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OZET

SUBKRITIK SU ORTAMINDA KATI ATIKLARDAN ELDE EDIiLEN HIDROKOMURLER
ILE Morchella esculenta EKSTRAKTININ iMMOBILIiZASYONU, HAVA FiLTRESINE
UYGULANMASI VE ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ INCELENMESI

Filtrasyon teknolojisi, aerosolleri ve hidrosolleri kontrol etmek igin en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. Bununla birlikte, bir filtre yiizeyinde toplanan mikroorganizmalar canli kalabilir
ve biyiiyebilir. Filtre ylizeyindeki mikroorganizmalar insan sagligim1 tehdit etmektedir. Bunu
engelleyebilmek i¢in antimikrobiyal ajanlar filtre yiizeyine immobilize edilebilir.

Bu c¢alismada, dogal antimikrobiyal ajan elde etmek i¢in M.esculenta mantarinin 2 farkli
metodla (soxhlet ve ultrasonik destekli ekstraksiyon) 3 farkli ekstrakti (aseton, etanol:su soxhlet ,
etanol:su ultasonik) elde edilmistir. Elde edilen M. esculenta ekstraktlarin (MeE) daha stabil olmas1 ve
sinerjitik etki ile antimikrobiyalliginin arttirilmasi amaciyla badem kabugu hidrokomiirii (BKH) ile
birlestirilmistir. Onemli bir biyoatik badem kabugu atiklar1 kullanilarak subkritik su (SKS) yontemi ile
hidrokémiir elde edilmis ve elde edilen hidrokomiire M.esculenta ekstrakti ultrasonikat6r yardimi ile
immobilize edilmistir. Calismada, ekstraktlarin ve hidrokomiiriin antimikrobiyal 6zellikleri
incelenmistir. en etkili M. esculentaekstraktinin aseton ekstrakti oldugu tespit edilmistir. M. esculenta
aseton ekstraktinin MiK degerleri E. coli icin 22,6 mg/mL, E. faecalis icin 69,2 mg/mL, S. aureus i¢in
28,7 mg/mL, C. albicans i¢in15,8 mg/mL, C. parapsilosis igin 13,6 mg/mL ve C. tropicalis i¢in 41,7
mg/mL olarak bulunmustur. ilgili ekstraktin inhibisyon zonlar1, E. coli i¢in 16,74 mm, E. faecalis i¢in
12,87 mm, S. aureus igin 26,2 mm, C. albicans igin 22,22 mm, C. parapsilosis i¢in 12,7 mm ve C.
tropicalis i¢in 30,0 mm olarak elde edilmistir (p <0,05). BKH*MeE’nin karakterizasyonu yapilmis olup
ve filtreye fikse edilen BKH*MeE’ nin antimikrobiyalligi zamana baglh o6lim dinamigi yontemi
kullanilarak ol¢iilmiistiir.

Filtreye fikse edilmis BKH*MeE'ye maruz kalan patojenlerin zamana bagli inaktivasyonu
sonucuna gore Candida parapsilosis'te 5 dakikada en yiiksek logaritmik ve ylizde azalma yiizdesi 2,24
KOB/cm? ve %99,33 olurken, 15. dakika sonunda gériilen en yiiksek azalma C. parapsilosis’de (1,85
KOB/cm?, %98,7) olarak gerceklesmistir. Bu sonuglara dayanarak M.esculenta ekstrakti antimikrobiyal
etkinliginin mantarlara oranla bakterilere kars1 daha fazla oldugu séylenebilir.

Tim bu sonuglar, filtre iizerine fikse edilen BKH*MeEmin antimikrobiyal 6zellikler
gosterdigini ve giindelik hayatta filtreler iizerinde canli kalabilen hatta iireyebilen mikroorganizmalari
inhibe edebildigi gostermistir. .

Anahtar Kelimeler: Morchella esculenta, Hidrokoémiir, Filtre, Subkritik Su
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ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF Morchella esculenta EXTRACT WITH HYDROCHAR
OBTAINED FROM SOLID WASTES IN SUBCRITICAL WATER, APPLICATION TO AIR
FILTER AND INVESTIGATION OF ITS ANTIMICROBIAL PROPERTIES

Filtration technology is one of the most widely used methods to control aerosols and hydrosols.
However, microorganisms collected on a filter surface can survive and grow. Microorganisms on the
filter surface threaten human health. Antimicrobial agents can be used to prevent this threat. Nowadays,
resistance to antibiotics has led to the search for natural antimicrobial sources.

In this study, 3 different extracts (acetone, ethanol:water soxhlet, ethanol:water ultrasonic) of
M. esculenta mushroom were obtained by 2 different methods (soxhlet and ultrasonic assisted) to obtain
a natural antimicrobial agent. The obtained M. esculenta extract (MeE) was combined with almond shell
hydrochar (ASH) to be more stable and to increase its antimicrobial activity with a synergistic effect.
Almond shell wastes, which cause environmental pollution and are used as solid fuel, were obtained by
using the subcritical water (SCS) method and the obtained hydrochar and the extract were immobilized
using an ultrasonicator. In the study, the antimicrobial properties of the extracts and hydrochar were
investigated. The most effective extract of M. esculenta was acetone extract. M. esculenta acetone
extract MIC values 22,6 mg/mL for E. coli, 69,2 mg/mL for E. faecalis, 28,7 mg/mL for S. aureus, 15,8
mg/mL for C. albicans, 13,6 mg for C. parapsilosis /mL, and 41,7 mg/mL for C. tropicalis. The zones
of inhibition of the respective extract were 16,74 mm for E. coli, 12,87 mm for E. faecalis, 26,2 mm for
S. aureus, 22,22 mm for C. albicans, 12,7 mm for C. parapsilosis and 30,0 mm for C. tropicalis (p <
0,05). The characterization of ASH *MeAE was performed and the antimicrobial activity of
ASH*MeAE fixed to the filter was measured using the time-dependent death dynamics method.
According to the result of time-dependent inactivation of pathogens exposed to filter-fixed ASH *MeE,
the highest logarithmic and percent in 5 minutes was 2,24 KOB/cm? and 99,33% in Candida
parapsilosis, while the highest decrease was observed in C. parapsilosis at the end of the 15th min (1,85
KOB/cm?, 98,7%). Based on these results, it can be said that the antimicrobial activity of M. esculenta
extract is higher against bacteria than fungi. All these results showed that ASH*MeAE fixed on the filter
showed antimicrobial properties and could inhibit microorganisms that can survive and even reproduce
on filters in daily life.

Keywords: Morchella esculenta, Hydrochar, Filter, Subcritical Water
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TESEKKUR

Bu tez ¢calismamin yiiriitiilmesi sirasinda kiymetli bilgi, birikim ve tecriibeleri ile biiytik
bir titizlilik, sabir ve 6zveriyle bana yol gdsterici olan, tez konumun belirlenmesinde, tez
caligmalarimin yiiriitilmesinde ve tezimin yazim asamalarinda bana her tiirlii destegi saglayan
ve bliylik bir sabirla tiim ¢aligmami yilmadan takip eden, tamamlanmasini saglayan degerli
danisman hocalarim sayin Dog. Dr. Erdal YABALAK VE Dog. Dr. Elif ERDOGAN ELiUZ’a
sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunmak isterim.

Egitim hayatim boyunca okumam i¢in tiim fedakarlig1 ¢ekinmeden yapan, bugiinlere gelmemde
biiyiikk emekleri olan sevgili annem Birsen KINACI ve sevgili rahmetli babam Sait KINACI’ya tiim
yasamim boyunca bana destek olduklari igin tesekkiir ve sonsuz sevgilerimi sunuyorum.

En ¢ok da yiiksek lisansa baslamami tesvik eden, lisans hayatimdan bugiine kadar hep yanimda
olan ve beni siirekli yukari ¢eken hayat arkadasim, canim esim Zahide Sultan KINACI’ya bu siirecte
sabirla beni destekledigi, umut verdigi ve sevgi dolu kalbiyle yanimda oldugu igin sonsuz tesekkiir ve
sevgilerimi sunuyorum.

Son olarak, bu siiregte sonradan aramiza minik tekmeleriyle katilan ve devaminda kiiciik
aglamalar1 ile devam eden babasinin simdiden ilham kaynagi olan biricik kizim Nil KINACI’ya giizel
bakislar1 ve mis kokusu i¢in sevgilerimi sunuyorum.

Bu tez ¢alismasi, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan 2022-1-TP2-4700

numarali proje ile desteklenmistir.
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1. GIRiS

Insanlarin sosyallesme ihtiyaci kaynakli kapali mekan aktivitelerindeki artisla birlikte, birgok
aragtirmaci kapali mekan hava kalitesinin (IAQ) 6nemini diisiinmeye baslamistir (Daisey vd., 2003;
Jones, 1999). Ozellikle sarbon ile biyolojik terdr saldirisi, 2009 yilinda influenza A (HIN1) viriisiiniin
pandemik salgin1 ve son olarak 2019 y1l1 koronaviriis pandemik salgini, havadaki mikroorganizmalarin
kontrol edilmesinin 6énemini vurgulamistir. Mikroorganizmalar cesitli hastaliklara, enfeksiyonlara,
alerjilere ve toksik reaksiyonlara neden olabilir. Ayrica hava akimlar1 yardimiyla bulasiciliklar: artar
(Dales vd., 2000; Burge, 1990). Bu nedenle, mikroorganizma kontrolleri, insan sagligini1 tehdit eden
mikroorganizmalara kars1 savunmak i¢in onemli bir konu haline gelmistir. Filtrasyon teknolojisi,
aerosolleri ve hidrosolleri kontrol etmek i¢in en kolay ve basit yontemlerdendir (Sekil 1). Bununla
birlikte, bir filtre yiizeyinde toplanan mikroorganizmalar, ¢esitli kosullarda canli kalabilir ve
biiytiyebilirler. Bunun gibi nedenlerden dolay1 klima, havalandirma ve/veya su tedarik sistemlerinde
olas1 kontaminasyonla sonuglanabilir (McFeters ve Stuart, 1972). Bu tiir durumlar lejyoner hastaligi,
pontiac atesi salginlari, solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi hastaliklara yol agmistir (Castellani Pastoris
vd., 1997; Brown vd., 1999). Son zamanlarda, filtre ortamina uygulanabilen birka¢ dogal iiriin, nispeten
daha az insan toksisitesi ile umut verici antimikrobiyal 6zellikler gostermistir (Carson vd., 2006; Pibiri
vd., 2006). Cay agaci yagi ve Sophora flavescens gibi gesitli dogal tirtinlerin antimikrobiyal 6zellikleri,
filtrasyon ve biyoaerosol kontrolii agisindan degerlendirilmis ve mikroorganizmalari etkin bir sekilde
inhibe ettigi gosterilmistir (Jung vd., 2009; Pyankov vd., 2008). Dogal iiriinler arasinda, mantarlar ve

fenolik igeriklerinin 6nemi oldukca fazladir.
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Sekil 1. Filtrasyon Teknolojisi
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Mantarlar, yiiksek besin icerigi ve diisiik kalori degerleri nedeniyle gida maddesi olarak artan
bir 6nem kazanmaktadir. Ayrica mantarlar antioksidan, antitimor, antimikrobiyal, antienflamatuar,
antitirozinaz, immiinomodiilator, antiaterojenik ve hipoglisemik aktivitelerinden tiiretilen ve
bilesimlerindeki farkli biyoaktif bilesiklere atfedilebilen sagligi gelistirici faydalar gosterir (Reis vd.,
2015; Heleno vd., 2012). Ulkemizde ¢ok gesitli bolgede yetisebilen ve halk dilinde "Kuzugobegi
Mantar1" (Sekil 2) olarak bilinen Morchella tiirleri, diinya genelinde gida maddesi olarak tiiketilebilir
mantarlar arasinda gosterilir (Acar ve Uzun, 2017). Morchella esculenta (M.esculenta)’nin sapka yapisi,
tokoferolleri, karotenoidleri, organik asitleri ve fenolik bilesikleri ve ¢ok cesitli aktif maddeleri
biinyesinde barindirir. M. esculenta’nin igerdigi organik asitlere 6rnek olarak oksalik asit, malik asit,
sitrik asit, fumarik asit ve Kinik asit bilesiklerini gosterilebilir. Ayrica protokatekuik asit, para-
hidroksibenzoik asit ve para-kumarik asit fenolik bilesikler de bu tiiriin igeriginde yer almaktadir. M.
esculenta’min igerigindeki bu maddeler tibbi agidan olduk¢a 6nemlidir (Ajmal, 2015). Bu konuda
yapilan arastirmalar, M. esculenta’da bulunan aktif bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal,
antialerjenik, antiinflamatuar ve antitiimor gibi ¢ok 6nemli faydalar1 oldugunu gostermislerdir (Heleno

vd., 2013; Meng vd., 2010; Duncan vd., 2002).

Sekil 2. M. Esculenta (Raman, vd., 2018)

Cogu dogal iiriin, gesitli ugucu kimyasallardan olusan organik bilesiklerdir. Bu nedenle nem,

sicaklik ve maruz kalma siiresi gibi dis ¢evresel faktdrler, dogal bir tirliniin antimikrobiyal 6zelliklerini
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etkileyebilir. Bunun 6niine gegmek i¢in enkapsiilasyon, immobilizasyon gibi ¢esitli yontemler son
yillarda kullanilmaktadir.

Ekstrakt icerigindeki fenolik bilesik ve diger aktif bilesiklerin dayaniminin ve etkinliginin
artmasi agisindan immobilizasyon teknigi kullanilabilir. Antimikrobiyal bilesiklerin immobilizasyonu
biyoaktif maddeleri ¢evresel stresten koruyabilir, istenmeyen duyusal 6zellikleri maskeleyebilir, diger
bilesenler ile etkilesimleri nleyebilir ve antimikrobiyal bilesigin kontrollii salinimini saglar (Ruiz-Rico,
2017).

Ideal immobilizasyon maddeleri, toksik olmamali, kolayca erisilebilir olmali, stabil olmali,
genis spesifik ylizey alanina sahip olmali, ucuz ve iyi kiitle aktarimina sahip olmalidir. Hidrok&miir, bu
baglamda diger tastyicilarla karsilastirldiginda, nispeten biiyiikk spesifik yilizey alani, yiiksek
gozenekliligi ve giiglii adsorpsiyon kapasitesi, ulasilabilir ve diigiitk maliyetli olmasi nedeniyle iyi bir
immobilizasyon maddesidir (Li, 2022) .

Yiiksek biyokiitle-biyokdmiir doniisiim oranindan dolay1 subkritik su yontemi (SKS) ile yapilan
hidrokomiir tiretimi klasik iiretim metotlarindan daha avantajlidir. Ayrica diger yontemlerde, suda
cozlinen bilesiklerin elde edilmesi miimkiin olmazken SKS yonteminde bu miimkiin olup, diger
yontemlerde, kullanilacak biyokiitle bir 6n kurutma asamasi gerektirdigi halde SKS yontemi zaten sulu
ortamda oldugundan 6n kurutmaya gerek duymaz (Sekil 3). Subkritik su, 100-374 °C araliginda
bulunan ve bu aralikta bulunan suyu sivi halde tutmaya yetecek kadar basinglandirilan su olarak

tanimlanmaktadir (Yabalak, 2018).

Hydrochar

Hydrothermal Process
carbonization water  MNutnent

TECOVETY

Sekil 3. Hidrokomiir Eldesi (Ipiales R. P. vd., 2021)
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Literatiirde bazi ¢alismalar hidrokémiiriin biyolojik aktiviteye sahip oldugunu goéstermistir
(Fang vd., 2018). Goriiniir 151k altinda persiilfatli manyetik hidrokémiiriin P. aeruginosa ve S. aureus
dahil olmak iizere patojenik bakterileri etkisiz hale getirdigi bildirilmistir (Wang vd., 2020). Su
aritiminda hidrotermal karbonizasyon teknolojisi ile E. coli'nin uzaklastirilmasi da dikkat c¢ekici bir

bagka calismadir (Chung vd., 2017).

Home-made
-
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o~ Hydrochar Hydrochar Based
'mmd Shelis {7 Immobilized Extract

Hydrochar
And Extract

M.esculenta Soxhlet Extraction Extract
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Injection on the Fiiter Paper

Air with M icroorganisms

Hydrochar Based Fresh Air
Immobilized Extract

Sekil 4. Atik Badem Kabugundan SKS Yéntemiyle Hidrokdmiir Uretimi ve Uretilen Hidrokdmiirlere

M. esculenta Ekstraktinin Immobilizasyonu ve Nihai Uriiniin Hava Fitresine Uygulanmasi

Bu calismada, atik badem kabuklarindan, SKS yontemiyle hidrokomiir iiretilmesi, iiretilen
hidrokomiir ile M. esculenta’nin soxhlet ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktinin immobilize
edilip nihai {irlinn hava filtresi yiizeyine aplikasyonu amaglanmistir. Boylece atik bir iirlinden
hidrokomiir elde edilerek ¢evresel atiklar yararli bir malzemeye doniistiiriilmiistiir. Ayrica immobilize
edilen M. esculenta mantari ekstrakti hidrokomiirle sinerjetik antimikrobiyal etki ortaya ¢ikarmistir.
Elde edilen immobilize karisim hava filtrelerine enjekte edilerek filtre {izerinde canli kalabilen hatta
tireyebilen mikroorganizmalarin inhibisyonunu saglamistir (Sekil 4). Boylelikle havalandirma kaynakli
olusan hastaliklar biiyiik O6l¢iide Onlenebileceklerdir. Bunun yaninda M. esculenta ekstraktinin
antimikrobiyal aktiviteleri aragtirilmis ve en etkili ekstraktin baglandigi hidrokomiir filtre yiizeyine fikse

edilerek, mikroorganizmalara kargi zamana bagli 6liim dinamikleri 6l¢iilmiistiir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. M. esculenta Profili, Antimikrobiyal ve Biyoteknolojik Calismalari
2.1.1 M. esculenta Hakkinda Bilgi

Yeni antimikrobiyal kitlig1 ve artan antibiyotik direnci, kiiresel saglik hizmetleri i¢in énemli
risklerdir. Hem insanlarda hem de hayvanlarda antimikrobiyal direncin gelismesi, antibiyotiklerin asirt
ve uygunsuz kullanimi yeni antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Khan
vd., 2019).

Mantarlar, besleyici ve/veya biyoaktif 6zelliklere sahip ¢ok ¢esitli biyomolekiiller igerir. Bu
ozelliklerinden dolay1 fonksiyonel gidalar ve degerli bir dogal ilag ve nutrasétik kaynagi olarak kabul
edilmislerdir. Morel tiirlerinin organizmalarda gesitli kronik hastaliklarda meydana gelen oksidatif
hasar1 en aza indirdigi rapor edilmistir. Ayrica, bu tiirler, ilk tercih edilen antibiyotiklere kars1 bakteriyel
direngle Ortiisen yeni antimikrobiyalleri bulmak igin kullanilabilir (Heleno vd., 2013).

Son aragtirmalara gore, M. esculenta tiirii kanser onleyici, iltihap 6nleyici (Nitha vd., 2007),
anti-mikrobiyal (Kalyoncu vd., 2010), hepatoprotektif (Nitha vd., 2013), ve bobrek koruyucu
faaliyetler gostermistir (Nitha ve Janardhanan, 2008). M. esculenta'nin ¢esitli sagligi tesvik edici ve tibbi
ozellikleri oldugundan, saglik bilincine sahip tiiketiciler i¢in yeni fonksiyonel gidalarin formiilasyonu
ve gelistirilmesinde ham madde olarak kullanilabilirler.

M. esculenta yaglar, mineraller, vitaminler, fenolik bilesikler ve polisakkaritler, proteinler ve
poliniikleotidler gibi bazi temel biyo-makromolekiiller agisindan zengindir (Sekil 5). Bu mantarin
biyolojik aktiviteleri Oncelikle polisakkarit-protein kompleksi veya p-D-glukanlar formundaki
polisakkaritlerine atfedilir (Lindequist vd., 2005). Onemli bilesenlerin varlig1 arasinda M. esculenta'nin
yiiksek miktarda fenolik bilesik i¢erdigi bildirilmistir. T1bbi agidan 6nemli fenolik bilesiklerin seviyeleri
mantarlar arasinda farklilik gosterir ve bu mantarlarin antioksidan aktivitesinden sorumludur
(Muszynska, vd., 2013; Reis vd., 2012). Bununla birlikte kuzugébeginin karmasik bir yasam dongiisii
oldugundan, kuzugobegi meyve govdelerinin yetistirilmesi 100 yili agkin ¢abaya ragmen basarisiz
olmaya devam etmektedir (Masaphy, 2010). Kuzu gébegi mantar1 heniiz biiylik 6l¢ekte basarili bir
sekilde yetistirilemedigi i¢in, yabani mantarlarin toplanmasi gerekmektedir.

M. esculenta’nin vahsi dogada biiyiimesi gevre sicakligi, nem, toprak ve mineralleri gibi gesitli
cevresel faktorlere baghdir (Wang vd., 2019; Paul vd., 2018). Bu nedenle hem endiistriyel talep

kargilanamamakta hem de kuzugdbeginin fiyatinin hala ¢ok yliksek olmasina sebep olusturmaktadir.
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Sekil 5. Morchella esculenta

Morchella esculenta (L.) Pers. (Morchellaceae) Asya, Avrupa ve Amerika'nin iliman
bolgelerinde yetisen yenilebilir ve fiyat1 yiiksek bir kuzugébegi mantaridir. Genellikle morel, guchi,
siinger kuzugobegi, gercek kuzugobegi, kuzugobegi, kuzugdbegi mantari, sar1 kuzugobegi vb. olarak
bilinir. 2500-3500 m rakimda bulunan sert ve igne yaprakli agaglarla mikoriza veya saprobik iligki
olarak yetisir (Sushant ve Khyati, 2017). M. esculenta, 3-9 ¢cm uzunlugunda ve 2-5 cm genisliginde
olan ve aralarinda yuvarlak veya diizensiz ¢ukurlardan olusan bir ag iceren pileus adi verilen {ist kism1
olan bir bal petegine benzer. Alt kisim, yaklasik 1-4 cm uzunlugunda, 0,5-3 cm kalmlhiginda ve i¢i bos
olan sap veya cubuk olarak adlandirilir. Kapaklar 2—7 cm x 2—10 cm boyutlarindadir ve govdeye alt
kenarindan kaynasarak siirekli bir oyuk olusturur (Vivek vd.,2018). Meyve govdesi, daha hafif sirtlara
sahip, sikica sikistirilmis, grimsi bir siinger olarak baglar. Biiyiik beyaz bir sap iizerinde yiikselen biiyiik
cukurlar ve sirtlar ile sarimst bir siinger olugturmak tizere genisler. M. esculenta'nin rengi beyazimsi ila
soluk gridir; ancak olgunlastiktan sonra grimsi kahverengi olur. Taze halde boyutu 2 c¢cm ile 25 cm
arasinda degisirken, kurutuldugunda boyutu 0,1-10 cm'ye kadar kii¢iilir (Hamayun vd., 2003; Negi,
2006).
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2.1.2. M. esculenta ile Tlgili Antimikrobiyal ve Biyoteknolojik Calismalar

Khan vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, Morchella esculenta'nin farkli ekstraktlarinin (metanol,
etil asetat, sicak ve soguk su ekstraktlar1) Agrobacterium tumefaciens, Bacillus atrophaeus, Bacillus
subtilis, Citrobactor freundii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi,
Staphyllococcus aureus, Staphyllococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa ve Xanthomonas
oryzae gibi bakteri suslar1 ile Trychophyton rubrum, Rhizopus stolonifer, Trichoderma citrinoviride,
Aspergillus fumigatus ve Alternaria alternata gibi baz1 mantar suglarina karsi antimikrobiyal aktivitesi,
degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alismada sonunda, sicak su ekstraktinin bakteri suglarina kars1 daha etkili
oldugu bulunmustur. Sicak su ekstrakti Bacillus atrophaeus'a karst %90'lik maksimum inhibisyon
bolgesi tiretirken, soguk su ekstrakti secilen mantar suslarinin ¢oguna karsi giiclii aktivite gostermistir.
Trichophyton rubrum, Trichoderma citrinoviride ve Alternaria alternata. M. esculenta'nin etil asetat
ekstrakti, test edilen mikroplara karsi en az antimikrobiyal aktivite gdstermistir.

Eraslan vd. (2021) yaptiklar1 arastirmada, Morchella esculenta (L.) Pers'in etanol ekstraktinin
antioksidan, oksidan, antimikrobiyal aktivitesi ve agir metal iceriklerini incelemislerdir. Calisma
sonucunda, mantarin TAS (toplam antioksidan durumu) degeri 4,580+0,114 mmoL/L, TOS (toplam
oksidan durumu) degeri 13,549+0,211 pmoL/L ve OSI (oksidatif stres indeksi) degeri 0,296+0,003
olarak tespit etmislerdir. Mantar ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi 50-200 pg/mL
konsantrasyonlarda antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bilesiminde Fe, Cu, Zn, Pb,
Ni, Mn, Co, Cd ve Cr elementlere sahip oldugu bulunmustur.

Zang vd. (2022) yaptiklari ¢alismada Morchella esculenta mn alkali destekli ekstraksiyonu
yapilmis, karakterize edilmis ve zebra baligi embriyolar1 kullanilarak immiinomodiilatdr etkisi
incelenmistir. Calisma sonucunda, kloramfenikol tarafindan indiiklenen zebra baliginin bagisiklik hasari
tizerinde blylik bir onarim etkisi gostermistir. Zebra baligi makrofajlarinin fagositoz yetenegi ve
nétrofillerin gogalmasi, 50 - 200 pug/mL konsantrasyonlara sahip polisakarit FMP-2 ile biiyilik olglide
artirtlabilecegi bulunmustur. Calismadaki bulgular, FMP-2'nin gida ve ila¢ endistrilerinde potansiyel
bir immiinomodiilatér olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Wang vd. (2021) yaptiklari
caligmada, Morchella esculenta'dan ekstrakte edilen polisakaritin (MCP), diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptorii eksikligi olan farelerde iltihab1 ve lipid birikimini azaltarak aterosklerozu onleyebilecegini
gostermistir. Ayrica Chen vd. (2022) calismalarinda, Morchella esculenta polisakkaritinin farelerde
trombiis olusumunu azaltip azaltamayacagini belirlemek igin irlanda yosunu kaynakli fare tromboz
modelini kullanmiglardir. Caligma sonunda, Morchella esculenta'nin tromboza kars1 gida takviyeleri ve
nutrasdtikler olarak kullanilabilecegini gostermislerdir.

Badshah vd. (2021), yaptilar1 ¢alismada, proteinize edilmis ve deproteinize edilmis formlarda
vahsi olarak yetistirilen M. esculenta’dan elde edilen polisakkaritlerin serbest radikal siipiiriicii ve
antikolinesteraz ve tirozinaz 6zelliklerini belirlemeyi amaglamiglardir. Caligma sonucunda, antioksidan

deneyleri, proteini giderilmis polisakkaritlerin serbest radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugunu
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gbstermistir. Izole polisakkaritler, iyi asetilkolinesteraz (AChE) ve biitiril kolinesteraz (BChE)
inhibisyon aktiviteleri sergilediklerinden, bu polisakkaritler Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin
tedavisi i¢in degerli olabilecegi yorumu yapilmustir.

Liu vd. 2022 yilinda yaptiklar1 caligmada M. esculenta L.'nin polisakkaritlerinin ultrasonik
mikrodalga ile mikrodalga ekstraksiyonunu elde etmeyi ve antioksidan aktivitesini analiz etmeyi
amaglamuglardir. M. esculenta L.'nin 4 mg/mL'deki ham polisakkaritleri, hidroksil radikali, 2-Difenil-1-
pikrilhidrazil radikali ve 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) sirastyla % 76,70, %60,73
ve %80,87. radikal siipiirme oranlar1 sergilemislerdir. Polisakkaritin Fe?* selatlama oranlar1 %45,63'ten

%82,50'ye yiikselmistir.

2.2. Badem ve Badem Kabugu Hakkinda Genel Bilgi ve Ilgili Cahsmalar
2.2.1. Badem Bitkisi Hakkinda Genel Bilgi

Badem cografyamizin en eski meyvelerindendir (Sekil 6). Anavatani Orta ve Bat1 Asya’nin
daglik bolgeleri olan badem Hindistan’dan Cin’e, Kuzey iran’dan Akdeniz iilkelerine kadar uzanan
bolgede dagilim gostermistir. Tiirkiye’de bodur acibadem (Ammeygdalus nana L.) gesitlilik gostererek
yetistirilmektedir. Badem kiiltiirii 4000 y1l 6nce Iran, Tiirkiye, Suriye ve Filistinde baglamistir. Antik
caglardan beria Ispanya ve italya gibi Akdeniz iilkelerinde yetistirilen badem Amerika kitasmna 1800’lii
yillarda gétiiriilmiistiir (Ipek Yolu Kalkinma Ajansi, 2019).

Sekil 6. Badem Meyvesi (ipek Yolu Kalkinma Ajansi, 2019)

ABD, Ispanya, iran, Avusturalya ve Tiirkiye diinyadaki énemli badem iireticileridir. Diinyada
2020 senesinde 4,1 milyon ton badem hasati yapilmistir. 2019 yili sezonuna gore toplam badem

iiretiminde yaklagik %20’lik yiikselis olmustur. ABD 2.4 milyon ton badem iiretimiyle 2020 yilinda
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diinyada en ¢ok iiretim yapan iilke konumundadir. Ayni1 y1l Ispanya 417 bin ton, Avustralya 222 bin ton,
[ran 164 bin ton ve Tiirkiye 159 bin ton iiretim ile diinyada en ¢ok iiretim yapan iilkeler olmuslardir.
Tiirkiye diinya badem {iretiminin %4’{inii karsilamaktadir (Ordu Ticaret Borsasi, 2022). Tiirkiye nin
2019 ve 2022 yillar1 arasindaki badem iiretim miktarlar1 Tablo 1°de verilmistir (TUIK, 2022 ; TUIK,
2020). Bu miktarlara baktigimizda 2019 yilindan bu yana yaklasik %25°1ik bir artis sz konusudur.
Badem Kkiitlesinin %25-30’unu kabuk olusturmaktadir. Bu oran dikkate alindiginda iilkemizde 2022
yilinda yaklasik 50.000 ton badem kabugu atig1 olusmustur.

Tablo 1. Tiirkiye’nin 2019-2022 Yillar1 Arasindaki Badem Uretim Miktarlar1 (TUIK, 2022 ; TUIK,
2020)

Uretim Yih 2019 2020 2021 2022

Uretim Miktar1 (Ton) 150.000 160.000 178.000 190.000

Badem Kabugu; badem agacindan elde edilen iiriiniin kirnm islemleri sonucunda tane ile kabuk
malzemenin birbirinden ayrigsmasi sonucunda meydana gelen odunsu sert bir malzemedir (Cetinkaya,

2015) (Sekil 7).

Sekil 7. Badem Kabugu
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2.2.2. Badem Kabuklarinin Kullanim Alanlari

Ulkemizde badem kabuklarinim biiyiik ¢ogunlugu yiiksek kalorisi ve uzun siireli 1sitic1 6zelligi
nedeni ile mandiralarda, kiremithanelerde, besi ¢iftliklerinde ve yerel kiigiik islemlerde kati yakit olarak
kullanilmaktadir (Can vd., 2019).

Badem kabuklar1 yakit olarak kullanimin yani sira katma degerli kullanim alanlarina da sahiptir.
Diler ve Apar (2020) badem kabuklarini, sulu ¢ozeltilerden pestisitlerin adsorbe edilerek
uzaklastirilmasinda kullanmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismaya gore %70 pestisit giderimi saglamislardir.
Tegin ve Akdeniz (2017) yaptiklar ¢alismada badem kabuklari ile 6zel bir polimeri immobilize ederek
biyosorbent iiretimi gergeklestirmislerdir. Urettikleri biyosorbent materyal ile Cd elementinin sulu
cozeltilerden %95 oranininda giderimini saglamiglardir. Can (2021), badem kabuklar1 ile
takviyelendirilmis epoksi matrisli biyokompozit materyal iiretimi gerceklestirmistir. Uretilen
biyokompozit materyalin standart materyale oranla sertligin, yogunlugun, egilme ve ¢gekme dayaniminin
artt1g1, darbe ve asinma dayanimini ise azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica Can vd. (2019), Akgakal (2017) ve
Cetinkaya (2015) yaptiklar calismalarda badem kabuklarindan renk, klor ve toksik madde giderimi,
filtrasyon, saflastirma, tuzlarin modifiye giderilmesi amaglariyla kullanilan aktif karbon elde

etmislerdir.

Ayrica Mallah vd., 2023 yilinda yaptiklar1 ¢alismada badem kabuklari manyetit biyopolimet
bazli nano katalizor yapiminda kullanilmiglardir. Calisma sonuglarinda elde eldilen katalizoriin yiiksek
katalitik aktivite gosterdigi bildirilmistir. Son olarak Debeve vd., 2022 yilinda yaptiklari ¢alismada
badem kabugundan farkli sicakliklarda biyokdmiir elde edilmis ve elde edilen biyokomiirler termal

stabilite ve elektriksek iletkenlik 6zelliklerine gore kiyaslanmstir.

2.3. Hidrokomiir ve ilgili Calhismalarn
2.3.1. Hidrokomiir

Hidrotermal karbonizasyon (HTC), biyolojik atiklarin/biyokiitlenin hidrokdmiir olarak bilinen
iirlinlere doniistiirtildiigli ¢evre dostu bir siirectir. Dehidrasyon, dekarboksilasyon ve yeniden yogusma
gibi asamalarla ilerler ve biyokiitle yiiksek degerli kat1 yakita doniistiriilir (Kang vd., 2012).

SKS, yiiksek sicaklik ve yiiksek basingli suyu ifade eder. Artan sicaklik ile polaritesini 6nemli
derece azaltabilmesi kritik alt1 suyun essiz ve kullanigh 6zelligidir. Bu 6zelligi sayesinde kritik alt1 su,
metanol veya etanole benzer sekilde davranabilir. Bu nedenle ¢esitli organik tiirler ekstraktinda, ¢cevreci
ekstraksiyon sivisi olarak kullanimaktadir (Cheng vd., 2021).

SKS metodu, toprak ve su kirliligine neden olabilen tehlikeli bilesenlerin bozunmasini ayrica
karmasik yapili tiriinlerden degerli bilesenler ¢gikarilmasini saglar. (Yabalak ve Gizir, 2020).
Hidrokomiir tretimi, suyun 100-374 °C sicaklikta sivi halde kalabildigi basing sartlarinda gerceklesir
(‘Yabalak, 2018). Sekil 8. ‘te yiiksek basinca dayanikli reaktor gorsellestirilmistir.

10
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Hidrotermal teknolojisi diger yontemlerde gerekli olan ve yiiksek enerji tiiketimi gerektiren
kurutma asamasimi ortadan kaldirarak islak biyokiitlelerden degerli {iriinler tiretmek i¢in kullanilir.
Ayrica, sifir karbon ayak izi kabul edilebilecek hidrotermal teknolojiler ve ¢evresel kaygilar nedeniyle
onemli bir rol oynamaktadir (Masoumi vd., 2021). Biyokdmiire gore ¢cevre dostu bir metot olan subkritik
su sentezi (SKS) ile, karbon iceren iiriinler yiiksek verimle hidrokdmiire doniistiirebilmektedir. Uretim
1s1sinin hidrokdémiirlin verimi, karbon igerigi lizerinde ana etkiye sahiptir. Uzun reaksiyon siireleri
dehidrasyon, dekarboksilasyon ve polimerizasyon i¢in elverisli olacagindan karbon igerigi artar bununla
birlikte oksijen igerigi de azalma gozlenir. HTC, hidrokomiirde zengin oksijenli fonksiyonel gruplar (C-
O, C=0, COO, vb.) olugsmasim saglar. Olusan fonksiyonel gruplar hidrokdmiiriin, agir metal iyonlarini
adsorblamasini saglar. Bitki, gida atiklar1 gibi birgok biyokiitleden (bu biyokiitlelere rnek ver ve ref'ile

destekle) hidrokomiir tiretilebilmektedir.
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Sekil 8. Hidrokomiir Uretiminde Kullanilan Yiiksek Basinca Dayanikli Reaktér (Yabalak, 2015)

2.3.2. Hidrokémiir Kullamm Alanlar ve flgili Cahsmalar

Hidrokomiir, yiiksek yiizey alani, katyon degisim kapasitesi gibi benzersiz ozelliklerinden
dolay1 toprak 1slahi, verimliligi artirma, stabilizator ve karbon tutma gibi endiistriyel uygulamalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Oliveira vd., 2015; He, Ma, Yang, Hemar ve Zhao, 2020).

Hidrokdmiire ait fakli alanlarda yapilan ¢aligsmalarin bazilari sunlardir;

Rillig vd. (2010), hidrokémiir belirli bir oranda topraga uygulamasinin ardindan 1 yil sonra

toprak pH"1 7,2’den 7,45’e ¢ikarak 6nemli bir degisim goézlemlendigini bildirmistir. Ayrica pancar
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yongalarindan elde edilen hidrokomiiriin topraga %20 ilavesi sonrasi bir ¢esit mantar kolonizasyonu ve
gbzenek ¢imlenmesi tlizerindeki olumlu sonuglari fark etmislerdir. Diger bir ¢alismada, Busch vd.
(2013) saf topragin 6,29 olan pH degerinin %7 oraninda hidrokémiirlii toprak karisimlarinda pH 6,5
degerine arttigini gozlemlemislerdir. Gaji'c ve Koch, (2012) yaptig1 caligmada ekilebilir topraklara
eklenen hidrokomiiriin toprak mineral azot igerigi ve seker pancari biiylimesi lizerindeki etkisini
arastirllmigtir. Yapilan ¢alisma sonucunda, hidrokdmiir ilavesinin seker pancart mahsullerinin verimi
tizerindeki olumsuz etkileri azaltabilecegini sonucuna ulasilmistir. Cok sayida calisma, topraga
uygulanan hidrokdmiiriin, topragin goézenekliligini ve toprak organik maddesinin (SOM) igerigini
onemli Olglide ylikseltebildigini ve toprak mikrobiyal gelismesi ve ¢ogalmasi i¢in giizel bir ortam
yaratabildigini, boylelikle topragin kalitesini artirabildigi ve {irtin verimini yiikseldigini gostermektedir.

Adsorpsiyon caligmlarina 6rnek olarak; Ronix vd. (2017) kahve kabugundan tiiretilmis
hidrokoémiir kullanarak, sulu ¢ozeltiden metilen mavisi uzaklagtirmak i¢in bir calisma yapmislardir.
Maksimum adsorpsiyon etkinliginin 34,9 mg/g hidrokdmiir oldugu bulunmustur. Bir diger ¢alismada,
Li vd. (2016) kongo kirmizisi boyasini adsorbe edebilmek adina bambudan tiiretilmis bir hidrokdmiir
sentezlemislerdir. Caligma kapsaminda, adsorpsiyon kapasitesinin mak. 97 mg/g hidrokomiir oldugu
bulunmustur. Ayrica Regmi vd (2012) ¢alismalarinda Panicum virgatum’dan elde edilen hidrokémiir
KOH ile aktiflestirilmistir. Elde edilen hidrokomiir, bakir ve kadmiyum igin %100’ yakin adsorpsiyon
kapasitesi gostermistir.

Hidrokdmiirlerin katalizor olarak kullanilmasi hakkinda yapilan arastirmalara birkag 6rnek
verecek olursak Kang vd. (2013), HTC teknigi ile lignin, seliiloz tiirevli hidrokdmiir tiretmislerdir ve bu
tiretilen hidrokdmiir, iyonik sivilarda intilinden 5-HMF iiretimi i¢in katalizor gbrevi gérmiistiir. Bir
bagka ¢alismada Norouzi vd. (2020), kizileik posast hidrokomiiriiniin (CPH) seliilozik sekerlerin
hidrokarbonlara doniistiiriilmesinde zeolite gore daha aktif oldugunu ortaya koymuslardir.

Eskikaya vd., (2023) yaptiklar1 ¢alismada, defne yapragi ve karpuz kabugundan elde ettikleri
hidrokémiir ile atik sulardaki anyonik ve katyonik boyalarin fenton benzeri bir proses ile giderilmesini
amaglamiglardir. Calisma sonunda %98 ve iizeri boya giderimi saglamiglardir. Erdogan Eliuz ve
Yabalak (2022), yaptiklar1 ¢alismada Rosa damascene (RAE) 6ziitii ve tavuk tiiyiinden elde edilmis
hidrokémiirii kullanarak Acinobacter baumannii ve Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyel ajan
elde etmek istemislerdir. Bu amagla zamana bagli 6lim dinamigi Ol¢limleri yapmislardir. Calisma
sonunda en iyi sonug 15. dakikada 1,1 ile 1,4 log KOB/ ¢cm? arasinda goriilmiistiir. Yabalak ve Erdogan
Eliuz (2022) yaptiklar1 bir diger calismada ise ceviz kabugundan elde edilen hidrokoémiirii dogal
dezenfektan ajan olarak kullanabilmek i¢in K. pneumoniae, S. aureus, C. albicansve C.
parapsilosis'e kars1 antimikrobiyal performansini degerlendirmesi yapmislardir. Bu ¢aligsma, dogal bir

dezenfektan ajan olarak WSH'nin pratik uygulamasi i¢in deneysel bir temel saglamistir.
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Son olarak hidrokomiirlerin immobilizasyon c¢alismlarina 6rnek olarak Borges vd. (2023)
yaptiklari ¢aligmada, misir koganindan elde edilmis hidrokdmiir ile lakkaz enzimi immobilize edilmistir.
Immobilizasyon  sonucunda lakkaz enzimi 30 gin boyunca aktivitesinin  %50’sini
korumustur. Enzimlerin immobilizasyonu, enzim katalitik 6zelliklerini ve operasyonel stabiliteyi
arttirmak i¢in 6nemli bir adimdir. Bunu basarmak i¢in Primozic vd. (2019) Trichoderma sp. Enzimi ile
hidrokomiirii iki farkli metot ile immobilize etmislerdir. Bu metotlar adsorpsiyon teknigi ve ¢apraz
baglayici ajan kullanimidir. Hidrokdmiirler immobilizasyon i¢in basariyla kullanilmiglardir. Calisma

verilerine gore hidrokomiir enzim immobilizasyonu i¢in uygun tasiyict oldugunu gostermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Kullanilan Materyaller

Yiiksek basinca dayanikli reaktor (Sekil 8), Elek sarsma cihazi (laboratuvar tipi), Ultrasonik
homojenizator (Baandelin Sonoplus, Typ: UW3200, Prob: KE 76), Soxhlet cihaz1 (ISO Lab 250 mL),
Ceketli 1sitic1 (ISOTEX), Evaporator (Heidolph Laborota 4000 Rotary), Millipore Milli-Q Advantage
A10 saf su cihaz1 (Darmstadt, Almanya), HPLC (Shimadzu Nexera 2, Japonya), FT-IR (Jasco 6700),
SEM (ZEISS SUPRA 55), Eliza spektrofotometre (Thermo Scientific, MULTISKAN, Finland), Otoklav
(Niive OT 40L ), inkiibatér (Niive EN 055), Spektrofotometre (shimadzu UV-1280), Hassas terazi
(Citizon, CX220, Jadever), Sterilizatér (Niive FN 500), Calkalayici (IKA®C-MAG HS7), Mueller
hinton broth (MHB) from Liofilchem, Triptic Soy Broth (TSB) and Sabouraud Dextrose Broth (SDB),
Whatman No:1 filtre kagidi, 0,45 pm’lik Siringa filtreler (Agilent, Santa Clara, CA, ABD)
kullanilmugtir.

M. esculenta mantarlari Metro A.S’den temin edilmistir. Mueller hinton broth Liofilchem
firmasindan (italya), Agar Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan temin edilmistir. Solventler,
Etanol (C:HsOH) %99 (CASNo: 64-17-5), Aseton (CsHsO) >%97 (CAS No: 67-64-1), ve Agar Merck

(Darmstadt, Germany) firmasindan temin edilmistir.

Staphylococcus aureus (S.aureus) ATCC 23235 (Gram +),

e Enterococcus faecalis (E. faecalis ATCC 29212 (Gram +),

e Escherichia coli (E. coli )JATCC 25922 (Gram -) bakteriler ve

e Candida parapsilosis (C. parapsilosis) (ATCC 22019),

e Candida tropicalis (C. tropicalis) (ATCC 750),

e Candida albicans (C. albicans) (ATCC 90028) mayalar1 antimikrobiyal aktivite igin

kullanilmustir.
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3.2. Subkritik Su Ortaminda Hidrokomiir Sentezi

Badem kabugundan Subkritik su yontemiyle hidrokomiir sentezi Sekil 9°da, sematize edilen
yiiksek basing reaktorii igerisinde gergeklestirilmistir. Bu islemde 220 cm® i¢ hacme sahip yiiksek
basinca ve sicakliga dayanikli ev yapimi ¢elik reaktor kullamilmugstir. Badem kabugu numuneleri

herhangi bir ilk kurutma islemi yapilmadan kiiciik pargalar halinde getirilmistir.

Sekil 9. SKS Yo6ntemi ile Badem Kabugu Hidrokomiirii Eldesi
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Reaktoriin sizdirmazligr teflon halka ve conta ile saglanarak reaktdr kapatilmistir. Reaktoriin
icindeki hava %99 safliktaki azot gazi ile siipiiriilmiis el yapimi reaktor igerisinde inert ortam
saglanmistir. Subkiritk kosullar saglanmasi amaci ile (30 bar) belirlenen basing suyu sivi halde tutmayi
saglayacak sekilde ayarlanmistir. Reaktor igi 1sinin belirlenen sicakliga (373-473 K) gelmesi
saglanmistir ve 1 saat boyunca istenilen 1sida sabit tutulmustur. Reaktor 1sis1 oda sicakligina indikten
sonra elde edilen hidrokémiir adi filtre kagidi yardimiyla siiziilmiistiir. Deiyonize su ile {i¢ kez yikanan
hidrokoémiir 368 K’de ii¢ saat kurutulmustur. Islem sonunda badem kabugu hidrokdémiirii (BKH) elde
edilmistir. (Sekil 10).

Sekil 10. Badem Kabugu Hidrokémiirii (< 100 Micron) (BKH)

3.3. Morchela esculanta Ekstraktlarimin Hazirlanmasi ve HPLC analizi

3.3.1. M. esculenta’min Soxhlet Ekstraksiyonu

Piyasadan bulunan dondurulmus sekilde elde edilen kuzugébegi mantarlari ekstraksiyon iglemi
icin kiigiik pargalar halinde dogranmistir. Daha sonra Sekil 11°de goriilen deney diizenegi kurulup 30 ¢
kesilmis pargalar bir soxhlet siizgecine ilave edilmistir ve slizge¢ diizenege yerlestirilmistir. 2 farkli
¢oziicli ile soxhlet ekstraksiyonu yapilmis olup ¢oziiciiler 300 mL olacak sekilde diizenekteki balona
eklenmistir. Coziict olarak aseton ve saf su-etanol 1:1 (v/v) karisim kullanilmugtir. Ekstraksiyon iglemi
ceketli 1siticilarda yapilmis olup ¢oziicii kaynamaya baglamasindan itibaren igslem her bir diizenek igin

3 saat slirmiistiir. Calisma sonucunda elde edilen ekstraktlar evaporatér yardimi ile 30 mL’ ye
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deristirilerek 45 pum filtre ile stiziilmiistir. Boylelikle, M.esculenta aseton ekstrakti (MeAE) ve
M.esculenta etanol-su ekstrakti (MeESE) elde edilmistir.

Sekil 11. Soxhlet Ekstraksiyon Islemi
3.3.2. M. esculenta’min Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonu

Piyasadan bulunan kuzugébegi mantarlari, ekstraksiyon islemi igin kii¢iikk pargalar halinde
dogranmigtir. Ardindan 30 g dogranmis mantar behere alindi ve tizerine 150 mL saf su ve 150 mL etil
alkol eklenmistir (1:10 w:w). Ultrasonikator KE76 probu kullanilarak 30 dakika boyunca 45 W giiciinde
calistirilmustir. Islem sonunca 45 pm filtre ile olusan ekstrakt siiziilmiistiir.(Sekil 12). Islem sonunda

M.esculenta etanol-su ultrasonik destekli ekstrakti (MeESUE) elde edilmistir.
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BANDELIN

SoNoPuLs

Sekil 12. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Islemi
3.3.3. M. esculenta’mn HPLC-DAD Analizi

Bu caligmada, kantitatif analiz, bir HPLC-DAD (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
Diode Array) (Shimadzu Nexera 2, Japonya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayirma, 30 °C'de
termostatli bir ODS-4 C18 (4,6 x 250 mm, 5 um, GL Sciences) analitik kolonunda gerceklestirilmistir.
%?2’lik asetik asit ¢ozeltisi (A) ve %100 metanolden (B) olusan hareketli faz. A ve B gradyani ile

asagidaki gibi gradyan eliisyon uygulanmustir:

e 0-18 dakika, %95 A - %5 B;

e 18-30 dakika, %80 A — %20 B;
e 3040 dakika, %60 A — %40 B;
e 40-50 dakika, %50 A — %50 B;
e 50 dakika, %100 B ve

e 50-58 dakika, %5A - % 95 B.
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Analiz, mobil faz ile 1,0 mL/dk solvent akis hizinda gergeklestirilmistir. Numunenin enjeksiyon hacmi
20 pL’idi. Dedektor dalga boyu tespiti 278 nm'de yapilmistir (Erdogan Eliuz, 2022 b).

3.4. M. esculenta Ekstraktlarim (MeE) ve BKH’1in Antimikrobiyal Aktivitesi

Antimikrobiyal aktivite testleri i¢in spektrofotometrik mikrodiliisyon ve agar kuyucuk difiizyon
yontemleri kullanilmigtir. Staphylococcus aureus ATCC 23235 (Gram +), Enterococcus faecalis ATCC
29212 (Gram +), Escherichia coli ATCC 25922 (Gram -) bakterisi ve Candida parapsilosis (ATCC
22019), Candida tropicalis (ATCC 750), Candida albicans (ATCC 90028) mayalar1 antimikrobiyal
aktivite i¢in kullanilmigtir. Mikroorganizma inokulumlar1 bakteriler igin 5 mL Triptic Soy Broth ve
mayalar 50 mL Sabouraud Dextrose Broth i¢inde hazirlandi ve ardindan 37 °C'de (24 saat) inkiibe
edilmistir. Kiiltiirler, spektrofotometre (615 nm'de 0.08-0.01) kullanilarak 0.5 McFarland Standardina

ayarlandi ve ardindan test i¢in kullanilmistir.

3.4.1. Agar Kuyucuk Testi

M. esculenta ekstraktlarinin ve BKH’in patojenler tizerindeki inhibisyon bdlgesini belirlemek
icin kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in duragan fazdaki mikrobiyal kiiltiirler, siiriintii
cubuklar1 kullanilarak tiim MHA plaklarina yayilmis ve petrilerin ortasina 6 mm c¢apinda kuyucuklar
acilmistir. Ardindan kuyucuga her ekstrakt ve mikrobiyal kiiltlirler i¢in ayr1 ayri 50 pL ekstrakt
yerlestirilmistir. 50 ve BKH i¢in 50 uLL BKH (0,4 g/mL, 0,2 g/mL, 0,1 g/mL, 0,05 g/mL) doldurulmustur
(Sekil 13). Plakalar 37 °C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra, temiz bolge bir dijital kumpas kullanilarak
Ol¢iilmiistiir. Her bir konsantrasyon i¢in mikroorganizmalar iizerindeki farkli BKH konsantrasyonlarinin
ve her bir ekstrakt i¢in inhibisyon zon ¢aplar1 Sl¢iilmiistiir. Negatif kontrol olarak steril distile su

kullanilmis ve tiim testler {i¢ kez tekrarlanmistir (Erdogan Eliuz, 2021).
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Sekil 13. Agar Kuyucuk Yontemi

3.4.2. Spektrofotometrik Broth Mikrodiliisyon Yontemi

M. esculenta AE'nin patojenlere karst MIK degerini belirlemek icin spektrofotometrik
mikrodiliisyon yontemi kullanilmustir. ik olarak, 96 oyuklu elisa plakalarinin tiim oyuklarina MHB
eklenmistir (Sekil 14). Ardindan, 2. ile 10. kolonlar boyunca kuyucuk plakalarina 50 uL. M. esculenta
ekstraklarinin iki kat seri diliisyonlar1 yapilmigtir. Negatif kontroller olarak siitun 11 (yalnizca MHB ve
mikrop) ve 12 (yalnizca MHB) kullanilmistir. Mikroorganizma kiiltiirti (5 pL), 12. kuyu hari¢ tim
kuyucuklara asilanmis ve tiim plakalar 37 °C'de inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra
mikrobiyal biiylime spektrofotometrik olarak 615 nm'de Sl¢iilmiistiir. Her plak icin, %99,9 biiyiime
inhibisyonu ile sonuglanan MIC (Minimum Inhibitér Konsantrasyonu), Denklem 1 (Yabalak ve

Erdogan Eliuz 2023) kullanilarak regresyon egrisi ile hesaplanmistir.

T a7 = ODt tk o ]
inhibisyon % = [1 — 1 x100
L UDjigili kontol kuyucugu ]

Denklem 1. Yiizde inhibisyon Hesaplama
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Sekil 14. Broth Mikrodiliisyon Yo6nteminde Kullanilan 96 Kuyucuklu Eliza Plaka

3.5. Immobilizasyon

Calisma oncesi ¢aligmada kullanilacak hidrokomiir boyutu otomatik elek yardimi ile 100 pm
altina dusirilmiistir. M. esculenta ekstraktlar1 antimikrobiyal taramasi sonucunda en etkili sonucu
veren aseton ekstrakti immobilizasyon isleminde kullanilmigtir. Bu islemi de MeAE ve BKH % 0,1 (10
g ekstrakt, 0,01 g hidro kémiir) olacak sekilde karistirtlmigtir. Ardindan 30 dk boyunca 45 W giiciinde
ultrasonikator yardimi ile karisimm immobilizasyonu saglanmistir (Sekil 15). Islem sonunda, badem

kabugu hidrokémiirii ile immobilize edilmis M.esculenta aseton ekstrakti (BKH*MeAE) elde edilmistir.
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Sekil 15. Badem Kabugu Hidrokémiirii ile Immobilize Edilmis M.esculenta Aseton Ekstrakt:
(MeAE*BKH)

3.6. Karakterizasyon

BKH ve MeASE*BKH numunelerinin Kkarakterizasyonu FT-IR (Jasco 6700) ve taramali
elektron mikroskobu SEM (ZEISS SUPRA 55) analizleri kullanilarak yapilmigtir. Numuneler
mikroskobik goriintiilemeden dnce 60 mbar basing altinda sivi CO; iginde “kritik noktada” (EMITECH
K850) kurutulmus ve piiskiirtme (Quorum 150R ES) ile platin kaplanmistir. Daha sonra SEM (ZEISS
SUPRA 55) ile 200x, 1000x, 2500x, 5000x ve 10000x biiyiitme yapilarak incelenmislerdir.

BKH ve MeASE*BKH numunelerinin FT-IR spektrumlari, Jasco FT-IR 6700 cihazinin ATR
modu kullanilarak 4000-500 cm™? spektral 6lgiim araliginda analiz edilmistir. BKH ve MeAE*BKH
numunelerinde aromatik, fenil ve acil gruplara dayali biyoaktif bilesiklerin varligi FT-IR spektrumlarina

gore belirlenmistir.

3.7. M. esculenta Bazh Hidrokémiir Bagh Filtre’ye inokiile Edilmis Mikroorganizmalarin

Zamana Bagh Oliim Dinamigi

Bu yonteme gore, zamana ve antimikrobiyal ajana bagli olarak, filtrenin mikrosidal etkisinin
dinamik olarak gdzlenmesi saglanmistir. Filtreler 1cm? olarak kesildi ve UV ile steril edilmistir. Uzerine
M. esculenta bazli hidokomiir (200 puL) eklendi ve filteler 10 dakika kurutulmustur. Kurutma islemi
UV-kabinde yapilmistir. Filtrelerin tizerine mikroorganizmalar (McFarland 0.5) yayildi (5 puL) ve tekrar
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10 dakika kurutulmustur. Tiim 6rnekler 37 °C’de belirli zaman araliklarinda (5 ve 15 dakika) inkiibe
edilmistir. Daha sonra tiim 6rnekler, 2 mL salin igeren cam steril tiiplere alinmis ve mikroorganizmalarin
suya gecmesini saglamak icin calkalamali inkiibatorde 5 dakika boyunca calkalanmistir. Orneklerden
102, 10 ve 10* seklinde diliisyonlar hazirlanmigtir ve sonra tiipten alman 10 pL numune MHA
plakalarina inokiile edilmistir ardindan 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bir giin sonra koloniler gorsel
olarak sayilmis ve logaritmik azalma ve inhibisyon yiizdesi (Denklem 2-3) hesaplanmistir. 300’den

fazla koloni dikkate alinmamis ve her zaman aralig1 icin {i¢ kez deney yapilmistir (Singh vd., 2002).

_ (A-B)
P,% = ~———x100

( Denklem 2. inhibisyon Yiizdesi)

A
L= 109105 = log,0A — log1oB

(Denklem 3. Logaritmik Azalma)

A ve B sirasiyla uygulamadan 6nce ve sonra canli bakteri sayisin1 gosterir ve P ve L sirasiyla yiizde

azalmayi ve logaritmik azalmay1 gosterir.
3.8. Istatistiksel Analiz

MIC'lerin, IZ'lerin ve Log azalmanin ortalama ve standart sapmasi (£) en az ii¢ tekrarda Tukey
testi (ANOVA; p <0.05) ile ifade edilmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1 HPLC Analiz Sonucu

HPLC analizi sonucunda M.esculenta aseton ekstraktinin igeriginde Pirokatekol (12.415 ppm),
kafeik asit (1,024 ppm), p-kumarik asit (0,656 ppm), ferulik asit (0,362 ppm), katesin (0,233 ppm) ve
kuersetin (0,138 ppm) bilesikleri tespit edilmistir. (Tablo 2).

Tablo 2. M. Esculenta Ekstrakti HPLC Analiz Sonucu
M.esculenta Ekstrakti Konsantrasyon (ppm)

Gallik Asit nd
Pirokatekol 12,415
Katesin 0,233
Kafeik Asit 1,024

Epikatesin nd
p-Kumarik asit 0,656
Ferulik asit 0,362
Kuersetin 0,138
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Ekstraktda bulunan bilesiklere ait kromatogram Sekil 16°da gosterilmistir.

w
55000+
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1 3, j | |
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Sekil 16. HPLC kromatogrami A) Fenolik Standart Bilesikler (1: Pirokatekol; 2: Katesin; 3: Kafeik
Asit; 4: p-Kumarik asit; 5: Ferulik asit; 6: Kuarsetin ), B) M. esculenta ekstrakti

Literatiirde M. esculenta'nin zengin bir fenolik dogal ajan oldugu bilinmektedir. M. esculenta
metanol ekstraktinda gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, epikatesin,
p-kumarik asit, ferulik asit ve kuersetin tespit edilmistir (Y1ldiz ve ark., 2015). Bu ¢alismada pirokatekol,
kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, katesin ve kuersetin tespit edilmistir. Benzer sekilde, Heleno vd.
(2012) ve Heleno vd. (2013) yaptiklari ¢aligmalarda M. esculenta'da protokatekuik asit, p-

hidroksibenzoik asit ve p-kumarik asit bulmustur.

4.2. M. esculenta Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktivitesi

M. esculenta ekstraktlarimi antimikrobiyal aktivitesi Tablo 3’de gosterilmistir. M. esculenta

aseton ekstraktt MiK degerleri E. coli {izerinde 22,6 mg/mL, E. faecalis iizerinde 69,2 mg/mL, S. aureus
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tizerinde 28,7 mg/mL, C. albicans iizerinde 15,8 mg/mL, C. parapsilosis iizerinde 13,6 mg/mL, ve C.
tropikalis iizerinde 41,7 mg/mL olarak bulunmustur. inhibisyon bélgeleri E. coli i¢in 16,74 mm, E.
faecalis i¢in 12,87 mm, S. aureus i¢in 26,2 mm, C. albicans i¢in 22,22 mm, C. parapsilosis i¢in 12,7
mm ve C. tropicalis i¢cin 30,0 mm olarak bulunmustur. Ayrica BKH*MeAE’ nun antimikrobiyal
aktivitesi literatiir ile kiyaslamak i¢in en ¢ok ¢aligilan mikroorganizmalar olan E.coli ve S.aureus ‘a karsi
incelenmistir. Yapilan ¢alismada E.coli mikroorganizmasina karst BKH*MeAE nin MIC degeri 21,20
mg/mL S.aureus’a karst MIC degeri 28,30 mg/mL bulunmustur. Buna ek olarak inhibisyon bdélgeleri
E.coli i¢in 16,98 mm, S.aureus i¢in 19,01 mm bulunmustur. (p <0,05).

Tablo 3. M. Esculenta Ekstraktlariin IZ ve MiK Degerlerinin Karsilastirilmasi

E. coli E. faecalis  S.aureus C. albicans C. C. tropicalis
parapsilosis
N?ranpéllzmhﬁ;c 22,60+6,68 69,20+4,30 28,70+1,80 15,80+4,50 13,60+0,16  41,70+1,40

MeAE 1Z (mm) 16,74+0,62 12,87+1,30 18,05+0,40 27,57+1,10 16,48+0,60 17,05+0,10

Mfﬁ;ﬁn'l\_")'c 324241353 43,73+30,31 655146457 14.0541,84 229841410 21.16+4,98
MeESE IZ(mm)  >0,01  467:808  >001 >0,01 >0,01 18,16+4,11
Me('fnSgL/’rEL'\;”C 23,9442155 2581842 44,95+14,50 18,95+4,16 24,56+10,68 116,87+64,94
MeESUE IZ (mm)  >0,01 >001 5104882  >001 17704308 17,34+2.78
BKH MIC (g/mL)  >0,01 0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01
BKH IZ >0,01 0,01 >0,01 >0,01 >0,01 >0,01
*
SN HERE WIS o g - 28,30:1,90 : - :
(mg/mL)
*
BKH*MeAEIZ 15 98 1+ 0,71 19,01+ 0,50 ; - -
(mm) -

Antibioyotik MIC 32,00+0,12 60,00+0,12 33,00+0,01 38,00+0,23 62,00+0,11  25,00+0,12

Antibiyotik 1Z ~ 22,50+0,02 18,25+021  26,20+0,8 22,22+0,12 12,70+0,12  30,00+0,02

MeAE: M. esculenta aseton ekstrakti; MeESE: M. Esculenta etanol su soxhlet ekstrakti; MeESUE: M. Esculenta etanol su
ultasonik destekli ekstrakt; BKH: Badem kabugu hidrokomiirii; Antibiyotik: bakteriler i¢in ampisilin (125 uL/mL), mayalar
i¢in flukanozol (125 pL/mL) kullanilmigtir.
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Son zamanlarda ¢oklu diren¢li mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara karsi acil
¢oziimler aranmaktadir. Bu nedenle 2010 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO), tiim iilkelere ¢oklu
diren¢li mikroorganizmalara karsi miicadelede yeni ve alternatif stratejiler gelistirmelerini tavsiye
etmistir (Pittet, 2005; Sunil ve Xu 2022). Bu nedenle dogal bitkisel alternatiflerin yan1 sira mantarlarla
ilgili olan caligmalar da hizla artmaktadir (Alves ve ark., 2012; Khan ve ark., 2019).

Badshah ve ark. (2012), M. esculenta metanolik 6ziitiiniin (30 mg/mL) S. aureus (17,5 mm),
Bacillus subtilis (17,5 mm), E. coli (20,5 mm), Klebsiella pneumonia (K. Pneumonia) (22,0 mm) ve
Enterobacter aerogenes (E. Aerogenes) (17 mm) mikroorganizmalarina karsi oldukgca etkili oldugunu
bulmuslardir. Benzer sekilde ¢alismamizda da S. aureus (18,05 mm) ve E. coli (16,75 mm) M. esculenta
ekstraktina kars1 duyarli oldugu bulunmustur. Heleno vd. (2013) yaptiklari calismada, E. coli (6,31 mm)
ve S. aureus (7,22 mm) bulumuslardir ve c¢alisma kapsaminda M.esculenta’nin antibakteriyel
aktivitesini sirasiyla su sekilde siralamuglardir: S. aureus>L. monositojenler>S. tihimiiryum>E. kloak >
E. coli. Ayrica kuzugobegi ekstraktlari i¢in elde edilen sonuglar ile ticari antibiyotikler streptomisin ve
ampisilin karsilastirildiginda, S. aureus, S. typhimurium ve L. monocytogenes'e karsi su anda kullanimda
olan antibiyotiklerden (streptomisin ve ampisilin) daha giiglii antimikrobiyal potansiyel gosterdigi
bulunmustur. Ekstraksiyon teknikleri, mantarin mevsimsel hasat zamani veya genetik yap1 gibi etkenler
bu farkliliklara neden olabilirler.

Antimikrobiyal tarama sonunda en etkili M.esculenta ekstraktin soxhlet aseton ekstrakti
(MeAE) oldugu tespit edilmistir ve immobilizasyon ¢alismasi ve zamana bagh 6liim dinamigi i¢in

MeAE kullanilmugtir.

4.3. M. Esculenta Bazh Hidrokomiiriin FT-IR Ve SEM Analizleri
4.3.1. FT-IR Analizi

MeAE*BKH etkinligi, FTIR analizine dayali olarak degerlendirilmistir. BKH’nin FT-IR
spektrumlari, Sekil 17'de ve MeAE*BKH FT-IR spektrumlari, Sekil 18'de gosterilmistir.
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Sekil 18. MeAE*BKH FT-IR Spekturumu

BKH FT-IR spekturumunda (a); O-H gerilimi (molekiiller aras1 bag) 4000-3000 cm
'de (3850,18, 3833,79, 3814,51, 3742,19, 3730,62, 3698,80, 3685,30, 3666,98); N-H gerilimi

alifatik primer amin 3334 cm™ “de goriilmiistiir. Lipitler 2934,16 cm™'de; izosiyanat gerilimi
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2351,77 ve 2323,80 cm de; izotiyosiyanat gerilimi (N=C=S) 2109,74 cm™'de ve aromatik
bilesik C-H biikiilmesi 1695,12 cm™'de gériilmiistiir. Bunlara ek olarak CN 1599,66 cm™ ve
1512,88 cm™; alkan metil grubu biikiilmesi 1453 cm™'de; ester 1208,18 cm™'de; amino asit veya
tersiyer alkol (O—H ve N-H) 1109,83 cm™'de; primer alkol 1057,76 cm™ ve C-O gerilmesi
1028,84 cm™’de goriilmiistiir (Fagnani vd., 2019 ; Thummajitsakul vd., 2020).

BKH*MeAE (b). FT-IR spekturumunda. 3267,79 cm™’de genis ve yayvan pik
polisakkaritlerde bulunan hidroksilin (OH) neden oldugu gerilme titresimdir. 2922 ve 2850 cm’
1 de sp® C-H gerilmesinden kaynakli pikler goriilmektedir (Yang vd.. 2015). 1589,06 cm ™' ve
1514,81 cm ""de C=C veya aromatik halka kaynakl gerilmeler gériilmektedir. 1371,14 cm™ ve
1207,22 cm™°deki pikler ester kaynakli COO ve eter kaynakli COC fonsiyonel gruplarmin
neden oldugu gerilmelerdir (Cui vd.. 2011). 1158,04 cm™, 1025,94 cm™ ve 920,52 cm™*’de
goriilen pikler piranoz halkasmnin titresiminden kaynaklanan piklerdir (Chen vd.. 2017; Yang
vd.. 2015). BKH’in FTIR spektrumunda bulunan 2351,77 ve 2323,80 cm? “de izosiyanat
gerilimi, 2109,74 cm™de izotiyosiyanat gerilimi (N=C=S) spesifik piklerdir bu piklerin

BKH*MeAE’de kii¢iik de olsa gorlinmesi immobilizasyonun gerceklestigini gdstermektedir.

4.3.2. SEM Analizi
Hidrokomiire ve M. esculenta ekstrakti ile immobilize edilmis hidrokémiire ait SEM

gortintiileri Sekil 19°da verilmistir. Sirasiyla a,b,c,d ve e goriintiileri 200x, 1000x, 2500X,

5000x ve 10000x biiyiitiilmiistiir.
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Sekil 19. SEM Analizi Sonuglari (al-2). BKH ve MeAE*BKH 200x SEM goriintiisii (b1-2).
BKH ve MeAE*BKH 1.000x SEM gorintiisii (c1-2). BKH ve MeAE*BKH 2.500x SEM
goriintiisii (d1-2). BKH ve MeAE*BKH 5.000x SEM goriintiisii (e1-2). BKH ve MeAE*BKH
10.000x SEM goriintiisii

SEM analizine gore yalnizca BKH ve MeAE*BKH karsilastirmali olarak verilmistir.
Gorsellerden de goriildiigii lizere BKH daginik ve gozenekli bir yapida bulunurken
MeAE*BKH ise y1gin yapidadir. MeAE*BKH SEM BKH SEM goriintiisiine gore partikiillerin
birbirine yakin oldugu ve mikro kiireciklerin bulundugu bir yapida bulunuyor. Bunun nedeni
hidrokomiir gézeneklerinin MeAE ile dolmus olmasi olarak yorumlanabilir (Li vd., 2017).
Buna dayanarak MeAE*BKH immobilizasyonun basarili bir sekilde ger¢eklesmis oldugunu

sOyleyebiliriz.

4.4. Filtreye Sabitlenmis BKH*MeAE Uzerine Inokule edilen Mikroorganizmalarin

Inaktivasyonu

Filtreye sabitlenmis BKH*MeAE'ye maruz kalan patojenlerin zamana bagl
inaktivasyonu ilk kez bu ¢alismada degerlendirilmistir (Tablo 4). Candida parapsilosis'te 5
dakikada en yiiksek logaritmik diisiis ve mikroorganizma sayisinda azalma yiizdesi 2,24
KOB/cm? ve %99,33 olurken, 5. dakikada en az diisiik log. azalma ve yiizde azalma sirasiyla
0,83 KOB/cm? ve %85 ile C. tropicalis’te olmustur (p <0.05). inkiibasyonun ilk 5 dakikasindaki

ylizde azalmalar tlim mikroorganizmalar i¢in %50 nin iizerinde oldugu gézlemlenmistir.

31



[zzetcan KINACT, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

15. dakika sonunda en yliksekten en diisiige dogru goriilen azalmalar sirasiyla C.
parapsilosis (1,85 KOB/cm?, %98,17) E. coli (0,57 KOB/cm?, %73,13), S. aureus (0,35
KOB/cm?, %58,18) iizerinde gerceklesti (p <0,05) (Tablo 4, Sekil 20).

Tablo 4. Filtreye Sabitlenmis BKH*MeAE'ye Maruz Kalan Patojenlerin Log. Azatma
(KOB/cm?) ve Yiizde Azalma (%) Degerleri

5.dk 15. dk

Microorganizmalar | Log. Azalma % Azalma Log. Azalma % Azalma
E. coli 1,00% + 0,09 89,69+ 1,55 0,572+ 0,05 | 73,13%+£2,21
E. faecalis 1,02% + 0,03 90,33+ 0,47 0,722+0,51 | 48,17°+ 34,0
S. aureus 0,89+ 0,75 62,50 + 35 0,35*+0,03 | 58,182+ 0,91
C. albicans 1,43*+ 0,39 94,75+3,75 | 0,13°+£0,09 | 22,50°+ 15,9
C. parapsilosis 2,24+ 0,24 99,33 £0,24 1,85% + (0,33 98,17+ 0,8
C. tropicalis 0,83%+ 0,05 85,00 + 1,18 0,322+0,22 | 38,33%+£27,1
Popiilasyon Baslangici ~1.5x108

BKH ve BKH*MeAE tarafindan hava filtresi yiizeyindeki patojenlerde log azalma (KOB/cm?)

(192

ve azalma (%) “a” ve “b” ayni1 satirda veriler arasindaki farki gosterir.

BKH*MeAE ile zamana bagli 6lim deneylerimizde, C parapsilosis iizerindeki en
yiiksek log azalma ve yiizde azalma sirasiyla 2,24 KOB/cm? ve 5 dakika iginde %99,33
olmustur. Antibiyotikler {izerine yapilan bir ¢alismada anidulafungin (antifungal ajan), 48 saat
sonra %63 ila %73 arasinda azalma yiizdesiyle C. parapsilosis'i inhibe etmistir (Basas vd.,
2016). Baska bir ¢alismada C. albicans, 24 saatte sirasiyla 4,48 log ve 1,17 log KOB/ cm?farkla
1 MIC amphotericin B ve Voriconazole ile indirgenmistir (Jalali ve ark., 2019). Calismamizda
kullanilan M. esculenta fenoliklerinden kaynakli inhibisyon, antibiyotikler ile kiyaslandiginda
ilk 5 dakikadaki etkinligi oldukga yiiksektir.

Bu calismada, C. albicansn (1,43 KOB/cm?, %94,75) C. parapsilosis'ten sonra 5
dakikada %90'den fazla oldugunu belirlenmistir. Bu sonuglar, filtre yiizeyine immobilize
edilmis M. esculenta fenoliklerinin 5 dakikalik bir zaman diliminde en az yukarida belirtilen
antibiyotikler (anidulafungin, amphotericin B ve Voriconazole) kadar etkili oldugunu
gostermistir. Bakterilerde, E. faecalis (1,02 KOB/cm?, %90,33) BKH*MeAE'deki azalma, 5
dakika iginde diger bakterilere gore en yiiksek seviye olmustur. Bir ¢alismada, rifampisin,

siprofloksasin ve linezolidin kombine edildigi ¢alismada, 8 saatlik antibiyotik maruziyetinden
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sonra 6nemli E. faecalis oldiiriilmesine (KOB/cm? 'de >2-3 log diisiis) neden oldugu tespit

edilmistir (Holmberg ve digerleri, 2012).
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Sekil 20. Filtreye sabitlenmis BKH*MeAE'ye maruz kalan patojenlerin log azaltma
(KOB/cm?) ve Yiizde azalma (%) degerleri

Birgok c¢alisma, hava filtresi ylizeyine dahil edilen dogal ajanlarin patojen
mikroorganizmalar1 inhibe ettigini gostermistir (Komaladewi ve digerleri, 2018; Jeong, ve
digerleri, 2020); Bunlar arasinda, Greyfurt ¢ekirdegi ekstresi bazli hava filtresi ylizeyindeki S.
aureus inaktivasyon oranlari, koloni sayilar1 103, 10* ve 10° KOB/ cm? olan kontrol filtrelerine
kiyasla %92,1-100, %75,2-89,1 ve %54,4-75 olmustur (Woo ve digerleri, 2015).
Caligmamizda M. esculenta bazli filtre yiizeyine asilanan S. aureus inkiibasyonun ilk 5
dakikasinda %62,50 oraninda azalmistir. Benzer bir c¢alismada, Sophora flavescens
ekstraktindan nebulizasyon-termal kurutma isleminin aerosol teknigi kullanilarak {iretilen
nanoparcacik hava filtresine dahil edilmistir. Daha sonra Staphylococcus epidermidis, B.
subtilis ve E. coli'nin biyoaerosollerine karsi oldukga etkili oldugu bildirilmistir (Jung ve ark.,
2011). Bu sonuglar, filtrelerin patojen igeren biyoaerosollere karsi biyoaktif bilesenlerle
kaplanmas1 ve kontrolii i¢cin biyoteknolojik ¢alismalarin gelistirilmesinin 6nemli oldugunu

diistindiirmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Badem hasadi sonucunda ortaya ¢ikan, genellikle besi ¢iftlikleri, firmlar ve kiigiik
isletmelerde 1s1 kaynagi olarak kullanilan badem kabuklar1 bu calisma ile gevreci ve
stirdiiriilebilir bir yontem olan subkritik su yontemi kullanilarak, atik bir madde katma degerli
bir madde olan hidrokdmiir haline doniistiiriilmiistiir. Buna ek olarak bahar aylarinda ormanlik
alanlarda yetisen ve yiiksek besin degerine sahip olmasinin yani sira lezzeti sebebi ile yenebilen
mantar olan M. esculenta mantarinin soxhlet ekstraksiyonu ve ultrasonik destekli ekstraksiyon
olmak iizere 2 farkli ekstraksiyon yontemi ile 3 farkli ekstrakti elde edilmistir. Elde edilen
hidrokomiir ve ekstraktlarin antimikrobiyal taramasi agar kuyucuk yontemi ve
spektrofotometrik broth mikrodiliisyon yontemi kullanilarak yapilmistir. Bunun yani sira
ekstraktin kimyasal bilesimi HPLC-DAD ile analiz edilmistir. Ekstrakt ve hidrokomiir
ultrasonikatér yardimi ile immobilize edilmistir. Immobilize edilmis karisimimn
karakterizasyonu FTIR ve SEM kullanilarak yapilmis olup antimikrobiyal aktivitesi zamana
bagli 6liim dinami ile analiz edilmistir.

M. esculenta’min kimyasal bilesimi HPLC-DAD ile analiz edilmistir. Analiz
sonuglarinda pirokatekol basta olmak iizere antimikrobiyal 6zelliklere sahip fenolik bilesikler
tespit edilmistir. M. esculenta aseton ekstraktinin HPLC-DAD analiz sonuglari literatiirle ile
karsilagtirilmigtir. Bulgular ve tartisma bashiginda belirtildigi {izere M. esculenta aseton
ekstraktinda, antibakteriyel, antifungal ve antioksidan gibi ¢esitli faydalar1 bulunan pirokatekol,
kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, katesin ve kuersetin maddeleri tespit edilmistir. Cesitli
arastirmalarda benzer kimyasal bilesikler M. esculenta ekstrakti i¢ginde analiz edilmistir. Bu
kimyasal bilesikler M. esculenta ekstraktina antimikrobiyal 6zellik kazandirmaktadir.

M.esculenta ekstraktlarunin antimiktobiyal aktivitesi agar kuyucuk yontemi ve
spektrofotometrik  broth mikrodiliisyon yontemi kullanilarak  yapilmistir.  Yapilan
antimikrobiyal analizlerde en iyi sonuglar1 M. esculenta aseton ekstarkti vermistir. M. esculenta
aseton ekstrakt1 MK degerleri E. coli iizerinde 22,6 mg/mL, E. faecalis iizerinde 69,2 mg/mL,
S. aureus tizerinde 28,7 mg/mL, C. albicans iizerinde 15,8 mg/mL, C. parapsilosis {izerinde
13,6 mg/mL, ve C. tropikalis iizerinde 41,7 mg/mL bulunmustur. inhibisyon bélgeleri E. coli
icin 16,74 mm, E. faecalis i¢in 12,87, S. aureus i¢in 26,2 mm, C. albicans i¢in 22,22 mm, C.
parapsilosis i¢in 12,70 mm ve C. tropicalis i¢in 30,00 mm olarak tespit edilmistir. Ayrica ticari

olarak kullanilan antibiyotige karsi M.esculenta ekstraktinin antimikrobiyal 6zelliklerinin
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benzer olmasi bizi M. esculenta ekstraktinin alternatif antimikrobiyal bilesik kaynagi
olabilecegi sonucuna gotiirmektedir.

Biyokomiir ile farkli materyallerin sinerjiik etki gosterdigi caligmalara 6rnek olarak, Algaraleh
vd., 2023 yilinda yaptiklari ¢alismada glimiis nanopartikiilleri ile kombine edilmis hidrokomiiriin
antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Bu ¢aligmanin sonucuna gore kombine materlyalin E.coli ve
S.aureus’a karst MIC degerleri sirastyla; 6,38 ve 2,18 mg/L zone degerleri, sirasiyla 13,50+0,60 ve
21,50+0,50 mm bulunmustur. Fu vd., 2020 yilinda yaptigi calismada, misir samani biyokémiirii konjuge
edilmis kuarterner fosfonyum tuzunun E. coli ve S. aureus’a karst MIC degeri 20,00 mg/L bulunmustur.
Bu calismaya benzer bir ¢alismay1, Yang vd., 2014 yilinda aktif karbon ve kuarterner fosfonyum tuzu
kullanarak yapmiglardir. E.coli ve S.aureus’a karst MIC degeri 550,00 mg/L olarak bulunmustur. Ek
olarak, Yang vd., 2019 yilinda yaptigi calismada, Cu,O ve biyokomiir kullanilarak elde edilmis
kompozitin MIC degeri E.coli’ye kars1 40,00 mg/L bulunmustur. Zeng vd., 2019 yilinda yapmis oldugu
calismada ise TiO, ve kerevit kabugu biyokOmiiriiniin ayrica Ag-TiO, ve kerevit kabugu
biyokomiiriiniin antimikrobiyal aktivitesi E.coli’ye kars1 zone ¢ap1 6l¢timii yapilarak bulunmustur. Son
caplari sirasi ile ; 0,50 mm ve 2,00 mm’dir. Bunlara ek, Tran vd., 2022 yilinda yaptig1 ¢calismada glimiis
ve Citrus maxima kabugu biyokoémiiriiniin birlikte kullaniminda antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
MIC sonuglari, E.coli ve S.aureus’a goére sirasiyla 39,00 ve 156,00 mg/L zone 6l¢iim sonuglart sirasiyla,
17,70 ve 9,20 mm olarak bulunmustur (Tablo 5).

Tablo 5. Hidrokdmiir, Biyokdmiir ve Tiirevlerinin Farkli Materyaller Ile Kombinasyonunun

Antimikrobiyal Aktivitesi

MIC (mg/L) Zone (mm)
Materyal Kaynak
E.coli S.aureus E.coli S.aureus
Giimiis nano partikiil- Algaraleh vd.,
Biyokomiir Kombinasyonu 6,38 2,13 13,50+0,60 21,50+0,50 2023
Misir samani biyokomiirii + 20,00 20,00 = = Fu vd., 2020
Kuarterner fosfonyum tuzu
Aktif karbon+kuarterner 550,00 550,00 ) i Yang vd., 2014
fosfonyum tuzu
CmAD) v ol e 40,00 i ; i Yang vd., 2019
kompoziti
TiO2+Kerevit kabugu i i 0,50 i Zeng vd., 2019
biyokomiirii
Ag-TiO2+Kerevit kabugu i i 2,00 i Zeng vd., 2019
biyokomiirii
Ag *+ Citrus maxima kabugu | 59 5, 156,00 17,70 9,20 Tran vd., 2022
biyokomiirii
BKH*MeAE 21,20+4,27 | 28,30+1,90 16,98 + 0,71 19,01 £ 0,50 | Bizim galigmamiz
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Badem kabugu hidrokomiirii ile immobilize edilen M.esculenta aseton ekstrakti
(MeAE*BKH) nin karakterizasyonu FTIR ve SEM kullanilarak yapilmistir. Badem kabugu
hidrokomiirii (BKH) FTIR spektrumu ile MeAE*BKH spektrumu karsilastirildi. BKH’in FTIR
spektrumunda bulunan 2351,77 ve 2323,80 cm™’de izosiyanat gerilimi, 2109,74 cm™'de
izotiyosiyanat gerilimi (N=C=S) spesifik piklerinin BKH*MeAE FTIR spekturumunda
goriilmesi immobilizasyonun gerceklestigini gostermektedir. Buna ek olarak BKH*MeAE ve
BKH’nin SEM goriintiileri incelendiginde BKH*MeAE’nin goriintiilerinin BKH’nin
gorilintiilerine gore y1gin seklinde oldugu ve mikro kiirecikler olustugu goriilmektedir. Bunun
nedeni M. esculenta ekstraktinin hidrokdmiir gézeneklerine dolmasi oldugu sdylenebilir. Bu
verilere dayanarak immobilizasyonun gergeklestigini sdylemek miimkiindiir.

Filtreye sabitlenmis BKH*MeAE'ye maruz kalan patojenlerin zamana bagl
inaktivasyonu ilk kez bu ¢alismada degerlendirilmistir. C. parapsilosis'te 5 dakikada en yiiksek
log. azalma ve mikroorganizma sayisinda azalma yiizdesi 2,24 KOB/cm? ve %99,33 olmus ve
inhibisyon %50’nin {izerinde bulunmustur. Bu sonuglara dayanarak M. esculenta ekstrakti
antimikrobiyal etkinliginin mantarlara oranla bakterilere kars1 daha fazla oldugu sdylenebilir.

Genel olarak, M. esculenta patojenlere kars1 antimikrobiyal etkiye sahiptir. M. esculenta
ekstrakti ile hava filtresi yiizeyine inokiile edilen mikroorganizmalarin inhibisyonu ilk 5 dakika
gibi kisa bir siirede %350'nin iizerindedir. Tiim bu sonuglar filtre tizerine fikse edilen
BKH*MeAE'nin antimikrobiyal 6zellikler gosterdigini ve gilindelik hayatta filtreler iizerinde
canli kalabilen hatta iireyebilen mikroorganizmalari inhibe edebildigi goriilmiistiir. Boylelikle
insan saglig1 agisindan onemli bir ¢aligma olmakla bereaber solunum yolu ile bulasan salgin
hastaliklara kars1 onlem almada alternatif sunulmustur. Dogal ajanlar kullanilarak gelistirilecek
hava filtrelerinin antimikrobiyal potansiyelinin gelistirilmesi i¢in daha ileri calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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