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1. ÖZET 

Kozmetik Ürünlerde Kullanılan Bazı Fitokimyasal ve Uçucu Yağ 

Kombinasyonlarının ve Kitosan ile Enkapsülasyonunun Antimikrobiyal ve 

Antioksidan Etkilerinin Araştırılması 

Öğrenci Adı: Sena ARAL 

Danışman Adı: Prof. Dr. Ümran SOYOĞUL GÜRER 

Anabilim dalı: Farmasötik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

Amaç: Çalışmamızda, sentetik koruyuculara alternatif olarak kullanılmak üzere uçucu 

yağların ve fitokimyasalların sinerjik etkileri araştırılmış ve kitosan ile enkapsüle 

formülü geliştirilmiştir. Seçilen kozmetik üründe formülasyonun koruyucu etkinlik 

testi ile raf ömrü tayini yapılmış ve antioksidan etkileri araştırılmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Uçucu yağların, fitokimyasalların ve kitosan ile enkapsüle edilmiş 

formunun antimikrobiyal etkisi disk difüzyon, sıvı mikrodilüsyon ve checkerboard 

yöntemleri ile değerlendirilmiştir. Standart bakteri, maya ve küf suşları kullanılmıştır. 

Challenge test yönteminde Amerikan farmakopesine göre formülasyonun koruyucu 

etkinliği araştırılmıştır. Kitosan enkapsüle formülasyonların antioksidan etkileri demir 

(III) indirgeme antioksidan gücü tayini yöntemi (FRAP), bakır (II) iyonu indirgeyici 

antioksidan kapasite yöntemi (CUPRAC) ve radikal süpürücü aktivite yöntemi 

(DPPH) ile saptanmıştır.  

Bulgular: Biberiye-tarçın uçucu yağı ve kateşin-timokinon fitokimyasal 

kombinasyonlarının enkapsüle edilmiş formları, kaplanmamış formlarına göre daha 

fazla antimikrobiyal etkinlik göstermiştir. Challenge testte biberiye-tarçın 

mikrokapsülleri bakteriler ve maya için, kateşin-timokinon mikrokapsülleri ise sadece 

maya için raf ömrünü etkili bir şekilde sağlarken; her iki mikrokapsülün  Aspergillus 

niger’e karşı 28. günde raf ömrünü azalttığı görülmüştür. Serbest biberiye-tarçın 

kombinasyonu ile biberiye-tarçın mikrokapsülünde en yüksek değerde antioksidan 

etki saptanmıştır.  

Sonuç: Antimikrobiyal ve sinerjist etkili biberiye-tarçın ve kateşin-timokinon 

mikrokapsüllerinin sentetik koruyuculara alternatif olarak kozmetik ürünlerde doğal 

koruyucu olarak kullanılabileceği görülmüştür. 

Anahtar Kelimeler: Uçucu yağ, fitokimyasal, enkapsülasyon, antimikrobiyal etki, 

antioksidan etki  
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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. Ümran SOYOĞUL GÜRER 

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 (III) reducing antioxidant 

power assay method (FRAP), cupric (II) 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 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Kozmetik ürünlerdeki koruyucu maddeler, kozmetik ürünlerde kontaminasyona neden 

olan bakteriler ve maya/küf şeklindeki mantarların üremelerini engellemek ya da 

ürünün kimyasal olarak bozunmasını önlemek amacıyla genellikle bitmiş ürüne 

eklenen kimyasal maddelerdir (Sasseville, 2004). Su bazlı tüm kozmetik 

formülasyonlarda bakteri veya mantar gelişimini önlemek için antimikrobiyal 

koruyucuların eklenmesi gereklidir. Kremler, losyonlar, pudralar ve şampuanlar 

mikroorganizma üremesine duyarlı olan ürünlerdir. Su oranı yüksek formülasyonlu 

kozmetik ürünlerde uygun koruma sağlanamadığı takdirde mikrobiyal kontaminasyon 

için uygun ortamlar oluşmaktadır. Göz farları ve pudralar gibi toz şeklindeki ürünlerde 

de çevre koşulları ve kullanıma bağlı olarak kontaminasyon olabilir. Mikrobiyal 

kontaminasyon, kötü koku, viskozite ve renk değişiklikleri gibi duyusal değişikliklere 

neden olmakla kalmaz, aynı zamanda tüketicinin sağlığı açısından da risk yaratabilir 

(Salvador ve Chisvert, 2007). Kontaminasyonun meydana geldiği kozmetik ürünler 

özellikle çatlak, yarık ve kesik gibi bütünlüğü bozulmuş vücut yüzeylerine 

uygulandıklarında derinin alt tabakalarına kolaylıkla geçerek deride irritasyona veya 

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

 

Kozmetik ürünlerde en sık görülen mikroorganizmaların Pseudomonas aeruginosa, 

Klebsiella oxytoca, Burkholderia cepacia, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Candida albicans, Enterobacter gergoviae ve Serratia marcescens olduğu ve aynı 

zamanda diğer bakterileri, mayaları ve küfleri içerdiği bildirilmiştir (The SCCS, 2016).  

 

Koruyucu olarak kullanılacak maddenin ürüne girebilecek her türlü 

mikroorganizmaya karşı düşük konsantrasyonlarda etkili olması, tüketici üzerinde 

alerjik, toksik ya da tahriş edici etkisinin olmaması, üretim sırasında ve ürünün raf 

ömrü boyunca (değişen sıcaklık ve pH değerlerinde) kararlı olması, formülasyondaki 

diğer maddelerle geçimli olması, renksiz ve kokusuz olması, suda çözünebilir olması, 

ürünün fiziksel özelliklerini değiştirmemesi, mikroorganizmaları ortama adapte 

olmamaları için hemen öldürmesi, yasa ve yönetmeliklere uygun, ucuz ve kolay 
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ulaşılabilir olması gibi bazı özelliklere sahip olması gerekmektedir (Smith ve ark.i 

2005; Lundov ve ark., 2009; Steinberg, 2006; Salvador ve Chisvert, 2007). 

 

Kozmetik ürünlerde en çok kullanılan sentetik koruyucular parabenlerdir ve bunlar 

sıklıkla diğer koruyucular ile birlikte kullanılmaktadırlar. Parabenlerin, antifungal 

aktivitesinin antibakteriyel aktivitesinden daha yüksek olduğu ve gram pozitif 

bakterilere karşı etkisinin gram negatiflere kıyasla daha güçlü olduğu gösterilmiştir 

(Rietschel ve Fowler, 2001). Kozmetiklerde (şampuanlar, makyaj ürünleri, 

nemlendirici kremler ve losyonlar, parfümler, ıslak mendiller gibi) koruyucu olarak 

kullanılan diğer kimyasallara benzil alkol, kaprilil glikol, propilen glikol, bronopol, 

fenoksietanol, potasyum sorbat, benzoik asit ve benzoik asitin tuzu olan sodyum 

benzoat ve diazolinidil üre örnek 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 yıllarda sentetik koruyucular; endokrin bozucu özellikleri (parabenler), 

karsinojenik nitrozaminlere dönüşme potansiyelleri (bronopol), dermatit gibi cilt 

reaksiyonlarına yol açmaları (fenoksietanol, paraben) nedeniyle dikkat çekmektedir. 

Günümüzde sentetik koruyucular kadar etkili ancak yan etki potansiyelleri düşük 

doğal kaynaklı koruyucuların geliştirilmesine yönelik yürütülen çalışmaların sayısı 

artmıştır (Bloomfield ve ark., 1998; Charnock ve Finsrud, 2007; Oishi, 2002; Park ve 

ark., 2014; Darbre, 2003; Yim ve ark., 2014; Kaymak ve Tırnaksız, 2007; Biebl ve 

Warshaw, 2006). Bu nedenle çalışmamızda doğal kaynaklı ürünler (uçucu yağlar ve 

fitokimyasallar) tercih edilmiştir. 

 

Uçucu yağlar, antioksidan, antimikrobiyal, sindirim uyarıcı ve koku verici 

özelliklerinden dolayı kozmetik, aromaterapi ve fitoterapide sıklıkla kullanılan doğal 

ürünlerdir. Cinnamomum zeylanicum Nees (Tarçın) (Lauraceae) bitkisinden elde 

edilen uçucu yağın antimikrobiyal, antidiyabetik, antipiretik ve antioksidan etkilere 

sahip olduğu bilinmektedir. Ayrıca uçucu yağında major olarak sinnamaldehit ve 

sinnamoil asetat bileşikleri bulunduğu tespit edilmiştir (Qin ve ark., 2003). Laurus 

nobilis L. (Defne) (Lauraceae) türünden elde edilen uçucu yağının major olarak 
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sabinen, okaliptol ve terpinen-4-ol bileşikler içerdiği ve uçucu yağının antioksidan, 

antimikrobiyal etkilere sahip olduğu saptanmıştır (Gölükçü ve ark., 2017).  

Rosmarinus officinalis L. (Biberiye) (Lamiaceae) önemli bir tıbbi ve aromatik bitki 

türüdür (Özcan ve Chalchat, 2008) ve elde edilen uçucu yağının antioksidan ve 

antimikrobiyal etkileri yapılan çalışmalarla kanıtlanmıştır (Zaouali ve ark., 2010; 

Genana ve ark., 2008). Bu bitkinin uçucu yağında α-pinen, kamfen, mirisen, limonen, 

kamfor, borneol bileşiklerinin major olarak bulunduğu tespit edilmiştir. Nigella sativa 

L. (çörek otu) (Ranunculaceae) bitkisinden elde edilen yağın ve major etken maddesi 

olan timokinon bileşiğinin hem gram pozitif hem de gram negatif bakteriler üzerinde 

inhibitör ve bakterisit etkiler gösterdiği ve ayrıca diğer antibiyotiklerle sinerjistik 

etkilere sahip olduğu bildirilmiştir (Andhare ve ark., 2016).  

 

Kateşinler, yeşil çayın başlıca polifenolik bileşikleri olup, antioksidan, antimikrobiyal, 

antifungal ve antitümör özellikleri bilinmektedir (Veluri ve ark., 2004; Hamilton, 

1995; Gomes ve ark., 2017). Timokinon (TQ) ve timohidrokinon (THQ) çörek otu 

esansiyel yağının iki ana bileşenidir ve antibakteriyel ve antifungal etkinliği 

gösterilmiştir (Aljabre ve ark., 2005). Çalışmamızda yukarıda anlatılan uçucu yağlara 

ilaveten kateşin ve timokinon fitokimyasal bileşikleri de kullanılacaktır. 

 

Mikroenkapsülasyon aktif bir maddenin (çekirdek materyal) çevresinin bir veya daha 

fazla kaplama maddesi (duvar materyali) ile sarılıp nanometre, mikrometre ve 

milimetre aralığında büyüklüğe sahip kapsüllerin (nano/mikrokapsül) elde 

edilmesinde kullanılan bir teknolojidir. Enkapsülasyon teknolojisi günümüzde ilaç, 

kimya, kozmetik, gıda ve boya gibi farklı birçok sektörde kullanılmaktadır (Koç ve 

ark., 2009). Mikroenkapsülasyonun bir dizi temel avantajları vardır. Duyarlı ve 

kararsız malzemelerin çevresel faktörlerden korunması, işlenebilirliklerinin 

arttırılması, hedeflenen malzemelerin salınım ve zamana bağlı salınımın sağlanması, 

istenmeyen kokunun veya tadın maskelenmesi ile toksik materyallerin güvenli ve rahat 

kullanımını sağlar (Ghosh, 2006).  

Çalışmamızda mikroenkapsülasyon işleminde kullanacağımız kaplama materyali 

kitosan olacaktır. Günümüzde uçucu yağların kapsüllenmesi için nişasta, selüloz, 

pektin, guar sakızı, kitosan, dekstran ve siklodekstrin gibi bir dizi taşıyıcı ajan 
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kullanılmaktadır. Hepsinin arasından, kitosan ve modifiye edilmiş formu, biyouyumlu, 

biyolojik olarak bozunabilir ve mukoadezif doğası nedeniyle güvenli ve ekonomik 

taşıyıcı bir ajan olarak tercih edildiği rapor edilmiştir (Kumar ve ark., 2020). 

Doğal bir biyopolimer olan kitosan, özellikle son 50 yıldır araştırmacılar için önemli 

bir materyal olarak yerini korumaktadır. Kitosan çeşitli bakteri ve mantarlara karşı 

antimikrobiyal aktivite göstermektedir. Bu durum özellikle kitosanın polikatyonik 

yapısından kaynaklanmakta ve gıda, ziraat, tıp, eczacılık, kozmetik ve tekstil gibi 

hijyenin önemli olduğu birçok sektörde geniş çapta antimikrobiyal madde olarak 

kullanılabilmektedir (Demir ve Seventekin, 2009).  

 

Yapılan bir çalışmada, kitosan filmlerinin S. aureus ve E. coli O157:H7 üzerinde 

önemli düzeyde inhibe edici etkisinin olduğu ve uçucu yağların antimikrobiyal 

etkilerinin arttırılması amacıyla kitosan filmleri ile birlikte kullanım olanaklarının 

olduğu bildirilmiştir (Torlak ve Nizamlıoğlu, 2009). Bir başka in vitro çalışmada 

kitosanın % 1-1,5 gibi yüksek konsantrasyonlarda S.aureus, % 0,5-1 

konsantrasyonlarda E.coli üzerinde tam inhibisyon etkisinin olduğu bildirilmiştir 

(Wang, 1992). Günümüzde, uçucu yağların sağlık ve tıbbi özellikleri için gıdadan gıda 

ambalajına, bitki ve ürün koruyucuları olarak farklı alanlarda sayısız uygulamaları 

vardır, ancak doğrudan yüksek ısıya, neme, ışığa veya oksijene maruz kalma nedeniyle 

yüksek uçuculukları ve düşük stabiliteleri potansiyel kullanımlarını sınırlayabildiği 

bildirilmiştir (Risalitia L., vd., 2019). C. zeylanicum uçucu yağı etkili bir 

antimikrobiyal ajandır. Bununla birlikte, yüksek uçucu doğası ve düşük stabilitesi 

verimli bir kapsülleme sistemi gerektirdiği rapor edilmiştir (Matshetshe ve ark., 2018).  

Çalışmamızda kullanacağımız fitokimyasallardan kateşin yeşil çayda (Camellia 

sinensis) bulunan önemli bir antioksidandır, fakat cilde iyi nüfuz etmedikleri için 

kozmetik ürünlerde yeşil çayın kullanımının şimdiye kadar sınırlı kaldığı bildirilmiştir 

(Peres ve ark., 2011). Yapılan bir çalışmada, yeşil çay ekstraktından ve yeşil çay 

ekstraktıyla yüklenen kitosan mikrokapsüllerinden kateşinlerin kutanöz (deri) emilimi 

değerlendirildiğinde, kitosan mikrokapsüllerinin, kateşinlerin cilde nüfuz etmesini ve 

enzimatik değişikliklerini etkin bir şekilde önleme yeteneklerini önemli ölçüde 

geliştirdiği rapor edilmiştir (Wisuitiprot ve ark., 2011). Bu sebeple, seçtiğimiz doğal 
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kaynakların stabilitesini arttırmak amacıyla enkapsülasyon için kitosan polimeri 

seçilmiştir. 

Uçucu yağların ayrı ayrı antimikrobiyal etkinlik çalışmalarının yanısıra; yaygın 

kullanılan sentetik kozmetik koruyucular ile uçucu yağ kombinasyonlarının sinerjik 

antimikrobiyal etkilerinin gösterildiği çalışmalar mevcuttur. Literatür bilgileri uçucu 

yağların kozmetikte sentetik koruyuculara alternatif olarak kullanılma potansiyelini 

ortaya koymaktadır (Patrone ve ark., 2010). Bundan dolayı çalışmamızda yalnızca 

doğal kaynaklı maddelerin bulunduğu bir koruyucu elde edilmesi hedeflenmiştir. 

Çalışmamızda fitokimyasal bileşikler ve uçucu yağ kombinasyonlarının 

antimikrobiyal etkilerinin araştırılması ve en güçlü etki sergileyen doğal koruyucu 

kombinasyonun/larının kitosanla enkapsüle formülünün geliştirilmesi amaçlanmıştır.  

Kozmetiklerde en sık kontaminasyon nedeni olan mikroorganizmaların P. aeruginosa, 

E. coli, S. aureus, Candida spp. ve Aspergillus spp. olduğu bildirilmiştir (Anelich, 

1996). 

Çalışmamızda 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 suşları ile çalışma 

planlanmıştır. Ayrıca kitosanla enkapsüle formülün, piyasadaki kozmetik ürünlerde en 

sık kullanılan fenoksietanol ve kaprilil glikol gibi sentetik koruyucular ile raf ömrü 

(Amerikan Farmakopesine göre challenge testi ile) ve etkinliği bakımından 

kıyaslanması amaçlanmıştır.  

Literatürlerde, enkapsülasyonunu yapacağımız fitokimyasalların ve uçucu yağların 

ayrı ayrı antioksidan etkilerini değerlendiren ve güvenliliğini bildiren çalışmalar 

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). Çalışmamızda kombinasyon haline getirilecek enkapsüle formülün kozmetik 

amaçlı kullanımı dikkate alınarak antioksidatif etki çalışmasının da yapılması 

amaçlanmıştır.   

Çalışmamızda, fitokimyasal bileşikler (Kateşin, Timokinon) ve uçucu yağ 

[(Rosmarinus officinalis L. (Biberiye), Cinnamomum cassia (Tarçın), Laurus  nobilis 
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L. (Defne),  Nigella sativa L. (Çörek otu yağı)]  kombinasyonlarının sinerjik etkilerinin 

araştırılması; en fazla antimikrobiyal etki gösteren kombinasyonun enkapsülasyon 

formülasyonunun geliştirilmesi; ardından formülasyonda antimikrobiyal etkinin 

devam edip etmediğinin kontrolü ve formülasyonun  koruyucu etkinlik testi (challenge 

test) ile raf ömrü tayinin yapılması ve son olarak formülasyonun antioksidan etkisinin 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER  

 

 

4.1. Kozmetik Ürünlerde Kontaminasyon 

 

Kozmetik ürünler steril olmayan ürünler olduğundan üretim sırasında hammadde, 

kullanılan ekipman, üretici materyalleri gibi etmenlerden dolayı mikroorganizmaların 

kontaminasyonuna her an açık olan ürünlerdir (Özalp, 1998). 

Kozmetik ürünlerin bileşiminde bulunan su, organik maddeler mikroorganizmanın 

gelişimi için elverişli bir ortam sağlar. Mikroorganizma üremesine bağlı olarak 

bozulmuş bir üründe renk ve ürünün viskozitesinde değişiklikler, koku ve/veya gaz 

oluşumu görülebilir. Kozmetik ürünlerin steril olmasına ihtiyaç duyulmamasına 

rağmen belirli mikrobiyolojik limitler dahilinde olması gerekmektedir. Ürünün bu 

limitlerin içerisinde olması için de üreticinin iyi üretim uygulamaları, koruyucu 

maddelerin kozmetik ürünlere yasal sınırlar içerisinde yeterli miktarda eklenmesi gibi 

kriterlere özen göstermesi gerekmektedir (Özalp, 1998; Ravita ve ark., 2009). 

Kozmetik ürünlerin mikroorganizmalar ile kirlenmesi, ürünün bozulmasına neden 

olabilir ve patojenik olduğunda tüketiciler için ciddi bir sağlık riski oluştururlar 

(Campana ve ark., 2006). 

T.C. Sağlık Bakanlığı Türkiye İlaç ve Tıbbi Cihaz Kurumu tarafından, 2005 yılında 

yayınlanan Kozmetik Yönetmeliğine dayandırılarak hazırlanan “Kozmetik Ürünlerin 

Mikrobiyolojik Kontrolüne İlişkin Kılavuz’da”, kozmetik ürünlerde kesinlikle 

bulunmaması gereken mikroorganizmaların S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve C. 

albicans olduğu belirtilmiştir. Kozmetik ürünler için iki ayrı kategori tanımlanmıştır: 

“3 yaş altı çocuklara yönelik ürünler, göz bölgesine uygulanan ürünler ve mukoz 

membranlara uygulanan ürünler için toplam canlı aerobik mezofilik mikroorganizma 

sayısı (bakteri, maya ve küf) 1 g veya mL’sinde, 102 kob/g-mL’den fazla olmaması ve 

diğer ürünler için toplam canlı aerobik mezofilik mikroorganizma sayısı 103 kob/g-

mL’den fazla olmaması belirlenmiştir” (T.C. Sağlık Bakanlığı TİTCK, 2005). 
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Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu (FDA)’a göre kozmetik ürünler hakkında gelen 

mikrobiyoloji raporlarında en çok rastlanan patojen mikroorganizma P. aeruginosa’dır 

(Sivri, 2005). 

Mikrobiyoloji çalışmaları değerlendirildiğinde; şampuan, el kremi, saç toniği ve saç 

kremi örneklerinde P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, Bacillus subtilis, Enterobacter 

cinsi bakteriler ile Candida parapsilosis ve Aspergillus flavus mantarlarına 

rastlanıldığı bildirilmiştir. (Anelich ve Korsten, 1996; Behravan ve ark., 2000; Hugbo 

ve ark., 2005). 

Hugbo ve arkadaşlarının çalışmasında değerlendirilen 6 krem ve 4 losyondan oluşan 

ticari kozmetik ürünlerde Staphylococcus türleri ve diğer gram-pozitif kokların en 

baskın üreyen bakteriler olduğu ve gram-negatif bakteri türlerine ise pek 

rastlanılmadığı bildirilmiştir. Küf ve maya kontaminasyonunun büyük ölçüde 

Aspergillus fumigatus, Penicillium ve Microsporum türlerinden oluştuğu 

gözlemlenmiştir. İncelenen bu kozmetik ürünlerin genellikle resmi kılavuzlarda 

belirtilen mikrobiyal sınır standartlarını karşılamadığı görülmüş ve bu tür ürünlerin 

tüketicilerin sağlık durumunu ve ürünlerin stabilite profillerini olumsuz yönde 

etkileyebileceği rapor edilmiştir (Hugbo ve ark., 2005). 

 

4.2. Kozmetik Ürünlerde Koruyucu Madde Kullanımı 

 

Kullanım ve depolama sırasında kozmetiklerin mikrobiyolojik kontaminasyonunu 

önlemek için, genellikle bitmiş ürüne koruyucu maddeler eklenir (Lundov ve ark., 

2009). 

 Kozmetik için ideal koruyucunun; renksiz, kokusuz, suda çözünür, toksik olmayan, 

alerjik olmayan, tahriş edici olmayan, geniş bir pH aralığında etkili ve geniş bir 

mikrobiyal spektrumun büyümesini inhibe edici olması gerektiği belirtilmiştir 

(Fransway, 1991). 

Koruyucu maddelerin mikroorganizmaları öldürürken tüketiciye zarar verebileceği 

bilindiğinden bu durum yönetmelik ve yasalarla düzenlenmiştir (Steinberg, 2006). 

Kullanılan koruyucu maddelerin izin verilen maksimum konsantrasyonları, hangi 

ürünlerde kullanımlarının sınırlandığı ve kullanılmasına izin verilmeyen kimyasal 



11 

 

maddelerin listeleri bu yönetmeliklerde belirtilmiştir. (Birteksöz ve Tüysüz, 2013). 

Kozmetik ürünlerin mikrobiyolojik olarak korunması ile ilgili kurallar dünyada 

Amerikan Gıda ve İlaç Kurumu (FDA) ve Avrupa Birliği (AB) gibi kuruluşlar, 

ülkemizde ise Sağlık Bakanlığı tarafından yayımlanan yönetmeliklerle belirlenmiştir 

(Sağlık Bakanlığı, 2005). 

 

4.3. Kozmetik Koruyucuların İnsan Sağlığı Üzerine Zararlı Etkileri 

 

Kozmetik ürünlerdeki koruyucular ve koku bileşenlerinin en temel alerjen kaynakları 

olduğu bildirilmiştir (Biebl, 2006). 

Kozmetiklerde kullanılanılan sentetik koruyucuların, ürünü ilk uygulamada ya da 

uygulamadan yıllar sonra hafif cilt tahrişinden, meme tümörlerini indükleme 

potansiyeli olan östrojenik aktiviteye kadar istenmeyen etkilere yol açtığı 

bilinmektedir (Harvey, 2004). 

Parabenler, kozmetikte en sık kullanılan koruyuculardır, ancak alerjik kontakt dermatit 

vakaları tanımlandıktan sonra topikal ilaçlarda daha az popüler hale gelmişlerdir 

(Rietschel ve Fowler, 2001). Özellikle koltuk altına uygulanan ürünlerde koruyucu 

olarak kullanılan parabenlerin östrojenik aktivitelerinin bulunması sebebiyle meme 

kanseri ile ilişkili olabileceğini düşündürmüştür (Darbre, 2003). 

Serbest formaldehitin, kısmen tahriş edici, hassaslaştırıcı ve potansiyel kanserojen 

etkisinin olduğunu bildiren çalışmalar sebebiyle, kozmetik ürünlerinde kullanımı 

azalmıştır (Groot ve ark., 2010). 

Metilizotiazolinon içeren ıslak mendillerin kullanımı sonucunda kontakt dermatit 

oluştuğu bildirilmiştir (Chang ve ark., 2014). 

Diazolidinil üre ile temas alerjisi prevalansı 1996-2002 yılları arasında ABD'de, % 2,7 

ile % 3,7 arasında değişmektedir (Marks ve ark., 2000; Pratt ve ark., 2004). 

 

4.4. İlaç Kombinasyonlarının İn vitro Etkinliği Hakkında Genel Bilgiler 

 

İlaçlar kombine edildiklerinde birbirleri ile 4 farklı şekilde etkileşirler. Bunlar sinerjist, 

antagonist, aditif ve indiferens etkileşimlerdir (Aktaş, 2014). İlaç kombinasyonlarının 
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in vitro etkinliğini ölçen testler: checkerboard (dama tahtası) yöntemleri 

(mikrodilüsyon, makrodilüsyon, agar dilüsyon), zamana bağlı öldürme yöntemi (time-

kill method), disk diffüzyon yöntemi ve E test yöntemidir. Bu testlerin sonuçlarına 

göre kombinasyonun etkisi, ilaçlar tek başlarına kullanıldıklarında elde edilen etkilerin 

toplamından daha yüksekse sinerjizmden, düşükse antagonizmden, toplamına eşitse 

aditif ya da indiferan etkiden söz edilir. Sinerjinin bir diğer tanımı olarak tek başına 

bir antibiyotiğin MİK değerine oranla, aynı antibiyotiğin kombinasyon MİK’inde en 

az dört kat düşüş de kullanılmaktadır. Checkerboard mikrodilüsyon yöntemi ilaç 

kombinasyonlarının in vitro etkisini ölçmede en sık kullanılan yöntemdir (Bal, 1999). 

Bu yöntemde, araştırılmak istenen farklı ilaçların, değişik konsantrasyonları 96 

kuyucuklu plak üzerinde bir araya getirilerek kombinasyon etkinlikleri test 

edilmektedir. İlaçların kombinasyondan elde edilen minimum inhibitör 

konsantrasyonu (MİK) değerleriyle tek başlarına olan MİK değerleri oranlanarak, 

fraksiyonel inhibitör konsantrasyonu (FİK) elde edilmektedir. Bu yöntemde sinerji 

FİKİ ≤ 0.5, aditif etkileşim FİKİ = 1 ve antagonizma FİKİ = 2 baz alınarak tanımlanır. 

Yeni kaynaklar, 4'ten büyük bulunan FİKİ değerlerinin antagonizma olarak 

tanımlanması gerektiğini belirtmekte, kesin sınırlarla tanımlanan sinerji (FİKİ ≤ 0.5) 

ve antagonizma (FİKİ > 4) dışındaki durumlar için (0.5 < FİKİ ≤ 4) tanımlanamayan 

(indiferens) teriminin kullanılmasının daha doğru olacağı bildirmektedir (Özseven ve 

ark., 2012). 

 

4.5. Koruyucu Etkinlik Testleri Hakkında Genel Bilgiler 

 

Koruyucu etkinlik testi, bitmiş üründe koruyucuların etkinliğini değerlendirmek için 

kullanılır. Koruyucu etkinlik testi başlangıçta, üretim süreci sırasında veya sonrasında 

üründe bulunan mikroorganizmaları inhibe etmek için kullanılan antimikrobiyallerin 

etkisini ölçmek amacıyla tasarlanmıştır (Halla ve ark., 2018). Bu testler genel olarak 

değişik farmakopelerde Challenge Test, Koruyucu Etkinlik Testi (PET) veya 

Antimikrobiyal Etkinlik Testi (AET) olarak adlandırılmaktadır (Abbasoğlu ve 

Çevikbaş, 2011). 

Koruyucu etkinliğinin saptanması için standart yöntemler geliştirilmiştir. Bu 

yöntemler; Avrupa, Amerikan ve Japon Farmakopeleri, Kişisel Bakım Ürünleri 

Konseyi (PCPC) (CTFA-M1'den CTFA-M7'ye), Güneydoğu Asya Ülkeleri Birliği 
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(ASEAN), Amerikan Test ve Malzeme Derneği (ASTM) ve Uluslararası 

Standardizasyon Örgütü (ISO 11930 standardı) gibi  kuruluşlarda açıklanmıştır (Halla 

ve ark., 2018). 

 

4.5.1. Challenge test 

 

Challenge testi, ürün geliştirme sırasında koruyucu sistemin zaman içindeki etkinliğini 

ve stabilitesini belirlemek için kullanılır. Test, ölçülen miktarda ürünün, bilinen 

miktarlarda mikroorganizmalarla (bakteri, maya ve küf) aşılanmasını içerir (Cundell 

ve ark., 2010). Mikroorganizma sayısındaki azalma oranları, resmi mevzuat 

belgelerinde belirtilen kabul kriterlerine göre bu süre içinde ölçülür (Sandle, 2016; 

Booth, 2014). 

 

Bu testlerin ürünün üretiminden, normal depolama ve kullanım koşullarında tamamen 

tüketilinceye kadar bozulma veya enfekte olma riskine karşı, formülasyonda bulunan 

koruyucular tarafından korunabileceği konusunda bir güvence vermesi sebebiyle, 

bütün kozmetiklere uygulanması zorunludur (Birteksöz ve Tüysüz, 2013). 

 

Bu testlerde kullanılması önerilen mikroorganizmalar Amerikan Tipi Kültür 

Koleksiyonu (ATCC) gibi resmi hücre kültürü koleksiyonlarından elde edilmektedir. 

En yaygın kulullanılan test suşları 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 Hakkında Bilgiler 

 

Cilt bakımı için kozmetik formülasyonların çoğu, yağ/su emülsiyonu, su/yağ 

emülsiyonu veya çift emülsiyon (yağ-su-yağ veya su-yağ-su) dan oluşur. Dermatolojik 

bir bakış açısından, su/yağ emülsiyonu daha iyi bir seçimdir, çünkü cilt üzerinde 

oluşan lipit tabaka, yağda çözünen aktif bileşenleri tercih eder (Costa ve Santos, 2017). 

Cilt nemlendirme fonksiyonlu temel krem formülasyonları tipik olarak; yumuşatıcılar 

(% 10-40), nemlendiriciler (% 1-5), koyulaştırıcılar (% 0,1-0,5), emülgatörler (% 1-6), 
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stabilizatörler (% 0,01-0,2), koruyucular (% 0,01-0,5) ve nötrleştiriciler (% 0,01-0,05) 

gibi basit bileşenlerden oluşur (Scalia ve Mezzena, 2009). 

 

4.7. Biberiye Uçucu Yağı 

 

Biberiye, Rosmarinus officinalis L., Lamiaceae familyasına aittir ve dünya çapında 

ticarileştirilmiş bir bitkidir. Uçucu yağı ve ekstresi gıda koruma ve çeşitli hastalıkların 

tedavisi için kullanılır (Olmedo ve ark., 2013; Gao ve ark., 2014). 

Biberiye uçucu yağının başlıca bileşenleri, % 20 α -pinen, %20 1,8-sineol, % 18 kafur, 

% 7 kamfen, % 6 ß-pinen, % 5 borneol, % 5 mirsen, % 3 bornil asetat, % 2 terpineol, 

linalol, limonen, terpineol ve karyofilen’dir (Simon ve ark., 1984; Uçar ve ark., 2015).  

Biberiye uçucu yağının, antibakteriyel, antifungal, insektisit, antioksidan ve 

hepatoprotektif etkisinin olduğu yapılan çalışmalarla kanıtlanmıştır (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, Erişim tarihi: 9 

Haziran 2020). 

 

4.8. Tarçın Uçucu Yağı  

 

Tarçın, Cinnamomum cinsi, Lauraceae familyasına aittir ve 300'den fazla yaprak 

dökmeyen aromatik ağaç ve çalı türü içerir (Ranasinghe ve ark., 2012). Tarçının 

kabuğu, yaprakları, çiçekleri ve meyveleri kullanılarak elde edilen uçucu yağı, 

kozmetik veya gıda ürünlerinde kullanılır (Nabavi ve ark., 2015). 

https://www.rafinera.com/blog
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Tarçın (Cinnamomum Cassia) kabuk uçucu yağının temel aktif bileşeni bir 

fenilpropanoid olan sinnamaldehit (3-fenil-2-propenal fenol; C9H8O) dir (Önenç ve 

Açıkgöz, 2011). 

 

Tarçın uçucu yağlarının, ekstraktlarının ve bileşenlerinin, patojenlere, gıda ve 

kozmetiklerin bozulmasından sorumlu gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karşı 

antimikrobiyal aktivitesi yapılan birçok çalışma ile kanıtlanmıştır (Yap ve ark., 2013; 

Al-Mariri ve Safi, 2014; Bardají ve ark., 2016; Saleem ve ark., 2015). 

 

Tarçın uçucu yağının çok iyi bir antioksidan aktivite gösterdiği de bildirilmiştir 

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

 

Resim 2. Tarçın kabuğu, Cinnamomum cassia 

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

 

 

4.9. Defne Uçucu Yağı  

 

Defne, Laurus nobilis L., Lauraceae familyasına ait Akdeniz bölgesine özgü bir 

bitkidir ve yaygın bir baharat olarak kullanılır. Defne bitkisi, uçucu yağında bulunan 

biyoaktif bileşikler bakımından zengin bir bitki olarak kabul edilmiştir (Patrakar ve 

ark., 2012). 

Defne bitkisi, önceki çalışmalarla kanıtlanan geniş bir uygulama potansiyeline 

sahiptir. Gıda koruma, böcek ilacı hazırlama, antioksidan olarak, kanser, epilepsi, 

gastrointestinal sorunların ve romatizmal durumların tedavisinde kullanıldığına dair 

http://www.indiamart.com/proddetail/cinnamomum-cassia
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bilimsel raporlar vardır. (Bennett et al., 2013; Muñiz-Márquez et al., 2013; Panza et 

al., 2011; Ramos et al., 2012; Saabet al., 2012; Xu et al., 2014). 

Et gibi gıdalarda bozulmalara karşı defne uçucu yağının antibakteriyel özelliğinin 

büyük ölçüde etkisi olduğu düşünülen bir çalışmada, oksijenli monoterpen bileşikleri 

ve fenolik bileşenler bakımından zengin defne uçucu yağının güçlü bir in vitro 

antibakteriyel ve antioksidan özellikleri olduğu bildirilmiştir (Ramos ve ark., 2012). 

 

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

 

4.10. Çörek Otu Yağı  

 

Çörek otu, Nigella sativa L. (Ranunculaceae), yeşil-mavi renkli çiçekleri ve siyah üç 

köşeli tohumları ile tek yıllık bir çiçekli bitkidir. Güney ve Güneybatı Asya'ya kadar 

dünyanın farklı yerlerinde yetiştirilmekte ve kullanılmaktadır.  Tohumları, bitkinin 

aktif bileşenlerinin kaynağıdır (Gholamnezhad ve ark., 2016; El Tahir ve Bakeet, 

2006). 

 

Çörek otu, zengin tarihi bir geçmişi olan bir bitkisel ilaç olarak, geleneksel olarak 

çeşitli hastalıklar, kısırlık, ateş, öksürük, bronşit, astım, kronik baş ağrısı, migren, baş 

dönmesi, göğüs tıkanıklığı, felç, hemiparezi, sırt ağrısı, dismenore, obezite, diyabet, 

romatizma, hipertansiyon, hazımsızlık, ishal gibi gastrointestinal bozukluklar ve  

dizanteri dahil olmak üzere birçok rahatsızlığın tedavisinde kullanılmaktadır (Abdul 

ve Yassen, 2017; Durmuşkahya ve Öztürk, 2013; Nasir ve ark., 2014).  
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Deneysel çalışmalarda, çörek otu yağının ve ekstraktlarının çok çeşitli mikroplara, 

özellikle de birçok antibiyotiğe dirençli bakterilere karşı antimikrobiyal aktiviteye 

sahip olduğu bildirilmiştir (Kamil, 2013; Morsi, 2000). 

Çörek otunun antimikrobiyal özelliklerinin timohidrokinon ve melanin gibi aktif 

bileşiklerinden kaynaklandığı bulunmuştur (Al Yahya, 1986). 

 

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

 

4.11. Kateşin  

 

Kateşinler, çeşitli meyveler, sebzeler ve bitki bazlı içeceklerde yüksek 

konsantrasyonlarda bulunan flavonoid sınıfına ait polifenolik bileşiklerdir. Üzüm, 

elma, armut, kiraz gibi meyveler ve yeşil çay bazı önemli kateşin kaynaklarıdır (Kondo 

ve ark., 2002). 

 

Kateşin ve B tipi prosiyanidin, yeşil yapraklı veya kök sebzelerde bulunmasının yanı 

sıra, yeşil fasulye gibi baklagillerde de tespit edilmiştir (Gadkari ve Balaraman, 2015). 

Yeşil çay kateşinlerinin, hayvan çalışmalarında; deri, akciğer, yemek borusu, mide, 

karaciğer, ince bağırsak, kolon, mesane, prostat ve meme bezlerindeki kanser 

gelişimini inhibe ettiği bulunmuştur (Chung ve ark., 2000). Kateşin, antioksidan, anti 

-inflamatuar, antibakteriyel, immünomodülatör ve antitümör aktiviteleri de dahil 

olmak üzere çeşitli farmakolojik etkilere sahiptir (Friedman, 2007). 
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Şekil 1. Kateşin kimyasal yapısı (www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/22110?, 

Erişim tarihi: 9 Haziran 2020). 

 

4.12. Timokinon  

 

Nigella sativa (N. sativa) Ranunculaceae botanik ailesine aittir ve N. sativa tohumu 

yağından; timokinon, timohidrokinon, ditimokinon, timol, karvakrol, nigellimin-N-

oksit, nigellisin, nigellidin ve alfa-hedrin dahil olmak üzere çok sayıda aktif bileşen 

izole edilmiştir (Aljabre ve ark., 2015). 

 

Timokinon, siyah çörek otu tohumlarının uçucu yağında bulunan, antioksidan 

aktivitelere sahip en önemli biyoaktif bileşendir (Hajhashemi ve ark., 2004). 

 

Nigella sativa, timokinon, timohidrokinon, ditimokinon, timol, karvakrol, nigellisin, 

nigellimin-N-oksit, nigellidin ve alfa-hedrin gibi aktif bileşen içeriği ile antibakteriyel, 

antiparaziter ve anti-inflamatuar gibi çeşitli farmakolojik özellikler göstermektedir. 

(Randhawa ve Al-Ghamdi, 2002). 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/22110?
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Şekil 2.Timokinon kimyasal yapısı (www.scbt.com/p/thymoquinone-490-91-5, Erişim tarihi: 9 

Haziran 2020). 

 

4.13.  Kitosan 

 

Kitosan, doğada yaygın olarak bulunan bir amino polisakkarit olan kitinin 

deasetilleştirilmesiyle elde edilir. Kitin; yengeç, ıstakoz, karides gibi kabuklu 

hayvanlarda, böceklerin iskeletinde, planktonlarda ve mantarların hücre duvarlarında 

doğal bir polimer olarak bulunmaktadır (Struszczyk ve ark., 2001; İmamoğlu, 2011).  

Kitosan, deasetilasyon derecesini farklı oranlarda belirleyen glukozamin ve N-asetil-

glukozaminden oluşan bir polimerdir. Asidik koşullarda amino grubunun 

protonlanması ile katyonik bir özelliğe sahiptir ve toksik olmayan, biyouyumlu, 

biyolojik olarak parçalanabilir, antimikrobiyal özellikler gösterir (Cota-Arriola ve ark., 

2013). 

 Kitosanın molekül ağırlığı  50-2000 kiloDalton (kDa) arasında değişmektedir. Düşük, 

orta ve yüksek molekül ağırlığına göre sınıflandırılır. (Gökçe, 2008). 

Kitosan, çekirdek maddeleri kaplamak için bir kapsül malzemesi olarak kullanılabilir 

çünkü katyonik polimer olan bu doğal polimerler (aljinat, pektin, ksantan, karagenan, 

selüloz, vb.), negatif yüklü olan sentetik polimerler olan metal iyonları ve tripolifosfat 

(TPP) gibi maddelerle çapraz bağlanabilir (Luo ve Wang, 2014; Woranuch ve Yoksan, 

2013). 

http://www.scbt.com/p/thymoquinone-490-91-5
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Kitosan; asetik asit, laktik asit, formik asit, tartarik asit, malonik asit ve sitrik asit gibi 

organik asitlerin olduğu ortamlarda çözünerek polikatyonik bir polimer haline 

gelmektedir (Demir ve Seventekin, 2009). 

 

Kitosanın uygulama alanları, gıda, kozmetik, eczacılık (kontrollü ilaç salınımı), 

biyoteknoloji, medikal (yara bantı), atık su arıtımı, tekstil ve ziraat şeklinde 

sıralanabilir (İmamoğlu, 2011). 

 

Şekil 3. Kitosan kimyasal yapısı (Olcay, 2015). 

 

4.14. Mikroenkapsülasyon Teknolojisi 

 

Koazervasyon tekniği ile elde edilen jelatin mikrokapsülleri üzerine 1930’lu yıllarda 

yapılan bir çalışma mikroenkapsülasyon teknolojisinin başlangıcı olarak bilinir. Bu 

yöntemde, mikro/nanopartiküller faz ayrımı, sıcaklık, çözücü olmayan çözelti, tuz 

veya geçimli olmayan polimer eklenmesi ve polimer-polimer etkileşimi sonucu 

oluşurlar. 1950’li yıllarda endüstrideki uygulaması Amerika Birleşik Devletleri 

(ABD)’nde başlamıştır. Bugün mikroenkapsülasyon teknolojisi eczacılık (% 68), gıda 

(% 13), kozmetik (% 8), tekstil (% 5), biyomedikal (% 3), ziraat (% 2) ve elektronik 

(% 1) endüstrilerinde uygulanmaktadır (Özdemir, 2019). 

Mikroenkapsülasyon tekniği, seçilen çekirdek materyalin kullanım amacına uygun 

olarak etkinliğini arttırmayı amaçlar (Paulo ve Santos, 2017). 

Mikroenkapsüle edilen ürün ve mikrokapsül özellikleri birçok faktörden etkilenebilir. 

Bu faktörlere bağlı olarak mikrokapsülün partikül büyüklüğü dağılımı, morfolojisi, 

ürün verimi, partikül büyüklüğü, enkapsülasyon etkinliği ve çekirdek materyalin 

salınım hızı etkilenebilir. Mikrokapsüllerin yapısı; tek çekirdekli kaplama, çok 
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çekirdekli kaplama ve çekirdek materyalinin küçük damlalar halinde kaplama 

materyalinin içerisine dağılması ile oluşan matriks tip kaplama olarak 

sınıflandırılabilir. Kaplama materyalleri enkapsülasyon etkinliği ve mikrokapsül 

stabilitesinde önemli rol oynadığından kaplama materyalini yüksek etkinlikte seçmek 

oldukça önemlidir. Ayrıca mikroenkapsülasyon işleminde kullanılan kaplama 

materyalinin biyouyumlu, biyo çözünür, toksik olmayan ve düşük maliyetli olması 

gerekir (Ye ve ark., 2018).  

Mikrokapsüllerin partikül büyüklüğü 1μm ile nanometre arasında değişen boyutlarda 

olabilmekte ve ortalama partikül büyüklüğü/boyutu dağılımını ifade eden 

polidispersite indeksi (PdI) değeri zetasizer partikül ölçüm cihazında ölçülmektedir 

(Jayanudin ve ark., 2016). 

Mikrokapsüller tablet, jelatin kapsül, süspansiyon ya da jel şeklinde kullanılabilir. 

Mikrokapsül çeperi olarak kullanılabilecek polimer örnekleri doğal (agar, albümin, 

arap zamkı, dekstran, glüten, jelatin, kazein, kitosan, kollajen, nişasta, mum, pektin 

vb.) ve sentetik (akrilik polimerler, poli üretanlar, polistiren, selüloz ve selüloz 

türevler, silikon vb.) olabilir. Mikrokapsüllerin karakterizasyonu yapılırken çeper 

kalınlığı, geçirgenlik, partikül büyüklüğü ve dağılımı, salım özellikleri, zeta 

potansiyeli, akış özellikleri ve etkin madde içeriği kontrol edilmelidir. Zeta potansiyeli 

süspansiyonlarda stabilite için önemlidir ve partiküller arasındaki itme veya çekme 

değeri ölçümüdür. Zeta potansiyel ölçümü, dağılma mekanizmaları ile ilgili ayrıntılı 

bilgi verir ve elektrostatik dağılma kontrolünün anahtarıdır. Zeta potansiyeli ölçümü 

zetasizer cihazı ile ölçülmektedir. Zetasizer cihazı belirli bir potansiyel altında hareketi 

sağlanan tanelerin hızını belirleyerek zeta potansiyelini hesaplamaktadır (Cheng ve 

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

 

4.14.1. İyonotropik jelasyon teknolojisi 

Kitosan ile nanoenkapsülasyon işleminde iyonotropik jelasyon tekniği yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Rajabi ve ark., 2019). İyonotropik jelleşme yönteminde, organik 

çözücü içerisinde hazırlanmış polimer çözeltisine farklı konsantrasyonlardaki 
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tripolifosfat (TPP) eklenir ve oluşan mikro/nanopartiküller santrifügasyon yöntemiyle 

ayrılır.  

Bodmeier ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, kitosan içerisine damlatma yöntemiyle 

sodyum tripolifosfat (STPP) eklenmesinin kitosan mikrokapsüllerinin verimliliğini 

arttırdığı gösterilmiştir. Bu yöntem günümüzde en çok tercih edilen yöntemlerden 

biridir (Bodmeier ve ark., 1989). 

Kitosanın STPP ile iyonik jelleşmesi yöntemiyle oluşturulan mikrokapsüllerin protein, 

gen, ilaç, vitamin ve farklı fenolik bileşikleri kapsülleme kapasitesinin de yüksek 

olduğu gösterilmiştir (Hosseini ve ark., 2013). 

 

4.15. Antioksidanların Genel Özellikleri  

 

Organizma içinde bulunan serbest radikallerin zararlı etkilerine karşı antioksidatif 

korunma sistemi mekanizmaları vardır. Bu mekanizmalardan bir kısmı serbest radikal 

oluşumunu önlerken bir kısmı ise serbest radikallerin zararlı etkilerini azaltır. 

Antioksidanlar serbest radikalleri nötralize ederek oksidasyonunu engelleyen, 

durduran, yavaşlatan bileşiklerdir (Devasagayam, 2004). 

Fitokimyasallar ve uçucu yağların antioksidatif özellikleri, içerdikleri bileşenlerin 

yapısında bulunan flavonoid sınıfına ait polifenolik bileşiklerden ve fenolik hidroksil 

gruplarından kaynaklanmaktadır. Bu yağların antioksidatif etkisi içerdikleri etken 

maddelerin miktarına, ekstraksiyonda kullanılan çözücünün tipine, ekstraksiyon 

yöntemine göre değişkenlik göstermektedir. Farag ve ark.’nın, uçucu yağların 

kimyasal komposizyonu ile antioksidatif aktiviteleri arasındaki ilişkiyi inceledikleri 

çalışmalarında, timolün yüksek antioksidatif gücünün, yapısında yer alan fenolik 

grupların oksidasyonun ilk basamağında açığa çıkan peroksit radikallerinin 

oluşumunu azaltmasından kaynaklandığını bildirmişlerdir (Bayaz, 2014; Farag ve ark., 

1989). Antioksidanlar serbest radikalleri doğrudan nötralize edebilirler, peroksid 

konsantrasonunu azaltıp okside olmuş membranı onarabilirler, reaktif oksijen türevleri 

(ROS) üretimini azaltabilirler. En çok bilinen antioksidan maddeler polifenoller, 

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

Tanrıverdi, 2016). 

 Antioksidanlar çeşitli mekanizmalarla etkisini göstermektedir (Aydın, 2012). Radikal 

metabolit üretiminin önlenmesi, üretilmiş radikallerin temizlenmesi (radikallerin 

detoksifikasyonu), hücre deformasyonunun onarılması, sekonder radikal üreten zincir 

reaksiyonlarının durdurulması ve endojen antioksidan kapasitesinin artırılması, 

antioksidan etki mekanizmalarını oluşturur (Taşkın, 2011). 

Antioksidan kapasite tayin yöntemleri, kullanılan kimyasal reaksiyon açısından tek 

elektron transferi reaksiyonlarına dayananlar (ET) ve hidrojen atomu transferi 

reaksiyonuna dayananlar (HAT) olarak iki sınıfta toplanabilir. ET esaslı analiz 

yöntemleri, antioksidan maddenin indirgendiğinde renk değiştiren bir oksidan 

maddeyi indirgeme kapasitesinin ölçümüne dayanır. Renk değişiminin derecesi 

örnekteki antioksidan derişimi ile bağlantılandırılır (Görünmezoğlu, 2008). Folin-

Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi, troloks eşdeğeri antioksidan 

kapasite (TEAC) ölçümü, ferrik iyonu indirgeme antioksidan gücü (FRAP) ölçümü, 

Cu (II) kompleksini oksidan olarak kullanılan “toplam antioksidan potansiyel” ölçüm 

yöntemi, DPPH kullanarak “radikal süpürücü aktivite” ölçüm yöntemi, CUPRAC 

(bakır (II) indirgeyici antioksidan kapasite) yöntemleri ET esaslı analiz 

yöntemlerindendir (Aydın, 2012).  
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5. GEREÇ ve YÖNTEM  

 

5.1. Gereç 

 

5.1.1. Uçucu yağlar ve fitokimyasallar  

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

Rosmarinus officinalis L. (Biberiye) (Bezmialem Vakıf Üniversitesi Fitoterapi 

Merkezi) 

Cinnamomum cassia (Tarçın) (Bezmialem Vakıf Üniversitesi Fitoterapi Merkezi) 

Nigella sativa L. (Çörek otu) (Fitomer- Bezmialem Vakıf Üniversitesi Fitoterapi 

Merkezi)  

Kateşin (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 Ayarlı 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 içeren RPMI 1640 besiyeri (Biosera LM-R1640/500) 

Morfolino Propan Sülfonik Asit (Fisher Scientific BP308-500) 

Etil alkol (Jt Baker 8025.2500) 

Dimetil sülfoksit (Fisher Scientific BP231-100) 

Tween 80 (Fisher Scientific BP338-500) 

MMW Kitosan (Sigma 448877) 

Asetik Asit (Sigma 695092) 

Alüminyum Folyo 

Cam Deney Tüpleri 

Steril Plastik Petri Kapları (Fıratmed FR.026) 

Polipropilen 96 Kuyucuklu Düz Tabanlı Steril Mikroplaka (VWR 734-2327) 

Polipropilen 96 Kuyucuklu U Tabanlı Steril Mikroplaka (VWR 734-2328) 

Sodyum Tripolifosfat (Sigma 247367) 

Steril Pamuklu Eküvyon Çubuk (Lp Italiana L112298) 

Pipet Ucu (10μl, 100 μl, 1000 μl) (Rainin 17001116) 

Plastik Pastör pipeti (3ml’lik) (Isolab 17001118) 
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Enjektör (2.5, 5, 10 ml) (Set Inject 103023043) 

Steril FalkonTüpü (Orlab L111547) 

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

Steril Antibiyogram Diski (Bioanalyse Blank Disk) 

2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin (Sigma T1253) 

Iron(III) chloride hexahydrate (Sigma 236489 ) 

N- Hexane (Merck 1.04367.2500) 

Neocuproine (Sigma N1501) 

Ammonium acetate (Fisher Scientific 10102946001)  

 

5.1.4. Çözeltiler 

% 0,85 NaCl  

 %3 Tween 80  

HCl 

TPTZ  

FeCl3.6H2O  

Asetat tamponu  

DPPH  

Neokuprain 

Cu(II)x2H2O  

NH4Ac  
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5.1.5. Çözücüler 

Dimetil sülfoksit   

Etil alkol % 96  

 

5.1.6. McFarland standart bulanıklık tüpleri  

Standart bulanıklık tüpleri 0,05 mL % 1,175 BaCl2, 9,95 mL % 1 H2SO4 ilave edilerek 

hazırlanmış (Rayaman, 2010) ve ayrıca ticari olarak temin edilen McFarland 0,5 

(1x108 kob/mL) standart tüpü esas alınmıştır. 

 

5.1.7. Kullanılan cihazlar 

Hassas terazi (Precisa) 

Etüv (Binder-Nüve) 

Pastör Fırını (Binder) 

Otoklav (Hirayama) 

Mikroskop (Olympus) 

Otomatik pipetler (5-50 mikrolitre, 100-1000 mikrolitre) (Brand) 

pH metre (WTW) 

Manyetik Karıştırıcı (IKA) 

Buzdolabı (Arçelik) 

Derin dondurucu (Uğur) 

Su banyosu (Nüve) 

Otoklav poşeti (Isolab) 
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McFarland bulanıklık tüpleri 

Vorteks (Benchmark)  

Multimod Mikroplaka Okuyucu ve Görüntüleyici (Biotek Epoch 2) 

Soğutmalı Santrifüj (Beckman-Coulter) 

Ultrasonik Homojenizatör (Bandelin Sonoplus) 

UV Kabin (Biosafety Cabinet Class II 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 (İlmor) 

 

5.1.10. Krem bazı 

Emulfeel SGP CHI (Barentz) 
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5.2. Yöntem 

 

5.2.1. Antimikrobiyal duyarlılık deneyleri 

Fitokimyasal bileşiklerin, uçucu yağların ve kitosanın antimikrobiyal etkileri disk 

difüzyon yöntemi ve sıvı besiyerinde mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak tespit 

edilmiştir. 

 

5.2.1.1. Disk difüzyon yöntemi 

 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) önerileri doğrultusunda doğrudan 

koloni süspansiyonu yöntemini kullanarak  mikroorganizmaların 18-24 saatlik agar 

plağındaki tek düşmüş kolonilerinden steril fizyolojik tuzlu su (FTS) içerisinde 

McFarland 0,5 [1-2 x  108 kob/mL (bakteri) / 1-5 x 106 kob/mL (maya)] bulanıklığına 

eşdeğer inokülum süspansiyonları hazırlanmıştır. İnokülüm süspansiyonu bakteriler 

için Mueller Hinton Agar (MHA), mayalar için Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) 

yüzeyine inoküle edilmiştir. Fitokimyasal ve uçucu yağ örneklerinin emdirilmiş 

olduğu diskler (disk çapı 6 mm) steril bir pens yardımı ile agar yüzeyine 

yerleştirilmiştir. Daha sonra bakteri içeren besiyerleri 16-18 saat süreyle 35 ± 2 °C'de, 

maya içeren besiyerleri ise 48 saat süreyle 35 ± 2 °C'de inkübasyona bırakılmış ve süre 

sonunda disklerin etrafında oluşan inhibisyon zonlarının çapı bir kumpas yardımı ile 

ölçülmüştür. Yöntemin pozitif kontrolü için antibakteriyel etkinlik testinde 

meropenem (10 μg/disk), antifungal etkinlik testinde ise flukonazol (25 μg/disk) 

diskleri kullanılmıştır. Tüm deneyler 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir (CLSI, 2012; 

NCCLS, 2004; Naeini ve ark, 2009). 

 

5.2.1.2. Sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

 

Çalışmamızda kullanılan fitokimyasallar, uçucu yağlar ve kitosanın minimum 

inhibitör konsantrasyonları (MİK) sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile saptanmıştır. 
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5.2.1.2.1. Bakteriler için sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) önerileri doğrultusunda doğrudan 

koloni süspansiyonu yöntemini kullanarak organizmanın 18-24 saatlik Mueller Hinton 

Agar (MHA) plağındaki tek düşmüş kolonilerden steril fizyolojik tuzlu su (FTS) 

içerisinde McFarland 0,5 bulanıklığı (1 x 108 kob/mL) standardına eşdeğer bir 

inokülüm süspansiyonu hazırlanmıştır. Steril U tabanlı 96 kuyucuklu mikroplağın her 

kuyucuğuna 100 µL % 0,5 oranında Tween 80 ilaveli Katyon Ayarlı Mueller Hinton 

Broth (KAMHB) konulmuştur. Ardından test edilecek olan örneklerden ilk kuyucuğa 

100 µL konulup fitokimyasalların, uçucu yağların ve kitosanın ikişer kat azalan seri 

seyreltileri yapılmıştır. Daha sonra 0,5 McFarland bulanıklığına eş değerde hazırlanan 

bakteri süspansiyonu 1:10 oranında seyreltilerek 1  x 107 kob/mL inokülüm yoğunluğu 

elde edilmiştir. Hazırlanan inokülüm, içerisinde test edilecek maddelerin bulunduğu 

mikrodilüsyon plakalarına 5 μL inoküle edilerek final konsantrasyonu 5 x 105 kob/mL 

olan inokulum yoğunluğu elde edilmiştir. Her mikroplakta pozitif kontrol olarak 

meropenem (64-0,031 µg/mL) antibiyotiği, negatif kontrol olarak KAMHB besiyeri 

(sterilite kontrol) ve bakteri süspansiyonu (üreme kontrol) kuyucukları 

bulundurulmuştur. Mikrodilüsyon plakları 16-20 saat boyunca 35±2ºC’de inkübe 

edildikten sonra üremeyi tamamen inhibe eden ve çıplak gözle belirlenebilen en düşük 

madde / ilaç konsantrasyonu minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) değeri olarak 

değerlendirilmiştir (CLSI, 2012).  

 

5.2.1.2.2. Mayalar için sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A2 kılavuzunda önerilen 

mikrodilüsyon yöntemi kullanılmıştır. SDA yüzeyinde 24 saatte üreyen maya 

kolonilerinden FTS içerisinde McFarland 0,5 bulanıklığı (1-5 x 106 kob/mL) 

standardına eşdeğer bir inokülüm süspansiyonu hazırlanmıştır. Steril U tabanlı 96 

kuyucuklu mikrodilüsyon plağının her kuyucuğuna  pH 7 olacak şekilde 0,165 molar 

Morfolino Propan Sülfonik Asit (MOPS) ile tamponlanmış L-glutamin eklenmiş 

sodyum bikarbonatsız RPMI 1640 besiyerinden 100 µL konulduktan sonra üstüne test 

edilecek olan örneklerden ilk kuyucuğa 100 µL konulup fitokimyasalların, uçucu 
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yağların ve kitosanın ikişer kat azalan seri seyreltileri yapılmıştır. 0,5 McFarland 

bulanıklığına eş değerde hazırlanmış olan maya süspansiyonu 0,5-2,5 x 103 kob/mL 

inokülüm yoğunluğuna ayarlandıktan sonra kuyucuklara 100 µL aktarılmıştır. Her 

mikroplakta pozitif kontrol olarak flukonazol (64- 0,125 µg/mL), sterilite kontrolü 

olarak RPMI-1640 besiyeri ve üreme kontrolü olarak maya süspansiyonu kuyucukları 

bulundurulmuştur.  Mikrodilüsyon plakları 35 °C’ de 48 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonunda üremede belirgin azalmanın görüldüğü, flukonazol için ise 

kontrol kuyucuğuna göre en az %50 daha berrak olan ilk kuyucuğun değeri minimum 

inhibitör konsantrasyonu (MİK) olarak değerlendirilmiştir (Ergin ve Arıkan, 2002; 

CLSI, 2008; Omran ve ark., 2018).  

  

5.2.1.2.3. Küfler için sıvı mikrodilüsyon yöntemi 

  

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) M-38-A kılavuzunda 

önerilen mikrodilüsyon yöntemi uygulanmıştır Patates dekstroz agar (PDA)’da 7 

günlük küf kolonileri üzerine 5 mL % 0,85’lik NaCl ve 50 µL Tween 80 karışımı 

dökülmüş ve koloniler üzerinde hafif çalkalama hareketleri yapılarak konidyumlar 

toplanmıştır. İnokülum süspansiyonunun final konsantrasyonu 0,09 - 0,13 arasında 

değişen bir optik yoğunluğa (OD) göre spektrofotometrede (600 nm) 0,4-5 x 104 

kob/mL’ye ayarlanmıştır. pH 7 olacak şekilde 0,165 molar Morfolino Propan Sülfonik 

Asit (MOPS) ile tamponlanmış RPMI 1640 besiyerinden 100 µL konulduktan sonra 

üstüne test edilecek olan örneklerden ilk kuyucuğa 100 µL konulup fitokimyasalların, 

uçucu yağların ve kitosanın ikişer kat azalan seri seyreltileri yapılmıştır  Daha sonra 

kuyucuklara, hazırlanmış küf spor süspansiyonundan 100 µL aktarılmıştır. Her 

mikroplakta pozitif kontrol olarak amfoterisin B (16 - 0,031 µg/µL), sterilite kontrolü 

olarak RPMI-1640 besiyeri ve üreme kontrolü olarak küf süspansiyonu kuyucukları 

bulundurulmuştur. Mikrodilüsyon plakları 7 gün boyunca 28 °C’ de inkübe edildikten 

sonra üremenin tam inhibe olduğu en düşük madde / ilaç konsantrasyonu minimum 

inhibitör konsantrasyonu (MİK) değeri olarak değerlendirilmiştir (NCCLS, 2002; 

Tokarzewski ve ark., 2012; Wang ve ark., 2018).  
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5.2.2. Sinerji testi 

 

Sinerji çalışması 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanılarak checkerboard (dama tahtası) 

sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile gerçekleştirilmiştir. Her bir fitokimyasal ve uçucu 

yağların ayrı ayrı minimum inhibitör konsantrasyonu (MİK) değerleri saptandıktan 

sonra bu değerler göz önüne alınarak kombinasyonlarda kullanılacak dozlar MİK 

değerlerinin subMİK konsantrasyonları olarak ayarlanmıştır. Pozitif kontrol olarak 

bakteriler için meropenem antibiyotiği, mantarlar için flukonazol ve amfoterisin B 

antifungal ilaçlar kullanılmıştır. Bakteriler ve mayalar 24-48 saat 35±2ºC’de küfler ise 

7 gün 28oC’de inkübe edilmiştir. Daha sonra madde kombinasyonlarının sinerjik 

etkileri mikroplak okuyucuda (BİOTEK Epoch 2) 535-625 nm aralığında tespit 

edilmiştir. Spektrofotometrik ölçümler sonucu elde edilen MİK değerlerine göre, 

kitosan ile enkapsülasyon işlemi için en etkili kombinasyonlar seçilmiştir. 

Fitokimyasal ve uçucu yağ kombinasyonlarından elde edilen MİK değerleriyle tek 

başlarına olan MİK değerleri oranlanarak, fraksiyonel inhibitör konsantrasyonu (FİK) 

elde edilmiştir. Daha sonra kombinasyonda yer alan etken maddelerin FİK değerleri 

toplanarak FİK indeksi (FİKİ) hesaplanmıştır. Elde edilen sonuçlara göre etken 

maddeler arasındaki ilişkiler aşağıda yer alan FİK indeksine göre belirlenmiştir. 

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

FİKA = B’nin varlığında A’nın MİK değeri / Tek başına A’nın MİK değeri 

FİKB = A’nın varlığında B’nin MİK değeri / Tek başına B’nin MİK değeri  

Σ FİK indeksi = FİKA + FİKB 

Σ FİK indeksi ≤ 0,5 sinerjik etki 

Σ FİK > 0,5 ve ≤ 1 aditif etki 

Σ FİK > 1- <4 indiferan etki 

Σ FİK > 4 ise antagonist etkileşim olarak değerlendirilmiştir. 
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Resim 5. BİOTEK Epoch 2 mikroplaka okuyucu 

 

 

5.2.3. Kitosan ile enkapsülasyon işlemi 

 

Fitokimyasal bileşikler ve uçucu yağların kitosan ile iyonotropik jelasyon yöntemi 

kullanılarak yapılan mikro/nanoenkapsülasyon işlemi Nanomik Biyoteknoloji 

firmasıyla iş birliği içerisinde gerçekleştirilmiştir. Kitosan, % 1’lik asetik asit içinde 

tamamen çözündükten sonra pH’sı 3,5-5 aralığında bir değere ayarlanarak 

protonasyonu sağlanmıştır. 

 

Negatif yüklü sodyum tripolifosfat (STPP) ile fitokimyasal bileşikler ve uçucu yağlar 

karıştırılmış ve sulu ortamda tamamen çözünmüş olan pozitif yüklü kitosanın çapraz 

bağlanmalar yapması sağlanmıştır. Çapraz bağlar ile bağlanan TPP ve kitosana Tween 

80 eklenerek manyetik karıştırıcıda (800 rpm) belirli bir süre karıştırılmış ve 

mikroenkapsülasyon işlemi tamamlanmıştır (Sudardshan ve ark., 1992). Kaplama 

materyali olarak 25 mL kitosan (% 1’lik), 22,5 mL STPP (% 0,25’lik), 0,25 mL Tween 

80 üzerine 2,5 mL biberiye-tarçın (uçucu yağ) ve 2,5 mL timokinon-kateşin 

(fitokimyasal) kombinasyonları eklendikten sonra ultrasonik homojenizatör ile 2 dk 
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boyunca parçacıklar daha küçük boyutlara ayrılmıştır (Keawchaoon ve Yoksan, 2011). 

Kitosan ile mikroenkapsülasyonun salınım değerlendirme testleri Nanomik 

Biyoteknoloji Şirketi tarafından yapılmıştır. 

 

Fitokimyasal ve uçucu yağların kitosan ile mikroenkapsülasyon işlemleri sonucunda 

mikrokapsüllerin MİK değerleri sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile saptanmıştır. 

Çalışmamızda, doğal bir biyopolimer olan kitinin % 75-85 oranında 

deasetilasyonundan elde edilen orta moleküler ağırlıklı kitosan (Sigma) kullanılmıştır. 

 

5.2.3.1. Mikroenkapsülasyon veriminin tayini 

 

 Mikroenkapsülasyon veriminin tayini Khalili ve arkadaşlarının yöntemi geliştirilerek 

uygulanmıştır (Khalili ve ark., 2015). Bunun için enkapsülasyon işleminden hemen 

sonra enkapsülasyon çözeltisi 10 000 rpm’ de 5 dk santrifüj edilerek süpernatantı 

ayrılmış ve UV spektrofotometrede absorbansı ölçülmüştür. Gözlemlenen optik 

dansite (OD) verisi, enkapsülasyon prosedürüne göre kitosansız hazırlanan bir referans 

yağ emülsiyonunun OD değeriyle karşılaştırılmıştır. Enkapsülasyon verimi % = [(OD 

(kontrol)-OD (örnek)] / OD (kontrol)] x 100 formülüne göre hesaplanmıştır (Khalili 

ve ark., 2015).  

 

5.2.3.2. Etken madde salım testi 

 

Salım testi Zhaveh ve arkadaşlarının yöntemine göre gerçekleştirilmiştir (Zhaveh ve 

ark., 2015). Fitokimyasal ve uçucu yağların UV spektrumu alınmış, hangi absorbans 

değerinde pik verdiği kontrol edilmiş ve kalibrasyon eğrisi çıkartılmıştır. Daha sonra 

enkapsüle edilmiş materyalden belli bir miktar alınıp salım yapacağı ortam taklit 

edilmiştir. Bunun içine enkapsüle edilmiş materyalden 1 mL alınmış ve üstüne 1 mL 

etanol çözeltisi eklenmiştir. Son çözelti 25OC’de 24 saat su banyosunda bekletildikten 

sonra 10 000 rpm’ de 5 dk santrifüj edilip süpernatanttan 1 mL çekilmiş ve tekrar aynı 

miktarda etanol eklenmiştir (Yağlar etanolde çözünebildiği için etanol tercih 

edilmiştir). Fitokimyasal ve uçucu yağların UV absorbansına bakılarak oluşturulan 
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kalibrasyon eğrisinden süpernatantın konsantrasyon tayini yapılmıştır. Bu işlem belirli 

zaman aralıklarıyla tekrarlanmıştır (Zhaveh ve ark., 2015). 

 

5.2.3.3. Mikrokapsül karakterizasyon verilerinin incelenmesi 

 

Mikrokapsüllerin boyut ve zeta potansiyel ölçüm analizleri Marmara Üniversitesi 

Eczacılık Fakültesi Farmasötik Biyoteknoloji Anabilim Dalı Laboratuvarında Malvern 

Zetasizer 90 Zatex cihazı ile gerçekleştirilmiştir. Biberiye-tarçın ve kateşin-timokinon 

mikrokapsülleri, distile su ile 1/100 oranında seyreltilmiş, 10 000 rpm’ de 5 dk 

santrifüj edilmiş ve süpernatant kısmı alınarak Malvern Zetasizer cihazında 

ölçülmüştür. 

 

5.2.4. Challenge test 

 

5.2.4.1. Amerikan farmakopesi (USP) 

 

Amerikan farmakopesi testine göre koruyucu etkinlik testinin aşamaları uygulanmıştır. 

Testte S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 9027, E. coli ATCC 8739, C. 

albicans ATCC 10231 ve A. niger ATCC 16404 standart suşları kullanılmıştır. 

Mikroorganizma suşlarından taze kültürler hazırlanmıştır. 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 

küfler ise PDA’da 22,5 ± 2,5 °C’de 5-7 günde üretilmiştir. Bakteri ve maya  

süspansiyonu  % 0,85 NaCl içeren steril FTS, küf süspansiyonu  ise % 0,05 polisorbat 

80 içeren steril FTS ile hazırlanmıştır. Her mikroorganizma için inokülasyon miktarı 

% 1’i aşmamış ve her ürün 105- 106 kob/ mL-gr mikroorganizma ve küf sporu ile 

inoküle edilmiştir. Ürün 5 farklı gruba ayrılmıştır. 5 adet steril tüpe koruyucu etkinliği 

belirlenecek örnekten (krem bazı) 10 gr konulmuştur. Her bir tüpe belirtilen standart 

test mikroorganizmalarından 105-106 kob/mL olacak şekilde mikroorganizma inoküle 

edilmiştir. Mikroorganizma içeren örneklerden 1 mL-gr alınarak 9 mL nötralizan 

içeren besiyerine konulmuştur. Nötralizanlı besiyeri içeriği; TSB + % 1,5’lik Tween 

80 olacak şekilde hazırlanmıştır. Daha sonra 0,1 mL alınan örnekler katı besiyerlerinin 

yüzeyine ekilmiştir. Bakteriler TSA besiyerinde 32-35 °C’de 18-24 saat, maya SDA 
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besiyerinde 22-25 °C de 2-3 gün ve küf PDA besiyerinde 22-25 °C de 6-10 gün 

boyunca inkübe edilmiştir. 0., 14. ve 28. günlerde ürünlerden ekimler yapılmıştır.  

Ekim sonrası petride üreyen koloniler sayılmıştır. Değerlendirilirken; bakterilerde 14. 

günkü sayımda başlangıç sayımından en az 2 logaritmalık azalma olmalı, 28. günkü 

sayımda ise 14. güne göre artış olmamalıdır. Maya ve küfte ise 14. ve 28. günkü 

sayımlarda başlangıç sayımına göre artış olmamalıdır. Bu değerler kozmetik ürün 

içindeki koruyucunun aktif olduğunu gösterir (US,32-NF27, 2009). 

 

5.2.5. Antioksidatif etkinlik testi 

 

5.2.5.1. Demir (III) indirgeme antioksidan gücü tayini (FRAP) 

 

Ferrik iyonu redükleyici antioksidan potansiyeli deneyi (FRAP), Benzie ve Strain 

(1996) metoduna göre yapılmıştır (Benzie ve Strain, 1996). FRAP ayıracı 10 µL etken 

madde, 190 µL FRAP ve kör için ise 10 µL distile su üzerine 190 µL FRAP konularak 

hazırlanmış ve  köre karşı absorbans artışı 4. dakikada 593 nm’ de ölçülmüştür. 300 

mM asetat tamponu (pH 3,6), 2,5 mL TPTZ çözeltisi (10 mM TPTZ’nin 40 mM 

HCI’deki çözeltisi) ve 2,5 mL 20 mM FeCI3.6H2O’nin karıştırılması ile hazırlanmış 

ve 37 oC de 30 dk bekletilmiştir. Maddelerin 593 nm’deki absorbans değerleri, 

FeSO4.7H2O (62,5-1000 mM) ile hazırlanan kalibrasyon grafiğine ait değerlerle 

karşılaştırılmak suretiyle, FRAP değeri (mM/L Fe+2), 1 mM Fe (III)’ün Fe (II)’e 

indirgenmesi olarak ifade edilmiştir. 

 

5.2.5.1.1. Kalibrasyon grafiğinin hazırlanması 

Kalibrasyon grafiğinin elde edilmesi için önce FeSO4.7H2O’ın 1000 mM’lık çözeltisi 

hazırlanmıştır. Bu çözeltinin distile su ile seyreltilmesiyle konsantrasyonları 500 mM, 

250 mM, 125 mM ve 62,5 mM olan çözeltiler elde edilmiştir. Çözeltilere FRAP deneyi 

uygulandıktan sonra oluşan renklerin absorbansları 4. dakikada 593 nm’de köre karşı 

ölçülmüştür. Deney beş kez tekrarlanmış ve bulunan değerlerden, en küçük kareler 

yönteminin uygulanmasıyla FeSO4.7H2O kalibrasyon grafiği çizilmiş ve regresyon 

denklemi [y=12,86x-0,006610 (R2=0,9986)] elde edilmiştir (Şekil 5) (Taşkın T, 2011). 
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5.2.5.1.2. Demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yönteminde 

kullanılan çözeltiler 

 

40 mM HCl çözeltisinin hazırlanması; 820 μL der. HCl (% 37’lik) 250 mL’ lik balon 

jojede distile su ile hacmine tamamlanıp hazırlanmıştır.  

 

10 mM TPTZ çözeltisinin hazırlanması; 0,3120 g TPTZ, 100 mL 40 mM HCl’de 50 

oC ‘deki su banyosunda çözündürülüp hazırlanmıştır.  

 

20 mM FeCl3.6H2O çözeltisi; 1,35 g FeCl3.6H2O bir miktar suda çözüldükten sonra 

250 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanıp hazırlanmıştır.  

 

300 mM asetat tamponu (pH 3,6) çözeltisi; 3,1 g NaCH3COO.3H2O 600 mL distile 

suda çözündükten sonra üzerine glasiyel asetik asit eklenip pH 3,6 olarak ayarlanmış 

ve 1 L’lik balon jojede yine distile suyla hacmine tamamlanıp hazırlanmıştır. 

 

5.2.5.2. Bakır (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite yöntemi (CUPRAC) 

 

Bakır (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi Apak ve arkadaşları tarafından 

geliştirilen yönteme göre yapılmıştır (Apak ve ark., 2004). Bir deney tüpü içerisine 60 

µL bakır (II) çözeltisi, 60 µL neokuproin (Nc) çözeltisi ve 60 µL amonyum asetat 

(NH4Ac) tampon çözeltisinden sırasıyla eklenmiştir. Üzerine farklı 

konsantrasyonlardaki maddeden 60 µL ve 10 µL de EtOH çözücüsü eklenmiştir. 

Toplam hacim 250 µL olacak şekilde hazırlanan tüpler ağzı kapalı olarak oda 

sıcaklığında 60 dk reaksiyonun oluşması için bekletilmiştir. Süresi biten her bir 

örneğin, içerisinde etken madde yerine EtOH içeren referans çözeltiye karşı oluşan 

Cu(I)-Nc kelatının renginin absorbansları karakteristik dalgaboyu olan 450 nm’de 

ölçülmüştür.  
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5.2.5.2.1. Troloksun kalibrasyon eğrisinin hazırlanması 

 

Troloksun kalibrasyon eğrisinden doğru denkleminin [y=3,055x+0,2344 (R2=0,9933)] 

elde edilebilmesi için öncelikle troloksun 4,0 mM 10 mL‘lik stok çözeltisi etanol ile 

hazırlanmıştır. Bu çözeltinin etanol ile seyreltilmesiyle konsantrasyonları 0,025-0,25 

mM aralığındaki çözeltiler elde edilmiştir. Çözeltilere CUPRAC metodu 

uygulandıktan sonra oluşan renklerin absorbansları 450 nm’de referans çözeltiye karşı 

kaydedilmiştir.  

 

5.2.5.2.2. CUPRAC aktivite deneyinde kullanılan çözeltiler 

 

7.5x10-3 M Neokuprain çözeltisi; 0,156 g neokuprain bir miktar etanolda çözüldükten 

sonra 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanıp hazırlanmıştır.  

 

10-2 M Cu (II)x2H2O çözeltisi; 0,171 g Cu (II)x2H2O bir miktar dH2O çözüldükten 

sonra 100 mL’lik balon jojede hacmine tamamlanıp hazırlanmıştır.  

 

1 M NH4Ac çözeltisi; 7,71 g NH4Ac bir miktar dH2O çözüldükten sonra 100 mL’lik 

balon jojede hacmine tamamlanıp hazırlanmıştır.  

 

5.2.5.3. DPPH radikal süpürücü aktivite yöntemi   

 

Farklı etken maddelerin serbest radikal süpürücü aktiviteleri DPPH yöntemi ile 

değerlendirilmiştir. 240 µL DPPH (0,1 mM) solüsyonu, 10 µL etken maddeler ile 

karıştırılmış ve oda sıcaklığında 30 dakika bekletildikten sonra etanole karşı 517 nm   

de mikroplaka okuyucu kullanılarak okutulmuştur. Çalışma sonucunda elde edilen 

veriler IC50: mg/mL olarak ifade edilmiştir (Wei ve ark., 2010). 

 

5.2.5.3.1. DPPH serbest radikali giderme kapasitesinde kullanılan çözelti 

 

0,1 mM DPPH çözeltisi; 0,0099 g DPPH bir miktar metanol ile çözündükten sonra 250 

mL’lik balon jojeye aktarılmış ve metanol ile hacmine tamamlanarak hazırlanmıştır.  
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6. BULGULAR  

 

6.1. Uçucu Yağlar, Fitokimyasallar ve Kitosanın Antimikrobiyal Etkisi  

 

Tarçın, biberiye ve defne uçucu yağlarının S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli’ye karşı 

antibakteriyel, C. albicans’a karşı antifungal etkili oldukları görülmüştür. Çörek otu 

yağı sadece S. aureus ve C. albicans’a karşı antimikrobiyal etki göstermiştir. Tarçın 

ve biberiye uçucu yağının A. niger’e karşı antifungal etkili olduğu saptanmıştır (Tablo 

1, 2).  

 

Tablo 1. Uçucu yağların antibakteriyel etkisi 

 

(-: Etkisiz) 
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Tablo 2. Uçucu yağların antifungal etkisi 

 

(-: Etkisiz) 

 

Fitokimyasallardan timokinon çalışmada kullanılan tüm bakterilere karşı etkili 

bulunurken; kateşinin E. coli hariç P. aeruginosa ve S. aureus’a karşı antibakteriyel 

etkili olduğu görülmüştür. Ayrıca, her iki fitokimyasalında C. albicans ve A. niger’e 

karşı antifungal etkili oldukları saptanmıştır (Tablo 3, 4).  

 

Tablo 3. Fitokimyasalların antibakteriyel etkisi 

 

(-: Etkisiz) 
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Tablo 4. Fitokimyasalların antifungal etkisi 

 

(-: Etkisiz) 

 

Kitosan S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli’ye karşı antibakteriyel etkili bulunmuş, 

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

 

Tablo 5. %1’lik kitosanın antibakteriyel etkisi 
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Tablo 6. %1’lik kitosanın antifungal etkisi 

 

(-: Etkisiz) 

 

Kontrol olarak çalıştığımız antibiyotik ve antifungal ilaçların antimikrobiyal etkisi 

tablo 7 ve tablo 8’ de gösterilmiştir. 

 

Tablo 7. Meropenemin antibakteriyel etkisi ve CLSI duyarlılık sınır değerleri   
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Tablo 8. Flukonazol ve Amfoterisin B’nin antifungal etkisi ve CLSI duyarlılık sınır    

değerleri   

 

 

6.2. Sinerji Testi 

 

6.2.1. P. aureginosa için checkerboard sonuçları 

Sinerjik etki çalışmasında biberiye, tarçın, defne uçucu yağları ile timokinon ve kateşin 

kombinasyonları şekil 4’de gösterildiği gibi yapılmıştır. Biberiye-tarçın, tarçın-

timokinon, tarçın-defne ve biberiye-defne kombinasyonlarının en etkili 

kombinasyonlar olduğu saptanmıştır. MİK sonuçlarına göre hesaplanan FİK indeksine 

göre biberiye-tarçın ve tarçın-timokinon kombinasyonlarının sinerjik, tarçın-defne ve 

biberiye-defne kombinasyonlarının ise indiferan olduğu belirlenmiştir (Tablo 9). 
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Şekil 4. P.aeruginosa için 96 kuyucuklu plakada checkerboard yöntemi planı 

1: biberiye yağı, 2: tarçın yağı, 3: defne yağı, 4: timokinon,5: kateşin, AK: antibiyotik kontrol, 

PK: pozitif kontrol,  NK: negatif kontrol (üreme kontrolü), KÖR: besiyeri 
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Tablo 9. P.aeruginosa için kombinasyonların MİK/FİK değerleri 

 

 

6.2.2.  S. aureus için checkerboard sonuçları  

 

Sinerjik etki çalışmasında çörek otu yağı, biberiye, tarçın, defne uçucu yağları, ve 

timokinon, kateşin kombinasyonları şekil 5’de gösterildiği gibi yapılmıştır. Biberiye-

tarçın, tarçın-timokinon ve tarçın-defne kombinasyonlarının en etkili kombinasyonlar 

olduğu saptanmıştır. MİK sonuçlarına göre hesaplanan FİK indeksine göre biberiye-

tarçın, tarçın-timokinon ve tarçın-defne kombinasyonlarının sinerjik olduğu 

belirlenmiştir (Tablo 10). 
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Şekil 5. S.aureus için 96 kuyucuklu plakada checkerboard yöntemi planı 

1: çörek otu yağı, 2: biberiye yağı, 3: tarçın yağı, 4: defne yağı, 5: timokinon, 6: kateşin, AK: 

antibiyotik kontrol, PK: pozitif kontrol,  NK:negatif kontrol( üreme kontrolü), KÖR: besiyeri 
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 Tablo 10. S.aureus için kombinasyonların MİK/FİK değerleri 

 

 

6.2.3. E. coli için checkerboard sonuçları 

 

Sinerjik etki çalışmasında biberiye, tarçın, defne uçucu yağları ve timokinon 

fitokimyasal kombinasyonları şekil 6’da gösterildiği gibi yapılmıştır. Biberiye-tarçın, 

tarçın-timokinon ve tarçın-defne kombinasyonlarının en etkili kombinasyonlar olduğu 

saptanmıştır. MİK sonuçlarına göre hesaplanan FİK indeksine göre biberiye-tarçın, 

tarçın-timokinon ve tarçın-defne kombinasyonlarının sinerjik etkili olduğu 

görülmüştür (Tablo 11). 
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Şekil 6. E.coli için için 96 kuyucuklu plakada checkerboard yöntemi planı 

1: biberiye,  2: tarçın, 3: defne, 4: timokinon, AK: antibiyotik kör, PK: pozitif kontrol, NK: 

negatif kontrol (üreme kontrolü), KÖR: besiyeri 
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Tablo 11. E.coli için kombinasyonların MİK/FİK değerleri 

 

 

6.2.4. C. albicans için checkerboard sonuçları 

 

Sinerjik etki çalışmasında çörek otu yağı, biberiye, tarçın, defne uçucu yağları ve 

timokinon, kateşin fitokimyasal kombinasyonları şekil 7’de gösterildiği gibi 

yapılmıştır. Biberiye-tarçın, biberiye-kateşin, tarçın-defne, kateşin-tarçın ve kateşin-

timokinon kombinasyonlarının en etkili kombinasyonlar olduğu saptanmıştır. MİK 

sonuçlarına göre hesaplanan FİK indeksine biberiye-tarçın, biberiye-kateşin, tarçın-

defne, kateşin-tarçın, kateşin-timokinon kombinasyonlarının sinerjik etkili olduğu 

görülmüştür (Tablo 12, 13). 
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Şekil 7. C.albicans için 96 kuyucuklu plakada checkerboard yöntemi planı 

1: çörek otu yağı, 2: biberiye yağı, 3: tarçın yağı, 4: defne yağı, 5: timokinon, 6: kateşin, F: 

flukonazol, B: besiyeri, PK: pozitif kontrol,  NK: negatif kontrol (üreme kontrolü), KÖR: 

besiyeri 
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Tablo 12.  C.albicans için kombinasyonların MİK/FİK değerleri 
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Tablo 13. C.albicans için kombinasyonların MİK/FİK değerleri (Devamı) 
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6.2.5. A. niger için checkerboard sonuçları 

 

Sinerjik etki çalışmasında biberiye, tarçın uçucu yağları ve timokinon, kateşin 

fitokimyasalların kombinasyonları şekil 8’de gösterildiği gibi yapılmıştır. Biberiye-

tarçın ve kateşin-timokinon kombinasyonlarının en etkili kombinasyonlar olduğu 

saptanmıştır. MİK sonuçlarına göre hesaplanan FİK indeksine göre biberiye-tarçın ve 

kateşin-timokinon kombinasyonlarının sinerjik etkili olduğu belirlenmiştir (Tablo 14). 

 

Şekil 8. A.niger için 96 kuyucuklu plakada checkerboard yöntemi planı 

1: timokinon,  2: kateşin, 3: biberiye, 4: tarçın, AK: antifungal kör, PK: pozitif kontrol, NK: 

negatif konrol (üreme kontrolü), KÖR: besiyeri 
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Tablo 14. A.niger için kombinasyonların MİK/FİK değerleri 

 

 

6.3. Kitosan ile Enkapsülasyon İşlemi 

 

Sinerjik etki çalışması sonuçlarına göre mikrokapsüllere yüklenen biberiye-tarçın 

uçucu yağ kombinasyonu miktarı 0,926 mg/mL, kateşin-timokinon fitokimyasal 

kombinasyonu miktarı 2 mg/mL olarak saptanmıştır. 

 

6.3.1. Uçucu yağ ve fitokimyasal içeren mikrokapsüllerin antimikrobiyal etkisi 

  

Biberiye-tarçın uçucu yağ mikrokapsülünün antimikrobiyal etkisi, uçucu yağların tek 

başına ve kombinasyonlarına göre daha fazla bulunmuştur (Tablo 15). 

Kateşin-timokinon fitokimyasal mikrokapsülünün C.albicans ve A.niger’e karşı 

antimikrobiyal etkisi fitokimyasalların tek başına ve kombinasyonlarına göre daha 

etkili bulunmuştur. Bakterilere karşı ise etkisiz olduğu görülmüştür (Tablo 16). 
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Tablo 15. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün MİK değerleri 
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Tablo 16. Kateşin-timokinon mikrokapsülünün MİK değerleri 

 

(-: Etkisiz) 

 

6.3.2. Mikroenkapsülasyon veriminin tayini 

 

Kitosan ile mikroenkapsülasyonu yapılan uçucu yağ kombinasyonunun %100 

kaplama veriminin hesaplanması için biberiye, tarçın ve biberiye-tarçın 

mikrokapsülünün spektrofotometrede 234-246 nm dalga boyunda absorbansları 

ölçülmüştür. Fitokimyasal kombinasyonun kaplama veriminin hesaplanabilmesi için 

kateşin, timokinon ve kateşin-timokinon mikrokapsülünün spektrofotometrede 230-

248 nm dalga boyunda absorbansları ölçülmüştür. Aşağıdaki formüle göre, biberiye-

tarçın mikrokapsülünün enkapsülasyon verimiliği % 86,7 (Şekil 9, 10, 11), kateşin-

timokinon mikrokapsülünün enkapsülasyon verimliliği % 67,2 olarak hesaplanmış ve 

kalibrasyon eğrisi çizilmiştir (Şekil 12, 13, 14). 
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6.3.2.1. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün enkapsülasyon veriminin 

hesaplanması  

 

 

   Şekil 9. Biberiye uçucu yağının kalibrasyon eğrisi (234 nm) 

 

 

Şekil 10. Tarçın uçucu yağının kalibrasyon eğrisi (246 nm) 
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Şekil 11. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün kalibrasyon eğrisi (234-246 nm) 

 

 

 

Biberiye enkapsülasyon verimi (%) = 100 x                                  

 

 

Tarçın enkapsülasyon verimi (%) = 100 x                                      

 

 

                                                                                                         

 

 

 

 

 

(1,55 – 0,673) 

1,55 

(1,782 – 0,301) 

1,782 

(56,6 x 2,42) + (99,9 x 0,8)   

2,5 

Biberiye-Tarçın 

enkapsülasyon verimi (%) =                                      

=  % 56,6 

 

 =  % 99,9 

=  % 86,7 
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6.3.2.2. Kateşin-timokinon mikrokapsülünün enkapsülasyon veriminin 

hesaplanması  

 

 

Şekil 12. Kateşin fitokimyasalının kalibrasyon eğrisi (230 nm) 

 

 

 

Şekil 13. Timokinon fitokimyasalının kalibrasyon eğrisi (248 nm) 
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Şekil 14. Kateşin-timokinon mikrokapsülünün kalibrasyon eğrisi (230-248 nm) 

 

 

 

Kateşin enkapsülasyon verimi (%) = 100 x                                    

 

 

Timokinon enkapsülasyon verimi (%) = 100 x                                

 

  

                                                                                                         

 

 

 

 

(2,844 – 1,008) 

2,844 

(0,876  – 0,264) 

0,876 

Kateşin-Timokinon 

enkapsülasyon verimi (%) =                                      (64,5 x 1,25 ) + (69,8 x 1,25)   

2,5 

=  % 67,2 

 

=  % 69,8  

 

=  % 64,5 
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6.3.3. Mikrokapsüllerin karakterizasyonu 

 

6.3.3.1. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün karakterizasyon verileri 

 

Biberiye-tarçın mikrokapsülünün boyut ve zeta potansiyel ölçüm analizleri 

sonucunda; zeta potansiyel değeri +32,0 mV, mikrokapsülün boyutu 216,6 nm, 

parçacık boyutu dağılımı Polidispersite İndeks (PdI) değeri 0,156 olarak bulunmuştur 

(Şekil 15, 16). 

 

 

Şekil 15. Biberiye-tarçın mikrokapsülün zeta potansiyel verisi 
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   Şekil 16. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün boyut ölçümü verisi 
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6.3.3.2.  Kateşin-timokinon mikrokapsülün karakterizasyon verileri  

 

Kateşin-timokinon mikrokapsülünün boyut ve zeta potansiyel ölçüm analizleri 

sonucunda; zeta potansiyel değeri +35,6 mV, mikrokapsülün boyutu 507 nm, parçacık 

boyutu dağılımı Polidispersite İndeks (PdI) değeri 0,291 olarak bulunmuştur (Şekil 17, 

18). 

 

 

 Şekil 17. Kateşin-timokinon mikrokapsülün zeta potansiyel verisi 
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    Şekil 18. Kateşin-timokinon mikrokapsülün boyut ölçüm verisi 
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6.3.4. Salınım testleri  

 

6.3.4.1. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün salınım kinetiğinin incelenmesi 

 

Kitosan ile enkapsüle edilmiş biberiye-tarçın mikrokapsülünün 1., 2., 3., 7., 14., 21. ve 

28. günlerde kontrollü salınımı gerçekleşmiş ve 28. gün sonunda %100 oranında 

serbest bırakıldığı gözlemlenmiştir (Şekil 19). 

 

  Şekil 19. Kitosan ile enkapsüle edilmiş biberiye-tarçın mikrokapsülünün zamana 

bağlı salınım kinetiği  

 

6.3.4.2. Kateşin–timokinon mikrokapsülünün salınım kinetiğinin incelenmesi 

 

Kitosan ile enkapsüle edilmiş kateşin-timokinon mikrokapsülünün 1., 2., 3., 7., 14., 

21. ve 28. günlerde kontrollü salınımı gerçekleşmiş ve 28. gün sonunda % 78 oranında 

serbest bırakıldığı gözlemlenmiştir (Şekil 20). 
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 Şekil 20. Kitosan ile enkapsüle edilmiş kateşin-timokinon mikrokapsülünün zamana 

bağlı salınım kinetiği 
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6.4. Challenge test 

 

Krem bazı örneklerinde (Resim 1), Amerikan Farmakopesine göre bulunması gereken 

mikroorganizma miktarları tablo 17’de, mikroorganizmaların 0.gün koloni sayımları 

ise tablo 18’de gösterilmiştir. 

 

          Resim 6. Krem bazı+koruyucu içeren tüpler 

 

Tablo 17. Krem örneklerinde Amerikan Farmakopesine göre bulunması gereken 

mikroorganizma miktarları  
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Tablo 18. Mikroorganizmaların 0.gün koloni sayımları 

 

 

6.4.1. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün challenge testi sonuçları 

 

Krem bazına % 0,3 konsantrasyon oranında eklenen biberiye-tarçın mikrokapsülleri, 

bakteriler ve maya için 28. günde raf ömrünü etkili bir şekilde sağlarken, A. niger’e 

karşı 28. günde raf ömrünü azalttığı görülmüştür (Tablo 19). Biberiye-tarçın 

mikrokapsüllerin logaritmik azalma değerleri tablo 20’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 19. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün 0., 14. ve 28. gün mikroorganizma 

sayımları   
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Tablo 20. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün logaritmik azalma değerleri 

 

 

6.4.2. Kateşin-timokinon mikrokapsülünün challenge testi sonuçları 

 

Krem bazına % 0,3 konsantrasyon oranında eklenen kateşin-timokinon 

mikrokapsülleri, C.albicans için 28. günde raf ömrünü etkili bir şekilde sağlarken, 

A.niger’e karşı 28.günde raf ömrünü azalttığı görülmüştür (Tablo 21).  

 

Tablo 21. Kateşin-timokinon mikrokapsülünün 0., 14. ve 28. gün mikroorganizma 

sayımları   
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6.4.3. Fenoksietanol-kaprilil glikol kombinasyonu challenge testi sonuçları 

 

Krem bazına % 0,3 konsantrasyon oranında eklenen fenoksietanol-kaprilil glikol 

kombinasyonu, bakteriler, maya ve küf için 28. günde raf ömrünü etkili bir şekilde 

sağladığı görülmüştür (Tablo 22). Fenoksietanol-kaprilil glikol kombinasyonunun 

logaritmik azalma değerleri tablo 23’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 22. Fenoksietanol- kaprilil glikol koruyucu kombinasyonunun 0., 14. ve 28. gün 

mikroorganizma sayımları   

 

Tablo 23. Fenoksietanol- kaprilil glikol koruyucu kombinasyonunun logaritmik azalma 

değerleri 
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6.5. Antioksidatif Etkinlik Testi 

 

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

 

Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan gücü tayininde; biberiye-tarçın 

mikrokapsülleri, enkapsüle edilmemiş serbest biberiye-tarçın kombinasyonu ile; 

kateşin-timokinon mikrokapsülleri ise enkapsüle edilmemiş serbest kateşin-timokinon 

kombinasyonu ile karşılaştırılmış ve 593 nm dalga boyunda spektrofotometrede  

absorbansları ölçülmüştür. Elde edilen sonuçlar FeSO4’ın kalibrasyon eğrisine göre 

değerlendirildiğinde; biberiye-tarçın mikrokapsülünün, enkapsüle edilmemiş serbest 

biberiye-tarçın kombinasyonundan daha düşük aktivite gösterdiği saptanmıştır (Şekil 

21). Kateşin-timokinon mikrokapsülünün ise enkapsüle edilmemiş serbest kateşin-

timokinon kombinasyonundan daha yüksek aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. Bütün 

numuneleri kıyasladığımızda, enkapsüle edilmemiş serbest biberiye-tarçın uçucu yağ 

kombinasyonunun en güçlü FRAP değerine sahip olduğu saptanmıştır (Tablo 24, Şekil 

22). 
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Şekil 21. FeSO4’ın kalibrasyon eğrisi 
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Tablo 24. Numunelerin demir (III) indirgeme antioksidan gücü 

 

 

 

 

Şekil 22. Numunelerin FRAP değerleri   

 

6.5.2. Bakır (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite tayini 

 

Mikrokapsüllerin ve enkapsüle edilmemiş bileşiklerin, bakır (II) iyonu indirgeyici 

antioksidan kapasitesi, CUPRAC yöntemi ile tayin edilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

Troloks kalibrasyon eğrisine göre değerlendirilmiş (Şekil 23) ve biberiye-tarçın 

mikrokapsülünün, enkapsüle edilmemiş biberiye-tarçın kombinasyonundan daha 

yüksek, kateşin-timokinon mikrokapsülünün ise enkapsüle edilmemiş kateşin-

timokinon kombinasyonundan daha yüksek aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. Bütün 
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numuneleri kıyasladığımızda, en güçlü CUPRAC değerinin biberiye-tarçın 

mikrokapsülü olduğu saptanmıştır (Tablo 25, Şekil 24). 
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Şekil 23. Troloks kalibrasyon eğrisi  

 

 

 

Tablo 25. Numunelerin bakır (II) iyonu indirgeyici antioksidan gücü 
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 Şekil 24. Numunelerin CUPRAC değerleri 

 

6.5.3. DPPH Radikal süpürücü aktivite tayini  

 

Biberiye-tarçın mikrokapsülleri, biberiye-tarçın uçucu yağ kombinasyonu ile 

karşılaştırılarak; kateşin-timokinon mikrokapsülleri ise kateşin-timokinon 

fitokimyasal kombinasyonu ile karşılaştırılarak DPPH radikal süpürücü aktiviteler 

tayin edilmiştir. Örnekler 96 kuyucuklu plakalarda 3 tekrarlı olarak çalışılmıştır. 

Mikrokapsül ve serbest halleriyle kullanılan uçucu yağlar ve fitokimyasalların 

antioksidan aktiviteleri IC50 değerleri kıyaslanarak değerlendirilmiştir. IC50 ile 

antioksidan aktivite arasında ters ilişki göz önüne alındığında, biberiye-tarçın 

mikrokapsüllerinin, enkapsüle edilmemiş biberiye-tarçın kombinasyonundan daha 

düşük aktivite gösterdiği saptanmıştır. Kateşin-timokinon mikrokapsüllerinin de 

enkapsüle edilmemiş kateşin-timokinon fitokimyasal kombinasyonundan daha düşük 

aktivite gösterdiği tespit edilmiştir. Bütün numuneleri kıyasladığımızda en güçlü 

DPPH değerinin enkapsüle edilmemiş biberiye-tarçın uçucu yağ kombinasyonunun 

olduğu saptanmıştır (Tablo 26, Şekil 25). 
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Tablo 26. Numunelerin DPPH radikali süpürücü aktivitesi 

 

 

 

    

Şekil 25. Numunelerin IC50 değerleri 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ  

Kozmetik endüstrisi için mikrobiyolojik kalite çok önemlidir. Ham maddeler ve bitmiş 

kozmetik ürünlerin mikrobiyolojik özellikleri ve challenge test sonuçları Avrupa 

Birliği'ndeki kozmetik mevzuatına göre, kozmetik ürün güvenlilik raporunun zorunlu 

unsurlarıdır (European Commission, 2016; Glavač ve Lunder, 2018). Bu sebeple 

kozmetik ürünlere koruyucu madde ilavesi yapılmaktadır. Koruyucular gıda, kozmetik 

ve farmasötik ürünlerin bozulmasını engeller, ayrıca mikroorganizma kontaminasyonu 

sonucu tüketicide enfeksiyon oluşma riskini de azaltırlar (Chen ve ark., 2007; Darbre, 

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

Endüstriler genellikle üretilen ürünlerin raf ömrünü artırmak için sentetik koruyucular 

kullanırlar ancak bu koruyucular her zaman verimli değildir. Bazı koruyucular sınırlı 

bir pH aralığında geniş bir etki spektrumu sergilerken, bazıları geniş bir pH aralığında 

antimikrobiyal aktivite gösterirler (Kunicka-Styczyńska ve ark., 2011). Bu 

sınırlamaların yanı sıra, çoğu sentetik koruyucunun insan sağlığına zararlı olduğu 

sayısız çalışmalar ile kanıtlanmıştır. Örneğin; parabenlerin, insan meme dokusu 

örneklerinde ve kan, idrar, süt gibi insan sıvı örneklerinde % 99 oranında 

saptanabildiği bildirilmiştir. Diğer bazı çalışmalarda, kozmetiklerde paraben 

kullanımının meme kanseri gelişme riskini arttırdığı belirtilmektedir (Darbre ve 

Harvey, 2014; Barr ve ark., 2012; Sandanger ve ark., 2011; Schlumpf ve ark., 2010; 

Ye ve ark., 2006). Öte yandan, son on yılda kozmetiklerde bulunan koruyucuların 

neden olduğu temas alerjilerinde de önemli bir artış olduğu belgelenmiştir (Schwensen 

ve ark., 2015). 

Kozmetik endüstrisi son zamanlarda sentetik koruyucuların olumsuz etkisi ve artan 

tüketici talebi sebebiyle antimikrobiyal etkiye sahip doğal ürünlere ve özellikle 

aromatik bitkilerden elde edilen uçucu yağlara yönelmiştir (Hernandes ve ark., 2017). 

Essid ve arkadaşları, Candida suşuna karşı tarçın (Cinnamomum verum) uçucu yağının 

ve içerdiği fitokimyasal bileşiklerin antifungal etkisini araştırmışlardır. Uçucu yağın 

fitokimyasal bileşimini GC-MS analizi ile fenilpropanoid yapısında sinnamaldehit 

olarak karakterize etmişler (% 82,09) ve C. albicans ATCC 10231 suşuna karşı hem 

uçucu yağın hem de saf sinnamaldehitin 62,5 µg/mL MİK değerinde eşit derecede 

antifungal aktivite gösterdiğini bildirmişlerdir (Essid ve ark., 2017). 
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Diğer bir çalışmada, tarçın uçucu yağında % 65-80 oranındaki sinnamaldehitin ve % 

5-10 oranındaki öjenolün kuvvetli antimikrobiyal etki yarattıkları bildirilmiştir 

(Çoşkun, 2006).  

Calsamiglia ve arkadaşlarının çalışmasında, tarçın uçucu yağında % 75 düzeyinde 

bulunan sinnamaldehitin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir. 

Sinnamaldehitin antimikrobiyal etki mekanizması tam olarak açıklanamamıştır fakat 

antimikrobiyal etkisinin muhtemelen yapısındaki karbonil grubunun reaktivesi ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (Calsamiglia ve ark., 2007). 

Firmino ve arkadaşlarının, Cinnamomum sp. uçucu yağları ve sinnamaldehitin 

antimikrobiyal aktivitesini ölçtükleri bir çalışmada, C. cassia, C. zeylanicum ve 

sinnamaldehitin S. aureus, S.epidermidis, S. pyogenes, P. aeruginosa ve E. coli’ye 

karşı antimikrobiyal aktivite gösterdiğini ve 0,25-0,50 mg/mL MİK değerlerinde etkili 

olduklarını bildirmişlerdir (Firmino ve ark., 2018). 

Ooi ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, tarçın (C. cassia) uçucu yağının 

% 85,06 oranında sinnamaldehit içerdiği, P. aeruginosa, E. coli ve S. aureus suşlarına 

karşı antibakteriyel aktivite gösterdiği, gram-negatif suşlara karşı MİK değerinin 0,3 

mg/ mL ve S. aureus’a karşı MİK değerinin ise 0,6 mg/mL olduğu gösterilmiştir. Aynı 

araştırmacılar Candida spp.suşlarına karşı 113-450 µg/mL arasında değişen MİK 

değerleri ve  A. Niger’e karşı ise 125 µg/mL MİK değeri bulmuşlardır (Ooi ve ar k., 

2006).  

Çalışmamızda, tarçın uçucu yağının özellikle C. albicans’a karşı 0,0000059 %v/v 

MİK değerinde çok yüksek antifungal etki gösterdiği bulunmuştur. Tarçın uçucu yağı 

A. niger’e karşı da 3,12 %v/v MİK değerinde antifungal etki göstermiştir. Ooi ve 

arkadaşlarının çalışmasına paralel olarak çalışmamızda, P. aeruginosa (0,049 %v/v) 

ve E. coli’ye (0,78 %v/v) karşı S. aureus’dan (1,56 %v/v) daha yüksek antibakteriyel 

aktivite saptanmıştır.  

Jiang ve arkadaşları  biberiye uçucu yağının kimyasal bileşenlerinden olan α -pinen ve 

1,8-sineolü, biberiye uçucu yağı ile karşılaştırdıklarında; α-pinen ve 1,8-sineol 

bileşiklerinin biberiye uçucu yağına göre daha düşük antimikrobiyal aktivite 

gösterdiğini bildirmişler ve biberiye uçucu yağının  E. coli ATCC 8739, P. aeruginosa 

ATCC 27853, S. aureus (MRSA), C. albicans ATCC 10231 ve A. niger ATCC 16404 
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suşlarına karşı MİK değerlerini sırasıyla % 0,3, % 0,1, % 0,03, % 0,1 ve % 1,0 olarak 

bulmuşlardır (Jiang ve ark.,2011). 

Silva ve arkadaşlarının çalışmasında, on adet gram pozitif ve gram negatif bakteri 

türlerine karşı, biberiye uçucu yağının E. coli’ye karşı % 25, S. aureus’a karşı % 50 

MİK değerinde antimikrobiyal aktivite gösterdiği, P. aeruginosa’ya karşı ise etkili 

olmadığı belirtilmiştir (Silva ve ark., 2012). 

Uçar ve arkadaşları CLSI’nın standart disk difüzyon metodu ile yaptıkları 

çalışmalarında, biberiye uçucu yağının S. aureus’a karşı antibakteriyel etkisinin 23 

mm zon çapında bulunduğunu, P. aeruginosa’ya karşı ise etkili olmadığını 

göstermişlerdir (Uçar ve ark., 2015). 

Çalışmamızda, biberiye uçucu yağı 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 çapında antimikrobiyal etkili 

bulunmuştur.   

Lemos ve arkadaşları biberiye uçucu yağının S. aureus'a karşı antimikrobiyal ve 

antioksidan etkilerini araştırdıkları çalışmalarında, uçucu yağın kontrol olarak 

kullanılan sülfanilamid antibiyotiğinden daha güçlü aktivite gösterdiğini 

bildirmişlerdir (Lemos ve ark., 2015).  

Çalışmamızda, biberiye uçucu yağı P. aeruginosa, S. aureus ve  E.coli’ ye (12,50 

%v/v, 0,39 %v/v, 3,12 %v/v) karşı kontrol olarak kullanılan meropenem (0,5 µg/mL, 

0,06 µg/mL, 0,003 µg/mL) antibiyotiğinden biraz düşük antibakteriyel etki 

göstermesine karşın, C. albicans’a (0,049 %v/v)  karşı kontrol olarak kullanılan 

flukonazolden (0,25 µg/mL) daha yüksek antifungal etki göstermiştir. A. niger’e (1,56 

%v/v) karşı ise  amfoterisin B’ye (1 µg/mL)  çok yakın MİK değeri bulunmuştur.   

Erkmen ve arkadaşları, defne uçucu yağının E. coli ve Listeria monocytogenes’e karşı 

etkisiz olduğunu, S. aureus ve A. niger’e karşı ise 0,02 %v/v MİK değerinde 

antimikrobiyal aktivite gösterdiğini bildirmişlerdir (Erkmen ve ark., 2008). 

Bizim çalışmamızda da defne uçucu yağı S. aureus’a karşı 0,19 %v/v MİK değerinde 

antibakteriyel etki göstermiştir. 

Çoşkun çalışmasında, defne uçucu yağında % 2-12 oranında bulunan öjenol + metil 

öjenolün antimikrobiyal etki yarattığını bildirmiştir (Çoşkun, 2006). 
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Cherrat ve arkadaşları, defne uçucu yağının, 5 adet gram-pozitif ve 4 adet gram-negatif 

bakteri suşlarına karşı 0,5-14,0 µl/mL MİK değer aralığında antimikrobiyal aktivite 

gösterdiğini ve defne uçucu yağının gram-pozitif bakterilere karşı gram-negatif 

bakterilerden daha etkili olduğunu belirtmişlerdir (Cherrat ve ark., 2013). 

Moghtader ve arkadaşları, defne uçucu yağının patojen bakterilere (S. aureus, S. 

epidermidis, Streptococcus faecalis, P. aeruginosa, Shigella flexneri, Klebsiella 

pneuomoniae, Salmonella typhi, S. marcescens ve E. coli) karşı antibakteriyel 

aktivitesini disk difüzyon yöntemi ile araştırmışlar ve defne uçucu yağının kontrol 

olarak kullandıkları tetrasiklin antibiyotiğinden daha güçlü antibakteriyel aktivite 

gösterdiğini bulmuşlardır (Moghtader ve ark., 2013).  

Çalışmamızda, defne uçucu yağı kontrol olarak kullandığımız meropenem (S. aureus 

0,06 µl/mL, E. coli 0,03 µl/mL) antibiyotiğine yakın değerlerde (S. aureus 0,19 %v/v, 

E. coli’ye 0,78 %v/v) antibakteriyel etkili bulunurken; kontrol olarak kullandığımız 

flukonazolden (C. albicans 0,25 µl/mL) daha yüksek antifungal etki (C. albicans 0,049 

%v/v) göstermiştir. 

Peixoto ve arkadaşlarının çalışmasında defne uçucu yağının Candida spp.’ye karşı 

antifungal aktivitesinin 250-500 mg/mL MİK değer aralığında bulunduğu 

bildirilmiştir (Peixoto ve ark., 2017). 

El-Sawi ve arkadaşlarının çalışmasında, defne yaprağı uçucu yağının A. niger’e karşı 

antifungal aktivitesinin bulunmadığı bildirilmiştir (El-Sawi ve ark., 2009). 

Bizim çalışmamızda da defne uçucu yağının A. niger’e karşı antifungal etkisi 

bulunamamıştır. Ancak incelemeye alınan diğer bakteri ve maya türlerine karşı 

antimikrobiyal etki gösterdiği bulunmuştur. Bulgularımız gerek ülkemizde yapılan ve 

gerekse diğer ülkelerde yapılan çalışmalarla uyumluluk göstermektedir. 

Çörek otu yağının antibiyotiğe dirençli çeşitli klinik bakteri suşlarına karşı 

antibakteriyel etkisi değerlendirildiğinde, gram pozitif bakterilere karşı, gram negatif 

bakterilere göre daha fazla antibakteriyel aktivite gösterdiği belirtilmiştir 

(Gholamnezhad ve ark., 2016). 

Yapılan başka bir çalışmada, çörek otu yağının C. albicans’a karşı da yüksek oranda 

antifungal aktivite gösterdiği bulunmuştur. (Kooti ve ark., 2016). 
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Çalışmamızda, çörek otu yağının sadece S. aureus ve C.albicans’a karşı 

antimikrobiyal etki gösterdiği bulunmuştur. Çörek otu yağının MİK değerleri S. 

aureus için 0,1 % v/v, C. albicans için 0,19 % v/v olarak bulunmuş ve literatürlerdeki 

benzer araştırmalarda belirtildiği gibi yüksek antimikrobiyal etki gösterdiği 

saptanmıştır. 

Çörek otu yağı ve bileşenlerinin S. aureus ve E. coli’e karşı antibakteriyel etkileri 

araştırıldığında, çörek otu yağının antibakteriyel özelliğinin timokinondan 

kaynaklandığı belirtilmiştir (Güllü ve ark., 2013). 

Yapılan bir çalışmada, timokinonun insan patojenik suşlarına karşı antibakteriyel 

aktivitesinde gram pozitif bakterilerde 8 ila 32 µg/mL arasında değişen MİK değerleri 

bulunurken gram negatif bakterilerde MİK > 512 µg/mL değeri tespit edilmiş ve  gram 

negatif bakterilere karşı daha dirençli olduğu bildirilmiştir (Chaieb ve ark., 2011). 

Benzer bir çalışmada ise timokinonun gram pozitif ve gram negatif bakterilere karşı 

8-512 µg/mL aralığında MİK değerlerinde güçlü antimikrobiyal etki gösterdiği ve bazı 

antibiyotiklerle sinerjik etkilere sahip olduğu bildirilmiştir (Mahboubi, 2018). 

Timokinonun, E. coli, P. aeruginosa, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, 

Salmonella enteritidis ve S. aureus’a karşı antibakteriyel etkinliğinin araştırıldığı bir 

çalışmada, S. aureus’un timokinona yüksek derecede duyarlılık gösterdiği, 

timokinonun 3 μg/mL dozunun bakteriyostatik, 6 μg/mL dozunun ise bakterisit etki 

için yeterli olduğu bildirilmiştir. Diğer gram-negatif bakterilerin timokinona karşı 

daha az duyarlı bulunduğu ve minumum inhibitör konsantrasyonları ile minumum 

bakterisit konsantrasyonlarının 200 ile 1600 μg/mL arasında olduğu bildirilmiştir 

(Güllü ve ark., 2013). 

Bir başka çalışmada, timokinonun C. albicans ATCC 14053 ve C. albicans ATCC 

1172 suşlarına karşı minimum inhibitör konsantrasyon değerleri 50 µg/mL olarak 

bulunmuştur (Almshawit ve Macreadie, 2016). 

Başka bir çalışmada, timokinonun, A. niger’ in üremesini 2 mg/mL MİK değerinde 

inhibe ettiği bildirilmiştir (Al-Jabre ve ark., 2003). Benzer bir çalışmada ise 

timokinonun in vitro olarak A. niger ve Fusarium solani’yi inhibe ettiği ve antifungal 

aktivitesinin amfoterisin B ile karşılaştırılabilir olduğu gösterilmiştir (Al-Jabre ve ark., 

2015). 
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Çalışmamızda, timokinonun S. aureus’a karşı (0,028 µg/mL) antibakteriyel etkisinin 

P. aeruginosa (7 350 µg/mL) ve E. coli’ye (3 675 µg/mL) göre daha yüksek olduğu 

bulunmuştur. Bulgularımız timokinonun S. aureus’a  karşı kontrol olarak kullanılan 

meropenemden (0,25 µg/mL) daha fazla antibakteriyel etkili olduğunu  

göstermektedir. 

Çalışmamızda, timokinonun antifungal etkisinin ise C. albicans’a karşı (28,71 

µg/mL), A.niger’ e (3 675 µg/mL) göre daha etkili olduğu saptanmıştır. Ancak C. 

albicans’a ve A. niger’e karşı antifungal etkisinin, kontrol olarak kullanılan flukonazol 

(0,25 µg/mL) ve amfoterisin B’den (1 µg/mL) çok düşük olduğu görülmüştür.   

Litertürlerde kateşinlerin S. aureus’ a karşı bakteriyostatik ve bakterisidal etkiye sahip 

olduğu bildirilmiştir (Aydın ve ark., 2016). 

C. sinensis çay çiçeğinin kimyasal yapısını ve antimikrobiyal özelliğini belirlemek için 

yapılan bir çalışmada, yüksek performanslı sıvı kromatografi (HPLC) yöntemi ile 

kateşinin çay çiçeğindeki en yüksek orana sahip fenolik bileşik olduğu bulunmuştur. 

Disk difüzyon yöntemiyle bakteri, maya ve küflere karşı antimikrobiyal aktivitesinin 

olduğu gözlemlenmiştir. E. coli ATCC 25922 suşuna karşı 12,5 mm, P. aeruoginosa 

ATTC 10145 suşuna karşı 15,3 mm, S. aureus ATTC 25923 suşuna karşı 11,8 mm, A. 

niger ATTC 9642 suşuna karşı 13,0 mm, Saccaromyces cerevisiae ATTC 9763 suşuna 

karşı 14,3 mm inhibisyon zonunda antimikrobiyal aktivite gösterdiği bildirilmiştir 

(Karahalıl ve ark., 2019). 

Bir çalışmada, ayrıca kateşinin antibiyotiklerle kombinasyonunun P. aeruginosa, E. 

coli ve S. aureus suşlarına karşı antibakteriyel etkisinin kateşinin tek başına olan 

etkisinden çok daha etkili olduğu belirtilmiştir (Gomes ve ark., 2017). 

Kateşinlerin C. albicans' a karşı antifungal etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, CLSI 

standartlarının uygulandığı sıvı mikrodilüsyon yöntemi kullanılmış ve MİK değerinin 

6,25 mg / mL olarak bulunduğu bildirilmiştir (Sitheeque ve ark., 2009). 

Çalışmamızda kateşinin S. aureus’a karşı (187,5 µg/mL)  P. aeruginosa’ya (24 000 

µg/mL)   göre daha etkili bir antibakteriyel etkisinin olduğu, ancak E. coli’ye karşı bir 

antibakteriyel etki göstermediği, C. albicans ve A. niger’e karşı ise aynı oranda (12 

000 µg/mL)  çok düşük düzeyde antifungal etki gösterdiği tespit edilmiştir.  
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Literatürde uçucu yağların ve fitokimyasalların tek başlarına antimikrobiyal 

aktivitesini gösteren pek çok çalışma bulunmaktadır. Bu bileşiklerin, sentetik 

koruyucular ve antibiyotikler ile kombinasyonlarının sinerjik etkinliğiyle ilgili 

çalışmalar olmasına rağmen, bizim çalışmamızda kullandığımız uçucu yağların ve 

fitokimyasalların kendi aralarında ve uçucu yağlar ile fitokimyasalların birlikte 

kombine edildiği yeterli çalışma bulunmamaktadır.  

Sharma ve arkadaşları çalışmalarında, tarçın uçucu yağının antimikrobiyal etkisinde 

önemli yer tutan sinnamaldehitin timokinon ile kombinasyonunun S. epidermidis’e 

karşı aditif etkili olduğunu göstermişlerdir (Sharma ve ark., 2016).  

Bizim çalışmamızda, tarçın uçucu yağı ve timokinon kombinasyonunun S. aureus’a 

karşı 0,21 FİK indeksi ile sinerjik etkiye sahip olduğu saptanmıştır. Ayrıca 

çalışmamızda kullandığımız P. aeruginosa ve E. coli’ye karşı da sinerjik etkili 

bulunmuştur. 

Nikkhah ve arkadaşları, bir dizi uçucu yağların Penicillium expansum’a karşı 

antifungal aktivelerini checkerboard yöntemi ile incelediklerinde, biberiye-

mercanköşk ve biberiye-kekik kombinasyonlarının 2,0 FİKİ değeri ile etkisiz, tarçın-

biberiye kombinasyonunun 0,75 FİKİ değeri ile aditif, tarçın-mercanköşk 

kombinasyonunun 0,5 FİKİ değeri ile sinerjik, tarçın-kekik kombinasyonunun ise 0,25 

FİKİ değeri ile sinerjik etki gösterdiğini belirlemişlerdir (Nikkhah ve ark., 2017). 

Çalışmamızda biberiye-tarçın uçucu yağ kombinasyonunun C. albicans, A. niger, S. 

aureus, P. aeruginosa ve E. coli’ye karşı sırasıyla 0,25, 0,5, 0,26, 0,5, 0,25 FİKİ 

değerleri ile sinerjik etkili olduğu saptanmıştır. Kateşin-timokinon fitokimyasal 

kombinasyonu ise C. albicans ve A. niger’e karşı 0,25 FİKİ değerleri ile sinerjik etkili 

bulunmuştur. Bulgularımız sentetik koruyucu/uçucu yağ kombinasyonları yerine 

uçucu yağların birbirleriyle kombinasyonlarının kullanılabileceğini göstermektedir. 

Gıdalarda, takviyelerde ve farmasötiklerde biyoaktif fitokimyasalların kullanılması, 

zayıf çözünürlükleri ve düşük stabiliteleri nedeniyle sınırlı kullanıma sahiptir. 

Fitokimyasal yüklü nanopartiküller veya mikropartiküllerden oluşan fitokimyasal 

kapsüllerin bu sınırlamayı ortadan kaldırabileceği bildirilmiştir (McClements, 2020).  

Fitokimyasal maddenin bir kaplama materyali ile enkapsüle edilmesi ile bileşenlerin 

stabilitesini arttırmaya yönelik çalışmalar mevcuttur (Labuschagne, 2018). 
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Kitosan asidik koşullarda amino grubunun protonlanması ile katyonik bir özelliğe 

sahip, toksik olmayan, biyouyumlu, biyolojik olarak parçalanabilen ve antimikrobiyal 

özellikler göstermesi nedeniyle kozmetik alanında sıklıkla kullanılmaktadır (Cota-

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

Zheng ve Zhu’nun çalışmasında, kitosanın konsantrasyonu arttıkça antimikrobiyal 

etkisinin arttığı % 1,0 konsantrasyonunda E. coli ve S. aureus icin % 100 inhibisyon 

oluşturduğu bildirilmiştir (Zheng ve Zhu, 2013).   

Benzer sonuçlara sahip başka bir çalışmada ise düşük moleküler ağırlığa sahip 

kitosanın E. coli ve S. aureus üremelerini inhibe ettiği rapor edilmiştir (Gerasimenko 

ve ark., 2004). 

Jeon ve arkadaşlarının çalışmasında, kitosanın, gram negatif bakteriler ile 

karşılaştırıldığında, gram pozitif bakterilere karşı daha etkili olduğu, gram pozitif 

bakterilere karşı MİK değerleri % 0,1’in altında iken, P. aeruginosa için % 0,25 

olduğu bildirilmiştir (Jeon ve ark., 2001). 

Jung ve arkadaşlarının çalışmasında, yüksek deasetilasyon derecesine sahip kitosanın 

C. albicans üzerine antifungal aktivitesinin yüksek olduğu bildirilmiştir (Jung ve ark., 

1999). 

Roller’ın çalışmasında, çoğu küf türlerinin % 1,0’den az konsantrasyonlardaki 

kitosana karşı duyarlı oldukları fakat % 1’in üstündeki konsantrasyonlarda A. flavus 

gibi türleri inhibe edemedikleri gösterilmiştir (Roller, 2003). 

Çalışmamızda kaplama materyali olarak kullandığımız kitosan orta moleküler 

ağırlıklıdır. Literatüre paralel olarak gram negatif ve gram pozitif bakteri türlerine 

karşı % 1,0 konsantrasyonda antibakteriyel etki göstermiş ve  P. aeruginosa için 0,5 

% v/v, S. aureus ve E. coli için 0,25 % v/v MİK değerleri bulunmuştur. Yine literatür 

ile paralel olarak A. niger’e karşı %1,0’lık konsantrasyonu etkisiz bulunmuştur fakat 

Jung ve arkadaşlarının bulgusunun aksine C. albicans’a karşı antifungal etki 

göstermemiştir.   

Günümüzde, uçucu yağların sağlık, kozmetik ve gıda gibi farklı alanlarda sayısız 

uygulamaları vardır ancak doğrudan yüksek ısıya, neme, ışığa veya oksijene maruz 

kalma nedeniyle yüksek uçuculukları ve düşük stabiliteleri potansiyel kullanımlarını 
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sınırlamaktadır (Risaliti ve ark., 2019). Uçucu yağların etkili doğal antimikrobiyaller 

olduğu ancak oksidasyona duyarlı oldukları ancak mikroenkapsülasyon ile uçucu 

yağların stabilitesinin artacağı, toksisiteyi azaltacağı ve salınımı kontrol edeceği 

bildirilmiştir (Makimori ve ark., 2020). 

Tarçın (C. zeylanicum) uçucu yağının etkili bir antimikrobiyal ajan olduğu bununla 

birlikte, yüksek uçucu doğası ve düşük stabilitesi nedeniyle verimli bir kapsülleme 

sistemi gerektirdiği bildirilmiştir (Matshetshe ve ark., 2018).  

Hsieh ve arkadaşları limon otu uçucu yağının uçmaması ve kontrollü salınımının 

sağlanabilmesi için ısıyla salınım gerçekleştirebilen kitosan mikrokapsüller üzerinde 

araştırma yapmışlar ve kitosan mikrokapsüllerin uçucu yağların stabilizasyonu için 

kullanılabileceğini bildirmişlerdir (Hsieh ve ark., 2006). 

Kitosan nanopartikülü iyonik jelleşme tekniği ile sentezlenmektedir. Toksik etki 

göstermeyen bir polianyon olan sodyum tripolifosfat (STPP) ile kitosan moleküller 

arası bağlarla çapraz bağlanarak iyonotropik etkileşim ile kitosan nanopartiküller 

hazırlanabilmektedir (Antoniou ve ark., 2015). Çalışmamızda kitosan mikro/nano 

kapsüllerini oluşturmak için günümüzde en çok tercih edilen bu yöntem kullanılmıştır. 

Hu ve arkadaşları, yeşil çaydan elde edilen fenolik kateşinin kitosan naopartiküllerine 

yüklenmesinin kateşin salınımını uzatabileceğini göstermişler ve kitosan 

nanopartiküllerinde kateşinin kapsülleme verimliliğinin % 24 ila % 53 arasında 

olduğunu bildirmişlerdir (Hu ve ark., 2008). 

Matshetshe ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, iyonik jelleşme yöntemi ile tarçın 

uçucu yağı yüklü kitosan nanopartiküllerin ve  tarçın uçucu yağı/ ß-siklodekstrin yüklü 

kitosan nanopartiküllerin hazırlanması, karakterizasyonu ve in vitro salım çalışması 

değerlendirilmiş ve kitosan nanopartiküllerinin maksimum kapsülleme verimliliği % 

58,03 olarak rapor edilmiştir. İn vitro yüzde salım oranları sadece tarçın uçucu yağı 

yüklü kitosan nanopartiküller için % 71 iken, ikili sistemde % 49 salım oranı olduğu 

bildirilmiştir (Matshetshe ve ark., 2018). 

Çalışmamızda, biberiye-tarçın mikrokapsüllerin enkapsülasyon verimliliği; % 86,7 

iken kateşin-timokinon mikrokapsüllerin enkapsülasyon verimliliği; % 67,2 olarak 

hesaplanmıştır. 
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Hadidi ve arkadaşları yaptıkları çalışmada, kitosan ile kapsüllenmiş karanfil uçucu 

yağının S. aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhi ve E. coli’ye karşı 

antibakteriyel aktivitesini tespit etmişlerdir. Karanfil uçucu yağının, kitosan 

nanopartikülünün ve karanfil uçucu yağı yüklenmiş kitosan nanopartikülünün ayrı ayrı 

antibakteriyel aktivitesini incelediklerinde, karanfil uçucu yağının kitosanla 

nanoenkapsülasyonunun saf karanfil uçucu yağına göre daha etkili bir antimikrobiyal 

aktivite gösterdiğini, kitosan nanopartiküllerinin aktivitesinin ise düşük olduğunu 

belirtmişlerdir (Hadidi ve ark., 2020). 

Benzer başka bir çalışmada, kitosan nanopartiküller tarafından kapsüllenmiş karanfil 

uçucu yağının A. niger’e karşı antifungal aktivitesi araştırılmıştır. Serbest karanfil 

uçucu yağı 3,0 mg/mL kadar yüksek konsantrasyonlarda A. niger' in hif gelişimini 

tamamen inhibe edemediği fakat kapsüllenmiş karanfil uçucu yağının, 1,5 mg/mL'de 

küf gelişimini tamamen inhibe ettiği bildirilmiştir (Hasheminejad ve ark., 2019). 

Kural olarak Polidispersite İndeks (PdI), süspansiyonlardaki partikül boyutu 

dağılımını incelemek için kullanılır. Daha düşük bir PdI, daha homojen bir partikül 

boyutu dağılımını gösterir ve sonuç olarak çap homojenliğini yansıtır (Hasani ve ark., 

2015).  

Hadidi ve arkadaşları yaptığı çalışmada, kitosan ile kapsüllenmiş karanfil uçucu 

yağının, PdI değerlerini 0,117-0,337 aralığında bulduklarını ve bu verilerin kararlı 

parçacık popülasyonunun göstergesi olduğunu bildirmişlerdir (Hadidi ve ark., 2020). 

Zeta potansiyeli, dispersiyon, flokülasyon veya agregasyon gibi fenomenlerde önemli 

bir faktör olan parçacıklar arasındaki elektrostatik veya yük itme/çekme büyüklüğünün 

bir ölçüsüdür ve dolayısıyla dispersiyonların, emülsiyonların ve süspansiyonların 

stabilitesini değerlendirmek için önemli bir parametredir (Dickinson, 2009). 

Çalışmamızda, biberiye-tarçın ve kateşin-timokinon mikrokapsüllerinin PdI değerleri 

sırasıyla; 0,156 ve 0,291 olarak ölçülmüştür. Literatüre paralel olarak, partiküllerin 

boyut dağılımının homojen olduğu tespit edilmiştir. Biberiye-tarçın ve kateşin-

timokinon mikrokapsüllerinin zeta potansiyel değerleri sırasıyla +32,0 ve +35,6 mV 

olarak ölçülmüştür. Bu veriler parçacıkların homojen olarak dağıldığını 

göstermektedir. Mikrokapsüllerin kontrollü salınımı gerçekleşmiştir. Biberiye-tarçın 
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mikrokapsülleri 28. gün sonunda kümülatif salım oranı % 100 iken, kateşin-timokinon 

mikrokapsülleri 28. gün sonunda kümülatif salım oranı % 78 olarak saptanmıştır. 

Krem formülasyonunda koruyucu konsantrasyonunun artışı, antimikrobiyal etkiyi 

arttırabilir fakat bunun yanında formülasyonun organoleptik, duyusal ve 

fizikokimyasal özelliklerini de değiştirebileceği ve alerjik reaksiyonlara neden 

olabileceği bildirilmiştir (Lundov et al., 2009). Birçok sentetik koruyucunun insan 

sağlığına zararlı olduğu sayısız çalışma ile kanıtlanmıştır (Sandanger ve ark., 2011; Ye 

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

Uçucu yağların antimikrobiyal etkisi üzerine yapılan çalışmalar, sentetik 

koruyucularla karşılaştırıldığında, gelişmiş güvenlilik ve daha düşük toksisiteye işaret 

etmektedir (Hernandes ve ark., 2017). 

Kozmetik formülasyonlarda uçucu yağların tek başına ve sentetik maddelerle birlikte 

koruyucu olarak kullanımına ait çalışmalar bulunmaktadır (Nostro ve ark., 2002; 

Herman, 2014). Ancak, uçucu yağların/fitokimyasalların birlikte enkapsüle formda 

gıda, kozmetik, ilaç gibi farklı sektörlerde sentetik koruyucular yerine 

kullanılabileceğine dair çalışmalar sınırlı sayıdadır.  

Gonçalves ve arkadaşları, kapsüllenmiş kekik yağının keklere uygulanabilen doğal bir 

gıda koruyucu olarak kullanım potansiyelini değerlendirmek için raf ömrü testleri 

yapmışlardır. Çalışmanın sonucunda, 0,60 g kekik yağı yüklenmiş mikropartiküller 

içeren kekler için minimum 30 günlük raf ömrü elde edildiği bildirilmiştir (Gonçalves 

ve ark., 2017). 

Berber çalışmasında, gıdalarda raf ömrünü etkileyen en önemli etkenlerden birisi olan 

küflenmeye karşı allisin ve karvakrol mikrokapsüllerin oldukça etkili olduğunu ve 

günümüzde sıkça kullanılan potasyum sorbata alternatif olarak kullanılabileceğini, 

aynı zamanda kuersetin, oleuropein ve timol mikro/nanokapsüllerinin gıda, kozmetik, 

ilaç, tekstil gibi farklı sektörlerde antimikrobiyal ajanlar olarak kullanılabileceğini 

göstermiştir (Berber, 2016). 

Chen ve arkadaşlarının çalışmasında, zein/kazein nanopartiküllerine birlikte 

yüklenmiş öjenol ve timol fitokimyasallarının süt ve süt ürünlerinde oluşan E. coli 

O157:H7 ve L. Monocytogenes patojenlerine karşı antimikrobiyal özellikleri 

incelenmiştir. Birlikte kapsüllenmiş öjenol ve timolün, kapsüllenmemiş tek başına 
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öjenol, tek başına timol ve timol-öjenol kombinasyonuna karşı patojenlerin 

büyümesini inhibe etmekte çok daha etkili olduğu rapor edilmiştir. Bu nedenle, birlikte 

kapsüllenmiş öjenol ve timol mikrokapsüllerinin gıda ürünlerinde antimikrobiyal 

koruyucu olarak kullanılma potansiyeli olduğu bildirilmiştir (Chen ve ark., 2015). 

Pinilla ve Brandellin, nisin ve sarımsak ekstraktının birlikte nanolipozom ile 

kapsüllenmiş formunun sütte gıda kaynaklı patojenlerin inhibisyonuna etkilerini 

incelemişler ve S. aureus için 5 log kob/mL, L. monocytogenes için 6 log kob/mL, E. 

coli ve S. enteritidis için 3-4 log kob/mL bakteri sayılarında azalma olduğunu 

saptamışlardır. Bu çalışmada doğal antimikrobiyallerin birlikte kapsüllenmesinin 

kontrollü salınım açısından gıda kalitesinin ve raf ömrünün iyileştirilmesi için bir 

alternatif olduğu öngörülmüştür (Pinilla ve Brandelli, 2016). 

Kozmetik ürünlerin çoğunda raf ömrünün arttırılması amacıyla koruyucular 

kullanılmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar ve epidemiyolojik veriler, 

kozmetikte kullanılan sentetik koruyucu maddelerin çeşitli istenmeyen yan etkilere yol 

açtığını göstermektedir. Bu nedenle kozmetik ürünlerde sentetik koruyucular kadar 

etkili ancak insan sağlığına zararsız ve doğal koruyucuların geliştirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Çalışmamızda, sentetik koruyuculara alternatif olarak kullanılmak 

üzere; çörek otu, tarçın, biberiye, defne uçucu yağlarının, kateşin, timokinon 

fitokimyasallarının antimikrobiyal aktiviteleri değerlendirildiğinde literatürlerdeki 

bulgularla paralel olarak etkili olduklarını gözlemledik.  

Çalışmamızda bu bileşiklerin ikili kombinasyonlarının sinerjik etkileri checkerboard 

(dama tahtası) yöntemi ile araştırılmıştır. Çalışmamızda kullandığımız tüm 

mikroorganizmalara karşı en fazla sinerjik etki gösteren kombinasyonların biberiye-

tarçın uçucu yağı olduğu tespit edilmiştir. Kateşin-timokinon kombinasyonlarının ise 

mantarlara karşı sinerjik etkili oldukları görüldüğü için her iki kombinasyonun 

kitosanla mikroenkakapsülasyonu yapılmıştır. 

Uçucu yağlar ve fitokimyasalların zayıf çözünürlükleri, düşük stabiliteleri, doğrudan 

yüksek ısıya, neme, ışığa veya oksijene maruz kalma nedeniyle yüksek uçuculukları 

bunların yaygın kullanımını kısıtlamıştır. Kitosan ile mikroenkapsülasyon yaptığımız 

biberiye-tarçın ve kateşin-timokinon mikrokapsüllerinin antimikrobiyal etki 

çalışmalarını incelediğimizde; enkapsüle edilmiş formları, enkapsüle edilmemiş 
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formlarına göre daha etkili olduğu görülmüştür. Biberiye-tarçın mikrokapsülünün 

MİK değerleri P.aeruginosa için 0,463mg/mL, S.aureus için 0,116 mg/mL, E.coli için 

0,231 mg/mL, C.albicans için 0,014 mg/mL, A. niger için 0,01 mg/mL; kateşin-

timokinon mikrokapsülünün MİK değerlerinin ise C.albicans için 0,12 mg/mL, A. 

niger için 0,25 mg/mL olduğu saptanmıştır. 

Biberiye-tarçın mikrokapsülünün enkapsülasyon verimliliği % 86,7, kateşin-

timokinon mikrokapsülünün enkapsülasyon verimliliği % 67,2 olarak; karakterizasyon 

verileri biberiye-tarçın mikrokapsülü için zeta poteansiyel değeri +32,0 mV, 

mikrokapsül boyutu 216,6 nm, PdI değeri 0,156 olarak; kateşin-timokinon 

mikrokapsülünün zeta poteansiyel değeri +35,6 mV, mikrokapsül boyutu 507 nm, PdI 

değeri ise 0,291 olarak bulunmuştur.  

Çalışmamızda her iki mikrokapsülün krem bazında challenge test ile raf ömrü tayini 

yapılmıştır. Biberiye-tarçın mikrokapsülü krem içerisinde P.aeruginosa için 7,52 log 

kob/mL, S.aureus için 7,59 log kob/mL, E.coli için 3,93 log kob/mL azalma 

göstererek, maya için ise üreme artışı yapmayarak raf ömrünü etkili bir şekilde 

sağlarken, A. niger için 28. günde etkisinin azaldığı görülmüştür. Kateşin-timokinon 

mikrokapsülü ise krem içerisinde C. albicans için üreme artışı yapmayarak raf ömrünü 

etkili bir şekilde sağlarken, A. niger için 28. günde etkisinin azaldığı görülmüştür.   

Çalışmamızda fenoksietanol-kaprilil glikol koruyucu kombinasyonunu her iki 

mikrokapsül ile karşılaştırdığımızda,  E.coli’de 5,10 log kob/mL azalma gerçekleştiği, 

A. niger’de ise 28.günde üreme artışının olmadığı görülmüş ve fenoksietanol-kaprilil 

glikol kombinasyonunun raf ömrünü diğerlerine göre daha etkili bir şekilde sağladığı 

saptanmıştır. 

Enkapsülasyon yönteminde, oksijen ve sıcaklık gibi olumsuz etkilere karşı koruma 

sonucunda, uçucu yağlardaki bileşenlerin buharlaşma oranının azaldığı, enkapsüle 

uçucu yağların, serbest formlarına kıyasla antioksidan aktivitelerinin arttığı 

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

Hadidi ve arkadaşlarının çalışmasında enkapsüle edilmiş karanfil uçucu yağının, 

serbest karanfil uçucu yağından daha fazla antioksidan aktivite gösterdiği bildirilmiştir 

(Hadidi ve ark., 2020). 
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Ghahfarokhi ve arkadaşları, kitosan nanopartikül ile kapsüllenmiş kekik uçucu yağının 

serbest formuna kıyasla yüksek antioksidan aktivite gösterdiğini bildirmişlerdir 

(Ghahfarokhi ve ark., 2016). 

Shetta ve arkadaşları, nane uçucu yağı ve yeşil çay uçucu yağının kitosan ile 

nanoenkapsülasyonunun antioksidan aktivitesini DPPH radikal süpürücü aktivite 

yöntemi ile araştırmışlardır. IC50 değerlerini serbest nane uçucu yağı için 3,25 mg/mL, 

kapsüllenmiş nane uçucu yağı için 1,61 mg/mL, serbest yeşil çay uçucu yağı için 0,81 

mg/mL, kapsüllenmiş yeşil çay uçucu yağı içinse 0,34 mg/mL bulmuşlardır. 

Çalışmanın sonucunda, kapsüllenmiş uçucu yağların, serbest formalarına göre iki kat 

kadar antioksidan aktiviteyi arttırdığını ve tek başına kitosan nanopartiküllerin IC50 

değerini ise 116,07 mg/mL olarak bulduklarını bildirmişlerdir (Shetta ve ark., 2018).  

Risaliti ve arkadaşları, biberiye uçucu yağı ve adaçayı uçucu yağı yüklenen lipozom 

mikrokapsüllerinin antioksidan aktivitesini DPPH yöntemi ile incelediklerinde, 

serbest uçucu yağlar 5 µl/mL konsantrasyonunda antioksidan aktivite gösterirken, 

lipozomlara yüklenen uçucu yağların aynı antioksidan aktiviteyi beş kat daha düşük 

bir konsantrasyonda (1 µl/mL) gösterdiğini belirtmişlerdir (Risaliti ve ark., 2019). 

Kailaku ve arkadaşlarının çalışmasında, kitosan ile nanoenkapsülasyonu yapılmış 

kateşin fitokimyasalının DPPH yöntemine göre yapılan antioksidan aktivitesinin saf 

kateşine göre daha düşük olduğu bildirilmiştir (Kailaku ve ark., 2014). 

Tepe ve Özaslan, tarçın (C. zeylanicum) uçucu yağının antioksidan aktivitesini 

araştırdıklarında, önce GC-MS analizi sonucunda, yağın % 99,79'unu temsil eden 22 

bileşenden en yüksek içeriğe sahip olan bileşenin e-sinnamaldehit (% 81,39) ile e-

sinnamil asetat (% 4,20) olduğunu bulmuşlardır. Tarçın uçucu yağının ve ana 

bileşenlerinin FRAP değerlerini tarçın uçucu yağı için 3,98 ± 0,16 mM FeSO4/mg 

numune; e-sinnamaldehit için  1,65 ± 0,01 mM FeSO4/mg numune; e-sinnamil asetat 

için 5,36 ± 0,01 mM FeSO4/mg numune  olarak; CUPRAC değerlerini tarçın uçucu 

yağı için 9,82 ± 0,06 mM troloks eşdeğeri/mg numune; e-sinnamaldehit için 6,55 ± 

0,03 mM troloks eşdeğeri/mg numune;  e-sinnamil asetat için 1,47 ± 0,03 mM troloks 

eşdeğeri/mg numune  olarak tespit etmişlerdir. Tarçın uçucu yağının bakır (II) iyonu 

indirgeyici antioksidan kapasitesinin her iki ana bileşenden daha yüksek aktivite 
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gösterdiğini, demir (III) indirgeme antioksidan gücünün ise sadece e-sinnamaldehitten 

daha yüksek olduğunu saptamışlardır (Tepe ve Özaslan, 2020). 

Yaptığımız literatür taramalarında FRAP ve CUPRAC yöntemleriyle ilgili bazı 

çalışmalar olmakla birlikte, kullandığımız fitokimyasal ve uçucu yağların mikrokapsül 

formlarıyla ilgili çalışmalara rastlanılmamıştır. Bizim elde ettiğimiz verilere göre; 

kateşin-timokinon mikrokapsülünün demir (III) indirgeme antioksidan gücü (FRAP) 

84,03±17,95 mM FeSO4/mg numune olarak, enkapsüle edilmemiş  serbest kateşin-

timokinon (76,99±2,26 mM FeSO4/mg numune) değerinden daha yüksek bulunurken; 

biberiye-tarçın mikrokapsülünün demir (III) indirgeme antioksidan gücü (FRAP) 

131,81±6,62 mM FeSO4/mg numune değerinde, enkapsüle edilmemiş serbest 

biberiye-tarçın (167,27±11,35 mM FeSO4/mg numune)  değerinden daha düşük 

bulunmuştur. 

Çalışmamızda her iki mikrokapsül formu, enkapsüle edilmemiş serbest formlarına 

göre bakır (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yönünden daha 

yüksek aktivite göstermiştir. Biberiye-tarçın mikrokapsülü 255,58±7,14 mM troloks 

eşdeğeri/mg numune (enkapsüle edilmemiş serbest biberiye-tarçın 132,34±2,50 mM 

troloks eşdeğeri/mg numune) değerinde; kateşin-timokinon mikrokapsülü ise 

248,93±7,14 mM troloks eşdeğeri/mg numune (enkapsüle edilmemiş serbest kateşin-

timokinon 232,59 ±15,52 mM troloks eşdeğeri/mg numune) değerinde bulunmuştur.  

Çalışmamızda DPPH radikal süpürücü aktivite sonuçları Kailaku ve arkadaşlarının 

(Kailaku ve ark.,2014) sonuçlarıyla benzerlik göstermektedir. Mikrokapsül 

formlarının, DPPH  radikal süpürücü aktivitesinin enkapsüle edilmemiş hallerinden 

biraz düşük olduğu görülmüştür. Biberiye-tarçın mikrokapsülü IC50 0,008±0,0 mg/mL 

(enkapsüle edilmemiş serbest biberiye-tarçın IC50 0,004±0,0 mg/mL) değerinde; 

kateşin-timokinon mikrokapsülü ise IC50 0,007±0,0 mg/mL (enkapsüle edilmemiş 

serbest kateşin-timokinon IC50 0,006±0,0 mg/mL) değerinde  bulunmuştur.  

 

Sonuç olarak; 

Kozmetik ürünlerin mikroorganizma kaynaklı kontaminasyonu tüketici sağlığı 

açısından önemli risk oluşturmaktadır. Fitokimyasalların ve uçucu yağların 

antimikrobiyal etkileri ise yüzyıllardır bilinmektedir ve son yıllarda kozmetik alanında 
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yoğun araştırmalara konu olmaya başlamıştır. Çalışmamızdan elde ettiğimiz 

bulguların ışığı altında kozmetik ürünlerde doğal koruyucu maddelerden kitosan ile 

kaplı biberiye-tarçın ve kateşin-timokinon mikrokapsüllerinin sentetik koruyuculara 

alternatif olarak doğal antimikrobiyal koruyucu ve antioksidan olarak kullanılabileceği 

görüşündeyiz ve kozmetik alanına katkı sağlayacağını düşünmekteyiz.  
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