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OZET

Bu tez ¢alismasinda defne (Laurus nobilis), karanfil (Syzygium aromaticum) ve tar¢in
(Cinnamomum verum) bitkilerinden hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen esansiyel
yaglarin patojen bakteri suslar1 ve maya-kiifler lizerindeki etkisini agar kuyu difiizyon
metodu kullanarak incelenmistir. Tarcin esansiyel yaginin patojen suglari {lizerinde
ortalama 28mm inhibisyon zonu ile en etkili esansiyel yag oldugu belirlenmistir. Ayrica,
esansiyel yaglarin kiif ve mayalar {lizerinde de etkili oldugu gozlemlenmistir. Bu ii¢
esansiyel yagin antioksidan kapasitesi DPPH metodu ile belirlenerek, targin esansiyel
yagi %93,52 inhibisyon yiizdesi ile en etkili antioksidan olarak gozlemlenmistir. Defne
esansiyel yaginda bu deger %89,53 karanfil esansiyel yaginda ise %91,64 olarak
Ol¢iilmiistiir. Esansiyel yaglarin kompozisyonu, GC-MS kullanilarak belirlenmistir.
Defne esansiyel yaginda major bilesik olarak 1,8-Cineole bilesigi %48,50, karanfil
esansiyel yaginda major bilesik olarak Augenol bilesigi %49,49 ve targin esansiyel
yaginda major bilesik olan Cinnamaldehyde bilesigi %65,34 oraninda Olgiilmiistiir.
Karanfil ve tar¢in esansiyel yaginin, koruyucu igermeyen salca model gida ortaminda
mikroorganizmalara kars1 koruyucu etkisinin olup olmadigi test edilmistir. %0,25, %0,5,
%1 ve %1,5 konsantrasyonlarda hazirlanan gida Orneklerinin 25 giinliikk depolama
sonucunda toplam mezofil-aerobik-bakteri ve maya-kiif analizleri ile raf dmrii tizerindeki
etkisi incelenmistir. 25. giiniin sonunda kontrol grubunda 300 kob/g’dan fazla koloni
olusumu gozlenmesine karsin %1,5 konsantrasyonda kullanilarak hazirlanan 6rneklerin
ortalama 15 kob/g degerinde kaldig1 belirlenmistir. Esansiyel yaglarin, TS EN ISO
10993-5 standartlarina gore L-929 hiicre hattinda yapilan MTT test sonuglarina gore

calisilan 6rneklerde herhangi bir sitotoksik etki tespit edilmemistir. Ayrica bu esansiyel
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yaglardan Tween 80 emiilgatorii kullanarak homojen ¢ozelti hazirlanmig ve potansiyel el
dezenfektan1 olarak kullanilmasi test edilmistir. Bu amagla 15 kisi {lizerinde yapilan
SWAB analizlerinde esansiyel yaglarin %85 oranla mikroplar1 inhibe ettigi, %25
izopropil alkol takviyesiyle birlikte antimikrobiyal etkinligin %98 e ulastig1 bulunmustur.
Hazirlanan el dezenfektani ¢ozeltisinin 2 aylik depolama siiresince pargacik boyutu ve

zeta potansiyeli analiz sonuglarina gore stabilitesini korudugu anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dogal ugucu yaglar, Antibakteriyel madde, Tar¢in (Cinnamomum

verum), Karanfil (Syzygium aromaticum), Defne (Laurus nobilis)
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ABSTRACT

In this thesis, the effects of essential oils obtained from laurel (Laurus nobilis), clove
(Syzygium aromaticum) and cinnamon (Cinnamomum verum) plants by hydrodistillation
method on pathogenic bacterial strains and molds were investigated using agar well
diffusion method. Cinnamon essential oil was determined to be the most effective
essential oil on pathogen strains with an average zone of inhibition of 28 mm. It has been
observed that essential oils were also found effective on molds and yeasts. In addition,
the antioxidant capacity of these three essential oils were determined by the DPPH
method, and cinnamon essential oil was observed as the most effective antioxidant with
93,52% inhibition percentage. This value were 89,53% in laurel essential oil and 91,64%
in clove essential oil. The composition of essential oils were determined using GC-MS.
The compounds of 1,8-Cineole (48,50%), Augenol (49,49%), Cinnamaldehyde (65,34%)
were determined as major compounds of laurel, clove and cinnamon essential oils,
respectively. It has been tested whether the essential oils have a protective effect against
microorganisms in a preservative-free tomato paste model food environment. The effects
of essential oils on the shelf life of model food samples were tested with 0,25%, 0,5%,
1% and 1,5% concentrations against total-mesophilic-aeorobic-bacteria and yeast-mold
counts after 25 days of storage. At the end of 25 days, 300 cfu/g excess colony formation
was observed in the control group, while, 15 cfu/g mean count have been determined
from the samples prepared using 1,5% concentration. Later, according to the MTT test
results of essential oils performed on the L-929 cell line according to TS EN ISO 10993-
5 standards, no cytotoxic effect was detected in the samples. In addition, a homogeneous

solution was prepared using Tween 80 emulsifier from these essential oils and its usage



potential as a hand disinfectant was tested. For this purpose, in SWAB analyzes
performed on 15 individuals and it have been observed that essential oils inhibited
microbes with a rate of 85%, on the other hand, antimicrobial effectiveness increased to
98% by supplementation of 25% isopropyl alcohol. As regards the results of particle size
distrubution and zeta potential analysis, it has been understood that the prepared hand

disinfectant solution remained stable during 2 months of storage.

Keywords: Natural essential oils, Antibacterial agent, Laurel (Laurus nobilis), Clove

(Syzygium aromaticum), Cinnamon (Cinnamomum verum)
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KISALTMALAR

L: Litre

mL: Mililitre

pL: Mikrolitre

gr: Gram

mg: Miligram

pg: Mikrogram

nm: Nanometre

mV: Milivolt

dk: Dakika

w/w: Agirlikega yiizde

v/v: Hacimce yiizde

%: Yiizde orani

rpm: Dakikadaki devir sayis1 (Revolutions per Minute)
°C: Derece (Santigrat)

vb.: Ve benzeri

ark.: Arkadaslar

kob. Koloni olusturan birim

MIK: Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide
aw: Su aktivitesi

pH: power Hydrogen

McF: MacFarland
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GIRIS

Gidalar dogas1 geregi ¢abuk bozulur ve istenilen raf omriinli saglamak i¢in hazirlanma,
depolama ve dagitim sirasinda bozulmaya kars1 korunma gerektirir. Gidalar raf dmiirleri
siiresince bakteri ve mantarlar tarafindan kontaminasyona maruz kalabilir. Bu
mikroorganizmalarin ¢ogu, gidalarin tat, koku, renk, duyusal ve tekstiirel 6zelliklerini
bozarak istenmeyen reaksiyonlara neden olurlar. Mikrobiyal biiyliime biiyiik bir endise
kaynagidir ¢ilinkii baz1 mikroorganizmalar potansiyel olarak gida kaynakli hastaliklara
neden olabilir. Mikroorganizmalarin gelisiminde, pH ve oksijen varligi, sicaklik, zaman
ve bagil nem, depolama kosullar1 gibi faktorler etkilidir. Orijinal tad1 degistirmeden veya
gelistirmek icin eklenen baharatlar ve otlar, antimikrobiyal yapilar1 nedeniyle raf dmriinii
pozitif katki saglarlar. Esansiyel (ucucu) bitkisel yaglar yenilebilir, tibbi bitkilerde
bulunurlar ve gidalardaki mikrobiyal bozulmaya karsi kullanilan organik koruyuculardan

en Onemlileridir.

Ugucu yaglar ve bilesenleri, eski tarihlerden beri gidalarda tatlandirici ajanlar1 olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ve birgogunun genis bir antimikrobiyal spektrumuna
sahip oldugu 1yi bilinmektedir. Esansiyel yaglarin genellikle fenolik gruplara sahip
bilesikleri mikroorganizmalar {izerinde en etkili olanlaridir. Bunlar arasinda karanfil,
defne, biberiye, kekik, adacay1 ve tar¢in yaglarinin mikroorganizmalara karst en tutarl

sekilde etkili oldugu bulunmustur.

Bu calismada, gidalara antibakteriyel 6zellik kazandirmak i¢in uygun oldugu diisiiniilen
esansiyel yaglarin antibakteriyel, antioksidan ve sitotoksik aktivitesine genel bir bakis
saglanmistir. Esansiyel yaglarin model gida ile beraber kullanilmasiyla ne gibi
avantajlarin ortaya ¢ikacagi arastirilmistir. Ayrica esansiyel yaglardan emiilgator
yardimiyla homojen c¢ozelti hazirlanip insan kullanimi i¢in el dezenfektani olarak

kullanilmasina iligskin deneme yapilmustir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER ve LITERATUR CALISMASI

1.1. Problem Durumu

Pek ¢ok gida tirlinii dogas1 geregi ¢cabuk bozulmaya ugrayabilir ve istenilen raf 6mriinii
saglamak i¢in hazirlanma, saklama ve dagitim sirasinda koruyucu maddelere ihtiyag
duyulur. Minimum diizeyde islenmis, kolayca hazirlanmis ve yenmeye hazir taze gida
tirtinlerine olan talep giin gectikge artmaktadir. Gida ticaretinin kiiresellesmesi ve merkezi
islemeden dagitim, gida gilivenligi ve kalitesinin saglanmasi agisindan biiyiik zorluklar
olusturmaktadir. Gida iriinleri bakteri ve funguslar tarafindan kontaminasyona maruz
kalabilirler. Bu mikroorganizmalarin ¢ogu, gidalarin tat, koku, renk, duyusal ve tekstiirel
ozelliklerini bozan istenmeyen reaksiyonlara neden olur. Mikrobiyal bilyiime, biiyiik bir
endise kaynagidir. Cilinkii, bazi mikroorganizmalar potansiyel olarak gida kaynakli
hastaliklara sebep olmaktadir. Paketlenmis gidalarda, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli 0157, Salmonella, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Campylobacter, Clostridium perfringens, Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae
gibi patojen mikroorganizmalarin gelismesi ve ¢ogalmasi gesitli faktorlere baglidir.
Depolama kosullartyla iligkili olan dis faktorler, pH, oksijen varligi, sicaklik, zaman ve

bagil nem gibi etkenler gida tiriiniin 6mriinii etkilemektedir (Lucera ve ark., 2012).

1.2. Arastirmanin Amaci

Gida endiistrisinde bozulma ve patojen mikroorganizmalarin gelismesini engellemek i¢in
1s1l islem, tuzlama, asitlendirme ve kurutma gibi cesitli muhafaza teknikleri gokca
uygulanmaktadir. Son yillarda, sentetik kimyasal katki maddelerine yonelik olusan
tiiketici bilinci ve endisesi nedeniyle, dogal katki maddeleri ile korunan gidalar daha

popliler olmustur. Dogal bilesikler, bitkilerden elde edilen ugucu yaglar (6rnegin,



feslegen, kekik, targin, karanfil ve defne), hayvansal kaynaklardan elde edilen enzimler
ve protein yapisindaki diger molekiiller (lizozim, lakto-ferrin vb.), mikrobiyal
kaynaklardan elde edilen bakteriyosinler (nisin, natamisin, plantaricin vb.), organik
asitler (sorbik, propiyonik, sitrik, laktik asit vb.) ve kitosan gibi polimerlerdir. Bu
baglamda, bitki esansiyel yaglari, FDA ve USDA tarafindan genellikle giivenli olarak
taninan (Generally Regarded As Safe-GRAS) statiisiinde olduklar1 ve antimikrobiyal
potansiyellerinden dolayr gida endiistrisinde genis bir ilgi gormektedir. Bitkilerde
antimikrobiyal etki gdsteren bu aktif bilesenler genellikle ugucu yag fraksiyonlarinda
bulunur ve bunlarin ¢gogunun gida kaynakli patojen ya da saprofit mikroorganizmalara
kars1 genis bir biyosidal spektruma sahip oldugu bilinmektedir. Bitkisel ugucu yaglarin
antimikrobiyal aktivitesi, kimyasal yapilarina, 6zellikle fenolik bilesenlerin hidroksil
gruplart gibi hidrofilik fonksiyonel gruplarin varligmma ve/veya bazi ugucu yag
bilesenlerinin lipofilik karakterine baglidir (Gutierrez ve ark., 2008; Lucera ve ark.,
2012). Bu ¢alisma kapsaminda, defne (Laurus nobilis), karanfil (Syzygium aromaticum)
ve targin (Cinnamomum verum) bitkilerinden elde edilen esansiyel yaglarin gidalarda
kullaniminin ~ potansiyel ve olast antimikrobiyal etkinliklerinin arastirilmasi
amaglanmigtir. Ayrica, bu esansiyel yaglarin el dezenfektani olarak kullanilabilme

potansiyeli incelenmistir.

1.3. Literatiir Calismasi
1.3.1. Gidalarda Koruyucular

Gida endiistrisinde kimyasal koruyucu maddelerin kullanilmasi kagiilmaz olmustur.
Bunlar belirli limitlerle kullanilabiliyor olsa da insan saglhigina olumsuz etkileri
bulunabilmektedir. Bu sebeple, gida giivenligini saglamaya yardimci ve raf dmriiniin
uzamasini saglayan 'dogal' koruyucularin gelistirilmesine ihtiya¢ bulunmaktadir. Dogal
koruyucularin bulunmasinda takip edilecek bir¢cok yol vardir. Bitkilerin kendi i¢inde
mikrobiyal saldirilar1 6nleme, bitki ve hayvanlarin dokularindaki bozulmalarin 6nlenmesi
igin ¢esitli yapisal mekanizmalar dogada islemektedir. Bu mekanizmalar potansiyel
olarak gida muhafaza uygulamalarinda kullanilabilmesi mimkiindiir. Mesela, iivez
meyvelerinde (Sorbus domestica, iivez agacinin meyveleri) dogal olarak bulunan asit,
sorbik asittir. Buradan yola ¢ikarak gidalar da maya ve kiiflerin gelisimini engellemek

i¢in uzun yillardir sentetik sorbat tuzu olarak kullanilmaktadir (E. ve Paul A., 2011).



1.3.1.1. Kimyasal Koruyucular

Kimyasal gida koruyuculari dogal koruyuculara nispeten ucuz ve etkili olsa da bu
koruyucularin kullanimryla bir dizi saglik sorunlarina sebep olabilecegi tartisilmaktadir.
Ornegin, 1970'lerde ve 80'lerde kiirlenmis etlerin (domuz pastirmasi) pisirilmesi sirasinda
nitrit’ten kanserojen nitrozaminlerin olusumu hakkinda 6nemli bir endise olusmustur.
Diger taraftan, arastirmalar kiirlenmis etlerde nitritin kullanilmamasi veya miktarinin
azaltilmasinin Clostridium botulinum gelismesine ve toksin iiretimine yol acabilecegini
gostermistir. Ancak daha sonra, nitritin Clostridium tiirlerinin enerji metabolizmasi
tizerinde ¢ok 6zel bir etkiye sahip oldugu, dolayisiyla biiylimeyi ve toksin liretimini
onledigi gosterildi. Bir bagka 6rnekte ise, sodyum benzoat varliginda, askorbik veya sitrik
asit ile beraber kanserojen nitelikte benzen olusumunu tetikleyen reaksiyonlain meydana
gelmesidir (Christiansen ve ark., 1973). Sodyum benzoat ile korunan bazi yapay gida
renkli karigimlarin tiiketimi, ¢ocuklarin davranislari tizerinde olumsuz bir etki olabilecegi

tartistlmistir (Andersen, 2001; E. ve Paul A., 2011).

Diger taraftan, gidalari kiikiirtleyerek mikroorganizmalara karsi korumak, eskilerden beri
stiregelen bir yontemdir. Kiikiirtleme islemi, basta sebze ve meyvelerin kurutularak
saklanmas1 olmak tizere, regel, marmelat ve benzeri {iriinlere islenecek meyvelerin taze
olarak muhafazasinda yaygin olarak bagvurulan bir yontemdir. Kiikiirtleme igin
kullanilan kimyasal maddeler, kiikiirt dioksit (SO2), potasyum bisiilfit (KHSOs3),
potasyum metasiilfit (Na2S20s), sodyum bisiilfit (NaHSOs3), sodyum metabisiilfit
(Na2S203) ve sodyum siilfit (Na2SOs) gibi kimyasallar yillardir kullanilmaktadir. Ote
yandan gidalarin yapilarinda da dogal olarak kiikiirt iceren bilesikler vardir. Kiikiirtleme
islemi hem esmerlesme reaksiyonlarinin kontrolii hem de antimikrobiyal maddelerin
etkinligini arttirarak yarar saglamaktadirlar. Gidalarin islenmesinde kullanilan kimyasal
maddelere kars1 gelisen tepki cercevesinde, gidalardaki kiikiirt dioksit ve tiirevlerinin

azaltilmasi veya alternatif koruma yollar1 arastirilmaktadir (Keles, 1989).
1.3.1.2. Dogal Koruyucular

Basit koruyuculardan olan tuzlar ve sekerler, uzun yillardir yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, "dogal koruyucular" denildiginde, bitki veya
hayvansal {iirlinler veya bunlarin 6ziitleri s6z konusu oldugu i¢in, icerdikleri aktif

bilesen(ler)in ve her uygulamanin tanimlamasini ayri ayri yapmak gerekmektedir. Bu



dogal koruyucularin birgogu uygulanmalar1 agisindan yeni olacagindan, yasal onay
sistemlerine tabi olacaklardir. Mesela ABD kriterlerine gore, normalde o gidanin bir
parcasini olusturmayacak herhangi bir katki maddesinin 'dogal' olarak kabul
edilmeyecegi ve bu nedenle 'dogal koruyucularin' potansiyel kullaninminda ¢ok daha

kisitlayici oldugu konusunda bir yaklasim benimsemektedir (E. ve Paul A., 2011).

Bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilen bir¢ok antimikrobiyal bilesik rapor
edilmistir. Ancak bunlarin dogal gida koruyuculari olarak kullanim potansiyelleri heniiz
tam olarak arastirllmamig veya pratikte uygulanmamistir. Litik enzimlerin,
bakteriosinlerin ve bitki oziitlerinin antimikrobiyal 6zelliklerini agiklayan ¢ok sayida
makale yaymnlanmaktadir. Bu "dogal antimikrobiyallerin" ¢ogu, geleneksel tipta
kullanilan bitkilerin pargalar1 veya oziitleridir (E. ve Paul A., 2011).

Esansiyel yaglar, literatiir de en kapsamli olarak incelenen dogal gida koruyucularidir.
Ozellikle Akdeniz havzasi cevresindeki sicak iilkeler, Afrika ve Hindistan'da yetigen
bitkilerden elde edilen ugucu yaglar iizerinde en ¢ok arastirma yapilmis olanlardir. Bu
yaglarin antibakteriyel etkinligi kapsamli bir sekilde incelenmis, ancak antifungal
aktivitesine iliskin az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bununla birlikte esansiyel yaglarin
gidalarda koruyucu olarak kullanim potansiyellerinin belirlenmesi yonelik ¢alismalarda
yapilmaktadir. Literatiir taramasinda, esansiyel yaglarin bakteriler {izerindeki inhibe edici
etkisi disinda, endiistriyel olarak kullanilmasina yonelik ¢alisma ¢ok azdir. Bu ¢alisma
kapsaminda esansiyel yaglarin gidalarda koruyucu olarak kullanilmasinin disinda

potansiyel el dezenfektani olarak kullanilmasinin sonuglar1 da incelenmistir.
1.3.1.3. Esansiyel Yaglar

Esansiyel yaglar veya diger bir deyisle ugucu yaglar, bitki bilesenlerinden veya membran
dokudan fiziksel yollarla ayrilabilen, 300 dalton molekiiler agirligin altinda, lipofilik
karakterde ve oldukg¢a ugucu ikincil bitki metabolitleridir (Turek ve Stintzing, 2013a).
Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO) tarafindan tanimlandig1 {izere, "ugucu yag"
terimi, "bitkisel hammaddeden su veya buharla damitilarak veya narenciye tiirii
meyvelerden mekanik bir islemle elde edilen triinlerdir” (ISO 9235, 1997). Buna gore,
piyasada bulunan ugucu yaglarin ¢ogu hidrodistilasyon ile elde edilir. Esansiyel yaglarin
fiziksel standartlari, Association Frangaise de Normalization (AFNOR) ve ISO tarafindan
belirlenmistir. Uluslararasi Koku Dernegi (IFRA), Koku Malzemeleri Arastirma



Enstitiisii (RIFM) ve Tiiketici Glivenligi Bilimsel Komitesi (SCCS) gibi resmi goriisler

ve yonergeler maksimum miktarlar1 diizenler.

Ayrica, tibbi amagli ugucu yaglarin ulusal standartlara uygun olmasi gerekir. Diyet
alimlartyla ilgili olarak, ugucu yaglar, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
kullanim amaglar1 dahilinde genellikle gilivenli olarak taninan (GRAS) statiisiinde kabul
edilir (Smith ve ark., 2005). Aroma verici, tatlandirici olarak kullaniminin disinda
esansiyel yaglarin antibakteriyel, antifungal, antiviral etkilerine dair literatiir de makale
ve raporlar mevcuttur (Turek ve Stintzing, 2013a, 2013b). Ugucu yaglarin gidalarda
antioksidan olarak kullanilmas1 da tavsiye edilmistir (Turek ve Stintzing, 2013b). Bu
nedenle ugucu yaglarin gida ve kozmetik gibi alanlarda son yillarda kullanim1 artan bir

ivmeye sahiptir.

1.3.1.3.1. Esansiyel Yaglarin Kimyasal Bilesimi

Esansiyel yaglarin bilesenleri; ¢ogunlukla, lipofilik karakterdeki terpenoidler, fenil
propanoidler veya diisiik molekiiler agirlikli kisa zincirli alifatik hidrokarbon tiirevleridir.
Diisiik kiitleleri nedeniyle, damitma yoluyla elde edilen ugucu yaglarda di-terpenlere
neredeyse hig rastlanilmamaktadir (Turek ve Stintzing, 2013b).

Bitkilerin yapilarinda bulunan esansiyel yaglarin bilesimi ve miktar1 yetistirildikleri bolge
ve iklime gore degisiklik gostermektedir. Bu durum basta renk, koku ve tat olmak {izere
esansiyel yaglarin ozelliklerini etkilemektedir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda farkl
bolgelerden alinan ayni bitkiye ait esansiyel yaglarda bu degisiklikler gézlemlenmistir.
Bununla birlikte, hasat zamani ve hasat sekli de esansiyel yag oranlarmi ve

kompozisyonunu etkilemektedir (Hyldgaard ve ark., 2012).

1.3.1.3.1.1. Defne (Laurus nobilis)

Defne agact; Laurus nobilis L. (Lauraceae) familyasina ait, Akdeniz bdlgesinde yaygin
olarak on metre yiikseklige kadar biiyiiyen, 1liman ve subtropikal iklime sahip bir¢ok
iilkede (Tiirkiye, Cezayir, Fas, Portekiz, Ispanya, Italya, Fransa veya Meksika) dogal
yollarla veya 6zel olarak yetisen bir bitkidir. Esas olarak, Sekil 1. de verilen resimde
goriinen aromatik yapraklarinin kullanimindan dolay1 ticari bir degere sahiptir. Defne

agaci yapraklar1 keskin bir kokuya sahip olmakla birlikte bitkisel karisimlarda ¢okga



kullanilmaktadir. Yaklasik 5-10 cm uzunlugunda ve 2-5 c¢m genisligindeki yapraklar
kosele, eliptik-mizrak seklinde ve kenarlarinda dalgalidir. Kurutulmus defne (Laurus
nobilis) yapraklari ¢ogunlukla baharat olarak kullanilmaktadir. Corbalarda, etlerde,
baliklarda, soslarda ve i¢eceklerde lezzet verici olarak kullanilmasinin yani sira Akdeniz

diyetinin 6nemli bir pargasi olmustur (Peris ve Blazquez, 2015).

<>
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Sekil 1. Defne bikisi (laurus noibilis)’ne ait yapraklarin morfolojik gortiiniim.

Defne (Laurus nobilis) yapragi esansiyel yagindaki yiiksek miktarda 1,8-Cineole, metil
6jenol ugucu bilesiklerinin antibakteriyel etkinligini arttiric1 yonde fayda sagladig tespit
edilmistir. Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Klebsiella pneumonia
gibi patojenlere karsi antibakteriyel etkinliginin oldugu bildirilmistir. Gida kaynakli
hastalik etmeni olan Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica sv. Typhimurium ve Staphylococcus aureus'a karsi da defne esansiyel yaglarinin

bakterisidal etki gosterdigi tespit edilmistir (Peris ve Blazquez, 2015).

Peris ve ark. (2015) yaptig1 baska bir ¢alismada defne (Laurus nobilis) yapraginin, ishal
Onleyici, antibakteriyel ve antioksidan 0Ozelliklere sahip oldugunu ve sindirim
fonksiyonlarini uyarici etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica kan sekeri, toplam
kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserit profillerini azalttig1 ve tip-2 diyabetli kisilerin

HDL kolesterol seviyelerini diizenledigini de belirtmislerdir (Peris ve Blazquez, 2015).



Dogal koruyucu etkisi olan 1,8-Cineole bilesigi okaliptiis yaginda ve defne (Laurus
nobilis) yapraginda dogal olarak en ¢ok bulunan bilesiktir. Fareler tizerinde yapilan
caligmalarda, cineole bilesigi, farelerin hareketleri iizerinde yavaslatict etki gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica deneyde, farelerin uyku siiresini arttirdign gézlemlenmis ve
merkezi sinir sistemi {izerinde bir anti-depresan etki gosterdigi sonucuna varilmistir

(Santos ve Rao, 2000).

1,8-Cineole bilesigi Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Klebsiella
pneumonia'mn yani sira Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes ve
Salmonella tiirlerine karsi antibakteriyel etkinlige katkida bulundugu yapilan diger

calismalarca da tespit edilmistir (Peris ve Blazquez, 2015).

1,8-Cineole bilesiginin, anti-timor aktivitesini belirlemek amaciyla, kolon kanseri
tedavisindeki etkinliginin test edildigi ¢alismalarda gergeklestirilmistir. Calismalarda
kolon kanseri hiicresi tagiyan farelerde 1,8-Cineole bilesigi ile yapilan tedavilere yanit
olarak kanser hiicrelerinin baskilandig1 ve gelisiminin durdugu belirlenmis ve 1,8-Cineole
bilesiginin kanser tedavisinde kullanimimnin etkili bir potansiyeli olabilecegi rapor
edilmistir (Murata ve ark. 2013).

Defne (Laurus nobilis) ugucu yaginda ikinci olarak en ¢ok bulunan major bilesik olan -
terpenil asetat bilesigidir. a-terpenil asetat bilesiginin tibbi uygulama olarak “Alzheimer”
hastaliginin tedavisinde kullanimi1 mevcuttur (Geda ve ark., 2013; Chowdhury ve Kumar,
2020). A-Terpenil Asetat, in vitro ortamlarda yumurta beyazi lizozim proteininde

topaklanma onleyici 6zellik gostermistir (Chowdhury ve Kumar, 2020).

Sangun ve ark. (2007) Hatay, Yayladag: ve Samandagi bolgelerindeki dogal yetistirilme
ortamlarinda bulunan defne (Laurus nobilis) agaclarindan alinan yapraklar ile arastirma
gerceklestirmistir. Calisma sonucunda defne esansiyel yaginda bulunan bilesiklerin %
oranlar1 karsilastirilmistir. Tablo 1’de galisma sonucunda GC-MS ile elde edilen
bilesiklerin % bulunma oranlar1 verilmistir. Her ii¢c yoredeki numunelerin esansiyel
yaglarinda %45 den fazla 1,8-Cineole bilesigi bulunmustur. 1,8-Cineole, blgenin deniz
kiyis1 olan Samandagi'ndan (%59,94) toplanan yaprak esansiyel yaginin ana bileseni
olarak bulunmustur. Toplanan numunelerdeki esansiyel yagin ikinci en ¢ok bulunan
bileseninin a-Terpinyl acetate oldugu tespit edilmistir. Yapraklardan elde edilen esansiyel

yagin bilesimi yiiksek miktarda 1,8-Cineole, Sabinene ve a-Terpinyl asetat icerigine



sahip oldugu belirtilmistir. Numunelerde eser miktarda a-Pinene, a-Phellandrene ve

trans-B-osimen gibi bilesiklere de rastlanilmistir (Sangun ve ark., 2007).

Tablo 1. Antakya, Yayladagi ve Samandagi yoresindeki defne (Laurus nobilis L.) yapraklarinin
bilesim oranlari(Sangun ve ark., 2007).

Bilesenler (% bilesen) Antakya Yayladag: Samandag
a-Thujene 0.36 T T
a-Pinene 3.66 2.19 2.61
Camphene 0.19 T T
Sabinene 14.05 7.83 8.70
Myrcene 0.62 T T
a-Phellandrene T T T
1,8-Cineole 46.61 47.63 59.94
Trans-B-osimen T 0.27 T
Y-Terpinene 0.37 0.75 0.79
Trans-Sabinene hydrate 1.28 0.48 0.52
Cis-sabinene hydrate 0.58 0.37 T
a-Terpinolene T 0.33 0.25
Linalool 0.64 0.40 0.37
Terpinen-4-ol 1.82 2.20 2.05
a-Terpinenol 6.83 1.43 1.94
a-Terpinyl acetate 11.94 25.70 16.33
Eugenol T 0.65 T
B-Elemene 0.22 0.24 0.21
B-Cayophyllene T T 0.23
Methyl eugenol 1.95 3.39 0.41
a-Humulene T T T
Caryophyllene oxide 1.26 0.30 0.92
Calamenene 0.52 0.30 0.28
B-Eudesmol 1.61 1.09 0.63
a-Eudesmol 1.04 0.34 0.10

T: tespit edilemedi

1.3.1.3.1.2. Karanfil (Syzygium aromaticum)

Karanfil (Syzygium aromaticum), Myrtaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir.
Endonezya'nin Maluku adalar1 diinya iizerinde en ¢ok karanfil yetistirilen bolgedir. Her
yil ortalama yaklagik 79 bin ton {iretim ile diinyadaki toplam karanfil iretiminin yaklagik
%71'i buradan temin edilmektedir. Diinya iizerindeki diger karanfil dreticileri ise

Hindistan, Madagaskar, Tanzanya, Brezilya ve Sri Lanka’dir. Karanfil biinyesinde
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bulunan esansiyel yagi endiistriyel, kozmetik ve diger amaglarla kullanmak i¢in hasat
edilir. Karanfil yagi genellikle hidrodistilasyon, buhar damitma veya ¢oziicii ekstraksiyon
yontemiyle elde edilir. Karanfil yagi, eugenol, karyofillen ve aseteugenol olmak iizere ii¢
ana aktif bilesenle ve farkli bilesenlerin karisimindan olusur. Bu ti¢ ana grubun esansiyel
yagin antimikrobiyal ve antioksidan oOzelliklerine katkida bulundugu bilinmektedir.
Karanfil yaginin, alternatif tip uygulamalarinda, gida endiistrisinde tatlandiric1 olarak,
koku (esans), kozmetik ve ilag endiistrisi gibi farkli alanlarda kullaniminin oldugu
bilinmektedir (Amelia ve ark., 2017).

Amelia ve ark. (2017) farkli karanfil (Syzygium aromaticum) numunelerinin ugucu yag
kompozisyonlarin1 karsilastirdiklar1 ¢alismada, tiim Orneklerde ortalama bulunma
sikliklarina gére major bilesiklerin, Eugenol (%55,60-%89,20), Coryophllene (%3,56-
%35,40), Eugenyl Acetate (%1,20-%20,54), a-Humulene (0-%2,75) oldugunu rapor
etmiglerdir ~ (Amelia ve ark., 2017). Numunelerdeki major bilesiklerin
kompozisyonundaki farkliliklar, yetistirme kosullarindan ve saklama sartlarindan dolay1
oldugu rapor edilmistir. Karanfil esansiyel yaginda en ¢ok bulunan major bilesik olan

Eugenol bilesiginin kimyasal yapist Sekil 2 de sunulmustur.

Hojij\/\
HSC\O s

Sekil 2. Karanfil (Syzygium aromaticum) ugucu yaginda en ¢ok bulunan major bilesik olan
Eugenol’iin kimyasal yapisi.

Eugenol, lokal anestezik aktiviteye ek olarak antioksidan, anti-inflamatuar ve
kardiyovaskiiler 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir. Eugenol (100 mg/kg), farelerde
lokal agriya olan etkileri incelenmistir. Sonuglarin bolgesel olarak uyusukluk saglamada

daha etkili oldugu saptanmistir (Pramod ve ark., 2010).

Eugenol’iin bir antioksidan olarak potansiyel kullanimi, Nagababu ve ark. (1994)

calismalariyla ispatlanmistir. Arastiricilar  ¢alismalarinda, Eugenol’iin, 4-15 uM
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konsantrasyonlarda tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin (TBARS) olusumunu azalttigini
bildirmislerdir. Ayrica ayni ¢aligmada Eugenol’iin, lipid peroksidasyonunun ve diisiik
yogunluklu lipoprotein oksidasyonunun yiiksek oranlarda baskilanmasini da
saglayabilecegi raporlanmistir. Eugenol bilesikleri, diisiik yogunluklu lipoproteinin
bakira bagl oksidasyonunu ve Fe*?in lipid peroksidasyonunu ve oto-oksidasyonunu

onemli 6l¢iide azalttig1 belirlenmistir (Nagababu ve Lakshmaiah, 1994).

Alyahya ve Algareer (2006), yaptig1 bir calismada, karanfil (Syzygium aromaticum)
yaginin anestezik etkisini agiz ve dis sagliginda uyusturucu etkisi olan Benzokain ile
karsilastirmali  olarak degerlendirmek i¢in 73 denekte rastgele, bir c¢alisma
gerceklestirmistir. Karanfil jeli ve benzokain gruplart arasindaki agri skorlart dnemli
Olctide farkli olmadigi, ancak plasebo gruplarindan daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu
sebeple, karanfil jelindeki Eugenol’iin anestezik olarak kullanilabilecegini gostermistir.
Calisma sonucunda, karanfil jelinin dis hekimliginde benzokain jele alternatif olarak
kullanilabilecek ucuz ve kolay temin edilebilen bir anestezik oldugu sonucuna varilmistir

(Algareer ve ark., 2006).

Teles ve ark. (2021) gerceklestirdikleri bir caligmada karanfil (Syzygium aromaticum)
esansiyel yaginin, gram pozitif (+) ve gram negatif (-) bakteriler {izerine etkisi
incelenmigtir. Caligsma disk diflizyon metodu kullanilarak yapilmistir. Calisma sonucunda
karanfil esansiyel yaginin 14 ila 25 mm arasinda degisen ¢apta inhibisyon zonuna sahip
oldugu rapor edilmistir. Karanfil esansiyel yaginin, bakteriler tizerindeki bu sonuglarinin
%90'nin lizerinde bir oranda Eugenol bilesigi ve tiirevlerini igermesinin etkisi olabilecegi

raporlanmustir (Teles ve ark., 2021).

Raina ve ark. (2001) Hindistan da bulunan birka¢ adadan temin ettikleri karanfil
(Syzygium aromaticum) o6rnekleri tizerinde yaptigi kantitatif analizleri degerlendirmistir.
Analizleri GC-MS/MS metodu kullanarak gergeklestirmiglerdir. Tablo 2°deki analiz
sonucunda karanfil numunelerinin igerdikleri bilesenlerde kiiciik miktarlarda
degisiklikler olsa da genel yapi itibariyle ayn tiirden bilesiklere rastlamigslardir. Bunun
en bliyiik sebeplerinden birisi ise yetistirilme kosullar1 ve iklim sartlaridir. Farkli iklim
kosullarinda yetistirilen Eugenol hemen hemen tiim sistemler iizerinde farmakolojik

etkiler gosterdigi belirtilmistir (Raina ve ark., 2001).
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Tablo 2. Raina ve ark. gerceklestirdikleri ¢alismaya gore, karanfil (Syzygium aromaticum)
numunelerinde bulunan bilesikler (Raina ve ark., 2001).

Bilesik % Bulunma Oram
(E)-B-Ocimene 0.03
Linalool 0.08
Terpinen-4-ol 0.03
Nerol 0.79
Eugenol 94.41
a-Copanene 0.04
B-Caryophyllene 291
a-Humulene 0.36
(E,E)-a-Farnesene 0.06
y-Cadinene 0.18
(E)-Nerolidol 0.03
B-Caryophyllene 0.67
Humulene oxide Il 0.07
B-Cadinol 0.07
Cadalene 0.18
Hexadecyl actate 0.09
1.3.1.3.1.3. Tarc¢in (Cinnamomum verum)

Tar¢gin (Cinnamomum verum), Lauraceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir. Cin,
Vietnam, Sri Lanka, Madagaskar ve Hindistan'da yaygin olarak goriillen 6nemli
geleneksel bir bitkidir. Ayrica bitkisel ilag olarak da bulundugu bolgedeki yerel halk
tarafindan da kullanilmaktadir (Li ve ark., 2013).

Li ve ark. (2013) hazirladig1 rapora gore, Diinya iizerinde Cin, bol miktarda tar¢in
(Cinnamomum verum) kaynagina sahiptir. Guangxi, Guangdong, Yunnan, Fujian ve
Hainan eyaletlerinde yetistirilme oranlar1 ¢ok yiiksektir. Guangxi ve Guangdong
eyaletlerinden tar¢in {iretimi, diinya pazar paymin yaklasik %380'ini olusturdugu
bildirilmektedir. Tar¢in kabugu, Cin'de 6nemli bir tibbi madde olarak kullanilmaktadir.
Targ¢indan elde edilen ugucu yaglar, tar¢cin kabugunda bulunurlar ve bu yaglar biiyiik
miktarlarda terpen ve aromatik bilesikler igerir. Spesifik olarak, “Cinnemaldehyde” tar¢in
yaglarinin birincil major bilesenidir. Sekil 3’de Cinnemaldehyde bilesiginin kimyasal
yapist sunulmustur. Targinin miitkemmel bir anti-inflamatuar, antioksidan, antikanser
aktivitelerine sahip oldugu rapor edilmistir. Gliniimiizde tar¢in (Cinnamomum verum);
farmasotik, kozmetik, gida, ve kimya endiistrisi gibi farkli alanlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Li ve ark., 2013).
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N H

Sekil 3. Targin (Cinnamomum verum) ugucu yaginda bulunan birinci major bilesik olan
Cinnemaldehyde’in kimyasal yapisi.

Adinew ve ark. (2014) yaptig1 ¢alismada; tarcin (Cinnamomum verum) ¢ubuklarini toz
haline getirdikten sonra hidrodistilasyon yontemiyle esansiyel yaglari alinmis ve GC-MS
yontemi ile i¢erik analizi yapilmistir. Analiz sonucunda; 2-propenal,3-phenyl (%87.013),
Tricyclo-nona-3,6-dien-9-on  (%0.173), Eugenol (%9.317), O-Methoxy cinnamic
aldehyde (%0.236), a-murolene (%0.133), Naphthalene 1,2,3,4-tetrahydro-1,6-dime
(9%0.195), 2-propenal-3-phenyl (%87.013) bilesiklerin varligi tespit edilmistir. Bu
bilesiklerin tar¢in aromasi ve kokusu i¢in 6nemli oldugu vurgulanmistir. Calisma
sonucunda targin bitkisindeki bu bilesiklerin parfiimeri, kozmetik, gida ve antimikrobiyal
ajanlarin tiretilmesi gibi endiistriyel alanlarda kullanilabilecegi rapor edilmistir (Adinew,

2014).

Friedman ve ark. (2000) tarcin (Cinnamomum verum) major bilesigi olan
Cinnemaldehyde’i igeren bitki ve islenmis gidalar1 inceleyen bir calisma yapmuslardir.
Elma piiresinde cinnemaldehyde igerikleri, degerlendirilen iki numune igin 0,05 ve
0,39mg/100gr olarak tespit edilmistir. Firinlanmig dért numune {irtinii i¢in degerler 0,04
ila 31,1 mg/100 g olarak tespit edilmistir. 5 tahil numunesinde ise 1,8 ila 21,9 mg/100 g
arasinda degerler elde edilmistir. Cerezlerden alinan 4 numune i¢in ise degerler 0,04 ila
15,8mg/100 g arasinda ve pudinglerde iki numune i¢in 0,49 ve 1,9 mg/100g arasinda
sonuglar elde edilmistir. Elma ve portakal sularinda sadece eser miktarda tespit edilmis,
domates suyunda ise Cinnemaldehyde bilesigine rastlanilmamistir (Friedman ve ark.,
2000).
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Hindistan'da seker hastaligin1 tedavi etmek i¢in geleneksel tip uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilan tar¢in (Cinnamomum verum) ve igerisinde en ¢ok bulunan bilesik olan
Cinnemaldehyde hedef alinarak bir ¢alisma yapilmistir. Streptozotosin (STZ) (60 mg/kg
canl1 agirlik) ile indiiklenen erkek diyabetik wistar cinsi si¢anlara 45 giin boyunca farkli
dozlarda (5, 10 ve 20 mg/kg canli agirlik) Cinnemaldehyde tedavisi uygulanmustir.
Tedavi sonucunda plazma glukoz konsantrasyonunun kontrole gére doza bagimli bir
sekilde (%63,29) onemli dl¢iide azaldigi tespit edilmistir. Ek olarak, Cinnemaldehyde (20
mg/kg viicut agirligi) oral yoldan verilmesi, hemoglobin, serum toplam kolesterol
miktari, trigliserit dlizeylerini 6nemli 6l¢ilide azaltirken, plazma insiilin miktari, ve yliksek
yogunluklu lipoprotein-kolesterol diizeylerini de 6nemli dl¢lide arttirdigi tespit edilmistir

(Subash Babu ve ark., 2007).

Domadia ve ark. (2007) Cinnemaldehyde ile ileri diizeyde yaptig1 c¢alismada,
cinnemaldehyde’in hiicre bdliinmesi iizerine etkisi olabilecegi raporlanmistir.
Cinnemaldehyde’ in, Bacillus cereus hiicre boliinmesini engelleyici etkisinin olabilecegi
bildirilmistir. Cinnemaldehyde’ in bu 0&zelligi tar¢in esansiyel yagmin etkili bir
antibakteriyel olmasina katki saglamaktadir. Hiicre boliinmesi, FtsZ proteini tarafindan
diizenlenir. FtsZ, hiicre bdliinmesi bolgesinde Z halkasina toplanmasini saglar. Burada,
cinnemaldehyde FtsZ proteini iizerindeki ve dolayisiyla hiicre boliinme iizerinde etkisi
oldugu rapor edilmistir. Cinnemaldehyde, FtsZ'min reaksiyonlarii1 ve denetlenme
gorevini azaltici etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Cinnemaldehyde “in vivo” olarak Z
halkas1 morfolojisini bozdugu ve Escherichia coli’nin birim hiicre uzunlugu basina Z

halkasinin sikligini azalttigi bulunmustur (Domadia ve ark., 2007).

Shen ve ark. (2015) yaptig1 bir ¢alismada tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel
yagindaki bilesiklerin etkilerini incelemistir. Bu bilesiklerden olan cinnemaldehyde’in
antimikrobiyal mekanizmasini belirlemek i¢in gram negatif (-) Escherichia coli (ATCC
8735) ve gram pozitif (+) Staphylococcus aureus (ATCC 3101) model bakteri olarak
secilen bir caligma yapilmistir. Cinnemaldehyde’in gida kaynakli patojen bakteri
membranlart iizerindeki etkilerini arastirmak i¢in ¢esitli teknikler kullanilmistir.
Membran biitiinliigiinii  belirlemek ve c¢okelme kontrolii igin ultraviyole (UV)
absorpsiyonu ve elektriksel iletkenliginden faydalanilmistir. Calismada, B-Galaktosidaz
aktivitesi, i¢ zar gecirgenligini saptamak ic¢in kullanilmistir. Bakteri morfolojisini

gozlemlemek icin taramali elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron
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mikroskobu (TEM) ile gézlemler yapilmistir. Cinnemaldehyde’e maruz birakilan her iki
sustan alinan numuneler, kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha yiiksek UV
absorpsiyonu, iletkenlik degeri ve B-Galaktosidaz aktivitesi gosterdigi ve hizli bir artig
egilimi sergiledigi belirlenmistir. Daha sonra, degerler nispeten kararli bir duruma geldigi
belirlenmistir. SEM ile yapilan gozlemlerde, S. aureus hiicrelerinin bir kisminin derin
kirigiklik olusumu nedeniyle ayrildigi belirlenmistir. TEM ile yapilan incelemelerde ise
cinnemaldehyde ile muamele edilen bakterilerin, hiicre duvarindan sitoplazmik membran
ayrilmasi, hiicre duvari ve hiicre zar1 bozulmasi, sitoplazmik siv1 sizintis1 ve sitoplazmik
iceriginde kiimelesmeler dahil ¢cok sayida anormallik sergilendigi gézlemlenmistir. Bu
sonuglar, E. coli ve S. aureus hiicreleri minimum inhibitér Cinnemaldehyde
konsantrasyonlarma (0,31 mg/mL) maruz kaldiginda bakteri hiicre morfolojisinin,
membran biitlinliigiiniin ve gecirgenliginin zarar gordiigli rapor edilmistir. Ayrica,
cinnemaldehyde konsantrasyonu ile dogru orantili olarak, bakteriyel membran hasarinin

arttig1 bildirilmistir (Shen ve ark., 2015).

isim Yap! Formiil

2-propenal, 3-phenyl CsHzO

Trlcyclozi[:z___?‘;i 181?_5;3 ] nona- CoHzO
Eugenol | C1pH1202
H{/ e
CH,
g
O-Methoxy cinnamic aldehyde C10Hi0O2

Sekil 4. Tar¢in (Cinnamomum verum) bitkisinde bulunan bazi bilesimlerin isim, yap1 ve
formiilleri (Adinew, 2014).
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1.3.1.3.2. Esansiyel Yaglarin Patojen Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi

Gida kaynakli patojenler, insan saglig1 ve ekonomisi lizerinde 6nemli etkileri olan ¢ok
sayida hastaliga neden olmaktadir. Patojen bakteri gida ortaminda gelisip toksin
irettiginde ve daha sonra tiiketici tarafindan viicuda alindiginda da gida kaynakl
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, gida kaynakli hastaliklar genellikle iki farkli
sekilde siniflandirilir: (a) gida kaynakli enfeksiyon ve (b) gida kaynakli intoksikasyon.
Gida kaynakli enfeksiyonlarda genellikle bir kulucka dénemi s6z konusu oldugundan,
alimdan semptomlarin ortaya ¢ikmasina kadar gegen siire gida kaynakli intoksikasyonlar
cok daha uzundur. 200'den fazla farkli gida kaynakli hastalik tantimlanmistir. En siddetli
vakalar genellikle yaslilarda, ¢gocuklarda, bagisiklik sistemi zayif olanlarda ve ¢ok yiiksek
dozda bir mikroorganizma yiikiine maruz kalan saglikli kisilerde ortaya ¢ikma
egilimindedir (Bintsis, 2017).

Esansiyel yaglarin bilesenlerinin antimikrobiyal etkisi ile ilgili ¢cogu c¢alisma bakteriler
tizerindeki etkilerini aragtirmaya yoneliktir. Ancak bildigimiz kadariyla bunlarin maya ve
kiifler tizerindeki etkileri tizerine yapilan ¢aligmalarin nispeten daha sinirli oldugudur.
Bakteriler iizerinde yapilan ¢alismalarda; gram negatif (-) bakterilerin genellikle gram
pozitif (+) bakterilerden daha az duyarl: oldugu bildirilmistir (Hyldgaard ve ark., 2012).
Gram negatif bakterilerin dis zar1, makro molekiillere ve hidrofobik bilesenlere karsi bir
bariyer olusturan lipopolisakkaritleri (LPS) igerir. Bu dzelliklerinden dolayi gram negatif
(-) bakteriler esansiyel yaglara kars1 gram pozitif(+) bakterilere oranla daha az hassastir
(Ouattara ve ark., 1997).

Esansiyel yaglarin iginde bulunan fenolik bilesikler, patojen mikroorganizmalarin enzim
calisma sistemlerinin bozulmasini saglayarak enzimatik reaksiyonlari durdurabilir,
cekirdek ve ribozomal seviyede enzim sentezlenmesini engelleyebilir, hiicreye besin
maddelerinin alimin1 zorlastirir. Hiicre zarmin yapisina zarar vererek hiicre zarinin
yapisindaki fosfolipit tabakanin hassaslagsmasina ve madde gegirgenliginin artmasina
sebep olabilir (Oussalah ve ark., 2007). Mikroorganizma ¢eperinin fonksiyonel ve yapisal
ozelliklerine, protonlarin hareket etme giicliniin olusumuna etki ederek zarar verir. pH
degisimi (ApH) ve elektrik potansiyelindeki degisimler iyon konsantrasyonlarini
degistirerek hiicresel mekanizmay1 etkiler. Elektrik potansiyeli ve pH’daki degisim,
iyonlarin, ATP’ nin, niikleik asitlerin ve aminoasitlerin hiicreden disariya sizmasina sebep

olur. K" iyonlarmin hiicre disina ¢ikmisi genellikle hiicrede baslayan zararin erken



17

belirtisidir. Bunu daha sonra sitoplazma ve icerisinde bulunan maddelerin disariya akmasi
takip etmektedir (Ultee ve ark., 2002).

Jain ve Kar (1971) gergeklestirdikleri bir ¢alismada Hindistan bolgesinde yetistirilen bes
farkli bitkinin farkli kisimlarini  kullanmiglardir. Calismada buhar distilasyonu
yontemiyle esansiyel yaglar elde edilmis olup 15 farkli bakteri susu tizerinde bakterisidal
etkinlikler incelenmistir. Z. alatum (tohum), A. hispidum (yaprak), P. longifolia (yaprak),
B. eriantha (yaprak) ve P. nigrum'dan (meyve) alinan 6rnekler ile yapilan ¢alisma sonucu
esansiyel yaglar E. coli ve S. aureus basta olmak iizere bir¢ok patojen iizerinde etkili

oldugu sonucuna varmiglardir (Jain ve Kar, 1971).

Jayakumar ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada; Tar¢in (Cinnamomum verum), limon,
narenciye, biberiye gibi 21 farkli bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar 1:1, 1:2, 1:5 gibi
farkli oranlarda karigtirtlarak sinerjistik etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda; analiz
edilen numunelerin gogunlugunun, test edilen suslara kars1 bakterisidal etki gosterdigini
belirtmistir. Ancak targin, karanfil (Syzygium aromaticum) ve misket limonu esansiyel
yaglarinin hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterileri inhibe ettigi ve targin
esansiyel yaginmin iyi bir antibakteriyel madde olabilecegi rapor edilmistir

(Prabuseenivasan ve ark., 2006).

Tez galismasi kapsaminda numunelerimiz olan targin (Cinnamomum verum), karanfil
(Syzygium aromaticum) ve defne (Lsaurus nobilis) bitkilerinden elde ettigimiz esansiyel
yaglar1 insan patojeni olan; Bacillus cereus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Escherichia coli O157:H7, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica
bakterileri, Candida albicans maya, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasticus kiif

suslar1 tizerinde biyosidal etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Calisma kapsaminda kullandigimiz bazi insan patojeni mikroorganizmalar ile ilgili

bilgiler;

1.3.1.3.2.1. Bacillus cereus

Bacillaceae familyasinin iiyesi olan Bacillus cereus; gram (+), hareketli, gubuk seklinde
ve spor olusturma yetenegine sahip bakteri tiiriidiir. B. cereus'un vejetatif hiicreleri 4-15

ila 35-55°C arasinda degisen sicakliklarda gelisir, ancak susa bagli olarak 30—40°C'yi
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tercih eder. Organizma pH 4.9-9.3 araliginda gelisir, ancak pH 4.35'te et tizerinde sinirh
biiyiime ile cogaldigi tespit edilmistir (Andersson ve ark., 1995). Gelisme igin minimum

aw 0.93 olarak belirlenmistir.

B. cereus, insanlarda; kusma ve ishale sebep olan iki tiir toksin tiretir ve bu hastaliklara
neden olur. Emetik sendrom olarak adlandirilan hastalik, gidadaki biiyiime asamasinda
bakteriler tarafindan iiretilen kusturucu toksinden kaynaklanir. ishal sendromuna ise ince

bagirsakta bakterilerin biiylimesi sirasinda iiretilen ishal toksinleri neden olur (Bintsis,
2017).

Emetik tipin hizli belirtileri bulanti ve kusma ile kendini gosterirken, ishal tipinin geg
baglangic1 sebebi ile ishal ve karin agrisi ile kendini gosterir. B. cereus gida
zehirlenmesine siklikla karisan gidalar arasinda et {irtinleri, ¢orbalar, sebzeler, pudingler,

soslar, sit ve siit tirtinleri bulunur (Bintsis, 2017).

1.3.1.3.2.2. Escherichia coli

Escherichia coli, gram (-), spor olusturmayan, ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Baz1 tiirleri
hareket etme yetenegine sahipken bazi tiirlerinde hareket etme yetenegi yoktur. Yine bazi
tirlerinde kamg¢1 varken bazi tiirlerinde kam¢1 bulunmamaktadir. E. coli fakiiltatif bir
anaerobdur ve laktik, asetik ve formik asit olusturmak i¢in glikoz gibi basit sekerleri
fermente eder. Gelisme i¢in optimum pH 6.0 ila 8.0'dir. Bununla birlikte, gelisme pH 4.3
de diisiik hizlarda da gergeklesebilir. E. coli, cok genis ve ¢esitli bir bakteri grubudur. E.
coli tiirlerinin ¢ogu zararsizdir, ancak toksin liretimi yapan suslari insanlar i¢in patojenik

ozelliktedir. Gliniimiizde 5351 farkli E. coli susuna ait genom tanimlanmistir (Garcia ve
ark., 2010).

1.3.1.3.2.3. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, 6zellikle hamile kadinlarda, yeni dogan ¢ocuklarda, yaslilarda
ve bagisiklig1 zayiflamis bireylerde 6liimlerine sebep olabilecek gida patonjenlerinden
biridir. Organizmanin bulundugu ortamlar genellikle, kanalizasyon, su ve toprak gibi
ortamlardir. Hem asir1 sicakliklarda (1-45 °C) hem de tuz konsantrasyonunda hayatta
kalabilir. Ozellikle gida iizerinde son derece tehlikeli bir patojen olarak tanimlanmaktadir

(Buchanan ve ark., 2017). Bakteri, pismemis et ve sebzeler, ¢esitli ¢ig gidalarda ve ayrica
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pisirildikten veya islendikten sonra kontamine olan gidalarda bulunmustur. Bagirsaklarda
emildikten sonra merkezi sinir sistemine zarar verecek sekilde yayilabilir. Menenjite
(omuriligi ve beyni c¢evreleyen zarin iltihab1), gastroenterite (mide ve bagirsak
mukozasinin iltihab1) ve septisemiye (kanda bakteri ve toksinlerin sistemik yayilmasi)

neden olabilir (Buchanan ve ark., 2017).

1.3.1.3.2.4. Salmonella supp.

Enterobacteriaceae familyasinda bulunan Salmonella, hareketli, spor olusturmayan,
gram (-), gubuk seklinde bir bakteridir. Salmonella iki tiir hastaliga neden olur: 1) Mide
bulantisi, kusma, ishal, kramplar ve atese neden olan, semptomlari genellikle birkag giin
siiren ve bir hafta icinde azalan mide bagirsak hastaligi. 2) Tifo hastaligi, yiiksek ates,
ishal veya kabizlik, agri, bas agrist ve uyusukluga (uyusukluga veya halsizlige) sebep
olan semptomlardir. Tedavi gormeyen hastalarin %10’unun o6limle sonuglandigi

bildirilmigtir (FDA, 2012).

Et, yumurta, meyve, sebze, baharat, ¢ig aga¢ yemisleri, kuru gidalar gibi birgok yiyecek
tirti Salmonella ile kontamine olabilir. Salmonella'dan kaynaklanan gida kaynakli
hastaliklar1 6nlemek i¢in kapsamli pisirme, el yikama, ¢ig gidalari pismis gidalardan ayri
tutma ve gidalart dogru sicaklikta tutma (+4°C) gibi Onlemler ile kontaminasyon

onlenebilir (FDA, 2012).

1.3.1.3.2.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, tek tek veya ciftler, dortliiler, kisa zincirler veya karakteristik
"lizlims{i" kiimeler halinde goriinen hareketsiz, gram pozitif (+) koklardir. S. aureus, susa
bagl olarak 7 ila 47,8°C arasinda degisen sicakliklarda gelisir ve 10 ila 46°C arasinda
enterotoksin tiretir, ancak 40 ila 45 °C arasinda bir optimum sicaklig1 tercih eder. Bakteri
pH 4,5 ile 9,3 arasinda, optimum ise 7,0 ile 7,5 arasinda gelisir ve yiiksek tuz seviyelerine
(>%10 sodyum Kkloriir) toleranslidir. Enterotoksin iretimi i¢in minimum 0,86 aw
gerektirirken, bliylime 0,83 aw'de gortilebilir (FDA, 2012).
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1.3.2. El Dezenfektanlari

Dezenfeksiyon; canli veya cansiz ortamdaki bakteri endosporlar1 disinda kalan patojen
mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi veya tiremelerinin durdurulmasi i¢in gergeklestirilen
islemdir. Bu amagla kullanilan kimyasal maddelere ise ‘dezenfektan’ denir.
Dezenfeksiyon, sterilizasyon ile ayni anlam tagimamaktadir. Tiiketim i¢in uygun bir

dezenfektanin 6zellikleri:

e Genis spektrumlu olmasi, yani bakterilere, kiiflere, viriislere, protozoalara,
mantarlara kars1 biyosidal etki gostermelidir.

e Koroziv yapida olmamalidir.

o Toksik etkisi olmamalidir.

e insan saghgini iizerinde olumsuz etkileri olmamalidir.

e Uygulama bi¢imine gore, alet ve ekipmanlara kars1 da etkili olmalidir.

e (da sartlarinda etkili olmalidir.

e Diisiik yogunlukta bile etki gosterebilmelidir.

e Fiyat bakimindan uygun olmalidir.

Dezenfektanlar, mikroorganizmalar1 6ldiirme kapasitesine gore yiiksek, orta ve diistik
diizeyde etkili dezenfektanlar olarak simiflandirmiglardir (Rutala ve Weber, 2016).
Yiizeyde bulunan patojen canlilar dezenfektan maddeye uzun siire maruz kaldiginda
bagisiklik kazanip dezenfektan etki maddesine kars1 direng gelistirebilirler (Rutala ve
Weber, 2016).

Yapilan arastirmalar, bakterilerin dezenfektanlara karsi gosterdigi bagisiklik 50 yil
oncesine gore kat kat artmigtir. Bu durum giinden giine artmakta ve bakterilere kars: etkili

mekanizmanin bulunmasi zorlasmaktadir.
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Prion inaktivasyon islemi
Sterilizasyon

Yiiksek Diizey Dezenfeksiyon

Orta Diizey Dezenfeksiyon

Diisiik Diizey
Dezenfeksiyon

Duyarli

Sekil 5. Dezenfektanlar ve Mikroorganizma iligkisi (Rutala ve Weber, 2016).

Dezenfektan maddenin aktivitesi dnemlidir, belirlemek i¢in ¢esitli yontemler uygulanir.
Bu yontemler genellikle deneme ve sonug {izerine ¢alisir. Yani uygulanan doz ve
mikroorganizma iizerindeki etkisi {lizerinden gitmektedir. Kullanilacak dezenfektanin
etkisi; kimyasal yapisi, etkileyebilecegi bakteri ve/veya virlis cinsine, kullanilacagi
bolgelerin uygunluguna ortamdaki varsa organik-inorganik maddelere goére yontem
secilerek bu etki belirlenir. Etkinlikler belirlenirken farkli kuruluslarin standartlar1 da géz
Online almmalidir. Almanya Hijyen ve Mikrobiyoloji Dernegi (DGHM), Fransa
Standardizasyon Dernegi (AFNOR), Ingiltere Standartlar1 Enstitiisii (BSI), Avrupa
Serbest Ticaret Birligi (EFTA), Avrupa Standardizasyon Komitesi (CEN), Tirk
Standartlar1 Enstitiisii (TSE) tarafindan bu standartlar yayimlanmaktadir.

Dezenfektan etki gosteren kimyasallarin aktif bilesenleri; etanol, L-laktik asit, sitrik asit
ve hidrojen peroksit gibi dogal maddelerden sodyum hipoklorit, hipoklordz asit, kuaterner
amonyum bilesikleri, oktanoik asit, peroksi asetik asit ve glikolik asit gibi sentetik
maddelerin farkli konsantrasyonlarda kullanilmasiyla hazirlanmaktadir (Samara ve ark.,
2020). Antiseptikler ve dezenfektanlar, hastaneler, yemekhaneler, fabrikalar, toplu
tasima, insan temasinin ¢ok oldugu ortamlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle

enfeksiyon riskinin azaltilmasi i¢in hastane, yogun bakim tiniteleri, ameliyathane gibi



22

ortamlarda sikc¢a kullanilmaktadir. Gida ve tiiketici pazarlarindaki potansiyel mikrobiyal
kontaminasyon ve enfeksiyon risklerine iligkin artan endiseler sebebiyle, halk tarafindan

antiseptik ve dezenfektan kullanimin1 arttirmigtir (Mcdonnell ve Russell, 1999).

Turner ve ark. (2004) yaptiklar: bir ¢alismada; on saglikl1 yetiskin goniilliiye, 4 saatlik bir
siire boyunca her 10 dakikada bir ticari olarak temin edilebilen izopropil alkol i¢eren bir
el dezenfeksiyon karisimi uygulanmistir. Kan izopropil alkol seviyeleri, ¢alismanin
basinda ve sonunda Olgiilerek kayit altina alinmistir. Caligmanin sonunda, alkol
kullanmayan dokuz denekte Slgiilebilir kan izopropil alkol seviyeleri (0,5 — 1,8 mg/l
araliginda) kaydedilmistir. Calismanin sonucunda, izopropil alkoliin saglikli
yetiskinlerde saglam deriden emilebilecegini gdstermislerdir. Nitekim daha Once
bildirilen hayvan ¢alismalarini ve vaka raporlarini dogruladiklarini savunmaktadirlar.
Izopropil alkoliin yetiskin insanlarin derisinden emilebilecegini sonucuna varmislardir

(Turner ve ark., 2004). Bu durum sosyal ve tibbi1 agidan tartisilir bir sonugtur.

2019 yilinda Cin’de ortaya ¢ikan Korona viriis (SARS-CoV-2) ile beraber insanlarin
ginlik yasaminda dezenfektan kullaniminda anormal artiglar olmustur. Virlisiin
yayilmasini 6nlemek ve kontrol etmek i¢in kullanilabilecek ev tipi ¢amasir suyu, alkol ve
el dezenfektanlar gibi ¢ok ¢esitli liriinlerin tiretimi ve kullanim1 glinden giine artmstir.
Insanlarin gerek bilingsiz olmasi gerekse saglik endisesi, dezenfektan kullaniminda
asirtya kagmasi sebebiyle faydasi degil bazen zararl etkileri de goriilmektedir. COVID-
19 salgimi sirasinda dezenfektan zehirlenmesi vakalarinda 6nemli bir artis bildirmistir
(Chang ve ark., 2020). Ozellikle, zehirlenmeye maruz kalmayla ilgili vakalar, COVID-
19 oncesinde ve sirasinda biiylik fark ile artis gostermistir. En biiyiik zehirlenme
ylzdesini ¢amagir suyu irlnlerinin (%62,1) olusturdugunu, ardindan alkolsiiz
dezenfektanlarin (%36,7) ve el dezenfektanlarinin (%36,7) izledigi raporlanmistir (Chang
ve ark., 2020).

Dezenfektanlarin yukarida bahsedilen bazi olumsuz taraflarindan o6tiirii kullanicilari
korumak degil tam tersine zararli etki gdsterecegi bir gercektir. Bu durumun oniine
gecilmesi ve kullanicilara uygun bir secenek sunulmasi i¢in dezenfektanlarin dogal bitki

oziitlerinden yapilmasi en giizel cevaptir.



2. BOLUM

MATERYAL VE METOT

2.1. Materyaller

2.1.1. Bitkisel Materyaller

Calisma kapsaminda Kkullanilan bitkisel materyaller Kayseri’de bulunan yerel
tedarik¢ilerden taze olarak temin edilmistir. Targmn (Cinnamomum verum) cubuklari,
karanfil (Syzygium aromaticum) ve defne (Laurus nobilis) yaprag: aktardan alindiktan
sonra seffaf poset igerisinde oda sicakliginda dolap igerisinde 151k almayacak sekilde
muhafaza edilmistir. Calismanin gerceklestirilecegi sirada 100 gr. tartilarak alinmig sonra

tekrar muhafaza edilmistir.

2.1.2. Kimyasallar

Calismamizda kullanilan kimyasallar maddeler analitik saflikta olup yerel firmalardan
temin edilmistir. Kullanilan kimyasallar Tablo 3’de kullanildig1 analizler ile beraber

sunulmustur.
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Tablo 3. Kullanilan Kimyasallarin Markalar1 ve hangi analizlerde kullanildigi ile ilgili bilgiler.

Kimyasal Marka Hangi Analizlerde Kullanildi
Etil alkol Merck-109171 Dezenfeksiyon islemlerinde
Sodyum Siilfat Merck-106649 Esansiyel Yaglarin Kurutulmasinda

Nutrient Broth

Millipore-105443

Mikrobiyal Analizlerde, Kiiltiirlerin

gelistirilmesinde
Mikrobiyal Analizlerde, Kiiltiirlerin
gelistirilmesinde
Mikrobiyal Analizlerde, Kiiltiirlerin
gelistirilmesinde
Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri
Sayimi Analizinde

Nutrient Agar Millipore-105450

Malt Extract Agar Merck-146151

Plate Count Agar Merck-146365

DRBC (Dichloran-rose bengal
chloramphenicol) agar
Maximum Recovery Diluent

(MRD)
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

Millipore-100466 Toplam Maya-Kiif Sayimi Analizinde

Merck-146809 Swab Testinde, Model gida analizinde

Sigma-Aldrich-300267 DPPH Analizinde

2.2. Metot ve Analizler

2.2.1. Hidrodistilasyon

Bitkisel materyallerden ugucu yag elde etmenin baglica yontemleri hidrodistilasyon (HD),
buhar distilasyonu, buhar ve su distilasyonu, maserasyon yontemleri bulunmaktadir. Bu
yontemler arasinda HD, sifal1 bitkilerden ucucu yaglari ¢gikarmak i¢in en yaygin yaklasim
olmustur. Bununla birlikte, ekstraksiyon siiresini azaltmak ve ekstraksiyon verimini
tyilestirmek, ekstraktlarin kalitesini arttirmak ve ayrica isletme maliyetlerini azaltmak
icin mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), basingli solvent ekstraksiyonu, stiper kritik
stvi  ekstraksiyonu gibi yeni yaklagimlar ve ultrason destekli ekstraksiyon da

arastirtlmistir (Christen ve Kaufmann, 2002).

Calismamizda kullandigimiz su distilasyonu yontemi diizeneginde; ucucu yagi alinacak
bitki numunesi toz haline getirilmistir. Boylece igerisinde bulunan ugucu yag bilesimi
serbest kalmasi kolaylagmistir. Toz haline getirilen numune 2L balon jojeye koyulup ve
tizerine 1/10 oraninda saf su eklenerek balon joje 1sitici ile 1sitilmistir. Sekil 6’da sematize

edildigi lizere balon joje 1sitici cihaz igine koyulup 1sitilmaya birakilmistir.

Kaynama noktasina gelindiginde buharlagan su beraberinde ugucu yag ve suda ¢oziiniin

maddeler ile birlikte diizenekten buharlasmistir. Diizenek iizerine tutturulan sogutma
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blogunda ise buhar yogunlastirilarak tekrar sivi hale donlismistiir. 3 ila 8 saat arasinda
devam eden kaynamalar sonucunda bitki numunesindeki esansiyel yaglar sogutucu
kismin sonunda toplanmistir. Esansiyel yag ile beraber buharlasan su fazi birbirinden ayri
sekilde toplandigi gozlemlenmistir. Alttaki musluktan once buharlasan su ardindan
esansiyel yag almarak +4°C de muhafaza edilmistir. Esansiyel yaglarin foto-oksidasyon
reaksiyonlarindan korunmasi i¢in karanlik, 151k gormeyecek bir sekilde muhafaza

edilmesine 6zen gosterilmistir.

Sicak

Su <,—
Soguk > =
Su
Esansiyel Yag . . . . pm
Sua «~-p

Numune ve Saf su
karisim

Esansiyel yag + Buhar

Isitica

Sekil 6. Hidrodistilasyon diizenegini anlatan temsili resim (Samadi ve ark., 2017).

2.2.2. Esansiyel Yagin Saflastirilmasi

Hidrodistilasyon diizeneginden elde edilen esansiyel yaglar beraberinde buharlasan su ile
birlikte bulunurlar. Esansiyel yag fazinda az da olsa su bulunabilir. Eser miktardaki bu su
caligmalar i¢in kullanilan esansiyel yag tam etki gostermemesine, sonuglarin suyun
etkisinde kalarak degiskenlik gostermesine sebep olabilir. Bu olumsuz durumu 6nlemek

icin esansiyel yag igerisine Sodyum siilfat eklenerek igerisindeki su baglanmis olur ve
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esansiyel yag fazindaki sular ayristirtlmis olur. Bu islem ingilizce “Drying Oil” olarak
adlandirilmaktadir. Yag fazinda bulunan suyun tuz ile baglanip ortamdan uzaklastiriimasi
islemidir (Schenck ve ark., 2002). Kullanilan sodyum siilfat tuzu ¢ozelti igerisindeki
serbest suyu baglamak suretiyle tam bir ayrilma gergeklesmistir. Daha sonra saf esansiyel
yag ayirma hunisi yardimiyla ayristirtp, deneylerimizde kullanmak iizere +4°C de

karanlikta bekletilmistir.

2.2.3. GC-MS Yontemi ile Ugucu Yag Analizi

Elde edilen esansiyel yaglarin igerigindeki bilesiklerin kompozisyonunu belirlemek icin
Thermo Scientific (Thermo Scientific, TSQ 8000 triple quadrupole, San Jose, CA, USA)
marka GC-MS cihaz ile test edilmistir. Bu amagla, Hitit Universitesi Bilimsel Teknik
Uygulama ve Uygulama Merkezinden (HUBTUAM) hizmet alimi1 yapilmistir. Elde
edilen ve saflagtirilan esansiyel yaglar 2 mL cam vial tiiplere konularak arastirma
merkezine teslim edilmis, analiz sonuglar1 rapor olarak alinmistir. Test kosullari ile ilgili
bilgi Tablo 4’de verilmistir. Numunenin analizi sirasinda izlenilen zamana gore sicaklik

degisimi ise Tablo 5’deki gibidir.

Tablo 4. Ugucu yag analizi kosullart.

Uriin Malzemesi Siv1
Flow Rate Iml/dk — He (Helyum)
Kolon Ozellikleri TG-5MS Kolon
Enjeksiyon Blogu Sicakhgi 250C
Analiz Siiresi 55dk.

Tablo 5. Ugucu yag analizi zamana gore sicaklik degisim tablosu.

Sicakhik Program

Artis Hiz1 (C/dk) Sicaklik(C) Bekleme Siiresi(dk)

50 0,00
3,00 120 0,00
5,00 220 0,67

5 250 5,00
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2.2.4. DPPH Analizi

Antiradikal aktivite analizi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali
kullanilarak yapilmigtir (Ozturk ve ark., 2019). DPPH radikal ¢6zeltisi, %80 etanol ve
%20 damitilmig su ile hazirlanmistir. 30 mL esansiyel yag numunesi ve 270 mL DPPH
soliisyonu karistirilip ve 5 dakika kuvvetlice ¢alkalanmis ve karanlikta oda sicakliginda
55 dakika bekletilip ardindan mikro okuyucu (Multi-scan FC, Tehrmo Fisher, ABD) ile
520 nm'de absorbans Olgiilmiistiir. Radikal siiplirme aktivitesi, asagidaki denklem

kullanilarak yiizde inhibisyon olarak ifade edilmistir:

(Kontrol OrneginAbsorbanst)—(Ekstraktin Absorbanst) x 100

%Inhibisiyon =
Kontrol Absorbansi

2.2.5. Sitotoksisite Analizi

Bitkisel materyallerden elde edilen ve sonrasinda ¢ozelti yapiminda kullandigimiz
esansiyel yaglarin insan hiicreleri i¢in sitotoksik etkilerini belirlemek amaci ile 1SO
10993-5 standartlarina uygun bir sekilde analiz yapilmistir. MTT(3-[4,5-dimetiltiyazol-
2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir) sar1 renkli bir formazan tuzdur. Proliferasyona
ugrayan hiicreler artan mitokondriyel dehidrojenaz enzim aktivitesi ile MTT’yi mor
renkli suda ¢6ziinmeyen formazan kristallerine doniistiiriir. Olusan bu kristaller dimetil
siilfoksit (DMSO)’da veya izopropil alkolde ¢6ziiniir. Daha sonra hiicre canlilifi
spektrofotometrik olarak belirlenir ve uygulama yapilmayan hiicrelerin canliligi %100
kabul edilerek, uygulama yapilan hiicrelerin canlilig1 bu hiicrelere gore ytizde (%) olarak
belirlenir (Erkekoglu ve Baydar, 2021). Bu 6l¢timler 1s181nda hiicrelerin canlilik degerleri
sayisal olarak ifade edilebilir hale gelir (Standardization, 1999).

Bu kapsamda Hitit Universitesi Bilimsel Teknik Uygulama ve Arastirma Merkezi
biinyesindeki arastirma laboratuvarina gonderilen 6rneklerimizin sitotoksisite analizleri

TS EN ISO 10993-5 standardina uygun olarak gergeklestirilmistir.
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2.2.5.1. Deney Ortami

Hiicre Hatti: L929 (Fare subkutans6z bagdokusu) hiicre hatt1 kullanilmistir.
Kiiltiir ortami: DMEM+ L-Glutamin, Fetal Bovine Serum, Penisilin-Streptomisin
Kor Kontrol (Blank): Steril hiicre kiiltiirii ortami

Negatif Kontrol: Steril hiicre kiiltiir ortami (Oziitleme Ortami) + Hiicre

Pozitif Kontrol: DMSO + Hiicre
2.2.5.2. Oziitleme Yontemi

Bu numuneler i¢in herhangi bir 6ziitleme islemi yapilmamistir. Numuneler dogrudan

uygulama yontemi ile uygulanmistir.
2.2.5.3. Analiz Yontemi

Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in uygulanan yontemlerdir. Nitel ve Nicel olmak tizere iki

degerlendirme yapilmaistir.

2.2.5.3.1. Nitel Degerlendirme

Hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekilerek etkilesimli hale gelmesi beklenmistir. Daha
sonra 37°C de %5 lik CO; etiivde 24 saat boyunca negatif, pozitif kontrol ve numune
oziitlerine maruz birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler mikroskobik olarak

incelenerek gorsel olarak degerlendirilmistir.

2.2.5.3.2. Nicel Degerlendirme

96 kuyucuklu plakalara 10000 hiicre/kuyucuk olarak sayilarak ekilen hiicreler 24 saat
inkiibe edilerek %80 etkilesim saglanmistir. Daha sonra hiicreler, numunelerin 20,10,5
ve 1 uL hacimde 24 saat siiresince maruz birakilmistir. Siire¢ sonunda 1mg/ml olarak
hazirlanan MTT kuyucuklara eklenerek plakalar 3 saat 37°C, %5 lik CO; inkiibatorde
bekletilmistir. Deney, kuyucuklara isopropil alkol eklenerek sonlandirilarak plakalarda
olusan renk degisikligi spektrofotometrede (570 nm) Olgiilerek canlilik orami (%)

hesaplanmustir.
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Bu sonuca gore sitotoksik etkisi olup olmadigi, varsa hangi yogunlukta etki gosterdigi

tespit edilmistir.
2.2.6. Model Gida Denemesi

Elde ettigimiz karanfil (Syzygium aromaticum) ve tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel
yaglarimin bir gida koruyucusu olarak kullanildiginda olusturabilecegi potansiyel
koruyucu etkinin tespit edilmesi ic¢in belirlenen bir model gida ortaminda farkli
konsantrasyonda esansiyel yaglarin eklenmesiyle olasi etkileri aragtirilmistir. Bu amagla,
ev yapimi, koruyucu icermeyen domates sal¢ast model gida ortami olarak secilmistir.
Salgadan alinan 10 3gr 6rnekler steril petrilere aktarilip, agirliginin %0,25, %0,5, %1 ve
%1,5’1 oraninda esansiyel yag eklenerek steril bir spatiil ile homojenize edilmistir.
Ardindan, yirmi bes giin boyunca 25°C de etiivde inkiibe edilmistir. Depolandig siire
boyunca 0., 5., 10., 20., 25. giinlerde 1 gr numune alinarak, igerisinde 10 mL Maximum
Recovery Diluent (MRD) bulunan cam tiiplere aktarilmis ve vortekslenerek homojenize
edilmigtir. Toplam mezofil aerobik bakteri (TMAB) ve maya-kiif analizi i¢in bu

siispansiyon kullanilmaistir.
2.2.6.1 Toplam Mezofil Aerobik Bakteri (TMAB) Sayimi

Bir onceki boliimde bahsedilen Salga-MRD siispansiyonundan, 10’ kadar desimal
diliisyonlar hazirlanmistir. Her bir diliisyondan 100 pL diliient alinarak, igerisinde plate
count agar (PCA) bulunan petrilerin ylizeyine (yayma plak) yayilmistir. Daha sonra,
37°C’de 24 saat inkiibasyonda birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda klasik

mikrobiyolojik sayim yontemiyle, olusan koloniler sayilmistir.
2.2.6.2. Toplam Maya-Kiif Sayimi

Her konsantrasyondan alinarak hazirlanan gida ¢ozeltisi tliplerinden 100ul &rnek
almmistir. Maya-kiif sayimi igin igerisinde Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol
(DRBC) agar bulunan petrilerin yiizeyine homojen bir sekilde yayilmistir. Petriler 30°C
sabit sicaklikta 3-4 giin inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra olusan koloniler sayilarak

kayit altina alinmistir.
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2.2.7. SWAB Testi

Targin (Cinnamomum verum), defne (Laurus nobilis) ve karanfil (Syzygium aromaticum)
bitkilerinden alinan numuneler hidrodistilasyon yontemi uygulanarak esansiyel yaglari
toplanmistir. Toplanan esansiyel yaglarin saflastirildiktan sonra antibakteriyel bir karisim
hazirlanarak “El Dezenfektan1” kullanimi i¢in uygun olup olmadigi tespit edilmistir. Bu
baglamda {ic numunenin esansiyel yaglarindan olusan bir karigimin etkisinin daha ¢ok

olacagi belirlenmis ve asagidaki formiilasyon ile karigim hazirlanmistir.

2 mL Tar¢in EY + 1 mL Defne E.Y + 1 mL Karanfil E.Y + 4 mL %1 lik Tween 80- saf

su ¢ozeltisi + 17 mL saf su

Hazirlanan bu ¢ozeltiden 1ml alinarak eppendorf tiipe koyularak SWAB analizi i¢in
bekletilmistir.

Ikinci formiilasyonda ise izopropil alkol ile desteklenen el dezenfektanmin eldeki
bakteriler i¢in inhibe etme derecesine bakilmistir. Bu baglamda yukaridaki ¢ozelti
formiilasyonu yine ayni sekilde kullanilmig, 1ml eppondorf tiipe eklenen kisim, %25’

izopropil alkol olacak sekilde hazirlanmistir.
250 pL izopropil alkol + 750 puL El dezenfektani formiilasyonu

SWARB testi 15 panelist ile gergeklestirilmistir. Deneklerin son bir saat i¢inde ellerini
yikamamis olmasia dikkat edilmistir. Kisilerin ellerinden 6nce kontrol i¢in siirlintii
ornegi (parmak aralari, uglari, el ayasi ve Ust kisimlarindan) alinmigtir. Daha sonra ise
kisilerin ellerine hazirlanan dezenfektan ¢6zeltisi bosaltilarak ovmasi (parmak aralari,
uclari, el ayasi ve iist kisimlari) istenmistir. 1 dk sonra tekrar siiriintii 6rnegi alinmis ve

muhafaza edilmistir (Sekil 7).

Dezenfektan dokmeden 6nce ve doktiikten sonra alinan ornekler 1 saat oda sartlarinda
bekletildikten sonra Nutrient Broth {izerine 200 mL dokiilerek yayma plak yontemine
gore ekim yapilmustir. Ekilen petriler 37°C de 24 saat bekletildikten sonra olusan koloniler

sayilarak sonuclar not edilmistir.
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Sekil 7. Swab testi i¢in, siiriintii gubugu 6rnegi.

2.2.8. Zeta Potansiyeli ve Parcacik Boyutu Analizi

Calisma sonucunda esansiyel yaglari biinyesinde barindiran antibakteriyel madde
karisimi1 hazirlanmistir. Uretilecek antibakteriyel karisimin hacmini arttirmak ve kullanim
sahasini genisletmek amaciyla farkli formiilasyonlar uygulanmistir. Bu cozeltilerde
esansiyel yagin ¢oziindiiriilmesi ve olusan ¢6zeltideki durumu olduk¢a énemlidir. Clinkii
yaglar yapilar1 geregi uygun ortamlar olusturuldugunda faz ayrimi olmaksizin ¢oziiniirler,

aksi halde faz ayrimina ugrayarak ¢ozeltinin iist kisminda toplanirlar.

Bu bakimdan ¢aligmamizda bitkisel materyallerden elde edilen esansiyel yaglar Tween-
80 emiilgatorii kullanilarak saf su igerisinde homojen bir sekilde ¢oziindiiriilmiistiir. 1 mL
esansiyel yag ve 200 pL Tween 80, bir beher igerisine eklenmis ve 25 mL olacak sekilde
saf su ile tamamlanmistir. Ardindan ¢6zelti 3 dakika boyunca Ultura-Turrax (Heidolph
Diax900 ultra turrax) cihazi ile 9000 rpm de karigtirilmistir. Sonug olarak homojen

gorlinlimde, yag fazi ayrilmayan bir ¢ozelti elde edilmistir.

Elde edilen homojen ¢6zeltinin partiikiil boyutu ve stabilitesi uzun siireli kullanimlar i¢in
¢ok oOnemlidir. Bu bakimdan hazirlanan antibakteriyel ¢ozeltinin, ilk tretim ve
sonrasindaki 2 aylik depolama siirecinde 15 giinde bir zeta potansiyelindeki ve partikiil

boyutundaki degisimler, ERNAM (Erciyes Universitesi, Nanoteknoloji Arastirma
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Merkezi) biinyesinde bulunan Malvern ZS90 (Malvern Panalytical, UK) Zetasizer ve
DLS cihaz1 kullanilarak tespit edilmistir.

2.2.9. Antimikrobiyal Testler

2.2.9.1. Koloni Miktarinin Belirlenmesi

Erciyes Universitesi Gida Miihendisligi kiiltiir koleksiyonunda mevcut bulunan ve -80°C
de muhafaza edilen mikroorganizma kiiltiirleri kullanistir. Calisma kapsaminda

kullanilan bakteri suslar1 Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan bakteri suslari, maya ve kiif mikroorganizmalari.

Mikroorganizma Ismi ATCC numaras1  Hiicre Duvarn
Escherichia coli O157:H7 ATCC 43897 Gram —
Escherichia coli ATCC 11230 Gram —
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram +
Bacillus cereus ATCC 33019 Gram +
Salmonella enterica sv. Typhimurium ATCC 14028 Gram —
Proteus mirabilis ATCC 29906 Gram —
Proteus vulgaris ATCC 13319 Gram —
Listeria monocytogenes ATCC 7644 Gram +
Yersinia enterocolitica ATCC 9610 Gram —
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Gram —
Candida albicans ATCC 10231

Aspergillus flavus ATCC 9643

Aspergillus parasiticus NRRL 3386

Mikroorganizmalari, koloni olusturan birim (kob) olarak tespit etmek amaciyla sayimlar
yapilmistir. Mikroorganizma sayisi, inkiibe edilmis besiyeri yiizeyinde gelisen koloni
sayisinin ilgili diiliisyon faktorii ile ¢arpilmastyla elde edilmistir. Ornegin 10 diiliisyon
kademesinde 38 koloni sayilmis ise 38 x 10%= 3.8 x 10° koloni olusturan birim (kob)/gr

veya mL olarak degerlendirilmistir.

Calismalarda kullandigimiz kiif mikroorganizmalar1 Tablo 5°de gosterilmistir. Kiifler
icin “Thoma Lamui ile Sayim” yontemi kullanilmistir. Bu yontemde Thoma lami tizerinde
0.1 mm? alan iizerine damlatilan kiif ¢ozeltisi mikroskop altinda incelenerek 16 biiyiik
kare i¢indeki kiif sayis1 belirlenmistir. Thoma laminda sayim sonucu A x SF x 10.000

formiilii ile hesaplanmistir. Burada A = 16 biiyiik karede sayilan kiif sporu adedi, SF ise
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seyreltme faktoriidiir. 10.000 ise 0,1 mm® deki sayim sonucunu 1 mL'deki sayiya

doniistiirmek ve standart sonug elde etmek icin kullanilan bir sabit degerdir.
2.2.9.2. Antibakteriyel Etkinlik Testi (Antibiyogram)

Antibakteriyel etkinin tespit edilmesi i¢in tez caligmasinda kullanilan yontem agar kuyu
difiizyon metodudur. Test edilecek olan maddeden alinan G6rnekten, petri lizerindeki
kuyucuk i¢ine aktarilarak, test mikroorganizmasi i¢in uygun kosullarda inkiibasyondan
sonra, inhibisyon zonu (mm) l¢iimiine (Sekil 8) dayanmaktadir (Singh Kumar ve Singh,
2011).

INKUBASYON 6NCESI INKUBASYON SONRASI

Mikroorganizma
gelisimi engellenmeis

Besiyeri - Agar.

Antibakteriyel maddenin . s
Kontamine edilmis

bulundugu kuyucuklar Mikroorganizma

gelisimi

Sekil 8. Agar Kuyu Diifiizyon yonteminin sematik olarak gosterimi (Singh Kumar ve Singh,
2011).

Antibakteriyel maddesinin etkinligi test edilecek olan mikroorganizma kiiltiirii log fazina
getirilmelidir. Bu amagla, stok kiiltiirden canlandirilmasi yapilan mikroorganizma
numunesi petri lizerine ¢izilerek ekimi yapilmistir. 24 saat inkiibatorde gelisimini

tamamladiktan sonra 6ze yardimiyla daha 6nceden hazirlanan tiip igerisinde 5 mL
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bulunan steril Maximum Recovery Diluent Broth (MRD) ¢ozeltisine iniikiile edilmistir.
Mc Farland cihazi ile MRD ¢d6zeltisinin bakteri yiikii 0.5 birime ayarlanmistir. 0.5 MF
bakteri bulunan MRD c¢ozeltileri petrilere dokiilerek Niitrient agar ¢ozeltilerine hacminin
%1 kadar iniikiile edilmistir. Petrilere dokiilen kontamine edilmis agar c¢ozeltisi
jellesmeye 10-20dk birakilarak tam jellesme saglanmustir. Jellestikten sonra petri
ylizeyinde birbirinden yeterince uzakta kuyucuklar agilmistir. Delme seti kullanilarak
acilan bu kuyucuklar daha sonra icinden tagmayacak kadar antibakteriyel sivisi ile
doldurulmus ve inkiibasyona birakilmistir. Sekil 8’de gosterildigi tizere, inkiibasyon
sonunda mikrobiyal gelisimin engelledigi inhibisyon zonlarinin ¢ap1 dijital kumpas ile

Olciilmistiir.
2.2.9.3. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarimin (MiK) belirlenmesi

Bu yontem antibiyotiklerin ve/veya antibakteriyel maddelerin sivi besiyerinde bir seri
diliisyonlar halinde seyreltilmesi ve daha sonra her bir diliisyona, duyarliligi belirlenecek
bakterinin belirli sayida hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesi
islemidir. Degisen antibakteriyel konsantrasyonu esit yogunluktaki mikroorganizma
miktarina verecegi cevaba gore minimum inhibisyon konsatrasyonu tespit edilir. Bu
degerlendirmede bakterinin tiremesini durduran en az antibiyotik/antibakteriyel miktar
belirlenir ki bu miktar, 0 mikroorganizma igin deney kosullarindaki “Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu” (MIK) olarak ifade edilir (Aydemir ve ark., 2016).

Wiegand ve ark. (2008) hazirlamis oldugu “Agar ve Broth diilisyon metodlar ile
antimikrobiyal maddelerin MIK degerinin belirlenmesi” ¢alismas1 esas alarak
(Wiegand ve ark., 2008) ve bazi modifikasyonlar yapilarak defne (Laurus nobilis),
karanfil (Syzygium aromaticum) ve tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yaglarinin
MIK degerleri belirlenmistir. Cam tiipler icerisinde asagidaki oranlarda cozeltiler
hazirlanarak log fazindaki ve mikrobiyal yiikii bilinen mikroorganizmalardan 0.5

MacFarland mikroorganizma ¢ozeltisi ile MIK degeri belirlenmeye galisilmistir.



Tablo 7. MIK analizi igin hazirlanan deney tiipleri ve igerigi.

Tiip

icerik

Tiip 1
Tiip 2
Tiip 3
Tiip 4
Tip 5
Tiip 6
Tup 7
Tiip 8

25uL esansiyel yag + Sul %1 lik T80-Saf su Cozeltisi + 970uL Nutrient Broth
20uL esansiyel yag + 4pul %1 lik T80-Saf su Cozeltisi + 976 Nutrient Broth
15uL esansiyel yag + 3ul %1 lik T80-Saf su Cozeltisi + 982uL Nutrient Broth
10puL esansiyel yag + 2ul %1 lik T80-Saf su Cozeltisi + 988uL Nutrient Broth
5uL esansiyel yag + 1uL %1 lik T80-Saf su Cozeltisi + 994uL Nutrient Broth
2uL esansiyel yag + 1uL %1 lik T80-Saf su Cozeltisi + 997uL. Nutrient Broth

1mL Nutrient Broth ¢6zeltisi (Bitylime kontroli i¢in), pozitif kontrol

ImL Nutrient Broth ¢6zeltisi (Sterilite kontrolii i¢in), negatif kontrol
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Tablo 7°de gosterildigi gibi hazirlanan ¢ozeltilerden 100 L, 0.5 McF birimde Maximum

Recovery Diluent (MRD) Broth i¢inde bulunan Mikroorganizma sivisindan 100 pL

alarak 96’lik mikroplate i¢cine koyulmustur. Mikroplate tizerinde harflerin bulundugu

satirlar tlipleri, sayilarin bulundugu satirlar ise mikroorganizmalar1 ifade etmektedir.

Ornegin; Sekil 8°de goriildiigii iizere, A satirindaki tiim kuyucuklara 100 pL 1. tiip drnegi

bosaltilmig, 1 numarali siitundaki tim kuyucuklara 100 pL Bacillus cereus

mikroorganizmasi iniikiile edilmistira. Diger tiiplerin mikroplate {izerindeki yerlesim

diizeni ise Sekil 9

Tup 1
Tip 2
Tup 3
Tiup 4
Tup 5
Tup 6
Tup 7
Tup 8

’da gosterilmistir.
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Sekil 9. MIK analizi icin 96’lik mikroplate yerlesim diizeni
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Cozelti ve mikroorganizmalari koyulduktan hemen sonra 620 nm dalga boyunda
okunmustur. 24 Saat 37°C etiivde inkiibe edildikten sonra tekrar 620 nm dalga boyunda
absorbans okumasi yapilmis ve sonuglara gore degisimin anormal oldugu kuyucuklar da
mikroorganizma gelisimi varsayilmistir. Degisimin basladigi kuyucuklardan onceki
kuyucuk konsantrasyonu MIK degeri olarak kabul edilmistir. Denk gelen tiipteki

esansiyel yag miktari ise en diislik konsantrasyon kabul edilmistir.
2.2.10. istatiksel Analizler

Calisma kapsaminda kullandigimiz mikroorganizmalara ait antimikrobiyal etkinlik
testleri, model gida uygulamasi i¢in hazirladigimiz “Ev Yapimi Sal¢a” gida numunesinin
0., 5., 10., 15. ve 25. giine ait toplam bakteri ve maya-kiif analizleri log kob/gr olarak
belirlenmistir. Ayrica, antimikrobiyal etkinlik testi i¢cin numunelerin 24 saat inkiibasyon
sonucunda olusturdugu inhibisyon zonu mm olarak belirlenmistir. Dagilim1 normal olan
datalar arasindaki farklari test etmek i¢in tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
yapilmistir. Homojen olan verilerin ¢oklu karsilastirmalari i¢in Tukey’s-HSD (Honestly
Significant Difference) testi yapilmistir. Tiim veriler SPSS paket programi (SPSS 26.0)
kullanilarak %95 giiven araliginda (p<0,05) analiz edilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR
3.1. GC-MS Ucucu Yag Analizi Sonuclari
3.1.1. Defne Esansiyel Yagi GC-MS Analiz Sonuclari

Defne (Laurus nobilis) bitkisinin yapraklarindan Hidrodistilasyon ile elde edilen

esansiyel yagina ait ugucu bilesiklerin bulunma oranlar1 (%) Tablo 8’de sunulmustur.

Tablo 8. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yaginin % bilesen tablosu.

RT  Bilesen ismi % Alan
7.24 A 3-carene 5,22
7.71  Camphane 0,29
8.58  Y-Terpinene 11,36
8.7 B-Pinene 2,72
9.17  B-Myrcene 0,63
9.68  I-Phellandrene 0,31
10.17 o-Humulene 0,50
1091 1,8-Cineole 48,50
11.82 y-Terpinen 1,03
12.14 Trans Sabinene hydrate 0,29
13.04 o-TERPINOLENE 0,30
13.52 Linalool 1,81
16.14 Pinocarvone 0,82
16.89 4 _Terpineol 5,00
17.45 o-TERPINEOL 3,30
21.52 Bornly acetate 0,25
22.88 Ocimenly Acetate 1,66
24.33 o-Terpinenly Acetate 14,88
25,83 B-elemene 0,47
26.77 Trans-Caryophyllene 0,90

*RT: Retention time (Dakikada alikonma zamant)
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Defne (Laurus nobilis) esansiyel yaginin GC-MS histogramu ise Sekil 10°daki gibidir.
Histogramda en ytiiksek pik %48,50 ile analizin 10.91 dakikasinda 1,8-Cineole tarafindan
olusturulmustur. ikinci en ¢ok bulunan bilesigin ise, %14,88 ile a-Terpenenly acetate
bilesigi oldugu gozlemlenmistir. Major bilesiklerden figlinciisii olan Y-Terpinene

bilesiginin %11,36 oraninda defne ugucu yaginda bulundugu tespit edilmistir.
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5 1.8-Cineole
100 il 10.91 FLLHO
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By SR 3 ,CHg
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Sekil 10. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi GC-MS Histogram grafigi.

3.1.2. Karanfil Esansiyel Yagi GC-MS Analiz Sonuglar:

Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yag numunesi GC-MS test sonuglarina gére
% bilesen dagilimi Tablo 9°da sunulmustur. Karanfil esansiyel yaginin GC-MS histogram
grafigi Sekil 11°deki gibidir. Karanfil esansiyel yag numunesinde bulunan bilesiklerin
alikonma zamanlarina ait histogram grafigi incelendiginde, birincil major volatil
bilesigin, %49,59 oraninda bulunan Augenol bilesiginin oldugu 24.89 dk da olusturdugu
pikten anlasilmaktadir. Ikincil major bilesigin ise, %35,54 oranda bulunan ve 26.98 dk da

¢ikan Caryophyllene bilesiginin oldugu anlagilmaktadir.



Tablo 9. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi % bilesen tablosu.
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RT Bilesen ismi % Alan
8.65 2-B-PINENE 0,01
10.67 1,8-Cineole 0,04
11.16 2-Heptanol, acetate 0,02
13.55 Linalool 0,02
18.40 Methyl salicylate 0,10
21.10 Chavicol 0,11
22.60 Carvacrol 0,05
23.23 a-Cubebene 1,92
24.89 Augenol 49,59
25.30 a -Copaene 2,98
26.98 Caryophyllene 35,54
27.92 a-Humulene(CAS) 4,06
28.52 Cadinene 0,61
29.97 y-Cadinene 1,61
30.19 Aceteugenol 3,11
31.58 (-)-Caryophyllene oxide 0,22
32.76 Cubenol 0,02
*RT: Retention time (Dakikada alikonma zamant)
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Sekil 11. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagina ait GC-MS Histogram grafigi.
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3.1.3 Tarcin Esansiyel Yag1 GC-MS Analiz Sonuglari

Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yag numunesine ait % bilesen tablosu Tablo
10°da sunulmustur. Tar¢in esansiyel yaginin karakteristik yapisinin olusturan ve iginde
en yiiksek oranda bulunan Cinnamaldehyde bilesigidir. Tar¢in esansiyel yag1i numunesine
ait GC-MS alikonma-zaman histogram grafigi Sekil 12°de  gosterilmistir.
Cinnamaldehyde bilesigine ait pik 21.52 dakikada ki alikonma zamaninda histogramda
goriilmektedir. Cinnamaldehyde disinda, tar¢in ugucu yaginin diger major bilesenleri
olan a-Copaene ve f-Cadinene bilesiklerine, ayni histogramdaki 25.31 ve 30. dakikalarda

kromatogram da goriilmektedir.

Tablo 10. Tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yagi % bilesen tablosu.

RT Bilesen Ismi % Alan
7.21 a-PINEN 0,38
7.68 Camphene 0,21
8.65 2-B-PINEN 0,11
9.25 Benzaldehyde 0,25
10.66 1,8-Cineole 0,52
15.82 2-Methylbenzofuran 0,24
16.31 Borneol 0,20
16.55 Hydrocinnamic aldehyde 1,71
21.52 Cinnamaldehyde 65,34
25.31 o-Copaene 11,55
25.97 SATIVEN, (+)- 1,13
26.47 Isosativene 0,32
26.78 Caryophyllene 0,51
27.10 GERMACRENE-D 0,03
27.41 Aromadendrene 0,10
27,87 o -Humulene 0,49
29.32 o -Muurolene 6,82
30.00 B-Cadinene 10,07

*RT: Retention time (Dakikada alikonma zamant)
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Sekil 12. Targim(Cinnamomum verum) esansiyel yagi GC-MS Histogram grafigi.

3.2. DPPH Analiz Sonuglar:

Metot kisminda agiklanan yontem ile yapilan analiz sonucunda elde ettigimiz absorbans
degerleri Tablo 11°’de verilmistir. Absorbans ortalama degerlerine gore defne (Laurus
nobilis), karanfil (Syzygium aromaticum) ve tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel

yaglarinin DPPH degerleri asagidaki formiillere gére hesaplanmaistir:

%Iinhibasyon Defne (Laurus nobilis) esansiyel yag = (1’51297)1_5(3'21957835)*100

= %89,53

%Inhibasyon Karanfil (S. aromaticum) esansiyel yag = (1’51297)1_5(3'21927636)*100

= %091,64

(1,51297)—(0,09795)+100

%Inhibasyon Tarc¢in (Cinnamomum verum) = 151297

= %293,52

Tablo 11. DPPH Analizi i¢in 620nm Dalga boyunda okunan absorbans degerleri.

Ol¢iim
Numune
1 2 Ortalama
Defne 0,15750 0,15920 0,15835
Karanfil 0,12590 0,12682 0,12636
Tar¢in 0,09730 0,09860 0,09795
Kontrol 1,51250 1,51345 1,51297
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3.3. Sitotoksisite Analiz Sonugclar:

Defne, karanfil, tar¢in esansiyel yaglarinin insan viicudu ve cildi i¢in canlilik degerleri

tizerindeki etkisini gérmek igin yapilan analiz sonuglar1 Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. MTT testine gore sitotoksisite sonuglari.

Numune Diliisyon orani % Canhihk
Kontrol 0uL 100
20 uL Absorbans yok
Defne (Laurus nobilis) Esansiyel 10 uL Absorbans yok
Yagi 5 uL Absorbans yok
1uL Absorbans yok
20 uL 167,07
Karanfil (Syzygium aromaticum) 10 uL 175,49
Esansiyel Yagi 5uL 184,56
1uL 184,79
20 uL 133,001
Tar¢mn (Cinnamomum verum) 10 uL 107.43
Esansiyel Yagi 5ulL 104,76
1uL 87,90

Esansiyel yag numunelerinden belirli diliisyonlarda alinan 6rnekler canli hiicre ¢ozeltisi
tizerine damlatilip absorbans degeri okunarak sonuglar elde edilmistir. Standartta
belirtilen test kabul kriterlerine gore karanfil (Syzygium aromaticum) ve targin
(Cinnamomum verum) esansiyel yag Ornekleri i¢in saglanmig oldugundan sonuglar
gegerli olarak kabul edilmistir. Nicel degerlendirme metodu olarak "TS EN 1SO 10993-
5/ EKim-2010- EK-C MTT Sitotoksisite Deneyi” kullanilmis olup elde edilen sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve test gecerlilik kriterlerinin saglandigi
anlasilmistir. Kullanilan standara gore bu degerin %70 degerinden az olmasi sitotoksite
gostergesi oldugundan karanfil (Syzygium aromaticum) ve tar¢in (Cinnamomum verum)
esansiyel yag numunelerinin hiicreler tizerinde sitotoksik etkisi olmadigi tam tersine

hiicreler tizerinde arttirici bir etki gosterdigi goriilmektedir (Standardization, 1999).
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3.4. Model Gida Analiz Bulgular:

Sekil 13’de model gida numunesi olarak ugucu yag etkinlik testinin yapildigi, ev yapimi
salca numunesine ait 0. ve 25. giinlerdeki goriintiileri sunulmustur. Sekil 13A’da O.
giindeki kontrol numunesinin goriintiisii goriilmekte olup, bu numunenin igerisine
herhangi bir esansiyel yag ilave edilmemistir. Sekil 13B’de ayn1 kontrol numunesinin 25
giin sonraki hali gosterilmistir. Sekil 13C’de ise 25 giin sonunda %1,5 tarcin

(Cinnamomum verum) esansiyel yagi igeren numunenin goriintiisii sunulmustur.

Sekil 13. (A) Kontol olarak segilen salga numunesin 0. giindeki goriintiisii, (B) 25. giinde
kiiflenmis kontrol numunesinin gorintiisti, (C) 25. giinde ucucu yag ilavesi yapilmis olan ev
yapimi salga numunesi.

Karanfil (Syzygium aromaticum) ve targin (Cinnamomum verum) esansiyel yaglari
kullanilarak, baska herhangi bir ekstra koruyucu icermeyen ev yapimi salga ile birlikte
farkli konsantrasyonlar da hazirlanarak yaptigimiz ¢alismada depolama siiresince yapilan
antimikrobiyal etkinlik testlerine ait sayim sonuglar1 Tablo 13’de verilmistir. Tablo 13
’deki sonuglar incelendigin de %1 ve %]1,5 oranlarinda esansiyel yag igeren numunelerde,
25 giinliik depolama sonucunda bakteri ve kiif yiiklerinde kabul edilebilir bir artig
anlagilmistir. Salca kontrol numunesine ait 20 giin toplam bakteri analizine ait PCA
besiyeri ortami goriintiisii Sekil 14°de verilmistir. Sekil 15°de ise 10. giin sonunda salga
kontrol numunesinden alinan 6rnegin maya-kiif analizine ait DRBC besiyeri ortami
goriintiisii verilmistir. Tablo 13’de model gida denemesine ait 0., 5., 10., 20., 25. giinde

yapilan toplam bakteri ve maya-kiif analiz sonuglarina ait koloni sayilar1 verilmistir.



Sekil 14. Salga kontrol numunesi 20. giin, toplam bakteri sayimi petrisindeki kolonilerin

gorinimd.

Sekil 15. 10. giin kontrol numunesi, maya-kiif petrisindeki kolonilerin goriiniimii.

44
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Tablo 13. Model gida denemesi giinlere gore sayim sonuglari (kob/mL).

Karanfil esansiyel yagi Tarcin esansiyel yagi Kontrol
Giinler Diliisyon TB1 TB2 MK1 MK2 TB1 TB2 MK MK2 TBl1 TB2 MK MK2

%025 1 1 2 1 2 1 2 2
%05 1 1 1 1 0 1 0 1
0. Giin 3 2 3 5
%1 0 0 0 0 0 0 0 0
%15 0 0 0 0 0 0 0 0
%0,25 7 5 9 7 6 5 8 6
%05 2 3 5 5 3 2 6 6
5. Giin 18 15 18 22
%1 1 2 1 1 1 0 1 1
%15 0 1 1 1 0 0 1 1
%025 53 58 62 68 48 53 54 62
%05 18 11 13 10 11 18 14 19

10. Giin 84 91 88 97
%1 6 9 7 6 5 4

%1,5 0 1 1 1 1 0 1 1
%0,25 104 109 123 128 97 9 108 121
%05 51 49 55 57 52 50 61 52
20. Giin 165 178 210 211
%1 17 14 17 11 15 18 11 15
%1,5 8 6 10 10 8 9 10 7
%025 TE. TE. TE TE TE TE TE TE
%05 220 217 T.E. T.E. 204 196 289 297
25. Giin TE. TE TE. TE
%1 21 22 22 24 26 20 25 28

%15 11 13 16 17 10 15 17 18

[N
[N
[EEN
IS

TB1: Toplam Bakteri Saymmi 1. Olgiim, TB2: Toplam Bakteri Sayimi 2. Olgiim
MK1: Maya-Kiif Sayimi 1. Ol¢iim, MK2: Maya-Kiif Sayimi 2. Ol¢iim

T.E.: Koloni Sayis1>300 olan petriler

Tablo 13’de 25. giiniin sonunda kontrol numunesinde hem toplam bakteri hem de maya-
kif sayist 300 kob/mL iizerine ¢iktigr goriilmektedir. Buna karsin %1 ve %1,5
diliisyonlarda esansiyel yag katilan numunelerde bakteri, maya ve kiif gelisiminin kontrol

numunesine kiyasla sinirlandig1 goriilmektedir.

3.5. SWAB Testi Sonuclari

SWAB testine katilan panelistlerin ellerine iki farkli dezenfektan sivi ¢6zeltisi dokiilerek
panelistlerin ellerinden siirlintii 6rnekleri alinmigtir. Bu ¢ozeltilerin en biiyiik farki

izopropil alkol (%25) veya izopropil alkol kullanmadan hazirlanmis olmasidir. Teste
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katilan panelistlerin, izopropil alkol olmadan sadece esansiyel yaglar ve tween-80
emiilgatorii kullanarak hazirladigimiz ¢ozelti ile ellerindeki mikroplarin yaklagik
%085 nin gelisiminin engellendigi gorilmiistiir. Tablo 14’ de alkolsiiz el dezenfektani ile
yapilan SWAB testi analizi sonucunda olusan koloni sayilar1 verilmistir. Ote yandan %25
izopropil alkol ilaveli dezenfektan g¢ozeltisi ile yaptigimiz ¢alismada ise panelistlerin

ellerindeki mikroplarin %698’ nin gelisimini engellendigi tespit edilmistir (Tablo 15).

Tablo 14. SWAB Testi alkolsiiz dezenfektan testi sayim sonuglar1 (kob/mL).

Ornek Miktari Sayim Sonucu (kob/mL)”
Dezenfektan Oncesi
15 175,60 + 86,742
Dezenfektan Sonrasi
15 31,53 +17,291

*: p>0.05 anlamlilik diizeyinde, 2 paralel 1 tekrar, oratalama + standart sapma

Tablo 15. Swab Testi, %25 izopropil alkol ilaveli dezenfektan ile yapilan ¢aligma sonuglari
(kob/mL).

Ornek Miktar Sayim Sonucu (kob/mL)"
Izopropil igeren
Dezenfektan Oncesi 15 147,87+ 41,253
izopropil igeren
15 2,87+ 1,995

Dezenfektan Sonrasi

*: p>0.05 anlamlilik diizeyinde, 2 paralel 1 tekrar, oratalama + standart sapma

3.5.1. izopropil Alkol icermeyen Dezenfektan ile Yapilan Calisma Sonuglar

SWAB analizine baslamadan oOnce teste katilan panelistlerden aldigimiz siiriinti
orneklerinin mikrobiyal ekim sonuglar1 Tablo 16’da verilmistir. Sonuglarin logaritmik
degerleri gorsel olarak Sekil 16’da verilmistir. Panelistlerin, ellerine 1ml dezenfektan
cozeltisini dokiildiikten yaklasik 1dk sonra aldigimiz siiriintii numuneleri petrilere
ekilmistir. 24 saat inkiibasyon sonucunda elde ettigimiz sonuglar Tablo 17’de
sunulmustur. Bu sonuglara gore, bulunan rakamlarin giinliik normal hayatta bir insanin

elinde bulunan toplam bakteri miktar1 oldugu kabul edilebilir.



Tablo 16. Dezenfektan dokmeden dnce alinan 6rneklerin sayim sonuglart (kob/mL).

Panelist 1. Olciim 2. Olciim
1 3732 385°
2 137 112
3 339 345
4 225 238
5 98 110
6 80° 88
7 134 145
8 212 215
9 165 171
10 116 123
11 86 784
12 175 186
13 165 173
14 134 136
15 195 208
a. 1. 6l¢iim den en yiiksek deger c. 2. olglimden en yiiksek deger
b. 1. dlgiimde en diisiik deger d. 2. 6l¢timden en diisiik deger

Tablo 17. Dezenfektan doktiikten sonra alinan 6rneklerin sayim sonuglart (kob/ml).

Panelist 1. Olciim 2. Olciim
1 892 75¢
2 11° 13¢
3 48 41
4 27 32
5 15 17
6 13 15
7 25 27
8 19 28
9 33 37
10 39 34
11 43 47
12 23 32
13 26 29
14 23 21
15 18 22

a: 1. 6l¢lim en yiiksek degeri c: 2. Olgiim en yiiksek deger

b: 1. Olgiim en diisiik deger d: 2. Olgiim en diisiik deger
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m 1. Olgiim Once
m 2. Olgiim Once
m 1. Olciim Sonra

m 2. Olgiim Sonra

2,5

—~
0
o
X 15
N
(@)]
o
1
0,5
0
5 6 7 8 9 10 11 12

Panelist

13 14 15

Sekil 16. izopropil Alkol Igermeyen Dezenfektan igin SWAB Testi Sonuglari logaritmik grafigi.

3.5.2. izopropil AlKol iceren Dezenfektan ile Yapilan Calisma Sonuclari

Teste katilan panelistler dezenfektan sivisini kullanmadan once ellerinden aldigimiz
orneklerin mikrobiyolojik ekim sonucuna gore olusturduklari koloni sayim sonuglari
Tablo 18°de verilmistir. Ayrica, Sekil 17°de gérsel olarak hazirlanmustir. izopropil alkol
kullanilarak hazirlanan dezenfektan c¢ozeltisini SWAB testine katilan panelistlerin
ellerine doktiikten 1 dk sonra aldigimiz siiriintii 6rneklerine ait mikrobiyolojik ekim
sonucunda elde edilen koloni sayim sonuglart Tablo 19°da verilmistir. Ayrica sonuglar
stitun grafigi olarak da Sekil 17°de sunulmustur.



Tablo 18. Dezenfektan dokmeden dnce alinan drneklerin sayim sonuglart (kob/mL).

Panelist 1. Ol¢iim 2. Ol¢iim
1 2332 248¢
2 162 178
3 150 165
4 142 126
5 182 172
6 157 187
7 143 134
8 123 112
9 176 193
10 114 105
11 137 107
12 118 133
13 73° 92d
14 96 108
15 175 195

a. 1. 6l¢iim icinde en yiiksek deger  c. 2. 6l¢lim icinde en yiiksek deger
b. 1. 6l¢iim i¢inde en diisiik deger d. 2. dl¢lim icinde en diisiik deger

Tablo 19. Dezenfektan doktiikten sonra alinan rneklerin sayim sonuglart (kob/mL).

Panalist 1. Olciim Sonuclar1 2.  Olc¢iim Sonuclar
1 82 6°
2 4 3
3 3 3
4 3 4
5 4 6
6 3 5
7 3 3
8 2 ¢
9 4 3
10 0 3
11 3 2
12 1 2
13 o° 0
14 0 0
15 3 5

a: 1. Olgiim iginde en yiiksek deger c: 2. Olgiim iginde en yiiksek deger

b: 1. Olciim icinde en diisiik deger d: 2. Olciim icinde en diisiik deger
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m 1. Olgiim Once
3 m 2. Olciim Once
m 1. Olglim Sonra
m 2. Olgiim Sonra
2,5

2
1
015 ‘|‘ “ “ ‘| ‘| ‘| “ “
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 12 13 14 15

Log (kob)

Panelist

Sekil 17. Alkol igeren dezenfektan sivisi i¢in yapilan SWAB testi analiz sonuglariin logaritmik
grafigi.

3.6. Zeta Potansiyeli ve Parcacik Boyutu Analiz Sonuclar:

Defne (Laurus nobilis), karanfil (Syzygium aromaticum), tar¢in (Cinnamomum verum)
esansiyel yaglar1 ve tween-80 kullanarak hazirladigimiz ¢dzeltinin zamana bagl olarak
homojenitesi ve stabilitesinin test edilmesi i¢in depolama siiresi boyunca, belirli
araliklarla parcacik boyutu analizleri yapilmistir. Sonuglar tablolar halinde her bir ugucu

yag i¢in ayri basliklar halinde verilmistir.
3.6.1. Defne Esansiyel Yag1 Cozeltisinin Parcacik Boyutu ve Zeta Analizleri

Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi ¢ozeltisi ile 15 giinliik araliklarla yapilan pargacik
boyutu analiz raporu Tablo 20°da verilmistir. Analize ait grafik goriintiileri ise EK-1-4’te

sunulmustur.



o1

Tablo 20. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi ¢6zeltisinin pargacik boyutu 6l¢lim sonuglari.

Ol¢iim Siras Z-Ortalama (nm) Tiiretilmis Sayim Oram (kcps)
1 145,4106 3899,255
2 191,0499 3761,281
3 202,9538 5031,103
4 205,7822 4975,390

Defne (Laurus nobilis) esansiyel yag ¢ozeltisinin Z-ortalama degerindeki degisimin 2 ay
icerisinde fazla olmadig1 goze carpmaktadir. Sonuglar degerlendirildiginde, 2 ay sonunda
50nm’lik bir degisimin gergeklestigi goze carpmaktadir. Ayrica tiiretilmis sayim orani
sayist ise ilk Olciimde az oldugundan Z-ortalama degerinin ilk Ol¢iimde gercegi
yansitmadigi diistiniilmektedir. Defne esansiyel yag ¢6zeltisinin yine ayni tarihlerde
yapilan zeta potansiyeli 6l¢iim sonucuna ait rapor Tablo 21’de sunulmustur. Olgiim

sonuglarinin grafiksel dokiimii ise EK 13-16’da verilmistir.

Tablo 21. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi ¢6zeltisinin zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglari.

Olgiim Sayim Orani Olgiim Zeta Zeta iletkenlik Sonu¢
Sirasi (kcps) tekrari Potansiyeli Sapmasi (mS/cm) Kalitesi
(mV) (mV)
202,2 12 -10,7 3,58 0,0884 Iyl
2 125,2 6 -11,5 3,33 0,0800 iyi
3 177,7 5 -14,3 4,22 0,0692 Iyi
4 150,7 12 -15,0 4,47 0,105 Iyi

Defne esansiyel yag1 ¢ozeltisinin zeta potansiyeli analiz sonu¢ raporuna bakildiginda 2
aylik depolama sonucunda esansiyel ¢ozeltisindeki iletkenlik degerinde ¢ok az bir
degismenin oldugu goze ¢arpmaktadir. Bu degerin sifira yaklagmasi pargaciklar arasinda
hareketliligin oldugunu ve birlesme olacagina isarettir. Bu calisma kapsaminda
gerceklestirdigimiz analizlerde bu degerin sifirdan uzaklastigi gbze ¢arpmaktadir.

Cozeltinin stabilitesini korudugu anlasilmaktadir.
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3.6.2. Karanfil Esansiyel Yag Cozeltisinin Parcacik Boyutu ve Zeta Potansiyeli
Analiz Sonuglari

Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi ¢ozeltisi i¢in 15 gilinliik araliklarla
yapilan pargacik boyutu analizi sonug raporu Tablo 22’de sunulmustur. Analize ait sonug

grafikleri ise EK 5-8’de sunulmustur.

Tablo 22. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi ¢ozeltisinin pargacik boyutu dl¢im
sonugclart.

Ol¢iim Z-Ortalama (nm)  Tiiretilmis Sayim Oram
Sirasi (kcps)

1 117,2827 2915,910

2 122,6201 4728,923

3 126,346 8772,424

4 137,1392 5443,761

Karanfil esansiyel yagi ¢ozeltisindeki pargacik boyutlarinda Z-ortalama degerinin 2 ay
sonunda 20 nm degistigi Tablo 22°de gozlemlenmektedir. Karanfil esansiyel yagi
¢ozeltisinin zeta potansiyeli 6lglimlerine ait rapor Tablo 23’de verilmistir. Sonuglarin

grafiksel dokiimii ise EK 17-20’de verilmistir.

Tablo 23. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi ¢6zeltisinin zeta potansiyeli 6l¢tim
sonuglart.

Olgiim  Sayim Olgim  Z4€ta Zeta iletkenlik Sonug

Sirasg ~ Oram Tekrarn ~ PoOtansiyeli  Sapmas (mS/cm) Kalitesi
(keps) (mV) (mV)

1 51,6 12 -11,9 2,81 0,0748 1YI

2 303,6 3 -12,3 3,33 0,108 Iyl

3 421,3 5 -12,8 5,07 0,102 Iyl

4 165,2 4 -12,6 4,23 0,118 Iyl
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Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yag ¢ozeltisinin zeta potansiyelinde 2 aylik
depolama boyunca neredeyse hi¢c degisim olmadigi sdylenebilir. Esansiyel yag

cozeltisindeki yag pargaciklarinin stabilitesini korudugu sonucuna varilabilir.

3.6.3. Tarcin Esansiyel Yag1 Cozeltisinin Parcacik Boyutu ve Zeta Potansiyeli
Sonuclarn

Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yagi ¢ozeltisinin 15 giinde bir yapilan pargacik
boyutu analizine ait sonug raporu Tablo 24’de verilmistir. Bu sonuglara ait grafikler ise

EK 9-12°de verilmistir.

Tablo 24. Tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yagi ¢ozeltisinin pargacik boyutu analiz
sonuclari.

. Z-Ortalama Tiiretilmis Sayim Orani
Olgiim Sirasi
(nm) (kcps)
1 214,9654 1942,510
2 180,1147 2076,828
3 187,0121 2910,810
4 202,7082 4669,368

Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yagi ¢ozeltisi de diger ¢ozeltiler gibi 2 aylik
depolamada Z-ortalama degerinde 20 nm’lik ¢ok az degisimler olusturmustur. Targin
esansiyel yagi c¢ozeltisinin 15 glinde bir yapilan zeta potansiyeli analizi sonug raporu

Tablo 25’te sunulmustur. Bu rapora ait grafikler ise EK 21-24’te verilmistir.

Tablo 25. Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yagi ¢Ozeltisinin zeta potansiyeli 6lgim
sonuglart.

Olgiim  Saym Ol¢iim Zeta Zeta Tletkenlik Sonug

Sirasy ~ Oram Tekran ~ Potansiyeli — Sapmasi (mS/cm) Kalitesi
(kcps) (mV) (mV)

1 116,3 12 -15,9 3,30 0,0604 IYI

2 299,4 4 -14,5 4,84 0,0750 Iyl

3 141.,4 3 -13.4 3,51 0,0651 Iyl

4 95,3 12 -13,1 4,22 0,109 Iyi
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Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yagindaki pargaciklarin zeta potansiyeli 6l¢iim
sonuclarinda degisimin ¢ok az oldugu goze carpmaktadir. Degerlerin 0’dan uzak oldugu
ve stabilitesini korudugu goriilmektedir. Iletkenlik degerleri ise oldukea diisiik oldugu

yine Tablo 25’ten anlasilmaktadir.

3.7. Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar:

3.7.1. Koloni Yiikii Hesaplama Sonuclar:

3.7.1.1. Bakteri ve Maya Sayim

Bakterilerin 0.5 McFarland (McF) stok ¢ozeltisinin 10 °den baslayarak 107°e kadar
dilisyonlarmin ekimleri sonucu olusan kolonilerin sayim sonucu Tablo 26’da
sunulmustur. Sonuglara goére mL’deki mikroorganizma yiikii Tablo 26’daki gibi
hesaplanmistir. Tablodaki degerler bir paralel bir tekrar toplam iki sayim sonucunun
ortalamasi olarak verilmistir (p<0.05). Sekil 18’de bakterilerin inkiibasyondan sonra

olusan kolonilerin goriintiisii yer almaktadir.

Sekil 18. Toplam bakteri sayimi igin inkiibasyonda bekletilen bir petride olusan kolonilerin

gorintiisii.
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Tablo 26. Mikrobiyal suslara ait 0.5 MacFarland (McF) konsantrasyonda hazirlanan
diliisyonlarin ekimi ve inkiibasyon sonucundaki elde edilen ortalama mikrobiyal yiik degerleri

(kob/mL).

Olciim Sonucu, adet/mL

Mikroorganizma 1. Olciim(adet/mL) 2. Olgiim(adet/mL) (Ortalama + Standart
Sapma)”
Escherichia coli 0157:H7 4,9%107 5,2*%107 5,05+ 0,15 *107
Escherichia coli 1,19*108 1,32*108 1,25+ 0,06 *108
Staphylococcus aureus 5,5%108 6,4*108 5,95+ 0,40 *10°
Bacillus cereus 7,5*107 6,1*107 6,75+ 0,75 *107
Salmonella typhimirium 1,68*107 1,54*107 1,61 + 0,07 *107
Proteus mirabilis 1,57*107 1,66*107 1,61 + 0,05 *107
Proteus vulgaris 1,18*107 1,01*107 1,09 + 0,08 *107
Listeria monocytogenes 1,2*108 1,32*108 1,26 + 0,06 *108
Yersinia enterocolitica 8,9*%108 9*108 8,95 £ 0,05 *108
Klebsiella pneumoniae 7,9%107 8,8*10’ 8,35+ 0,45 *107
Candida albicans 1,28*107 1,45*%107 1,36 + 0,08 *107

*: p<0.05 anlamlilik diizeyinde, 2 paralel 1 tekrar 2 dl¢lim sonucu

3.7.1.2. Kiif Sayimm
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus igin thoma lami i¢inde bulunan 16 kiigiik

karedeki kiif sporlarinin sayimi Tablo 27°de verilmistir.

Tablo 27. Aspergillus flavus (sol) ve Aspergillus parasiticus (sag) igin thoma lami i¢inde bulunan
16 kiiciik karedeki sayim sonuglart.

12 9 18 | 23 - 16 | 14 | 18 | 24
21 | 14 8 11 - 27 | 23 | 19 | 22
12 | 10 | 11 | 10 - 21 | 17 | 26 | 24
9 13 8 17 - 17 | 19 | 22 | 23

16 karede toplam 206 kiif sporu tespit edilmistir. Bu sonuca gére mL deki Aspergillus
flavus miktart 206%10*10.000 = 2*10" adet/mL olarak hesaplanmistir. Tablo 27°de
goriilen 16 karede toplam 637 kiif sporu tespit edilmistir. Bu sonuca gore mL deki
Aspergillus parasiticus miktar1 637*10%10.000 = 6.41*107 spor/mL olarak saptanmistir.
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3.7.2. Antimikrobiyal Etkinlik Testi Sonuclar:
3.7.2.1. Defne Esansiyel Yagi Antimikrobiyal Etkinlik Testi

Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi ile yapilan agar well (kuyucuk) diifiizyon metodu
referans alinarak 2 paralelli ve 2 tekrarli olarak gergeklestirilen antibiyogram testinde

Ol¢iilen inhibisyon zonu (mm) sonuglar1 Tablo 28’de sunulmustur.

Tablo 28. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi antimikrobiyal etkinlik testi 6l¢tim
sonuglari(mm).

Mikroorganizma ismi Ol¢iim” Olgiim sonucu, mm (Ortalama +
1 2 3 4 Standart sapma)”
Bacillus cereus 15,83 16,08 15,65 16,05 15,9025 +0,1748
Candida albicans 1398 15,6 14,65 15,78 15,0025 £ 0,7299
Escherichia coli 11230 1566 17,1 16,21 17,52 16,6225 £0,7297
Escherichia coli 0157:H7 16,1 14,6 17,1 15,6 15,852 £ 0,9013
Klebsiella pneumoniae 16,15 15,66 16,45 15,64 15,975 £ 0,3419
Listeria monocytogenes 12,77 11,95 13,05 12,55 12,588 + 0,40452
Proteus mirabilis 154 1553 156 15,75 15,574 £ 0,1262
Proteus vulgaris 1465 13,8 14,8 14,2 14,3625 £0,3927
Salmonella typhimurium 13,13 13,23 13,62 14,35 13,5825 £0,4794
Staphylococcus aureus 18,6 17,57 18,71 17,81 18,1725 + 0,4914°
Yersinia enterocolitica 14,12 13,22 14,25 1345 13,765 + 0,4351
a: Ortalamalr iginde en kii¢iigii b: Ortalamalar iginde en biiyligi
*: 2 paralel, 2 tekrar toplam 4 6l¢iim T: p<0.05 anlamlilik diizeyindeki sonuglar

Sonuglar incelendiginde defne (Laurus nobilis) esansiyel yagmin en yiiksek 18,1725 +
0,4914 mm inhibisyon zonu ile Staphylococcus aureus bakterisi tizerine etki gosterdigi
belirlenmistir. En diisiik inhibisyon zonu ise, 12,588 + 0,4045 mm ile Listeria

monocytogenes 'in test edildigi petriler de gézlenmistir.
3.7.2.2. Karanfil Esansiyel Yag1 Antimikrobiyal Etkinlik Testi Sonuclar

Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi ile yaptigimiz antimikrobiyal etkinlik

testi ne ait sonuglar Tablo 29°daki gibidir.
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Istatistiksel sonug tablosu incelendiginde, karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi
numunesi, en yiiksek inhibisyon zonunu S. aureus iizerinde gostermistir. ikincil yiiksek
etki ise E. coli tirleri tizerinde goézlenmistir (p>0.05). En diisik etki ise Listeria
monocytogenes bakterisi ile elde edilmistir. Karanfil esansiyel yagi hem gram pozitif hem
de gram negatif bakteriler {izerine neredeyse esit oranda etki gosterdigi Tablo 29°dan

anlasilmaktadir.

Tablo 29. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi antimikrobiyal etkinlik testi
Ol¢iim Ssonuclari.

Mikroorganizma Olciim” Ol¢iim sonucu, mm (ortalama
1 2 3 4 + standart sapma)”

Bacillus cereus 21,21 2195 21,32 21,50 21,495 +0,2823
Candida albicans 21,25 22,66 21,25 22,04 21,864 + 0,5920
Escherichia coli 11230 23,81 24,67 23,75 24,07 24,075 +£0,3639
Escherichia coli O157:H7 22,89 2341 2254 23,01 22,962 +0,3107
Klebsiella pneumoniae 18,66 18,05 18,33 17,94 18,245 +0,2786
Listeria monocytogenes 18,25 17,77 18,00 17,65 17,917 £ 0,22942
Proteus mirabilis 18,56 19,15 18,65 19,02 18,845 + 0,2464
Proteus vulgaris 19,23 19,77 18,70 19,23 19,235 +0,3783
Salmonella typhimurium 17,89 18,66 18,81 18,95 18,577 £ 0,4099
Staphylococcus aureus 25,66 24,78 25,76 24,88 25,273 +0,4428"
Yersinia enterocolitica 18,23 18,66 17,94 18,34 18,292 + 0,2576

a: Ortalamalar i¢inde en kii¢iigii b: Ortalamalar i¢inde en biiyiligii

*: 2 paralel, 2 tekrar toplam 4 6lciim  Y: p<0.05 anlamlilik diizeyindeki sonuglar

3.7.2.3. Tarcin Esansiyel Yag1 Antimikrobiyal Etkinlik Testi Sonuclar:

Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yaglarina ait antibiyogram sonuglarina gore,
tar¢ina ait esansiyel yagin hem karanfil hem de defne esansiyel yaglarindan ¢ok daha
etkili oldugu anlasilmistir. Tablo 30°da tar¢in esansiyel yagi ile yaptigimiz ¢aligmanin

sonuglar1 verilmistir.

Tablo 30 incelendiginde, yapilan testlerde targin esansiyel yagi numunesinin en yliksek
inhibitor etkiyi E. coli 11230 susuna gosterdigi anlasiimaktadir (p<0,05). Ikincil biiyiik
biyosidal etki, B. cereus ‘a ait ortalama inhibisyon zonu (32,967 + 0,5555 mm)
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degerinden anlasilabilmektedir. En diisiik inhibisyon zonu (23,224 + 0,1661 mm) degeri
ise P. mirabilis ‘e ait test sonucunda elde edilmistir.

Tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yaglart ile yapilan kiif ¢aligmalarinda targ¢in
esansiyel yagi numunesinin bulundugu petrilerde herhangi bir kiif gelisimi
gbzlenmemistir. Kontrol olarak ekim yapilan petrilerde A. flavus ve A. paraticus kiifleri
suslarinin ayni inkiibasyon siiresi icerisinde gelisme gosterdigi gozlenmistir. Tar¢in
esansiyel yagi bulundugu ortamlarda, bakteri ve mayalar iizerinde gosterdigi biyosidal

etkiyle birlikte benzer etkinlik kiif tiirlerinde de gézlenmistir.

Tablo 30. Tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yag: antimikrobiyal etkinlik testi dl¢iim
sonuglari(mm).

— Olgiim sonucu, mm (ortalama
Mikroorganizma Olgiim* ¢ > {

+ standart sapma)’

1 2 3 4

Bacillus cereus 3252 3337 3233 33.65 32.967 £+ 0.5555
Candida albicans 31,16 30,87 31,56 31,65 31,312 +£0,3139
Escherichia coli 11230 34,64 33,15 33,61 33,20 33,653 £0,5987"
Escherichia coli O157:H7 26,19 25,69 26,05 25,77 25,925 +£0,2031
Klebsiella pneumoniae 29,15 28,67 28,78 28,65 28,812 +0,2010
Listeria monocytogenes 2765 26,77 27,86 26,84 27,281 £0,4814
Proteus mirabilis 23,00 23,40 23,12 23,36 23,224 £0,16612
Proteus vulgaris 27,98 28,70 27,67 27,55 27,975 £ 0,4470
Salmonella typhimurium 25,47 25,78 25,56 25,80 25,652 +£0,1413
Staphylococcus aureus 28,16 28,67 28,36 28,57 28,443 £0,1965
Yersinia enterocolitica 23,15 24,16 2354 2371 23,649 + 0,3624
a: Ortalamalar i¢inde en kiigigii b: Ortalamalar i¢inde en biiyiligii

*: 2 paralel, 2 tekrar toplam 4 dl¢iim ¥: p<0.05 anlamlilik diizeyindeki sonuglar

3.7.3. MiK Analizi Sonuclar

Minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIK) belirlenmesi analizi, antibakteriyel
maddelerin etkinlik gosterdigi en diisiik derisimi belirlemek igin bagvurulan bir
yontemdir. Gergeklestirilen bu tez calismasinda, defne (Laurus nobilis), karanfil
(Syzygium aromaticum) ve tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yag 6rneklerinin etkin
oldugu minimum orant makro diliisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Esansiyel

yaglara ait MIK degerleri asagida ayr1 basliklar altinda sunulmustur.
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3.7.3.1. Defne Esansiyel Yag1 MIK Analiz Sonuclari

Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagina ait 620 nm de 96 mikroplate ile okunan absorbans

degerleri Tablo 31 ve Tablo 32 de verilmistir.

Tablo 31. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi, MiK analizi 620 nm baslangic absorbans

degerleri.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

I OmTM MmO w>

0,3353 0,3276 0,3276 0,3226 0,3250 0,3335 0,3272 0,3297 0,3316 0,3287 0,3296
0,3081 0,3147 0,3180 0,3073 0,3169 0,3100 0,3189 0,3185 0,3034 0,3165 0,3009

0,2692 0,2768 0,2544 0,2808 0,2652 0,2918 0,2948 0,2921 0,2513 0,2566 0,2905
0,2464 0,2315 0,2422 0,2186 0,2076 0,2455 0,2356 0,2356 0,2184 0,2052 0,2185
0,1916 0,1999 0,1974 0,1924 0,1836 0,1978 0,1931 0,1850 0,1865 0,1833 0,1887
0,1512 0,1707 0,1660 0,1571 0,1745 0,1626 0,1662 0,1744 0,1792 0,1707 0,1622
0,0643 10,0632 0,0709 0,0530 0,0885 0,0691 0,0783 0,0779 0,0661 0,0693 0,0744

0,0574 0,0963 0,0989 0,0631 0,0632 0,0515 0,0607 0,0852 0,0713 0,0687 0,0709

1. stitun: Bacillus cereus 5. stitun: Salmonella typhimurium 9. siitun: Escherichia coli 11230
2. stitun: Proteus mirabilis 6. siitun: Candida albicans 10. siitun: Klebsiella pneumoniae

3. siitun: Proteus vulgaris 7. sttun: Staphylococcus aureus 11. siitun: Yersinia enterocolitica

4. siitun: Escherichia coli
0157:H7

Tablo 32. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi, MiK analizi, 24 saat inkiibasyon sonras1 620
nm absorbans sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Al 0339 03456 0,3366 0,3499 10,3481 0,3467 0,3497 0,3492 0,3367 0,3369 0,3484
B| 03219 0,3287 10,3218 10,3288 10,3262 0,3124 10,3135 0,3205 0,3114 10,3142 10,3116
Cc| 03099 0,2810 10,2843 10,2987 0,3092 10,2972 10,2883 10,2976 0,2816 0,3044 0,3024
D| 02477 0,2449 10,2745 10,2696 0,2402 0,2436 0,2578 0,2470 10,2486 0,2446 0,2624
E| 02179 0,2109 0,8141* 0,7164* 0,2139 0,9185* 0,7140* 0,2132 0,8058* 10,2036 0,2199
F | 0,7852* 0,8253* 1,5813* 1,6504* 0,9679* 1,8577* 1,5667* 0,9705* 1,3549* 0,7605* 0,8701*
G| 19699 2,2144 2,0712 2,1073 1,9062 2,2054 11,9506 1,9224 2,0736 2,2057 2,0963
H| 00765 0,1063 0,0549 10,0850 0,0734 0,0551 0,0616 0,0790 0,0841 0,0650 0,0858
1. siitun: Bacillus cereus 5. siitun: Salmonella typhimurium 9. siitun: Escherichia coli 11230
2. stitun: Proteus mirabilis 6. siitun: Candida albicans 10. stitun: Klebsiella pneumoniae
3. siitun: Proteus vulgaris 7. siitun: Staphylococcus aureus  11. siitun: Yersinia enterocolitica
4. stitun: Escherichia coli *: Artis olan degerler

0157:H7
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Tablo 31°de verilen degerler mikroorganizma ¢dzeltisi ile MIK igin hazirlanan ¢dzeltinin
ilk ekildigi andaki Ol¢iim sonuglaridir. Tablo 32’de gosterilen 24 saat inkiibasyon
sonucunda elde edilen absorbans degerlerinde, yukaridan asagiya ayni siitunda esansiyel
yagin konsantrasyonu azalmakta, absorbans degerleri ilk 6l¢tim ile karsilastirildiginda
degerlerde artiglar oldugu belirlenmistir. G satirinda bulunan kuyucuklar, esansiyel yag
icermeksizin sadece 100 pL 0.5 McFarland mikroorganizma ¢6zeltisi ve 100 uL pozitif
kontrol ¢ozeltisi igermektedir. 24 saat inkiibasyon sonucunda tiim absorbans degerleri ilk
okumaya gore degistigi gortilmustiir. Mikroorganizmalarin normal gelisim gosterdiginin
bir gostergesi olarak kabul edilmistir. H satirindaki kuyucuklar ise sadece negatif kontrol
¢ozeltisi yer almakta ve icinde herhangi bir mikroorganizma bulunmamaktadir. Ilk
okunan absorbans degerlerine kiyasla ¢ok az bir degismim oldugu gozlemlenmektedir.
Aseptik teknige uyularak calisildiginin gostergesidir. Bu degerlerin okundugu kuyucuklar
da bulunan mikroorganizmalarda gelismelerin oldugu sonucuna varilabilir. Bu sonuca
gore, degismenin basladig1 kuyucuktan bir énceki kuyucuk icin esansiyel yag oran1 MIK
degeri kabul edilir. Buna gore defne esansiyel yagi igin elde edilen, her bir test

mikroorganizmasi i¢in MiK degerleri Tablo 33’de verilmistir.

Tablo 33. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi MiK degerleri.

Mikroorganizma MIC degeri (pl/ml)
Bacillus cereus 5
Proteus mirabilis 5
Proteus vulgaris 10
Escherichia coli O157:H7 10
Salmonella typhimurium 5
Candida albicans 10
Staphylococcus aureus 10
Listeria monocytogenes 5
Escherichia coli 11230 10
Klebsiella pneumoniae 5

Yersinia enterocolitica 5
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3.7.3.2. Karanfil Esansiyel Yagi MiK Analiz Sonuclar

Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagina ait 96 mikroplate absorbans Glgiim

degerleri Tablo 34 ve Tablo 35’te verilmistir.

Tablo 34. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yag, MIK analizi 620 nm baslangic

absorbans degerleri.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Al 18004 1,8190 1,7050 16415 1,6800 1,6619 16721 1,7215 1,7403 1,6899 1,7335
B| 13510 15218 15535 14249 15437 13506 15791 11,4897 1,4401 15301 1,5819
C| 11548 1,1094 11,0878 1,1361 11,1199 1,1358 1,1207 11,1854 1,2368 1,2284 11,1961
D| 0,7809 08776 08172 0,7512 0,8704 10,7595 0,7709 0,8023 0,8078 0,7643 0,7477
E| 05132 10,6338 10,6519 0,6519 0,5883 0,5896 0,6946 0,6538 0,6084 0,6775 0,6655
F| 0,2027 0,2509 0,3323 10,3755 0,3589 0,2082 10,3815 0,2142 10,3285 0,2403 0,2939
G| 06912 0,0680 0,0749 0,0951 0,0604 0,0648 0,0550 0,0585 0,0539 0,0804 0,0503
H| 00765 0,0574 0,1011 10,0890 0,1038 0,0783 0,0557 0,0665 0,0914 0,0777 0,0630
1. stitun: Bacillus cereus 5. stitun: Salmonella typhimurium 9. siitun: Escherichia coli 11230
2. stitun: Proteus mirabilis 6. siitun: Candida albicans 10. siitun: Klebsiella pneumoniae

3. siitun: Proteus vulgaris 7. sutun: Staphylococcus aureus 11. siitun: Yersinia enterocolitica

4. siitun: Escherichia coli
0157:H7

Tablo 35. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi MIK analizi, 24 saat inkiibasyon
sonrasi 620 nm absorbans 6l¢iim sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Al 16496 18099 17913 18139 18118 16446 1,6920 1,7225 1,7988 1,8040 1,7354
B| 14612 155525 11,3678 11,3677 1,4488 15968 15248 15101 11,4639 1,4680 1,5954
C| 12173 1,1877 11,1519 11,1688 1,1234 11,1450 1,1361 11,1333 11,2436 11,1363 11,1908
D| 0,7545 0,8127 0,8423 10,8759 0,8673 0,8489 0,7640 0,8071 0,7880 10,7985 0,8708
E| 08961* 0,5416 0,7627 0,9873* 10,7188 0,6776 0,6704 0,5226 0,6192 1,8042* 0,6122
F| 1,2716* 1,0474* 1,2698* 1,3951* 1,3616* 1,3509* 1,2463* 1,2178* 1,3594* 2,0064* 1,3327*
G| 20820 2,3721 23999 23536 2,1339 2,4807 2,0533 2,4617 2,3310 2,2597 2,1969
H| 00765 0,1095 0,0537 0,0530 0,0990 0,0557 0,1079 0,1002 0,0697 0,0601 0,0858

1. siitun: Bacillus cereus 5. siitun: Salmonella typhimurium 9. siitun: Escherichia coli 11230

2. stitun: Proteus mirabilis 6. siitun: Candida albicans 10. stitun: Klebsiella pneumoniae

3. siitun: Proteus vulgaris 7. siitun: Staphylococcus aureus 11. siitun: Yersinia enterocolitica

4. stitun: Escherichia coli *: Artis olan degerler

0157:H7

Bu sonuglara gore, kalin-kirmizi ile isaretlenen absorbans degerleri, degisimin basladigi

kuyucuklardan &nce gelen kuyucuktaki esansiyel yag oranini, yani MIK degerini
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vermektedir. Karanfil esansiyel yagi igin hesaplanan MIK degerleri Tablo 36’da

verilmisgtir.

Tablo 36. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi MiK degerleri.

Mikroorganizma MIC degeri (ul/ml)
Bacillus cereus 10
Proteus mirabilis 5
Proteus vulgaris 5
Escherichia coli 0157:H7 10
Salmonella typhimurium 5
Candida albicans 5
Staphylococcus aureus 5
Listeria monocytogenes 5
Escherichia coli 11230 5
Klebsiella pneumoniae 10
Yersinia enterocolitica 5

3.7.3.3. Tarcin Esansiyel Yag MIK Analiz Sonuglar

Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yagina ait 96 mikroplate absorbans O6l¢iim

degerleri Tablo 37 ve Tablo 38’de verilmistir.

Tablo 37. Tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yagi, MiK analizi 620 nm baslangi¢ absorbans

degerleri.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Al 18524 19263 19185 19320 11,9097 11,9732 11,8398 11,9983 11,9686 1,8343 1,8963
B| 16451 16873 11,6493 16176 1,6617 15459 15418 11,6307 11,5325 15538 1,6197
C| 1,4357 1,3042 11,2381 12191 11,3124 11,3038 14182 11,3056 11,3869 1,3926 1,3863
D| 09203 0,8114 0,9822 10,8152 11,0064 1,0273 0,9383 1,0399 10,8970 10,8283 0,8350
E| 06206 05639 05823 0,6299 0,5540 0,5423 0,4160 0,5440 0,5621 0,5843 0,5256
F| 04414 0,2470 0,2115 0,3096 0,3845 10,3262 0,2274 0,2107 10,3835 0,2782 0,2985
G| 0,0508 0,0663 0,0554 0,0730 0,0751 0,0829 0,0629 0,0546 0,0573 0,0801 0,0714
H| 00765 0,0739 0,0561 0,0767 0,0507 0,0755 0,0912 0,0939 0,0726 0,0610 0,0825
1. siitun: Bacillus cereus 5. siitun: Salmonella typhimurium 9. siitun: Escherichia coli 11230
2. slitun: Proteus mirabilis 6. siitun: Candida albicans 10. stitun: Klebsiella pneumoniae
3. siitun: Proteus vulgaris 7. siitun: Staphylococcus aureus 11. siitun: Yersinia enterocolitica

4. siitun: Escherichia coli
0157:H7
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Tablo 38. Tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yagi MIK analizi, 24 saat inkiibasyon sonrasi
620 nm absorbans 6l¢iim sonuglari.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Al 19329 18616 19671 18350 108609 18554 1,8619 19253 1,8851 1,8873 1,9840
B| 15954 16134 15640 16190 16512 1,5305 1,6923 15631 1,6461 16295 1,6374
c| 13195 12840 14027 133802 123075 1,2395 12712 14252 1,3393 14164 1,3865
D| 10178 10561 08063 10942 08185 08509 08266 08996 07526 10446 0,8675
E| 09143 09057 06419 14599* 04888 03846 05033 05990 0,3049 0,5085 0,4843
F| 1.2047% 13923* 1,2898* 1,8281* 1,3492* 1,3895% 1,2037* 1,3014* 1,3982* 1,3461* 1,2919*
G| 22854 22438 22138 21067 21681 22246 22294 20723 20811 21198 2,1729
H| 00765 00699 0,026 00910 00651 0,0929 00804 00649 00515 00796 0,1031

1. stitun: Bacillus cereus
2. stitun: Proteus mirabilis

3. stitun: Proteus vulgaris
4. siitun: Escherichia coli

5. stitun: Salmonella typhimurium 9. siitun: Escherichia coli 11230
6. siitun: Candida albicans 10. siitun: Klebsiella pneumoniae

7. stitun: Staphylococcus aureus 11. stitun: Yersinia enterocolitica
*: Artis olan degerler

0157:H7

Tablo 37 ve 38’de sunulan sonuglara gére tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yaginin

hesaplanan MiK degerleri Tablo 39°da gosterilmistir.

Tablo 39. Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yagi MiK degerleri.

Mikroorganizma MIC degeri (nl/ml)

Bacillus cereus 5
Proteus mirabilis 5
Proteus vulgaris 5
Escherichia coli O157:H7 10
Salmonella typhimurium 5
Candida albicans 5
Staphylococcus aureus 5
Listeria monocytogenes 5
Escherichia coli 11230 5
Klebsiella pneumoniae 5
Yersinia enterocolitica 5

Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yaginin, defne (Laurus nobilis) ve karanfil

(Syzygium aromaticum)e gore daha diisik konsantrasyonda etkinlik gosterd

anlasilmistir. E. coli O157:H7 bakterisi hari¢ diger tiim bakterilerde Sul/ml gibi diis

igi
ik

degerler etki gostererek 0.5 McFarland yogunluktaki bakteriyel gelisimi inhibe

etmektedir.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

4.1. Sonuc¢larin Tartisilmasi
4.1.1. GC-MS Analiz Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi
4.1.1.1. Defne Esansiyel yagi GC-MS Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bu tez ¢alismasinda, defne (Laurus nobilis) esansiyel yaginda %48,50 oranla birincil
major bilesik olarak, 1,8-Cineole tespit edilmistir. Bu sonu¢ Sangun ve arkadaslarinin
(2007) yaptig1 calismaya benzerlik gostermektedir, ¢calismada elde edilen sonuglara gore,
1,8-Cinole bilesigi %47,64 oraninda bulunmustur. Az bir farkla 1,8-Cineole bilesigi
oraninda farklilik goriilmektedir. Bu farkliliklarin iklim ve yetistirilme kosullarindan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Sangun ve ark., 2007). Defne ugucu yagina ait GC-MS
analiz sonuglar1 Peris ve arkadaslari (2015) tarafindan da rapor edilen analiz sonuglari ile
ortismekte olup, 1,8-Cineole bilesiginin defne esansiyel birincil ana bileseni oldugu
anlasilmaktadir. Halkali bir yapiya sahip olan 1,8-Cineole, ‘Okaliptol’ olarak da
adlandirilmaktadir. Okaliptus yagindaki volatil bilesiklerin %90’ 11 olusturmaktadir. 1,8-
Cineole bilesigi antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri sayesinde medikal disiplinde

cokga kullanilmaktadir (Peris ve Blazquez, 2015).

Defne esansiyel yaginda en ¢ok bulunan ikincil major bilesen ise %14,88 ile a-
Terpenenly-acetate bilesigidir. Bu bilesik halkali yapida olup defne bitkisinin
karakteristik Ozelliklerine katki saglamaktadir (Peris ve Blazquez, 2015). Defne
bitkisinde bulunan bilesiklerin orani yetistirilme kosullarina goére farklilik gosterse de
bilesiklerin bulunma yilizdesindeki siralamanin degismedigi hem bu caligmada hem de
daha 6nceden gergeklestirilmis olan diger ¢alismalarla ispatlanmistir (Braun ve ark.,
2001; Sangun ve ark., 2007; Peris ve Blazquez, 2015).
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Defne esansiyel yapinda baskin olarak bulunan tigilincii bilesik ise %11 ile Y-Terpinene
bilesigidir. Bu bilesige Akdeniz ikliminde yetisen defne veya narenciye gibi bitkilerin
yapisinda ¢oke¢a rastlanilmaktadir. Dao ve ark. (2022) farkli ekstraksiyon metotlarinin
verimini arastirdigi ¢alismada, limon kabuklarinda bu bilesigi %12,35 oraninda tespit

etmislerdir. (Dao ve ark., 2021).
4.1.1.2. Karanfil Esansiyel yaginin GC-MS Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi igerisinde yiizde olarak en ¢ok bulunan
madde olan Eugenol bilesigi, alil-benzen sinifinin bir tliyesidir. Yapisinda bir alil zinciri
bulundurur. Ozellikle karanfil, hindistan cevizi, feslegen gibi iiriinlerin kimyasal

kompozisyonu igerisinde Yyer alir (Pramod ve ark., 2010).

Ikinci en ¢ok bulunan bilesik olan Caryophyllene bilesigi ile ilgili literartiire, Hindistan,
Endonezya gibi baharat kullanim1 ve iiretimi fazla olan {ilkelerdeki arastiricilarin
gerceklestirdikleri caligmalarda rastlanilmaktadir. Sufriadi ve ark.(2021) Hindistan’daki
“Ache” olarak adlandirilan yerli bir bitki izerinde yaptig1 ¢alismada GC-MS analizi
sonucunda %>5,51 oraninda Caryophyllene bilesigi oldugunu tespit etmislerdir (Sufriadi
ve ark., 2021). Brezilya’nin Amazon bélgesinde Kopaiba (Copaifera L.) bitkisinden
cokca elde edilen copaiba yagi igerisinde Caryophyllene bilesigi major bilesik olarak
raporlanmistir (Lucca ve ark., 2015).

Karanfil esansiyel yaginda, %4,06 oraninda bulunan ve iigiinciil major bilesen olan a-
Humulene bilesigi Fildisi sahillerinde yoreye 0zgii olan “Aframomum” olarak
adlandirilan mevsimsel bitkinin meyvelerinde de rastlanilmistir. Bu bitkiden elde edilen
esansiyel yaglarin GC-MS analiz sonuglar1 bu tez c¢alismasindaki karanfil esansiyel
yaglarin analiz sonuglarina olduk¢a benzemektedir. Farkli bir familyadan olmasina
ragmen bu benzerlik dikkat ¢ekicidir. Karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagina
nazaran aframomum bitkisinin esansiyel yaginda en ¢ok -pinene bilesigi bulunmaktadir.
Afromomum bitkisinde de ikincil major bilesik olarak caryophyllene bilesigi

bulunmaktadir (Diomande ve ark., 2012).

Karanfil ile yapilan ¢alismalarda GC-MS analizi ile birgok volatil bilesik belirlenmistir.
Giilgin ve ark. (2012) karanfil ugucu yaglarinda, GC-MS analizi ile 18 farkl: bilesik tespit
etmislerdir. Bu bilesiklerin, TBARS testinde bir dereceye kadar antioksidan aktivite
gosterdigi rapor edilmistir (Giilgin ve ark., 2012).
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Dorman ve ark. (2000) karanfil ve Hindistan cevizi ugucu yaglarinin antioksidan
aktivitesinin in vitro degerlendirilmesini yapmiglardir. Calismada GC-MS analizi ile iki
tiirden 16-18 arasinda farkli bilesik tespit etmislerdir. Defne yapraginda %91,2 oraninda
bulunan eugenol bilesigi Hindistan cevizinde %0,3 oraninda bulunmustur (Dorman ve
ark., 2000).

4.1.1.3. Tarc¢in Esansiyel Yagi GC-MS Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Dort farkli tar¢in (Cinnamomum verum) bitki tiirtiniin incelendigi bir ¢alismada, GC-MS
analizi ile yapilan igerik tayininde elde edilen sonuglar ile bizim ¢aligmamizda elde edilen
sonucglar birbirine ¢ok benzemektedir. Tar¢in bitkisinin farkli tirlerinin ve farkh
konumlarda bulunanlarinin benzer maddeler igerdigini, sadece oranlarin ¢ok kiigiik bir
farkla degistigi belirtilmistir (Li ve ark., 2013). Tar¢in esansiyel yaginda %65,34 gibi
oldukga fazla sekilde bulunan Cinnamaldehyde bilesigi tar¢in dahil bir¢ok bitkide ve

islenmis gidalara katilan baharatlarda bulunmaktadir (Friedman ve ark., 2000).

Targin esansiyel yaginda %11,55 ile ikinci sirada bulunan a-copaene bilesigi Hindistan’in
giiney kesimlerinde bozkirlarda yetisen topalak (Cyperus rotundus L.) bitkisinin kok ve
yumrularinda major bilesik olarak raporlanmistir. Bilesigin koku aromasi tizerine oldukca

fazla etkisi olabilecegi lizerinde durulmustur (Jirovetz ve ark., 2004).

Hindistan, Tayland ve Buruma da yetisen forskolin (Coleus forskohlii) bitkisinin GC-MS
analiz sonucglarma gore %92,4 oraninda o-Cadinene bilesigi icermektedir.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda ise, bu oran %10,07 olarak bulunmustur.

Zhang ve ark. (2016) yaptig1 calismada tar¢in esansiyel yaginda %92,40 oraninda
cinnamaldehyde bilesigi tespit etmistir (Zhang ve ark., 2016).

Burt ve ark. (2013) yayinladiklart makalede piring ve balik orijinli gidalarda eser miktarda
cinnamaldehyde bilesigine rastlanildig: belirtilmistir. Ayrica karanfil esansiyel yaginin
major bilesigi olan eugenol ve Cinnamaldehyde arasinda sinerjistik bir etki olabilecegi

belirtilmistir(Turek ve Stintzing, 2013b).

Prabuseenivasan ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada farkli esansiyel yaglarin degisken
konsantrasyonlarda mikroorganizmalar ile etkilesimlerini belirlemislerdir. Bu ¢alismada
tar¢in kabuklarinda %52,4 oraninda cinnamaldehyde bilesigi oldugunu tespit etmislerdir

(Prabuseenivasan ve ark., 2006). Bu tez ¢alismasinda tespit edilen major bilesiklerin
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bulunma oranlarindaki farkliklarin, iklimsel ve cografi kosullar basta olmak {izere,
kullanilan esansiyel yag ekstraksiyon yontemindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi

anlagilmistir.
4.1.2. DPPH Analiz Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Esansiyel yaglarin bir diger 6nemli 6zelligi ise yiiksek seviyede antioksidan kapasiteye
sahip olmasidir (Katalini¢ ve ark., 2010; Giilgin ve ark., 2012; El ve ark., 2014; Biilbiil,
2016; Elshafie ve Camele, 2017; Teles ve ark., 2021). Bu tez ¢alismasinda, defne (Laurus
nobilis) esansiyel yag i¢in %89,53 DPPH inhibisyonu yiiksek bir degerdir. Izmir ve
civarinda toplanan defne yapraklarindan yapilan ¢alismada bu deger %83,3 te kalmigtir
(El ve ark., 2014), Ozcan ve arkadaslarmin yaptigi calismada ise %94,65 olarak
Ol¢tilmustiir. Bitkilerin antioksidan aktivitelerindeki farkliliklar esas olarak igerdikleri
fenolik bilesikler ve ugucu yaglarin miktarina ve kompozisyonuna baglidir (Ozcan ve
ark., 2010).

Defne esansiyel yaginin 40'tan fazla bilesene sahip oldugu gerceklestirilen bu tez
calismasindan ve gecmiste yapilan calismalardan bilinmektedir. Olgiimlerdeki bu
degisiklikler defne yapraklarindaki ugucu bilesiklerin bilesiminin biiyiik l¢iide bitkilerin
yasina, kokenlerine, yapraklarin toplanma zamanina ve siiresine, saklanma kosullarina
bagli oldugu caligmalarda belirtilmistir (Sangun ve ark., 2007). Bitkinin yapisinda
bulunan ugucu aglikon gruplarindaki azalmanin antioksidan aktivitede bir azalmaya
neden oldugu belirlenmistir. Defne esansiyel yagindaki ugucu aglikon fraksiyonunda
bulunan bilesikler ise Eugenol ve metil Eugenol bilesikleridir. Bunlarin defne esansiyel
yagimnin antioksidan aktivitesine katkida bulunan bilesikler oldugu rapor edilmistir. (El ve
ark., 2014).

Bu tez calismasinda, karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yagi i¢in elde edilen
%91,64 lik DPPH inhibisyonu daha dnce yapilan ¢aligmalarla benzerlik gostermektedir
(Jirovetz ve ark., 2006; Richter ve ark., 2014). Literatiirde daha 6nceden gergeklestirilmis
olan galismalarda, farkli ¢6zgen kullanilarak elde edilen ekstraktlarin DPPH inhibisyon
degerleri %10 ile %93 arasinda degisiklik gdstermektedir. Ayrica, en yliksek verimli (%)
inhibisyon sonuglariin alkol distilasyonu ile elde edilen esansiyel yaglardan elde edildigi
bildirilmistir (Lee ve Shibamoto, 2001). Nassar ve ark. (2007) yaptig1 ¢aligsmada, karanfil

bitkisi icerisinde bulunan eugenol, eugenol acetate ve thymol bilesikleri polar bir
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¢cOziiciide daha 1yi c¢oziindiiglinii belirtmislerdir. Bu tez c¢aligmasi kapsaminda
gerceklestirilen ugucu yag distilasyonunda ise ¢6zgen olarak su kullanilmistir. Bu ¢calisma
sonucunda elde edilen %93 liikk DPPH inhibisyon degerine nazaran Nassar ve ark. (2007)
en yiiksek etkiyi alkol distilasyonuyla elde edilen karanfil ugucu yagindan %95 DPPH
inhibisyon degeri elde etmislerdir (Richter ve ark., 2014).

Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yagi i¢in %93,52 DPPH inhibisyon degeri elde
edilmistir. Bu sonug diger iki esansiyel yaga gore en yliksek olanidir. Lin ve arkadaslari
(2009) da yaptig1 bir caligmada 42 farkli bitki ¢esidinin DPPH degerlerini incelemis ve
en yiiksek DPPH inhibisyon skorunu tar¢in dan elde etmislerdir (Lin ve ark., 2009). Bu

acidan bu tez ¢aligmasinda elde edilen sonug literatiir ile benzerlik gostermektedir.

Unal (2017) yaptig1 ¢alismada, igerisinde %28,85-33,37 arasinda degisik oranlarda yag
bulunan sucuk 6rneklerinin tar¢in esansiyel yag karisimlarinin antioksidan 6zelliklerini
belirlemistir. Calismanin sonucunda, tar¢in ve Kkaranfil esansiyel yag ilaveli sucuk
orneklerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek DPPH inhibisyon aktivitesine sahip
oldugunu saptanmistir. Kontrol grubu sucuklarin en diisiik antioksidan aktivite etkiye
sahip oldugunu, formiilasyona ilave edilen karanfil ve tar¢inin antioksidan aktiviteyi

artirdigin1 belirlemistir (Unal, 2017).

Brodowska ve ark. (2016) targin bitkisinin ¢in targin1 (Cinnamomum cassia) adinda alt
tiiriindeki bitksinin su kullanarak elde ettigi esansiyel yaginin ICso degerini 42,03 + 0.06
(ug/L) olarak tespit etmistir (Brodowska ve ark., 2016).

Pashazadeh ve ark. (2020) yaptig1 ¢alismada darbeli elektrik alan destekli ekstraksiyon
yonteminin verimini tespit etmiglerdir. Darbeli elektrik alaninin optimal voltaji ve darbe
sayisi (voltaj 5.12 kV/cm ve darbe sayisi 40 n), tarc¢in ekstraktinin antioksidan ve fenolik
aktivitesini gii¢lii bir sekilde etkiledigi belirlenmistir. Calismada maksimum DPPH orani

ise %86,94 olarak 6l¢iilmiistiir (Pashazadeh ve ark., 2020).
4.1.3. Mikrobiyal Analiz Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Farkli bitkisel kaynaklar kullanilarak elde edilen esansiyel yaglar ge¢misten giiniimiize
bir¢ok arastirmada kullanilmistir (Prabuseenivasan ve ark., 2006; Al-Otaibi ve El-
Demerdash, 2008; Oyman, 2017; El Atki ve ark., 2019). Calismalarda elde edilen

sonuglardan, esansiyel yaglarin 6zellikle bakteriler {izerinde bakteriyosid etkisi oldugu
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sonuclarina varilmistir. Nitekim bu tez ¢alismasinda da benzer sonuglar elde edilmistir.
Defne (Laurus nobilis) esansiyel yagi ile bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen analiz
sonuglar1 daha 6nceden literatiir de gergeklestirilmis olan ¢alismalar da rapor edilen test
sonuglart ile birebir uyusmaktadir (Sagdic ve Ozcan, 2002; Sangun ve ark., 2007; Nazzaro
ve ark., 2013; Da Silveira ve ark., 2014). Defne esansiyel yagi ile yapilan kif
denemelerinde ise kontrol numunesine karsi icerisinde defne esansiyel yag bulunan
petrilerde herhangi bir kiif gelisimi goriilmemistir. Karanfil (Syzygium aromaticum)
esansiyel yag numunesi, en yiiksek inhibisyon zonu degerini Staphylococcus aureus
bakterisinde gostermistir. Ikincil en biiyiik inhibitér etkisi ise Escherichia.coli tiirlerine

olmustur.

Yapilan ¢alismalarda karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yaginin bu bakterilerin
hiicre zarina zarar vererek hiicrelerin Sliimiine yol a¢tigini bildirilmistir. Bu etkinin,
ortamdaki Eugenol bilesiginin hiicre igindeki iyon konsantrasyon dengesini bozarak
hiicrenin ~ parcalanmasina  sebep  olmasindan  kaynaklandigi  raporlamistir
(Prabuseenivasan ve ark., 2006; Xu ve ark., 2016). Karanfil esansiyel yaginin ortamdaki
Candida.albicans maya tiirti iizerinde de etkinligi oldugu goriilmektedir. Maya
hiicrelerinin esansiyel yaglarla etkilesmesinden sonra protein fraksiyonlarinda ve maya
enzimatik aktivitesinde degisimlerin meydana geldigi ve buna bagli olarak hiicre

gelisiminin durdugu tahmin edilmektedir (Rajkowska ve ark., 2017).

Bu ¢alismada, tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel yaginin aksine karanfil (Syzygium
aromaticum) esansiyel yagi hem gram (+) hem de gram (-) bakteriler {izerine neredeyse
esit oranda etki ettigi Tablo 30’dan anlagilmaktadir. Karanfil esansiyel yagi her iki bakteri
cesidine yaptig1 bu etkinin yapisinda ¢ok miktarda Eugenol bilesiginden kaynaklandigi
sonucuna varilabilir (Soldrzano-Santos ve Miranda-Novales, 2012; Turek ve Stintzing,
2013b). Tablo 30 incelendiginde, yapilan testlerde tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel
yagl numunesinin bakteriler lizerinde en ¢ok E. coli ATCC 11230 susu iizerinde
bakteriyosid etki gosterdigi goriilmektedir. Targin esansiyel yaginin, 33,9750 + 0,51617
mm gibi oldukga yiiksek inhibisyon zonu degerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu deger
ile E. coli gibi oldukga patojen bir bakteri iizerinde etkisi cok énemlidir. ikincil biiyiik
bakteriyosid etki gériilen tiir ise Bacillus cereus’dur. Insanlar igin tehlikeli patojen

bakterilerden olan B. cereus’a kars1 32,9675 + 0,64148 mm gibi oldukg¢a yiiksek bir
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inhibisyon zonu degeri elde etmistir. Bu degerler targin esansiyel yaginin bakterileri
inhibe etmek i¢in kullanilabilir oldugunu gostermektedir. En disiik inhibisyon zonu
degeri ise P. mirabilis bakteriyel susunda gozlemlenmistir, 23,2202 + 0,19162 mm
inhibisyon zonuyla etkinlik gdsteren targin esansiyel yagi gram (-) bakteriler tizerinde

etkisinin digerlerine oranla daha az oldugunu goériinmektedir.

Targin kabugundan elde edilen esansiyel yaglar gram (+) bakteriler lizerine daha etkili
oldugu raporlanmistir. Chao ve arkadaslarinin (2000) yaptig1 ¢alismay1 da g6z Oniinde
bulundurarak soyle bir sonug ¢ikarilabilir; gram (-) bakteriler, lipopolisakkarit, fosfolipid
ve bir miktar proteinden olusan bir dis zarla kapli hiicre duvarina sahip olduklarindan, bu
yapt ya yaglarin alimini engelleyebilir ya da peptidoglikan tabakasini yaglardan
koruyabilir (Turek ve Stintzing, 2013b). Gram negatif (-) bakterilerin dis lipopolisakkarit
(LPS) zari, hiicre icine girebilen ve biiylimesini engelleyebilen hidrofobik maddelere
kars1 bir bariyer vazifesi sunar. Gram pozitif (+) bakterilerde peptidoglikan tabakasi daha
disaridadir ve yaglarla temasa daha miisaittir. Esansiyel yaglardaki antimikrobiyal
bilesiklerin bazilari bu kategoriye girebilir. Bu da gram negatif (-) bakterilerin belirli
yaglara kars1 artan direncini agiklayabilir. Clinkii bu yag bilesenleri hiicreye giremedigi
icin gram negatif (-) bakterilere zarar veremez (Chao ve ark., 2000). Bu tez ¢alismasinda
targin esansiyel yaginin gram negatif (-) bakteriler iizerinde diisiik etkinlik gdstermesinin

sebebinin bu oldugu sonucuna varilmistir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, tar¢in esansiyel yaglari ile yapilan kiif analizlerinde tar¢in
esansiyel yagi numunesinin bulundugu petrilerde herhangi bir kiif gelisimi goriilmemistir.
Kontrol petrisinde Aspergillus flavus ve Aspergiillus parasiticus kiifleri ayni siire
icerisinde gelisme gosterdigi halde tarcin esansiyel yagi bulunan petrilerde herhangi bir
gelisme goriilmemistir. Tar¢in esansiyel yaginin bulundugu ortamlarda kif gelisimini

durdurdugu sonucuna varilmstir.

Silveria ve arkadaglarinin (2014) toskana sosislerinin kontaminasyona bagli olarak
patojen mikroorganizma gelisimini engellemek i¢in defne esansiyel yagi ile yaptigi
calismada, mikroorganizmalara kars1 defne esansiyel yaginin MIK degerini belirlemistir.
Elde ettigi sonuglar ile bu ¢alismada elde edilen sonuglar arasinda benzerlik oldugu

gozlenmistir (Da Silveira ve ark., 2014). Nafis ve arkadaglarinin (2020) Fas’ta yetisen
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Laurus nobilis L. (defne, Lauraceae) ve Prunus armeniaca L. (kayisi, Rosaceae)
agaclarindan elde ettigi esansiyel yaglar ile C. albicans ile yaptig1 calismada MIK
degerini 11.70 bulmustur. Bu ¢alismada ise ¢ok az bir farkla 10 olarak tespit edilmistir
(Nafis ve ark., 2020). Elde edilen MiK degerleri daha énceden yapilan ¢alismalara
benzemektedir. Biberiye (Salvia rosmarinus) ve karanfil (Syzygium aromaticum)
esansiyel yaginin insan patojeni bakteriler ve kiifler lizerine sinerjik etkisini arastiran bir
calismada yapilan MIK analizinde de benzer sonuglar elde edilmistir (Fu ve ark., 2007).
Targin (Cinnamomum verum) esansiyel yaginin antibiyotikler ile kombinasyon halinde
kullanilmasinda ne gibi bir etkinin goriildiiglinii arastiran bir ¢alismada sadece targin
esansiyel yag1, Staphylococcus aureus ’a kars: 4.88 pL/mL MIK degeri tespit edilmistir.
Yine ayni ¢alismada Escherichia coli ATCC 25922 igin 4.88 puL/ml ve Pseudomonas
aeruginosa igin 19.53 uL/mL ol¢iilmustir (EI Atki ve ark., 2019). Targin esansiyel
yaginin bakteriler lizerindeki etkisinin mekanizmasini ortaya koyan bir ¢alismada ise
dl¢iilen MIK degerleri bu ¢alismada elde edilenlerle oldukca yakin oldugu anlasiimistir
(Cui ve ark., 2016).

Esansiyel yaglarin gidalarda, var olanlara alternatif koruyucu olarak kullanilmasi
literatiirde ¢ok¢a calisilan bir konu olmustur. Konsantre yogurda (labne) kekik,
mercankdgsk ve adacayr olmak {izere ii¢ ucucu yag, 0,2, 0,5 ve 10 ppm
konsantrasyonlarinda ilave edilerek gergeklestirilen bir ¢alismada, esansiyel yaglarin
labnenin kimyasal, mikrobiyolojik ve organoleptik 6zellikleri iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Muamele edilen labne 6rneklerinde mayalar ve kiifler, bakteriler ve spor
olusturan bakteriler tespit edilmemistir. Caligmanin sonucunda, labnenin raf dmriinii 21
giine kadar artirmak icin 0,2 ppm kekik, mercankosk veya adagayi kullanilabilecegi
sonucuna varilmigtir (Al-Otaibi ve El-Demerdash, 2008). Baz1 kekik tiirleri (Oreganum
compactum ve Thymus zygisct Thymol) ve tar¢in (Cinnamomum zeylanicum) esansiyel
yaglar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada marine (10% NaCl, 2% laktik asit, pH 4.5)
edilmis balik, tavuk ve bazi kirmizi etlerin esansiyel yag eklenmesi durumunda
mikroorganizma gelisiminin ne yonde etkilenecegi arastirilmistir. Caligma sonucunda
sadece marinasyon VYyapilarak hazirlanan etlerde mikroorganizma gelisiminin
durdurulamadigr tespit edilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda wuygulanan tar¢in
(Cinnamomum verum), kekik (Oreganum compactum) esansiyel yaglari, marinasyon

karisimi ig¢inde uygulandiginda et/balik iirtinleri iizerindeki bozulmaya neden olan
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mikroorganizmalarinin gelismini yavaslatma (mikrobiyal raf 6mriinii uzatma) potansiyeli
gosterdigi tespit edilmistir. Esansiyel yag kombinasyonlarinin, antimikrobiyal spektrumu
arttirmak i¢in bir strateji olabilecegi tartisilmistir. Tar¢in (Cinnamomum verum) esansiyel
yagimin diger iki esansiyel yag orneklerine nazaran daha etkili oldugu belirlenmistir (Van
Haute ve ark., 2016). Yapilan ¢alismalar 1s1ginda esansiyel yaglarin gidalarda koruyucu
etkisi oldugu kaginilmaz bir gergektir. Literatlirde hi¢ rastlanilmamis salca ile beraber

kullanildiginda olusan etkisi bu tez ¢aligmasi ile ispatlanmustir.

4.1.4. Zeta Potansiyeli ve Parcacik Boyutu Analizlerinin Degerlendirilmesi

Mutlu ve ark. (2020) yaptiklari calismada Kimyon, dereotu otu, rezene, zencefil ve kekik
bitkilerinin esansiyel yaglarinin zeta potansiyeli ve parcacik boyutunu olgmiislerdir.
Ayrica c¢alismada bu bitkilerin esansiyel yaglarinin Campylobacter jejuni and
Campylobacter coli bakteri suslarina karsi etkinliklerini incelemislerdir. Caligmada
Olciilen parcacik boyutlar1 554,90 nm ile 972 nm arasinda degisiklik gostermekte oldugu
belirlenmistir (Mutlu-Ingok ve ark., 2020). Bu tez c¢alismasi kapsaminda, parcacik
boyutu analizinde ise degerler 117,28 nm ile 214,96 nm arasinda degismektedir.
Calismamizda hazirladigimiz esansiyel yag c¢ozeltileri 3 dakika boyunca Ultra-Turrax
(Heidolph Diax900 ultra turrax) cihazi ile 9000 rpm de karistirildigi i¢in pargacik
boyutlarinda diisiik sonuglar elde edildigi sonucuna varilmistir. Ultura-Turrax cihazinin
yiiksek devirlerde donmesi sonucunda biitiin halde bulunan yag parcaciklar: daha kiiciik
parcalara boliinmiistiir. Tween 80 emiilgatorii tarafindan ¢evrilen yag damlaciklari tekrar

birlesemeyip stabil bir kolloid dispers yapinin meydana geldigi anlasilmistir.

Yaptigimiz calismada esansiyel yag ¢ozeltilerinin zeta potansiyeli degerleri -10,7 mV ile
15,9 mV arasinda degismektedir. Mutlu ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢alismada esansiyel
yaglarin zeta potansiyel 6l¢ctim degerleri -14,97 mV ile 23,48 mV arasinda Slgiilmiistiir.
Olgiilen bilesiklerin saf esansiyel yag oldugu unutulmamalidir. Bu tez calismasinda,
kullanilan kolloid ¢o6zelti formiilasyonunun saf esansiyel yagin zeta potansiyeli

sonuglarina yaklastig1 goriilmektedir (Mutlu-Ingok ve ark., 2020).

Sonug olarak yapilan ¢alismadan elde ettigimiz ¢ikarim ve oneriler su sekildedir:

o Bitkisel kaynaklardan saf su kullanarak hidrodestilasyon yolu ile elde edilen

esansiyel yaglarin antimikrobiyal madde olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. Bu
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kapsamda ileride yapilacak olacak ¢alismalarda defne (Laurus nobilis), karanfil
(Syzygium aromaticum) ve targmm (Cinnamomum verum) bitkilerinden
hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen esansiyel yaglarin antibakteriyel olarak
Ozellikle patojen bakteriler i¢in kullanilabilirler. Esansiyel yaglar i¢inde tar¢in
(Cinnamomum verum) esansiyel yaginin bakteriler tizerinde acik ara en etkili
esansiyel yagdir. Elde edilen esansiyel yaglarin bakteriler lizerinde bakteriyosid etkili
oldugu ozellikle gram (+) bakterilere spesifik c¢alismalarda kullanilabilecegi

anlagilmistir.

e [Esansiyel yaglarin antioksidan oOzelliklerinin ¢ok iyi oldugu o6zellikle tarcin
(Cinnamomum verum) esansiyel yaginin %93,52 oraninda DPPH radikal siipiirme
aktivitesi gosterdigi agiga ¢ikarilmistir. Yapilacak olan calismalarda 6nemli bir

antioksidan siipiiriicii olarak kullanilabilir.

e Esansiyel yaglarin insan viicudu igin toksik olmadigi hatta tar¢in (Cinnamomum
verum) ve karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yaglarinin, L-929 (Fare
subkutansdz bagdokusu) hiicre hatt1 tizerinde proliferatif etki (boliinerek ¢cogalmay1
tesvik edici) sagladig1 yapilan test ile belirlenmistir. Bu esansiyel yaglarin canli hiicre
hatt1 tizerinde sitotoksik etkisinin olmadigi, aksine hiicre yenileyici etki gosterdigi
aciga c¢ikmustir. Bunun sonucu olarak, kullanilan esansiyel yaglar kozmetik

sanayisinde kullanilabilirler.

e Tez kapsaminda elde edilen esansiyel yaglarin salca model gida ortaminda koruyucu
olarak kullanildiginda 25 giinliik depolamada %1 ve %1,5 konsantre igerikli
esansiyel yag kullaniminin bakteri, maya ve kiifler tizerinde mikrobiyosid etkili
oldugu sonucuna varilmistir. Dolayisiyla sanayi dl¢geginde salga iiretiminde targin ve

karanfil esansiyel yaglarinin kullanilmasi degerlendirilebilir.

e Esansiyel yaglar kullanilarak olusturulan homojen ¢ozeltilerin par¢acik boyutu mikro
diizeyde olup, depolama siiresince stabilitesini korudugu gézlemlenmistir. Esansiyel
yaglarin hacmini arttirmak amaciyla uygun bir emiilgatdr kullanarak ¢ozelti

hazirlanip daha genis 6l¢ekler de kullanilabilir.

o Esansiyel yag karigimlarinin patojen bakteriler iizerinde inhibe edici etkisinin oldugu

ve el dezenfektani olarak kullanilma potansiyeli olacagi sonucuna varilmistir.
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EKLER

Parc¢acik Boyutu Analizleri Dagihim Grafikleri

EK 1. Defne(Laurus nobilis) esansiyel yag1 icin 1. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim grafigi.
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EK 2. Defne(Laurus nobilis) esansiyel yagi igin 2. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim grafigi.
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EK 3.Defne(Laurus nobilis) esansiyel yagi i¢in 3. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim grafigi.
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Defne(Laurus nobilis) esansiyel yag igin 4. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim grafigi.
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EK 5. Karanfil(Syzygium aromaticum) esansiyel yag1 i¢in 1. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim

grafigi.
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EK 6. Karanfil(Syzygium aromaticum) esansiyel yag1 i¢in 2. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim

grafigi.
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EK 7. Karanfil(Syzygium aromaticum) esansiyel yag1 i¢in 3. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim

grafigi.
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EK 8. Karanfil(Syzygium aromaticum) esansiyel yag1 i¢in 4. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim

grafigi.
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EK 9. Tar¢in(Cinnamomum verum) esansiyel yagi igin 1. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim

grafigi.
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EK 10. Tar¢in(Cinnamomum verum) esansiyel yag1 i¢in 2. Olciime ait partikiil boyutu dagilim

grafigi.
Statistics Graph (1 measurements)
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EK 11. Targin(Cinnamomum verum) esansiyel yagi igin 3. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim

grafigi.
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EK 12. Targin(Cinnamomum verum) esansiyel yagi igin 4. Olgiime ait partikiil boyutu dagilim

grafigi.
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Zeta Potansiyeli Analizleri Grafikleri

EK 13. Defne(Laurus nobilis) esansiyel yagi i¢in gerceklestirilen zeta potansiyeli analizi 1.
Olciime ait sonug grafigi.

Zeta Potential Distribution
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EK 14. Defne(Laurus nobilis) esansiyel yagi i¢in gerceklestirilen zeta potansiyeli analizi 2
Olciime ait sonug grafigi.

Zeta Potential Distribution
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EK 15. Defne(Laurus nobilis) esansiyel yagi i¢in gergeklestirilen zeta potansiyeli analizi 3.

6l¢iime ait sonug grafigi.

Zeta Potential Distribution
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EK 16. Defne(Laurus nobilis) esansiyel yagi i¢in gergeklestirilen zeta potansiyeli analizi 4.

6l¢iime ait sonug grafigi.

Zeta Potential Distribution
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17. Karanfil(Syzygium aromaticum) esansiyel yagi igin gerceklestirilen zeta potansiyeli

analizi 1. lgiime ait sonug grafigi.
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EK 18. Karanfil(Syzygium aromaticum) esansiyel yagi icin gergeklestirilen zeta potansiyeli

analizi 2. lgiime ait sonug grafigi.
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EK 19. Karanfil(Syzygium aromaticum) esansiyel yagi icin gergeklestirilen zeta potansiyeli
analizi 3. dlgiime ait sonug grafigi.
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Zeta Potential Distribution

400000+ - - R R R
I . lh‘ B . .

3000001 - e e ‘\"-I‘ ...................
I : i :

; I ; :
200000+ - - e ............... ?li ...................
|

: B : :

100000+ -+ c o ............... l‘l‘,‘l ................... .
. ‘ | - B

I\ :

/ \;

0 t + t i t + + 1
-200 -100 0 100 200

Zeta Potential (mV)

EK 20. Karanfil(Syzygium aromaticum) esansiyel yagi i¢in gergeklestirilen zeta potansiyeli
analizi 4. 6l¢time ait sonug grafigi.
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EK 21. Targin(Cinnamomum verum) esansiyel yagi igin gerceklestirilen zeta potansiyeli analizi
1. 6l¢lime ait sonug grafigi.

Zeta Potential Distribution

400000 1 s s sy SRR ' ,,,,,,,,,,,,,,,,,,, R,
300000 - ............... it

2000001 : |

Total Counts

100000. .................... ............... ‘ ‘l ...................

-200 -100 0 100 200
Zeta Potential (mV)

EK 22. Tar¢in(Cinnamomum verum) esansiyel yagi i¢in gerceklestirilen zeta potansiyeli analizi

2. dl¢iime ait sonug grafigi.

Zeta Potential Distribution
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EK 23. Tar¢in(Cinnamomum verum) esansiyel yagi i¢in gerceklestirilen zeta potansiyeli analizi

3. Olglime ait sonug grafigi.
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EK 24. Tar¢in(Cinnamomum verum) esansiyel yagi i¢in gerceklestirilen zeta potansiyeli analizi

4. olglime ait sonug grafigi.
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Zeta Potential Distribution
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