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Ozet

Bu ¢aligmada; besin olarak tiiketilen Citrus limon (L.) Burm. f. (limon) ile muamele edilen Saccharomyces
cerevisiae ekstraktlarmin yag asidi, vitamin, fitosterol, flavonoid ve resveratrol igerikleri ile antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenerek karsilagtirmalar yapildi.

Elde edilen sonuglara gore; limon ekstraktindaki toplam yag asidi diizeylerinin belirgin, vitamin ve fitosteroller
iceriklerinin kismi seviyelerde oldugu goézlendi. S. cerevisiae ile hazirlanan limon ekstraktlarimin toplam yag
asidi diizeylerinin ¢ok belirgin, vitamin igeriklerinin farkli miktarlarda arttigi, flavonoid igeriklerinin ise farkli
oranlarda azaldigi saptandi. Calismada limonun degisen oranlarda antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelere
sahip oldugu goriildii. S. cerevisiae igeren limon ekstraktlarinin ise antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde yag
asidi ekstraktlarinin tiim bakteri, maya ve dermatofit funguslarda degisen oranlarda etkili oldugu goriiliirken,
vitamin ekstraktlarinin Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae FMC 5 ve flavonoid
ekstraktlarinin ise Bacillus megaterium DSM 32, Staphylococcus aureus COWAN 1, Trichophyton sp. digindaki
tiim mikroorganizmalarda az miktarlarda antimikrobiyal aktivite gdsterdigi saptandi.

Sonug olarak; besinsel lif kaynagi olan limonun, bu g¢aligmada kullanilan potansiyel probiyotik olarak kabul
edilen S. cerevisiae i¢in hem enerji kaynagi hemde olumlu yonde etkilerinin oldugu ve limondan elde edilen
ekstraktlar igerisinde gelisen bu maya tiirtiiniin faydali bitkisel biyolojik bilesiklere degisen oranlarda etki
gosterdigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, Yag Asidi, Vitamin, Fitosterol, Antimikrobiyal Aktivite.

Determination of Phytochemical Characteristics of Citrus limon (L.) Burm.
f. (Lemon) on the development of Saccharomyces cerevisiae as
probiotic yeast

Abstract

In this study; fatty acid, vitamin, phytosterol, flavonoid and resveratrol contents and antimicrobial activities of
Citrus limon (L.) Burm. f. (lemon) extracts treated with Saccharomyces cerevisiae were determined and
compared. C. limon (L.) Burm. f. (Iemon) is consumed as food worldwide both by humans and animals.
According to the results obtained; it was observed that total fatty acid contents in lemon extract were at certain
levels and vitamin and phytosterol contents were at moderately significant. It was detected that total fatty acid
levels of lemon extracts prepared with S. cerevisiae increased at significantly high and vitamin contents on the
other hand increased at different rates; however, flavonoid contents decreased at different rates. In the study, it
was noticed that Lemon had antioxidant and antimicrobial activities at changing rates.

When antimicrobial activities of lemon extracts containing S. cerevisiae were analyzed, it was observed that they
had effect at changing rates against all of the bacteria, yeasts and dermatophyte fungi of fatty acid extracts. On
the other hand, vitamin and flavonoid extracts demonstrated scarcely any antimicrobial activity against all of the
microorganisms except E. coli, K. pneumoniae and B. megaterium, S. aureus, Trichophyton sp.

In conclusion, it was detected that lemon, which is known as dietary fiber source, had both energy source and
positive effects for the development of S. cerevisiae used in this study which is also accepted as a potential
probiotic. It was observed that this yeast type developing in extracts obtained from lemon affected beneficial
phto- bioactive compounds at changing rates.
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1. Giris

Probiyotik kiiltiirler, bagirsakta dogal olarak bulunan mikroorganizma populasyonunu olumlu yonde
degistirerek, insan ya da hayvan sagligi iizerinde yararli etkiler yaratan tek veya karigik kiiltiirler
olarak tanimlanmaktadir. Mide bagirsakta bulunan mikroorganizmalar ile konak¢1 arasinda bir denge
vardir. Bu denge bozuldugu zaman klinik hastaliklar olusur. Son yillarda bagisiklik ile saglikli yagam
arasindaki iliski iizerine galigmalar artmis ve bu ¢aligmalar sonunda da sindirim sisteminin mikrobiyal
dengesi ile saglikli beslenme ve yasam arasinda dogrudan bir iligski oldugu netlik kazanmigtir [1].
Hamur mayasi olarak bilinen ve firincilik endistrisinde yaygin olarak kullanilan S. cerevisiae,
gastroenterit tedavisi i¢in probiyotik olarak, endojen floranin ve immiin sistemin diizenlenmesinde
kullanildigi, probiyotiklerin besinsel kaynaklarindan kefir tanelerinde fungal mikrobiyota’da
bulundugu, istenmeyen mikroorganizmalarin gelisiminin engellenmesi ve enzim iiretimi gibi bir¢ok
onemli etkilerinin oldugu ifade edilmistir [2-9]. Ayn1 zamanda viicudumuz igin yararli olan bu
mikroorganizmalarin beslenmesi i¢in prebiyotikler gereklidir [10]. Prebiyotik kaynak olarak
sindirilemeyen karbonhidratlarin tizerinde daha ¢ok durulmaktadir [11]. Prebiyotiklerin insan ve
hayvan saglig1 tizerine olumlu etkileri ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir [12-15].

Dogadaki mikro-organizmalarin insan sagligina olan olumlu etkilerine dikkat ¢ekmek amaciyla, son
yillarda probiyotik- prebiyotik konusu iizerine yogunlasilmistir. Bu ¢alismada hazim kolaylastirici ve
besinsel lif kaynagi olarak bilinen limonun, potansiyel probiyotik olan S. cerevisiae’nin gelisimine
nasil etki ettigi arastirilarak bazi fitokimyasal 6zellikleri karsilastirilmistir. Boylece bitkisel olarak
beslenmenin canlilarin sagligina yararli olan probiyotik- prebiyotik iligkisi {izerine yapacagi olumlu
etki bakimindan ¢aligmanin 6nemi vurgulanmustir.

2. Materyal ve Metot

Calismada kullanilan limon 6rnekleri Elaz1g ilinden temin edildi. Kabuk kisimlar ile birlikte ekstrakt
edilinceye kadar -20 °C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.1. Seker Analizi

10 g limon 6rnegi distile su ile homojenize edildi. Daha sonra santrifiij edilip (5000 rpm+4 °C) pellet
ile stipernatant kismu ayrildi. Toplam filtratin hacmi belirlendikten sonra HPLC cihaz ile analiz edildi
ve Shim-Pack HRC NH; (150x4.6 mm, 5u.) kolonu kullanildi. Mobil faz olarak Asetonitril+Su (v/v)
(%75/%25) karigimi kullanildi [16].

2.2. Lipid Ekstraksiyonu

Ornek 50/200 oraninda metanol ile hazirlanip steril cam erlene birakildi. Ekstrakt blenderda ¢oziiciiler
icerisinde pargalanmasiyla elde edildi. Pargalama isleminden sonra santrifiij edilip (5000 rpm+4 °C)
elde edilen siipernatantdan rotavopor kullanilarak g¢oéziiciiler ortamdan uzaklastirildi. Yas agirlig:
belirlenen hiicre pelletleri 3/2 (v/v) Hekzan-Izopropanol karisimi ile homojenize edildi. 5000 rpm’de 4
C”de 5dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi yag asidi ve ADEK vitamin analizi igin
kullanildi [17]. Alinan agirliklar total yag asidi miktarininin hesaplanmasinda kullanilda.

2.3. Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromatografik Analizi

Stipernatant kismindan 5 mL 6rnek alinip {izerine 5 mL %2’1lik metanolik siilfirik asit (2 mL siilfirik
asite yavas yavas 98 mL metanol eklenerek hazirlanir) ilave edildi. Vortekslendikten sonra 50° C’de
12 saat birakild1 ve oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra iizerine 5 mL % 5’lik sodyum kloriir
(NaClT) ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslendi. Yag asidi metil esterleri 5 mL hekzan ile ekstrakte edildi.
Bu karisim 5 mL % 2’lik KHCO3 ¢ozeltisi ile muamele edildikten sonra, hekzan fazi azot akimu ile
ucuruldu ve 1 mL hekzanda coziilerek yag asidi metil esterlerine doniistiiriildii. Yag asidi metil
esterleri analizi SHIMADZU GC 17 cihaziyla yapildi [18, 19].
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2.4. ADEK Vitaminleri ve Sterol Miktarimin HPLC Cihaz ile Analizi

Stipernatant kismindan alinan 5 mL 6rnek tizerine % 5°lik KOH ¢ozeltisi ilave edilip vortekslendi ve
85 C*de 15 dk. bekletildi. Sonra oda sicakligi diizeyinde sogutuldu ve {izerine 5 mL saf su ilave edildi
ve vortekslendi. Lipofilik molekiiller 2x5 mL hekzan ile muamele edildikten sonra ortamdaki hekzan
uzaklagtirildi. Sonra 1 mL (%50+%50, v/v) asetonitril/metanol karisiminda ¢6zdiirtiliip HPLC cihazi
ile analiz edildi [20, 21].

2.5. Fitosterollerin Ekstraksiyonu ve Analizi

Hekzan/izopropil alkol karigimi (3/2 v/v oraninda) ile homojenize edilen limon 6rnegi iizerine % 5’lik
KOH ilave edildi ve 85 °C’de hidroliz edildi. Ekstraksiyon n-heptan ile muamele edildi.

Analiz, Shimadzu marka HPLC cihazi ile yapildi. Cihazda pompa olarak LC-10 ADVP UV-visible
detector olarak SPD-10AVP, kolon firim1 olarak CTO-10ASVP, otosampler olarak SIL-10ADVP,
degasser tnitesi olarak DGU-14A ve Class VP software (Shimadzu, Kyota Japan), mobil faz olarak
asetonitril/metanol (%60+%40, v/v) karisimi kullanildi. Mobil faz akis hizi 1ml olarak belirlendi.
Analiz i¢in UV dedektor kullanildi. Kolon olarak da Siipelcosil LC 18 (15x4.6 cm, 5 pum; Sigma,
USA) kolonu kullanildi. A vitamini i¢in dedeksiyon dalga boyu 326 nm, E vitamini i¢in 202 nm, D ve
K vitaminleri i¢in 265 nm kullanild: [20].

2.6. Resveratrol ve Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Flavonoidlerin kromatografik analizi i¢in 5 um i¢ ¢apinda PREVAIL C18 (15x4.6 mm) ters-faz kolon
kullanildi. Mobil faz olarak %1 asetik asit iceren metanol/su/asetonitril (46/46/8, v/v/v) karigim
kullanildi. Flavonoid ve resveratrol analizi HPLC cihazinda yapildi ve tiim islemler 25 °C’de
gerceklestirildi [22].

2.7. DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi

Serbest radikal 25 mg/LL DPPH metanolik ¢ozelti hazirlandi. Deney sirasinda 3.9 mL DPPH
radikalinin metanolik ¢6zeltisi tizerine 25, 50, 100 ve 250 uL konsantrasyonlarda bitki 6rnekleri ilave
edilip vortekslendi ve oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dakika inkiibe edildi. Absorbans
degerleri i¢in 517 nm’de blanka kars1 spektrofotometrede okundu [23, 24].

Radikal temizleme aktivitesi % olarak hesaplandi. DPPH radikal temizleme aktivitesi;
(%)=[(KontrolA-Ornek\)/( Kontrol})]x100 formiilii ile hesaplandi.

2.8. Antimikrobiyal Aktivite
2.8.1. Cahsmada Kullamlan Test Mikroorganizmalari

Calismada probiyotik maya olarak kullamlan; Saccharomyces cerevisiae Firat Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvart kiiltiir kolleksiyonundan elde
edilerek, ekstraktlarin  antimikrobiyal etkilerinin  test edilmesinde kullanilan  patojen
mikroorganizmalardan; Staphylococcus aureus COWAN 1, Bacillus megaterium DSM 32, Klebsiella
pneumoniae FMC 5, Escherichia coli ATCC 25922 bakterileri, Candida albicans FMC 17, Candida
glabrata ATCC 66032 mayalari, Trichophyton sp., Epidermophyton sp. dermatofit fungus tiirleri de
ayn kiiltlir kolleksiyonundan saglandi.

2.8.2. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Ekim

Bakteri suslari; Nutrient Buyyon’a asilanarak 35+1°C’de 24 saat, maya suslari; Yeast Malt Ekstrakt
Buyyon’da ve dermatofit funguslar Glukozlu Sabouroud Buyyon’da 25+1°C’de 48 saat siire ile inkiibe
edildi. Sivi besiyerinde gelisen kiiltiirler, Mc Farland (0.5) standart tiipiine gore bulaniklik ayar1
yapildiktan sonra buyyon tiiplerine aktarildi. Erlenmayerde steril edilen ve 45-50°C’ye kadar
sogutulan Miiller Hinton Agar, Yeast Malt Ekstrakt Agar ve Sabouraud Dextrose Agar yukarida
belirtildigi sekilde hazirlanmip bakteri, maya ve funguslarin buyyondaki kiiltiirii ile %1 (kdiltiir
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orneklerinin alinacagi halkali 6zenin ¢ap1 0.01 mL s1v1 alacak sekilde olmalr) oraninda asilanarak (10°
bakteri/ mL, 10* maya/ mL, 10* fungus/ mL) iyice ¢alkalandiktan sonra 9 cm gapindaki steril petri
kutularina 15’er mL konuldu ve besiyerinin homojen bir sekilde dagilmasi saglanmis oldu.

2.8.3. Oyuk Agar Metodu

Her mikroorganizma icin ayr1 olarak agar hazirlandi. Bakteriler; miiller hinton agara igine ekim,
mayalar; yeast malt ekstrakt agara ve dermatofit funguslar; sabouraud dextrose agara yiizeysel ekim
yapildi. Katilagan agar iizerine 6 mm capinda oyuk acildi. Acilan oyuklara bir damla besiyerinden
sonra 10 plL flavanoid, vitamin, yag asidi ornekleri direkt olarak aktarildi. Bu sekilde hazirlanan petri
kutular1 4°C’de 1.5-2 saat bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 37+1°C’de 24 saat, maya ve
dermatofit asilanan plaklar ise 25+1°C’de 3 giin siire ile inkiibe edildi. Calisma 3 paralel olarak
yiriitiilerek ve sonuglar ortalama deger olarak inhibisyon zonu (mm) seklinde degerlendirildi [25, 26].

2.9. Saccharomyces cerevisiae’nin Gelistirilmesi ve Citrus limon (limon) Ekstrakti ile Muamele
Edilmesi

S. cerevisiae’nin gelisimi ve c¢ogalmasi i¢in Yeast Malt Ekstrakt Buyyon’a ekimi yapildi.
Spektrofotometre’de 517 nm’de absorbans degerleri okunduktan sonra hazirlanan minimal besiyeri ve
(0.019 M NaCl, 0.022 M KH2PO4, 0.049 M Na:HPOs, 0.019 M NH4CI, 0.002 M MgSO4, 0.011 M
Glukoz) [27] limon ekstraktininin oldugu ortama steril sartlarda S. cerevisiae’nin buyyondaki kiiltiirii
ile %1 oraninda agilanarak (10* maya/ mL) uygun pH (4.8) ortamm saglandi. Minimal besiyerinde
gelisim gosteren ekstraktlar alinip canli hiicre sayimu i¢in 6 h., 12 h., 24 h., 36 h., 48 h., 60 h. ve 72
h.’de spektrofotometre de 517 nm’de okunduktan sonra Malt Ekstakt Agar’a ekim yapilarak
inkiibasyona birakild1 ve koloni sayimlarina bakildi. Gelisim durma noktasina geldigi anda 6rnekler
santriftij edilerek pelletleri toplandi. Bu pelletlerin yag asidi, vitamin, flavonoid ve resveratrol ile
antimkrobiyal aktiviteleri incelendi. Kontrol grubu olarak ayni islemler sadece minimal besiyeri
ortaminda gelistirilen S. cerevisiae ve limon tizerinde de uygulandi ve kiyaslamalar yapildi. Calismalar
3 paralel halinde yiiriitiildii.

2.10. Istatistik Analizi
SPSS 15.0 software programu istatistik analiz i¢in kullanildi. ANOVA ve LSD testleri de gruplar ve
kontrol grubu (limon ve S. cerevisiae) arasindaki karsilagtirmalar i¢in kullanildi. Sonuglar mean =+

SEM olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin yorumlanmasinda p<0.001(¢ok yiiksek istatiksel
anlamlilik), p<0.01 (kismen istatiksel anlamlilik), p<0.05 (Cok az istatiksel anlamlilik) kullanildu.

3. Bulgular ve Tartisma
3. 1.Seker Analizi Sonugclari

Limon ekstraktinin seker analizi sonuglari incelendiginde (Tablo 1); maltoz, fruktoz, glukoz
miktariin yiiksek diizeylerde bulundugu goriildii.

Tablo 1. Citrus limon (limon) ekstratimin seker igerikleri

Seker LM
Arabinoz 0.0001+0.00002
Fruktoz 0.0575+0.00005
Glukoz 0.0837+0.00001
Sakkaroz 0.0294+0.00001
Maltoz 0.0340+0.0001

LM:Limon
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3.2. Yag Asidi, Vitamin, Fitosterol, Flavonoid ve Resveratrol Icerikleri
3.2.1. Yag Asidi

Limon ekstraktlarinin yag asidi icerikleri incelendiginde sirasiyla (Tablo 2); palmitik asit (16:0), oleik
asit (18:1), linoleik asidin (18:2), linolenik asit (18:3) bulundugu ve 16:0, 18:2’yi yiiksek diizeyler de
icerdigi gozlendi. S. cerevisiae ile muamele edilmis limon ekstraktlarinin kontrol grubu limon ve S.
cerevisiae'ya gore kiyaslandiginda; 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3 miktarlarinin ¢ok onemli seviyede
(p<0.0001, p<0.001), 16:0 miktarlarinin ¢ok diisiik seviyede arttigi tespit edildi (p<0.05). Bu durum
probiyotik olarak kabul edilen S. cerevisiae’nin limon ekstrakti ile simbiyotik olarak bir arada
bulunup, ortamdaki karbon kaynagindan etkilenerek yag asidi sentezinden sorumlu enzimleri aktive
ettigini gostermektedir. Boylece S. cerevisiae’nin gelisimini destekleyen bu ortamin yag asidi
igeriginde yiikselmeler gosterdigi sonucuna varildi. Yapilan ¢alismalarda Citrus sinensis, C. paradisi,
C. limon, C. aurantifolia tiirlerinde palmitik asit (16:0), palmiteloik asit (16:1), oleik (18:1), linoleik
(18:2) ve linolenik (18:3) asitin bulundugu, toplam yag asidi igeriginin ise %92 den fazla oldugu [28],
Citrus sinensis, C. paradisi, C. limon aurantifolia ve C. limettioides sacs ile yapilan ¢alismada bu dort
tiirlin yag asidi icerigi incelendiginde; 16/16:1’in her ekstrakt i¢in farkli seviyelerde oldugu, linoleik
asitin bulundugu belirtilmistir [29].

Tablo 2. S. cerevisiae ile muamele edilen Citrus limon (limon)’un yag asidi diizeyleri (nug/g)

Yag Asidi LM+SC LM SC
16:0 105.23£1.00° 93.73+0.08 44.19+4.14
16:1 172.43+3,294 - 264.00+0.38
18:0 98.00+1.09¢ 46.00+0.08 26.00+2.08
18:1 267.53+5.20 - 124.60+0.05
18:2 785.76+4.01¢ 89.23+0.26 43.16+2.88
18:3 159.00+4.53 ¢ 57.63+£0.120 43.23+4.34

Total pg/g 1532.43+44.07% 286.60+0.23 545.49+0.24

LM+SC:Limon+S. cerevisiae, LM:Limon SC:S. cerevisiae, 16:0:palmitik asit, 16:1:palmitoleik asit,
18:0:stearik asit, 18:1:0leik asit, 18:2 linoleik asit, 18:3:linolenik asit, cd:p<0.0001, d:p<0.001, c:p<0.01, b:
p<0.05

3.2.2. Fitosterol ve Vitamin Analiz Sonuc¢lari

Limon ekstraktlar1 vitamin ve fitosterol icerikleri bakimindan incelendiginde (Tablo 3); Ki K D
vitamini & -tokoferol a- tokoferol, ergosterol, fitosterollerden; stigmasterol, B-Sitosterol’un bulundugu
saptandi. S. cerevisiae ile muamele edilen limon ekstraktlarinin kontrol grubu limon ve S. cerevisiae
ile kiyaslandiginda D vitamini, retinol ve retinol asetat miktarinin ¢ok az (p<0.05); K, ergosterol, & —
tokoferol’iin anlamli seviyelerde (p<0.001); K vitamini, a-tokoferol, stigmasterol, B-sitosterol’iin ise
¢ok daha anlamli seviyelerde (p<0.0001) yiikseldigi tespit edildi. Buna goére limon ekstraktinin, S.
cerevisiae’nin gelisimini olumlu y6nde etkilemesi sonucunda vitamin ve fitosterol iiretiminde artigin
oldugu diistiniilmektedir.

Sadece limon iizerine caligmalar yapilmistir. Yapilan bir calismada birka¢ limon kabugu ve
¢ekirdeginden hazirlanan metanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve fenolik asid
ve flavonol igeriklerine karsin yiiksek oranlarda flavon ve glukosilat icerdikleri [30], yine baska bir
caligmada; limon meyvesinde C vitamini, - karoten, flavonoid, limonoid, folik asit ve bitkisel bir
polisakkarit olan diyet lifi gibi bilesiklerin mevcut oldugu ve bu biyoaktif bilesiklerin koruyucu etkiye
sahip olduklar1 buna bagli olarak antioksidan aktivite gosterdikleri belirtilmistir [31].

3.2.3. Flavonoid icerikleri ve DPPH Radikal Temizleme Etkisi
Limon da rutin, kuarsetin, kamferol, katesin, naringin, naringenin ve resveratrol’iin mevcut oldugu;

mirisetin ve morin’in olmadigr ve bu bitkide rutin, katesin, naringin, kamferol ve naringenin
miktarlarinin diger fenolik bilesiklere kiyasla daha yiiksek oranlarda bulundugu belirlendi (Tablo 4). S.
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cerevisiae ile muamele edilen limon ekstraktinda ise; limon’a gore (kontrol), rutin, katesin, naringinin,
kamferol, naringenin, kuarsetin ve resvaratroliin limona gore farkli seviyelerde azaldigi saptandi
(p<0.0001, p<0.001, p<0.001, p<0.05). Flavanoidler dahil fenolik bilesikler lipid serbest radikallerini
yok ederek yada serbest radikallerde bulunan hidroperoksitlerin ayrigsmasini 6nleyerek antioksidan
aktivite gosterdigi i¢in olduk¢a dnemli bitki bilesenleridir [32, 33]. Sonug olarak fenolik bilesiklerdeki
azalma S. cerevisiae’nin limondaki bu bilesikleri kullandiginin bir belirtisidir.

Yapilan birgok c¢alismada limon meyvesinin i¢erdigi naringin ve limonin bilesiklerinin bulundugu
ayrica pektin ve diyet lifi bakimindan bitkisel bir kaynak oldugu [34], vitamin, flavonoid, karatenoid,
mineral ve diyet lifi bakimindan zengin olan limon meyvesinin sagliga faydali biyoaktif bilesikler
oldugu [35], Citrus myrtifolia Raf. ekstraktlarimin siiperoksit ve radikal temizleme aktivitesinin ¢ok
etkin diizeylerde oldugu tespit edilmistir [36].

Limonun DPPH (a,a-Diphenyl-p-picrylhydrazyl) serbest radikalini temizleme etkisi incelendiginde
gittikge artan bir antioksidan etkiye sahip oldugu ve 6zellikle 100-250 ul’lik konsantrasyon da belirgin
bir etki gosterdigi bulundu ($ekil 1).

Limonda bulunan limonoid, limonin, nomilin ve glukozid bilesiklerinin 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl
(DPPH) radikal temizleme aktivitesini diisiik seviyelerde oldugu [37], limonda bulunan limonoid,
flavonoid, kumarin gibi fenolik bilesiklerin antioksidan Ozelligi {izerine yapilan bir ¢alismada,
limonin, limonin glukozid, neorositrin gibi bilesiklerin gii¢lii bir antioksidan etkiye sahip oldugu
yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir [38].

Tablo 3. S. cerevisiae ile muamele edilen Citrus limon (limon)’un vitamin ve fitosterol diizeyleri (ug/q)

Lipofilik LM +SC LM sC
vitaminler ve
fitosteroller
Vitamin K1 0.025+0.009 0.0008+0.0004 0.0022+0.0003
Vitamin Kz 0.0056+0.00 ©d 0.0002+0.0001 0.0020+0.0007
Vitamin D 0.0076+0.001 © 0.0064+0.0028 0.0020+0.00007
aTokoferol 0.24+0.003< 0.0089+0.009 0.040+0.0011
oTokoferol 0.0033+0.00¢ 0.0001£0.0001 0.0005+0.0001
Retinol 0.0008+0.00° - -
Retinol Asetat 0.0001+0.00° - 0.0002+0.00
B-sitositerol 0.87+0.0003< 0.049+0.0067 0.31+0.008
Stigmasterol 0.72+0.003< 0.015+0.0038 0.12+0.013
Ergosterol 0.0164+0.001¢ 0.0020+0.0001 0.009+0.0006

LM+SC:Limon+S. cerevisiae, LM:Limon cd:p<0.0001, d:p<0.001, ¢:p<0.01, b:p<0.05

Tablo 4. S. cerevisiae ile muamele edilen Citrus limon (limon)’un flavonoid ve resveratrol diizeyleri (ug/g)

Flavonoidler LM+SC LM
Rutin 0.00=:0.00% 0.0232+0.004 °
Kuarsetin 0.0001£0.00¢ 0.0002+0.0001
Mirisetin - -
Morin - -
Kamferol 0.00=:0.00%° 0.0047+0.0003 @
Katesin 0.002+0.001° 0.0234+0.011 <@
Naringin 0.042+0.0001¢ 0.056+0.00025 «
Naringenin 0.000.00 ° 0.0057+0.0008 ¢
Resveratrol 0.00:0.00%° 0.0010+0.0001°¢

LM+SC:Limon+S. cerevisiae, LM:Limon cd:p<0.0001, d:p<0.001, c:p<0.01
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Sekil 1. Citrus limon (limon) ekstraktlarinin DPPH radikali temizleme aktivitesi LM: Limon
3.2.3. Antimikrobiyal Aktivite

Calismada kullanilan limon meyvesinden elde edilen yag asidi, vitamin ve flavonoid ekstraktlarinin
antibakteriyal ve antifungal etkileri Tablo 5°te verildi. Probiyotik maya ile ekstrakte edilmis limon yag
asidi vitamin ve flavonoid ekstraktlarinin antibakteriyal ve antifungal etkileri Tablo 6’da verildi.
Limon meyvesinin (LM) yag asidi ekstraktlarinin ¢alismada kullanilan test mikroorganizmalarindan
K. pneumoniae, S. aureus disinda tiim bakteri, maya ve funguslarin gelisimlerini degisen oranlarda
onledigi saptandi. Bu ekstraktlarin, gram (-) bakterilerden; E. coli de (15.6 mm) ¢ok yiiksek, gram (+)
bakterilerden; B. megaterium (27.6 mm), mayalardan; C. albicans (12.6 mm), C. glabrata da (11.6
mm) kismi, funguslardan; Epidermophyton sp. (23.6 mm), Trichophyton sp. (17.6 mm) {izerinde
belirgin bir antibakteriyal ve antifungal aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Negatif ve pozitif kontrol
grubuna ile karsilastirildiginda; farkli oranlarda antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriildii (Tablo 5).
Probiyotik maya ile ekstrakte edilmis limon yag asidi ekstraktinin (LM+SC: limon+S. cerevisiae),
biitiin maya ve dermatofit funguslarina karsi antifungal aktiviteye sahip oldugu goriildii (8.33-11.66
mm/ inhibisyon zonu). Bakteri tiirlerinden ise E. coli, K. pneumoniae, B. megaterium da etki
gosterdigi (9.66 mm, 11.66 mm), buna karsilik S. aureus da herhangi bir etki gostermedigi tespit edildi
(Tablo 6). Ayrica S. cerevisiae yag asidi ekstraktlarinin ise 6zellikle maya ve dermatofit funguslarin
gelisimini engelledigi belirlendi. Bakterilerden ise sadece S. aureus da etki gosterdigi saptandi (Tablo
6).

Limon meyvesindeki vitamin ekstraktlarinin bakteri, maya, dermatofit funguslarin gelisimlerine etkisi
incelendiginde; E. coli, Epidermophyton sp., Trichophyton sp. de kismen (13.66 mm, 11.66 mm, 15.66
mm), K. pneumoniae, B. megaterium, C. glabrata’da belirgin (26.0 mm, 18.6 mm, 15.66 mm), S.
aureus, C. albicans’da ¢ok yiiksek seviyede (sirasiyla; 28.5 mm, 27.5 mm, 26.5 mm) bir
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gozlendi (Tablo 5). Probiyotik maya ile ekstrakte edilmis limon
vitamin ekstraktlarinin; bakterilerden B. megaterium, S. aureus (9.66 mm, 11.66 mm) ve maya ve
dermofit funguslarmin (8§ mm-11.66 mm) tiimiine diisiik oranda etki gosterdigi ancak E. coli, K.
pneumoniae tiirlerine etki etmedigi gortildii (Tablo 6). Ayrica S. cerevisiae vitamin ekstraktlarinin ise
ozellikle maya ve dermatofit funguslarin gelisimini engelledigi belirlendi. Bakterilerden ise E. coli
(9.66 mm), B. megaterium da (8.0 mm) az; K. pneumoniae (11.66 mm) ve S. aureus da (15.66
mm)yiiksek etki gosterdigi saptandi (Tablo 6).

Limon flavonoid ekstraktlar1 antibakteriyal ve antifungal aktivitelerine gore incelendiginde ¢ok 6nemli
diizeylerde bir etkinin olmadigi tespit edildi (8.66 mm-13.66 mm) (Tablo 5). S. cerevisiae ile
hazirlanmis limonun flavonoid ekstraktlarinin ise bakterilerden B. megaterium, S. aureus ve
Trichophyton sp. disindaki mikroorganizmalara karsi diisiik seviyede antimikrobiyal aktivite
sergiledigi gozlendi (8-9 mm) (Tablo 6).

Yapilan bir ¢alismada limon meyvesinde yiiksek oranlarda bulunan sekonder metabolitlerden;
limonoidlerin antikanser, kolesterol disiiriicii ve antiviral dzellige sahip olduklari [39], limonda
mevcut olan flavonoidlerden dolay1 bir ¢ok biyolojik aktivite dahil olmak tizere, tibbi etkilerinin
oldugu belirtilmistir [40].

Limon ile yapilan bir¢ok arastirma elde edilen limon ekstraktlarinin sonuglarini destekler niteliktedir.
Nitekim Citrus microcarpa ekstraktlarindan izole edilen 2-Hydroxypropane-1, 2, 3-tricarboxylic
asidin calismada kullanilan mikroorganizmalara [Escherichia coli (ATCC 25922), Citrobacter
freundii, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus agalatiae, Edwardsiella
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tarda ve Yersinia enterocolitica] karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi yapilan c¢alismalarla
belirtilmistir [41].

Caligmamizda S. cerevisiae igeren limon ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde yag
asidi ve vitamin ekstraktlarinin kontrol gruplarma (limon ve S. cerevisiae) kiyasla, kullanilan
bakterilerin bazilarinda, maya ve dermatofit funguslarin tiimiinde belirgin ve degisen oranlarda etkili
oldugu goriiliirken, flavonoid ekstraktlarinin ise yok denecek kadar az miktarlarda antimikrobiyal
aktivite gosterdigi saptandi. Antimikrobiyal aktivite de goriilen azalmalarin nedeninin yapilarinda
dogal olarak bulunan biyoaktif bilesiklerin S. cerevisiae tarafindan tiiketilmesi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir.

Ayrica daha 6nceki arastiricilarinda belirttigi gibi mikroorganizmalarin kemoterapotik maddelere karsi
duyarhliklarinin sustan susa [42] bitkilerin fitokimyasal 6zelliklerinin ise tiirdenden tiire farklilik
gosterebilecegi, bu yiizden kullanilan bazi bitki ekstraklarinin antimikrobiyal aktivite gdsterebilecegi
caligmanin sonuglarini destekler niteliktedir. Buna gore elde edilen bu verilerin yapilan yag asidi,
vitamin ve fitosterol, flavonoid ve resveratrol analizi ile paralel sonuclar gosterdigi ortaya ¢ikmistir.
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Tablo5. Citrus limon (limon)’un yag asidi, vitamin ve flavonoid ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri (mm)

Mikroorganizmalar LM Negatif Kontrol Pozitif Kontrol

Yag Asidi Vitamin Flavonoid Metanol Hekzan Standart

E. coli 15.6+0.33< 13.66+0.33¢ 13.6+0.33 - 15.33+0.3 10.3+0.3%*

K. pneumoniae 0.00+0.002 26.00+0.00¢ - - 14.6+0.3 9.6+0.3%*

B. megaterium 27.6+0.33 18.66+0.33¢ 10.040.00 - 13.0+0.6 13.340.3%*

S. aureus 0.00+0.002 36.66+0.33¢ 8.66+0.33 - 12.3+0.3 9.3+0.3**

C. albicans 12.6+0.33¢ 37.66+0.33¢ 11.66+0.33 - 17.0£0.0 18.0+0.6*

C. glabrata 11.6+0.33¢ 23.66+0.334 11.0+0.0 - 11.0 £0.0 12.6+0.3*
Epidermophyton sp. 23.6+0.33 11.66+0.33°¢ 9.66+0.33 - 9.3+0.3 NT
Trichophyton sp. 17.6+0.33< 15.66+0.33° 9.0+0.00 - 17.3+0.3 NT

Standart: *:Nystatin (Antifungal, 30 pg/disk), **:Streptomycin sulphate (antibakteriyal,10 pg/disk), Kontrol (negatif kontrol: metanol ve hekzan):10 uL, NT:Test edilmedi
cd:p<0.0001 (¢ok yiiksek diizeyde istatiksel anlamlilik var), d:p<0.001 (belirgin diizeyde istatiksel anlamlilik var), c:p<0.01(kismen istatiksel anlamlilik var),
b:p<0.05 (¢ok az diizeyde istatiksel anlamlilik var), a:p >0.05 (istatiksel anlamlilik yok)
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Tablo6. S. cerevisiae ile muamele edilen Citrus limon (limon)’un yag asidi, vitamin ve flavonoid ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktiviteleri (mm)

Mikroorganizmalar LM+SC SC
Yag Asidi Vitamin Flavonoid Yag Asidi Vitamin

E. coli 9.66+0.33 - 8.0£0.00 - 9.66+0.33
K. pneumoniae 11.66+0.33 - 8.0£0.00 - 11.66+0.33
B. megaterium 11.66+0.33 9.66+0.33 - - 8.00+0.00
S. aureus - 11.66+0.33 - 8.00+=0.00 15.66+0.33
C. albicans 11.66+0.33 8.00£0.00 9.0£0.00 18.66+0.33 15.66+0.33
C. glabrata 10.66+0.33 11.66+0.33 8.0+0.00 9.66+0.33 15.66+0.33
Epidermophyton sp. 9.66+0.33 10.33+0.33 9.00+0.00 27.66+0.33 20.66+0.33
Trichophyton sp. 8.33+0.00 11.33+0.33 - 9. 66+0.33 19.66+0.33

LM+SC:Limon+S. cerevisiae, SC:S. cerevisiae
3. Sonuc ve Oneriler

Besinsel liflerin saglik tizerine olumlu etkileri pek ¢ok arastirmaya konu olmustur [43,44]. Besinsel
lifli bir bitki olan limonun biyoaktif bilesenler ve etkileri lizerine (yag asidi, vitamin ve fitosteroler,
flavonoid ve resveratrol, DPPH) ¢alismalar yapilmasina karsin, bu lifli gidanin probiyotik maya olan
S. cerevisiae gelisimine etkileri ve bu maya {izerindeki etkiyi belirleyen ¢aligmalara rastlanilmamstir.
Ancak bu yonde pre ve probiyotik iliskisi bakimindan yapilan iki ¢alisma mevcuttur. Buna gore;
Saccharomyces boulardii ile hazirlanan Zea mays L. (musir) ekstraktlarinin fitokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi tizerine yapilan ¢alismada S. boulardii ile hazirlanan Z. mays L. (misir) bitkisinin yag
asidi, vitamin, fitosterol, flavonoid, resveratrol igerikleri, antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.
Bitkiden elde edilen ekstraktlarda gelisen S. boulardii’nin biyoaktif bilesikleri farkli oranlarda
etkiledigi tespit edilmistir [45]. Diger calismada ise lifli besin olarak tiiketilen Avena sativa (yulaf) ile
muamele edilen Debaryomyces hansenii ekstraktlarinin yag asidi, vitamin, fitosterol, flavonoid ve
resveratrol icerikleri ile antimikrobiyal aktiviteleri belirlenerek karsilagtirmalar yapilmis ve A. sativa
(yulaf)’nin probiyotik olarak kabul edilen D. hansenii’nin gelisimine olumlu yonde etkilerinin oldugu
ve bu lifli bitkiden elde edilen ekstraktlar icerisinde gelisen bu maya tiiriiniin biyoaktif bilesiklere
degisen oranlarda etki gosterdigi saptanmistir[46].

Sonug olarak; elde edilen veriler 1s18inda limon meyvesinin, ¢alismamizda kullanilan saglik agisindan
yararli probiyotik maya olarak kabul edilen S. cerevisiae gelisimine olumlu yonde etkilerinin oldugu,
bu meyveden elde edilen ekstraktin igerisinde gelisen S. cerevisiae’nin, biyoaktif bilesiklere degisen
oranlarda etki gosterdigi saptandi. Béylece bitkisel olarak beslenmenin, uzun ve saglikli yasam igin
gerekli olan probiyotikler {izerine yapacagi olumlu etki (bitki-probiyotik iligkisi) bakimindan
caligmanin 6nemi vurgulandi. Ayrica; bitkisel lif kaynakli besinlerle ¢ogaltilan probiyotik mayalardan
elde edilen ekstraktlarinda, patojen bakteri ve maya ve dermatofit funguslar {izerine olan etkilerinin
saptanmis olmasi bu konuda yapilacak olan ¢aligsmalara katki sagliyacak niteliktedir.
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