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1. OZET

Kozmetik Uriinlerde Kullamlan Bazi  Fitokimyasal ve Ucucu Yag
Kombinasyonlarinin ve Kitosan ile Enkapsiilasyonunun Antimikrobiyal ve

Antioksidan Etkilerinin Arastirilmasi

Ogrenci Adi: Sena ARAL

Damsman Adi: Prof. Dr. Umran SOYOGUL GURER
Anabilim dah: Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

Amag: Calismamizda, sentetik koruyuculara alternatif olarak kullanilmak tizere ugucu
yaglarin ve fitokimyasallarin sinerjik etkileri arastirllmig ve kitosan ile enkapsiile
formiilii gelistirilmistir. Segilen kozmetik {irtinde formiilasyonun koruyucu etkinlik
testi ile raf dmrii tayini yapilmig ve antioksidan etkileri arastirilmigtir.

Gerec¢ ve Yontem: Ucucu yaglarin, fitokimyasallarin ve kitosan ile enkapsiile edilmis
formunun antimikrobiyal etkisi disk diflizyon, sivi mikrodiliisyon ve checkerboard
yontemleri ile degerlendirilmistir. Standart bakteri, maya ve kiif suslar1 kullanilmistir.
Challenge test yonteminde Amerikan farmakopesine gore formiilasyonun koruyucu
etkinligi arastirilmistir. Kitosan enkapsiile formiilasyonlarin antioksidan etkileri demir
(1) indirgeme antioksidan giicii tayini yontemi (FRAP), bakir (II) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC) ve radikal siipiiriicii aktivite yontemi
(DPPH) ile saptanmustir.

Bulgular: Biberiye-targin  ugucu yagi ve katesin-timokinon fitokimyasal
kombinasyonlarinin enkapsiile edilmis formlari, kaplanmamis formlarina gére daha
fazla antimikrobiyal etkinlik gostermistir. Challenge testte biberiye-tar¢in
mikrokapsiilleri bakteriler ve maya i¢in, katesin-timokinon mikrokapsiilleri ise sadece
maya i¢in raf omriinii etkili bir sekilde saglarken; her iki mikrokapsiiliin Aspergillus
niger’e kargi 28. giinde raf omriinii azalttigi gorilmiistiir. Serbest biberiye-targin
kombinasyonu ile biberiye-tar¢in mikrokapsiiliinde en yiiksek degerde antioksidan
etki saptanmustir.

Sonu¢: Antimikrobiyal ve sinerjist etkili biberiye-targin ve katesin-timokinon
mikrokapsiillerinin sentetik koruyuculara alternatif olarak kozmetik tiriinlerde dogal
koruyucu olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Ucucu yag, fitokimyasal, enkapsiilasyon, antimikrobiyal etki,
antioksidan etki



2. SUMMARY

Investigation of Antimicrobial and Antioxidant Effects of Some Phytochemical
and Essential Oil Combinations and Encapsulation with Chitosan Used in

Cosmetic Products
Student Name: Sena ARAL
Name of Supervisor: Prof. Dr. Umran SOYOGUL GURER

Department: Pharmaceutical Microbiology

Objective: In our study, the synergistic effects of essential oils and phytochemicals
were investigated for use as an alternative to synthetic preservatives and an
encapsulated formula was developed with chitosan. In the selected cosmetic product,
shelf life was determined by the protective effectiveness test of the formulation and
antioxidant effects were investigated.

Materials and Methods: The antimicrobial effect of essential oils, phytochemicals
and chitosan encapsulated form was evaluated by disc diffusion, broth microdilution
and checkerboard methods. Standard bacteria, yeast and mold strains were used. The
protective efficacy of the formulation was investigated according to the American
Pharmacopoeia in the Challenge test method. The antioxidant effects of chitosan
encapsulated formulations were determined by the ferric (111) reducing antioxidant
power assay method (FRAP), cupric (Il) ion reducing antioxidant capacity method
(CUPRAC) and free radical sweeping activity method (DPPH).

Results: The encapsulated forms of rosemary-cinnamon essential oil and catechin-
thymoquinone phytochemical combinations showed more antimicrobial activity than
uncoated forms. In the Challenge test, rosemary-cinnamon microcapsules are for
bacteria and yeast, while catechin- thymoquinone microcapsules effectively provide
shelf life for yeast only; both microcapsules decreased the shelf life against A.niger on
the 28th day. Free combination of rosemary-cinnamon and rosemary-cinnamon
microcapsules were found to have the highest antioxidant effect.

Conclusion: It has been shown that rosemary-cinnamon and catechin-thymoquinone
microcapsules, which we find to be antimicrobial and synergistically effective, can be
used as natural preservatives in cosmetic products as an alternative to synthetic
preservatives.

Keywords: Essential oil, phytochemical, encapsulation, antimicrobial effect,
antioxidant effect



3. GIRIS ve AMAC

Kozmetik tiriinlerdeki koruyucu maddeler, kozmetik tiriinlerde kontaminasyona neden
olan bakteriler ve maya/kiif seklindeki mantarlarin iiremelerini engellemek ya da
irlinlin kimyasal olarak bozunmasmi onlemek amaciyla genellikle bitmis {riine
eklenen kimyasal maddelerdir (Sasseville, 2004). Su bazli tim kozmetik
formiilasyonlarda bakteri veya mantar gelisimini 6nlemek i¢in antimikrobiyal
koruyucularin eklenmesi gereklidir. Kremler, losyonlar, pudralar ve sampuanlar
mikroorganizma tiremesine duyarli olan tiirlinlerdir. Su orani yiiksek formiilasyonlu
kozmetik iiriinlerde uygun koruma saglanamadigi takdirde mikrobiyal kontaminasyon
icin uygun ortamlar olugsmaktadir. G6z farlar1 ve pudralar gibi toz seklindeki tirtinlerde
de cevre kosullart ve kullanima bagli olarak kontaminasyon olabilir. Mikrobiyal
kontaminasyon, kotii koku, viskozite ve renk degisiklikleri gibi duyusal degisikliklere
neden olmakla kalmaz, ayn1 zamanda tiiketicinin saglig1 agisindan da risk yaratabilir
(Salvador ve Chisvert, 2007). Kontaminasyonun meydana geldigi kozmetik iiriinler
ozellikle catlak, yarik ve kesik gibi biitiinliigii bozulmus viicut yiizeylerine
uygulandiklarinda derinin alt tabakalarina kolaylikla gecerek deride irritasyona veya

alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir (Ozyaral ve ark., 1993).

Kozmetik iiriinlerde en sik goriilen mikroorganizmalarin Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella oxytoca, Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans, Enterobacter gergoviae ve Serratia marcescens oldugu ve ayni

zamanda diger bakterileri, mayalar1 ve kiifleri i¢erdigi bildirilmistir (The SCCS, 2016).

Koruyucu olarak kullanilacak maddenin {irtine girebilecek her tiirlii
mikroorganizmaya kars1 diisiik konsantrasyonlarda etkili olmasi, tiiketici tizerinde
alerjik, toksik ya da tahris edici etkisinin olmamasi, iiretim sirasinda ve tirliniin raf
omrii boyunca (degisen sicaklik ve pH degerlerinde) kararli olmasi, formiilasyondaki
diger maddelerle ge¢imli olmasi, renksiz ve kokusuz olmasi, suda ¢6ziinebilir olmasi,
triintin  fiziksel Ozelliklerini degistirmemesi, mikroorganizmalar1i ortama adapte

olmamalari i¢in hemen oldiirmesi, yasa ve yonetmeliklere uygun, ucuz ve kolay



ulagilabilir olmas1 gibi bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Smith ve ark.i
2005; Lundov ve ark., 2009; Steinberg, 2006; Salvador ve Chisvert, 2007).

Kozmetik {iriinlerde en ¢ok kullanilan sentetik koruyucular parabenlerdir ve bunlar
siklikla diger koruyucular ile birlikte kullanilmaktadirlar. Parabenlerin, antifungal
aktivitesinin antibakteriyel aktivitesinden daha yiliksek oldugu ve gram pozitif
bakterilere kars1 etkisinin gram negatiflere kiyasla daha giiglii oldugu gdosterilmistir
(Rietschel ve Fowler, 2001). Kozmetiklerde (sampuanlar, makyaj {iriinleri,
nemlendirici kremler ve losyonlar, parfiimler, 1slak mendiller gibi) koruyucu olarak
kullanilan diger kimyasallara benzil alkol, kaprilil glikol, propilen glikol, bronopol,
fenoksietanol, potasyum sorbat, benzoik asit ve benzoik asitin tuzu olan sodyum
benzoat ve diazolinidil tire 6rnek verilebilir (Nair, 2001; Ziosi ve ark., 2013; Wang ve
ark., 2002; Bryce ve ark., 1978; Davidson ve ark., 2005; Castanedo ve Zug, 2009; US
FDA, 1972).

Son yillarda sentetik koruyucular; endokrin bozucu o6zellikleri (parabenler),
karsinojenik nitrozaminlere doniisme potansiyelleri (bronopol), dermatit gibi cilt
reaksiyonlarina yol agmalar1 (fenoksietanol, paraben) nedeniyle dikkat ¢ekmektedir.
Gilniimiizde sentetik koruyucular kadar etkili ancak yan etki potansiyelleri diisiik
dogal kaynakli koruyucularin gelistirilmesine yonelik yiiriitiilen caligmalarin sayisi
artmustir (Bloomfield ve ark., 1998; Charnock ve Finsrud, 2007; Oishi, 2002; Park ve
ark., 2014; Darbre, 2003; Yim ve ark., 2014; Kaymak ve Tirnaksiz, 2007; Biebl ve
Warshaw, 2006). Bu nedenle ¢alismamizda dogal kaynakli {irlinler (ugucu yaglar ve

fitokimyasallar) tercih edilmistir.

Ugucu yaglar, antioksidan, antimikrobiyal, sindirim wuyarict ve koku verici
ozelliklerinden dolay1 kozmetik, aromaterapi ve fitoterapide siklikla kullanilan dogal
tiriinlerdir. Cinnamomum zeylanicum Nees (Tar¢in) (Lauraceae) bitkisinden elde
edilen ugucu yagin antimikrobiyal, antidiyabetik, antipiretik ve antioksidan etkilere
sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica ucucu yaginda major olarak sinnamaldehit ve
sinnamoil asetat bilesikleri bulundugu tespit edilmistir (Qin ve ark., 2003). Laurus

nobilis L. (Defne) (Lauraceae) tiirlinden elde edilen ugucu yaginin major olarak



sabinen, okaliptol ve terpinen-4-ol bilesikler igerdigi ve ugucu yaginin antioksidan,
antimikrobiyal etkilere sahip oldugu saptanmistir (Golik¢i ve ark., 2017).
Rosmarinus officinalis L. (Biberiye) (Lamiaceae) onemli bir tibbi ve aromatik bitki
tiiriidiir (Ozcan ve Chalchat, 2008) ve elde edilen ugucu yaginin antioksidan ve
antimikrobiyal etkileri yapilan c¢alismalarla kanitlanmistir (Zaouali ve ark., 2010;
Genana ve ark., 2008). Bu bitkinin ugucu yaginda a-pinen, kamfen, mirisen, limonen,
kamfor, borneol bilesiklerinin major olarak bulundugu tespit edilmistir. Nigella sativa
L. (¢orek otu) (Ranunculaceae) bitkisinden elde edilen yagin ve major etken maddesi
olan timokinon bilesiginin hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler iizerinde
inhibitér ve bakterisit etkiler gosterdigi ve ayrica diger antibiyotiklerle sinerjistik

etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Andhare ve ark., 2016).

Katesinler, yesil cayin baslica polifenolik bilesikleri olup, antioksidan, antimikrobiyal,
antifungal ve antitimor 6zellikleri bilinmektedir (Veluri ve ark., 2004; Hamilton,
1995; Gomes ve ark., 2017). Timokinon (TQ) ve timohidrokinon (THQ) ¢orek otu
esansiyel yagmin iki ana bilesenidir ve antibakteriyel ve antifungal etkinligi
gosterilmistir (Aljabre ve ark., 2005). Calismamizda yukarida anlatilan ugucu yaglara

ilaveten katesin ve timokinon fitokimyasal bilesikleri de kullanilacaktir.

Mikroenkapsiilasyon aktif bir maddenin (¢ekirdek materyal) ¢evresinin bir veya daha
fazla kaplama maddesi (duvar materyali) ile sarilip nanometre, mikrometre ve
milimetre araliginda biiyiiklige sahip kapsiillerin (nano/mikrokapsiil) elde
edilmesinde kullanilan bir teknolojidir. Enkapsiilasyon teknolojisi giliniimiizde ilag,
kimya, kozmetik, gida ve boya gibi farkli birgok sektérde kullanilmaktadir (Kog ve
ark., 2009). Mikroenkapsiilasyonun bir dizi temel avantajlari vardir. Duyarli ve
kararsiz malzemelerin ¢evresel faktorlerden korunmasi, islenebilirliklerinin
arttirllmasi, hedeflenen malzemelerin salinim ve zamana bagli salinimin saglanmasi,
istenmeyen kokunun veya tadin maskelenmesi ile toksik materyallerin glivenli ve rahat

kullanimin1 saglar (Ghosh, 2006).

Calismamizda mikroenkapsiilasyon isleminde kullanacagimiz kaplama materyali
kitosan olacaktir. Gilinlimiizde ugucu yaglarin kapsiillenmesi i¢in nisasta, seliiloz,

pektin, guar sakizi, kitosan, dekstran ve siklodekstrin gibi bir dizi tasiyici ajan



kullanilmaktadir. Hepsinin arasindan, kitosan ve modifiye edilmis formu, biyouyumlu,
biyolojik olarak bozunabilir ve mukoadezif dogasi nedeniyle giivenli ve ekonomik

tastyici bir ajan olarak tercih edildigi rapor edilmistir (Kumar ve ark., 2020).

Dogal bir biyopolimer olan kitosan, 6zellikle son 50 yildir aragtirmacilar i¢in 6nemli
bir materyal olarak yerini korumaktadir. Kitosan ¢esitli bakteri ve mantarlara karsi
antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Bu durum o6zellikle kitosanin polikatyonik
yapisindan kaynaklanmakta ve gida, ziraat, tip, eczacilik, kozmetik ve tekstil gibi
hijyenin 6nemli oldugu bir¢ok sektdrde genis capta antimikrobiyal madde olarak

kullanilabilmektedir (Demir ve Seventekin, 2009).

Yapilan bir ¢alismada, kitosan filmlerinin S. aureus ve E. coli O157:H7 iizerinde
onemli diizeyde inhibe edici etkisinin oldugu ve ugucu yaglarin antimikrobiyal
etkilerinin arttirilmas1 amaciyla kitosan filmleri ile birlikte kullanim olanaklarinin
oldugu bildirilmistir (Torlak ve Nizamlioglu, 2009). Bir baska in vitro ¢alismada
kitosanin % 1-1,5 gibi yliksek konsantrasyonlarda S.aureus, % 0,5-1
konsantrasyonlarda E.coli iizerinde tam inhibisyon etkisinin oldugu bildirilmistir
(Wang, 1992). Giiniimiizde, ugucu yaglarin saglik ve tibbi 6zellikleri i¢in gidadan gida
ambalajina, bitki ve ilirlin koruyucular1 olarak farkli alanlarda sayisiz uygulamalari
vardir, ancak dogrudan yiiksek 1s1ya, neme, 1518a veya oksijene maruz kalma nedeniyle
yiiksek ucuculuklar1 ve diistik stabiliteleri potansiyel kullanimlarini siirlayabildigi
bildirilmistir (Risalitia L., vd., 2019). C. zeylanicum ugucu yagi etkili bir
antimikrobiyal ajandir. Bununla birlikte, yliksek ugucu dogas1 ve diisiik stabilitesi
verimli bir kapsiilleme sistemi gerektirdigi rapor edilmistir (Matshetshe ve ark., 2018).
Calismamizda kullanacagimiz fitokimyasallardan katesin yesil ¢ayda (Camellia
sinensis) bulunan onemli bir antioksidandir, fakat cilde iyi niifuz etmedikleri igin
kozmetik trtinlerde yesil ¢ayin kullaniminin simdiye kadar sinirli kaldig: bildirilmistir
(Peres ve ark., 2011). Yapilan bir ¢alismada, yesil ¢ay ekstraktindan ve yesil cay
ekstraktiyla yliklenen kitosan mikrokapsiillerinden katesinlerin kutandz (deri) emilimi
degerlendirildiginde, kitosan mikrokapsiillerinin, katesinlerin cilde niifuz etmesini ve
enzimatik degisikliklerini etkin bir sekilde Onleme yeteneklerini 6nemli o6lgiide

gelistirdigi rapor edilmistir (Wisuitiprot ve ark., 2011). Bu sebeple, segtigimiz dogal



kaynaklarin stabilitesini arttirmak amaciyla enkapsiilasyon igin kitosan polimeri

secilmistir.

Ugucu yaglarin ayr1 ayri antimikrobiyal etkinlik ¢alismalarinin yanisira; yaygin
kullanilan sentetik kozmetik koruyucular ile ugucu yag kombinasyonlarinin sinerjik
antimikrobiyal etkilerinin gdsterildigi ¢alismalar mevcuttur. Literatiir bilgileri ugucu
yaglarin kozmetikte sentetik koruyuculara alternatif olarak kullanilma potansiyelini
ortaya koymaktadir (Patrone ve ark., 2010). Bundan dolay1 ¢alismamizda yalnizca
dogal kaynakli maddelerin bulundugu bir koruyucu elde edilmesi hedeflenmistir.
Caligmamizda fitokimyasal bilesikler ve ugucu yag kombinasyonlarinin
antimikrobiyal etkilerinin arastirilmasi ve en giiglii etki sergileyen dogal koruyucu

kombinasyonun/larinin kitosanla enkapsiile formiiliiniin gelistirilmesi amaglanmistir.

Kozmetiklerde en sik kontaminasyon nedeni olan mikroorganizmalarin P. aeruginosa,
E. coli, S. aureus, Candida spp. ve Aspergillus spp. oldugu bildirilmistir (Anelich,
1996).

Calismamizda antimikrobiyal etki tayininde; Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 8739, Candida
albicans ATCC 10231 ve Aspergillus niger ATCC 16404 standart suslari ile ¢aligma
planlanmustir. Ayrica kitosanla enkapsiile formiiliin, piyasadaki kozmetik tiriinlerde en
sik kullanilan fenoksietanol ve kaprilil glikol gibi sentetik koruyucular ile raf émrii
(Amerikan Farmakopesine gore challenge testi ile) ve etkinligi bakimindan

kiyaslanmasi amaglanmaistir.

Literatiirlerde, enkapsiilasyonunu yapacagimiz fitokimyasallarin ve ugucu yaglarin
ayr1 ayr1 antioksidan etkilerini degerlendiren ve giivenliligini bildiren c¢aligmalar
mevcuttur (Gholamnezhad ve ark., 2016; Thanekar ve ark., 2013; Singh ve Katiyar,
2011; Miladi ve ark., 2013; Pereira ve ark., 2017; Chao ve ark., 2005; Lee ve ark.,
2016). Calismamizda kombinasyon haline getirilecek enkapsiile formiiliin kozmetik
amaclt kullanim1 dikkate alinarak antioksidatif etki calismasinin da yapilmasi

amaclanmustir.

Calismamizda, fitokimyasal bilesikler (Katesin, Timokinon) ve ugucu yag

[(Rosmarinus officinalis L. (Biberiye), Cinnamomum cassia (Tar¢in), Laurus nobilis



L. (Defne), Nigella sativa L. (Corek otu yagi)] kombinasyonlarinin sinerjik etkilerinin
arastirtlmasi; en fazla antimikrobiyal etki gosteren kombinasyonun enkapsiilasyon
formiilasyonunun gelistirilmesi; ardindan formiilasyonda antimikrobiyal etkinin
devam edip etmediginin kontrolii ve formiilasyonun koruyucu etkinlik testi (challenge
test) ile raf Omrii tayinin yapilmasi ve son olarak formiilasyonun antioksidan etkisinin

degerlendirilmesi amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Kozmetik Uriinlerde Kontaminasyon

Kozmetik firiinler steril olmayan iirlinler oldugundan iiretim sirasinda hammadde,
kullanilan ekipman, iiretici materyalleri gibi etmenlerden dolay1 mikroorganizmalarin

kontaminasyonuna her an agik olan iiriinlerdir (Ozalp, 1998).

Kozmetik iirlinlerin bilesiminde bulunan su, organik maddeler mikroorganizmanin
gelisimi icin elverisli bir ortam saglar. Mikroorganizma iiremesine bagli olarak
bozulmus bir iiriinde renk ve iriiniin viskozitesinde degisiklikler, koku ve/veya gaz
olusumu goriilebilir. Kozmetik iiriinlerin steril olmasina ihtiya¢ duyulmamasina
ragmen belirli mikrobiyolojik limitler dahilinde olmasi gerekmektedir. Uriiniin bu
limitlerin igerisinde olmasi i¢in de iireticinin iyi iretim uygulamalari, koruyucu
maddelerin kozmetik iiriinlere yasal sinirlar igerisinde yeterli miktarda eklenmesi gibi

kriterlere 6zen gostermesi gerekmektedir (Ozalp, 1998; Ravita ve ark., 2009).

Kozmetik {irlinlerin mikroorganizmalar ile kirlenmesi, {iriiniin bozulmasina neden
olabilir ve patojenik oldugunda tiiketiciler i¢in ciddi bir saglik riski olustururlar

(Campana ve ark., 2006).

T.C. Saglik Bakanlig: Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu tarafindan, 2005 yilinda
yaymnlanan Kozmetik Y&netmeligine dayandirilarak hazirlanan “Kozmetik Uriinlerin
Mikrobiyolojik Kontroliine Iliskin Kilavuz’da”, kozmetik fiiriinlerde kesinlikle
bulunmamasi gereken mikroorganizmalarin S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve C.
albicans oldugu belirtilmistir. Kozmetik tiriinler igin iki ayr1 kategori tanimlanmusgtir:
“3 yas alt1 ¢cocuklara yonelik triinler, g6z bolgesine uygulanan {irlinler ve mukoz
membranlara uygulanan tirlinler i¢in toplam canli aerobik mezofilik mikroorganizma
sayisi (bakteri, maya ve kiif) 1 g veya mL’sinde, 10? kob/g-mL’den fazla olmamas1 ve
diger iiriinler icin toplam canli aerobik mezofilik mikroorganizma sayis1 10® kob/g-

mL’den fazla olmamas1 belirlenmistir” (T.C. Saglik Bakanlig1 TITCK, 2005).



Amerikan Gida ve ila¢ Kurumu (FDA)’a gore kozmetik iiriinler hakkinda gelen
mikrobiyoloji raporlarinda en ¢ok rastlanan patojen mikroorganizma P. aeruginosa’dir

(Sivri, 2005).

Mikrobiyoloji ¢aligmalar1 degerlendirildiginde; sampuan, el kremi, sa¢ tonigi ve sa¢
kremi 6rneklerinde P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis, Enterobacter
cinsi bakteriler ile Candida parapsilosis ve Aspergillus flavus mantarlarina
rastlanildig1 bildirilmistir. (Anelich ve Korsten, 1996; Behravan ve ark., 2000; Hugbo
ve ark., 2005).

Hugbo ve arkadaglarinin ¢alismasinda degerlendirilen 6 krem ve 4 losyondan olusan
ticari kozmetik tiriinlerde Staphylococcus tiirleri ve diger gram-pozitif koklarin en
baskin iireyen bakteriler oldugu ve gram-negatif bakteri tiirlerine ise pek
rastlanilmadig1 bildirilmistir. Kiif ve maya kontaminasyonunun biiyiik 6l¢iide
Aspergillus  fumigatus, Penicillium ve Microsporum tiirlerinden olustugu
gbzlemlenmistir. Incelenen bu kozmetik {iriinlerin genellikle resmi kilavuzlarda
belirtilen mikrobiyal sinir standartlarini karsilamadigi goériilmiis ve bu tiir trtinlerin
tiketicilerin saglik durumunu ve {riinlerin stabilite profillerini olumsuz ydnde

etkileyebilecegi rapor edilmistir (Hugbo ve ark., 2005).

4.2. Kozmetik Uriinlerde Koruyucu Madde Kullanimi

Kullanim ve depolama sirasinda kozmetiklerin mikrobiyolojik kontaminasyonunu
onlemek icin, genellikle bitmis iirline koruyucu maddeler eklenir (Lundov ve ark.,
2009).

Kozmetik i¢in ideal koruyucunun; renksiz, kokusuz, suda ¢oziiniir, toksik olmayan,
alerjik olmayan, tahris edici olmayan, genis bir pH araliginda etkili ve genis bir
mikrobiyal spektrumun biiylimesini inhibe edici olmasi gerektigi belirtilmistir

(Fransway, 1991).

Koruyucu maddelerin mikroorganizmalar1 o6ldiiriirken tiiketiciye zarar verebilecegi
bilindiginden bu durum ydnetmelik ve yasalarla diizenlenmistir (Steinberg, 2006).
Kullanilan koruyucu maddelerin izin verilen maksimum konsantrasyonlari, hangi

tiriinlerde kullanimlarinin sinirlandigr ve kullanilmasina izin verilmeyen kimyasal
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maddelerin listeleri bu yonetmeliklerde belirtilmistir. (Birteksoz ve Tiiysiiz, 2013).
Kozmetik iiriinlerin mikrobiyolojik olarak korunmasi ile ilgili kurallar diinyada
Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (FDA) ve Avrupa Birligi (AB) gibi kuruluslar,
iilkemizde ise Saglik Bakanlig1 tarafindan yayimlanan yonetmeliklerle belirlenmistir

(Saglik Bakanlig1, 2005).

4.3. Kozmetik Koruyuculari insan Saghg Uzerine Zararh Etkileri

Kozmetik {irtinlerdeki koruyucular ve koku bilesenlerinin en temel alerjen kaynaklar

oldugu bildirilmistir (Biebl, 2006).

Kozmetiklerde kullanilanilan sentetik koruyucularin, iiriini ilk uygulamada ya da
uygulamadan yillar sonra hafif cilt tahrisinden, meme tiimorlerini indiikleme
potansiyeli olan 0Ostrojenik aktiviteye kadar istenmeyen etkilere yol agtigi
bilinmektedir (Harvey, 2004).

Parabenler, kozmetikte en sik kullanilan koruyuculardir, ancak alerjik kontakt dermatit
vakalar1 tanimlandiktan sonra topikal ilaclarda daha az popiiler hale gelmislerdir
(Rietschel ve Fowler, 2001). Ozellikle koltuk altina uygulanan iiriinlerde koruyucu
olarak kullanilan parabenlerin Gstrojenik aktivitelerinin bulunmasi sebebiyle meme

kanseri ile iligkili olabilecegini diistindiirmiistiir (Darbre, 2003).

Serbest formaldehitin, kismen tahrig edici, hassaslastirici ve potansiyel kanserojen
etkisinin oldugunu bildiren ¢alismalar sebebiyle, kozmetik tiriinlerinde kullanimi

azalmigtir (Groot ve ark., 2010).

Metilizotiazolinon igeren 1slak mendillerin kullanimi sonucunda kontakt dermatit

olustugu bildirilmistir (Chang ve ark., 2014).
Diazolidinil iire ile temas alerjisi prevalansi 1996-2002 yillar1 arasinda ABD'de, % 2,7

ile % 3,7 arasinda degismektedir (Marks ve ark., 2000; Pratt ve ark., 2004).

4.4. Tla¢ Kombinasyonlarmin in vitro Etkinligi Hakkinda Genel Bilgiler

[laglar kombine edildiklerinde birbirleri ile 4 farkl sekilde etkilesirler. Bunlar sinerjist,

antagonist, aditif ve indiferens etkilesimlerdir (Aktas, 2014). Ilag kombinasyonlarmin
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in vitro etkinligini Olgen testler: checkerboard (dama tahtasi) ydntemleri
(mikrodiliisyon, makrodiliisyon, agar diliisyon), zamana bagl 61diirme yontemi (time-
kill method), disk diffiizyon yontemi ve E test yontemidir. Bu testlerin sonuglarina
gore kombinasyonun etkisi, ilaclar tek baslarina kullanildiklarinda elde edilen etkilerin
toplamindan daha yiiksekse sinerjizmden, diisiikse antagonizmden, toplamina esitse
aditif ya da indiferan etkiden soz edilir. Sinerjinin bir diger tanimi olarak tek basina
bir antibiyotigin MiK degerine oranla, ayn1 antibiyotigin kombinasyon MIK’inde en
az dort kat distis de kullanilmaktadir. Checkerboard mikrodiliisyon yontemi ilag
kombinasyonlarinin in vitro etkisini 6lgmede en sik kullanilan yontemdir (Bal, 1999).
Bu yoOntemde, arastirilmak istenen farkli ilaglarin, degisik konsantrasyonlart 96
kuyucuklu plak {lizerinde bir araya getirilerek kombinasyon etkinlikleri test
edilmektedir. Ilaglarn  kombinasyondan elde edilen minimum inhibitdr
konsantrasyonu (MIK) degerleriyle tek baslarma olan MIK degerleri oranlanarak,
fraksiyonel inhibitr konsantrasyonu (FIK) elde edilmektedir. Bu yontemde sinerji
FiKI < 0.5, aditif etkilesim FIKI = 1 ve antagonizma FIK] = 2 baz alinarak tanimlanr.
Yeni kaynaklar, 4'ten biiyiik bulunan FIKI degerlerinin antagonizma olarak
tanmimlanmas: gerektigini belirtmekte, kesin smirlarla tanimlanan sinerji (FIKI < 0.5)
ve antagonizma (FIKI > 4) disindaki durumlar i¢in (0.5 < FIKI < 4) tanimlanamayan
(indiferens) teriminin kullanilmasinin daha dogru olacag bildirmektedir (Ozseven ve

ark., 2012).

4.5. Koruyucu Etkinlik Testleri Hakkinda Genel Bilgiler

Koruyucu etkinlik testi, bitmis tiriinde koruyucularin etkinligini degerlendirmek i¢in
kullanilir. Koruyucu etkinlik testi baslangigta, liretim siireci sirasinda veya sonrasinda
tirtinde bulunan mikroorganizmalari inhibe etmek i¢in kullanilan antimikrobiyallerin
etkisini 6l¢gmek amaciyla tasarlanmistir (Halla ve ark., 2018). Bu testler genel olarak
degisik farmakopelerde Challenge Test, Koruyucu Etkinlik Testi (PET) veya
Antimikrobiyal Etkinlik Testi (AET) olarak adlandirilmaktadir (Abbasoglu ve
Cevikbas, 2011).

Koruyucu etkinliginin saptanmasi i¢in standart yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemler; Avrupa, Amerikan ve Japon Farmakopeleri, Kisisel Bakim Uriinleri
Konseyi (PCPC) (CTFA-M1'den CTFA-MT7'ye), Giineydogu Asya Ulkeleri Birligi
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(ASEAN), Amerikan Test ve Malzeme Dernegi (ASTM) ve Uluslararasi
Standardizasyon Orgiitii (ISO 11930 standardi) gibi kuruluslarda agiklanmistir (Halla
ve ark., 2018).

4.5.1. Challenge test

Challenge testi, iiriin gelistirme sirasinda koruyucu sistemin zaman i¢indeki etkinligini
ve stabilitesini belirlemek i¢in kullanilir. Test, Olc¢iilen miktarda tiriiniin, bilinen
miktarlarda mikroorganizmalarla (bakteri, maya ve kiif) asilanmasini igerir (Cundell
ve ark., 2010). Mikroorganizma sayisindaki azalma oranlari, resmi mevzuat
belgelerinde belirtilen kabul kriterlerine gore bu siire i¢inde Olgiiliir (Sandle, 2016;
Booth, 2014).

Bu testlerin iiriiniin tiretiminden, normal depolama ve kullanim kosullarinda tamamen
tiiketilinceye kadar bozulma veya enfekte olma riskine karsi, formiilasyonda bulunan
koruyucular tarafindan korunabilecegi konusunda bir giivence vermesi sebebiyle,

biitiin kozmetiklere uygulanmasi zorunludur (Birteksoz ve Tiiysiiz, 2013).

Bu testlerde kullanilmasi oOnerilen mikroorganizmalar Amerikan Tipi Kiltiir
Koleksiyonu (ATCC) gibi resmi hiicre kiiltiirii koleksiyonlarindan elde edilmektedir.
En yaygin kulullanilan test suslar1 gram-pozitif bakterilerden S.aureus, gram-negatif
bakterilerden E.coli ve P.aeruginosa, mantarlardan C. albicans ve A.niger’dir (Stewart
ve ark., 2016).

4.6. Krem Hakkinda Bilgiler

Cilt bakimi i¢in kozmetik formiilasyonlarin g¢ogu, yag/su emiilsiyonu, Su/yag
emiilsiyonu veya ¢ift emiilsiyon (yag-su-yag veya su-yag-su) dan olusur. Dermatolojik
bir bakis acisindan, su/yag emiilsiyonu daha iyi bir se¢imdir, ¢iinkii cilt {izerinde
olusan lipit tabaka, yagda ¢odziinen aktif bilesenleri tercih eder (Costa ve Santos, 2017).
Cilt nemlendirme fonksiyonlu temel krem formiilasyonlar1 tipik olarak; yumusaticilar

(% 10-40), nemlendiriciler (% 1-5), koyulastiricilar (% 0,1-0,5), emiilgatorler (% 1-6),
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stabilizatorler (% 0,01-0,2), koruyucular (% 0,01-0,5) ve nétrlestiriciler (% 0,01-0,05)
gibi basit bilesenlerden olusur (Scalia ve Mezzena, 2009).

4.7. Biberiye Ugucu Yagi

Biberiye, Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae familyasina aittir ve diinya ¢apinda
ticarilestirilmis bir bitkidir. Ugucu yag1 ve ekstresi gida koruma ve ¢esitli hastaliklarin
tedavisi i¢in kullanilir (Olmedo ve ark., 2013; Gao ve ark., 2014).

Biberiye ugucu yaginin baslica bilesenleri, % 20 a -pinen, %20 1,8-sineol, % 18 kafur,
% 7 kamfen, % 6 B-pinen, % 5 borneol, % 5 mirsen, % 3 bornil asetat, % 2 terpineol,
linalol, limonen, terpineol ve karyofilen’dir (Simon ve ark., 1984; Ugar ve ark., 2015).
Biberiye ugucu yagmin, antibakteriyel, antifungal, insektisit, antioksidan ve

hepatoprotektif etkisinin oldugu yapilan ¢aligmalarla kanitlanmistir (Ojeda-Sana ve

ark., 2013; Soylu ve ark., 2010; Zoubiri ve Baaliouamer, 2011; Ojeda-Sana ve ark.,
2013; Aminand Hamza, 2005).

Resim 1. Biberiye, Rosmarinus officinalis (https://www.rafinera.com/blog, Erigim tarihi: 9
Haziran 2020).

4.8. Tarcin Ucucu Yagi

Targin, Cinnamomum cinsi, Lauraceae familyasina aittir ve 300'den fazla yaprak
dokmeyen aromatik aga¢ ve cali tiirli igerir (Ranasinghe ve ark., 2012). Tar¢inin
kabugu, yapraklari, cicekleri ve meyveleri kullanilarak elde edilen ugucu yagi,

kozmetik veya gida tirtinlerinde kullanilir (Nabavi ve ark., 2015).
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Targin (Cinnamomum Cassia) kabuk ugucu yagmin temel aktif bileseni bir
fenilpropanoid olan sinnamaldehit (3-fenil-2-propenal fenol; C9H80) dir (Oneng ve
Acikgoz, 2011).

Tar¢in ugucu yaglarinin, ekstraktlarinin ve bilesenlerinin, patojenlere, gida ve
kozmetiklerin bozulmasindan sorumlu gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivitesi yapilan bir¢ok ¢alisma ile kanitlanmistir (Yap ve ark., 2013;
Al-Mariri ve Safi, 2014; Bardaji ve ark., 2016; Saleem ve ark., 2015).

Tar¢in ugucu yaginin ¢ok iyi bir antioksidan aktivite gosterdigi de bildirilmistir

(Murcia ve ark., 2004; Hsu ve ark., 2012).

Resim 2. Tar¢in kabugu, Cinnamomum cassia

(www.indiamart.com/proddetail/cinnamomum-cassia, Erisim tarihi: 9 Haziran 2020).

4.9. Defne Ucucu Yagi

Defne, Laurus nobilis L., Lauraceae familyasina ait Akdeniz bolgesine 6zgii bir
bitkidir ve yaygin bir baharat olarak kullanilir. Defne bitkisi, ugucu yaginda bulunan
biyoaktif bilesikler bakimindan zengin bir bitki olarak kabul edilmistir (Patrakar ve
ark., 2012).

Defne bitkisi, Onceki caligmalarla kanitlanan genis bir uygulama potansiyeline
sahiptir. Gida koruma, bocek ilaci hazirlama, antioksidan olarak, kanser, epilepsi,

gastrointestinal sorunlarin ve romatizmal durumlarin tedavisinde kullanildigina dair

15


http://www.indiamart.com/proddetail/cinnamomum-cassia

bilimsel raporlar vardir. (Bennett et al., 2013; Mufiiz-Marquez et al., 2013; Panza et
al., 2011; Ramos et al., 2012; Saabet al., 2012; Xu et al., 2014).

Et gibi gidalarda bozulmalara kars1 defne ugucu yaginin antibakteriyel 6zelliginin
bliyiik ol¢iide etkisi oldugu diisiiniilen bir ¢alismada, oksijenli monoterpen bilesikleri
ve fenolik bilesenler bakimindan zengin defne ugucu yaginin giiclic bir in vitro

antibakteriyel ve antioksidan 6zellikleri oldugu bildirilmistir (Ramos ve ark., 2012).

e 4

- —

Resim 3. Defne yapragi, Laurus nobilis (Marques ve ark.,2016).

4.10. Corek Otu Yad

Corek otu, Nigella sativa L. (Ranunculaceae), yesil-mavi renkli gigekleri ve siyah ii¢
koseli tohumlari ile tek yillik bir ¢icekli bitkidir. Giiney ve Gilineybat1 Asya'ya kadar
diinyanin farkli yerlerinde yetistirilmekte ve kullanilmaktadir. Tohumlari, bitkinin
aktif bilesenlerinin kaynagidir (Gholamnezhad ve ark., 2016; El Tahir ve Bakeet,
2006).

Corek otu, zengin tarihi bir ge¢misi olan bir bitkisel ilag olarak, geleneksel olarak
cesitli hastaliklar, kisirlik, ates, 0ksiiriik, bronsit, astim, kronik bag agrisi, migren, bas
donmesi, gogis tikanikligi, felg, hemiparezi, sirt agrisi, dismenore, obezite, diyabet,
romatizma, hipertansiyon, hazimsizlik, ishal gibi gastrointestinal bozukluklar ve
dizanteri dahil olmak {izere bir¢ok rahatsizligin tedavisinde kullanilmaktadir (Abdul

ve Yassen, 2017; Durmuskahya ve Oztiirk, 2013; Nasir ve ark., 2014).
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Deneysel caligmalarda, ¢orek otu yaginin ve ekstraktlarinin ¢ok cesitli mikroplara,
ozellikle de bir¢ok antibiyotige direngli bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir (Kamil, 2013; Morsi, 2000).

Corek otunun antimikrobiyal &zelliklerinin timohidrokinon ve melanin gibi aktif

Resim 4. Corek otu, Nigella sativa (Kooti ve ark., 2016).

4.11. Katesin

Katesinler, cesitli meyveler, sebzeler ve bitki bazli igeceklerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan flavonoid sinifina ait polifenolik bilesiklerdir. Uziim,
elma, armut, kiraz gibi meyveler ve yesil ¢cay bazi dnemli katesin kaynaklaridir (Kondo
ve ark., 2002).

Katesin ve B tipi prosiyanidin, yesil yaprakli veya kok sebzelerde bulunmasinin yani
sira, yesil fasulye gibi baklagillerde de tespit edilmistir (Gadkari ve Balaraman, 2015).
Yesil ¢ay katesinlerinin, hayvan calismalarinda; deri, akciger, yemek borusu, mide,
karaciger, ince bagirsak, kolon, mesane, prostat ve meme bezlerindeki kanser
gelisimini inhibe ettigi bulunmustur (Chung ve ark., 2000). Katesin, antioksidan, anti
-inflamatuar, antibakteriyel, immiinomodiilator ve antitiimor aktiviteleri de dahil

olmak tizere gesitli farmakolojik etkilere sahiptir (Friedman, 2007).
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Sekil 1. Katesin kimyasal yapis1t (www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/22110?,
Erisim tarihi: 9 Haziran 2020).

4.12. Timokinon

Nigella sativa (N. sativa) Ranunculaceae botanik ailesine aittir ve N. sativa tohumu
yagindan; timokinon, timohidrokinon, ditimokinon, timol, karvakrol, nigellimin-N-
oksit, nigellisin, nigellidin ve alfa-hedrin dahil olmak {izere ¢ok sayida aktif bilesen
izole edilmistir (Aljabre ve ark., 2015).

Timokinon, siyah ¢orek otu tohumlarinin ugucu yaginda bulunan, antioksidan

aktivitelere sahip en 6nemli biyoaktif bilesendir (Hajhashemi ve ark., 2004).

Nigella sativa, timokinon, timohidrokinon, ditimokinon, timol, karvakrol, nigellisin,
nigellimin-N-oksit, nigellidin ve alfa-hedrin gibi aktif bilesen igerigi ile antibakteriyel,
antiparaziter ve anti-inflamatuar gibi cesitli farmakolojik ozellikler gostermektedir.
(Randhawa ve Al-Ghamdi, 2002).
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Sekil 2. Timokinon kimyasal yapis1 (www.scht.com/p/thymoquinone-490-91-5, Erisim tarihi: 9
Haziran 2020).

4.13. Kitosan

Kitosan, dogada yaygm olarak bulunan bir amino polisakkarit olan Kkitinin
deasetillestirilmesiyle elde edilir. Kitin; yenge¢, istakoz, karides gibi kabuklu
hayvanlarda, boceklerin iskeletinde, planktonlarda ve mantarlarin hiicre duvarlarinda

dogal bir polimer olarak bulunmaktadir (Struszczyk ve ark., 2001; Imamoglu, 2011).

Kitosan, deasetilasyon derecesini farkli oranlarda belirleyen glukozamin ve N-asetil-
glukozaminden olugsan bir polimerdir. Asidik kosullarda amino grubunun
protonlanmasi ile katyonik bir 6zellige sahiptir ve toksik olmayan, biyouyumlu,
biyolojik olarak pargalanabilir, antimikrobiyal dzellikler gosterir (Cota-Arriola ve ark.,
2013).

Kitosanin molekiil agirligi 50-2000 kiloDalton (kDa) arasinda degismektedir. Disiik,
orta ve yliksek molekiil agirligina gore siniflandirilir. (Gokge, 2008).

Kitosan, ¢ekirdek maddeleri kaplamak i¢in bir kapsiil malzemesi olarak kullanilabilir
clinkii katyonik polimer olan bu dogal polimerler (aljinat, pektin, ksantan, karagenan,
seliiloz, vb.), negatif yiiklii olan sentetik polimerler olan metal iyonlar1 ve tripolifosfat
(TPP) gibi maddelerle capraz baglanabilir (Luo ve Wang, 2014; Woranuch ve Yoksan,
2013).
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Kitosan; asetik asit, laktik asit, formik asit, tartarik asit, malonik asit ve sitrik asit gibi
organik asitlerin oldugu ortamlarda ¢o6ziinerek polikatyonik bir polimer haline

gelmektedir (Demir ve Seventekin, 2009).

Kitosanin uygulama alanlari, gida, kozmetik, eczacilik (kontrollii ilag salinimi),
biyoteknoloji, medikal (yara banti), atik su aritimi, tekstil ve ziraat seklinde

stralanabilir (imamoglu, 2011).

CH20H CH2OH

Kitosan

Sekil 3. Kitosan kimyasal yapis1 (Olcay, 2015).

4.14. Mikroenkapsiilasyon Teknolojisi

Koazervasyon teknigi ile elde edilen jelatin mikrokapsiilleri lizerine 1930’lu yillarda
yapilan bir ¢aligma mikroenkapsiilasyon teknolojisinin baglangici olarak bilinir. Bu
yontemde, mikro/nanopartikiiller faz ayrimi, sicaklik, ¢6ziicli olmayan ¢ozelti, tuz
veya gecimli olmayan polimer eklenmesi ve polimer-polimer etkilesimi sonucu
olusurlar. 1950’11 yillarda endiistrideki uygulamasi Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’nde baglamistir. Bugiin mikroenkapsiilasyon teknolojisi eczacilik (% 68), gida
(% 13), kozmetik (% 8), tekstil (% 5), biyomedikal (% 3), ziraat (% 2) ve elektronik
(% 1) endiistrilerinde uygulanmaktadir (Ozdemir, 2019).

Mikroenkapsiilasyon teknigi, secilen c¢ekirdek materyalin kullanim amacina uygun

olarak etkinligini arttirmay1 amaglar (Paulo ve Santos, 2017).

Mikroenkapsiile edilen iiriin ve mikrokapsiil 6zellikleri birgok faktdrden etkilenebilir.
Bu faktorlere bagl olarak mikrokapsiiliin partikiil biiyiikliigii dagilimi, morfolojisi,
irlin verimi, partikiil biiylikliigii, enkapsiilasyon etkinligi ve cekirdek materyalin

salimim hiz1 etkilenebilir. Mikrokapsiillerin yapist; tek cekirdekli kaplama, g¢ok
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cekirdekli kaplama ve c¢ekirdek materyalinin kii¢iik damlalar halinde kaplama
materyalinin igerisine dagilmasit ile olusan matriks tip kaplama olarak
siniflandirilabilir. Kaplama materyalleri enkapsiilasyon etkinligi ve mikrokapsiil
stabilitesinde 6nemli rol oynadigindan kaplama materyalini yiiksek etkinlikte segcmek
oldukga oOnemlidir. Ayrica mikroenkapsiilasyon isleminde kullanilan kaplama
materyalinin biyouyumlu, biyo ¢dziiniir, toksik olmayan ve diisiik maliyetli olmas1

gerekir (Ye ve ark., 2018).

Mikrokapsiillerin partikiil biytikligii 1pum ile nanometre arasinda degisen boyutlarda
olabilmekte ve ortalama partikiil biyikligi/boyutu dagilimmi ifade eden
polidispersite indeksi (Pdl) degeri zetasizer partikiil 6l¢iim cihazinda 6lgiilmektedir
(Jayanudin ve ark., 2016).

Mikrokapsiiller tablet, jelatin kapsiil, siispansiyon ya da jel seklinde kullanilabilir.
Mikrokapsiil ¢eperi olarak kullanilabilecek polimer ornekleri dogal (agar, albiimin,
arap zamki, dekstran, gliiten, jelatin, kazein, kitosan, kollajen, nisasta, mum, pektin
vb.) ve sentetik (akrilik polimerler, poli iiretanlar, polistiren, seliiloz ve seliiloz
tirevler, silikon vb.) olabilir. Mikrokapsiillerin karakterizasyonu yapilirken ceper
kalinlig1, gegirgenlik, partikiil buyiikligii ve dagilimi, salim oOzellikleri, zeta
potansiyeli, akis 6zellikleri ve etkin madde igerigi kontrol edilmelidir. Zeta potansiyeli
siispansiyonlarda stabilite i¢in 6nemlidir ve partikiiller arasindaki itme veya ¢cekme
degeri Ol¢limiidiir. Zeta potansiyel 6l¢iimii, dagilma mekanizmalar ile ilgili ayrintili
bilgi verir ve elektrostatik dagilma kontroliiniin anahtaridir. Zeta potansiyeli dl¢iimii
zetasizer cihazi ile dl¢ililmektedir. Zetasizer cihazi belirli bir potansiyel altinda hareketi
saglanan tanelerin hizin1 belirleyerek zeta potansiyelini hesaplamaktadir (Cheng ve

ark., 1991; Benita, 2005; Giirsoy, 2002).

4.14.1. Iyonotropik jelasyon teknolojisi

Kitosan ile nanoenkapsiilasyon isleminde iyonotropik jelasyon teknigi yaygin olarak
kullanilmaktadir (Rajabi ve ark., 2019). Iyonotropik jellesme ydnteminde, organik

¢Oziicii igerisinde hazirlanmis polimer c¢ozeltisine farkli konsantrasyonlardaki
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tripolifosfat (TPP) eklenir ve olusan mikro/nanopartikiiller santrifiigasyon yontemiyle

ayrilir.

Bodmeier ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, kitosan igerisine damlatma yontemiyle
sodyum tripolifosfat (STPP) eklenmesinin kitosan mikrokapsiillerinin verimliligini
arttirdigr gosterilmistir. Bu yontem gilinlimiizde en ¢ok tercih edilen yontemlerden

biridir (Bodmeier ve ark., 1989).

Kitosanin STPP ile iyonik jellesmesi yontemiyle olusturulan mikrokapsiillerin protein,
gen, ilag, vitamin ve farkli fenolik bilesikleri kapsiilleme kapasitesinin de yiiksek

oldugu gosterilmistir (Hosseini ve ark., 2013).

4.15. Antioksidanlarin Genel Ozellikleri

Organizma i¢inde bulunan serbest radikallerin zararli etkilerine karsi antioksidatif
korunma sistemi mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal
olusumunu Onlerken bir kismi ise serbest radikallerin zararli etkilerini azaltir.
Antioksidanlar serbest radikalleri notralize ederek oksidasyonunu engelleyen,
durduran, yavaslatan bilesiklerdir (Devasagayam, 2004).

Fitokimyasallar ve ugucu yaglarin antioksidatif 6zellikleri, igerdikleri bilesenlerin
yapisinda bulunan flavonoid sinifina ait polifenolik bilesiklerden ve fenolik hidroksil
gruplarindan kaynaklanmaktadir. Bu yaglarin antioksidatif etkisi igerdikleri etken
maddelerin miktarina, ekstraksiyonda kullanilan ¢o6ziiciiniin tipine, ekstraksiyon
yontemine gore degiskenlik gostermektedir. Farag ve ark.’nin, ugucu yaglarin
kimyasal komposizyonu ile antioksidatif aktiviteleri arasindaki iliskiyi inceledikleri
caligmalarinda, timoliin yiiksek antioksidatif giiclinlin, yapisinda yer alan fenolik
gruplarin oksidasyonun ilk basamaginda agiga ¢ikan peroksit radikallerinin
olusumunu azaltmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir (Bayaz, 2014; Farag ve ark.,
1989). Antioksidanlar serbest radikalleri dogrudan nétralize edebilirler, peroksid
konsantrasonunu azaltip okside olmus membrani onarabilirler, reaktif oksijen tiirevleri
(ROS) iiretimini azaltabilirler. En ¢ok bilinen antioksidan maddeler polifenoller,

flavonoidler, vitamin E (tokoferoller ve tokotrienoller), vitamin C (askorbik asit),
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karotenoidler, glutatyon, bakir ve selenyum vb. gibi elementlerdir (Yapar ve
Tanriverdi, 2016).

Antioksidanlar ¢esitli mekanizmalarla etkisini gostermektedir (Aydin, 2012). Radikal
metabolit iiretiminin 6nlenmesi, iiretilmis radikallerin temizlenmesi (radikallerin
detoksifikasyonu), hiicre deformasyonunun onarilmasi, Sekonder radikal iireten zincir
reaksiyonlarinin durdurulmasi ve endojen antioksidan kapasitesinin artirilmas,
antioksidan etki mekanizmalarini olusturur (Tagkin, 2011).

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan tek
elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET) ve hidrojen atomu transferi
reaksiyonuna dayananlar (HAT) olarak iki smifta toplanabilir. ET esasli analiz
yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren bir oksidan
maddeyi indirgeme kapasitesinin 6l¢limiine dayanir. Renk degisiminin derecesi
ornekteki antioksidan derigimi ile baglantilandirilir (Goriinmezoglu, 2008). Folin-

Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi, troloks esdegeri antioksidan
kapasite (TEAC) 6l¢iimil, ferrik iyonu indirgeme antioksidan giici (FRAP) 6l¢timii,
Cu (1) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢iim
yontemi, DPPH kullanarak “radikal siipiiriicii aktivite” dl¢lim yontemi, CUPRAC
(bakir (I1) indirgeyici antioksidan kapasite) yontemleri ET esasli analiz
yontemlerindendir (Aydin, 2012).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Ugucu yaglar ve fitokimyasallar

Laurus nobilis L. (Defne) (NU-KA Defne Essencia)

Rosmarinus officinalis L. (Biberiye) (Bezmialem Vakif Universitesi Fitoterapi
Merkezi)

Cinnamomum cassia (Targin) (Bezmialem Vakif Universitesi Fitoterapi Merkezi)

Nigella sativa L. (Corek otu) (Fitomer- Bezmialem Vakif Universitesi Fitoterapi
Merkezi)

Katesin (Sigma 22110)

Timokinon (Santa Cruz sc-215986)

5.1.2. Mikroorganizmalar

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Escherichia coli ATCC 8739

Candida albicans ATCC 10231

Aspergillus niger ATCC 16404
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5.1.3. Kimyasal maddeler ve sarf malzemeleri

Mueller Hinton Agar (Oxoid CM 337 B.0500)

Katyon Ayarli Mueller Hinton Broth (Oxoid 90922)

Sabouraud Dekstroz Agar (Oxoid OX.CM 041 B.0500)

Potato Dekstroz Agar (Oxoid CM 139 B.0500)

Tryptic Soy Agar (Oxoid OX.CM 131 B.0500)

Tryptic Soy Broth (Oxoid OX.CM 132 B.0500)

L-glutamin igeren RPMI 1640 besiyeri (Biosera LM-R1640/500)
Morfolino Propan Siilfonik Asit (Fisher Scientific BP308-500)
Etil alkol (Jt Baker 8025.2500)

Dimetil siilfoksit (Fisher Scientific BP231-100)

Tween 80 (Fisher Scientific BP338-500)

MMW Kitosan (Sigma 448877)

Asetik Asit (Sigma 695092)

Aliiminyum Folyo

Cam Deney Tiipleri

Steril Plastik Petri Kaplari (Firatmed FR.026)

Polipropilen 96 Kuyucuklu Diiz Tabanli Steril Mikroplaka (VWR 734-2327)
Polipropilen 96 Kuyucuklu U Tabanl Steril Mikroplaka (VWR 734-2328)
Sodyum Tripolifosfat (Sigma 247367)

Steril Pamuklu Ekiivyon Cubuk (Lp Italiana L112298)

Pipet Ucu (10ul, 100 pl, 1000 pl) (Rainin 17001116)

Plastik Pastor pipeti (3m1’lik) (Isolab 17001118)
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Enjektor (2.5, 5, 10 ml) (Set Inject 103023043)
Steril FalkonTiipt (Orlab L111547)

0,2 um’lik Filtre (Sart Orius 16534-K)

Steril Antibiyogram Diski (Bioanalyse Blank Disk)
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin (Sigma T1253)
Iron(I11) chloride hexahydrate (Sigma 236489 )

N- Hexane (Merck 1.04367.2500)

Neocuproine (Sigma N1501)

Ammonium acetate (Fisher Scientific 10102946001)

5.1.4. Cozeltiler

% 0,85 NaCl
%3 Tween 80
HCI

TPTZ
FeCls.6H20
Asetat tamponu
DPPH
Neokuprain
Cu(Il)x2H20

NHsAC
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5.1.5. Coziiciiler

Dimetil sulfoksit

Etil alkol % 96

5.1.6. McFarland standart bulamklk tiipleri

Standart bulaniklik tiipleri 0,05 mL % 1,175 BaCl, 9,95 mL % 1 H,SOq ilave edilerek
hazirlanmis (Rayaman, 2010) ve ayrica ticari olarak temin edilen McFarland 0,5

(1x108 kob/mL) standart tiipii esas alinmistir.

5.1.7. Kullamlan cihazlar

Hassas terazi (Precisa)
Etiiv (Binder-Niive)
Pastor Firint (Binder)
Otoklav (Hirayama)
Mikroskop (Olympus)
Otomatik pipetler (5-50 mikrolitre, 100-1000 mikrolitre) (Brand)
pH metre (WTW)
Manyetik Karistirict (IKA)
Buzdolabi (Argelik)

Derin dondurucu (Ugur)
Su banyosu (Niive)

Otoklav poseti (Isolab)
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McFarland bulaniklik tiipleri

Vorteks (Benchmark)

Multimod Mikroplaka Okuyucu ve Goriintiileyici (Biotek Epoch 2)
Sogutmali Santrifiij (Beckman-Coulter)

Ultrasonik Homojenizator (Bandelin Sonoplus)

UV Kabin (Biosafety Cabinet Class 11 A2)

5.1.8. Antibiyotik ve antifungaller

Meropenem (Acros 462810010)

Flukonazol (World Medicine)

Amfoterisin B (Fisher Scientific BP928-250)
Meropenem Disk (10 mcg) (MEM-10)

Flukanozol Disk (25 mcg) (FLU)

5.1.9. Koruyucular

1,2-Octanediol % 98 (Kaprilil glikol) (Sigma 213705)

Fenoksietanol (ilmor)

5.1.10. Krem bazi

Emulfeel SGP CHI (Barentz)
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5.2.  Yontem

5.2.1. Antimikrobiyal duyarhlik deneyleri

Fitokimyasal bilesiklerin, U¢ucu yaglarin ve kitosanin antimikrobiyal etkileri disk
diflizyon yoOntemi ve sivi besiyerinde mikrodiliisyon yontemi kullanilarak tespit

edilmistir.

5.2.1.1. Disk difiizyon yontemi

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) onerileri dogrultusunda dogrudan
koloni siispansiyonu yontemini kullanarak mikroorganizmalarin 18-24 saatlik agar
plagindaki tek diismiis kolonilerinden steril fizyolojik tuzlu su (FTS) igerisinde
McFarland 0,5 [1-2 x 108 kob/mL (bakteri) / 1-5 x 10° kob/mL (maya)] bulanikligina
esdeger inokiilum siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Inokiiliim siispansiyonu bakteriler
icin Mueller Hinton Agar (MHA), mayalar i¢in Sabouraud Dekstroz Agar (SDA)
yiizeyine inokiile edilmistir. Fitokimyasal ve ugucu yag orneklerinin emdirilmis
oldugu diskler (disk ¢apt 6 mm) steril bir pens yardimi ile agar yiizeyine
yerlestirilmistir. Daha sonra bakteri igeren besiyerleri 16-18 saat siireyle 35 + 2 °C'de,
maya igeren besiyerleri ise 48 saat siireyle 35 + 2 °C'de inkiibasyona birakilmis ve siire
sonunda disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlarmin ¢api bir kumpas yardimu ile
Olclilmiistiir. Yontemin pozitif kontrolii i¢in antibakteriyel etkinlik testinde
meropenem (10 pg/disk), antifungal etkinlik testinde ise flukonazol (25 pg/disk)
diskleri kullanilmigtir. Tiim deneyler 3 tekrarl olarak gergeklestirilmistir (CLSI, 2012;
NCCLS, 2004; Naeini ve ark, 2009).

5.2.1.2. Sivi mikrodiliisyon yontemi

Calismamizda kullanilan fitokimyasallar, ucucu yaglar ve kitosanin minimum

inhibitor konsantrasyonlar: (MIK) s1vi mikrodiliisyon ydntemi ile saptanmustir.
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5.2.1.2.1. Bakteriler i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 6nerileri dogrultusunda dogrudan
koloni stispansiyonu yontemini kullanarak organizmanin 18-24 saatlik Mueller Hinton
Agar (MHA) plagindaki tek diismiis kolonilerden steril fizyolojik tuzlu su (FTS)
icerisinde McFarland 0,5 bulanikligi (1 x 10% kob/mL) standardina esdeger bir
inokiiliim stispansiyonu hazirlanmistir. Steril U tabanli 96 kuyucuklu mikroplagin her
kuyucuguna 100 uL % 0,5 oraninda Tween 80 ilaveli Katyon Ayarli Mueller Hinton
Broth (KAMHB) konulmustur. Ardindan test edilecek olan 6rneklerden ilk kuyucuga
100 puL konulup fitokimyasallarin, ugucu yaglarin ve kitosanin ikiser kat azalan seri
seyreltileri yapilmistir. Daha sonra 0,5 McFarland bulanikligina es degerde hazirlanan
bakteri siispansiyonu 1:10 oraninda seyreltilerek 1 X 107 kob/mL inokiiliim yogunlugu
elde edilmistir. Hazirlanan inokiiliim, igerisinde test edilecek maddelerin bulundugu
mikrodiliisyon plakalarina 5 uL inokiile edilerek final konsantrasyonu 5 x 10° kob/mL
olan inokulum yogunlugu elde edilmistir. Her mikroplakta pozitif kontrol olarak
meropenem (64-0,031 pg/mL) antibiyotigi, negatif kontrol olarak KAMHB besiyeri
(sterilite kontrol) ve bakteri siispansiyonu (lireme kontrol) kuyucuklari
bulundurulmustur. Mikrodiliisyon plaklar1 16-20 saat boyunca 35+2°C’de inkiibe
edildikten sonra liremeyi tamamen inhibe eden ve ¢iplak gozle belirlenebilen en diisiik
madde / ilag konsantrasyonu minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degeri olarak
degerlendirilmistir (CLSI, 2012).

5.2.1.2.2. Mayalar icin stvi mikrodiliisyon yontemi

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A2 kilavuzunda onerilen
mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. SDA ylizeyinde 24 saatte ilireyen maya
kolonilerinden FTS igerisinde McFarland 0,5 bulanikligi (1-5 x 10° kob/mL)
standardina esdeger bir inokiilim siispansiyonu hazirlanmistir. Steril U tabanli 96
kuyucuklu mikrodiliisyon plaginin her kuyucuguna pH 7 olacak sekilde 0,165 molar
Morfolino Propan Siilfonik Asit (MOPS) ile tamponlanmis L-glutamin eklenmis
sodyum bikarbonatsiz RPMI 1640 besiyerinden 100 uL konulduktan sonra iistiine test

edilecek olan orneklerden ilk kuyucuga 100 puL konulup fitokimyasallarin, ugucu
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yaglarin ve kitosanin ikiger kat azalan seri seyreltileri yapilmistir. 0,5 McFarland
bulanikligia es degerde hazirlanmis olan maya siispansiyonu 0,5-2,5 x 10° kob/mL
inokiiliim yogunluguna ayarlandiktan sonra kuyucuklara 100 pL aktarilmistir. Her
mikroplakta pozitif kontrol olarak flukonazol (64- 0,125 ug/mL), sterilite kontrolii
olarak RPMI-1640 besiyeri ve iireme kontrolii olarak maya siispansiyonu kuyucuklari
bulundurulmustur. Mikrodiliisyon plaklar1 35 °C’ de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda iiremede belirgin azalmanin goriildiigii, flukonazol igin ise
kontrol kuyucuguna gore en az %50 daha berrak olan ilk kuyucugun degeri minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIK) olarak degerlendirilmistir (Ergin ve Arikan, 2002;
CLSI, 2008; Omran ve ark., 2018).

5.2.1.2.3. Kiifler i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) M-38-A kilavuzunda
Onerilen mikrodiliisyon yontemi uygulanmistir Patates dekstroz agar (PDA)’da 7
giinliik kiif kolonileri tizerine 5 mL % 0,85’lik NaCl ve 50 uL Tween 80 karigimi
dokiilmiis ve koloniler tizerinde hafif calkalama hareketleri yapilarak konidyumlar
toplanmistir. Inokiilum siispansiyonunun final konsantrasyonu 0,09 - 0,13 arasinda
degisen bir optik yogunluga (OD) gore spektrofotometrede (600 nm) 0,4-5 x 10*
kob/mL’ye ayarlanmistir. pH 7 olacak sekilde 0,165 molar Morfolino Propan Siilfonik
Asit (MOPS) ile tamponlanmis RPMI 1640 besiyerinden 100 uL konulduktan sonra
istiine test edilecek olan 6rneklerden ilk kuyucuga 100 pL konulup fitokimyasallarin,
ugucu yaglarin ve kitosanin ikiser kat azalan seri seyreltileri yapilmistir Daha sonra
kuyucuklara, hazirlanmig kif spor siispansiyonundan 100 pL aktarilmustir. Her
mikroplakta pozitif kontrol olarak amfoterisin B (16 - 0,031 pg/uL), sterilite kontrolii
olarak RPMI-1640 besiyeri ve tireme kontrolii olarak kiif siispansiyonu kuyucuklari
bulundurulmustur. Mikrodiliisyon plaklar1 7 giin boyunca 28 °C’ de inkiibe edildikten
sonra {iremenin tam inhibe oldugu en diisitk madde / ilag konsantrasyonu minimum
inhibitdr konsantrasyonu (MIK) degeri olarak degerlendirilmistir (NCCLS, 2002;
Tokarzewski ve ark., 2012; Wang ve ark., 2018).
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5.2.2. Sinerji testi

Sinerji ¢alismasi 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilarak checkerboard (dama tahtasi)
stvi mikrodiliisyon yontemi ile gergeklestirilmistir. Her bir fitokimyasal ve ugucu
yaglarin ayr1 ayr1 minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) degerleri saptandiktan
sonra bu degerler gdz oniine almarak kombinasyonlarda kullanilacak dozlar MiK
degerlerinin subMIK konsantrasyonlar1 olarak ayarlanmustir. Pozitif kontrol olarak
bakteriler igin meropenem antibiyotigi, mantarlar i¢in flukonazol ve amfoterisin B
antifungal ilaglar kullanilmistir. Bakteriler ve mayalar 24-48 saat 35+2°C’de kiifler ise
7 giin 28°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra madde kombinasyonlarinin sinerjik
etkileri mikroplak okuyucuda (BIOTEK Epoch 2) 535-625 nm aralifinda tespit
edilmistir. Spektrofotometrik 6lciimler sonucu elde edilen MIK degerlerine gore,
kitosan ile enkapsiilasyon islemi ig¢in en etkili kombinasyonlar se¢ilmistir.
Fitokimyasal ve ucucu yag kombinasyonlarindan elde edilen MiK degerleriyle tek
baslarina olan MIK degerleri oranlanarak, fraksiyonel inhibitor konsantrasyonu (FIK)
elde edilmistir. Daha sonra kombinasyonda yer alan etken maddelerin FIK degerleri
toplanarak FiK indeksi (FiKI) hesaplanmustir. Elde edilen sonuglara gore etken
maddeler arasindaki iliskiler asagida yer alan FIK indeksine gore belirlenmistir.

(Bonapace ve ark., 2000; Nikkhah ve ark., 2017).

FIKA = B’nin varliginda A’nin MiK degeri / Tek bagma A’nin MIK degeri
FIKB = A’nin varliginda B’nin MIK degeri / Tek basia B’nin MIK degeri
X FIK indeksi = FIKA + FIKB

T FIK indeksi < 0,5 sinerjik etki

¥ FIK > 0,5 ve < 1 aditif etki

X FIK > 1- <4 indiferan etki

T FIK > 4 ise antagonist etkilesim olarak degerlendirilmistir.
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Resim 5. BIOTEK Epoch 2 mikroplaka okuyucu

5.2.3. Kitosan ile enkapsiilasyon islemi

Fitokimyasal bilesikler ve ugucu yaglarin Kkitosan ile iyonotropik jelasyon yontemi
kullanilarak yapilan mikro/nanoenkapsiilasyon islemi Nanomik Biyoteknoloji
firmasiyla is birligi i¢erisinde gergeklestirilmistir. Kitosan, % 1°lik asetik asit i¢inde
tamamen c¢oziindiikten sonra pH’s1t 3,5-5 araliginda bir degere ayarlanarak

protonasyonu saglanmaistir.

Negatif yiiklii sodyum tripolifosfat (STPP) ile fitokimyasal bilesikler ve ugucu yaglar
karistirilmis ve sulu ortamda tamamen ¢oziinmiis olan pozitif yiiklii kitosanin ¢apraz
baglanmalar yapmasi saglanmistir. Capraz baglar ile baglanan TPP ve kitosana Tween
80 eklenerek manyetik karistiricida (800 rpm) belirli bir siire karnstirilmig ve
mikroenkapsiilasyon islemi tamamlanmistir (Sudardshan ve ark., 1992). Kaplama
materyali olarak 25 mL kitosan (% 1’lik), 22,5 mL STPP (% 0,25°lik), 0,25 mL Tween
80 {izerine 2,5 mL biberiye-tar¢in (ugucu yag) ve 2,5 mL timokinon-katesin

(fitokimyasal) kombinasyonlar1 eklendikten sonra ultrasonik homojenizator ile 2 dk
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boyunca pargaciklar daha kiigiik boyutlara ayrilmistir (Keawchaoon ve Yoksan, 2011).
Kitosan ile mikroenkapsiilasyonun salinim degerlendirme testleri Nanomik

Biyoteknoloji Sirketi tarafindan yapilmustir.

Fitokimyasal ve ugucu yaglarin Kitosan ile mikroenkapsiilasyon iglemleri sonucunda
mikrokapsiillerin MIK degerleri sivi mikrodiliisyon yontemi ile saptanmistir.
Calismamizda, dogal bir biyopolimer olan Kitinin % 75-85 oraninda

deasetilasyonundan elde edilen orta molekiiler agirlikli kitosan (Sigma) kullanilmustir.

5.2.3.1. Mikroenkapsiilasyon veriminin tayini

Mikroenkapsiilasyon veriminin tayini Khalili ve arkadaslarinin yontemi gelistirilerek

uygulanmigtir (Khalili ve ark., 2015). Bunun i¢in enkapsiilasyon isleminden hemen
sonra enkapsiilasyon ¢6zeltisi 10 000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek siipernatanti
ayrilmig ve UV spektrofotometrede absorbansi oSlgiilmiistiir. Goézlemlenen optik
dansite (OD) verisi, enkapsiilasyon prosediiriine gore kitosansiz hazirlanan bir referans
yag emiilsiyonunun OD degeriyle karsilagtirilmistir. Enkapsiilasyon verimi % = [(OD
(kontrol)-OD (6rnek)] / OD (kontrol)] x 100 formiiliine gére hesaplanmustir (Khalili
ve ark., 2015).

5.2.3.2. Etken madde salim testi

Salim testi Zhaveh ve arkadaslarinin yontemine gore gerceklestirilmistir (Zhaveh ve
ark., 2015). Fitokimyasal ve ugucu yaglarin UV spektrumu alinmig, hangi absorbans
degerinde pik verdigi kontrol edilmis ve kalibrasyon egrisi ¢ikartilmistir. Daha sonra
enkapsiile edilmis materyalden belli bir miktar alinip salim yapacagi ortam taklit
edilmistir. Bunun igine enkapsiile edilmis materyalden 1 mL alinmis ve iistiine 1 mL
etanol ¢ozeltisi eklenmistir. Son ¢ozelti 25°C’de 24 saat su banyosunda bekletildikten
sonra 10 000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilip siipernatanttan 1 mL ¢ekilmis ve tekrar ayni
miktarda etanol eklenmistir (Yaglar etanolde ¢oziinebildigi igin etanol tercih

edilmistir). Fitokimyasal ve ugucu yaglarin UV absorbansina bakilarak olusturulan
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kalibrasyon egrisinden siipernatantin konsantrasyon tayini yapilmistir. Bu islem belirli
zaman araliklariyla tekrarlanmistir (Zhaveh ve ark., 2015).

5.2.3.3. Mikrokapsiil karakterizasyon verilerinin incelenmesi

Mikrokapsiillerin boyut ve zeta potansiyel dlgiim analizleri Marmara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda Malvern
Zetasizer 90 Zatex cihazi ile gergeklestirilmistir. Biberiye-tar¢in ve katesin-timokinon
mikrokapsiilleri, distile su ile 1/100 oraninda seyreltilmig, 10 000 rpm’ de 5 dk
santrifiij edilmis ve siipernatant kismi alinarak Malvern Zetasizer cihazinda

Olciilmiistiir.

5.2.4. Challenge test

5.2.4.1. Amerikan farmakopesi (USP)

Amerikan farmakopesi testine gore koruyucu etkinlik testinin asamalart uygulanmistir.
Testte S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 9027, E. coli ATCC 8739, C.
albicans ATCC 10231 ve A. niger ATCC 16404 standart suslar1 kullanilmustir.
Mikroorganizma suslarindan taze kiiltiirler hazirlanmistir. Bakteriler Tryptic Soy Agar
(TSA)’da 32,5 = 2,5 °C’de 18-24 saat, maya SDA’da 22,5 + 2,5 °C’de 44-52 saat ve
kiifler ise PDA’da 22,5 + 2,5 °C’de 5-7 giinde iretilmistir. Bakteri ve maya
stispansiyonu % 0,85 NaCl igeren steril FTS, kiif siispansiyonu ise % 0,05 polisorbat
80 igeren steril FTS ile hazirlanmigtir. Her mikroorganizma i¢in inokiilasyon miktari
% 1’i agmamis ve her iiriin 10°- 10° kob/ mL-gr mikroorganizma ve kiif sporu ile
inokiile edilmistir. Uriin 5 farkli gruba ayrilmistir. 5 adet steril tiipe koruyucu etkinligi
belirlenecek drnekten (krem bazi) 10 gr konulmustur. Her bir tiipe belirtilen standart
test mikroorganizmalarindan 10°-10° kob/mL olacak sekilde mikroorganizma inokiile
edilmistir. Mikroorganizma igeren Orneklerden 1 mL-gr alinarak 9 mL nétralizan
igeren besiyerine konulmustur. Notralizanh besiyeri igerigi; TSB + % 1,5’1ik Tween
80 olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra 0,1 mL alinan 6rnekler kati besiyerlerinin
yiizeyine ekilmistir. Bakteriler TSA besiyerinde 32-35 °C’de 18-24 saat, maya SDA
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besiyerinde 22-25 °C de 2-3 giin ve kiif PDA besiyerinde 22-25 °C de 6-10 giin
boyunca inkiibe edilmistir. 0., 14. ve 28. giinlerde iriinlerden ekimler yapilmistir.
Ekim sonrasi petride iireyen koloniler sayilmistir. Degerlendirilirken; bakterilerde 14.
glinkii sayimda baslangi¢c sayimindan en az 2 logaritmalik azalma olmali, 28. giinkii
sayimda ise 14. giine gore artis olmamalidir. Maya ve kiifte ise 14. ve 28. giinkii
sayimlarda baslangi¢ sayimina gore artis olmamalidir. Bu degerler kozmetik {iriin

igindeki koruyucunun aktif oldugunu gosterir (US,32-NF27, 2009).

5.2.5. Antioksidatif etkinlik testi

5.2.5.1. Demir (I11) indirgeme antioksidan giicii tayini (FRAP)

Ferrik iyonu rediikleyici antioksidan potansiyeli deneyi (FRAP), Benzie ve Strain
(1996) metoduna gore yapilmistir (Benzie ve Strain, 1996). FRAP ayiraci 10 pL etken
madde, 190 uL FRAP ve kor i¢in ise 10 pL distile su tizerine 190 pL FRAP konularak
hazirlanmis ve kore karsi absorbans artis1 4. dakikada 593 nm’ de dl¢tilmiistiir. 300
mM asetat tamponu (pH 3,6), 2,5 mL TPTZ ¢ozeltisi (10 mM TPTZ’nin 40 mM
HCT’deki ¢ozeltisi) ve 2,5 mL 20 mM FeCl3.6H20’nin karigtirilmasi ile hazirlanmis
ve 37 °C de 30 dk bekletilmistir. Maddelerin 593 nm’deki absorbans degerleri,
FeS04.7H20 (62,5-1000 mM) ile hazirlanan kalibrasyon grafigine ait degerlerle
karsilastirilmak suretiyle, FRAP degeri (mM/L Fe+2), 1 mM Fe (Ill)’iin Fe (II)’e
indirgenmesi olarak ifade edilmistir.

5.25.1.1 Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

Kalibrasyon grafiginin elde edilmesi i¢in 6nce FeSO4.7H2.0’1n 1000 mM’lik ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar: 500 mM,
250 mM, 125 mM ve 62,5 mM olan ¢ozeltiler elde edilmistir. Cozeltilere FRAP deneyi
uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslar1 4. dakikada 593 nm’de kore karsi
Ol¢iilmiistiir. Deney bes kez tekrarlanmis ve bulunan degerlerden, en kiigiik kareler
yonteminin uygulanmasiyla FeSO4.7H20 kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve regresyon
denklemi [y=12,86x-0,006610 (R?=0,9986)] elde edilmistir (Sekil 5) (Taskin T, 2011).
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5.25.1.2. Demir (Ill) iyonu indirgeyici antioksidan Kkapasite yonteminde

kullanilan ¢ozeltiler

40 mM HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 820 pL der. HCI (% 37°lik) 250 mL’ lik balon

jojede distile su ile hacmine tamamlanip hazirlanmistir.

10 mM TPTZ ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 0,3120 g TPTZ, 100 mL 40 mM HCI’de 50

°C ‘deki su banyosunda ¢oziindiiriiliip hazirlanmistir.

20 mM FeCl3z.6H20 ¢ozeltisi; 1,35 g FeCls.6H20 bir miktar suda ¢oziildiikten sonra

250 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanip hazirlanmastir.

300 mM asetat tamponu (pH 3,6) ¢ozeltisi; 3,1 g NaCH3COO.3H.0O 600 mL distile
suda ¢ozlindiikten sonra iizerine glasiyel asetik asit eklenip pH 3,6 olarak ayarlanmig

ve 1 L’lik balon jojede yine distile suyla hacmine tamamlanip hazirlanmistir.

5.2.5.2.  Bakr (Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC)

Bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi Apak ve arkadaslari tarafindan
gelistirilen yonteme gore yapilmistir (Apak ve ark., 2004). Bir deney tiipii igerisine 60
pL bakir (IT) ¢ozeltisi, 60 pL neokuproin (Nc) ¢ozeltisi ve 60 uL. amonyum asetat
(NHsAc) tampon  ¢ozeltisinden  sirasiyla  eklenmigtir.  Uzerine  farkh
konsantrasyonlardaki maddeden 60 puL ve 10 puL de EtOH c¢oziiciisii eklenmistir.
Toplam hacim 250 pL olacak sekilde hazirlanan tiipler agzi kapali olarak oda
sicakliginda 60 dk reaksiyonun olusmasi igin bekletilmistir. Siiresi biten her bir
ornegin, icerisinde etken madde yerine EtOH igeren referans ¢ozeltiye karst olusan
Cu(l)-Nc kelatinin renginin absorbanslar1 karakteristik dalgaboyu olan 450 nm’de

Olcllmiistiir.
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5.2.5.2.1. Troloksun kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

Troloksun kalibrasyon egrisinden dogru denkleminin [y=3,055x+0,2344 (R?=0,9933)]
elde edilebilmesi i¢in 6ncelikle troloksun 4,0 mM 10 mL‘lik stok ¢ozeltisi etanol ile
hazirlanmistir. Bu ¢6zeltinin etanol ile seyreltilmesiyle konsantrasyonlar1 0,025-0,25
mM araligindaki ¢ozeltiler elde edilmistir. Cozeltilere CUPRAC metodu
uygulandiktan sonra olusan renklerin absorbanslar1 450 nm’de referans ¢ozeltiye karsi

kaydedilmistir.

5.25.2.2. CUPRAC aktivite deneyinde kullanmilan ¢o6zeltiler

7.5x10° M Neokuprain ¢dzeltisi; 0,156 g neokuprain bir miktar etanolda ¢oziildiikten

sonra 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanip hazirlanmistir.

102 M Cu (11)x2H20 ¢bzeltisi; 0,171 g Cu (11)x2H20 bir miktar dH20 ¢oziildiikten

sonra 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanip hazirlanmistir.

1 M NHzAc ¢ozeltisi; 7,71 g NHsAc bir miktar dH20 ¢oziildiikten sonra 100 mL’lik

balon jojede hacmine tamamlanip hazirlanmistir.

5.2.5.3. DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi

Farkli etken maddelerin serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri DPPH yontemi ile
degerlendirilmistir. 240 uL. DPPH (0,1 mM) soliisyonu, 10 uL etken maddeler ile
karistirtlmis ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra etanole karst 517 nm
de mikroplaka okuyucu kullanilarak okutulmustur. Calisma sonucunda elde edilen

veriler 1ICso: mg/mL olarak ifade edilmistir (Wei ve ark., 2010).

5.25.3.1. DPPH serbest radikali giderme kapasitesinde kullanilan ¢ozelti

0,1 mM DPPH ¢6zeltisi; 0,0099 g DPPH bir miktar metanol ile ¢6ziindiikten sonra 250

mL’lik balon jojeye aktarilmis ve metanol ile hacmine tamamlanarak hazirlanmustir.
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6. BULGULAR

6.1. Ugucu Yaglar, Fitokimyasallar ve Kitosanin Antimikrobiyal EtKisi

Targin, biberiye ve defne ugucu yaglarinin S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli’ye kars1

antibakteriyel, C. albicans’a kars1 antifungal etkili olduklar1 goriilmiistiir. Corek otu

yag1 sadece S. aureus ve C. albicans’a kars1 antimikrobiyal etki gostermistir. Targin

ve biberiye ugucu yaginin A. niger’e karsi antifungal etkili oldugu saptanmistir (Tablo

1, 2).

Tablo 1. Ugucu yaglarin antibakteriyel etkisi

Corek otuyazn  Biberiye yag1 Targmn yag Defne yag1
Bakteriler (%100) (%100) (%100) (%100)
Disk MIK Disk MIK Disk MIK Disk MIK
(mm/zon)  (%v/v) (mm/zon) (%v/v) (mm/zon) (%v/v) (mm/zon) (%v/v)
P. aeruginosa
ATCC 9027 - 15.46 12,50 29,15 0,049 17,13 25,0
S.aureus
ATCC 6538 40,15 0.1 19,28 0,39 42,35 1,56 0,19
E.coli
ATCC 8739 - 15,69 3,12 40,75 0.78 17,34 0,78
(-: Etkisiz)
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Tablo 2. Ugucu yaglarin antifungal etkisi

Corek otu yag1r  Biberiye yag1 Tar¢in yag Defne yag:
Maya ve (%6100) (%100) (%100) (%100)
kiif Disk MIK Disk MIK Disk MIK Disk MIK
(mm/zon) (%v/v) (mm/zon) (%v/v) (mm/zon) (%v/v) (mm/zon)  (%v/v)
C. albicans
ATCC 10231 11,4 0,19 22,29 0,049 62,39  0,0000059 26,23 0,049
A. niger
ATCC 16404 - - 1,56 - 3,12 - -
(-: Etkisiz)

Fitokimyasallardan timokinon calismada kullanilan tiim bakterilere karsi etkili
bulunurken; katesinin E. coli hari¢ P. aeruginosa ve S. aureus’a karsi antibakteriyel
etkili oldugu goriilmistiir. Ayrica, her iki fitokimyasalinda C. albicans ve A. niger’e

kars1 antifungal etkili olduklar1 saptanmigtir (Tablo 3, 4).

Tablo 3. Fitokimyasallarin antibakteriyel etkisi

Timokinon Katesin
Bakteriler (14700 pg/mL) (48 000 pg/mL)
Disk MIK Disk MIK
(mm/zon) (ng/mL) (mm/zon) (ng/mL)
P. aeruginosa
ATCC 9027 4,64 7 350 - 24 000
S.aureus
ATCC 6538 14,31 0,028 - 187.5
E.coli
ATCC 8739 - 3675 - -
(-: Etkisiz)
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Tablo 4. Fitokimyasallarin antifungal etkisi

Timokinon Katesin
Maya ve kiif (14 700 pg/mL) (48 000 pg/mL)
Disk MIK Disk MIK

(mm/zon) (pg/mL) (mm/zon)  (pug/mL)

C. albicans
ATCC 10231 7,58 28,71 - 12 000
A. niger
ATCC 16404 - 3675 - 12 000
(-: Etkisiz)

Kitosan S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli’ye karsi antibakteriyel etkili bulunmus,

C.albicans ve A. niger’e kars1 antifungal etki gostermemistir (Tablo 5, 6).

Tablo 5. %1°lik kitosanin antibakteriyel etkisi

Kitosan
(%)
Bakteriler MIK
(%v/v)
P. aeruginosa
ATCC 9027 0,5
S.aureus
ATCC 6538 0,25
E.coli
ATCC 8739 0,25
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Tablo 6. %1°lik kitosanin antifungal etkisi

Kitosan
(%1)
Maya ve kiif ]
MIK
(%viv)
C.albicans
ATCC 10231 -
A.niger
ATCC 16404 -
(-: Etkisiz)

Kontrol olarak calistigimiz antibiyotik ve antifungal ilaglarin antimikrobiyal etkisi

tablo 7 ve tablo 8’ de gosterilmistir.

Tablo 7. Meropenemin antibakteriyel etkisi ve CLSI duyarlilik sinir degerleri

Meropenem CLSI
Bakteriler (Potens: % 82,2)

Disk (10pg) ~ MIK Disk MIK

(mm/zon)  (pg/mL) (10png) (nug/mL)
(mm/zon)
P. aeruginosa

ATCC 9027 26,1 0.5 Kalite kontrol aralig

belirlenmemistir

S.aureus

ATCC 6538 38,18 0,06 Kalite kontrol aralig1

belirlenmemistir

E.coli

ATCC 8739 38,01 0,03 Kalite kontrol aralig1

belirlenmemistir
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Tablo 8. Flukonazol ve Amfoterisin B’nin antifungal etkisi ve CLSI duyarlilik sinir
degerleri

Maya ve kiif Flukonazol CLSI
(Potens: % 99)
Disk MIK Disk MIK
(25 ng) (ng/mL) (25 pg) (ug/mL)
(mm/zon) (mm/zon)
C.albicans
ATCC 10231 18,27 0,25 Kalite kontrol aralig1
belirlenmemistir
Amfoterisin B CLSI
Py (Potens: % 100)
.niger . -
ATCC 16404 MIK (ng/mL) MIK (pg/mL)
1,0 0.5-4,0

6.2.  Sinerji Testi

6.2.1. P.aureginosa i¢in checkerboard sonuclar:

Sinerjik etki calismasinda biberiye, tar¢in, defne ugucu yaglari ile timokinon ve katesin
kombinasyonlar1 sekil 4’de gosterildigi gibi yapilmistir. Biberiye-targin, targin-
timokinon, targin-defne ve biberiye-defne kombinasyonlarinin en etkili
kombinasyonlar oldugu saptanmistir. MiK sonuglarina gére hesaplanan FiK indeksine
gore biberiye-targin ve targin-timokinon kombinasyonlarinin sinerjik, targin-defne ve

biberiye-defne kombinasyonlarinin ise indiferan oldugu belirlenmistir (Tablo 9).
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MADDE KOMBINASYONU + MiIKROORGANIZMA MADDE KOMBINASYONU + BESIYERI
Lyl 2y [ 3¢ 4] |5y |6y [7% [8) |94 [10y |11} | 12
W & @ | ® M 1@ |6 |@

A—>[1+1 142 [1+3 [1+4 [ 145 1+1 | 142 [ 143 [1+4 | 145

(1)

B—>|2+1[2+2 [2+3 [2+4 |2+5 2+1 | 242 |2+3 |2+4 |2+5

(2)

C—»| 3+1 | 3+2 3+3 3+4 3+5 3+1 3+2 3+3 3+4 3+5

3)

D+ | 4+1 | 4+2 |4+3 |4+4 |4+5 4+1 [4+2 [4+3 [4+4 | 445

4)

E—>|5+1[5+2 |[5+3 [5+4 |5+5 5t1 |52 |5+3 | 5+4 | 545

(5)

F

G |PK |[PK |PK |AK |AK |AK |KOR |KOR |[KOR |NK |NK |NK

H |PK PK |PK |AK |AK |AK |KOR |KOR |[KOR |NK |NK |NK

Sekil 4. P.aeruginosa i¢in 96 kuyucuklu plakada checkerboard yontemi plani

1: biberiye yagi, 2: tar¢in yagi, 3: defne yagi, 4: timokinon,5: katesin, AK: antibiyotik kontrol,
PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol (iireme kontrolii), KOR: besiyeri
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Tablo 9. P.aeruginosa igin kombinasyonlarin MIK/FIK degerleri

P. aeruginosa ATCC
92027

Biberiye-
Tarcin

Tarcin-
Timokinon

Tarcin -Defne

Biberiye-
Defne

Biberiye MIK (%vv)
(kombinasyon / tek)

3,12/12,5

FIK Biberiye

0.25

Targin MIK (%vv)
(kombinasyon / tek)

0.012 /0,049

FIK Tar¢m

0.25

FiKi

0.5
(Sinerjik)

Targin MIK (%vv)
(kombinasyon / tek)

FIK Tar¢mn

Timokinon MIK(ug/mL)
(kombinasyon / tek)

FIK Timokinon

FiKi

0.003 /0,049

0.06

459,37/7 350

0.062

0.12
(Sinerjik)

Tarem MIK (%vv)
(kombinasyon / tek)

FIK Targm

Defne MIK(%vv)
(kombinasyon / tek)

FIK Defne

Fiki

0.049/0.049

1

25,0/25,0

1

2
indiferan(etkisiz)

Biberiye MIK (%vv)
(kombinasyon / tek)

FIK Biberiye

Defne MIK(%vv)
(kombinasyon / tek)

FIK Defne

Fiki

Indiferan(etkisiz)

6.2.2. S. aureus i¢in checkerboard sonuglar:

Sinerjik etki ¢alismasinda ¢orek otu yagi, biberiye, tarcin, defne ugucu yaglari, ve

timokinon, katesin kombinasyonlart sekil 5’de gosterildigi gibi yapilmistir. Biberiye-

tar¢in, targin-timokinon ve targin-defne kombinasyonlarinin en etkili kombinasyonlar

oldugu saptanmistir. MIK sonuglarma gore hesaplanan FIK indeksine gore biberiye-

tar¢in, targin-timokinon ve tar¢in-defne kombinasyonlarmin sinerjik oldugu

belirlenmistir (Tablo 10).
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MADDE KOMBINASYONU + MIKROORGANIZMA MADDE KOMBINASYONU + BESIYERI

Lyl 2v [ 34 [ 4y |54 |6v |74 [8¢ |94 [10¢ 11} [12§
MW@ |G |G |G [0 @ & @ (6 6
A1+l 142 [143 [1+4 [1+5 [1+6 [14#1 [1+2 [143 [1+4 [1+5 [ 1+6
(D
B—>|2+1|2+2 [2+3 [2+4 [2+5 [2+6 [2+1 |22 |23 [2+4 [2+5 |2+6
(2)
C—>|3+1[3+2 [3+3 [3+4 [3+5 [3+6 |3+l [3+2 [3+3 [3+4 |3+5 |3+6
(3)
D »| 41 412 |43 |44 [4+5 416 |4t1 |412 | 413 |[414 |45 | 416
4)
E—>|5+t1|5+2 [543 |[5+4 [5+5 [5+6 |51 |5+2 | 583 [5+4 [5+5 |5+6
(5)
F»|6t1|6t2 [6+3 [6+4 [6+5 [6+6 |6+] | 6+2 | 643 |64 | 6+5 | 6+6
(6)
G |PK [PK |[PK |AK |AK |AK |KOR |KOR |KOR |[NK |NK |NK
H |PK |[PK |PK |AK |AK |AK |KOR |KOR |KOR [NK |NK |NK

Sekil 5. S.aureus igin 96 kuyucuklu plakada checkerboard yontemi plani

1: ¢orek otu yagi, 2: biberiye yagi, 3: targin yagi, 4: defne yagi, 5: timokinon, 6: katesin, AK:
antibiyotik kontrol, PK: pozitif kontrol, NK:negatif kontrol(iireme kontrolii), KOR: besiyeri
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Tablo 10. S.aureus i¢in kombinasyonlarm MIK/FIK degerleri

S.aureus ATCC 6538 | Biberiye-Tarcin | Tarcm-Timokinon | Tarcm-Defne

Biberiye MIK (%vv) 0,049 /0,39
(kombinasyon / tek)
FIK Biberiye 0,13

Tarcin MIK (%vv) 0.2/1,56
(kombinasyon / tek)
FIK Tar¢in 0.12

FiKi 0,26
(Sinerjik)

Tarcin MIK (%vv)
(kombinasyon / tek) 0,2/1,56
FIK Tarcin 0.13

Timokinon MIK(ug/mL)
(kombinasyon / tek) 0,0035/0,028

FIK Timokinon 0,26

FiKi 0,21
(Sinerjik)

Tarcin MIK (%vv)
(kombinasyon / tek) 0.2/1,56
FIK Tarcin 0,13
Defne MIK(%vv)
(kombinasyon / tek) 0,024 /0,19
FIK Defne 0,13

FiKi 0,26
(Sinerjik)

6.2.3. E. coli i¢in checkerboard sonuclar:

Sinerjik etki g¢alismasinda biberiye, tar¢in, defne ucucu yaglari ve timokinon
fitokimyasal kombinasyonlar1 sekil 6’da gosterildigi gibi yapilmistir. Biberiye-targin,
targin-timokinon ve tar¢in-defne kombinasyonlarinin en etkili kombinasyonlar oldugu
saptanmustir. MIK sonuglarina gére hesaplanan FIK indeksine gore biberiye-tarcin,
tar¢in-timokinon ve tar¢in-defne kombinasyonlarimin sinerjik etkili oldugu

goriilmistiir (Tablo 11).
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MADDE KOMBINASYONU + MIKROORGANIZMA MADDE KOMBINASYONU + BESIYERI

1yl 2¢ [ 34 |4 |5 6 |74 |84 |9) |10y |11 |12
3)

M| @ (4) n 1@ |6 @
A—>| 1+1 [ 142 [ 143 | 1+4 1+1 | 1+2 [ 143 | 1+4 NK
(1)
B—>|2+1 |2+2 |2+43 |2+4 2+1 [ 242 [2+3 |2+4 NK
(2)
C—»|3+1 342 [3+3 |3+4 3+1 | 3+2 [3+3 [3+4 NK
(3)
D » |4+l |42 |4+3 |4+4 4+1 |4+2 [4+3 |4+4 NK
@)
E

PK | PK PK KOR | KOR | KOR
H PK | PK PK KOR | KOR | KOR

o=

Sekil 6. E.coli igin igin 96 kuyucuklu plakada checkerboard yontemi plani

1: biberiye, 2: tar¢in, 3: defne, 4: timokinon, AK: antibiyotik kor, PK: pozitif kontrol, NK:

negatif kontrol (iireme kontrolii), KOR: besiyeri
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Tablo 11. E.coli i¢in kombinasyonlarin MiK/FiK degerleri

E.coli ATCC 8739

Biberiye-Tarcin

Tarcim-Timokinon

Tarcin -Defne

Biberiye MIK (%vv)
(kombinasyon / tek)

0,39/3.12

FIK Biberiye

0,125

Tar¢in MIK (%vv)
(kombinasyon / tek)

0,098 /0,78

FIK Tarcin

0,126

FIKI

0,25
(Sinerjik)

Tar¢in MIK (%vv)
(kombinasyon/ tek)

FIK Tarcin

Timokinon MiK(ug/mL)
(kombinasyon/ tek)

FIK Timokinon

FIKI

0,098 /0,78

0,126

459,37/3 675

0,125

0.25
(Sinerjik)

Tar¢in MIK (%vv)
(kombinasyon/ tek)

FIK Tarcin

Defne MIK(%vv)
(kombinasyon/ tek)

FIK Defne

FIKi

0,098 /0,78

0,126

0,098 /0,78

0,126

0,25
(Sinerjik)

6.2.4. C. albicans i¢in checkerboard sonuclar:

Sinerjik etki caligmasinda ¢orek otu yagi, biberiye, tarcin, defne ucucu yaglar ve
timokinon, katesin fitokimyasal kombinasyonlar1 sekil 7°de gosterildigi gibi

yapilmistir. Biberiye-tar¢in, biberiye-katesin, tar¢in-defne, katesin-tar¢in ve katesin-

timokinon kombinasyonlarinin en etkili kombinasyonlar oldugu saptanmistir. MIK

sonuglarina gére hesaplanan FiK indeksine biberiye-tarcin, biberiye-katesin, tar¢in-

defne, katesin-tarcin, katesin-timokinon kombinasyonlarinin sinerjik etkili oldugu

goriilmistiir (Tablo 12, 13).
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MADDE KOMBINASYONU + MIKROORGANIZMA MADDE KOMBINASYONU + BESIYERI

Lyl 2v [ 39y 4] |5y |6y [7% [8) |94 [10y [11] |12y
M@ @@ | G660 @ 6 & |6 [©
A—>|1+1 [ 142 [ 143 |[1+4 |[1+5 [1+6 |1+l |1+#2 |[143 [1+4 |[1+5 | 1+6
(1)
B »|2+1[2+2 [2+3 [2+4 [2+5 [2+6 |2+1 |2+2 [2+3 [2+4 [2+5 |2+6
()
C—>|3+1[3+2 343 [3+4 [3+5 [3+6 |3+l |3+2 [3+3 |3+4 [3+5 [3+6
(3)
D—> | 4+1 [4+2 [4+3 [4+4 [4+5 [4+6 |4+] |4+2 443 [4+4 | 415 | 4+6
4
E—>|5+1 [5+2 |5+3 [5+4 |5+5 |[5+6 |5+l |52 |5+3 |5t4 | 5+5 |5+6
(3)
F »6t1 | 6+2 | 6+3 [6+4 |6+5 |6+6 |6+l |6+2 |6+3 | 6+4 | 6+5 | 66
(6)
G |PK |[PK |PK |AK |AK |AK |KOR|KOR [KOR [NK |NK |NK
H |PK |PK |PK |AK |AK |AK |KOR|KOR [KOR |[NK |NK |NK

Sekil 7. C.albicans i¢in 96 kuyucuklu plakada checkerboard yontemi plani

1: ¢orek otu yagi, 2: biberiye yagi, 3: targin yagi, 4: defne yagi, 5: timokinon, 6: katesin, F:
flukonazol, B: besiyeri, PK: pozitif kontrol, NK: negatif kontrol (iireme kontrolii), KOR:

besiyeri
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Tablo 12. C.albicans i¢in kombinasyonlarin MiK/FIK degerleri

C.albicans ATCC
10231

Biberiye-
Tarc¢in

Biberiye-
Katesin

Tarcin-
Defne

Biberiye MIK (%vv)
(kombinasyon / tek)

0,006/0,049

FiK Biberiye

0,12

Tar¢cin MiK (%vv)
(kombinasyon / tek)

0,00000074/
0,0000059

FIK Tarcin

0,13

FIKI

0,25
(Sinerjik)

Biberiye MIK (%vv)
(kombinasyon/ tek)

FIK Biberiye

Katesin MIK(pg/mL)
(kombinasyon/ tek)

FIK Katesin

FIKI

0,012/0,049

0,25

3 000/12 000

0,25

0,5
(Sinerjik)

Tar¢in MiK (%vv)
(kombinasyon/ tek)

FIK Targin

Defne MiK(%vv)
(kombinasyon/ tek)

FIK Defne

FIiKI

0,0000015/
0,0000059

0,25

0,012/0,049

0,25

0,5
(Sinerjik)
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Tablo 13. C.albicans i¢in kombinasyonlarm MIK/FIK degerleri (Devami)

C.albicans ATCC Katesin-Tar¢in Katesin-
10231 Timokinon
Kategin MIK (%vv) 1 500/12 000
(kombinasyon / tek)
FIK Katesin 0,125
Tarcin MIK (%vv) 0,00000074/
(kombinasyon / tek) 0,0000059
FIK Tar¢in 0,13
FIKI 0,26
(Sinerjik)
Katesin MIK (pg/mL) 1 500/12 000
(kombinasyon/ tek)
FIK Katesin 0,125
Timokinon MIK(ug/mL) 3.58/28,71
(kombinasyon/ tek)
FiK Timokinon 0,124
FiKI 0,25
(Sinerjik)
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6.2.5. A. niger i¢in checkerboard sonuclar:

Sinerjik etki ¢alismasinda biberiye, tar¢in ugucu yaglari ve timokinon, katesin
fitokimyasallarin kombinasyonlar1 sekil 8’de gosterildigi gibi yapilmistir. Biberiye-
tar¢in ve katesin-timokinon kombinasyonlarinin en etkili kombinasyonlar oldugu
saptanmigtir. MiK sonuglarina gore hesaplanan FIK indeksine gore biberiye-targin ve

katesin-timokinon kombinasyonlarinin sinerjik etkili oldugu belirlenmistir (Tablo 14).

MADDE KOMBINASYONU + MiKROORGANIZMA MADDE KOMBINASYONU + BESIYERI
1y 2y |34 ][4y |5 6 |7+ 8L [9) [0y |11 |12
M@ & @ 1 @ |6 @
A—>| 141|142 [ 143 [ 1+4 141 [1+2 [143 [ 1+4 NK
(1
B—|2+1 [ 242 [2+3 [2+4 2+1 [ 2+2 [2+3 |2+4 NK
(2)
C—>|3+1[3+2 [3+3 [3+4 3+1 | 3+2 [3+3 |3+4 NK
(3)
D—»>|4+1 | 4+2 [4+3 | 4+4 4+1 [4+2 [4+3 [4+4 NK
4)
E
F |AK |AK | AK
G KOR | KOR | KOR
H |PK |PK |PK KOR | KOR | KOR

Sekil 8. A.niger i¢in 96 kuyucuklu plakada checkerboard yontemi plani

1: timokinon, 2: katesin, 3: biberiye, 4: tarcin, AK: antifungal kor, PK: pozitif kontrol, NK:

negatif konrol (iireme kontrolii), KOR: besiyeri
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Tablo 14. A.niger i¢in kombinasyonlarin MIK/FIK degerleri

A.niger ATCC 16404 Biberiye- Katesin-
Tarcin Timokinon
Biberiye MIK (%vv) 0,39/1,56
(kombinasyon / tek)
FIK Biberiye 0,25
Tarcin MIK (%vv) 0,78/3,12
(kombinasyon / tek)
FIK Tarcin 0,25
FIKi 0,5
(Sinerjik)
Katesin MIK (ug/mL) 1 500/12 000
(kombinasyon/ tek)
FIK Katesin 0,125
Timokinon MIK (p1g/mL) 459.37/3 675
(kombinasyon/ tek)
FIK Timokinon 0,125
FIKi 0,25
(Sinerjik)

6.3. Kitosan ile Enkapsiilasyon islemi

Sinerjik etki ¢aligmasi sonuglarina gore mikrokapsiillere yiiklenen biberiye-tar¢in
ucucu yag kombinasyonu miktart 0,926 mg/mL, katesin-timokinon fitokimyasal

kombinasyonu miktar1 2 mg/mL olarak saptanmistir.

6.3.1. Ugucu yag ve fitokimyasal iceren mikrokapsiillerin antimikrobiyal etkisi

Biberiye-tar¢in ugucu yag mikrokapsiiliiniin antimikrobiyal etkisi, ugucu yaglarin tek
basina ve kombinasyonlarina gore daha fazla bulunmustur (Tablo 15).

Katesin-timokinon fitokimyasal mikrokapsiiliiniin C.albicans ve A.niger’e karsi
antimikrobiyal etkisi fitokimyasallarin tek basina ve kombinasyonlarina gore daha

etkili bulunmustur. Bakterilere kars1 ise etkisiz oldugu goriilmiistiir (Tablo 16).
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Tablo 15. Biberiye-tar¢in mikrokapsiiliiniin MIK degerleri

Biberiye-Tarcin

Mikroorganizmalar I:gg‘;;ﬁgl‘/?;‘i‘;
MIK(mg/mL)
P.aeruginosa
ATCC 9027 0,463 mg/mL
S.aureus
ATCC 6838 0,116 mg/mL
E.coli
ATCC 8739 0,231 mg/mL
C.albicans
ATCC 10231 0,014 mg/mL
A.niger
ATCC 16404 0,014 mg/mL
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Tablo 16. Katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin MIK degerleri

Katesin-Timokinon
Mikrokapsiilii

Mikroorganizmalar (2 mg/mL)

MIK (mg/mL)

P.aeruginosa

ATCC 9027

S.aureus
ATCC 6838
E.coli
ATCC 8739

C.albicans

ATCC 10231 0,12 mg/mL

A.niger

ATCC 16404 0,25 mg/mL

(-: Etkisiz)

6.3.2. Mikroenkapsiilasyon veriminin tayini

Kitosan ile mikroenkapsiilasyonu yapilan ucucu yag kombinasyonunun %100
kaplama veriminin hesaplanmasi i¢in Dbiberiye, tar¢in ve biberiye-tar¢in
mikrokapsiiliiniin spektrofotometrede 234-246 nm dalga boyunda absorbanslart
Olclilmiistiir. Fitokimyasal kombinasyonun kaplama veriminin hesaplanabilmesi igin
katesin, timokinon ve katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin spektrofotometrede 230-
248 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Asagidaki formiile gére, biberiye-
tar¢in mikrokapsiiliiniin enkapsiilasyon verimiligi % 86,7 (Sekil 9, 10, 11), katesin-
timokinon mikrokapsiiliiniin enkapsiilasyon verimliligi % 67,2 olarak hesaplanmis ve

kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 12, 13, 14).

Enkapsiilasyon verimi (%) = 100 x (OD kontrol — OD 6rnek)
OD kontrol
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6.3.2.1. Biberiye-tar¢in mikrokapsiiliiniin enkapsiilasyon  veriminin

hesaplanmasi
Biberiye ucucu yagi
4
. y = 19,655x + 0,4894
' R*=0,9175 S

Absorbans

0o®
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

Konsantrasyon (%)

Sekil 9. Biberiye ucucu yaginin kalibrasyon egrisi (234 nm)

Tarcin ucucu yagi

18 y = 164,04x +0,1714
R?=0,9817

’

Absorbans

0,008 0,01 0,012

0 0,002 0,004 0,006

Konsantrasyon (%)

Sekil 10. Tar¢in ugucu yaginin kalibrasyon egrisi (246 nm)
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Biberiye - Tarcin Mikrokapsiil

1,2
v =3,7134x + 0,5577

1 R?=0,998

0,8

06 y = 3,850x + 0,2447

R? = 0,9996
0,4

Absorbans

0,2

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Dogrusal (246nm)

@® 234nm ® 246nm Dogrusal (234nm )

Konsantrasyon (%0)

Sekil 11. Biberiye-tar¢in mikrokapsiiliiniin kalibrasyon egrisi (234-246 nm)

Biberiye enkapsiilasyon verimi (%) = 100 x (1.95=0.673)  _ o 56,6
1,55

(L782-0301) — o999
1,782

Tar¢in enkapsiilasyon verimi (%) = 100 x

Biberiye-Tar¢in

enkapsiilasyon verimi (%) = (56.6 x2,42) + (99.9x0.8) - % 86,7

2,5
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6.3.2.2. Katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin enkapsiilasyon veriminin

hesaplanmasi

Katesin
35
y = 1,6155x + 0,4552
3 R*=0,9263
’ po
w
=
=
=
=
=]
w
=
-
o®
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

Konsantrasyon (%)

Sekil 12. Katesin fitokimyasalinin kalibrasyon egrisi (230 nm)

Timokinon

1,6 y=1,3893x +0,1741
R? = 0,9756

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8

Konsantrasyon (%)

Sekil 13. Timokinon fitokimyasalinin kalibrasyon egrisi (248 nm)
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Katesin - Timokinon Mikrokapsiil
1,4

1,2 y=0,4832x+0,4286
RZ=0,5

Absorbans

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Dogrusal (248 nm)

® 230nm ® 248 nm Dogrusal (230nm)

Konsantrasyon (%)

Sekil 14. Katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin kalibrasyon egrisi (230-248 nm)

(2.844-1,008) _ o465
2,844

Katesin enkapsiilasyon verimi (%) = 100 x

(0.876 —0.264) - o 69 g
0,876

Timokinon enkapstilasyon verimi (%) = 100 x

Katesin-Timokinon

enkapsiilasyon verimi (%) = (645x1.25) +(69.8x1.25) = o 67,2

2,5
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6.3.3. Mikrokapsiillerin karakterizasyonu

6.3.3.1. Biberiye-tar¢cin mikrokapsiiliiniin karakterizasyon verileri

Biberiye-targin mikrokapsiiliiniin boyut ve zeta potansiyel

Olcim analizleri

sonucunda; zeta potansiyel degeri +32,0 mV, mikrokapsiiliin boyutu 216,6 nm,

parcacik boyutu dagilimi Polidispersite Indeks (PdI) degeri 0,156 olarak bulunmustur

(Sekil 15, 16).

Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 32.0 Peak 1: 33.8 91.1 6.03
Zeta Deviation (mV): 8.69 Peak 2: 10.5 8.9 4.02
Conductivity (mS/ecm): 0.145 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
Result quality :
Zeta Potential Distribution
250000
200000
A |
S 150000
o
Q L
ol
© 100000
= L
50000
0 +
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)
Record 4: biberiye_tarcin_1/100 1\

Sekil 15. Biberiye-tar¢in mikrokapsiiliin zeta potansiyel verisi
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Results

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): Peak 1: 216.6 100.0 92.10
Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: Peak 3: 0.000 0.0 0.000
Result quality :
Size Distribution by Intensity
14
12 -
£ 10
g |
é 8
= T
@w 6
é |
£ 4
2
0.1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Record 29: biberiye_tarcin_supernatant 2 2|

Sekil 16. Biberiye-tar¢in mikrokapsiiliiniin boyut 6l¢iimii verisi

62




6.3.3.2. Katesin-timokinon mikrokapsiiliin karakterizasyon verileri

Katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin boyut ve zeta potansiyel ol¢iim analizleri
sonucunda; zeta potansiyel degeri +35,6 mV, mikrokapsiiliin boyutu 507 nm, pargacik
boyutu dagilimi Polidispersite indeks (Pdl) degeri 0,291 olarak bulunmustur (Sekil 17,

18).

Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 35.6 Peak 1: 35.6 100.0 3.93
Zeta Deviation (mV): 3.93 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mS/em): 0.103 Peak 3: 0.00 0.0 0.00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

200000

150000

100000

Total Counts

50000

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Record 10: katasin_timokinon_1/100 1|

Sekil 17. Katesin-timokinon mikrokapsiiliin zeta potansiyel verisi
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Results

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): Peak 1: 507.0 94.1 2471
Peak 2: 92.36 4.7 19.85
Peak 3: 5179 1.2 486.1
Result quality :
Size Distribution by Intensity
12
10
= T
L 8
5 |
a
a 6
.% 15
£ 4
2
0.1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 27: katesin_timokinon_supernatant_2 3|

Sekil 18. Katesin-timokinon mikrokapsiiliin boyut 6l¢iim verisi
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6.3.4. Salimim testleri

6.3.4.1. Biberiye-tar¢in mikrokapsiiliiniin salimim kinetiginin incelenmesi

Kitosan ile enkapsiile edilmis biberiye-tar¢in mikrokapsiiliiniin 1., 2., 3., 7., 14., 21. ve
28. giinlerde kontrollii salinimi gergeklesmis ve 28. giin sonunda %100 oraninda

serbest birakildig1 gozlemlenmistir (Sekil 19).

Biberiye-Tarcin Mikrokapsiilii
120

100
80
60
40

20

Kiimiilatif salim oram (%)

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (Giin)

Sekil 19. Kitosan ile enkapsiile edilmis biberiye-tar¢cin mikrokapsiiliiniin zamana
bagli salinim kinetigi

6.3.4.2.  Katesin—timokinon mikrokapsiiliiniin salimim kinetiginin incelenmesi
Kitosan ile enkapsiile edilmis katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin 1., 2., 3., 7., 14.,

21. ve 28. glinlerde kontrollii salinim1 ger¢eklesmis ve 28. giin sonunda % 78 oraninda

serbest birakildig1 gozlemlenmistir (Sekil 20).

65



Katesin-Timokinon Mikrokapsiilii
90
80
70
60
50
40
30
20

10

Kiimiilatif salim oram (%)

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (Giin)

Sekil 20. Kitosan ile enkapsiile edilmis katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin zamana
bagli salinim kinetigi
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6.4. Challenge test

Krem bazi 6rneklerinde (Resim 1), Amerikan Farmakopesine gore bulunmasi gereken
mikroorganizma miktarlar1 tablo 17’de, mikroorganizmalarin 0.giin koloni sayimlari

ise tablo 18’de gosterilmistir.

Resim 6. Krem bazi+koruyucu igeren tiipler

Tablo 17. Krem orneklerinde Amerikan Farmakopesine gore bulunmasi gereken
mikroorganizma miktarlari

Mikroorganizmalar Krem drneklerinde Amerikan Farmakopesine gire

bulunmasi gereken mikroorganizma sayisi (kob/mlL.-g)

P.aeruginosa ATCC 9027 106 kob/mIL-g
S.aureus ATCC 6538 106 kob/mL-g
E.coli ATCC 8739 10 kob/mL-g
C.albicans ATCC 10231 10° kob/mL-g
A.niger ATCC 16404 10° kob/mL-g
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Tablo 18. Mikroorganizmalarin 0.giin koloni sayimlari

Mikroorganizmalar

106 kob/mL
P. aeruginosa >100.000 kob/mL
S.aureus >100.000 kob/mL
E.coli >100.000 kob/mL
C.albicans >100.000 kob/mL
A.niger 42 koloni

6.4.1. Biberiye-tar¢cin mikrokapsiiliiniin challenge testi sonuglari

105 kob/mL

>100.000 kob/mL
>100.000 kob/mL

>100.000 kob/mL
>100.000 kob/mL

Mikroorganizma sayisi

104 kob/mL

330 koloni
393 koloni

250 koloni

176 koloni

Krem bazina % 0,3 konsantrasyon oraninda eklenen biberiye-tar¢in mikrokapsiilleri,

bakteriler ve maya igin 28. giinde raf 6mriinii etkili bir sekilde saglarken, A. niger’e

kars1 28. gilinde raf Omriinii azalttigi goriilmistir (Tablo 19). Biberiye-tar¢in

mikrokapsiillerin logaritmik azalma degerleri tablo 20’de gosterilmistir.

Tablo 19. Biberiye-targin mikrokapsiiliniin 0., 14. ve 28. giin mikroorganizma

sayimlari
Mikroorganizmalar
0.giin

P.aeruginosa 3,3x 1098
S.aureus 3,9x 106
E.coli 2,5x 108
C.albicans 1,7x 108
A.niger 42x 107
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Mikroorganizma sayisi

14.giin
Ureme yok
Ureme yok
29 koloni
Ureme yok

Ureme yok

28.giin
Ureme yok
Ureme yok
1 koloni
Ureme yok

3 koloni



Tablo 20. Biberiye-tar¢in mikrokapsiiliiniin logaritmik azalma degerleri

Mikroorganizmalar Logaritmik azalma

14.giin 28.giin
P.aeruginosa 7,52 log kob/mL Ureme artis1 yok
S.aureus 7,59 log kob/mL Ureme artis1 yok
E.coli 3,93 log kob/mL Ureme artis1 yok
C.albicans Ureme artis1 yok Ureme artis1 yok
A.niger Ureme artis1 yok Ureme artig1 var

6.4.2. Katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin challenge testi sonuclar:

Krem bazma % 0,3 konsantrasyon oraninda e¢klenen katesin-timokinon
mikrokapsiilleri, C.albicans i¢in 28. giinde raf 6mriinii etkili bir sekilde saglarken,

A.niger’e kars1 28.giinde raf 6mriinii azalttig1 goriilmistiir (Tablo 21).

Tablo 21. Katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin 0., 14. ve 28. giin mikroorganizma
sayimlari

Mikroorganizmalar Mikroorganizma sayisi

0.giin 14.giin 28.giin
C.albicans 1,7x 108 Ureme yok Ureme yok
A.niger 42x 107 6 koloni 33 koloni
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6.4.3. Fenoksietanol-kaprilil glikol kombinasyonu challenge testi sonuglari

Krem bazina % 0,3 konsantrasyon oraninda eklenen fenoksietanol-kaprilil glikol
kombinasyonu, bakteriler, maya ve kiif i¢in 28. giinde raf 6mriinii etkili bir sekilde
sagladigr gorilmistiir (Tablo 22). Fenoksietanol-kaprilil glikol kombinasyonunun

logaritmik azalma degerleri tablo 23’de gosterilmistir.

Tablo 22. Fenoksietanol- kaprilil glikol koruyucu kombinasyonunun 0., 14. ve 28. giin
mikroorganizma sayimlari

Mikroorganizmalar Mikroorganizma sayisi

0.giin 14.giin 28.giin
P.aeruginosa 3,3x 108 Ureme yok Ureme yok
S.aureus 3,93x 108 Ureme yok Ureme yok
E.coli 2,5x 108 2 koloni Ureme yok
C.albicans 1,76 x 108 Ureme yok Ureme yok
A.niger 42x 107 Ureme yok Ureme yok

Tablo 23. Fenoksietanol- kaprilil glikol koruyucu kombinasyonunun logaritmik azalma
degerleri

Mikroorganizmalar Logaritmik azalma

14.giin 28.giin
P.aeruginosa 7,52 log kob/mL Ureme artis1 yok
S.aureus 7,59 log kob/mL Ureme artis1 yok
E.coli 5,10 log kob/mL Ureme artis1 yok
C.albicans Ureme artis1 yok Ureme artis1 yok
A.niger Ureme artis1 yok Ureme artisi yok
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6.5. Antioksidatif Etkinlik Testi

6.5.1. Demir (III) indirgeme antioksidan giicii tayini (FRAP)

Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicii tayininde; biberiye-targ¢in
mikrokapsiilleri, enkapsiile edilmemis serbest biberiye-tar¢in kombinasyonu ile;
katesin-timokinon mikrokapsiilleri ise enkapsiile edilmemis serbest katesin-timokinon
kombinasyonu ile karsilastirilmis ve 593 nm dalga boyunda spektrofotometrede
absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar FeSO4’1n kalibrasyon egrisine gore
degerlendirildiginde; biberiye-tarcin mikrokapsiiliiniin, enkapsiile edilmemis serbest
biberiye-tar¢in kombinasyonundan daha diisiik aktivite gosterdigi saptanmustir (Sekil
21). Katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin ise enkapsiile edilmemis serbest katesin-
timokinon kombinasyonundan daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Biitlin
numuneleri kiyasladigimizda, enkapsiile edilmemis serbest biberiye-tar¢in ugucu yag
kombinasyonunun en gii¢lii FRAP degerine sahip oldugu saptanmistir (Tablo 24, Sekil
22).

o o
S (o]
L J

Absorbans (593 nm)
o
N

OO L] T T T 1
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Konsantrasyon (mM)

Sekil 21. FeSO4’1n kalibrasyon egrisi
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Tablo 24. Numunelerin demir (III) indirgeme antioksidan giicii

FRAP (mM FeSO4/mg numune)

Biberiye-Tarcin Mikrokapsiil 131,812+ 6,618
Biberiye-Tarcin 167,274 + 11,353
Katesin-Timokinon Mikrokapsiil 84,033 + 17,946
Katesin-Timokinon 76,994 + 2,261

FRAP ( mM FeSO4 /mg numune)
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Biberiye-Targin Biberiye-Targin Katesin - Timokinon Kategin-Timokinon
Mikrokapstil Mikrokapstl

Sekil 22. Numunelerin FRAP degerleri

6.5.2. Bakar (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini

Mikrokapsiillerin ve enkapsiile edilmemis bilesiklerin, bakir (1) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasitesi, CUPRAC yontemi ile tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar
Troloks kalibrasyon egrisine gore degerlendirilmis (Sekil 23) ve biberiye-targin
mikrokapsiiliiniin, enkapsiile edilmemis biberiye-tar¢cin kombinasyonundan daha
yiiksek, katesin-timokinon mikrokapsiiliiniin ise enkapsiile edilmemis katesin-

timokinon kombinasyonundan daha yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Biitlin
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numuneleri kiyasladigimizda, en giigli CUPRAC degerinin biberiye-targin
mikrokapsiilii oldugu saptanmistir (Tablo 25, Sekil 24).

°© o o
A

Absorbans (450 nm)
o
N

0.0 T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Konsantrasyon (mM)

Sekil 23. Troloks kalibrasyon egrisi

Tablo 25. Numunelerin bakir (1) iyonu indirgeyici antioksidan giicii

CUPRAC (mM troloks esdegeri/ mg numune)

Biberiye-Tar¢in Mikrokapsiil 255,575+ 7,139
Biberiye-Tar¢in 132,339+ 2,503
Katesin-Timokinon Mikrokapsiil 248,925+ 7,139
Katesin-Timokinon 232,596 +£ 15,523
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CUPRAC (mM troloks esdegeri/ mg numune)
300

250
200
150
100

50

Biberiye-Targin Biberiye-Targin Katesin-Timokinon Katesin-Timokinon
Mikrokapsdl Mikrokapsiil

Sekil 24. Numunelerin CUPRAC degerleri

6.5.3. DPPH Radikal siipiiriicii aktivite tayini

Biberiye-targin mikrokapsiilleri, biberiye-tar¢in ugucu yag kombinasyonu ile
karsilastirilarak;  katesin-timokinon  mikrokapsiilleri ise  katesin-timokinon
fitokimyasal kombinasyonu ile karsilagtirilarak DPPH radikal siipiiriicii aktiviteler
tayin edilmistir. Ornekler 96 kuyucuklu plakalarda 3 tekrarli olarak ¢alisilmistir.
Mikrokapsiil ve serbest halleriyle kullanilan ugucu yaglar ve fitokimyasallarin
antioksidan aktiviteleri 1Cso degerleri kiyaslanarak degerlendirilmistir. 1Cso ile
antioksidan aktivite arasinda ters iligki goz Oniine alindiginda, biberiye-tar¢in
mikrokapsiillerinin, enkapsiile edilmemis biberiye-targin kombinasyonundan daha
diisiik aktivite gosterdigi saptanmistir. Katesin-timokinon mikrokapsiillerinin de
enkapsiile edilmemis katesin-timokinon fitokimyasal kombinasyonundan daha diisiik
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Biitlin numuneleri kiyasladigimizda en giiglii
DPPH degerinin enkapsiile edilmemis biberiye-tar¢in ugucu yag kombinasyonunun

oldugu saptanmustir (Tablo 26, Sekil 25).
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Tablo 26. Numunelerin DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi

DPPH (ICso: mg/mL)

Biberiye-Tar¢in Mikrokapsiil 0,008 = 0,003
Biberiye-Tar¢in 0,004 + 0,003
Katesin-Timokinon Mikrokapsiil 0,007 £ 0,002
Katesin-Timokinon 0,006 = 0,003

DPPH (ICs, : mg/mL)
0,009

0,008
0,007
0,006
0,005
0,004
0,003
0,002

0,001

Biberiye - Targin Biberiye - Targin Katesin - Timokinon Katesin - Timokinon
Mikrokapsil Mikrokapsil

Sekil 25. Numunelerin ICso degerleri
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7. TARTISMA ve SONUC

Kozmetik endiistrisi i¢in mikrobiyolojik kalite cok dnemlidir. Ham maddeler ve bitmis
kozmetik triinlerin mikrobiyolojik ozellikleri ve challenge test sonuglart Avrupa
Birligi'ndeki kozmetik mevzuatina gore, kozmetik {iriin giivenlilik raporunun zorunlu
unsurlaridir (European Commission, 2016; Glava¢ ve Lunder, 2018). Bu sebeple
kozmetik iirlinlere koruyucu madde ilavesi yapilmaktadir. Koruyucular gida, kozmetik
ve farmasoétik tiriinlerin bozulmasini engeller, ayrica mikroorganizma kontaminasyonu
sonucu tiiketicide enfeksiyon olusma riskini de azaltirlar (Chen ve ark., 2007; Darbre,

2006; Salvagnini ve ark., 2006; Orth ve Kabara, 1998).

Endiistriler genellikle iiretilen iiriinlerin raf dmriinii artirmak i¢in sentetik koruyucular
kullanirlar ancak bu koruyucular her zaman verimli degildir. Baz1 koruyucular sinirl
bir pH araliginda genis bir etki spektrumu sergilerken, bazilar1 genis bir pH araliginda
antimikrobiyal aktivite gdosterirler (Kunicka-Styczynska ve ark., 2011). Bu
sinirlamalarin yani sira, ¢ogu sentetik koruyucunun insan sagligina zararli oldugu
sayisiz calismalar ile kanitlanmistir. Ornegin; parabenlerin, insan meme dokusu
orneklerinde ve kan, idrar, siit gibi insan sivi Orneklerinde % 99 oraninda
saptanabildigi bildirilmistir. Diger baz1 c¢aligmalarda, kozmetiklerde paraben
kullaniminin meme kanseri gelisme riskini arttirdigr belirtilmektedir (Darbre ve
Harvey, 2014; Barr ve ark., 2012; Sandanger ve ark., 2011; Schlumpf ve ark., 2010;
Ye ve ark., 2006). Ote yandan, son on yilda kozmetiklerde bulunan koruyucularin
neden oldugu temas alerjilerinde de 6nemli bir artis oldugu belgelenmistir (Schwensen

ve ark., 2015).

Kozmetik endiistrisi son zamanlarda sentetik koruyucularin olumsuz etkisi ve artan
tilketici talebi sebebiyle antimikrobiyal etkiye sahip dogal {irlinlere ve oOzellikle

aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglara yonelmistir (Hernandes ve ark., 2017).

Essid ve arkadaslari, Candida susuna karsi tar¢in (Cinnamomum verum) ugucu yaginin
ve icerdigi fitokimyasal bilesiklerin antifungal etkisini arastirmiglardir. Ugucu yagin
fitokimyasal bilesimini GC-MS analizi ile fenilpropanoid yapisinda sinnamaldehit
olarak karakterize etmisler (% 82,09) ve C. albicans ATCC 10231 susuna kars1 hem
ucucu yagmn hem de saf sinnamaldehitin 62,5 pg/mL MIK degerinde esit derecede
antifungal aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Essid ve ark., 2017).
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Diger bir ¢alismada, tar¢in ugucu yaginda % 65-80 oranindaki sinnamaldehitin ve %
5-10 oranindaki Gjenoliin kuvvetli antimikrobiyal etki yarattiklar1 bildirilmistir

(Coskun, 2006).

Calsamiglia ve arkadaslarinin ¢alismasinda, tar¢in ugucu yaginda % 75 diizeyinde
bulunan sinnamaldehitin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.
Sinnamaldehitin antimikrobiyal etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir fakat
antimikrobiyal etkisinin muhtemelen yapisindaki karbonil grubunun reaktivesi ile

iliskili oldugu bildirilmistir (Calsamiglia ve ark., 2007).

Firmino ve arkadaslarinin, Cinnamomum sp. ugucu yaglari ve sinnamaldehitin
antimikrobiyal aktivitesini Olg¢tiikkleri bir ¢alismada, C. cassia, C. zeylanicum ve
sinnamaldehitin S. aureus, S.epidermidis, S. pyogenes, P. aeruginosa ve E. coli’ye
kars1 antimikrobiyal aktivite gdsterdigini ve 0,25-0,50 mg/mL MIK degerlerinde etkili
olduklarini bildirmislerdir (Firmino ve ark., 2018).

Ooi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada, tar¢in (C. cassia) ugucu yaginin
% 85,06 oraninda sinnamaldehit i¢erdigi, P. aeruginosa, E. coli ve S. aureus suslarina
kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi, gram-negatif suslara kars1 MiK degerinin 0,3
mg/ mL ve S. aureus’a karst MIK degerinin ise 0,6 mg/mL oldugu gosterilmistir. Ayni
arastirmacilar Candida spp.suslarma karst 113-450 pg/mL arasinda degisen MIK
degerleri ve A. Niger’e kars1 ise 125 pg/mL MIK degeri bulmuslardir (Ooi ve ar k.,
2006).

Calismamizda, tar¢in ugucu yaginin ozellikle C. albicans’a karsi 0,0000059 %v/v
MIK degerinde ¢ok yiiksek antifungal etki gdsterdigi bulunmustur. Tar¢in ugucu yagi
A. niger’e karst da 3,12 %v/v MIK degerinde antifungal etki gostermistir. O0i ve
arkadaglarinin ¢aligmasina paralel olarak ¢alismamizda, P. aeruginosa (0,049 %v/v)
ve E. coli’ye (0,78 %v/v) kars1 S. aureus’dan (1,56 %v/v) daha yiiksek antibakteriyel

aktivite saptanmuistir.

Jiang ve arkadaslar1 biberiye u¢ucu yaginin kimyasal bilesenlerinden olan a -pinen ve
1,8-sineolii, biberiye ugucu yagi ile karsilastirdiklarinda; a-pinen ve 1,8-sineol
bilesiklerinin biberiye ugucu yagina gore daha diisiik antimikrobiyal aktivite
gosterdigini bildirmisler ve biberiye ugucu yaginin E. coli ATCC 8739, P. aeruginosa
ATCC 27853, S. aureus (MRSA), C. albicans ATCC 10231 ve A. niger ATCC 16404
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suslarina karst MiK degerlerini sirastyla % 0,3, % 0,1, % 0,03, % 0,1 ve % 1,0 olarak
bulmuslardir (Jiang ve ark.,2011).

Silva ve arkadaslarinin ¢alismasinda, on adet gram pozitif ve gram negatif bakteri
tiirlerine kars1, biberiye ugucu yagmin E. coli’ye kars1 % 25, S. aureus’a karst % 50
MIK degerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi, P. aeruginosa’ya karsi ise etkili
olmadig belirtilmistir (Silva ve ark., 2012).

Ugar ve arkadaslar1 CLSI’'min standart disk difiizyon metodu ile yaptiklar
caligmalarinda, biberiye ugucu yagmin S. aureus’a karsi antibakteriyel etkisinin 23
mm zon c¢apinda bulundugunu, P. aeruginosa’ya karsi ise etkili olmadigini

gostermislerdir (Ugar ve ark., 2015).

Calismamizda, biberiye ugucu yagi S. aureus’a 19,28 mm, P. aeruginosa’ya 15,46 mm
E. coli’ye 15,69 mm ve C. albicans’a 22,29 mm zon ¢apinda antimikrobiyal etkili

bulunmustur.

Lemos ve arkadaslar1 biberiye ugucu yagimin S. aureus'a karsi antimikrobiyal ve
antioksidan etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda, ucucu yagin kontrol olarak
kullanilan siilfanilamid antibiyotiginden daha gii¢lii aktivite gosterdigini

bildirmislerdir (Lemos ve ark., 2015).

Calismamizda, biberiye ucucu yagi P. aeruginosa, S. aureus ve E.coli’ ye (12,50
%vl/v, 0,39 %vl/v, 3,12 %vV/V) karst kontrol olarak kullanilan meropenem (0,5 pg/mL,
0,06 pg/mL, 0,003 pg/mL) antibiyotiginden biraz diisiik antibakteriyel etki
gostermesine karsin, C. albicans’a (0,049 %v/v) kars1 kontrol olarak kullanilan
flukonazolden (0,25 pg/mL) daha yiiksek antifungal etki gostermistir. A. niger’e (1,56
%V/V) kars1 ise amfoterisin B’ye (1 pg/mL) ¢ok yakin MIK degeri bulunmustur.

Erkmen ve arkadaslari, defne ugucu yaginin E. coli ve Listeria monocytogenes’e karsi
etkisiz oldugunu, S. aureus ve A. niger’e karsi ise 0,02 %v/v MIK degerinde

antimikrobiyal aktivite gosterdigini bildirmislerdir (Erkmen ve ark., 2008).

Bizim ¢alismamizda da defne ucucu yag1 S. aureus’a karsi 0,19 %v/v MIK degerinde

antibakteriyel etki gostermistir.

Coskun ¢alismasinda, defne ucucu yaginda % 2-12 oraninda bulunan §jenol + metil

6jenoliin antimikrobiyal etki yarattigini bildirmistir (Coskun, 2006).

78



Cherrat ve arkadaslari, defne ugucu yaginin, 5 adet gram-pozitif ve 4 adet gram-negatif
bakteri suslarina kars1 0,5-14,0 ul/mL MIK deger araliginda antimikrobiyal aktivite
gosterdigini ve defne ugucu yagmin gram-pozitif bakterilere karsi gram-negatif

bakterilerden daha etkili oldugunu belirtmislerdir (Cherrat ve ark., 2013).

Moghtader ve arkadaglari, defne ugucu yaginin patojen bakterilere (S. aureus, S.
epidermidis, Streptococcus faecalis, P. aeruginosa, Shigella flexneri, Klebsiella
pneuomoniae, Salmonella typhi, S. marcescens ve E. coli) karsi antibakteriyel
aktivitesini disk difiizyon yontemi ile arastirmislar ve defne ugucu yaginin kontrol
olarak kullandiklar1 tetrasiklin antibiyotiginden daha giiclii antibakteriyel aktivite
gosterdigini bulmuslardir (Moghtader ve ark., 2013).

Calismamizda, defne ugucu yagi kontrol olarak kullandigimiz meropenem (S. aureus
0,06 pul/mL, E. coli 0,03 pul/mL) antibiyotigine yakin degerlerde (S. aureus 0,19 %v/v,
E. coli’ye 0,78 %v/v) antibakteriyel etkili bulunurken; kontrol olarak kullandigimiz
flukonazolden (C. albicans 0,25 ul/mL) daha yiiksek antifungal etki (C. albicans 0,049

%vV/Vv) géstermistir.

Peixoto ve arkadaslarimin ¢aligmasinda defne ugucu yaginin Candida spp.’ye karsi
antifungal aktivitesinin  250-500 mg/mL MIK deger araliginda bulundugu
bildirilmistir (Peixoto ve ark., 2017).

El-Sawi ve arkadaslarinin ¢alismasinda, defne yapragi ugucu yaginin A. niger’e karsi

antifungal aktivitesinin bulunmadig: bildirilmistir (E1-Sawi ve ark., 2009).

Bizim g¢alismamizda da defne ugucu yagmin A. niger’e karsi antifungal etkisi
bulunamamistir. Ancak incelemeye alinan diger bakteri ve maya tiirlerine kars
antimikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur. Bulgularimiz gerek iilkemizde yapilan ve

gerekse diger tilkelerde yapilan ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir.

Corek otu yagimin antibiyotige direngli c¢esitli klinik bakteri suslarna karsi
antibakteriyel etkisi degerlendirildiginde, gram pozitif bakterilere karsi, gram negatif
bakterilere gore daha fazla antibakteriyel aktivite gdosterdigi belirtilmistir

(Gholamnezhad ve ark., 2016).

Yapilan bagka bir ¢alismada, ¢orek otu yaginin C. albicans’a kars1 da yiiksek oranda
antifungal aktivite gosterdigi bulunmustur. (Kooti ve ark., 2016).
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Calismamizda, ¢Orek otu yagmin sadece S. aureus ve C.albicans’a karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi bulunmustur. Corek otu yagmin MIK degerleri S.
aureus i¢in 0,1 % v/v, C. albicans i¢in 0,19 % v/v olarak bulunmus ve literatiirlerdeki
benzer arastirmalarda Dbelirtildigi gibi yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi

saptanmistir.

Corek otu yagi ve bilesenlerinin S. aureus ve E. coli’e karsi antibakteriyel etkileri
arastirildiginda, c¢orek otu yagmin antibakteriyel 06zelliginin timokinondan

kaynaklandig1 belirtilmistir (Giilli ve ark., 2013).

Yapilan bir ¢alismada, timokinonun insan patojenik suslarina karsi antibakteriyel
aktivitesinde gram pozitif bakterilerde 8 ila 32 pg/mL arasinda degisen MiK degerleri
bulunurken gram negatif bakterilerde MiK > 512 pg/mL degeri tespit edilmis ve gram
negatif bakterilere kars1 daha direngli oldugu bildirilmistir (Chaieb ve ark., 2011).

Benzer bir calismada ise timokinonun gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi
8-512 pg/mL araliginda MiK degerlerinde giiclii antimikrobiyal etki gosterdigi ve bazi
antibiyotiklerle sinerjik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Mahboubi, 2018).

Timokinonun, E. coli, P. aeruginosa, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium,
Salmonella enteritidis ve S. aureus’a karsi antibakteriyel etkinliginin arastirtldig1 bir
calismada, S. aureus’un timokinona yliksek derecede duyarlilik gdsterdigi,
timokinonun 3 pg/mL dozunun bakteriyostatik, 6 pg/mL dozunun ise bakterisit etki
icin yeterli oldugu bildirilmistir. Diger gram-negatif bakterilerin timokinona kars1
daha az duyarli bulundugu ve minumum inhibitdr konsantrasyonlar1 ile minumum
bakterisit konsantrasyonlarinin 200 ile 1600 pg/mL arasinda oldugu bildirilmistir
(Gtillii ve ark., 2013).

Bir baska ¢alismada, timokinonun C. albicans ATCC 14053 ve C. albicans ATCC
1172 suslarina karst minimum inhibitér konsantrasyon degerleri 50 pg/mL olarak

bulunmustur (Almshawit ve Macreadie, 2016).

Baska bir calismada, timokinonun, A. niger’ in iiremesini 2 mg/mL MIK degerinde
inhibe ettigi bildirilmistir (Al-Jabre ve ark., 2003). Benzer bir ¢alismada ise
timokinonun in vitro olarak A. niger ve Fusarium solani’yi inhibe ettigi ve antifungal
aktivitesinin amfoterisin B ile karsilastirilabilir oldugu gosterilmistir (Al-Jabre ve ark.,
2015).
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Calismamizda, timokinonun S. aureus’a kars1 (0,028 pg/mL) antibakteriyel etkisinin
P. aeruginosa (7 350 ug/mL) ve E. coli’ye (3 675 pg/mL) gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Bulgularimiz timokinonun S. aureus’a karsi kontrol olarak kullanilan
meropenemden (0,25 pug/mL) daha fazla antibakteriyel etkili oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda, timokinonun antifungal etkisinin ise C. albicans’a kars1 (28,71
ug/mL), A.niger’ e (3 675 ug/mL) gore daha etkili oldugu saptanmistir. Ancak C.
albicans’a ve A. niger’e kars1 antifungal etkisinin, kontrol olarak kullanilan flukonazol

(0,25 pg/mL) ve amfoterisin B’den (1 pg/mL) ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir.

Litertiirlerde katesinlerin S. aureus’ a karsi bakteriyostatik ve bakterisidal etkiye sahip

oldugu bildirilmistir (Aydin ve ark., 2016).

C. sinensis ¢ay ¢igeginin kimyasal yapisini ve antimikrobiyal 6zelligini belirlemek igin
yapilan bir ¢aligmada, yiliksek performansli sivi kromatografi (HPLC) yontemi ile
katesinin ¢ay ¢igegindeki en yiiksek orana sahip fenolik bilesik oldugu bulunmustur.
Disk difiizyon yontemiyle bakteri, maya ve kiiflere karsi antimikrobiyal aktivitesinin
oldugu goézlemlenmistir. E. coli ATCC 25922 susuna kars1 12,5 mm, P. aeruoginosa
ATTC 10145 susuna kars1 15,3 mm, S. aureus ATTC 25923 susuna karst 11,8 mm, A.
niger ATTC 9642 susuna kars1 13,0 mm, Saccaromyces cerevisiae ATTC 9763 susuna
kars1 14,3 mm inhibisyon zonunda antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir

(Karahalil ve ark., 2019).

Bir ¢aligmada, ayrica katesinin antibiyotiklerle kombinasyonunun P. aeruginosa, E.
coli ve S. aureus suslarina karsi antibakteriyel etkisinin katesinin tek basina olan

etkisinden ¢ok daha etkili oldugu belirtilmistir (Gomes ve ark., 2017).

Katesinlerin C. albicans' a kars1 antifungal etkisinin arastirildig1 bir caligmada, CLSI
standartlarmin uygulandig1 stvi mikrodiliisyon yéntemi kullanilmis ve MIK degerinin

6,25 mg / mL olarak bulundugu bildirilmistir (Sitheeque ve ark., 2009).

Calismamizda katesinin S. aureus’a kars1 (187,5 ng/mL) P. aeruginosa’ya (24 000
nug/mL) gore daha etkili bir antibakteriyel etkisinin oldugu, ancak E. coli’ye kars1 bir
antibakteriyel etki gostermedigi, C. albicans ve A. niger’e karsi ise ayni oranda (12

000 pg/mL) ¢ok diisiik diizeyde antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Literatiirde ucucu yaglarin ve fitokimyasallarin tek baglarina antimikrobiyal
aktivitesini gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu bilesiklerin, sentetik
koruyucular ve antibiyotikler ile kombinasyonlarinin sinerjik etkinligiyle ilgili
caligmalar olmasina ragmen, bizim calismamizda kullandigimiz ugucu yaglarin ve
fitokimyasallarin kendi aralarinda ve ugucu yaglar ile fitokimyasallarin birlikte

kombine edildigi yeterli calisma bulunmamaktadir.

Sharma ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, tar¢in ugucu yaginin antimikrobiyal etkisinde
onemli yer tutan sinnamaldehitin timokinon ile kombinasyonunun S. epidermidis’e

kars1 aditif etkili oldugunu gostermislerdir (Sharma ve ark., 2016).

Bizim ¢alismamizda, tar¢in ugucu yagi ve timokinon kombinasyonunun S. aureus’a
karst 0,21 FIK indeksi ile sinerjik etkiye sahip oldugu saptanmistir. Ayrica
caligmamizda kullandigimiz P. aeruginosa ve E. coli’ye karsi da sinerjik etkili

bulunmustur.

Nikkhah ve arkadaslari, bir dizi ugucu yaglarin Penicillium expansum’a karsi
antifungal aktivelerini checkerboard yontemi ile incelediklerinde, biberiye-
mercankdsk ve biberiye-kekik kombinasyonlarinin 2,0 FIKI degeri ile etkisiz, tar¢in-
biberiye kombinasyonunun 0,75 FIKI degeri ile aditif, tar¢cin-mercankdsk
kombinasyonunun 0,5 FIKI degeri ile sinerjik, tar¢in-kekik kombinasyonunun ise 0,25
FIKI degeri ile sinerjik etki gosterdigini belirlemislerdir (Nikkhah ve ark., 2017).

Calismamizda biberiye-tar¢in ugucu yag kombinasyonunun C. albicans, A. niger, S.
aureus, P. aeruginosa ve E. coli’ye kars1 sirastyla 0,25, 0,5, 0,26, 0,5, 0,25 FiKi
degerleri ile sinerjik etkili oldugu saptanmistir. Katesin-timokinon fitokimyasal
kombinasyonu ise C. albicans ve A. niger’e kars1 0,25 FIKI degerleri ile sinerjik etkili
bulunmustur. Bulgularimiz sentetik koruyucu/ugucu yag kombinasyonlar1 yerine

ucucu yaglarin birbirleriyle kombinasyonlarinin kullanilabilecegini gdstermektedir.

Gidalarda, takviyelerde ve farmasdtiklerde biyoaktif fitokimyasallarin kullanilmasi,
zaylf coziintirliikleri ve diisiik stabiliteleri nedeniyle smirli kullanima sahiptir.
Fitokimyasal yiiklii nanopartikiiller veya mikropartikiillerden olusan fitokimyasal
kapsiillerin bu smirlamay1 ortadan kaldirabilecegi bildirilmistir (McClements, 2020).
Fitokimyasal maddenin bir kaplama materyali ile enkapsiile edilmesi ile bilesenlerin

stabilitesini arttirmaya yonelik ¢caligmalar mevcuttur (Labuschagne, 2018).
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Kitosan asidik kosullarda amino grubunun protonlanmasi ile katyonik bir 6zellige
sahip, toksik olmayan, biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilen ve antimikrobiyal
Ozellikler gostermesi nedeniyle kozmetik alaninda siklikla kullanilmaktadir (Cota-

Arriola ve ark., 2013; Yang ve ark., 2011).

Zheng ve Zhu'nun c¢alismasinda, kitosanin konsantrasyonu arttik¢a antimikrobiyal
etkisinin arttig1 % 1,0 konsantrasyonunda E. coli ve S. aureus icin % 100 inhibisyon

olusturdugu bildirilmistir (Zheng ve Zhu, 2013).

Benzer sonuglara sahip bagka bir calismada ise diisiik molekiiler agirhiga sahip
kitosanin E. coli ve S. aureus tiremelerini inhibe ettigi rapor edilmistir (Gerasimenko

ve ark., 2004).

Jeon ve arkadaslarinin calismasinda, kitosanin, gram negatif bakteriler ile
karsilastirildiginda, gram pozitif bakterilere karsi1 daha etkili oldugu, gram pozitif
bakterilere kars1i MIK degerleri % 0,1’in altinda iken, P. aeruginosa i¢in % 0,25
oldugu bildirilmistir (Jeon ve ark., 2001).

Jung ve arkadaslarinin ¢alismasinda, yiliksek deasetilasyon derecesine sahip kitosanin
C. albicans tizerine antifungal aktivitesinin yiiksek oldugu bildirilmistir (Jung ve ark.,
1999).

Roller’in calismasinda, ¢ogu kiif tiirlerinin % 1,0’den az konsantrasyonlardaki
kitosana karst duyarl olduklar1 fakat % 1’in {istiindeki konsantrasyonlarda A. flavus

gibi tiirleri inhibe edemedikleri gosterilmistir (Roller, 2003).

Caligmamizda kaplama materyali olarak kullandigimiz kitosan orta molekiiler
agirhiklidir. Literatiire paralel olarak gram negatif ve gram pozitif bakteri tiirlerine
kars1 % 1,0 konsantrasyonda antibakteriyel etki gostermis ve P. aeruginosa i¢in 0,5
% vlv, S. aureus ve E. coli icin 0,25 % v/v MIK degerleri bulunmustur. Yine literatiir
ile paralel olarak A. niger’e karsi %1,0’lik konsantrasyonu etkisiz bulunmustur fakat
Jung ve arkadasglarimin bulgusunun aksine C. albicans’a karsi antifungal etki

gostermemistir.

Gilinlimiizde, ugucu yaglarin saglik, kozmetik ve gida gibi farkli alanlarda sayisiz
uygulamalar1 vardir ancak dogrudan yiiksek 1siya, neme, 1518a veya oksijene maruz

kalma nedeniyle yiiksek uguculuklar1 ve diisiik stabiliteleri potansiyel kullanimlarini
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siirlamaktadir (Risaliti ve ark., 2019). Ugucu yaglarin etkili dogal antimikrobiyaller
oldugu ancak oksidasyona duyarli olduklar1 ancak mikroenkapsiilasyon ile ugucu

yaglarin stabilitesinin artacagi, toksisiteyi azaltacagi ve salimmmi kontrol edecegi

bildirilmistir (Makimori ve ark., 2020).

Targin (C. zeylanicum) ugucu yaginin etkili bir antimikrobiyal ajan oldugu bununla
birlikte, yiiksek ugucu dogast ve diisiik stabilitesi nedeniyle verimli bir kapsiilleme

sistemi gerektirdigi bildirilmistir (Matshetshe ve ark., 2018).

Hsieh ve arkadaglari limon otu ugucu yaginin ugmamasi ve kontrollii saliniminin
saglanabilmesi i¢in 1s1yla salinim gergeklestirebilen kitosan mikrokapsiiller {izerinde
arastirma yapmisglar ve kitosan mikrokapsiillerin ugucu yaglarin stabilizasyonu igin

kullanilabilecegini bildirmislerdir (Hsieh ve ark., 2006).

Kitosan nanopartikiilii iyonik jellesme teknigi ile sentezlenmektedir. Toksik etki
gostermeyen bir polianyon olan sodyum tripolifosfat (STPP) ile kitosan molekiiller
aras1 baglarla capraz baglanarak iyonotropik etkilesim ile kitosan nanopartikiiller
hazirlanabilmektedir (Antoniou ve ark., 2015). Calismamizda kitosan mikro/nano

kapsiillerini olusturmak i¢in giiniimiizde en ¢ok tercih edilen bu yontem kullanilmistir.

Hu ve arkadaslar, yesil caydan elde edilen fenolik katesinin kitosan naopartikiillerine
yiiklenmesinin  katesin salinimim1  uzatabilecegini  gostermigler ve kitosan
nanopartikiillerinde katesinin kapsiilleme verimliliginin % 24 ila % 53 arasinda

oldugunu bildirmislerdir (Hu ve ark., 2008).

Matshetshe ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada, iyonik jellesme yontemi ile tar¢in
ucucu yag yiiklii kitosan nanopartikiillerin ve tar¢in ugucu yagi/ B-siklodekstrin ytiklii
kitosan nanopartikiillerin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve in vitro salim c¢alismasi
degerlendirilmis ve kitosan nanopartikiillerinin maksimum kapsiilleme verimliligi %
58,03 olarak rapor edilmistir. In vitro yiizde salim oranlar1 sadece tar¢in ugucu yagi
yuklii kitosan nanopartikiiller i¢cin % 71 iken, ikili sistemde % 49 salim oran1 oldugu

bildirilmistir (Matshetshe ve ark., 2018).

Calismamizda, biberiye-tarcin mikrokapsiillerin enkapsiilasyon verimliligi; % 86,7
iken katesin-timokinon mikrokapsiillerin enkapsiilasyon verimliligi; % 67,2 olarak

hesaplanmustir.
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Hadidi ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada, kitosan ile kapsiillenmis karanfil ugucu
yaginin S. aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhi ve E. coli’ye karsi
antibakteriyel aktivitesini tespit etmislerdir. Karanfil ugucu yagmin, kitosan
nanopartikiiliiniin ve karanfil ugucu yag1 yiiklenmis kitosan nanopartikiiliiniin ayr1 ayr1
antibakteriyel aktivitesini incelediklerinde, karanfil ucucu yagmin kitosanla
nanoenkapsiilasyonunun saf karanfil ugucu yagina gore daha etkili bir antimikrobiyal
aktivite gosterdigini, kitosan nanopartikiillerinin aktivitesinin ise diisiik oldugunu

belirtmislerdir (Hadidi ve ark., 2020).

Benzer bagka bir calismada, kitosan nanopartikiiller tarafindan kapsiillenmis karanfil
ucucu yaginin A. niger’e karsi antifungal aktivitesi aragtirllmistir. Serbest karanfil
ugucu yag1 3,0 mg/mL kadar yiiksek konsantrasyonlarda A. niger' in hif gelisimini
tamamen inhibe edemedigi fakat kapsiillenmis karanfil ugucu yagmnin, 1,5 mg/mL'de

kiif gelisimini tamamen inhibe ettigi bildirilmistir (Hasheminejad ve ark., 2019).

Kural olarak Polidispersite Indeks (PdI), siispansiyonlardaki partikiil boyutu
dagilimini incelemek icin kullanilir. Daha diisiik bir PdI, daha homojen bir partikiil
boyutu dagilimini gosterir ve sonug olarak ¢ap homojenligini yansitir (Hasani ve ark.,

2015).

Hadidi ve arkadaslar1 yaptig1 calismada, kitosan ile kapsiillenmis karanfil ugucu
yaginin, Pdl degerlerini 0,117-0,337 araliginda bulduklarin1 ve bu verilerin kararh

parcacik popiilasyonunun gostergesi oldugunu bildirmislerdir (Hadidi ve ark., 2020).

Zeta potansiyeli, dispersiyon, flokiilasyon veya agregasyon gibi fenomenlerde 6nemli
bir faktor olan parcaciklar arasindaki elektrostatik veya yiik itme/¢ekme biiytikliigiiniin
bir Olgiisiidiir ve dolayisiyla dispersiyonlarin, emiilsiyonlarin ve siispansiyonlarin

stabilitesini degerlendirmek i¢in 6nemli bir parametredir (Dickinson, 2009).

Caligmamizda, biberiye-tar¢in ve katesin-timokinon mikrokapsiillerinin PdI degerleri
strastyla; 0,156 ve 0,291 olarak Olgiilmiistiir. Literatiire paralel olarak, partikiillerin
boyut dagiliminin homojen oldugu tespit edilmistir. Biberiye-tar¢in ve katesin-
timokinon mikrokapsiillerinin zeta potansiyel degerleri sirasiyla +32,0 ve +35,6 mV
olarak Olg¢llmiistiir. Bu veriler pargaciklarin homojen olarak dagildiginm

gostermektedir. Mikrokapsiillerin kontrollii salinimi gerceklesmistir. Biberiye-tar¢in
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mikrokapsiilleri 28. giin sonunda kiimiilatif salim orani % 100 iken, katesin-timokinon

mikrokapsiilleri 28. giin sonunda kiimiilatif salim oran1 % 78 olarak saptanmuistir.

Krem formiilasyonunda koruyucu konsantrasyonunun artisi, antimikrobiyal etkiyi
arttirabilir fakat bunun yaninda formiilasyonun organoleptik, duyusal ve
fizikokimyasal Ozelliklerini de degistirebilecegi ve alerjik reaksiyonlara neden
olabilecegi bildirilmistir (Lundov et al., 2009). Birgok sentetik koruyucunun insan
sagligina zararli oldugu sayisiz ¢alisma ile kanitlanmistir (Sandanger ve ark., 2011; Ye

ve ark., 2006; Schlumpf ve ark., 2010; Barr ve ark., 2012; Darbre ve Harvey, 2014).

Ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisi iizerine yapilan ¢alismalar, sentetik
koruyucularla karsilastirildiginda, gelismis giivenlilik ve daha diisiik toksisiteye isaret
etmektedir (Hernandes ve ark., 2017).

Kozmetik formiilasyonlarda ucucu yaglarin tek basina ve sentetik maddelerle birlikte
koruyucu olarak kullanimina ait ¢alismalar bulunmaktadir (Nostro ve ark., 2002;
Herman, 2014). Ancak, ucucu yaglari/fitokimyasallarin birlikte enkapsiile formda
gida, kozmetik, ila¢ gibi farkli sektorlerde sentetik koruyucular yerine

kullanilabilecegine dair ¢alismalar sinirl sayidadir.

Gongalves ve arkadaslari, kapsiillenmis kekik yaginin keklere uygulanabilen dogal bir
gida koruyucu olarak kullanim potansiyelini degerlendirmek i¢in raf omrii testleri
yapmislardir. Calismanin sonucunda, 0,60 g kekik yagi yliklenmis mikropartikiiller
iceren kekler i¢in minimum 30 giinliik raf dmrii elde edildigi bildirilmistir (Gongalves

ve ark., 2017).

Berber calismasinda, gidalarda raf 6mriinii etkileyen en 6nemli etkenlerden birisi olan
kiiflenmeye karsi allisin ve karvakrol mikrokapsiillerin oldukga etkili oldugunu ve
giiniimiizde sik¢a kullanilan potasyum sorbata alternatif olarak kullanilabilecegini,
ayni zamanda kuersetin, oleuropein ve timol mikro/nanokapsiillerinin gida, kozmetik,
ilag, tekstil gibi farkli sektorlerde antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilabilecegini

gostermistir (Berber, 2016).

Chen ve arkadaglarinin ¢alismasinda, zein/kazein nanopartikiillerine birlikte
yiiklenmis 6jenol ve timol fitokimyasallarinin siit ve siit iiriinlerinde olusan E. coli
O157:H7 ve L. Monocytogenes patojenlerine karsi antimikrobiyal 06zellikleri

incelenmigtir. Birlikte kapsiillenmis 6jenol ve timoliin, kapsiillenmemis tek basina
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ojenol, tek basina timol ve timol-6jenol kombinasyonuna karst patojenlerin
biiyiimesini inhibe etmekte ¢ok daha etkili oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle, birlikte
kapstillenmis 6jenol ve timol mikrokapsiillerinin gida iriinlerinde antimikrobiyal

koruyucu olarak kullanilma potansiyeli oldugu bildirilmistir (Chen ve ark., 2015).

Pinilla ve Brandellin, nisin ve sarimsak ekstraktinin birlikte nanolipozom ile
kapsiillenmis formunun siitte gida kaynakli patojenlerin inhibisyonuna etkilerini
incelemisler ve S. aureus i¢in 5 log kob/mL, L. monocytogenes i¢in 6 log kob/mL, E.
coli ve S. enteritidis i¢in 3-4 log kob/mL bakteri sayilarinda azalma oldugunu
saptamiglardir. Bu calismada dogal antimikrobiyallerin birlikte kapsiillenmesinin
kontrollii salinim agisindan gida kalitesinin ve raf Omriiniin iyilestirilmesi i¢in bir

alternatif oldugu 6ngoriilmiistiir (Pinilla ve Brandelli, 2016).

Kozmetik {irlinlerin ¢ogunda raf Omriinlin arttirllmasi amaciyla koruyucular
kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ve epidemiyolojik veriler,
kozmetikte kullanilan sentetik koruyucu maddelerin ¢esitli istenmeyen yan etkilere yol
actigin1 gostermektedir. Bu nedenle kozmetik tiriinlerde sentetik koruyucular kadar
etkili ancak insan sagligina zararsiz ve dogal koruyucularin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmaktadir. Calismamizda, sentetik koruyuculara alternatif olarak kullanilmak
izere;, ¢orek otu, tar¢in, biberiye, defne ugucu yaglarinin, katesin, timokinon
fitokimyasallarinin antimikrobiyal aktiviteleri1 degerlendirildiginde literatiirlerdeki

bulgularla paralel olarak etkili olduklarini gézlemledik.

Calismamizda bu bilesiklerin ikili kombinasyonlarinin sinerjik etkileri checkerboard
(dama tahtasi) yontemi ile arastirlmistir. Calismamizda kullandigimiz tim
mikroorganizmalara kars1 en fazla sinerjik etki gosteren kombinasyonlarin biberiye-
tar¢in ugucu yagi oldugu tespit edilmistir. Katesin-timokinon kombinasyonlarinin ise
mantarlara karst sinerjik etkili olduklar1 goriildiigli i¢in her iki kombinasyonun

kitosanla mikroenkakapsiilasyonu yapilmistir.

Ucgucu yaglar ve fitokimyasallarin zayif ¢oziiniirliikleri, diisiik stabiliteleri, dogrudan
yiiksek 1s1ya, neme, 1s18a veya oksijene maruz kalma nedeniyle yiiksek uguculuklari
bunlarin yaygin kullanimini kisitlamistir. Kitosan ile mikroenkapsiilasyon yaptigimiz
biberiye-tarcin ve katesin-timokinon mikrokapsiillerinin antimikrobiyal etki

caligmalarin1 inceledigimizde; enkapsiile edilmis formlari, enkapsiile edilmemis

87



formlarina gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Biberiye-tar¢in mikrokapsiiliiniin
MIK degerleri P.aeruginosa i¢in 0,463mg/mL, S.aureus igin 0,116 mg/mL, E.coli i¢in
0,231 mg/mL, C.albicans i¢in 0,014 mg/mL, A. niger i¢in 0,01 mg/mL; katesin-
timokinon mikrokapsiiliiniin MiK degerlerinin ise C.albicans i¢in 0,12 mg/mL, A.

niger igin 0,25 mg/mL oldugu saptanmustir.

Biberiye-tarcin mikrokapsiiliniin enkapsiilasyon verimliligi % 86,7, katesin-
timokinon mikrokapsiiliiniin enkapsiilasyon verimliligi % 67,2 olarak; karakterizasyon
verileri biberiye-tar¢in mikrokapsiilii i¢in zeta poteansiyel degeri +32,0 mV,
mikrokapsiil boyutu 216,6 nm, PdI degeri 0,156 olarak; katesin-timokinon
mikrokapsiiliiniin zeta poteansiyel degeri +35,6 mV, mikrokapsiil boyutu 507 nm, PdI

degeri ise 0,291 olarak bulunmustur.

Calismamizda her iki mikrokapsiiliin krem bazinda challenge test ile raf dmrii tayini
yapilmistir. Biberiye-tar¢in mikrokapsiilii krem igerisinde P.aeruginosa igin 7,52 log
kob/mL, S.aureus i¢in 7,59 log kob/mL, E.coli i¢in 3,93 log kob/mL azalma
gostererek, maya i¢in ise lireme artisi yapmayarak raf omriinii etkili bir sekilde
saglarken, A. niger i¢in 28. giinde etkisinin azaldig1 goriilmiistiir. Katesin-timokinon
mikrokapsiilii ise krem igerisinde C. albicans i¢in iireme artig1 yapmayarak raf dmriinii

etkili bir sekilde saglarken, A. niger i¢in 28. giinde etkisinin azaldig1 goriilmiistiir.

Calismamizda fenoksietanol-kaprilil glikol koruyucu kombinasyonunu her iki
mikrokapsiil ile karsilastirdigimizda, E.coli’de 5,10 log kob/mL azalma gergeklestigi,
A. niger ‘de ise 28.gilinde iireme artiginin olmadig: goriilmiis ve fenoksietanol-kaprilil
glikol kombinasyonunun raf 6mriinii digerlerine gore daha etkili bir sekilde sagladigi

saptanmistir.

Enkapsiilasyon yonteminde, oksijen ve sicaklik gibi olumsuz etkilere kars1 koruma
sonucunda, ugucu yaglardaki bilesenlerin buharlagsma oraninin azaldigi, enkapsiile
ucucu yaglarin, serbest formlarma kiyasla antioksidan aktivitelerinin arttigi

belirtilmistir (Pan ve ark., 2014; Woranuch ve Yoksan, 2013).

Hadidi ve arkadaslarinin calismasinda enkapsiile edilmis karanfil ugucu yaginin,
serbest karanfil ugucu yagindan daha fazla antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir
(Hadidi ve ark., 2020).
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Ghahfarokhi ve arkadaslari, kitosan nanopartikiil ile kapsiillenmis kekik ugucu yaginin
serbest formuna kiyasla yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini bildirmislerdir
(Ghahfarokhi ve ark., 2016).

Shetta ve arkadaglari, nane ugucu yagi ve yesil ¢ay ucgucu yagmin kitosan ile
nanoenkapsiilasyonunun antioksidan aktivitesini DPPH radikal siipiiriicii aktivite
yontemi ile aragtirmiglardir. ICso degerlerini serbest nane ugucu yagi i¢in 3,25 mg/mL,
kapstillenmis nane ugucu yagi i¢in 1,61 mg/mL, serbest yesil cay ugucu yagi i¢in 0,81
mg/mL, kapsiillenmis yesil ¢ay ucgucu yagi i¢inse 0,34 mg/mL bulmuslardir.
Calismanin sonucunda, kapsiillenmis ugucu yaglarin, serbest formalarina gore iki kat
kadar antioksidan aktiviteyi arttirdigin1 ve tek basina kitosan nanopartikiillerin ICsg

degerini ise 116,07 mg/mL olarak bulduklarini bildirmislerdir (Shetta ve ark., 2018).

Risaliti ve arkadaslari, biberiye ugucu yagi ve adagay1 ugucu yagi yiiklenen lipozom
mikrokapsiillerinin antioksidan aktivitesini DPPH yontemi ile incelediklerinde,
serbest ucucu yaglar 5 ul/mL konsantrasyonunda antioksidan aktivite gosterirken,
lipozomlara yiiklenen ugucu yaglarin ayni antioksidan aktiviteyi bes kat daha diisiik

bir konsantrasyonda (1 pl/mL) gosterdigini belirtmislerdir (Risaliti ve ark., 2019).

Kailaku ve arkadaglarinin c¢alismasinda, kitosan ile nanoenkapsiilasyonu yapilmis
katesin fitokimyasalinin DPPH yontemine gore yapilan antioksidan aktivitesinin saf

katesine gore daha diislik oldugu bildirilmistir (Kailaku ve ark., 2014).

Tepe ve Ozaslan, targin (C. zeylanicum) ugucu yaginm antioksidan aktivitesini
arastirdiklarinda, dnce GC-MS analizi sonucunda, yagin % 99,79'unu temsil eden 22
bilesenden en yiiksek igerige sahip olan bilesenin e-sinnamaldehit (% 81,39) ile e-
sinnamil asetat (% 4,20) oldugunu bulmuslardir. Tar¢in ugucu yagmin ve ana
bilesenlerinin FRAP degerlerini tar¢in ugucu yagi igin 3,98 + 0,16 mM FeSO4/mg
numune; e-sinnamaldehit i¢in 1,65 + 0,01 mM FeSO4/mg numune; e-sinnamil asetat
igin 5,36 + 0,01 mM FeSO4/mg numune olarak; CUPRAC degerlerini tar¢in ugucu
yagi i¢in 9,82 £+ 0,06 mM troloks esdegeri/mg numune; e-sinnamaldehit i¢in 6,55 +
0,03 mM troloks esdegeri/mg numune; e-sinnamil asetat i¢in 1,47 = 0,03 mM troloks
esdegeri/mg numune olarak tespit etmislerdir. Tar¢in ugucu yaginin bakir (II) iyonu

indirgeyici antioksidan kapasitesinin her iki ana bilesenden daha yiiksek aktivite
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gosterdigini, demir (I1I) indirgeme antioksidan giiciiniin ise sadece e-sinnamaldehitten

daha yiiksek oldugunu saptamislardir (Tepe ve Ozaslan, 2020).

Yaptigimiz literatiir taramalarinda FRAP ve CUPRAC yontemleriyle ilgili bazi
caligmalar olmakla birlikte, kullandigimiz fitokimyasal ve ugucu yaglarin mikrokapstil
formlariyla ilgili ¢alismalara rastlanilmamistir. Bizim elde ettigimiz verilere gore;
katesin-timokinon mikrokapstiliiniin demir (III) indirgeme antioksidan giicii (FRAP)
84,03+17,95 mM FeSO4/mg numune olarak, enkapsiile edilmemis serbest katesin-
timokinon (76,99+2,26 mM FeSO4/mg numune) degerinden daha yiiksek bulunurken;
biberiye-tar¢cin mikrokapsiiliiniin demir (III) indirgeme antioksidan giicii (FRAP)
131,81+6,62 mM FeSOs/mg numune degerinde, enkapsiile edilmemis serbest
biberiye-tar¢in (167,27+11,35 mM FeSOs4/mg numune) degerinden daha diisiik

bulunmustur.

Calismamizda her iki mikrokapsiil formu, enkapsiile edilmemis serbest formlarina
gore bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yoniinden daha
yiiksek aktivite gostermistir. Biberiye-tar¢in mikrokapsiilii 255,58+7,14 mM troloks
esdegeri/mg numune (enkapsiile edilmemis serbest biberiye-targin 132,34+2,50 mM
troloks esdegeri/mg numune) degerinde; Katesin-timokinon mikrokapsiilii ise
248,93+7,14 mM troloks esdegeri/mg numune (enkapsiile edilmemis serbest katesin-

timokinon 232,59 +£15,52 mM troloks esdegeri/mg numune) degerinde bulunmustur.

Calismamizda DPPH radikal siipiiriicli aktivite sonuglar1 Kailaku ve arkadaslarinin
(Kailaku ve ark.,2014) sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Mikrokapsiil
formlarinin, DPPH radikal siipiiriicti aktivitesinin enkapsiile edilmemis hallerinden
biraz diisiik oldugu goriilmiistiir. Biberiye-tar¢in mikrokapsiilii 1Cs0 0,008+0,0 mg/mL
(enkapsiile edilmemis serbest biberiye-tar¢in 1Csg 0,004+0,0 mg/mL) degerinde;
katesin-timokinon mikrokapsiilii ise 1Cso 0,007+£0,0 mg/mL (enkapsiile edilmemis

serbest katesin-timokinon 1Csp 0,006+0,0 mg/mL) degerinde bulunmustur.

Sonug olarak;

Kozmetik {riinlerin mikroorganizma kaynakli kontaminasyonu tiiketici sagligi
acisindan Onemli risk olusturmaktadir. Fitokimyasallarin ve ugucu yaglarin

antimikrobiyal etkileri ise yiizyillardir bilinmektedir ve son yillarda kozmetik alaninda
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yogun aragtirmalara konu olmaya baglamigtir. Calismamizdan elde ettigimiz
bulgularin 15181 altinda kozmetik {iriinlerde dogal koruyucu maddelerden kitosan ile
kapli biberiye-tar¢in ve katesin-timokinon mikrokapsiillerinin sentetik koruyuculara
alternatif olarak dogal antimikrobiyal koruyucu ve antioksidan olarak kullanilabilecegi

goriisiindeyiz ve kozmetik alanina katki saglayacagini diistinmekteyiz.
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