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Bu calismada mikroenkapsiile Streptococcus thermophilus serbest hiicre siipernatant1 ile
kekik ekstrakti kombinasyonunun balik bozucu ve patojen bakteriler iizerindeki antibakteriyel
ozellikleri aragtirilmistir. Mikroenkapsiile etanolik kekik ekstrakti ile kombine S.thermophilus
stipernatant1 1.11-11.39 pm partikiil biiytikliigiine sahip olmustur. S. thermophilus serbest hiicre
ekstraktinda toplam 11 bilesik belirlenmis olup, asetik asit (%39.64), methyl-d3 1-dideuterio-2-
propenyl ether (%10.87) ve 7-octen-2-ol, 2-methyl-6-methylene (%10.46) ana bilegenler arasinda
yer almistir. Kekik ekstrakti 7 bilesen icermis olup, ana bileseni %67.96 ile karvakrol ve %25.77
ile 1,2,3-propanetriol olmustur. Ekstraktlarin bakteriler {izerindeki inhibisyon zonlar1 bakimindan
onemli farkliliklar (p<0.05) goézlenmistir. En yiiksek inhibisyon etki mikroenkapsiile edilmeyen
kekik ekstraktinda gozlenmistir (p<0.05). Kekik ekstraktinin balik bozucu bakterileri tizerindeki
engelleyici etkisi 25.00 mm (P. damselae) ve 41.67 mm (V. vulnificus) arasinda degiskenlik
gostermistir. Mikroenkapsiile S. thermophilus extraktlart bakterilere karsi mikroenkapsiile
edilmeyen formlarina oranla daha diisiik inhibisyon zonu sergilemistir (p<0.05). Arastirmada
ozellikle %2 oraninda kekik ekstrakti ile kombine edilerek hazirlanan S. thermophilus ekstraktinin
mikroenkapsiil formlarmin bakteriler iizerinde genel olarak daha yiiksek antimikrobiyal etki
gosterdigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Streptococcus thermophilus, kekik ekstrakti, antimikrobiyaller, gida kaynakli
bakteriler
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ABSTRACT

In this study, the antibacterial properties of the combination of microencapsulated
Streptococcus thermophilus cell free supernatant and thyme extract on fish spoilage and pathogenic
bacteria were investigated. The combined S. thermophilus supernatant with the microencapsulated
ethanolic thyme extract had a particle size of 1.11-11.39 pm. A total of 11 compounds were
determined in the cell free supernatant of S. thermophilus, acetic acid (39.64%), methyl-d3 1-
dideuterio-2-propenyl ether (10.87%), and 7-octen-2-ol, 2-methyl-6-methylene ( 10.46%) were the
main components. Thyme extract contained 7 components, the main component being carvacrol
with 67.96% and 1,2,3-propanetriol with 25.77%. Significant differences (p<0.05) were observed
in the inhibition zones of the extracts on bacteria. The highest inhibition effect was observed in raw
thyme extract (p<0.05). The inhibitory effect of thyme extract on fish spoilage bacteria varied
between 25.00 mm (P. damselae) and 41.67 mm (V. vulnificus). Microencapsulated S.
thermophilus extracts showed lower inhibition zone against bacteria compared to their crude
extracts (p<0.05). As a results, it was found that microencapsule forms of S. thermophilus extract
prepared especially in combination with 2% thyme extract, generally showed a higher
antimicrobial effect on bacteria.

Keywords: Streptococcus thermophilus, thyme extract, antimicrobials, Food-borne bacteria
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1. GIRIS

Baliklar bakteriler agisindan zengin bir ortamda yasamakla birlikte patojenik veya firsatc
mikroorganizmalarin istilasina karst olduk¢a savunmasizdirlar (Zhang ve ark., 2008). Su
iiriinlerinin bozulmasima enzimler, dehidrasyon, oksidasyon, mikrobiyal kontaminasyon ve fiziksel
darbeler yol agmaktadir. Balikta bozulma ilerledikge siilfiir, amonyak ve balik kokusu organoleptik
degisimlere sebep olmaktadir (Gram ve ark., 2002). Balik bozulmasinin ana sebebi ise kotii koku
ve tada sebep olan amin, siilfit, aldehit, keton ve organik asit olusumuna yol acan mikrobiyal
gelisim ve metabolik aktivitedir (Robson ve ark., 2007; Wang ve ark., 2017).

Yeni avlanmig balik bakteri yiikii bakimindan hemen hemen yoksun olmakla birlikte, balik
ylizeyi, solunga¢ ve i¢ organlart 6nemli diizeyde bakteri igerebilmektedir. Balik 6ldiiglinde, bu
bakteriler balik etine hiicum ederek bozulmaya ve istenmeyen bilesiklerin olusumuna neden olurlar
(Singh ve ark., 2011). Baligin bozulmasi, baslangictaki bakteri florasina, tasima ve isleme sirasinda
ortaya cikan floraya, baligin depolama ve isleme sirasinda maruz kaldigi kosullara ve baligin
kimyasal bilesimine baglidir ICMSF, 1980).

Balik ve balik triinleri Bacillus, Clostridium, Escherichia, Serratia, ve Vibrio gibi su ve
topraktan bulagan patojenik bakterileri igerebilmektedir. Gram-negatif aerobik, fakiiltatif anaerobik
cubuklar ve koliformlar balik etinin bozulmasinda en 6nemli bakteriyel {iyeleri olugturmaktadir
(Erkmen ve Bozoglu, 2016). Taze ve hafif islenmis balik iiriinleri biiyiik olasilikla Shewanella sp.
(S. putrefaciens, S. baltica), Aeromonas sp., Pseudomonas sp. (P. fragi, P. fluorescens, P. Putida
ve P. lundensis), Photobacterium sp. (P. phosphoreum, P. illiopiscarium), Enterobacteriaceae
(Serratia proteomaculans, Hafnia alvei) veya Brochothrix thermosphacta gibi psikrotrofik Gram
negatif bakterilerle bozulmaya ugramaktadir (Gram ve Huss, 1996; Gram ve Dalgaard, 2002;
Lovdal, 2015).

Gidalarda mikrobiyal gelisimi engellemek ve gida gilivenligi saglamak i¢in ¢esitli sentetik
antimikrobiyaller kullanilmaktadir. Ancak, bu sentetik koruyucularin teratojenik, kanserojen veya
baska sekilde toksik olabilecegine dair endiseler mevcuttur (Tzima ve ark., 2015). Bu sebeple, gida
korumada dogal ve genis anmikrobiyal aktivite spektrumuna sahip gida katkilariin arastirilmasi
cok onemlidir (Holley ve Patel, 2005).

Laktik asit bakterileri bakteriyosin, organik asit ve hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal
ozelliklere sahip metabolitler {iretebilme yeteneklerinden dolayr eski zamanlardan beri
fermentasyon iglemlerinde ve koruyucu olarak kullanilmaktadir (Leroy ve De Vuyst, 2004). Bu
metabolitler gidalarda istenmeyen gida kaynakli patojenleri ve bozucu mikroorganizmalari inhibe
etmesiyle gida giivenligini ve triin raf dmriinii arttirmaktadir. Ayrica bu bakteriler ¢esitli enzimler,
eksopolisakkaritler ve aroma bilesikleri iiretmektedir (Jose ve ark., 2015). Laktik asit bakterisi
serbest hiicre ekstrakti saf probiyotik ekstrakta kiyasla depeolama siiresince daha fazla stabilite,

antipatojenik ve antioksidan etki sergilemistir (Saadatzadeh ve ark., 2013). Gida hazirlamada
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antimikrobiyal icerik olarak laktik asit bakterileri serbest hiicre ekstraktinin kullanilmasi, 6zellikle
sogutmaya tabi tutulan gidalar gibi canli mikroorganizmalarin agilanmasinin miimkiin olmadig1
durumlarda patojenlerin dnlenmesinde etkili olabilmektedir (Arena ve ark., 2016). Laktik asit
serbest hiicre ekstraktinda bulunan antimikrobiyal bilesikler laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit
ve diasetildir (Hor ve Liong, 2014).

Yillardir gida firiinlerinde giivenli kullanimlarindan dolayi, Streptococcus thermophilus
Amerikada genellikle giivenli kabul edilen (GRAS) ve Avrupa Biriligi’nde nitelikli giivenlik
karinesi (Qualified Presumption of Safety; QPS) statiisiinde yer alan bir laktik asit bakteri tiyesidir
(Martinovic ve ark., 2020). S. thermophilus peynir, yogurt ve diger kiiltiir siit iirlinlerinde yaygin
olarak kullanilan heterotrofik starter kiiltiirdiir (Hutkins ve Goh, 2014). S. thermophilus 0,7-0,9 um
capinda, oval ile oval arasi hareketsiz bir koktur. Bakterinin optimum biiylime sicakligi 40—45 °C,
minimum 20-25 °C ve maksimum 47-50 °C civarindadir (Harnett ve ark. 2011). S. thermophilus
fermantasyon sirasinda karakteristik yogurt aromasindan sorumlu olan laktik asit ve asetaldehit
iiretmek icin Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ile simbiyotik olarak gelisir. Peynirlerde,
S. thermophilus, siitiin asitlenmesine ve olgunlasma sirasinda lezzete katkida bulunur. S.
thermophilus ayrica hiicre dist polisakkaritlerin, bakteriyosinlerin ve vitaminlerin iiretimi gibi bir
dizi fonksiyonel aktiviteye sahiptir (Gobbetti ve Calasso, 2014)

Aromatik bitkiler, ekstraktlar1 ve esansiyel yaglar1 gida, yem, tip ve kozmetik sektoriinde
olas1t uygulamalara sahip c¢esitli fonksiyonel biyoaktif bilesikleri icermektedir (Christaki ve ark.,
2012). Bitkilerdeki biyoaktif bilesenler polifenoller, fenoller, flavonoidler, taninler, alkaloidler,
terpenoidler, isothiosiyanatlar, lektinler, polipeptirler veya bunlarin oksijenli tiirevleri olmaktadir
(Negi, 2012).

Kekik (Thymus vulgaris) Lamiaceae familyasina ait bir bitki olup, g¢esitli gidalarda, igecek
ve sekerleme iirlinlerinde aroma artirici ve parfiimeri ve krem gibi kozmetikte koku bileseni olarak
kullanilir. Antiseptik, bronsiolitik, antispazmodik ve antimikrobiyal 6zelliklerine sahip olmasindan
dolay1 kekik tibbi bitki ve gida koruyucu olarak bir popiilariteye sahiptir (Nzeako ve ark., 2006).
Kekik ekstraktinin ana bilesenlerinin karvakrol (%52.3), linalool L (%16) ve timol (%9.6) oldugu
bildirilmistir (Sabzikar ve ark., 2020). Kekigin etanolik ekstrakti Bacillus subtilis, Shigella sonnei
ve Escherichia coli gelisimini 6nemli diizeyde inhibe etmistir (Fan ve Chen, 2001; Kuley ve ark.,
2018). Kekigin sulu ekstrakti diger ekstraktlara oranla daha diisiik antimikrobiyal aktivite
sergilemis olup, sadece Staphylococcus aureus’a karsi aktif olmustur (Nzeako ve ark., 2006). %10
ve %40 konsantrasyonundaki kekik ekstraktinin Staphylococcus aureus (12.5 ve 23.3 mm) ve
Candida albicans’a (7.0 ve 22.5 mm) kars1 yiiksek inhibisyon zon gosterdigi rapor edilmistir
(Sabzikar ve ark., 2020). Lactobacillus plantarum ve Pediococcus acidolactici serbest hiicre
ekstraktinin  kekik ekstrakti ile birlikte kombine kullaniminin soguk depolanan fermente

sardalyanin raf 0mriinii arttirmada en etkili yol oldugu rapor edilmistir (Kuley ve ark., 2018).
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Bu c¢alismada da antimikrobiyal oOzelliklerini arttirmak amaciyla, mikroenkapsiile S.
thermophilus serbest hiicre siipernatanti ile kekik kombinasyonlarinin balikta bozulma etmeni
bakteriler ve gida kaynakli patojenler iizerindeki in vitro antibakteriyel etkilerinin incelenmesi

hedeflenmistir.






2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), Gram pozitif, spor olusturmayan ve aerotolerant ve glikozdan
baslica laktik asit lireten mikroorganizmalardir (Mokoena ve ark., 2017; Ayivi ve ark., 2020). LAB,
bitki materyallerinden, siit irlinlerinden, gidalar, tahillar, pancar, meyve sulari, insan ve
hayvanlarin i¢ organlarindan, fermente edilmis ve salamura edilmis iiriinlerden izole edilebilir
(Mokoena, 2017). LAB'ler hiicresel morfoloji, glikoz fermantasyon tipi, ¢esitlilik, biiylime sicaklig1
ve seker kullanimi acgisindan kategorize edilir (Mokoena ve ark, 2021). LAB cinsleri
Acetilactobacillus, Amylolactobacillus, Agrilactobacillus, Apilactobacillus, Companilactobacillus,
Bombilactobacillus, Dellaglioa, Fructilactobacillus, Holzapfelia, Furfurilactobacillus,
Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus, Lactobacillus, Latilactobacillus, Lapidilactobacillus,
Levilactobacillus, Lentilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, Loigolactobacilus,
Liquorilactobacillus, Paralactobacillus Paucilactobacillus, Secundilactobacillus,
Schleiferilactobacillus, ve Streptococcus olmaktadir (Zheng ve ark, 2020; Ayivi ve ark., 2020).
Ayrica LAB iiyeleri 0Oncelikle homofermentatif ve heterofermentatif gibi iki gruba ayrilirlar.
Fermentasyon siiresince, homofermentatif LAB tarafindan laktik asit olusturulurken, asetik asit,
laktik asit, alkol ve karbondioksit heterofermentatif LAB tarafindan iiretilir (Oliveira ve ark., 2017,
Ng ve ark., 2020).

2.1.1. Streptococcus Thermophilus

S. thermophilus fakiiltatif anaerobik gram pozitif bir bakteridir. Homolaktik fermentasyon
ozelligi gosteren bu bakteri GRAS (tiikketimi genellikle giivenli olarak taninan) satiisiinde yer
almaktadir (Purwandari ve ark., 2007). S. thermophilus dogal olarak fermente siitlerde, peynir ve
diger siit {irlinlerinde ve bazi bitkilerde bulunur (Huang ve ark., 2023). Fermantasyonundaki ana
ozelligi, hizli asitlesme ve diger mikroorganizmalarin inhibisyonu ile sonucglanan laktik asit
iretimidir. S. thermophilus tarafindan iiretilen ikincil metabolitler olan asetaldehit ve
ekzopolisakkaritler iiriiniin lezzetini ve dokusunu giiclii bir sekilde etkilemektedir (Markakiou ve
ark., 2020).

S. thermophilus laktozun yaninda sukroz, glukoz, galaktoz ve sekeri fermente
edebilmektedir. Laktozu hizlica fermente etme yeteneklerinden dolayi S. thermophilus fermente siit
iiriinlerinde starter kiiltiir olarak diger LAB iiyeleri ile birlikte simbiyortik olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. S. thermophilus anti-enflamatuar aktivite, antimikrobiyal aktivite, antioksidan
aktivite ve ayrica immiinomodiilator etkilerinden dolay1r probiyotik potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir ( Uriot ve ark., 2017; Dargahi ve ark., 2021). Bu tye siit Uriinlerinde Lactococcus
lactis’den sonra en dnemli endiistriyel starter kiiltiirler arasinda yer alir (Xu ve ark., 2023). Baz1 S.

thermophilus tiyeleri termofilin denilen kiigiik peptitler lretebilmekte bu bakteriyosinler Gram-
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pozitif patojenik Enterococcus faecalis, Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus ve Listeria

monocytogenes’e karsi engelleyici etki sergilemektedir (Huang ve ark., 2023)

2.2. Kekik ve Antimikrobiyal Ozellikleri

Kekik, giiclii aroma 6zelliginden dolay1 tiim diinyada baharat olarak kullanilan 60 farkli tiir
bitkiye verilen genel bir isimdir. Bu tiirler arasinda ozellikle Thymus, Origanum, Satureja,
Thymbra ve Coridothymus iyeleri ekonomik olarak biiyiik 6nem tagimaktadir (Baser, 1994).
Origanum tyelerinin %601 Tirkiye’de yetistirildiginden, Tiirkiye Origanum cinsinin anavatani
durumundadir (Kintzios, 2002). Kekik Lamiaceae familyasina ait (Baytop, 1997) bir bitki olup
(Resim 1), ¢esitli gidalarda, icecek ve sekerleme iiriinlerinde aroma artirici, kozmetikte ise
parfiimeri ve krem gibi iriinlerde koku bileseni olarak kullanilir. Antiseptik, bronsiolitik,
antispazmodik ve antimikrobiyal 6zelliklerine sahip olmasimdan dolay1 kekik tibbi bitki ve gida

koruyucu olarak bir popiilariteye sahiptir (Nzeako ve ark., 2006).

-

Sekil 2.1. Kekigin genel goriinimi

Origanum tiirlerinin esansiyel yag icerikleri fazlaca gesitlilik gostermektedir. Buna gore
¢ogu Origanum tiri asil bilesen olarak kavrakrol ve/veya timol igerirken gamma-terpinen ve p-
simen bilesiklerine de ¢ogu bitkide rastlanmaktadir (Daouk ve ark., 1995; Sokovic ve ark., 2002;
Esen ve ark., 2007). Kekik bitkisine kokusunu veren timol ve karvakrol maddeleridir. Bu maddeler
kekik ucucu yaginin ana bilegenlerini olusturmaktadir. Timol gii¢lii bir antimikrobiyaldir (Akgiil
1993). Kekigin etanolik ekstrakti Bacillus subtilis, Shigella sonnei ve Escherichia coli gelisimini
onemli diizeyde inhibe etmistir (Fan ve Chen, 2001; Kuley ve ark., 2018). Kekigin sulu ekstrakti
diger ekstraktlara oranla daha diisiik antimikrobiyal aktivite sergilemis olup, sadece Staphylococcus
aureus’a kars1 aktif olmustur (Nzeako ve ark., 2006). %10 ve %40 konsantrasyonundaki kekik

ekstraktinin Staphylococcus aureus (12.5 ve 23.3 mm) ve Candida albicans’a (7.0 ve 22.5 mm)


https://www.seslisozluk.net/antispazmodik-nedir-ne-demek/
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacillus-subtilis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/shigella-sonnei
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212429218301445#bib24

kars1 yiiksek inhibisyon zon gosterdigi rapor edilmistir (Sabzikar ve ark., 2020). Lactobacillus
plantarum ve Pediococcus acidolactici serbest hiicre ekstraktinin kekik ekstrakti ile birlikte
kombine kullaniminin soguk depolanan fermente sardalyanin raf émriinii arttirmada en etkili yol
oldugu rapor edilmistir (Kuley ve ark., 2018). Kekik esansiyel yaglar1 Listeria monocytogenes’e

kars1 inhibitor etki gostermektedir (Rasooli ve ark., 2006).

2.3. Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon, gida bilesenleri, enzimler, mikroorganizmalar gibi kat1 veya sivi yapili
maddelerin kaplama materyali ile kaplanip cevresel sartlara karsi daha direngli hale getirilmesi
olarak tanimlanabilir (Fang ve Bhandari, 2010). Enkapsiilasyon islemi, biyoaktif bilesenleri farkli
gida tirtinlerine kombine etmek ve bunlar1 istenmeyen ¢evresel kosullardan korumak ve bu sebeple
iiriinlin raf omriinii artirmak amaciyla gida endiistrisi tarafindan uygulanmaktadir (Drosou ve ark.,
2017).

Mikroenkapsiillenmis malzemeler, iiretim boyunca lipid oksidasyonu ve besinsel bozulma
gibi olumsuz reaksiyonlara, kotii isleme ve kotii depolama kosullarina karsi korunur (Chen ve ark.,
2013). Mikroenkapsiilasyonun bir diger énemli 6zelligi de ugucu bilesenlerin kayiplarina karsi
koruma saglamasidir. Mikrokapsiilasyonun gida endiistrisinde uygulanmasi cesitli avantajlar
saglamaktadir. Bunlar ana bilegenin ¢evresel faktorlerden kaynaklanan reaktivitesini azaltmak,
harici bilesenin ana bilesen malzemesine gegis hizin1 azaltmak, enkapsiilasyon ile daha kolay
kullanimi tesvik etmek, ana bilesen maddesinin salintmini kontrol etmek, ana bilesenin tadini
maskelemek ve ¢cok az miktarda kullanildiginda ana bilesen malzemesini seyreltmektir (Shahidi ve
Han, 1993; Durmus ve ark., 2023). Enkapsiilasyon yontemin amaci aktif olarak kullanilacak
cekirdek malzemelerin nanometrik, mikrometrik veya milimetrik olgiilerde kaplama materyali
iginde tutulmasini saglamaktir (Rodrigues ve ark., 2018). En yaygin kullanilan enkapsiilasyon
yontemleri, birka¢c mikrometreden birka¢ milimetreye degisen kapsiillerle sprey kurutma,
dondurarak kurutma, ekstriizyon, lipozom uygulamalari, hava siispansiyon kaplama ve
kristalizasyon gibi yoOntemlerdir (Gharsallaoui ve ark., 2007; Cavalheiro ve ark. 2019).
Mikroenkapsiilasyon 0.2 ile 5000 um arasinda degisen biiylikliige sahip mikropartikiiller olarak
adlandirilir (Silva ve ark., 2014). Mikroenkapsiilasyon i¢in sprey kurutma, dondurarak kurutma,
konservasyon, emiilsiyona dayali yontemler, ekstriizyon, siiperkritik akisa dayali yontemler, sprey-
sogutma, ultrasounda dayali yontemler ve lipozomlar gibi ¢esitli prosediirler kullanilir (Chawda ve
ark., 2017). Saadatzadeh ve ark. (2013) depolama siiresince probiyotik hiicrelere kiyasla
supernatantlariin antipatojenik etkilerinin ve stabilitesinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Bu
sebeple laktik asit bakteri supernatantlarimin enkapsiilasyonu antimikrobiyal olarak yeni bir
potansiyel olusturmaktadir.

Mikrokapsiilleme isleminde kekik ekstraktinin baskin fenolik bilesenleri yiiksek

sicakliklardan etkilendiginden, mikrokapsiilleme sonrasi antioksidan aktivitenin piiskiirterek


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jfs.12863#jfs12863-bib-0038

kurutma ile biiyiik él¢iide azaldigi rapor edilmistir (Yesilsu ve Ozyurt, 2019). Ancak, Ozyurt ve
ark. (2023) piiskiirtmeli kurutmada kaplama materyali olarak artan oranda maltodekstrin
kullaniminin {iriindeki esansiyel amino asit ve gamma linoleik yag asit miktarin1 korudugunu
bildirmiglerdir. Bu nedenle kaplanmasi hedeflenen her bilesen i¢in cihaz giris ve ¢ikis sicakligi,
akis besleme orani, duvar malzemesinin se¢imi ve orani gibi uygun mikroenkapsiilasyon sartlarinin

belirlenmesi 6nemlidir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kekik Ekstrakti
Calismada etanolik kekik (Origanum vulgare) ekstrakti kullanilmig olup Biomesi Bioagro

Teknoloji AR-GE (Adana) Firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Bakteriyel Uyeler

Arastirmada Streptococcus thermophilus kullanilmis olup (Gezging ve ark., 2015), bu bakteri
Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesinden tedarik edilmistir. Balikta bozulma etmeni bakteriler
olarak Photobacterium damselea, Proteus mirabilis, ve Vibrio vulnificus kullanilmigtir. Bu
bakteriler bozulmus hamsi, uskumru ve sardalya etinden izole edilmistir (Kuley ve ark., 2017).
Calismada gida kaynakli patojen bakteri olarak Gram pozitif Staphylococcus aureus (ATCC29213)
ve Enterococcus faecalis ATCC29212, Gram negatif olarak da Salmonella Paratyphi A (NCTC13)
kullanilmustir.

3.2. Metot
3.2.1. S. thermophilus Siipernatantinin Hazirlanmasi

Laktik asit bakteri siipernatantt modifiye edilmis Lin ve Yen (1999) ydntemine gore
yapilmigtir. S. thermophilus M17 broth’da (56156, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DE,
USA) 37 °C’de 48 saat gelistirildikten sonra, 15 ml’lik falkon tiiplere alinarak 4 °C’de 8.000
RPM’de 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen iist faz membran filtreden gegirilerek UV ile steril

edildikten sonra (20 dk) analiz zamanina kadar 4 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Mikroenkapsiilasyon Islemi

Mikroenkapsiilasyon islemi modifiye edilmis Marcela ve ark. (2016) yontemine gore
yapilmigtir. S. thermophilus’dan elde edilen siipernatantlar bireysel olarak mikroenkapsiile
edilmistir. Diger gruplar % 1 ve 2 kekik ekstraktini igeren S. thermophilus siipernatantlari ile
birlikte mikroenkapsiile edilmistir. Biitiin gruplar kurutma islemi Oncesi %25 oraninda
maltodekstrin (DE: 18-20) Alfasol, Turkey) ile kaplanmistir. Karigim Ultra-Turrax ile 10 dk
karistirilmigtir. Her bir gruptan 250 ml 6rnek alinrak mini spray-dryer (Buchi-290, Flawil,
Switzerland) kullanilarak kurutulmustur (Sekil 3.1). Sprey kurutma kosullart giris sicaklik 130 °C,
cikis sicaklik 75 °C, aspirasyon oran1 30 m?/saat, besleme oran1 20 mL/dk olmustur. Sprey altinda
kurutma sonrasit biitiin 6rnekler 151k gecirmez plastik siselere konularak analiz giiniine kadar 4

°C’de depolanmustir.



Sekil 3.1. Sprey kurutucu

Mikropartikiillerin morfolojik ozellikleri

Sprey kurutma ile elde edilen partikiillerin morfolojisi Quanta 650 field emission scanning
electron microscopy (SEM, FEI company, Hillsborn, OR, US) kullanarak karakterize edilmistir
(Sekil 3.2). SEM goriintiileri oda sicakliginda ve 20 kv voltajda elde edilmis ve 10000 ve 20000

biiyiitme ile sonuglar gorsel olarak kaydedilmistir.

S+FE

Sekil 3.2. Taramali elektron mikroskobu (SEM, scanning eleron microscope)
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Gaz Kromotografisi - Kiitle Spekrometresi (GC-MS) Analizi

GC-MS analizi mass-spectrometer (MS) sistemli Agilent 7890A Gaz Kroomatografisi
kullanarak gergeklesmistir (Sekil 3.3). Polar olmayan (%5- Phenyl)-methylpolysiloxane kolon (30
m x 250 um X 0.25 pm, Agilent 1901S-433HP-5MS) kullanilmistir. Tasiyic1 gaz olarak helyum
(Linde, Munich, Germany) kullanilip, akig oran1 1.5 mL/dk olmustur. Baslangi¢ firin sicakligi 50
°C olup, 2°C/dk orani ile 240 °C final sicakliga ulagsmstir. Enjeksiyon miktar1 1 pL olmustur. GC
analizi 105 dk da gergeklesmistir. GC-MS ¢alisma siiresi 105 dk olmustur. GC-MS’de tespit edilen
pikler NIST/EPA/NIH (version 2.0) ticari kiitiiphane ile kontrol edilmistir. Her bir bilesigin nispi %

degeri ortalama pik alani ile toplam alan karsilastirilarak ifade edilmistir.

Sekil 3.3. Gaz kromotografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Analizi
Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Aragtirmada S. thermophilus serbest hiicre supernatanti ve kekik kombinasyonunun (1%) saf
ve mikroenkapsiilasyonlarinin in vitro antimikrobiyal aktivite diizeyi Mueller-Hinton Agar (MHA,
Merck 1.05437, Darmstadt, Germany) kullanarak modifiye edilmis Hwanhlem ve ark. (2017)’nin
uyguladigi well difiizyon metoduna gore belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite testi igin,
mikroenkapsiile ornekler 1:2 oraninda distile su ile ¢ozdiirilmiistiir. Balik bozucu bakteriler
Nutrient broth’da (Merck 1.05443, Darmstadt, Germany) 37 °C’de 24 saat gelistirildikten sonra,
0.5 Mefarland hiicre yogunluguna (10%) standardize edilmistir. Her bir bakteriyel hiicre kiiltiirii
(100 pL) 20 mL Muller Hilton agar igeren petri kutusuna agilanmistir. Kat1 besiyeri igerisinde 5
mm’lik 5 adet kuyucuklar olusturulmustur. 4 kuyucuga 50 ul saf ya da mikroenkapsiile ekstrakt

asilanmistir. Diger kuyucuga kontrol olarak distile su ya da maltodekstrin aktarilmistir. Sonrasinda

11



petri kutular1 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi herbir kuyucugun ¢evresinde

olusan inhibisyon zonlar1 kumpas yardimiyla mm olarak dl¢iilmiistiir.

Minimum Inhibisyon (MIK) ve Bakterisit Konsantrasyonu (MBK)

Calismada minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ve minimum bakterisit
konsantrasyonu (MBK) CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (2006) mikrodiliisyon
metoduna goére belirlenmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibe edilen test mikroorganizmalar: 0.5
MacFarland hiicre yogunluguna standardize edilmistir. Besiyeri olarak Mueller-Hinton Broth
(MHB, Oxoid, CM0405) kullanilmistir. 50 mg/ml olarak saf ve mikroenkapsiile ekstraktlardan
hazirlanan stok soliisyon steril tiipler igerisinde 0.19 pg/ml diizeyine kadar seyreltilmistir.
Icerisinde sadece stok soliisyon ya da saf kiiltiir bulunan tiip kontrol olarak degerlendirilmis olup,
MHB igeren diger tiipler test mikroorganizmalarini ve seyreltik stok soliisyonlar1 igermistir.
Kullanilacak olan tiipler tekrarli hazirlanarak, 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Test tiiplerindeki
bakteriyel gelisimler kontrol tiiplere gore kiyaslanarak, bakteriyel gelisimde en diisiik inhibisyon
gozlenen tiipler MIK olarak kaydedilmistir. MIK sonuglar1 dogrultusunda, bakteriyel gelisim
gostermeyen tiiplerden Mueller Hinton Agar yiizeyine asilama yapilarak, petri kutular1 37 °C’de 24

saat inkiibe edilerek MBK degerleri kaydedilmistir.

3.2.4. istatistik Analiz
Istatistik analizler, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Duncan'm Coklu karsilastirma
Testi (SPSS 22, Chicago, Illinois, USA) kullanilmigtir. P<0.05 karsilastirma sonucu gruplar

arasinda anlamli farklilik oldugunu belirtmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikroenkapsiilasyonun Morfolojik Ozelligi

Mikroenkapsiilasyonlar 0.2 ile 5,000 um arasindaki biiylikliikteki mikropartikiiller olarak
tanimlanmaktadir (Silva ve ark., 2014). Bu ¢aligmada mikroenkapsiile S.thermophilus siipernatanti
1.15 — 14.08 pum, mikroenkapsiile %1 etanolik kekik ekstrakti ile kombine S.thermophilus
siipernatanti 1.11-11.50 pm ve mikroenkapsiile %2 etanolik kekik ekstrakti ile kombine
S.thermophilus siipernatant1 2.71-11.39 um partikiil biiyiikliigiine sahip olmustur (Sekil 4.1-4.3).
Sprey kurutma ile elde edilen partikiillerin biiyiikliikleri kaplama materyali, enkapsiile materyalin
miktar1 ve vizkozitesi ile kurutma kosullarina bagl olarak (Wyspianska ve ark., 2019) degisiklik

gostermistir.

3 V W det - 4 pm
55PM | 15.00 kV | 20.7 pm 9mm  ETD CUMERLAB

Sekil 4.2. Mikroenkapsiile S.thermophilus siipernatant1 ile kombine kekik ekstraktinin (%1) SEM
gorlntlsi

13


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jfs.12863#jfs12863-bib-0044
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jfs.12863#jfs12863-bib-0045

Sekil 4.3. Mikroenkapsiile S.thermophilus siipernatant1 ile kombine kekik ekstraktinin (%2) SEM
gorintusu

Mikroenkapsiile S.thermophilus siipernatanti burusuk yapida kiiresel forma sahip olmustur
(Sekil 4.1). Siipernatanda kekik katkis1 burusuk formda azalmaya yol agmistir. Ozellikle %2 kekik
katkisina sahip mikroenkapsiile S.thermophilus siipernatanti tamamiyle kiiresel yapi arz etmistir
(Sekil 4.3). Spray kurutma kosullarindaki farkliliklar partikiillerin  kiiresel formunu
etkileyebilmektedir (Pinion-Balderrama ve ark., 2020). Bu c¢alismadan farkli olarak
mikroenkapsiile Lactobacillus plantarum serbest hiicre ekstrakti propolis ekstrakti varliginda daha
burusuk form sergilemistir (Kuley ve ark., 2021). Mikroenkapsiillerde meydana gelen ¢okmeler
kuruma siiresi boyunca nemin taginabilme olasiligindan kaynaklanabilmektedir (Mis Solval ve ark.,

2016; Yesilsu ve Ozyurt, 2019).

4.2. Streptococcus Thermophilus Serbest Hiicre Supernatantimn Kimyasal icerigi

Cizelge 4.1. Streptococcus thermophilus serbest hiicre siipernatantinin kimyasal igerigini
gostermektedir. Streptococcus thermophilus serbest hiicre siipernatantinda toplam 11 bilesik
belirlenmis olup, asetik asit (%39.64), methyl-d3 1-dideuterio-2-propenyl ether (%10.87) ve 7-
octen-2-ol, 2-methyl-6-methylene (%10.46) ana bilesenler arasinda yer almistir. Propane, 2-fluoro-
2-methyl- (%8.92), imidodicarbonic diamide (%7.64), tetrahydro-1,3-oxazine-2-thione (%7.21),
1,2,3-propanetriol (% 5.8) ve 2-methyl-1,3-oxathiolany-propionic acid ethyl ester (%5.42) S.

thermophilus serbest hiicre siipernatantinda bulunan diger 6nemli bilesenler olmustur.
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Cizelge 4.1. Streptococcus thermophilus serbest hiicre slipernatantinin kimyasal icerigi

Bilesikler RT %
1. Methyl-d3 1-dideuterio-2-propenyl ether 2.125 10.87
2. 7-Octen-2-ol, 2-methyl-6-methylene 2.176  10.46
3. Acetic acid 2.686 39.64
4. Imidodicarbonic diamide 3.143 7.64
5. Tetrahydro-1,3-oxazine-2-thione 3.647 7.21
6. 2-methyl-1,3-oxathiolany-propionicacid ethyl ester ~ 3.927 5.42
7. Butanoic acid, 3-methyl- (isovaleric acid) 4522 0.28
8. (R*,S#)-2-(1'-Nitroethyl)-2-methyl- 1,3-oxathiolane 7.978 0.94
9. Methanamine, N-methoxy- 8.470 2.82
10.  Propane, 2-fluoro-2-methyl- 8.636 8.92
11. 1,2,3-Propanetriol 8.762 5.8

Laktik asit bakterilerinin serbest hiicre supernatantinin antimikrobiyal aktivitesi baslica
laktik asit ve asetik asitten kaynaklanmaktadir. Karbon metabolizmasi {iriinii olan asetik asit diger
asitlere oranla daha yiiksek pKa degerinden (4.87) dolay1, bakteri, kiif ve mayalara kars1 genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Ouwehand ve Vesterlund, 2004; Mani-Lopez
ve ark., 2022). Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus acidophilus 0.031-6.491 mg/ml laktik
asit; 0.372 — 0.863 mg/ml protein; 0.009-0.029 mg/ml hidrojen peroksit 0.450-0.662 mg/ml
diasetil tretmistir (George-Okafor ve ark., 2020). Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen
biyoaktif maddeler kiiltiirel kosullara ve bakteriyel iiyelerin fizyolojik oOzelliklerine gore

degiskenlik gosterebilmektedir (George-Okafor ve ark., 2020).

Cizelge 4.2 kekik ekstraktinin kimyasal igerigini vermektedir. Kekik ekstrakti 7 bilesen
icermis olup, ana bileseni %67.96 ile phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl) (karvakrol) ve %25.77 ile
1,2,3-propanetriol (Glycerin) olugturmustur. Ayrica kekik ekstratinda propane, 2-fluoro-2-methyl-
% 3.97 oraninda bulunmus olup, diger bilesenler %0.5’in altinda olmustur. Karvakrol ve timol
kekik esansiyal yaginda bulunan 6nemli antifungal bilesenler olmaktadir (Shokri ve ark., 2012;

Abbaszadeh ve ark., 2014).
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Cizelge 4.2. Kekik ekstraktinin kimyasal icerigi

Bilesikler RT Yo
1 Ethane, 1,1-diethoxy- 3.149 0.04
2 1,1-Diethoxy-2-methylpropan-2-ol 7.749 0.07
3 1,2,3,4-Tetrahydroxybutane 8.310 0.04
4. 1,2,3-Propanetriol (Glycerin) 8.362 25.77
5 Propane, 2-fluoro-2-methyl- 8.499 3.97
6.  Thymol 19.411 0.05
7 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl) 19.726 67.96

(Karvakrol)

Timol taze bitkide (%73.21), karvakrol ise kurutulmus bitkide bulunan (% 62.87) baslica
bilesendir (Saleem ve ark., 2004). Kekik (Zataria multiflora) ekstraktinda ana bilesenler karvakrol
(52.32%), linalool L (%15.96), timol (%9.59), 1-methylpyrroline (%3.53) ve trans-caryophyllene
(%3.43) olmustur (Sabzikar ve ark., 2020). Mehrabi ve ark. (2021) kekikteki ana bilesenlerin timol
(25.30%), 8-2- carene (8.825%) ve karvakrol (8.43%) oldugunu bildirmistir. Mohammadigholami
(2016) kekik esansiyal yaginda 45 bilegsen bulundugu bunlarin baslicalarinin karvakrol (%52.4), v-
trpynen (%12.1) ve timol (%10.4) oldugunu bildirmistir. Fadil ve ark. (2018) kekik esansiyel
yagindaki major bilesiklerin timol (37.54%), p-cymene (14.49%), y-terpinene (11.15%), linalool
(4.71%) ve karvakrol (4.62%) oldugunu rapor etmistir. Thymus migricus, Thymus eriocalyx,
Thymus serpylum, Zataria multiflora ve Thymus kotschyanus gibi kekik bitkilerindeki dominant
bilegikler linalool (41.8%), geraniol (61.8%), para cymene (23.8%), karvakrol (57.7%) ve
uulegone (37.2%) olmustur (Mehran ve ark., 2016). Siiper kritik akis CO, ekstraksiyonu ile elde
edilen kekik ekstrakti bilesenlerinin timol (45.16 %), phytol isomer (7.17 %), karvakrol (5.2 %), 9-
octadecenal (4.84 %), caryophyllene oxide (4.27 %) ve trans-p-caryophyllene (2.86 %) oldugu
bildirilmistir (Morsy ve ark., 2020). Kekigin (Zataria multiflora) yapraklarindan ve dallarindan
elde edilen etanolik ekstrede tanimlanan ana bilesenler karvakrol (%52,32), linalool (%15,96),
timol (%9,59), 1-metilpirolin (%3,53) ve trans-karyofillen (%3.43) olmustur (Saleem ve ark. 2004).
Thymus linearis yaprak ekstraktinin GC-MS ile belirlenen fitokimyasal bilesikleri ethyl (9z, 12z)-
9, 12-octadecadienoate (22.58%), palmitic acid (11.95%), ethyl palmitate (9.89%), phytol (5.03%),
stigmast-5-En-3-Ol, (3.Beta.)- (4.54%), (Z, 7)-6, 9-Cis-3, 4-epoxy-nonadecadiene (3.60%),
karvakrol (3.59%), cryptomeridiol (3.22%), heptadecanoic acid, ethyl ester (2.03%) ve
naphthalene, decahydro-(1.28%) olmustur (Shah ve ark.,, 2021). Cografik kosullar, kiiltiir
farkliliklari, bitki gelisim agamasi, kurutma metotlar1 ve ekstraksiyon metotlar1 gibi gesitli faktorler
bir bitkideki biyoaktif bilesenlerinin kantitatif 6zelliklerinin yaninda kalitatif 6zlleiklerini de
etkilemektedir (Sabzikar ve ark. 2020; Fournomiti ve ark., 2015; Mehrabi et al., 2021).
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4.3. Mikroenkapsiile Orneklerin Antimikrobiyal Aktivite Analizleri
4.3.1. Orneklerin Inhibisyon Caplari

Cizelge 4.3 STE ekstraktinin mikroenkapsiilasyon oncesi ve farkli oranlarda kekik ekstrakti
ilavesiyle mikroenkapsiilasyon sonrasi balik bozucu ve patojen bakteri iizerindeki inhibisyon
zonlarim gostermektedir. Ekstraktlarin bakteriler {izerindeki inhibisyon zonlar1 bakimindan nemli
farkliliklar (p<0.05) gozlenmistir. En yiiksek inhibisyon etki ekstraktinin direk uygulandigi grupta
gozlenmistir (p<0.05). Kekik ekstraktinin balik bozucu bakterileri iizerindeki engelleyici etkisi
25.00 mm (P. damselae) ve 41.67 mm (V. vulnificus) arasinda degiskenlik gostermistir. Gida
kaynakli patojenler tizerinde kekik ekstraktinin en yiiksek inhibisyon zonu 27.33 mm ile
Salmonella Paratyphi A gelisimi iizerinde gergeklesmistir. Kekik esansiyel yaginin S. aureus
ATCC 9144 gibi gida kaynakli patojen bakterilere karsi giiglii antibakteriyel etki gostermesine
karsin ekstraktlarinin herhangi bir antimikrobiyal aktivite sergilemedigi belirtilmistir (Gedikoglu ve
ark., 2019). Sabzikar ve ark. (2020) kekikin etanolik ektraktinin, S. aureus ve C. albicans'in gelisim
inhibisyonuna karsi oldukca aktif olup, iyi bir antibakteriyel ve antifungal aktivite gdsterdigini
rapor etmislerdir. Bir baska arastirmada Streptococcus macedonicus serbest hiicre siipernatantinin
Micrococcus luteus’a karst 13.5 mm inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir (Musnadi ve ark.,

2021).

Cizelge 4.3. Ekstraktlarin bakteriler tizerindeki inhibisyon zonlar1

Mikroenkapsiile gruplar

S.
thermophilus Kekik
extraki ekstrakta STE STE+%1KE STE+%2KE
(STE) (KE)

Balik bozucu bakteriler

Photobacterium

damselae 7.33+0.58*> 25.00+1.41*  4.50+0.71°¢ 6.00+0.00P¢ 6.00+0.00%
Proteus

mirabilis 15.25+0.71° 32.00+1.41*  7.50+0.714 7.50+0.714 10.50+0.71°¢
Vibrio

vulnificus 17.334+0.58° 41.67+0.58* 8.25+1.06° 11.00+1.414 13.50+0.71°¢

Gida kaynakh patojenler

Enterococus

faecalis 14.00+1.00° 25.33+1.53%  7.00+0.00¢  7.50+0.71¢ 9.50+0.71¢
Staphylococcus

aureus 13.25+0.87° 25.50+1.53*  6.50+0.50¢ 7.2540.35¢% 8.50+0.71¢
Salmonella

Paratyphi A 13.50+0.50° 27.33+1.53*  6.25+0.25¢ 7.00+0.004 9.38+0.13¢

*Ortalama deZer+Standart sapma (n=3). Ayni satirdaki farkli harflerle belirtilen (*¢) degerler bakimindan gruplar
arasinda 6nemli fark (p < 0.05) vardir. STE+%1KE: enkapsiile S. thermophilus ve kekik extrakti (%]1) kombinasyonu,
STE+%2KE: enkapsiile S. thermophilus ve kekik extrakti (%2) kombinasyonu
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Photobacterium damselae 7.33 mm inhibisyon zonu ile S. thermophilus ekstraktina en
direncli bakteri olmustur. S. thermophilus ekstraktina kars1 en hassas tiir kekik ekstraktinda oldugu
gibi V. vulnificus (17.33 mm) olmustur. Mehrabi ve ark. (2021) Lactobacillus acidophilus KMP,
Lactobacillus plantarum KMP ve Pediococcus pentosaceus KMP'den elde edilen serbest hiicre
ekstraktinin zamana bagli olarak patojenik E. colimin gelisimini engelledigi rapor etmistir. L.
plantarum KMP'nin E. coli'ye kars1 8, 10, 12, 14 ve 16 saatlik inkiibasyon sonrasinda inhibisyon
zonlar1 sirastyla 26.6, 24.9, 22.5, 20.3 ve 17.9 mm olmustur.

Mikroenkapsiile S. thermophilus ekstraktlar1 bakterilere karst mikroenkapsiile edilmeyen
formlarma gore daha diisiik inhibisyon zonu sergilemistir (p<<0.05). Mikroenkapsiilasyon dncesi
veya sonrasinda S. thermophilus extraktlar1 en diisiik Photobacterium damselae en yliksek Vibrio
vulnificus’a kars1 inhibisyon etki sergilemistir. Kuley ve ark. (2021) Lactobacillus plantarum’dan
elde edilen ham ve mikroenkapsiile serbest hiicre ekstraktlarin test edilen bakteriler arasinda en
diisiik antimikrobiyal etkiyi 8.33 ve 8.00 mm inhibisyon zonuyla Proteus mirabilis {izerinde

gosterdigini tespit etmisglerdir.

Cizelge 4.4. Ekstraktlarin minimum inhibisyon (MIK) ve bakterisit konsantrasyonu (MBK)

(mg/mL)
Mikroenkapsiile gruplar
S.
prermoplilyy By STE STE+%1KE STE+%2KE
extrakti ekstrakti
(STE) (KE)

MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK MIK MBK

Balik bozucu bakteriler

Photobacterium o100 25 100 100 >100 100 >100 100  >100
damselae
Proteus 25 100 50 100 100 >100 100 >100 50  >100
mirabilis
Vibrio 125 100 25 50 100 >100 100 >100 50 100
vulnificus

Gida kaynakli patojenler

Enterococus 100 >100 50 50 >100 >100 100  >100 50 100
faecalis

Staphylococcus 100 s100 50 100 >100 100 100 >100 100  >100
aureus

Salmonella 100 >100 50 50 >100 >100 100 >100 50 100
Paratyphi A

*Ortalama degerSTE+%1KE: enkapsiile S. thermophilus ve kekik extrakti (%1) kombinasyonu, STE+%2KE: enkapsiile
S. thermophilus ve kekik extrakti (%2) kombinasyonu

Cizelge 4.4 mikroenkapsiile edilmeyen ve mikroenkapsiile 6rneklerin minimum inhibisyon
ve bakterisit konsantrasyonunu vermektedir. S. thermophilus extrakti V. vulnificus ve Proteus
mirabilis’e karst diisiik bir inhibisyon konsatrasyonu (sirasiyla 12.5 ve 25 mg/mL) sergilemistir.
Serbest hiicre ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi laktik, asetik asit, uzun zincirli yag asitleri ve

esterleri, proteinli bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Mani-Lopez ve ark., 2021). L. plantarum
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serbest hiicre ekstrakti balik bozucu bakterilere karst 50 mg/ mL MIK degerine sahip oldugu
bildirilmistir (Kuley ve ark., 2021). Streptococcus salivarius M18 bakterisinden elde edilen serbest
hiicre ekstrakti varhiginda P. aeruginosa ATCC 27853{in gelisimi 37°C'de 6 saatlik
inkiibasyondan sonra yaklasik %60 oraninda azalma oldugu ve 24 saatlik inkiibasyondan sonra
neredeyse tamamen inhibe edildigi rapor edilmistir (Tuncer ve Karacam, 2020).

Kekik ekstraktinin en diigitk MIK degeri ise 25 mg/mL ile P. damselae ve V. vulnificus’da
gozlenmistir. Kekik ekstraktinin diger bakteriler iizerindeki bakteriyostatik konsantrasyonu 50 mg/
mL olmustur. S. thermophilus extraktinin MBK degerleri P. damselae ve V. vulnificus bakterileri
disinda >100 mg/mL’nin iizerinde olmustur. Kekik ekstraktinin bakterisit konsantrasyonu Vibrio
vulnificus, Enterococus faecalis ve Salmonella Paratyphi A i¢in 50 mg/mL iken, diger bakteriler
iizerinde 100 mg/ mL olmustur. S. thermophilus extraktinin mikroenkapsiilasyonu ham haline
kiyasla daha yiiksek MIK degeri gostermis olup,

Vibrio vulnificus (100 mg/ mL) diginda tiim bakterilere karst MIK degeri 100 mg/ mL’den daha
fazla olmustur. %1 ve 2 kekik ekstrakti katkisi igeren mikroenkapsiile S. thermophilus extrakti
genellikle bakterilere karst 100 mg/ mL bakteriyostatik konsantrasyonuna sahip olmustur. Ancak
%2 kekik ekstrakti katkisi iceren mikroenkapsiile S. thermophilus extrakti V. vulnificus, Proteus
mirabilis, S. aureus ve S. Paratyphi A’a kars1 diisiik bir inhibisyon konsatrasyonuna sahip olmustur
(50 mg/ mL). %2 kekik ekstrakti katkisi iceren mikroenkapsiile S. thermophilus extrakti disinda,
mikroenkapsiile Orneklerin test edilen tiim bakterilere karsi bakterisit degeri >100 mg/ mL
olmustur. Bu ¢aligmaya benzer olarak, Gedikoglu ve ark. (2019) kekik ekstrakt konsantrasyonunun
%10' dan %40' a cikarilmastyla ekstraktin Staphylococcus aureus ve Candida albicans’ a karsi

inhibisyon etkisinin arttigini bildirmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada mikroenkapsiile bireysel S. thermophilus siipernatanti ile farkli dozdaki
etanolik kekik ekstrakti kombinasyonlarinin gida kaynakli patojenler ve balikta bozulma etmeni
bakteriler lizerindeki antibakteriyel etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Caligma sonucunda elde

edilen sonuglar ve oneriler asagida belirtildigi sekilde sirasi ile verilmistir.

1. Bu calismada mikroenkapsiile S.thermophilus siipernatanti 1.15 — 14.08 pm,
mikroenkapsiile %1 etanolik kekik ekstrakti ile kombine S.thermophilus siipernatanti
1.11-11.50 pum ve mikroenkapsiile %2 etanolik kekik ekstrakti ile kombine
S.thermophilus siipernatanti 2.71-11.39 um partikiil biiyiikliigiine sahip olmustur.
Mikroenkapsiile S.thermophilus siipernatanti burusuk yapida kiiresel forma sahip
olmustur. Siipernatanda kekik katkis1 burusuk formda azalmaya yol agmustir. Ozellikle
%?2 kekik katkisina sahip mikroenkapsiile S.thermophilus slipernatanti tamamiyle
kiiresel yapiya sahip olmustur.

2. GC-MS analizi sonuclariina gore S. thermophilus serbest hiicre ekstraktinda toplam 11
bilesik belirlenmis olup, asetik asit (%39.64), methyl-d3 1-dideuterio-2-propenyl ether
(%10.87) ve 7-octen-2-ol, 2-methyl-6-methylene (%10.46) ana bilesenler arasinda yer
almistir. Propane, 2-fluoro-2-methyl- (%8.92), imidodicarbonic diamide (%7.64),
tetrahydro-1,3-oxazine-2-thione (%7.21), 1,2,3-propanetriol (% 5.8) ve 2-methyl-1,3-
oxathiolany-propionicacid ethyl ester (%5.42) S. thermophilus serbest hiicre
ekstraktinda bulunan diger 6nemli bilegenler olmustur.

3. Kekik ekstrakt1 7 bilesen igermis olup, ana bileseni %67.96 ile phenol, 2-methyl-5-(1-
methylethyl) (karvakrol) ve %?25.77 ile 1,2,3-propanetriol (Glycerin) olmustur.
Propane, 2-fluoro-2-methyl- % 3.97 olup, diger bilesenler %0.5’in altinda olmustur.

4. Ekstraktlarin bakteriler tizerindeki inhibisyon zonlar1 bakimindan 6nemli farkliliklar
(p<0.05) gozlenmistir. En yiiksek inhibisyon etki kekik ekstraktinin direk uygulandigi
grupta gozlenmistir (p<0.05). Kekik ekstraktinin balik bozucu bakterileri tizerindeki
engelleyici etkisi 25.00 mm (P. damselae) ve 41.67 mm (V. vulnificus) arasinda
degiskenlik gostermistir.

5. Gida kaynakli patojenler iizerinde kekik ekstraktinin en yiiksek inhibisyon zonu 27.33
mm ile Salmonella Paratyphi A gelisimi lizerinde gergeklesmistir. Photobacterium
damselae 7.33 mm inhibisyon zonu ile S. thermophilus extraktina en direncli bakteri
olmustur. S. thermophilus extraktina karsi en hassas tiir kekik ekstraktinda oldugu gibi

V. vulnificus (17.33 mm) olmustur.

21



6. Mikroenkapsiile S. thermophilus ekstraktlar1 bakterilere karst mikroenkapsiile
edilmeyen ekstraktlarina oranla daha diisiik inhibisyon zonu sergilemistir (p<0.05).
Mikroenkapsiilasyon oncesi veya sonrasinda S. thermophilus extraktlar1 en diigiik P.

damselae en yiiksek V. vulnificus ’a karsi inhibisyon etki sergilemistir.

7. S. thermophilus extraktt V. vulnificus ve Proteus mirabilis’e kars1 diisiik bir inhibisyon
konsatrasyonu (sirastyla 12.5 ve 25 mg/mL) sergilemistir.

8. Kekik ekstraktinin en diisiik MIK degeri ise 25 mg/mL ile P. damselae ve V.
vulnificus’da  gdzlenmistir. Kekik ekstraktinin diger bakteriler iizerindeki
bakteriyostatik konsantrasyonu 50 mg/ mL olmustur. S. thermophilus ekstraktinin
MBK degerleri P. damselae ve V. vulnificus bakterileri disinda 100 mg/mL’nin
tizerinde olmustur. Kekik ekstraktinin bakterisit konsantrasyonu Vibrio vulnificus,
Enterococus faecalis ve Salmonella Paratyphi A igin 50 mg/mL iken, diger bakteriler
iizerinde 100 mg/ mL olmustur. S. thermophilus ekstraktinin mikroenkapsiilasyonu
direk formuna kiyasla daha yliksek MIK degeri gostermis olup, Vibrio vulnificus (100
mg/ mL) disinda tim bakterilere karst MIK degeri 100 mg/ mL’den daha fazla
olmustur.

9. %Il ve 2 kekik ekstrakti katkisi igeren mikroenkapsiile S. thermophilus ekstrakti
genellikle bakterilere karst 100 mg/ mL bakteriyostatik konsantrasyonuna sahip
olmustur. Ancak %2 kekik ekstrakti katkisi igeren mikroenkapsiile S. thermophilus
ekstrakt1 V. vulnificus, Proteus mirabilis, S. aureus ve S. Paratyphi A’a kars1 diisiik bir
inhibisyon konsatrasyonuna sahip olmustur (50 mg/ mL). % 2 kekik ekstrakt1 katkis1
iceren mikroenkapsiile S. thermophilus ekstrakti disinda, mikroenkapsiile 6rneklerin

test edilen tiim bakterilere kars1 bakterisit degeri >100 mg/ mL olmustur.

Calisma sonucunda mikroenkapsiile S. thermophilus siipernatantt ile kekik ekstrakti
kombinasyonlarinin balikta bozulma etmeni bakteriler {lizerine etkilerinin bakteri tiirlerine gore
degiskenlik gostermesine karsin, bircok bakteride yiiksek bir antimikrobiyal etki gosterdigi tespit
edilmistir. Mikroenkapsiilasyonda, S. thermophilus supernatanti ile birlikte kekik ekstraktinin
kombine kullanimi balik etindeki bozulma etmeni bakteriler ve gida kaynakli bakteriler lizerinde
genel olarak daha yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir. %2 oraninda kullanilan kekik ekstrakti
%1 oranina kiyasla daha yiiksek antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Bu nedenle bu
mikroenkapsiile ekstraktlar gidalarda alternatif antimikrobiyal olarak kullanim potansiyeline
sahiptir. Bu ¢alismada kullanilan bakteriler bozulmus balik etinden izole edilen Gram-negatif
bakterilerdir. Calismada ayrica 3 farkli gida kaynakli patojen kullanilmustir. Bilindigi gibi
ekstraktlarin etkisi bakteri hiicre duvarinin yapisina gore de farkliliklar gosterebilmektedir. Ayrica

bu ¢alismada bakteri supernatanti olarak sadece tek tiir laktik asit bakterisi (S. thermophilus) test
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edilmistir. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddeler bakteri tiiriine gore
degiskenlik gosterebilecegi igin diger ¢alismalarda farkl: tiirlerin galisilmasi gerekmektedir. Kekik
ekstrakti bakterilere karsi yliksek antimikrobiyal aktivite sergilemektedir. Bu g¢aligmada kekik
ekstakt1 serbest hiicre ekstraktinda %1 ve 2 oraninda kullanilmistir. Diger calismalarda, daha etkin
bir antimikrobiyal madde eldesi i¢in, kekik ekstraktinin 6zellikle daha yiiksek konsantrasyonlarinin
denenmesi Onerilmektedir. Ayrica bu ¢aligmada sadece kekigin etanolik ekstrakti kullanilmistir.
Diger calismalarda ultrasonik destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve siiper
kritik akiskan ekstraksiyonu gibi farkli ekstraksiyon tipleri denenerek antimikrobiyal aktivite
bakimindan en uygun ekstraksiyon tipi arastirilabilir. fleriye doniik ¢aligmalarda bu ekstraktlarin
farkli konsantrasyonu kullanilarak in vitro olarak Gram pozitif bakterileri de iceren daha genis
bakteri gruplarinda ve in vivo diizeyde balik kalitesi {iizerindeki etkisinin arastirilmasi

Onerilmektedir.
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