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OZET

Yapilan tez ¢calismasinda, Karayemis (Prunus laurocerasus) meyve ekstraktinin
antimikrobiyal, yaprak ekstraktinin antioksidan, antimikrobiyal ve antibiyofilm
aktiviteleri incelendi. Karayemis meyvesinin etanol ve metanol (saf) cozeltileri,
yapraklarmin ise etanol (%70) ¢ozeltisi kullanilarak ekstraksiyonlar1 yapildi. Yaprak
ekstraktinin antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikali giderme yontemi ile toplam
fenolik icerigi (89.27 mg/g) ise Folin-Ciocalteu metodu ile saptandi. Yaprak
ekstraktinin gallik asit (0.631 mg/L), katesin (34.874 mg/L), kafeik asit (16.562 mg/L),
epikatesin (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) icerdigi HPLC yontemi ile belirlendi.
Flavonoid igerigi (3.64 mg/g) aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi kullanilarak
tayin edildi. Karayemis meyvesinden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi
tespit edilemedi. Karayemis yaprak ekstraktinin 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) suslar1 iizerinde antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu
difiizyonu yontemiyle belirlendi. Ekstraktin 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) suslari iizerinde MIK (Minimal Inhibisyon
Konsantrasyon) degerleri belirlendi. Ayrica, ekstraktin E. faecalis ATCC 29212 (9.50
mg/mL), S. aureus ATCC 25923 i¢in (9.50 mg/mL), S. aureus ATCC 29213 (75.90
mg/mL) ve S. uberis ATCC 700407 (4.70 mg/mL) suslar tizerinde MBK (Minimal
Bakterisidal Konsantrasyon) degerleri tespit edildi. Karayemis yaprak ekstraktinin, E.
faecalis ATCC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 suslari iizerinde polistiren ve cam
ylizeyde antibiyofilm etkisi incelendi. En yiiksek antibiyofilm etki (%54) S. uberis
ATCC 700407 bakterisi ile cam yiizeyde gozlendi.

Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar, karayemis yapragi ekstraktinin gida, saglik
ve kozmetik endiistrisinde kimyasal dezenfektanlara alternatif olarak g¢esitli
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal ve antibiyofilm etkili bir katki maddesi

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Karayemis, ekstrakt, antimikrobiyal, antibiyofilm.



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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Kisaltmalar
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EPS : Ekzopolisakkarit
EtOH : Etanol, etil alkol

FTS : Fizyolojik tuzlu su
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HCI : Hidroklorik asit
HPLC : Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi
L : Litre
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MecOH : Metanol, metil alkol
mg : Miligram

MHB : Mueller Hinton Broth
mL : Mililitre

NaCl : Sodyum Kloriir

nm : Nanometre

OD : Optik yogunluk

Rpm : Dakikadaki devir say1s1
Ppm : Milyonda bir birim
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1. GIRIS
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Guniimiizde, hastalik etmeni bakterilerin  miicadelesinde  kullanilan
antibiyotiklere alternatif dogal antibiyotik olarak adlandirilan tibbi ve aromatik
bitkilerden elde edilen antimikrobiyal maddelerin kullanimima duyulan ilgi
artmaktadir. Bu arastirmalardaki artisin nedenlerinden bazilari; dogada kolay
bulunmalari, ucuz olmalari, dogaya toksik madde yaymamalari, toprak ve su kirliligine
yol agmamalari, insan sagligin tehdit edecek uzun siireli kalintilar olusturmamalar ve
hastalik etmenlerine spesifik olmalaridir [McManus vd., 2002; Mbega vd., 2012].

Bu tez calismasinda Istanbul Sile bolgesinden toplanan karayemis meyve ve
yapraklar1 kullanmilmistir. Ancak karayemis meyvesi ile hazirlanan ekstraktlarin
antmikrobiyal etkisinin saptanmamasi nedeni ile caligmaya yaprak ekstrakti ile devam
edilmistir. Boylece, karayemis yapraklarinin fitokimyasal iceriginin aydinlatilmasi,
antimikrobiyal, antibiyofilm ve antiquorum sensing etkilerinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla, karayemis yapraklarinda bulunan biyoaktif bilesiklerin
ortaya ¢ikarilmasinda uygulamas: kolay, zaman tasarrufu saglayan ve yiiksek
ekstraksiyon verimi saglayan mikrodalga destekli ekstraksiyon metodu kullanilmastir.

Karayemis yaprak (etanol) ekstraktinin antibiyofilm ve antiquorum sensing
etkilerinin arastirilmasi tiizerine bilinen bir calisma bulunmamaktadir. Calisma
sonucunda, karayemis yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin insan sagligina ve
cevreye dost, dogal antimikrobiyal ve antibiyofilm ajam1 olarak kullaniminin

saglanmasi1 amacglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karayemis

Karayemis (Prunus laurocerasus) giilgiller (Rosaceae) ailesine aittir. Yaygin
olarak “taflan” adiyla bilinen bitki, “laz kiraz1”, “laz tiziimii” gibi ¢esitli yoresel adlara
sahiptir. 1546 yilinda Fransiz Pierre Belon tarafindan Trabzon'dan toplanan karayemis
meyvelerinin - Cerasus trapezentuna (Trabzon Kirazi) olarak adlandirildigi
bilinmektedir [Dursun, 2010].

Karayemis, 1liman iklim bolgelerinde ve orman kiyilarinda iyi gelisme gosterir.
Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz ve Marmara bélgesinde, baz1 Balkanlar, Kuzey Irlanda,
Bati Avrupa, Giiney ve Bati Kafkasya ve bazi Akdeniz iilkelerinde siklikla
iiretilmektedir [Kolayli vd., 2003]. Kii¢iik beyaz renkli, kokulu ¢icekler agar ve yaprak
dokmez. Yaprak boylar1 5 — 25 cm uzunlugunda kisa sapli, sivri uglu ve koyu yesil
renklidir. Meyvenin sekli, tadi ve rengi, yetistigi bolgeye, toplanma ve saklanma
durumuna gore farklilik gosterir. Genel olarak kiraza benzetilen meyveleri ¢ekirdekli
ve suludur. Olgunlastiklarinda tiplerine gore acik veya koyu kirmizi, mor siyah renk
alirlar. Giintimiizde biiylime bi¢imi, yaprak boyut ve sekli, kisa dayaniklilik agisindan
farkli 20 kadar taflan kiiltiirii vardir [Alpinar vd., 1991].

Karayemis yaprak, meyve ve ¢ekirdegi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Meyve
direkt olarak yenilebildigi gibi tursu, regel, likor seklinde de tiiketilmektedir. Cekirdek
ve yaprak kisminda zehirli bir glikozit olan hidrosiyanik asit (HCN) bulundugu i¢in
kullanimina dikkat edilmelidir [ Tanker vd., 2007]. Taze yapraklar, anti-inflamatuar ve
anti-nosiseptif etkileri nedeniyle, bogaz agrisi i¢in agr1 kesici, ates diistiriicii ve tedavi

edici ajan olarak kullanilabilmektedir [Erdemoglu vd., 2003].
2.2. Gida Patojenleri

Her yil milyonlarca insanin gida zehirlenmesi gecgirdigi ve binlerce vakanin
Oliimle sonuglandigi bilinmektedir [Alzoreky vd., 2003]. Genellikle bu zehirlenme

vakalarinda etken mikroorganizmalarin Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,



Listeria monocytogenes, Esherichia coli ve Salmonella tiirleri oldugu vurgulanmistir
[Beuchat, 2001].

Son yillarda gida patojeni mikroorganizmalarin sebep oldugu biiyiik saglik
sorunlar1 ve ekonomik kayiplar nedeniyle, s6z konusu bakterilerin kontrol altina
alinmasina yonelik yeni teknik ve uygulamalar gelistirilmektedir [Keskin vd., 2011].

Antibiyotikler ~ enfeksiyon hastaliklarinda  tedavi amaciyla  siklikla
kullanilmaktadir. Ancak, bakterilerin antibiyotiklere kars1 direnci zamanla artmistir ve
artmaya devam etmektedir.

Antibiyotikler, patojen bakterileri yok ederken bakteriler iizerinde ayrim
yapmayip yararli bakterileri de yok edebilmektedir. Ayrica, bagirsaktaki mikrobiyal
floray1 etkileyerek bagirsak mikrobiyomunun bozulmasina ve ilgili hastaliklarin
artmasina neden olmaktadir [Cetinbas vd., 2017]. Bunlara ek olarak, antibiyotik
tedavisi nedeniyle mikrobiyomlarin bozulmasi antibiyotik direncinin artmasina da
neden olabilmektedir [Cammorata vd., 2014].

Tibbi bitkiler giinlimiizde farmakolojik ve sentetik olarak iiretilen ve bir¢ok
hastaliga kars1 kullanilabilen ilaglarin etken maddesinin olusumunda rol alan dogal
kaynaklardir [Vital vd., 2010].

Ozellikle bitkilerin ve bitkilerden elde edilen dziitlerin mikroorganizmalara kars
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasi yeni uygulamalardan birisidir.

Maliyetin diisiik olmasi, toksik olmamasindan dolay1 gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde ila¢ elde edilen bitkilere olan talep gittikce artmaktadir. [Sekar ve
Kandavel, 2010].

Yapilan caligmalarda bitkisel kaynakli antimikrobiyallere kars1 Gram pozitif
bakterilerin Gram negatif bakterilere gore daha hassas oldugu gozlenmistir [Kim vd.,
1995; Yuste ve Fung, 2002; Lemay vd., 2002; Bagamboula vd., 2003; Nasar-Abbas
ve Halkman, 2004; Sahin, 2006].

2.2.1. Bacillus cereus

Bacillus cinsi bakteriler Bacillaceae ailesinde yer alan Gram pozitif, comak veya
cubuk sekilli, zorunlu aerob veya fakiiltatif anaerob, spor olusturabilen, katalaz pozitif
mikroorganizmalardir [Topgal vd., 2014]. Bakteriyel endospor olusumu, sicaklik,

radyasyon gibi ¢evresel olumsuzluklara bakterinin uyum saglayarak cevap vermesi



olayidir [Higgins, 2012; Abe, 2017]. Bakterilerin optimum biiyiime sicakligi 30°C
olmasina ragmen bazi spor formlari 1s1l islem ve dezenfektanlara karsi1 dayaniklidir
[Granum vd., 1997]

Bacillus cereus toprakta, et, siit, piring, sebze gibi gidalarda yaygin olarak
bulunur. Bazi1 Bacillus cereus sporlart 100°C’den daha diisiik sicaklikta pisirilmis
gidalarda hayatta kalabilmektedir. Isiya direngli sporlarin c¢ogalmast ile gida
zehirlenmeleri meydana gelmektedir. Dolayisiyla gidalar pisirildikten sonra hemen

tiikketilmeyecekse hizla sogutulmali veya 50°C tizerinde saklanmalidir.

2.2.2. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis toprakta, hayvanlarin bagirsaklarinda yaygin olarak bulunan
potansiyel probiyotik bir mikroorganizmadir. Sinyal molekiilii memelilerde bagirsak
hiicrelerini oksidatif strese ve bariyer fonksiyon kaybina karsi koruyan Hsp27’yi
indiikleyerek bagirsak florasinin dengelenmesini saglar [Williams., 2007].

Bacillus subtilis susu, antioksidan ve DNA koruyucu 6zelliklere sahip oldugu
gibi [Prazdnova vd., 2015] fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda bagisiklig1 arttirict
etkisi oldugu da gozlenmistir [Barnes ve ark., 2007].

Siit icerisinde sayica ¢ogaldiklar1 zaman kazeini pargalayarak zehirli maddeler
aciga c¢ikardiklari bilinmektedir.

B. subtilis sporlari, B. cereus sporlarindan daha ytiksek 1s1 direncine sahiptir ve
gida zehirlenmesiyle iliskilendirilen Bacillus tiirlerinin basinda gelir [Pendurkar vd.,

1989; Jans tova’” vd., 2001].

2.2.3. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis, Enterococcaceae ailesine ait, Gram pozitif, hareketsiz,
fakiiltatif anaerob, katalaz negatif, yiiksek pH ve yiiksek tuz igceren gevre kosullarinda
hayatta kalabilen, patojenik bir mikroorganizmadir. 10 ila 45°C araliginda
bliytiyebilirler ve 60°C sicaklikta 30 dakika hayatta kalabilirler [Tendolkar ve ark.,
2003].



Insan bagirsagi, agiz, vajina, iiretra ve safra yollarinda normal flora elemani
olarak bulunan enterokoklar diisiik viriilansa sahip olmalarina ragmen enfeksiyonlarda
siklikta etken olarak saptanmaya baglanmiglardir [Agus vd., 2006].

Gram pozitif bakteri enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilan bir¢ok
antimikrobiyal ajana kars1 belirgin ve artan derecede direng gostermektedir [Erbek vd.,

2002].

2.2.4. Escherichia coli

Escherichia coli halk arasinda koli basili olarak taninmis, Enterobacteriaceae
ailesine ait, Gram negatif, comak sekilli, fakiiltatif anaerob, sporsuz, katalaz pozitif ve
genelde hareketli bir mikroorganizmadir.

E. coli, lizerinde sik¢a ¢alisilmis bir model organizma oldugu i¢in hakkinda en
fazla bilgi sahibi olunan bakteridir.

Optimum biiylime sicakligit 30°C -37°C’dir. Memeli hayvanlarin normal
bagirsak florasinda biiyiimeye uyum sagladiklari i¢in en iyi viicut sicakliginda ¢ogalir
[Nataro vd., 1998].

Sig1ir ve koyun eti gibi gidalar ile, dogru sekilde aritilmamais sular ile, 6zellikle
hijyenin yetersiz oldugu alanlardan ve bakteriyi tasiyan kisiyle temas ile kolayca
bulasabilir. Hayvanlarda etkisiz olan baz1 E. coli serotipleri insanlara bulagtiginda
ciddi hastalik yapici etki gosterirler.

Fakiiltatif anaerob 6zelliginden dolay1 E. coli kirlenme 6l¢iitii amaciyla koliform
olarak su aritim sahalarinda kullanilmaktadir. E. coli nin varlig1 diski kirlenmesinin
temel belirtisi olarak kabul edilir.

E. coli 44°C'da laktoz fermantasyonu yapabilmesi ile diger koliformlardan
ayrilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi oldukca direngli olsa da

pastorizasyon ve kaynatma ile oliirler.



2.2.5. Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae Pseudomonadaceae ailesine ait ait, Gram negatif, aerob,
cubuk sekilli, hareketli ve katalaz pozitif bir mikroorganizmadir. Optimum biiylime
sicakligl 28°C-30°C’dir.

Adm ilk izole edildigi leylak agacindan (Syringa vulgaris) almistir. Oksidaz
pozitif olmasi, kamg1 varligi ve fermentasyon yapmamasi ile Enterobacteriaceae'den
ayrilir [Krieg, 1984].

P. syringae'nin bazi saprofit olarak gdrev alan suslari, hasat sonrasi ¢iiriiklere
kars1 biyolojik kontrol ajanlar1 olarak kullanilmaktadir [Janisiewicz vd., 1992]. Ayni1
zamanda P. syringae ekonomik agidan 6nemli olan birgok ekin tiiriinli enfekte eden
bir bitki patojenidir [Xin vd., 2018].

P. syringae ¢esitli viriilans faktorleri tagir. Bu sayede konagin bagisiklik
tepkisini manipiile ederek, 6zellikle bitkinin stoma kapanmasini baskilayarak hastalik
semptomlarina neden olur [Ichinose vd., 2013]. Yiiksek sicaklik bitki bagisikligini ve
P. syringae patojen viriilansin1 etkileyerek hastaliklari arttirabilir.

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

bakteriyel benek hastaligina sebep olmaktadir. [Karabiiyiik vd., 2019].

2.2.6. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus Staphylococcaceae ailesine ait Gram pozitif, aerob veya
fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz ve katalaz pozitif bir
mikroorganizmadir.

S. aureus, kolonilerin altin pigmentasyonu ve koagiilaz, mannitol fermentasyonu
ve deoksiriboniikleaz testlerinin pozitif sonuglar1 ile diger stafilokok tiirlerinden
ayrilmaktadir [Wilkinson vd., 1997]. Katalaz pozitif 6zelligi ile de Streptokok
tiiriinden ayrilir.

S. aureus insan cildinde, burun ve bogaz boslugunda ve bagirsak mukozalarinda
mikrobiyota {iyesi olarak bulunurlar. Ancak i¢ dokulara veya kan dolasimina
girmesine izin verilirse belirli konak¢1 ve cevresel kosullar altinda hastaliga neden

olabilirler [Lowy, 1998; Schenck vd., 2016].



S. aureus bakterisi insanlarda bakteriyemi, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
osteomiyelit, septik artrit, akciger enfeksiyonlari, gastroenterit, menenjit, toksik sok
sendromu ve idrar yolu enfeksiyonlari gibi hastaliklara yol agar [Tong vd., 2015].

S. aureus suslari, antibiyotik duyarlilik testlerinde ve ticari iirlinler i¢in kalite
kontrol amaciyla kontrol susu olarak yaygin olarak kullanilir. Metisilin basta olmak
lizere cesitli antibiyotiklere duyarlidir [Treangen vd., 2014].

Metisilin direncine sahip stafilokoklar tiim beta-laktam grubu antibiyotiklere
ilave olarak aminoglikozidler, makrolidler ve linkozamidleri de igeren coklu ilag

direncine sahip mikroorganizmalardir [Dogantekin vd., 2015].

2.2.7. Streptococcus uberis

Streptococcus uberis Streptococcaceae ailesine ait Gram pozitif, yuvarlak
sekilli, fakiiltatif anaerob, sporsuz, hareketsiz ve katalaz negatif bir
mikroorganizmadir. Urerken c¢iftler halinde durmalar1 ya da zincir olusturmalari
karakteristik 6zellikleridir.

S. uberis bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda varliginda firsatgt bir
patojendir [Eryildiz vd., 2017]. Ozellikle memeli hayvanlarin agiz, mide, deri, genital
ve solunum yoluna, meme basi ve kanallarina, yaralara yerlesebilmektedir [Ward vd.,
2009]. Yiiksek siit verimi elde edilen sigirlarda mastitislerin baglica etmenlerinden biri

S. uberis bakterisidir.

2.3. Biyoaktif Bilesenler

Fitokimyasallar, bitkilerden elde edilen temel olmayan biyoaktif bilesenler
olarak tanimlanir. Biyoaktif bilesenler bitkisel kaynaklarda bulunan, bitkinin
bliylimesi, gelismesi ve hayatta kalmasinda avantaj saglayan cesitli antimikrobiyal
etkiye sahip ikincil metabolitlerdir.

Bilesikler bitkiye 6zgii renk, tat ve koku ozelliklerinin olusmasinda etkili
olmanin yani sira patojenlere, parazitlere, ultraviyole radyasyona kars1 da koruyucu
ozellik gosterirler [Kris-Etherton vd., 2002; Vermerris vd., 2008]. Bu bilesikler
bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢igek, yaprak, dal ve govde gibi tiim boliimlerinde

bulunabilmektedir [Cemeroglu vd., 2004].



Meyvelerde, sebzelerde, tahillarda ve diger bitkilerde bulunan, temel olarak
fenolik bilesikler, karotenoidler, glikosinolatlar, stilbenler, lignanlar, alkaloidler,
organosiilfiir bilesikleri ve bitki sterolleri olmak {izere ¢esitli gruplara ayrilan
5.000'den fazla fitokimyasal tanimlanmistir [Huang vd., 2010].

Bitkisel antimikrobiyal ajanlarin en genis grubunu olusturan ve bitkiler aleminde
yaygin olarak bulunan fenolik bilesikler fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba
ayrilmaktadir [Bravo, 1998; Erdogan vd., 2013].

Flavonoidler ise iskelet yapilarinin farkli olmasindan kaynakli, flavon, flavonol,
flavonon, flavanol ve izoflavonoid gibi alt gruplara sahiptir.

Biyoaktif bilesenlerin in vitro ve in vivo kosullarda genis aralikta antioksidan
aktivite gosterdikleri belirtilmektedir. Bitkisel iirtinlerin ve gidalarin antioksidan
kapasitesini degerlendirmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir [Albayrak vd.,
2010].

DPPH radikal sondiiriicii kapasite yOntemi bir antioksidan molekiiliiniin
siipiirme potansiyeli ve saf bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin degerlendirilmesi
icin standart, kolay ve hizli kolorimetrik yontemlerden biri olarak siklikla tercih
edilmektedir [Scalzo, 2008].

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik
nitrojen radikalidir. Molekiilde bir serbest elektronun yer degistirmesi menekse
renginin olusmasina neden olur [Albayrak vd., 2010]. Bir antioksidan tarafindan
DPPH serbest radikaline hidrojen atomu transferi gerceklestiginde DPPH indirgenir,
517 nm’de absorbans azalir ve renk acilmasi gdzlenir.

Yapilan arastirmalar, dogal antioksidanlarin en Onemli gruplarmi olusturan
fenolik bilesiklerin oksidatif baski sonucu meydana gelen hiicre Gliimlerini
engelledigini gostermistir [Schoeter vd., 2000; Youdim vd., 2001; Parihar vd., 2003;
Deveci vd., 2016]. Flavonoidler serbest radikallerle reaksiyona girerek onlari etkisiz
hale getirirler.

Biyoaktif bilesenlerin iltihaplanmalar, baz1 kanser tiirleri, kalp-damar
hastaliklari, obezite, diyabet, katarakt, norolojik bozukluklar, kemik erimesi gibi
hastaliklarin olusum riskini azalttigi ve bagisiklik sistemi diizenlenmesi iizerine
olumlu etkileri oldugu bilinmektedir [Morton vd., 2000; Pietta, 2000; Neilson 2017].

Ancak, ikincil metabolitlerin bitkilerde dogal olarak az miktarlarda bulunmasi,
insanoglu i¢in her zaman bir dezavantaj olmustur. Dolayisiyla fenolik bilesiklerin etki

mekanizmalariin ve canlilar {izerindeki etkilerinin tespit edilmesi farmakoloji, gida



ve sanayi sektorii basta olmak iizere kullanim alanlarinin genisletilmesi giincel ve
onemli konulardandir.

Bitki ekstraktlarinin kolay elde edilebilir ve maliyetinin diisiik olmasi
endiistrideki kullanim alanlarini da genisletmektedir [Ozyurt, 2005].

Yapilan arastirmalar bitkisel materyallerin giiglii antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteye sahip c¢ok sayida fitokimyasal bilesik icerdigini gostermektedir [Kirca,
2007].

Fenolik bilesiklerin antimikrobiyal, antioksidan, antienflamatuar, antidiyabetik,
antiobesite, antiseptik antikarsinojenik, antimutajenik Ozellikleri bulunmaktadir.
Bundan dolay1 fenolik bilesiklerin dogal kaynaklardan elde edilmesi oldukca
onemlidir [Aybastier vd., 2012].

2.4. Gida Sanayi ve Biyofilmler

Biyofilm; mikroorganizmalarin kendi iirettikleri ekstraseliiler polimerik madde
veya ekzopolisakkarit matriks (EPS) igerisinde birbirlerine veya bulunduklar
ylizeylere tutunmalarmi saglayan bir yapidir [Kartal vd., 2021].

Uygun kosullar olustugunda mikroorganizmalar tarafindan biyofilm
olusturulabilir. Biyofilm olusumunda bakterilerin yilizeylere baglanmasint ve
baglanma diizeylerini bakteri tiirii, hiicre duvariin yapisi, ortamin sicakligi ve pH'si,
baglandig1 yilizeyin 6zelligi, ortamdaki besin maddelerinin igerigi ve miktar1 gibi
bir¢ok faktor etkiler.

Biyofilm olusumu, mikrobiyal tutunma, bakteri hiicrelerinin EPS iireterek
ylizeye baglanmasi, kolonizasyon ve biyofilm yapisinin olgunlagmasi, kopma evreleri
olmak tizere dort basamakta ger¢eklesmektedir.

Biyofilm yapisinda bakterilerin yasamasi ve iiremesi EPS’nin organizasyonuna
baglidir. EPS matriksi baglica DNA, protein, lipit ve polisakkaritlerden olugmaktadir.
EPS’ler, bir hiicrenin bir substrata veya baska bir hiicreye baglanmasindan sorumludur
ve yiizeye tutunmay1 kolaylastirir [Wilderer, 1989; Garrett vd., 2008].

Biyofilmler aynmi1 veya farkli bakteri tiirlerinden olusabilir. Biyofilm olusturan
bakteriler etrafindaki popiilasyon yogunlugunu algilamak ve aralarinda etkilesim
saglamak i¢in cogunluk algilama sinyal sistemini kullanirlar. Hiicreler arasi iletisimi

saglayan sinyal molekiillerinden olusan bu sistem, bakteri hiicresinde spesifik genlerin



ekspresyonunu etkileyerek EPS salgilanmasin1 saglar ve olgun biyofilm yapisinin
olusumunu destekler [Temel vd., 2018].

Biyofilm tabakasinin i¢erdigi mikrokolonilerin altinda ve arasinda bulunan su,
besin gibi maddelerin akisim1 ve atiklarin uzaklastirilmasini saglayan su kanallari
bulunmaktadir [Giin vd., 2009; Knetsch vd., 2011]. Disaridan besin maddelerinin alim1
kolaylastirilmis difiizyon ile gergeklestirilirken, kanallar icerisindeki dolasim pasif
difiizyon ile saglanir.

Ancak biyofilm yapilarinin alt katmanlaria yeteri kadar besin ulasamamasi alt
katmanda bulunan bakterilerin metabolizma hizin1 olumsuz etkiler. Metabolizma
hizinin diismesi EPS {iiretimini azaltir ve bakteriler alt tabakadan iist tabakaya dogru
go¢ etme egilimi gosterirler. Bazi bakteriler biyofilm yapisindan koparak ayrilir ve
farkli bolgelerde yeniden kolonize olabilirler.

Biyofilm yapis1 igerisindeki mikroorganizmalar, konak hiicre savunmasi,
antimikrobiyal ajanlar ve olumsuz ¢evre kosullar1 gibi etkilerden korunabilmektedir
[Costerton vd., 1978; Hoiby vd., 2017]. Bakteriler biyotik ya da abiyotik yiizeylere
tutunduklarinda serbest durumlarina goére daha hizli ¢ogalabilmektedir. Biyofilm
icindeki bakterilerin antibiyotiklere karsi daha direngli oldugu, yasadiklar1 ¢evrede
planktonik formlarina gére daha fazla hayatta kalma ve biiyiime sansina sahip oldugu
bildirilmektedir [Hassan vd., 2011].

Bakteriler polistiren, cam, paslanmaz ¢elik, kauguk, ahsap gibi farkli ylizeylerde
biyofilm olusturma egilimi gostermektedir [Djordjevic vd., 2002; Srey vd., 2013].

Biyofilmler dezenfektan ve antibiyotiklere kars1 direnglidirler [Kartal vd., 2021].
Biyofilm igerisinde iireyen bakterilerin diren¢ gostermesi gida, tip, dis hekimligi, su
sistemleri gibi pek ¢ok alanda soruna neden olmaktadir.

Gida endiistrisinde antibakteriyel etkisinden dolay1 genellikle klor uygulamasi
tercih edilmektedir [Meyer, 2003]. Klorun yeterli etki gdsterememesi ve toksik
kalintilar birakmasindan dolay1 alternatif dezenfektanlara duyulan ihtiya¢ giderek
artmaktadir [Ekici vd., 2006]. Bitkiler ve bitkilerden elde edilen 6ziitler, antibakteriyel
ve antibiyofilm etkileri sebebiyle dezenfektanlarin yerine gegebilecek, saglia zaran

olmayan, maliyeti diisiik dogal ajanlardir.
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2.5. Quorum Sensing (Cogunluk Algilama)

Quorum sensing (QS) / Cogunluk Algilama mikroorganizmalarin ¢evresindeki
popiilasyon yogunlugunu algilamasini ve bu yogunluga baghh olarak gen
ekspresyonunun diizenlenmesini saglayan, hiicreler arasi iletisimi gergeklestiren bir
haberlesme sistemidir.

Hiicreleraras1 QS mekanizmas1 ile mikroorganizmalar, irettikleri sinyal
molekiillerinin yogunlugunu Olcebilmekte ve cevrelerindeki diger
mikroorganizmalarin miktarin1 tespit edebilmektedir. Bu sayede, koloni olarak
gostermeleri gereken davranis sekillerini bir hiicreden digerine sinyal molekiilleriyle
iletilebilmektedir [Annous vd., 2009; Giin vd., 2009].

Mikroorganizmalar, cesitli fizyolojik aktiviteleri diizenlemek i¢in QS iletisim
yolunu kullanir. Bu siirecler simbiyoz, viriilans, konjugasyon, antibiyotik iiretimi,
biyoliiminesans ve biyofilm olusumunu igerir [Novick, 2008].

Bakteriler aras1 haberlesme tek bir bakteri tiirii iginde ve c¢esitli tiirler arasinda
meydana gelebilir. Hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler, QS iletisim
yontemini kullanir, ancak mekanizmalarinda farkliliklar vardir [Bassler, 1999]

Bakterilerde ¢ogunluk algilamada iki grup sinyal molekiilii gérev almaktadir.
Genel olarak, Gram negatif bakteriler, otoindiikleyiciler olarak agillenmis homoserin
laktonlar1 kullanirken Gram pozitif bakteriler, iletisim kurmak i¢in islenmis oligo
peptidleri kullanir [Raffa vd., 2005].

Bacillus, Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus ve Streptomyces
cinsindeki bakterilerin QS mekanizmasin1 kullanarak genetik yeteneklerini
gelistirmekte ve biyofilm olusturabilmektedir [Podbielski vd., 2004].

Olusumunda QS’in de rol aldig1 bilinen biyofilmde EPS i¢inde gomiilii olarak
canliliklarin1  siirdiirebilen mikroorganizmalar, antibiyotiklerden, antimikrobiyal
tirtinlerden, fiziksel, kimyasal ve biyolojik streslerden korunmaktadir [Nouraldin vd.,
2016]. Bakteriler arasindaki QS sisteminin bozulmasina veya engellenmesine Quorum
Sensing Inhibisyonu veya Quorum Quenching ad1 verilmektedir [Uroz vd., 2009]. QS
zincirinin kirilmasmin insanlardaki enfeksiyonlar ve gida bozulmasiyla iliskili
mikrobiyal gen ekspresyonu flizerinde biiyiik rol oynayabilecegi disiiniilmektedir

[Tiiliice ve vd., 2021].
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Chromobacterium violaceum, Neisseriaceae ailesinde yer alan, Gram negatif,
fakiiltatif anaerobik, spor olusturmayan, hareketli ve katalaz pozitif bir
mikroorganizmadir. Bu bakteri viyolasin adi verilen mor renkli antioksidan bir
pigment iiretmekte ve QS Inhibisyonu ¢alismalarinda indikatdr olarak

kullanilmaktadir [Hamidi, 2013].
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan maya 6ziitii (yeast extract), sodyum kloriir, agar,
glukoz, etanol, metanol, asetik asit, aliiminyum kloriir ve potasyum asetat Merck
(Darmstadt, Almanya)’ten satin alindi. Tripton Conda (Pronadisa, Ispanya)’dan,
Mueller Hinton Broth ve Tryptic Soy Broth (TSB) Biolife (Milano, Italya)’dan temin
edildi. Kristal viyole Biomerieux (Marcy-1'Etoile, Fransa)’ten, Folin-Ciocalteu reaktifi
ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Alfa Aesar, Kandel, Almanya)’dan satin alindi.
Gallik asit, kuersetin ve 96 kuyulu mikrotitrasyon plakalari Sigma Aldrich (Darmstadt,

Almanya)’ten temin edildi.
3.1.2. Kullanmilan Cihazlar

Bu ¢alismada; ¢alkalamali Inkiibatér (New Brunswick Scientific, Excella E24,
Almanya), etiiv (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Almanya), ELISA okuyucu
(BMG LABTECH FLUOstar Omega, Offenburg, Almanya), evaporatér (Heidolph
Hei-VAP, Almanya), hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya, hizli karistiric1 (IKA
Vortex Genius 3, Almanya, inkiibatér (Binder, Almanya), manyetik karistirict (IKA
RH basic 2, Almanya), mikrodalga (Argelik MD-524S, Tiirkiye), mutfak tipi 6giitiicii
(Sinbo, Scm-2934, Tiirkiye), otoklav (Hirayama, HVE-50, Japonya), pH metre (Hanna
Instruments HI 2211 pH/ORP, Bedfordshire, Ingiltere) santrifiij Cihaz1 (Gyrozen
1248R, Kore), spektrofotometre (Shimadzu UV-1280) cihazlar1 kullanild:.

3.1.3. Kullamilan Bakteri Soylar

Calismada kullanilan bakteri suslar1 ve optimum biiylime sicakliklar1 tablo

3.1°de verildi.
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Tablo 3.1: Tez ¢alismasinda kullanilan bakteri suslar1 ve optimum biiyiime

sicakliklari.
Mikroorganizmalar Sicaklik (°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. Yontemler

3.2.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

On kiiltiirlenmede kullanilmak iizere hazirlanan, Luria-Bertani (LB) s1v1 besiyeri
i¢cin 10 gram tripton ve 5 gram maya 6ziitli (yeast extract) 1000 mL distile su igerisine
eklendi.

Pasajlama, koloni sayimi ve agar kuyu difiizyonu deneyi gergeklestirilmek iizere
hazirlanan Luria-Bertani Agar (LBA) kat1 besiyeri i¢in 10 gram tripton, 5 gram maya
Oziitii (yeast extract), 5 gram NaCl 1000 mL distile su icerisine eklendi. Agar kuyu
difiizyonunda i¢in hazirlanan besiyerlerine 12 gram, pasajlama ve hiicre sayimi i¢in
hazirlanan besiyerlerine 15 gram agar eklendi.

Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) deneyinde kullanilmak iizere
hazirlanan Mueller-Hinton (MHB) s1v1 besiyeri i¢in 22 gram MHB 1000 mL distile su
igerisine eklendi.

Antibiyofilm etki belirmede kullanilmak iizere hazirlanan Tryptic Soy Broth
(TSB) s1v1 besiyeri i¢in 30 gram TSB 1000 mL distile su igerisine eklendi. TSB
besiyeri igerisine eklenmek iizere %2 Glukoz hazirlandi.

Icerisinde seker baridiran besiyerlerinin seker igerigi besiyerinden ayr1 olarak

otoklavlandi.

14



Tiim bilesenler hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya) ile tartildi. Homojen bir
karisim elde etmek amaciyla besiyerleri 1siticili manyetik karigtirict (IKA RH basic 2,
Almanya) ile karistirildi.

Hazirlanan besiyerleri otoklav cihazi (Hirayama HVE 50) yardimiyla 121°C
sicaklikta 15 dakika boyunca steril edildi.

Besiyerleri steril edildikten sonra sicakliginin yaklasik 50°C’ye kadar diigmesi
beklendi. igerisinde agar bulunan besiyerleri ise 17 mL hacimde steril kosullarda petri
kaplarina aktarilarak donmasi beklendi. Uygun sicakliklar saglandiktan sonra

besiyerleri muhafaza edilmek tizere +4°C’ye kaldirildu.

3.2.2. Bakteri Suslarimin Saklanmasi

Bakteri suslart steril LB agar kati besiyeri lizerine 6ze yardimiyla ekildi. Petriler
bir gece boyunca optimum sicaklikta bir etiivde (Thermo Scientific Heratherm IGS 60,
Almanya) inkiibe edildi. Kiiltiirler +4 °C sicaklikta saklandi ve haftada bir olacak

sekilde pasajlama islemi gerceklestirildi.

3.2.3. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Agar kuyu difiizyonu ve MIK deneyleri igin; bakteri kiiltiirleri steril LB besiyeri
ile hazirlandi. Antibiyofilm etki i¢in; bakteri kiiltiirleri steril TSB (%2 Glukoz) besiyeri
ile hazirlandu.

50 mL hacimli erlenmeyer icerisine 10 mL besiyeri eklendi. Bakteri kiiltiirleri
kat1 besiyerinden steril 6ze yardimiyla alinarak erlenmeyer igerisindeki besiyerine
ekildi.

Kiiltiirler her bakteri i¢in optimum sicakliginda ve 180 rpm ¢alkalama hizinda
yaklagik 16-18 saat galkalamali inkiibatér (New Brunswick Innova 42, Almanya)
kullanilarak inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri kiiltiirlerinin absorbans
miktarlar1 spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1280, Almanya) kullanilarak 600
nm dalga boyunda 6l¢iildi.
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3.2.4. Karayemis Meyve ve Yapraklarinin Hazirlanmasi

Calismada giilgiller (Rosaceae) ailesine ait karayemis (Prunus laurocerasus)
meyve ve yapraklari Istanbul Sile bolgesinden toplandi. Meyve ve yapraklar distile su
yardimiyla yikanip tozlarindan arindirildi. Kurutma kagidi ile oda sicakliginda

kurutulup kullanilmak tizere -20°C sicaklikta saklandi.

3.2.5. Ekstraksiyon Yontemi

Karayemis meyve ekstraksiyonunu saglamak amaciyla etanol ve metanol
coziiciileri kullanilarak ekstraksiyon yontemi gerceklestirildi.

125 gram ¢ekirdeklerinden ayrilmis karayemis meyvesi bir hassas terazi (Kern,
Balingen, Almanya) ile tartildi. Meyveler ev tipi blender yardimiyla piire haline
getirilerek 100 ml saf metanol ve saf etanol ile karistirildi. Karisim ev tipi bir
mikrodalga firmda (Arcelik MD-5248, istanbul, Tiirkiye) 120W ‘da 3 dakika boyunca
sitildi. Tortu gazli bez yardimiyla siiziildii. Elde edilen sivi 4000 rpm +4C’de 10
dakika santrifiij (Gyrozen 1248R, Daejeon, Kore) edildi. Siipernatant kaba filtre kagidi
ile siiziildii. Elde kalan tortusuz sividan fazla suyun uzaklastirilmasi islemi bir
evaporator cihazi (Heidolph Hei-VAP, Bavyera, Almanya) kullanilarak 50°C 100 rpm
donme hizinda gergeklestirildi. Evaporasyon islemi sonucunda 15 mL ekstrakt
¢oOzeltisi elde edildi.

Karayemis yaprak ekstraksiyonunu saglamak amaciyla etanol (%70)
kullanilarak ekstraksiyon yontemi gergeklestirildi.

10 gram karayemis yapragi bir hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya) ile
tartildi. Yapraklar mutfak tipi bir 6gitiicii (Sinbo, Scm-2934, Tiirkiye) yardimiyla
parcalandi. Toz haline gelen yapraklar 100 mL etanol (%70) ile karistirildi. Karisim
ev tipi bir mikrodalga firinda (Argelik MD-5248, istanbul, Tiirkiye) 120W ‘da 3
dakika boyunca 1sitild1. Tortu gazli bez yardimiyla siiziildii. Elde edilen toplam 95
mL’lik stvi 4000 rpm +4C’de 10 dakika santrifiij (Gyrozen 1248R, Daejeon, Kore)
edildi. Siipernatant kaba filtre kagidi ile siiziildii. Elde kalan tortusuz sividan fazla

suyun uzaklastirilmasi iglemi bir evaporatdr cihazi (Heidolph Hei-VAP, Bavyera,
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Almanya) kullanilarak 50°C 100 rpm donme hizinda gergeklestirildi. Evaporasyon
islemi sonucunda 12 mL ekstrakt ¢ozeltisi elde edildi.

Ekstraktlar deneyde kullanilmak iizere -20°C’de agz1 kapali tiiplerde ve 151k
gormeyecek sekilde muhafaza edildi. Kullanim i¢in, -20°C’den ¢ikarildiktan sonra
4000 rpm +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi ve olabilecek tortulardan arindirildi.

Karayemis meyvesi ile hazirlanan ekstraktlarin  antmikrobiyal etkisinin

goriilmemesi nedenli ile ¢alismaya yaprak ekstrakti ile devam edilmistir.

3.2.6. Karayemis Yaprak Ekstraktimin pH Analizi

Karayemis ekstraktinin pH degeri 6l¢timii i¢in bir pH metre (Hanna Instruments
HI 2211 pH/ORP, Bedfordshire, Ingiltere) cihazi kullamildi. Analiz islemi oda
sicakliginda (Igerisinde ekstrakt bulunan cam beher igerisine pH elektrodu daldirilds.

Elektrodun sabitligi korunarak hafif¢e karistirilma islemi gergeklestirildi.

3.2.7. Karayemis Yaprak Ekstraktinin Kuru Agirhk Tayini

Elde edilen etanol ekstraktindan steril mikro santrifiij tiiplerine 1 mL 6rnek
alindi. Hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya) ile bos santrifiij tlipleri tartilarak
daras1 alind1. Igerisinde ekstrakt bulunan santrifiij tiipleri tartilarak agirliklar not edildi.

60°C sicaklikta bir etiivde (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Almanya) 48
saat siire boyunca ekstraktlar kurumaya birakildi. Siire sonunda tekrar tartim islemi

gerceklestirilerek sonuclar not edildi. Sonuglar mg/mL cinsinden hesaplandi.

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

Elde edilen ekstraktin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini
giderim etkisi belirlendi [Blois, 1958]. DPPH radikal derisimi 50 ppm olacak sekilde
metanol i¢erisinde hazirlandi.

Farkli zamanlarda hazirlanmig ekstraktlar ¢esitli konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/4,

1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 ve 1/512) metanol icerisinde seyreltildi. Standart
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olarak kullanilan gallik asit 50-500 pg/mL konsantrasyon araliginda metanol
icerisinde seyreltilerek hazirlandu.

Steril tiipler igerisine 0.1 mL ekstrakt / gallik asit, 3.9 mL DPPH radikali eklendi.
Blank olarak 0.1 mL metanole 3.9 DPPH radikali eklendi. Karisimlar vortex karistirici
yardimiyla karistirildiktan sonra 37°C sicaklikta, karanlikta 30 dakika bekletildi. Stire
sonunda drnekler steril bir mikrotitrasyon plakasina aktarilarak 517 nm dalga boyunda
ELISA okuyucuda (BMG LABTECH FLUOstar Omega ELISA, Offenburg,
Almanya) okutularak absorbans degerleri 6l¢iildii.

DPPH radikali giderim aktivitesi asagida verilen formiil ile hesaplandi: [Mishra vd.,
2012].

A0 — A1l
DPPH giderim aktivitesi(% inhibisyon) = a0 %X 100 (3.2)
AO0: Kontrol soliisyonunun absorbansi,

A1: Ekstrakt veya gallik asit ¢ozeltilerinin absorbansi
3.2.9. Ekstraktin Toplam Fenolik iceriginin Belirlenmesi

Karayemis yaprak ekstraktinin (etanol, %70) toplam fenolik icerigi Folin-
Ciocalteu metodu ile belirlendi [Celep vd., 2012].

Karayemis yaprak etanol ekstrakti metanol icerisinde 1/10 oraninda seyreltildi.
Standart olarak kullanilan gallik asit 400-800 pg/mL konsantrasyon araliginda metanol
icerisinde seyreltilerek hazirlandu.

Onceden otoklavlanarak steril edilmis vida kapakli cam tiipler igerisine 20 ul
ekstrakt veya gallik asit eklendi. 100 pLL Folin-Ciocalteu reaktifi (0.5 N) ile karistirildi.
Karisima 300 pL %20 doymus sodyum karbonat eklendi. Hacim distile su ile 2 mL’e
tamamlandi. Karigim 30 dakika 45°C’de karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda 765
nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (BMG LABTECH FLUOstar Omega ELISA,
Offenburg, Almanya) okutularak absorbans degerleri ol¢iildi.

Tiim deneyler en az ii¢ kez tekrarlandi. Ekstraktta bulunan toplam fenolik madde

icerigi gallik asit esdegeri olarak hesaplandi [Singleton vd., 1965].
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3.2.10. Ekstraktin Fenolik Bilesenlerinin Belirlenmesi

Karayemis yaprak ekstraktinin fenolik bilesen icerigi HPLC (Shimadzu Nexera
2, Japonya) cihazi kullanilarak belirlendi. Gallik asit, katesin, kafeik asit, epiktesin, p-
kumarik asit, ferulik asit, ellajik asit ve kuersetin belirlenmesi i¢in C18 kolonu (ODS-
4, 46 x 250 mm, 5 um, GL Sciences) ile Diode Array dedektorii (PDA/DAD)
kullanilarak 278 nm dalga boyunda analiz edildi. Yiiriitiicli faz olarak olarak asetik asit
(%2) ve metanol (%100) olmak iizere 2 farkli soliisyon kullanildi. Enjeksiyon hacmi
20 puL, kolon sicakligi 30°C ve yiiriitiicli faz akis hiz1 ise 1 mL/dakika olacak sekilde
ayarlandi.

Analiz siiresince asetik asit (%2) ve metanol (%100) fazlarinin gradient akist

tablo 3.3.’de verildi.

Tablo 3.3: Karayemis yaprak ekstraktinin fenolik bilesen analizi i¢in kullanilan
HPLC gradient akis uygulamasi.

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 Bitis Bitis

3.2.11. Ekstraktin Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Karayemis yaprak ekstraktinin (etanol, %70) flavonoid icerigi aliiminyum klorir
kolorimetrik yontemiyle belirlendi [Sharma vd., 2017].
Standart olarak kullanilan kuersetin 200-500 pg/mL konsantrasyon araliginda

metanol i¢erisinde seyreltilerek hazirlandi.
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Steril vida kapakli santrifiij tiipler igerisine 0.1 mL seyreltilmemis ekstrakt veya
kuersetin ile 1.5 mL metanol eklendi. Karigima 0.1 mL aliiminyum kloriir (%10) ve
0.1 mL potasyum asetat soliisyonu (I1M) eklendi. 2.8 mL distile su ile hacim
tamamlanarak iyice karistirildi. Karigim 10 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edildi. Siire sonunda 417 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (BMG LABTECH
FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, Almanya) okutularak absorbans degerleri
olgiildii.

Tim deneyler en az ii¢ kez tekrarlandi. Ekstraktta bulunan flavonoid igerigi

kuersetin esdegeri olarak hesaplandi [Sharma vd., 2016].

3.2.12. Antimikrobiyal Duyarhhk Testleri

3.2.12.1. Agar Kuyu Difiizyonu

Karayemis meyve (etanol ve metanol) Gram pozitif B. cereus ATCC 11778 ve
Gram negatif E. coli ATCC 25922 bakterileri lizerinde ve karayemis yaprak
ekstraktinin (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 tizerinde antimikrobiyal etkisini tayin etmek amaciyla agar kuyu difiizyonu
deneyi yapildi. Bakteriler LB broth besiyeri igerisinde optimum sicaklik degerlerinde
(30-37°C) yaklasik 16-18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri
kiiltiirlerinin absorbans miktarlar1 spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1280,
Almanya) kullanilarak 600 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Final bakteri yogunlugu 0.5
McFarland bulanikligina ayarlanmak iizere bakteriler steril %0.9 fizyolojik tuzlu su
igerisinde seyreltildi.

Ekstraktlar ¢esitli konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) distile su
icerisinde seyreltildi.

Karayemis yaprak ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligini karsilagtirmak iizere
gentamisin (10 pg/mL, E. faecalis ATCC 29212 susu i¢in 100 pg/mL) antibiyotigi
kullanildi.
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Bakteri kiiltiirleri ve ekstrakt diliisyonlarinin homojen dagilimimi saglamak i¢in
bir vortex karistirict (IKA Vortex Genius 3, Almanya) kullanildi.

Bakteri kiiltiirlerinden steril kosullarda 100 pL alinip LB agar iceren petrilere
yayildi. Yayma isleminden sonra agar iizerine 6 mm ¢apinda kuyular acgildi. Agilan
kuyulara 40 pL ekstrakt diliisyonlar1 (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) ve Gentamisin (10-
100 pg/mL) antibiyotigi eklendi. Bakteriler optimum (30-37°C) sicaklik degerlerinde
inkiibasyona birakildi. Yaklagik 16-18 saat sonunda olusan inhibisyon zon c¢aplari
gentamisin antibiyotigi ile karsilagtirmali olarak incelendi.

Ekstrakt kontrolii saglamak amactyla bitki materyali eklenmeden etanol (%70)
ve distile su kullanilarak ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Evaporasyon islemi

sonucunda elde edilen 12 mL ¢6zeltisi ile agar kuyu difiizyonu deneyi gergeklestirildi.

3.2.12.2. Ekstraktin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun
(MIK) Belirlenmesi

Karayemis yaprak ekstraktinin (etanol, %70) E. faecalis ATCC 29212, S. aureus
ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, S. uberis ATCC 700407 bakterilerine kars1
minimal inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 96 kuyulu mikrotitrasyon
plakalarinda deneyler gerceklestirildi. lgili bakteriler LB (Luria-Bertani) besiyerinde
(30-37°C) sicaklikta yaklasik 16-18 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
sonunda bakteri Kkiiltiirlerinin absorbans miktarlar1 bir spektrofotometre cihazi
(Shimadzu UV-1280, Almanya) kullanilarak 600 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

Mikrotitrasyon plakalardaki her bir kuyudaki final bakteri yogunlugu 0.5
McFarland olacak sekilde belirlendi (Ayla, 2018). Bu degeri elde etmek i¢in bakteriler
onceden hazirlanmig olan steril MHB (Mueller-Hinton Broth) icerisinde seyreltildi.
Hazirlanan ekstrakt (etanol, %70) cesitli konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
1/32, 1/64, 1/128, 1/256 ve 1/512) distile su igerisinde seyreltildi.

Seyreltilmis bakteri kiiltiirlerinden ve ekstrakt ¢ozeltilerinden 100’er pL ilgili
kuyucuklara eklendi. Besiyeri kontrol saglamak amaciyla ilgili kuyucuklara 100 puL
steril besiyeri eklendi.

Plakalar 37°C sicaklikta gece boyunca inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon siiresi

sonunda koloni sayimi gerceklestirebilmek icin kuyucuklardan 30 pL alinarak
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onceden hazirlanip steril edilmis igerisinde 3 mL fizyolojik tuzlu su (%0.9, FTS)
bulunduran tiiplere son hacim sabit tutulacak sekilde eklenerek diliisyonlar yapildi.
Tiplerden ve plakadan 100 pL alinarak LB agar besiyeri bulunan petrilere ekim
yapildi. Bakteri kiiltiirleri bulunan petriler bakteri suslarina gore 30-37°C sicaklikta
gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda koloni sayimi

gerceklestirildi.

3.2.13. Biyofilm Olusumu ve Ortadan Kaldirilmasi

3.2.13.1. Farkh Yiizeylerde Biyofilmlerin Olusumu

E. faecalis ATCC 29212, S. uberis ATCC 700407 bakterileri 6n kiiltiirlendirme
amaciyla %2 glukoz iceren TSB besiyeri icerisinde 37°C sicaklikta ve 180 rpm
calkalama hizinda yaklasik 16-18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
bakteri kiiltiirlerinin absorbanslar1 bir spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1280,
Almanya) kullanilarak 600 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Final bakteri yogunlugu 0.5
McFarland bulanikliginda olacak sekilde TSB (%2 Glukoz) besiyeri kullanilarak
ayarlandi.

E. faecalis ATCC 29212, S. uberis ATCC 700407 bakterilerinin biyofilm
olusturma kapasitesi polistiren ylizey ve cam ylizey kullanilarak belirlendi.

Polistiren yiizey (PS) i¢in 96 kuyulu mikrotitrasyon plakalar1 kullanildi. Deney
oncesinde plakalar UV 151k altinda 20 dakika siireyle bekletildi. Daha sonra, steril bir
kabin igerisinde, plakanin her bir kuyusuna bakteri kiiltiirlerinden 200 pL eklendi.

Cam ytlizey (CY) i¢in vida kapakli cam tiipler kullanildi. Deney 6ncesinde cam
tiipler otoklav cihazi (Hirayama HVE 50) yardimiyla 121°C sicaklikta 15 dakika
boyunca steril edildi. Daha sonra, steril bir kabin igerisinde tiiplere bakteri
kiiltiirlerinden 1 mL eklendi.

Besiyeri kontrolii saglamak i¢in bir mikrotitrasyon plakasina 200 pL ve cam
tiiplere 1 mL bakteri kiiltiirii eklenmemis TSB (%2 glukoz) besiyeri eklendi. Plakalar

ve cam tiipler 48 saat siire ile 37°C sicaklikta inkiibasyona birakildi.
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3.2.13.2. Farkh Yiizeylerde Olusan Biyofilmlerin Ortadan
Kaldirilmasi

Onceden hazirlanip -20°C’de saklanan etanol ekstrakti oda sicakliginda
cOziinlinceye kadar bekletildi. 4000 rpm calkalama hizinda 15 dakika siire ile santrifiij
edildi. Distile su ile 1/8 oraninda seyreltildi.

Ekstraktin etkisinin karsilastirilmasi i¢in klor soliisyonu 200 ppm olacak sekilde
[Kokumer, 2013] hesaplandi.

Biyofilm olusum i¢in yapilan inkiibasyonlardan 48 saat sonra PS ve CY ylizeyde
bulunan kiiltiirler nazikc¢e dokiilerek ticer kez distile su ile yikandi ve 15 dakika siire
ile oda sicakliginda kurumaya birakildi.

PS yiizey i¢in kuyucuklara 200 pL 1/8 oraninda seyreltilen yaprak ekstrakti ve
200 ppm klor soliisyonu eklenerek 10 dakika bekletildi. Kontrol amaciyla en az ii¢
kuyuya ektrakt veya klor soliisyonu ilave edilmedi. Siire sonunda plaka ters ¢evrilerek
ekstrakt ve klor soliisyonu nazikge dokiildii. Ekstraktin bulundugu kuyucuklar ii¢ kez,
klor soliisyonunun bulundugu kuyucuklar ise alti kez distile su ile yikandi ve
kurutuldu. Hiicre tutunmasii belirleyebilmek amaciyla her bir kuyucuk 200 pL
hacimde % 0.5 oraninda (v/v) kristal viyole ¢ozeltisi ile [Lee vd., 2015] 10 dakika
muamele edildi. Kristal viyole ile boyanan kuyular {i¢ kez distile su ile yikandi ve
kurutuldu. Her bir kuyuya 200 puL hacimde, 95:5 oraninda etanol: asetik asit ¢ozeltisi
eklenerek 10 dakika bekletildi.

CY yiizey i¢in tiiplerin igerisine 1 mL 1/8 oraninda seyreltilen yaprak ekstrakti
ve 200 ppm klor soliisyonu eklenerek 10 dakika muamele edildi. Kontrol amaciyla en
az U¢ tlipe ektrakt veya klor soliisyonu ilave edilmedi. Siire sonunda tiipler ters
cevrilerek ekstrakt ve klor soliisyonu nazikg¢e dokiildii. Ekstraktin bulundugu tiipler {i¢
kez, klor soliisyonun bulundugu tiipler ise alt1 kez distile su ile yikand1 ve kurutuldu.
Hiicre tutunmasini belirleyebilmek amaciyla her bir tiipe 1 mL hacimde % 0.5
oraninda (v/v) kristal viyole ¢ozeltisi ilave edildi ve 10 dakika bekletildi. Kristal viyole
ile boyanan tiiplerin igerikleri ters ¢evrilerek bosaltilarak ii¢ kez distile su ile yikandi
ve kurutuldu. Her bir tiipe 1 mL hacimde, 95:5 oraninda etanol: asetik asit ¢ozeltisi
eklenerek 10 dakika muamele edildi.

Bu agamalardan sonra, her kuyudan ve tlipten 200 pL 6rnek alinarak steril bir

mikrotitrasyon plakasina aktarildi. 570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda (BMG
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LABTECH FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, Almanya) okutularak absorbans
degerleri 6l¢iildi [Bakkiyaraj vd., 2013].
Biyofilm olusumlarinin ortadan kaldirilmasi oranlar1 asagida belirtilen formiile
gore hesaplandi [Pitts vd., 2003].
(C—B)—-(E—EB)

(% Ortadan Kaldirma) = T_E x 100 (3.4.)

C: bakteri iceren besiyeri,
B: bakteri icermeyen besiyeri,
E: ekstraktla veya klorla muamele edilmis bakteri iceren besiyeri,

EB: ekstraktla veya klorla muamele edilmis bakteri icermeyen besiyeri
3.2.14. Quorum Sensing (Cogunluk Algilama) Inhibisyon testi

Karayemis yaprak ekstraktinin QS sinyallerini bloke etmeleri; viyolasin isimli
mor bir pigment irettigi bilinen Chromobacterium violaceum ATCC 12472
biyosensor susu kullanilarak test edildi.

50 mL hacimli erlenmeyer ig¢erisine 10 mL LB besiyeri eklendi. -80°C sicaklikta
stok halde bulunan C. violaceum ATCC 12472 bakterisi oda sicakliginda
coziindiiriildiikten sonra 1/10 oraninda seyreltilerek (yaklasik 400 pL) alinarak
erlenmeyer icerisindeki besiyerine eklendi ve 30°C sicaklikta 180 rpm ¢alkalama
hizinda yaklasik 16-18 saat bir inkiibator (New Brunswick Innova 42, Almanya)
kullanilarak inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri kiiltiiriiniin absorbans
miktarlar1 spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1280, Almanya) kullanilarak 600
nm dalga boyunda 6l¢iildi.

Onceden hazirlanip otoklavlanan Luria-Bertani Agar (LBA) (12g/L) besiyeri oda
sicakliginda 50°C’ye kadar sogutuldu. Besiyerinin igerisine 1/10 oraninda C.
violaceum ATCC 12472 bakterisi eklendi. Homojen bir karigim saglandiktan sonra 9
cm ¢apli petri kaplarina 17 mL bakteri bulunan besiyeri dokiildii ve donmas1 beklendi.

Farkli zamanlarda hazirlanmis ekstraktlar ¢esitli konsantrasyonlarda (1, 1/2, 1/4,
1/8, 1/16 ve 1/32) distile su icerisinde seyreltildi.

Agar lizerine steril bir pastor pipetinin arka genis kismi ile 6 mm ¢apinda kuyular

acildi. Acilan kuyulara 40 pL ekstrakt diliisyonlar1 (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32)
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eklendi. Petriler 37°C sicaklikta 16-18 saat siire ile inkiibe edildikten sonra olusan

renksiz opak zonlar 6l¢iildii.

3.2.15. istatiksel Analiz

Bu tez calismasinda tiim deneyler en az ii¢ kez tekrar edildi. Istatistiksel
analizler, Microsoft Office, Excel 2016 programi ile belirlendi. p degerleri, tek
kuyruklu t-testi ile karayemis ekstraktlarinin antimikrobiyal etkileri gentamisin
antibiyotigi ile, biyofilm olusumunun ortadan kaldirma etkinligi ise klor soliisyonu

uygulamasi ile karsilastirilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Karayemis Yaprak Ekstraktinin pH Analizi
Karayemis yaprak ekstraktinin pH degeri 4.7 olarak belirlendi.
4.2. Karayemis Yaprak Ekstraktinin Kuru Agirhk Tayini

Karayemis yaprak ekstraktinin (etanol, %70) farkli seyreltme oranlarindaki kuru
agirlik (mg/mL) miktarlar1 tablo 3’te verildi. Buna gore elde edilen ekstraktin kuru

agirhig1 75.90 mg/mL olarak belirlendi.

Tablo 4.1: Farkli seyreltme oranlarinda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64,
1/128, 1/256 ve 1/512) hazirlanan karayemis yaprak ekstraktinin kuru agirlik tayini.

Ekstrakt seyreltme Karayemis ekstrakti kuru agirhk
orani (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. Karayemis Yaprak Ekstraktimmn DPPH Radikali
Giderim Aktivitesinin Belirlenmesi

Karayemis yaprak ekstraktinin (etanol, %70) ve gallik asit standartinin serbest
radikali giderim aktiviteleri DPPH serbest radikali kullanilarak tespit edildi.

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi karayemis ekstrakti i¢in direkt
uygulamada en yiiksek %90 [Sekil 4.1.], gallik asit standardi i¢in ise 500 pg/mL
konsantrasyonda %91 olarak belirlendi [Sekil 4.2.].
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Ekstraktlarin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi arasinda istatistiksel

acidan anlaml fark bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.1: Farkli seyreltme oranlarinda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
1/256 ve 1/512) hazirlanan karayemis ekstraktinin DPPH radikalini giderim aktivitesi

ile inhibisyon degerleri (%). Barlar ii¢ tekrarli deneylerin ortalamasini ve standart
sapmalar gostermektedir.
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Sekil 4.2: Farkli konsantrasyonlarda (500 pg/mL, 400 pg/mL, 300 ng/mL, 200
pg/mL, 100 pg/mL ve 50 ug/mL) hazirlanan gallik asidin DPPH radikalini giderim

etkisi ile inhibisyon degerleri (%). Barlar ii¢ tekrarli deneylerin ortalamasini ve
standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.4. Karayemis Yaprak Ekstraktinin Toplam Fenolik
Madde Miktari

Karayemis yaprak ekstraktinin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak tespit edildi.

Karayemis yaprak ekstrakti 1/10 oraninda seyreltilerek kullanildi. Standart
olarak gallik asit tercih edildi. Fenolik icerigi standart kalibrasyon grafigi kullanilarak
hesaplandi ve sonuglar gallik asit cinsinden ifade edildi.

Karayemis yaprak ekstraktinin toplam fenolik madde miktar1 gallik asit

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

Tablo 4.2: Karayemis yaprak ekstraktinda bulunan toplam fenolik madde
miktar1 (mg GAE/g ekstrakt). Her deger en az {i¢ tekrarin ortalamasidir ve + standart
sapmalar ile belirtildi.

Ekstrakt Toplam Fenolik icerik
(mg GAE/g ekstrakt )
Karayemis yaprak .
(etanol, %70) 89.27 +0.6

4.5. Karayemis Yaprak Ekstraktinin HPLC Yontemi ile
Fenolik Bilesen Tayini

Fenolik bilesenler, yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC) (Shimadzu
Nexera 2, Japonya) kullanilarak, analiz edildi.

Karayemis ekstraktinin fenolik bilesenlerden gallik asit (0.631 mg/L), katesin
(34.874 mg/L), kafeik asit (16.562 mg/L), epikatesin (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) icerdigi tespit edildi [Sekil 4.3., Tablo 4.3].
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Sekil 4.3: Karayemis yapragi ekstraktinin fenolik bilesenlerine ait HPLC
kromatogrami.

Tablo 4.3: Karayemis yaprak ekstraktinin fenolik bilesen karakterizasyonu.

. . p- . .
Gal.hk Katesin Kaf.elk Epikatesin kumarik Ferl}hk Ella:|1k Kuersetin
asit asit asit asit asit

Konsantrasyon

0.631 34.874 16.562  76.954 5.06 2497 2211 2.041
(mg/L)

RT (Alikonma

.. . 8.231 21.041 27.407 27.953 33346 34.881 40.341  46.093
siiresi, dakika)

4.6. Karayemis Yaprak Ekstraktinin Flavonoid Madde
Miktan

Karayemis yaprak ekstraktinin (etanol, %70) flavonoid madde miktari
aliminyum kloriir kolorimetrik yontemi kullanilarak tespit edildi.

Ekstrakt (etanol, %70) seyreltilmeden kullanildi. Standart olarak kuersetin (200-
500 pg/mL) tercih edildi. Flavonoid igerigi standart kalibrasyon grafigi kullanilarak

hesapland1 ve sonuglar kuersetin cinsinden ifade edildi.
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Karayemis yaprak ekstraktinin flavonoid madde miktar1 3.64 mg QE/g ekstrakt
olarak belirlendi [Tablo 4.4.].
Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktar1 arasinda istatistiksel agidan

anlaml fark bulundu (p<0.05).

Tablo 4.4: Karayemis yaprak ekstraktinda bulunan flavonoid madde miktar1
(mg QE/g ekstrakt). Her deger en az {i¢ tekrarin ortalamasidir ve + standart sapmalar

ile belirtildi.
Ekstrakt Toplam Flavonoid Icerik
(mg QE/g ekstrakt)
Karayemis yaprak
(etanol, %70) 3.64+0.24

4.7. Karayemis Yaprak Ekstraktinin Antimikrobiyal EtKisi

4.7.1. Ekstraktin Antimikrobiyal Etkinliginin Agar Kuyu Difiizyonu
Yontemiyle Belirlenmesi

Bu c¢alismada karayemis meyve ekstraktinin antimikrobiyal etkisinin
belirlenmesi amaciyla Gram pozitif B. cereus ATCC 11778 ve Gram negatif E. coli
ATCC 25922 suslar1 Tizerinde; yaprak ekstraktinin antimikrobiyal etkisinin
belirlenmesi amaciyla 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
suslar1 iizerinde agar kuyu difiizyonu deneyi gergeklestirildi. inhibisyon zonlar1 kuyu

cap1 (6 mm) dahil edilerek hesapland1 [Sekil 4.4 ve 4.5].
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Sekil 4.4: Karayemis yaprak ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin (a: 1 b:
1/2,c: 1/4,d: 1/8, e: 1/16 ve f: 1/32 sulandirma) 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
suslar1 lizerindeki antimikrobiyal etkisi ile olusan inhibisyon zonlar1 (mm).

Karayemis meyve ekstraktlarinin (metanol ve etanol) bakteriler iizerinde
antimikrobiyal etkisi incelendiginde inhibisyon zon ¢ap1 gézlenmedi.

Karayemis yaprak ekstraktinin (%70, etanol) bakteriler lizerinde antimikrobiyal
etkisi incelendiginde S. aureus ATCC 29213 susu iizerinde en yiiksek (13 mm) etkiyi
olusturdugu gozlendi (p<0.05).

Olusan inhibisyon zon ¢aplar1 gentamisin ~ antibiyotigiile  karsilagtirilarak
incelendiginde ekstraktin E. coli ATCC 25922 susu iizerinde antimikrobiyal etki
gostermedigi tespit edildi. E. faecalis ATTC 29212 ve S. uberis ATCC 700407
suslarinda gentamisin uygulamasina es deger sonuglar (11 mm) saptandi (p>0.05)

[Sekil 4.5.].
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Sekil 4.5: Farkli seyreltme oranlarinda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) hazirlanan
karayemis yaprak ekstraktinin kullanilan suslar {izerindeki antimikrobiyal etkisi. Her
deger en az li¢ tekrarin ortalamasidir. Standart sapmalar hata ¢ubuklari ile
gosterilmektedir.

4.7.2. Ekstraktin Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu ve Minimal
Bakterisidal Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Karayemis yaprak ekstraktinin (etanol, %70) farkli seyreltme oranlarinda (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 suslari lizerindeki
inhibe edici etkisi MIK degerleri belirlenerek hesaplandi. Mikroorganizmanin
bliylimesinin onlendigi en diisiik konsantrasyon minimal bakterisidal konsantrasyon
(MBK) degerleri ile tespit edildi.

Ekstraktin E. faecalis ATCC 29212 susu iizerinde MIK degeri %5.9 inhibisyon
orant ile 1.2 mg/mL (1/64) olarak belirlendi. Bakterisidal etkinligin ise 9.5 mg/mL
(1/8) konsantrasyona kadar devam ettigi gozlendi [Sekil 4.6, Tablo 4.5]

Ekstraktin S. aureus ATCC 25923 susu iizerinde MiK degeri %5.1 inhibisyon
orant ile 0.3 mg/mL (1/256) olarak belirlendi. Bakterisidal etkinligin ise 9.5 mg/mL
(1/8) konsantrasyona kadar devam ettigi gozlendi [Sekil 4.7, Tablo 4.5]
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Ekstraktin S. aureus ATCC 29213 susu iizerinde MIK degeri %8.2 inhibisyon
orani ile 1.2 mg/mL (1/64) olarak belirlendi. Bakterisidal etkinligin 76 mg/mL (1/1)
oldugu gozlendi [Sekil 4.8, Tablo 4.5]

Ekstraktin S. uberis ATCC 700407 susu iizerinde MIK degeri %3.2 inhibisyon
orani ile 1.2 mg/mL (1/64) olarak belirlendi. Bakterisidal etkinligin ise 4.7 mg/mL
(1/16) konsantrasyona kadar devam ettigi gézlendi [Sekil 4.9, Tablo 4.5].
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Sekil 4.6: Farkli seyreltme oranlarinda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
1/256, 1/512 ve K: ekstrakt icermeyen kontrol) hazirlanan karayemis yaprak
ekstraktinin E. faecalis ATCC 29212 susu iizerindeki inhibe edici etkisi (%).

Standart sapmalar hata ¢ubuklar ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.7: Farkli seyreltme oranlarinda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
1/256, 1/512 ve K: ekstrakt icermeyen kontrol) hazirlanan karayemis yaprak
ekstraktinin S. aureus ATCC 25923 susu lizerindeki inhibe edici etkisi (%). Standart

sapmalar hata ¢ubuklar ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.8: Farkli seyreltme oranlarinda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,

1/256, 1/512 ve K: ekstrakt icermeyen kontrol) hazirlanan karayemis yaprak

ekstraktinin S. aureus ATCC 29213 susu lizerindeki inhibe edici etkisi (%). Standart

sapmalar hata ¢cubuklar ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.9: Farkli seyreltme oranlarinda (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
1/256, 1/512 ve K: ekstrakt icermeyen kontrol) hazirlanan karayemis yaprak
ekstraktinin S. uberis ATCC 700407 susu ilizerindeki inhibe edici etkisi (%). Standart
sapmalar hata ¢ubuklar ile gosterilmektedir.

Tablo 4.5: Karayemis yaprak ekstraktinin etkisi ile E. faecalis ATCC 29212, S.
aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213 ve S. uberis ATCC 700407
bakterilerinin MiK (mg/mL), %50 (MiKso) ve %70 (MiK7) oraninda inhibe oldugu
konsantrasyonu (mg/mL) ve minimal bakterisidal konsantrasyon (MBK) (mg/mL)
degerleri. (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
MIK 1.2 0.3 1.2 1.2
MiKso 3.45 3.40 7.07 2.72
MiK7o 5.52 5.13 18.36 4.04
MBK 9.50 9.50 75.90 4.70

Ekstraktin E. faecalis ATCC 29212 susu iizerinde MIKso degeri 3.45 mg/mL,
MiK 7o degeri ise 5.52 mg/mL olarak belirlendi. S. aureus ATCC 25923 susunun MiKso
degeri 3.40 mg/mL, MIK7o degeri ise 5.13 mg/mL olarak gozlenirken, S. aureus ATCC
29213 susunun MiKso degeri 7.07 mg/mL, MiK7o degeri ise 18.36 mg/mL olarak tespit
edildi. S. uberis ATCC 700407 susunda ise MiKso degeri 2.72 mg/mL, MiK7o degeri
ise 4.04 mg/mL olarak belirlendi.
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4.8. Karayemis Yaprak Ekstraktinin Antibiyofilm Etkisi

E. faecalis ATCC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 suslarinin polistiren ve cam
ylzeyde olusturduklar1 biyofilmlerin ortadan kaldirilmasinda karayemis yaprak
ekstraktinin etkisini belirlemek amaciyla oncelikle, TSB (%2 glukoz) besiyerinde 48
saat boyunca 37°C sicaklikta bakterilerin inkiibasyonu ile biyofilm olusumu saglandi.
Polistiren ylizey (PS) i¢in 96 kuyulu mikrotitrasyon plakalari, cam yiizey (CY) i¢in ise
vida kapakli cam tiipler tercih edildi.

Olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi i¢in 1/8 oraninda seyreltilmis karayemis
yaprak ekstrakti etkisinin karsilastirilmasi amaciyla klor soliisyonu (200 ppm, K)
kullanildi.

1/8 oraninda seyreltilen karayemis yaprak ekstraktinin ve klor soliisyonunun PS
(polistiren ylizey) ve CY (cam yiizey) ylizeyde E. faecalis ATCC 29212 ve S. uberis
ATCC 700407 suslarmin olusturdugu biyofilmin ortadan kaldirma oranlar1 (%)
incelendi.

E. faecalis ATCC 29212 susunun PS yiizeyde olusturdugu biyofilmlerin ortadan
kaldirma yiizdeleri incelendiginde ekstrakt uygulamasinda %35, klor uygulamasinda
%92 ortadan kaldirma gozlendi. CY yiizeyde olusturdugu biyofilmlerin ortadan
kaldirma yiizdeleri incelendiginde ise ekstrakt uygulamasinda %52, klor

uygulamasinda %87 ortadan kaldirma tespit edildi [Sekil 4.10].
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Sekil 4.10: E. faecalis ATCC 29212 susunun PS ve CY’de 48 saatlik
inkiibasyonu ile olusan biyofilmlerinin karayemis ekstrakti (1/8) ve klor (200 ppm)
uygulanmasi ile ortadan kaldirilma oranlar1 (%). Her deger en az ii¢ tekrarin
ortalamasidir. Standart sapmalar hata ¢ubuklart ile gosterilmektedir.

S. uberis ATCC 700407 susunun PS ylizeyde olusturdugu biyofilmlerin ortadan
kaldirma yiizdeleri incelendiginde ekstrakt uygulamasinda %41, klor uygulamasinda
%87 biyofilmlerin ortadan kaldirildig1 gozlendi. Ayni bakteri susunun CY ylizeyde
olusturdugu biyofilmlerin ortadan kaldirma yiizdeleri incelendiginde ise ekstrakt
uygulamasinda %354, klor uygulamasinda %84 oraninda ortadan kaldirma tespit edildi

[Sekil 4.11].
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Sekil 4.11: S. uberis ATCC 700407 susunun PS ve CY’de 48 saatlik
inkiibasyonu ile olusan biyofilmlerinin karayemis ekstrakti (1/8) ve klor (200 ppm)
uygulanmasi ile ortadan kaldirilma oranlar1 (%). Her deger en az ii¢ tekrarin
ortalamasidir. Standart sapmalar hata ¢ubuklart ile gosterilmektedir.

E. faecalis ATCC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 suslarmin olusturdugu
biyofilmleri ortadan kaldirma yiizdeleri incelendiginde CY yiizeyde en yiiksek sonug
S. uberis ATCC 700407 susunda (%54), PS yiizeyde en yiiksek sonug yine S. uberis
ATCC 700407 susunda (%41) gozlendi. Klor (200 ppm) uygulamasinda ise CY
yilizeyde en yiiksek sonug E. faecalis ATCC 29212 susunda (%87), PS ylizeyde en
yiiksek sonug yine E. faecalis ATCC 29212 susunda (%92) belirlendi.

4.9. Quorum Sensing (Cogunluk Algilama)

Karayemis yaprak ekstraktinin (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 ve 1/32) C. violaceum
ATCC 12472 susu iizerindeki inhibe edici etkisi agar kuyu difiizyonu ydntemi
kullanilarak tespit edildi. Inhibisyon zonlar1 kuyu c¢apr (6 mm) dahil edilerek
hesaplandi. En yliksek inhibisyon zon ¢ap1 12 mm olarak belirlendi [Sekil 4.12].
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Sekil 4.12: Karayemis yaprak ekstraktinin farkli seyreltme oranlarinda (1, 1/2,
1/4,1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 ve 1/512) C. violaceum ATCC 12472 susu

iizerindeki inhibe edici etkisi (mm). Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir.
Standart sapmalar hata ¢ubuklar ile gosterilmektedir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Son yillarda, cesitli kanser tiirlerinin ve yasa baglh hastaliklarin dnlenmesinde
kullanilmak {izere antioksidanlar, antimutajenler ve antikanserojenler biliyiik ilgi
gormektedir. Fenolik bilesiklerin, gii¢lii anti-enflamatuar ve antinosiseptif aktivitelere
sahip oldugu onceki calismalarda bildirilmistir [Kiipeli vd., 2007]. Bu baglamda,
yiiksek oranda fenolik bilesik igeren ve zengin antioksidan bulunduran bitkilere
yonelim artmistir.

Karayemis iilkemizin dogal florasinda yer almakta, yiiksek fenolik igerigi ve
antioksidan aktivitesi ile insan sagligina potansiyel fayda saglamaktadir. Halk arasinda
cogunlukla taze meyve olarak tiiketilmekle birlikte, kurutularak, salamura edilerek
pekmez, recel, marmelat ve meyve suyu iiretiminde kullanilabilmektedir. Bunlarin
yani sira, karayemis meyvesi uzun yillardir mide iilseri, sindirim sistemi sikayetleri,
bronsit, egzama, hemoroid tedavisinde ve idrar soktiiriicii olarak geleneksel tip
alaninda kullanilmaktadir [Baytop, 1984; Hayta, 2015].

Bu tez c¢alismasinda etanol ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen
karayemis meyve ekstraktlarinin B. cereus ATCC 11778 ve E. coli ATCC 25922
suslar1 iizerinde antimikrobiyal etkileri agar kuyu difiizyonu yontemiyle aragtirilmistir.

Karayemis yapraklarindan etanol ¢oziiciisti kullanilarak elde edilen ekstraktlarin
total DPPH serbest radikali giderme aktivitesi metoduyla antioksidan kapasitesi,
Folin-Ciocalteu metoduyla toplam fenolik madde miktari, aliiminyum Kkloriir
kolorimetrik metoduyla flavonoid madde miktar1 arastirilmistir. Yiiksek performans
stvi kromotografisi (HPLC) kullanilarak fenolik bilesen icerigi aydinlatilmistir. Agar
kuyu diflizyon yontemi 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 suslar1 iizerinde
antimikrobiyal etkileri arastirilmigtir. Ektsraktin E. faecalis ATCC 29212, S. aureus
ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213 ve S. uberis ATCC 700407 suslar1 iizerinde
MIK degerleri tespit edilmistir. Polistiren (hidrofobik) ve cam (hidrofilik) yiizey
kullanilarak E. faecalis ATCC 29212 ve S. uberis ATCC 700407 suslar1 tizerinde
antibiyofilm etkisi incelenmistir. Ekstraktin ¢ogunluk algilama sinyallerini bloke
etmesi C. violaceum ATCC 12472 biyosensor susu ile test edilmistir. Sonuglar

literatiirlerdeki verilerle kiyaslanarak degerlendirilmistir.
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Istanbul Sile bdlgesinden toplanan taze karayemis yapraklarmnmn (10 g) etanol
(%70) coziiciisii kullanarak mikrodalga destekli ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.
Ekstraktin pH degeri 4.7 olarak, kuru agirligi ise 75.90 mg/mL olarak belirlenmistir.

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi karayemis ekstrakti direkt
uygulmasinda %90, gallik asit standardinda (500 pg/mL) ise %91 olarak gozlenmistir.

Karayemis yaprak ekstraktlarinin (etanol, %70) toplam fenolik madde miktar
standart olarak kabul edilen gallik asit cinsinden hesaplanmis ve 89.27 mg GAE/g
ekstrakt olarak belirlenmistir.

Flavonoid madde miktar1 standart olarak kabul edilen kuersetin asit cinsinden
hesaplanmis ve 3.64 mg QE/g ekstrakt olarak saptanmistir.

Karayemis ekstraktinin fenolik bilesenlerden gallik asit (0.631 mg/L), katesin
(34.874 mg/L), kafeik asit (16.562 mg/L), epikatesin (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) igerdigi tespit edilmistir.

Ekstraktin antimikrobiyal etkisi incelendiginde 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) suslarinda inhibisyon zon ¢ap1 gozlenmistir. E.
coli ATCC 25922 (6 mm) susunda ise inhibisyon zon ¢ap1 tespit edilememistir.

Ayrica, ekstraktin suslar iizerinde MIK degerleri 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 belirlenmistir.

E. faecalis ATCC 29212 susunun MiKso degeri 3.45 mg/mL, MIK7 degeri ise
5.52 mg/mL olarak hesaplanmustir. S. aureus ATCC 25923 susunun MiKso degeri 3.40
mg/mL, MiK7o degeri 5.13 mg/mL olarak, S. aureus ATCC 29213 susunun MiKso
degeri 7.07 mg/mL, MiK7o degeri ise 18.36 mg/mL olarak tespit edilmistir. S. uberis
ATCC 700407 susunda ise MiKso degeri 2.72 mg/mL, MiK7 degeri ise 4.04 mg/mL
olarak saptanmistir.

MBK degerleri 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 belirlenmistir.

Ekstraktin (1/8 seyreltilmis) PS yiizeyde E. faecalis ATCC 29212 susu lizerinde
%35, S. uberis ATCC 700407 susu lizerinde %41, CY yiizeyde ise E. faecalis ATCC
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29212 susu tizerinde %52, S. uberis ATCC 700407 susu ilizerinde %54 antibiyofilm
etkisi gozlenmistir.

Klor (200 ppm) uygulamasinda ise PS ylizeyde E. faecalis ATCC 29212 susu
tizerinde %92, S. uberis ATCC 700407 susu tizerinde %87, CY ylizeyde ise E. faecalis
ATCC 29212 susu lizerinde %87, S. uberis ATCC 700407 susu iizerinde %84
antibiyofilm etki belirlenmistir.

Karayemis yaprak ekstraktinin antiquarum sensing etkisi incelendiginde C.
violaceum ATCC 12472 susunda (12 mm) renksiz opak zon ¢ap1 tespit edilmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon geleneksel tekniklere gore, daha 1iyi
ekstraksiyon verimi saglayan yeni ekstraksiyon yontemlerinden biridir [Wang vd.,
2006]. Bu teknik, ekstraktlarin kalitesini artirirken zaman ve enerji tasarrufu
saglayarak hizl1 ekstraksiyona izin vermesiyle gida ve ila¢ endiistrisinin ilgi alanina
girmeyi basarmistir [Hong vd., 2001; Ai vd., 2006; Proestos vd., 2008; Zigoneanu vd.,
2008, Routray vd., 2012; Wu vd., 2012].

Onceki c¢alismalarda, oksitlenebilir  bilesiklerin, mikrodalga destekli
ekstraksiyon sirasinda oksidasyondan korunabilecegini ve bunun da daha yiiksek bir
ekstraksiyon verimiyle sonuglanabilecegini varsayilmistir [Yu vd., 2009].

Karabegovi¢ ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada, Gliney Sirbistan bolgesinden
toplanan taze karayemis yapraklarinin (40 g) metanol (400 ml) ¢bziiclisii kullanarak
mikrodalga destekli (MWAE), ultrason destekli (UAE), klasik ekstraksiyon (CE) ve
Soxhlet aparati (SE) yontemleri ile ekstraksiyonu gerceklestirmistir. En yliksek
ekstraksiyon verimliligi SE ekstraksiyon yonteminde elde edilmistir ancak bu yontem
sekiz kat daha uzun bir ekstraksiyon siiresi gerektirmektedir. MW AE i¢in ekstraksiyon
verimliligi %70, UAE ig¢in %64 ve CE i¢in %53 olarak belirlenmistir. Karayemis
yapragiin dort farkli ekstraksiyon metodu kullanilarak elde edilmis ekstraktlarinda
toplam fenolik ve flavonoid madde miktar1 incelenmistir. Toplam fenolik miktar1
MWAE ekstraktinda 119.4 mg GAE/g kuru ekstrakt, UAE ekstraktinda 114.7 mg
GAE/g kuru ekstrakt, CE ekstraktinda 116.0 mg GAE/g kuru ekstrakt ve SE
ekstraktinda 85.4 mg GAE/g kuru ekstrakt olarak bulunmustur. Flavonoid madde
miktart MWAE ekstraktinda 66.6 mg rutin/g kuru ekstrakt, UAE ekstraktinda 64.4 mg
rutin /g kuru ekstrakt, CE ekstraktinda 63.5 mg rutin/g kuru ekstrakt ve SE ekstraktinda
61.3 mg rutin /g kuru ekstrakt olarak tespit edilmistir.

Bir¢ok arastirmaci, MWAE tekniginin hem ekonomik ve ¢evresel nedenlerden

dolay1r hem de fenolik bilesik etkinliginden kaynakli diger tekniklere kiyasla daha
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kabul edilebilir oldugunu dogrulamistir [Pan vd., 2003; Beejmohun vd., 2007; Casazza
vd., 2010; Dhanani vd., 2013].

Orhan ve arkadaslarinin (2011) yaptig1 ¢alismada, Trabzon ilinin Akcaabat
ilgesinden toplanan karayemis yaprak ve meyvelerinin (25 g) diklorometan, etil asetat,
aseton, metanol ve distile su ¢oziiclileriyle ekstraksiyonu saglanmistir. Karayemis
yaprak ekstraktinda toplam fenolik madde miktar1 gallik asit cinsinden, diklorometan
coOziiciisiinde 34.92 mg GAE/g ekstrakt, etil asetat ¢oziiciisiinde 46.43 mg GAE/g
ekstrakt, aseton ¢Oziiciisiinde 46.43 mg GAE/g ekstrakt, metanol ¢oziiciistinde 113.45
mg GAE/g ekstrakt, ve distile su ¢oziiciisiinde 88.10 mg GAE/g ekstrakt olarak tespit
edilmigtir. Karayemis meyve ekstraktinda ise toplam fenolik madde miktar
diklorometan ¢oziiciisiinde 14.63 mg GAE/g ekstrakt, etil asetat ¢oziiciisiinde 27.67
mg GAE/g ekstrakt, aseton c¢oziiclisinde 45.25 mg GAE/g ekstrakt, metanol
¢oziiclisiinde 64.63 mg GAE/g ekstrakt, ve distile su ¢oziiciisiinde 32.83 mg GAE/g
ekstrakt olarak belirlenmistir.

Halilova ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 ¢alismada Trabzon ilinden topladiklari
sekiz farkli genotipteki karayemis meyvelerinin metanol ¢oziiciisiiyle ekstraksiyonu
saglanmigtir. Toplam fenolik madde miktart en diisiik 24.36 mg GAE/g ekstrakt ve en
yiiksek 58.46 mg GAE/g ekstrakt olarak bulunmustur.

Ozkan ve arkadaslarmimn (2023) yaptig1 ¢alismada etanol (%80) ¢dziiciisiiyle
hazirlanan karayemis yaprak ekstraktinda toplam fenolik madde miktar1 17.62 mg
GAE/g ekstrakt, flavonoid madde miktar1 katesin cinsinden 11.61 mg CE/g ekstrakt
olarak belirlenmistir. Karayemis su ekstraktinda toplam fenolik madde miktar gallik
asit cinsinden 0.83 mg GAE/g ekstrakt, flavonoid madde miktar1 0.47 mg CE/g
ekstrakt olarak tespit edilmistir.

Celep ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 calismada Balikesir ilinden toplanan
karayemis meyve (metanol, %80) ekstraktinda toplam fenolik madde miktar1 23.64
mg GAE/g ekstrakt, flavonoid madde miktar1 ise 16.87 mg QE/g ekstrakt olarak
tanimlanmustir.

Calismalar incelendiginde, bitkilerin ¢dziiciilere gore fenolik madde iceriginde
farkliliklar meydana geldigi agik¢a goriilmektedir [Ariduru vd., 2013]

Bir¢ok caligma, yaprak ekstraktlarmin ayni bitkinin diger kisimlarina gore daha
ylksek fenolik bilesik konsantrasyonlarina sahip oldugunu gdéstermistir [Stankovic,

2002; Vagiri vd., 2012; Belkhir vd., 2013]
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Calismadaki bulgular literatiir ile karsilagtirildiginda karayemis yaprak (etanol,
%70) ekstraktinin toplam fenolik madde miktar1 Orhan ve arkadaslarinin (2011)
diklorometan, etil asetat, aseton ve distile su ¢oziiciileri kullanarak gerceklestirdigi
karayemis meyve ve yaprak ekstraktlarina gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Metanol ¢ozeltisi kullanilarak yapilan meyve ve yaprak ekstraktlar karsilastirildiginda
ise fenolik madde miktarinin meyve ekstraktina gore daha ytiksek oldugu gozlenirken
yaprak ekstraktina gore daha diisiik oldugu saptanmustir.

Halilova ve arkadaslar1 (2010) ile Celep ve arkadaslarmin (2012) yaptigi
caligmalar incelendiginde karayemis meyve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarinin bu tez calismasinda elde edilen sonuglara gore ¢ok daha diisiik
oldugu tespit edilmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 Ozkan ve arkadaslarmm (2023) karayemis
yaprak (etanol, %80) ekstrakt ile karsilastirildiginda ise bu tez ¢alismasinda kullanilan
karayemis yaprak (etanol, %70) ekstraktinda ¢cok daha yiiksek sonug elde edilmistir.

Bir¢ok aragtirmaci antioksidan aktivite ile toplam fenolik ve flavonoid bilesikler
arasinda dogrusal korelasyon bulundugunu bildirmistir [Xu vd., 2007; Kalia vd., 2008;
Tamuly vd., 2013].

Literatiir karsilagtirmas1 yapildiginda, karayemis yaprak (etanol, %70)
ekstraktinin flavonoid madde miktar1 Celep ve arkadaslarinin (2012) karayemis meyve
(metanol, %80) ekstraktina kiyasla daha diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

Bitki materyalleri ve ekstraksiyon tekniklerinden bagimsiz olarak, karayemis
yapragi ve meyve ekstraktlarindaki en yaygin bilesen klorojenik asit (25.44 - 36.49
mg/g kuru ekstrakt) olarak tanimlanmistir [Karabegovi¢ vd., 2013]

Ayaz ve arkadaglart (1997) ise GC-MS analizine dayali olarak yaptiklari
caligmada wvanilik asidi biitlin karayemis tiirlerinde ana fenolik asit olarak
degerlendirmistir.

Karabegovi¢ ve arkadaslar1 (2014) karayemis yapraklarinda 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 bilesiklerini
belirlemistir. Karayemis 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) saptanmustir.
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Alasalvar ve arkadaslarinin (2005) yaptig1 ¢alismada, Giresun ilinden toplanan
karayemis meyvesinde protokatesik 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) tantmlanmastir.

Karahalil ve arkadaglariin (2011) yaptig1 ¢alismada, Trabzon ilinden toplanan
karayemis meyvesinde gallik asit (0.02 mg/100g ekstrakt), katesin (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 edilmistir.

DPPH yontemi, ekstraktlarin antioksidan aktivitesi hakkinda temel bilgilerin
elde edilmesi icin basit ve hizli bir tarama yontemi olarak siklikla énerilmektedir
[Karabegovi¢ vd., 2014].

Celep ve arkadaslariin (2012) yaptig1 ¢caligmada karayemis meyve (metanol,
%80) ekstraktinda DPPH serbest radikali giderim aktivitesi en yiiksek %55 olarak
tanimlanmustir.

Halilova ve arkadaslarinin (2010) yaptig1 ¢alismada sekiz farkli genotipteki
karayemis meyvesinin antioksidan aktivitesi en diisiik %59.19 ve en yiiksek 89.86
olarak saptanmistir.

Sonuglar bu tez ¢caligmast ile karsilastirildiginda karayemis yaprak (etanol, %70)
ekstraktinin %90 DPPH serbest radikali giderim aktivitesi ile Celep ve arkadaslarinin
(2012) karayemis meyve (metanol, %80) ekstraktina ve Halilova ve arkadaglarinin
(2010) karayemis meyve caligmalarina kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi belirlenmistir.

Organik asitlerin bir¢cok bakteri lizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. [Eswarandam vd., 2004; Akbas ve Olmez, 2007]. pH organik asitleri
etkileyen abiyotik etmenlerden biridir.

Gram-negatif bakterilerin genellikle diisiik pH'ta Gram-pozitif bakterilere gore
daha duyarli oldugu belirlenmistir [Ray ve Sandine, 1992]. Bu sebeple pH’in
antimikrobiyal etkiye olumlu katki sagladig1 diistiniilmektedir.

Ozkan ve arkadaslarinin (2023) yaptig1 calismada etanol (%80) ve su ¢oziiciileri
kullanarak ekstraksiyonunu sagladiklar1 karayemis yapraklarinin (%1-%10
konsantrasyon) B. cereus FMCI19, S. aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes
ATCC 19118, Salmonella typhimurium ATCC 14028, E. coli O157: H7 ATCC 33150
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bakterileri lizerindeki antimikrobiyal aktivitesini belirlenmistir. Calisma sonucunda,
B. cereus FMC19 igin 8.33- 3.33 mm, S. aureus ATCC 25923 i¢in 10.33-12.67 mm,
L. monocytogenes ATCC 19118 i¢in 9.00-18.33 mm, S. Typhimurium ATCC 14028
icin 7.67-11.67 mm, E. coli O157: H7 ATCC 33150 i¢in 8.33 — 10.83 mm inhibisyon
zon ¢ap1 belirlemiglerdir.

Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda B. cereus FMC19 susunda bu tez
caligmasinda kullanilan B. cereus 11778 susuna gore daha yiiksek inhibisyon zon ¢ap1
gozlenirken, Staphylococcus aureus ATCC 25923 inhibisyon zon ¢apinin elde edilen
sonuglarla benzer oldugu tespit edilmistir. Genel olarak ekstrakt konsantrasyonu
arttirildiginda inhibisyon zonunun arttig1 gozlenmistir.

Ayla ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 ¢alismada Ankara ilinden toplanmis
karayemis meyvesinin (250 g) metanol (400 mL) c¢oziiciisii ile ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Ekstraktin B. cereus ATCC 7064, E. coli ATCC 8739, P.
aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 10031 ve S. aureus ATCC 6538
bakterileri iizerinde agar kuyu difiizyonu ve MIK deneyleri ile antimikrobiyal etkisi
saptanmistir. Calisma sonucunda, kuyu c¢ap1 (10 mm) dahil edilerek Bacillus cereus
ATCC 7064 i¢in 31 mm, E. coli ATCC 8739 i¢in 23 mm, P. aeruginosa ATCC 27853
icin 16 mm, K. pneumoniae ATCC 10031 22 mm ve S. aureus ATCC 6538 i¢in 34 mm
inhibisyon zon ¢ap1 gdzlenmistir. MiK sonuglar1 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
belirlenmistir.

Biyofilmler, plastik, cam, metal, ahsap, tibbi implantlar, doku ve gida {iriinleri
gibi ¢esitli ylizeyler lizerinde olusabilmektedir [Kokare vd. 2009]. Bakteriyel
biyofilmler, atik su aritim uygulamalarinda ve biyoteknolojide olumlu etkiye sahip
olsa da [Wolfaardt vd., 1994; Rittmann vd., 2004] hastane enfeksiyonlarinin %60'inin
biyofilm olusumundan kaynaklandigi tahmin edilmektedir [Huebner vd., 1994;
Archibald vd., 1997; Fridkin vd., 1997; Goldmann vd., 1997]

Biyofilm olusumu, insanlarda olusan infeksiyonun devamliligi ve tedavide
karsilagilan zorluklar agisindan 6nemlidir [Aydemir, 2018].

Enterokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar da dahil olmak iizere ¢ok sayida
gram-pozitif enfeksiyonun, yiiksek diizeydeki dogal direngleri nedeniyle, mevcut
antibiyotik tedavilerine yanit vermesinin zor oldugu kanitlanmistir [O'Toole vd.,

2000].
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Enterokoklar, cihazla iligkili enfeksiyonlarda 6nemli patojenlerdir ve diger gram
pozitif organizmalar gibi, tibbi implantlarda enterokok biyofilmlerinin olusumu artan
bir klinik sorundur [Barie vd., 1990; Stickler vd., 1993; Venditti vd., 1993; Shay vd.,
1995]

E. faecalis, en yaygin coklu ilaca diren¢li hastane patojenlerinden biridir.
Cogunluk algilama (QS) aracili biyofilm olusturma yetenegi patojeniteyi daha da
siddetlendirmektedir [ Yadav vd., 2022]

Giliniimiizde 6zellikle bakteriyel biyofilmleri hedef alan herhangi bir ilag¢ klinik
kullanirmda yer almamaktadir. Tek bagina antibiyotik tedavisi biyofilm
infeksiyonlarin1 engellemek icin yetersiz kalmaktadir. Son yillarda, klinik olarak
onemli ve yiiksek mortaliteye neden olan E. faecalis, S. aureus, K. pneumoniae, P.
aeruginosa ve Enterobacter spp. gibi bakterilerin biyofilm olusumuna ilgi artmistir.

Biyofilm olusumunu belirlemede mikrotiter plaka tabanli sistemler [Christensen
vd., 1985] ve test tiipii deneyleri [Christensen vd., 1983] en sik kullanilan model
sistemleri arasinda yer almaktadir. Model ylizey malzemelerini temsil etmek {izere
polistiren ylizey i¢in mikrotitre plakalari, cam ylizey i¢in ise cam tiipler tercih
edilmektedir [Pimentel-Filho vd., 2014].

Bakterilerin biyofilm olusturmalarinda biyofilm olusturacaklari yiizeyin yapist,
hidrofilik  veya  hidrofobik  ozellikte  olusu  Onemlidir.  Calismalarda
mikroorganizmalarin hidrofobik 6zellikteki polistren yiizeylere hidrofilik yiizeylerden
daha hizl1 yapisabildikleri rapor edilmistir [Corpe, 1980; Williams ve Fletcher, 1996;
Marques vd., 2007]. Dolaywsiyla cam gibi hidrofilik karakterdeki yiizey
materyallerinin gida ile temas eden yiizeylerde kullanim1 dogru bir tercih olacaktir.

Lee ve arkadaglarinin (2015) yaptig1 ¢alismada Aronia melanocarpa ekstraktinin
streptokok bakterilerinin biyofilm olusumu {izerindeki etkisi arastirilmistir. Bakteriler
1 dakika stireyle Aronia ekstraktina maruz birakildiginda biyofilm olusumunun
engellendigi one stiriilmiistiir. Ayrica seyreltilmis Aronia ekstraktinin, streptokoklarin
onceden olusturulmus biyofilmini 6nemli oOl¢lide azalttigr gozlenmistir. Aronia,
meyveler arasinda yiiksek antioksidan igerigine sahip oldugu ve bakteriyel toksisite
olmaksizin antibiyofilm aktivitesi gdsterdigi belirlenmistir.

Literatiir incelemesi yapildiginda, karayemis yaprak ekstraktlarinin E. faecalis
ve S. uberis suslar1 iizerinde antibiyofilm etkilerinin incelendigi bir c¢alisma

belirlenememistir.
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Biyofilm gelistirme ve c¢ogunluk algilama (QS) birbirine bagli siire¢lerdir.
Bakterilerde popiilasyon yogunlugu arttiginda QS sinyalleri aktive olur ve biyofilmin
koordineli bir sekilde olgunlasmasini saglar [Solano vd., 2014].

Bir¢ok calisma bakteriler arasindaki iletisimi saglayan sinyalleri bloke ederek
biyofilm olusumunun engellenebilecegini ve antibiyotiklere kars1 direncin
azaltilabilecegi gostermistir [Jiang vd., 2019; Hong vd., 2012]. Dogal bitkilerden veya
bitki ekstraktlarindan elde edilen polifenoller bakteri iiremesini durdurmadan
bakteriler arasindaki iletisimi engelleyerek anti-biyofilm etki olusturmaktadir
[Slobodnikova vd., 2016; Lu vd., 2019].

Onceki galismalar gallik asit, ferulik ve ellajik asitler gibi baz1 fenolik asitlerin
bakteriler arasindaki cogunluk algilamay1 engelleme potansiyeline sahip oldugunu
gostermistir [Lister vd., 2009; John vd., 2017].

Eris (2011) yaptig1 ¢alismada Rosaceae ailesine ait Rosa damascena (gil)
bitkisinden elde ettigi yag, absoliit ve suyun C. violaceum 12472, C. violaceum VIR07
ve C. violaceum CV026 suslar {lizerinde quorum sensing etkisini aragtirmistir. Bu
caligma sonucunda kullanilan indikatér mikroorganizmalarda giil yag1 ve absoliitiin
cevreyi algilama mekanizmasi iizerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu bulunmustur.

Onem ve arkadaslarmin (2021) yaptig1 ¢alismada Rosaceae ailesine ait Prunus
avium L. (kiraz) meyve sap1 ekstraktlarinin bakteriler iizerindeki anti-quorum sensing
etkisi incelenmistir. Ekstraktin bakteriler iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir
inhibisyon etkisine sahip oldugunu gdsterilmistir.

Literatiir taramasinda benzer bir ¢aligmaya rastlanmadigindan karayemis yaprak
ekstraktlarinin anti-quorum sensing aktiviteleri ile elde edilen veriler 6nemlidir.

Sonucglarda gozlenen farkliliklar, ekstraksiyon kosullari, ekstraksiyon
¢Oziiciisiiniin tiirli, agac¢larin yasi, meyvenin olgunluk diizeyi, yagis miktari, toprak
yapist gibi ¢evresel faktorler, hasat sonrasi kosullar veya depolamadaki farkliliklar ile
aciklanabilir [Kolayli vd., 2003].

Literatiirde yer alan bir¢cok calismada karayemis tiirlerinde bulunan fenolik
bilesenlerin antibakteriyel, antioksidan ve antikarsinojenik aktivitelere sahip bir

bilesik oldugu bilinmektedir [Meng vd., 2013].
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Karayemis yapraklarimin yiiksek antioksidan aktivite ve yiiksek fenolik bilesik
icerigi sebebiyle enfeksiyon hastaliklariin tedavisinde antibiyotiklere alternatif
olabilecektir. Saglik, gida, kozmetik ve farmasotik triinlere katilabilecek ucuz,
cevreyle dost ve dogal bir antimikrobiyal/antibiyofilm ajan olarak kullanilma

potansiyeli tagimaktadir.
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