest yapida
olmalar1 onlar1 antioksidan yapan etkendir. Ayni zamanda antimikrobiyal

etkileri de antioksidan etkileri kadar 6nemlidir.

Yapilan g¢alismada, gallik asit, ferulik asit, vanillik asit ve o-kumarik asit
fenolik asitlert1 kullanilmistir. Bu c¢alismanin amaci, fenolik asitlerin ve
kombinasyonlarinin antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinin belirlenmesi ve

elma suyunda fenolik asitlerin bu etkilerinin incelenmesidir.

Elmalarda esmerlesmeye neden olan polifenoloksidaz enzimi sicaklik ile inhibe
olabilmektedir. Yapilan ¢alismada antioksidan ve antimikrobiyal etkisi oldugu
bilinen gallik asit-vanillik asit kombinasyonunun bu enzimin inhibisyonunda

aktif rol oynayip oynamadig1 incelenmistir.

Literatiirde benzer c¢aligmalar bulunmaktadir ancak tez calismasinda yapilan
gallik asit-vanillik asit kombinasyonun elma suyunda antioksidan ve
antimikrobiyal ektisi birlikte incelenmemistir. Bu tez calismasi dogrultusunda
ileride yapilacak olan calismalarda, bu fenolik asit kombinasyonunun farkli
gidalar {izerindeki antimikrobiyal ve antioksidan etkisi veya farkli fenolik
asitlerin kombinasyonlarinin elma suyunda ve/veya farkli gidalardaki

antimikrobiyal ve/veya antioksidan etkisi incelenebilir.






2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Fenolik Asitler

Fenolik asitler, dogal olarak hemen hemen biitiin bitkilerde bulunan, bitkisel
sekonder metabolitler grubudur. Fenolik terimi, fenol ile benzer bir yapiya sahip
herhangi bir bilesigi belirtmektedir (Vaquero ve dig., 2007). Sebze ve
meyvelerde bol miktarda bulunmaktadirlar (Alakomi ve dig., 2007; Andjelkovic
ve dig., 2006). Bu bilesiklerin bitkilerde birtakim temel islevleri vardir
(Einhellig, 2004). Bunlardan en dnemlileri; bitkiye lezzet ve aroma vermeleri,
mikroorganizmalar ve bdcekler gibi istilaci patojenlere ve strese karsi bitkide
savunma mekanizmasi olarak islev gormeleridir (Shetty ve Lin, 2006; Wells ve
Berry, 2005). Ayrica bitkileri UV 1sinlarindan ve oksijensiz radikallerden
korumaktadirlar (Lacombe ve dig., 2010).

Sekonder metabolitler, bitki ile c¢evre arasindaki etkilesimin iiriinleridir ve
sinirlt bir gekilde meydana gelirler (Goleniowski ve dig., 2013). Fenolik
asitlerin biiylik ¢ogunlugu, glikozitlerin veya organik asitlerin esterleri halinde
bulunmaktadir. Bununla birlikte bitkilerde proteine ya da hiicre duvan
polimerlerine bagli halde de olabilmektedirler. Dogada serbest halde bulunan

fenolik asitlerin miktar1 ise oldukga azdir.

Genel olarak “fenolik asitler” ismi bir karboksilik asit islevselligine sahip
fenolleri ifade eder. Fenolik asitlerin yapilarinda bulunan karboksil gruplari,
tepkimeye girdikleri maddelere gore ¢esitli bilesenleri olustururlar.
Karbonhidratlarla birlikte glikozitleri olustururken, aminoasitler veya
proteinlerle yaptiklar1 bilesiklerde amidleri olusturabilmektedirler. Bununla
birlikte, karboksil gruplari, alkollerle reaksiyona girerek bir su kaybi1 meydana
getirmesi ile fenol esterleri olustururlar. Fenol halkasina bagli bulunan hidroksil
gruplar1 ¢ok aktif olan fenolik asitler, sekerlerle birlesmesi sonucunda da

glikozitleri meydana getirmektedirler (Anonim 1, 2016).



Dogal olarak olusan bu fenolik asitler, karbon yapilarina gore

siniflandirilabilmektedir:
» Hidroksisinamik yapidaki fenolik asitler
» Hidroksibenzoik yapidaki fenolik asitler

Temel iskelet aynt olmasina ragmen aromatik halka Uzerindeki hidroksil
gruplarinin  sayilart ve konumlart bu iki grup arasindaki c¢esitliligi
yaratmaktadir. Hidroksisinamik asitler, bir etilen grubunun mevcudiyeti ile
hidroksibenzoik asitlerden ayrilir (Keman, 2012). Hidroksisinamik asitlerde
karboksilik grubu, bir etilen grubu vasitasiyla benzen halkasina baglanmaktadir.
Bununla birlikte, hidroksibenzoik asitlerde karboksilik grubu dogrudan aromatik
halkaya baglanmaktadir (Sekil 1) (Andjelkovic ve dig., 2006). Fenolik
asitlerden; kafeik, p-kumarik, vanillik, ferulik ve protokatejik neredeyse tiim
bitkilerde bulunan asitlerdir (Robbins, 2003). Diger asitler ise secilen

yiyeceklere veya bitkilere 6zgiindiir (6rnegin, gentisik, siringik).

R1 R1
Rz—Q—COOH R2~%}CH= CH—-COOH
R3 (a) R3 (b)

Asit Rl [R2| R3 Asit Rl R2 R3

p-Hidroksibenzoik = OH H p-Kumarik H COH H

Pirokate suik H |OH| OH [Kafeik H |OH | oH
Vanilik CH,O|OH| H | Ferulik CH,O|OH | H
Siringik CH,0 | OH|CH,0/| Sinapik CH,O| oH | CH,O
Gallik OH |[OH| OH

Sekil 2.1: Fenolik asitlerin kimyasal yapis1 a)hidroksibenzoikler, b)hidrosisinamikler
(Nizamlioglu ve Nas, 2010)

> Hidroksisinamik asitler

Bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunan ve C6-C3 fenilpropan yapisinda olan
hidroksisinamik asitler, hidroksil grubunun bulundugu konuma ve bu gruplarin
sayisina gore farkli ozellikler gostermektedirler. Bunlar arasinda kafeik asit,
ferulik asit, o-kumarik asit ve p-kumarik asit 6nem tasimaktadir (Anonim 1,
2016).



Hidroksisinamik asitlerin ¢ok az bir miktar1 serbest halde bulunmaktadir. Bu
yapidaki asitler ¢ogunlukla tartarik asit, kuinik asit ve sikimik asitin seker
tiirevleri halindedirler. Bununla birlikte gidalarda, bu asitlerin esterleri de
yaygin olarak bulunmaktadir (Naczk ve Shahidi 2004; Balasundram ve dig.,
2006; Fischer ve dig., 2007; Ignat ve dig., 2011).

> Hidroksibenzoik asitler

Hidroksisinamik asitlerin oksidasyonu sonucu olusan hidroksibenzoik asitler,
C6-C1 fenilmetan yapisindadir. Bu yapilar, hidroksi ve metoksi gruplarinin
konumu ve sayilarina gore c¢esitlilik gostermektedirler. Bitkisel gidalarin
yapisinda hi¢ bulunmayabildikleri gibi, olduk¢a az miktarlarda da
bulunabilmektedirler. Bu gruptaki fenolik asitlerden; salisilik, vanillik, p-
hidroksibenzoik, gallik ve siringik asite gidalarda yaygin olarak rastlanmaktadir

(Ozcelik ve Ozaydin, 2013).

Renksiz bir yapisi olan hidroksibenzoik asitler, gidalarda genellikle suda
¢oziinmiis sekilde veya esterlesmis halde bulunmaktadirlar. Sekerler, organik

asitler ayrica ligninler gibi maddeler bu etkilesimde 6nemli rol oynamaktadirlar

(Atak ve Uslu, 2018).

2.1.1 Antioksidan o6zelligi

Fenolik asitler gidalarin renkleri, duyusal nitelikleri, besleyici ve antioksidan
ozellikleri ile iliskilendirilmektedir. Bunlara ek olarak, gida endiistrisi, fenolik
asitlerin; igerigi ve profilini, meyve olgunlagsmasina etkilerini, enzimatik
esmerlesmenin Onlenmesindeki gorevlerini ve gida koruyucu madde olarak
rollerini arastirmistir (Shahidi ve Nacsk, 1995; Toma’'s-Barbera'n, 2001;
Ferna’ndez-Zurbano ve dig., 1998).

Fenolik asitler, fenol kisminin reaktivitesine bagli olarak antioksidanlar gibi
davranmaktadir. Aromatik halka iizerindeki hidroksil grubunun konumu ve
sayist fenolik asitlerin antioksidan aktivitelerini etkilemektedir (Marinova ve
Yanishlieva, 2003). Birka¢ mekanizma olmasina ragmen, fenolik asitlerin
baskin antioksidan aktivite ¢esidinin, hidrojen atomu vermeleriyle radikalleri
siipliriicli etki olusturmalar1 oldugu diisiiniilmektedir (Javanmardi ve dig., 2003).

Fenolik asitlerin bir diger antioksidan etki ¢esidi ise gecis metalleriyle selat
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olusturmalaridir (Cadenas ve Packer, 2002; Lodovici ve dig., 2001; Sroka ve
Cisowski, 2003).

Yapilan calismalarda, fenolik asitlerin lipid oksidasyonunda da etkili oldugu
gozlemlenmistir. Burada etkili olan antioksidan aktivitenin de radikal siipiirme
yoluyla oldugu ve bu sekilde Ilipid peroksidasyonunun da Onlendigi

belirlenmistir (Cadenas ve Packer, 2002).

Fenolik asitlerin antioksidan aktiviteleri iizerine yapilan farkli c¢alismalarda,
yapilarinda bulunan hidroksil grubu sayisinin artmasi ile antioksidan
aktivitelerinin de arttig1 gézlemlenmistir (Fukumoto ve Mazza, 2000). Benzer
sekilde yapilan bir diger calismada ise metoksil grubu bulunduran fenolik
asitlerdeki antioksidan aktivitenin, tasimayanlara goére daha etkili oldugu
belirlenmistir. Hidroksi gruplarinin orto-pozisyonu ile bagli olmasi da fenolik

asitlerin antioksidan aktivitelerinde bir avantaj olusturmaktadir (Marinova ve

Yanishlieva, 2003).

Fenolik asitlerin hidroksisinamik asit yapisinda olanlarinin, hidroksibenzoik asit
yapisinda olanlara gore daha etkili antioksidan aktivite gosterdigi de

arastirmalar arasindadir (Peyrat-Maillard ve dig., 2000).

2.1.2 Antimikrobiyal 6zelligi

Fenolik asitler, membran ve sitoplazma ile etkileserek mikrobiyal hiicreleri
etkilemektedirler. Hiicre zarindaki protein-lipid oranlarini etkileyerek zarin
uygun islev mekanizmasini bozmaktadirlar. Ikincil mekanizmanin ise hiicre igi

pH'1 diistirdiigii ve protoplazmik zehirler gibi davrandig diisiiniiliir.

Fenolik asitler zayif organik asitlerdir (pKa ~ 4.2) ve ayrismamis asidin
konsantrasyonu fenolik asidin antimikrobiyal aktivitesi ile dogrudan iliskilidir.
Kismen lipofilik olduklarindan, hiicre zar1 boyunca muhtemel gecisleri pasif
difiizyonla meydana gelmektedir. Bu sekilde hiicredeki zar yapisini bozmakta,
sitoplazmay1 asitlestirmekte ve protein denatiirasyonuna neden olmaktadirlar

(Campos ve dig., 2009).

Hidroksil gruplarindan hidrojen vererek, lipidlerin ve diger biyolojik
molekiillerin serbest radikal oksidasyonunu sonlandirirlar. Fenoliklerin bu

yetenegi onlar1 etkili antioksidanlar yapmaktadir. Bu tir zincir reaksiyonunun
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onlenmesi, hiicresel membranin islevini bozmakta ve prokaryotlarda
antimikrobiyal aktiviteye yol ac¢maktadir (Shetty ve Lin, 2006). Ayrica
antimutagenik, antikarsinojenik, kardiyoprotektif ve antienflamatuar 6zellikler

sergilemektedirler (Andjelkovic ve dig., 2006).

Fenolik asitlerin antibakteriyel etkileri de arastirmalarda incelenmistir. Farkli
bitki kaynaklarindan izole edilen ferulik, izovanilik, p-hidroksisinamik, p-
hidroksibenzoik, siringik, kafeik, gentisik, protokatejik, p-kumarik, vanillik ve
p-hidroksibenzoik asitler, glcli antibakteriyel aktiviteler sergiledikleri
belirtilmistir (Goleniowski ve dig., 2013). Bu bilesikler ayn1 zamanda, fungal
buyltmeyi inhibe etmeden Aspergillus flavusun aflatoksin tretimini de inhibe
etmekte ve Pseudomonas aeruginos’a ve Staphylococcus aureus'a karsi

bakterisidal aktivite gostermektedir (Goleniowski ve dig., 2013).

Yiizey yapismalari, hiicre duvar1 polipeptitleri ve zara bagli enzimlerin, siilfiril
gruplar ile reaksiyona girerek veya proteinlerle spesifik olmayan etkilesimler
yoluyla inhibe edilmesi, bakteriyel hicrelerde inhibisyon icin potansiyel
hedefler olmaktadir (Shetty ve Lin, 2006; Cowan, 1999).

Fenolik asitlerin bulundugu smif, antimikrobiyal aktivitelerinde etkili
olmaktadir. Hidroksisinamik asit yapisindaki fenolik asitler, hibroksibenzoik
asit yapisindakilere gore daha az polardir. Hidroksisinamik asitlerin
polaritesinin azalmasi, propenoik yan zincirlerinden kaynaklanmaktadir. Bu yan
zincire sahip olmak, hidroksisinamik asitlerin hiicre zar1 boyunca tasinmasini
kolaylastirabilmekte ve inhibe edici etki i¢in 6nemli bir rol oynayabilmektedir

(Vaquero ve dig., 2007).

Fenolik asit iizerindeki hidroksil gruplarinin konumu ve sayist da,
mikroorganizmalarin toksisitesini etkilemektedir. Artan hidroksil gruplari,

inhibe edici etkiyi artirmaktadir (Tripoli ve dig., 2005; Sher, 2009).

2.1.3 Gidalarda bulunmasi ve saghk agisindan 6nemi

Fenolik asitler, diyet fenollerinin neredeyse iigte birini olusturur ve gidalarin
organoleptik, beslenme ve antioksidan 6zellikleri ile iligkilidir (Clifford, 1999;
Tan, 2000). Fenolik asitler, yeterli miktarda meyve, sebze ve kepekli tahillar

igeren dengeli bir diyette bol miktarda bulunur. Kaynaklar arasinda mango,
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cilek, elma, narenciye, erik, kiraz, kivi, sogan, cay, kahve, kirmizi sarap ve
bugday, piring, misir ve yulaf unu bulunur. Bitki bazli gidalarda yaygin
olduklar1 i¢in insanlar gilinliik olarak fenolik asit tiiketirler. Basitlikleri
nedeniyle kolayca emilirler. Tahmini tiiketim aralig1 diyete bagli olarak gilinde
25 mgila 1 g'dir (Shahidi ve Naczk., 2004). Meyveler arasinda en yiiksek icerik
tivez meyvesindedir (28 mg / 100 g). Kahve (97 mg / 100 g) yan1 sira yesil ve
siyah caylar (30-36 mg / 100 g), igecekler arasinda en iyi kaynaklardir.

Literatiirde, agirlikli olarak meyve ve sebzelerle yapilan beslenmenin, saglikli
olmakla ve hastaliklarin onlenmesiyle iliskilendirildigi bildirilmistir. Mevcut
diisiinceye gore, meyve ve sebzelerin yliksek antioksidan icerigi; koroner kalp
hastaligi1, fel¢ ve kanser gibi oksidatif hasar hastaliklarinin inhibisyonu ile
iligkilendirmektedir (Robinsr, 2003). Bazi gidalar, sagliga zararli koruyucu
etkileri nedeniyle fonksiyonel gidalar olarak bile smiflandirilmaktadir

(Stacewicz-Sapuntzakis ve dig., 2001; Oomah, 2001).

Genel olarak, bitkisel besinlerde fenolikler tartisilirken, flavonoidler, diyet
fenollerinin yaklasik ti¢te ikisini olusturarak baskin sinif olmaktadir. Bununla
birlikte, fenolik asitler kalan iigte birinin neredeyse tiimiinii olusturmaktadir.
Fenolik asitlerle iliskili antioksidan davranig ve potansiyel saglik yararlari

konusunda artan bir farkindalik ve ilgi vardir (Scalbert ve Williamson, 2000).

Fenolik asitlerin 6nemli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahip oldugu ve
insan saglig1 i¢in yararlar1 olabilecegi de literatiirde bildirilmistir. Bu bilesikler,
potansiyel antioksidan aktiviteleri, kronik hastaliklardan kaynaklanan oksidatif
stres kaynakli doku hasarini azaltma kapasiteleri ve potansiyel olarak onemli
antikanser aktivitelerini azaltmalari nedeniyle de insan diyetinin énemli bir

parcasidir (De la Rosa ve dig., 2010; Harris ve dig., 2007).

Insan immiin yetmezlik viriisii (genellikle HIV olarak kisaltilan ve bagisiklik
sistemini tahrip ederek immin yetmezlik sendromuna (AIDS) neden olan bir
viris), vicudun hicrelerinin icinde barindigi ve siirekli olarak yeni soylara
aktarildig1 i¢in bu viriislin tedavisi son derece zordur. Kafeik asit tlirevlerinin
(6rnegin, dikaffeoilkinik ve dikaffeoiltartarik asitler) insan immiin yetmezlik
virdst tip 1 (HIV-1) integralinin guc¢li ve secici inhibitorleri oldugu
gosterilmigtir. Bu enzim, viral DNA'nin konak¢i kromatine entegrasyonunu
8



katalize eder. Bu nedenle, bu hidroksisinamat turevleri potansiyel antiviral
tedavileri i¢in arastirilmaktadir (Falsaperlaa ve dig., 2005). Kafeik asit ve bazi
esterleri kolon kanserine karsi antitiimdr aktivitesine sahip olabilir (Olthof ve
dig., 2001). Kanser, hiicrelerdeki deoksiriboniikleik asit (DNA) hasar
gordiigiinde geliserek hizli ve kontrol edilemeyen hiicre biiylimesine neden
olarak sonugta bir timdr olusumuna yol agmaktadir. Bazi fenolik asitlerin

dogrudan bir antiproliferatif etki gosterdigi bilinmektedir (Falsaperlaa ve dig.,

2005).

Sarap ve “Akdeniz diyeti” gibi fenolik asit yoniinden zengin iiriinlerin tiiketimi,
kardiyovaskiiler hastalik riskinin azalmasiyla iligkilidir. Fenolik bilesikler hem
insan hem de hayvan diyetlerinin 6nemli bir pargasidir (Andjelkovic ve dig.,
2006). Tekli oksijeni ve serbest radikalleri siipiiriirler ve bu sekilde antioksidan
ozellik gosterirler. Oksidasyonun neden oldugu hastaliklara karsi terapotik
uygulamalar icin potansiyele sahiptirler.

Yapilan calismalarda, bir¢ok meyvenin ve mesrubatin orta ya da iyi fenolik asit
kaynaklar1 oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, daha yeni veriler

sinirhidir ve fenolik asit icerikleri hakkindaki veriler halen arastirilmaktadir

(Keman, 2012).

2.2 Calismada Kullanilan Fenolik Asitler

2.2.1 Gallik asit

O~_OH

HO OH
OH

Sekil 2.2: Gallik asit



Ana fenolik asitlerden biri olarak kabul edilen gallik asit (veya gallat) (3,4,5-
trihidroksibenzoik asit), bir seker birimi ve degisken sayida fenol asit molekiilii
tarafindan olusturulan bir benzoik asittir (Sekil 2). Dagilimi, Anacardiaceae,
Fabaceae ve Myrtaceae (Battestin ve dig., 2004; Santos ve Mello, 2010) gibi
sebze kralliginin farkli ailelerini ve Termitomyces cinsinin mantarlarini

kapsamaktadir (Puttaraju ve dig., 2006).

1786'da bilim insan1 Carl Wilhelm Scheele, bitkilerde gallik asidi tanimlayan ilk
kisidir (Fischer, 1914). Bununla birlikte, bu molekiil, arastirmacilarin temel
olarak antioksidan kapasitelerine olan ilgisini cekmektedir (Kim ve dig., 2007).
Literatiirde tarif edilen diger farmakolojik aktiviteler antikanser (Chia ve dig.,
2010; Liang ve dig., 2012), anti-HIV (Kratz ve digerleri, 2008), anti-alerjenik
(Jung ve digerleri, 2013), anti-enflamatuar (Couto ve dig., 2013), antimikrobiyal
(Kubo ve dig., 2003) ve antifungal (Kubo ve dig., 2001) etkiler olarak
bilinmektedir. Son zamanlarda, Alzheimer hastaliginda ilk adim oldugu
disiiniilen amiloid plaklarin olusmasi1 asamasinda, gallik asidin etkin rol
oynadig1 ile ilgili bazi calismalar yayinlanmistir (Jayamani ve Shanmugam,

2014; Liu ve dig., 2014).

Gallik asit, insan prostat kanseri hiicrelerinde antikanser aktivitesi sergilemekte
ve antimelanojenik 6zelliklere sahip olmaktadir (Wu ve dig., 2009). %55 gallik
asit iceren aksam cuha c¢igeginin (Oenothera biennis) fenolik fraksiyonunun,
antitiimor aktivitesi gdsterdigi belirlenmistir (King ve dig., 1999). insan glioma
hiicrelerinde beyin tiimorlerinin tedavisi i¢in bir aday olarak onerilmistir. Gallik
asit, HeLa rahim agzi kanseri hiicrelerinin Oliimiine de neden olmaktadir

(Goleniowski ve dig., 2013).

Tibbi yonlere ek olarak, diger alanlarda gallik asit uygulanir. Ilk uygulamasi
deri ve deri endiistrisinde selat ajani1 olarak yapilmistir (Costa ve dig. 2013).
Gallik asit, bir antimikrobiyal madde olan trimetopim'in sentezi i¢in ve ayrica
yiyecek ve iceceklerde, Ozellikle serbest radikalleri suplrme guci nedeniyle

koruyucu olarak kullanilmaktadir (Bajpai ve Patil, 2008).

Cilek, iiziim, mazi, soya fasulyesi, yesil cay, kestane aga¢ kabugu gibi bitkiler

ve agaclar onemli miktarda gallik asit icermektedirler (Cadenas ve Packer,
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2002; Ephraim ve dig., 2005). Hayvanlarda tiimor 6ldiiriicli etkiye sahip oldugu
da bilinmektedir (Lodovici ve dig., 2003).

2.2.2 Ferulik Asit

CH50 oy

HO

Sekil 2.3: Ferulik asit

Ferulik asit (Sekil 3), fenilalanin ve tirozin metabolizmasindan ortaya ¢ikan
bircok yerde bulunan bir asittir. Cogunlukla tohumlarda bulunur ve serbest
halde bulundugu gibi, lignin ve diger biyopolimerlere kovalent olarak baglanir.

Fenolik asitlerin hidroksisinamik asit grubundandir (Bektas ve Oztiirk, 2005).

Ferulik asit, esas olarak mono ve oligosakaritler, poliaminler, lipitler ve
polisakaritler ile konjuge edilir ve nadiren bitkilerde serbest halde meydana
gelmektedir. Diigiik toksisiteli bir fenolik asittir. Insan viicudunda absorbe
edilebilmekte ve kolayca metabolize edilebilmektedir. Ferulik asitin;
antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, anti-tromboz ve antikanser
aktiviteleri gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahip oldugu arastirmalar ile
belirlenmistir (Fujisawa ve dig., 2002; Hosoda ve dig., 2002). Ayn1 zamanda
koroner hastali§a kars1 korumakta, kolesterolii diisiirmekte ve sperm canliligini
artirmaktadir. Bunlara ek olarak, mevcut arastirmalar ferulik asitin, insan
viicudunda saglik acisindan daha etkili olabilecegini, ancak dogrulama icin daha
fazla calismaya ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Bu potansiyel saglik
yararlar1 arasinda; menopozal kadinlarda kemik dejenerasyonu, kanser, sicak
basmas1 semptomlari, cildin ultraviyole (UV) hasarindan korunmasi, LDL
kolesteroliin kan seviyelerinin azaltilmas1 (arterlerde tikanmalara neden
olabilecek ve riski artiran bir tiir kolesterol), kalp hastaligi ve kan glukoz
seviyelerini azaltarak diyabet tedavisinde etkisi bulunmaktadir (Lee ve dig.,

1998).
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Ozellikleri ve diisiik toksisitesi nedeniyle ferulik asit, artik gida ve kozmetik
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Vanilin ve koruyucularin iiretimi
icin ham madde, gida jelleri ve yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda c¢apraz
baglayic1 bir madde olarak ve spor gidalarinda ve cilt koruma maddelerinde bir

bilesen olarak gérev yapmaktadir (Bektas ve Oztiirk, 2005).

Greyfurt ve portakal bol miktarda ferulik asit icermektedir. Bununla birlikte
elma, erik, tiziim yulaf gibi ¢esitli gidalarda da mevcuttur. Karbonhidratlarla

hiicre duvarmin yapisinda ester halinde bulunmaktadir (Bektas ve Oztiirk,

2005).

2.2.2 Vanillik asit

OH

HO
OCH3

Sekil 2.4: Vanillik asit

Vanillik asit (4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit) (Sekil 4), ¢oziindiriilmiis lignin
biyokiitlesinin bir bilesenidir (Chow ve dig., 1999). Karboksil grubunun
aromatik halkaya dogrudan baglanmasi ile bir hidroksibenzoik asittir. Yap1
olarak, bir hidroksil grubuna ve bir metoksi grubuna sahiptir. Vanillik asit,
kronik karaciger hasarinda karaciger fibrozisini baskilayabilmektedir (Itoh ve
dig., 2009). Ayrica, yilan zehrinin bir inhibitorii oldugu arastirmalarda

belirlenmistir (Dhananjaya ve dig., 2009).

Vanillik asit; bugday kepegi, sarap ve Okaliptusta bulunmaktadir (Yu ve Zhou,
2005; Gonzales ve dig., 2004).
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2.2.3 o-kumarik asit

OH
HO

Sekil 2.5: o-komarik asit

Genel formilu CgHgOgs’tiir (Sekil 5). Fenolik asitlerin hidroksisinamik asit
grubundadir (Robbinsr, 2003). Kiraz, kahve, portakal, ¢ikolata ve sarapta
bulunmaktadir. p-kumarik asitin, antibiyotik-antikanser etkisi oldugu ve
oksidatif strese kars1 bir koruma sagladigi arastirmalarda belirtilmistir (Sousa ve
dig., 2004; Abdel ve dig., 2003).

2.3 Benzer Calismalar

Borges ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢calismada, ferulik asit ve gallik asitin,
dort patojenik bakteriye karsi (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, ve Listeria monocytogenes) antimikrobiyal aktiviteye
sahip olduklar1 bulmuslardir. Bu molekiiller, hiicre ylizeyi hidrofobikligi, yiikii,
indiiklenmis PI (propidyum iyodiir) alimi ve K' sizintisinda &nemli bir
degisiklige neden olmustur. Gallik asit ve ferulik asit, hidrofobiklik degisimleri,
negatif ylizey yiikiiniin azalmasi ve hiicre zarlarinda lokal yirtilma veya gézenek
olusumunun meydana gelmesi ve bunun sonucunda hiicre zarinda temel hiicre
i¢i sizintinin meydana gelmesiyle membran 0zelliklerinde (enerji, hicre ici ve
hiicre 1i¢i gecirgenlik ve fizikokimyasal Ozellikler) geri doniisiimsiiz

degisikliklere yol actig1 arastirmada belirtilmistir (Borges ve dig., 2013).

Vaquero ve arkadaslari yapmis olduklari ¢alismada, saf fenolik bilesiklerin
(gallik asit, vanillik asit, protokatesuik asit, kafeik asit) ve farkli saraplardaki
polifenollerin patojenlere karsi antimikrobiyal 0&zelliklerini incelemislerdir.
Bakteriyel tiirlerin, fenolik bilesiklerin farkli konsantrasyonlarina karsi farkli

hassasiyetler gosterdigi arastirmalarinda gozlemlenmistir. Escherichia coli en
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hassas bakteri ve Flavobacterium sp. test edilen tim fenolik bilesiklere karsi
direngli oldugu sonucuna ulasilmistir. Yapilan calismada, tim sarap numuneleri
antimikrobiyal 0zellikler gostermistir ve polifenollerin saraptaki konsantrasyonu
arttikca inhibisyon oranimmin da artigr belirlenmistir. Ayn1 zamanda kirmizi
saraplarda bulunan polifenolik bilesiklerin, godzlemlenen antimikrobiyal
etkilerden sorumlu oldugu da arastirmacilar tarafindan belirtilmistir (Vaquero

ve dig., 2007).

Wen ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada, fenolik asitlerin (sinamik asit,
kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit) Listeria monositogenes’lerin ¢esitli
suslarina karsi aktivitelerini incelemislerdir. Buna gore, test edilen tim fenolik
asitlerin, L. monositogenes’lerin ¢esitli suslarina kars1 aktivite gosterdigi
sonucuna ulasmislardir. Fenolik asitlerin bakterilere karst etkili olduklar
konsantrasyonlar1 belirleyip, ayr1 ayr1 asitler ve karisimlar ile c¢aligsmalarini
gerceklestirmisleridir. Fenolik asitlerin karisimlarinin bakteriler lizerinde ilave
etkili tiirden oldugunu belirlemislerdir. Hem bakteriyosidal hem de
bakteriyostatik aktiviteler gozlemis, etkinin pH'a bagli olarak degiskenlik
gosterdigini belirtmislerdir. Bu nedenle bu parametrenin ayarlanmasi fenolik
asitlerden tiretilen antimikrobiyal etkilerin 6lgciml veya karakterizasyonu igin

gerekli oldugunu vurgulamislardir (Wen ve dig., 2003).

Mao ve arkadaslari, Osmanthus fragrans gigeklerinin, yesil cay ile sinerjistik
antioksidan etkilerini incelemis ve toplam sinerji miktarina katkida bulunan ana
antioksidan bilesikleri belirlemislerdir. Buna gore, O. fragrans cigeklerinde ana
antioksidan bilesikler, akteozit ve saliderosit iken, yesil ¢aydaki ana antioksidan
bilesikler, kafein, gallik asit ve L-epicatechin olarak bulunmustur. O. fragrans
cicekleri ve yesil ¢ay arasinda anlamli bir sinerjistik etki gézlenmis ve bunlarin
neredeyse hepsinde antioksidan bilesiklerinin kombinasyonlar1i goézlenmistir.
Kombinasyonlar arasinda, akteosit ve gallik asit, O. fragrans ¢icekleri ve yesil
cay arasindaki antioksidan sinerjiye en ¢ok katkida bulunan kombinasyon olarak

belirlenmistir (Mao ve dig., 2017).

Baska bir caligmada, kafeik asit, rosmarinik asit ve karnosik asit gibi bazi
fenolik asitler, farkli konsantrasyonlarda Listeria monocytogenes'e karsi test

edilmistir. Bakteriler, asitlere 9 saat maruz birakildiginda, test edilen tiim
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bilesiklerin inhibitor etki sergiledigi ve en etkili olanin karnosik asit oldugu
bulunmustur. 72 saatlik maruz kalma durumunda ise kafeik, rosmarinik ve

karnosik asitlerin hala engelleyici etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir (Del

Campo, 2003).

Wang ve arkadaslar1 yapmis olduklart c¢aligmada, gidalar arasindaki
etkilesimleri arastirmis ve sinerjik kombinasyonlari tanimlamislardir. Meyveler
(ahududu, bogirtlen ve elma), sebzeler (brokoli, domates, mantar ve mor
karnabahar) ve baklagiller (soya fasulyesi, adzuki fasulyesi, kirmizi barbunya
fasulyesi ve kara fasulye) dahil olmak tzere U¢ kategoriden 11 yiyecegin tek tek
ve kombinasyonlarinin sinerjistik antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Buna
gore, belirli yiyeceklerin kategorileri arasinda (6rnegin meyve ve baklagiller)
birlestirilmesi, bir yiyecek grubundaki kombinasyonlardan (6rnegin sadece
meyve) daha sinerjik antioksidan kapasiteye sahip olma olasiliginin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, ahududu ve adzuki fasulyesi
ekstraktlarinin birlestirilmesi, sinerjik etkilesimler géstermistir. Bununla birlikte
gida gruplarinin sinerjistik, es katkili ve antagonistik antioksidan aktiviler

gosterdikleri de aragtirmacilar tarafindan belirlenmistir (Wang ve dig., 2011).

Bir baska ¢alismada Luis ve arkadaslari, en ¢ok tiiketilen meyvelerden se¢ilmis
19 major polifenolin antioksidan aktivitesini ve bu polifenollerin
kombinasyonlarinin antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Buna gore, gallik
asit, kersetin, ellagik asit ve siyanidin, serbest radikalleri suplirmekte ve lipit
peroksidasyonunu inhibe etmede olaganiistii antioksidan aktiviteye sahip
bilesikler oldugu sonucuna varmiglardir. Ek olarak, karisimlardaki sinerjik
etkilerin varligina onemli 6l¢iide katkida bulunan faktoriin, toplam aromatik
halka sayisinin oldugu sonucuna varmanin miimkiin oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica, meyvelerin polifenollerinin aralarinda etkilesime girebildigi,
antioksidan Ozelliklerini gelistirdigi ve insanlara sayisiz saglik yararlar

sagladig1 da bu calisma ile gosterilmistir (Luis ve dig., 2018).

Colon ve Nerin yapmis olduklar1 ¢alismada, hangi ¢ay bilesenlerinin sinerjik
etkilesimleri sagladigin1 ve sonug¢ olarak yesil cayin antioksidan kapasitesinden
hangi ¢ay bilegenlerinin sorumlu oldugunu bilmeyi amaglamigslardir. Buna gore,

yesil cay polifenolleri, yesil ¢ay ekstraktinin toplam antioksidan kapasitesini
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etkiledigi, aralarinda sinerjik, antagonistik ve es katkili antioksidan aktiviteler

gosterdigini belirlemislerdir (Colon ve Nerin, 2015).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu tez ¢alismasinda fenolik asit olarak, gallik asit (Sigma 8.42649), ferulik asit
(Sigma 128708), vanillik asit (Sigma H36001) ve o-kumarik asit (Sigma
H22809) kullanilmistir. Fenolik asitlerin stok ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in etil

alkol, metanol ve dimetil sulfoxit (DMSO) (Merck 8.02912) kullanilmistir.

Raf 6mrii ¢calismalarinda ise kirmizi elma (Malus communis) meyvesi deney

materyali olarak kullanilmaistir.

Antimikrobiyal aktivite tayini icin, Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Salmonella Typhimurium (ATCC
14028) bakterileri, Triptik Soy Agar (TSA) (Merck 1.05458) ve Triptik Soy
Broth (TSB) (Merck 1.05459) besiyerleri kullanilmistur.

Antioksidan aktivite tayini icin ise DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve
metanol kullanilmistir.
Antimikrobiyal ve antioksidan tayinlerinde ve raf émrii ¢alismalarinda Istanbul

Aydin  Universitesi Teknocenter Gida Miihendisligi Laboratuvarlarinda

kullanilan cihazlar;

Spektrofotometre,

e Spektrofotometre (Microplate reader),

e Renk tayini Hunter Lab Color Flex model renk tayin cihazi,
e Mikrobiyolojik analizler icin etuv,

e Santrifdj,

e Kat1 meyve sikacagi kullanilmistir.
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3.2 Metot

Bu tez ¢alismasinda fenolik asitlerin (gallik asit, ferulik asit, vanillik asit, o-
kumarik asit) ve bunlarin kombinasyonlarinin patojenik bakterilere karsi
antibakteriyel aktivitesi ve antioksidan etkisi incelenmistir. Bu incelemeler
dogrultusunda her bir patojen bakteriye karsi, fenolik asitlerin ve
kombinasyonlarinin, minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) ve minimum
bakteriyosidal konsantrasyonu (MBC) belirlenmistir. Bu aktivitelerin gidalarda
raf Oomri siresinceki etkilerine bakilmasi i¢in ise gallik asit-vanillik asit
kombinasyonunun elma suyundaki antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi

incelenmisgtir.

3.2.1 Antimikrobiyal aktivite belirlenmesi

Fenolik asitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi icin ilk olarak

fenolik asit stok c¢ozeltileri asagidaki sekilde hazirlanmistir:

» Gallik asit ve Ferulik asit icin, etil alkol orani maksimum %1 (v/v)

olacak sekilde,

» Vanillik asit ve o-kumarik asit i¢in, DMSO miktar1 maksimum %2 (v/v)

olacak sekilde hazirlanmistir.

Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium
bakterileri deneyden bir giin 6nce TSB’de canlandirilmistir. Deney i¢in dnceden
hazirlanan fizyolojik tuzlu su (FTS) ile bakterilerin McFarland’1 1’e
ayarlanmistir. Ardindan antimikrobiyal aktivite tayini i¢in her bir fenolik asit
stok cozeltisinden, %0,3 (w/v), %0,4 (w/v) ve %0,5 (w/v) konsantrasyonlarda
olacak sekilde asagidaki oranlarda besi ortami hazirlanmistir, 37°C’deki etlivde

(Binder marka 53 model etiiv) 24 saat inkiibe edilmistir:

%0,3/4/5 Fenolik asit stok c¢oOzeltisi + %1 Patojen bakteri + %98,7/98,6/98,5
TSB

Kontrol i¢in ise,

» Gallik asit ve ferulik asit i¢in, fenolik asit icermeyen yalnizca ayni

miktarlarda patojen bakterilerden ve etil alkol igeren besi ortamu,
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» Vanillik ve o-kumarik asit i¢in ise, benzer sekilde fenolik asit igermeyen
yalnizca ayni miktarlarda patojen bakterilerden ve DMSO igeren besi

ortami hazirlanmistir.

Buna gore, deney gruplarinin 0. ve 24. saatlerde 620 nm’de absorbans 6l¢umleri
yapilmis (Multiskan 357 Microplate Reader Spectrophotometer) ve 24. saatteki
aktivitelerine TSA besiyerine ekim yapilarak bakilmistir. Absorbans degerleri
ve ekim sonuglar1 goz Oniline alinarak fenolik asitlerin bakterilere karsi MIC ve
MBC degerleri belirlenmistir. Deneyler her bir deney grubu i¢in minimum 2

paraleli olacak sekilde ¢aligilmistir.
3.2.1.1 Sinerjistik antimikrobiyal aktivite belirlenmesi

» MIC degerleri belirlenen fenolik asitlerin birbirleri ile 1/2MIC+12MIC,;
12MIC+1/4MIC; 14MIC+12MIC; 1/4MIC+14MIC olacak sekildeki
kombinasyonlarinin antimikrobiyal aktiviteleri (FIC) incelenmistir.
Sinerjistik antimikrobiyal aktivite (FIC) c¢esidinin belirlenmesi igin
gerekli formiiller su sekildedir (Zengin ve Baysal, 2014);

"A bileseninin kombinasyondaki MIC miktart"

FICA = "A bileseninin kendi MIC miktan" (Denklem 1)

"B bilegeninin kombinasyondaki MIC miktar"

FICB = "B bileseninin kendi MIC miktar1" (Denklem 2)

FIC = FICA + FICB (Denklem 3)

Benzer sekilde hazirlanan besi ortamindaki patojen bakteri konsantrasyonu 10°

kob/ml’dir. Besi ortami olarak ise TSB kullanilmistir.

Buna gore, deney gruplarinin 0. ve 24. saatlerde 620 nm’de absorbans 6l¢iimleri
yapilmigs ve 24. saatteki aktivitelerine TSA besiyerine ekim yapilarak
bakilmistir. Absorbans degerleri ve ekim sonuglar1 géz oniine alinarak fenolik

asitlerin bakterilere karsi sinerjistik antimikrobiyal etki ¢esitleri belirlenmistir.

3.2.2 Antioksidan aktivite belirlenmesi

Fenolik asitlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan

deneylerde fenolik asitlerin stok ¢ozeltileri ImM olacak sekilde metanolde
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¢oziindiiriilerek  hazirlanmistir.  Antioksidan aktivite DPPH metodu ile

belirlenmistir.

Bu metod kullanilarak yapilan deneyin %inhibisyon hesaplamalarinda

kullanilan formiiller asagidaki gibidir (Sanchez-Moreno, 1998);

Ao=DPPH c¢o6zeltisinin 0. dakikadaki absorbans degeri

Asp=Fenolik asit ¢ozeltisinin 30. dakikadaki absorbans degeri

%Inhibisyon= ((Ag-Az0)/Ag)*100 (Denklem 4)

Buna gore, DPPH’ten 20mg/L olacak sekilde hazirlanmistir. Cozelti dayaniksiz

oldugundan giinliik hazirlanmigtir. Buna gore;

» Hazirlanan stok fenolik asit ¢ozeltileri distile su ile 0,5mM’a

seyreltilmistir.

» Antioksidan aktivite tayini icin deney tiplerine 0,1 mL fenolik asit
cOzeltilerinden, Uzerlerine 3,9 mL DPPH ¢ozeltisinden ilave edilmistir.
Kontrol ise 0,1 mL metanolin Gzerine 3,9 mL DPPH c¢o0zeltisi ilave

edilerek hazirlanmistir.

» Cam tiipler karanlik ortamda 30 dk bekletilmis ve spektrofotometrede

(Jenway 6315 Spectrophotometer) 517 nm’de absorbanslar1 6lgiilmiistiir.
3.2.2.1 Sinerjistik antioksidan aktivite belirlenmesi

Fenolik asitlerinin birbirleri ile sinerjistik antioksidan etkilerinin belirlenmesi
amaciyla, 1mM olarak hazirlanan stok fenolik asit ¢ozeltilerinin 1:1 olacak

sekilde birbirleri ile farkli kombinasyonlar1 hazirlanmistir. Buna gore;

» Hazirlanan fenolik asitlerden 100’er pL cam tiiplere konulmus,
tizerlerine 3,9 mL DPPH c¢o6zeltisinden ilave edilmis ve 30 dk karanlikta

bekletilmistir.
» 30 dakika sonunda tiiplerin 517 nm’de absorbanlar1 6l¢iilmiistiir.

Bu yonteme gore yapilan okumalar sonucunda ilk olarak, fenolik asit
kombinasyonlarinin deneysel silipiirme kapasiteleri (ESC) asagida verilen
formiile goére hesaplanmistir. Ardindan teorik siipiirme kapasiteleri (TSC) de

asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmistir. Bu iki degerin formiildeki
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goriildiigi lizere, birbiri ile oranlar1 da sinerjistik antioksidan etki degerlerini

(SE) vermektedir.

» Sinerjistik antioksidan aktivite (SE) ¢esidinin belirlenmesi i¢in gerekli

formiiller su sekildedir;
As = Ornegin absorbans degeri
Ag = Blank absorbans degeri

Ac = Kontroliin absorbans degeri

_ [Ag-Ap)x 100

ESC = 100 Ac (Denklem 5)
(ESCA - ESCB)
TSCnix = (ESCA + ESCB) 100 (Denklem 6)
ESC
SE = T5C (Denklem 7)

3.2.3 Fenolik asitlerin elma suyunda antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinin

belirlenmesi

Fenolik asitlerin elma suyunda antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinin
belirlenmesi  amaciyla yapilan deneylerde, gallik asit-vanillik  asit
kombinasyonunun, hazirlanan pastdrize kirmizi elma suyunda antimikrobiyal ve
antioksidan etkisi incelenmistir. Antioksidan aktivite ve kalite 6zelliklerinin
incelenmesinde kontrol olarak, fenolik asit icermeyen elma suyu kullanilmistir.
Antimikrobiyal aktivite ise Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Salmonella Typhimurium bakterilerine karsi incelenmistir, kontrol olarak ise
fenolik asit igermeyen, yalnizca ayni oranda bakterilerden igeren elma suyu

kullanilmistir.

Kirmizi elmalarin ilk olarak kabuklar1 soyulmustur. Ardindan elmalar
dilimlenmis ve katt meyve sikacaginda (Arzum, mela plus serisi) suyu ve posasi
ayrilmistir. Elma suyu 4500 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis (Hettich Rotofix
1206 santrifiij) ve siipernatantlari toplanarak antimikrobiyal aktivite igin

pastdrizasyon islemi uygulanmis, 85°C’de 20 dk bekletilmistir. Fenolik
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asitlerin, elma suyunda esmerlesme reaksiyonuna etkisinin belirlenmesi
amactyla bir giin (24 saat) boyunca; renk ve esmerlesme indeksi analizleri
yapilmigtir. Antimikrobiyal aktivitesine bakilmasi amaciyla da 0., 6. ve 24.

saatlerde toplam bakteri sayim1 yapilmistir.

3.2.3.1 Fenolik asitlerin elma suyundaki esmerlesme reaksiyonuna etkisinin

belirlenmesi

Fenolik asitlerin elma suyundaki esmerlesme reaksiyonuna etkisini incelemek
i¢in yapilan calismada, elma sularinda 1s1l islemin de etkisini gormek amaciyla,
1s1l islem uygulanmadan ve 1sil islem uygulanarak olmak Utzere 2 grupla
calisilmistir. Deney gruplarinda kontrol olarak fenoik asit icermeyen elma sulari

kullanilmistir. Her bir deney grubuna asagidaki analizler yapilmistir.
» Renk analizi

Hunter Lab Color Flex (A60-1010-615 model renk Olger, HunterLab, Reston

VA) model renk cihazi ile yapilmistir, L, a, b degerleri 6lgiilmiistiir.

Renk analizi i¢in elma sularinin 0., 6. ve 24. saatlerde L, a, b degerleri
Ol¢tilmiistiir. L* aydinligi, a* kirmizi/yesil degerini ve b* sari/mavi degerini
ifade etmektedir. Bu degerlere gore renk degisim miktar1 (AE) asagidaki formiil
ile hesaplanmaktadir (Ozcan, 2008).

Lo = 0. Saatte ol¢tlilen L degeri
L=t siire sonra olgiilen L degeri
ag = 0. Saatte dl¢iilen a degeri
a =t slire sonra Ol¢lilen a degeri
bo = 0. Saatte 6lgiilen b degeri

b =t siire sonra dl¢iilen b degeri

; — I : : !
AE=[(Ly-L) +ag-a) +(by-b) (Denklem 8)

» Esmerlesme indexi

Elma suyu orneklerinin spektrofotometre (Jenway 6315 Spectrophotometer), ile

420 nm’de absorbans dl¢iimleri yapilmistir.
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3.2.3.2 Fenolik asitlerin elma suyundaki antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi

Fenolik asitlerin elma suyundaki antimikrobiyal etkisini incelemek i¢in yapilan
calismada Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium
bakterileri ile calisilmistir. Bakterilerin, gallik asit-vanillik asit kombinasyonu
i¢in daha dnceden belirlenen FIC degerine gore besi ortami hazirlanmis ve bir
giin (24 saat) boyunca etkileri gézlemlenmistir. Kontrol gruplarinda ise yalnizca
bakteri ve 1s1l islem gérmiis elma suyu bulunmaktadir. Biitlin besi ortamlarinda

bakteriler 10° kob/ml’dir.

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalari i¢in ilk olarak bakterilerin McFarland’t FTS
ile 1’e ayarlanmistir. Deney gruplarinin 0. ve 6. saatlerde, 1., 2., 3. ve 4.
dilisyonlari; 24. saatte ise 0. ve 1. dilisyonlar1 TSA besiyerine ekim yapilarak

incelenmisgtir.

3.2.4 Istatistiksel caliyma

Tez calismast kapsamindaki deneylerin sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in
yapilan istatistiksel analiz calismasi icin MINITAB 16 programinda, ANOVA-
ONEWAY kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Antimikrobiyal Aktivite Belirlenmesi

Fenolik asitlerin (gallik asit, ferulik asit, vanillik asit, o-kumarik asit), patojen
bakterilere (Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella
Typhimurium) karsin antimikrobiyal aktivitelerinin incelenmesi amaciyla, ilk
olarak fenolik asitlerin bakterilere karsi minimum inhibisyon konsantrasyonlari
(MIC) ve minimum bakteriyosidal konsantrasyonlar1 (MBC) belirlenmistir.
Bakterilerin besi ortamlarindaki konsantrasyonlari sabit olup, fenolik asitler
%0,5; %0,4 ve %0,3 (w/v) konsantrasyonlarda ilave edilerek deneyler
gerceklestirilmistir.  MIC ve MBC degerlerinin belirlenmesinde, deney

sonucunda yapilan ekimler ve absorbans dl¢iimleri géz oniine alinmistir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) belirlenirken, deney sonucunda
yapilan absorbans Ol¢iimiiniin sabit kaldig1 konsantrasyon gdéz oniine alinirken,
minimum bakteriyosidal konsantrasyonunu (MBC) belirlemek amaciyla ise
absorbans degerlerinin yaninda petrilerde hi¢ {ireme olmayan minimum

konsantrasyon goz oniine alinmistir.

Buna gore deney sonucunda fenolik asitlerin patojen bakterilere karsit MIC ve

MBC degerleri asagidaki tablolardaki gibidir (Cizelge 1, Cizelge 2).

Cizelge 4.1: Fenolik asitlerin bakterilere kars1t MIC degerleri (%)

E. coli S. aureus S. Typhimurium
Gallik asit 0,3 0,4 0,4
Ferulik asit 0,4 0,4 0,4
Vanillik asit 0,3 0,3 0,3
o-kumarik 0,3 0,3 0,3

asit
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Cizelge 4.2: Fenolik asitlerin bakterilere karst MBC degerleri (%)

E. coli S. aureus S. Typhimurium
Gallik asit 0,3 0,5 0,4
Ferulik asit  >0,5 >0,5 >0,5
Vanillik asit 0,5 >0,5 >0,5
o-kumarik 0,4 0,3 0,4

asit

4.1.1 Sinerjistik antimikrobiyal aktivite belirlenmesi

MIC ve MBC degerleri belirlenen fenolik asitlerin, patojen bakterilere karsi
kombinasyonlarinin antimikrobiyal aktivite c¢esitlerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan calismada, fenolik asitlerin ikili kombinasyonlart 1/2MIC+1/2MIC;
12MIC+14MIC; 1/4MIC+12MIC; 1/4MIC+14MIC olacak sekilde besi
ortamma ilave edilerek incelenmistir. Besi ortamindaki bakteriler 10°

kob/ml’dir.

Deney sonucunda yapilan absorbans Ol¢iimleri ve ekim sonuglari gdz Oniine
alinarak etkili MIC kombinasyonlar1 belirlenmis ve formiiller ile gerekli
hesaplamalar yapilarak fenolik asitlerin antimikrobiyal aktivitelerinde,
patojenlere karsi, birbirleri ile gosterdikleri sinerjistik antimikrobiyal aktivite

cesitleri (FIC) belirlenmistir.

Buna gore hesaplanan FIC degeri; 0.5°e esit veya bu degerden kii¢iik oldugunda
sinerjistik, 0.5 ila 4 araliginda oldugunda es katkili ve 4’ten biiyiikk olmasi
durumunda ise bu iki bilesen arasinda antagonistik etki oldugu kabul
edilmektedir (De Azeredo ve dig., 2011; De Oliveira ve dig., 2010; Mackay ve
dig., 2000).

Bu dogrultuda fenolik asitlerin kombinasyonlarinin, patojen bakteriler i¢in

hesaplanan FIC degerleri asagidaki tablodaki gibidir (Cizelge 3).
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Cizelge 4.3: Fenolik asitlerin kombinasyonlarinin FIC degerleri

E. coli S.aureus S. Typhimurium
Gallik-Ferulik 1 0,75 0,75
Gallik-Vanillik 1 0,75 1
Gallik-o-kumarik 1 0,75 0,75
Ferulik-Vanillik 1 1 1
Ferulik-o-kumarik 1 1 1
Vanillik-o-kumarik 1 0,75 1

FIC degerlerine bakildiginda biitiin degerlerin 0,5 ila 4 arasinda oldugu
goriilmektedir. Buna gore biitiin fenolik asitlerin, patojenlere karsi, birbirleri ile
sinerjistik antimikrobiyal aktivite c¢esidinin, es katkihh etki seklinde oldugu

belirlenmistir.

4.2 Antioksidan Aktivite Belirlenmesi

Fenolik asitlerin (gallik asit, ferulik asit, vanillik asit, o-kumarik asit) ve
kombinasyonlarinin antioksidan aktivitelerinin incelenmesi amaciyla yapilan
calismada, ilk olarak fenolik asitlerin %inhibisyon degerleri belirlenmistir. Bu
degerin hesaplanmasi i¢cin DPPH radikali giderme aktivitesi tayini metodu
kullanilmigtir. DPPH (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil), 515 nm’de maksimum
absorbansa sahip olan ve ticari olarak da elde edilebilen, stabil organik nitrojen
radikalidir. Bu metodun prensibi, DPPH radikalinin, analizi yapilacak
antioksidan tarafindan bir redoks tepkimesi ile siipiiriilmesi esasina dayanir.
Fenolik asitlerin antioksidan aktivite mekanizmasinin, radikal siipiiriicii etki ile
olmast bu metodun tercih edilme sebebidir. 517 nm’de absorbans okumasi
yapildiginda ise, DPPH, bu tepkime ile absorbansin azalmasina neden
olmaktadir. Spektrofotometre ile absorbansin sabitlendigi noktaya kadar
gorundr alanda bu sureg takip edilmektedir (Buyuktuncel, 2013).
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Buna goOre hesaplanan sonuglar ise asagidaki tablodaki gibidir (Cizelge 4);

Cizelge 4.4: Fenolik asitlerin ve kombinasyonlarinin %inhibisyon degerleri
(ortalamazstandart sapma)

%Inhibisyon

Gallik 78,77+1,09
Ferulik 27,40+0,12
Vanillik 10,80+0,10
o-kumarik 3,96+0,52

Gallik-Ferulik 79,69+1,17
Gallik-Vanillik 80,44+0,34
Gallik-o-kumarik 81,46+0,47
Ferulik-Vanillik 31,61+0,71
Ferulik-o-kumarik 27,39+0,72
Vanillik-o-kumarik 15,89+0,66

4.2.1 Sinerjistik antioksidan aktivite belirlenmesi

%Inhibisyon oranlar1 belirlenen fenolik asitlerin ikili kombinasyonlarinin
sinerjistik antioksidan aktivite ¢esitlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
caligmada, fenolik asitler metanolde ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Her iki
fenolik asitten de ayni miktarda olacak sekilde karistirilmis ve DPPH radikali

giderme aktivitesi tayini metodu kullanilmistir.

Bu yonteme gore yapilan okumalar sonucunda ilk olarak, fenolik asit
kombinasyonlarinin deneysel siiplirme kapasiteleri (ESC) ve teorik siipiirme
kapasiteleri (TSC) formiiller kullanilarak hesaplanmistir. Bu iki degerin birbiri
ile oranlar1 da sinerjistik antioksidan etki degerlerini (SE) vermektedir.
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Buna gore hesaplanan SE degeri; 1’den biiyiik oldugunda sinerjistik, yaklasik 1
oldugunda es katkili ve 1’den kiiclk olmasi durumunda ise bu iki bilesen
arasinda antagonistik etki oldugu kabul edilmektedir (Colon ve Nerin, 2016;
Fuhrman ve dig., 2000).

Buna gore fenolik asitlerin kombinasyonlar: i¢in hesaplanan ESC, TSC ve SE

degerleri asagidaki tablodaki gibidir (Cizelge 5);

Cizelge 4.5: Fenolik asitlerin kombinasyonlarinin SE degerleri

ESC TSC SE
Gallik-Ferulik 184,49 76,03 2,43
Gallik-Vanillik 183,55 90,56 2,03
Gallik-o-kumarik 184,61 96,54 1,91
Ferulik-Vanillik 150,30 96,75 1,55
Ferulik-o-kumarik 133,94 98,81 1,36
Vanillik-o-kumarik 122,39 99,53 1,23

SE degerlerine bakildiginda biitiin degerlerin 1’den biiyilkk oldugu
gorilmektedir. Buna gore biitlin fenolik asitlerin kombinasyonlarinin, birbirleri

ile sinerjistik antioksidan aktivite gdstermekte oldugu belirlenmistir.

4.3 Fenolik Asitlerin Elma Suyunda Antimikrobiyal ve Antioksidan Etkilerinin

Belirlenmesi

Fenolik asitlerin elma suyundaki antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinin
belirlenmesi  amaciyla yapilan deneylerde, gallik asit-vanillik  asit
kombinasyonunun, hazirlanan pastorize kirmizi elma suyunda antimikrobiyal ve
antioksidan etkisi incelenmistir. Antimikrobiyal aktivite Escherichia coli,

Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium bakterilerine karsi
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incelenmistir. Daha dnceden belirlenen gallik-vanillik asit kombinasyonunun bu

bakteriler tizerindeki etkili konsantrasyon miktarina gore deney diizenlenmistir.

Antioksidan aktivite i¢in ise elmalarda bir kalite faktorii olan esmerlesme
reaksiyonuna gallik-vanillik asit kombinasyonunun etkisi incelenmistir. Elma
sularinda uygulanan 1s1l islemin etkisinden bagimsiz olarak fenolik asitlerin
yalnizca kendi etkilerini gdrmek amaciyla, 1s1l islem uygulanmadan ve 1s1l islem
uygulanarak olmak iizere iki deney grubuyla calisilmistir. Her iki deney

grubunda da kontrol olarak fenolik asit igermeyen elma suyu kullanilmistir.

4.3.1 Fenolik asitlerin elma suyunda esmerlesme reaksiyonuna etkisinin

belirlenmesi

Fenolik asitlerin elma suyundaki esmerlesme reaksiyonuna etkisinin 1 giin (24
saat) boyuncaki etkisinin incelenmesi i¢in yapilan ¢alismada, gallik-vanillik asit
kombinasyonunun giinliik hazirlanan elma suyu ile etkilesimine bakilmistir.
Elma sulari giinliik olarak hazirlanmis, 1s1l islem gérmeden ve 1s1l islem gérmiis
olarak iki grupta incelenmistir. Yapilan c¢alismada elma suyundaki gallik-
vanillik asit miktar1 antimikrobiyal etki i¢in yapilan calismadaki miktar ile

aynidir.

Polifenoloksidaz  enzimi, elmalarda esmerlesmeye neden olmaktadir.
Polifenoller, bu enzim ile oksitlenerek rengin kararmasina neden olmaktadir.
Bu reaksiyon oksijenin bulundugu ortamda kendiliginden gergeklesmektedir.
Enzimatik esmerlesmeyi Onlemek icin antioksidan kullanmak, en yaygin
metodlardan biridir. Ancak yapilan arastirmalarda bu esmerlesme reaksiyonun
ilgili fenolik bilesigin tiirtine bagli oldugu gbézlemlenmistir. Polifenoloksidaz
enziminin bazi fenolik asitler tarafindan inhibe edildigi, bazilar1 tarafindan ise
reaksiyonun desteklendigi arastirmalarda belirtilmistir (Yilmaz ve Elmaci,

2018).

Elma suyunun endiistriyel iliretiminde yapilan pastorizasyon islemi ile de bu
enzim inaktive edilebilmektedir. Antimikrobiyal ve antioksidan 6zelligi oldugu
belirlenen gallik-vanillik asit kombinasyonunun, elma sularinda bulunan bu
reaksiyona etkisini incelemek adina esmerlesme indeksi analizi ve renk

analizleri yapilmistir. Isil islemin etkisini gozlemlemek amaciyla da 1sitma
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islemi uygulanmamis elma suyu ile deneyler yapilarak, sonuglar

karsilastirilmigtir.

» Esmerlesme indeksi analizi i¢in elma sularinin 0., 6. ve 24. saatlerde
spektrofotometre ile 420 nm’de absorbans 6l¢timleri yapilmistir. Buna

gore degerler asagidaki tablodaki gibidir (Cizelge 6).

Cizelge 4.6: Gallik-vanillik asit kombinasyonun elma suyundaki esmerlesme
indeksi

Is1l islemli Is1l islemsiz
Fenolik asitli  Kontrol Fenolik asitli Kontrol
0 0,434+0,003°  0,566x0,003° 0,505+0,158*  0,675%0,227°
6 0,43620,001°  0,566x0,007°  0,479+0,134*  0,711%0,215°
24 0,467+0,004°  0,593+0,001®  0,479+0,131*  0,718+0,205°

Istatistiksel analiz, 1s1] islemli sonuclar kendi arasinda ve 1s1l islemsiz sonuclar
kendi arasinda olmak iizere yapilmistir. Sonuclar, ortalama+standart sapma
olarak verilmistir ve farkli harfleri igeren siitunlardaki degerler (a-d)

birbirlerinden oldukga farklidir. (p < 0,05).

Bu degerlerin dogrultusunda 1s1l islemli ve 1si1l islemsiz elma sularinin

esmerlesme indeksi bakimindan karsilastirmali grafikleri ise asagidaki gibidir.
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Sekil 4.6: Gallik-vanillik asit kombinasyonun ve kontrol grubunun 1sil iglem
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1,00
0,90
0,80
0,70
o 0,60
g
g 0°0 fenolik
o mT1enoll
< 0,40
m kontrol
0,30
0,20
0,10
0,00
0. 6. 24,

zaman(saat)

Sekil 4.7: Gallik-vanillik asit kombinasyonun ve kontrol grubunun 1sil iglem
uygulanmamis elma suyundaki esmerlesme indeksi degerleri

» Renk analizi i¢in elma sularinin 0., 6. ve 24. saatlerde L, a, b degerleri
Olclilmistiir. L* aydinligi, a* kirmizi/yesil degerini ve b* sari/mavi

degerini ifade etmektedir (Ozcan, 2008).

Buna gore hesaplanan AE miktarlari ise asagidaki tablodaki gibidir (Cizelge 7).
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Cizelge 7: Fenolikli asitli elma sularinin ve kontrol gruplarinin AE miktarlari

Is1l islemli Is1l iglemsiz
Fenolik asitli  Kontrol Fenolik asitli Kontrol
0.saat 0 0 0 0
6.saat  2,56x0,09°°  3,28+0,33"  1,87+0,38" 1,85+0,24%
24.saat 2,60+0,01° 3,81+0,05% 2,48+0,07° 1,18+0,89°

Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir ve farkli harfleri iceren

siitunlardaki degerler (a-b) birbirlerinden oldukga farklidir. (p < 0,05).

AE miktarinin; 0 ise renk degisimi olmadigi, 1 ise c¢ok kiiciik bir renk
degisiminin oldugu, 2 ise kii¢iik bir renk degisiminin oldugu, 3 ise orta derecede
bir renk degisiminin oldugu, 4 ise biiylik ve 5 ise ¢ok biiyiik bir renk degisimi

oldugu sonucunu vermektedir.

Buna gore 1sil islem uygulanan elma sularinda 1sil islemli-fenolik asitli
olanlarda 6. ve 24. saatteki ve fenolik asitli 1s1l islem uygulanmis elma suyunda
24. saatteki renk degisiminin yaklasik 2 oldugu, yani kii¢lik bir renk degisimi
oldugu sonucuna ulagilmistir. Bununla birlikte 1s1l islemli elma suyunun kontrol
grubunun 6. ve 24. saatteki renk degisimi yaklasik 3 bulunmustur, yani orta

derecede bir renk degisimi oldugu belirlenmistir.

Is1l islem uygulanmayan elma sularina bakildiginda ise kontrol grubunun 6. ve
24. saatteki renk degisiminin yaklasik 1 olugu, ayn1 zamanda fenolik asitli elma
suyunun 6. Saatteki renk degisiminin de yaklasik 1 oldugu, yani ¢ok kiiciik bir

renk degisimi oldugu belirlenmistir.

4.3.2 Fenolik asitlerin elma suyunda antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella
Typhimurium bakterilerine kars1 incelenmistir. Daha 6nceden belirlenen gallik-
vanillik asit kombinasyonunun bu bakteriler Uzerindeki etkili konsantrasyon
miktarina gore deney diizenlenmistir. Elma sular1 deneyler i¢in kullanilmadan
once pastorize edilmistir. Deney gruplarinin 0., 6. ve 24. saatlerde TSA

besiyerine ekimleri yapilmis ve sayimlar1 gerceklestirilmistir.
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Buna gore elma sularindaki bakterilerin miktar: tablodaki gibidir (Cizelge 8);

Cizelge 8: Fenolik asitli elma suyundaki ve kontrol elma suyundaki bakterilerin

miktarlar1 (log)

Kontrol Fenolik asitli
E. coli S. S. aureus E. coli S. S. aureus
Typhimurium Typhimurium

0  4,82+0,05" 4,87+0,01° 5,04+0,05°  4,94+0,01%°° 4,74+0,03" 5,03+0,04°
6 5,19+0,08% 5,15+0,06° 5,24+0,04%° 4,61+0,02°  4,56+0,02° 5,12+0,01°

24 5,12+0,08%° 5,07+0,08% 5,29+0,01* 1,02+0,17°  0,00¢ 5,16+0,03*°

Istatistiksel analiz, biitiin bakteriler i¢in kendi aralarinda ve kontrol gruplar
kendi aralarinda olmak iizere yapilmistir. Sonuclar, ortalama+standart sapma

olarak verilmistir ve farkli harfleri igeren siitunlardaki degerler (a-d)

birbirlerinden oldukga farklidir. (p < 0,05).

Buna gore bakterilerin bliylime egrileri grafiklerdeki gibidir (Sekil 8, Sekil 9,
Sekil 10);

6,0

—o— fenolik
2,0 —&— kontrol

0 5 10 15 20 25 30
zaman (h)

Sekil 4.8: E.coli’nin, gallik-vanillik asit kombinasyonlu(fenolik) ve kontrol grubu
pastorize elma suyundaki biiylime egrileri
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Sekil 4.9: S. Typhimurium’un, gallik-vanillik asit kombinasyonlu(fenolik) ve kontrol
grubu pastdrize elma suyundaki biiylime egrileri
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Sekil 4.10: S. aureus’un, gallik-vanillik asit kombinasyonlu(fenolik) ve kontrol
grubu pastdrize elma suyundaki biiylime egrileri

Buna gore, bakteri miktarlarina ve bliyiime egrileri géz Oniine alindiginda,
fenolik asit kombinasyonunun elma suyunda; E.coli lzerinde oldukca etkili
oldugu ve 24 saatte neredeyse tamamini yok ettigi, S. Typhimurium tzerinde de

etkili oldugu ve 24 saatte biitlin bakterileri yok ettigi, ancak S. aureus’ta diger
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bakterilerdeki kadar etkili olamadig1 yalnizca bakteri biiylimesini yavaslattigi

gozlemlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Fenolik asitler gidalarda dogal olarak bulunan ve ikincil metabolit olarak
sentezlenen bilesenlerdir. Antikarsinojonik, antioksidan, antifungal olmas1 gibi
bircok faydasi arastirmalarda belirtilmistir. Fenolik asitler bitkisel gidalarda
bulunmaktadirlar. Dogada serbest yapida olmalari onlar1 antioksidan yapan
etkendir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal etkileri de antioksidan etkileri kadar

onemlidir.

Yapilan c¢alismada, gallik asit, ferulik asit, vanillik asit ve o-kumarik asit
fenolik asitleri kullanilmigtir. Bu ¢aligsmanin amaci, bu fenolik asitlerin ve
kombinasyonlarinin antimikrobiyal ve antioksidan etkileri belirlenmesi ve elma
suyunda fenolik asitlerin bu etkilerinin incelenmesidir. Buna gore ilk olarak
antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium patojen bakterilerine karsin
incelenmistir. Fenolik asitlerin konsantrasonlar1 ise %0,3 (w/v), %0.,4 (w/v) ve
%0,5 (w/v) olacak sekilde calisilmistir. Bu dogrultuda ilk olarak fenolik
asitlerin bu bakteriler Gzerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC)

ve minimum bakteriyosidal konsantrasyonlar1t (MBC) belirlenmistir.

Buna gore, minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC), gallik asit igin,
Escherichia coli'de %0,3 (w/v), Staphylococcus aureus ve Salmonella
Typhimurium'da %0,4 (w/v); ferulik asit icin, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus ve Salmonella Typhimurium'da % 0,4 (w/v); vanillik igin, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium'da % 0,3 (w/v); ayni
sekilde o-kumarik asit icin, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Salmonella Typhimurium'da % 0,3 (w/v)’tiir. MBC degerleri ise; gallik asit igin,
Escherichia coli’de %0,3 (w/v), Staphylococcus aureus’ta %0,5(w/v) ve
Salmonella Typhimurium'da %0,4 (w/v); ferulik asit icin ise U¢ bakteride de
%0,5 (w/v)’ten biiyiilk oldugu; wvanillik asit icin de benzer sekilde

Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium'da %0,5 (w/v)’ten biylk
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oldugu, ancak Escherichia coli’de %0,5 (w/v) oldugu ve o-kumarik asit igin
Escherichia coli ve Salmonella Typhimurium'da %0,4 (w/v)oldugu,
Staphylococcus aureus’ta ise %0,3 (w/v) oldugu sonucuna ulasilmistir. MIC
degeri, fenolik asitlerin bakteriler iizerindeki etkili olduklar1 minimum
inhibisyon konsantrasyonudur ve bu deger belirlenirken 620 nm’de okunan
absorbans degerlerinin sabitlendigi en diisiik konsantrasyon g6z Oniine
alinmaktadir. MBC degeri ise fenolik asitlerin bakterileri tamamen yok ettigi
minimum bakteriyosidal konsantrasyondur. Bu deger belirlenirken absorbans
okumalarinin  yanisira, ekim yapilan petrilerde de {ireme olmamasi

gerekmektedir.

Patojen bakterilere kars1t MIC ve MBC degerleri belirlenen fenolik asitlerin ikili
kombiasyonlarinin da patojen bakterilere karsit sinerjistik antimikrobiyal
etkilerine (FIC) bakilmasi amaci ile fenolik asitlerin, 12MIC+12MIC;
12MIC+14MIC; 14MIC+12MIC; 1/4MIC+1/4MIC olacak sekilde ikili
kombinasyonlar1 yapilmistir. Benzer sekilde yapilan calisma sonucunda ve
matematiksel hesaplamalar ile fenolik asitlerin ikili komsinasyonlarinin patojen
bakteriler lizerinde es katkili etkilerinin oldugu belirlenmistir. Benzer konudaki
calismalara bakildiginda, sonuglarin yapilan deneyin sonuglariyla yakinlik
gosterdigi gozlemlenmistir. Fenolik asitler zayif asitlerdir ve mikrobiyal
hiicrelerde pH’y1 distlirerek hiicredeki zar yapisini bozmakta, sitoplazmay1

asitlestirmekte ve protein denatiirasyonuna neden olmaktadirlar.

Fenolik asitlerin en 6nemli o6zelliklerin biri de antioksidan yapilaridir. Fenol
kisminin reaktivitesine bagli olarak antioksidanlar gibi davranmaktadirlar.
Fenolik asitlerin baskin antioksidan aktivite ¢esidinin, hidrojen atomu
vermeleriyle radikalleri siiplirlicii etki olusturmalar1 oldugu yapilan
arastirmalarda belirlenlemistir. Buna gore bu tez ¢alismasida, fenolik asitlerin
anitoksidan etkileri ve birbirleri ile sinerjistik antioksidan etkileri incelenmistir.
Ilk olarak DPPH radikali giderme aktivitesi tayini metodu kullanilarak fenolik
asitler ve ikili kombinasyonlar1 i¢in %inhibisyon degerleri belirlenmistir. Buna
gore %inhibisyon degerleri, gallik asit icin 78,77; ferulik asit i¢in 27,40;
vanillik asit icin 10,80 ve o-kumarik asit i¢in ise 3,96 olarak belirlenmistir. En

yliksek inhibisyon degerinin gallik asit i¢in oldugu sonucuna ulasilmistir.
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Fenolik asitlerin kombinasyonlarinin sinerjistik antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi icin ise, ilk olarak her bir fenolik asit icin deneysel suplirme
kapasitesi (ESC) ve teorik siipiirme kapasitesi (TSC) belirlenmis, ardindan bu
iki deger oranlanarak sinerjistik etki (SE) belirlenmistir. Yapilan hesaplamalar
ile fenolik asitlerin ikili kombinasonlarinin birbirleri ile sinerjistik bir etki
gosterdikleri sonucuna ulasilmistir. %inhibisyon degerlerine bakildiginda da,
Oornegin gallik asit-0-okumarik asit bilesiminin, fenolik asitlerin tek haldeki
%inhibisyon degerinin toplami1 oldugu goriilebilmektedir. Benzer sekilde
vanillik-o-kumarik asit kombinasyonun da bu iki asidin toplamindan daha etkili

%inhibisyon olusturdugu goézlemlenmektedir.

Fenolik asitlerin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinin gidalar {izerindeKi
etkisini incelemek amaciyla, se¢ilen fenolik asit kombinasyonunun bir giin (24
saat) boyunca elma suyu ilizerindeki etkileri arastirilmistir. Buna gore ilk olarak,
bu asit kombinasyonunun antioksidan 6zelliginin, elma suyundaki esmerlesme
reaksiyonuna etkisi belirlenmistir. Bu ¢alismada 1s1l islemin de etkisini gormek
amaciyla 1s1l islem uygulanarak ve uygulanmayarak iki deney grubuyla
calistlmistir. Esmerlesme indeksi degerleri ve renk degisim degerleri
belirlenmistir. Deney sonuglarina bakildiginda, fenolik asit kombinasyonunun
elma suyunda esmerlesme reaksiyonuna az da olsa bir etkisi oldugu, ancak 1sil
islemin yine de en etkili yontem oldugu sonucuna ulasilmistir. Renk
degerlerinde de benzer sekilde fenolik asit kombinasyonunun kontrol gruplarina
gore daha az degisim oldugu, ancak 1s1l islemin yine en etkili yontem oldugu
sonucuna varilmistir. Benzer ¢alismalara bakildiginda fenolik asitlerin belirli bir
konsantrasyona kadar esmerlesme indeksi i¢in katalizor gorevi yaptigi
belirtilmistir. Ancak segilen konsantrasyonlarla hazirlanan gallik asit-vanillik
asit kombinasyonunun, bu reaksiyon i¢in katalizor olmadigi, aksine inhibe edici

etkisi oldugu yapilan tez calismasi ile belirlenmistir.

Gallik asit-vanillik asit kombinasyonunun elma suyunda antimikrobiyal
etkilerinin arastirilmasi amaciyla daha Onceden patojen bakterilerde bu
kombinasyon i¢in belirlenen etkili MIC kombinasyonuna gore calisilmistir.
Buna gére ilk olarak elma sular pastorize edilmis ardindan 10° kob/ml olacak

sekilde Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium
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patojen bakterilerden ve gallik asit-vanillik asit ilave edilmistir. 0., 6. ve 24.

saatlerde TSA besiyerine ekim yapilarak bakteri sayimlar1 ger¢eklestirilmistir.

Buna gore, fenolik asit igermeyen elma sularindaki bakterilerin buyime
egrilerine bakildiginda hepsi i¢in biiyiimenin gerceklestigi gozlemlenmistir.
Fenolik asit iceren elma sularina bakildiginda ise 24 saatin sonunda fenolik
asitlerin, Escherichia coli’nin neredeyse tamamini yok ettigi; Salmonella
Typhimurium’u tamamen yok ettigi ve Staphylococcus aureus’un ise

biiylimesini yavaslattigr gozlemlenmistir.

Fenolik asitlerin ve kombinasyonlarinin gidalardaki antimikrobiyal ve
antioksidan etkilerinin arastirilmasi i¢in yapilan ¢alismada, bu etkiler i¢in uygun
kosullar anlatilan sekilde belirlenmistir. Fenolik asitler, gidalarda da kombin
halde bulunmaktadir ve benzer ¢alismalar direkt olarak gidalar (zerinden de
yapilmaktadir. Sonuglara bakildiginda da tez ¢alismasindaki sonuglar1 destekler
nitelikte oldugu goriilmektedir. Fenoik asitler dogal olmalar1 ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile olduk¢a etkili olmalar1 nedeniyle koruyucu olarak da
tercih edilebilmektedirler. Yapilan tez ¢alismasinda da elma suyu iizerinde bu

ozelliklerinin etkili oldugu gézlemlenmistir.

Tez ¢alismasinda, literatiirden farkli olarak, secilen fenolik asitlerin ve bunlarin
kombinasyonlarinin antimikrobiyal ve antioksidan etkileri birlikte olarak ve
gallik asit-vanillik asit kombinasyonunun elma suyu Uzerindeki bu etkileri
incelenmistir. Bu tez ¢alismast dogrultusunda yapilabilecek caligsmalarda, bu
fenolik asit kombinasyonunun farkli gidalar iizerindeki antimikrobiyal ve
antioksidan etkisi veya farkli fenolik asitlerin kombinasyonlarinin elma suyunda
ve/veya farkli gidalardaki antimikrobiyal ve/veya antioksidan etkisi
incelenebilir. Gidalarda etkili oldugu diisiiniilen fenolik asitlerin veya
kombinasyonlarinin gidalrin tadinda nasil bir etki olusturdugu benzer sekilde

tez ¢alismasi dogrultusunda ¢alisilabilir.
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