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OZET

Yapilan tez ¢aligmasinda, metanol ve su ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen
findik yesil kabugu ekstraktlarinin (FM ve FS) fitokimyasal icerikleri ve Bacillus
cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Streptococcus uberis ATCC
700407 ve Enterecoccus faecalis ATCC 29212 suslar lizerinde antibakteriyel etkileri
ile FM ekstraktinin antibiyofilm ve anti quorum-algilama etkinligi incelendi.
Ekstraktlar % 80 metanol veya saf su ile 50°C sicaklikta 30 dakika uygulama siiresinde
hazirlandi. Ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu yontemi, toplam
flavonoid icerikleri aliiminyum kloriir yontemi ve antioksidan etkinlikleri DPPH
radikali siipiirme aktivitelerinin tayin edilmesi ile belirlendi. Ekstraktlarin
antimikrobiyal etkinliginin incelenmesinde agar kuyu difiizyonu ve MIK yéntemleri
uygulandi. FM ekstraktinin E. faecalis susunun 24 ve 48 saatlik biyofilm olugumlarini
ortadan kaldirma etkinligi ve anti quorum-algilama aktivitesi Chromobacterium
violaceum bakterisi ile test edildi.

FM ekstraktinin toplam fenolik (FM: 17.8+1.7, FS: 11.9£1.4 mg GAE g™),
toplam flavonoid (FM: 0.4+0.1, FS: 0.2+0.1 mg QE g") igeriklerinin ve DPPH
radikali siipiirme etkinliginin (FM: 1Cs=0.75 mg mL™!, FS: ICs0=1.61 mg mL™"') FS
ekstraktindan daha yiiksek oldugu tespit edildi. FS ekstraktinin B. cereus, S. uberis, E.
faecalis bakterileri, FM ekstraktinin ise B. cereus, E. faacelis bakterileri {izerinde
gentamisine benzer veya daha fazla etki gosterdikleri goriildii. FM ekstraktinin E.
faecalis bakterisi iizerinde yiiksek antimikrobiyal etkisi (MiKs0=0.81 mg mL") oldugu
ve E. faecalis bakterisinin 24 ve 48 saatlik biyofilmlerine 5 dakika siire ile
uygulamasimin (1:8 diliisyonda, 18.4 mg mL™!) % 42 oraninda biyofilm olusumunu
ortadan kaldirdigi tespit edildi. Ayrica, FM ekstraktinin anti quorum-algilama etkinligi
gosterdigi saptandi. Bu ¢alismanin sonuglar, findik yesil kabuk esktraktlarinin gida,
kozmetik veya ila¢ endiistrileri i¢in potansiyel dogal antioksidan ve antimikrobiyal

ajan kaynaklari olabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Findik yesil kabugu, antimikrobiyal, antibiyofilm, bitkisel
ekstrakt, fitokimyasal.



SUMMARY

In the thesis study, the phytochemical contents and antibacterial effects of
hazelnut green leafy cover extracts (FM and FS) obtained by using methanol and water
were assessed. The antibacterial effect of extracts were evaluated against Bacillus
cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633 Streptococcus uberis ATCC
700407 and Enterecoccus faecalis ATCC 29212. The antibiofilm and anti quorum
sensing efficacy of FM extract was also determined. Extracts were prepared with 80%
methanol or pure water at 50 °C for 30 minutesThe total phenolic contents of the
extracts were evaluated by the Folin-Ciocalteu method, the total flavonoid contents
were evaluated by the aluminum chloride method, and the antioxidant activity was
evaluated by determining the DPPH radical scavenging activities. Agar well diffusion
and broth dilution methods were used to investigate the antimicrobial activity of the
extracts. The biofilm removal effect of the FM extract tested against E. faecalis. Anti
quorum-sensing activity was tested with Chromobacterium violaceum.

Total phenolic (FM: 17.8+1.7, FS: 11.9+1.4 mg GAE g!) and total flavonoid
(FM: 0.4+0.1, FS: 0.2+0.1 mg QE g!) contents and the DPPH free radical scavenging
activities (FM: IC5=0.75 mg mL"!, FS:ICs5p=1.61 mg mL™") of FM extract were found
to be higher than those obtained by FS extract. It was observed that the FS extract had
similar or more effects than gentamicin against B. cereus, S. uberis, E. faecalis, and
the methanol extract against B. cereus, E. faecalis. FM extract had high antimicrobial
effect (MICs0=0.81 mg mL™") against E. faecalis. It was determined that applying the
extract for 5 minutes (1:8 dilution) to the 24 and 48-hour biofilms of E. faecalis
removed the biofilm at a rate of 42 %. It was determined that the FM extract showed
anti-quorum-sensing activity. The results of this study provided evidence that hazelnut
green leafy cover extracts could be potential sources of natural antioxidant and

antimicrobial agents for the food, cosmetic, or pharmaceutical industries.

Key Words: Hazelnut green leafy cover, antimicrobial, antibiofilm, plant extract,

phytochemical.
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1. GIRIS

Son yillarda ¢esitli kaynaklardan yeni antimikrobiyal ajanlarin elde edilmesine
artan bir ilgi olugsmustur [Balouiri et al., 2016]. Bu kaynaklardan en Onemlileri
bitkilerden elde edilen fitokimyasal ajanlardir. Bitki sekonder metabolitleri olarak
bilinen, besin olarak tiiketilemeyen ancak insan sagligi icin yararh etkileri bulunan
maddelere fitokimyasallar denir. Fitokimyasallar, bitkilerin kendine has koku, tat ve
renklerinin olusumunda rol oynarlar [Demir ve Akpinar, 2020]. En bilinen
fitokimyasal bilesikler; fenolik bilesikler, flavonoidler, tanenler, terpenler ve
karotenoidlerdir. Fitokimyasallarin antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar,
antikarsinojen ve antialerjenik etkilerinin oldugu bilinmektedir [Demir ve Akpinar,
2020].

Kuruyemigler meyvenin kurutularak, tuz kullanilarak ya da kavrularak fazla
neminin uzaklastirilmasiyla elde edilen gidalardir [Apaydin, 2021]. Birgok kuruyemis
meyvesi agaclar sallandirilarak veya dallara vurularak diisiiriiliir ve toplanir. Findik,
fistik, ceviz, badem gibi kuruyemislerin meyvelerinin diglarini saran, yenilemeyen yas
ve sert kabuklar1 bulunur. Toplama isleminden sonra meyveler yas kabuktan ayrilir ve
altindaki sert kabukla birlikte kurutulur. Toplama isleminin ardindan meyvenin
disindaki yas kabuklarin birakilmasi, meyvenin diizgiince kurumamasina ve
dolayisiyla kalitenin diigmesine, kiif sorunlarina ve raf omriiniin kisalmasina neden
olur [Perry and Sibbett, 1998]. Kurutulan kuruyemisler sert kabuktan ayrilarak
cekirdekleri ¢ig olarak veya kavrularak tiiketilebilirler. Toplama isleminden sonra
olusan yas kabuk atiklar1 ve tiiketimden sonra atilan sert kabuklar gibi atiklarin ticari
degeri yoktur. Bu atiklarin hayvan yemlerine katildiklari, topraga gémiildiikleri ve
1sinma amacgh yakildiklar1 bilinmektedir. Ancak bu atiklarin kontrolsiizce yok
edilmeye calisilmasi gevre kirliligine neden olmaktadir.

Tiirkiye kuruyemis iiretimi ve tiiketimi agisindan 6nde gelen iilkelerden biridir
[Apaydin, 2021]. Findik iiretimi ve tiiketimi sonucu agi1ga ¢ok miktarlarda ¢ikan kabuk
atiklart ¢evre kirliligine sebep olabilmektedir. Bu tez calismasinda findik yesil kabugu
atigindan elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal, antibiyofilm, antioksidan etkileri ve

fitokimyasal igerikleri arastirilmistir.



1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Tiirkiye’de 2020 yilinda 665000 ton findik iiretimi yapildig1 belirlenmistir
[FAOSTAT, 2020]. Findik iiretiminde yilda 300 bin tondan fazla yesil kabuk atig1
ortaya ¢ikmaktadir [Oguzkan vd., 2016]. Hasat sonrasi olusan yan iiriinlerin (yas
kabuk, sert kabuk, ince kabuk gibi) hayvan yemlerine katildigi, topraga gomiilerek
giibre olarak kullanildig: ve sert kabuklarin 1sinma amach kullanildig: bilinmektedir.

Her yil fazla miktarlarda ac¢iga ¢ikan bu atiklarin  degerlendirilmesi,
fitokimyasallarin  ekstraksiyon ile kazanilmasi ve antimikrobiyal etkilerinin
arastirilmasi siirdiiriilebilirlik, dogal antimikrobiyaller ve ekonomi kapsamlarinda ele
alinmas1 giderek dnem kazanmistir. Bu nedenle iilkemizde de tarimi yapilan bir
kuruyemis olan findigin yesil kabugunun fitokimyasal igeriginin dogal antimikrobiyal
kaynagi agisindan incelenmesi bu tez ¢aligmasinin konusunu olusturmaktadir.

Findik yesil kabugundan elde edilen ekstraktlarin fitokimyasal igeriklerini
arastirmak amaciyla toplam fenolik icerik tayini ve toplam flavonoid icerik tayini
deneyleri yapilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerini aragtirmak amaciyla agar
kuyu difiizyonu ve minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) yontemleri
kullanilmistir, antibiyofilm etkinlik ise 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakalar
kullanilarak polistren yiizeyde olusan biyofilmlerin ortadan kaldirilmasi ¢alismalariyla

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoaktif Bilesikler ve Etkileri

Mikroorganizmalarin dogal evrimsel siireclerinde kimyasal ajanlara karsi
direng gelistirmeleri, antimikrobiyallerin arayisimi siirekli kilmaktadir. [Erdogan ve
Everest, 2013]. Antibiyotiklerin bilingsiz kullanim1 sonucu direngli patojen karakterli
mikroorganizmalar ortaya c¢ikmistir. Bu mikroorganizmalarla savagmak i¢in yeni
antimikrobiyal ajan arayisinda fitokimyasal bilesikler 6nemli bir kaynak haline
gelmistir [Demir ve Akpinar, 2020].

Gida maddelerinin oksidatif bozulmalarina kars1 sentetik antioksidanlar veya
mikrobiyal bozulmalara kars1 antimikrobiyal bilesikler gida katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir. Bu maddeler gidalan koruyarak raf ¢émriinlin uzatilmasma katki
saglarlar. Ancak son zamanlarda gida katki maddesi olarak kullanilan sentetik
antioksidan ve antimikrobiyal maddelerin yan etkilerinin oldugu tespit edilmistir
[Zoral ve Turgay, 2014]. Bu sebeple gida katki maddesi olarak kullanilabilecek dogal
kaynakli, antioksidan ve antimikrobiyal etkileri olan fitokimyasal ajanlar aragtirma
konusu olarak ilgi ¢ekici hale gelmistir.

Bitkilerde bulunan biyoaktif bilesikler, insan ve hayvanlarda farmakolojik veya
toksikolojik etkilere neden olan bitki sekonder metabolitleri olarak tanimlanmaktadir
[Bernhoft, 2010]. Bu sekonder metabolitler insanlar tarafindan tiiketildiginde saglik
acisindan olumlu etkileri goriilmektedir [Demir ve Akpinar, 2020]. Fitokimyasal
ajanlar olarak da isimlendirilen bu bilesiklerin bitkinin savunma mekanizmasinda,
aroma ve koku olusumunda rol oynadiklart bilinmektedir [Cowan, 1999].
Fitokimyasal bilesikler farkli siniflara ayrilirlar (Sekil 2.1) [Huang et al., 2016].

Fitokimyasal bilesiklerin en genis grubu fenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesikler
flavanoller, kumarinler ve fenoller gibi alt gruplara ayrilirlar [Campos-Vega and
Oomah, 2013]. Dogada 30000’den fazla fenolik bilesigin bulundugu bilinmektedir
[Atak ve Uslu, 2018]. Fenolik bilesenlerin en biiyiikk alt gruplarindan biri olan
flavonoidler, kirmizi, yesil, turuncu pigmentlerden sorumlu molekiillerdir. Diger bir
alt grup olan tanenler suda ¢oziinebilir ve yiiksek yapili bitkilerin hemen hemen
hepsinde bulunurlar. Protein ve diger makro molekiillerle capraz bag olusturma

yetenegine sahiplerdir [Atak ve Uslu, 2018]. Fenolik bilesenlerin Bacillus subtilis,
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomanas aeruginosa, Shigella spp.,
Salmonella spp., Enteroccoccus faecalis gibi gesitli bakterilerin biiylimelerini inhibe
ettigini gosteren calismalar mevcuttur [Rauha et al, 2000; Naz et al, 2007].

Bitki ekstraktlarindan cesitli fitokimyasal bilesiklerin analizinde kromatografik
yontemler kullanilabilir [Ingle et al., 2016]. Kromatografi yontemleri molekiillerin
boyutuna, sekline ve yiikiine goére ayrilma prensibine dayanir [Heftmann, 1992].
Yiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi, ince tabaka
kromatografisi gibi yontemler fitokimyasal bilesiklerin analizinde
kullanilabilmektedir [Ingle et al., 2016].

Fenolik bilesiklerin analizinde hizli ve kolay bir yontem olan Folin-Ciocalteu
yontemi tercih edilmektedir [Atak ve Uslu, 2018]. Folin-Ciocalteu reaktifi bir
fosfotungstik asit ve fosfomolibdik asit karisimidir. Alkali kosullarda olugan reaksiyon
sonucu agiga c¢ikan oksotungstat ve oksolibdat, polifenollerin konsantrasyonuyla
orantili mavi renklenme gosterir [Lemuela-Raventos, 2018]. Bu rengin 760 nm dalga
boyunda absorbansi okunabilir [Atak ve Uslu, 2018]. Folin-Ciocalteu yoOntemi
bitkilerden elde edilen ekstraktlarin igerigindeki polifenollerin analizinde ve sarap gibi
iceceklerin igerigindeki fenolik bilesenlerin analizinde kullanilmaktadir [Blainski et

al., 2013; Lee et al., 2014; Lamuela-Raventos, 2018].

—1 Karbohidratlar ——{ Monosakkariler, oligosakkaritler, seker alkoller |

- Lipitler -—{ Doymus-doymarus yaglar, yag asitleri |

-
<
T(g - Terpenoidler ——{ Karotenoidler, terpenler, terpenoidler |
<
- —
§ _{ F Blesasiil Flavonoidler, taninler, lignanlar, kumarinler, kinonlar,
% s e stillbenler, benzofuranlar, fenolik asitler
A
Alkoloidler ve
diger nitroj en Glukozinatlar, kinolonlar, amino asitler, peptitler,
— : proteinler, piirin pirimidinler, pirolidin, piperidin, indol,
1ceren izokinolin
metabolitler

Sekil 2.1: Fitokimyasal bilesiklerin siniflar1.



2.1.1. Biyoaktif Bilesiklerin Antimikrobiyal Etkileri

Fitokimyasal bilesikler hiicrenin biyokimyasal siire¢lerini dogrudan veya dolayli
yoldan etkileyerek ve hiicrenin fizikokimyasal biitiinligiinii bozarak etki etmektedir
[Erdogan ve Everest, 2013]. Baz1 fenolik bilesiklerin hiicre membranini tahrip ettigi,
enzim inaktivasyonu gerceklestirdigi, adhezinlere ve proteinlere baglandigi, metal-
iyon kompleksleri olusturdugu bilinmektedir [Cowan, 1999]. Bitkisel kaynakli malik
asit, sitrik asit gibi organik asitler hiicre i¢ci veya ortam pH’sim1 disiirerek,
mikroorganizmanin yasami ic¢in gerekli metallerle selat olusturarak, hiicre
membraninin gegirgenligini degistirip substrat taginimini bozarak antimikrobiyal etki
gosterebilirler [Demir ve Akpinar, 2020].

Farkli bilesiklerin hiicre {izerindeki etki mekanizmasi farklilik gostermektedir.
Ornegin terpenler hiicre duvarindaki lipitler ile interaksiyona girerek zarmn
gecirgenliginin artmasina neden olurlar. Herhangi bir bilesenin hiicrenin hedef
bolgesini etkilemesi hiicrede zincirleme reaksiyonlara sebep olarak bagka bir bolgenin
de tahribatina sebep olabilmektedir. Terpenlerin etkisiyle hiicre zar1 gegirgenligi artan
bir hiicrede proton hareketi ve elektron akisi etkilenir, bu durum taginim aksakliklarina
sebep olur ve hiicre igeriginin degismesine sebep olarak metabolik aktivitelere etki
eder. Tanenler ise genellikle toksik maddeler olarak bilinirler ve proteinleri ¢oktiirme
yetenegine sahiplerdir. Ozetle fenoller ve baska molekiillerle olusan kombinasyonlar
hiicrede toksik etki olusturarak farkli zincirleme reaksiyonlar ile hiicreyi genel bir
tahribata gotiirmektedir [Erdogan ve Everest, 2013].

Antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda kullanilan en yaygin yontemler disk
difiizyonu, broth ve agar diliisyon metotlaridir [Balouiri et al., 2016]. Temeli
antimikrobiyal etkisi test edilen bilesigin veya ekstraktin agara difiize olmasiyla
bakterinin biiylimesini inhibe etmesine dayanan agar kuyu difiizyonu ve disk
difiizyonu yontemleri siklikla kullanilmaktadir [Balouiri et al., 2016]. Bu yontemlerde
bakteri dokme plak veya yayma plak yontemleri araciligryla agarli besiyerine ekilir.
Agar tizerinde 6-8 mm ¢apinda kuyular agilir veya 6 mm ¢apinda steril filtre kagidi
diskleri kullanilir [Balouiri et al., 2016]. Petri kaplar1 uygun kosullar altinda inkiibe
edildikten sonra olusan inhibsiyon zon ¢aplar1 6l¢iilir. Bu yontem kullanilarak kisa
zamanda ¢ok sayida bakteri iizerinde antimikrobiyal etki taramasi yapilabilir, kolay ve

hizli uygulanmasi agisindan avantajli yontemlerdir [Balouiri et al., 2016].



Minimal inhibisyon konsantasyonu, antimikrobiyal ajanin mikroorganizmanin
biiylimesinin inhibe edildigi en diisiik konsantrasyondur. Minimal bakterisidal
konsantrasyon, antimikrobiyal ajanin mikroorganizmanin iiremesini engelledigi en
diisiik konsantrasyondur [Andrews, 2001]. Antimikrobiyal ajanin bir bakteri {izerinde
MIK degerini saptamada farkli yontemler uygulanmaktadir. Optik yogunluk 6lgme,
canli sayim1 yapma veya bakterinin metabolik aktivitesini 6lgmeye dayali yontemler
kullanilabilmektedir [Balouiri et al., 2016]. Antimikrobiyal ajanlarin bakteriler
iizerinde MIK ve MBK konsantrasyonlariin belirlenmesi bakterilerin maruz kalacag1
antimikrobiyal madde miktarinin bilinmesi agisindan 6nemlidir. Bakterinin maruz
kalmas1 gerekenden daha diigiik konsantrasyonlarda antimikrobiyal maddeye maruz

kalmas1 bakteride direng gelisimine sebep olabilmektedir [Giilmez, 2014].

2.2. Ekstraksiyon Yontemleri

Bitkisel fitokimyasallarin aciga c¢ikarilmasit i¢in kullanilan ekstraksiyon
yontemleri ¢esitlilik gosterir. Ekstraksiyon esnasinda kullanilacak c¢ozelti veya
sicaklik, sonikasyon gibi ortam degiskenleri elde edilecek ekstrakt ¢ozeltisinin
veriminde farkliliga sebep olabilir. Hedeflenen bilesik gruplarina gore yiiksek verimde
ekstraksiyon yapabilmek i¢in en uygun organik ¢oziiciiniin ve ortam kosullarinin
belirlenmesi gereklidir.

Yiksek sicakliklarda bitki dokularmin yumusamas: ve hiicre zarlarinin
etkilenmesi sonucu fenolik bilesikler ¢oziicliye kolayca ckstrakte edilebilmektedir.
Ancak yiiksek sicakliklara uzun siire maruz kalan ekstraksiyon igslemlerinde verimin
ve elde edilen fenolik igerigin diisiik oldugu goriilmistiir. Nispeten diistik sicakliklara
daha kisa siirelerde maruz birakilan ekstraktlarda ise bu sonuglarin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir [Che Sulaiman et al., 2017].

Bitkisel materyalden elde edilecek bilesiklerin zenginligi kullanilan
ekstraksiyon ¢oziiciisiine baglidir. Sulandirilmig metanol ve etanoliin, saf metanol ve
etanolden daha fazla icerigi ekstraksiyon c¢ozeltisine kattigi gdsterilmistir. Bunun
sebebi ise 6zellikle fenoliklerin polar ¢oziiciiler igerisine daha fazla ekstrakte olmasidir
[Sultana et al., 2009].

Cesitli gida atiklarindan farkli ¢oziiciilerle ekstraktlar elde edilen ve bu

ekstraktlarin fenolik madde igeriklerinin arastirildigi bir calismada; tiim bitkilerden
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elde edilen ekstraktlarda en yliksek fenolik icerigin saf su ve metanol ile elde edilen
ekstraktlarda goriildigi tespit edilmistir [Zoral ve Turgay, 2014]. Kullanilan
¢Oziiciiniin ¢esidine gore ekstrakt ¢ozeltisine gegecek farkli bilesikler bulunmaktadir
(Tablo 2.1) [Rajkumar et al., 2018]. Kullanilan bitki materyali ve ¢oziinmesi
hedeflenen bilesikler dogrultusunda ekstraksiyon ydntemine uygun ¢0ziiciiniin
secilmesi gereklidir.

Geleneksel ekstraksiyon yontemleri olarak sokslet ekstraksiyonu, maserasyon
yontemleri drnek verilebilir. Sokslet ekstraksiyonu, kati-sivi ekstraksiyon esasina
dayanir [Kutlu vd., 2017]. Kati-siv1 ekstraksiyonu genellikle organik ¢oziiciilerin
karigimlarinin veya sulu ¢ozeltilerinin bitki materyali ile dogrudan ekstraksiyonundan
olusur, bitki materyalindeki bilesiklerin bir ¢6ziicli igerisine go¢ etmesi olarak
tanimlanir [Atak ve Uslu, 2018]. Bitki materyali ekstraksiyon siiresi boyunca yiiksek
sicakliklara maruz kaldigr igin sokslet ekstraksiyonunun sicakliga hassas
materyallerde kullanim1 uygun degildir [Kutlu vd., 2017]. Maserasyon isleminde
materyal 6giitiilerek veya dogranarak boyutu kiigiiltiildiikten sonra oda sicakliginda
solvent icerisinde belli siire bekletilerek ekstrakt elde edilir [Starmans and Nijhuis,
1996]. Bu yontemin sicak ortamda gerceklestirilmesi ile ekstraksiyon verimi
artirilabilir ancak sicakliga uzun siire maruziyetin ekstraksiyon verimi diisiirdiigii
goriilmiistiir [Vergara-Salinas et al., 2012]. Geleneksel yontemler haricinde
mikrodalga aracili, ultrases destekli ve yiiksek basing destekli modern ekstraksiyon

yontemleri de gelistirilmistir [Kutlu vd., 2017].



Tablo 2.1: Coziiciiye gore ekstrakte olan fitokimyasal bilesikler.

Coziiciiler
Aseton Etanol Eter Metanol Su
Flavonoller | Alkoloidler | Alkoloidler | Antosiyaninler | Antosiyaninler
Flavonoller | Kumarinler Flavonlar Lektinler
Poliasetilenler | Yag asitleri Laktonlar Polipeptitler
Polifenoller | Terpenoidler | Polifenoller Saponinler
Steroller Saponinler Taninler
Taninler Taninler Terpenoidler
Terpenoidler Terpenoidler
Kuasinoidler
Ksantoksilinler
2.3. Antioksidanlar

Normal kosullarda insan viicudundaki serbest radikaller ve antioksidanlar
arasinda bir denge durumu vardir. Oksijen, organik molekiillerin yapi taslarindan biri
ve aerobik canlilar i¢in hayati 6neme sahip bir elementtir. Metabolik reaksiyonlarda
bulunarak reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasina sebep olabilir. Reaktif oksijen tiirleri
fagositoz gibi 6onemli faaliyetlerde rol {istlenirler. Normal durumda bulunan oksidan
antioksidan dengesinin bozulmasi sonucunda canlida oksidatif stres olusur [Evcimen
ve Aslan, 2015].

Oksidatif stres, oksidan antioksidan dengesinin bozularak bunun sonucunda
DNA, protein, karbonhidrat ve lipitlerin zarara ugramasi ve dolayisiyla bircok
hastaligin olugmasina neden olan bir durumdur [Zoral ve Turgay, 2014].

Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirerek koruyucu etki gdsteren
bilesiklerdir. Viicutta oksidatif stres olusmasi durumunda antioksidan savunma sistemi
devreye girer. Bu savunma sistemi reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek ve
olusanlarin meydana getirebilecegi hasar1 6nlemek iizere calisir. Antioksidanlar insan
viicudu tarafindan iiretilen endojen antioksidanlar ve insan viicuduna disaridan alinan
ekzojen antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Endojen antioksidanlar ayn1 zamanda insan
viicudu tarafindan iiretilen dogal kaynakli antioksidanlar olarak da bilinir. Ekzojen
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kaynakl1 antioksidanlar ise vitaminler ve ila¢ olarak kullanilan sentetik antioksidanlar
olarak siniflanabilir [Karabulut ve Giilay, 2016].

Antioksidan maddeler ekzojen ve endojen kaynakli olarak siniflandirilmasinin
yani sira, dogal ve sentetik olmak {izere de ikiye ayrilir. Sentetik baz1 antioksidanlarin
saglik icin tehlikeli olabilecegi anlasildigindan beri dogal kaynakli antioksidanlarin
arastirllmasina yogunlasilmistir [Evcimen ve Aslan, 2015]. Dogal kaynakh
antioksidanlar insan viicudunda sentezlenenler ve insan viicudunda sentezlenmeyenler
olarak ikiye ayrilir. Insan viicudunda sentezlenen antioksidanlara Siiperoksit
Dismutaz, Gluatyon-S-Transferaz, Katalaz gibi enzimler 6rnek gosterilebilir. Diger
dogal kaynakl antioksidanlara bitkisel kaynakli fitokimyasal ajanlar 6rnek verilebilir.
Fitokimyasal ajanlardan fenolik asitler, flavonoidler, katesinler gibi bilesiklerin
antioksidan etkilerinin oldugu bilinmektedir [Kasnak ve Palmutoglu, 2015].

Antioksidan bilesikler ayrica gidalarda bozulmanin ana nedenlerinden biri olan
lipid peroksidasyonu sonucu olugsan bozulma siirecini geciktirmek {iizere katki
maddeleri olarak kullanilirlar. Bu sayede serbest radikaller temizlenmekte ve gida raf
omrii uzamaktadir. Biitillenmis hidroksitoluen ve biitillenmis hidroksianisol gibi
antioksidan maddelerin toksik etkileri nedeniyle kullanimlari sinirlandirilmastir.
Sonugta sentetik antioksidanlara artik siipheli yaklasim neticesinde dogal kaynakli
antioksidanlarin gida uygulamalarinda kullanimi konusunda arastirmalara egilim
artmistir [Gllgin, 2008].

Antioksidan etkinligin tayin edilmesinde DPPH (2,2-difenil-2-pikrilhidrazil)
radikali ile uygulanan yontem kullanilabilmektedir. DPPH radikali metanol ¢ozeltisi
icerisinde stabil mor renklidir ve 515 nm dalga boyunda absorbansi okunabilir.
Antioksidan maddeden DPPH radikalinin bir hidrojen atomu almasi {izerinde radikal
DPPH>’ye indirgenerek sar1 renge doner. Bu durum 515 nm dalga boyunda absorbans

yogunlugunun kaybolmasiyla gbzlemlenir [Mishra et al., 2012].
2.4. Tez Calismasinda Kullanilan Bakterilerin Ozellikleri
2.4.1. Bacillus Suslarinin Karakteristik Ozellikleri

Bacillaceae familyasina dahil olan Bacillus cinsi bakteriler, ¢ubuk sekilli,

endospor olusturan, aerobik veya fakiiltatif aerobik olan Gram pozitif bakteriler
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grubuna giren bakterilerdir [Turnbull et al., 1996]. Tiirler arasinda koloni morfolojisi
ve boyutu ag¢isindan c¢esitlilik gosterir [Logan and Vos, 2015]. Genellikle krem, beyaz
kolonilere sahiptir fakat baz tiirlerinde sar1, pembe, siyah gibi renklerde pigmentli
kolonilere de rastlanir [Kalkan ve Halkman, 2006].

Bacillus susglarinin birgok dogal ortamda yasamalarina izin veren ¢esitli
fizyolojik yetenekler sergiledigi bilinmektedir. Psikrofillikten termofilik ve asidofilik
ve alkalifilik arasinda degisen yetenekler sergilerler. Bir¢ok Bacillus susunun
olusturdugu sporlar 1siya, radyasyona, dezenfektanlara karsi direngli oldugundan
ameliyathanelerde tibbi ve farmasotik {iriinlerde ve gidalarda kontaminasyon
nedenidir bakterilerdir [Turnbull et al., 1996]. Cogu Bacillus tiiriiniin patojenik
potansiyeli azdir ancak Sarbon hastalig1 etkeni olarak Bacillus anthracis bilinmektedir
[Logan and Vos, 2015]. Enfeksiyon hastaliklarinda ise en sik rastlanilan Bacillus
tiirlinlin ise Bacillus cereus suglart oldugu goriilmiistiir. Bu tiir bakterilerin ikincil
istilacilar olarak var olan enfeksiyonlari siddetlendirdigi bilinmektedir [Turnbull et al.,
1996].

Bacillus cereus, optimum tireme sicakligi genellikle 30°C’dir. Optimum iireme
pH’s1 7.0°dir. Bacillus tiirleri gida zehirlenmesine sebep oalabilir. Bacillus kaynakli
bir gida zehirlenmesi olay1 genellikle sporlarin pisirme veya pastdrizasyondan sonra

cogalmasi nedeniyle olusur [Kalkan ve Halkman, 2006].
2.4.2. Streptococcus Suslarimin Karakteristik Ozellikleri

Streptokoklar, hareketsiz, spor olusturmayan, cifler veya zincirler halinde
goriilebilen, cogu tirii fakiiltatif anerobik olan Gram pozitif bakterilerdir.
Streptokoklar hayvan ve insanlarin dogal florasinda, saprofit olarak suda, havada, siit
ve siit lirlinlerinde, meyve ve sebzelerde bulunabilirler. Streptokok kaynakli en 6nemli
insan hastaliklar1 arasma romatizmal kalp hastaligi, pndmoni, menenjit gibi ciddi
enfeksiyonlarm yaninda kulak enfeksiyonlari ve dis ciiriikleri gibi olgularda da
goriiliirler [Patterson, 1996; Unlii vd., 2017].

Streptokoklarin siniflandirilmasi biiyiik 6l¢iide hiicre duvar bilesenlerinin
serogrup tanimlanmasina dayanmaktadir. A, B, C, D ve G gruplar1 olarak bilinen alt
siniflardan D grubu daha sonra Enterokok olarak farkli bir bakteri tiirli olarak

degerlendirilmeye baglanmistir [Patterson, 1996].

10



Streptococcus uberis s181ir mastitisine sebep oldugu i¢in siit endiistrisinde 6nemli

bir patojen bakteridir [Kahraman, 1985].

2.4.3. Enterococcus Suslarinin Karakteristik Ozellikleri

Enterokoklar spor olusturmayan, tek kok veya zincir halde bulunabilen,
fakiiltatif anaerobik, Gram pozitif bakterilerdir. Cevresel kaynaklarda ve insan ve
hayvanlarin gastrointestinal floralarinda dogal olarak bulunurlar [Fisher and Phillips,
2009].

Enterokok tiirleri stafilokok tiirlerinden sonra hastane kaynakli enfeksiyonlarda
en sik karsilagilan tiirlerdir. Genellikle idrar yollar1 enfeksiyonlar1 ve yara
enfeksiyonlarmin etkenleridir. Enterokoklarda bircok antibiyotige karsi gelistirilen
direng rapor edilmistir bu da enfeksiyonlarin tedavisine sinerjistik antibiyotik
tedavisini gerektirmektedir [ Yavuz vd., 2006].

Enterococcus cinsi bakteriler GRAS (Generally Recognized As Safe) olarak
kabul edilmemis olmasina ragmen hayvanlarin dogal florasinda bulunmasi nedeniyle
ozellikle et ve siit lirlinlerinin fermantasyonunda kullanilan starter kiiltiirler arasinda
yer almaktadir. Fakat enterokok tiirlerinin yiiksek sicakliga olan toleransi ve zorlu
cevresel kosullarda iireyebilmeleri nedeniyle hayvansal gidalar {izerinde kolonize
olabilirler [Erginkaya vd., 2006].

Enterokoklarin patojenitesi antibiyotik direngleri ve viriilans faktorleri ile
iligkilendirilir. Ayrica E. faecalis ve E. faecium gibi yaygin Enterokok tiirleri biyofilm
olusturma kabiliyetine sahiptir [Giirkan wvd., 2021]. Biyofilm olusturarak
antimikrobiyal  ajanlara  karst1  giiclenmeleri  enfeksiyonlarinin  tedavisini

zorlagtirmaktadir.

2.5. Biyofilmler

Biyofilmler bir matris ile ¢evrili, birbirlerine ve yiizeylere yapisik durumda olan
bakteri popiilasyonlart olarak tanimlanir [Costerton et al., 1999]. Bakteri hiicreleri
dogada planktonik formda veya bir yiizeye tutunma sonrasi ¢ogalarak biyofilm
olusumu igerisinde bulunabilirler. Biyofilm yapisindaki bakteriler dogada genellikle
farkh tiirde mikroorganizmalar1 ve simbiyotik iligkileri igerir [Watnick and Kolter,
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2000; Temel ve Erag, 2018]. Biyofilm yapisinin olusumu dort basamakta meydana
gelir [Temel ve Erag, 2018].

e Tutunma

e Geri doniisiimsiiz baglanma

¢ Kolonizasyon ve mikrokoloni olusumu

e Kopma
Tutunma asamasinda hiicre yiizeyi ve tutunulan yiizey arasinda zayif geri doniistimli
van der Waals etkilesimleri olusur ve mikroorganizma canli veya cansiz bir ylizeye
geri doniisiimlii olarak baglanir [Dufour et al., 2012; Temel ve Erag, 2018]. Tutunma
gergeklestikten sonra bakteride ekstraseliiler polimerik maddelerin (EPS) sentezi
baglar. EPS’nin biyofilm yapisinin yapitasit oldugu bilinmektedir [Temel ve Erac,
2018]. Biyofilm matrisi ¢ogunlukla (% 97) sudan olusur [Zhang et al., 1998].
Polisakkaritler, proteinler, ekstraseliler DNA ve RNA ve iyonlar matris yapisinda
mevcut olabilir. Biyofilm matrisinin yapisi, biyofilm igerisindeki hiicrelerden
fizyolojik duruma, mevcut besinlerden ¢evresel kosullara ¢esitli sebeplere bagli olarak
degisiklik gosterir [Sutherland, 2001].

Geri doniisiimsiiz baglanma asamasimin ardindan bakteri hiicreleri boliiniip
cogalarak mikrokolonileri olusturur. Bakteriler sinyal molekiillerini salgilamaya
baslar ve Quorum Sensing (Quorum-algilama) sistemi devreye girer. Biyofilmin
olusumu ve olgunlagmasinin ardindan biyofilm yapisinda iist tabakada bulunan
bakteriler koparak yapidan ayrilir ve yeni biyofilm yapilari olusturmak tizere go¢ eder
[Temel ve Erag, 2018].

Biyofilm yapisinda alt kisimda lokalize olan hiicreler duragan fazdaki
planktonik hiicrelere benzer bir biiylime asamasinda goriiliirken, {list katmanlarda
lokalize olan hiicreler logaritmik biiyiime fazindaki planktonik hiicrelere benzer
[Dufour et al., 2012]. Bu durumun biyofilmlerde iist tabakadaki hiicrelerin besin ve
oksijeni tiikketmesi ve biyofilmin derinliklerine gidildikce besin ve oksijenin
azalmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Biyofilmin kimyasal
heterojenligi olarak da bilinen durum, biyofilmin farkli bolgelerinde farkli kosullarin
olusmasiyla beraberinde fizyolojik heterojenligi de getirir. Olgun biyofilmin alt
tabakalarinda anaerobik bakteriler bulunabilirken iist tabakalarda aerobik bakteriler
bulunur [Stewart and Franklin, 2008]. Bakterilerin biyofilm igerisinde ve planktonik

formlarinda farkli genlerin ifade edildigine dair kanitlar vardir. Bu duruma hiicrenin
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bir ylizeye tutunmasi sonrasi EPS materyallerini salgilayacak genlerin ifade edilmeye
baglanmasi veya Quorum-algilama sinyal molekiillerinin ortamda esik degere
ulagtiktan sonra belli genlerin ifadesini saglamak {izere c¢alismasi 6rnek verilebilir
[Kuchma and O’Toole, 2000].

Biyofilm yapisindaki bakterilerin planktonik formlarina kiyasla antibiyotiklere
100 ila 1000 kat daha fazla toleransa sahip oldugu gosterilmistir [Govan and Deretic,
1996]. Bu durum antibiyotikle tedavinin sonu¢ vermemesine ve antibiyotigin belli
konsantrasyonlarina ~ maruz ~ kalan  bakterilerin direng gelistirmesini
tetikleyebilmektedir [Temel ve Erag, 2018]. Biyofilmlerin antibiyotige direng
mekanizmasini agiklamak {izere EPS matrisinin bir bariyer gibi davranarak biyofilm
yapisini korudugu ve biyofilm igerisindeki hiicreleri antibiyotiklere kars1 korudugu
one siiriilmiistiir [Dufour et al., 2012].

Biyofilmler antibiyotiklere ve antimikrobiyal ajanlara diren¢ gostermesi
sebebiyle tibbi, endiistriyel ve ¢evresel ortamlarda problemlere neden olurlar
[Costerton et al., 1995]. Kullanilan tibbi cihaz veya biyomateryalde biyofilm olusumu
hastalar i¢in enfeksiyon kaynagi olmakla birlikte cihazda da fonksiyon kaybi1 olusturur
[Temel ve Erag, 2018]. Biyofilm enfeksiyonlarimi 6nlemede iki 6nemli yaklasim
vardir. Bunlar biyofilm olusumunun engellenmesi veya olusmus biyofilmin

uzaklagtirilmasidir [Altinok vd., 2018].

2.5.1. Gida Sanayinde Biyofilmler

Patojenik mikroorganizmalar gida yiizeylerine, ekipmanlarma ve isleme
ortamlarina yapisarak biyofilm olusturabilirler [Shi and Zhu, 2009]. Biyofilm
icerisindeki bakteriler planktonik formlarma goére antimikrobiyal ajanlara direng
gostermektedir, gida temasl yiizeylerde yapilan dezenfeksiyon islemlerinin de
planktonik formdaki bakterileri etkisiz hale getirmesine ragmen biyofilm i¢erisindeki
bakterileri tamamen yok edemedigi tespit edilmistir [Wirtanen et al., 1996; Shi and
Zhu, 2009].

Gida temasl yiizeylerde temizlik ve dezenfeksiyon kontaminasyonun oOniine
gecilmesinde iki temel adimdir. Uygun sekilde temizlenmemis ekipmanlar
dezenfektanin organik maddelere baglanmasi sebebiyle uygun sekilde sterile

edilemez. Ayrica temizleyici ve dezenfektan kalintilar1 gida maddelerine bulasarak
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insanlar ve ¢evre {lizerinde toksik etkiye sebep olabilir [Dosti et al., 2005]. Gida temash
yiizeylerde dezenfeksiyon isleminde durulama yapilmayacak durumlarda kullanimina
izin verilen maksimum diizey 200 ppm olmak iizere klor en yaygin kullanilan
dezenfektanlardan biridir [Schmidt, 1997]. Endiistride 50-200 ppm aras1 hipoklor6z
asit ve hipoklorit gibi klorlu bilesikler maksimum maruz kalma siiresi 5 dakika olmak
iizere uygulanir [Goodburn and Wallace, 2013; Meireles et al., 2016]. 5 dakikadan
daha uzun siirelerde yikama yapilmasinin mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasini
arttirmadig1 gosterilmistir [Adams et al., 1989].

Klorlu bilesikler toksik yan iirlinler olusturarak kalintilar birakmasi ve boylelikle
cevre ve insan sagligina olumsuz etkileri sebebiyle bazi lilkelerde yasaklanmistir. Bu
sebeple klora alternatif dezenfektanlarin ve dezenfeksiyon yontemlerinin arastirilmasi
giindemde olan bir konu haline gelmistir [Meireles et al., 2016].

Farkl bitki ekstraktlarinin gida patojeni bakterilerin olusturdugu biyofilmlerin
kontrol edilmesinde potansiyel etkileri arastirilmigtir [Nostro et al., 2016]. Fenolik
bilesiklerin farkli bakterilerin olusturdugu biyofilmler iizerinde inhibe edici etkisi

oldugu yapilan farkli ¢aligmalarla tespit edilmistir [Slobodnikova et al., 2016].

2.5.2. Quorum-Algilama

Quorum-algilama (Cogunlugu algilama) biyofilm igerisindeki bakterilerin
sinyal molekiilleri iiretip salgilamasiyla olugan hiicre-hiicre iletisiminin bir 6rnegidir
[Fuqua et al., 1994]. Minimim popiilasyon birimi algilama olarak bilinen, bakteri
hiicrelerinin biyofilm yapisinda popiilasyon yogunlugunu saptamasina yarayan
cogunlugu algilama sistemi, yapinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu sistem
sayesinde bakteriler degisen besin kaynaklarina uyum saglar ayrica enfeksiyon
sirasinda cesitli viriilans faktdrlerinin regiilasyonunu diizenleyerek konak immiin
yanitindan kacabilir [Temel ve Erag, 2018]. Cogunlugu algilama biyoliiminesansi,
viriilans faktorlerin ifadesini, biyofilm olugumunu, sporulasyonu diizenlemede rol
oynar [Bassler, 2002].

Sinyal molekiilleri ortamda belli bir esik degere ulastiginda hem sinyal
molekiilinin hem de sinyal molekiili araciligiyla kontrol edilen genlerin

regiilasyonunda degisiklik goriiliir. Bu sinyal molekiilleri “Otoindiikleyiciler” olarak
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isimlendirilir. Bu sinyal molekiillerinin farkli bakteri tiirlerinde bulunan farkli siniflar
tanimlanmigstir [Bassler, 2002].

e Gram negatif bakteriler
Acil Homoserin Lakton (AHL) sinifi sinyal molekiilleri LuxI tip enzimler tarafindan
sentezlenir. Sitoplazmik olarak sentezlenen otoindiikleyiciler hiicre membranindan
difiize edilerek salgilanir. Yeterli esik saglandig1 zaman LuxR tip proteinlere baglanir
ve LuxR-AHL kompleksi hedef genlerin promotér bolgesine baglanarak
transkripsiyonu aktive eder [Bassler, 2002].

e Gram pozitif bakteriler
Otoindiikleyiciler kisa ve genellikle modifiye edilmis peptitlerden olusur. Sinyal
peptitleri hiicreden aktif olarak salinir ve hiicre membranindaki sensor proteinlerin dig
domainine baglanir. Sinyal iletimi ve hedef genlerin transkripsiyonunu kontrol eden
bir DNA’ya baglanan proteinin aktivasyonu gergeklesir. Hiicre membranindaki sensor
proteinler sinyal peptitlerine yiiksek segicilik gosterir. Dolayistyla bu mekanizma
spesifiktir [Bassler, 2002].

e Otoindiikleyici-2
Gram negatif ve Gram pozitif bakteri sinyal sistemlerinden farkli olarak bazi
bakterilerde ayrica tamimlanan bir sinyal molekiiliidiir. Ik olarak Vibrio harvei
bakterisinde kesfedilmistir ve biyoliiminesans mekanizmasinda rol oynadigi
goriilmistiir [Bassler et al., 1993]. Farkli bakterilerde de Otoindiikleyici-2 molekiilii
aracili cogunlugu algilama sistemi goriilmistiir [Altinok vd., 2018].

Sinyal molekiillerindeki bu ¢esitlilik ayn1 veya farkl tiirden mikroorganizmalar
arasi iletisim ag¢isindan 6nem tasir [Temel ve Erag, 2018]. Biyofilmle miicadelede,
biyofilmdeki mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara direngli olmasi ve
direnglerinin artabilecegi bilinmektedir. Quorum algilama gibi biyofilm olugsumunda
rol oynayan sinyal mekanizmalarmin engellenmesi biyofilm olusumunun
engellenmesinde yeni bir strateji olarak arastirilmaktadir [Brackman and Coenye
2015].

Chromobacterium violaceum, Gram negatif, viyolasein pigmentini sentezleyen
bir bakteridir [Lichstein and Van De Sand, 1945; Choo et al., 2006]. Viyolasein
pigmentinin iretimi vio operonu tarafindan gerceklestirilir. Bakteri tarafindan
Quorum-algilama molekiilii olarak cvil geni tarafindan sentezlenen AHL

molekiillerinin ortamda esik degere ulastiktan sonra bakteri hiicresine girip CViR
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transkripsiyon regiilatoriine baglanarak vio operonunun transkripsiyonu aktif hale
getirir [Kothari et al., 2017]. C. violaceum CV026 susu ise AHL iiretimini saglayan
cvil geni mutant bir sustur. Ureme ortamma disaridan AHL takviyesi yapilmasi
sayesinde viyolasein pigmeni iiretebilir [McClean et al., 1997; Choo et al., 2006]. Bu
sus anti-quorum-sensing  etkinligin arastirllmasinda model bakteri olarak

kullanilmaktadir [Choo et al., 2006].

2.6. Findik ve Findik Yan Uriinleri

Findik (Corylus avellana 1.) Betulaceae familyasina ait olup, diinya ¢apinda en
popiiler kuruyemislerden biridir [Bottone et al., 2019]. Findik gida sanayinde ¢ig veya
kavrulmus, tuzlanmis cerez olarak kullamilabildigi gibi ezme, un, piire haline
getirilerek findik tirlinleri olarak veya cikolata gibi iiriinlerde katki maddesi olarak
kullanilabilmektedir [Simsek ve Aslantas, 1999]. Bu ticari 6nemi yiiksek olan yemisin
iiretiminde Tiirkiye, Italya ve ABD 6nde gelen iilkeler olup Tiirkiye 2021 yilinda, %
60.6 ile diinya findik iiretiminde 6nemli bir pay sahibi olmustur [TEPGE, 2021].

Ulkemizde 6zellikle Karadeniz bélgesinde yetisen findigin iiretiminde hasattan
hemen sonra findiklar yesil kabuklarindan ve sert kabuklarindan mekanik yontemlerle
cikarilir ve i¢ findik ticari olarak kullanilir. Findigin sert kabuklarinin yakilarak 1s1
kaynagi olarak, yesil kabuklarin ise kompostlama sonrasi organik giibre olarak
kullanildig1 bilinmektedir. Fakat bunlar disinda findik yan iirtinlerinin ticari bir degeri
yoktur [Alasalvar et al., 2006]. Kavurma, parcalama, kabuk soyma ve hasat
islemlerinden sonra olusan ince zar kabuk, sert kabuk, yesil kabuk gibi yan iiriinler
biyolojik aktiviteye sahip fitokimyasal ajan kaynagi olarak ortaya stirtilmiistiir
[Bottone et al., 2019].

Literatirde findik yesil kabugu ile ekstrakt elde edilen g¢alismalarda, bu
ekstraktlarin fitokimyasal icerik bakimimdan zengin oldugu ve gallik asit, kuersetin,
elajik asit gibi bilesikleri icermekte oldugu goriilmiistiir (Tablo 2.2) [Alasalvar et al.,
2006; Cerulli et al., 2017; Cabo et al., 2020].
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Tablo 2.2: Findik yesil kabugu ile ekstrakt elde edilen ¢alismalarda analiz edilen
bilesikler.

Bilesikler Referans

Alasalvar et al., 2006
Cabo et al., 2020

Gallik asit

Protokatesik asit
Epikatesin
Kuersetin

.. . Cabo et al., 2020

Elajik asit

Luteolin

Vanilik asit

Cerulli et al., 2017

Kaempferol Cabo et al., 2020

Kafeik asit
P-kumarik asit
Alasalvar et al., 2006

Ferulik asit
Sinapik asit
Giffoninler

Sitrik asit

Metilsitratlar

Cerulli et al., 2017

Mirisetin

Literatiirde findik yesil kabugundan farkli ¢oziiciiler ve farkli yontemler
uygulanarak elde edilen ekstraktlarla (Tablo 2.3) yapilan ¢alismalarda ekstraktlarin
antioksidan [Oguzkan vd., 2016; Cabo et al., 2020; Kurtca, 2020] ve antimikrobiyal
[Oguzkan vd., 2016; Cerulli et al., 2017] aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 2.3: Literatiirde findik yesil kabugu kullanilarak elde edilen ekstraktlarin

ekstraksiyon yontemleri.

Ham Coziicii
madde miktari Ekstraksiyon yontemi Coziicii | Referans
miktar1 (g) (mL)
Su
% 80
0.24 1 70°C sicaklikta 45 dakika Metanol | Cabo et
' bekletme Asecton | al., 2020
Etil asetat
Hekzan
70 80 Alasalvar
50°C sicaklikta 30 dakika Etanol sav
10 100 ctal.,
bekletme % 80
2006
Aseton
80°C sicaklikta 30 dakika % 80 Shahidi
6 100 bekletme Etanol ctal,
ano 2007
70 80 Stirek ve
0.4 5 15 dakika ultrasonik banyoda Moetanol Biyiikkil
bekletme % 80 .
eci, 2018
Aseton
Su
100 Sokslet aparatmc}a 10-12 saat Aseton Kurtca,
ekstraksiyon 2020
Etanol
100 200 Birkag¢ giin boyunca bekletme | Su-aseton Kzuor;goa,

Literatiirde findik yesil kabugundan farkli ¢oziiciiler ve farkli yontemler

uygulanarak elde edilen ekstraktlarla (Tablo 2.3) yapilan calismalarda ekstrakt
iceriklerinin analizinde toplam fenolik ve flavonoid igerikleri arastirilmistir. Elde
edilen ekstraktlarin uygulanan ekstraksiyon yontemi ve kullanilan ekstraksiyon
coziliclistine gore farklilik gosteren konsantrasyonlarda igeriklerinin bulundugu tespit
edilmistir. Genel olarak findik yesil kabugu ekstraktlarinin fenolik iceriginin zengin

oldugu gézlemlenmistir (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4: Findik yesil kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik (mg GAE g™! (1 gramda

gallik asit esdegeri mg kuru madde miktar1) veya mg CE g™! (1 gramda katesin

esdegeri mg kuru madde miktarr) ve flavonoid igerikleri (mg CE g™').

Toplam Fenolik Igerik

Toplam Flavonoid igerik

Referans

2.240.1 mg GAE g!
10.2+0.1 mg GAE g'!
1.5£0.2 mg GAE g!
0.6+0.0 mg GAE g'!

0.2+0.0 mg GAE g!

0.8+0.0 mg CE g'!
3.8+0.1 mg CE g"!
1.4+0.1 mg CE g’!
0.5+0.0 mg CE g'!

0.4+0.0 mg CE g'!

Cabo et al., 2020

156+1 mg CE g’!

20142 mg CE g!

385+2.1 mg CE g’!

542+2.1 mg CE g’!

Alasalvar et al., 2006

127.340.7 mg CE g!

Shahidi et al., 2007

12.8 mg GAE g'!

16.83 mg GAE g'!

Siirek ve Biiyiikkileci, 2018

257.7+47.0 mg GAE g | 10.6+4.0 mg CE g

172.5+17.5 mg GAE g’! 4.2+0.6 mg CE g’! Kurtga, 2020
189.7+5.5 mg GAE g! 5.3+0.4 mg CE g'!

273.6+10.1 mg GAE g! 1.7£0.4 mg CE g’! Kurtga, 2020
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3. GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez ¢aligmasinda kullanilan agar, Mueller-Hinton Broth (MHB), Tryptic Soy
Broth (TSB) ve pepton Biolife (Milano Italya); maya &ziitii AppliChem (Barselona,
Ispanya); metanol, gentamisin siilfat, kristal viyole, Folin-Ciocalteu reaktifi,
aliminyum kloriir, sodyum kloriir, potasyum asetat, sodyum karbonat ve DPPH
radikali Merck (Darmstadt, Almanya); etanol Alkomed (Plovdiv, Bulgaristan); 0.45
pum gozenek caph filtreler Isolab (Bavyera, Almanya); petri kaplar1 FiratMed
(Tirkiye); 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakast TPP (Darmstadt, Almanya); sodyum
hipoklorit ACE (Istanbul, Tiirkiye), kuersetin ve gallik asit Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Almanya); ve findik yesil kabuklar1 bahgesinde ilaclama yapmayan yerel bir iireticiden

Agustos 2021 tarihinde (Sile, istanbul) temin edildi.
3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢aligmasinda findik yesil kabuklarinin ekstraksiyondan dnce 6giitiilmesi i¢in
mutfak tipi bir 6giitiicii (Sinbo, Scm-2934, Diizce, Tiirkiye) kullanildi. Ekstraksiyon
islemi bir sicak su banyosunda (Isolab, Ultrasonic Cleaner 621.05.001, Bavyera,
Almanya), kat1 madde ayrimi ise santrifiij cihazi (Gyrozen 1248R, Daejeon, Kore) ile
yapildi. Ekstraktlardaki ¢6ziicli ve fazla miktardaki suyun uzaklastirilmasi ise bir
evporator cihazi (Heidolph Hei-VAP, Bavyera, Almanya) kullanilarak ger¢eklestirildi.

Findik yesil kabuklarinin ve besiyeri igeriklerinin tarttminda bir hassas terazi
(Kern, Balingen, Almanya) ve besiyeri hazirlama asamasinda bir 1siticili manyetik
karistirict (IKA RH basic 2, Deuschland, Almanya) kullanildi. Bakteri hiicrelerinin
uygun kosullarda inkiibasyonu bir ¢alkalamali inkiibatér (New Brunswick Innova 42,
Hamburg, Almanya) ve bir etiiv (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Lagenselbold,
Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Gelisen bakteri kiiltiirlerinin  optik
yogunlugunu belirlemede bir spektrofotometre cihazi (Simadzu UV-1280, Dusiburg,

20



Almanya) kullanildi. Standart kimyasallarin ve ekstrakt diliisyonlarinin
hazirlanmasinda ve bulundugu kap icerisinde dip kisma ¢oken bakterilerin besiyeri
icerisinde esit olarak dagilmasinda bir hizli karistirnic1 (IKA Vortex Genius 3,
Deutschland, Almanya) kullanildi.

Ekstraktlarin toplam fenolik, toplam flavonoid igerikleri ve antioksidan
etkinliklerini incelemek icin uygulanan yoOntemlerin ve biyofilm olusumunun
absorbans degerlerini uygun dalga boyunda 6lgmek icin bir ELISA okuyucu (BMG
LABTECH FLUOstar Omega, Offenburg, Almanya) kullanildi. Tim deney
malzemelerinin ve hazirlanan besiyerlerinin sterilizasyonu bir otoklav cihazi

(Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) kullanilarak yapaildi.

3.1.3. Kullanilan Bakteri Soylari

Bu tez ¢alismasinda GTU Mikrobiyal Biyoteknoloji Laboratuvari biinyesinde
bulunan Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC 6633, Streptococcus
uberis ATCC 700407 ve Enterecoccus faecalis ATCC 29212 suslari kullanildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Kullanilan besiyerleri 121°C’de, 15 dakika boyunca otoklav cihazinda
(Hirayama Hiclave™, HVE-50, Saitama, Japonya) steril edildi ve oda sicakliginda
sogutulduktan sonra kullanilacagi zamana kadar +4°C sicaklikta saklandi. Seker igeren
besiyerinin seker icerigi besiyerinden ayri olarak otoklavlandi. Daha sonra seker
icerigi ve besiyeri steril kosullarda bir araya getirildi. Icerisinde agar bulunan
besiyerleri 17 mL hacimde steril kosullarda Petri kaplarina aktarildi. Besiyerleri

katilastiktan sonra kullanilacaklari zamana kadar +4°C sicaklikta saklandi.
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3.2.2. Bakteri Kiiltiirlerinin Saklanmasi

Kullanilan bakteri suslarmin steril Luria-Bertani kati besiyeri (LB-A) (15 g/L
agar) lizerine 6ze yardimiyla ¢izgi ekim yontemi kullanilarak ekimleri yapildi. Bacillus
tiirii bakterileri iceren petriler 30°C sicaklikta, diger bakteri tiirleri 37°C sicaklikta bir
gece etlivde (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Lagenselbold, Almanya) inkiibe
edildi. Taze kiiltiirler +4°C sicaklikta sakland1 ve iki haftada bir siklikta kiiltiirler taze

kat1 besiyeri igeren petrilere aktarildi.

Tablo 3.1: Kullanilan bakteri tiirlerinin iiremesi i¢in gereken inkiibasyon sicakligi

°O
Bakieri Inkiibasyg)n sicakligi
()
Bacillus cereus ATCC 11778 30
Bacillus subtilis ATCC 6633 30
Enterecoccus faecalis ATCC 29212 37
Streptococcus uberis ATCC 700407 37

3.2.3. Findik Yesil Kabuklarimin Ekstraksiyonu

3.2.3.1. Findik Yesil Kabuklarinin Ekstraksiyon Icin Hazirlanmasi

Findiklar1 ayiklanmis taze findik yesil kabuklari Istanbul, Sile’den Agustos
2021’de temin edildi. Taze findik yesil kabuklari tozlarindan su yardimiyla
arindirildiktan sonra kurumaya birakildi. Taze findik yesil kabuklarmin nemi gittikten

sonra paketlendi ve kullanima kadar -20°C’de sakland.
3.2.3.2. Findik Yesil Kabugu Ekstraktinin Hazirlanmasi

20 gram findik yesil kabugu ev tipi 6giitlicii (Sinbo, Scm-2934, Diizce, Tiirkiye)
yardimiyla toz haline getirildi ve 100 mL metanol:su (80:20) (FM: Findik yesil kabugu
metanol ekstrakt1) veya 100 mL distile su (FS: Findik yesil kabugu su ekstrakti) ile
karigtirildi. Bu karisimlar 30 dakika 50°C’de sicak su banyosunda (Isolab, Ultrasonic

22



Cleaner 621.05.001, Bavyera, Almanya) bekletildikten sonra [Alasalvar et al., 2006]
karigimlardaki tortu gazli bez yardimiyla siiziildii ve kalan sivilar 4000 rpm +4°C’de
10 dakika santrifiij (Gyrozen 1248R, Daejeon, Kore) edildi. Siipernatant filtre
kagidindan gecirilerek siiziildi ve elde edilen ekstrakt ¢ozeltisi evaporatore (Heidolph
Hei-VAP, Bavyera, Almanya) alinarak, 100 rpm 50 °C’de ekstraksiyon verimi her
seferinde ayn1 olacak sekilde ¢6ziicli uguruldu.

Evaporasyon islemi sonrasinda 8§ mL ekstrakt ¢ozeltisi elde edildi ve ekstraktlar
deneyde kullanilmak {izere -20°C’de saklandi. -20°C’den ¢ikarildiktan sonra tortularin
giderimi igin 4000 rpm +4°C’de 8 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 0.45 um gézenek
caph siringa filtresinden gecirilerek siiztildii.

Hazirlanan findik yesil kabugu ekstraktlart farkli oranlarda steril saf su ile

seyreltilerek Sekil 3.1°de 6zetlenen deneylerde kullanildi.

* Folin-Ciocalteu yontemi ile Toplam Fenolik igerik
Fitokimyasal igerigin e Aliminyum Kloriir yéntemi ile Toplam Flavonoid
arastiriimasi igerik
* DPPH radikali stipiirme etkinligi

Antimikrobiyal etkinligin *  Agar kuyu difiizyonu yontemi
arastinimasi ¢ Minimal inhibisyon konsantrasyonu yontemi
Antibiyofilm etkinligin ¢ Olusan biyofilmlerin ortadan kaldiriimasi galismasi
arastinlmasi * Quorum-algilama inhibisyonu etkinliginin
arastiriimasi

Sekil 3.1: Findik yesil kabugu ekstraktlariin fitokimyasal igeriginin,
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliklerinin aragtirllmasinda uygulanan yontemler.
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3.2.4. Ekstraktlarin Kuru Madde Tayini ve Ekstraksiyon Veriminin
Hesaplanmasi

Ekstrakt ¢ozeltilerinden 1 mL alinarak darasi alinan mikrofiij tiiplerine konuldu.
70°C sicaklikta etiivde (Thermo Scientific Heratherm IGS 60, Lagenselbold,
Almanya) 2 giin kurutulduktan sonra 1 mL ekstrakttaki kuru agirlik tartildi. 1 mL
ekstraktin kag gram oldugu hesaplanarak mg mL™! cinsinden ekstraktlarin kuru madde
miktar1 hesaplandi. Islem her ekstrakt icin 3 tekrarl olarak yapildi.

Ekstraksiyon verimi asagida verilen formiille [Herodez et al., 2003] hesaplandi.

Ekstrakt Agirligt X
Ekstrakte Edilen Ham Materyal Agirligi

Ekstraksiyon verimi (%) =

100 (3.1)

3.2.5. Ekstraktlarin pH degerlerinin ol¢iilmesi

Ekstraktlarin pH Ol¢timii i¢in bir pH metre (Hanna Instruments HI 2211
pH/ORP, Bedfordshire, Ingiltere) cihazi kullanildi. Ekstraktlarin sicakligi 30 ve 37
°C’ye ayarlandi. Icerisinde ekstrakt bulunan cam beher icerisine pH elektrodu ve
sicaklik probu yaklasik 3 cm derinliginde daldirildi ve hafifce karistirildi. Elektrodun
sabit olmas1 saglandi. Farkli ekstrakt oOlgilimleri sirasinda capraz kontaminasyonu

onlemek icin elektrot distile su ile yikand1 ve kurulandi.
3.2.6. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Iceriklerinin Tayini

Ekstraktlarin toplam fenolik icerigini tayin etmek amaciyla Folin-Ciocalteu
yontemi kullanildi [Sinleton and Rossi, 1965]. FM ve FS ekstraktlarindan 150 uLL cam
tiiplere alinarak iizerine 100 pL Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi ve tizerine 350 uL %
5’lik sodyum karbonat eklendi ve 2.9 mL distile su eklenerek reaksiyon hacmi 3.5
mL’ye tamamlandi. Tiipler 60 dakika siire ile oda sicakliginda karanlikta bekletildi.
Tiip igerikleri diiz tabanl1 96 kuyucuklu mikroplakaya alinarak 760 nm dalga boyunda
ELISA okuyucuda absorbanslar1 okundu [Montella et al., 2013]. Kontrol olarak
metanol ve standart olarak gallik asit diliisyonlar1 (500-300-250-200-150 pg mL!)
kullanildi. Olusturulan standart kalibrasyon grafigine gore (y=1.732x-0.022,

R?=0.9947) sonuglar mg GAE g' cinsinden hesaplanarak belirtildi.
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3.2.7. Ekstraktlarin Toplam Flavonoid iceriklerinin Tayini

Ekstraktlarin toplam flavonoid igerigini tayin etmek amaciyla Chang ve ark
(2002) aliminyum kloriir (AICl3) yontemi modifiye edilerek kullanildi. FM ve FS
ekstraktlarindan 125 pL mikrofiyj tiiplerine 6rnekler alind1 ve iizerine 375 pL metanol
eklendi. Ardindan her tiipe 25 pL % 10’luk AICI3 ve 25 uL 1 M potasyum asetat
eklendi. Son olarak tiiplere 700 pL distile su eklendi. Tiipler 30 dakika siire ile
karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Ardindan tiip igerikleri diiz tabanli 96
kuyucuklu mikroplakaya alinarak 415 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda
absorbanslar1 okundu. Kontrol olarak metanol ve standart olarak kuersetin diliisyonlar
(250-200-100-50-25 pg mL™) kullanildi [Chang et al., 2002]. Olusturulan standart
kalibrasyon grafigine gore (y=2.465x+0.0278, R?=0.9999) sonuglar mg QE g’

cinsinden hesaplanarak belirtildi.
3.2.8. Ekstraktlarin Antioksidan Etkinliklerinin Tayini

Ekstraktlarin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla DPPH serbest radikali
giderme aktivitesi tayini yapildi. Metanol icerisinde farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan ekstraktlardan ve standart olarak kullanilan gallik asit ¢ozeltilerinden
0.0125 mL alinarak metanol igerisinde hazirlanan 50 ppm DPPH ¢6zeltisinden 0.4875
mL ilave edildi. Hizli karistirict (IKA Vortex Genius 3, Deutschland, Almanya)
yardimiyla karistirildiktan sonra 37°C sicaklikta, karanlikta 30 dakika bekletildi.
Ardindan diiz tabanli 96 kuyucuklu mikroplakaya alinarak 517 nm dalga boyunda
ELISA okuyucuda absorbanslar1 okundu [Rufino et al. 2007]. Kontrol olarak metanol,
standart olarak gallik asit diliisyonlar1 (250-200-100-75-50-25 pg mL™") kullanildi.
Sonuglar DPPH radikali giderme aktivitesi (%) olarak ve ICso cinsinden hesaplandi.

DPPH radikali siipiirme aktivitesi (%) asagida verilen formiile gére hesaplandi.

OD517 Ekstrakt uygulamasi— 0OD517 Kor
OD517 Kontrol

DPPH radikali siipiirme etkinligi(%) = x100

(3.2)
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3.2.9. Ekstraktlarn Agar Kuyu Difiizyonu Yontemi ile
Antimikrobiyal Etkilerinin Incelenmesi

Hazirlanan ekstraktlarin antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi i¢in B. cereus,
B. subtilis, S. uberis ve E. faecalis bakterileri kullanildi. Bakteriler 50 mL hacimli
erlende 10 mL hacimde bulunan Luria-Bertani sivi besiyerine ekilerek 16-18 saat
Bacillus suslart 30°C ve diger bakteriler 37°C sicaklikta olmak iizere 180 rpm
calkalama hizindaki inkiibatorde (New Brunswick Innova 42, Hamburg, Almanya) 6n
kiiltiir inkiibasyonuna birakildi. inkiibasyon siiresi sonucunda bakterilerin 600 nm
dalga boyunda optik yogunlugu 0.1 absorbans degerinde olacak sekilde (yaklasik 8 x
107 kob mL") fizyolojik tuzlu su (% 0.9 NaCl, FTS) igerisinde seyreltildi. Hazirlanan
bakteri siispansiyonlar1 hizli karistirici yardimiyla karistirilarak fizyolojik tuzlu su
icerisinde esit dagilmasi saglandiktan sonra 100 pL hacimde alinarak steril kosullarda
Luria-Bertani kati besiyeri (LB-A) (12 g/L agar) lizerine yayilarak ekim yapildi.
Kiiltlirlerin besiyeri iizerinde kurumast i¢in 10 dakika beklendi. Agar {lizerine 6 mm
capinda kuyular acildi ve agilan kuyulara 40 pL farkli konsantrasyonlarda FM ve FS
ekstraktlan (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) eklendi [Oguzkan vd., 2016].

Kontrol olarak Enterecoccus faecalis bakterisi igin 100 pg mL"!, diger bakteriler
icin 10 pg mL"! gentamisin [Selvados et al., 2018] antibiyotigi kullanildi. Ekstraksiyon
isleminde kullanilan ¢6ziiciiniin evaporasyon iglemi sirasinda tamamen ugtugunu
kanitlamak i¢in, ekstraktlarla ayn1 evaporasyon islemi uygulanan organik ¢oziicii (%
80 metanol) kullanildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan olusan inhibisyon zon ¢aplari
incelendi. Ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri gentamisin antibiyotiginin etkisi ile

karsilastirildi.

3.2.10. FM Ekstraktinin Minimal inhibisyon ve Minimal Bakterisidal
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

FM ekstraktinin bakteri hiicresinin biiylimesini engelleyen en disiik
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla MIK belirleme deneyi yapildi. B. cereus, B.
subtilis, S. uberis, E. faecalis bakterileri kullanildi. Bakteriler 50 mL hacimli erlende
10 mL hacimde bulunan Luria-Bertani (LB) sivi besiyerine ekilerek 16-18 saat

Bacillus suslar1 30 °C ve diger bakteriler 37 °C sicaklikta olmak {izere 180 rpm
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calkalama hizindaki inkiibatérde 6n kiiltiir inkiibasyonuna birakildi. 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plakas1 kuyusundaki bakterilerin 600 nm dalga boyunda optik
yogunlugu finalde 0.1 absorbans degerinde (yaklasik 8 x 107 kob mL™!) olacak sekilde
Mueller-Hinton sivi besiyeri (MHB) igerisinde ayarlandi. Hazirlanan bakteri
stispansiyonlar1 hizli karistirict yardimiyla karistirilarak Mueller-Hinton sivi besiyeri
(MHB) igerisinde esit dagilmasi saglandiktan sonra 100 pL hacimde alinarak kuyuya
eklendi. Ayni hacimde, farkli konsantrasyonlarda (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128, 1:256, 1:512) ekstrakt diliisyonlar1 kuyuya eklendi [Vaillancourt et al., 2018].

Ekstraktin 1:1 diliisyonunun bakteri iiremesi iizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla, 600 nm dalga boyunda optik yogunlugu 0.1 absorbans degerinde olacak
sekilde 1 mL bakteri mikrofijj tiiplerine alind1 ve 10000 rpm donme hizinda 10 dakika
santrifiij (Eppendof AG, Barkhausenweg, Hamburg, Germany) edildi. Santrifiijiin
ardindan {ist s1vi dokiildii ve 1 mL ekstrakt ¢ozeltisi pellete eklendi ve karigim hizli
karigtirici yardimiyla karigtirildi. Bu ¢6zeltiden 200 uL hacimde 96 kuyucuklu
mikrotitrasyon plakasinin kuyularina eklendi. Pozitif kontrol i¢in ekstrakt eklenmeyen
kuyular kullanildi.

96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakas1 24 saat statik kosullarda inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan FTS igerisinde seyreltme yapildi. Hazirlanan bakteri
soliisyonlarindan 100 pL hacimde alinarak Luria-Bertani kat1 besiyerine (LB-A) (15
g/L agar) ekildi. 24 saat statik kosullarda inkiibasyonun ardindan canli koloni sayimi
gerceklestirild. Ekstrakt dilisyonlarmin bakteriler tizerindeki etkisi, elde edilen
sonuglarin  pozitif kontrolle karsilagtirilarak inhibisyon oran1 (%) olarak

hesaplanmasiyla incelendi.

3.2.11. FM Ekstraktimin Biyofilm Olusumunu Ortadan Kaldirma
Etkinliginin Incelenmesi

FM ekstraktinin E. faecalis bakterisinin biyofilm olusumunu ortadan kadirma
etkisi incelendi. Bunun i¢in, E faecalis bakterisi 50 mL hacimli erlende 10 mL hacimde
bulunan % 2 glukoz i¢eren TSB besiyeri igerisine ekilerek 16-18 saat 37 °C sicaklikta
180 rpm ¢alkalama hizindaki inkiibatorde 6n kiiltiir inkiibasyonuna birakildu.

Mikrotitrasyon plakasi kuyusunda final bakteri yogunlugu ODseoo degeri 0.02
olacak sekilde (yaklasik 10° kob mL) % 2 glukoz igeren TSB besiyerinde ayarlandi.
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96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakasinin kuyularina hazirlanan kiiltiirlerden 200 pL
konuldu [Sanchez et al., 2016].

Mikrotitrasyon plakalan statik kosullarda 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyona
birakild:. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirler nazikce dokiildii ve kuyular 3 kez distile su
ile yikandi1. Mikrotitrasyon plakasi 30 dakika oda sartlarinda kurutuldu. Kuyulara 200
pL ekstraktin 1:8 diliisyonu eklendi ve 5 dakika muamele edildi. Mikrotitrasyon
plakalart 3 kez distile su ile yikandi. Kuyulara 150 pL % 0.5 kristal viyole ¢ozeltisi
(k:s) yiiklenip 15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Kristal viyole ¢ozeltisi
dokiildii ve kuyular 3 kez distile su ile yikandi. Kuyulara 150 uLL % 95 etanol ¢ozeltisi
yiiklendi ve 15 dakika siire ile inkiibe edildi. Kuyulardaki ¢dzelti yeni bir plakaya
alind1 ve 570 nm dalga boyunda ELISA okuyucuda absorbanslar 6l¢iildii [Akbas and
Cag., 2016].

Ekstraktin biyofilm ortadan kaldirma etkisini kiyaslamak i¢in klor ¢ozeltisi gida
endiistrisinde kullanilan konsantrasyonda (200 ppm) kullanildi. Klor ¢ozeltisini
hazirlamak i¢in sodyum hipoklorit (50000 ppm) kullanildi. Pozitif kontrol olarak
ekstrakt veya klorla muamele edilmeyen kuyucuklar kullanildi. Sonuglar biyofilm
ortadan kaldirma oram (%) olarak hesaplandi.

Biyofilm ortadan kaldirma oranlar1 (%) asagidaki formiile gore hesaplandi. (A:
Ekstrakt veya klorla muamele yapilmayan kuyularin OD degeri, B: Ekstrakt veya
klorla muamele yapilan kuyularin OD degeri, C: Bakteri igermeyen, ekstrakt veya

klorla muamele yapilan kuyularin OD degeri)

(A-O)-(B-0)

oo x 100

Biyofilm ortadan kaldirma orant (%) =

(3.3)

3.212. FM Ekstraktinin  Anti Quorum-Algilama EtKisinin
Incelenmesi

FM ekstraktinin anti quorum-algilama etkisi Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 bakterisine kars1 agar kuyu diflizyonu yontemi ile tespit edildi [Guzman
and Padilla, 2017]. C. violaceum LB sivi besiyerinde 30°C sicakliginda 150 rpm
calkalama hizinda 6n kiiltiir inkiibasyonuna birakildi. Bakterinin yogunlugu ODeoo

degeri 0.1 olacak sekilde otoklavla sterilizasyon isleminden sonra uygun sicakliga
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gelen, LB kat1 besiyeri icerisinde ayarlandi ve karistirilip petrilere dokiildii. Petriler
donduktan sonra agar {izerine 6 mm c¢apinda kuyular agildi. Ac¢ilan kuyulara 40 pL
ekstrakt diliisyonlart (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) eklendi. 24 saat 30°C’de

inkiibasyonun ardindan olusan inhibisyon zon caplar incelendi.

3.2.13. istatistiksel Analiz

Bu tez calismasinda tiim deneyler en az iic kez tekrar edildi. Istatistiksel
analizler, Microsoft Office, Excel 2016 programi ile belirlendi. p degerleri, tek
kuyruklu t-testi ile findik yesil kabugu ekstraktlarinin kuru madde miktarlar ve
antimikrobiyal etkinlikleri arasinda anlamli fark olup olmadig belirlendi.
Antimikrobiyal etkileri gentamisin antibiyotigi ile, biyofilm olusumunun ortadan

kaldirma etkinligi ise klor ¢ozeltisi uygulamasi ile karsilagtirilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraktlarm Kuru Madde Icerigi ve Ekstraksiyon
Verimleri

FM ve FS ekstraktlarinin igerdikleri kuru madde miktarlari mg mL"! cinsinden
hesaplandi. Her bir ekstrakt i¢in en az {i¢ kez kurutma islemi yapildi, sonuglarin
ortalamasi alinarak hesaplama yapildi. Degerlendirmede iki ekstraktin kuru madde
miktarlar arasinda istatistiki olarak anlaml fark bulunmadi (p>0.05). FM ekstraktinda
147.0 £ 10.0 mg mL™!, FS ekstraktinda 146.7 + 10.2 mg mL™ kuru madde icerigi tespit
edildi (Tablo 4.1).

FM ve FS ekstraktlarinin ekstraksiyon verimleri hesaplandi. Analiz her bir
ekstrakt i¢in en az ii¢ kez tekrarlandi. FM ekstraktinin ekstraksiyon verimi % 40.385,
FS ekstraktinin ekstraksiyon verimi % 41.56 olarak belirlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.1: FM ve FS ekstraktlarmin farkli konsantrasyonlarda (1-1:512
sulandirmalarda) igerdikleri kuru madde miktarlari (mg mL™).

Ekstraktlar
Kuru madde (mg mL")
Diliisyon FM FS
1:1 147.0+10.0 146.7 + 10.21
1:2 73.5+5.00 73.3£5.11
1:4 36.8 +2.50 36.7+12.55
1:8 184+ 1.25 18.3+£1.28
1:16 9.2 +0.63 9.2+0.64
1:32 464031 4.6+0.32
1:64 23+0.16 23+0.16
1:128 1.1+ 0.08 1.1+0.08
1:256 0.6+ 0.04 0.6 £0.04
1:512 03+0.02 0.3 +0.02
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Tablo 4.2: FM ve FS ekstraktlarinin ekstraksiyon verimleri (%).

Ekstraktlar Ekstraksiyon verimi (%)
FM 40.385
FS 41.56

4.2. Ekstraktlarin pH Analizi

FM ve FS ekstraktlarinin pH degerleri iki farkl sicaklikta (30 ve 37°C) ol¢iildii.
Olgiim sonucunda elde edilen pH degerleri Tablo 4.3’te verildi. FM ekstraktinin pH
degerleri 3.68 ve 3.65 olarak 6l¢iildii. FS ekstraktinin pH degerleri 3.85 ve 3.83 olarak
belirlendi (Tablo 4.3). Ekstraktlarin pH degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark gozlemlendi (p<0.05).

Tablo 4.3: FM ve FS ekstraktlarinin 30 ve 37°C sicakliklardaki pH degeri.

pH
Sicakhik
Ekstraktlar 30°C 37°C
FM 3.68 3.65
FS 3.85 3.83

4.3. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Icerikleri

FM ve FS ekstraktlarinin toplam fenolik miktar igerikleri Folin-Ciocalteu
yontemi ile belirlendi. Standart olarak kullanilan gallik asit konsantrasyonlarindan
elde edilen sonuglara gore olusturulan kalibrasyon grafigine gore (y=1.732x-0.022,
R?=0.9947) ekstraktlarin toplam fenolik icerikleri mg GAE g cinsinden hesaplandh.
Analiz sonuglarma gére FM ekstraktinda 17.8 + 1.7 mg GAE g’!, FS ekstraktinda 11.9
+1.4 mg GAE g! fenolik miktar iceriklerinin oldugu belirlendi (Tablo 4.4). iki
ekstraktin toplam fenolik miktar igerikleri arasinda istatistiki agidan anlamli fark

bulundu (p<0.05).
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Tablo 4.4: FM ve FS ekstraktlarinin toplam fenolik (mg GAE g'), toplam flavonoid
(mg QE g icerikleri ve antioksidan etkinlikleri (ICso mg mL™).

Ekstraktlar
FM FS
Toplam fenolik icerik
17.8 1.7 119+14
(mg GAE g™)
Toplam flavonoid icerik
. 0.4+0.1 2.2+0.1
(mg QE g™)
Antioksidan Etkinlik
0.75+0.05 1.61 £0.14
(ICso mg mL™")

4.4. Ekstraktlarin Toplam Flavonoid icerikleri

FM ve FS ekstraktlarinin toplam flavonoid icerikleri aliiminyum kloriir (AlCI3)
yontemi ile belirlendi. Standart olarak kullanilan kuersetin konsantrasyonlarindan elde
edilen sonuglara gore olusturulan kalibrasyon grafigine gore (y=2.465x+0.0278,
R?=0.9999) ekstraktlarmn toplam flavonoid igerikleri mg QE g™! cinsinden hesaplandi.
Analiz sonuglarina gére FM ekstraktinin 0.4 + 0.1 mg QE g™, FS ekstraktinin 2.2 +
0.1 mg QE g' flavonoid miktar igeriklerinin oldugu belirlendi (Tablo 4.4). Iki
ekstraktin toplam flavonoid miktar igerikleri arasinda istatistiki agidan anlamli fark

bulundu (p<0.05).

4.5. Ekstraktlarin Antioksidan Etkinlikleri

FM ve FS ekstraktlarinin antioksidan etkinlikleri DPPH radikali siiptirme
aktivitelerine gore belirlendi. Elde edilen ODs17 degerleri kontrol ile kiyaslanarak
DPPH radikali giderme aktivitesi (%) olarak hesaplandi. FM ekstrakti uygulamasinin,
DPPH radikali siipiirme aktivitesini 1:64 seyreltme oranina (2.3 mg mL") kadar % 95

olarak siirdiirdiigii gozlemlendi. 1:128, 1:256 ve 1:512 seyreltme oranlarinda (sirasiyla
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1.1, 0.6, 0.3 mg mL™") ise DPPH radikali siipiirme etkinliginin sirastyla % 68, % 40 ve
% 21 seklinde diislis seyrettigi tespit edildi.

FS ekstraktinin 1:16 seyreltme oranina (9.2 mg mL') kadar olan ekstrakt
uygulamalarinda % 95 olmak {izere DPPH radikali siipiirme etkinligini siirdiirdiigii
goriildii. 1:32 seyreltme oraninda bu etkinligin %91’e distiigii ve devam eden
seyreltme oranlarindaki ekstrakt uygulamalarinda % 57, % 34, % 19 ve % 10 seklinde
diistis goriildiigli gézlemlendi.

Standart olarak kullanilan gallik asit dilisyonlarmin (250-200-100-75-50-25 pg
mL!) DPPH radikali siipiirme aktivitesi sirasiyla % 91, % 84, % 51, % 43, % 29 ve %
11 gseklinde gallik asit ¢6zeltisi igerigindeki bilesik miktari azalik¢a diisiis gosterdi.

100 196 96 95 % 9 91
o ] = &4
h &
g 80 1 68
= ]
Z 60 7 51
< o 4
~ X 43
~ 29
an 21 19
~
= 20 A
5 10 ﬂ H
0 T N —~ © |l n A —~ O nfln a —~ n v n
X F =S S|e F =S SIY S S g 28
S S
FM FS GA
Uygulamalar (mg/mL)

Sekil 4.1: FM ve FS ekstraktlari ile gallik asitin (GA) (mg mL™') DPPH radikali
sipiirme aktiviteleri (%). Her deger en az li¢ tekrarin ortalamasidir ve standart
sapmalar hata ¢ubuklari ile gosterilmektedir.

FM ve FS ekstraktlariin ve standart olarak kullanilan gallik asit diliisyonlarinin
ortamdaki DPPH radikalinin % 50’sini siiptirdiigii konsantrasyonu (ICso) degerleri
hesaplandi. FM ekstraktinin ICso degeri 0.75 mg mL™! olarak, FS ise 1.61 mg mL"!
olarak belirlendi (Tablo 4.3). Gallik asidin ise ICso degeri 0.08 mg mL™"' olarak
belirlendi. Sonugta FM ekstraktinin daha az miktariyla ortamdaki DPPH radikalinin %
50’sinin siiptiriildiigii ve DPPH radikalini siipiirme konusunda FS ekstraktindan daha

iyi bir aktivite sergiledigi tespit edildi. iki ekstraktin da gallik asit ile DPPH radikali
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siipiirme aktiviteleri arasinda istatistiksel agidan anlamli fark oldugu goriildii (p<0.05).
Gallik asitin, FM ve FS ekstraktlarindan daha iyi DPPH radikali siiplirme aktivitesi
gosterdigi belirlendi.

4.6. Ekstraktlarin Antimikrobiyal Etkileri

4.6.1. Ekstraktlarin Agar Kuyu Difiizyonu Yontemi ile
Antimikrobiyal Etkilerinin Belirlenmesi

FM ve FS ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin agar kuyu difiizyonu
yontemi ile B. cereus, B. subtilis, S. uberis, E. faecalis bakterileri lizerinde
antibakteriyel etkileri incelendi. On kiiltiir islemleri tamamlanan ve ODgoo degerleri
0.1’e denk gelecek sekilde yogunluklar1 ayarlanan bakteri kiiltiirlerinden 100 pL
alinarak LB-A kat1 besiyerine ekim yapildi. Ekim sonras1 agar {izerinde agilan 6 mm
capindaki kuyulara 40’ar pL farkli konsantrasyonlarda ekstrakt ¢ozeltileri (1:1, 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32) yiiklendi. Inkiibasyon sonrasinda olusan zon caplari kuyu cap1 (6
mm) dahil edilerek hesaplandi. Kontrol olarak Enterecoccus faecalis bakterisi hari¢
bakteriler icin 10 ug mL™! [Selvadoss et al., 2018] E. faecalis bakterisi i¢in 100 pg mL-
! gentamisin antibiyotigi kullanilarak ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi gentamisin
antibiyotiginin etkisi ile karsilastirilarak degerlendirildi. Ayrica ekstraktlarla aymi
evaporasyon islemi uygulanan ve sadece organik ¢oziicii (% 80 metanol) kullanilarak
elde edilen ¢ozeltinin antimikrobiyal etkisinin olmadig1 ve hazirlanan ekstraktlarin
antimikrobiyal etkilerinin igerdikleri kuru maddeki biyoaktif bilesiklerden
kaynaklandigi ve bdylece metanoliin evaporasyon sirasinda tamamen ugtugu
belirlendi.

FM ve FS ekstraktlarinin B. cereus bakterisi lizerindeki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde; FM ekstrakt1 ile 14-8 mm arasi, FS ekstrakt1 ile 17-7 mm arasi
inhibisyon zon caplar1 olustugu belirlendi. Kontrol olarak kullanilan gentamisin
antibiyotiginin (10 pg mL™') 15 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu saptandi.
Ekstraktlarin en diisiik inhibisyon zon ¢aplari sirasiyla 1:16 oraninda seyreltmede (9.2
mg mL!) 8 mm ve 1:32 (4.6 mg mL!) oraninda seyreltmede 7 mm olarak gériildii. FS
ekstraktinin seyreltme yapilmadan uygulanmasinin gentamisin antibiyotiginden daha

fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlendi (p<0.05). FM ekstraktinin
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seyreltme yapilmadan uygulanmasinin gentamisin antibiyotigine yakin antimikrobiyal
etki gosterdigi goriildi (p>0.05) (Sekil 4.2). FS ve FM ekstraktlarinin B. cereus
bakterisi iizerindeki antimikrobiyal etkileri arasinda istatistiksel agidan anlamli fark

bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.2: FM ve FS ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin (1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16 ve 1:32) B. cereus bakterisi iizerindeki antimikrobiyal etkileri (G: Gentamisin).
Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklar ile
gosterilmektedir.

FM ve FS ekstraktlarinin B. subtilis bakterisi {izerindeki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde; FM ekstrakt1 ile 12-8 mm arasi, FS ekstrakt1 ile 13-8 mm arasi
inhibisyon zon ¢ap1 olustugu belirlendi. Kontrol olarak kullanilan gentamisin
antibiyotiginin (10 pg mL™) 20.5 mm inhibisyon zon cap1 olusturdugu saptandi.
Ekstraktlar ile belirlenenen diisiik inhibisyon zon caplar sirasiyla FM ekstraktinda 1:4
oraninda seyreltmede (36.8 mg mL!) 8 mm ve FS ekstraktinda 1:8 oraninda
seyreltmede (18.3 mg mL™") 8 mm olarak gériildii (Sekil 4.3). FS ve FM ekstraktlarinin
B. subtilis bakterisi iizerindeki antimikrobiyal etkileri arasinda istatistiksel agidan

anlaml fark saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 4.3: FM ve FS ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin (1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16 ve 1:32) B. subtilis bakterisi iizerindeki antimikrobiyal etkileri (G: Gentamisin).
Her deger en az li¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile
gosterilmektedir.

FM ve FS ekstraktlarinin S. uberis bakterisi iizerindeki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde; FM ekstrakti ile 12-7 mm arasi, FS ekstrakti ile 15-10 mm arasi
inhibisyon zon c¢ap1 olustugu belirlendi. Kontrol olarak kullanilan gentamisin
antibiyotiginin (10 ug mL™") 15 mm inhibisyon zon ¢api olusturdugu saptandi. Ekstrakt
uygulamalari ile elde edilen en diisiik inhibisyon zon ¢aplari sirasiyla FM ekstraktinda
1:8 oraninda seyreltmede (18.4 mg mL™') 7 mm ve FS ekstraktinda 1:4 oraninda
seyreltmede (36.7 mg mL™'") 10 mm olarak goriildii. FS ekstraktinin seyreltme
yapilmadan uygulanmasinin gentamisin antibiyotiine yakin/esit antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu belirlendi (p>0.05) (Sekil 4.4). iki ekstrakt uygulamasinin S.
uberis bakterisi lizerindeki antimikrobiyal etkileri arasinda istatistiki acidan anlaml

fark bulundu (p<0.05).
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Sekil 4.4: FM ve FS ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin (1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16 ve 1:32) S. uberis bakterisi lizerindeki antimikrobiyal etkileri (G: Gentamisin).
Her deger en az li¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile
gosterilmektedir.

FM ve FS ekstraktlarinin E. faecalis bakterisi iizerindeki antimikrobiyal etkileri
incelendiginde; FM ekstrakti ile 14-7 mm arasi, FS ekstrakti ile 14-10 mm arasi
inhibisyon zon ¢ap1 olustugu belirlendi. Kontrol olarak kullanilan gentamisin
antibiyotiginin (100 pg mL') 10 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu saptandi.
Ekstrakt uygulamalar1 ile Slgiilen en diisiik inhibisyon zon ¢aplart sirasiyla FM
ekstraktinda 1:8 oraninda seyreltmede (18.4 mg mL™') 7 mm ve FS ekstraktinda 1:4
oraninda seyreltmede (36.7 mg mL™!) 10 mm olarak gériildii. FM ve FS ekstraktlarinin
seyreltme yapilmadan uygulanmasinin gentamisin antibiyotiginden daha fazla
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlendi (p<0.05) (Sekil 4.5). iki ekstrakt
uygulamasinin  E. faecalis bakterisi lizerindeki antimikrobiyal etkileri arasinda

istatistiki agidan anlamli fark saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 4.5: FM ve FS ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlarinin (1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16 vel:32) E. faecalis bakterisi iizerindeki antimikrobiyal etkileri (G: Gentamisin).
Her deger en az li¢ tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile
gosterilmektedir.

FM ve FS ekstraktlar1 igin toplam fenolik icerik, toplam flavonoid igerik,
antioksidan etkinlik ve antimikrobiyal etkinligin agar kuyu difiizyonu yontemi ile
belirlenmesi sonucu elde edilen verilerde FM ekstraktinin daha zengin fenolik ve
flavonoid icerige sahip oldugu, daha yiiksek antioksidan etkinlik gosterdigi ve FS
ekstrakti ile antimikrobiyal etkilerinin benzer goriilmesi sonucu tez ¢alismasina FM
ekstraktinin  detayli  antimikrobiyal etkinligi i¢cin minimal inhibisyon
konsantrasyonunun belirlenmesi, antibiyofilm etkisinin ve anti quorum-algilama

etkisinin belirlenmesi ¢alismalari ile devam edildi.
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4.6.2. FM ekstraktinin Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonlarmin ve Minimal Bakterisidal
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

FM ekstraktinin, B. cereus, B. subtilis, S. uberis, E. faecalis bakterileri {izerinde
antimikrobiyal etkinligi kapsaminda minimal inhibisyon konsantrasyonlar1 belirlendi.
Farkli konsantrasyonlarda ekstrakt c¢ozeltileri (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128, 1:256 ve 1:512) ile ayn1 hacimle final yogunluklari ODsoo degerleri 0.1 olacak
sekilde ayarlanan bakteriler ile 96 kuyulu mikrotirasyon plakasi kuyularina yiiklenerek
24 saat statik kosullarda inkiibasyonu saglandi. Inkiibasyonun ardindan kuyulardan
alinarak FTS icerisinde seyreltmeler yapilarak hazirlanan bakteri soliisyonlar1 LB kati
besiyerine ekilerek 24 saat statik kosullarda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
canli koloni saymmi yapildi. Petrilerde olusan koloni sayisinin 30-300 arasinda
olmasina dikkat edildi [Breed and Dotterer, 1916]. Ekstrakt uygulamasi yapilmayan
kontrol grubundan elde edilen sonuglar ile ekstraktin bakteriler iizerinde inhibisyon
etkisi (%) hesaplandi. Minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIiK) bir
mikroorganizmanin biiylimesinin inhibe oldugu en diisiik konsantrasyon, minimal
bakterisidal konsantrasyon (MBK) ise bir mikroorganizmanin biiytimesinin 6nlendigi
en diisiik konsantrasyon olarak tanimlandi [Andrews, 2001]. Ekstraktin bakteriler
iizerinde MIK ve MBK degerleri bu tanimlara uygun olarak belirlendi.

FM ekstraktinin E. faecalis bakterisi iizerinde bakterisidal etkinliginin (%100
inhibisyon) 2.3 mg mL™"! (1:64) konsantrasyonuna kadar devam ettigi tespit edildi.
Ekstraktin 1.1 mg mL™ (1:128) konsantrasyonda % 88.4 inhibisyon etkinligi
gosterdigi gozlemlendi. Ekstraktin E. faecalis bakterisi iizerinde MIK degeri % 7.4
inhibisyon orantyla 0.6 mg mL! (1:256) olarak belirlendi (Tablo 4.5). FM ekstraktinin
E. faecalis bakterisinin % 50 % 70 ve % 90’11 inhibe ettigi konsantrasyonlar (MiKso-
MIK7o ve MiKgo) sirastyla 0.81, 1.15 ve 1.63 mg mL"! olarak belirlendi (Sekil 4.6).

FM ekstraktinin S. uberis bakterisi iizerinde bakterisidal etkinliginin 2.3 mg mL"
! (1:64) konsantrasyonuna kadar devam ettigi tespit edildi. Ekstraktin 1.1 mg mL"!
(1:128) konsantrasyonda % 72.8 inhibisyon etkinligi gosterdigi gozlemlendi.
Ekstraktin S. uberis bakterisi iizerinde MiK degeri % 9.1 inhibisyon oraniyla 0.6 mg
mL! (1:256) olarak belirlendi (Tablo 4.5). FM ekstraktinin S. uberis bakterisinin % 50
% 70 ve % 90’11 inhibe ettigi konsantrasyonlar (MiKso-MiK79 ve MiKoo) sirasiyla

0.86, 1.24 ve 1.63 mg mL! olarak belirlendi (Sekil 4.6).
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FM ekstraktinin B. subtilis bakterisi lizerinde bakterisidal etkinliginin 4.6 mg
mL! (1:32) konsantrasyonuna kadar devam ettigi tespit edildi. Ekstraktin 1.1 mg mL"
' (1:128) konsantrasyonda % 11.3 inhibisyon etkinligi gosterdigi gozlemlendi.
Ekstraktin B. subtilis bakterisi iizerinde MIK degeri % 2.7 inhibisyon orantyla 0.3 mg
mL! (1:512) olarak belirlendi (Tablo 4.5). FM ekstraktinin B. subtilis bakterisinin %
50 % 70 ve % 90’1 inhibe ettigi konsantrasyonlar (MiKso-MiK79 veMiKqo) sirasiyla
1.26, 2.12 ve 3.57 mg mL! olarak belirlendi (Sekil 4.6).

FM ekstraktinin B. cereus bakterisine kars1 ekstraktin direkt uygulamasinin
petriye ekilip 24 saat inkiibe edilmesinin ardindan bakteriyel iireme goriilmesi
nedeniyle MBK degeri belirlenemedi. Ekstraktin direkt uygulamasinin B. cereus
bakterisinin biiylimesini % 53.4 oraninda inhibe ettigi tespit edildi. Ekstraktin B.
cereus bakterisi iizerinde MIK degeri % 7.5 inhibisyon orantyla 0.6 mg mL™' (1:256
seyreltme orani) olarak belirlendi (Tablo 4.5). FM ekstraktinin B. cereus bakterisinin
% 50’sini inhibe ettigi konsantrasyon (MIKso) 36.8 mg mL™! olarak belirlendi (Sekil
4.6).

Tablo 4.5: FM ekstraktinin EF: E. faecalis, SU: S. uberis, BS: B. subtilis ve BC: B.
cereus bakterileri lizerinde Minimal Inhibisyon (MIK, MIKso, MIK 7o ve MIKgo, mg
mL") ve Minimal Bakterisidal Konsantrasyonlari (MBK) (mg mL™).

Suslar MiK MiKso MiK7o MiKyoo MBK
3 (mg mL'l) (mg mL'l) (mg mL'l) (mg mL'l) (mg mL'l)
EF 0.6 0.81 1.15 1.63 23
SU 0.6 0.86 1.24 1.79 2.3
BS 0.3 1.26 2.12 3.57 4.6
BC 0.6 36.8 - - -
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Sekil 4.6: FM ekstraktinin EF: E. faecalis, SU: S. uberis ve BS: B. subtilis
bakterileri iizerinde MiKso, MiK7o ve MiKo (mg mL") degerleri. Her deger en az ii¢
tekrarin ortalamasidir ve standart sapmalar hata gubuklar ile gosterilmektedir.

4.7. FM Ekstraktimn Biyofilm Olusumunu Ortadan
Kaldirma Etkinliginin Belirlenmesi

E. faecalis bakterisini steril 96 kuyulu mikrotitrasyon plakasinda, % 2 glukoz
iceren TSB besiyeri icerisinde, 37°C sicaklikta 24 ve 48 saat boyunca statik kosullar
altinda inkiibe edilerek biyofilm olusumu saglandi. Olusan biyofilmin ortadan
kaldirilmast i¢in, FM ekstrakti (1:8) ve klor ¢dzeltisi (200 ppm) 5 dakika siireyle
uygulandi. Uygulama sonucunda kristal viyole ¢o6zeltisi ile 15 dakika inkiibasyon
yapildi. Ekstrakt veya klor uygulamasi yapilmayan kuyulardan elde edilen sonuglar
kontrol olarak kullanildi.

24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda olusan gen¢ ve olgun biyofilmlerin
ortadan kaldirilmasinda FM ekstrakt1 (1:8) ve klor ¢ozeltisinin (200 ppm) etkileri
karsilastirildi.

E. faecalis bakterisinin olusturdugu 24 ve 48 saatlik biyofilmleri lizerinde FM
ekstraktinin 1:8 konsantrasyonunun biyofilmleriayn: oranda (%42) ortadan kaldirdig:
gozlemlendi. Klor ¢dzeltisinin ise E. faecalis bakterisinin olusturdugu 24 saatlik
biyofilmi % 83 oraninda ve 48 saatlik biyofilmi ise % 80 oraninda ortadan kaldirdig:
saptandi (p>0.05) (Sekil 4.7). Ekstrakt ve klor ¢ozeltisinin E. faecalis bakterisinin 24
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ve 48 saat inkiibasyon sonucu olusturdugu biyofilmlerinin ortadan kaldirilma oranlar

(%) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.7: E. faecalis bakterisinin 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucu olusan
biyofilmlerinin FM ekstrakti (1:8) ve Klor ¢ozeltisi (200 ppm) uygulanmasi ile
ortadan kaldirilma (%) oranlar1. Her deger en az ii¢ tekrarin ortalamasidir ve standart
sapmalar hata ¢ubuklari ile gosterilmektedir.

4.8. FM Ekstraktinin Anti Quorum-Algilama Etkisinin
Belirlenmesi

FM ekstraktinin anti quorum-algilama etkinliginin incelenmesi amaciyla
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 bakterisi iizerinde agar kuyu difiizyonu
yontemi uygulandi. Sterilizasyon isleminden sonra uygun sicakliga gelen LB-A kati
besiyeri igerisinde bakterinin yogunlugu ODeoo degeri 0.1 olacak sekilde ayarlanarak
karigtinllip petrilere dokiildii. Dokme ekim isleminden sonra katilasan petrilerin
iizerine 6 mm ¢apinda kuyular agildi. A¢ilan kuyulara 40 pL farkli konsantrasyonlarda
ekstrakt ¢ozeltileri (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ve 1:32) yiiklendi. Inkiibasyon sonrasina
olusan zon ¢aplar1 kuyu ¢ap1 (6 mm) dahil edilerek hesaplandi.

Sonugclar incelendiginde ekstraktin seyreltilmeden uygulamasinin (1:1, 147 mg
mL™") 17 mm renksiz opak zon cap1 olusturdugu belirlendi. Ekstrakt uygulamasi
sonucu olusan en diigiik renksiz opak zon cap1 ise 1:8 seyreltme konsantrasyonunda

(18.4 mg mL") 8 mm olarak tespit edildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: FM ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ve
1:32) C. violaceum bakterisi lizerinde etkileri. Her deger en az {i¢ tekrarin
ortalamasidir ve standart sapmalar hata ¢ubuklari ile gosterilmektedir.

Sekil 4.9: FM ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin (a: 1:1, b: 1:2, c: 1:4,d: 1:8, e:
1:16 ve f: 1:32) C. violaceum bakterisi lizerinde etkileri.
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5. SONUC VE TARTISMA

Antibiyotiklerin yanlis regete edilmesi ile bilingsiz kullanimi bakterilerin diisiik
antibiyotik dozajma maruz kalarak direng gelistirmeleriyle sonuglanmistir. Tiim
biyoteknolojik gelismelere ragmen antibiyotik direngli bakteriler sebebiyle tedavi
edilemeyen bulagici hastaliklar gelismekte olan {ilkelerde 6liim sebebi olarak ikinci
sirada yer almaktadir. Diinya saglik 6rgiitii (WHO) antibiyotik direncinin halk sagligi
icin kiiresel capta onemli bir tehdit boyutuna ulastigini agiklamistir [Abadi et al.,
2019]. Gida kaynakli patojenlerin insanlar enfekte etmesi sonucu gida zehirlenmesi,
ishalli bir hastalikla atlatilsada bagisiklig1 diisiikk bireylerde daha ciddi sonuglar
dogurabilmektedir [White et al., 2002]. Dolayisiyla antibiyotik direncine sahip gida
patojenleri halk sagligi agisindan tehdit olusturmaktadir. Antibiyotiklere alternatif
dogal antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasi bu sebeplerden dolay1 giderek onem
kazanmistir.

Dogal bilesikler ve bitkisel ekstraktlar antimikrobiyal ajan arayisinda 6nemli bir
kaynaktir [Guglielmi et al., 2020]. Meyve ve sebzeler, kendilerinin ve kabuklarinin
icerdikleri fitokimyasal maddelerin varlig1 nedeniyle antioksidan ve antimikrobiyal
aktivite gostermektedirler [Gilizel ve Akpinar, 2019]. Literatiirde farkli meyve
kabuklar atiklarindan elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerinin incelendigi
calismalar mevcuttur. Ornegin portakal ve ananas kabugu atiklarindan elde edilen
ekstraktlarin antimikrobiyal etki gdsterdigi goriilmiistiir [Gunwantrao et al., 2016].
Nar kabugu atigindan elde edilen ekstraktin B. subtilis, B. cereus ve E. faecalis
bakterileri iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmistir [Balaban et al.,
2021a].

Kuruyemislik meyvelerin yas kabuklarindan elde edilen ekstraktlarla caligmalar
yapilmaktadir. Tiirkiye’de en cok iiretimi yapilan kuruyemislerden biri olan cevizin
yan lriinlerinin fenolik bilesikler icerdigi bilinmektedir ve kozmetik ve eczacilikta
kullanilmak iizere ¢alismalar yapilmaktadir. Bir ¢calismada ceviz yesil kabugundan
ekstrakt elde edilmistir ve bu ekstraktin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit
edilmigtir [Fernandez-agull6 et al., 2013]. Badem yesil kabuklarindan ekstrakt elde
edilen bir ¢caligmada ekstraktin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir

[Murathan et al., 2020].
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Bu tez caligmasinda findik yesil kabuklarindan metanol (FM) ve su (FS)
araciligtyla ekstraktlar elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin icerdigi kuru madde
miktar1 mg mL"! cinsinden hesaplanmustir. FM ekstrakti (147 mg mL™) ile FS
ekstraktinin  (146.7 mg mL"') kuru madde icerikleri birbirine benzer olarak
degerlendirilmistir. FM ve FS ekstraklarinin ekstraksiyon verimi hesaplanmigtir. Iki
ekstraktin ekstraksiyon veriminin (FM: % 40.39, FS: % 41.56) benzer oldugu
sonucuna varilmigtir.

FM ve FS ekstraktlarinin bakterilerin maruz kaldig1 sicaklik dereceleri olan 30°C
ve 37°C degerlerde pH analizi gerceklestirilmistir. FM ekstraktinin pH degeri sicakliga
gore sirasiyla 3.68 ve 3.65 olarak, FS ekstraktinin pH degeri sicakliga gore sirasiyla
3.85 ve 3.83 olarak oOlcililmiistiir. FM ve FS ekstraktlarinin pH degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gdzlemlenmistir (p<0.05). Ekstraksiyon isleminde
kullanilan ¢6ziiciiniin elde edilen ekstraktin pH degeri iizerinde etkisi oldugu sonucuna
varilmigtir. Bu etkinin ekstraksiyon igleminde kullanilan ¢6ziiclinlin agiga ¢ikardigi
bilesiklerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ekstrakt ve besiyeri karigiminda pH
degerinin 7’ye yakin oldugu goézlemlenmis olup bakterinin ekstrakta maruz kaldig
ortamda asidik pH olmadigindan antimikrobiyal etkinin ekstraktlarin asidik
olmasindan kaynaklanmadig diistiniilmektedir.

FM ve FS ekstraktlarinin toplam fenolik, toplam flavonoid igerikleri ve DPPH
radikali siiplirme aktiviteleri incelenmistir. FM ve FS ekstraktlarinin toplam fenolik
ierikleri sirastyla 17.8 = 1.7 ve 11.9 = 1.4 mg GAE g! olarak, toplam flavonoid
igerikleri sirastyla 0.4+ 0.1 ve 2.2 £ 0.1 mg QE g'!, DPPH radikali siipiirme etkinlikleri
0.72 ve 1.68 mg mL™! (ICso) olarak tespit edilmistir. FM ekstraktinin igeriginin FS
ekstraktindan daha zengin oldugu sonucuna varilmistir. Ekstraksiyon isleminde
kullanilan ¢6ziiciiniin ekstrakt i¢erisindeki bilesenlere etki ettigi diigiiniilmektedir.

Literatlirde farkl1 ekstraksiyon yontemleri ve farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde
edilen findik yesil kabugu ekstraktlarinin zengin fenolik igerige sahip oldugu
goriilmiistiir (Tablo 2.4). Alasalvar ve ekibi tarafindan % 80 etanol ve % 80 aseton
cozictileri kullanilarak elde edilen findik yesil kabugu ekstraktlarinin fenolik igerigi
strastyla 156 = 1 ve 201 + 2 mg CE g! olarak belirlenmistir [Alasalvar et al., 2006].
flgili bagka bir ¢aligmada, 1 mL farkli ¢dziiciiler icerisinde 240 mg findik yesil
kabugunun karistirthp 70°C sicaklikta 45 dakika bekletilmesiyle elde edilen

ekstraktlar icerisinde en yiiksek fenolik ve flavonoid igerigi % 80 metanol ¢oziiciisii
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kullanilarak elde edilen ekstrakt ile saglanmustir (sirasiyla 10.23 + 0.14 mg CE g,
3.82+0.14 mg CE g") [Cabo et al., 2020]. Farkl1 bir ¢alismada, 100 gram findik yesil
kabugu ve 200 mL farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen ekstraktlar arasindaaseton
coziiciisii kullanilarak sokslet yontemi ile elde edilen ekstraktin (ICso= 44.28 + 3.66
ng mL) referans olarak kullanilan o-tokoferol bilesiginden (ICso=7.31 +0.17 pg mL"
1Y fazla DPPH radikali siipiirme aktivitesi gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica, su-aseton
cozictistiyle (1:1) birkag giin bekletilerek yapilan ekstraksiyon isleminde 273.5 6 =+
10.12 mg GAE g'! toplam fenolik igerik ve 10.61 + 3.96 mg QE g'! toplam flavonoid
icerigin diger ekstraktlardan yiiksek oldugu belirlenmistir [Kurt¢a, 2021]. Oguzkan ve
arkadaglarinin (2016)’un yaptig1 bir caligmada ise, 400 mg findik yesil kabugunun 5
mL %80 metanol veya %80 aseton ¢oziiciileri ile karistirilarak 15 dakika ultrasonik
banyoda bekletilerek elde ettikleri ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri sirasiyla
12.08 ve 16.83 mg GAE g olarak tespit edilmistir [Siirek ve Biiyiikkileci, 2018].
llaveten, 150 mL metanol icerisinde 100 gram findik kabugunun 72 saat
karigtirllmasiylda elde edilen ekstraktin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir [Oguzkan vd., 2016].

Tez calismasinda elde edilen findik yesil kabugu ekstraktlarinin literatiirdeki
diger findik yesil kabugu ekstraktlarina benzer sekilde zengin fenolik icerige sahip
oldugu ve antioksidan etki gosterdigi sonucuna varilmistir [Alasalvar et al., 2006;
Shahidi et al., 2007; Oguzkan vd., 2016; Siirek ve Biiyiikkileci, 2018; Cabo et al.,
2020; Kurtca, 2020]. FM ve FS ekstraktlarinin, ekstraksiyon iglemi sirasinda
kullanilan ¢oziiciiniin ve ekstraksiyon stiresinin ekstraktin igeriklerinin farkli olmasina
neden oldugu sonucuna varilmistir.

Tez caligmast kapsaminda FM ve FS ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi agar
kuyu diflizyonu yontemi ile incelenmistir. FM ve FS ekstraktlarinin B. cereus, B.
subtilis, S. uberis ve E. faecalis olmak iizere 4 farkli Gram pozitif bakteri iizerinde
antimikrobiyal etkisi incelenmistir ve gentamisin antibiyotigi uygulamalar ile
karsilastirilmistir.

B. cereus bakterisine kars1 10 pg mL™' gentamisin antibiyotiginin uygulamasi
sonucu (15 mm) FS ekstraktinin direkt uygulamasindan (17 mm) daha diisiik fakat FM
ekstraktinin direkt uygulamasina (14 mm) yakin etki gosterdigi belirlenmistir. FS
ekstraktinin 1:2 oranda seyreltilerek uygulamasinin gentamisine yakin etki gosterdigi

(14 mm) belirlenmistir. FS ekstraktinin 1:32 konsantrasyonda uygulamasinda
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antimikrobiyal etki gozlenirken (7 mm), FM ekstraktinin ayni oranda uygulamasinda
antimikrobiyal etki gézlenmemistir. FM ve FS ekstraktlarmin 1:16 konsantrasyonda
uygulamalarinin es sayilabilecek etki gosterdigi (8 mm) tespit edilmistir.

10 ug mL! gentamisin antibiyotiginin B. subtilis bakterisine kars1 uygulamasi
sonucu (21 mm) FS ve FM ekstraktlarinin direkt uygulamasindan (FS:13 mm, FM: 12
mm) daha yiiksek etki gozlenmisti. FM ve FS ekstraktlarinin 1:16 ve 1:32
konsantrasyonda uygulamalari sonucu antimikrobiyal etki saptanmamigtir. FS
ekstraktinin 1:8 oranda seyreltilerek uygulamasinda 8 mm inhibisyon zon cap1
goriiliirlen FM ekstraktinin ayni oranda seyreltilerek uygulamasinda inhibisyon zon
capi tespit edilmemistir, 1:4 konsantrasyonda uygulamasinda 8 mm inhibiston zon ¢ap1
tespit edilmistir.

S. uberis bakterisine kars1 10 pg mL™' gentamisin antibiyotiginin uygulamasi
sonucu (15 mm) FM ekstraktinin direkt uygulamasindan daha yiiksek (12 mm), FS
ekstraktinin direkt uygulamasindan daha diisiik (15 mm) antimikrobiyal etki gosterdigi
belirlenmistir. FM ekstraktinin 1:8 konsantrasyonda uygulamasi sonucu 7 mm
inhibisyon zon cap1 gozlenirken, FS ekstraktinin aym konsantrasyonda uygulamasi
sonucu herhangi bir etki goézlenmemistir. FS ekstraktinin 1:4 konsantrasyonda
uygulanmast (10 mm) FM ekstraktt uygulamasindan (8 mm) daha yiiksek
antimikrobiyal etki gosterdigi goriilmistiir.

100 pg mL! gentamisin antibiyotiginin E. faecalis bakterisine kars1 uygulamasi
sonucu (10 mm) FM ve FS ekstraktlarinin direkt uygulamalarindan daha diistik (14
mm, 14 mm) etki gosterdigi belirlenmistir. FM ekstraktinin 1:8 konsantrasyonda
uygulamasi sonucu 7 mm inhibisyon zon ¢ap1 gozlenirken, FS ekstraktinin ayni
konsantrasyonda uygulamasi sonucu herhangi bir etki gézlenmemistir. FS ekstraktinin
1:4 konsantrasyonda uygulanmasi (10 mm) FM ekstrakt1 uygulamasindan (9 mm)
daha yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi goriilmiistiir.

Sonugta FM ekstrakti i¢in en yiiksek antimikrobiyal etki B. cereus ve E. faecalis
bakterileri lizerinde (14 mm) goriilmiistiir. FS ekstrakt1 i¢in en yliksek antimikrobiyal
etki B. cereus bakterisi lizerinde (17 mm) gozlenmistir. Uygulanan ekstrakt
konsantrasyonu azaldik¢a inhibisyon zon capmin azaldig1 goriilmiistiir.

FM ve FS ekstraktlarmin antimikrobiyal etkileri 6n denemelerde Escherichia
coli bakterisi lizerinde test edildiginde inihibisyon zon c¢ap1 goézlenmemistir.

Literatiirde farkli bitkisel ekstraktlarin antimikrobiyal etkisinin incelendigi

47



caligmalarda bu tez calismasina benzer sekilde Gram pozitif bakteriler iizerinde
antimikrobiyal etki goriilen fakat Gram negatif bakteriler iizerinde antimikrobiyal etki
gdzlenmeyen caligmalar mevcuttur [Erdogrul, 2002; Unal, 2006; Biswas et al., 2013;
Mir et al., 2020]. Antimikrobiyal etkinlikte g6zlemlenen bu farkliligin sebebinin Gram
pozitif ve Gram negatif bakteri hiicreleri arasindaki yapisal farkliliklardan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Gram negatif bakteriler peptidoglikan yapisinin
iizerinde yer alan bir dis zara sahiptir. Bu dis zar proteinler, fosfolipitler ve
lipopolisakkaritler igerir ve dis ortami perpilazmadan ayirir [Beveridge, 1999]. Gram
pozitif bakterilerde bu dig zar bulunmaz. Gram pozitif bakterilerde bulunan
peptidoglikan tabakas1 Gram negatif bakterilerdekinden daha kalindir [Rohde, 2019].
Gram negatif bakterilerin yapisindaki dis zar bir nevi bariyer gorevi yaparak bakterinin
antimikrobiyal ajanlara kars1 dayanikliligini arttirmaktadir [Miller, 2016]. Yapilan tez
calismasinda ekstrakt uygulamalar1 sonucu Gram pozitif bakteri tiirlerine karst
antimikrobiyal etki goriiliirken Gram negatif bakteri tiiriine kars1 goriilmemesinin bu
bakterilerin hiicre yapilarindaki farklardan dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Oguzkan ve arkadaslarinin (2016) yaptig1 calismada, 150 mL metanol ¢oziiciisii
icerisinde 100 gram findik yesil kabugu atig1 konularak 72 saat karistirilmistir. Sonugta
elde edilen ekstraktin antimikrobiyal aktivtesi agar kuyu diflizyonu yontemiyle
degerlendirilmistir. Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Listeria  monocytogenes,  Proteus  vulgaris,  Staphylococcus  epidermidis,
Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis izerinde inhibisyon zon ¢aplart sirasiyla;
21, 26, 0, 25, 0, 25, 27 ve 24 mm (kuyu ¢ap1 6 mm) olmak iizere bu ekstraktin
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmistir. Kontrol olarak kullanilan ampisilin
antibiyotiginin kullanilmasi ile ise sirasiyla 26, 0, 15,27, 25, 0, 35, 31 mm olmak iizere
inhibisyon zon ¢aplar1 olustugu gdézlenmistir [Oguzkan vd., 2016]. Bu ¢alisma genel
olarak degerlendirildiginde elde edilen findik yesil kabuk ekstraktinin test edilen
bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Bu tez calismasina paralel sekilde E. coli bakterisi lizerinde antimikrobiyal etki
goriilmemistir. E. faecalis ve B. subtilis bakterilerinde bu tez caligmasinda elde
edilenden daha fazla inhibisyon zon ¢aplar1 elde etmislerdir. Bu durumun sebebinin
ekstraksiyon yontemindeki farkliliktan ve dolayisi ile elde edilen ekstraklarin biyoaktif
iceriklerinin farkliliklarindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak,

bahsedilen ¢alismada fazla miktarda findik yesil kabugunun (100 gram) kullanilmasi
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ve ekstraksiyon isleminin uzun siirmesi (72 saat) dolayisiyla tez c¢alismasinda
kullanilan daha az miktarda findik kabugu (20 gram) ile kisa siirede (30 dakika)
gergeklestirilen ve antimikrobiyal etkinlik sergileyen ekstraktlarin kolay elde edilen,
ucuz maaliyetli ve kisa siireli bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.

FM ekstraktinin B. cereus, B. subtilis, S. uberis ve E. faecalis bakterileri izerinde
minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ve minimal bakterisidal konsantrasyonu
(MBK) belirlenmistir. MIK degeri bakteri biiyiimesinin inhibe oldugu en diisiik
konsantrasyon olarak, MBK degeri ise bakteri iremesinin tamamen engellendigi en
diisiik konsantrasyon olarak belirlenmistir. B. cereus (% 7.5 inhibisyon orani), S.
uberis (% 9.1) ve E. faecalis (% 7.4) bakterileri i¢cin MiK degeri 0.6 mg mL™! (1:256)
olarak belirlenirken B. subtilis bakterisi (% 2.7) igin 0.3 mg mL™' (1:512) olarak tespit
edilmistir. FM ekstraktinin direkt uygulamasi B. cereus bakterisi {izerinde bakterisidal
etkiye sahip olmamis ve bakteri biiylimesini % 53.4 oraninda inhibe ettigi tespit
edilmistir. Bu ylizden B. cereus bakterisine karsi ekstrakt uygulamasinin MBK degeri
belirlenememistir. E. faecalis ve S. uberis bakterileri i¢cin MBK degeri 2.3 mg mL"!
(1:64) olarak, B. subtilis bakterisi icin 4.6 mg mL™' (1:32) olarak belirlenmistir.
Bakterilerin % 50, % 70 ve % 90 oranlarinda inhibe olduklar1 konsantrasyonlar
hesaplanmistir. MiKso, MiK70 ve MiKoo degerleri E. faecalis bakterisi icin sirastyla
0.81, 1.15, 1.63 mg mL! olarak, S. uberis bakterisi i¢in sirasiyla 0.86, 1.24, 1.79 mg
mL! olarak, B. subtilis bakterisi igin sirasiyla 1.26, 2.12, 3.57 mg mL"! olarak
hesaplanmustir. B. cereus bakterisinin sadece MIKso degeri hesaplanabilmistir (35.2
mg mL!). FM ekstraktina kars1 en duyarh bakterinin en diisiik MiK s0-70-90 degerleriyle
E. faecalis bakterisi oldugu belirlenmistir. Duyarliklik sirasiyla E. faecalis, S. uberis,
B. subtilis ve B. cereus bakterilerine karst FM ekstraktinin antimikrobiyal etkisi
belirlenmistir. B. cereus, Dbakterisidal etkinin belirlenememesi ve ekstraktin
seyreltilmemis uygulamasinda % 53.4 inhibisyon oraniyla FM ekstraktina en direngli
bakteri olarak belirlenmistir. Uygulanan ekstrakt konsantrasyonu azaldikca bakteriyel
inhibisyonun azaldig1 gbzlemlenmistir.

Bakterilerin diigsiik dozlarda antimikrobiyal maddeye maruz kalmasi sonucu
bakteride diren¢ gelisimi gergeklesebilmektedir. Bu nedenle, antimikrobiyal etkiye
sahip olan maddelerin bakteriler iizerinde MIK ve MBK degerlerinin belirlenmesi
bakteri iiremesinin engellenmesi/inhibe edilmesi i¢in gereken dogru antimikrobiyal

madde miktarinin belirlenmesi agisindan énemlidir [Gililmez, 2014].
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Mevcut literatiirde findik yesil kabugu ekstrakt: ile yapilan ¢alismalarda farkli
ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen ekstraktlarin igeriginde ¢esitli fitokimyasal
bilesiklerin bulundugu belirlenmistir. Alasalvar ve arkadaslarinin (2006) yaptiklari
caligmada, 100 mL % 80 etanol ve % 80 aseton ¢oziiciileri ile 10 gram findik kabugu
karigtirarak 50°C sicaklikta 30 dakika bekletilmesi ile elde edilen ekstraktlarin
icerigini HPLC ile analiz etmislerdir. Analiz sonucu ekstraktlarin, gallik asit, kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinapik asit igerdikleri tespit edilmistir. Bu fenolik
asitlerden gallik asidin ekstraktlarin igeriginde fazla bulundugu goriilmiistir
[Alasalvar et al., 2006].

Cerulli ve arkadaglarimin (2017) yaptiklar1 caligmada, findik yesil kabugu
igerigindeki bilesiklerin analizi gerc¢eklestirilmistir. Findik yesil kabugunda, siklik
diarilheptanoidler (giffoninler), sitrik asit, metilsitratlar, mirisetin, kaempferol
bilesenlerinin bulundugunu saptamislardir [Cerulli et al., 2017].

Cabo ve arkadaslarinin (2020) yaptiklar1 ¢alismada, farkli ¢oziiciiler ve farkli
findik tiirleri kullanilarak elde edilen findik yesil kabugu ekstraktlarinin igeriginde
bulunan fitokimyasal bilesikler HPLC UV-DAD analizi ile tespit edilmistir. Analiz
sonucu ekstraktlarin iceriginde gallik asit, protokatesik asit, epikatesin, kuersetin,
ellajik asit, luteolin, vanilik asit ve kaempferol tiirevleri oldugunu saptamislardir
[Cabo et al., 2020].

B. cereus bakterisine kars1 gallik asit [Gutiérrez-Larrainzar et al., 2012], elajik
asit [Ghudhaib et al., 2010], kafeik asit ve ferulik asit [Herald and Davidson, 1983]
bilesiklerinin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.

B. subtilis bakterisine kars1 kuersetin ve kafeik asit [Tyagi et al., 2015] ve ferulik
asit [Khatkar et al., 2015] bilesiklerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
literatiirdeki bazi1 ¢calismalarda saptanmistir.

E. faecalis bakterisine karsi ferulik asit [Ergiin et al., 2011] ve gallik asit
[Gutiérrez-Fernandez et al., 2013] bilesiklerinin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir.

Streptococcus pneumoniae bakterisine karst kuersetin bilesiginin [de Alencar
Pereira et al., 2023], Streptococcus mutans bakterisine karsi gallik asit bilesiginin
[Shao et al., 2015] antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Tez calismasinda elde edilen FM ve FS ekstraktlarinin B. cereus, B. subtilis, E.

faecalis ve S. uberis bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite gostermesinin
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sebebinin igerigindeki fenolik bilesiklerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Literatiirde findik yesil kabugu ekstrakti ile yapilan diger calismalarda elde edilen
ekstraktlarin zengin fenolik icerige sahip olmasi ve literatiirde yapilan farkh
calismalarda bu bilesiklerin saf hallerinin tez calismasinda kullanilan bakteriler
iizerinde antimikrobiyal etki sergilemesi bu diisiinceyi desteklemektedir.

FM ekstraktinin antibiyofilm etkinligi, E. faecalis bakterisinin TSB besiyeri
icerisinde 96 kuyulu mikrotitrasyon plakasinda 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonucu
olusan biyofilmlerinin ekstrakt (1:8) uygulanarak ortadan kaldirilma (%) oranlari
belirlenerek incelenmis ve klor (200 ppm) soliisyonu ile karsilastiriimigtir.

E. faecalis bakterisinin 24 saatlik geng¢ biyofilmi olusumu sonrasinda yapilan
uygulamalarda, FM ekstraktinin (1:8), % 42 oraninda, klor (200 ppm) uygulamasinin
ise % 83 oraninda olusan biyofilmleri ortadan kaldirdig1 tespit edilmistir. 48 saatlik
biyofilm olusumu sonrasinda yapilan uygulamalarda ise, FM ekstraktinin (1:8) % 42
oraninda, klor (200 ppm) soliisyonunun ise % 80 oraninda olugan biyofilmleri ortadan
kaldirdig1 belirlenmistir.

Mevcut literatiirde findik yesil kabugu ekstrakti ile yapilan antibiyofilm etki
aragtirmasi olmadigi i¢in tez calismasinda elde edilen FM ekstraktinin E. faecalis
bakterisi iizerindeki antibiyofilm etkinligi ayn1 bakteriyle yapilan farkli ¢alismalarla
kargilagtirilmigtir.

Balaban ve arkadaglariin (2021) yaptiklan1 calismada, % 60 etanol, % 80
metanol ve bu ¢oziiciilerin asit (% 37 HCI) ile kombinasyonlari ve distile su ¢oziiciileri
araciligiyla nar kabugundan (5 g, 10 g) ekstraktlar elde etmislerdir. Elde edilen
ekstraktlarin B. cereus, B. subtilis ve E. faecalis bakterilerinin biyofilmleri izerinde
etkilerini incelemislerdir. Nar kabugu ekstraktlarinin Bacillus tiirii bakterilerin
biyofilm olusumunu % 73-80 oraninda Onledigi, E. faecalis bakterisinin biyofilm
olusumunu ise % 64-70 oraninda Onledigi belirlenmistir. Ayrica nar kabugu
ekstraktlarinin E. faecalis bakterisinin olugturdugu biyofilmi % 75’e¢ varan oranda
ortadan kaldirdig1, B. cereus bakterisinin olusturdugu biyofilmi % 83’e varan oranda
ortadan kaldirdig1r belirlenmistir. Nar kabugu ekstraktlarinin igeriginde organik
asitlerden malik asit ve sitrik asit, fenolik bilesiklerden punikalajin ve elajik asit
bilesiklerinin varligi tespit edilmistir. Ekstraktin antibiyofilm aktivitesinin igerigindeki
organik asitler ve fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir [Balaban

et al., 2021b]. Gida isleme atig1 ekstraktlarmin fitokimyasal iceriklerinden dolay1
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biyofilm kontrol ajani olarak kullanim potansiyeli oldugu bu calisma ile de
desteklenmektedir.

Qayyum ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢aligmada kuersetin bilesiginin F.
faecalis biyofilmi {izerinde etkisini incelemislerdir. Kuersetinin (256, 128 ve 64 mg L~
Y E. faecalis biyofilmini sirasiyla % 95, % 85 ve % 70 oranlarinda inhibe ettigini
belirlemislerdir. Proteomik analizleri sonucu E. faecalis biyofilmlerinde kuersetin
varliginda 19 proteinin ifadesinin degistigi tespit edilmistir. Kuersetinin biyofilm
inhibitor etkisinin glikolitik, protein translasyon-uzama ve protein katlanma
yolaklarin1 bozmasindan kaynaklandigini ve bu durumun bakterinin fizyolojisini
bozarak serbest formdaki hiicrelerin biyofilm formuna gecisini engelledigini one
siirmiislerdir [Qayyum et al., 2019]. Tez ¢aligmasinda kullanilan findik yesil kabugu
ekstraktinin igerisinde literatiirdeki diger findik yesil kabugu ekstraktlarina paralel
olarak kuersetin veya kuersetin benzeri bilesiklerden kaynaklanabilecegi ve E. faecalis
bakterisi biyofilmleri lizerinde inhibe edici etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kuswandani ve arkadaglarmin (2021) yaptiklar1 ¢alismada, Myrmecodia
pendens ekstraktinin E. faecalis bakterisine kars1 antibiyofilm etkisini incelemiglerdir.
48 saatlik E. faecalis biyofilmlerine kars1 100 mg mL™! konsantrasyonda uygulamanim
1 dakika igerisinde, 25 mg mL™' konsantrasyonda uygulamanin 30 dakika igerisinde
biyofilmleri ortadan kaldirdig1 tespit edilmistir. Elde edilen ekstraktin igeriginde
taninler, saponinler, alkoloidler, fenolikler, flavonoidlerin bulundugunu tespit ederek
biyofilm ortadan kaldirma etkisinin ekstraktin  fitokimyasal iceriginden
kaynaklandigini 6ne siirmiiglerdir [Kuswandani et al., 2021].

Tez caligmasi kapsaminda FM ekstraktinin anti quorum-algilama etkisi C.
violaceum Dbakterisine kars1 agar kuyu difiizyonu yontemi ile incelenmistir. C.
violaceum bakterisine karsi farkli konsantrasyonlarda (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ve 1:32)
ekstrakt uygulamasi yapilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda sirastyla 17, 13, 10, 8,
6, 6 mm (kuyu ¢ap1 6 mm) renksiz opak zon ¢aplart olusumlar1 gézlemlenmistir.
Olusan inhibisyon zon ¢aplarinda iki farkli zon olusumu goriilmiistiir; i) bakteriyel
iiremenin ve viyolasein pigmentinin goriilmedigi zon, ii) bakteriyel iiremenin
goriildiigii ve viyolasein pigmentinin goriilmedigi zon. Sonug olarak FM ekstraktinin
QA inhibe edici etkisinin oldugu ve bu etkinin C. violaceum bakterisi lizerindeki

bakterisidal etkisinden bagimsiz bir sekilde gerceklestirdigi diisiiniilmektedir.
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C. violaceum bakterisinin mor renkli viyolasein pigmentinin iiretimi quorum-
algilama (QA) tarafindan diizenlenir ve viyolasein iiretiminin inhibisyonu QA
inhibisyonunu gostermektedir [McClean et al., 1997]. Mevcut literatiirde bitki
ekstraktlarinin ve bitkilerden elde edilen bilesiklerin C. violaceum bakterisine karsi
anti-QA etkisi lizerinde arastirmalar bulunmaktadir. Choo ve arkadaglari (2006)
yaptiklar1 caligmada vanilya ekstraktinin anti-QA etkisini incelemislerdir. % 75
metanol kullanarak elde ettikleri vanilya ekstraktinin uygulamasimin viyolasein
pigmentinin {iretimini inhibe ettigini tespit etmislerdir [Choo et al., 2006]. Vasavi ve
arkadaglar1 (2013) yaptiklari ¢alismada, Syzygium cumini L. ve Pimenta dioica L.
ekstraktlarinin C. violaceum bakterisine kars1 anti-QA etkisini incelemislerdir. iki
ekstrakt uygulamasinin da viyolasein pigmenti iiretimini inhibe ettigini ve anti-QA
etkisi oldugunu belirlemislerdir [Vasavi et al., 2013].

Hiicreler arasi iletisim ile viriilansin dolayisi ile QA mekanizmasiin inhibe
edilmesi bakterinin ¢evreye adaptasyonunu azaltabilir, biyofilm olusumunu ve
olgunlagmasin1 engelleyebilir [Rasko and Sperandio, 2010]. QA inhibitdrlerinin
biyofilmle miicadelede kullanilmasi, bakteriler {izerinde geleneksel antibiyotiklerin
uyguladigi secici baskiy1 azaltarak kisa siirede antibiyotiklere direngli bakterilerin
sayisinin artmasinin dniine gegebilecek 6nemli bir stratejidir [Welsh et al., 2015].

Mevcut literatiirde findik yesil kabugu ekstraktinin antibiyofim veya anti-QA
etkisini inceleyen bir ¢alisma yoktur. Bu calisma literatiirde bir findik yesil kabugu
ekstrakti ile yapilan ilk antibiyofilm ve anti-QA ¢alismasi oldugu igin literatiirdeki
bitkisel ekstraktlarin biyofilm kontroliinde kullanim stratejilerine katki saglayacaktir.

Yapilan tez ¢alismasinda findik yesil kabugundan farkli ¢oziiciiler (su, metanol)
kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin antioksidan ve antimikrobiyal ajan olarak
kullanim potansiyeli gosterilmistir. Findik yesil kabugundan metanol c¢oziiciisi
araciligiyla elde edilen ekstraktin antibiyofilm ve anti-quorum-algilama o6zellikleri
sergiledigi ve bu nedenle biyofilmle miicadelede kullanilabilecek kimyasal ve toksik
temizleyici ajanlara alternatif olarak dogal icerikli, etkili bir antibiyofilm ajan1 olma
potansiyeli oldugu gosterilmistir. Elde edilen antibakteriyel etkili ekstraktlar gida
koruyucu olarak gida endiistrisinde kullanilabilir. Calismadan elde edilen sonuglar
gida patojeni bakteriler ve biyofilmleri ile miicadelede literatiire katki saglayacaktir.

Ayrica saglik ve ¢evre konusunda tehlike olusturan zararli antimikrobiyal ajanlara

53



alternatif olarak gida atiklarindan elde edilen dogal antibakteriyel ajanlarin

kullanimina tesvik edici olacaktir.
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