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CEVIiZ VE KEREViZ EKSTRAKTLARININ ANTIMIiKROBIYAL
ETKIiSININ IN VITRO ORTAMDA INCELENMESI

OZET

Gida friinlerindeki bozulmalarin  6nemli bir kismi mikrobiyal kaynaklidir.
Mikroorganizmalarin kontrolii, hem islenmis son iiriinde hem de hasat Oncesi ve
sonras1 hammaddede yol acabilecekleri sorunlar nedeniyle gida sektoriinde 6nem arz
etmektedir. Gida giivencesi ve giivenligi agisindan bu mikroorganizmalarin etkin bir
sekilde inhibe edilmesi gerekmektedir.

Antimikrobiyal maddeler gidalarda mikroorganizmalarin kontrolii i¢in uzun yillardan
beri kullanilmaktadir. Antimikrobiyal maddeler dogal veya sentetik kaynakli
olabilmektedir. Son yillarda ise c¢evre ve saglik alanlarinda artan tiiketici
farkindaligiyla birlikte, sentetik katki maddelerinin gida tiriinlerinde kullanimi1 ciddi
bir tartisma konusudur. Tiiketicinin saglikli, az islem gormiis, besin degeri yiiksek
gidaya yonelik talebi, gida sektoriiniin de bu yonde ilerlemesine itici gli¢ olmaktadir.
Tiiketicilerin sentetik katkilara karst 6n yargilar1 ve bazi katki maddelerinin saglik
istiindeki istenmeyen etkilerinden dolayr dogal gida katki maddelerine olan ilgi
artmaktadir. Ayn1 zamanda son yillarda diinya capinda 6nemli bir sorun olarak
nitelendirilen antimikrobiyal direnci de yeni antimikrobiyal maddelerin arastirilmasina
zemin olusturmustur. Bu katki maddelerinden bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar
ve bitki ekstraktlari, dogal antimikrobiyaller arasinda 6nemli yer tutmaktadir.

Dogal antimikrobiyaller, bitkilerin yaprak, ¢icek, sap ve kabuk gibi dokulari ile gesitli
hayvansal dokulardan ve mikroorganizmalardan elde edilen; patojen
mikroorganizmalar {lizerinde 6ldiiriicii veya gelisimlerini inhibe edici (durdurucu)
etkileri olan cesitli kimyasal yapidaki bilesiklerdir.

Bitkisel ve hayvansal dokularda dogal olarak bulunan pek ¢ok antimikrobiyal ajan,
bitki ve hayvanlarin binlerce yillik evrimlesme siire¢lerinde ¢evrelerindeki zararlilara
kars1 gelistirdikleri savunma mekanizmasinin bir pargasidir. Bitkiler esas olarak
otcullara av olmaktan, bocek ve parazit istilalarindan korunmak i¢in gesitli fiziksel ve
kimyasal savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bitkilerin kimyasal savunma
mekanizmasi olarak iirettigi terpenoidler, fenolik bilesikler gibi metabolitler; bugiin
bitkisel dogal antimikrobiyal ajan olarak kullanilan esansiyel yag ve bitki
ekstraktlarinin da yapisini olusturmaktadir.

Bu tez calismasinda kereviz ve cevizin antimikrobiyal etkisi in vitro ortamda
incelenmistir. Kerevizin sap ve yapraklari, cevizinse yesil dis kabugu ekstrakt
eldesinde kullanilmigtir. Ekstraktlar, metanol ve metanol/su (50:50, v/v)) solventleri
kullanilarak ve ultrason destekli solvent ekstraksiyon yontemiyle, hidrosoller ise
hidrodistilasyon yontemiyle elde edilmistir.
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Antimikrobiyol etkinin belirlenmesinde, disk difiizyon ve mikrodilusyon yontemleri
kullanilmigtir. Antimikrobiyal etkinin incelendigi mikroorganizmalar ise Escherichia
coli ATTC 25922, Staphylococcus aureus ATTC 25923 bakterileri ile Candida
albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 36802, Candida krusei KUEN 1001
ve Candida krusei 6258 mayalaridir.

Disk difiizyon yontemi bulgularina gore ¢alisilan mikroorganizmalar arasinda ekstrakt
ve hidrosollere karsi en direngsiz mikroorganizmanin E. coli ‘nin oldugu tespit
edilmistir. Ekstraktlar arasinda test edilen mikroorganizmalar {izerine en etkili olan
ise cevizin metanol ekstraktidir. Mikrodiliisyon yonteminde ekstrakt ve hidrosol
varliginda mikroorganizma gelismesi belirli zaman araliklarinda 2 giin boyunca
izlenmistir.

Ceviz ekstraktlar1 ve kerevizin metanol-su ekstraktinin en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ekstraktlar hem bakteri suslar1 hem de maya
suslar1 lizerinde farkli seviyelerde etki gostermislerdir. Mikrodilisyon yontemiyle elde
edilen verilere gore E.coli ve S.aureus bakterileri lizerinde ceviz ekstraktlarinin
kereviz ekstraktlarina oranla daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir.
Hidrosoller genel olarak onemli diizeyde bir etki gostermemekle birlikte ceviz
hidrosoliiniin S. aureus bakterisi lizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Ceviz
ekstraktlar1 ve kerevizin metanol-su ekstraktlarinin bakteriler lizerinde oldugu gibi
mayalar lizerinde de yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdikleri bulunmustur.
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IN VITRO EVALUATION OF ANTIMICROBIAL EFFECT OF WALNUT
AND CELERY EXTRACTS

SUMMARY

The greatest majority of deteriorations of food product originates from
microorganisms. Microbial control has a vital importance for food industry, because
of its possible effects on both processed foods and raw materials. Inhibition of
microorganisms is essential for food safety and food security.

There is a multifaceted interaction among food and microorganisms and we can use
this interaction in different fields such as fermentation, biopreservation, and functional
food production. On the other hand, most of microorganisms pose a serious risk to
food safety and may lead to the deterioration of food products.

According to the US Food and Drug Administration (FDA), it was estimated that 48
million foodborne illnesses occurred annually in the United States. Approximately
3,000 of these diseases result in death (FDA, 2016). In addition to pathogenic
microorganisms leading to the disease; mold and bacteria may cause impairment,
deterioration, and quality loss in food products during during preharvest, post harvest,
processing and storage period. To control these problems, it is necessary to control
pathogenic and spoilage microorganisms.

Lots of methods are used to inhibit and destroy microorganisms. It is possible to group
these methods under two main titles: thermal and non-thermal methods. New food
processing technologies and antimicrobials are among the non-thermal methods.

Ever since ancient times to nowadays, antimicrobial agents have been using to control
of microorganisms. Antimicrobial agents might be obtained from natural sources or
produced by synthetically. However, utilization of synthetic antimicrobial agents to
preserve food products have been seriously debated of late years, by reason of
increasing awareness to health and environmental matters. Consumer demand devoted
to healthy, minimally processed, nutrient food products set food industry in motion to
progress in this sense. At the same time, antimicrobial resistance which has been
described as world-wide significant trouble has provided basis to search of novel,
natural antimicrobial agents. Essential oils and plant extracts are important groups
among natural antimicrobial agents.

Natural antimicrobials may have microbicidal or microbiostatic effects on
microorganisms. They have been obtained from several parts of plants such as flower,
stem, husk or root, and also animal tissues and microbial metabolites. Many
antimicrobial agent which found in animal or plant tissues is part of defense
mechanism against harmful organism that they had been improving throughout their
evolution process.

Chemical and physical defense mechanisms, improved by plants are essentially in
order to prevent parasitical invasion and hunting by herbivores.The plants produce
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components which called seconder metabolites as the result of this mechanism.
Seconder metabolites have not first hand function on plant growing.

Producing metabolites by plants such as terpenoids and phenolic compounds creates
structure of essential oils and plant extracts which used as an antimicrobial agent
nowadays. Major phytochemical groups which show antimicrobial activity are
terpenoids and phenolic compounds, essential oils and alkaloides.

At present, there are great diversity of plant seconder metabolites such as; 12 000 of
alkaloides, 8000 of phenolic compounds and 25 000 of terpenoides. These diversity
of phytochemicals and experienced novel research efforts hold promises for discovery
of plant based antimicrobial compounds.

Today, plant origin antimicrobial compounds have lots of several application field.
Not just food sector and also many industrial sector which faces to microbial
contamination problem, look for ways to benefit from natural antimicrobial
compounds. Thus research centers and sciencists also have been searching about
natural antimicrobials.

Natural antimicrobial agents are used in a wide variety of food groups such as lightly
processed foods and vegetable juices, milk and dairy products, meat/ fish products and
cereals. Also, other potential usages and different application methods are being
investigated. Antimicrobial agents can be incorporated directly into the content, or the
foodstuff can be coated with an antimicrobial agent. It is also possible to use them for
the development of innovative (intelligent) packaging systems.

It is also possible to discuss the use of natural antimicrobials with different
combinations. The creation of edible biofilms that acquire antimicrobial properties by
the addition of antimicrobial agents is an example of this. Antimicrobial films can be
used in packaging and coating; extend the shelf life of the product; help to protect the
quality.

Multidrug antimicrobial resistance is a novel challenge of the milennial ages. The
primary overuse and misuse consumption of antimicrobial drugs. Many classical
antimicrobial agent is not effective to multidrug resistant pathogen microorganisms.
So cooperating efforts to renew research exertions, and pursue steps to manage the
crisis are needed. Novel natural antimicrobial researches also seem as a part of solution
steps.

In this study, antimicrobial effects of celery leaves and stems and walnut husk extracts
have been evaluated in vitro conditions. Celery stems and leaves, walnut green husks
have been utilized as extraction materials. Plant extracts have obtained by using
methanol and metahanol/water (50:50, v/v) solvents through method of ultrasound
assisted solvent extraction. Plant samples have been mixed with extraction solvent in
proportion as 1:20 g/ml. The blends of solvent and plants have been treated among 1
hour by ultrasonic cleaner equipment.

As for hydrosols; they have attained by applying hydrodistillation method by using
Clevenger apparatus. Plant samples have been mixed with distilled water in proportion
as 1:3 g/ml. The hydrodistillation process have been applied among 100-120°C
throughout 3 hour.

Disk diffusion and micro dilution methods have been used for determination
antimicrobial activity of plant extracts and hydrosols against Escherichia coli ATTC
25922, Staphylococcus aureus ATTC 25923 bacteria and Candida albicans ATCC
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10231, Candida albicans ATCC 36802, Candida krusei KUEN 1001 ve Candida
krusei 6258. Optic values of microplates have been performed measurement at
intervals throughout the 48 hours. The results obtained by measurements have been
evaluated and shown as graphically for each microrganisms.

Disk diffusion and micro dilution antimicrobial test methods respectively have been
applied to reach the antimicrobial effect results. In order to achieve more accurate
and measurable results micro dilution antimicrobial test methodhas been also used
under the consideretion of the inhibition zone diameters may not exactly
quantifiable at the disk diffusion method. In this manner, antimicrobial activity
findings of both methods have been evaluated in tandem.

One way ANOVA method has been used to test antimicrobial activity of plant extracts
and hydrosols. Averages of values have been tested by using Duncan test.

The highest antimicrobial activities have been seen at the extracts of the green walnut
husk and the celery methanol-water extracts. These extracts showed impacts in
different levels on all bacterial and yeast strains. In the facts of light by microdilution
methods the green walnut husk extracts has higher antimicrobial activities on E.
coli and S. aureus in comprasion to the celery extracts.

Besides the hydrosol groups generally had no effects on microorganisms, the green
walnut husk hydrosols showed impacts on the S. aureus ATCC 25923 strain.

As it be observed that the extracts of the green walnut shell and the celery methanol-
water has high antimicrobial activities on the bacterias it also seen at the yeasts. In
according to microdilution method results it is remerkable that the celery methanol-
water extracts has great impact especially on C. albicans strains.

Phenolic compounds and nitrogene containing compounds which found in celery are
water soluble. Because of these water soluble compounds, antimicrobial activity of
methanol water extraction of celery might be increased.

In the light of all that outputs, solvent and applied methods to test antimicrobial activity
directly effect results. So suitable parameters should be considered for each
experimental design. Besides metabolites which found in extracts and had specific role
on antimicrobial avtivity shold be analysed by quantitative analysis. Novel methods
should be improved such as super critic extractian and sub critic extraction. Green
extraction methods should be given precedence due to severity of rapidly increasing
population and consumption on natural resources. And also food wastes which caused
by food sector or agricultural practices need to be reused for sustainable processes.

Eventually, natural antimicrobials are focus of interest both for sience society and food
industry. Studies are promising to use novel and natural antimicrobials in future. But
natural antimicrobials need to be truly aplicable on food products in terms of consumer
demands, orgonoleptic features of food product and cost of production.
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1. GIRIS

Gida maddeleri, hammadde olarak iiretim asamasindan baglayarak tiiketiciye ulasana
kadar pek cok asamada mikroorganizmalarla bulagsma riski tasimaktadir. Bununla
birlikte tarih 6ncesi caglardan beri insanlar gidalarinin liretiminde ve saklanmasinda
mikroorganizmalardan faydalanmiglardir. Fakat mikroorganizmalarin hem gidalarin
saklanmasinda hem de gidalarin bozulmasi ve hastaliga sebep olmasindaki rolii yillar
sonra anlagilmaya baslanmistir. MO. 116 — 29 yillari arasinda yasayan Marcus
Terentius Varro, Tarim Uzerine adl eserinde gdzle goriilmeyen, agiz ve burun yoluyla
viicuda giren ve ciddi hastaliklara yol agan yaratiklarin varligindan bahsetmektedir

(Varro, 1912).

Bu gizemli canlilarin bilimsel olarak tanimlanmalar1 ise mikroskobun kesfiyle
mimkiin olmustur. Gidalardaki mikroorganizmalar, ilk olarak veba salgini igin
aragtirmalar yaptig1 sirada A. Kircher tarafindan 1658 yilinda fark edilmistir (The
Museum of Jurassic Technology, 2001). Ilerleyen yillarda Robert Hook tarafindan
hiicrenin yapist tanimlanmis; Antony van Leeuvenhoek tarafindansa yagmur suyu,
sirke, tiikiiriik gibi farkli ortamlardaki bakteriler gézlemlenmistir. Mikroskoplarin
teknik ozellikleri gelistikce bu kesif siireci daha da hizli devam etmistir (Ray &
Bhunia, 2013). Louis Pasteur (1861) mikroorganizmalarin havada var oldugunu ve
havadan bulasabilecegini gostermis, Robert Koch (1876) ise mikroorganizmalarin

hastaliga yol a¢tigin1 kanitlamistir.

Giliniimiizde, gida ile mikroorganizmalar arasinda ¢ok yonlii bir etkilesimin varlig
bilinmekte olup; fermantasyon, biyokoruma ve fonksiyonel gida iiretimi gibi bir¢cok
alanda mikroorganizmalardan faydalanilmaktadir. Ote yandan ise pek ¢ok
mikroorganizma gida giivenligi icin ciddi bir risk olusturmakta ve gida iirlinlerinde
bozulmalara yol agmaktadir. Amerikan Gida ve Ilag Idaresinin (FDA) verilerine gore
Amerika’da yilda 48 milyon gida kaynakli hastalik olustugu tahmin edilmektedir. Bu
hastaliklarin yaklasik 3000’1 6liimle sonuglanmaktadir (FDA, 2016). Bu hastaliklarin
neden oldugu tedavi masraflari ve tiretkenlik kaybinin mali degeri ise 55,5 milyon $

olarak bildirilmistir (Scharff, 2015).



Gilinlimiizde gida sisteminin kiiresellesmesi gida kaynakli hastaliklarin da kitalar ve
siirlar arast kolayca yayilmasina zemin olusturmaktadir. Gida kaynakli hastaliklar
mikrobiyal ve kimyasal bulasmalardan kaynaklanabilir. Diinya Saghik Orgiitii
verilerine gore diinya genelinde gida kaynakli hastaliklarin yaris1 mikrobiyal
kokenlidir. Ozellikle temiz su ve gidaya erisim hakkindan yoksun bdlgelerde
mikrobiyal kaynakli hastaliklar ciddi bir halk sagligi problemidir. Mikrobiyal
hastaliklar diinyada her yil 550 milyon kisinin hastalanmasina; 5 yas alti1 96 000
¢ocugun ise 6liimiine yol agmaktadir. (WHO, 2015).

Hastaliga yol agan patojen mikroorganizmalarin yani sira, gida iirlinlerinde hasat
Oncesi ve sonrasinda bozulmalara, ¢iiriimelere ve kalite kaybia yol agan kif ve

bakteriler de gida sektoriinde 6nemli bir sorun teskil etmektedir.

Mikroorganizmalarin yol agtigi gida kaybi, kalite ve emek kaybi, infeksiyon ve
intoksikasyon gibi saglik problemleri bu canlilarin kontrol edilmesini zorunlu
kilmaktadir. Mikroorganizmalarin inhibe edilmesi ve yok edilmesi i¢in pek ¢ok
yontem uygulanmaktadir. Bunlar 1s1l ve 1s1l olmayan yontemler olmak tizere iki temel
baslik altinda toplanabilir. Yeni gida isleme yontemleri ve antimikrobiyal ajanlar 1s1l
olmayan yontemlerdendir. Antimikrobiyal ajanlar kimyasal koruyucular olarak FDA

tarafindan gida katki maddeleri arasinda tanimlanmustir (Branen, 1993).

Antimikrobiyal maddeler gidalarda mikroorganizmalarin kontrolii i¢in uzun yillardan
beri kullanilmaktadir. Antimikrobiyal maddeler dogal veya sentetik kaynakl
olabilmektedir. Tiketicilerin sentetik katkilara karsi on yargilart ve baz1 katki
maddelerinin istenmeyen etkilerinden dolayr dogal gida katki maddelerine olan ilgi
artmaktadir. Ayn1 zamanda son yillarda diinya capinda 6nemli bir sorun olarak
nitelendirilen antimikrobiyal direnci de yeni antimikrobiyal maddelerin arastirilmasina
zemin olusturmustur. Bu katki maddelerinden bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar

ve bitki ekstraktlari, dogal antimikrobiyaller arasinda 6nemli yer tutmaktadir.

Bu calisma kapsaminda farkli bitki atiklarindan elde edilen ekstraktlarin ve
hidrosollerin patojen bakteri ve mayalara kars1 antimikrobiyal etkisinin incelenmesi
ve atiklarin fonksiyonel bir sekilde degerlendirilmesine katki sunulmasi

hedeflenmektedir



2. LITERATUR OZETi

2.1 Antimikrobiyal Ajanlar

Antimikrobiyal kelimesi Latince’de kars1 anlamindaki anti, kiiglik anlamindaki mikros
ve hayat anlamina gelen bios kelimelerinin birlesiminden tiiremistir ve
mikroorganizmalara karsi etkili tim maddelere isaret etmektedir (Michigan State
University, 2011). Antimikrobiyal tanimi; antifungal, antibakteriyal, antibiyotik gibi

tiim tanimlar1 kapsar.

Antimikrobiyal ajanlarin kesfi literatiirde tibbi alandaki ihtiya¢ ve kullanimlariyla 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu alanda en ¢ok goze c¢arpan grupsa antibiyotiklerdir.
Antibiyotikler bakteriyel kaynakli enfeksiyon hastaliklarini tedavi etmekte kullanilan
antimikrobiyal ajanlardir (WHO, 2018). Yapilan son arastirmalara gore antimikrobiyal
ajanlarin uzun bir ge¢misi vardir. Literatiirde antibiyotik ¢ag olarak adlandirilan
donem genellikle 20. yiizyilda penisilinin kesfini baslangi¢ olarak kabul etmektedir.
Penisilinin kasifi Alexander Fleming ve enfeksiyon hastaliklarinda ilk kullanan
Howard Florey 1945 yilinda Nobel 6diilii almislardir. Ancak yaygin inanigin aksine
M.S. 350 yillarindan kalan insan iskeletlerinde antibiyotik ajanlara (tetrasiklin)
rastlanmistir. Bu donemdeki antimikrobiyallerin toprak kaynakli olabilecegi

diistiniilmektedir (Aminov, 2010).

Gida maddelerinde kullanilan antimikrobiyaller ise, koruyucu olarak da bilinmektedir.
Bu maddeler, mikrobiyal kaynakli bozulmalari oOnleyerek, gidanin raf Omriinii
uzatirlar. Mikrobiyal kaynakli bozulmalar; mikroorganizma faaliyeti sonucu gidanin
yapisindaki degisimler nedeniyle gida giivenilirliginin azalmasina neden olur.
Gidalarda bulunan besin Ogeleri, genel olarak mikroorganizma olarak adlandirilan
bakteri, maya ve kiiflerin gelismesi i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir. Gida
giivenligi acisindan, bozulmaya neden olan saprofit mikroorganizmalar ile gida
zehirlenmesi veya enfeksiyona yol agan patojen mikroorganizmalarin kontrolii 6nem

tagimaktadir. Gidanin kalitesini olumsuz yonde etkileyen pek ¢ok etken olmasina



ragmen, mikroorganizmalarin yol a¢ti1 bozulmalar, gidalarda istenmeyen ve 6zellikle

insan sagligi agisindan risk olusturan en 6nemli bozulmalardandir (Ova, 2009).

Antimikrobiyal ajanlarin mikroorganizmalar iistiinde ¢esitli etki mekanizmalar1 vardir.
Bu maddeler mikroorganizmalarin genetik sistemini etkileyerek, hiicre ¢eperi ve
membraninda hasara yol acarak ya da enzimlerini inhibe ederek etki gdsterirler.
Antimikrobiyaller mikroorganizma tizerinde gosterdikleri etkiye gére de biyostatik ve
biyosidal olarak iki gruba ayrilirlar. Biyostatik maddeler mikroorganizmalarin gelisme
ve c¢ogalmasin1 durdururken, biyosidal maddeler ise mikroorganizmalar lizerinde
oldirticii etki gosterirler. Mikroorganizmanin cinsi, ortamin fizikokimyasal 6zellikleri,
gida maddesine uygulanan islemler gibi bir¢cok faktdr antimikrobiyal maddelerin

ozelligini etkilemektedir.

Glinlimiizde kullanimina izin verilen ve {stiinde calisilmaya devam edilen
antimikrobiyal maddeler ve genel kullanim alanlar1 Cizelge 2.1 de verilmistir.

Ayrica mikroorganizmalar, hizli evrimlesebilme 6zellikleri sayesinde etkin bir sekilde
ortama uyum saglayip antimikrobiyallere karsi direnc¢ gelistirebilmektedir. Son
yillarda Ozellikle antibiyotiklerin hem saglik, hem de tarim ve hayvancilik
uygulamalarinda yayginlasan kontrolsiiz kullanimi bu sorunu da beraberinde
getirmisgtir (WHO, 2017). Birgok kurum ve kurulus antibiyotik — antimikrobiyal
kullanimiyla ilgili halki ve ilgili kisi ve isletmeleri bilgilendirme c¢aligsmalari

diizenlemekte, konuyla ilgili rapor ve bildiriler yayinlamaktadir.

Antimikrobiyal diren¢ mikroorganizmalarin maruz kaldiklar1 antimikrobiyal
maddelere kars1 gosterdikleri savunma mekanizmasidir. Bunun sonucu, kullanilan
antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalar iistiinde etkisiz kalmakta; mikrobiyal
kaynakli hastaliklarin yayilmasi artis gostermektedir. Diinya saglik orgiitic (WHO),
antimikrobiyal direncini insan sagligini tehdit eden ii¢ 6nemli etkenden biri olarak

tanimlamaktadir (WHO, 2014).

Mikroorganizmalar zaman igerisinde dogal olarak antimikrobiyal direng
gosterebildikleri gibi; giiniimiizdeki problem 6zellikle antibiyotiklerin hatali veya asir
kullanimindan dolay1 bu siirecin oldukg¢a hizlanmis olmasidir. Insan ve hayvan saglhig
icin kullanilan antibiyotikler; antimikrobiyal direncin en 6nemli nedenleri arasinda

gosterilmektedir (Sahin, 2017).



Gilintimiizde pek ¢ok iilkede yasaklanmasina ragmen hayvan yemlerinde hayvanin et
miktarini arttirmak i¢in kullanilan antibiyotikler de sorunun dnemli bir ayagidir. Tarim

ve gida sektorii antimikrobiyal direncin olugmasi ve tasinmasinda belirgin bir pay

sahibidir.

Cizelge 2.1 : Gida sektoriinde kullanilan ve kullanilma potansiyeli arastirilan

antimikrobiyal maddeler

Antimikrobiyal Madde

Cesitleri

Etki (Kullanim alani)

Asitler ve tuzlari

Kiikurt dioksit ve siilfitler

Nitrat ve nitritler

Antibiyotikler-Bakteriyosinler *

Koruyucu gazlar

Diger antimikrobiyallere

Dogal kaynakl

antimikrobiyaller**

Sorbik asit
Potasyum sorbat
Benzoik asit
Sodyum benzoat
Siilfiir dioksit
Sodyum siilfit
Sodyum metabisiilfit

Potasyum siilfit

Potasyum nitrit
Sodyum nitrit
Sodyum nitrat
Potasyum nitrat
Nisin

Natamisin
Karbondioksit
Etilen

Propilen oksit
Dimetil karbonat
Heksamin

Bifenil

Mikrobiyal kaynakli
Hayvansal kaynakli
Bitkisel kaynakli

Mantar ve mayalara karsi
etkileri daha fazladir. Ve pH
degeri diisiik asidik gidalarda
kullanimi etkilidir.

Mikroorganizmalarin
konrolinde ve kararmalari
onlemek igin enzim
inhibitérii olarak kullanimi
yaygindir.

Islenmis et diriinlerinde
karakteristik kirmizi rengi
korumak ve  botulinum
riskini Onlemek amaciyla
kullanim1 yaygindir.

In vitro ortamda ve gidalar
istiinde c¢alismalar devam

etmektedir**

* Bakteriyosinler, mikroorganizmalarin {irettigi, bakteriler Ustiinde etkili olan dogal antibiyotik

maddelerdir. Diger antibiyotiklerin gida maddelerinde kullanimi yasaklanmistir (Liick & Martin, 1997).

Ancak hayvan saglig1 ve besicilikte antibiyotik maddelerin kullanim1 devam etmektedir.

** Dogal antimikrobiyaller, ilerleyen boliimlerde ayrintili olarak verilmistir.

Yapilan pek ¢ok arastirmada patojen mikroorganizmalar dahil olmak iizere bir¢ok

mikroorganizmada antimikrobiyal diren¢ gelistigi ortaya konulmaktadir. Gida

kaynakli bir¢ok patojen de antimikrobiyal direng sergilemektedir.
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S6z konusu patojenler arasinda ilk akla gelen mikroorganizmalar olarak Salmonella
spp. Campylobacter spp. Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes sayilmaktadir (EFSA & ECDC, 2018).

2.2 Dogal Antimikrobiyaller

Dogal antimikrobiyaller bitkilerin yaprak, ¢i¢ek, sap ve kabuk gibi dokulart ile ¢esitli
hayvansal dokulardan ve mikroorganizmalardan elde edilen; patojen
mikroorganizmalar iizerinde Oldiiriicii veya gelisimlerini inhibe edici (durdurucu)

etkileri olan ¢esitli kimyasal yapidaki bilesiklerdir.

Bitkisel ve hayvansal dokularda dogal olarak bulunan pek ¢ok antimikrobiyal ajan,
bitki ve hayvanlarin binlerce yillik evrimlesme siire¢lerinde ¢evrelerindeki zararlilara
kars1 gelistirdikleri savunma mekanizmasinin bir pargasidir. Bitkiler esas olarak
otcullara av olmaktan, bocek ve parazit istilalarindan korunmak i¢in gesitli fiziksel ve
kimyasal savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Sanchez-Sanchez & Morquecho-
Contreras, 2017). Bitkilerin kimyasal savunma mekanizmasi olarak {irettigi
terpenoidler, fenolik bilesikler gibi metabolitler; bugiin bitkisel dogal antimikrobiyal
ajan olarak kullanilan esansiyel yag ve bitki ekstraktlarinin da yapisini olusturmaktadir
(CAST, 1998).

Mikroorganizmalar bir yandan gida giivenligi i¢in 6nemli bir sorun kaynagiyken, bir
yandan da pek ¢ok mikroorganizma gida iiriinlerinin korunmasinda rol alir. Bitkilerde
oldugu gibi mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri sonucu tirettigi metabolitlerin
bir kismi da antimikrobiyal 6zellik gostermektedir. Bunlardan en bilineni antik
caglardan beri uygulanan fermantasyon islemi sonucu olusan metabolitlerdir.
Fermantasyon uygulamasinda kullanilan laktik asit bakterileri (LAB), laktik asit gibi
cesitli organik asitler ile bakteriyosin, hidrojen peroksit ve reuterin gibi antimikrobiyal
metabolitler Uretirler Bakteriyofaj adiyla anilan virlisler de son yillarda 6zellikle
antibiyotik direncine karsi arastirilan mikrobiyal antimikrobiyaller arasindadir

(Acharya ve dig., 2011).

Mikroorganizma ve bitkiler gibi baz1 hayvansal doku ve gidalarda da antimikrobiyal
ajanlar bulunmaktadir. Laktoferrin, lisozim, laktoperoksidaz bilesikleri siitlin
yapisinda dogal olarak bulunmakta ve antimikrobiyal 6zellik gostermektedir (Yilmaz

& Tosun, 2012). Yine lisozim, kistatin, avidin gibi protein yapidaki bazi bilesikler



yumurtanin yapisinda dogal olarak bulunan dogal antimikrobiyal bilesiklerdir (Guyot,
ve dig., 2013). Bu dogal olarak iiretilen antimikrobiyal bilesikler, bitkilerde oldugu
gibi oncelikle kendini muhafaza etmeye yonelik evrimsel mekanizmalardir. Yumurta
ve siitlin yapisinda bulunan peptid bilesikler ile kabuklu deniz hayvanlarindan elde
edilen kitosan en ¢ok bilinen hayvansal kaynakli antimikrobiyaller arasindadir.
Cizelge 2.2’de gida koruyucusu olarak kullanilma potansiyeli olan dogal

antimikrobiyaller verilmistir (Lawley, 2010)

Cizelge 2. 2 : Gida koruyucusu olarak kullanilma potansiyeli olan dogal
antimikrobiyaller

Antimikrobiyal 6zellik Mikrobiyal Hayvansal Kaynakh

gosteren bitkiler Kaynakh Antimikrobiyaller
Antimikrobiyaller

Feslegen Asidofilin Kitosan

Kakule Bulgarisin Defensin

Tar¢in Kolisin Laktoferrin

Karanfil Helvetisin Laktoperoksidaz

Kisnis Laktasin sistemi

Kimyon Natamisin Lisozim

Rezene Nisin Pleurosidin

Sarimsak Pediosin

Uziim Plantarisin

Yesilcay Reuterin

Mercankdsk

Nane

Hardal

Muskat

Sogan

Keklikotu

Biberiye

Adagay1

Kekik

Dogal antimikrobiyallerin tek baglarina oldugu gibi birlikte veya farkli yontemlerle bir
araya getirilerek kullanim1 da s6z konusudur. Antimikrobiyal ajanlarin eklenmesiyle
antimikrobiyal 06zellik kazanan yenilebilir bio-filmlerin olusturulmasi buna bir
ornektir. Antimikrobiyal filmler paketleme ve kaplamada kullanilabilmekte; tirliniin
raf Omriinii uzatmakta; kalitenin korunmasina yardimci olmaktadir. Caligmalarda
farkli kaynaktan gelen antimikrobiyallerin birlikte kullanimindan dogan sinerjist

etkilerinin var olup olmadigi aragtirilmaktadir (Rai & Chikindas, 2011).



2.3 Dogal Antimikrobiyallerin Gida Uriinlerinde Kullanimi

Gida iriinlerindeki bozulmalarin  biliyik bir kismi mikrobiyal kaynaklidir.
Mikroorganizmalarin kontrolii, hem islenmis son iiriinde hem de hasat oncesi ve
sonrast hammaddede yol agabilecekleri sorunlar nedeniyle gida sektoriinde biiytlik
Oonem arz etmektedir. Gida giivencesi ve giivenligi ac¢isindan bu mikroorganizmalarin

etkin bir gsekilde inhibe edilmesi gerekmektedir.

Isil islem, fermantasyon, kurutma, tuzlama gibi islemler geleneksel koruma ve
saklama yoOntemleri olarak ¢ok eski yillardan beri uygulanmaktadir. Ancak bu
yontemler degisen ilretim ve tikketim aligkanliklariyla birlikte her zaman yeterli
olmamus, yillar igerisinde gidayi isleme ve koruma yontemleri gelisip ¢esitlenmistir.
Temel bilimlerde yasanan gelismeler ve endiistriyellesme gidayla olan iliskimize de
yansimistir. Kimya bilimindeki ilerlemelerle yeni sentetik antimikrobiyal maddeler
kesfedilmistir (Davidson ve dig., 2001). Gida katki maddesi olarak pek ¢ok paketli
tirtiniin saklanmasinda kullanilmislardir. Son yillarda ise ¢evre ve saglik alanlarinda
artan tiiketici farkindaligiyla birlikte, sentetik katki maddelerinin gida iiriinlerinde
kullanimi ciddi bir tartisma konusu olmustur. Tiiketicinin saglikli, az islem gormiis,
besin degeri yiiksek gidaya yonelik talebi, gida sektoriiniin de bu yonde ilerlemesine
itici gli¢ olmustur. Colorado State Universitesi’'nden Profesor John N. Sofos bu konuya
daha 1998 yilinda soyle vurgu yapmaktadir: ’Sentetik gida katki maddelerinin olasi
toksikolojik problemlere yol agacagi yoniindeki tiiketici algisi, gida endiistrisinde de
dogal bilesiklerin kullanimina yonelik bir alaka olusturuyor. Ve dogal {iriinlere artan
talep, bu fiirlinlerde kullanilabilecek dogal antimikrobiyallerin gelistirilmesi ve

kullanimina olan ilgiyi arttiriyor™’

Dogal ve az islem gérmiis olan gida {iriinlerine artan talep, hem bilimsel ¢aligmalarda
artisa hem de sektérde donilisim adimlarinin atilmasmma neden olmustur. Son
donemlerde, dogal ve yenilenebilir kaynaklara yonelik ilgi ozellikle gida ve
biyomedikal alandaki uygulamalarda dogal antimikrobiyallerin kullanimini

arttirmistir (Nobile ve dig., 2012).

Az islem gormiis gidalar ve sebze sulari, siit ve siit iirtinleri, et {irlinleri, balik tirtinleri
ve tahil iriinleri gibi ¢ok cesitli gida gruplarinda dogal antimikrobiyal ajanlar
kullanilmakta veya kullanim potansiyelleri incelenmekte; uygulama yontemleri

aragtirtlmaktadir. Antimikrobiyal ajanlar dogrudan gida {riiniiniin igerigine



katilabilmekte, gida maddesi antimikrobiyal ajanla kaplanabilmekte veya inovatif
(akill) paketleme sistemlerinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Lucera ve dig.,

2012).

Taze meyve sebzeler; meyve ve sebze sulari, yemeye hazir salata gibi; islem gérmemis
veya az islem gdrmiis iiriinler gida sektdriinde biiyiiyen bir paya sahiptir. Ozellikle, az
islem gérmiis bu iirlinlerin korunmasi ve kalitelerinin gelistirilmesi gida giivenligi ve

tiikketici memnuniyeti ag¢isindan 6nem arz etmektedir.

Yapilan bir calismada elma suyunda ¢ogalmasi istenmeyen, fermantasyona yol agan
Saccharomyces bayanus mayasinin dogal antimikrobiyal ajanlar ve yiiksek basingli
homojenizasyon teknigi kullanilarak gelisiminin Onlenmesi arastirilmistir.
Antimikrobiyal olarak, firmalardan alinan D-limonen ve turunggil (greyfurt, portakal,
mandalina) ekstrakti kullanilan bu ¢alismada, homojenizasyon ve antimikrobiyal
ajanlarin ayr1 ayr1 ve kombine halde etkileri incelenip, tiiketici testi yapilmistir.
Homojenizasyon  uygulamasinin  baslangi¢  kontaminasyonunu  azalttigi,
antimikrobiyal ajanlarin ise maya gelismesini inhibe ettikleri goriilmiistiir. Tiiketici
testleri sonucunda ise turunggil ekstraktinin kullanimi uygulanabilir bulunmustur
(Bevilacqua ve dig., 2012). Sekil 2.1’de esansiyel yag ve ekstraktlarinin
antimikrobiyal ozellikleri oldugu bilinen turunggil familyasindan mandalinalar

gosterilmistir.

Sekil 2.1 : Esansiyel yag ve ekstraktlarinin antimikrobiyal 6zellikleri oldugu bilinen
turunggil familyasindan mandalinalar

Bir bagka calismada ise taze feslegen yapraklarindan elde edilen pastdrizasyon ve
asidifikasyon islemleri uygulanmayan pesto sosuna, nisin ve ksilotol ilavesinin
mikrobiyolojik stabilitiye katkis1 arastirilmistir. Ksilotol su aktivitesini azaltirken,

nisin ilavesi bazi patojen mikroorganizmalar iizerinde bakterisidal etki gostermistir.



Calismaya gore nisinin diisiik sicaklik, ortalama NaCl konsantrasyonu gibi engel
teknolojilerle birlikte uygulanmasi tirlintin raf dmriinii gelistirmesi yoniiyle umut vaat

etmektedir (Ulafic ve dig., 2013).

Taze ve az islem gérmiis iiriinlerde oldugu gibi et ve et iirlinlerinde de mikrobiyal
kaynakli bozulmalar1 6nlemek dnem arz etmektedir. Et, su aktivitesi ve zengin protein
icerigi sebebiyle mikrobiyal gelismeye oldukga elverigli bir tiriindiir. Bu nedenle etin
iireticiden tliketiciye ulasana kadar gecen siirede kalite ve giivenliginin saglanmasi igin
antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir. Gida ve saglik sektorii i¢cin dogal igerikler
ureten Naturex firmasi, et uriinlerinde Salmonella ve Listeria tiri bakterilerin
gelismesini  engelleyen ve ayni zamanda tadi olumsuz etkilemeyen dogal

antimikrobiyal ajanlar gelistirdiklerini agiklamislardir (Rousseau, 2017).

Et iirlinlerinde son donemlerde kullanimi yayginlasmaya baslayan bir diger dogal
antimikrobiyal tiriin de kereviz tozu ve kereviz suyudur (Bomgardner, 2017). Dogal
olarak nitrit i¢eren kereviz iirlinleri, et iirlinlerinde nitrit yerine uygulanmakta ve
antimikrobiyal 6zellik gostermektedir. FSIS (Food Safety and Inspection Service)
yonergeleri de nitritin dogal kaynagi olan kombinasyonlarin et iiriinlerinde
antimikrobiyal ajan olarak kullanimini giivenli ve uygun olarak nitelendirmektedir

(USDA, 2018).

Siit endiistrisine bakildiginda ise siit bazli yeni ve fonksiyonel igecekler en fazla
tilketilen fonksiyonel i¢ecek grubu olarak dikkat ¢ekmektedir. Bunlar; soya siitii
icecekleri, siitlii meyve sebze sulari, sivi yumurta bazli igecekler ile probiyotik
iceceklerdir. Bu igeceklerin gelistirilmesinde kullanilan baz1 bitkiler ve
mikroorganizmalar hem igecegin kalite ve duyusal 6zelliklerinin gelistirilmesine
katkida bulunurken hem de antimikrobiyal Ozellik gostererek gida giivenligini

saglamaktadir (Pérez ve dig., 2015).

Ayni grubun yayinladigi bir derlemede toz halindeki bebek mamalarinda Cronobacter
sakazakii’ nin 1s1l olmayan islemler yoluyla inaktivasyonu degerlendirilmistir.
Cronobacter sakazakii, erken dogan bebeklerde hayati risk olusturan enfeksiyonlara
yol acabilen firsat¢1 bir patojendir. Bu yilizden bebek mamalarinda varliginin
engellenmesi 6nem arz etmektedir. Derlemede hem yiiksek basing uygulamalari,
darbeli elektrik alan gibi yeni teknolojilere hem de nisin, laktik asit, laktoferrin,

bakteriyofajlar gibi cesitli antimikrobiyallere yer verilmistir.
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Bu uygulamalarin etki ve sonuglar1 6zetlenmistir. Antimikrobiyaller arasindan yiiksek
polifenol igerigiyle kakao tozunun bakteriyostatik etkisinin oldugu ve darbeli elektrik
alanla birlikte uygulanmasinin gelecek potansiyel pastorizasyon uygulamalari arasinda

olabilecegi vurgulanmistir (Pérez ve dig., 2016).

2.4 Bitkisel Antimikrobiyaller

Insanoglunun tarih boyunca hem gida hem de ilag kaynag olarak faydalandig1 bitkiler
kesfedilmeyi bekleyen farkli etki ve Ozellikleriyle giinlimiiz bilim diinyasinin
vazgecilmez aragtirma alanlarindan biridir. 19. yilizyilda bitkisel sekonder
metabolitlerin izole edilmesiyle bu konudaki bilimsel arastirmalar yeni bir boyut
kazanmigtir. Sekonder metabolitler; protein, karbonhidrat ve yag gibi temel
metabolitler disinda kalan bitki biiylimesinde dogrudan fonksiyonu bulunmayan
metabolik bilesiklerdir. Sekonder metabolitlerin gerek bitki yasami gerekse insan
yagami i¢in pek cok onemli iglevi oldugu yillardir yapilan arastirmalarla ortaya

cikmigtir (Crozier ve dig., 2007).

Bu bilesikler bazen bitkiyi avlanmaktan (mikroorganizmalar, bocekler, otcullar)
koruyan bir savunma mekanizmasidirlar. Ya da bitkiye karakteristik rengini, kokusunu
ve tadin1 veren kimyasallardir. Bitkilerin trettigi bu kimyasal bilesikler bitkinin
gelisme ve hayatta kalma evrelerinin yani sira ireme siireglerine de katkida bulunurlar.
Uretilen fitokimyasal koku ve renk bilesikleri, bitkilerin tozlagmasina ve tohumlarini
yaymasina yardimci olan bocek, kus, kelebek gibi polinatdr hayvanlari bitkiye ¢eken
cazibe unsurlaridir (Wink, 2003).

Bitki ve polinatorii arasindaki iligkilerin incelendigi son arastirmalarda ise
fitokimyasallar1 igeren nektarin hem bitkinin kendisi hem tozlastirici hayvan i¢in
faydalarinin oldugu goriilmiistiir. Nektardaki fitokimyasallar belirli tiirdeki bir bocek
icin 0zellesmekte; nektar diger tiirlerin istila ve hirsizligindan korunmaktadir. Ayrica
bu fitokimyasal bilesiklerin polinatdr canlilardaki hastalik oranmi azalttig:

belirtilmistir (Stevenson ve dig., 2017).

19. ve 20. ylizyillarda bu konuda ivme kazanan bilimsel caligmalar sayesinde,
bitkilerin kendi yasam dongiileri i¢in bu denli dnemli olan sekonder metabolitlerin
(fitokimyasallar); dogadan bagimsiz diisiinemeyecegimiz insanoglu i¢in de oldukga

degerli oldugu anlasilmistir. Halk arasinda yillardir kullanilan veya daha 6nce zehirli
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olarak bilinen bitkilerin pek ¢ok farkli 6zelligi kesfedilmistir (Mat, 2010). Ozellikle
farmasoétik endiistrisi yeni ilaglarin gelistirilmesi siirecinde bitki fitokimyasallarinin
tibbi ozelliklerini arastirmig ve ilag iiretiminde (antikanser, antibiyotik vb.) bu

ozelliklerden faydalanmustir (Firn, 2010)

Bitkilere antimikrobiyal 6zelliklerini kazandiran da iste bu sekonder metabolit olarak
adlandirilan ¢esitli fitokimyasallardir. Bitkilerde antimikrobiyal islev gdsteren major
fitokimyasal gruplar; fenolik bilesikler, terpenoidler, esansiyel yaglar ve alkaloidlerdir

(Cowan, 1999).

Giliniimiizde bitkilerden elde edilen antimikrobiyal bilesikler ¢ok cesitli alanlarda
kullanilmaktadir. Sadece gida sektorii degil mikrobiyal kontaminasyonun sorun teskil
ettigi pek cok sektor antimikrobiyal bilesiklerden faydalanma yollar1 aramakta;
tiniversiteler ve bilim insanlar1 bu konularda ¢alismalar yapmaktadir. Queensland
tiniversitesinden antibiyotik direnci {lizerine ¢alisan bir grup arastirmaci ¢oziimiin
bitkisel sekonder metabolitlerde bulunduguna isaret etmektedir. Halihazirda bilinen 12
000 alkaloid, 8000 fenolik bilesik ve 25 000 terpenoid olmasi; sekonder metabolitlerin
bu muhtesem ¢esitliligi ve denenen yeni yontemler umut vaat etmektedir (Bazaka ve

dig., 2017).

Yapilan bir ¢alismada ise Hibiskus bitkisinden elde edilen ekstraktlarin idrar yolu
enfeksiyonlar1 lizerindeki etkisi incelenmistir. 40 kisi lizerinde yapilan incelemede
hibiskus ekstraktinin enfeksiyonu %89 oraninda azalttigi gozlenmistir. Tel Aviv
tiniversitesi tip fakiiltesinden profesor Itzhak Ofek ise benzer sekilde yaban mersini

meyvesinin idrar yolu enfeksiyonlariyla savastigina isaret etmektedir (Obu, 2017).

Tibbi alandaki kullanimlari uzun yillardir kullanilan ve arastirilan bitkilerin
antimikrobiyal 6zelliklerinin kesfedilmeye baglanmasiyla gida iiretimi alaninda sadece

hammadde olarak degil koruyucu olarak da uygulanabilecegi anlagilmistir.
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Cizelge 2.3 : Baz1 baharat, sifali ot ve bitkilerin in vitro antimikrobiyal etkileri

Genel Bilimsel Kullanilan ~ Sinif Aktivite Referans
Isim isim kisim
Ceviz Juglans Yesil dis Kloroform Antifungal (Wianowska
regia kabugu ekstrakti ve dig.,
2016)
Pancar Beta Kokii Etanol ekstrakti  Salmonella (Veli¢anski
vulgaris typhymurium, ve dig.,
Staphylococcus 2011)
aureus266,
Bacillus cereus
Zerdegal Curcuma Saplarindan  Ekstrakt Staphylococcus (llangovan
longa elde edilen aureus, Escherichia  ve dig,,
seliiloz coli 2018)
lifleri
Kekik Thymus Cigek ve Sulu Staphylococcus (Martins ve
vulgaris yapraklari ekstraktlar epidermidis, dig., 2015)
Escherichia coli, P.
vulgaris, P.
aeruginosa
Yabani Armeniaca Kayist Esansiyel yag Antifungal (Geng ve
Kayisi sibirica cekirdegi Alternaria alternata; dig., 2016)
(ac1 badem) Alternaria solani;
Botryitis cinerea
Anjelika Angelica Koki Etanol ekstrakt1  Staphylococcus (Canli ve
sylvestris aureus, dig., 2016)
Staphylococcus
epidermidis, Listeria
monocytogenes,
Enterococcus
faecium
Menengic Pistacia Yaprak ve Esansiyel yag Staphylococcus (Pulaj ve
terebinthus meyveleri aureus dig., 2016)
Enginar Cynara Yapraklari Etanol ekstrakt1  Listeria innocua, (Emanuel
scolymus Bacillus cereus, ve dig.,
Escherichia coli 2011)

2.5 Antimikrobiyal Maddelerin Eldesi

Bitkilerden antimikrobiyal maddelerin eldesinde ekstraksiyon, distilasyon, presleme

yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler gecmisten bu yana kullanilmakla birlikte;

zaman i¢inde gelistirilerek glinlimiizde modern tekniklerle harmanlanmistir.

Ekstraksiyon; siv1 ya da kat1 bir karisimdaki istenilen bir ya da daha fazla bilesigin

cesitli yontemler kullanilarak ayrilmasi islemidir. Fitokimyasallarin bitkilerin yaprak,

cicek, sap ve kok gibi kisimlarindan ayrilip saf bir sekilde elde edilebilmesi i¢in de

ekstraksiyon isleminden faydalanilir. Biitiin ekstraksiyon yontemlerinin esas amaci

coOziilebilir bitki metabolitlerini uygun ¢o6ziicii yardimiyla ¢6zlinemeyen posa

kismindan ayirmaktir.
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Maserasyon, infiizyon, dekoksiyon gibi yontemler; bitkilerden fitokimyasallar
ayirmanin bilinen en basit ve geleneksel uygulamalaridir. Bitkisel ¢caylarin hazirlanma

stireci bu uygulamalara birer 6rnektir (Baydar, 2005).

Antik caglardan beri uygulanmakta olan bir diger yontem ise distilasyondur
(Kubeczka, 2015). Distilasyon bir karisimda bulunan bilesiklerin sicaklik yardimiyla
buharlastirilip yogunlastirilarak ayrilmasi islemidir. Distilasyondaki temel nokta
buharlasan siviyr hizli bir sekilde sogutarak yogunlastirmaktir. Farkli sekilde
tasarlanmis diizeneklerle kaynama noktas1 farkli olan sivi-sivi karigimlar veya bir
katinin i¢indeki ugucu bilesikleri yogunluk farkindan yararlanarak ayirmak

miimkiindiir (UCLA, 2017).

Distilasyon 1s1 yardimiyla buharlastirilan sivinin  havaya karismadan tekrar
yogunlastirilarak sivi haline doniistiiriilmektedir. (Baydar, 2005). Distilasyon yontemi
asirlardir bitkilerden ugucu (esansiyel yaglar) ayirmak i¢in de yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Esansiyel yaglar gibi; hidrosoller de distilasyon yontemiyle
elde edilir. Bulunan aparatlar ve yazili eserler distilasyonun milat éncesi ¢aglardan
beri Antik Yunan, Eski Misir ve Roma uygarliklarinda bitkilerin sifa ve koku gibi
ozelliklerinden faydalanilmak icin uygulandigini  gostermektedir.  Giiniimiiz
distilasyonunun kokleri ise, 11. yiizyilda Ibn-i Sina’ nin sarmal sogutma borusunu
(coiled cooling pipe) bulmasi ve buhar distilasyonunu tanimlamasina kadar
dayanmaktadir. 16. ylizyihin iinli simyacist ve hekimi sayilan Paracelsus ise bir
kitabinda distilasyonun bitkilerin i¢indeki en ¢ok istenen 6zii (esans) agiga ¢ikardigini
savunuyordu. Bugiin de kullanilmakta olan esansiyel yag kavrami bu kullanimdan

kaynaklanmaktadir (Kubeczka, 2015).

Gilinlimiizde uygulanmakta olan distilasyon yontemleri 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlar
su distilasyonu, buhar distilasyonu ve buhar-su distilasyonudur. Su distilasyonu
kaynamaya dayanikli olan kurutulmus bitkisel 6rneklerin distilasyonunda kullanilir.
Esansiyel yag1 veyahut hidrosolii elde edilmek istenen bitki materyalleri suyla birlikte
kaynatilarak esansin buharlasan suyla birlikte tasinmasi saglanir. Geleneksel olarak
distilasyon ekipmani olarak kullanilan imbikler ve laboratuar tipi Clevenger aparati bu
su distilasyonunun esaslarina gore ¢alismaktadir. Buhar distilasyonu ise daha ¢ok ¢ok
taze bitkisel materyalin damitilmasinda kullanilmaktadir. Bu yontemde bitki dogrudan

su ile degil; sicak su buhariyla temas halindedir. Su ve buhar distilasyonu ise bu iki
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yontemin kombine edilmis halidir. I¢erisinde su bulunan bitkisel materyale dogrudan

buhar verilerek kaynama ve distilasyon siiresi kisalmis olur. (Baydar, 2005)

Distilasyon yontemleri ¢oziicii olarak suyun kullanildig1 geleneksel yontemlerdir. Su
yerine metanol, etanol, hekzan gibi farkli organik ¢6ziiciilerin kullanildig1 yontem ise
giinimiizde de kullanilmakta olan solvent ekstraksiyon yontemidir. Uygun ¢oziicii
maddelerin kullanilarak istenilen bilesiklerin ayrilmasi islemi genel olarak solvent
(¢Oziicii) ekstraksiyon olarak adlandirilir. Bu yontemde de temel amag aymidir: Bitki
materyalinin i¢indeki ¢6ziinebilir fitokimyasal bilesiklerin ¢oziicii i¢inde ¢oziinerek,
bitkinin posa kismindan ayrigtirilmasi. Elde edilmek istenen maddenin ¢oziiniirlitk
ozelligine gore ¢oziicl secilir. Geleneksel bir yontem olarak kabul edilen solvent
ekstraksiyonu giinlimiizde modern tekniklerle kombine edilerek, mikrodalga, ultrases,
yilksek basing destekli ekstraksiyon gibi modern ekstraksiyon yoOntemleri

gelistirilmistir (Azmir ve dig., 2013).

Sikma (presleme), sivilagtirillmis gaz ekstraksiyonu (siiper kritik ekstraksiyon),
hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu bitki ve gidalardan istenilen bilesenlerin analiz ve
izolasyonu icin kullanilan diger modern ekstraksiyon yontemlerindendir. Kullanilan
bu yeni teknolojiler arasindaki temel benzerlik ekstraksiyon hizini arttiran ytliksek

sicaklik ve yiiksek basinglarla ¢alisma olanagi sunmalaridir (Biyiiktuncel, 2012)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

Tez ¢alismasinda Escherichia coli ATTC 25922, Staphylococcus aureus ATTC 25923
bakterileri ile Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans ATCC 36802,
Candida krusei KUEN 1001 ve Candida krusei 6258 mayalari kullanilmistir. Candida
suslart Marmara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi dgretim iiyesi Prof. Dr. Umran

Soyogul Giirer’den temin edilmistir.

3.1.2 Ekstrakt ve hidrosol elde etmek icin kullanilan bitkiler

Ekstrakt ve hidrosol elde etmek i¢in kullanilan kereviz sap ve yapraklar1 Ferikdy
organik pazarindan temin edilmistir. Kereviz saplari1 pazarda satilmayip kenara ayrilan
bitki atiklarindan toplanmistir. Ceviz ekstraktlar1 i¢inse Silivri, Gazitepe
mahallesindeki ceviz bahgesinden hasat sirasinda atik olarak ¢ikan yesil dis ceviz

kabuklar1 toplanip dondurularak saklanmaistir.

3.1.3 Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Calismada, bakterilerin gelistirilmesi ve analizler Tryptic Soy Agar (TSA, MERCK
No: 1.05458) ve Tryptic Soy Broth (TSB, MERCK No: 1.05459) besiyerleri
kullanilmigtir. Mayalar i¢in kullanilan Sabouraud Dextrose Agar (SDA) besiyeri ise,

e Pepton (MERCK No: 1.07214); 10,0 g/L
e D(+) glukoz monohidrat (MERCK No: 1.08342); 20,0 g/L
e Agar-agar (MERCK No: 1.01613); 17,0 g/L

ve saf su kullanilarak laboratuvarda hazirlanmistir (Sigma- Aldrich). Besiyerleri,
121 °C’de 15 dakika boyunca otoklavda sterilize edilerek kullanima hazir hale

getirilmistir.
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Kullanilacak ekstraktlarin hazirlanmasinda ve konsantrasyonlarinin ayarlanmasinda
%10’luk di-metil siilfoksit (DMSO) ¢6zeltisi kullanilmistir. Ekstraksiyon isleminde
metanol (MERCK No: 1.06007) kullanilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Bitki orneklerinin hazirlanmasi

Bitkiler once kir ve topragindan temizlenmek amaciyla iyice yikanmaistir. Yikandiktan
sonra filtre kagitlarin {istiine serilen bitkiler, suyu akana kadar bekletilip; taze halde
buzdolabi posetlerine koyularak -20°C’deki buzdolabinda dondurularak saklanmuistir.
Dondurulmus bitkiler 6giitiiciide sivi azotla birlikte oOgiitiilerek petri kaplarina
konulmus ve dondurulmus halde dondurarak kurutucu (CHRIST, 1-2 LDplus) da
kurutulmustur. Dondurarak kurutma tiriinde buz halinde bulunan suyun, basing altinda
ve disiik sicakliklarda dogrudan buharlastirilmasini saglar. Bu yontem, 1s1l
uygulamalardan kaynakli bilesen kayiplarini ve oksidatif bozulmay1 onlemektedir
(Adams ve dig., 2015). Bu yiizden antioksidan, antimikrobiyal aktivite gibi bitki
fitokimyasallarindan kaynaklanan 0Ozelliklerin incelendigi c¢alismalarda; kurutma

yontemi olarak uygulanabilecek etkili bir yontemdir.

Ogiitiiliip kurutulmus haldeki ceviz ve kerevizler cam kavanozlara doldurularak hava

ve 151k almayacak sekilde buzdolabinda saklanmastir.

3.2.2 Bitkisel antimikrobiyal madde eldesi

Ceviz ve kereviz Orneklerinden antimikrobiyal madde eldesi amaciyla solvent

ekstraksiyonu ve hidrodistilasyon yontemleri kullanilmigtir.

3.2.2.1 Solvent ekstraksiyonu

Solvent ekstraksiyon islemi; ultrasound teknigiyle birlestirilerek literatiirdeki
uygulamalarin modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir (Toma ve dig., 2001). Solvent
ekstraksiyonu i¢in metanol, metanol-su (50:50, v/v) ¢oziicli olarak kullanilmistir.
Ekstraksiyon i¢in kereviz ve ceviz 1:20 oraninda ekstraksiyon solventi ile karistirilmis
ve ultrasonik banyoda (VWR Ultrasonic Cleaner; USC 900 TH) 1 saat ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon sonunda kati maddeleri ¢oktiirmek i¢in 3500 rpm’de 15 dk
santrifiij (Hettich Universal 32R) islemi uygulanmistir. Santrifiij sonunda st faz

siringa ucu filtreden (CHROMAFIL, 0.45 pm) gegirilmistir. Elde edilen ekstrakt doner
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buharlastiricida (BUCHI Rotavapor R Il) vakum altinda 40-45°C’de ¢oziicii
buharlasana kadar isleme tabi tutulur. Suyun uzaklagtirilmasi i¢in metanol-su
ekstraktlar1 doner buharlastirictdan sonra dondurarak kurutma islemine tabii

tutulmustur.

Uygulanan ekstraksiyon islemleri sonucunda; kereviz-metanol (K-M), kereviz-
metanol/su (K-MS), ceviz-metanol (C-M) ve ceviz-metanol/su (C-MS) ekstraktlar1
elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlar -18 °C’de 151k almayan ortamda, analiz

edilinceye kadar saklanmistir.

3.2.2.2 Hidrodistilasyon

Hidrosolleri elde etmek icin hidrodistilasyon yonteminden faydalanilmistir. Onceden
hazirlanmis ve saf su ile yikanmis olan taze kereviz sap ve yapraklari kiigiik parcalara
ayrilarak 100’er gr tartilmistir. Tartilan kereviz sap ve yapraklar1 300 ml su eklenerek
Clevenger diizeneginde hidrodistilasyona tabi tutulmustur. Distilasyon 100-120°C’de

3 saat boyunca devam etmistir.

Kereviz sap ve yapraklari (K-H1) ve sadece kereviz saplarimin (K-H2) kullanildig iki
farkli hidrosol hazirlanmistir. Hidrosoller koyu renkli siselerde toplanarak +4°C’de

buzdolabinda saklanmuistir.

Ceviz kabuklart i¢in de ayni islem uygulanmistir. Ceviz kabuklarindan elde edilen
hidrosol (C-H) de koyu renkli siselerde toplanarak +4°C’de buzdolabinda muhafaza

edilmistir.
3.2.3 Antimikrobiyal etkinin incelenmesi

3.2.3.1 Mikroorganizma Kkiiltiirlerinin hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirleri, TSA besiyeri kullanilarak hazirlanan yatik agarda ¢ogaltilmis ve
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda E. coli, S. aureus’un
bakteri konsantrasyonlar1 disk difiizyon yoéntemi i¢in (5x10° kob/mL), mikrodiliisyon
yontemi iginse 0,5 McFarland’a (108 kob/mL) ayarlanarak kullanilmustir.

Konsantrasyonlarin ayarlanmasin sterilize edilmis TSB siv1 besiyerleri kullanilmistir.
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Maya Kkiiltiirleri ise SDA besiyeri kullanilarak hazirlanan yatik agar tiiplerinde
cogaltilmis ve 28°C’de 36-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Bakteri kiiltiirlerinde
oldugu gibi mayalarin konsantrasyonlart da disk difiizyon yontemi igin 5x10°,
mikrodiliisyon yontemi icinse 0,5 McFarland’a (108 kob/mL) ayarlanmistir. Mayalarin

konsantrasyonunu ayarlamak igin sterilize SDB s1vi1 besiyerleri kullanilmistir.

3.2.3.2 Disk difiizyon yontemi

Ekstraktlarin ve hidrosollerin %10’ luk DMSO’daki ¢6zeltilerinin antimikrobiyal etkisi
disk difiizyon yontemiyle incelenmistir. Elde edilen ceviz ve kereviz ekstraklarinin
konsantrasyonu %10’luk DMSO’da ¢oziilerek Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi

ayarlanmistir.

Cizelge 3.1 : Ceviz ve kereviz ekstraktlarinin konsantrasyonlari

K-M K-MS C-M C-MS

Konsantrasyon 10 mg/mL 50 mg/mL 10 mg/mL 50mg/mL
(mg/mL)

Ekstrakt ve hidrosollerin bakteri ve maya suslari iizerine antimikrobiyal etkisi disk

difiizyon yontemi ile test edilmistir (Bauer ve dig., 1959).

Konsantrasyonu ayarlanmis olan bakteri kiiltlirlerinden TSA besiyeri lizerine; maya
kiiltiirlerinden ise SDA besiyeri lizerine 100 pL eklenerek yayma plak yontemiyle
ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan sonra 6 mm c¢apindaki sterilize edilmis kagit diskler
besiyeri tlizerine yerlestirilmistir. Test edilecek ekstrakt ve hidrosollerden mikro pipet
yardimiyla 15 pL alinarak besiyeri tizerine yerlestirilen kagit disklere (6 mm ¢apli)
emdirilmistir. 2 paralel ve 1 negatif kontrol grubuyla ¢alisilmistir. Negatif kontrol

grubu, sadece % 10’luk DMSO ¢d6zeltisi emdirilmis disk gruplaridir.

Bakteri igeren petriler 37 °C’de 24 saat; maya igeren petriler ise 28 C’de 36-48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda etki zonu olusup olusmadig1 gézlemlenmis;

olusan zonlarin etki ¢ap1 Sl¢iilmiistiir.

3.2.3.3 Mikrodiliisyon yontemi

Ekstrakt ve hidrosollerin antimikrobiyal etkileri ikinci bir yontem olarak bakteri ve
mayalara kars1 broth mikrodiliisyon yontemi ile de test edilmistir. Mikrodiliisyon

yonteminde 96 kuyucuklu plaklarin her birine 95 pL bakteriler icin TSB besiyeri,
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mayalar iginse SDB besiyeri konmus, tzerlerine 5 upL 0,5 McFarland
konsantrasyonunda E. coli ve S. aureus bakterileri veya Candida albicans ve Candida
krusei mayalari ilgili kuyucuklara ayr1 ayr1 ekilmistir. Son olarak kuyucuklara 100 pL
kereviz ve cevizin metanol, metanol: su ekstraktlari ile kereviz sap ve yapraklarinin
hidrosolleri eklenmistir. Toplam olarak her bir kuyucukta 200 pL karigim (s1v1 besiyeri
+ bakteri/maya + ekstrakt/ hidrosol) bulunmaktadir. 96 kuyucuklu plaklar 37°C’de 24

saat inkiibe edilmistir.

Negatif kontrol grubu olarak 100 uL ekstrakt ¢6zeltisi ve hidrosol ile 100 pL sivi4
besiyeri karigimi kullanilirken; pozitif kontrol grubu olaraksa 195 puL sivi besiyeri ve
5 uL inokiiliim karigimi kullanilmistir. Calisma her mikroorganizma ve her ekstrakt

ile hidrosoller i¢in 3 paralel halinde gergeklestirilmistir.

Bakteri ve maya gelisimleri, ilgili kuyucuklardaki yogunlugun optik olarak
belirlenmesiyle degerlendirilmistir. Bakteri ve mayalarin optik yogunlugu 630 nm de,
mikro plak okuyucu (Synergy HT, BioTek Instruments, Inc., Vermont, ABD)
kullanilarak  belirlenmistir. Olgiimler 48 saat siiresince belirli araliklarla
tekrarlanmigtir, bu siire boyunca mikroorganizmalarin pozitif kontrollerinin ve
ekstrakt ¢ozeltisi ile hidrosol eklenmis kuyucuklardaki mikroorganizma gelisimi optik
yogunluk degisimiyle gozlenmistir. Test edilen ekstraktlarin etkisi ornek igceren
kuyucuklardaki absorbanslarin negatif kontrolden farki alinarak degerlendirilmistir.

Elde edilen fark <0,001 ise “gelisme yok” olarak degerlendirilmistir.
3.2.4 Istatistiksel analiz

Ekstrakt ve hidrosollerin mikroorganizma gelismesi iizerine etkisi 0=0,05 6nem diizeyinde
tek yollu ANOVA ile aragtirlmistir. Ortalamalarin karsilastirilmasinda Duncan ¢oklu
aralik testi kullamlmistir. Istatistiklerin olusturulmasinda SPSS (IBM SPSS STATICS 20)

programi kullanilmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Bitkisel Antimikrobiyal Maddelerin Eldesi

Calismada bitkisel antimikrobiyal madde eldesi amaciyla kereviz ve ceviz atiklari
kullanilmistir. Hammaddeler kurutulduktan sonra metanol ve metanol:su (50:50, v/v)
ile ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonunda elde edilen {iriin miktarlar1 sirasiyla
ceviz i¢in 188 mg ekstrakt/ g kuru madde, kereviz iginse 178 mg ekstrakt/ g kuru
madde olarak hesaplanmigtir. Kuru maddeden metanol solventi kullanilarak

ekstraksiyon eldesinde verim yaklasik %18 dir.

4.2 Disk Difiizyon Yontemiyle Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Elde edilen ekstraktlarin ve hidrosollerin test edilen bakteri ve mayalara kars
antimikrobiyal etkisi disk difiizyon yontemi ile incelenmistir. Inkiibasyon sonunda
ceviz ekstraktlarinin S. aureus’a karsi diisilk de olsa antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de elde edilen ekstraktlarin ve
hidrosollerin E. coli, S. aureus, Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans
ATCC 36802, Candida krusei KUEN 1001 ve Candida krusei ATCC 6258 iizerine

antimikrobiyal etkisi var (+), yok (-) olarak gosterilmistir

Disk difiizyon yontemi kullanilarak gergeklestirilen antimikrobiyal testte, cevizin
metanol ve metanol-su karigimi kullanilarak hazirlanan ekstraktlarinin her ikisinin de
E. coli ve S. aureus bakterileri {izerinde etkili oldugu gézlenmistir. Olusan inhibisyon
zonlarmin genisliginin 24 saat ve 48 saat inkiibasyon siireleri sonunda farklilastig
belirlenmis; etkiler var yok seklinde Cizelge 4.1’ de verilmistir. Kerevizin sadece
metanol-su ekstraktinin bakteriler lizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Hidrosoller ise

her iki bakteri iistiinde etki gostermemistir.

Ferndndez-Agulld ve arkadaglariin yaptigi calismada da ceviz dig kabugunun
antimikrobiyal ve antioksidan etkileri oldugu ortaya konmustur. Ancak bu c¢alismada
cevizin S. aureus gibi gr(+) bakterilere karsi etkili oldugu belirlenirken; E. coli gibi
gr(-) bakterilere kars1 ise etki gostermedigi belirtilmistir (Fernandez ve dig., 2013).

Yapilan bir diger calisma ise cevizin etanol ekstraktlarinin E. coli bakterisine kars1 da
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etkili oldugunu ve disk difiizyon yontemi ile inhbisyon zonlarinin olusumunun

gozlendigini ortaya koymaktadir (Sharma ve dig., 2013).

Cizelge 4.1 : Ekstraktlarin ve hidrosollerin E. coli ve S. aureus iizerine etkisi.

Ekstrakt kodu S. aureus E.coli
K-M - -
K-MS + +
C-M ++ ++
C-MS + +
K-H1 - -
C-H - -

+: Antimikrobiyal etki var
- Antimikrobiyal etki yok

Cizelge 4.2 : Ekstraktlarin ve hidrosollerin Candida spp iizerine etkisi.

Ekstrakt kodu C. albicans C. krusei

ATCC ATCC KUEN ATCC

10231 36802 1001 6258
K-M - - - +
K-MS - + - +
C-M - - - ++
C-MS + - + +
K-H1 - - - .
C-H - - - -

+: Antimikrobiyal etki var
-: Antimikrobiyal etki yok.

Disk difiizyon yontemi kullanilarak uygulanan antimikrobiyal testin sonuglar1 Cizelge
4.2’ de verildigi gibidir. Buna gore ceviz ve kereviz ekstraktlarinin en yogun etki

gosterdigi mikroorganizma Candida krusei ATCC 6258 olmustur. Kerevizin sadece
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su-metanol karisimi ile hazirlanmis ekstraktinin etkili oldugu gézlenmistir. Hidrosol
orneklerine bakildiginda ise C. albicans ve C. krusei mayalari {izerinde herhengi bir

antifungal etkisi disk difiizyon y6temi ile belirlenememistir.

C. albicans ozellikle kandidiyazis hastaligindaki rolii ile bilinmesine ragmen C. krusei
mayasinin hastalik etkeni olarak Onemi son donemlerde yapilan c¢aligmalarla
anlagilmistir. C. krusei bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda ya da kanser
hastalarindaki enfeksiyon vakalarinda 6nem tasimaktadir (Yadav, Bezawada, Yan, &
Tyagi, 2012).

4.3 Mikrodiliisyon Yontemiyle Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Disk diflizyon yontemiyle kati besiyerinde gerceklestirilen caligmalarda
mikroorganizmalara kars1 diisiik seviyede antimikrobiyal etki belirlendiginden
calismanin devami s1vi besiyerinde gergeklestirilmistir. Literatiirde de broth diliisyon
yontemiyle antimikrobiyal aktivitenin daha etkili ve dogru bir sekilde belirlendigi

ifade edilmektedir (Balouiri ve dig, 2016; Yaakoubi ve dig, 2009)

Cizelge 4.3 Hidrosol ve ekstraktlarin farkli zaman araliklarinda Staphylococcus
aureus bakterisine kars1 gosterdigi etki.

Ekstrakt ve Zaman

hidrosol kodu 15sa 3sa 6 sa 9sa 21 sa 24 sa 48 sa

PKA 0,063 0071 0266 0627 0650 0658 1,098
KMSS = - - - 0013 0032 0618
CcMSPe - . - 0122 0176 0199 0,220
KMR - - 0115 0450 0558 0588 1,261
CME - 0006 0007 0020 0040 0020 0,001
K120 0024 0011 0114 0268 0380 0416 0,793
KH22 0,006 0006 003 0297 0532 0548 1113
CHC - - - 0048 0164 0157 0,161

a, b, ¢: Aymi harfe sahip 6rnekler arasinda 24.saatteki inkiibasyon bulgularina gore istatistiksel olarak
bir fark yoktur (p > 0,05)
1. Gelisme yok.
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Sekil 4.1 : Ekstrakt ve hidrosollerin S. aureus ATCC 25923 susu lizerine etkisi

Hidrosol ve ekstraktlarin farkli zaman araliklarinda Staphylococcus aureus bakterisine
kars1 gosterdigi etki Cizelge 4.3 ve Sekil 4.1° de verilmistir. Cizelgede ayrica

sonuclarin istatistiksel analiz sonuclar1 da gosterilmistir.

Mikrodiliisyon yonteminde de disk difiizyona benzer olarak, S. aureus bakterisi
tizerinde yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip O6rneklerin ceviz ekstraktlari ve ceviz
hidrosolii oldugu belirlenmistir. Cevizin metanol ekstraktinin S. aureus gelisimini
durdurdugu goriilmistiir. Kereviz ekstraktlar1 arasinda ise, kerevizin metanol-su
ekstrakti ilk 24 saat siiresince etkili olurken, sonrasinda bu etki gozlenmemis;
mikrobiyal gelisim devam etmistir. Kerevizin metanollii ekstrakti ve hidrosolleri

mikroorganizma geligimi lizerine antimikrobiyal bir etkisi belirlenmemistir.

Portetkizli arastirmacilarin yaptigi bir calismada okaliptiis, ceviz ve rezene
ekstraktlarinin, siit endiistrisinde mastitise yol acan 6nemli bir patojen olan S. aureus
bakterisi lizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Bitkisel 6rneklerin
metanol — su ekstraktlarinin kullanildigi bu g¢alismada da ceviz ekstraktlarinin

antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Gomes ve dig., 2018)

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2°de ise ekstrakt ve hidrosollerin E.coli bakterisi tizerindeki

etkisi gosterilmis.
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Cizelge 4.4 : Hidrosol ve ekstraktlarin farkli zaman araliklarinda ise Escherichia coli
ATTC 25922 bakterisine kars1 gosterdigi etki.

Ekstrakt ve Zaman

hidrosol kodu 1,5sa 3sa 6 sa 9sa 21sa 24sa 48sa
PK? 0,069 0080 0605 1466 1,784 1,798 1,708
KMs! 2 ; - 0056 1,228 1,171 1,001
CMs® - - - 0,001 0,141 0,133 0,324
KM® - - 0434 1317 1,329 1,311 0,879
cMm® ; ; - - 0,070 0,042 0,064
KH1P° - - 0326 1,359 1,370 1,368 1,133
KH2P - - 0,086 1,321 1,473 1,470 17274
CHPC - - 0,001 0,038 1,408 1420 1,395

a, b, ¢, d, e Aynm1 harf/harf grubuna sahip 6rnekler arasinda 24.saatteki inkiibasyon bulgularina gore

istatistiksel olarak bir fark yoktur (p > 0,05)

! Gelisme yok.

Optik yogunluk (abs)
e e e . sl e el
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Sekil 4.2 : Ekstrakt ve hidrosollerin E.coli ATCC 25922 susu iizerine etkisi

Ceviz ekstraktlarinin S.aureus {izerinde oldugu gibi E.coli nin gelisiminin

durdurulmasi-yavaslatilmasi

tizerinde de oldukca etkili oldugu belirlenmistir.

Bununla birlikte ceviz ekstraktlar1 ve hidrosoli ile kerevizin metanol-su ekstraktinin

mikroorganizmanin lag fazini uzattig1 optik yogunluk grafiginden goriilmektedir.
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24 saatten sonra pozitif kontrol de dahil olmak tizere optik yogunlukta genel bir azalma
egilimi gozlenmistir. E. coli 24 saat sonunda duragan fazina gegtigi diistiniilmektedir.
Ayrica ortamin asitliginin artmasi da bu egilimin olusmasinda etkili olabilcegi

diistiniilen etkenlerden birisidir.

Asagida Cizelge 4.5’te hidrosol ve ekstraktlarin Candida albicans ATCC 10231
susuna kars1 etkisi verilmektedir. Verilen sayisal degerler belirli saat sonunda okunan
optik degerlerdir. Mikrobiyal gelisme devam ettikce optik degerler de artis

gostermektedir.

Cizelge 4.5 : Hidrosol ve ekstraktlarin farkli zaman araliklarinda ise Candida
albicans ATCC 10231 mayasina kars1 gosterdigi etki.

Ekstrakt ve Zaman
hidrosaligedu 15sa 3sa 6 sa 9sa 21sa 24sa 48sa

PK? 0,049 0,049 0099 0,326 1,443 1,490 1,671
KMmS® 1 - 0,011 0,037 0,065 0,082 0,102
CMs® i i i - 0025 0,097 0,255
KMP - - - - 0,300 0511 1,071
cmP 0,056 0,073 0098 0,135 0421 0644 0,685
KH1? - 0019 0073 0254 1351 1429 1,556
KH2" - 0,018 0,033 0068 0475 0,619 1,598
CH® 0,008 0,020 0038 01134 1,300 1,383 1,582

a, b, ¢ Aymi harf/harf grubuna sahip Ornekler arasinda 24.saatteki inkiibasyon bulgularina gore
istatistiksel olarak bir fark yoktur (p > 0,05)

! Gelisme yok.

Ekstrakt ve hidrosollerin Candida albicans ATCC 10231 mayasina kars1 gosterdigi
antimikrobiyal etki sonuglarina bakildiginda istatistiksel olarak cevizin metanol-su ile
keravizin metanol-su ekstraktlarinin etkisi arasinda bir fark bulunmadigi goriilmiistiir.
Ayni sekilde kereviz ve cevizin metanol ekstraklari da istatistiksel analiz sonucunda
ayni harf degerini alarak, benzer etki gostermislerdir. Sekil 4.3’te ise her bir ekstrakt

ve hidrosoliin etkisi grafiksel olarak verilmistir.
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Sekil 4.3 : Ekstrakt ve hidrosollerin C. albicans ATCC 10231 susu iizerine etkisi

Candida albicans ATCC 10231 susu iizerinde en fazla antimikrobiyal etki gdsteren
kereviz ve cevizin metanol-su ekstraktlari olmustur. Bu iki ekstrakt ¢ozeltisi lag fazini
20. saate kadar uzatmis; log fazinda ise fungal gelisimi oldukca yavaglatmistir.
Kereviz ve cevizin metanollii ekstraktlarinin etkisi ise sulu ekstraktlarinin ¢ozeltilerine

oranla daha diisiik seviyededir.

Yapilan bir ¢alismada nitrojen igeren metabolik gruplarin antimikrobiyal etkisinden
yola ¢ikarak yeni antibakteriyel ve antifungal bilesiklerin sentezi arastirilmistir. Elde
edilen sentetik, nitrojen igeren bilesiklerin 6zellikle S. aureus ve C. albicans’a karsi
etkili oldugu belirlenmistir (Patel & Patel, 2010). Nitrojen igeren bilesiklerin yanisira
kerevizde bulunan kalkon ve neofitadin bilesiklerinin de antimikrobiyal aktiviteye

katki saglamis olabilecegi degerlendirilmistir.

Ceviz ve kerevizin metanol ¢ozeltileri ise mikrobiyal gelisim iizerinde orta diizeyde
etkili olmustur. C.albicans ATCC 1023 1susunda oldugu gibi C. albicans ATCC 36802
susu lizerinde de hidrosollerin etkisi belirlenememistir. Cizelge 4.6° da verilen
istatistiksel analiz sonucglarma gore 6zellikle kereviz sap ve yaprakli hidrosoliiniin

pozitif kontrolden farkli olmadigr goriilmiistiir.
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Cizelge 4.6 : Hidrosol ve ekstraktlarin farkli zaman araliklarinda ise Candida
albicans ATCC 36802 mayasina kars1 gosterdigi etki.

Ekstrakt ve Zaman
hidrosol kodu 15sa 3sa 6 sa 9sa 21sa 24sa 48sa

PK? 0,042 0044 0060 0191 1511 1556 1,696
Kms' 1 ; ] - 0,001 0001 0,001
CMs® i i i - 0733 0981 1413
Km® - - - - 0,740 0815 1,035
CM® - - 0,042 0,045 0,338 0407 0,452
KH1? 0,003 0,013 0060 00267 1,432 1452 1512
KH2% - 0,011 0028 0071 0,714 0919 1,453
CcHP 0,006 0,014 0,017 0034 0958 1,183 1,636

a, b, c, d, e, f: Aymi harfe sahip 6rnekler arasinda 24.saatteki inkiibasyon bulgularina gore istatistiksel
olarak bir fark yoktur (p > 0,05)
! Gelisme yok.
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Sekil 4.4 : Ekstrakt ve hidrosollerin C. albicans ATCC 36802 susu iizerine etkisi

Sekil 4.4’te ve Cizelge 4.6’de belirtilen mikrodiliisyon bulgularina gore kerevizin
metanol-su ekstrakti fungal gelisimi tamamen durdurmus olmasiyla dikkat
cekmektedir. Bunun bitki yapisindaki suda ¢oziintirliigii artan antimikrobiyal sekonder

metabolitlerin varligiyla iligkili olabilecegi degerlendirilmistir.
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Kerevizin yapisinda yer alan fenolik ve nitrojen iceren bilesikler suda c¢oziiniir
bilesiklerdir. Bu bilesikler antimikrobiyal aktivitenin artmasinda etki gostermis

olabilir.

Cizelge 4.7 : Hidrosol ve ekstraktlarin farkli zaman araliklarinda ise Candida krusei
KUEN 1001 mayasina kars1 gosterdigi etki.

Ekstrakt ve Zaman
hidrosol kodu 1,5sa 3sa 6 sa 9sa 2l1sa 24sa  48sa

PK? 0,039 0042 0069 0,167 1,628 1,645 1,739
KMs? 1 - - i - 0209 0922
cms' - - - - 0,150 0,429 0,884
KM® ; . . - 0583 0630 1,132
cm® 0,034 01121 0211 0,239 0,653 0,665 0,772
KH1° - 0,002 0,015 0,113 1,091 1,094 1,229
KH2 - 0,000 0004 0034 0757 0831 1,137
cHP 0,010 0014 0013 0,018 0589 0970 1,615

a, b, c, de, f, g: Aym harfe sahip 6rnekler arasinda 24.saatteki inkiibasyon bulgularina gore istatistiksel
olarak bir fark yoktur (p > 0,05)
1. Gelisme yok.

Cizelge 4.7°de belirtilmis olan antimikrobiyal test bulgularina gére Candida krusei
KUEN 1001 susu iizerinde en etkili goriinen ornekler sirasiyla kereviz ve cevizin
metanol-su ekstrakt ¢ozeltileri olmustur. Sekil 4.5 verilen sonuglara gore ozellikle
kerevizin metanol-su ekstrakt ¢ozeltisi mayanin lag fazini olduk¢a uzatmistir. Kereviz
ve cevizin metanol ekstraktlart da benzer diizeyde daha diisiik etki gostermislerdir.
Hidrsoller ise C. albicans suslarinda oldugu gibi C. krusei KUEN 1001 susu iizerinde
de anlaml1 bir antimikrobiyal etkiye sahip degildir.
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Sekil 4.5 : Ekstrakt ve hidrosollerin C. krusei KUEN 1001 susu iizerine etkisi

Cizelge 4.8’de ve Sekild.6’da gosterilen mikrodilusyon testi bulgularina gore
orneklerin Candida krusei 6258 susu iizerindeki antimikrobiyal etki egilimleri

Candida krusei KUEN 1001 susunun sonuglari ile benzerlik gostermistir.

Cizelge 4.8 : Hidrosol ve ekstraktlarin farkli zaman araliklarinda ise Candida krusei
ATCC 6258 mayasina kars1 gosterdigi etki.

Ekstrakt ve Zaman
hidrosol kodu 15sa 3sa 6 sa 9sa 2lsa 24sa 48sa

PK? 0,045 0,045 0,117 0431 1,749 1,761 1,804
Kms? 1 - 0017 0023 0209 0,381 1,380
cms? - 0,033 0073 008 0093 0101 0,944
KM - ) 0,020 0,048 0,385 0,500 0,626
cm . ] - 0094 0360 0535 0,895
KH1° - 0,002 0,015 0079 1,142 1152 1,224
KH2"® - 0012 0012 0021 094 0992 1,156
CH - 0,002 0002 0007 0408 0466 0,955

a, b, ¢, d: Ayni harfe sahip 6rnekler arasinda 24.saatteki inkiibasyon bulgularina gore istatistiksel olarak
bir fark yoktur (p > 0,05)
1. Gelisme yok.
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Sekil 4.6 : Ekstrakt ve hidrosollerin C. krusei ATCC 6258 susu tizerine etkisi

Kereviz ve cevizin metanol su ekstraktlar1 benzer olarak en fazla antimikrobiyal etkiyi
gosterirken, bunlart sirasiyla kereviz ve cevizin metanol ile elde edilen ekstrakt
cozeltileri takip etmistir. Candida krusei KUEN 1001 susundan farkli olarak burada
ceviz hidrosolii ile kereviz ve cevizin metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi
arasinda istatistiksel analiz bulgularina gore bir fark belirlenmemistir. Sonuglara gore

ceviz hidrosoliiniin de benzer antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gézlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada kerevizin sap ve yapraklari ile cevizin dis yesil kabugunun ekstrakt
ve hidrosollerinin gram-negatif E. coli ve gram-pozitif S. aureus bakterileri ile C.
albicans ve C. krusei mayalarma karsi antimikrobiyal aktivitesi aragtirilmistir.
Antimikrobiyal etkinin arastirilmasinda disk difiizyon ve mikrodiliisyon
antimikrobiyal test yontemleri uygulanmistir. Disk diflizyon yontemi kullanilarak elde
edilen bulgularda antimikrobiyal etki diisiik oranda tespit edilmistir. Mikrodiliisyon
yontemi kullanilarak zamanla antimikrobiyal etkinin nasil degistigi incelenmis ve disk
difiizyon yontemine gore antimikrobiyal etki daha etkili olarak aragtirilmistir.
Calismada iki yontemden elde edilen bulgular birlikte degerlendirilmistir.

Ceviz ekstraktlar1 ve kerevizin metanol-su ekstraktinin en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ekstraktlar hem bakteri suglart hem de maya
suslar1 iizerinde farkli seviyelerde etki gdstermiglerdir. Mikrodiliisyon yontemiyle elde
edilen verilere gore E.coli ve S.aureus bakterileri lizerinde ceviz ekstraktlarinin
kereviz ekstraktlarina oranla daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
Hidrosoller genel olarak onemli diizeyde bir etki gdstermemekle birlikte ceviz
hidrosoliiniin S.aureus bakterisi iizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Ceviz
ekstraktlar1 ve kerevizin metanol-su ekstraktlarinin bakteriler lizerinde oldugu gibi
mayalar lizerinde de yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdikleri bulunmustur.
Mikrodiliisyon testi bulgularina gére kerevizin metanol-su ekstraktinin 6zellikle C.
albicans suglar1 tizerindeki etkisi ise dikkat ¢ekici diizeydedir. Kerevizin yapisinda yer
alan fenolik ve nitrojen igeren bilesikler suda ¢oziiniir bilesiklerdir. Bu bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitenin artmasinda etki gdstermis olabilecegi diistiniilmektedir.
Tim bu veriler 1s18mda bitki ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitesinin
arastirtlmasinda, kullanilan ¢oziiciiniin ve bitkinin igerdigi spesifik sekonder
metabolitlerin varligininin dnemi anlagilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin hangi etken
bilesikten kaynaklandigi kantitatif yontemlerle arastirilmali, bu etken bilesigin
¢coziinlirliik profiline uygun ¢oziicii segilerek antimikrobiyal testler yapilmalidir.

Ayrica siiper kritik ekstraksiyon gibi yeni yontemler arastirip gelistirilmelidir.

35



Gilintimiizde hizla artig gosteren tiiketim ve niifusun sinirli dogal kaynaklar tizerinde
olusturdugu baski ve artan tiiketici farkindalifi da goz oniinde bulundurularak yesil
ekstraksiyon teknikleri olarak adlandirilan siirdiiriilebilir yontemlerin uygulanmasina
oncelik verilmelidir. Kaynaklarin verimli kullanilmasindan yola ¢ikarak gida
sektorlinde ve tarimsal uygulamalarda atik olarak ¢ikan bitkisel materyalin
degerlendirilmesi de olduk¢a O6nemli baska bir noktadir. Bu anlamda pazarda
tiikketicinin tercih etmedigi kereviz sap ve yapraklar ile ceviz iiretiminde atik olarak
ayrilan ceviz dis kabugunun antimikrobiyal aktivitesi arastirilarak, atiklarin yeniden
deger kazanmas1 umut edilmektedir.

Dogal antimikrobiyaller son yilllarda hem bilim diinyas1 hem de sektoriin ilgi odag:
durumundadir. Yapilan ¢alismalarda umut vaat eden sonuglar elde edilmekle birlikte,
bu ¢alismalarin uygulanabilirlik kazanmasi onemlidir. Tiiketici agisindan kabul
edilebilir, ekonomik agidan siirdiiriilebilir ve gidanin duyusal profiline uygun etkili

standart antimikrobiyallerin kesfi ¢1gir acici nitelikte olacaktir.
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EKLER

EK A: Mikrodiliisyon testinin 24.saatteki bulgularinin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA)
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EKA

Cizelge A.1 : Ekstrakt ve hidrosollerin S. aureus ATCC 25923 iizerine etkisi

Varyans kaynag Kareler Serbestlik  Hata F degeri P degeri
toplami derecesi kareler
ortalamasi
Islem 1,305 7 0,186 10,157 0,000
Hata 0,294 16 0,018
Toplam 1,599 23

Cizelge A.2 : Ekstrakt ve hidrosollerin E. coli ATCC 25922 iizerine etkisi

Varyans kaynag Kareler Serbestlik  Hata F degeri P degeri
toplami1 derecesi kareler
ortalamast
Islem 8,698 7 1,243 226,360 0,000
Hata 0,088 16 0,005
Toplam 8,786 23

Cizelge A.3 : Ekstrakt ve hidrosollerin C. albicans ATCC 10231 iizerine etkisi

Varyans kaynag Kareler Serbestlik  Hata F degeri P degeri
toplami derecesi kareler
ortalamasi
Islem 7,076 7 1,011 87,609 0,000
Hata 0,185 16 0,012
Toplam 7,261 23
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Cizelge A.4 : Ekstrakt ve hidrosollerin C. albicans ATCC 36802 iizerine etkisi

Varyans kaynag1 Kareler Serbestlik  Hata F degeri P degeri
toplami1 derecesi kareler
ortalamast
Islem 5,773 7 0,825 117,130 0,000
Hata 0,113 16 0,007
Toplam 5,885 23

Cizelge A.5 : Ekstrakt ve hidrosollerin C.krusei KUEN 1001 iizerine etkisi

Varyans kaynag Kareler Serbestlik  Hata F degeri P degeri
toplami derecesi kareler
ortalamast
Islem 4,097 dl 0,585 57,464 0,000
Hata 0,163 16 0,010
Toplam 4,260 23

Cizelge A.6 : Ekstrakt ve mayalarin C. krusei ATCC 6258 {izerine etkisi

Varyans kaynag Kareler Serbestlik  Hata F degeri P degeri
toplami derecesi kareler
ortalamasi
Islem 5,959 7 0,851 9,893 0,000
Hata 1,377 16 0,086
Toplam 7,335 23
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