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Pomegranate (Punica granatum L.), based on the origin of Southeast Asia and Turkey, with a large
growth area such as the Mediterranean and the Arab countries, is the most important plant belonging
to family Lythraceae. Pomegranate peel and seed contain numerous and various bioflavonoid, which
is indicated to be both antimicrobial and inhibitors of enzymes such as cyclooxygenase and
lipoxygenase. The antioxidant, antimicrobial, and antifungal properties of the pomegranate are
related to phytochemicals such as delphinidin, cyanidin, pelargonidin, ellagic acid, punicalin,
punicalagin, pedunculagin, and different glucosides, which involve anthocyanins. In this study, it
was investigated that ethanol, methanol and distilled water extracts, obtained from Punica granatum
L. antimicrobial effect against Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa bacteria known as food pathogen by using disk diffusion method. Also, minimal
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) values on seven
different food borne pathogens were also determined. As a result of the research; pomegranate seed
extracts obtained from methanol observed the highest antimicrobial effect against Pseudomonas
aeruginosa with a 29.02 mm zone diameter, while pomegranate peel extracts obtained from ethanol
observed the highest antimicrobial effect against Bacillus cereus with a 26.84 mm zone diameter.
The MIC and MBC value against Pseudomonas aeruginosa are determined 7.81 pg/L, while The
MIC and MBC value against Bacillus cereus are determined 31.25 and 15.63 pg/L, respectively.
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Nar Kabugu ve Cekirdeginin Degisik Coziiciilerdeki Ekstraktlarinin
Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi

MAKALE BIiLGISI

0z

Aragtirma Makalesi

Gelis : 22/05/2019
Kabul  :06/09/2019

Anahtar Kelimeler:
Nar
Antimikrobiyal
Disk difiizyon
MIC

MBC

Nar (Punica granatum L.), orijini Giineydogu Asya’ya dayanan ve Tiirkiye, Akdeniz ve Arap
iilkeleri gibi genis yetisme alanina sahip olan Lythraceae familyasina ait en 6nemli bitkidir. Nar
kabugu ve ¢ekirdegi hem antimikrobiyal hem de siklooksijenaz ve lipoksijenaz gibi enzimlerin
inhibitdrii olan ¢ok sayida ve cesitli biyoflavonoid igerir. Narin sergiledigi antioksidan,
antimikrobiyal ve antifungal ozellikler, antosiyaninler dahil olmak {izere delfinidin, siyanidin,
pelargonidin, elajik asit, punikalin, punikalajin, pedunkulajin ve farkli glukozitler gibi
fitokimyasallar ile ilgilidir. Bu ¢aligmada, Punica granatum L. (Nar) bitkisi meyve kabuklar1 ve
¢ekirdeklerinden elde edilen etanol, metanol ve distile su ekstraktlarin gida patojeni olarak bilinen
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Salmonella
Typhmurium, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa bakteri tiirlerine karsi
antimikrobiyal etkisi disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir Ayrica yedi farkli gida kaynakli
patojen tlizerindeki minimal inhibit6r konsantrasyon (MIC) ve minimum bakterisidal konsantrasyon
(MBC) degerleri de tespit edilmistir. Arastirma sonucunda; en yiiksek antimikrobiyal etki 29,02 mm
zon ¢api ile Pseudomonas aeruginosa’a karsi nar ¢ekirdeginden elde edilen metanol ekstraktinda
gozlenirken, nar kabugundan elde edilen ekstraktlarda en yiiksek antimikrobiyal etki 26,84 mm zon
capi ile Bacillus cereus’a karsi etanol ekstraktinda gozlenmistir. Pseudomonas aeruginosa’ya karsi
MIC ve MBC degerleri 7,81 pg/L olarak tespit edilirken Bacillus cereus’a kars1 MIC ve MBC
degerleri sirastyla 31,25 ve 15,63 pg/L olarak belirlenmistir.
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Giris

Nar (Punica granatum L.), tipik olarak 12-16 metreye
kadar biiyliyen ve parlak mizrak seklinde yapraklart ve
birka¢ dikenli dali olan, Punicaceae ailesinin baskin bir
calist olup Kuzey Hindistan’dan Iran’a kadar uzanan
bolgelere oOzgiidiir (Ramawat ve Merillon, 2019).
Olgunlagmis meyve, sivri u¢lu havuzcuk ile ¢evrelenmis
koyu kirmizi taneli yaklagik 12 cm genisligindedir. Meyve,
beyaz zarimsi bir yapiyla ¢evrelenmis bircok tohum igerir
(Heber, 2011).

Tirkiye’de nar iretimi basta Antalya olmak iizere,
Mugla, Adana ve Mersin illerinde yapilirken narin
yetistirilme ~ sahast  {ilkenin gliney kiyilarm1  da
kapsamaktadir. Ayrica narin; gelisme sartlari, toprak istegi
vb. gibi yetistirilme kosullarina karsi fazla segici
olmamasindan dolayr son yillarda daha genis alanlarda
yetistirilmeye baslanmistir (Kurt ve Sahin, 2013).

Nar meyvesi ve ¢icek, kabuk, sulu kese, ¢ekirdek gibi
farkli anatomik fraksiyonlari; ¢ok gesitli antosiyaninler,
hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler, mineraller,
esansiyel lipitler ve kompleks polisakaritlerin yani sira
yiksek molekiiler agirlikli hidrolizlenebilir tanenlerin
(ellagitannin) rezervuarlari olarak adlandirilir (Orgil ve
ark., 2014; Heber, 2011).

Nar ¢ekirdegi, yenilebilir sulu tanelerin %15-25"ini
olusturur ve olduk¢a 1iyi fitosterol, punisik asitler,
tokoferoller ve konjuge alfa-linolenik asit izomerleri de
dahil olmak iizere omega-5 yag asitleri kaynagidir (Melo,
2012; Kiralan ve ark., 2009). Konjuge linolenik asit
(CLnA), ii¢ konjuge ¢ift bag ile oktadekatrienoik asit (18:
3) izomerleri i¢in kullanilan terimdir. CLnA, siit yaginda
ve esas olarak, cis-9, trans-11, cis-13 C18: 3 (punisik asit)
iceren nar gibi tohum yaglarinda bulunmaktadir (Hennessy
ve ark., 2011).

Insan saglig1 agisindan dnem tastyan fitokimyasallar ve
biyolojik 6zellikleri dahil olmak iizere narin sahip oldugu
aktif  bilegiklerin  konsantrasyonundaki  degiskenlik;
meyvenin ¢esidi, anatomik kismi, olgunluk siiresi,
ekstraksiyon tipi ve fenolik ekstraksiyon sekli ile
degiskenlik gosterir.

Meyvelerin bazi kisimlarinda ¢esitli hastaliklarin
goriilme sikligini azaltabilecek mevcut kimyasal maddeler
bulunur. Ozellikle meyvelerin kabuk kisimlarinda bulunan
bazi bilesenlerin sergiledigi antimikrobiyal aktivite, gida
kaynakli hastaliklar1 ve gida bozulmalarimi 6nleyebilecek
etkiye sahiptir. Nar kabugunun su ve metanol
ekstraktlarinin icerdigi antosiyanin, punikalajin, elajik asit,
gallik asit ve diger polifenollerin antimikrobiyal etkinligi
ve genis bir yelpazedeki hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak  kullanilabilirligi  arastirilmalar ile  ortaya
konulmustur (Tanveer ve ark., 2015).

Narin farmakolojik 6zelliklerinin taninmasi ¢ok uzun
bir gegmise sahiptir. Ancak son yillarda, narin terapotik
etkilerini farkindaligi ciddi sekilde artis gostermistir.
Caligmalar nar suyunun, ellagitaninler (hidroliz edilebilir
tanenler) ve antosiyaninler (yogunlagtirilmig tanenler)
dahil olmak iizere yiiksek polifenol igeriginden dolay1
glicli  antioksidan aktivitesine (serbest radikalleri
temizleme Ozelligi) sahip oldugunu gostermektedir.
Delfinidin narda baskin olan antosiyanindir. Narda
bulunan antosiyaninlerin hem antioksidan, hem de
antimikrobiyal etkilerinin yam1 sira, bitkiyi 1s18a karsi

koruma, bitkinin savunma mekanizmasini olusturma,
tozlagma ve tohum dagilmasi gibi diger iireme
fonksiyonlarini da destekledigi bilinmektedir.

Nar kabugunun metanol ekstraktinin (%80), hemorajik
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus
aureus ve Listeria monocytogenes’e karsi 6 ile 12 mg/ml
arasinda degisen minimum inhibitdr konsantrasyonlu
(MIC) etki gosterdigi ortaya konulmustur (Al-Zoreky,
2009; Prashanth ve ark., 2001). Nar gibi antimikrobiyal
etkisi bulunan bitkisel gidalarin bakteri hiicresine karsi
inhibitér etkisi, enzimlerin kofaktérleri ve zarin
gecirgenligini degistiren ayn1 zamanda solunum zincirini
bozan proteinlerin  siilfhidril grubu ile kompleks
olusumundan kaynaklanmaktadir (Cristani ve ark., 2007
Goel ve ark.; 2005).

Giiniimiizde kiiresel gida kaybimnin bircok nedeni
bulunmaktadir. Mikrobiyal bozulma, bu kaybin baslica
nedenlerinden biridir. Bu kaybin diinya genelinde gida
giivensizligi sorunlarini artirmasinin yant sira organoleptik
iiriin kalitesi lizerinde de istenmeyen etkilere neden oldugu
bilinmektedir.  Gidalarda  bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalari kontrol etmek i¢in yaygin olarak
sentetik ve dogal koruyucular kullanilmaktadir. Fakat
sentetik koruyucularin astim, alerjik reaksiyonlar gibi
cesitli sorunlara yol agmasi, tiiketicilerin son yillarda dogal
katkilar ile {retilen gidalar1 tiketme ydniindeki
egilimlerinin artmasit gibi faktorlerden dolayr dogal
koruyucularin kullanimi giderek artmaktadir. Bitkisel
koruyucular {iriiniin sadece raf Omriinii uzatmakla
kalmayip, bununla birlikte iiriinlerin organoleptik olarak
kabul edilebilirligini de arttirmaktadir. Ayni zamanda gida
kaynakli patojenlerinde inhibe edilmesinde de hayati bir
rol oynamaktadir (Saeed ve ark., 2019)

Bu arastirmada; antimikrobiyal etkisi yiiksek ve
Tiirkiye’de genis yetistirilme alanina sahip, ¢cok miktarda
fitokimyasal madde igerip essiz bir biyokimyasal profile
sahip insan saglig1 i¢in oldukga faydali olan narin ¢ekirdek
ve kabuklarinin degisik ¢oziiciilerdeki ekstraktlariin gida
patojenleri {izerindeki antibakteriyel etkilerinin disk
difizyon metodu ile belirlenmesi amaglanmistir.
Calismada farkli ¢oziicii ekstraktlarinin MIC ve MBC
degerleri de belirlenmistir.

Materyal ve Metot

Materyal

Calismada kullanilan narlar (Punica granatum L.),
Tiirkiye’de Antalya ilinde nar yetistiriciligi yapan 6zel bir
firmadan temin edilmistir. Nar kabugu ve cekirdegi
ekstrakti, Afyon Kocatepe Tiniversitesi miihendislik
fakiiltesi mikrobiyoloji Laboratuvari’nda kabuk ve
cekirdek kismindan ayr1 ayri olacak sekilde elde edilmistir.

Nar Cekirdek ve Kabuk Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Cekirdek kismi iki giin boyunca oda sicakliginda ve
golgede kurutulmustur. Kuruyan ¢ekirdekler o6giitiicii
degirmen yardimi ile toz haline getirilmistir. Kabuk kismi
ise; kiiclik parcalara ayrilip taze olarak kullanilmigtir. Taze
nar kabugu ve toz nar ¢ekirdeklerinden 150 g tartilarak,
tizerlerine 400°er ml, %80’lik etanol, metanol ve distile su
ilave edilmigtir. Ardindan 24 saat boyunca shaker
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(WiseShake® SHO-2D) kullanilarak 120 rpm de karanlik
bir odada karistirilmistir. Siire sonunda karigimlar sterilize
22 mm filtre kagidindan siiziilerek, rotary evaporatore
(Heidolph Hei-VAP value) alinarak 100 rpm devirde;
etanol ve metanol ekstraktlar1 i¢in 60°C, distile su
ekstraktlart i¢in 90°C sicaklikta ¢oOziicli ve ekstrakt
kisimlar birbirinden ayrilmistir.

Arastirmada Kullanilan Bakteriler

Arastirmada; Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC  6538), Listeria
monocytogenes (ATCC 51774), Pseudomonas aeroginosa
(ATCC 10145), Enterococcus aerogenes (ATCC 13048),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028) ve Bacillus
cereus (ATCC 14579) bakterileri kullanilmistir. Bakteri
suslar1 kanli agarda 4-7°C’de muhafaza edilmis ve her
denemede standart inokulum hazirlanmasi amaciyla
35+0,1°C’de 24 saat Mueller-Hinton Broth (Merch,
Almanya, 110293) kiiltiire alinip aktiflestirilmistir.

Nar Cekirdek ve Kabuklarinin
Antimikrobiyal Etkilerinin Belirlenmesi

Nar kabuklart ve ¢ekirdeklerinin farkli ¢éziiciilerdeki
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
disk difiizyon metodu kullanilmigtir (Bauer ve ark., 1959;
Bauer ve ark.,, 1966). Ayrica minimum inhibitor
konsantrasyon  (MIC) ve minimum bakterisidal
konsantrasyon (MBC) degerleri de tespit edilmistir.

Ekstraktlarinin

Ekstrakt Iceren Disklerin Hazirlanmast

Ekstraktlarlardan 10pl steril petri kutular1 igerisine
alinmig ve flzerine bos antibiyotik diskleri (Bio-Disk
316010001) yerlestirilmistir. Disklerin ekstraktlart emmesi
icin petri kutular1 kapaklari kapali sekilde 1 saat boyunca
buzdolabinda (4°C’de) bekletilmistir.

Inokulumlarin Hazirlanmast

Arastirmada kullanilacak bakteriler, segici olmayan
besiyerinde iiremis bir gecelik kiiltiirlerden, tek diismiis
kolonilerden steril bir 6ze yardimiyla alinmistir. Alinan
koloniler fizyolojik tuzlu su igerisinde homojen bir
bulaniklik olusuncaya kadar siispanse edilmistir. Elde
edilen inokulum siispansiyonunun yogunlugu 0,5
McFarland standardina esit olacak sekilde ayarlanmistir.
Yogunluk kontrolii McFarland bulaniklik standardi ile
kontrol edilmistir (Bauer ve ark., 1959; Bauer ve ark.,
1966).

Disk Difiizyon Metodunun Uygulanmasi

0,5 McFarland bulaniklik standardina goére hazirlanan
mikroorganizmalar steril bir pipet yardimiyla 0,1 ml
almarak (10%-107 kob/ml) Muller Hinton Agar (Merck,
Almanya, 1,05437) (MHA) yiizeyine aktarimistir.
Aktarilan inokulim cam drigalski spatiilii ile inokuliim
homojen olarak emilene kadar yayimistir. 10 dk
besiyerinin inokuliimii yeterince emmesi i¢in beklendikten
sonra ekstrakt emdirilmis diskler besiyerinin yiizeyine,
olusacak zonlarin birbirine degmeyecegi uzakliklarda
olacak sekilde yerlestirilmistir.

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Enterococcus aerogenes, Salmonella
Typhimurium 37°C’de 16-20 saat; Pseudomonas
aeroginosa ve Bacillus cereus ise 30°C’de 16-24 saat

inkiibasyona birakilmistir (EUCAST, 2018). Inkiibasyon
sonrasi disk ¢evrelerinde olugan zonlar yeterince 151k alan
bir ortamda dijital bir kumpas yardimiyla mm cinsinden
Ol¢iilmiistiir.

Minimum  Inhibitér ~ Edici
Degerinin Belirlenmesi

Arastirmada kullanilan bakteri suslari, Mueller-Hinton
broth (Merch, Almanya, 110293) {izerinde inokiile
edilerek, uygun gelisim sicakliklar1 ve siirelerinde inkiibe
edilmistir. Bakteriyel suslarin inokiilasyonu 24 saatlik geng
kiiltiirlerden hazirlanmis ve siispansiyonlar 0,5 McFarland
standart tiirbiditeye ayarlanmistir.

Kabuk ve ¢ekirdek ekstraktlarinin minimum inhibitor
konsantrasyonlar1 (MIC), “Clinical and Laboratory
Standartds Institute” tarafindan tanimlanan makrodiliisyon
yontemine gore yapilmistir (CLSI, 2009). Steril tiipler B,
2,3,4,5, 6, 7 olarak isaretlenmistir. Ayrica (+) kontrol
tipli de olusturulmustur. 2 numarali tiipten baglayarak (B
hari¢) her tiipe birer ml nutrient broth (Merck, Almanya,
1.05443) ilave edilmistir. B tiiplerine nar kabuk ve
cekirdek ekstraktlarindan ayri ayri olacak sekilde 2 ml
ilave edildikten sonra, 1 ml’si alinarak 2 numarali tiipe
aktarilmig ve homojen bir karigim olusana kadar
karistirilmistir. 2 numaral tiipteki ekstrakt ve besiyeri
karisimindan 1 ml alinarak 3 numarali tiipe aktarilip ve bu
isleme 5 numarali tiipe kadar ayni sekilde devam
edilmistir. Son olarak 5 numarali tiipten de 1 ml ekstrakt ve
besiyeri karigimindan alinarak atilmigtir. Bdylece her tiipte
esit miktarda ancak bir dncekine gore yar1 yartya azalmis
konsantrasyonlar elde edilmistir. Buna gore ilk tiipteki
ekstraktin konsantrasyonu 1000 pg/ml, devam eden
tiiplerde ise konsantrasyon sirastyla; 500, 250, 125, 62,5,
31,25 ve 15,63 pg / ml olmasi saglanmistir. Kontrol tiipii
dahil tiim tiiplere, Nutrient Broth igerisine inokiile edilen
0,5 tiirbitideki bakteri kiiltiirlerinden 1 pl (108-107 kob/ml)
ilave edilmistir. Tipler bakteri suslarinin gelisme
ozelliklerine gore 30°C ve 37°C’de 16-24 saat inkubasyona
birakilmis olup inkubasyon sonunda bulaniklik, yiizeyde
zar ve dipte tortu olusumu goézlenen tiipler gelisme (+)
olarak degerlendirilmistir.

Ayrica; inkubasyon sonunda “+ kontrol” tiipiinde ise
gelisme oldugu gozlenmistir. MIC degeri; mikrobiyal
gelismenin gozlendigi ilk tiiplin konsantrasyonu ile bir
onceki gelisme gdzlenmeyen tiipiin konsantrasyonlarmin
toplammin  yaris1  hesaplanarak  belirlenmistir  (El
Mahmood, 2009; By Aamer ve ark., 2015; Chikezie,
2017).

Konsantrasyon (MIC)

Minimum  Bakterisidal
Degerinin Belirlenmesi

Belirli sartlar altinda sabit bir siire boyunca (24 saat)
inkiibasyondan sonra canli organizmalarin gogunu (%99,9)
oldirmek  i¢in  gerekli ~ minimum  bakterisidal
konsantrasyonu (mg/l veya pg/ml) olarak tanimlanan MBC
testi, MIC testinin devami olarak yapilmaktadir.

Ilk bulaniklik, yiizeyde ve/veya dipte tortu gdzlenen ve
altindaki tiim konsantrasyonlardan steril 6ze yardimiyla
ornekler alinarak Mueller-Hinton Agar’a (Merch,
Almanya, 110293) inokiile edilmistir. Inokiile edilen
besiyerleri bakteri tiiriine uygun gelisme kosullarina gore
(30°C ve 37°C’de) 16-24 saat siire boyunca inkubasyona
birakilmistir. Uremenin gozlenmedigi ilk konsantrasyon
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MBC degeri olarak belirlenmistir (By Aamer ve ark.,
2015).

Istatistiksel Degerlendirme

Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesi SPSS istatistik
paket programi (SPSS Inc., ABD) kullanilarak yapilmistir.
Calismadan elde edilen veriler, 6rnekler arasindaki anlaml
farklar test etmek i¢in tek yonlii varyans analizi ve ¢ift
yonli anova ile test edilmis, farklarin 6nemi, P<0,05 olarak
tamimlanmistir.  Ayrica gruplar arasinda bir fark
gozlendiginde, anlamlilik seviyelerini belirlemek icin
Duncan testi uygulanmistir.

Bulgular ve Tartisma

Etanol, metanol ve distile su ¢oziiciilerinde hazirlanan
nar kabugu ve ¢ekirdegi ekstraklarinin yedi gida
patojenleri {iizerindeki antimikrobiyal etkilerinin disk
difiizyon metoduna gore belirlenmesi ile elde edilen
sonuglar (Tablol), Bakteri ve ekstraktlarinin orneklerin
antimikrobiyal aktivitesi lizerine etkisi (Tablo 2), varyans
analiz sonuglar1 (Tablo 3), Eurocast ve CLSI (Tablo 5)’in
standartlarma gore ekstraktlarin  patojen bakteriler
tizerindeki etkilerinin duyarlilik diizeyleri Tablo 4, MIC ve

MBC degerleri ise Tablo 6’da gosterilmistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda en yiiksek antimikrobiyal
etki 29,02+0,11 mm =zon ¢ap1 ile Pseudomonas
aeroginosa’ya karsi nar ¢ekirdeginin etanol ekstraktinda
gozlenmistir (P<0,05). Bunu, 21,11+0,21 ve 21,03+1,09
mm zon ¢aplar ile sirasiyla Staphylococcus aureus ve
Listeria monocytogenes‘a karsi nar ¢ekirdeginin metanol
ekstrakti takip etmistir (P<0,05). Nar kabugunun farkli
ekstraktlardaki sonuclarina bakildiginda ise; en yiiksek
antimikrobiyal etki 26,84+0,63 mm zon ¢api ile Bacillus
cereus’a karst etanol ekstraktinda gozlenmis olup bu
sonucu 25,68+0,45 mm zon ¢api ile Bacillus cereus’a karsi
metanol ve distile su ekstraktlar ile 25,14+0,75 mm zon
capt ile Escherichia coli ‘ye kargi metanol ekstrakti izledigi
belirlenmistir (P<0,05). Ayrica nar kabugu ve ¢ekirdeginin
distile su ekstraktinin antimikrobiyal etkilerinin diger
¢oziiciilere gore daha az oldugu sonucuna varilmstir.

Bakteri tiirii ve ekstrakt c¢esidinin antimikrobiyal
aktivite tizerine etkisi Tablo 2’de gosterilmistir. Buna gore
iizerinde en fazla antimikrobiyal etki ortalama 21,00+ mm
zon cap1 ile Bacillus cereus iizerinde tespit edilmistir
(P<0,05).En fazla antimikrobiyal etkiyi gosteren ekstrakt
ise 23,52+ zon ¢api ile nar kabugunun metanol ekstrakti
olmustur.

Tablo 1 Farkli Coziiciilerde Nar Kabugu ve Tohum Ekstraktlarinin Bazi Gida Kaynakli Bakterilere Karst Antimikrobiyal

Etkileri (mm zon ¢ap1)

Table 1 Antimicrobial Effects of Pomegranate Peel and Seed Extracts Against Some Foodborne Bacteria in Different

Solvents (mm zone diameter)

Etanol Metanol Distile Su
Bakteri Nar Nar Nar Nar Nar Nar
Kabugu Cekirdegi Kabugu Cekirdegi Kabugu Cekirdegi
Staphylococcus aureus 21,2840,56°¢  20,02+0,03P° 24,4240,8472 2111+0,21¢°  23,02+1,108°  12,04+0,06EP
Pseudomonas aeroginosa | 16,08+0,12%¢  17,11+0,21%  22,01+0,258¢  29,02+0,1142 16,12+0,24P4  14,08+0,16F2
Salmonella Typhimurium 19,02+0,328¢  10,00+0,01P9 24,48+0,93%2  12,30+0,59%  12,03+0,39%f 12 13+0,25¢P
Listeria monocytogenes 16,06+0,268¢  20,62+0,43%2  20,05+0,10A9  21,03+1,09A  11,15+0,29¢F  11,06+0,12¢¢
Enterobacter aerogenes | 16,13+0,17°  16,57+0,38%" 23,28+0,56"° 16,44+0,88¢%  19,72+0,488¢  11,14+0,27°°
Escherichia coli 22,03+£0,058  18,33+0,22¢¢  2538+0,75"8  15,54+0,76P¢ 12 14+0,095¢  12,28+0,51Fb
Bacillus cereus 26,84+0,6372  19,13+0,26°¢ 25,1440,2782  17,07+0,14P¢ 25 68+0,4582 12 17+0,33EP

A-E (—) Ayni satirda farkl harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli lgtide farklilik gosterir (P<0,05).
a-g (|) Aynu siitunda farkl harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli 6lgtide farklilik gosterir (P<0,05).

Tablo 2 Bakteri ve Ekstraktlarin Orneklerin Antimikrobiyal Aktivitesi Uzerine Etkisi

Table 2 Effect of Bacteria and Extract on Antimicrobial Activity of Samples

Bakteri

Antimikrobiyal Aktivite

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeroginosa
Salmonella Typhimurium
Listeria monocytogenes
Enterobacter aerogenes
Escherichia coli

Bacillus cereus

Ornekler

Nar Kabugu Etanol

Nar Cekirdegi Etanol
Nar Kabugu Metanol
Nar Cekirdegi Metanol
Nar Kabugu Distile Su
Nar Cekirdegi Distile Su

20,22+4,12b
19,03+5,26°
14,935,321
16,59+4,36
17,21+3,88¢
17,61+5,104
21,00+5,562
Antimikrobiyal Aktivite
19,61+3,90°
17,4043,43¢
23,52+1,892
18,85+5,16°
17,03+5,54¢
12,1240,97°

a-g (]) Ayni siitunda farkli harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli 6l¢tide farklilik gosterir (P<0,05).

49



Akarca and Bagpinar | Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(spl): 46-53, 2019

Tablo 3 Nar Ekstraktlariin Farkli Bakteri tiirleri lizerindeki antimikrobiyal Etkisinin varyans sonuglari
Table 3 Variance Results of Antimicrobial Effect of Pomegranate Extracts on Different Bacterial species

Faktor sd KO F Degeri
Ekstrakt 5 194,98 2053,03***
Bakteri 6 54,41 572,94***
Ornek x Bakteri 30 27,51 289,62***

Sd: Serbestlik Derecesi, KO: Kareler Ortalamasi, *P<0,05: **P<0, 01: ***P<0,0001, ns: statistiksel olarak énemli degil

Tablo 4 Nar Kabugu ve Tohum Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin EUCAST ve CLSI Laboratuarlari

Standartlari ile Karsilastirilmasi™*

Table 4 Comparison of Antimicrobial Activity of Pomegranate Peel and Seed Extracts with the Standards of EUCAST

and CLSI Laboratories

Etanol Metanol Distile Su
Bakteri Nar Nar Nar Nar Nar Nar
Kabugu Cekirdegi Kabugu Cekirdegi Kabugu Cekirdegi
Staphylococcus aureus S | S | | R
Pseudomonas aeroginosa R R | S R R
Salmonella Typhimurium S R S R R R
Listeria monocytogenes S S S S R R
Enterobacter aerogenes | | S | S R
Escherichia coli | S S | R R
Bacillus cereus S S S S S I

S: Duyarly, I: Orta Duyarli, R: Direngli, *(CLSI, 2015; EUCAST, 2018; Yilmaz ve ark., 2005)

Yapilan varyans analiz sonuglarima gore; ekstrakt,
bakteri ve ekstrakt x bakteri interaksiyonlarinin etkileri
P<0,0001 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Tablo 3).

Benzer sekilde, Reddy ve ark. (2007) narin su, etanol
ve biitanol ekstraktlarmimn Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve metisiline direngli Staphylococcus aureus’a
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri oldugu bildirilmistir.

Baska bir arastirmada; Khan ve Hanee (2011), nar
kabuklarinin methanol, ethanol ve su ekstraktlarini ¢ikarip
Escherichia  coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus ‘a karsi antibakteriyal etkisini disk
difiizyon yontemini kullanarak belirlemiglerdir. En yliksek
antibakteriyal aktiviteyi ethanol ekstraktinda
Stapylococcus aureus’a karst 24,5 mm, Escherichia
coli’ye kars1 23,3 mm ve Pseudomonas aeroginosa’ya
karst 22,3 mm olarak bulmuslardir. Arastirmalarda elde
edilen sonuglar, ¢aligmamiz bulgularina benzerdir.

Dahham ve ark. (2010)’nin yapmis oldugu benzer bir
calismada nar kabugunun metanol ekstraktinin
Staphylococcus aureus’a karsi antibakteriyel etkisinin
bizim c¢aligmamizla benzer oldugu ve ilgili calismada
belirlenen inhibisyon zon c¢apt 25 mm iken bizim
caligmamizda 24 mm bulunmustur.

Nar kabugu ve ¢ekirdegi ekstraktlarinin yedi farkli gida
kaynakli patojen bakteri lizerindeki antibakteriyel etkisi
Eucast ve CLSI standartlar ile karsilastirildiginda (Tablo
5) Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium ve
Staphylococcus aureus’un nar kabugunun etanol ve
metanol ekstraktlarina, Enterobacter aerogenes’in metanol
ve distile su ekstraktina kargi duyarli oldugu; Escherichia
coli’nin ise sadece metanol ekstraktina duyarli oldugu
sonucuna varilmistir. Buna karsin, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli ve Salmonella
Typhimurium’un nar kabugunun distile su ekstraktina karsi
ise, direncli oldugu goriilmistiir (Tablo 4).

Nar ¢ekirdeginden elde edilen ekstraktlarin ise patojen
bakteriler lizerindeki duyarlilik sonuglarma bakildiginda

Listeria monocytogenes’in etanol ve metanol ekstraktina,
Escherichia coli’nin etanol ekstraktina, Pseudomonas
aeroginosa’nin ise sadece metanol ekstraktina karsi
duyarli oldugu goriilmiistiir. Nar ¢ekirdeginden elde edilen
ekstraktlarin hi¢birinin Salmonella Typhimurium {izerinde
herhangi bir antimikrobiyal etkisi olmamistir. Ayrica
Bacillus cereus hari¢ diger patojen bakterilerin nar
cekirdeginden elde edilen distile su ekstraktina karst
direncli oldugu tespit edilmistir. Bacillus cereus’un ise, nar
¢ekirdeginin distile su ekstrakti hari¢ diger ekstraktlarmin
timiine duyarli oldugu sonucuna varilmistir (Tablo 4).

Djomeh ve ark. (2015)’1 ¢aligmamizla benzer sekilde
nar kabugu ekstraktinin Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli  lizerindeki etkilerini  incelemis,
Staphylococcus aureus’un nar kabugu ekstraktina karsi
daha duyarli oldugu sonucunu elde etmislerdir. Bu
durumun gram pozitif bakterilerin tek membranl
glikoprotein / taykoik asite kiyasla gram negatif
bakterilerin ¢ift membranla Ortiilmesinin daha yiiksek
kompozitli bitki ekstraktlarina kars1 daha yiiksek direng
gostermesinin nedeni olabilecegini belirtmislerdir.

Kanatt ve ark. (2010), tavuk etinin raf Omriiniin
gelistirilmesi i¢in nar ekstrakti kullanarak elde ettigi
sonuglara gore bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen
ekstraktlarin bakteriler tizerinde farkl: etkilerinin oldugunu
tespit etmistir ve bunun ekstraktlarin  degisken
bilesimlerinden kaynaklandigi sonucuna varmistir.

Nar kabugu ve g¢ekirdegi ekstraktlarinin aragtirmamda
kullanilan  patojen bakteriler {iizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyon (MIC) ve minimum bakterisit
konsantrasyon (MBC) degerleri tablo 6’da verilmistir.
Ekstraktlarin MIC degerlerinin 7,81-1000 pg/ml araliginda
degistigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gdre nar
kabugundan elde edilen farkli ¢oziicii ekstraktlarinin, nar
cekirdegi ekstraktlarina kiyasla daha diistik
konsantrasyonda  patojen  bakterilerin  {iremesini
durdurdugu gorilmistiir.
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Tablo 5 CLSI ve Eucast Klinik Mikrobiyoloji Standart Zon Caplar1 (mm)*
Table 5 CLSI and Eucast Clinical Microbiological Zone Diameter Standards (mm)

A E.coli S. aureus S. typhimurium L. monocytogenes  P. aeroginosa B. cereus E. aerogenes

S | R S | R S | R S | R S | R S I R S I R
1] - - - - - - - - - - - - - - - =110 <9 - - -
2 - - - - - - - - - - - - - - - 2 8 < - - -
3| - - - - - - - - - - - - - - - > 5 <4 - - -
4 | - - - - - - - - - - - - - - - =% 7 <6 - - -
5 - - - - - - - - - - - - - - - >32 31 <30 - - -
6 - - - - - - - - - - - - - - - >17 16 <15 - - -
7 |>17 14-16 <13 N N N N N <13 2>16 - <16 N N N - - - 210 9 <8
8 [>14 - <14 >26 - N N N <14 2>13 - <13 N N N - - - N N N
9 |>18 14-17 <13 N N N N N <13 N N N N N N - - - N N N
10 (>15 13-14 <12 >15 13-14 N N N <12 N N N N N N - - - N N N
11| N N N >29 - N N N N N N N N N N - - - N N N
12 |1>15 13-14 <12 >18 - N N N <12 N N N N N N - - - N N N
13| N N N >23 14-22 <13 N N N >25 - <25 N N N - - - N N N
14 (>15 12-14 <11 N N N >15 12-14 <11 N N N N N N - - - N N N
15(>18 13-17 <12 >18 13-17 <12 >18 13-17 <I12 N N N N N N - - - N N N
16 [>17 13-16 <12 >17 13-16 <12 >17 13-16 <I12 N N N N N N - - - N N N
17 1>18 14-17 <13 >18 14-17 <12 >18 14-17 <13 N N N N N N - - - N N N
18 N N N >19 15-18 <14 N N N N N N N N N - - - N N N
19( N N N >21 15-20 <14 N N N N N N N N N - - - N N N
20| N N N >24 - <44 N N N N N N N N N - - - N N N
21|>20 16-19 <17 N N N N N N N N N >18 - <18 - - - N N N
22 |>23 21-22 <20 N N N N N N N N N >18 - <18 - - - N N N

A: Antibiyotikler, 1: Vancomycin, 2: Cephazolin, 3: Cefoxitin, 4: Cefamandole, 5: Azithromycin, 6: Cephadroxil, 7:

Ampicilin, 8: Benzylpenicillin, 9:

Amoxicillin-clavulanate, 10: Gentamicin GN10, 11: Penicilin, 12: Netilmicin, 13: Erythromycin, 14: Streptomycin, 15: Chloramphenicol, 16:
Sulfonamides, 17: Kanamycin, 18: Tetracycline, 19: Clindamycin, 20: Fusidic Acid, 21: Piperacilin, 22: Ticarcillin, N: Test Edilmemis, S: Duyarl, I:
Orta Duyarls, R: Direngli, *(CLSI, 2015; EUCAST, 2018; Yilmaz ve ark., 2005).

Tablo 6 Nar Kabugu ve Tohumunun Farkli Coziiciilerdeki MIC ve MBC Degerleri (ng / ml)
Table 6 MIC and MBC Values of Pomegranate Peel and Seed in Different Solvents (ug/ml)

Etanol Metanol Distile Su
Ornek Bakteri MIC MBC MIC MBC MIC MBC
(ug/ml) (ug/m)  (ugml)  (ug/mb)  (pg/ml)  (ug/ml)

Staphylococcus aureus 125 15,63 62,5 31,25 62,5 15,63

Pseudomonas aeroginosa 125 125 62,5 62,5 125 125

Salmonella Typhimurium 62,5 15,63 31,25 62,5 15,63 7,81

Nar Kabugu Listeria monocytogenes 31,25 15,63 62,5 62,5 31,25 15,63
Enterobacter aerogenes 62,5 62,5 31,25 15,63 62,5 62,5

Escherichia coli 31,25 15,63 31,25 15,63 62,5 62,5

Bacillus cereus 31,25 15,63 62,5 15,63 62,5 15,63

Staphylococcus aureus 15,63 7,81 250 15,63 15,63 7,81

Pseudomonas aeroginosa 7,81 7,81 15,63 7,81 125 125

Salmonella Typhimurium 15,63 7,81 1000 125 15,63 15,63

Nar Cekirdegi Listeria monocytogenes 15,63 15,63 500 500 15,63 15,63
Enterobacter aerogenes 15,63 15,63 1000 1000 15,63 15,63

Escherichia coli 15,63 15,63 1000 125 15,63 15,63

Bacillus cereus 7,81 7,81 15,63 15,63 31,25 15,63

Nar kabugu etanol ekstraktinin Staphylococcus aureus
ve Pseudomonas aeroginosa igin MIC degeri 125 pg/ml
olarak belirlenmis olup her iki bakterinin inhibisyonu i¢in
yiiksek konsantrasyonlarin gerektigi sonucuna varilmistir.
Ayni sekilde nar kabugu distile su ekstraktinin da
Pseudomonas aeroginosa iizerinde gii¢lii inhibisyon etki
saglamasi i¢in yliksek konsantrasyonlar gerektirdigi
goriilmiistiir. Pseudomonas aeroginosa tizerinde bakterisid
etkiyi saglamak i¢in gerekli olan MBC degeri nar
kabugunun etanol ve distile su ekstraktlar1 i¢in 125 pg/ml
olarak belirlenmistir. Buna karsin nar kabugu distile su
ekstraktiin ~ diigiik ~ konsantrasyonda  Salmonella
Typhimurium {izerinde etkili oldugu tespit edilmis olup,
MBC degeri 7,81 pg/ml olarak tespit edilmistir.

Nar ¢ekirdeginin etanol ekstraktinin Bacillus cereus
iizerinde etkili olabilmesi icin diisiik konsantrasyonlarin

gerektigi sonucuna varilmis olup MIC ve MBC degerleri
7,81 pg/ml olarak belirlenmistir. Ayrica nar ¢ekirdegi
metanol  ekstraktlarinin;  Salmonella  Typhimurium,
Enterobacter aerogenes ve Escherichia coli {izerinde
inhibisyon saglamasi i¢in yiiksek konsantrasyonlarn (1000
pg/ml) gerekli oldugu sonucuna varilmigtir. Nar gekirdegi
etanol ekstraktinin Pseudomonas aeroginosa ve Bacillus
cereus’a karsit en diisiik konsantrasyonda (7,81 pg/ml)
inhibisyon etkisini gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 6).

Visnjevec ve ark. (2017)’nin yapmus olduklar1 bir
calismada, farkli nar tirlerinin  antifungal ve
antimikrobiyal etkileri incelenmis olup ¢aligmamizla
benzer sekilde etanol ekstraktlarinin su ekstraktlarina gore
daha etkili oldugu belirtmislerdir. Calismada nar ekzokarp
etanol  ekstraktimin  Pseudomonas  aureginosa’nin
gelisimini ise etkilemedigini ifade etmislerdir.
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Nozohour ve ark. (2018) yapmis oldugu bir ¢aligmada,
arastirmamiz bulgularina benzer sekilde, nar ¢ekirdegi ve
kabugunun etanol ekstraktlari, Pseudomonas aeroginosa
ve Staphylococcus. aureus 'un gelisimi tizerinde tetrasiklin
ve kloramfenikolden daha giiclii olan inhibe edici etkiler
gosterdigi bildirilmislerdir. Ayrica bu calismada hem
Pseudomonas aeroginosa hem de Staphylococcus
aureus’un gelisim inhibisyon zone c¢apmnin en biiyik
oldugu ekstrakt nar cekirdegi ekstrakti olarak tespit
edilmistir. Aynm1 ¢aligmada nar kabugu ve cekirdegi
ekstraktlarinin MBC’lerinin sirasiyla 25,0 ve 50 mg/ml
oldugu arastirmacilar tarafindan belirtilmis olup tiim
bakterilerde nar ¢ekirdegi ekstrakti i¢in gerekli olan MIC
degerleri, nar kabugu ekstrakti i¢in gerekli olan MIC
degerlerinden onemli Olglide daha yiiksek oldugu
gOrilmistiir.

Cai ve ark. (2019), meyve sularinda bozulmalara sebep
olan Alicyclobacillus acidoterrestris’e karsi nar igerisinde
bulunan timol bilesenini kullanarak bakteri gelisme
stirecini inhibe ettigi sonucuna varmislardir. Arastirma
sonucunda Alicyclobacillus acidoterrestris’in vejetatif
hiicreleri i¢in en diisiik MIC konsantrasyonun 0,25 mg/ml,
sporlart i¢in ise, 0,5 mg/ml oldugunu bildirmiglerdir.

Joshi ve ark. (2019)’nin yapmis oldugu ¢alismada nar
kabugu ekstraktinin insan bagirsak biyotasinin bir pargasi

olan iki bakterinin (Lactobacillus Plantarum ve
Bifidobacterium bifidum) biiyiimesini tesvik ettigi
sonucuna  varmistir. Bunun yaninda  antibiyotik

tedavilerinde siklikla gozlenen sorunlardan biri olan
antibiyotigin hedef patojeni 6ldiirmenin yani sira bagirsak
mikrobiyotasina zarar vermesinden dolayr narm
antibiyotiklere alternatif olabilecegini ve farmasotik
amagli kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Farkli arastirmacilar tarafindan nar kabugu ve
¢ekirdeklerinin antimikrobiyal etkileri ile ilgili olarak elde
edilen sonuglar, aragtirmamizda ulagtiimiz bulgular ile
paraleldir. Aragtirmamiz sonucunda antimikrobiyal etki en
fazla nar kabugunun metanol ekstaktinda gozlenmistir.
Ekstraktlarin antimikrobiyal etkilerinin patojenler {izerinde
degisiklik gostermesinin nedenlerinin, ekstraklarin narimn
farkli kisimlarindan ve degisik ¢oziiciiler kullanilarak elde
edilmesine bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Nar kabugu ve cekirdegi giliclii antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerle karakterize edilen fenolik
bilesiklerce zengin bir yan iiriin olup Diinya genelinde ¢ok
uzun zamandir tibbi amagli olarak etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Sentetik koruyuculardan farkli olarak
narin kabuk ve ¢ekirdek kisminin yiiksek antimikrobiyal
etkiye sahip olmas1 heterojen biyokimyasal bilesiminden
dolayidir.

Gilinimiizde gida tiiketicileri katkisiz ve/veya dogal
katki maddeleri ilave edilerek iiretilmis gida maddelerini
tercih etmektedirler. Bunun dogal sonucu olarak {iretici
firmalar driinlerini bu taleplere paralel dogrultuda
uretmeye yonelik c¢alismalara agirlik vermektedirler.
Yapilan bu ¢alisma, narin gida iiretiminde dogal koruyucu
olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Narin gida
sanayisinde ve diger bir¢cok alanda kullanim olanaklaria
yonelik yapilacak yeni ¢alismalar ile kullaniminin artacagi
disiiniilmektedir.
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