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OZET

RUSCUS ACULEATUS L. VE PUNICA GRANATUM L. BITKILERININ
EKSTRELERININ VE BOYANMIS KUMAS ORNEKLERININ
ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
PINAR CELIKBOYUN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. TULIN ASKUN)

BALIKESIR, MAYIS - 2015

Calismamizda Balikesir Merkez ilgesinden toplanan nar kabuklar1 ve
Balikesir Havran ilgesinden toplanan tavsanmemesi bitkisinin koklerine ait etanol
ekstrelerinin  anti-mikrobiyal aktiviteleri, boyanmis kumas Orneklerinin
antibakteriyal ve antifungal aktiviteleri ICP analizleri ile elementlerin miktarlar
ve HPLC analizleri ile de fenolik madde igerikleri belirlendi.

Calismamizda P.granatum ve R.aculeatus bitkilerine ait etanol
ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon ve mikrodiliisyon yontemi
ile incelendi ve minimum bakterisit/fungisit konsantrasyonu belirlendi.

Antimikrobiyal aktivitede Staphylococcus aureus (ATCC 6538P),
Klebsiella pneumoniae (CCM 2318), Escherichia coli (ATCC 11230),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus vulgaris (ATCC 6897),
Bacillus cereus (CCM 99), Metisiline direngli Staphylococcus aureus (ATCC
33592), Shigella sonnei (ATCC25931), Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
Aspergillus niger van Tiegh (TA 47-), Aspergillus flavus Link (TA 41-17),
Aspergillus ochraceus K. Wilh. (MUCL 39534), Fusarium proliferatum
(Matsushima) Nirenberg (TA 18-2) ve maya olan Candida albicans (ATCC
10239) kullanildi. Boyanan kumas orneklerinin aktivitesinin belirlenmesi i¢in ise
AATCC 147 ve AATCC 100 standardina gore belirtilen 2 bakteri (Staphylococcus
aureus ve Klebsiella penumoniae) kullanildi.

Antimikrobiyal aktivite sonuglari incelendignde; P.granatum etanol
ekstresi P.vulgaris(6.3 mg/mL), S.aureus (1.6 mg/mL), P.aeuroginosa (12.5
mg/mL), K.pnemoniae (12.5 mg/mL), S.typhimurium (25 mg/mL) bakterileri
tizerinde bakterisit etki gosterdi. R.acualetus etanol ekstresi P.aeuroginosa (12.5
mg/mL), K.pnemoniae (25 mg/mL) ve MRSA (25 mg/mL) bakterileri {izerinde
bakterisit etki gosterdi. P.granatum sadece A.flavus iizerinde fungusit etki
gosterirken R.acualetus tiim funguslar iizerinde fungusit etki gosterdi. HPLC
analizleri ile bitkilerin fenolik icerikleri belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Punica granatum, Ruscus aculeatus, antimikrobiyal
aktivite, dogal boya, tekstil



ABSTRACT

DETERMINING ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF DIFFERENT
SOLVENT EXTRACTS AND DYED FABRIC SAMPLE OF PUNICA
GRANATUM AND RUSCUS ACULEATUS
MSC THESIS
PINAR CELIKBOYUN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. TULIN ASKUN )

BALIKESIR, MAY 2015

In our study, Balikesir Central district collected from pomegranate peel
and Balikesir of the roots of the collected Ruscus aculeatus plant from Edremit
district of ethanol extracts of anti- microbial activity , antibacterial and antifungal
activities of dyed fabric samples with quantities and HPLC analysis of elements
by ICP analysis identified phenolic contents .

In our study, the antimicrobial activity of ethanol extracts of P.granatum
and R.acualateus were examined using the disc diffusion and microdilution
methods, and a minimum bactericide/fungicide concentration was determined.

For the antimicrobial activity, Staphylococcus aureus (ATCC 6538P),
Klebsiella pneumoniae (CCM 2318), Escherichia coli (ATCC 11230),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus vulgaris (ATCC 6897),
Bacillus cereus (CCM 99), Metisilin resistant Staphylococcus aureus (ATCC
33592), Shigella sonnei (ATCC25931), Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
Aspergillus niger van Tiegh (TA 47-3), Aspergillus flavus Link (TA 41-17),
Aspergillus ochraceus K. Wilh.(MUCL 39534), Fusarium proliferatum
(Matsushima) Nirenberg (TA 18-2) and Candida albicans (ATCC 10239), which
is a yeast, were used. The dyed fabric samples were assayed antibacterial activity
against two bacteria (Staphylococcus aureus and Klebsiella penumoniae)
according to standards of AATCC 147 and AATCC 100.

In our study, the antimicrobial activities, ethanol extracts of P.granatum
had a bactericide effect P.vulgaris(6.3 mg/mL), S.aureus(1.6 mg/mL),
P.aeuroginosa (12.5 mg/mL), K.pnemoniae (12.5 mg/mL), S.typhimurium (25
mg/mL). Ethanol extracts of R.acualateus had abactericide effectP.aeuroginosa
(12.5 mg/mL), K.pnemoniae (25 mg/mL) ve MRSA (25 mg/mL). While P.
granatum had a fungicide effect on A.flavus, R.acualateus had a fungicide
effecton all fungus.

By means of HPLC analysis, phenolic compounds were determined in the
extracts of the plant and the results were discussed.

KEYWORDS: Punica granatum, Ruscus acualetus, antimicrobial activity,
natural dye, textile
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ONSOZ
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1. GIRIS

11 Bitkilerin Tibbi Acidan Onemi

Tarihin en eski caglarindan beri, diinyanin hemen her yerinde, insanlarin
bitkilerle ilgisi daha ¢ok faydalanma yoniinden olmus, hangi bitkilerin besin maddesi
olabilecegi, hangilerinin tibbi ve zehirli olduklari, hangi agaglarin odununun insaatta
veya silahlarin yapilmasina elverisli oldugunu 6grenmisglerdir. Giinlimiizde bitkiler
yillardir tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de halk arasinda cay, baharat ve tedavi
amagli olarak kullanilmaktadir. Ulkemizin bitkisel ¢esitlilik yoniinden olduk¢a
zengin bir floraya sahiptir. Bu zenginligin nedeni, ii¢ fitocografik bolgenin kesistigi
bolgede bulunmasi, Giiney Avrupa ile Glineybati Asya floralar1 arasinda koprii
olmasi, pek cok cins ve seksiyonun, orijin ve farklilasim merkezlerinin Anadolu
olusu ile tiir endemizminin yiiksek olusudur [1]. Ulkemizde 9000 ’e yakin dogal
bitki tlirii bulunmaktadir ve bunlarin % 30 u endemiktir. Buna ragmen bu bitki
zenginliginden yeterince faydalanilamamaktadir [2].  Bitkilerin antimikrobiyal
aktivitesi ve insan sagligi i¢cin Onemli olan Ozellikleri 1926 yilindan bu yana
arastinlmaktadir [3, 4]. Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) arastirmalarina gore
tedavi amacl kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir [5].

Bilinen tiim antibiyotiklere kars1 direng gelistirmekte olan bakterilerde, ilag
direngliligi artmakta ve yayilmaktadir [6]. Antibiyotik direnci, son yillarda kiiresel
bir sorun haline gelmistir. Bu sorun, bulasici hastaliklarin neden oldugu 6liimlerin
fazla oldugu gelismekte olan iilkelerde biiyiik 6nem tasir [7]. Bu nedenle ilaglara
alternatif bazi geleneksel kullanima sahip bitkiler antimikrobiyaller olarak
kullanilmaktadir [6].

Giliniimiizde, tibbi bitkiler, daha yavas iyilesme saglamasina ragmen yan
etkilerinin az olmasi ve sentetik ilaglara gore daha az olan mikrobiyal direng
nedeniyle popiilerlik kazanmaktadir [8]. Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen

antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini yiliksek oranlarda korumayr basardig



aragtirtlarak bulunmustur [9]. Diger taraftan topraga, suya, havaya ve canlilara
olumsuz etkisi olmayan dogal bitki ekstrelerinden elde edilen maddeleri kullanarak
patojen funguslara karsi etkili olan bitki tiirleri ve bu tiirlerin igerdikleri etken
maddelerin belirlenmesi, diinyada tiim tilkelerin yogun bir sekilde tizerinde calistigi
biyolojik miicadele yontemlerinden birisidir [10]. Abascal ve Yarnell [6] ilaglara
alternatif ~ olarak  geleneksel antimikrobiyal ozellik gosteren  bitkilerin
kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Antimikrobiyal aktivite bitkinin sahip oldugu
alkoloidler, flavonoidler, taninler, terpenoidler gibi sekonder metabolitler sayesinde
ortaya ¢ikmaktadir. Bitkinin temel hayati iglevleri ile dogrudan iliskisi olmayan
sekonder metabolitler yiiksek yapilt bitkiler tarafindan iretilir. Sekonder
metabolitlerin islevleri tam olarak aciklanamamakla birlikte herbivorlardan,
patojenlerden, UV 15181 gibi abiyotik ¢evresel streslerden korunmak icin tiretildigi

distintilmektedir [11].

Sekonder metabolitler ¢ok sayida bilesigi igeren zengin bir grup olup, bu grup
icerisinde yer alan fenolik bilesikler, tistlenmis olduklari roller nedeniyle son derece
onemlidir. Fenolik bilesiklerin, antikanserojen ve antimikrobiyal etkiler gostererek
insan saglig1 tizerinde olumlu etkilerde bulunduklar tespit edilmistir. Ayrica fenolik
bilesiklerin, serbest radikaller olarak adlandirilan ve niikleik asitlere, somatik
hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldirarak cesitli zararlara neden olan bilesikleri

kendilerine baglayarak gii¢lii antioksidan etkiler gosterdikleri bilinmektedir [12-14].

Sekonder bilesiklerin 6nemli bir 6gesi olan fenolik bilesikler fenolik asitler ve
flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar (Sekil 1.1). Bitkilerde bulunan fenolik asitler,
benzoik ve sinnamik asitlerin hidroksillenmis tiirevleridir [15, 16]. Flavonoidler ise,
flavinler, flavinoller, flavaninler, flavanoller, izoflavinler ve antosiyaninler olarak alti

kategoriye ayrilir [17].
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Sekil 1. 1:Flavanoid gruplari.

Flavonoidler ve fenolik asitlerin bitkilerde bircok fonksiyonu vardir. Bunlar
hiicre duvariin destek malzemesidir. Ayrica tohum dagilimi ve tozlagmada kuslar
ve bocekler i¢in renkli olmalar1 nedeniyle cezbedicidirler [18]. Bunlarin disinda
fenolik bilesikler yaralama, enfeksiyonlar, asirt 151k veya UV 1sinlart gibi farkli
cevresel stres kosullarinda bitki savunma mekanizmalarinda rol oynar [19, 20].
Flavonoidlerin antialerjik, anti-inflamatuar, antiviral ve antiproliferatif aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir [18, 21]. Ayrica flavonoidlerin ve fenolik asitlerin,

antioksidan [22, 23] ve antikanserojen etkileri vardir [24, 25].

1.2 Bitkilerin Dogal Boyama Acisindan Onemi

Insanlarin  bin yildir dogal maddeler kullanarak hastaliklarla miicadele
etmesine ragmen antimikrobiyal maddeler sadece 20. yiizyilda iiretilmeye baslanmis
ve tekstil materyallerine eklenmeye baslanmistir. Antimikrobiyal {riinler c¢esitli
endiistri alanlarinda ¢ok uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Fakat son yillarda
tekstil materyallerinde Antimikrobiyal uygulamasi giderek oOnem kazanmistir.
Antimikrobiyal madde, mikroorganizmalari dldiiren veya liremelerini 6nleyen madde
olarak tanimlanabilmektedir. Antimikrobiyal (Antibakteriyal ve antifungal)

kumaglar, son yillarda o6zellikle cerrahi giysilerde, bebek giysilerinde, ic



camasirlarinda, vb. ¢ok biiyiikk 6nem kazanmislardir. Biitiin diinyada mikrobik

enfeksiyon tehlikesi nedeniyle artan bir ilgi vardir (Sekil 1.2).

arkek ic giyim
a8 difer
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30%
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17%

bayan ig giyim corap
19% b

Sekil 1. 2: 2000 yili itibari ile diinyada dogal boya kullanim alanlari.

Dogadan elde edilen maddeler kullanilarak yapilan boyamalarin, ilk olarak
M.0.3000 yillarina dayandig bilimsel olarak tespit edilmistir. Bu tarihlerdeki bir
Cin kaynaginda, dogal boyalardan sdzedilmekte, Orta Krallik doneminde Misir’da,
sadece boyalarin elde edilisleri degil, mordan maddelerinin dahi bilindigi

belirtilmektedir [26].

Doganin en giizel renklerini dokumalarina yansitan kiiltiirler arasinda
Hindistan, Cin, Japonya ve Misir’da boyamacilik yiliksek seviyelere ulasmistir.
Tarihi bilgilere gére, MO 2000 yilinda Cinliler indigo boyamaciligin1 bilmekte ve
uygulamaktaydi. Misir’da yapilan kazilarda ele gecen, MO 1600 yillarindan dnceye
ait oldugu belirlenen dokuma buluntularina gore, Misirlilarin aspir cigekleri ile keten
mumya kumagsi ve sargilarinin boyamacilifinda ileri olduklar1 anlasilmaktadir.
Romalilarin yumusakgalar1 kullanarak purpur rengine boyadiklar1 kumaslari, sadece
rahipler, krallar ve yiiksek memurlarin giysilerinde kullanilmasina izin verdikleri
bilinmektedir. MO 3000 yillarinda Eski Mezopotamya’da kermes bdceginin ve yine
MO 1500 yillarinda Hindistan’da lak bdceginin kirmizi renk elde etmede
kullanildigini, Meksika, Peru ve Afrika’da yerli halkin giinliik yasamlarini
renklendirmede hayvansal ya da bitkisel kaynakli dogal boyalar1 kullandiklar:
bilinmektedir [27-30].

Dogal boyacilik Tiirklerde de koklii bir gelenege sahiptir. Orta Asya’da hali
sanat1 ile birliktebaglamis gelismis ve yine hali sanati ile birlikteyasanan gog
sonucunda Anadolu’ya taginmistir.  Anadolu’nun zengin bitki kaynaklarina
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sahipolmas1 avantajini da kullanarak, burada daha once yasamis uygarliklarin bilgi,
gelenek ve gorenekleri ile sentezlenerek giiclii bir Tiirk Dogal Boyacilik kiiltiirii

olusmustur [31].

Dogal boyarmaddeler hayvansal ve bitkisel olmak {izere ikiye ayrilir. Dogal
boyarmaddeler arasinda asil genis yer tutan bitkilerdir. Bunlar boya bitkileri denilen
bitkilerden elde edilir. Boyarmaddeler bu bitkilerin ¢i¢ek, meyve, yaprak, gévde ve
kok gibi kisimlarinda bulunur [32-33]. Bitkilerdeki aktif boyarmaddenin azligi,
yetistigi bolgelere gore degisiklik gostermesi, boyama tekniginin zahmetli ve zaman
alic1 olmasi, elde edilen renklerin sinirli olmasi, sadece dogal lifleri boyayabilmeleri
gibi olumsuz yonleri bitkisel boyalara olan talebi azaltmis ve kimyasal boyalarla

rekabet edemeyecek duruma gelmislerdir [34-36].

Gilinlimiizde yeniden canlilik kazanan dogal boyacilik son 10 yildir birgok
arastirmacinin dikkatini ¢ekmis, yeni ¢alismalar 6zellikle dogal boyalarin tekstil
sanayinde kullanilma tekniklerin arastirmaya yogunlagsmistir. Nishida ve ark. [37];
dogal boyarmaddeleri ipek, pamuk, kasmirde alum ve demir sulfat mordam
kullanarak ve yiin ve sentetik liflerde (poliester, poliamid ve poliakrilik) renk
yogunlugu ve haslik 6zellikleri acisindan caligmislardir [38]. Yine, Lockhande ve
Dorugade [39] secilmis dogal boyarmaddeleri polyamide {izerinde degisik mordanlar
(alum, demir siilfat, tannik asit, kalay kloriir) kullanarak c¢alismistir. Sentetik
boyarmaddelerin, dogal boyarmaddelerin yerini almasmin nedeni daha kolay
calisabilir olmasi, ucuza mal edilmesi, renk cesidinin ¢ok fazla olmasi, tekstil
boyama tiinitelerinde kolay boyanma isleminin yapilmasi sayilabilir. Ancak sentetik
boyarmaddelerinin suda pargalanmamalari nedeni ile ¢evre kirliligine neden olmasi,
insanlarda ve c¢evrede toksik etkilerinin gbriilmesi, diinyada yeniden dogal boyalara
doniilmesi gerektigi ciddi bir sekilde giindeme gelmis ve gelecek 10 y1l iginde dogal
boyarmaddelerin sentetik boyalarin bir kisminin yerini alacagi artik kaginilmaz

olarak goriilmektedir [40].



1.3 Punicaceae Familyasi

1.3.1 Genel Ozelikleri

Nargiller, boylar1 2 ila 5 m. arasinda degisen cali formunda olup 1liman
yerlerde yetisen bitkilerdir. Nargiller gergek bir ¢ali oldugu i¢in dogal olarak tek bir

govde ve tag olusturmaz.

Bitkinin geng¢ siirgiinleri kahverengi kirmizi renkli, 1-2 yillik siirgiinleri
yesilimsi gri, daha yasl dallar1 grimsi kahverengimsi sar1 olan renklidir ve siirgiinleri
genellikle dikenlere sahiptir. Bu dikenler ¢ok iri ve sert yapidadir. Cok az gesit az
dikenli veya dikensiz 6zelligine sahiptir. Bitki 4—8 tomurcuk yapragi ile kaplanmis
6—7 primordial yapragin bulundugu kiiclik tomurcuklara sahiptir. Govde, gri ve
kahverengimsi c¢atlaklar bulunan bir kabukla kaplidir ve 10-25 cm kalinliga
erismektedir. Kabukla odun arasinda kalan tabaka sarimsi yesil bir renge sahiptir.
Odun tabakasi ise agik limon sarisi, 6z kismi ise kahverengidir [41]. Meyveleri ¢ok
daneli ve etli tohumlardan olusan, koyu kirmizidan beyaza kadar degisik tonlarda
renklere sahiptir. Meyveler tatli, eksi ve mayhosolarak gruplandirilir. Nargiller

ozellikle potasyum ve karbonhidrat agisindan oldukga zengin bir meyvelere sahiptir
[42].

1.3.2 Kullanim Alanlar

Punicaceae familyasinin ekonomiye biiyiik katkisi vardir. Kiigiik bir familya
olan Punicaceaenin lyeleri taze olarak tiiketilebildigi gibi meyve suyuna, meyve
suyu konsantresine, recele, saraba ve nar eksisine ve likore islenebilmekte, ¢esitli

gidalara renk verici ve tatlandirici olarak degerlendirilmektedir [43].

Tiirlin meyve kabugu [44], meyvesi [45] ve yapraklari [46] ishali 6nlemede;
meyve 0zl [47] mide tedavisinde; meyve ve cigekleri iltihap giderici [48] olarak halk
arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, 1liman iklime sahip alanlarda siis

bitkisi amaciyla da yetistirilmektedir [49].



1.4 Punica L. Cinsi

1.4.1 Genel Ozellikleri

Punicaceae familyasina ait tek cins Punica olup bu familyada yer alan
bitkilerinin anavatan1 Ortadogu, Anadolu ve Kafkasya ile Iran kérfezi arasinda kalan
bolge olup binlerce yildir iiretimi ve tliketimi yapilmaktadir. Haziran-Temmuz
aylarinda kirmizi renkli cicekler acan, iki ile bes metre boylarinda agaggiklardir.
Yapraklar karsilikli, parlak renkli, ince-uzun sekilli, kisa sapli ve kirmizi kenarhidir.
Cicekler kismen sapsiz, tek tek ve birkagi bir arada bulunur. Canak yapraklar
kirmizi renkli, dokiilmeyen ve etlidir. Meyveleri kiire seklinde ve portakal
biiyiikliigiinde, onceleri yesil, olgunlukta kirmizimsi renkte, derimsi kabuklu, ¢ok

tohumlu ve etlidir [50,51].

Bu familyaya ait tek cins olan Punica en 6nemli tiirii Punica granatum L. ile
temsil edilir. Diger bir tiirii olan Punica nana ise bodur olup, siis bitkisi olarak
saksida yetistirilmektedir [52]. Punica protopunica ise Yemen (Socotra) adasi igin
endemik bir tiir olup, diger Punica tiirlerinden farki ¢igeklerinin pembe, meyvelerinin

sar1-yesil yada kirmizi-kahve olmasidir [53].

1.4.2 Punica Tiirlerinin Kimyasal icerikleri ve Kullanim Alanlari

Nar giintimiizde kanser 6nleyici [54,55], antiproliferatif, apoptotik [56], HIV-
I inhibitdr, mikrobisit [57], kardioprotektif [58],antihiperlipidemik [59] gibi 6nemli
yararl etkileriyle ¢cok popiiler olmustur. Bunlara ilaveten bir ¢cok aragtirmada [60,61]
nar ve nardan elde edilen yan {iriinlerin giiclii bir serbest radikal siipiiriicii ve etkili
bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir. Saf nar suyu (NS) C
vitamini ile antosiyaninler, punikalajin, ellajik ve gallik asit gibi polifenolik
bilesikler icermektedir [56,62].

Sistematikte Punicaceae familyasi i¢inde yer alan nar (Punica granatum L.),
cali formunda 1liman iklimlerde iyi yetisebilen bir tiirdiir [63]. Kurakliga dayanikli

olan tiir, toprak erozyonunu 6nlemede 6nemli bir yer tutmaktadir [64].



Diinya’da nar tretimi 2010 yil1 verilerine gore 2.5 milyon ton olup bunun
208.5 tonu Tiirkiye’de iiretilmistir [65]. Nar suyu iiretimi sirasinda nar kabugu ve
cekirdekten olusan posa agiga ¢ikmaktadir. Narin toplam agirhiginin yaklasik olarak
% 48’1 kabuktan, %52’s1 ise meyveden olugsmaktadir [43]. Meyvesinin % 78’1 nar
suyu, % 22’si isecekirdek icermektedir [66].

Nar kabugu ve ¢ekirdegi agirlikli olarak punikalagin ve bunun izomerleri olan
(2,3-hekzahidroksidifenol-4,6-gallagilglukoz) ellajitanenleri, az miktarda da
punikalin (4,6-gallagilglukoz), gallik asit, ellajik asit ve ellajik asit glikozitleri
(heksisid, pentosid, ramnosid) icerir [67]. Farkli meyvelerin kabuk, meyve eti ve
cekirdeklerinin antioksidan etkilerinin arastirildigl bircalismada [68] nar ¢ekirdegi
vekabugunun yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olduguve bunu sirasiyla liziim
cekirdegi ve alic kabugununizledigi saptanmistir.  Nar kabugu ve c¢ekirdegi
ekstraktinin iki farkli yonteme (DPPH ve B-karotenlinolate) gore antioksidan
aktivitesinin saptandigi bir baska calismada [69] ise nar kabugunun ¢ekirdegine gore

daha yiiksek aktivite gdsterdigi ortaya konmustur.

Ulkemizde 6zellikle Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bélgesinde nar
meyvesinin preslenmesi, elde edilen nar suyunun durultulmasi ve teknigine uygun
olarak acikta veya vakum altinda koyulastirilmasi ile elde edilen nar eksisi, gidalara
cesni vermek amaciyla kullanilmaktadir. Nar meyvesi ve bitkisinden ilag, yag,
hayvan yemi, tanen, pektin, sirke, sitrik asit, boya, miirekkep. vb. lriinlerin elde
edilebilmesi bu meyvenin gelecekte onemli bir endiistri bitkisi olacagi izlenimini

vermektedir [70].

Son yillarda gerek gida gerekse de yem sektoriinde antimikrobiyal kokenli
dogal yem katki maddeleri olarak polifenolik bilesiklerce zengin nar kabugu veya
ekstrakti dikkat cekmistir. Bu iiriinlerin yani sira nar suyu {iretimi yan {irlinii olarak
elde edilen nar kabugunun islenmesiyle elde edilen ekstraktin gerek gram-negatif
gerekse de gram-pozitif bakterilere kars1 genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye

sahip oldugu yapilan in vitro ¢alismalarla ortaya konmustur [71,72].

Nar cekirdegi, posast veya kabugunun igerdigi polifenollerden olan kondense
tanenlerin veya proantosiyanidinlerin; kolesteroliin taginmasini ve safra asidi

atilmint artirarak, bagirsaktan kolesteroliin emilimini azalttiklar1 bildirilmektedir
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[73]. Shabtay ve ark. [74], Holstein Friesian besi danalarinin rasyonuna yeni bir yem
maddesi olarak taze nar kabuklarinin ilavesinin, canli agirlik kazanci ile yem
tilketimini ve plazmanin o-tokoferol igerigini onemli derecede artirdigini ifade

etmislerdir.

Alternatif protein kaynagi olarak “Tek Hiicre Proteinlerinin” iiretiminde nar
kabuklarindan yararlanilabilir ve bu sekilde elde edilen maya proteinleri, kanatl
hayvanlarin beslenmesinde soya kiispesinin veya balik ununun yerine kullanilabilir.
Khan ve ark. [75] nar kabugundan elde edilen maya proteininde % 51.6 ham protein
bulundugunu bildirmislerdir. Nar icerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde yiizyillardan
beri halk arasinda uygulanan geleneksel tedavi yontemlerinde kullanilmistir. Yabani
narlarin suyundan farmasotik amacgli sitrik asit ve sodyum sitrat eldesinde
yararlanilmaktadir. Nar suyu dispepst tedavisinde kullanilan pieparatlarin
bilesiminde yer almaktadir. Ayrica ciizzam tedavisinde nar suyunun yararlt oldugu
diisiiniilmektedir. Nar agacinin kabuk ve kokleri barsak kurtlarina karsi etkili bir

alkoloid olan "isopelletierine" igermektedir [76].

Meyvenin bilesimi; cesit, yetistirme kosullari, iklim, olgunluk durumu ve
depolama sartlarinabagli olarak degismektedir. Narin yenebilen kismi Onemli
miktarda asitler, sekerler, vitaminler, polisakkaritler, polifenoller ve mineralleri
icermektedir [77, 78, 79, 80]. Nar kabuklari, ellagik asit, ellagitanen ve gallik asit
icermektedir [81]. Nar kabugu; punikalagin ve bunun izomerleri olan 2,3-
hekzahidroksidifenol-4,6- gallagilglukoz gibi ellagitanenlerce zengin olup, punikalin
(4,6-gallagilglukoz), gallik asit, ellagik asit ve ellagik asit glikozitleri (heksisid,
pentosid, rhamnosid) ise daha az miktarda igermektedir [82]. Nar kabugundan
bulunan zengin tanen; deri isleme sanayinde ve meyve sularinin durulastirilmasinda
ve ¢inko zehirlenmelerinin dnlenmesinde yogun olarak kullanilir. Ayrica nar kabugu
ve c¢igeklerinden boya ve miirekkep imalinde yararlanilir. Sari-gri, koyu hakikoyu
kahve renk verir [83-86].

1.5  Punica granatum L.

Punicaceae familyasimnin Punica cinsine ait olup, en 6nemli tiiri Punica

granatum L.’dur . Nar bilinen en eski meyve tiirlerinden olup, kiiltiir tarihi M.O.
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3000 y1l 6ncesine kadar gitmektedir. Anavatam Giiney Kafkasya, Iran, Afganistan,
Gliney Asya, Bat1 Asya, Anadolu ve Akdeniz arasinda kalan bolgeleri kapsamaktadir
[87]. Nar, tropikal ve sub-tropikal iklimlerin bitkisi olup iilkemizde de Akdeniz
ikliminin karakteristik bitkisi olarak basta Akdeniz Bolgesi olmak iizere Ege ve
Glineydogu Anadolu Bolgeleri’nde kiyidan 1000 metre yiikseltiye kadar olan
sahalarda yetistirilmektedir [88].

Bu meyvenin ticari tiirii olan Punica granatum L. Ortagag’da ¢ekirdekli elma
anlamma gelen “Pomuni granatum”dan adimi almistir [89,90]. Bir Fenike kolonisi
olan Kartacalilar Akdeniz havzasinda nar ticaretini baslattiklar1 i¢in eski kaynaklarda
“Kartaca (Fenike) Elmas1” (The apple of Carthage /Carthaginian apple) adiyla
gecmektedir [91]. Giliniimiizde A.B.D.’de ¢ekirdekli elma (Seedy apple) olarak da

bilinmektedir.

Narin kiiltiir tarihi oldukg¢a eskilere uzanmakta olup ¢esitli kaynaklarda
yetistiricilik ge¢cmisinin 5000 y1l 6ncesine dayandigi belirtilmektedir. Dolayisiyla
kiiltiire alinan en eski tarim triinlerinden olan nar bitkisi, insanlik tarihinde 6nemli
bir yere sahiptir. Bu meyveyi taniyan her topluluk ve medeniyet tarafindan pek ¢ok
acidan farkl degerler yiiklenmistir. Nar, tiim kutsal kitaplarda adindan bahsedilen,
Musevilik, Hiristiyanlik ve Islamiyet’te 6zel anlamlar yiiklenen bir meyvedir. Nar
ayrica ibadethanelerde graviir ve tablolarda tasvir edilmistir. Narin koklii tarthinin
yant sira, sadece bir meyve olmaktan 6te ¢esitli kullanim sahalar1 da mevcuttur. Nar
bazen milli bir sembol olmus, hatta cesitli yerlesim yerlerine adin1 vermistir. Nar
insan sagligina olan yararinin disinda pek ¢ok kiiltiirel faaliyette de yeri olan (Yiin

boyama ve siisleme) 6zel bir meyvedir. [90, 92, 93].
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1.5.1 Morfolojik Ozellikleri

Sekil 1. 3: P. granatum L.

Nar; nisan sonu ile haziran basi arasinda cigceklenmektedir. Cig¢eklenme
periyodu yaklasik 1-1.5ay olup, meyve olgunlagmasi agustos sonu ile kasim ortasina
kadar siirer. Andromonoik bitki 6zelligine sahip olup bocek veya riizgarla tozlanir.
Genelde suptropik iklim bitkisi olmasina ragmen, -10 C°ye kadar
dayanabilmektedir. Nar pek c¢ok iklim kosullarinda sorunsuz yetistirilebilen bir
meyvedir. Yetistiriciliginin yapilacagi bolgede yazlarin uzun ve sicak, kislarin 1lik
ve yagish olmasi gerekmektedir. Narmn soguklama gereksinimi hemen hemen yok
gibidir.

Meyvelerini olgunlastirabilmek icin vejetasyon donemi icinde yiiksek bir
sicaklik toplamu ister. Nar, iilkemizin serin iklim bolgelerinde (I¢ Anadolu gibi)
mayista, sicak iklim bolgelerinde (Akdeniz gibi) ise nisanda ¢igeklenmeye baslar.
Cigeklenme haziran ayma kadar siirmektedir. Yillik ortalama 500 mm'lik yagis
yetistiricilik icin yeterlidir. Yaz aylarindaki yagislar meyve kalitesini bozmakta,
Ozellikle olgunluga yakin dénemlerde meyve catlamalarina neden olmaktadir.
Meyve olusumu doneminde kuru hava kosullari, kaliteli meyvelerin olusmasi
bakimindan 6nemlidir. Nar, pek ¢ok meyve agacindan daha genis toprak cesidine
uyum gosterebilir.  Derin, aliiviyal topraklar nar yetistiriciligi i¢in en uygun
topraklardir. Fakat kumlu, killi, kiregli topraklarda da yetistirilir. Tuzluluga orta
derecede dayaniklidir [41].
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1.5.2 Punica granatum L. Sistematikteki Yeri

Kingdom Plantae
Subkingdom Viridiplantae
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Class Magnoliopsida
Order Myrtales

Family Punicaceae

Sub family: Punicoideae
Genus Punica

Species Punica granatum L.

1.5.3 Tiiriin Tiirkiye ve Diinyadaki Yayilis1

Nar bitkisinin yerkiire iizerinde en yaygin olarak yetisme ortami buldugu
sahalar genelde donenceler ile 40° enlemleri arasinda kalan ve Akdeniz yagis
rejiminin etkili oldugu kislart yagish, yazlar1 sicak ve kurak olan bolgelerdir. Nar,
tropikal ve sub-tropikal iklimlerin bitkisi olup iilkemizde de Akdeniz ikliminin
karakteristik bitkisi olarak basta Akdeniz Bolgesi olmak tlizere Ege ve Giineydogu
Anadolu Bolgeleri’nde kiyidan 1000 m. yiikseltiye kadar olan sahalarda en yaygin

yetisme ortami bulur.

Nar bitkisinin Tiirkiye’de ziraatinin yapilmasi oldukca gerilere uzanmakla
beraber meyvecilik sektoriindeki gelisimini 2000°li  yillardan itibaren Onem
kazanmistir. Nar Tiirkiye’nin giiney kiyilar1 boyunca basta Antalya olmak iizere en
fazla Mugla, Mersin ve Adana’da ziraati yapilmaktadir (Sekil 1.3). Bununla beraber
ortam sartlarina uyum yeteneginin yiiksek olusu ve toprak cesidi acisindan fazlaca
se¢ici olmamasiyla son yillarda yayilis sahasinda ciddi bir gelisme gozlenmistir.

Bununla birlikte nar -10°C’ye kadar direng gosterebilmektedir [94].

Nar birgok tilkede yetigsmekle birlikte Tiirkiye; en ¢ok iiretimin oldugu tilkeler

olan Iran, Hindistan ve Cin’in ardindan dérdiincii sirada yer almaktadir. 2005 yilinda
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meyve suyuna islenen nar miktart 17.000 ton, islenen konsantre miktar1 ise 2.700 ton
dolayindadir. 2006 yilinda ise 46.600 ton nar meyve suyuna islenmis ve islenen

konsantre miktari ise 6.900 tonu bulmustur [95].

Sekil 1. 4: P.granatum ‘un illere gore yayilsi.

1.5.4 Tiir ile Tlgili Biyolojik Aktivite Calismalar

Nar kabugu ekstraktinin antimikrobiyal etkisinin; yapisinda bulunan
gallotanenler ve ellagitanenler gibi hidrolize olabilir tanenlerden ileri geldigi ifade
edilmektedir [96]. Nar kabugundan elde edilen kondense tanenin antimikrobiyal etki
mekanizmasi; patojen mikroorganizmlarin enzim aktivitelerini ve
mikroorganizmalarin membranlarinda elektron tasinma sistemini engellemeleri
seklinde aciklanmistir [97]. Panichayupakaranant ve ark. [98] % 13diizeyinde
ellagik asit iceren nar kabuguekstraktinin gram-pozitif anaerob bir bakteri olan
Propionibacterium acnese ve gram-pozitif fakiiltatif anaerob bakteri olan
Staphylococcusaureus ve Stahpylococccus epidermidis’e karst potansiyel bir
bakteriostatik etki gosterdigini saptamislardir. Al-Zoreky [99] nar kabugunun %
80’lik metanol ekstraktinin in vitro kosullarda Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, E. coli ve Yersinia enterocolitica’nin gelisimini engelleyici

etkiye sahip oldugunu saptamistir.

Sweetie ve ark. [100] , nar kabugu ekstraktinin % 0.01 konsantrasyonda dahi

Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus’a karsi iyi bir antimikrobiyal etki
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gosterdigini, bu ekstraktin % 0.1 gibi yiiksek konsantrasyonunun Pseudomonas
gelisiminde etkili iken, E. coli ve S. typhimurium’a karsi etkisiz oldugunu
bildirmislerdir. Nar ekstraktinda bulunan en onemli fenolik bilesik olan hidrolize
veya kondense tanenlerin Candida albicans’a kars1 kuvvetli bir antifungal aktivite

gosterdigi de belirtilmektedir [101].

Nar kabugu ekstraktinin toplam fenolik, flavonoid ve proantosiyanidin
igeriginin daha fazla olmasi nedeniyle antioksidan aktivitesinin nar posasindan daha
yiikksek oldugu [102] nar kabugundaki hidrolize tanenlerden olan punikalaginin
serbest radikallerin uzaklastiriimasinda ve lipid oksidasyonun 6nlenmesinde oldukga
giiclii etkiye sahip oldugu, ayrica kabukta o ve y-tokoferolin 6nemli diizeyde
bulundugu bildirilmektedir [103]. Negi ve Jayaprakasha [104] nar kabuklarinin etil
asetat, aseton, metanol ve su ile ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakti
sentetik bir antioksidan olan biitilathidroksitoluen ile karsilastirmak amaciyla
yaptiklari bir in vitro ¢calismada, metanolle ekstrakte edilmis nar kabugu ekstraktinin
50 mg/kg’lik diizeyinin antioksidan 6zelliginin sentetik antioksidaninkinden daha

tistiin oldugunu saptamislardir.

Poyrazoglu ve ark. [105]” nin 13 farkli nar cesidinin taze sikilmis sularinin
bilesimini inceledikleri ¢alismada, ortalama toplam asit 9.82g/L ve toplam seker
148.75 g/L olarak bulunmustur. Sitrik. L-malik. tartarik, okzalik, (-)- kuinik ve
siiksinik asit gibi organik asitlerin miktarlarin1 da belirlendigi arastirmada, sitrik asit
4.85 g/L ile ortamdaki hakim asit olarak saptanirken, bunu L- malik asit 1.75 g/L
izlemistir. Tartarik, okzalik, (-)- kuinik ve siiksinik asidin miktarlar1 sirasiyla 0.28-
2.83, 0.02-6.72. 0.00-0.82 ve 0.00—1.54 g/L arasinda degismistir. Poyrazoglu ve
ark. [105]" nin nar sularinda belirledigi fenolik bilesikler; gallik asit 4.55 mg/L,
protokatesik asit 0.84 mg/L, klorojenik asit 1.24 mg/L. kafeik asit 0.78 mg/L, ferulik
asit 0.01 mg/L, o-kumarik asit 0.17 mg/L, p-kumarik asit 0.06 mg/L, katesin 3.72
mg/L, ve kuersetin 2.50 mg/L’dir.

Fadavi ve ark. [106] > nin Iran’ da yetisen 10 farkli nar ¢esidinin bilesimini
arastirdiklar1 ¢alismada, 6rneklerde toplam seker, fruktoz, glukoz ve askorbik asit
sirastyla (%) (ortalama + standart sapma), 7.46 + 0.38, 3.80 £ 0.26, 3.66 = 0.25 ve
0.19 = 0.18 olarak belirlenmistir. Arastirmacilar 6rneklerde saptanan mineraller

arasinda potasyumun (80.0-160.6 mg/100g) en yliksek diizeyde bulundugunu; bunu
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sirastyla sodyum (11.3-54.5 mg/100g), kalsiyum (13.05- 30.60 m g/100g),
magnezyum (2.75-5.20 mg/1 0O0g), demir (0.03-0.21 mg/100g), ¢inko (0.037-0.084),
bakir (0.013-0.081 m g / 100g) ve mangan’ 1 (0.012-0.021 mg/100g) izledigini
bildirmistir. Markh ve Lysoger [107], meyvenin %0.22-1.05 diizeyinde

antosiyaninler ve gesitli fenolik asitlerden olusan polifenolleri igerdigini bildirmistir.

Fenolik bilesikler nar suyuna renk, burukluk ve acilik vermektedir. Ayrica bu
bilesikler konsantreye isleme ve depolama sirasinda goriilen bulanikliga yol
acmaktadir [108]. Nar suyu buzdolab1 sicaklifinda mikrobiyal bozulmaya oldukca
direnclidir. Bu durumun igerdigi polifenollerden kaynaklanmasi olasidir [109]. Nar;
antosiyaninler, ellagitanenler, antioksidan ve antitimdr aktiviteleri ispatlanmis diger
fenolik maddelerce zengin bir meyvedir. Narin sahip oldugu flavanoid ve
antosiyanin icerigine bagli olarak gosterdigi antioksidan aktivite, kirmizi sarap ve

yesil caydan 3 kat daha fazladir [110].

Nar suyunun antioksidan diizeyi yabanmersini ve portakaldan da yiiksek
bulunmustur. Nar ¢ekirdekleri fito-Ostrojenlerin iyi bir kaynagidir [111]. Nar
suyunun antioksidan ve damar sertligini engelleyici aktivitesinin, igermis oldugu
ellagitanenler, punicalagin ve ellajik asit gibi polifenollerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Nar suyundaki en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip fenolik
maddenin "punicalagin" oldugu bildirilmistir [112].

Nar suyu tiiketiminin LDL birikimine karsi hassasiyeti azalttii ve serum
paraoksanaz (lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu olan HDL ile iligkili bir esteraz)
aktivitesini arttirdig1 ortaya konmustur [113]. Nar suyunun makrofaj kopiik hiicre
olusumu ve atherosiklerotik lezyon gelisimini engelledigiyapilan arastirmalarla
gosterilmistir. Nar suyu, okside-LDL degredasyonunu ve makrofajlardaki
kolesterolbiyosentezini baskilayarak, kolesterol birikiminin ve plak olusturucu kopiik

hiicre olusumunun azaltilmasinda yardimeidir [114].

Nar suyunun hem erken hem de ilerlemis damar sertligini engelledigi
yoniindeki goriisler gliglenmektedir [115]. Prostat kanseri, bir¢ok bati tilkesinde
gortldiigli gibi Amerika’ da erkeklerde kansere baglidliimlerde ikinci sirada yer alan
bir kanser tiiriidir. Malik ve ark. [116], nar suyunun insanlarda prostat kanserini

Onleyici ve tedavi edici etki gosterebildigim 6ne stirmektedir. Giiglii antioksidan ve
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anti- enflainatuvar etkiye sahip olan nar suyunun kanser aktivitesini baskiladig

yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur.

Tanen igerigine bagli olarak nar agaci kabugu, yapraklari, ham meyve ve
meyve kabugu ekstraktlar1 ishal ve dizanteriyi durdurucu, kanamay1 kesici 6zellik
gostermektedir.  Kurutulmus ve piilverize edilmisgicek tomurcuklari bronsit
tedavisinde kullanilmaktadir. Nar cigeklerinin dekoksiyonu ile gargara yapilmasi
ag1z ve bogaz iltihaplanmalarini hafifletmektedir. Yapraklar, tohumlar, kok ve nar
agaci kabugu tansiyonu disiiriicii, spazm giderici etki gostermektedir [117]. AIDS

hastaliginin tedavisinde nar suyu tiiketimi 6nerilmektedir [118].

Nar suyu; ACE denilen enzimi engellemek suretiyle tansiyon diisliriicii bir
etki gosterebilecegi, kan damarlarinda baslayan zararlanmay1 6nlemesinin yaninda
ilerlemis durumdaki zararlanmalar1 da tersine ¢evirebildigi [119], prostat kanserine
kars1 etkili olabilecegi [120], kemik eklemi iltihabini 6nlemede etkili oldugu [121],
icerdigi B-karoten sayesinde fagosit hiicreleri otooksidatif zarardan koruyabilmekte,

ve dogal olarak tiimorleri inhibe eden hiicre kapasitesini artirmaktadir.

AIDS’e karst etkili olabilecegi, atesli hastaliklarda ates diisiiriicii etkisi
oldugu [122], icerdigi sekerlerin antioksidanlari tarafindan tutularak kan seker
seviyesinin diizenini saglayabildigi [119] ve bunun gibi bir¢cok arastirilmis yada
arastirtlmakta olan 6zellikleri sebebiyle nar ve nar suyu diinyada 6nemi giderek artan
bir {irlindiir. Farkli kaynaklarda; nar meyvesi ve nar suyunun genel bilesenleri
[123],organik asit ve fenolik dagilimi [124], baslica antosiyaninleri [125], ayrintili
kimyasal bilesimi [126,127] konusunda bilgiler yer almaktadir.

1.5.5 Tiir ile flgili Dogal Boyama Cahsmalari

Harmancioglu [128] nar meyve kabugu ile yilin kumaslarin mordansiz
boyanmasinda toprak rengi, sap ile mordanlanmis kumasta kanarya sarisi, bakir
siilfat ile mordanlamada kina rengi, demir siilfat ile mordanlamada zenci sa¢1 ve
toprak renkleri tonlarini elde etmistir. Eyiiboglu [129], 1 kg. yiinii 150 gr. sagikibris
ile mordanlayarak nar meyve kabugu ile boyamada siyah, sap ve krom mordanli yiin

ile ise sar1 renk tonlarini elde etmistir. Nar meyve kabuklariyla yapilan boyamalarda
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genellikle sar1 ve siyah renkleri elde etmislerdir. Sapla mordanlanmis yiinler kizil

sarl, kizil sartya boyanan ylinleresagikibris ilavesiyle siyah renk elde etmislerdir.

Kili¢ [130] yiin hal1 ipligini nar meyve kabugu ile boyamistir. Farkli mordan
ve meyvedis kabugu oranlar1 uygulayarak aliiminyum sapi ile hardal, saman, asetik
asit ile ayva tiiyli, hardal, kirli sar1, act sar1, bakir siilfat ile koyu sizma zeytinyagi,
haki, demir siilfat ile toprakrengi, yesil kahve, koyu kahve, krom sapi ile kirli sari,
aci sar1, hardal, yesil sar1, potasyumbikromat ile acik sizma zeytinyagi, sitrik asit ile
ayva tliyli, saman, act sari, hardal, sodyumkloriir ile act sari, kirli sar1, hardal,
stilfiirik asit ile ayva tiiyii, saman, aci sar1, hardal, saraptasi ile, hardal, aci1 sar1
renklerini elde ederken, mordansiz boyamada ise kirli sar1, ayva tiiyli ve hardal

renklerini elde etmistir.

1.6 Ruscaceae Familyasi

1.6.1 Genel Ozellikleri

Genellikle ¢ok yillik otsu, nadiren ¢ali seklinde bitkilerdir. Bitkiler daha ¢ok
rizom, yumru ya da soganlhidir. Yapraklar basit, alternat, bazal, linear-lanseolat
seklindedir. Yapraklar bazilarinda etlidir. Cigekler hermafrodit, ¢ok az1 tek eseyli (
bunlar monoik ), aktinomorf, nadiren zigomorf simetriye sahiptir. Cigekler tek,
bazen rasem veya simoz durumundadir. Cicekler perigon, 2 dairede yer almis ve her
dairede 3 tepal bulunur, tepaller serbest veya bilesik olabilirler. Androkeum 6
stamenli, 2 dairede yer alir. Ginekeum 3 bilesik karpelli, 3 lokulusludur. Meyve
lokulusit veya septisit kapsiil, nadiren bakka seklindedir. Bu familyaya ait tiirlerin
cogu; siis, tibbi veya bitkisel bitkilerdir [131].

1.6.2 Kullanim Alanlari

Ruscaceae familyasi gesitli kullanim alanlarina sahiptir. Bitkinin geleneksel
olarak kaynatilarak hazirlanan meyve 06zii ¢iban ve sigillerin {iizerine siiriilerek

kullanilirken ayrica egzema, bobrek tasi ve bobrek iltihabi tedavisinde, taze
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yapraklar1 Tiirkiye’de soguk almis yada meme iltihab1 olan ¢iftlik hayvanlarinda
kullanilir ve ayrica kronik toplardamar hastaliklari, bacaklarda agr1 ve agirlik,
baldirlarda gece kramplari, kasintilar ve sismelerine ve de bagirsak rahatsizliklarinda

kullanilir [132-133].

1.7 Ruscus L. Cinsi

1.7.1 Genel Ozellikleri

Ruscus cinsi yaz kis yesil kalabilen koyu yesil agaccik veya calilardir.
Gergek yapraklar1 yoktur, dallar yassilagip genisleyerek yaprak goriinimi almistir.
Cigekleri diger bitkilerden farkli olarak yaprak ortasindan ¢ikan kiiciik bir sap
tizerinde ve yesilimsi beyaz renktedir. Meyveleri yapraklarin tam ortasinda olup
bdylece ucu dikenli olan diger yapraklardan korunur. Meyveleri koyukirmizi renkli
kiire seklinde ve nohut biiytikliigiindedir. En yaygin tiirlerinden biri olan adi tavsan
memesi Karadeniz bolgesinde yabani olarak yetisir. Yesil dallar1 yilbaslarinda
yaprak uclarina silcan ( smilax excelsa ) meyveleri baglanarak "kokina" adiyla satilir.
Cok soguk olan yorelerde yetismez ciinkii dona karsi dayanikli degildir. Vatan

Akdeniz ve Karadeniz iilkeleri olup zamanla orta Avrupa’ya kadar yayilmistir.

Halk arasinda Enir, kuzu memesi, sican dikeni, disi kuskonmaz, Yalova
mercant ve zirmek gibi isimlerle bilinir. Ruscus aculeatus L., Ruscus colchicus ,
Ruscus hypoglossum L. Ruscus hypophyllum L. cinsin bilinen &nemli

temsicilerindendir [134].

1.7.2 Ruscus Tiiriiniin Kimyasal Icerikleri ve Kullanim Alanlar

Ruscus aculeatus’ un toprak alt1 parcalari uzun yillardir geleneksel ilag olarak
kullanilir.  Filistinde rizom ekstreleri halk tarafindan deri hastaliklarina karsi

kullanilir [135].
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Yesil dallar1 yilbaglarinda yaprak uglarina silcan (smilax excelsa) meyveleri
baglanarak "kokina" adiyla satilir. Tiirkiye’de kaynatilarak hazirlanan bitki 6zii
egzema, bobrek tasi ve bobrek iltihabi tedavisinde kullanilir [132-133]. Bu bitkinin
taze yapraklar1 Tiirkiye’de soguk almis yada meme iltihab1 olan ¢iftlik hayvanlarinda
kullanilir [133].

Italya’nin bazi bélgelerinde aym1 ydntemle hazirlanan bitki 6zii kolon
tedavisinde ve ishalde kullanilir [136]. Italya’nin merkezinde ise sigil ve kabariklik-

sislik tedavisinde kullanilir [137].

Tavsan memesinin aktif maddeleri steroit saponinlerdir. Bunlarin
toplardamarlar iizerinde, kan dolagimmi artirmak gibi yararli etkileri ve
antienflamatuar Ozellikleri vardir [138]. Rusci rizoma (kurutulmus, toz haline
getirilmis rizomlar ve su, etanol, metanol ekstreleri) bugiinlerde geleneksel herbal
ila¢ irlinii olarak tanimlanmaktadir ve hemaroit ve kiiciik kan dolasimi
bozukluklarinda kullanilir. Basur rahatsizligi olan toplam 1961 hasta tizerinde dort
ayrt ¢aligma grubu 6lmez diken veya fitili ile tedavi denemesi yapmiglardir. Bu
tedavi denemelerinde (Cleres-Kaiser 1976’da, P. Salzmann, U. Ehresmann, U. Adler
ve ekibi 1977°de, H. Barmig 1978’de ve de Nietsch ve ekibi 1982’de) hastalarin
iyilestigini tespit etmistir [139]. Steroidsaponinler %4-6 arasinda olup bunlarda
Spirostanol-Saponiler; Ruscin ve Furostanol-Saponinler; Ruscoid igerir. Ruscoid
parcalanarak Ruscin, Ruscogenin ve Neoruscogenine doniisir.  Ruscin ise
Neoruscogenin’e doniisiir. Esas belirleyici olan Ruscogenindir [139-140]. Bu
bitkinin toprak tistii kisimlar1 genellikle Akdeniz iilkelerinde ve Ortadogu iilkelerinde
diiiretik olarak kullanilir [141]. Ruscus aculeatus yaprak ve govdesinde temel

fenolikler kuersetin ve p-kumarik asit olarak tanimlanmistir [142].

Aragtirilan diger bir tir olan Ruscus hypoglossum L. her dem yesil olup
tirmanici rizomlar1 vardir. Bati avrupadan irana kadar yayilis gosterir [143]. ki
Ruscus tiiriiniin toprak iistii kisimlarina ait (R.aculeatus ve R.hypoglosssum) %70 lik
metanol ekstrelerinde bir¢ok flavonoid glikozidleri ve fenolik asitler tanimlanmistir.
R.aculeatus eksteresinde schaftosid, orientin, vitexin, vitexin-2 *“ -O-d-
glucopyranoside, vitexin-2 “ -O-a-l-thamnoside, rutin, isoquercitrin, nicotiflorin,
narcissin, caffeic ve p-coumaric acid, trans-feruloyl2 “ -hexaracidlactone, trans-

feruloyl-3 “ -hexaracidlactone, trans-feruloyl-methoxyhexaracid-lactone derivate,
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(S)-Ntrans-caffeoyloctopamine,  (S)-N-trans-cumaroyloctopamine,  (S)-N-trans-
feruloyloctopamine, N-trans-caffeoyltyramine, N-trans-cumaroyltyramine ve N-
trans-feruloyltyramine tespit edilirken R. hypoglossum un % 70’lik metanol
ekstresinde rutin, nicotiflorin, narcissine, caffeic ve p-coumaric acid bulunmustur.
R.aculeatus rizomlarma ait % 70’lik metanol ekstresinde p-coumaric acid

hidroksisinnamik asit amidleri tespit edilirken higbir flavonoid belirlenmemistir
[141].

1.8 Ruscus acualetus L.

1.8.1 Morfolojik Ozellikleri

Sekil 1. 5: R. aculeatus L.

Maki ormanlarinda bulunan, 20-50 cm boylanmakta, kisin yapraklarim
dokmeyen, eyliil-nisan aylar1 arasinda yesilimsi veya a¢ik pembemsi ¢igekler acgan,
cok yillik, yaprak big¢imindeki dallar1 olan, sert ve batici ve cali goriiniisiinde,
ormanlik ve daglik bolgelerde yayilis gosteren bir bitkilerdir. Kdokleri ugucu yag ve
saponinlerce zengindir. Meyveler kiire biciminde, kirmiz1 renklidir. Giiney, bati ve

giiney-bat1 Avrupa’ da, Anadolu’da ve Kuzey Afrika’da yayilis gosterir.
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Gergek yapraklar1 yoktur, dallar yassilagip genisleyerek yaprak goriinimi almistir.
Yapraklar oval sekilde, sivri uglu, koyu yesil renkil olup serttir. Bu dalciklarin tam
ortasindan veya bir kenarindan agan kiiciik ¢icekler daha, sonra kirmizi renkli nohut
blyiikliiglinde meyvelere doner. Tadi aci oldugundan bal, pekmez, veya sekerle
tatlandirilarak igilir. Meyve ve kokiinden yararlanilir [134,144].

1.8.2 Ruscus acualetus L. Sistematikteki Yeri

Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Class : Liliopsida

Subclass : Liliidae

Order: Asparagales

Family: Ruscaceae

Genus: Ruscus

Species: Ruscus aculeatus (L.)

1.8.3 Tiiriin Tiirkiye ve Diinyadaki Yayilis1

Tavsan memesi bitkisi yerkiire lizerinde en yaygin olarak yetisme ortami
buldugu sahalar genelde kuzey, giiney ve gliney dogu Avrupa, Anadolu ve Kuzey
Afrika’dir. Tavsan memesi soguk olan bolgelerde yetismez ¢iinkii soguga karsi
dayanikli degildir ve hemen hemen her mevsimde yetigir [134,144,145]. Tiirkiye’ de
bitki en cok Akdeniz, Karadeniz ve Marmara bolgesinde yetistirilir (Sekil 1.4).
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Sekil 1. 6: R. aculeatus’ un illere gore yayilisi.

1.8.4 Tiir ile Tlgili Biyolojik Aktivite Calismalar

Yapilan ¢alismalarda R.aculeatus’un S.aureus iizerine yaptigi bakteriostatik
etkinin antibiyotiklerin yaptig1 etkiye benzer oldugu bulunmustur. Tavsan memesi
ekstraktindan sentezlenen rutin hidrat ve p-coumaric asitin E.coli, P. aeroginosa,
S.typhimuruium, E.cloacae, L. Monocytogenes ve B.cereus iizerine etkisi

streptomisin ve 6zellikle ampicilinden daha yiiksek olarak belirlenmistir.

Antifungal aktivite sonuglarinda (Trichoderma viride, Penicillium
funiculosum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger ve Aspergillus versicolor)
tavsan memesi i¢in MIK degerleri 0,25-2 mg/mL ve MFK degerleri ise 0,5-3 mg/mL
arasinda bulunmustur. Tavsan memesi BuOH fraksiyonu herba ekstresi T. viride ‘ye
kars1 en yiiksek antifungal aktiviteyi gostermistir [141]. R. hypoglossum ekstresi
toprak {iistii kisimlar1 antioksidan aktiviteye sahip degilken R.aculetus toprak tistii
kismlarinin ektresi antioksidan aktiviteye sahiptir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
R.aculetus yapraklarmin metanol ekstresi diisiik fenolik icerigi (32,9 mg GA/g DM)

ve diisiik antioksidan aktivite gosterdigi bulunmustur [142].
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1.8.5 Tiir ile Ilgili Dogal Boyama Calismalari

R.aculeatus bitkisinin kurutulan meyveleri idrar artirict kum dokiict istah
acici, ates disiiriicli, meyveleri kahve olarak kullanilir [146,147]. Ayrica bitkinin
kokiinden siyah boya elde edilir [148].

Karadeniz ve Dogu Anadolu'da yol kenarlari, cayirliklar ve mese
caliliklarinda yayilis gosterir. Yaprak ve ¢iceklerinden sari, yesil ve kahve tonlar

koklerinden siyah renk elde edilir [148,149].

23



2. MATERYAL VE METOT

2.1

Bitki Materyallerinin Hazirlanis:

Punica granatum ve R.aculeatus 2013 yilinda Balikesir’den toplandi. Bitkinin
teshisi Prof. Dr. Giilendam TUMEN ve Prof. Dr. Fatih SATIL tarafindan yapildi.

Tiir 6rnekleri Balikesir Universitesi Biyoloji béliimii herbaryumunda bulunmaktadir.

Tablo 2.1°de bitkiye ait veri tablosu yer almaktadir.

Tablo 2. 1: Bitki Veri Tablosu.

Bitkinin adi | Toplandig1 Yer Tarih Herbaryum | Yiikseklik(m)
numarasi

P.granatum | Balikesir-Merkez | 04.02.2013 FS1566 117 m

R.aculeatus | Balikesir-Havran | 08.11.2013 FS1567 33m

Sekil 2. 1: A) P. granatum L. B) R. aculeatus L.
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2.2 Bitki Ekstrelerinin Hazirlamsi

Bitki ornekleri (nar kabuklar1 ve tavsan memesi kokii) iyice kurutulduktan
sonra belli bir miktar tartilarak yaklasik 20 giin boyunca ¢oziicili i¢cinde bekletildi.
Bekleme siirecinin ardindan vakumlu doner buharlastirici (rotary evoporator) cihazi
kullanilarak ekstre alim islemi gergeklestirildi (Sekil 2.2). Cihazin sicakligi
¢oziiciilerin kaynama noktasina bagl olarak ayarlandi. Elde edilen ekstrede kalan
¢oziiclinlin uzaklastirilarak konsantre hale gelmesini saglamak icin kahverengi siseler
icinde ¢eker ocakta 1 - 2 giin boyunca bekletildi. Konsantre hale gelmis ekstreden
0.5 gr tartilarak 5 mL DMSO (dimetilsiilfoksit) icerisinde ¢oziiliip son
konsantrasyonun 100 mg/mL olmasi saglandi. Bu stoktan 2 mL alinip 0.22 pL’ lik
membran filtreden gegirilerek steril stok ¢ozelti elde edildi. Elde edilen stok ¢ozelti
hemen ya da daha sonra kullanilmak tizere — 20 °C’ de buzdolabinda saklandi. Bitki
iyice kurutulduktan sonra belli bir miktar tartilarak yaklasik 20 giin boyunca ¢oziicti
icinde bekletildi.

Sekil 2. 2: Doner buharlastirici.

2.3  Kullanilan Mikroorganizmalar

Antibakteriyel aktivite igin Gram (+) bakterilerden Staphylococcus aureus
(ATTC6538P), Bacillus cereus (CCM 99) Metisiline direngli Staphylococcus
aureus(ATCC 33592) ve Gram (-) bakterilerden Klebsiella pneumoniae (CCM
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2318), Escherichia coli (ATCC 11230), Pseudomonas aeuroginosa (ATCC 27853),
Proteus vulgaris (ATCC 6897), Shigella sonnei (ATCC25931), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028) kullanild.

Bitki ekstreleri antitiiberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis’ in
Hs7Ra (ATCC 25177) ve H37Rv (ATCC 27294) suslarina ve iki hasta susuna karsi

denendi.

Antifungal aktivitede, flamentli funguslar olan Aspergillus niger van Tiegh
(TA 47-3), Aspergillus flavus Link (TA 41-17), Aspergillus ochraceus K. Wilh.
(MUCL 39534), Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg (TA 18-2) ve
Candida albicans (ATCC 10239) kullanildi. Tiim mikroorganizma stoklar1 Balikesir

Universitesi, Fen — Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii *nde saklanmaktadir.

Staphylococcus aureus: Staphylococcus genusunda bulunan bakteriler Gram
boyamasi ile Gram pozitif kok goriintimiindedir. Tekli, ikili, dortli hiicreler halinde
bulunabilirler, ii¢c veya dort hiicreden olusan kisa zincirler yapabilirler ve diizensiz
{iziim salkim1 (Staphylo: Uziim salkimi, Coccus: tanesi) benzeri sekiller olustururlar.
0,8 — 1 um biiyiikliikte, hareketsiz, spor olusturmayan, ¢cogunlukla katalaz pozitif,
oksidaz negatif, kapsiilsiiz olup, fakiiltatif anaeropturlar. Nozokomiyal (hastane
infeksiyonu) etkenidir. Insan cilt florasinda kommensal olarak da bulunur [150,151].

Metisilene direngli Staphylococcus aureus: Metisiline direngli S. aureus
(MRSA), hafif cilt infeksiyonlarindan, ciddi yara infeksiyonlarina ve bakteriyemiye
kadar degisen genislikte klinik tabloya neden olabilen, Stafilokoklarin patojen,
humanoz ve zoonoz karaktere sahip bir tipidir [152]. MRSA’nin 6ncelikli yerlesim
alant insanlarda burun mukozasi, hayvanlarda deri ve burun mukozasi olarak
bilinmektedir [153,154,155]. MRSA, tiim penisilinlere, sefalosporinlere, beta-
laktamaz inhibitér kombinasyonlarina ve karbapenemlere antibiyotik duyarlilik
testlerinde duyarli bulunsa da in vivo uygulamada diren¢li olan, hatta siklikla
makrolid, aminoglikozit ve tetrasiklin direnci de gostermesi nedeniyle tedavi

seceneklerini son derece kisitlayan bir S. aureus susudur [156,157].

Klebsiella pneumoniae: Kisa uglar yuvarlak, spor olusturmayan, hareketsiz

bir bakteridir. 1 — 2 pm boyunda ve 0.5 — 0.8 um enindedir. Etrafinda polisakkarit
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yapida genis bir kapsiil bulunur. Gram negatif olup bakteriyolojik boyalarla iyi
boyanirlar. Son yillarda K. Pneumoniae nazokomiyal enfeksyonlarda 6nemli bir
patojen olmustur. Normal flora olarak, agiz, deri ve bagirsakta olmasina ragmen,

aspire edilmesi durumunda, akcigerde yikici hasarlara neden olmaktadir [158,159].

Escherichia coli: E. coli, diger Enterobacteriaceae ailesindeki bakteriler gibi,
gram negatif gomak seklinde sporsuz bir bakteridir. Kapsiil olusturma nadirdir. Buna
karsilik bir¢ok sus polisakkarit yapisinda M antijeni i¢eren bir mikrokapsiil veya yine
polisakkarit yapisinda K antijenlerini i¢eren slime tabaka icerebilir [160]. Peptonlu
su, buyyon ve jeloz gibi zenginlestirilmemis besiyerlerinde fakiiltatif anaerob olarak
iirerler. Optimal iireme 37 °C’ de, nétral pH varliginda olur. Insanm bir giinde diski
yoluyla viicudundan gegen E. coli bakteri sayis1 100 milyar ila 10 trilyon arasindadir
[161]. Baz1 E. coli tipleri iginde bulunduklart hayvan i¢in zararsiz olmalarina
ragmen insana gectiklerinde hastalik yapabilirler. Bu hastaliklar arasinda baslica
ishalli hastaliklar olmakla beraber idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, peritonit,
mastit, septisemi ve gram-negatif pnémoni de sayilabilir. E. coli 'nin, tavuk, dana ve

baska hayvanlarda da hastalik yapabildigi gosterilmistir.

Pseudomonas aeuroginosa: Gram negatif, 1.5 — 3 pm boyunda, 0.5 pm
eninde, sporsuz veya kapsiilsiiz basil veya kokobasil seklindedir. Polar flagellas ile
hareketlidir. ~ Zorunlu aeroptur, optimum 37 °C’ de irer ancak 42 °C’ de
iireyebilirler.  Izolasyonlar1 olduk¢a basit olup, adi besiyerlerde iireyebilirler
[162,163]. P. aeruginosa ozellikle, bagisiklik yetersizligi olan hastalarda solunum
ve idrar yollarinin, yaniklarin ve agik yaralarin firsat¢1 patojenidir ayni zamanda
kanda da enfeksiyonlar yapabilir. Nozokomial (hastane kaynakli) enfeksiyonlarin
onda biri P. aeruginosa sebebiyledir.

Proteus vulgaris: Enterobactericeae familyasinda yer alan Proteus bakterileri
Gram negatif, 1 — 3 x 0.4 — 0.6 mikron boyutlarinda, bazen daha uzun ya da
kokobasil goriinimiinde, sporsuz ve kapsiilsiiz bakterilerdir. Toprakta, suda ve

diskiyla kontamine materyallerde bulunurlar [164].

Bacillus cereus: Bacillaceae familyasina ait bir bakteri olan Bacillus cereus
toprak ve bitki ortiisii izerinde yaygin bir sekilde bulunmaktadir. 1 — 1.2 um ile 3.0 —

5.0 um arasinda hiicre boyutuna sahiptir. Genellikle 30 °C civarinda optimum
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gelisme gosterir. Santral veya subterminal yapida, elipsoidal sporlara sahip olan

bakteri, peritrik flagellalar1 sayesinde hareketli ve aerobiktir [165].

Shigella sonnei: Gram-negatif, hareketsiz, spor olusturmayan, ¢ubuk sekilli
bir bakteri cinsidir. Escherichia coli ve Salmonella ile yakindan iliskilidir. Sigelloz
hastaliginin etmeni olan Shigella, diger primatlarda da hastalik yapar ama diger

memelilere etki etmez [166].

Salmonella typhimurium : Salmonella Gram-negatif bir bakteridir. Klinik
laboratuvarda genelde MacConkey agar, XLD agar, XLT agar, DCA agar, veya
Ondz agar ile izole edilir. Bagirsak enfeksiyonuna neden olduklar1 ve saglikli
bagirsakta bulunan diger bakteriler c¢ok daha fazla sayida oldugu igin, ilk
izolasyonunda seg¢ici (selektif) bir ortam kullanilmasi gerekir. Kan agarinda 2-3 mm
capli, nemli koloniler olustururlar. Hiicreler uzun siire 25-28 °C araliginda
biiyiitiildekleri zaman bazi tiirler bir biyofilm olustururlar, bu biyofilm karmasik

karbonhidratlar, seliiloz ve proteinlerden olusur [167].

Aspergillus niger van Tiegh: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler yavas
gelisir ve 10 — 15 giinde oda sicakliginda 2.5 — 3.0 cm ¢apina ulagmaktadir. Oldukga
gevsek kompakt beyaz-hafif sar1 bazal miselyum ve bol miktarda dik ve genellikle
yiginlar halinde toplanmis konidi yapilar1 vardir. Tipik olarak karbon siyahina yakin
renkte veya bazen koyu kahverengimsi siyah renktedir ve koloni yiizeyini dar bir
kenar hari¢ tamamen kaplamaktadir (Sekil 2.3). Koloni alt1 genellikle renksiz, bazen
merkezde soluk saridir. Konidi baslar tipik olarak biiyiik ve siyah, 6nce globoz,
daha sonra radiyat veya yaslandiginda iki veya daha fazla gevsek — iyi belirlenmis
stitun halinde yarilmaktadir. Konidiyoforlar degisken uzunlukta, ceper diiz, nispeten
kalin, renksiz ve oOzellikle iist kisimda kahverengimsi tonlarda, vesikiiller globoz

veya globoza yakindir. Sterigmalar iki seri halindedir [168].

28



Sekil 2. 3: A. niger’ in SDA besiyerinde 3 nokta ekimi.

Aspergillus flavus Link: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler degisik
sekillerde gelismekte, 10 giinde oda sicakliginda hizla geliserek 6 — 7 cm ¢apina
ulagsmaktadir. Genellikle ince fakat siki yapili bir misel kegesi olusturmakta,
cogunlukla diiz ancak bazi irklarinda ise radial olarak oluklu ya da beyin kivrimlhidir.
Cogu 1rklarinda bol miktarda konidi yapilar1 gelisir. Geng konidi baglar1 genellikle
sar1 tonlardadir fakat hizli bir bi¢imde parlak koyu sar1 — yesil tonlara kaymakta ve
sonunda koyu tiziim yesili olmaktadir (Sekil 2.4). Koloni alti genellikle renksiz -
pembemsi esmer renkte, fazla sklerosyum yapan irklarda koyu kirmizi —
kahverengidir. Kondiyoforlar kalin ¢eperli, renksiz, kaba sekilde piiriizlii genellikle

1 mm kisadir [169].

Sekil 2. 4: A. flavus’ un SDA besiyerinde 3 nokta ekimi.
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Aspergillus ochraceus K. Wilh.: Czapek Dox Agar besiyerinde koloniler
smirli geliserek 10 — 14 giinde oda sicakliginda 3 — 4 cm capina ulagsmaktadir.
Genellikle diiz veya hafif oluklu, siki bir misel kegesi olusturur. Koloniye
karakteristik goriiniimiinii veren acik okr — deve tiiyli, baz1 irklarda daha acik ve sari-
okr renklerinde ve bol miktarda konidi yapilar1 gelistirir (Sekil 2.5). Koloni alt1

sarims1 — yesilimsi kahverengi veya kirmizimsi mor tonlardadir [168].

Sekil 2. 5: A. ochraceus’ un SDA besiyerinde 3 nokta ekimi.

Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg : Patates Dekstroz Agar
ve Patates Sukroz Agar besiyerinde oda sicakliginda 4 giinde 3.5 — 5.5 cm
biiyiikliigiine ulagir. Havai miselleri yiinsii yapida, beyaz, soluk pembe veya grimsi
menekse rengindedir (Sekil 2.6). Konidiyoforlar1 baslangicta dallanmamistir, daha
sonra dallanir.  Beauvericin, fumonissin, fusarin C, fusoproliferin, fusapiron,
moniliformin ve naftokinon pigmentleri gibi toksik metabolitleri iiretir. Orkide, incir,
piring, musir ve diger tahillardan izole edilebilir. Yiyeceklerde ciirlimelere ve

yapraklarda beneklenmelere neden olur [169].
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Sekil 2. 6: F. proliferatum’ un SDA besiyerinde 3 nokta ekimi.

Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, 0.2 — 0.5 um eninde, 1 — 4 um
boyundadir. Tek tek kiiciik zincirler veya kii¢ilk demetler halinde bulunur.
Kiiltiirden hazirlanan preparatlarda kokoid veya filament6z bi¢imlerde goriilebilirler
[170, 171]. Asit ve alkole direngli, ince gériiniimlii, graniiler bir morfolojiye sahiptir.
Optimum tireme sicakligt 37 °C’ dir. Klinik 6rneklerden ilk izolasyonlarinda
tireyebilmesi i¢in zenginlestirilmis ortamlar gereklidir. Biiyiime ve gelisimi igin % 5
— 10 COzigeren atmosfer kosullar1 uygundur. Yavas lirer ve jenerasyonunu yaklasik
15 saatte tamamlar.  Bakteri, nonmikobakteriyel kontaminantlarin iiremesini
engelleyen malasit yesili katilmis % 60 homojenize yumurta igeren Lowenstein-
Jensen besiyerinde 3 — 6 haftalik inkiibasyonda iirer. Kolonileri deve tiiyili renginde
karnibahar goriintimliidiir. Yiiksek lipit icerikleri nedeniyle besiyeri yiizeyine sikica
tutunurlar [171]. M. tuberculosis isiya, giines 1s18ma ve UV 1s1igma oldukca
duyarhdir. 60 °C’ de 20 dakikada, 70 °C’ de 5 dakikada oliir fakat kuruluga kars1
direnglidir [172].

2.4  Kullanilan Besiyerleri

2.4.1 Antifungal ve Antibakteriyel Aktivitede Kullanilan Besiyerleri

Agar igeren besiyerleri petri ve tiipte olmak iizere 2 tipte hazirlandi.

Kaynatma isleminden sonra petride besiyeri hazirlamak i¢in 6ncelikle 20 dakika 121
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°C’ de sterilizasyon islemi yapildi ve beg alevi yaninda besiyeri 10 mL olacak
sekilde petri plaklarina paylastirildi. Tiiplerde yatik agar hazirlamak igin ise besiyeri
tiplere 6 mL olacak sekilde paylastirildiktan sonra otoklavlanma islemi
gergeklestirildi.  Sterilizasyon isleminden sonra tiipler yatik olarak yerlestirilerek
donmasi saglandi. Petri ve yatik besiyerleri daha sonra kullanilmak iizere + 4 °C’ de
buzdolabinda saklandi. Broth besiyerleri kaynatilma isleminden sonra tiiplere
paylastirilarak 1.5 atm basing altinda 20 dakika 121 °C’ de steril edildi. Daha sonra

kullanilmak tizere + 4 °C’ de buzdolabinda saklandi.

Fluka Niitrient agar (pH 6.8+0.2)

Et @KStraktl...oo.eeeieiiiiiecce e 309

PEPTON L. 5090
AAAT e 1509
DISHHE SU...vieieeiisieee e 1000 mL

Antibakteriyel aktivite c¢alismalarinda ve yatik agarda kiiltiire alma

islemlerinde kullanilmustir.

Difco™ Niitrient Broth (pH 6.8+0.2)

Pancreatic Digest of Gelatin ..........cccoceoiiiiieiec e, 5090
Et @KSraKEl ...oeeeiiieiiieeiieee e 30¢g
DISHIE SU. i 1000 mL

Antibakteriyel aktivite ¢alismalarinda kullanildu.

Oxoid Sabouraud dekstroz agar (pH 5.6+0.2)

PEPTON L.t e e naae e 10 gr
GIUKOZ ... 40 gr
N0 L | PRSPPI 15gr



DISTIIE SU ettt e e e e e eeeeeeeeeenees 1000 mL

Antifungal aktivite ¢alismalarinda kullanildi.

Merck Sabouraud dekstroz Broth (pH 5.6+:0.2)

DEKSEIIOZ ...ttt ettt ra e nnaere s 20 gr
Pancreatic digest Of CASEIN .........ccciiiiiiiiicee s 5¢r
Peptic digest of animal tISSUE ..........cccoeveriiiiiiiinieeee e 5gr
DISHHE SU...vieieeiisieee e 1000 mL

Antifungal aktivitede MiK degerinin belirlenmesinde kullanilds.

Merck Malt ekstrakt agar (pH 7.6+0.2)

Malt €KSTAKLL ...eouviiiiieiieeiie ettt e e e e e eaneens 30 gr
PEPTON L.t 3gr

o L | PSR UPRTPRP 15¢r
DISTIE SU. ..o 1000 mL

Antifungal aktivite c¢alismalarinda ve yatik agarda funguslarin kiiltiire

alinmasinda kullanildi.

2.4.2 Antitiiberkiiloz Aktivitede Kullamlan Besiyerleri

2.4.2.1 Middlebrook 7H9 Broth Base (pH 6.6 + 0.2)

Antitiiberkiiloz aktivitede Mycobacterium tuberculosis kiiltiirii ve pasaji igin
kullanilan 6zel besiyeridir. MGIT tiiplerin dip kismina goémiilii olan silikon
icerisinde oksijene duyarli floresans sensorleri yer alir. Ortamda bakteri liremeden
once bulunan oksijen varlig1 floresans1 gérmemizi engeller. Ancak bakteri liredikten
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sonra ortamdaki oksijenin azalmasi nedeniyle UV 1s18inda (Wood’un lambasi) 365

nm’ de floresansin gozlemlenmesine olanak tanir. Boylelikle iiremenin olup

olmadig1 kontrol edilir. Middlebrook 7H9 Broth Base antitiiberkiiloz aktivitede

kullanilan suslarin pasajlanmasi ve aktivite tayininde kullanildi.

AmOonyum SUIAL .......coooiiiiiii 059
L-GIUtamIK @SIT ....ooveeiiieiieese e e 05¢g
SOUYUM SIEFAL ...t e e e 0.1g
PIFIAOKSIN ... 1.0 mg
210 ] OSSR 0.5mg
DiSOAYUM TOSTAL......cvetiiiiiieieieee e 2590
Monopotasyum foSfat...........cccceiieiiiiii e 109
Ferrik amonyum SGIat..........cccooiiiiiiie e 0.04¢
Magnezyum SUIfat...........ccooiiiii 0.05¢
Kalsiyum KIOTUL .....oovviiiiiiiiiic 0.5mg
CINKO STUIAL.....eeeieeie e 1.0 mg
Bakir sIfat.........ooiiiiiee e 1.0 mg
OADC ...t 100,0 mL
DISHHE SU...iitieeeeiet e 900 mL

2.4.2.2 Middlebrook 7H10 Agar Base (pH 6.6 + 0.2)

Middlebrook 7H10 Agar, mikobakteri tiirlerinin gelisimini destekleyen

gerekli besinleri saglamak icin oleik asit-albiimin ile zenginlestirilmis, gliserol,

dekstroz ve inorganik bilesikleri iceren tanimlanmig bir besiyeridir.
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besiyerinde bulunma ihtimali olan zehirli peroksitleri pargalar. Malakit yesili
kontamine edici bakterilerin kismi inhibisyonunu saglamak i¢in inhibitor ajan olarak
rol alir. Daha basit kimyasal formiilasyonu sebebiyle, mikobakteriyel tiirlerin
gelisimi i¢in yaygin olarak kullanilan yumurta bazli besiyerinden daha az

kontaminant gelisimi riski tasir [173].

Magnezyum STITAL.........ccccviiiiiii 0.05¢
Ferrik amonyum SGIat..........cccoooviviiieiiieiieeeece e 0.04 ¢
SOUYUM SIEFAL ..ot sre e 049
AmOonyum SUIAL ......oooiiiiiie e 05¢g
Monosodyum GIUTAMAL ...........cooiiiiieiee e 0,59
Disodyum fOSTaL.........ccciiiiiiicci e 15¢
MoNOPOtASYUM FOSTAL...........cciiiriiiiieee e 15¢
PIFIAOKSIN ..ttt re e 1.0 mg
CINKO STUIAL. ...t 1.0 mg
Bakir sUIfat......c.coiiiiiiee e 1.0 mg
BIOTIN. .. 0.5 mg
Kalsiyum KIOTUL ....c.vviiiiiiceceeee e 0.5mg
MalaKit YESII ..eovriiiiiiiieiiie e 0.25 mg
AAGAT e 135¢
GHISEIO ... 5.0 mL
(@72 I 1SS 100.0 mL
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Besiyerlerini  zenginlestirici olarak kullanilan OADC’ nin igerigi se

sekildedir:

Polioksietilen stearat (POES) ........cccoeieiiiiiiiieieee e 8590
Bovin albliimin .....c.ceoiiiiiiiiiii i 50.0g
DEKSEIIOZ .ttt ettt nres 2009
(G 1 |- 2SS 0.03g
OHEIK ASIE ... bbb 0.1g

Besiyerlerinde olusabilecek kontaminasyonlari onlemek amaciyla PANTA

antibiyotik karisimi kullanildi. Liyofilize PANTA sisesi i¢in yaklasik formiil:

POHMIKSIN B ..ot 6.000 tinite
THMETNOPIIM .o 600 pug
AMFOLEIISIN B ..ot 600 pg
AZIOSTIIN oot et 600 pug
NAHATKSIK @SIT ..o e 2.400 pg

2.5  Kullanilan Antibiyotikler

Bitkilere ait etanol ekstrelerinin antifungal ve antibakteriyel aktivite sonuglari
standart antibiyotik sonuglariyla karsilastirildi. Funguslar i¢in standart antibiyotik
olarak Fluka marka Amfoterisin B, bakteriler i¢in ticari olarak satilan ve sefalosporin
grubu bir antibiyotik olan iespor IM 1 gr flakon kullanildi. Tiiberkiiloz bakterileri

i¢in; Ethambutol, Streptomisin, Isoniazid ve Rifampicin kullanildi.
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2.6 Serum Fizyolojik Hazirlanisi

9 gr NaCl, 1 litre distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Tiiplere paylastirilarak
otoklavda 20 dakika 121 °C’ de steril edildi.  Inokulum siispansiyonunun

hazirlanmasinda kullanildi.

2.7 Inokulum Siispansiyonunun Hazirlamsi

Antibakteriyel aktivitede bakteri siispansiyonlart serum fizyolojik ile
MacFarland 0.5 standardina gore hazirlandi. Ayni zamanda spektrofotometre ile 600
nm’ de 0.5 absorbans degeri okunarak dogrulugu teyit edildi. Antifungal aktivitede

ise fungus inokulumu 450 nm” de 0.6 absorbans degeri okunarak ayarlandi.

Antitiiberkiiloz aktivite icin Becton ve Dickinson tiretici firmasinin
tavsiyelerine uyularak inokulum, BACTEC MGIT pozitif tiiplerden prosediire gére
hazirlandi.  Sivi kiiltiirden inokulum hazirlanirken BACTEC MGIT tiiplerinin
okunup pozitif ¢ikmasindan sonraki giin, 1. giin olarak kabul edildi. Giin 1 ve giin 2
inokulum olarak kullanilabilirken 3, 4 ve 5. giinlerde, kiiltiirlerden 1 mL alinip 4 mL

serum fizyolojik ile sulandirilarak inokulum siispansiyonu hazirlandi.

2.8  Ledanitrotetrazolium violet (INT);2-(4-lodophenyl)-3-  (4-
nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazolium Kkloriir Cozeltisinin

Hazirlanmasi

Bakteri ve fungus iremesinin kontrol edilmesinde Fluka marka
Ledanitrotetrazolium violet tireme indikatorti kullanildi. 0.04 gr Ledanitrotetrazolum
violet tartilip 10 mL steril distile su igerisinde c¢oziilerek hazirlandi.  Stogun
kontamine olmamasi i¢in 2 ml’ lik ependorf tiiplerine aktarilarak ¢alisildi. Cozelti +

4 °C’ de 151k almayan ortamda saklandi.

37



2.9  Antibakteriyel ve Antifungal Aktivite

2.9.1 Disk Diffiizyon Testleri

2.9.1.1 Bakteriler icin Disk Diffiizyon Yontemi:

Kalitatif antibakteriyal aktivite testleri Mueller Hinton Agar (MHA, Difco)
kullanilarak agar dilusyon yontemi (Kirby-Bauer) ile yapildi. Bunun igin aktivitesi
belirlenecek maddenin belirli bir konsantrasyon serisi olusturuldu ve bunlar steril
kagit disklere emdirilerek daha d6nce bakteri ekilmis olan petrilerin yiizeyine bitki
ekstreleri emdirilmis diskler hafifce bastirilarak aralarinda 2 cm kalacak sekilde
yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4°C’de 2 saat bekletildikten sonra
bakteri asilanan plaklar 37+0.1°C’de 24 saat, maya asilanan plaklar 25+0.1°C’de 48
saat inkiibe edildi. Siire sonunda besiyeri lizerinde olusan inhibisyon zonlari mm

olarak degerlendirilerek ve standart antibiyotik diskleri ile karsilastirilmistir.

Bitkilere ait etanol ekstrelerinin antifungal ve antibakteriyel aktivite sonuglari
standart antibiyotik sonuclariyla karsilastirmak i¢in disk diflizyon yonteminde
bakteriler ic¢in Sulfametaxozole trimethoprim (SXT-25 pg) ve Piperacillin
tazobactam (TZP-110 pg) antibiyotikleri kullanldi. Inkiibasyon sonunda olusan zon

caplarindan aktivite gdsteren bilesiklerin kalitatif testleri asagidaki gibi yapildi [174].
%I = (Dc — Ds)/Dc*100

% I= inhibisyon; D¢ = Kontrol disk zonu; Ds = Ornek disk zonu

2.9.1.2 Funguslar i¢in Disk Diffiizyon Yontemi:

Antifungal aktivite kalitatif testlerinde standart suslar kullanilarak Sabouraud
Dextroz Agarda disk diffiizyon yontemi kullanilarak yapildi. Hesaplama yukarida
belirtildigi gibi yapildi. Kontrol amagh kullanilacak disklerde standart olarak
Amphotericin-B kullanildi [175].
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2.9.2 Minimum inhibisyon Konsantrasyonunu Belirleme (MIK)

Bakteriler, yatik Nutrient agarda 24 saat 37 °C ’de, funguslar ise yatik Malt
agarda 72 — 96 saat siireyle 28 °C’ de inkiibasyona tabii tutularak yetistirildiler. Taze
kiltiirlerle inokulum siispansiyonu hazirlandi ve her bir mikroorganizma i¢in well-
plate iizerinde {i¢ seri olarak calisildi. Besiyeri olarak kiifler i¢in Sabouraud Dekstroz
Broth, bakteriler igin Nutrient Broth kullamildi. Ilk kuyucuk hari¢ diger biitiin
kuyucuklara 100 ul besiyeri konulduktan sonra birinci kuyucuga 150 ul besiyeri ve
50 ul ekstre konuldu ve 10. kuyucuga kadar bir onceki kuyucuktan 100 pl ekstre
cozeltisi alinarak ¢ sira seri sekilde seyreltme islemi yapildi. Seyreltme islemi
bittiginde kuyucuklardaki son ekstre konsantrasyonu 25 mg/mL ’den 0.05 mg/mL’ e
arasinda olacak sekilde hazirlanmis oldu. Seyreltme isleminden sonra negatif kontrol
hari¢ biitiin kuyucuklara 20 pl inokulum siispansiyonu asilandi. Icerisinde bitki
ekstresi, besiyeri ve inokulum siispansiyonu bulunan 96 - well plateler, bakteriler igin
37 °C’ de 24 saat, funguslar icin ise 28 °C’ de 72 — 96 saat inkiibasyona tabi tutuldu.
Inkiibasyon siiresinden sonra, iiremenin gerceklestigi konsantrasyondan yiiksek olan

bir 6nceki konsantrasyon MIK degeri olarak alind1 [176,177].

MIK degerini saptamada Tetrazolium violet , iireme indikatorii olarak
kullanildi. Bu amagcla well plate cukurlarma 15 pL Ledanitrotetrazolium violet
¢Ozeltisi konuldu ve 3 — 4 saat etiivde 37 °C’ de bekletildi. Bekleme sonrasinda
tiremenin oldugu cukurcuklar mor renge boyandi. Boyanmanin gorildigi ilk
cukurcuktan bir 6nceki cukurcukta bulunan ekstre konsantrasyonu MIiK degeri olarak

alindi. Béylece minimum inhibisyon konsantrasyonu tespit edildi.

2.9.3 Minimum Bakterisit ve Fungisit Konsantrasyonunu Belirleme
(MBK ve MFK)

MIK degeri mikroorganizmalarin statik aktivitesini yani mikroorganizmalarin
tiremesini durduran konsantrasyon degerini belirtirken, bakterisit ve fungisit terimleri

mikroorganizmalar1 6ldiiren konsantrasyon degeri olarak ifade edilir.

Bu yontemde iiremenin olmadigi well plate ¢ukurcuklarindan 20 pl alinarak

funguslar i¢in Sabouraud Dekstroz Agar, bakteriler i¢in ise Nutrient Agar igeren petri
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plaklarin iizerine ekim yapildi. Yukarida belirtilen kosullarda inkiibasyona tabi
tutulduktan sonra iiremenin gerg¢eklesmedigi konsantrasyon degeri bakterilerde MBK

funguslarda MFK degeri olarak bulundu [176].

2.10 Antitiiberkiiloz (Antimikobakteriyel) Aktivite

Bu yontemde, MGIT (Becton Dickinson) icerisinde modifiye edilmis 7 ml
Middlebrook 7H9 Broth Base kullanildi. Besiyeri igerisine 15 mL OADC (oleik asit,
albumin, dekstroz, katalaz) ile sulandirilmis PANTA antibiyotiginden 800 uL
eklendi. 96 well-plate’ lerin ilk kuyucuguna 150 pL, diger kuyucuklara 100 pL
besiyeri konuldu. Ekstreden ilk kuyucuga ,50 pL konularak konsantrasyonun 25
mg/mL olmas1 saglandi; seri diliisyonlarla kuyucuklarin konsantrasyonlar1 25-0.05
mg/mL olarak hazirlandi.  Ekstreler Mycobacterium tuberculosis Hs;Ra (ATCC
25177) ve H3;Rv (ATCC 27294) suslarina ve iki tane hasta susuna karsi test edildi.
Inokulumdan negatif kontrol hari¢ her kuyucuga 20 uL ekildi. 3 seri olarak ¢alisild
ve 37 °C’ de 6 giin boyunca inkiibasyona birakildi[178].

MIK sonuglarini belirlemek igin “Presto Blue” biiyiime indikatoriinden her
bir ¢ukurcuga 15 pL konularak bir giin boyunca inkiibasyona tabi tutuldu. Bu
siirecten sonra tireme olmayan c¢ukurcuklar mavi renkte kalirken, iiremenin

gerceklestigi gukurcuklar pembe rengini aldi.

Bakteri ve funguslarda oldugu gibi {iremenin oldugu ¢ukurcuktan bir 6nceki
cukur konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi. Uremenin gergeklesmedigi
cukurlardan 20 pL almarak 80 pL taze besiyeri igeren cukurlara alindi ve tekrar
inkiibasyona birakildi. MBK degeri, liremenin ger¢eklesmedigi konsantrasyon

degeri olarak tespit edildi.
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2.11 Kumaslarn Bitki Oziitleri ile Boyanmasi

2.11.1 Boyama Islemi:

Boyama isleminde kullanilacak tekstil materyali % 100 yiin ve pamuklu
dokuma kumas olup belirli miktarlarda tartilarak kullanildi. Flotte orani ise 1:10’dur.
Uygulama yontemi olarak oda sicakliginda kumas, boya ¢ozeltisi ve mordan birlikte
numune boyama makinesine yerlestirilerek boyama islemine baslandiktan sonra
belirli bir siirede 90 °C ye cikilip sonra bu boyama sicakliginda 60 dakika boyama
islemi yapildi. Boyama iglemi bittikten sonra bol soguk su ile tasmal1 yikama yapilip
sonrasinda kurutma islemi yapilarak islem tamamlandi. Ayni islem farkli mordan

maddeleri(sap, demir siilfat, tartarik asit ve bakir siilfat) ile yapildi [179].

2.12 Kumas Orneklerinin Antibakteriyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin tekstil materyali {izerinde geliserek tireyebildikleri uzun
yillardan beri bilinmektedir. Bakteri, mantar, kiif gibi en 6nemli mikroorganizmalar,
insan viicuduyla temas halinde bulunan biitiin tekstil mamullerinde, sicaklik ve
nemin varhiginda etkili ve hizli bir bi¢cimde cogalmalar1 i¢in ideal kosullar
bulmaktadirlar. Ozellikle hastanelerde ve okullarda, insanlarin saglig1 ve rahati igin
cevreyli mikroorganizmalarin neden olabilecegi tehlikelere karsi kontrol altina
almanin gereksinimi ortaya ¢ikmistir. Bundan bagka biitlin giysiler ve ev tekstilleri,
ornegin coraplar, spor giysileri, calisma elbiseleri, yatak takimlari, yer kaplamalar
gibi normal gilinlik kullanimda hijyenik problemlerle karsi karsiyadir. Bu

nedenlerden dolayi, antimikrobiyal uygulamalara gerek duyulmustur.

Antimikrobiyal korumali iiriinlere kars1 artan talep kullanilan antimikrobiyal
maddenin giivenligi hakkinda sorular sorulmasina neden olmustur. Diinya {lizerinde
mikroorganizmalar1 Oldiiren yiizlerce, hatta binlerce kimyasal bulunmaktadir.
Bunlardan bir¢ogu arsenik, kursun, kalay, civa, glimiis, bitki ekstrakt1 ve hayvansal
ekstraktlar gibi dogal maddelerdir, fakat cogu uygulamada insan ve ¢evreye karsi

toksik olabilmektedirler.  Bunun ig¢in tekstil endistrisinde kullanilacak bir
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antimikrobiyal madde sadece mikroorganizmalari Oldiirmekle kalmamali, aym
zamanda insan ve cevre bakimindan gilivenli olmali, tekstil materyallerinin diger

Ozelliklerini negatif yonde etkilememelidir [180].

2.12.1 Paralel Cizgi Yontemi (AATCC 147-2011)

Islenmis tekstil materyallerinde difiizlenebilen antimikrobiyal ajanlarin
antibakteriyal aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan kalitatif bir standart (AATCC
147-2011) metottur. AATCC 147 standardi1 diger antimikrobiyal etkinlik belirleme
testlerine gore daha kolay ve hizli uygulanabilen, nitel bir yontemdir. Bu test
metodunda tekstil numuneleri ile kimyasal bag yapmayan antimikrobiyal ajanin
varligi arastirilmaktadir. Bu metotla ayrica kumaslara uygulanan antibakteriyel
maddenin yikama islemi ile uzaklasip uzaklasmayacagi da belirlenebilmektedir. Bu
calismada  Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae bakterileri
kullanilmaistir. Uygun olan besiyerleri niitrient agar/broth, tripton soy
agar/broth,brain-heart infiizyon broth/agar ve miiller hinton agar/brothtur. Kumas
ornekleri 25x50mm olarak kesildi. Hazirlanan inokulumla agar yiizeyine 60 mm
uzunlugunda 5 c¢izgi ¢izildi. Kumas Ornegi, 5 c¢izgiyi ortalayacak sekilde
yerlestirildi. Petriler 37 C’de 18-24 saat inkiibe edildi.

Numune kumagin altinda ve etrafinda olusan inhibisyon bodlgesinin genisligi
antimikrobiyal etkinligin biiyiikliiglinii gostermektedir. ~ Antimikrobiyal o6zellik
kazandirilmis numune kumas c¢evresinde ve altinda bakteri kolonilerinin
gbzlemlenmemesi beklenir. Fakat antimikrobiyal ajan numune kumas ile kimyasal
bag yapmissa numunenin sadece altinda organizma gelismesi gozlenmez. Numune
kumasa bagli olarak etkinlik gosterebilen antimikrobiyal ajanlar kumas etrafina
yayillamayacagl i¢in numunenin etrafinda mikroorganizmalarin ¢ogalmaya devam

etmesi beklenir.

Inkiibasyondan sonra, kumaslarin kenarlarindaki temiz {ireme alanlari
Olctildii. Test 6rneginin her iki tarafindaki zon c¢aplan Ol¢iilerek ortalama alindi ve
sonuglar elde edildi. Eger zon varligi tespit edilmemis ise kumas pensetle
kaldirilarak altinda bakteriyal kolonizasyonun olup olmadigina bakilarak

degerlendirme yapildi.
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Ancak bu test yontemi, kumasin bakterilere karsi hangi miktarda etkili
oldugunu gostermekte yetersizdir. Sonugta Oncelikle AATCC 147 uygulanip,
antibakteriyel aktivitenin varlig1 nitel olarak tespit edildikten sonra, antibakteriyel
aktivitenin hangi oranda etkin oldugunu belirlemek icin AATCC 100 test metodunu

uygulamak gerekmektedir [181].

2.12.2 Miktarsal Test Standardi ; Tekstilde Bitirme islemi (AATCC-100)

Tekstil yiizeylerindeki antibakteriyellik oranini ortaya ¢ikarmak igin
uygulanan, AATCC 147 metodu ile elde edilemeyen nicel sonuglara bu metot ile
ulagilmaktadir. Kantitatif degerlendirme tekstil iiriinlerinde kullanilan antibakteriyel
maddenin, bakteriler iizerinde etkili olup olmadigr hakkinda 6nemli bilgiler
vermektedir. Test numunesi ile beraber, islem gérmemis numune ve antimikrobiyal
aktivitesinden emin olunan bir kontrol numunesi beraber ¢alisilmahidir. Bu
calismada Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae bakterileri kullanildi.
Uygun olan besiyerleri niitrient, tripton soy ya da brain-heart infiizyon agar/brothtur.
Kumas o6rnekleri 4,8 +0,1 cm dairesel kumas ornekleri kesildi. Sterilizasyon icin
kullanilacak metot kullanilan kumas tipine ve lif yapisina gore degisir. Pamuklu
ornekler, asetatli ve fabrikasyon fiiriinleri otoklavda steril edildi. AATCC 100
standart testi icin hazirlanan numune kumaslar numune iceriginde 10° cfu/ml
yogunlukta mikroorganizma bulunan 1 ml ¢ozelti ile 1slatildi. Vida kapakli tiipler
icinde gergeklestirilen kumas- organizma temas siiresi deney planinda belirlenen siire
kadar devam ettirildi (Bu c¢alismada 6 saat ve 18 saatlik temas siirelerinde

calisilmistir) [182].

Vida kapakli tlipten ¢ikarilan kumas numunesi daha sonra sivi besiyerinin
(Miiler-Hintton s1v1 besiyerine) igine atilirak, vorteks ile iyice karistirildi. Kumas
numunesi ylizeyine kolonize olmus mikro-organizmalar bu sayede sivi besiyerine
gecis yapmasi saglandi. Bu besiyeri i¢indeki canli organizmalar1 sayabilmek icin
azaltma yontemindeki gibi ¢ozelti belli diltisyonlara (1/1, 1/10, 1/100, 1/1 000, 1/10
000 kadar) seyreltilerek kat1 besiyeri tizerine ekim yapildi. Bu islemin amac1 bakteri

sayisin sayilabilecek diizeye indirmektir. Ekim yapilan tiim petriler 37 0C de 24
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saat etiivde bekletildi. Ilgili diliisyonlardaki {ireme miktarlari iireyen koloni sayisinin

diliisyon orani ile ¢arpilmasi sonucu elde edildi [183].

2.12.3 Tekstil Materyallerinde Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi-
Agar Difiizyon Testi (1SO 20645)

Calismada kullanilan 4 °C’de muhafaza edilen test bakterileri (S.aureus ve
K.pnemoniae) Nutrient Broth’a asilanarak 37 °C de 24 saat inkiibe edilerek aktive
edildi. Daha sonra deney tiiplerinde sterilize edilen ve 45-50 °C ye kadar sogutulan
Miieller Hinton Agar, yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan bakteri suslarinin 24
saatlik (0.1 ml de 10° adet) ve 48 saatlik kiiltiirii ile asilanarak (Bakteriler i¢in 10°
kob/ml); Vortex tiip karistiricida iyice ¢alkalandiktan sonra 9.0 cm ¢apindaki steril
petri kutulara 15'er ml dagitildi ve besiyerinin homojen bir sekilde petri icinde

dagilmasi saglandi [184,185].

Katilagsan agar iizerine uygun araliklarla kumas Ornekleri yerlestirildi ve
bakteri asilanan plaklar 37 °C de 24 saat siire ile inkiibe edildi. Siire sonunda

besiyeri tizerinde olusan inhibisyon zonlari mm olarak degerlendirildi [186].

2.12.4 Tekstil Materyallerinde Antifungal Aktivite (AATCC30)

Antifungal madde ile islem gormiis tekstil materyalinin Aspergillus Niger
kullanilarak anti-fungal aktivitesinin degerlendirilmesi esasina dayanir. Test, fungi
organizmalarinin en kolay ve maksimum seviyede iireyebildikleri ortam kosullar
altinda gerceklestirildi. Test yapilmasi istenen tekstil materyali petri yiizeyine
yerlestirildi. ESecilmis olan fungal spor siispansiyonu petri yiizeyine konurak 7 giin
28°C’de bekletildi. 7 giin sonunda degerlendirme yapildi. Antifungal madde ile
islem géormemis veya az etkili islem gormiis tekstil materyali lizerinde veya etrafinda
engelleme alan1 olugsmazken kiiflenme meydana geldigi goriiliirken, yeterli derecede
antifungal madde ile islem gérmiis tekstil mamuliiniin sadece yiizeyinde engelleme

alan1 olustugu gortildii [187].
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2.13 HPLC Analizi (High Pressure Liquid Chromatography)

Yiiksek basingli sivi kramotografisi olarak ifade edilir. Kolon kromatografi
cesitlerinden bir tanesidir. Siklikla biyokimya ve analitik kimya alanlarinda ayirma,
tanimlama ve bilesenlerin miktarini belirleme gibi amagclarla kullanilmaktadir.
Kolon kromatografisi durgun faz yani paketlenmis materyal, ¢dzgen olarak ifade
edilen hareketli faz, hareketli faz1 kolona tasiyan pompa ve molekiillerin tutulma
zamanin1 gosteren dedektér kisimlarindan olusur.  Bitki ekstrelerinin fenolik

bilesenlerini tayin etme amagl bu yontem kullanilir.

2.13.1 Kullamlan Shimadzu Marka HPLC Cihaz ile Ilgili Ozellikler

Dedektor: DAD dedektdr (Amax = 278) ; Auto sampler: SIL-10AD vp ;
System controller: SCL — 10Avp ; Pump: LC-10ADvp ; Degasser: DGU — 14A ;
Column oven: CTO - 10Avp ; Kolon : Agilent Eclipse XDB — C18 (250 x 4.60 mm)
5 mikron ; Mobil faz : A: %3 asetik asit, B: Metanol ; Akis Hizi: 0.8 mL / dakika ;
Kolon sicakligt: 300 °C ; Enjeksiyon hacmi: 20 mikrolitre.
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2.13.2 Gradient Programi:

Tablo 2. 2: HPLC Gradient Programi.

Siire(dk) A B
Konsantrasyonu(%) Konsantrasyonu(%o)
0 0 100
3 5 95
18 20 80
25 20 80
30 25 75
35 30 70
40 40 60
55 50 50
65 60 40
67 0 100
68 0 100

2.14 indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-
OES) Analizleri

Bitkilerin mineral igeriginin analizi i¢in Balikesir Universitesi Temel Bilimler
Arastirma Merkezinde (BUTAM) bulunan Indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon
Spektroskopisi (ICPOES) (Perkin Elmer optime 3100XL mod.) kullanilmistir.

2.14.1 Kullamlan ICP-OES Cihaz ile Tlgili Ozellikler

Torg tiirii: aksiyal; Rekalibrasyon sistemi: Hg lambasi, Detektor: ~ Boliinmiis
eslesmis diizenli ylik belirleme dedektorii, RF jeneratorii:40 MHz, serbest ¢alisma,
750-1000 Watts, Atomlastirict (Nebuliser):Capraz akis, Plazma gaz akisi:15 L- d-1,
Auxiliary gaz akisi: 0.5 L- d-1, Atomlastirict gaz akisi: 0.5 L- d-1, View height:15
mm, Ornek akis hizi: 1.5 mL- d-1, Ornek yikama zamani: 4 s.,Ornek yikama hiz1:4.0
mL- d-1, Gecikme h1z1:60 s, Yikama hizi: 1.5 mL- d-1, Yikama zamani:30 s.
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Dalga boylari (nm): 317.933 (Ca); 285.213 (Mg); 257.610 (Mn); 206.200 (Zn);
267.716 (Cr); 238.204 (Fe); 228.616 (Co); 231.604 (Ni); 327.393 (Cu); 308.215 (Al);
228.802 (Cd) ; (Pb) 220.349; 202.031 (Mo) ; 189.927 (Sn); 290.880 (V); 233.527 (Ba).

2.15 Kullanilan Cihazlar

Ekstrelerin alinmasi isleminde rotary evaporator kullanildi.  Ekstrelerin
antitiiberkiiloz aktivite ¢alismalari kapsaminda Bilser marka W-lamp hepafiltreli
laminaflow kullanildi. Mikroorganizmalarin uygun sicakliklarda inkiibasyonu igin
Elektro-Mag marka etiiv kullanildi.  Cozeltilerin ve inokulumlarin homojen

karigmasi i¢in Elektro-Mag marka vortex kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1  Bitki Eksterelerinin Antimikrobiyal Aktivitesine Ait Bulgular

3.1.1 Disk Difiizyon Testi Bulgulari

Bu yontemde 6 mm ¢apa sahip diskler kullanildi. 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda olan bitki ekstreleri disklere emdirilerek cesitli bakteri ve
kiiflere kars1 denendi. Inkiibasyon siiresinden sonra inhibisyon zon caplar &lgiildii

ve sonuglar tablo 3.1 ve 3.2 >’de mm cinsinden verildi.

Tablo 3. 1: P.granatum ve R. aculeatus Bitkilerinin Etanol Ekstrelerinin Bakteriler igin

Disk Diflizyon Testi Sonuglari.

Disk zon c¢aplar: (mm)

P.granatum  R.aculeatus SXT (25 ng) TZP (110 pg)

P vulgaris 15+0.80 8+0.82 21.5+1.50 41.5+ 1091
B. cereus 14+4.20 8+0.81 - 31.75+1.5
S. aureus 18.7 £0.5 10.25+0.95 36.2+4.8 39.5+1.29
P.aeuroginosa 16.0+0.80 - - 33.5+0.57
K. pneumoniae 16.4+1,51 - 58.7+2.5 38.2+1.50
E. coli - 7.5+0.58 31.5+£1.91 35.25+0.95
S. sonnei 8.254+0.95 - - 29.2540.95
MRSA 18.5+1.29 7.5£0.57 35.7£1.70 22.7+£2.21
S.typhimurium - 8.75+0.96 - 36.0+1.41
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Tablo 3. 2: P.granatum ve R.acualetus Bitkilerinin Etanol Ekstrelerinin Funguslar igin

Disk Diflizyon Testi Sonuglari.

Disk zon ¢aplar: (mm)

P.granatum R.aculeatus Amphotericin B
(25p0)
C. albicans 15.25+1.25 - -
A. niger - 10+1.82 20.25+1.25
A. flavus - 9.5+0.57 17+1
A.ochraceus - - 13.5+1.29
F.proliferatum 9.5+0.57 8+0.82 15.75+1.70

3.1.2 Antibakteriyel, Antifungal ve Antitiiberkiiloz Aktivite Bulgular:

Minimum inhibisyon konsantrasyon degeri olarak ifade edilen MIK, bitki
etanol ekstrelerinin, mikroorganizmalarin {iremesini inhibe eden konsantrasyon
degeri olarak, MBK ve MFK degerleri ise bakterisit/fungisit konsantrasyon degeri
olarak mg/mL cinsinden Tablo 3.3, 3.4 ve 3.5 * de verildi. Sekil 3.1 - 3.4 de ise
MIK degerlerine ait fotograflar yer almaktadir.  Standart ilaglarn MIK ve
MBK/MFK degerleri ise Tablo 3.6, 3.7 ve 3.8 de verildi.
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Tablo 3. 3: P.granatum ve R.aculeatus Etanol Ekstrelerinin Antibakteriyal Aktivite

Degerleri (mg/mL).

P.granatum R.aculeatus

MIK MBK MIK MBK
Proteus vulgaris 1.6 6.3 6.3 >25
Bacillus cereus 0.8 >25 12.5 >25
Staphylococcus aureus 0.8 1.6 25 >25
Pseudomas aeuroginosa 6.3 125 125 12.5
Klebsiella pneumoniae 0.2 12.5 6.3 25
Esherichia coli 6.3 >25 12.5 >25
Shigella sonnei 6.3 >25 25 >25
MRSA 3.1 >25 12.5 25
Salmonella typhimurium 6.3 25 12.5 >25

Tablo 3. 4: P.granatum ve R.aculeatus Etanol Ekstrelerinin Antifungal Aktivite

Degerleri (mg/mL).

P.granatum R.aculeatus
MIK MFK MIK MFK
Candida albicans 3.1 >25 12.5 12.5
Aspergillus niger >25 - 3.1 25
Aspergillus flavus 6.3 125 125 25
Aspergillus ochraceus 12.5 >25 6.3 25
Fusarium proliferatum 12.5 >25 6.3 25
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Tablo 3. 5: P.granatum ve R.aculeatus Etanol Ekstrelerinin Antimikobakteriyal

Aktivite Degerleri (mg/mL).

P.granatum R.aculeatus
MIK MBK MIK MBK
M. tuberculosis (RA) 0.8 125 0.4 125
M. tuberculosis (RV) 1.6 25 0.4 25
Hasta susu-1 0.4 25 1.6 >25
Hasta susu-2 0.4 >25 1.6 >25

Sekil 3. 1: P. granatum etanol ekstresine ait MiK fotograflari, A) ABC sirasi; B.cereus

DEF sirasi; S. aureus, B) ABC sirasi ; E.coli, DEF sirasi; K.pnemoniae.

Sekil 3. 2: R. aculeatus etanol ekstresine ait MiK fotograflari, A) ABC sirasi; B.cereus,

DEF sirasi; P. aureginosa, B) ABC sirasi ; P. vulgaris, DEF sirasi; K. pnemoniae.
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Sekil 3. 3: P. granatum etanol ekstresine ait MiK fotograflari, A) ABC sirasi; RA ,DEF

sirasi; RV, B) ABC sirasi ; Hasta susu-1, DEF sirasi; Hasta susu-2.

Sekil 3. 4: R. aculeatus etanol ekstresine ait MiK fotograflari, A) ABC sirasi; RA ,DEF

sirasl; RV, B) ABC sirasi ; Hasta susu-1, DEF sirasi; Hasta susu-2.

Tablo 3. 6: Standart Antibiyotiklere Karsi Bakterilerin MiK ve MBK Degerleri.

Standart Antibiyotik (ng/mL)

MIK MBK
Proteus vulgaris 0.4 0.4
Bacillus cereus 10 10
Staphylococcus aureus 0.4 0.4
Pseudomas aeuroginosa 10 10
Klebsiella pneumoniae 10 10
Esherichia coli 0.4 0.4
Shigella sonnei 10 10
MRSA 10 20
Salmonella typhimurium 10 10
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Tablo 3. 7: Standart Antibiyotiklere Karsi Funguslarin MiK ve MFK Degerleri.

Standart Antibiyotik (ng/mL)

MIK MFK
Candida albicans 0.4 0.4
Aspergillus niger 10 10
Aspergillus flavus 0.4 0.4
Aspergillus ochraceus 10 10
Fusarium proliferatum 10 10

Tablo 3. 8: Standart Antibiyotiklere Karsi Tiiberkiiloz Bakterilerinin MiK Ve MBK

Degerleri (ug/mL).

Hs7Rv Hi;Ra Hasta susu-1 Hasta susu-2

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MiK MBK

Streptomisin 065 065 065 129 259 518 0.65 -

[zoniazid 013 103 051 103 051 1.03 051 0.51

Rifampin 065 518 032 259 065 065 0.65 5.18

Ethambutol 065 065 065 129 259 518 0.65 -
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3.2  Kumaslarn Bitki Oziitleri ile Boyanmasi

armadde

Mordan
Malzemesi

Nar Kabugu ile Boyama Tavsan memesi ile Boyama

Mordansiz Boyama

Sap Mordan
Malzemesi ile
Mordanlama

Bakirsulfat

Demirsiilfat+
Tartarik Asit

3.3  Kumas Orneklerinin Antimikrobiyal Aktivitesine Ait Bulgular

3.3.1 Paralel Cizgi Yontemi Bulgular1 (AATCC 147)

Kalitatif antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesin AATCC 147 metodu olan
“Paralel ¢izgi metodu” kullanildi. S. aureus bakterisine karsi P. granatum ile
boyanmis kumasta zon olusumu goriilmiistiir. Kullanilan diger kumaslarin etrafinda
herhangi bir inhibisyon zonu olugmamasina ragmen kumaglarin alt kisimlarinda
organizma mevcudiyetinin azalma yoniinde etkilendigi gorilmiistiir. Test sonuglari

Tablo 3.9’da ve Sekil 3.5 ve 3.8 arasinda verilmistir.



Tablo 3. 9: P.granatum ve R.aculeatus Bitkileri lle Boyanmis Kumaslar igin

Antibakteriyel Testi Sonuglari.

Inhibisyon zonu (mm)

Yikamasiz 1 Yikama 10 Yikama
S.A K.P. SA KP. SA KP
Mordansiz 3.1 Et'f/ia“r"k 0 0 0 0
P.granatum —= e Etkinfikvar _ Etkinik 0 0 0
var
Demir 0 0 0 0 0 0
Sulfat+Tartarik Asit
Sap 0 0 0 0 0 0
Mordansiz Etkinlik var 0 0 0 0 0
R.aculeatus Bakir Siilfat Etkinlik var  Etkinlik 0 0 0 0
var
Demir 0 0 0 0 0 0
Sulfat+Tartarik Asit
Sap 0 0 0 0 0 0

Sekil 3. 5: P. granatum ekstresini Klebsiella pneumoniae kullanilarak 147-2011 no’lu
standarda gore paralel ¢izgi metodu (tekstil 6rnekleri i¢in) ile antimikrobiyal aktivite
tayini. A) mordan: bakirsiilfat B) mordan: demir siilfat+tartarik asit C) mordansiz, D)

mordan: sap.
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Sekil 3. 6: P. granatum ekstresini S.aureus kullanilarak 147-2011 no’lu standarda
gore paralel ¢izgi metodu (tekstil ornekleri i¢in) ile antimikrobiyal aktivite tayini. A)
mordan: bakirsiilfat B) mordan: demir stilfat+tartarik asit C) mordansiz, D) mordan:

$ap.

Sekil 3. 7: Ruscus aculeatus yaprak etanol ekstresini Klebsiella pneumoniae
kullanilarak 147-2011 no’lu standarda gore paralel ¢izgi metodu (tekstil rnekleri
icin) ile antimikrobiyal aktivite tayini. A) mordan: bakirsiilfat B) mordan: demir

sulfat+tartarik asit C) mordansiz, D) mordan: sap.

Sekil 3. 8: Ruscus aculeatus yaprak etanol ekstresini Staphylococcus aureus

kullanilarak 147-2011 no’lu standarda gore paralel ¢izgi metodu (tekstil 6rnekleri
icin) ile antimikrobiyal aktivite tayini. A) mordan: bakirsiilfat B) mordan: demir

sulfat+tartarik asit C) mordansiz, D) mordan: sap.
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3.3.2 Tekstilde Bitirme Islemi Bulgular1 (AATCC-100)

Kumas numunelerinin antimikrobiyal etkinliklerinin kantitatif olarak
belirlenmesinde AATCC 100 standardi kullamilmustir.  Ilgili standartta asagida

verilen formiil {izerinden hesaplama yapildi.
R(%) = 100 (B-A)/B,
Burada;
R = oransal azalma,
B = baglangi¢ aninda numune ile temas etmis olan ¢ozeltideki organizma sayisi

A = numune ile temas etmis olan nétralizasyon c¢ozeltisi i¢inde bulunan

organizma sayisini gostermektedir.
Bu yontemle elde edilen R degerlerinin biiyiikliigli antimikrobiyal etkinlik
R>99.99 ise “miitkemmel”,
99 <R <99.99 ise “iyi ”,

0 <R <99 ise “ kabul edilebilir ”olarak 6l¢eklendirilmektedir. Sonuglar tablo
3.10 ve 3.13 arasinda Ve Sekil 3.9 ‘da verildi.

Tablo 3. 10: AATCC 100 Metoduna Gére P.granatum ile Boyanmis Kumas Orneginin
Degerlendirilmesi (kob/mL).

0.saat(temas ant) koloni 6.saat koloni sayist 18.saat koloni sayisi
sayisl
Bakteri 10t 10% 10° 10* 10* 10® 10° 10 10" 10° 10° 10"
say1st
S.aureus 2464 464 396 49 1051 358 124 16 76 57 16 0

K.pnemonia 1648 668 112 30 1352 618 19 9 79 45 12 3

57



Tablo 3. 11: AATCC 100 Metoduna Gére P.granatum ile Boyanmis Kumas Orneginde

Zamana Gore Bakteri Sayisinda Azalmanin Degerlendirilmesi (kob/mL).

% azalma 0.saatten sonra 6.saatten sonra 18.saatten sonra
Bakteri sayist  10° 10% 10° 10* 10t 10® 10° 10* 10' 10% 10° 10°
S.aureus 16 83 86 98 63 87 95 99 97 98 99 100

K.pnemoniae 45 77 97 99 55 79 98 99 97 975 98 99

Tablo 3. 12: AATCC 100 Metoduna gore R.aculeatus ile boyanmis kumas 6rneginin
degerlendirilmesi (kob/mL).

0.saat(temas ani) koloni 6.saat koloni sayisi 18.saat koloni sayisi
sayisl

Bakteri sayist 107! 102 10® 10* 10! 10?2 10°® 10* 10' 10?2 10° 10*

S.aureus 2454 458 390 65 1254 411 142 35 98 68 45 16

K.pnemoniae 1648 668 132 46 1458 785 29 17 97 58 32 23

Tablo 3. 13: AATCC 100 Metoduna goére R.aculeatus ile boyanmis kumas 6rneginde

zamana gore bakteri sayisinda azalmanin degerlendirilmesi (kob/mL).

% azalma 0.saatten sonra 6.saatten sonra 18.saatten sonra
Bakteri sayisi 10" 10 10°* 10 10" 10 10° 10 10' 10° 10° 10°
S.aureus 16 83 86 90 63 87 90 91 63 88 91 93

K.pnemoniae 45 77 82 85 55 79 83 87 68 79 85 90
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OS.aureus

®K.pnemoniae

e

o - ¥ T .
18.saat koloni sayisi

T i T T
O.saat(temas ani) koloni 6.saat koloni sayisi
sayisi

WS aureus
EK.pnemoniae

O.saat(temas ani)

kolonisayisi  6.saat koloni sayisi
18.saat koloni sayisi

Sekil 3. 9: A) P.granatum igin AATCC 100 metoduna gore bakteri sayilari B)

R.aculeatus icin AATCC100 metoduna gore bakteri sayilari.
3.3.3 Tekstil Materyallerinde Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi-
Agar Difiizyon Testi Bulgulari- ISO 20645

Bu yontemle yapilan calismada boyanmis kumaslara diffiizlenmis
antimikrobiyal 6zellikteki maddelerin varligi amag¢lanmaktadir. Yapilan caligmalar

sekil 3.10 ve 3.13 arasinda verilmistir.
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Sekil 3. 10: P. granatum etanol ekstresi ile boyanmis kumaslarin K.pnemoniae
kullanilarak 1ISO 20645 metodu ile antimikrobiyal aktivite tayini A) sol; boyall
kumas,sag; kontrol(bos) kumas (petri arka ylizeyi) B) sol; boyal kumas,sag;

kontrol(bos) kumas (petri 6n yizeyi).

Sekil 3. 11: P. granatum etanol ekstresi ile boyanmis kumaslarin S.aureus
kullanilarak 1ISO 20645 metodu ile antimikrobiyal aktivite tayini A) sol; boyall
kumas,sag; kontrol(bos) kumas (petri arka ylizeyi) B) sol; boyal kumas,sag;

kontrol(bos) kumas (petri 6n yizeyi).
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Sekil 3. 12: R.acualetus etanol ekstresi ile boyanmis kumaslarin K.pnemoniae
kullanilarak 1ISO 20645 metodu ile antimikrobiyal aktivite tayini A) sol; boyall
kumas,sag; kontrol(bos) kumas (petri arka ylizeyi) B) sol; boyal kumas,sag;

kontrol(bos) kumas (petri 6n ylzeyi).

Sekil 3. 13: R.acualetus etanol ekstresi ile boyanmis kumaslarin S.aureus kullanilarak
ISO 20645 metodu ile antimikrobiyal aktivite tayini A) sol; boyali kumas,sag;
kontrol(bos) kumas (petri arka ylzeyi) B) sol; boyali kumas,sag; kontrol(bos) kumas

(petri 6n ylizeyi).

3.3.4 AATCC30-Tekstil Materyallerinde Antifungal Aktivite Testi
Bulgulan

Bu yontemde fungus susu olarak A. niger Van Tiegh (TA-47-3) kullanildi.
Sonuclar Tablo 3.14 ve 3.15’ te ve sekil 3.14 ve 3.15’te verildi. Yuvarlak sekilde
kesilen Boyanmis ve boyanmamis kumas ornekleri A. niger taze kiltiir( (10° mg/mL)
ekilmis petrilere yerlestirildi ve 7-14 giin 28 °C’ de inkiibasyondan sonra sonuglar

asagidaki listede verildigi sekilde degerlendirildi.
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Tablo 3. 14: AATCC 30 Tekstil Materyallerinde Antifungal Aktivitenin

derecelendirilmesi.

Kumas kaldirildiktan sonra petri yiizeyi %100 temiz ise 5+
Kumas kaldirildiktan sonra petri yiizeyi %80 temiz ise 4+
Kumays kaldirildiktan sonra petri yiizeyi %60 temiz ise 3+
Kumas kaldirildiktan sonra petri yiizeyi %30 temiz ise 2+
Kumas kaldirildiktan sonra petri yilizeyi %5-10 temiz ise 1+
Kumas kaldirildiktan sonra petri yiizeyi %0 temiz ise 0

Tablo 3. 15: Bitkilerle boyanmis kumaslarin aatcc 30 standardina gore antifungal

aktivitelerinin derecelendirilmesi.

Bitki Derecelendirme %o0ran
P.granatum 4+ %80
R.aculeatus 5+ %100

Sekil 3. 14: P.granatum etanol ekstresi ile boyanmis kumaslarin A.niger kullanilarak
AATCC 30 metodu ile antifungal aktivite tayini A) sol;Kontrol kumas, sag;boyall
kumas (petri alt ylzeyi) B) sol;kontrol kumas, sag; boyali kumas (petri tst yuzeyi) C)

sol;kontrol kumas alt ylizeyi,sag;boyali kumas alt ylizeyi.
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Sekil 3. 15: R.acualetus etanol ekstresi ile boyanmis kumaslarin A.niger kullanilarak
AATCC 30 metodu ile antifungal aktivite tayini A) sol;Kontrol kumas, sag;boyal
kumas (petri alt ylizeyi) B) sol;kontrol kumas, sag;boyali kumas (petri st ylizeyi) C)

sol;kontrol kumas alt ylizeyi,sag;boyali kumas alt ylizeyi.

3.4  HPLC Bulgulan

Bitkilerin antimikrobiyal etki gostermesinde rol oynayan fenolik,
flavonoid profilinin belirlenmesinde 33 standart kullanild1 Standartlar Sigma, Aldrich
ve Fluka’dan temin edildi. HPLC analizlerinde kullanilan standartlar gallik asit,
Klorogenik asit, 4-hidroksi benzaldehit, vanilik asit, kafeik asit epikatesin, siringik
asit, ekinokozit, p-kumarik asit, ferrulik asit, benzoik asit, 2-hidroksi sinnamik asit,
hesperidin, rutin hidrat, resveratrol, rosmarinik asit, trans sinnamik asit, kuarsetin,
neoklorogenik asit, kuromanin klorid, 4-0-kafeolkuinik asit, taksifolin, sikorik asit,
ellagik asit, oleouropein, mirisetin, luteolin, ursolik asit, naringenin, apigenin 7-

glukosid, juglon, naringin ve kaemferol” diir.

Standartlar materyal metodda belirtildigi gibi hazirlandi. Herbir standart
maddenin grafigi ve alikonma zamani (RT) belirlendi. Alikonma zamanlar1 ve Bitki
ekstrelerinin HPLC analizleri ile fenoliklerinin belirlenmesi (Tablo 3.16) ve standart

kromatogram (SekilA.1) ekler boliimiinde verildi.
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Tablo 3. 16: HPLC Analizi Sonucunda Ekstrelerde Bulunan Fenolik Maddeler

(ng/ml).
No Standard ad1 Alikonma Zamani P.granatum R.acualetus
1 Gallic Acid 9.00 5,06 0,46
2 Chlorogenic Acid 2752 5,01 *
3 4hydroxybenzaldehide 29.36 * 0,43
4 Vanilic Acid 33.00 * *
5 Cafeic Acid 33.66 * *
6 Epicatechin 34.44 * *
7 Syringic Acid 37.26 * *
8 Echinocoside 41.89 70,21 *
9 P-Coumaric Acid 40.70 5.20 0,44
10 Ferrulic Acid 43.16. - *
11 Benzoic Acid 48.14 * *
12 2-Hydroxycinnamic Acid 48.73 * *
13 Hesperidine 49.55 * *
14 Rutin Hydrate 50.42 * *
15 Resveratrol 52.24 * *
16 Rosmarinic Acid 52.89 * 93,60
17 Transcinnamic Acid 59.12 * *
18 Quercetine 61.74 * *
19 Neochlorogenic Acid 18.26 . *
20 Kuromanin Chloride 25.39 * -
21 4-0O-Caffeolquinic Acid 28.67 * -
22 Taxifolin 42.63 . 5.92
23 Chicoric Acid 48.61 . *
24 Ellagic Acid 50.99 5,01 *
25 Oleuropein 51.93 * -
26 Myricetin 53.55 16.41 -
27 Luteolin 64.25 * 14151
28 Ursolic Acid 46.41 * 8.70
29 Naringenin 62.92 932,79 4,27
30 Apigenin-7-Glukozit 52.45 - 3,38
31 Juglon 57.86 - -
32 Naringin 48.10 98.03 9029
33 Kaempferol 68.25 3435 3.49
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3.5 ICP-OES Bulgulan

Bitki ekstrelerinin ICP analizleri materyal ve metot boliimiinde bahsedildigi
gibi yapildi (Tablo 3.17). ICP analizi ile bakir, kursun, aliminyum, manganez,
kobalt, magnezyum, demir, ¢inko, kadmiyum, kalsyum, nikel, krom, molibden ve

kalay elementlerinin varligi ve miktar1 aragtirildi (Sekil 3.16 ve 3.17).

4
3
2 m34
1 23
0
m1-2
8 5 - P.granatum mO-1
O 9 c
S un
Sekil 3. 16: P granatum bitkisinin element igerigi.
0,03
0,02
0,02-0,03
0,01
m0,01-0,02
0
Cu pp m0-0,01
Al Mn Mg e Zn N R.aculeatus
Cr Mo Sn

Sekil 3. 17: R. aculeatus bitkisinin element igerigi.
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Tablo 3. 17: ICP Analiz sonuglari (ug/kg).

R. aculeatus P. granatum

Cu 0,00054 0,0094
Pb 0,00217 0.0057
Al 0,00432 0,049
Mn 0,00035 0.0029
Co - i

Mg 0,021 1,5208
Fe 0,00439 0,106
Zn 0,00208 0,164
cd - 0,0001
ca - 3,0462
Ni 0,00035 0.0044
Cr 0,00035 0,001
Mo 0,00010 0,003
sn 0,02159 0.0025
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4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda P.granatum ve R.aculeatus bitki tiirlerinin ekstrlerinin ve

boyanmis kumas drneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri ve bu tiirlere ait ekstrelerin

HPLC ve ICP-OES sonuglar incelendi.

P. granatum (nar) i¢in disk difiizyon yontemi sonuglar1 incelendiginde; en
biliyiik zon ¢ap1 S. aureus (18.7 0.5 mm) ve MRSA’ya (18.5+1.29mm) kars1
belirlendi. Yapilan mikrodiliisyon testi caligmalarinda nar kabugunun etanol ekstresi
S. aureus (1.6 mg/mL), S. typhimurium (25 mg/mL), P. vulgaris (6.3 mg/mL) ve P.
aureginosa (12.5 mg/mL) iizerine bakterisidal etki gosterdi. Antifungal aktivite
calismalarinda ise bitki ekstresi kullanilan dort fungustan sadece A. flavus’a karsi
12.5 mg/mL degerinde fungisidal etkisi belirlendi.  Antitiiberkiiloz aktivite
calismalarinda bitki ekstresi viriilant (RV) ve aviriilant (RA) susa karst 25 mg/mL ve
12.5 mg/mL degerlerinde bakterisidal etki gosterirken hasta suslarina kars1 25
mg/mL degerinde mycobakterisidal etki gosterdi.

R.aculeatus (tavsan memesi) i¢in antibakteriyal aktivite ¢alismalarina gore
bitkinin etanol ekstresi bakterilerde en iyi etkiyi P. aeruginosa (MIK: 12.5 mg/mL,
MBK: 12.5 mg/mL), C. albicans (MIK: 12.5 mg/mL, MBK: 12.5 mg/mL), K.
pneumoniae (MIK: 6.3 mg/mL, MBK: 25 mg/mL), MRSA (MIK: 12.5 mg/mL,
MBK: 25 mg/mL)’a kars1 gosterdi. Antifungal aktivite ¢aligmalarinda ise bitki
ekstresi kullanilan dort fungustan hepsine karsi fungisidal etki gosterdi. A. flavus
icin MIK: 12.5 mg/mL, MFK: 25 mg/mL, A. niger MIK: 3.1 mg/mL, MFK: 25
mg/mL, A. ochraceus i¢in MIK: 6.3 mg/mL, MFK: 25 mg/mL ve F. proliferatum
MIK: 6.3 mg/mL, MFK: 25 mg/mL olarak bulundu. Antitiiberkiiloz aktivite
caligmalarinda bitki ekstresi viriilant (RV) ve aviriilant (RA) susa kars1 0.4 mg/mL
degerinde mycobakterisidal etki gosterirken hasta suslarina karsi 1.6 mg/mL

degerinde mycobakterisidal etki gosterdi.

Bakteriler  i¢in  kullandigimiz ~ antibiyotiklerden = Sulfametaxozole
trimethoprim; K.pnemoniae (58.7 + 2.5mm), S.aureus (36.2 + 4.8mm), E.coli
(31.5+1.91mm), MRSA(35.7£1.70mm) ve P.vulgaris iizerinde Cephalotrin,
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K.pnemoniae (43.5 + 1.29mm), S.aureus (43.5 + 2.64mm), E.coli, B.cereus, S.
Sonnei, S. Typhimuruium, MRSA ve P.vulgaris iizerinde Piperacillin tazobactam
P.aureginosa disinda tiim bakteriler iizerinde Tetracyclin, Rifampisin ve Tobramycin
ise S. Sonnei disinda tiim bakteriler tizerinde bakterisit etki gostermistir.
Amphotericin B antibiyotigi i¢in en biiylik zon ¢apt A. Niger ‘e (20.25+1.25mm)
karsi belirlendi.  Tiiberkiilloz bakterileri i¢in kullandigimiz antibiyotiklerden
streptomisin, izoniazid, rifampin ve ethambutol Hz;Rv ve HgizRa iizerinde
bakterisidal etki gostermistir. [zoniazid antibiyotiginin Hs;Ra ve Hs;Rv ilizerinde

bakterisidal etkisi 1.03 pg/ml’dir.

Diilger ve ark. (1999), cesitli bitki yaglarinin ve ekstrelerinin antimikrobiyal
etkilerinin farkli oldugunu gostermektedir [188, 189]. Calismamizda Punica
granatum L. bitkisinin meyve kabuklarindan hazirlanan ekstraktlarin, 6zellikle cilt
floras1 ve burun mukozasinda bulunan Staphylococcus aureus bakterisine kars1 giiglii

antibakteriyel etki gosterdigi gozlenmistir.

Askun ve arkadaslarinin (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada antifungal aktivite
sonuglarinin  antimikobakteriyel —aktivite sonuglarina paralel olabilecegini
bulmuslaridir [190]. Calismamizda elde ettigimiz iki bitkiye ait etanol ekstrelerinde
goriilen yiiksek antifungal ve antimikobakteriyel aktivite bu sonugla paralellik

gostermektedir.

Dagc1 ve arkadaglar1 (2005) tarafindan arastirilan calismada; P. granatum
aseton, etil alkol ve sulu ekstraktlarinin test edilen mikroorganizmalar iizerinde 12-34
mm inhibisyon zonu ile en etkili bitki oldugu tespit edilmistir. P. granatum etil alkol,
aseton ve sulu ekstraktlarinin E. coli’ye karsi sirasiyla 12, 14, 0 mm, E. faecalis’e
kars1 20, 19, 15 mm ve S. aureus’a kars1 17, 16, 24 mm inhibisyon zonu meydana
getirdigi belirlenmistir [191]. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar P.granatum

tiiriniin 18-8 mm arasinda inhibisyon zonu olusturdugunu gostermistir.

Punica granatum L. bitkisinin kurutulmus yapraklarinin ve meyve
kabuklarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlendigi bir c¢alismada; hazirlanan
hekzan, etil alkol,etil asetat, metanol ve su ekstraktlarinin Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis, Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae bakterilerine karsi inhibitor etkileri incelenmistir
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[192]. Bu ¢alismanin sonuglari ile bizim ¢alismamizin sonuglari1 bazi bakteriler igin

paralellik gdstermistir.

Nar meyve kabugunun yapisindaki fenolik bilesiklerin antibakteriyel
etkilerinin aragtirilmasi amaci ile yapilan bir ¢alismada elde edilen % 13 ellagik asit
iceren standardize kuru nar kabugu ekstraktinin gram pozitif bakterilerden S.
aureus’a kars1 15.2 -19.4 mm ve S. epidermidis’e kars1 19.1 mm inhibisyon zon ¢ap1
olusturdugu, gram negatif bakterilerden E. coli ve S. typhimurium’a kars1 inhibitor
etki gostermedigi saptanmistir [193]. Bu calismanin sonuglart ile bizim
calismamizin sonuglari paralellik gostermistir. Calismamizda S. aureus’a kars1 18.7
+0.5mm inhibisyon zon c¢ap1 gozlenirken, S. typhimurium’a karsi inhibitér etki

gbzlenmemistir.

Tablo 3.16’da verilen fenolik madde analiz sonuglari incelendiginde
P.granatum etanol ekstresinin gallic acid 5,06 (ng/ml), chlorogenic acid (pg/ml), p-
coumaric acid (pg/ml) ellagic acid (5,91 pg/ml) , Echinocoside(70,21 pg/ml),
kaempferol(34,35 pg/ml), myricetin (16,41 pg/ml) ve naringenin(932,79 pg/ml)
bilesigini igerdigi bulunmustur. R.acualetus etanol ekstresinin ise gallic asit (0,46
ug/ml), 4-hydroxybenzaldehide (0,43 pg/ml), p-coumaric asit (0,44 pg/ml),
rosmarinic acid (93,69 pg/ml), taxifolin (5,92 pg/ml), luteolin (141,51 pg/ml),
ursolic acid (8,70 pg/ml), naringenin (4,27 pg/ml), apigenin-7/-glukozit (3,38 pg/ml),
naringin (90,29 pg/ml), kaempferol (3,49 pg/ml) bilesigini igerdigi bulunmustur.

Punica granatum bitkisinin en yiiksek toplam fenolik bilesik igerigine (22.6
gr gallik asit/100 gr kuru agirlik) sahip oldugu belirlenmis ve antibakteriyel aktivite

ile fenolik bilesik igerigi arasinda bir iligkinin var oldugu ileri stirlilmistiir [194].

Cesitli fenolik maddelerin (kafeik asit, protocatechuic, p-kumarik asit,
oleuropein p-hidroksi benzoik, vanillik, syringic, ve quercetin) antifungal ve
antibakteriyel aktivitelerinin incelenmis oldugu bir makalede caffeic ve
protocatechuic asitlerinin (0.3 mg/ml) E. coli ve K. pneumoniae bakterilerine;
syringic acid (0.5 mg/ml)’ in B. cereus bakterisine karst iireme inhibisyonu

gosterdigi bulunmustur [195].
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Antibiyotikler yem endiistrisinde 6zellikle biiylitme faktorii, tedavi edici ve
patojen mikroorganizmalarin eliminasyonu gibi amagclarla yillardir kullanilmaktadir.
Ancak gilinlimiizde antibiyotiklerin ¢ok yiiksek dozlarda kullanilmasinin,
mikroorganizmalarin bunlara karsi direng kazanmasina sebep oldugu fark edilmistir
[196]. Bu nedenle o6zellikle antibiyotiklere bir alternatif olarak, bazi bitkilerde
bulunan yiiksek miktarlar1 toksik etkili olan, genellikle antinutrisyonel faktor olarak
kabul edilen fitokimyasallardan biri olan saponinler iizerinde yogunlasilan bir
bitkisel igeriktir. R. acualetus’un antifungal ve antibakteriyal aktivite gostermesi

caligmalara paralellik gostermistir [197].

ICP analizi sonuglar1 incelendiginde Mg elementi P.granatum’da 1,52 ug/kg,
R.acualetus’ta 0,02nug/kg olarak belirlenirken Ca elementi sadece P.granatum’ da

(3,04 pg/kg) belirlenmistir.

Antimikrobiyal (antibakteriyal ve antifungal) kumaslar, son yillarda 6zellikle
cerrahi giysilerde, bebek giysilerinde, i¢ camasirlarinda, vb. c¢ok biiylik Onem
kazanmiglardir. Biitiin diinyada mikrobik enfeksiyon tehlikesi nedeniyle artan bir

ilgi vardir.

Bitki ekstreleri ile yapilan boyama g¢alismalarainda P.granatum bitkisinin
acik sar1 ve haki renkleri arasinda boyama o6zelligine sahip oldugu R.acualetus

bitkisinin ise krem tonlarinda boyama 6zelligine sahip oldugu belirlenmistir.

Antibakteriyel —~maddeler, bakterileri Oldiiren  (bakterisidler) veya
cogalmalarini, gelismelerini veya aktivitelerini engelleyen (bakteriostat) kimyasal
maddelerdir.  Geleneksel antimikrobiyal maddeler life de eklense, kimyasal
binderlerle de yapistirilsa, basitge bitim islemlerinde kumaslara da eklense islevleri
ayni kalacaktir. Her durumda geleneksel antimikrobiyal teknolojileri bir dldiirme
alam1 ya da mikroorganizma faaliyetlerini ve cogalmasini engelleme bolgesi
olusturacaktir.  Bu alan, islem gormiis malzeme c¢evresindeki antimikrobiyal
maddenin aktig1 ya da yoneldigi bolgedir. Geleneksel antimikrobiyal maddelerin
6ldiirme ya da engelleme etkisi AATCC 147 testi ile belirlenmektedir [180].

Yapilan paralel ¢izgi c¢aligmalarinda; P.granatum bitkisi ile mordansiz

boyanmig kumas Orneginin S.aureus iizerine bakterisidal etki gosterdigi
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belirlenirken, bakir siilfat ile mordanlanarak boyanmis kumas O&rneklerinde,
kumasglarin etrafinda herhangi bir inhibisyon zonu olugsmamasina ragmen kumaslarin

alt kisitmlarinda organizma mevcudiyetinin azalma yoniinde etkilendigi goriilmiustiir.

R.acualetus bitkisi ile boyanmis kumas oOrneklerinde zon capi olusumu
goriilmemis buna ragmen K. pnemoniae ile yapilan ¢alismalarda kumaslarin alt

kisimlarinda organizma mevcudiyetinin azalma yoniinde etkilendigi goriilmiistiir.

Calismamizda AATCC 100 metodu ile kumaslarda antimikrobiyal etkinlik
kantitatif olarak belirlenmistir ve bakterilerin oransal azalmasi1 P. granatum igin 18.
saatte S. aureus tizerinde %100 miikemmel olarak belirlenmistir. R. acualetus i¢in

icin ise 18. saatte K. pnemoniae iizerinde %90 kabul edilebilir olarak belirlenmistir.

Tekstil materyallerinde boyanmis kumasglara diffiizlenmis antibakteriyal
aktivitenin belirlenmesi icin kullanilan agar diflizyon test metodunda agara
difiizlenme oOzelligine sahip madde belirlenmemistir. Ancak kumas arka

yiizeylerinde bakteri tiremesinin engellendigi tespit edilmistir.

Tekstil materyallerinde antifungal aktivitenin belirlenmesi i¢in yaptigimiz
calismalarda A.niger’e karsi R. acualetus ile boyanmis kumas arka ylizeyinde
tamamen tiremenin durdugu tespit edilirken, P. granatum’un % 80 oraninda iiremeyi

durdugu belirlenmistir.

Lee ve arkadaslar1 (1999), pamuklu ve nonwoven kumaslar icin kitosan ve
floropolimer esasli antimikrobiyal bitim islemlerini arastirmislardir. Antimikrobiyal
aktivite, S. aureus kolonilerinin sayilari 6lgiilerek kantitatif olarak analiz edilmistir.
Sadece kitosan ile iglem gormiis numunelerde, koloni sayisinda yiiksek bir azalma
orant goriilmiistiir. % 1,1 kitosan konsantrasyonu ile iki kez islem goérmiis
numunelerde, koloni sayisinda % 90’1 asan azalmalar gozlenmistir. Bu sonuglar
bizim calismlariniz ile paralellik goéstermis ve S. aureus i¢in % 95’ 1 asan azalmalar

gbzlenmistir [198].

Nakashima ve arkadaglar1 (2001), seliillozik kumaslarda metalik tuz isleminin
3 ¢esit bakteriye karsi antibakteriyel aktivitesi lizerindeki etkisini aragtirmiglardir.

Iki cesit seliilozik kumas CuSO,4 ve ZnSO, metalik tuzlar ile muamele edilmislerdir
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[199]. Yaptigimiz galismalarda kullanilan mordanlar ve ICP analizi sonuglari

benzerlik gostermektedir ve antibakteriayl aktivite olusumunda etkili olmustur.

Borsa ve arkadaglar1 (2004), calismalarinda, hastanede kullanilan pamuklu
kumaslarin  gordiikleri yikamaya dayanikli antimikrobiyal bitim iglemlerini
incelenmis, AATCC standard test metotlar1 kullanarak, modifiye kumagin E.coli ve
S.aureus bakterilerine karsi etkili oldugu kanitlanmistir. S. auerous ile 24 saatlik
temas sonunda tim numunelerde R(%)-(oransal azalma) degeri; R> 99.99 oldugu
icin “mitkemmel” etkinlik ortaya ¢ikmustir. E. coli ile temas sonunda numunelerde
“milkemmel” etkinlik, sonucu ortaya ¢ikmustir [200]. Bu sonuglar bizim

calismalarimiz ile karsilastirildiginda benzerlik gostermektedir.

Calismamiz sonucunda P. granatum ve R. acualetus bitkileri i¢in hem etanol
ekstrelerinin - hem boyanmis kumas Orneklerinin  antimikrobiyal o6zellikler
belirlenmistir ve literatiirde 6zellikle antitiiberkiiloz aktiviteleri ile ilgili ¢alismalarina
rastlanmadigindan ¢aligmamiz literatliire katkida bulunacaktir. Dogal boyama
karekterli bitkisel ekstrelerden farkli mordanlar kullanilarak renk skalalalar
olusturuldu. Renkler kumaslar {izerine uygulandi ve cesitli testler uygulanarak
performans 6zellikleri test edildi. Ayrica elde edilen boyarmaddelerin antibakteriyal,
antifungal etkinlik ¢alismalar1 da yapilarak farkli kullanim alanlar1 i¢in boyali tekstil
triinlerine doniisebilme durumu ortaya c¢ikmistir. Ayrica HPLC sonuglar ile

bitkilerin (P.granatum ve R.acualetus) icerigindeki fenolik maddeleri tespit edildi.
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6. EKLER

EK A : HPLC Kromatogramlari
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Sekil A. 1: HPLC standart kromatograma.

Standartlar ; 1, Gallic asit, 2, klorogenik asit , 3, 4-hydroxybenzaldehit ,4,vanillik asit, 5,kafeik

asit , 6,epicatechin , 7,syringic asit , 8,echinocoside , 9,p-coumaric asit , 10, Ferrulic Acid , 11,

Benzoic Acid ;12, 2-Hydroxycinnamic asit, 13,hesperidin , 14, Rutin Hydrate , 15,resveratrol

,16,rosmarinic asit ,17,transcinnamic asit, 18,quercetine, 19, juglon, 20, apigenin-7-glukozit, 21,

naringin, 22, naringenin, 23, kaempferol, 24, ellagic asit, 25, neoklorogenik asit, 26, oleuropein, 27,

myricetin, 28, luteolin, 29, taxifolin, 30, 4-o-caffeolquinic asit, 31, kuromanin chloride, 32, chicoric

asit, 33, ursolic acid.
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Sekil A. 2: Punica granatum (nar) icin HPLC kromatogrami.
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Seki A. 3: Ruscus acualetus (Tavsan memesi-kok) icin HPLC kromatogrami.
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