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OZET

Yapilan tez calismasinda, kusburnu ekstraktlarinin seker igerikleri Paenibacillus
naphthalenovorans 320-Y ve Paenibacillus sp. 320-W suslar1 tizerindeki
antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri arastirildi. Kusburnu ekstraktlari, farkli
coziciiler ile hazirlanan kusburnu soliisyonlarinin iki farkli yontem (mikrodalga aracilt
ekstraksiyon, MAE ve ultrases aracili ekstraksiyon, UAE) uygulanmasi ile elde edildi.
Ekstraktlarin seker miktarlar1 HPLC analizi ile o6l¢iildi. Elde edilen ekstraktlar farkl:
oranlarda (1/1, 1/2, 1/4) ultra saf su ile seyreltildi ve ekstraktlarin Paenibacillus suslar
tizerindeki antimikrobiyal etkileri arastirildi. Paenibacillus suslarmin polistren
yiizeyde biyofilm olusturma potansiyeli laktoz igeren TSB besiyeri (TSB-L) ve siit
iceren TSB besiyeri (TSB-S) kullanilarak incelendi. MAE yontemiyle hazirlanan 1/2
sulandirma oranindaki etanol ekstraktinin (E2-M2) antibiyofilm aktiviteleri ise
polistren yiizeyde olusturulan Paenibacillus suslarinin TSB-S besiyerindeki
biyofilmleri {izerinde aragtirildi.

Kusburnu ekstraktlarindaki toplam seker oranlarinin MAE ekstraktlarinda UAE
ekstraktlarindan daha yiiksek miktarda oldugu saptandi. Paenibacillus suslar1 iizerinde
direkt uygulanan ekstraktlarin gentamisinden (10 pg/mL) daha etkili antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu belirlendi. E2-M2 ekstraktinin iki sus tiizerinde yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve en az gentamisin kadar etkili oldugu saptandi.
TSB-L besiyerinde P. naphthalenovorans 320-Y’nin Paenibacillus sp. 320-W’den
ve TSB-S besiyerinde ise Paenibacillus sp. 320-W’nin P. naphthalenovorans 320-
Y’den daha fazla biyofilm olusturdugu belirlendi. E2-M2 ekstraktinin Paenibacillus
sp. 320-W biyofilmlerinin ortadan kaldirilmasinda etkisinin olmadigi, P.
naphthalenovorans 320-Y iizerinde gen¢ biyofilmler {izerindeki etkisinin (% 58)
olgun biyofilmler tizerindeki etkisinden (% 26) daha yiiksek oldugu bulundu. Elde
edilen sonuglara gore, kusburnu ekstraktlarinin siit endiistrisi i¢in zararli olan
termofilik bakteri biyofilmlerinin ortadan kaldirilmast i¢in kullanilan kimyasal

dezenfektanlara kars1 alternatif olma potansiyeli tasidigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Paenibacillus naphthalenovorans, Paenibacillus sp. 320-W,

kusburnu, siit endiistrisi, antibakteriyel, antibiyofilm.



SUMMARY

In the thesis study, the antibacterial and antibiofilm effects and sugar contents of
extracts obtained from rosehip fruit on Paenibacillus naphthalenovorans 320-Y ve
Paenibacillus sp. 320-W strains were investigated. Rosehip extracts (E1-M, E2-M,
E3-M, E1-U, E2-U ve E3-U) were obtained using different solvents (ethanol, methanol
or distilled water) and extracted via two different methods (microwave assisted
extraction, MAE and ultrasound asisted extraction, UAE). The contents of extracts
were analyzed by HPLC. The antimicrobial effects of these extracts on thermophilic
Paenibacillus strains were investigated by the well diffusion method. TSB medium
containing lactose (TSB-L) and TSB medium containing milk (TSB-S) were used to
observe the biofilm formations of Paenibacillus strains on the polystyrene surface.
Antibiofilm activities of the 1/2 dilution of microwave assisted ethanol (E2-M2)
extract were investigated on biofilms of Paenibacillus strains in TSB-S medium
formed on the polystyrene surface.

The total sugar contents of the extracts were higher in rosehip extracts prepared
by the MAE method than those obtained by UAE method. As a result of the
antimicrobial analysis performed on thermophilic Paenibacillus strains, it was
determined that the extracts were more effective than gentamicin (10 pg/mL). E2-M2
extract was found to be high and as effective as gentamicin on both strains. It was
determined that Paenibacillus naphthalenovorans 320-Y strain formed more biofilms
in TSB-L medium than Paenibacillus sp. 320-W strain, while Paenibacillus sp. 320-
W strain formed more biofilms than P. naphthalenovorans 320-Y strain in TSB-S
medium. It was found that E2-M2 extract did not remove Paenibacillus sp. 320-W
strain biofilms but removed young P. naphthalenovorans 320-Y strain biofilms more
effectively (58%) than mature biofilms (26%). As a result, it was determined that
rosehip extracts have the potential to be an alternative to chemical disinfectants used

to eliminate thermophilic bacterial biofilms that are harmful to the dairy industry.

Keywords: Paenibacillus naphthalenovorans, Paenibacillus sp. 320-W, rosehip,

dairy industry, antibacterial, antibiofilm.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

°C Santigrat derece

uL Mikrolitre

um Mikrometre

BF Biyofilm olusan kuyulardaki ortalama absorbans degeri

B Bakteri kiiltiirii igermeyen besiyeri

CIP Yerinde Temizleme (Cleaning in Place)

COP Yerinden Ayirarak Temizleme (Cleaning Out of Place)

Dsu Distile su

E Ekstrakt muamelesi sonucu olusan ortalama absorbans degeri

E1-M MAE yontemiyle % 100 Dsu ¢6ziiciisii ile hazirlanan kugburnu ekstrakti

El-U UAE yontemiyle % 100 Dsu ¢dziictisii ile hazirlanan kusburnu ekstrakti

E2-M MAE yontemiyle % 50:50 EtOH:Dsu ¢6ziiciisii ile hazirlanan kusburnu
ekstrakti

E2-U UAE yontemiyle % 50:50 EtOH:Dsu ¢6ziiciisii ile hazirlanan kusburnu
ekstrakti

E3-M MAE yontemiyle % 50:50 MeOH:Dsu ¢0ziiciisii ile hazirlanan kusburnu
ekstrakti

E3-U UAE yontemiyle % 50:50 MeOH:Dsu ¢6ziiciisii ile hazirlanan kusburnu
ekstrakti

EB Bakteri kiiltiirli icermeyen besiyerinin ekstrakt ile muamelesi sonucu
olusan absorbans degeri

EPS Ekzopolisakkaritler

EtOH Etanol, etil alkol

FTS Fizyolojik tuzlu su

g Gram

GHz Gigahertz. 10! hertz olan bir frekans birimidir.

HCI Hidroklorik asit

HPLC Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi

K Klor soliisyonu



kob . Koloni olusturan birim

L . Litre

MeOH . Metanol, metil alkol

mg : Miligram

MHz : MegaHertz. 108 hertz olan bir frekans birimidir.
MAE . Mikrodalga Aracili Ektraksiyon
mL : Mililitre

mm : Milimetre

NaCl . Sodyum klortir

nm . Nanometre

oD : Optik Yogunluk

ppm : Milyonda bir birim

PS . Polistiren yiizey

RID . Refraktif Indeks Dedektorii

rpm . Dakikadaki devir sayisi

TFB . Toplam Fenolik Bilesik

TSA . Triptik Soya Agar

TSB . Triptik Soya Sivi1 Besiyeri
TSB-L : % 4 Laktoz Iceren TSB Besiyeri
TSB-S . % 4 Laktoza Esdeger Siit Tozu igeren TSB Besiyeri
UAE . Ultrases Aracili Ekstraksiyon
uv . Ultraviyole

Vv : Hacim

W Agirlik

W : Watt, gii¢ birimi, joule/saniye
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1.GIRIS

Biyofilm bir ylizeye bagli bulunabilen veya bir ylizeye yapismadan topluluk
olusturabilen karmasik mikroorganizma topluluklaridir ve bakteriler onlar1 korunakl
bir sekilde kalabilmesini saglayan hiicre dist matriks (EPS) igerisinde yer almaktadir
[Roy et al., 2018]. Biyofilm olusumunda genel olarak, hidrofobik ve piiriizlii ylizeyler,
hidrofilik ve piiriizsiiz olanlara gore bakteriler tarafindan tercih edilir [ Donlan, 2002].
Ozellikle paslanmaz celik yiizeyde biyofilm olusumu yiizey piiriizliiliigiinden
etkilenmektedir [Kukhtyn et al., 2017b]. Termofilik bakterilerin yiizeye yapigmasi ise
ylizey tiriine gore degismektedir [Karaca et al., 2019]. Termofilik bakteriler,
endiistriyel isleme hatlarinda 6zellikle paslanmaz celik yiizeye baglanip biiylir ve
ortamda vejetatif form veya hiicre kiimeleri halinde iireme potansiyeline sahiptir

[Palmer et al., 2010].

Siit endiistrisinde ekonomik kayiplara sebep olan en biiylik sorun biyofilm
olusumudur. Siit endiistrisinde kullanilan ekipmanlarin temizligi triin kalitesini
etkilemektedir [Oksiiztepe ve Demir, 2019]. Siit ekipmanlarnin sterilize edilmesi
sirasinda bakteriler hayatta kalabilmektedir ve siit iirtinleri ekipmanlarini verimli bir
sekilde sterilize etmek i¢in biyofilmlerdeki bakterileri etkileyen dezenfektanlarin
kullanilmasi 6nem tasimaktadir [ Kukhtyn, et. al. 2017a].

Bitkiler ve dogal gidalar, bakteriyel biyofilm olusumu ve gelisimi tizerindeki
yapilan inhibitor etki ¢alismalar1 sonucunda bakteriyel enfeksiyonlar icin alternatif
ajanlar olma potansiyel tasimaktadir [Lu et al., 2019]. Dogal antibiyofilm ajanlarinin
gelistirilmesi ve degerlendirilmesi, bakterilerin olusturdugu zararlarin kontroli

tizerinde fayda saglayicidir [Mishra et al., 2020; Lu et al., 2019].

Bu tez ¢alismasinda, kusburnu meyvesinin farkli ekstraksiyon yontemleri ile
elde edilen ekstraktlarin, termofilik Paenibacillus suslari tizerinde biyofilm
olusumlarmin kontroliinde dogal bir antibakteriyel ve antibiyofilm ajani olarak

kullanilabilme potansiyelleri arastirilmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

Siit endiistrisinde biyofilm olusumu ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Biyofilm, ¢ig siitiin toplanmasindan atik islemeye kadar siit tiriinii tiretiminin tim
asamalarinda meydana gelebilmektedir. Termofilik bakteriler ortamdaki iiremeye
uygun sicaklik nedeniyle siitte kontaminasyona neden olan seviyelere kisa siirede
ulasabilmektedir.

Uretilen siit ve siit iiriinlerinin kalitesi ¢ig siit kalitesinden etkilenmektedir ve bu
sebeple ¢ig siitiin kalitesi, tasindig1, depolandig1 alanlarin temizligi dnemlidir. Siit ve
stit drtinlerine Klor veya fenol temelli deterjan ve dezenfektanlarin bulasmasi
sonucuyla bu kimyasallarin anne siitiine gegmesi [Dervisoglu ve ark., 2013], siit veya
slit Uriiniin tadin1 degistirmesi ve siit lriinlerinin fermantasyonunu engellenmesi
[Karagozlii ve Karagozlii, 2004] gibi durumlarla karsilasilmaktadir. Bu nedenle daha
ekonomik, ¢cevre dostu ve dogal bilesik arayisi kaginilmaz olmaktadir. Dogal bilesikler
cevre agisindan giivenli oldugundan, kolay elde edilebilmektedir ve zararh
kimyasallara kars1 alternatif olabilmektedir.

Kirmizi meyve ve meyve atiklarinin igerisinde yiiksek miktarda biyoaktif bilesik
bulunmaktadir. Kirmizi meyve oziitleri igerisindeki biyoaktif maddelerin
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkisi ile patojenik bakterilere karsi kullanildigi birgok
calisma yapilmigtir. Kirmizi meyveler gida olarak kullanilmasinin yani sira gesitli
hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak ve kozmetik amagclarla da kullanilabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda termofilik Paenibacillus sp. 320-W ve Paenibacillus
naphthalenovorans 320-Y suslari tizerinde kusburnu ekstraktlarinin antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir. Bu amagla, kugburnu meyvesinde
bulunan biyoaktif bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasinda uygulamasi kolay, az zaman alan
ve uygulama sonrasi en verimli sonucu verecek sekilde elde edilmesi i¢in farkl
ekstraksiyon  metotlar1  kullanilmistir.  Ekstraktlarin ~ bakteriler  {izerindeki
antimikrobiyal etkileri kuyu difiizyon metodu ile, antibiyofilm etkisi ise polistren

ylizeyde olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi ¢alismalari ile incelenmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Biyofilm

Biyofilmler; biyotik ve abiyotik kat1 yiizeylere tutunan ve hiicrelerin kendi
tirettigi hiicre dis1 polisakkarit, DNA ve proteinlerden olusan matriks ile gevrili
mikrobiyal topluluklar olarak bilinmektedir [Sadiq et al., 2017b; Wingender et al.,
2001]. Aymi zamanda biyofilmler, endiistriyel alanlarda mikroorganizmalarin
cogalabildigi ve cogaldig1 yiizeyde termal olarak kararli enzim ve sporlar iiretebildigi
yasam formudur [Sadiq al., 2017b].

Genel olarak biyofilm olusum asamalari; yiizeye baglanma, kiiciik koloni
olusumu, matriks olusumu ve biyofilm olgunlagsmasi olarak Sekil 2.1’de verilmistir

[Banerjee et al., 2019'dan degistirilmistir].

o

Kiigtik e
Baglanma . Koloni » gildmm
Olusumu tzumu
1) Bakterilerin 2) Kiigiik koloni 3) EPS tretilmesi ve 4) Olgunlastiktan
flagella. pili gibi olusumundan sonra yetersayn algilama sonra biyofilm
uzantilar voluyla bir hareket Fﬂkl(’i-rii].ni'm “;::1':&;:'";'L'Pl*lil:]l:l:]'u‘; .::l hiicrelerinin
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Sekil 2.1: Biyofilm olusum ve olgunlagma asamalart.

Biyofilm olusumu ve olgunlasma asamalar1 temelde dort asamadan olusmaktadir:

- Baglanma; serbest haldeki bakteriler yiizeye yapisir.
- Kiigtik kolonilerin olusumu; hiicrelerin ¢ogalmas: ile kiigiik koloni olusur ve

hiicrelerin hareketi engellenir.



- Matriks olusumu; hareketin engellenmesi ve daha fazla EPS olusumu ile yeterli
cogunluk algilanmasi (quorum sensing) ve olgun biyofilm olusumu saglanir.
- Olgun biyofilm; hiicrelerin bir kisminin biyofilm tabakasindan salinmasi ile

ortama yayilmasi saglanir.

Mikroorganizmalarin bulundugu ortamin besin igerigi biyofilm olusumunu
etkilemektedir [Sar and Akbas, 2019; Karaca, 2018; Tolker-Nielsen, 2015]. Farkli
biyofilmler, farkli fiziksel ve kimyasal ozellikler sergilemektedir [Tolker-Nielsen,
2015; Heydorn et al., 2000]. Ayrica serbest durumdaki bakterilerin ve biyofilm
igerisinde yer alan bakterilerin gen ekspresyonlar1 birbirlerinden farklidir [Kot, et al.,
2018; Tolker-Nielsen, 2015]. Hiicreler, biyokimyasal sinyal molekiilleri araciligi ile
hiicreler arasi iletisim kurarak aralarinda uyum saglamaktadir [Solano et al., 2014;
Borlee et al., 2010; Flemming and Wingender, 2010; De Kievit, 2009; Hammer and
Bassler, 2003]. Hiicreler arasi iletisim mekanizmasi (yeterli ¢cogunluk algilama) ve
ikincil mesajc1 siklik di-GMP molekiilleri biyofilm ve matriks {iretiminde rol
oynamaktadir [Sadiq et al., 2017a; Solano et al., 2014; Borlee et al., 2010; De Kievit,
2009; Hammer and Bassler, 2003].

Biyofilmlerdeki mikroorganizmalar, kendi iirettikleri hiicre disinda yer alan ve
biyofilmin yaklasitk % 90’1 olusuran ekzopolisakkarit (EPS) matrisinde
yasamaktadir [Flemming and Wingender, 2010]. EPS esas olarak su, polisakkarit,
protein, niikleik asitler ve lipitten meydana gelmektedir [Flemming and Wingender,
2010]. EPS, biyofilm olusumu i¢in gereklidir ve serbest halde yasayan bakterilere
farkli bir yasam bigimi saglamaktadir [Flemming and Wingender, 2010].
Biyofilmlerdeki bakterileri birbirine baglayan EPS bilesenleri arasindaki farkliliklar,
farkl1 biyofilm yapilarinin olugsmasina neden olmaktadir [Tolker-Nielsen, 2015].

EPS’nin biyofilmler igerisinde birgok gorevi vardir ve biyofilmlere yarar

saglamaktadir [Flemming and Wingender, 2010]. Bunlar:

- Hiicrelerin ylizeye tutunmasini ve yapismasini saglamak.

- Hiicreler arasinda iletisimi kolaylastirmak, hiicre-hiicre taninmasini saglamak.
- Biyofilmin ii¢ boyutlu yapisini olusturmak.

- Bakterilerin etrafinda yiiksek oranda hidratlanmis bir mikro ortam saglayarak,

su kaybina kars1 biyofilmi korumak.



- Enfeksiyona karsi hiicrelere direng kazandirmak ve c¢esitli antimikrobiyal
ajanlara (6rnegin, dezenfektanlar ve antibiyotikler) kars1 tolerans saglamak.

- UV, radyasyon, farkli pH kosullari, ozmotik basing gibi faktorlere karsi
bakterileri korumak.

- Cevreden besinlerin alinip biyofilm i¢inde birikmesine izin vermek.

- Besin alimi i¢in digsal makromolekiillerin sindirilmesini ve yapisal EPS'nin
pargalanmasini saglayarak hiicrelerin biyofilmlerden salinmasini saglamak.

- Biyofilm hiicreleri arasinda yatay gen transferini kolaylastirmak olarak

siralanabilir.

Bakteriler paslanmaz ¢elik, polistiren, cam, kauguk, ahsap gibi farkl ylizeylerde
ve gidalarda biyofilm olusturma egiliminde olmaktadir [Srey et al., 2013; Djordjevic
et al., 2002]. Bakteriler, yiizey piirtizliligi, yiizey kimyasi, yilizey yiki ve
hidrofobiklik derecesi gibi farkli nedenlerle yiizeylere daha kolay veya daha zor
yapisabilmektedir [Sadiq et al., 2017b]. Hiicre yiizeyi hidrofobikligi bakterilerin
baglanmasiyla dogrudan iliskili olmaktadir [Jindal and Anand, 2018]. Biyofilm
olusumunda genel olarak, hidrofobik malzemeler ve piiriizlii yiizeyler, hidrofilik ve
piiriizsiiz olanlara gore bakteriler tarafindan tercih edilmektedir [Donlan, 2002].

Termofilik bakterilerin yiizeye yapismasi yiizey tiirline gore degismektedir
[Karaca et al., 2019]. Ornegin; Flint ve arkadaslarinin (2001) calismasinda G.
stearothermophilus'un paslanmaz ¢elik yiizey tizerindeki biyofilm olusumu ile ayni
ylizeyin siit proteinleri ile kaplanmasi sonucunda olusan biyofilmi kiyaslamiglar ve
kontamine olmus paslanmaz gelik yilizeylerde biyofilm olusumunun arttigini (10 ila
100 kata kadar) gostermislerdir. Modifiye edilmis paslanmaz ¢elik yiizeylerde
termofilik bakteri biyofilmlerinin olusumunun ise azaldig1 gézlemlenmistir [Jindal et
al.,, 2016]. Spor olusturan termofilik bakterilerin vejetatif hiicrelerine kiyasla,
sporlarinin paslanmaz ¢elik yiizeye baglanma yetenegi daha fazla olmaktadir [Jindal
and Anand, 2018; Flintetal., 2001]. Yiizeylerin fizikokimyasal 6zellikleri ile beraber
yuksek inkiibasyon sicakligi da biyofilm baglanmasinda etkin oldugu goriilmiistiir
[Karaca, 2018]. Karaca (2018)’nin yaptig1 ¢alismada, 55 °C sicaklikta Anoxybacillus
ve Geobacillus cinsine ait bakteriler tam yagli siit ortaminda hidrofilik yiizeylere (cam,

paslanmaz c¢elik) baglanmay1 tercih ederken, termofilik bakteriler ayni besin



kosullarinda 65 °C sicaklikta ise hidrofobik yiizeylere (polistren, polipropilen)

baglanmayi tercih ettigi goriilmiistiir.
2.2. Termofilik Bakterilerin Genel Ozellikleri

2.2.1. Paenibacillus sp.’nin Genel Ozellikleri

Bacillus cinsi, Gram-pozitif, aerobik veya fakiiltatif (se¢meli) anaerobik, spor
olusturan ¢ubuk seklindeki mikroorganizmalardan olusmaktadir ve sira disi1 sartlarda
yasayan bakterileri de kapsamaktadir [Ash et al., 1991; Claus and Fritze, 1989]. 16S
rRNA dizileme yontemi ile yapilan analiz sonucunda Bacillus cinsinin 5 ayr1 kiimeye
ayrilarak heterojen bir topluluk oldugu belirlenmistir [Ash et al., 1991]. Paenibacillus
cinsine ait bakterilerin yapilan filogenetik analizler sonucu Bacillus genusunun alt tiirti
oldugu belirlenmistir [Ash et al., 1993]. Paeni kelimesi Latince “neredeyse” demektir
ve Paenibacillus “neredeyse bir Bacillus” anlamina gelmektedir [Ash et al., 1993].
16S rRNA dizileme analizi sonucunda Paenibacillus’un, Paenibacillaceae
familyasinda yer aldig1 belirlenmistir [de VVos and Garrity, 2009]. Paenibacillus suslari
cubuk seklinde, Gram pozitif veya Gram negatif olabilmektedir [Shida, 1997; de Vos
and Garrity, 2009]. Bu suslar, kamgilar: sayesinde hareketli olmaktadir, aerobik veya
se¢cmeli anaerobik olabilir ve endospor olusturabilmektedir [de Vos and Garrity,
2009]. Paenibacillus, agar tizerinde kiigiik, saydam, acik kahverengi-beyaz, pembe-
sarimst renkte koloniler iiretmektedir [de VVos and Garrity, 2009]. Paenibacillus tiirleri
birbirinden farkli habitatlarda yasamaktadir ve toprak, su, bitki rizosferi, gida ve bocek
larvalar1 gibi gesitli kaynaklardan izole edilmistir [Grady et al., 2016; Daane et al.,
2002].

Paenibacillus suslar1 sahip olduklar1 ozelliklerle ¢esitli alanlarda kullanilma
potansiyeli tasimaktadir. Bitki biiyiime destegi [Han et al., 2014] ve ¢esitli patojen
canlilara kars1 biyokontrol [Duval et al., 2015; Zhou et al., 2008] saglamaktadir.
Paenibacillus cinsinin iirettigi enzimler ve antimikrobiyal peptitler, tarim [Abriouel et
al., 2011], biyoremediasyon [Saxena et al., 2015; Wang et al., 2015] alanlarinda
kullanilma potansiyeli tasimaktadir. Ayrica Paenibacillus tiirlerinin irettigi
enzimlerin deterjan, gida, tekstil, kagit, biyoyakit endiistrileri gibi farkli alanlarda
kullanilma potansiyelinin arastirildigi gesitli ¢alismalar yapilmistir [Grady et al.,
2016].



Paenibacillus suslar1 yararli etkilerinin yani sira olumsuz etkilere de sebep
olabilmektedir. Ornegin; insanlarda enfeksiyonlara sebep olduklar bildirilmistir
[DeLeon and Welliver, 2016]. Bir diger iyi bilinen olumsuz yonleri ise siit ve siit
iirlinlerinin bozulmasindaki rolleridir. Paenibacillus suslari, siit endiistrisinde siitiin
bozulmasina neden olan enzimleri tireten en 6nemli bakterilerden biridir [Olajide and
LaPointe, 2020; Ranieri et al., 2012; Scheldeman et al., 2004] . Paenibacillus tiirleri
lipit ve protein hidrolizi yollariyla uzun raf 6mriine sahip siitlerin bozulmasina sebep
olabilecek potansiyel tasimaktadir [Mugadza and Buys, 2018]. Paenibacillus tiirleri
yiiksek ve diisiik sicakliklarda siit i¢in tehlike arz etmektedir, genel olarak diisiik
sicakliklara da adapte olabilmektedir ve pastorize edilmis siitten de izole
edilebilmektedir [Beno et al., 2020]. Disiik sicakliklarda gelisebilen birgok
Paenibacillus susu ve yaklagik 10 giinliik buzdolabi sicakliginda saklanmasinin
ardindan ¢ig siitteki bakterilerin biiylik gogunlugunu olusturabilmektedir [Gopal et al.,
2015]. Bu bakterilerin endosporlar1 pastérizasyon islemine dayaniklidir ve endiistriyel
ekipmanlarda da yasamlarina devam edebilmektedir. Bu nedenle hem ¢ig hem de
pastorize siitte az miktarda da olsa Paenibacillus sporu bulunabilmektedir [Gopal et
al., 2015; Ranieri et al., 2012]. Siitten izole edilen her Paenibacillus tiirii ayn1 etkiyi
gostermiyor olsa da proteaz, lipaz ve fosfolipaz enzimlerimin etkinligi ile siit ve siit
tirtinlerinin tadin1 ve kokusunu olumsuz etkilemektedir [Olajide and LaPointe, 2020;
Grady et al., 2016; Gopal et al., 2015; Trm¢i¢ et al., 2015].

Wang ve arkadaslariin (2015), biyodesiilfirizasyon potansiyeline sahip
termofilik kiiltiirleri tanimlama ve karakterize etmek i¢in yaptiklari calismada 320 adli
kiltirt kullanmiglar ve ¢alisma sonucunda bu kiiltiirden iki Paenibacillus tiirii izole
etmislerdir. Bu iki tiire 320-W ve 320-Y adlandirmalart yapilmistir.

Paenibacillus naphthalenovorans, Gram-pozitif, cubuk sekline sahip, hareketli,
spor olusturan, zorunlu aerobik bir bakteri susudur [de Vos & Garrity, 2009]. Agar
tizerinde biiyiitiildiigiinde beyaz, yar1 saydam, mukoid (6ze degdirildiginde iplik gibi
uzayan) koloniler olusturmaktadir [Daane et al., 2002]. P. naphthalenovorans naftalin
tikettigi icin bu ismi almistir ve aromatik hidrokarbonlarin biyoyikimini
saglamaktadir [Daane et al., 2002]. Delaunay et al. (2021)’in yaptiklari ¢alisma ile
Paenibacillus naphthalenovorans’n siitten ilk kez izole edildigi bildirilmistir.

Paenibacillus sp. 320-W, 16S rDNA dizilimi ile Paenibacillus olarak
tanimlanmustir, fakat ait oldugu tiir belirsizdir. [Wang et al., 2015]. Paenibacillus sp.

320-W, dibenzotiofen turevlerini metabolize edememektedir, fakat Paenibacillus
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napthalenovorans 320-Y ile P. napthalenovorans 320-Y susunun yapabildiginden
daha hizli sekilde dibenzotiofen tiirevlerini metabolize edebilmektedir [Butler et al.,
2016; Wang et al., 2015]. Paenibacillus naphthalenovorans 320-Y ve Paenibacillus
sp. 320-W bakterilerinin sinerjistik aktivitesi biyodesiilfiirizasyon amach farkli
mikrobiyal ¢aligmalarda model olarak kullanilabilme potansiyeli tasimaktadir [Sar et
al., 2020; Wang et al., 2015].

2.3. Siit Endiistrisinde Termofilik Mikroorganizmalarin
Olusturdugu Biyofimler ve Biyofilmlerin Etkileri

Siit; protein, yag, karbonhidrat ve minerallerden olugsmaktadir. Yag, yag
kiireciklerinden meydana gelirken karbonhidrat ise laktoz adi verilen glukoz ve
galaktozdan olusan disakkaritten meydana gelmektedir. Siit protein kisminin yaklasik
% 80’nini de kazein olusturmaktadir. Siit i¢erisindeki kimyasal reaksiyonlar sonucu
slit tiriinleri meydana gelmektedir [Teh et al., 2015]. Cig siit, uygun olmayan tagima-
saklama sicakligi, mikrobiyal kirleticiler, dogal olarak olusan enzimler nedeniyle
cabuk bozulan bir iriindiir [Teh et al., 2015]. Cig siitiin kalitesi iiriin verimini,
islevselligini, acilik ve eksilik gibi duyusal kusurlarin olusumunu etkileyerek siit
tirlinlerinin tiretimi lizerinde biiylik bir etkiye sahip olmaktadir [Flint et al., 2020;
Singh et al., 2019; Teh et al., 2015; Zhao et al., 2013].

Cig siitiin islendigi ekipmanlarda diisiik sicakliklarda tireyebilen (psikrotrof)
bakterilerin gelisimi ve liretim tesisinin sicak boélgelerinde spor olusturan termofilik
bakterilerin iiremesi endise yaratmaktadir [Flint et al., 2020]. Cig siitteki
mikroorganizmalar gesitli kaynaklardan gelmektedir (Sekil 2.2) [Teh et al., 2015'den
degistirilerek uygulanmistir]. Bu kaynaklardan gelen mikrobiyal yiik patojenik ve
bozucu mikroorganizmalarin yani sira probiyotik bakterileri de kapsayan faydali
bakterileri de igerebilmektedir [Teh et al., 2015].



siit Uriinleri Uzerine
1 Etkisi

e) siit Uriinleri
Imalat Yiizeyleri

a) Siit Ciftligi Ortamui

d) Cig Stt Tagima
Tankerleri

b) Siit Sagim
Ekipmanlari

c) Cig Sut Depolama
Tanklan

Sekil 2.2: Tedarik zincirince ¢ig siitiin kontaminasyon kaynaklari.

Siit endiistrisinde biyofilm olusumu, diisiik kalite/verim, gida bozulmalar1 veya
gida giivenligi sorunlar1 ve temizlik ve hijyenin saglanmasinda zorluklar nedeniyle
ekonomik kayiplara neden olmaktadir [Teh et al., 2015]. Biyofilm olarak adlandirilan
ylzeylerdeki bakterilerin sebep oldugu kirlilik, ¢ig siitiin toplanmasindan atik
islemeye kadar siit iiriinii tiretiminin tiim asamalarinda meydana gelmektedir [Flint et
al., 2020]. Geobacillus stearothermophilus, Bacillus licheniformis, Anoxybacillus
flavithermus tiirleri genel olarak siitte spor olusturan tiirler olarak bilinmektedir
[Delaunay et al., 2021]. Tam yagh siit tozu liretimi sirasinda tank, 6n buharlastirici,
On 1sitma boliimlerinde Geobacillus’a ait vejetatif hiicre biiylimesi ve spor olusumu
goriilmektedir [Scott et al., 2007].

Gidayla temas eden yiizeylerde biyofilm olusumu; siit tortusunun birikimi,
bakterilerin yapigsmast ve kolonizasyonu ve son olarak da biyofilm olusumu
asamalariyla sonug¢lanmaktadir [Jindal et al., 2016]. Biyofilm tabakasini olusturan ve
olusan EPS igerisindeki bakteriler 1s1l islem ve dezenfeksiyon islemlerinde hayatta
kalabilmekte ve bunun sonucunda kontaminasyon kaynagi olarak siit {riinlerinin
kalitesini ve giivenligini tehdit etmektedir [Jindal et al., 2016]. Ayrica siit endiistrisinde
boru hatlarinda olusan biyofilm, boru hatti boyunca akisin azalmasina neden
olabilmekte ve biyofilm igindeki asit olusumu nedeniyle borular ve diger siit isleme

ekipmanlari Korozyona ugrayabilmektedir [Giin ve Ekinci, 2009].



Termofilik basiller siitte 6nemli bir kontaminasyona neden olan seviyelere kisa
stirede ulagabilmektedir [Flint et al., 2001]. Termofilik bakteri biyofilmlerinde yiiksek
sicaklik ve yiiksek inkiibasyon siiresi biyofilm olusumunu arttirmaktadir [Cihan et al.,
2017]. Biyofilm olusumunu mikroorganizmalarin bulundugu ortamin besin igerigi de
etkilemektedir [Sar and Akbas, 2019; Karaca, 2018]. Tam yagl siitte Geobacillus'un
hem yiizeye baglanmasi1 hem de spor olusturmasi, yari yagh veya yagsiz siite gore daha
yiiksek olabilmektedir [Karaca et al., 2019]. Ayrica, siit isleme alanlarinda farkli
yiizeylerde olusan biyofilmlerin ortadan kaldirilmasi biyofilm olusumunun erken
asamalarda miimkiin olurken, kritik evrenin asilmasi durumunda termofilik
bakterilerin  biyofilmlerinin  giderimi i¢in dezenfeksiyon islemleri sonug
vermeyebilmektedir. Bu nedenle siit iriinlerinin islendigi yiizeylerde, termofilik
biyofilm olusumunun hizlanmaya basladig1 evre oncesinde diizenli dezenfeksiyon

isleminin uygulanmasi 6nemlidir [Karaca, 2018].

2.4. Sit Endiustrisinde Kullanilan Genel Temizlik ve
Dezenfeksiyon islemleri

Diinya iizerinde siit ve siit iiriinlerinin tiiketiminin artmasi siit endiistrisinin
gelismesine yol agmaktadir. Gelisen siit endiistrisi neticesinde birgok siit iirlinii
iiretilmektedir. Uretilen pastérize siit, peynir, tereyagi gibi iiriinlerin kalitesi ¢ig siit
kalitesinden etkilenmekte ve bu sebeple ¢ig siitiin kalitesi ve tagindigi, depolandigi
alanlarin temizligi 6nemli olmaktadir [Teh et al., 2015]. Siit kalitesini arttirma
yontemleri iilkelere gore farklilik gosterirken genel olarak mikrobiyal yiik diisiik
tutularak siit kalitesi arttirrlmakta ve mikrobiyal biiylimeyi engellemek icin siit diiiik
sicakliklarda saklanmaktadir [Teh et al., 2015].

Temizlik, dezenfeksiyondan dnce yapilarak ortamin mikrobiyal yiikiinii azaltip
dezenfeksiyonun etkisini arttirmaktadir ve temizlik ile dezenfeksiyon islemleri
birbirlerini tamamlayicidir [Fukuzaki, 2006]. Temizleme asamasinda birbirinden
farkli amaglar i¢in kullanilan ve deterjan olarak adlandirilan maddeler
kullanilmaktadir. Bunlar alkali bilesikler, asit bilesikler, notral temizleyiciler, selat
olusturan bilesikler olarak siniflandirilmaktadir [Karagozlii ve Karagozlii, 2004]. Gida
endiistrisinde yerinden ayirarak temizleme (Cleaning Out of Place = COP) sistemi
kullaniliyor olsa da siit endiistrisinde yerinde temizlik sistemi (Clean in Place = CIP)

daha sik kullanilmaktadir [Norton and Tiwari, 2013]. Siit endiistrisinde CIP sistemi ile
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etkili dezenfeksiyon saglanmaktadir [ Tiwari et al., 2013; Srey et al., 2013; Karagozlii
ve Karagozlii, 2004]. Siit endiistrisinde her {iretim sonrasinda diizenli temizlik ve
dezenfeksiyon isleminin yapilmasi zorunludur ve islemin basarili olmasi i¢in asagida

verilen agamalara dikkat edilmelidir [Karagozlii ve Karagozlii, 2004].

- Uriin kalintilarinin uzaklastirmak i¢in mekanik 6n temizleme.

- Kirlerin biiyiik boliimiinii uzaklastirmak i¢in su ile 6n durulama.

- Deterjan bilesenleri ile temizlik uygulamasi.

- Dezenfeksiyon uygulamasi.

- Kimyasallar1 uzaklastirmak i¢in kaliteli temiz su ile bir veya daha fazla sayida
durulama islemi.

- Alet ve ekipmanlarin ylizeyinden suyun iyice siiziilmesi, kurulanmasi.

Dezenfektanlarin etkinligi dezenfektanin konsantrasyon ve temas siiresi,
ortamdaki pH, sicaklik, su sertligi, ortamda organik madde ve kimyasal inhibitor
varlig1 unsurlarindan etkilenmektedir [Srey et al., 2013]. Dezenfektanlarin uygulanma
stiresi genel olarak 2-10 dakika arasinda degismektedir [Karagozlii ve Karagozli,
2004]. Kimyasal dezenfektan tiirleri klor bazli, iyot gazi, asit-anyonik dezenfektanlar
ve peroksitler olarak siniflandirilabilir [Schmidt, 1996]. Yaygin olarak kullanilan
dezenfektanlar ve ozellikleri Tablo 2.1°de 6zetlenmistir [Schmidt, 1996].

Siitiin gectigi ve bekledigi isleme hattinin sicakligy, siitiin isleme hattinda
beklemesi veya akista olmasi ortamdaki mikroorganizmalarin biyofilm olusumunu
etkileyen unsurlardandir [Ayhan, 2016]. Siitlerin kabul edildigi boliimden baslayarak,
slit muhafaza tanklar1 da dahil olmak iizere tiim isleme ekipmanlarinin uygun hijyen
ve dezenfeksiyon uygulamalari diizenli olarak yapilmalidir [Ayhan, 2016].

Siit dirlinleri ekipmaninin etkili bir sekilde hijyenik olmasi i¢in yiizey iizerinde
olusan biyofilmlerdeki bakterileri etkileyen dezenfektanlarin  kullanilmasi
gerekmektedir [Kukhtyn et al., 2017a]. Kullanilan temizlik maddesinin fosfat igerikli
olmas1 Geobacillus sporlarinin kalsiyum salinimini hizlandirarak 1s1 direncini
diisiirmektedir. Bu nedenle siit endiistrisinde biyofilm ve spor olusumunun
engellenmesinde fosfat igerikli temizlik ajanlar1 kullanilabilmektedir [Kumar et al.,
2019].
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Tablo 2.1: Yaygin olarak kullanilan dezenfektanlardaki kimyasal ve fiziksel 6zelliklerin karsilastirilmasi.

. Kuaterner Amonyum . . . . .
Klor Iyodofor Asit Anyonik Yag Asidi Perasetik Asit
Bilesikleri
Asindirici Evet Hafif agindirici Hayir Hafif agindirici Hafif agindirict Hafif agindirici
Cildi tahris edici Evet Hayir Hayir Hafif tahris edici Hafif tahris edici Hayir
Notral pH’ta etkinlik Evet Tipe bagh Cogu durumda Hayir Hayir Evet
Asidik pH’ta etkinlik Evet, ama stabil degil Evet Cogu durumda <3.0-35 <3.5-4.0 Evet
Alkali pH’ta etkinlik Notral pH’tan daha az Hayir Cogu durumda Hayir Hayir Az etkili
Organik materyallerden etkilenme Evet Orta derecede Orta derecede Orta derecede Kismen Kismen
Suyun sertliginden etkilenme Hayir Hafif Evet Hafif Hafif Hafif
Kalicr antimiktobiyal aktivite Yok Orta Evet Evet Evet Yok
Maliyet Dusiik Yiiksek Orta Orta Orta Orta
Asit soliisyonlari, Yiiksek alkali Anyonik slak ajanlar, Katyonik stirfektanlar ve Katyonik stirfektanlar ve

Uyumsuzluklar

fenoller, aminler

deterjanlar

sabunlar ve asitler

alkali deterjanlar

alkali deterjanlar

Indirgenen ajanlar, metal

iyonlari, giiclii alkaliler

Kullanilan soliisyonda kararhhg:

Hizli dagilir Yavas dagilir Kararli Kararl Kararl Yavas dagilir
Yikama yapilmadan FDA tarafindan izin o o
. . 200 ppm 25 ppm 200 ppm Cesitli Cesitli 100-200 ppm
verilen en yiiksek seviye

Su sicakhigi hassasiyeti Yok Yiiksek Orta Orta Orta Yok

Kopiik seviyesi Yok Diisiik Orta Diisiik/Orta Diisiik Yok

Fosfat Yok Yiiksek Yok Yiiksek Orta Yok

Zemin yiikii toleransi Yok Diisiik Yiiksek Diisiik Diisiik Diisiik




2.4.1. Siit Endiistrisinde Dezenfektan Kalntilari ve Neden
Olabilecegi Sorunlar

Siit ve siit iirlinlerine deterjanlar ve dezenfektanlarin bulagsma ve kalinti miktart,
durulama islemi yapilmadan once alet ve ekipman yiizeyinde kalan temizleyici
konsantrasyonu ve miktarina, kullanilan durulama suyunun miktarina, alet-ekipman
ylizey yapisina, temizleyicinin durulanabilirligine ve tesisat c¢ikisindaki akis
yeterliligine bagli olmaktadir [Karagozli ve Karagozli, 2004]. Temizleyici
kalintilarinin neden olabilecegi sorunlar saglik, duyusal ve teknolojik olarak
siralanabilmektedir [Karagozlii ve Karagozlii, 2004].

Dezenfektan kalintilan siit isletmesindeki baslangi¢ kiiltiirlerin aktivitelerinin
engellenmesine ve peynir, yogurt gibi siit iirlinleri fermantasyonunun engellenmesine
sebep olabilmektedir [Karagozlii ve Karagozli, 2004]. Klorlu dezenfektan
bilesiklerinin siit ve siit triinlerinde bulunmasi ve oOzellikle de anne siitlerine
gecebilmelerinden dolayr bu bilesikler gilinlimiizde dahi saglik i¢in tehdit
olusturmaktadir [Dervisoglu ve ark., 2013]. Siite fenol esasli dezenfektanlarin az
miktarda karigmasi bile siitiin tadinin degismesine neden olmaktadir [Karagozlii ve

Karagozlii, 2004].

2.4.2. Biyoaktif Bilesiklerin Gida Endiistrisinde Dezenfektan Olarak
Kullanimi

Gida islemede mikrobiyal kontroliin temel amaci, zararli mikroorganizmalarin
varliginin ve faaliyetlerinin yok edilmesi ve isleme ekipmaninda biyolojik birikimin
kontrol edilmesidir [Simdes et al., 2010]. Gida endiistrilerinde biyofilm ortadan
kaldirma ve dezenfektan etkinligini arastirma alanlarinda bir¢ok calisma yapilmistir
[Sim&es et al., 2010]. Biyofilmlerin antibiyotiklere ve geleneksel dezenfeksiyon
islemlerine kars1 direng gelistirebildikleri i¢in biyofilm olusumunun ortadan
kaldirilmasinda antibiyotiklerin veya dezenfektanlarin yiiksek miktarda kullanimi
olusturabilecegi yan etkiler ac¢isindan kullanigli bulunmamaktadir [Wolfmeier et al.,
2018; Simodes et al., 2010]. Giiniimiizde geleneksel kontrol yontemleri hala
kullaniliyor olmasina ragmen, endiistriyel gida giivenligini saglamak i¢in dogal, daha

ekonomik ve ¢evre dostu biyofilm kontrol yontemleri vazgegilmezdir [Srey et al.,
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2013]. Dogal bilesikler ¢evre agisindan gilivenli oldugundan, kolay elde
edilebilmektedir ve ekonomik olarak, zehirli kimyasallara potansiyel alternatifler
olabilmektedir [Unlu et al., 2018].

Bitki oziitleri igerisindeki biyoaktif maddelerin antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkisi ile patojenik bakterilere karsi kullanilabileceginin kanitlandigi
bir¢ok ¢alisma mevcuttur [Mishra et al., 2020; Lu et al., 2019; Kouidhi et al., 2015].
Ornegin, mandalina kabuklarindan elde edilen 6ziit Aspergillus niger‘e kars1 [Abdel-
Aziz et al., 2019], nar 6ziitleri Escherichia coli’ye karsi [da Silva et al., 2019] ve
yabanmersini  ekstraktlarinin ~ Staphylococcus epidermidis ve Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi antibiyofilm etkileri gosterilmistir. Dogal antibiyofilm
bilesenlerinin ¢esitli bakteri tiirlerinde biyofilm olusumunu engellemesi veya ortadan
kaldirmasinin nedeni, bu bilesenlerin bakterileri yeterli ¢ogunluk algilama
mekanizmasini engellemesi kaynakli oldugu diisiiniilmektedir [Lu et al., 2019; Estrela
etal., 2009].

Organik asitler, toksik kimyasal dezenfektanlarin tehlikelerini 6nlemek icin gida
endiistrisinde giiglii antibiyofilm ajanlari olarak kullanilabilmektedir [Akbas and Cag,
2016; Akbas and Olmez, 2007]. Sitrik, malik ve gallik asit gibi organik asitler giivenli,
kolay ve ucuz organik asitlerdir ve paslanmaz ¢elik veya polistiren gibi gida ile temas
eden yiizeyler i¢in kimyasal dezenfektanlar olarak kullanilma potansiyeli tagimaktadir
[Akbas and Cag, 2016]. Ornegin; 20 dakika siireyle sitrik asit [Akbas and Sar, 2018;
Akbas and Kokumer, 2015] ve malik asit uygulamalarinin [Kokiimer ve Akbas, 2016]
biyofilmlerin kontroliinde, gida sanayinde uygulanan klor gibi ¢evre ve canlilar igin

toksik etkileri olan kimyasallara alternatif olabilecegini gdstermektedir.

2.5. Dogal Ekstraksiyon Yontemleri

Bitkiler tarih boyunca ilag, gida, kozmetik, tekstil gibi amaglarla kullanilmis ve
bitkilerden elde edilecek etkinin daha giiglii olmasi igin aktif bilesenlerle
zenginlestirilmis ozler elde etmenin yeni yollarini her zaman aranmaktadir [Vinatoru
etal., 2017; Mason et al., 2011]. Geleneksel ekstraksiyon yontemleri damitma, ¢oziicii
ekstraksiyonu ve soguk sikistirma olarak ii¢ ana sinifta ayrilmaktadir [Vinatoru et al.,
2017]. Damitma ve soguk sikistirma genel olarak bitkiler igerisindeki yagin elde

edilmesi i¢in kullamlmaktadir [Vinatoru et al., 2017]. Coziicti ekstraksiyonu ise elde
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edilmesi hedeflenen bilesik materyaline uygun amagla secilen ¢6ziicii ve yontemin
kullanilmasi ile ger¢eklesmektedir [Vinatoru et al., 2017].

Ekstraksiyonda biyoyararli maddeleri daha verimli sekilde elde edilmek ve ¢cevre
icin zararlarin1 en aza indirmek i¢in daha az ¢oOziiciiniin kullanildigi veya hig
¢oziictiniin kullanilmadigr modern teknoloji kullanilarak yesil ekstraksiyon yontemleri
gelistirilmektedir. Yesil ekstraksiyonun ilkeleri Tablo 2.2°de verilmistir [Chemat et
al., 2012]. Mikrodalga destekli (MAE), ultrason destekli (UAE), darbeli elektrik alan
destekli ve enzim destekli ekstraksiyonlarin yani sira basingli sivi ve siiper kritik sivi
ekstraksiyonlar1 gibi gelismis yontemlere giiniimiizde daha fazla 6nem verilmektedir
[Panja, 2018]. Yesil ekstraksiyon yontemleri ile az veya hi¢ ¢6ziicti kullanimi, kisa
ekstraksiyon siiresi, giivenli ve ¢evreci olmasi1 ve daha fazla biyoaktif madde elde
edilmesi nedeniyle modern ekstraksiyon yontemleri klasik — ekstraksiyon
yontemlerinden daha verimli goriilmektedir [Panja, 2018; Chemat et al., 2017,

Ivanovs and Blumberga, 2017; Veggi et al., 2012].

Tablo 2.2: Yesil ekstraksiyon yontemlerinin ilkeleri.

Ilke
1. Tlke Yenilenebilir bitki kaynaklarinin kullanima.
5 flke Alternatif ¢oziiciilerin ve esas olarak su veya zararsiz ¢oziiciilerin
kullanimu.

, Enerji geri kazanimi ve yenilik¢i teknolojiler kullanarak enerji
3 Hlke tiiketimini azaltilmast.
4. flke Biyolojik ve tarimsal aritma endiistrisinden yararlanilarak atik yerine

yan trlinlerin {iretimi.

5. Tlke Giivenli, saglam ve kontrollii siiregleri tercih edilmesi.

) Kirletici igermeyen, bozulmayan ve biyolojik olarak pargalanabilen bir
6 Hlke ekstraktin belirlenmesi.

Giliniimiizde damitma, ¢oziicii ekstraksiyonu ve soguk sikistirma gibi geleneksel
yontemler kullanilmaya devam edilmektedir, ancak UAE ve MAE yontemleri klasik
yontemlere gore daha verimli olmaktadir [Vinatoru et al., 2017]. Dogal ekstraksiyon
yontemleri arasinda UAE ve MAE yontemleri daha fazla biyoaktif bilesik iceren
ekstraktlar elde etmek igin yillar igerisinde gelistirilmistir [Mason et al., 2011]. UAE

15



metodu ilk olarak 1950’li yillarda laboratuvar deneyleri ile rapor edilmis olup MAE
metodu ise 1980'li yillarda laboratuvar deneyleri ile rapor edilerek daha modern bir
yontem olarak kabul edilmektedir [Mason et al., 2011].

UAE, ses dalgalarinin ultrases radyasyonu ileten cihazlar kullanilarak dongi
seklinde ortama yayilmasi sonucu ortamda basing yaratilmasi ile gergeklesmektedir
[Dorosh et al., 2020]. UAE yonteminin uygulanmasi ekstraksiyon veya evaporasyon
asamalarinda gergeklesebilmektedir ve Sekil 2.3’de 6zetlenmistir [Mason et al.,
2011'den degistirilerek uygulanmistir]. UAE yoOnteminde uygulanan ultrases giicii
hiicre biitiinliigiinli parcalayarak hiicre igeriginin agiga ¢ikmasini saglar ve mekanik
etki ile parca boyutunu azalarak bitki yiizeyinin ekstraksiyon ¢oziiciisii ile temasini
arttirmaktadir [Mason et al., 2011]. UAE yontemi ile ekstraksiyonu yapilamayan veya
diisiik verimlere sahip olabilecek ekstraktlarin, 1siya duyarl: bilesenlerin ekstraksiyon

verimi arttirilmaktadir [Tiwari, 2015].

Ekstraksiyon )
Ultrasesin

5 Uygulanmasi
g
B
o
E

Ekstrakt Ekstrakt

Edilmis Kurntma Evaporasyon Edilmis

Uriin Uriin

Coziictiniin

Coziiciiniin
Uzaklastirilmasi

Uzaklagtiriimasi

Sekil 2.3: UAE yonteminin uygulanma asamalari.

Mikrodalgalar, dalga boylari 1 mm ile 1 metre arasinda degisen, frekanslar1 300
MHz (1 metre) ile 300 GHz (1 mm) arasinda degisen elektromanyetik radyasyondur
[Panja, 2018]. MAE ekstraksiyonunda 1s1, mikrodalga 1sinlarinin etkisiyle

ekstraksiyonu yapilacak maddeden ortama yayilirken, geleneksel ekstraksiyonda 1si
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ortamdan ekstrakt edilecek maddenin igerisine dogru aktarilmaktadir. Bu, geleneksel
ekstraksiyon ile MAE ekstraksiyonu arasindaki temel farki olusturmaktadir [ Mason et
al., 2011]. MAE ekstraksiyonunda mikrodalganin etki ettigi maddeler; elektron
gecisine izin vermeyen ve ortamda kalmasini saglayan metal gibi opak madde,
mikrodalganin etki etmesi istenen asil maddeye ulagmasina aracilik eden gegirgen
madde ve mikrodalganin etki etmesi beklenen emici madde olarak bilinmektedir
[Vinatoru et al., 2017]. MAE yontemi ile ekstraksiyon siiresi, sicaklik, ¢oziicii tipi,
¢Oziicli konsantrasyonu, numune/¢oziicii orant ve mikrodalga giicii uygun sartlarda
ayarlanarak verimli ekstraksiyon yapilmaktadir [Panja, 2018].

MAE ve UAE yontemlerinin uygulandigi ve bu yontemlerin birbirleri ile
kiyaslandig1 birgok ¢alisma yapilmistir. Ornegin; Ince ve arkadaslarmin (2013) yaptig
calismada melisa bitkisini MAE, UAE ve 1sinip yumusama (maserasyon) yontemleri
kullanilmistir. Calisma sonucunda ekstraktlardaki toplam fenolik madde miktari
incelenmis ve en yiiksek fenolik madde miktan sirasiyla MAE, UAE ve maserasyon
yontemlerinde bulunmustur. Kaderides ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 ¢calismada ise
nar kabuklarinin MAE ve UAE yontemleri ile ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen
toplam fenolik bilesik miktart MAE ekstraktinda UAE ekstraktindan daha fazla oldugu
belirlenmistir. MAE yontemi ile UAE yonteminden daha etkili ekstraksiyon verimi
elde edilmesinin nedeni olarak MAE yonteminin UAE yo6nteminden daha fazla bitki
hiicresini pargaladigi/tahrip ettigi olarak goriilmektedir [Aourach et al., 2021,
Kaderides et al., 2019].

2.6. Kusburnu

2.6.1. Kusburnunun Ozellikleri

Kusburnu, yaklasik 100 cins ve 3000 tiirden olusan ve elma, erik, kiraz, ¢ilek
gibi ¢cok sayida meyveyi igeren Rosaceae familyasindan Rosa cinsine ait ¢ali formunda
bulunan ve kisin yapragin1 déken bir bitki tiirii olup Bat1 Asya, Anadolu, Kuzey ve
Orta Avrupa’da yetismektedir. [Oz ve ark., 2018; Jung and Main, 2014]. Orman
ortiisiinde bolca bulundugu bilinen kusburnu tiirleri, odun dis1 bitkisel orman iiriinleri

sinifinda yer almaktadir ve iilkemizde halk dilinde yabangiilii, sillan, deligiil,
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giilburnu, giilelmas, itburnu da denilen, yayilist en fazla bulunan kusburnu tiirii Rosa
canina (L.)’dir [Oz ve ark., 2018].

R. canina (L.) boyu 3.5 metre (m) yiikseklige ulasabilen ve degisik sekilleri
bulunan bir tiirdiir. Dikenleri biiylikce geriye kivrilmakta ve genislemektedir.
Yapraklar1 koyu yesil renkli olup yaklagik 6 tanedir ve yaprak sekilleri degisiklik
gostermektedir. Cigekler tekli veya 2-15 tanesi bir arada bulunmaktadir. Cigeklenme
mayi1s, haziran ve temmuz aylarinda goriilmektedir. Kugsburnu 30-2500 m rakimlari
arasinda, orman agikliklarinda ve kayalik yamaclarda yaygin olarak yetismektedir.
Ulkemizin bircok yerinde R. canina (L.) tiirii bulunmaktadir [Oz ve ark., 2018].

Kusburnu, farkl: tiirdeki vitaminler ve fenolik asitler, tanenler ve flavonoidler
gibi fitokimyasallarin iyi bir kaynagidir [Ayati et al., 2018]. Yapilan calismalar
sonucunda kusburnunun igerisinde; antosiyaninler, fenolik asitler, tanenler (hidrolize
olabilen tanenler ve ellagitanninler), flavanoller, flavonoidler (rutin, kuersetin,
isokuersetin, kemferol), karotenoidler, klorinler, organik asitler, sekerler (glukoz,
fruktoz, siikroz, rafinoz, sorbitol ve trehaloz), yag asitleri, galaktolipid, tokoferoller ve
vitaminler (B9, C ve E vitaminleri) bulundugu gésterilmistir [Ayati et al., 2018; Cunja
et al., 2016]. Tim kusburnu tiirlerindeki temel yag asidi a-linolenik asittir ve bunu
palmitik ve linoleik asitler takip etmektedir [Ayati et al., 2018; Ercisli, 2007]. C
vitamini yoniinden olduk¢a zengin olan kugsburnu N, P, K, Ca, Mg ve Zn gibi ¢esitli
mineraller igermektedir [Cunja et al., 2016]. Kusburnu meyvesinde bulunan askorbik
asit ve karetonoidler ve cekirdeklerinde bulunan E vitamini sayesinde iyi bir
antioksidandir. Bu nedenle C ve E vitaminlerinin eksikligi gibi durumlarda tibbi ve
hastalik 6nleme amagli bir takviye olarak 6nerilmektedir [ Dubtsova et al., 2012]. Taze
kusburnu, kurutulmus kusburnundan daha fazla toplam fenolik bilesik icermesine
ragmen, kurutulmus kusburnu da Onemli antioksidan aktivite gosteren biyoaktif

bilesiklerin zengin bir kaynagidir [Paunovi¢ et al., 2019].

2.6.2. Kusburnunun Ulkemizde ve Diinyada Kullanim

Baz1 kiiltiirlerde kusburnu gida olarak kullanilirken, bazilarinda ilag olarak
kullanilmaktadir [Ayati et al., 2018; Patel, 2017]. Geleneksel Avrupa halk tibbinda
kusburnu miishil, idrar soktiirlicii, gut karsiti ve romatizma Onleyici ilag olarak
kullanilmistir [Giirbiiz ve ark., 2003]. Isve¢ ve Alman mutfaginda ¢orba olarak [Patel,
2017], Romanya’da A ve C vitamin takviyesi olarak [Oprica et al., 2015], Cin’de
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kusburnu yapraklar1 yanik ve cesitli hastaliklarin tedavisinde [Fenglin et al., 2004]
kullanilmaktadir. Kusburnu cildin nemini ve elastikiyetini arttirdigi [Phetcharat et al.,
2015] i¢in krem ve sabun gibi bir¢ok kozmetik tiriinde de kullanilmaktadir [ Ayati et
al., 2018].

Tiirkiye’de ise kusburnu 6nemli bir bitkisel ilagtir [Nur, 2010]. Yapraklari suda
kaynatilarak soguk alginhigi, grip, okstiriik, tedavi edici ve idrar soktiiriicii etkisiyle
kullanilmaktadir [Polat and Satil, 2012; Coruh and Ercisli, 2010]. Ayrica Tirkiye’de
atistirmaliklarda [Giirbiiz et al., 2003], marmelat ve meyve suyu yapiminda [Giines,
2010] da kusburnu kullanilmaktadir.

Kusburnunun geleneksel kullanimlari  yaygin olmakla birlikte ayrica
kusburnuyla ilgili ¢esitli bilimsel caligmalar da yapilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
kusburnunun; karaciger iizerinde koruyucu etki [Sadeghi et al., 2016], bobrek tasina
kars1 koruyucu etki [ Tayefi-Nasrabadi et al., 2012], anti-demans etki [Daneshmand et
al., 2016], kalp hastaliklar1 riskini azaltic1 etki [Cavalera et al., 2017], antiobezite etki
[Nagatomo et al., 2015], antioksidant ve a-amilaz tizerinde inhibitor etkisinden dolay1
antidiyabetik etki [Jemaa et al., 2017], eklem ve kaslarda iltihap giderici [Willich et
al., 2010] ve agn kesici etki [Chrubasik-Hausmann et al., 2014], kanser karsit1 etki
[Ersoy et al., 2015] gosterdigi belirlenmistir. Cesitli kanser hiicre hatlari ile yapilan bir
baska ¢alismada, kusburnu ekstraktlarnin tiimor hiicre hatlarmin biiylimesini
engelledigi fakat saglikli hiicreler lizerinde toksik etkisi olmadigr gézlemlenmistir
[Daels-Rakotoarison et al., 2002]. Kusburnu g¢ekirdeklerinin biyogaz iretimi igin
kullanilma potansiyeli tasidig1 da belirlenmistir [Crnivec et al., 2014].

Kusburnunun yapilan ¢alismalarla mikroorganizmalar tizerinde antimikrobiyal
etkisi oldugu da goriilmiistir. Kusburnu Helicobacter pylori {izerinde antimikrobiyal
etki [Horvath et al., 2012] gostermektedir. Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Candida albicans
mikroorganizmalariyla yapilan ¢aligmada kusburnu yapraklarinin antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkisinin oldugu belirlenmistir [Zivkovié et al., 2016]. Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baylyi ve P. aeruginosa
bakterileri ile yapilan bir baska ¢alismada ise kusburnu ekstraktlarinin hastaliga sebep
olan bu bakterilerin biiyiimesini engelleme potansiyeli gosterdigi ve kusburnunun
ilaglarla birlikte kullanimiyla ilaglarin etkinligini arttirabilecegi, ayni zamanda da yan
etkiyi azaltip ilaca direngli patojenlerin gelisimini azaltabilecegi diistiniilmektedir

[Wang et al., 2020].
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3.GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez galismasinda kullanilan agar, Tryptic Soy Broth (TSB) Biolife (Milano,
Italya); maya oziiti ve D (+) laktoz-1-hidrat PanReac AppliChem (Barselona,
Ispanya); metanol (MeOH) Sigma Aldrich (Darmstadt, Almanya) ve etanol (EtOH)
ise Alkomed (Plovdiv, Bulgaristan) markalarindan temin edildi. Biyofilm olusumu ve
biyofilmin inhibisyonu deneylerinde yiizey olarak kullanilan 6 kuyulu hiicre kiiltiirii
plakalari ve 96 kuyulu mikrotitrasyon plakast TPP (Darmstadt, Almanya)’den
saglandi.

HPLC cihazinda kullanilan etanol, metanol, asetonitril (HPLC Grade),
hidroklorik asit (HCI), gentamisin siilfat, fruktoz, glukoz, potasyum dihidrojen fosfat
Merck (Darmstadt, Almanya)’ten temin edildi. Biyofilm deneylerinde kullanilan
kristal viyole Merck (Darmstadt, Almanya)’dan; sodyum hipoklorit ACE (istanbul,
Tiirkiye)’den satin alindi 0.45 pum go6zenek c¢apli filtreler Isolab (Bavyera,
Almanya)’tan saglandi. Kurutulmus kusburnu yerel bir saticidan (istanbul, Tiirkiye);
yagsiz siit tozu Bagdat Baharat (Ankara, Tiirkiye)’tan satin alindi.

HPLC ile seker (glukoz, fruktoz) analizleri igin GL Sciences (Tokyo, Japonya)
marka NH2 kolon (Inertsil, 4.5 1.D.x250 mm) kullanildu.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tez galismasinda, ¢ekirdeklerinden ayrilmis ve kurutulmus kusburnu meyvesini
toz haline getirmek i¢in mutfak tipi bir 6giitiicti (Sinbo, Scm-2934, Diizce, Tiirkiye)
kullanildi. Ekstraksiyon bir mikrodalga (Argelik MD-524S, Istanbul, Tiirkiye) ve su
banyosunda (Isolab, Ultrasonic Cleaner 621.05.001, Bavyera, Almanya), katt madde
ayrimi ise santrifiij cihaz1 (Gyrozen 1248R, Daejeon, Kore) ile yapildi. Ekstraktlardaki
¢oziicti ve fazla miktardaki suyun uzaklastirilmasi ise bir doner buharlastirict cihazi

(Heidolph Hei-VAP, Bavyera, Almanya) kullanilarak gergeklestirildi.
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Toz halinde bulunan kusburnu ve besiyeri iceriklerinin tartminda hassas terazi
(Kern, Balingen, Almanya), besiyerlerinin ve ekstraktlarin pH 6l¢timleri igin ise pH
metre (Hanna Instruments HI 2211 pH/ORP, Bedfordshire, ingiltere) kullanildi.
Ekstraktlarin seker analizi Refraktif indeks (RID-10A, Shimadzu, Kyoto, Japonya)
dedektoriinii igeren bir HPLC cihaz1 (Shimadzu, Kyoto, Japonya) ile yapildi.

Besiyeri hazirlama asamasinda bir 1siticili manyetik karistirict (IKA RH basic 2,
Deutschland, Almanya) kullanildi. Calkalamali inkiibator (New Brunswick Innova 42,
Hamburg, Almanya) kullanilarak bakteri hiicrelerinin uygun kosullarda inkiibasyonu
saglandi. Gelisen bakteri kiiltiirlerinin optik yogunlugunu ve ekstraktlarin toplam
fenolik miktarlarin1 belirlemede spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1280,
Duisburg, Almanya) kullanildi. Bulundugu kap igerisinde dip kisma ¢oken bakterilerin
besiyeri iginde esit olarak yayilmasi ve ekstraktlarin kullanim 6ncesinde esit olarak
dagilmasi igin bir hizli kanistirict (IKA Vortex Genius 3, Deutschland, Almanya)
kullanildi. Biyofilm olusumu asamasinda kiiltiir gelisimi i¢in inkiibator olarak bir etiiv
(Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Langenselbold, Almanya), biyofilm
olusumunun 570 nm’deki absorbans degerini 6l¢mek igin bir ELISA okuyucu (BMG
LABTECH FLUOstar Omega, Offenburg, Almanya) kullanildi. Tim deney
malzemelerinin temizligi deneyden once bir otoklav cihazi (Niive, OT 90L, Akyurt,

Ankara, Tiirkiye) yardimiyla yapildu.

3.1.3. Kullanilan Bakteri Soylari

Bu tez ¢alismasinda, GTU Mikrobiyal Biyoteknoloji Laboratuvari biinyesinde
bulunan Paenibacillus sp. 320-W ve Paenibacillus napthalenovorans 320-Y bakteri

suslar1 kullanildi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Kullanilan Besiyerlerinin Sterilizasyonu

Kullanilan besiyerleri 121 °C’de, 20 dakika boyunca otoklav cihazinda (Niive,
OT 90L, Akyurt, Ankara) steril edildi ve oda sicakliginda sogutulduktan sonra
kullanilacagr zamana kadar +4 °C sicaklikta saklandi. Igerisinde seker barindiran
besiyerlerinin seker igerigi besiyerinden ayri olarak otoklavlandi. Kullanilacagi zaman
besiyeri ve seker igerigi steril kosullar altinda bir araya getirildi. igerisinde agar
bulunduran besiyerleri ise 17 mL hacimde steril kosullar altinda Petri kaplarina
aktarildi. Besiyerlerinin katilasmasi tamamladiktan sonra kullanilacagi zamana kadar
+4 °C sicaklikta saklandi.

3.2.2. Bakteri Kiiltiirlerinin Saklanmasi

Bakteri suslart (Paenibacillus sp. 320-W, P. naphthalenovorans 320-Y) steril
triptik soya kati besiyeri (TSA) (15 g/L agar iceren) iizerine 6ze yardimiyla ¢izgi ekim
yontemi kullanilarak ekimleri yapildi. Bakteri kiiltiirii igeren Petriler bir gece boyunca
45 °C sicaklikta bir etiivde (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Langenselbold,
Almanya) inkiibe edildi. Taze kiiltiirler +4 °C sicaklikta sakland1 ve haftalik olarak alt

kiiltiirleme islemine tabi tutuldu.

3.2.3. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Sivi bakteri kiiltiirleri (Paenibacillus sp. 320-W, P. naphthalenovorans 320-Y)
TSB besiyerlerinin kullanilmasiyla hazirlandi. 10 mL besiyeri 50 mL hacimli erlen
igerisine eklendi. Yapilan taze alt kiiltiirleme islemi yapilmis bakteri kiiltiirleri 6ze
yardimi ile alindi ve 10 mL besiyeri bulunduran 50 mL hacimdeki erlen icerisine
ekildi. Hazirlanan kiiltiirler 45 °C sicaklikta 170 rpm ¢alkalama hizindaki inkiibatorde
(New Brunswick Innova 42, Hamburg, Almanya) inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
kiiltiirlerin optik yogunluklari 600 nm dalga boyunda 0.6’y1 asmayacak sekilde

spektrofotometre cihazinda 6l¢iildii.
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3.2.4. Kusburnu Meyvesinin Ekstraksiyonu

3.2.4.1. Kusburnunun Ekstraksiyon I¢in Hazirlanmasi

Yerel bir saticidan temin edilen kurutulmus kusburnunun ¢ekirdek ve i¢ tozu
el yordami ile temizlendi. Islem sonunda elde edilen kurutulmus kusburnu meyvesi
ogltiicti (Sinbo, Scm-2934, Diizce, Tirkiye) yardimiyla toz haline getirildi ve

kullanim stiresine kadar +4 °C’de saklandi.
3.2.4.2. Kusburnu Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

MAE (mikrodalga aracili ekstraksiyon) yontemiyle kusburnu meyvesinin
ekstraksiyonunu saglamak amaciyla distile su (Dsu); (E1-M) ve % 50 etanol (EtOH);
(E2-M) ve % 50 metanol (MeOH); (E3-M) ile ekstraktlar hazirland: [Tablo 3.1]. Elde
edilen ekstraktlar farkli oranlarda ultra saf su ile seyreltildi (1/1, 1/2, 1/4).

UAE (ultrases aracili ekstraksiyon) yontemiyle kusburnu meyvesinin
ekstraksiyonunu saglamak amaciyla distile su (Dsu); (E1-U), % 50 etanol (EtOH);
(E2-U) ve %50 metanol (MeOH); (E3-U) ile ekstraktlar hazirland: [Tablo 3.1]. Elde
edilen ekstraktlar farkli oranlarda saf su ile seyreltildi (1/1, 1/2, 1/4).

E1-M, E2-M ve E3-M ekstraktlar1 10 g kurutulmus kusburnu tozunu sirasiyla
100’er mL Dsu, % 50 (v/v) etanol ve % 50 (v/v) metanol ¢ozeltileri ile 500 mL
hacminde cam sise icerisinde karistirilarak hazirlandi [Rovna et al., 2015’den
degistirilerek uygulanmustir]. Elde edilen ekstraksiyon karisimlar1 3 dakika boyunca
120 W giigteki mikrodalgaya maruz birakildi ve bu islem iki kez tekrar edildi [Martino
et al., 2008’den degistirilerek uygulandi]. Mikrodalga uygulamasinin ardindan
karisim, +4 °C sicaklikta, 4000 rpm hizinda 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Ust faz
250 mL hacmindeki cam balona aktarildi ve bir déner buharlastici cihazi (Heidolph
Hei-VAP, Bavyera, Almanya) yardimiyla evaporasyona tabi tutuldu.

E1-U, E2-U ve E3-U ekstraktlar1 10 g kurutulmus kusburnu tozunu sirasiyla
100’er mL Dsu, % 50 (v/v) etanol ve % 50 (v/v) metanol ¢ozeltileri ile 500 mL
hacminde cam sise igerisinde karistirilarak hazirlandi [Rovna et al., 2015'den
degistirilerek uygulanmistir]. Elde edilen ekstraksiyon karisimlari 2 saat boyunca 80

°C sicakliktaki su banyosunda tutuldu [Szentmihalyi et al., 2002’den degistirilerek
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uygulandi]. Ultrases uygulamasimin ardindan karisim, +4 °C sicaklikta, 4000 rpm
hizinda 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Ust s1vi 250 mL hacmindeki cam balona
aktarildi ve bir doner buharlastiric1 cihaz1 (Heidolph Hei-VAP, Bavyera, Almanya)

yardimiyla evaporasyona tabi tutuldu.

Tablo 3.1: MAE ve UAE yontemleri ile kusburnu ekstraktlarinin hazirliginda
kullanilan ¢oziicii oranlart ve ekstraksiyon siireleri.

Siire
Coziicii _
Gii¢ Sicakhk (dakika)-
Ekstrakt  Coziicii Oram Kaynak
W) (°0O) Tekrar
(v/v)
Sayisi
: Martino et al.
120 3 dakika-2 ) '
E1-M Dsu 100 - 2008’den
W tekrar degistirilerek
uygulanmaigtir.
, Martino et al.
120 3 dakika-2 , '
E2-M  EtOH:Dsu  50:50 - 2008’den
w tekrar degistirilerek
uygulanmistir.
: Martino et al.
120 3 dakika-2 , '
E3-M  MeOH:Dsu  50:50 - 2008’den
W tekrar degistirilerek
uygulanmastir.
Szentmihalyi
etal.,
E1l-U Dsu 100 - 80°C 2 saat 2002’den
degistirilerek
uygulanmastir.
Szentmihalyi
etal.,
E2-U EtOH:Dsu 50:50 - 80°C 2 saat 2002’den
degistirilerek
uygulanmustir.
Szentmihalyi
etal.,
E3-U MeOH:Dsu  50:50 - 80°C 2 saat 2002’den
degistirilerek
uygulanmistir.

24



3.2.5. Kusburnu Ekstraktlarmin Antimikrobiyal ve Antibiyofilm
Deneyleri Oncesi Hazirlanmasi

Elde edilen ekstraktlar (E1-M, E2-M, E3-M, E1-U, E2-U, E3-U), 4 °C sicaklikta
4000 rpm hizda 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Ust siv1 0.45 um gozenek ¢aph
filtre kullanilarak siiziildi. E1-M, E2-M, E3-M, E1-U, E2-U ve E3-U ekstraktlarinin
son hacmi 25 mL’ye tamamlandi ve boylece her ekstraktin konsantrasyonu esitlenerek
ekstraksiyon verimi % 25 olarak ayarland1 [Kilic et al., 2016]. Bu islemin ardindan
ekstraktlar -18 °C sicaklikta 151k gérmeyecek sekilde saklandi [Alkass et al., 2013].
Kullanilacagi zaman -18 °C sicaklikta saklanan donmus ekstraktlar ¢ozdiirtildiikten
sonra ekstraktlarin esit sekilde dagilmasi i¢in hizlh karnisitiricida (IKA Vortex Genius
3, Deutschland, Almanya) 2500 rpm’de birkag saniye ¢alkalandi.

Hazirlanan kusburnu ekstraktlar: seyreltme oranlar1 1/1, 1/2, 1/4 olacak sekilde
seyreltilerek kullanildi [Tablo 3.2].

Tablo 3.2: MAE ve UAE yontemleriyle hazirlanan ekstraktlarin kullanilan ¢oziicii ve
seyreltme oranlarina gore isimlendirilmesi (MAE: Mikrodalga Aracili Ekstraksiyon,
UAE: Ultrases Aracili Ekstraksiyon, Dsu: Distile Su, EtOH: Etanol, MeOH:

Metanol).
Seyreltme Oranlar
Ekstraksiyon Ekstraksiyon
Yontemi Cozeltileri
1/1 1/2 1/4

Dsu E1-M1 E1-M2 E1-M4

MAE Dsu:EtOH E2-M1 E2-M2 E2-M4
Dsu:MeOH E3-M1 E3-M2 E3-M4

Dsu E1-Ul E1-U2 E1l-U4

UAE Dsu:EtOH E2-Ul E2-U2 E2-U4
Dsu:MeOH E3-Ul E3-U2 E3-U4

Kurutulmus kusburnu ekstraktlarinin elde edilmesi, ekstraktlarda bulunabilecek
biyoaktif bilesiklerin analizi ve ekstraktlarin antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerinin

belirlenmesi i¢in izlenen adimlar Sekil 3.1°de gosterildi.
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Sekil 3.1: Ekstraktlarin elde edilmesi, ekstraktlardaki bilesenlerin analiz yontemleri,
ekstraktlarin antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerinin belirlenmesi asamalari.

3.2.6. Kusburnu Ekstraktlarmmn pH Analizi

Evaporasyon sonrasi elde edilen ekstraktlarin pH’sinin dlgiilmesi amaciyla pH
metre [Hanna Instruments., Uretici yontemi] ydntemi uygulandi.

Ekstraktlarin pH 6lgtimii i¢in pH metre (Hanna Instruments HI 2211 pH/ORP,
Bedfordshire, Ingiltere) cihazi kullanildi. Ekstraktlarin sicaklign 45 °C’ye ayarland.
Icerisinde ekstrakt bulunan cam beher icerisine pH elektrodu ve sicaklik probu
yaklasik 3 cm derinliginde daldirild1 ve hafif¢ce karistirildi. Elektrodun sabit olmasi
saglandi. Farkli ekstrakt ol¢limleri sirasinda ¢apraz kontaminasyonu onlemek igin

elektrot distile su ile yikandi ve kurulandi.
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3.2.7. Kusburnu Ekstraktlarinda Bulunan Seker Bilesenlerinin
Analizi

Evaporasyon sonrasi elde edilen ekstraktlardaki seker igeriklerinin belirlenmesi
amaciyla HPLC [GL Sciences Inc., Uretici yontemi] yontemi uygulandi.

Ekstratlarin seker igerigi, HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazi kullanilarak
belirlendi. Ekstraktlar igindeki sekerlerin tespiti igin kirtlma indisi detektori
(Shimadzu, Kyoto, Japonya) ile NH2 kolonu (Inertsil,5 um, 4.6x250 mm, GL Sciences
Inc.) kullanildi. Glukoz ve fruktoz ¢ozeltileri standartlari (5, 10, 20, 40 ve 50 mg/ mL)
ve ekstraktlar 3 puL hacim olacak sekilde enjekte edildi. Kolon 25 °C sicakliga
ayarlandi. Mobil faz olarak 75:25 (v / v) asetonitril soliisyonu kullanilarak akis hizi 1

mL / dakikaya ayarlandi (GL Sciences Inc., Uretici yéntemi).

3.2.8. Agar Kuyu Difiizyonu Yontemi ile Antimikrobiyal Etkinin
Belirlenmesi

Paenibacillus sp. 320-W ve Paenibacillus napthalenovorans 320-Y suslarini
iceren hiicre kiiltiirleri, fizyolojik tuzlu su (% 0.9 NaCl, FTS) ile 0.5 McFarland
bulanikhginda (yaklasik 1.5x108 kob/mL) olacak sekilde seyreltilerek kullanildi
[Kokiimer, 2013].

600 nm dalga boyunda optik yogunlugu 0.5 absorbans degerinde bulunan bakteri
stispansiyonlar1 hizli karistiricida (IKA Vortex Genius 3, Deutschland, Almanya) 500
rpm hizinda 3 saniye boyunca karistirilarak besiyerinde esit sagilmasi saglandiktan
sonra 100 uL hacimde steril Luria-Bertani kat1 besiyeri (LB-A) (15 g/L agar) {izerine
yayilarak ekildi. Kiiltiiriin besiyeri iizerinde kurumasi i¢in 10 dakika beklendi. Agar
tizerine aseptik kosullar altinda 7 mm ¢apli kuyular agildi. Agilan kuyulara farkli
oranlarda seyreltilmis farkli ekstraktlar [Tablo 3.2] ve kontrol olarak kullanilan
gentamisin antibiyotigi (10 ug/mL) [Pushparaj Selvadoss et al., 2018] eklendi.
Ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri gentamisin antibiyotiginin antimikrobiyal etkisi

ile karsilagtirild1 [Pushparaj Selvadoss et al., 2018].

3.2.9. Farkh Besiyerileri Varhginda Olusumu

Termofilik bakteri biyofilmlerinin olusumu % 4 laktoz iceren TSB Besiyeri
(TSB-L) [Assaf et al., 2014] ve % 4 laktoza esdeger siit tozu iceren TSB besiyeri (TSB-
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S) [Assaf et al., 2014°den degistirilerek uygulanmistir] besiyeri kullanildi. Biyofilm
olusumu ve biyofilm olusumunun ortadan kaldirilacag1 (%) gozlemlenecegi besiyeri

ve yiizey Sekil 3.2°de gosterilmistir.

% 4 Laktoz Igeren (TSB-L)
—  Besiyer1 Kullanilarak PS Yiizey
Biyofilm Olusumu

% 4 Laktoza Esdeger Siit
Tozu Igeren (TSB-S)
Besiyer1 Kullanilarak

Biyofilm Olusumu

PS Ylzey

% 4 Laktoza Esdeger Siit
Tozu Igeren (TSB-S)
—  Besiyer1 Kullanilarak PS Yiizey
Biyofilm Olusumunun
Ortadan Kaldirilmasi (%)

Biyofilm Olusumu ve Biyofilm
Olusumunun Ortadan Kaldirilmasi (%)

Sekil 3.2: Kusburnu ekstraktlarinin Paenibacillus sp. 320-W, Paenibacillus
napthalenovorans 320-Y suslari tizerindeki antibiyofilm etkilerinin incelenmesinde
uygulanan asamalar (PS: polistren yiizey).

3.2.8.1. Laktoz Varh@inda Biyofilm Olusumu

Paenibacillus sp. 320-W ve Paenibacillus napthalenovorans 320-Y suslarini
igeren On Kkiiltiirler kullanilarak TSB-L besiyeri ile 0.5 McFarland bulanikliginda
(yaklasik 1.5x108 kob/mL) olacak sekilde seyreltilerek hiicre kiiltiirleri hazirland.

TSB-L besiyeri ile biyofilm olusumunun gézlemlenmesi i¢in; kuyu hacmi 0.3
mL olan 96 kuyulu mikrotitrasyon plakasinda 0.2 mL hacimde hiicre kiiltiirii eklendi
ve 45 °C sicaklikta 24 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii iceren mikrostitrasyon plakalar1 nazikce

bosaltildi ve biyofilm olusturmayan hiicreleri ortamdan uzaklastirmak amaciyla distile
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su ile 3 kez nazik¢e yikandi. Yiizeyler ters cevrilerek yiizey tizerindeki suyun
uzaklastirilmasi ve kurumasi saglandi.

Yiizeye tutunan hiicreleri tespit etmek icin mikrotitrasyon plagimin her bir
kuyusuna 0.25 mL hacimde % 0.5 (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi [Lee et al., 2015]
eklendi. Yiizeylerin 20 dakika boyunca oda sicakliginda boya ile muamelesi
gergeklestirildi. Sitire sonunda kristal viyole boyasi igeren kuyular distile su
kullanilarak 3 kez nazikge yikandi ve oda sicakliginda yiizeydeki suyun siiziilmesi
beklendi. Daha sonra, her bir kuyuya (95:5) etanol:asetik asit ¢ozeltisinden 0.2 mL
eklendi ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
ornekler temiz mikrotitrasyon plakalarina aktarildi ve 6rneklerin optik yogunluklar
570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda okutuldu [Bakkiyaraj et al., 2013].

3.2.8.2. Siit Tozu Varhginda Biyofilm Olusumu

Paenibacillus sp. 320-W ve Paenibacillus napthalenovorans 320-Y suslarini
iceren on kiltiirler kullanilarak TSB-S besiyeri ile 0.5 McFarland bulanikliginda
(yaklasik 1.5x108 kob/mL) olacak sekilde seyreltilerek hiicre kiiltiirleri hazirlands.

TSB-S besiyeri ile biyofilm olusumunun gézlemlenmesi i¢in; kuyu hacmi 15 mL
olan 6 kuyulu hiicre kiiltiiri plakasina 10 mL hacimde hiicre kiiltiirii eklendi ve 45 °C
sicaklikta 24 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii iceren plakalar nazikce bosaltild: ve biyofilm
olusturmayan hiicreleri ortamdan uzaklastirmak amaciyla distile su ile 3 kez nazikge
yikandi. Yiizeyler ters ¢evrilerek yiizey tizerindeki suyun uzaklastirilmasi ve kurumasi
saglandi.

Yiizeye tutunan hiicreleri tespit etmek igin mikrotitrasyon plagmin her bir
kuyusuna 10 mL hacimde % 0.5 (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi [Lee et al., 2015]
eklendi. Yiizeylerin 20 dakika boyunca oda sicakliginda boya ile muamelesi
gergeklestirildi. Stire sonunda kristal viyole boyasi igeren kuyular distile su
kullanilarak 3 kez nazikge yikandi ve oda sicakliginda yiizeydeki suyun siiziilmesi
beklendi. Daha sonra, her bir kuyuya (95:5) etanol:asetik asit ¢ozeltisinden 10 mL
eklendi ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
ornekler temiz mikrotitrasyon plakalarina aktarildi ve 6rneklerin optik yogunluklar
570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda okutuldu [Bakkiyaraj et al., 2013].
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TSB-L ve TSB-S besiyerinde biyofilm olusumu, biyofilm olusumunun ortalama
absorbans degerinden bakteri kiiltiirii icermeyen besiyerinin absorbans degerinin

¢ikarilmasi ile belirlenmistir [Pitts et al., 2003].
Biyofilm olusumu (ODs7o absorbans degeri) = [BF- B] (3.1)

Biyofilm olusumunun degerlendirilmesinde ise Stepanovic et al., (2007)

caligsmasi referans alinmistir;
0D (BF) < 0D (B): biyofilm olusumu yok; (3.2)
0D (B) < 0D (BF) < 2x0D (B): zayif biyofilm olusumu; (3.3)
2x0D (B) < OD (BF) < 4x0D (B): orta dizey biyofilm olusumu; (3.4)
4x0D (B) < 0D (BF): kuvvetli biyofilm olusumu (3.5)

BF, biyofilm olusumunun ortalama absorbans degeri (pozitif kontrol); B, bakteri

kiiltiirii icermeyen besiyeri.

3.2.10. TSB-S  Besiyerinde Biyofilm  Olusumunun Ortadan
Kaldirilmasi (%)

TSB-S besiyeri kullanilarak Paenibacillus sp. 320-W ve Paenibacillus
napthalenovorans 320-Y bakterilerinin biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmasi
deneyi gerceklestirildi [Albayrak, 2018'den degistirilerek uygulanmustir].

Paenibacillus sp. 320-W ve Paenibacillus napthalenovorans 320-Y
bakterilerini igeren 6n kiiltiirler kullanilarak TSB-S besiyeri ile 0.5 McFarland
bulanikliginda (yaklasik 1.5x108 kob/mL) olacak sekilde seyreltilerek hiicre Kiiltiirleri
hazirlandi. Biyofilmin ortadan kaldirilmasinda antimikrobiyal etkisi gentamisin (10
ng/mL) antibiyotigine es deger etkinlikte bulunan 1/2 oraninda seyreltilen E2-M
ekstrakti (E2-M2 ekstrakt) kullanildi. Kontrol olarak kullanilan Kklor (K) gida
endiistrisinde temizlik amaciyla kullanildig1 konsantrasyonda (200 ppm) hazirlandh.

24 ve 72 saat inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii iceren plakalar nazikge
bosaltildi ve biyofilm olusturmayan hiicreleri ortamdan uzaklastirmak amaciyla distile
su ile 3 kez nazikge yikandi. Mikrotitrasyon plag: ters cevrilerek yiizey iizerindeki
suyun siiziilmesi saglandi.

Her bir kuyuya 10 mL hacimde E2-M2 ekstrakti ile kontrol olarak kullanilan K
(200 ppm) soliisyonu belirlenen kuyulara ayr1 olacak sekilde ilave edildi. E2-M2
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ekstrakti ve K soliisyonu 5 dakika boyunca kuyularda tutuldu. Siire sonunda ekstrak
ve K soliisyonu bulunan kuyular 6 kere distile su ile nazik¢e yikandi ve ters ¢evrilerek
kurutuldu.

Biyofilm tabakasini belirleyebilmek amaciyla her bir kuyuya 10 mL hacimde %
0.5 (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi [Lee et al., 2015] eklendi. Biyofilm igeren kuyular 20
dakika boyunca oda sicakliginda % 0.5 (w/v) kristal viyole ¢o6zeltisi ile muamele
edildi. Siire sonunda kristal viyole boyasi igeren kuyular distile su kullanilarak 3 kez
nazikce yikandi ve oda sicakliginda yiizeydeki suyun siiziilmesi beklendi. Islem
bitince her kuyuya etanol:asetik asit (95:5) ¢ozeltisi 10 mL eklendi ve 10 dakika
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyudan 100 pL &rnek alindi ve
96 kuyulu mikrotitrasyon plakasina ELISA okuyucuda 570 nm dalgaboyunda
okutulmak tizere aktarildi. [Bakkiyaraj et al., 2013]

Biyofilm olusumunun ortadan kaldirilma oranlari (%) tiim uygulamalar igin
biyofilm olusumuyla kiyaslanarak asagidaki formiile gére hesaplandi [Mohsenipour
and Hassanshahian, 2015’den degistirilerek uygulanmistir].

Biyofilm olusumunun ortadan kaldirilma oranlar1 (%)

Ekstrakt uygulamasi yapilan 6rneklerde;

(BF-B)-(EU-BE)
BF-B

Biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmasit (%) = [( ) * 100]

(3.6)

Klor uygulamasi yapilan 6rneklerde;

(BF-B)—(KU-BK)
BF-B

Biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmasit (%) = [( ) * 100]

(3.7)

BF, biyofilm olusumunun ortalama absorbans degeri (pozitif kontrol); B, bakteri
kiiltiirii icermeyen besiyeri; EU, inkiibasyon sonrasi ekstrakt uygulamasi sonucu
olusan ortalama absorbans degeri; BE, bakteri kiiltiirii igermeyen besiyerinin
inkiibasyon sonrasi ekstrakt ile muamelesi sonucu olusan ortalama absorbans degeri;
KU, klor uygulamasi sonucu olusan ortalama absorbans degeri (negatif kontrol); BK,
bakteri kiiltiirii igermeyen besiyerinin inkiibasyon sonrasi klor soliisyonu ile

muamelesi sonucu olusan ortalama absorbans degeri.
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3.2. istatiksel Analiz

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

karsilastirilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkhh Kusburnu Ekstraktlarinda Bulunan Seker
Miktarlarimin Belirlenmesi

Farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan kusburnu ekstraktlarinin icerdigi seker miktarlar
HPLC yontemi ile belirlendi.

Farkli ¢o6ziictiler ve farkli yontemler ile hazirlanan kusburnu ekstraktlarinin
igerisinde bulunan seker tiirii ve miktart HPLC cihazi kullanilarak ve glukoz ve fruktoz
standartlar ile karsilastirilarak belirlendi. Analiz her bir ekstrakt i¢in en az ¢ kez
tekrarlandi ve sonuglarin ortalamasi alindi. Degerlendirmede MAE ve UAE yontemi
ile hazirlanan kusburnu ekstraktlarindaki seker miktarlarinin birbirlerinden farklilik
gosterdigi gozlemlendi (p < 0.05).

MAE yontemi ile hazirlanan E1-M ekstraktinda glukoz % 0.96 w/v olarak
oOlgiiliirken fruktoz % 1.34 w/v olarak olgiildii. E2-M ekstraktinda glukoz % 3.9 w/v
oOlgiiliirken fruktoz % 5.7 w/v olarak 6l¢iildii. E3-M ekstraktinda ise glukoz % 4.42
wi/v olgiiliirken fruktoz ise % 5.34 w/v olarak 6l¢tildii [Tablo 4.1].

UAE yontemi ile hazirlanan E1-U ekstraktinda glukoz % 0.2 w/v olarak
oOlgiiliirken fruktoz ise % 0.1 w/v olarak 6l¢iildii. E2-U ekstraktinda glukoz % 4.1 w/v
olarak ol¢iiliirken fruktoz % 5.2 w/v olarak 6l¢iildii. E3-U ekstraktinda glukoz % 2.84
w/v olgiiliirken fruktoz ise % 3.56 w/v olarak 6l¢iildii [Tablo 4.1].

Iki farkli yontem ile hazirlanan ekstraktlarda, UAE yontemi kullanilan E1-U
ekstrakti haricindeki diger tiim ekstraktlarda fruktoz miktarinin glukoz miktarindan
daha fazla oldugu belirlendi. MAE yontemi ile hazirlanan ekstraktlardaki toplam seker
(glukoz + fruktoz) miktarinin UAE yontemi ile hazirlanan ekstraktlardaki toplam seker
(glukoz + fruktoz) miktarindan daha fazla oldugu goézlemlendi [Tablo 4.1].
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Tablo 4.1: Farkli ¢6ziicti ve yontemlerle hazirlanan kusburnu ekstraktlarindaki
glukoz ve fruktoz miktarinin HPLC analizleri ile belirlenmesi.

Seker (% w/v)
Ekstraksiyon
Ekstraktlar Glukoz Fruktoz Toplam Seker
Yontemi
E1-M 0.96 1.34 2.3
E2-M MAE 3.9 5.7 9.6
E3-M 4.42 5.34 9.76
E1-U 0.2 0.1 0.3
E2-U UAE 4.1 5.2 9.3
E3-U 2.84 3.56 6.4

4.2. Kusburnu Ekstraktlarinin pH Degerlerinin Belirlenmesi

UAE ve MAE ekstraktlarinin pH degeri 45 °C sicaklikta pH metre cihazi (Hanna

Instruments HI 2211 pH/ORP, Bedfordshire, Ingiltere) ile l¢iildii. Ol¢iim sonucunda
elde edilen pH degerleri Tablo 4.2°de verildi. MAE ekstraklarindan E1-M ekstraktinin
pH degeri 3.71, E2-M ekstraktinin pH degeri 3.66, E3-M ekstraktinin pH degeri 3.69
olarak ol¢iildii. UAE ekstraklarindan E1-U ekstraktinin pH degeri 3.57, E2-U
ekstraktinin pH degeri 3.56, E3-U ekstraktinin pH degeri 3.72 olarak belirlendi [Tablo

4.2].
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Tablo 4.2: UAE ve MAE yontemiyle ve farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan kusburnu
ekstraktlarinin 45 °C sicakliktaki pH degerleri.

Ekstraktlar pH Degeri (45 °C)

E1-M 3.71
E2-M 3.66
E3-M 3.69
El-U 3.57
E2-U 3.56
E3-U 3.72

4.3. Kusburnu Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Etkilerinin
Belirlenmesi

Farkli ¢6ziicii ve ekstraksiyon metodu ile hazirlanan farkli oranlarda seyreltilen
kusburnu ekstraktlarinin agar kuyu diflizyonu yontemi ile Paenibacillus sp. 320-W ve
P. napthalenovorans 320-Y suslari lizerindeki antibakteriyel etkileri incelendi. Farkli
oranlarda seyreltilen ve direkt kullanilan ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri, 6n
kiiltiir islemi tamamlanan ve 0.5 McFarland bulankliginda (yaklasik 1.5x108 kob/mL)
olacak sekilde seyreltilen bakterilerin kiiltiirlerinden 100 pl alinarak LB besiyerine
yayma ekim yapildi. Yayma ekim sonrasi acilan 7 mm ¢apindaki kuyulara 40’ar pl
ekstrakt yiiklenmesi yapildi. Inkiibasyon sonrasi olusan zon caplari kuyu ¢ap1 (7 mm)
dahil edilerek hesaplandi. Kontrol olarak gentamisin antibiyotigi (10 pg/mL)
[Pushparaj Selvadoss et al., 2018] kullanildi.

MAE yontemi ile hazirlanan ekstraktlarin Paenibacillus sp. 320-W iizerindeki
antimikrobiyal etkileri incelendiginde; E1-M ekstrakt1 ile 26-16 mm arasi, E2-M
ekstrakti ile 28-14 mm arasi, E3-M ekstrakt1 ile 23-13 mm arasi inhibisyon zon ¢ap1
olusturdugu belirlendi [Sekil 4.1]. UAE yontemi ile hazirlanan ekstraktlarin
Paenibacillus sp. 320-W {izerindeki antimikrobiyal etkileri incelendiginde ise; E1-U
ekstrakti ile 26-14 mm arasi, E2-U ekstrakti ile 27-15 mm arasi, E3-U ekstrakti ile 24-
14 mm arasi inhibisyon ¢api belirlendi [Sekil 4.2]. Hazirlanan ekstraklarin seyreltme

oranlar arttik¢a inhibisyon zon gapinda azalma belirlendi [Sekil 4.1 ve Sekil 4.2].
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Direkt uygulanan ekstrakt analizleri incelendiginde Paenibacillus sp. 320-W’a
karst en yiiksek inhibisyon zonu E2-M ekstrakti ile 28 mm, en diisiik inhibisyon
zonunun ise E3-M ekstrakti ile 23 mm oldugu belirlendi. 1/2 oraninda seyreltilen
ekstraktlarin Paenibacillus sp. 320-W’a kars1 en yiiksek inhibisyon zonu E2-U
ekstrakti ile 20 mm, en diislik inhibisyon zonu E3-M, E1-U, E3-U eksraktlar1 ile 17
mm oldugu saptandi. 1/4 oraninda seyreltilen ekstratlarin ise Paenibacillus sp. 320-
W’ye karsi en yiiksek E1-M ekstrakti ile 16 mm inhibisyon zonu olusturdugu, en diisiik
ise E3-M ekstrakti ile 13 mm inhibisyon zonu olusturdugu belirlendi. Kontrol olarak
kullanilan gentamisin antibiyotigi (10 pg/mL) Paenibacillus sp. 320-W’a kars1 19 mm
inhibisyon zonu olusturdugu saptandi. MAE ve UAE yontemiyle hazirlanan ve
seyreltme yapilmadan uygulanan ekstraktlarin antimikrobiyal etkisinin gentamisin
antibiyotiginden (10 pg/mL) daha fazla etkiye sahip oldugu (p<0.05), 1/2 oraninda
seyreltilen ekstraktlarin gentamisin antibiyotigine (10 pg/mL) esit/yakin etkiye sahip
oldugu belirlendi (p>0.05). [Sekil 4.1 ve Sekil 4.2].
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Sekil 4.1: MAE yo6ntemi ile hazirlanmis kugsburnu ekstraktlarinin (E1-M, E2-M ve
E3-M) ve farkli konsantrasyonlarinin (1, 1/2 ve 1/4) Paenibacillus sp. 320-W
tizerindeki antimikrobiyal etkileri (G: Gentamisin). Her deger en az ii¢ tekrarin

ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.2: UAE yontemi ile hazirlanmis kugburnu ekstraktlarinin (E1-U, E2-U ve
E3-U) ve farkli konsantrasyonlarinin (1, 1/2 ve 1/4) Paenibacillus sp. 320-W
tizerindeki antimikrobiyal etkileri. (G: Gentamisin). Her deger en az ii¢ tekrarin
ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklar ile gosterilmektedir.

MAE yontemi ile hazirlanan ekstraktlarin P. naphthalenovorans 320-Y
tizerindeki antimikrobiyal etkileri incelendiginde; E1-M ekstrakti ile 16-13 mm arast,
E2-M ekstrakt1 ile 19-14 mm arasi, E3-M ekstrakt1 ile 20-14 mm arasi zon ¢api
olusturdugu belirlendi [Sekil 4.3]. UAE yontemi ile hazirlanan ekstraktlarin P.
naphthalenovorans 320-Y iizerindeki antimikrobiyal etkileri incelendiginde ise; E1-
U ekstrakti ile 20-14 mm arasi, E2-U ekstrakti ile 20-15 mm aras1, E3-U ekstrakti ile
15-14 mm aras1 inhibisyon c¢ap1 olusturdugu belirlendi [Sekil 4.4]. Hazirlanan
ekstraklarin seyreltme oranlar arttik¢a inhibisyon zon ¢apinda azalma belirlendi. 1/4
seyreltme oranina sahip ekstrakt uygulamalarinda inhibisyon zonu elde edilmedi
[Sekil 4.3 ve Sekil 4.4].

Direkt (1/1) ekstrakt uygulamalar: incelendiginde P. naphthalenovorans 320-
Y’ye kars1 en yiiksek inhibisyon zonu E1-U ve E2-U ekstraktlari ile 20 mm, en diigiik
inhibisyon zonu ise E3-U ekstrakti ile 15 mm olarak belirlendi. 1/2 oraninda seyreltilen
ekstraklarin P. naphthalenovorans 320-Y’ye kars1 en yiiksek antimikrobiyal etki E2-
U ekstrakti ile 15 mm inhibisyon zonu, en diisiik antimikrobiyal etki ise E1-M ekstrakti

ile 13 mm olarak belirlendi. P. naphthalenovorans 320-Y’ye karsi gentamisin
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antibiyotiginin (10 pg/mL) 15 mm inhibisyon zonu meydan getirdigi saptandi.

Ekstraktlar arasinda seyreltme yapilmadan uygulanan E3-U ekstrakti disindaki diger

ekstraktlarin etkisinin gentamisin antibiyotiginin (10 pg/mL) etkisinden fazla

antimikrobiyal etkiye neden oldugu gozlemlendi. 1/2 seyreltme ile uygulanan

ekstraktlardan E2-U ekstraklarinin antimikrobiyal etkisinin gentamisin antibiyotiginin

(10 pg/mL) antimikrobiyal etkisine esit, diger 1/2 oranin seyreltilen ekstraktlarin

antimikrobiyal etkisinin ise gentamisin antibiyotiginin (10 pg/mL) antimikrobiyal
etkisine yakin oldugu belirlendi [Sekil 4.3 ve Sekil 4.4].
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Sekil 4.3: MAE yontemi ile hazirlanmis kugburnu ekstraktlarinin (E1-M, E2-M ve
E3-M) ve farkli konsantrasyonlarinin (1, 1/2 ve 1/4) Paenibacillus naphthalenovorans

320-Y iizerindeki antimikrobiyal etkileri. (G: Gentamisin). Her deger en az ii¢
tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.4: UAE yontemi ile hazirlanmis kugburnu ekstraktlarinin (E1-U, E2-U ve
E3-U) ve farkli konsantrasyonlarinin (1, 1/2 ve 1/4) Paenibacillus
naphthalenovorans 320-Y iizerindeki antimikrobiyal etkileri. (G: Gentamisin). Her
deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklar ile
gosterilmektedir.

Genel olarak incelendiginde MAE ve UAE yontemleriyle hazirlanan 1/2
oraninda seyreltilmis ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri gentamisin antibiyotiginin
(10 pg/mL) antimikrobiyal etkisine benzer oldugu goézlemlendi [Sekil 4.3 ve Sekil
4.4].

4.4. TSB-L Besiyerinde Biyofilm Olusumlarinin
Belirlenmesi

Paenibacillus sp. 320-W ve P. naphthalenovorans 320-Y suslarinin steril 96
kuyulu mikrotitrasyon plakasinda, TSB-L besiyeri icerisinde, 45 °C sicaklikta, 24 ve
72 saat boyunca statik kosullar altinda inkiibasyonu saglanarak biyofilm olusumu
saglandi.

Paenibacillus suslarmin 24 saatlik inkiibasyonu neticesinde Paenibacillus sp.
320-W susu biyofilmi 0.07 ODs7o absorbans degeri, P. napthalenovorans 320-Y susu
biyofilmi ise 0.12 ODs7o absorbans degeri olarak 6l¢iildii [Sekil 4.5]. Stepanovic et al.,
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(2007) ¢aligsmasi referans alinarak biyofilm olusumlart degerlendirildiginde 24 saatlik
geng biyofilm olusumu sonucunda Paenibacillus sp. 320-W ve P. napthalenovorans
320-Y susunda zayif biyofilm olusumu belirlendi.

Paenibacillus suslarinin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda olgun biyofilm
olusumu sonrasinda Paenibacillus sp. 320-W susu biyofilminde 0.12 ODszoabsorbans
degeri, P. napthalenovorans 320-Y susu biyofilminde ise 0.56 ODs7g absorbans degeri
sonucu oOl¢iildii [Sekil 4.5]. 72 saatlik inkiibasyon sonucunda Paenibacillus sp. 320-
W susunda zayif biyofilm iiretimi, P. napthalenovorans 320-Y susunda ise kuvvetli
biyofilm iiretimi oldugu degerlendirildi. TSB-L besiyerinde termofilik Paenibacillus
suglarinin inkiibasyon siiresi arttik¢a iirettikleri biyofilm miktarinda artis oldugu
sonucuna varildi. iki sus arasinda biyofilm olusturma potansiyeli agisindan istatiksel

olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.5: Paenibacillus suslarinin (320-W ve 320-Y) TSB-L besiyeri igerisinde 24
ve 72 saat inkiibasyonu sonucu olusan biyofilm absorbans degerleri (570 nm). Her
deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata cubuklari ile
gosterilmektedir.
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4.5. TSB-S Besiyerinde Biyofilm Olusumlarinin Belirlenmesi

Paenibacillus sp. 320-W ve P. naphthalenovorans 320-Y suslarinin biyofilm
olusumu igin steril 6 kuyulu hiicre kiiltiiri plakasinda, TSB-S besiyeri igerisinde, 45
°C sicaklikta, 24 ve 72 saat boyunca statik kosullar altinda inkiibasyonu saglanarak
biyofilm olusumu saglandi.

Paenibacillus suslariin 24 saatlik inkiibasyonu neticesinde Paenibacillus sp.
320-W susu biyofilmi 0.43 ODs7 absorbans degeri, P. napthalenovorans 320-Y susu
biyofilmi ise 0.17 ODs7o absorbans degeri olarak olgiildii [Sekil 4.6]. 24 saatlik geng
biyofilm olusumu sonucunda Paenibacillus sp. 320-W susunda zayif biyofilm
tretimi, P. napthalenovorans 320-Y susunda ise biyofilm olusumunun olmadigi
degerlendirmesi yapildi.

Paenibacillus suslarinin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda olgun biyofilm
olusumu gozlemledi ve Paenibacillus sp. 320-W susu biyofilminde 0.82 ODs7o
absorbans degeri, P. napthalenovorans 320-Y susu biyofilminde ise 0.5 ODs7o
absorbans degeri sonucu olgiildii [Sekil 4.6]. 72 saatlik inkiibasyon sonucunda
Paenibacillus sp. 320-W susunda orta diizeyde biyofilm iiretimi, P. napthalenovorans
320-Y susunda ise zayif biyofilm tiretimi oldugu degerlendirildi. TSB-S besiyerinde
termofilik Paenibacillus suslarinin inkiibasyon siiresi arttik¢a iirettikleri biyofilm
miktarinda artis oldugu sonucuna varildi. Iki sus arasinda biyofilm olusturma

potansiyeli agisindan istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.6: Paenibacillus suslarinin (320-W ve 320-Y) TSB-S besiyeri i¢erisinde 24
ve 72 saat inkiibasyonu sonucu olusan biyofilm absorbans degerleri (570 nm). Her
deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile
gosterilmektedir.

4.6. TSB-S Besiyerinde Biyofilm Olusumlarimm Ortadan
Kaldirilmasi

Paenibacillus sp. 320-W ve P. naphthalenovorans 320-Y suslari tarafindan
olusturulan biyofilmin ortadan kaldirilmasina E2-M2 kusburnu ekstraktinin etkisini
belirlemek amactyla 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasinda, TSB-S besiyeri i¢erisinde, 45
°C sicaklikta, 24 ve 72 saat boyunca statik kosullar altinda ilgili bakterilerin
inkiibasyonu ile biyofilm olusumu saglandi. Olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi
i¢cin E2-M2 ekstrakti ve gida endiistrisinde kullanildig1 bilinen klor ¢6zeltisi (200 ppm,
K) uygulandi. Uygulama sonrasi yiizeye yapisan hiicre miktarini belirleyebilmek i¢in
kuyular biyofilm olusumunu belirlemek i¢in yapilan asamalara tabii tutuldu.

24 ve 72 saatlik inkiibasyon sonucunda olusan geng ve olgun biyofilmlerin
ortadan kaldirilmasinda E2-M2 ekstrakti ve klorun (200 ppm, K) etkisi incelendi.

24 saatlik inkiibasyon sonucunda E2-M2 ekstraktinin Paenibacillus sp. 320-W
susunun olusan biyofilmini ortadan kaldirmada etkisinin olmadigi (% 0), klorun ise %
73 oraninda ortadan kaldirdigi belirlendi. Diger yandan E2-M2 ekstraktinin P.
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naphthalenovorans 320-Y susu biyofilmini % 58 oraninda, klorun ise % 82 oraninda

ortadan kaldirdig1 saptand1 [Sekil 4.7].
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Sekil 4.7: Paenibacillus suslarinin (320-W ve 320-Y) TSB-S besiyerinde 24 saatlik
inkiibasyonu sonucu olusan biyofilmin E2-M2 ekstrakt1 ve K (klor, 200 ppm)
uygulamasi ile ortadan kaldirilma (%) oranlari. Her deger en az {i¢ tekrarin
ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile gosterilmektedir.

72 saatlik inkiibasyon sonucunda E2-M2 ekstraktinin Paenibacillus sp. 320-W
susunun olusan biyofilmini ortadan kaldirmada etkisinin olmadigi (% 0,) klorun ise %
78 oraninda ortadan kaldirdigi belirlendi. Bunun yani sira, E2-M2 ekstraktinin P.
naphthalenovorans 320-Y susu biyofilmini % 26 oraninda, klorun ise % 70 oraninda
ortadan kaldirdig1 belirlendi [Sekil 4.8].
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Sekil 4.8: Paenibacillus suslarinin (320-W ve 320-Y) TSB-S besiyerinde 72 saatlik
inkiibasyonu sonucu olusan biyofilmin E2-M2 ekstrakt1 ve K (klor, 200 ppm)
uygulamasi ile ortadan kaldirilma (%) oranlari. Her deger en az ii¢ tekrarin
ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile gosterilmektedir.

Sonug olarak, E2-M2 ekstraktinin Paenibacillus sp. 320-W susu erken ve geg
biyofilminin ortadan kaldirilmasinda etkisi olmadig: (p>0.05), P. naphthalenovorans
320-Y susu iizerinde ise erken biyofilm olusumunda (24 saat) ortadan kaldirma
etkisinin ge¢ biyofilm olusumundaki (72 saat) ortadan kaldirma etkisinden daha fazla
oldugu (p<0.05) gbzlemlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Siit endiistrisinde termofilik bakterilerin neden oldugu biyofilmler siit ve siit
tirtinlerinde ekonomik kayiplara neden olmaktadir [Teh et al., 2015]. Bakterilerin
olusturdugu bu biyofilmlerin giderilmesinde giiniimiizde kullanilan temizlik ajanlari
yiizeyde kalint1 birakabilme, yiizeyi agindirma, biyofilmin tam ortadan kaldirmama,
insan sagligina olumsuz etkiye sebep olma gibi sorunlara neden olmaktadir [Giiler ve
Can, 2017; Dervisoglu ve ark., 2013]. Bu nedenlerden dolay1 biyofilm olusumunun
kontrol edilmesinde giiniiniizde dogal, ekonomik, kolay elde edilen antibiyofilm ve
antimikrobiyal 6zellige sahip ajan arayist kaginilmaz olmaktadir [Unlu et al., 2018;
Srey et al., 2013].

Bu ¢alismada; kusburnu meyvesinin MAE ve UAE yontemleriyle elde edilen
ekstraktlarinin seker icerigi ve P. naphthalenovorans 320-Y ve Paenibacillus sp.320-
W  suslart  iizerindeki antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Sonrasinda P.
naphthalenovorans 320-Y ve Paenibacillus sp.320-W suslarinin TSB-L ve TSB-S
besiyerinde biyofilm olusturma potansiyelleri ve kullanim kolaylig1 saglayan MAE
ekstraktlarindan E2-M2 ekstraktinin % 4 laktoza esdeger siit tozu iceren TSB (TSB-
S) besiyerinde bu suslar tizerindeki antibiyofilm etkileri arastirilmistir.

Kusburnu meyvesinin ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstraktlardaki seker
igerigi incelendiginde MAE yontemiyle hazirlanan ekstraktlarda fruktoz igerigi en
fazla % 5.7 w/v seker oraniyla E2-M ekstraktinda, glukoz igerigi en fazla % 4.42 w/v
seker orantyla E3-M ekstraktinda, en fazla toplam seker miktari ise % 9.76 w/v seker
orani ile E3-M ekstratinda belirlenmistir. En diisiik glukoz, fruktoz ve toplam seker
miktar1 ise (sirasiyla % 0.96 w/v, % 1.34 w/v, % 2.3 w/v seker oran1) E1-M
ekstraktinda ol¢iilmiistiir. Kusburnu ekstraksiyonunda MAE yonteminin ve farkl
¢oziiciilerin kullanilmasi ile kusburnu igerisinde farkli oranlarda seker igeriginin
ortaya ¢iktig1 ve ¢oziicli olarak su kullanilmasi yerine alkol + su soliisyonunun
kullanilmasi ile daha etkili seker iceriginin ortaya ¢iktig1 sonucuna varilmistir.

UAE yontemiyle hazirlanan ekstraktlarda glukoz icerigi en fazla % 4.1 w/v seker
orantyla E2-U ekstraktinda, fruktoz icerigi en fazla E2-U ekstraktinda, toplam seker
miktart ise yine E2-U ekstraktinda belirlenirken en az glukoz ve fruktoz oranlari
(swrastyla % 0.2 w/v ve % 0.1 w/v seker oran1) E1-U ekstraktinda belirlenmistir.
Kusburnu ekstraksiyonunda UAE yonteminin ve farkli ¢oziiciilerin kullanilmasi ile
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kusburnu igerisinde farkli oranlarda seker iceriginin ortaya ¢iktig1 ve ¢oziicii olarak su
kullanilmasi yerine alkol + su soliisyonunun kullanilmasi ile daha etkili seker
iceriginin ortaya ¢iktig1 sonucuna varilmaistir.

E1-U ekstrakti haricindeki MAE ve UAE yontemiyle hazirlanan ekstraktlarda
fruktoz miktarinin glukoz miktarindan fazla oldugu belirlenmistir. MAE yontemiyle
hazirlanan ekstraklarin toplam seker miktar1 (glukoz + fruktoz) aym ¢oziicl
kullanilmasina ragmen UAE yontemiyle hazirlanan ekstraktlardaki seker miktarindan
fazla oldugu saptanmistir. Ekstraktlardaki seker igeriginin ortaya ¢ikarilmasinda farkli
ekstraksiyon yontemlerinin farkli oranlarda etki ettigi ve MAE yonteminin UAE
yontemine gore seker icerigini ortaya c¢ikartmada daha etkili oldugu sonucuna
varilmustir.

Erler ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 ¢calismada Paenibacillus larvae bakterisi
tizerinde ortamdaki fazla seker ve balin inhibitér etkisinin oldugunu
gbozlemlemislerdir. Ortamdaki seker miktar1 bakterilerinin tiirline gore biyofilm
olusumunu tevsik edici de olabilmektedir [Sar and Akbas, 2019; Unlu et al., 2018;
Assaf et al., 2014]. Ortamda glukoz ve fruktoz sekerlerinin fazla olmasi ile patojenler
icin asir1 ozmotik stres olusabilmekte ve bunun neticesinde giiclii antimikrobiyal etki
gozlemlenebilmektedir [Erler et al., 2014]. Biyofilm iizerindeki yiiksek osmotik stres
sonucunda  biyofilm  genislemesi ve  biyofilm  yapisinin  bozulmasi
gozlemlenebilmektedir [Liu et al., 2020]. Bunun neticesinde MAE ekstraktlarindaki
seker miktariin UAE ekstraklarindaki seker miktarindan fazla olmas: ile MAE
esktraklariin osmotik stresten dolay1 agiga ¢ikan antimikrobiyal etkiye daha fazla
sahip olmas1 beklenmektedir.

Okan ve arkadaslarinin (2019) yaptigi ¢alismada % 80 etanol ¢oziiciisiiyle
hazirlanan kusburnu ekstraktinda glukoz miktart % 3.53, fruktoz miktar1 % 4.85 olarak
belirlenmistir. Oz ve arkadaslarinin (2018) yaptig1 calismada, su ile ekstraksiyonu
yapilmig 2013 yilinda toplanan kusburnu meyvesinin 9.21 g/100 g fruktoz, 9.02 g/100
g glukoz; 2014 yilinda toplanan kusburnu meyvesinin ise 9.06 g/100 g fruktoz, 7.23
g/100 g glukoz igerdigini saptamiglardir. Mihaylova ve arkadaslarinin (2018)
yaptiklar1 calismada MAE ile ekstraksiyonu yapilan kusburnu meyvesinde glukoz
miktarini % 3.99 g/100 g kuru agirlik, fruktoz miktarini ise % 6.51 g/100 g kuru agirhik
olarak belirlemislerdir. Murathan ve arkadaslarinin (2016) yaptiklari bir baska
calismada kusburnu igerisindeki glukoz miktar1 8.05 g/100 g, fruktoz miktar1 5.03
g/100 g olarak belirlenmistir. Ozrenk ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 ¢alismada ise
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kusburnu igerisindeki fruktoz miktar1 en fazla % 14.76 g/100 g, glukoz ise en fazla %
12.94 g/100 g olarak belirlenirken ¢alismada yapilan tiim karsilastirmalarda fruktoz
iceriginin glukoz iceriginden fazla oldugu gozlemlenmistir. Literatiirde kusburnu
icerisindeki seker miktarinin birbirlerinden farklilik gosterdigi ve kullanilan ¢oziicii ve
ekstraksiyon yonteminin meyve icerisindeki sekeri farkli oranlarda ortaya ¢ikardigi
sonucuna varilmistir.

Medveckiene ve arkadaslarinin (2020) yaptig1 ¢alismada liyofilize edilmis ve
metanol ¢oziiclisti kullanilarak UAE yontemiyle hazirladiklar1 kusburnu ekstraktinda
gallik asit miktar1 22.67 mg/100 g kuru agirhik olarak olgiiliirken, Okan ve
arkadaslarinin (2019) yaptig1 ¢alismada ise metanol ¢6ziiciisii ile hazirlanan kusburnu
ekstraktimin gallik asit miktar1 1.41 pg/g olarak 6l¢iilmiistiir. Demir ve arkadaslarinin
(2014) yaptig1 bir baska ¢alismada ise gallik asit ise 12.67 mg/g kuru agirlik olarak
belirlenmistir. Literatiirde kusburnu igerisindeki gallik asit miktarinin c¢aligsmalar
arasinda farklilik gosterdigi ve kullanilan ¢6ziicii ve ekstraksiyon yonteminin meyve
igerisindeki gallik asidi farkli miktarda ortaya ¢ikardigi sonucuna varilmistir.

Okan ve arkadaslarmin (2019) yaptiklar1 ¢alismada metanol ile hazirlanmis
kusburnu ekstraktinin toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1 5.91 mg GAE/g olarak;
Jemaa ve arkadaglarimin (2017) yaptig1 bir diger ¢alismada metanol ile hazirlanmig
kusburnu ekstraktinin TFB miktar1 ise 21.918 mg GAE/g olarak; Murathan ve
arkadaglarimin  (2016) yaptig1 ¢aligmada ise metanol ile hazirlanmis kusburnu
ekstraktinin TFB miktar1 62.98 mg GAE/g olarak belirlenmistir. Tahirovi¢ ve Basi¢'in
(2017) yaptig1 ¢alismada % 100 su ile hazirlanan kusburnu ekstraktinin TFB miktar1
69.05 mg GAE/g, % 50 metanol:su ile hazirlanan kusburnu ekstraktinin TFB miktari
78.83 mg GAE/g, % 50 etanol:su ile hazirlanan kusburnu ekstraktinin TFB miktari ise
72.69 mg GAE/g olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma sonunda Rosa canina meyve
Ozlerindeki biyoaktif bilesiklerin igeriginin, ekstraksiyon yapimina bagli oldugu
sonucuna varilmistir. ilbay ve arkadaslarinin (2013) yaptiklar1 calismada % 100 su, %
100 metanol, % 100 etanol, % 50 etanol:su, % 50 metanol:su soliisyonlarini kullanarak
UAE yontemiyle hazirladiklart  kusburnu ekstraktlarinin - TFB  miktarlarini
incelediklerinde % 100 etanol iceren ekstraktin 7.54 mg GAE/g, % 100 metanol igeren
ekstraktin 18.36 mg GAE/g, % 50 etanol iceren ekstraktin 29.88 mg GAE/g, % 50
metanol igeren ekstraktin 49.26 mg GAE/g, % 100 su iceren ekstraktin ise 48.59 mg
GAE/g igerdigini belirlemistir. Deney sonucunda alkole + su soliisyonlariyla
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ekstraksiyonun yapilmasi ile meyve igerisinde agiga TFB miktarininin arttirdig
sonucuna varilmistir.

TFB miktar1 ayni1 zamanda bir meyvenin antioksidan kapasitesinin bir gostergesi
olup genellikle bir antioksidan testi olarak kullanilmaktadir [Okan et al., 2019], bu
sebeple meyve igerisindeki antioksidan kapasitesinin ekstraksiyonda kullanilan
¢Ozlicii ve ekstraksiyon yoOnteminden etkilendigi diisiiniilmektedir. Kusburnu
meyvesinin ekstraktlarindaki TFB miktar1 literatiirde birbirine yakin veya farkl
sonuglar igermektedir. Kullanilan ¢oziicii ve ekstraksiyon yontemi, meyvenin genotipi
ve yetistirildigi alanin meyve igerisindeki seker, gallik asit, toplam fenolik madde
iceriklerine etki ettigi diisiiniilmektedir [Koczka et al., 2018; Demir et al., 2014; Ilbay
etal., 2013].

MAE ekstraklarinin ve UAE ekstraklarinin pH degerleri 3.56-3.72 arasinda
olgiildi. MAE ve UAE ekstraklarinin pH degerleri arasinda istatiksel olarak fark
gozlemlenmedi (p>0.05). Kullanilan ekstraksiyon yonteminin pH iizerinde etkisi
olmadig1 sonucuna varilmistir.

MAE ve UAE ekstraklar1 arasinda en diisiik pH degerine sahip olan ekstrakt %
50 oraninda etanol ¢ozicisii kullanilarak hazirlanmis E2-M  (pH: 3.66) ve
E2-U (pH: 3.56) ekstraklatinda gozlemlenmistir. Ekstraktlar arasindaki kiigiik
miktardaki pH farkliliklarinin kullanilan ¢6ziiciiniin  ac¢iga c¢ikardigi bilesikler
neticesinde oldugu diistiniilmektedir.

Ulusoy ve arkadaslarinin (2009) yaptigi ¢alismada, kusburnu ¢ayindan elde
edilen ekstraktin pH degerinin yaklasik 2.4 degerinde oldugunu bularak ekstraktlarin
asidik oldugunu belirlemislerdir. Murathan ve arkadaslarinin (2016) kusburnu
tiirlerinin biyoaktif igerigini belirlemek i¢in yaptigi ¢alismada, tiim kusburnu tiirlerini
pH degerini asidik olarak ve R. canina tiirii kugburnunun ise pH degerini ise 3.5 olarak
bulmuglardir. Asidik pH degerlerinin elde edilmesi meyve igerisindeki organik
asitlerin varligi ile agiklanmaktadir [Murathan et al., 2016; Tejero-Sarinena et al.,
2012]. Asidik pH, patojenik bakteri kolonizasyonunu engelleyerek antimikrobiyal
etkiye katki saglamaktadir [Proksch, 2018]. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen
pH degerleri ile bu tez calismasinda olgiilen pH degerinin asidik olmasi literatiir ile
uyumludur.

Kusburnu ekstraklarinin termofilik Paenibacillus suslar1 (320-W ve 320-Y)
tizerindeki antimikrobiyal etkisi incelenmis ve kontrol olarak gentamisin (10 pg/mL)

kullanilmigtir. MAE yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlar arasinda 320-W
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tizerinde en fazla antimikrobiyal etki 28 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusmasini saglayan
E2-M ekstraktinin direkt konsantrasyon (E2-M1) uygulamasinda oldugu, en diisiik
antimikrobiyal etki ise 13 mm inhibisyon zon c¢ap1 olusmasimni saglayan E3-M
ekstraktinin 1/4 konsantrasyon (E3-M4) uygulamasinda oldugu belirlenmistir. Kontrol
olarak kullamlan gentamisinin 320-W iizerindeki antimikrobiyal etkisi 19 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusumu saglamis olup MAE ekstraktlarinin direkt konsantrasyon
uygulamasinin (E1-M1: 26 mm, E2-M1: 28 mm, E3-M1: 23 mm) etkisinden diisiik
oldugu, MAE ekstraktlarinin 1/4 konsantrasyon uygulamasinin (E1-M4: 16 mm,
E2-M4: 14 mm, E3-M4: 13 mm) etkisinden yiiksek oldugu gozlemlenmistir.
Ekstraktlarin 1/2 konsantrasyondaki antimikrobiyal etkisi incelendiginde E1-M2
ekstrakti 18 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusumu, E2-M2 ekstrakti 19 mm inhibisyon zon
olusumu, E3-M2 ekstrakti ise 17 mm inhibisyon zon olusumu saglayarak gentamisin
antibiyotiginin 320-W {izerindeki antimikrobiyal etkisine es sayilabilecek
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

UAE yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlar arasinda 320-W {izerinde en
fazla antimikrobiyal etki 27 mm inhibisyon zon c¢api olugmasini saglayan E2-U
ekstraktinin  direkt konsantrasyon (E2-Ul) uygulamasinda oldugu, en diisiik
antimikrobiyal etki ise 14 mm inhibisyon zon ¢ap1 olugsmasim saglayan E1-U ve E3-
U ekstraktlarinin 1/4 konsantrasyon (E1-U4 ve E3-U4) uygulamasinda oldugu
belirlenmistir.  Kontrol olarak kullanilan gentamisinin  320-W  {izerindeki
antimikrobiyal etkisi 19 mm inhibisyon zon ¢api olusumu saglamis olup UAE
ekstraktlarinin direkt konsantrasyon uygulamasmimi (E1-U1:26 mm, E2-U1:27 mm,
E3-M1:24 mm) etkisinden diisiik oldugu, UAE ekstraktlarimin 1/4 konsantrasyon
uygulamasinin (E1-U4:14 mm, E2-U4:15 mm, E3-U4:14 mm) etkisinden yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Ekstraktlarin 1/2 konsantrasyondaki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde E1-U2 ekstrakti 17 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusumu, E2-U2 ekstrakti
20 mm inhibisyon zon olusumu, E3-U2 ekstrakti ise 17 mm inhibisyon zon olusumu
saglayarak gentamisin antibiyotiginin 320-W f{izerindeki antimikrobiyal etkisine es
sayilabilecek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

MAE yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlar arasinda P. naphthalenovorans
320-Y iizerinde en fazla antimikrobiyal etki 19 mm inhibisyon zon ¢ap1 olugsmasini
saglayan E2-M ve E3-M ekstraktlarinin direkt konsantrasyon (E2-M1 ve E3-M1)
uygulamasinda oldugu belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan gentamisinin 320-Y

tizerindeki antimikrobiyal etkisi 15 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusumu saglamis olup
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MAE ekstraktlarinin direkt konsantrasyon uygulamasininin (E1-M1: 16 mm,
E2-M1: 19 mm, E3-M1: 19 mm) etkisinden diisiik oldugu, MAE ekstraktlarinin 1/4
konsantrasyon uygulamasimnin (E1-M4: 0 mm, E2-M4: 0 mm, E3-M4: 0 mm)
etkisinden yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ekstraktlarin 1/2 konsantrasyondaki
antimikrobiyal etkileri incelendiginde E1-M2 ekstrakti 13 mm inhibisyon zon ¢api
olusumu, E2-M2 ekstrakti 14 mm inhibisyon zon olusumu, E3-M2 ekstrakti ise 14 mm
inhibisyon zon olusumu saglayarak gentamisin antibiyotiginin 320-W iizerindeki
antimikrobiyal etkisine es sayilabilecek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
belirlenmistir.

UAE yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlar arasinda 320-Y iizerinde en
fazla antimikrobiyal etki 20 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusmasini saglayan E1-U ve E2-
U ekstraktlarmin direkt konsantrasyon (E1-Ul ve E2-Ul) uygulamasinda oldugu
belirlenmigtir. ~ Kontrol ~ olarak  kullanilan  gentamisinin (10  pg/mL)
P. naphthalenovorans 320-Y iizerindeki antimikrobiyal etkisi 15 mm inhibisyon zon
cap1 olusumu saglamis olup E1-U ve E2-U ekstraktlarinin direkt konsantrasyon
uygulamasininin (E1-Ul: 20 mm, E2-U1: 20 mm) etkisinden diisiik oldugu, UAE
ekstraktlarinin 1/4 konsantrasyon uygulamasmin (E1-U4: 0 mm, E2-U4: 0 mm,
E3-U4: 0 mm) etkisinden yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Ekstraktlarin 1/2
konsantrasyondaki antimikrobiyal etkileri incelendiginde E1-U2 ekstrakti 14 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusumu, E2-U2 ekstrakti 15 mm inhibisyon zon olusumu, E3-U2
ekstrakti ise 14 mm inhibisyon zon olusumu saglayarak gentamisin antibiyotiginin
320-W iizerindeki antimikrobiyal etkisine es sayilabilecek antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Ayrica E3-U ekstraktinin direkt uygulamasininin (E3-U1)
antimikrobiyal etkisi 15 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusumu olusumu saglamis olup 1/2
konsantrasyondaki ekstraktlar ve gentamisin ile esit sayilabilecek etki gostermistir.

MAE ve UAE ekstraktlariin uygulama konsantrasyonu azaldik¢a Paenibacillus
sp. 320-W ve P. naphthalenovorans 320-Y iizerinde elde edilen antimikrobiyal
etkinin de azaldigi gozlemlenmistir. Farkli coziiciilerin kullanilmasi ekstraktlarin
farklt antimikrobiyal etki gostermesine neden olmustur. 320-W iizerinde MAE
yontemiyle hazirlanan ekstraktlarin antimikrobiyal etkinligi en fazla % 50 etanol:su
¢oziiciisii ile hazirlanan ekstrakt ile goriiliirken daha sonra sirasiyla % 100 Dsu
¢oOziiciisi, % 50 metanol:su ¢oziiclisiinde belirlenmistir. 320-Y {iizerinde MAE

yontemiyle hazirlanan ekstraktlarin antimikrobiyal etkinligi % 50 etanol:su ¢oziiciisii
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ve % 50 metanol:su ¢oziiciisii kullanilan ekstraktlarinda esit iken % 100 Dsu ¢o6ziictisii
kullanilan ekstrakttan daha fazladir.

320-W iizerinde UAE yontemiyle hazirlanan ekstraktlarin antimikrobiyal
etkinligi en fazla % 50 etanol:su ¢oziiciisii ile hazirlanan ekstrakt ile goriiliirken daha
sonra sirastyla % 100 Dsu ¢oziiciisii, % 50 metanol:su ¢oziiciisiinde belirlenerek MAE
yontemiyle hazirlanan ekstraktlardaki gibi oldugu saptanmistir. 320-Y {izerinde UAE
yontemiyle hazirlanan ekstraktlarin antimikrobiyal etkinligi % 50 etanol:su ¢oziiciisii
ve % 50 metanol:su ¢oziiclisli kullanilan ekstraktlarinda esit iken % 100 Dsu ¢6ziiciisii
kullanilan ekstrakttan daha fazla oldugu belirlenerek MAE yontemiyle hazirlanan
ekstraktlardaki gibi oldugu saptanmustir.

Ekstrakt yontemi (MAE veya UAE) farketmeksizin ekstraktin hazirlanmasinda
kullanilan ¢oziiciiniin ekstrakta kazandirdigi antimikrobiyal etkinin benzer oldugu
saptanmigtir. Direkt uygulanan ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi gentamisinden daha
etkin oldugu, 1/2 konsantrasyonda uygulanan ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri ise
gentamisine yakin/esit oldugu belirlenmistir. MAE y6nteminin uygulanmasi (6 dk)
UAE yonteminin uygulanmasina (120 dk) gore daha kisa siire aldig1 igin ekstraktlarin
hazirlanmasinda MAE yo6nteminin kullanilmasinin avantajli oldugu goriilmiistiir.

Kusburnu icerisinde ¢esitli organik asitlerin, vitaminlerin, antosiyaninin oldugu
bilinmektedir [Medveckiene et al., 2020; Ayati et al., 2018; Murathan et al., 2016;
Demir et al., 2014]. Antosiyanin, bakterilerin hiicre duvarina zarar vererek
antibakteriyel etki gosterebilir [Ma et al., 2019]. Kusburnu igerisinde diger vitaminlere
oranla fazla miktarda bulunan C vitamini [Ayati et al., 2018], antimikrobiyal etkiye
sahiptir [Verghese et al., 2017]. Organik asitlerin de antimikrobiyal etkisi
bulunmaktadir ve tiire 6zgii olarak antimikrobiyal etki derecesi degismektedir [Tejero-
Sarifiena et al., 2012].

Demirkol ve Erturk’iin (2019b) yaptigi calismada, kusburnun da iginde
bulundugu aseton ¢oziiciisii ile ekstrakt ettikleri bitkisel ekstraktlarin Gram-pozitif,
Gram-negatif ve mantarlar {izerinde antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Yaptiklari
calisma sonucunda kusburnunun Staphylococcus aureus iizerinde 10.33 mm
inhibisyon zon ¢api, Listeria monocytogenes iizerinde 11.00 mm inhibisyon zon gapi,
Bacillus cereus iizerinde 15.33 mm inhibisyon zon ¢api, Escherichia coli iizerinde
12.00 mm inhibisyon zon ¢ap1, Proteus vulgaris iizerinde 11.33 mm inhibisyon zon
cap1, Pseudomonas aeruginosa iizerinde 11.33 mm inhibisyon zon ¢ap1, Salmonella

typhimurium {izerinde 12.66 mm inhibisyon zon ¢api, Candida albicans iizerinde
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17.33 mm inhibisyon zon ¢api1, Aspergillus niger tizerinde 16.33 mm inhibisyon zon
cap1 olustugunu belirlemislerdir. Kullanilan disk yaricapt 6 mm olup, kontrol olarak
kullanilan asetonun bakteriler lizerinde 6.66 mm ve 7.00 mm arasinda inhibisyon zon
olusturmustur. Deney sonucunda kusburnu ekstraktlarinin Gram-pozitif, Gram-negatif
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmistir.
Demirkol ve Ertiirk'iin (2019a) yaptiklari bir bagka ¢alismada ise etanol ¢oziiciisii ile
ekstrakt edilen kugsburnunun Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Esherichia coli, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans and Aspergillus niger tizerindeki antimikrobiyal etkisini
incelemislerdir. Kontrol olarak % 70 etanol soliisyonu ve 6 mm c¢apl diskler
kullanilmistir. Proteus vulgaris iizerinde 8 mm inhibisyon zon ¢api, E. coli iizerinde
9.33 mm inhibisyon zon gap1, B. cereus iizerinde 13.33 mm inhibisyon zon g¢api, S.
aureus iizerinde 6 mm inhibisyon zon ¢api, Salmonella typhimurium tizerinde 10 mm
inhibisyon zon ¢api, Listeria monocytogenes iizerinde 8 mm inhibisyon zon ¢api, P.
auroginosa tizerinde 8 mm inhibisyon zon ¢ap1, Candida albicans tizerinde 15.33 mm
inhibisyon zon ¢ap1, Aspergillus niger iizerinde ise 16.67 mm inhibisyon zon capi
olusturdugunu ve % 70 etanol tiim bakteriler iizerinde 6 mm zon olusturdugunu
belirlemiglerdir. Yapilan degerlendirme neticesinde, bu calismadan elde edilen
sonugta da gozlemlendigi gibi farkl ¢oziiciilerin kullanilmasi ile hazirlanan kusburnu
ekstraktlarinin  bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etkisinin farkli oldugu
distiniilmektedir.

Rovna ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 ¢alismada, etanol ve metanol ¢oziiciileri
kullanarak ekstraksiyonunu sagladiklar1 kusburnu ¢igeklerinin  Gram-negatif
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa iizerindeki etkisini incelemislerdir.
Yapilan ¢alisma sonucunda etanolik ekstrakt E. coli iizerinde 3.33 mm inhibisyon zon
capi, P. aeuruginosa iizerinde 4.33 mm inhibisyon zon ¢ap1; metanolik ekstrakt E. coli
tizerinde 4.33 mm inhibisyon zon ¢ap1, P. aeruginosa iizerinde ise 1.66 mm inhibisyon
zon ¢ap1 olusturdugu belirlenmistir. Rovna ve arkadaglarinin (2020) yaptiklar1 bir
bagka calismada ise farkli lokasyonlardan topladiklar1 ve etanol ¢oziiciisiiyle
hazirladiklar1  kusburnu ekstraktlarinin  Escherichia coli, Klebsiela oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, and Listeria
monocytogenes tizerindeki antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Kontrol olarak
gentamisin (10 pg/disk) ve distile su kullanmislardir. Calisma sonucunda, E. coli

tizerinde 14.33-15.67 mm arasinda inhibisyon zon ¢ap1, K. oxytoca iizerinde 10.67-
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12.00 mm arasinda inhibisyon zon ¢api, P. auroginosa iizerinde 9.33-10.67 mm
arasinda inhibisyon zon ¢api, B. cereus iizerinde 8.00-8.67 mm arasinda inhibisyon
zon ¢ap1, C. perfringens tizerinde 4.00-5.33 mm arasinda inhibisyon zon ¢api, L.
monocytogenes lizerinde ise 5.67-6.67 mm arasinda inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, kusbununun etanol ¢oziiciisiiyle ekstratinin E.
coli tizerinde etkin ama C. perfringens etkin olmadig1 belirlenmistir ve kusburnunun
yetistigi ortamin, genomunun bakteriler ilizerindeki antimikrobiyal potansiyelini
etkiledigi belirlenmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda kusburnu ¢igeklerinin kusburnu
meyvesine gore daha az antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve etanol veya metanol
kullanilarak hazirlanan kusburnu ekstraktinin bakteriler {izerindeki antimikrobiyal
etkisinin Ustlinliigi kugsburnunun genotipik o6zelliklerine, bakterinin tiiriine baglh
oldugu diistiniilmektedir.

Ghendov-Mosanu ve arkadaslarinin (2018) yaptiklari calismada % 50 etanol:su
¢oziiciisi kullanarak kusburnu ve alig meyvesi ekstraktlar1 hazirlamiglar ve
Staphylococcus  aureus, Escherichia coli ve Klebsiella  pneumoniae
mikroorganizmalar1 {izerindeki antimikrobiyal etkisini incelemisglerdir. Calisma
sonucunda kusburnunun S. aureus iizerinde 16 mm inhibisyon zon c¢api, E. coli
tizerinde 10 mm inhibisyon zon gap1, K. pneumoniae iizerinde ise 9 mm inhibisyon
zon c¢ap1 olusturdugunu belirlemislerdir. Calismamizda kullandigimiz % 50 etanol:su
¢oOziiclisiyle benzer sekilde yiiksek oranda inhibisyon zon ¢api elde ettikleri
belirlenmistir. Kullanilan ¢6ziiciiniin igerigindeki su miktar1 da kusburnunun
antimikrobiyal etkisini etkileyen unsurlardan oldugu diisiiniilmektedir.

Demir ve Agaoglu'nun (2020) yaptigi ¢alismada kusburnu ve diger medikal
bitkilerin su ¢oziiciisiiyle ve su banyosuyla (UAE) tamamladiklar1 ekstraktlarinin
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa iizerindeki antimikrobiyal etkisini incelemislerdir.
En yiiksek antimikrobiyal etkiyi E. faecalis iizerinde 21.8 mm olarak, en diisiik
antimikrobiyal etkiyi 16.15 mm olarak S. pyogenes iizerinde bulmuslardir. Calisma
sonucunda bizim g¢alismamizda oldugu gibi UAE yontemiyle hazirlanan kusburnu
ekstraktlarinin bakteriler {izerinde antimikrobiyal etkisinin oldugu belirlenmistir.

Wang ve arkadaglarinin (2020) yaptigi ¢alisma ile methanol, deiyonize su, etil
asetat, kloroform veya hekzan kullanarak hazirladiklar1 kusburnu ekstraktlarinin
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baylyi ve

Pseudomonas aeruginosa iizerindeki antimikrobiyal etkisini incelemislerdir.
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Arastirma sonucunda 6zellikle su ve metanol ¢oziiciisiiyle hazirlanan ekstraktlarin
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkisinin oldugu kanitlanmistir. P.
mirabilis tizerinde metanolik ekstrakt > sulu ekstrakt > etil asetat ekstrakti; P. vulgaris
tizerinde metanolik ekstrakt > sulu ekstrakt > etil asetat ekstrakt1 ve K. pneumoniae
tizerinde metanolik ekstrakt > hekzan ekstrakti antimikrobiyal etki gostermistir. Bu
oOziitler ayrica A. baylyi tizerinde metanolik ekstrakt, P. aeruginosa tizerinde metanolik
ekstrakt ve S. pyogenes'in iizerinde metanolik ekstrakt > sulu ekstrakt antimikrobiyal
etki gosterirken, metanol ¢6ziisiiyle hazirlanan kusburnu ekstraktlarinin kloramfenikol
ve tetrasiklin antibiyotikleri ile kombinasyonu bakterilerin inhibisyonu iizerine
sinerjistik etki sagladigi belirlenmistir. Analiz sonucunda kusburnu ekstraktinin elde
edilmesinde kullanilan ¢6ziiciiniin ekstraksiyonda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Paenibacillus sp. 320-W ve P. naphthalenovorans 320-Y suslarinin biyofilm
olusturma potansiyeli TSB-L besiyeri icerisinde 96 kuyulu mikrotitrasyon plakasinda
ve TSB-S besiyeri igerisinde 6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasinda 24 ve 72 saatlik
inkiibasyon neticesinde belirlendi.

Deney sonucunda, TSB-L besiyerinde Paenibacillus sp. 320-W 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda 0.069 ODs7o absorbans degerinde biyofilm olustururken 72
saatlik inkiibasyon sonucunda ise 0.111 ODs7o absorbans degerinde biyofilm
olusturdugu belirlendi. Geng biyofilm olusumu ve olgun biyofilm olusumu sirasinda
zayif biyofilm tireticisi olarak degerlendirildi.

TSB-L besiyerinde P. naphthalenovorans 320-Y susunun 24 saatlik
inkiibasyonu sonucunda 0.121 ODs7o absorbans degerinde bakteri yapigmasi
belirlenirken 72 saatlik inkiibasyon sonucunda ise 0.559 ODs79 absorbans degerinde
biyofilm olusturdugu belirlendi. P. naphthalenovorans 320-Y susu geng¢ biyofilm
olusumu esnasinda zayif biyofilm iireticisi olarak, olgun biyofilm olusumu esnasinda
ise kuvvetli biyofilm iireticisi olarak degerlendirildi.

TSB-L besiyeri igerisinde Paenibacillus sp. 320-W susunun yiizeye yapisma
miktarinda 24 saatlik inkiibasyonundan 72 saatlik inkiibasyon sonuna kadar yaklasik
1.6 kat artis belirlendi. P. naphthalenovorans 320-Y susunun yiizeye yapisma
miktarinda ise 24 saatlik inkiibasyonundan 72 saatlik inkiibasyon sonuna kadar
yaklasik 4.61 kat artis bulundu. Her iki Paenibacillus susunun TSB-L besiyerinde
biyofilm olusturma potansiyeli incelendiginde inkiibasyon siiresi arttik¢a ylizeye

yapisan hiicrelerin de arttig1 gozlemlendi.
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TSB-S besiyerinde Paenibacillus sp. 320-W 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
0.425 ODs79 absorbans degerinde biyofilm olustururken 72 saatlik inkiibasyon
sonucunda ise 0.815 ODs7g absorbans degerinde biyofilm olusturdugu belirlendi. Geng
biyofilm olusumu sirasinda zayif biyofilm {ireticisi olarak degerlendirilirken olgun
biyofilm olusumu sirasinda ise orta diizeyde biyofilm tireticisi olarak degerlendirildi.

TSB-S besiyerinde P. naphthalenovorans 320-Y susunun 24 saatlik
inkiibasyonu sonucunda 0.173 ODs7o absorbans degerinde bakteri yapismasi
belirlenirken 72 saatlik inkiibasyon sonucunda ise 0.522 ODs7 absorbans degerinde
biyofilm olusturdugu belirlendi. P. naphthalenovorans 320-Y susu geng biyofilm
olusumu esnasinda biyofilm tireticisi degil olarak, olgun biyofilm olusumu esnasinda
ise zayif biyofilm {ireticisi olarak degerlendirildi.

TSB-S besiyeri igerisinde Paenibacillus sp. 320-W susunun yiizeye yapisma
miktarinda 24 saatlik inkiibasyonundan 72 saatlik inkiibasyon sonuna kadar yaklasik
1.92 kat artis belirlendi. P. naphthalenovorans 320-Y susunun yiizeye yapisma
miktarinda ise 24 saatlik inkiibasyonundan 72 saatlik inkiibasyon sonuna kadar
yaklasik 3.02 kat artis bulundu. Her iki Paenibacillus susunun TSB-S besiyerinde
biyofilm olusturma potansiyeli incelendiginde inkiibasyon siiresi arttik¢ca ylizeye
yapisan hiicrelerin de arttig1 gdzlemlendi.

Iki farkli besiyeri (TSB-L ve TSB-S) ile yapilan biyofilm olusum deneyleri
sonucunda Paenibacillus suslarinin farkli besiyeri igerisinde farkli potansiyellerde
biyofilm olusturma egiliminde oldugu goézlemlendi. TSB-L besiyeri icerisinde P.
naphthalenovorans 320-Y susu, Paenibacillus sp. 320-W susuna gore daha fazla
biyofilm olusturma egiliminde oldugu belirlendi. TSB-S besiyeri icerisinde ise
Paenibacillus sp. 320-W susunun P. naphthalenovorans 320-Y susuna gore daha
fazla biyofilm olusturma potansiyeli tasidig1 gézlemlendi. Siit proteinlerinin ortamda
olmasi ile Paenibacillus suslarindaki biyofilm olusturma davramisinin degistigi
belirlenmistir. Spor olusturan termofilik bakterilerin vejetatif hiicrelerine kiyasla,
sporlarinin yiizeye baglanma yetenegi daha fazla olmaktadir [Jindal and Anand, 2018;
Flint et al., 2001]. Bu agidan bakildiginda farkli besiyeri igerisinde Paenibacillus
suslarinin spor olusturma ve dolayisi ile farkli yilizeye baglanma yeteneklerinin farkli
oldugu diistiniilmektedir. Hiicre yiizey hidrofobikligi vejetatif hiicre ve sporlar i¢in
farkli baglanma potansiyelleri tasimaktadir [Jindal and Anand, 2018]. Hidrofobik olan
polistren (PS) yilizeyde Paenibacillus suslarinin yiizeye baglanmalarinda farkliliklar
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olmasinin bir diger nedeninin farkli besiyerleri igerisinde spor olusturma yetenekleri
oldugu diistiniilmektedir.

Mevcut literatiirde Paenibacillus sp. 320-W ve P. naphthalenovorans 320-Y
suslarinin biyofilm olusturma potansiyellerine dair ¢alisma olmadig1 icin bu suslarin
biyofilm olusturma potansiyelleri siit endiistrisinde sorunlara yol agan termofilik
Bacillus genusuna suslar ile yapilan ¢alismalar ile karsilastirildi.

Cihan ve arkadaslar1 (2017), Bacillus genusa ait gesitli bakterilerin biyofilm
olusturma potansiyelini arastirmislardir. Termofilik bakterilerin biyofilm olusumunu,
TSB besiyeri igerisinde 48-96 saatlik inkiibasyon siiresi, 55-65 °C inkiibasyon
sicakligr ile saglamiglardir. Calisma sonucunda, inkiibasyon sicakliginin ve siiresinin
artmasi ile termofilik bakteri biyofilmlerinde de anlamli bir biyofilm olusumu
gozlemlemislerdir. Calisma igerisinde siit endiistrisi i¢in zararli kabul edilen
Geobacillus suslarinin biyofilmlerinde 55 °C inkiibasyon sicakliginda 0.1-0.2 OD
ODsgs araliginda absorbans degerleri, 65 °C inkiibasyon sicakliginda 0.1-0.6 ODsgs
araliginda absorbans degerleri dl¢tilmiistiir. Anoxybacillus suslarinin biyofilmlerinde
55 °C inkiibasyon sicakliginda 0.1-0.2 OD ODsgs araliginda absorbans degerleri, 65
°C inkiibasyon sicakliginda 0.1-0.3 ODsgs araliginda absorbans degerleri 6lgiilmiistiir.
Yapilan calismada inkiibasyon siiresi arttikca olusan biyofilm miktarinda da artis
gozlemlenmistir ve termofilik bakteri biyofilmlerinde bu durumun gergeklesmesi bu
tez calisgmasindaki Paenibacillus suslarinin biyofilm olusumunu inkiibasyon siiresi
arttik¢a artmasini desteklemektedir.

Sadiq ve arkadaglariin (2017b) yaptigi ¢alismada, Cin siit tozundan izole
ettikleri mezofilik ve termofilik bakterinin biyofilm olusumlarini gozlemlemisleridir.
Biyofilm olusumu polistren plakada % 0.2 (w/v) ¢Oziinebilir patates nisastasi
ekledikleri TSB besiyerinde, termofilik bakteriler igin 55 °C inkiibasyon sicakligi ve
24 saat inkiibasyon siiresi ile biyofilm olusumunu gerceklestirmislerdir. Paslanmaz
celik ylizeyde ise TSB veya siit ortaminda biyofilm olusunu gerc¢eklestirmisleridir.
Calisma sonucunda, Anoxybacillus suslar1 biyofilmleri polistren yiizeyde yaklasik 0.4
ODs7o absorbans degerinde Olgiiliirken, Geobacillus suslar1 0.2-0.3 ODs7o absorbans
degerinde Olgiilmiistiir.  Siit igerisinde olusturulan termofilik  biyofilmler
incelendiginde Anoxybacillus suslar1 biyofilmleri yaklastk 2.0-5.30 log CFU/cm?
olarak, Geobacillus suslar1 biyofilmleri ise yaklasik 3.0-5.20 log CFU/cm? olarak
Ol¢iilmiistiir. Termofilik suslarin biyofilm olusturma kapasitesinin ortamda siitiin var

olmasi ile pozitif bagintli oldugu sonucuna ulagmislardir. Bu ¢alismadan elde edilen
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sonug ile baglantili olarak, Paenibacillus suslarinin siit igeren TSB besiyeri igerisinde
(TSB-S) inkiibe edilmesi bu suslarin 24 ve 72 saat siiren inkiibasyon siirecinde daha
hizli ¢ogalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Karaca ve arkadaslarmin (2019) yaptigi calismada, Anoxybacillus and
Geobacillus suslarmin  biyofilmleri {izerinde yiizey metaryalinin, inkiibasyon
sicakliginin (55 °C ve 65 °C) ve siit tipinin (yagli, yar1 yagh, yagsiz siit) etkisini
incelemislerdir. Calisma sonucunda ¢ogu bakteri cam ve paslanmaz celik yiizeyde 55
°C ve 65 °C sicakliklarda biyofilm olusumu saglamasina ragmen suglara gore ideal
ylizeyin  polistren, polipropilen ve polivinil kloriir olarak  degistigini
gozlemlemislerdir. Inkiibasyon sucakhigi 55 °C’den 65 °C’ye ¢ikarildiginda
Anoxybacillus suslarinin biyofilm olusumunun polistren ve polipropilen yiizeyde artis
egiliminde oldugunu, Geobacillus suslarinda ise cam ve paslanmaz ¢elik yiizeyde artis
egiliminde oldugunu belirlemislerdir. Siit tipinin biyofilm olusumu iizerinde etkisini
incelediklerinde ise Anoxybacillus suslarinin yagsiz siit i¢in risk faktorii oldugunu,
Geobacillus suslarinin ise tam yagl siit igin risk faktorii oldugunu saptamislardir.
Karaca ve arkadaglarmin yaptigi c¢alismadan (2019) elde edilen sonuglara gore
termofilik basillerin biyofilm olusturma egilimleri yiizeye, besiyeri icerigine,
inkiibasyon sicakligina bagli olarak degismektedir. Paenibacillus suslarinin TSB-L
ve TSB- S besiyerindeki biyofilm olusturma potansiyellerinin farkli olmasi
literatiirdeki sonuglar1 desteklemektedir. Paenibacillus suslarinin farkl yiizey, sicaklik
ve besiyeri ortamlarinda biyofilm olusumu incelendiginde termofilik Bacillus
suslarinin biyofilm olusturma kapasitelerinin anlagilmasina katki saglayacaktir.

Paenibacillus sp. 320-W ve P. naphthalenovorans 320-Y suslarinin TSB-S
besiyerinde olusan biyofilmlerinin ortadan kaldirilma (%) oranlari 24 ve 72 saatlik
inkiibasyon sonucunda E2-M2 ekstrakt1 ve klor (200 ppm) soliisyonu uygulamast ile
belirlendi.

Paenibacillus sp. 320-W susu biyofilminin 24 saatlik geng biyofilm olusumu
sonrasinda yapilan uygulamalarda E2-M2 ekstrakti % 0 oraninda olusan biyofilmi
ortadan kaldirdigi, klor (200 ppm) ise % 73 oraninda olusan biyofilmi ortadan
kaldirdigi bulundu. 72 saatlik olgun biyofilm olusumu sonrasinda yapilan
uygulamalarda ise E2-M2 ekstrakt1 % 0 oraninda olusan biyofilmi ortadan kaldirdigi,
klor (200 ppm) ise % 78 oraninda olusan biyofilmi ortadan kaldirdigi belirlendi.
Bulgular neticesinde, E2-M2 ekstraktinin Paenibacillus sp. 320-W susu

biyofilmlerine  karst  etkisinin  olmadigi  saptandi.  Kullamlan  ekstrakt
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konsantrasyonunun arttirilmasi ile veya ekstrakt uygulama siiresinin uzatilmasi ile
kusburnu ekstraktinin Paenibacillus sp. 320-W susu biyofilmlerine kars1 antibiyofilm
etkisinin olabilecegi diistiniilmektedir.

P. naphthalenovorans 320-Y susu biyofilmlerinin 24 saatlik gen¢ biyofilm
olusumu sonrasinda yapilan uygulamalarda E2-M2 ekstrakt1 % 58 oraninda olugan
bakteri yapigsmasii ortadan kaldirdigi, klor (200 ppm) ise % 82 oraninda olusan
bakteri yapismasini ortadan kaldirdigi belirlendi. 72 saatlik olgun biyofilm olusumu
sonrasinda yapilan uygulamalarda ise E2-M2 ekstrakti % 23 oraninda olusan biyofilmi
ortadan kaldirdigi, klor (200 ppm) ise % 73 oraninda olusan biyofilmi ortadan
kaldirdigi ~ bulundu. Degerlendirme sonucunda, E2-M2 ckstraktinin  P.
naphthalenovorans 320-Y susu {izerindeki antibiyofilm etkisinin siit igeren besiyeri
icerisinde bakteri inkiibasyon siiresi arttikca azaldigi belirlendi. Yapilacak
antibiyofilm uygulamasinin biyofilm olugmadan veya erken biyofilm olusumu
asamsinda yapilmasi biyofilmler ile miicadele etmede Onem arz ettigi sonucuna
varildi. Kullanilan ekstrakt konsantrasyonunun arttirilmasi ile veya ekstrakt uygulama
sliresinin uzatilmasi ile kusburnu ekstraktinin P. naphthalenovorans 320-Y susu
biyofilmlerine kars1 antibiyofilm etkisinin artabilecegi diisliniilmektedir.

Albayrak'in yaptig1 tez ¢alismasinda (2018), Bacillus subtilis ve Bacillus cereus
mikroorganizmalarinin 48 saatlik inkiibasyon sonucu olusan biyofilmlerinin nar
atiklarinin  dogal antibiyofilm etkisi ile ortadan kaldirilmast ¢alismasini
gergeklestirmistir. Calismada nar atiklarindan elde edilen ekstraktlarin B. cereus
biyofilmini % 83 oraninda ortadan kaldirdigi, B. subtilis biyofilmini ise % 67 oraninda
ortadan kaldirdig: belirlendi. Kalpar'in yaptigi tez ¢alismasinda (2019), siit endiistrisi
i¢in sorun teskil eden Staphylococcus aureus’un 48 saatlik inkiibasyonu sonucu olusan
biyofilmleri nar atiklarinin dogal antibiyofilm etkisi ile ortadan kaldirilmasi
caligmasini gerceklestirmistir. Calismada kullanilan polistren yiizeyde siit iceren TSB
besiyeri igerisinde biyofilmi olusturulan S. aureus susunun nar atig1 ekstraktlan ile
muamelesi sonucunda % 42 oraninda biyofilminin ortadan kaldirildig1 belirlenmistir.
Yapilan calismalara gore nar atig1 ekstraktlarinin  farkli  mikroorganizma
biyofilmlerinin ortadan kaldirilmasinda etkisinin gesitli oldugu sonucuna varilmastir.
Calisma sonuclarina gore biyoaktif madde agisindan zengin nar ekstraktlarinin farkl
bakteriler tizerinde ¢esitli etkinlikte olmasi, bu tez ¢alismasindaki biyoaktif madde
acisindan zengin olan kusburnu ekstraktinin Paenibacillus suslari tizerinde farkli etki

gostermesini desteklemektedir.
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Hemmati ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2020), kusburnu ekstraktlarindan
ZnO (¢inko oksit) nanopartikiilleri tretmisler ve P. aeruginosa ve S. aureus
bakterilerinin 24 saatlik biyofilm olusumlar1 {izerinde bu nanopartikiillerin
antibiyofilm etkisini incelemislerdir. Calismada, P. aeruginosa kontol grubu biyofilm
olusumu yaklastk 2 ODs79 absorbans degerinde Olciiliitken, nanopartikiil ile
mumamele edilmis P. aeruginosa deney grubu biyofilmi yaklasik 1.2 ODs7gabsorbans
degerinde Ol¢iilmiistiir. S. aureus kontrol grubu biyofilm olusumu yaklasik 3.8 ODs7o
absorbans degerinde 6lgiillirken, S. aureus deney grubu biyofilmi yaklasik 1.8 ODs7o
absorbans degerinde Olglilmistiir. Kullanilan kusburnu ekstrakti ile hazirlanan
nanopartikiillerin P. aeruginosa ve S. aureus biyofilmleri iizerinde antibiyofilm
etkisinin bulundugu belirlenmistir. Bu tez c¢alismasinda da kusburnu ekstraktinin
antibiyofilm etkisi ile siit endiistrisi igin sorun teskil eden bakterilere karsi etkili oldugu
literatiir tarafindan desteklenmektedir.

Paenibacillus tiirleri siit, konserve gibi pastorize, sogutulmus hazir
yemeklerinbozulmasina neden olan mikroorganizmalardandir ve gidalarin yapist,
isleme kosullar1 ve depolama sicakligi, mikrobiyal gida bozulmasini kontrol etmek
icin 6nemli faktorlerdir [Helmond et al., 2017]. Mevcut literatiirde, Paenibacillus
suslarinin siit endiistrisi icerisinde biyofilm olusturma potansiyeli agisindan kisith
literatiir kaynagi olmasi ve bu c¢alisma Paenibacillus sp. 320-W ve P.
naphthalenovorans 320-Y suslarina ait literatiirdeki ilk biyofilm ¢alismasi oldugu igin
bu tez calismasi literatiirdeki Penibacillus suslari biyofilmleri ve diger termofilik
bakteri biyofilmlerinin kontrol stratejilerine katk: saglayacaktir.

Yapilan tez caligmasinda, kusburnu meyvesinden farkli ¢oziicii ve farkl
yontemler kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin  endiistriyel alanda kullanilma
potansiyelinin arastirllmasi1 6nem arz etmektedir. Elde edilen antibakteriyel etkili
ekstraktlar gida koruyucu, meyve-sebze sulari, aromali gida gibi endiistriyel bircok
alanda kullanilabilir. Ayrica siit endiistrisinde kullanilan kimyasal antibiyofilm
ajanlara alternatif olma potansiyeli tasimaktadir. Bu nedenle, ¢alismalardan elde edilen
sonuglar termofilik bakteri biyofilmlerine karst1 miicadelede litaratiire katki
saglayacaktir. Ayrica, siit endiistrisinin yani sira tiim gida sanayinde insan ve ¢evre
saglhigini tehlikeye atan zararl ajanlara alternatif olarak dogal antibakteriyel ajanlarin

kullanimina tesvik edici olacaktir.
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EKLER

Ek A: Kusburnu ekstraktlarimin ve gentamisinin Paenibacillus sp. 320-W susu

iizerindeki antimikrobiyal etkileri
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Ek B: Kusburnu ekstraktlarinin ve gentamisinin P. napthalenovorans 320-Y susu

iizerindeki antimikrobiyal etkileri
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