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OZET

FARKLI YONTEMLERLE EKSTRAKTE EDILEN ZEYTIN YAPRAKLARININ
ANTIMIKROBIYAL VE ANTIQUORUM SENSING AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI

Deniz KARAMAZAKCADIK
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Pinar KADIROGLU KELEBEK
Temmuz 2023, 48 sayfa

Bu calismanin amaci; farkli ¢ozgenler ve klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, ultrason destekli
ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak zeytin
yapraklarindan toplam fenolik madde igerigi zengin ekstrakt elde edilmesi, zeytin yapragi
ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerinin, antimikrobiyal aktivitelerinin ve antiquorum
sensing (bakteriyel iletisim/¢evreyi algilama) dzelliklerinin belirlenmesidir.

Farkli ¢ozgenler kullanilarak ve farkli yontemlerle elde edilen zeytin yaprag: ekstraktlarinin
toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi amaciyla Folin-Ciocalteu metodu
uygulanmustir. Zeytin yapraklarinin antioksidan aktivite degerleri DPPH radikal siipiiriicii
aktivite yontemi ve ABTS radikal katyonu kullanilarak troloks esdegeri antioksidan kapasite
(TEAC) yontemleri ile belirlenmistir. Farkli ¢oziicii ve ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen
ekstraktlarin gida kaynakli patojen bakterilerden Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922 ile Bacillus subtilis ATCC 11774 ve Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 test mikroorganizmalar1 iizerine antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
Ayrica quorum sensing inhibisyon etkisinin degerlendirilmesinde model mikroorganizmalar
olarak Chromobacterium (C.) violaceum CV026, C. violaceum ATCC 12472, Pseudomonas
aeruginosa PAO1 kullanilmistir. Calisma sonucunda zeytin yapragmin su kullanilarak
mikrodalga destekli ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktin toplam fenolik madde miktari,
antioksidan kapasitesi ve antimikrobial aktivitesi daha yiiksek bulunmustur. Antiquorum
sensing aktivitesi ag¢isindan degerlendirildiginde mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen su ve metanol-su ekstraktlart C. violaceum CV026 ve ATCCI12472 suslar
tizerinde daha yliksek aktivite gostermislerdir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin yapragi, ekstraksiyon, ultrason, mikrodalga, antiquorum sensing



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIQUORUM SENSING
ACTIVITIES OF OLIVE LEAF EXTRACTED BY DIFFERENT METHODS

Deniz KARAMAZAKCADIK
M.Sc., Food Engineering Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Pnar KADIROGLU KELEBEK
July 2023, 48 pages

The aim of this study was to obtain an extract rich in total phenolic content from olive leaves
using different extraction methods, and to determine the antioxidant capacities, antimicrobial
activities, and antiquorum sensing properties of olive leaf extracts. In this context, olive
leaves were extracted using classical solvent extraction, ultrasound-assisted extraction, and
microwave-assisted extraction methods, and the antimicrobial activities and quorum sensing
inhibition effects of the obtained extracts were evaluated.

The total phenolic content of olive leaf extracts obtained by using different solvents and
extraction methods was determined using the Folin-Ciocalteu method. The antioxidant
activity values of olive leaves were assessed using the DPPH radical scavenging activity
method and Trolox equivalent antioxidant capacity determination (TEAC) method using the
ABTS radical cation. The antimicrobial activities of the extracts obtained using different
solvents and extraction methods against the foodborne pathogenic bacteria Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 11774, and
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 were investigated. In addition, Chromobacterium (C.)
violaceum CV026, C. violaceum ATCC 12472 and Pseudomonas aeruginosa PAO1 were
used as model microorganisms to evaluate the inhibition effect of quorum sensing.

The total phenolic content, antioxidant capacity, and antimicrobial activity of the extract
obtained by the microwave-assisted extraction of olive leaves with water were found to be
higher. When evaluated in terms of antiquorum-sensing activity, water and methanol-water
extracts obtained by the microwave-assisted extraction method showed higher activity against
C. violaceum CVV026 and ATCC12472 strains.

Keywords: Olive leaf, extraction, ultrasound, microwave, antiquorum sensing



TESEKKUR

Oncelikle ¢alismam boyunca her tiirlii desteklerini, yardimlarini benden esirgemeyen,
bilgisinden tecriibesinden faydalandigim, zorlandigimda yolumu aydinlatan degerli danigsman

hocam Dog. Dr. Pmar KADIROGLU KELEBEK ’e tesekkiirlerimi borg bilirim.
Laboratuvar ¢alismalarim boyunca bilgilerinden, deneyimlerinden yararlandigim, giiler
ylizlinii ve hosgoriilerini lizerimden eksik etmeyen doktora dgrencileri Betiil KILINCLI ve

Ceren ILGAZ’a tesekkiir ederim.

Beni bu giinlere getiren, fedakarliktan ka¢inmayan, beni yiireklendiren ailemin degerli

iyelerine sevgilerimi ve siikranlarimi sunarim.

Bu tez Adana Alparslan Tiirkes Bilim ve Teknoloji Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan 21103016 proje numarasi ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

JURI ONAY SAYFASI Hata! Yer isareti tanimlanmamis.
BiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANNAMESI Hata! Yer isareti tanimlanmamus.
OZET [

ABSTRACT i

TESEKKUR iii

ICINDEKILER iv

SEKIL LiSTESI Vi

TABLO LISTESI vii

KISALTMALAR viil

SEMBOLLER iX

1. GIRIS 1

2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI 3

2.1. Klasik Coziicli Ekstraksiyonu 4

2.1.1. Ultrases/Ultrason Destekli Ekstraksiyon 5

2.1.2. Mikrodalga destekli Ekstraksiyon 6

2.2. Zeytin Yapragmin Antimikrobiyal Aktivitesi 8

2.3. Quorum Sensing inhibisyon Mekanizmasi 12

2.3.1. Pseudomonas aeruginosa Quorum Sensing Mekanizmasi 14

2.3.2. Chromobacterium violaceum Quorum Sensing Mekanizmasi 15

2.4. Bitkisel Materyaller ile Quorum Sensing Mekanizmanin Inhibisyonu 15

3. MATERYAL VE METOT 18

3.1. Materyal 18

3.2. Metot 18

3.2.1. Orneklerin Ekstrakte Edilmesi 18

3.2.1.1. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu 18

3.2.1.2. Ultrason destekli ekstraksiyon 19

3.2.1.3. Mikrodalga destekli ekstraksiyon 20

3.2.2. Toplam Fenolik Madde Tayini 21

3.2.3. Antioksidan Kapasite Analizi 21
3.2.3.1. DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Siipiirme Kapasitesi

Yontemi 21



3.2.3.2. ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi ile Antioksidan Tayini
3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite
3.2.5. Antiquorum Sensing Aktivite Tayini
3.2.5.1. Mik Degerinin Tespiti
3.2.5.2. Viyolasin Uretiminin Inhibisyonu
3.2.5.3. Kayma Testi
3.3. Istatistiksel Analiz
4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Toplam Fenolik Madde Tayini
4.2. Antimikrobiyal Aktivite ve MiK Degerlerinin Belirlenmesi
4.3 Zeytin Yapragi Ekstraktlarinin Antiquorum Sensing Aktivitesinin Belirlenmesi
4.3.1. Viyolasin Uretiminin Inhibisyonu
4.3.2. Kayma hareketinin inhibisyonu
5. SONUC
6. KAYNAKCA

21
21
22
23
23
24
24
25
25
27
30
33
36
37
39



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1. Viyolasinin kimyasal yapisi

Sekil 2.2. P. aeruginosa’nin quorum sensing sistemi agsamalar1

Sekil 3.1. Zeytin yapragi kurutulmus/6giitiilmiis

Sekil 3.2. Coziiciilerin evapore edilerek uzaklagtirilmasi

Sekil 3.3. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi

Sekil 3.4. Mikrodalga destekli ekstraksiyon kosullar1

Sekil 3.5. Viyolasin tiretim inhibisyonuna bagli 6rneklerde renk degisimi

Sekil 4.1. MD ekstraktlariin C.violaceum CV026 iizerine antiquorum sensing aktivitesi

Vi

12
15
18
19
20
20
24
31



Tablo 1.1.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.

Tablo 4.5.

Tablo 4.6.

Tablo 4.7.

Tablo 4.8.

Tablo 4.9.

TABLO LISTESI

Zeytin yapragi ekstresinde kullanilan ekstraksiyon yontemleri

Toplam fenolik madde tayini ve antioksidan aktivitenin belirlenmesi
Ekstraktlarin S.auerus ATCC 23123 bakterisi iizerine MIK degerinin
belirlenmesi

Ekstraktlarin Bacillus subtilis ATCC 11774 bakterisi iizerine MIK
degerlerinin belirlenmesi

Ekstraktlarin K.pneumaniae ATCC 13883 bakterisi iizerine MiK degerlerinin
belirlenmesi

Ekstraktlara ait quorum sensing inhibisyon etkisinin belirlenmesi

Ekstraklarin antiquorum sensing aktivitesinin MiK degeri belirlenmesi
Ekstraktlarin C.violaceum ATCC 12472 bakterisinin viyolasin pigmenti
iiretimi lizerine inhibisyonu

Ekstraktlarin C.violaceum CV026 bakterisinin viyolasin pigmenti liretimi
tizerine inhibisyonu

Ekstraktlarin P.aeruginosa PAO1 bakterisi iizerinde kayma hareketinin
inhibisyonu

Vil

26

28

29

30

31

33

34

35

36



KISALTMALAR

AHL . Agil-Homoserin Lakton

C6HSL : N-hexanoyl-L-Homoserine lactone

DMSO : Dimetil Stilfoksit

Gram (-) : Gram Negatif

Gram (+) : Gram Pozitif

HHL : Hekzanol homoserin lakton

KES - Klasik Coziicti Ekstraksiyon Etanol-Su
KMS : Klasik Coziicti Ekstraksiyon Metanol-Su
KS : Klasik Coziicti Ekstraksiyon Su

LB : Luria-Bertani

MDE : Mikrodalga destekli ekstraksiyon

MDES : Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Etanol-Su
MDMS : Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Metanol-Su
MDS : Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Su
MHA : Mueller Hinton Agar

MIK : Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

NA : Nutrient Agar

NB : Nutrient Broth

QS : Quorum Sensing

UDE : Ultrason Destekli Ekstraksiyon

UDEMS : Ultrason Destekli Ekstraksiyon Metanol-Su
UDES - Ultrason Destekli Ekstraksiyon Etanol-Su

viii



°C

dk

gr

mg
mg/mi
ml

nm

mm
kHz

SEMBOLLER

: Santigrat derece
: Dakika

: Gram

: Miligram

: Miligram boli mililitre
- Mililitre

: Nanometre

: Saniye

: Mikrolitre

: Milimetre

- Kilohertz

- Watt



1. GIRiS

Tarim sanayisinde triinlerin islenmesi ve hasat edilmesi ile birgok yan iiriin meydana
gelmektedir. Yan iiriinlerin bazilar1 6nemli miktarda fenolik bilesikler i¢ermektedir. Zeytin
agaci yetistiriciliginde ve islenmesinde fenolik bilesikler agisindan zengin yan iirlinler
¢ikmaktadir. Bu yan iriinlerden birisi de zeytin yapragidir. Tarimsal ve endiistriyel bir atik
olan zeytin yapraklar1 ucuz bir polifenol kaynagidir (Borjan, Leitgeb, Knez ve Hrn¢i¢, 2020).
Son zamanlarda yapilan arastirmalardan elde edilen sonuclar, zeytin yapraginin sagliga
faydali etkilerinin oldugunu ve bu durumun yaprakta bulunan fenolik bilesikler ile ilgisini
gostermektedir (Sudjana ve digerleri, 2009). Zeytin yapraklarindaki fenolik bilesiklerce
zengin ekstraktlarin elde edilmesinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Ahmad-Qasem ve
digerleri, 2013). Bu yontemlerden klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, ultrases destekli ekstraksiyon
ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri calismamizda karsilagtirilmali olarak

degerlendirilmistir.

Halk sagligi acisindan Onemli problemlerden biri gidalarin patojen mikroorganizmalarla
kontaminasyonudur. Bakteriler arasinda, etrafa saldiklar1 sinyal molekiilleri sayesinde kurulan
iletisim ile ortamdaki mikrorganizma popiilasyon yogunlugunun diizenlenmesi ve belirli
yogunlukta gen ekspresyonu ile kontrol saglanmasi olay1 bakteriyel iletisim sistemi (quorum
sensing, QS) olarak adlandirilmaktadir (Wagner, Bushnell, Passador, Brooks ve Iglewski,
2003). Birgok patojen, virulans 6zelliklerini diizenlemek amaciyla bakteriyel iletisim sistemi
mekanizmasini kullanirlar. Bakterilerin iletisim aktivitesini c¢esitli ajanlarla engellemek,

hastalik yapan mikroorganizmalarin biyokontrolii agisindan 6nem tagimaktadir (El-sayeed,

2020).

Bakteriyel iletisim sisteminin inaktif hale gelmesi; sinyal molekiiliiniin iiretiminin
durdurulmasi, sinyal molekiiliiniin etkisiz hale getirilmesi ve sinyal molekiil reseptdriiniin
engellenmesi ile gerceklestirilmektedir. Kimyasal inhibitorler yerine onlara alternatif
olabilecek bitkisel ekstraktlar kullanmak antiquorum sensing etkiyi; sinyal molekiillerinin
sentezlenmesini azaltarak, sinyal molekiillerini inhibe ederek, reseptdr proteinlerinin

aktivitesini azaltarak, reseptér proteinlerinden sinyal molekiillerini ayirarak ve sinyal



molekiillerinin yerine gecerek gergeklestirmektedir (Truchado, Larrosa, Castro-Ibafiez ve
Allende, 2015).

Bitkisel materyaller, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olan fenolik asitler, flavonlar,
saponinler, terpeneoidler, kumarin tiirevleri ve alkaloidler gibi fitokimyasallar1 igermektedir.
Bu sebeble quorum sensing (QS) inhibisyon i¢in, bitkisel materyallerin iyi bir kaynak oldugu
belirtilmektedir (Majik, Gawas ve Mandrekar, 2020).

Bu c¢alismada; zeytin yapraklarindan klasik ¢O6ziicii ekstraksiyonu, ultrases destekli
ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ekstraktlar elde
edilmis ve toplam fenolik madde igerikleri belirlenerek karsilastirilmistir. Ayrica, zeytin
yapragl ekstraktlarinin antioksidan kapasiteleri, antimikrobiyal aktiviteleri ve antiquorum
sensing Ozellikleri belirlenmistir. Bu kapsamda, elde edilen ekstraktlarin gida kaynakh
patojen bakterilerden Bacillus subtilis ATCC 11774, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 test mikroorganizmalari
lizerine antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Ayrica model mikroorganizmalar olarak
secilen C. violaceum CV026, C. violaceum ATCC 1247 ve Pseudomonas aeruginosa PAO1

bakterileri kullanilarak ekstraktlarin quorum sensing inhibisyon etkisi degerlendirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Zeytin (Olea europaea L.), Oleaceae familyasina ait bilinen en eski bitkilerden biridir. Zeytin
diinyanin g¢esitli yerlerinde yetistirilse de en c¢ok Akdeniz’de yetistirilmekte ve zeytin
yetistiriciliginin yaklasik %98'ini olusturmaktadir (Tallhaoui, Gémez, Fernandez, Taamalli ve
Segura- Carretero 2015; Ghanbari, Anwar, Alkharfy, Gilani ve Saari, 2012). Zeytin agaclari
Tiirkiye, Italya, Yunanistan, ispanya, Fransa, Fas, Portekiz, Cezayir, Tunus, Misir, Israil ve
Suriye dahil olmak {izere Akdeniz ve Amerika Birlesik Devletleri'nin Kaliforniya eyaletinde
yetistirilmektedir. Olea europaea olarak bilinen agacin meyvesi olan zeytin, iilkemizin Ege,
Akdeniz, Marmara ve Glineydogu Anadolu bélgelerinde yetismektedir (Celik, Aksoy ve
Ozkaya, 2016). Zeytin agaclarindan ve zeytinyag1 ekstraktlarindan elde edilen yan iiriinler
genellikle "zeytin yan iiriinleri" olarak bilinir ve zeytin yapragi bunlardan biridir. Zeytin
yapragmin elde edilmesi; zeytin agaclarindan meyvelerin toplanmasi, budanmasi,
harmanlama ve temizleme islemleri sirasinda gerceklesmektedir. Zeytin yapragi, yag
ekstraksiyonunun gergeklestirilmei igin kullanilir ve toplam zeytin agirliginin % 10’unu

olusturmaktadir (Talhaoui ve digerleri, 2015).

Zeytin yapraginin igeriginde bulunan fenolik bilesikler nedeniyle biyoaktivite gosterdigi
belirtilmektedir. Zeytin yapraginda en ¢ok bulunan fenolik bilesikler elenolik asit ve
oleuropeindir. Zeytin yapraklarindan fenolik bilesik ekstraksiyonunda genellikle klasik
¢oziicii ekstraksiyon yontemi kullanilmaktadir. Klasik ¢oziicii ekstraksiyon yontemini
etkileyen parametreler; sicaklik, ¢oziicii tipi, pH, kati:sivi oran1 ve kati maddenin pargacik
biiyikligi gibi faktorlerdir. Ekstraksiyon yonteminde ¢oziicti madde olarak su, metanol,
etanol, hekzan, dietil eter, etil asetat kullanilmaktadir. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda, son
iirlinde yadsinamaz derecede bulunan toksik kalintilar, kullanilan ¢oziiciiye bagli olarak
olarak degiskenlik gostermektedir. Bunlara ilave olarak, pH ve yiiksek sicaklik fenolik bilesik
kaybina neden olmaktadir (Souilem ve digerleri, 2017).

Zeytin yapraginin ekstraksiyonunda geleneksel ekstraksiyon yontemleri yaninda yeni
yontemler de kullanilmaktadir. Geleneksel yontemlerde daha fazla zaman harcanmakta ve ¢ok
miktarda ¢oziiciiye gerek duyulmakta iken yeni tekniklerin kullanimi ile ekstraksiyon siiresi
kisalmakta ve kullanilan organik ¢O6ziicii miktar1 azalmaktadir. Yeni ekstraksiyon

yontemlerine mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrason (ultrases) destekli ve siiperkritik



akigskan ekstraksiyon sistemleri 6rnek verilebilir (Tavman, Kumcuoglu ve Akkaya, 2009;
Kutlu, Isci, Sakiyan ve Yilmaz, 2021).

Zeytin yapragi ekstrakti eldesinde kullanilan ¢oziicii cesitleri ve ekstraksiyon yontemleri
sonucunda elde edilen toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan tayini sonuglar1 Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 1.1. Zeytin yapragi ekstresinde kullanilan ekstraksiyon yontemleri

Ekstraksiyon yontemi | Coziicii Toplam fenolik Antioksidan aktivite Referans

madde miktar

Klasik ¢oziicii Boli ve
. Su 3653 +73 mg GAE/L | 3011 +60 mg Trolaks/L ) )
ekstraksiyonu digerleri, 2022
) ) 4166 + 84 mg GAE/L )
Mikrodalga destekli . Boli ve
) Etanol kuru yaprak (Gallik 3848 £77 mg Trolaks/L ) )
ekstraksiyon ) ) digerleri, 2022
asit esdegeri)
353,6+0,5 mmol Lama-Mufioz
. 428,6 + 4,0 mmol
Soxhlet ekstraksiyon Etanol GAE/kg kuru yaprak ve digerleri,
o ) TE/kg kuru yaprak
(Gallik asit esdegeri) , 2020
348,9 +£3,8 mmol Lama-Muiioz
Basinch akiskan 431,8 = 80,7 mmol
. Etanol GAE/kg kuru yaprak ve digerleri,
ekstraksiyonu . TE/kg kuru yaprak
(Gallik asit esdegeri) 2020
. 51,77 £1,44 mg
Ultrason destekli 57,31 + 0,35 mg RE/g | Yao ve
. Su GAE/g kuru yaprak
ekstraksiyonu kuru yaprak digerleri., 2019

(Gallik asit esdegeri)

2.1. Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ¢oziicii ve kati maddenin zamanla temas etmesi ile ornekte
bulunan bilesik veya bilesiklerin ¢dziinmesi Ve ¢oziiciiniin katt maddeden ayrilmasi seklinde
gerceklesmektedir. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, ¢oOziliciiniin kat1 madde igine girisi,
kullanilan ¢o6ziicliye bagl olarak bilesiklerin ¢oziicii igerisinde ¢oziinmesi, ekstrakte edilen
¢oziinen bilesenlerin kati maddeden ayrilmasi sonucu ¢6zeltiye gegmesi ve ¢oziiciiniin gerekli
yontemlerle ekstraktan uzaklastirilmasi seklindedir. Bu proseste ¢oziicii de, ekstraktin
hammeddeden ayrilma islemi sirasinda dokuda kalabilmektedir. Bu yiizden, verimli
ekstraksiyonun yapilmasi i¢in ekstraksiyon ayni hammadde iizerinde 2-3 kez tekrarlanmalidir
(Biiyiiktuncel, 2012). Klasik ¢oziicli ekstraksiyon yontemi kullanilan galismalardan birkagi

asagida ozetlenmistir.



Elmadan fenolik bilesik ekstraksiyonu igin yanit yiizey yontemi kullanilarak optimizasyon
calismast yapilmigtir. Calismada sicaklik (10-40 °C), ¢6ziicii konsantrasyonu ( % 70-99.9
metanol ve % 50- 80 aseton) ve zaman (10-20 dakika) parametreleri degerlendirilmistir.
Asetonun ¢oziicii olarak kullanildigi ekstraksiyonda; 10 °C'de % 65 aseton ile 20 dakika
olarak, metanol ile gergeklestirilmis olan ektraksiyonda 28 °C'de % 84.5 metanol ile 15

dakika optimum kosullar olarak belirlenmistir (Alberti ve digerleri, 2014).

Vazquez ve digerleri (2012) yaptiklar1 ¢aligmada kestane tohumu kabugundan klasik ¢oziicii
ektraksiyon yontemi ile antioksidan optimizasyonu ¢alismasi gergeklestirmislerdir. Etanol ve
metanolun ¢o6ziicii olarak kullanildigi ¢calismada bagimiz degiskenleri zaman (30-120 dakika),
¢oziicii konsantrasyonu (% 50-90) ve sicaklik (25-75 °C) olarak belirlemislerdir. Calismada
antioksidan aktivite ve fenolik madde, ektraksiyon verimi incelenmistir. Etanolun ¢6ziicii
olarak kullanildigr denemelerde 75°C'de 30 dakika boyunca % 50 etanol, metanol kullanilan
denemelerde 75°C 'de 75 dakika boyunca %50 metanol konsantrasyonu optimum ekstraksiyon

kosullar1 olarak tespit edilmistir.

2.1.1. Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Ultrason destekli ekstraksiyon, 20 kHz iistiinde yiiksek frekansli ses dalgalarinin sivi ortama
iletilmesi, molekiiller arasinda kavitasyon bosluklarinin sivi ortamda olusmasi, sivi
icerisindeki kat1 fazi olusturan hiicre duvarmi kavitasyon giicliniin pargalamasi ve
ekstraksiyon sonucu aktif bilesenlerin maddeden ayrilmasi seklinde meydana gelmektedir.
Ultrason destekli ekstraksiyon ultrasonik banyo veya prob igeren sistemlerde
gerceklestirilmektedir. Ultrasonik prob igeren ekstraksiyonda, ultrasonik giiclin ortama direkt
olarak aktarilmasi probun ornek olan ortama daldirilmas: ile gergeklesmektedir. Ultrasonik
banyo kullanilan sistemlerde, ekstraksiyon dolayli olarak gerceklesmektedir. Bu yontemde,
ultrasonik giic 6nce banyo icerisindeki siviya, ardindan ekstraksiyonun gergeklestirilecegi
kabin dig yiizeyine, kabin dis yiizeyinden de ortama aktarilmaktadir. Bu caligmalarda kati-
madde ¢6ziicii oraninin banyo hacmine gore ayarlanmasi gerekmektedir. Buna ek olarak, bu
tip ekstraksiyon g¢alismalarinda ekstraksiyon boyunca ¢oziicii konsantrasyonunun sabit olmasi
¢oziiciilerin ugucu 6zelligi oldugu igin zor olmaktadir. Genellikle banyo ve prob sistemlerinin
olumlu taraflari oldugu gibi olumsuz taraflar1 da bulunmaktadir. Ultrasonik prob sistemi,

ultrasonik banyo sistemlerine gore ekstraksiyon verimi bakimindan 100 kat daha etkilidir.



Prob kullanilan sistemlerde ugugu bilesiklerin kaybiin nedeni agik sistemler olmasi ve

probun aginmasi sonucu 6rnege metal bulagsmasidir (Santos ve Capelo, 2007).

Ultrason destekli ekstraksiyon, ekstraksiyon siiresini kisaltmakla beraber enerji ve solvent
kullanimin1 da azaltmaktadir. Ektraksiyon i¢in ultrason enerjisi daha etkili karistirmay1 ayni

zamanda daha hizli enerji transferi saglamaktadir (Chemat, Tomao ve Virot, 2008).

Ultrason destekli ekstraksiyon ile bitkisel kaynaklardan fenolik madde ektraksiyonu ile ilgili
yapilmis bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile Zizyphus
lotus meyvesinden ekstraksiyon kosullarinin optimize edildigi caligmada parametreler;
sicaklik, zaman, etanol konsantrasyonu, ¢oziicii-kat1 orani olarak se¢ilmistir. Ekstraksiyon
icin optimum ¢alisma kosullari: % 50 etanol konsantrasyonu, 63°C sicaklik, 67 mL/g
¢Oziicii:kat1 orani, 25 dk ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Bu kosullar altinda elde
edilen ekstraktin fenolik madde miktar1 yiiksek oranda bulunmustur (Hammi, Jdey, Abdelly,
Majdoub ve Ksouri, 2015).

Bir baska calismada elma posasindan fenolik madde ekstrakti elde etmek i¢in ultrason
destekli ekstraksiyon uygulanmistir. Etanol konsantrasyonu %50 olarak kullanilan ¢aligmada
klasik ¢oziicii ektraksiyonu ile ultrason destekli ektraksiyon karsilastirilmistir. Ultrason
destekli ekstraksiyon uygulamasindan klasik ¢oziicii ekstraksiyona gére % 20 daha fazla

verim elde edilmistir (Virot, Tamao, Le Bourvellec, Renard ve Chemat, 2010).

2.1.2. Mikrodalga destekli Ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE), analitleri numune matrisinden ¢oziiciiye ayirmak
amaciyla numune ile temas halindeki ¢oziiciileri 1sitmak i¢in mikrodalga enerjisi kullanma
islemidir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi yesil bir ekstraksiyon teknigidir ve
ekstraksiyon siiresinin az olmasi, solvent tiiketiminin azaltilmasi, ayn1 anda birden fazla
ornegin ekstrakte edilebilmesi ve ekstraksiyon veriminin yiiksek olmasi gibi avantajlar
bulunmaktadir (Eskilsson, Bjorklund, 2000). MDE, modern numune hazirlama teknikleri igin
gereken minimum kriterlere biiylik 6l¢lide uygundur ve cok ¢esitli matrislerden organik ve
organometalik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in geleneksel yaklagimlara ¢ok ¢ekici bir alternatif
sunmaktadir (Llompart, Garcia- Jares, Celerio ve Dagnac, 2019).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, 300 MHz ila 300 GHz arasinda degisen frekanslara sahip

iyonlastirict olmayan elektromanyetik dalgalarin bir numune matrisine uygulanmasi
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sonucunda hiicrelerin yapisindaki bozulma veya degisikliklere dayanmaktadir (Leonelli,
Veronasi ve Cravotto, 2012). MDE'deki enerji transferi, cogu MDE uygulamasinda ayni anda
meydana gelebilen iyonik iletim ve dipol rotasyonu mekanizmalar1 araciligiyla gerceklesir.
fyonik iletim mekanizmasi, elektromanyetik dalgalar uygulamirken ¢oziiciiniin iyonik goce
kars1 direncinden dolay1r ortamda homojen bir 1siya neden olan iyonlarin bir ¢ozelti
igerisinden go¢ etmesi ile ilgilidir (Veggi, Martinez ve Meireles, 2012). Dipol rotasyonu,
molekiillerin elektrik alan1 yoniinde yeniden yonlendirilmesine katkida bulunur ve diizensiz
bir duruma geri donen molekiillerin ¢alkalanmasi1 nedeniyle elektromanyetik dalgalar
kaldirildiginda termal ¢alkalanmaya neden olur (Chemat ve digerleri, 2017). MDE sirasinda
mikrodalga 1sitmanin ana hedefi numune matrisinin nem igerigidir. Su buharlastikca hiicre ici
basing artar, hiicre duvarlari pargalanir ve degerli bilesiklerin sizmasi artar (Sosa-Hernandez
ve digerleri, 2018). Konvansiyonel ekstraksiyon islemlerinde, 1sitma ortamindan hiicrelerin
icine 151 transferi gergeklesirken, ¢6ziinen maddelerin kiitle transferi ters bir yon takip eder.
MDE isleminde, hem 1s1 hem de kiitle gradyanlari, hiicrelerin disina dogru ayn1 yonde ¢aligir
ve bu islemin siiresini azaltirken degerli bilesiklerin ekstraksiyon verimini artirmaya izin verir

(Veggt ve digerleri, 2012).

Mikrodalga destekli ektraksiyon sisteminin avantajlari; bitkilerden elde edilen biyoaktif
maddelerin ekstraksiyonu i¢in daha hizli 1Sitma Saglamasi, termal gradyani azaltmasi, ektrak
ornek olarak verilebilir. MDE, biyoaktif bilesikleri daha hizli ekstrakte edebilir ve diger
konvansiyonel ektraksiyon islemlerine gore geri kazanimi daha miimkiin kilmaktadir. MDE
ayni zamanda organik ¢oziicii kullanimi azaltmasi ile ¢evre dostu teknoloji olarak kabul

edilmektedir (Alupului, Calinescu ve Lavric, 2012).

Ince, Sahin ve Siimnii (2013) melisa bitkisinden fenolik madde ekstraksiyonu igin
mikrodalga, ultrason destekli ektraksiyon ve klasik ektraksiyon yontemlerini uygulamislardir.
Coziicli olarak su kullanilan ¢aligmada mikrodalga i¢in gii¢ Sabit tutulmustur. Ektraksiyon
stiresi 5- 10-15-20 dakika, ¢oziicii oranlar1 1:10, 1:20, 1:30 g/mL olarak se¢ilmistir. Toplam
fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivite diger ektraksiyon yontemleri ile kiyaslandiginda

en yiiksek mikrodalga destekli ektraksiyon yontemiyle elde edilmistir.

Kapariden fenolik bilesik ekstraksiyonu igin, mikrodalga destekli ektraksiyon yontemi ve
konvansiyonel ektraksiyonun karsilastirildigi ¢aligmada, ekstraksiyon siiresi (5, 10 ve 15
dakika), kati:¢oziicii oran1 (1:10, 1:20, 1:30 g/mL) ve farkli mikrodalga giicii (400 ve 700 W)
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bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir. Coziicli olarak su , etanol ve etanol-su karigimi
kullanilmigtir. En yiiksek fenolik madde miktarina 400 W mikrodalga giicii, 5 dakika
ektraksiyon siiresi, 1:30 g/mL etanol-su karisiminda ulasildigini  belirtmiglerdir.
Konvansiyonel ektraksiyon yonteminde ise, 1:30 g/mL kati:¢coziicli orani ile 4 saat sonunda
maksimum verime ulasilmistir. Boylelikle mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin
ekstraksiyon siiresini énemli 6l¢iide azalttigini tespit etmislerdir (Durmaz, Stimnii ve Sahin,
2015).

Yapilan bir ¢alismada mikrodalga destekli ekstraksiyon ve maserayon yontemleri kullanilarak
elde edilen zeytin yapragi ekstraktinin toplam fenolik madde miktar1 incelenmistir. Coziicii
olarak etanol, metanol ve ascton kullanildig1 ¢alismada, ektraksiyon siiresi (3, 6, 9, 12, 15,
18,21 ve 24 dakika) olarak belirlenmistir. En yiiksek fenolik madde miktari, mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen, ¢oziiciiniin etanol ve ektraksiyon siiresinin 15
dk oldugu ekstrakta, 88.298 mgTAE/g kuru madde olarak bulunmustur. Ayrica mikrodalga
destekli ekstrakiyon, maserasyon yontemi ile kiyaslandiginda daha yiiksek ekstraksiyon

verimine sahip oldugu tespit edilmistir (Rafiee, Jafari, Alami ve Khomeiri, 2011).

2.2. Zeytin Yapragimin Antimikrobiyal Aktivitesi

Zeytin yapragi ekstrakti (ZYE), zeytin agacinin (Olea europaea L.,) yapraklarindan elde
edilen koyu kahverengi, aci1 tad1 olan bir stvidir (Fito ve digerleri, 2007). ZYE, genis kapsamli
saglik yararlar1 olan dogal bir ilag olarak pazarlanmaktadir. Ekstraktin antioksidan
aktivitesine ve kardiyoprotektif ve kemopreventif etkiler gibi ilgili saglik yararlarina 6zel
vurgu yapilmaktadir (Sudjana ve digerleri, 2009). ZYE, ekstreye ¢esitli terapotik 6zelliklerini
verdigi diisiiniilen, toplu olarak zeytin biyofenolleri olarak adlandirilan bir¢ok farkli bilesik
icerir. En fazla bulunan biyofenol oleuropein olup, verbaskozid, apigenin-7-glukozid ve
luteolin-7-glukozid gibi diger biyofenoller daha diisiik miktarlarda bulunmaktadir (Japon-
Lujan ve Castro, 2006). Ekstraktin kompozisyonunu etkileyen faktorler; bitki besleme,
cografi konum ve {irlin ¢esidi gibi farkliliklardan kaynaklanan varyasyonlardir (Sudjana ve
digerleri, 2009).

Zeytin yapraginin yapisinda bulunan fenolik bilesenlerin antibakteriyel, antifungal ve antiviral
etkileri yapilan in vitro ¢alismalarla ortaya konmustur. Aragtirmacilar tarafindan oleuropein,
hidroksitirosol, 4-hidroksibenzoik asit, vanilik asit ve p-kumarik asit gibi bilesiklerin



antimikrobiyal aktivite gosteren bilesikler oldugu bildirilmistir (Basmaci-Malayoglu ve
Aktag, 2011).

Zeytin yapragi ekstraktlarmin Staphylococcus aureus, Esherichia coli, Bacillus cereus,
Klebsiella pneumonia, Vibrio parahaemolyticus ve Salmonella typhi gibi birgok
mikroorganizmaya karst antimikrobiyal etkileri ortaya konmustur (Markin, Duek ve
Berdicevsky,2003)

Zeytin yapragi bilesiminde bulunan ve ekstraktlarindan elde edilen oleuropeinin; birgok
bakteri, kiifler ve virilislere karst antimikrobiyel etki gosterdigi, Gram (+) bakterilerden
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve Micrococcus luteus,
Micrococcus sp; Gram (-) bakterilerden ise, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Salmonella typhi, Escherichia coli, Vibrio parahemolyticus ve Vibrio cholerae
tizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Keskin, Ceyhan, Ugur ve Dbeys, 2012; Sabry, 2014).

Oleuropeinin antimikrobiyel etkisinin mikroorganizmalarin hiicre duvarinda bulunan fosfat
gruplar ile etkilesimi sonucu meydana geldigi, hiicre duvarinda fosfolipid-su yapisinin
dengesini degistirdigi ve hiicre duvarinda bozulmaya yol actigi bildirilmistir (Li ve digerleri,
2006). Baska bir caligmada, oleuropeinin antimikrobiyal etkisini hiicrenin peptidoglukan
tabakasin1 bozarak veya bakteriyel membranlara zarar vererek gosterdigi bildirilmistir

(Bayram, Topuz ve Kaya, 2020).

Yapilan bir ¢alismada, hidroksitirozolun ve oleuropein bakteri suslarina (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Salmonella Typhi ATCC 6539, Moraxella catarrhalis ATCC 8176,
Haemophilus influenzae ATCC 9006, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802) ve 44 klinik
izolata (M. catarrhalis, 6 sus, H. infuenzae, 8 sus; Salmonella spp., 15 sus; V. cholerae, 1 sus;
V. parahaemolyticus, 1 sus, V. alginolyticus, 2 sus; S. aureus, 5 penisiline duyarli sus ve 6
penisiline direncli sus) karsi antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Oleuropeine ait MIK
degerleri ATCC suslart ig¢in 62,5-500 pg/mL araliginda degisir iken, klinik izolatlar icin
31,25-250 pg/mL olarak hesaplanmistir. Hidroksitirozolun MIK degerleri ATCC suslar igin;
0,24-7,85 pg/mL, klinik izolatlar i¢in; 0,97-31,25 pg/mL araliginda belirlenmistir (Bisignano
ve digerleri, 1999).

Gokmen, Akkaya, Kara, Gok, Onen ve Ektik (2018) yaptiklari calismada piyasadan
sagladiklar1 ticari zeytin yapragi ekstraktinin 10 bakteriye karsi (Bacillus cereus, Listeria
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monocytogenes, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Escherichia coli 0157, Enterobacter sakazakii, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella
typhimurium) antimikrobiyal etkisini arastirmistir. Antimikrobiyel etki , disk difiizyon metodu
ve mikrodiliisyon metodu olmak tizere iki ayri metotla belirlenmistir. Calisma sonucunda
Salmonella typhimurium’a kars1 zeytin yapragi ekstraktinin MIK degeri >16 mg/mL ve
inhibisyon zon ¢ap1 13.33£2.08, olarak belirlenmistir. E.coli ve E. coli O157 i¢in inhibisyon
zon caplari sirast ile 18.00+1.00; 17.67+0.58 olarak tespit edilmistir. MiK degerleri ise E.coli
icin >16 mg/mL ve E.coli O157 i¢in >32 mg/mL olarak belirlenmistir.

Liu, McKeever ve Malik (2017) zeytin yapragi ekstraktinin L. monocytogenes, E. coli
O157:H7 ve Salmonella enteritidis patojenlerine karst iki kathi dilisyon metodu ile
antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir. Caligma sonucunda zeytin yapragi ekstraktinin
62,5 mg/mL’lik konsantrasyonda patojenleri neredeyse tamamen inhibe ettigi bildirilmistir.
Ayrica, L. monocytogenes’in kamg¢ilarinin gorevini yitirdigi taramali elektron mikroskobu ile
gozlemlenmistir. Kamgilariin gorevini yitirmesi dolayisiyla hiicre hareketliliginde azalma

gozlenmistir.

Dada ve digerleri (2013) tarafindan su ve metanol kullanilarak zeytin yapragindan elde edilen
ekstraktlarin E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada; metanol
kulanilarak hazirlanan 50 mg/mL konsantrasyonundaki ekstraktin E. coli’ye kars1 olusturdugu
inhibisyon zonu 10,5 mm olarak belirlenirken, su kullanilarak elde edilen ekstraktin E. coli’ye

kars1 olusturdugu inhibisyon zonu 5,0 mm olarak belirlenmistir.

Khanaum, Zahoor, Khan, Asghar ve Sablani (2020) tarafindan bildirilen bir ¢alismada ¢esitli
zeytin yapraklarmin E. coli, S. aureus, S. typhimurium patojenlerine karsi antibakteriyel
potansiyelini  belirlemek amaciyla disk difiizyon metodu, minimum inhibisyonu
konsantrasyonu ve minimum bakterisidal konsantrasyon yontemleri kullanilmistir. Sonug
olarak Manzanilla ve Earlik zeytin tiirlerinin yapraklarinin E. coli’ye karsi baktersidal
etkisinin diisiik oldugu bildirilmistir. MIK degerleri genel olarak yiiksek iken Hamdi gesidinin
S. typhimurium karsi MIK degerinin (0.78 +0.000) diger cesitlere gore diisiik oldugu
bildirilmistir.

Aliabadi, Darsanaki, Rokhi, Nourbakhsh ve Raeisi (2012) zeytin yapraklarinin sulu
ekstraktlarinin S. typhimurium PTCC 1639, S. aureus PTCC 1431, B. cereus PTCC 1274, E.

coli PTCC 1399, K. pneumonia PTCC 1053 ve B.cereus PTCC 1274 patojenik suslarina karsi
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antimikrobiyal aktivitesini agar kuyucuk yontemi ile belirlemislerdir. Mikroorganizma
yogunlugu 10° CFU/ml olacak sekilde ayarlanmis ve Muller Hinton Agar (MHA) iizerine
yayilmistir. Kurutulmus ekstraktlar, agar tizerinde 7 mm ¢apinda agilan kuyucuklar igerisine
konsantrasyonlar1 DMSO ile 10, 15, 25, 30 ve 50 mg/ ml degerlerine ayarlanarak eklenmistir
37°C’ de 24 saat inkiibasyonun ardindan inhibisyon zonlar Olciilerek antibakteriyal aktivite
degerlendirilmistir. En yiiksek inhibisyon degeri 11,5 mm olarak S. typhimurium PTCC
1639’a kars1 bulunmustur.

Khalil, Ismail, EI-Baghdady ve Mohamed (2014) P. aeruginosa, S. aureus, E. coli klinik
izolatlarina karsi zeytin yapragmin antibakteriyel aktivitesini agar kuyucuk yontemi ile
belirlemistir. Zeytin yapragi ekstraktlar1 kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiiller
(AgNP'ler), ilaca direncli bakteriyel izolatlara kars1 antibakteriyel aktivite i¢in
degerlendirilmistir. Sentezlenen AgNP'lerin antibakteriyel potansiyeli, ilaca direngli P.
aeruginosa, S. aureus ve E. coli karst bakteriyel gelismeyi onemli Olgiide inhibe ettigi

gozlemlenmistir.

Kobya, Caglak ve Kara (2019) zeytin yapragi ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini disk
difiizyon yontemi ile S. aureus ATCC 25923, Salmonella enterica ATCC 13076, E. coli
ATCC 25922 ve L.monocytogenes ATCC 43251 suslarini kullanarak belirlemislerdir. Calisma
sonucunda yapraklarin kurutma yontemlerinin (dogal, 60°C ve 80°C) tiimiinde etanol ve
normal su kullanilarak elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyel etkisinin olmadigi, sicak su ile
hazirlanan ekstraktlarin kurutma yontemlerinin hepsinden daha fazla etkili oldugu

belirtilmistir.

Debib ve Boukhatem (2017) zeytin yapraginin antimikrobiyal aktivitesini disk diflizyon
yontemi ile belirlemislerdir. Ekstraktlar deiyonize su, %80 metanol ve petrol eteri ile
¢cozdiriilmistiir. S. aureus, B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633, E. coli (ATCC 25922) ,
Enterobacter cloacae (ATCC 13047), Salmonella enterica subsp., Klebsiella pneumoniae ve
Candida albicans test mikroorganizmalar1 olarak kullanilmistir. Ekstrakte edilen zeytin

yapragi 6 mikroorganizma test susuna karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Malik (2015) zeytin yapragmin B. cereus ve S. aureus bakterileri iizerine antibakteriyel
aktivitesini incelemistir. Zeytin yapraginin metanol ekstraktt 5-8 mm inhibisyon c¢ap1
olusturmustur. Inhibisyon zonlar1 incelendiginde zeytin yaprag: ekstraktlart B. cereus’a karsi

diisiik aktivite gosterirken, S. aeurus’a karsi yiiksek aktivite gostermistir.
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Sudjana ve digerleri (2009) zeytin yapragi ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesini
arastirdiklar1 ¢caligmada 122 gesit mikroorganizma Kullanmuglar zeytin yapragi ekstraktinin en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni ve S. aureus’a
kars1 gosterdigini tespit etmislerdir. S.aureus icin MIK degeri %0.78 (v/v) olarak tespit

edilmistir.

Korukluoglu, Sahan, Yigit ve Karakas (2006) taze zeytin yapraklarindan farkli ¢oziiciiler
(etanol, su, etil asetat, aseton) kullanarak elde ettikleri ekstraktlarin Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces uvarum, Candia oleophila,
Metschnikowia fructicola ve Kloeckera apiculata’ya karsi antimikrobiyal etkinliklerini
belirlemislerdir. Ekstraktlarin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri disk diftizyon metodu
ile belirlenmistir ve MIiK, minimum antifungal konsantrasyon (MFK) degerleri de
belirlenmistir. Coziicli olarak su kullanilarak elde edilen ekstrakt test mikroorganizmalarina
kars1 antimikrobiyal aktivite gdstermemistir. Diger ekstraktlarin MIK degerleri 10-28 pg/mL,
MFK degerleri 20-48 ug/mL ve inhibisyon zon ¢aplar1 1,5-9,3 mm araliginda degisiklik
gostermistir. Test edilen mayalarin aseton ve etil asetat ekstraktlarina karsi daha duyarli

oldugu ve S. cerevisiae ATCC 9763iin en direngli maya oldugu tespit edilmistir.

2.3. Quorum Sensing Inhibisyon Mekanizmasi

Bakteriler, diisiik hiicre yogunluklarinda tek hiicreli organizmalar gibi davranmakta; ancak,
hiicre yogunlugunun bir esik seviyesine ulastigini hissettiklerinde davranislarini '¢ok hiicreli'
tipe kaydirabilmektedirler. Bu asamada, farkli fenotipler i¢in genleri ifade etmelerini saglayan
ve Ozellikle virulans davranislarindan sorumlu olan kiigiik sinyal molekiilleri araciliiyla
iletisim kurarlar (Dong ve Zhang 2005). Sekil 2.1 °‘de viyolasinin kimyasal yapisi

gosterilmistir.

Sekil 2 .1. Viyolasinin kimyasal yapist (Hoshino, 2011)
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Bakteriler arasinda, etrafa saldiklar1 sinyal molekiilleri sayesinde kurulan iletisim ile
ortamdaki mikroorganizma popiilasyon yogunlugunun diizenlenmesi ve belirli yogunlukta
gen ekspresyonu ile kontrol saglanmasi olayt Quorum Sensing (QS) olarak
adlandirilmaktadir. Quorum: ¢ogunluk ve sense: hissetme (algilama) anlamindadir (Papenfort

ve Bassler, 2016).

Bu olay ile bakteriler mikrokoloni olusturma, hareket, antibiyotik iiretimi, konjugasyon,
virulans tiretimi ve biyofilm olusturma gibi birgok fizyolojik mekanizmay1 diizenlemektedir.
Biyokimyasal haberlesme sayesinde bakteri ortamdaki besinleri Ol¢iilii kullanma, ortam
icerisindeki diger mikroorganizmalarla miicadele etme, kolonideki sayiy1 ortam kosullarina
gore diizenleme, konak savunma sistemine karsi korunma ve DNA taginmasi gibi islemlerini
gerceklestirmektedir. Tiim bu islemlerin gerceklestirilmesi i¢in her bir mikroorganizma tiirii
birden fazla otoindiikleyici adi verilen sinyal molekiilii kullanmaktadir. Salgilanan sinyal
molekiilleri hiicre disinda birikirler ve tasiyicilar, atim pompalari, diflizyon yontemi ile hiicre
icine taginirlar. Sentezlenen sinyal molekiilleri istenen yogunluga ulastiginda gen ekspresyonu

indiiklenmektedir (Dickey, Cheung ve Otto, 2017).

En cok ¢alisilan iki QS sinyali sunlardir: (i) 70'den fazla Gram-negatif bakteri tiirii tarafindan
tiretilen, hiicre zar1 boyunca yayilan ve hiicre igindeki diizenleyici proteinlere baglanan
AHL'ler. ii) membrana bagli reseptdr histidin kinazlar araciligiyla ¢alisan Gram pozitif

bakterilerde peptit bazli QS sistemi (Monnet, Juillard ve Gardan, 2016).

Bakterilerin sentezledigi sinyal molekiilleri, bakteri hiicrelerinden iceri girmektedir. Hiicre
yogunlugu istenen degere ulastiginda reseptor protein molekiiliine baglanarak hedeflenen
genler i¢in uygun sartlar saglanarak ekspresyonlari tetiklenmektedir. Bakterilerin gelisimini
onlemek amaciyla {iretilen antibiyotikler bir siire sonra bakterilerde antibiyotik direnci
olusturmaktadir. Bakterileri 6ldiirmektense aralarindaki iletisimin engellenmesi yeni bir

yontem olarak distintilmiistiir (Miller ve Bassler 2001).

Quorum sensing mekanizmasinin bloke edilmesi; sinyal molekiiliiniin iiretiminin
durdurulmasi, sinyal molekiiliiniin etkisizlestirilmesi ve sinyal molekiil reseptoriiniin

engellenmesi yontemleri ile gerceklestirilmektedir (Chbib, 2020).

Gram negatif (-) ya da pozitif (+) bakterilerin geneli viriilans faktorlerini, hiicre disi

molekiillerin etkisi yoluyla popiilasyon {lizerindeki davraniglarini kontrol etmek igin
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kullanmaktadir. Bu davranis otoindiikleyicilerin quorum sensing aracili gen ekspresyonlarini
modiile eden transkripsiyonel bir aktivatore baglanmasi ile gerceklesmektedir. Gram negatif
bakteriler AHL’leri kullanirken, Gram pozitif bakteriler translasyonel olarak islenmis
peptitleri kullanmaktadir. QS sinyal molekiillerinin inaktivasyonu ya da degradasyonu QS
inhibisyonu ya da quorum quenching olarak adlandirilmaktadir (Wang, Weng, Dong ve
Zhang, 2004).

AHL (A¢il Homoserin Lakton) molekiillerini kullanarak viriilans faktorleri goésteren
patojenler arasinda Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia
enterocolitica ve Burkholderia cepacia yer almaktadir (Musthafa, Ravi, Annapoorani,
Packiavathy ve Pandian, 2010).

2.3.1. Pseudomonas aeruginosa Quorum Sensing Mekanizmasi

Pseudomanas aeruginosa (P.aeruginosa), biyofilm olusturma yetenegine sahip gram negatif
ve toprak kokenli bir bakteridir. AHL aracili quorum sensing aktivitesinin belirlenmesi igin
model olarak P. aeruginosa kullanilmaktadir. P. aeruginosa’nin viriilans faktoriiniin
diizenlenmesi las ve rhl tarafindan kontrol edilmekte ve las sistemi rhl sistemini
aktiflestirecek sekilde hiyerarsik olarak diizenlenmektedir. P. aeruginosa irettigi birgok
ekstraselliiler enzimin kontroliinii sinyal molekiilleriyle sagladigi i¢in, quorum sensing
izerinde en ¢ok calisilan bakterilerden biridir (Bertoni, Sevo, Kojic ve Merturi, 2003).
Quorum sensing aktivitesi iizerinde etkili olan enzimlerden bazilari; proteaz, eksotoksin A,
piyosiyanin, ekzoenzim S, elestaz ve hemolizinlerdir (Tan, Yin ve Chan, 2012). Elastaz lasB
geni tarafindan kodlanir. lasB geni, LasR-Lasl ¢evreyi algilama sisteminin kontroliindeki

LasR regiilatorii tarafindan kontrol edilir (Goze, 2010).

P. aeruginosa’nin quorum sensing aktivitesi ile ilgili caligmalar genellikle piyosiyanin iiretimi
ve Kkalitatif olarak incelenmesi iizerine gergeklestirilmistir. Piyosiyanin P. aeruginosa
tarafindan lretilen bakteri kolonilerine mavi-yesil renk veren pigmenttir. Diisiikk molekiil
agirhigina sahip piyosiyanin molekiilii patojenite faktorlerinden birisidir. Piyosiyanin, bir¢ok
bakteri tiirine karsi antibiyotik ozellik gostererek P. aeruginosa’min quorum sensing
aktivitesinde rol oynar (Goze, 2010). P. aeruginosa’nin quorum sensing sistemi asamalari
Sekil 2.2 ‘de verilmistir.
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Sekil 2. 2. P. aeruginosa’nin quorum sensing sistemi asamalar1 H.D, hiicre dis1; H.I, hiicre ici

(Waters ve Bassler, 2005)

2.3.2. Chromobacterium violaceum Quorum Sensing Mekanizmasi

Chromobacterium violaceum, tropikal ve subtropikal bolgelerde yasayan, toprak kokenli
gram negatif bakteridir. N-hekzanol homoserin laktonu (HHL) otouyarici olarak kullanarak
quorum sensing sonucu viyolasin pigmentini sentezler. Cvil tarafindan tiretilen HHL, belli bir
degere ulastiginda bakteri i¢inde g¢ogalir, ¢evreye yayilir. HHL, viyolasin {iretiminden
sorumlu spesifik genlere katilir ve CviR denilen transkripsiyonal diizenleyiciye (protein)
baglanir. Viyolasin pigmentinin iiretiminden sorumlu gen tanimlanir ve viyolasin {iretimi
baslar (Choo, Rukayadi ve Hwang 2006).

2.4. Bitkisel Materyaller ile Quorum Sensing Mekanizmanin Inhibisyonu

Bitkisel materyaller fenolik asitler, flavonlar, saponinler, kumarin tiirevleri, alkaloidler ve
terpenoidler gibi fitokimyasallar icermektedir. Bu bilesiklerin antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmalar1 nedeniyle quorum sensing inhibisyonu igin iyi bir kaynak olduklari belirtilmektedir
(Majik, Gavas ve Mandrekar, 2020). Kimyasal inhibitorlerin kullanimi yerine, bitkisel
materyallerin kullanimu ile ilgili literatiirde ¢alismalar mevcuttur (Var ve Celik, 2019). Son
yillarda bitki bilesik ya da ekstraktlarinin antiquorum sensing aktivitesinin tarandigi
caligsmalar yapilmaktadir. Antiquorum sensing etkili bitkilerden bazilari; vanilya (Choo ve
digerleri, 2006), zencefil (Kim, Lee, Byun ve Park, 2015), yesil¢ay (Zhu, Huang, Zang, Feng
ve Li, 2015), nane (Husain ve digerleri, 2015), karabiber (Vazguez-Martinez ve digerleri,
2020), papatya (Kazemian ve digerleri, 2015), sarimsak (Jakobsen ve digerleri, 2012),
bogiirtlen (Rodrigues ve digerleri, 2016), yaban mersini (Tufenkji ve Maisuria, 2018) ve
zeytin yapragidir (EI-Sayeed, Samir, Jamil, Abdel-Hafez ve Ramadan, 2020).
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Bir¢ok arastirmanin sonunda, gida ekstraktlarinin antimikrobiyel ve antiquorum aktivitesi
degerlendirilmis olup, aym1 zamanda bu aktivitelerden sorumlu biyoaktif bilesikler de
belirlenmistir. Gidanin igeriginde bulunan fitokimyasallarin sinyal reseptorlerini bozma
yetenegi olmasi QS inhibitorii olarak gorev alabileceklerini gostermistir (Truchado, Tomas-
Barberan, Larrosa ve Allende, 2012) .

Ozaydmm, Arin ve Onem (2020) tarafindan yapilan calismada siyah sarmmsagm quorum
sensing inhibisyon aktivitesi arastirilmistir. Siyah sarimsakta bulunan fenolik bilesikler HPLC
ile belirlenmistir. HPLC sonuglarina gore; siyah sarimsakta benzoik asit, p-hidroksi,
Klorojenik asit, vanillin, p-kumarik asit ve kuersetin gibi fenolik bilesikler bulunmustur.
Coziicli olarak metanol kullanilan ekstraktin Pseudomonas aeruginosa PA01’in sentezledigi
piyosiyanin ve elestaz iiretimi ve biyofim olusumunda inhibisyon etkisi gosterdigi
bildirilmistir. Arastirma sonuglarina gore siyah sarimsagin metanol ekstraktinin P. aeruginosa
viriilansinda ve anti quorum sensing aktivitesinde rol oynayan faktorlere karsi (piyosiyanin,
elestaz, biyofilm) inhibisyon etkisi gosterdigi, en yiiksek inhibisyon etkisinin % 84 oraniyla

biyofilm olusumu iizerinde oldugu goriilmiistiir.

Onem ve Uzman (2018) cesitli turunggillerin (portakal, limon ve mandalina) yaprak
ekstraktlarinin fenolik maddde igerigini ve antiquorum sensing iizerinde rol oynayan P.
aeruginosa PAOL bakterisinin kayma hareketine karsi inhibisyon etkisini aragtirmistir. 3
turunggil tiiri yapraklarimin metanol ekstraktlari kayma hareketi iizerine yiiksek oranda

inhibisyon etkisi gostermistir.

Singh ve digerleri (2009) tarafindan Akasya (Acacia nilotica) bitkisinin antioksidan ve anti-
quorum etkisini arastirmak icin yapilan ¢alismada, ekstraktin pH 4’te eksrakte ve hidrolize
edilmis etil asetatli ¢ozeltisinin anti-quorum etki gdsterdigi bulunmustur. Ayni zamanda

Akasya (Acacia nilotica) bitkisinin dnemli dogal antioksidanlar igerdigi tespit edilmistir.

61 tibbi bitkinin antiquorum sensing aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada Chromabacterium
violaceum MTCC 2656 bakterisinde antiquorum sensing etkisi ve Pseudomanas aeruginosa
MTCC 2297 susunda, piyosiyanin ve kayma hareketi inhibisyonunu incelenmistir. Astilbe
rivularis, Fragaria nubicola ve Osbeckia nepalensis bitki tiirleri quorum sensing inhibisyon

etkisi gostermistir (Tiwary ve digerleri, 2017).
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Giirgen, Tabbouche, Yildiz ve Kilig (2017) tarafindan bildirilen, Karadeniz bdlgesinden
toplanan bazi yabani mantarlarin (Russula delica, Amanita rubescens ve Lactarius sp.)
antimikrobiyal ve antiquorum sensing Ozelliklerini aragtirdiklari ¢aligmada siiper kritik
akigkan ekstraksiyonu ile mantar ekstraktlari hazirlanmistir. Ekstraktlarin antiquorum sensing
aktiviteleri Chromobacterium violaceum ATCC 12472 bakterisi iizerinde test edilmistir.
Mantarlardan Lactarius sp. ve Amanita rubescens ekstraktlar1 Chromobacterium violaceum’a

kars1 antiquorum sensing aktivitesi gostermistir.

Noumi ve digerleri (2022) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, Suudi Arabistan bdlgesinde sera
kosullarinda yetistirilen ender bitki tirii olan Thymus musilii velen (T.musilii) bitkisinin
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231 test suslari tizerine
antimikrobiyal aktivite gosterdigi Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve Salmonella
typhimurium ATCC 14028 suslarinda ise biyofilm olusturma ozelligini engelledigi

bidirilmistir.

Defne yapragi ekstrakti tizerine yapilan bir ¢alismada, ekstraktin gida kaynakli patojen
mikroorganizmalardan S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve Salmonella enterica bakterilerine
kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi goriliirken, ayn1 zamanda C. violaceum ve P. aeruginosa
bakterilerine karsi antiquorum sensing aktivitesi gosterdigi, biyofilm olusumunun

inhibisyonunu sagladig: bildirilmistir (Molina ve digerleri, 2020).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢aligmada Adana’dan temin edilen Gemlik cesidi zeytin yapraklari aragtirma materyali
olarak kullanilmigtir. Taze olarak toplanan zeytin yapraklar1 40°C sicaklikta etiivde
kurutulmustur. Kuru zeytin yapraklar1 égiitiilerek ekstraksiyon i¢in hazir hale getirilmistir.

Kurutulmus ve 6gitiilmiis zeytin yapraklarinin fotografi sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Zeytin yaprag: kurutulmug/6giitiilmiis

3.2. Metot

3.2.1. Orneklerin Ekstrakte Edilmesi
3.2.1.1. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu

Kuru zeytin yapraklarindan ii¢ gr tartilarak 50 mL ¢b6zgen igerisinde ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon islemleri sirasinda tiim yontemlerde ¢oziicii olarak metanol:su (50/50 v/v),
etanol:su (50/50 v/v) ve distile su kullanilmustir.

Kurutulan zeytin yapraklar1 6giitiildiikten sonra 3 gr olacak sekilde tartilmistir. Hammadde ve
¢cozlici karigimlart bir saat boyunca manyetik karistiricida 1000-2000 rpm  araliginda
karistirilmistir. Yaprak icerisinde bulunan bilesenlerin bu islem sayesinde ¢oziicliye gegmesi
saglanmig, elde edilen karisimlar Whatmann (42) filtre kagidiyla siiziilerek biiyiik partikiil

uzaklastirilmistir.

Her ekstraksiyon isleminden sonra elde edilen zeytin yaprag: ekstraktlart 500 mL’lik boynu

silifli balonlara aktarilarak ¢ozgenler doner evaporatér kullanilaran uzaklastirilmistir (Sekil
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3.2). Doner evaporator kullanilarak organik ¢oziiciisii uzaklastirilan drnekler -20°C’de bir
gece dondurularak liyofilize edilmistir. Dondurularak kurutulan Ornekler su ile uygun
konsantrasyonlarda hazirlanarak analizlerde kullamlmistir. Ornekler tiim ¢oziiciiler igin 2

paralel olarak hazirlanmigtir.

Sekil 3.2. Coziiciilerin evapore edilerek uzaklagtirilmasi

3.2.1.2. Ultrason destekli ekstraksiyon

Ultrason destekli ekstraksiyon igin kurutulmus ve ogiitillen zeytin yapraklarindan 3 gr
beherlere tartilmistir. Cozgen olarak su, metanol:su (50/50 v/v) ve etanol:su (50/50 v/v)
kullanilmistir. Ekstraksiyon, ultrasonik prob iceren ¢ikis giicii 250 W ve ultrasonik frekansi
20 kHz olan ultrasonik cihaz (Branson Digital Sonifier SFX 250, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon kosulu daha once yapilan denemeler sonucunda %30
titresim genligi ve 5 dakika ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Sonikasyon pulse modda
uygulanmigtir. Ayrica sicaklik kontrolii i¢in 6rnekler ekstraksiyon sirasinda buz banyosunda
bekletilmistir. Ekstraksiyondan sonra oOrnekler, 15 dakika boyunca 5000 rpm’de
santrifiijlenmistir (Hettich-Rotofix 32A).
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3.2.1.3. Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Su, metanol:su (50/50 v/v), ve etanol:su (50/50 v/v) kullanilarak hazirlanan zeytin yapragi
orneklerine mikrodalga destekli ekstraksiyon uygulanmistir. 1 atm basing altinda 30°C
sicaklikta % 50 rotasyon hiziyla 5 dakika boyunca mikrodalga destekli ekstraksiyon Ethos-
one (Milestone, Italya) cihazi kullanilarak uygulanmistir. Kullanilan mikrodalga destekli

ekstraksiyon sistemi ve ekstraksiyon kosullar1 Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’ da verilmistir.

Sekil 3.4. Mikrodalga destekli ekstraksiyon kosullar1
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3.2.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu metoduna gore yapilmistir. Seyreltme
oranlarini bulmak icin 6rnekten 6n denemeler yapilmis, uygun seyreltme oran1 bulunduktan
sonra stok ¢ozeltiden 200 pL almmustir. Ornege 1,5 mL Folin (1:10) eklendikten sonra
karistirtlip siire tutulmustur. Besinci dakikanin sonunda 1,5 mL sodyum karbonat ¢6zeltisi (%
6) ilave edilmis ve karisim vortekslenmistir. Oda sicakliginda 1,5 saat tutulan orneklerin
spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Standart gallik
asit ¢ozeltisi metanol ile seyreltilerek 12,5 pg/mL — 200 pg/mL araligindaki konsantrasyonlar
hazirlanarak kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Sonuglar kalibrasyon egrisi kullanilarak mg
gallik asit esdegerligi cinsinden mg /g olarak hesaplanmistir (Singleton, Orthofer ve Lamuela-
Raventos, 1999).

3.2.3. Antioksidan Kapasite Analizi
3.2.3.1. DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Siipiirme Kapasitesi Yontemi

Hazirlanan zeytin ekstrakti Orneklerinden 100 pL alinmis, ayarlanmis olan DPPH
¢ozeltisinden 3,9 mL eklenmistir. Ornekler 30 dakika karanlikta bekletildikten sonra 515 nm
dalga boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur. Antioksidan aktivite
degerleri troloks standardi kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafigi yardimiyla

hesaplanmistir (Pyo, Lee, Logendra ve Rosen, 2004).

3.2.3.2. ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi ile Antioksidan Tayini

2,45 mM potasyum persiilfat ¢cozeltisi ilave edilerek hazirlanan ABTS ¢ozeltisi kullanimdan
once 12-16 saat Once aliiminyum folyoya sarili sekilde oda sicakliginda bekletilmistir. ABTS
¢ozeltisi 734 nm dalga boyunda absorbans degeri 0,70+0,02 olacak sekilde etanol ile
seyreltilmistir.100 pL 6rmmek ABTS c¢ozeltisi ile karnistirllmis 15 dakikanin sonunda
spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda absorbans degeri ol¢iilmiistiir (Ree ve digerleri,

1999).

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite

Orneklerin antimikrobiyal aktiviteleri kuyu difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. S.

aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922, B. subtilis ATCC 11774 ve K. pneumaniae ATCC
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13883 test mikroorganizmalari olarak kullanilmustir. Triptik soy agar igerisinde bakteriler 24
saat siireyle 37°C etiivde inkiibe edilmis ve aktiflesen bakterilerden alinarak steril % 0,9 NaCl
¢ozeltisi icine batirilarak, McFarland 0.5’e (108 kob/mL) gére ayarlanmustir. Muller Hinton
Agar (MHA) besiyerine bakteri ¢ozeltisinden 100 pL alinarak yayma yontemi ile yayilmistir.
Besiyeri iizerinde 7-8 mm ¢apinda agilan kuyucuklar igerisine hazirlanan konsantrasyonu
1,87- 60 mg/mL olacak sekilde ekstraktlar 60-80 pL eklenmistir. Petriler 37°C de 24-48 saat
boyunca inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyonun sonunda kuyucuklarin etrafinda inhibisyon
zonlarinin ¢aplar1 kumpasla 6l¢iilerek degerlendirilmistir. Kuyu difiizyon testinde her petriden
2 paralel seklinde hazirlanmis ve olusan inhibisyon ¢apindan 3 6l¢iim alinmistir (Kobya,
Caglak ve Kara, 2019).

3.2.5 Antiquorum Sensing Aktivite Tayini

Antiquorum sensing aktivite tayini kuyu difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Ekstraktlarin
anti-quorum sensing aktiviteleri C. violaceum CV026 ve C. violaceum ATCC 12472 suslar
kullanilarak tespit edilmistir. C. violaceum CV026 bakteri susu i¢in, COHSL olarak bilinen
sinyal Ozellikli madde ve kanamisin igeren Luria-Bertani agar besiyeri, petri kaplarina
dokilerek katilasmasi beklenmistir. Besiyerleri katilastiktan sonra 0.7 McFarland
konsantrasyona ayarlanan C. violaceum CV026 bakteri kiiltiirinden 300 uL alinarak Luria-
Bertani agar plakalarina yayma yontemi ile yayilmistir. Agar plakalar1 {izerine 7-8 mm ¢ap1
olan kuyucuklar agilmistir. Kuyucuklar igerisine 60 mg/mL, 30 mg/mL, 15 mg/mL, 7,5
mg/mL ve 3,75 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrakt soliisyonlarindan 60-80 pL
olacak sekilde eklenmistir. Ayn1 deney prosediirii C. violaceum ATCC 12472 bakteri susu igin
de uygulanmistir. Nutrient Broth (NB) besiyerinde gelistirilen C. violaceum ATCC 12472
bakteri susu 0.7 McFarland konsantrasyona ayarlanarak 300 pL alinip Nutrient Agar (NA)
besiyerine yayma yontemi ile yayilmistir. Besiyeri {izerine 7-8 mm kuyucuklar agildiktan
sonra 60 mg/mL-3,75 mg/mL Kkonsantrasyonlar1 arasinda hazirlanan ekstraktlardan
kuyucuklara 60-80 uL olacak sekilde eklenmistir. Her iki sus i¢in petri kaplar1 30°C de 24
siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda antibakteriyel etki ve viyolasin
inhibisyonu gosteren ¢aplar kumpas yardimiyla mm cinsinden dl¢iilmiistiir. Testler 2 paralelli
olarak gergeklestirilmistir. Olusan inhibisyon gaplarindan 3 6l¢iim alinmustir. Kontrol grubu
olarak su kullanilmistir (Koh ve Tham, 2011).
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3.2.5.1. Mik Degerinin Tespiti

Calismada test suslar1 olarak kullanilan C. violaceum CV026, ve C. violaceum ATCC 12472
suslar1 {izerine antiquorum sensing aktivitesine sahip ekstraktlarn MIK degerlerinin
tespitinde su ile hazirlanilmis stok soliisyonlar1 en yiiksek 60 mg/mL olacak sekilde
kullanilmig, bu konsantrasyon degerinden seyreltmeler yapilarak minimum inhibisyon

konsantrasyon degerleri belirlenmistir.
3.2.5.2. Viyolasin Uretiminin Inhibisyonu

Gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen mor pigment olan Viyolasin, {i¢ yapisal birimden
olusur; bir 5-hidroksilindol, bir oksindol ve bir 2- pirolidon, iki indol halkas1 s6z konusudur,
dolayisiyla bu pigment, rebekamisin 3 ve staurosporinin yani sira bir bisindol bilesigi olarak

da adlandirilir. Viyolasin tireten bakteri ¢esitlerinden biri C.violaceum 'dur (Hoshino, 2011).

Viyolasin {iretiminin inhibisyonu analizi i¢in Artu¢ (2019) yontemi izlenmistir. 10 mL
Nutrient s1v1 besiyeri igerisine McFarland 0.7 degerine gore ayarlanan 100 pL C. violaceum
ATCC 12472 bakteri kiltirii inokiile edildi. Ekstraktlar 60 mg/mL-3,75 mg/mL
konsantrasyonlarinda eklenip, 30°C dakikadaki devir sayist 130 olacak sekilde 48 saat
boyunca ¢alkalamali inkiibatérde inkiibe edilmistir. Ayni prosediir C. violaceum CV026 igin
de yapilmistir. Diger yapilan islemlere ek olarak 20 pLL C6HSL ve 10 pL kanamisin
eklenmistir. Inkiibasyon sonunda dakikadaki devir sayis1 8500 hizda 10 dk boyunca
santrifiijlenen Orneklerin siipernatantlart 1 mL DMSO ¢ozeltisiyle ¢ozlindiirilmiistiir. 30 sn
vortekslendikten sonra dakikadaki devir sayis1 16.000°de 15 dk ultrasantrifiije tabi tutuldu.
Ornekler Sekil 3.5°de gosterildigi gibi spektrofotometre kiivetlerine koyularak, 585 nm dalga
boyunda absorbanslar1 olgiilmistiir. Ekstrakt i¢cermeyen besiyerleri kontrol grubu olarak

kullanilmastir.

OD 585-0D ¢ k
Viyolasin giderim oram (%) = oD 5850me X100 (3.1)

ODsgs: 585 absorbans degerinde ekstraktin optik yogunlugu

ODgérnek: 585 aborbans degerinde ekstrakt icermeyen kontrol grubunun optik yogunlugu
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Sekil 3. 5. Viyolasin iiretim inhibisyonuna bagli 6rneklerde renk degisimi
3.2.5.3. Kayma Testi

Mikrodalga, klasik ¢oziicii ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen
ekstraktlar petri kaplarina dokiildiikten sonra LB (Luria-Bertani) besiyerlerine yayilmistir. Bir
gece Onceden aktiflestirilen P. aeruginosa PAOI1 susu besiyerinin merkezine inokiile
edilmistir. Besiyerinin merkezinden agilama noktasindan disartya dogru yayilim gosterdigi
¢apin uzunlugu olgiilmiistiir. Sonuglar ekstrakt icermeyen besiyerinde P. aeruginosa PAO1
susu ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir (Ibrahim, 2022).

Kontrol cap1—Ornek cap1

Kayma hareketi inhibisyonu= X100 (3.2

Kontrol cap:

3.3. istatistiksel Analiz

Yapilan toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite analizleri sonucunda elde edilen veriler
Minitab 17 (Minitab Inc., State College, ABD) yazilimi kullanilarak ANOVA (varyans
analizi) yontemi uygulanarak degerlendirlmistir. Ornekler arasindaki istatistiksel
karsilagtirmalar Fisher’in en kiigiik anlamli fark yontemine gore yapilmisg ve p<0.05 diizeyi

dikkate alinarak degerlendirilmistir.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Calismada Oncelikle klasik ¢ozgen ekstraksiyonu, mikrodalga ve ultrason destekli
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde ve
antioksidan aktiviteleri belirlenmis ve analiz sonuglar1 Tablo 4.1’de verilmistir. Toplam
fenolik madde miktar1 24,46 mg/g-133,33 mg/g araliginda bulunmustur. Sonuglara gére en
yiiksek toplam fenolik madde miktar1 su kullanilarak mikrodalga destekli ekstraksiyonla elde
edilen ekstraktlarda belirlenmistir.

Yapilan baska bir ¢alismada, Hatay’da farkli bolgelerde yetisen zeytin yapragmin (Olea
europaea) metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 belirlenmistir. Yedi ayri
bolge i¢in incelenen zeytin yapraklarinda fenolik maddde miktarlar1 21,99 - 169,48 mg
GAE/qg ekstrakt araliginda bulunmustur. Cetenli bolgesinde fenolik madde miktari 34,82+1,59
mg GAE/g ve Hassa bolgesinde 39,84+12,48 mg GAE/g iken, Uziimdali bdlgesinde
21,99+3,64 mg GAE/g diizeyinde bulunmustur (Danahaliloglu, Tekeli, Goycincik ve
Yildirim, 2018).

Demirkol, Celik ve Tarakci (2017) Ordu ilinin farkli bolgelerinden temin edilen sakarca
bitkisinin fenolik madde igerigini arastirmistir. Sakarca bitkisi (Ornithogalum umbellatum)
fenolik madde igerigi en disiik 28,35 mg GAE/g kuru madde, en yiiksek 51,60 mg GAE /g

kuru madde bulunmustur.

Alt1 farkl bitki ekstrakti (Kaju, Chamuang, Monpu, Thurianthe, Kradon ve Pakliang) klasik
ekstraksiyon, ultrasonik destekli ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilmistir. Elde edilen bitki ekstratlarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerine
bakilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde edilen bitki ekstraktlarinin, diger
ekstraksiyon yontemlerine gore en yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu bulunmustur

(Junsathian, Nakamura, Katayama ve Rawdkuen, 2022).

Mantardan mikrodalga destekli ektraksiyon ve konvansiyonel ektraksiyon yontemi ile elde
edilen ekstraktin fenolik madde miktarinin incelendigi ¢alismada, en yiiksek fenolik madde
miktar1 ekstraksiyon siiresinin 3.8 dakika, etanol konsantrasyonunun % 40 ve mikrodalga

giicliniin 125 W oldugu kosulda elde edilen ekstraktta 470 mg GAE/100 g kuru madde olarak
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bulunmustur. Mikrodalga destekli ekstraksiyon ve konvansiyonel ekstraksiyon ydntemleri
karsilastirildiginda, en etkili yontemin mikrodalga destekli ektraksiyon oldugu tespit
edilmistir (Maeng, Muhammad Shahbaz, Ameer, Jo ve Kwon, 2017).

Mugla’nin Fethiye ilgesinden toplanan gemlik tipi zeytinlerin fenolik bilesiklerinin ve
antioksidan kapasitesinin incelendigi bir ¢alismada yesil zeytinlerin ABTS degerleri 403,10-
502,77 pmol troloks/100g arasinda degismektedir. Siyah zeytinlerin ABTS degeri ise 526,34
— 526,95 pumol troloks/100g degerleri arasindadir (Kdse, Semizoglu, Kasnak ve Palamutoglu,
2018).

Dekdouk ve digerleri (2015) zeytin meyvesinden elde edilen ekstratlarin DPPH yontemi
kullanarak antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada zeytin meyvelerinden
elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri 27.40-202.62 mg TE/g ekstrakt olarak tespit

edilmistir.

Elde ettigimiz sonuglarla literatiir ¢alismalarin1 karsilastirdigimizda toplam fenolik madde
miktar1 benzer sonuglar gostermistir. Toplam fenolik madde miktar1 ile DPPH ve ABTS
yontemleri ile belirlenen antioksidan kapasite analizleri sonuglarma goére en yiiksek
antioksidan kapasite degeri su kullanilarak yapilan mikrodalga destekli ekstraksiyon
sonucunda elde edilmistir. Istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede p<0.05 diizeyinde

ornekler arasinda onemli bir farklilik bulunmaktadir.

Tablo4.1. Zeytin yaprag: ekstraktlarinin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan
aktiviteleri

. Toplam fenolik Antioksidan aktivite L .
Ornekler madde (mg/g zeytin (umol Troloks/g zeytin Antioksidan aktivite

yapragi) yapragi) (TEAC/mg)

KMS 31,83+ 0,77 195,11+4,69° 316,52+2,40°
KES 38,36+ 1,544 220,67+5,494 215,12+2,60f
KS 24,46+ 0,97¢ 104,65+3,86¢2 310,25+4,61¢
UDEMS 35,54+ 5,24¢ 130,80+6,36f 314,45+2,26%
UDEES 39,68+ 0,684 258,24+9,89° 111,08+3,01¢
UDES 26,83+ 0,228 114,19+2,59¢ 54,05+1,28"
MDMS 81,95+ 0,56° 250,93+11,03 4592243 64°
MDES 88,17+ 0,30° 241,044+6,91¢ 278,4142,19¢
MDS 113,33+ 0,942 316,62+11,59° 503,72+2,382

UDE: Ultrason destekli ekstraksiyon MD: Mikrodalga destekli ekstraksiyon K:Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu KMS:Klasik
¢oziicii metanol-su KES:Klasik ¢oziicii etanol-su KS:Klasik ¢oziicii su UDEMS: Ultrason destekli ekstraksiyon metanol-su
UDEES: Ultrason destekli ekstraksiyon etanol- su UDES: Ultrason destekli ekstraksiyon su MDMS: Mikrodalga destekli
ekstraksiyon metanol-su MDES: Mikrodalga destekli ekstraksiyon etanol-su MDS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon su

29 (Jstel olarak gosterilen farkl harfler siitundaki 6rnekler arasinda dnemli bir farklilik oldugunu gostermektedir. (p <0.05)
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite ve MiK Degerlerinin Belirlenmesi

Farkli yontemlerle elde edilen ekstraktlarda antimikrobiyal aktivite analizi kuyu difiizyon
yontemi kullanilarak incelenmis ve antimikrobiyal aktivite gdsteren drneklerin MIK degerleri
belirlenmistir. Test mikroorganizmalar1 olarak S. aureus ATCC 29213, E. coli ATCC 25922,
B. subtilis ATCC 11774 ve K.pneumaniae ATCC 13883 suslar1 kullanilmistir. Zeytin yapragi
ekstraktlariin higbirinin E. coli ATCC 25922 bakterisine karsi antimikrobiyal aktivite
gostermedigi  belirlenmistir. Ayrica yapilan denemeler sonucunda ultrason destekli
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin test edilen bakterilere karsi antimikrobiyal
etkisinin olmadigi goriilmistiir. Bu durum biyolojik aktivitenin belirlenmesi agisindan
ekstraksiyon kosullarinin  optimize edilmesinin 6nemli oldugunu gostermektedir.
Calismamizda ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenler % 50 ¢oziici
konsantrayonu (etanol, metanol ve su), ekstraksiyon siiresi 5 dk ve % 30 titresim genligi
olarak belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler optimize edilerek antimikrobiyal aktivitenin

belirlenebilir diizeyde elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlarin S. aureus ATCC 29213 bakterisine Kkars1
antimikrobiyal etki sonuclarinin degerlendirilmesi amaciyla 6l¢iilen zon ¢aplart mm cinsinden
belirlenmis ve Tablo 4.2°de verilmistir. Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 incelendiginde;
etanol-su (1:1) ve metanol-su (1:1) ¢ozgenleriyle yapilan klasik ¢oziicii ekstraksiyonu
sonucunda elde edilen ekstraktlar ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde su, etanol-
su (1:1) ve metanol-su (1:1) kullanilan ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Klasik ¢oziicli ekstraksiyonunda etanol-su ile hazirlanan ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivite analizinde 18,96+0,89 mm inhibisyon ¢ap1 olusurken ayni yontemle
hazirlanan metanol-su ekstraktinin inhibisyon cap1 14,76+0,36 mm bulunmustur. MiK
degerleri klasik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen etanol-su ekstraktinda 3,75 mg/mL,
metanol-su ekstraktinda 30 mg/mL ve mikrodalga destekli ekstraksiyonla elde edilen su,

etanol- su, ve metanol su ekstraktlarinda MIK degerleri 3,75 mg/mL olarak bulunmustur.
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Tablo 4.2. Ekstraktlarin S.auerus ATCC 23123 bakterisi iizerine MiK degerinin belirlenmesi

Konsantrasyon Inhibisyon zon ¢api (mm)

(mg/ml) KES KMS MDS MDES MDMS
60 18,96+0,89 14,76£0,36 20,41+0,97 22,77%0,59 20,99+0.42
30 16,19£0,63 12,93£0,65 18,77+0,34 20,65x0,21 18,20+0,39
15 14,6610,61 - 16,96+0,87 18,47+0,21 15,23+0,75
7,5 10,56+0,56 - 13,41+0,35 13,44+0,54 12,45+0,40
3,75 9,131007 - 10,37+0,39 10,37+£0,39  9,51+0,29
1,87 . - . - i

KES: Klasik ¢oziicii etanol-su KMS: Klasik ¢6ziicii metanol-su MDS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon su MDES:
Mikrodalga destekli ekstraksiyon etanol-su MDMS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon metanol-su

Tez caligmamizda toplam fenolik madde igerigi de hesaplanan ekstraktlarin,
antimikrobiyal aktivitesi fenolik madde igerigiyle dogru oranti gostermistir. Fenolik
madde icerigi yliksek olan ekstraktin antimikrobiyal aktivitesi de yiiksek bulunmustur.
Gram (+) bakterilerin Gram (-) bakterilerden daha hassas oldugu, bakterilerden en
direnglisi E. coli, en duyarli bakteri ise S. aureus olarak tespit edilmistir.

Shan, Cai, Brooks ve Corke (2007) yaptiklart bir ¢calismada 46 tibbi bitki ve baharat
ekstraktinin antimikrobiyal aktivitelerini Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, S.
aureus, E. coli ve Salmonella anatum test bakterilerini kullanarak belirlemeye
calismiglardir. En duyarli bakteri S.aureus iken, E.coli bir¢cok bitkiye karsi
antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Boylelikle en direngli bakterinin E.coli oldugu

gbzlemlenmistir.

B. subtilis ATCC 11774 mikroorganizmasi kullanilarak yapilan antimikrobiyal aktivite
analizinde klasik ¢oziicii ekstraksiyonuyla hazirlanan etanol-su ekstrakti ve mikrodalga
destekli
antimikrobiyal etki gostermistir. En yiiksek antimikrobiyal etkiyi (23,92+0,39 mm)

ckstraksiyonla hazirlanan su, etanol-su ve metanol-su ekstraktlart
mikrodalga destekli ekstraksiyonla hazirlanan metanol su ekstrakti gostermistir. Tiim
ekstraktlar icin MIK degerleri 3,75 mg/mL olarak belirlenmistir. B. subtilis bakterisine

karsi elde edilen inhibisyon zon ¢aplar1 Tablo 4.3’te verilmistir.
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Tablo 4. 3. Ekstraktlarin Bacillus subtilis ATCC 11774 bakterisi iizerine MIK degerlerinin

belirlenmesi
Konsantrasyon Inhibisyon zon ¢api (mm)

(mg/ml) KES MDS MDES MDMS
60 20,82+0,28 20,22+0,79 23,32+0,89 23,92+0,39
30 19,12+0,62 19,08+0,70 20,55+0,42 21,10+0,87
15 15,87+0,18 15,69+0,59 18,09+0,55 17,54+0,10
7,5 12,75+0,32 12,41+0,62 13,76+0,37 14,73+0,04

3,75 11,14+0,16 8,83+0,25 10,40+0,38 9,12+0,52

1,87 - - - -

KES: Klasik ¢oziici etanol-su MDS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon su MDES: Mikrodalga destekli
ekstraksiyon etanol-su MDMS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon metanol-su

Benli ve Yigit (2005) yaptig1 calismada Thymus vulgaris (Kekik) bitkisinin sekiz farkli
cozgenle elde edilen ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisini Bacillus subtilis bakterisi
tizerinde denemistir. Etanol ve metanol kullanilarak ekstrakte edilmis Thymus vulgaris
(kekik) bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metodu ile belirlenmistir.
Kekik bitkisinin etanol ekstrakti Bacillus subtilis {izerinde 9 mm inhibisyon zon gap1

olustururken, metanol ekstrakti ise 13 mm inhibisyon ¢ap1 olusturmustur.

Bonjar (2004) Alanya kekiginin (Origanum) antimikrobiyal aktivitesini S. aureus, B.
cereus, E. coli ve K. pneumeniae bakterilerini test mikroorganizmasi olarak kullanarak
belirlemislerdir. Ekstraktlarm E. coli, ve K. pneumeniae bakterilerine karst
antimikrobiyal etki gostermedigi, S. aureus’a kars1 7-9 mm arasinda zon ¢ap1, B. cereus
bakterisine karsi ise 10-14 mm arasinda zon c¢api olusturarak antimikrobiyal etki

gosterdigi belirlenmistir.

Klasik ¢6ziicii ekstraksiyonu ile hazirlanan etanol-su, mikrodalga destekli ekstraksiyon
ile hazirlanan su, etanol-su, ve metanol-su ekstraktlarinin K. pneumaniae ATCC 13883
bakterisine karsi antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivitesi
en fazla olan ekstrakt 21,01+0,74 inhibisyon ¢ap1 ile mikrodalga kullanilarak elde edilen
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etanol-su ekstrakt: olmustur. Klasik yéntemle elde edilen su ekstraktinin MIK degeri 7,5

mg/mL olarak belirlenmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile hazirlanan 6rneklerin

MIK degeri 3,75 mg/mL bulunmustur. Ekstraktlarmn K. pneumaniae ATCC 13883

bakterisi tizerine antimikrobiyal aktivitesi Tablo 4.4’de verilmistir.

Tablo 4.4. Ekstraktlarin K.pneumaniae ATCC 13883 bakterisi iizerine MIK degerlerinin

belirlenmesi
Konsantrasyon Inhibisyon zon ¢api (mm)
(mg/ml) KES MDS MDES MDMS
60 20,39+0,88 20,27+£0,93 21,01+0,74 20,72+0,55
30 17,64+0,78 17,77+0,32 18,86:0,53 19,35+0.96
15 16,63+0,37 14,64+0,62 15,68+0,74 17.35+0.45
7,5 13,26+0,75 12,42+0,13 12,82+0,70 13,08+0,44
3,75 - 9,89+0,66 10,32+0,19 10,47+0,34
1,87 - = . -

KES: Klasik ¢6ziicii etanol-su MDS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon su MDES: Mikrodalga destekli ekstraksiyon

etanol-su MDMS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon metanol-su

4.3 Zeytin Yapragi Ekstraktlarimin Antiquorum Sensing Aktivitesinin Belirlenmesi

Zeytin yapraklarinin klasik, ultrason, ve mikrodalga destekli ekstraksiyonu sonucu elde edilen
ekstraktlarinin antiquorum sensing aktiviteleri kuyu difiizyon yontemi ile belirlenmistir. C.
violaceum CV026 ve C. violaceum ATCC 12472 bakteri suslar1 test organizmalar1 olarak
kullanilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin uygulanmasiyla elde edilen tiim
ekstraktlarin antiquorum sensing aktivite gosterdigi belirlenmistir. Su kullanilarak yapilan
klasik ekstraksiyonda elde edilen ekstraktin C. violaceum ATCC 12472 test susu lizerine
antibakteriyel ve antiquorum sensing aktivite gosterdigi bulunmustur. Inhibisyon zon capi
olusturan orneklerin ayrica MIK degeri belirlenmistir. Elde edilen sonuglara ait degerler

Tablo 4.5°te verilmistir.
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Tablo 4.5. Ekstraktlarin quorum sensing inhibisyon etkisinin belirlenmesi

Quorum sensing inhibisyon etkisi

Ornekler Inhibisyon zon ¢ap1 (mm) Inhibisyon zon capi (mm)
C. violaceum CV026 C. violaceum ATCC 12472
MDS 14,83+0,39 13,60+0,30
MDES 16,77+0,61 11,82+0,80
MDMS 17,07+0,26 12,72+0,62
KS - 9,92+0,21

KS: Klasik ¢oziici su MDS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon su MDES: Mikrodalga destekli ekstraksiyon etanol-su
MDMS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon metanol-su

C. violaceum CV026 bakteri susu iizerinde en yiiksek antiquorum sensing etkisi metanol-su
kullanilarak elde edilen mikrodalga ekstraktinda belirlenmis ve inhibisyon ¢ap1 17,07+0,26

mm olarak &l¢iilmiistiir. Inhibisyon zon ¢ap 6lgiilen drnekler Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. MD ekstraktlarinin C.violaceum CV026 iizerine antiquorum sensing aktivitesi

Yapilan bir ¢calismada Castanea sativa bitkisinin antiquorum sensing etkisi arastiriimis, MiK
degerleri belirlenmistir. Castenea sativa ¢iceginin metanol ekstraktinin antimikrobiyal
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla uygulanan test sonucunda S. aureus bakterisine karsi
23,33+0,47 mm inhibisyon ¢api, B. subtilis 12,0£0,81 mm ve K.pneumoniae iizerine ise
7,33+0,47 mm zon ¢ap1 olusturmustur. Castenea sativa giceginin etanol ekstrakti S. aureus
bakterisine karsi 17,33+0,47 mm zon ¢ap1 olusturmustur. Antiquorum sensing aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla yapilan analiz sonucunda Castenea sativa giceginin metanol ekstrakti
C. vialoceum ATCC 12472 bakterisine karst 20,33+0,47 mm viyolasin inhibisyon c¢api
olusturmustur (Eksi, Esertas, Kilig, Ejder ve Uzunok, 2020).
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Cin’ de yetistirilen bir bitki tiirii olan Phyllanthus amarus (P.amarus) bitkisinin 3 farkli
organik ¢ozgen (hekzan, kloroform, metanol) kullanilarak hazirlanan ekstraktlarinin
antiquorum sensing aktiviteleri incelenmistir. P.amarus bitkisinin metanol ile hazirlanan
ekstraktt Chromobacterium violaceum CVVO26 bakterisi {izerine antiqguorum sensing aktivitesi

gostermistir (Priya, Yin ve Chan, 2013).

Khan, Zahin, Hasan, Husain ve Ahmad (2009) karanfil, tar¢cin, lavanta, nane yaglarmin C.
violaceum CV12472 ve C. violaceum CV026 bakterilerine karsi antiquorum sensing aktivitesi
gosterdigini rapor etmislerdir. Karanfil yagi, C. violaceum CV12472 ve C. violaceum CV026

bakterilerine kars1 sirasiyla 19 ve 17 mm inhibisyon ¢ap1 olusturmustur.

Yaptigimiz ¢alismada, zeytin yapragi ekstraktlarinin C. violaceum CV026 ve C. violaceum
ATCC 12472 bakterilerine kars1 antiquorum sensing aktiviteleri belirlenmistir. C. violaceum
ATCC 12472 bakteri susu iizerine en yiiksek antiquorum sensing aktiviteye sahip olan
ekstrakt mikrodalga yontemiyle elde edilmis olan su ekstrakti olarak tespit edilmis ve
viyolasin inhibisyon ¢ap1 13,60+0,30 mm olarak oOl¢iilmiistiir. Sonu¢ olarak mikrodalga
destekli ekstraksiyon ile hazirlanan orneklerin antiquorum sensing aktivite gosterdigi
bulunmus ve esktraktin farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak MIiK degerleri belirlenmistir.
Elde edilen inhibisyon zon ¢aplar1 Tablo 4.6’da verilmistir. C. violaceum CV026 bakterisi
kullanilarak uygulanan antiquorum sensing aktivitesine gore metanol-su mikrodalga
ekstraktinin antiquorum sensing aktivitesi daha yiiksek bulunmustur. Tiim ekstraktlarin MIK
degerleri 7,5 mg/mL olarak belirlenmistir. C. violaceum ATCC 12472 kullanilarak uygulanan
antiquorum sensing aktivitesine gore ise mikrodalga su ekstraktinin antiquorum sensing
aktivitesi daha yiiksek bulunmustur. Su ekstraktinin MIK degeri 7,5 mg/mL, etanol su ve

metanol su ekstraktlarinin MIK degerleri 15 mg/mL olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.6. Ekstraklarin antiquorum sensing aktivitesinin MIK degerinin belirlenmesi

Inhibisyon ¢ap1 (mm)
C. violaceum CV026
Konsantrasyon MDS MDES MDMS
(mg /mL)
60 13,10+0,40 15,83+0,80 16,25+0,36
30 11,44+0,33 12,00+0,14 12,31+0,41
15 10,84+0,08 10,49+0,24 10,42+0,25
7,5 9,51+0,29 9,61+0,17 9,234+0,12
3,75 - - -
C. violaceum ATCC 12472
Konsantrasyon MDS MDES MDMS
(mg /mL)
60 13,35+0,27 12,27+0,43 12,97+0,72
30 11,69+0,33 11,19+0,38 11,51+0,30
15 10,64+0,35 9,45+0,26 9,99+0,37
7,5 9,72+0,42 - -
3,75 - - -

MDS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon-su MDES: Mikrodalga destekli ekstraksiyon etanol-su MDMS: Mikrodalga

destekli ekstraksiyon metanol-su

4.3.1. Viyolasin Uretiminin inhibisyonu

C. violaceum ATCC 12472 susu tarafindan iiretilen violasin pigmenti iizerindeki etkinin %
inhibisyon olarak hesaplanmasi ile elde edilen sonuglar Tablo 4. 7’de gosterilmistir.
Deneyden elde edilen sonucglar incelendiginde mikrodalga yontemi ile hazirlanmis
ekstraktlarin 60, 30, 15, 7,5 ve 3,75 mg/mL konsantrasyonlarnin C. violaceum ATCC 12472
bakterisi tarafindan olusturulan viyolasin pigmentinin {iretimini engelledigi goriilmistiir.
Ekstraktlarin en yiiksek viyolasin inhibisyonu gosterdigi konsantrasyon 60 mg/mL olarak
belirlenmistir. 60 mg/mL konsantrasyonunda su ile hazirlanan mikrodalga destekli
ekstraksiyon sonucunda elde edilen inhibisyon yiizdesi % 83,49, etanol-su ile hazirlanan
mikradalga ekstraktinin % 48,36, aym1 sekilde mikrodalga ekstraksiyonu ile hazirlanan

metanol-su 6rneginin viyolasin giderim oran1 % 68,32 olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.7. Ekstraktlarin C.violaceum ATCC 12472 bakterisinin viyolasin pigmenti tiretimi

tizerine inhibisyonu

Konsantrasyon % Giderim orani
(mg/ml) MDS MDES MDMS

60 83,49 48,36 68,32
30 67,69 47,51 44,52
15 63,27 41,36 39,91
7,5 52 37,9 6,07

3,75 28,35 27,38 1,3

1,87 - - -

MDS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon su MDE: Mikrodalga destekli ekstraksiyon etanol-su MDMS: Mikrodalga destekli
ekstraksiyon metanol-su

Tiirkiye’de Karamuk adi ile bilinen bitkinin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyucuk yontemi
ile belirlenmistir. S. aerus ATCC 25923, B. cereus ATCC 11778, E. coli ATCC 25922,E.
faecalis ATCC 29212 ve P.aeruginosa PAQ1 test mikroorganizmalar1 olarak kullanilmigtir.

Bitkinin, E. coli ATCC 25922 ve P. aeruginosa PA0I 'e kars1 aktivite gostermedigi, S. aureus
ATCC 25923 bakterisine kars1 16,0£1,0 mm inhibisyon ¢ap1 olusturup, B. cereus ATCC
11778¢ kars1 19,0, E. faecalis ATCC 29212 bakterisi iizerine 17,0 inhibisyon capi ile aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica Karamuk bitkisinin 60 mg/mL konsantrasyonda C.
violaceum ATCC 12472 bakterisine karsi antiquorum sensing etkisi arastirtlmistir. Yapilan
calisma sonucunda ekstraktin viyolasin iiretiminde inhibisyona neden oldugu bdoylelikle

antiquorum sensing etkisi gosterdigi bildirilmistir (Giiragag, Dereli, Arin ve Onem,2022).

Bu c¢alismada ekstraktlarin C. violaceum CV026 bakterisinin viyolasin pigmenti iiretimi
izerine inhibisyonu hesaplanmistir ve Tablo 4.8’de gosterilmistir. Mikrodalga destekli
ekstraksiyon yonteminde su ile elde edilen ekstraktin viyolasin inhibisyon yiizdesi % 76,77
olarak belirlenmistir, bu degeri % 64,53 ile etanol-su ekstrakti, % 52,03 ile metanol su
ekstrakti takip etmektedir.
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Tablo 4.8. Ekstraktlarin C.violaceum CV026 bakterisinin viyolasin pigmenti liretimi tizerine

inhibisyonu
Konsantrasyon(mg MDS MDES MDMS

m) % giderim orani % giderim orani % giderim orani
60 76,77 64,53 52,03

30 28,93 29,08 -

15 2,74 16,19 -

7,5 - 3,89 -
3,75 - - .

1,87 - - .

MDS: Mikrodalga destekli ekstraksiyon su MDE: Mikrodalga destekli ekstraksiyon etanol-su MDMS: Mikrodalga destekli

ekstraksiyon metanol-su

Husain ve digerleri (2017) tarafindan bildirilen c¢alismada, mango yapragi ekstraktinin
C.violaceum, Aeromonas hydrophila, ve P. aeruginosa mikroorganizmalarina karst AHL
sinyal molekiiliine bagli pigment iiretimini azaltti§i ve biyofilm olusumunu engellendigi
saptanmistir. Mango yapragmin metanol ile hazirlanan ekstrakti, C. violaceum CV026
bakterisi iizerinde viyolasin pigmenti liretimi lizerinde inhibisyon etkisi gostermis, inhibisyon

yiizdesi % 83,6 olarak belirlenmistir.

Choo, Rukayadi ve Hwang (2006) vanilya Oziitiiniin metanol ekstraktinin C.viocelaeum

CV026 bakterisinin viyolasin pigmenti iiretimini engelledigini bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢alismada nane ekstraktinin C.viocaleum 026 bakterisi tarafindan viyolasin
tretimini engelledigi gozlenmistir. Viyolasin iiretiminde nane ekstraktinin konsantrasyonu
azaldikca, viyolasin liretim inhibisyonunda azalma goriilmiistiir. 400 ug/mL konsantrasyonda
viyolasin giderim oran1 % 85 iken, 50 pg/mL konsantrasyonda % 26 bulunmustur (Husain ve
digerleri, 2015).

Vattem, Mihalik, Crixel ve McLean (2007) ahududu (Rubus idaeus), yaban mersini
(Vaccinium angustifolium) ve {iziim (Vitis sp.) 6ziitlerinin C. violaceum CV026 'da AHL
eklenmesiyle lretilen viyolasini sirasiyla % 60, % 42 ve % 20 oranlarinda azalttigini

belirlemislerdir. Ayrica kekik (Thymus sp.) ve lahananin (Brassica oleracea) viyolasin

35



pigment olusumunu % 60 oranininda inhibe ettigini de rapor etmislerdir. Calismamizda elde
edilen zeytin yapragmimn C. violaceum CV026 bakterisi iizerinde viyolasin giderim oranlari

literatiirde belirtilen degerlere benzer olarak bulunmustur.

4.3.2. Kayma hareketinin inhibisyonu

Kayma hareketi (swarming) yar1 kati ya da viskoz yiizeylerde bakteri toplulugunun hizla
hareket etmesi olarak adlandirilir. Kayma hareketi sinyal molekiillerin artisiyla beraber
bakterilerin cevap vermesiyle gerceklesir. P.aeruginosa bakterisinin olusturdugu kayma
hareketi quorum sensing sinyal molekiilii olan AHL tarafindan kontrol edilmektedir (Y1lmaz,

2012).

Ekstraktlarin P. aeruginosa PAO1 mikroorganizmasinin olusturmus oldugu swarming
(kayabilme) hareket ozelligi tizerindeki etkisinin % inhibisyon bi¢iminde hesaplanmis
sonuclart Tablo 4.9°da belirtilmistir. Klasik ¢o6ziicli ekstraksiyonunda su kullanilarak elde
edilen ekstrakt swarming (kayabilme) hareket 6zelligi tizerinde % 45,98 ile en yiiksek
inhibisyon etkiyi gostermistir. Ayni konsantrasyonlarda hazirlanan klasik ¢oziicii yonteminde
kullanilan metanol-su % 30,47, etanol su % 21,95 inhibe edici etki gostermistir. Mikrodalga
ekstraksiyon yontemi ile hazirlanan su ekstrakti % 41,43 hareket 6zelligini inhibe edici etki
gosterirken, etanol su % 28,46 ve metanol su ekstraktt % 42,3 kayma hareketi iizerinde

inhibisyon etkisi gostermistir.

Tablo 4.9. Ekstraktlarin  P.aeruginosa PAO1l bakterisi {izerinde kayma hareketinin

inhibisyonu
Ekstraktlar Kayma Hareketi inhibisyonu (%)

KS 45,98+1,82

KMS 30,47+0,97

KES 21,95+0,99

MDS 41,37+1,02

MDES 28,33+1,22
MDMS 42,30+1,83

MDS: Mikrodalga destekli ektraksiyon su MDE: Mikrodalga destekli ekstraksiyon etanol-su MDMS: Mikrodalga destekli
ekstraksiyon metanol-su ekstraksiyonu KMS: Klasik ¢oziicii ekstraksiyon metanol-su KES: Klasik ¢oziicii ekstraksiyon

etanol-su KS: Klasik ¢6ziicii ekstraksiyon su
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5.SONUC

Bakteriyel hiicreden hiicreye kimyasal iletisim, patojenlerde antibiyotik direnci, viyolasin
tiretimi, kayma hareketi, biyofilm olusumu, hayatta kalma, ¢ogalma ve toksin tiretimi ile ilgili

mekanizmalar tetikleyen ve kontrol eden ¢evreyi algilama yoluyla gergeklesir.

Calismamizda zeytin yapragi kullanilarak ii¢ farkli ekstraksiyon yontemi uygulanmistir. Bu
yontemler klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, ultrason destekli ekstraksiyon ve mikrodalga destekli
ekstraksiyondur. Elde ettigimiz sonuglarla literatiir ¢alismalarini karsilastirdigimizda
mikrodalga destekli ekstraksiyon ile toplam fenolik madde igerigi zengin, antioksidan

kapasitesi yiiksek ekstraktlar elde edilebildigi tespit edilmistir.

Ekstraktlarin toplam fenolik madde degeri en yiiksek su kullanarak mikrodalga destekli
ekstraksiyonla elde edilen ekstraktta 113,33+0,94 mg/g kuru madde olarak bulunmustur. Ayn1
zamanda en yiiksek antioksidan aktivite degerleri de DPPH ve ABTS yontemleri ile yine bu

ornekte belirlenmistir.

Ekstraktlarin B. subtilis ATCC 11774, S. aureus ATCC 29213 ve K. pneumaniae ATCC
13883 bakterileri iizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi yontemler Kklasik ¢oziici

ekstraksiyon yontemi ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraklarin, diger ekstraksiyon
yontemleri ile kiyaslandiginda, C. violaceum CV026 ve C. violaceum ATCC 12472 bakteri
suslar iizerinde quorum sensing inhibisyon aktivitesinin daha etkili oldugu gdériilmektedir.
Bunun sebebinin zeytin yapraklarindan mikrodalga ekstraksiyon yontemi ile elde edilen

ekstraktlarda fenolik madde miktarinin yiiksek olmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir.

C. violaceum ATCC 12472 bakterisi i¢in en yiikksek quorum sensing inhibisyon etkisini
13,60+0,30 inhibisyon ¢ap1 ile su kullanilarak gergeklestirilen mikrodalga destekli ekstrakt
gostermistir. C. violaceum CV026 bakteri susu iizerinde en yiiksek antiquorum sensing etkisi
metanol-su mikrodalga (MDMS) eksraktinda belirlenmis ve inhibisyon ¢ap1 17,07+0,26 mm

bulunmustur.

Literatiir ¢aligmalar1 sonuglarimizla benzer sekilde metanol ve etanol ¢ozgenlerinin diger
cozgenlere oranla antimikrobiyal ve antiquorum aktivitede daha etkili oldugunu

gostermektedir.
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Viyolasin pigmenti, genellikle bakteri hiicrelerini QS aracili bir siiregle oksidatif stresin
erisiminden uzak tutan bakteri zar1 {lizerinde bir antioksidan koruyucu madde rolii oynar.
Mikrodalga destekli ekstraktlarin; C. violaceum CV026 ve C. violaceum ATCC 12472 bakteri

suslarinin viyolasin pigment iiretimi iizerine etkisi % giderim olarak degerlendirilmistir.

Zeytin yapragi ekstraklarindan mikrodalga destekli farkli ¢6zgenlerle hazirlanan ekstraktlarin
tiimii, viyolasin iiretimini engellemistir. Su kullanilarak gergeklestirilen mikrodalga destekli
ekstraksiyonla elde edilen ekstraktin her iki bakteri iizerinde antiquorum sensing etkisi etanol-
su ve metanol-su kullanilarak gergeklestirilen mikrodalga destekli ekstraksiyonla elde edilen
ekstraktlarin antiquorum sensing etkilerinden daha yiiksek olarak gézlenmistir. Calismamizda
mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen zeytin yapragi metanol-su
ekstraktinin (MDMS) C. violaceum CV026 bakterisinin iirettigi viyolasini giderim orani 60
mg/mL konsantrasyonunda % 45,98 bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda klasik ¢oziicli ve
mikrodalga destekli ekstraksiyonla elde edilen orneklerin P. aeruginosa PAO1 bakteri

susunun kayma hareketini engelledigi belirlenmistir.

Zeytin yapragi ekstrakti elenolik asit tiirevleri ve hidroksitirosol gibi fenolik bilesikler
acisindan zengindir. Bdylelikle giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip zeytin yapragi
ekstraktlar1 gida, kozmetik ve ilag endiistrisindeki uygulamalar igin biiylik potansiyel
saglamaktadir. Calismamizda zeytin yapragi ekstrakti elde etmek igin farkli yOntemler
kullanilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyonun klasik ve ultrason destekli ekstraksiyon ile
karsilastirildiginda, zamandan tasarruf saglayan, etkili, alternatif bir ekstraksiyon yontemi

oldugu goriilmiistiir.
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