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OZET

ULKEMIZDE YAYGIN OLARAK KULLANILAN BAZI BAHARATLARIN
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITESININ BELIRLENMESI

KARANKI, Emir
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Ana Bilim Dali

Danisman :Yrd. Dog. Dr. Tuba ARTAN ONAT

Haziran 2013, 73 sayfa

Bu calismada iilkemizde yaygin olarak kullanilan 5 baharat tiriniin 5 farkh
mikroorganizma iizerinde antimikrobiyal etkisi in vitro olarak incelenmistir.
Ekstraksiyon i¢in maserasyon ve sonikasyon yontemleri uygulanmis; etanol, metanol,
aseton ve distile su ¢oziicii olarak kullanilmistir. Maserasyon yontemiyle elde edilen
ekstraktlar 40 °C’de 2, 3, 4, 5, 6, 12 ve 24 saatte, sonikasyon yontemiyle elde edilen
ekstraktlar ise 40 kHz frekansta 5, 10, 15, 30, 60 ve 90 dakikada hazirlanmistir.
Calismada en yliksek antimikrobiyal etki genel olarak etanol ekstraktlarinda gortiliirken
distile su ile hazirlanmis ekstraktlar antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Calismada
kullanilan baharatlara kars1 en hassas mikroorganizma Proteus mirabilis 235 susu iken,
Candida albicans ATCC 26231 en direngli sus olarak belirlenmistir. Ayrica en yiiksek
antimikrobiyal aktivite gdsteren ekstraktlarin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) ¢alisilmistir. Genel olarak MIK degerleri en yiiksek 3,12 pl/ml, en diisiik ise 50

ul/ml olarak belirlenmistir.

Anahtar Sézciikler: Baharat, antimikrobiyal aktivite, ekstraksiyon, maserasyon, sonikasyon, disk
diflizyon, minimum inhibisyon konsantrasyonu



SUMMARY

THE ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF SOME SPICES COMMONLY USED IN
OUR COUNTRY

KARANKI, Emir
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor :Asistant Professor Dr. Tuba ARTAN ONAT

June 2013, 73 pages

In this study, the antimicrobial activity of 5 different spices, which widely used in our
country, were investigated in vitro against 5 different microorganisms. For the plant
extraction, maceration and sonication methods were applied; ethanol, methanol, acetone
and distilled water were used as solvents. The extracts which applied to antimicrobial
activity were performed with the maceration method for 2, 3, 4, 5, 6, 12 and 24 hours at
40 °C and the sonication method for 5, 10, 15, 30, 60 and 90 minutes at 40 kHz. In this
study, the ethanol extracts were showed generally highest antimicrobial activity, on the
other hand, the extracts which performed with distilled water were not showed
antimicrobial activity. In the study, while Proteus mirabilis 235 were determined as the
most sensetive strain, moreover Candida albicans ATCC 26231 were determined as the
most resistant strain against the spice extracts. In addition, the Minimum Inhibition
Concentration (MIC) was determined for the extracts which showed the highest
antimicrobial activity. In general, the highest and the lowest MIC values were

determined as 3,12 ul/ml and 50 pl/ml consequently.

Keywords: Spices, antimicrobial activity, extraction, maceration, sonication, disc diffusion, minimum

inhibition concentration



ON SOZ

Bu yiiksek lisans c¢aligsmasinda, lilkemizde yaygin olarak kullanilan kekik, kimyon,
nane, karabiber ve kirmizibiber baharatlarinin bazi patojen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Ekstraksiyon i¢in maserasyon ve sonikasyon
yontemleri kullanilmis ve bu iki yontemle uygulanan ekstraktlarin, mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal aktivitelerindeki farkliliklar karsilastirilmistir. Yapilan calismayla
baharatlarin antimikrobiyal aktivitelerinin kullanilan ekstraksiyon metoduna gore

degisiklik gosterdigi bulunmustur.

Yiiksek lisans tez ¢alismamin yiiriitiillmesi esnasinda, ¢alismalarima yon veren, bilgi ve
yardimlarini esirgemeyen, bana her tiirlii destegi saglayan danisman hocam, Sayin Yrd.
Dog¢. Dr. Tuba ARTAN ONAT’ a en igten tesekkiirlerimi sunarim. Tez c¢alismalarim
strasinda sik sik tecriibelerine bagvurdugum Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Aydin KILIC’ a ¢ok
tesekkiir ederim. Ayrica tez ¢alismalarim sirasinda yardimlarima bagvurdugum
laboratuvar arkadaslarrm Omer COPUROGLU ve Perihan TEKERLEK ’e tesekkiirii bir

borg bilirim.

Bu tezi, sadece ¢aligmam boyunca degil, tiim 6grenim hayatim boyunca maddi ve
manevi yanimda olan, hi¢bir zaman desteklerini esirgemeyen ve bugiinlere gelmemi
saglayan babam Erkan KARANKI ve annem Nurcan KARANKI ya, varligiyla
hayatima renk katan ve en zor anlarimda dahi beni neselendiren kardesim irem
KARANKTI ya tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Ayrica desteklerini esirgemeyen dostlarim
Ahmet OLGUN, Muhammet KAYMAZ, Hakan YILDIZ ve kiz arkadasim Hazal
DEMIR ’e ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica bu tez ¢aligmasim destekleyen Nigde Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi’ne (Proje no: FEB 2012/34 ve FEB 2011/11) ve tiim ¢alisanlarina tesekkiirii bir

borg bilirim.
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BOLUM I

GIRIS

Tim diinyada oldugu gibi lilkemizde de bir¢ok bitki yillardan beri halk arasinda ¢ay
veya baharat olarak tiiketilmekte, ayrica ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla da
kullanilmaktadir. Diger yandan Diinya Saglik Teskilatt (WHO) nin 91 {ilkede yaptigi
arastirmaya gore tedavi amacgli kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20.000
civarindadir. Bunlardan 500 kadariin iiretiminin yapildig1 kaydedilmektedir. Tiirkiye,
mevcut bitkisel ¢esitliligi yonlinden oldukga dikkate deger ve zengin bir bitki Ortiisiine
sahiptir. Tirkiye’de zengin bitki ortiisii ve bu bitkilerin aromatik 6zellikleri nedeniyle

cesitli bitkilerin farkli kisimlarinin baharat olarak kullanimlar1 yaygindir.

Baharatlar bitkinin meyve (kirmizibiber, karabiber), tohum (kisnis, anason, kimyon,
hardal), kok, rizom (zencefil, zerdegal), yaprak (kekik, nane, biberiye), ¢icek, tomurcuk
(karanfil, safran) ve sogan (sarimsak, sogan) gibi ¢esitli kisimlarindan elde
edilmektedir. Baharatlarin gida koruyucu olarak kullanimlari ve in vitro deneyler ile bu
maddelerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi 6nem kazanmaktadir (Selim,
2011; Sahin, 2006).

Bitkilerden g¢esitli yontemlerle elde edilen bitkisel oOziitler ve ugucu yaglarin
antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Bitkiler gibi dogal kaynaklardan
elde edilen antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini yiiksek oranlarda korumay:
basardigt ve bitkisel ekstraktlarin gidalarda dogal antimikrobiyal olarak
kullanilabilecegi yapilan bilimsel arastirmalarla kanitlanmistir. Ucucu yaglar ile
karakterize edilen antimikrobiyal maddelerin baharat olarak da degeri bulunmaktadir ve
ayrica bu maddelerin kullanimi giivenli kabul edilmektedir (Souza vd., 2005; Tajkarimi
vd., 2010).

Son yillarda, kimyasal katki maddelerinin gida giivenligi agisindan tasidigi ¢ok sayida
sakincalardan dolayr kullanimi azalmakta, bunlar yerine dogal katki maddelerine
yonelim oldugu bilinmektedir. Nitrit gibi kimyasal koruyucular yerine giiniimiizde
mikrobiyolojik gida giivenligini saglamak amaciyla c¢esitli dogal koruyucular

kullanilmaktadir. Eski yillardan beri aroma ve tat gelistirme amacli olarak kullanilmakta

1



olan geleneksel dogal gida katkilar1 ve baharatlar ayni zamanda antimikrobiyal ve

antioksidan 6zellikleri i¢in gidalarda kullanilmaktadirlar.

Yapilan tez ¢alismasinda Tirkiye’de yaygin olarak kullanilmakta olan kekik, kimyon,
karabiber, kirmizibiber ve nane baharatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri tespit
edilmistir. Bu amagla maserasyon ve sonikasyon olmak iizere iki farkli ekstraksiyon
yontemi kullanilarak baharatlarin ekstraktlar1 elde edilmistir. Elde edilen bu ekstraktlar
ile disk difiizyon (DDM) ve minimal inhibisyon konsantrasyonu (MiK) belirlenmesi

yontemleri kullanilarak antimikrobiyal aktivite belirlenmistir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan baharatlarin bes
farkli patojen mikroorganizma tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri belirlenerek, bu

baharatlarin gida koruyucusu olarak kullanim olasilig1 arastirilmistir.



BOLUM 11

KAYNAK OZETLERI

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de ¢esitli bitkiler yillardan beri halk arasinda cay,
baharat ve tedavi amagli olarak kullanilmaktadir. Ulkemiz, ii¢ fitocografik bolgenin
kesistigi bolgede bulunmasi, Giiney Avrupa ile Gilineybati Asya floralar1 arasinda koprii
olmasi, pek cok cins ve seksiyonun kdken ve farklilasim merkezlerinin Anadolu olmast
nedeni ile bitki yoniinden oldukc¢a zengin bir floraya sahiptir. Yurdumuzda yaklasik
9000 adet farkli dogal bitki tiiri bulunmaktadir ve bunlarin %30’u endemiktir.
Bitkilerin mikroorganizmalar1 engelleyici ve insan sagligi i¢in dnemli dzellikleri oldugu
dikkati ¢cekmekte ve 1926 yilindan bu yana arastirilmaktadir. WHO nun arastirmalarina
gore tedavi amagh kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir. Dogada tabii
olarak yetisen bazi bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve ugucu yaglarin bakterilere
oldugu kadar, mantarlara kars1 da gelisimi inhibe edici aktiviteye sahip olduklari
yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. Baharatlar yiyecek maddelerinde koruyucu olarak
kullanilabilecek potansiyel etkilere sahiptir ancak kullanimlarinin tat duyusuna baglh
olmasi nedeniyle dogru dozajda kullanimlari tizerinde ¢alisilmasi gerekmektedir (Selim,

2011; Toroglu ve Cenet, 2006).

2.1 Baharatlar Hakkinda Genel Bilgi

Baharatlar bitkinin ¢esitli kisimlarindan elde edilmektedir. Bu kisimlar meyve
(kirmizibiber, karabiber), tohum (kisnis, anason, kimyon, hardal), kok, rizom (zencefil,
zerdegal), yaprak (kekik, nane, biberiye), cicek, tomurcuk (karanfil, safran) ve sogan
(sarimsak, sogan)’dir. Baharatlar, yillardir gidalara lezzet vermek ve aroma
kazandirmak amaciyla, ayn1 zamanda antimikrobiyal ve antioksidan o6zellikleri ile de

gidalarin korunmasi ve kozmetik gibi sektorlerde kulllanilmaktadir (Sahin, 2006).



Baharatlarin genel olarak kullanim amaglari su sekilde siralanmistir;

e (idalarin tat ve koku 6zelliklerini gelistirerek lezzeti arttirmak, yeni iiriinler elde
ederek cesitlilik saglamak,
e Antioksidan o6zellikleriyle gidalarda acilagmay1 6nlemek,

e Antimikrobiyal 6zellikleriyle gidalar1  korumak, patojen  gelisimini

engellemektir. (Sahin, 2006)

Son elli yilda kimyasal antimikrobiyal maddelerin kullaniminin kontrolsiizce artmig
olmast nedeniyle ¢oklu diren¢ gosteren mikroorganizmalarin sayisinda artis
goriilmiistiir. Antibiyotige direngli mikroorganizma sayisinin artmasindan dolay1 gida
koruyucusu olarak baharatlarin kullanimi 6nem kazanmistir. Antimikrobiyal maddeler
ilk olarak gidalarin bozulmalardan korunmasi ve ikinci olarak ise insanlar i¢in patojenik
olan mikroorganizmalarin gelisimlerinin durdurulmasi amaciyla kullanilmistir (Keskin

ve Toroglu, 2011; Souza vd., 2005; Tajkarimi vd., 2010).

Bitkiler, baharatlar ve sifali otlardan izole edilen bilesiklerin mikroorganizmalarin
metabolik aktivitelerini inhibe eden maddeler icerdigi bilinmektedir. Esansiyel yaglar,
ugucu yaglar, oleoresin ve bitkisel ekstraktlar igerdikleri bilesenler nedeniyle bakteri,
kiif ve mayalarin gelisimini ve toksin olusumunu azaltmaktadir. Antimikrobiyal etki
konsantrasyona baglidir ve yiiksek konsantrasyonlarda olumsuz etki goriilmektedir.
Yenibahar, badem, defne, karabiber, karaman kimyonu, tar¢in, karanfil, kisnis, kimyon,
sarimsak, greyfurt, limon, mandarin, sogan, portakal, kekik, kusburnu, adacayr ve
mercankdsk esansiyel yag elde edilen ve antimikrobiyal etkiye sahip bitkilerdir.
1300’den fazla bitkinin antimikrobiyal etkisi oldugu bilinmektedir, ancak hepsinin
gidalarda kullanimi miimkiin olmamaktadir. Bitkilerin ve bitkisel kaynaklarin
antimikrobiyal ozellikleri, bilesimlerinde bulunan aldehitler, organik asitler ve fenolik

bilesiklere baghdir (Dagci vd., 2002; Sahin, 2006).

2.1.1 Kekik

Kekik, ¢ok yillik yar1 odunsu bir bitki olup genellikle toprak iistiinii saran, nadiren 40
cm’ye kadar bliyiiyen kiiciik bir bitkidir ve govdesi bir yildan sonra odunsu bir hal

almaktadir. Yapraklari ¢ok kiiglik olup genellikle 2,5 ile 5 mm boyutlardadir. Neredeyse



sapsiz olan bu yapraklar ice dogru kivrimli olup son derece kokuludur. Kokusu,
yapraklarinda yer alan ve bitkiye tat ve tibbi 6zellik katan esansiyel yaglarin varligindan
dolay1 olugmaktadir. Tohumlari ¢ok kiiciik ve yuvarlak olup filizlenme yetenegini 3 yil
boyunca koruyabilmektedir. Cigek u¢ kisimda halka seklindedir. Kekik bitkisi, gélgenin
olmadig1 giinesli, kuru ve yiiksek sicakliklarda ayrica pH s1 5 ile 8 arasinda olan kuru
topraklarda hizli bliylime potansiyeline sahiptir (Ramashala, 2012a; Rey, 1992; Varlet,
1992).

Kekigin esansiyel yag bileseni olan timol, likdr, parfim ve ilag {liretiminde oldukca
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica et ve tereyaginda koruyucu olarak kullanilir.
Salmonella ve Staphylococcus bakteri cinslerine karsi oldukga etkilidir. Antiseptik ve
tonik 6zellikleri sayesinde immiin sistemini kuvvetlendirici bir etkiye sahiptir. Ozellikle
bronsit ve akciger zar iltihab1 gibi gogiis hastaliklarina karsi oldukga etkilidir. Ayrica
yagl deri, siyatik, sivilce, deri iltihabi, egzama ve bocek 1siriklart gibi deride meydana
gelen bircok probleme karsi kullanilabilecegi bildirilmistir (Ozcan ve Chalchat, 2004;
Ramashala, 2012a; Shabnum ve Wagay, 2011).

Qaralleh vd. 2009 yilinda yaptiklari calismada kekik bitkisinin yaprak ve govde
kisimlarindan elde ettikleri 6rnekler ile su, etanol, diklorometan ve hekzan ¢oziictilerini
kullanarak ekstraktlar elde etmis ve bunlarin antibakteriyel aktivitelerini incelemislerdir.
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa bakteri tiirlerine karst DDM ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismasi
sonucu en 1iyi inhibisyon zonunu P. aeruginosa’ya karsi kekik bitkisinin yaprak
kismimin etanol ile yapilan ekstraktinin gosterdigini tespit etmislerdir (Qaralleh vd.,
2009).

Amrita vd. 2009 yilinda yayinladiklari ¢caligmada kekik, mercankdsk, feslegen, zencefil,
safran, tarcin, karanfil ve seytantersi bitkilerini distile su ile ekstrakte ederek, bunlari
Escherichia coli bakterisine karsi antimikrobiyal aktivitelerini belirlemiglerdir.
Yaptiklari ¢alisma sonucunda E. coli nin iiremesini engelleyen en etkili bitkinin kekik

oldugunu tespit etmislerdir (Amrita vd., 2009).



2.1.2 Kimyon

Kimyon 30 ile 45 cm uzunluga kadar biiyliyebilen, ince, otsu ve tek yillik bir bitkidir.
Anavatan1 Misir olup iilkemizde Ankara, Eskisehir ve ¢evre illerde yetistirilmektedir.
Ciceklenmesi bilesik umbel seklinde olup beyaz ve pembe ¢icek bulundurur. Yaprak
tipi pinnat ve bipinnat seklindedir. 5-6 mm uzunlukta, ig biciminde ve sarimsi esmer
renkli taneler halindedir. Kimyon bitkisinin biiytimesi i¢in 25 ile 30 derece arasinda
serin ve kuru bir iklim gerekmektedir. Yagmura kars1 oldukca hassastir. 6,8 ile 8,3 pH
araligina sahip topraklarda iyi bir biiylime gostermektedir. Ugucu yagi, et ve konserve
sanayinde, peynircilikte, ilag ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir. Halk arasinda kas
gevsetici, gaz soktiiriicli, yatistirict, idrar soktiirlicii olarak kullanilmaktadir (Baytop,

1999; Ceylan vd., 2003; Ipek vd., 2008).

Dua vd. 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kimyon baharatin1 kullanarak metanol ile
hazirladiklar1 ekstraktlarin Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ve Bacillus pumilus bakterilerine karst antimikrobiyal aktivitelerini
arastirmiglardir. Calisma sonunda kullandiklar1 tiim bakteri tiirlerinin kimyon

ekstraktlarina kars1 hassas oldugunu tespit etmislerdir (Dua vd., 2013).

Sethi vd. 2013 yilinda yayinladiklar1 ¢calismada zencefil, sarimsak, karanfil, kimyon,
hardal, Hindistan tiziimii, Aloe vera ve safran bitkilerinin metanol ile hazirlanmis olan
ekstraktlarin1 Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas florescens, Serratia
marscens, Citrobacter frendii, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus ve Proteus
vulgaris bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivitelerini test etmislerdir. Yapilan
deneyler sonucunda kimyon ve karanfilin kullanilan test mikroorganizmalarina karsi
diger kullanilan bitki tiirlerine oranla daha yiiksek seviyede antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugunu belirlemislerdir (Sethi vd., 2013).

2.1.3 Nane

Nane, 50-60 cm boya sahip, ¢ok yillik, genellikle piiriizsiiz ve morumsu yapiya sahip
bir bitkidir. Yapraklar1 mizrak seklinde, u¢ kisimlar disli ve hafif tiiyliidiir. Nane, nemli
sicakliga sahip bolgelerde 5,5 ile 7,0 pH araligindaki topkraklarda yetigsmektedir. Nane

bitkisinin esansiyel yagi dis macunu, dondurma, tiitiin {iriinleri gibi gida cesitlerinde



koruyucu, sabun, krem, merhem gibi maddelerde ise iyilestiren serinletici bir etkiye
sahiptir. Nane bitkisinin ugucu yagi ¢ok degerli olup tibbi agidan spazm ve gaz giderici,
midevi, serinletici, uyarici ve diiiretik etkilere sahiptir. Ayrica nane bitkisi, baharat ve
bitki ¢aylar1 seklinde de olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Ozgiiven ve Kirici,
1999; Ramashala, 2012b).

Bupesh vd. 2007 yilinda yapmis olduklari ¢aligmada, nane bitkisinin yapraklarinda etil
asetat, kloroform, petrol eteri ve su ile ekstraktlar elde ederek bunlarin Bacillus subtilis,
Pseudomonas aureus, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens ve Streptococcus
aureus bakteri tiirlerine kars1 olan antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Yapilan
calisma sonucunda nane yapraginin etil asetatla yapilmis olan ekstraktinin diger
¢oziiclilere oranla daha etkin ve aymi zamanda ekstraktlarin Bacillus subtilis,
Psesudomonas aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Streptococcus aureus tiirlerine

kars1 oldukga etkili oldugunu tespit etmistir (Bupesh vd., 2007).

Pramila vd. 2012’de yaptiklar1 ¢alismada, nane bitkisinin yapraklarindan metanol ile
elde ettikleri oziitleri Escherichia coli, Acinetobacter ve Staphylacoccus aureus bakteri
tirleri ve Candida albicans ve Candida glabrata maya tiirlerine karsi antimikrobiyal
aktivitelerini tespit etmislerdir. Yapilan denemeler sonunda nane yapraginin metanollii
ekstraktinin bakteri ve mayalara kars1 yiiksek derecede antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu sonucuna varmiglardir (Pramila vd., 2012).

2.1.4 Karabiber

Karabiber Piperaceae familyasina ait, diinya ¢apinda en eski ve en genis yayilim
gosteren bir bitki tiirtidiir. 9 metreye biiyliyebilen odunsu bir yapiya sahiptir. Yapraklar
koyu yesil renkte, ovat ve akut tipte olup 13 — 25 cm genislige sahiptir. Basak seklinde
olan cigek, her biri 50 - 60 adet olan meyveden meydana gelir ve yapraklarin karsisinda
bulunur. Karabiber deniz seviyesinden yaklasik 600 m yiikseklikte sicak, nemli ve
tropikal iklimde, 5,5 — 6 pH derecesine sahip zengin humuslu topraklarda ¢ok iyi iireme
gosterir. Bir¢ok biber tiirti Hindistan tip sisteminde kullanilmaktadir. Cok yonlii etkiye
sahip oldugundan dolayr ates diisiiriici, diiiretik, afrodizyak, immiin uyarici,
antioksidan, sindirim, antiseptik ve antispazmodik gibi tedavi edici etkilere sahiptir
(Anjani, 2005; Nelson ve Cannon-Eger, 2011; Trivedi vd., 2011).



Joe vd. 2009°da sarimsak, zencefil ve karabiber bitkilerini etanol ile ekstrakte edip bu
ekstraktlarin insanlarda patojen olan Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Morganella morgani, Proteus vulgaris, Escherichia coli ve Candida albicans tiirlerine
karst antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Yaptiklar1 calisma sonucunda
sarimsak ekstraktinin tim patojenlerin gelisimini inhibe etmede en etkin ekstrakt
oldugunu, bunun yani sira karabiberin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus tiirlerine karst antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
belirtmislerdir (Joe vd., 2009).

2010 yilinda Karsha ve Lakshmi karabiber ile yaptigi ¢alismada aseton ve diklorometan
¢oziiciilerini kullanarak ekstraktlar elde etmis ve bu ekstraktlarin Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Streptococcus faecalis, Presudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae ve Salmonella typhi tiirlerine karsi antimikrobiyal
aktivitelerini test etmislerdir. Calisma sonunda karabiberin asetonlu ekstraktinin
Staphylococcus aureus’a karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu tespit
etmislerdir (Karsha ve Lakshmi, 2010).

2.1.5 Kirmizibiber

Kirmizibiber dik olarak biiyliyen baglangicta otsu halde olan gévde zamanla odunsu bir
hal alan, 50 — 200 cm kadar boylanabilen bir bitkidir. Uzun, oval, yuvarlak, kenarlari
diiz veya dalgali, parlak veya tiiylii yaprak tipleri goriilebilir. Sicak ve 1lik iklim bitkisi
olan biber, 1lik iklimlerde tek, sicak iklimlerde ise birkac¢ yilliktir. Biiylimesi i¢in
gereken optimum sicaklik araligi 18 — 26 derece ve pH s1 5,6 — 6,8 arasinda olan nemli

topraklarda iyi iireme gosterirler (Aybak, 2002).

Dorantes vd. 2000 yilinda yaptiklart ¢aligmada izopropanol kullanarak elde ettikleri
kirmizibiber  ekstraktlariin  Listeria  monocytogenes,  Staphylococcus —aureus,
Salmonella typhimurium ve Bacillus cereus tiirlerine karg1 antimikrobiyal aktivitelerini
test etmiglerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda kirmizi biber ekstraktinin en ¢ok Listeria
monocytogenes tliriiniin gelisimini etkilerken Salmonella typhimurium’a kars ise higbir

etki gostermedigini tespit etmislerdir (Dorantes vd., 2000).



Toprak vd. 2008 yilinda kirmizibiberden etil alkol, hekzan ve kloroform kullanarak elde
ettikleri ekstraktlar1 Bacillus megaterium, Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus brevis, Klebsiella
pneumoniae, Mycobacterium smegmatis, Pseudomonas fluorescens ve Aeromanas
hydrophila tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivitelerini test etmislerdir. Calisma
sonucunda kirmizibiberin etil alkollii ekstraktlarin diger ¢oziiciilerle hazirlanmig

ekstraktlara oranla daha yiliksek antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir
(Topak vd., 2008).

2.2 Bitkilerden Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Ekstre Elde Etme Yontemleri

Bitkilerde antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilmasi gereken ilk islem etken
maddenin ekstraksiyonudur. Ekstraksiyon, gesitli ¢6ziicii maddelerin kullanilarak bitki
dokusundaki antimikrobiyal etken maddelerin ayrilmasi islemidir. Ekstraksiyon
yontemleri, ¢oziiniir bitki kisimlarini ¢éziinmeyen kisimlarindan ayirir. Ekstraksiyonun
temel islemleri 6n yikama, bitki materyalini kurutma ya da dondurma, homojen 6rnek
elde etmek i¢in ezme gibi basamaklari igerir. Bitki materyallerinden ekstrakt
hazirlanmasi sirasinda potansiyel aktif bilesiklerin kaybolmamasina, bozulmamasina ve
tahrip edilmemesine dikkat edilerek uygun bir sekilde hareket edilmelidir (Sasidharan
vd., 2012).



Sokslet ekstraksiyo@

Gelencksel
ekstraksiyon
yontemlert

Sontkasyon

Maserasyon

Ekstraksiyon

{Sl'iperkritik akiskan
Modern | ckstraksiyonu

GlfStfakSinm rMikrodalga yardimli
yontemleri ekstraksiyon

Basingh sivi
ekstraksiyonu

Sekil 2.1. Geleneksel ve modern ekstraksiyon yontemleri

Cizelge 2.1. Bitkisel materyallerin ekstraksiyonunda kullanilan yontemlerin uygulama

kosullar
. Siiperkritik Mikrodalga Basingh
Sokslet E. Sonikasyon Maserasyon Akiskan E. Yardunl E. Svi E.
Metanol, Metanol, etanol Metanol, etanol Karbondioksit ya Metanol, etanol
Kullanilan etanol ya da e
o ya da alkol-su ya da alkol-su da karbondioksit ya da alkol-su Metanol
goziictiler alkol-su pn .
karigimi karigimi modifiyeleri karigimi
karigimi
Kullanilan ..
S‘(Cfé‘;‘k goziiciiye Isitilabilir Oda sicaklig 40-100 80-150 80-200
bagh
Uygulanan i Sistemin tiiriine .
basing Uygulanmaz Uygulanmaz Uygulanmaz 250-450 atm bagh 10-20 bar
Gereken . . . 20-40
Zaman 3-18 saat 1 saat 3-4 giin 30-100 dakika 10-40 dakika dakika
Gereken Ornek miktarina
Coziicii 150-200 50-100 - Kullanilmaz 20-50 20-30
- bagl
Hacmi (ml)

2.2.1 Sokslet ekstraksiyonu (Siirekli sicak ekstraksiyon)

Uzun yillardir genis capta kullanilan bu yontem, 1879 yilinda Franz von Soxhlet

tarafindan gelistirilmistir. Sokslet kullanilirken hedef bitkisel materyalin ekstraksiyonu

igin uygun bir ¢oziicii ve sicaklik secilmelidir. Farkli ¢oziiciiler farkli ekstraktlarin elde

edilmesini saglamaktadir (Wang ve Weller, 2006; Luque de Castro ve Priego-Capote,

2010).
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Sokslet yonteminin avantajlar:

. Stirekli olarak taze ¢oOziiciinlin kati matris ile temas halinde olmasindan

dolay1 transfer dengelidir.

. Ekstraksiyon sonunda slizme islemine gerek duyulmamaktadir.
. Cok basit ve ucuz bir yontemdir.
Dezavantajlart:
o Distilasyon sisesinin 1sitilmasi ile ekstraksiyon nispeten yiiksek sicaklikta
stirduiriiliir.
o Ekstraksiyon siiresi ¢cok uzundur.
. Cok miktarda ¢oziicii kullanilir.
. Calkalama islemi ekstraksiyon islemini hizlandirmaz.

Kondansator

+— Su girisi

Sifon tiibii

Sokslet ekstraktorii
ile bivokiitleyi tutan
yiiksiik

Isttict manto
Organik ¢oziicii
iceren yuvarlak
dipli sise

Sekil 2.2. Soxhlet cihazi

Bu metotta, ince Ogitiilmiis bitkisel materyal gozenekli torbada veya sert filtre
kagidindan yapilmis yiiksiik icerisinde yer alir (E boliimii). Ekstraksiyon ¢oziiciisii
igerisinde bulundugu yuvarlak dipli sise igerisinde (A boliimiinde) 1sitilir ve buhari

kondansatorde (B bolmesinde) yogunlasir. Yiksiik igerisindeki sivi seviyesi sifon
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tiibliniin (C bolmesi) iist hizasina kadar arttiginda, yiiksiik icerisindeki sivi, ¢oziiciiniin
bulundugu sise igerisine girer. Bu islem sifon tiipiinden ¢oziicii damlayana kadar
uygulanir. Daha sonra yuvarlak dipli sisenin igerisinde biriken ¢0Oziicli rotary
evaporatore alinarak ¢oziici ugurulur ve ekstrakt elde edilir. Mamidipally ve Liu
(2004), piring kepeginin yag ekstraksiyonu icin hekzan ve d-limonen ¢dziiciilerini
kullanmiglar. Calisma sonucunda d-limonen ile yapilan ekstraksiyonun hekzana oranla

daha yiiksek miktarda yag ekstrakte ettigini gormiislerdir (Handa vd., 2008).

2.2.2 Sonikasyon (Ultrason ekstraksiyonu)

Bu islemde, 20 - 2000kHz frekans arasinda degisen ultrasonik ses dalgalari kullanilarak
hiicre duvarinin gegirgenligi artiritlmaktadir. Bu yontemin dezavantaji nadir goriiliir
fakat 20 kHz den fazla ultrason enerjisi tibbi bitkilerde serbest radikal olusumunu
arttirdi@r igin ilag molekiillerinin yapisinda istenmeyen degisiklikler goriilebilmektedir
(Handa vd., 2008).

Ses dalgalarinin mekanik etkisi, ¢dziiciiniin iyi bir sekilde madde igerisine girmesine ve
Kitle transferinin artmasina neden olmaktadir. Ekstraksiyon sirasinda ultrasonik ses
dalgalar1 ayni zamanda biyolojik hiicre duvarinin yapisini bozmakta ve igeriginin
degismesini kolaylagtirmaktadir. Taramali elektron mikroskobu, bu degismelerin
gerceklestigini gostererek ses dalgalarinin mekanik etkisini kanitlamaktadir. Geleneksel
metotlarin aksine ultrasonik ses dalgalar1 sayesinde etken maddeler hiicre duvarlarina
dogru yayilir ve kisa bir zaman igerisinde pargalanan hiicreden ayrilir (Wang ve Weller,
2006).

Sonikasyon yontemi, diger geleneksel yontemlerde goriilen ugucunun bozulmasi,
kaybolmasi ya da ugmasi gibi olumsuz etkilerin meydana gelmesini engelleyen bir
yontemdir. Bir¢ok durumda bu yontem diger yontemlere gore ¢ok hizli ve etkili olup
¢oziiciiniin verimli kullanilmasini saglar. Diisiik maliyetli, basit ekipman diizenegine
sahip olmast ve ¢ogu zaman iyi verim saglamasi yoniinden oldukg¢a avantajli bir

yontemdir (Roldan-Gutierrez vd., 2008).
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Sekil 2.3. Ultrason yardimli sokslet ekstraksiyonun sematik gosterimi

Sonikasyon yardimli ekstraksiyon yontemi ucuz, basit ve etkili bir yontemdir. Kati-sivi
ekstraksiyonunda sonikasyonu kullanmanin en 6nemli faydasi ekstraksiyon verimini ve
hareket hizini artirmasidir. Mikrodalga yardimli ekstraksiyon gibi diger ekstraksiyon
yontemleri ile karsilagtirildiginda, sonikasyon cihazi daha ucuzdur ve kullanimi daha
kolaydir. Ayrica sonikasyon yardimli ekstraksiyonda, sokslet ekstraksiyonundaki gibi
her ¢esit ¢oziicli kullanilabilir (Wang ve Weller, 2006).

2.2.3 Maserasyon (Islatilip yumusatma)

Bu islemde toz halinde bulunan kuru bitki materyali, ¢oziicii ile birlikte kapakli bir kap
ierisine alinir. Istenilen sicaklik ve zamana gore inkiibatorde bekletilir. Daha sonra
filtrasyon islemi uygulanarak ekstraksiyon yapilmis olur. Maserasyon yonteminin
etkisini artirmak i¢in ¢oziiclinlin i¢inde bulundugu kaba calkalama islemi uygulanarak

¢cOziiciiniin maddeye daha iyi niifuz etmesi saglanabilir. Maserasyon yontemi ile
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istenilen sicaklikta calkalamali inkiibatorde uygulanarak ekstraksiyon elde edilir (Handa
vd., 2008).

Maserasyon yontemi esansiyel yag ve biyoaktif bilesik eldesinde kullanilan oldukca
ucuz ve popiiler bir yontemdir. Kiiclik 6lgekte bu yontem genellikle birkag adim

icermektedir.

e Kullanilacak olan bitki materyalinin kii¢iik pargalar haline getirilmesi,

e Bitki materyalinin ¢oziicii ile birlikte kapali bir kap igerisinde bekletilmesi
(Maserasyon islemi),

e Maserasyon islemi sonucu ekstraktin kalintidan ayrilma islemi (Filtrasyon)

(Azmir vd., 2013).

Fotograf 2.1. Maserasyon yonteminin ¢alkalamali inkiibatérde uygulanmasi

2.2.4 Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu

Bu ekstraksiyon yontemi, organik ¢oziiciilerin kullanilmasi ile genel hedefleri azaltan
alternatif bir preperasyon yontemidir. Sicaklik, basing, érnegin hacmi, analit toplama,
diizenleyici eklenmesi, akim, baski kontrolii ve smirlayicis1 gibi faktorler goz oniine
alinmaktadir. Genellikle bu yontemde silindirik ekstraksiyon kaplar1 kullanilmakta ve

yiiksek performans gostermektedir (Handa vd., 2008).
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Stiperkritik durum, sicaklik ve basing degerlerinin kritik degere ulasgtiginda elde
edilmektedir. Siiperkritik akiskan, sivi ve gazlarda ayni karaktere sahiptirler. Sivi
coziiciiler ile karsilastirildiginda siiperkritik akiskan, sivi ¢oziiclilere gore daha yiiksek
difiizyon katsayisina, daha diisiik viskozite ve ylizey gerilimine sahiptir. Hedef bilesigin
¢oziinlirliigiinde stiperkritik akiskanin verimliliginin belirlenmesi en 6nemli faktordiir.
Uygun yogunlukta bir siiperkritik akiskan sec¢imi, c¢oziicii etkisi, secicilifi ve

ekstraksiyon bilesiminin belirlenmesi agisindan ¢ok énemlidir (Wang ve Weller, 2006).

P

[ Ayinct II Ayinct

A 4

Kondansator

Ekstraksiyon |
tanky

Uriin 1 Uriin 2 / Atik

CO2 deposu
CO2 pompast

Is1 degistincisi
/
—+—-—<-/vv\ — }
A \

Eklenen ¢oziicii icin iletim sistemi

A

Sekil 2.4. Stiperkritik akiskan ekstraksiyon diizeneginin sematik gosterimi

Bu ekstraksiyon yonteminin sahip oldugu avantajlar:

o Diisiik sicakliktaki bilesenlerin ekstraksiyonu, 1s1 ve bazi organik
¢oziiciilerden gelen zararlar1 onler.
o Coziicti kalintis1 yoktur.

o Cevre dostu bir ekstraksiyon yontemidir.

2.2.5 Mikrodalga yardimh ekstraksiyon

Kat1 bitki matrisi ve ¢dziicliniin mikrodalga yontemiyle 1sitilmasiyla birlikte hizli bir
sekilde enerji verimi sunar. Bitki 6rnegindeki su, mikrodalga enerjisini absorbe eder,
bdylece bozulur ve ekstrakt elde etmek kolaylasir. Mikrodalga enerjisinin etkisi ¢oziicii

ile kat1 bitki matrisi arasindaki dielektrik duyarliligina baghdir (Wang ve Weller, 2006).
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Mikrodalga yardimli ekstraksiyon yontemi 1975 yilinda ilk defa Samra vd. tarafindan
biyolojik 6rneklerden metal analizi islemi i¢in kullanilmistir. Bitki 6rneklerinde ilk defa

uygulanmasi ise 1986 yilinda Ganzler vd. tarafindan rapor edilmistir (Gupta vd., 2012).

Bosaltim borusu
Sogutucu kangal
Enerji zayiflatic
<4— Sogutma suyu
Baglanti tiibi
\ /————— Korumal
/ termistor
250 mllik erlen ~ I] .m.\ Sicaklik kaydedici
™
\ Zaman 6n ayan
Mikrodalga oyugu N S / l:l:l
Zaman yoneticisi
Manyetik kangtinct

Sekil 2.5. Mikrodalga yardiml1 ekstraksiyon diizeneginin sematik gosterimi

Mikrodalga yardimli ekstraksiyonda, mikrodalga isiniin 1sis1 ve saydam mikrodalga
¢Oziiclisli vasitasiyla absorbsiyon olmadan direk olarak kati maddeye transfer olur. Bu
yogun 1sinma kat1 maddede ani olarak nemlenmeye neden olur. Bu nem buharlasir ve
buhar basinct olusturur. Bu buhar basincit nemin hiicreleri kirmasiyla olusur ve hiicre

duvarlarimin kirilmasi ile de yaglar serbest kalir (Handa vd., 2008).

Hiicre kirilmasi diginda mikrodalga isitmanin diger avantajlari;

e Mevcut olan {iriin sayisin1 artirir.
e Ekstraktin safligini artirir.

e Is1 kaybin engeller.

e Islem maliyetini diisiiriir.

e Cok hizli bir yontemdir.

e Cok az miktarda enerji ve ¢oziicli kullanilir.
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2.2.6 Basinch s1v1 ekstraksiyonu

Ritcher vd., ilk defa bu yontemi 1996 yilinda tanimlamistir. Basingli s1v1 ekstraksiyonu
yontemi yiiksek sicaklik ve basing altinda statik ve dinamik olarak uygulanabilen bir
yontemdir. Bu yontemin en temel avantaji ¢Ozliciiniin kaynama noktas1 sinirina bagl
kalmadan yiiksek sicaklik ve basing altinda uygulanabilmesi ve diisiik miktarda ¢oziicii
ve madde ile g¢alisilmasina olanak saglamasidir. (Azmir vd., 2013; Kaufmann ve
Christen, 2002).

Ekstraksivon bolmesi
Pompa !
/

;'j
Sabit
o - ; kapakeik
Cozici i \.'I Tasfiye @
| = -
Ocak ™

Nitrojen

Sekil 2.6. Basingli s1v1 ekstraksiyon diizeneginin sematik gosterimi

Kat1 veya yar1 kati 6rnek madde, igerisinde ¢dziicii olan paslanmaz c¢elikten olusan
ekstraksiyon bdolmesinde yer alir ve ocak iginde 1sitilir (50 — 200°C), boylece ¢oziicii
hacminin artmasina neden olmaktadir. Bolmelerdeki asir1 basinct engellemek i¢in, sabit
kapake¢ik otomatik olarak acilip kapanmaktadir. Sabit ekstraksiyon sathasinda, yaklasik
5 — 10 dakika boyunca taze ¢Oziicii sistem igerisine dogru pompalanmaktadir.
Baslangictaki tiim ¢oziicli basingli gaz ile tasviye edilir, genellikle nitrojen ve toplam

¢oziicl, sise igerisinde toplanmaktadir (Kaufmann ve Christen, 2002).

Basingli s1vi1 ekstraksiyonu, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu yontemine kars1 alternatif
bir yontemdir. Sokslet yontemi ile karsilastirma yapildiginda, ¢oziicii miktar1 ve
ekstraksiyon siiresini azaltmasi nedeniyle avantajli bir yontem olarak karsimiza

cikmaktadir (Wang ve Weller, 2006).
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2.3 Antimikrobiyal Maddeler ve Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal madde, mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen, 6ldiiren dogal veya
sentetik kimyasallardir. Antimikrobiyallerin etkisi, tiremeyi durdurucu veya oldiiriicii
olabilir. Organizmalar1 6ldiiren maddeler sidal maddeler olarak isimlendirilir ve aldig1
on ek oldiiriilen organizmanin tipini isaret etmektedir. Dolayisiyla bakteriler, funguslar
ve viriisleri 6ldiiren maddeler sirastyla bakteriyosidal, fungusidal ve virisidal maddeler
olarak isimlendirilir. Organizmay1 Oldiirmeyen, buna karsilik sadece {iremesini
engelleyen maddeler statik maddeler olarak isimlendirilir ve bunlar bakteriyostatik,

fungistatik ve viristatik maddeler olarak isimlendirilirler (Madigan ve Martinko, 2010).

2.3.1 Antimikrobiyal aktiviteye sahip kimyasal maddeler

Insanlar yillardir birtakim kimyasal maddeleri gidalart korumak amaciyla
kullanmaktadir. Kullanilan bu kimyasal maddelerin basinda sofra tuzu, nitrit ve siilfat
tuzlart gelmektedir. Fakat son zamanlarda bu kimyasal maddelere ilaveten yeni tip
koruyucu antimikrobiyal aktiviteye sahip kimyasal maddeler gelistirilmistir.
Mikroorganizmalarin gida igerisinde biiylimeleri ve c¢ogalmalari, gidalarinin
bozulmasina neden olan baslica etkendir. Bu mikroorganizmalar insanlarda gida
zehirlenmesi olarak tanimlanan hastaliklara neden olabilecek zehirli kimyasal maddeler
uretebilmektedirler. Bu nedenle gidalarda kullanilan antimikrobiyal maddeler,
mikroorganizmalarin 6liimiine veya tiremelerinin engellenmesine neden olarak gidalarin

uzun raf dmriine sahip olmalar1 saglamaktadir (Alanyali vd., 2009).

Gidalar depolanma siiresince bir¢ok fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik degisime
ugrarlar. Bunlarin raf dmriinii uzatmak ve daha kaliteli bir {iriin elde etmek amaciyla
1sitma, sogutma gibi sicaklik degisimleri uygulanmasinin yam sira, su aktivitesinin
diisiiriilmesi, kiirleme, tuzlama, pH kontrolii, antimikrobiyal madde ilavesi, kontrollii
atmosferde depolama ve ambalajlama gibi birgok etkili yontemler kullanilmaktadir
(Ayana ve Turhan, 2010).
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Cizelge 2.2. Gidalarda kullanilan bazi kimyasal koruyucular

Bilesik Mikrobiyal hedef Uygulanan gida
Benzoik asit ve benzoatlar Mayalar, kiifler Igecekler, meyve iiriinleri,
margarin

Parabenler
Asetik asit ve asetatlar
Propiyonik asit ve propiyonatlar

Sorbik asit ve sorbatlar

Mayalar, kiifler, bakteriler
Mayalar, bakteriler

Kiifler
Mayalar, kiifler, bakteriler

Ickiler, sucuk, kek, biskiivi vb.
Siit tirtinleri, yag, et, soslar, kek,
biskiivi vb.

Ekmek ve tiriinleri, siit tiriinleri

Sarap

Bakteriler

Laktik asit ve laktatlar Et tirtinleri

Clostridium botulinum

Nitrit ve nitrat tuzlar: Ickiler, kek, biskiivi vb.

Meyve, meyve iiriinleri, patates

Siilfitler Mayalar, kiifler o
iiriinleri, saraplar
Nisin Clostridium botulinum Peynir, pigmis et, tavuk tiriinleri
. Kiifler :
Natamisin Peynir
Lisozim Clostridium botulinum Peynir, pismis et, tavuk {iriinleri

Bakteriler

Laktoferrin Et tiriinleri

Farkli kimyasal gida koruyucular1 farkli koruma mekanizmalariyla gidalar
mikroorganizmalardan korurlar. Ornegin tuz ve seker dehidrasyon mekanizmasiyla
koruyucu aktivite gostermektedir. Gidalarin tuzlanmasi veya seker katilmasi gidada
bulunan suyu osmoz yoluyla ortamdan uzaklastirir. Mikroorganizmalarin ¢ogu Susuz
ortamda ¢ogalamadiklarindan dolay1 iiremeleri inhibe edilmis olur. Fakat baz1 halofil ve
sakkarofil mikroorganizmalar derisik tuz ve sekerli ortamlarda dahi iireyebilme
yetenegine sahiptirler. Benzoik asit ve nitrit tuzlarnn ise gidalarda bulunan
mikroorganizmalar1 zehirleyerek koruyucu gorev goriirler. Benzoik asit alkolsiiz igki
iiretiminde en ¢ok kullanilan kimyasal koruyuculardan biridir. % 0,1 derisimin altinda
kullanilir, fazlasi insan sagligina zarar verebilmektedir. Nitrit tuzlar1 ise marketlerde
hazir olarak satilan et {rlinlerinde bakterilerin ¢ogalmasini durdurmak igin

kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda ete pembe bir renk katmaktadir (Alanyali vd., 2009).

Gidalarin bozulmasi kimyasal, fiziksel ya da mikrobiyal nedenlerle olabilmektedir.
Mikrobiyal gelismenin Oniine gecmek icin zayif organik asitler, hidrojen peroksit,
selatorler, organik biyomolekiiller eklenmesi veya 1sil islem ya da paketleme gibi
fiziksel yontemlerin yan1 sira, pH, oksidasyon-rediiksiyon potansiyelinin veya osmotik
basincin degistirilmesi gibi yontemler kullanilabilmektedir. Mikrobiyolojik bozulmanin
engellenmesi icin ise patojenik mikroorganizmalarin gelisimlerinin durdurulmasi

yoniinde caligmalar yapilmaktadir, Bunun yami sira gidalarda kullanilan koruyucu
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maddelerin kullaniminda olusabilecek sakincali durumlar nedeniyle dogal koruyucular
gittikge 6nem kazanmaktadir (Keskin ve Toroglu, 2011; Souza vd., 2005; Tajkarimi vd.,
2010).

Gidalardaki mikrobiyal kontrol mikrobiyal yasami baskilamaya yoneliktir ve patojenik
mikroorganizmalarin gelismelerine bagli olan gida bozulmalar1 ve kimyasal maddelerin
bu gelismeyi engellemesi nedeniyle gida giivenligi konusunda yenilebilir 6zellikteki
tibbi bitkiler kekik, biberiye, adagayi, feslegen, zencefil, rezene gibi bitkilerin
kullanimin1 da igeren yeni yaklasimlar bulunmaktadir. Bitkisel kaynakli antimikrobiyal
ajanlar pek ¢ok farkli bitki kismindan elde edilebilmektedir (Souza vd., 2005; Tajkarimi
vd., 2010).

2.3.2 Antimikrobiyal aktivite

Abascal ve Yarnell (2002) ilaglara alternatif olarak antimikrobiyal &zellik gosteren
bitkilerin kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bununla beraber ilag direngliligini
indirgeyebilmek i¢in de antibiyotiklerle bitkilerin birlikte kullanilmasi gerektigine
dikkat ¢ekmislerdir. Mikroorganizmalarin direnglilik aktivitesi 4 ana mekanizmasi su

sekilde aciklanmaktadir:

a) Bitkiler mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in ilaglarla sinerjik olarak aktive gosterebilir.

b) Bitkiler antibiyotikleri indirgeyen bakteriyel enzimleri inhibe edebilir.

c) Bitkiler antibiyotikleri uzaklastiran direngli bakteriyal suslarin hareketini inhibe
edebilir.

d) Bitkiler sinerjistik ve katkisal hareket gostererek mikrobiyal adezyona engel olabilir
(Toroglu ve Cenet, 2006).

Bilinen tiim antibiyotiklere diren¢ gelistirmekte olan bakterilerde, ila¢ direngliligi
artmakta ve yayilmaktadir. Bu nedenle ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin
kullanilmas: ~ 6nerilmekte ve bazi geleneksel bitkiler antimikrobiyal olarak
kullanilmaktadir. Esansiyel yaglar, bitkilerden veya bitkisel droglardan c¢esitli

distilasyon ve ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen, genellikle oda sicakliginda sivi
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halde olan, ucucu, kuvvetli kokulu, baharatin tiim koku ve tat verici bilesenlerini igeren,
su buhar ile tasinabilen karisimlardir. Oleoresinler ise baharatlarin tiim tat verici
bilesenlerini/ingrediyentlerini iceren yogun ekstraktlar olarak tanimlanmaktadir

(Abaskal ve Yarnell, 2002; Onbasili vd., 2011; Uguz, 2011).

2.3.3 Antimikrobiyal aktivitenin belirlenme yontemleri

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla gelistirilmis birgok yontem
bulunmaktadir. Disk difiizyon metodu (DDM) ve MIK belirlenmesi yontemleri en ¢ok

kullanilan iki yontemdir. Bu yontemler asagida agiklanmastir.

2.3.3.1 Disk difiizyon yontemi

Antimikrobiyal aktivite belirleme c¢alismalarinda kullanilan en yaygin galigma disk
difiizyon yontemidir. Bu yontemde, test edilen mikroorganizma ile inokule edilmis kati
besiyeri lizerinde yer alan disk ya da olusturulan havuzcuk veya kuyucuga
antimikrobiyal madde eklenir. Besiyeri igerisinde antimikrobiyal maddenin olusturdugu
aktiviteye bagli olarak olusan inhibisyon zon ¢aplari dlgiilerek ekstraktin antimikrobiyal
etkisi belirlenmektedir. Bu yontem rutin bir sekilde patojenlerde antibiyotik
hassasiyetini test etmek ic¢in kullanilmaktadir (Sahin, 2006; Madigan ve Martinko,
2010).

2.3.3.2 Minimum inhibisyon konsantrasyonu

Farkli konsantrasyonlarda test edilen antimikrobiyal maddelerin, mikrobiyal gelisimi
tamamen yok ettigi veya engelledigi en diisiik derisim Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK) olarak tanimlanmaktadir. MIK belirlemek igin  sivi
besiyerlerinde veya kati besiyerlerinde antimikrobiyal etkiye sahip olan bilesiklerin
seyreltik  olarak  belirli oranlarda eklenmesiyle hazirlanan besi ortamlari
kullanilmaktadir. Bir antimikrobiyal madde icin MIK degeri mikroorganizma,
inkiibasyon sicakligi ve inokulum miktar1 gibi analiz kosullarina bagli olarak

degisebilmektedir (Sahin, 2006).
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2.3.3.3 Minimum bakterisidal konsantrasyon

Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK), bir mikroorganizmay1 tamamini yok eden
en diisiik antibiyotik konsantrasyondur. MBK, MIK testinden sonra uygulanir. MIK
testi sonucunda iiremenin olmadigi tliplerden ornekler alinarak kati besiyerine ekim
yapilir. Katt besiyerinde iiremenin olmadigi ilk besiyeri bize MBK degerini verir

(Altuner, 2008).

2.4 Deneylerde Kullamlan Mikroorganizmalar
2.4.1 Proteus mirabilis

Enterobacteriaceaec familyasina mensup olan Proteus mirabilis, gram negatif,
pleomorfik, sporsuz, kapsiilsiz ve ¢ok hareketlidirler. Genellikle insan barsak
florasinda, kanalizasyon sularinda ve kirli sularda bulunurlar. Uriner sistem
enfeksiyonlar1 basta olmak iizere bircok hastalia sebep olurlar. Yara yeri
enfeksiyonlari, organ apseleri, pnomoni ve septisem olgularindan izole edilirler

(Kurtoglu vd., 2008).
2.4.2 Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasmin bir iiyesi olan Escherichia coli, anaerob ve gram
negatif bir bakteridir. Genellikle insan barsaklarinda yasar. Gastrointestinal sistemde bol
miktarda bulunurlar ve bakteriyel enfeksiyon, neonatal menenjit, {iriner sistem

enfeksiyonu ve gastroenterite neden olmaktadir (Altuner, 2008).
2.4.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcaceae familyasina mensup, gram pozitif bir bakteri olup kok seklindedir.
Insan derisi ve mukozasinda koloni olusturabilen bir bakteridir. Insan viicuduna girdigi
takdirde hastalik yapabilmektedir. Staphylococcus aureus cilt kabarikligi, impetigo,
yanik, seliilit, ¢iban, haslanmis deri sendromu, apseler gibi hafif deri enfeksiyonlarinin
yant sira, pndmoni, menenjit, osteomiyelit, toksik sok sendromu ve septisemi gibi ciddi

hastaliklara da neden olabilmektedir (Altuner, 2008).
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2.4.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonaceae familyasina mensup olan bu bakteri tiirii, toprak ve sularda yogun
olarak bulunmaktadirlar. Pseudomonas aeruginosa, gram negatif, aerobik, polar
flagellasiyla hareket edebilen ¢ubuk seklindedir. Kapsiil ve sporsuzdurlar. Aerobik
olduklarindan dolay1 gidalarda okside iiriinler ve mukoz madde olustururlar. Ozellikle
sogukta saklanan siit, et, yumurta ve deniz iiriinlerinin bozulmasindaki baslica etkili
bakteri tiirtidiir. Pseudomonas aeruginosa, firsat¢i patojen 6zellikte olmasi nedeniyle
cesitli hastaliklarin olusmasinda baslica etkendir. Idrar yolu, goz, dis kulak, orta kulak,
tanik ve yara enfeksiyonlari, menenjit, bronsit, osteomiyelit gibi hastaliklardan izole

edilebilmektedirler (Sen ve Halkman, 2006).

2.4.5 Candida albicans

Candida albicans, Cryptococcaceac familyasina mensup bir maya tiiriidiir. Dogal
kaynag1 insan olup toprak ve bitkilerden de tiretilebilirler. Candida albicans, insanlarda
oral ve genital bdlgelerde enfeksiyonlar olusturan bir maya tiirii ¢esididir. Hastanelerden
bulasan mantar enfeksiyonlarin etkenidir. insanin barsak florasinda bulunur. Higbir
hastaliga neden olmadan agiz, barsak, vajina, {ist solunum yolu ve deri florasinda

bulunabilirler (Altuner, 2008; Aydin, 2004).
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BOLUM 111

MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Baharat ornekleri

Tez caligmasinda kullanilan baharatlardan kekik, kimyon, karabiber ve nane, Nigde
ilinde aktardan kuru olarak temin edilmistir. Kirmizibiber ise Kayseri ilinde bulunan bir

aktardan yas olarak temin edilip laboratuvarda kurutularak kullanilmistir.

3.1.2 Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda kullanilan test mikroorganizmalar1 Refik Saydam
Hifzisthha Merkezinden temin edilmistir. Bu mikroorganizmalar Proteus mirabilis 235,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231 suslaridir.

3.1.3 Kullanilan ¢éziiciiler

Tez ¢alismasinda kullanilan baharat ekstraksiyonlari i¢in etil alkol, metil alkol, aseton

ve distile su ¢oziciileri kullanilmastir.

3.1.4 Besiyerleri

Yapilan ¢aligmada bakterilerin gelisimlerini saglamak i¢cin Mueller Hinton Agar (MHA)
ve Mueller Hinton Broth (MHB), mayalarin {iretilmesi icin ise Potato Dextrose Agar

(PDA) besiyerleri kullanilmistir.

3.1.5 Ekstraktlar i¢in kullanmilan diskler

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda baharatlara ait ekstraktlar Whatman No:1 marka filtre

kagidindan elde edilen disklere emdirilmistir.
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3.2 Metod

3.2.1 Ekstraksiyon

3.2.1.1 Baharatlarin ekstraksiyon icin hazirlanmasi

Gergeklestirilen tez calismasinda baharatlarin ekstraksiyon islemi yapilmadan once toz
hale getirilinceye kadar porselen havanda doviilmiistiir. Toz haline getirilen 6rneklerin
ekstraksiyon yapilmasi amaciyla ¢oziicli-6rnek karigimlar: 1:50 (mg:ml) olacak sekilde

hazirlanmistir (Altuner, 2008).

Yapilan tez caligmasinda maserasyon ve sonikasyon metodu olmak iizere iki farkl

ekstraksiyon yontemi uygulanmistir.

3.2.1.2 Maserasyon yontemi

Yukarida anlatilan sekilde hazirlanan ornekler 2, 3, 4, 5, 6, 12 ve 24’er saatlik
periyotlarda 40°C’de ¢alkalamali inkiibatérde mesare edilerek ekstraksiyon yapilmistir.
Ekstraksiyon siiresi tamamlanan Ornekler filtrasyon yoOntemiyle steril edilmistir

(Altuner, 2008).

3.2.1.3 Sonikasyon yontemi

Tez ¢aligmasinda uygulanan bu yontemde falcon tiipleri igerisinde hazirlanan 6rnek
¢oziicii kanistmi 5, 10, 15, 30, 60 ve 90 dakikalik periyotlarda 40 kHz frekansa
ayarlanmis sonikator vasitasiyla ultrasonik ses dalgalar1t kullanilarak ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon siiresi tamamlanmis Orneklere yine filtrasyon islemi
uygulanarak eppendorf tiiplerine alinmis ve ekstraksiyonlar1 tamamlanmistir

(Stanisavlijevic vd., 2009).
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3.2.2 Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

3.2.2.1 Mac Farland metoduna gore bakterilerin hiicre yogunlugunun belirlenmesi

Yapilan tez ¢alismasinda kullanilan test mikroorganizmalarmin hiicre yogunluklari 1

no’lu Mac Farland tiipline gore ayarlanmistir.

Cizelgede belirtilen oranlarda A ¢ozeltisi (% 1,175 BaCl, 2H,0) ve B ¢ozeltisi (0,36 N
H,SO,4’den % 1(v/v) ¢ozeltisi) karistirilarak 1°den 10’a kadar Mac Farland tiipleri elde
edilmistir. Karisim sonucunda farkli bulanikliklarda ¢6zeltiler elde edilmistir (Giirgiin

ve Halkman, 1990).

Cizelge 3.1. Mac Farland Standard:

Tiip No A cozeltisi B ¢ozeltisi
1 0,1 9,9
2 0,2 9,8
3 0,3 9,7
4 0,4 9,6
5 0,5 9,5
6 0,6 9,4
7 0,7 9,3
8 0,8 9,2
9 0,9 9,1
10 1,0 9,0

Calismada kullanilacak olan test mikroorganizmalar 5000 rpm’de 6 dakika santrifiij
edildikten sonra lizerindeki siipernatant kismi alinmistir. Santrifiij sonunda tiipiin alt
kismina ¢oken mikroorganizma tizerine % 0,085°lik NaCl ¢ozeltisi eklenerek istenilen

bulanikliga ulagilmistir.

3.2.2.2 Disk difiizyon yontemi ile inhibisyon zonu belirlenmesi

Calismada kullanilan test bakterileri MHB s1v1 besiyeri ortaminda 37 °C’de, test maya
ise PDA kati1 besiyeri ortaminda 30 °C’de, 24 saat (Proteus mirabilis 235, Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923) ve 48 saat (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 26231) inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir.
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Caligmada kullanilacak test mikroorganizmalarin, 1 nolu Mac Farland bulanikligina
gore hiicre yogunluklart ayarlandiktan sonra, 100 pl bakteri kiiltliriiniin yayma plak

yontemi ile inokiilasyonu gerceklestirilmistir.

DDM’de kullanilan diskler, her biri 6 mm olacak sekilde zimba vasitasiyla kesilmis ve
steril edilerek kullanilmistir. Daha sonra bu disklere hazirlanan baharat ekstraktlar: 20
ul olacak sekilde emdirilmis ve petri plaklar iizerine yerlestirilmistir. Daha sonra petri
plaklar1 uygun inkiibasyon sicakliklarina gére 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda disklerin g¢evresinde meydana gelen inhibisyon
zonlar1 kumpas yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Biitiin bu denemeler 3 paralel olacak sekilde

tekrarlanmistir.
3.2.2.3 Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) calismasi

MIK degeri, mikroorganizmalarin gelisimini inhibe eden antimikrobiyal ajanlarin en

diisiik konsantrasyonudur. MiK, broth diliisyon metodu ile belirlenmistir.

Yepilan tez ¢alismasinda MIK degeri belirlenecek olan drnekler, DDM’de en iyi sonug
veren ¢Oziicii — mikroorganizma — zaman tgliisiine gore belirlenmistir. Birbirine yakin
inhibisyon zonu degerlerine sahip olanlara da MiK uygulamasi yapilarak MiK degerleri

arasinda karsilastirma yapilmistir.

Iml I1ml 1ml lml I1mli 1ml

VIV A

(1 mI} Ekstrakt

{1 mI) MHB

Sekil 3.1. MiK ¢alismas1

Yapilan bu ¢aligmada 7 adet steril deney tiipiine 1’er ml MHB konulmustur. MIK

degerinin belirlenmesi i¢in kullanilacak olan baharat ekstrakti, 1. tiipe 1 ml eklenmistir.
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1. tiipte meydana gelen karisimdan yine 1 ml alinarak 2. tiipe eklenmistir. Bu aktarma
islemleri 7. tiipe kadar devam etmistir ve son tiipten alinan 1 ml’lik sivi karigimi
atilmistir. Boylece 1. tiipte %50, 2. tlipte %25, 3. tiipte %12,5, 4. tiipte % 6,25, 5. tiipte
3,12, 6. tiipte 1,56, 7. tiipte ise 0,78’lik ekstraksiyon konsantrasyonlar1 elde edilmistir.
Hazirlanan bu sistemde her bir tiipe 10 pl bakteri 6rnegi ekilerek 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda iiremenin kagimnci tiipten itibaren basladig
belirlenerek baharat ekstraktlarmin MIK degerleri yiizde konsantrasyon cinsinden

belirlenmistir.

3.2.3 Antibiyotiklerin test bakterilerinin iizerine etkilerinin arastirilmasi

Calismada kullanilan test bakterileri Bolim 3.2.2.2°de anlatildigi  iizere
aktiflestirilmistir. Test bakterilerinin ekimi igin MHA besiortam1 hazirlanmis ve 100 pl
aktif kiiltiirlerden eklenerek drigalski 6zesi yardimiyla homojen bir sekilde yayilmalari
saglanmistir. Ekim yapilmis besiyeri {izerine test edilecek Seftriakson (CRO30),
Kloramfenikol (C30), Rifampin (RA5), Streptomisin (S10) ve Tetrasiklin (TE30)
antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
meydana gelen zonlar kumpas yardimiyla Olglilmiistiir. Tez ¢alismasinda kullanilan
coziiciilerin antimikrobiyal aktiviteye sahip olup olmadiklari1 yukarida anlatilan yontem

ile aragtirilmustir.
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BOLUM IV

BULGULAR

4.1 Kekik Bitkisine Ait Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

4.1.1 Maserasyon yontemi ile elde edilen kekik ekstraktlarina ait antimikrobiyal

aktivite sonuclar

Yapilan tez c¢aligmasinda kekik baharatinin maserasyon yontemi ile hazirlanmis
ekstraktlarinin Proteus mirabilis 235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans
ATCC 26231 suglan iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve elde edilen

sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Asagidaki c¢izelgede kekik baharati ile yapilan maserasyon ekstraktlarinda c¢esitli
maserasyon siirelerinde kullanilan farkli ¢oziiciiler ile elde edilen ekstraktlarin test
bakterileri lizerindeki antimikrobiyal aktivite sonuglar1 goriilmektedir. DDM ile yapilan
antimikrobiyal aktivite zon ¢aplarina gore belirlenmis ve kekik baharatinda en yiliksek
aktivite metanoliin 12 saatlik ekstraksiyonu ile Staphylococcus aureus ATCC 25923

susuna kars1 8,5 mm inhibisyon zonu ile tespit edilmistir (Cizelge 4.1., Fotograf 4.3.).

Kekik bitkisinden aseton ile 24, etanol ile 12 ve 24 saatte elde edilen ekstraktlarin
sirastyla  Proteus mirabilis 235, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 iizerinde 7,4 mm (Fotograf 4.1.), 6,9 mm (Fotograf 4.2.), 7,8
mm (Fotograf 4.4.) inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Kekige ait
ekstraktlarin Candida albicans ATCC 26231 mayasi iizerinde inhibisyon zonu

olusturmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. 40°C’de maserasyon yontemi ile hazirlanan kekik ekstraktlarimin disk
difiizyon testi sonuglar1

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Mikroorganizmalar

Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Proteus mirabilis 235 Aseton - - - 7,2 - - 7.4
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - 6,8 6,9 -
Metanol - - - - - - -
Escherichia coli ATCC 25922 Aseton - - - - - - -
Distile su - -
Etanol 74 6,9 - - 69 69 -
Metanol 84 75 - - 71 85 72
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Aseton - - - 7,4 - - 6,8
Distilesu 70 - 71 75 74 70 -
Etanol - - 69 71 72 78 78
Metanol - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Candida albicans ATCC 26231 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
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Fotograf 4.1. Kekik baharatinin aseton ile 24 saatte yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi

Fotograf 4.2. Kekik baharatinin etanol ile 12 saatte yapilan ekstraktinin Escherichia
coli ATCC 25922 iizerine etkisi
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Fotograf 4.3. Kekik baharatinin metanol ile 12 saatte yapilan ekstraktinin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerine etkisi

Fotograf 4.4. Kekik baharatinin etanol ile 24 saatte yapilan ekstraktinin Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 iizerine etkisi
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4.1.2 Maserayon yontemi uygulanan kekik ekstraktlarinin MiK sonuclari

DDM sonucunda kullanilan test mikroorganizmalar {izerinde en genis inhibisyon zon
cap1 olusturan ekstraktlar ile MIK belirleme ¢alismasi Boliim 3.2.4°de belirtilen sekilde
yapilmustir.

Kekik bitkisine ait ekstraktlarla yapilan MIK ¢alismalarinda aseton ile 24 saatte,
metanol ile 12 saatte, etanol ile ise 12 ve 24 saatte yapilan ekstraktlar sirasiyla 3,12
ul/ml, 6,25 ul/ml, 6,25 pl/ml, 3,12 pl/ml konsantrasyonlarda Proteus mirabilis 235,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853’1in bakteriyel gelisimlerini inhibe etmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Kekigin maserasyon yontemiyle hazirlanmis ekstraktlarinin MiK degerleri

Ekstraktin besiyerine orani

Test mikroorganizmasi %50 %25 %12,5 %6,25 %3,12 %1,56 %0,78
Proteus mirabilis 235 - - - - - + +
Escherichia coli ATCC 25922 - - - - + + +
Staphylococcus aureus ATCC + + +
25923
Pseudomonas aeruginosa + +
ATCC 27853

(+): Ureme var  (-): Ureme yok

4.1.3 Sonikasyon yontemi ile elde edilen kekik ekstraktlarina ait antimikrobiyal

aktivite sonuclari

Kekik baharatinin sonikasyon yontemi ile hazirlanmis ekstraktlariyla Proteus mirabilis
235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231 suslar
tizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmasi sonucunda inhibisyon zonu tespit

edilmemistir.
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4.1.4 Sonikasyon yontemi uygulanan kekik ekstraktlarimin MiK sonuclari

Kekik baharatinin sonikasyon yontemi ile hazirlanmis ekstraktlarnin DDM sonucu
herhangi bir inhibisyon zonu tespit edilemediginden dolayi, bu ekstraktlar {izerinde

MIK ¢alismasi yapilmamustir.

4.2 Kimyon Bitkisine Ait Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

4.2.1 Maserasyon yontemi ile elde edilen kimyon ekstraktlarina ait antimikrobiyal

aktivite sonuclari

Maserasyon yontemi ile kimyon baharatindan hazirlanmis ekstraktlarin Proteus
mirabilis 235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231 suslari
tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.3°te

gosterilmistir.

DDM sonucunda kimyonda en yiiksek antimikrobiyal aktivite asetonun 3 saatlik
ekstraksiyonunda Proteus mirabilis 235 susuna karsi1 7,0 mm’lik inhibisyon zonu ile

tespit edilmistir (Cizelge 4.3., Fotograf 4.5.).

Kimyon bitkisinden aseton ile 6, etanol ile 6 ve 24 saatte elde edilen ekstraktlarin
sirasiyla Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus mirabilis 235, Escherichia coli
ATCC 25922 iizerinde 6,6 mm (Fotograf 4.8.), 6,9 mm (Fotograf 4.6.), 6,5 mm
(Fotograf 4.7.) inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Kimyona ait ekstraktlarin
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu ve Candida albicans ATCC 26231 mayasi

tizerinde inhibisyon zonu olusturmadigi goriilmistiir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. 40°C’de maserasyon yontemi ile hazirlanan kimyon ekstraktlarinin disk
difiizyon testi sonuglari

Inhibisyon zon gaplari (mm)

Mikroorganizmalar

Etanol
Metanol
Proteus mirabilis 235 Aseton
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - 6,5
Metanol - - - - - - -
Escherichia coli ATCC 25922 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Aseton - - - 65 6,6 - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Candida albicans ATCC 26231 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
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Fotograf 4.5. Kimyon baharatinin aseton ile 3 saatte yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi
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Fotograf 4.6. Kimyon baharatinin etanol ile 6 saatte yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi

Fotograf 4.7. Kimyon baharatinin etanol ile 24 saatte yapilan ekstraktinin Escherichia
coli ATCC 25922 iizerine etkisi
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Fotograf 4.8. Kimyon baharatinin aseton ile 6 saatte yapilan ekstraktinin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerine etkisi

4.2.2 Maserayon yontemi uygulanan kimyon ekstraktlarimin MiK sonuclari

Kimyon bitkisinden elde edilmis olan ekstraktlarn DDM sonuglarina gore yapilan MIK
calismalarinda etanol ile 6 ve 24, aseton ile 3 ve 6 saatte yapilan ekstraktlar sirasiyla 25
ul/ml, 25 pl/ml, 25 pl/ml, 12,5 pl/ml konsantrasyonlarda Proteus mirabilis 235,
Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis 235 ve Staphylococcus aureus ATCC
25923 suslarinin bakteriyel gelisimlerini inhibe etmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Kimyonun maserasyon ydntemiyle hazirlanmis ekstraktlarinin MIK
degerleri

Ekstraktin besiyerine orani

Test mikroorganizmasi %50 %25 %12,5 %6,25 %3,12 %1,56 20,78
Proteus mirabilis 235 - - + + + + +
Proteus mirabilis 235 - - + + + + +

Escherichia coli ATCC 25922 - - + + + + +
Staphylococcus aureus ATCC
25923 i * + + +

(+): Ureme var ~ (-): Ureme yok
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4.2.3 Sonikasyon yontemi ile elde edilen kimyon ekstraktlarina ait antimikrobiyal

aktivite sonuclar

Proteus mirabilis 235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231
suslar1 iizerinde kimyon baharatinin sonike edilerek hazirlanmis ekstraktlarinin

antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.5’te verilmistir.

Kimyon baharatinda DDM ile belirlenmis en yiiksek antimikrobiyal aktivite metanoliin
60 dakikalik ekstraksiyonu ile Staphylococcus aureus ATCC 25923 susuna karsi 8,4
mm’lik inhibisyon zonu ile tespit edilmistir (Cizelge 4.5., Fotograf 4.11.).

Kimyon bitkisinden etanol ile 30 dakikada elde edilen ekstraktlarin sirasiyla Proteus
mirabilis 235 ve Escherichia coli ATCC 25922 iizerinde 7,9 mm (Fotograf 4.9.) ve 7,7
mm (Fotograf 4.10.) inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Kimyon,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu ve Candida albicans ATCC 26231 mayast

tizerinde inhibisyon zonu olusturmamustir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Sonikasyon yontemi ile hazirlanan kimyon ekstraktlarmin disk difiizyon
testi sonuglari

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Mikroorganizmalar 5 10 15 30 60 90

Etanol
Metanol
Proteus mirabilis 235 Aseton - - - - - R
Distile su - - - - - R
Etanol - 6,8 - 7,7 - 7,0
Metanol - - - - - R
Escherichia coli ATCC 25922 Aseton - - - - 6,8 -
Distile su - - - - - -
Etanol - 7,1 - 7,2 - -
Metanol - 6,8 - - 8,4 -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Aseton 7,4 - 7,1 - 70 76
Distile su - - - - - i
Etanol - - - - - R
Metanol - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -
Etanol - - - - - -
Metanol - - - - - R
Candida albicans ATCC 26231 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -

- 74 79 74 -

38



Fotograf 4.9. Kimyon baharatinin etanol ile 30 dakikada yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi

Fotograf 4.10. Kimyon baharatinin etanol ile 30 dakikada yapilan ekstraktinin
Escherichia coli ATCC 25922 iizerine etkisi
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Fotograf 4.11. Kimyon baharatinin metanol ile 60 dakikada yapilan ekstraktinin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerine etkisi

4.2.4 Sonikasyon yontemi uygulanan kimyon ekstraktlarimin MiK sonuclari

MIK belirlenmesi, DDM ile elde edilen sonuclara dayanilarak Béliim 3.2.4’de belirtilen
sekilde yapilmistir.

Cizelge 4.5’de belirtilmis olan DDM sonuglarina gére kimyon bitkisinin sonike edilerek
hazirlanmus ekstraktlariin MIiK degerleri tespit edilmistir. Cizelge 4.6’da verilmis olan
sonuclarda metanol ile 60 ve etanol ile 30 dakikada yapilan ekstraktlardan
Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin gelisimini metanolli ekstraktin 12,5 ul/ml,
Proteus mirabilis 235 ve Escherichia coli ATCC 25922’nin gelisimini ise etanol ile

yapilan ekstraktin 25 pul/ml konsantrasyonda inhibe ettigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.6. Kimyonun sonikasyon yontemiyle hazirlanmis ekstraktlarinin MIK
degerleri

Ekstraktin besiyerine orani

Test mikroorganizmasi %50 %25 %12,5 %6,25 %3,12 %1,56 %0,78
Proteus mirabilis 235 - - + + + + +
Escherichia coli ATCC 25922 - - + + + + +
Staphylococcus aureus ATCC i i i N N + +
25923

(+): Ureme var  (-): Ureme yok
4.3 Karabiber Bitkisine Ait Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

4.3.1 Maserasyon yontemi ile elde edilen karabiber ekstraktlarina ait

antimikrobiyal aktivite sonuglari

Yapilan tez calismasinda DDM ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de gosterilmistir.
Karabiber baharatinda antimikrobiyal aktivite, etanoliin 3 saatlik ekstraksiyonun
Proteus mirabilis 235 susuna karst 7,3 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu (Fotograf
4.12.), buna karsin Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslar1 ve Candida albicans ATCC

26231 mayasi lizerinde inhibisyon zonu olusmamasiyla tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7. 40°C’de maserasyon yontemi ile hazirlanan karabiber ekstraktlarinin disk
difiizyon testi sonuglari

Inhibisyon zon gaplari (mm)

Mikroorganizmalar 2 3 4 5 6 12 24

Etanol - 7,3 69 - - - 6,8
Metanol 7,0 - - - 7,1 - -
Proteus mirabilis 235 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - .
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Escherichia coli ATCC 25922 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Candida albicans ATCC 26231 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -

Fotograf 4.12. Karabiber baharatinin etanol ile 3 saatte yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi
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4.3.2 Maserasyon yontemi uygulanan karabiber ekstraktlarinin MiK sonuclari

Karabiber bitkisinden elde edilmis olan ekstraktlarin DDM sonuglarina gore yapilan
MIK calismasinda etanol ile 3 saatte yapilan ekstrakti 25 pl/ml konsantrasyonda
Proteus mirabilis 235’in bakteriyel gelisimini inhibe etmistir (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Karabiberin maserasyon yontemiyle hazirlanmis ekstraktlarinin MIiK
degerleri

Ekstraktin besiyerine orani

Test mikroorganizmasi %50 %25 %12,5 906,25 93,12 %1,56 %0,78

Proteus mirabilis 235 - - + + + + +

(+): Ureme var  (-): Ureme yok

4.3.3 Sonikasyon yontemi ile elde edilen karabiber ekstraktlarmma ait

antimikrobiyal aktivite sonuclar:

Sonikasyon yontemi kullanilarak hazirlanmis karabiber baharatina ait ekstraktlarinin
Proteus mirabilis 235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231
suslar tlizerinde antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve elde edilen sonuclar Cizelge

4,9’da verilmistir.

Yapilan DDM sonucunda karabiber baharatinda Escherichia coli ATCC 25922 tizerinde
etanoliin 30 dakikalik (Fotograf 4.13.) ve Staphylococcus aureus ATCC 25923
tizerinde metanoliin 60 dakikalik ekstraksiyonlarinin (Fotograf 4.14.) 6,5 mm’lik
inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Ancak karabiber yapilan calismada,
kullanilan diger mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gostermemistir

(Cizelge 4.9.).
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Cizelge 4.9. Sonikasyon yontemi ile hazirlanan karabiber ekstraktinin disk diflizyon
testi sonuglari

Inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Mikroorganizmalar 5 10 15 30 60 90

Etanol - - - - - -

Metanol - - - - - -

Proteus mirabilis 235 Aseton - - - - - R

Distile su - - - - - R

Etanol - - - 6,5 - -

Metanol - - - - - -

Escherichia coli ATCC 25922 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -

Etanol - - - - - -

Metanol - - - - 6,5 -

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -

Etanol - - - - - -

Metanol - - - - - -

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -

Etanol - - - - - -

Metanol - - - - - -

Candida albicans ATCC 26231 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -

Fotograf 4.13. Karabiber baharatinin etanol ile 30 dakikada yapilan ekstraktinin
Escherichia coli ATCC 25922 iizerine etkisi
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Fotograf 4.14. Karabiber baharatinin metanol ile 60 dakikada yapilan ekstraktinin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerine etkisi

4.3.4 Sonikasyon yontemi uygulanan karabiber ekstraktlarimin MiK sonuglar

DDM sonucunda kullanilan test mikroorganizmalar iizerinde en iyi inhibisyon zon

capina sahip olan ekstraktlar ile MIK belirlenmistir.

Cizelge 4.10 goriilen sonuglardan anlasildigi tizere karabiber bitkisinden elde edilmis
olan ekstraktlarn DDM sonuglarma gore yapilan MiK calismalarinda etanol ile 30
dakikada ve metanol ile 60 dakikada yapilan ekstraktlar sirasiyla 25 pl/ml ve 50 pl/ml
konsantrasyonlarda Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC
25923’1in bakteriyel gelisimini inhibe etmistir.

Cizelge 4.10. Karabiberin sonikasyon yontemiyle hazirlanms ekstraktlarmin MiK
degerleri

Ekstraktin besiyerine orani

Test mikroorganizmasi %50 %25 %12,5 %6,25  %3,12 %1,56 %0,78
Escherichia coli ATCC 25922 - - + + + + +
Staphylococnzzg; ;;reus ATCC ) + + + N + +

(+): Ureme var  (-): Ureme yok

45



4.4 Kirmizibiber Bitkisine Ait Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

4.4.1 Maserasyon yontemi ile elde edilen kirmizibiber ekstraktlarina ait

antimikrobiyal aktivite sonuclari

Tez c¢alismasinda yapilan DDM sonucunda kirmizibiber baharatinda en yiiksek
antimikrobiyal aktivite etanoliin 24 saatlik ekstraksiyonu ile Proteus mirabilis 235
susuna karst 6,7 mm’lik inhibisyon zonu ile belirlenmistir (Fotograf 4.15.).
Kirmizibibere ait ekstraktlarin diger test mikroorganizmalar iizerinde inhibisyon zonu

olusturmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. 40°C’de maserasyon yontemi ile hazirlanan kirmizibiber ekstraktlarinin
disk difiizyon testi sonuglari

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Mikroorganizmalar 2 3 4 5 6 12 24
Etanol - - - - - 66 6,7
Metanol - - - - - - -
Proteus mirabilis 235 Aseton
Distile su
Etanol
Metanol
Escherichia coli ATCC 25922 Aseton
Distile su
Etanol

Metanol
Staphylococcus aureus ATCC Aseton

25923 Distile su - - - -
Etanol - - - 6,5
Pseudomonas aeruginosa ATCC “ﬁiﬁgﬂ' ] ] i . &5
27853 Distile su - - - - -
Etanol
Metanol

Candida albicans ATCC 26231 Aseton
Distile su
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Fotograf 4.15. Kirmizibiber baharatinin etanol ile 24 saatte yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi

4.4.2 Maserasyon yontemi uygulanan kirmizibiber ekstraktlarinin MiK sonuglari

MIK belirleme ¢alismasi, DDM sonucunda kullanilan test mikroorganizmalar iizerinde
en iyi inhibisyon zon ¢apina sahip olan ekstraktlar ile bolim 3.2.4°de belirtilen sekilde

yapilmustir.

Kirmizibiber bitkisinden elde edilmis olan ekstraktlarin MIK ¢alismasinda etanol ile 24
saatte yapilan ekstrakt Proteus mirabilis 235’in bakteriyel gelisimini 25 pl/ml
konsantrasyonda inhibe etmistir (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. Kirmizibiberin maserasyon ydntemiyle hazirlanmis ekstraktlarinin MIK
degerleri

Ekstraktin besiyerine orani

Test mikroorganizmasi %50 %25 %125 %625 %3,12 %156  %0,78

Proteus mirabilis 235 - - + + + + +

(+): Ureme var  (-): Ureme yok
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4.4.3 Sonikasyon yontemi ile elde edilen kirmizibiber ekstraktlarina ait

antimikrobiyal aktivite sonug¢lar:

Kirmizibiber baharatinin sonikasyon yontemi ile hazirlanmis ekstraktlarinin Proteus
mirabilis 235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231 suslari
tizerinde antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.13°te

verilmistir.

Calismada yapilmis olan DDM sonucunda kirmizibiber baharatinda en yiiksek
antimikrobiyal aktivite Escherichia coli ATCC 25922 susuna karsi etanoliin 60
dakikalik ekstraksiyonunun ile 8,2 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir

(Cizelge 4.13., Fotograf 4.17.).

Cizelge 4.13°de Kirmizibiber bitkisinden aseton ile 10 ve 15 dakikada elde edilen
ekstraktlarin sirasiyla Proteus mirabilis 235 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
tizerinde 6,6 mm (Fotograf 4.16.) ve 7,2 mm (Fotograf 4.13.) inhibisyon zonu
olusturdugu, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Candida albicans ATCC 26231

suslari lizerinde ise inhibisyon zonu olusturmadigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.13. Sonikasyon yontemi ile hazirlanan kirmizibiber ekstraktlarinin disk
difiizyon testi sonuglari

Inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Mikroorganizmalar 5 10 15 30 60 90

6,6 - - - -
Metanol - - - - -

Proteus mirabilis 235 Aseton 6,6 - - - -

Distile su - - - - - -

Etanol - 6,9 - - 8,2 -

Metanol - - - - - -

Escherichia coli ATCC 25922 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -

Etanol - - - - - -

Metanol - - - - -

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -

Etanol - - - - - -

Metanol - - - - - -

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Aseton 6,7 - 7,2 - - -
Distile su - - - - - -

Etanol - - - - - -

Metanol - - - - - -

Candida albicans ATCC 26231 Aseton - - - - - -
Distile su - - - - - -

Etanol

Fotograf 4.16. Kirmizibiber baharatinin aseton ile 10 dakikada yapilan ekstraktinin
Proteus mirabilis 235 iizerine etkisi
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Fotograf 4.17. Kirmizibiber baharatinin etanol ile 60 dakikada yapilan ekstraktinin
Escherichia coli ATCC 25922 tizerine etkisi

Fotograf 4.18. Kirmizibiber baharatinin aseton ile 15 dakikada yapilan ekstraktinin
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tizerine etkisi

4.4.4 Sonikasyon yontemi uygulanan kirnizibiber ekstraktlarimin MiK sonuglar

Yapilan denemelerden elde edilen sonuglar Cizelge 4.14°de gosterilmistir. Buna gore
kirmizibiber bitkisinden elde edilmis olan ekstraktlarin DDM sonuglarina gore yapilan

MIK c¢alismalarinda etanol ile 60, aseton ile 10 ve 15 dakikada yapilan ekstraktlar
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sirastyla 6,25 pl/ml, 12,5 pl/ml, 12,5 pl/ml konsantrasyonlarda Escherichia coli ATCC
25922, Proteus mirabilis 235 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853’iin bakteriyel

gelisimini inhibe etmistir.

Cizelge 4.14. Kirmizibiberin sonikasyon ydntemiyle hazirlanmis ekstraktlarmin MiK
degerleri

Ekstraktin besiyerine orani

Test mikroorganizmasi %50 %25 %12,5 %6,25 %3,12 %156  %0,78
Proteus mirabilis 235 - - - + + + +
Escherichia coli ATCC 25922 - - - - + + +
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 * * + +

(+): Ureme var  (-): Ureme yok
4.5 Nane Bitkisine Ait Ekstraktlarin Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

4.5.1 Maserasyon yontemi ile elde edilen nane ekstraktlarina ait antimikrobiyal

aktivite sonuclar

Maserasyon yontemi ile nane bitkisinden elde edilen ekstraktlarin Proteus mirabilis
235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231 suslari
tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve elde edilen sonuclar Cizelge

4.15te verilmistir.

Yapilan DDM sonucunda nane baharati en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi etanoliin 5
saatlik ekstraksiyonu ile Proteus mirabilis 235 susuna karsi 12,4 mm’lik inhibisyon

zonu ile gostermistir (Cizelge 4.15., Fotograf 4.18.).

Nane bitkisinden aseton ile 24 ve metanol ile 4 saatte elde edilen ekstraktlarin sirasiyla
Proteus mirabilis 235 ve Staphylococcus aureus ATCC iizerinde 8,9 mm (Fotograf
4.19.) ve 8,7 mm (Fotograf 4.20) inhibisyon zonu olusturdugu, Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231

suslar1 lizerinde ise inhibisyon zonu olusturmadig: tespit edilmistir (Cizelge 4.15.).
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Cizelge 4.15. 40°C’de maserasyon yontemi ile hazirlanan nane ekstraktkarmin disk
difiizyon testi sonuglari

Inhibisyon zon gaplari (mm)

Mikroorganizmalar 2 3 4 5 6 12 24

Etanol 95 87 121 124 98 101 10
Metanol - - - -
Proteus mirabilis 235 Aseton 76 79 - 74 71 77 89
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Escherichia coli ATCC 25922 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - 7.2
Metanol - - 8,7 - - - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Aseton - - - 7,4 - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -
Etanol - - - - - - -
Metanol - - - - - - -
Candida albicans ATCC 26231 Aseton - - - - - - -
Distile su - - - - - - -

Fotograf 4.19. Nane baharatinin etanol ile 5 saatte yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi
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Fotograf 4.20. Nane baharatinin aseton ile 24 saatte yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi

Fotograf 4.21. Nane baharatinin metanol ile 4 saatte yapilan ekstraktinin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerine etkisi
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4.5.2 Maserasyon yontemi uygulanan nane ekstraktlarinin MiK sonuclar

MIK belirleme calismasi, DDM sonucunda en iyi inhibisyon zon ¢apina sahip olan

ekstraktlar ile Boliim 3.2.4°de belirtilen sekilde yapilmistir.

Nane bitkisinden elde edilmis olan ekstraktlarn DDM sonuglarma gére yapilan MIK
calismalarinda etanol ile 5, aseton ile 24 saatte yapilan ekstraktlarin MiK degerleri
Proteus mirabilis 235 fiizerinde sirasiyla 6,25 ul/ml ve 12,5 ul/ml, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 {izerinde ise metanol ile 4 saatte yapilan ekstraktin 12,5 pl/ml
konsantrasyonda etkin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.16.).

Cizelge 4.16. Nanenin maserasyon yontemiyle hazirlanmis ekstraktlarmin MIK
degerleri

Ekstraktin besiyerine orant

Test mikroorganizmasi %50 %25 %12,5 %6,25 %3,12 %1,56 %0,78
Proteus mirabilis 235 - - - - + + +
Proteus mirabilis 235 - - - + + + +

Staphylococcus aureus ATCC
25923

(+): Ureme var  (-): Ureme yok

4.5.3 Sonikasyon yontemi ile elde edilen nane ekstraktlarina ait antimikrobiyal

aktivite sonuclar

Nane baharatindan sonikasyon yontemi ile hazirlanan ekstraktlarin Proteus mirabilis
235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Candida albicans ATCC 26231 suslari
tizerinde antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve Cizelge 4.17°de gortildiigii gibi elde

edilen sonuglar verilmistir.

Yapilan DDM sonucunda nane baharatinin gosterdigi en yiiksek antimikrobiyal aktivite
etanoliin 10 dakikada yapilan ekstraksiyonu ile Escherichia coli ATCC 25922 susuna
karst 7,9 mm’lik inhibisyon zonu ile belirlenmistir (Cizelge 4.17., Sekil 4.22.).

Sonikasyon yontemi uygulanan nane bitkisinden etanol ile 60, aseton ile 30 ve 60

dakikada elde edilen ekstraktlar sirasiyla Proteus mirabilis 235, Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerinde 6,5 mm
(Fotograf 4.21.), 7,8 mm (Fotograf 4.24.), 7,2 mm (Fotograf 4.23.) inhibisyon zonu

olustururken Candida albicans ATCC 26231 susu tizerinde ise herhangi bir ekstraktin

inhibisyon zonu olusturmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.17.).

Cizelge 4.17. Sonikasyon yontemi ile hazirlanan nane ekstraktinin disk difilizyon testi

sonuglari

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Mikroorganizmalar

Proteus mirabilis 235

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC
25923

Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

Candida albicans ATCC 26231

Etanol
Metanol
Aseton

Distile su

Etanol
Metanol
Aseton

Distile su

Etanol
Metanol
Aseton

Distile su

Etanol
Metanol
Aseton

Distile su

Etanol
Metanol
Aseton

Distile su

5

7,1

6,9

6,9
7,6
6,9

10

7,9
7,1
7,1

7,2
7,5

15

7,3

7,5

30

7,2

73

6,8
7,4
1,7
78

60
6,5

7,3

7,1
7,2

7,6

90

7,2
7,1
7,1
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Fotograf 4.22. Nane baharatinin etanol ile 60 dakikada yapilan ekstraktinin Proteus
mirabilis 235 {izerine etkisi

Fotograf 4.23. Nane baharatinin etanol ile 10 dakikada yapilan ekstraktinin Escherichia
coli ATCC 25922 iizerine etkisi
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Fotograf 4.24. Nane baharatinin aseton ile 60 dakikada yapilan ekstraktinin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 {izerine etkisi

Fotograf 4.25. Nane baharatinin aseton ile 30 dakikada yapilan ekstraktinin
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 iizerine etkisi
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4.5.4 Sonikasyon yontemi uygulanan nane ekstraktlarinin MiK sonuclari

Nane bitkisinden elde edilmis olan ekstraktlarin DDM sonuglarina gore Boliim 3.2.4°de
belirtildigi sekilde yapilan MIK calismalarinda etanol ile 10 ve 60, aseton ile 30 ve 60
dakikada yapilan ekstraktlar sirasiyla 6,25 pl/ml, 3,12 pl/ml, 6,25 ul/ml, 6,25 pl/ml
konsantrasyonlarda Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis 235,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923’iin
bakteriyel gelisimini inhibe etmistir (Cizelge 4.18.).

Cizelge 4.18. Nanenin sonikasyon yontemiyle hazirlanmis ekstraktlarmin MiK
degerleri

Ekstraktin besiyerine orani

Test mikroorganizmasi %50 %25 %12,5 %6,25 %3,12 %1,56 %0,78
Proteus mirabilis 235 - - - - - + +
Escherichia coli ATCC 25922 - - - - + + +
Staphylococcus aureus ATCC + + +
25923
Pseudomonas aeruginosa + + +
ATCC 27853

(+): Ureme var  (-): Ureme yok
4.6 Antibiyotik Duyarhihg Calismasi

Calismada Proteus mirabilis 235, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 test bakterilerinin
Seftriakson (30 mg), Kloramfenikol (30 mg), Rifampin (5 mg), Streptomisin (10 mg) ve
Tetrasiklin (30 mg) antibiyotiklere kars1 olan duyarliliklar1 Boliim 3.2.3°te verildigi gibi
yapilmugtir.

Proteus mirabilis 235 susuna karsi Seftriakson 31,22 mm, Kloramfenikol 20,19 mm,
Rifampin 9,92 mm, Streptomisin 21,62 mm, Tetrasiklin 7,14 mm inhibisyon zonu

olusumu tespit edilmistir (Cizelge 4.19.).

Escherichia coli ATCC 25922 susuna kars1 Seftriakson 31,83 mm, Kloramfenikol 28,66
mm, Rifampin 15,66 mm, Streptomisin 23,75 mm, Tetrasiklin 13,87 mm inhibisyon

zonu meydana getirdigi belirlenmistir (Cizelge 4.19.).
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 susuna karsi Seftriakson 46,61 mm,
Kloramfenikol 24,25 mm, Rifampin 11,84 mm, Streptomisin 22,96 mm, Tetrasiklin

15,61 mm inhibisyon zonu olusumu belirlenmistir (Cizelge 4.19.).

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susuna karsi Seftriakson 22,30 mm,
Streptomisin 20,29 mm inhibisyon zonu olustugu gozlenirken Kloramfenikol, Rifampin

ve Tetrasikline kars1 olusmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.19.).

Cizelge 4.19. Antibiyotiklerin antibiyogram kontrol deney inhibisyon zon caplari

Mikroorganizmalar Antibiyotiklere ait inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

CRO30 C30 RA5 S10 TE30

Proteus mirabilis 235 31,22 20,19 9,92 21,62 7,14

Escherichia coli ATCC 31,83 28,66 15,66 23,75 13,87

25922

Staphylococcus aureus 46,61 24,25 11,84 22,96 15,61

ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa 22,30 - - 20,29

ATCC 27853

CRO30: Seftriakson 30 mg, C30: Kloramfenikol 30 mg, RA5: Rifampin 5 mg, S10:
Streptomisin 10 mg, TE30: Tetrasiklin 30 mg, (-): Inhibisyon zonu yok.

Yapilan tez caligmasinda kullanilan ¢oziiciilerin antimikrobiyal aktivite gdstermedikleri

tespit edilmistir.
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Fotograf 4.27. Escherichia coli ATCC 25922 susuna kars1 test antibiyotik disklerin
etkisi
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Fotograf 4.28. Staphylococcus aureus ATCC 25923 susuna karsi test antibiyotik
disklerin etkisi

Fotograf 4.29. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susuna karsi test antibiyotik
disklerin etkisi
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BOLUM V

TARTISMA ve SONUC

Farkli metotlarla elde edilen verilerden toplanan bilgiler 1s1ginda ekstraksiyon metodu,
kiiltiir besiyeri, inokiilim miktar, test metodu gibi degiskenlerin antimikrobiyal
aktiviteyi etkiledigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Bendahou vd., 2008;
Karabegovic vd., 2011; Kim vd., 2010; Othman vd., 2011; Stanisavljevic vd., 2009).
Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) DDM’yi klinik laboratuarlar igin temel teknik
olarak kabul etmistir ve antimikrobiyal aktivite genellikle bu metotla tespit edilmektedir
(Tajkarimi vd., 2010).

Gergeklestirilen tez calismasinda DDM ile antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenen baharatlarin minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Tez
calismasinda kullanilan baharatlarin antimikrobiyal aktiviteye sahip ekstraktlari
maserasyon ve sonikasyon metotlar1 ile elde edilmistir, bu iki metot ile elde edilen

ekstraktlarin farkli oranlarda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 5.1. Antimikrobiyal aktivitesi tespit edilmis olan baharatlar

Maserasyon Sonikasyon
DDM MIK DDM MIK
Ekstrakt (mm) (9%kons.) Ekstrakt (mm) (9%kons.)
" Kekik aseton/24 h 7.4 3,12 -
% Kimyon aseton/3 h 7 25 etanol/30 dk 79 25
E ﬁ K.biber etanol/3 h 73 25 -
>3
% Kir.biber etanol/24 h 6,7 25 aseton/10 dk 6,6 12,5
o
Nane etanol/5h 12,4 6,25 etanol/60 dk 6,5 3,12
_ Kekik etanol/12 h 6,9 6,25 -
88 Kimyon etanol/24 h 6,5 25 etanol/30 dk 77 25
- L0
SO Kbiber - etanol/30 dk 6,5 25
o O
£V Kir.biber - etanol/10 dk 8,8 6,25
w
Nane - etanol/10 dk 79 6,25
2 Kekik metanol/12 h 85 6,25 -
p}
o § Kimyon aseton/6 h 6,6 12,5 metanol/60 dk 8,4 12,5
p= T
SO Kbiber - metanol/60 dk 6,5 50
SO
ii ';: Kir.biber - -
% Nane metanol/4 h 8,7 12,5 aseton/60 dk 72 6,25
Kekik etanol/24 h 7.8 3,12 -
é ] % Kimyon - -
BER
S D K.biber - -
20
8 8 &£ Kirbiber - aseton/15 dk 7.2 12,5
o <
Nane - aseton/30 dk 78 6,25
. Kekik - -
& o .
5 g Kimyon - -
© N .
K.biber - -
3
% ':: Kir.biber - -
© Nane - -

Gergeklestirilen tez calismasinda iki farkli yontem, dort ¢oziicii ve farkli ekstraksiyon
siirelerinde elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri DDM ve MIK
belirlenmesi yontemleri ile tespit edilmistir. Deneylerden elde edilen sonuglarda en
yiiksek antimikrobiyal aktivitenin bulundugu diisliniilen ekstraktlar Cizelge 5.1°de

gosterilmistir.

Tez c¢alismasinda baharatlarin antimikrobiyal etkilerine karsi en hassas olan
mikroorganizmanmn  Proteus mirabilis 235 oldugu yukaridaki, ¢izelgeden
anlasilmaktadir. Cizelge 5.1° de verilmis olan sonuglardan anlasildig1 izere maserasyon
yontemi ile elde edilen ekstraktlarda Proteus mirabilis susu ile yapilan DDM ile elde
edilen sonuglarda etki derecesine gore nane>kekik>karabiber>kimyon> kirmizibiber

olarak siralanmistir. MIK sonuglarina bakildiginda ise kekik bitkisinden aseton ile 24
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saat ekstraksiyon yapilarak elde edilen ekstraktin 3,12 pl/ml konsantrasyonda en yiiksek
inhibisyon etkisini gosterdigi goriilmektedir. Proteus mirabilis 235 susu iizerinde
denenmis olan sonike ekstraktlarda ise kimyon>kirmizibiber>nane siralamasiyla
antimikrobiyal aktivite bulunmus buna karsin karabiber ve kekik ile inhibisyon zonu
tespit edilememistir. Sonikasyon yontemi ile yapilan c¢alismalarda ise nane bitkisinden
etanol ile 60 dakika boyunca yapilan ekstrakt 3,12 pl/ml derisim ile en yiiksek
inhibisyon konsantrasyonu etkisini gostermistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde
maserasyon yontemi ile yapilan ekstraksiyonlarda, DDM ile denemis olan tiim
baharatlarin aktivite gosterdigi buna karsilik minimal inhibisyon konsantrasyonlarinin
sadece kekik ve nane ekstraktlarinda diisiik oldugu, sonikasyon ydntemi ile yapilan
ekstraktlarda ise sadece nane bitkisi ile yapilan ekstraktin diisiik konsantrasyonda etkin
oldugu bulunmustur. Diger bir deyisle Proteus mirabilis 235 susu iizerinde kekik ve

nane baharatlar1 yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Yapilan tez ¢aligmasindan elde edilen sonuglara gore maserasyon yontemi ile yapilan
ekstraksiyonlarin Escherichia coli ATCC 25922 susu {izerinde uygulanan DDM ile elde
edilen inhibisyon zonlarinda sadece kekik ve kimyon baharatinda antimikrobiyal etki
saptanirken, karabiber, kirmizibiber ve nane baharatlarinda antimikrobiyal aktivite
tespit edilmemistir. MIK sonuglarma gore ise kekik bitkisinin etanol ile 12 saate yapilan
ekstraktinin 6,25 ul/ml konsantrasyonda inhibisyon etkisine sahip oldugu
goriilmektedir. Sonikasyon yontemi kullanilarak yapilan ekstraksiyonlarin Escherichia
coli ATCC 25922 susu tizerindeki DDM sonuglarina bakildigunda etki derecesine gore
kirmizibiber>nane>kimyon>karabiber olarak siralanirken sonike edilen kekik
ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite tespit edilmemistir. Sonike edilen ekstraktlarin
Escherichia coli ATCC 25922 iizerindeki MIK sonuglarina bakildiginda kirmizibiber ve
nanenin etanol ile yapilan 10 dakikalik ekstraktlar1 6,25 pl/ml konsantrasyonda

inhibisyon etkilerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Maserasyon yontemi uygulanan ekstraksiyonlarin Staphylococcus aureus ATCC 25923
susu tlizerinde uygulanan DDM sonuclarma bakildiginda, etki derecesine gore
nane>kekik>kimyon seklinde siralanirken kirmizibiber ve karabiberde antimikrobiyal
aktivite saptanamamstir. Masere edilen bu baharatlarm MIK sonuclarina gore kekik
baharatinin metanol ile 12 saatte yapilan ekstraksiyonu 6,25 ul/ml konsantrasyonda en

yiiksek inhibisyon etkisine sahip oldugu tespit edilmistir. Sonikasyon yontemi
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uygulanarak yapilan ekstraksiyonlarin sonuglari kimyon>nane>karabiber seklinde bir
etki derecesi olustugunu gostermektedir. Bu baharatlarmn MIK sonuglarini ise
Staphylococcus aureus ATCC 25923 susuna karsi nane baharatinin aseton ile 60
dakikada yapilan ekstraktinin 6,25 pl/ml konsantrasyonda inhibisyon etkisine sahip

oldugunu gostermistir.

Gergeklestirilen tez ¢aligmasinda maserasyon yontemi uygulanan ekstraktlarin DDM ile
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu lizerinde kullanilan baharatlar arasinda
sadece kekik baharatinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
Kekigin MIK sonucuna ise minimal inhibisyon konsantrasyonunun 3,12 ul/ml oldugu
goriilmektedir. Sonike edilen ekstraktlardan sadece nane ve kirmizibiberin
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. MIK sonuglar1 ise nane baharatinin aseton ile 30 dakikada yapilan
ekstraksiyonunun 6,25 ul/ml konsantrasyonda inhibisyon etkisine sahip oldugunu

gostermektedir.

Tabloda goriildiigli tizere yapilan tez calismasinda kullanilan baharatlardan maserasyon
ve sonikasyon yontemleriyle elde edilen ekstraktlarin Candida albicans ATCC 26231
susu iizerinde uygulanan DDM sonucunda, bu sus tizerinde inhibisyon zonu
olusturmadiklar1 tespit edilmistir. Baska bir ifadeyle kekik, kimyon, karabiber,
kirmizibiber ve nane baharatlarinin Candida albicans maya tiiriine kars1 etkili olmadigi

belirlenmistir.

Toroglu 2011 yilinda yaptig1 calismada karanfil, kirmizibiber, tar¢in, sinnameki,
zencefil, nane, kekik, havlican, kimyon, karabiber, thlamur ve kisnis bitkilerini metanol,
aseton ve etil asetat ¢oziiciileriyle sokslet metodunu uygulayarak ekstraktlar elde etmis
ve bu ekstraktlarin, Klebsiella pneumonia, Bacillus megaterium, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter cloaca,
Corynebacterium xerosis, Streptococcus feacalis, Kluyveromycez marxianus ve
Rhodotorula rubra tiirlerine karsi antimikrobiyal aktivitelerini incelemistir. Yapilan
calisma sonucunda karanfilden metanol ile elde ettigi ekstraktin Kluyveromycez
marxianus mantar tiiriine kars1 yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu tespit

etmistir (Keskin ve Toroglu, 2011).
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Arora ve Kaur’un c¢alismasinda ise sarimsak, zencefil, karanfil, karabiber ve yesil
biberin antimikrobiyal aktiviteleri ¢esitli mayalar ve bakteriler lizerinde denenmis ve
karanfil’in mayalarin gelismini onleyici etkiye sahip oldugu ancak diger baharatlarin

etkisiz oldugu tespit etmistir (Arora ve Kaur, 1999).

E. coli, S. aureus lizerinde yapilan ¢alismalarda adagayi, anzer ¢ayi, biberiye gibi gesitli
bitkilerin ekstraktlar1 ¢esitli ¢oziiciilerde elde edilmis ve antimikrobiyal aktiviteleri
tespit edilmistir. Pseudomonas sp.’nin 6zellikle de P. auroginosa’nin bitkilerden elde
edilen ekstraktlarin inhibitor aktivitelerine karsi hassas oldugu bulunmustur (Tajkarimi

vd., 2010).

Tez ¢alismasinda kullanilan baharatlarin mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal
aktiviteleri ile ilgili olarak yapilan literatiir arastirmalariyla benzer sonuglar elde edilmis
ve Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan kekik, kimyon, nane, karabiber ve kirmizi biber
baharatlarinin gidalarda bulunabilecek mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal
etkileri nedeniyle gelismeyi durdurarak baski olusturabilecegi tespit edilmistir. Ancak
antimikrobiyal etki gosteren ekstraktlarin igerikleri belirlenmeli ve etki derecesi

optimize edilmelidir.
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