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OZET

Bu ¢aligmada, meyve sanayi igleme yan {iriinii olan nar (Punica granatum L.)
atiklarinin, B. subtilis ve B. cereus suslar iizerinde antibakteriyel ve antibiyofilm etkili
biyoaktif bilesiklerin kaynagi olarak kullanilabilirligi arastirildi. Bu kapsamda, nar atiklarindan,
farkli nar tozu/¢6ziicti oranlart (P1, 1:10 ve P2, 1:20; w/), farkli sulandirma oranlari (1:2-1:25)
ve farkli ¢oziictiler (etanol, metanol, etanol-asit, metanol-asit, aseton ve su; A-G) kullanilarak
biyoaktif bilesiklerin (fenolik bilesik ve organik asit) en iyi ekstraksiyon kosullari
belirlendi.

P2 metodu ile hazirlanan ekstraktlarin fenolik bilesik ve organik asit
miktarlart P1 metoduna goére hazirlanan ekstraktlara gore daha yiiksek miktarda
bulundu.

Her iki sus i¢in de, en yiiksek antibakteriyel etki, metanol ve asit kullanilarak
hazirlanan (P1-E ve P2-E) ekstraktlar ile tespit edildi.

B. subtilis ve B. cereus suslarinin biyofilm olusumlarinin 6nlenmesi ve
ortadan kaldirilmasinda, nar atigi ekstraktlarmin 1:5 sulandirma oranlarinin (P2-5)
etkili oldugu belirlendi. B. subtilis susunun biyofilmlerinin, en fazla metanol-asit ile
hazirlanan (P2-E) ekstraktinin P2-5 orani ile %80 oraninda 6nledigi ve etanol ile
hazirlanan (P2-A) ekstraktin P2-10 orani ile %67 oraninda ortadan kaldirildig:
belirlendi. B. cereus susunun biyofilmlerinin ise en fazla etanol-asit ile hazirlanan
ekstraktin (P2-D) P2-5 orani ile %79 oraninda 6nledigi ve %83 oraninda ortadan
kaldirdig1 belirlendi.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar, nar atigi ekstraktlarinin dogal
antibakteriyel ve antibiyofilm ajan1 olarak endiistride kullanilabilecegini

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Nar atigi, dogal antibakteriyel ajan, dogal antibiyofilm

ajani, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, biyofilm kontrolii.

Vv



SUMMARY

In this work, the use of pomegranate (Punica granatum L.) wastes generated
from fruit processing industry was investigated as a potential source of bioactive
antibacterial and antibiofilm agents on B. subtilis and B. cereus strains. For this, the
best extraction conditions for phenolic compounds and organic acids from
pomegranate wastes were determined by using different waste powder/solvent ratios
(P1, 1:10 and P2, 1:20; whv), different dilution ratios (1:2-1:25) of extracts and different
solvents (ethanol, methanol, ethanol-acid, methanol-acid, acetone and water; A-G).

The amount of phenolic compounds and organic acids were higher in extract
P2 than P1.

The highest antibacterial activities on both B. subtilis and B. cereus strains
were determined with the methanol-acid extracts (P-E and P2-E).

Biofilms of B. subtilis and B. cereus were prevented and removed effectively
by the extracts diluted at 1:5 ratio. The highest ratio for prevention and removal of B.
subtilis biofilms were about 80% by methanol-acid extracts (P2-E) and 67% by
ethanol extract (P2-A), respectively. Moreover, B. cereus biofilms were prevented
and removed with ethanol-acid extract (P2-D) by up to 79 % and 83%, respectively.

The results from this study showed that pomegranate extracts could be used

as natural antibacterial and antibiofilm agents in industry.

Key words: Pomegranate, natural antibacterial agent, natural antibiofilm agent,

Bacillus subtilis, Bacillus cereus, biofilm control.
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1. GIRIS

Biyofimler, farkli ortam kosullarinda bakteriler tarafindan kolaylikla
olusturulan kompleks yapilardir. Biyofilm olusumu i¢in mikroorganizmanin kendisi
ve bir substrat en temel gereksinimdir [Garrett et al., 2008]. Biyofilmler, bir yiizeye
tutunarak irettikleri ekzopolisakkarit yapi igerisinde gomiilii halde yasayan
mikroorganizma topluluklaridir. Bu yapilar, tek bir mikroorganizma tiirlinii veya
cesitli mikroorganizmalari igerebilirler.

Biyofilm igerisindeki bakteriler arasinda patojen ve/veya spor ireten
formlarinin  bulunmasi saglik acisindan biiyiikk bir tehdit olusturmaktadir. Gida
endiistrisinde olusan mikrobiyal biyofilmler, tutunduklar1 ekipmanlarin yiizeylerinde
hasarlara, enerji kayiplarina, hatta mikroorganizma kaynakli enfeksiyonlara ve gida
zehirlenmelerine sebep olabilmektedir [Giin ve Ekinci, 2009]. Gida patojenleri
arasinda B. subtilis ve B. cereus; sebep olduklari zehirlenme vakalari, enfeksiyonlar
ve biyofilm olusturabilmeleri nedeni ile ciddi sorunlara yol acan olduk¢a 6nemli
mikroorganizmalardir [Lindsay et al., 2005].

Glinlimiizde, gida endistrisinde, biyofilm kontroliinde kullanilan klor gibi
kimyasallarin bircogu insan sagligini tehlikeye atan toksik kalintilar birakmakta ve
tirtinlerin kalitesini diigiirmektedir. Bundan dolayi, sagliga zarari olmayan, maliyeti
diisiik, dogal antibakteriyel ve antibiyofilm ajanlara karsi duyulan ihtiya¢ giderek
artmaktadir. Bu kapsamda, meyve sanayi isleme atiklarindan olan nar atiklari hem
icerdikleri fenolik bilesik, organik asit gibi biyoaktif bilesiklerden hem de kolay, bol
miktarda ve maliyetsiz elde edilebilirliklerinden dolay1 umut vericidir.

Meyve sanayi endiistrisinden elde edilen bu atiklarin sadece bir miktar1 yem
ve boya maddesi eldesi gibi amaclarla kullanilmakta geri kalan biiylik bir kismi ise
dogrudan dogaya salinarak cevre kirliligine sebep olmaktadir. Yapilan literatiir
aragtirmalarinda, meyve atiklariin icerdikleri zengin biyoaktif bilesikler sayesinde,
meyvenin gida olarak tiiketilebilen kisimlarina gore daha yiiksek katma degere sahip
oldugu ortaya konmustur [Yaman, 2012]. Buna dayanarak, bu tez ¢alismasinda, nar
atiklarindan uygun ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ekstraktlarin, gida
zehirlenmesine sebep olan 6nemli mikroorganizmalardan B. subtilis ve B. cereus
suglarinin biyofilm olusumlariin kontroliinde dogal bir antibiyofilm ajani olarak

kullanilabilme potansiyelleri arastirilmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Gida sektorlerinde en ¢ok kullanilan kimyasal dezenfektanlar toksik kalintilar
birakabilmekte ve diriin kalitesini etkilemektedir. Kullanilan ¢esitli kimyasal
dezenfektanlarin yerine dogal, diisiik maliyetli, ¢evre dostu dezenfektanlara acilen
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez calismasinda, meyve sanayi isleme atigi olan nar
atiklarindan elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel ve antibiyofilm etkilerinin
arastirtlmasi hedeflenmistir. Tiirkiye’de, meyve suyu eldesinde ve taze iiriinler
marketinde en ¢ok tercih edilen nar ¢esitleri arasinda yer alan Hicaznar ¢esidinin,
cokca kullanimindan dolay1 fazla miktarda atik olugsmaktadir. Bu nar ¢esidinin,
fenolik bilesik ve organik asit gibi biyoaktif bilesik igeriklerinin ve dogal
antibakteriyel ve antibiyofilm ajani olma potansiyellerinin belirlenmesi énemli bir
arastirma konusudur. Ayrica, literatiirde nar ekstraktlarinin mikroorganizmalarin
tiremesini engelleyici etkilerinin oldugu bilinmektedir [Bakkiyaraj et al., 2013].
Ancak gida endiistrisinde sorun yaratan B. subtilis ve B. cereus suslar1 {izerinde farkli
nar atig1 ekstraktlarinin antibakteriyel ve antibiyofilm etkilerinin arastirilmasi {izerine
bilinen giincel bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda, iilkemizde yaygin olarak yetistirilen ve fazla
miktarda isleme sonrasi atik olusturan nar meyvesinin atik kisimlarindan biyoaktif
bilesiklerin eldesi i¢in endiistriyel kullanimlara uygun ekstrakt metotlarinin
belirlenmesi ve elde edilen ekstraktlarin dogal antibakteriyel ve antibiyofilm ajani

olarak kullaniminin saglanmas1 amaclanmastir.



2. GENELBILGILER

2.1. Bacillus Suslarmm Karakteristik Ozellikleri

Bacillaceae familyasina ait olan Bacillus cinsi bakteriler, endospor olusturan,
dogada Ozellikle toprakta bulunan, Gram pozitif, ¢cogunlukla zorunlu aerob veya
fakiiltatif anaerob olabilen ve genellikle hareketli bakterilerdir. Bacillus suslari,
yuvarlak veya kare uglu, ikili veya filamentler halinde, hiicrede tek endospor igeren
cubuk seklindeki bakterilerdir.

Cogunlukla mezofilik 6zellik gosteren Bacillus suslari; termofilik, asidofilik
veya psikrotrof Ozellikler de gosterebilmektedir [Kalkan ve Halkman, 2006].
Bacillus’larin iiremeleri i¢in en uygun kosullarin genellikle 30-37 °C arasinda oldugu
bilinmektedir. Bacillus suslarinin birgogu glukoz, amonyum fosfat ve bazi mineral
tuzlari igeren soliisyonlarda tiremeye oldukca elverisliyken, bazi tiirlerin de ek olarak
bliylime faktorleri, amino asitler veya daha kompleks besinsel desteklere ihtiyag
duydugu belirtilmektedir [Gordon et al., 1973].

Bazi Bacillus suslari; amilaz, lipaz, kitinaz, ksilanaz, pektinaz, proteaz ve
seliilaz gibi farkli ekstraselliiler enzimleri iiretme potansiyelleri sayesinde gida, ilag,
deterjan iiretimi gibi endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir [Kat1 vd., 2016].

Bacillus suslarmim hepsi patojen degildir. Bacillus’larin patojen olanlari
arasinda en 6nemlisi sarbon hastaligina sebep olan Bacillus anthracis’tir [Thwaite
and Atkins, 2012]. B. cereus, B. subtilis ve nadiren diger Bacillus suslar1 gibi firsatgi
patojenlerin yaralarda, 6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmis veya yanik tedavisi
goren hastalarda bulundugu belirtilmektedir [Thwaite and Atkins, 2012].

Bacillus suslarinin bazilari, gidalarda bozulmaya ve gida zehirlenmelerine
sebep olmalarindan dolay1 olduk¢a 6nemlidir. Gida zehirlenmelerine sebep olanlar
arasinda ise B. cereus, B. subtilis, B. pumilis ve B. licheniformis 6rnek olarak
verilebilmektedir. Bacillus’larin sporlar1 1s1ya kars1 direnglidir. Bacillus’lar, katalaz
ve asit dUretirler ama gaz olusturmazlar [Kalayli ve Beyath, 2003]. Gida
bozulmalarina sebep olan Bacillus suslari arasinda ise konserve iiriinlerde bozulmaya

sebep olan B. coagulans érnek olarak verilebilir.



2.1.1. Bacillus subtilis’in Karakteristik Ozellikleri

B. subtilis, Gram pozitif bakteriler arasinda en iyi karakterize edilen
bakterilerden birisidir. B. subtilis, toprakta yasayan bir mikroorganizma olarak bilinir
ve c¢ogunlukla bitki koklerinde bulunur [Lopez and Mielich-Siiss, 2015]. Ayrica
giibrede, hayvanlarda, siit ve su basta olmak {izere ¢esitli gidalarda da
bulanabilmektedir [Kalayli ve Beyatli, 2003].

B. subtilis, sadece gerekli tuzlari, karbon, azot ve fosfor kaynaklarini igeren
minimal ortamda tireyebilmektedir [Piggot, 2009]. B. subtilis, besin kisitlamasi gibi
zorlu kosullar ile karsilastiginda kendini korumaya almak i¢in antibiyotik ve
ekstraselliiler enzimlerin iretimi, hareketlilik ve biyofilm olusumu gibi bir dizi
tepkiler gergeklestirir [Piggot, 2009]. Spor olusumu, gevresel stres kosullarinda
olusan en 6nemli bakteri savunmasidir [Lopez et al., 2009].

B. subtilis, farklilasma 6zelligine sahip olan bakteriler arasinda bilinen bir
ornektir ve ¢ok sayida farkli hiicre formuna sahiptir [Lopez et al., 2009]. B. subtilis,
durgunluk fazinda vejetatif hiicrelere veya dis etkenlere olduk¢a direngli sporlara
farklilagabilir. B. subtilis’in farklilagtigi diger bir hiicre tipi ise biyofilm olusumu
stirasinda hiicreleri bir arada tutan ekstraselliiler matriks materyali {ireten hiicre tipidir
[VIamakis et al., 2008]. Sicaklik agisindan genellikle mezofilik, iiremelerinin ihtiyag
duyduklart pH degerlerine gore nétrofiliktirler ancak c¢ogu zaman yiiksek pH
seviyelerine toleranslidirlar [Fritze, 2004].

B. subtilis’ten antibiyotik iiretiminde yararlanilabilmesi gibi olumlu yanlari
olmasina ragmen bu susun bir¢ok zararl etkilerinin de oldugu bilinmektedirler. Bu
zararlari arasinda gidalara bulasarak {irtinlerin bozulmasina ve gida zehirlenmelerine
sebep olmalarinin yani sira saprofit 6zellikte olan bu bakterinin direkt olarak doku ile
temasi1 Ozellikle gozle temas1 sonucunda panoftalmi, iridoksilit gibi gbz yangilarina

sebep olabildigi de rapor edilmistir [Kalayli ve Beyatli, 2003].

2.1.2. Bacillus cereus’un Karakteristik Ozellikleri

B. cereus; Gram pozitif, spor olusturan, hareketli, aerobik veya fakiiltatif
anaerobik, cubuk seklinde bir bakteridir. Gida kontaminasyonlarina yol acan bu
bakteri, gida zehirlenmelerine ve enfeksiyonlara sebep olmaktadir [Liu et al., 2007],

[Wang et al., 2015]. B. cereus’un isiya direngli sporlari, gidalarin islenmesi ve
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korunmasi siireglerinde hayatta kalarak saglik agisindan biiylik tehlike
olusturmaktadir [Wang et al., 2015]. Bu patojen, genellikle gida kaynakli
hastaliklarda teshis edilir, ancak endoftalmi, menenjit veya periodontit vakalarinda
da rastlanmaktadir [Houry et al., 2010].

B. cereus’un optimum ireme sicakligi genellikle 30°C’dir [Kalkan ve
Halkman, 2006]. Bazi1 B. cereus suslar1 disiik sicaklikta iireyebilme kabiliyetine
sahiptir [Ulteea and Smida, 2001]. Bu tiiriin iireme sicakliklarinin minimum olarak
4-5°C’ye kadar dustligii, maksimum olarak da 50°C’ye kadar c¢ikabildigi
belirtilmektedir [Kalkan ve Halkman, 2006]. B. cereus; isiya, kimyasal muamelelere
ve radyasyona (UV, X-isimlar1 gibi) direnglidir [Soni et al., 2016]. Ayrica B. cereus;
lesitinaz, jelatinaz, proteaz, amilaz aktivitesine sahip olup, nitrati indirgeyebilmekte
ve polimiksine direng gostermektedir [Kalkan ve Halkman, 2006].

Genellikle toprakta bulunan B. cereus; tahillar, sebzeler, piring, yumurta aki,
stit, et, pudingler, soslar gibi gidalarda bulunmaktadir [Granum, 1997], [Ulteea and
Smida, 2001], [Soni et al., 2016]. Cereus adim tahil anlamindaki cereal'dan alir
[Kalkan ve Halkman, 2006]. B. cereus’un, diyaretik ve emetik (kusturucu) olmak
tizere iki farkli toksinden kaynaklanan gida kokenli hastaliklara sebep oldugu
belirtilmektedir [Granum and Lund, 1997], [Ulteea and Smida, 2001], [Soni et al.,
2016]. Gida zehirlenmesinin diyaretik tiirii, ince bagirsakta B. cereus'un vejetatif
gelisimi sirasinda tiretilen kompleks enterotoksinlerden kaynaklanirken; emetik tiirt,
gidalardaki iireyen hiicreler tarafindan {iretilen toksinlerden kaynaklanmaktadir
[Granum and Lund, 1997]. Gida zehirlenmelerine sebep olan 6nemli bir bakteri
olmasina ragmen, B. cereus’un kusma tipi sendromu S. aureus intoksikasyonu ile,
diyare tipi sendromu ise C. perfringens gida zehirlenmeleri ile benzer semptomlari
gostermesinden dolayr zehirlenme vakalarinda etiyolojik ajan olarak goz ardi
edilmektedir [Granum and Lund, 1997], [Kalkan ve Halkman, 2006], [C4l ve Aksu,
2017]. B. cereus’un hastalia sebep olmasi igin gereken toplam dozun 5x10* ile
5x10* kob/g (veya kob/ml) arasinda olmasi gerektigi ve bir gidada 10% kob/g’den
daha fazla B. cereus bulunuyor ise tiiketim i¢in giivenli sayilamayacagi
belirtilmektedir [Granum and Lund, 1997]. B. cereus, ¢esitli enfeksiyonlara da sebep
olmaktadir. Bu enfeksiyonlara 6rnek olarak goz, yara, merkezi sinir sistemi ve
solunum bdlgesi enfeksiyonlari ile kalp i¢ zar1 enfeksiyonu belirtilmektedir [Marley
ve Saini 1995], [Senel ve Basoglu, 2002].



2.1.3. Biyofilm ve Yapisi

Biyofilm matriksinin ana bileseni olan ekzopolisakkaritler (EPS),
biyofilmlerdeki toplam organik karbonun %50-90"m1 olusturur [Flemming et al.,
2000], [Simdes, 2013]. EPS’ler, bir hiicrenin bir substrata veya baska bir hiicreye
baglanmasindan sorumludur [Characklis and Wilderer, 1989], [Garrett et al., 2008].
EPS’ler, mikroorganizmalarin yiizeye hem doniisiimsiiz olarak tutunmasini
saglamakta hem de biyofilm igerisinde bulunan mikroorganizmalari UV
radyasyonuna, farkli pH kosullarina, osmotik basinca, su kaybina, dezenfektanlara ve
antibiyotiklere karsi korumaktadir [Giin ve Ekinci, 2009]. Ayrica, biyofilm
tabakasinin icerdigi mikrokolonilerin altinda ve arasinda bulunan su ve besin
maddelerinin akisin1 saglayan su kanallar1 bulunmaktadir [Giin ve Ekinci, 2009],
[Knetsch and Koole, 2011]. Bu su kanallari, besin maddeleri ve metabolitlerin
aligverisini saglayarak besin elverisliliginin artirilmasimi saglamasinin yani sira,
toksik metabolitlerin giderimini saglamakla gorevlidir [Costerton et al., 1995].

Biyofilm yapisinin olusumunda; igerdigi mikroorganizmalar, c¢evresel
kosullar, besin konsantrasyonu, pH, oksijen ve yiizeyin (dokusu veya piirtizliligii ve
hidrofobikligi gibi) sahip oldugu 6zellikler olduk¢a 6nemlidir [Donlan, 2002].

Serbest halde bulunan mikroorganizmalarin kullanilan dezenfektanlara veya
antibiyotiklere karsi biyofilm igerisinde bulunduklarindan daha hassas olduklari
bilinmektedir. Hatta, patojen mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilmlerin,
planktonik formda olanlara oranla antibiyotiklere karsi 1000 kat daha direngli
olduklar1 belirtilmektedir [Stewart and Costerton 2001], [Hoiby et al. 2010].

Olgun bir biyofilmin yapisinda, hareketli hiicreler komiinitenin genislemesine
katkida bulunmak amaciyla biyofilm tabakasinin en alt katmaninda bulunurken,

ekstraselliiler matriksi olusturan hiicreler merkezde yer almaktadir [Vlamakis et al.,
2008].

2.1.4. Biyofilm Olusumu

Biyofilmler, tek bir tiir mikroorganizmadan olusabilecegi gibi ¢esitli
mikrobiyal tiirlerden de olusabilir [Davey and O’toole, 2000]. Biyofilm olusturan

bakteriler yiizeylerde alan ve besin i¢in rekabet ederler veya isbirligi yapmak i¢in



etkilesime girerler. Farkli bakteri tiirleri arasindaki etkilesimin saglanmasi igin;
quorum sensing (yeterli ¢cogunlugu algilama), quorum quenching, antibakteriyeller
veya siderofor gibi ikincil metabolitlerin salgilanmasi gibi gelismis hiicreden hiicreye
iletisim mekanizmalarinin aktivasyonu gerekmektedir [Davies et al.,1998], [Dong et
al., 2001], [Dong and Zhang, 2005], [Lopez et al., 2009].

Biyofilm olusumu; fiziksel, kimyasal ve biyolojik bir dizi siirecin saglanmasi
ile gerceklesmektedir. Fletcher (1979)’¢ gore biyofilm olusumu 3 basamaktan
olusmaktadir. Bu basamaklar sirasiyla; mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasi veya
yiizeyde birikmesi, organizma ve ylizey arasindaki etkilesim, ylizey tizerinde
kolonilesme veya organizmalarin biiyiimesi ve bdliinmesi ile gergeklesmektedir.
Daha sonraki caligmalarda; Characklis and Marshal (1990) tarafindan biyofilm
olusumunun; yiizeyin algilanmasi, mikroorganizmanin doniisiimlii ve doniisiimsiiz
tutunmast ve son olarak kolonizasyonun saglanmasi i¢in olgun biyofilmden
hiicrelerin ayrilmasi basamaklari ile gergeklestigi belirtilmistir.

Biyofilm olusum basamaklari sirasiyla; doniisiimlii tutunma, geri doniisiimsiiz
tutunma, koloni gelisimi, biyofilm olgunlagsmasi ve biyofilm hiicrelerinin koparak
ayrilmasi seklinde de belirtilmektedir [Srey et al., 2012].

Biyofilm olusumunun doniisiimli tutunma evresinde, organik ve/veya
inorganik maddelerin yiizeye yapismasmin ardindan mikroorganizmalarin yiizeyle
ilk tutunmasinda, mikroorganizma yiizey ile direkt olarak temas etmemekte ancak
yiizey ile mikroorganizma arasinda c¢ekici ve itici giigler (Van der Waals,
elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler) meydana gelmektedir [Akan ve Kinik,
2014]. Bu evre i¢in; tutunulacak yiizeyin 6zellikleri, sicaklik, pH, sivi ortamin akis
hizi, bakterinin yiizeyle temas siiresi, yiizeyin hidrofobikligi ve besin aliminin
miktart 6nemli faktorlerdir [Baumgartner et al., 2007]. Bu evrede, durulama ile
hiicreler ortamdan kolayca uzaklastirilabilmektedir [Akan ve Kinik, 2014].

Doniigtimsiiz tutunma evresinde, mikroorganizmalar ve yilizey arasinda kisa
mesafeli etkilesimler gergeklesmektedir [Akan ve Kinik, 2014]. Kisa/orta mesafeli
etkilesimler arasinda hidrofobik etkilesimler, hidrofobik basing, sterik kuvvetler,
Born itme kuvvetleri ve polimer kopriiler bulunmaktadir [Freter et al., 1984],
[Oliveira, 1992], [Simdes, 2013]. Yiizeylere doniisiimsiiz olarak tutunma isleminde;
hiicre yiizeyinin hidrofobik olmasi, fimbria ve flagella varligi ve EPS firetimi gibi
faktorler Onemlidir [Donlan, 2002]. Tutunma islemi gergeklestikten sonra

mikroorganizmalar fenotipik olarak farkli, fakat genetik olarak ayni hiicrelerin alt
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popiilasyonlarina farklilasabilmektedir [Lopez and Mielich-Siiss, 2015]. Bu evrede,
yiizeyin fizikokimyasal 6zellikleri de dnemli bir faktordiir.

Koloni gelisimi evresinde, yiizeye tutunmus bakteriler boliinlip ¢ogalarak
bliylimeye baglar. Mikrokoloniler olusur ve biyofilm matriksinin yapimina baslanir.
Mikrokolonilerin olugsumunda ekzopolisakkaritlerin sentezlenmesi Onemli bir
faktordiir.

Biyofilmin  olgunlagsmasi  evresinde ise, mikroorganizmalar1  stres
faktorlerinden koruyan EPS iiretimi gerceklesmektedir [Simdes, 2013]. Olgun bir
biyofilmin yapisi; mikrobiyal bilesime, EPS {iretimine, besin mevcudiyetine,
hidrodinamik kosullara ve sicaklik gibi ¢esitli faktorlere baglidir [Simdes, 2013].
Olgun bir biyofilmde, bakterilerin ayrilmasi, planktonik bakterilerin eklenmesi,
bliyime ve Olim gibi bir¢ok olay aymi anda belirli bir denge igerisinde
gerceklesebilmektedir [Simdes, 2013]. Bu asama ile biyofilm, kendi yogunlugunu
arttirmaya ¢alisarak en yiiksek kalinliga ulagir. Biyofilm matriksinin igerdigi
mikrokoloniler, farkli boyutlarda kule veya mantar seklinde yapilar olustururlar ve
bu yapilar arasinda besin tasinimimi ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasini
saglayan ve su kanallarindan olusan bir dolagim sistemi bulunmaktadir [Akan ve
Kinik, 2014], [Hepdeniz ve Seckin, 2017].

Biyofilm olusumunun son evresi olan hiicrelerin koparak ayrilmasi
asamasinda ise, biyofilmler ortamdan ayrilarak yayilmaktadir.

Biyofilm olusumunda, yiizeyin fizikokimyasal ozellikleri, tutunma
asamasinda onemli bir faktordiir. Mikroorganizmalar; teflon, plastik gibi hidrofobik
ve apolar 6zelliklere sahip yiizeylere, cam ve metal gibi hidrofilik 6zellik gdsteren
ylizeylere gore daha hizli tutunabildigi belirtilmektedir [Fletcher and Loeb, 1979],
[Pringle and Fletcher, 1983], [Bendinger et al., 1993].

2.1.5. Guda Endiistrisinde Bacillus subtilis ve Bacillus cereus
Suslarinin Olusturduklar: Biyofilmlerin Onemi

Gida endistrisinde, gidalarla temas halinde olan yiizeylere Yetersiz
dezenfeksiyon uygulanmalarindan dolayr gida kaynakli hastaliklar ciddi oranda
yayilabilmektedir [Chmielewski and Frank, 2003]. Biyofilmler, gida endiistrisinde

bircok soruna yol agmaktadir. Bu sorunlarin baslicalari, biyofilmlerin yiizeylerde 1s1



akigini engellemesi, ylizeylerin siirtlinme direncini ve korozyon hizini arttirmasi ile
ciddi enerji ve liretim kayiplarina sebep olmalaridir [Garrett et al., 2008].

Gida endiistrisinde olusan biyofilmlerin, planktonik hiicrelere gére daha zor
giderilmesi, antibakteriyel ve dezenfektan ajanlara kars1 direngli hale gelmesi, tiriin
ve personel icin tekrarlayan bir kontaminasyon kaynagi olmasi nedenleriyle ciddi
sorunlara yol agmaktadir [Kumari and Sarkar, 2016]. Biyofilmlerin sebep oldugu
diger sorunlar ise; tikali borular boyunca azalan akis, tesislerin kullanilabilme
siirelerinin azalmasma sebep olmalari, paslanmaz celigin korozyonu ve 1s1
transferinin engellenmesi 6rnek olarak verilebilir [Kumari and Sarkar, 2016].

Basta siit ve mezbaha endiistrileri olmak iizere, gida endiistrisinde biyofilm
olusumu igerisinde bulunan patojen mikroorganizmalar c¢apraz kontaminasyona
sebep olabilmektedir. Gidalarla temas eden yiizeylerde temizlik ve dezenfeksiyon
islemleri  etkin  bir sekilde saglanamadiginda ve  mikroorganizmalar
uzaklastirilamadiginda biyofilmler olusabilmekte ve bu da biyotransfer riskini
arttirmaktadir [Garrett et al., 2008].

Bacillus suslarinin  biyofilmleri gida endistrisinde Onemli Kkirletici
maddelerdir. Siit isleme ekipmani yiizeyleri iizerindeki Bacillus biyofilmleri,
bozulmaya sebep olmalari ve enterotoksin iiretmelerinden dolay1 siit endiistrileri i¢in
olduk¢a Onemlidir [Lindsay et al., 2005]. B. cereus'un, ticari bir siit fabrikasinda
yiizeylerde olusan bir biyofilm tabakasinin %12.4'linli olusturdugu rapor edilmistir
[Sharma and Anand, 2002]. Bacillus’larin gida isleme ekipmani yiizeyleri tizerindeki
biyofilmlerinin, 6zellikle antibakteriyellere direncli olan endosporlari igerdigi zaman,
onemli sorunlara yol agtiklar1 bilinmektedir [Lindsay et al., 2005]. Ayrica,
Bacillus’larin sporlari, stres kosullarina karsi olduk¢a direnglidir ve hidrofobik
ozellik gosterirler. Bu 0Ozellikleri onlarin gida isleme ekipmanlarima kolayca
yapismasini saglamaktadir [Lindsay et al., 2005].

B. cereus, oOzellikle gida isleme tesislerinde yaygin olarak kullanilan
paslanmaz celik yiizeyler {lizerinde biyofilm olusumuna sebep olmaktadir
[Karunakaran and Biggs, 2011]. B. cereus'un paslanmaz ¢eligin yiizeyine yapismasi,
sicaklik, pH ve siirenin artmasiyla birlikte artis gosterdigi belirtilmistir [Pena et al.,
2014]. B. cereus biyofilmleri daha ¢ok su igerisindeki bir sisteme kiyasla hava-sivi
ara ylzinde gelismektedir [Wijman et al., 2007]. Bu durum, B. cereus
biyofilmlerinin, 0Ozellikle iiretim sirasinda kismen doldurulan veya bir iiretim

dongiisiinden sonra artik sivinin kaldigi endiistriyel depolama ve borulama

9



sistemlerinde gelisebilecegini gostermektedir [Kumari and Sarkar, 2016]. Siit isleme
hatlarinda ve sogutma tanklarinda pastorizasyon sonrasi B. cereus biyofilmlerinin
olusumu, sogutma tanklarinin i¢ yiizeylerinde tekrarlanan kontaminasyonlara ve
bunun sonucunda tanka toplanan taze siitlerin bozulmasina yol acabilmektedir
[Kumari and Sarkar, 2016].

B. subtilis de hava-sivi ara yiiziinde biyofilmler olusturmaktadir [Morikawa,
2006]. Buna ek olarak, bazi B. subtilis suslari, firincilik endiistrisinde 6nemli
bozulmalara ve ekonomik kayiplara neden olan bakterilerdir [Lindsay et al., 2006].
Vejetatif B. subtilis hiicrelerinin var olan bir biyofilmi, besin smirlamasi kosullarina maruz
kaldiginda uyarilarak spor olusturabilmektedir. Ayrica, gida isleme ekipmani yiizeylerinin
temizlenme araliklarinin genislemesi ve daha uzun ¢alisma siireleri, Bacillus
biyofilmlerinin ve sporlarinin gidayla temas eden yiizeyler {izerinde gelismesine

olanak saglayabilmektedir [Lindsay et al., 2005].

2.2. Gida Endiistrisinde Kullamlan Genel Dezenfeksiyon
Islemleri

Gida hijyeni, saglik agisindan olduk¢a Onemli oldugundan bu hijyenin
saglanabilmesi i¢in “ciftlikten catala” kadar her asamada uygun kosullarin
saglanmasi gereklidir. Bu hijyen kosullarin1 saglayabilmek i¢in temizlik ve ardindan
dezenfeksiyon islemi gerceklestirilmelidir. Bu islemlerin amaci,
mikroorganizmalarin  tolere  edilebilecek  diizeye  diisiiriilmesi ile  bu
mikroorganizmalarin son iirlinlere ve ekipmanlara kontaminasyonunun kontrol altina
alinmasidir. Temizlik asamasinda, kir veya gida artiklarinin alet ve ekipmanlardan
uzaklastirilmas: saglanir ve hemen ardindan gelen dezenfeksiyon asamasi ile de
ortamda bulunan kontaminasyon kaynagi mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi i¢in
uygulanir [Bagkaya vd., 2009].

Giintimiizde, dezenfeksiyon islemlerinde biiyiik sorunlara yol agan biyofilm
olusumunun onlenmesi ve ortadan kaldirilmasi icin etkili ve ucuz dogal ajan
arayiglar1 giderek artmaktadir. Gida endistrisinde, planktonik olarak bulunan
mikroorganizmalardan daha ¢ok, tek bir mikroorganizma tiiriinden veya cesitli
mikroorganizmalardan olusan biyofilmler ¢ok daha ciddi tehlike olusturmaktadir
[Glivensen ve Ekmekcioglu, 2016]. Biyofilm olusumunun tamamen engellenmesi

heniiz miimkiin degil iken bu olusumun diizenli temizlik ve dezenfeksiyon islemleri
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ile Onlenmesi ve ortadan kaldirilmas:t i¢in ¢esitli dezenfeksiyon yOntemleri
kullanilmaktadir. Biyofilm kontroliinde uygulanan 1sil islemler, kimyasal kullanimi
ve radyasyon gibi islemler en ¢ok kullanilan yontemler arasindadir. Bu islemlere ek
olarak yiiksek basingli temizleme sistemleri, enzimler, elektrik alan gibi yontemler
de kullanilmaktadir [Akan ve Kinik, 2014].

Gida endiistrisinde en ¢ok tercih edilen kimyasallarin basinda klor
gelmektedir [Schmidt, 2012]. Gida endiistrisinde kullanilan klor igerikli
dezenfektanlarin baslicalar1 hipokloritler, inorganik kloraminler ve Klordioksittir
[Senel ve Basoglu, 2002]. Hipoklorik asit (HOCI), klor tabanli dezenfektanlarin en
aktif formunu olusturmaktadir [Schmidt, 2012]. Kullanilan klorlu bilesikler gibi
kimyasallar uygulama sonrasi iyice durulanmadiginda toksik kalintilar birakmakta ve
gidalarin islenmesi sirasinda gidalara bulasarak uzun vadede insan saghigi ve cevre
acisindan  tehlike olusturmaktadir. Klorlu bilesiklerin  dezenfektan olarak
kullanilmasimin olumsuz etkileri arasinda, metaller igin asindiric1 olmalari, plastikler
ile reaksiyona girmeleri, organik maddeler ile genis Olgiide bilesikler olusturarak
kendi etkilerini azaltmalar1 ve kanserojen trihalometanlar1 (THM) olusturmalari
sayilabilmektedir [Schmidt, 2012]. Gida endiistrisinde, klor uygulamasinin islem
sonras1 durulama yapilmayacagi durumlarda kullanilmasi uygun goriilen en yiiksek
konsantrasyon olarak 200 ppm’e miisaade edilmektedir [Schmidt, 2012].

Gida endiistrisinde, kullanilan farkli dezenfektanlarin mikroorganizmalar
tizerindeki etkisi Tablo 1.1’de belirtilmistir [Dornseiffen, 1998 ve Baskaya vd.,
2009’dan degistirilerek kullanilmigtir].

2.2.1. Biyoaktif Bilesiklerin Gida Endiistrisinde Dezenfektan
Olarak Kullanim

Mikroorganizmalarin biyofilm olusumlarinin engellenebilmesi i¢in oncelikle
gida endiistrisinde kullanilan alet ve ekipmanlar ile biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin temasinin kesilmesi gerekmektedir [Bagkaya vd., 2009]. Bunun
icin de etkili dezenfektan kullanimi1 gerekmektedir.

Kimyasal katki maddelerinin kullanim tiiketiciler tarafindan bir saglik riski
olarak algilandigindan, gida endiistrisinin, gida stabilitesini ve patojenlere karsi

giivenligi iyilestirmek i¢in dogal antibakteriyellerin kullanim1 konusuna ilgi giderek
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artmaktadir [Taguri et al., 2004], [Santas et al., 2010], [Cetin-Karaca and Newman,
2015].

Gida endiistrisinde kullanilan dezenfektanlar; diisiik maliyetli, etkili, glivenli
ve kolay uygulanabilir, yiizeylerde toksik kalinti birakmayan, kolayca durulanabilir
ve son lriiniin duyusal degerlerini etkilemeyecek o6zelliklere sahip olmalidir [Simdes
et al., 2010], [Var vd., 2015]. Bunlara ¢k olarak, dezenfektanlarin alet ve
ekipmanlara korozyona sebep olmayacak, personel sagligini tehlikeye sokmayacak
ve gida ortaminda agir koku igermeyecek oOzellikte olmasi tercih edilmektedir
[Buliski et al., 1988], [Baskaya vd., 2009].

Giivenilir ve dogal dezenfektanlar arasinda olabilecek biyoaktif bilesikler
(fenolik bilesikler ve organik asitler gibi), gida endiistrisinde dogal dezenfektanlar
olarak kullanilabilirler [McDonnell and Russell, 1999]. Bu biyoaktif bilesiklerin
kaynaklari, ¢esitli sebze ve meyveler [Yildiz ve Baysal, 2013] ile bunlarin kabuklari
veya ¢ekirdeklerdir [Lu and Yuan, 2008], [Tiirkyilmaz et al., 2017].

Yapilan ¢aligmalarda, biyoaktif bilesiklerin S. aureus, S. epidermidis, E. coli,
B. megaterium ve C. albicans gibi mikroorganizmalar iizerinde antibakteriyel
ve/veya antibiyofilm etkileri oldugu belirlenmistir [Panichayupakaranant et al.,
2010], [Bakkiyaraj et al., 2013], [Tirkyilmaz et al., 2017].
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2.3. Nar

Punicaceae familyasina ait olan ve “meyvelerin krali” olarak bilinen nar
(Punica granatum L.) meyvesi bilinen en eski meyvelerden biridir [Kelebek ve
Canbas, 2010], [Oguz vd., 2011], [Singh et al, 2014]. Nar bitkisi tropikal ve sub-
tropikal iklimlerin bitkisi olmakla beraber genis adaptasyon kabiliyetinden dolay1
genis {iretim alanina sahiptir [Yaman vd., 2015], [Ikinci ve Kilig, 2016], [Simsek ve
Ikinci, 2017]. Cali ya da kiigiik agac seklinde yetisen nar, Akdeniz ikliminin
karakteristik bitkisi olmasindan dolay: ililkemizde de bolca yetigebilen bir bitkidir
[Gundogdu and Yilmaz, 2012], [Kurt ve Sahin, 2013], [Singh, 2014]. Narin
anavatanlari arasinda Iran, Tiirkiye’nin giiney-giineydogusu, Ortadogu, Kafkasya ve
Hindistan’in kuzeyi sayilabilmektedir [Stover and Mercure, 2007], [Lye, 2008],
[Unal, 2011], [Kurt ve Sahin, 2013]. Tiirkiye, nar yetistiriciligine uygun iklim
kosullarina sahip olmasindan dolayr hemen hemen her bolgesinde nar yetistiriciligi
yapabilmektedir [Temiz ve Ozgiiven, 2010]. Ulkemiz, nar yetistiriciliginde diinya
tilkeleri arasinda ticilincli sirada yer almaktadir [Sarica, 2011]. 2000’li yillardan
itibaren nar yetistiriciliginde tilkemizin meyve sektoriinde gerceklestirdigi yatirimlar
ve gelismeler sayesinde artis gézlemlenmektedir [Kurt ve Sahin, 2013]. Gida, Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi’nin sundugu verilere gore, 2017 yilinda, 502.606 ton nar
tiretimi gergeklestirmistir [TUIK, 2017a]. Narin 2016-2017 yillarinda tilkemizdeki
tilketim miktar1 da 284.052 ton olarak belirlenmistir [TUIK, 2017b]. Narin saglik
tizerindeki faydalar1 hakkinda bilincin artmasindan dolayr kullanimi giderek
yayginlagmakta ve buna paralel olarak da toplam agirligi %48’i kabuktan, yaklasik
%11°1 ¢ekirdekten olusan narin atik miktart da artmaktadir [Sarica, 2011], [Zarei ve
ark., 2011]. Meyve suyu isleme sanayinde fazla miktarlarda nar yan {irtinleri (nar
posasi, nar kabugu, nar ¢ekirdekleri) aciga ¢ikmaktadir [Sarica, 2011], [Okumus vd.,
2015]. Olusan bu nar atiklar1 ucuz ve bol sekilde elde edilebilmekte ve bir¢ok alanda
degerlendirilme potansiyeli olmaktadir.

Narin binlerce yildir saglik alaninda sundugu faydalar nedeniyle son
zamanlarda narin fitokimyasal igerikleri ve bu igeriklerin etki mekanizmalar1 gibi
alanlarda birgok calismalar yapilmaktadir. Nar meyveleri sahip oldugu antioksidan
ozelligi ile oldukca ilgi ¢ekmektedir. Narin icerdigi antioksidan, antikanser ve
antibakteriyel bilesiklerin biyofilmlere kars1 da etkili oldugu belirtilmistir
[Bakkiyaraj et al., 2013].
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Hicaznar ¢esidi; verimliligi, tastmaya ve depolamaya uygunlugu ile diger nar
cesitlerine gore daha cok talep gormektedir [Sahin, 2013]. Bu tez calismasinda
kullanilan Hicaznar ¢esidi (Punica granatum L., Hicaznar), iilkemizde meyve suyu

endiistrisinde en ¢ok tercih edilen nar ¢esitleri arasindadir [ Tiirkyilmaz et al., 2017].

2.3.1. Nar Atiklarimin Ulkemizdeki ve Diinyadaki Kullanim
Alanlan

Cesitli bitkisel atiklar, dogal boya maddesi eldesinde dogay1 kirletmemesi ve
ekonomik olmalar1 agisindan degerlendirilmektedir. Nar kabuklar ile sari, gri ve
koyu haki renklerinin elde edilmesiyle kumas boya sanayi gibi alanlarda
kullanilmaktadir [Giingdrmez, 2015].

Nar meyvesinden ilag, yag, hayvan yemi, tanen, pektin, sirke, sitrik asit, boya,
miirekkep gibi iiriinlerin elde edilebilmesinin yaninda nar suyu isleme yan {riinleri
de hayvan beslemede alternatif olarak yem kaynaklar1 ve yem katki maddeleri olarak
kullanilabilmektedir [Sarica, 2011].

Ayrica, nar kabugunun tozu; igerdigi beta-karoten, potasyum, fosfor ve
kalsiyumdan dolay1 dis tozu olarak yararlanilabildigi belirtilmistir [Sangeetha and
Vijayalakshmi, 2011].

Ancak, nar atiklarinin sadece bir kismi boyar madde, yem gibi alanlarda
kullanilmakta ve geriye kalan kisimlar1 dogaya birakilarak cevre kirliligine ve

topragin dengesinin bozulmasina sebep olmaktadir.

2.3.2. Nar Atiklariin Ozellikleri

Narin meyve suyu olarak islenmesinden geriye kalan yan {iriinler uygulanan
isleme yontemine gore %35 ile %50 arasinda degisiklik gostermektedir [Tiirkyilmaz
et al., 2017]. Fenolik bilesikler ve organik asit gibi biyoaktif bilesiklerin nar gesitleri
arasinda Onemli farklilik gosterdigi ve bu farkliliklarin nar gesidinin spesifik
karakteristigine, fertilizasyonuna ve spreyleme gibi kiiltiirel uygulamalarina, yetistigi
bolgenin iklimine, topragin karakteristigine bagli oldugu belirtilmektedir [Gundogdu
and Yilmaz, 2012]. Hasat, depolanma ve analiz gibi asamalarda organik asit

miktarlarinda degisimlere ve reaksiyonlardan kaynakli kayiplara sebep oldugu da
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yapilan g¢aligmalarca belirtilmistir [Gundogdu and Yilmaz, 2012]. Bundan dolay1
ayni ortamda yetismis olan spesifik bir ¢esidin kullanilmasi 6nemli bir parametredir.

Narin yaklasik %50’sini olusturan kabuk kisminin biyoaktif bilesiklerce
zengin oldugu yapilan calismalarca ortaya konmustur. Bu biyoaktif bilesiklerin;
fenolikler, flavonoidler, elajitaninler, proantosiyanidin bilesikler, kompleks
polisakkaritler ve potasyum, nitrojen, kalsiyum, fosfor, magnezyum ve sodyum gibi
minareller oldugu bildirilmistir [Jahfar et al., 2003], [Li et al., 2006], [Mirdehghan
and Rahemi, 2007], [Viuda-Martos et al., 2010].

Narin ¢ekirdek kisminin ise, yaglarca zengin oldugu ve protein, ham lifler,
vitaminler, mineraller, pektin, sekerler, polifenoller, izoflavonlar gibi igerikleri
barindirdigi belirlenmistir [El-Nemr et al., 2006], [Syed et al., 2007], [Viuda-Martos
etal., 2010].

Gundogdu ve Yilmaz (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, nar suyunda
organik asit olarak en cok sitrik asitin (0.6743 gL™) bulundugunu ayrica oksalik asit
(0.1712 gL?), malik asit (0.5005 gL™), siiksinik asit (0.0654 gL), tartarik asit
(0.0833 gL™), laktik asit (4.516 gL™) ve fumarik asit (0.1266 gL™) gibi organik
asitleri igerdigini belirtmislerdir.

Tiirkyllmaz ve arkadaglart (2017) tarafindan yapilan bir c¢alismada; f
punikalajinin nar kabugundaki baglica polifenol oldugu, nar kabugunun narin zar
kismindan daha fazla miktarda elajik asit igerdigi ve ¢ekirdeginin narin en az elajik
asit tiirevi iceren kismi oldugu belirtilmistir.

Nar ve kisimlarmin antibakteriyel aktivitesi; igerdigi polifenollerin tiiriine,
hedefledikleri mikroorganizmalarin tiiriine, yapisal farkliliklarina ve metabolik
ozelliklerine gore degismektedir [Raybaudi-Massilia et al., 2009], [Tiirkyilmaz et al.,
2017]. Polifenollerin hidroksil gruplarmm sayisi, mikroorganizmalara karst
toksisiteyl etkilediginden, nar kisimlarmin polifenollerinin tiirli antibakteriyel
aktivite gosterebilmesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir [Tiirkyilmaz et al., 2017]. Narin
biyoaktif ozelliklerinin icerdigi taninlerin, &zellikle de elajitaninler varligindan
kaynaklandig1 belirtilmektedir. Nar kabugu, bol miktarda elajitaninler igermekte ve
bu elajitaninler asit hidrolizi ile elajik aside doniismektedir [Lu and Yuan, 2008].
Punikalajin ve elajik asit, elajitaninlerin kapsamina girmektedir ve antibakteriyel,
antioksidan, antikanser ve enfeksiyon giderici gibi etkilere sahiptirler [Adams et al.,
2006], [Glazer, et al., 2012], [Bakkiyaraj et al., 2013].
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Hayrapetyan ve arkadaglart (2012) tarafindan; fenolik bilesiklerin potansiyel
antibakteriyel aktivitelerinin, mikroorganizmanin tiirii ve hiicre duvarmin yapisi gibi
cesitli faktorlere gore farklilik gosterebildigi belirtilmistir. Fenolik bilesikler,
enzimleri denatiire edebilirler. Ayrica bu fenolik bilesikler; mineraller, vitaminler ve
karbonhidratlar gibi substratlara da baglanarak bunlari mikroorganizmalar tarafindan
kullanilamaz hale getirebilirler [Hayrapetyan et al., 2012]. Fenoller,
mikroorganizmalarin hiicre zar yapisinin ve islevinin bozulmasma da neden

olmaktadir [Stern et al., 1996], [Furneri et al., 2002], [Hayrapetyan et al., 2012].

2.3.3. Nar Atiklarindan Biyoaktif Bilesik Eldesi

Glinlimiizde gida endiistrisinde uygulanan dezenfektan kalintilarinin
ekipmanlara zarar vermesi ve bu kalintilarin gidalara bulasarak insan sagligi
acisindan tehlike olusturmasindan dolayr dogal antibakteriyel ve antibiyofilm
ajanlara ilgi giderek artmaktadir. Bu dogrultuda, diinya iilkeleri arasinda nar
yetistiriciliginde iiglincli sirada yer alan iilkemizde narin islenmesi sonucunda ¢ok
fazla miktarda atik elde edilmesi gz oniinde bulundurularak katma degeri yiiksek bu
atiklarin  gida endiistrisinde dezenfeksiyon islemlerinde degerlendirilebilmesi
Oonemlidir.

Fenolik bilesikler, her meyve ve sebzede az veya ¢ok miktarda bulunmalarina
ragmen meyvelerde, sebzelere oranla daha fazla miktarda olduklar1 belirtilmektedir
[Yildiz ve Baysal, 2013]. Yapilan bazi1 c¢alismalarda, kirmizi meyvelerde,
antosiyaninler ve fenolik bilesikler gibi biyoaktif bilesiklerin daha yiiksek diizeyde
oldugu belirtilmektedir [Neill et al., 2002], [Neill and Gould, 2003], [Hughes et al.,
2005], [Shao et al., 2007], [Abact ve Sevindik, 2014]. Bitkilerin kimyasal
farkliliklarindan dolayi, tiim bitkilerden biyoaktif bilesik eldesi i¢in tek bir ¢oziicii ile
tek bir ekstraksiyon metodu gelistirilmesi neredeyse imkansizdir [Singh, 2014].
Biyoaktif bilesiklerin eldesi iizerine Tiirkyllmaz ve arkadaglann (2017) tarafindan
yapilan bir ¢alismada; narin kabugu ile hazirlanan ekstraktlarda en etkili ¢oziiciilerin
%70 (v/v) oraninda sulandirilmig aseton ve etanol oldugu belirtilmistir. Yine ayni
calismada, narin atik kisimlarindaki en yiiksek toplam fenolik igerik miktarlarinin
sirastyla en ¢ok kabuk, ardindan zar ve en az ¢ekirdekte bulundugu belirtilmistir.
Elfalleh ve arkadaglari (2012) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise; narin kabuk,

cekirdek, yaprak ve cicek kisimlari ile metanol kullanilarak hazirlanan ekstraktlarda,
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narin denenen tiim kisimlarinda (¢ekirdek hari¢) fazla miktarda fenolik bilesikler
elde edilmistir. Ibrahium (2010) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise, nar
kabugundan antibakteriyel ve antioksidan ajanlarin eldesinde en etkili ¢6ziicliniin

etanol oldugu belirtilmistir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan nar atiklar1 yerel bir meyve suyu isletmesinden
(Tropical vitamin bar, Pendik, Istanbul) temin edildi. Elajik asit standardi, Apollo
Scientific (Stockport, Birlesik Krallik)’ten ve punikalajin standardi, Sigma Aldrich
(Darmstadt, Almanya)’ten satin alindi. Kullanilan metanol, etanol, aseton,
hidroklorik asit (HCI), asetik asit, etil asetat, formik asit, toluen, asetonitril (HPLC
Grade), glukoz, fruktoz, sukroz, gentamisin siilfat ve klor, Merck (Darmstadt,
Almanya)’ten saglandi. Kaba filtre i¢in, Whatman No.1 filtre kagidi1 (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Almanya) kullanildi. Ayrica, 0.22 veya 0.45 um gozenek cgapl filtreler
Sartorius (Gottingen, Almanya)’tan temin edildi. TLC silika jel 60 Merck
(Almanya)’ten saglandi. Biyofilm calismalari i¢in, 96 kuyulu mikrotitrasyon plaklari
(Sigma Aldrich, TPP, Tissue Culture Plates, Darmstadt, Almanya) kullanildi. Demir
(1) hekzahidrat (FeClz.6H20) Sigma Aldrich (Darmstadt, Almanya)’ten saglandi.
Mueller Hinton Broth, Triptik Soy Broth, agar, maltoz, Biolife (Milano, italya)’tan
ve kristal viyole Biomerieux (Marcy-1'Etoile, Fransa)’ten temin edildi. HPLC ile
seker miktarlarinin analizi ig¢in, GL Sciences (Tokyo, Japonya) Inertsil NH2 kolonu
(5 um, 4.6x250 mm) ile punikalajin, elajik asit ve organik asit igeriklerinin
miktarlarinin belirlenmesi i¢in Kromasil AkzoNobel (Bohus, Isve¢) C18 (5 pm,
4.6x150 mm) kolonlar1 kullanildz.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Nar atiklarim1 kurutmak i¢in Virtis Ultra Wizard 2.0 model bir liyofilizator
cihazi (Warminster, ABD) ve diger islemler ic¢in bir 6giitiicii (Sinbo, Scm-2934,
Diizce, Tiirkiye), bir hassas terazi (Kern, Balingen, Almanya) ve bir manyetik
karistirict (IKAMAG, Wilmington, Almanya) kullanildi. Su banyosu olarak, Wise
Clean (Ultrasonik Cleaner WUC-A06H, Gangwon, Kore) cihazi kullanildi. Santrifiij
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islemleri ise bir santrifiij cihazi ile (Gyrozen 1248R, Seul, Kore) yapildi.
Evaporasyon islemleri, bir evaporator cihazi kullanilarak (Heidolph Hei-VAP value,
Bavyera, Almanya) gergeklestirildi. Calkalamali inkiibasyon, bir ¢alkalamali
inkiibator (New Brunswick Scientific Excella E24, New Jersey, ABD) ile yapildi.
Bakteri kiiltiirlerinin 600 nm’deki optik yogunlugunu belirlemek i¢in bir
spektrometre cihazi (Shimadzu UV 1800, Kyoto, Japonya) kullanildi. Kiiltiirlerin
inkiibasyonu bir inkiibatér cihazi (Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya) ile
gergeklestirildi. Biyofilm olusumu, bir ELISA cihazi (BMG LABTECH FLUOstar
Omega, Offenburg, Almanya) ile belirlendi. Ekstraktlarin pH degerleri, bir pH metre
(Hanna Instruments HI 2211 pH/ORP, Bedfordshire, Ingiltere) ile tespit edildi.
HPLC analizlerinde, Refraktif Index (RID; RID-10A), Fotodiyot (Photodiode array,
PDA, SPD-M30A) ve Ultraviyole (UV, SPD-20A) dedektorlerine sahip olan bir
HPLC cihaz1 (Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanildi. Bu tez c¢aligmasinda steril
olarak kullanilmasi gereken malzemeler deneylere baslanmadan 6nce bir otoklav

cihaz1 (Hirayama HiclaveTM, HVE-50, Saitama, Japonya) kullanilarak steril edildi.

3.1.3. Kullanilan Bakteri Soylari

Bu ¢alismada, farkli oranlarda (P1 ve P2) hazirlanmis nar atig1 ekstraktlarinin
(A-G, Tablo 3.1 ve 3.2) antibakteriyel ve antibiyofilm etkilerinin belirlenmesinde
Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Bacillus cereus ATCC 11778 suslar1 kullanilda.

3.2. Yontemler

3.2.1. Nar Atikklarimin Hazirlanmasi

Bu tez calismasinda kullanilan nar atiklar1 (Hicaz narmin meyve suyu sikimi
sonrast kalan kisimlari: kabuk, zar ve cekirdek) bir yerel taze meyve suyu
isletmesinden temin edildi. Temin edilen nar atiklari, bozulmayr onlemek igin
bekletilmeden +4°C’de saklandi. Nar atiklart bir liyofilizator cihazi (Vitris Ultra) ile
-30°C’de 5 saat siire ile dondurulduktan sonra cihaz vakumu 10 pascal (Pa) basinca

ayarlanarak +20 ‘C’de 24 saat siire ile kurutuldu. Kurutulan nar atiklar1 bir 6giitiicti
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(Sinbo) yardimi ile toz hale getirildi. Elde edilen nar atig1 tozlar1 sonraki kullanima
kadar +4°C’de saklandi.

3.2.2. Ekstraksiyon

Nar atiklarinin potansiyel fenolik bilesik ve organik asit igeriklerini elde
etmek icin farkli ekstraksiyon islemleri gergeklestirildi. Bunun igin elde edilen nar
tozlarindan farkli oranlarda (P1 ve P2, w/v) hazirlanan ekstraktlarin (A-G; Tablo 3.1)
farkli sulandirma oranlar1 Tablo 3.2°de gosterildigi gibi hazirlandi. 2 farkli nar atigi
toz orant ile farkli ¢oziiciiler (A-G) kullanilarak hazirlanan ekstrakt metotlari, P1 ve
P2 metotlar1 olarak isimlendirildi (Tablo 3.1 ve 3.2). P1 metodu ile yapilan
ekstraksiyon, 10 g nar tozu ve 100 mL ¢6ziicii ile (1:10, w/v), P2 metodu ise 5 g nar
tozu ve 100 mL ¢6ziicii (1:20, w/v) kullanilarak hazirlandi [Dong et al., 2008 ve Qu
et al., 2010 galismalarindan degistirilerek uygulandi]. Hazirlanan bu karisimlar bir
gece boyunca +4°C’de bekletildi [Tirkyilmaz et al., 2017]. Daha sonra, karisimlar
bir ultrasonik su banyosunda 50°C sicaklikta farkli siirelerde (30 ve 120 dakika)
bekletilerek farkli ekstraktlar hazirlandi (A-G, Tablo 3.1) [Altemimi et al., 2015].
Hazirlanan ekstraktlar, 4000 rpm, +4 °C’de, 15 dakika siire ile santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 st sivi, kaba filtre kagidi (Whatman no.1) yardimu ile siiziilerek
evaporasyon i¢in hazirlandi. Evaporasyon iglemi, bir vakumlu evaporator cihazinda
(Heidolph Hei-VAP value, Bavyera, Almanya) alkol ve asidi uzaklastirmak igin 20-
40 dakika siire ile gergeklestirildi. Fenolik bilesikler gibi biyoaktif bilesiklerin
yikima ugramamasi i¢in evaporatdr cihazinin su banyosunun sicakliginin 60°C’yi
gecmemesine dikkat edildi [Meral, 2016]. Evaporasyon islemi, ayristirma
haznesindeki toplanan sivi miktarmin karistma eklenen ¢oziicii miktarlarina
ulagincaya kadar devam ettirildi. Daha sonra ekstraktlar, 4000 rpm +4°C’de 15
dakika siire ile santrifiij edilip, 0.45 um gozenek capl filtrelerden (Sartorius,
Almanya) gecirilerek tiiplere ayrildi. Elde edilen ekstraktlar 1siktan korunacak
sekilde +4 °C’de bir sonraki kullanima kadar saklandi.

Hazirlanan ekstraktlar; TLC, HPLC, standart agar kuyu difiizyonu, biyofilm
olusumunu 6nleme ve ortadan kaldirma uygulamalarinin 6ncesinde farkli oranlarda
distile su ile seyreltildi (Tablo 3.2). Ayrica hazirlanan ekstraktlarin direkt ve

sulandirilmis oranlarinin pH degerleri dl¢tildi.
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3.2.2.1. Farkh Coziiciiler ile Ekstraksiyon Metotlari

Farkli ekstraksiyon metotlari i¢in, farkli oranlarda nar atig1 tozlarina (P1: 10 g
nar atig1 tozu ve P2: 5 g nar atig1 tozu) [Lu and Yuan, 2008; Dong et al., 2008 ve Qu
et al., 2010 calismalarindan degistirilerek uygulandi] hazirlanan farkli ¢oziiciilerden
(A: %60 EtOH; B: %60 EtOH; C: %80 MeOH; D: %60:5:35 EtOH:HCI:Ds; E:
%80:5:15 MeOH:HCI:Ds; F: %70 aseton, G: su) ayr1 ayr1 100 ml ilave edildi. Bu
karisgimlardan bir ultrasonik su banyosunda 50°C’de 30 dakika siire (sadece A
metodunda 120 dakika) ile ekstraksiyon yapildi [Altemimi et al., 2015; Lu and Yuan,
2008 calismalarindan degistirilerek uygulandi].

3.2.3. Farki Metotlar ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlarimin
Sulandirma Oranlan

P1 (1:10, w/v) metodu ile 7 farkli ekstrakt (A-G) hazirlandi. P1 metodu ile
farkli ¢oziiciiler (A-G; Tablo 3.1) kullanilarak hazirlanan ekstraktlar; P1-A, P1-B,
P1-C, P1-D, P1-E, P1-F ve P1-G olarak isimlendirildi (Tablo 3.2). Bu ekstraktlar da
1:2 (viv, P1-2), 1:5 (v/v, P1-5), 1:10 (v/v, P1-10), 1:25 (v/v, P1-25) ve 1:50 (v/v, P1-
50) oranlarinda sulandirildi (Tablo 3.2).
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Nar Atiklarinm (kabuk, zar, cekirdek) Hazirlanmasi

U

Liyofilizasyon

O

Toz Hale Getirme

T

Ekstraksiyon

4 @

P1 Ekstrakt Metodu P2 Ekstrakt Metodu
Nar Atig1 Tozu:Coéziicii (1:10 . w/v) Nar Atig1 Tozu:Coziict (1:20, w/v)

Ekstraktlar

-,///\\.\\..

Metot A Metot B Metot C Metot D Metot E Metot F Metot G
P1-A P1-B P1-C P1-D P1-E PI1-F P1-G
P2-A P2-B pP2-C P2-D P2-E P2-F P2-G

¢

Ekstraktlarm Sulandirilmasi (A-G):
e PI1-1,P1-2,P1-5,P1-10,P1-25,P1-50 (P1 ekstraktlar1)
e DP2-1,P2-2,P2-5,P2-10, P2-25,P2-50 (P2 ekstraktlar1)

{

Diger islem basam aklar:
Ultrasonik su banyosu
Evaporasyon

Santrifij

Filtrasyon

U

Elde edilen ekstraktlarin sonraki kullanima kadar +4° C’de saklanmast

Sekil 3.1: Nar atig1 tozu ile hazirlanan ekstraktlarin eldesi igin uygulanan islem
basamaklari.

P2 (1:20, w/v) metodu ile de 7 farkli ekstrakt hazirlandi. P2 metodu ile farkl
¢oziiciiler (A-G; Tablo 3.1) kullanilarak hazirlanan ekstraktlar; P2-A, P2-B, P2-C,
P2-D, P2-E, P2-F ve P2-G olarak isimlendirildi (Tablo 3.2). Bu ekstraktlar da 1:2
(v/v, P2-2), 1:5 (viv, P2-5), 1:10 (v/v, P2-10), 1:25 (v/v, P2-25) ve 1:50 (v/v, P2-50)
oranlarinda sulandirildi (Tablo 3.2).
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3.24. Fenolik Bilesiklerin ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile
Belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin (punikalajin ve elajik asit) tespiti i¢cin TLC metodu
kullanildi. TLC metodunda en belirgin leke goriintiisiinii alabilmek i¢in 8 farkl
yiirlitiicii faz denendi (Tablo 3.3). TLC yontemi ile belirlenen fenolik bilesiklerin

icerigi HPLC analiz yontemi ile de karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

Tablo 3.3: Nar atig1 tozlari ile hazirlanan farkli ekstraktlarda bulunan fenolik
bilesiklerin belirlenmesinde kullanilan farkli TLC yiiriitiicii fazlar1 (EtAs: Etil asetat,
GA: glasiyel asetik asit, FA:formik asit, TOL:toluen, Ds: distile su).

Yiiriitiicii Faz Oran
Kaynaklar
(MP) (v/v, mL)

MP1(EtAs: FA: Ds) 10:2:3 Altemimi et al., 2015

MP2 (EtAs: GA: Ds) 10:2:3 Bu tez ¢alismasinda

MP3 (EtAs: GA: FA: Ds) 100:11:11:26 Kumar et al., 2011

MP4 (EtAs: GA: FA: Ds) 100:11:11:10 Kumar et al., 2011

MP5 (EtAs: GA: FA: Ds) 100:11:11:5 Kumar et al, 2011
calismasindan degistirilerek
uygulandi

MP6 (EtAs: GA: FA) 100:11:11 Kumar et al, 2011
caligmasindan degistirilerek
uygulandi

MP7 (TOL: EtAs: FA: MeOH) 3:3:0.8:0.2 Bakkiyaraj et al.,2013

MP8 (EtAs: MeOH: Ds) 81:11:8 Growther, et al.,2012

Yirtitiici faz, cam tank igerisine plakayr koymadan en az 30 dakika
oncesinde yiiklendi [Altemimi et al., 2015]. Yiiriitiicii fazin hizasi, TLC plakasinda
orneklerin yiiklendigi hizanin altinda kalacak seviyede ayarlandi. TLC isleminde,
oncelikle silika TLC jel plakanin nemin gitmesi igin plaka bir kurutma makinasi ile
kurutuldu ve ardindan plakanin sogumasi beklendi [Altemimi et al., 2015].
Standartlar ve farkli oranlarda sulandirilan nar ekstraktlar1 (Tablo 3.2) sirasiyla
isaretlenen yerlere mikro siringa ile 1 pL olacak sekilde damlatildi. Orneklerin
yiiklendigi bolge, her yiikleme sonrasi bir kurutma makinasi ile kurutuldu ve
ardindan sogutulmasi saglandi. Her bir ekstrakt, her defasinda, ayni1 noktalara 1’er

uL yiiklenerek 3 pL’ye tamamlandi. TLC plakast kurutulup sogutulduktan sonra
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yiirlitiicii fazin yiliklendigi tanka egimli bir sekilde yerlestirildi. Yiirlitme islemi,
plaka iizerinden 1 cm hiza kalincaya kadar gergeklestirildi. Daha sonra plaka
kurutularak plakanin sogumasi beklendi. Fenolik bilesiklerin goriiniir hale gelmesi

icin, TLC plakasi1 lizerine %5 FeCls ¢ozeltisi damlatildi [Growther et al., 2012].

3.2.5. Fenolik Bilesik, Organik Asit ve Seker Miktarlarimin Yiiksek
Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Belirlenmesi

Bu calismada, 14 farkli metot (P1 metodu ile 7 ve P2 metodu ile 7) ile
hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) fenolik bilesik (punikalajin ve elajik asit),
organik asit (malik ve sitrik asit) ve toplam seker miktarlan HPLC analiz yontemi ile
belirlendi. Hazirlanan ekstraktlar 10000 rpm hizinda 10 dakika siire ile santrifiij
edildi. Elde edilen iist s1v1 0.22 pm gdzenek capl filtreden gegirilerek safsizliklardan
arindirildi.

Seker miktarini belirlemek i¢in Inertsil NH2 kolonu (5 pm, 4.6x250 mm, GL
Sciences Inc.) ile Refraktif Index Dedektorii (RID)’ne sahip bir HPLC cihazi
(Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanildi. Analiz yonteminin enjeksiyon miktar1 20 pL,
kolon sicakligi 25°C ve yiriitiicii faz akis hiz1 ise 1 mL/dakika olacak sekilde
ayarlandi. Yiriitiicii faz olarak asetonitril (%60) ve ultra saf su (%40) karisimi
kullanild1 [Sar et al., 2017]. Seker miktarlar ise; glukoz, ksiloz, fruktoz, sukroz ve
arabinoz (5,10,20,40 ve 50 mg/ml) i¢eren standartlara gore belirlendi.

Punikalajin ve elajik asitin belirlenmesi i¢in C18 kolonu (5 pm, 4.6x150 mm)
ile Fotodiyot Dedektorii (Photodiode array, PDA) kullanilarak 255 nm dalga
boyunda analiz edildi. Yiritiicii faz olarak formik asit (%1) ve asetonitril olmak
tizere 2 farkli soliisyon kullanildi. Analiz siiresince asetonitril soliisyonun orani 18
dakika siire ile %15, 20 dakika siire ile %65, 25 dakika siire ile %5 ve 30 dakika siire
ile %5 olacak sekilde farkli konsantrasyonlarinda kullanildi. Enjeksiyon miktart 10
nL, kolon sicakligi 30°C ve yiiriitiicii faz akis hiz1 ise 1 mL/dakika olacak sekilde
ayarland1 [Web 1, 2009]. %0.005-0.02 konsantrasyonlarinda hazirlanan punikalajin
standartlar1 ile punikalajin miktarlar1 ve 9%0.25-1 konsantrasyonlarinda hazirlanan
elajik asit standartlar ile de elajik asit miktarlar belirlendi.

Organik asit miktarlarini belirlemek ig¢in C-18 (Kromasil 5 pm, 4.6x150 mm)
kolonu ve UV Dedektorii kullanildi. Ekstraktlarin organik asit igerigi, sitrik asit ve

malik asit (%0.1-2) igeren standartlara gore belirlendi. Yiriitiicii faz olarak 0.005 N
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H2>SO4 konsantrasyonu olacak sekilde ultra saf su ile hazirlanan soliisyon kullanildi.
Enjeksiyon miktar1 50 pL, kolon sicakligi 25°C ve yiritiicii faz akis hiz1 ise 0.3
mL/dakika olacak sekilde kullanildi. 210 nm dalga boyunca UV dedektorii
kullanilarak organik asit igerigi belirlendi [Tirkyilmaz, 2013 c¢alismasindan

degistirilerek uygulandi].

3.2.6. Kiiltiir Ortamlarmim Hazirlanmasi

Bakteri 6n kiiltiiriinde %2 glukoz igeren Triptik Soy Broth (TSB) kullanildi.
Besiyerini hazirlamak icin, 30 g TSB iizerine 800 mL distile su ilave edilerek bir
manyetik karistiricida (IKAMAG®, Almanya) karistirildi. Ayri bir sisede, 20 g
glukoz 200 mL distile su ile karistirildi. iki karisim da 121°C’de, 20 dakika siire ile
ayr1 ayri otoklavlanarak (Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) steril
edildi. Otoklav sonrasi hazirlanan besiyeri ve glukoz ¢ozeltisi sogutulduktan sonra
steril kosullar altinda bir araya getirildi. Hazirlanan besiyeri, TSBg olarak
isimlendirildi. Sar ve Akbas (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada, glukoz ve siit
iceren TSB besiyerleri kullanildiginda, sitrik asit uygulamasi ile biyofilm olusumun
onlenmesi ve ortadan kaldirilmasi oranlar1 birbirine yakin bulundugu, ve bu durumu
glukoz iceren besiyeri kullanimmin gida isleme ortamlarini yansitabilecegini
belirtmislerdir. Bundan dolayr bu c¢alismada da biyofilm olusumunun tespiti,
biyofilm olusumunun 6nlenmesi ile olusan biyofilmin ortadan kaldirilmasi i¢in TSBg
besiyeri kullanildi.

Kuyu diflizyonu tekniginde ve pasajlama asamalarinda kullanilmak {izere
Mueller Hinton Agar (MHA) kullanildi. MHA hazirlamak i¢in, 22 g Mueller Hinton
Broth (MHB) igerisine 15 g agar ilave edildi ve distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
Hazirlanan MHA, 121°C’de 20 dakika siire ile bir otoklav cihazinda isitilarak steril
edildi. Otoklav sonrasinda MHA bir meziir yardimi ile 17 mL O0lgiilerek petri
kaplarina steril kosullar altinda paylastirilarak katilasmasi saglandi.

Bu ¢alismada kullanilan B. subtilis ve B. cereus suslari, 10 mL TSBg igeren
50 mL’lik erlenlere diizenli olarak pasajlanan kati kiiltiirlerden bir 6ze yardimiyla 2-3
koloni aktarildi. Bacillus suslari, 180 rpm ¢alkalama hizinda, 30°C’de bir gece
boyunca bir ¢alkalamali inkiibatérde (New Brunswick Scientific Excella E24, New

Jersey, ABD) inkiibe edildi. On kiiltiirlerin toplam hiicre sayilar1 bir spektrometrede
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(Shimadzu UV 1800, ABD) ODegoonm degeri 0.6’y1 gegmeyecek sekilde steril 6zgiin

besiyeri ile sulandirilarak dl¢iildii. Kor olarak ise steril 6zgiin besiyeri kullanildi.
3.2.7. Standart Agar Kuyu Difiizyonu

Agar kuyu diflizyonu metodu i¢in 6n Kkiiltiirlerin yogunlugu 0.5 McFarland
bulanikligina (yaklasik 1.5 x 108 kob/mL) es deger olacak sekilde steril fizyolojik
tuzlu su (%0.9 NaCl, FTS) ile sulandirilarak hazirlandi. 0.5 McFarland
yogunlugundaki bakteri kiiltiirleri (1.5x108 kob/ml, B. subtilis ve B. cereus), steril
kosullar altinda MHA iceren petrilere 100’er pL. yayma ekim ydntemi ile inokule
edildi. Farkli metotlar ile hazirlanan ekstraktlarin (Tablo 3.1 ve 3.2) antibakteriyel
etkisini test etmek i¢cin 7 mm capinda kuyular acildi. Her bir kuyuya 40 pL ekstrakt
yiiklendi. Ekstraktlarin antibakteriyel etkisi 40 pL gentamisin (1 mg/mL) ile
kiyasland1 [Joy and George, 2014]. Ekstraktlarin difiizyonunun saglanmasi i¢in petri
kaplar1 oda sicakliginda 30 dakika siire ile bekletildi. Daha sonra 30°C sicakliktaki
bir inkiibatorde (Binder, BD 115, Tuttlingen, Almanya) bir gece boyunca inkiibe

edildi. inkiibasyon sonrasi inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) bir cetvel yardimu ile 6l¢iildii.

3.2.8. Biyofilm Olusumunun Onlenmesi ve Ortadan Kaldirilmasi

3.2.8.1. Biyofilm Olusturma Kapasitesi

B. subtilis ve B. cereus suslarinin biyofilm olusturma kapasitelerinin
belirlenmesi i¢in bir steril kabin igerisinde, 96 kuyulu mikrotitrasyon plaginin her bir
kuyusuna 0.5 McFarland bulanikliginda (yaklasik 1.5 x 108 kob/mL) TSBg ile
hazirlanan kiiltiirlerden 150 pL yiiklendi. Mikrotitrasyon plaklari, 48 saat siire
boyunca 30°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 kiiltiirler nazik¢e dokiilerek iicer
kez distile su ile yikanip ters c¢evrilerek kurutuldu. Her bir kuyuya 150 pL kristal
viyole soliisyonu (%0.5, w/v) yiiklendi ve 20 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi kristal viyole nazikge dokiiliip iicer kez distile su ile
yikandi ve ters gevrilerek kurutuldu. Daha sonra her bir kuyuya, 150 pL etanol:asetik
asit (%95:5) ilave edilerek 10 dakika siire ile inkiibe edildi. Bu asamadan sonra, her

kuyudan 100 pL 6rnek alinarak yeni bir steril polistren mikrotitrasyon plagina

29



aktarildi ve 570 nm dalga boyunda bir ELISA okuyucuda (BMG LABTECH
FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, Almanya) okutuldu.

3.2.8.2. Biyofilm Olusumunun Onlenmesi

Biyofilm olusumunun Onlenmesi c¢alismasinda santrifiij edilmis ve
filtrelenmis ekstraktlarin P2-5 ve P2-10 oranlar1 (Tablo 3.2) ve 200 ppm klor
soliisyonu steril kosullar altinda mikrotitrasyon plaklarina 150°ser pL yiiklendi ve 5
dakika siire ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi ekstraktlar ve klor soliisyonu
nazik¢e dokiildii. Klor soliisyonunun uygulandigi kuyular, 6’sar kez c¢oklu pipet
yardimi ile distile suyla yikandi ve daha sonra mikrotitrasyon plagi ters c¢evrilerek
kurutuldu. Kurutulan plaklara 0.5 McFarland bulanikliginda hazirlanan kiiltiirlerden
150’ser pL olacak sekilde yiiklendi. Ayrica biyofilm olusumunun kontrolii igin
ekstrakt uygulamasinin olmadig1 kuyulara bakteri kiiltiirleri yiiklendi. Kor olarak,
kiiltiir hazirlanirken kullanilan 6zgilin besiyeri kullanildi. Mikrotitrasyon plaginin
lizeri kapatilarak 48 saat siire boyunca 30°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
kiiltiirler nazik¢e dokiilerek tiger kez distile su ile yikanip ters ¢evrilerek kurutuldu
Her bir kuyuya 150 pL kristal viyole soliisyonu (%0.5, w/v) yiiklendi ve 20 dakika
siire ile oda sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kristal viyole nazikge
dokildii. Kristal viyole ile boyanan kuyular iicer kez distile su ile yikand1 ve ters
cevrilerek kurutuldu. Daha sonra her bir kuyuya, 150 pL etanol:asetik asit (%95:5)
ilave edildi ve 10 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu asamadan sonra,
her kuyudan 100 pL 6rnek alinarak yeni bir steril mikrotitrasyon plagina aktarildi.
570 nm dalga boyundaki absorbans degerleri, bir ELISA okuyucuda (BMG
LABTECH FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, Almanya) okutuldu. Biyofilm

olusumlarinin 6nlenme oranlar1 agsagidaki gibi hesaplandi [Pitts et al., 2003].

Biyofilmlerin 6nlenme orani (%)

= ((BF — BI) — (T — BI))/((BF —BI)) x 100 (3.1)

Bl, kor olarak kullanilan kuyulardaki ortalama absorbans degeri; BF, biyofilm
olusan kuyulardaki ortalama absorbans degeri; T ise nar atig1 ekstraktlarinin

uygulandig1 kuyulardaki ortalama absorbans degeridir.
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3.2.8.3. Biyofilm Olusumunun Ortadan Kaldirilmasi

Biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmasi g¢aligmalarinda 0.5 McFarland
bulanikliginda hazirlanan kiiltiirler mikrotitrasyon plaklarinin belirlenen kuyularina
150°ser uL yiiklenerek 48 saat siire ile 30°C’de inkiibe edildi. Kor olarak, kiiltiir
hazirlanirken kullanilan &zgiin besiyeri kullanildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirler
nazikce dokiilerek mikrotitrasyon plaklar iiger kez distile su ile yikandi ve ters
cevrilerek kurutuldu. Daha sonra, santrifiij edilmis ve filtrelenmis ekstraktlarin P2-5
ve P2-10 oranlar1 (Tablo 3.2) ve 200 ppm klor soliisyonu steril kosullar altinda
mikrotitrasyon plaklarma 150°ser puL yiiklendi ve 5 dakika siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi ekstraktlar ve klor soliisyonu nazik¢e dokiildii. Klor
soliisyonunun uygulandig1 kuyular 6’sar kez, ekstraktlarin uygulandigi kuyular ise
3’er kez coklu pipet yardimi ile distile suyla yikandi. Mikrotitrasyon plag: ters
cevrilerek kurutuldu. Her bir kuyuya 150 pL kristal viyole soliisyonu (%0.5, w/v)
yiiklendi ve 20 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Kristal viyole ile
boyanan kuyular iigcer kez distile su ile yikandi ve ters ¢evrilerek kurutuldu. Daha
sonra her bir kuyuya, 150 pL etanol:asetik asit (%95:5) ilave edildi ve 10 dakika siire
ile inkiibe edildi. Bu asamadan sonra, her kuyudan 100 pL 6rnek alinarak yeni bir
steril mikrotitrasyon plagina aktarildi. 570 nm dalga boyunca bir ELISA okuyucuda
(BMG LABTECH FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, Almanya) okutuldu.
Biyofilm olusumlarinin ortadan kaldirilmasi oranlar1 asagida belirtilen formiile gore

hesaplandi [Pitts et al., 2003].

Biyofilmlerin ortadan kaldirilma orani (%)

= ((BF — BI) — (T — BI))/((BF —BI)) x 100 (3.2

Bl, kor olarak kullanilan kuyulardaki ortalama absorbans degeri; BF, biyofilm
olusan kuyulardaki ortalama absorbans degeri; T ise nar atifi ekstraktlariin

uygulandig1 kuyulardaki ortalama absorbans degeridir.

3.2.9. Istatiksel Analiz

Istatiksel analizler, Microsoft Office, Excel 2016 programi ile yapildi. P

degerleri, tek kuyruklu t-testi ile nar ekstraktlarinin potansiyel antibakteriyel etkinligi
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gentamisin antibiyotigi ile, antibiyofilm etkinligi ise gida endiistrisi dezenfeksiyon
islemlerinde kullanilan klor soliisyonu ile karsilastirildi. P<0.05 olarak belirlenen

degerler istatistiksel agcidan 6nemli olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh Metotlar ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlarimin
Iceriklerinin Belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin TLC yontemi ile belirlenmesi: Nar atig1 ekstraktlarnin igeriginde
bulunan fenolik bilesikler (punikalajin Ve elajik asit) TLC yontemi ile tespit edildi. Fenolik
bilesiklerin belirlenmesinde, 8 farkli TLC metodu kullanildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan
punikalajin ~ standartlari, %0.005-0.02 ve elajik asit standartlart ise, 9%00.25-1
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Punikalajin i¢in denenen TLC metotlar (Tablo 3.3) arasinda
en iyi goriintilleme, MP5 (Yirtitiici faz 5) metodunda (EtAs: GA: FA: Ds, 100:11:11:10,
v/v) 1:50 oraninda sulandirilan (P1-50 ve P2-50 ekstraktlari) farkli ekstraktlarm (A-G)
yliriitiilmesi ile gozlemlendi. Elajik asitin belirlenmesi i¢in de en iyi goriintiileme, yine MP5
metodu (EtAs: GA: FA: Ds, 100:11:11:10, v/v) ve farkh ekstraktlarin (A-G) 1:25 oraninda
sulandirlarak kullamlmasi (P1-25 ve P2-25 ekstraktlari) ile belirlendi. TLC sonuglarma gore,
P2 metodu ile farkli ¢oziiciiler (A-G, Tablo 3.1) kullanilarak hazirlanan nar atigi
ekstraktlarmda fenolik bilesiklerin daha belirgin leke olusturduklar1 gézlemlendi.

Fenolik bilesiklerin miktarlarmun HPLC yontemi ile belirlenmesi: P1 metodu ile
hazirlanan ekstraktlarin igerdikleri en yiiksek punikalajin miktar1 P1-F ekstrakti (%7.3) ile
(Sekil 4.1), P2 metodu ile hazirlanan ekstraktlarda da en yiiksek punikalajin miktar1 P2-D
ekstrakti (%14) ile tespit edildi (Sekil 4.1). P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlar
karsilagtinldiginda, HPLC sonuglarina gore, P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlardan en ytiksek
icerdikleri elajik asit miktarlan P1-F ekstrakti (% 11.3) ile belirlenirken, P2 metodu ile
hazirlanan ekstraktlar arasindan ise P2-D ekstrakti (%17.2) ile tespit edildi (Sekil 4.2). Ayrica,
elde edilen sonuglara gore (Sekil 4.1 ve 4.2); P2-C ekstraktinin punikalajin (%3) ile elajik asit
(%4.6) miktarlarinin, P1-C (punikalajin %4.3 ve elajik asit %7.6) ekstraktindan daha az, P2-E
ekstraktinin elajik asit miktarinin (%6.2) da P1-E ekstraktindan (%]11) daha az olmasi disinda,
ekstraktlar arasinda en yiiksek fenolik bilesik miktarlar1 P2 metodu (1:20, w/v) ile hazirlanan

ekstraktlarda belirlendi.
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Sekil 4.1: Farkli ekstrakt metotlar1 (P1 ve P2) ile hazirlanan ekstraktlarin (A-G)
icerdikleri punikalajin miktarlar1 (%). Her deger en az ii¢ tekrar ortalamasidir. Hata
cubuklari standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.2: Farkli ekstrakt metotlar1 (P1 ve P2) ile hazirlanan ekstraktlarin (A-G)
icerdikleri elajik asit miktarlar1 (%). Her deger en az ii¢ tekrar ortalamasidir. Hata
cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

Ekstraktlarin icerdikleri organik asit miktarlarimun belirlenmesi: HPLC analizi
sonuglarma gore ekstraktlarin igerdikleri en yiiksek malik asit miktarlar;; P1 metodu ile
hazirlanan P1-E (%0.9) ve P1-D (%0.6) ekstraktlarinda belirlenirken, P2 metodu ile hazirlanan
ekstraktlarda da en yiiksek, P2-E (%3.2) ve P2-D (%1.6) ekstraktlarinda tespit edildi. P1 ve P2
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oraninda ultrasonik su banyosunda 50°C sicaklikta farkli ekstraksiyon siireleri ile hazirlanan
ekstraktlarm malik asit miktarlari arasinda belirgin bir fark gozlemlenmedi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Farkli ekstrakt metotlar1 (P1 ve P2) ile hazirlanan ekstraktlarin (A-G)
icerdikleri malik asit miktarlar1 (%). Her deger en az {i¢ tekrar ortalamasidir. Hata
cubuklari standart sapmalar1 gostermektedir.

HPLC sonuglarina gore ekstraktlarin igerdikleri sitrik asit miktarlari incelendiginde ise,
P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlarda, en yiiksek sitrik asit miktarlari, P1-D (%0.9) ve P1-F
(%0.8) ekstraktlarinda belirlenirken, P2 metodu ile hazirlanan ekstraktlarda en yiiksek sitrik
asit miktarlar, P2-D ekstrakt1 (% 1.1) ve P2-E ekstraktlarinda (%1) tespit edildi. Ayrica, P1 ve
P2 metotlan ile ultrasonik su banyosunda 50°C sicaklikta farkl stireler ile ekstraksiyon
yapilarak hazirlanan ekstraktlarda, en yiiksek sitrik asit miktari, 30 dakika ekstraksiyon stiresi
ile hazirlanan P1-B ekstraktinda (%60.7) belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Farkli ekstrakt metotlar1 (P1 ve P2) ile hazirlanan ekstraktlarin (A-G)
icerdikleri sitrik asit miktarlari (%). Her deger en az ti¢ tekrar ortalamasidir. Hata
cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

Ekstraktlarin i¢erdikleri toplam seker miktarlari, P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlarda

002.1-8.2 ve P2 metodu ile hazirlanan ekstraktlarda ise %1.7-6.0 olarak belirlendi. Hazirlanan

farkll ekstraktlar arasinda en ¢ok seker miktari; P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlar arasinda
P1-C ekstraktinda belirlendi (Sekil 4.5).

20

Toplam Seker (%)
= =
o ()]

(6]

6.7 8.2 7 6.7 ¢ 7.2 OP1 metodu
5.6 . .
5 _ 5 H P2 metodu
3.7 48 4
W NE
A B C D E F G
Ekstraktlar

Sekil 4.5: Farkli ekstrakt metotlar1 (P1 ve P2) ile hazirlanan ekstraktlarin (A-G)

icerdikleri toplam seker miktarlari (%). Her deger en az {i¢ tekrar ortalamasidir. Hata
cubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.
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Ekstraktlarm pH degerlerinin belirlenmesi: P1 ve P2 metotlan ile hazirlanan
ekstraktlarm pH degerleri belirlendi (Tablo 4.1). Biyofilm ¢alismalarinda kullamilan klor
sollisyonunun pH degeri 9.65 olarak 6lgiildii. P1 ve P2 metotlar ile hazirlanan ekstraktlarm pH
degerleri arasnda belirgin bir fark gozlemlenmedi. Ancak, HCI igeren ekstraktlarda
sulandirma orani arttik¢a beklendigi gibi pH degerinde de artis gergeklesti (Tablo 4.1).

Tablo4.1: P1 ve P2 metotlari ile hazirlanan ekstraktlarin (A-G) pH degerleri.

Ekstraktlar (P1) pH Ekstraktlar (P2) pH
P1-A 3.1 P2-A 3.4
P1-B 3.1 P2-B 3.3
P1-C 3.3 P2-C 3.4
P1-D 0.1 P2-D 0.1
P1-E 0.1 P2-E 0.1
P1-F 3.1 P2-F 3.5
P1-G 3.5 P2-G 3.6

4.2. Farkh Yontemler ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlarinin
B. subtlis Susu Uzerindeki Antibakteriyel Etkilerinin
Belirlenmesi

Farkli yontemler ile hazirlanan nar atigi ekstraktlariin B. subtilis susu

tizerindeki antibakteriyel etkileri kuyu difiizyon yontemi ile belirlendi.

4.2.1. P1 Metodu ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlarinin B.
subtilis Susu Uzerindeki Antibakteriyel Etkileri

P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlarin farkli sulandirma oranlarinin (Tablo
3.1 ve 3.2) B. subtilis susu tizerindeki etkisi, MHA igeren petriler {izerinde 100’er uLL
B. subtilis kiiltiiriiniin yayma ekim yapilmasi ve ardindan petriler {izerinde agilan 7
mm c¢apindaki kuyulara 40’ar pL olacak sekilde farkli ekstraktlarin yiiklenmesi ile
belirlendi. Uygun inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon zon ¢aplar1 olgiiliirken

kuyularin ¢aplar1 (7 mm) dl¢iime dahil edildi.
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P1 metodu ile elde edilen ekstraktlar arasinda en yiiksek inhibisyon zon ¢ap1
metanol, %37’lik HCl ve distile su karisimi ile hazirlanan ekstraktin (P1-E)
sulandirilmadan direkt olarak (P1-1) uygulanmasi ile 34 mm zon ¢ap1 olarak elde
edidi. En az antibakteriyel etki ise su kullanilarak elde edilen ekstraktin (P1-G)
sulandirilmadan direkt olarak (P1-1) uygulanmasi sonucu 15 mm zon ¢api ile
belirlendi (Sekil 4.6).

P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlarin 1:2 sulandirilmasiyla elde edilen
ekstraktlarin (P1-2) gosterdigi en yiiksek antibakteriyel etki, 25 mm inhibisyon zon
caplari olusturan P1-D ve P1-E ekstraktlari ile belirlendi. P1 metodu ile hazirlanan
ekstraktlarin 1:2 sulandirilmasiyla elde edilen ekstraktlardan (P1-2) en disiik
inhibisyon zon ¢ap1 sonucu P1-G ekstraktinin kullaniminda 10 mm zon ¢apr ile
belirlendi (Sekil 4.6).

Ekstraktlarin 1:5 sulandirilmalari (P1-5) arasinda en etkili sonuglar, P1-D ve
P1-E ekstraktlarinda 20 mm zon ¢aplari ile tespit edildi. Farkli ekstraksiyon siireleri
ile ultrasonik su banyosunda bekletilerek hazirlanan P1-A ve P1-B ekstraktlarinin 1:5
oraninda (P1-5) sulandirilmasiyla 14 ve 15 mm zon gaplari olusturarak benzerlik
gosterdikleri belirlendi. Bu oranda sulandirilan P1-G ekstraktinda ise antibakteriyel
etki gozlemlenmedi (Sekil 4.6).

Hazirlanan ekstraktlarin 1:10 sulandirma oranlarinda (P1-10) en yiiksek
antibakteriyel etki 15 mm zon ¢ap1 olusturan P1-D ekstrakti ile ardindan sirasiyla P1-
E ve P1-F ekstraktlar1 ile belirlendi. P1-G ekstraktinda ise inhibisyon zon gapi
gozlemlenmedi (Sekil 4.6).

Ekstraktlarin 1:25 sulandirma oranlar1 (P1-25) sonuglarina gore en yiiksek
antibakteriyel etki, 10 mm inhibisyon zon ¢aplari olusturan P1-D ve P1-E ekstraktlari
ile belirlendi. Diger ekstraktlarin P1-25 oranlarinda inhibisyon zon caplari tespit
edilmedi (Sekil 4.6).

B. subtilis susu iizerinde P1 metodu kullanilarak hazirlanan ekstraktlar ile
elde edilen en etkili sonug, P1-E ekstraktlarinin direkt kullanimi (P1-1) ile belirlendi.
P1-E ekstrakti ile olusan zon ¢apinin (34 mm), 34.5 mm zon ¢ap1 olusturan

gentamisin antibiyotigine (1 mg/mL) gore farkli olmadigi belirlendi (p=0.25).
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Sekil 4.6: P1 metodu ile hazirlanan nar atigi ekstraktlarinin (A-G) farkli sulandirma
oranlarmin (P1-1, P1-2, P1-5, P1-10, P1-25) B. subtilis susu tizerindeki antibakteriyel
etkileri. Her deger en az {i¢ tekrar ortalamasidir. Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari
gostermektedir.

4.2.2. P2 Metodu ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlarinin B.
subtilis Susu Uzerindeki Antibakteriyel Etkileri

P2 metodunun farkli sulandirma oranlariin (Tablo 3.1 ve 3.2) B. subtilis susu
tizerindeki etkisi, MHA igeren petriler tizerinde 100’er uL B. subtilis kiiltiiriiniin
yayma ekim yapilmasi ve daha sonra petriler iizerinde agilan 7 mm ¢apindaki
kuyulara 40’ar uL olacak sekilde farkli ekstraktlarin yiiklenmesi ile belirlendi.
Uygun inkiibasyon sonrasi olugan inhibisyon zon ¢aplari 6l¢iiliirken kuyularin ¢aplari
(7 mm) 6lgiime dahil edildi.

P2 metodu ile hazirlanan ekstraktlarn sulandirilmadan direkt olarak
kullanilmasi ile elde edilen en etkili sonu¢ 36 mm zon ¢api1 olusturan P2-E ekstrakti
ile gozlemlenirken, en az antibakteriyel etkiyi gosteren sonug ise 10 mm zon gap1
olusturan sulu ekstrakt (P2-G) ile belirlendi (Sekil 4.7).

Ekstraktlarin (A-G) 1:2 sulandirma oranlarinin (P2-2) sonuglarina goére, en

yiiksek antibakteriyel etki 24 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturan P2-E ekstrakti ile;
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1:5 sulandirma oranlarinda (P2-5) yine 17 mm zon ¢ap1 olusturan P2-E ekstrakti ile,
1:10 sulandirma oranlarinda (P2-10) 13 mm zon ¢ap1 olusturan P2-E ekstrakti ile,
1:25 sulandirma oranlarinda (P2-25) 10 mm zon ¢aplar1 P1-E ile P1-C ekstraktlari
kullanilarak belirlendi (Sekil 4.7). P2 metodu ile elde edilen sulu ekstraktlarin (P2-G)
sulandirma oranlarinin (P2-2, P2-5, P2-10 ve P2-25) kullanilmas: ile inhibisyon zon
cap1 gozlemlenmedi (Sekil 4.7).

B. subtilis susu iizerinde P2 metodu ile hazirlanan farkli ekstraktlarin (A-G)
kullanimu ile elde edilen en etkili sonug, P2 metodu ile hazirlanan P2-E ekstraktinin
sulandirilmadan direkt kullanimi1 (P2-1) ile belirlendi. P2-E ekstrakti ile olusan 36
mm inhibisyon zon ¢apinin, 34.5 mm zon ¢ap1 olusturan gentamisin antibiyotigine (1

mg/mL) gore daha etkili oldugu tespit edildi (p=0.02).

P2-A P2-B P2-C P2-D
P2-25 [}8 P2-25 []9 P2-25 [} 10 P2-25 [}9
P2-10 [] 10 P2-10 [} 11 P2-10 [] 10 P2-10 []10

P2-5 [} 11 P2-5 16 P2-5 [}12 P25 [ }15
P2-2 [ 116 P2-2 b 20 P2-2 | 19 p2-2 i 22

5 P2-1 } 20 P2-1 19 P2-1 } 20 P2-1 } 28
T
£ 0 20 40 0 20 40 0 20 40 0 20 40
4
84}
P2-E P2-F P2-G
P2-25 [] 10 P2-25 P2-25
P2-10 [ 13 p2-10 |19 P2-10
P2-5 17 p2-5 | 110 P2-5
P2-2 | 24 pro 14 P2-2
P2-1 ¥36  p2 21 P2-1 [}10
0 20 40 0 20 40 0 20 40

Inhibisyon zon ¢aplari (tnm)

Sekil 4.7: P2 metodu ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) farkli sulandirma
oranlarinin (P2-1, P2-2, P2-5, P2-10, P2-25) B. subtilis susu tlizerindeki antibakteriyel
etkileri. Her deger en az ti¢ tekrar ortalamasidir. Hata gubuklar1 antibakteriyel
standart sapmalar1 gostermektedir.
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423. P1 ve P2 Metotlann ile Hazirlanan Nar Atg
Ekstraktlarimin "Sulandlrllmadan (P1-1 ve P2-1) Kullanimlarinin
B. subtilis Susu Uzerindeki Antibakteriyel Etkileri

14 farkli metot ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarmin (Tablo 3.1 ve 3.2) B.
subtilis susu tizerindeki antibakteriyel etkileri karsilagtirildi.

P1 (1:10 w/v) ve P2 (1:20 w/v) metotlar1 ile hazirlanan ekstraktlarin
sulandirilmadan direkt kullanimlar1 (P1-1 ve P2-1) ile elde edilen sonuglara gore; en
¢ok E ve daha sonra D ekstraktlarinin B. subtilis susu tizerinde antibakteriyel etkisi
oldugu belirlendi.

P2-E ekstraktinin P1-E ekstraktma gore daha genis zon ¢aplari olusturdugu belirlendi
(p=0.09) (Sekil 4.8).

o
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o1 o Ol

el
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N
o

o

Ekstraktlar

Sekil 4.8: P1 ve P2 metotlari ile hazirlanan farkli nar atig1 ekstraktlarimin
sulandirilmadan (P1-1 ve P2-1) kullanimlarinin B. subtilis susu tizerindeki
antibakteriyel etkileri. Her deger en az ii¢ tekrar ortalamasidir. Hata ¢gubuklari
standart sapmalar1 gostermektedir.

4.3. Farkh Yontemler ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlarimin
B. cereus Susu Uzerindeki Antibakteriyel Etkilerinin
Belirlenmesi

Farkli yontemler ile hazirlanan nar atigi ekstraktlarinin B. cereus susu

tizerindeki antibakteriyel etkileri kuyu difiizyon yontemi ile belirlendi.
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4.3.1. P1 Metodu ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlarimmm B.
cereus Susu Uzerindeki Antibakteriyel Etkileri

P1 metodunun farkli sulandirma oranlarinin (Tablo 3.1 ve 3.2) B. cereus susu
tizerindeki etkileri, MHA igeren petriler tizerinde 100’er pL B. cereus kiiltiiriiniin
yayma ekim yapilmasi ve ardindan petriler tizerinde agilan 7 mm ¢apindaki kuyulara
40’ar pL olacak sekilde farkli ekstraktlarin yiiklenmesi ile belirlendi. Uygun
inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon zon caplar1 Ol¢iiliirken kuyularin g¢aplari (7
mm) Sl¢iime dahil edildi.

P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlarin sulandirilmadan direkt olarak
kullaniminin sonuglarina gore, en etkili ekstraktlar, 33 mm zon ¢ap1 ile P1-E ve 32
mm zon ¢ap1 ile P1-D olarak belirlendi (Sekil 4.9).

P1 metodu ile hazirlanan farkli ekstraktlarin (A-G) 1:2 sulandirma oranlarinin
(P1-2) sonuglarina gore, B. cereus susu iizerindeki en yiiksek antibakteriyel etki 30
mm inhibisyon zon ¢api olusturan P1-E ekstraktinda belirlenirken, en az etkili
ekstraktin 16 mm inhibisyon zon ¢ap1 ile P1-G oldugu belirlendi (Sekil 4.9).

Farkli ekstraktlarin (A-G) 1:5 sulandirma oranlar1 (P1-5) kullanilarak elde
edilen en etkili sonug, 22 mm zon g¢ap1 ile PI1-E ekstraktinin kullanimi ile
gozlemlendi. En disiik antibakteriyel etki ise P1-G ekstraktinin kullanimmda 14 mm
inhibisyon zon c¢api1 ile belirlendi. Farkli siireler ile 50°C sicaklikta ultrasonik su
banyosunda bekletilerek hazirlanan P1-A ve P1-B ekstraktlar1 sirasiyla 18 ve 19 mm zon
caplari ile benzer sonuglar verdi (Sekil 4.9).

Farkli ekstraktlarin (A-G) 1:10 sulandirma oranlarinda (P1-10) antibakteriyel
etki en fazla P1-E ekstrakti ile gozlemlenirken, P1-G ekstrakt: ile inhibisyon zon ¢api
gozlemlenmedi (Sekil 4.9).

Farkli ekstraktlarin (A-G) 1:25 sulandirma oranlar1 (P1-25) ile elde edilen
sonuglara gore en etkili sonuglar, 15 mm zon ¢aplart olusturan P1-D ve P1-F
ekstraktlart ile gozlemlenirken, en az etki P1-G ekstraktinda 9 mm zon c¢apr ile
belirlendi (Sekil 4.9).

P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlar (A-G) ile B. cereus susu iizerinde elde
edilen en yiksek antibakteriyel etki, P1-E ekstraktinin sulandirilmadan direkt
kullanim1 (P1-1) ile elde edildi. P1-E ekstraktinin 33.5 mm inhibisyon zon c¢ap1
olusturmasindan dolay1 gentamisin antibiyotigine (34.5 mm, 1 mg/mL) gore anlaml
bir fark belirlenmedi (p=0.25).
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PI-A P1-B P1-C P1-D

P1-25 14 P1-25 14 P1-25 13 P1-25 15

P1-10 17 P1-10 17 P1-10 17 P1-10 18
P1-5 18 P1-5 19 P1-5 21 P1-5 21
P1-2 21 P1-2 21 P1-2 24 P1-2 25
o P1-1 22 P1-1 23 P1-1 25 P1-1 32
% 0 20 40 0 20 40 0 20 40 0 20 40
e
F PI1-E P1-F Pl1-G

P1-25 14 P1-25 15 P1-25 9

P1-10 19 P1-10 17 P1-10 11
PI1-5 22 P1-5 19 P1-5 14
P1-2 30 Pl-2 21 P1-2 16
P1-1 33 Pl 24 P1-1 17

0 20 40 0 20 40 0 20 40

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Sekil 4.9: P1 metodu ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) farkli sulandirma
oranlarinin (P1-1, P1-2, P1-5, P1-10, P1-25) B. cereus susu iizerindeki antibakteriyel
etkileri. Her deger en az ii¢ tekrar ortalamasidir. Hata gubuklar1 standart sapmalari
gostermektedir.

4.3.2. P2 Metodu ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlarinin B.
cereus Susu Uzerindeki Antibakteriyel Etkileri

P2 metodunun farkli sulandirma oranlarinin (Tablo 3.1 ve 3.2) B. cereus susu
tizerindeki antibakteriyel etkisi, MHA igeren petriler iizerinde 100’er uL. B. cereus
kiiltiiriiniin yayma ekim yapilmasimin ardindan petriler iizerinde agilan 7 mm
capindaki kuyulara 40’ar pL olacak sekilde farkli ekstraktlar yiliklenerek belirlendi.
Uygun inkiibasyon sonrasi olugan inhibisyon zon ¢aplar1 dlgiiliirken kuyularin ¢aplar
(7 mm) olgtime dahil edildi.

En etkili sonug, 35 mm zon gap1 ile P2-E ekstraktinda belirlenirken; en az
antibakteriyel etkili sonug ise, 17 mm inhibisyon zon capi ile sulu ekstrakt (P2-G) ile
tespit edildi (Sekil 4.10).
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P2 metodu ile hazirlanan farkli ekstraktlarin (A-G) 1:2 oraninda
sulandirmalarindan (P2-2) kullanimi ile elde edilen sonuglara gore, antibakteriyel
etki en fazla 25 mm zon ¢ap1 ile P2-E ekstraktinin kullaniminda gozlemlendi. P2-G
ekstraktinin kullaniminda ise 13 mm inhibisyon zon ¢ap1 ile en diisiik antibakteriyel
etki belirlendi (Sekil 4.10).

Farkli ekstraktlarin (A-G) 1:5 sulandirma oranlarinda (P2-5) kullanimi ile
elde edilen en etkili sonug, 20 mm zon ¢api ile P2-B ekstraktinin kullaniminda, en
diisiik antibakteriyel etki ise P2-G ekstraktinin kullaniminda 11 mm inhibisyon zon
capi ile gozlemlendi (Sekil 4.10).

Ekstraktlarin (A-G) 1:10 sulandirma oranlarinda (P2-10) en fazla 18 mm zon
capi ile P2-E ekstraktinin ve 1:25 sulandirma oranlarinda (P2-25) ise 15 mm zon ¢ap1
ile P2-B ekstraktinin etkili oldugu belirlendi. Ekstraktlarin P2-5, P2-10 ve P2-25
oranlarinda kullanimimnin B. cereus iizerindeki en disiik antibakteriyel etkisi P2-G
ekstrakti ile belirlendi (Sekil 4.10).

B. cereus susu lizerinde P2 metodu ile hazirlanan farkli ekstraktlarin (A-G)
kullanimindan elde edilen sonuglara gore en etkili sonucu 35 mm ile P2-1 oraninda
hazirlanan P2-E ekstrakti gosterirken, 33.5 mm zon ¢ap1 olusturan gentamisin
antibiyotigi (1 mg/mL) ile P2-E ekstrakti arasinda anlamli bir fark olmadigi
belirlendi (p=0.14).
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Sekil 4.10: P2 metodu ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) farkli sulandirma
oranlarinin (P2-1, P2-2, P2-5, P2-10, P2-25) B. cereus susu iizerindeki antibakteriyel
etkileri. Her deger en az {i¢ tekrar ortalamasidir. Hata ¢ubuklari standart sapmalari
gostermektedir.

433. P1 ve P2 Metotlann ile Hazirlanan Nar Atig
Ekstraktlarimin Sulandirlimadan (P1-1 ve P2-1) Kullammmlarimin
B. cereus Susu Uzerindeki Antibakteriyel Etkileri

14 farkli metot ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarmin (Tablo 3.1 ve 3.2) B.
cereus susu tizerindeki antibakteriyel etkileri karsilagtirildi.

Sulandirilmadan direkt olarak kullanilan ekstrakt uygulamalarmin (P1-1 ve
P2-1) sonuglarina gore, en ¢ok E ve daha sonra D metotlarinin B. cereus susu iizerinde
antibakteriyel etkili oldugu belirlendi (Sekil 4.11).

A ve E ekstraktlan i¢in P1 metodu ile daha genis (p=0.0 ve p=0.1) zon caplar elde
edildi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: P1 ve P2 metotlar ile hazirlanan farkli nar atig1 ekstraktlarinin
sulandirilmadan (P1-1 ve P2-1) kullanimlarinin B. cereus susu tizerindeki
antibakteriyel etkileri. Her deger en az ii¢ tekrar ortalamasidir. Hata ¢gubuklari
standart sapmalar1 gostermektedir.

4.4. B. subtilis ve B. cereus Suslarimin Biyofilm Olusturma
Kapasiteleri

B. subtilis ve B. cereus suslarinin biyofilm olusumlari, 96 kuyulu
mikrotitrasyon plaginda, 570 nm’deki absorbans degerleri ile bir ELISA cihazi
(BMG LABTECH FLUOstar Omega ELISA, Offenburg, Almanya) kullanilarak
belirlendi. Uygun kosullar altinda 48 saatlik inkiibasyon sonrasi yapilan
spektrofotometrik analiz sonucunda, OD 570 nm’deki B. subtilis susunun olusan
biyofilmlerinin absorbans degerleri 0.6<As7onm<1.5 olarak, B. cereus susunun ise
0.2<As570nm<0.6 olarak tespit edildi. Buna gore, B. subtilis susunun polistiren

yiizeylerde daha giiclii biyofilm olusturabildigi belirlendi.

4.5. B. subtilis Susunun Biyofilm Olusumunun Farkh Yontemler
ile Hazirlanan Nar Ati@1 Ekstraktlan ile Onlenmesi ve Ortadan
Kaldirilmasi

B. subtilis susunun biyofilm olusumunun 6nlenmesi ve ortadan kaldirilmasi
calismalarinda denenen ekstraktlarin 1:5 ve 1:10 (v/v) oranlarinda sulandirilarak
kullanim1 tercih edildi. Ekstraktlarin sulandirilmamig (P2-1) ve 1:2 (viv, P2-2)

oranlarinda sulandirilmis 6rneklerinin yogunlugu ve renginin koyulugundan dolay1
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endiistriyel kullanimlarda tercih edilmeyecegi goéz oniinde bulunduruldu. Bundan
dolayi, P2-5 ve P2-10 ekstraktlarinin kullanimi tercih edildi.

P2 metodu ile hazirlanan farkli nar atig1 ekstraktlarinin (A-G), P1 metodu ile
hazirlanan ekstraktlara gore igerdikleri elajik asit (P1-C ve P1-D harig) ve
punikalajin miktarlarinin (P1-C hari¢) daha yiiksek oldugu (Sekil 4.1) ve bu
ekstraktlarin daha yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi belirlendi. Bundan dolayi,
biyofilm calismalarinda, P2 metodu ile elde edilen ekstraktlarin kullanimi tercih
edildi.

4.5.1. B. subtilis susunun Biyofilm Olusumunun P2 Ekstrakt ile
Onlenmesi ve Ortadan Kaldirilmasi

B. subtilis susunun biyofilm olusumunun énlenmesi: B. subtilis susunun biyofilm
olusumunun 6nlenmesi en fazla P2-E ekstrakti ile %80 oraninda gergeklesti. P2-5 oraninda
sulandirilarak kullamilan ekstraktlarin (A-G), %55-80 oranlarinda B. subtilis susunun biyofilm
olusumunu 6nlemede etki gosterdigi belirlenirken, bu ekstraktlarm P2-G hari¢ %57 oraninda
biyofilm olusumunu ortadan kaldiran klor soliisyonuna (K) gore daha etkili olduklar belirlendi
(Sekil 4.12).

P2-10 oraninda sulandirilarak kullanilan ekstraktlarm (A-G) %37-67 oranlarinda B.
subtilis  biyofilmlerini 6nledikleri belirlendi. P2-10 sulandirma oranlarinda kullanilan
ekstraktlar arasinda, P2-A (%67) ve P2-D (%64) ekstraktlarimin en yiiksek etkiyi gosterdikleri
ve klora (%57) gore daha etkili olduklari gozlemlendi. (Sekil 4.12). Ekstraktlarin sulandirma
oranlarinin artmast ile birlikte B. subtilis susunun biyofilmlerinin 6nlenmesinde daha az etkili
olduklar saptandh.

B. subtilis susunun biyofilm olusumunun, en etkili bir sekilde P2-A ekstraktinin, P2-10
orani ile %67 oraninda ortadan kaldirdig belirlendi. B. subtilis susunun biyofilm olusumunun
ekstraktlarm P2-5 sulandirma orani ile %36-64 arasinda ortadan kaldirilldigr ancak klora gore
(%66) daha zayif etkiye sahip olduklan gozlemlendi (Sekil 4.13). P2-10 oraninda
sulandilarak kullanilan ekstraktlar ile de, P2-A ekstrakti (%67), klora (%66) gore daha etkili
olurken, P2-10 oraminda sulandirilarak kullanilan diger ekstraktlar (B-G) %36-54 B. subtilis
biyofilmlerini ortadan kaldirarak klora gore daha zayif etkili olduklart belirlendi (Sekil 4.13).
Ekstraktlarin sulandirma oranlarmin artmasi ile birlikte, B. subtilis susunun biyofilm
olusumunun giderilmesinde ekstraktlarin etkisinin azaldig1 gdzlemlendi.
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Sekil 4.12: P2 metodu ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) farkli sulandirma
oranlarmin (P2-5 ve P2-10), B. subtilis susunun biyofilm olusumunun énlenmesi
tizerindeki etkisi (%) (K: Klor soliisyonu). Her deger en az ii¢ tekrar ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.
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Sekil 4.13: P2 metodu ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) farkli sulandirma
oranlarmin (P2-5 ve P2-10), B. subtilis susunun biyofilm olusumunun ortadan
kaldirilmasi tizerindeki etkisi (%) (K: Klor soliisyonu). Her deger en az ii¢ tekrar
ortalamasidir. Hata ¢cubuklari standart sapmalar1 gostermektedir.
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4.6. B. cereus Susunun Biyofilm Olusumupun Farkh Yontemler
ile Hazirlanan Nar Atig1 Ekstraktlan ile Onlenmesi ve Ortadan
Kaldirilmasi

B. cereus susunun biyofilm olusumunun Onleme ve ortadan kaldirma
calismalarinda, denenen ekstraktlarin 1:5 (P2-5, v/v) ve 1:10 (P2-10, v/v) oranlarinda
sulandirilarak kullanildi.

P2 metodu ile elde edilen ekstraktlarin (A-G) P1 metodu ile elde edilen
ekstraktlara oranla daha yiiksek miktarlarda fenolik bilesik igerdigi ve bu
ekstraktlarin daha yiiksek antibakteriyel etkiye sahip oldugu gézlemlendi. Bundan
dolayi, biyofilm calismalarinda P2 metodu ile elde edilen ekstraktlarin kullanimi

tercih edildi.

4.6.1. B. cereus susunun Biyofilm Olusumunun P2 Ekstrakti ile
Onlenmesi ve Ortadan Kaldirilmasi

B. cereus sugunun biyofilm olusumunun onlenmesi: B. cereus susunun biyofilmlerinin
olusumunun 6nlenmesinde en etkili sonug, %79 Onleme gosteren P2-E ekstraktimn P2-5
oraninda sulandirilarak kullamlmast ile elde edildi. B. cereus susunun biyofilm olusumunun
klor soliisyonu ile %60 oraninda 6nlendigi, P2-5 sulandirma oranlar1 kullanilarak uygulanan
ekstraktlar ile de %54-79 oranlar arasinda dnlendigi belirlendi. Klora gore daha yiiksek sonug
veren bu ekstraktlar arasinda en yiiksek etki (%79) P2-D ekstrakti ile belirlendi. En diisiik etki
ise klora gore daha zayif etki gosteren P2-B ekstrakti ile belirlendi (Sekil 4.14).

P2-10 oranlarinda sulandirilarak kullamlan ekstraktlarin (A-G) B. cereus biyofilmlerini
%55-73 oranlarinda onledikleri belirlendi. Klora gére (%60) daha etkili sonuglar1 veren
ekstraktlar arasinda en yiiksek etki (%73) P2-D ile gozlemlendi. En diisiik etkiyi gosteren P2-B
(%59) ve P2-C (%55) ekstraktlarinin klora gore daha zayif etkiye sahip olduklart belirlendi
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: P2 metodu ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) farkli sulandirma
oranlarmin (P2-5 ve P2-10), B. cereus susunun biyofilm olusumunun dnlenmesi
tizerindeki etkisi (%) (K: Klor soliisyonu). Her deger en az {i¢ tekrar ortalamasidir.
Hata ¢ubuklar1 standart sapmalar1 gostermektedir.

B. cereus susunun biyofilm olusumunun ortadan kaldiilmasi: B. cereus susunun
biyofilm olusumunun ortadan kaldirlmasinda, ekstraktlarm P2-5 oraninda sulandirilarak
kullanimu ile %73-83 arasinda etkili olduklart gézlemlenirken, bu ekstraktlarn klora (%71)
gore daha etkili bir sekilde biyofilm olusumunu ortadan kaldirdiklari belirlendi (Sekil 4.15).
P2-10 oraminda hazirlanan ekstraktlarm ise B. cereus susunun biyofilm olusumunu %59-79
oranlarimda ortadan kaldirabildigi belirlendi. P2-D (%79) ve P2-C (%78) ekstraktlarinin klora
gore daha yiiksek etkiye sahip oldugu belirlenirken, en diisiik etki P2-A (%59) ekstrakti ile
belirlendi. Ekstraktlarin sulandirma oranlarmin artmast ile birlikte B. cereus susunun biyofilm
olusumunun 6nlenmesindeki etkisinde belirgin bir azalmanin olmadig1 gozlemlendi (Sekil
4.15).
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Sekil 4.15: P2 metodu ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) farkli sulandirma
oranlarmin (P2-5 ve P2-10), B. cereus susunun biyofilm olusumunun ortadan

kaldirilmasi tizerindeki etkisi (%) (K: Klor soliisyonu). Her deger en az ii¢ tekrar

ortalamasidir. Hata ¢cubuklari standart sapmalar1 géstermektedir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, iilkemizde kolay ve bol miktarda iiretimi yapilan Hicaz
narimnin, meyve suyu isleme sanayinde olusan atik kisimlarindan biyoaktif bilesiklerin
farkli ekstraksiyon metotlari ile eldesi ve elde edilen ekstraktlarin B. subtilis ve B.
cereus suslart Ttzerinde dogal antibakteriyel ve antibiyofilm ajan1 olarak

kullanilabilirligi arastirtlmistir. Bu kapsamda;

e Farkli oranlarda Hicaz nar1 atigi tozu (P1, 1:10; P2, 1:20; w/v),

e Farkli ¢oziiciiler (A: etanol-120 dakika, B: etanol-30 dakika, C: metanol, D:
etanol ve HCI, E: metanol ve HCI, F: aseton, G: su) ve

e Farkli ekstraktlarin farkli sulandirma oranlar1 (1:2, 1:5, 1:10, 1:25)

kullanilarak denemeler yapilmistir.

Bu dogrultuda, dncelikle nar tozu miktarinin, farkli ¢oziiciiler kullanildiginda
elde edilen ekstraktlarin iceriklerine olan etkileri arastirilmistir. Bunun ig¢in de, farkli
oranlarda (P1 ve P2) nar tozu igeren ekstraktlar hazirlanmistir. Daha sonra kullanilan
farkli ¢oziiciilerin (A-G), elde edilen ekstraktlarin igerikleri tizerindeki etkileri de
incelenmistir. Ayrica elde edilen ekstraktlarin hangi konsantrasyonda en fazla
antibakteriyel ve antibiyofilm etkiye sahip olduklarini belirlemek igin de farkli
sulandirma oranlart kullanilmistir. Ekstraksiyon yontemleri arasinda, ¢oziicii olarak
etanol kullanildiginda; P1 ve P2 metotlar: ile hazirlanan nar atig1 karisimlariin ayni
sicaklikta, farkli iki siire (30 dakika ve 120 dakika) ile ultrasonik su banyosunda
ekstraksiyonunun yapilmasi ile fiziksel parcalama siiresinin elde edilen nar atigi
ekstraktlarinin icerikleri tizerindeki etkileri de arastirilmustir.

Elde edilen ekstraktlarin igeriklerinin belirlenmesinde ise TLC ve HPLC
metotlar1 kullanilmstir.

Ekstraktlarin igerdigi fenolik bilesikler, TLC ve HPLC analizleri ile
aragtirtlmistir. Ayrica, TLC uygulamasiyla fenoliklerin belirlenmesinde en etkin
goriintlinlin eldesi i¢cin 8 farkli yiiriitiici faz (MP1-MPS8) incelenmistir. Bunlar
arasindan en iyi goriintiillemenin MP5 (Yiiriitiicii faz 5) metodu (EtAs: GA: FA: Ds,
100:11:11:10, v/v) ile saglandig belirlenmistir.

Tiirkyilmaz ve arkadaslar (2017) tarafindan farkli nar kisimlarinin ekstraksiyonu igin
aseton, metanol, etanol ve su kullanildiginda en yiiksek fenolik madde ve antioksidan
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miktarlarm %70 aseton ¢ozeltisi ile elde etmislerdir. Benzer sekilde, bizim ¢alismamizda da
¢oziicii olarak %70 aseton kullanimimin P1 metodu ile hazirlanan ekstraktlardan fenolik bilesik
eldesinde oldukga etkili oldugu belirlenmistir. Bununla beraber, P2 metodu ile farkh ¢oziiciiler
(A-G) kullanilarak hazirlanan ekstraktlar arasinda ise punikalajin ve elajik asit miktarlar1 en
fazla P2-D (etanol ve %37°1ik HCl igeren) ekstraktinda belirlenmistir.

Ekstraksiyon siiresinin etkisinin belirlenmesi i¢in, 50°C’deki ultrasonik su
banyosunda farkli ekstraksiyon siireleri ile hazirlanan P1-A ve P2-A (120 dakika) ile
P1-B ve P2-B (30 dakika) ekstraktlariyla degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore; punikalajin miktar1 P1 metodu kullanildiginda en fazla P1-B (%2) ile, P2
metodu kullanildiginda ise en fazla P2-A (%]11) ile elde edilmistir. Elajik asit
miktarinda ise P1 metodu kullanildiginda en fazla (%3.1) P1-A ile, P2 metodu
kullanildiginda ise en fazla (%11.4) P2-A ile tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, ultrasonik su banyosunda ekstraksiyon siiresinin arttirilmasi ile fenolik
bilesiklerin miktarlarinda belirgin ve anlamli bir fark olmadigi gozlemlenmistir
(p>0.05). Bu nedenle, endiistriyel kullanimlar i¢in en uygun ekstraksiyon siiresinin
30 dakika olarak dnerilebilecegi belirlenmistir.

HPLC analiz yontemi ile belirlenen fenolik bilesiklerin miktarlart 6zetle, punikalajin
miktarinin genellikle P2 ekstraktlarinda P1 ekstraktlarina gore (P1-C hari¢) daha fazla oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Benzer sekilde elajik asit miktarminda yine P2 ekstraktlarinda P1
ekstraktlarma gore (P1-C ve P1-E hari¢) daha fazla oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Buna
gore, nar tozuna eklenen ¢oziicli miktarinin artmasi ile daha fazla fenolik bilesigin
aciga ciktig1 belirlenmistir.

Ekstraktlarin organik asit igeriklerinin belirlenmesi i¢in kullanilan HPLC
sonuclarina gore; en fazla malik asit igerigi, P2-E (%3.2) ekstrakti ile, en fazla sitrik
asit igerigi ise P2-D (%].1) ekstrakti ile tespit edilmistir (Tablo 5.1). Boylece,
organik asit miktarlarinin P2 metodu ile hazirlanan ekstraktlarda P1 metodu ile
hazirlananlara gére daha fazla oldugu belirlenmistir (p<0.05). Buna gore, yine
fenolik bilesiklerde oldugu gibi organik asitlerin ekstraktlardan eldesinde daha az nar
tozunun kullaniminin nar tozunun ¢6ziicii ile daha etkin bir sekilde temasi ile daha

etkili olabildigi 6n goriilmiistiir.
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Tablo 5.1: Farkli ekstrakt metotlar1 (P1 ve P2) kullanilarak elde edilen ekstraktlar
arasindan (A-G) en fazla miktarda fenolik bilesik ve organik asit i¢eren ekstraktlar.

Fenolik Bilesikler Organik Asitler
Punikalajin Elajik asit Malik Asit Sitrik Asit
P1 P1-F (%7.3) P1-F (%11.3) P2-E (9%0.9) P1-D (%0.9)
P2 P2-D (%14) P2-D (%17.2) P2-E (%3.2) P2-D (%1.1)

P1 ve P2 metotlar1 ile hazirlanan farkli ekstraktlar (A-G) arasinda, B. subtilis
tizerindeki en yiiksek antibakteriyel etki P1-E (34 mm) ve P2-E (36 mm)
ekstraktlarinin sulandirilmadan direkt olarak kullanilmasi (P1-1 ve P2-1) ile elde
edilmistir (Tablo 5.2). P1 ve P2 metotlar1 ile elde edilen nar atig1 ekstraktlarinda
sulandirma artis1 ile birlikte olusturduklari inhibisyon zon ¢aplarinda diisiisiin
gerceklestigi belirlenmistir.

P1 ve P2 metotlar1 ile hazirlanan farkli ekstraktlar (A-G) arasinda, B. cereus
tizerindeki en yiiksek antibakteriyel etki yine P1-E (33 mm) ve P2-E (35 mm)
ekstraktlariin P1-1 ve P2-1 oranlar ile elde edilmistir (Tablo 5.2). B. cereus
tizerindeki antibakteriyel etkide de, B. subtilis’te gozlemlendigi gibi, ekstraktlarin

sulandirilma oranlari arttik¢a azalma gériilmiistiir.

Tablo 5.2: Farkli ekstrakt metotlar1 (P1 ve P2) kullanilarak hazirlanan nar atigi
ekstraktlarinin B. subtilis ve B. cereus suslar1 iizerindeki belirlenen en yiiksek
antibakteriyel etkileri (mm).

Antibakteriyel Etki

B. subtilis B. cereus
P1 P1-E, P1-1 (34 mm) P1-E, P1-1 (33 mm)
p2 P2-E, P2-1 (36 mm) P2-E, P2-1 (35 mm)

Calismada, farkli oranlarda karistirilan (P1 ve P2) ve farkli yontemler ile elde

edilen nar atig1 ekstraktlarinin (A-G) fenolik bilesik (punikalajin ve elajik asit) ve
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organik asit (malik asit ve sitrik asit) i¢eriklerinin miktarlart belirlenmistir. Fenolik
bilesik ve organik asit i¢eriklerinin P2 metodu ile hazirlanan ekstraktlarda miktarca
daha zengin oldugu, B. subtilis ve B. cereus suslari tizerinde en yiiksek antibakteriyel
etkilerin de P2 ekstraktlar1 ile elde edildigi belirlenmistir. Bu sonuglardan yola
cikarak, nar ati@i ekstraktlarmin B. subtilis ve B. cereus suslari iizerindeki
antibiyofilm etkilerinin denemelerinde, P2 metodu ile hazirlanan ekstraktlarin
kullanimi tercih edilmistir. Ayrica, biyofilm calismalarinda denenen ekstraktlarin 1:5
(P2-5, viv) ve 1:10 (P2-10, v/v) oranlarinda sulandirilmis orneklerinin kullanimi
tercih edilmistir. Bunun sebebi, ekstraktlarin sulandirilmamis direkt hallerinin (P2-1)
koyu renkli olmasi ve endiistriyel kullanimlarda uygun olmamasidir. Ayrica,
endiistriyel kullanimlarda en diisiik maliyet ile en etkili ¢6ziime ulasmak esas alindig1
icin daha fazla sulandirilmis ve renk koyulugu goéstermeyen P2-5 ve P2-10
ekstraktlarinin kullanimi tercih edilmistir.

Hazirlanan ekstraktlarin antibiyofilm etkileri degerlendirildiginde, P2 metodu
ile hazirlanan farkli ekstraktlar (A-G) ile B. subtilis susunun biyofilm olusumunun
onlenmesinde en yiiksek etki, P2-E (%80) ekstraktinin P2-5 oraninda sulandirilarak
kullanimi ile elde edilmistir. P2 metodu ile hazirlanan farkli ekstraktlar (A-G) ile B.
subtilis susunun biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmasinda ise, en fazla P2-10
oraninda sulandirilarak kullanilan P2-A (%67) ekstraktinin etkili oldugu gortilmiistiir
(Tablo 5.3).

P2 metodu ile hazirlanan farkli ekstraktlar (A-G) arasinda B. cereus susunun
biyofilm olusumunun en fazla (%79) P2-5 oraninda sulandirilarak kullanilan P2-D
ekstrakti ile Onlendigi, B. cereus susunun biyofilm olusumunun ortadan
kaldirilmasinda ise en fazla antibiyofilm etkinin (%83) P2-5 oraninda sulandirilarak
kullanilan P2-D ekstrakti ile tespit edilmistir (Tablo 5.3).
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Tablo 5.3: P2 metodu ile hazirlanan nar atig1 ekstraktlarinin B. subtilis ve B. cereus
suslar1 tizerindeki belirlenen en yiiksek antibiyofilm etkileri (%).

Antibiyofilm Etki

Biyofilm Olusumunu Onleme Biyofilm Olusumunu Ortadan Kaldirma

B. subtilis B. cereus B. subtilis B. cereus
P2 P2-E, P2-5 P2-D, P2-5 P2-A, P2-10 P2-D, P2-5
(%80) (%79) (%67) (%83)

Bu tez ¢aligmasindaki sonuclar dogrultusunda, kullanilan farkli ekstraktlar
arasinda ozellikle P2-E ekstraktinin, ardindan P2-D (etanol-asit), P2-A (etanol) ve
P2-C (metanol) ekstraktlarinin gida patojeni olan Gram pozitif B. subtilis ve B.
cereus suslar iizerinde oldukga giiglii antibakteriyel etki ve polistiren yiizeyler
tizerinde de giiglii antibiyofilm etki gosterdikleri belirlenmistir.

P2-E ekstraktinin sulandirtlmadan direkt kullanimi ile B. subtilis ve B. cereus
suslar1 iizerinde gozlemlenen antibakteriyel etkileri, gentamisin antibiyotigine gore
daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu da elde ettigimiz ekstraktlardaki biyoaktif
bilesiklerin antibakteriyel etkisinin 6nemini gostermistir.

Elde edilen sonuglar ile, nar atig1 ekstraktlarinin dogal bir antibakteriyel ve
antibiyofilm ajam1 olarak kullanilabilecegini ve endiistride siklikla kullanilan
dezenfektanlara gore iyi bir alternatif olabilecegini gostermektedir.

Endiistride biyofilm olusumunun giderilmesi i¢in siklikla klor (200ppm)
kullanilmaktadir. Klor bilesikleri; glukoz metabolizmasinda goérev alan enzimleri
inhibe edici ve hiicresel proteinleri okside edici 6zelliklere sahiptir. Bu bilesikler,
membran proteinleri ve lipidler ile etkilesime gegcerek membran gecirgenliginin
artmasina sebep olmaktadir [Ghandbari et al., 1983], [Noss et al., 1983], [Virto et al.,
2005]. Fakat endiistride dezenfeksiyon isleminde yaygin olarak kullanilan bu
bilesikler, sudaki organik maddeleri oksitleyerek kanserojenik trihalometanlar1 ve
haloasetik asitleri olusturabildiklerinden dolay1 biyofilm kontroliinde alternatif ve
giivenilir yeni dogal ajanlara ihtiya¢c duyulmaktadir [Sadiq and Rodriguez, 2004],
[Gomez-Lopez et al., 2013], [Van Haute et al., 2013], [Waters and Hung, 2014].
Dogal antibakteriyel ve antibiyofilm ajani olarak etkili bir alternatif sunan fenolik
bilesiklerin ve organik asitlerin etkilerini pH’1 diisiirmeleri, makromolekiillerin

sentezinin ve hiicre membran transport sisteminin aksamalarina sebep olmalari gibi
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birtakim reaksiyonlar sayesinde sagladiklart belirtilmektedir [Ricke, 2003], [Neal-
McKinney at al., 2012], [Ramos-Villarroel et al., 2015]. Bu sebeple, fenolik
bilesikler ve organik asitler, yaygin olarak kullanilan klorlu bilesiklere iyi birer
alternatif sunmaktadir. Bu ¢alismada yapilan biyofilm denemelerinde, elde ettigimiz
nar atig1 ekstraktlarinin biyofilm olusumunu 6nleme ve ortadan kaldirmada 6zellikle
P2-D ve P2-E ekstraktlarinin, kullanilan 200 ppm klor soliisyonuna goére daha etkili
sonu¢ verdikleri belirlenmistir.

Bugiline kadar nar atig1 ekstraktlari ile yapilan giincel ¢alismalarda, farkli nar
atig1 ekstraktlarinin B. subtilis ve B. cereus suslar1 iizerindeki antibakteriyel ve
antibiyofilm etkilerinin incelendigi bilinen bir g¢aligma heniiz mevcut degildir.
Ceylan ve Alic (2015) tarafindan yapilan bir caligmada, etanol ekstrakti ile elde
edilen Allium orientale (dogu sogani) ekstraktinin B. subtilis ATCC 6633 susunun
biyofilm olusumunu %31.63+5.49 oraninda Onledigi belirtilmistir.  Bizim
calismamizda ise, etanol ile hazirlanan nar atigi ekstraktlari ile B. subtilis ve B.
cereus suslarinin biyofilm olusumlarimin  %80’a varan oranlarda Onlendigi
belirlenmistir. Tiirkyllmaz ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada;
metanol, etanol, su ve aseton kullanilarak elde edilen nar ekstraktlarinda fenolik
bilesik icerigi olarak, bizim ¢alismamizda da belirlendigi gibi, punikalajin ve elajik
asit igerikleri belirlenmistir. Tiirkyllmaz ve arkadaglari tarafindan denenen nar
ekstraktlarinin S. aureus {iizerindeki antibakteriyel etkisinin 20.19+0.33 mm, B.
megaterium tizerinde ise 13.32+0.32 mm oldugu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda
ise, metanol ile elde edilen nar atigi ekstraktlari ile B. subtilis ve B. cereus suslari
tizerinde 20 mm’yi gegen inhibisyon zon ¢aplart gézlemlenmistir. Ayrica, metanol ve
asit karisimi kullanilarak elde edilen ekstraktimiz ile gozlemlenen antibakteriyel
etkinin, sadece metanol kullanilarak hazirlanan ekstraktlara gore %80’e varan
oranlarda artis gosterdigi belirlenmistir. Yine metanol-asit kullanilarak elde edilen
ekstraktin, sadece metanol kullanilarak elde edilen ekstrakt kadar antibiyofilm etkiye
sahip oldugu hatta bazi ekstrakt uygulamalarinda %]15’e varan oranlarda artis
gosterdigi belirlenmistir.

Al-Zoreky (2009) tarafindan nar ekstraktinin antibakteriyel etkisi ile ilgili
yapilan baska bir ¢alismada, su kullanilarak elde edilen nar ekstraktlarinin B. subtilis
tizerindeki antibakteriyel etkisinin 15 mm inhibisyon zon ¢ap1 seklinde belirlendigi
belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda da, su kullanilarak elde edilen ekstrakt ile B.

subtilis lizerinde 15 mm ve B. cereus lizerinde 17 mm inhibisyon zon caplar tespit
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edilmistir. Bu sebeple, su kullanilarak hazirlanan nar atig1 ekstraktimizin benzer
sekilde Al-Zoreky tarafindan yapilan calismada kullanilan ekstrakt kadar etkili
oldugu belirlenmistir.

Tiirkyilmaz ve arkadaglar1 (2017) tarafindan yapilan ayni ¢alismada, aseton
ve etanol kullanilarak nar ekstraktlar1 elde edilmis ve bu ekstraklarin aseton
kullanilarak hazirlanmasi ile S. aureus izerinde 20.40+0.30 mm, B. megaterium
tizerinde 14.40+0.29 mm antibakteriyel etki gosterdigi, ekstraktlar etanol kullanilarak
hazirlandiginda ise S. aureus iizerinde 19.77+0.36 mm, B. megaterium {izerinde de
14.06+0.21 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda
ise; ekstraktlar aseton kullanilarak hazirlandiginda, B. subtilis tizerinde 22 mm ve B.
cereus tiizerinde 17 mm inhibisyon zon ¢aplari olusturdugu, etanol ile ekstrakt
hazirlandiginda ise, B. subtilis iizerinde 23 mm, B. cereus iizerinde de 24 mm’ye
varan inhibisyon zon c¢aplari olusturdugu tespit edilmistir. Bundan dolayi, bu
calismada hazirlanan ekstraktlarin oldukca daha yiiksek antibakteriyel etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Etanol ve asit karigim1 kullanilarak elde edilen ekstraktimizda
ise antibakteriyel etkinin, sadece etanol kullanilarak hazirlanan ekstraktlara gore
%45’¢ varan oranlarda artis gosterdigi ancak antibiyofilm etkide etanol-asit
kullanilarak hazirlanan ekstraktin etkisinde, sadece etanol kullanilarak hazirlanan
ekstrakta gore bir artisin gézlemlenmedigi belirlenmistir.

Daha 6nceden yapilan ¢alismalarda, fenolik bilesiklerin (punikalajin ve elajik
asit) ve organik asitlerin (sitrik asit ve malik asit) antibiyofilm etkilerinin S. aureus
tizerinde %100’e varan oranlarda, E. coli susunun biyofilm olusumunda ise %85’e
varan oranlarda etki gosterdikleri belirtilmistir (Tablo 5.5). Bu verilerden yola
cikarak, bu tez calismasinda, nar esktraktlar1 ile belirlenen antibakteriyel ve
antibiyofilm etkilerin, TLC ve HPLC yontemleri ile tanimlayabildigimiz veya
tanimlayamadigimiz fenolik bilesik ve/veya organik asitlerden kaynaklandigi
distintilmektedir. Ancak, nar atigi ekstraktlarinin, B. subtilis ve B. cereus suslari
tizerindeki belirlenen antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri ile i¢erdigi punikalajin,
elajik asit, malik asit ve sitrik asitin varliklar1 ve 6zellikle miktarlar1 arasinda anlamli

bir korelasyon belirlenememistir.
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Tablo 5.4: Punikalajin, elajik asit, sitrik asit ve malik asitin ¢esitli ¢calismalarda
belirlenen antibiyofilm etkileri.

Bilesik Antibiyofilm etki Kaynaklar

Punikalajin  S. aureus susunun biyofilm olusumunu Xuetal., 2017
%47-90 6nleme

Elgjik asit  S. aureus susunun biyofilm olusumunu  Bakkiyaraj et al., 2013
%45-100 onleme, E. coli susunun biyofilm

olusumunu %10- 85 6nleme

Sitrik asit E. coli susunun biyofilm olusumunu Akbas, 2017
%80-86 6nleme, %47-64 giderme

Malik asit E. coli susunun Dbiyofilm olusumunu Akbas, 2017
%52-68 6nleme, %39-59 giderme

Serbest halde bulunan mikroorganizmalarin kullanilan dezenfektanlara veya
antibiyotiklere karsi biyofilm icerisinde bulunduklarindan daha hassas olduklar
bilinmektedir [Stewart and Costerton 2001], [Hoiby et al. 2010]. Bu ekstraktlarin
serbest haldeki mikroorganizmalar tizerinde antibakteriyel etki saglamasinin yani sira
onlenmesi ve ortadan kaldirilmasi oldukga zor olan biyofilm olusumlari iizerinde de
antibiyofilm etkiye sahip olmasi ¢ok dnemlidir. Bu sebeple, bu tez calismasinda nar
atiklarindan elde ettigimiz ekstraktlarin antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri iizerine
durulmus ve elde edilen sonuglara gore ekstraktlarin etkili oldugu belirlenmistir.

Nar kabugu ekstraktlarinin toksik olmayan, ucuz ve kolayca hazirlanabilir
korozyon inhibitorleri olarak etkili bir sekilde kullanilabilecegi de belirtmistir
[Ashassi-Sorkhabi et al., 2015]. Bu etkinin agiklamasinda ise, ekstraktlarin i¢erdigi
organik asitlerin ylizeylerde pasif film olusturabildigi, bdylece inhibitér molekiil
gorevi yaparak korozyonu Onleyebileceklerini belirtmistir. Bu da, bu ekstraktlarin
gida endiistrisinde ekipmanlara zarar vermeden kullanilabilecegini gostermektedir.

Ileriki galismalarda, P2-E ekstraktinin birden fazla bakteri susundan olusan
kanigik kiiltiirlerin - olusturdugu biyofilmler {izerindeki etkisinin aragtirilmasi

hedeflenmelidir. Ayrica, bu ekstraktlarin Gram negatif bakteriler tizerinde de etkileri
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denenmelidir. Bu ¢aligmada, polistiren yiizeyde oldukga etkili olan bu ekstraktin (P2-
E), gida endiistrisinde ¢okg¢a kullanilan farkli yiizeyler (celik, cam, teflon gibi)
tizerindeki etkilerinin incelenmesi de endiistriyel kullanim agisindan 6nemlidir.
Ayrica endospor olusturan Bacillus cinsleri gibi ¢esitli bakterilerin sporlarinin
ortadan kaldirilmasinda bu ekstraktin etkisinin aragtirilmasi da 6nemli bir aragtirma
konusudur.

Bu tez calismasinda, nar atifi tozundan farkli metotlarla hazirlanan
ekstraktlarin  endiistriyel oOl¢ekte kullanilabilirliginin  arastirilmast  onemlidir.
Hazirlanan antibakteriyel etkili ekstraktlar basta gida koruyucusu olarak bir¢ok
alanda kullanilabilirler. Ayrica endiistride kullanilan kimyasal antibiyofilm ajanlara
iyi bir alternatif olabilirler. Bu nedenle, ¢alismalardan elde edilen sonuglar, Tiirk ve
Diinya bilimine ilgi ¢ekici veriler kazandiracaktir. EK olarak, gida sanayinde insan ve
cevre sagligi tehlikeye sokan toksik  kimyasallara alternatif dogal

antibakteriyellerin kullanimina 6nemli katkilarda bulunacaktir.
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