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ONUR SOZU

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum ‘Karadut meyvesinin antimikrobiyel aktivitesinin ve
bilesenlerinin belirlenmesi’ baglikli bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir
diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigimi ve yararlandigim tiim
kaynaklarin, hem metin icinde hem de kaynakcada yoOntemine uygun bi¢imde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Tugca BILENLER
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In6nii Universitesi
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Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

59+ xi sayfa

2010
Damsman: Yrd.Dog.Dr. M.Sevket CETIN

Bu calismanin amaci, karadutun antimikrobiyel o6zelliklerinin belirlenmesi,
karadutta bulunan aktif bilesiklerin tanimlanmasidir. Karadutun antimikrobiyel aktivitesi
gida endiistrisinde personel hijyen indikatorii olarak kullanilan, var olan antibiyotiklere
karsi ¢cok hizli bir sekilde direng gelistirdikleri bilinen, Gram pozitif; Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri, Staphylococcus hominis,
Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Streptococcus spp, MRSA (Meticilin resistance
Staphylococcus aureus), Gram negatif; Enterobacter spp, Salmonella spp, Escherichia
coli, Klebsiella spp, Shigella flexneri ve okaryot; Candida albicans’a kars1 disk difiizyon
teknigi ile, ampisilin ve metisilinin pozitif kontrol olarak kullanimu ile belirlenmistir. Disk
diffiizyon teknigi ile hassas mikroorganizmalar, S. aureus, S. epidermidis, S. warneri, S.
hominis, B. cereus, S. flexneri ve C. albicans, secilmistir. Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIC) broth diliisyon ve agar ekstrakt teknikleri kullanilarak tespit
edilmistir.Karadutun MIC’nu; B. cereus ve S. hominis i¢in 16 mg/mL, S. epidermidis, S.
warneri ve S. flexneri i¢in 32 mg/mL ve C.albicans i¢in 512 mg/mL olarak tespit
edilmistir.

Karadutun metanolik ekstrakti, silika jelin kullanildig1 kolon kromatografisi ile
fraksiyonlarina ayrilmistir. Kromatografik ayrim hacimsel olarak yapilmis ve toplamda 15
fraksiyon elde edilmistir. Her bir fraksiyonun DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil)
yontemi kullanilarak antioksidan aktivitesi, broth diliisyon teknigi kullanilarak S. aureus’a
karg1 antimikrobiyel aktivitesi tespit edilmistir. 8, 9 ve 10. fraksiyonlar S. aureus’un
gelisimini etkin bir sekilde engellerken, 4. ve 5. fraksiyonlarin antioksidan aktivite
bakimindan en etkili fraksiyonlar olduklari belirlenmistir. 8, 9. ve 10. fraksiyonlarda
yiiksek performans sivi kromatografisi ve kiitle spektrometresi (HPLC-MS) analizleri ile
antimikrobiyel etki gosteren bilesenler tanimlanmaya ¢alisilmis ve siyanidin-3-glukozid,
siyanidin 3-rutinosid, pelargodin-3-glukosid ve rutin’in bulundugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Karadut, antimikrobiyel, antioksidan etki, kolon
kromatografisi
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The aim of this study is to determine antimicrobial activity, identify active
compounds in Morus nigra. Antimicrobial activities of Morus nigra were tested against
several Gram positive indicator organisms such as Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri, Staphylococcus hominis, Bacillus
cereus, Enterococcus faecalis, Streptococcus spp, MRSA (Methicilin resistant
Staphylococcus aureus and Gram negative indicator organisms such as Enterobacter spp,
Salmonella spp, Escherichia coli, Klebsiella spp, Shigella flexneri and eucaryotic
organism Candida albicans by disc diffusion method where ampicilin and meticilin used
as positive control. The sensitive microorganisms, S. aureus, S. epidermidis, S. warneiri,
S. hominis, B. cereus, S. flexneri and C. albicans, were selected for further studies.
Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) were determined by broth dilution and agar
extract method. MIC of Morus nigra for B. cereus, S. hominis was 16mg/mL, for S.
aureus, S. epidermidis, S. warneiri, B. Cereus, S. flexneri was 32mg/mL and for
C.albicans was 512mg/ mL.

Methanolic extract of Morus nigra was further fractioned using a preparative silica
gel-column chromatography. Chromatographic seperations were preformed volumetically
and the total of 15 fractions were collected. Every fraction was assayed for their
antioxidant activity by using 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) method and for
antimicrobial activity against S.aureus by broth dilution method. The fractions including
8,9,10" effectivellly inhibited growth of S.aureus, whereas 4 and 5™ fractions were the
most effective interms of antioxidant activity. Antimicrobially active compounds have
been tried to define by High-performance liquid chromatography -mass spectrometry
(HPLC -MS) analysis at the 8, 9, 10™ fractions and cnidine-3-glucoside, cyanidine-3-
rutinoside, pelargodine-3-glucoside and rutine were determined.

KEYWORDS: Black mulberry, antimicrobial, antioxidant effect, column chromatography
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1. GIRIS

Karadut (Morus nigra) Moraceae familyasindan Morus tiiriine ait bir meyvedir [1].
Karadutun yetistirildigi iilkelerin basinda Hindistan ve Cin gelmektedir. Bu iilkelerde dut,
yapragi i¢in yetistirilir. Dut yapragi ipek bocegi yetistiriciliginde kullanilmaktadir [2].
Hindistan ve Cin’i, aralarinda Tiirkiye ve Yunanistan’in bulundugu pek cok Avrupa
tilkesi takip etmektedir ve bu iilkelerde dut, yapragindan ¢cok meyvesi i¢in yetistirilir [3—
4]. Anadolu’da yiiksek kaliteli karadut yetistirilmektedir [5]. Tiirkiye’de 400 yildan daha
uzun bir siiredir dut yetistiriciliginin yapildig1 bilinmektedir. Tiirkiye’de bulunan dut
agaclarinin % 95’ini beyaz dut (Morus alba ), % 3’tini kirmizi dut (Morus rubra), %
2’sini karadut (Morus nigra) olusturmaktadir [3]. Tiirkiye’de duttan ‘dut pekmezi’, ‘dut
pestili’ ve dut kome’ gibi geleneksel iirlinlerin yani sira marmelat, meyve suyu ve likor
yapilmaktadir. Ayrica taze ve kuru meyve olarak ta tiiketilmektedir [6]. Karadut
meyvesinin toplam yag igerigi [7], yag asidi profili, toplam fenolik bilesikleri [8], C
vitamin icerigi [9] belirlenmistir. Koyu renkli meyveler flavonoidler, antosiyaninler ve
karotenoidleri iceren fenolik bilesikler bakimindan olduk¢a zengindir [10]. Karadutta
fenolik bilesik miktar1 olduk¢a yiiksek oldugu belirtilmektedir [11]. Fenolik bilesikler
antioksidan, antimutajenik, antikarsinojenikler gibi cesitli biyokimyasal aktivitelere
sahiptirler [12]. Dut meyvesi, laksidatif (barsak bosaltmaya yardim edici), dizanteri
tedavisinde tamamlayic1 (yardim edici), odontaljik (dis ve cevresindeki dokularda ortaya
cikan agrilara karst), antihelmitik (barsak kurduna karsi), ekseptorant (balgam soktiiriicii),
hipoglisemik (kan sekerini diisiiriicii), emetik (kusturucu) amaglarla kullaniminin yani
sira, Tiirkiye’de agiz lezyonlarinin tedavisinde de kullanilmaktadir [11-14].

Karadut meyvesi tizerinde yapilan ¢alismalar antioksidan aktivitesi, fenolik bilesik
miktarinin belirlenmesi seklinde olup, sahip oldugu antimikrobiyel aktivite iizerine
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu tezin amaci karadutun antibakteriyel ve
antifungal aktivitesinin belirlenmesi ve bu aktivitede rol oynayan aktif bilesiklerin

tanimlanmasidir.



1.1. Antimikrobiyel Aktivite ve Antimikrobiyaller

Mikroorganizmalarin siddetli enfeksiyonlara neden oldugu kavrami Pasteur’un
germ teorisini gelistirdigi 19.yy ortalarinda ortaya atilmistir. Bu doneme kadar
mikroorganizmalara kargi tedavi gelistirilememistir. Bu konudaki gelisim, enfeksiyon
hastaliklarinin  kontrol ve tedavisinde c¢ok biiyilk katkida bulunmus ve medikal
birimlerinin biiyiik basarilarindan biri olarak sayilan antimikrobiyel maddelerin kesfi bu
siireci takip etmistir [15]. Antimikrobiyel bilesikler diger mikroorganizmalarin
biiytimelerine engel olan, mikroorganizmalar tarafindan {iretilen maddeler olarak
tanimlanmistir. Bu tamim giiniimiizde artik tam dogru degildir, ciinkii antimikrobiyel
maddelerin bazilar1 sentetik olarak (6rnegin kloramfenikol) ya da yari sentetik olarak
(6rnegin bazi penisilinler, sefalosporinler) iiretilmektedir. Boylece antimikrobiyel madde;
bir organizma tarafindan iiretilen ya da sentetik olarak elde edilen, mikroorganizmalar
izerine mikrobisit (6ldiiriicii) veya mikrobiyostatik (iiremelerini durdurucu) etki gosteren
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan maddeler olarak tanimlanir [16].

Kemoterapinin temel kavraminin olusturulmasi ve bu alanda onemli basarilarinin
elde edilmesi 20.yy baslarinda Paul Erlich’in 1928’de Fleming in bulasici
Staphylococcus’lara kars1 Penicilliumun eritici (lytic) etkisi olan bir madde {irettigini sans
eseri gozlemlemesiyle baslamistir. Sans eseri gozlemle baglayan bu siire¢ Florey Chain,
ve Amerikan Farmasotik Enstitiisii’niin bu alandaki ¢alismalariyla devam etmis, sonunda
saf, aktif bilesigin (penisilinin) izolasyonunun ve karakterizasyonunun yapilmasiyla
sonlandirilmistir. Bu calisma ile 1929’da ilk antimikrobiyel (antibiyotik) olarak penisilin
kesfedilmis ve 1935°de Domagk siilfonamidleri bulmustur. Antimikrobiyel maddeler
etkiledikleri patojenin cinsine gore antibakteriyel, antifungal, antiviriitik, antiparazitler
olarak simiflandirilirlar [17].

1.1.1. Antibakteriyel maddeler

Bakterilerin biiyiimesini engelleyen (bakteriostatik) ya da bakterileri oldiiren
(bakterisidal) diisiik molekiil agirlikli bilesiklere antibiyotik denir. Insanlarin
antibakteriyel olarak kullandiklar1 antibiyotiklerin ¢cogu dogal bilesiklerdir, Streptomyces
spp ve fungi’ler basta olmak iizere mikroorganizmalar tarafindan iiretilirler, bu
antibiyotiklerin yan1 sira sentetik ve yari sentetik olarak elde edilen antibiyotiklerde

bulunmaktadir [18]. Penisilinlerin kesfini siilfonamidler takip etmistir [19]. 1960’larda



hem penisilin ¢ekirdegi, 6—-aminopenicillanic acid (6—APA) hem de sefalosporin ¢ekirdegi
7—aminocephalosporanic acid (7-ACA) izole edilmis, her iki c¢ekirdegin cesitli yan
zincirler olusturma yetenegine sahip olmalar1 yart sentetik p-laktam antibiyotiklerinin

iretimine izin vermistir. [20].

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde antibakteriyel maddelerin giivenle
kullanilmalart i¢in birka¢ kritere sahip olmalar gerekir. En 6nemlisi antibiyotigin genis
etki spektrumuna sahip olmasidir. Etki spektrumu, bir antimikrobiyel maddenin tedavi
edici dozda etkileyebilecegi mikroorganizma cinslerinin tiimiine denir. Eger bir
antibiyotik cok sayida mikroorganizma iizerinde etki gosteriyorsa bu antibiyotige ‘genis
spektrumlu antibiyotik * denir. Aym semptomlara farkli bakteri tiiriiniin neden olabilecegi
ve tedaviye baslanmadan 6nce mikroorganizmanin izole edilmesi ve tanimlanmasi igin
beklemenin her zaman miimkiin olmadigr durumlarda genis spektrumlu antibiyotiklerin
kullanim1 oldukg¢a avantaj saglar. Avantajlara ragmen, genis spektrumlu antibiyotikler
baz1 dezavantajlara da sahiptir. Bu antibiyotikler sadece patojen mikroorganizmalara etki
yapmaz, ayni zamanda yerlesik mikrofloranin sayisin1 da azaltir. Bdylece normalde
mikroflora tarafindan baskilanabilecek olan patojenler, asin iirerler ve enfeksiyona neden
olurlar [21]. Bu sebeple, antibiyotikler secici toksisiteye sahip olmalidir. Segici toksisite
ile anlatilmak istenen ilacin patojen mikroorganizmaya zarar verip, yerlesik floraya zarar

vermeme durumudur [16].

1.1.2. Antibakteriyellerin etki mekanizmalari

Bakteriler enfeksiyon odaginda veya insan viicudu yilizeyinde devamli olarak
bilylir ve ¢ogalirlar. Boylelikle sayilarini arttirirlar. Bilyiimek ve ¢ogalmak igin bircok
biyomolekiiliin sentezlenmesi gerekir. Antibiyotikler, bakterilerin bilyiime ve cogalmasi
asamasinda Ozel hedefler iizerinde etkili olurlar. Antibiyotikler hedef bolgelerine gore;

e Hiicre duvari sentezini,

¢ Stoplazmik membrant,

e Niikleik asit sentezini,

® Ribozom fonksiyonunu ve

® Metabolik fonksiyonu inhibe edenler olmak {izere bes grupta incelenirler [18].



1.1.2.1. Bakteri hiicre duvari sentezini inhibe eden antibiyotikler

Mikoplazmalar hari¢ tiim prokaryotlarda stoplazmik zar1 cevreleyen saglam ve
direncli bir hiicre duvar1 bulunmaktadir. Hiicre duvarimin gorevi, bakteri stoplazmasinin
icindeki yiiksek ozmotik basinca direnmek suretiyle hiicrenin biitiinliigiinii korumaktir.
Eger bu duvar herhangi bir nedenle zayiflayacak olursa veya olusmazsa hiicre parcalanir.
Bakteriler, sahip olduklar1 hiicre duvarina bagli olarak farkli boyanma ozellikleri
gosteririler ve boylece Gram pozitif ve Gram negatif olarak simiflandirilirlar [22].

Hiicre duvan sentezini inhibe eden antibakteriyel maddeler beta laktam halkasi
tagiyanlar ve tasimayanlar olarak iki guruba ayrlir; penisilinler, sefalosporinler,
karbapenemler, monobaktamlar betalaktam halkas1 tasiyan, basitrasinler, vankomisinler,
sikloserinler, teykoplaninler ve fosfomisinler ise beta laktam halkas1 tasimayan

antibakteriyel guruba 6rnektirler [20].

A. Beta Laktam halkasi tasiyan antibiyotikler

B—Laktam antibiyotikleri yaygin kullanilan antibiyotikler arasindadir. B-laktam
antibiyotikleri peptidoglikan sentezinin son basamagi olan, polisakkarit peptidoglikan
omurganin peptid yan zincirini capraz baglayan transpeptidasyon reaksiyonunu

engellerler. [20].

B. p- Laktam halkasi tasimayan antibakteriyeller (Glikopeptidler)

Peptidoglikan sentez inhibitorlerinin bir diger grubu basitrasin, vankomisin,
sikloserin, teykoplanin ve fosfomisinden olusmaktadir. Glikopeptid antibiyotikleri
peptidoglikan sentezinin son iki basamagi olan, transglikolasyonu ve transpeptidasyonu

inhibe ederler [21].

1.1.2.2. Stoplazmik membran fonksiyonunu inhibe eden antibiyotikler

Biyolojik membran temel olarak lipid, protein ve lipoproteinden olusur.
Stoplazmik membran su, iyon ve besinlerin difiizyonu i¢in bir bariyer olup transport
sistemi gibi gorev yapar [16]. Deterjan 6zelligine sahip (ylizey aktif) antibiyotikler ve bazi

antiseptikler stoplazma membraninin segici gecirgenligini arttirarak stoplazma icindeki



fonksiyonel ©nemi bulunan nispeten kiiciik molekiillii bilesiklerin (aminoasitlerin,
niikleotitlerin) hiicre digina ¢ikmasina neden olurlar ve bakterisid etki gosterirler. Bu
gruptaki antibiyotiklere Ornek olarak polimiksinler, imidazoller, kolitsin, nistatin,

amfoterisin—f verilebilir [22].

1.1.2.3. Niikleik asit sentez inhibitorleri

Antibiyotikler niikleik asit sentezini farkli diizeylerde etkilerler. Niikleotid ( purin,
pirimidin) sentezini inhibe ederler, DNA fonksiyonunu Onleyebilirler. Bu grup

antibiyotiklere en yaygin 6rnek kuinolonlar ve rifampinlerdir [21].

1.1.2.4. Ribozomun fonksiyonunu inhibe eden antibiyotikler

Prokaryotik ribozomlarin RNA ve proteinleri okaryotik ribozomlardan olduk¢a
farklidir ve segici antibiyotikler protein sentezinin farkli basamaklarini hedef alirlar. [22].
Protein sentezini inhibe eden klinik ©neme sahip diger antibiyotiklerin baginda
makrolidler (6rnegin eritromisin oleandomisin), linkomisin (linkomisin, klindamisin),

kloramfenikol ve fusidik asit gelir [19].

1.1.2.5. Metabolik fonksiyon inhibitorleri

Bakterilerin c¢ogu p—aminobenzoik asit, peteridin ve glutamik asit gibi
bilesenlerden dihidrofolik asit sentezleme yetenegine sahiptir. Dihidrofolatin kendisi
bakteri metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaz fakat dihidrofolat, dihidrofolat rediiktaz
enzimi ile tetrahidrofolik aside parcalanir, tetrahidrofolik asit, metionin, purinlerin, timin
ve niikleik asit bilegenlerinin sentezinde énemli rol oynar [19].

Trimetoprim ve Siilfonamidler tetrahidrofolik asit iiretimi i¢in gergceklesen reaksiyonlarda
gorev alan enzimlerin inhibitorleridir [20]. Bu antibiyotikler bakteristatik etki gosterirler
[19]. Siilfonamidlerin yapisi folik asit yapisindaki esansiyel metabolit madde olan p-
aminobenzoikaside (PABA) benzemektedir. Siilfonamidler, PABA yerine reaksiyona
girerler folik asidin islev gdrmeyen benzerlerinin olusmasina neden olurlar. Boylece

bakteri hiicresinin ¢ogalmasi 6nlenir [16].



Cizelge 1.1. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi [15]

Antibiyotigin etki mekanizmasi Antibiyotikler

*Biyosentetik Enzimleri inhibe Edenler

Fosfomisinler Sikloserinler

*Tasiyic1 Molekiille Birlesenler

Basitrasinler

Hiicre Duvar Sentezini Inhibe edenler *Hiicre Duvari Substratlari ile Birlesenler

Vankomisinler (gilikopeptid)

*Polimerizasyonu ve yeni Peptidoglikanlarin
Hiicre Duvarina Birlesmesini Inhibe Edenler

Penisilinler Sefalosporinler
Karbapenemler B-laktam grubu
Monobaktamlar

Stoplazmik Membrani Inhibe Edenler *Stoplazmik Membran Diizenini Bozanlar

Tirosidinler Polimiksinler

*Membranda Porlar Olusturanlar

Gramisidinler

Niikleik Asit Sentezini Inhibe Edenler *DNA Replikasyonunu inhibe Edenler

Kuinonlar

*RNA Polimeraz Inhibitorleri

Rifampisinler

Ribozom Fonksiyonunu inhibe Edenler *30S Birim Inhibitorleri

Streptomisinler Kanamisinler
Gentamisinler Amikasinler
Spektinomisinler Tetrasiklinler

*50S Birim Inhibitorleri

Kloramfenikoller Klindamisin
Eritromisin Fusidik Asit

Metabolik Fonksiyon Inhibitérleri *Folat Metabolizmasi Inhibitorleri

*Pteroik Asit Sentaz Inhibitorleri

Silfonamidler

*Dihidrofolat Rediiktaz Inhibitorleri

Trimetroprimler

1.1.3. Antibiyotiklere karsi direnc¢ ve direncin evrimi

Patojen mikroorganizma veya susunun, antibakteriyel maddenin kullanildig1 doz
araliginda ila¢ tarafindan etkilenmemesi durumuna diren¢ denir [18]. Antibiyotikler
hastalik semptomlarim1 azaltmaktan cok bu semptomlar1 tedavi etmek amaciyla
kullanildigindan tibbi uygulamalarin ¢ogu (yogun bakim, kanser kemoterapi, organ nakli
gibi) antibiyotiklerin koruyucu semsiyesi altinda gerceklestirilmektedir. Hem insanlarda,
hem de hayvanlarda ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (genellikle 1 pg/mL’den daha diisiik)
bakteriyel biiylimeyi engelleyebilen bu tiir bilesiklerin ¢ok yiiksek miktarlarda (bazi




Avrupa iilkelerinde giinde 1 ton’dan daha fazla) tiikketimi bakteriyel popiilasyonlar
arasinda antibiyotik direncin ortaya ¢ikmasi ve hizla yayilmasiyla sonuclanmis, boylece
bazi halk saglig1 problemleri ile karsilagilmistir [23].

llaca direngli suslar, ilk olarak ¢ok sayida antibiyotigin kullanildig: hastanelerde
goriilmiistiir. Stilfonamidlere kars1 Streptococcus pyogenes’in direnci 1930’larda [24],
penisilinlere kars1 Staphylococcus aureus’un direnci 1940’larda, kesfinin hemen ardindan
tespit edilmistir [24]. Coklu ilag¢ direnci ise ilk olarak 1960’larin basinda E.coli, Shigella
ve Salmonella gibi enterik bakteriler arasinda belirlenmistir. Bu suslar ozellikle
gelismekte olan iilkelerde ciddi klinik problemlere ve yasam kayiplarina neden olmustur.
[24].

Bu siirecten de anlasilacag: gibi, antibiyotiklere kars1 bakteriyel direncin olusumu
yeni degildir ve ¢ok ciddi sikintilara neden olabilmektedir. Antibiyotiklerin recgetesiz ve
kolaylikla temin edilmesi, yaygin kullanimi, antibiyotiklerin endiistriyel iiretimi ve
pazarlanmasi, diisiik sanitasyon kosullari, direncli fenotipin yogunlugunda artisa, bu
fenotipin hizla yayilmasina sebep olmustur. Ayrica saglik biit¢elerindeki yetersizlik ¢cok
pahali fakat yeni etkileri olan antibiyotiklere ulasmay1 engellemektedir [23,24].

Mikroorganizmalarin antibakteriyel ilaclara karsi direncin genetige baglh olmayan

(dogal) ve genetige bagl (kazanilmig) olmak iizere iki kaynagi bulunmaktadir.

1.1.3.1. Genetige bagh olmayan (dogal) diren¢

Antibakteriyel maddelerin  mikroorganizmalara etki  edebilmesi  i¢in
mikroorganizmanin aktif iireme doneminde olmasi gerekir. Dogal direncin temelinde,
mikroorganizmanin metabolizmasinin inaktif fazda bulunmasi veya ilacin etki

mekanizmasina uygun hedef yapilarin mikroorganizmalarda bulunmamas: yatar [18-24].

1.1.3.2. Genetige bagh olan (kazanilmis) direng

Bakterilerin antibakteriyel maddelere olan direnglerinin ¢ogunu genetik

degisiklikler olusturur [25]



1.1.3.2.1. Mutasyona bagh kazamlmis (kromozomal) direnc

Bakteri kromozomunda, mutasyonla meydana gelen degisiklikler, bakterinin
antibakteriyel maddelere karst duyarhiligini degistirir [18]. Mutasyon, bakterilerde
genellikle spontan olusmaktadir [22]. Kromozomal mutasyonlarla olusan kazanilmis
diren¢ tek asamada veya ¢ok asamada olusabilir. Antibakteriyel ilagla bir veya birden
fazla temasin ardindan birden ve ileri derecede bir diren¢ olusur [22]. Cok asamali

mutasyonda ise direng yavas olarak derecesi gittikge artan bir bicimde olusur [18].

1.1.3.2.2. Kromozom dis1 (diren¢ geninin alinmasina bagh kazanmlmis) direng

Kromozom dis1 direng, plazmid veya transpozonlar aracilifi ile saglanir.
Plazmidler ekstrakromozomal genetik elemanlardir. Sirkiiler yapida, ¢ift zincirli DNA
molekiilleri olan plazmidlerin iizerine genler siralanmistir. Diren¢ genleri tasiyan
plazmidlere diren¢ plazmidleri (R) denir. Diren¢ plazmidleri bulunduklar
mikroorganizmalar o ilaca karsi direngli yaparlar. Transpozonlar direncin tasinmasinda
rol oynayan bir diger 6zel DNA parcalaridir. Hem kromozomal DNA iizerine hem de
plazmidler iizerine yerlesebilen (rekombine olan) daha ufak ve daha hareketli DNA
parcalaridir [20].

Mikroorganizmalarin antibakteriyel maddelere karsi gelistirdikleri direng bes
farkli mekanizma ile kendini gosterir bunlar:

¢ Dis membranin varligi,

e Antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonu,

e Hiicre ¢eperinin ilaca kars1 secici gegirgenliginin azaltilmasi,

e Antibiyotiklerin disar1 atilmas1 ve

¢ Hedef enzimin yeniden programlanmasi dolayisi ile ilacin hedefe baglanmasinin

azaltilmasi1 ve enzim substitiisyonu [19-22] seklinde verilebilir.

1.1.3.3. D1y membramn varhgi

Antibiyotiklerin etkili olabilmesi icin oncellikle etki edecekleri hedeflere ulagmasi
gerekir, dolayis1 ile Gram pozitif bakterilerde peptidoglikan tabakasi antibiyotiklerin

difiizyonu ig¢in bir sinirlama gostermezken Gram negatiflerde dis membranin varligi



nedeniyle antibiyotikler difiizlenirken smirlamalarla karsilagir. Bu durum tiim Gram

negatif bakterilere kiiciik bir diren¢ avantaj1 saglar [21].

1.1.3.4. Antibiyotiklerin enzimatik inaktivasyonu

Antibiyotikler, enzimler ile ya parcalanarak ya da yan guruplarin eklenmesi ile
inaktif hale getirilir. Ozellikle Gram negatif bakteriler arasinda Beta laktam
antibiyotiklerine karsi diren¢ mekanizmalarindan biri B- laktam halkalarim kirarak

antibiyotigi inaktif duruma getiren § —laktamaz enzimidir [21].

1.1.3.5. Hiicre duvarmmin ilaca secici gecirgenliginin ve ila¢ aliminmin azalmasi

Gram negatif bakterilerde 6nemli bir segici gegirgenlik bariyeri dis duvardaki
poruslardir. Poruslar1 tasiyan porin proteinlerinin sentezinin bozulmasi ve membranda

say1sinin azalmasi secici gecirgenlikte azalma mekanizmalarindan biri olabilir [22].

1.1.3.6. Antibiyotiklerin disar1 atilmalar:

Antibiyotiklerin etki gostermesi i¢in bakteri stoplazmasinda yeterli konsantrasyona
ulagmas1 gerekir. Bakterinin diren¢ kazanmasini saglayan bir diger strateji;

antibiyotiklerin bakteri stoplazmasina girisi kadar hizli bir sekilde disar atilmasidir [21].

1.1.3.7. flacin hedef yapisimin yeniden programlanmasi ve enzim substitiisyonu

Hedef yapinin yeniden programlanmasinda antibiyotiklerin par¢alanmasi ya da
uzaklastirllmasindan cok, antibiyotik hedeflerinin gizlenmesi ya da hedeflerin yeniden
programlanmasi yoniinde bir strateji izlenir [19]. Bu stratejiler:

A) Ribozomal hedeflerde yapilan degisiklik

Tetrasiklin, makrolid, linkozamid, aminoglikozid ve streptoraminler gibi bazi
antibiyotiklere kars1 gelisen direngte ribozomal baglanma yerlerinde meydana gelen
degisikliklerin rolii bulunmaktadir [22]. Tetrasiklin direncinin klinik olarak ikinci 6nemli
tipi ribozomun korunmasidir. Koruma stoplazmik proteinler tarafindan gerceklestirilir. Bu
proteinler bakteriyel stoplazmada bulundugu zaman tetrasiklinler artik ribozoma

baglanamaz. [21].



Makrolid ve Linlozamidler; Bakteriyel ribozomun 23s r RNA’nin iistiinde bulunan
Adenin niikleotitine metil grubunun r RNA metilaz enzimi ile eklenmesi sonucu
antibiyotigin ribozoma baglanmasi engellenir. Direncin bu tipi dzellikle Gram pozitif
koklarda bulunur. Gram negatiflerin, E.coli gurubu iiyeleri dogal bir sekilde makrolidlere
kars1 direnglidir ¢iinkii makrolidler dis membrandan rahat bir sekilde gecemez [21].

B) Hiicre duvari prokiirsorlerinde degisiklik

Glikopeptid antibiyotikler peptidoglikan prokiirsorlerinin ucunda yer alan D-
alanil-D-alanin ‘e baglanarak hiicre duvar prokiirsorlerinin hiicre duvarina katilmalarim
engeller [22].

(0] Hedef enzim degisikligi

B-laktamlar; P-laktam antibiyotikleri kovalent olarak stoplazmik membranda
bulunan penisilin baglayici proteinlere (PBP) baglanirlar, boylece peptidoglikan sentezini
engellerler. Bu nedenle PBP lerde meydana gelen degisiklikler P-laktam direncini
meydana getirir. B-laktam direnci olan Gram pozitif bakterilerde ya PBP lerin
antibiyotiklere ilgisi azalmistir ya da bu bakteriler az sayida PBP iiretmektedirler [22]. Bu
tipin en iyi karakterize edilmis diren¢ geni S. aureus da bulunan metisilin e karsi direnci
kodlayan mec genidir [21].

Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri diren¢ mekenizmalar1 Cizelgel.3 de

Ozetlenmistir

10



Cizelge 1.2. Antibiyotik direncin temel mekanizmalari [25]

B-LAKTAMLAR

*B-laktam halkasinin hidrolize edilmesi (B—laktamazlar)

*Hiicre duvari biosentetik enzim hedeflerinin modifikasyonlari.

*Dis membran proteinleri olan i¢ akig (influx) sistemindeki

degisiklikler.

e Aktif diglama (efflux) sistemleri.

TETRASIKLINLER

e Aktif diglama (efflux) sistemleri.

*Ribozom hedef korumasi.

*Oksijen bagli ila¢ aktivasyonu.

KLORAMFENIKOLLER

*Asetiltransferazla inaktivasyon.

e Aktif diglama (efflux) sistemleri.

oIceri tasima (influx) sistemlerinde degisiklik

MAKROLIDLER

*Ribozomal hedefleri modifiye eden metilazin aktivasyonu.

LINKOZAMIDLER

*Ribozomal hedeflerin mutasyonu.

e Aktif diglama (efflux) sistemleri.

*Antibiyotiklerin enzimatik modifikasyonu.

AMINOGLIKOZIDLER

*Antibiyotiklerin enzimatik modifikasyonu.

eiceri tasima (influx) sistemlerinde degisiklik.

*Ribozomal hedeflerin mutasyonu

FLOROKUINOLONLAR

*Topoizomeraz hedeflerin mutasyonu.

e Aktif dislama (efflux) sistemleri.

slceri tasima (influx) sistemlerinde degisiklikler.

GLIKOPEPTIDLER

*Hiicre duvarinin yapisinda hedef modifikasyonlar

silaclarin hiicre duvari sekestrasyonu (bloke olmast).

SULFONAMIDLER

*Antibiyotik hedeflerinin asir1 tiretimi

TRIMETOPRIM

eInhibited ( ¢cekingen ) reaksiyonlarin metabolik bypasi

ISONLAZID

* Aktif pro—drug larin basarisizli§ina yol acan mutasyonlar.

RIFAMPISINLER

*RNA polimerazda mutasyon.

*Antibiyotiklerin enzimatik modifikasyonu.

FOSFOMISIN

*Glutationylatic tarafindan inaktivasyon.

oIceri tasima (influx) sisteminde degisiklikler
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1.1.4. Yeni antibiyotiklere gereksinim

Antibiyotiklerin bulunmasi, insanligin kisa bir siirede bakteri enfeksiyonlarindan
tamamen kurtulacagi iimitlerini dogurmustur. Ancak bu timitler gerceklesmemis ve bugiin
elimizde cok degisik gruplardan, farkli etki mekanizmasina ve c¢ok farkli spektrumlara
sahip diizinelerce antibiyotik varken, bakteriler hala ¢cok onemli bir morbidite (belirli bir
niifustaki hasta sayisinin, toplam niifusa orani) ve mortalite( belirli bir niifustaki 6lii
sayisinin, toplam niifusa orani1) kaynagi olusturmaktadir. Bu durumun nedenleri arasinda,
antibiyotiklerin sagladigi giivence nedeni ile sanitasyon kosullarinin ihmale ugramasi,
yasam diizeni ve kosullarinin degismesi, enfeksiyon riski yiiksek yeni tibb1 ve cerrahi
tedavi yontemlerinin uygulamaya konulmasi, ortalama yasam siiresinin uzamasi sonucu
dogal viicut savunmalar zafiyete ugramis kisilerin oraninin yiikselmesi, bakterilerin
bulasma riskini ¢cogaltan sonda, kateter, prostetik cihaz uygulamalarinin artmasi, eskiden
bilinmeyen veya patojen olarak tanimlanmayan bircok bakteri tiiriiniin bugiin 6nemli
patojenler arsinda yer almas1 gibi pek ¢ok neden siralanabilir [26].

Elimizdeki direncli suglarin artmas1 yeni antibiyotiklere gereksinim nedenlerinden
birini ve belki de birincisini olusturmaktadir. Bu nedenler arasinda, daha genis spektrumlu
antibiyotiklerin bulunmasi ve yan etkileri az, yarilanma siiresi daha uzun, kullanimi kolay,
daha yiiksek doku konsantrasyonu saglayan, beyin omirlik sivisi, eklem sivisi, abse
boslugu gibi bircok antibiyotigin niifuz kabiliyetinin daha diisiik oldugu viicut bolgelerine
yeterli konsantrasyonlarda birikmesi, kisaca farmakolojik ve farmodinamik ozellikleri
daha uygun olan antibiyotiklerin bulunmasina olan gereksinimin temel sebepleridir.

Yeni antibiyotiklerin aranmasinda 50 yil icinde Onemli strateji degisiklikleri
olmustur. Ik zamanlarda genis ¢apli taramalarda antimikrobik madde sentezleyen mantar
ve bakterilerle ilgilenilirken giiniimiizde bakteri fizyolojisinin daha iyi anlasiimas,
antibiyotiklerin yap1 ve etkinlikleri arasindaki iligkilerin ortaya konmasi, gibi bilgiler

151&1nda rastirmacilar degisik kaynaklara yonelmislerdir [26].

1.1.5. Antibiyotik Ajanlar Olarak Bitkiler

Bitkilerde tedavi edici bilesenlerin bulundugu eski zamanlardan beri bilinen bir
gercektir. Yeryiiziinde 250.000-500.000 bitki tiirtiniin bulundugu tahmin edilmektedir. Bu
tiirlerin cok kiigiik bir yiizdesi (%1-10 gibi) hem insanlar hem de hayvanlar tarafindan

gida olarak tiiketilmektedir [27]. Yaklagik 60.000 yi1l once Irak’ta yasayan insanlar
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Giilhatmiyi (holly hock) tedavi amaciyla kullanmiglardir [28]. Bitkilerin tibbi degere sahip
olmalarmin basinda, insan viicudu iizerinde 6nemli fizyolojik etkileri olan bazi kimyasal
bilesiklere sahip olmalan gelir. Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyel 6zellikleri sebebi ile
tedavi edici veya Onleyici etkilere sahip olduklar1 belirlenmistir [29]. Klinik
mikrobiolojistlerinin antimikrobiyel bitki ekstraktlar1 ile ilgilenmelerinin iki nedeni
bulunmaktadir. Ilki, fitokimyasallarin ¢ogunun doktorlar tarafindan  ©nerilen
antimikrobiyel ilaclar icerisinde bulunuyor olmasi, ikincisi ise insanlarin antibiyotiklerin
agir1 ve hor kullanmalar1 neticesinde cesitli problemlerle kars1 karsiya kalmis olmalar1 ve
bu problemlerin dikkat ¢ekici boyutlara ulasmis olmasidir. Ayrica pek ¢ok insan kendi
tibbi bakimlar1 konusunda daha fazla 6zerklige sahip olmak istemislerdir. insanlarin, bitki
bilesenlerinin pek ¢oguna bitkisel iiriinlerin satildig1 diikkanlardan rahatlikla ve daha ucuz
fiyatlara ulasabilmeleri bitkilere olan ilgilerinin artmasina neden olmustur [30]. Sentetik
ilaclarla, bitkisel orijinli antimikrobiyellerin sahip oldukalar1 yan etkiler kiyaslandigi
zaman bitkisel orijinli antimikrobiyellerin bu konuda daha avantajli olduklar goriiliir
[31].

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporuna goére diinya niifusunun % 80’inden fazlast,
oncelikli saglik ihtiyaclar igin geleneksel tibba giivenmektedir. Tibbi bitkiler geleneksel
tibbin temel bilesenleridir. Geleneksel tipta kullanillan tibbi bitkilerin etkinligi ve
giivenilirligi konusunda aragtirmalar devam etmektedir. Bitkilerde bulunan tibbi
bilesenler, geleneksel bati tibbinda da 6nemli rol oynar, 1984’te Amerika ve Kanada’da
kullanilan ilaglarin % 25’1 dogal bitkisel iiriinlerden iiretilmistir. Bitki tiirlerinin yaklasik
%14-28’1 t1ibbi amaglarla kullanilmaktadir. Farmakolojik agidan aktif olan bitkilerin %
74’1, bu bitkilerin etnomedikal kullanimlarinin ardindan kesfedilmistir [32].

Mikroorganizmalarin gelisimini sinirlayan yeni antibiyotikler (benzoin, emetin
gibi) bitkilerden izole edilmistir, bitkilerden elde edilen antibiyotik bilesikler, mevcut
kullanilan antibiyotiklerin izledigi etki mekanizmalarindan daha farkli bir mekanizma ile
mikroorganizmalar1 inhibe edebilir ve boylece diren¢li mikrobiyel suslarin tedavisinde
klinik ©neme sahip olabilirler. Bu sebeplerle son yillarda antimikrobiyel ozellikleri

nedeniyle bitkilerin incelendigi calismalarin sayis1 giin gectikge artmaktadir [33].
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1.1.6. Bitkilerin antimikrobiyel ve antioksidan o6zellik tasiyan bilesenlerinin 6nemli
gruplan

Bitkilerde bulunan fitokimyasallarin cogu antioksidan ve antimikrobiyel aktiviteye
sahiptir [34]. Bitkilerin antimikrobiyel ve antioksidan ozellik gosteren bilesenleri
genellikle sekonder metabolitlerdir. Sekonder metabolitler; azot iceren bilesikler,

terpenoidler ve fenolik bilesikler olmak iizere ti¢c ana gruba ayrilir [35].

1.1.6.1. Fenolik bilesikler

Flavonoidler, Antosiyanidinler

Flavonoidler iki aromatik halka tasiyan, ii¢c karbonlu alifatik karbon zinciri ile
birbirine baglanmis, C6-C3—C6 iskeletine sahip fenolik yapilardir, bitkilerde 4000 den
fazla flavonoid tanimlanmistir. Flavonoidler, antioksidan, enzim regiilatorleri olarak
calistiklan icin bitki biyokimyasi iizerinde onemli etkilere sahiplerdir. Flavonoidlerin
giinlilk alim miktar1 25 mg/giin olarak belirtilmektedir. Ayrica flavonoidlerin kalp damar
hastaliklarin1 dnlemeye yardim ettigi belirlenmistir [36].

Dogada flavonoidlerin ¢ogu mono ve disakkaritlerle birlesmis durumda
bulunurlar. Flavonoller genellikle glikozide olmuslardir. Bitkilerde rutin, kesretin—3—
rutinozid ve kempferol-3—rutinozid en fazla rastlanan glikozide olmus flavonollerdir [37].
Ayrica gidalarda en yaygin olarak apigenin, lutealin ve rutin bulunmaktadir. Rutin,

kuersetin—3—O-f rutinozid dir. Burada rutinozid ramnoz ve glukozun disakkaritidir [38].

HO

HO
OH

Sekil 1.1. Rutin’in kimyasal yapis1 [38]
Rutin, hisperdinle (hisperdin flovanon tiirevidir) baglantisi olan bir flavonoiddir.

Suda ¢oziinebilir renk pigmentleri arasinda yer alan rutin antiinflamatuar (Inflamasyonu
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azaltan ya da durduran), antiallerjenik, antiviral ve antikanserojenik ozelliklere sahiptir.
Rutin fenolik antioksidandir ve siiperoksit radikallerini siipiirme 6zelligine sahiptir [38].

Antosiyanidinler aglikon halde bulunur (aglikon karbonhidrattan yoksun
demektir). Pek ¢ok meyve ve sebzeye diisiik pH’da kimizi, yiiksek pH’da pembe ve mor
renk verir. Siyanidin en yaygin antosiyanidindir. Meyve antosiyanidinleri 3.pozisyonda
oksijen kopriisii ile glukoz, arabinoz ve galaktoz ile glikozitlenmeye meyilli bir yapiya
sahiptir [39].

Antosiyaninler, tiim gelismis bitkilerde, cogunlukla ciceklerde ve meyvelerde
fakat aym zamanda, yapraklarda, govdelerde ve koklerde bulunur. 500'{in iizerinde

antosiyanin bitkilerden izole edilmistir. Bunlarin temel yap tas1 flavilyum iyonudur.

Sekil 1.2. Flavilyum iyonunun kimyasal yapisi [39]

Antosiyanidinler sekerlerle birlestiginde, antosiyaninler olusur. Sekerler farkli
yerlerden birlesebilir ve bitkilerde farkli sekerler bulunur, bu antosiyaninlerin oldukca
biiyiik  zincirler olusturabilmesini agiklamaktadir. Ornek olarak, cileklerde ana
antosiyaninler siyanindin—-3—glukoside ve pelargonidin—3—glukosid, iki 6nemli bilesendir
[40]. Antosiyaninler ayrica kalp rahatsizliklarina yakalanma riskini azaltir, diisiik
yogunluklu lipoproteinlere (LDL) kars1 dogal antioksidandirlar [41].

Siyanidin-3-glukozid C,H;0;;Cl kimyasal formiiliine, 484.8 g/mol molekiil
agirligina sahip olan, flavonoidlerin dogal kimyasal grubunu olusturan antosiyaninlere
dahildir. Siyanidin-3-glukozid suda iyi ¢Oziiniir [41]. Antosiyaninlerin ve ozellikle
siyanidin glukozidlerin genis spektrumlu biyolojik aktivitelere sahip olduklari yapilan

cesitli calismalarla belirlenmistir [42].
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OH

OH
OH

Sekil 1.3. Siyanidin-3— glukozid’in kimyasal yapist [43]

Siyanidin-3— rutinozid, C;7H3,0,5CIl kimyasal formiiliine, 631 g/mol molekiil
agirlhigina sahip olan bir antosiyanindir [41]. Antosiyaninlerin en c¢ok rastlanan
iyelerinden biridir. Siyanidin-3— rutinozid, reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girebilir
ve boylece yeni serbest radikal tiirlerinin yayilmasim durdurabilir. Dogal bir

antioksidandir [41].

HaC O

Sekil 1.4. Siyanidin-3— rutinosid’in kimyasal yapisi [42]

Pelargodin-3-glukosid, C,;H,;0,0Cl kimyasal formiiliine, 468.8 g/mol molekiil agirligina

sahip olan bir antosiyanindir [44]

OH

OH

OH

OH

Sekil 1.5. Pelargodin-3-glukozid’in kimyasal yapisi1 [43]

16



1.2.Antioksidan Aktivite ve Antioksidanlar

1.2.1. Antioksidanlar

Organik maddeler ve solunum yapan organizmalarin pek ¢ok molekiilii oksijen
varliginda oksidasyona ugrar, bunun sonucunda ise organik maddeler ve organizma
molekiilleri i¢in son derece zararli olan serbest radikaller olusur [45]. Serbest radikallerin
neden oldugu zarardan korunmak i¢in, insanlar ve diger yasayan organizmalar kompleks
antioksidan savunma sistemi gelistirmistirler [41]. Bu savunma sisteminde farkli
fonksiyonlara sahip olan cesitli antioksidanlar 6nemli rol oynarlar. Boylece antioksidanlar
lipitleri, karbonhidratlari, proteinleri, DNA’y1 ve diger oksitlenebilir substratlarn
oksidasyondan koruyan maddeler olarak tamimlanmaktadir  [42]. Antioksidanlar
enzimatik olup olmamalarina gore, viicut savunma sisteminde aldiklar1 gorevlere gore ve
viicutta sentezlenme ya da gidalardan alman antioksidan olmalarma gore
siniflandirilabilirler.

Enzimatik antioksidanlara ornek olarak siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz verilirken enzimatik olmayan antioksidanlara tokoferoller, C vitamini,
karotenoidler 6rnek olarak verilebilir [43]. Cesitli antioksidanlar farkli mekanizmalarla
savunma sisteminde gorev alirlar. Viicut savunma sisteminde aldiklar1 goreve gore dort
gruba ayrilirlar.

[k grupta koruyucu antioksidanlar yer alir, bu grup antioksidanlar serbest radikal
olusumunu onlerler. Koruyucu antioksidanlar hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin
radikal olmayan dekompozisyonu saglayanlar (Katalaz, Glutatyon peroksidaz, Peroksidaz,
Glutatyon), c¢elat olusturarak metallerin sekestrasyonunu (tutanlar) saglayanlar
(transferrin, laktoferrin, haptoglobin, hemopeksin, seruloplasmin albumin) ve aktif
oksijen tiirlerini baskilayanlar (siiperoksit dismutaz, karotenoidler, vitamin E) olmak
tizere ii¢ alt gruba sahiptir [46].

Savunma sisteminin ikinci basamaginda bulunan antioksidanlar ise radikal
temizleyen antioksidanlardir. Zincir olusumunu 6nlemek amaciyla radikalleri temizlerler
ve zincir yayilmasini Onlerler. Bu gruba dahil olan antioksidanlar hidrofilik (C vitamini,
tirik asit, bilirubin, albumin) ve lipofilik (E vitamini, ubiquinol, karotenoidler ve

flavonoidler ) olmak iizere iki gruba ayrilir [46].
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Savunma sisteminin iiclincii basamaginda yer alan antioksidanlar, membrani
yeniden yapilandiran ve zarari onaran lipaz, proteaz, DNA onaran enzimler, transferaz
gibi enzimlerdir [46].

Savunmanin son (adaptasyon) basamagini ise oksidatif stresin basladig1 yere dogru
zaman ve miktarda uygun antioksidanin iiretildigi ve transfer edildigi antioksidanlar grubu
(glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz) olusturur. Bu adaptasyon mekanizmasi
toplam savunma sistemi i¢in son derece onemlidir [46].

Antioksidanlar, viicutta iiretilenler (endojenoz) ve gidalardan alinan (ekzojenoz)
olmak iizere ikiye ayrilir. Glutatyon, seglutaton peroksidaz, Fe—katalaz, NADPH,
ubiquinol-10 (pargalayan koenzim Q 10) iirik asit, lipolik asit, antioksidan aktiviteli
hormonlar (melatonin, DHEA), albumin iceren metal baglayan proteinler (transferin,
seruloplazmin) ve Fe kompleksi baglayan proteinler (hemopeksin, heptaglobin) endojenoz
antioksidanlara ornek verilebilir. Tokoferol ve tokorienoller (vitamin E), askorbat
(vitamin C), vitamin A, karotenoidler (B-karoten, likopen ve lutein) (antioksidan
enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in esansiyel olan diger metabolitler) antioksidan aktiviteli
fitokimyasallar, gida antioksidanlart (BHA, BHT, propil galat, TBHQ) ekzojenoz
antioksidanlara ornek verilebilir [46].

Antioksidanlar serbest radikallere ihtiyac duyduklarn elektronu verir. Serbest
radikaller antioksidanlardan aldiklar1 elektronla ya stabil duruma gecerler ya da daha az
kararli tiirlerin olustugu reaksiyonlar diizenlenir. Antioksidanlar ise bu reaksiyonlarin

sonunda kararli radikallere doniisiir ve oksidasyon zincir reaksiyonlarimi durdururlar [47].
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2. KAYNAK OZETLERIi

Karadutun ¢esitli fizikokimyasal 6zellikleri {izerine yapilan calismada, mineral
icerigi N 0.92 mg/100g, P 232 mg/100g, K 922 mg/100g, Ca 132 mg/100g, Mg 106
mg/100g, Na 59 mg/100g, Fe 4.2 mg/100g, Cu 0.4 mg/100g, Mn 4.2 mg/100g, Zn 3.2
mg/100g olarak belirlenirken, yag asidi igerigi linoleik asit miktarimin %353.57-64.41
arasinda, palmitik asit miktarinin %11.36-64.41 arasinda, miristik asit miktarinin %0.87-
3.41 arasinda , stearik asidin %3.22-9.14 arasinda, oleik asidin % 10.66- 15.98 arasinda
nonadekenoik asidin %0.22-1.35 arasinda oldugu belirlenmistir, toplam fenolik madde
icerigi 1943-2237 mg GAE/100 g taze meyve, C vitamin igerigi ise yaklasik
18.7mg/100mL olarak belirlenmistir. Meyve rengi agirhigr 4.37g, sahip oldugu nem
miktar1 %72.6, toplam ¢oziinebilir kati madde miktar1 % 16.7, toplam kuru agirlik % 27.4,
pH 3.52 ve toplam asitlik %]1.4 olarak belirlenmistir [6].

Karadutun antosiyanin igeriginin belirlenmesi amaciyla cesitli ¢alismalar
yapilmistir. Bu calismalardan bazilari, dutta bulunan antosiyanin iceriginin ve bunlarin
antioksidan aktivitesinin  belirlenmesidir. Zheng vd.’nin [48] yaptig1 ¢alismada,
belirlenen antosiyaninler; siyanidin 3-0-(6"-O-a-ramnopiranosil-$-d-glukopiranozid)
siyanidin ~ 3-0-(6"-O-a-ramnopiranozil-f-d-galaktopiranozid),  siyanidin  3-O-f-d-
glukopiranozid,  siyanidin = 3-O-f-d-galactopiranozid ve  siyanidin  7-O-f-d-
glukopiranoziddir. Dutun antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla Hassimotto
vd.’lerinin [49] yaptig1 calismada ise karadutun orta seviyelerde antioksidan aktiviteye
(6.8-14.4 ug TE/gr) sahip oldugu belirlenmisdir.

Ayrica karadutla ilgili yapilan c¢aligmalar arasinda; Takuya vd. [50] LDL
antioksidant aktivite iizerinde dut yapragindan izole edilen flavonol glikozidlerin
antioksidan etkisinin belirlenmesini amaglamislar, dut yapraginin %60 etanol ekstraktinin
LDL oksidasyonunu baskiladigin1 ve antioksidan aktivitede etkili olan ii¢ flavonol
glikozidi kuersetin 3-(6-malonilglukozid), rutin (kuersetin 3-rutinozid) ve isokuersitrini
(kuersetin 3-glukozid) LC-MS ve NMR teknikleri ile tanimlamiglardir.

Pawlowska vd. [51] karadut ve beyaz dutta bulunan flavonoidlerinin kalitatif ve
kantitatif analizlerini yapmayi amaclamig, kara ve beyaz dut meyvesinin metanol
ekstraktinin Safadeks LH-20 kolon kromatografisi ile izolasyonunu, HPLC/ PDA/ESI-
MS teknikleri ile de analizlerini yapilmig ve kuersetin-3-rutinosid, kuersetin-3-glukosid,

keamfenikol-3-rutinosid ve 5-O-caffeoylquinic asid (klorojenik asid) tanimlanmis, ayrica
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karadutta siyanidin 3-glukozid, siyanidin 3-rutinozid, pelargodin 3-O-glukozid ve
pelargodin 3-O-rutinozid olarak bilinen antosiyaninlerin bulundugunu belirtmislerdir.
Bitkilerin sahip oldugu antimikrobiyel aktivitelerin belirlenmesi amaciyla cesitli
caligmalar yapilmistir. Literatiir taramalarinda antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesi
amaciyla secilen bitkiler iki grup altinda toplanabilir, bunlar meyve, sebze ya da baharat
olarak tiiketilen bitkiler ve gida olarak tiiketilmeyen bitkilerdir. Gida olarak tiiketilmeyen
bitkiler iizerine yapilan ¢alismalar arasinda; Karaman vd. [52] Juniperus oxycedrus L. nin
(katran ardic1) su ve metanol ekstraktinin antimikrobiyel aktivitesini belirlemek amaciyla,
toplamda 143 mikroorganizmaya karsi disk difiizyon teknigi kullanarak inhibisyon zon
caplarin1 belirlemis, minimum inhibisyon konsatrasyonu ile su ekstraktinin higbir
mikroorganizmaya kars1 etki godstermedigini, metanol ekstraktinin 57 mikroorganizma
istiinde etkili oldugunu belirlemislerdir. Penna vd. [53] enfeksiyon rahatsizliklarinin
tedavisinde kullanilan Arjantin yoresel bitkilerin (Sebastiania brasiliensis, Sebastiania
klotszchiana, Polygonum punctatum, Lithraea molleoides ve Myrcianthes cisplatensis)
antimikrobiyel aktivitelerini belirlemek amaciyla Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli ve Candida albicans’in aralarinda bulundugu c¢esitli
mikroorganizmalara karsi, bitkilerin %50 hidroalkolik ekstraktlarimi test etmis, bu
ekstraktlarin denemelerde kullanilan mikroorganizmalar arasinda Gram pozitif bakteriler
tizerinde etki gosterdigini belirtmislerdir, S. brasiliensis’in %50 hidroalkolik ekstraktinda
metilgallat ve protokatekuik asit olmak iizere iki antimikrobiyel bilesik tanimlamiglardir.
Changwei vd. [54] Ficus microcarpa L.’nin etil asetat ekstraktinin antioksidan ve
antibakteriyel aktivitesini Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi test etmis ve
Gram pozitif bakterilerin daha hassas oldugunu tespit etmisler, HPLC ve GC-MS
teknikleri ile aktivitede etkili oldugu diisiiniilen 12 fenolik bilesik tanimlamigslardir.
Perumal Samy vd. [55] tibb1 degerlikleri nedeni ile halk arasinda yaygin kullanilan 34
bitkinin metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisini E. coli, Klebsiella aerogenes, Proteus
bulgaris ve Pseudomonas aerogenes’e karsi test etmis ve 16 biktinin test edilen
bakterilere kars1 onemli seviyede antimikrobiyel aktivite gosterdigini belirlemislerdir.
Benzer amaglarla gida olarak olarak kullanilan bitkilerden o6zellikle baharatlar
izerine yapilan calismalar arasinda; Rota vd. [56] farkli kekik tiirlerinin (Thymus
vulgaris, Thymus zygis ve Thymus hyemalis) esansiyel yag ekstraktlarinin kimyasal
kompozisyonunun ve antimikrobiyel aktivitesinin belirlemeyi amaglamis, bitki
ekstraktlart  Salmonella typhimurium, S.enteridis, FE.coli, S.aureus’un aralarinda

bulundugu cesitli mikroorganizmalara karsi test etmis, Gram pozitif bakterilerin daha
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hassas olduklarini tespit etmistirler. Iscan vd. [57] Mentha piperita’nin (Ingiliz nanesi) 21
insan ve bitki patojen mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyel etkisini test etmis, bitki
patojenlerinin etkin bir bicimde inhibe olduklar1 belirlenirken, insan patojenlerine karsi
etkisi olmadigi belirtmislerdir. GC ve GC/MS teknikleri kullanilarak antimikrobiyel
aktivitede etkili olan bilesigin mentol oldugu tespit etmistirler. Gofii vd. [S8] tarcin ve
karanfil yaginin antimikrobiyal etkisinin Gram negatif (E. coli, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruoginosa ve Salmonella choleraesuis) ve Gram pozitif bakterilere (S.
aureus, Listeria monocytogenes, B. cereus and Enterococcus faecalis) karsi test etmek
amaciyla yaptiklar1 calismada, L. monocytogenes, B. cereus ve Y.enterocolitica’nin test
edilen konsantrasyonda etkin bir sekilde inhibe oldugu belirlemis, antimikrobiyel
aktivitede etkili olan bilesigin tamimlamasi yapilmamistir. Wilson vd. [59] iki farkhi
zerdecal bitkisinin petrol eteri, hekzan, kloroform ve aseton ekstraktlarinin
antimikrobiyel etkisini 8 bakteri, 2 mayaya kars1 test etmis, aseton ekstraktinin dzellikle
Gram pozitif bakterilere kars1 etkili oldugunu belirlemislerdir.

Meyve ve sebze olarak tiiketilen bitkiler iizerine de benzer ¢alismalar yapilmistir.
Jayaprakasha vd. [60] iiziim cekirdeginin antimikrobiyel ve antioksidan aktivitesin
belirlemek amaciyla yaptiklarnn c¢alismada, tiziim ¢ekirdegi ekstrakti B.cereus, Bacillus
coagulans, Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli and P. aeruginos’aya kars1 test edilmis,
Gram pozitif bakterilerin Gram negatif bakterilere kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda
inhibe olduklan belirlenmistir. Benkeblia vd.[61] c¢esitli sogan (kirmizi, yesil ve beyaz)
ve sarimsak tiirlerinin esansiyel yaglarinin antimikrobiyel aktivitelerini belirlemek
amaciyla bir aragtirma yapmis, bu arastirmada S.aureus ve Salmonella enteridis’in
aralarinda bulundugu cesitli mikroorganizmalar kullamlmis,. S.aureus’un S.enteridis’e
gore daha az hassas oldugu, test edilen konsantrasyonda S.enteridis’in tamamen inhibe
oldugunu belirlemislerdir. Demirci vd. [62] Balikotu’nun (Phlomis) gida patojenlerine
kars1 antimikrobiyel aktivitesini belirlemek amaciyla yaptiklart calismada E.coli, S.
typhimurium, S.aureus, B.cereus ‘un aralarinda bulundugu mikroorganizmalar
kullanilmistir. Balikotunun antimikrobiyel aktivitesinin Gram pozitif bakterilerin
inhibisyonunda daha etkili oldugu belirlenmistir. Eloff [63] Marula meyvesinin kok ve
yapraklarinin aseton ekstraktinin antibakteriyel etkisini S.aureus, P.aeruginosa, E. coli
ve E. Faecalis’e kars1 test etmis, tiim ekstraktlarin test edilen mkroorganizmalar {izerinde
aktiviteye sahip oldugunu belirlemistir. Kirbaglar vd. [64] limon, greyfurt, bergamot, ac1
portakal, tathh portakal ve mandalin kabuklarindan elde etiikleri esansiyel yaglarin

antimikrobiyel aktivitesini 9 bakteri ve 6 mayaya karsi test etmis, narenciye kabuk
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yaglarinin test edilen mikroorganizmalar {iizerinde antimikrobiyel aktiviteye sahip
olduklarmi belirlemis, limon ve bergamot kabuk yaglarinin diger narenciyelere kabuk

yaglarina kiyasla daha yiiksek aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada kullanilan karadut (Morus nigra) Malatya Meyvecilik Arastirma
Enstitiisii’'nden toplanmis ve laboratuara getirilmistir. Karadutlar kullanilincaya kadar

-20°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.1. Kullamlan kimyasallar ve mikroorganizmalar

Kullanilan biitlin kimyasallar “Sigma” firmasindan temin edilmistir. Farkli
firmalardan temin edilen kimyasallarin satin alindigi firma parantez icerisinde
belirtilmistir. Bu tez calismasinda; metanol, etanol, DPPH, etil asetat, hekzan, kloroform,
DMSO, antibiyotik standartlar1 olarak ampisilin, metisilin ve gentamisin kullanilmistir.
Ayrica antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesinde ¢ogu patojen, hijyen ve sanitasyon
indikatorii olan, solunum ve gastrointestinal alanda rastlanma sikligi dikkate alinarak
mikroorganizmalar secilmis, se¢ilen mikroorganizmalarin bir kismu setifikali olup bir
kismu Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilmistir.
Hastane izolatlarinin hizla diren¢ kazanmalar nedeni ile antibakteriyel denemelerde
karadutun bu mikroorganizmalar {izerindeki etkisi test edilmek istenmistir.

Mikroorganizmalarin saglandiklan yerler Cizelge 3.1.”de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1. Mikroorganizmalar ve saglandiklar1 yerler

Mikroorganizma Sagland1 yer

Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
(RSHM) No: 1021/06008
Amerikan kiiltiir koleksiyonu (ATCC)

Staphylococcus aureus

Staphylococcus hominis RSHM No: 869, (ATCC) No: 27844

-jé Staphylococeus warneri (ATCC) No:27836, RSHM No: 95052
§ Staphylococcus epidermidis RSHM No: 95
Z  MRSA Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi
g (Metisilin Drencli Staphylococcus aureus) Mikrobiyoloji Laboratuvart (ML)*
g Bacillus cereus RSHM:869
O Enterococcus feacalis ML
Streptococcus spp ML
. Enterobacter spp ML
g,) :a_g Salmonella spp ML
é % Shigella flexneri RSHM: 184
g M Klebsiella spp ML
Escherichia coli ML

Maya Candida albicans RSHM:04055, ATCC No: 90028

* Mikrobiyoloji laboratuarindan alinan bakteriler sertifikali izolat degildir.

Bakteriler Niitrient Agar’da (Oxoid, Hampshare, Ingiltere), maya ise Sabouraud Dextrose
Agar’da (Merck, Darmstadt, Almanya) +4°C’de muhafaza edilmistir. Test edilecek
mikroorganizmalarin aktiflestirilmesinde besiyeri olarak Brain Heart Infusion (BHI)
Broth (Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir. Analiz yapilmadan bir giin Once
kiiltiirler BHI brothlara ekilerek hazirlanmistir. Hazirlanan kiiltiirler 37°C’de 24 saatlik

inkiibasyonun ardindan antimikrobiyel denemelerde kullanilmistir.

3.1.2. Kullamlan alet ekipman ve cihazlar

UV-VIS spektrofotometre, HPLC-MS (yiiksek performansli sivi kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi) sistemi, su banyosu, vorteks karistirici, parcalayici, su sogutmali ve
normal santrifiij cihazi, etiiv, kuru hava sterilizatorii, otoklav, otomatik pipet seti tez

kapsaminda kullanilan ekipman ve diizeneklerdir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Ornek hazirlama

Calismada, kullanilacak karadut ornekleri dondurarak kurutulmustur. Laboratuara
getirilen karadut waring blender’da (Simsek Laborteknik, Tiirkiye) parcalanmis, ince
gozenekli bezlerden siiziilmiig, aliiminyum tepsilere dokiilmiistiir. Hazirlanan tepsiler —
20°C’de 1 gece dondurulmus freeze—drier cihazinda (Armfield, ingiltere) 5 mmHg
basingta —50°C sartlarinda kurutulmustur. Bu kurutma islemi yaklagitk 15-18 saatte
tamamlanmistir. Tamamen kuruyan karadut tozu oOrnekleri kapakli kaplar icerisinde

buzdolabinda —10°C’de saklanmustir.

3.3. Analiz Metotlari

3.3.1. Antimikrobiyel kapasite testleri

3.3.1.1. Disk difiizyon yontemi

Karadutun antimikrobiyel aktiviteye sahip olup olmadiginin anlagilmasi igin
yapilan testlerde disk difiizyon yontemi [65] kullanilmistir. Disk difiizyon teknigi 6rnegin
mikroorganizma {iremesini inhibe ettigini aciklamak i¢in kullanilmaktadir. Bu teknik
bakterilerin tiremesini inhibe eden ilacin etkisinin ne kadar oldugunun ol¢iilmesinde ve
standartlarla  karsilasgtirilmasinda da kullanilmaktadir [66]. Antimikrobiyel etki
taramasina, steril petri kaplarina bakteriler i¢cin Miiler Hinton agar, (Merck, Darmstadt,
Almanya), maya icin Potato Dextrose agar (Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir.
Dokiim yapilan petri kaplari yiizeylerinin kurumasi ve olasi bir kontaminasyonun
belirlenmesi icin 2 giin oda sicakliginda ters cevrili bir sekilde bekletilmistir.
Dondurularak kurutulmus kara dut tozu steril kap ve steril saf su kullanilarak aseptik
kosullar altinda son konsantrasyon 100 mg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan
karadut 6rnegi onceden steril edilen filtre kagitlarina (Whatman No :1 , 5 mm capinda) 15
puL’lik miktarlarda emdirilmistir. Katilagan agar iizerine analizden bir gece Oncesinden
ekimi yapilip aktiflestirilen mikroorganizma kiiltiirlerinden 100 pL alinmis, yayma
yontemi ile ekim yapilmistir. Bakteri ve maya ekiminin yapildigi petri kutularina  bitki

oziiti emdirilen diskler hafifce bastirilarak yerlestirilmis, 2 saat on dinlendirme
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yapildiktan sonra bakteri ekimi yapilan petri kaplar1 37°C’de 24 saat, maya ekimi yapilan
petri kaplanni ise 25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu deney her bir
mikroorganizma igin tekrarlanmis, pozitif kontrol olarak ampisilin ve gentamisin diskler

kullanilmastir.

3.3.1.2. Minimum inhibisyon konsantrasyonu ( MIC), Broth Diliisyon Yontemi

MIC, mikroorganizma biiytimesinin goriilmedigi en diisiik bitki ekstrakti miktar
olarak tamimlanir [67]. Karadutun MIC’ nu Andrews’e [67] gore ve deney sartlarinin
gerektirdigi baz1 degisiklikler yapilarak belirlenmistir.

Disk difiizyon yontemi kullanilarak yapilan deneylerde Gram negatif bakterilere
karsi, Shigella flexneri hari¢, karadutun antibakteriyel etkisinin oldukca zayif oldugu
anlasilmistir. Bu nedenle MIC’nu belirlemede kullanilan test organizmalar asagida
belirtilmigtir.

Staphylococcus aureus (RSHM No: 1021/06008),
Staphylococcus warneri (RSHM No: 95052, ATCC 27836),
Staphylococcus epidermidis (RSHM No: 95),

Staphylococcus hominis (RSHM No: 95055, ATCC 27844 ),

Bacillus cereus (RSHM No: 863),
Shigella flexneri (RSHM No: 184),
Candida albicans (RSHM No: 04055, ATCC 90028)

Disk difiizyon tekniginde de anlatildigi gibi +4°C’de saklanan mikroorganizma
kiiltiirleri analizden bir gece dnce bakteriler icin BHI Broth, maya i¢in Saborout Dextrose
Broth kullamilarak aktiflestirilmistir. MIC’nun belirlenmesinde Broth—diliisyon metodu
kullanilmistir. Broth—diliisyon metodunda MH Broth kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri
2.9 mL’lik hacimlerde tiiplere dagitilmis, tiipler 121°C” de 15 dakika otoklavda tutularak
steril edilmistir.

Dondurularak kurutulan karadut tozundan dimetil siilfoksit (DMSO) ile steril
kaplar kullanilarak aseptik kosullar altinda stok soliisyon (2048 mg/mL) hazirlanmistir.
Bu stok soliisyondan steril MH Broth kullanarak iki kat seri diliisyonlar hazirlanmistir ve

diliisyon oranlar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Antimikrobiyel aktivite belirlemelerinde  kullanilan  ekstrakt

konsantrasyonlari

2048 mg/mL. DMSO

Stok soliisyon
A soliisyonu (4 mL) B soliisyonu
3 mL steril MH broth Steril MH broth

1 mL Stok Soliisyon

A soliisyonu B soliisyonu Tiipteki son konsantrasyon
3.88 uL 996.12 uLL 0.5 mg/mL

7.76 uL 992.24 uLL 1 mg/mL

15.52 uL 984.48 L 2 mg/mL

31.25uL 968.75 uLL 4 mg/mL

62.5 uL 937.5 uLL 8 mg/mL

125 uL 875 uL 16 mg/mL

250 uLL 750 uLL 32 mg/mL

500 pL 500 uLL 64 mg/mL

1000 pL. - 128 mg/mL

2.9 mL MH bulunduran tiiplere bir gece Oncesinden aktiflestirilen mikroorganizma
kiiltiirlerinden 100 pL ekim yapilmis ve son konsantrasyon 0.5 mg/mL’den baslayarak
128 mg/mL’ye kadar hazirlanan bitki ekstraktlarindan gerekli miktarda tiiplere ilave
edildikten sonra tiipler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresinin
sonunda bakteriyel biiylime indikatorii olarak p—iodonitrotetrazolium, 0.2 mg/mL’lik
konsantrasyondan 40 pL soliisyonu her bir tiipe ilave edilmis ve 37°C’de 30 dakika
inkiibasyonun ardindan tiiplerde gerceklesen renk degisimleri izlenmistir. Renksiz olan
tetrazolium tuzlar1 organizmanin biyolojik aktivitesi sonucunda parcalanmakta ve kirmizi
renkli iiriin, formazan, aciga ¢ikmaktadir. Boylece mikroorganizma gelismesinin oldugu
tiipler kirmizi, gelismenin olmadig tiipler renksiz (bitkinin kendi renginde) goriilmektedir

[68].

Deneyde pozitif kontrol olarak gentamisin (100 pg/mL’den 1.5 pg/mL’ye) kullanilmistir.

Gentamisin konsantrasyonlan asagidaki sekilde belirlenmistir;

27



Pozitif kontrol olan antibakteriyelden 5600 ug tartilmis iizerine 14 mL % 0.8 lik
Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) ilave edilmistir.100 uL. mikroorganizma bulunduran 3 mL MH
broth’a 1 mL gentamisin soliisyonundan ilave edilerek son konsantrasyonun 100 pg/mL

gentamisin olmasi saglanmistir.

Diliisyon yapmak amaciyla, 5600 pg/14 mL’ lik konsantrasyondan 7 mL alinmig
ve 7 mL steril FTS ile 14 mL’ye tamamlanmis ve hazirlanan bu stoktan 100 pL
mikroorganizma bulunduran 3 mL MH broth’a 1 mL ekim yapilmistir. Boylece son

konsantrasyonun 50 pg/mL gentamisin olmasi saglanmistir.

Belirtilen sekilde seri diliisyonlar yapilmis, son konsantrasyon 100, 50, 25, 12.5,
6.2, 3.1 ve 1.5 ug/mL olacak sekilde hazirlanmistir.

Negatif kontrol olarak bitki ekstrakti bulundurmayan (sadece mikroorganizma

bulunduran) tiipler kullanilmistir.

3.3.1.3. Agar ekstrakt yontemi

Agar ekstrakt yontemi Sahm ve arkadaglarinin [69] calistigi yonteme gore deney
sartlarinin gerektirdigi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir.
Karadutun antimikrobiyel aktivitesinin 1s1 ile kaybolmadigi yapilan 6n c¢alismalar ile
belirlenmistir. MH Agar belirtilen sekilde hazirlanmistir. Kara dut tozu son konsantrasyon
512 mg/mL’den 0.5 mg/mL olacak sekilde gerekli miktarda tartilmis ve hazirlanan MH
Agara eklenmistir. 121°C’de 15 dakika otoklav da steril edilen karadut bulunduran
besiyerleri 45°C’ye sogutulmus ve steril petri plakalarina dokiilmiistiir. Boylece son
konsantrasyon 512 mg/mL’den baslayarak 0.5 mg/mL olacak sekilde iki kat seri dut
dilisyonlar igeren besiyerleri elde edilmistir. Agar yiizeylerinin kurumalar1 beklendikten
sonra, yaklasik iki giin, bir gece dncesinden aktiflestirilen mikroorganizma kiiltiirlerinden
100 pL alinarak yayma yontemi ile hazirlanan besiyerlerine ekim yapilmistir. Ekim
yapilan petri plakast 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Negatif kontrol olarak
icinde dut bulundurmayan MH Agar kullamilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda iiremenin

goriilmedigi en diisiik dut miktarinin bulundugu petri plakasi tespit edilmistir.
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3.4. Antimikrobiyel Aktiviteye Sahip Olan Bilesiklerin izolasyonu
3.4.1. Bitki ekstrakti hazirlamasi

Dondurarak kurutulmus karadut tozunun 6n ¢alismalar esnasinda metanol, etanol,
etilasetat, hekzan—kloroform (%50-50), solventleri ile ayr1 ayr1 ekstraksiyonu yapilmistir.
Ekstraksiyon da karadut tozu (20 gr) belirtilen solventler ile (200 mL) calkalayicisi
bulunan su banyosunda 24 saat, 24 °C’de bekletilmis, siirenin sonunda 4000 rpm’de 10 dk
(MSE MISTRAL 1000, ingiltere) santrifiij edilen 6rnekler filtre edilmistir (whatman no:
1). Elde edilen 6rneklerin solventi rotary evaporatorde 40°C’de (BUCHI, Isvigre)
uzaklagtinlmistir. Metanol ekstrakti 13.471 gr, etanol ekstrakti 6.940 gr, etilasetat
ekstraktr 2.212 gr, hekzan kloroform ekstrakti 0.060 gr olarak belirlenmistir. Elde edilen
ekstraktlar belirtilen sekilde hazirlanan MH Agara katilmis 121°C’de 15 dakika otoklav
edildikten sonra 45°C’ye sogutulmus, steril petri plakalarina dokiilmiistiir. Hazirlanan
besiyerlerinin yiizeylerinin kurumalarina izin verilmesinin ardindan aktiflestirilen
mikroorganizma kiiltiiriinden 100 pL alimmis yayma yoOntemi ile ekim yapilmistir.
37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan metanol ekstraktinin diger solvent ekstraktlarina
kiyasla daha giiclii bir aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu nedenle daha ileri analizlerde

¢oziicii olarak metanol kullanilmstir.

3.4.2. Karadut metanol ekstraktinin kolon kromatografisi ile fraksiyonlarma
ayrilmasi

Antibakteriyel aktivitesi denenen karadutun sahip oldugu etken maddelerinin
izolasyonu kolon kromatografisi ile ger¢eklestirilmistir.

Deney icin kara dutun metanol ekstrakti elde edilmistir. Bunun ic¢in dondurarak
kurutulan kara dut tozundan 20 gr tartilmig, 200 mL metanol ile 24°C’ye ayarli su
banyosunda 24 saat bekletilmis, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiijiin ardindan filtre
edilmistir.

Kolon kromatografisi icin cam kolona ( 5 cm x 40 cm ) 200 mL metanolde
bulamac haline getirilen 85 gr silika jel (70-230 mesh) kullanilmistir. Kolonda bulunan
silika jelin metanolle doyurulmasi saglandiktan sonra hazirlanan metanol ekstrakti kolona
verilmis ve kolonda yiiriimesi beklenmistir. Eliisyon si1vis1 olarak metanol kullanilmistir.
Metanolle elile edilen ve kolonda ayrilan ekstrakt 10 mL hacimlerde 15 fraksiyona

ayrilarak toplanmus, fraksiyonlarda bulunan ¢oziiciiler rotary evaporatorde vakum altinda
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uzaklagtinnlmistir. Kalan c¢oziiciiniin tamamen uzaklagsmas1 amaciyla, fraksiyonlarin
bulundugu balonlar 80°C’de 1 saat tutulmus, desikatore alinip 30 dakika bekletildikten

sonra tartilarak elde edilen ekstrakt miktar1 belirlenmistir.

3.5. Fraksiyonlarin Antimikrobiyel Kapasitelerinin incelenmesi

Elde edilen 15 fraksiyonun solventleri 40°C de rotary evaporator kullanarak
uzaklastirilmig, kalintilar steril saf su kullanarak (10 mL) ¢oziilmiis ve steril tiiplere
almmustir. 15 fraksiyonun antimikrobiyel aktivitesini tespit etmek i¢in 2.9 mL steril MH
Broth bulunduran tiiplere 100 pL aktiflestirilen S. aureus kiiltiiriiniin ilavesinin ardindan
karadut fraksiyonlarindan 1000 uL, 500 uL ve 250 uL tiiplere ilave edilmistir. 37°C’de 24
saat inkiibasyonun ardindan p—iodonitrotetrazolium (INT) indikatoriinden, 0.2 mg/mL, 40

uL ilave idilmis 37°C’de 30 dakika inkiibasyonun ardindan renk degisimi takip edilmistir.

3.6. Fraksiyonlarin Antioksidan Kapasitelerinin Incelenmesi

3.5.1. Radikal siipiirme giiciiniin belirlenmesi (DPPH)
DPPH testi Brand—Williams vd. [70] calisti§i yonteme gore deney sartlarinin

gerektirdigi degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir. DPPH c¢ozeltisi % 70’lik
metanolde hazirlanmig ve c¢ozeltinin absorbanst 520 nm’de 0.700 £ 0.20 olacak sekilde
seyreltilmistir.

DPPH yontemi ile yapilan analizde karadut metanol ekstraktinin kolon
kromatografisinden elde edilen 15 fraksiyonu su ve metanol (50:50) kullanilarak
¢oOziilmiis belirli bir hacme tamamlanarak kullanilmistir. Gerekli seyreltmeler yapildiktan
sonra her bir drnekten 100 uL deney tiiplerine alinmis ve 2.4 mL DPPH eklenmistir ( 25
mg/L metanolde hazirlanmis). Karanhkta 30 dakika’lik inkiibasyon siiresi sonunda
orneklerin absorbansi metanole kars1 kuvarts kiivetlerde 520 nm’de cift 151n yollu UV—-Vis
spektrofotometrede (Shimadzu 1700) metanole karsi okunmustur. Referans bilesik olarak
Trolox kullanilmis ve 6rneklerin antioksidan kapasiteleri Trolox cinsinden ifade edilmistir.

Bu amagla Trolox un 100 mg/mL stok c¢ozeltisi metanol icinde hazirlanmistir.
Daha sonra bu stoklardan alinan 100, 200, 300, 400, 500 pL ¢ozeltiler metanol ile 10
mL’ye tamamlanmistir. Bu ¢ozeltilerden alinan 100’er pL tizerine 2.5 mL. DPPH c¢ozeltisi

konulmus ve aynen Orneklerde oldugu gibi 30 dakika inkiibasyonun ardindan cift 1s1n
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yollu UV—Vis spektrofotometrede ol¢iim almmistir. Elde edilen absorbans degerlerine
kars1 deney derisimlerindeki Trolox miktar1 grafige gecirilmis ve standart ¢alisma egrisi
elde edilmistir (EK 1). Daha sonra gerekli seyreltme faktorleri ile ¢arpilarak antioksidan

kapasite, gram yagda ug Trolox esdegeri olarak hesaplanmaistir.

3.7. Secilen Fraksiyonlarin Kromatografik Analizi
Kromatografik analizler HPLC-MS sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. HPLC

sistemi ve MS dedektoriiniin ¢alisma kosullar asagida belirtilmistir.

3.7.1. HPLC- MS analizleri
Kolon kromatografisi ile elde edilen 8. fraksiyon ve karadut metanol ekstrakti 0.45

um filtrelerden gecirilerek asagida tanimlanan kosullarda analizleri gergeklestirilmistir.

3.7.1.1. HPLC analiz kosullari
HPLC: Agilent Technologies 1200 seri (Binary pompa, vakum degazer, autosampler,

diyod array dedektor)

Kolon: Eclipse XDB—C18 (150 x 4.6 mm, 5 pum)

Mobil Faz: Asagida belirtilen mobil faz kullanilmstir.
Solvent A: Formik asidin suda ki % 0.1’lik konsantrasyonu

Solvent B: Formik asidin asetonitrildeki % 0.1’lik konsantrasyonu

Zaman Solvent A(%) Solvent B(%)
0 8 92
50 40 60

Akis Hizi : 0.4 mL/dakika
Dedektor: UV 254 nm, 520 nm, 330 nm, 515 nm
Enjeksiyon Miktari: SuL

3.7.1.2. MS Analiz kosullar:
MS Cihazi :Agilent 1200 VL kiitle spektrometresi (MM—-ES+APLC)

MS Modu: SIM
MS Polaritesi: Pozitif

MS Iyonizasyonu :
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Sim Iyonlari : m/z 433 M'H) , m/z449 M "'H) , m/z 579 (M"'H), m/z 595 (M"H).
Fragmentor Voltaj1 :50 volt
Gaz Sicakhigi: 350C

Buharlastiric1 Sicakhigi: 200C
Nebiilizoér Basinci: 60 psi
Kapiler Voltaj: 2000 volt
Akis Hizi : 0.5 mL/dakika
Enjeksiyon Miktar : SuL
Solvent A: Asetonitril

Solvent B: Formik asit + Su

Zaman Solvent A(%) Solvent B(%)
0 5 95
55 50 50
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Antimikrobiyel Aktivite

Karadutun antimikrobiyel etkisi boliim 3.1.1.”de tanimlanan mikroorganizmalara kars1

boliim 3.3.1.°de belirtilen yontemler kullanilarak belirlenmistir.

4.1.1. Antimikrobiyel etkinin taranmasi

Karadutun 100 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan soliisyonunun Gram pozitif,
Gram negatif ve mayaya karsi antimikrobiyel etkisi Cizelge 4.1.’de ve disklerin
goriintiisit Ek 2.’de verilmistir. Karadutun test edilen konsantrasyonda S. aureus’un 11
mm, S. hominis’in 14 mm, S. warneri’nin 13 mm, S. epidermidis’in 10 mm B. cereus’un
15 mm capinda inhibisyon zonu olusturdugu belirlenirken, denemelerde kullanilan diger
mikroorganizmalarin inhibisyon zonu olusturmadiklar tespit edilmistir. Boylece disk
difiizyon teknigi ile karadutun Gram pozitif bakterilere karsi, E. feacalis ve Streptococcus
spp hari¢, antibakteriyel etkisi saptanirken, Gram negatif bakterilere ve Candida
albicans’a karst denenen konsantrasyonda antimikrobiyel etkinin olmadig belirlenmistir.
Disk difiizyon tekniginde ampisilin ve gentamisin standart antimikrobiyel diskler
kullanilmais, bu antibiyotiklerin inhibisyon zon ¢aplar Sekil 1.4’te belirtilmistir.

Elde edilen bulgular goz oniine alindiginda karadutun test edilen mikroorganizmalar
arsinda Gram pozitif bakteriler tizerinde Gram negatiflere kiyasla daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu durumun nedenleri Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin hiicre
duvar yapilan arasindaki farkliliklar oldugu diistiniilmektedir. Gram pozitif bakteriler
Gram negatif bakterilerle ayn1 yapida peptidoglikan tabakasina sahip olmalarina ragmen
bu tabakanin kalinlign farklilik gostermektedir. Gram pozitif bakteriler daha kalin
peptidoglikan tabakasina sahiptirler. Gram negatif bakterilerde lipopolisakkarit (LPS)
tabakast bulunmaktadir ve bu tabaka hidrofobik karakterlidir, polar bilesiklerin bu
tabakadar gecmesi oldukca zordur. LPS tabakasinin Gram pozitiflerde bulunmamasi
Gram pozitif bakterilerin antimikrobiyel maddelere kars1 duyarli olmasinin nedenlerinden
biridir. [71-73]. Ayrica, Gram negatif bakterilerde periplazmik bosluk bulunmaktadir,
periplazmik boslukta yer alan hidrolitik enzimler antibakteriyel maddeleri parcalama
ozelligine sahiptir [74]. Dolayisiyla Gram negatif bakteriler Gram pozitif bakterilere

kiyasla antibakteriyel maddelere daha direnglidir. Ekstraksiyon asamasinda yapilan 6n
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denemelerde karadut cesitli polar (metanol, etanol, etilasetat) ve apolar ( hekzan ,
kloroform) coziiciiler ile ekstrakte edilmis, elde edilen ekstraktlar mikrobiyel denemelere
tabi tutulmustur. Mikrobiyel denemelerde karadutun farkli solventlerle elde edilen
ekstraktlart S.aureus’a karsi test edilmis, 6zellikle metanol ekstraktinin S.aureus’ un
gelisimini etkin bir bicimde inhibe ettigi belirlenirken, etanol ekstraktinda inhibisyon
seviyesinin metanol ekstraktina gore c¢ok daha diisiik oldugu, etilasetat, hekzan ve
kloroform ekstraktlarinda S.aureus’ un gelisiminin inhibe edilemedigi belirlenmistir.
Boylece, karadutun apolar solventlere gore polar solventlerle daha iyi ekstrakte edildigi
belirlenmistir. Bu sonuglara gore, dut icerisinde bulunan polar bilesiklerin antimikrobiyel
aktivitede rol oynadig diisiiniilmektedir.

Antimikrobiyel aktivitenin taranmasinda elde edilen sonuglarda karadutun Gram
negatiflere kiyasla Gram pozitif bakterilere kars1 etkili olmas1 literatiir bilgileri dikkate
alindiginda kabul edilebilir bir durumdur. Grierson vd. [75] Giiney Afrika da agiz
yaralarimin tedavisinde kullanilan yoresel bitkilerin antibakteriyel aktivitelerinin
belirlenmesi iizerine yaptiklar1 ¢alismada Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler
kullanilmis, Gram pozitif bakterilerin (B. cereus, S. aureus) Gram negatiflere (E. coli,
Klebsiella pneumoniae) kiyasla daha hassas olduklari, Gram negatif bakteriler tizerinde
bitkilerin etkili olmadigini tespit etmislerdir. Greisiele vd.’nin [76] Piper regnelli bitkisi
neolignanlarinin ve ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesinin tespiti i¢in yaptiklan
caligmada kullanilan Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerden Gram pozitif
bakterilerin, (S. aureus, B .subtilis) Gram negatiflere (E. coli, P. aeruginosa) kiyasla daha
hassas olduklarimi tespit etmislerdir. Alzoreky vd.’min [77] Asya da yaygin tiiketilen
yenilebilir bitki ekstraktlarinin  antibakteriyel aktivitelerinin taranmasi konulu
caligmasinda test edilen bitkiler ve bakteriler degerlendirildiginde benzer sekilde, Gram
pozitif bakterilerin (S. aureus, B. cereus) Gram negatif bakterilere (E. coli) kiyasla daha
hassas olduklar belirlenmistir. Holetz vd.’nin [78] Brezilya’da tibb1 degerligi olan 13
bitki ekstarktinin antimikrobiyel etkisini P.aeruginosa, B. Subtilis, S. aureus, C.
albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis ve Candida tropicalis’ e kars1 test etmis,
toplamda 10 bitkide degisen oranlarda antibakteriyel aktivitenin bulundugunu ve test
edilen mikroorganizmalar arasinda Gram pozitif bakterilerin bitki ekstraktlarina karsi

daha hassas oldugunu belirlemislerdir.
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Cizelge 4.1. 100 mg/mL kara dut konsantrasyonun mikroorganizma gelisimine etkisi

Mikroorganizma glira Ampisilin  Gentamisin
Staphylococcus aureus 11 21 20
& Staphylococcus hominis 14 23 21
E Staphylococcus warneri 13 32 12
él; Staphylococcus epidermidis 10 26 20
}E MRSA (Metisilin Drencgli  Staphylococcus 3 3
£ aureus)
g Bacillus cereus 15 22 20
O Enterococcus feacalis - 29 22
Streptococcus spp - 35 25
. Enterobacter spp - - -
g g Salmonella spp - 15 —
:GZ; g Shigella flexneri - 15 -
g R Klebsiella spp - - -

Escherichia coli — - _

Maya Candida albicans - - _

M: Morus nigra (Karadut)
A: Ampisilin

G: Gentamisin

Inhibisyon zon ¢ap1 : mm

4.1.2. Antimikrobiyel etkinin belirlenmesi (MIC)

Karadutun farkli konsantrasyonlarda hazirlanan soliisyonunun disk difiizyon
denemelerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda karar verilen Gram pozitif bakteriler,
Shigella flexneri ve Candida albicans’a kars1 etkisi broth diliisyon ve agar ekstrakt
yontemleri kullanilarak test edilmis, elde edilen sonuclar Cizelge 4.2.’de belirtilmistir.
Broth diliisyon yontemi degerlendirme resimleri Ek 3.’de verilmistir, INT indikatorii
degerlendirmede kullanilmig, sivi  besiyeri ortaminda gorillen kirmizi halka
mikroorganizmanin canli oldugunu, test edilen bitkiden etkilenmedigini ifade etmektedir.
Ozellikle C.albicas igin yapilan testlerde karadut konsantrasyonunun oldukga yiiksek
olmas1 nedeni ile karadut sivi besiyeri ortamim indikatoriin renginde boyamis, sivi
besiyeri ortaminda MIC’a karar vermek miimkiin olmamistir.Bu nedenle Agar ekstrakt
yontemi kullanilmistir. Agar ekstrakt yontemi degerlendirme resimleri Ek 4.’de

verilmistir.
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Bu sonuglarla, karadutun Gram pozitif bakterilere ve S.flexneri’ye etkisinin
C.albicans’a kiyasla daha yiiksek seviyelerde oldugu belirlenmistir. Karadutun B. cereus
ve S. hominis’in gelismelerini inhibe etmek icin 16 mg/mL, S. aureus, S. epidermidis, S.
warneri ve S. flexneri’nin gelisimlerini inhibe etmek i¢in 32 mg/mL konsantrasyonu
yeterli olurken, C. albicans’in gelisiminin engellenmesi ancak 512 mg/mL lik
konsantrasyon ile miimkiin olmustur.

Elde edilen bulgulara gore, Gram pozitif bakterilerden B. cereus ve S. hominis
karaduta kars1 en hassas bakteriler olarak belirlenirken, Gram negatif bir bakteri olmasina
ragmen S. flexneri’nin hassasiyetlik derecesinin S. aureus S. epidermidis, S. warneri gibi
Gram pozitif bakterilerle aym seviyede oldugu tespit edilmistir.Bu sonug¢ bize karadutun
bakteriyel hedefinin yalmzca hiicre duvart olmadigimi, niikleik asit sentezi, ribozom
fonksiyonu ya da metabolik fonksiyon gibi farkli hedeflere yonelme ihtimalinin
bulundugunu diisiindiirmektedir.

C. albicans miicadele etmesi oldukca zor olan patojen bir mikroorganizmadir.
Halk arasinda pamukcuk olarak bilinen, 6zellikle bebeklerde rastlanan aftlarin etkeni
Candida albicans’dir [79]. Karadutun antifungal etkisi Candida albicans’a Kkarst
denenmis oldukga yiiksek, 512 mg/mL, konsantrasyonda Candida albicans’in gelisimi
engellenmistir. Karadutun yiiksek konsantrasyonda da olsa Candida albicans’a etki
etmesi, halk arasinda pamukcugun tedavisinde karadutun yaygin kullaniminin
nedenlerinden biridir. C. albicans’in inhibisyonunun deneyde kullanilan diger
mikroorganizmalara kiyasla daha yiiksek dut konsantrasyonunda saglanmistir, bu
durumun muhtemel nedenleri arasinda, C. albicans’in 6karyotik bir mikroorganizma
olmasi, prokaryotik mikroorganizmalardan farkl fizyolojik yapilara sahip olmasinin yer
aldigr diistiniilmektedir. Karadutun antifungal etkisi dut bilesimindeki belirlenen

bilesenlerden ve/ veya bulunan bilesenlerin ortak etkisi sonucunda olusabilir.
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda karadutun mikroorganizma gelisimine etkisi
Kara dut konsantrasyonu (mg/mL) 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0.5

Staphylococcus aureus + +

Staphylococcus hominis + - - - - _
Staphylococcus warneri

Staphylococcus epidermidis

Bakteriler

Bacillus cereus

Gram Pozitif ve Negatif
+ + + 4+ o+ o+
+ + + o+ 4+
+ o+ + + o+
+ + + 4+ o+ o+

Shigella flexneri

+ + + + + + o+

Maya Candida albicans

(+): Etkisi var
(-): Etkisi yok

4.2. Aktif Bilesiklerin izolasyonu

Aktif bilesiklerin izolasyonunda kolon dolgu maddesi olarak silika jel
kullanilmistir. Benzer calismalarda dolgu maddesi olarak polar — apolar ozellikleri
temelinde bilesikleri ayiran silika jel tercih edilmistir [82,83]. Karadut metanol ekstrakti
silika jelin kolon dolgu maddesi olarak kullanildig1 kolon kromatografisi ile 15 fraksiyona
ayrilmis, kolon ve fraksiyon resimleri Ek 5.’de verilmistir. Her bir fraksiyonda bulunan
kuru madde miktar1 tespit edilmistir. Buna gore, 6. (1.61.68 gr) ve 7. (1.5456 gr)
fraksiyonlarin kuru madde miktarinin en yiiksek seviyede oldugu, 1. (0.3439 gr), 14.
(0.3732 gr) ve 15. (0.2870 gr) fraksiyonlarin kuru madde miktarlarinin en diisiik seviyede
oldugu  belirlenmistir. 15 fraksiyonun antioksidan ve antimikrobiyel aktiviteleri

belirlenmistir.

4.2.1. Fraksiyonlarin antimikrobiyel etkileri

Kolon kromatografisi sonucunda elde edilen 15 fraksiyonun antimikrobiyel
aktivite taramast boliim 3.5.’te anlatildigr sekilde gerceklestirilmistir. S aureus’ a karsi
test edilen fraksiyonlardan 8., 9. ve 10. fraksiyonlarda aktif bilesik(ler) bulundugu tespit
edilmistir. Antimikrobiyel denemeler sonucunda aktif bilesik(ler) bulundugu diisiiniilen

fraksiyonlar HPLC- MS teknigi ile incelenmistir.
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4.2.2. Fraksiyonlarin antioksidan kapasiteleri

Kolon kromatografisi ile elde edilen, 15 fraksiyonun antioksidan kapasiteleri
DPPH reaktifi ile belirlenmis ve elde edilen antioksidan kapasiteler Trolox Esdegeri(TE)
olarak hesaplanmis (ug Trolox/gr) ve sonuglar Sekil 4.1.”de verilmistir. Diisiik absorbans
degeri yiiksek radikal siipiirme kapasitesinin gostergesidir [84]. Buna gore 15 fraksiyon
icinde ilk fraksiyonun antioksidan kapasitesinin (1,8 pg Trolox/gr ) en diisiik seviyede
oldugu, 2. fraksiyondan 5. fraksiyona kadar antioksidan kapasite seviyesinin yiikseldigi,
en yiiksek aktivitenin 4. (14.4 pg Trolox/gr) ve 5. (14,7 pug Trolox/gr) fraksiyonda oldugu,
6. fraksiyondan sonra antioksidan kapasite seviyesinin diistiigii tespit edilmistir.

Antioksadan akivite testleri stabil sentetik radikal olan DPPH kullanarak
yapilmistir. Bu testte Trolox standart antioksidan olarak kullanilmistir. E vitamininin suda
¢coziiniir formu olan Troloxun [83] farkli konsantrasyonlarda hazirlanip radikallerle
karistirllmast sonucu gerceklesen absorbans degisimine karsi, reaksiyon karigiminda
bulunan Troloxun konsantrasyonu grafige geg¢irilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmistir. Bu
egrinin denkleminde, absorbans yerine Ornekler icin bulunan degerler yazilarak
antioksidan aktivite TE cinsinden hesaplanmistir, bdylece yiiksek antioksidan aktivite
gosteren fraksiyonlarin 4. (14.4 pg TE/gr) ve 5. (14.7 pg TE/gr) fraksiyonlar oldugu
belirlenmistir. Karadutun antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amaciyla farkli yontemler
kullanarak cesitli caligmalar yapilmis, bu calismalarda karadutun orta seviyelerde
antioksidan aktivite (6.8—14.4 ng TE/gr) gosterdigi belirlenmistir [49]. Bu amacla yapilan
cesitli calismalarda kara dutun toplam fenolik icerigi ve antioksidan kapasitesi arasinda
pozitif bir korelasyon oldugu diisiiniilmiis, bitkisel iiriinlerin toplam fenolik igerigi ile
antioksidan kapasitesi arasinda gii¢lii bir iligki bulundugunu tespit eden daha Onceki

caligmalarla bu goriis desteklenmistir [8,80].
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Sekil 4.1. Kara dut fraksiyonlariin trolox esdegeri DPPH radikal siiplirme giicleri.

4.3. Secilen Fraksiyonlarin HPL.C- MS Analizleri

Antimikrobiyel deneyler sonucunda karar verilen 8, 9 ve 10. faraksiyonlar ile
karadut metanol ekstrakti, HPLC-MS teknigi ile analizi edilmis ve elde edilen
kromatogram Sekil 4.2.’de, 8. fraksiyonun kromatogrami ise Sekil 4.3.’de verilmistir.
Ankara Universitesinde bitkisel kokenli fenolik bilesikler temelinde olusturulan, bitkisel
bilesikler kiitiiphanesi kullanilarak tanimlama yapilmistir. Analiz sonucunda 4 major
bilesik olarak siyanidin-3-glukozid (A), siyanidin-3-rutinozid (B), pelargodin-3-glukozid
(C) ve rutin (D) tespit edilmistir. Bu bilesiklerin, rutin hari¢, antosiyanin gurubunda yer
aldig1 belirlenmistir.

Elde edilen kromatogramlar karsilastirlldiginda, siyanidin-3-glukozidin ve
siyanidin-3-rutinozidin karadut kromatograminda daha yiiksek miktarlarda bulundugu,
pelargodin-3-glukozidin kara dut kromatograminda ve 8. fraksiyonun kromatograminda
yakin miktarda bulundugu, rutinin ise 8. fraksiyondan elde edilen kromatogramda
karaduttan elde edilen kromatograma kiyasla daha yiiksek miktarda bulundugu
belirlenmistir.

Karadutun antosiyaninlerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalardan elde edilen
bulgular ve bizim caligmamizdan elde ettigimiz major bilesikler, rutinin haricinde,

paralellik gostermektedir [51]. Bir baska calismada cesitli meyve ve sebzelerin toplam
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antioksidan aktiviteleri incelenmistir ve fenolik bilesiklerin bulundugu Oornekte
antioksidan aktivitenin daha yiiksek oldugu belirtilmistir [80].

Bitkisel kokenli fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin bilinmesine [8,49]
ragmen, bu bilesiklerin antimikrobiyel aktiviteleri hakkinda yapilan calismalar oldukca
simmirli  sayidadir. Mor cayir yoncasinin, etanolde ¢oziinebilir fraksiyonunun
petalostemumol olarak isimlendirilen B. subtilis ve S. aureus’a karst miikemmel bir
aktivite, C. albicans ’1n yam sira Gram negatif bakterilere karsi daha diisiik bir aktivite
gosterdigi belirlenen bir terpenoid bulunmustur [80]. Ayrica, bitkilerinden izole edilen
diterpenoid alkaloidlerin antimikrobiyel 6zelliklere sahip oldugu kanitlanmistir [81]. Bu
amagla yapilan calismalar arasinda, bitkilerden izole edilen fenolik bilesikler olan kafeik

ve sinamik asidin mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu belirlenmistir [81].
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Sekil 4.2. Kara dut meyvesinin metanol ekstraktinin kromatogrami

40



LAl B, Sig=254.4 Ref=off (KARA-DUTATUGCE-ANALIZ 2009-07-08 17-09- 120D UT-5.00

mAll o D

S

15081 -

ux]

14.813

a0

16.863

20

10

o

Sekil 4.3. Kara dut meyvesinin 8. fraksiyonunun kromatogrami

A: Siyanidin-3- glukozid
B: Siyanidin-3-rutinozid
C: Pelargonidin-3-glukosid
D: Rutin
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisma Morus nigra’min antimikrobiyel aktivitesini belirlemek, aktif
bilesiklerin izolasyonunu ve yapi tanimlamalarin1 gerceklestirmek amaciyla yapilmistir.
Antimikrobiyel denemelerden elde edilen sonuclar Cizelge 5.1°de belirtilmistir. Yapilan
caligmada, negatif kontrolde sorunsuz gelisimi tespit edilen mikroorganizmalarin
karaduttan ve pozitif kontrol olan gentamisinden farkli konsantrasyonlarda etkilendigi
belirlenmistir. Test edilen konsantrasyonda karadutun Gram negatif bakterilerden (S.

flexneri hari¢) daha ¢cok Gram pozitif bakterilere kars etkili oldugu belirlenmistir.

Cizelge 5.1. Karadutun Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

Kara dut Pozitif kontrol

Mikroorganizma (mg/mL) Efgﬁgmn) Negatif kontrol
Staphylococcus aureus 32 1.5 Gelisme var
é Staphylococcus hominis 16 1.5 Gelisme var
é: Staphylococcus warneri 32 > 100 Gelisme var
@ Staphylococcus epidermidis 32 3.1 Gelisme var
B bR Meriin Dronel >512 100 Getime va
§ Bacillus cereus 16 1.5 Geligsme var
© Enterococcus feacalis > 512 > 100 Gelisme var
Streptococcus > 512 25 Gelisme var
Enterobacter > 512 6.2 Gelisme var
%0 5 Salmonella > 512 50 Geligsme var
2 'E Shigella flexneri 32 12.5 Gelisme var
§ § Klebsiella > 512 12.5 Gelisme var
© Escherichia coli > 512 12.5 Gelisme var
Maya Candida albicans 512 Test edilmedi Gelisme var

Aktif bilesigin izolasyonu amaciyla yapilan, kolon kromatografisinden elde edilen
15 fraksiyonun S. aureus’a kars: test edilmesi ile antimikrobiyel aktivite bakimindan 3
fraksiyonun (8.,9. ve 10. fraksiyon), antioksidan aktivite bakimindan ise 2 fraksiyonun (4.
ve 5.fraksiyon) onemli oldugu belirlenmistir. Antimikrobiyel aktiviteye sahip olduguna
karar verilen fraksiyonlarin bilesimi hakkinda fikir sahibi olmak i¢in denemelerde one

cikan fraksiyonlarin HPLC-MS teknigi ile analizleri yapilmis ve 4 Onemli bilesik;
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siyanidin-3-glukozid, siyanidin-3-rutinozid, pelargodin-3-glukozid ve rutinin varlig1 tespit
edilmistir.

Gida endiistrisinde ve enfeksiyon hastaliklarinda mikroorganizmalarla miicadele
son derece Onemlidir. Gida endiistrisinde personel hijyen indikatorii olan, enfeksiyon
hastaliklar1 bakimindan ciddi tehtit olusturan, hastanelerde mevcut antibiyotiklere karsi
oldukca hizli diren¢ kazanan Staphylococcus’lara karsi tanimlanan bilesiklerin etkili
olmasi bu bilesiklerin muhtemel antimikrobiyel madde olarak kullanilma ihtimalini
dogurmustur. Ayrica miicadele edilmesi zor ve patojen bir mikroorganizma olan C.
albicans’a karst karadutun yiiksek konsantrasyonda da olsa etkili oldugunun
belirlenmesiyle, karadutun potansiyel antifungal etkisi tespit edilmistir.

Bitkilerden izole edilen, antimikrobiyel aktiviteye sahip olduklari belirlenen
bilesiklerin gida endiistrisinde hem oksidatif hem de mikrobiyel bozulmalara karsi
kullanilabilmeleri endiistriyel iiriinlerin bozulmalarinin 6nlenmesinde, bu iiriinlerin raf
Omiirlerinin uzatilmasinda, dolayisiyla kalitenin arttirilmasinda etkili olabilir. Ayrica,
ciddi enfeksiyon hastaliklarina ve dliimlere yol agan mikroorganizmalarla miicadelede de
bu bilesikler son derece énemlidir.

Candidasis ile miicadele oldukca zor kosullarda gerceklestirilmektedir, bu nedenle
karadut meyvesi Candidasis tedavisinde alternatif olusturabilir.

Ayrica karadutun antiviral etkisinin bulundugu diisiiniilmektedir; fakat mevcut
laboratuar sartlarinda bu etkinin arastiritlmast miimkiin olmadigindan bir deney diizenegi
kurulamamis, analizler gerceklestirilememistir. Bu nedenle karadutun antiviral etkisi
arastimaya acik bir konudur, bu konu iizerine yapilacak arastirmalar ile karadutun

antiviral etkisi belirlenebilir.
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7.EKLER

EK 1. Trolox standart egrisi ( DPPH Testi)
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Ek 2. Kara dut meyvesinin antimikrobiyel tarama (disk difiizyon yontemi) sonug
resimleri.

4
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.

S.aureus S.hominis S.warneri

S.epidermidis Streptococcus

Enterococcus Salmonella

Klebsiella Candida albicans

M: Morus nigra (Kara dut)
A: Ampisilin
G: Gentamisin
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Ek 3. Kara dut meyvesinin MIC (broth diliisyon yontemi) degerlendirme
resimleri

Pozitif Kontrol Negatif Kontrol A: bakteri biiylimesinin
olmadig kara dut iceren
tip.

B: Bakteri biiylimesinin oldugu
kara dut igeren tiip.
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Ek 4. Kara dut meyvesinin MIC ( agar ekstrakt yontemi) sonug resimleri

S.aureus kontrol S.aureus 4 mg/mL S.aureus 32 mg/mL

S.epidermidis kontrol S.epidermidis 16 mg/mL S.epidermidis 32mg/ mL

S .warneri kontrol S.warneri 8mg/mL S.warneri 32 mg/mL

S.hominis kontrol S.hominis 2mg/mL S.hominis 16mg/mL
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Ek 4. Kara dut meyvesinin MIC ( agar ekstrakt yontemi) sonug resimleri, devami

B.cereus kontrol B.cereus 2mg/mL B.cereus 16 mg/mL
Shigella flexneri kontrol B ; Shigella flexneri 32mg/mL

A ; Shigella flexneri 2mg/mL

C. albicans control C. albicans 16mg/mL C. albicans 32mg/mL

C.albicans 128 mg\ml C. albicans 256 mg/mL C. albicans 512 mg/mL
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Ek.5. Kolon kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyon resimleri
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Ek.5. Kolon kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyon resimleri, devami

1.fraksiyon, kuru madde 2.fraksiyon, kuru madde 3. fraksiyon, kuru madde 4 fraksiyon, kuru madde
miktart : 0.3439 gr miktart : 0.6398 gr miktart : 1.3016 gr miktart : 1.5927 gr
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s 6.fraksiyon, kuru madde 7. fraksiyon, kuru madde 8. fraksiyon, kuru madde
miktar1 : 0.6510 gr miktart: 1.6168 gr miktar1: 1.5456 gr miktar1: 1.3877 gr

9. fraksiyon, kuru madde 10. fraksiyon, kuru madde  11. fraksiyon, kuru madde 12. fraksiyon, kuru madde
miktar1 : 1.0709 gr miktart : 0.7615 gr miktart : 0.7289 gr miktart : 0.6372 gr
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Ek.5. Kolon kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyon resimleri, devami

13. fraksiyon, kuru madde 14. fraksiyon, kuru madde 15. fraksiyon, kuru madde
miktart : 0.5332 gr miktar1 : 0.3732 gr miktar1 : 0.2870gr
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