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Punica granatum Linn. (nar) bitkisinin antibakteriyel etkisinin arastirilmasi
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OZET

Bu calismada, Punica granatum L. (Nar) bitkisi meyve kabuklarindan elde edilen ekstraktlarin (etanol, aseton,
metanol, etil asetat), Streptococcus mitis CNCTC 4/77, Streptococcus salivarius CNCTC 64/59, Streptococcus mutans
CNCTC 8/77, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella abony NCTC 6017, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Enterococcus faecalis ATCC
29212, Bacillus subtilis ATCC 6633 bakteri suslarina karsi in vitro ortamda antibakteriyel etkisi aragtirilmistir.
Ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesinde disk difiizyon metodu kullanilmistir. Meyve kabuk
ekstraktlarinin meydana getirdigi en yiiksek inhibisyon zon caplarinin (18-30 mm) S. aureus ve S. epidermidis
bakterilerine karsi oldugu gozlenmistir. Viridans streptokoklardan Streptococcus mitis bakterisine karst bitkinin
antibakteriyel etkisinin oldugu ilk kez bu ¢alismada belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Punica granatum L. nar, antibakteriyel aktivite, disk difiizyon, viridans streptokoklar

Antibacterial activity of Punica granatum Linn.

ABSTRACT

In this study, it was investigated that the extracts (ethanol, aceton, methanol, ethyl acetat) obtained from fruit peels of
the plant to whether has antibacterial effect against Streptococcus mitis CNCTC 4/77, Streptococcus salivarius
CNCTC 64/59, Streptococcus mutans CNCTC 8/77, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella abony NCTC 6017, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633 bacteria strains in vitro. The antibacterial
activity of extracts was evaluated according to disc diffusion method. It has been determined that pomegranate peel’s
extract had the highest inhibition zone diameters ( 18-30 mm) against S. epidermidis and S. aureus bacteria strains.
The antibacterial activity of plant against Streptococcus mitis is determined in this study for the first time.
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1. GIRIS (INTRODUCTION)

Tibbi bitkilerden elde edilen ekstraktlar ve ugucu yaglar;
ham veya islenmemis gidalarin muhafazasi, farmasotik,
alternatip tip ve dogal tedavilerde kullanimi dahil pek ¢ok
uygulamanin temelini olusturmaktadir [1]. Bitkilerin
tedavi amach kullanimi insanlik tarihi kadar eskidir.
Geleneksel ila¢ olarak kullanilan bir¢ok  bitki
bulunmaktadir [2]. Mikroorganizmalarin antibiyotiklere

karst  diren¢  kazanmalar1 ve yeni  patojen
mikroorganizmalarin  kesfinden dolay1r giinlimiizde
arastirmacilar, tibbi  bitkilerin antimikrobiyal

ozelliklerini arastirmaya yonelmislerdir [3].

Uziimsii meyve olarak kategorilendirilen nar; sar1, koyu
pembe veya kirmizi renkte olabilen derimsi bir kabuga
sahiptir. Meyve kabugunun oOnemli farmakolojik
aktivitesinin ¢ogu polifenol bilesiklerin varligindan
kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler; dogal koruyucu ve
giiclii antioksidan olan tanen ve flavonoidlerdir. Nar
kabugunda bulunan spesifik ellagitanenler; punicalin ve
punicalagin’dir. Meyvede bulunan flavonoidler;
antosiyanin, flavan-3-ols, flavon ve flavonollerdir [4].
Narda major organik asitlerden sitrik asit, L-malik asit,
okzalik asit oldugu; suksinik, tartarik ve kinik asitin ise
daha az miktarda bulundugu diisiiniilmektedir [5]. Meyve
kabugu ekstraktlarinin  antibakteriyel, antifungal,
antiviral, antihelmintik aktivite gosterdigi bildirilmistir

[6].

Bu c¢alismada; farkli ¢oziiciilerde hazirlanan Punica
granatum L. (Nar) meyve kabuk ekstraklarinin, gesitli
bakteriler lizerinde disk difiizyon metodu ile
antibakteriyel etkisinin incelenmesi amaglanmisgtir.

2. MATERYAL VE METOT (MATERIAL AND
METHOD)

2.1. Materyal (Material)

Calismada kullanilan  Punica granatum L. ‘Nar’
meyveleri Diizce ilinin Cicekpmar kdyiinden 2011
yilinin Ekim ayinda toplanmistir. Punica granatum L.,
Punicaceae familyasina ait bir bitkidir. Familyada sadece
bir cins (Punica) ve baskin bir tir (P. granatum L.)
mevcuttur [4]. Nar agact; Mayis-Haziran aylarinda ¢igek
acan, 2-5 m. yiiksekliginde, ¢alims1 bir agactir [7].

2.2. Test Mikroorganizmalari (Test Microorganisms)

Calismada  kullanilan  mikroorganizma  suslari;
Streptococcus  mitis CNCTC 4/77, Streptococcus
salivarius CNCTC 64/59, Streptococcus mutans CNCTC
8/77, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922, Salmonella abony NCTC 6017,
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Salmonella typhimurium ATCC 14028, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633
olup, Istanbul Universitesi Mikroorganizma Kiiltiir
Koleksiyonlar1 Arastirma ve Uygulama Merkezinden
(KUKENS) ve Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuar1 Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir.

2.3. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi (Preparing
Extracts of the Plant)

Punica granatum L. meyve o6rneklerinin kabuklart 7 giin
boyunca golgede kurutulduktan sonra toz haline
getirilmistir. Toz materyalden 15 gr tartilarak 150 ml
¢oziiciide 2 giin boyunca bekletilmistir. Kimyasal ¢oziicii
olarak aseton (MERCK), etanol (MERCK), metanol
(MERCK) ve etil asetat (MERCK) kullanilmistir. Elde
edilen ekstraktlar, vakum altinda 40-45°C’de rotary

evaporatorde =~ (HEIDOLPH LABOROTA 4000
EFFICIENT) buharlastirilmistir.
2.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

(Determination of Antimicrobial Activity)

Bakteri suslar1 Triptik Soy Broth (MERCK) besiyerine
asitlanmis, 37°C’de 24 saat inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir. ~ Inkiibasyon  sonunda  bakteri
yogunlugu densitometre (BIOSAN) kullanilarak 0.5
MacFarland’a ayarlanmustir.

Hazirlanan ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesi disk
diftizyon metodu kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen
kabuk ekstraktlarina belirlenen oranlarda DMSO
(Dimetil Siilfoksit) eklenerek istenilen konsantrasyonlar
(6400 pg/10ul, 3200 pg/10ul, 1600 pg/10ul, 800
pg/10ul ve 400 pg/10ul) disklere emdirilmek {iizere
hazirlanmisttr. 6 mm  ¢apindaki steril disklere
(ROTILABO) hazirlanan ekstraktlardan 10 ul/disk
emdirilerek diskler kurumaya birakilmistir. Negatif
kontrol olarak DMSO emdirilmis diskler, pozitif kontrol
olarak Klindamisin (10 pg), Tetrasiklin (10 ng) ve
Amoksisilin-Klavulanat (30 pg) antibiyotik diskleri
kullanilmistir. Mueller Hinton Agar ve % 5 koyun kanli
Mueller Hinton Agar besiyerlerine yogunlugu
ayarlanmis bakteri slispansiyonundan steril ekiivyon
cubuk ile ekim yapilmistir. Agar iizerine diskler hafifce
bastirilarak aseptik kosullarda yerlestirilmistir.

Bu sekilde hazirlanan petriler, viridans streptokoklar igin
anaerobik inkiibasyon kosullarinda (% 5-10 CO») ; diger
test mikroorganizmalar1 igin ise aerobik inkiibasyon
kosullarinda 37 °C’de 24 saat boyunca bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda meydana gelen inhibisyon zon
caplar1  Olgiilerek  antibakteriyel aktivite tayini
yapilmigtir.
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3. BULGULAR (FINDINGS)

Punica granatum L. meyve kabuklarindan hazirlanan
ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesinin arastirildigi bu
caligmada, test mikroorganizmalarina karsi meydana
gelen inhibisyon zon g¢apt Olglimleri Tablo 1’de
verilmistir.

Deney sonuglarina gore ekstraktlarin gosterdigi en
yiiksek inhibitér etkinin Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus epidermidis bakterilerine karst oldugu
gozlenmistir.

Ekstraktlar;
Streptococcus

Salmonella
mitis ve

coli,
salivarius

abony, Escherichia
Streptococcus

bakterilerine karsi sinirli antibakteriyel etki gostermistir.
Streptococcus mutans, Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis ve Salmonella typhimurium bakterilerine karst
ise inhibitdr etki gostermedigi belirlenmistir.

Sekil 1. Punica granatum L. ekstraktlarinin (6400 pg/10 pl)
Staphylococcus epidermidis’e kars1 olusturduklarr inhibisyon zon
caplari [ A- Etanol ekstrakti (30 mm), B- Aseton ekstrakti (29 mm), C-
Metanol ekstrakti (28 mm), D- Etil asetat ekstrakti (24 mm) ] (
Inhibition zone diameters of Punica granatum L. fruit skin extracts
(6400ug/10 pl) to Staphylococcus epidermidis [ A-Ethanol extract (30
mm), the B-acetone extract (29 mm), C-methanol extract (28 mm), D-
ethyl acetate extract (24 mm)])
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Sekil 2. Punica granatum L. ekstraktlarinin (6400ug/10 pl)
Staphylococcus aureus’a kars olusturduklart inhibisyon zon caplart [
A- Etanol ekstrakt1 (22 mm), B- Aseton ekstrakti (24 mm), C- Metanol
ekstrakt: (20 mm), D- Etil asetat ekstrakti (18 mm)] ( Inhibition zone
diameters of Punica granatum L. fruit skin extracts (6400ng/10 pl) to
Staphylococcus aureus [A-Ethanol extract (22 mm), the B-acetone
extract (24 mm), C-methanol extract (20 mm), D-ethyl acetate extract
(18 mm)])
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Tablo 1. Punica granatum L.meyve kabuk ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon zon ¢aplar1 [Sm1, Streptococcus mitis; Ss, Streptococcus
salivarius; Sm2, Streptococcus mutans; Se, Staphylococcus epidermidis; Ec, Escherichia coli; Sal, Staphylococcus aureus; Bs, Bacillus
subtilis; Sa2, Salmonella abony; St, Salmonella typhimurium; Ef, Enterococcus faecalis. (Inhibition zone diameters of Punica granatum L.

fruit skin extracts

[Sml, Streptococcus mitis, Ss, Streptococcus salivarius, SM2, Streptococcus mutans, Se, Staphylococcus epidermidis, Ec, Escherichia coli;
Sal, Staphylococcus aureus, Bs, Bacillus subtilis, Sa2, Salmonella abony, St, Salmonella typhimurium, Ef, Enterococcus faecalis)

Test Mikroorganizmalari

Ekstrakt Sml | ss | sm2 | Se | Ec | sal | Bs | sa2 | st | Ef
Inhibisyon zonlar1 (mm)
Etanol
6400 pg 12 8 0 30 10 22 0 10 0 0
3200 pg 9 0 0 24 8 20 0 8 0 0
1600 pg 7 0 0 20 0 17 0 0 0 0
800 ng 0 0 0 16 0 16 0 0 0 0
400 pg 0 0 0 14 0 14 0 0 0 0
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aseton
6400 pg 12 9 0 29 0 24 8 8 0 0
3200 pg 10 7 0 25 0 22 0 7 0 0
1600 pg 7 0 0 20 0 20 0 0 0 0
800 pg 0 0 0 19 0 15 0 0 0 0
400 pg 0 0 0 15 0 9 0 0 0 0
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metanol
6400 pg 10 0 0 28 0 20 0 0 0 0
3200 pg 8 0 0 24 0 18 0 0 0 0
1600 pg 0 0 0 20 0 17 0 0 0 0
800 ng 0 0 0 15 0 15 0 0 0 0
400 pg 0 0 0 12 0 12 0 0 0 0
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FEtil asetat
6400 pg 0 0 0 24 0 18 9 0 0 0
3200 pg 0 0 0 19 0 15 0 0 0 0
1600 pg 0 0 0 15 0 9 0 0 0 0
800 pg 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0
400 pg 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kontrol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Klindamisin 34 40 48 35 7 31 10 7 0 14
(10 pg)
Tetrasiklin 31 28 26 8 17 19 8 15 0 8
(10 pg)
Amoksisilin-
Klavulanat 42 45 5 32 24 30 38 30 29 24
(30 pg)
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4. SONUC VE TARTISMA (CONCLUSION AND
DISCUSSION)

Punica granatum L. ‘Nar’, Citrus paradisi Mc. Fad.
‘Greyfurt’, Cydonia oblonga Miller ‘Ayva’, Musa
sapientum L. ‘Muz’ meyve sulari ile kabuk
ekstraktlariin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinin
Dagc1 ve arkadaglart tarafindan arastirildigi ¢aligmada;
P. granatum aseton, etil alkol ve sulu ekstraktlarinin test
edilen mikroorganizmalar {izerinde 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 karsi
20, 19, 15 mm ve S. aureus’a karst 17, 16, 24 mm
inhibisyon zonu meydana getirdigi belirlenmistir [8].

Punica granatum L. bitkisinin kurutulmus yapraklarmin
ve meyve kabuklarinin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlendigi bir ¢aligmada; hazirlanan hekzan, etil asetat,
metanol ve su ekstraktlarinin Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae bakterilerine karst inhibitor etkileri
incelenmistir. Meyve kabugu metanol ve etil asetat
ekstraktlarmin S. aureus’a kars1 27-30 mm, B. subtilis’e
karst 28-32 mm, S. typhimurium’a karst 27-30 mm
inhibisyon zonu olusturdugu belirtilmistir. E. coli’ye
karsti  metanol  ekstraktinda  inhibisyon  zonu
gozlenmemigken etil asetat ekstraktinda 30 mm’lik zon
cap1 gozlenmistir. Ayrica S. aureus’a kars1 yaprak etil
asetat ekstraktinin (27 mm) ve su, metanol ekstraktinin
(32 mm) en yiiksek inhibisyon zon ¢apini olusturdugu
belirtilmistir [9]. Bu c¢alismanin sonuglar1 ile bizim
calismamizin sonuglart bazi bakteriler icin paralellik
gosterirken bazilar1 igin paralellik gostermemistir.
Calismamizda etil asetat ve metanol ekstraktlart S.
aureus’a kargt sirasiyla 18, 20 mm inhibisyon zonu
olusturmus; fakat S. typhimurium, B. subtilis ve E. coli
bakterilerine karsi inhibitor etki gozlenmemistir.

Taze nar meyve kabuklarinin antibakteriyel etkisinin
incelendigi  bir bagka c¢aligmada, ellagitanen
punicalagin’i elde etmek i¢in kromatografik teknikler
kullanilarak etil asetat ekstrakti fraksiyonlarina
ayrilmigtir. Metisiline direngli Staphylococcus aureus
bakterisine karsi punicalagin maddesinin aktif oldugu
gozlemlenmistir.  Punicalagin  maddesinin, narin
antimikrobiyal aktivitesinden sorumlu madde oldugu
ileri stirtilmiistiir [10].

Nar meyve kabugunun yapisindaki fenolik bilesiklerin
antibakteriyel etkilerinin arastirilmasi amaci ile yapilan
bir ¢aligmada [11], elde edilen % 13 ellagic asit igeren
standardize kuru nar kabugu ekstraktinin gram pozitif
bakterilerden S. aureus’a karst 15.2 -19.4 mm ve S.
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epidermidis’e karst 19.1 mm inhibisyon zon c¢ap1
olusturdugu, gram negatif bakterilerden E. coli ve S.

typhimurium’a  karst  inhibitor etki gostermedigi
saptanmigtir. Bu ¢aligmanin  sonuglari ile bizim
calismamizin  sonuglar1  paralellik  gOstermistir.

Calismamizda S. aureus’a karst 18-24 mm ve S.
epidermidis’e karst 24-30 mm inhibisyon zon c¢ap1
gozlenirken, S. typhimurium’a karst inhibitor etki
gbzlenmemistir.

Dahham ve arkadaslar tarafindan nar meyve kabugu
metanol ekstraktinin antibakteriyel etkisinin aragtirildig
calismada [12], Staphylococcus aureus bakterisine karsi
(25 mm) belirlenen inhibisyon zon degeri bizim
calismamizdaki metanol ekstrakti degeri (20 mm) ile
paralellik gostermistir. Buna karsilik g¢alismada elde
edilen ekstraktin Bacillus subtilis ve Escherichia coli
bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gosterdigi ileri
siiriiliirken, bizim ¢alismamizda ise bu bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite gdzlenmemistir.

Gida kaynakli bakterilere karsi, aralarinda Punica
granatum L. bitkisinin de bulundugu 46 baharat ve tibbi
bitkiden hazirlanan metanol ekstraktlariimn
antibakteriyel etkileri incelenmistir. Shan ve arkadaslari
tarafindan yapilan calismada Punica granatum L.
bitkisinin S. aureus (32.3 mm) ve E. coli (14.5 mm)
bakterilerine kars1 giiglii inhibitor etki gosterdigi
belirtilmistir. Caligmada, kullanilan diger bitkiler
arasinda Punica granatum bitkisinin en yiiksek toplam
fenolik bilesik icerigine (22.6 gr gallik asit/100 gr kuru
agirlik) sahip oldugu belirlenmis ve antibakteriyel
aktivite ile fenolik bilesik icerigi arasinda bir iliskinin var
oldugu ileri siiriilmistiir [13].

Calismamizda Punica granatum L. bitkisinin meyve
kabuklarindan hazirlanan ekstraktlarin, 6zellikle cilt
florast ve burun mukozasinda bulunan Staphylococcus
aureus ve Staphylococcus epidermidis bakterilerine karsi
giiclii antibakteriyel etki gosterdigi gdzlenmistir. Ayrica
agliz ve bogaz florasinda bulunan viridans
streptokoklardan Streptococcus mitis bakterisine karsi
bitkinin antibakteriyel etkisinin oldugu ilk kez bu
calismada belirlenmistir.

flerideki calismalarda, Punica granatum L. ham bitki
ekstraktinin etken maddesi elde edilerek farkli bakteriler
tizerindeki antibakteriyel etkisi arastirilabilir. Nar meyve
suyu ve konsantresi lretiminde ortaya g¢ikan meyve
kabugu posalarinin antimikrobiyal madde iireticileri igin
ekonomik ham  madde kaynagi  olabilecegi
diisiincesindeyiz.
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