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OZET

Bu tez ¢alismasinda, etanol ve su ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen fistik dis pembe
(PVE ve PVD) ve ananas kabugu ekstraktlariin (ACE ve ACD) fitokimyasal
icerikleri, antioksidan kapasiteleri, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas auroginosa,
Streptococcus uberis, Bacillus cereus ve B. subtilis suslarina kars1 antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkinlikleri incelendi. Ayrica, bu ekstraktlarin antiquorum sensing
etkileri, bakteriyel hareket (siiziilme ve ylizme) ve piyosiyanin iiretimi inhibisyonu ile
hiicre zar potansiyeline ve sitoplazmik pH degerine etkileri arastirildi.

PVE ve PVD ekstraktlarinin sirasiyla; gallik asit (1.9 ve 1.5 mg/g) ve kuersetin (0.025
ve 0.009 mg/g) igerigi, antioksidan kapasiteleri (SCso: 0.63 ve 0.56 mg/mL),
antimikrobiyal (inhibisyon zon ¢aplari: 15-20 mm ve 15-17 mm, MiK: 0.8-49 mg/mL
ve 11.1-82.5 mg/mL, MBK: 1.3-99 mg/mL ve 15.7-150 mg/mL), antibiyofilm
(6nleme: %0-100, ortadan kaldirma: %30-74 ve %0-100) ve antiquorum sensing
etkinlikleri (kalitatif: 18 ve 16 mm, kantitatif: %63 ve 55), piyosiyanin inhibisyonu
(%61 ve 75) ve bakteriyel harekete etkileri (ylizme ve siiziilme: %100) belirlendi.

ACE ve ACD ekstraktlarinin sirasiyla; toplam fenolik (1.7 ve 1.4 mg GAE/g) ve
askorbik asit (11.6 ve 11.2 mg/mL) igerigi, antioksidan kapasiteleri (SCso: 27.19 ve
29.45 mg/mL), antimikrobiyal (inhibisyon zon caplari: 10-13 mm ve7-12 mm,
MIK:36.7-111.2 mg/mL ve 24.9-151.8 mg/mL MBK: 49.8-157.3 mg/mL ve 39.6-
197.3 mg/mL), antibiyofilm (6nleme: %27-95) ve antiquorum sensing etkinlikleri
(kalitatif: 14 ve 15 mm, kantitatif: %85 ve 69), piyosiyanin inhibisyonu (%94 ve 98)
ve bakteriyel harekete etkileri (ylizme ve siiziilme: %100) belirlendi. Ayrica,
ekstraktlarin S. aureus ve E. coli bakterilerinde zar potansiyelini depolarizasyon
yoniinde degistirdigi ve sitoplazmik pH degerlerini de farkli oranlarda diistirdiigi
gorild.

Bakir nanopartikiil sentezinde indirgeyici ajan olarak kullanimi1 degerlendirilen PVE
ekstrakti ile amorf yapida nanopartikiil elde edildigi ve kimyasal yontemle sentezlenen
bakir nanopartikiillere yakin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edildi.

Sonug olarak, fistik dis pembe kabugu ve ananas kabugu ekstraktlarinin gida, kozmetik
veya ilag endiistrileri i¢in c¢esitli biyoaktivitelere sahip potansiyel dogal ajan
kaynaklar1 olabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Pistacia vera dis pembe kabugu, Ananas comosum kabugu,

Fitokimyasal icerik, Antimikrobiyal, Antibiyofilm, Antiquorum sensing
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ABSTRACT

In this thesis, the phytochemical contents, antioxidant capacities, and antimicrobial
and antibiofilm activities of pistachio rosy hull (PVE and PVD) and pineapple peel
extracts (ACE and ACD) obtained using ethanol and water solutions were investigated.
The extracts were tested against Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus uberis, Bacillus cereus, and B. subtilis strains by antimicrobial and
antibiofilm activitiy tests. Additionally, the antiquorum sensing effects of these
extracts, as well as their impact on bacterial motility (swimming and swarming),
pyocyanin production inhibition, and effects on cell membrane potential and
cytoplasmic pH were evaluated.

Gallic acid (1.9 and 1.5 mg/g) and quercetin (0.025 and 0.009 mg/g) contents,
antioxidant capacities (SC50: 0.63 and 0.56 mg/mL), antimicrobial activities
(inhibition zone diameters: 15-20 mm and 15-17 mm, MIC: 0.8-49 mg/mL and 11.1-
82.5 mg/mL, MBC: 1.3-99 mg/mL and 15.7-150 mg/mL), antibiofilm activities
(prevention: 0-100%, eradication: 30-74%, and 0-100%), antiquorum sensing
activities (qualitative: 18 and 16 mm, quantitative: 63% and 55%), pyocyanin
inhibition (61% and 75%), and effects on bacterial motility (Swimming and swarming:
100%) were measured in PVE and PVD extracts.

The following parameters were also, assessed for ACE and ACD extracts: total
phenolic (1.7 and 1.4 mg GAE/g) and ascorbic acid (11.6 and 11.2 mg/mL) contents,
antioxidant capacities (SC50: 27.19 and 29.45 mg/mL), antimicrobial activities
(inhibition zone diameters: 10-13 mm and 7-12 mm, MIC: 36.7-111.2 mg/mL and
24.9-151.8 mg/mL, MBC: 49.8-157.3 mg/mL and 39.6-197.3 mg/mL), antibiofilm
activities (prevention: 27-95%), antiquorum sensing activities (qualitative: 14 and 15
mm, quantitative: 85% and 69%), pyocyanin inhibition (94% and 98%), and effects on
bacterial motility (swimming and swarming: 100%). In addition, both extracts caused
depolarization in membrane potential in strains of S. aureus and E. coli in altered range
and lowered cytoplasmic pH values to varying extents.

The PVE extract, evaluated for its use as a reducing agent in copper nanoparticle
synthesis, produced amorphous nanoparticles with antimicrobial effects similar to
chemically synthesized copper nanoparticles. In conclusion, pistachio rosy hull and
pineapple peel extracts were identified as potential natural sources with various
bioactivities for the food, cosmetic, or pharmaceutical industries.

Keywords: Pistacia vera rosy hull, Ananas comosum peel, Phytochemical

content, Antimicrobial, Antibiofilm, Antiquorum sensing
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°C
ABD
abs
ACD
ACE
ADP
Ag
AIDS
Al
Anti-QS
ArO*
ArOH
ATCC
ATP

BC

BS
CFDA-SE
Cu

CUMER

DiBAC4(3)
DiSCs(5)
DMSO
DNA
DPPH
EA

EC

EF
EPS
ET-PT
ETS
FAD
FAO

g
G-1000
G-50
GAE
HPLC
HSL
IPA

k/s

KE

kob

L

LB

M
MAE

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Selsius derece

: Amerika Birlesik Devletleri

: Absorbans

: Ananas kabugu su ekstrakti

: Ananas kabugu etanol ekstrakti

: Adenozin difosfat

: Glimiis

: Acquired immune deficiency syndrome
: Aliminyum

. Antiquorum sensing

: Fenolik radikal bilesik

: Antioksidan fitokimyasal bilesik

: American Type Culture Collection

: Adenozin trifosfat

: Bacillus cereus

: Bacillus subtilis

: Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
: Bakar

: Cukurova Universitesi Merkez Arastirma
Laboratuvaru

: Bis-(1,3-dibutylbarbituric Acid) trimethine oxonol
. 3,3-dipropylthiadicarbocyanine iodide
: Dimetil siilfoksit

: Deoksiriboniikleik asit

: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

: Enterobacter aerogenes

: Escherichia coli

: Enterococcus faecalis

: Ekzopolisakkarit

: Elektron transferi-proton transfer

: Elektron tagima sistemi

: Flavin adenin diniikleotid

: Food and Agriculture Organization

: Gram

: Gentamisin 1000 pg/mL uygulamasi

: Gentamisin 50 ng/mL uygulamasi

: Gallik asit esdegeri

: High performance liquid chromatography
: Homoserin lakton

: Indol-3-piirivik asite

: Kati/s1vi

: Kuersetin esdegeri

: Koloni olusturma birimi

. Litre

: Luria-Bertani besiyeri

: Molar

: Mikrodalga aracili ekstraksiyon

Xiv



MBK
mg
MHA
MHB
MIK
mL

N

NA
NAD
NADPH
nm
NP
oD
PA
PC-ET/HAT
Pd
pH
PHG
Pl
pKa
ppm
PVA
PVD
PVE

QS
R.

RH
RID
RNA
rpm
s/s

SA
SC50
SPLET
SU
TFC
TiO2
™
TPC
TPP*
TSB
USDA
uv
Zn0O

ng
pL

: Minimal bakterisidal konsantrasyon

: Miligram

: Mueller-Hinton agar besiyeri

: Mueller-Hinton s1v1 besiyeri

: Minimal inhibisyon konsantrasyonu

- Mililitre

: Normal

: Nutrient agar besiyeri

: Nikotinamid adenin diniikleotid

: Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
: Nanometre

: Nanopartikiil

: Optik Yogunluk

: Pseudomonas aeruginosa

: Proton esli elektron transferi/hidrojen atom transferi
: Palladyum

: Hidrojen potansiyeli

: Proton hareket giicii

: Propidyum iyodid

: Asidik iyonlagma sabiti

: Milyonda bir

: Protodeoksiviyolaseinik asit

: Fistik dis pembe kabugu su ekstrakti

: Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti
: Quorum sensing

: Serbest radikal

: Notral bilesik

: Refraktif indeks dedektorii

: Riboniikleik asit

: Dakikada dénme hiz1

: S1vi/sivi

: Staphylococcus aureus

: % 50 serbest radikal siipiirme konsantrasyonu
: Ardisik proton kaybi elektron transferi
: Streptococcus uberis

: Toplam flavonoid icerigi

: Titanyum oksit

: Ticari marka

: Toplam fenolik igerigi

: Tetrafenil fosfonyum

: Triptik soya s1v1 besiyeri

: United States Department of Agriculture
. Ultraviyole

: Cinko oksit

: Mikrogram

: Mikrolitre
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Sekil 2.1:
Sekil 2.2:

Sekil 2.3:
Sekil 2.4:
Sekil 3.1:

Sekil 3.2:
Sekil 3.3:
Sekil 3.4:
Sekil 4.1:
Sekil 4.2:

Sekil 4.3:

Sekil 4.4:

Sekil 4.5:
Sekil 4.6:

Sekil 4.7:
Sekil 4.8:
Sekil 4.9:

SEKILLER DiZINi

Aromatik halkalarina baglanmis olan karbon atomlarinin
sayisina gore fenolik bilesikler.

Bitkilerden biyoaktif bilesik eldesinde kullanilan
ekstraksiyon yontemleri.

Viyolasein operonunun sematik gosterimi.

Viyolasein biyosentezi.

Toplam fenolik igerik belirlemek amaciyla olusturulan gallik
asit standardina ait kalibrasyon grafigi.

Toplam flavonoid igerik belirlemek amaciyla olusturulan
kuersetin standardina ait kalibrasyon grafigi.

SCso degerlerini hesaplamada kullanilan gallik asit
standardina ait kalibrasyon grafigi.

SCsp degerlerini hesaplamada kullanilan askorbik asit
standardina ait kalibrasyon grafigi.

Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarina ait
gallik asit igeriklerini gésteren HPLC kromatogrami.

Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarina ait
kuersetin iceriklerini gosteren HPLC kromatogrami.

PVE ekstraktina ait katesin (1), kafeik asit (2), epikatesin (3),
p-kumarik asit (4) ve ellajik asit (5) igeriklerini (ng/g) ve bu
iceriklerin tutulma zamanlarinm (dk) gosteren HPLC
kromatogrami.

Ananas kabugu etanol ekstraktina (ACE) ait gallik asit (1),
katesin (2), katesin (3), p-kumarik asit (4) ve ferulik asit (5)
icerikleri (mg/g) ve bu iceriklerin tutulma zamanlarini (dk)
gosteren HPLC kromatogrami.

Fistik dis pembe kabugu etanol ekstraktina (PVE) ait FT-IR
spektrasi.

Fistik dis pembe kabugu su ekstraktina (PVD) ait FT-IR
spektrasi.

Ananas kabugu etanol ekstraktina (ACE) ait FT-IR spektrasi.
Ananas su ekstraktina (ACD) ait FT-IR spektrasi.

Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar ile gallik
asit (GA) farkli konsantrasyonlarinin DPPH radikaline kars1
antioksidan kapasiteleri (%).

Sekil 4.10: Ananas kabugu etanol (ACE) ile su (ACD) ekstraktlar1 ve

askorbik asit (AA) ile gallik asidin (GA) farkl
konsantrasyonlarinin DPPH radikaline kars1 antioksidan
kapasiteleri.

Sekil 4.11: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)

ekstraktlar1 (1-1/32) ve gentamisin (G-50 ve G-1000)
uygulamalarinin test bakterileri iizerinde olusturduklari
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) (A: E. faecalis ATCC 29212,
B: S. aureus ATCC 25923 ve C: S. aureus ATCC 29213).
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Sekil 4.12: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlar1 (1-1/32) ve gentamisin (G-50, G-1000)
uygulamalarinin test bakterileri iizerinde olusturduklari
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) (A: S. uberis ATCC 700407, B:
B. cereus ATCC 11778 ve C: B. subtilis ATCC 6633).

Sekil 4.13: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar (1-
1/8) ve gentamisin (G-50, G-1000) uygulamalarinin test
bakterileri iizerinde olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplari
(mm), (A: E. coli ATCC 25922, B: E. aerogenes ATCC
13408 ve C: E. faecalis ATCC 29212).

Sekil 4.14: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar (1-
1/8) ve gentamisin (G-50, G-1000) uygulamalarinin test
bakterileri iizerinde olusturduklar inhibisyon zon ¢aplari
(mm), (A: S. aureus ATCC 25923, B: S. aureus ATCC
29213 ve C: P. aeruginosa ATCC 27853).

Sekil 4.15: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 (1-
1/8) ve gentamisin (G-50, G-1000) uygulamalarinin test
bakterileri iizerinde olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari
(mm), (A: S. uberis ATCC 700407, C: B. cereus ATCC
11778 ve C: B. subtilis ATCC 6633).

Sekil 4.16: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlarinin test bakterilerinin zamana bagli biiyiimelerine
etkileri (A: E. faecalis ATCC 29212, B: S. aureus ATCC
25923 ve C: S. aureus ATCC 29213).

Sekil 4.17: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlarinin test bakterilerinin zamana bagl biiylimelerine
etkileri (A: S. uberis ATCC 700407, B: B. cereus ATCC
11778 ve C: B. subtilis ATCC 6633).

Sekil 4.17: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
test bakterilerinin zamana bagli biiytimelerine etkileri (A: E.
coli ATCC 25922, B: E. aerogenes ATCC 13408 ve C: E.
faecalis ATCC 29212).

Sekil 4.18: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
test bakterilerinin zamana bagli biiyiimelerine etkileri (S.
aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa
ATCC 27853).

Sekil 4.19: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
test bakterilerinin zamana bagli biiyiimelerine etkileri (S.
uberis ATCC 700407, B. cereus ATCC 11778 ve B. subtilis
ATCC 6633).

Sekil 4.20: Test bakterilerinin polistiren mikrotitrasyon plakalarinda
olusturdugu biyofilm tabakalarinin yogunlugu (ODs7s).

Sekil 4.21: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlari ile gentamisin uygulamalarinin test bakterilerinin
biyofilm olusumunu 6nleyici etkileri (%).

Sekil 4.22: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlari ile
gentamisin uygulamalarinin test bakterilerinin biyofilm
olusumunu 6nleyici etkileri (%).

Sekil 4.23: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlari ile klor uygulamalarinin test bakterileri
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tarafindan olusan biyofilm tabakasinin ortadan
kaldirilmasina etkileri (%).

Sekil 4.24: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlari ile gentamisin uygulamalarinin E. coli ATCC
29212 susunun biyofilm olusumunu engelleyici etkilerine ait
floresan mikroskobu goriintiileri.

Sekil 4.25: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlari ile gentamisin uygulamalarinin S. aureus ATCC
25922 susunun biyofilm olusumunu onleyici etkilerine ait
floresan mikroskobu goriintiileri.

Sekil 4.26: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlari ile
gentamisin uygulamalariin E. coli ATCC 29212 susunun
biyofilm olusumunu 6nleyici etkilerine ait floresan
mikroskobu goriintiileri.

Sekil 4.27: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlari ile
gentamisin uygulamalarinin S. aureus ATCC 25922 susunun
biyofilm olusumunu 6nleyici etkilerine ait floresan
mikroskobu goriintiileri.

Sekil 4.28: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlarmin farkli konsantrasyonlarinda (1-1/32, s/s) C.
violaceum ATCC 12472 susunun viyolasein iiretimine
etkileri ile olusan inhibisyon zonlari.

Sekil 4.29: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlarmin farkli konsantrasyonlarinda (1-1/32, s/s) C.
violaceum ATCC 12472 susunun viyolasein iiretimine
etkileri ile olusan inhibisyon zon ¢aplari (mm).

Sekil 4.30: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlarinda (1-1/32, s/s) C. violaceum ATCC
12472 susunun viyolasein tiretimine etkileri ile olusan
inhibisyon zonlari

Sekil 4.31: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlarinda (1-1/8, s/s) C. violaceum ATCC
12472 susunun viyolasein tiretimine etkileri ile olusan
inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).

Sekil 4.32: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin (1/8-1/512, s/s) C.
violaceum CV026 susunun HSL indiiksiyonlu viyolasein
tiretimine ve susun canliligina (% kob inhibisyonu) birlikte
etkisi.

Sekil 4.33: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlarinin (1/8-1/512, s/s) C. violaceum
CV026 susunun HSL indiiksiyonlu viyolasein {iretimine ve
susun canliligia (% kob inhibisyonu) birlikte etkisi.

Sekil 4.34: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlarinin (1/8, s/s) P. aeruginosa PAO1 susuna karsi
piyosiyanin iiretimini inhibe edici etkileri (%).

Sekil 4.35: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
(1/8, s/s) P. aeruginosa PAO1 susuna karsi piyosiyanin
iiretimini inhibe edici etkileri (%).
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Sekil 4.36: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE), su (PVD)
ekstraktlari (1/8, s/s) ve gentamisin (100 ug/mL)
uygulamalarinin P. aeruginosa PAO1 susunun siiziilme ve
ylizme hareketine etkileri.

Sekil 4.37: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE), su (PVD)
ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve gentamisin (100 ug/mL)
uygulamalari ile P. aeruginosa PAO1 susunun yiizme ve
stiziilme hareketlerinin inhibisyonu (%).

Sekil 4.38: Ananas kabugu etanol (ACE), su (ACD) ekstraktlar1 (1/8,
s/s) ve gentamisin (100 pg/mL) uygulamalarmin P.
aeruginosa PAO1 susunun siiziilme ve ylizme hareketine
etkileri.

Sekil 4.39: Ananas kabugu etanol (ACE), su (ACD) ekstraktlar1 (1/8,
s/s) ve gentamisin (100 pg/mL) uygulamalar ile P.
aeruginosa PAO1 susunun yiizme ve siiziilme hareketlerinin
inhibisyonu (%).

Sekil 4.40: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve gentamisin (100 pg/mL)
uygulamalarinin hiicre zar potansiyeline etkisi.

Sekil 4.41: Ananas kabugu etanol (ACE), su (ACD) ekstraktlar1 (1/8,
s/s) ve gentamisin (100 pg/mL) uygulamalarinin hiicre zar
potansiyeline etkisi.

Sekil 4.42: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve gentamisin (100 pg/mL)
uygulamalarinin sitoplazmik pH {izerine etkisi.

Sekil 4.43: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 (1/8,
s/s) ve gentamisin (100 pg/mL) uygulamalarinin sitoplazmik
pH lizerine etkisi.

Sekil 4.44: Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti (PVE) ile elde
edilen en yiiksek sonuglara ait 6zet grafik.

Sekil 4.45: Fistik dis pembe kabugu su ekstrakti (PVD) ile elde edilen
en yiiksek sonuglara ait 6zet grafik.

Sekil 4.46: Ananas kabugu etanol ekstrakti (ACE) ile elde edilen en
yiiksek sonuglara ait 6zet grafik.

Sekil 4.47: Ananas kabugu su ekstrakt1 (ACD) ile elde edilen en yiiksek
sonugclara ait 6zet grafik.

Sekil 4.48: Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti ile hazirlanan bakir
nanopartikiillerin (PVE-NP) taramali elektron mikroskobu
gortntiileri (A: 5.000x, B:10.000x, C: 20.000x, D: 50.000x)
ve EDS spektrumlari.

Sekil 4.49: PVE-NP’lere ait XRD spektrumu.

Sekil 4.50: Sodyum borhidriir aracili hazirlanan bakir nanopartikiillerin
taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri (A: 5.000x,
B:10.000x, C: 20.000x, D: 50.000x) ve EDS spektrumlart.

Sekil 4.51: CuSB-NP’lere ait XRD spektrumu.

Sekil 4.52: Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti (PVE-NP) ve
sodyum borhidriir aracili hazirlanan (CuSB) bakir
nanopartikiillerin (1000png/mL) antimikrobiyal etkinligi (%
inhibisyon).
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CIZELGELER DiZINi

Cizelge 2.1: Kimyasal yapilarina ve etki mekanizmalarina gore
antibiyotikler.

Cizelge 2.2: Kaynaklaria gore antimikrobiyal peptidler.

Cizelge 2.3: Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal
etkili organik asitler.

Cizelge 2.4: Gida endiistrisinde kullanilan bitkisel antimikrobiyal ajanlar
ve kullanilan gida tiriinleri.

Cizelge 2.5: Bitkisel ekstraktlarin QS inhibisyonunda kullanima.

Cizelge 2.6: P. vera dis kabugu ekstraktlari ile gerceklestirilen
fitokimyasal igerik belirleme ¢aligmalari.

Cizelge 2.7: P. vera kisimlar ile gerceklestirilen antimikrobiyal etki
belirleme caligmalari.

Cizelge 2.8: Pistacia sp. kisimlari ile gergeklestirilen antibiyofilm etki
belirleme ¢alismalari.

Cizelge 2.9: Pistacia sp. iiyesi P. terebinthus kisimlari ile C. violaceum
CV026 bakterisinde viyolasein inhibisyonu.

Cizelge 2.10: Pistacia sp. iiyeleri ile P. aeruginosa PAO1 bakterisinde
piyosiyanin inhibisyonu.

Cizelge 2.11: Anacardiaceae familyasinin bazi liyelerinden elde edilen
ekstraktlarin P. aeruginosa PAO1 bakterisinde piyosiyanin
inhibisyonu, viyolasein inhibisyonu ve bu ekstraktlarin
bakteriyel hareketin inhibisyonuna etkisi.

Cizelge 2.12: Farkli yontemlerle elde edilen ananas kabugu ekstaktlarinin
fitokimyasal igerikleri.

Cizelge 2.13: Farkli yontemlerle elde edilmis ananas kabugu
ekstraktlarinin cesitli patojen bakterilere kars1 antimikrobiyal
etkileri.

Cizelge 2.14: Farkli yontemlerle elde edilmis ananas kabugu
ekstraktlarinin gesitli patojen bakterilere kars1 antibiyofilm
etkilerini inceleyen caligmalar.

Cizelge 2.15: Ananas meyvesi ekstrakti ile C. violaceum CV026
bakterisinde viyolasein ve P. aeriginosa PAO1 susunda
piyosiyanin inhibisyonu ile ilgili caligma.

Cizelge 3.1: Deneylerde kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler.

Cizelge 3.2: Ananas kabugu ekstraksiyon yontemini belirlemede
gergeklestirilen 6n denemeler.

Cizelge 3.3: Biyofilm 6nleme ¢alismasinda tasarlanan kontrol gruplari.

Cizelge 3.4: Biyofilm giderme ¢alismasinda tasarlanan kontrol gruplari.

Cizelge 3.5: Mutant C. violaceum CV 026 araciligiyla ekstraktlarin
kantitatif quorum sensing inhibisyonu etkisini belirlemek i¢in
olusturulmus deneysel plan.

Cizelge 4.1: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar ile
ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin kuru
madde miktarlart.

Cizelge 4.2: Ekstraktlarin pH degerleri.
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Cizelge 4.3: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin
toplam fenolik (mg GAE/Q), toplam flavonoid (mg KE/g),
gallik asit (mg/g ekstrakt) ve kuersetin (mg/g ekstrakt) ve
toplam seker (mg/g ekstrakt) miktarlari.

Cizelge 4.4: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinda
bulunan diger bazi fitokimyasal bilesikler.

Cizelge 4.5: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
toplam fenolik (mg GAE/Q), gallik asit (mg/g ekstrakt),
kuersetin (mg/g ekstrakt), askorbik asit (mg/g ekstrakt) ve
toplam seker (mg/g ekstrakt) miktarlari.

Cizelge 4.6: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinda
bulunan diger fitokimyasal bilesikler.

Cizelge 4.7: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin
DPPH siipiirme etkisi (SCso) (mg/mL).

Cizelge 4.8: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
DPPH siipiirme etkisi. (SCso) (mg/mL).

Cizelge 4.9: Ananas kabugu etanol ekstraktlarinin (ACE-1, ACE-2, ACE-
3, ACE-4) farkli konsantrasyonlarmin (1-1/8) test bakterileri
tizerinde olusturduklari inhibisyon zon ¢aplart (mm).

Cizelge 4.10: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD)
ekstraktlarinin test bakterilerine karsi belirlenen minimal
inhibisyon (MIK) ve minimal bakterisidal (MBK)
konsantrasyonlart (mg/mL).

Cizelge 4.11: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin
test bakterilerine kars1 belirlenen minimal inhibisyon (MiK)
ve minimal bakterisidal (MBK) konsantrasyonlar1 (mg/mL).

Cizelge 4.12: PVE-NP’lerin elementel kompoziyonu.

Cizelge 4.13: CuSB-NP’lerin elementel kompoziyonu.

Cizelge 5.1: Fistik dis pembe kabugu fitokimyasal igerik listesi.

Cizelge 5.2: Ananas kabugu fitokimyasal icerik listesi.

Cizelge 5.3: Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin FT-IR spektralari
sonuglarmin karsilastirmasi.
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1. GIRIS

Alternatif dogal ajanlarin mevcut biyokontrol ajanlarina gore biyoaktivitelerinin
belirlenmesi biiylik bir 6neme sahiptir. Dogal iirlinlere olan artan talep, mevcut
koruyucu ajanlarin yetersiz etkinligi ve sentetik olanlarla iliskilendirilen ¢evresel ve
kullanict riskleri ile birlesince, bitki ekstraktlarinin biyoaktivitelerini arastirmaya
yonelik ilgi gittikge artmistir. Ozellikle bu ekstraktlarin eldesinde tarimsal atiklarin

kullanilmasiyla elde edilen {iriiniin kiymeti artmaktadir.

Tarimsal uygulamalar sonucu agiga c¢ikan meyve ve sebze kabuklari tarimsal atik
olarak degerlendirilmektedir. Bu atiklar genellikle giibre veya hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, endiistriyel iiretimde gida isleme sanayi ile ¢ok biiylik
miktarda atik a¢iga c¢ikmaktadir. Bu atiklar dogrudan cevreye atildiginda cevre
kirliligine yol agmaktadir. Bu yiizden bu atiklarin degerlendirilmesi hem ekonomi hem
de ¢evre kirliliginin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir. Atik olarak degerlendirilebilecek
farkli bitki kisimlar1 gesitli biyoaktivitelere sahip fenolikler, organik asitler ve
flavonoidler gibi bazi fitokimyasallar igerirler [Aref et al., 2010]. Bu nedenle, bu
atiklarin degerlendirilmesi sayesinde biyoaktiviteleri olan cesitli fenolik bilesikler,
beslenmeye katki saglayacak protein hidrolizatlar1 (aminoasitler), karbonhidratlar
veya yaglar geri kazanilabilmektedir. Tarimsal atiklarinin geri doniisiimii sonucu
faydali triinlerin eldesi ozellikle siirdiiriilebilir iirlinler liretmeyi amaglayan iilkeler
icin olduk¢a 6nemlidir [Segui Gil and Fito Maupoey, 2018]. Bu dogrultuda, bitkisel
atiklarin ekstraktlarindan elde edilecek katma degerli iirlinlerin farkli amaglarla
kullanim potansiyellerini belirlemek {ilkemiz biyoekonomisine faydali olacaktir.
Ayrica bu ekstraktlarin farkli pigmentler igermesi de gida endiistrisi gibi farkl
endiistriyel alanlarda dogal boyar madde olarak kullanimlarini saglayabilir.
Ekstraktlar veya ekstraktlarin indirgeyici oOzellikleri sayesinde elde edilen
nanopartikiiller de halen kullanilan kimyasal ajanlara alternatif dogal antimikrobiyal,
antibiyofilm ve antioksidan etkili gida veya kozmetik katki maddesi olarak

kullanilabilme potensiyeline sahiptir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Ulkemiz tarimsal iiretim veya tarimsal iiriinlerin islenmesi esnasinda ¢okca tarimsal
atik ¢ikaran genis bir gida enddistrisi agina sahiptir. Cografyamizin elverisli olmasi
nedeniyle anavatani1 Tiirkiye olmadig1 halde topraklarimizda ¢ok farkli gida {irtinleri
kaliteli bir seviyede yetistirilebilmektedir. Bu nedenle Tiirkiye biiyiik ¢esitlilikte
tarimsal atik olusturan bir iilkedir. Endiistriyel isleme esnasinda her ne kadar atik
olarak degerlendirilip etkili olmayan sekillerde bertaraf edilmeye calisilsa da meyve
kabuklar1 oldukc¢a kiymetli bilesikleri yiiksek miktarda ve c¢esitlilikte icermektedir.
Yapay ekosistemler olan tarimsal alanlarda iiriin yetistirmenin dogaya yiikii g6z 6niine
alindiginda, topraktan kendimiz i¢in aldigimiz her iiriinii olabilecek en etkin seviyede
kullanmak mecburiyeti dogmustur. Bu nedenle bir materyale “¢op” gozii ile bakmadan

once igerigini ve kullanim potansiyelini ayrintili bir sekilde arastirmak gerekmektedir.

Bu amagla bu tez calismasinda, ililkemizde tarimi yapilan ve diinyadaki onemli
tireticilerinden oldugumuz fistik (Pistacia vera L.) ve ozellikle meyve suyu
endiistrisinde ¢okg¢a kullanilan {ilkemizde de islenen ananas (Ananas comosus L.)
meyvelerinin kabuklar1 biyoaktif bitkisel ekstraktlar elde etmede hammaddeler olarak
kullanilmistir. Ekstraktlar, mikrodalga aracili ekstraksiyon yontemi ile organik
¢oziiciiler (etanol ve su) yardimi ile elde edilmistir. Ekstraktlarin fitokimyasal igerigi,
antioksidan, antimikrobiyal, antibiyofilm ve antiquorum sensing etkinlikleri ile
bakteriyel harekete, hiicre zar potansiyeline ve sitoplazmik pH degerine etkileri
degerlendirilmistir. Genel anlamda ekstraktlarin icerdigi biyoaktif bilesikler ile
biyoaktiviteleri antimikrobiyal agidan incelenip iliskilendirilmistir. Ardindan etanol
ekstraktinin indirgeyici etkisinden faydalanilarak yesil sentez yontemi ile bakir oksit
nanopartikiilii sentezlenmis ve elde edilen nanopartikiiliin karakterizasyon testleri ile
antimikrobiyal etkileri degerlendirilmistir. Sonug olarak, elde edilen veriler, basta gida
olmak {izere kozmetik ve ilag endistrilerinde kullanilan mevcut sentetik
antimikrobiyal kontrol ajanlarina alternatif, tarimsal atik degerlendirmesine katki
saglayan ekstraktlarin etkinliklerinin degerlendirilmesine ve bdylece biyouyumlu,
stirdiiriilebilir ve biyoekonomik anlamda ¢ok degerli antioksidan, antimikrobiyal,
antibiyofilm etkili katma degerli iriinlerin iiretimine yeni ve ilgi ¢ekici katkilar

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bitkilerdeki biyoaktif bilesikler ve bu bilesiklerin
belirlenmesi

Bitkiler sekonder metabolizmalar1 geregince fenolik, terpenoid, alkaloidler gibi ¢esitli
metabolitler tiretir. Cesitli biyoaktiviteleri oldugu bilinen bu sekonder metabolitlerin
kullanim potansiyellerini belirlemek olduk¢a 6nemlidir. Bunlardan fenolik asitler ve
flavonoidlerin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral ve fotoprotektif gibi Onemli

biyoaktiviteleri bulunmaktadir.

Bitki bazli dogal antimikrobiyal bilesiklerin, 6zellikle gida endiistrisinde kullanilan
sentetik koruyucularin ve biyosidlerin yerini alabilirlikleri ile ilgili ¢alismalar giin
gectikge artmaktadir [Aliyari et al., 2020; Coban, 2020]. Antimikrobiyal
etkinliklerinin yaninda antioksidan ozellikleri de bulunan bitki fenolikleri bu agidan

oldukca dikkat gekmektedir [Novais et al., 2022; Ben Akacha et al., 2023].

Nitritler, siilfitler, polihegzametilen biguanidin (PHMB) ve triklosan gibi sentetik gida
koruyuculara veya klor gibi ¢ok kullanilan dezenfektanlara alternatif dogal koruyucu
ve dezenfektan arayisi olduk¢a yogundur [Miiller and Kramer, 2008; EFSA panel,
2016; Mortensen et al., 2017; Abbott et al., 2020]. Diizenlemelerinin degismesi,
tiikketicilerin bilinglenerek organik iiriin talebinde olmasi, 6zellikle “temiz” etiketli
tirlinlere yonelimin artmasi dogal koruyuculara olan ihtiyaci belirlemektedir. “Temiz”
konseptine uygun c¢ok sayida gida koruyucunun bulunmamasi bitki ekstraktlarinin bu
amagla kullanim potansiyelini 6ne ¢ikarmaktadir. Bitki dziitlerinin gida endiistrisinde
kullaniminda amag; organoleptik ve besinsel 6zelliklerini bozmadan ¢ig veya az
islenmis gidayr korumak ve raf omriinii arttirarak gida israfinin Oniine ge¢mektir.
Ayrica bu ekstraktraktlarin kullanilan antibiyotikler yerine yem, kozmetik ve ilag
sektorlerine yonelik alternatif dogal katki maddeleri olma potansiyelleri de

bulunmaktadir.

2.1.1. Oksidasyon ve antioksidanlar

Canliligin1 siirdiirebilmek amaciyla birgok canli oksijene ihtiya¢ duymaktadir.
Memelilerde plazmaya alinan oksijenin %80-90’1 kadar1 mitokondri tarafindan ATP

tiretiminde kullanildigi tahmin edilmektedir [Willcox et al., 2004]. Metabolik enerji
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iretimi icin besinlerin oksidasyona ugramasi gerekmektedir. Bu siirecte indirgenen
bilesikler mitokondride oksijen tarafindan tekrar okside edilir ve ATP olusur [Willcox
et al., 2004]. Elektron tasima sistemindeki son enzim olan sitokrom oksidaz, oksijene
elektronlar ekler ve kismi indirgenmis oksijen tiirleri tiretilmis olur [Willcox et al.,
2004]. Bir veya daha fazla sayida eslenmemis elektron barindiran bilesiklere serbest
radikaller denir [Willcox et al., 2004]. Serbest radikallerin kaynaklar1 olarak hiicresel
metabolizma, elektron tasima sisteminin aktivitesi, yaralanma, inflamatuvar yanit,
sigara igme, hava kirliligi, iyonizasyon, radyasyon ve iskemi Ornek verilebilir.
Eslenmemis elektronlarin varlig1 serbest radikalleri okdukca reaktif bir hale getirir,
clinkii orbitali doldurmak ve stabil hale gegmek i¢in bagka elektrona ihtiya¢ duyarlar
[Willcox et al., 2004].

Temel diizeydeki oksijene bir elektron eklendiginde siiperoksit radikali olusur. Bu
oksidasyon, demir veya bakir gibi metal iyonlarinin varliginda katalizlenir. Stiperoksit
radikallerinin en 6nemli kaynagi canlilardaki elektron tasima sistemidir (ETS). ETS
bircok bakteriyel zarda, mitokondride, endoplazmik retikulumda ve Okaryotlarin
¢ekirdek zarinda bulunur. Bu radikaller son sitokrom oksidaz asamasindan Once
oksijendeki elektronlarin eksik transferi ile olusur ve onlarin tiretimleri oksijen
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artar. Bir calismada, mitokondride indirgenen
oksijen tiirlerinin %1-3 oraninda siiperoksit olusturdugu belirtilmistir [Turrens, 1997].
Metabolizma sonucu veya stres kaynagi aktiviteler nedeni ile olusan radikal
bilesiklerin olumsuz etkilerini azaltmak icin antioksidan bilesiklere ihtiyag
duyulmaktadir. Canlilar, i¢sel olarak kendi iirettikleri veya disaridan beslenme ile

aldiklar1 bazi antioksidan 6zellikli sistemleri biinyelerinde bulundurmaktadir.

2.1.1.1. icsel antioksidanlar

Katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi bazi antioksidatif enzimler
stiperoksitleri ve peroksitleri, onlar metallerle etkilesime girip daha reaktif olmadan
hiicrede bertaraf ederler. Baz1 antioksidan enzimler hiicrede farkli yerlerde ve farkli
formlarda bulunabilir. Glutatyon peroksidaz sitosolik ve plazma formunda iken,

stiperoksit dismutaz membran, sitosolik ve ekstraseliiler formda bulunabilir.



2.1.1.2. Dissal antioksidanlar

Beslenme antioksidan savunma sisteminin gelismesi acgisindan énemli bir rol oynar.
Beslenme ile E vitaminini, C vitaminini, baz1 enzimleri, beta karoten, flavonoidler ve
diger fenolikler gibi antioksidan etkinlikleri yiiksek bilesikleri canli sisteme almak
miimkiindiir. Bu bilesiklerce zengin besinleri beslenme planinda tutmak, serbest
radikallerin sebep olacagr hastaliklar1 Onlemede veya etkilerini azaltmada

onerilmektedir.

Bitki kaynakli fenolik bilesikler insan beslenmesinde ve gida korumada antioksidan
Ozellikte olmalar1 nedeniyle onemli bir yere sahiptir [Rajaei et al., 2010]. Dogal
antioksidanlarca zengin bitki ve bitki iceriklerinin oksidatif strese karsi giiclii
koruyuculugu oldugu bilinmektedir [Faure et al., 2013; Javan and Javan, 2014; Keser,
2014]. Son yillarda sentetik antioksidanlarin toksikolojik ve karsinojenik etkileri
nedeniyle dogal antioksidanlarin sentetik olanlarin yerine kullanim potansiyelini

degerlendirmeye yonelik ¢alismalar artmistir [Arjeh et al., 2020].

Fenolik bilesikler pentoz fosfat, sikimat ve fenilpropanoid yolaklarinin iiriinii olan ve
bitkilerde iireme, patojen ve tiiketicilerine karsi koruma saglayan sekonder
metabolitlerdir [Bravo, 1998]. Ayn1 zamanda fenolikler, dogal antioksidan ajanlar
eldesinde kullanilabilecek bilesik tiirlerini bolca icermektedir. Meyve ve sebzelerin
renk, tat ve aroma gibi duyusal O6zelliklerine katki saglayan fenolik bilesiklerin
[Alasalvar et al., 2001] antialerjenik, antiarterojenik, antienflamatuvar,
antimikrobiyal, antioksidan, antitrombotik, kardiyoprotektif ve vazodilator etkiye
[Benavente-Garcia et al., 1997; Manach et al., 2005] sahip oldugu bir¢ok ¢alisma ile
rapor edilmistir. Bilinen bu biyoaktivitelerin meyve ve sebzelerin igerdigi fenolik

bilesiklerin antioksidan etkinlikleri ile iliskili oldugu bilinmektedir [Heim et al., 2002].

Yapilar1 incelendiginde fenolik bilesikler bir aromatik halka ve bir veya daha fazla
sayida hidroksil grubu icermektedir. Ayrica polimerizasyon seviyeleri ile dogru
orantili olarak farkli seviyede kompleks yapiya sahip olabilirler bu 6zellikleri nedeni
ile polifenoller olarak da adlandirilmaktadirlar [Bravo, 1998]. Fenolik bilesiklerin
antioksidan etkinlikleri, reaktif radikallerin inaktivasyonunu saglayabilmeleri ile
iligkilidir. Antioksidan bilesigin kendi elektronunu veya hidrojenini radikal bilesige

transfer etmesi ile notralizasyon gergeklesir. Serbest radikallerin fenolik bilesiklerce



stiptiriilmesi, asagidaki kimyasal yolaklarin birbirini izlemesiyle gergeklestigi

belirtilmistir [Dawidowicz and Olszowy, 2012; Markovi¢ et al., 2013]:

o Proton Esli Elektron Transferi/Hidrojen Atom Transferi (PC-ET/HAT),
o Elektron Transferi-Proton Transferi (ET-PT),
. Ardisik Proton Kayb1 Elektron Transferi (SPLET).

Bu reaksiyonlar arasi denge, reaksiyon ortamimin ozelliklerine bagli olarak

degismektedir.
PC-ET/HAT: Bu mekanizma hidrojen atomunun hizlica radikale verilmesi ile

gerceklesir (ArOH: antioksidan fitokimyasal bilesik, R®: serbest radikal, ArO®:
fenolik radikal bilesik, RH: notral bilesik).

ArOH+R® —ArO® +RH

SPLET: Bu mekanizmada Once antioksidan ayrisir, ardindan aroksil anyonu (ArO™)

olusur. Daha sonra antioksidan anyondan elektron siipiiriilen radikale transfer olur,

sonugcta radikal anyon olusur (R™). Bu radikal anyon en son asamada protonlanir.

ArOH — ArO~ + H*
ArO~ +R® -ArO® +R™
R™+Ht—- RH

ET-PT: Bu mekanizmada elektron radikale antioksidandan transfer olur. Olusan
antioksidan katyon radikali (ArOH®™) deprotone olur ve hidrojen katyonu radikal

anyona transfer olur (R™).

ArOH + R® — ArOH®" + R~ ArOH®"+R™—ArO®+RH

Bu bahsedilen mekanizmalarda izlenen yol farkli olsa da sonu¢ hep aynidir. Fenolik
antioksidanlar ve radikal arasi reaksiyon genellikle PC-ET ve SPLET mekanizmalar1

ile gergeklesir. PC-ET daha yavastir, SPLET ise daha hizlidir [Friaa and Brault, 2006].



e Fenolik bilesikler

Bitkiler fenolik, terpenoid, alkaloidler gibi cesitli etkin biyoaktif metabolitlerin
kaynaklaridir. Bu bilesiklerin en yliksek seviyede elde edilebilmesi igin ¢esitli

coziiciiler kullanilarak ekstraksiyon islemi uygulanmalidir.

Bu dogrultuda, biyoaktif bilesiklerce zengin ekstraktlar elde etmek hedeflendiginde
ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciilerin ve yontemin flavonoidlerin de i¢inde bulundugu
fenolik bilesikleri agiga c¢ikarak sekilde secilmesi basariyr arttirabilir. Onceki
boliimlerde de belirtildigi iizere genis spektrumda biyoaktiviteye sahip 8000’den fazla
fitokimyasal mevcuttur [Mammadov, 2014]. Aromatik halkalarinin sayisina bagl
olarak fenolik bilesikler, bir aromatik halkali fenolikler, iki aromatik halkali fenolikler
ve polimer fenolikler olmak iizere ii¢ ana grup altinda toplanmaktadir [Mammadov,
2014]. Ayrintili olarak ise aromatik halkaya baglanmis olan karbon atomlarmin

sayisina gore dokuz gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.1).

Basit fenoller

Fenolik asitler

Fenil propanoidler

Naftokinonlar ve
ksantonlar

: . : Stilbenler ve
Fenolik bilesikler antrakinonlar

Flavonoidler ve
izoflavonoidler

Polimer fenolik
bilesikler

Fenolik alkoller

Benzofenonlar ve
ksantinler

Sekil 2.1: Aromatik halkalarina baglanmis olan karbon atomlarinin sayisina gore
fenolik bilesikler [Mammadov, 2014].

Ekstraksiyonda kullanilacak organik ¢oziiciiniin tiirli ve konsantrasyonu Onemlidir.
Bitkisel materyalin yapisi ve elde edilmesi hedeflenen fitokimyasal bilesigin yapisina
gore optimize edilerek segilecek bir organik ¢oziicii, etkili konsantrasyonda

kullanildiginda yiiksek verimde biyoaktif bilesik icerecek sekilde ekstrakte edilebilir.
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Bu amagla genellikle temini kolay olan metanol, etanol, aseton ve bunlarin sulu
cozeltileri ile ekstraksiyon ¢ozeltileri kullanilmaktadir. Daha kompleks ekstraksiyon
islemleri gerektiginde ise bu c¢ozeltiler igerisine diisilk konsantrasyonlarda asit
eklenmesi ile ekstraksiyon prosesi giicledirilir, bitkisel dokulardan fenolik bilesiklerin

eldesi kolaylagir.

Fenolik bilesiklerin bitkisel kaynaklardan eldesi i¢in birgok yontem mevcuttur.
Ekstraksiyon dogal igerikli iiriinlerin eldesi ile ilgili ¢alismalarda ve uygulamalarda
anahtar bir prosestir. Teknolojinin ilerlemesi ile geleneksel yontemler ekstraksiyonda
basarty1 arrtiracak modern yontemlere evrilmistir. Geleneksel yontemler arasinda
maserasyon, pargalama, inflizyon, dekoksiyon ve Soxhlet aracili ekstraksiyon
bulunmaktadir [Bitwell et al., 2023]. Kontrollii sekilde 1s1, basing veya ses dalgas1 gibi
fiziksel kuvvetleri uygulamayi1 saglayarak veya enzimler araciligi ile bitkisel
dokularda tutulu olan fenolik bilesikleri yiiksek yogunlukta agiga g¢ikarmak i¢in
modern ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir [Bitwell et al., 2023]. Hizlandirilmis
¢oziicli ekstraksiyonu, sonikasyon aracili ekstraksiyon, enzim destekli ekstraksiyon,
basin¢li sicak su destekli ekstraksiyon, siiperkritik sivi ekstraksiyonu ve mikrodalga
aracili ekstraksiyon (MAE) modern yontemler olarak gruplanmaktadir (Sekil 2.2)
[Bitwell et al., 2023]. Ekstraksiyonda verimi arttiracak, bu esnada ekstrakte edilen
fenolik bilesiklerin yapisim1 bozmayacak yontemi belirlemek olduk¢a Onemlidir.
Bunun yaninda uygulama kolaylig1 ve diisiik enerji sarfiyat1 gibi ozellikler de goz
oniinde bulundurulmasi gereken bir parametredir. Bu tez caligmasinda da modern

yontemlerden olan MAE yontemi kullanilmistir.



Ekstraksiyon

Yontemleri
Geleneksel Modern
Yontemler Yontemler
Hizlandirilmig Mikrodalga
Maserasyon HH Parcalama solvent — aracili
ekstraksiyonu ekstraksiyon
Sonikasyon . "
o . Stiperkritik s1v1
Infiizyon |- Dekoksiyon aracili — :
ekstraksiyon ekstraksiyonu
Soxhlet aracilt | | Enzim destekli | | | Bgalgglsltligi?k
ekstraksiyonu ekstraksiyon ekstraksiyon

Sekil 2.2: Bitkilerden biyoaktif bilesik eldesinde kullanilan ekstraksiyon yontemleri
[Bitwell et al., 2023].

Fenolik bilesiklere ilgi 1990’larda artan bazi kronik hastaliklarla birlikte artmaya
baslamistir. Fenolik bilesikler bitkisel kaynaklarin antioksidan etkisinin temel
kaynagidir. Zaman ic¢inde degisen beslenme aliskanliklar1 nedeni ile fenolik bilesikler
acisindan yiyeceklerin zengin olmas1 6nemli bir kalite kriteri haline gelmistir. Bitkisel
tirlinlerin icerdigi fenolik madde miktarini belirlemede Folin-Ciocalteu (FC) yontemi
klasik ve etkili bir yontem olarak kabul gérmektedir. Kolorimetrik bir yontem olan
FC, Folin-Ciocalteu belirteci ve test edilen 6rnegin igerisindeki fenolik bilesikler arasi
elektron transferine dayalidir. Bir dezavantaji, bitkisel materyal igerisinde bulunan
indirgenebilir seker veya askorbik asit gibi bazi bilesikler ile de tepkimeye
girebilmesidir. Bu durum toplam fenolik madde miktari ile bir girisime neden olacaktir
[Everette et al., 2010; Huang et al., 2005]. Bunu 6nlemek adina metodu istenen

bilesige gore ozellestirmek gerekmektedir. Bu amagla:

o Teste baslamadan fenolik ekstraktin kat1 faz ekstraksiyon kolonu ile
saflastirilmasi [Georgé et al., 2005],

o Toplam sonugtan askorbik asit konsantrasyonunun ¢ikarilmasi [Isabelle et al.,
2010] ve



o Fenolik ekstraktlarin H2O2 gibi bir oksidatif ajan ile muamele edilmesi ve
girisime sebep olacak bilesiklerin oksitlenmesi [Ford et al., 2010] gibi uygulamalar

yapilabilmektedir.

Folin-Ciocalteu [Folin and Ciocalteau, 1927] analizi aslinda Folin-Denis [Folin and
Denis, 1912] analizinin gelistirilmesi ile olusturulmustur. Bu yontemde, molibdat
oranini degistirerek Folin-Denis analizi esnasinda olusan beyaz ¢okeltiyi yok etmek
amaglanmistir. Sonucta elde edilen yontem daha hassas ve tekrarlanabilir olmustur
[Singleton and Rossi, 1965]. Folin-Ciocalteu belirteci fosfotungstik ve fosfomolibdik
asit karisimindan elde edilmis bir belirtegtir. Fenolik protonlar ayrisir ve fenolat
iyonlar olusur, bu da Folin-Ciocalteu belirtecini indirger [Ainsworth and Gillespie,
2007; Everette et al., 2010]. Sodyum karbonat eklenmesi ile alkalilestirilen ortamda
(vaklastk pH 10.0) gergeklesen tepkime sonucu agiga ¢ikan oksotungstat ve
oksomolibdat, fenolik bilesik madde miktar1 ile dogru orantili mavi renklenme gosterir
[Lamuela-Raventos, 2017]. Bu rengin 760 nm dalga boyunda absorbansi okunabilir.
Referans bir fenolik bilesik kullanilarak (bu calismada gallik asit kullanilmistir)
olusturulacak standart ¢dzeltilerinden alinacak absorbans degerleri ile bir kalibrasyon
grafigi ¢izilir. Elde edilen denklemden faydalanilarak miktar tayini referans fenolik
bilesik es degeri olarak belirlenmis olur. Folin-Ciocalteu belirteci icindeki
bilesenlerden en kolay indirgenen bilesenin molibdat oldugu bilindiginden elektron
transferinin ¢ogunlukla indirgenenler ve molibdat arasinda gectigi diisiiniilmektedir

[Singleton and Orthofer, 1999; Huang et al., 2005].

Flavonoidler ise, fenolik bilesikler grubuna dahil olan bir sekonder metabolit tiirtidiir.
Bitkilerde bulunan toplam fenolik madde miktar: bitkisel materyal uygun bir organik
¢oziicli ile ekstrakte edildikten sonra kolorimetrik olarak belirlenir. Bu yontem ilk
olarak Christ and Miiller (1960) tarafindan ortaya konulmus ve zaman igerisinde
birgok kez giincellenmistir. Kullanilan en yaygin yontem aliiminyum kloriir
yontemidir [Shraim et al., 2021]. Bu yontemde Al (III), reaksiyonda kompleks
olusturucu ajan olarak gorev alir [Shraim et al., 2021]. Flavonoidler igerdikleri okso-
ve hidroksi- gruplari nedeni ile Al (III) gibi metallere baglanma egilimi gosterir
[Pyrzynska and Pekal, 2011; Kasprzak et al., 2015]. Asit veya asetat varliginda 6rnek
tizerine AlCl3 ¢ozeltisi (%2-10 (k/s)) eklenmesi ile tepkime gergeklestirilir, ek olarak
bazen metanol veya su eklenir [Shraim et al., 2021]. Tepkime gerceklestikten sonra

flavonoid varligr durumunda sar1 renk olusumu gozlenir ve absorbans 404-430 nm
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araliginda bir degerde 6lgiiliir [Shraim et al., 2021]. Referans bir flavonoid kullanilarak
(bu caligmada kuersetin kullanilmistir) olusturulacak standart ¢ozeltilerinden alinacak
absorbans degerleri ile bir kalibrasyon grafigi cizilir. Elde edilen denklemden

faydalanilarak miktar tayini referans flavonoid es degeri olarak belirlenmis olur.

Kromatografi bir 6rnegin bir karisimin sabit bir faz tizerinde (gdzenekli), hareketli bir
¢Oziici yardimiyla, karistmi olusturan bilesiklerin farkli hareketleri sonucu
bilesenlerine ayrilmasidir. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (high performance
liquid chromatography (HPLC)), en yaygin kullanilan ve metodolojisi olgunlasmis
analitik tekniktir. Farmasdtik, klinik kimya, gida, ¢evre ve sentetik kimya gibi
alanlarda 50 yildan fazla siiredir kullanilmaktadir [Claessens and Van Straten, 2004;
Hewitt and Marvin, 2005; Olsen et al., 2006; Eijkel, 2007; Sadilek et al., 2007; Hosoya
et al., 2008]. Giivenilir ve ¢ok yonlii olmasi nedeniyle popiilerligi giin gectikge
artmaktadir [Eijkel, 2007]. Kromatografide seperasyon mekanizmasi sabit faz,
hareketli faz ve analit arasindaki interaktif iliskiye baglidir. Cihaz hareketli faz tasima
sistemi, injeksiyon sistemi, tubing ve baglanti sistemi ve dedektdér kisimlarindan
olusmaktadir. Oldukga hassas bir cihaz olmasi nedeni ile kullanim 6ncesi, kullanim
sirast ve kullanim sonrasi dikkat edilmesi gereken hususlar vardir. Detekte edilmek
istenen bilesige uygun sabit ve hareketli faz se¢imi gerekmektedir. Deteksiyonun
gerceklestirilecegi dedektdr, uygun kosullarda ¢alisacak sekilde bilgisayar aracili
yonlendirilir. Bu ¢alismada bazi fenolik bilesikler (gallik asit, kuersetin vb.), organik
asitler (askorbik asit) ve sekerler (fruktoz, glukoz ve siikroz) gibi bazi fitokimyasallar
HPLC araciligr ile detekte edilmistir. Sekerler refraktif indeks dedektorii ile, diger
bilesikler ise UV dedektorii ile detekte edilmistir. Standart bilesiklerin var olmasi
durumunda olusturulacak bir kalibrasyon egrisi ile hedef bilesigin konsantrasyonu

dogrudan hesaplanabilir.

Spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerin yaninda renk degisimine dayali bazi
biyokimyasal testler araciligi ile bitkisel ekstraktlarin i¢erdigi kinon, kumarin, tannin
ve saponin gibi Onemli fitokimyasal gruplarimin varligi kalitatif olarak test
edilebilmektedir. Bitkisel ekstraktlarin kinon igerigi siilfiirik asit eklendiginde kirmizi
[Jacob and Shenbagaraman, 2011], kumarin igerigi sodyum hidroksit eklendiginde sari
[Dominguez, 1973], tannin igerigi ferrik kloriir eklenmesi ile mavimsi-yesilimsi siyah
renk olusturmasi ile ve saponin igerigi ise etanol eklenip karistirildigin koptirmesi ile

[Rathore et al., 2012] ayirt edilebilmektedir.
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2.2. Antimikrobiyal ajanlar

Birgok farkli alanda problem olabilen bakteriyel biiylimenin ve bu durumun sebep
oldugu biyofilm olugumunun kontrolii i¢in dogal veya sentetik ajanlar
kullanilmaktadir. Hastalik tedavisinde o6zellikle implant uygulamalarindan sonra
enfeksiyon kontroliinde antibiyotikler; gida endiistrisinde gida koruyucu olarak
kullanilan peptidler, organik asitler ve fenolikler yaygin antimikrobiyal ajanlar olarak

kullanilmaktadir.

2.2.1. Antibiyotikler

Antibiyotik terimi antibiyosis sozciigiinden kdkenlenir ve canlilik karsiti demektir.
Onceden bir mikroorganizmanin iirettigi ve diger tiirlere toksik olan organik bilesikler
antibiyotik olarak adlandirilmaktaydi [Etebu and Arikekpar, 2016]. Yani “antibiyotik”
kavrami biyolojik kokenli mikrobiyal biiyiime engelleyicileri ifade etmekteydi [Etebu
and Arikekpar, 2016]. Fakat teknolojinin ilerlemesi ile antibiyotiklerin kismen veya
tamamen sentezlenebilir olmasi, tiim bu grubu antibiyotik olarak adlandirmaya sebep
olmustur [Etebu and Arikekpar, 2016]. Antibiyotikler ve antimikrobiyal ajanlar
bakteriler, mantarlar veya viriislerin biiyiimesini kontrol altina alabilen bilesikler

olarak kabul gormektedir [Russel, 2004; Brooks et al., 2004].

Antibiyotikler molekiiler yapi, etki mekanizmalar1 ve etki spektrumlarina gore
siniflandirilmaktadir [Etebu and Arikekpar, 2016]. Kimyasal yapilarina gore
antibiyotikler Cizelge 2.1°deki gibidir. Antibiyotikler, hiicre duvari sentezini inhibe
ederek, hiicre zar1 yapilarini veya islevini bozarak, niikleik asitlerin yapisini ve iglevini
bozarak, protein sentezini inhibe ederek ve diger bazi anahtar metabolik yolaklari
engelleyerek mikrobiyal biiylimeyi inhibe etmektedirler [Madigan and Martinko,
2006; Talaro and Chess, 2008; Wright, 2010].
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Cizelge 2.1: Kimyasal yapilarina ve etki mekanizmalarina gore antibiyotikler [Etebu
and Arikekpar, 2016].

Antibiyotik grubu Etki mekanizmasi Ornek

Penisilinler

Proteinlerle etkilesime girmek, bakteriyel Sefalosporiner
Beta-laktamlar . .
hiicre duvarinin sentezini engellemek
Monobaktamlar

Karbapenem
Eritromisin
Bakteriyel protein sentezini inhibe etmek.
Makrolidler Polipeptid zincirine aminoasit Azitromisin
eklenmesini 6nlemek.
Klaritromisin
Klorotetrasiklin
Tetrasiklinler Rlbozo_ma e'gkl etmek, p_ol_lpeptld zincirine 4, citoteasiklin
aminoasit eklenmesini engellemek
Demeklosiklin
Sparfloksasin
Kinolonlar DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve Negisik asit
translasyonu ile etkilesime girmek .
Enoksasin
Siproaksin
Streptomisin
. I Protein sentezini ribozomal altbirimlere Gentamisin
Aminoglikosidler 9 -
baglanarak inhibe etmek .
Tobramisin
Amikasin
Folik asit ve p-aminobenzoik asit
. . dongiisiinde kompetitif inhibitor olarak .
Stilfonamidler etki ederek bakteriyel biiyiimeyi Sulfasalazine
engellemek
Glikopeptidler Bakteride hiicre duvar sentezini inhibe Dalbavansin
etmek
Oksazolidinonlar Bakterlo'le.pr'oteln §entezm| ribozomal 50S Linezolid
alt birimine baglanarak engellemek
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2.2.2. Gida endiistrisinde kullanilan antimikrobiyal ajanlar

Antimikrobiyal kavrami viriisler, bakteriler, mantarlar veya parazitlere karsi biiylime
engelleyici veya oldiiriicii 6zellikteki ajanlar i¢in genel olarak kullanilabilecek bir
kavramdir. Alexander Fleming’in 1922°de lizozimi kesfetmesi ile modern anlamda
dogal bagisikligin dogusu baslamis kabul edilir. Bunun yaninda, ¢esitli canlilardan
izole edilen 3240 adet antimikrobiyal peptid belirlenmis ve bu peptidlerin baz1 ortak
Ozelliklere sahip oldugu saptanmistir. Cogunlukla katyonik olmalari, anyonik birkag
tanesinin asidik aminoasitlerden olan aspartik ve glutamik asit igerdigi, ¢ok kisa
aminoasit zincirlerinden olugmalar1 antimikrobiyal peptidlerin ortak 6zelliklerindendir
[Huan et al., 2020]. Antimikrobiyal peptidler kaynaklarina gore Cizelge 2.2°deki gibi

gruplanmaktadir:

Cizelge 2.2: Kaynaklarina gore antimikrobiyal peptidler [Huan et al., 2020].

Antimikrobiyal Antimikrobiyal

peptidin kaynag peptidin adi Kaynak

Kathelisidin, defensin,

emeli laktoferrin, kazein AKI(2019)
. ) ) . Huang et al. (2018); Semreen
Akuatik As-CATHA4; pardaksin etal. (2018)
Bitkisel Hionin, Defensin ve Tang et al. (2018)
snakin
Mikrobiyal Nisin, Gramisidin Cao et al. (2018)

Dutta and Bhattacharyya
Bocek Sekropin, Jellein (2013);
Zahedifard et al. (2020)

Lu et al. (2008);

Amfibi Magainin, Kankrin Conlon and Mechkarska
(2014)

Gidalar fiziksel, kimyasal veya biyolojik bulaslar nedeniyle enfeksiyona veya diger
hastaliklara sebep olacak etmenlerden uzak olmalidir [Bose et al., 2023]. Gida
islemede; hazirligin gerceklestirildigi ortami mikrobiyal yiikten arindirmak, hazirlik

esnasinda diizenlemelere uygun koruyucular eklemek, {iiretim sonrasi etkin
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yontemlerle paketlemek ve uygun kosullarda muhafaza etmek tiiketiciye korunmus bir
gida sunmay1 miimkiin hale getirir. Gida kaynakli hastaliklar1 dogrudan gida tiiketimi
esnasinda enfeksiyona sebep olan mikroorganizmanin kisiye bulasmasi (gida kaynakli
enfeksiyon) ile veya mikroorganizmanin tirettigi toksinlerin kiside bazi hastaliklara
sebep olmasi (gida zehirlenmesi) ile ger¢eklesebilmektedir. Bu durumu 6nleyebilmek
adina antimikrobiyal etkili koruyucular1 kullanmak gerekebilmektedir. Tiiketici
sagligin1 korumanin yaninda gida israfinin da 6niine gegebilmek icin gida koruyucu
olarak antimikrobiyal ajanlarin kullanimi Onemlidir. Gidalarda bozulmanin ana
sebeplerinden biri mikrobiyal kontaminasyondur. Gida krizinin oldugu su dénemde
isleme esnasinda ¢ilirimeden kaynakli gida israfini  minimuma indirmede
antimikrobiyal etkili gida koruyucularin 6nemi artmaktadir. Antimikrobiyal ajanlar,
mikroorganizmalarin biiylimesini; protein yapisint bozma, hiicre duvar yapilarinin
sentezini engelleme, genetik materyalin replikasyon, transkripsiyon ve translasyonunu
bozma veya hiicre dis yapilarin1 hedef alma gibi mekanizmalarla kontol altinda
tutabilir [Bose et al., 2023]. Halen gida endiistrisinde ¢esitli amaglarla kullanilan
organik asitlerden sorbik asit, benzoik asit, propiyonik asit veya askorbik asit gibi
ajanlarin bazi mikroorganizmalarda sitoplazmik pH degerine ve hiicre zari
gecirgenligine etki ettigi belirtilmis ve bu bilesiklerin antimikrobiyal ajan olarak da
kullanilabilecegi belirlenmistir (Cizelge 2.3) [Khare et al., 2020; Bose et al., 2023].
Sentetik ajanlarin yaninda feslegen, okaliptus, hardal, kekik, sogan, sarimsak ve
mercan kosk gibi otlar veya baharatlardan elde edilen sulu veya alkolik bitki
ekstraktlar ve esansiyel yaglarin da benzer amagclarla kullanilabilecegini rapor eden
caligmalar mevcuttur (Cizelge 2.4) [Nile et al., 2020; Wang et al., 2020; Bose et al.,
2023].
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Cizelge 2.3: Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal etkili organik
asitler [Bose et al., 2023].

Organik asitler

Antimikrobiyal etki

Kaynak

Malik asit

L. monosytogenes, S.

Fenillaktik asit

Propiyonik asit

Sitrik asit
Sorbik asit
Oksalik asit

Asetik asit

Potasyum sorbat

Sodyum sitrat

gaminara
E. cloacea
E. coli, Salmonella
Sh. Flexneri
Maya ve kiif
E. coli, Salmonella

Shigella

Coban (2020)

Liu et al. (2018)
Liu et al. (2012)
Song et al. (2022)
Eastoe (2016)
Kumar et al. (2018)

Venugopal (2016)

Bakteri ve kif

Listeria ve E. coli

Allil isotiyosiyanit

E. coli

Jideani and Vogt (2016)

Morey et al. (2014)

Huang et al. (2019)

Cizelge 2.4: Gida endiistrisinde kullanilan bitkisel antimikrobiyal ajanlar ve kullanilan
gida tiriinleri [Bose et al., 2023].

Antimikrobiyal = Kullanilan Hedef
- e e . . Kaynak
ajan Gida iiriinii mikroorganizma
E. coli and S. aureus, Chana.Th |
Wasabi ekstrakti Ciget fungi A. niger, ana-Thaworn et al.
o (2011)
P. italicum
Zeytin yaprag Peynir S. aureus Kuorwel et al. (2011)
ekstrakti ' '
L. monocytogenes, E.
_— e coli, E. faecalis, E.
Uziim cekirdegi Domuz faecium, S. Diaz-Montes (2022)
ekstrakti filetosu

Misir zeini

Pimiento

esansiyel yagi

Yemeye hazir
tavuk

Biftek dilimi

typhimurium, B.
thermosphaceta B2

L. monocytogenes

Pseudomonas spp.,
E. coli O157:H7

Mukurumbira et al.
(2022)

Trindade et al. (2022)
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2.2.3. Bitkisel kaynakh antimikrobiyal ajanlar ve etki mekanizmalari

Antimikrobiyal etkisi olan fitokimyasallar genellikle; fenolikler, alkaloidler, lektinler,
polipeptidler, terpenoidler, esansiyel yaglar ve poliasetatlardir [Omojate Godstime et
al., 2014]. Bitkisel antimikrobiyaller yapilarina gore esansiyel yaglar, fenolikler,
alkaloidler, saponinler ve peptidler olmak tizere gruplandirilabilir [Ferdes, 2018].
Sekonder metabolitler olarak da adlandirilan fenolikler, bitkilerde biyotik ve abiyotik
faktorlere karsi bir yanit olarak iiretilir. Antimikrobiyal 6zellikli fenolikler;
flavonoidler, fenolik asitler, tanninler, stilbenoidler, kinonlar ve kumarinler olarak
gruplandirilmaktadir [Bouarab-Chibane et al., 2019]. Bu bilesiklerin diisiik maliyet ile
temin edilecek bir bitkisel hammadde icerisinde yeterli miktarda bulunabilmesi
olduk¢a 6nemlidir. Antimikrobiyal ila¢ direncinin giderek artmasi yeni antimikrobiyal
arastirmacilar1 6ncii molekiiller aragtirmaya yonlendirmistir [Smeriglio et al., 2017].
Baz1 durumlarda sentetik ilaglarin basarisiz oldugu, etkisiz olmasalar bile sentetik
olmalar1 nedeniyle hastaya olumsuz etkileri olabileceginden alternatifler aranmaktadir
[Smeriglio et al., 2017]. Flavonoidlerin antibiyotiklerin etkisini arttirtirdigi da rapor
edilmistir [Bernal et al., 2009; D’Arrigo et al., 2010; Eumkeb et al., 2010]. Bu
baglamda flavonoidlerin bir antibiyotigin yerine kullanimi sonucu elde edilen etkisi
diisiik olsa bile antibiyotikler ile kullanilmas1 bakteriyel iiremenin kontroliinde avantaj

saglayabilecektir.

Tarimsal trtinleri isleyen endiistriyel firmalar fenoliklerce zengin {irtinler, yan tirtinler
veya atiklar aciga ¢ikarmaktadir ve bu iiriinler dogal antimikrobiyal ajan eldesi i¢in
oldukca kiymetli dogal kaynaklardir. Bitki ekstraktlarindan ugucu olan ve olmayan
antimikrobiyal molekiiller elde edilebilmektedir. Antimikrobiyal fenoliklerin elde
edildikleri hammaddeler, etki spektrumlari, etki mekanizmasi g¢esitliligi onlarin

onemlerini arttirmaktadir.

Bitkisel sekonder metabolitler mikroorganizmalara, hiicre zarinin lipit ¢ift
tabakasindaki membran proteinlerine ve makromolekiil sentezinde gorevli enzimlere
etki ederek, hiicre zar1 gecirgenligini arttirarak, proton hareket gii¢ kaybina ve hiicresel
materyal kaybina neden olarak zarar verir [Topuzovié et al., 2015]. Mikroorganizmalar
tizerinde biiyiime kontroliinde fenoliklerin kullaniminin amaglandig1 ¢alismalarda en
cok rapor edilen etki mekanizmasi hiicre zar1 seviyesinde ger¢eklesen antimikrobiyal

aktivitelerdir. Zar seviyesinde etkinlik; zar gecirgenliginin geri donilisimli
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artmasindan, zarin tamamen geri doniisiimsiiz zarar gdrmesine kadar degismektedir.
Fenoliklerin hiicre zarma etkisi; zar potansiyeline etkisinin, zar gecirgenliginin,
sitoplazmik pH’in degisiminin ve sitoplazmik enzim aktivitesinin belirlenmesi
amaclanarak akim sitometrisi tekniklerinden faydalanilarak saptanabilmektedir
[Léonard et al., 2016]. Fenoliklerin antimikrobiyal etkilerini agiklamada en Onerilen
yaklagim, bulundurduklar1 —OH gruplarinin hiicre zarina baglanmasidir. Hiicre zarina
hidrojen bagi ile baglanmasi araciligiyla hidrofobikliklerine bagli olarak fenolik
bilesikler, hiicre yiizeyinde birikebilir, yiizeye niifuz edebilir ve hatta zardan hiicre
icine gegebilir. Boylelikle farkl: hiicre bilesenleri ile etkilesime gecerek sitoplazmik
pH’1 degistirebilir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvari hidrofilik oldugundan,
fenolik bilesiklerin hidrofobik bilesenlerine daha dayaniklidirlar. Borges et al. (2013)
calismasinda fenolik uygulamasinin Gram pozitiflerde elektron aliciligini arttirirken
Gram negatiflerde azalttigin1 belirlemistir. Sonug olarak, hiicre duvar yapisi ve
bilesenlerinin fenoliklerin antimikrobiyal etkinliklerinde anahtar role sahip oldugu
birgok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur [Borges et al., 2013; Meretro et al.,
2013; Topuzovi¢ et al., 2015]. Ayrismamis formdaki fenolikler, kendi pKa
degerlerinin altindaki pH degerlerinde yiiksliz gibi davranirlar ve fosfolipid ¢ift
tabakadan gegerler. Hiicre igine girdikten sonra antimikrobiyal fenolikler DNA, RNA
ve protein sentezini engellemeye ve sitoplazmanin koagiilasyonuna neden olabilir.
Mora-Pale et al. (2015) calismasinda, resveratroliin DNA giraz aktivitesini ve hiicre
boliinmesinde gorevli DNA baglanma proteinlerini inhibe ettigini belirlemistir.
Fenolik bilesikler zar proteinleri ile de etkilesime girebilmektedir. Duggirala et al.
(2014), kumarin ve skopoleinin, hiicre boliinme proteini FtsZ’ nin etkinligini inhibe
ettigini rapor etmistir. Ayrica kumarinin bu c¢aligmada B. subtilis’in uzunlugunu
arttirdigini, bu durumun da hiicre boliinmesi asamasinda septum olusumunun
engellemesi nedeniyle olabilecegi Ongorilmiistiir. Fenoliklerin antimikrobiyal
etkinliklerini belirlerken hedefe dayali mekanizmalarini belirlerken transkriptomiks
[Alvarado-Martinez et al., 2020], proteomiks [Ozdemir and Soyer, 2020] ve
metabolomiks [Wu et al., 2020] ¢alismalar1 da gergeklestirilmektedir.

2.2.4. Antimikrobiyallerle bakteriyel biiyiimenin kontrolii

Birgok farkli alanda diger canlilar i¢in sorun olabilen bakterilerin miktarinin kontrol

altina aliabilmesi oldukc¢a 6nemli bir konudur. Sorun oldugu ortamda bakterilerin
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asir1 Uiremesini durdurmak veya iiremesini tamamen engellemek bu amagla izlenecek
yollardandir. Tam anlamu ile steril kosullarin teorik olarak saglanma olasilig1 olmayan
durumlarda, lremeyi belirli bir seviyede tutmak bakteriyostatik kontrol olarak
adlandirilir [Pankey and Sabath, 2004]. Bakteriyostatik 6zellikte bir ajan ortamda
bulunan tiim bakterileri oldiiremez, belirli bir seviyede 6liim veya inhibisyon saglar.
Buna karsin, tam sterilitenin hedeflendigi durumlarda ise bakteriyel yiikiin tamaminin
ortadan kaldirildig1 bakteriyosidal etkiden s6z edilebilir. Oransal agidan
degerlendirildiginde teorik olarak ortamdaki bakteriyel yiikii %99.9 oraninda azaltan
ajanlara bakteriyosidal ajanlar denilmektedir [Pankey and Sabath, 2004]. Farkli
alanlarda kullanilan sentetik ajanlar ile her iki tiirde bakteriyel lireme kontrolii
saglanabilmektedir. Gida temasl yiizeylerin dezenfeksiyonunda kuarterner amonyum
bilesikleri, amfoterik bilesikler, hipokloritler, peroksitler (perasetik asit ve hidrojen
peroksit), aldehitler (formaldehit, gluteraldehit, paraformaldehit) ve fenolikler
kullanilmaktadir [Holah et al., 2002]. Bunlarin yaninda alkil aminleri ve klor dioksitler
de dezenfeksiyon programlarina eklenebilimektedir. Ayrica alkoller, fenolik bilesikler

ve aldehitler de 6zellikle saglik alaninda kullanilmaya baslanmistir.

Tiim bu antimikrobiyal ajanlarin antimikrobiyal etkinliklerini ve etki mekanizmalarini
belirlemek amaciyla agar kuyu difiizyonu, ajanin minimal inhibisyon (MiK) ve
minimal bakterisidal konsantrasyonlarinin (MBK) belirlenmesi ve zamana bagli 6liim

kinetiginin takibi gibi yontemler kullanilmaktadir.
. Antimikrobiyal ajanin agar kuyu difiizyonu ile etkinliginin belirlenmesi

Agar kuyu difiizyonu, antimikrobiyal etki belirlemede kullanilan en basit fakat
oldukga etkili bir yontemdir. Uygulama kolayligi, hizli sonu¢ vermesi ve kisa siirede
genis bir tarama imkani saglamasi nedeniyle genellikle antimikrobiyal etki belirleme
caligmalariin ilk asama deneylerini olusturur. Agar ile katilagtirilan geleneksel
besiyerleri iizerine test mikroorganizmasinin ekilmesinin ardindan steril kosullarda
acilan esit capli ve derinlikli kuyulara, esit hacimde ve farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis antimikrobiyal etkili ajanlar transfer edilir ve test mikroorganizmasinin
biiyiime siiresi boyunca optimum kosullarda inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan
eger antimikrobiyal etki varsa kuyularin ¢evresinde olusan zonlarin ¢aplari dl¢tiliir ve
kaydedilir. Capin biiyiikliigline gore antimikrobiyal ajanin etkinligi hakkinda giivelinir
seviyede fikir sahibi olunabilmektedir. Bu uygulamada 6nemli noktalar; besiyerinin

katiligimmin antimikrobiyal ajanin diflizyonunu engellemeyecek miktarda olmasi,
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besiyerlerinin esit hacimde dokiilmesi ve antimikrobiyal ajanin kuyulara transferinden
sonra dokiilmeden inkiibasyon alanina ulagtirilmasidir. Agar kuyu diflizyonu
deneyinin ardindan gerekli goriiliirse daha kompleks yontemler kullanilarak calisma

yonlendirilir.

o Antimikrobiyal ajanin minimal inhibisyon ve minimal bakterisidal

konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Herhangi bir antimikrobiyal ajanin etkinlikteki basarisini isaretlerinden biri, minimal
inhibisyon ve bakterisidal konsantrasyonlarinin belirlenmesidir. Belirli bir oranda
(6rnegin MIKso: popiilasyonu %50 oraninda inhibe eden minimum konsantrasyon)
bakteri sayisini azaltan en diisiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonuna bu ajanin
minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK) denir. Minimal bakterisidal konsantrasyon
ise, popiilasyonun %99.9 oraninda azalmasina neden olan minimum antimikrobiyal
ajan konsantrasyondur (MBK). Bunun igin, antimikrobiyal ajan ve test
mikroorganizmast mikrotitrasyon plakalarinda veya cam tiiplerde birlikte inkiibe
edilir. Antimikrobiyal ajan farkli oranlarda genis bir konsantrasyon taramasi
saglayacak sekilde seyreltilir. Mikroorganizmanin biiylime siliresine gore devam
ettirilen inkiibasyonun sonunda, kiiltiirden steril kosullarda 6rnek alinir ve
gerektiginde seri diliisyon yonteminden faydalanilarak seyreltilerek absorbans takibi
ile veya kat1 besiyerine ekim yaparak canli sayimi gergeklestirilir. Pozitif ve negatif
kontroller ile karsilastirilarak degerlendirme yapilir. Elde edilen sonuglar ile

antimikrobiyal ajanin MIK ve MBK degerleri belirlenir.
o Antimikrobiyal ajanin zamana bagli 6liim kinetiginin belirlenmesi

Antimikrobiyal 6zellikte oldugu diisiiniilen ajanin etkisini zamana bagli olarak
degerlendirmeyi saglayan bir yontemdir. Antimikrobiyal ajan etki etmesi beklenen
mikroorganizma ile optimum kosullarda inkiibe edilir. Inkiibasyon devam ederken
bakterinin biiylime hizin1 g6z oniinde bulundurarak periyodik olarak kiiltiirden steril
kosullarda 6rnek alimir ve gerektiginde seri dillisyon yonteminden faydalanilarak
seyreltilerek absorbans takibi ile veya kat1 besiyerine ekim yaparak canli sayimi ile
bliylime takip edilir. Pozitif ve negatif kontroller ile karsilastirilarak degerlendirme
yapilir. Elde edilen sonuglar, antimikrobiyal ajanin bakterisidal veya bakteriyostatik

etkinliginin siiresini 6grenmemize yardimei olur.
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2.2.5. Antimikrobiyallerle bakteriyel hareketin kontrolii

Genel olarak bakteriyel hareket tiirleri yiizme, siiziilme, titresim ve kayma olarak
gruplandirilmaktadir. Bakteriyel hareket, dogrudan hareketi saglayan flagella, pili gibi
uzantilarin islevini saglayan proteinlerin sentezi veya hareketi tetikleyen faktorlerin
hedeflenmesi ile dolayli yoldan kontrol altina alinabilir. Farkli mekanizmalarin
spesifik olarak inhibisyonu bakteriyel hareketi yavaslatabilir veya tamamen
durdurabilir. Bu sayede bakteriyel hareket araciligi ile saglanan kolonizasyon,
biyofilm olusumu, iletisim, virulans gibi diger birgok fizyolojik aktivite de
durdurulmus olur. Bakteriyel hareket baz1 antibiyotikler ile kontrol edilebilmektedir.
Diger mekanizmalarda oldugu gibi bakteriyel hareketin kontrolii i¢in de dogal
ajanlarin etkinligini degerlendirmek onemlidir. Yapilan ¢alismalarda bakteriyel
hareketin bitkisel ekstraktlar araciligi ile kontroliiniin ¢ogunlukla P. aeruginosa PAO1
susuna kars1 degerlendirildigi goriilmiistiir. 95 farkli bitkinin ¢esitli kisimlarindan elde
edilen ekstraktlar ile bir ¢alisma gerceklestirilmis ve ekstraktlarin bakteriyel hareket
lizerine etkisi incelenmistir. Bu bitkiler arasinda en yiiksek bakteriyel hareket
inhibisyonu (sliziilme) %71 orani ile tar¢in bitkisinin (Cinnamomum verum)
yapraklarindan elde edilen etanol ekstrakti ile saglanmistir [Alva et al., 2019]. Koh ve
Tham (2011) ise ¢aligmalarinda bazi1 geleneksel Cin tibbi bitkilerinin ekstraktlarini
(Prunus armenica, Punica granatum, Lycium chinense vs.) P. aeruginosa PAO1
susuna kars1 bakteriyel hareket inhibitorii olarak test edilmis ve bakteriyel hareketin
(siiziilme) %29-79 oranlarinda inhibe edildigi goriilmiistiir [Koh and Tham, 2011]. Bu
ve benzeri ¢alismalar ile patojenitenin 6nemli bir isaretcisi olan bakteriyel hareketin

dogal ajanlar aracilig1 ile kontroliinlin miimkiin oldugu ortaya konulmustur.

2.2.6. Antimikrobiyallerle bakteri hiicre duvar1 ve hiicre zan
biitiinliigiine etkisi

Bakteriler hiicre duvarinda peptidoglikan bulundururlar, bu yap1 hiicre seklini ve

yapisini korur [Yap et al., 2021]. Hiicre zar ise ¢ift fosfolipid tabakadan olusur ve

hiicrede gegirgenlik ve bariyer olusturma gibi 6nemli fonksiyonlari yerine getirir [Yap

et al., 2021]. Gram pozitif bakterilerin aksine Gram negatif bakteriler lipitlerce zengin

dis zara ve ince peptidoglikana sahiptirler. Gram negatif bakterilerin dis zarinin temel

bileseni lipopolisakkariddir (LPS) [Yap et al., 2021]. Lipidlerin ve porinlerin
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olusturdugu bir bariyer ile disaridan gelen antibiyotik, deterjan, boya gibi bakteri i¢in
toksik olabilecek bilesiklerden i¢ zarin zarar géormesini engeller [Yap et al., 2021].

Bakterilerde sitoplazmik zar antimikrobiyal bilesiklerin hedeflerinden biridir [te
Winkel et al., 2016]. Bu bilesikler antimikrobiyal O6zelliklerini hiicre zarmin dis
faktorlere karsi bariyer olusturma 6zelligine zarar vererek gergeklestirirler [te Winkel
et al., 2016]. Bu nedenle antimikrobiyal etkinlik belirleme ¢aligmalarinda zar
gecirgenligi veya zar potansiyelindeki degisikliklerin belirlenmesi oldukc¢a 6nemlidir

[te Winkel et al., 2016].

Bakteri hiicre zarin1 bir biitiin halinde biyolojik olarak islevsel ve segici gegirgen
evrede tutmak, bakteri hiicreleri i¢in canliligin siirdiiriilebilmesi i¢in Onemlidir
[Buttress et al., 2022]. Bunu gergeklestirme yollarindan biri hiicre zarinin elektriksel

potansiyelini diizenleyebilmesidir [Buttress et al., 2022].

Zar potansiyeli hiicre i¢i ve hiicre disi potansiyel farkina denir ve bakteriyel
metabolizmada olduk¢a dnemlidir [Yap et al., 2021]. Ayrica zar potansiyeli bakteri

hiicrelerinde 6nemli bir biyoenerjetik parametredir [Buttress et al., 2022].

Zar potansiyelinin hasarina neden olan etken, net elektriksel potansiyel ve zar proton
gradiyenti bilesenlerinin incelenmesi ile belirlenebilir [Mitchell, 1961]. Bir
antimikrobiyal ajan nedeni ile zar potansiyelinin veya zar islevinin bozulmast bu
hiicresel islemleri sekteye ugratir [te Winkel et al., 2016]. Zar potansiyelinin diigmesi

zarin yapisal olarak zarar gormesi ile iligkilidir [Yap et al., 2021].

Eger net potansiyel bir antimikrobiyal ajan tarafindan tehlikeye sokulursa, zar proton
gradiyenti de antimikrobiyal ajanin sebep oldugu degisiklikleri yatistirabilmek i¢in
iliskili bir sekilde artis gosterir [Ellis et al., 2019].

Proton hareket giic (PHG), hiicre zar1 boyunca gecen protonun, elektrokimyasal
potansiyel farkidir. PHG, elektrik potansiyeli (Ay) ve transmembran proton gradiyenti
(ApH) olmak iizere iki bilesene sahiptir [Mitchell, 1961]. PHG {in bozulmast:

. ATP sentezi,

o Stres yaniti,

° Aktif tasima,

o Polipeptid katlanmasi,

o Altbirim agregasyonu ve
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o Protein fosforilasyonu gibi fizyolojik aktiviteleri olumsuz etkiler [Kragol et al.,
2001; Yuroff et al., 2003; Klipp et al., 2005; Watanabe et al., 2005; Deutscher et al.,
2006; Kipnis et al., 2007; Rieger et al., 2021].

Okaryotlarda PHG mitokondri, solunum zinciri ve ATPaz aktivitesi esnasinda ortaya
cikar. Tiim biyolojik sistemlerde, enerjinin ¢ogu nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD) ve flavin adenin dintikleotid (FAD) tarafindan yiiksek enerjili elektron
formunda substratlardan besin trasnferi ile gergeklesirken olur. Elektron tasima
sistemindeki elektron aracilari boyunca tasindiktan sonra bu elektronlar, mitokondri i¢
zarindaki oksijene tasmir. Elektron translokasyonu esnasinda, iiretilen enerjinin
onemli bir kismi, protonlarin zardan pompalanmasinda kullanilir. Spesifik olarak,
protonlar mitokondriyel matriksten, intramembran bdlgeye transfer edilir, bdylece
konsantrasyon gradienti ve PHG olusturulur [Rieger et al., 2021]. Buna kemiozmotik
teori denir. Kemiozmotik teori PHG ve ATP sentezinin birlikte ¢alismasini agiklayan

bir teoridir.

Konsantrasyon gradiyenti nedeni ile H*, mitokondriyel matrikse por ve kanallardan
girer, bu da ATP sentaz1t ADP ve inorganik fosfati etkilesime sokarak ATP olusumunu
saglar [Berry et al., 2018]. Solunum sekteye ugradiginda ATP, PHG’ii saglamak

amaciyla hidroliz edilir.

Prokaryotlarda mitokondri olmadigindan solunum zinciri ve ATP sentaz, bakterilerde
sitoplazmik zarda bulunmaktadir. Bakterilerin dallanmis yolaklar1 ve alternatif son
elektron alicilar1 da bulundurmalar1 nedeni ile [Cotter et al., 1990] elektron tagima
sisteminde Okaryotlardan daha esnek bir yapida olduklart séylenebilir [Kaila and
Wikstrom, 2021]. Prokaryotlarda solunum yolaklari, ¢evresel degisimlere kolay uyum
saglar. Ornegin E. coli’de oksijen varhigi ve yoklugunda is yapmak iizere farkli
elektron alicilart vardir. Oksijen varliginda cyoABCDE’nin kodladig: sitokrom o
oksijenin gerekli oldugu durumlarda, cydAB’nin kodladigi sitokrom d ise kisith
oksijen varliginda son elektron alicis1 olarak gorev yapmaktadir. Oksijenin
bulunmadig1 ortamda ise nitrat, fumarat ve trimetil oksit gibi son elektron alicilar is

yapmaktadir [Tseng et al., 1996].

Redoks faktorleri ve kofaktorler arasi fiziksel fark, yiik ile ayrilmis evrede elektrik
potansiyelinin etkilenmesini belirler. Birgok durumda PHG stabil kalir bu iki bileseni

arasinda doniisiim gergeklesir [Bakker and Mangerich, 1981]. Elektrik potansiyelinin
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dagilmasi, transmembran proton gradiyentinin artmasina neden olur veya bu durumun
tam tersi gerceklesir [Mohiuddin et al., 2022]. Hiicre depolarizasyonu veya
gecirgenligi esnasinda elektriksel potansiyel bozulur. Hiperpolarizasyonda veya

kimyasal gradiyent bozuldugunda elektriksel potansiyel artar.

PHG’iin bu iki bileseni, protonlar ile iligkilidir. Proton fazlalig1 elektriksel potansiyele
sebep olurken, zar boyunca protonlarin hiicreden ayrilmasi transmembran proton
gradiyentine neden olur. Elektriksel potansiyel PHG’e transmembran proton
gradiyentinden daha fazla katkida bulunur. Ciinkii yiik ayrilmasi esnasinda elektriksel

potansiyel, daha ¢ok enerji agiga ¢ikartir.

Zar potansiyelinin hiicresel aktiviteler i¢in uygun diizeyde olmasi gerekmektedir.
Ekstrem kosullarda zar potansiyeli sayesinde hiicre kendini dis ortamdan izole eder.
Bu nedenle elektriksel potansiyel antimikrobiyal etkinlik elde etmek i¢in 6nemli bir
hedeftir. Transmembran proton gradiyenti, i¢sel zar proseslerinde esasen etkilidir.
PHG’ii dogrudan etkiler. Potansiyel elektriksel potansiyel bozucularin antimikrobiyal
etkileri, pH deger alkalin diizeyde oldugunda artar, ¢iinkii bu durum proton
gradiyentini diistirtir. Bunun tersine, asidite arttiginda transmembran proton gradiyenti
de artar, bu da transmembran proton gradiyenti iligkili antimikrobiyal etkinin artigina

neden olur.

Zar potansiyelindeki degisiklikleri belirlemede, propidyum iyodid (PI) ve Sytox yesili
gibi niikleik asit boyalar1 [te Winkel et al, 2016], DiSCs(5) (3,3-
Dipropylthiadicarbocyanine lodide) ve DIBAC4(3) (Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid)
Trimethine Oxonol) gibi voltaja duyarli floresan boyalar veya radyoaktif isaretli
tetrafenil fosfonyum (TPP*) kullanilabilmektedir [Kalyanaraman et al., 2023].
Niikleik asit boyalar1 hiicrenin zar potansiyeli bozulmamis halde iken hiicre igine
gecemezler. Zar biitiinliigii bozuldugunda hiicre igine girerek niikleik asitleri boyar ve
zar potansiyelinin bozuldugunu isaret ederler [Roth et al., 1997; Sochacki et al., 2011;
Stiefel et al., 2015]. Yine de iyon gegirgenligindeki degisimi belirlemede niikleik asit
boyalar1 yeterli degildir [Wenzel et al., 2012]. Floresan boyalardan DiBAC4(3) veya
DiSC3(5), voltaja duyarliliklari agisindan benzerdirler [Brauner et al., 1984; Epps et
al., 1994]. Voltaja duyarl floresan boyalar genellikle depolarize hiicreleri boyarlar
[Yap et al., 2021]. Depolarizasyonun gerg¢eklesmesi her zaman hiicrenin 6limi ile
sonuclanmaz, fakat derecesine gore hiicresel islevler etkilendigini isaret eder [Yap et

al., 2021]. DiSCa(5) pozitif yiiklii iken, DiIBACa4(3) negatif yiikliidiir bu yiizden zar
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potansiyeline bu boyalarin tepkisi birbirinin tam tersidir [te Winkel et al., 2016]. Zar
potansiyelini belirlemede kullanilan DiBAC4(3), polarize hiicrelerde negatif yiikii
yiiziinden hiicreye girmeye ¢alisirken itilir, bu da iyi seviyede enerjilenmis hiicrelerin
diisiik floresan vermesi ile sonuglanir. Zit olarak depolarize hiicrelerde ise boya, hiicre
icinde potansiyel degisimi olmasi nedeni ile hiicre zarini giiclii sekilde boyar ve yliksek

floresan verir [te Winkel et al., 2016].

Hiicre i¢i pH degerinin antimikrobiyal etki kaynakli degismesini belirlemeyi saglayan
CFDA-SE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester), lipofilik 6zellikte bir
molekiildiir. Hiicre disindayken floresan 6zelligi olmayan bu boya molekiilii hiicre
icine alinmasini takiben hiicre igerisinde gecirdigi degisikliklerden sonra az miktarda
floresan verir. Hiicre i¢indeki esteraz, CFDA-SE’deki asetil grubunu keser ve bu
sayede molekiil floresan olarak goriinii hale gelir. Siiksinimidil ester grubu intraseliiler
ester grubuna kovalent olarak baglanir. Floresan 6zellikte olmayan CFDA-SE, hiicre
icine pasif olarak girer, hiicre i¢inde bulunan esterazlar asetil grubunu siler ve CFSE
olusur. Bu bilesik hiicredeki proteinlere kovalent baglanir ve boyanin hiicrede tutulu
kalmasini saglar [Yang et al., 2023]. immunolojik ¢alismalarda siklikla kullanilan
CFDA-SE, bakteriyel aktivitenin isaret¢isi olarak da sik¢a kullanilmaktadir. Bazi
yenilebilir ve tibbi bitkilerden elde edilen gesitli ekstraktlar (etanol, metanol ve su) ile
Vibrio chloerea suslarina kars1 gergeklestirilen bir ¢alismada hiicre zar1 potansiyelinin
ve sitoplazmik pH’1n degisimi bir ¢alismada incelenmistir. Bu ¢caligma sonucunda tath
akasya kabugu ekstraktinin sitoplamik pH degerini diisiirmede en etkili ekstrakt
oldugu belirlenmistir (pH 7.2°den 3.9’a dlsmiistiir). Zar potansiyelini
hiperpolarizasyon yoniinde en cok etkileyen ekstraktin yine tathi akasya oldugu,
depolarizasyon yoniinde etkileyen ekstraktin ise dikenli incir bitkisinin kladod
ekstrakt1 ile elde edildigi goriilmiistiir [Sanchez et al., 2010]. Zeytinyag: polifenolleri
ile gergeklestirilen bir baska c¢alismada, B. cereus suslarinda uygulamanin
depolarizasyona neden oldugu belirlenmistir [Fei et al., 2019]. Bamya ¢icegi, biberiye,
yonca ve kekik ekstraktlarmin S. aureus ve E. coli bakterilerine kars1 etkisi incelenen
baska bir calismada, ortama ilgili ekstraktlari eklemenin her iki bakteride de
sitoplazmik pH degerini ciddi seviyede diisiirdiigii gdzlenmistir. iliskili bir sekilde zar
potansiyelinin de ekstrakt uygulamasindan sonra kontrole gore belirgin seviyede diisiis

gosterdigi rapor edilmistir [Gonelimali et al., 2018].
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2.3. Antibiyofilm ajanlar

Cesitli yilizeylerde sorun olan biyofilmin kontrolii, biyofilm olusumunu engelleyerek
veya biyofilm olusumunda etkili olan ¢evresel veya bakteriyel faktorleri kaldirarak
veya Onleyerek, bakteriyel iletisim [Rossi et al., 2022] veya bakterilerde patojeniteyi
saglayan hareketliligi inhibe ederek saglanabilir. Biyofilm, tiim kronik mikrobiyal
enfeksiyonlarin %80'inin patogenezinde dnemli bir belirtectir [Sharma et al., 2019].
Insan dokularinda olusan biyofilm, sistik fibroz, endokardit, osteomiyelit, otitis media,
idrar yolu enfeksiyonlari, dis ciiriikleri ve periodontit gibi enfeksiyonlara neden
olabilir [Costerton et al., 1999]. Ayrica, tibbi implantlar, gida temas yiizeyleri veya
endistriyel islemlerdeki drenaj borulart gibi cansiz yiizeylerde de olusabilir. Biyofilm
icindeki mikroplarin antimikrobiyal toleransi, planktonik olanlardan 10-1000 kat daha
yiksektir [Donlan, 2002]. Bitki tiirevli bilesenler, antimikrobiyal ve antibiyofilm
aktiviteleri nedeniyle énemli bulunmustur [Tariq et al., 2019]. Fitokimyasal agidan
zengin bitkisel ekstraktlarin, birden fazla bilesen igermeleri nedeniyle antimikrobiyal
dirence yol agma olasiliklar1 daha diisiiktiir [Abreu et al., 2012; Truchado et al., 2015].
Biyofilm ve biyofilmler ile iligkili patojenite 6zelliklerini kontrol etmede bitkisel
ekstraktlarin  kapasitesi  sikca  degerlendirilmektedir.  Yapilan yeni  bir
calismada, Staphyloccocus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella bongori,
Escherichia coli, Lacticaseibacillus casei ve Limosilactobacillus reuteri bakterilerinin
biyofilmlerine karsi nar kabugunun sulu ekstraktlar1 kullanilmis ve biyofilm
olusumunun %70’in {izerinde inhibe edildigi belirlenmistir [Salim et al., 2023].
Yabani kahve olarak bilinen Aidia genipifloranin goévde kabugunun
metanol/kloroform (4/1) ekstrakti, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC
27853, Streptococcus pyogenes, E. faecalis ATCC 29212, Proteus mirabilis ATCC
12453, Klebsiella pneumoniae, E. coli ATCC 25922, Vibrio cholerae ve Salmonella
typhi dahil ¢esitli bakteri biyofilmlerine kars1 uygulanmistir. Biyofilm inhibisyonunun
%3-79 oranlar1 arasinda degistigi belirlenmistir [Anokwah et al., 2021]. Cyclamen
coum'un n-biitanol ekstrakti ile gergeklestirilen bir baska ¢alismada, P. aeruginosa
bakterisinde biyofilm olusumunu belirgin sekilde inhibe ettigi, hiicre-hiicre iletisimini
onleyebildigi gorilmistiir [Varposhti et al., 2013]. C. hederifolium ile yapilan bir
calismada da ekstraktin S. aureus bakterisine karsi antibiyofilm etki gosterdigi
saptanmigtir [Abdi Ali et al., 2015]. Ocimum sanctum (feslegen) yapraklarinin

metisilin direncli ve metisilin duyarl suslara kars1 biyofilm inhibe edici potansiyelini
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incelenmis ve Azadirachta indica (Hint leylagi) ve Ocimum sanctum ekstraktlarinin
kombinasyonunun, P. aeruginosa, K. pneumoniae, Acetanobacter baumanii gibi
patojenlerin biyofilm olusumunu 6nlemede etkili oldugu dogrulanmistir [Sood and
Davis, 2020].

2.3.1. Biyofilm olusum asamalan

Biyofilmler mikroorganizmalarin hiicre dis1 polimerik matriks araciligiyla yiizey ile
geri doniisiimsiiz baglanmasi ile olusur [O’Toole et al., 2000]. Bu polimerik yap1
mikroorganizmalara etkilesim, kooperasyon, besin ve enzime ulagma, heterojen
habitat ve antimikrobiyal tolerans kazandirir [O’Toole et al., 2000; Flemming et al.,
2016]. Planktonik formdaki hiicreler, sesil forma gegerken g¢evreden bazi sinyaller
alarak bazi fenotipik degisikliklere ugrarlar [O’Toole et al., 2000] ve bu degisiklikler
sayesinde giiclii bir biyofilm yapisi olustururlar. Hiicre dis1 kosullara hizli adapte
olabilmeleri nedeniyle bakteriler, bir¢ok farkli ortamda biyofilm olusturabilirler
[Renner and Weibel, 2011]. Dogada c¢ogunlukla ¢ok farkli bakteri suslari i¢eren
biyofilmler yaygin goriilse de, nadiren tek bir susa ait biyofilmler de goriilebilmektedir
[Dickinson and Bisno, 1993; Adal and Barry, 1996; Archibald and Gaynes, 1997].
Bakteriler, besin varligi veya yoklugu gibi bazi ortam kosullarinin degismesi
sonucunda biyofilm olusturma fazina gecis yapabilmektedir [O’Toole et al., 2000].
Yasam kosullarinin degismesi ile strese maruz kalan bakteriler tarafindan yiiksek
miktarda ekzopolisakkarit (EPS) tiretilmesi, UV ve sicaklik gibi abiyotik faktorlere
veya biyosid uygulamalarina karsi dayanimin artmasi gibi biyofilm iligkili bazi
adaptasyonlar edinilebilmektedir [Deretic et al., 1990; Bayer et al., 1991; May et al.,
1991; Dickinson and Bisno, 1993; Boyd and Chakrabarty, 1995; Gacesa, 1998].

Biyofilm olusumunda substratin fiziksel 6zellikleri bakterinin fizyolojisini, substrata
tutunmasini ve erken evre biyofilm olusumunu etkiler [Renner and Weibel, 2011].

Genel olarak biyofilm olusumu bes asamali bir siire¢ olarak ifade edilebilir:

. Ik asama, hiicrelerin geri doniisiimsiiz bir sekilde yiizeye tutunmasi ile baslar.
Bakteriler flagella ve pili gibi bazi hiicre dis1 yapilarinin varligi ile bulunduklari
ortama tutunacak yapilari olusturmus olur [Bullitt and Makowski, 1995; Thomas et
al., 2004].
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o Ikinci asamada, tutunma DNA, lipid, protein ve lipopolisakkaritlerce zengin

EPS salinimi1 sayesinde kalic1 hale gelir ve boylece hiicreler ve ylizey arasi adhezyon
saglamlagir [Renner and Weibel, 2011].

o Uciincii _asamada, yiizeye kalici olarak tutunan hiicreler g¢ogalir ve

mikrokoloniler olusturur, hiicre sayisi ile dogru orantili artan EPS, hiicreleri enkapsiile
ederek dis ortama kars1 dayanikli hale getirir [Renner and Weibel, 2011].

. Dordiincii _asamada, i¢ boyutlu olarak biiyliyen biyofilm tabakasi

olgunlagmistir. EPS tabakasinin koruyucu etkisi bu asamada daha yiiksektir.
. Son asamada ise hiicreler mevcut biyofilmden kopup yeni ortamlara tutunarak

yeni biyofilmler olusturabilir [Renner and Weibel, 2011].
2.3.2. Biyofilm olusumunu etkileyen etmenler

Bakterilerin ylizeye tutunmalar1 ile baslayan biyofilm olusum siireci, fiziksel,
kimyasal ve biyolojik bircok etmenin bir arada bulunmasi ile gergeklesmektedir.
Mikroorganizmalarin ylizeylerinin net yiikiiniin negatif oldugu bilinse de yiizeyleri
yiik agisindan heterojendir [Renner and Weibel, 2011]. Bulunduklari ¢evreye uyum
saglamada basarilari, onlarin biyofilm olusturmada kapasitelerini etkiler. Bakterinin
yiizey uzantilari, yiizey ylikii, metabolik evresi ve susu, biyofilm olusumunu etkileyen
biyolojik faktorlerdendir. Substratin malzemesi, yiikii, piirtizliliigl, 1slanabilirligi ve
hidrofilik/hidrofobikligi de biyofilm olusumunda tutunmanin gergeklesecegi yiizey ile
iliskili 6nemli faktorlerdendir [Rossi et al., 2022]. Ayrica ortam sicakligi, besine
ulagabilirlik, pH veya nem de bakterilerin biyofilm olusturmasinda 6nemli rol

oynamaktadir [Houdt and Michiels, 2010; Garcia-Gonzalo and Pagan, 2015].

2.3.3. Biyofilm olusturan bakteriler

Biyofilm olusumu, Staphylococcus, Pseudomonas, Streptococcus, Enterococcus,
Bacillus gibi ¢esitli patojenlerde viriilansin bir belirtecidir [Del Pozo, 2018].

o Pseudomonas sp.

P. aeruginosa, Gram-negatif ¢ubuk seklinde bir bakteri olup Pseudomonadaceae
grubundadir. Genellikle suda, bitkilerde, toprakta ve hayvanlarda yaygin olarak
bulunur. Saglikli bireylerde nadiren enfeksiyonlara neden olur, ancak bagisiklig1 zayif

bireylerde kolayca enfeksiyonlara yol acabilir [Balasubramanian et al., 2013]. P.
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aeruginosa, antimikrobiyal direngli suslariyla on yili askin bir siiredir hastane
enfeksiyonlarina yol agan patojenlerinden ilk on bakteri arasinda yer almaktadir
[Streeter and Katouli, 2016]. Havalandirma iliskili pnémoniden sorumlu ikinci en
yaygin patojen olarak ve AIDS, kistik fibrozis ve yanik yaralar1 olan bireylerde yiiksek
6lim oranina neden olan, kateterle iligkili kan dolagimi enfeksiyonlarmin yedinci
biiyiikk nedeni olarak belirlenmistir [Hidron et al., 2008; Kerr and Snelling, 2009;
Valderrey et al., 2010]. P. aeruginosa tibbi malzemeler (idrar sondalari, implantlar,
kontakt lensler vb.) [Wolcott et al., 2013] ve gida endiistrisi ekipmanlar1 (karistirma
tanklari, tanklar ve tiipler) [Romling and Balsalobre, 2012] gibi ¢esitli yilizeylere etkili

bir sekilde yerlesir ve biyofilm olusturur.
. Bacillus sp.

B. subtilis, genellikle bitkiler ve rizosferleri ile iliskili olarak bulunan, toprakta
yasayan, patojen olmayan, Gram pozitif bir bakteridir. Fungal hiflerin [Kjeldgaard et
al., 2019] ve bitkilerin koklerinin [Noirot-Gros et al., 2020] ve yapraklarinin [Camara-
Almiréon et al, 2020] da dahil oldugu biyotik yiizeylerde Dbiyofilm
olusturabilmektedirler. Ayrica, dogal B. subtilis suslar1 islenmis gida triinlerinde

biyofilm olustururlar [Kovacs and Dragos, 2019].
. Enterococcus sp.

Enterokoklar firsat¢1 patojenler olarak taninan, insanlarin ve hayvanlarin agiz
boslugunun, normal bagirsak mikroflorasinin ve disi genital sisteminin dogal
bakterileridir [Mohamed and Huang, 2007]. idrar yollar1, kan dolagimi, karin igi ve
pelvik bolgeler, merkezi sinir sistemi ve cerrahi miidahaleye maruz kalan alanlar gibi
alanlar1 enfekte eden yaygin nosokomiyal ajanlardir [Richards et al., 2000]. E.
faecalis, en yaygin Enterokok tiiridiir ve insanlardaki Enterokok enfeksiyonlarinin
%80-90"indan sorumludur [Jett et al., 1994; Jones et al., 2004]. Biyofilm igindeki
Enterokoklar, planktonik olarak biiyliyen Enterokoklara gdre antibiyotiklere daha
yiiksek direng gosterirler, bu nedenle Enterokok enfeksiyonuna miidahalede biyofilm
olusumunun potansiyel etkisi Onemli olabilir [Mohamed and Huang, 2007].
Enterokoklar ayni zamanda periodontal enfeksiyonda 6nemli organizmalar olarak
bildirilmistir [Molander et al., 1998; Peciuliene et al., 2000]. E. faecalis ve E.
faecium'un farkli biyomalzemeler {izerinde yapisma [Joyanes et al., 1999] ve biyofilm

tiretme yetenekleri gosterilmis ve lreteral stentler [Keane et al.,1994], intravaskiiler
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kateterler [Sandoe et al., 2003], safra stentleri [Dowidar et al., 1991] ve silikon
gastrostomi cihazlar1 gibi ¢esitli tibbi cihazlarda ve polimetimetakrilat, silikon ve
akrilik gibi g6z mercegi malzemeleri tibbi malzemelerde biyofilm tiretebildikleri rapor

edilmistir [Kobayakawa et al., 2005].
o Enterobacter sp.

Enterobacter sp., Gram negatif ¢ubuk seklinde bir mikroorganizmadir. Genellikle ve
giderek artan bir sekilde nosokomiyal enfeksiyonlardan sorumlu olan firsat¢1 bir
bakteridir [Giamarellou, 2005]. E. aerogenes, endojen insan gastrointestinal
mikroflorasinin bir pargasidir [Muslim et al.,, 2018]. Ayrica, karasal ve sucul

ortamlarda (su, kanalizasyon, toprak ve gida) yaygindir [Otter et al., 2010].

o Staphylococcus sp.

Staphylococcus cinsinin bir iiyesi olan S. aureus, geleneksel olarak regete edilen cogu
antibiyotige diren¢ gosteren bir mikroorganizmadir. Endokardit, osteomiyelit gibi
uzun siireli Staphylococcus enfeksiyonlarini tedavi etmek zordur. Bu organizmalarin,
konak bagisiklik sistemlerinden kendilerini savunma yeteneklerinden biri, biyofilm
olusturma yetenekleridir [Leid et al., 2002]. Buna ek olarak S. aureus, siit ¢iftliklerinde
mastitise neden olan en yaygin bulasici patojenlerden biridir. Ayrica, metisilin direngli
S. aureus (MRSA), antibiyotiklerin (penisilin, sefaleksin, amoksisilin, azitromisin ve
klindamisin) yaygin ve bilingsiz kullanimi sonucunda sik¢a izole edilmistir. Metisilin
direngli S. aureus suslari, insanlar1 enfekte edebilme ve siit iiriinlerini kontamine
edebilme ozellikleri nedeniyle halk sagliginda 6nemlidir [Unlu et al., 2018]. Gida
endiistrisinde ise, Staphylococcus biyofilmi tarafindan neden olan kirlilik, baslica {i¢
alanda yayilir: Ilki gida ham maddelerinin durumudur, bunlar arasinda ¢ig siit [Akbas
and Kokumer, 2015], balik yiizeyi [Bensid et al., 2014], 6zellikle dondurulmus gida,
et ve diger hayvansal gidalar [de Souza et al., 2014] bulunmaktadir. Ikincisi gida
isleme ortami ve ekipmanlari, et kesimhanesi ve tahliye borularidir. Gozard1 edilen bir
baska onemli materyal ise operatdrlerin viicudu ve giysileridir [Meretro et al., 2013],
bu tarz koruyucu giysiler bakteri tutunmasi igin miikemmel bir alan saglar. Ugiinciisii
ise gida zinciri, gida depolama, tagima ve satig siirecleri sirasinda, bakteriyel biyofilm
olusumudur. Temiz olmayan depolama ortami, uygun olmayan tasima islemi veya
satig personeli iligkili hijyen faktorleri ile ilgili standart dis1 islemler biyofilm

olusumunu siddetlendirebilir [Llorens et al.,2012].
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J Streptococcus sp.

Streptococcus sp., birgogu insan veya hayvan mikrobiyotasinin bir pargasi olan 6nemli
patojenleri igerir. Streptococcus cinsi, genellikle zincirler veya giftler halinde
diizenlenmis Gram pozitif, yuvarlak veya oval hiicrelerden olusur ve ¢cevreye dagilmis
olarak bulunabilir ve/veya insanlarin ve hayvanlarin cilt ve mukoz membranlarini
kolonize edebilir. Bir¢ok Streptococcus tiirii, 6zellikle ortaya ¢ikan antimikrobiyal
direng, viriilans ve zoonotik potansiyel nedeniyle artan siklikta ve 6liimciilliikle insan
ve/veya hayvan patojeni olarak taninmis ve bildirilmistir, bu durum 6nemli ekonomik
kayiplara ve sosyal etkilere neden olmustur [Haenni et al., 2018; Miranda et al., 2018].
Dis ylizeylerinde olusan ve dis plagi olarak adlandirilan yap1 Streptococcus sp.’nin
biyofilm olusturma yeteneginin sonucudur [Matsumoto-Nakano, 2018]. Glukozil
transferazlar, coklu glukan baglayici proteinler, protein antijen ¢ ve kollajen baglayici
protein gibi yiizey proteinleri liretmesi ile Streptococcus sp. dis plagini {iretir ve dis

ciiriiklerine neden olur [Matsumoto-Nakano, 2018].

2.3.4. Biyofilmlerin belirlenmesinde kullanilan yontemler
o Mikrotitrasyon plakasi/doku kiiltiirii plakasi yontemi

Polistiren malzemeden tiretilmis steril mikrotitrasyon veya doku kiiltiirii plakalarinda
gerceklestirilen biyofilm c¢alismalari, kiigiik hacimde cok degiskenli deneyleri
gerceklestirmede oldukea etkilidir. “U” tabanli 96 kuyulu mikro plakalarin genellikle
tercih edildigi ¢aligmalarda, antibiyofilm ajan ile inkiibe edilen test mikroorganizmasi
genellikle bir miktar seker igeren triptik soy sivi besiyerinde biiyiitiiliir. Hedeflenen
biyofilm olgunluguna gore inkiibasyon siiresi belirlenir (bu ¢alismada olgun biyofilm
i¢in 48 saatlik inkiibasyon tercih edilmistir). Inkiibasyonun ardindan olusan biyofilm,
biyofilme tutunan bir boya ile boyanir ve ilgili absorbans degerinde 6l¢iilerek olusan
biyofilmin siddeti yar1 kantitatif olarak belirlenir [Unlu et al., 2018; Balaban et al.,
2021] .

° Floresan mikroskobu

Biyofilm c¢aligmalarinda biyofilm tabakasinin canli/6lii hiicre durumlart floresan
ozellikteki boyalar ile goriintiilenebilir hale gelmektedir. Bu amagla kullanilmak {izere
gelistirilen kitler mevcuttur. Kitler genellikle canli ve 6lii hiicreleri ayr1 ayri boyayacak

sekilde iki farkli boyanin karisimindan olusmaktadir. Bu calismada LIVE/DEAD
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BacLight bakteriyel canlilik kiti kullanilmisgtir. Membran biitiinliigli agisindan
hiicrenin canliligin1 belirlemede kullanilan bir kit olan LIVE/DEAD BacLight, hiicre
zar1 zarar gormiis, Olii veya 0lmekte olan hiicreleri igerdigi propidium iyodid (PI)
isimli boya ile kirmizi boyanirken, saglam bir zar1 olan hiicreleri igerdigi SYTO9
isimli boya ile yesile boyar. Diger yontemler ile kabaca inhibisyonunu
belirleyebildigimiz biyofilm tabakasindaki hiicrelerin canli/6lii durumunu gorsel
olarak floresan mikroskobu altinda ilgili filtreler yardimi ile goriintiilemek

mumkuindiir.

2.3.5. Biyofilmlerin kontroliinde kullamlan yaklasimlar

Biyofilm  tutunmasi1 farkli  Ozelliklere sahip bir¢ok yiizey {izerinde
gerceklesebilmektedir. Ozellikle endiistriyel iiretim ve isleme esnasinda
mikroorganizmalarin tutunmasina uygun ortam kosullar1 gelismektedir. Boru, hazirlik
masalari, filtreler, bigaklar gibi bazi araglar biyofilm olusumunun en sik gorildigi
yerlerdir [Rossi et al., 2022]. Bakterilerin bu yiizeylere kalici tutunmasi yiizeylerde
metal korozyonu, 1s1 transferinin azalmasi, mekanik blokaj ve filtrasyon
membranlarinin gegirgenliginin azalmasi gibi bazi olumsuzluklara neden olmaktadir

[Tang et al., 2009; Garcia-Gonzalo and Pagan, 2015; Galié et al., 2018].

Herhangi bir yiizeyde olusan biyofilmin kontrolii; biyofilm olusumunun 6nlenmesi
veya azaltilmasi, olusan biyofilmin oradan kaldirilmasi ve biyofilm olusumunda etkili
cevresel faktorlerin Onlenmesi ile gergeklestirilebilmektedir [Rossi et al., 2022].
Endiistriyel diizeyde kurutma veya radyasyon gibi fiziksel, mekanik veya dezenfektan
kullanim1 gibi kimyasal yontemler biyofilmin olumsuz etkilerinden korunmay1

saglamaktadir [O’Toole et al., 2000].

Biyofilmi gidermede dogru dezenfektanin se¢imi ve temizligin sik gerceklestirilmesi
¢ok onemlidir [Rossi et al., 2022]. Klorlu bilesikler, hidrojen peroksit, perasetik asit
ve kuarterner amonyum igeren temizleyiciler ile firgalama, soyma, kopiik olusturma,
su jeti veya vurgulu elektrik alan1 gibi metotlar araciligi ile olugan biyofilmin ortadan
kaldirilmasi miimkiin olabilmektedir [Kumar and Anand, 1998; Galié et al., 2018].
Kimyasal ajanlarin etkinligini arttirmak amaciyla enzim kullanimi, EPS tabakanin

parcalanmasint ve kimyasal ajanlarin biyofilm igerisine ulagmasinda yardimcidir

[Rossi et al.,2022].
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Biyofilm mikroorganizmalarin yiizeye ve/veya birbirlerine geri doniigiimsiiz tutunarak
olusturduklart hareketsiz bir yasam bic¢imidir. Hiicreler biyofilm sistemi igerisinde
fenotipleri degismis halde, olusturduklar1 ekzopolisakkaritlere tutulu olarak yasarlar
ve serbest bulunan hiicrelere kiyasla ¢evresel kosullara kars1 daha dayaniklidirlar. Bu
nedenle biyofilm igerisindeki hiicrelerin ortadan kaldirilmas1 serbest halde
bulunanlardan daha zordur. Amerikan Ulusal Saghk Orgiitii’niin acikladig1 verilere
gore enfeksiyon hastaliklarinin %80’ine yakini biyofilm iligkilidir [Lewis, 2001]. Bu
nedenle biyofilm olusumunun mekanizmasi, 6nlenmesi veya giderilmesi ile ilgili

caligmalar kiritik 6neme sahiptir.

Bakterileri biyofilm olusturma kapasitelerine gore degerlendirebilmek, belirli bir
antibiyofilm ajanin etkinligini incelemek, hedef mekanizmalari test edebilmek i¢in

baz1 mikrobiyolojik yontemlerden faydalanilmaktadir.

2.3.6. Biyofilm olusumunda yeter sayimnin algilamasi (quorum sensing,
QS) ve kontrolii

Biyofilm olusumunda hiicreler arasi iletisim oldukc¢a 6nemlidir. Kendi tiiriinii veya

yabanct tiirleri algilayabilmelerini saglayan yeter say1 algilama (quorum sensing (QS))

molekiilleri bakterilerin biyofilm olusumunda siirecin yonlenmesini saglar [Renner

and Weibel, 2011]. Hiicre sayisinin artis1 ile dogru orantili artan QS sinyal molekiilleri,

mikrokolonilerin biiyiimesini ve komiinitedeki hiicrelerin organizasyonunu diizenler

[Renner and Weibel, 2011].

QS, gen ekpresyonunun hiicre popiilasyonunun yogunluguna bagli olarak
diizenlenmesidir [Miller and Bassler, 2001]. Ortamda hiicre yogunlugunun belirli bir
seviyeye gelmesi ile bakteri hiicreleri tarafindan otoindiikleyici sinyal molekiilleri
tiretilir [Miller and Bassler, 2001]. Bu olay esik degerinin algilanmasi ile baslar ve gen
ekspresyonunun buna bagli degismesi ile devam eder [Miller and Bassler, 2001].
Otoindiikleyici molekiiller; Gram pozitifler bakterilerde oligoproteinler, Gram
negatiflerde ise homoserin laktonlar olmak {iizere gruplandirilmislardir ve bu
molekiiller sayesinde tiir i¢i ve tiirler arasi iletisim saglanmaktadir [Miller and Bassler,
2001]. Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler QS molekiillerini sentezleyerek
fizyolojik aktivitelerini QS vasitasiyla diizenlerler [Miller and Bassler, 2001].
Boylelikle bakteriler simbiyoz, virulans, kompetans, konjugasyon, antibiyotik iiretimi,

hareketlilik, sporulasyon, biyofilm olusumu [Miller and Bassler, 2001] veya
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biyoluminesans [Nealson, 1977] gibi 6nemli fizyolojik aktivitelerini ger¢eklestirmede
metabolizmalarini yonlendirebilirler. Tek hiicreli canlilar olan bakterilerde komiinite
igerisinde hiicresel organizasyonu saglamasi nedeni ile QS tek hiicrelilikten c¢ok
hiicrelilige gegisin erken agsamalarindan kabul edilmektedir [Miller and Bassler, 2001].
Fenotipik heterojeniteleri sayesinde klonal bakteri popiilasyonlar1 birbirini
tamamlayan islevler gostererek, ardisik, hizli ve sik degisen g¢evresel faktorlerin
iistesinden gelirler [Striednig and Hilbi, 2022]. QS, bakterilerin bu kolektif
davraniglarin1 bireysel ve popiilasyon heterojenitesini yonlendirerek organize eder,

komiinitenin uyumlu islemesini saglar [Striednig and Hilbi, 2022].

QS igin baz1 bakteri tiirleri tek molekiil kullanirken, birden ¢ok molekiil kullanan tiirler
oldugu da bilinmektedir [Miller and Bassler, 2001]. Sadece sinyal molekiilleri arasi
degil, ayn1 zamanda sinyalin diger hiicrelere ulastirilmasi, elde edilen bilginin
islenmesi ve sinyallerin tiirler aras1 farklilagsmasi gibi asamalarda da tiirler arasinda

cesitlilik goriilmektedir [Miller and Bassler, 2001].

QS mekanizmasina etki edebilen ajanlarin kullanimi ile bakteri suslarinin biyofilm
olusturmada rol oynayan genlerinin ekspresyonu etkilenmekte ve bdylece biyofilm
olusumu engellenebilmektedir. Azitromisin [Tateda et al., 2001], furanil hidrazid
[Persson et al., 2005], siklohegzanon [Smith et al.,2003] ve bromin furanon [Janssens
et al., 2008] gibi sentetik ajanlar ile P. aeruginosa, Salmonella enterica ser.
typhimurium gibi bakterilerde QS inhibisyonun saglandigi caligmalar mevcuttur.
Bunlara ek olarak, sarimsak ekstrakti [Bodini et al.,2009], ananas ekstrakti [Musthafa
et al., 2010], maviyemis ekstrakti [Vattem et al., 2007], {iztim ekstrakt1 [Vattem et al.,
2007] ve altintop ekstrakti [Girennavar et al., 2008] gibi bitki ekstraktlarmin C.
violaceum, A. tumafaciens NTL4 susu ve P. aeruginosa gibi bakterilere karsi QS

inhibitori olarak etkinlikleri belirlenmistir.

Enfeksiyon tedavisinde antibiyotiklerin sik ve kontrolsiiz kullanimi ile artan
antibiyotik direnci nedeniyle enfeksiyonlarin kontrolii zorlagsmaktadir [Moradi et al.,
2020]. Enfeksiyonlu alanda biyofilm olusumu bakterinin antibiyotik ajanlara
dayaniminda artisa neden olmaktadir [Keelara et al., 2016; Sepandj et al., 2007].
Bakteriyel enfeksiyon kontroliinde QS kontrolii alternatif bir mekanizmadir [Moradi
et al.,, 2020]. QS molekiillerinin iiretiminin ve difiizyonunu engellenmesi, olusan
molekiiliin yok edilmesi veya sinyal yapilarinin taklit edilerek reseptorlerin blokaji

gibi yolaklar hedeflenerek QS iligkili enfeksiyon kontrolii saglanabilmektedir
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[Williams, 2007]. Antibakteriyel ajanlara dayaniklilik nedenli sorunlarin Oniine
geemek amaciyla QS inhibisyonunu saglamak amaciyla dogal biyoaktif ajanlarin
etkinligi degerlendirilebilir. Fenolikler, terpenoidler, flavononlar ve kinonlar gibi
biyoaktif 6zellikleri bulunan bilesiklerce zengin bitkilerin ekstraktlar1 anti-QS aktivite
elde etme amaciyla kullanilabilir. QS molekiillerine benzer kimyasal yapida olmalari
veya olusan QS sinyal molekiillerini etkisiz hale getirebilmeleri ile bu amag i¢in uygun

bilesikler olabilirler [Moradi et al., 2020].

Enfesiyon kontroliinde bakteriyi 6ldiirmeden patojenitesini azaltan veya durduran ve
boylece virulanst sustururken [Vikram et al.,, 2010] bakterinin dayaniklilik
gelistirmesini engelleyen [P. Truchado et al., 2009; Alvarez et al., 2012] molekiillere
antipatojenik molekiiller denir. QS inhibitorleri de antipatojenik ajanlara iyi bir
ornektir. Insan kullaniminda toksik ve karsinojen olmalari nedeniyle sinirlamalar olan
halojenli furanlar, bilinen en etkili QS inhibitoriidiirler [Choo et al., 2006; loana Cotar,
2012].

2.3.7. Bir QS indikatorii olarak Chromobacterium violaceum,
viyolasein iiretimi ve kontrolii

C. violaceum tek halkasal kromozomu bulunan 30-35 °C sicaklikta etkin iireyen,
fakdiltatif anaerobik, subtropik bolgelerde bulunan toprak kokenli Gram negatif bir
bakteridir [Choo et al., 2006; Kothari et al., 2017]. C. violaceum QS ¢aligsmalarinin
onemli bir model organizmasidir [Kothari et al., 2017]. Insanlarda nadiren &liimciil
seviyede enfeksiyona sebep olabilmektedir [Kothari et al., 2017]. C. violaceum gesitli
islevleri olan, mavi-mor renkli, suda ¢éziinemeyen bir pigment olan viyolaseini iiretir
[Lichstein and Van De Sand, 1945; Kothari et al., 2017]. C. violaceum bakterisinin
iirettigi bu mor pigment viyolaseinin ekspresyonu, bakteride QS ile diizenlenen 7.3 kb
uzunlugunda bir DNA pargasindaki vio operon (vio A-E) tarafindan kodlanir [Kothari
et al., 2017] (Sekil 2.3). Solunum iliskili bir pigment oldugu diisiiniilen viyolasein,
hiicrede sekonder metabolit olarak {iretilen bir biyoaktif molekiildiir [Kothari et al.,
2017].
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Sekil 2.3: Viyolasein operonunun sematik gosterimi [Duran et al., 2016].

C. violaceum’da QS, evrimsel olarak korunmus bitisik Cvil ve CviR genleri tarafindan
transkribe edilen, transkripsiyon regiilatorii olan molekiiller tarafindan saglanir
[Kothari et al., 2017]. Viyolasein’in iretimini ve diger fenotiplerini diizenleyen
genlerden Cvil, otoindiikleyici sentazdir; CViR ise reseptordiir [de Vasconcelos et al.,
2003]. Cvil, otoindiikleyici homoserin laktonun (6-HSL) iiretilmesini saplar. CviR ise
DNA baglanma sitoplazmik transkripsiyon faktoriiniin iiretiminden sorumludur
[Kothari et al., 2017]. Bu bitisik genlerin transkripsiyonu 73 bazgiftilik DNA’nin zit
zincirlerinden baglayarak gerceklesir [de Vasconcelos et al., 2003]. Hiicre
yogunlugunun artmasi ile artan 6-HSL konsantrasyonu, sitoplazmik CviR protein-
ligand kompleksinin kalict baglanmasi gergeklesir [Kothari et al., 2017]. 6-HSL-CviR
kompleksi vio operonun promotériine baglanir ve operonun transkripsiyonunu baslatir
[Kothari et al., 2017]. iki molekiil triptofanin oksidasyonu ile viyolasein biyosentezi
baslar [Mizuno and Jezeski, 1961]. Yag asitleri veya S-metionin, Cvil tarafindan 6-
HSL’a dontstiriilir ve 6-HSL-CviR kompleksi olusarak vio operonun tek yonlii
transkripsiyonu baglatilir [Kothari et al., 2017]. Triptofan, vioA tarafindan indol-3-
piirivik asite (IPA) okside edilir [Kothari et al., 2017]. IPA, FAD kofaktoriinii indirger
ve kisa Omiirlii imin dimerlerine dontisiir [Duran et al., 2016]. Kisa omiirlii dimerler
vioB aktivitesi ile ya dogrudan kromopirolik aside, ya da VioE aktivitesi ile
protodeoksiviyolaseinik aside (PVA) dondstiirilir [Kothari et al.,, 2017]. PVA
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viyolasein biyosentezi i¢in gerekli 6nciil molekiildiir, bu nedenle vioE’nin viyolasein
sentezinde anahtar yap1 oldugu diisiiniismektedir [Hirano et al., 2008]. PVA’nin indol
halkasmin 5. pozisyondan vioD tarafindan hidroksillenmesi ile proviyolasein iiretilir
[Ran et al., 2015]. Proviyolasein NADPH’in oksidasyonu ile vioC tarafindan
viyolaseine doniistiiriiliir (Sekil 2.4) [Kothari et al., 2017].

@ Viyolasein L-triptofan
NADF’+

c7©
& ©®o & ﬁ H,0+CO, x
© g 65 @ NADPH VIoA FADH,

Protoviyolaseinik

o @ bt
NADP* vioD vioB

G cvir Q

O Cuvil NADPH ViOE

IPA

@AHL-CviRkompleksi PVA : s dimeri

Sekil 2.4: Viyolasein biyosentezi [Kothari et al. (2017)'dan diizenlenerek
hazirlanmigtir].

Bakteriyel iletisimde ve patojenitede boylesine Onemli bir sistem olan QS’in
kontroliinde sentetik inhibitorlerin yaninda alternatif ve dogal icerikli inhibitorlerin
etkinligini degerlendirmek Onemlidir (Cizelge 2.5). Bu amacla misvak bitkisinin
(Salvadora persica) kok, yaprak ve govde gibi kisimlarinin metanolik ekstraktlari
[Noumi et al., 2017], vanilya (Vanilla planifolia) metanolik ekstrakti [Choo et al.,
2006] C. violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum CV026 suslarina karsi
kullanilmistir. Misvak ekstraktlari ile kalitatif testler sonucunda QS inhibisyonunun
%13.21-70.32 oranlarindayken, kantitatif testler sonucunda ise %1.91-90.1 oranlari
arasinda oldugu belirlenmistir [Noumi et al., 2017]. Vanilya metanolik ekstrakti ile ise

kantitatif testler sonucunda, QS inhibisyonunun %98.41 oraninda oldugu
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belirlenmistir [Choo et al., 2006]. Bu ¢alismalar ile QS kontroliinde dogal ajanlarin
yiiksek etkinlikte oldugu ortaya konulmustur.

Cizelge 2.5: Bitkisel ekstraktlarin QS inhibisyonunda kullanim1 [Khan et al., 2018].

: o Inhibe Edilen
Ekstraksn{on-u Bitki Biyosensor Sus Virulans Kaynak
yapilan bitki Kism v e
Faktorii
Punica aranatum  Toprakiistil Hareket, Elmanama
(I\?ar) 1(()11;1?1112 ilu P. aeruginosa piyosiyanin, and Al-Reefi
LasA proteaz (2017)
Pistacia atlantica Yaprak P. aeruginosa Pivosivanin Kordbacheh
(Atlantik sakiz) P PAO1 yosly etal. (2017)
C. violaceum Elastaz,
ATCC 12472 proteaz,
Mangifera indica Yaprak piyosiyanin,  Husain et al.
(Mango) P. aeruginosa EPS.,. kitinaz, (2017)
PAO1 yuzme,
biyofilm
Punica granatum . Viyolaseinve  Yang et al.
(Nar) Kabuk C. violaceum biyofilm (2016)
Capsicum annuum Mevve C. violaceum Vivolasein Cosa et al.
(Biber) W ATCC 12472 y (2016)
C. violaceum
ATCC 12472
Acer C. violaceum V|y9la}_s,e|n ve Ceylan et al.
monspessulanum Yaprak CV026 stiziilme (2016)
(Fransiz ak¢aagaci) hareketi
P. aeruginosa
PAO1
Viyolasein,
Rubus rosaefolius Mevve C. violaceum biyofilm ve  Oliveira et al.
(Cilek ahududu) W ATCC 6357 stizilme (2016)
hareketi
C. violaceum
CV026 Viyolasein ve
Ficus carica (Incir)  Yaprak siiziilme S?;Oitg;l'
P. aeruginosa hareketi

PAO1
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2.3.8. Pseudomonas aeruginosa ve piyosiyanin

P. aeruginosa ozellikle solunum yolu iliskili hastaliklarda firsatg1 patojen olarak
enfeksiyona neden olan mikroorganizma olarak bilinmektedir [Steindler et al., 2009].
Yiiksek virulans1 nedeniyle enfekte bireylerin tedavisi zorlagmaktadir. Las, Rhl ve Pgs
gibi baz1 quorum sensing sistemlerine sahiptir ve hiicre yogunluguna dayali bir¢ok

bakteriyel mekanizmay1 bu sistemler ile kontrol eder [Barone et al., 2024].

LasI/R iliskili quorum sensing sisteminde, otoindiikleyici molekiil N-(3-0xo-
dodecanoyl)-homoserin laktondur (3-0x0-C12-HSL). lasl, 3-0x0-C12-HSL’un
sentezini gerceklestirir ve sentezlenen 3-0x0-C12-HSL’un LasR regiilatoriine

baglanmasini takiben iligkili gen iirlinlerinin transkirpsiyonu gerceklesir.

RhII/R iliskili quorum sensing sisteminde, otoindiikleyici molekiil N-(butanoyl)-
homoserin laktondur (C4-HSL) ve sentezini rhll gergeklestirir. Otoindiikleyici
molekiil sentezlendikten sonra benzer sekilde RhIR regiilatoriine baglanir ve iliskili
gen lriinlerinin transkirpsiyonu diizenlenir. Bu iki sistem birbiri ile yakindan ve
hiyerarsik olarak iligkilidir. LasI/R sistemi rhll/R genlerinin ekspresyonunu da
diizenlemektedir [Steindler et al., 2009]. Pgs-MVfR P. aeruginosa’da quorum sensingi
diizenleyen bir baska sistemdir. pgs ekspresyonu LasR bagimli ger¢eklesmektedir ve
ekspresyonu arttikca rhIR geninin ekspresyonu da artmaktadir [Siriken ve Oz, 2017].
Bu sistemde homoserin lakton ailesine ait olmayan 2-heptil-3-hidroksi-4 (1H) kinolon
ve Onciilleri Mv{R regiilatoriine baglanir ve ilgili genlerin ekspresyonunu kontrol eder
[Kennedy et al., 2010]. P. aeruginosa’da elastaz, alkalin proteaz, egzotoksin A,
ramnolipid, piyosiyanin ve biyofilm ile iligkili genlerin ekspresyonundan sorumludur
ve bu yaklasik olarak P. aeruginosa genomunun %10’una tekabiil etmektedir [Hentzer
et al., 2003; Schuster et al., 2003; Wagner et al., 2003].

Piyosiyanin P. aeruginosa tarafindan tiretilen, redoks iliskili, mavi-yesil renk veren
bir sekonder metabolit ve 6nemli bir virulans faktoriidiir. Hayvan ve insanlarda
solunum yolu enfeksiyonunda virulansin siddetini tahmin etmede Onemli bir
isaretcidir [Caldwell et al., 2009; Rode and Leto, 2013]. Piyosiyanin biyolojik
zarlardan gegebilen ve bu esnada solunum prosesi esnasinda agiga ¢ikan elektronlari
alip tasiyabilen, fenazin tiirevi bir bilesiktir. Oksijenin kisitli oldugu ortamlarda redoks
potansiyel gradiyenti olusturarak biyofilm olusumunda 6nemli bir etmen olan demirin

biyouygunlugunu arttirir. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerini arttirir ve enfekte ettigi
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organizmalarda oksidatif strese, hiicre dongiisiinde, niikleik asitlerde bozulmaya neden
olur. Bu nedenle sistik fibrozis gibi P. aeruginosa iligkili enfeksiyonlarda

piyosiyaninin inhibisyonunu hedefleyen molekiillerin belirlenmesi 6nemlidir.

2.4. Tarimmsal atiklarin onemi

Tarimsal iiretim esnasinda agiga ¢ikan meyve ve sebze atiklari tarimsal atik olarak
adlandirilir ve genellikle giibre veya hayvan yemi olarak kullanilir [Naqgvi et al., 2020].
Evde ve endiistriyel iiretim esnasinda gida isleme ile ¢ok biiyiik miktarda atik agiga
cikmaktadir [Naqvi et al., 2020]. Dogrudan atildiginda ¢evreye ¢esitli yollardan zarar
verebilmektedir. Bu ylizden giivenli ve verimli bir sekilde bertaraf edilmeli ve bu islem
sonunda cevreye fayda saglanmis olmahidir [Naqvi et al., 2020]. Atik olarak
degerlendirilebilecek farkli bitki kisimlar1 gesitli biyoaktiviteleri olan bazi
fitokimyasallar igerirler [Aref et al., 2010]. Gida sanayinde kullanilan tarimsal
iirlinlerden artakalan tarimsal atiklarin etkin kullanimi olduk¢a 6nemlidir. Bu atiklarin
degerlendirilmesi sayesinde biyoaktiviteleri olan ¢esitli fenolik bilesikler, beslenmeye
katk1 saglayacak protein hidrolizatlar1 (aminoasitler), karbonhidratlar veya yaglar geri
kazanilabilmektedir. Gida artiklarinin geri doniisiimii sonucu faydali tirtinlerin eldesi
ozellikle siirdiiriilebilir {irlinler iiretmeyi amaclayan iilkeler icin olduk¢a onemlidir

[Segui Gil and Fito Maupoey, 2018].

Tarimsal atiklarin biyoaktivitesi yliksek bitkisel oziitler elde etmede kullanimi bu
amaca hizmet etmektedir. Baz1 in vitro ¢alismalarda etki spektrumlari, mekanizmalari
sikca calisilan fenolik bilesikler veya fenolik bilesiklerce zengin bitki 6zlerinin gida
uygulamalarinin da gergeklestirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Fenoliklerin antimikrobiyal
etkinligin yaninda gida temasli yiizeylerde biiylik sorunlara neden olan biyofilm
olusumunu kontrol altina alabilen antibiyofilm etki ve iligkili diger mekanizmalarin
arastirilmast da oldukca Onemlidir. Fenoliklerin ve mikroorganizmalarin gida
icerisinde bulunan diger igerikler ile etkilesime girmesi, fenoliklerin antimikrobiyal

etkinliklerini diisiirebilmektedir.

2.4.1. Fistik (Pistacia vera) dis pembe kabugu ve ekstraktlariin
biyoaktiviteleri

Fistik (P. vera L.) Orta-Bati1 Asya’nin kurak bolgelerinden kdkenlenen yiiksek degerli

bir iiriindiir. Tiirkiye, Diinya fistik iiretiminde ABD ve Iran’dan sonra {igiincii
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siradadir. 2015-2018 verilerine gore Tiirkiye, diinya toplam iiretiminin %15.46’s1n1
gerceklestirmektedir. 2018 yil1 diinya tiretiminin (1.450.600 ton) %16.54’1i lilkemizde
gergeklestirilmistir [FAOSTAT, Erisim Tarihi: 2021]. Sanlurfa, Gaziantep ve Siirt
iiretimin en yiiksek miktarda gerceklestigi illerdir. 2015-2018 y1h1 fistik ithalat miktar1
15 ton (2.424.000 ABD dolar1) iken ihracat miktar1 ise 15.347 tondur (235.400.000
ABD dolar1) [FAOSTAT, Erisim Tarihi: 2021].

Fistik fenolik igerigi yiiksek bir yemistir. Bu nedenle islevsel besin olarak
adlandirilmistir [Tomaino et al., 2010]. En yiiksek antioksidan igeren ilk 50 gida tirtinii
arasindadir [Halvorsen et al., 2006]. Fistigin %60-70°1 i¢ olarak tiiketilirken, kalani
tatli, kek, dondurma ve sekerleme iiretiminde kullanilmaktadir [Kilic et al., 2016].
Isleme sonrasi, fistik dig kabugu, yapraklar, dallar, artik i¢ ve sert odunsu kabuk aciga
cikmaktadir. Fistik kabuklari toplam fistik isleme atiklarmin %60’ olusturur
[Mohammadi Moghaddam et al., 2009]. Tirkiye’de endiistriyel isleme esnasinda
toplam tiretimin %3’ilinlin atik kabuk oldugu belirlenmistir. Bu atik, kontrolsiiz bir

sekilde dogaya atilmakta ve kirlilige neden olmaktadir [Socas-Rodriguez et al., 2021].

Fistik toplandiktan sonra 24 saat i¢inde islenmelidir, kabugun kapacagi nem ile ligninli
kabuk boyanabilir [Seeram et al., 2006]. Kaliteyi olumsuz olarak etkileyecek bu
durumu 6nlemek amaciyla dis pembe kabugu hasattan sonra kisa siire icerisinde el ile
veya 0zel makineler aracilifiyla ayiklanir. Ayiklanan fistik dis pembe kabuklari
kullanilmadan atilir, bu durum g¢evresel problemlere yol agabilir [Arjeh et al., 2020].
Baz1 bolgelerde fistik dis pembe kabugu hayvan yemi olarak degerlendirilse de bu
durum hayvanlarda beslenme bozukluklarina neden olur. Igerdigi fenolik bilesikler ve
taninler karbonhidrat, yag ve proteinlerle etkilesime girerek besin olarak

kullanilabilirliklerini azaltir [Mokhtarpour, 2014].

Fistik dis pembe kabugu biyoaktif bilesiklerce 6zellikle fenoliklerce zengin bir atik
olarak bilinir [Goli et al., 2005]. Bu 6zelliginden dolay1 fistik dis pembe kabugunun
bir biyoaktif bilesik kaynagi olarak kullanilmasi fistik iiretiminin degerlenmesine
neden oldugu gibi yan {irlin olarak kullaniminin da oniinii acar [Arjeh et al., 2020].
Fistikta fitosteroller, yag asitleri, lutein, tokoferol ve diger bazi polifenollerin varlig
birgok arastirmaci tarafindan belirlenmistir [Knekt et al., 2002; Liu, 2004; Phillips et
al., 2005; X. Wu and Prior, 2005; USDA, 2012].

P. vera dis pembe kabugu fitokimyasal igerigi belirlenmek iizere ayrintili calisiimis
bir tarimsal atiktir. Dondurarak [Oskoueian et al., 2020; Ozbek et al., 2020], oda
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sicakliginda [Garavand et al., 2017; Sonmezdag et al., 2017] veya 1siya maruz
birakarak [Ozay et al., 2021] kurutulan fistik dis kabugu genellikle 6giitiildiikten sonra
metanol ve etanol gibi alkol tiirlerinin saf halleri [Barreca et al., 2016] veya sulu
cozeltileri [Sonmezdag et al., 2017; Ahmadi et al., 2018; Ozbek et al., 2020; Gharibi
etal., 2023], saf su [Garavand et al., 2017; Seifzadeh et al., 2019; Ozbek et al., 2020;]
veya metanol-hidroklorik asit kombinasyonu [Oskoueian et al., 2020] ile farkli
miktarlarda karistirilarak ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon verimini
arttirmak amaciyla oda sicakliginda ¢alkalama [Barreca et al., 2016; Gharibi et al.,
2023], mikrodalga aracili ekstraksiyon (MAE) [Garavand et al., 2017; Ozbek et al.,
2020], ultrasonik homojenizasyon [Ahmadi et al., 2018] ve enzim destekli
ekstraksiyon [Seifzadeh et al., 2019] gibi 6n uygulamalar kullanilmistir.
Ekstraksiyonda kullanilan ¢ozeltinin ugurulmasi genellikle doner buharlastirict ile
gerceklestirilmistir. Bu yontemlerin kombinasyonu ile gergeklestirilen ilgili
calismalara ait fitokimyasal icerik sonuglar1 Cizelge 2.6’da 6zetlenmistir. Genel olarak
incelendiginde fistik dis pembe kabugunun gallik asit, katesin, kuersetin, epikatesin,
p-kumarik asit, kafeik asit, ellajik asit, epikatesin gibi fitokimyasallarca zengin oldugu

sOylenebilir.
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Cizelge 2.6: P. vera dis kabugu ekstraktlari ile gerceklestirilen fitokimyasal igerik belirleme ¢aligmalari.

Materyal

Hazirhk

Karistirma

orani ve
¢coziicii

Ekstraksiyon yontemi

icerik

Kaynak

Gallik asit: 57.20 + 3.869 pg/g YA
Kuersetin: 0.77 £ 0.01pg/g YA

Metanol .
Katesin: 60.64 + 1.38 ng/g YA
Olgun P. vera  Sogukta mu'hva"faza 30:19.5mL Oda s1calfhg1nda 12 saat karl.stlrma Epikatesin: 0.88 + 0.05 pg/g YA
L. var. Bronte  (-20 °C) ve 6giitme metanol ve ve doner buharlarstirici ile —— Barreca et al. (2016)
dis kabugu (3.09) etanol ¢ozilicliyii uzaklastirma Gallik asit: 14.50 +0.62 pg/g YA
Kuersetin: n.d. pg/g YA
Etanol .
Katesin: 31.64 £ 4.53 ng/g YA
Epikatesin: 0.37 £ 0.01 ug/g YA
Oda sicakliginda 2 saat calkalama p-kumarik asit:13.9 + 2.2 pg/g KA
P. vera L'.Var' Elde ayiklama, 10 g:500 ve MAE (Mikrodalga aracili Garavand et al.
Kallequchi dis agik havada mL Saf su ekstraksiyon ekstraksiyon) in: (2017)
kabugu kurutma (30 oC) . y > y Katesln. 53.6£3.5 ]J.g/g KA
islemine tabi tutma
Gallik asit: 5505.33 +£236.72 ug/kg
Uzun Katesin: 1920.65 + 32.65 pg/kg
Olgun P. vera Oda sicaklibnda 5 025 mL Epikate'sin: 22.59 +0.67 png/kg
L. var. Uzun ve o & g 2 saat boyunca karigtirma ve Kuersetin: 169.44 + 6.94 pg/kg Sonmezdag et al.
Ohadidig ~ (20-25°C) kurutma %75 (s/s) buharlastirma K asit (2017)
o § ve bgiitme metanol § Gallik asit: 4994.41 + 214.75 pg/kg
abugu Ohadi Katesin: 1892.46 + 32.17 pg/kg
Epikatesin: 16.42 = 0.49 pg/kg
Kuersetin: 169.34 £+ 6.94 ng/kg
P. (\)I}elgzil_(ilvar' Firinda kurutma 10 g:150 40°C'de doner buharlastirict ile Gallik asit: 5.22 + 0.21 mg/g ekstrakt tozu Lalegani et al.
$ (45°C) mL Saf su ¢Oziicilinilin uzaklastirma Katesgin: 0.04 + 0.41 mg/g ekstrakt tozu (2018)

kabugu
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Cizelge 2.6: P. vera dis kabugu ekstraktlari ile gergeklestirilen fitokimyasal icerik belirleme ¢alismalart (devam).

Karistirma
Materyal Hazirhk orani ve Ekstraksiyon yontemi icerik Kaynak
¢oziicii
P. vera L. var. Kurutma, 6giitme, 25 g:500 mL Oda 51cak11g1n<.1am8 GgaLboyunca . Fattahifar et
< karistirma, santrifiij ve dondurarark Katesin: 1.20 = 0.02 g/kg
Bronte dis kabugu eleme saf su al. (2018)
kurutma
Jangal Katesin: 71.5 + 1.5 pg/g KA
fran'm farkl Sivi nitroiende
lokasyonlarindan P. v ) . Oda sicakliginda ultrasonik
vera L. h di fistiklar: (100 g) 1.5g:10 mL homojenizasyon islemi ve doner Ahmadi et al
-1 bekletme (20 Metanol:su J yon 1gierit ve do Fayzabad  Katesin: 48.5 = 1.4 ng/g KA '
kabuklar1 (Jangal, . buharlagtirici ile ¢oziiciiyi (2018)
saniye), elde (211 (s/s))
Fayzabad, uzaklagtima
. ayiklama
Rafsanjan)
Rafsanjan  Katesin: 45.9 + 1.3 pug/g KA
Kaffeik asit-O-hi id: 0.41 £ 0.15 mg/g KA
Firinda kurutma Oda sicakliginda 8 saat inkiibasyon, st c8z0s1 mee
P.veraL. var. (40 °C), 6giitme 1 g:15 mL saf pektinaz enzimi ile muamele ve Seifzadeh et
Ahmadaghaci dis 10000 5”2 mm su calkalamals inkiibasyon (50°C'de 120 Gallik asit:17.62 & 0.18 mg/g KA al. (2019)
kabugu partikiil biyikliigi) rpm'de 30 dakika) o
Ellajik asit: kalitatif
P.vera L. dis Is1 aracili kurutma ) Farkli sicakliklara maruz birakma o Ozay et al.
kabugu (50 °C, 1 giin) 59:50 mL, su (25. 50, 75 +C) Kumarik asit: 2.993 pg/L (2021)
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Cizelge 2.6: P. vera dis kabugu ile gerceklestirilen fitokimyasal igerik belirleme ¢alismalari (devam).

Karistirma orani

Materyal Hazirhk ve cozilcl Ekstraksiyon yontemi igerik Kaynak
Olgun ve taze P. vera . g Geri akig iglemine tabi tutma o
L. var. Owhadi Dondurarak 133%‘%2;2&%_ 6f/l80 (90°C, 2 saat), doner Gallik asit: 1750.218 pg/L Oskoueian et
meyvelerinin dis kurutma, 6gilitme HCI (800:200 .(S s)) buharlastirici ile ¢oziiciiyii Kafeik asit: 2.228 pg/L al. (2020)
kabugu ’ uzaklagtirma (40°C)
(—)-epiketesin: 873 £ 27 pg/g
Gaziantep MAE (125 W, 3 dakika) doner . p-kumarik asit: 52 + 2 ug/g
¢evresinden Dondurarak 1.5g:15mL buharlastirici ile ¢oziiciiyii Sgcai(i)l(sslz) Quercetin 41 + 1 g/ Ozbek et al.
toplanmus P. vera dis kurutma Etanol, etanol:su, su uzaklastirma (40°C), oks traidl ueree He's (2020)
kabugu dondurularak kurutma Kaffeik asit: 36 + 2 pg/g
Gallik asit: 9340 + 341 pg/g
Gallik asit: 27.89-45.25 mg/100 g
P. vera L. var. Géleed
i i olgede in: 7.2-11. i
Akbari, Kaleghouchi, Rurutma Calkalamali inkiibasyon (oda Katesin: 7.2-11.01 mg/100 g Gharibi et al.
Fandoghi ve %80 (s/s) metanol sicakliginda, 24 saat, 150 rpm) (2023)
Ahnll(a(tl)ai}llaei dis (25 °C 7 giin) ginda, ’ s Epikatesin: 2.69 £-4.98 mg/100 g
abuklari

Kuersetin: 0.32-0.62 mg/100 g




Fistik veya dis kabugu gibi kisimlar1 kullanilarak gerceklestirilen ¢alismalarin ¢cogu
antimikrobiyal etki belirleme {izerine testleri i¢ermektedir (Cizelge 2.7). Fistik
bitkisinin yaprak, dal, gévde, ¢ekirdek ve tohum gibi kisimlariin kullanildigr bir
calismada 15 lipofilik ekstrakt elde edilmis ve bu ekstraktlarin antibakteriyel,
antifungal ve antiviral etkileri degerlendirilmistir. P. aeruginosa, E. faecalis ve S.
aureus bakterilerine kars1 belirlenen MIK degerleri 128-256 mg/mL arasinda oldugu
goriilmiistiir [Ozgelik et al., 2005]. Fistik yesil dis kabuklarindan elde edilen ham ve
saflagtirilmis ekstraktlarinin antioksidan, antimikrobiyal ve antimutajenik etkileri
incelenen bir baska caligmada, en yiiksek antimikrobiyal etkinin su ekstrakti ile Gram
pozitif bakterilere kars1 oldugu belirlenmistir. Inhibisyon zon ¢aplarma gére incelenen
test bakterileri arasinda en hassas bakterilerin B. cereus (12 mm, 12.6 mm) S. aureus
(11.7 ve 11.6 mm) oldugu goriilmiistir [Rajaei et al., 2010]. Tunus’un farkli
bolgelerinden hasat edilen fistiklarin dig kabuk ekstraktlar ile L. monocytogenes ve S.
enterica’ya kars1 antimikrobiyal etkinlik ¢alismasi gergeklestirilmis ve su ekstraktlari
ile test bakterileri lizerinde en yiiksek antimikrobiyal etkinin elde edildigi goriilmiistiir
[Elhadef et al., 2021]. Bir baska ¢alismada Gram pozitif (B. cereus, L. monocytogenes,
S. aureus, S. pyrogenes) ve Gram negatif (E. coli, Klebsiella pneumoniae, P.
aeruginosa) bazi bakteriler ilizerinde fistik ekstraktlarinin etkisi incelenmis ve
ekstraktin yalnizca Gram pozitif bakteriler lizerinde etkili oldugu goriilmiistiir
[Bagheri et al., 2019]. Birgok farkli yontemle elde edilen fistik veya fistik kabugu
ekstraktlarinin, Gram pozitif ve negatif bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkinlikleri
degerlendirildiginde, fistik kabugu ekstraktinin ¢cogunlukla Gram pozitif bakteriler

tizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 2.7: P. vera kisimlari ile gerceklestirilen antimikrobiyal etki belirleme ¢aligmalari.

Bakteri Tiirii Materyal Ekstraksiyon Cozeltisi Yontem Etki Kaynak
P. aeruginosa, Yaprak, dal, ‘ )
E. faecalis, govde, gekirdek, n-hegzan MIK 128-256 mg/mL Ozgelik et al. (2005)
tohum
S. aureus
Su, etanol, aseton, metanol, etil
B. cereus, asetat, 2-propanol, metanol/su
Yesil kabuklar (70/30), etanol/su (70/30), Agar difiizyonu Gram pozitiflerde etkili Rajaei et al. (2010)
S. aureus metanol/su/asetik asit (70/30/1),

etanol/su/asetik asit (70/30/1)

Tunus’un 3 farkli

En etkin ekstrakt su ekstrakti,

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm): S.

L. monocytogenes, oy 4
-hegzan, aseton, asetonitril, su gar diflizyonu, aureus:18.66, adef et al.
o to‘;‘l’iﬁfj:;‘ées‘;k N-h ton, asetonitril, su Agar difiizyonu, MIK 18.66 Elhadef et al. (2021
. enterica
kabuklar L. monocytogenes:17.25 ve B.
cereus:16.25
B. cereus,
L. monocytogenes, S. aureus, Kabuk Su, metanol, su ve metanol (1/1, Disk difiizyonu, MiK, Gram pozitiflerde etkili, en etkin Bagheri et al. (2019)
S. pyogenes, E. coli, s/s) MBK ekstrakt su ekstrakti g )
K. pneumoniae, P. aeruginosa
S. mutans, A. viscous’da etki var i Sadi
S. mutans, A. viscous, E. faecalis Tohum Etanol (%80, s/s) Agar difiizyonu Salari (SZ?ZIE]; etal.

E. faecalis te yok




Antimikrobiyal agidan farkli ¢alismalarda kismen degerlendirilen fistik dis kabugu,
antibiyofilm etkinligi acisindan heniiz herhangi bir calismada hammadde olarak
kullanilmamustir. Bir caligmada, P. vera bitkisinin gévdesinden elde edilen bir ekstrakt
kullanilarak P. aeruginosa PAO1 bakterisinin olusturdugu biyofilmi énlemede %92
oraninda basarili olunmustur [Kordbacheh et al., 2017]. Pistacia cinsi tyeleri
arasindan P. atlantica’nin farkli kisimlarmin kullanildigi bazi ¢alismalar mevcuttur
[Magi et al., 2018; Darakhshandeh-Ghahfarokhi et al., 2021] (Cizelge 2.8). Literatiirde
tarimsal atiklarla antibiyofilm g¢alisamalarinin nadir bulunmasi ve bu ¢alismada da
ayrintili olarak biyofilm mekanizmasina fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin

etkisinin incelenmesi olduk¢a dnemlidir.
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Cizelge 2.8: Pistacia sp. kisimlari ile gergeklestirilen antibiyofilm etki belirleme ¢aligmalari.

Karistirma Cozelti ve
Materyal orani Ekstraksiyon Test Bakterisi Sonug Kaynak
(kati/s1vi) Yontemi
Metanol, oda
P. atlantica sicakliginda P. aeruginosa PAO1 (1.0
ssp. kurdica maserasyon, doner ve 2.0 mg/mL 1.0 ve 2.0 mg/mL kopsantrasyonlarda Kordbacheh et al.
R 20 ¢/300 mL . metanol ekstraktlari ile %92 ve %79
bitkisinin buharlastirici ile konsantrasyonlarda e (2017)
e biyofilm inhibisyonu
yapraklari ¢ozlicliyl uzaklagtirma ekstrakt)
(40 °C)
Streptococcus epidermidis f
ATCC 35984 Inhibisyon yok
P. vera 21 g (¢oziici Su, Clevenger cihazi .
bitkisinin hacmi ile hidrodistilasyon (3~ Streptococeus mutans %49.4 oranima kadar inhibisyon Magi et al.
N X . . ATCC 25175 (2018)
govdesi belirtilmemis) saat)

Streptococcus sanguinis
ATCC 10556

%?71.2 oranina kadar inhibisyon




0§

Cizelge 2.8: Pistacia sp. kisimlari ile gerceklestirilen antibiyofilm etki belirleme ¢aligmalari (devam).

Karistirma Cozelif N ..
Materyal Ekstraksiyon  Test Bakterisi Sonug Kaynak
Oram (kati/s1vi) .. .
Yontemi
Aseton ve su, Aseton Meyve: %100
Soxhlex cihazi
ile ekstraksiyon (12.5 mg/mL ekstrakt) Yaprak: %100
(5-6 saat siiren)
P. atlantica S. aureus
bitkisinin ' Darakhshandeh-
yapraklari, bgﬁ}:ﬁ?;ﬁ Gal: %100 Ghahfarokhi et al.
meyveleri ve $ (2021)
gal kismi su Meyve: %75-
80
(12.5 mg/mL ekstrakt) Yaprak: %0

Gal: %80

P. aeruginosa

Aseton ve su ekstraktlarinda (12.5 mg/mL
ekstrakt) tiim uygulamalar %100 inhibisyon




P. vera kabugunun diger biyofilm iliskili mekanizmalarda oldugu gibi QS etkinligi de
calistimamistir. Bilgimiz dahilinde, sadece bir ¢alismada, Pistacia cinsinin bir iiyesi
olan P. terebinthus bitkisinin sap, yaprak ve tohumlar1 kullanilarak bir metanol
ekstrakt1 elde edilmis ve bu ekstrakt yenilebilir kitosan film eldesinde kullanilmistir
(Cizelge 2.9). Ekstrakth kitosan filmlerin viyolasein inhibisyonuna etkisi kalitatif ve

kantitatif olarak degerlendirilerek etkili oldugu rapor edilmistir [Kaya et al., 2018].

Cizelge 2.9: Pistacia sp. tiyesi P. terebinthus kisimlar1 ile C. violaceum CV026
bakterisinde viyolasein inhibisyonu.

Ekstraksiyon Test Test
Materyal yontemi bakterisi  Yontemi Sonug  Kaynak
P. Inhibisyon
terebinthus Disk zon ¢api:
tohum, Ogiitme, difizyonu  8.11-
yaprak ve  ultrasonik aracili 29.38 mm
sap metanol
ckstraktlar1  ekstraksiyonu, C. violaceum Kaya et
ile doéner CV026 al. (2018)
karistirilarak  buharlastirict ile 0
elde edilen ¢oziiciiyii Kantitatif A)8298'3§"
yenilebilir uzaklastirma '
kitosan
filmler

P. aeruginosa PAO1 bakterisinin iirettigi piyosiyanin pigmenti 6énemli bir biyofilm
iliskili 6zelliktir. Bu nedenle, bu pigmentin miktarinda azalmaya neden olan ajanlarin
biyofilm kontroliinde kullanim potansiyellerini degerlendirmek olduk¢a 6nemlidir. P.
vera dis kabugu 1ile gerceklestirilmis piyosiyanin inhibisyonu ¢alismasi
bulunmamaktadir. Alternatif olarak, Pistacia cinsine tiye Pistacia lentiscus bitkisinin
yapraklar1 kullanilarak gergeklestirilen bir ¢aligmada piyosiyanin {iretiminin %82
oraninda kontrol altina alinabildigi rapor edilmistir [Tahrioui et al., 2020] (Cizelge
2.10). P. vera pembe dis kabugu ile piyosiyanin inhibisyonu c¢aligmalarinin

bulunmamasi bu tez ¢alismasini bu yoniiyle de 6nemli kilmaktadir.
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Cizelge 2.10: Pistacia sp. tiyeleri ile P. aeruginosa PAO1 bakterisinde piyosiyanin

inhibisyonu.
Karistirma
orani Ekstraksiyon
Materyal (kati/siv1) ve Yontemi Sonu¢ Kaynak
cozelti

Siklohegzan %82
8.98 g/120 mL ekstrakti oraninda

. Basincli solvent P
o e A
. bitkisinin etal.
meyveleri Metanol (100 bar, - 0 (2020)
50 °C) Etil asetat %50
Su ekstrakt oraninda

(PLFE2) inhibisyon

Biyofilm iliskili bir 6zellik olarak degerlendirilen bakteriyel hareketin P. vera dis
pembe kabugu ekstraktlar1 arciligiyla kontrolii heniiz ¢calisilmamis bir konudur. Diger
Pistacia tiirleri ile de ¢alisilmamis bu konuya 6rnek olabilecek fistigin da iiyesi oldugu
Anacardiaceae familyasinin sumak (Rhus coriaria) [Ahmed et al., 2022] ve mango
(Magnifera indica) [Husain et al., 2017] gibi bitkilerden elde edilen ekstraktlarin
kullanilmas: ile (Cizelge 2.11) her iki bitki ekstrakti ile %76.4-85 oranlarinda

bakteriyel siiziilme ve ylizme hareketinde inhibisyonun saglandigi rapor edilmistir.
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Cizelge 2.11: Anacardiaceae familyasinin bazi iiyelerinden elde edilen ekstraktlarin P. aeruginosa PAO1 bakterisinde piyosiyanin inhibisyonu,

viyolasein inhibisyonu ve bu ekstraktlarin bakteriyel hareketin inhibisyonuna etkisi.

Anacardiaceae iiyesi Materyal Ekstraksiyon yontemi Ekstraksiyon cozeltisi . Test . Test edllen Sonug Kaynak
mikroorganizmasi mekanizma
n-hegzan L .
Piyosiyanin Su ekstrakt1 ile
Kloroform inhibisyonu %88.5
Sonikasyon aracili Etil asetat
Rhus coriaria (Sumak) Mevve ekstraksiyon ve doner 25 Pseudomonas Siiziilme hareketi Su ekstraktiile  Ahmed et
W buharlastirici ile itanol aeruginosa izolati inhibisyonu %85 al. (2022)
¢oziicliyli uzaklastirma n-biitano
Etanol
.. inhibi Su ekstrakti ile
Yiizme inhibisyonu %76
Su
Piyosiyanin Metanol
Benzen in?]libis?/ onu fraksiyonu ile
4 % 88.9
: - . Metanol
Calkalamal . Etil asetat P. aggg'f osa Su?u#%? harcketi fraksiyonu ile
o inkiibasyon Ekstraksiyon: inhidisyonu %74.6 _
Mangifera indica L. Yaprak ) etrol eteri Husain et
(Mango) P (5 giin, 500 g mango P Metarol al. (2017)
yapragi tozuve 2.5 L Frasiyonlama: o etanol
petrol eter karistmi) : Aseton Biyofilm inhibisyonu  fraksiyonu ile
%72.4
Metanol . Metanol
C. violaceum - S : .
(CV026) Viyolasein inhibisyonu  fraksiyonu ile
Etanol %83.6




2.4.2. Ananas (Ananas comosus) kabugu ve ekstraktlarmin
biyoaktiviteleri
Bromeliaceae familyasinin bir iiyesi olan Ananas comosus, diinyadaki en popiiler
tropik meyvelerdendir. Anavatan1 Giiney Amerika olan ananasin Giiney Brezilya,
Giiney Dogu Brezilya ve Uruguay’da dogal olarak yetistigi bilinmektedir [Crestani et
al., 2010], Kosta Rika, Brezilya ve Filipinler diinya toplam ananas iiretiminin tgte
birinden sorumludur [Martins et al., 2014; Dossa and Fuchs 2017]. Ananas gida
endiistrisinde meyve suyu konsantresi, regel, sekerleme, esans ve tursu liretmek {lizere
¢okca kullanilmaktadir [Chaurasiya and Umesh Hebbar, 2013]. Tim meyvenin
yaklasik %25°1 pazarlanabilirken, kabuk, yaprak, ta¢ gibi kisimlari ise ya kompost
olarak kullanilir ya da degerlendirilmeden atilir [Crestani et al., 2010]. Bu durum,
kiymetli bilesikler iceren ananas atiginin ekonomik potansiyelini kaybetmesine neden
olur [Crestani et al., 2010]. Bu tip tarimsal atiklarin dogru degerlendirilmemesi biiyiik
bir problemdir ¢iinkii yanlis uygulama mikrobiyal kirlilige neden olmaktadir. Ananas
iceren irilinlerin artan liretimi ile yliksek miktarda ananas atig1 aciga ¢ikmaktadir.
Muamele edilmeden bertaraf edilmesi ile ¢esitli ¢evresel sorunlara neden olabilecek
bir atiktir. Bu nedenle ananas, ¢evresel sorunlar1 azaltmak ve igerdigi seker, fenolik
bilesikler ve organik asitler gibi iiriinleri degerlendirmek amaciyla ileri endiistriyel
islemlerde kullanilabilecek degerli bir hammaddedir. 2019-2021 yillar1 arasinda
yurtdisindan iilkemize yaklagik 80 bin ton ananas ithal edilmistir [FAOSTAT, Erigim
tarihi:19.11.2023]. ithal edilen ananaslar genellikle meyvesuyu veya sirke iiretiminde
kullanilmakta veya islenmeden dogrudan satilmaktadir. Her durumda da ¢ok miktarda
atitk agiga c¢ikmaktadir. Bu nedenle mevcut tez calismasimnin ananas kabugunun

kullanim potansiyelini degerlendirmek adina 6nemi artmaktadir.

Ananas kabugunun kullanim alanlarini belirleyebilmek adina fitokimyasal iceriginin
aydinlatilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu amagla etanol [Gunwantrao et al., 2016;
Namrata et al., 2017; Dabesor et al., 2017; Olakunle et al., 2019; Gani Soulissa et al.,
2021; Zhou et al., 2023], metanol [Poadang et al., 2017;Dabesor et al., 2017; Olakunle
et al., 2019] ve n-hegzanin [Owoeye et al., 2022] ananas kabugu ekstrakti elde etmede
ekstraksiyon c¢ozeltisi olarak kullanildigi calismalar mevcuttur (Cizelge 2.12).
Cogunlukla maserasyon yontemi ile ekstraksiyonun gerceklestirildigi bu calismalarda
doner buharlastirici araciligi ile ekstraksiyon ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve ekstrakt farkli

seviyelerde konsantre edilmistir. Bu c¢aligmalar sonucunda ananas kabugununda
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alkaloid, flavonoid, fenolik, saponin, tannin, oksalat, fitat, glikozid, terpenoid, iniilin,
indirgenebilir seker ve protein varligi tespit edilmistir [Gunwantrao et al., 2016;
Poadang et al., 2017; Dabesor et al., 2017; Namrata et al., 2017; Olakunle et al., 2019;
Gani Soulissa et al., 2021; Owoeye et al., 2022; Zhou et al., 2023].

Cizelge 2.12: Farkli yontemlerle elde edilen ananas kabugu ekstaktlarinin
fitokimyasal igerikleri (TPC: Toplam fenolik igerigi, TFC: Toplam
flavonoid igerigi, GAE: Gallik asit esdegeri, RE: Rutin esdegeri,
BSA: Bovin serum albiimin esdegeri).

Onhazirhk Ekstraksiyon yontemi i¢erik Kaynak
S00¢ kumm}mus Maserasyon, d? NeT  Alkaloid, flavonoid ve Gani Soulissa
ananas kabugu ve buharlastirict ile ¢oziiciiyii

%96 (s/s) etanol uzaklastirma saponin et al. (2021)

%98 etanol (s/s)
veya su ile oda

sioakliZTga Magpsyon, A3 Alkaloid, oksalat, ~ Dabesor et al.
kurutulmus ananas  buharlastirici ile ¢oziiciiyili tannin, fitat, glikosid (2017)
kabuklarin1 2/10 uzaklastirma ' .
(k/s) oraninda
karigtirma
Firinda kurutma (60

°C), %60 (s/s)
etanol ile 1/1 (k/s)

Protokatesik asit,

Etil asetat ile ¢oktiirme, doner Klorojenik asit, kafeik

oraninda kanstirma buharlastirici ile ¢oziiciiyii asit. kuersetin. p- Zhou et al.
50 °C 3 > uzaklastirma, donduruarak » KUErsetin, p- (2023)
1s1 muamelesi Kurutma kumarik asit, ferulik
ile 1.5 saat asit
karigtirma
Dondurarak TPC: MetOH:7.98
kurutma, metanol Miislin kumag ve Whatmann mg/g EtOH: 11.1 mg/g
veya etanol (100
mL); ile 1/10 (kis) No.1 kagit ile siizme, doner Jatav et al.
oraninda karistirma buharlastirici ile ¢oziiciiyii _ _ (2022)
. $ uzaklastirma TFC: MetOH:2.37
ve ayzit)ma (30 mg/g EtOH: 3.86 mg/g
- Etanol ekstrakti:
?(ﬁ?ustlr;zk(g%lg(;a Alkaloid, tannin,
metanol veya etanol Déoner buharlagtiric ile saponin Gunwantrao
(250 mL) (2/10, ¢Oziiciiyii uzaklagtirma et al. (2016)

Metanol ekstrakti:
Alkaloid, flavonoid,
terpenoid

k/s) ile 24 saat
muamele etme
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Cizelge 2.12: Farkli yontemlerle elde edilen ananas kabugu ekstraktlarinin
fitokimyasal igerikleri (devami) (TPC: Toplam fenolik igerigi, TFC:
Toplam flavonoid igerigi, GAE: Gallik asit esdegeri, RE: Rutin
esdegeri, BSA: Bovin serum albiimin esdegeri).

Onhazirhk EksEraksn./on Icerik Kaynak
yontemi
100 g kurutulmus Etanol ekstrakti:
ananas kabugu Miislin kumas ve Kardiyak glikozid,
ve 100 mL Whatmann No.1 filtre  flavonoid, alkaloid, Olakunle et
¢oziictyt (1/1, kagidi ile slizme, al. (2019)
kis) (etanol veya doner buharlastirictile g, okstrakt:: Tannin '
soguk su) ¢oziiciiyii uzaklastirma Kardiyak giikozi d.
karistirma alkaloid
TPC:4.21 mg GAE/g
30 g yas ananas ekstrakt
kabugu ve 600 .
mL ultrasaf su  Santrifiij, Whatmann TFCIpPmg RE/g
U ekstrakt Poadang et
karisimi (1/20,  No.1 filtre kagidi ile al. (2017)
k/s) ogiitiicii ile stizme '

bulamag haline Seker: 23.64 mg/g

getirme Protein: 1.26 mg
BSAE/g ekstrakt
70 g kurutulmus
ananas kabugu
ve n-hegzan Konsantre eEmek Alkaloid, fenol, tannin,
K amaciyla doner . . Owoeye et
arigimini buharlastiric ile flavonoid, saponin, al. (2022)
Soxhlet aracil karbonhidrat '

ekstraksiyona ¢ozilicliyli uzaklagtirma

tabi tutma

lfnfnlz‘fﬁ;%gf Tannin, flavonoid,
) Terpenoid, Iniilin, Namrata et
ve 100 mL etanol Kaynatma (30 dakika) Glikozid, Alkaloid, al. (2017)
karigimi (1/10, L
KIs) Fenolik bilesik

Fitokimyasal acidan zengin oldugu bircok calismaci tarafindan rapor edilen ananas
kabugunun bu tez caligmasinda kullanilma nedeni ile paralel olarak antimikrobiyal
etkinliginin incelenmesi olduk¢a 6nemlidir. Fistik kabugu ile yapilan ¢aligmalar kadar
kapsamli olmasa da literatiirde temel mikrobiyolojik yontemler kullanilarak (agar

kuyu difiizyonu, seri diliisyon, MIK ve MBK belirlenmesi gibi) ananas kabugunun
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antimikrobiyal etkinliginin incelendigi ¢alismalar bulunmaktadir (Cizelge 2.13). E.
coli, S. typhimirium, B. cereus, S. aureus (MRSA dahil), K. pneumoniae, P.
aeruginosa ve V. cholerae gibi 6nemli patojen bakterilere kars1 etkinligi test edilen
ananas kabugu ekstraktinin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin biiyliimelerini
kontrol etmede etkili bir materyal oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir
[Dabesor et al., 2017; Lubaina et al., 2019; Jatav and Bhattacharya, 2022; Husniah
and Tri Umiana Soleha, 2023; Zhou et al., 2023].
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Cizelge 2.13: Farkli yontemlerle elde edilmis ananas kabugu ekstraktlarinin gesitli patojen bakterilere kars1 antimikrobiyal etkileri.

Ekstraksiyon yontemi Test Bakterisi

Yontem

Sonug¢ Kaynak

Dondurarak kurutma, 1/10 (k/s) oraninda 100
mL ¢dziici ile karistirma (metanol, etanol),
kaynatma (30 dakika) miislin kumas ve
Whatmann No.1 filtre kagidi ile siizme, doner
buharlastirici ile ¢oziiciiyll uzaklastirma

E. coli, S typhimirium,
B. cereus, S. aureus

Agar kuyu
difiizyonu, MIK,
MBK

Metanol ekstrakti: Inhibisyon zon cap: 11-16
mm MIK:0.62-20 mg/g MBK: 0.62-20
Jatav et al. (2022)
Etanol ekstrakti: inhibisyon zon ¢ap1: 11-21 mm
MIK:1.25-40 mg/g MBK:1.25-40 mg/g

Oda sicakliginda kurutma, )
B. cereus, E. coli, K.

2/10 (k/s) oraninda ¢oziicli (%98 etanol, su) ile pneumoniae, S. aureus

karigtirma

Agar kuyu
diflizyonu

Etanol ekstrakti: Inhibisyon zon gap1:12-15 mm
Dabesor et al.

Su ekstrakt1: Inhibisyon zon ¢ap1:12-14 mm (2017)

Firinda kurutma (60 °C), %60 (s/s) etanol ile
1/1(k/s) oraninda karistirma, 50 °C 1s1 muamelesi
ile 1.5 saat karistirma, etil asetat ¢oktiirmesi,
doner buharlastiric ile ¢oziiciiyli uzaklastirma,
donduruarak kurutma

izole edilmis baz1
toprak bakterileri

Seri diliisyon

%100 inhibisyon Zhou et al. (2023)

S. aureus ATCC 29213,

Golgede kurutma, 250 g kurutulmus kabuk ve E. coli ATCC 25922, P.

100 mL ¢oziicii (petrol eteri, etik asetat, etanol,

Hem Gram pozitif hem de Gram negatif

: aeruginosa ATCC Agar kuyu bakterilere kars1 etkili Lubaina et al.
s e kanstinna (3.3/1, %), Soxhlet araal 57953 Vibrio cholerae  difiizyonu (2019)
ekstraksiyon, doner buharlastirici ile ¢oziiciiyii MCV09. K En yiiksek zon ¢apt 20 mm
uzaklastirma R
pneumoniae 700603
Ogiitiilmiis yas kabuk (500 g) ve etanolii (500 o : :
mL, %96, s/s) karistirma (1/1, k/s), calkalamali ~ Metisiline dayanikli S. MiK. MBK Ngé ira/(l)(io MBK: %100 ekstrakt Husniah and Tri
inkiibasyona tabi tutma (24 saat, 120 rpm), doner ’

aureus suslari
buharlastirici ile tamamen kurutma

Umiana Soleha

uygulamasi (2023)

uygulamasi




En az antimikrobiyal etkinlik kadar 6nemli olan antibiyofilm etkinlik agisindan ananas
kabugu ekstraktinin incelenmesi ile ilgili az sayida ¢alisma mevcuttur (Cizelge 2.14).
Bu calismalar ~ kapsaminda  biyofilm kontroliinde Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola, P.
aeruginosa gibi patojenlere karsi ananas kabugu ekstraktlarin etkinligini incelenmis
ve farkli seviyelerde biyofilm kontrolii sagladigi belirlenmistir [Musthafa et al., 2010;
Gani Soulissa et al., 2021].

Cizelge 2.14: Farkli yontemlerle elde edilmis ananas kabugu ekstraktlarinin ¢esitli
patojen bakterilere kars1 antibiyofilm etkilerini inceleyen caligmalar.

Ek;;ﬁtizon Yontem Test Bakterisi Sonug¢ Kaynak
%25-100
i ekstrakt
actinomycetémcomitans }Jygqlam_am
Kurutulmus ile plyofllm
ananas kabugu gigeume
(500 g) ve 0
odziicii (%96 Olusan eé%&it Gani
(s/s) etanol) biyofilmin Soulissa et
.. T : F. nucleatum uygulamasi
karisimi, doner  giderilmesi ile bivofilm al. (2021)
buharlastirici ile . dy
coziiciiyii giderme
uzaklastirma %25 ekstrakt
T. denticola uygulamas:
' ile biyofilm
giderme
Ananas meyvesi
(10 g) ve saf
suyu (50 mL)
karigtirma (1/5,
k/s), santrifiij Biyofilm P. aeruginosa %90.37  Musthafa et
rpm onleme inhibisyon  al.
(4000 10 1 PAO1 inhibi l. (2010)
dakika), iist

stviyl 0.22 pm
por ¢apli steril
filtre ile slizme

Birgok farkl: tiire ait bitki kisimlarindan elde edilen ekstraktlar kullanilarak anti-QS

etki ¢aligmalar1 bulunsa da Bromeliaceae familyasi {iyesi olan diger bitkiler ile veya
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A. comosus ile yapilmis yalnizca bir adet ¢alisma mevcuttur (Cizelge 2.15). Bu ¢alisma
ile ananas meyvesinden elde edilen ekstrakt ile C. violaceum ATCC 12472 ve C.
violaceum CV026 suslarinda viyolasein inhibisyonunun saglandigi ve ananas
meyvesinin QS inhibisyonunda etkili bir materyal oldugu rapor edilmistir [Musthafa
et al., 2010]. Ayrica, aym1 ekstraktin P. aureginosa PAOI1 susunun piyosiyanin

tiretmini de inhibe ettigi gosterilmistir.

Cizelge 2.15: Ananas meyvesi ekstraktt ile C. violaceum CV026 bakterisinde
viyolasein ve P. aeruginosa PA0O1 susunda piyosiyanin inhibisyonu
ile ilgili galigma.

Ekstraksiyon Test

yontemi Yontem Bakterisi Sonug Kaynak
Vly Oif”e.'” C. violaceum Inhibisyon zonu
Ananas meyvesi (10 g) l‘(lrf. tlr?.} ATCC 12472 olusumu
ve saf suyu (50 mL)  (kalitatif)
karistirma (1/5, k/s), Musthafa
ifiij (4 1 i i ’ I
dakika). st syt 022 tregy | C-WolacEUm %8922 gyl
; ey CV026 inhibisyon

pum por ¢apli steril  (kantitatif)
filtre ile siizme

Piyosiyanin P. aeruginosa %87.65
uretimi PAO1 inhibisyon

Bu tez ¢alismasi boyunca gergeklestirilen ¢aligmalardan P. aeruginosa PAO1 susunda
bakteriyel hareketin inhibisyonu, zar potansiyeli ve sitoplazmik pH degerine etkisi ile
ilgili yapilan literatiir taramasi sonucunda ananas bitkisinin de ig¢inde bulundugu
Bromeliaceae familyasindan herhangi bir bitki ile bu amagla herhangi bir ¢alisma

yapilmadigi belirlenmistir.

2.5. Nanopartikiil  sentezinde  bitkisel ekstraktlarin
indirgeyici ajan olarak kullanimi

“Yukaridan asagiya” (top-down) ya da “asagidan yukariya” (bottom-up) metodlar
olmak tizere metal nanopartikiil sentezlemek i¢in bir ¢ok yontem vardir. “Asagidan
yukartya” metodu piroliz, kimyasal buhar biriktirme, solvotermal tepkime, sol-jel
iiretim, hidroliz gibi yontemleri i¢ermektedir [Cushing, 2004; Semagina, 2009].

Nanopartikiillerin sentezinde yaygin olarak kullamilan fiziksel ve kimyasal
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yontemlerle istenilen boyutta ve morfolojide partikiiller kisa siirede
sentezlenebilmesine ragmen kullanilan reaktanlarin ve indirgeyici ajanlarin toksik
olmalari, elde edilen nanopartikiillerin kararliliklarin iyi olmamasi ve/veya pahali
yontemlerle sentezlenmeleri nedeniyle alternatif teknolojilerin arastirilmasi
gerekmektedir [Narayanan and Sakthivel, 2010]. Yakin zamanda kullanilan ve iyi
kararlilik veren ve nanopartikiil 6zelliklerini kontrol edebilmeyi saglayan bir baska
kimyasal yontem ise organometalik baslangi¢c maddesinin kararlastiricilarla ¢6zelti ya
da kat1 halde bozunuma ugratilarak metal nanopartikiil sentezinin gergeklestirilmesidir
[Kinayyigit, 2014a; Kinayyigit, 2014b]. Yine son yillarda, endiistriyel 6lgekte kolay
tiretime imkan saglayan diger bir metot; dogal, ¢cevreyle dost, toksik olmayan ve canli
malzeme kullanilarak nanopartikiil liretimine dayanan yesil sentez ile nanomalzeme
liretimi ortaya ¢cikmistir. Yesil nanoteknoloji kapsaminda 6zellikle bitki ekstraktlari ve
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Bitki ekstratlar1 fenol ve fenolik yapilar
acisindan zengindir ve toksik kimyasallar kullanilmaksizin yapist itibariyle indirgeyici
ve stabilize edici 0zelliklere sahiptir [Kinayyigit, 2021]. Boylelikle, bitkisel atik iiriin
probleminin azaldigi, insan sagligina zarar1 olmayan, kolay uygulanabilir ve ucuz

yontemlerin kullanilmasi saglanmaktadir [Duncan, 2011].

Nanoteknolojinin gida alanindaki uygulanabilirligi dért maddede toplanabilir: Bunlar;
gida isleme ve fonksiyonel {irlinlerin gelistirilmesi, patojenlerin tespiti ve gida
giivenliginin artirilmasi, biyoaktif maddeler ve nutrasdtiklerin tasinmasi ve kontrollii
salinimi, ve Uriin kalitesi ve raf Omriinii olumlu yonde etkileyecek ambalajlama
sistemlerinin gelistirilmesidir [Beykaya ve Caglar, 2015]. Bu sebeple, 6zellikle bu tiir
teknolojilere imkan saglayan, antibakteriyel ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip bitki
ekstraktlarinin iiretimi ve elde edilen ekstraktlarin metal nanopartikiillerin sentezinde
hem indirgeyici hem de kaplama ajan1 olarak kullanilmasi 6nem kazanmistir. Etanol,
karbon dioksit, klor dioksit, organik asit ve ucucu yaglar ve nanopartikiiller gida
patojenlerinin iiremesini engellemek amaciyla test edilmelerine ragmen bu ajanlar
iceren antimikrobiyal paket {irlinleri ticari olarak hala sinirlidir [Motelica et al., 2020].
Ancak, ABD ve Japonya’da giimiis esasli antimikrobiyal ambalajlar kullanilmaya
baslanmis ve Avrupa Birligi iilkelerinde de kullanim olgunluguna erismeye baglamistir

[Realini and Marcos, 2014].

Metal (Ag, Cu, Pd vb.) ve metal oksit (ZnO, TiO2 vb.) nanopartikiilleri (NP) yiiksek

yiizey alani-hacim orani ve fonksiyonlandirilmis yiizey ajanlarinin yani sira metalik
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ozelliklerinden dolay1 iyi antibakteriyel 6zelliklere sahiptirler. Yiizey atomlart ve
yiizeyi kaplayan fonksiyonel gruplar mikroorganizmalar ile daha iyi temas saglayarak
hiicre zarina baglanabilir ve kiiclik boyutlar1 sayesinde bakteri i¢ine niifus edebilir
[Sorbiun et al., 2018]. Ag NP’lerin insanlar i¢in toksik olmadig1 ancak bakteri, viriis
ve diger 0karyotik mikroorganizmalarin biliylimesini engelledigi bildirilmistir [Jeong
et al., 2005]. Bu sebeple biyomedikal (yara bandi, dezenfektan vb.) uygulamalarda da
kullanilmaya baslanmistir. Bu tez calismasinda antioksidan o6zelliginin yiiksek
olmasindan faydalanilarak fistik dis kabugu su ekstrakti ile bakir nanopartikiil elde
edilmesi amaglanmistir. Elde edilen nanopartikiillerin antimikrobiyal etkinlikleri

kimyasal yontemlerle elde edilen bakir nanopartikiillerle karsilastiriimistir.

Fistik bitkisinin kisimlarindan elde edilen ekstraktlar ile nanopartikiil sentezini konu
alan caligmalarin sayis1 giin gegtikce artmaktadir. Giimiis [Gonca et al., 2022], bakir
[Dahajipour-Heidarabadi and Nozari, 2021; Taghizadeh and Rad-Moghadam, 2018]
ve cinko [Nejatian et al., 2023] gibi metaller fistik kabugu veya yapragi su
ekstraklarinin indirgeyici 6zellikleri sayesinde nanopartikiil sentezinde kullanilmis ve
bu nanopartikiillerin antibiyofilm [Gonca et al., 2022], organik boya degradasyonu
[Taghizadeh and Rad-Moghadam, 2018] ve gida koruyucu paketleme materyali
tretiminde [Nejatian et al., 2023] kullanimlar1 degerlendirilmistir. Ancak bu tez
calismasindaki gibi etanol ¢ozeltisi ile MAE yontemi ile elde edilen fistik dis pembe
kabugu etanol (PVE) ektsratinin bakir nanopartikiilii sentezinde kullanilabilirligi
arastirilmamistir. Bu caligmada, biyoaktivite caligmalarinin yaninda daha temiz bir
sentez yontemi olan “yesil sentez” araciligr ile nanopartikiil sentezi i¢in PVE

ekstraktinin potansiyeli incelenmistir.
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3. GERECLER ve YONTEMLER
3.1. Gerecler

3.1.1.Kullanilan Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal ve saf malzemeler Cizelge 3.1°deki gibidir.

Cizelge 3.1: Deneylerde kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler.

Malzeme Marka
Etanol Alkomed (Plovdiv, Bulgaristan)
Folin-Ciocalteu reaktifi Merck (Darmstadt, Almanya)
Metanol Merck (Darmstadt, Almanya)
Sodyum karbonat Merck (Darmstadt, Almanya)
Aliiminyum kloriir Merck (Darmstadt, Almanya)
Kuersetin Sigma-Aldrich (Darmstadt, Almanya)
Gallik asit Sigma-Aldrich (Darmstadt, Almanya)
Potasyum asetat Merck (Darmstadt, Almanya)
Sekerler (fruktoz, glukoz, stikroz) Biolife (Milano Italya)
Amin kolon GL Science (Japonya)
C-18 kolon Kromasil (Goteborg, Sweden)
Asetonitril Merck (Darmstadt, Almanya)
Asetik asit Merck (Darmstadt, Almanya)
Mono potasyum fosfat Merck (Darmstadt, Almanya)
Stilfirik asit Merck (Darmstadt, Almanya)
Sodyum hidroksit Merck (Darmstadt, Almanya)
DPPH Alfa Aesar (Massachusetts, ABD)
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Cizelge 3.1: Deneylerde kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler (devam).

Malzeme

Marka

Mikrotitrasyon plakasi
Mueller-Hinton besiyeri
Agar
Sodyum kloriir
Gentamisin
Pepton
Maya oziitii
Triptik soya besiyeri
Kristal viyole
Klor

LIVE/DEAD™ BacLight™
boyama Kkiti

Homoserin lakton

DMSO
Kloroform
Agaroz
Dibac

cFDA-SE

TPP (Darmstadt, Almanya)
Biolife (Milano Italya)
Biolife (Milano Italya)

Merck (Darmstadt, Almanya)
Merck (Darmstadt, Almanya)
Biolife (Milano Italya)
AppliChem (Barselona, Ispanya)
Biolife (Milano italya)
Merck (Darmstadt, Almanya)
ACE (Pescara, italya)

Thermo Fischer (Massachusetts,
ABD)

Abcam (Cambridge, Birlesik
Krallik)

Merck (Darmstadt, Almanya)

Merck (Darmstadt, Almanya)
Peglab (Erlangen, Almanya)
Biotium (California, ABD)

Biotium (California, ABD)

3.1.2.Kullanilan cihazlar

Tez calismasinda fistik ve ananas kabuklar1 mutfak tipi bir 6giitiicii (Sinbo, Scm-2934,

Diizce, Tiirkiye) ile 6giitiildii. Kati ¢oktiirme islemleri Gyrozen marka 1248R model

(Daejeon, Kore) ve Eppendorf marka Centrifuge 5420 model santrifiijler ile

gerceklestirildi. Coziiciilerin buharlastirilmas1 Heidolph marka Hei-VAP model

(Bavyera, Almanya) bir doner buharlastirici ile gergeklestirildi.



Kimyasal malzemelerin ve tarimsal atiklarin tartilmasinda Kern marka 200-3 model
(Balingen, Almanya) bir hassas terazi kullanildi. Manyetik karistirict olarak KA
marka RH basic 2 model (Almanya) bir cihaz kullanildi. Besiyeri ve kiiltiir pH
degerleri Hanna Instruments HI 2211pH/ORP metre ile belirlendi.

Ekstrakt hazirligi, bakteri hiicrelerinin biiyiitiilmesi ve fitokimyasal icerik belirlemede
0zel sicaklik ve calkalama kosullarini saglamak amaciyla New Brunswick marka

Innova 42 model (Hamburg, Almanya) bir inkiibator kullanildi.

Ananas kabuklar1 bir Vitris Ultra marka bir liyofilizator cihazi ile dondurularak

kurutuldu.

Statik kosullarda gergeklesen inkiibasyonlar i¢in Thermo Scientific marka Heratherm
IGS 60 model (Lagenselbold, Almanya) bir inkiibator kullanildi. Bakteri kiiltiirlerinin,
fitokimyasal icerik belirlemede renge dayali dlgilimleri gergeklestirilen orneklerin,
biyofilm c¢aligmalarinda kristal viyole ile boyanmis Orneklerin, viyolasein ve
piyosiyanin inhibisyonu deneylerine ait 6rneklerin absorbanslar1 Simadzu UV-1280
model (Dusiburg, Almanya) spektrofotometre ve BMG LABTECH FLUOstar Omega
model bir mikroplaka okuyucu (Offenburg, Almanya) ile 6l¢iildii. Ornekleri homojen
hale getirmek amaciyla karistirmada IKA Vorteks Genius 3 model (Deutschland,
Almanya) bir hizli karistiric1 kullanildi.

Floresan boyamalar sonucu elde edilen preperatlar Nikon marka Eclipse T. model
(Japonya) bir mikroskop ile goriintiilendi. Elde edilen goriintiilerin fotograflar1 Nikon

Digital Sight model (Japonya) bir fotograf makinesi ile alindu.

Spesifik kimyasal analizler i¢in Shimadzu marka (LC-20AD, Autosampler SIL-20AC,
RID Dedektor RID-10A, UV Dedektor SPD-20A, Firn CTD-10AS) yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) cihazi kullanildi. HPLC analizleri 6ncesi

hazirlanan mobil fazlar Weightlab marka ultrasonik su banyosu ile degaze edildi.

Tiim deney malzemelerinin ve hazirlanan besiyerlerinin sterilizasyonu bir otoklav

cihaz1 (Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) kullanilarak yapildi.

Ekstrakt hazirhiginda mikrodalga uygulamasi Arcelik marka MD 574 S model
(Turkiye) mikrodalga ile gerceklestirildi. Hazirlanan besiyeri, kimyasal stoklar1 ve
tarimsal atiklar gibi soguk kosullarda muhafaza edilmesi gereken materyaller Hotpoint

marka (California, ABD) buzdolabinda saklandi.
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3.1.3. Kullanilan bakteri suslar1 ve biiyiime sicakliklar:

Bu tez ¢alismasinda ekstraktlarin biyoaktivitelerini incelemek amaciyla Gebze Teknik
Universitesi Mikrobiyal Biyoteknoloji Laboratuvari biinyesinde bulunan Escherichia
coli ATCC 25922 (37 °C), Enterobacter aerogenes ATCC 13048 (37 °C),
Enterococcus faecalis ATCC 29212 (37 °C), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (37
°C), Staphylococcus aureus ATCC 29213 (37 °C), Pseudomonas auroginosa ATCC
27853 (37 °C), Streptococcus uberis ATCC 700407 (37 °C), Bacillus cereus ATCC
11778, Bacillus subtilis ATCC 6633 Pseudomonas aeruginosa PAOL,
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (37 °C) ve Chromobacterium violaceum
CV 026 (37 °C) suslar1 kullanildi. Her bakterinin biiylime sicakliklari isminin yaninda

parantez igerisinde belirtilmistir.

3.1.4. Kullanilan tarimsal atiklar

Taze fistik meyveleri Adana’daki yerel bir saticidan, ananas kabuklari ise yerel bir

marketten temin edildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Tarmmsal atiklarin temini, 6n hazirh@ ve muhafazas

Fistik dis kabuklar1 ayiklandi ve acik havada golgede bir hafta boyunca kurutuldu.
Kurutulmus kabuklar bir mutfak tipi 6giitiicti araciligr ile (20 g kabuk 1 dk stire ile 2
kez) toz haline getirilerek oOgiitlildiikten sonra kullanima kadar 4 °C sicaklikta

muhafaza edildi.

Ananaslar satis i¢in ananas soyma makinesi araciligi ile kabuklar1 soyulduktan sonra,
aciga cikan kabuklar markete ait soguk hava deposunda en fazla bir giin muhafaza
edildi. Daha sonra, yaklasik 2x2x2 c¢m? biiyiikliikte kiipler halinde kesilen ananas
kabuklar1 bir liyofilizator cihazi ile -30 °C’de 5 saat boyunca dondurulduktan sonra
cthaz vakumu 10 pascal (Pa) basinca ayarlanarak 20 °C sicaklikta 24 saat boyunca
kurutuldu. Kurutulan ananas kabuklar1 bir 6giitiicii yardimi ile 6giitiildii ve ardindan

paketlenerek kullanima kadar -20 °C sicaklikta muhafaza edildi.
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3.2.2. Ekstraksiyon

3.2.2.1. Fistik dis pembe kabuklarindan ekstrakt eldesi

Fistik kabuklarindan biyoaktif bilesiklerce zengin ekstraktlar elde etmek amaciyla,
etanol ve distile su ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanildi. %60 etanol (s/s) ¢ozeltisi
daha yiiksek antioksidan aktivite, fenolik ve flavonoid igerik elde etmek amaciyla
Ozbek ve ark. (2020) calismas1 referans almarak secildi. Kurutulmus fistik kabugu
tozu ve ekstraksiyon ¢ozeltisi 1/10 (katt madde/sivi) oraninda 100 mL ekstraksiyon
cozeltisi icerisinde 10 g fistik kabugu tozu olacak sekilde 500 mL cam sise igerisinde
hazirlandi. Ekstraksiyon karigimi, mutfak tipi bir mikrodalga cihazi araciligiyla
mikrodalga 1sinlamasma (140 W, 3 dakika) [Ozbek et al. (2020) degistirilerek
kullanild1] maruz birakildi. Bu islemden sonra, karisim 4000 rpm dénme hizinda, 4 °C
sicaklikta 30 dakika boyunca santifiij edildi. Ust siv1 kaba filtre kagid1 aracilig1 ile
stiziildii ve elde edilen berrak ham ekstrakt doner buharlastirici (80 rpm) araciligr ile
basing altinda buharlastirilarak ¢6ziiciiden uzaklastirildi ve yogunlastirildi. Sonugta 12
mL ekstrakt elde edilene kadar buharlastirma devam ettirildi. Ekstraktlar kullanima
kadar -20 °C sicaklikta muhafaza edildi. Fistik kabugu etanol ekstrakti PVE, fistik
kabugu su ekstrakti PVD olarak belirtildi.

3.2.2.2. Ananas kabuklarindan ekstrakt eldesi

Ananas kabuklarindan biyoaktif bilesiklerce zengin ekstraktlar elde etmek amaciyla,
etanol ve distile su ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanildi. Farkli ekstraksiyon
yontemlerinin calismada kullanilan test bakterileri {izerinde antimikrobiyal etkileri
kuyu difiizyonu yontemi ile test edilerek ¢alisma boyunca kullanilacak ekstraksiyon
yontemine karar verildi. Ekstraksiyonda 6n deneme calismalarinda ekstraksiyon
cozeltisi olarak etanol kullanildi. Kuru madde miktar1 (10 veya 20 g), etanol
konsantrasyonu (%60 veya %80 (s/s)), on uygulamada inkiibasyon sicakligi (4 °C veya
oda sicakliginda (25 °C) ve 6n uygulamada calkalama durumu (statik veya 200 rpm)

gibi parametreler degistirilerek ekstraksiyonda biyoaktiviteyi arttirmak amaclandi.

Ekstraktlar ACE-1 (10 g ananas kabugu ve 100 mL hacimde %60 (s/s) etanol ¢ozeltisi
igerir, on uygulama yoktur), ACE-2 (10 g ananas kabugu ve 100 mL hacimde %60
(s/s) etanol ¢ozeltisi igerir, 4 °C bir gece statik inkiibasyona maruz birakildi), ACE-3
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(20 g ananas kabugu ve 100 mL hacimde %60 (s/s) etanol ¢ozeltisi icerir, oda
sicakliginda bir gece 200 rpm calkalamali inkiibasyona maruz birakildi) ve ACE-4 (20
g ananas kabugu ve 100 mL hacimde %80 (s/s) etanol ¢ozeltisi igerir, oda sicakliginda
bir gece 200 rpm calkalamali inkiibasyona maruz birakildi) olarak adlandirildi

(Cizelge 3.2).

On denemeler sonucunda Gram pozitif ve Gram negatif bakteri suslarma karsi
antimikrobiyal etkinligi oldugu belirlenen ACE-4, calisma boyunca ananas kabugu
ekstraktlarini elde etmede kullanilacak yontem olarak se¢ildi ve ACE olarak beliritildi.
Ananas kabugu su ekstrakti olan ACD ise benzer bir yontemle elde edildi. ACE
ekstraktindan farkli olarak bir gecelik oda sicakligi inkiibasyonuna maruz birakiladi.
Bu uygulama farkinin sebebi, aynit yontemin denenmesi sonucu bir gece sonunda
ananas kabugunun su igerisinde bozulmasi (kararma ve koku olusumu) nedeni ile etkin

bir ekstrakt elde edilememesidir.

Cizelge 3.2: Ananas kabugu ekstraksiyon yontemini belirlemede gergeklestirilen 6n

denemeler.
Ekstraksiyon
. ACE-1 ACE-2 ACE-3 ACE-4
Parametreleri
Kuru madde 109 109 20 ¢ 20 ¢
Etanol
konsantrasyonu %60 %60 %60 %80
(%)
o Oda sicakliginda Oda sicakliginda
4°C . .
& | bir gece bir gece
n uygulama - i
ve inili;b%iceon 200 rpm 200 rpm
Y inkiibasyon inkiibasyon

Ekstraktlarinin 6n hazirlik asamasinin ardindan ekstraksiyon karisimlart mikrodalga
1sinlamasma (140 W, 3 dakika) maruz birakildi [Ozbek et al. (2020) degistirilerek
kullanilmistir]. Gazli bez yardimai ile posalarindan ayrilan karigim, 4000 rpm dénme
hizinda, 4 °C sicaklikta 30 dakika boyunca santifiij edildi. Ust s1v1 kaba filtre kagid:
araciligi ile siiziildii ve elde edilen berrak ham ekstrakt doner buharlastirici (80 rpm)

aracilig1 ile basing altinda buharlagtirilarak ¢oziicliden uzaklastirildi ve yogunlastirildi.
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Sonugta 8 mL ekstrakt elde edilene kadar buharlastirma devam ettirildi. Ekstraktlar
kullanima kadar -20 °C sicaklikta muhafaza edildi.

Ekstraksiyon isleminin ardindan tiim ekstraktlarin oda sicakliginda pH degerleri bir

pH metre kullanilarak o6l¢iildii.

3.2.3. Ekstraktlarin kuru agirhiklarimin belirlenmesi

Calismada tarimsal atiklardan elde edilen PVE, PVD, ACE ve ACD ekstraktlarinin
kuru agirliklar1 bir etiiv araciligr ile 60 °C sicakliga maruz birakilip kurutularak
belirlendi. Daras1 alinan mikrosantrifiij tiiplerine 1 mL hacimde ekstraktlar aktarildi.
Ardindan agirliklar1 bir hassas terazi yardimu ile 6lciildii. iki giin boyunca kurutulan
ekstraktlarin bulundugu tiiplerin son agirliklar1 tekrar olciildii ve 1 mL ekstrakt

icerisinde bulunan kuru madde miktar1 belirlendi (mg/mL).
3.2.4. Ekstraktlarin fitokimyasal i¢eriklerinin belirlenmesi

3.2.4.1. Ekstraktlarin toplam fenolik icerilerinin belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin toplam fenolik bilesik miktarlar
Hudz ve ark. (2019)’nin ¢alismasi modifiye edilerek Folin-Ciocalteu yontemi ile
belirlendi. Standart kalibrasyonu gallik asidin farkli konsantrasyonlarin1 (50-500
ug/mL) iceren ¢ozeltiler ile gergeklestirildi. Saf metanol ile 50 kat seyreltilen 100 pL
ekstrakt, 100 puL Folin-Ciocalteu reaktifi ile 1500 uL saf su igerisinde karigtirildi.
Ardindan 300 pL %20 (k/s) sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edildi ve karisim vorteks
aracihl ile iyice karistirildi. Ornekler oda sicaklifinda ve karanlikta, 150 dakika
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, drneklerin ve standardin absorbans
degerleri (OD760) spektrofotometre araciligi ile dl¢iildii. Kontrol olarak ekstrakt yerine
saf su kullanildi. Bu test, farkli zamanlarda ekstraksiyonu gercgeklestirilmis en az ii¢
farkli 6rnek ile, her 6l¢iim esnasinda en az 3 tekrarl olacak sekilde gergeklestirildi.
Sonuglar olusturulan standart kalibrasyon grafigine gore (Sekil 3.1) (y=5.8444x,
R?=0.9989) gallik asit esdegeri cinsinden belirlendi (mg GA/g ekstrakt) [Hudz et al.,
2019].
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Sekil 3.1: Toplam fenolik icerik belirlemek amaciyla olusturulan gallik asit
standardina ait kalibrasyon grafigi.

3.2.4.2. Ekstraktlarin toplam flavonoid icerigin belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlariin toplam flavonoid miktarlari
aliminyum kloriir yontemi ile belirlendi. Saf metanol ile 50 kat seyreltilen ekstrakt ve
farkli konsantrasyonlardaki kuersetin standardi (10-100 pg/mL), 100 puL aliiminyum
kloriir (%10 (k/s)) ve 100 pL potasyum asetat ¢ozeltisi (1M) 2.8 mL saf su igerisinde
karistirildi. Kontrol igin ekstrakt yerine 100 pL saf su kullanildi. Orneklerin ve
standartlarin absorbanslar1 (ODas17) spektrofotometre araciligi ile Slgiildii. Sonuglar
olusturulan standart kalibrasyon grafigine (Sekil 3.2) gore (y=0.0013x+ 0.0003,
R?=0.9975) kuersetin esdegeri cinsinden (ug KE/g ekstrakt) belirlendi [Namrata et al.,
2017].

70



0,16 -
y =0,0013x + 0,0003

0,14 - R*=0,9975 # 0,135
0,12 A

0,10 -
50,08 1
@]
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0,00 T T T T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

Kuersetin konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 3.2: Toplam flavonoid igerik belirlemek amaciyla olusturulan kuersetin
standardina ait kalibrasyon grafigi.

3.2.4.3. Ekstraktlarin seker iceriklerinin belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin seker igerikleri yiiksek
performanshi sivi kromatografisi cihazi (HPLC) kullanilarak gercgeklestirildi
(Shimadzu, Kyoto, Japan). Ekstraktlarin seker icerikleri refraktif indeks dedektorii ile
(Shimadzu, Kyoto, Japan) Inertsil NH2 kolonu kullanarak (5 um, 4.6x250 mm, GL
Sciences Inc.) belirlendi. Bunun i¢in, glukoz, fruktoz ve siikroz standartlar1 farkl
konsantrasyonlarda hazirland1 (5, 10, 20, 40 and 50 mg/mL). Ornekler ve standart
cozeltileri 3 pL hacminde injekte edildi. Kolon sicakligi olarak 25 °C’ ve mobil faz
%75 (s/s) asetonitril c¢ozeltisi kullanildi. Akis hizi 1 mL/dakika olacak sekilde

ayarlandi [GL Sciences Inc., Uretici yontemi].

3.2.4.4. Ekstraktlarin kuersetin iceriklerinin belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin kuersetin igeriklerini belirlemek
icin kromatografik ayirma C-18 kolonu (Kromasil, 250 mmx=4.6 mm 1.D.:5 pm) ve
UV dedektorii (Shimadzu, Kyoto, Japan) kullanildi. HPLC analizleri, asetonitril ve %2
(s/s) asetik asit (pH 2.6) mobil fazinin (60:40) izokratik eliisyonu araciligi ile saglandi.
Akis hiz1 1.3 mL/dakika, kolon sicakligi 35 °C ve deteksiyon dalga boyu 370 nm
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olarak ayarlandi. Orneklerin injeksiyon hacmi 20 pL olarak yapildi. Toplam yiiriitme
stiresi her bir 6rnek i¢in 5 dakika olarak gergeklesti [Ang et al., 2014].

3.2.4.5. Ekstraktlarin gallik asit iceriklerinin belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin gallik asit i¢eriklerini belirlemek
icin kromatografik ayirma C-18 kolonu (Kromasil, 250 mmx4.6 mm [.D.:5 pm) ve
UV dedektorii (Shimadzu, Kyoto, Japan) kullanildi. HPLC analizi 0.01 M
monopotasyum fosfat (KH2PQOs):asetonitril mobil fazinin (85:15; pH 3.2) izokratik
elisyonu aracilifi ile saglandi. Akis hiz1 0.75 mL/dakika, kolon sicakligi 30 °C ve
deteksiyon dalgaboyu 280 nm olarak ayarlandi. Injeksiyon hacmi 20 pL olarak
gerceklesti [Fatariah et al., 2014].

3.2.4.6. Ekstraktlarin asetik asit iceriklerinin belirlenmesi

Ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin askorbik asit iceriklerini belirlemek i¢in
kromatografik ayirma islemi, C-18 kolonu (Kromasil, 250 mmx4.6 mm L.D.:5 um) ve
UV dedektorii (Shimadzu, Kyoto, Japan) kullanildi. HPLC analizi 0.025 M
monopotasyum fosfat (KH2PO4) mobil fazinin (pH 2.4) izokratik eliisyonu araciligi ile
saglandi. Akis hiz1 1.5 mL/dakika, kolon sicakligi 30 °C ve deteksiyon dalgaboyu 210
nm olarak ayarlandi. Injeksiyon hacmi 20 pL olarak secildi [Perkin Elmer organik asit

deteksiyon metodu].

3.2.4.7. Ekstraktlardaki fitokimyasallarin biyokimyasal testler
aracihig ile belirlenmesi
Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin kinon, kumarin, tannin ve saponin

iceriklerirenk degisimine dayali biyokimyasal testler ile incelendi.

3.2.4.7.1. Siilfiirik asit yontemi ile ekstraktlarda kinon varhgimin
belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlar1 saf etanol ile 1/10 (s/s) oraninda

seyreltildi. Konsantre siilflirik asit (1 mL) ve seyreltik ekstrakt (1 mL) karistirildu.

Kirmizimst renk olusumu ortamda kinon varligini isaret etti [Jacob and

Shenbagaraman, 2011].
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3.2.4.7.2. Ekstraktlarda kumarin varhgmin belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlar1 1/10 (s/s) oraninda saf su ile
seyreltildi. Test 1: 2 mL seyreltik ekstrakt tizerine 3 mL 2 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi
eklendi. Bu karigimda sar1 rengin gozlenmesi kumarin varligint gosterdi. Dogrulama
testi (Test 2): Ustteki karisimin iizerine 1 mL 5 N hidroklorik asit ¢dzeltisi eklendi.
Son olarak deney tiiplerinin tist kisminda seffaf/renksiz bir soliisyon olusmasi kumarin
varligin1 ortaya koydu [X. A. Dominguez, M etodos en Investigaci on Fitoqu imica,

LIMUSA, 1973].

3.2.4.7.3. Ekstraktlarda saponin varhginin belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlar1 1/10 (s/s) oraninda saf su ile
seyreltildi. 2 mL seyreltik ekstraktin lizerine saf etanol eklendi ve hizli bir sekilde
vorteks araciligi ile karistirildi. Kopiik olusumu ekstraktlarda saponin varligim

gosterdi [Rathore et al., 2012].

3.2.4.7.4. Ekstraktlarda tannin varh@min belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlar1 1/10 (s/s) oraninda saf su ile
seyreltildi. 1 mL seyreltik ekstraktrin igerisine 1 mL %S5 (s/s) ferrik kloriir eklendi.
Mavimsi-yesilimsi siyah renkte c¢okelti gozlenmesi ekstraktlarda tanin varligini

gosterdi [Firdouse and Alam, 2011].

3.2.4.8. Ekstraktlarin antioksidan etkinliklerinin belirlenmesi

Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlariin antioksidan etkinlikleri 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal siiplirme testi ile belirlendi. 3.9 mL 50 ppm
DPPH ¢o6zeltisi ve 0.1 mL farkli konsantrasyonlarda metanol ile seyreltilen ekstraktlar
test tiipleri icerisinde karistirildi. Ornekler karanlikta, 37 °C sicaklikta 30 dakika
boyunca calkalanarak (120 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda orneklerin ve
standartlarin absorbans degerleri (ODs17) spektrofotometre araciligi ile oSlgiildii.
Karsilastirma yapabilmek amaciyla fistik kabugu ekstraktlar: i¢in gallik asit (25-250
ug/mL) ve ananas kabugu ekstraktlari i¢in gallik ve askorbik asidin (100-350 png/mL)
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antioksidan etkinligi de farkli konsantrasyonlarda degerlendirildi. Ekstraktlarin radikal

stiptiriicii etkileri (%) asagidaki formiile gore hesaplandi:

DPPH Siipiiriicii Etkisi (%) = 222konrol = Absdrmek , 1 (3.1)

Abs kontrol

DPPH serbest radikalinin %50’si lizerinde ekstraktlarin siipiiriicii konsantrasyonlari
(SCx0), gallik asit ve askorbik asit ile olusturulan standart kalibrasyon grafigi ile
karsilastirilarak belirlendi (Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.) [Ozbek et al., 2020].

0,70 -
0,60 - 0638
0,50 -
5040 1 e
0 N
O 0,30 1T N 0’223
0,20 A
i y =-0,004x + 0,6687 ™
0,10 R® = 0,9757 % 0,100
0,00 T T T T T T T 1
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Gallik asit konsantrasyonlar1 (ng/mL)

Sekil 3.3: SCso degerlerini hesaplamada kullanilan gallik asit standardina ait
kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.4: SCso degerlerini hesaplamada kullanilan askorbik asit standardina ait
kalibrasyon grafigi.

3.2.4.9. Ekstraktlarin icerdigi fonksiyonel gruplarin belirlenmesi

Ekstraktlarin icerdigi fonksiyonel gruplar1 belirlemek amaciyla Fourier Doniisiimlii
Kizilotesi Spektrofotometrisi yonteminden faydalanildi. Tarama 550-4000 nm
dalgaboyu arasinda gergeklestirildi. Analizler Gebze Teknik Universitesi Kimya

Boliimii Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi.

3.2.5. Ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesi

Ekstraktlarin antimikrobiyal etkinlikleri, E. coli ATCC 25922, E. aerogenes ATCC
13048, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, P.
auroginosa ATCC 27853, S. uberis ATCC 700407, B. cereus ATCC 11778 ve B.
subtilis ATCC 6633 suslarina karsi, kuyu difiizyonu, minimal bakterisidal ve

inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi ve zamana bagl 6liim testi ile incelendi.

3.25.1. Kuyu difiizyonu yontemi ile ekstraktlarin antimikrobiyal
etkinliklerinin belirlenmesi

Test bakterileri bir gece dnceden Mueller-Hinton s1vi (MHB) besiyerinde Escherichia

coli ATCC 25922, E. aerogenes ATCC 13048, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus

ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213 P. auroginosa ATCC 27853, S. uberis ATCC

700407 suslar i¢in 37 °C sicaklikta, B. cereus ATCC 11778 ve B. subtilis ATCC 6633
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suslart i¢in ise 30 °C sicaklikta onkiiltiire alindi. Daha 6nceden hazirlanan Mueller-
Hinton agar (MHA) besiyeri, Petri kaplarina esit hacimlerde (17 mL) olacak sekilde
steril kosullarda dokiildii ve kullanima kadar 4 °C sicaklikta muhafaza edildi. Besiyeri
hacminin esit olmasina agilacak kuyulara aktarilacak ekstrakt hacminin esit olmasina
ve boylece ekstraktin esit kosullarda diflize olmasini1 saglanmasina dikkat edildi. Bir
gece boyunca cogaltilan test bakterilerinin optik yogunluklari, yaklagik 0.1 ODeoo
olacak sekilde steril fizyolojik tuzlu su ile gerektiginde seyreltilerek ayarlandi. 100 uL
bakteri siispansiyonu MHA besiyerine aktarildi ve yayildi. Hiicreler sabitlendikten
sonra (yaklasik 30 dakika) steril kosullar altinda 6-7 mm ¢apinda kuyular acildi.
Ekstraktlar su ile farkli oranlarda seyreltildikten sonra (fistik kabugu ekstraktlari igin
1/1,1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32; ananas kabugu ekstraktlari i¢in 1/1, 1/2, 1/4, 1/8) kuyulara
esit hacimde (40 pL) yiiklendi. Gentamisin (50 ve 1000 pg/mL) inhibisyon kontrolii
olarak kullanildi. Optimal biiyiime sicakliklarinda bir gecelik inkiibasyonun sonunda,

test bakterilerine ait inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) 6l¢iildii.

3.2.5.2. Ekstraktlarin minimal inhibisyon (MiK) ve minimal

bakterisidal konsantrayonlarinin (MBK) belirlenmesi
Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin bakteriyel biiyiime iizerine inhibe
edici etkisi 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakalar1 kullanilarak sivi1 kiiltiirde incelendi.
Test bakterileri bir gece onceden MHB besiyerinde E. coli ATCC 25922, E.
aerogenes ATCC 13048, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 29213, P. auroginosa ATCC 27853, S. uberis ATCC 700407 suslart igin 37 °C
sicaklikta, B. cereus ATCC 11778 ve B. subtilis ATCC 6633 suslar1 igin ise 30 °C
sicaklikta onkiiltiire alindi. Seri diliisyon (2 kat) yontemi ile ekstraktlar farkli oranlarda
(21-212) seyreltildi. Kuyucuklardaki final kiiltiir hacmi 150 pL’dir, her kuyuda MHB
besiyeri ve farkli oranlarda seyreltilmis ekstraktlar bulunmaktadir. Kuyucuklardaki
son hiicre konsantrasyonu 10® kob/mL olarak ayarland: [Jafari-Sales and Pashazadeh,
2020]. Her deney igerisindeki her uygulama 2 tekrarli olacak sekilde, her deney ii¢ kez
tekrar edildi. 24 saatlik statik inkiibasyon sonunda kiiltiirler seri diliisyon yontemi ile
seyreltilerek Luria-Bertani (LB) agar besiyerine ekildi. 24 saatlik statik inkiibasyonun
ardindan ekstrakt uygulanan ve uygulanmayan bakterilerin koloni olusturma birimleri
(kob) sayildi. Kontrolle kiyaslanarak ekstraktlarin minimal bakterisidal (MBK) ve
inhibisyon (MIK) konsantrasyonlar1 belirlendi.
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3.2.5.3. Ekstraktlarin test bakterileri iizerinde zamana bagh olarak
biiyiime egrilerine etkilerinin belirlenmesi

MIK ve MBK deneylerinden elde edilen sonuglar gdézoniinde bulundurularak, ileri
caligmalarda ekstraktlarin sekiz kat seyrelterek kullanilmasina karar verildi. Test
bakterilerinin biliyiimelerine etkilerini belirlemek amaciyla Darah et al. (2017) ve
Etame et al. (2017)’nin ¢aligmalar1 iizerinde baz1 degisiklikler yapilarak kullanildi.
Test bakterileri bir gece onceden MHB besiyerinde E. coli ATCC 25922, E.
aerogenes ATCC 13048, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 29213, P. auroginosa ATCC 27853, S. uberis ATCC 700407 suslart igin 37 °C
sicaklikta, B. cereus ATCC 11778 ve B. subtilis ATCC 6633 suslar1 i¢in ise 30 °C
sicaklikta onkiiltiire alindi. Bir gecelik onkiiltiirlerin hiicre konsantrasyonlari, 15 mL
MHB besiyeri igeren 50 mL Erlenmayer igerisinde 1.5x10° kob/mL olacak sekilde
ayarlandi. Erlenler icerisine final ekstrakt konsantrasyonu 1/8 (s/s) olacak sekilde
ekstrakt ilave edildi ve her bakteri i¢in optimum {ireme sicakliginda 180 rpm ¢alkalama
hizinda 24 saat boyunca inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyonun baslamasiyla 0-2
saat arasinda her 45 dakikada; 2-12 saat arasinda her iki saatte; 12 saatten sonra ise 24.
saatte Ornek alindi. Gerektiginde seri diliisyon gercgeklestirilerek LB agar besiyerine
ornekler ekildi ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayildi. Koloni
sayilarina gore ekstrakt ile inkiibe edilen ve edilmeyen kontol uygulamalar aras1 fark
degerlendirilerek, ekstraktlarin bakterilerin logaritmik biiyiimelerine etkileri
belirlendi. Her deney igerisindeki her uygulama 2 tekrarli olacak sekilde, her deney ii¢
kez tekrar edildi [Darah et al., 2013; Etame et al., 2018].

3.2.6. Ekstraktlarin antibiyofilm etkilerinin belirlenmesi

Ekstraktlarin antibiyofilm etkilerini belirlemek tizere E. coli ATCC 25922, E.
aerogenes ATCC 13048, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, P.
auroginosa ATCC 27853, S. uberis ATCC 700407, B. cereus ATCC 11778 ve B.
subtilis ATCC 6633 bakteri suslari kullanildi. Bakterilerin biyofilm olusturma
kapasiteleri yar1 kantitatif yontem olan tutunma testi ile U-tabanli 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plakalarinda, 48 saatlik inkiibasyon ile gerceklestirildi. Biyofilm
olusumu %2 (k/s) glukoz igeren triptik soya s1vi besiyerinde (TSB) saglandi.
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3.2.6.1. Ekstraktlarin biyofilm olusumunu onleyici etkisi

Ekstraktlarin biyofilm olusumu engelleyici etkisi sekiz kat seyreltilmis ekstrakt, %2
(k/s) glukoz ve 0.5 ODgoo bakteri igeren TSB besiyeri i¢eren 96 kuyucuklu polistiren
mikrotitrasyon plakalarinda gergeklestirildi. Toplam kiiltir hacmi 200 plL’dir.
Ekstraktlarin olgun biyofilmler iizerindeki etkisini degerlendirmek hedeflendiginden
bakteriler 48 saat boyunca optimum biiyiime sicakliklarinda inkiibe edildi. ilgili teste
ait kontrol gruplar1 Cizelge 3.3’teki gibidir.

Cizelge 3.3: Biyofilm 6nleme ¢alismasinda tasarlanan kontrol gruplari.

Bakteri L .
Antibiyofilm ajan
yogunlugu

Biyofilm olusum kontrolii 0.5 ODsoo -
Biyofilm 6nleme kontrolii 0.5 ODeoo 100 pg/mL gentamisin

1/8 (s/s) ekstrakt ve 100 pg/mL

Negatif kontrol -
gentamisin

48 saatlik inkiibasyon sonunda, kiiltiirler nazik¢e dokiildii ve saf su ile 3 kez
durulanarak  tutunmamis hiicreler —mikroplakadarki biyofilm tabakasindan
uzaklastirildi. 200 pL kristal viyole ¢ozeltisi (0.5 % (k/s)) kuyucuklara aktarildi ve 20
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Boya ile inkiibasyonun ardindan kristal
viyole igeren kuyucuklar bosaltilip 3 kez nazikce durulandi. Ters ¢evrilip siiziilmesinin
takiben kuyucuklara 200 pL. hacminde %96 etanol aktarildi ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Plakalarda bulunan etanolle ¢ozdiriilmiis boyanmis
ornekler temiz plakalara aktarildi ve absorbans degerleri 575 nm dalgaboyunda bir
coklu plaka okuyucu araciligi ile okutuldu. Ekstraktlarin ve kontoliin biyofilm 6énleme
oranlar1 (%) asagidaki formiile gore hesaplandi [Mohsenipour and Hassanshahian,
2015]:

Kontrol Abs 575—Test Abs 575
) =< ) %100
Kontrol Abs 575

Biyofilm inhibisyonu (% (3.2)
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3.2.6.2. Ekstraktlarmn  olusan  biyofilmi ortadan kaldirma
etkinliklerinin belirlenmesi

Ekstraktlarin biyofilm giderme etkinlikleri 48 saatlik inkiibasyon sonrasi biyofilm

tabalarmin iizerine sekiz kat seyreltilmis ekstrakt uygulamasi ile incelendi. Inkiibasyon

96 kuyucuklu polistiren mikrotitrasyon plakalarinda gerceklestirildi. Ilgili teste ait

kontrol gruplar1 Cizelge 3.4 teki gibidir.

Cizelge 3.4: Biyofilm ortadan kaldirma ¢alismasinda tasarlanan kontrol gruplari.

Bakteri o .
Antibiyofilm ajan
yogunlugu

Biyofilm olusum kontrolii 0.5 ODsoo -
Biyofilm giderme kontrolii 0.5 ODsoo 200 ppm Klor

1/8 (s/s) ekstrakt ve

Negatif kontrol -
200 ppm klor

48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, kiltiirler nazik¢e dokiildii ve saf su ile 3 kez
durulanarak tutunmamis hiicreler mikroplakalardaki biyofilm tabakasindan
uzaklastirildi. Sekiz kat seyreltilmis ekstraktlar 200 uL hacimde biyofilm tabakalarinin
tizerine aktarildi ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Ayn1 kosullarda
200 ppm Kklor ¢ozeltisi de biyofilm tabakalarina 5 dakika boyunca muamele edildi.
Ekstraktlar ve klor uygulamalarini igeren plakalar dokiildii ve saf su ile ii¢ kez
durulandi. 200 pL kristal viyole ¢ozeltisi (0.5 % (k/s)) kuyucuklara aktarildi ve 20
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Boya ile inkiibasyonun ardindan kristal
viyole i¢ceren kuyucuklar bosaltilip 3 kez nazik¢e durulandi. Ters ¢evrilip siiziilmesinin
takiben kuyucuklara 200 pL hacminde %96 etanol aktarildi ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Plakalarda bulunan etanolle ¢ozdiiriilmiis boyanmis
ornekler temiz plakalara aktarildi ve absorbans degerleri 575 nm dalgaboyunda bir
coklu plaka okuyucu araciligi ile okutuldu. Ekstraktlarin ve kontoliin biyofilm giderme
oranlar1 (%) asagidaki formiile gore hesaplandi [Mohsenipour and Hassanshahian,
2015]:
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Kontrol Abs 575—Test Abs 575
( ) %100
Kontrol Abs 575

Biyofilm giderme (%) = (3.3)

3.2.7. Biyofilm tabakalarinin floresan mikroskobu araciig: ile
incelenmesi
Biyofilm tabakalarindaki hiicrelerin canlilik durumu floresan boyama kiti ile
boyanarak degerlendirildi. Gram-pozitif S. aureus ATCC 25923 ve Gram-negatif E.
coli ATCC 25922 suslar1 floresan mikroskobu ile incelenmek iizere segildi. Ilgili
bakteri suslar1 tez kapsaminda kullanilan biyofilm Onleme yOntemine gore 96
kuyucuklu mikrotitrasyon plakalarinda biyofilm olusturmalar1 {izere ekstraktlar
varliginda 48 saat boyunca statik kosullarda kiiltiire alindi1. Biyofilm 6nleme kontrolii
olarak, biyofilm ortamina 100 pg/mL gentamisin eklendi. Statik kosullarda, 37 °C
sicaklikta 48 saat siiren inkiibasyonun ardindan, hiicreler toplandi ve LIVE/DEAD™
BacLight™ bakteriyel floresan boyama kiti kullanilarak boyandi. Goriintiiler oda
sicakliginda 20x biiyiitmeyle bir floresan mikroskop kullanilarak alindi. Goriintiilerin
islenmesi, Fiji-Image] yazilimi kullanilarak gergeklestirildi ve goriintiler SYTO 9
yesil-floresan ve propidyum iyodiir kirmizi-floresan goriintiilerin birlesimi olarak

sunuldu.

3.2.8. Ekstraktlarin yeter sayr algillama iizerine etkilerinin
belirlenmesi

Ekstraktlarin kalitatif ve kantitatif antiquorum sensing etkilerini degerlendirmek

amaciyla C. violaceum ATCC 12472 ve C. violaceum CV 026 bakterileri kullanildi.

Kalitatif ve kantitatif analizler i¢in sirasiyla inhibisyon zon cap1 (mm) ve ODsgs

Olctimleri gergeklestirildi.

3.2.8.1. Ekstraktlarin yeter say algilama iizerine etkilerinin kalitatif
belirlenmesi

15 g/L agar igceren LB besiyeri hazirlandi. Bakteriler i¢in uygun sicakliga gelene kadar
sogumasi beklenen LB besiyeri igerisini son hiicre yogunlugu 0.1 ODeoo olacak sekilde
C. violaceum ATCC 12472 agilandi. Esit hacimde (17 mL) C. violaceum ATCC 12472
iceren LB kati besiyerleri steril petrilere dokiildii. Bakteri iceren besiyerlerinin
donmasinin ardindan steril kosullarda besiyerleri iizerinde 6-7 mm ¢apli kuyucuklar

acildi. Esit hacimde ve derinlikteki kuyucuklara, farkli oranlarda seyreltilen ekstraktlar
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(1/1, 172, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 (s/s)) aktarildi. Petri kaplar1 30 dakika boyunca oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra 37 °C sicakliga bir gecelik statik inkiibasyon i¢in
transfer edildi. Bir gecelik inkiibasyonun sonunda kuyularin g¢evresinde olusan

inhibisyon zon ¢aplar 6l¢iildii (mm).

3.2.8.2. Ekstraktlarin yeter sayr algillama iizerine etkilerinin
kantitatif belirlenmesi

C. violaceum CV 026 yeter say1 algilama molekiilii homoserin laktonu iiretemeyen
mutant bir sustur. Ortama disaridan homoserin lakton (HSL) ilave edilmedikge iletisim
kuramaz ve dolayisiyla mor renkli pigment viyolaseini liretemez. Bu calismada
ekstraktlarin yeter sayi1 algilama (anti-QS) etkilerini belirlemek amaciyla C. violaceum
CV 026, kiiltiir ortamina yapay olarak ilave edilen homoserin lakton (0.25 pg/mL) ve
farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlar (1/8, 1/32, 1/128, 1/512 (s/s)) ile birlikte
kiiltiire alindi [Mouradi et al., 2020]. Inkiibasyon 20 mL kiiltiir igeren 50 mL erlende
30 °C sicaklikta ve 150 rpm hizda ¢alkalanarak 24 saat boyunca devam ettirildi [Choo
et al. (2006) degistirilerek kullanildi]. Inkiibasyon sonunda iyice karistiriimis
erlenlerden 1 mL 6rnek ayrildi ve 10.000 g donme hizinda 5 dakika santrifiij edildi.
Ust s1v1 atildiktan sonra pellet iizerine 1 mL DMSO eklendi (Cizelge 3.5). DMSO
iceren pelletler pipetleme yaparak ve vorteks yardima ile iyice ¢ozdiiriildii ve tekrardan
10.000 g donme hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Cozlinen 6rnekler 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plakasina aktarildi ve absorbans degerleri 585 nm dalgaboyunda
Ol¢iildii. Ekstraktlarin  viyolasein inhibisyon etkileri asagidaki formiile gore

hesaplandi:

(Kontrol Abs 585—Test Abs 585)
Kontrol Abs 585

Viyolasein inhibisyonu (%) = 100 — x100 (3.4)

81



Cizelge 3.5: Mutant C. violaceum CV 026 araciligiyla ekstraktlarin kantitatif quorum
sensing inhibisyonu etkisini belirlemek i¢in olusturulmus deneysel plan.

CVv
HSL Son
Materyal 026 Uygulama
kontrol Konsantrasyon
kontrol
LB besiyeri (2x) 10mL 10mL 10 mL 1x
C.violaceum — 1m  1mL 1mL 1 x 10*8 kob/mL
CV 026
N-hegzanoil
homoserin - 1mL 1 mL 0.25 pg/mL
lakton
2.5mL; 625 pL; 1/8; 1/32;
Ekstraktlar - -
156.25 uL; 39.06 uL 1/128; 1/512
DMSO 1 mL - - <0,004 % (s/s)
Toplam hacim 20 mL 20 mL 20 mL

3.2.8.3. Ekstraktlarin yeter sayr algilamaya etkisinin Kkantitatif
degerlendirilmesinde C. violaceum CV 026 susunun canhhk
durumunun belirlenmesi

Viyolasein inhibisyonu testi esnasinda C. violaceum CV 026 hiicrelerinin canliligini

degerlendirebilmek amaciyla 24 saatlik inkiibasyon sonunda kiiltiirlerden 6rnek alindi.

Gerektigi durumlarda seri diliisyon yontemi ile seyreltilerek LB kati besiyerine ekildi

ve bir gece 30 °C sicaklikta inkiibasyona birakildi. C. violaceum CV 026 hiicrelerinin

ekstrakt varliginda biiyiime inhibisyonlari (%) belirlendi.

3.2.9. Ekstraktlarin P. aeruginosa PAO1 susunda piyosiyanin
iretimini engelleyici etkilerinin belirlenmesi

3.2.9.1. P. aeruginosa PAO1 susunun piyosiyanin iiretmesi amaciyla
kiiltiire alinmasi

P. aeruginosa PAO1 susunun {irettigi piyosiyanin pigmentin miktarina ekstrakt

varligmin etkisi incelendi. Onkiiltiir i¢in inkiibasyon 500 mL erlen icerisinde 100 mL

LB besiyerinde gergeklestirildi. Statik kosullarda, 37 °C sicaklikta bir gece boyunca

inkiibe edilen kiiltiirler, inkiibasyon sonunda 4000 rpm donme hizinda 5 dakika

82



boyunca oda sicakliginda boyunca santrifiij edildi. Ust sivilar1 dokiilen &rneklerin
pelletleri {izerine 20 mL ultra saf su eklendi ve ¢ozdiiriildii. Ayn1 islem iki kez daha
tekrar edildi. Tamamen renksizlesen kiiltlir siispansiyonu kullanilarak final hiicre
konsantrasyonu 0.05 ODeqo olacak sekilde ayarlandi. Inkiibasyon 24 mL LB sivi
besiyeri iceren 50 mL erlen icerisinde gerceklestirildi. Ekstraktlar besiyeri icerisinde
finalde 1/8 (sivi/s1v1 (s/s)) oraninda seyrelmis olacak sekilde ilave edildi. Kontrol
olarak ekstrakt ilave edilmemis kiiltiir kullanild. inkiibasyon 37 °C sicaklikta 130 rpm

calkalama hizinda gergeklestirilecektir.

3.2.9.2. Piyosiyanin inhibisyonunun belirlenmesi

Bir gecelik inkiibasyon sonunda 6rnekler 10 dakika boyunca 10000 rpm donme
hizinda santrifiij edildi. Ust stividan 5 mL ayrild1 ve bir deney tiipii igerisinde 3 mL
kloroform iizerine eklendi. Karisim 20 saniye boyunca bir vorteks araciligr ile
karistirildi. Ardindan 6rnekler, 10 dakika boyunca 5000 rpm donme hizinda santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda tiip tabaninda olusan mavi renkli kisimdan 3 mL kadar alindi
ve yeni bir deney tiipiine aktarildi. Uzerine 2 mL 0.2 M hidroklorik asit eklendi ve 20
saniye boyunca bir vorteks ile karistirildi. Orneklerin absorbans degerleri 520 nm
dalga boyunda &lgiildii. Uretilen piyosiyanin miktar1 (ug/mL), elde edilen absorbans
degerinin 17.072 ile ¢carpilmasi ile hesaplandi. Piyosiyanin inhibisyon orani (%) pozitif
kontroliin iirettigi piyosiyanin miktari (PM) ile oranlanarak hesapland: [Essar et al.,
1990; Jain et al., 2017].

Piyosiyanin Miktart (::L—i = 0D(520)x17.072 (3.5

Kontrol PM—-Test PM
( ) %100
Kontrol PM

Piyosiyanin inhibisyonu (%) = 100 — (3.6)

3.2.10. Ekstraktlarin bakteriyel harekete etkisinin belirlenmesi

3.2.10.1. Ekstraktlarim P. aeruginosa PAO1 susunda siiziilme
hareketini engelleyici etkisinin belirlenmesi

1/8 (s/s) oraninda ekstrakt i¢eren nutrient agar (NA) besiyeri igerisinde P. aeruginosa
PAOI1 susuna kars1 ekstraktlarin siiziilme hareketine etkileri degerlendirildi. Pepton (5

g/L), maya oziitii (3 g/L), NaCl (5 g/L) ve agar (%]1.5 (kati/stv1 (k/s)) igerecek sekilde
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(pH. 6.8, 25 °C) siiziilme besiyeri hazirlandi ve otoklavlandi. Otoklav sonrasi
soguduktan sonra 1/8 (s/s) oraninda fistik ve ananas kabugu ekstraktlar1 eklendi ve
petrilere 10 mL hacimde dokiildii. Besiyerleri bir gece boyunca donmalar1 i¢in oda
sicakliginda bekletildi. Bir giin 6nceden hazirlanana LB agarda biiyiitiilmiis P.
aeruginosa PAO1 hiicrelerinden steril kiirdan ile bir koloni alinip NA besiyerine
aktarildi ve 72 saat 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. Inkiibasyon esnasinda nem kaybin
onlemek amaciyla petriler parafilm ile sarildi [Koh and Tham (2011) gelistirilerek
kullanilmistir]. Inkiibasyon sonunda olusan zon cap1 dlgiildii (mm) ve kontrolle

kariglartirilarak siiziilme inhibisyon orani (%) belirlendi.

3.2.10.2. Ekstraktlarmm P. aeruginosa PAO1 susunda yiizme
hareketini engelleyici etkilerinin belirlenmesi
Fistik ve ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarini 1/8 (s/s) oraninda igeren yiizme
besiyeri igerisinde P. aeruginosa PAO1 susunin yiizme hareketine ekstraktlarin
etkileri degerlendirildi. Pepton (10 g/L), sodyum kloriir (5 g/L) ve agaroz (3 g/L)
icerecek sekilde ylizme besiyeri hazirlandi ve otoklavlandi. Otoklav sonrasi
soguduktan sonra 1/8 (s/s) oraninda fistik ve ananas kabugu ekstraktlar1 eklendi ve
petrilere 10 mL hacimde dokiildii. Besiyerleri bir gece boyunca donmalari i¢in oda
sicakliginda bekletildi. Bir giin dnceden hazirlanmis LB agarda biiyiitiilmiis P.
aeruginosa PAO1 hiicrelerinden steril kiirdan ile bir koloni alinip besiyerine aktarildi
ve 72 saat 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. Inkiibasyon esnasinda nem kaybimi énlemek
amactyla petriler parafilm ile sarildi [Ureyen Esertas et al. (2022) gelistirilerek
kullanildi]. Inkiibasyon sonunda olusan zon 6l¢iildii (mm) ve kontrolle karsilastirilarak

yiizme inhibisyon orani (%) belirlendi.

3.2.11. Ekstraktlarin secili bakteriler iizerinde hiicre zar
potansiyeline etkilerinin belirlenmesi
Hiicre zar potansiyeline fistik ve ananas kabugu ekstraktlarinin etkisini belirlemek
tizere voltaj degisimine duyarli bir floresan boya olan DiBAC4(3) (Bis-(1,3-
Dibutylbarbituric Acid) Trimethine Oxonol) kullanildi. Ekstraktlarin zar potansiyeline
etkisi E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923 suslarina kars: test edildir.
Mueller-Hinton sivi besiyerinde bir gece Onkiiltiire alinan hiicreler, bir gecenin
sonunda taze besiyerine 1/10 (s/s) oraninda aktarildi ve 128 rpm ¢alkalama hizinda

kiiltiirlerin ODegoo degeri 0.5-0.6 olana kadar (3-4 saat) inkiibasyon devam ettirildi.
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Hiicre siispansiyonlarina son boya konsantrasyonu 0.5 uM olacak sekilde DiBACa(3)
eklendi ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Siyah
renkli diiz tabanli 96 kuyucuklu plakalara aktarilan kiiltiirler ve ekstraktlar, son
ekstrakt konsantrasyonu 1/8 (s/s) olacak sekilde karistirildi ve 45 dakika oda
sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Kontrol olarak 100 pg/mL gentamisin kullanildi.
Ardindan mikroplaka igerisindeki 6rneklerin floresan yogunluklar1 bir ¢oklu plaka
okuyucu araciligi ile 6lgiildii (eksitasyon: 490 nm, emisyon: 520 nm; eksitasyon yarik

genisligi 5 nm, emisyon yarik genisligi 10 nm) [Gonelimali et al., 2018].

3.2.12. Ekstraktlarin secili bakteriler iizerinde sitoplazmik pH
iizerine etkisinin belirlenmesi
Sitoplazmik pH tiizerine fistik ve ananas kabugu ekstraktlarinin etkisini belirlemek
tizere floresan 6zellikli cFDA-SE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester)
boyasi kullanildi. Ekstraktlarin sitoplazmik pH tizerine etkisi etkisi E. coli ATCC
25922 ve S. aureus ATCC 25923 suslar lizerinde test edildi. LB s1v1 besiyerinde bir
gece Onkiiltiire alinan hiicreler, bir gecenin sonunda taze besiyerine 1/10 (s/s) oraninda
aktarildi ve 128 rpm ¢alkalama hizinda ve 37 °C sicaklikta kiiltiirlerin ODgoo degeri
0.5-0.6 olana kadar (3-4 saat) inkiibasyon devam ettirildi. Santrifiij edilen kiiltiirler
(4000 rpm, 4 °C, 15 dakika) 50 mM HEPES tamponu ile iki kez yikanip santrifiij
edildi. Elde edilen pellet, igerisinde 10 uM cFDA-SE boyas1 igeren 50 mM fosfat
tamponunda ¢ozdiiriildli ve 1 saat boyunca karanlik kosullarda, 37 °C sicaklikta, statik
inkiibasyona birakildi. Santrifiij edilen boyanmus kiiltlirlerden (4000 rpm, 4 °C, 15
dakika), bir kez daha 50 mM HEPES tamponu ile yikandi. Santrifiij sonrasi elde edilen
pelletler, 10 mM glukoz iceren 50 mM fosfat tamponu icerisinde ¢ozdiiriildii ve 30
dakika boyunca karanlik kosullarda, 37 °C sicaklikta, statik inkiibasyona birakildi.
Siyah renkli diiz tabanli 96 kuyucuklu plakalara aktarilan kiiltiirler ve ekstraktlar, son
ekstrakt konsantrasyonu 1/8 (s/s) olacak sekilde eklendi ve 1 saat oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edildi. Kontrol olarak 100 pg/mL gentamisin kullanildi. Ardindan
mikroplaka igerisindeki Orneklerin floresan yogunluklar1 bir ¢oklu plaka okuyucu
aracilifi ile olgiildii (eksitasyon: 490 nm, emisyon: 520 nm; eksitasyon yarik genisligi

5 nm, emisyon yarik genisligi 10 nm) [Sanchez et al., 2010; Gonelimali et al., 2018].
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3.2.13. Ekstraktlar aracihg ile nanopartikiil sentezi ve sentezlenen
nanopartikiiliin antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesi
Bakir nanopartikiil eldesi i¢in 100 mg Cu igeren Cu (NO3z)2.2.5(H20), 100 mL
hacimlik beher icerisinde, 50 ml saf su ile karistirildi. Manyetik karistirict yardimi ile
15 dakika boyunca karistirilan karisim tizerine 20 mL PVE ekstraktt damla damla
eklendi. Karigtirma islemi 3 saat boyunca devam ettirildi. Santrifiij edilen 6rnekler 80
°C sicaklikta vakumlu ortaminda etiivde kurutuldu.
Nanopartikiillerin antimikrobiyal etkinlikleri Boliim 3.2.5.2°de bahsedildigi sekilde
seri diliisyon yonteminden yararlanilarak gerceklestirildi. Nanopartikiiller farkli
konsantrasyonlarda (1000, 500, 250... 62,5 ug/mL) olacak sekilde saf su igerisinde
seyreltilerek MHB siv1 besiyeri iceren kiiltiir ortamina eklendi. Inkiibasyon sonunda
(24 saat, 37 °C sicaklikta, statik) gerektiginde seyreltilerek LB agar besiyerlerine ekildi
ve canli sayimlar1 yapildi. Sonuglar kontrol ile karsilastirilarak inhibisyon durumu
degerlendirildi.
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM, Philips XL30 SFEG) ve enerji dagilimli X-151n1
spektroskopisi ile (EDS, Bruker), nanopartikiillerin dokusal ve elementel analizi

karakterize degerlendirildi.

3.2.14. istatistiksel analizler

Bu tez calismasinda tiim deneyler en az ii¢c kez tekrar edildi. Istatistiksel analizler,
Microsoft Office, Excel 2016 programi ile belirlendi. Calismalara ait p degerleri, tek
kuyruklu t-testi ile belirlendi. Boylece fistik kabugu etanol ile su ekstrakti ve ananas
kabugu etanol ile su ekstrakt: ile elde edilen sonuglar karsilastirilarak uygulamalar

arasinda anlamli fark olup olmadig: saptand.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraktlarin kuru agirhklan

Ekstraksiyon asamasindan sonra orneklerin yiiksek sicaklikta kurutulmasi ile her bir
ekstraktin igerdigi kuru madde miktar1 belirlendi. Fistik dis pembe kabugunun etanol
ekstrakti (PVE) 329.0+4.24 mg/mL, su ekstrakt1 (PVD) ise 240.5+13.44 mg/mL kuru
madde icerdigi tespit edildi (p<0.05). Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD)
ekstraktlarinin ise sirasiyla 382.5+21.92 mg/mL ve 354.0+£5.66 mg/mL kuru madde
icerdigi saptandi (p>0.05) (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlari ile ananas kabugu
etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin kuru madde miktarlari.
Standart sapma degerleri (+) agirlik degerlerinin yaninda belirtildi.

Ekstraktlar ~ Kuru Agirlik (mg/mL)

PVE 329.0+4.24
PVD 240.5+ 13.44
ACE 382.5£21.92
ACD 354.0+£5.66

4.2. Ekstraktlarin pH degerleri

Fistik ve ananas kabuklarinin etanol ve su ekstraktlarina ait pH degerleri Cizelge
4.2°de belirtildigi gibidir. Fistik kabugu etanol ekstraktinin (PVE) pH degeri
5.44+0.03, su ekstraktinin (PVD) pH degeri ise 5.32+0.05 olarak belirlendi (p>0.05).
Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin pH degerlerinin ise, sirasiyla
3.63+0.02 ve 3.70+0.03 oldugu saptandi (p>0.05) (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2: Ekstraktlarin pH degerleri. Standart sapma degerleri (+) pH degerlerinin
yaninda belirtildi. Belirtilen degerler en az ii¢ bagimsiz ekstraksiyon
sonucu elde edilen ekstraktlardan elde edildi.

Ekstraktlar ~ pH Degerleri

PVE 5.44+0.03
PVD 5.32+0.05
ACE 3.63+0.02
ACD 3.70+0.03

4.3. Ekstraktlarin fitokimyasal icerikleri

4.3.1. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinmin fitokimyasal icerigi

Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin fitokimyasal igerikleri Cizelge
4.3’te belirtildigi gibidir. PVE ve PVD ekstraktlarmin toplam fenolik igerikleri
sirastyla 23.3£2.63 mg GAE/g ve 14.7+1.45 mg GAE/g olarak belirlendi (p<0.05).
PVE ekstraktinin igerdigi gallik asit miktar1 1.9+0.36 mg/g iken, PVD ekstraktinin
icerdigi gallik asit miktar1 1.5+0.01 mg/g olarak saptandi (p>0.05) (Sekil 4.1). Toplam
flavonoid igerigi PVE ekstrakti i¢in 5.0+0.54 mg KE/g iken, PVD ekstrakt1 igin
2.9+0.00 mg KE/g oldugu olgiildii (p<0.05). Kuersetin miktar1 PVE ekstraktinda
0.025+0.001 mg/g, PVD ekstraktinda 0.009+0.001 mg/g olarak belirlendi (p<0.05)
(Sekil 4.2). Ekstraktlarin seker igerikleri, HPLC analizleri ile degerlendirildi. PVE
ekstraktr 10.5£1.0 mg/g ekstrakt fruktoz, 8.5+0.3 mg/g ekstrakt glukoz ve 29.5+2.1
mg/g ekstrakt siikroz igerirken; PVD ekstrakti 10.6+1.0 mg/g ekstrakt fruktoz, 8.6+2.0
mg/g ekstrakt glukoz ve 30.3+3.0 mg/g ekstrakt siikroz igermektedir. Sonug olarak
PVE ve PVD ekstraktlari sirasiyla 48.5+5.0 mg/g ekstrakt ve 49.5+3.0 mg/g ekstrakt
toplam seker igerdigi belirlendi (p>0.05). Toplam fenolik ve flavonoid madde
igeriklerinin PVE ekstraktinda fazla olmasi nedeni ile hizmet alimi ile Cukurova
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda PVE ekstraktinda bulunan bilesikler
ve miktarlar1 (katesin: 0.250 mg/g, kafeik asit: 0.027 mg/g, epikatesin: 0.712 mg/g, p-
kumarik asit: 0.048 mg/g ve ellajik asit: 0.322 mg/g) HPLC analizleri ile belirlendi
(Sekil 4.3).
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Cizelge 4.3: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin toplam fenolik
(mg GAE/qg), toplam flavonoid (mg KE/g), gallik asit (mg/g ekstrakt) ve
kuersetin (mg/g ekstrakt) ve toplam seker (mg/g ekstrakt) miktarlar.
Belirtilen degerler en az {i¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalaridir.
Standart sapma (£) ve p degerleri gizelge icerisinde belirtildi.

Ekstraktlar

Kimyasal igerik PVE PVD p degeri
Toplam Fenolik Bilesik ~ 23.3+2.63 14.7+1.45 0.001
Toplam Flavonoid Bilesik ~ 5.0+0.54 2.9+0.00 0.003
Gallik asit 1.9+0.36 1.5+0.01 0.118
Kuersetin 0.025£0.01  0.009+0.01 0.028
Fruktoz 10.5£1.0 10.6£1.0 0.092
Glukoz 8.5+0.3 8.6+2.0 0.479
Siikroz 29.542.1 30.3+£3.0 0.142
Toplam Seker 48.5+5.0 49.5+3.0 0.003
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Sekil 4.1: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarina ait gallik asit
igeriklerini gosteren HPLC kromatogrami.
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Sekil 4.2: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarina ait kuersetin
igeriklerini gosteren HPLC kromatograma.
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Sekil 4.3: PVE ekstraktina ait katesin (1), kafeik asit (2), epikatesin (3), p-kumarik asit
(4) ve ellajik asit (5) i¢eriklerini (ug/g) ve bu igeriklerin tutulma zamanlarini
(dk) gosteren HPLC kromatograma.

HPLC analizlerine ek olarak biyokimyasal testler araciligi ile PVE ve PVD

ekstraktlarinda kinon, kumarin ve tanin bilesiklerinin varlig1 tespit edildi. PVE

ekstraktinda ayrica saponin bulundugu da saptandi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinda bulunan diger
bazi fitokimyasal bilesikler. Bilesiklerin varhigi ve yoklugu (+) ve (-)

isaretleri ile belirtildi.

Ekstraktlar Kinon Kumarin Tanin Saponin
PVE + + + +
PVD + + + -
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4.3.2. Ananas kabugu ekstraktlarinin fitokimyasal icerigi

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin fitokimyasal igerikleri
Cizelge 4.5’te belirtildigi gibidir. ACE ve ACD ekstraktlarinin toplam fenolik
icerikleri sirasiyla, 1.7+0.2 mg GAE/g ve 1.4+0.4 mg GAE/g olarak saptandi (p>0.05).
Ananas ekstraktlarinin askorbik asit icerikleri ACE ve ACD igin sirasiyla 11.6£3.7
mg/g ekstrakt ve 11.2+1.1 mg/g ekstrakt olarak belirlendi (p>0.05).

Ekstraktlarin seker icerikleri HPLC analizleri ile degerlendirildi. Fruktoz, glukoz ve
siikroz miktarlar1 6l¢iildii ve toplam seker igerikleri hesaplandi. ACE ekstrakti
87.2+5.0 mg/g ekstrakt fruktoz, 129.8+20.0 mg/g ekstrakt glukoz ve 58.5+5.0 mg/g
ekstrakt siikroz igerirken; ACD ekstraktt 131.9+£8.4 mg/g fruktoz, 160.6+13.8 mg/g
ekstrakt glukoz ve 37.6+3.4 mg/g ekstrakt siikroz icerdi. Sonug olarak ACE ve ACD
ekstraktlarinin sirasiyla 275.5£18.0 mg/g ve 330.1£13.0 mg/g ekstrakt toplam seker
icerdigi belirlendi (p<0.1). Toplam fenolik madde iceriginin ACE ekstraktinda fazla
olmas1 nedeni ile hizmet alimi ile Cukurova Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvari’nda ACE ekstraktinda bulunan bilesikler ve miktarlari (gallik asit: 0.120
mg/g, katesin: 0.016 mg/g, kafeik asit: 0.124 mg/g, p-kumarik asit: 0.135 mg/g ve
ferulik asit: 0.022 mg/g) HPLC analizleri ile belirlendi (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.5: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin toplam fenolik
(mg GAE/g), gallik asit (mg/g ekstrakt), kuersetin (mg/g ekstrakt),
askorbik asit (mg/g ekstrakt) ve toplam seker (mg/g ekstrakt) miktarlari.
Belirtilen degerler en az {i¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalaridir.
Standart sapma (£) ve p degerleri gizelge icerisinde belirtildi.

Ekstraktlar
Kimyasal Igerik ACE ACD p degeri

Toplam Fenolik Bilesik 1.7£0.2 1.4+0.4 0.118
Askorbik Asit 11.6£3.7 11.2+1.1 0.405
Fruktoz 87.2+5.0 131.9+8.4 0.020

Glukoz 129.8+20 160.6+13.8 0.130

Stikroz 58.5+£5.0 37.6+£3.4 0.000

Toplam Seker 275.5¢18.0  330.1+13.0 0.090

Cizelge 4.6: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinda bulunan diger
fitokimyasal bilesikler. Bilesiklerin varlig1 ve yoklugu (+) ve (-) isaretleri

ile belirtildi.
Ekstraktlar Kinon Kumarin Tanin Saponin
ACE + + - -
ACD + + - -
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Sekil 4.4: Ananas kabugu etanol ekstraktina (ACE) ait gallik asit (1), katesin (2),
katesin (3), p-kumarik asit (4) ve ferulik asit (5) icerikleri (mg/g) ve bu
iceriklerin tutulma zamanlarini (dk) gosteren HPLC kromatogrami.

4.4. Ekstraktlarin icerdigi fonksiyonel gruplarin Fourier
doniisiimlii  kizilotesi  spektroskopisi (FT-IR) ile
belirlenmesi

FT-IR spektrasi, bir materyalde bulunan organik fonksiyonel gruplar1 ve materyalin

yapisal 6zelliklerini belirlemede kullanilan bir analitik yontemdir. 600-500 nm dalga

boyu arasi ilgili materyale 6zgii bilesik gruplarina, pozisyon ve bant yogunlugunun
ilgili materyale spesifik olmas1 nedeniyle parmakizi molekiiller olarak adlandirilir

[Matinise et al., 2017].

4.4.1. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarimn FT-IR analizleri

Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakt: (PVE) 4000-550 cm™ aras1 taranan kiziltesi
spektrasi belirlendi. 3306 cm™’de fenolik bilesiklerin ve alkollerin varligini isaret eden
[Demiral et al., 2008] -OH yapisindan kaynakli gerilme titresim piki gézlenmektedir
[Celekli et al., 2010]. 1631 cm™’deki pikte ise C=C gruplarinin varlig1 ile konjuge
alkenler ve aromatik bilesiklerin bulundugunu gostermektedir [Haque, 2021]. 1396
cm™*de pik olusturan N-H gruplarinin varligi aminlerin veya amidlerin, 1074 cm™’de
C-O gruplarmn varhig: eter, alkol ve ester varligina isaret etmektedir [Ozay, 2014]

(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Fistik dis pembe kabugu etanol ekstraktina (PVE) ait FT-IR spektrasi.

Fistik dis pembe kabugu su ekstrakti (PVD) 4000-550 cm™ aras1 taranan kizildtesi
spektrasi belirlendi. 3306 cm™’de fenolik bilesiklerin ve alkollerin varliini isaret eden
[Demiral et al., 2008] -OH yapisindan kaynakli gerilme titresim piki gézlenmektedir
[Celekli et al., 2010]. 1633 cm™’deki pikte ise C=C gruplarinin varhg ile konjuge
alkenler icerdigini gostermektedir. 1396 cm™’de pik olusturan N-H gruplarinin varlig
aminlerin veya amidlerin, 1074 cm™®’de C-O gruplarinin varlig: eter, alkol ve ester

varligina isaret etmektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Fistik dis pembe kabugu su ekstraktina (PVD) ait FT-IR spektrasi.
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4.4.2. Ananas kabugu ekstraktlarmin FT-IR analizleri

Ananas kabugu etanol ekstrakti (ACE) 4000-550 cm™ aras1 taranan kizildtesi spektrasi
belirlendi. 3298 cm™’de fenolik bilesiklerin ve alkollerin varligini isaret eden [Demiral
et al., 2008]. -OH yapisindan kaynakli gerilme titresim piki gozlenmektedir [Celekli
etal., 2010]. 1637 cm™’deki pikte ise C=C gruplarmin varlig1 ile konjuge alkenler ve
aromatik bilesiklerin [Haque, 2021] bulundugunu géstermektedir. 1259 cm™’de pik
olusturan C-O gruplarinin varlig1 konjuge olmayan alkenlerin, 1049 cm™’de C-O
gruplarmin varlig1 eter, alkol ve ester varligina isaret etmektedir [Ozay, 2014] (Sekil

4.7).
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Sekil 4.7: Ananas kabugu etanol ekstraktina (ACE) ait FT-IR spektrasi.

Ananas kabugu su ekstraktt (ACD) 4000-550 cm™ arasi taranan kizilotesi spektrasi
belirlendi. 3298 cm™’de fenolik bilesiklerin ve alkollerin varligini isaret eden [Demiral
et al., 2008] -OH yapisindan kaynakli gerilme titresim piki gozlenmektedir [Celekli et
al., 2010]. 1637 cm™°deki pikte ise C=C gruplarmin varhig1 ile konjuge alkenler,
aromatik bilesikler [Haque, 2021] icerdigini gostermektedir. 1259 cm™’de pik
olusturan C-O gruplarmin varlig1 konjuge olmayan alkenlerin, 1049 cm™’de C-O
gruplarinm varlig: eter, alkol ve ester varhigina isaret etmektedir [Ozay, 2014]. 749
cm™*de C-H gruplarinin varlig1 aromatik bilesiklerin varligina isaret eder (Wang et al.,

2023) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Ananas su ekstraktina (ACD) ait FT-IR spektrast.

4.5. Ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri

45.1. Fistk dis pembe kabugu ekstraktlarinin antioksidan
kapasiteleri

Fistik dig pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin antioksidan
kapasiteleri, DPPH radikalinin yiizde siipiiriilme orani baz alinarak degerlendirildi
(Sekil 4.9). Fistik dis pembe kabugu ekstraktlar1 icin gallik asit (30-250 pg/mL)
kontrol antioksidatif bilesik olarak secildi. Ham ekstraktlarin farkli seyreltme
oranlarmin DPPH radikalini %50 oraninda siipiirmesi i¢in gereken ekstrakt
konsantrasyonlar1 (SCso) Cizelge 4.7°de belirtildigi gibidir. Gallik asidin SCso degeri
0.07 mg/mL, PVE ekstraktinin SCso degeri 0.63+0.0lmg/mL ekstrakt ve PVD
ekstraktinin SCsodegeri 0.56+0.01 mg/mL ekstrakt olarak belirlendi (p>0.05) (Cizelge
4.7).
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Cizelge 4.7: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin DPPH siipiirme
etkisi (SCso) (mg/mL). Belirtilen degerler en az ii¢ farkli uygulamanin
ortalama degerleridir. Standart sapma (+) ve p degerleri ¢izelgede

belirtildi.
Ekstraktlar SCso (mg/mL)
PVE 0.63+0.01
PVD 0.56+0.01
p degeri 0.52
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Sekil 4.9: Fistik kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar ile gallik asit (GA)
farkli konsantrasyonlarinin DPPH radikaline kars1 antioksidan kapasiteleri
(%). Belirtilen degerler en az ti¢ farkli uygulamanin ortalama degerleridir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

4.5.2. Ananas kabugu ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri,
DPPH radikalinin yiizde siipiiriilme oran1 baz alinarak degerlendirildi (Sekil 4.10).
Ananas kabugu ekstraktlari i¢in gallik asit (30-250 pg/mL) ve askorbik asit (30-500
png/mL) kontrol antioksidatif bilesik olarak secildi. Ham ekstraktlarin farkli seyreltme
oranlarmin DPPH radikalini %50 oraninda siipiirmesi i¢in gereken ekstrakt
konsantrasyonlar1 (SCso) Cizelge 4.8’de belirtildigi gibidir. Askorbik asidin SCsp
degeri 0.1+0.00 mg/mL, gallik asidin SCso degeri 0.07 mg/mL, ACE ekstraktinin SCsg
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degeri 27.19+0.79 mg/mL ekstrakt ve ACD ekstraktinin SCsodegeri 39.45+2.4 mg/mL
ekstrakt olarak belirlendi (p<0.05) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin DPPH siiptirme
etkisi. (SCso) (mg/mL). Belirtilen degerler en az ti¢ farkli uygulamanin
ortalama degerleridir. Standart sapma (+) ve p degerleri ¢izelgede

belirtildi.
Ekstraktlar SCso (mg/mL)
ACE 27.19+0.79
ACD 39.45+£2.4
p degeri 0.017
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Sekil 4.10: Ananas kabugu etanol (ACE) ile su (ACD) ekstraktlar1 (A) ve askorbik asit
(AA) ile gallik asidin (GA) (B) farkli konsantrasyonlarinin DPPH
radikaline kars1 antioksidan kapasiteleri. Belirtilen degerler en az {i¢
bagimsiz uygulamanin ortalama degerleridir. Hata cubuklar1 standart
sapmalar1 gostermektedir.
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4.6. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkinlikleri

4.6.1. Ekstraktlarin agar Kkuyu difiizyonu ile antimikrobiyal
etkinliklerinin belirlenmesi

4.6.1.1. Fisttk dis pembe kabugu ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkinlikleri
Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkinlikleri 6n ¢alismalarla Gram pozitif ve negatif bakteriler lizerinde test edildi. Bu
caligmalar sonucunda PVE ve PVD ekstraktlarinin Gram negatif bakteriler iizerinde
antimikrobyial etkilerinin olmadig1 goriildii. Bu nedenle ¢alismada kullanilan Gram
pozitif bakteriler olan E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 29213, S. uberis ATCC 700407, B. cereus ATCC 11778 ve B. subtilis ATCC
6633 suslar, PVE ve PVD ekstraktlarinin  antimikrobiyal etkinliklerini
degerlendirmek amaciyla se¢ildi. Kuyu difiizyonu yontemi ile elde edilen sonuglara
gore, PVE ekstrakti uygulamasi ile, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923,
S.aureus ATCC 29213, S. uberis ATCC 700407, B. cereus ATCC 11778 ve B. subtilis
ATCC 6633 suslarini iceren MHA besiyeri iizerinde sirastyla 19, 18, 17, 20, 17 ve 15
mm inhibisyon zon ¢aplar1 olustugu goriildii (Sekil 4.11, Sekil 4.12). PVD ekstrakti
uygulamasinda ise, ilgili bakterilerde sirasiyla 16, 15, 15, 17, 12 ve 15 mm inhibisyon
zon gaplart olustugu belirlendi. PVE ekstraktinin B. subtilis ATCC 6633 susu harig
diger tim suslar {lizerinde, PVD ekstraktindan daha etkili oldugu goriildii. Test
bakterileri igerisinde PVE ve PVD ekstraktlarina karsi en yiiksek hassasiyetin S. uberis
ATCC 700407 susunda oldugu saptandi. PVE ekstrakti ile en yiiksek ve en diisiik zon
capi sirastyla S. uberis ATCC 700407 (20+1mm) ve B. subtilis ATCC 6633 (15+1
mm) suslarinda elde edildi. Benzer sekilde PVD ekstrakti ile en yiiksek ve en diisiik
zon ¢api sirastyla S. uberis ATCC 700407 (17+1 mm) ve B. cereus ATCC 11778 (12+1
mm) suslara kars1 elde edildi. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkinliginin, ekstrakt
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak degistigi belirlendi. Kontrol olarak kullanilan
gentamisin (50 pg/mL:G-50 ve 1000 pg/mL:G-1000) ve ekstrakt uygulamalarindan
elde edilen inhibisyon zon ¢aplar1 karsilastirildi. PVE ekstraktinin, B. cereus ATCC
11778 ve B. subtilis ATCC 6633 suslar1 hari¢ diger tiim bakterilerde G-50’den daha
yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptandi. Ayrica G-1000 kontrolii ile PVE
ekstraktinin antimikrobiyal etkinligi karsilastirildiginda, PVE ekstraktinin E. faecalis
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ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923 ve S. uberis ATCC 700407 suslar1 i¢in G-1000

kontroliinden daha etkili oldugu belirlendi.
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Sekil 4.11: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar1 (1-1/32)
ve gentamisin (G-50 ve G-1000) uygulamalarinin test bakterileri tizerinde
olusturduklart inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) (A: E. faecalis ATCC 29212,
B: S. aureus ATCC 25923 ve C: S. aureus ATCC 29213). Belirtilen
degerler en az ii¢c bagimsiz uygulamanin ortalama degerleridir. Hata
cubuklart standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.12: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar1 (1-1/32)
ve gentamisin (G-50, G-1000) uygulamalarinin test bakterileri iizerinde
olusturduklart inhibisyon zon gaplari (mm) (A: S. uberis ATCC 700407,
B: B. cereus ATCC 11778 ve C: B. subtilis ATCC 6633). Belirtilen
degerler en az iic bagimsiz uygulamanin ortalama degerleridir. Hata
cubuklar standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.6.1.2. Ananas kabugu ekstraktlarimin antimikrobiyal etkinlikleri

4.6.1.2.1. Ananas Kkabugu ekstrakti eldesi icin ekstraksiyon
yonteminin belirlenmesi

Farkli oranlarda organik ¢oziici (100 mL, %60 ve %80 (s/s) etanol) ve farkl
miktarlarda ananas kabugunu (10 g ve 20 g) farkli 6n islemlerden gegirerek elde edilen
ekstraktlarin (ACE-1, ACE-2, ACE-3, ACE-4) ¢alismada kullanilan test bakterileri
tizerindeki antimikrobiyal etkileri incelenerek ananas kabugu igin tercih edilecek
ekstraksiyon yontemi belirlendi. En basit ekstraksiyon yontemi olan ACE-1
ekstraktinin sadece Gram pozitif test bakterilere (E. faecalis ATCC 29212, S. aureus
ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, S. uberis ATCC 700407, B. cereus ATCC
11778, B. subtilis ATCC 6633) kars1 yiiksek konsantrasyonlarda (1/1 ve 1/2 (s/s))
antimikrobiyal etki gosterdigi saptandi. Ananas kabugu miktari arttirilarak hazirlanan
ACE2 ekstrakti ile antimikrobiyal etki spektrumun biraz daha genisletildigi, S. uberis
ATCC 700407 hari¢ tiim bakterilerde yiiksek ekstrakt konsantrasyonunda inhibisyon
belirlendigi goriildii. Onceki yonteme ek olarak oda sicakliginda bir gece galkalamall
inkiibasyona maruz birakilan ACE-3 ekstraktinin, ACE-2 ekstraktindan daha diisiik
konsantrasyonda tiim test bakterilerinde antimikrobiyal etki gdsterdigi goriildii. Son
olarak Gram pozitif, Gram negatif veya her iki gruptan bakteriler lizerinde etki etmesi
hedeflenerek etanol konsantrasyonu %80 (s/s) olan ACE-4 ekstraktinin en etkili
yontem oldugu belirlendi. Ayn1 anda Gram pozitif ve Gram negatif test bakterileri
izerinde diisiik konsantrasyonlarda (1/8 (s/s)) dahi inhibisyona neden oldugu saptandi
(Cizelge 4.9). Bu 6n denemenin sonunda ¢alisma boyunca ananas kabugu ekstraksiyon
yontemi kararlagtirildi. Ananas kabugu etanol ekstraktt ACE, su ekstraktt ACD olarak
ifade edildi.
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Cizelge 4.9: Ananas kabugu etanol ekstraktlarinin (ACE-1, ACE-2, ACE-3, ACE-4)

farkl1  konsantrasyonlarmin  (1-1/8) test bakterileri iizerinde
olusturduklart inhibisyon zon ¢aplari (mm) (EC: E. coli ATCC 25922,
EA: E. aerogenes ATCC 13408, EF: E. faecalis ATCC 29212, SA
25923: S. aureus ATCC 25923, SA 29213: S. aureus ATCC 29213, PA:
P. aeruginosa ATCC 27853, SU: S. uberis ATCC 700407, BC: B. cereus
ATCC 11778 ve BS: B. subtilis ATCC 6633). Belirtilen degerler en az
lic bagimsiz uygulamanin ortalama ve standart sapmalarina aittir.

Inhibisyon Zon Caplari (mm)

Ekstrakt Konsantrasyonlari (s/s)

Ekstraktlar Susglar 1/1 1/2 1/4 1/8

EC 0.00.0 0.020.0 0.020.0 0.0+0.0

EA 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0

EF 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

SA 25923 9.5+0.7 7.0£0.0 0.0+0.0 0.0£0.0

ACE-1 SA 29213 7.0+£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0
PA 8.5+2.1 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0

SU 0.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0

BC 9.5+£0.7 7.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

BS 8.0+0.0 7.0£0.0 0.0£0.0 0.0+£0.0

EC 7.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0

EA 9.0+£0.0 7.0£0.0 0.0£0.0 0.0+£0.0

EF 9.0+0.0 8.5+0.7 0.0£0.0 0.0£0.0

SA 25923 10.0£0.0 7.0£0.0 0.0£0.0 0.0+£0.0

ACE-2 SA 29213 8.0+0.0 0.0£0.0 0.040.0 0.0+0.0
PA 9.0+0.0 7.040.0 0.0£0.0 0.0+0.0

SU 0.0+.0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0

BC 10.0+£0.0 7.0 £0.0 0.0£0.0 0.0+0.0

BS 11.0+0.0 7.0£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

EC 7.0+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0

EA 7.5+0.7 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

EF 11.0+0.0 9.5+0.7 8.0+0.0 0.0+0.0

SA 25923 10.0+£0.0 9.040.0 8.0+0.0 0.0+0.0

ACE-3 SA 29213 10.5+0.7 10.0+0.0 8.5+0.7 7.0£0.0
PA 10.0+£0.0 8.0+0.0 0.0£0.0 0.0+0.0

SuU 7.5+0.7 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0£0.0

BC 12.0+0.0 9.5+0.7 8.0+0.0 7.0£0.0

BS 10.0+£0.7 9.0+0.0 7.040.0 0.0£0.0

EC 11.0+0.0 8.5+0.7 7.040.0 0.0+0.0

EA 12.5+0.7 8.5+0.7 0.0£0.0 0.0+0.0

EF 11.5+0.7 9.0+0.0 8.0+0.0 0.0+0.0

SA 25923 10.0+0.0 8.0+0.0 8.0+0.0 0.0+0.0

ACE-4 SA 29213 11.5+0.7 10.0+0.0 8.5+0.7 7.0£0.0
PA 10.0+£0.0 9.040.0 0.0£0.0 0.0+0.0

SuU 11.0t1.4 9.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0

BC 11.5+0.7 9.0+0.0 8.0+£0.0 7.0£0.0

BS 10.0+£0.0 9.0+0.7 7.0+0.0 0.0+0.0
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46.1.2.2. Ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkinlikleri

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinlikleri
on calismalarla Gram pozitif ve negatif bakteriler lizerinde test edildi. Bu ¢alismalar
sonucunda ACE ve ACD ekstraktlarinin Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler
tizerinde antimikrobyial etkilerinin oldugu goriildii. Kuyu diflizyonu yontemi ile elde
edilen sonuglara gore, ACE ekstrakti uygulamasi ile, E. coli ATCC 25922, E.
aerogenes ATCC 13408, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, S. uberis ATCC 700407, B. cereus ATCC
11778 ve B. subtilis ATCC 6633 suslarini iceren MHA besiyeri {izerinde sirasiyla 12,
12, 10, 10, 12, 11,10, 13 ve 10 mm inhibisyon zon ¢aplar1 olustugu saptandi (Sekil
4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15). ACD ekstrakti uygulamasinda ise, ilgili bakterilerde
strastyla 8, 7, 8, 8, 9, 7, 8, 12 ve 11 mm inhibisyon zon ¢aplar1 olustugu belirlendi.
Inhibisyon zon ¢ap1 dlgiimleri karsilastirildiginda B. subtilis ATCC 6633 susu harig
tim diger suslara karst ACE ekstraktinin ACD ekstraktindan daha etkili oldugu
belirlendi. En yiiksek inhibisyon zon ¢apinin ACE ve ACD ekstraktlari ile B. cereus
ATCC 11778 susuna kars1 elde edildigi saptandi (sirasiyla 13 ve 12 mm). En diisiik
inhibisyon zon ¢apinin ise ACE ekstrakti ile E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC
25923 ve S. uberis ATCC 700407 suslarina karsi (10 mm); ACD ekstrakt1 ile ise E.
aerogenes ATCC 13408 ve P. aeruginosa ATCC 27853 suslara (7 mm) karsi elde
edildigi belirlendi. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkinliginin, ekstrakt konsantrasyonu
ile dogru orantili olarak degistigi belirlendi. Kontrol olarak kullanilan gentamisin (50
ng/mL:G-50 ve 1000 pg/mL:G-1000) ve ekstrakt uygulamalarindan elde edilen
inhibisyon zon ¢aplar1 karsilagtirildi. Gentamisin uygulamalar1 (G-50 ve G-1000) ile
ananas kabugu ekstraktlarin antimikrobiyal etkinlikleri karsilagtirildiginda, yalnizca
E. faecalis ATCC 29212 susunun ACE uygulamasinin (10 mm) G-50 kontroliinden (8
mm) daha yiiksek inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu, ACD uygulamasinin (8 mm) ise

G-50 kontrolii ile esit inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu belirlendi.
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Sekil 4.13: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 (1-1/8) ve
gentamisin (G-50, G-1000) uygulamalarinin test bakterileri lizerinde
olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm), (A: E. coli ATCC 25922, B:
E. aerogenes ATCC 13408 ve C: E. faecalis ATCC 29212). Belirtilen
degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalama degerleridir. Hata
cubuklari standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.14: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 (1-1/8) ve
gentamisin (G-50, G-1000) uygulamalarinin test bakterileri lizerinde
olusturduklar inhibisyon zon ¢aplari (mm), (A: S. aureus ATCC 25923,
B: S. aureus ATCC 29213 ve C: P. aeruginosa ATCC 27853). Belirtilen
degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalama degerleridir. Hata
cubuklari standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.15: Ananas kabugu ectanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 (1-1/8) ve
gentamisin (G-50, G-1000) uygulamalarinin test bakterileri {izerinde
olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm), (A: S. uberis ATCC 700407,
C: B. cereus ATCC 11778 ve C: B. subtilis ATCC 6633). Belirtilen
degerler en az lic bagimsiz uygulamanin ortalama degerleridir. Hata
cubuklart standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.6.2. Ekstraktlarin minimal inhibisyon ve minimal bakterisidal
konsantrasyonlarinin belirlenmesi

4.6.2.1. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin minimal inhibisyon
ve minimal bakterisidal konsantrasyonlari

Fistik dig pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin minimal inhibisyon
(MIK) ve minimal bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBK) mikrotitrasyon plakasinda
diliisyon metodu ile belirlendi. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin (PVE ve PVD)
MIK ve MBK degerleri sirasiyla 0.8-99.1mg/mL ekstrakt ve 1.3-150.0 mg/mL
ekstrakt olarak saptandi (Cizelge 4.10). Test edilen Gram pozitif bakteriler arasinda
PVE ekstraktinin en yiiksek etki ettigi bakterinin S. uberis ATCC 700407 susu oldugu
goriildii. PVE ve PVD ekstraktlarinin bu sus iizerinde MIK degerleri sirasiyla 0.8
mg/mL ekstrakt ve 11.1 mg/mL ekstrakt; MBK degerleri ise sirasiyla 1.3 mg/mL
ekstrakt ve 15.7 mg/mL ekstrakt oldugu belirlendi.

Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin en zayif antimikrobiyal etki gosterdigi
bakteriler ise; PVE ekstrakt: icin 49.0 mg/mL ekstrakt (MIK) ve 99.0 mg/mL ekstrakt
(MBK) degerleri ile B. subtilis ATCC 6633 susu olarak belirlendi. PVD ekstrakt1 i¢in
ise 82.5 mg/mL ekstrakt MIK degeri ve 150.0 mg/g ekstrakt MBK degeri ile B. cereus
ATCC 11788 susu oldugu goriildii.
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Cizelge 4.10: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin test
bakterilerine kars1 belirlenen minimal inhibisyon (MIK) ve minimal
bakterisidal (MBK) konsantrasyonlari (mg/mL). Belirlenen degerler en
az li¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina ve standart sapmalarina (£)

aittir.
Ekstraktlar
PVE PVD
Test Bakterileri MIK MBK MIK MBK
E. faecalis ATCC 29212 1.0+0.02  1.4+0.07 9.6£0.22  15.5+1.24
S.aureus ATCC 25923 35.9+0.91 55.3+5.03 24.2+0.13  36.7+0.78
S.aureus ATCC 29213  22.6+0.06 39.3+0.98 25.6+0.24  39.1+1.13
S. uberis ATCC 700407  0.8+0.01  1.3+0.08 11.1£0.02  15.7+0.12
B. cereus ATCC 11778  25.6+0.54 38.9+4.81 82.5£0.76 150.0+15.17
B. subtilis ATCC 6633  49.0+0.80 99.1+9.40 27.3+0.63  42.2+1.96

4.6.2.2. Ananas kabugu ekstraktlarnmn minimal inhibisyon ve
bakterisidal konsantrasyonlari

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin minimal inhibisyon (MIK)
ve minimal bakterisidal konsantrasyonlar1 (MBK) mikrotitrasyon plakasinda diliisyon
metodu ile belirlendi. Ananas kabugu ekstraktlarindan, ACD ekstraktinin MIK ve
MBK degerleri sirastyla 36.7-151.8 mg/mL ekstrakt ve 39.6-197.3 mg/mL ekstrakt
olarak saptand1 (Cizelge 4.10). Incelenen suslar arasinda ACE ekstraktinin en yiiksek
etki ettigi bakterinin S. aureus ATCC 29213 susu oldugu goriildii. S. aureus ATCC
29213 susuna karst ACE ekstraktimin MIK degerlerinin 36.7 mg/mL ekstrakt; MBK
degerlerinin ise sirastyla 49.8 mg/mL ekstrakt oldugu belirlendi. ACD ekstraktinin en
etkili oldugu bakterinin 24.9 mg/mL ekstrakt MIK ve 39.6 mg/mL ekstrakt MBK
degeri ile S. uberis ATCC 700407 susunun oldugu belirlendi.

Ananas kabugu ekstraktlarina karst en yiiksek dayanikliligi gosteren bakteri susunun
ACE ekstrakt1 icin 111.2 mg/mL ekstrakt MIK ve 157.3 mg/mL ekstrakt MBK
degerleri ile E. faecalis ATCC 29212 susu oldugu belirlendi. ACD ekstrakt1 igin ise,
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en yiiksek degerlerin 151.8 mg/mL ekstrakt MIK degeri ve 197.3 mg/mL ekstrakt
MBK degeri ile S. aureus ATCC 25923 susuna ait oldugu belirlendi.

Cizelge 4.11: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin test
bakterilerine kars1 belirlenen minimal inhibisyon (MiK) ve minimal
bakterisidal (MBK) konsantrasyonlar1 (mg/mL). Belirlenen degerler

en az U¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina ve standart
sapmalarina (£) aittir.
Ekstraktlar
ACE ACD
Suslar MIK MBK MIK MBK
E. coli ATCC 25922 49.0+0.97 72.0+0.92 78.3+0.51 130.4+1.78
E. aerogenes ATCC 13408 50.7+0.85 63.3+0.11 79.6+0.89 112.4+1.02
E. faecalis ATCC 29212 111.2+1.17 157.3£2.01 81.8+0.67 113.9+1.10
S. aureus ATCC 25923 80.6+0.72 117.3£1.87  151.8+1.87 197.3+2.46
S. aureus ATCC 29213 36.7+0.19 49.8+0.18 85.7+0.54 121.1+1.09
P. aeruginosa ATCC 27853 49.4+0.65 66.0+0.54 64.9+0.27 86.9+1.17
S. uberis ATCC 700407 75.7+£1.04 109.3+1.78 24.94+0.08 39.6+0.04
B. cereus ATCC 11778 76.9+1.12 133.7+£3.01 44.2+0.22 64.5+0.81
B. subtilis ATCC 6633 91.6+1.34 154.5+2.77 67.0+£0.68 95.8+1.39

4.6.3. Ekstraktlarin bakteri biiyiimelerine zamana bagh etkileri

Kuyu difiizyonu, MIK ve MBK degerleri belirleme calismalar1 sonucunda
ekstraktlarin 1/8 (s/s) konsantrasyonunda bakteri biiyiimelerine zamana bagli olarak

etkilerinin incelenmesine karar verildi.

46.3.1. Fistk dis pembe kabugu ekstraktlarimn
biiyiimelerine zamana bagh etkileri

bakteri

Calismada, Gram pozitif bakteri suslar1 E. faecalis ATCC 29121, S. aureus 25923, S.
uberis ATCC 700407, S. aureus 29213, B. subtilis ATCC 11778 ve B. cereus ATCC
6633 ile ekstraktlar steril saf su ile sekiz kat seyreltilerek (1/8, s/s) kullanildi. Sekil
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4.17°de goriildiigi iizere, PVE ekstraktinin bakterisidal etkisi (2 dakika), B. cereus
ATCC 11778 susu hari¢ diger tiim suslarda PVD ekstraktinin bakterisidal etkisinden
daha kisa stirede (90 dk) gerceklestigi belirlendi. PVE ve PVD ekstraktlarinin bakteri
yogunlugunu kisa siire igerisinde (en fazla 90 dk) 6 log kadar azalttig1 goriildii (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin test
bakterilerinin zamana bagli biiylimelerine etkileri (A: E. faecalis ATCC
29212, B: S. aureus ATCC 25923 ve C: S. aureus ATCC 29213). Degerler

en az U¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata ¢ubuklari
standart sapmalar1 gdstermektedir.
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Sekil 4.17: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin test
bakterilerinin zamana bagli biiylimelerine etkileri (A: S. uberis ATCC
700407, B: B. cereus ATCC 11778 ve C: B. subtilis ATCC 6633). Degerler
en az U¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata ¢ubuklari
standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.6.3.2. Ananas kabugu ekstraktlarimin bakteri biiyiimelerine
zamana bagh etkileri

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin E. coli ATCC 25922, E.
aerogenes ATCC 13408, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, S. uberis ATCC 700407, B. cereus ATCC
11778 ve B. subtilis ATCC 6633 suslar1 lizerinde karsi zamana bagl biiyiime
ozelliklerine etkilerinin incelendigi bu ¢alismada, ekstraktlarin Gram pozitif ve Gram
negatif suslarda dldiiriicii etki gosterdigi belirlendi. ACD ekstraktinin S. aureus ATCC
29213 (ACE ekstrakti i¢in 2 saat) ve B. cereus ATCC 11778 (ACE ekstrakt1 i¢in 2
dakika) suslart hari¢ tiim diger suslarda ACE ekstraktindan daha kisa siirede
bakterisidal etki gosterdigi saptandi. ACE ve ACD ekstraklarina karst en hassas olan
suslarin S. aureus ATCC 29213 (sirastyla 2 ve 6 saat), B. cereus ATCC 11778 (2
dakika ve 2 saat) ve B. subtilis ATCC 6633 (2 saat ve 2 dakika) suslarinin oldugu
belirlendi. ACD ekstraktinin genel olarak 6-8 saat igerisinde, ACE ekstraktinin ise 8-
10 saat igerisinde test bakterilerine kars1 bakterisidal etki gosterdigi belirlendi (Sekil
4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19).
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Sekil 4.17: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin test
bakterilerinin zamana bagli biiyiimelerine etkileri (A: E. coli ATCC
25922, B: E. aerogenes ATCC 13408 ve C: E. faecalis ATCC 29212).

Degerler en az {li¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata
cubuklart standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.18: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin test
bakterilerinin zamana bagli biiylimelerine etkileri (S. aureus ATCC
25923, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa ATCC 27853). Degerler
en az li¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata ¢ubuklar
standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.19: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin test
bakterilerinin zamana bagl biiylimelerine etkileri (S. uberis ATCC
700407, B. cereus ATCC 11778 ve B. subtilis ATCC 6633). Degerler en
az li¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata gubuklar1 standart
sapmalar1 gostermektedir.
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4.7. Ekstraktlarin antibiyofilm etkinlikleri

Test bakterilerinin biyofilm olusturma kapasiteleri kristal viyole boyama yontemi
(ODsys) ile degerlendirildi ve Sekil 4.20°de gosterildi. Referans zayif biyofilm yapan
sus olarak ¢alismalarda kullanilan S. aureus ATCC 29213 susu (0.31 ODs75) ve ondan
daha diisiik miktarda biyofilm olusturan suslar (B. cereus ATCC 11778 ve B. subtilis
ATCC 6633) biyofilm c¢aligmalarinda kullanilmadi. Bu nedenle test bakterilerinden
biyofilm yogunluklari 0.41 ve 1.56 ODs7s aralifinda degisen suslar secildi. Biyofilm
pozitif referans sus olan S. aureus ATCC 25923 susunun belirgin sekilde en yiiksek
(1.56 ODs75) biyofilm olusumunu gergeklestirdigi saptandi. E. aerogenes ATCC
13048 susu ise en diisiik (0.41 ODs75) biyofilm iiretimini gergeklestirdi.
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Sekil 4.20: Test bakterilerinin polistiren mikrotitrasyon plakalarinda olusturdugu
biyofilm tabakalarinin yogunlugu (ODs7s) (SA: S. aureus ATCC 25923,
PA: P. aeruginosa ATCC 27853, EF: E. faecalis ATCC 29212, EC: E. coli
ATCC 25922, SU: S. uberis ATCC 700407 ve EA: E. aerogenes ATCC
13048). Degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

4.7.1. Ekstraktlarin biyofilm olusumunu o6nleyici etkileri

Antioksidan kapasite ve antimikrobiyal etki belirleme c¢alismalarinda elde edilen
veriler sonucunda, ekstraktlarin 1/8 (s/s) oraninda seyreltilerek kullanilmasina karar

verildi. Bu nedenle ilerleyen c¢alismalarda ekstraktlarin etkinlikleri bu

konsantrasyonda kullanilarak incelendi.

121



4.7.1.1. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarimin biyofilm olusumunu
onleyici etkileri

Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarmin biyofilm
olusumunu oOnleyici etkinliginin ¢alismadaki Gram-pozitif bakteriler iizerinde oldukca
yiiksek oldugu (%98-100) saptandi. Ayrica E. faecalis ATCC 29212 (p<0.05) ve S.
uberis ATCC 700407 (p<0.05) suslarmin biyofilm olusumunu 6nlemede, PVE ve
PVD ekstraktlarinin  kontrol olarak kullanilan gentamisin (100 pg/mL)
uygulamasindan daha yliksek etkiye sahip oldugu goriildii. Calismada degerlendirilen
Gram negatif bakterilerin (E. coli ATCC 25922, E. aerogenes ATCC 13048 ve P.
aeruginosa ATCC 27853) biyofilm olusumlarina etkileri olmadigi belirlenen PVE ve
PVD ekstraktlarindan farkli bir sekilde gentamisin uygulamasinin (100 pg/mL) %97-
100 oraninda bu bakterilerde biyofilm olusumlarini 6nleyebildigi saptandi (Sekil
4.21).
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Sekil 4.21: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar ile
gentamisin uygulamalarinin test bakterilerinin biyofilm olugumunu
onleyici etkileri (%) (SA: S. aureus ATCC 25923, PA: P. aeruginosa
ATCC 27853, EF: E. faecalis ATCC 29212, EC: E. coli ATCC 25922, SU:
S. uberis ATCC 700407 ve EA: E. aerogenes ATCC 13048). Degerler en
az li¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata ¢ubuklar1 standart
sapmalar1 gostermektedir.
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4.7.1.2. Ananas kabugu ekstraktlarinin biyofilm olusumunu 6nleyici
etkileri

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin biyofilm olusumunu
onleyici etkinliginin ¢alismadaki Gram-pozitif ve Gram negatif bakteriler iizerinde
farklilik gosterdigi (%27-97) goriildii. E. coli ATCC 25922 susu harig¢ tim suslarda
ACD ekstraktinin ACE ekstraktindan biyofilm olusumunu onlemede daha etkili
oldugu belirlendi. Biyofilm olusumunun 6nlenmesinde her iki ekstrakt uygulamasinin
da en yiiksek etki gosterdigi susun E. faecalis ATCC 29212 susu oldugu ve bu susun
biyofilm olusumunun ACE ekstrakti ile %95, ACD ekstrakti ile %97 oraninda
onlendigi belirlendi. Biyofilm olugumlarinin farkli ekstrakt uygulamalari ile en diisiik
onlenme oranlarinin ise, ACE ekstrakti ile S. uberis ATCC 407700 susuna kars1 %27
ve ACD ekstrakti ile ise E. coli ATCC 29212 susuna karsi %73 oldugu goriildii.

Ayrica E. faecalis ATCC 29212 (p<0.05) ve S. uberis ATCC 700407 (p<0.05)
suslarinin biyofilm olusumunu 6nlemede, PVE ve PVD ekstraktlarinin kontrol olarak
kullanilan gentamisin (100 pg/mL) uygulamasindan daha yiiksek etkiye sahip oldugu
goriildii. Kontrol olarak kullanilan gentamisinin (100 pg/mL) %19-100 oraninda bu
bakterilerde biyofilm olusumunu 6nleyebildigi saptandi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar ile gentamisin
uygulamalarinin test bakterilerinin biyofilm olusumunu onleyici etkileri
(%) (SA: S. aureus ATCC 25923, PA: P. aeruginosa ATCC 27853, EF: E.
faecalis ATCC 29212, EC: E. coli ATCC 25922, SU: S. uberis ATCC
700407, EA: E. aerogenes ATCC 13048). Degerler en az ii¢ bagimsiz
uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata cubuklar1 standart sapmalari
gostermektedir.

4.7.2. Ekstraktlarin olusan biyofilmleri ortadan kaldirma etkileri

4.7.2.1. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin olusan biyofilmleri
ortadan kaldirma etkileri
Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ektraktlarinin test bakterilerinin
olusturdugu olgun biyofilm tabakalarin1 (48 saatlik) ortadan kaldirma etkinlikleri
Gram pozitif ve negatif test bakterileri lizerinde incelendi. Ekstraktlarin etkinligini
karsilagtirmak amaciyla biyofilmi ortadan kaldirmada 200 ppm klor ¢ozeltisi
kullanild1. Klor uygulamasinin biyofilmleri ortadan kaldirma etkinliginin Gram pozitif
ve negatif test bakterileri lizerinde sirasiyla %22-89 ve %41-74 oranlar1 arasinda
degistigi goriildii. PVE ekstraktinin biyofilmleri ortadan kaldirma etkisinin Gram
pozitif bakteriler i¢in %56-74 oranlar1 arasinda, Gram negatif bakteriler i¢in ise %30-
79 oranlar1 arasinda degisiklik gosterdigi saptandi. Biyofilm ortadan kaldirmada PVD
ekstraktinin sadece Gram pozitif bakteriler tizerinde etkili oldugu (%98-100) belirlendi

(Sekil 4.23).
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Sekil 4.23: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar ile klor
uygulamalarinin test bakterileri tarafindan olusan biyofilm tabakasinin
giderilmesine etkileri (%) (SA: S. aureus ATCC 25923, PA: P.
aeruginosa ATCC 27853, EF: E. faecalis ATCC 29212, EC: E. coli ATCC
25922, SU: S. uberis ATCC 700407, EA: E. aerogenes ATCC 13048).
Degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata
cubuklar standart sapmalar1 gostermektedir.

4.7.2.2. Ananas kabugu ekstraktlarinin olusan biyofilmleri ortadan
kaldirma etkileri

Ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin olusan biyofilmleri ortadan kaldirmada

etkisinin olmadig: gorildii.

4.8. Ekstraktlarin secili bakteriler iizerinde biyofilm
olusumunu engelleyici etkilerinin floresan mikroskobu
ile goriintillenmesi

Gram negatif E. coli ATCC 25922 ve Gram pozitif S. aureus ATCC 25923 suslarinin
48 saatlik biyofilmlerinin olusumunda, fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su
(PVD) ekstraktlar ile ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin

engelleyici etkileri floresan mikroskobunda incelendi.
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4.8.1. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarimin biyofilm olusumunu

engelleyici etkilerinin floresan mikroskobu ile goriintillenmesi
Incelemeler sonunda, PVE (C) ve PVD (D) ekstraktlarmin E. coli ATCC 25922
susunun biyofilmine kars1 engelleyici etki gostermedigi goriintiilendi. Sekil 4.24’teki
A fotografi biyofilm kontrolii olan herhangi bir antibiyofilm ajan igermeyen
uygulamadir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda, biyofilm olusumunun, bakteri
hiicrelerinin 61diigl (kirmizi renge boyali), fakat cogunlukla canli hiicrelerin (yesil
renge boyali) baskin oldugu bir yap1 halinde gelistigi belirlendi. C ve D fotograflarinda
var olan yiliksek miktarda canli hiicre varligi bu durumu net bir sekilde gosterdi.
Kontrol olarak kullanilan gentamisin (100 pg/mL) uygulamasinin (B), E. coli ATCC
25922 susunun biyofilmi igerisindeki hiicrelerin neredeyse tamamini oldirdiigi
goriintiilendi. Bu calismada gerceklestirilen antimikrobiyal ve antibiyofilm etki
belirleme deneylerinden elde edilen sonuglara paralel olarak PVE ve PVD ekstraktinin

Gram negatif bakterilerde etkisiz kaldig1 bu calisma ile de ortaya konuldu (Sekil 4.24).

Sekil 4.24: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar ile
gentamisin uygulamalariin E. coli ATCC 29212 susunun biyofilm
olusumunu engelleyici etkileri (A: Biyofilm kontrol, B: Antibiyotik
kontrol (100 pg/mL gentamisin), C: 1/8 (s/s) PVE uygulamasi ve D: 1/8
(s/s) PVD uygulamasi).
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Gram pozitif S. aureus ATCC 25923 susunun biyofilmine karsi PVE (C) ve PVD (D)
ekstraktlarinin engelleyici edici etkilerinin yiiksek oldugu goriintiilendi. Sekil
4.25’teki A fotografi biyofilm kontrolii olan antibiyofilm ajan igermeyen uygulama
olarak belirtildi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda olusan biyofilmin bakterilerin 61diigii
(kirmiz1 renge boyali), fakat ¢cogunlukla canli hiicrelerin (yesil renge boyali) baskin
oldugu bir yap1 halinde gelistigi saptandi. C ve D fotograflarinda sirast ile PVE ve
PVD ekstraktlarinin var oldugu uygulamalar olarak belirtildi. Bu fotograflarda belirgin
bir sekilde ekstraktlarin S. aureus ATCC 25923 biyofilminin olusumunu inhibe
etmede etkili oldugu saptandi. Kontrol olarak kullanilan gentamisin (100 pg/mL)
uygulamasi (B) ile S. aureus 25923 susunun biyofilmi igerisindeki hiicrelerin sayisini
azalttig1 belirlendi. Bu ¢alismada gergeklestirilen antimikrobiyal ve antibiyofilm etki
belirleme deneylerinden elde edilen sonuglara paralel olarak, PVE ve PVD
ekstraktinin Gram pozitif bakterilerde yiiksek etkiye sahip oldugu ortaya konuldu
(Sekil 4.25).

Sekil 4.25: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlart ile
gentamisin uygulamalarinin S. aureus ATCC 25922 susunun biyofilm
olusumunu 6nleyici etkileri (A: Biyofilm kontrol, B: Antibiyotik kontrol
(100 pg/mL gentamisin), C: 1/8 (s/s) PVE uygulamasi, D: 1/8 (s/s) PVD
uygulamast).
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4.8.2. Ananas kabugu ekstraktinin biyofilm olusumunu onleyici
etkisinin floresan mikroskobu aracihg ile goriintiilenmesi
Floresan mikroskobu ile yapilan incelemeler sonunda, ACE (C) ve ACD (D)
ekstraktlarimin E. coli ATCC 25922 susunun biyofilmine karsi inhibe edici etki
gosterdigi goriintiilendi. Sekil 4.26’daki A fotografi biyofilm kontrolii olan
antibiyofilm ajan igermeyen uygulama olarak belirtildi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda
olusan biyofilmde bakterilerin 6ldiigii (kirmiz1 renge boyali), fakat cogunlukla canli
hiicrelerin (yesil renge boyali) baskin oldugu bir yap1 halinde gelistigi belirlendi. C ve
D fotograflarinda canli hiicre bulunmamasi1 ACE ve ACD ekstraktlarinin antibiyofilm
etkinligini isaret etti. Kontrol olarak kullanilan gentamisin (100 pg/mL) uygulamasi
ile (B), E. coli ATCC 25922 susunun biyofilmi igerisindeki hiicrelerin neredeyse
tamaminin 6ldiigli goriintiilendi. Bu ¢alismada gerceklestirilen antimikrobiyal ve
antibiyofilm etki belirleme deneylerinden elde edilen sonuglara paralel olarak ACE ve
ACD ekstraktinin Gram negatif bakterilerde antibiyofilm etkinlige de sahip oldugu

ortaya konuldu (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 ile gentamisin
uygulamalarinin E. coli ATCC 29212 susunun biyofilm olusumunu
onleyici etkileri (A: Biyofilm kontrol, B: Antibiyotik kontrol (100 pg/mL
gentamicin), C: 1/8 (s/s) ACE uygulamasi ve D: 1/8 (s/s) ACD
uygulamasi).

Gram pozitif S. aureus ATCC 25923 susunun biyofilmine kars1t ACE (C) ve ACD (D)
ekstraktlarinin inhibe edici etkisinin yliksek oldugu goriintiilendi. Sekil 4.27°deki A
fotografi biyofilm kontrolii olan antibiyofilm ajan igermeyen uygulama olarak
belirtildi. 48 saatlik inkiibasyon sonunda olugan biyofilmde, hiicrelerin 61diigi (kirmizi
renge boyal1), fakat cogunlukla canli hiicrelerin (yesil renge boyal1) baskin oldugu bir
yapt halinde gelistigi goriildi. C ve D fotograflarinda siras1 ile ACE ve ACD
ekstraktlarimin var oldugu uygulamalar1 gosterildi. Bu fotograflarda belirgin bir
sekilde ekstraktlarin S. aureus ATCC 25923 biyofilm olusumunu inhibe etmede etkili
oldugu goriildi. Kontrol olarak kullanilan gentamisin (100 pg/mL) uygulamasi (B), S.
aureus 25923 susunun biyofilmi igerisindeki hiicrelerin sayisin1 kontrole kiyasla
azalttig1 belirlendi. Bu calismada gerceklestirilen antimikrobiyal ve antibiyofilm etki
belirleme deneylerinden elde edilen sonuglara paralel olarak ACE ve ACD
ekstraktinin Gram pozitif bakterilerde yiiksek etkiye sahip oldugu ortaya konuldu
(Sekil 4.27).

129



Sekil 4.27: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 ile gentamisin
uygulamalarinin S. aureus ATCC 25922 susunun biyofilm olusumunu
onleyici etkileri (A: Biyofilm kontrol, B: Antibiyotik kontrol (100 pg/mL
gentamisin), C: 1/8 (s/s) ACE uygulamasi ve D: 1/8 (s/s) ACD

uygulamasi).

4.9. Ekstraktlarin yeter sayi algilama iizerine etkileri

Bakterilerde iletisimi saglayan yeter say1 algilama (quorum sensing (QS)) i¢in model
bir mikroorganizma olan C. violaceum bakterisinin viyolasein iretimine, fistik dig
pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlari ile ananas kabugu etanol (ACE)

ve su (ACD) ekstraktlarinin etkisi kalitatif ve kantitatif olarak incelendi.

4.9.1. Ekstraktlarin yeter say1 algilama iizerine etkilerinin kalitatif
olarak degerlendirilmesi

Ekstraktlarin anti-QS etkinliklerini kalitatif olarak degerlendirmek amaciyla C.
violaceum ATCC 12472 susu ve dokme plak yontemi ve kuyu difiizyonu

yontemlerinden faydalanildi.
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4.9.1.1. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin yeter say1 algilama
iizerine etkilerinin kalitatif olarak degerlendirilmesi

Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlari ile gergeklestirilen bu
calismada, PVE ekstraktiin C. violaceum ATCC 12472 susu ilizerinde PVD
ekstraktindan daha yiiksek anti-QS etkinlige sahip oldugu goriildii. Ekstraktlarin
seyreltilmeden kullanildig1 direkt uygulamada, PVE ve PVD ekstraktlarmnin C.
violaceum ATCC 12472 susunda viyolasein iiretimine etkileri ile olusan inhibisyon
zon caplarmin sirasiyla 18 ve 16 mm oldugu belirlendi (p<0.05). Ekstraktlarin

etkinliginin uygulama konsantrasyonlar1 ile dogru orantili olarak degistigi belirlendi

(Sekil 4.28, Sekil 4.29).

PVE PVD

Sekil 4.28: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlarinda (1-1/32, s/s) C. violaceum ATCC 12472 susunun
viyolasein iiretimine etkileri ile olusan inhibisyon zonlar1.
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Sekil 4.29: Fistik dig pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlarinda (1-1/32, s/s) C. violaceum ATCC 12472 susunun
viyolasein {iiretimine etkileri ile olusan inhibisyon zon c¢aplari (mm).
Belirlenen degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir.
Hata cubuklari standart sapmalar1 gostermektedir.

4.9.1.2. Ananas kabugu ekstraktlarimin yeter say1 algilama iizerine
etkilerinin kalitatif olarak degerlendirilmesi
Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 ile gergeklestirilen bu
calismada, ACD ekstraktinin C. violaceum ATCC 12472 susu lzerinde ACE
ekstraktindan daha yliksek anti-QS etkinlige sahip oldugu goriildii. Ekstraktlarin
seyreltilmeden kullanildig1 direkt uygulamada, ACE ve ACD ekstraktlarinin C.
violaceum ATCC 12472 susunda viyolasein iiretimine etkileri ile olusan inhibisyon
zon c¢aplarmin sirasiyla 14 ve 15 mm oldugu belirlendi (p>0.05). Ekstraktlarin
etkinliginin uygulama konsantrasyonlar1 ile dogru orantili oldugu goriildii (Sekil 4.30,

Sekil 4.31).
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Sekil 4.30: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlarinda (1-1/32, s/s) C. violaceum ATCC 12472 susunun
viyolasein iiretimine etkileri ile olugan inhibisyon zonlari.
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Sekil 4.31: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin farkli
konsantrasyonlarinda (1-1/8, s/s) C. violaceum ATCC 12472 susunun
viyolasein {iretimine etkileri ile olusan inhibisyon zon ¢aplari (mm).
Degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata
cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.9.2. Ekstraklarin yeter say1 algillama iizerine etkilerinin kantitatif
olarak degerlendirilmesi

Ekstraktlarin anti-QS etkinliklerini kantitatif olarak degerlendirmek amaciyla

violasein iiretimini indiikleyen HSL u iiretemeyen mutant C. violaceum CV026 susu,

ekstrakt varliginda ve disardan HSL eklenen ortamda ¢alkalamali inkiibasyona maruz

birakildi. Inkiibasyon sonunda viyolasein miktarindaki azalis (%) ile kiiltiir kab1

icerisindeki canli hiicre sayisindaki azalis (%) belirlenerek ekstraktlarin anti-QS etkisi

degerlendirildi.

4.9.2.1. Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin yeter say1 algilama
iizerine etkilerinin kantitatif olarak degerlendirilmesi
Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin viyolasein
tiretimine ve C. violaceum CV026 susunun canliligi iizerinde kantitiatif etkileri
incelendi. Bu ¢alisma sonucunda, tiim ekstrakt konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde
(1/8, 1/32, 1/128 ve 1/512 (s/s)) PVE ekstraktinin viyolasein inhibisyonuna etkisinin
(%63-100) PVD ekstraktinin etkisinden (%42-100) daha yiiksek oldugu goriildii.
Viyolasein miktarindaki bu azalmanin esas sebebini belirleyebilmek amaciyla ilgili
kiiltiir siispansiyonlarindan alinan 6rnekler ile yapilan canli sayimi sonuglarina gore
PVE ekstraktinin 1/8 ve 1/32 (s/s) diliisyonlarinin C. violaceum CV026 susuna karsi
bakterisidal etkinliginin oldugu saptandi. Ancak 1/128 ve 1/512 (s/s) gibi ileri
diliisyonlarda viyolasein inhibisyonu sirasiyla %63 ve %62 iken, PVE ekstraktinin
ilgili diliisyonlarinda bakteriostatik etkinin oldugu (sirasiyla %35 ve 33) belirlendi
(Sekil 4.33). PVD ekstraktinin 1/8 ve 1/32 (s/s) diliisyonlarinda %100 ve %98 oraninda
viyolasein inhibisyonu gozlenirken, ilgili konsantrasyonlarda bakteriyostatik etkinin
oldugu saptandi (%51 ve %42). PVD ekstraktinin 1/128 ve 1/512 (s/s) diliisyonlarinda
ise sirasiyla %355 ve %42 oranlarinda viyolasein inhibisyonu ve %37 ve %35

oranlarinda bakteriyostatik etkiye sahip olduklar1 belirlendi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE (A)) ve su (PVD (B)) ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlarmin (1/8-1/512, s/s) C. violaceum CV026 susunun
HSL indiiksiyonlu viyolasein iiretimine ve susun canliligina (% kob
inhibisyonu) birlikte etkisi. Degerler en az {i¢ bagimsiz uygulamanin
ortalamalarina aittir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

4.9.2.2. Ananas kabugu ekstraktlarimin yeter sayi algilama iizerine
etkilerinin kantitatif olarak degerlendirilmesi

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin ekstraktlarinin viyolasein

tiretimine ve C. violaceum CV026 susunun canliligi iizerinde kantitiatif etkileri

incelendi. Bu ¢alisma sonucunda, tiim ekstrakt konsantrasyonlari1 degerlendirildiginde

(1/8, 1/32, 1/128 ve 1/512 (s/s)) ACE ekstraktinin viyolasein inhibisyonuna etkisinin
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(%55-100) ACD ekstraktinin etkisinden (%99-62) daha yiiksek oldugu goriildii.
Viyolasein miktarindaki bu azalmanin esas sebebini belirleyebilmek amaciyla ilgili
kiltlir siispansiyonlarindan alinan 6rnekler ile yapilan canli sayimi sonuglarina gore
ACE ekstraktinin 1/8 ve 1/32 (s/s) diliisyonlarinin C. violaceum CV026 susuna karsi
bakterisidal etkinliginin oldugu saptandi. Fakat 1/128 ve 1/512 (s/s) gibi ileri
diliisyonlarda viyolasein inhibisyonu sirastyla %85 ve %55 iken, ACE ekstraktinin
ilgili diliisyonlarinda bakteriostatik etkinin oldugu (sirastyla %17 ve %15) belirlendi
(Sekil 4.34). ACD ekstraktinin 1/8 ve 1/32 (s/s) diliisyonlarinda %99 oraninda
viyolasein inhibisyonu gdzlenirken, ilgili konsantrasyonlarda bakteriyostatik etkinin
oldugu saptand1 (%36 ve %18). ACD ekstraktinin 1/128 ve 1/512 (s/s) diliisyonlarinda
ise sirastyla %69 ve %62 oranlarinda viyolasein inhibisyonu ve etki %19 ve %24

oranlarinda bakteriyostatik etkiye sahip olduklar1 belirlendi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33: Ananas kabugu etanol (ACE (A)) ve su (ACD (B)) ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlarinin (1/8-1/512, s/s) C. violaceum CV026 susunun HSL
indiiksiyonlu viyolasein {iretimine ve susun canliligma (%
inhibisyonu) birlikte etkisi. Degerler en az {i¢ bagimsiz uygulamanin
ortalamalarina aittir. Hata ¢ubuklar standart sapmalar1 gostermektedir.

4.10. Ekstraktlarin piyosiyanin iiretimine etkileri

4.10.1. Fistk dis pembe kabugu

uretimine etkileri

Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin

konsantrasyonunda uygulamalarinin, P. aeruginosa PAO1 susunun piyosiyanin
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tiretimine etkileri incelendi. PVE ve PVD ekstraktlarmin piyosiyanin {iretimini

strastyla %61 ve %75 oranlarinda inhibe ettigi saptandi (Sekil 4.34).

120 ~
= 100
£ i
z 75
< 80 A I
=P 61 1
L
=
ERTE
2 20 A
[a W
O i
PVE PVD
Ekstrakt Uygulamasi (1/8, s/s)

Sekil 4.34: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin (1/8,
s/s) P. aeruginosa PAO1 susuna kars1 piyosiyanin iiretimini inhibe edici
etkileri (%). Degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir.
Hata ¢ubuklari standart sapmalar1 gostermektedir.

4.10.2. Ananas ekstraktlarinin piyosiyanin iiretimine etkileri

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin 1/8 konsantrasyonunda
uygulamalarinin, P. aeruginosa PAOI susunun piyosiyanin iretimine etkileri
incelendi. ACE ve ACD ekstraktlarinin piyosiyanin iiretimini sirasiyla %94 ve %98

oranlarinda inhibe ettigi saptand1 (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin (1/8, s/s) P.
aeruginosa PAOI1 susuna kars1 piyosiyanin iiretimini inhibe edici etkileri
(%). Degerler en az {i¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata
cubuklar standart sapmalar1 gostermektedir.

4.11. Ekstraktlarin hiicre hareketine etkileri

4.11.1. Fistk dis pembe kabugu ekstraktlarimin hiicre hareketine
etkileri
Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlarinin bakteriyel hareket
tizerine etkisi P. aeruginosa PAOI1 susuna karsi degerlendirildi (Sekil 4.36). P.
aeruginosa PAOI susunun ylizme ve siiziilme kabiliyetinin, 1/8 (s/s) oraninda PVE
ekstraktinin veya (100 pg/mL) bulundugu ortamda %100 oraninda inhibe oldugu
goriildii (Sekil 4.37). PVD ekstraktinin bulundugu ortamda ise, P. aeruginosa PAO1
susunun ylizme ve siiziilme kabiliyetinin sirasiyla %72 ve %65 oraninda inhibe oldugu

saptandi (p<0.05) (Sekil 4.37).
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Sekil 4.36: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE), su (PVD) ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve
gentamisin (100 ug/mL) uygulamalarinin P. aeruginosa PAO1 susunun
stiziilme ve ylizme hareketine etkileri (Kontrol: Ekstrakt veya antibiyotik
icermeyen ortamda inkiibe olmus kiiltiir).
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Sekil 4.37: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE), su (PVD) ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve
gentamisin (100 pg/mL) uygulamalar ile P. aeruginosa PAO1 susunun
yiizme ve siizlilme hareketlerinin inhibisyonu (%). Belirlenen degerler en
az li¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata gubuklar1 standart
sapmalar1 gostermektedir.
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411.2. Ananas kabugu ekstraktlarinin hiicre hareketine etkileri

Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlarinin bakteriyel hareket iizerine
etkisi P. aeruginosa PAO1 susuna kars1 degerlendirildi (Sekil 4.38). P. aeruginosa
PAOI susunun yiizme ve siiziilme kabiliyetinin, 1/8 (s/s) oraninda ACE, ACD
ekstraktinin veya kontrol olarak kullanilan gentamisinin (100 pg/mL) bulundugu
ortamda ise %100 oraninda inhibe oldugu goriildii. (p<0.05) (Sekil 4.39).

ACE ACD Gentamisin100 pg/mL Kontrol

Sekil 4.38: Ananas kabugu etanol (ACE), su (ACD) ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve
gentamisin (100 pg/mL) uygulamalarinin P. aeruginosa PAO1 susunun
stiziilme ve yiizme hareketine etkileri (Kontrol: Ekstrakt veya antibiyotik
icermeyen ortamda inkiibe olmus kiiltiir).
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Sekil 4.39: Ananas kabugu etanol (ACE), su (ACD) ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve
gentamisin (100 pg/mL) uygulamalar ile P. aeruginosa PAO1 susunun
yiizme ve siiziilme hareketlerinin inhibisyonu (%). Belirlenen degerler en
az li¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir. Hata gubuklar1 standart
sapmalari gostermektedir.

4.12. Ekstrakt uygulamalarimin hiicre zar potansiyeline
etkileri

Bu ¢alismada, her iki tarimsal atiga ait ekstraktlar (1/8, s/s) ve kontrol olarak kullanilan
100pg/mL gentamisin, Gram negatif E. coli ATCC 29212 ve Gram pozitif S. aureus
ATCC 25923 suslarinda hiicre zar potansiyelini depolarizasyon yoniinde farklh

seviyelerde etkiledigi goriildii.

412.1. Fistk dis pembe kabugu ekstraktlarinin hiicre zar
potansiyeline etkileri

E. coli ATCC 29212 susunda hiicre zar potansiyeli PVE ve PVD ekstraktlart

uygulamasi sonrasi floresan yogunlugun artmasmin isaret ettigi depolarizasyon

yoniinde degistigi goriildi. E. coli ATCC 29212 susunda PVE uygulamasinin, PVD

uygulamasindan daha yiiksek depolarize edici etkiye sahip oldugu saptandi.

Antimikrobiyal etki kontrolii olan gentamisin uygulamasinin, E. coli ATCC 29212

susunda belirgin bir zar potansiyeli degisimine neden olmadig1 goriildii.

S. aureus ATCC 25923 susunda hiicre zar potansiyeli PVE ve PVD ekstraktlar

uygulamasi sonrast benzer sekilde floresan yogunlugun artmasinin isaret ettigi
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PR

depolarizasyon yoniinde degistigi belirlendi. S. aureus ATCC 25923 susunda PVD
uygulamasi PVE uygulamasindan daha yiiksek depolarize edici etkiye sahip oldugu
gorildii. PVD ekstrakti neredeyse antimikrobiyal etki kontrolii olan gentamisin

uygulamasinin etki ettigi kadar zar potansiyelini depolarizasyon yoniinde etkiledigi

belirlendi (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar1 (1/8, s/s)
ve gentamisin (100 pg/mL) uygulamalarinin hiicre zar potansiyeline etkisi
(Kontrol: Ekstrakt veya antibiyotik icermeyen ortamda inkiibe olmus
kiiltiirler). Degerler en az {i¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir.
Hata ¢ubuklar: standart sapmalar1 gostermektedir.

4.12.2. Ananas kabugu ekstraktlarimin hiicre zar potansiyeline
etkileri

E. coli ATCC 29212 susunda hiicre zar potansiyeli ACE ve ACD ekstraktlart

uygulamasi sonrasit floresan yogunlugun artmasmin isaret ettigi depolarizasyon

yoniinde degistigi goriildi. E. coli ATCC 29212 susunda ACE uygulamasi ACD

uygulamasindan daha yiiksek depolarize edici etkiye sahip oldugu saptandi.

Antimikrobiyal etki kontrolii olan gentamisin uygulamasi, E. coli ATCC 29212

susunda belirgin bir zar potansiyeli degisimine neden olmadig1 belirlendi.

S. aureus ATCC 25923 susunda hiicre zar potansiyeli ACE ve ACD ekstraktlari
uygulamasi sonrast benzer sekilde floresan yogunlugun artmasinin isaret ettigi
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depolarizasyon yoniinde degistigi belirlendi. S. aureus ATCC 25923 susunda ACE
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uygulamas1 ACD uygulamasindan daha yiiksek depolarize edici etkiye sahip oldugu
goriildii. Ananas kabugu ekstraktlar1 antimikrobiyal etki kontrolii olan gentamisin
uygulamasinin etki ettiginden ¢ok daha fazla oranda zar potansiyelini depolarizasyon

yoniinde etkiledigi saptand1 (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41: Ananas kabugu etanol (ACE), su (ACD) ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve
gentamisin (100 pg/mL) uygulamalarinin hiicre zar potansiyeline etkisi
(Kontrol: Ekstrakt veya antibiyotik icermeyen ortamda inkiibe olmus
kiiltiirler). Degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina aittir.
Hata gubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

4.13. Ekstrakt uygulamalarimin sitoplazmik pH iizerine
etkileri

4.13.1. Fistk dis pembe kabugu ekstraktlarimin sitoplazmik pH
iizerine etkileri

E. coli ATCC 29212 susunda sitoplazmik pH (pHint) degerinin, PVE ve PVD
ekstraktlar1 uygulamasi sonrasi biiylime kontrolii ile karsilagtirildiginda disiis
gosterdigi belirlendi (p<0.05). PVD uygulamasi E. coli ATCC 29212 susunun pHint
degerini PVE uygulamasindan daha c¢ok diisiiriici etki gosterdi (p<0.05).
Antimikrobiyal etki kontrolii olan gentamisin uygulamasinin, E. coli ATCC 29212
susunda belirgin bir pHint degeri degisimine neden olmadig: goriildii (p>0.05). (Sekil
4.42).
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S. aureus ATCC 25923 susunda sitoplazmik pH (pHint) PVE ve PVD ekstraktlari
uygulamasi sonrasi biiylime kontrolii ile karsilastirildiginda diisiis gosterdigi belirlendi
(p<0.05). PVE uygulamasi1 S. aureus ATCC 25923 susunun pHint degerini PVD
uygulamasindan daha ¢ok diisiiriicii etki gosterdi (p<0.05). Antimikrobiyal etki
kontrolii olan gentamisin uygulamasinin, S. aureus ATCC 25923 susunda 6nemli bir

pHint degeri degisimine neden oldugu goriildii (p>0.05) (Sekil 4.42).
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Sekil 4. 42: Fistik dis pembe kabugu etanol (PVE) ve su (PVD) ekstraktlar1 (1/8, s/s)
ve gentamisin (100 pg/mL) uygulamalarinin sitoplazmik pH (pHint)
tizerine etkisi. Degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina
aittir. Hata ¢ubuklar standart sapmalar1 gostermektedir.

4.13.2. Ananas kabugu ekstraktlarimin sitoplazmik pH iizerine
etkileri

E. coli ATCC 29212 susunda sitoplazmik pH (pHint) ACD ekstraktlar1 uygulamasi
sonrasi biiyiime kontrolii ile karsilagtirildiginda diisiis gosterdigi belirlendi (p<0.05).
ACE uygulamasi E. coli ATCC 29212 susunun pHint degerini ACD uygulamasindan
daha cok diisiirticii etki gosterdi (p<0.05). Antimikrobiyal etki kontrolii olan
gentamisin uygulamasinin, E. coli ATCC 29212 susunda belirgin bir pHint degeri
degisimine neden olmadig1 goriildi (p>0.05) (Sekil 4.43).

S. aureus ATCC 25923 susunda sitoplazmik pH (pHint) ACE ve ACD ekstraktlari
uygulamasi sonrasi biiylime kontrolii ile karsilagtirildiginda diisiis gosterdigi belirlendi
(p<0.05). ACE uygulamasmin S. aureus ATCC 25923 susunda pHint degerini
diistirmede belirgin bir etkiye sahip oldugu saptandi (p<0.05). Fakat ACD uygulamasi,
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biiyiime kontrolii ile karsilastirildiginda pHint degerini diigiirmede 6nemli bir etkiye
sahip olmadig1 belirlendi (p>0.05). Antimikrobiyal etki kontrolii olan gentamisin
uygulamasinin, S. aureus ATCC 25923 susunda ACD ekstraktindan daha yiiksek pHint
degeri diisiisline neden oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43: Ananas kabugu etanol (ACE) ve su (ACD) ekstraktlar1 (1/8, s/s) ve
gentamisin (100 pg/mL) uygulamalarimin sitoplazmik pH (pHint)iizerine
etkisi. Belirlenen degerler en az ii¢ bagimsiz uygulamanin ortalamalarina
aittir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

Fistik dis pembe kabugu ve ananas kabugu ekstraktlar ile elde edilen en yiiksek
sonuclara ait ozet grafikler Sekil 4.44, Sekil 4.45, Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de

sunulmustir.
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Sekil 4.44: Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti (PVE) ile elde edilen en yiiksek
sonuclara ait 6zet grafik.
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Sekil

4.45: Fistik dig pembe kabugu su ekstrakti (PVD) ile elde edilen en yiiksek
sonuglara ait 6zet grafik.
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Sekil 4.46: Ananas kabugu etanol ekstrakti (ACE) ile elde edilen en yliksek sonuglara

ait ozet grafik.
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Sekil

4.47: Ananas kabugu su ekstrakti (ACD) ile elde edilen en yiiksek sonuglara ait
Ozet grafik.
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4.14. Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti ile elde edilen
nanopartikiillerin  antimikrobiyal  etkinligi ve
karakterizasyonu

4.14.1. Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti ile elde edilen
nanopartikiillerin karakterizasyonu

SEM-EDS analizleri sonucunda PVE ekstrakti ile sentezlenen nanopartikiillerin Cu

nanopartikiilii oldugu dogrulandi. Sekil 4.48’de Cu-NP’lerin SEM goriintiileri ve EDS

spektrumlar1 gosterildi. EDS araciligr ile yapilan kantitatif analizlerle, bakir

bolgesinde giiclii Cu sinyallerinin alinmast CuNP’lerin olusumunu dogrulamaktadir.

Elde edilen SEM goriintiileri le PVE-NP’lerin amorf yapida oldugu ve biiyiikliiklerinin
24-35 nm biiyiikliigiinde oldugu belirlendi.
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Sekil 4.48: Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti ile hazirlanan bakir
nanopartikiillerin (PVE-NP) taramali elektron mikroskobu goriintiileri
(A:5.000x, B:10.000x, C: 20.000x, D: 50.000x) ve EDS spektrumlari.

PVE-NP’lere ait EDS analizi ile elde edilen elementel kompozisyonu sonuglari
Cizelge 4.12°deki gibidir. EDS spektrumu ile kompozit icerisinde C, N, O ve Cu
oldugu ortaya koyuldu.
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Cizelge 4.12: PVE-NP’lerin elementel kompoziyonu.

Element Agirlik (%) Atomik (%) Net int. Nl‘_’ltaltgt'
CK 4441 65.36 885.18 0.01
N K 4.61 5.82 20.98 0.06
oK 17.71 19.57 416.46 0.01
CuK 33.26 9.25 302.38 0.01

Gergeklestirilen XRD analizleri sonucunda, PVE-NP uygulamasinda 20°da yaklasik
22° pozisyonunda goriilen biliylikk genis pikin selillozdan kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Bakir bolgesinde pik gorilmemis olmasi, SEM-EDS analizleri
sonucu var oldugu belirlenen nanopartikiillerin kristal yapida olugmadigini

gostermektedir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49: PVE-NP’lere ait XRD spektrumu.

Sodyum borhidriir aracili gerceklestirilen bakir nanopartikiilii sentezine ait SEM-EDS
analizleri sonucunda, sentezlenen nanopartikiillerin Cu nanopartikiilii oldugu
belirlendi. Sekil 4.50°de CuSB-NP’lerin SEM goériintiileri ve EDS spektrumlari
gosterildi. EDS araciligr ile yapilan kantitatif analizlerle, bakir bolgesinde gii¢lii Cu

sinyallerinin alinmas1 CuSB-NP’lerin olusumunu dogrulamaktadir. Elde edilen SEM
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goriintiileri le PVE-NP’lerin amorf yapida oldugu ve biiyiikliklerinin 17-24
biiytikliigiinde oldugu belirlendi.
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Sekil 4.50: Sodyum borhidriir aracili hazirlanan bakir nanopartikiillerin taramali

elektron mikroskobu goriintiileri (A: 5.000x, B:10.000x, C: 20.000x,

50.000x) ve EDS spektrumlart.
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Cizelge 4.13: CuSB-NP’lerin elementel kompoziyonu.

Element Agirlik (%) Atomik (%) Net int. Nl‘_’ltaltgt'
CK 4.92 17.42 82.2 0.02
N K 1.69 5.11 34.78 0.06
oK 7.56 20.08 483.42 0.01
CuK 85.83 5739  1307.33 0.01

Gergeklestirilen XRD analizleri sonucunda, CuSB-NP uygulamasi ile metalik bakir ve
CuO formunda nanopartikiillerin elde edildigi goriildii. 26°da 29.9°, 43.4°, 50.5°, ve
73.8° pozisyonunda goriilen piklerin metalik bakira ait oldugu belirlendi. 20 *da 36.7°,
42.6°, ve 61.7° pozisyonlarinda goriilen piklerin ise CuO nanopartikiillerine ait oldugu

saptand1 (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51: CuSB-NP’lere ait XRD spektrumu.
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4.14.2. Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti ile elde edilen
nanopartikiillerin antimikrobiyal etkinligi
Mikrotitrasyon plakasinda gerceklestirilen ¢calisma sonucunda bakir nanopartikiillerin
(CuN) 1000 pg/mL konsantrasyonda onemli derecede antimikrobiyal etki gosterdigi
belirlendi. E. coli ATCC 25922 susunun biiyiimesini %76 oraninda, S. aureus ATCC
25923 sugunun bilylimesini ise %49 oraninda inhibe ettigi saptandi. Sodyum borhidriir
aracili sentezlenen bakir nanopartikiillerin ise E. coli ATCC 25922 susunun
biiylimesini %84 oraninda, S. aureus ATCC 25923 susunun biiylimesini ise %77
oraninda inhibe ettigi belirlendi (Sekil 4.52). Bir gecelik inkiibasyon sonunda PVE
ekstrakti ile S. aureus ATCC 25923 susunda %100 inhibisyon gozlenirken, E. coli
ATCC 25922 susunda inhibisyona neden olmadig1 belirlendi.
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Sekil 4.52: Fistik dis pembe kabugu etanol ekstrakti (PVE-NP) ve sodyum borhidriir
aracili hazirlanan (CuSB) bakir nanopartikiillerin (1000 pg/mL)
antimikrobiyal etkinligi (% inhibisyon).
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5. TARTISMA ve ONERILER

5.1. Tartisma

Mikrobiyal kontaminasyonun sorun oldugu bir¢ok alanda bu sorunu kontrol etmede
veya ortadan kaldirmada genellikle ¢evreyi kirleten kimyasal yontemler veya biiyiik
enerji sarfiyatina neden olan fiziksel yontemler kullanilmaktadir. Tam anlamiyla
basar1y1 saglamada zaman zaman yetersiz kalabilen bu yontemler yerine, dogal icerik
saglayan bitkisel ekstraktlarin kullanimina olan ilgi giin gectikce artmaktadir.
Halihazirda besin olarak tiiketilen meyve veya sebzelerin kullaniminin yaninda
atiklarinin da biyoaktif ekstraktlar eldesinde kullanilmasi farkli bir bakis acisi
sunmaktadir. Tiiketicilerin satin aldiklar {irtinlerde temiz igerik talebinin artmasi ile
bu tiir bitkisel ekstraktlar veya ekstraktlar kullanilarak iiretilen ve islenen {iriinlere de
talebin arttig1 goriilmektedir. Daha bilingli tiiketim aliskanliklarini kazanan giintimiiz
insanlarinin bu ihtiyacini karsilamak amaciyla sanayiciler ve bilim insanlar1 ayrintili
caligmalarda bulunmaktadir. Ancak sadece herhangi bir bitkisel materyalden bir
ekstrakt elde edip pazara veya kullanima sunmak yeterli olmayacaktir. Ornegin bir
ekstraktin fitokimyasal iceriginin, varsa antioksidan kapasitesinin belirlenmesi ve etki
ettigi biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu tez
caligmast kapsaminda fisttk dis pembe kabugu ve ananas kabugu etanol ve su
ekstraktlariin  bir¢ok alanda sorun oldugu bilinen bazi patojen bakterilerin
biyokontroliinde kullanim kapasiteleri degerlendirilmistir. Ekstraktlarin fitokimyasal
igerikleri, antioksidan kapasiteleri, antimikrobiyal, antibiyofilm, anti-QS
etkinliklerinin yaninda bakteriyel hareketi (ylizme ve siiziilme), biyofilm iligkili baz1
pigmentlerin (piyosiyanin) iiretimine etkileri, test bakterilerinde hiicre zar potansiyeli
ve sitoplazmik pH degerine etkilerini belirlemek tizere bazi testler gerceklestirilmistir.
Son olarak, fistitk dis pembe kabugu etanol ekstraktinin indirgeyici 6zelliginden
faydalanilarak bakir nanopartikiil sentezi gerceklestirilmis ve elde edilen

nanopartikiillerin karakterizasyonu ve antimikrobiyal etkinlikleri degerlendirilmistir.

5.1.1. Ekstraktlarin 6zellikleri ve fitokimyasal icerik

Ekstraktlar igerdikleri kuru madde miktar1 agisindan incelenmistir. Fistik kabugu

ekstraktlarindan PVE ekstraktinin (329.0+4.24 mg/mL) PVD ekstraktindan daha
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yiiksek miktarda (240.5+£13.44 mg/mL) kuru madde igerdigi belirlenmistir. Etanol ile
ekstraksiyonun fistik dis pembe kabugundan daha fazla kuru madde elde edilmesine
sebep oldugu goriilmiistiir. Ananas kabugu ekstraktlarindan ACE (382.5+21.92
mg/mL) ve ACD (354.0+5.66 mg/mL) ekstraktlarinin kuru madde miktarlar1 arasinda

onemli bir fark olmadig1 saptanmustir.

Antimikrobiyal etki saglamalar1 acisindan bitkisel ekstraktlarin pH degerleri 6nemli
bir etkiye sahiptir. Hiicre i¢i veya hiicre dig1 ortam1 diisiik veya yiiksek pH’a maruz
birakmalar1 ile hiicre gecirgenligini degistirme potansiyelleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu
amagla ekstraktlar pH degerleri a¢isindan degerlendirilmistir. Fistik dis pembe kabugu
ekstraktlarindan PVE ve PVD ekstraktlarinin pH degerlerinin (sirasiyla 5.44 ve 5.32)
arasinda onemli (p>0.05) bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Ananas kabugu ekstraktlar
icin de, ACE ve ACD ekstraktlarinin pH degerlerinin (sirastyla 3.63 ve 3.70) arasinda
o6nemli (p>0.05) bir farkin olmadig1 saptanmistir. Sonug olarak, ekstraksiyonda etanol

veya su kullanilmasinin ekstraktlarin pH degerlerini etkilemedigi goriilmiistiir.

Bitkisel ekstraktlardan elde edilmesi hedeflenen biyoaktivitelerin kaynaginin
icerdikleri sekonder metabolitler olan fitokimyasal bilesikler oldugu bilinmektedir.
Fitokimyasal miktarinin yiiksek olmasinin yaninda ayn1 zamanda fitokimyasal bilesik
cesitliligin de yiiksek olmasi dnemlidir. Boylece antimikrobiyal etki amag¢landiginda
mikroorganizmalarin ¢oklu mekanizmalarma farkli bilesiklerle saldirarak etkinlik
arttirilabilir. Bu amagla calismadaki bitkisel ekstraktlarin fitokimyasal igerikleri

aydinlatilmigtir.

Ekstraksiyonda ¢oziicii tiirii ekstraksiyon verimini dnemli derecede etkilemektedir. Bu
tez calismasinda, fistik dis pembe kabugundan ekstrakt elde etmede etanol ¢ozeltisi
kullanmanin, su ile karsilagtirildiginda toplam fenolik bilesiklerin miktarini arttirmada
etkili oldugu goriilmiistiir. PVE ve PVD ekstraktlarinin toplam fenolik igeriklerinin
sirastyla 23.3+2.63 mg GAE/g ve 14.7+1.45 mg GAE/g oldugu saptanmistir (Cizelge
5.1). Elde edilen sonuglarin literatiirdeki baz1 6nceki ¢alismalarla da uyum gosterdigi
belirlenmistir. Ozbek et al. (2020), MAE ile elde edilen fistik dis kabugu su ve etanol
(%, 60 s/s) ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlarinin sirasiyla yaklagik 28 ve
35 mg GAE g/kuru agirlik (%25 daha yiiksek) oldugunu belirtmistir. Fernandez-
Agullo et al. (2013) da ceviz yesil kabugunun etanol ekstraktini (%50, s/s) ile sulu
ekstraktindan daha ytiksek miktarda toplam fenolik madde elde ettigini rapor etmistir.

Ancak, Goli et al. (2005), ii¢ ¢Oziicli (su, metanol ve etil asetat) ve iki yontem
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(manyetik karistirma ile ¢oziicli ekstraksiyonu ve UAE) kullanarak suyun fistik dig
kabugu ekstraksiyonunda en etkili ¢oziicii oldugunu bulmus ve en yiiksek toplam
fenolik madde miktarin1 su ekstrakti ile elde ettigini belirtmistir (34.7 mg tannik asit
esdegeri, TAE g/kuru agirlik). Bir baska ¢calismada fistik dis kabugu ekstraktlari, UAE
kullanilarak 1-3 saat boyunca su, etanol ve butanol gibi ¢oziiciiler kullanilarak elde
edilmis ve tiim uygulamalarinda en yiiksek toplam fenolik madde icerigini saglayan

¢Oziiciiniin su oldugu belirlenmistir [Garavand et al., 2017].

Bu tez ¢alismasinda, PVE ekstraktindaki toplam flavonoid igeriginin (5.0 mg KE/g
kuru agirlik), PVD ekstraktindakinden (2.9 KE/g kuru agirlik) %72.4 daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (Cizelge 5.1). Daha 6nce, dondurulmus fistik dig kabugunun (3
g) oda sicakliginda metanol ve etanol kullanilarak elde edilen ekstraktlarindaki toplam
flavonoid igeriginin sirastyla 0.69 KE/g kuru agirlik ve 0.34 KE/g kuru agirlik oldugu
bir ¢alismada rapor edilmistir [Barreca et al., 2016]. Bu durum, ekstraksiyonda MAE
gibi ekstraksiyon etkinligini arttirict uygulamalarin  da  6nemli oldugunu

gostermektedir.

Gergeklestirilen HPLC analizleri sonunda, ekstraktlardaki gallik asit ve kuersetin
miktarlar belirlenmistir. Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit), genellikle kirmizi
meyvelerde bulunan yaygin bir polifenoldiir [Hidalgo and Almajano, 2017]. Bu
calismada, PVE ekstraktindaki gallik asit miktar1 (1.9 mg/g kuru agirlik), PVD
ekstraktindakinden (1.5 mg/g dw kuru agirlik) daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Cizelge 5.1). Baz1 calismalarda, bu calismadan elde edilenden daha fazla olacak
sekilde %60 (s/s) etanolik, %100 metanolik ve %80 (s/s) etanolik fistik dis kabugu
ekstraktlarinin sirastyla 13.25 mg/g, 10 mg/g ve 6.72 mg/g gallik asit icerdigi
bulunmustur [Kilic et al., 2016; Ozbek et al., 2020; Karaoglu and Tarhan, 2022].

PVE ekstraktindaki kuersetin miktarinin  (0.025 mg/g kuru agirlik), PVD
ekstraktindakinden (0.009 mg/g kuru agirlik) neredeyse ii¢c kat daha yiiksek oldugu
saptanmistir (Cizelge 5.1). Ancak, Seeram et al. (2006), asidik metanol ¢ozeltisi ve
ultrasonikasyon kullanarak 30 dakika siireyle elde edilen fistik dis kabugu ekstraktinda
mevcut tez ¢alismasinda bulunandan daha diislik miktarda (14.9 pg/g) kuersetin tespit

etmistir.

TPC ve TFC igerigi yiliksek oldugu belirlenen PVE ekstraktinin igerigi HPLC
analizleri ile aydmlatilmistir. Katesin (0.025 mg/g), kafeik asit (0.027 mg/g),
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epikatesin (0.712 mg/g), p-kumarik asit (0.048 mg/g) ve ellajik asit (0.322 mg/g) gibi
onemli fitokimyasallarin varligit PVE ekstraktinda tespit edilmistir. Ayrica PVE ve
PVD ckstraktlarinda kinon, kumarin ve tanen bulundugu biyokimyasal testlerle
belirlenmistir. Bu bilesenlere ek olarak, PVE ekstraktinda saponin bulundugu da
saptanmistir (Cizelge 5.1). Cesitli organik ¢oziiciiler (etanol, metanol ve saf su),
ekstraksiyonu hizlandiran ve giiclendiren yontemler olan ultrasonik ses destekli
ekstraksiyon (UAE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), oda sicakliginda
calkalama inkiibasyonu gibi yontemler kullanilarak fistik dis kabugundan degerli
fitokimyasallarn ekstrakte edilebildigi goriilmiistiir. Ozbek et al. (2020), etanol
cozeltisi (% 50, s/s) kullanarak mikrodalga destekli ekstraksiyon gergeklestirmis ve bu
caligmada, (-)-epikatesin (873 + 27 pg/g ekstrakt), p-kumarik asit (52 + 2 pg/g
ekstrakt), kuersetin (41 = 1 pg/g ekstrakt), kafeik asit (36 £ 2 pg/g ekstrakt) ve gallik
asit (9340 + 341 ug/g ckstrakt) elde etmistir.

Etanoliin organik ¢dziicii olarak kullanildig: bir ¢alismada, oda sicakliginda ¢alkama
(12 saat) ile fistik dis kabugu ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve sonucta ekstrakt
icerisinde gallik asit (14.50 = 0.62 pg/g yas agirlik), katesin (31.64 + 4.53 pg/g yas
agirlik) ve epikatesin (0.37 + 0.01 pg/g yas agirlik) varligr belirlenmistir [Barreca et
al., 2016]. Coziicii olarak saf su kullanildig1 ¢alismalarda, enzimlerin (17.4 U pektinaz)
eklenmesinin [Seifzadeh et al., 2019] ekstraksiyon sirasinda enzimsiz ekstraksiyona
gore yaklasik 45 kat daha yiiksek fitokimyasal eldesine (53.6 + 3.5 pg/g) neden oldugu
gozlemlenmistir [Fattahifar et al., 2018]. Fistik dis kabugunun pektin bakimindan
zengin oldugu bilinmektedir [Arjeh et al., 2020]. Bu nedenle, yiiksek verimli
ekstraksiyon amaglandiginda, pektinazin uygun konsantrasyonlarda kullanimi ile

ekstraksiyonda fitokimyasal verimi artirmak miimkiindiir.
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Cizelge 5.1: Fistik dis pembe kabugu fitokimyasal igerik listesi.

Ekstraktlar
Icerik PVE PVD
TPC (mg GAE/Q) 23.3+2.63 14.7+1.45
TFC (mg KE/qg) 5.0+0.54 2.940.00
Gallik asit (mg/g) 1.9+0.36 1.5+0.01
Kuersetin (mg/qg) 0.025+0.01 0.009+0.01
Glukoz (mg/q) 8.5+0.3 8.6+2.0
Fruktoz (mg/qg) 10.5+1.0 10.6+1.0
Siikroz (mg/g) 29.5+2.1 30.3£3.0
Toplam seker (mg/g) 48.545.0 49.543.0
Katesin (mg/g) 0.250 -
Kafeik asit (mg/g) 0.027 -
Epikatesin (mg/g) 0.712 -
p-kumarik asit (mg/g) 0.048 -
Ellajik asit (mg/g) 0.322 -
Kinon + +
Kumarin + +
Tanin + +
Saponin + -
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Etkili bir ekstraksiyon saglamak amaciyla ekstraksiyon on denemelerine tabi tutulan
ananas kabugu ekstraktlarinin fitokimyasal icerigi incelenmistir. ACE ekstraktinin
1.7£0.2 mg GAE/g, ACD ekstraktinin ise 1.4+0.4 mg GAE/g toplam fenolik madde
igcerdigi belirlenmistir. Dondurularak kurutulan ananas kabuklarinin metanol ve etanol
ekstraktlarinin toplam fenolik igeriginin sirasiyla 7.98 mg/g ve 11.1 mg/g oldugu rapor
edilmistir [Jatav et al., 2022]. Toplam flavonoid igerigi tespit edilemeyen ACE ve
ACD ekstraktlarinin sirastyla 11.64+3.7 mg/g ve 11.2+1.1 mg/g askorbik asit icerdigi

saptanmistir. Literatiirde ananas kabugu ekstraktlarinin toplam flavonoid madde



icerdigi rapor edilen bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir [Namrata et al., 2017; Olakunle et
al., 2019; Gani Soulissa et al., 2021; Owoeye et al., 2022]. Jatav et al., 2022’nin
calismasinda metanol ekstraktinin 2.37 mg/g, etanol ekstraktinin ise 3.86 mg/g toplam
flavonoid madde icerdigi bildirilmistir. Toplam seker miktarlarinin ise ACE ekstrakti
icin 275.5+18.0 mg/g, ACD ekstrakt1 i¢in ise 330.1+13.0 mg/g oldugu ol¢lilmiistiir.
Daha yiiksek miktarda toplam fenolik madde icerdigi gorilen ACE igin
gergeklestirilen ayrintilit HPLC analizleri sonucunda gallik asit (0.016 mg/g), kafeik
asit (0.124 mg/g), p-kumarik asit (0.135 mg/g) ve ferulik asit (0.022 mg/g) i¢erdigi de
belirlenmistir. Benzer sekilde Zhou et al. (2023), ananas kabugu etanol ekstraktinda
kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit tespit ettigini belirtmistir. Ayrica kinon ve
kumarin igerdigi belirlenen ACE ve ACD ekstraktlarinin tanin ve saponin igermedigi
saptanmistir (Cizelge 5.2). Mevcut ¢alismanin sonuglarinin aksine bazi ¢aligmalarda
ananas kabugu ekstraktlarinin tanin ve saponin igerdigi rapor edilmistir [Gunwantrao
et al., 2016; Dabesdor et al., 2017; Namrata et al., 2017; Gani Soulissa et al., 2021,
Owoeye et al., 2022].
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Cizelge 5.2: Ananas kabugu fitokimyasal icerik listesi.

Ekstraktlar

Icerik ACE ACD
TPC (mg GAE/q) 1.7+£0.2 1.4+0.4
Askorbik asit (mg/g) 11.6£3.7 11.2+1.1
Glukoz (mg/g) 129.8+20.0 160.6+13.8
Fruktoz (mg/g) 87.245.0 131.9+8.4
Stikroz (mg/g) 58.5+5.0 37.6£3.4
Toplam seker (mg/g) 275.5+18.0 330.1+13.0
Gallik asit (mg/g) 0.016 -
Kafeik asit mg/g 0.124 -
p-kumarik asit mg/g 0.135 -
Ferulik asit mg/g 0.022 -
Kinon + +
Kumarin + +
Tanin - -
Saponin - -

Fistik dis pembe kabugu ve ananas kabugu ekstraktlarina ait kizilotesi spektrasi (FT-
IR), 4000-550 cm? arasi taranmistir. Bu analiz sonunda PVE ekstraktinda; fenolik
bilesiklerin, alkollerin (3306 cm™’deki pikte -OH gruplar1) [Demiral et al., 2008],
aromatik bilesiklerin (1631 cm™’deki pikte C=C gruplar1) [Haque, 2021], aminlerin,
amidlerin (1396 cm™*de pik olusturan N-H gruplari), alkollerin ve esterlerin (1074 cm®
Lde C-O gruplar) [Ozay, 2014] igerdigini gostermektedir. PVD ekstraktindan da
benzer bolgelerde pik alindigindan (1214.8 cm™’deki pik hari¢) igerik anlaminda
benzer olduklar diisiintilebilir (Cizelge 5.3).
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Cizelge 5.3: Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin FT-IR spektralar1 sonuglarinin

karsilastirmasi.
Ekstraktlar
Grpan  PVE VD

-OH 3306.4 cm™ 3306 cmt
C=C 1631.8cm®  16335cmt
N-H 1396 cm? 1399.3 cmt
C-0 1214.8 cm? -

C-O0 1074.1cm?*  1074.8 cm™

Ananas kabugu ekstraktlarinda ise ACD ekstraktinin icerik c¢esitliligi acisinda ACE
ekstraktindan daha zengin oldugu gorilmistiir. Gergeklestirilen FT-IR analizli
sonunda ACD ekstraktinda fenolik bilesiklerin, alkollerin (3298.3 cm™’deki pikte -OH
gruplart) [Demiral et al., 2008], aromatik bilesiklerin (1637.2 cm™’deki pikte C=C
gruplarr) [Haque, 2021], aminlerin, amidlerin (1413.4 cm™de pik olusturan N-H
gruplart), alkollerin, esterlerin (1275, 1269 ve 1051 cm™*’de C-O gruplar) [Ozay,
2014] ve karboksil gruplar1 (749.6 cm™*’de C-O gruplan) icerdigini gdstermektedir
(Cizelge 5.4) [Lubaina et al., 2019].
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Cizelge 5.4: Ananas kabugu ekstraktlarinin FT-IR spektralart sonuglarinin

karsilastirmasi.
Ekstraktlar

Grapan  ACE  ACD
-OH 3298.9cm? 32983 cm?
C=C 1637.2cm?®  1637.2cmt

C-H/N-H - 1413.4 cmt
C-0 - 1275.3 cmt
C-O0 1259.8cm®  1269.5 cm™
C-0 1049.8cm™  1051.0 cm™
C-H - 7496 cm?

5.1.2. Antioksidan kapasite

Antioksidan etkinlik bulundugu antioksidan ajanin kullanilacagi alana gore 6nem
teskil eden bir oOzelliktir. Genellikle oksidasyona maruz kalacak materyallerin
yapilarim1 korumak amaciyla kullanilan antioksidanlar sentetik ajanlardan tercih
edilmektedir. Fakat degisen kullanici tercihleri nedeni ile artik daha “yesil” yontemler
ile elde edilen antioksidanlar ile ilgili farkindalik artmakta, bu durum da talebi
arttirmaktadir. Bu nedenle bitkisel ekstraktlarin antioksidan kapasitelerinin
belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Bu amagla tez calismasi kapsaminda c¢alisilan fistik
dis pembe kabugu ve ananas kabugu ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri

incelenmistir.

PVE ve PVD ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri, DPPH radikalini siiplirme orani
incelenerek belirlenmistir. PVE ve PVD ekstraktlarinin SCsp degerlerinin sirasiyla
0.63 mg/mL ve 0.56 mg/mL oldugu ve benzer seviyelerde antioksidan kapasiteye
sahip olduklar1 goriilmiistiir. Benzer bir caligmada, fistik dis kabugu ekstraktinin
etanol (%60 s/s) ve su ekstraktlarinin sirasiyla 0.8 mg/mL ve 1.0 mg/mL SCsp
degerlerine sahip oldugu rapor edilmistir [Ozbek et al., 2018].
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Genel olarak, PVE ekstraktinin fitokimyasal icerigi ve antioksidan kapasitesi, PVD
ekstrakti ile elde edilenlerden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Coziicii tipi [Jakopi¢
et al., 2009] ve konsantrasyonlari, kuru bitki materyalinin miktari, fistik ¢esidindeki
farklilik, fistigin yetistirme kosullari, hasat edilen meyvenin olgunluk derecesi veya
ekstraksiyon yontemleri, ekstraksiyon prosediirleri sirasinda  fitokimyasal
konsantrasyonlarindaki degisikliklere neden olabilir. Sonu¢ olarak, ekstraksiyon
¢oziiclisi olarak etanol ¢ozeltisinin (%60, s/s) kullanilmasinin, ekstraksiyon i¢in
yalnizca su kullanilmasi ile karsilastirdiginda fitokimyasal igerigi arttirmada etkili

oldugu sdylenebilir.

ACE ve ACD ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri, DPPH radikalini siipiirme oran1
incelenerek belirlenmistir. ACE ve ACD ekstraktlarinin SCso degerlerinin sirasiyla
27.19 mg/mL ve 39.45 mg/mL oldugu saptanmistir. Kuru ve yas ananas kabuklari ile
yapilan bir baska ¢alismada, farkli miktarlarda etanol ve su iceren ekstraksiyon
¢ozeltilerinin etkisi incelendiginde en yiiksek antioksidan kapasitenin su ekstraktinda
oldugu goriilmiistiir. Su ekstraktinin kuru ananas kabugu ile hazirlanani ile 1Cso
degerinin 0.8-1.3 mg/mL, yas kabuk ile hazirlanani ile ICso degerinin 0.25-0.5 mg/mL
oldugu belirlenmistir. Kurutmanin antioksidan etkinligi olumlu etkiledigi goriilmiistiir
[Saraswaty et al., 2017]. Bir baska calismada, farkli sicakliklarda kurutulan ananas
kabuklar1 ile elde edilen %70 (s/s) metanol ekstraktlarinin ICsp degerleri
incelendiginde ise antioksidan kapasitesi en yliksek ekstraktin 60 °C sicaklikta
kurutulan kabuklarla hazirlanan ekstrakt (ICs0=0.448 mg/mL) oldugu belirtilmistir
[Dewi and Simamora, 2023].

5.1.3. Antimikrobiyal etki

Fitokimyasal igerigin zenginligi ve antioksidan kapasitenin yiiksek olmasi, cesitli
biyoaktivitelere neden olabilmektedir. Tez c¢alismasi kapsaminda oOzellikle
antimikrobiyal, antibiyofilm ve anti-QS etki hedefli mekanizmalar incelenmistir.
Halihazirdaki ¢calismalar da incelendiginde, fistik dis pembe kabugu ve ananas kabugu
ekstraktlarinin bu konuda yiiksek potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir. Bu calismada,
ekstraktlar antimikrobiyal etkinliklerini degerlendirebilmek amaciyla agar kuyu
difiizyonu, MIK ve MBK degerlerinin belirlenmesi ve ekstraktlarm bakterilerde

zamana bagl bliylimeye etkisi incelenmistir.
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P. vera L. pembe kabuklarinda var oldugu belirlenen polifenoller ve flavonoidler,
patojen bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteler sergilemistir [Bisignano et al.,
2013]. Bu calismada, PVE ve PVD ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarindaki
antimikrobiyal aktiviteleri, kuyu diflizyonu yontemi ile 24 saat siiren inkiibasyon
sonrasinda olusan inhibisyon bdlgelerinin ¢aplarin1 (mm) dlgerek bazi gida patojenleri
tizerinde aragtirillmistir. Ekstraktlarla yapilan iglem, tiim test edilen suslar iizerinde
doza bagli bir sekilde inhibe edici etkiler olusturmustur. PVE ekstrakti, tiim
konsantrasyonlarda (B. subtilis ATCC 6633 harig) test bakterileri iizerinde PVD
ekstraktindan daha etkili olmustur. PVE ve PVD ekstraktlarina karst en direngsiz
bakterinin S. uberis ATCC 700407 oldugu, en dayanikli susun ise B. subtilis ATCC
6633 oldugu goriilmiistiir. E. faecalis ATCC 29212, gentamisin direngli bir sus olarak
bilinmektedir [Azzam et al., 2023]. PVE ve PVD ekstraktlarinin E. faecalis ATCC
29212'ye karsi (sirastyla 19 mm ve 16 mm) elde edilen inhibisyon zonlari, 1000 pg/mL
gentamisinin (17 mm) elde ettigi inhibisyon ¢ap1 degerine yakin olup, fistik dis pembe
kabugu ekstraktlarinin gentamisin uygulamasi kadar etkili oldugunu gostermektedir.
Daha once, farkli yontemlerle elde edilen fistik dis kabugu ekstraktlarinin S. aureus,
B. cereus, Streptococcus spp. suslarina karsi agar kuyu ve disk difiizyon yontemleriyle
antimikrobiyal aktiviteleri gosterilmistir [Rajaei et al., 2010; Bagheri et al., 2019;
Elhadef et al., 2021; Salari Sedigh et al., 2021]. Fistik dis kabugu su ekstraktinin
uygulanmasi, S. pyogenes bakterisine karsi 18.67 mm inhibisyon ¢api olusmasina
neden olmustur [Bagheri et al., 2019]. Fistik dis kabugu etanol ekstrakti (%80, s/s) ise
S. mutans bakterisine kars1 11.6 mm inhibisyon ¢ap1 olusumuna neden olmustur [Salari
Sedigh et al., 2021]. Bu degerler bu ¢alismadan PVE ve PVD ekstraktlar1 ile S. uberis
susuna karsi elde edilen degerlerden (sirastyla 20 mm ve 17 mm) daha diistiktiir.
Elhadef et al. (2019), Rajaei et al. (2010) ve Bagheri et al. (2019), fistik dis kabugu su
ekstrakti ile S. aureus ve B. cereus suslarina karsi sirastyla mevcut tez ¢alismasindan
elde edilen sonuglara benzer sekilde, 11.7-18.6 mm ve 11.3-18.8 mm inhibisyon
bolgeleri 6lgmiislerdir. Sonug¢ olarak PVE ve PVD ekstraklarinin bu calismada
incelenen bakteriler igerisinde Gram pozitif olanlara kars: yiiksek antimikrobiyal etki

gosterdikleri belirlenmistir.

Ananas kabugu etanol ve su ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinlerini degerlendirmek
amaciyla gergeklestirilen agar kuyu difiizyonu uygulamasi sonucunda, ACE ve ACD

ekstraktlarmin farkli seviyelerde Gram pozitif ve Gram negatif tiim test bakterileri
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tizerinde etkili oldugu saptanmistir. ACE ekstrakti ile en yiiksek inhibisyon zon ¢api1
B. cereus ATCC 11778 susuna kars1 (13 mm), en diisiik inhibisyon zon c¢ap1 ise E.
faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. uberis ATCC 700407 ve B. subtilis
ATCC 6633 suslarina kars1 (10 mm) elde edilmistir. ACD ekstrakt1 ile ise en yiiksek
inhibisyon zon ¢ap1 B. cereus ATCC 11778 susuna kars1 (12 mm), en diisiik inhibisyon
zon ¢api ise Gram negatif bakteriler olan E. aerogenes ATCC 13048 ve P. aeruginosa
ATCC 27853 suslarina kars1 (7 mm) elde edilmistir. Farkli caligmalar ile de ananas
kabugunun c¢esitli ekstraktlarinin Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
antimikrobiyal etkinligi ortaya konulmustur. Mevcut calismaya benzer sekilde bir
calismada, dondurularak kurutulan ananas kabuklarindan metanol ve etanol ¢oziiciileri
kullanilarak elde edilen ekstraktlar E. coli, S. typhimirium, B. cereus ve S. aureus gibi
bakterilere kars1 test edilmistir. Bu ¢alisma sonunda metanol ekstrakti ile 11-16 mm,
etanol ekstrakti ile 11-21 mm araliginda inhibisyon zon ¢ap1 dl¢timleri belirlenmistir
[Jatav et al., 2022]. Oda sicakliginda kurutulan ananas kabuklarindan etanol veya
suyun coziiciileri kullanilarak ekstraktlar hazirlanan bir bagka calismada, ekstraktlarin
B. cereus, E. coli, K. pneumoniae ve S. aureus bakterilerine karsi etkinligi test
edilmistir. Sonugta etanol ekstaktr ile 12-15 mm, su ekstrakti ile ise 12-14 mm
araliginda inhibisyon zon cali olustugu rapor edilmistir [Dabesdor et al., 2017].
Literatiir calismalar ile birlikte degerlendirildiginde, bu calisma ile ananas kabugu

ekstraktlarinin 6nemli derecede antimikrobiyal etkinlie sahip oldugu 6zetlenebilir.

Fistik dis pembe kabugu ekstraktlar1 test bakterilerine farkli konsantrasyonlarda
uygulanarak MIK ve MBK degerleri belirlenmistir. PVE ekstraktina en duyarli susun
0.8 mg/mL MIK ve 1.3 mg/mL MBK degerleri ile S. uberis ATCC 700407 oldugu
goriilmiistiir. PVD ekstraktina en duyarlu susun da 11.1 mg/mL MIK ve 15.7 mg/mL
MBK degerleri ile S. uberis ATCC 700407 oldugu saptanmustir. Bu ekstraktlara en
dayanikli suglarin Bacillus cinsinin iiyeleri olan B. subtilis ATCC 6633 (PVE ig¢in;
MIK: 49.0 mg/mL, MBK: 99.0 mg/mL) ve B. cereus ATCC 11778 (PVD igin; MIK:
82.5 mg/mL, MBK: 150.0 mg/mL) suslarinin oldugu belirlenmistir.

Bir bagka caligmada, fistik dis kabugu methanol (%50, s/s) ve su ekstraktlarinin S.
aureus bakterisine karst MiK (sirasiyla 1.56 ve 3.12 mg/mL) ve MBK (0.78 ve 1.56
mg/mL) degerleri belirlenmistir [Bagheri et al., 2019]. Ancak, mevcut ¢alismada
kullanilan PVE ekstraktinin (25.6 mg/mL) B. cereus bakterisine kars1 elde edilen MIK
degeri, %50 (s/s) etanol ekstrakti (6.25 mg/mL) ile elde edilen degerden daha yiiksek
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oldugu saptanmustir (Cizelge 5.5). Ekstraktlarin MIK ve MBK degerlerindeki
farkliliklar, 6rneklerin bilesimi veya kullanilan ekstraksiyon prosediiriinden kaynakli

olabilir.

Cizelge 5.5: Fistik dig pembe kabugu ekstraktlar1 (PVE ve PVD) ile elde edilen en
yiiksek ve en diisiik antimikrobiyal etki sonuglar1 (SU: S. uberis ATCC
700407, BS: B. subtilis ATCC 6633, BC: B. cereus ATCC 11778).

Ekstraktlar
Antimikrobiyal Etki PVE PVD
‘ En yiiksek 20 (SV) 17 (SV)
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
En diistik 15 (BS) 15 (BS)
\ En ytiksek 0.8 (SV) 11.1 (SU)
MIK (mg/mL)
En diistik 49.0 (BS) 82.5 (BC)
En yiiksek 1.3 (SU) 15.7 (SU)
MBK (mg/mL)
En diistik 99.0 (BS) 150.0 (BC)

Fenoliklerin yapilar1 ve lipofilik 6zellikleri, onlarin antimikrobiyal etkinliklerini
etkileyebilir. Fenolik bilesenlerin zar gegirgenligini arttirdigr ve iyon sizintilarina
neden oldugu bildirilmistir [Ma et al., 2021]. Antibakteriyel etki, ayn1 zamanda
metabolizma degisikligi veya zara bagli enzim inaktivasyonu ile de iliskili olabilir
[Bouarab-Chibane et al., 2019]. Gallik asit gibi fenolik asitler, bakteriyel hiicrelerin
hidrofobisitesini degistirebilir ve hiicre ylizeyinde gozenekler olusturarak hiicre ici
bilesenlerin sizmasina neden olabilir [Zhao et al., 2015]. Ayrica, kuersetin gibi
flavonoidler, DNA giraz enzimini inhibe ederek bakteriyostatik etkiye sahip olabilir
[Nguyen and Bhattacharya, 2022]. Ek olarak, sadece fenolikler degil, ekstraktlarda
bulunan c¢esitli biyoaktif bilesenlerin birlikte ¢alisarak antimikrobiyal etkilerini ortaya

koyabilecegi belirtilmistir [Wagner and Ulrich-Merzenich, 2009].

Ananas kabugu ekstraktlarinin MIK ve MBK degerleri test bakterilerine kars:
degerlendilirmistir. ACE ekstraktina kars1 en hassas olan susun S. aureus ATCC 29213
(MIK: 36.7 mg/mL, MBK: 49.8 mg/mL), en dayanikl1 susun ise E. faecalis ATCC
29212 (MIK: 111.2 mg/mL, MBK: 157.3 mg/mL) oldugu saptanmistir. ACD
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ekstraktina karsi ise en hassas susun S. uberis ATCC 700407 (MiK: 24.9 mg/mL,
MBK: 39.6 mg/mL), en dayanikli suslarimn ise S. aureus ATCC 25923 (MIK: 151.8
mg/mL) ve E. faecalis ATCC 29212 (MBK: 197.3 mg/mL) suslarinin oldugu
gorilmistiir. Bir baska c¢alismada dondurularak kurutulan ananas kabuklarindan
metanol ve etanol c¢oziiclileri kullanilarak elde edilen ekstraktlar E. coli, S.
typhimirium, B. cereus ve S. aureus gibi bakterilere kars1 MIK ve MBK degerlerini
belirlemek iizere test edilmistir. Bu ¢alisma sonunda metanol ekstrakti ile 0.62-20
mg/g MIK ve MBK degerleri, etanol ekstrakt1 ile 1.25-40 mg/g MBK degerleri
belirlendigi rapor edilmistir [Jatav et al., 2022]. Yas ananas kabugundan etanol
kullanilarak elde edilen ekstrakt ile gerceklestirilen bir ¢caligmada, metisiline dayanikli
S. aureus suslarina karsi ekstraktin etkinligi incelendiginde MIK degerinin %50
ekstrakt uygulamasi ile, MBK degerinin ise %100 ekstrakt uygulamasz ile elde edildigi
bildirilmistir (Cizelge 5.6) [Husniah and Tri Umiana Soleha, 2023].

Cizelge 5.6: Ananas kabugu ekstraktlar1 ile elde edilen en yiiksek ve en diisiik
antimikrobiyal etki sonuglart (SU: S. uberis ATCC 700407, BS: B.
subtilis ATCC 6633, BC: B. cereus ATCC 11778, EF: E. faecalis ATCC
29212, SA25923: S. aureus ATCC 25923, SA29213: S. aureus ATCC
29213, EA: E. aerogenes ATCC 13048).

Ekstraktlar
Antimikrobiyal Etki ACE ACD
En yiiksek 13 (BC) 12 (BC)
Inhibisyon zon ¢ap1
En diistik 7 (EAve PA)
SU ve BS)
. En ytiksek 36.7 (SA29213) 24.9 (SU)

MIK (mg/mL)

En diistik 111.2 (EF) 151.8 SA25923)

En ytiksek 49.8 (SA29213) 39.6 (SU)
MBK (mg/mL)

En diistik 157.3 (EF) 197.3 (EF)

Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarin bakteri biiylimelerine zamana baglh etkileri
incelendiginde, yapilan diger antimikrobiyal etki belirleme testleri ile paralel olarak

bakterisidal etkiye sahip olduklar1 dogrulanmistir. MIK degerlerine gére karar verilen
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kullanilan konsantrasyonu belirlenen PVE ve PVD ekstraktlari, 1/8 (s/s) oraninda
seyreltilerek kullanilmistir. Bu ¢alisma sonunda PVE ve PVD ekstraktlarinin bakteri
hiicre sayilarinda 90 dakika icerisinde yaklasik 6 log diisiise neden oldugu
belirlenmistir. Agar kuyu difiizyonu ve MIK/MBK degeri belirleme ¢alismalar
sonunda PVE ekstraktina kars1 en hassas bakterinin S. uberis ATCC 700407 oldugu
belirlense de PVD ekstraktina maruz kalmaya kars1 ilk 45 dakika direng
gosterebildigini ortaya koymustur. PVE ekstrakti, tiim test edilen bakteriler icin
bakterisidal etkiyi daha kisa zamanda gostermistir. Bu durum, Elhadef et al. (2021)
tarafindan gergeklestirilen onceki bir ¢alisma ile uyumludur; fistik dis kabugu su
ekstrakti Gram-pozitif L. monocytogenes bakterisinin hiicre sayilarini 3 saat i¢inde

hizl1 ve 6nemli dl¢iide azalttigini rapor etmistir.

Ananas kabugu ekstraktlarinin test bakterilerinde zamana bagl biiylime 6zelliklerine
etkileri incelendiginde ACE ve ACD ekstraktlarinin Gram pozitif ve Gram negatif
bakteriler tizerinde oldiiriicli etkiye sahip oldugu belirlenmistir. ACD ekstraktinin
neredeyse tiim bakterilerde (S. aureus ATCC 29213 ve B. cereus ATCC 11778 harig)
ACE ekstraktindan daha kisa siirede oldiirticii etki gosterdigi goriilmiistiir. Ananas
kabugu ekstraklarina karsi en hassas olan suslarin S. aureus ATCC 29213, B. cereus
ATCC 11778 ve B. subtilis ATCC 6633 suslarinin oldugu saptanmustir.

5.1.4. Antibiyofilm etki

Dogal altibiyofilm ajanlarin en ¢ok ihtiya¢ duyulacagi alanlarin basinda gida islemede
kullanilan ylizeyler gelmektedir. Gida isleme esnasinda olusan biyofilmin ortadan
kaldirilmasinda (klor, perasetik asit vb.) veya biyofilm olusumunu Onlemede
kullanilan sentetik ajanlar ile ilgili en biiylik problemin, bu ajanlarin kalinti
birakmasidir. Bu nedenle dogal antibiyofilm etkili ajanlarin arastirilmasi ve
potansiyellerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla bu tez ¢alismasinda fistik dis
pembe kabugu ve ananas kabugu ekstraktlarinin biyofilm 6nleyici ve biyofilmi ortadan
kaldiric1  etkileri incelenmistir. Staphylococcus, Pseudomonas, Streptococcus,
Enterococcus ve Bacillus gibi ¢esitli patojenlerde biyofilm olusumu, bir viriilans
gostergesidir. Biyofilm olusumunun 6nlenmesi, antibiyofilm ajanlarinin bakterisidal
aktivitesi 1ile iliskilidir. Bitki tiirevli bilesikler antimikrobiyal ile antibiyofilm
aktiviteleri nedeniyle [Del Pozo, 2018], bakteriyel biiylimeyi veya gesitli yiizeylere
tutunmay1 engelleyerek mikrobiyal kontrolii saglayabilmektedir [Tariq et al., 2019] P.
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vera kabugunun antimikrobiyal aktivitesi ve fitokimyasal igerigi lizerine yogun
aragtirmalar var olmasina ragmen, biyofilm tabakasi olusumu, QS veya hareketlilik
gibi biyofilmle iliskili 6zelliklere odaklanan sinirli arastirma bulunmaktadir. Bu
amacla, bu calismada bazi biyofilm olusturan bakterilerin biyofilmleri iizerine PVE ve
PVD ekstraktlarmin etkinligi incelenmistir. Test bakterileri tarafindan olusturulan
biyofilm olusumunun yogunlugu 0.41 ile 1.56 ODs7s arasinda degismektedir. Bunlar
arasinda, S. aureus ATCC 25923 en yiiksek biyofilm iiretimini (1.56 ODS575)
sergilerken, E. aerogenes ATCC 13048 en diisiik biyofilm tiretimini (0.41 OD575)
sagladig belirlenmistir (Cizelge 5.7).

Biyofilm 6nleme etkinlikleri incelendiginde ACE ve ACD ekstraktinin Gram pozitif
ve Gram negatif bakterilerde farkli seviyelerde etkili oldugu goriilmiistiir. En ytiksek
biyofilm Onleyici etkinin ACE ve ACD ekstraktlari ile E. faecalis ATCC 29212
susunun biyofilmini sirasiyla %95 ve %96 oraninlarinda Onleyerek saglandigi
saptanmistir. En diisiik biyofilm dnleyici etkinin ise ACE i¢in S. uberis ATCC 700407
(%27) ve ACD igin ise E. aerogenes ATCC 13048 (%77) susuna karsit oldugu
belirlenmistir. Literatiirde ananas kabugu veya diger kisimlari ile ¢alisilmis ¢ok fazla
sayida biyofilm c¢aligmasi bulunmamaktadir. Ananas meyvesinin su ekstrakti ile
gerceklestirilen biyofilm Onleme calismasinda Gram negatif bir bakteri olan P.
aeruginosa PAO1 susunun biyofilmini 6nlemek amaglanmis ve ekstraktin biyofilm
olusumunu %90.4 oraninda inhibe ettigi saptanmistir [Musthafa et al., 2010]. Genis
bakteri tiirli ¢esitligini nedeni ile mevcut calisma ile literatiire ananas kabugu

ekstraktlari ile biyofilm 6nleme anlaminda 6nemli katkilar saglanmistir (Cizelge 5.8).

Bitki ekstraktlarinin biyofilm kaldirma aktiviteleri, esas olarak kimyasal 6zellikleri ile
iligkilidir. Baz1 bitki ekstraktlari, asidik pH nedeniyle fizikokimyasal 6zelliklerinden
dolay1 olgun biyofilm tabakalarini ortadan kaldirabilme kapasitesine sahiptir. PVE ve
PVD'nin 6nleme aktivitelerinin yani sira bu test bakterilere karsi biyofilm kaldirma
aktiviteleri de test edilmistir. 48 saatlik biyofilm tabakalarinin kaldirilmasi, Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteriler i¢in sirasiyla %22 ile %89 ve %41 ile %74 arasinda
degistigi belirlenmistir. Ozellikle PVE, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
bakteri gruplaria karsi sirasiyla %56 ila %74 ve %30 ile %79 arasinda degisen
oranlarda biyofilm kaldirma aktivitesi sergilemistir. ilging bir sekilde PVD, biyofilm
kaldirma aktivitesini (%98 ile %100) sadece Gram-pozitif test bakterilere karsi

gostermistir. Literatiirde biyofilm ortadan kaldirma ile ilgili herhangi bir ¢alisma
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olmadig1 goriilmiistiir. Sonug olarak, fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin iiretilen

biyofilm tabakalarini ortadan kaldirma konusunda etkili oldugu belirlenmistir (Cizelge
5.7).

Ananas kabugu ekstraktlar1 ACE ve ACD ile biyofilm ortadan kaldirma c¢alismalari
gerceklestirilmis fakat bu ekstraktlarin biyofilm ortadan kaldiric1 etkiye sahip
olmadiklar1 gortilmistiir (Cizelge 5.8). Literatiirde bu konuda bulunan bir adet ¢aligma
mevcuttur. ilgili ¢alismada A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum ve T. denticola
bakterilerinin biyofilmlerini ortadan kaldirmada ananas kabugu etanol ekstrakti
kullanilmis ve ekstraktrin %25-100 oranlar1 arasinda ortadan kaldirma etkisine sahip

oldugu rapor edilmistir [Gani Soulissa et al., 2021].

Cizelge 5.7: Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin en yiiksek ve en diisiik
antibiyofilm etkileri (%) (SU: S. uberis ATCC 700407, EF: E. faecalis
ATCC 29212, EA: E. aerogenes ATCC 13048, EC: E. coli ATCC
25922, PA: P. aeruginosa ATCC 27853).

Ekstraktlar
Antibiyofilm EtKi
(%) PVE PVD
) En yiiksek 100 (EF ve SU) 100 (EF ve SU)
Onleme
En disik 0 (EC,EAvePA) 0 (EC,EAvePA)
En yiiksek 74 (PA ve EF) 100 (EF ve SU)
Ortadan Kaldirma

En diisiik 30 (EC) 0 (PA, EC ve EA)

Cizelge 5.8: Ananas kabugu ekstraktlarinin antibiyofilm etkileri (%) (SU: S. uberis
ATCC 700407, EF: E. faecalis ATCC 29212, EA: E. aerogenes ATCC
13048).

Ekstraktlar
Antibiyofilm EtKi

(%) ACE ACD
. En yiiksek 95 (EF) 96 (EF)
Onleme
En diisiik 27 (SU) 77 (EA)
En yiiksek etki yok etki yok
Ortadan Kaldirma 7 Y Y
En diisiik etki yok etki yok
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5.1.5. Antigourum sensing etki

Bakteriyel haberlesmenin temeli olan QS mekanizmasi, alternatif bakteriyel kontrol
icin hedef mekanizmalardan biridir. Bakteriyel yiikii kontrol ederken antibiyotik
direncini arttirmamanin yollarindan biri antipatojenik etkinliktir. Antipatojenik
etkinligi saglamanin yollarindan biri anti-QS etkinlige sahip ajanlar kullanmaktir. Bu
amacla kullanilan furanli bilesikler yiiksek toksisiteleri nedeni ile endiseye sebep
olmaktadir [Huber et al., 2003; Luis et al., 2014; Chen et al., 2020]. Bitki
ekstraktlarinda bulunan biyoaktif bilesenler, QS'nin diizenleyici sistemlerine
midahale ederek mikrobiyal viriilans1 veya patojeniteyi hafifletme potansiyeline
sahiptir [Pilar Truchado et al., 2015]. Bu nedenle temiz igerikli alternatiflerin
arastirllmast  ve potansiyellerinin  belirlenmesi 6nemli olmaktadir. Bitkisel
materyallerden elde edilen ekstraktlarin etki ettigi bircok biyotik mekanizmanin
belirlenmesi kadar QS mekanizmalarina etkisini belirlemek de bu amaca ulagmayi
saglayacaktir. Fitokimyasallarin anti-QS etkileri, direngli suslarin ortaya ¢ikmasina
neden olan seleksiyon baskisini icerdigi cesitli bilesikler sayesinde azaltarak
mikroorganizmalarin patojenitesini azaltma yoniinde bir etki yapabilir [Clatworthy et
al., 2007]. Bu amagla bu tez ¢alismasinda QS ¢aligmalar1 igin model mikroorganizma
olan C. violaceum bakterisinin yabanil tip ve mutant suslar1 kullanilarak fistik dis

pembe kabugu ve ananas kabugu ekstraktlarinin anti-QS etkinlikleri incelenmistir.

Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarmin viyolasein tretimi tizerindeki inhibe edici
aktivitesini degerlendirmek i¢in PVE ve PVD ekstraktlar1 yabanil tip C. violaceum
ATCC 12472 susuna kars1 kuyu difiizyon teknigi kullanilarak test edilmistir. PVE ve
PVD ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon zon ¢aplarinin sirastyla 18 mm ve 16 mm
oldugu belirlenmistir. Bu durum ile, viyolasein inhibisyonunda PVE ekstraktinin PVD
ekstraktina gore daha yiiksek etki sergiledigi goriilmiistiir.

Koklerin, yapraklarin ve tohumlarin metanol ekstraktlar: kullanilarak gergeklestirilen
bir ¢alismada; bu ekstraktlar1 igceren kitosan filmlerin C. violaceum CV026 susuna
kars1 anti-QS etkileri incelenmistir. Anti-QS, disk difiizyon (inhibisyon zon ¢ap1: 8.11-
29.38 mm) ve kantitatif testler (viyolasein inhibisyonu: 28.13 ve 89.34%) araciligiyla
degerlendirildi [Kaya et al., 2018]. Referans ¢aligsmalarla karsilastirildiginda, PVE ve
PVD ekstraktlarinin kalitatif ve kantitatif degerlendirmelere dayanarak etkili anti-QS
ajanlar1 oldugu belirlenmistir (Cizelge 5.9).

171



Ananas kabugu ekstraktlarinin viyolasein iiretimi tizerindeki inhibe edici aktivitesini
degerlendirmek i¢in ACE ve ACD ekstraktlar1 yabanil tip C. violaceum ATCC 12472
susuna karst kuyu diflizyon teknigi kullanilarak test edilmistir. ACE ve ACD
ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon zon ¢aplarinin sirasiyla 14 mm ve 15 mm
oldugu belirlenmistir. Bu durum ile, viyolasein inhibisyonunda ananas kabugu
ekstraktlar1 arasinda 6nemli bir fark olmadigi goriilmiistiir. Literatiirde ananas kabugu
ekstrakti ile anti-QS iliskili calismalarin sayisi olduk¢a azdir. Bulunan bir adet
calismada, ananas meyvesi etanol ekstrakti C. violaceum ATCC 12472 susunda
viyolasein iiretimine etkisi incelenmis ve inhibisyon zon ¢ap1 olusumu gozlendigi

belirtilmistir [Musthafa et al., 2010].

PVE ve PVD ekstraktlarmin C. violaceum CV026 susunda HSL indiiklii viyolasein
liretimine ve susun biiyiimesine birlikte etkisi incelendiginde, yiiksek ekstrakt
konsantrasyonlarina maruz kalan C. violaceum CV026 hiicrelerinin 61diigii ve dolayisi
ile viyolasein iretiminin de inhibe oldugu gorilmistiir. Fakat anti-QS iliskili
antipatojenik etkinligin de hedeflendigi bu calisma ile, bakteri biiylimesine inhibie
edici etkinin az oldugu fakat viyolasein inhibisyonun yiiksek oldugu
konsantrasyonlarin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Daha seyreltik ekstrakt
kullanilan uygulamalardan 1/128 (s/s) konsantrasyonunda, PVE ve PVD
ekstraktlarinin viyolasein inhibisyonunu sirasiyla %63 ve %55 oranlarindayken, hiicre
biiylimesi inhibisyonunun yalnizca %35 ve %37 oldugu saptanmistir (Cizelge 5.9).
Boylece fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin bakteride direng gelistirmeden
virulansin1 kontrol altina almada (antipatojenite) etkin materyaller oldugu ortaya
konulmustur. Anacardiaceae familyasinin bir {iyesi olan mango bitkisinin yapraklari
kullanilarak yapilan bir ¢alismada petrol eteri ile ekstraksiyonun ardindan farkli
¢oziiciiler ile elde edilen fraksiyonlar C. violaceum CV026 susunda viyolasein
iiretimine etkisi incelenmek iizere kullanilmistir. lgili calisma sonunda en yiiksek
viyolasein inhibisyonunun metanol fraksiyonu ile %83.6 oraninda elde edildigi

belirtilmistir [Husain et al., 2017].
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Cizelge 5.9: Fistik dis pembe kabugu ekstraktlarinin kalitatif (mm) ve kantitatif (%)
anti-QS etkileri.

Ekstraktlar
Anti-QS Etki
PVE PVD
Kalitatif (mm) Inhibisyon zon capi 18 16
Viyolasein inhibisyonu 63 55
Kantitatif (%)
Biiylime inhibisyonu 35 37

ACE ve ACD eckstraktlarmin C. violaceum CV026 susunda HSL indiikli viyolasein
iiretimine ve susun bilyiimesine birlikte etkisi incelendiginde, yiiksek ekstrakt
konsantrasyonlarina maruz kalan C. violaceum CV026 hiicrelerinin fistik dis pembe
kabugu ekstraktlarindakine benzer sekilde 61diigii ve dolayist ile viyolasein iiretiminin
de inhibe oldugu goriilmiistiir. Fakat anti-QS iliskili antipatojenik etkinligin de
hedeflendigi bu ¢aligsma ile, bakteri biiylimesine inhibie edici etkinin az oldugu fakat
viyolasein inhibisyonun yiiksek oldugu konsantrasyonlarin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Daha seyreltik ekstrakt kullanilan uygulamalardan 1/128 (s/s)
konsantrasyonunda, ACE ve ACD ekstraktlarinin viyolasein inhibisyonunu sirasiyla
%85 ve %69 oranlarindayken, hiicre biiylimesi inhibisyonunun yalnizca %17 ve %19
oldugu saptanmistir. Bdylece ananas kabugu ekstraktlarimin bakteride direng
gelistirmeden virulansint kontrol altina almada (antipatojenite) etkin materyaller
oldugu ortaya konulmustur. Ananas kabugu ekstrakti ile anti-QS iligkili ¢calismalarin
sayist literatiirde yetersizdir. Bulunan bir adet calismada, ananas meyvesi etanol
ekstraktt C. violaceum CV026 susunda viyolasein iiretimine etkisi incelenmis ve
viyolasein iretiminin %89 oraninda inhibe edildigi belirlenmistir (Cizelge 5.12)

[Musthafa et al., 2010].
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Cizelge 5.12: Ananas kabugu ekstraktlarinin kalitatif (mm) ve kantitatif (%) anti-QS

etkileri.
Anti-QS Etki Ekstraktlar
ACE ACD
Kalitatif (mm) Inhibisyon zon ¢ap1 14 15
Viyolasein inhibisyonu 85 69
Kantitatif (%)
Biiylime inhibisyonu 17 19

5.1.6. Piyosiyanin inhibisyonu

P. aeruginosa PAOI, biyofilm ¢alismalarinda sik¢a kullanilan bir model
mikroorganizmadir. Bu mikroorganizmanin biyofilm i¢in uygun kosullar olustugunda
piyosiyanin olarak adlandirilan yesil renkli bir pigment iiretir. Bu pigmentin varligi ve
miktarmin artmasi bakterinin biyofilm olusturmadaki etkinligi ile iligkilendirilir. Bu
tez ¢alismasinda fistik dis pembe kabugu ve ananas kabugu ekstraktlarinin biyofilm

iligkili bir mekanizma olan piyosiyanin tiretimine etkisi incelenmistir.

Fistik dig pembe kabugu ekstraktlarinin piyosiyanin iiretimine etkisi PVE ve PVD
ekstraktlar1 varliginda incelenmis ve sirastyla %61 ve %75 oraninda inhibisyona neden
olduklar1 saptanmistir. Tahrioui et al. (2020), P. lentiscus meyvelerinden farkli
coziiciiler (siklohegzan, etil asetat, metanol, su) kullanarak elde ettigi ekstraktlar ile
piyosiyanin iiretimini %82’ye varan oranlarda (siklohegzan) inhibe edebildigini rapor
etmistir. Pistacio cinsi tiyeleri ile bu konuda fazla sayida ¢alisma bulunmadigindan
sonuglar Anacardiaceae familyasi iiyeleri ile karsilastirilmistir. Rhus coriaria (sumak,
Anacardiaceae iiyesi) meyve ekstrakti ile ger¢eklestirilen bir ¢alismada, farkli organik
¢oziiciiler (n-hegzan (S1), kloroform (S2), etil asetat (S3), n-biitanol (S4), etanol (S5),
su (S6)) kullanilarak elde edilen ekstraktlarin viriilansla iliskili 6zellikleri
aragtirtlmistir. 25 P. aeruginosa izolatinda test edilen ekstraktlar, su ekstraktinin (S6)
stiriis (85%) ve yiizme (%76) yetenekleri lizerinde en yiiksek inhibe edici etkiye sahip
oldugunu gostermistir [Ahmed et al., 2022]. Mangifera indica L. (Mango,
Anacardiaceae iiyesi) yapraklar1 kullanilarak gerceklestirilen bagka bir ¢alismada,
ekstraksiyon petrol eteri ile gerceklestirilmis, ardindan farkli ¢oziiciiler (benzen, etil

asetat, aseton, metanol ve etanol) fraksiyonlama i¢in kullanilmistir. Ekstraktlarin
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biyofilm ile iligkili wviriilans ozellikleri incelenmistir. Metanol fraksiyonu, P.
aeruginosa PAQOL1 susuna kars1 siiziilme ve biyofilm inhibisyonunda sirasiyla %74.6
ve %72.4 oranlarinda en yiiksek etkiyi gdstermistir. Ayrica, ekstraktlarin anti-QS
aktivitesini degerlendirmek i¢in C. violaceum CV026 susundaki viyolasein iiretimi
tizerindeki etkileri incelenmis ve metanol fraksiyonunun viyolasein inhibisyonunda

%83.6 oraninda bir inhibisyon sergiledigi gdzlemlenmistir [Husain et al., 2017].

Ananas kabugu ekstraktlarinin piyosiyanin iiretimine etkisi ACE ve ACD ekstraktlar
varliginda incelenmis ve sirasiyla %94 ve %98 oraninda inhibisyona neden olduklari
saptanmistir. Musthafa et al. (2010) ¢alismasinda, ananas meyvesi etanol ekstrakti P.
aeruginosa PAO1 susunda piyosiyanin {iretimine etkisi incelenmis ve piyosiyanin

tiretiminin %88 oraninda inhibe edildigi belirlenmistir [Musthafa et al., 2010].

5.1.7. Bakteriyel hareketlilik

Bakteriyel hareketlilik, bakterilerde 6nemli bir viriilans faktoriidiir. Fistik dis pembe
kabugu ve ananas kabugu ekstraktlarinin bakteriyel hareketlilik iizerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla, PVE, PVD, ACE ve ACD ekstraktlar1 ile P. aeruginosa
PAO1'in yiizme ve siiziilme hareketliligi 72 saat boyunca ilgili ortamlarda kiiltiire

edilmis sus iizerinde incelenmistir.

PVE ekstraktinin yiizme ve siiziilme hareketini %100 oraninda, PVD ekstraktinin ise
yiizme hareketini %72, siiziilme hareketini %65 oraninda inhibe ettigi goriilmiistiir.
Anacardiaceae familyasindan olan sumak bitkisinin meyveleri ile gergeklestirilen bir
calismada su ekstrakti ile P. aeruginosa PAO1 susunun yiizme hareketi %76 oraninda,
sliziilme hareketi ise %85 oraninda inhibe edildigi belirtlmistir [Ahmed et al., 2022].
Ayni1 familyadan mango bitkisinin yaprak ekstrakti ile yapilan bir bagka ¢aligmada ise
P. aeruginosa PAO1 susunun yiizme hareketi %89 oraninda, siizilme hareketi ise %75
oraninda inhibe edildigi belirtilmistir [Husain et al., 2017]. ACE ve ACD ekstraktlari

ise ylizme ve siiziilme hareketlerini %100 oraninda inhibe ettigi belirlenmigtir.

5.1.8. Hiicre zar potansiyeli ve sitoplazmik pH degerine etkileri

Ekstraktlarinin antimikrobiyal ajan olarak kullanim potansiyeli degerlendirilirken,
fitokimyasal igeriginin aydinlatilmas: kadar antimikrobiyal etkinligi saglarken etki

ettigi mekanizmalarin aydinlatilmas: da 6nemlidir. Fenolik bilesiklerce zengin bitkisel
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ekstraktlarin bakterilere etki ederken genellikle hiicre dis1 yapilart hedef aldig
bilinmektedir. Bu sayede hiicre i¢ine girip i¢sel bazi mekanizmalara da etki edebilir
hale gelmektedirler. Calismada kullanilan fistik dis pembe kabugu ve ananas kabugu
ekstraktlarinin  hedefledigi mekanizmalar1 belirlemek amaciyla, hiicre zar
potansiyeline etkisi Gram negatif E. coli ATCC 25922 ve Gram pozitif S. aureus
ATCC 25923 suslarma kars1 incelenmistir.

Bitkilerden elde edilen fenolik bilesikler hiicredeki zar proteinlerine, metabolizmada
gorevli onemli enzimlere veya zar gegirgenligine etki ederek, proton hareket giiciinde
kayba neden olarak mikroorganizmalara zarar verebildikleri rapor edilmistir
[Topuzovi¢ et al., 2015]. Mikrobiyal kontrol ¢alismalarinda sikg¢a ¢aligilan hiicre zar1
seviyesinde gergeklesen aktiviteler zar gecirgenliginin geri doniisimlii veya geri
doniisiimsiiz zarar gormesine kadar degismektedir. Her iki tarimsal atiga ait
ekstraktlarin da bakteriyel hiicrelerde zar potansiyeline etkileri herhangi bir
aragtirmaci tarafindan degerlendirilmemistir. Hiicre zarinin potansiyeli, herhangi bir
biyoaktif ajana maruz kalma nedeniyle hiperpolarizayon veya depolarizasyon yoniinde
degistiginde, ilgili biyoaktif ajanin hiicre zarma etti ettigi soylenebilir. Gram negatif
E. coli ATCC 25922 ve Gram pozitif S. aureus ATCC 25923 suslarinda PVE ve PVD
ekstraktlarinin  zar potansiyeline etkisi incelendiginde, bu ekstraktlarin test
bakterilerinin zar potansiyelini depolarizasyon yoniinde degistirdigi goriilmiistiir.
ACE ve ACD ekstraktlarinin Gram negatif E. coli ATCC 25922 ve Gram pozitif S.
aureus ATCC 25923 suslarinda zar potansiyeline etkisi incelendiginde, bu
ekstraktlarin da test bakterilerinde zar potansiyelini depolarizasyon yoOniinde
degistirdigi  belirlenmistir. Depolarizasyonun her zaman hiicre oOlimii ile
sonuglanmadigi bilinse de dnemli hiicresel islevleri 6nemli derecede etkiledigi ortaya
konulmustur [Yap et al., 2021]. Bu calisma ile fistik dis pembe kabugu ve ananas
kabugu ekstraktt uygulamalarindan kaynakli antimikrobiyal etkiyi saglayan
mekanizmalardan birinin ekstraktlarin hiicre zar1 hedefli ¢alisabilmesi oldugu ortaya

konulmustur.

Sitopazmik pH degerinin (pHint) bozulmamasi metabolik aktivitelerin devamlilig1 i¢in
onemlidir. Bu tez caligmasi ile, bakteri hiicrelerine farkli mekanizmalar ile etki ettigi
belirlenen fistik dis pembe kabugu ve ananas kabugu ekstraktlarinin pHint degerine
etkisi Gram negatif E. coli ATCC 25922 ve Gram pozitif S. aureus ATCC 25923

suslart lizerinde degerlendirilmistir. Fisttk dis pembe kabugu ekstraktlart
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incelendiginde E. coli ATCC 25922 susunun pHint degerini diisiirmede PVD
ekstraktinin PVE ekstraktindan daha etkili oldugu gorilmistiir. . E. coli ATCC 25922
susuna gentamisin uygulanmasi sonucunda pHint degerinde bir degisiklik olmazken,
gentamisinin bu susa kars1 antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu agar kuyu difiizyonu
calismasi ile belirlenmistir. Bu durum gentamisin aracilt antimikrobiyal etkinlikte
pHint degisimi kaynakli olmadigini gostermektedir. S. aureus ATCC 25923 susunda
PHint degerini diisiirmede ise PVE ekstrakti, PVD ekstraktindan daha etkili oldugu
bulunmustur. Ananas kabugu ekstraktlar1 degerlendirildiginde E. coli ATCC 25922 ve
S. aureus ATCC 25923 suslariin pHint degerini diistirmede ACE ekstraktinin ACD
ekstraktindan daha etkili oldugu belirlenmistir. Sonugta, hiicre i¢ini daha asidik bir
hale getirerek metabolik aktiviteyi etkilemeleri ile antimikrobiyal etkinligi sagladiklar

cikarilabilir.

5.1.9. Nanopartikiil sentezinde PVE ekstraktinin kullanimi ve
antimikrobiyal etkinligi
Nanopartikiil sentezi esnasinda kimyasal yontemlerin kullanimi ¢eyre kirliligine yol
acabilen g¢esitli kimyasal atiklarin yiiksek miktarda aciga c¢ikarilmasina neden
olmaktadir. Bu nedenle “yesil sentez” olarak adlandirilan, nanopartikiil sentezinde
mikroorganizmalar veya bitkisel ekstraktlar gibi biyolojik materyallerin kullanimini
iceren alternatif sentez yontemleri ilgi ¢ekmektedir. Bu amacgla bu ¢alismada PVE
ekstraktinin indirgeyici 6zelligini bakir nanopartikiil sentezinde etkinligi incelenmis
ve elde edilen nanopartikiillerin (PVE-NP) E. coli ATCC 29212 ve S. aureus ATCC
25923 suslarinin biiylimesini inhibe edici ozellikleri incelenmistir. Elde edilen
sonugclar, indirgeyici ajan olarak sodyum borhidriiriin kullanildig1 sentez ile elde edilen
bakir nanopartikiiller (CuSB-NP) ile karsilastillmigtir. Taghizadeh ve Rad-
Moghadam (2018)’in ¢aligmasinda, organik boyalarin indirgenmesinde katalizor
olarak kullanmak iizere fistik dis kabugu-Cu nanokompoziti iiretilmis ve sonucta
yuvarlak sekilli bakir nanopartikiillerin elde edilebildigi goriilmistiir. Bu tez
calismasinda ise PVE-NP sentezi sonucunda, elde edilen nanopartikiillerin amorf
yapida oldugu SEM, EDS ve XRD analizleri sonucu belirlenmistir. Taghizadeh
ve Rad-Moghadam (2018), sonikasyon aracil ekstraksiyon (60°) gerceklestirirken, bu
caligmada mikrodalga aracili ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon
yontemleri arasinda fark olmasi ekstraktlarin iceriklerini ve bdylece indirgeyici

ozelliklerini etkileyebileceginden, elde edilen nanopartikiillerin yapisinda farklilik

177



goriilebilir. XRD analizi sonucunda karakteristik difraksiyon piklerinin net olarak ayirt
edilemedigi goriilmiistiir, bu da yesil sentez yontemi ile sentezlenen PVE-NP’lerin
amorf yapida oldugunu gostermektedir (Seth et al., 2022). Chelianthes bicolor (Seth
etal., 2022), okaliptus (Wang et al., 2014) ve yesil cay (Weng et al., 2013) ekstraktlar
ile gergeklestirilen ¢calismalarda da 20 = 20° civarinda, ekstraktlardan kaynakli organik
materyallerin nanopartikiillerin yilizeyine yapismasi ile genis bir pik olusumu
gorilmistiir. Seth et al. (2022)’nin ¢alismasina benzer sekilde kimyasal yontemle
sentezlenen CuSB-NP’ler igerisinde metalik bakir (20°da 29.9°, 43.4°, 50.5°, ve 73.8°)
ve CuO (36.7°,42.6°, ve 61.7°) bulundugu belirlenmistir. Bu durum nanopartikiillerin
biiyiikliigiinii spesifik olarak belirlemeyi zorlastirsa da PVE-NP’lerin boyutunun 24-
35 nm, CuSB-NP’lerin ise 17-24 nm arasinda oldugu SEM goriintiilerine dayanilarak

belirlenmistir.

Antimikrobiyal etkinlikleri agisindan incelendiginde ise PVE-NP’lerin etkin oldugu
sOylenebilir. PVE-NP’lerin E. coli ATCC 25922 susunda (%76 inhibisyon), S. aureus
ATCC 25923 susuna kiyasla (%49 inhibisyon) daha yiiksek inhibe edici etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Buna paralel sekilde CuSB-NP’ler de E. coli ATCC 25922
susunda %84 oraninda, S. aureus ATCC 25923 susunda ise %77 oraninda biiylime
inhibisyonuna neden oldugu goriilmistiir. Bakir nanopartikiillerin hiicreler arasindaki
aminoasitlerle baglanarak proteinlerin denatiirasyonuna neden olduklar1 rapor
edilmistir (Tong et al., 2005). Ayrica zar proteinlerini destabilize ederek zar
potansiyelini ve dolayisi ile hiicre igi ATP seviyesini etkiledigi bilinmektedir (Lok et
al., 2006). Raffi et al (2009) E. coli bakterisine bakir nanopartikiillerin 20 ve 40 pg/mL
konsantrasyonda uygulanmasi sonucu bakteriyel biiylimeyi yaklasik 10 log
seviyesinden 6 ve 4 log seviyesine indirdigi belirtilmistir. Bu tez g¢alismasinda
kullanilan PVE ekstraktinin S. aureus ATCC 25923 susunda %100 inhibisyona neden
oldugu, E. coli ATCC 25922 susunda inhibisyona neden olmadigi goriilmiistiir.
Bakteriyel tireme inhibisyon oranlari karsilastirildiginda, Gram negatif bakterilere etki
etmedigi belirlenen PVE yerine, PVE aracili sentezlenen bakir nanopartikiillerin

kullanimi Onerilebilir.

5.2. Sonuc ve oneriler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan tarimsal atiklar olan fistik dis pembe kabugu ve ananas

kabugu, biyoaktif ekstraktlar elde etmek amaciyla ¢alisilmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi
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olarak etanol (fistik kabugu icin %60 (s/s), ananas icin %80 (s/s)) ve saf su
kullanilmistir. Ekstraktlarin fitokimyasal igerikleri aydinlatilmis ve biyoaktiviteleri
cesitli testler yardimiyla belirlenmistir. Biyoaktivite calismalari kapsaminda;
antimikrobiyal, antibiyofilm, antiquorum sensing etkileri, bakterilerde virulansin
siddetini belirleyen P. aeruginosa PAO1 susunda ylizme ve siiziilme hareketi ile
piyosiyanin iretimine etkileri ve son olarak da hiicresel diizeyde etkilerini
degerlendirmek amaciyla hiicre zar potansiyeli ve sitoplazmik pH degeri iizerine
etkileri arastirilmistir.

o PVE, PVD, ACE ve ACD ekstraktlarinin fitokimyasal igerik acisindan zengin,
biyoaktivite agisindan genis spektrumlu ve cesitli bakterilerde bir¢ok farkl
mekanizmaya etki ederek antimikrobiyal ve antibiyofilm etki potansiyellerine sahip
olduklar1 ortaya konulmustur.

o Her iki materyalin etanol ve su ekstraktlar1 kendi iclerinde degerlendirildiginde
genel olarak etanol kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin daha zengin fitokimyasal
icerige ve etkin biyoaktivite 6zelliklerine sahip oldugu goriilmiistiir. Boylece, etanol
aracili ekstraksiyon gergeklestirmenin, bitkisel dokular igerisindeki fitokimyasal
bilesiklerin ¢ozelti ortamina transferini kolaylastirdigt ortaya konulmustur.
Mikrobiyoloji alaninda gegeklestirilen bu tez ¢alismasi ile, ilgili ekstraktlarin bir¢ok
alanda sorun teskil eden Onemli patojen bakterilere karsi yiiksek ve cesitli
biyoaktivitelere sahip oldugu belirlenmistir. Tlgili tarimsal atiklar ile yapildig1 rapor
edilen diger calismalardan ve bu tez calismasindan elde edilen sonuglar
kiyaslandiginda benzer ve farkli sonuclarin elde edildigi bir¢ok test mevcuttur. Bu

farkliliklarin:

o Kullanilan meyvenin cesidi, yetistigi bolge ve hasat zamanimin farkh
olmasindan,

o Ekstraksiyon ¢ozeltisi tiirlinden,

o Ekstraksiyonda bitkisel materyalin yas veya kuru kullanilmasindan,

o Bitkisel materyali kurutmada tercih edilen farkli uygulamalardan (oda

sicakligi, 1s1 aracili, dondurarak kurutma),
o Ekstraksiyon verimini arttrmak amaciyla uygulanan o6n islemlerden
(ultrasonik ses dalgasi, mikrodalga uygulamasi, calkalama, sicak veya sogukta

inkiibasyon),
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. Ekstrakt igerisindeki ¢Oziicliniin uzaklastirilmasinda kullanilan  farkl
yontemlerden,
o Bakterilerin suslarinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Gelecek calismalarda:

. Ekstraktlarin ¢esitli bakteriler i¢in etki mekanizmalari molekiiler diizeyde
incelenebilir. Antimikrobiyal, antibiyofilm, anti-QS vb. aktivitelerin saglanmasinda
ekstraktlarin hedefledigi genlerin belirlenmesi onemlidir. Kantitatif yapi-aktivite
iliskisi analizi (Quantitative structure-activity relationships (QSAR)) gibi modeller ile
ekstrakt icerisindeki biyoaktif bilesiklerin aktivitesinin hiicre i¢i baglantis1 veya
molekiiler kenetleme (molecular docking) ¢alismalari ile ekstrakt ve ilgili bir protein
veya enzimin etkilesimini arastirmak ile ekstraktlarin kullanim potansiyeli
incelenebilir.

o Bu tez calismasinda antibiyofilm etkinlik polistiren yiizey iizerinde
degerlendirilmistir. Fakat biyofilmlerin saglik, gida ve kozmetik alanlarinda sorun
oldugu polipropilen, paslanmaz celik, teflon, polivinilkloriir, cam gibi yiizeylerde de
ekstraktlarin antibiyofilm etkileri aragtirilmalidir.

. Enfeksiyon hastaliklarinin kontroliinde kullanilan mevcut ajanlarin yerine veya
onlarin etkisini arttirmak amaciyla, ekstraktlarin etkinlikleri ileri ¢aligmalar ile daha
detayli belirlenebilir. Ekstraktlarin antibiyotik ajanlar ile birlikte kullanimi ve bu
uygulamanin enfeksiyon hastaliklarina neden olan nosokomial kaynakli bakterilere
kars1 test edilmesi onemlidir.

o Gida endiistrisinde dogal bir gida katki maddesi ve gida koruyucu olarak
kullanilmast hedeflendiginde 1ilgili raf Omrii siiresince gidanin organoleptik
ozelliklerine etkisini ayrintili incelemek gerekecektir. Mikrobiyal liremeyi kontrol
etmede bu denli basarili olduklar1 belirlenen fistik dis pembe kabugu ve ananas kabugu
ekstraktlarinin, antioksidan kapasitelerinin yiiksek olmasi ve igerdikleri fitokimyasal
bilesikler sayesinde 06zellikle gida endiistrisinde dezenfektan, gida koruyucu,
renklendirici, besin degerini arttirrct  ve hatta aroma verici olarak
kullanilabileceklerdir.

o Nanopartikiil sentezinde PVE ekstraktinin nano temelli kullanim potansiyeli
oldugu bu tez caligmasi ile ortaya koyulmustur. Elde edilen nanopartikiillerin
karakterizasyon c¢aligmalar1 i¢cin FT-IR, TEM ve TGA gibi analizlerin yapilmasi
onemlidir. Kristal yapida, yuvarlak sekilli ve daha kiigiik boyutlu nanopartikiillerin
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eldesi i¢in farkli ekstraksiyon yontemlerinin ve optimum kosullarinin belirlenmesi

gerekmektedir.
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