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AROMATIK BITKILERDEN OLAN MERCANKOSKUN
ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ VE GUMUS NANOPARTIKUL
SENTEZIi iCIN UYGUNLUGUNUN ARASTIRILMASI

OZET

Son yillarda sagligin korunmasi ve hastaliklarin nlenmesi i¢in aromatik bitkilerin
kullaniminda ciddi bir artis meydana gelmistir. Aromatik bitkilerden olan
mercankdskiin icerdigi esansiyel yaglar ve fenolik bilesikler farmakolojik
aktivitesinin artmasini saglamaktadir. Bu calismanin amaci mercankdsk bitkisinin
antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirilmasidir. Ayrica glinimiiz teknolojisinde sik¢a
karsilastigimiz nanoyapilardan olan glimiis nanopartikiillerin antibakteriyel
ozelliklerinin arastirilmasi ve kullanim alanlar ile ilgili ileri ¢alismalara kaynak
olusturmay1 hedeflenmektedir. Mercankdsk bitkisi tibb1 aromatik bitki {iretimi yapan
bir kurulustan 6zel olarak temin edilmistir. Mercankdsk bitkisinin soxhlet yontemi ile
sicak soguk ekstraksiyonlarinin su, etanol ve aseton ekstratlar1 elde edilmistir. Elde
edilen ekstrelerin Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis ve Pseudomonas aeruginosa tizerindeki antimikrobiyal etkisi disk
inhibisyonu yontemi ile incelenmistir ancak herhangi bir etki saptanmamustir. Ikinci
asamada ise elde edilen ekstratlar tannik asit ve kafein gibi dogal antimikrobiyallerle
tekrar giiglendirilip deney tekrarlanmistir ancak herhangi bir degisiklik
gozlenmemistir. Mercankdskiin sicak su ekstresine giimiis nitrat ve gerekli durumda
indirgeyiciler ilave edilerek giimiis nanopartikiiller olusturulup, pargacik boyutu
analizine gonderilmistir. Analizi yapilan giimiis nanopartikiil olusturulan ekstrelerin
antimikrobiyal etkisine ayni yontem ile ayni bakteriler ve mantar tizerinde
bakilmistir. Elde edilen sonuglara gore indirgeyici kullanilmayan mercankdsk
ekstresi iceren 2 numune de E.coli, S. aureus ve P. aeruginasi inhibe etmistir.
Numunelerden giimiis nitrat igerigi yiiksek olan MK2 numunesinin olusturdugu zon
caplar digerlerinden istatiksel olarak anlamli olarak daha biiytiktiir (p < 0.05). Sonug
olarak mercankdsk bitki ekstresinden elde edilen giimiis nanopartikiiller E.coli, S.
aureus ve P. aeruginasa kars1 antibakteriyel etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler : mercankosk, antimikrobiyal, giimiis nanopartikiil.
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INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL EFFECTS OF MARJORAM
FROM AROMATIC PLANTS AND ITS SUITABILITY FOR SILVER
NANOPARTICLE SYNTHESIS

ABSTRACT

In recent years there has been a significant increase in the use of aromatic plants for
health protection and prevention of diseases. Essential oils and phenolic compounds
of marjoram , which is one of the aromatic plants, increase its pharmacological
activity. The first aim of this study was to investigate the antimicrobial effect of
marjoram. In addition, because the nanostructures that we frequently encounter in
today's technology which is silver nanoparticles; it is aimed to investigate
antibacterial effect of silver nanoparticles, obtained from the marjoram, and to
provide a source for future studies. Marjoram plant was obtained from an
organization that produces medical aromatic plants. Both hot and cold water, ethanol
and acetone extractions of marjoram plant were obtained by soxhlet method. The
antimicrobial effect of the extracts on Candida albicans, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa was
investigated Dby disc inhibition method but no effect was detected. In the second
stage, the extracts were re-strengthened with natural antimicrobials such as tannic
acid and caffeine after that the test were repeated but no changes were observed.
Silver nanoparticles were formed by adding silver nitrate and reducing agents to the
hot water extract of marjoram and sent to particle size analysis. The antimicrobial
effect of the silver nanoparticle extracted was revolationed by the same method on
the same condition. According to the results, two samples containing marjoram
extract without reductant inhibited E.coli, S. aureus and P. aerugina. The zone
diameters of the MK2 sample, with a high content of silver nitrate, are statistically
significantly larger than the others (p< 0.05). As a result, silver nanoparticles
obtained from marjoram plant extract showed antibacterial effect against E.coli, S.
aureus and P. aeruginas.

Keywords : marjoram, antimicrobial, silver nanoparticle.
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1. GIRIS

Son yillarda sagligin korunmasi ve hastaliklarin onlenmesi i¢in dogal bitkilerin
kullaniminda ciddi bir artis goriilmektedir. Aromatik bitkiler igerdikleri aktif
bilesenler ile karakterizedir. Kullanilan antimikrobiyal ilaglarin etkisini
arttirabildikleri gibi yeni ilaglarin iiretimi igin de kaynak olarak gosterilmektedirler
(Silva ve Fernandes, 2010). Akdeniz bolgesine 6zgii olarak bilinen mercankosk de
bu aromatik bitkilerden biridir (Bina ve Rahimi, 2017).

Mercankosk tilkemizde gida endiistrisinde, dezenfektanlarda, aroma maddelerinde,
parfiimlerde ve koku veren sabunlarda kullanilir. Geleneksel olarak, mercankosk
astim, hazimsizlik, bas agris1 ve romatizma tedavisinde kullanilmistir. Ayn1 zamanda
diinya ¢apinda da 6zellikle gecikmis menstrual siklusu baglatmada ve gastrointestinal

sistem hastaliklarinda kullanilmaktadir (Erenler ve dig, 2016).

Mercankosk igerigindeki fenolik bilesiklerden timol, eugenol ve karvon ise
antimikrobiyal 0zellik gostermektedir (Damato ve dig, 2018). Mercankoskiin
hastaliklarin tedavisinde kullanilmasini saglayan antibakteriyal 6zelligini test eden
calismalar incelendiginde gram-pozitif bakterilerin, gram-negatif bakterilere gore
mercankOske daha duyarli olduklari bildirilmektedir (Hajlaoui ve dig, 2016).
Esansiyal yaglar ve fenolik bilesikler Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
poona, Escherichia coli, Clostridium perfingeres, Listeria monocytogenes ve
Yersinia enterocolitica karsi inhibitor etki gostermektedir (Bina ve Rahimi, 2017).
Bu bilesiklerin gida giivenligini yiiksek oranda sagladigi ve gidalarda dogal
koruyucu olarak kullanilabilecegi kanitlanmistir (Marques ve dig, 2015).

Nanopartikiiller daha kiigiik parcacik boyutlari nedeniyle ana malzemeden farkli
ozellikler gostermektedir (Rajan ve dig, 2015). Nanopartikiiller iiretilirken bitki ve
bitki ekstreleri kullanilarak daha ucuz, yenilenebilir ve toksik olmayan iiretim
metotlart denenmektedir (Nematollahi, 2015). Dogal yontemler kullanilarak glimiis,

altin, platin, paladyum vb. nanoparcaciklar1 sentezlemek i¢in Onemli denemeler



yapilmaktadir. Ozellikle giimiis nanopartikiillerin (AgNP) antibiyotik direnci
gelistirmis olan gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere kars1 giiglii antibakteriyel
etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (Sankar ve dig., 2013). AgNP' lerin bakterilere
etki mekanizmasina bakildiginda bakteri hiicre duvarina ve hiicre zarina baglanarak
hiicre zarindaki proteinleri etkisiz hale getirdigi bu sayede bakteri hiicrelerinin

oliimiine yol agtig1 belirtilmektedir (Beykaya ve Caglar, 2016).

Bu calismanin amaci, mercankoskiin aseton, su ve etanol ekstratlarinin
antimikrobiyal etkisinin analiz edilmesi, mercankdsk ekstresinden giimiis
nanopartikiiller elde ederek antimikrobiyal aktivitenin arttirtlmasi ve kullanim

alanlar1 ile ilgili ileriki caligsmalara kaynak olusturmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mercankosk

Mercankosk (Origanum majorana), Ballibabagiller (Lamiceae) ailesinin ¢ok yillik bir
bitkisidir (Britannica, 2018). Akdeniz bdlgesine ait olan bu bitki; Asya, Kuzey
Afrika ve Avrupada; Ispanya, Macaristan, Portekiz, Almanya, Misir, Polonya ve
Fransa gibi bir¢ok iilkede yetistirilmektedir. Mercankosk, tipik olarak 30- 60 cm
yiikseklige ulasan giir otsu bir bitkidir. Yiyeceklerin yaninda garnitlir ya da sos
olarak kullanilabildigi gibi farkli iilkelerde geleneksel tip alaninda da
kullanilmaktadir (Bina ve Rahimi, 2016).

Lamiaceae familyasina ait Origanum cinsi, Tiirkiye'nin florasinda bulunan 23 tiir ve
6 melez ile temsil edilmektedir ve bunlardan 14'ii endemiktir. Ulkemizde gida
endiistrisinde, gii¢lii dezenfektan, aroma maddeleri, parfiimlerde ve koku veren
sabunlarda kullanilirlar. Geleneksel olarak, mercankdsk astim, hazimsizlik, bas agrisi
ve romatizmaya karsi bir ¢are olarak kullanilmistir. Ayn1 zamanda diinya ¢apinda da
ozellikle gecikmis menstrual siklusu baslatmada ve gastrointestinal sistem
hastaliklarinda kullanilmaktadir (Erenler ve dig, 2016). Mercankosk iilkemizde
ayrica Alanya Kekigi olarak da tanimlanmaktadir (Ozkan ve dig, 2010).

2.2. Mercankoskiin Fitokimyasal Yapisi

2.2.1 Esansiyel yaglar

Mercankosk esansiyel yagi, kurutulmus yapraklarin ve bitkilerin ¢igek agan st
kisimlarinin buharla damitilmasiyla elde edilir ve taze ottan %0,3-0,4 yag ve kuru
ottan %0,7-3,5 oraninda elde edilir (Krishnakumar ve Potty, 2012). Mercankosk
yapraklarindan elde edilen esansiyel yaglarin toksik olmadigi, duyarlilagtirict ya da
tahrig edici bir 0zelliginin olmadigr rapor edilmistir, ancak yinede hamilelerin
kullaniminda dikkat edilmesi gerektigi vurgulanmistir (Hajlaoui ve dig, 2016).
Aromas1 ve tadi, baharatl, acimsi, keskin ve giizel kokulu olarak tarif edilmektedir

(Krishnakumar ve Potty, 2012).



Ana esansiyal yag terpinen-4-0l ve cis- sabinen hidrat olarak gosterilmektedir ve
bunlara takiben terpinen, y-terpinen, o terpineol , trans-sabinen hidrat, p-cymene , o
terpinene, linalool, linalil asetat, trans ve cis kareol, anethol ve geraniol
bulunmaktadir (Hajlaoui ve dig, 2016, Bina ve Rahimi, 2017). Timol, karvakrol ve
borneoli de mercankdskiin ana bilesenleri olarak tanimlanmaktadirlar (Sellamia ve

dig., 2009).

MercankOsk esansiyel yag asit igerigi ve kompozisyonu tiir, biiyiime evresi, bitki
kokeni, iklim, kurutma kosullari, damitma kosullar1 ve analiz edilen bitki kismina

gore farklilik gostermektedir (Sellamia ve dig., 2009).
2.2.2 Fenolik bilesikler

Yapilan c¢alismalarda mercankoskte gallik asit, kafeik asit, klorojenik asit,
dihidroksifenolik asit, siringik asit, vanillik asit, p-kumarik asit, ferulik ait, tirsolik
asit, karnasol, karnosik asit, katekhol asit, rosmarinik asit, sinamik asit, trans-2-
dihidroksisinnamik asit, hidroksibenzoik asit varligi gosterilmistir (Taamalli ve dig.,
2015; Bina ve Rahimi, 2017). Quercetin-3-O-glukozit, kaempferol-3-O-glukozit,
narigenin-O-heksosit, kaempferol, quercetin, epikatesin, luteolin, hesperidin,
eridiktol, apigenin ve naringenin de mercankdskte bulunan flavonoidlerdir
(Vallverdu ve dig, 2015; Batour ve ark., 2015; Taamalli ve dig, 2015). Fenolik
bilesikleri ekstrakte etme asamasinda kullanilan ekstraktlardan en ¢ok methanol

ekstratinda (4,33 g/ 100 g su) fenolik bilesik elde edilmistir (Dhull ve dig, 2016).

2.3. Mercankoskiin Antimikrobiyal ve Antioksidan Ozellikleri

Esansiyal yaglar cesitli biyolojik aktivitelere, antimikrobiyal ve antioksidan
ozelliklere sahiptirler. Bu nedenle, antibakteriyel yaglar artan bir ilgi kazanmistir ve
gida kaynakli bakterileri, patojenik mikroorganizmalar1 o6zellikle de antibiyotik
direnclerini kontrol etmek icin giivenli ve ¢evre dostu bir alternatiftir (Quedrhiri ve

dig., 2016).

Esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri ile iliskili mekanizmalar1 tam olarak
anlasgilmamis olsa da, bakteriyel hiicre ¢eperinin degradasyonu, sitoplazmik
membran proteinlerinin modifikasyonu, zar gecirgenliinin degistirilmesi ve
inaktivasyonu, hiicre i¢i adenozin trifosfatin (ATP) azaltilmasi, hiicresel igerigin

sizmasi, sitoplazmanin pihtilasmasi ve elektron akisinin ve aktif taginmanin
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kesilmesi gibi gesitli etki sekilleri dnerilmistir (Betancourt ve dig, 2014; Radaelli ve
dig, 2016).

Esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkisinden sorumlu 6nemli 6zellikler arasinda,
hiicre yapilarin1 bozan ve onlar1 daha gegirgen hale getiren, lipitlerin bakteriyel hiicre
zarindan tutulmasina izin veren hidrofobik bilesenler bulunur. Esansiyel yaglardan
gelen kimyasal bilesikler, sitoplazmik zar proteinleri tizerinde de etkilidir. Siklik
hidrokarbonlar, ATPazlar ilizerinde hareket ederler, sitoplazmik zarda yer aldig
bilinen ve lipid molekiilleri ile ¢cevrelenmis enzimlerdir. Ayrica, lipit hidrokarbonlar
lipit-protein etkilesimini bozabilir ve lipofilik bilesikler proteinin hidrofobik
kisimlart ile dogrudan etkilesime girebilir (Silva ve Fernandes, 2010) (Sekil 2.1).

Koagulasyon

Sitoplazma
bilesenleri,
metabolit ve

Sitoplazma

HQ
Proton
hareket gucu

iyoniarnn
siIzintsi

Hicre
membram

Hicre duvan

Membran proteinleri

Sekil 2.1 Esansiyel yag bilesenlerinin bakteri hiicresi tizerine etki mekanizmasi

(Silva ve Fernandes, 2010)

Baz1 fenolik bilesenler i¢in belirli etki mekanizmalar1 bildirmistir. Timol yapisi
karvakrol ile benzerdir; farklilik fenolik halkadaki hidroksil grubunun konumundan
kaynaklanmaktadir. Her iki bilesen de hiicre membranimni gegirgen hale getirir.
Timol, potasyum ve ATP sizintisina neden olarak hiicre zarlarinin gegirgenligini
arttirir  (Qedrihiri ve dig, 2016). Karvakrol ise membran akiskanligin1i ve
gecirgenligini arttirarak, fosfolipit ¢ift tabakanin konformasyonunu degistirerek,
zarin lipit fazinda birikir. P-cymene, hiicre zarinda biiyiik miktarlarda birikir ve iyon
kagaginin meydana gelebilecegi alanlar yaratarak membran fosfolipitlerinin
genislemesine neden olur. Terpinen-4-ol'un, hiicresel solunumunu inhibe ettigi ve
hiicre zarinin yapisina zarar verdigi gosterilmistir (Betancourt ve dig., 2014).
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Mercankdskiin aktif bilesenlerinin, antibakteriyal 6zelligi incelendiginde; gram-
pozitif bakterilerin, gram-negatif bakterilere gore bu bilesenlere daha duyarli
olduklar1  gorilmektedir. Gram-negatif bakterilerin dis zarinda bulunan
lipopolisakkaritler onlar1 aktif bilesenlere karsi dogal direngli hale getirmektedir
(Hajlaoui ve dig, 2016). Mercankoskiin icerigindeki esansiyal yaglar ve fenolik
bilesikler Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella poona, Escherichia coli, Clostridium
perfingeres, Listeria monocytogenes ve Yersinia enterocolitica karsi antimikrobiyal
etki gostermektedir (Bina ve Rahimi, 2017; Damato ve dig., 2018; Radaelli ve dig.,
2016; Quedrihiri ve dig., 2016; Marques ve dig, 2015; Pesavento ve dig., 2015).

Mercankdskte bulunan fenolik bilesiklerden timol, eugenol ve karvon antifungal
ozellik gostermektedir ve bir mantar cesidi tarafindan iiretilen ve immiinotoksik,
ndrotoksik, hepatotoksik ve karsinojenik 6zellikleri olan fumonisin adli mikotoksinin
inhibisyonunu saglarlar (Dambolena ve dig, 2011). Fenolik bilesikler, mikotoksin
sentezinin yolaklarini degistirerek aflatoksin iiretimini inhibe edebilir (Damato ve
dig., 2018). Terpin-4-ol, a-terpinol, a-pinen, p-cymene. y-terpinen, B-caryophyllen ve
sabinen mantar hiicresi gegirgenligini ve membran akiskanligini arttirir ve ortam
asitlenmesini engellemektedirler. Ayrica, terpenlerin, hiicre lipid ¢ift katmanlarin
olusturan yag asit zincirleri arasina girerek, lipit paketlemesini bozdugu bdylece zar
ozellikleri ve islevlerinde degisikliklere neden olarak hiicre gecirgenliginde

degisiklikler meydana getirdigi diistiniilmektedir (Hajloui ve dig., 2016).

Oral enfeksiyonlarda, Candida albicans lezyonlarda bol miktarda tiremektedir. Kotii
beslenme, genis spektrumlu antibiyotiklerin uzun siireli kullanimi, immiinsiipresan
ilaclar ve kotii protez gibi faktorler, bu dogal olarak oral florada bulunan
mikroorganizmlarin ~ potansiyel  patojenlere = doniismesini  destekleyebilir.
Mercankosk, Candida albicansin germinasyon ve hiphal olusumunu dogrudan
onleyen hem fenolik bilesiklere hem de karvakrol ve timol varligima bagli olarak
giiclii antiseptik ve antimikrobiyal aktiviteye sahiptir (Bhat ve dig., 2018).
Karvakroliin yapisinda bulunan hidroksil grubun antifungal etkilerden sorumlu
oldugu bulunmustur. Antifungal etkilerinin, nistatin ve amfoterisin B'ye benzer

oldugu bulunmustur (Monahar ve dig., 2001).

Viicudumuzda gerceklesen bircok metabolik islemler sonrasinda olusan siiperoksit

iyonu, hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen
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tiirlerinin (ROS) olusumunun, gesitli nedenlerle deoksiriboniikleikasit (DNA) hasari,
protein karbonilasyonu ve lipit peroksidasyonunu indiikledigi bildirilmistir. Kanser,
yaslanma, parkinson, alzheimer ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin

patogenezinde ROS'larin etkisi bulunmaktadir (Hajlaoui ve dig, 2016).

Dogal antioksidanlar, serbest radikallerin temizlenmesi ve hiicreleri kanser gibi farkli
hastaliklardan koruma yetenekleri bakimindan kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir.
Mercankoskiin sulu ve etanolik ekstratlar1 incelendiginde karsinojenez ve onkojenik
mutasyonlarin onlenmesinde rol oynadigi bildirilmistir (Abdel- Massih ve ark.,
2010). Ayrica mercankoskiin igerdigi birgok fenolik bilesik ve esansiyel yaglarin
antioksidan 6zelligi oldugu belirtilmektedir (Hajlaoui ve dig, 2016; Abdel-Massih ve
dig., 2010; Jin Jun ve dig., 2001).

Mercankoskiin  igerdigi  fenolik  bilesiklerin  lipoksijenaz, siklooksijenaz,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve monooksigenaz aktiviteleri iizerinde inhibitor
etkisi vardir. Ayn1 zamanda bu polifenollerin hiicrelerin dogal antioksidan etkinligi
olan glutatyonu da arttirdig1 ve bdylece hiicreleri oksidatif strese karsi korudugu
belirtilmektedir (Wahby ve dig., 2015). Mercankdskiin metanol 6zlinden izole edilen
bir bilesik olan T3b, giiglii antioksidan 6zellikler gostermistir ve antikanser

aktivitesine sahip olabilecegi belirtilmistir (Jin Jun ve dig., 2001)

Esansiyel yaglar, radikal zincir reaksiyonlarini stabilize etmek ve sona erdirmek igin
serbest radikallerle reaksiyona giren redaktorleri i¢erir. Bununla birlikte, hem kiigiik
hem de 6nemli bilesenlerin biyolojik aktivitesini hesaba katmak i¢in dikkate alinmasi
gerektiginden, antioksidan aktivitenin esansiyel yaglarin veya fenolik bilesiklerin bir

veya birkag aktif bilesigine atfedilmesi zordur (Hajlaoui ve dig, 2016).

Esansiyel yaglar antimikrobiyal ozellikleri sayesinde cilt ve mukoza
enfeksiyonlarinin  tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Aghamohammadi ve
Hosseinimehr, 2016). Kanser tedavisinde kullanilan radyoterapi ve kemoterapinin

yan etkisi olan oral mukozit de bu enfeksiyonlardan biridir (Makrane ve dig, 2018).

Cift- kor klinik bir ¢aligmada gilinde 3 kez 10 damla nane esansiyel yagi ile oral
mukoziti olan kanser hastalarina agiz ¢alkalamasi yaptirilmistir. Sonug olarak nane
esansiyel yagi kemoterapinin neden oldugu oral mukozitlerin profilaktik tedavisi i¢in
etkili, glivenli ve 1iyi tolere edilen iiriinlerden olarak belirtilmistir (Askhtorab vedig,

2010). Origanum vulgare ile oral mukozit etmeni olan Candidanin klinik izolatlar:



tizerinde yapilan bir ¢aligmaya gore Origanum vulgare'in i¢erdigi karvakrol esensiyel

yag antifungal 6zellik gostererek Candidayi inhibe etmistir (Bhat ve dig, 2018).
2.4 Giimiis Nanopartikiil

Nanoteknoloji, pargacik yapisinin yaklagik 1 ila 100 nm arasinda oldugu ve bu
yapilarin sentezi, islenmesi ve karakterizasyonu ile ilgilenen modern bir arastirma
alanidir (Ahmed ve dig., 2016). Daha kiiclik partikiil boyutu nedeniyle,
nanopartikiiller ana materyallerinden farkli oOzellikler gosterir ve Ozellikle
biyomedikal bilim alaninda ¢esitli uygulamalar i¢in tercih edilmektedir (Rajan ve

dig., 2015).

Nanoteknolojinin ilk evrelerinde toksik kimyasallar ve agir hasar veren reaksiyon
kosullar1 kullanilarak nanomalzemeler {iretilmistir. Bu nanoyapilar, toksikolojik etki
gostererek cevreye zararli salinim egilimi gostermislerdir. Bunun iistesinden gelmek
icin “yesil” bir yaklasimla sentezlenen temiz, toksik olmayan, biyo-uyumlu ve ¢evre
dostu malzemelere ihtiyag duyulmustur (Sankar ve dig., 2013). Yesil sentezde,
nanoteknoloji kapsaminda Ozellikle yesil bitki ekstraktlar1 ve mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Bu alanda 6rnek verilebilecek olan yesil bitki ekstreleri Aloe vera,
Azadirachta indica (thlamur), Camellia sinensis (¢ay), Jatropha curcas (hint fistig1),
Acalypha indica (hint 1sirgani)'dir (Kumar et al, 2013).

Dogal bitki kullanilarak glimiis, altin, platin, paladyum vb. nanoparcaciklar
sentezlemek icin Onemli girisimlerde bulunulmustur (Sankar ve dig., 2013).
Antibiyotiklere karsi gelisen mikrobiyal diren¢ nedeniyle metal nanopartikiillerin
sahip oldugu antimikrobiyal etki umut vaadetmektedir (Ahmed ve dig., 2016).
Nematollahi (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada nanomateryal {iretimi i¢in bitki
ve bitkisel iiriinlerin ucuz ve yenilenebilir kaynaklar oldugu ayrica son yillarda bitki
ekstrelerinin kullaniminin nanopartikiil tiretiminde fiziksel ve kimyasal metotlara

karsi alternatif oldugu bildirilmektedir.

Metalik giimiis, giimiis iyonlar1 ve AgNP'ler antimikrobiyal ozellige sahiptir.
Mekanizma net anlasilmamakla beraber giimiisiin antimikrobiyal 6zelligini agiklayan
birkag¢ teori bulunmaktadir. Bunlardan birine gore glimiis bakteri hiicre duvarina ve
zarina baglanarak, bakterinin yapisal proteinlerini etkisiz hale getirmekte ve zar
gecirgenligini azaltarak bakteri hiicresinin 6liimiine sebebiyet vermektedir (Duncan,
2011). Giimiis ve AgNP'ler uygulandiklari1 mikroorganizma hiicresi etrafinda
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iyonlarin emilimi, hiicre igerisinde birikimi, sitoplazma zarinin biiziismesi veya
sitoplazmanin hiicre duvari tarafindan kendine ¢ekilmesi seklinde de etki

gostermektedir (Beykaya ve Caglar, 2016).

AgNP'ler biitiin bitki veya ekstreleri kullanilarak iiretilebilmektedir, ancak
nanopartikiil olusumu i¢in gerekli olan indirgeyici ajan bitki ekstresinde daha yogun
olarak bulunmaktadir. Bitkilere dayanan nanopartikiil sentezi yonteminde, hazirlanan
sulu bitki ekstresine giimiis nitrat (AgNO3) eklenmesi yer almaktadir. Bu islem oda
sicakliginda gergeklestirilir ve tamamlanmasi birka¢ dakika ile birka¢ saat arasinda

degismektedir (Rajan ve dig., 2015). (Sekil 2.2) (Ahmed, 2016).

AgNP'lerin iiretiminde One siiriilen ana mekanizma, terpenoidler, flavonlar, ketonlar,
aldehitler, aminler ve karboksilik asitler gibi fitokimyasallarin aracilik ettigi
indirgenmeye dayanmaktadir. Flavonlar, organik asitler ve kinonlar, giimiis (Ag+)

iyonlarinin indirgenmesinde rol oynar (Prabhu ve Poulose, 2012).

Feng ve dig., (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada giimiis iyonlarinin gram-pozitif
S. aureus ve gram-negatif E. coli bakterileri {izerinde meydana getirdigi morfolojik
degisimler incelenmistir. Calismada iyon kaynagi olarak AgNO;z; kullanilmistir.
Gram-pozitif S. aureus’un tipik bir pozitif bakteri olarak sahip oldugu kalin hiicre
duvar1 nedeniyle giimiis iyonlarina daha iyi direng gosterebildigi goriilmiistiir. Yine
calismada kendisini sadece serbest haldeyken kopyalayabilen DNA’nin hiicre
igerisinde daha yogun forma doniistiigii bu durumun DNA’nin kendisini kopyalama

yetenegini kaybettigi seklinde yorumlanmaistir.

Bununla birlikte fiziko kimyasal 6zelliklerinin kaybolan AgNP'ler nanosize yapilari
da bozulacagi icin sitotoksik ve genotoksik etkiler yaratabilir. Ancak AgNP'lerin
olusumu sirasinda dogal organik maddelerin kullanilmasi AgNP stabilizasyonunu
arttiracagl igin Ag+ salinimini azaltip toksisiteyi azaltmaktadir (Jorge de Souza ve
dig, 2019).

Toksikolojik etkileri kanitlanmis olan AgNOs' 1n mercankoskiin igerdigi fenolik
bilesikler ile reaksiyona girmesi sonucunda olusun AgNP' lerin yutulmamasi
gerekmektedir. Yutulmasi dahilinde agiz ve bogaz yanmasi, mukoza tahrislerine
neden oldugu ilgili yonetmeliklerde belirtilmistir (T. C. Resmi Gazete, 11.07.1993,
21634).
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Sekil 2.2 Bitki ekstresi kullanilarak glimiis nanopartikiil sentezi yontemi

(Ahmed, 2016).
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3. YONTEM

3.1. Mercankosk Bitkisinin Temin Edilmesi

Deneylerde kullanilan mercankdsk bitkisi Izmir bdlgesinde sadece tibbi bitkiler

yetistiren NatiVital firmasindan temin edilmistir.

3.2. Mercankoskiin Su, Etanol ve Aseton Ekstrelerinin Hazirlanmasi

3.2.1. Soguk Ekstre Hazirlanmasi

Farkli 50 ml'lik 3 behere 2’ser gram kuru mercankosk ve 40’ar ml su, etanol ve
aseton ¢oziicililerinden bir tanesi ilave edildi. Karigimlarin agz1 aliiminyum folyo ile
kapatilarak 1 saat manyetik karistirict yardimiyla karistirildi. Ardindan filtre kagidi

ile siiziilerek ekstreler farkli kaplara konularak etiketlendi.

3.2.2. Reflux Yontemiyle Sicak Ekstre Hazirlanmasi

Reflux yontemiyle sicak su ekstresi hazirlanmistir. Bunun i¢in 1L’°lik balon igerisine
500 ml distile su ve 25 gram mercankosk ilave edildi. Daha sonra balon igerisine
manyetik balik eklenip sistem manyetik karistiricili balon 1sitictya konuldu. Balon
lizerine geri sogutucu konulup su giris c¢ikislar1 baglandiktan sonra karistirma ve
1sitma baglatildi. Su kaynamaya basladiktan itibaren 1 saat daha sistem calistirildi. 1
saatin sonunda balon igerisindeki karisim filtre yoluyla siiziilerek siiziilen kisim bir

kaba konularak etiketlendi.

3.2.3. Soxhlet Yontemiyle Sicak Ekstre Hazirlanmasi

Soxhlet ekstraktorii, en eski ekstraksiyon sistemlerindendir ve hala siklikla tercih
edilmektedir. Soxhlet ekstraktorii, bir solvent sisesi, orta ¢emberde bir sivi akis
borusu (sifon), sogutulmus bir kondansor (yogusturucu) ve 1sitma sisteminden
meydana gelmektedir. Bu yontemde, ince 6giitiilmiis numune, gozenekli bir torbaya
ya da kuvvetli bir filtre kagittan ya da Soxhlet aparatinin yiiksiik haznesinde bulunan

selillozdan yapilan “yiiksiik” i¢ine yerlestirilir. Solvent bunun altindaki solvent
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sigsesinin i¢ine konur. Solvent kaynama sicakliginin iizerinde 1sitilir ve kaynayan
solventten gelen buharlar yogunlagsmanin oldugu kondansatore hareket eder;
yogunlasir, drnege dogru damlar. Solvent Ornegi 1slatir ve daha sonra solvent
seviyesi sifonun tepesine ulasir ulasmaz, solvent tiim 6rnek bdlmesini bosaltarak,
solvent sisesine geri damlamaya baglar. Boylece sicak solvent birkag kere ornek

icerisinde sirkiile olur (Azwanida, 2015, Biiyiiktucel, 2012).

Soxhlet yontemiyle etanol ve aseton ekstreleri hazirlanmistir. Bunun igin Sekil
3.1’deki gibi Soxhlet sistemi kurulmustur. Sistemin balon kismina 500 ml ¢oziici
(aseton veya etanol) konulmus, Soxhlet kartusu kismina ise etanol sisteminde 17 g,
aseton sisteminde 20 g mercan kosk bitkisi konulmustur. Sistem, en az 3 saat olmak
lizere Soxhlet aparatinda renklenme bitene kadar ¢alistirilmistir. Islem sonunda elde
edilen aseton ve etanol ekstreleri, konsantre hal getirilmesi i¢in damitma yapilarak
fazla aseton ve etanol ugurulmus boylece ¢ozelti hacmi 50 ml’ye diigtirtilmiistiir.

Elde edilen ekstreler bir kaba konularak etiketlenmistir.

Sekil 3.1 Soxhlet yontemi diizenegi.

3.3. Mantar ve Bakterilerin Temini

Candida albicans, Escherichia-coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve
Pseudomonas aeruginosa pasajlart Istanbul Aydin Universitesi Mikrobiyoloji

Laboratuari'ndan temin edilmistir.
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3.4. Cahsma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

3.4.1 Candida albicans

Besi yeri i¢in 30 gram malt ekstresi, 3 gram soya peptin ve 15 gram agar 1 litre
distile su ile tamamlanmis ve ardindan 1 saat siireyle otoklavda sterilize edilmistir.
50°C' ye kadar sogutulan besi yerine Candida albicans ilave edilip 3 dakika boyunca
karistirilmistir. Ardindan petri kaplarina dokiilerek kurumalar i¢in yatay konumda
bekletilmistir. Kuruyan petri kaplarina mercankdsk ekstreleri eklenmistir ve 18 saat

siireyle tireme i¢in etiive yerlestirilmistir.

3.4.2 Escherichia-coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve
Bacillus subtilis

Besi yeri i¢in 500 ml' lik distile suya 6,5 gram Nutrient Broth ve 5 gram Agar
konularak hazirlanan sivi besiyerleri 1 saat siireyle otoklav ile sterilize edilmistir.
Sogutulan besi yerlerine onceden flretilen bakteriler ekilmistir ve petri kaplarina

dokiilerek kurumalari i¢in yatay konumda bekletilmistir.

3.5. Disk Inhibisyon Yéntemi

Disk diflizyonu, farkli mikroorganizmalarin farkli farmasdtik tirtinlere duyarliligim

saptamak i¢in kullanilan bir yontemdir (Ce Busatta, 2008).

Petri kaplarina bakteri ve maya ekimiyle beraber besi yeri uygun sicakliga geldiginde
su, etanol ve aseton ekstrelerinden 2 ml pipet yardimi ile alinarak kaplara damlatma
yontemiyle ekilmistir. Ayni islem soguk ve sicak su ekstreleri ile %5 ve %1'lik
tannik asitli ve %2,5'luk kafeinli; sicak ve soguk etanol ve aseton ekstreleri ile
%2,5'luk kafeinli c¢ozeltiler hazirlanarak tekrar edilmistir. Zon degerlendirmesi
yapilirken, yansiyan 1518 altinda, koyu renk zeminin iizerinde, plagin tersinden

degerlendirme yapilmistir.

3.6. Giimiis Nanopartikiillerin Yesil Sentezi ve Parcacik Boyutu Analizi

Reflux yontemiyle hazirlanan mercankosk sicak su ekstreleri ile 3 farkli numune
hazirlanmis. Numune igerikleri Tablo 1'de belirtildigi sekildedir. Numunelerin

analizi Y1ldiz Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari'nda yaptirilmistir.
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3.7. Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitesinin Analizi

Antimikrobiyal analiz i¢in hazirlanan ekstre 6rnekleri Cizelge 3.1' deki gibidir.

Cizelge 3.1 Glimiis nanopartikiil parcacik boyutu analizi ve antimikrobiyal analiz

i¢in hazirlanan numune 6rnekleri

Numune Adi Icerik
Mercankosk 1 500 ml mercankosk sicak su ekstresi
0,39 gram AgNO3

25 gram trisodyum sitrat

0,5 gram askorbik asit

Mercankosk 2 500 ml mercankosk sicak su ekstresi
0,39 gram AgNO3

Mercankosk 3 500 ml mercankosk sicak su ekstresi
0,20 gram AgNO3

Mercankosk 4 500 ml distile su
0,39 gram AgNO3

25 gram trisodyum sitrat

0,5 gram askorbik asit

Daha 6nce belirtilen yontemler ile hazirlanan bakteri besiyerlerine S. aureus, E. coli.,
B. subtilis ve ve P. aeruginosa, kiif besiyerine ise Candida albicans eklenmistir.
Petri kaplar1 {ice boliinerek her bolmeye, ekstrelerden 10 mikrolitre damlatilmistir.
Ardindan bakteri iceren petri kaplar1 18 saat siireyle 37 derece sicaklikta ve kiif (C.

albicans) igeren petriler ise 18 saat siire ile 30 derece sicaklikta bekletilmistir.

3.8. istatiksel Analiz

Deneyler ti¢ tekrarli olarak yapilmistir. Tek yonlii varyans analizi (one-way analysis
of variance ‘ANOVA") istatistiksel analiz program1 olan Minitab 16 (Minitab, LLC.,
PA, USA) kullanilarak yapilmustir. Istatiksel fark analizleri, post-hoc Turkey ¢oklu
karsilagtirma teknigi (post hoc analysis using Tukey’s multiple range test)
kullanilarak elde edilmistir. Istatiksel anlamlilik p-value < 0.05 kriteri baz alinarak

tanimlanmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak rapor edilmistir.
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4. SONUC

4.1. Mercankoskiin sicak ve soguk su, etanol ve aseton ekstrelerinin

antimikrobiyal etkisinin degerlendirilmesi

Mercankogkiin antimikrobiyal aktivitesi disk inhibisyon yontemi kullanilarak, 4
bakteri (E.coli, S. aureus, B. subtilis ve ve P. aeruginosa) ve 1 mantar (Candida

albicans ) iceren 5 mikroorganizmaya kars1 test edilmistir.

Reflux ve soxhlet yontemiyle elde edilen sicak su, aseton ve etanol ekstreleri ile
soguk su, aseton ve etanol ekstreleri damlatma yontemi ile 5 mikroorganizmanin
tiretildigi petri kaplarmma ayr1 ayri pipetlenmistir. Etiivde 36 saat bekletmenin
ardindan petri kaplar1 incelendiginde inhibisyon zon caplarinin olusmadig

gozlenmistir.

2. asamada mercankdskiin sicak ve soguk su ekstrelerinden %5 ve %] tannik asit
iceren ve %2,5 kafein iceren 25 ml'lik ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan ekstreden
2 ml petri kaplarmma damlatilmigtir ve etiivde bekletilmistir. 36 saat sonunda
incelenen petri kaplarinda diizenli sinirlart olan inhibisyon zonlarinin olusmadig:

gozlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Mercankosk ekstresinin E.coli ve S. aureus iizerine etkisi. (A) %2,5 kafeinli mercankosk
sicak aseton ekstresinin E. coli'ye etkisi. (B) %5 tannik asitli mercankésk sicak su ekstresinin S.

aureus'a etkisi.
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4.2. Mercankoskten giimiis nanopartikiil olusumu ve parcacik boyutunun

degerlendirilmesi

Bu c¢alismada mercankoskiin  kuru yapraklarinin  su  ekstresinden  glimiis

nanopartikiiller sentezlenmistir.

Mercankésk 1 (MK1) o6rneginde 500 ml sulu mercankdsk ekstresi, 0,39 gram
AgNQO3, 25 gram trisodyum sitrat ve 0,5 gram askorbik asit bulunmaktadir.
Mercankosk 2 (MK2) ve 3 (MK3) numarali 6rneklerde ise sulu ekstreye sirasiyla
0,39 ve 0,20 gram AgNOs; eklenmistir. Mercankosk 4 (MK4) 6rneginde ise ¢oziicli
olarak MK1'den farkli olarak distile su kullanilmistir. Mercankosk 1 ve 4 numarali
orneklerde AgNO3'1 indirgeyici olarak askorbik asit kullanilmistir. Sulu ekstre igeren
her 3 ¢ozeltide de giimiis nanopartikiil olusmustur. MK2 ve MK3 G6rneklerinde
trisodyum sitrat ve askorbik asit olmadan da mercankdskiin sicak su ekstresi
AgNO3'1 Ag’ elemental giimiise ve nanogiimiise indirgemistir. Olusumlar renklerinin
koyu kahverengiye donmesi ve dipte olusan pargacik cokeltileri ile gozlenmistir

(Sekil 4.2).

Ortalama partikiil boyutu degerlendirilirken Tablo 4.1 deki d (0,1) (um) (partikiillerin
% 10' nun boyutu) incelendiginde MK4 0,825 pm, MK2 1,386 um, MK3 1,809 um,
MKI1 2,92 um; d (0,5) (um) ( partikiillerin %50'sinin boyutu) incelendiginde MK4
2,652 pm, MK2 4,976 pm, MK3 7,486 pum, MK1 75487um; d (0,9) (um)
(partikiillerin %90'n1inin boyutu) incelendiginde MK4 6,453 pm, MK2 18,481 pm,
MK3 41,215 pm, MK1 161,612 pum olarak bulunmustur. Ornekler incelendiginde en
yiiksek partikiil boyutu trisodyum sitrat ve askorbik asidin indirgeyici olarak
kullanildigt MK1 o6rneginde; en kiiclik partikiill boyutu ise MK4 oOrneginde

gozlenmistir.

Olusan glimiis nanopartikiillerin ¢6zelti igerisinde ne kadar esit dagildigin1 gosteren
esit dagilim degerlerine bakildiginda ise, MK3 o6rnegi 1,7 ile en yiiksek degere
sahipken digerleri sirayla MK2 0,989, MKI1 0,741 ve MK4 o6rnegi 0,666
degerlerindedir. Pargacik biiyiikliigli dagilimi grafikleri incelendiginde de MK3
orneginin yani mercankosk ekstresi ve 0.2 gram AgNO; igeren Ornegin grafik

egrisinin dirseksiz ve pargaciklarin benzer boyut araliginda dagildig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.2 Gilimiis nanopartikiil sentezinde ¢ozeltilerde elde edilen renk degisimi ve

Cizelge 4.1 Glimiis nanopartikiil parcacik boyutu analizi sonuglari

cokelti olusumu.

Ornek d d (0.5 d (0.9) Esit Spesifik Spesifik Hacim
0.1) (pm) (pm) Dagilim Yiizey Agirhkh Agirhikh
(nm) Degeri Alan Ortalama Ortalama
(Uniformit)  (m2/g) (nm) (nm)
MK1 2,92 75,487 161,612 0,741 0,769 7,798 74,825
MK?2 1,386 4,976 18,481 0,989 1,9 3,16 7,566
MK3 1,809 7,486 41,215 1,7 1,41 4,249 16,394
MK4 0,825 2,652 6,453 0,666 3,81 1,573 3,189

Orneklerin ¢ozelti icinde yayilimlarinin genisligini belirleyen spesifik yiizey alanlari

karsilastirildiginda biiyiikten kiigiige degerler sirasiyla; MK4 3,81 m?/ g; MK2 1,9
mz/g; MK3 1,41 m2/g; MK1 0,769 mz/g' dir. Yiizey alan1 kontrol numunesinden

sonra mercankosk ekstresi ve 0,39 gram AgNOj3 igeren MK2'de yiiksek bulunmustur.

Yiizey agirhigi ortalamasi degerlerinde en diisiik deger MK4 Ornegine aittir, onu

sirastyla MK2, MK3 ve MK1 ornekleri takip etmektedir. Hacim agirlikli ortalama
degerlerinde ornekler arasindaki siralama ise MK4, MK2, MK3 ve MKI1 o6rnegi
seklindedir.

Ornekler karsilastirldiginda MK 1 6rneginde ¢oziicii olarak mercankdsk sulu ekstresi

kullanilirken, MK4 6rneginde distile su kullanilmistir. Bu fark g6z 6niine alindiginda
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mercankdsk sulu ekstresinin pargacik boyutunu, ylizey agirligt ve hacim agirlikli

ortalama degerlerini arttirdig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.2 Glimiis nanopartikiil boyutunun yiizdesel dagilimi

Partikiil Boyut

(nm)
% Mercankosk 1 Mercankosk 2 Mercankosk 3 Mercankosk 4
Dagilim
0-10 X <2,884 x < 1,259 X< 1,66 x<0,724
10.-20 2,884 <x <5754 1,259 <x <2,188 1,66 <x < 2,884 0,724 <x < 1,096
20-30 5,754 <x < 15,136 2,188 <x < 2,884 2,884 <x < 3,802 1,096 <x < 1,445
30-40 15,136 <x <30,2 2,884 <x < 3,802 3,802 <x<5,012 1,445 <x < 1,905
40-50 30,2 <x < 69,183 3,802 <x < 4,365 5,012 <x < 6,607 1,905 <x <2,512
50-60 69,183 <x < 91,201 4,365<x < 5,754 6,607 <x < 10 2,512<x<3311
60-70 91201 <x< 104,713 5,754 <x<7,586 10<x< 15,136 3,311 <x<3,802
70-80 104,713 <x < 120,226 7,586 <x < 11,482 15,136 < x < 22,909 3,802 <x<5,012
80-90 120,226 <x < 158,489 11,482 <x< 17,378 22,909 <x < 39,811 5012 <x<5,754

MK1 ve MK2 o6rneklerinde eklenen AgNO3; miktar1 ayni iken MK1'de indirgeyici
olarak trisodyum sitrat ve askorbik asit kullanilmisken; MK2' de hi¢ bir indirgeyici
kullanilmamis ve AgNOs AgNP'lere indirgenmistir. Analiz sonuglart incelendiginde
ise MK2' nin esit dagilim degerinin ve spesifik yilizey alan1 degerinin MK1' den

istenilene uygun olarak daha biiyiik oldugu goriilmiistiir.

MK2 ve MK3 ornekleri mercankdsk sulu ekstresi ve AgNOs3 igermektedir ancak
AQNQO;3 miktarlar1 birbirinden farklidir. MK3' de AgNO3; miktar1 daha az, parcacik
boyutu daha biiyiik ve esit dagilim degerinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

4.3. Nanopartikiil ekstrelerin etKisinin

olusturulan antimikrobiyal

degerlendirilmesi

Mercankdsk sulu ekstresinin antimikrobiyal aktivitesi disk inhibisyon yontemi
kullanilarak, 4 bakteri (E.coli, S. aureus, B. subtilis ve P. aeruginosa) ve 1 mantar

(Candida albicans ) iceren 4 mikroorganizmaya karsi test edilmistir.

B. subtilis ve C. albicans mikroorganizmalarinda mercankosk ekstresinin herhangi

bir etkisi goriilmemistir. E.coli bakterisine karst MK1 numunesinin etkisi

bulunmazken MK2, MK3 ve MK4 numuneleri E. coli bakterisini inhibe etmistir.

Sirasiyla ortalama zon ¢aplari 11,02; 10,92 ve 9,01 mm'dir. MK2 ve MK3
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numunelerinin E. coli tizerindeki etkisi arasinda fark bulunmazken, MK2 ve MKA4;
MK3 ve MK4 numunelerinin etkisi arasindaki fark istatiksel olarak anlaml

bulunmustur (p < 0,05).

P. aeruginas bakterisine ise 4 numune Ornegi ectki gostererek inhibe etmistir.
Sirastyla ortalama zon caplart 8,82; 17,98; 13,44 ve 11,02 mm'dir. Her numune
orneginin P. aeruginasa karsi olusturdugu zon caplari arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). En fazla inhibisyonu mercankosk ve 0.39 gram
AgNO; iceren MK2 numunesi olustururken, en diisiik etki MKI1 06rneginde

olusmustur.

S. aureus bakterisine de 4 numune Ornegi etki ederek bakteri olusumunu inhibe
etmistir. Sirasiyla ortalama zon caplar 7,12; 23,71; 19,43 ve 19,49 mm'dir. MK3 ve
MK4 numunelerinin olusturdugu zon ¢aplar1 arasindaki fark anlamli bulunmamstir

(p>0,05). En fazla inhibisyonu MK2 olustutuken en diisiik inhibisyon zonu MK1' de

gorilmiistiir.
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Sekil 4.3 Partikiil biiyiikliigii dagilimi grafikleri. A Mercankosk 1, B Mercankdsk 2,
C Mercankdsk 3, D Mercankosk 4.
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Cizelge 4.3 Giimiis nanopartikiil iceren mercankdsk ekstrelerinin antimikrobiyal

etkisi
Numune Adi Inhibisyon Zonu (mm)
Mikroorganizma BS EC PA SA CA
Adlar
MK1 - 0,00 =+ 0,00 8,82 + 0,579 7,12 + 0,662
MK2 - 11,02 + 0,88 17,98 +0,75% 23,71 +0,57%
MK3 - 10,92 +0,33% 13,44 + 0,57 19,43 + 0,724
MK4 - 9,01 + 0,60 11,02 + 0,73 19,49 +1,16"*

- Etki Goriilmedi, BS: Bacillus subtilis, EC: Escherichia coli, PA: Pseudomonas

aeruginosa, SA: Staphylococcus aureus, CA: Candida albicans.

2% Farkli harfler aym siitundaki anlamli farklari ifade etmektedir.

A-C Farkli harfler ayni satirdaki anlamli farklar1 ifade etmektedir.

MKZ1 numunesi (500 ml mercankosk, 0,39 gram AgNOs, 25 gram trisodyum sitrat,
0,5 gram askorbik asit) E.coli bakterisini inhibe edemezken, P. aeruginas ve S.
aureus bakterilerini inhibe etmistir. P. aeruginas i¢in ortalama zor ¢ap1 8,82 mm iken
S. aureus icin 7,12 mm'dir. MK1'in iki bakteri {izerinde olusturdugu ihhibisyon
zonlara arasindaki fark istatiksel olarak anlamhidir ve P. aeruginas: daha fazla inhibe

etmistir.

MK2 (500 ml mercankdsk, 0,39 gram AgNO;3) ve MK3 (500 ml mercankosk, 0,2
gram AgNOs3) numuneleri en yiiksek etkiyi S. aureusa (23,71 mm ve 19,43) kars1
gostermis olup ardindan P. aeruginas (17,98 mm ve 13,44 mm) ve E.coli (11,02 mm
ve 10,92 mm) bakterilerine etki etmislerdir. MK2 ve MK3'iin 3 farkli bakteri

tizerindeki inhibisyon etkileri arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir (p < 0,05).

20



Sekil 4.4 MK3'lin S.aureus (A), E.coli (B) ve P. aeruginas'a (C) etkisi

MK4 ( 500 ml distile su, 0,39 gram AgNO3, 25 gram trisodyum sitrat, 0,5 gram
askorbik asit) numunesinin bakteriler tizerindeki inhibisyon etkisine gore biiyiikten
kiiglige dogru siralanmasi su sekildedir: S. aureus (19,49 mm), P. aeruginas (11,02
mm) ve E. coli (9,01 mm). MK4 numunesinin S. aureus ve P. aeruginas
bakterilerine etkisi arasindaki ve S. aeureus ve E.coli bakterilerine etkisi arasindaki
fark istatiksel olarak anlamli belirlenirken P. aeruginas ve E.coli bakterilerine etkisi

arasindaki fark anlamli bulunmamaistir ( p > 0,05).
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5. TARTISMA

MercankOsk bitkisi c¢esitli esansiyel yaglar ve fenolik bilesikler icermektedir.
Mercankosk fenolik bilesenlerine kantitatif analiz ile bakildiginda, sinamik asidin
(63,02 pg/ ml), ekstraktta mevcut ana biyoaktif bilesik oldugunu, ardindan sirasi ile
askorbik asitin (9,11 pg/ ml), katekoliin (1,76 pg/ ml) ve gallik asitin (0,89 pg / ml)
geldigi gosterilmistir (Dhull ve dig, 2016). Son yillarda yapilan bir ¢aligmada ise
mercankdskiin fenolik ve flavonoid bilesenleri test edildiginde ana bilesenler
Klorojenik asit, galik asit, p-kumarik asit, hesperidin, ferulik asit, kafeik asit ve
karnosik asit olarak belirtilmistir (Méabed ve dig, 2018). Esansiyel yaglardan olan
terpinen-4-ol ve cis- sabinen mercankoskte ana bilesen olarak bulunmaktadir (Bina
ve Rahimi, 2017; Marquez ve dig, 2015). Aym1 zamanda timol ve karvakroliin de
mercankogskiin bilesiginde yiiksek oranda bulundugu belirtilmistir (Sellamia ve dig.,
2009).

Mercankoskiin icerdigi karvakrol ve timol bilesenlerinin antimikrobiyal 6zellikleri
ile cok calisilmistir ve pozitif sonuclar ¢ogunluktadir. Fenolik bilesenlerin serbest
hidroksil grubu ve bu molekiillerin hidrofilik karakteri bakterilerin/ mantarlarin dis
zar gegirgenligini arttirarak ve iyonlar ile diger bilesenlerin sitoplazmadan disar
sizarak hiicre biitlinliiglinlin yok olmasma neden olmaktadir (Betancourt ve dig,
2014). Cox ve dig. (2000), mercankdsk esansiyel yaglarinin ¢ogunlugunu olusturan
terpinenin oksidatif solunum sistemini engelledigini ve sitoplazmik membran

hasaria bagli 6liimciil bir etki gosterdigini dogrulamaktadir.

Mercankosk yagindaki karvakrol ve timoliin C.albicansa etkisini inceleyen bir
calismada en yiiksek inhibisyonun 0,25 mg/ml' de oldugu ve doza bagli olarak
inhibisyon miktarinda artis oldugu belirtilmistir (Manohar ve dig., 2001).
MercankoOskiin antimikrobiyal 6zelligini test eden bir ¢alismada ise mercankdskiin
sulu etanol ekstresinin S. aureus iizerinde inhibisyon etkisinin oldugu, C. albicansin
ise bu ekstreye direngli oldugu bildirilmektedir (Kozlawska ve dig, 2010). Bir bagka

calismada, mercankdskiin farkli suslardaki bakteri ve mantarlara karsi duyarliligi
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disk difiizyon yontemi ile incelenmis ve ¢ikan sonuglara gore S. aureus, E.coli ve C.
albicansin mercankdsk esansiyel yaglarma karst duyarliligmin yiiksek oldugu

bulunmustur (Hajlaoui ve dig, 2016).

S. aureusa karst keklik otu (yabani mercankdsk) ve mercankdsk esansiyel yaglarini
karsilastiran bir ¢aligmaya gore keklik otu esansiyel yaglart mercankoske gore daha
genis inhibisyon ¢ap1 olusturmustur. Bu nedenle bakteri inhibisyonunu arttirmak igin
kullanilan mercankdsk miktarinin arttirilmasi gerekmektedir (Marquez ve dig, 2015).
Oliveira ve dig. (2009) mercankosk ve keklik otu esansiyal yaglarinin S. aureus'un
klinik izolatlarina karsi antimikrobiyal aktivite gdsterdigini belirtmislerdir. Busatta
ve dig. (2008) ve Freire ve dig. (2011), mercankdsk esansiyal yaginin antimikrobiyal

aktivitesini analiz etmis ve S. aureus'u inhibe ettigini gozlemlemistir.

Keklik otu, mercankdsk ve yabani kekigin esansiyel yaglarinin sinerjik etkisini
aragtiran bir c¢alismada, S. aureus ve E. coli'ye karsi olusturulan karigimlarin
antibakteriyel Ozelliginin esansiyel yaglarin tek tek kullanimindan daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Kekik, mercankosk ve yabani kekik esansiyel yaglarinin
sirastyla %28, %30 ve %42' sinden olusan optimal karisiminin, B. subtilis ve S.
aureus'a kars1 en yiiksek antibakteriyel etkiyi gosterdigi; E. coli'ye karst optimum
etkisinin i1se %75 kekik ve %25 mercankosk esansiyel yaglari igeren bir karigim ile
saglanabilmistir. Bu bulgular, bu tiir dogal koruyucu maddelerin gidalara veya
kozmetiklere basaril1 bir sekilde uygulanmasina katkida bulunabilir (Qudrhiri ve dig,

2016).

Bu bilgilerle celisir sekilde farkli aromatik bitkilerin antioksidan ve antibakteriyel
Ozelligini karsilastiran bir ¢alismada mercankosk bitkisinin S. aureus ve E. coli'ye
kars1 higbir etki gostermedigi belirtilmistir (Chan ve dig, 2012). Bir in vitro
calismada mercankoskiin %5, %10, %30 ve %40'lik ¢ozeltilerinde S. aureusa karsi
etkili bir inhibisyon zonunun olusmadigi bildirilmistir. (Freire ve dig, 2011). Bu
literatiirlerle benzer sekilde calismamizda da mercankoskiin etanol, aseton ve su
ekstreleri ve tannik asit-kafein ile desteklenmis ekstreler ile de yapilan
antimikrobiyal analizler sonucunda inhibisyon zonunun olusmadig1 goézlenmistir.
Mercankoskiin bir alkol grubu ¢oziicii ile 6ziitlenmesi, fenolik asit (kafeik asit,
klorojenik asit, rosmarinik asit), apigenin, luteolin, kersetin ve esansiyal yag
grubunun daha rahat agiga ¢ikmasini saglamaktadir (Sellami ve dig., 2009). Ancak

esansiyel yaglarin sulu, etanollii ve asetonlu cozeltilerdeki diisiik c¢oziiniirliikleri,
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stabilizasyonlarinin diisiik olmasi1 ve ucucu hale gelmelerinden dolay1 ekstre olarak

kullanmamiz nedeniyle antimikrobiyal 6zellik bulunamamis olabilir.

Aragtirmanin ikinci agsamasinda mercankdskiin antimikrobiyal aktivitesini arttirmak

amaciyla, mercankdsk sulu ekstresinden glimiis nanopartikiiller elde edilmistir.

Bitki ekstreleri, nanopartikiillerin sentezinde hem indirgeyici ajanlar hem de
dengeleyici ajanlar olarak islev gorebilir. Bitki ekstrelerinin  kaynaginin
nanopartikiillerin ~ 6zelliklerini etkiledigi bilinmektedir. Bunun nedeni; farklh
ekstrelerin,  farkli  konsantrasyonlar = ve  organik indirgeyici  ajanlarin
kombinasyonlarin1 igermesidir (Mittal ve dig, 2013). Nanopartikiiller genellikle
biytiklikleri, sekilleri, yiizey alanlart ve dagilimlari ile karakterize edilir. Bu

ozelliklerin homojenligi bir¢ok uygulamada énemlidir (Jiang ve dig., 2009).

Mercankosk gibi Ballibabagiller ailesinden olan ve igerikleri birbirine benzeyen
keklik otunun (Origanum vulgare) sulu ekstresinden AgNP elde edilen bir ¢alismada
AgNP' lerin boyutu 203 nm olarak olcililmiistiir (Balaz ve dig, 2017). Sankar ve dig.
(2013) origanum vulgareden nanopartikiil elde ettigi bir ¢alismada AgNP'lerin
boyutu 63- 85 nm olarak belirtilmigtir. Mercankdsk ile ayni aileye ait olan feslegen
tirlerini de ¢ozelti olarak kullanarak AgNP elde edildiginde sirasiyla partikiil
boyutlart 42 nm ve 15- 25 nm olarak gézlenmistir (Subba Rao ve dig, 2013; Patil ve
dig, 2012).

Bu calismada elde edilen AgNP'lerin boyutu kullanilan AgNO; miktarma ve
kullanilan indirgeyicilere gore degiskenlik gostermistir. Indirgeyici olarak trisodyum
sitrat ve askorbik asit kullanilmayan ve AgNO3 miktar1 fazla olan MK2 6rneginde
olusan AgNP'nin boyutu 4,97 nm iken ayn1 kosullarda olup AgNO3 miktar1 az olan
MK3 6rneginde 7,48 nm olarak dlgiilmiistiir. indirgeyici kullanilan MK 1 6rneginde
75,48 nm ve MK4 6rneginde 2.65 nm boyutundadir.

Glimiis iyonu c¢ogu mikroorganizma i¢in oldukca toksiktir. AgNP'lerin
antimikrobiyal etkisi, hiicrenin i¢inde veya disinda oksidasyon yoluyla glimiis
iyonlarinin yavasca salinmasindan kaynaklanir. AgNP'lerin, mikroorganizmalarin
hiicrelerin zarlarmin gegirgenligini etkiledigi bilinmektedir (Li ve dig., 2010). Ayn1
zamanda nanopartikiillerin hiicre proteinlerini inaktive ettigi ve DNA replikasyonuna
miidahale ettigi belirtilmistir (Chaloupka ve dig., 2010). Nanopartikiiller bakteriyel

fosfotirozin profilini modiile eder ve bu da sinyal iletimini etkiler ve
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mikroorganizmalarin biiylimesini inhibe eder. Bakterilerin antibiyotiklere kars1
diren¢ kazanmasindan bagimsiz olarak antibakteriyel etki doza bagimlidir. AgNP'ler
E. coli ile muamele edildiginde bakteriyel zarda birikir ve bu da hiicrenin
gecirgenligine ve Olimiinde artisa neden olur. Ayrica Aspergillus, Candida ve
Saccharomyces gibi cinsler de dahil olmak {izere genis bir yaygin mantar

spektrumuna kars1 etkili bir fungisittirler (Ahmed ve dig, 2016).

Bu calismada mercankosk ekstreleri ile hazirlanan Orneklerden elde edilen
AgNP'lerin antimikrobiyal analizleri yapildiginda bakterilerden E. coli, P. aeruginas
ve S. aureusa karsi inhibisyon zonlart olugmustur ve olusan inhibisyon zonlari
arasinda orneklerin igeriklerine gore farkliliklar gozlenmistir (p < 0,05). B. subtilis

ve C. albicansa karsi ise elde edilen numuneler etki géstermemistir.

Sonuglar incelendiginde inhibisyon zon ¢aplarinin MK2 numunesinin uygulanmasi
ile en genis ¢apa ulastigi gorilmiistir. MK2 ve MK3 numulerinde indirgeyiciler
bulunmayip, sadece mercankosk ekstresi ile elde edilen AgNP'ler E.coli, P.aeruginas
ve S. aureusu diger numunelerden elde edilen AgNP'lere gére daha anlamli oranlarda
inhibe etmislerdir (p<0,05). E.coli hari¢ diger bakterilerde olusan inhibisyon ¢aplari
arasindaki fark MK2 ve MK3 i¢in anlamli bulunmustur (p< 0,05). Sonugclar
incelendiginde indirgeyici olmadan elde edilen AgNP'lerin olusumu sirasinda
kullanilan AgNOj3 miktarinin artmasi ile baglantili olarak antibakteriyel 6zelliginin

arttig1 goriilmiistiir.

Keklik otu ekstresi aracili glimiis nanopartikiillerin 9 farkli insan patojenine karsi
genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. E. coli, A.
hydrophila, S. paratyphi, S. disenteriae ve S. sonnei'ye karsi 10 mm'den fazla
inhibisyon zonu kaydedilmistir. Bu gelisen antibakteriyel aktivitenin, standart ilag
kloramfenikol ile karsilastirilabilir oldugu bulunmustur (Sankar ve dig, 2013).
Mevcut ¢alismada ise E.coli'ye karsi kaydedilen inhibisyon zonu MK2 i¢in ortalama
11,02 mm, MK3 igin ortalama 10,92 mm ve MK4 i¢in 9,01 mm'dir. MK2 ve MK3

icin bu antibakteriyel aktivite de kloramfenikol ile karsilastirilabilir.

Patil ve ark. (2012), Ocimum tenuiflorum'un (kutsal feslegen) yapraklarindan elde
edilen oziitii kullanilarak sentezlenen giimiis nanoparcaciklarin, 19 mm inhibisyon
zonuyla, B. substilus susuna karsi etkili bir antibakteriyel etki gosterdigini

bildirmistir.
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Thymus vulgaris (kekik) ve Urtica dioica (1sirgan)' nin methanollii ve sulu
ekstrelerinden hazirlanan glimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesini, tekli
veya kombinasyon halinde, E. coli ve S. aureus izolatlarina karsi inceleyen bir
caligmanin  sonuglarina gdére tiim bakteri izolatlarina karst AgNP'lerin
konsantrasyonu arttik¢a antibakteriyel etkisinin de arttigi saptanmistir (Jadou ve Al-
Shahwany, 2018). Yaptigimiz ¢alismada E. coli ve S. aureusa karsi mercankosk
ekstresinden elde edilen AgNP'lerin antibakteryel 6zelligi inceledigimizde Jadou ve
Al- Shahwany (2018)" nin ¢alismasindaki gibi AgNP konsantrasyonu arttikga
antibakteriyel etki de artmigtir. MK2 500 ml' de 0,39 gram AgNOs igerip E.coli i¢in
11,02 mm; S. aureus i¢in 23.71 mm inhibisyon zonu olusturmustur. MK3 ise 500 ml'
de 0.20 gram AgNOs igerip E.coli i¢in 10.92 mm; S.aureus i¢in 19.43 mm inhibisyon

zonu olusturmustur.

Lamiaceae tiirleri arasinda ve i¢inde ozellikle kekik ve mercankdgk tiirleri arasinda
belirgin morfolojik, genetik ve kimyasal farkliliklar vardir (Lukas ve dig, 2013).
Ornegin, Tiirkiye'de iki adet Origanum majorana kemotipi tespit edilmistir ve bunlar
cografi olarak ayrildiginda; tatli mercankdsk olarak bilinen tiir, Tiirkiye'nin Ege
bolgesinde yetistirilir ve zayif yag verimi (%0,5-2,5) ile karakterize edilir. Ana
bilesenleri cis-sabinen hidrat, terpinen-4-ol, linalooldiir ve diisiik oranda karvakrol
igerir. Ancak, beyaz mercankdsk olarak bilinen tiir, Akdeniz bdlgesinin gilineybati
kesiminde yetistirilir ve zengin yag verimi (%5-8) ve yiiksek karvakrol igerigi
(%78'den fazla) ile karakterize edilir. Bununla birlikte, ilgili arastirmalar sadece ¢ok
az sayida (1-4 ornek) bitki 6rnegi kullanilarak gerceklestirilmistir (Cinbilgel ve Kurt,
2019). Bu nedenle bu calismada kullanilan mercankosk ile literatiirde antibakteriyel
etkisi kanitlanan ¢aligmalarda kullanilan mercankdsk arasinda cografik ortamlardan

kaynakli farkliliklar bulunmaktadir.

Bitki oziitlerinin elde edilmesi siiresince kullanilan ¢ok farkli ekstraksiyon
yontemleri bulunmaktadir. Bu yoOntemler igerisinde se¢ilen soxholet ve reflux
yontemlerinde ¢oziicii, sicaklik ve siireden kaynaklanan farkliliklar bitki ekstrelerinin
iceriginin degismesine ve biyoaktif bilesenlerin tam ¢oziinememesine ya da

kaybolmasina neden olabilmektedir (Giacometti ve dig, 2018).

Son yillarda genel olarak nanopartikiillerin 6zellikle de glimiis nanopartikiillerin
sentezi i¢in birgok bitki arastirllmig, ancak nanopartikiil sentezi i¢in aromatik

bitkilerle yapilan c¢alismalar hala baslangic asamasindadir ve yeterince
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kullanilmamaktadir. Bitki ekstresi kullanilarak elde edilen nanopartikiiller boyut,
sekil ve stabilite agisindan kullanima ¢ok daha uygundur. Ayrica kullanimi ucuz ve
cevreye zararh degillerdir. Bu ¢alismada mercankdsk ekstresinden elde edilen AgNP'
ler, indirgeyici olmadan daha kii¢iik boyutta ve stabilitesi daha yiiksek olarak
bulunmustur. Mercankdsk sulu ektresinin igerdigi esansiyel yaglarin ve fenolik
bilesenlerin AgNP olusumu i¢in yeterli oldugu goriilmistir. Bu c¢alisma
mercankOskiin  antimikrobiyal 06zelliginin AgNP olusumu ile farkli boyutta
giiclendirilmis ve E.coli, S. aureus ve P. aeruginasa karsi antibakteriyel ozelligi

saptanmistir.

Calismamizda mercankdsk Dbitkisinin  herhangi  bir antimikrobiyal &zelligi
saptanmamigtir, bununla birlikte bu bitkiden elde edilen giimiis nanopartikiiller
E.coli, S. aureus ve P. aeruginasa karsi antibakteriyel etki gostermistir. AgNP'lerin
ucuz, etkili ve c¢evre koruyucu kullanim alanlar1 yapilacak c¢alismalar ile
gelistirilebilir.  Aromatik bitkilerinden olan mercankdosk ve elde edilen

nanopartikiillerin kullanim alanlar ile ilgili ¢ok daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir.
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