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OZET

Bu ¢alismada, Tar¢in (Cinnamomum verum), izmir Kekigi (Origanum onites L.) ve Kara
Kekik (Origanum vulgare L.) bitkilerinden hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen
hidrozoller (sirastyla TH, IKH ve KKH olarak kisaltilan) ve Tar¢in hidrozoliin %3 malik
asit (THM) ve %3 askorbik asitle (THC) katkilanmis karisimlarinin belirli patojen
mikroorganizmalar iizerindeki etkisi agar kuyu diflisyon metodu kullanarak
incelenmistir. Hidrozoller arasinda bakteri, maya ve kiiflere kars1 en yiiksek
mikrobiyosidal etkinlik, targin hidrozoliinde go6zlenmistir. Hidrozollerin volatil
kompozisyonu GC-MS kullanarak belirlenmistir. Izmir kekigi hidrozoliiniin major
bileseni olarak %84,15 oranla karvakrol, Kara kekik hidrozoliin major bileseni olarak
%99,67 oranla karvakrol olarak tespit edilirken, targin Hidrozoliiniin majér bileseninin
ise, %76,67 oranla sinnamaldehit oldugu tespit edilmistir. Hidrozollerin antioksidan
kapasitesi DPPH radikal siipiirme yontemiyle belirlenmistir. Hidrozollerin antioksidatif
kapasiteleri, IKH, KKH ve TH igin sirastyla %73,21, %72,95 ve %22,77 olarak tespit
edilmistir. THM ve THC’nin DPPH radikal siipiirme aktiviteleri ise %30,54 ve %94,63
olarak belirlenmistir. Hidrozollerin TS EN ISO 10993-5 standartlarina gore L-929 hiicre
hattinda yapilan MTT sitotoksisite test sonuglarina gore 6rneklerin higbirinde herhangi
bir sitotoksik etki tespit edilmemistir. Deneysel calismalar da genis spektrumlu
antimikrobiyal etkili olarak tespit edilen Targ¢in hidrozolii ve THM ve THC karigimlarinin
model gida ortaminda (kasar peyniri) koruyucu etkileri incelenmistir. Ayrica, 5 farkl: test
mikroorganizmasi (Escherichia coli O157:h7 ATCC 43895, Salmonella enterica sv.
Typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATTC 25923, Candida albicans
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ATCC 10231 ve Aspergillus flavus ATCC 9643) ile kontamine edilen model gida
numuneleri, 15, 30 ve 45 dakika boyunca hidrozol karisimlarina daldirarak yikanmustir.
Kontrol numunesi olarak su kullamilmistir.  Analiz  sonucunda, tim test
mikroorganizmalar1 i¢in hidrozol karisimlarinin kontrole gore kasar peynirinin
mikrobiyal yiikiinii daha fazla disiirdiigi gozlenlenmistir. Kontrol numunesi, kasar
peynirinin E. coli yiikiinii 1.3 log olarak diisiiriirken TH, THC ve THM Kkasar peynirinin
E. coli yiikiini sirasiyla 2.56, 3.04 ve 3.3 log olarak azaltmistir. C. Albicans i¢in
mikrobiyal ylik kontrol 6rneginde 0.28 log olarak azalirken, TH, THC ve THM
hidrozollerinde sirasiyla 1.75, 1.74 ve 1.98 log azalmistir. A. flavus i¢in ise kontrol 0.34
log’luk bir azalmaya sebep olurken TH, THC ve THM hidrozollerinin kasar peynirinin A
flavus toplam yiikiinii sirasiyla 1.89, 1.73 ve 2 log azaltigi anlasilmistir. Uygulama
stirelerinin, kasar peynirinin mikrobiyal yiikii iizerinde genel olarak dnemli bir etkisi
olmadig1 tespit edilmistir (p>0.05). Diger bir taraftan, 4 haftalik depolama siiresince
partikiil boyutu ve zeta potansiyeli analiz sonuglarina gore hidrozol karisimlarinin

stabilitelerini korudugu anlasilmstir.

Anahtar Kelimeler: Hidrozol, Antimikrobiyal madde, Cinnamomum verum, Origanum

onites L., Origanum vulgare L..
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ABSTRACT

In this study, the antimicrobial effects of the hydrosols obtained from Cinnamon
(Cinnamomum Verum), Izmir Thyme (Origanum onites L.), and Black Thyme
(Origanum vulgare L.) plants by hydrodistillation method (abbreviated as TH, ICH, and
KKH, respectively) and Cinnamon hydrosol mixed with 3% malic acid (THM)) and 3%
ascorbic acid (THC) were investigated by the agar well diffusion method on some human
pathogenic microorganisms. Among the hydrosols, the highest antimicrobial activity
against bacteria, yeast, and molds was observed in the Cinnamon hydrosol. The volatile
composition of the hydrosols was determined using GC-MS. Carvacrol was determined
as the major component both of Izmir thyme hydrosol (84.15%), and black thyme
hydrosol (99.67%). On the other hand, Cinnamaldehyde was detected as a major
component of Cinnamon Hydrosol with 76.67% area. The antioxidant capacity of
hydrosols was analyzed with the DPPH method. The highest DPPH radical scavenging
activities were found at 73.21%, 72.95%, and 22.77% from the samples of IKH, KKH,
and TH, respectively. The DPPH capacities of THM and THC were observed as 30.54%
and 94.63%. According to the MTT test results of hydrosols performed on the L-929 cell
line according to TS EN ISO 10993-5 standards, no toxic effects have been determined
in the samples studied. According to antimicrobial activity test results, the effectiveness
of TH, THM, and THC mixtures on a real food model environment (cheddar cheese) have
also been tested. For this purpose, five different cheddar cheese samples were
contaminated with five different test pathogens (Escherichia coli 0157, Salmonella
enterica sv. Typhimurium, Staphylococcus aureus, Candida albicans, and Aspergillus
flavus). Later, the cheddar samples were washed with antimicrobial mixtures for 15, 30,

and 45 minutes. Besides, water was used as a control. As a result of the test, it has been



observed that all antimicrobial mixtures for all test pathogens reduced the microbial load
of cheddar cheese more than the control. The control sample decreased the microbial load
of cheddar cheese by 1.3 logs for E. coli, while TH, THC, and THM mixtures reduced
the microbial load of cheddar cheese by 2.56, 3.04, and 3.3 logs, respectively. TH, THC,
and THM reduced the C. albicans load of cheddar cheese by 1.75, 1.74, and 1.98 logs,
respectively, while the microbial load of C. Albicans was cut down by 0.28 logs for the
control sample. For A. flavus, the control caused a 0.34 log reduction, while TH, THC,
and THM decreased a load of cheddar cheese by 1.89, 1.73, and 2 logs, respectively.
Application times did not appear to cause a definite decrease in the microbial load of
cheddar cheeses. According to the results of particle size and Zeta potential analysis

during 4 weeks of storage, antimicrobial mixtures were found to be stable.

Keywords: Hydrosol, Antimicrobial agent, Cinnamomum verum, Origanum onites L.,

Origanum vulgare L..
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L: Litre

mL: Mililitre

pL: Mikrolitre

gr: Gram

mg: Miligram

pg: Mikrogram

nm: Nanometre

dk: Dakika

v/v: Hacimce ylizde

%: Yiizde orani

°C: Derece (Santigrat)

vb.: Ve benzeri

vd.: Ve digerleri

kob. Koloni olusturan birim

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
aw: Su aktivitesi

pH: power Hydrogen

GRAS: Generally recognized as safe
TH: Tar¢in hidrozolii

KKH: kara kekik hidrozolii

IKH: izmir kekigi hidrozolii

THC: Tar¢in hidrozolii + %3 askorbik asit

THM: Tar¢in hidrozolii + %3 malik asit
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1. BOLUM

GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1. Problem Durumu

Pek cok gida iiriinii tabiat1 geregince dayaniksizdir ve istenen raf Omriinii saglamak igin
hazirlanmalar1 gerektigi gibi, depolanmalar1 ve dagitimlar1 sirasinda bozulmaya karsi
korunmalari zorunludur. Gida tiriinleri artik diinyanin her yerindeki iiretim alanlarindan
uzakta satildigindan, bu {riinler i¢in daha uzun raf émriine sahip olma gereksinimi 6n

plana ¢ikmistir (Rasooli, 2017).

Gidanin muhafazasi, gidanin bozulmasma ve/veya intoksikasyona sebep olan
mikroorganizmalara karst siirekli bir miicadeledir. Isitma, sogutma ve kurutma gibi
prosesler gida muhafazasi amaciyla kullanilabilir; fakat bu teknikler gidalarin
organoleptik ve besinsel ozelliklerini etkiledigi i¢in bazen tercih edilmemektedir
(Rasooli, 2017).

Antimikrobiyal maddeler; mikroorganizmalar1 6ldiiren (mikrobisid etki) veya onlarin
tiremesini/gelisimini engelleyen (mikrobiyostatik etki), bitkisel veya sentetik kokenli
kimyasal maddelerdir. Bu tanima; dezenfektanlar, antiseptikler, antibiyotikler ve
inhibitér etkili diger bazi maddeler girmektedir. Antimikrobiyal maddelerden
dezenfeksiyon ve antiseptik etki yaratma amaciyla veya enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde ilag (antibiyotik) olarak ya da gidalarda koruyucu katki maddesi olarak
yararlanilmaktadir (Antinoro vd., 2008).

Tiiketime hazir taze gida {irlinlerine yonelik artan talep, gida sektorii i¢in gidalarinin

giivenligi ve kalitesi agisindan zorluklara yol agmistir. Yapay koruyucular, tazeligini daha



uzun siire koruyarak bu zorluklardan bazilarini karsilar, ancak bu koruyucular da olumsuz
yan etkilere neden olabilir. Sodyum nitrit, botulizmi 6nlemek i¢in etler, jambonlar ve
sosisler de kullanilan bir koruyucudur. Botulizme neden olan bakterilere kars1 inhibisyon
saglar, ancak sodyum nitrit proteinlerle reaksiyona girebilir veya yliksek 1sida pisirme
sirasinda kanserojen N-nitrozaminler olusturabilir. Ayrica laboratuar hayvanlarinda
kanser olusumuyla bagdastirilmistir. Yaygin olarak kullanilan sodyum benzoatin,
siselenmis domates salgasinin raf omriinii kalite kayb1 olmaksizin 40 haftaya kadar
uzattigt bulunmustur. Fakat C vitamini ile birlestiginde kanserojen olan benzen
tiirevlerini olusturabilir. Pek ¢ok gida iireticisi, bu tarz sorunlari elimine etmek igin
tiriinlerinin igeriginde giincellemeler yapmis olsa da hala risk mevcuttur (Antinoro vd.,

2008).

1.2. Arastirmanin Amaci

Gidalara ¢esitli sekillerde bulasan mikroorganizmalar, gida bilesenlerini kendi
gelismeleri icin besin kaynagi olarak kullanirlar. Gidalarda bazi mikroorganizmalarin
saprofitik faaliyetleri sonucunda, hosa gitmeyen tat, aroma ve kokuya sebep olan
bilesikler olusabilir ve bunun sonucunda gidalarda bozulma meydana gelebilir. Gidalara
bulagan bazi mikroorganizmalar ise, patojen olup, saglik acgisidan risk
olusturabilmektedirler. Mikroorganizmalarin gida ortamlarinda gelisimini engellemek
icin gida miihendisleri ¢esitli tekniklere basvurmustur. Bu tekniklerden birisi ise,
antimikrobiyal maddeler kullanmaktir. Gida katki maddelerinin 6nemli kismin1 olusturan
antimikrobiyal ozellige sahip gida katki maddeleri, gidalardaki bozulmalarin
geciktirilmesi ve gidalarda treyebilecek mikroorganizmalarin gelisimini engellemek
amaci ile gidalara ilave edilmektedir. Bu kapsamda gida endiistrisinde kullanilabilecek
yeni antimikrobiyal maddeler iiretmek biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 bu tez ¢alismasinda gida endiistrisinde fakli alanlarda kullanilabilmesi muhtemel,
genis spetrumlu, insan sagligina ve ¢evreye dost bir antimikrobiyal maddenin

gelistirilmesi ve laboratuvar 6l¢eginde iiretimi amaglanmistir.

Gida endiistrisinde en yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal gida katki maddeleri, nitrit
ve nitrat bilesikleri, nisin, benzoik asit ve tuzlar, kiikiirtdioksit ve cesitli siilfitler, sorbik

asit ve tuzlari, propiyonik asit ve tuzlari, asetik asit ve asetatlar gibi bazi



antimikrobiyallerdir. Kullanilan gida katki maddelerinin pozitif etkileri oldugu gibi
kullanim dozlarina bagli olarak zararli etkiler de gosterebildikleri farkli ¢alismalarda
belirlenmistir. Piyasada satilan bazi triinlerde, yetkili otoritelerce yapilan analizlerde
bulunan gida katki maddesi miktarlari, yasal (kabul edilebilir) miktarlarin {izerinde
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenlerden dolayr sentetik koruyucularin insan sagligi
lizerine olas1 zararli etkilerinden kaginmak amaciyla son yillarda dogal antimikrobiyal
maddelere olan ilgi hizla artmistir. Buna paralel olarak bu projede sentetik maddelere
alternatif olabilecek bitki kaynakli dogal bir antimikrobiyal madde tiretimi amaglanmastir.
Bu kapsamda bitki hidrozollerin karisimi farkli asitlerle gosterebilecegi potansiyel

etkilerinin test edilmesi ve en etkili formiiliin elde edilmesi hedeflenmistir.

1.3. Literatiir Ozeti
1.3.1. Bitkiler

1.3.1.1. Kara Kekik (Origanum Vulgare)

1.3.1.1.1. Botanik Ozellikler

Sekil 1. Dag kekigi bitkisinin morfolojik gériiniimii



Kara kekik, istanbul kekigi veya kekik otu olarak bilinen Origanum vulgare L. subsp.
hirtum, Lamiaceae familyasindan yarigalimsi ¢ok yillik bitkidir. O. vulgare tiirii Ingilizce
kaynaklarda yaygin olarak “wild marjoram” ya da “oregano” olarak ge¢mektedir.
Cigekleri mor, pembe ya da beyaz renkli ve dik govdesi ile odunsu yapidadir. Her sapta
cok sayida yaprak bulunmakta olup 35 cifte kadar ¢ikabilmektedir. Tagyapragi mor veya
beyaz, nadiren pembemsi renkte olup boyu 3-10 mm arasinda olmaktadir (Souza vd.,
2007).

Bat1 Akdeniz’den Orta Asya’ya kadar yayilis gosteren Origanum vulgare, bir Akdeniz
taksonudur, genel olarak Balkan’larda, Trakya, Ege Bolgesi ve Giiney Anadolu’da yaygin
bir tiirdiir. Deniz seviyesinden, 1.500 m yiikseklige kadar olan kisimlarda, tash bayirlar,
kayalik yerler, hatta dik yamaglarda genellikle de kurak ve giinesli yerlerde, bazen de
goblgede yetismekte olup ¢igeklenme zamani genellikle Mayis-Ekim aylari arasindadir.
Dag kekigin yaprakl ¢igekli hali “Kekik” ismi altinda satilmakta ve baharat olarak
tilketilmektedir (Teixeira vd., 2013).

Dag kekigi bitkisinin morfolojik goriiniimii sekil 1°de gosterilmistir.
1.3.1.1.2. Kara Kekigin Esansiyel Yag Ozellikleri

Dag kekiginin ugucu yagi sarimsi renkli, 6zel kokulu ve yakici lezzetli bir tadi olup verimi
%2-3 arasindadir. Ayrica, bu tiirden elde edilen kekik yagi, fenol bilesikleri yani Timol
ve karvakrol tagidigindan antiseptik olarak yararlanilir (Cakir, 2004).

Dag kekigi ucucu yag1 bircok iilkede geleneksel tip sistemlerinde kullanilan terapdtik
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. O. vulgare, solunum bozukluklarini, hazimsizlik,
eklem iltihabi, skrofuloz ve idrar yolu bozukluklarini tedavi etmek i¢in kullanilir. Ayrica,

gastronomide baharat olarak da kullanilir (Sahin vd., 2004).

Cleff vd., (2010) yaptiklar1 ¢alismada O. vulgare tiiriiniin ugucu yaglarmin ana bilesen
olarak Timol ve karvakrol oldugunu gosterilmistir. Diger baskin goriilen ugucu yaglari

ise terpinen-4-ol, linalool, cis-sabsinen hidrat oldugu goriilmiistiir (Sahin vd., 2004).

Masood vd., (2007) yapmis olduklari ¢alismada origanum vulgare esansiyel yagi 11 farkli
gram negatif mikroorganizmaya karsi (Aeromonas Hydrophila, Citrobacter Sp.,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella ozaenae, K. pneumoniae, Proteus

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhi, S. paratyphi B, Serratia



marcescens ve Shigella dysenteriae) Disk Diflizyon Yontemi ile test edilmistir. En
yiiksek antibakteriyel aktivite, 24.0 mm + 0.5 ortalama inhibisyon bolgesi ile Citrobacter
tirlerine kars1 sergilenmistir (Sahin vd., 2004).

Karvakrol (Ci0 His O)

Kekik (Origanum vulgare), kekik (Thymus vulgaris), karabiber (Lepidium flavum),
yabani bergamot (Citrus) ug¢ucu yaginda bulunan sivi bir fenolik monoterpenoid’tir.
Ticari Karvakrol, kimyasal ve biyoteknolojik yontemlerle sentezlenir. Uluslararasi Saf ve
Uygulamali Kimya Birligi tarafindan 5-izo-propil-2-metilfenol olarak da adlandirilir
(Fachini-Queiroz vd., 2012).

Karvakrol, lipofilik 6zelliklere ve oda sicakliginda (25 °C) 0,976 g/ml yogunluga sahiptir;
suda ¢6ziinmez ancak etanol, aseton ve dietil eterde yiiksek oranda ¢oziiniir (Yadav &
Kamble, 2009). Literatiirde, bu bilesigin antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan
ve antikarsinojenik aktiviteler gibi genis spektrumlu bir biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir (Chavan & Tupe, 2014).

Tatlandiric1 ve antimikrobiyal aktiviteleri sebebiyle, karvakrol, gida endiistrisi i¢in dogal

bir gida koruyucusu olarak onerilmistir (Sharifi-Rad vd., 2018).

Karvakrol’lin agik kimyasal yapis1 sekil 2°de gosterilmistir.

CH,4

OH

H,C CHs

Sekil 1. Karvakrol’lin agik kimyasal yapisi



1.3.1.2. izmir Kekigi (Origanum Onites)

1.3.1.2.1. Botanik Ozellikler

Sekil 2. Izmir kekigi bitkisinin morfolojik goriiniimii

Origanum onites L. (Labiatae) odunsu sapli ¢ok yillik bir bitki tiirtidiir. Diger, Origanum
tirlerinden bagimsiz ve tek dudakli kaliks seklinde ayirt edilebilmektedir. O. onites,
Tiirkiye'nin Ege ve Akdeniz bolgelerinde dogal olarak yetismekte ve ayni zamanda
ekonomik 6nemi nedeniyle yaygin olarak yetistirilmektedir. Kekik kullanimi1 Anadolu'da
eski zamanlara dayanmaktadir. Bitkinin yapraklari, yaklasik M.O. yedinci yiizyildan beri
balik, et, sebze, salata sosu ve sarap i¢in bir ¢esni otu olarak kullanilmistir. Cesitli
rahatsizliklarin tedavisi i¢in geleneksel ilag olarak da kritik bir 6neme sahiptir. “Kekik”
kelimesi Yunanca “dag” anlamina gelen “seving¢ veya siis” kelimesinden gelmektedir.
Orta ¢aglarda kekik yapraklar1 genellikle tibbi olarak romatizma, dis agrisi, hazimsizlik
ve Okstirtik gibi bir¢ok hastalifin tedavisi i¢in ¢ignenerek kullanilmistir. Tiirkiye,

diinyaya onemli miktarlarda izmir kekigi ihracatin1 yapmaktadir (Géniiz & Ozorgiicii,

1999).



Origanum onites, Tiirkiye'nin Ege ve Akdeniz bolgelerinde, 6zellikle Denizli, Aydin,
Izmir, Isparta, Burdur ve Antalya illerinde yetistirilmektedir. Bu tiiriin en ¢ok yayildig1
bolgeler Tiirkiye ve Yunanistan oldugu i¢in Tiirkiye ve Yunanistandaki arastiricilar
tarafindan pek cok calisma yapilmistir. Fitokimyasal c¢alismalar kekik bitkisinde,
terpenoidler, fenolik asitler, triterpen asitler, hidrokinonlar, flavonoidler, hidrokarbonlar,
steroller, pigmentler, yag asitleri, tokoferoller ve inorganik bilesikler dahil olmak iizere

cesitli bilesik smiflarinin oldugunu ortaya ¢ikarmisgtir (Tepe vd., 2016).

Farmakolojik c¢alismalar, bu bitkinin genis bir biyolojik aktivite gosterdigini
kanitlanmistir. Bunlar, antimikrobiyal, antioksidan, insektisidal, larvisidal, akarisidal,
antikanser, hepatoprotektif, genotoksik/antijenotoksik, antidiyabetik, antiviral,
kardiyorespiratuar, antiinflamatuar, fumigant toksisite, kolinesteraz inhibitorii ve
analjezik aktivitelerin yani sira endotel fonksiyonu, kolit (kolon hasar1) ve gastrointestinal
sistem iizerindeki etkiler olarak belirlenmistir. Ayrica, cilt tahrislerini ve enfeksiyonlarini,
kasilmalar1 ve narkotik zehirler i¢in bir panzehir ve tedavi edici olarak bu bitkiden
faydalanilmaktadir. Kekik ishal, mide rahatsizligt ve mide bulantis1 gibi cesitli
rahatsizliklarin  tedavisinde kullamlmistir. Kekik ayrica bazi antibakteriyel ve
antiinflamatuar ozelliklere sahiptir, bu nedenle artrit, kas ve eklem agrisi tedavisinde
kullanilmaktadir. Giinlimiizde bogmaca ve konvulsif oksiirtikler ve sindirim bozukluklar
icin spazmodik, antimikrobiyal, balgam soktiiriicii olarak kullanilmasinin yanisira,

topikal olarak antiseptik olarak da kullanilmistir (Tekin, 2013).

[zmir kekigi bitkisinin morfolojik goriiniimii sekil 3’te gdsterilmistir.
1.3.1.2.2. izmir Kekigin Esansiyel Yag Ozellikleri

Kekigin esansiyel yaginda, ana bilesenler olarak karvakrol ve Timol bulunmaktadir.
Ayrica, c-terpinen, p-cymene, linalool, terpinen-4-ol ve sabinen hidrat gibi diger
bilesenler de icermektedir. Fenolik bilesik olan karvakrol, O. onites'in ugucu yaginin ana
bilesenidir, ancak Timol ve linalool kemotiplerine nadiren yabani popiilasyonlarda

rastlanmaktadir. Karvakrol, kekik aromasinin major bilesenidir (Ozkan vd., 2010).

O. onites L, degerli esansiyel yaginda biriken fenolik bilesikler nedeniyle 6nemli tibbi
bitkilerden biri olmustur. Ugucu yaglarinin antimikrobiyal, antiviral, antifungal, bocek
oldiirticii, tibbi ve kozmetik amach endiistriyel kullanima sahip olmasi, son yillarda, O.

onites tizerinde yapilan ¢caligmalarin giderek artmasina sebep olmustur (Humu, 2021).



Kekik iizerine yapilan farmokolojik ¢alismalarda, kekik ugucu yaginda bulunan terpenik
bilesiklerin 500 ve 2000 ppm dozlarinin, C. botulinum, V. parahaemolyitica, S. aureus ve
S. typhimirum gibi patojen bakterilerin gelisimini engelledigi bildirilmistir (Kivang &
Akgiil, 1986).

Juven vd., (1994) ve Helander vd., (1998) Timol ve karvakrol‘iin kekigin antimikrobiyal
aktivitesi lizerinde 6nemli rol oynadigini bildirmislerdir. Arastiricilar, bu terpenlerin,
bakteriyel membranin protein yapisindaki amin ve hidroksil amin gruplarina baglanarak
membran gegirgenligini degistirerck ya da bakterilerin enzim sistemini bozarak hiicre

Oliimiine sebep olduklarini bildirmislerdir.

Lambert vd., (2001) Yaptiklar1 bir arastirmada, iki kekik tiirti ile birlikte alti farkli
bitkiden elde edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitesi iizerine yapilan bir
caligmada denenen biitiin bitkilerin esansiyel yaglari izole edilerek bakteriler iizerinde
denenmistir. S. aureus, E. coli, C. albicans tizerinde antimikrobiyal aktivite gozlenirken,

P. aeruginosa iizerinde etkisiz oldugu saptanmistir.
Linalool (C10 His O)

Izmir kekigi ucucu yagmnin 6nemli bilesenlerinden biri olan linalool, bir asiklik
monoterpen alkoldiir ve ayn1 zamanda dogadaki baslica ¢igek kokularindan biridir. Cigek
kokularinin terpenoidlerinin yaklasik %70'1 linalool ile temsil edilir. Bir¢ok ucucu yagin
ana bilesenlerinden biri linalooldur. Bu monoterpen alkol, antibakteriyel ve antifungal
Ozelliklerin yan1 sira antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanser aktiviteleri sunar.
Linalool, geraniol, nerol, sitral ve tiirevleri gibi ¢esitli yerli iiriinler, kozmetik ve koku
kimyasallarmin tiretimi i¢in kilit bir bilesiktir ve ayrica eczacilikta A ve E vitaminlerinin
sentezinde Onciil olarak kullanilmaktadirlar. Linalool, en ¢ok arastirilan koku
molekiillerinden biridir. Linalool i¢in farkli biyolojik aktivitelerini bildiren ¢ok sayida

calisma yayinlanmigtir (Aprotosoaie vd., 2014).

Linalool’iin %0,1 (h/h) konsantrasyonlarda, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pasteurella multocida tiirlerine karst antimikrobiyal aktivite sergiledigi
bildirilmistir (Agrawal, 2014).

Linalool, esas olarak bir anti-lipoperoksidan ajan olarak islev goriir. Linalool iceren
ucucu yaglar durumunda antioksidan aktivite, biiyiik olasilikla bilesenler arasindaki

sinerji nedeniyle daha onemlidir. Bu sebeple, 6zellikle serbest radikal siipiirme



yeteneklerinde ifade edilen giiclii antioksidan aktivite sergiler (Cavanagh & Wilkinson,
2002). Deney hayvanlartyla gergeklestirilen bir ¢alismanin sonuglarina gore, nispeten
yiiksek konsantrasyonlarda (120 ppm) ve uzun siireli maruziyette, linalool’iin kobay
beyin dokusunu hidrojen peroksit (H202) kaynakli oksidatif strese karsi korudugu ve
lipoik asit ve E vitamini tarafindan sergilenenlere benzer etkiler gosterdigi rapor
edilmistir (Celik & Ozkaya, 2002).

Linalool'in agik kimyasal yapisi sekil 4’te gosterilmistir.

H,C OH

CH,

HsC~ “CHs

Sekil 3. Linalool'iin agik kimyasal yapisi

Timol (C1o His O)

Izmir kekigi ugucu yaginin énemli bir diger bileseni olan Timol, 2-izopropil-5-metilfenol
(IPMP) olarak bilinen dogal bir monoterpen fenol bilesigidir. Timol, mutfak ot kekiginin
kendine 6zgii, gliclii lezzetine sahip olmasinin yanisira giiclii bir antiseptik 6zellige de
sahip bir volatil bilesiktir. Cogunlukla bitki Thymus vulgaris (yaygin kekik) ve diger bazi
bitkilerden ¢esitli yontemlerle elde edilebilir. Timol (C10H140) bir¢ok bitkisel yagda
bulunan bir monoterpendir. Timol bir fenolik kimyasal bilesigidir (Mandal &
DebMandal, 2016).

Bir monoterpen ve volatil karakterde olan Timol bilesiginin, terapdtik ve farmakolojik
etkilerin oldugu, bildirlmistir (Nagoor Meeran vd., 2017). Yapilan c¢alismalarda,

antipiretik ve antispazmodik o6zelliklerinin de oldugu bildirilmistir. Timol’in ayrica
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antimikrobiyal ve antifungal 6zelliklerininde oldugu ve patojen hiicre zarinin gegirgen

hale getirilmesiyle antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirlmistir (Nabavi vd., 2015).

Timol, baz1 gargara dis macunlarinda antiseptik bir bilesen olarak kullanilir. Klorheksidin
ile birlikte, plak ve gingiviti azaltmak amaciyla kullanilir. Ayrica halotan, anestezik,
antiseptik olarak kullanilir. Kekik 6zii ve Timoliin, B2-reseptorlerine sahip uterus ve

trakea tizerinde rahatlatici etkileri oldugu onerilmistir (Marchese vd., 2016).

Yapisinda bulunan hidroksil gruplari varligindan dolayi, Timol yiiksek bir antioksidan
aktiviteye sahiptir. Timol biinyesinde bulunan hidroksil gruplar serbest radikalleri

slipiirerek ve notralize ederek onemli bir antioksidan etkiye neden olmaktadir (Deng vd.,

2016).

Timol, ABD, Avrupa ve Cin'de kullanilan giivenli (GRAS) gida katki maddesi olarak
kabul edildiginden, Timoliin gida matrisindeki sentetik antioksidanlara potansiyel bir

alternatif oldugunu gostermek icin bircok c¢alisma yapilmistir (Hossain vd., 2008;
Quiroga vd., 2014; Youdim & Deans, 2000).

Timol'iin agik kimyasal yapisi sekil 5°te gosterilmistir.

HyC CHs

HO

CHy

Sekil 4. Timol'iin agik kimyasal yapisi
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1.3.1.3. Tar¢in (Cinnamomum Verum)

B

-5

Sekil 5. Tar¢in birkisinin morfolojik gériiniimii

1.3.1.3.1 Botanik Ozellikler

Defnegiller familyasindan Anavatani Giiney ve Giineydogu Asya olan, yaprak dokmeyen
aromatik kokulu agag cinsidir. Tar¢inin bilimsel adindaki cins ad olan "Cinnamomum®,
Yunanca'daki "kinnamomon" sozciigiinden gelir. Insanhik tarihinin en eski
baharatlarindan biridir. Tar¢gin baharati, agacin kurutulmus kabuklarindan iiretilmektedir.
Tarcin, agacin govde ve dal kabuklarinin dis kismi siyrildiktan sonra kalan i¢ kabugun
kurutulup 6giitiilmesiyle elde edilir. Ayrica kabuklarmin i¢ ige konularak rulo gibi
kivrilmasiyla da gubuk tar¢in elde edilir. Kokusu kuvvetli, keskin ve uzun siireli olup,

tatlims1 ve yakici bir tada sahiptir (Ribeiro-Santos vd., 2017).

Cin Tar¢imi (Cinnamomum cassiae) ve Seylan Targ¢ini (Cinnamomum zeylanicum) olmak

lizere baglica iki cins tar¢in kabugu bulunmaktadir. Her iki tar¢in da bilesiminde tanen ve
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% -2 oraninda ugucu yag icermekte olup bu yag temel olarak %65-%95 oranlarinda
sinamik aldehid, ayrica sinnamil asetat, sinamik asit, benzaldehit, eser miktarda kumarin

ve Ojenolii de biinyesinde barindirmaktadir (Idrees vd., 2021).

GRAS (Generally Recognized as Safe) statiisiinde bir gida maddesi olan tar¢inin, gii¢lii
bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugu birgok ¢alismada belirtilmistir (R. Wang vd.,
2009).

Giizel kokusu ve tadiyla iilkemizde genellikle tatlilarda kullanilan targin, kahve, gikolata,
meyve soslar1 ve iceceklerde de yaygin olarak kullanilir. Ortadogu mutfaginda tatlilar
kadar ana yemeklerde de tercih edilen bu baharatin geg¢misten giinlimiize gida
muhafazasinda kullanilma sebebi; gii¢lii antimikrobiyal 6zelliginin yani sira antialerjik,
antioksidant, antitimoral, antifungal, gaz soktiiriicii, kabizligi Onleyici, Kkolesterol

distiriicii, anti-diyabetik aktiviteleridir (Gruenwald vd., 2010).
Targ¢in birkisinin morfolojik goériiniimii sekil 6’da gosterilmistir.

1.3.1.2.2. Tarcin Esansiyel Yagimin Antimikrobiyal Ozellikleri

Targin esansiyel yaginin, gida kaynakli patojen bakteriler tizerindeki antimikrobiyal etkisi
birgok caligmaya arastirma konusu olmustur. Targ¢in ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkisinin sorbik asit ve benzoik asitin antimikrobiyal etkisine esit, hatta daha kuvvetli
oldugu yapilan calismalarda tespit edilmis olup, tar¢in esansiyel yaginin yiiksek
antimikrobiyal aktivitesinin, iceriginde bulunan yiiksek trans-sinnamaldehit ve antifungal
aktivitesinin de igerigindeki oksijenlenmis bilesenlerden kaynaklandigi belirtilmektedir
(Hili vd., 1997).

Insanlarin orta ¢agda etleri ve yemekleri uzun siire muhafaza etme amaciyla kullandiklar
tar¢inin, en giiglii antimikrobiyal aktivitesinin, pH 4 altinda gergeklestigi ve asidik
kosullarda daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir (Rao &
Gan, 2014).

Yapilan galismalar et, siit ve meyve suyu gibi gidalarda depolama siiresi boyunca tar¢inin
mevcut Escherichia coli yiikiinii azalttigini, tar¢in ekstraktlarinin Escherichia coli hiicre
morfolojisini etkileyebilecegini ve gram pozitif bakterilerin yani sira Escherichia coli gibi
gram negatif bakterilerin de biiyiimesini inhibe ettigini gostermistir. Yapilan bir
calismada, tar¢in yaginin 100 ppm konsantrasyonda Clostridium botulinum’nun spor

olusturmasini engelledigi tespit edilmis olup, ayrica bir diger ¢alismada Bacillus cereus’a
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kars1 antimikrobiyal agidan en etkili ugucu yaglardan biri oldugu saptanmustir (Shahverdi
vd., 2007).

Birgok bakteriye kars1 antimikrobiyal etki gosteren tar¢inin Brucella tiirleri tizerinde de
antimikrobiyal etki gosterdigi gesitli arastirmalarda belirtilmistir. Hindistan’da yapilan
bir ¢alismada Cinnamomum zeylanicum ekstraktinin Brucella melitensis patojenine karsi

antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir (Vasconcelos vd., 2018).

Al-Mariri vd., (2012) gerceklestirdikleri bir ¢alismada ise %1 oraninda, Cinnamomum
verum ugucu yaginin insan makrofajlari i¢inde Brucella abortus patojenine karsi yiiksek
antibakteriyal etkinlik gosterdigi, arastirmada kullanilan diger bir esansiyel yag olan
mercankosk (Origanum majorana) yagiyla kombinasyonunda bu antimikrobiyal etkinin
daha da yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Yagli ve yarim yagli yumusak peynirlere
Listeria monocytogenes ilave edilmis olan bir ¢alismada %1 konsantrasyonda tar¢in
Ozitiiniin 3 glin sonra az yagli peynirlerde Listeria monocytogenes’e karsi etkili oldugu
gozlenmistir. Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas fluorescens, Serratia
liqguefaciens ve Bacillus cinerea gibi bakteriler iizerinde de tar¢in ugucu yaginin
antimikrobiyal etki gosterdigi diger mikroorganizmalar arasinda sayilmaktadir. Ayrica
yapilan ¢aligmalarin sonucunda antifungal aktivitesi de tespit edilen targinin, belirli
seviyelerde ilave edildigi gidalarda kiiflerin gelisimini ve mikotoksin iiretimini kontrol
altina aldig1 da belirlenmistir (Ozbalikg1, 2011).

Sinnamaldehit (CsHsCH)

Sinnamaldehit targin ugucu yagin baslica bilesenidir ve ¢ok ¢esitli biyoaktif dzelliklere
sahip oldugu iyi bilinmektedir. Aldehitler, ¢ok cesitli gidalarda ve gida bilesenlerinde
dogal (tatlandirici) bilesenler olarak bulunur. ‘‘Cinnamomum’’ ekili agaglarin
kabugundan elde edilen giiglii ve hos bir kokuya sahip sarimsi bir sividir (Gowder &
Devaraj, 2010). Sinnamaldehit, aromatik bir aldehit olup tar¢in kabugu ekstraktinin ana
bilesenidir. (Adabiardakani vd., 2012).

Giliniimiizde, ¢oklu ilaca direncli bakteriyel kokenli enfeksiyonlarin olusumunda siirekli
bir artig trendi bulunmaktadir. Hali hazirda mevcut antibiyotiklere kars1 gelisen direng,
alternatif antibakteriyel stratejilere acil bir ihtiya¢ duyulmasina yol agan kiiresel bir saglik
sorunu haline gelmistir. Dogal kaynaklardan antibakteriyel ajanlarin gelistirilmesine

yeniden ilgi duyulmustur. Trans-sinnamaldehit, son yillarda biiyiik ilgi géren ve dogal
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olarak bulunan bu tir bilesiklerden birisidir. Trans-sinnamaldehit'in  6nemli
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu su ana kadar gergeklestirilen ¢caligmalar tarafindan

ispatlanmistir (Doyle & Stephens, 2019).

Sinnamaldehit, meyve ve sebzelerin muhafazasi amaciyla deneysel olarak firetilen
yenilebilir antimikrobiyal filmlere dahil edilmis ve patojen mikroorganizmlara karsi

biyosidal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Muhoza vd., 2021).

Ayrica, GRAS (Genel Olarak Giivenli Olarak Taninan) statiisiine sahip olan
sinnamaldehit, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ idaresi (FDA) tarafindan
kullanim i¢in onaylanmistir (Zhu vd., 2014).

Bu nedenle, sinnamaldehitin giivenli bir bilesen oldugu gbz 6niine alindiginda, ilgili
sinnamaldehit tlirevleri uygun maliyetli, gida uyumlu, genis spektrumlu antimikrobiyal

gida katki maddeleri olma potansiyeline sahiptir. (Doyle & Stephens, 2019).

Sinnamaldehit’in agik kimyasal yapisi sekil 7°de gosterilmistir.

Sekil 6. Sinnamaldehit’in agik kimyasal yapisi

1.3.2. Su Ekstraksiyonu ve Hidrozoller
1.3.2.1. Distilasyon

Iki veya daha fazla s1v1 bileseni, kaynama noktas1 veya uguculuk farkina dayanarak bir
karisim igerisinden ayirma islemine distilasyon denir. Uguculuklar1 arasinda biiyiik fark
bulunan bilesenleri, bir karisimin igerisinden distilasyonla ayirmak daha kolaydir (Igbal
M Mujtaba, 2004). Bir baska tanimlama ile distilasyonun amaci, ugucu bir siviyi, ¢ogu
zaman da farkli uguculuktaki sivilari, ugucu olmayan bir madde igerisinden ayirmaktir

(Khaledi & Young, 2005).
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1.3.2.2. Su Distilasyonu (Hydrodistillation)

Ugucu bilesiklerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan geleneksel bir yontem olan, su
distilasyonu, kaynatildiginda bozulmayan taze ve kuru bitkisel materyaller igin uygundur
ancak, ester igeren ugucu yaglar i¢in uygun degildir. Yontemin esasi; sogutucu ile
baglanan bir cam balon igerisinde su ve bitki materyalinin 2—8 saat siire ile kaynatilarak,
su buhart ile birlikte hareket eden diisiik molekiiler agirlikli ugucu karakterdeki
molekiillerinin sogutucuda yogunlastirilip sudan ayristirilmasina dayanmaktadir. Su
distilasyonunda bitkisel materyal her zaman su ile dogrudan temas halindedir (Golmakani
& Rezaei, 2008; Boutekedjiret vd., 2003)

Kiigiik olgekli tiretimlerde Sekil 8°te goriilen Clevenger tipi bir aparatla yapilan
distilasyon islemi, endiistriyel uygulamalarda biiyiik distilasyon kazanlarinda (imbik)
gerceklestirilmektedir. Elde edilen ugucu yag miktar1 volumetrik olarak ifade edilir. Su
distilasyonu en iyipartikiil boyutu minimize edilmis materyallerde (6rnegin; kok ya da
odun unu) sonug vermektedir (Silva vd., 2005). Clevenger distilasyon diizenegi sekil 8’de

gosterilmistir.

— = Sy cikisi

Kondensator

—mm Sy girisi

Esansiyel yag
Hidrozol

numune +su 7 Balon joje

Ht—::llin@-’lantlﬁ

Isitici

Sekil 7. Clevenger distilasyon diizenegi
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1.3.2.3. Distilasyon Uriinleri ve Hidrozoller

Su ekstraksiyonu ya da damitma eskiden beri en yaygin kullanilan ekstraksiyon
yontemlerinden biridir. Aromatik bitkilerin damitilmas1 sirasinda beg farkli {iriin elde
edilir: ugucu yag, damitilmig biyokiitle, damitma {initesinden ¢ikan kiil, artik su ve
hidrozoldur. Bilimsel olarak, hidrozoller uzun siiredir distilasyonunun atik tirtinleri olarak
tanimlanmistir. Son zamanlarda, birgok arastirmaci antimikrobiyal ve antifungal
kapasitelerini analiz ederek, hidrozolleri yeniden degerlendirmistir. Hidrozoller, eser
miktarda ugucu yag ve birkag suda ¢oziiniir bilesen i¢eren olduk¢a komplike karigimlardir
(D’Amato vd., 2018).

1.3.2.3.1. Hidrozolun Tanim

Hidrozoller (hidrolatlar veya aromatik sular), ugucu yaglar elde etmek i¢in bitkilerin
buhar damitilmasi sonucunda elde edilen ikincil bilesikleridir. Aromatik bitkilerin
damitilmasi sirasinda, az miktarda esansiyel yag bilesenlerinin kaybiyla olusan hidrozol,
aragtirmacilar tarafindan yirminci yiizyilin baslarinda kesfedilmistir. Hidrolatlar, ugucu
yaglarin iz miktarda kalintilarim1 ve suda ¢oziiniir karakterde birka¢ bilesen iceren
karisimlardir. Hidrozoliin 6nemli bir kismi, damitma isleminin yogunlasan suyundan ve
su ile hidrojen baglar1 olusturan polar, koku veren ve hidrofilik karakterdeki ugucu yag
bilesenlerinden olugsmaktadir (Lis-Balchin vd., 2003).

Coziinmiis ugucu yaglara sahip damitma suyu bilesenleri, literatiirde ¢esitli adlarla
bilinmektedir. Bunlar: hidrozoller, hidrolat, hidroflorat, bitki aromatik atig1, aromatik su,

cicek suyu, temel aromatik su’dur (Rajeswara Rao, 2013).

Anadolu cografyasinda hidrozoller hem mutfakta hem de tibbi amagla eskiden beri
kullanilmaktadir. Bazi bitki hidrozolleri Tiirkiye'de uzun siiredir icecek olarak
tiiketilmektedir. Genel olarak baharatlar ve otlar bir¢ok kiiltiir tarafindan yiyeceklerin
lezzetini ve aromasini arttirmak igin yiizyillardir kullanilmaktadir. Kadim kdiltiir ayrica
baharat ve otlarin hem gida muhafazas1 hem de tibbi degeri i¢in kullanilmasinin degerini

anlamis ve kabul etmistir (Sagdi¢c & Ozcan, 2003).

Bilimsel toplulukta uzun siiredir hidrozoller, buhar damitilmasinin atik iriinleri olarak

tanimlanmaktadir. Ancak, son zamanlarda, birgok arastirmaci, antimikrobiyal ve
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antifungal kapasitelerini analiz ederek onlarin biyolojik aktivitelerini degerlendirerek

yeniden gozden gegirmistir (D’ Amato vd., 2018).
1.3.2.3.2. Hidrozollerin Igerigi

Aromatik bitkilerin hidrodistilasyon tirtinleri olan hidrozoller, 1 g/L'den az miktarda
homojen dagilmis ugucu yag igermektedir. Aromatik bitkilerin buhar damitma veya
hidrodistilasyon islemi, karismayan iki faz iiretir: ucucu bilesiklerin biiyiik bir kismini
iceren ugucu yag fazi ve organoleptik 6zellikler kazandiran yogunlastirilmis su ve diisiik
miktarda ¢Oziinmiis ucucu yagdan olusan hidrosol kismudir. Daha yiiksek

konsantrasyonlarda, ugucu yaglar ise, su ile karismaz ve hidrosolden dogal olarak ayrilir

(Labadie vd., 2015).

Hidrolatlarin ~ biyolojik  aktivitesi, bunlart  iglevsel gruplarin  varligindan
kaynaklanmaktadir. Bazi durumlarda, esansiyel yaglar ile (farkli miktarlarda olmasina
ragmen) ortak ana ve ikincil bilesenler sayesinde Hidrozoller 6nemli antimikrobiyal
aktevite gosterebilmektedir. Bu ikincil metabolitlere 6rnek olarak monoterpen alkolleri,
aldehit, ketonlar ve ¢esitli fenolikler (polifenoller, flavonoidler, alkaloidler, ve terpenler)
verilebilir (Garneau vd., 2012; Karampoula vd., 2016).

1.3.2.3.3. Hidrozol Antimikrobiyal Aktivetesi

Hidrozoller de dahil olmak iizere bitki Ozlerinin antibakteriyel aktivitesi, eski
zamanlardan beri iyi bilinmektedir ve gesitli amaglarda kullanilmaktadir. Hidrozollerin
mikrobiyal biiylimeyi kontrol etme kabiliyeti, kimyasal bilesimine ve mikrobiyal hedefe
bagli olarak degisir (D’Amato vd., 2018).

Hidrozoller yakin zamanda hem 1slak laboratuvar (wet-lab) ortaminda hem de gida model
ortamlarinda, bakteriler ve kiiflere kars1 gosterdikleri genis spektrumlu mikrobiyosidal
aktiviteleri sayesinde arastirmacilarin ilgilsini ¢ekmistir. Hidrozollerin, antimikrobiyal
etki mekanizmasi, temel olarak fenolik bilesiklerin, mikroorganizmalarin hiicre
duvarlarina ve/veya mikrobiyal enzimleri iizerine olusturdugu olumsuz etkilerden
kaynaklanmaktadir (D’ Amato vd., 2018).

Labadie vd., 2015’ 1n gerceklestirdikleri bir arastirmada, portakal ¢igegi hidrozoliiniin,

kompozisyonu sayesinde (linalool, alfa-terpinol, geraniol) Staphylococus aureus,
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Pseudomonas. Aeruginosa, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
serovar Typhimurium, Bacillus cereus, Candida albicans ve Aspergillus brasiliensis

patojen suslarimin gelisimini 6nleyebildigini tespit etmislerdir (Labadie vd., 2015).

Kedi nanesi (Nepeta Nepetella) hidrozolii, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella. pneumoniae, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Listeria monocytogenes ve o6zellikle Candida albicans'a karsi giiclii antimikrobiyal
aktivite gosterdigi Bellahsene vd., 2015 Gergeklestirdigi c¢alismada ispatlanmustir.
Ayrica, ayni ¢alismada, Kedi nanesi hidrozoliine karsi, gram pozitif bakterilerin gram
negatif bakterilere gore daha duyarli oldugunu bildirmislerdir. En duyarli bakteri
tiirlerinin ise, sirasiyla 2,5 mg / mL ve 40 mg / mL MIK degerleri ile B. cereus, P.
aeruginosa ve K. pneumoniae oldugu ortaya ¢ikmistir. Maya tiirlerinden C. Albicans in
0.520 mg/ml'lik MIK degeri ile Kedi nanesi hidrozoliine en duyarli mikroorganizma
oldugu bildirimistir. Bu antimikrobiyal etkinligin, antimikrobiyal potansiyeli iyi bilinen
ana monoterpenoid bilesenler ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, Kedi nanesi
hidrozoliinde bulunan terpinen 4-ol, A-terpinol ve Timol bilesenlerinin hidrozoliin

mikrobiyosidal aktivitesinde 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (Seladji vd., 2014).

Bajer vd., 2017’in gergeklestirdikleri bir ¢aligmada, kiigiik ¢igekli yaki otu (Epilobium
parviflorum) Staphylococcus aureus, Eenterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans’a karst mikrobiyosidal aktivite
gosterdigini tespit etmislerdir. Test edilen bakteri ve maya tiirleri arasinda gram pozitif
bakterilerin daha yiiksek MIK degeri gostererek daha direngli olduklari bildirilmistir.
Kiigiik ¢icekli yaki otu hidrozollerinin baslica bilesenleri: Carvone, Mentol ve
Linalool’dur. Bu monoterpenoit gruplarin Kiigiik ¢icekli yaki otu hidrozoliiniin

antimikrobiyal aktivitesi lizerine dnemli katkilart bulunmaktir (Bajer vd., 2017).
1.3.3. Bu Calismada Hidrozoller ile Birlikte Kullanilacak Katki Maddeleri
1.3.3.1. Askorbik Asit

C vitamini olarak da adlandirilan Askorbik asit, CsHsOs formiiliine sahip bir organik
bilesiktir. Askorbik asit beyaz ve kat1 halinde bir bilesiktir, ancak saf olmayan 6rneklerde
sartms1  goriinebilmektedir. C vitamini suda, etanolde, metanolde ve asetonda

¢oziinebilmektedir. Eterde, petrol eterinde, kloroformda ve benzende ise
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coziinmemektedir. Sulu ¢6zeltileri kolaylikla oksidasyona ugrayan askorbik asit pH 5-
6’da en kararli haline ulasmaktadir (Keskin, 1987).

Insan viicudu vitaminleri sentezleyemediginden dolayr diyet yoluyla bu bilesenleri
saglamak durumundadir. Dogada en yaygin olarak bulunan vitaminlerden olan C vitamini
basta turunggil meyveleri olmak tizere, ¢esitli yesil sebzelerde, domates, lahana, biber,
patates, ¢ilek vb. meyveler gibi bitkisel tirtinlerde bol miktarda, hayvansal tiriinlerde ise
sadece siit ve cigerde diisiik diizeyde bulunmaktadir (Keskin, 1987).

Birgok literatiir kaynagi, vitaminleri viicudun ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri
icin zorunlu bir besin sinifi olarak Onermektedir. Askorbik asit, tirozin, folik asit ve
triptofan metabolizmalarinin fonksiyonlarina yardimer olmaktadir. Kan kolesterol
seviyesini ve sinir sistemini diizenleyen askorbik asit, karnitin ve katekolamin sentezine
de rol oynamaktadir. Ayrica askorbik asit, viicutta bulunabilen serbest radikallerin ve
kirleticilerin zararli etkilerine karst koruyucu olan bir antioksidandir (Giannuzzi &
Zaritzky, 1996).

Askorbik asit gida endiistrisinde bir¢cok fonksiyonel rolii olan, yaygin olarak kullanilan
bir gida katki maddesidir. Bu fonksiyonel o6zelliklerin ¢ogu oksidasyon-indirgeme
ozelliklerine dayanmaktadir. Askorbik asidin fonksiyonel ozellikleri sayesinde gida
endustrisinde sik¢a kullanilmaktadir. Bu Ozelliklerden 6rnek olarak antioksidan,
indirgeyici ajan, stabilizator, renk stabilizatorii fonksiyonlart sdylenebilmektedir

(Yavasca, 2009).

Gida endiistrisi tarafindan bir katki maddesi olarak kullanilan C vitamini, gida iiriinlerinin
oksidasyonunu onleyerek faaliyet gostermektedir. L-askorbik asit oksijenle oksidasyona
duyarhilik gosterip dehidroaskorbik aside oksitlenmektedir. Oksidasyon olay1, sicaklik,
pH, 151k, oksijen veya metallerin varligi ve enzimatik faaliyetlerle uyarilabilmektedir

(Yavasca, 2009).

Askorbik asidin mikrobiyosidal etkisi, literatiirde farkli gida tiriinlerinde incelenmistir.
Birkag ¢alismada kapsaminda, propiyonik asit gibi belirli organik asitlerle askorbik asit
kombinasyonunun kullaniminin, kiyilmis sigir eti muhafazasinda bazi antimikrobiyal

etkilere sahip oldugunu aciga ¢ikarmistir (Giannuzzi & Zaritzky, 1996).

Askorbik asidin agik kimyasal formulii sekil 9°da gosterilmistir.
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Sekil 8. Askorbik asidin agik kimyasal formulii

1.3.3.2. Malik Asit

Malik asit ham meyve sularindan elde edilen, kimyaca adi hidroksi siiksinik asit olan
beyaz kristal bir katidir. Malik asidin endiistriyel iiretimi maleik asitten ve bromosuksinik
asitten yapilmaktadir. EIma asidi olarak adlandirilan Malik asitte asimetrik karbon atomu
oldugundan, optik¢e aktif bir bilesendir ve D-(+) malik asit L-(-) malik asit denilen iki
izomeri bulunmaktadir. Ham elmada, bektasi tiziimiinde ve bircok meyvede bulunan L-(-
) malik asit, Kristal yapiya sahip olup havadan nem g¢ekerek ¢oziinmektedir. Erime
noktasi ise 100-101°C civarindadir. D-(+) malik asit ise sebzelerde hi¢ bulunmayip dogal

olarak elma, iiziim ve kirazda bulunmaktadir (Bilisli, 2011).

Malik asit, igecek ve gida endiistrilerinde bir¢ok uygulamasi olan bir organik asittir. Diger
organik asitler gibi Malik asit, genellikle giivenli (GRAS: Generally Regarded as Safe)
olarak kabul edilmis olup, antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Kim,
Kwon, & Oh, 2016).

(Kim vd., 2016) yaptigi ¢alismada, test edilen organik asitler arasinda (malik asit,
propiyonik ve asetik, laktik), malik asidin diger organik asitlere kiyasla Listeria
monocytogenes’e karsi oldukga etkili oldugu bulunmustur. Ek olarak, malik asit,
Escherichia. coli O157: H7, Salmonella enterica sv. Typhimurium patojen suslarina karsi
daha fazla inhibisyon gostererek ©nemli bir antimikrobiyal kapasite gosterdigi
bildirilmistir (Kim, Kwon, & Oh, 2016).

Malik asidin agik kimyasal formiilii sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 9. Malik asidin ag¢ik kimyasal formiilii

1.3.4. Test Mikroorganizmalar
1.3.4.1. Escherichia coli O157:H7 ve Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) Gram-negatif, ¢ubuk seklinde, fakiiltatif anaerobik bir
bakteridir. Bu mikroorganizma ilk olarak 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan
tanimlanmistir. Cogu E. coli susu, insan ve hayvanlarin gastrointestinal sistemini normal
bir flora olarak zararsiz bir sekilde kolonize eder. Ancak plazmitler, transpozonlar,
bakteriyofajlar ve/veya patojenite adalar1 yoluyla viriilans faktorleri alarak patojenik E.
coli'ye doniisen bazi suslar vardir. Bu patojenik E. coli, serogruplara, patojenite
mekanizmalarina, klinik semptomlara veya viriilans faktorlerine gore kategorize

edilebilir (Lim vd., 2010).

Enterohemorajik E. coli (EHEC): Shiga toksinleri iireten ve insanlarda hemorajik kolite
ve yasami tehdit eden sekel hemolitik iiremik sendroma neden olan patojenik E. coli

suslar1 olarak tanimlanir (Kilig, 2011).

Enteroagregatif E. coli (EAEC): EAEC, ozellikle gelismekte olan iilkelerde kalici ishal
(>14 giin) ile iliskilendirilmistir. ishal genellikle sulu, salgilayicidir ve ates veya kusma
eslik etmez. Kulugka siiresinin 20 ila 48 saat oldugu tahmin edilmektedir (Okhuysen &
DuPont, 2010).

Enteroinvaziv E. coli (EIEC): EIEC suslarinin ishale neden oldugu ilk kez 1971'de
yapilan goniillii calismalarda gosterildi. Organizmalar, bagirsagin epitel hiicrelerini istila
eder ve sulu bir ishale neden olur. Hastalarin az bir kisminda EIEC, sigelloza (basiller
dizanteri) benzer bir hastalik tretebilir. EIEC'nin neden oldugu dizanteri, genellikle
kontamine gidalarin alinmasini takiben 12 ila 72 saat i¢inde ortaya ¢ikar ve kendi kendini
siirlar. Hastalik, digkida kan ve mukus goriilmesi, karin kramplari, kusma, ates, titreme

ve halsizlik ile karakterizedir (Pasqua vd., 2017).
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Enterotoksijenik E. coli (ETEC): ETEC suslari, 1siya dayaniksiz toksin (LT), 1siya
dayanikli toksin (ST) veya ayn1 zamanda ikisi olarak bulunmaktadir. ETEC'i tanimlamak
icin ¢esitli laboratuvar teknikleri kullanilabilir: toksinleri veya toksin genlerini saptamak
i¢in tasarlanmig gen problari, doku kiiltiirii veya immiinokimyasal testler. ETEC iki ana
klinik sendromla iliskilidir: gelismekte olan iilkelerdeki cocuklarda gezgin ishali ve siitten
kesme ishali. Organizmalar, enterotoksinlerini detaylandirdiklar1 ince bagirsak

mukozasinin yiizeyini kolonize eder. Kulugka siiresi ise kisadir (14 ila 50 saat kadar) (Lim
vd., 2010).

Diyarejenik E. coli (DAEC: Diffusely adherent E. Coli): DAEC'in neden oldugu
hastaligin epidemiyolojisi ve klinik profili hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bir ay ile
14 yas arasindaki hastanede yatan gocuklari igeren bir ¢alismada, DAEC ile enfekte olan
hastalarin cogunda kusma goriilmiistiir. Birkac calisma DAEC'yi ishalin bir nedeni olarak
gosterirken, diger calismalarda DAEC suslarin1 asemptomatik kontrollere kiyasla diyare

hastalarindan daha sik elde etmemistir (Lim vd., 2010).

1.3.4.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, Stafilokok, Gram-pozitif, 0.5- 1.5 um c¢aphi ve bireysel kok
seklinde karakterize edilen, birden fazla diizlemde {iziim salkimi benzeri kiimeler ile

karakterize edilir (Kloos & Bannerman, 1994).

Bugiine kadar Staphylococcus cinsinde 32 tiir ve 8 alt tiir tespit edilmistir ve bu tiirlerin
birgogu insan viicudu kolonize etmeye meyilli oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis en cok karakterize edilen ve

caligilan iki sustur (Harris vd., 2002).

Staphylococcus aureus, ciltten ve yumusak doku enfeksiyonlarindan septisemi gibi daha
ciddi ve hayati tehdit eden enfeksiyonlara kadar farkli bulagsici hastaliklara neden olan
nozokomiyal bir bakteridir. Staphylococcus aureus, antibiyotik direncindeki artig

nedeniyle 6nemi artan bir patojendir (Kloos & Bannerman, 1994).

1.3.4.3. Bacillus cereus

Bacillus cereus, hareketli ve spor olusturan gram pozitif bir bakteridir. Endosporlar genis
oval sekilli veya bazen silindirik ve uygun olmayan kosullara kars1 direnglidir. B. cereus

toprakta ve cesitli yiyeceklerde siklikla tespit edilmistir. Toprak, B. cereus sporlar1 i¢in
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birincil gida bulasma kaynagidir. Ayrica, giiglii yapisma 6zelliklerinden dolay1 gidalarin

islenmesi sirasinda gapraz kontaminasyona yol agabilmektedir (Gharib vd., 2020).

Gida igleme sirasinda B. cereus sporlari, biyofilm olusumlar ile giiglii bir yapisma
ozellikleri ile kontaminasyona neden olmaktadir ve insan viicudunda emetik sendromuna
ve ishala neden olur. Emetik form, kontamine olmus gidalarin tiiketiminden sonra 1-5
saat icinde kusmaya neden olmaktadir. ishal formu ise (sulu ishal) karm agrisi ile
iligkilidir ve kontamine olmus yiyeceklerin tiiketilmesinden sonra 8-16 saat icinde

gerceklesir (Gharib vd., 2020).

1.3.4.4. Salmonella enterica sv. Typhimurium

Salmonella, diger Enterobacteriaceae iiyeleri gibi fakiiltatif anaerobik, sporsuz, 2-3 um
uzunlugunda, 0.4-0.6 um eninde gram negatif basildir. Salmonella gallinarum (biotip
Pullorum dahil) serovar1 disinda hareketlidir ve peritris flagellaya sahiptir. 2500'den fazla
taninmisg serotipi olan Salmonella, diisiik nem gida tirtinlerinde uzun siire hayatta kaldigi
bilinmektedir ve degisken c¢evre kosullarinda hayatta kalmayi basarabilmektedir.
Salmonella 7-48°C gibi genis bir sicaklik araliginda, pH 4-8 arasinda ve su aktivitesinin
0.93’nin tizerinde oldugu kosullarda tireyebilmektedir (Ehuwa vd., 2021).

Salmonella cinsindeki bakteriler portorliik, lokal apseler ve infeksiyonlar, gastroenterit,
septisemi, paratifo, tifo gibi genis bir infeksiyon spektrumu olustururlar. Tifo disinda
diger klinik tablolar tiir i¢indeki farkli alt tiirler ve serovarlar ve ¢ok farkli bakteriler
tarafindan olusturulabilir. Dolayisiyla bunlarin belirli etkenlerle kesin olarak
iliskilendirilmesi  etkenlerin  izolasyon ve identifikasyonu ile, dolayisiyla

mikrobiyolojinin gelismesi ile miimkiin olmustur (Ehuwa vd., 2021).

Salmonella ve Campylobacter en sik izole edilmis gida kaynakli patojenlerdir ve
cogunlukla kiimes hayvanlarinda, yumurta ve siit lirlinlerinde raslanmaktadir. Salmonella
kontaminasyonunda yer alan diger gida kaynaklari, taze meyve ve sebzelerdir. Genel
olarak, domuz, kiimes hayvanlari ve sigir gibi gida hayvanlari Salmonella
enfeksiyonlarmin asil kaynaklari olarak bilinmektedir. Mezbahalarda hayvan kesimi
sirasinda, karkaslarin ve i¢ organlarin mikrobiyal yiikii Salmonella kaynaklarindan biri
olarak bilinmektedir (Eng vd., 2015).

1.3.4.5. Listeria monocytogenes
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Listeria monocytogenes, Listeria cinsinden bir bireydir ve cinslerin yani sira laktobasil
ailesinin bir pargasi olan, spor olusturmayan, fakiiltatif olarak anaerobik bir Gram pozitif
cubuk olarak karakterize edilir. Yuvarlak uglu, 0,4 x 0,5 pm x 0,5-2,0 pm normal
cubuklardir, bazen neredeyse kokoiddir, tek baglarina veya kisa zincirlerde ve daha az

siklikla uzun filamentlerde bulunurlar (Lani vd., 2016).

Insanlar, hayvanlar ve gevre, L. monocytogenes'in birincil rezervuarlari olarak hizmet
eder. Insanlar, bu bakterinin bagirsak yolunda kolonizasyonu nedeniyle bu organizmayi
semptomsuz olarak igerebilir. L. monocytogenes her yerde bulunur. Cok ¢esitli balik, kus
ve hayvanlarla birlikte bulunmustur. Organizma ayrica ¢evrede yaygin olarak dagilmistir
ve toprak, bitki ortiisii, digkt malzemeleri, silaj, kanalizasyon, su, yesil bitki malzemesi,
ciirliyen bitki Ortiisii ve hayvan yemi gibi ¢esitli kaynaklardan izole edilmistir (Evirgen,
2005).

Hayvan veya bitki kaynakli herhangi bir taze gida iirlinii, degisen sayida L.
monocytogenes igerebilir. Genel olarak organizma ¢ig siit, yumusak peynirler, taze ve
dondurulmus et, kiimes hayvanlari, deniz {irlinleri, meyve ve sebze iirlinlerinde
bulunmustur. L. monocytogenes ile en biiyiik kontaminasyon tehdidi, tiikketimden 6nce

daha fazla 1sitma gerektirmeyen tiikketime hazir tirtinlerden gelir (Evirgen, 2005).

1929'da ilk insan listeriyozisi vakasi tanimlanmistir. Listeriosis i¢in iki yiiksek riskli alt
popiilasyon, yaslilar ve yenidoganlardir. Yetiskinlerde, listeriosis hastaligi ii¢ aya kadar
uzun bir kulucka siiresine sahip olabilir ve menenjit, septisemi, primer bakteriyemi,
sepsis, endokardit, menenjitik olmayan merkezi sinir sistemi enfeksiyonu ve grip gibi

siddetli semptomlarin baslamasi ile karakterizedir (Lani vd., 2016).

1.3.4.6. Proteus mirabilis ve Proteus vulgaris

Enterobactericeae familyasinda yer alan Proteus sp. cinsi bakteriler, Gram negatif, 1-
3x0.4-0.6 pm boyutlarina sahip, kapsiilsiiz ve sporsuz mikroorganizmalardir. Toprakta,

suda ve diskiyla kontamine ekipmanlarda bulunabilirler (Hakk: Bilgehan, 1996).

Ayrica firsat¢1 bir insan patojeni olarak Proteus sp., insan ve hayvan gastrointestinal
sistemde, ciltte ve oral mukozada bulunur. Proteus sp. alt-tiirlerinin sebep oldugu idrar

yolu infeksiyonlar1 uzun siireli ve inat¢1 infeksiyonlar olup, bobrek tasi olusumuna neden

olabilirler (Mclean vd., 1988).
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Proteus sp.’nin neden oldugu iiriner sistem infeksiyonlar1 tedavisi gii¢ bakteriyemiye
neden olabilir. Boyle hastalarda 6liim oran1 %15-88 arasinda degismekle birlikte, bu oran

predispozan faktorlere bagli olarak degismektedir (Armbruster vd., 2018).

Bu bakteriler ayrica; yara infeksiyonlari, menenjit, organ apseleri, Ozellikle
yenidoganlarda gdébek kordonu infeksiyonlar1 ve bu infeksiyonlardan kaynaklanan
epidemiler halinde goriilebilen sepsis ve menenjitlere neden olabilmektedirler (Bozkurt

vd., 2005).

1.3.4.7. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae gram negatif, kendiliginden hareketi olmayan, kapsiil igerisinde,
fermantasyon yapabilen bir bakteri tiiriidiir. Insan bagirsak florasinin bir iiyesi olan
Klebsiella pneumoniae (K. pneummiae), siklikla hastane kaynakli enfeksiyonla iliskilidir.
Malignite, siroz, safra yolu bozukluklari, diyabetes mellitus (DM) ve alkolizm gibi altta
yatan belirli hastaliklar kisinin savunmasini bozabilir ve K. pneumoniae enfeksiyonu
riskini artirabilir. K. pneumoniae, gram negatif bakteriyeminin, Escherichia coli‘den
sonra ikinci en sik nedenidir. K. pneumoniae genel popiilasyonlarda 6nemli morbidite ve
mortaliteye neden olur. Piyojenik beyin apsesi, menenjit ve endoftalmi gibi metastatik
enfeksiyonlar K. pneumoniae enfeksiyonlarinin en énemli 6zellikleridir (J. H. Wang vd.,
1998).

Klebsiella pneumoniae karaciger apsesi, Gram negatif basiller menenjit, beyin apsesi,
akciger apsesi, torasik ampiyem, prostat apsesi, derin boyun enfeksiyonu ve komplike cilt

ve yumusak doku enfeksiyonlarinin baslica nedenidir (J. H. Wang vd., 1998).

1.3.4.8. Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica, Yersiniaceae familyasina ait Gram negatif, basil seklinde bir
bakteridir. 22-29°C sicaklikta hareketlidir, ancak normal insan viicut sicakliginda
hareketsiz hale gelir. Y. enterocolitica enfeksiyonu, insanlarda oldugu kadar sigir, geyik,
domuz ve kus gibi ¢ok c¢esitli hayvanlarda da goriilen, zoonoz (hayvansal kokenli) bir
hastalik olan yersiniosis hastaligina neden olur. Bu hayvanlarin ¢cogu hastaliktan kurtulur
ve tastyict olur; bunlar higbir hastalik belirtisi gostermemelerine ragmen potansiyel
bulagsma kaynaklaridir. Bu bakteri, trimerik ototransporter adezinleri kullanarak hedef
hiicrelere yapisarak konakgiy1 enfekte eder (Collins, 1996).
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Y. enterocolitica'nin kulugka stiresi 3-10 giin arasinda olup, enfeksiyon siiresi genellikle
2-3 haftadir. Yabani ve evcil memelilerdeki klinik belirtiler oldukg¢a degiskendir ve susa
ve biyoserotipin yani sira konukgu tiirlere de baghdir (6rnegin, insanlarda ishal hastaligi
daha sik gelisir). Y. enterocolitica, makrofajlar i¢cinde yasayan hiicre i¢i bir patojendir;
enfeksiyonlar, lenf diigiimlerinde ve diger lenfoid dokularda uzun bir siire devam edebilir.
Spesifik istila bolgeleri ve hayatta kalma siireleri, bir dizi virlilans faktoriine baghdir. Y.
enterocolitica, insanlar dahil memelilerde ishale neden olan, 1sitya dayanikli bir

enterotoksin tiretir (Fredriksson-Ahomaa & Korkeala, 2003).

1.3.4.9. Candida albicans:

Candida albicans, gastrointestinal ve genitoiiriner yollarda insanlarin yaklasik %70 ‘inde
zararsiz bir ortak olarak var olan firsat¢1 patojenik bir maya tiiridiir. Kadinlarin yaklasik
%75 'inin 6miirlerinde en az bir kez Candida enfeksiyonundan muzdarip oldugu rapor
edilmistir (Sobel, 1999).

Bununla birlikte, bagisikligi baskilanmis hastalar igin, hatta baz1 durumlarda saglikli
kisiler igin firsat¢1 patojen haline gelir. C. albicans'in neden oldugu enfeksiyon genellikle
kandidiyazis olarak bilinir. Kandidiyazis, hastaligin ciddiyetine bagli olarak iki
kategoriye ayrilabilir. ilk kategoride mukozal enfeksiyonlardir ve bu mukozal
enfeksiyonlar arasinda en 1yi bilinen, enfekte olmus zarlardaki beyaz lekeler ile
karakterize edilen pamukguktur. Bu enfeksiyonlar genellikle gastrointestinal epitel
hiicrelerini, vajinal veya orofarengeal mukozay1 etkiler. Ayrica, vulvo vajinal
kandidiyazis (VVC) kadinlar arasinda olduk¢a yaygindir ve bazilar tekrarlayan vulvo
vajinal kandidiyazis (RVVC) olarak bilinen bu enfeksiyonun tekrar tekrar olusumu
yasanir. Bununla birlikte, C. albicans'tan dolay: sistemik kandidiyazis hastalar1 i¢in yiizde

40 civarinda bir 6liim oran1 bildirilmistir (Kabir vd., 2012).

Insanlarda ve hayvanlarda izole edilen farkli Candida tiirleri farkli parazit aktivitelerine
sahiptir. En patojenik tiir, Candida albicans'dir ve ardindan Candida Tropicalis'dir.(Soll
vd., 1988)

1.3.4.10. Aspergillus flavus:

Aspergillus flavus firsat¢i bir patojen, mikotoksin tireticisi ve hububat ve gida triinleri

kontaminant1 olarak bilinen ¢evresel bir mantardir. Digerlerinin yani sira derileri,
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kumaslar1, boyalari, kirik diyaliz torbalari, yumusak kontakt lensleri, agik ilaglar1 da
kontamine edebilirler (Amaike & Keller, 2011).

Dogada yaygin olarak bulunur ve diger cins ve tiirlerle birlikte organik maddenin
ayrismasinda 6nemlidir. Bunlar, karbon ve nitrojen dongiisiinde temel bir rol oynarlar.
Bu cins, biiyiik metabolik ¢ok yonliiliiglin yani sira, konidiyasini yaymak i¢in biiyiik bir
kapasiteye sahiptir, ¢iinkii konidiyal kafas1 500.000'den fazla conidia (spor) liretebilir.
Conidiasporlar havada yayilir ve bircok alt tabakaya ulasabilir. Hatta ¢ollerde ve
atmosferde yiiksek seviyelerde bulunabilirler. Bu sebeple, siirekli maruz kalma
durumunda agir1 duyarlilik nedeniyle herkes alerjik reaksiyonlara neden olabilir (Amaike

& Keller, 2011).

Ayrica, firsatg1 bir patojen gibi davranarak, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda
ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. Ote yandan A. Flavus, misir, piring ve yer fistig1 gibi
tahil taneleri lizerinde gelisir, bunlar tizerinde sekonder metabolit olan zehirli maddeler
tretir. Bunlarin arasinda hem insanlart hem de hayvanlar1 etkileyen kanserojen

hepatotoksinler ve aflatoksinler bulunmaktadir (Klich, 2007)

Aspergillus cinsi genel olarak anamorfik mikroorganizmalar (Deuteromycetes) olarak
karakterize edilir; yani sadece eseysiz olarak iirerler. Bununla birlikte, baz tiirlerde A.
flavus Telemorfik forumunda (Ascomycetes) bulunur ve eseyli olarak iirerler. Koloni
morfolojileri, gelisim gosterdikleri besiyeri ortamina bagli olarak farklilik gosterir, grantil,
yiinlii veya toz halinde goriilebilirler. Kolonilerin renkleri de degisebilir, 6nce sarimsi,
sonra sari-yesil tonlara, zamanla kahverengi-sarimsi gibi daha koyu tonlara doniistirler.
Koloninin arka tarafi renksiz veya sarimsi kahverengi olabilir. Globose vezikiiliin
bulundugu alt bolgede mikroskobik olarak 400 ila 800 um uzunlugunda, kalin cidarli ve
pliriizlii bir goriiniime sahip renksiz konidiyoforlar goriilebilir (Michailides & Thomidis,
2007).

Aspergillus flavus ‘un bir diger 6nemli 6zelligi ise, ikincil metabolitler iiretebilmeleridir.
Bu, mantarin fizyolojik metabolizmasinda dogrudan bir isleve sahip olmadiklari, aksine

diisman bir ortam igin bir savunma faktorii olarak hareket ettikleri anlamina gelmektedir.

(Amaike & Keller, 2011)
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Aspergillus  flavus’un sentezledigi en Onemli sekonder metabolitlerden biri
Aflatoksinlerdir ve yaygin olarak gesitli tahil {irlinleri basta olmak iizere siit ve siit

tiriinleri ile meyve sularinda saptanmustir.

Aflatoksinlerin insan ve hayvanlarda olusturdugu akut ve kronik seyirli mikotoksikoza
aflatoksikoz denir. Aflatoksinlerin toksik etkileri hepatotoksisite, hepatokarsinojenite,
nefrotoksisite, teratojenite, immun sistemin bozulmasi ile hastaliklara karsi1 yatkinlik,

biliylimenin yavaslamasi besin maddelerinden yararlanmanin azalmasi olarak sayilabilir.

Aspergillus flavus’un koloni morfolojisi ve Aspergillus flavus konidiosporlarin mikroskobik

gorunumu sekil 11 ve 12°de gosterilmistir.

Sekil 11. Aspergillus flavus konidiosporlarin mikroskobik goriintimii



2. BOLUM

MATERYAL VE METOT

2.1. Materyaller

2.1.1. Bitkisel Materyaller

Bu ¢alismada bitki materyali olarak segilen kara kekik (Origanum vulgare L. subsp.

hirtum), bilye kekigi (Origanum onites L. subsp. Labiatae) ve tar¢gin (Cinnamomum

verum) baharatlar1 Kayseri’de bulunan aktarlardan temin edilmistir.

Bitkiler serin ve nemli olmayan dolaplarda muhafaza edilmistir. Analizler i¢in istenen

bitkiden 100g alinip &giitiilerek kullanilmistir.

2.1.2. Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler yerel firmalardan temin edilmistir. Kullanilan

kimyasallar tablo 1’de belirtilmistir.

Tablo 1. Kullanilan Kimyasallar1 ile ilgili bilgiler

Kimyasal Marka Kullanim

Etil alkol Merck-109171 Dezenfeksiyon iglemlerinde
Askorbik asit Merck- Antimikrobiyal madde iiretiminde
Malik asidi Merck- Antimikrobiyal madde iiretiminde

Nutrient Broth

Nutrient Agar

Malt Extract Agar

SMAC Agar

BPLS Agar

Baird-Parker agar

DRBC agar

Maximum Recovery Diluent
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil(DPPH)

Millipore-105443
Millipore-105450
Merck-146151
Merck-

Merck-

Merck-
Millipore-100466
Merck-146809
Sigma-Aldrich-

Kiiltiirlerin gelistirilmesinde

Kiiltirlerin gelistirilmesinde

Kiiltiirlerin gelistirilmesinde

Escheriachia coli 0157 sayiminda
Salmonella enterica sv. Typhimurium sayiminda
Staphylococcus aereus sayiminda

Candida albicans ve Aspergillus flavus
Mikro'biyaI‘AnaIizIerde

DPPH Analizinde




30

2.2. Metot ve Analizler

2.2.1. Sulu ekstraksiyon

Her bir aromatik bitkiden 100 g, Clevenger tipi bir aparat ile hidro-damitma islemine tabi
tutulmustur ve 1 saat boyunca 1 L su ile ekstrakte edilmistir. Daha sonra toplanan ugucu
yag kismi ayrnstirildiktan sonra altta kalan sulu kistm ayri1 bir tiipe alinmistir ve

analizlerde kullanmak tizere +4°C'de saklanmistir (Lucchesi vd., 2004).
Elde edilen hidrozoller:

Tarcin hidrozolii TH, kara kekik hidrozolii KKH ve izmir kekigi hidrozolii IKH olarak
kodlandirilmistir.

Targin hidrozoliine %3 askorbik asidin eklenmesiyle elde edilen antimikrobiyal maddeye
THC ve %3 malik asidin eklenmesiyle elde edilen antimikrobiyal maddeye ise THM

kodlar1 verilmistir.

2.2.2. Hidrozol bilesenlerin analizi

TH, KKH ve IKM &rneklerinden 20 pl alarak 2ml hekzan icerisinde ¢dzdiiriilmiis ve
ugucu yaglarin kismi bilesenleri belirlemek amaciyla Thermo Scientific marka GC-MS
cihazinda TG-5MS (diisiik polarite, %5 difenil %95 dimetil polisiloksan, 0,25mm x 30m,
0,25um film tabakasi kalinlig1) kolonu kullanilarak test edilmistir. Analizde tasiyic1 gaz
olarak 1mL/dk akis hizindaki helyum kullanilmistir. Kolon sicakligi 0.67 dk boyunca
3°C/dk artisla 50°C'tan 160°C'e kadar c¢ikacak sonra 5dk boyunca 5°C/dk artigla
160°C’tan 250°C’a kadar yiikseltilecek sekilde programlanmistir (Mesaros vd., 2009).
Ayrilmis bilesenler WILEY-NIST (12th Edition, 2020) gaz kromatografisi kiitle spektral

kiitiiphanesindeki veriler ile kiyaslanarak tanimlanmustir.

2.2.3. Antioksidan kapasite testi: DPPH Analizi

Antiradikal aktivite analizi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali
kullanilarak yapilmistir. DPPH radikal ¢ozeltisi, %80 etanol ve %20 damitilmis su ile
hazirlanmistir. 30 mL numune ve 270 mL DPPH soliisyonu karistirilmistir. 5 dakika
kuvvetlice calkalanacak ve karanlikta oda sicakliginda 55 dakika bekletilmistir. Ardindan
mikro okuyucu (Multi-scan FC, Tehrmo Fisher, ABD) ile 520 nm'de absorbansi
dl¢iilmiistiir. Kontrol olarak %3’luk (v/v) askorbik asit kullamlmistir (G. Oztiirk vd.,
2019). 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil'in oksidasyonu sekil 13’te gosterilmistir.
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TH, KKH, iKH, THC ve THM o&rnekleri i¢in radikal siipiirme aktivitesi, asagidaki
denklem kullanilarak yiizde inhibisyon olarak ifade edilecektir:

%Inhibisiyon= ((kontrol érnegin absorbansi—ekstraktin absorbansi) / kontrol érnegin

absorbansi) *100

NO, NO,
' H
O.N N—N + A-H——= O,N N—N + A"
NOE NOZ
=
VIOLET YELLOW

Sekil 12. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil'in oksidasyonu

2.2.4. Antimikrobiyal testler
Antimikrobiyal maddenin etkinligini test etmek amaciyla tablo 1’deki mikroorganizmalar

kullanilmistir:

Tablo 2. Calismada kullanilan test mikroorganizmalari

Mikroorganizma adi Sus kodu

Escherichia coli 0157:H7 ATCC 43895
Escherichia coli 11230 ATTC 11230
Staphylococcus aureus ATTC 25923
Bacillus cereus ATCC 33019
Salmonella enterica sv. Typhimurium ATCC 14028

Listeria monocytogenes ATCC 7644
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Tablo 3. Calismada kullanilan test mikroorganizmalarin devami

Proteus vulgaris ATCC 8427
Proteus mirabilis ATCC 29906
Yersinia enterocolitica ATCC 9610
Klebsiella pneumoniae ATCC 43816
Candida albicans ATCC 10231
Aspergillus flavus ATCC 9643

2.2.4.1 Agar kuyucuk difiizyon yontemi ile hidrozollerin antimikrobiyal etkinliginin
test edilmesi

Agar well difiizyon yontemi, TH, KKH, IKH, THC ve THM 6rneklerin antimikrobiyal
aktivitesini degerlendirmek icin kullanilmistir. Disk diflizyon yonteminde kullanilan
prosediire benzer sekilde, agar plaka yiizeyi, tiim agar ylizeyine 100 pL hacimde (yaklasik
10° -10” kob/mL) mikrobiyal inokiilum yayilarak uygulanmistir. Daha sonra, 4 mm
capinda bir kuyucuk, steril bir mantar delici ile aseptik olarak agilmistir ve istenen
konsantrasyonda ekstrakt soliisyonundan belirli hacim (100 pL) de kuyucuga
aktarilmistir. Daha sonra test mikroorganizmasina bagl olarak uygun kosullarda petriler
inkiibe edilmistir ve olusan zon gaplar1 (mm) ol¢iilmiistiir (Balouiri vd., 2016). Agar

kuyucuk difiizyon yontem semasi sekil 14’te gosterilmistir.

INKUBASYON 6NCESI INKUBASYON SONRASI

Mikroorganizma
gelisimi engellenmeis

Antibakteriyel maddenin Besiyeri_- Aga_r. ;
bulundugu kuyucuklar Kontamine edilmis

Mikroorganizma
gelisimi

Sekil 13. Agar kuyucuk diflizyon yontem semasi
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2.2.4.2 Minimum Inhibitér Konsantrasyonu Analizi

Farkli konsantrasyonlarda denenen ve antimikrobiyal bilesenin mikrobiyal gelisimi
tamamen durdurdugu en diisiik konsantrasyon Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu 16

(MIK) olarak tanimlanmaktadir.

Bu ¢alismada ii¢ farkli 6rnegin (TH, THC, THM) minimum inhibisyon konsantrasyonu
analizi, Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii'niin belirledigi broth mikrodiliisiyon
(96 kuyucuklu mikrodiliisyon plaklari ile) yontemi kullanarak yapilmistir (Wiegand vd.,
2008).

-80°C’de bulunan stok mikroorganizma ¢ozeltileri, oda sicakligina getirilerek
¢oziilmeleri saglanmstir. Oze ile alinan 6rnekler Nutrient agar ve Malt ekstrat agar
besiyerlerine ekilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, bu
besiyerlerinden bir pasaj yeni besiyerlerine aktarilmis ve ayni siire ve sicaklikta inkiibe

edilmistir.

Gelisen mikroorganizmalarin MRD (Maximum Recovery Diluent) c¢ozeltisinde
siispansiyonu hazirlanmistir. Bakteriyel slispansiyonun tiirbiditesi McFarland cihazi ile

0.5’e ayarlanmistir (yaklasik 107-108 kob/mL).

Hidrozollerin dimetil stilfoksit kullanarak diliisyonlari hazirlanmistir. 96 kuyucuklu
mikrodiliisyon plaklarin ilk iki siitunu sterilite kontrolii ve gelisme kontrolii i¢in
ayarlanmistir ve kalan siitunlerde 7 konsantrasyon olacak sekilde (250 pg/mL, 187.5
pg/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 5 pg/L) 6rnek ve esit miktarda
mikroorganizma inokiilum Muller Hinton broth’a eklenmistir. 96 kuyucuklu plaklarin
tizeri steril etiket ile kapatilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Wiegand vd.,
2008).

Her mikroorganizma igin MIK degeri, goriiniir gelismeyi inhibe eden 6rnek

konsantrasyonu olarak kaydedilmistir.

Minimum inhibit6ér konsantrasyonu analizin semas1 sekil 15°te gosterimistir.
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Gelisme
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Sekil 14. Minimum inhibitor konsantrasyonu analizi sonu¢larinin yorumlanmasi

2.2.5. Zeta Potansiyeli ve Partikiil boyutunun tespit edilmesi

Uretilecek antimikrobiyal maddelerin, ilk {iretim ve sonrasindaki 4 haftalik oda
sicakliginda depolama silirecinde 7 giinde bir zeta potansiyelindeki ve damlacik
boyutundaki degisimler, ERNAM (Erciyes Universitesi, Nanoteknoloji Arastirma
Merkezi) bilinyesinde bulunan Malvern ZS90 (Malvern Panalytical, UK) Zetasizer ve
DLS cihazi kullanilarak tespit edilmistir.

2.2.6. Sitotoksisite testi
Bu analiz Hitit Universitesi HUBTUAM merkez laboratuvarinda hizmet alimi seklinde

ISO 10993-5 Standartlarina gore yapilmistir.

L-929 (fare subkutan bagdokusu) hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekilerek konfuluent
hale gelmesi beklenmistir. Negatif kontrol olarak steril hiicre kiiltiir ortam1 + L-929

hiicreleri ve pozitif kontrol olarak ise Dimetil siilfoksit + L-929 hiicreleri hazirlanmistir.

Daha sonra, 37 °C’de %5 CO- etiivde 24 saat boyunca negatif, pozitif kontrol TH, THC
ve THM oziitlerine maruz birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler mikroskobik olarak
incelenmistir ve test hiicrelerinde olusan hasarin miktarma goére TH, THC ve THM

orneklerin toksisitesi nitel olarak belirlenmistir.
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2.2.7. Model bir gida iiriinii olan Kkasar peynirinde antimikrobiyal madde
uygulamasi

Antimikrobiyal maddenin gida 6rneklerine karsi koruyucu etkisinin arastirilmasi igin 5
farkli patojen (Escheriachia coli O157:H7, Salmonella enterica sv. Typhimurium,
Staphylococcus aereus, Candida albicans ve Aspergillus flavus) mikroorganizma ile
bulastirilmis kasar peyniri Ornekleri TH, THC ve THM ile yikama islemi yapip

inhibisiyon dereceleri 6lgiilmiistiir.

2.2.7.1. Kasar orneklerinin hazirlamas1 ve mikroorganizmalarin inokiilasyon
asamasi

Kasar peynir numuneleri, steril bir bigakla parcalara (1 x 1 cm?, yaklasik 1 g) kesilmistir.
Bu calismada, ilk asilama konsantrasyonu, kullanilan tiim test mikroorganizmalar igin
yaklasik 10® kob/mL olarak ayarlanmistir. Her inokulum siispansiyonu, nutrient broth
cozeltisinden 20 mL alarak MRD ¢6zeltisine ekleyerek hazirlanmistir (Merck, Darmstadt,
Almanya). Rendelenmis peynir pargalari (her biri 50 g) inokulum ¢ozeltilerine
batirilmistir (6rnek: inokulum orani 1: 5, kiitle /hacim). Inokulumu homojen bir sekilde
dagitmak icin 22 + 2°C.'de 1 dakika boyunca calkalanip buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

2.2.7.2. Kasar érneklerinin yikanmasi

Asilanan peynir kesilmis parcalarinin yikanmasi, numuneleri (50 g), 0, 15, 30 ve 45
dakika boyunca her bir antimikrobiyal madde (TH, THC, THM) iceren steril siselerde
batirilarak gergeklestirilmistir. Kontrol 6rnekleri steril musluk suyuna batirilmistir.
Siseler, numunelerin eklenmesinden sonra kapatilmis ve inkiibasyon siiresi boyunca 5

dakikalik araliklarla nazikg¢e ¢alkalamaya tabi tutulmustur.

2.2.7.3. Mikrobiyal sayimlar ve inhibisyon diizeylerin belirlenmesi

Her test mikroorganizmasi i¢in yapilan hidrozol muamelesinin sonunda, her biri i¢in 10
g kasar peynir numunesi steril siselere aktarilmistir, 90 ml steril pepton su ¢ozeltisi ile
birlestirilmistir ve 1 dakika boyunca kuvvetlice vortkeslenmistir. Cozelti (1 mL), 9 ml
steril maximum recovery diliient (MRD) ¢o6zeltisi (Merck, Darmstadt, Almanya) igceren
test tiiplerinde seri olarak diliisyonlar hazirlanmistir ve her mikroorganizma i¢in uygun

sekilde ekim ve sayim isleri gergeklestirilmistir.
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2.2.7.3.1. Escheriachia coli 0157 sayim

Escheriachia coli O157:H7 sayimi i¢in, igerisinde daha 6nceden dokiilmiis kati SMAC
(sorbitol MacConkey) Agar bulunan petrilere uygun diliisyonlardan yayma plak yontemi
ile ekim yapilmistir. Daha petriler anaerobik ortamda 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 gelisen koloniler sayilip not almmustir (Ayta¢ & Ye, 2001).
2.2.7.3.2. Salmonella enterica sv. Typhimurium sayim

Salmonella enterica sv. Typhimuriumsayimi igin, uygun diliisyonlarda steril petri
kutularmma yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. Besiyeri olarak BPLS Agar
(Brilliant-green Phenol-red Lactose Sucrose Agar) kullanilmis olup, petriler 37°C’de 24
saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi besiyerinde gelisen tipik koloniler

sayilmistir (Nikbakht & Sani, 2016).
2.2.7.3.3. Staphylococcus aureus sayimi

Staphylococcus aureus sayimi igin, uygun diliisyonlarda steril petri kutularina yayma
plak yontemi ile ekim yapilmistir. Besiyeri olarak Baird-Parker Agar kullaniimis olup,
petriler 37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 besiyerinde gelisen
siyah renkli ve etrafinda berrak zon olan koloniler sayilmistir (Bingdl & Ozmen Togay,
2017).

2.2.7.3.4. Candida albicans sayimi

Candida albicans sayimi i¢in Onceden besiyeri dokiilmiis petrilere desimal
diliisyonlardan yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. Candida albicans sayiminda
Rose Bengal Chloramphenicol (RBC) Agar (Merck) besiyeri kullanilmigtir. Ekim yapilan
petriler 28°C’de 5 giin inkiibe edilmistir. Gelisen tipik beyaz kolonilerin sayimi
yapilmistir (King vd., 1979).

2.2.7.3.5. Aspergillus flavus saymm

Aspergillus flavus sayimi i¢in Candida albicans sayiminda kullanilan ayni yontem
kullanilmistir (King vd., 1979).
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2.2.8. Istatistiksel analizler

Arastirma sirasinda elde edilen mikrobiyolojik ve duyusal 6zelliklerde meydana gelen
degismeler tekrarlanan Olgiimler Varyans Analiz Teknigi (ANOVA) uygulanarak
degerlendirilmistir. Sonuglara ait farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile analiz
edilmistir. Analizlerde SPSS programi kullanilmistir. Caligsma iki tekerriir ve analizler her

tekerriirde iki paralel seklinde gergeklestirilmistir (Diizgiines vd., 1987).



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. GC-MS Ucucu Yag Analizi Sonuclar

3.1.1. Tarcin Hidrozoliin GC-MS Analiz Sonuclari
Tar¢in hidosoliinde, GC-MS kromotografi yontemiyle tespit edilen 18 adet bilesen tablo

3’ta, kromatogram ise sekil 16’da gosterilmistir.

Tablo 4. GC-MS analizi sonucunda tespit edilen Tar¢in hidrozoliiniin bilesenleri

RT Bilesen ismi % Alan
7.21 a-Pinene 0.29
7.70 Camphene 0.17
8.66 2-B-Pinene 0.09
9.66 Benzaldehyde 0.23
10.67 1,8-Cineole 1.00
15.96 2-Metylbenzofurane 0.10
16.32 Borneol 0.30
16.71 Benzenepropanal 1.90
21.19 Cinnamaldehyde 76.66
25.24 o-Copaene 9.71
25.96 Sativen 1.04
26.46 Isosativene 0.26
26.77 Caryophyllene 0.45
27.09 Germacrene-D 0.02
27.41 Aromadendrene 0.08
27.86 a-Humulene 0.49
28.09 a-Muurolene 0.13

29.96 y-Cadiene 7.08
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Sinnamaldehit

y-Cadiene
a-Copaene
RT: 0.00 - 55.00
ML:
4.74E9
TIC M5
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B0 4pe1 4864 50.82

Time (min)

Sekil 15. GC-MS analizi sonucunda elde edilenTarg¢in hidrozoliine ait kromatogrami

3.1.2. Kara kekik hidrozolii GC-MS Analiz Sonuclar:
Kara kekik hidrozol numunesi GC-MS test sonuglarina gore % bilesen dagilimi tablo 4’te,

kromatogram ise sekil 17°de sunulmustur.

Tablo 5. GC-MS analizi sonucunda tespit edilen Kara kekik hidrozoliiniin bilesenleri

RT Bilesen ismi % Alan
16.35 Borneol 0.07
16.89 4-terpineol 0.04
21.31 Tedradecane 2,6,10-trimethyl 0.02
22.50 Karvakrol 99.67

39.13 Docosane 0.19
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Sekil 16. GC-MS analizi sonucunda elde edilen Kara kekik hidrozoliiniin Kromatogrami

3.1.3 izmir kekigi hidrozolii GC-MS Analiz Sonuclar
GC-MS analizi sonucunda Izmir kekigi hidrozol numunesine ait tespit edilen % bilesen

tablosu tablo 5°te sunulurken, buna ait kromatogram ise, sekil 18’de gosterilmistir.

Tablo 6. GC-MS analizi sonucunda tespit edilen Izmir kekigi hidrozoliiniin bilesenleri

RT Bilesen ismi % Alan
6.99 Thuiene 0.27
7.21 o-Pienne 0.23
9.20 B-Myrcene 0.32
10.14 o-Humulene- 0.47
10.45 0-Cymene 0.99
11.82 y-terpinen 2.33
13.52 Linalool 2.88
16.32 Borneol 2.06
16.86 4-Terpineol 0.87
17.55 a -Terpineol 0.17
19.97 Carvone 0.20
22.01 Thymol 1.88
22.63 Karvakrol 84.15
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Tablo 7. GC-MS analizi sonucunda tespit edilen Izmir kekigi hidrozoliiniin bilesenlerin devami

26.77 Trans-caryophyllene- 1.28
27.42 Aromadentrene 0.29
29.60 B-Bisabonene 0.82
31.60 Caryophyllene oxide 0.53
33.08 y-Cadino 0.27
OH CHs
CH;
OH
[
CH,
CHjy CII,
HsC CH,
Linalol
Karvakrol
RT: 0.00 - 55.00
1 2263 HL:
TA2ED
TG MS
hdrosdl_iK

10 13.50 28,77
2057 3.3
o -] 10 15 20 25 30 s £0 45 50 55
Time (min)

Sekil 17. GC-MS analizi sonucunda elde edilen Izmir kekigi hidrozoliine ait kromatogranm

3.2. DPPH Analiz Sonuclar

Hidrozollerin DPPH serbest radikalini temizleme veya (%) inhibisyon sonuglari, standart

sapmalariyla birlikte Tablo 6’da sunulmustur.
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Serbest radikal siipiiriicii aktivite yontemi, maddelerin serbest radikal siipiiriiciiler veya
hidrojen verici olarak hareket etme kabiliyetini belirlemek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir.

DPPH ilavesi iizerine bir kimyasal reaksiyonun hizindaki azalma, o reaksiyonun radikal
dogasinin bir gostergesi olarak kullanilir. 520 nm civarindaki gii¢lii bir absorpsiyon bandi
nedeniyle, soliisyonda koyu mor bir renge sahip olan DPPH radikali nétralize edildiginde

renksiz veya soluk sar1 bir renge doniisiir (G. Oztiirk vd., 2019).

Orneklerin serbest radikalini temizleme kapasitesi %22,77-%94,56 araliginda degisiklik
gostermistir ve toplam siralama bu sekilde verilebilmektedir: THC> kontrol (%3’luk
askorbik asit)> IKH> KKH> THM> TH.

Tablo 8. DPPH Analizi sonucunda tez ¢alismasi kapsaminda ¢aligsilan numunelere ait

inhibisyon sonuglari (inhibisyon yiizdesi + standart sapma).

Numune Inhibisyon degeri
KKH (Kara kekik hidrozolii) 72.95 +0.40
IKH (Izmir kekigi hidrozolii) 73.21 +0.62
TH (Targin hidrozolii) 22.77 £0.54
THM (Targin hidrozolii + %3 malik asit) 30.54 £3.20
THC (Tar¢in hidrozolii + %3 askorbik asit) 94.63+0.42
Kontrol (%3 askorbik asit) 74.12 +0.13

Absorbans ortalama degerlerine gore defne (Laurus nobilis), karanfil (Syzygium
aromaticum) ve targin (Cinnamomum verum) esansiyel yaglarinin DPPH degerleri su

sekilde hesaplanmustir:

(2.0158)—(0,5453)%100

%Inhibasyon Kara kekik hidrozolii = e = %72,95
%lnhibasyon Tzmir kekigi hidrozolij = 2X150-0S40U0 - o473 5
%Inhibasyon Tar¢i hidrozolii = (2'0158);.(:'1552036)*100 = %22,77
%Inhibasyon THM = (20158)-(1.4002)+100 _ %30,54

2.0158
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(2.0158)—(0.1076)*100

%]Inhibasyon THC = 0158

= %94,63

3.3. Hidrozollerin antimikrobiyal etkinliginin test edilmesi

3.3.1. Agar kuyucuk difiizyon Analizin sonuglari
TH, IKH, KKH, THC ve THM &rneklerinin test mikroorganizmalarina kars1 inhibisiyon

caplar1 tablo 7‘de gosterilmistir. Ayrica Agar kuyucuk difiizyon Analizin grafiksel
sonuglart sekil 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, ve 30°da gosterilmistir.

Tablodaki degerler 2 asamada degerlendirilmistir. Degerlendirmenin ilk kisminda, tar¢in,
izmir kekigi ve kara kekik hidrozollerinin antimikrobiyal kapasitesi incelenmistir. ikinci
asamada ise, tar¢in hidrozolii ve tar¢in hidrozoliinden iiretilen THC ve THM

karisimlarinin antimikrobiyal kapasiteleri karsilastirilmastir.

Bu analizde hidrozollerin genis spektrumlu antimikrobiyal etkisi 12 adet

mikroorganizmaya kars1 test edilmistir.
Test mikroorganizmalar bu sekilde siniflandirilmistir:

e Gram negatif bakteri: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli O157:H7,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Yersinia enterocolitica,
Salmonella enterica sv. Typhimurium.

e Gram pozitif bakteri: Listeria monocytogenes, Bacillus cereus (sporlu),
Staphylococcus aureus.

e Maya: Candida albicans

e Kiif: Aspergillus flavus

CLSI standlarma gore agar difiziyon testinde antimikrobiyal —maddenin

mikroorganizmaya karsi olusturdugu inhibisyon ¢apt:

e <I4mm ise mikroorganizma bu maddeye direnglidir.
e 15-19mm arasinda ise mikroorganizma bu maddeye orta seviyede duyarlidir.
e >20mm ise mikroorganizma bu maddeye duyarli olarak degerlendirilmektedir

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012).



Tablo 9. Hidrozol numunelerine ait antimikrobiyal etkinlik test sonuglari (inhibisyon zonu

(mm) + standart sapma)
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Mikroorganizma

Inhibisiyon zonu (mm)

TH iKH KKH THC THM
K. pneumoniae 19.24 £1.7 17.24 £0.4 12,57 £0.1 18.05+0.3 23.67 £0.6
E. coli O157:H7 18.62 +0.9 19.27 +2.2 16.68 £1.2 17.75+0.5 21.24 +0.3
E. coli 11230 23.65+1.5 33.19+2.4 19.54+1.9 18.00 £0.4 22.90 £0.7
P. mirabilis 16.97 +0.3 18.45+0.9 1797 +1.1 17.78 +0.1 16.61 +0.2
P. vulgaris 17.14+1.1 17.23+1.5 27.97 £0.5 16.93 +£0.6 20.10+0.4
Salmonellaenterica 119,07 1776108 1553414 1912403  20.58 415
sv. Typhimurium
Y. enterocolitica 18.53+£0.5 18.14 +0.2 17.20 £0.3 17.76 £0.6 22.40+0.4
B. cereus 20.11+0.4 24.18+1.1 10.59 £0.1 17.66 £0.5 22.06 £0.5
S. aureus 20.06 +£1.2 28.14+1.8 20.16 £1.6 20.00 £0.5 21.87+1.1
L. monocytogenes 18.24 +0.8 22.67 £0.5 19.65 +0.3 24.25+0.3 27.62 £0.5
C. albicans 34.06 £2.0 25.06 £2.2 23.98 £1.7 3357 +1.1 34.17+1.4
A. flavus 26.23 +0.5 1744 +1.1 13.08 +0.3 22.20+1.2 26.21 +0.5
K. pneumoniae
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Sekil 18. K. Pneumoniae 'nin agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglari
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E. coli0157:H7

TH iKH KKH THC THM

Sekil 19. E. coli O157:H7 'nin agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglari

E.coli11230

TH iKH KKH THC THM

Sekil 20. E. coli 11230 'un agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglari
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inhibision ¢api (mm)
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P. mirabilis

TH iKH KKH THC THM

Sekil 21. P. mirabilis ‘in agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglar

P. vulgaris

TH iKH KKH THC THM

Sekil 22. P. vulgaris 'in agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglari
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S. typhimurium
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Sekil 23. Salmonella enterica sv. Typhimurium 'un agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglari

inhibisiyon ¢api (mm)
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S. aureus
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Sekil 24. S. aureus 'un agar kuyucuk diflizyon Analizi sonuglar
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B. cereus

TH iKH KKH THC THM

Sekil 25. B. cereus ‘un agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglari

Y. enterocolitica

TH iKH KKH THC THM

Sekil 26. Y. enterocolitica 'nin agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglari
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L. monocytogenes

TH iKH KKH THC THM

Sekil 27. L. monocytogenes 'in agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglart

C. albicans

TH iKH KKH THC THM

Sekil 28. C. albicans 'in agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglar
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A. flavus
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Sekil 29. A. flavus 'un agar kuyucuk difiizyon Analizi sonuglari

inhibisiyon ¢api (mm)
o

(6]

3.3.1. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MiK) analizin sonuglar

TH, THC ve THM o6rneklerinin 250 pg/mL, 187.5 ug/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 25
pug/mL, 12,5 pg/mL, 5 ug/L konsantransyonlar1 Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
0157:H7, Escherichia coli 11230, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella
enterica sv. Typhimurium, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Candida albicans mikroorganizmalarina karsi test edip
sonuglari tablo 8 “de gosterilmistir. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu analizin grafiksel

sonuclart sekil 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 ve 41‘de gosterilmistir.

Tablo 10. Minimum inhibitor konsantrasyon Analizi sonuglari

Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (pg/mL)
Mikroorganizma

Th THC THM
Klebsiella pneumoniae 21.85 +6.25 25.00 +0.0 5.00 +£0,0
Escherichia coli O157:H7 62.50 +0.0 21.85 +6.25 25.00 0,0

Escherichia coli 11230 62.50 +0.0 21.85 +6.25 25.00 +0.0



https://acikders.ankara.edu.tr/mod/resource/view.php?id=62801#:~:text=Bu%20de%C4%9Ferlendirmede%20bakterinin%20%C3%BCremesini%20durduran,(M%C4%B0K)%20olarak%20ifade%20edilir.

Tablo 11. Minimum inhibitor konsantrasyon Analizi sonug¢larin devami
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Proteus mirabilis 43.75 £11.25 21.85 +6.25 6.85 +3.25
Proteus vulgaris 43.75 £11.25 21.85 +6.25 21.85 +6.25
Yersinia enterocolitica 53.12 £3.25 21.85 +6.25 25.00 £0.0
Staphylococcus aureus 43.75 +3.75 21.85+0.0 8.7546.25
Bacillus cereus 53.12 £12.25 25.00 £3.75 6.85 +0.0
Salmonella enterica sv. Typhimurium 62.50 +£0.0 25.00 0.0 6.85+0.0
Listeria monocytogenes 34.35+3.25 25.00 +6.25 10.65 +11.25
Candida albicans 62.50 £0.0 125.00 £0.0 109.35 +£13.75
Klebsiella pneumoniae
30,00
25,00
8 2000
)
5 £ 15,00
53
=
é 10,00
£ '
=
5,00
0,00
TH THC THM

Sekil 30. Klebsiella pneumoniae 'nin minimum inhibit6r konsantrasyon Analizi sonuglar
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Escherichia coli 0157:H7
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Sekil 31. Escherichia coli O157:H7 'nin minimum inhibitor konsantrasyon Analizi sonuglari

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu
(ng/mL)

Escherichia coli
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Sekil 32. Escherichia coli 11230 'un minimum inhibit6r konsantrasyon Analizi sonuglari

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu




Proteus mirabilis
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Sekil 33. Proteus mirabilis 'in minimum inhibitor konsantrasyon Analizi sonuglari

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu
(ng/mL)

THM

Proteus vulgaris
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Sekil 34. Proteus vulgaris 'in minimum inhibitor konsantrasyon Analizi sonuglari

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu
(ng/mL)
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Minimum inhibitér Konsantrasiyonu

Sekil 35.

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu

Sekil 36

Yersinia enterocolitica
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Yersinia enterocolitica ‘nin minimum inhibitdr konsantrasyon Analizi sonuglari

(ng/mL)

Staphylococcus aureus
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. Staphylococcus aureus 'un minimum inhibit6r konsantrasyon Analizi sonuglari

(ng/mL)
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Bacillus cereus
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Sekil 37. Bacillus cereus 'un minimum inhibitor konsantrasyon Analizi sonuglari

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu
(ng/mL)

Salmonella enterica sv. Typhimurium
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Sekil 38. Salmonella enterica sv. Typhimurium 'un minimum inhibitér konsantrasyon Analizi

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu
(ng/mL)

THM

sonuglari



Listeria monocytogenes
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Sekil 39. Listeria monocytogenes 'in minimum inhibitor konsantrasyon Analizi sonuglari

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu
(ng/mL)

Candida albicans
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Sekil 40. Candida albicans 'un minimum inhibit6r konsantrasyon Analizi sonuglari

Minimum inhibitér Konsantrasiyonu
(ng/mL)
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3.5. Sitotoksisite Analiz Sonuclari

Uzerine TH, THC ve THM numuneleri dogrudan uygulanan ve 37°C, 24 saat
inkiibasyona birakilan, fare subkutan6z bagdokusu hiicreleri (L-929 hiicre hatti)
mikroskobik olarak incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda hiicrelerin morfolojik
yapilarinda olumsuz bir etki goriilmeyip saglikli ve stabil bir vaziyette kaldiklari

gozlemlenmistir.

Sonug olarak hem tar¢in hidrozoliin hem de onun %3’liik askorbik asit ve malik asidin
takviyesiyle ile tiretilen THC ve THM orneklerin toksik etkileri olmadig1 ve gidada
giivenli bir sekilde kullanilabildigi kanitlanmastir.

3.6. Model Gidada gerceklestirilen Analize ait bulgular

3.6.1. Escherichia coli O157:H7 sayim
15, 30 ve 45 dk boyunca THM, THC, TH ve ¢esme suyu (kontrol) kullanarak yikanan
kasar peyniri numulerinde Escherichia coli O157:H7’in sayim sonuglari Tablo 9 ‘da

gosterilmistir. Sekil 42°de Escherichia coli O157:H7 sayim sonuglar1 grafiksel olarak

gosterilmistir.
Tablo 12. Escherichia coli O157:H7 sayim sonuglart
. Log kob/g (koloni olusturan birim)
Ornek
Muamele 15. dakika 30. dakika 45, dakika
Kontrol 7.22+0.04 5.88+0.05 5.87+0.07 5.92+0,05
TH 7.22+0.04 4.93+0.03 4.88+0.01 4.66+0.04
THC 7.22+0.04 4.24+0.02 4.20+0.01 4.18+0,03

THM 7.224+0.04 4.05+0.02 4.01+0.01 3.9240,01
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Hiicre sayis1 (log)
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Sekil 41. Escherichia coli 0157:H7 sayim sonuglari
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3.6.2. Salmonella enterica sv. Typhimurium sayumi
15, 30 ve 45 dk boyunca THM, THC, TH ve ¢esme suyu (kontrol) kullanarak yikanan
kasar peyniri numulerinde Salmonella Typhimurium’in sayim sonuglari Tablo 10 ‘da
gosterilmistir. Sekil 43°de Salmonella enterica sv. Typhimurium sayim sonuglari grafiksel

olarak gosterilmistir.

Tablo 13. Salmonella enterica sv. Typhimurium sayim sonuglari

Log kob/g (koloni olusturan birim)

Ornek
Muamele 15. dakika 30. dakika 45, dakika
Kontrol 6.49+0.03 5.86+0.02 5.88+0.02 5.91+0.02
TH 6.49+0.03 4.62+0.01 4.56+0.02 4.46+0.01
THC 6.49+0.03 4.36+0.01 4.27+0.01 4.26+0.04

THM 6.49+0.03 3.00+0.01 3.23+0.01 2.97+0.02
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Hiicre sayis1 (log)
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Sekil 42. Salmonella enterica sv. Typhimurium sayim sonuglar

3.6.3. Staphylococcus aureus sayimi
15, 30 ve 45 dk siirelerinde THM, THC, TH ve ¢esme suyu (kontrol) kullanarak yikanan

kasar peyniri numulerinde Staphylococcus aereus’un sayim sonuglari Tablo 11 ‘de

gosterilmistir. Sekil 44’de Staphylococcus aureus sayim sonuglari grafiksel olarak

gosterilmistir.
Tablo 14. Staphylococcus aureus sayim sonuglart
. Log kob/g (koloni olusturan birim)
Ornek

Muamele 15. dakika 30. dakika 45. dakika
Kontrol 6.19+0.06 5.48+0.01 5.54+0.01 5.58+0.03
TH 6.19+0.01 4.62+0.01 4.61+0.02 4.58+0.02
THC 6.19+0.06 4.43+0.01 4.40+0.01 4.38+0.01

THM 6.19+0.06 4.44+0.02 4.39+0.01 4.39+0.01
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Hiicre sayisi (log)
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Sekil 43. Staphylococcus aureus sayim sonuglar

3.6.4. Candida albicans sayim
15, 30 ve 45 dk stirelerinde THM, THC, TH ve suyu kullanarak yikanan kasar peyniri
numulerinde Candida albicans’in sayim sonuglari Tablo 12 ‘de gosterilmistir. Sekil

45’de Candida albicans sayim sonuglari grafiksel olarak gosterilmistir.

Tablo 15. Candida albicans sayim sonuglari

Log kob/g (koloni olusturan birim)

Ornek
Muamele 15. dakika 30. dakika 45, dakika
Kontrol 5.60+0.02 5.32+0.01 5.31+£0.01 5.32+0.02
TH 5.60+0.02 4.02+0.02 3.96+0.01 3.85+0.02
THC 5.60+0.02 3.91+0.02 3.86+0.01 3.86+0.01

THM 5.60+0.02 3.64+0.02 3.64+0.01 3.62+0.01
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Hiicre sayis1 (log)
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Sekil 44. Candida albicans sayim sonuglari

3.6.5. Aspergillus flavus sayimi
15, 30 ve 45 dk siirelerinde THM, THC, TH ve ¢esme suyu kullanarak yikanan kasar

peyniri numulerinde Aspergillus flavus "un sayim sonuglari Tablo 13 ‘te gosterilmistir.

Sekil 46°de Aspergillus flavus sayim sonuglar grafiksel olarak gésterilmistir.

Tablo 16. Aspergillus flavus sayim sonuglari

Log kob/g (koloni olusturan birim)

Ornek
Muamele oncesi 15. dakika 30. dakika 45. dakika
Kontrol 5.30+0.02 4.96+0.02 4.96+0.03 4.91+0.02
TH 5.30+0.02 3.61+0.02 3.53+0.01 3.41+0.01
THC 5.30+0.02 3.70+0.01 3.69+0.02 3.57+0.02

THM 5.30+0.02 3.7740.01 3.63+0.01 3.30+0.01
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Hiicre sayisi (log)
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Sekil 45. Aspergillus flavus sayim sonuglari

3.7. Zeta Potansiyeli ve Parcacik Boyutu Analiz Sonuclar:

3.7.1. Zeta Potansiyeli Analiz Sonuclar:
Tablo 14 ‘te TH, THC, THM o6rneklerinin 4 hafta boyunca Zeta potansiyelindeki

degisimleri gosterilmistir.

Tablo 17. Zeta Potansiyeli Analiz Sonuglari

Zeta Potential (mV):

Siire TH THC THM
1.hafta -22.2 -6.14 -2.55
2. hafta -20.9 -7.09 -3.98
3. hafta -33 -7.95 -4.24

4. hafta -23.5 -4.57 -3.52




3.7.2. Parc¢acik Boyutu Analiz Sonuclari
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Tablo 15 ‘de TH, THC, THM o&rneklerinin 4 hafta boyunca Z-ortalamasindaki degisimleri

gosterilmistir;
Tablo 18. Pargacik Boyutu Analiz Sonuglari
Z-Ortalamasi (nm):
Siire TH THC THM
1.hafta 628.5 605.4 297.7
2. hafta 442.7 345.3 267.3
3. hafta 328.5 349.8 482.5
4. hafta 468 422.7 432.1




4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

4.1. Sonuclarin Tartisiimasi
4.1.1. GC-MS Analiz Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi
4.1.1.1. Tarc¢in Hidrozolii GC-MS Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Toplam bilesenlerin %76,66’1 oraniyla bulanan sinnamaldehit tar¢in hidrozoliinde
miktarca en fazla bulunan bilesen oldugu goriilmiistiir. Diger major bilesen olarak -
Copaene ve y-Cadiene sirasiyla, %9,71ve %7,08 oraninda tespit edilmistir. Bunlarla
birlikte toplam hidrozoliin %0,1-%2 araliginda ¢esitli monoterpen hidrokarbonlar, a-

Pinene, karyofillen ve 1,8-Cineole bilesiklerini igerdigi belirlenmistir.

Shahpar vd., (2016) yaptig1 ¢alismada, Iran’da farkli marketlerden alman 11 tar¢in
ornegin (S1-S11) bilesenleri GC-MS yontemi ile ¢alimislardir. Analiz edilen tar¢in
orneklerin major bileseninin Cinnamaldehyde oldugu gozlemlenmistir ve bu ¢alismada
oldugu gibi oran1 ortalama olarak %70 civarinda tespit edilmistir. Ayrica bu calismaya
benzer sekilde gibi Borneol, 1,8-Cineole ve Benzaldehyde gibi bilesenler yakin oranlarla
tespit edilmistir.

Bu caligmada 18 adet bilesen tespit edilirken, Shahpar vd., (2016)’nin ¢alismasinda
analiz edilen 11 ornek arasinda farkliliklar gozlenmistir. Bir numunede 20 bilesen tespit
edilirken bir baskasinda ise sadece 3 adet volatil bilesik tespit edilmistir. Bu bilesenlerin
cogu ise bu tez calismasiyla benzer olarak oksijenli monoterpenler ve hidrokarbon

monoterpenler gruplarindan olusmaktadir.

Ozet olarak bu iki calismada dzellikle targin hidrozoliin major bileseni olan sinnamaldehit

miktar1 bakimindan benzerlik gosterirken mindr bileserlerde bazi farkliliklar
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goriilmiistiir. Bu farkliliklar ise, tar¢inin cinsi ve yetisme kosullar1 gibi sebepler ile

aciklanabilmektedir (A. Figueiredo vd., 2008).

Yu vd., (2020) yaptig1 ¢alismada, tar¢in esansiyel yagi buhar distilasiyonu, ultrason
destekli buhar distilasiyonu ve mikrodalga destekli buhar distilasiyonu yontemleriyle
ekstrakte edilmistir. Tar¢in esansiyel yagin ug¢ucu madde igerigi gaz kromatografi

yontemiyle (GC-MS) tanimlanmustir.

Bu calismaya benzer olarak, yukarida bahsedilen ii¢ yontemle ekstrate edilen targin
esansiyel yaginda major bilesen %73.34, %72.37 ve %67.21 oranlarinda cinnamaldehit

bulundugu tespit edilmistir.

4.1.1.2. Kara Kekik Hidrozoliin GC-MS Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kara kekik hidrozolinde GC-MS yontemiyle tespit edilen bilesenler tablo 4’ te
sunulmustur. Bu sonuglardan kara kekik hidrozoli hemen hemen tamamen karvakrol’dan
meydanan geldigi anlasilabilmektedir. Bunun disinda kara kekik hidrozolii eser miktarda
Docosane gibi alkan hidrokarbonlar ve 4-terpineol gibi monoterpenoid bilesenleri

icermektedir.

Khan vd.., 2018 kara kekik hidrozolin bilegenleri GC-MS yontemiyle analiz etmistir.
Miktarca en fazla bulunan bilesen %92,5 orani ile karvakrol oldugu bildirilmistir. Ayrica,

Borneol ve 4-terpineol bilesenleri bu tez galismasina yakin bir oranla tespit edilmistir.

Khan vd., bu tez ¢alismasindan farkli olarak kekik hidrozoliinde %2,5 thymol tespit

etmislerdir.

R. Verma vd., (2012), gergeklestirikleri bir ¢alismada, Origanium vulgare’nin esansiyel
yag1 ve hidrozolii i¢in volatil igerigi analizi yapmistir. Origanium vulgare ‘un esansiyel
yaginda %42.3 oraninda bulunan karvakrol, Origanium vulgare ‘un hidrozoliinde %94.7

oraninda tespit edilerek bu ¢alismadaki bulugulara yakin degerler bulmustur.

4.1.1.3. izmir Kekigi Hidrozolii GC-MS Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Toplamda 18 bilesen tespit edilmis olup, Karvakrol’un, %84,15 oraniyla miktarca en
fazla bulunan (major) bilesen oldugu belirlenmistir. Diger taraftna, cok daha az miktarda
bulunan 6nemli bilesenlerden olan linaool, y-terpinen ve thymol sirasiyla; %2,88, %2.33
ve %1,88 oranlariyla tespit edilmistir. Kalan bilesenler ise 0.27%-1% oranlar1 arasinda

oksijenlenmis monoterpenler ve Seskiterpen Hidrokarbonlar gruplarindan olusmaktadir.
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Oztiirk vd., (2016) GC-MS yéntemiyle izmir kekigi hidrozoliiniin ugucu bilesen igerigini
incelemistir. Tespit edilen toplam 5 bilesenden en 6nemli orana sahip bilesenler sirasiyla

%51,18 ve %44,10 oranlariyla, Timol ve Karvakrol oldugu bildirilmistir.

Oztiirk vd.’nin ¢alismasinda analiz edilen bilesenlerin tiimii (Thymol, Karvakrol,
Linalool, p-cymene ve trans-caryophyllene) bu calismadaki sonuglarinda da tespit
edilmistir. ki calismada hidrozollerin bilesen sayis1 ayni olsa da, oranlarinda bazi
farkliliklar goriilmiistiir. Bu ¢alismada major bilesen olarak karvakrol bulunurken, Oztiirk
vd.’nin gergeklestirdikleri galismada karvakrol ile beraber thymol da major bilesen olarak
bulunmustur. Kalan bilesenler ise, %6,07 oraniyla tespit edilen p-cymene bileseni harig

her iki ¢alismada yakin bir oranda bulunmustur.

Kutlular, (2007) yiriittiigli bir arastirmada, bazi kekik tiirlerinin ugucu yag
kompozisiyonu GC-MS yéntemi kullanarak incelemistir. Ug farkli tarihte hasat edilen
kekiklerden elde edilen hidrozolerde major bilesen olarak %92.66, %86.71 ve %84.33
oranlarinda karvakrol oldugu bulunmustur. Ayrica, linalool ve Timol bilesenleri %1-2

konsantrasyonlar arasinda tespit edilmistir.

4.1.2. DPPH Analiz Sonu¢larmmin Degerlendirilmesi
Serbest radikal siipiiriicii aktivite yontemi, maddelerin serbest radikal siipiiriiciiler veya
hidrojen verici olarak hareket etme kabiliyetini belirlemek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir. (1. Okan vd., 2013)

DPPH (2,2-difenil-1pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen
radikalidir. DPPH radikali metanolik ¢ozeltide okside formunda 520 nm’de maksimum

absorbans gosteren bir kimyasaldir (Mot vd., 2011).

Orneklerin serbest radikalini temizleme kapasitesi %22,77-%94,56 araliginda degisiklik
gostermistir ve toplam siralama bu sekilde sunulabilir: THC> Kontrol (%3’luk askorbik
asit)> IKH> KKH> THM> TH.

IKH ve KKH 6rnekleri, kontrol numunesine yakin bir antioksidan aktivite gdstermistir
ve istatiksel olarak kontrol numunesinden farkli olmadiklarini bulunmustur. Boylelikle,
%70’in istiinde gosterdikleri inhibisiyon degerleriyle dnemli bir antioksidan kapasite
sergilemistir. Bunun kaynagi, IKH ve KKH &rneklerin sahip oldugu yiiksek karvakrol

iceriginden kaynaklanmaktadir. Daha once bahsedildigi gibi karvakrol, monoterpen
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biinyesinde bir fenolik bilesendir ve gesitli eserlerde yiiksek antioksidan aktivitesinden
bahsedilmistir (Yanishlieva vd., 1999; Ramos vd., 2014).

TH ise diger orneklere ve askorbik aside gore en diisiik inhibisyon giicii gdstermistir.
TH’nin %3 ’1ik askorbik asit takviyesiyle tiretilen THC ise, TH 6rnegine gore belirgin bir
sekilde farklilik gOstermistir ve %94,56 inhibisiyon oraniyla analizin en yiiksek
indirgeyici kapasitesi goOstermistir. Bu sonuglardan anlasilir ki, yiiksek indirgen
ozellikleri ile bilinen askorbik asit, tar¢in hidrozoliin antioksidatif kapasitesini 6nemli

Olctide iyilestirebilmektedir (Yavasca, 2009).

TH’nin %3’lik malik asit eklenmesiyle iiretilen THM 0rnegi, %33 inhibisyon
kaydederek TH’den daha yiiksek antioksidant aktivite gOstermisse de yine askorbik
asitten ¢ok daha diisiik bir aktivite gostermistir. Boylece, Malik asidin tar¢in hidrozoliin
antioksidan kapasitesi iistiine takviye edici 6zelligi askorbik asitten daha diisiik oldugu

anlagilmaktadir.

Sonug olarak askorbik asid 6rnegine gore IKH ve KKH, benzer bir antioksidan kapasite
gosterirken, TH diisiik bir aktivite sergilemistir. Ancak askorbik asit takviyesiyle tiretilen
THC kuvvetli antoksidatif giic gostererek, TH’nin antioksidan gilicii konusundaki
zaafiyeti diizeltigi i¢in antioksidan aktivitenin dncelikli oldugu durumlarda katki maddesi

olarak kullanilmas1 onerilebilmektedir.

Sarikurkcu vd., (2015) yaptigi bir ¢alismada, Timol ve karvakrolin DPPH serbest
radikallerinin yiiksek inhibe edici kapasitelerini bildirmistir. Bununla birlikte Sarikurkcu
diisiik miktarlarda bulunan diger bilesenlerin antioksidan kapasite {izerine etkili
olduklarindan bahsetmistir. Ornegin, ayn1 Timol ve karvakrol igerigine sahip olan, fakat
farkli antioksidan aktivite gosteren O. Onites Ornekleri farkli minor bilesen profilinden

kaynaklandigini 6ne siirmistiir.

Quiroga vd., (2014) yiiriitiigii ¢alismada ise, y-terpinen, B-phellandrene ve terpinolene'nin
yiiksek antioksidan aktivitelerini bildirmistir ve mindr bilesikler ucucu yaglarin

antioksidan aktivitesine katkida bulundugunu gostermistir.
4.1.3. Hidrozollerin Antimikrobiyal Etkinlik Analiz Sonu¢larin Degerlendirilmesi

4.2.3.1. Agar Kuyucuk Analiz sonu¢larin degerlendirilmesi
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TH, IKH ve KKH &rneklerin inhibisiyon caplarin incelenmesi: KKH tiim test
mikroorganizmalarina karst farkli verimlerle antimikrobiyal etki sergilemistir ve farkli
maya, kif ve bakterilere karsi 10.59mm-27,97mm arasinda inhibisyon zonu
olusturmustur. K. pneumoniae, B. cereus ve A. flavus KKH’ye kars1 direngli (<14mm)
iken, E. coli, E. coli O157:H7, P. mirabilis, S. typhirium, L. monocytogenes ve Y.
enterocolitica’ye karsi orta seviyede (15-19mm) duyarhilik gostermistir ve P. vulgaris,
S. aureus ve C. albicans ise KKH’ye karsi duyarli (>20mm) olduklar1 goriilmiistiir.
KKH’nin en biiylik inhibisyon ¢aplar1 (sirasiyla 27.97mm, 23.98mm ve 20.16mm) P.
vulgaris, C. albicans ve S. aureus’e kars1 gostererek hem gram pozitif hem gram negatif

bakterilere hem de mayalara kars1 etkili oldugu goriilmiistiir.

Ancak KKH, B. cereus ve A. flavus’e kars1 10.59mm ve 13.08mm inhibisyon zonu
olusturarak diisiik antimikrobiyal etki gostermistir. Dolayisiyla, bu analiz i¢in, KKH
sporlu bakterilere ve kiiflere karsi1 yliksek antimikrobiyal etki gdstermedigi sonucuna
varilmistir. TH ve IKH test mikroorganizmalarina kars1 birbirine yakin antimikrobiyal
etki gosterirken KKH onlara kiyasla ¢ogu zaman daha diisilk antimikrobiyal etki
gostermistir. Tablo 7 ‘de gosterildigi gibi KKH’nin K. pneumoniae, E. coli O157:H7, E.
coli, S. typhirium, Y. enterocolitica, B. cereus ve A. flavus mikroorganizmalarina karsi

TH ve IKH &rneklerine gore istatiksel olarak daha diisiik inhibisiyon zonu olusturmustur.

Bununla beraber KKH, P. mirabilis, L. monocytogenes ve S. aureus’ a karsi1 TH ve IKH’
ye yakin inhibisyon degerler gdsterip bu mikroorganizmalar i¢in 3 Ornek arasinda
istatiksel olarak bir fark bulunmamustir. P. vulgaris’e kars1 ise, 27.97mm inhibisyon zonu
ile TH ve IKH gecerek bu bakteriye karst KKH en yiiksek antimikrobiyal aktivite

gostermistir.

IKH ise bu analizde gii¢lii bir antimikrobiyal kapasite gostermistir ve 12 adet
mikroorganizmaya karst 20.73mm ortalamayla, 17.23mm-33.19mm genisligi arasinda
inhibisyon zonlar olusturmustur. KKH aksine, IKH tiim mikroorganizma gruplarina karsi
onemli antimikrobiyal etki gostermistir ve gram pozitif bakteriler basta olmak iizere
bakteri, maya ve kiife kars1 genis spektrumlu etkisini sergilemistir. IKH 6zellikle E. coli
O157:H7, E. coli, S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes ve C. albicans
mikroorganizmalara giiclii antimikrobiyal etki gostermesi ile beraber kalan
mikroorganizmalara orta seviyede antimikrobiyal etki gdstermistir. IKH nin en yiiksek

antimikrobiyal aktivitesi 33.19mm ve 28mm inhibisyon ¢aplari ile E. coli ve S. aureus’e
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kars1 gostermistir. IKH’nin en diisik antimikrobiyal etki ise P. vulgaris ve K.
pneumoniae’e karst gostermistir ve sirasiyla 17,23mm ve 17.24mm inhibisyon zonu

olusturmustur.

TH bu analizde genis spektrumlu antimikrobiyal kapasite sergileyen diger bir 6rnektir.
TH tiim test mikroorganizmalara karsi 20.33mm oratalamasiyla 16.97mm-34.03mm
araliginda etkisini gdstermistir. IKH 6rneginde oldugu gibi test mikroorganizmalarin
higbirisi TH’ye kars1 dayaniklilik gosterememistir. TH 6rnegi E. coli, S. aureus, B.
cereus, C. albicans ve A. flavus’ye karsi 20mm asan inhibisyon zonu olusturarak bu
mikroorganizmalara karst O6nemli antimikrobiyal etki gostermistir. TH en yiiksek
antimikrobiyal aktivitesi C. albicans ve A. flavus’e karsi gostermistir ve C. albicans’e
kars1 34.03mm inhibisyon zonu olustururken A. flavus’e karst 26.23mm’lik bir ¢ap
olusturmustur. Bakteriler i¢in ise TH’nin en yiiksek antimikrobiyal aktivitesi E. coli -’¢
kars1 23.65mm’lik inhibisyon zonu ile gostermistir. Bu analizin sonuglarina gore, gram
pozitif ve gram pozitif bakterilere karsi etkili olmasiyla beraber, TH nin en yiiksek etkisi

maya ve kiife kars1 ortaya ¢ikmustir.

Yukarida belirlendigi gibi TH ve IKH &rnekleri bu analiz kapsamindan birbirine yakin
inhibisyon kapasitesi sergilemistir. Test mikroorganizmalarina kars1 inhibisyon caplarin
ortalamasi iki 6rnek arasinda birbirine yakin olsa da bazi test mikroorganizmalar i¢in TH
ve IKH arasinda anlamh farklar bulunmustur. Gram pozitif bakteriler
degerlendirildiginde, IKH bu bakterilere karst TH’ye gore daha kuvvetli antimikrobiyal
etki gosterdigi goriilmektedir. P. vulgaris’e kars:1 TH ve IKH arasinda istatiksel fark yok
iken S. aureus, B. cereus ve L. monocytogenes’ye karsi IKH daha yiiksek antimikrobiyal
etki gostermistir. Gram negatif bakterilere kars1 ise TH ve IKH birbirine yakin
antimikrobiyal aktivite gdstermistir. E. Coli ATCC 11230’e karsi IKH TH’den daha
yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterirken K. pneumoniae’ye karst TH daha yiiksek
aktivite gostermistir. E. coli O157:H7, P. mirabilis, P. vulgaris ve S. Typhimirium
bakterilere karsi iki 6rnek arasinda istatistik olarak bir fark kaydedilmemistir. Tablo 7°de
gosterildigi gibi, maya ve kiifler i¢in ise bu analizde test edilen C. albicans ve A. flavus

en fazla TH’ye kars1 daha duyarli olduklart gézlemlenmistir.

Sonu¢ olarak TH ve IKH tiim test mikroorganizmalarina antimikrobiyal etki
gostermeleriyle birlikte bu iki 6rnegin arasinda mikroorganizma cinsine gore farklilik

goriilmiistiir. IKH gram negatif grup bakterilerine daha etkili iken TH 6zellikle maya ve
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kiiflere giliclii antimikrobiyal etki gostermistir. Gram negatif bakterilerine kars1 TH ve

IKH ¢ogu zamanda yakin antimikrobiyal kapasite gostermislerdir.
TH, THC ve THM arasinda antimikrobiyal etkilerinin karsilastirilmasi

THM’nin 6zellikle K. pneumoniae, E. coli O157:H7, P. vulgaris, S. typhirium, Y.
enterocolitica ve L. monocytogenes’e karsi yiiksek mikrobiyosidal kapasitegostererek bu
mikroorganizmalara kars1 TH’ye gore istatiksel olarak daha yiliksek antimikrobiyal
aktivite gostermistir. Ayrica yukarida bahsedilen mikroorganizmalar, TH’ye karsi orta
seviyede duyarlilik gostermelerine karsin THM bu mikroorganizmalara kars1t 20mm’yi
asan inhibisyon zonu olusturarak bu mikroorganizmalara karsi TH ile kiyasla daha
yiiksek bir kapasite sergilemistir. TH nin gram pozitiflere karsi nisbeten daha diisiik etkisi
THM orneklerinde, malik asidin etkisi sayesinde, onemli Ol¢lide takviye edilmistir.
Ayrica gidalarda yiiksek bir risk olusturabilen K. pneumoniae ve S. Typhimurium gibi
gram negatif bakterilere karst daha yiiksek inhibisyon gostererek, THM’in genis
spektrumlu antimikrobiyal kapasitesini vurgulamaktadir. THM, C. albicans ve A. flavus’a
kars1 ise TH’ye gore ekstra bir etki yaratmayip bu mikroorganizmalara karsi iki

antimikrobiyal madde arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamastir.

THC’nin olusturdugu antimikrobiyal aktivite, THM’den daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Fakat bununla birlikte askorbik asidin takviyesi, TH i¢in bazi mikroorganizmalara kars1
ekstra bir kapasite kazandirmistir. Ozellikle S. Typhimurium ve L. monocytogenes’e kars;
THC, TH’den daha yiiksek bir antimikrobiyal aktivite gostermis olup, bu
mikroorganizmalar i¢in iki 6rnek arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0.05)

bulunmustur.

Sagdic, (2003), iki kekik (Thymus vulgaris L. ve Thymus serpyllum L.) ve ii¢ oregano
tirtiniin hidrozolleri (Origanum vulgare L., Origanum onites L. ve Origanum majorana
L.) gidalarda patojen olarak karsilagilan E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus ve
Yersinia enterocolitica bakterileri enhibe etme kabiliyetini disk diflizyon yontemi

kullanarak incelemistir.

Analizlerde test edilen Origanum onites L., E. coli O157:H7 ve S. aureus'a kars1 yiiksek
inhibitor aktivite gostermistir. Bu ¢alisma kapsaminda, Origanum onites L.’nin E. coli
O157:H7 ve S. aureus'a kars1 sirastyla 19.17mm ve 28.14mm inhibisyon ¢ap1 olusturarak
Sagdig, (2003)’1n bulgular1 desteklemistir.
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Hussien vd., (2011), hardal, kakule, feslegen, kekik, karanfil ve tar¢in hidrozollerinin dort
patojenik bakterinin (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve S. typhimurium) biiytimesini

engelleme kapasitesini aragtirmigtir.

Hidrozollerin antimikrobiyal etkileri, hidrozol ile muamele edilmis agar plakalari ve
kontrol agar (hidrosol ile muamele edilmemis agar) plakalar1 iizerinde mikrobiyal
biiylime bolgesi oOlgiilerek ve ardindan biiyiime inhibisyon yiizdesi hesaplayarak

belirlenmistir.

Analiz edilen hidrozoller arasinda en etkili olan1 kakule hidrozolii oldugu bulunmustur ve
sadece %15'lik (v/v) bir konsantrasyon ile tiim test bakterilerin tiremesini engelledigini
gostermistir. Kakuleden sonra, %10 ile %100 arasinda degisen inhibisyon kapasiteleri ile

tarcin, karanfil ve kekik de en etkili hidrozoller oldugu bulunmustur.

4.2.3.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu Analiz sonuclarin degerlendirilmesi

TH, THC ve THM o6rneklerinin 250 pg/mL, 187.5 ug/mL, 125 pg/mL, 62.5 pg/mL, 25
pug/mL, 12,5 ng/mL, 5 pg/L konsantransyonlari; Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
0157:H7, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Salmonella enterica sv.
Typhimurium, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Candida albicans mikroorganizmalarina karsi test edilmis ve

sonuglar1 tablo 8 ‘de gosterilmistir.

Test mikroorganizmalarina kars1 TH’nin MIiK degerleri 42,33 pg/mL ortalamasiyla
21.87-62.50pg/mL araliginda degisirken, THM ise 22.83 pg/mL oratalamasiyla 5.00-
109.37ug/mL araliginda deger gdstermistir. THC nin MIK degerleri ise 32,38 pg/mL
ortalamasinda 21.87-125.00 pg/mL araliginda farklilik géstermistir.

THM nin MIK degerleri Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli 0157:H7, Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Salmonella enterica sv. Typhimurium, Yersinia enterocolitica,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus i¢in TH’ye gore daha
diisiik oldugu (p< 0.05) bulunmustur. Buna karsin Candida albicans’a kars: TH’nin MIK
degeri THM’ye gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla Candida
albicans’a karst THM’nin antimikrobiyal giici TH’ye gore daha diisiik iken diger

mikroorganizmalar i¢in daha yiiksek oldugu sonucuna varilmaktadir.
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Bu sonuglar agar difisiiyon analizin bulgular1 ile yiliksek derecede uyumluluk
gostermektedir ve boylece TH’ye yapilan malik asit takviyesi onun antimikrobiyal

kapasitesini iizerine pozitif etki olusturdugunu kanitlamaktadir.

THM Orneginde oldugu gibi, askorbik asidin eklenmesi TH’nin antimikrobiyal
kapasitesini onemli 6l¢iide iyilestirmistir. THC ozellikle, E. coli O157:H7, E. coli, Y.
enterocolitica, B. cereus ve S. Typhimurium mikroorganizmalarina kars1 TH’ ye gore
daha yiiksek bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Yine THM maddesine benzer bir
sekilde, THC karisimi C. albicans’a kars1 TH’den daha diisiik antimikrobiyal kapasite

gostermistir.

Sonug olarak hem malik asidin hem de askorbik asidin eklenmesi TH’nin antimikrobiyal
kapasitesini énemli 6lgiide gelistirirse de yukaridaki bulgulara gore TH i¢in malik asit
takviyesi daha biiyiik bir mikrobiyosidal kapasite kazandirmustir.

Khalaf & Zahra (2020), Okaliptiis hidrozolii i¢in 8 mikroorganizmaya kars1 MIK analizi
gerceklestirmistir. Bu deneyin sonucunda bulunan MIK degerleri bu ¢alismadaki TH,
THC ve TH 6rneklerin MIK degerlerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ornegin
Okaliptiis hidrozoliin K. pneumoniae ve P. vulgaris bakterilere karsi olusturdugu MIK
degeri 100ug/mL iken bu calismada tar¢in hidrozolii bu bakterilere kars: olusan MIK
degeri sirastyla 21.87 pg/mL ve 43.75 pg/mL’dir.

Yavuzer & Kuley Boga (2020) ¢alismasinda Citrus sinensis (portakal), Punica granatum
(nar), Citrus maxima (pomelo) ve Thymus vulgaris (bahge kekigi) bitki hidrozollerin
minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) 5 mikroorganizmaya karsi incelemistir.
Thymus vulgaris hidrozoliiniin Staphylococcus aureus’e karst 50 ug/mL degerinde bir
MIK degeri gosterirken bu ¢alismada tar¢in hidrozolii ayn1 bakteriye kars1 43.75 pg/mL
MIK degeri kaydetmistir.

4.1.4. Model Gida Analiz Sonuc¢larin Degerlendirilmesi
4.1.4.1. Escherichia coli O157:H7 sayim

15, 30 ve 45 dk boyunca THM, THC, TH ve suyu (kontrol) kullanarak yikanan kasar
peyniri numulerinde Escherichia coli O157:H7’in sayim sonuglari Tablo 9°de

gosterilmistir.
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Kasar peynirin 15 dk boyunca suyla yikamans1t muamele 6nceki peynirlere gére O157:H7
sayilarinda 1.34 log’luk bir indirmeye neden olmustur. Bununla beraber su 6rnegi i¢in
15, 30 ve 45 dk’lik uygulamalar arasinda istatiksel olarak bir fark bulunmamigtir
(p>0.05).

15 dk siiren ve TH, THC ve THM maddeleri kullanarak yapilan yikama islemleri
0157:H7 ’nin, toplam mikrobiyal yiikii tizerinde sirasiyla 2.29, 2.98 ve 3.17 log’luk bir
azalmaya sebep olurken, su ile yapilan yikama O157:H7 *nun sayilar1 tizerine daha diisiik

bir etkiye neden olup 1.34 log’luk bir azalmaya neden olmustur (p<0.05).

TH, THC ve THM o6rneklerinin 15 ve 45dk’lik uygulamalari arasinda fark bulunurken 15

ve 30 dk’lik muameleleri arasinda istatiksel olarak bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

TH, THC ve THM o6rneklerinin tiim islem siireleri i¢in E. coli O157:H7 ’e karsi
antimikrobiyal etkileri birbirinden farklilik géstermistir ve en zayiftan en kuvvetliye gore
TH, THC ve THM olarak siralanabilmektedir. Mesela 30dk siiren yikama islemlerinde
E.coli O157:H7 ’ye karsi; THC, TH’ye gore 0.68 log kadar daha yiiksek bir inhibisyon
saglarken; THM, TH’ye gore 0.87 log kadar bir yiikselme saglamistir (p<0.05).

4.1.4.2. Salmonella enterica sv. Typhimurium sayimi

15, 30 ve 45 dk boyunca THM, THC, TH ve suyu (kontrol) kullanarak yikanan kasar
peyniri numulerinde Salmonella enterica sv. Typhimurium’in sayim sonuglart Tablo 10

‘da gosterilmistir.

Cesme suyu aracaiyla gergeklestirilen ve 15 dk siiren yikama islemi kasar peynirin
Salmonella enterica sv. Typhimurium mikrobiyal yiikii tizerinde 0.63 log’luk bir
azalmaya neden olmustur. Kontrol olarak kullanilan suyun etkisiyle kiyaslandiginda, TH,
THC ve THM’nin tiim yikama siireleri i¢in saglanan antimikrobiyal etkisinin daha
kuvvetli oldugu gézlemlenmistir. Ornegin kasar peynirin 15 dk boyunca THM kullanarak
gerceklestirilen yikama islemi sonrasinda Salmonella enterica sv. Typhimurium onceki
uygulamalara gore 3.49 log kadar azalma saglamis olup, kontroliin ayni siirede gosterdigi
etkinin 5,54 kati kadar bir etki gosterdigi tespit edilmistir.

15 dk siiren yikama islemleri sirasinda TH, THC ve THM o6rneklerin Salmonella enterica
sv. Typhimurium’un mikrobiyal yiikii iizerine sirasiyla; 1.87, 2.13 ve 3.49 log’luk bir

azalmaya sebep olmustur. Bdylece Salmonella enterica sv. Typhimurium’a karsi, test
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edilen ti¢ farkli antimikrobiyal madde arasinda en yiiksek antimikrobiyal etki gosterenler

sirastyla THM, THC ve daha sonra TH oldugu gézlenmistir.

Uygulama zamanin artmasiyla beraber TH nin kasar peynirlerinin Salmonella enterica
sv. Typhimurium yiikii lizerine etkisi artmistir ve diger orneklerin aksine, 15, 30 ve
45dk’lik uygulamalarin arasinda istatistiksel olarak farkliliklar oldugu tespit edilmistir
(p<0.05).

4.1.4.3. Staphylococcus aureus sayimi

15, 30 ve 45 dk siirelerinde THM, THC, TH ve steril sebeke suyu (kontrol) kullanarak
yikanan kasar peyniri numulerinde Staphylococcus aureus igin gergeklestirilen sayim

sonuglart Tablo 11°de gosterilmistir.

Kontrol ile yapilan ve 15 dk siiren yikama islemi sonucunda kasar peynirin
Staphylococcus aureus yiikii 0.63 log kadar diismiistir. TH, THC ve THM’nin tiim
uygulama siireleri boyunca saglanan mikrobiyosidal etkilerinin kontrol numunesinden
daha kuvvetli oldugu gozlemlenmistir. Ornegin, THC 30 dk’lik uygulamada
Staphylococcus aureus mikrobiyal yiikiinii, 6ncekine kiyasla 3.49 log kadar azalttig:
anlasilmistir ve bu etkinin kontrol numunesinin ayni siirede gosterdiginin 5,54 kati kadar

oldugu anlasilmistir.

30 dk siiren yikama islemleri ig¢in; TH, THC ve THM numunelerinin Staphylococcus
aereus mikrobiyal yiikii iizerinde sirasiyla 1.58, 1.79 ve 1.80 log’luk bir azalmaya sebep
olmustur.  Bu sayede, Staphylococcus aureus’e karsi, test edilen ti¢ antimikrobiyal
madde arasinda en yiiksek antimikrobiyal etki gosterenlerin THC ve THM antimikrobiyal

maddeleri oldugu anlagilmistir.

Uygulama zamanin artmasiyla beraber TH’nin kasar peynirlerin Staphylococcus aureus
yikii tizerine etkisinde bir artis gézlenmemis olup, 15, 30 ve 45dk’lik uygulamalart

arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamaistir (p<0.05).

4.1.4.4. Candida albicans sayimm

15, 30 ve 45 dk siirelerinde THM, THC, TH ve kontrol kullanarak yikanan kasar peyniri

numulerinde Candida albicans’a ait sayim sonuglar1 Tablo 12°de gosterilmistir.

Bu analizde Candida albicans’a kars test edilen tiim antimikrobiyal maddelerin, 15, 30

ve 45 dk uygulama siireleri i¢in kontrolden daha etkili olduklar1 tespit edilmistir. Mesela,
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kontrol ile gergeklestirlen ve 15dk siiren yikama islemi Candida albicans’in sayisinda
0.28 log diismeye neden olurken, TH ayni1 siire i¢inde 1.58 log azalmaya sebep olmus
olup, kontrole gore 5.6 kat daha yiiksek bir antimikrobiyal kapasite gostermistir.

TH, THC ve THM oOrneklerinin tiim islem stireleri i¢in Candida albicans’ a karsi
antimikrobiyal etkilerinin istatiksel olarak birbirinden farkli oldugu goézlemlenmistir
(p<0.05).

Hidrozol  karigimlarmin  etkinlik ~ kapasiteleri ~ THM>THC>TH  seklinde
siralanabilmektedir. Ornegin 15 dk siiren yikama uygulamalarinda, TH, kasar
numunesinin mikrobiyal yiikiiniinde 1.58 log kadar diisiirme saglarken, THC 1.69 log
kadar diisirme saglamistir. THM ise, ayni1 kosullarda Candida albicans’in sayilarinda
1.96 log kadar bir diisiirme gerceklestirerek en yiliksek antimikrobiyal etki gostermistir
(p<0.05).

4.1.4.5. Aspergillus flavus sayim

15, 30 ve 45 dk siirelerinde THM, THC, TH ve kontrol kullanarak yikanan kasar peyniri

numulerinde Aspergillus flavus’un sayim sonuglar1 Tablo 13 ‘te sunulmustur.

Test edilen antimikrobiyal maddelerin Aspergillus flavus’a karsi birbirinden farkli
antimikrobiyal kapasite gosterdigi anlasilmistir. 15 ve 30 dk’lik yikama islemlerinde
Aspergillus flavus’un sayilarinda en fazla azalmaya neden olan antimikrobiyal madde TH

iken, 45 dk’lik islemde en biiylik azalma saglayan karisimm THM oldugu gozlenmistir.

TH, THC ve THM’nin Aspergillus flavus’a kars1 tim uygulama siirelerinde kontrolden
daha etkili olduklar: tespit edilmistir. Ornegin, kontroliin 45dk siiren yikama isleminden
sonra, Aspergillus flavus’in sayisinda 0.34 log kadar bir azalma meydana gelirken, THM
ayni siire i¢inde 1.53 log azalmaya sebep olup, kontrole gore 4,5 kat daha yiiksek bir
antimikrobiyal kapasite gostermistir (p<0.05).

4.1.4.5. Model Gida Analizinin Genel Sonuglar:

Kasar peynirinde test edilen TH, THC ve THM maddelerinin kontrol ile kiyasla model

gida i¢in 6nemli sayilabilecek bir seviyede antimikrobiyal koruma sagladigi anlasilmistir.

Bu analizlerde, Aspergillus flavus disinda test edilen tiim mikroorganizmalarin ytikiini
en fazla diisiirme kabiliyeti tasiyan ve dolayisiyla en yiliksek antimikrobiyal etki

sergileyen, antimikrobiyal maddenin THM oldugu kanitlanmistir. Aspergillus Flavus’a
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kars1 ise TH’niin en yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bununla
birlikte, ozellikle test bakterilerine karsi, THC’nin TH’ye gore daha yiiksek bir
antimikrobiyal etki gosterdigi gozlenmistir.

Yikama siiresinin artmasi bazen antimikrobiyal maddelerin etkisini arttirirken,

cogunlukla kayda deger bir etki géstermemistir (p>0.05).

Tornuk vd., (2011), E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium ile bulastirilmis ve daha sonra
4 farkl bitki hidrozolii ile yikanmis elma ve havug numunelerinde E. coli O157:H7 ve S.
Typhimurium sayilarini analiz etmislerdir. Tornuk vd, (2011)’in ¢alismasi1 kapsaminda
Thymus vulgaris L. (bahge kekigi) ile 20dk’lik yikama islemi gegiren elma 6rneklerinde
E. coli O157:H7 sayilarinda 1.42 log kadar azalma saglanirken, bu tez ¢alismasinda, TH
ile yapilan 15dk siiren uygulamada O157:H7 sayilarinda 2.29 log azalma meydana

gelmistir.

Oztiirk vd., (2012), defne yapragi, ¢orek otu, biberiye, adagayr ve kekik bitki
hidrosollerinin, taze kesilmis elma lizerinde inokiile edilen Listeria monocytogenes

tizerindeki inhibisyon etkisi aragtirmistir.

20 dakika stiren hidrosol uygulama islemi sonucunda, L. monocytogenes sayilarinda 1-
1.5 log kob arasinda azalma kaydedilmistir. Tedavi siiresini 60 dakikaya uzatildiginda

ekstra antimikrobiyal etki goriilmemistir.

Bu c¢alismada test edilen antimikrobiyal karisimlardan THC karisimi, S. Aureus’in
sayilarinda (L. Monocytogenes gibi gram pozitif bir bakteri) 3.49 log kadar azalma

olusturarak daha yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir.

Karampoula vd., (2016), Thymbra capitata'nin (Ac1 kekik) hidrozolii Salmonella enterica
sv. Typhimurium'a kars1 antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmistir ve etkisini yaygin
olarak kullanilan bir endiistriyel biyosit olan benzalkonyum kloriir ile karsilagtirmistir.

Thymbra capitata hidrozoli, sirasiyla %37.5, %40 ve 42 (v/v) konsantrasyonlari
uygulanarak elde edilen 1.2, 2.8 ve 4.7 log azalma olarak yiiksek bakterisidal etki

gostermistir.

4.1.5. Zeta Potansiyeli ve Parcacik Boyutu Analiz Sonuclari
Parcacik Boyutu Analiz Sonuglari tablo 15 ’te gosterilmistir. 4 hafta boyunca oda
sicakliginda depolanan TH ve THC oOrneklerin parcacik boyutlarinda bir artis

goriilmemigstir. Bu bulgular kiimelesme veya topaklanma olaylarin meydana gelmedigi
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gostermektedir ve bu Orneklerin depolamaya siiresi boyunca stabil kaldiklarini

vurgulamaktadir. 3. Haftadan sonra, THM Orneginin pargacik boyutunda bir artis

goriilmiistiir. Dolayisiyla THM o6rnegi diger orneklerden daha az stabil olup 2 hafta

boyunca stabilitesini korudugunu goriilmiistiir.

Zeta Potansiyeli Analiz Sonuglar1 tablo 14°te gdsterilmistir. Depolama siiresi boyunca,

en yliksek zeta potansiyeline sahip 6rnek TH oldugu goriilmiistiir. THC ve THM 6rnekleri

ise birbirlerine yakin bir potansiyel sergilemislerdir. Bu bulgulara dayanarak en yiiksek

depolama stabilitesine sahip érnek TH oldugu kanitlanmstir.

4.2. Oneriler

>

Bu tez galismasinda, baz1 bitkilerin hidrodistilasyon igleminin atik {iriinii olarak
bilinen hidrozollerin énemli antimikrobiyal 6zelliklere sahip olduklari bir kez

daha ispatlanmistir.

Test edilen bitki hidrozolleri arasinda en genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite
gosterenin targin hidrozoli oldugu belirlenmistir. %3’luk malik asit takviyesi,

tar¢in hidrozoliiniin antimikrobiyal aktivitesini daha fazla yiikseltmistir.

Targin Hidrozoliiniin diistik antioksidatif aktivite gostermesine karsin, Kara kekik
ve Izmir kekigi hidrozolleri daha yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir. Fakat,
tarcin hidrozolii lizerine yapilan %3’luk askorbik asit takviyesi, tar¢in hidrozoliin
antioksidan aktivitesi 6nemli Olciide yiikselterek kara kekik ve izmir kekigin

antioksidan kapasitelerini gegmistir.

Bu c¢alismada kullanilan Bitki hidozollerinin higbir sitotoksik etkisi tespit
edilmemistir. Gida uygulamalar i¢in giivenli olduklar1 anlagilmistir. Literatiirde
gecen hidrozollerin GRAS statiisii, bu ¢alismada yapilan sitotoksisite testi ile
tar¢in hidrozoliiniin ve kullanilan diger kombinasyonlarin giivenlik durumlari bir

kez daha ispatlanmistir.

Ekstrakte edilen hidrozollerin oda sicakliginda 4 haftalik depolama islemi
boyunca stabil kaldigi gézlenmistir.
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» Tar¢in hidrozolii ve tar¢in hidrozoliiniin malik ve askorbik asitler ile iiretilen
karigimlarinin model gidanin yilizeysel yikma isleminde kontrol numunesinden

yani steril sebeke suyundan daha etkili oldugu gozlenmistir.
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EK 21. THM i¢in gergeklestirilen zeta potansiyeli analizi 1. 6l¢iime ait sonug grafigi.
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EK 22. THM igcin gergeklestirilen zeta potansiyeli analizi 2. dl¢lime ait sonug grafigi.
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EK 23. THM i¢in gergeklestirilen zeta potansiyeli analizi 3. 6l¢iime ait sonug grafigi.
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Zeta Potential Distribution
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EK 24. THM i¢in gergeklestirilen zeta potansiyeli analizi 4. 6l¢iime ait sonug grafigi.
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Zeta Potential Distribution
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