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ÖZET 
 
 

Yapılan tez çalışmasında, Karayemiş (Prunus laurocerasus) meyve ekstraktının 

antimikrobiyal, yaprak ekstraktının antioksidan, antimikrobiyal ve antibiyofilm 

aktiviteleri incelendi. Karayemiş meyvesinin etanol ve metanol (saf) çözeltileri, 

yapraklarının ise etanol (%70) çözeltisi kullanılarak ekstraksiyonları yapıldı. Yaprak 

ekstraktının antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikali giderme yöntemi ile toplam 

fenolik içeriği (89.27 mg/g) ise Folin-Ciocalteu metodu ile saptandı. Yaprak 

ekstraktının gallik asit (0.631 mg/L), kateşin (34.874 mg/L), kafeik asit (16.562 mg/L), 

epikateşin (76.954 mg/L), p-kumarik asit (5.06 mg/L) ferulik asit (24.97 mg/L), ellajik 

asit (2.211 mg/L) ve kuersetin (2.041 mg/L) içerdiği HPLC yöntemi ile belirlendi. 

Flavonoid içeriği (3.64 mg/g) alüminyum klorür kolorimetrik yöntemi kullanılarak 

tayin edildi. Karayemiş meyvesinden elde edilen ekstraktların antimikrobiyal etkisi 

tespit edilemedi. Karayemiş yaprak ekstraktının B. cereus ATCC 11778 (10 mm), B. 

subtilis ATCC 6633 (8 mm), E. faecalis ATCC 29212 (11 mm), P. syringae pv.tomato 

(10 mm), S. aureus ATCC 25923 (11 mm), S. aureus ATCC 29213 (13 mm) ve S. 

uberis ATCC 700407 (11 mm) suşları üzerinde antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu 

difüzyonu yöntemiyle belirlendi. Ekstraktın E. faecalis ATCC 29212 (1.2 mg/mL), S. 

aureus ATCC 25923 (0.3 mg/mL), S. aureus ATCC 29213 (1.2 mg/mL) ve S. uberis 

ATCC 700407 (1.2 mg/mL) suşları üzerinde MİK (Minimal İnhibisyon 

Konsantrasyon) değerleri belirlendi. Ayrıca, ekstraktın E. faecalis ATCC 29212 (9.50 

mg/mL), S. aureus ATCC 25923 için (9.50 mg/mL), S. aureus ATCC 29213 (75.90 

mg/mL) ve S. uberis ATCC 700407 (4.70 mg/mL) suşları üzerinde MBK (Minimal 

Bakterisidal Konsantrasyon) değerleri tespit edildi. Karayemiş yaprak ekstraktının, E. 

faecalis ATCC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 suşları üzerinde polistiren ve cam 

yüzeyde antibiyofilm etkisi incelendi. En yüksek antibiyofilm etki (%54) S. uberis 

ATCC 700407 bakterisi ile cam yüzeyde gözlendi.  

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar, karayemiş yaprağı ekstraktının gıda, sağlık 

ve kozmetik endüstrisinde kimyasal dezenfektanlara alternatif olarak çeşitli 

mikroorganizmalara karşı antimikrobiyal ve antibiyofilm etkili bir katkı maddesi 

olabileceğini göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Karayemiş, ekstrakt, antimikrobiyal, antibiyofilm. 
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SUMMARY 
 
 

In the thesis study, antimicrobial activities of the fruit extracts and the 

antioxidant, antimicrobial and antibiofilm activities of the leaf extract of  cherry laurel 

(Prunus laurocerasus) plant were investigated. Fruits and leaf extracts of cherry laurel 

were prepared by using ethanol methanol (pure) and  ethanol (70%), respectively. The 

antioxidant activity of the leaf extract was determined by the DPPH free radical 

scavenging method and total phenolic content (89.27 mg/g) was determined by the 

Folin-Ciocalteu method. The gallic acid (0.631 mg/L), catechin (34.874 mg/L), caffeic 

acid (16.562 mg/L), epicatechin (76.954 mg/L), p-coumaric acid (5.06 mg/L) ferulic 

acid (24.97 mg) /L), ellagic acid (2.211 mg/L) and quercetin (2.041 mg/L) contents of 

the leaf extract were detected and measured by HPLC. The flavonoid content (3.64 

mg/g) of leaf extract was determined by using the aluminum chloride colorimetric 

method. The fruits extracts did not exhibit antimicrobial activity. Antimicrobial 

activity of cherry laurel leaf extract on B. cereus ATCC 11778 (10 mm), B. subtilis 

ATCC 6633 (8 mm), E. faecalis ATCC 29212 (11 mm), P. syringae pv.tomato (10 

mm), S. aureus ATCC 25923 (11 mm), S. aureus ATCC 29213 (13 mm) and S. uberis 

700 (11 mm) strains was determined by agar well diffusion method. MICs (minimal 

inhibition concentrations) were determined on E. faecalis ATCC 29212 (1.2 mg/mL), 

S. aureus ATCC 25923 (0.3 mg/mL), S. aureus ATCC 29213 (1.2 mg/mL) and S. 

uberis ATCC 700407 (1.2 mg/mL) strains of the obtained extract. MBC (minimal 

bacterisidal concentration) values of the extract were determined as E. faecalis ATCC 

29212 (9.50 mg/mL), S. aureus ATCC 25923 (9.50 mg/mL), S. aureus ATCC 29213 

(75.90 mg/mL) and S. uberis ATCC 700407 (4.70 mg/mL). Antibiofilm effects of 

cherry laurel leaf extract against E. faecalis ATCC 29212 and S. uberis ATCC 700407 

strains on polystyrene and glass surfaces were investigated. The highest antibiofilm 

effect (54%) was observed on the glass surface against S. uberis  ATCC 700407 strain. 

The results obtained from this study show that, cherry laurel leaf extract can be 

used as an effective antimicrobial and antibiofilm agent against various 

microorganisms alternative to chemical disinfectants in the food, health and cosmetic 

industry  

 

Key Words: Cherry laurel, extract, antimicrobial, antibiofilm. 
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1. GİRİŞ 

 

1.1. Tezin Amacı, Katkısı ve İçeriği 

 

Günümüzde, hastalık etmeni bakterilerin mücadelesinde kullanılan 

antibiyotiklere alternatif doğal antibiyotik olarak adlandırılan tıbbi ve aromatik 

bitkilerden elde edilen antimikrobiyal maddelerin kullanımına duyulan ilgi 

artmaktadır. Bu araştırmalardaki artışın nedenlerinden bazıları; doğada kolay 

bulunmaları, ucuz olmaları, doğaya toksik madde yaymamaları, toprak ve su kirliliğine 

yol açmamaları, insan sağlığını tehdit edecek uzun süreli kalıntılar oluşturmamaları ve 

hastalık etmenlerine spesifik olmalarıdır [McManus vd., 2002; Mbega vd., 2012]. 

Bu tez çalışmasında İstanbul Şile bölgesinden toplanan karayemiş meyve ve 

yaprakları kullanılmıştır. Ancak karayemiş meyvesi ile hazırlanan ekstraktların 

antmikrobiyal etkisinin saptanmaması nedeni  ile çalışmaya yaprak ekstraktı ile devam 

edilmiştir. Böylece, karayemiş yapraklarının fitokimyasal içeriğinin aydınlatılması, 

antimikrobiyal, antibiyofilm ve antiquorum sensing etkilerinin araştırılması 

hedeflenmiştir. Bu amaçla, karayemiş yapraklarında bulunan biyoaktif bileşiklerin 

ortaya çıkarılmasında uygulaması kolay, zaman tasarrufu sağlayan ve yüksek 

ekstraksiyon verimi sağlayan mikrodalga destekli ekstraksiyon metodu kullanılmıştır.  

Karayemiş yaprak (etanol) ekstraktının antibiyofilm ve antiquorum sensing 

etkilerinin araştırılması üzerine bilinen bir çalışma bulunmamaktadır. Çalışma 

sonucunda, karayemiş yapraklarından elde edilen ekstraktların insan sağlığına ve 

çevreye dost, doğal antimikrobiyal ve antibiyofilm ajanı olarak kullanımının 

sağlanması amaçlanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 

2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Karayemiş 

 

Karayemiş (Prunus laurocerasus) gülgiller (Rosaceae) ailesine aittir. Yaygın 

olarak “taflan” adıyla bilinen bitki, “laz kirazı”, “laz üzümü” gibi çeşitli yöresel adlara 

sahiptir. 1546 yılında Fransız Pierre Belon tarafından Trabzon'dan toplanan karayemiş 

meyvelerinin Cerasus trapezentuna (Trabzon Kirazı) olarak adlandırıldığı 

bilinmektedir [Dursun, 2010]. 

Karayemiş, ılıman iklim bölgelerinde ve orman kıyılarında iyi gelişme gösterir. 

Türkiye'nin Doğu Karadeniz ve Marmara bölgesinde, bazı Balkanlar, Kuzey İrlanda, 

Batı Avrupa, Güney ve Batı Kafkasya ve bazı Akdeniz ülkelerinde sıklıkla 

üretilmektedir [Kolaylı vd., 2003].  Küçük beyaz renkli, kokulu çiçekler açar ve yaprak 

dökmez. Yaprak boyları 5 – 25 cm uzunluğunda kısa saplı, sivri uçlu ve koyu yeşil 

renklidir. Meyvenin şekli, tadı ve rengi, yetiştiği bölgeye, toplanma ve saklanma 

durumuna göre farklılık gösterir. Genel olarak kiraza benzetilen meyveleri çekirdekli 

ve suludur. Olgunlaştıklarında tiplerine göre açık veya koyu kırmızı, mor siyah renk 

alırlar. Günümüzde büyüme biçimi, yaprak boyut ve şekli, kışa dayanıklılık açısından 

farklı 20 kadar taflan kültürü vardır [Alpınar vd., 1991]. 

Karayemiş yaprak, meyve ve çekirdeği çeşitli alanlarda kullanılmaktadır. Meyve 

direkt olarak yenilebildiği gibi turşu, reçel, likör şeklinde de tüketilmektedir. Çekirdek 

ve yaprak kısmında zehirli bir glikozit olan hidrosiyanik asit (HCN) bulunduğu için 

kullanımına dikkat edilmelidir [Tanker vd., 2007]. Taze yapraklar, anti-inflamatuar ve 

anti-nosiseptif etkileri nedeniyle, boğaz ağrısı için ağrı kesici, ateş düşürücü ve tedavi 

edici ajan olarak kullanılabilmektedir [Erdemoğlu vd., 2003].   

 

2.2. Gıda Patojenleri 

 

Her yıl milyonlarca insanın gıda zehirlenmesi geçirdiği ve binlerce vakanın 

ölümle sonuçlandığı bilinmektedir [Alzoreky vd., 2003]. Genellikle bu zehirlenme 

vakalarında etken mikroorganizmaların Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, 
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Listeria monocytogenes, Esherichia coli ve Salmonella türleri olduğu vurgulanmıştır 

[Beuchat, 2001]. 

Son yıllarda gıda patojeni mikroorganizmaların sebep olduğu büyük sağlık 

sorunları ve ekonomik kayıplar nedeniyle, söz konusu bakterilerin kontrol altına 

alınmasına yönelik yeni teknik ve uygulamalar geliştirilmektedir [Keskin vd., 2011].  

Antibiyotikler enfeksiyon hastalıklarında tedavi amacıyla sıklıkla 

kullanılmaktadır. Ancak, bakterilerin antibiyotiklere karşı direnci zamanla artmıştır ve 

artmaya devam etmektedir. 

Antibiyotikler, patojen bakterileri yok ederken bakteriler üzerinde ayrım 

yapmayıp yararlı bakterileri de yok edebilmektedir. Ayrıca, bağırsaktaki mikrobiyal 

florayı etkileyerek bağırsak mikrobiyomunun bozulmasına ve ilgili hastalıkların 

artmasına neden olmaktadır [Çetinbaş vd., 2017].  Bunlara ek olarak, antibiyotik 

tedavisi nedeniyle mikrobiyomların bozulması antibiyotik direncinin artmasına da 

neden olabilmektedir [Cammorata vd., 2014]. 

Tıbbi bitkiler günümüzde farmakolojik ve sentetik olarak üretilen ve birçok 

hastalığa karşı kullanılabilen ilaçların etken maddesinin oluşumunda rol alan doğal 

kaynaklardır [Vital vd., 2010]. 

Özellikle bitkilerin ve bitkilerden elde edilen özütlerin mikroorganizmalara karşı 

antimikrobiyal ajan olarak kullanılması yeni uygulamalardan birisidir.  

Maliyetin düşük olması, toksik olmamasından dolayı gelişmiş ve gelişmekte 

olan ülkelerde ilaç elde edilen bitkilere olan talep gittikçe artmaktadır. [Sekar ve 

Kandavel, 2010].  

Yapılan çalışmalarda bitkisel kaynaklı antimikrobiyallere karşı Gram pozitif 

bakterilerin Gram negatif bakterilere göre daha hassas olduğu gözlenmiştir [Kim vd., 

1995; Yuste ve Fung, 2002; Lemay vd., 2002; Bagamboula vd., 2003; Nasar-Abbas 

ve Halkman, 2004; Şahin, 2006]. 

 

2.2.1. Bacillus cereus 

 

Bacillus cinsi bakteriler Bacillaceae ailesinde yer alan Gram pozitif, çomak veya 

çubuk şekilli, zorunlu aerob veya fakültatif anaerob, spor oluşturabilen, katalaz pozitif 

mikroorganizmalardır [Topçal vd., 2014]. Bakteriyel endospor oluşumu, sıcaklık, 

radyasyon gibi çevresel olumsuzluklara bakterinin uyum sağlayarak cevap vermesi 
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olayıdır [Higgins, 2012; Abe, 2017]. Bakterilerin optimum büyüme sıcaklığı 30°C 

olmasına rağmen bazı spor formları ısıl işlem ve dezenfektanlara karşı dayanıklıdır 

[Granum vd., 1997] 

Bacillus cereus toprakta, et, süt, pirinç, sebze gibi gıdalarda yaygın olarak 

bulunur. Bazı Bacillus cereus sporları 100°C’den daha düşük sıcaklıkta pişirilmiş 

gıdalarda hayatta kalabilmektedir. Isıya dirençli sporların çoğalması ile gıda 

zehirlenmeleri meydana gelmektedir. Dolayısıyla gıdalar pişirildikten sonra hemen 

tüketilmeyecekse hızla soğutulmalı veya 50°C üzerinde saklanmalıdır. 

 

2.2.2. Bacillus subtilis 

 

Bacillus subtilis toprakta, hayvanların bağırsaklarında yaygın olarak bulunan 

potansiyel probiyotik bir mikroorganizmadır. Sinyal molekülü memelilerde bağırsak 

hücrelerini oksidatif strese ve bariyer fonksiyon kaybına karşı koruyan Hsp27’yi 

indükleyerek bağırsak florasının dengelenmesini sağlar [Williams., 2007]. 

Bacillus subtilis suşu, antioksidan ve DNA koruyucu özelliklere sahip olduğu 

gibi [Prazdnova vd., 2015] fareler üzerinde yapılan çalışmalarda bağışıklığı arttırıcı 

etkisi olduğu da gözlenmiştir [Barnes ve ark., 2007]. 

Süt içerisinde sayıca çoğaldıkları zaman kazeini parçalayarak zehirli maddeler 

açığa çıkardıkları bilinmektedir. 

B. subtilis sporları, B. cereus sporlarından daha yüksek ısı direncine sahiptir ve 

gıda zehirlenmesiyle ilişkilendirilen Bacillus türlerinin başında gelir [Pendurkar vd., 

1989; Jansˇtova´ vd., 2001]. 

 

2.2.3. Enterococcus faecalis 

 

Enterococcus faecalis, Enterococcaceae ailesine ait, Gram pozitif, hareketsiz, 

fakültatif anaerob, katalaz negatif, yüksek pH ve yüksek tuz içeren çevre koşullarında 

hayatta kalabilen, patojenik bir mikroorganizmadır. 10 ila 45°C aralığında 

büyüyebilirler ve 60°C sıcaklıkta 30 dakika hayatta kalabilirler [Tendolkar ve ark., 

2003]. 
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  İnsan bağırsağı, ağız, vajina, üretra ve safra yollarında normal flora elemanı 

olarak bulunan enterokoklar düşük virülansa sahip olmalarına rağmen enfeksiyonlarda 

sıklıkta etken olarak saptanmaya başlanmışlardır [Aguş vd., 2006]. 

Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarının tedavisinde kullanılan birçok 

antimikrobiyal ajana karşı belirgin ve artan derecede direnç göstermektedir [Erbek vd., 

2002]. 

 

2.2.4. Escherichia coli  

 

Escherichia coli halk arasında koli basili olarak tanınmış, Enterobacteriaceae 

ailesine ait, Gram negatif, çomak şekilli, fakültatif anaerob, sporsuz, katalaz pozitif ve 

genelde hareketli bir mikroorganizmadır.  

E. coli, üzerinde sıkça çalışılmış bir model organizma olduğu için hakkında en 

fazla bilgi sahibi olunan bakteridir. 

Optimum büyüme sıcaklığı 30°C -37°C’dir. Memeli hayvanların normal 

bağırsak florasında büyümeye uyum sağladıkları için en iyi vücut sıcaklığında çoğalır 

[Nataro vd., 1998]. 

Sığır ve koyun eti gibi gıdalar ile, doğru şekilde arıtılmamış sular ile, özellikle 

hijyenin yetersiz olduğu alanlardan ve bakteriyi taşıyan kişiyle temas ile kolayca 

bulaşabilir. Hayvanlarda etkisiz olan bazı E. coli serotipleri insanlara bulaştığında 

ciddi hastalık yapıcı etki gösterirler. 

Fakültatif anaerob özelliğinden dolayı E. coli kirlenme ölçütü amacıyla koliform 

olarak su arıtım sahalarında kullanılmaktadır. E. coli’nin varlığı dışkı kirlenmesinin 

temel belirtisi olarak kabul edilir. 

E. coli 44°C'da laktoz fermantasyonu yapabilmesi ile diğer koliformlardan 

ayrılmaktadır. Fiziksel ve kimyasal etkenlere karşı oldukça dirençli olsa da 

pastörizasyon ve kaynatma ile ölürler. 
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2.2.5. Pseudomonas syringae 

 

Pseudomonas syringae Pseudomonadaceae ailesine ait ait, Gram negatif, aerob, 

çubuk şekilli, hareketli ve katalaz pozitif bir mikroorganizmadır. Optimum büyüme 

sıcaklığı 28°C-30°C’dir. 

Adını ilk izole edildiği leylak ağacından (Syringa vulgaris) almıştır. Oksidaz 

pozitif olması, kamçı varlığı ve fermentasyon yapmaması ile Enterobacteriaceae'den 

ayrılır [Krieg, 1984]. 

P. syringae'nin bazı saprofit olarak görev alan suşları, hasat sonrası çürüklere 

karşı biyolojik kontrol ajanları olarak kullanılmaktadır [Janisiewicz vd., 1992]. Aynı 

zamanda P. syringae ekonomik açıdan önemli olan birçok ekin türünü enfekte eden 

bir bitki patojenidir [Xin vd., 2018]. 

P. syringae çeşitli virülans faktörleri taşır. Bu sayede konağın bağışıklık 

tepkisini manipüle ederek, özellikle bitkinin stoma kapanmasını baskılayarak hastalık 

semptomlarına neden olur [Ichinose vd., 2013]. Yüksek sıcaklık bitki bağışıklığını ve 

P. syringae patojen virülansını etkileyerek hastalıkları arttırabilir. 

Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)’nun domateste tohum kaynaklı 

bakteriyel benek hastalığına sebep olmaktadır. [Karabüyük vd., 2019]. 

 

2.2.6. Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus Staphylococcaceae ailesine ait Gram pozitif, aerob veya 

fakültatif anaerob, spor oluşturmayan, hareketsiz ve katalaz pozitif bir 

mikroorganizmadır. 

S. aureus, kolonilerin altın pigmentasyonu ve koagülaz, mannitol fermentasyonu 

ve deoksiribonükleaz testlerinin pozitif sonuçları ile diğer stafilokok türlerinden 

ayrılmaktadır [Wilkinson vd., 1997]. Katalaz pozitif özelliği ile de Streptokok 

türünden ayrılır. 

S. aureus insan cildinde, burun ve boğaz boşluğunda ve bağırsak mukozalarında 

mikrobiyota üyesi olarak bulunurlar. Ancak iç dokulara veya kan dolaşımına 

girmesine izin verilirse belirli konakçı ve çevresel koşullar altında hastalığa neden 

olabilirler [Lowy, 1998; Schenck vd., 2016]. 
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S. aureus bakterisi insanlarda bakteriyemi, deri ve yumuşak doku enfeksiyonları, 

osteomiyelit, septik artrit, akciğer enfeksiyonları, gastroenterit, menenjit, toksik şok 

sendromu ve idrar yolu enfeksiyonları gibi hastalıklara yol açar [Tong vd., 2015]. 

S. aureus suşları, antibiyotik duyarlılık testlerinde ve ticari ürünler için kalite 

kontrol amacıyla kontrol suşu olarak yaygın olarak kullanılır. Metisilin başta olmak 

üzere çeşitli antibiyotiklere duyarlıdır [Treangen vd., 2014]. 

Metisilin direncine sahip stafilokoklar tüm beta-laktam grubu antibiyotiklere 

ilave olarak aminoglikozidler, makrolidler ve linkozamidleri de içeren çoklu ilaç 

direncine sahip mikroorganizmalardır [Doğantekin vd., 2015]. 

 

2.2.7. Streptococcus uberis 

 

Streptococcus uberis Streptococcaceae ailesine ait Gram pozitif, yuvarlak 

şekilli, fakültatif anaerob, sporsuz, hareketsiz ve katalaz negatif bir 

mikroorganizmadır. Ürerken çiftler halinde durmaları ya da zincir oluşturmaları 

karakteristik özellikleridir.  

S. uberis bağışıklık sistemi baskılanmış hastalarda varlığında fırsatçı bir 

patojendir [Eryıldız vd., 2017]. Özellikle memeli hayvanların ağız, mide, deri, genital 

ve solunum yoluna, meme başı ve kanallarına, yaralara yerleşebilmektedir [Ward vd., 

2009]. Yüksek süt verimi elde edilen sığırlarda mastitislerin başlıca etmenlerinden biri 

S. uberis bakterisidir. 

 

2.3. Biyoaktif Bileşenler 

 

Fitokimyasallar, bitkilerden elde edilen temel olmayan biyoaktif bileşenler 

olarak tanımlanır. Biyoaktif bileşenler bitkisel kaynaklarda bulunan, bitkinin 

büyümesi, gelişmesi ve hayatta kalmasında avantaj sağlayan çeşitli antimikrobiyal 

etkiye sahip ikincil metabolitlerdir.  

Bileşikler bitkiye özgü renk, tat ve koku özelliklerinin oluşmasında etkili 

olmanın yanı sıra patojenlere, parazitlere, ultraviyole radyasyona karşı da koruyucu 

özellik gösterirler [Kris-Etherton vd., 2002; Vermerris vd., 2008]. Bu bileşikler 

bitkilerin meyve, sebze, tohum, çiçek, yaprak, dal ve gövde gibi tüm bölümlerinde 

bulunabilmektedir [Cemeroğlu vd., 2004].  
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Meyvelerde, sebzelerde, tahıllarda ve diğer bitkilerde bulunan, temel olarak 

fenolik bileşikler, karotenoidler, glikosinolatlar, stilbenler, lignanlar, alkaloidler, 

organosülfür bileşikleri ve bitki sterolleri olmak üzere çeşitli gruplara ayrılan 

5.000'den fazla fitokimyasal tanımlanmıştır [Huang vd., 2010]. 

Bitkisel antimikrobiyal ajanların en geniş grubunu oluşturan ve bitkiler aleminde 

yaygın olarak bulunan fenolik bileşikler fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba 

ayrılmaktadır [Bravo, 1998; Erdoğan vd., 2013].  

Flavonoidler ise iskelet yapılarının farklı olmasından kaynaklı, flavon, flavonol, 

flavonon, flavanol ve izoflavonoid gibi alt gruplara sahiptir. 

Biyoaktif bileşenlerin in vitro ve in vivo koşullarda geniş aralıkta antioksidan 

aktivite gösterdikleri belirtilmektedir. Bitkisel ürünlerin ve gıdaların antioksidan 

kapasitesini değerlendirmek için çeşitli yöntemler kullanılmaktadır [Albayrak vd., 

2010]. 

DPPH radikal söndürücü kapasite yöntemi bir antioksidan molekülünün 

süpürme potansiyeli ve saf bileşiklerin antioksidan özelliklerinin değerlendirilmesi 

için standart, kolay ve hızlı kolorimetrik yöntemlerden biri olarak sıklıkla tercih 

edilmektedir [Scalzo, 2008]. 

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik 

nitrojen radikalidir. Molekülde bir serbest elektronun yer değiştirmesi menekşe 

renginin oluşmasına neden olur [Albayrak vd., 2010]. Bir antioksidan tarafından 

DPPH serbest radikaline hidrojen atomu transferi gerçekleştiğinde DPPH indirgenir, 

517 nm’de absorbans azalır ve renk açılması gözlenir.  

Yapılan araştırmalar, doğal antioksidanların en önemli gruplarını oluşturan 

fenolik bileşiklerin oksidatif baskı sonucu meydana gelen hücre ölümlerini 

engellediğini göstermiştir [Schoeter vd., 2000; Youdim vd., 2001; Parihar vd., 2003; 

Deveci vd., 2016]. Flavonoidler serbest radikallerle reaksiyona girerek onları etkisiz 

hale getirirler. 

Biyoaktif bileşenlerin iltihaplanmalar, bazı kanser türleri, kalp-damar 

hastalıkları, obezite, diyabet, katarakt, nörolojik bozukluklar, kemik erimesi gibi 

hastalıkların oluşum riskini azalttığı ve bağışıklık sistemi düzenlenmesi üzerine 

olumlu etkileri olduğu bilinmektedir [Morton vd., 2000; Pietta, 2000; Neilson 2017]. 

Ancak, ikincil metabolitlerin bitkilerde doğal olarak az miktarlarda bulunması, 

insanoğlu için her zaman bir dezavantaj olmuştur. Dolayısıyla fenolik bileşiklerin etki 

mekanizmalarının ve canlılar üzerindeki etkilerinin tespit edilmesi farmakoloji, gıda 
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ve sanayi sektörü başta olmak üzere kullanım alanlarının genişletilmesi güncel ve 

önemli konulardandır.  

Bitki ekstraktlarının kolay elde edilebilir ve maliyetinin düşük olması 

endüstrideki kullanım alanlarını da genişletmektedir [Özyurt, 2005]. 

Yapılan araştırmalar bitkisel materyallerin güçlü antioksidan ve antimikrobiyal 

aktiviteye sahip çok sayıda fitokimyasal bileşik içerdiğini göstermektedir [Kırca, 

2007]. 

Fenolik bileşiklerin antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar, antidiyabetik, 

antiobesite, antiseptik antikarsinojenik, antimutajenik özellikleri bulunmaktadır. 

Bundan dolayı fenolik bileşiklerin doğal kaynaklardan elde edilmesi oldukça 

önemlidir [Aybastıer vd., 2012]. 

 

2.4. Gıda Sanayi ve Biyofilmler 

 

Biyofilm; mikroorganizmaların kendi ürettikleri ekstraselüler polimerik madde 

veya ekzopolisakkarit matriks (EPS) içerisinde birbirlerine veya bulundukları 

yüzeylere tutunmalarını sağlayan bir yapıdır [Kartal vd., 2021].  

Uygun koşullar oluştuğunda mikroorganizmalar tarafından biyofilm 

oluşturulabilir. Biyofilm oluşumunda bakterilerin yüzeylere bağlanmasını ve 

bağlanma düzeylerini bakteri türü, hücre duvarının yapısı, ortamın sıcaklığı ve pH'si, 

bağlandığı yüzeyin özelliği, ortamdaki besin maddelerinin içeriği ve miktarı gibi 

birçok faktör etkiler.   

Biyofilm oluşumu, mikrobiyal tutunma, bakteri hücrelerinin EPS üreterek 

yüzeye bağlanması, kolonizasyon ve biyofilm yapısının olgunlaşması, kopma evreleri 

olmak üzere dört basamakta gerçekleşmektedir. 

Biyofilm yapısında bakterilerin yaşaması ve üremesi EPS’nin organizasyonuna 

bağlıdır. EPS matriksi başlıca DNA, protein, lipit ve polisakkaritlerden oluşmaktadır. 

EPS’ler, bir hücrenin bir substrata veya başka bir hücreye bağlanmasından sorumludur 

ve yüzeye tutunmayı kolaylaştırır [Wilderer, 1989; Garrett vd., 2008]. 

Biyofilmler aynı veya farklı bakteri türlerinden oluşabilir. Biyofilm oluşturan 

bakteriler etrafındaki popülasyon yoğunluğunu algılamak ve aralarında etkileşim 

sağlamak için çoğunluk algılama sinyal sistemini kullanırlar. Hücreler arası iletişimi 

sağlayan sinyal moleküllerinden oluşan bu sistem, bakteri hücresinde spesifik genlerin 
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ekspresyonunu etkileyerek EPS salgılanmasını sağlar ve olgun biyofilm yapısının 

oluşumunu destekler [Temel vd., 2018]. 

Biyofilm tabakasının içerdiği mikrokolonilerin altında ve arasında bulunan su, 

besin gibi maddelerin akışını ve atıkların uzaklaştırılmasını sağlayan su kanalları 

bulunmaktadır [Gün vd., 2009; Knetsch vd., 2011]. Dışarıdan besin maddelerinin alımı 

kolaylaştırılmış difüzyon ile gerçekleştirilirken, kanallar içerisindeki dolaşım pasif 

difüzyon ile sağlanır.  

Ancak biyofilm yapılarının alt katmanlarına yeteri kadar besin ulaşamaması alt 

katmanda bulunan bakterilerin metabolizma hızını olumsuz etkiler.  Metabolizma 

hızının düşmesi EPS üretimini azaltır ve bakteriler alt tabakadan üst tabakaya doğru 

göç etme eğilimi gösterirler. Bazı bakteriler biyofilm yapısından koparak ayrılır ve 

farklı bölgelerde yeniden kolonize olabilirler.  

Biyofilm yapısı içerisindeki mikroorganizmalar, konak hücre savunması, 

antimikrobiyal ajanlar ve olumsuz çevre koşulları gibi etkilerden korunabilmektedir 

[Costerton vd., 1978; Hoiby vd., 2017]. Bakteriler biyotik ya da abiyotik yüzeylere 

tutunduklarında serbest durumlarına göre daha hızlı çoğalabilmektedir. Biyofilm 

içindeki bakterilerin antibiyotiklere karşı daha dirençli olduğu, yaşadıkları çevrede 

planktonik formlarına göre daha fazla hayatta kalma ve büyüme şansına sahip olduğu 

bildirilmektedir [Hassan vd., 2011]. 

Bakteriler polistiren, cam, paslanmaz çelik, kauçuk, ahşap gibi farklı yüzeylerde 

biyofilm oluşturma eğilimi göstermektedir [Djordjevic vd., 2002; Srey vd., 2013]. 

Biyofilmler dezenfektan ve antibiyotiklere karşı dirençlidirler [Kartal vd., 2021]. 

Biyofilm içerisinde üreyen bakterilerin direnç göstermesi gıda, tıp, diş hekimliği, su 

sistemleri gibi pek çok alanda soruna neden olmaktadır.  

Gıda endüstrisinde antibakteriyel etkisinden dolayı genellikle klor uygulaması 

tercih edilmektedir [Meyer, 2003]. Klorun yeterli etki gösterememesi ve toksik 

kalıntılar bırakmasından dolayı alternatif dezenfektanlara duyulan ihtiyaç giderek 

artmaktadır [Ekici vd., 2006]. Bitkiler ve bitkilerden elde edilen özütler, antibakteriyel 

ve antibiyofilm etkileri sebebiyle dezenfektanların yerine geçebilecek, sağlığa zararı 

olmayan, maliyeti düşük doğal ajanlardır. 
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2.5. Quorum Sensing (Çoğunluk Algılama) 

 

Quorum sensing (QS) / Çoğunluk Algılama mikroorganizmaların çevresindeki 

popülasyon yoğunluğunu algılamasını ve bu yoğunluğa bağlı olarak gen 

ekspresyonunun düzenlenmesini sağlayan, hücreler arası iletişimi gerçekleştiren bir 

haberleşme sistemidir. 

Hücrelerarası QS mekanizması ile mikroorganizmalar, ürettikleri sinyal 

moleküllerinin yoğunluğunu ölçebilmekte ve çevrelerindeki diğer 

mikroorganizmaların miktarını tespit edebilmektedir. Bu sayede, koloni olarak 

göstermeleri gereken davranış şekillerini bir hücreden diğerine sinyal molekülleriyle 

iletilebilmektedir [Annous vd., 2009; Gün vd., 2009]. 

Mikroorganizmalar, çeşitli fizyolojik aktiviteleri düzenlemek için QS iletişim 

yolunu kullanır. Bu süreçler simbiyoz, virülans, konjugasyon, antibiyotik üretimi, 

biyolüminesans ve biyofilm oluşumunu içerir [Novick, 2008]. 

Bakteriler arası haberleşme tek bir bakteri türü içinde ve çeşitli türler arasında 

meydana gelebilir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler, QS iletişim 

yöntemini kullanır, ancak mekanizmalarında farklılıklar vardır [Bassler, 1999] 

Bakterilerde çoğunluk algılamada iki grup sinyal molekülü görev almaktadır. 

Genel olarak, Gram negatif bakteriler, otoindükleyiciler olarak açillenmiş homoserin 

laktonları kullanırken Gram pozitif bakteriler, iletişim kurmak için işlenmiş oligo 

peptidleri kullanır [Raffa vd., 2005]. 

Bacillus, Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus ve Streptomyces 

cinsindeki bakterilerin QS mekanizmasını kullanarak genetik yeteneklerini 

geliştirmekte ve biyofilm oluşturabilmektedir [Podbielski vd., 2004]. 

Oluşumunda QS’in de rol aldığı bilinen biyofilmde EPS içinde gömülü olarak 

canlılıklarını sürdürebilen mikroorganizmalar, antibiyotiklerden, antimikrobiyal 

ürünlerden, fiziksel, kimyasal ve biyolojik streslerden korunmaktadır [Nouraldin vd., 

2016]. Bakteriler arasındaki QS sisteminin bozulmasına veya engellenmesine Quorum 

Sensing İnhibisyonu veya Quorum Quenching adı verilmektedir [Uroz vd., 2009]. QS 

zincirinin kırılmasının insanlardaki enfeksiyonlar ve gıda bozulmasıyla ilişkili 

mikrobiyal gen ekspresyonu üzerinde büyük rol oynayabileceği düşünülmektedir 

[Tülüce ve vd., 2021]. 
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Chromobacterium violaceum, Neisseriaceae ailesinde yer alan, Gram negatif, 

fakültatif anaerobik, spor oluşturmayan, hareketli ve katalaz pozitif bir 

mikroorganizmadır. Bu bakteri viyolasin adı verilen mor renkli antioksidan bir 

pigment üretmekte ve QS İnhibisyonu çalışmalarında indikatör olarak 

kullanılmaktadır [Hamidi, 2013]. 
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3. GEREÇLER VE YÖNTEMLER 

 

3.1. Gereçler 

 
3.1.1. Kullanılan Sarf Malzemeler 

 

Bu tez çalışmasında kullanılan maya özütü (yeast extract), sodyum klorür, agar, 

glukoz, etanol, metanol, asetik asit, alüminyum klorür ve potasyum asetat Merck 

(Darmstadt, Almanya)’ten satın alındı. Tripton Conda (Pronadisa, İspanya)’dan, 

Mueller Hinton Broth ve Tryptic Soy Broth (TSB) Biolife (Milano, İtalya)’dan temin 

edildi. Kristal viyole Biomerieux (Marcy-l'Étoile, Fransa)’ten, Folin-Ciocalteu reaktifi 

ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Alfa Aesar, Kandel, Almanya)’dan satın alındı. 

Gallik asit, kuersetin ve 96 kuyulu mikrotitrasyon plakaları Sigma Aldrich (Darmstadt, 

Almanya)’ten temin edildi. 

 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

 

Bu çalışmada; çalkalamalı İnkübatör (New Brunswick Scientific, Excella E24, 

Almanya), etüv (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Almanya), ELISA okuyucu 

(BMG LABTECH FLUOstar Omega, Offenburg, Almanya), evaporatör (Heidolph 

Hei-VAP, Almanya), hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya, hızlı karıştırıcı (IKA 

Vortex Genius 3, Almanya, inkübatör (Binder, Almanya), manyetik karıştırıcı (IKA 

RH basic 2, Almanya), mikrodalga (Arçelik MD-524S, Türkiye), mutfak tipi öğütücü 

(Sinbo, Scm-2934, Türkiye), otoklav (Hirayama, HVE-50, Japonya), pH metre (Hanna 

Instruments HI 2211 pH/ORP, Bedfordshire, İngiltere)  santrifüj Cihazı (Gyrozen 

1248R, Kore), spektrofotometre (Shimadzu UV-1280) cihazları kullanıldı. 

 

3.1.3. Kullanılan Bakteri Soyları 

 

Çalışmada kullanılan bakteri suşları ve optimum büyüme sıcaklıkları tablo 

3.1’de verildi. 
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Tablo 3.1: Tez çalışmasında kullanılan bakteri suşları ve optimum büyüme 
sıcaklıkları. 

 
Mikroorganizmalar Sıcaklık (°C) 

Bacillus cereus ATCC 11778 30 
Bacillus subtilis ATCC 6633 30 

Chromobacterium violaceum ATCC 12472 30 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 37 
Escherichia coli ATCC 25922 37 
Pseudomonas syringae pv.tomato 37 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 37 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 37 
Streptococcus uberis ATCC 700407 37 

 

3.2. Yöntemler 

 

3.2.1. Besiyerlerinin Hazırlanması ve Sterilizasyonu 

 

Ön kültürlenmede kullanılmak üzere hazırlanan, Luria-Bertani (LB) sıvı besiyeri 

için 10 gram tripton ve 5 gram maya özütü (yeast extract) 1000 mL distile su içerisine 

eklendi. 

Pasajlama, koloni sayımı ve agar kuyu difüzyonu deneyi gerçekleştirilmek üzere 

hazırlanan Luria-Bertani Agar (LBA) katı besiyeri için 10 gram tripton, 5 gram maya 

özütü (yeast extract), 5 gram NaCl 1000 mL distile su içerisine eklendi. Agar kuyu 

difüzyonunda için hazırlanan besiyerlerine 12 gram, pasajlama ve hücre sayımı için 

hazırlanan besiyerlerine 15 gram agar eklendi.  

Minimum İnhibitör Konsantrasyonu (MİK) deneyinde kullanılmak üzere 

hazırlanan Mueller-Hinton (MHB) sıvı besiyeri için 22 gram MHB 1000 mL distile su 

içerisine eklendi. 

Antibiyofilm etki belirmede kullanılmak üzere hazırlanan Tryptic Soy Broth 

(TSB) sıvı besiyeri için 30 gram TSB 1000 mL distile su içerisine eklendi. TSB 

besiyeri içerisine eklenmek üzere %2 Glukoz hazırlandı.  

İçerisinde şeker barındıran besiyerlerinin şeker içeriği besiyerinden ayrı olarak 

otoklavlandı. 
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Tüm bileşenler hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya) ile tartıldı. Homojen bir 

karışım elde etmek amacıyla besiyerleri ısıtıcılı manyetik karıştırıcı (IKA RH basic 2, 

Almanya) ile karıştırıldı. 

Hazırlanan besiyerleri otoklav cihazı (Hirayama HVE 50) yardımıyla 121°C 

sıcaklıkta 15 dakika boyunca steril edildi. 

Besiyerleri steril edildikten sonra sıcaklığının yaklaşık 50°C’ye kadar düşmesi 

beklendi. İçerisinde agar bulunan besiyerleri ise 17 mL hacimde steril koşullarda petri 

kaplarına aktarılarak donması beklendi. Uygun sıcaklıklar sağlandıktan sonra 

besiyerleri muhafaza edilmek üzere +4°C’ye kaldırıldı.  

 

3.2.2. Bakteri Suşlarının Saklanması 

 

Bakteri suşları steril LB agar katı besiyeri üzerine öze yardımıyla ekildi. Petriler 

bir gece boyunca optimum sıcaklıkta bir etüvde (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, 

Almanya) inkübe edildi. Kültürler +4 °C sıcaklıkta saklandı ve haftada bir olacak 

şekilde pasajlama işlemi gerçekleştirildi. 

 

3.2.3. Bakteri Kültürlerinin Hazırlanması  

 

Agar kuyu difüzyonu ve MİK deneyleri için; bakteri kültürleri steril LB besiyeri 

ile hazırlandı. Antibiyofilm etki için; bakteri kültürleri steril TSB (%2 Glukoz) besiyeri 

ile hazırlandı. 

50 mL hacimli erlenmeyer içerisine 10 mL besiyeri eklendi. Bakteri kültürleri 

katı besiyerinden steril öze yardımıyla alınarak erlenmeyer içerisindeki besiyerine 

ekildi. 

Kültürler her bakteri için optimum sıcaklığında ve 180 rpm çalkalama hızında 

yaklaşık 16-18 saat çalkalamalı inkübatör (New Brunswick Innova 42, Almanya) 

kullanılarak inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda bakteri kültürlerinin absorbans 

miktarları spektrofotometre cihazı (Shimadzu UV-1280, Almanya) kullanılarak 600 

nm dalga boyunda ölçüldü. 
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3.2.4. Karayemiş Meyve ve Yapraklarının Hazırlanması 

 

Çalışmada gülgiller (Rosaceae) ailesine ait karayemiş (Prunus laurocerasus) 

meyve ve yaprakları İstanbul Şile bölgesinden toplandı. Meyve ve yapraklar distile su 

yardımıyla yıkanıp tozlarından arındırıldı. Kurutma kâğıdı ile oda sıcaklığında 

kurutulup kullanılmak üzere -20°C sıcaklıkta saklandı. 

 

3.2.5. Ekstraksiyon Yöntemi 

 

Karayemiş meyve ekstraksiyonunu sağlamak amacıyla etanol ve metanol 

çözücüleri kullanılarak ekstraksiyon yöntemi gerçekleştirildi.  

125 gram çekirdeklerinden ayrılmış karayemiş meyvesi bir hassas terazi (Kern, 

Balingen, Almanya) ile tartıldı. Meyveler ev tipi blender yardımıyla püre haline 

getirilerek 100 ml saf metanol ve saf etanol ile karıştırıldı. Karışım ev tipi bir 

mikrodalga fırında (Arçelik MD-524S, İstanbul, Türkiye) 120W ‘da 3 dakika boyunca 

ısıtıldı. Tortu gazlı bez yardımıyla süzüldü. Elde edilen sıvı 4000 rpm +4C’de 10 

dakika santrifüj (Gyrozen 1248R, Daejeon, Kore) edildi. Süpernatant kaba filtre kâğıdı 

ile süzüldü. Elde kalan tortusuz sıvıdan fazla suyun uzaklaştırılması işlemi bir 

evaporatör cihazı (Heidolph Hei-VAP, Bavyera, Almanya) kullanılarak 50°C 100 rpm 

dönme hızında gerçekleştirildi. Evaporasyon işlemi sonucunda 15 mL ekstrakt 

çözeltisi elde edildi. 

Karayemiş yaprak ekstraksiyonunu sağlamak amacıyla etanol (%70) 

kullanılarak ekstraksiyon yöntemi gerçekleştirildi.  

10 gram karayemiş yaprağı bir hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya) ile 

tartıldı. Yapraklar mutfak tipi bir öğütücü (Sinbo, Scm-2934, Türkiye) yardımıyla 

parçalandı. Toz haline gelen yapraklar 100 mL etanol (%70) ile karıştırıldı. Karışım 

ev tipi bir mikrodalga fırında (Arçelik MD-524S, İstanbul, Türkiye) 120W ‘da 3 

dakika boyunca ısıtıldı. Tortu gazlı bez yardımıyla süzüldü. Elde edilen toplam 95 

mL’lik sıvı 4000 rpm +4C’de 10 dakika santrifüj (Gyrozen 1248R, Daejeon, Kore) 

edildi. Süpernatant kaba filtre kâğıdı ile süzüldü. Elde kalan tortusuz sıvıdan fazla 

suyun uzaklaştırılması işlemi bir evaporatör cihazı (Heidolph Hei-VAP, Bavyera, 
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Almanya) kullanılarak 50°C 100 rpm dönme hızında gerçekleştirildi. Evaporasyon 

işlemi sonucunda 12 mL ekstrakt çözeltisi elde edildi.  

Ekstraktlar deneyde kullanılmak üzere -20°C’de ağzı kapalı tüplerde ve ışık 

görmeyecek şekilde muhafaza edildi. Kullanım için, -20°C’den çıkarıldıktan sonra 

4000 rpm +4°C’de 10 dakika santrifüj edildi ve olabilecek tortulardan arındırıldı. 

Karayemiş meyvesi ile hazırlanan ekstraktların antmikrobiyal etkisinin 

görülmemesi nedenli ile çalışmaya yaprak ekstraktı ile devam edilmiştir. 

 

3.2.6. Karayemiş Yaprak Ekstraktının pH Analizi 

 

Karayemiş ekstraktının pH değeri ölçümü için bir pH metre (Hanna Instruments 

HI 2211 pH/ORP, Bedfordshire, İngiltere) cihazı kullanıldı. Analiz işlemi oda 

sıcaklığında (İçerisinde ekstrakt bulunan cam beher içerisine pH elektrodu daldırıldı. 

Elektrodun sabitliği korunarak hafifçe karıştırılma işlemi gerçekleştirildi.  

 

3.2.7. Karayemiş Yaprak Ekstraktının Kuru Ağırlık Tayini 

 

Elde edilen etanol ekstraktından steril mikro santrifüj tüplerine 1 mL örnek 

alındı. Hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya) ile boş santrifüj tüpleri tartılarak 

darası alındı. İçerisinde ekstrakt bulunan santrifüj tüpleri tartılarak ağırlıklar not edildi. 

60°C sıcaklıkta bir etüvde (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Almanya) 48 

saat süre boyunca ekstraktlar kurumaya bırakıldı. Süre sonunda tekrar tartım işlemi 

gerçekleştirilerek sonuçlar not edildi. Sonuçlar mg/mL cinsinden hesaplandı. 

 

3.2.8.  Ekstraktın 2,2 –Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikali 
Giderim Aktivitesi  

 

Elde edilen ekstraktın 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini 

giderim etkisi belirlendi [Blois, 1958]. DPPH radikal derişimi 50 ppm olacak şekilde 

metanol içerisinde hazırlandı. 

Farklı zamanlarda hazırlanmış ekstraktlar çeşitli konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/4, 

1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 ve 1/512) metanol içerisinde seyreltildi. Standart 



 

18 

olarak kullanılan gallik asit 50-500 μg/mL konsantrasyon aralığında metanol 

içerisinde seyreltilerek hazırlandı. 

Steril tüpler içerisine 0.1 mL ekstrakt / gallik asit, 3.9 mL DPPH radikali eklendi. 

Blank olarak 0.1 mL metanole 3.9 DPPH radikali eklendi. Karışımlar vortex karıştırıcı 

yardımıyla karıştırıldıktan sonra 37°C sıcaklıkta, karanlıkta 30 dakika bekletildi. Süre 

sonunda örnekler steril bir mikrotitrasyon plakasına aktarılarak 517 nm dalga boyunda 

ELISA okuyucuda (BMG LABTECH FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, 

Almanya) okutularak absorbans değerleri ölçüldü. 

DPPH radikali giderim aktivitesi aşağıda verilen formül ile hesaplandı: [Mishra vd., 

2012]. 

𝐷𝑃𝑃𝐻  𝑔𝑖𝑑𝑒𝑟𝑖𝑚 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑒𝑠𝑖(% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑠𝑦𝑜𝑛) =
A0 − A1

A0
× 100               (3.2)  

  A0: Kontrol solüsyonunun absorbansı, 

A1: Ekstrakt veya gallik asit çözeltilerinin absorbansı 

 

3.2.9.  Ekstraktın Toplam Fenolik İçeriğinin Belirlenmesi 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının (etanol, %70) toplam fenolik içeriği Folin-

Ciocalteu metodu ile belirlendi [Celep vd., 2012]. 

Karayemiş yaprak etanol ekstraktı metanol içerisinde 1/10 oranında seyreltildi. 

Standart olarak kullanılan gallik asit 400-800 μg/mL konsantrasyon aralığında metanol 

içerisinde seyreltilerek hazırlandı. 

Önceden otoklavlanarak steril edilmiş vida kapaklı cam tüpler içerisine 20 μl 

ekstrakt veya gallik asit eklendi. 100 μL Folin-Ciocalteu reaktifi (0.5 N) ile karıştırıldı. 

Karışıma 300 μL %20 doymuş sodyum karbonat eklendi. Hacim distile su ile 2 mL’e 

tamamlandı. Karışım 30 dakika 45°C’de karanlıkta inkübe edildi. Süre sonunda 765 

nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (BMG LABTECH FLUOstar Omega ELISA, 

Offenburg, Almanya) okutularak absorbans değerleri ölçüldü. 

Tüm deneyler en az üç kez tekrarlandı. Ekstraktta bulunan toplam fenolik madde 

içeriği gallik asit eşdeğeri olarak hesaplandı [Singleton vd., 1965]. 
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3.2.10. Ekstraktın Fenolik Bileşenlerinin Belirlenmesi 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının fenolik bileşen içeriği HPLC (Shimadzu Nexera 

2, Japonya) cihazı kullanılarak belirlendi. Gallik asit, kateşin, kafeik asit, epikteşin, p-

kumarik asit, ferulik asit, ellajik asit ve kuersetin belirlenmesi için C18 kolonu (ODS-

4, 4.6 x 250 mm, 5 μm, GL Sciences) ile Diode Array dedektörü (PDA/DAD) 

kullanılarak 278 nm dalga boyunda analiz edildi. Yürütücü faz olarak olarak asetik asit 

(%2) ve metanol (%100) olmak üzere 2 farklı solüsyon kullanıldı. Enjeksiyon hacmi 

20 µL, kolon sıcaklığı 30°C ve yürütücü faz akış hızı ise 1 mL/dakika olacak şekilde 

ayarlandı. 

Analiz süresince asetik asit (%2) ve metanol (%100) fazlarının gradient akışı 

tablo 3.3.’de verildi. 

Tablo 3.3: Karayemiş yaprak ekstraktının fenolik bileşen analizi için kullanılan 
HPLC gradient akış uygulaması. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.11. Ekstraktın Flavonoid İçeriğinin Belirlenmesi 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının (etanol, %70) flavonoid içeriği alüminyum klorür 

kolorimetrik yöntemiyle belirlendi [Sharma vd., 2017]. 

Standart olarak kullanılan kuersetin 200-500 μg/mL konsantrasyon aralığında 

metanol içerisinde seyreltilerek hazırlandı. 

Zaman (dakika) Asetik asit (%2) Metanol (%100)  

0 95% 5% 
3 95% 5% 
18 80% 20% 
20 80% 20% 
30 60% 40% 
40 50% 50% 
50 0% 100% 
50 95% 5% 
57 95% 5% 
58 Bitiş Bitiş 
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Steril vida kapaklı santrifüj tüpler içerisine 0.1 mL seyreltilmemiş ekstrakt veya 

kuersetin ile 1.5 mL metanol eklendi. Karışıma 0.1 mL alüminyum klorür (%10) ve 

0.1 mL potasyum asetat solüsyonu (1M) eklendi. 2.8 mL distile su ile hacim 

tamamlanarak iyice karıştırıldı. Karışım 10 dakika oda sıcaklığında karanlıkta inkübe 

edildi. Süre sonunda 417 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (BMG LABTECH 

FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, Almanya) okutularak absorbans değerleri 

ölçüldü. 

Tüm deneyler en az üç kez tekrarlandı. Ekstraktta bulunan flavonoid içeriği 

kuersetin eşdeğeri olarak hesaplandı [Sharma vd., 2016]. 

 

3.2.12. Antimikrobiyal Duyarlılık Testleri 

 

3.2.12.1. Agar Kuyu Difüzyonu 

 

Karayemiş meyve (etanol ve metanol) Gram pozitif B. cereus ATCC 11778 ve 

Gram negatif E. coli ATCC 25922 bakterileri üzerinde ve karayemiş yaprak 

ekstraktının (etanol, %70), Gram pozitif B. cereus ATCC 11778, B. subtilis ATCC 

6633, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, S. 

uberis ATCC 700407 ve Gram negatif E. coli ATCC 25922 ve P. syringae pv tomato 

bakterileri üzerinde antimikrobiyal etkisini tayin etmek amacıyla agar kuyu difüzyonu 

deneyi yapıldı. Bakteriler LB broth besiyeri içerisinde optimum sıcaklık değerlerinde 

(30-37°C) yaklaşık 16-18 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda bakteri 

kültürlerinin absorbans miktarları spektrofotometre cihazı (Shimadzu UV-1280, 

Almanya) kullanılarak 600 nm dalga boyunda ölçüldü. Final bakteri yoğunluğu 0.5 

McFarland bulanıklığına ayarlanmak üzere bakteriler steril %0.9 fizyolojik tuzlu su 

içerisinde seyreltildi. 

Ekstraktlar çeşitli konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) distile su 

içerisinde seyreltildi.  

Karayemiş yaprak ekstraktlarının antimikrobiyal etkinliğini karşılaştırmak üzere 

gentamisin (10 μg/mL, E. faecalis ATCC 29212 suşu için 100 μg/mL) antibiyotiği 

kullanıldı. 
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Bakteri kültürleri ve ekstrakt dilüsyonlarının homojen dağılımını sağlamak için 

bir vortex karıştırıcı (IKA Vortex Genius 3, Almanya) kullanıldı.  

Bakteri kültürlerinden steril koşullarda 100 μL alınıp LB agar içeren petrilere 

yayıldı. Yayma işleminden sonra agar üzerine 6 mm çapında kuyular açıldı. Açılan 

kuyulara 40 μL ekstrakt dilüsyonları (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) ve Gentamisin (10-

100 μg/mL) antibiyotiği eklendi. Bakteriler optimum (30-37°C) sıcaklık değerlerinde 

inkübasyona bırakıldı. Yaklaşık 16-18 saat sonunda oluşan inhibisyon zon çapları 

gentamisin antibiyotiği ile karşılaştırmalı olarak incelendi. 

Ekstrakt kontrolü sağlamak amacıyla bitki materyali eklenmeden etanol (%70) 

ve distile su kullanılarak ekstraksiyon işlemi gerçekleştirildi. Evaporasyon işlemi 

sonucunda elde edilen 12 mL çözeltisi ile agar kuyu difüzyonu deneyi gerçekleştirildi.  

 

3.2.12.2. Ekstraktın Minimum İnhibisyon Konsantrasyonunun 
(MİK) Belirlenmesi 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının (etanol, %70) E. faecalis ATCC 29212, S. aureus 

ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, S. uberis ATCC 700407 bakterilerine karşı 

minimal inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi için 96 kuyulu mikrotitrasyon 

plakalarında deneyler gerçekleştirildi. İlgili bakteriler LB (Luria-Bertani) besiyerinde 

(30-37°C) sıcaklıkta yaklaşık 16-18 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda bakteri kültürlerinin absorbans miktarları bir spektrofotometre cihazı 

(Shimadzu UV-1280, Almanya) kullanılarak 600 nm dalga boyunda ölçüldü. 

Mikrotitrasyon plakalardaki her bir kuyudaki final bakteri yoğunluğu 0.5 

McFarland olacak şekilde belirlendi (Ayla, 2018). Bu değeri elde etmek için bakteriler 

önceden hazırlanmış olan steril MHB (Mueller-Hinton Broth) içerisinde seyreltildi. 

Hazırlanan ekstrakt (etanol, %70) çeşitli konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 

1/32, 1/64, 1/128, 1/256 ve 1/512) distile su içerisinde seyreltildi. 

Seyreltilmiş bakteri kültürlerinden ve ekstrakt çözeltilerinden 100’er µL ilgili 

kuyucuklara eklendi. Besiyeri kontrol sağlamak amacıyla ilgili kuyucuklara 100 µL 

steril besiyeri eklendi. 

Plakalar 37°C sıcaklıkta gece boyunca inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi 

sonunda koloni sayımı gerçekleştirebilmek için kuyucuklardan 30 µL alınarak 
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önceden hazırlanıp steril edilmiş içerisinde 3 mL fizyolojik tuzlu su (%0.9, FTS) 

bulunduran tüplere son hacim sabit tutulacak şekilde eklenerek dilüsyonlar yapıldı. 

Tüplerden ve plakadan 100 µL alınarak LB agar besiyeri bulunan petrilere ekim 

yapıldı. Bakteri kültürleri bulunan petriler bakteri suşlarına göre 30-37°C sıcaklıkta 

gece boyu inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda koloni sayımı 

gerçekleştirildi. 

 

3.2.13. Biyofilm Oluşumu ve Ortadan Kaldırılması 

 

3.2.13.1. Farklı Yüzeylerde Biyofilmlerin Oluşumu 

 

E. faecalis ATCC 29212, S. uberis ATCC 700407 bakterileri ön kültürlendirme 

amacıyla %2 glukoz içeren TSB besiyeri içerisinde 37°C sıcaklıkta ve 180 rpm 

çalkalama hızında yaklaşık 16-18 saat inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda 

bakteri kültürlerinin absorbansları bir spektrofotometre cihazı (Shimadzu UV-1280, 

Almanya) kullanılarak 600 nm dalga boyunda ölçüldü. Final bakteri yoğunluğu 0.5 

McFarland bulanıklığında olacak şekilde TSB (%2 Glukoz) besiyeri kullanılarak 

ayarlandı. 

E. faecalis ATCC 29212, S. uberis ATCC 700407 bakterilerinin biyofilm 

oluşturma kapasitesi polistiren yüzey ve cam yüzey kullanılarak belirlendi. 

Polistiren yüzey (PS) için 96 kuyulu mikrotitrasyon plakaları kullanıldı. Deney 

öncesinde plakalar UV ışık altında 20 dakika süreyle bekletildi. Daha sonra, steril bir 

kabin içerisinde, plakanın her bir kuyusuna bakteri kültürlerinden 200 µL eklendi. 

Cam yüzey (CY) için vida kapaklı cam tüpler kullanıldı. Deney öncesinde cam 

tüpler otoklav cihazı (Hirayama HVE 50) yardımıyla 121°C sıcaklıkta 15 dakika 

boyunca steril edildi. Daha sonra, steril bir kabin içerisinde tüplere bakteri 

kültürlerinden 1 mL eklendi. 

Besiyeri kontrolü sağlamak için bir mikrotitrasyon plakasına 200 µL ve cam 

tüplere 1 mL bakteri kültürü eklenmemiş TSB (%2 glukoz) besiyeri eklendi. Plakalar 

ve cam tüpler 48 saat süre ile 37°C sıcaklıkta inkübasyona bırakıldı. 
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3.2.13.2. Farklı Yüzeylerde Oluşan Biyofilmlerin Ortadan 
Kaldırılması 

 

Önceden hazırlanıp -20°C’de saklanan etanol ekstraktı oda sıcaklığında 

çözününceye kadar bekletildi. 4000 rpm çalkalama hızında 15 dakika süre ile santrifüj 

edildi. Distile su ile 1/8 oranında seyreltildi.  

Ekstraktın etkisinin karşılaştırılması için klor solüsyonu 200 ppm olacak şekilde 

[Kokumer, 2013] hesaplandı. 

Biyofilm oluşum için yapılan inkübasyonlardan 48 saat sonra PS ve CY yüzeyde 

bulunan kültürler nazikçe dökülerek üçer kez distile su ile yıkandı ve 15 dakika süre 

ile oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. 

PS yüzey için kuyucuklara 200 µL 1/8 oranında seyreltilen yaprak ekstraktı ve 

200 ppm klor solüsyonu eklenerek 10 dakika bekletildi. Kontrol amacıyla en az üç 

kuyuya ektrakt veya klor solüsyonu ilave edilmedi. Süre sonunda plaka ters çevrilerek 

ekstrakt ve klor solüsyonu nazikçe döküldü. Ekstraktın bulunduğu kuyucuklar üç kez, 

klor solüsyonunun bulunduğu kuyucuklar ise altı kez distile su ile yıkandı ve 

kurutuldu. Hücre tutunmasını belirleyebilmek amacıyla her bir kuyucuk 200 μL 

hacimde % 0.5 oranında (v/v) kristal viyole çözeltisi ile [Lee vd., 2015] 10 dakika 

muamele edildi. Kristal viyole ile boyanan kuyular üç kez distile su ile yıkandı ve 

kurutuldu. Her bir kuyuya 200 μL hacimde, 95:5 oranında etanol: asetik asit çözeltisi 

eklenerek 10 dakika bekletildi. 

CY yüzey için tüplerin içerisine 1 mL 1/8 oranında seyreltilen yaprak ekstraktı 

ve 200 ppm klor solüsyonu eklenerek 10 dakika muamele edildi. Kontrol amacıyla en 

az üç tüpe ektrakt veya klor solüsyonu ilave edilmedi. Süre sonunda tüpler ters 

çevrilerek ekstrakt ve klor solüsyonu nazikçe döküldü. Ekstraktın bulunduğu tüpler üç 

kez, klor solüsyonun bulunduğu tüpler ise altı kez distile su ile yıkandı ve kurutuldu. 

Hücre tutunmasını belirleyebilmek amacıyla her bir tüpe 1 mL hacimde % 0.5 

oranında (v/v) kristal viyole çözeltisi ilave edildi ve 10 dakika bekletildi. Kristal viyole 

ile boyanan tüplerin içerikleri ters çevrilerek boşaltılarak üç kez distile su ile yıkandı 

ve kurutuldu. Her bir tüpe 1 mL hacimde, 95:5 oranında etanol: asetik asit çözeltisi 

eklenerek 10 dakika muamele edildi. 

Bu aşamalardan sonra, her kuyudan ve tüpten 200 μL örnek alınarak steril bir 

mikrotitrasyon plakasına aktarıldı. 570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (BMG 
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LABTECH FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, Almanya) okutularak absorbans 

değerleri ölçüldü [Bakkiyaraj vd., 2013]. 

Biyofilm oluşumlarının ortadan kaldırılması oranları aşağıda belirtilen formüle 

göre hesaplandı [Pitts vd., 2003]. 

(% 𝑂𝑟𝑡𝑎𝑑𝑎𝑛 𝐾𝑎𝑙𝑑𝚤𝑟𝑚𝑎) =
(C − B) − (E − EB)

C − B
× 100          (3.4. ) 

C: bakteri içeren besiyeri,  

B: bakteri içermeyen besiyeri,  

E: ekstraktla veya klorla muamele edilmiş bakteri içeren besiyeri,  

EB: ekstraktla veya klorla muamele edilmiş bakteri içermeyen besiyeri 

 

3.2.14. Quorum Sensing (Çoğunluk Algılama) İnhibisyon testi 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının QS sinyallerini bloke etmeleri; viyolasin isimli 

mor bir pigment ürettiği bilinen Chromobacterium violaceum ATCC 12472 

biyosensör suşu kullanılarak test edildi. 

50 mL hacimli erlenmeyer içerisine 10 mL LB besiyeri eklendi. -80°C sıcaklıkta 

stok halde bulunan C. violaceum ATCC 12472 bakterisi oda sıcaklığında 

çözündürüldükten sonra 1/10 oranında seyreltilerek (yaklaşık 400 μL) alınarak 

erlenmeyer içerisindeki besiyerine eklendi ve 30°C sıcaklıkta 180 rpm çalkalama 

hızında yaklaşık 16-18 saat bir inkübatör (New Brunswick Innova 42, Almanya) 

kullanılarak inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda bakteri kültürünün absorbans 

miktarları spektrofotometre cihazı (Shimadzu UV-1280, Almanya) kullanılarak 600 

nm dalga boyunda ölçüldü. 

Önceden hazırlanıp otoklavlanan Luria-Bertani Agar (LBA) (12g/L) besiyeri oda 

sıcaklığında 50°C’ye kadar soğutuldu. Besiyerinin içerisine 1/10 oranında C. 

violaceum ATCC 12472 bakterisi eklendi. Homojen bir karışım sağlandıktan sonra 9 

cm çaplı petri kaplarına 17 mL bakteri bulunan besiyeri döküldü ve donması beklendi. 

Farklı zamanlarda hazırlanmış ekstraktlar çeşitli konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/4, 

1/8, 1/16 ve 1/32) distile su içerisinde seyreltildi.  

Agar üzerine steril bir pastör pipetinin arka geniş kısmı ile 6 mm çapında kuyular 

açıldı. Açılan kuyulara 40 μL ekstrakt dilüsyonları (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) 
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eklendi. Petriler 37°C sıcaklıkta 16-18 saat süre ile inkübe edildikten sonra oluşan 

renksiz opak zonlar ölçüldü. 

 

3.2.15. İstatiksel Analiz 

 

Bu tez çalışmasında tüm deneyler en az üç kez tekrar edildi. İstatistiksel 

analizler, Microsoft Office, Excel 2016 programı ile belirlendi. p değerleri, tek 

kuyruklu t-testi ile karayemiş ekstraktlarının antimikrobiyal etkileri gentamisin 

antibiyotiği ile, biyofilm oluşumunun ortadan kaldırma etkinliği ise klor solüsyonu 

uygulaması ile karşılaştırılarak belirlendi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Karayemiş Yaprak Ekstraktının pH Analizi 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının pH değeri 4.7 olarak belirlendi.   

 

4.2. Karayemiş Yaprak Ekstraktının Kuru Ağırlık Tayini 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının (etanol, %70) farklı seyreltme oranlarındaki kuru 

ağırlık (mg/mL) miktarları tablo 3’te verildi. Buna göre elde edilen ekstraktın kuru 

ağırlığı 75.90 mg/mL olarak belirlendi. 

Tablo 4.1: Farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 
1/128, 1/256 ve 1/512) hazırlanan karayemiş yaprak ekstraktının kuru ağırlık tayini. 

 
Ekstrakt seyreltme 

oranı 
Karayemiş ekstraktı kuru ağırlık 

(mg/mL) 
1 75.90 ± 14.5 

1/2 37.95 ± 7.3 
1/4 18.98 ± 3.6 
1/8 9.49 ± 1.8 
1/16 4.74 ± 0.9 
1/32 2.37 ± 0.5 
1/64 1.19 ± 0.2 
1/128 0.59 ± 0.1 
1/256 0.30 ± 0.1 
1/512 0.15 ± 0.0 

  

 
4.3. Karayemiş Yaprak Ekstraktının DPPH Radikali 
Giderim Aktivitesinin Belirlenmesi 
 

Karayemiş yaprak ekstraktının (etanol, %70) ve gallik asit standartının serbest 

radikali giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanılarak tespit edildi. 

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi karayemiş ekstraktı için direkt 

uygulamada en yüksek %90 [Şekil 4.1.], gallik asit standardı için ise 500 µg/mL 

konsantrasyonda %91 olarak belirlendi [Şekil 4.2.]. 
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Ekstraktların DPPH serbest radikali giderim aktivitesi arasında istatistiksel 

açıdan anlamlı fark bulundu (p<0.05). 

 

 

 
Şekil 4.1: Farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 

1/256 ve 1/512) hazırlanan karayemiş ekstraktının DPPH radikalini giderim aktivitesi 
ile inhibisyon değerleri (%). Barlar üç tekrarlı deneylerin ortalamasını ve standart 

sapmaları göstermektedir. 
 

 

Şekil 4.2: Farklı konsantrasyonlarda (500 µg/mL, 400 µg/mL, 300 µg/mL, 200 
µg/mL, 100 µg/mL ve 50 µg/mL) hazırlanan gallik asidin DPPH radikalini giderim 

etkisi ile inhibisyon değerleri (%). Barlar üç tekrarlı deneylerin ortalamasını ve 
standart sapmaları göstermektedir. 
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4.4. Karayemiş Yaprak Ekstraktının Toplam Fenolik 
Madde Miktarı 
 

Karayemiş yaprak ekstraktının toplam fenolik madde miktarı Folin-Ciocalteu 

yöntemi kullanılarak tespit edildi. 

Karayemiş yaprak ekstraktı 1/10 oranında seyreltilerek kullanıldı. Standart 

olarak gallik asit tercih edildi. Fenolik içeriği standart kalibrasyon grafiği kullanılarak 

hesaplandı ve sonuçlar gallik asit cinsinden ifade edildi.  

Karayemiş yaprak ekstraktının toplam fenolik madde miktarı gallik asit 

cinsinden 89.27 mg GAE/g ekstrakt olarak belirlendi [Tablo 4.2]. 

Tablo 4.2: Karayemiş yaprak ekstraktında bulunan toplam fenolik madde 
miktarı (mg GAE/g ekstrakt). Her değer en az üç tekrarın ortalamasıdır ve ± standart 

sapmalar ile belirtildi. 
 

Ekstrakt Toplam Fenolik İçerik 

 (mg GAE/g ekstrakt ) 
Karayemiş yaprak 

(etanol, %70) 
89.27 ± 0.6 

 

4.5. Karayemiş Yaprak Ekstraktının HPLC Yöntemi ile 
Fenolik Bileşen Tayini 
 

Fenolik bileşenler, yüksek performans sıvı kromotografisi (HPLC) (Shimadzu 

Nexera 2, Japonya) kullanılarak, analiz edildi.  

Karayemiş ekstraktının fenolik bileşenlerden gallik asit (0.631 mg/L), kateşin 

(34.874 mg/L), kafeik asit (16.562 mg/L), epikateşin (76.954 mg/L), p-kumarik asit 

(5.06 mg/L) ferulik asit (24.97 mg/L), ellajik asit (2.211 mg/L) ve kuersetin (2.041 

mg/L) içerdiği tespit edildi [Şekil 4.3., Tablo 4.3].  
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Şekil 4.3: Karayemiş yaprağı ekstraktının fenolik bileşenlerine ait HPLC 

kromatogramı. 

Tablo 4.3: Karayemiş yaprak ekstraktının fenolik bileşen karakterizasyonu. 
 

  

Gallik 
asit 

Kateşin 
Kafeik 

asit 
Epikateşin 

p-
kumarik 

asit 

Ferulik 
asit 

Ellajik 
asit 

Kuersetin 

Konsantrasyon 
(mg/L) 

0.631 34.874 16.562 76.954 5.06 24.97 2.211 2.041 

RT (Alıkonma 
süresi, dakika) 

8.231 21.041 27.407 27.953 33.346 34.881 40.341 46.093 

 

4.6. Karayemiş Yaprak Ekstraktının Flavonoid Madde 
Miktarı 
 

Karayemiş yaprak ekstraktının (etanol, %70) flavonoid madde miktarı 

alüminyum klorür kolorimetrik yöntemi kullanılarak tespit edildi.  

Ekstrakt (etanol, %70) seyreltilmeden kullanıldı. Standart olarak kuersetin (200-

500 μg/mL) tercih edildi. Flavonoid içeriği standart kalibrasyon grafiği kullanılarak 

hesaplandı ve sonuçlar kuersetin cinsinden ifade edildi. 
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Karayemiş yaprak ekstraktının flavonoid madde miktarı 3.64 mg QE/g ekstrakt 

olarak belirlendi [Tablo 4.4.]. 

Ekstraktların toplam flavonoid madde miktarı arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı fark bulundu (p<0.05). 

Tablo 4.4: Karayemiş yaprak ekstraktında bulunan flavonoid madde miktarı 
(mg QE/g ekstrakt). Her değer en az üç tekrarın ortalamasıdır ve ± standart sapmalar 

ile belirtildi. 

 
Ekstrakt Toplam Flavonoid İçerik 

 (mg QE/g ekstrakt) 
Karayemiş yaprak 

(etanol, %70) 
3.64 ± 0.24 

 

4.7. Karayemiş Yaprak Ekstraktının Antimikrobiyal Etkisi 

 

4.7.1. Ekstraktın Antimikrobiyal Etkinliğinin Agar Kuyu Difüzyonu 
Yöntemiyle Belirlenmesi  
 

Bu çalışmada karayemiş meyve ekstraktının antimikrobiyal etkisinin 

belirlenmesi amacıyla Gram pozitif B. cereus ATCC 11778 ve Gram negatif E. coli 

ATCC 25922 suşları üzerinde; yaprak ekstraktının antimikrobiyal etkisinin 

belirlenmesi amacıyla ise Gram pozitif B. cereus ATCC 11778, B. subtilis ATCC 

6633, E.  faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, S. 

uberis ATCC 700407 ve Gram negatif E. coli ATCC 25922 ve P. syringae pv.tomato 

suşları üzerinde agar kuyu difüzyonu deneyi gerçekleştirildi. İnhibisyon zonları kuyu 

çapı (6 mm) dahil edilerek hesaplandı [Şekil 4.4 ve 4.5]. 
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Şekil 4.4: Karayemiş yaprak ekstraktının farklı konsantrasyonlarının (a: 1 b: 

1/2, c: 1/4, d: 1/8, e: 1/16 ve f: 1/32 sulandırma) A: B. cereus ATCC 11778, B: B. 
subtilis ATCC 6633, C: E. faecalis ATCC 29212, D: P. syringae pv tomato, E: S. 

aureus ATCC 25923 F: S. aureus ATCC 29213 ve G: S. uberis ATCC 700407 
suşları üzerindeki antimikrobiyal etkisi ile oluşan inhibisyon zonları (mm). 

 
Karayemiş meyve ekstraktlarının (metanol ve etanol) bakteriler üzerinde 

antimikrobiyal etkisi incelendiğinde inhibisyon zon çapı gözlenmedi. 

Karayemiş yaprak ekstraktının (%70, etanol) bakteriler üzerinde antimikrobiyal 

etkisi incelendiğinde S. aureus ATCC 29213 suşu üzerinde en yüksek (13 mm) etkiyi 

oluşturduğu gözlendi (p<0.05). 

Oluşan inhibisyon zon çapları gentamisin antibiyotiği ile karşılaştırılarak 

incelendiğinde ekstraktın E. coli ATCC 25922 suşu üzerinde antimikrobiyal etki 

göstermediği tespit edildi. E. faecalis ATTC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 

suşlarında gentamisin uygulamasına eş değer sonuçlar (11 mm) saptandı (p>0.05) 

[Şekil 4.5.]. 



 

32 

 

 
Şekil 4.5: Farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) hazırlanan 

karayemiş yaprak ekstraktının kullanılan suşlar üzerindeki antimikrobiyal etkisi. Her 
değer en az üç tekrarın ortalamasıdır. Standart sapmalar hata çubukları ile 

gösterilmektedir. 

 

4.7.2. Ekstraktın Minimal İnhibisyon Konsantrasyonu ve Minimal 
Bakterisidal Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının (etanol, %70) farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 

1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 ve 1/512) E. faecalis ATCC 29212, S. aureus 

ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213 ve S. uberis ATCC 700407 suşları üzerindeki 

inhibe edici etkisi MİK değerleri belirlenerek hesaplandı. Mikroorganizmanın 

büyümesinin önlendiği en düşük konsantrasyon minimal bakterisidal konsantrasyon 

(MBK) değerleri ile tespit edildi. 

Ekstraktın E. faecalis ATCC 29212 suşu üzerinde MİK değeri %5.9 inhibisyon 

oranı ile 1.2 mg/mL (1/64) olarak belirlendi. Bakterisidal etkinliğin ise 9.5 mg/mL 

(1/8) konsantrasyona kadar devam ettiği gözlendi [Şekil 4.6, Tablo 4.5] 

Ekstraktın S. aureus ATCC 25923 suşu üzerinde MİK değeri %5.1 inhibisyon 

oranı ile 0.3 mg/mL (1/256) olarak belirlendi. Bakterisidal etkinliğin ise 9.5 mg/mL 

(1/8) konsantrasyona kadar devam ettiği gözlendi [Şekil 4.7, Tablo 4.5] 
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Ekstraktın S. aureus ATCC 29213 suşu üzerinde MİK değeri %8.2 inhibisyon 

oranı ile 1.2 mg/mL (1/64) olarak belirlendi. Bakterisidal etkinliğin 76 mg/mL (1/1) 

olduğu gözlendi [Şekil 4.8, Tablo 4.5] 

Ekstraktın S. uberis ATCC 700407 suşu üzerinde MİK değeri %3.2 inhibisyon 

oranı ile 1.2 mg/mL (1/64) olarak belirlendi. Bakterisidal etkinliğin ise 4.7 mg/mL 

(1/16) konsantrasyona kadar devam ettiği gözlendi [Şekil 4.9, Tablo 4.5]. 

 

 

Şekil 4.6: Farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 
1/256, 1/512 ve K: ekstrakt içermeyen kontrol) hazırlanan karayemiş yaprak 
ekstraktının E. faecalis ATCC 29212 suşu üzerindeki inhibe edici etkisi (%). 

Standart sapmalar hata çubukları ile gösterilmektedir. 
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Şekil 4.7: Farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 

1/256, 1/512 ve K: ekstrakt içermeyen kontrol) hazırlanan karayemiş yaprak 
ekstraktının S. aureus ATCC 25923 suşu üzerindeki inhibe edici etkisi (%). Standart 

sapmalar hata çubukları ile gösterilmektedir. 
 

 

 
Şekil 4.8: Farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 

1/256, 1/512 ve K: ekstrakt içermeyen kontrol) hazırlanan karayemiş yaprak 
ekstraktının S. aureus ATCC 29213 suşu üzerindeki inhibe edici etkisi (%). Standart 

sapmalar hata çubukları ile gösterilmektedir. 
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Şekil 4.9: Farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 

1/256, 1/512 ve K: ekstrakt içermeyen kontrol) hazırlanan karayemiş yaprak 
ekstraktının S. uberis ATCC 700407 suşu üzerindeki inhibe edici etkisi (%). Standart 

sapmalar hata çubukları ile gösterilmektedir. 
 

Tablo 4.5: Karayemiş yaprak ekstraktının etkisi ile E. faecalis ATCC 29212, S. 
aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213 ve S. uberis ATCC 700407 

bakterilerinin MİK (mg/mL), %50 (MİK50) ve %70 (MİK70) oranında inhibe olduğu 
konsantrasyonu (mg/mL) ve minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) (mg/mL) 
değerleri. (EF: E. faecalis ATCC 29212, SA: S. aureus ATCC 25923 ve S. aureus 

ATCC 29213, SU: S. uberis ATCC 700407). 
 

  EF 29212 SA 25923 SA 29213 SU 700407 
MİK 

MİK50 
1.2 
3.45 

0.3 
3.40 

1.2 
7.07 

1.2 
2.72 

MİK70 5.52 5.13 18.36 4.04 
MBK 9.50 9.50 75.90 4.70 

Ekstraktın E. faecalis ATCC 29212 suşu üzerinde MİK50 değeri 3.45 mg/mL, 

MİK70 değeri ise 5.52 mg/mL olarak belirlendi. S. aureus ATCC 25923 suşunun MİK50 

değeri 3.40 mg/mL, MİK70 değeri ise 5.13 mg/mL olarak gözlenirken, S. aureus ATCC 

29213 suşunun MİK50 değeri 7.07 mg/mL, MİK70 değeri ise 18.36 mg/mL olarak tespit 

edildi. S. uberis ATCC 700407 suşunda ise MİK50 değeri 2.72 mg/mL, MİK70 değeri 

ise 4.04 mg/mL olarak belirlendi. 
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4.8. Karayemiş Yaprak Ekstraktının Antibiyofilm Etkisi 

 

E. faecalis ATCC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 suşlarının polistiren ve cam 

yüzeyde oluşturdukları biyofilmlerin ortadan kaldırılmasında karayemiş yaprak 

ekstraktının etkisini belirlemek amacıyla öncelikle, TSB (%2 glukoz) besiyerinde 48 

saat boyunca 37°C sıcaklıkta bakterilerin inkübasyonu ile biyofilm oluşumu sağlandı. 

Polistiren yüzey (PS) için 96 kuyulu mikrotitrasyon plakaları, cam yüzey (CY) için ise 

vida kapaklı cam tüpler tercih edildi. 

Oluşan biyofilmin ortadan kaldırılması için 1/8 oranında seyreltilmiş karayemiş 

yaprak ekstraktı etkisinin karşılaştırılması amacıyla klor solüsyonu (200 ppm, K) 

kullanıldı. 

1/8 oranında seyreltilen karayemiş yaprak ekstraktının ve klor solüsyonunun PS 

(polistiren yüzey) ve CY (cam yüzey) yüzeyde E. faecalis ATCC 29212 ve S. uberis 

ATCC 700407 suşlarının oluşturduğu biyofilmin ortadan kaldırma oranları (%) 

incelendi. 

E. faecalis ATCC 29212 suşunun PS yüzeyde oluşturduğu biyofilmlerin ortadan 

kaldırma yüzdeleri incelendiğinde ekstrakt uygulamasında %35, klor uygulamasında 

%92 ortadan kaldırma gözlendi. CY yüzeyde oluşturduğu biyofilmlerin ortadan 

kaldırma yüzdeleri incelendiğinde ise ekstrakt uygulamasında %52, klor 

uygulamasında %87 ortadan kaldırma tespit edildi [Şekil 4.10]. 
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Şekil 4.10: E. faecalis ATCC 29212 suşunun PS ve CY’de 48 saatlik 

inkübasyonu ile oluşan biyofilmlerinin karayemiş ekstraktı (1/8) ve klor (200 ppm) 
uygulanması ile ortadan kaldırılma oranları (%). Her değer en az üç tekrarın 

ortalamasıdır. Standart sapmalar hata çubukları ile gösterilmektedir. 
 

S. uberis ATCC 700407 suşunun PS yüzeyde oluşturduğu biyofilmlerin ortadan 

kaldırma yüzdeleri incelendiğinde ekstrakt uygulamasında %41, klor uygulamasında 

%87 biyofilmlerin ortadan kaldırıldığı gözlendi. Aynı bakteri suşunun CY yüzeyde 

oluşturduğu biyofilmlerin ortadan kaldırma yüzdeleri incelendiğinde ise ekstrakt 

uygulamasında %54, klor uygulamasında %84 oranında ortadan kaldırma tespit edildi 

[Şekil 4.11]. 
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Şekil 4.11: S. uberis ATCC 700407 suşunun PS ve CY’de 48 saatlik 

inkübasyonu ile oluşan biyofilmlerinin karayemiş ekstraktı (1/8) ve klor (200 ppm) 
uygulanması ile ortadan kaldırılma oranları (%). Her değer en az üç tekrarın 

ortalamasıdır. Standart sapmalar hata çubukları ile gösterilmektedir. 
 

E. faecalis ATCC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 suşlarının oluşturduğu 

biyofilmleri ortadan kaldırma yüzdeleri incelendiğinde CY yüzeyde en yüksek sonuç 

S. uberis ATCC 700407 suşunda (%54), PS yüzeyde en yüksek sonuç yine S. uberis 

ATCC 700407 suşunda (%41) gözlendi. Klor (200 ppm) uygulamasında ise CY 

yüzeyde en yüksek sonuç E. faecalis ATCC 29212 suşunda (%87), PS yüzeyde en 

yüksek sonuç yine E. faecalis ATCC 29212 suşunda (%92) belirlendi. 

 

4.9. Quorum Sensing (Çoğunluk Algılama) 

 

Karayemiş yaprak ekstraktının (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) C. violaceum 

ATCC 12472 suşu üzerindeki inhibe edici etkisi agar kuyu difüzyonu yöntemi 

kullanılarak tespit edildi. İnhibisyon zonları kuyu çapı (6 mm) dahil edilerek 

hesaplandı. En yüksek inhibisyon zon çapı 12 mm olarak belirlendi [Şekil 4.12].  
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Şekil 4.12: Karayemiş yaprak ekstraktının farklı seyreltme oranlarında (1, 1/2, 

1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 ve 1/512) C. violaceum ATCC 12472 suşu 
üzerindeki inhibe edici etkisi (mm). Her değer en az üç tekrarın ortalamasıdır. 

Standart sapmalar hata çubukları ile gösterilmektedir. 
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5. SONUÇ VE TARTIŞMA  

 

Son yıllarda, çeşitli kanser türlerinin ve yaşa bağlı hastalıkların önlenmesinde 

kullanılmak üzere antioksidanlar, antimutajenler ve antikanserojenler büyük ilgi 

görmektedir. Fenolik bileşiklerin, güçlü anti-enflamatuar ve antinosiseptif aktivitelere 

sahip olduğu önceki çalışmalarda bildirilmiştir [Küpeli vd., 2007]. Bu bağlamda, 

yüksek oranda fenolik bileşik içeren ve zengin antioksidan bulunduran bitkilere 

yönelim artmıştır. 

Karayemiş ülkemizin doğal florasında yer almakta, yüksek fenolik içeriği ve 

antioksidan aktivitesi ile insan sağlığına potansiyel fayda sağlamaktadır. Halk arasında 

çoğunlukla taze meyve olarak tüketilmekle birlikte, kurutularak, salamura edilerek 

pekmez, reçel, marmelat ve meyve suyu üretiminde kullanılabilmektedir. Bunların 

yanı sıra, karayemiş meyvesi uzun yıllardır mide ülseri, sindirim sistemi şikayetleri, 

bronşit, egzama, hemoroid tedavisinde ve idrar söktürücü olarak geleneksel tıp 

alanında kullanılmaktadır [Baytop, 1984; Hayta, 2015]. 

Bu tez çalışmasında etanol ve metanol çözücüleri kullanılarak elde edilen 

karayemiş meyve ekstraktlarının B. cereus ATCC 11778 ve E. coli ATCC 25922 

suşları üzerinde antimikrobiyal etkileri agar kuyu difüzyonu yöntemiyle araştırılmıştır. 

Karayemiş yapraklarından etanol çözücüsü kullanılarak elde edilen ekstraktların 

total DPPH serbest radikali giderme aktivitesi metoduyla antioksidan kapasitesi, 

Folin-Ciocalteu metoduyla toplam fenolik madde miktarı, alüminyum klorür 

kolorimetrik metoduyla flavonoid madde miktarı araştırılmıştır. Yüksek performans 

sıvı kromotografisi (HPLC) kullanılarak fenolik bileşen içeriği aydınlatılmıştır. Agar 

kuyu difüzyon yöntemi ile B. cereus ATCC 11778, B. subtilis ATCC 6633, E. coli 

ATCC 25922, E. faecalis ATCC 29212, P. syringae pv.tomato, S. aureus ATCC 

25923, S. aureus ATCC 29213 ve S. uberis ATCC 700407 suşları üzerinde 

antimikrobiyal etkileri araştırılmıştır. Ektsraktın E.  faecalis ATCC 29212, S. aureus 

ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213 ve S. uberis ATCC 700407 suşları üzerinde 

MİK değerleri tespit edilmiştir. Polistiren (hidrofobik) ve cam (hidrofilik) yüzey 

kullanılarak E. faecalis ATCC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 suşları üzerinde 

antibiyofilm etkisi incelenmiştir. Ekstraktın çoğunluk algılama sinyallerini bloke 

etmesi C. violaceum ATCC 12472 biyosensör suşu ile test edilmiştir. Sonuçlar 

literatürlerdeki verilerle kıyaslanarak değerlendirilmiştir. 
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İstanbul Şile bölgesinden toplanan taze karayemiş yapraklarının (10 g) etanol 

(%70) çözücüsü kullanarak mikrodalga destekli ekstraksiyonu gerçekleştirilmiştir. 

Ekstraktın pH değeri 4.7 olarak, kuru ağırlığı ise 75.90 mg/mL olarak belirlenmiştir. 

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi karayemiş ekstraktı direkt 

uygulmasında %90, gallik asit standardında (500 µg/mL) ise %91 olarak gözlenmiştir. 

Karayemiş yaprak ekstraktlarının (etanol, %70) toplam fenolik madde miktarı 

standart olarak kabul edilen gallik asit cinsinden hesaplanmış ve 89.27 mg GAE/g 

ekstrakt olarak belirlenmiştir. 

Flavonoid madde miktarı standart olarak kabul edilen kuersetin asit cinsinden 

hesaplanmış ve 3.64 mg QE/g ekstrakt olarak saptanmıştır. 

Karayemiş ekstraktının fenolik bileşenlerden gallik asit (0.631 mg/L), kateşin 

(34.874 mg/L), kafeik asit (16.562 mg/L), epikateşin (76.954 mg/L), p-kumarik asit 

(5.06 mg/L), ferulik asit (24.97 mg/L), ellajik asit (2.211 mg/L) ve kuersetin (2.041 

mg/L) içerdiği tespit edilmiştir. 

Ekstraktın antimikrobiyal etkisi incelendiğinde B. cereus ATCC 11778 (10 mm), 

B. subtilis ATCC 6633 (8 mm), E. faecalis ATCC 29212 (11 mm), P. syringae 

pv.tomato (10 mm), S. aureus ATCC 25923 (11 mm), S. aureus ATCC 29213 (13 mm) 

ve S. uberis ATCC 700407 (11 mm) suşlarında inhibisyon zon çapı gözlenmiştir. E. 

coli ATCC 25922 (6 mm) suşunda ise inhibisyon zon çapı tespit edilememiştir. 

Ayrıca, ekstraktın suşlar üzerinde MİK değerleri E. faecalis ATCC 29212 1.2 

mg/mL, S. aureus ATCC 25923 0.3 mg/mL, S. aureus ATCC 29213 1.2 mg/mL ve S. 

uberis ATCC 700407 1.2 mg/mL olarak belirlenmiştir.  

E. faecalis ATCC 29212 suşunun MİK50 değeri 3.45 mg/mL, MİK70 değeri ise 

5.52 mg/mL olarak hesaplanmıştır. S. aureus ATCC 25923 suşunun MİK50 değeri 3.40 

mg/mL, MİK70 değeri 5.13 mg/mL olarak, S. aureus ATCC 29213 suşunun MİK50 

değeri 7.07 mg/mL, MİK70 değeri ise 18.36 mg/mL olarak tespit edilmiştir. S. uberis 

ATCC 700407 suşunda ise MİK50 değeri 2.72 mg/mL, MİK70 değeri ise 4.04 mg/mL 

olarak saptanmıştır. 

MBK değerleri ise E. faecalis ATCC 29212 9.50 mg/mL, S. aureus ATCC 

25923 9.50 mg/mL, S. aureus ATCC 29213 75.90 mg/mL ve S. uberis ATCC 700407 

4.70 mg/mL olarak belirlenmiştir. 

Ekstraktın (1/8 seyreltilmiş) PS yüzeyde E. faecalis ATCC 29212 suşu üzerinde 

%35, S. uberis ATCC 700407 suşu üzerinde %41, CY yüzeyde ise E. faecalis ATCC 
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29212 suşu üzerinde %52, S. uberis ATCC 700407 suşu üzerinde %54 antibiyofilm 

etkisi gözlenmiştir. 

Klor (200 ppm) uygulamasında ise PS yüzeyde E. faecalis ATCC 29212 suşu 

üzerinde %92, S. uberis ATCC 700407 suşu üzerinde %87, CY yüzeyde ise E. faecalis 

ATCC 29212 suşu üzerinde %87, S. uberis ATCC 700407 suşu üzerinde %84 

antibiyofilm etki belirlenmiştir. 

Karayemiş yaprak ekstraktının antiquarum sensing etkisi incelendiğinde C. 

violaceum ATCC 12472 suşunda (12 mm)  renksiz opak zon çapı tespit edilmiştir. 

Mikrodalga destekli ekstraksiyon geleneksel tekniklere göre, daha iyi 

ekstraksiyon verimi sağlayan yeni ekstraksiyon yöntemlerinden biridir [Wang vd., 

2006]. Bu teknik, ekstraktların kalitesini artırırken zaman ve enerji tasarrufu 

sağlayarak hızlı ekstraksiyona izin vermesiyle gıda ve ilaç endüstrisinin ilgi alanına 

girmeyi başarmıştır [Hong vd., 2001; Ai vd., 2006; Proestos vd., 2008; Zigoneanu vd., 

2008, Routray vd., 2012; Wu vd., 2012]. 

Önceki çalışmalarda, oksitlenebilir bileşiklerin, mikrodalga destekli 

ekstraksiyon sırasında oksidasyondan korunabileceğini ve bunun da daha yüksek bir 

ekstraksiyon verimiyle sonuçlanabileceğini varsayılmıştır [Yu vd., 2009]. 

Karabegović ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, Güney Sırbistan bölgesinden 

toplanan taze karayemiş yapraklarının (40 g) metanol (400 ml) çözücüsü kullanarak 

mikrodalga destekli (MWAE), ultrason destekli (UAE), klasik ekstraksiyon (CE) ve 

Soxhlet aparatı (SE) yöntemleri ile ekstraksiyonu gerçekleştirmiştir. En yüksek 

ekstraksiyon verimliliği SE ekstraksiyon yönteminde elde edilmiştir ancak bu yöntem 

sekiz kat daha uzun bir ekstraksiyon süresi gerektirmektedir. MWAE için ekstraksiyon 

verimliliği %70, UAE için %64 ve CE için %53 olarak belirlenmiştir. Karayemiş 

yaprağının dört farklı ekstraksiyon metodu kullanılarak elde edilmiş ekstraktlarında 

toplam fenolik ve flavonoid madde miktarı incelenmiştir. Toplam fenolik miktarı 

MWAE ekstraktında 119.4 mg GAE/g kuru ekstrakt, UAE ekstraktında 114.7 mg 

GAE/g kuru ekstrakt, CE ekstraktında 116.0 mg GAE/g kuru ekstrakt ve SE 

ekstraktında 85.4 mg GAE/g kuru ekstrakt olarak bulunmuştur. Flavonoid madde 

miktarı MWAE ekstraktında 66.6 mg rutin/g kuru ekstrakt, UAE ekstraktında 64.4 mg 

rutin /g kuru ekstrakt, CE ekstraktında 63.5 mg rutin/g kuru ekstrakt ve SE ekstraktında 

61.3 mg rutin /g kuru ekstrakt olarak tespit edilmiştir. 

Birçok araştırmacı, MWAE tekniğinin hem ekonomik ve çevresel nedenlerden 

dolayı hem de fenolik bileşik etkinliğinden kaynaklı diğer tekniklere kıyasla daha 
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kabul edilebilir olduğunu doğrulamıştır [Pan vd., 2003; Beejmohun vd., 2007; Casazza 

vd., 2010; Dhanani vd., 2013]. 

Orhan ve arkadaşlarının (2011) yaptığı çalışmada, Trabzon ilinin Akçaabat 

ilçesinden toplanan karayemiş yaprak ve meyvelerinin (25 g) diklorometan, etil asetat, 

aseton, metanol ve distile su çözücüleriyle ekstraksiyonu sağlanmıştır. Karayemiş 

yaprak ekstraktında toplam fenolik madde miktarı gallik asit cinsinden, diklorometan 

çözücüsünde 34.92 mg GAE/g ekstrakt, etil asetat çözücüsünde 46.43 mg GAE/g 

ekstrakt, aseton çözücüsünde 46.43 mg GAE/g ekstrakt, metanol çözücüsünde 113.45 

mg GAE/g ekstrakt, ve distile su çözücüsünde 88.10 mg GAE/g ekstrakt olarak tespit 

edilmiştir. Karayemiş meyve ekstraktında ise toplam fenolik madde miktarı 

diklorometan çözücüsünde 14.63 mg GAE/g ekstrakt, etil asetat çözücüsünde 27.67 

mg GAE/g ekstrakt, aseton çözücüsünde 45.25 mg GAE/g ekstrakt, metanol 

çözücüsünde 64.63 mg GAE/g ekstrakt, ve distile su çözücüsünde 32.83 mg GAE/g 

ekstrakt olarak belirlenmiştir. 

Halilova ve arkadaşlarının (2010) yaptığı çalışmada Trabzon ilinden topladıkları 

sekiz farklı genotipteki karayemiş meyvelerinin metanol çözücüsüyle ekstraksiyonu 

sağlanmıştır. Toplam fenolik madde miktarı en düşük 24.36 mg GAE/g ekstrakt ve en 

yüksek 58.46 mg GAE/g ekstrakt olarak bulunmuştur. 

Özkan ve arkadaşlarının (2023) yaptığı çalışmada etanol (%80) çözücüsüyle 

hazırlanan karayemiş yaprak ekstraktında toplam fenolik madde miktarı 17.62 mg 

GAE/g ekstrakt, flavonoid madde miktarı kateşin cinsinden 11.61 mg CE/g ekstrakt 

olarak belirlenmiştir. Karayemiş su ekstraktında toplam fenolik madde miktarı gallik 

asit cinsinden 0.83 mg GAE/g ekstrakt, flavonoid madde miktarı 0.47 mg CE/g 

ekstrakt olarak tespit edilmiştir. 

Celep ve arkadaşlarının (2012) yaptığı çalışmada Balıkesir ilinden toplanan 

karayemiş meyve (metanol, %80) ekstraktında toplam fenolik madde miktarı 23.64 

mg GAE/g ekstrakt, flavonoid madde miktarı ise 16.87 mg QE/g ekstrakt olarak 

tanımlanmıştır. 

Çalışmalar incelendiğinde, bitkilerin çözücülere göre fenolik madde içeriğinde 

farklılıklar meydana geldiği açıkça görülmektedir [Arıduru vd., 2013] 

Birçok çalışma, yaprak ekstraktlarının aynı bitkinin diğer kısımlarına göre daha 

yüksek fenolik bileşik konsantrasyonlarına sahip olduğunu göstermiştir [Stanković, 

2002; Vagiri vd., 2012; Belkhir vd., 2013] 
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Çalışmadaki bulgular literatür ile karşılaştırıldığında karayemiş yaprak (etanol, 

%70) ekstraktının toplam fenolik madde miktarı Orhan ve arkadaşlarının (2011) 

diklorometan, etil asetat, aseton ve distile su çözücüleri kullanarak gerçekleştirdiği 

karayemiş meyve ve yaprak ekstraktlarına göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir. 

Metanol çözeltisi kullanılarak yapılan meyve ve yaprak ekstraktları karşılaştırıldığında 

ise fenolik madde miktarının meyve ekstraktına göre daha yüksek olduğu gözlenirken 

yaprak ekstraktına göre daha düşük olduğu saptanmıştır.  

Halilova ve arkadaşları (2010) ile Celep ve arkadaşlarının (2012) yaptığı 

çalışmalar incelendiğinde karayemiş meyve metanol ekstraktlarının toplam fenolik 

madde miktarının bu tez çalışmasında elde edilen sonuçlara göre çok daha düşük 

olduğu tespit edilmiştir. 

Toplam fenolik madde miktarı Özkan ve arkadaşlarının (2023) karayemiş 

yaprak (etanol, %80) ekstraktı ile karşılaştırıldığında ise bu tez çalışmasında kullanılan 

karayemiş yaprak (etanol, %70) ekstraktında çok daha yüksek sonuç elde edilmiştir. 

Birçok araştırmacı antioksidan aktivite ile toplam fenolik ve flavonoid bileşikler 

arasında doğrusal korelasyon bulunduğunu bildirmiştir [Xu vd., 2007; Kalia vd., 2008; 

Tamuly vd., 2013].  

Literatür karşılaştırması yapıldığında, karayemiş yaprak (etanol, %70) 

ekstraktının flavonoid madde miktarı Celep ve arkadaşlarının (2012) karayemiş meyve 

(metanol, %80) ekstraktına kıyasla daha düşük olduğu sonucuna varılmıştır. 

Bitki materyalleri ve ekstraksiyon tekniklerinden bağımsız olarak, karayemiş 

yaprağı ve meyve ekstraktlarındaki en yaygın bileşen klorojenik asit (25.44 - 36.49 

mg/g kuru ekstrakt) olarak tanımlanmıştır [Karabegović vd., 2013] 

Ayaz ve arkadaşları (1997) ise GC-MS analizine dayalı olarak yaptıkları 

çalışmada vanilik asidi bütün karayemiş türlerinde ana fenolik asit olarak 

değerlendirmiştir. 

Karabegović ve arkadaşları (2014) karayemiş yapraklarında klorojenik asit 

(30.44 mg/g kuru ekstrakt), o-kumarik asit (0.92 mg/g kuru ekstrakt), quercetin 3-

glucoside (0.58 mg/g kuru ekstrakt), luteolin 7-glucoside (22.78 mg/g kuru ekstrakt), 

apigenin 7-glucoside (7.11 mg/g kuru ekstrakt), kaempferol 3-glucoside (0.51 mg/g 

kuru ekstrakt) ve naringenin (0.11 mg/g kuru ekstrakt) fenolik bileşiklerini 

belirlemiştir. Karayemiş meyvesinde ise klorojenik asit (35.21 mg/g kuru ekstrakt), 

vanilik asit (1.19 mg/g kuru ekstrakt), kafeik asit (1.69 mg/g kuru ekstrakt), rutin (0.98 

mg/g kuru ekstrakt) saptanmıştır. 
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Alasalvar ve arkadaşlarının (2005) yaptığı çalışmada, Giresun ilinden toplanan 

karayemiş meyvesinde protokateşik asit (1.12 mg/100 g ekstrakt), p-hidroksibenzoik 

asit (2.38 mg/100 g ekstrakt), klorojenik asit (136.06 mg/100 g ekstrakt), vanilik asit 

(12.41 mg/100 g ekstrakt), siringik asit (56.15 mg/100 g ekstrakt) ve p-kumarik asit 

(49.70 mg/100 g ekstrakt) tanımlanmıştır.  

Karahalil ve arkadaşlarının (2011) yaptığı çalışmada, Trabzon ilinden toplanan 

karayemiş meyvesinde gallik asit (0.02 mg/100g ekstrakt), kateşin (3.40 mg/100 g 

ekstrakt), p-kumarik asit (2.55 mg/100 g ekstrakt), siringik asit (1.30 mg/100 g 

ekstrakt), p-hidroksibenzoik asit (8.34 mg/100 g ekstrakt), klorojenik asit (33.0 

mg/100 g ekstrakt) ve vanilik asit (7.69 mg/100 g ekstrakt) tespit edilmiştir. 

DPPH yöntemi, ekstraktların antioksidan aktivitesi hakkında temel bilgilerin 

elde edilmesi için basit ve hızlı bir tarama yöntemi olarak sıklıkla önerilmektedir 

[Karabegović vd., 2014]. 

Celep ve arkadaşlarının (2012) yaptığı çalışmada karayemiş meyve (metanol, 

%80) ekstraktında DPPH serbest radikali giderim aktivitesi en yüksek %55 olarak 

tanımlanmıştır. 

Halilova ve arkadaşlarının (2010) yaptığı çalışmada sekiz farklı genotipteki 

karayemiş meyvesinin antioksidan aktivitesi en düşük %59.19 ve en yüksek 89.86 

olarak saptanmıştır. 

Sonuçlar bu tez çalışması ile karşılaştırıldığında karayemiş yaprak (etanol, %70) 

ekstraktının %90 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi ile Celep ve arkadaşlarının 

(2012) karayemiş meyve (metanol, %80) ekstraktına ve Halilova ve arkadaşlarının 

(2010) karayemiş meyve çalışmalarına kıyasla daha yüksek antioksidan aktivite 

gösterdiği belirlenmiştir. 

Organik asitlerin birçok bakteri üzerinde antimikrobiyal etkiye sahip olduğu 

gözlenmiştir. [Eswarandam vd., 2004; Akbas ve Ölmez, 2007]. pH organik asitleri 

etkileyen abiyotik etmenlerden biridir. 

Gram-negatif bakterilerin genellikle düşük pH'ta Gram-pozitif bakterilere göre 

daha duyarlı olduğu belirlenmiştir [Ray ve Sandine, 1992]. Bu sebeple pH’ın 

antimikrobiyal etkiye olumlu katkı sağladığı düşünülmektedir. 

Özkan ve arkadaşlarının (2023) yaptığı çalışmada etanol (%80) ve su çözücüleri 

kullanarak ekstraksiyonunu sağladıkları karayemiş yapraklarının (%1-%10 

konsantrasyon) B. cereus FMC19, S. aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes 

ATCC 19118, Salmonella typhimurium ATCC 14028, E. coli O157: H7 ATCC 33150 
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bakterileri üzerindeki antimikrobiyal aktivitesini belirlenmiştir. Çalışma sonucunda, 

B. cereus FMC19 için 8.33- 3.33 mm, S. aureus ATCC 25923 için 10.33-12.67 mm, 

L. monocytogenes ATCC 19118 için 9.00-18.33 mm, S. Typhimurium ATCC 14028 

için 7.67-11.67 mm, E. coli O157: H7 ATCC 33150 için 8.33 – 10.83 mm inhibisyon 

zon çapı belirlemişlerdir. 

Elde edilen sonuçlar karşılaştırıldığında B. cereus FMC19 suşunda bu tez 

çalışmasında kullanılan B. cereus 11778 suşuna göre daha yüksek inhibisyon zon çapı 

gözlenirken, Staphylococcus aureus ATCC 25923 inhibisyon zon çapının elde edilen 

sonuçlarla benzer olduğu tespit edilmiştir. Genel olarak ekstrakt konsantrasyonu 

arttırıldığında inhibisyon zonunun arttığı gözlenmiştir. 

Ayla ve arkadaşlarının (2019) yaptığı çalışmada Ankara ilinden toplanmış 

karayemiş meyvesinin (250 g) metanol (400 mL) çözücüsü ile ekstraksiyonu 

gerçekleştirilmiştir. Ekstraktın B. cereus ATCC 7064, E. coli ATCC 8739, P. 

aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 10031 ve S. aureus ATCC 6538 

bakterileri üzerinde agar kuyu difüzyonu ve MİK deneyleri ile antimikrobiyal etkisi 

saptanmıştır. Çalışma sonucunda, kuyu çapı (10 mm) dahil edilerek Bacillus cereus 

ATCC 7064 için 31 mm, E. coli ATCC 8739 için 23 mm, P. aeruginosa ATCC 27853 

için 16 mm, K. pneumoniae ATCC 10031 22 mm ve S. aureus ATCC 6538 için 34 mm 

inhibisyon zon çapı gözlenmiştir. MİK sonuçları B. cereus ATCC 7064 19.5 mg/mL, 

E. coli ATCC 8739 39 mg/mL, P. aeruginosa ATCC 27853 156 mg/mL, K. 

pneumoniae ATCC 10031 78 mg/mL ve S. aureus ATCC 6538 39 mg/mL olarak 

belirlenmiştir. 

Biyofilmler, plastik, cam, metal, ahşap, tıbbi implantlar, doku ve gıda ürünleri 

gibi çeşitli yüzeyler üzerinde oluşabilmektedir [Kokare vd. 2009].  Bakteriyel 

biyofilmler, atık su arıtım uygulamalarında ve biyoteknolojide olumlu etkiye sahip 

olsa da [Wolfaardt vd., 1994; Rittmann vd., 2004] hastane enfeksiyonlarının %60'ının 

biyofilm oluşumundan kaynaklandığı tahmin edilmektedir [Huebner vd., 1994; 

Archibald vd., 1997; Fridkin vd., 1997; Goldmann vd., 1997]  

Biyofilm oluşumu, insanlarda oluşan infeksiyonun devamlılığı ve tedavide 

karşılaşılan zorluklar açısından önemlidir [Aydemir, 2018]. 

Enterokokların neden olduğu enfeksiyonlar da dahil olmak üzere çok sayıda 

gram-pozitif enfeksiyonun, yüksek düzeydeki doğal dirençleri nedeniyle, mevcut 

antibiyotik tedavilerine yanıt vermesinin zor olduğu kanıtlanmıştır [O'Toole vd., 

2000]. 
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Enterokoklar, cihazla ilişkili enfeksiyonlarda önemli patojenlerdir ve diğer gram 

pozitif organizmalar gibi, tıbbi implantlarda enterokok biyofilmlerinin oluşumu artan 

bir klinik sorundur [Barie vd., 1990; Stickler vd., 1993; Venditti vd., 1993; Shay vd., 

1995] 

E. faecalis, en yaygın çoklu ilaca dirençli hastane patojenlerinden biridir. 

Çoğunluk algılama (QS) aracılı biyofilm oluşturma yeteneği patojeniteyi daha da 

şiddetlendirmektedir [Yadav vd., 2022] 

Günümüzde özellikle bakteriyel biyofilmleri hedef alan herhangi bir ilaç klinik 

kullanımda yer almamaktadır. Tek başına antibiyotik tedavisi biyofilm 

infeksiyonlarını engellemek için yetersiz kalmaktadır.  Son yıllarda, klinik olarak 

önemli ve yüksek mortaliteye neden olan E. faecalis, S. aureus, K. pneumoniae, P. 

aeruginosa ve Enterobacter spp. gibi bakterilerin biyofilm oluşumuna ilgi artmıştır. 

Biyofilm oluşumunu belirlemede mikrotiter plaka tabanlı sistemler [Christensen 

vd., 1985] ve test tüpü deneyleri [Christensen vd., 1983] en sık kullanılan model 

sistemleri arasında yer almaktadır. Model yüzey malzemelerini temsil etmek üzere 

polistiren yüzey için mikrotitre plakaları, cam yüzey için ise cam tüpler tercih 

edilmektedir [Pimentel-Filho vd., 2014]. 

Bakterilerin biyofilm oluşturmalarında biyofilm oluşturacakları yüzeyin yapısı, 

hidrofilik veya hidrofobik özellikte oluşu önemlidir. Çalışmalarda 

mikroorganizmaların hidrofobik özellikteki polistren yüzeylere hidrofilik yüzeylerden 

daha hızlı yapışabildikleri rapor edilmiştir [Corpe, 1980; Williams ve Fletcher, 1996; 

Marques vd., 2007]. Dolayısıyla cam gibi hidrofilik karakterdeki yüzey 

materyallerinin gıda ile temas eden yüzeylerde kullanımı doğru bir tercih olacaktır. 

Lee ve arkadaşlarının (2015) yaptığı çalışmada Aronia melanocarpa ekstraktının 

streptokok bakterilerinin biyofilm oluşumu üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Bakteriler 

1 dakika süreyle Aronia ekstraktına maruz bırakıldığında biyofilm oluşumunun 

engellendiği öne sürülmüştür. Ayrıca seyreltilmiş Aronia ekstraktının, streptokokların 

önceden oluşturulmuş biyofilmini önemli ölçüde azalttığı gözlenmiştir. Aronia, 

meyveler arasında yüksek antioksidan içeriğine sahip olduğu ve bakteriyel toksisite 

olmaksızın antibiyofilm aktivitesi gösterdiği belirlenmiştir. 

Literatür incelemesi yapıldığında, karayemiş yaprak ekstraktlarının E. faecalis 

ve S. uberis suşları üzerinde antibiyofilm etkilerinin incelendiği bir çalışma 

belirlenememiştir. 
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Biyofilm geliştirme ve çoğunluk algılama (QS) birbirine bağlı süreçlerdir. 

Bakterilerde popülasyon yoğunluğu arttığında QS sinyalleri aktive olur ve biyofilmin 

koordineli bir şekilde olgunlaşmasını sağlar [Solano vd., 2014]. 

Birçok çalışma bakteriler arasındaki iletişimi sağlayan sinyalleri bloke ederek 

biyofilm oluşumunun engellenebileceğini ve antibiyotiklere karşı direncin 

azaltılabileceği göstermiştir [Jiang vd., 2019; Hong vd., 2012]. Doğal bitkilerden veya 

bitki ekstraktlarından elde edilen polifenoller bakteri üremesini durdurmadan 

bakteriler arasındaki iletişimi engelleyerek anti-biyofilm etki oluşturmaktadır 

[Slobodníková vd., 2016; Lu vd., 2019]. 

Önceki çalışmalar gallik asit, ferulik ve ellajik asitler gibi bazı fenolik asitlerin 

bakteriler arasındaki çoğunluk algılamayı engelleme potansiyeline sahip olduğunu 

göstermiştir [Lister vd., 2009; John vd., 2017]. 

Eriş (2011) yaptığı çalışmada Rosaceae ailesine ait Rosa damascena (gül) 

bitkisinden elde ettiği yağ, absolüt ve suyun C. violaceum 12472, C. violaceum VIR07 

ve C. violaceum CV026 suşları üzerinde quorum sensing etkisini araştırmıştır. Bu 

çalışma sonucunda kullanılan indikatör mikroorganizmalarda gül yağı ve absolütün 

çevreyi algılama mekanizması üzerinde inhibe edici etkiye sahip olduğu bulunmuştur. 

Önem ve arkadaşlarının (2021) yaptığı çalışmada Rosaceae ailesine ait Prunus 

avium L. (kiraz) meyve sapı ekstraktlarının bakteriler üzerindeki anti-quorum sensing 

etkisi incelenmiştir. Ekstraktın bakteriler üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

inhibisyon etkisine sahip olduğunu gösterilmiştir. 

Literatür taramasında benzer bir çalışmaya rastlanmadığından karayemiş yaprak 

ekstraktlarının anti-quorum sensing aktiviteleri ile elde edilen veriler önemlidir. 

Sonuçlarda gözlenen farklılıklar, ekstraksiyon koşulları, ekstraksiyon 

çözücüsünün türü, ağaçların yaşı, meyvenin olgunluk düzeyi, yağış miktarı, toprak 

yapısı gibi çevresel faktörler, hasat sonrası koşullar veya depolamadaki farklılıklar ile 

açıklanabilir [Kolaylı vd., 2003]. 

Literatürde yer alan birçok çalışmada karayemiş türlerinde bulunan fenolik 

bileşenlerin antibakteriyel, antioksidan ve antikarsinojenik aktivitelere sahip bir 

bileşik olduğu bilinmektedir [Meng vd., 2013]. 

 

 

 



 

49 

Karayemiş yapraklarının yüksek antioksidan aktivite ve yüksek fenolik bileşik 

içeriği sebebiyle enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde antibiyotiklere alternatif 

olabilecektir. Sağlık, gıda, kozmetik ve farmasötik ürünlere katılabilecek ucuz, 

çevreyle dost ve doğal bir antimikrobiyal/antibiyofilm ajan olarak kullanılma 

potansiyeli taşımaktadır.  
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