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Article Info Abstract: The effect of nanoemulsions based on rosemary essential oil (BNE)
Received: 11.12.2021 and its purified version (BEO) on the growth of fish spoilage bacteria (P. luteola,
Accepted: 08.03.2022 P. damselae, V. vulnificus, E. faecalis, S. liquefaciens, and P. mirabilis) and

Online published: 15.03.2022 foodborne pathogens (S. Paratyphi 4, S. aureus, K. pneumoniae, and E. faecalis)
DOI: 10.29133/yyutbd. 1035443 and their biogenic amine formation were investigated in tyrosine decarboxylase
broth (TDB) using HPLC method. The flavour compounds of extracted BEO were

cyworas determined using GC-MS. Physical properties of BNE (viscosity, thermodynamic
Bgcterig, _ stability, droplet size, and surface tension) were analysed. Tween 80, BEO, and
Biogenic amine, BNE were inhibitory effects on the growth performances of the pathogenic and

Essential oils,
Decarboxylase broth.
Nanoemulsion

spoilage bacteria. Differences in ammonia (AMN) and biogenic amine (BA)
production among groups were statistically significant (p<<0.05). The highest HIS
production was obtained by spoilage E. faecalis (58.76 mg L") and the lowest by
V. vulnificus (2.29 mg L). Almost all other BAs such as PUT, CAD, SPD, and
PHEN were formed by pathogens and spoilage groups. S. aureus (143.05-702.88
mg L) was the main high tyramine (TYR) producer in TDB. HIS production by
V. vulnificus was considerably suppressed in the presence of BNE (p<0.05).
Although the effect of treatment groups (Tween 80, BEO, and BNE) varied
depending on the bacterial strain and specific amine, all groups generally
decreased AMN and BA accumulation by bacteria. Consequently, the results
show that all bacteria tested are capable of decarboxylating more than one amino
acid and conversion of rosemary oil into nanoemulsion suppressed BA production
activity and its nano-form can be used as an alternative antimicrobial agent in
processed or packaged fish or food products.
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Biberiye Esansiyel Yag1 ve Nanoemiilsiyonunun Balikta Bozulma Etmeni Bakteriler ile
Gida Kaynaklh Patojenik Bakteriler Tarafindan Uretilen Biyojenik Aminler Uzerine
Etkilerinin incelenmesi

Makale Bilgileri Oz: Biberiye esansiyel yagi (BEO) ve nanoemiilsiyonunun (BNE) balikta
Gelis: 11.12.2021 bozulma etmeni bakteriler (P. luteola, P. damselae, V. vulnificus, E. faecalis, S.
Kabul: 08.03.2022 liquefaciens ve P. mirabilis) ve gida kaynakli patojenik bakterilerin (S. Paratyphi

Online yaymlanma: 15.03.2022 A, S. aureus, K. pneumoniae ve E. faecalis) gelisimi ve biyojenik amin (BA)
DOI: 10.29133/yyutbd.1035443 {iretimleri lizerine etkileri tirozin dekarboksilaz sivisinda (TDB) HPLC yontemi
kullanilarak incelenmistir. Ekstrakte edilmis BEO ugucu bilesenleri GC-MS
_ kullanilarak belirlenmistir ve elde edilen BNE'un fiziksel 6zellikleri (viskozite,
Bakteri, _ termodinamik kararlilik, damlacik boyutu ve yiizey gerilimi) analiz edilmistir.
Biyojenik amun, Tween 80, BEO ve BNE, patojen ve bozucu bakterilerin biiylime ve gelisme
Esansiyel yaglar, . S o
Dekarboksilaz stvist, performanslalrlnjcl 1r.1h1be 'edICI yonde .etlflh ol.mus.tu.r. Gruplar arasinda amon.ya.k
Nanoemiilsiyon (AMN) ve biyojenik amin (BA) ﬁretlmln.de.lstatlstlksel farkliliklar gézlenmistir
(p<0.05). En yiiksek histamin (HIS) iiretimi, bozucu E. faecalis (58.76 mg L)
susunda ve en diisiik V. vulnificus (2.29 mg/L) susunda gdzlenmistir. Putresin
(PUT), kadaverin (CAD), spermidin (SPD) ve 2-feniletilamin (PHEN) gibi hemen
hemen tiim diger BA'ler patojenler ve bozulma gruplar tarafindan tiretilmistir. S.
aureus, en yiiksek tiramin (TYR) iireten (143.05-702.88 mg L!) sus olmustur. V.
vulnificus tarafindan HIS iiretimi, BNE varliginda 6nemli 6lgiide baskilanmistir
(p<0.05). Muamele gruplarinin (Tween 80, BEO ve BNE) etkisi bakteri susuna
ve spesifik amine bagli olarak degisse de, tiim muamele gruplari genel olarak
bakteriler tarafindan AMN ve BA iiretimini azaltmistir. Sonu¢ olarak, mevcut
calisma test edilen tiim bakterilerin birden fazla amino asidi dekarboksile etme
yetenegine sahip oldugunu, biberiye esansiyel yaginin nanoemiilsiyona
doniistiiriilmiis formunun biyojen amin iiretimlerini baskiladigini ve bunun
islenmis veya paketlenmis balikk veya gida frlinlerinde alternatif bir
antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar Kelimeler

1. Giris

Pek ¢ok gida kaynakli hastalik, patojenik mikroorganizmalarla kontamine olmus gidalarin
tiikketimiyle sonuglanmaktadir (Ugar, 2020a; Korkmaz ve ark., 2021). Gida kaynakli bakterilerle ilgili
ekonomik zarar ve saglik riskini azalmada en etkili yaklasim gidalar1 antimikrobiyal ajanlarla muamele
etmektir. Gidalarda dogal katki maddelerinin kullanimma olan ilgi gida firmalann ve tiiketiciler
tarafindan artmaktadir. Bu yiizden temel odak konusu sentetik alternatifleri yerine giivenli ve daha
effektif dogal antimikrobiyaller olmustur (Al-zoreky ve Al-Taher, 2015). Ozellikle sifali bitkiler ve
diger bitkisel kaynaklardan izole edilen esansiyel yaglar ve igeriklerinin mikroorganizmalarin
bliylimesini yavaslatmada etkili olduklar1 gézlenmistir (Pereira ve ark., 2014). Son zamanlarda en ¢ok
dikkati ¢eken esansiyel yaglardan biri de biberiye ugucu yagidir. Biberiye, Lamiaceae ailesindendir.
Yapraklarindan ve ugucu yagindan yararlanilir. Biberiyenin esansiyel yagi ya da ekstraktlar et
iiriinlerinde, yag iceren gidalarda, yaglarda oksidasyona ve ransiditeye karsi kullanilabilir. Antioksidan
ozelligi, yapisinda bulunan karnosol, karnosik asit ve rosmarinik asitten kaynaklanmaktadir. Biberiye
esansiyel yaginin ana bilesenleri; 1.8-cineole, a-pinene, camphor, camphene, borneol, piperitone,
linaloldur.

Geligmis tilkelerde toplumun biiyiik bir kismi gida kaynakli mikrobiyal hastaliklara maruz
kalmaktadir. S6z konusu bu mikroorganizmalarin iirettikleri istenmeyen bilesiklerinden olan biyojenik
aminler, insan ve hayvanlarda hastaliga yol acan toksik maddelerdir. Bu aminler balik, balik iiriinleri, et
iiriinleri, yumurta, peynir, fermente sebzeler, meyveler, soya iiriinleri, bira, sarap, findik ve ¢ikolata gibi
genis gida iirlinlerinde mevcut olmaktadir (ten Brink ve ark., 1990). Biyolojik olarak aktif aminler sinir
ve metabolizma gibi biyolojik sistemlerde dnemli fonksiyonlara sahip olmalarindan dolay1 énemlidir.
Biyojen aminler ayn1 zamanda kanseri tetikleyici etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu aminler ayni
zamanda gida kalitesini belirlemede bir gosterge saglamaktadir. Ancak viicudun tolere edebilecegi
limitlerin {izerinde olmas1 akut toksisite gibi 6liime kadar varabilecek ciddi problemlere de neden
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olmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda gida kokenli patojenlerin gelisimini azaltma yoniinde cesitli
metotlar gelistirilmeye calisilmaktadir (Telli ve ark., 2006). Bunlar arasinda nanoteknoloji ve emiilsiyon
uygulamalarmin kombine kullanimlar1 dikkat ¢ekmektedir (Ozogul.ve ark., 2016; 2017; 2020; Ugar,
2020b)

Antimikrobiyal ajan olarak bitki esansiyel yaglarinin kullanimi oldukga yiiksek ugucu oluslari,
giiclii kokulu olmalari, suda az ¢oziinmeleri ve mikroorganizmalar ile direk etkilesimlerinde sinirh
ozelliklerinden dolay1 pek ¢ok potansiyel sakincalar1 vardir (Ghosh ve ark., 2014). Bu dezavantajlar
birgok gida ve igecek uygulamalari i¢in saf esansiyel yaglarin uygulamalarini simdilik sinirlamaktadir.
Uygun kolloidal dagitim sisteminde esansiyel yaglarin enkapsiilasyonu veya emiilsiyonlar1 bu
sinirlamalarin pek ¢ogunun iistesinden gelebilir. Su iginde yag nanoemiilsiyonlari, enkapsiile etmede ve
esansiyel yag gibi hidrofobik bilesiklerin dagiliminda kullanilan en etkili kolloidal sistemlerden biridir
(Salvia-Trujillo ve ark., 2015). Bu nanoemiilsiyonlar sivi ortam iginde dagilan kii¢lik yag damlalarindan
olusmaktadir. Nanoemiilsiyonlar bakteri, mantar ve viriislere karsi genis antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir (Majeed ve ark., 2015). Nanoemiilsiyon tabanli dagilim sistemi yiiksek yiizey-hacim oran1 ve
kiigtik partikiil boyutundan dolay1 enkapsiile edilmis esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitesini
artirabilir (Salvia-Trujillo ve ark., 2015). Ozellikle kiigiik partikiil boyutu antimikrobiyal hiicre kaplama
ve fostolipid membran alt tabakasina ulagsma ag¢isindan pargacigin penetre olma kabiliyetini artirabilir.
Nanoemiilsiyonlar ayn1 zamanda bilinen emiilsiyonlardan daha iyi ve uzun siire fiziksel stabiliteye sahip
olma egilimindedirler. Bu da pek cok gida ve igecek {iirlinleri iginde kullanimi agisindan 6nem arz
etmektedir (McClements & Rao, 2011).

Donsi ve ark. (2012), farkli esansiyel yag bilesenlerinden olusan nanoemiilsiyonlarin
Escherichia coli, Lactobacillus delbrueckii and Saccharomyces cerevisiae gibi 3 farkli mikroorganizma
iizerindeki antimikrobiyal aktivitesini 6nemli 6l¢iide etkiledigi rapor edilmistir. Chang ve ark. (2012),
lipit fazinda % 60 musir yag1 iceren kekik nanoemiilsiyonlarinin Z. bailii gelisimine karsi minimum
inhibitér konsantrasyonu (MIK) 375 ug mL™ iken, % 90 musir yag igeren kekik nanoemiilsiyonlari igin
bu deger 6000 pg mL’' olarak belirtilmisti. Bu calismanin sonucunda gida endiistrilerinde
nanoemiilsiyonlarin énemli bir antimikrobial olarak gorev alacag bildirilmistir. Literatiir caligmalarina
bakildig1 zaman bu konuda {ilkemizde ve diinyada sinirli sayida ¢aligma bulundugu goriilmektedir. Bu
calismada biberiye esansiyel yag1 ve bu yag kullanilarak hazirlanan nanoemiilsiyonlarin gida kaynakl
patojen ve balikta bozucu bakterilerin liretmis olduklar1 biyojen aminlere karsi antimikrobiyal etkileri
arastirtlmig ve oldukga tatmin edici sonuglar bulunmustur. Sistem i¢indeki esansiyel yag formu dikkate
alindiginda, bunun antibakteriyel 6zellikleri nanoemiilsiyon sistemine dahil edilerek gelistirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bakteriyel sus izolasyonu ve identifikasyonu

Balik bozucu bakterilerin (P. damselae, E. faecalis, V. vulnificus, P. mirabilis, S. liquefaciens,
P. luteola) izolasyonu ve tamimlanmasi Yazgan ve ark., (2019) tarafindan tanimlandigi sekilde
gergeklestirilmigtir. Bakteriler, Akdeniz'de yakalanan {i¢ bozulmus balik tiirii olan uskumru (Scomber
scombrus), hamsi (Engraulis enrasicolus) ve sardalya (Sardinella aurita) ve Adana yakinlarindaki yerel
bir giftlikten elde edilen gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)ndan elde dilmistir. Klebsiella
pneumoniae (ATCC700603), Staphyllacoccus aureus (ATCC29213) ve Enterococcus faecalis
(ATCC29212) Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (Rockville, USA), Salmonella Paratyphi A
(NCTC13) ise Tip Kiiltiirleri Ulusal Koleksiyonundan (Londra, Birlesik Krallik) temin edilmistir.

2.2. Ucucu yag eldesi ve bilesimi

Biberiye (Rosmarinus officinalis) ugucu yaglart BIOMESI (Adana, Tiirkiye) firmasindan elde
edilmistir. Esansiyel yag kompozisyonunun tanimlanmasi, Yazgan ve ark., (2019) tarafindan detayh
olarak tarif edildigi gibi Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS, Perkin Elmer Clarus 500,
Waltham, ABD) araciliiyla gerceklestirilmistir.

2.3. Nanoemiilsiyon hazirlanmasi

Biberiye esansiyel yag1 (su i¢inde yag) bazli nanoemiilsiyon, ultrasonik emiilsifikasyon temelli
yiiksek enerjili bir islemle Ozogul ve ark. (2017) tarafindan bildirilen yonteme gore kiigiik
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modifikasyonlar yapilarak hazirlanmistir. Suda yag nanoemiilsiyonu, toplam nanoemiilsiyonun %1 1'ini
olusturan bir yag fazi ve toplam nanoemiilsiyonun % 89'unu olusturan su fazi kullanilarak
hazirlanmigtir. Nanoemiilsiyon, biberiye esansiyel yaginin Tween 80 (Sigma Aldrich, Taufkirchen,
Almanya) ve su ile 10:1:89 w/w oraninda karigtirtlmasiyla hazirlanmigtir. Daha sonra emiilsiyonlar
ultrasonik homojenizatér (Optic Ivymen System CY-500, Barselona, Ispanya) kullamilarak 72
amplitiidde (titresim genligi) 15 dakika homojenize edilmistir. Ultrasonik homojenlestiricinin giicii 500
W ve yayilan ultrasonun frekansi 20 KHz olmustur. Enerji girisi, 14 ing titanyum alagimli prob (5.6 mm
cap (@) ve 60 mm yiikseklik) iceren bir piezoelektrik doniistiiriicli igeren bir sonotrot kullanilarak
gergeklestirilmigtir. Bu iglem sirasinda, emiilsiyonun iirettigi 1s1, beher etrafinda buz kullanilarak kontrol
edilmistir. Ultrasonikasyon yontemiyle biberiye esansiyel yagi nanoemiilsiyonunun iiretimi i¢in sematik
diyagram Sekil 1'de gosterilmektedir.

Sonikator

W/O (damlacik boyutu <100 nm)

t.\

G2 mastersizer

Nanoemiilsiyon

© vag
L.

O/W (damlacik boyutu <100 nm)

Sekil 1. Ultrasonikasyon yontemiyle biberiye esansiyel yagi nanoemiilsiyonunun iiretimi i¢in sematik
diyagram.

2.4. Nanoemiilsiyonlarin fiziksel 6zellikleri

Biberiye esansiyel yagi nanoemiilsiyonlarinin fiziksel 6zelliklerinin tiim 6l¢timleri 25 °C'de Orta
Dogu Teknik Universitesi Merkez laboratuvarlarindan hizmet alimi yapilarak analiz edilmistir.
Nanoemiilsiyonun ortalama damlacik boyutu ve polidispersite indeksi, Malvern Panalytical Mastersizer
2000 (Malvern, Ingiltere) kullanilarak analiz edilmistir. Termodinamik stabilite, Shafiq ve ark., (2007)
tarafindan Onerilen yontem kullanilarak 14 giin boyunca analiz edilmistir. Nanoemiilsiyonun viskozitesi,
ARES reometre (TA Instruments, New Castle, ABD) ile 6l¢iilmiistiir. Nanoemiilsiyonun yiizey gerilimi
Attension Theta gonyometer (Biolin Scientific, Espoo, Finlandiya) ile dl¢iilmiistiir.

2.5. Tirozin dekarboksilasyon sivisimin hazirlanmasi ve bakterilerin asilanmasi

Bu caligmada kullanilan tiim gida kaynakli patojenik suslar ile bozucu bakterilerin biyojenik
amin Uretimleri, tirozin dekarboksilaz sivisi (TDB) kullanilarak incelenmistir. TDB, 1 g pepton, 0.5 g
Lab-Lemco tozu (Oxoid CM0017, Hampshire, ingiltere), 2.5 g NaCl (Merck 1.06404.1000, Darmstadt,
Almanya), 4.01 g L-tirozin (Sigma, Steinheim, Almanya) ve 500 mL distile su igerisinde 2.5 mg
piridoksal HCI (Sigma P9130, Steinheim, Almanya) pH (5.5 - 6.8), IM KOH (Riedel-deHaen 06005,
Seelze, Almanya) veya % 6 TCA (Riedel-deHaen 27242, Seelze, Almanya) ile optimum biiyiime
pH'larina gore ayarlanmigtir. Bu agsamadan sonra TDB, 10 ml'lik siselere konularak kullanilmadan 6nce
15 dakika i¢inde 121°C'de otoklavlanmistir. Daha sonra stok kiiltiirlerden 0.5 mL alinarak, biyojenik
amin iiretmesi i¢cin TDB'ye inokiile edilmistir. Bu sekilde kullanilan her bir bakteri tiiriiniin 6zellikle,
histamin (HIS), kadaverin (CAD), tiramin (TYR), triptamin (TRPT), 2- feniletilamin (PHEN), agmatin
(AGM), putresin (PUT), spermin (SPN), spermidin (SPD), dopamin (DOP) ve serotonin (SER) iiretim
kapasitesi belirlenmistir. Kontrol grubunda TDB igerisine herhangi bir emiilsiyon katkis1 olmamustir.
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2.6. Toplam bakteriyel gelisimin belirlenmesi

TDB i¢inde olusturulan muamele say1si toplamda 4 gruptan olugmaktadir. Bunlar, kontrol grubu
(herhangi bir katki olmayan), Tween 80 (%1) grubu, BEO (% 1 biberiye esansiyel yagi) grubu ve BNE
(% 1 biberiye esansiyel yagi kullanilarak hazirlanmis nanoemiilsiyon) grubudur. TDB'de gelisen her bir
bakteriyel kiiltiirden 0.1 ml alinarak uygun seyreltikler hazirlanmis (107'%°a kadar), sonrasinda Plate
Count Agar iizerine agilama yapilmistir. Petri kutular1 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir.

2.7. Biyojenik amin analizleri

Biberiye esansiyel yagi ve bu yag kullanilarak hazirlanan nanoemiilsiyonlarin bozucu ve patojen
bakterilerin amino asit dekarboksilasyon aktivitesi iizerine etkisini degerlendirmek amaciyla biyojen
amin analizi (Ozogul, 2004) gerceklestirilmistir. Biyojen aminlerin tiirevlendirilme islemi i¢in Redmond
ve Tseng (1979) metodu kullanilmistir. Biyojen amin {ireten bakterilerin gelisimi Niven besiyeri (Niven
ve ark., 1981) kullanilarak belirlenmistir.

2.8. istatistik analiz

Istatistik analizler SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL. USA) kullamlarak yapilmistir. p<0.05
olarak tanimlanan 6nemli farkliliklar1 belirlemek igin ANOVA kullanilmistir. Her muamele gruplarn
igin Ui¢ tekrarli olarak istatistik karsilagtirma yapilmstir.

3. Bulgular

3.1. Biberiye ucucu yagimin kimyasal bilesimi

Biberiye esansiyel yagi ugucu bilesenlerinin GC-MS analizi, 11 bilesik olarak tanimlamigtir
(Cizelge 1). 1.8-Cineole, diger yazarlar tarafindan bildirilene benzer bir diizey olan toplam tanimlanms
bilesiklerin % 53.08'ini olusturan mevcut ana bilesiktir (Ozogul ve ark., 2017). Biberiye esansiyel
yaginda 1.8-cineole (% 27.6) dnemli oranda igerdigi bildirilmistir (Nowak ve ark. 2012). % 1'den daha
yiikksek miktarlarda bulunan diger bilesikler arasinda o-pinene (% 11.57), camphor (% 8.96),
caryophyllene (% 4.54), b-myrecene (% 3.96), borneol (% 3.46) ve camphene (% 3.01) bulunmaktadir.
Bu maddelerin de oldukga giiclii antimikrobiyal, antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Bununla beraber literatiirde farkli biberiye esansiyel yagi igeriklerinin oldugu da
bilinmektedir. Bitkilerin ugucu yag bilesiminin genetik, ¢evresel faktorler, gelisim asamasi ve

ckstraksiyon yontemlerine bagl olarak degistigi bildirilmistir (Ozogul ve ark., 2017).

Cizelge 1. Biberiye (Rosmarinus offinalis L.) esansiyel yaginin kimyasal bilesimi

Bilesik adi (%)
a-Pinene 11.57
1.8-Cineole 53.08
Camphor 8.96

B- Pinene 1.25
b-Myrecene 3.96
Caryophyllene 4.54
Camphene 3.01
a-Terpineol 1.96
Borneol 3.46
Terpinene-4-Ol 1.05
Bornyl Acetate 1.78

3.2. Biberiye ucucu yagi nanoemiilsiyonunun fiziksel 6zellikleri

Biberiye esansiyel yagi bazli nanoemiilsiyonun fiziksel 6zellikleri Cizelge 2'de verilmistir.
Tween 80 (% 1 w/w) ile hazirlanan nanoemiilsiyonlarin damlacik boyutu (Z-ortalamalar1) ortalama
447.6 nm bulunmustur. Bulgularimizin diger arastirma ¢aligmalartyla karsilagtirilmasiyla, bu ¢calismada
test edilen biberiye esansiyel yag1 bazli nanoemiilsiyonun damlacik boyutunda Ozogul ve ark., (2017)
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tarafindan yapilan ¢alismada bildirilen sonuglara gore (63.02 nm) bir artis oldugu gozlenmekte ve bunun
nedeninin ise emiilsifiye edici madde olarak kullanilan Tween 80'in konsantrasyonlarinin % 3'ten %
I'e (w/w) disiirilmesinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, su icinde yag
emiilsiyonlarmin hazirlanmasinda iyonik olmayan yiizey aktif maddeler olarak kullanilan Tween 80
uygulamasi, emiilsiyonun hidrofilik-lipofilik dengesi a¢isindan dengede olmustur (Chu ve ark., 2020).
Ayrica, polimer bazl yiizey aktif maddelerle karsilastirildiginda, kiigiik molekiillii bir ylizey aktif madde
olarak Tween 80, damlacik ylizeyinde adsorbe etmede daha etkili olmustur (Chu ve ark., 2020).

Ote yandan viskozite, nanoemiilsiyonun fizikokimyasal karakterizasyonunda kullanilan ¢ok
onemli bir parametredir. Arastirmamzda viskozite 0.88 N s m? olarak bulunmustur.
Nanoemiilsiyonlarm fiziksel stabilitesi iizerinde viskozitenin biiyiik bir etkisi vardir. Bu nedenle, bu
arastirmada incelenen biberiye esansiyel yag1 nanoemiilsiyonunun viskozitesi, emiilsiyon stabilitesini
arttirmaktadir. Biberiye esansiyel yag1 bazli nanoemiilsiyonun yiizey gerilimi ise 33.93 N m™ olarak
bulunmustur. Onceki arastirmalar, biberiye esansiyel yag bazli nanoeiilsiyonunun yiizey gerilimi (32.55
N/m) hakkinda benzer bir veriye sahip oldugunu bildirmistir (Ozogul ve ark., 2017). Ayrica, biberiye
esansiyel yagi nanoemiilsiyonu, oda sicakliginda 15 giinliikk depolama sirasinda iyi termodinamik
stabilite sergilemistir.

Cizelge 2. Biberiye esansiyel yagi kullanilarak hazirlanan nanoemiilsiyonunun fiziko-kimyasal

ozellikleri
Sicaklik (°C) 25
Viskozite (N s m?) 0.88
Yiizey gerilimi 33.93
Termodinamik stabilite ++
Damlacik boyutu (nm) 447.6

Biberiye esansiyel yagi nanoeiilsiyonunun PDI'si Sekil 2'de verilmistir. PDI degeri,
damlaciklarm partikiil boyutu dagilimi olarak tanimlanabilir. Siklikla, PDI degerleri 0.0'dan (tek tip
damlacik) 1.0'a (¢esitli damlacik boyutu popiilasyonlarina sahip numune) uzanir. Kiiciik bir PDI degeri,
dar bir pargacik boyutu dagilimini temsil eder. Bu ¢alismada biberiye ugucu yagi igin PDI degeri 0.164
olarak bulunmustur. Ayrica sonuglar gostermisrit ki, elde edilen PDI degeri, ylizey aktif madde
konsantrasyonlarma ve nanoemiilsiyonun gelistirilmesi i¢in kullanilan sulu faz miktarina ve ayrica
ultrasonik emiilsifikasyonun etkisine bagli olmustur (Chu ve ark, 2020).
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Sekil 2. Biberiye esansiyel yagi nanoemiilsiyonun parcacik boyutu dagilimi ve PDI degeri.

3.3. Tirozin dekarboksilaz sivisinda bakteriyel gelisim

Tirosin dekarboksilaz sivisinda bakteriyel gelisim Cizelge 3’te verilmistir. Kontrol grubunda
bakteriyel gelisim 8.06 log kob ml™ (P. damselae) ile 9.05 log kob g™ (S. aureus) arasinda degiskenlik
gostermistir. Test edilen gruplar arasinda genellikle en disiik bakteriyel yiikk, BEO grubunda
gdzlenmistir.
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Cizelge 3. Tirozin dekarboksilaz sivisinda bakteriyel gelisim (log kob ml™)

. Gruplar

Bakteri Kontrol Tween 80 i BEO BNE
e S. aureus 9.05+0.2x¢ 9.03+0.3¢ 7.51+£0.2% 8.57+0.3°
3 Eg qig K. pneumoniae 8.94+0.4¢ 8.74+0.6° 8.84+0.1° 8.86+0.1°
< E%g S. Paratyphi A 9.07+0.5¢ 8.99+0.5¢ 8.07+0.0° 7.77+0.1*
E. faecalis 8.53+0.24 8.33+0.0° 7.86+0.3* 8.14+0.2°
P. damselae 8.06+0.0° 8.14+0.0¢ 7.26+0.2° 7.41+0.1°
§ ) E. faecalis 8.97+0.1¢ 8.77+0.1° 8.97+0.1° 8.68+0.4*
E g V. vulnificus 9.02+0.4° 8.98+0.12° 9.10+0.1¢ 8.94+0.1*
2 P. mirabilis 8.48+0.1°¢ 8.41+0.2% 8.18+0.22 8.32+0.1°
& S. liquefaciens 8.99+0.34 8.87+0.1°¢ 8.43+0.1° 7.80+0.2°
P. luteola 8.93+0.2° 9.01+0.2°¢ 8.88+0.2° 8.82+0.12

BEO: Biberiye esansiyel yagi, BNE: Biberiye esansiyel yag1 bazli nanoemiilsiyon.
*Ortalama deger, + standart sapma, n=3. Ayni satir tizerindeki farkli harfler (a-d) istatistiki farki gostermektedir.

Biberiye esansiyel yagi ve nanoemiilsiyonu TDB'de kontrol ve Tween 80'e gore daha fazla
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmustur. Caligmada, muamele gruplarmin etkisi bakteri tlirline gore
degiskenlik gostermesine karsin BEO diger test edilen gruplara kiyasla bakteriyel gelisimde yiiksek
inhibisyon aktivite sergilemistir. Biberiye esansiyel yag1 yiiksek flavonoid maddeler icermesinden
dolay1 giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Bu calismada kullanilan suslar arasinda bakteriyel
gelisimi en fazla azaltan grup BEO olmustur. BEO'yu takiben sirayr BNE almistir. Gida kaynakl
patojenik bakteriler tamami tim muamele gruplarindan negatif yonde etkilenmis ve bakteriyel
gelisimleri azalmistir. En fazla gelisimi azalan sus 1.54 log kob ml™ azalis ile S. aureus (BEO grubunda)
sonrasinda 1.30 log kob mI™ azalis ile S. Paratyphi A (BNE grubunda) gelmektedir. Gelisimi en fazla
olan grubun ise Tween 80 oldugu gozlenmistir. Balik bozucu bakteriler arasinda ise kontrol grubuna
kiyasen muamele gruplar1 arasinda gelisimi artan ve azalan suslar oldugu tespit edilmistir. Tween 80
grubunda P. damselae ile P. luteola ve BEO grubunda V. vulnificus suslarmin tamami 0.08 log kob mI
! artis ile gelisimi artan suslar olmuslardir. Fakat bu artislar istatistiksel olarak 6nemsiz kabul
edilmislerdir (p<0.05). En fazla gelisimi azalan sus 1.19 log kob ml™ azalis ile S. liguefaciens (BNE
grubunda) sonrasinda 0.80 log kob ml™ azalis ile P. damselae (BEO grubunda) gelmektedir. En yavas
gelisimi azalan sus 0.04 log kob ml™ azalis ile V. vulnificus (Tween 80 grubunda) sonrasinda 0.05 log
kob ml™ azalis ile P. luteola (BEO grubunda) ve sonrasinda ise 0.07 log kob ml™ azalis ile P. mirabilis
(Tween 80 grubunda) gelmektedir. Patojenik bakterilerde oldugu gibi bozucu bakteriyel suglarinda
gelisimlerinin en fazla oldugu grup Tween 80 olmustur.

Literatiire bakildiginda biberiye esansiyel yagi ve nanoemiilsiyon formlarmin gidalara
uygulanmasi ile ilgili ¢aligmalara rastlanmamistir. Fakat benzer ¢aligmalara rastlamak miimkiindiir.
Bunlarda daha ¢ok antimikrobiyal analiz ¢alismalari olup biyojen amin iiretimi {izerine
odaklanilmamistir. Abdollahzadeh ve ark., (2014) kekik, biberiye ve targindan elde ettikleri esansiyel
yaglarin L. monocytogenes PTCC 1163 susuna kars1 antibakteriyel aktivitelerini 6l¢miisler ve oldukga
etkili olduklarmi bildirmislerdir. Yine Ozogul ve ark., (2020) kekik yaginin nanoemiilsiyona
doniistiirilmesinin  Yazgan ve ark., (2019) limon yaginin nanoemiilsiyona doniistiiriilmesinin
antibakteriyel aktiviteyi arttirdigim1 rapor etmislerdir. Yapilan caligmalardan da goriildiigl iizere
aromatik bitki yaglar ve ekstraktlarinin igerigi ve kalitesi ekolojik kosullar, yagin ekstrakte edilis sekli
ve diger faktorlerine gore degiskenlik gdsterebilmektedir. Mevcut calismada da genel olarak
bakildiginda muamele gruplari olan Tween 80, BEO ve BNE, kullanilan patojen ve bozucu bakterilerin
biiylime ve gelisme performanslarina TDB'de inhibe edici yonde etkili olmustur. Biberiye esansiyel
yaginin fenol igerigi nanoemiilsifiye edilmis formundan daha yiiksek olmasina ragmen, gruplarin
antimikrobiyal etkinligi farklilik gostermistir. Bu farklilik, mikrobiyal biiyiime ve hayatta kalma
iizerindeki etkinin bir sonucu olarak, biiylime ortami ile birlikte calisan ekstrelerin saf veya
nanoemiilsifiye ¢oziiniir bireysel bilesenlerindeki farkliliklardan kaynaklanabilir.
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3.4. Tirozin dekarboksilaz sivisinda AMN, TMA ve biyojen amin iiretimi

Biberiye esansiyel yagi kullanilarak olusturulan su igerisinde yag nanoemiilsiyonu ile biberiye
esansiyel yaginin TDB'de gida kaynakli patojen ve balik bozucu bakterilerin tirettigi AMN, TMA ve
biyojen aminler iizerindeki etkisi Cizelge 4 ve 5’te verilmistir. Esansiyel yaglarn bakteriler iizerindeki
antimikrobiyal etkisi esansiyel yagin icerdigi kimyasal bilesiklere gore farkliliklar gdsterebilmektedir.
Escherichia coli, Salmonella, Clostridium, Aeromonas hydrophila, Bacillus spp., K. pneumoniae,
Listeria monocytogenes ve E. faecalis gibi gida kaynakli patojenlarin amonyak ve biyojen amin {iretme
yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Gokdogan ve ark., 2012; Kuley ve ark., 2012). Calismamizda
TDB igerisinde patojen ve bozucu bakteriyel liyeler arasinda AMN, TMA ve diger biyojenik aminler
iiretimi bakimindan farkliliklar bulunmustur.

Biberiyenin kullanilan tiim formlar gida kaynakli patojenik bakterilerin AMN iiretimini 6nemli
Olciide inhibe etse de en fazla inhibisyon S. aureus (kontrol, Tween 80, BEO ve BNE gruplar icin
sirastyla 288.79 mg L, 69.44 mg L™, 25.29 mg L™ ve 18.60 mg L") susunda gozlenmistir. Gokdogan
ve ark. (2012) histidin dekarboksilaz sivisinda AMN iiretiminin en diisiik L. monocytogenes (68 mg L~
" ve en yiiksek E. coli (210 mg L) tarafindan gerceklestigini bulmuslardir. Lizin dekarboksilaz
sivisinda gida kaynakli patojenler 965 mg L™"den daha diisik amonyak iiretmistir. Mevcut
calismamizda AMN iiretimi 18.60 - 834.68 mg L™ araliginda tespit edilmistir. Gida kaynakli patojenler
arasinda AMN {retimi agisindan fazla dalgalanma goézlenmemesine karsin sadece S. Paratyphi A
susunda Tween 80'in AMN iiretimini tesvik ettigini, E. faecalis susunda ise biberiyenin nanoemiilsiyon
formununun (BNE) esansiyel yagindan (BEQO) daha az etkili oldugu gézlenmistir. Bozucu bakteriler
arasinda da benzer sekilde E. faecalis susunda Tween 80'in, P. [uteola susunda BNE grubunun ve V.
vulnificus ile S. liquefaciens suglarinda da BEO grubunun AMN iiretimini tesvik ettigini, P. damselae
ve E. faecalis suslarinda ise BNE'nin BEO'dan daha az etkili oldugu tespit edilmistir.

Kullanilan muamele gruplarinda bakteri tlirline bagl olarak putresin (PUT) tiretiminde
dalgalanmalar gozlenmistir. Fakat buna ragmen higbir grup, kontrolden daha yiiksek miktarda PUT
iiretimini stimiile etmemistir. En fazla inhibisyon gézlenen suslar gida kaynakli patojenler arasinda S.
Paratyphi A ve E. faecalis'te gdzlenirken bozucu bakteriler arasinda bu inhibisyon V. vulnificus ile S.
liquefaciens suslarinda gozlenmistir. Kadaverin (CAD) tiretimine bakildiginda kullanilan tiim muamele
gruplar1 gida kaynakli patojen ve bozucu bakterilerin {iretimini inhibe ederken {iretim degerleri 1.55 mg
L (BEO grubu patojen E. faecalis) ile 65.24 mg L™ (kontrol grubu S. aureus) araliginda bulunmustur.
Genel olarak bakildiginda K. pneumoniae susunun Tween 80 ve BEO grubu ile bozucu E. faecalis
susunun kontrol-Tween 80 ve BNE-BEO gruplan kendi aralarinda benzer CAD iiretimine neden
olmusglardir ve bu iiretim miktarlar1 istatistiki agidan 6nemsiz olmustur (p<0.05). CAD f{iretiminde
gozlenen en fazla inhibisyon sirasiyla P. damsela (yaklasik 11 kat), K. pneumoniae (yaklasik 10 kat) ve
S. Paratyphi A (yaklasik 9 kat) suslarinda olmustur. Durlu-Ozkaya ve ark. (2001) Enterobacteriaceae
iiyelerinin % 1 aminoasit iceren beyin kalp infiizyon sivisinda baglica PUT, CAD, TYR ve HIS iiretigini
belirtmisleridr. Tavuk derisinden izole edilen 7 farkli Aeromonas iiyesinin PUT (<3.7 mg L) ve 5
iiyesinin CAD iirettigi (73.8 mg L) gozlenmistir (Buiikova ve ark. 2010). Staphylococcus iiyelerinin
yiiksek miktarda PUT ve PHEN (>100 mg L") olusturdugu gdzlenmistir (Seitter ve ark., 2011). Mevcut
calismada, bakteriler tarafindan PUT iiretimi 0.78 mg L™ (patojen E. faecalis) ve 146.98 mg L™ (S.
liquefaciens) araliginda ve CAD fiiretimi ise 1.51 mg L™ (P. damselae) ve 65.24 mg L™ (S. Paratyphi A)
araliginda olmustur.
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Cizelge 4. TDB'de gida kaynakli patojenler tarafindan iiretilen AMN, TMA ve BAs (mg L)

Gida Kaynakh Patojenik Bakteri

Gruplar - -
S. aureus K. pneumoniae S. Paratyphi A E. faecalis
Kontrol 288.79+8.89¢ 709.46+58.67¢ 209.80+9.93¢ 140.16+1.65¢
AMN Tween 80 69.44+1.99° 564.25+19.59° 246.39+15.26° 78.1245.13¢
BEO 25.29+1.13 277.43+7 86" 181.76+7.57° 25.71£1.92°
BNE 18.60+1.00° 181.35+6.42° 200.20+7.18° 40.74£1.17°
Kontrol 51.81+1.27¢ 43.65+0.92¢ 20.84+0.05¢ 56.78+2.16°
TMA Tween 80 40.00+0.00° 15.68+0.04° 10.09+0.01° 42 45+2 34
BEO 32.88+1.24 21.97+1.37° 11.57+0.69° 37.80+2.44°
BNE 22.2940.02° 8.75+0.36" 7.45+0.52° 38.48+2.39°
Kontrol 93.24+1.14¢ 90.46+1.87° 32.67+2.56% 19.85+0.16¢
PUT Tween 80 47.46+0.11° 37.18+1.30° 26.44+1.93° 10.69+0.97°
BEO 30.61£1.21° 36.68+0.04° 17.98+2.85° 2.93+0.19°
BNE 17.8040.54* 8.68+0.37° 3.67+0.04° 0.78+0.01°
Kontrol 24.17+7.48¢ 20.78+1.96° 65.24+0.06% 8.36+0.57°
CAD Tween 80 21.05+0.02° 17.06£0.09° 47.71+7.28¢ 2.04+0.10°
BEO 14.75+0.58° 17.72+0.33° 12.56+0.38° 1.55+0.14°
BNE 7.45+0.49° 2.00£0.07* 6.80+0.25" 1.77+0.04®
Kontrol 89.05+2.14° 50.36+2.76¢ 32.44%0.07° 5.23+0.04°
SPD Tween 80 55.91+0.14° 45.64+1.75° 27.16+1.82° 2.95+0.16"
BEO 56.12+1.66" 28.44+1.94° 24.21+5.07° 2.34+0.00°*
BNE 15.56+0.11° 6.00+0.77° 32.43+2.83° 2.33+0.06
Kontrol 10.44+0.04° 25.76+0.88¢ 21.13+1.10¢ 0.16+0.01°
TRPT Tween 80 10.55+0.02° 8.03+0.91¢ 13.02+0.72° 0.18+0.01¢
BEO 5.67+0.15° 3.30+0.51* 5.62+0.12° 0.13+0.00%
BNE 3.55+0.01° 5.91+0.26 3.87+0.02° 0.03+0.00°
Kontrol 0.00+0.00° 9.46+0.64° 0.52+0.02° 0.42+0.03*
PHEN Tween 80 0.00:£0.00° 0.00£0.00° 0.00:£0.00° 0.74+0.05"
BEO 2.32+0.12¢ 0.00:£0.00° 0.97+0.00¢ 0.41+0.00*
BNE 2.03+0.03" 0.00:£0.00° 0.00:£0.00° 0.70:0.00°
Kontrol 87.95+0.71¢ 45.00+3.67¢ 16.82+0.02° 11.58+0.10°
SPN Tween 80 23.06+1.15" 31.2743.11° 11.78+0.74° 10.76+0.05%
BEO 39.46+2.17° 14.29+9.85° 13.00+1.03° 9.67+0.23"
BNE 12.22+0.60" 21.54£0.07° 12.13£1.05% 4.10£0.02°
Kontrol 20.15+0.73¢ 27.37+1.80¢ 30.45+0.04¢ 30.44+0.01°
HIS Tween 80 12.76+0.78° 20.23+0.09° 21.660.05° 27.18+0.01%
BEO 3.2440.65" 6.54+0.35° 15.46+0.65° 25.70£1.17°
BNE 4.56+0.17° 2.82+0.15° 19.29+0.89° 16.60+0.64°
Kontrol 641.14+13.07¢ 91.48+0.40¢ 59.48+0.16¢ 60.22+3.02°
SER Tween 80 195.52+10.11° 56.98+4.54° 41.83+0.18° 50.17+2.01°
BEO 133.28+10. 25" 35.37+2.17° 22.70+0.23° 37.90+2.88%
BNE 64.72+4.47° 29.75+0.35° 18.78+1.68" 32.08+1.30°
Kontrol 702.88+9.76¢ 234.01+2.67° 86.65+6.33¢ 116.89+5.67°
Tween 80 326.14+11.79° 136.30+3.85" 56.97+2.63° 48.62+2.45°
TYR
BEO 262.33+21.98° 23.91+1.71° 28.73+1.44° 29.98+1.30°
BNE 143.05+4.81° 20.37+0.02° 26.89+3.48" 35.48+2.66%
Kontrol 547.11+34.12¢ 385.154+20.02¢ 686.31+14.98¢ 16.79+1.02°
DOP Tween 80 322.96+11.07* 249.37+10.77¢ 293.70+12.68¢ 11.41+0.02°
BEO 400.98+28.08° 196.013+8.56" 242.13+3.02° 11.08+0.01°
BNE 383.97+27.73° 142.45+10.06" 58.14+2.63° 11.61+0.62°
Kontrol 235.85+11.95° 224.23+0.21° 256.15+7.08° 30.21+1.02¢
AGM Tween 80 175.87+12.24° 125.98+6.45° 175.41+9.98° 24.25+1.56°
BEO 123.08+8.73* 150.66+4.20° 92.30+6.89° 15.70+4.11°
BNE 124.20+5.91° 127.910.03" 90.78+5.42° 7.94+4 47°
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Cizelge 5. TDB'de balikta bozulma etmeni bakteriler tarafindan iiretilen AMN, TMA BAs (mg L™)

Gruplar Balik Bozucu Bakteri
P. damselae E. faecalis V. vulnificus P. mirabilis  S. liquefaciens P. luteola
Kontrol ~ 975.10+65.67"  299.34+10.02° 834.68+61.51¢ 540.56+25.75"  543.64429.55¢  353.56+6.69¢
AMN Tween 80  59537+38.86°  580.46+41.56¢ 200.65+0.70 522.87427.63%  243.64+7.54>  241.54+11.23"
BEO 192.36+15.44*  203.46+13.06" 281.95+7.83¢ 411.77£13.19*  313.77+14.30°  261.59+6.49"
BNE 300.75+0.79° 239.78+6.71° 138.81+5.07° 396.05+18.05"  197.75+9.65°  321.53+28.17°
Kontrol 153.46+7.72¢ 20.78+1.13¢ 26.15+1.28° 21.35£1.91° 8.30+0.19¢ 5.38+0.29°
TMA Tween 80  67.41+£3.57° 18.87+0.62° 17.93+1.14° 16.26+1.23° 5.01£0.32¢ 3.75+0.43"
BEO 48.91+0.06° 13.56£1.04° 17.16+0.16° 12.06+0.45% 2.43+0.11° 2.82+0.05%
BNE 15.42+0.82° 6.00:£0.89° 13.26+0.35 10.29+0.06° 1.74+0.04° 2.07+0.20°
Kontrol 100.08+5.78¢ 77.76+4.14° 97.50+3.43¢ 59.10+4.82¢ 146.98+0.42¢ 56.61+1.43¢
PUT Tween 80 73.38+4.50° 42.05+3.24° 76.58+4.40° 58.75+3.87° 108.23+6.73° 46.87+3.42°
BEO 31.16£2.99° 45.17+0.71° 21.20+0.28° 18.59+0.20° 16.20+0.88° 30.23+0.92°
BNE 51.75+0.64° 29.93+1.44" 13.0420.16° 7.41+0.26" 10.21+0.04 12.86+1.63°
Kontrol 17.75+0.36° 15.50+0.70° 9.13+0.19¢ 9.54+0.65¢ 14.69+0.31° 10.72+0.18°
CAD Tween 80 4.05+0.25° 14.27+1.03° 3.08£0.17° 8.09+0.13¢ 9.06+0.75" 9.05+0.04%
BEO 2.12+0.11% 7.52+0.49° 2.40+0.19% 2.88+0.16° 8.63+0.53% 7.28+0.69"
BNE 1.51+0.01° 7.51£0.14° 1.76+0.06" 5.20£0.29° 3.17+0.30° 3.84+0.32°
Kontrol 23.56+1.88° 58.10+0.97¢ 10.02+0.92° 30.40+0.83¢ 25.79+2.46° 2.92+0.11¢
SPD Tween 80  22.19+1.84¢ 47.53+0.96° 9.04+0.11° 23.82+42.84¢ 14.90+1.12° 2.25+0.07°
BEO 16.47+3.18° 18.34+1.53° 4.94+0.93° 19.63+1.69° 22.93+1.45° 1.48+0.10%
BNE 11.82+0.91° 40.25+0.95° 4.15+0.24 6.18+0.01° 16.77+0.29® 1.38+0.06"
Kontrol 35.50+1.16° 23.59+0.60° 9.94+0.53¢ 44.94+1.30¢ 10.62+0.71° 7.99+0.10¢
TRPT Tween 80  22.14+2.03® 18.04+1.05° 2.09+0.12° 25.95+0.37° 6.05+0.53% 5.40+0.24°
BEO 26.33+1.84° 7.46+0.12° 3.09+0.15%® 34.09+2.11° 3.38+0.84° 6.86+0.03¢
BNE 20.19+0.71° 8.26+0.25" 4.1240.25" 30.39+1.30° 4.09+0.61° 2.44+0.00°
Kontrol 45.88+2.67° 6.03+0.04¢ 8.42+0.53° 11.34+0.06° 15.28+0.39° 0.00+0.00°
PHEN Tween 80 0.00+£0.00° 0.00:£0.00° 0.48+0.03" 9.76+0.05" 13.18+1.01° 0.00+0.00°
BEO 6.94+0.34° 0.00:£0.00° 7.89+0.15° 9.08+0.04° 9.85+0.70° 0.00+0.00°
BNE 0.59+0.01° 5.72+0.28" 2.38+0.07° 3.36+0.51° 10.69+0.56° 0.00+0.00"
Kontrol 184.95+5.59¢ 131.33+3.30¢ 93.25+2.51¢ 66.27+2.964 113.15+1.34¢ 91.46+1.20°
Tween80  117.52+1.91° 110.14+7.13¢ 30.21+0.34° 16.90+0.31° 96.69+0.42° 90.10+5.05°
SPN BEO 151.30+8.36° 87.80+2.95" 10.23+0.15° 10.37+0.04° 35.38+1.92° 85.55+4.04%
BNE 64.69+0.92° 32.34+1.58" 5.06+0.27" 4.34+0.79* 20.34+1.17° 83.18+5.43
Kontrol 25.45+0.64¢ 58.76+2.33° 24.17+0.47° 24.08+0.45° 32.58+1.63° 30.35+0.01¢
— Tween 80  12.16+0.42° 33.40+0.36° 5.45+0.07° 20.58+0.30° 19.6140.92° 26.62+0.04°
BEO 16.23+0.18° 22.2240.20* 2.86+0.01° 22.30+1.63% 12.17+0.05 22.47+0.43°
BNE 6.39+0.46" 31.64+1.81° 2.29+0.02° 15.66+0.48" 13.39+0.50° 15.31+0.93°
Kontrol 61.63+3.43° 23.97+1.30° 77.07+1.16° 30.19+0.31¢ 43.59+0.27° 71.36+0.50¢
SER Tween 80 53 .58+2.18" 8.43+0.11° 49.60+0.57° 20.91+1.24° 28.29+0.82° 50.57+0.29°
BEO 50.52+2.40° 8.29+0.38" 34.51£1.27° 14.40+1.06° 10.06+1.49° 62.72+4.44¢
BNE 42.36+0.03 5.06+0.61° 56.33+3.05" 10.13+0.20° 11.92+1.08" 33.56+2.28"
Kontrol ~ 281.97+11.14%  242.00+12.02¢ 211.23+3.47° 126.73+0.24¢ 151.96+2.57¢ 49.83+0.71°
TYR Tween 80  149.87+5.19°¢ 219.11+9.92¢ 93.84+4.77° 51.26+1.86° 67.76+1.53° 31.14+£2.67°
BEO 56.15+4.53" 159.57+7.50° 48.10+1.33* 22.82+0.74% 60.30£1.59° 29.93+0.72°
BNE 12.63+0.86" 176.84+6.87° 48.11%1.15° 29.79+1.46° 67.41+£4.78" 25.070.80°
Kontrol ~ 1187.20+18.10°  567.67+34.18¢ 66.54+4.90° 3889.45+148.10°  473.33+4.70  1946.20+156.83¢
DOP Tween 80  718.61£64.26°  107.27+10.28" 62.78+5.50" 5391.01£205.14¢  383.32+12.82° 1123.72+104.08°
BEO 822.80+35.50  210.06+12.56" 58.45+4.16° 2436.30£98.10°  222.62+3.70°  559.67+146.45°
BNE 111.60+2.73°  260.80£17.71° 39.58+1.63 1659.14439.21*°  36.22+0.32*°  211.34+22.48"
Kontrol ~ 608.98+20.30°  248.43+12.16° 274.81+1.52¢ 147.83+5.59¢ 197.6548.15¢  210.30+1.34°
AGM Tween 80  144.29+2.02° 149.61+12.71° 258.12+18.39° 135.15+1.05" 179.75+2.10¢ 126.28+7.13
BEO 73.04+4.97* 117.41+8.72° 28.58+0.88" 197.53+7.34¢ 73.85+0.85" 164.34+5.38"
BNE 94.3245.45% 155.05+1.82° 103.73+4.19° 119.81+0.04° 69.09+5.17° 164.35+10.86"

BEO: Biberiye esansiyel yagi, BNE: Biberiye esansiyel yag1 bazli nanoemiilsiyon.

*Ortalama deger, + standart sapma, n=3. Ayn satir tizerindeki farkli harfler (a-d) istatistiki farki gostermektedir.
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Spermidin (SPD) iiretiminde de benzer sekilde patojen bakterilerin besi ortaminda kullanilan
tiim gruplarin amin {iretimini inhibe ettigi gézlenmistir. Spermidin (SPD) {iretiminde suslar arasi
dalgalanma gozlenirken S. Paratyphi A'da BNE, SPD iiretimini Tween 80 ve BEO'ya gore tesvik etmis
ve kontrol ile aralarinda benzer iiretim degerleri (32.43 - 32.44 mg L) gozlenmistir. Spermin (SPN)
iiretiminde patojen bakterilerin besi ortaminda kullanilan tiim gruplarin amin tiretimini inhibe ettigi
gbzlenmistir. En yiiksek {retimler kontrol gruplarmmda goézlenirken muamele gruplar arasinda
dalgalanmalar gézlenmistir. Patojen suslarda ¢ok fazla SPN iiretimi gézlenmezken bozucu grupta daha
fazla iiretim s6z konusu olmustur. SPN iiretiminde en fazla inhibisyon yine bozucu suglarda ve V.
vulnificus ile P. mirabilis'te gbzlenmistir. Balik bozucu grupta da muamele gruplarn arasinda SPD
iiretimi agisindan farkliliklar gozlenmistir. Patojen suslarda en diisiik ve en yiiksek SPN iiretimi 4.10 -
45.00 mg Lile E. faecalis (BNE) ve K. pneumoniae (kontrol)'de gdzlenirken bozucu suslarda en diisiik
ve en yiiksek SPN iiretimi 4.34 - 184.95 mg L'ile P. mirabilis (BNE) ve P. damselae (kontrol)'de
gbzlenmistir. S. Paratyphi A susundan en diisitk SPN iiretimi Tween 80 grubunda goézlenmistir. S.
aureus'ta ise BEO, Tween 80'den daha az inhibitdr etki yaratmistir. Bu sonuglardan da goriildiigii iizere
biyojen amin iiretiminde muamele gruplarinin her zaman inhibe edici etkide olmadigr ve bunun
nedeninin de bakteriyel sus, kullanilan besi ortami gibi faktorlerden etkilendigi sonucuna varilmaktadir.

Triptamin (TRPT) tiretimine bakildiginda gida kaynakli patojenik bakteriler tarafindan ¢ok fazla
iiretim gézlenmezken bozulma etmeni bakterilerin daha fazla iiretim yaptig1 goriilmekte ve en diisiik ve
en yiiksek iiretimleri 2.09 - 44.94 mg L!araliginda olmustur ve sirasiyla V. vulnificus (Tween 80) ile P.
mirabilis (kontrol) suslarinda gézlenmistir. Patojen organizmalarda ise bu degerler 0.03 mg L' (BNE
grubu E. faecalis) - 25.76 mg L™ (kontrol grubu K. pneumoniae) araliginda olmustur. 2-feniletilamin
(PHEN) iiretimi agisindan sonuglar incelendiginde, patojen suslarin oldukg¢a az iiretim yaptiklarini,
bozucu bakterilerin ise daha fazla iirettikleri goriilmektedir. S. aureus'ta BEO ve BNE gruplar1 PHEN
iretimini tesvik ederken kontrol ve Tween 80 gruplarinda higbir iiretim gdzlenmemistir. K
penumoniae'de ise muamele gruplarinin tamami PHEN {iretimini baskilamustir. S. paratyphi A'da ise
BEO grubu (0.97 mg L), bozucu E. faecalis'te ise Tween 80 grubu (0.74 mg L) en yiiksek PHEN
iiretimi ile sonuglanmistir. Tlim suglar arasinda sadece P. lufeola'da kontrol dahil hi¢bir grupta PHEN
iiretimi gozlenmemistir. Tiim suslar arasinda en fazla inhibisyon P. damselae'de (77 kat) gézlenmistir.

Bakteriler tarafindan iiretilen serotonin (SER) ve dopamin (DOP) sirasiyla 5.06 ve 11.08 mg L~
nin {izerinde olup, S. aureus (641.14 mg L) ve P. mirabilis (5391.01 mg L") en yiiksek SER ve DOP
iireten bakteriler olmustur. Muamele gruplar test edilen bakteriler tarafindan SER ve DOP iiretimini
engelleyici etkiye sahip olmustur. En yiiksek inhibitor etki ise SER i¢in S. aureus susunda DOP igin S.
Paratyphi A susunda gozlenmistir. V. vulnificus susunda kontrolden sonra en az inhibitor etki gdsteren
grup BNE olmasi bu susta SER iiretimi agisindan stimiile edici eki yaratmigtir. DOP iiretiminde patojen
E. faecalis'te muamele gruplar kontrole goére inhibitor etkisi yaparken muamele gruplarn kendi
aralarinda istatistiksel olarak farkli olamayan sonuglar gostermislerdir. DOP {iretiminde genel olarak
yiiksek tiretimler bozucu grupta daha fazla olmasina karsin patojen suslarda da gézlenmistir. Patojen
suslardan E. faecalis en diisiik DOP {iretirken, bozucu grupta V. vulnificus en diisiik DOP iireten sus
olmustur. TDB igerisinde agmatin (AGM) {iretimi de DOP {iretimine benzer sonuglar gostermistir.
AGM incelendiginde patojen suslarin tamaminda muamele gruplarinin 6nemli bir inhibe edici etkisi
gdzlenmistir.

Tiim muamele gruplarinin kontrole kiyasen TMA {iiretimini baskiladigi, en fazla inhibisyonun
ise P. damselae susunda oldugu tespit edilmistir. TDB igerisinde bozucu bakteriler arasinda en diisiik
ve en yiiksek TMA iireten bakteri sirastyla BNE grubunda 1.74 mg L™olarak S. liquefaciens ve higbir
katk1 olmayan kontrol grubunda 153.46 mg Loramyla P. damselae olmustur. Yine ayni dekarboksilaz
sivisi igerisinde patojen bakteriler arasinda ise en diisiik ve en yiikksek TMA iireten bakteri ise sirasiyla
BNE grubunda 7.45 mg L'iiretim ile S. Paratyphi A ve kontrol grubunda 56.78 mg Loraminda E.
faecalis olmustur.

Gidalarda oldukga 6nemli olan biyojen aminlerden biri histamindir (HIS). Ozellikle yagh
baliklarda depolama ile birlikte yiiksek konsantrasyonu toksik etki yaratmaktadir. Kontrol gruplarinda
HIS iiretimi 20.15 mg L™ (S. aureus) ve 58.76 mg L™ (bozucu E. faecalis) arasinda degiskenlik
gostermistir. Biberiyenin tiim formlar1 ve Tween 80, tiim kullanilan gida kaynakli patojenlerin ve
bozucu bakterilerin HIS iiretimini baskilamistir. Bu da biberiyenin 6zellikle kolay bozulabilen balik gibi
et lirlinlerinde enfeksiyona yol agabilecek potansiyeli olan patojenlerin metabolit liretimini baskiladig1
goriilmektedir. Genel olarak HIS {iretimi patojen grupta 2.82-30.45 mg L ™araliginda, bozucu grupta ise
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2.29 - 58.76 mg L araliginda olmustur. Patojen ve bozucu suslar hemen hemen benzer oranlarda HIS
iretmislerdir. S. aureus'ta ve S. Paratyphi A'da biberiye esansiyel yagmin (BEO) nanoemiilsiyon
formundan (BNE) daha ¢ok inhibitor etkide oldugu gézlenmistir. Benzer durum E. faecalis ve S.
liquefaciens bozucu suslarinda da goriilmiistiir. Bu durumdan farkli olarak P. damselae ve P. mirabilis
suslarinda ise Tween 80 BEO'dan HIS iiretiminde daha inhibe edici etkili olmustur. Onemli oranda
inhibisyon ise V. vulnificus susunda (yaklasik 10 kat) goézlenmistir. Bu durum tirozin destekli besi
ortaminda bile biberiye esansiyel yagi ve nenoemiilsifiye formunun bozucu mikroorganizmalarin amin
iretimini inhibe ettigini gostermektedir. Lopez-Sabater ve ark. (1996) kiiltir ortaminda K
pneumoniae’nin 216 ppm histamin irettigini belirtmistir. Chang ve ark. (2008) S. aureus izolatlarmin
kiiltiir ortaminda 12.7 ve 33.0 mg kg arasinda HIS iirettigini rapor etmistir. K. pneumoniae’nin
histidinden yiiksek oranda HIS iirettigi (>3400 mg L), E. faecalis’in ise zay1f HIS iireticisi (<10 mg L°
" oldugu bulunmustur (Ozogul ve Ozogul, 2007). Bu ¢alismada K. pneumoniae ve patojen E. faecalis
sirastyla 2.82 - 27.37 mg L've 16.60 - 30.44 mg L'HIS iiretmistir.

TDB iginde bozulma etmeni bakteriler arasinda tiramin (TYR) agisindan kayda deger
miktarlarda iiretim gozlenmistir. Muamele gruplar1 tiim patojen organizmalarin TYR iretimini
azaltmasina ragmen en yiiksek inhibisyon K. pneumoniae'de (2-11 kat) gozlenmistir ve patojen
bakteriler arasinda K. pneumoniae tarafindan tiretilen TYR miktarin1 kullanilan BEO ve BNE gruplar
onemli dl¢iide engellemistir. S. Paratyphi A ve E. faecalis suslari kayda deger miktarda TYR tiretmesine
ragmen en fazla iiretim S. aureus'ta (143.05 - 702.88 mg L") gdzlenmistir. Bozulma etmeni bakteriler
arasinda TYR agisindan kayda deger miktarlarda iiretim P. damselae (12.63 - 281.97 mg L™) ve E.
faecalis (159.57 - 242.00 mg L) suslarinda gézlenmistir. Fakat patojen bakteriler arasinda S. aureus
tarafindan tiretilen TYR miktarini kullanilan BEO ve BNE gruplar1 6nemli 6l¢iide engellemistir. BEO
ve BNE gruplart genel olarak TYR iiretimini kontrol ve Tween 80 gruplarindan daha fazla inhibe
ederken, V. vulnificus'ta BEO ve BNE gruplar benzer oranda etki etmiglerdir ve bu minér farkliliklar
istatistiksel olarak 6dnemsiz olmustur (p<0.05). KuceroVa ve ark. (2009) siit ve peynirden izole edilen
Enterococcus iiyelerinin ¢ogunun tirosin dekarboksilaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmistir. Hsitidin
dekarboksilaz sivisinda gida kaynakli patojenler tarafindan TYR birikimi 1.1 - 13.4 mg L™arasinda
olmustur (Gokdogan ve ark., 2012). Bu ¢alismada, kontrol gruplarida TYR iiretimi 49.83 mg L™ (P.
luteola) ve 702.88 mg L™ (S. aureus) arasinda olmustur. Bu kadar yiiksek TYR iiretimi, besi ortaminin
tirozin destekli olmasindan kaynaklanmaktadir. Genel olarak bakildiginda kullanilan besi ortamimin
TDB oldugu diisiiniildiigiinde TYR iiretimine olduk¢a miisait kosullar olmasi BEO ve BNE'nin bu
organizmalar iizerinde oldukga etkili oldugunu gostermektedir.

4. Tartisma ve Sonug

Literatiir caligmalarina bakildig1 zaman bu konuda iilkemizde ve diinyada sinirli sayida ¢aligma
bulundugu goriilmektedir. Bu ¢alismada biberiye esansiyel yagi ve bu yag kullanilarak hazirlanan
nanoemiilsiyonlarin gida kaynakli patojen ve balikta bozucu bakterilerin {iretmis olduklar1 biyojen
aminlere karsi antimikrobiyal etkileri aragtirilmig ve oldukga tatmin edici sonuglar bulunmustur. Sistem
icindeki esansiyel yag formu dikkate alindiginda, bunun antibakteriyel 6zellikleri nanoemiilsiyon
sistemine dahil edilerek gelistirilmistir. Nanoemiilsiyon, test edilen c¢ogu bakteri tiirlerine karsi
antimikrobiyal 6zellikler gdstermistir, ancak bu etkinin bakteriyostatik veya bakterisidal etki oldugu
gdzlenmemistir. Nanoemiilsiyon hazirlama yontemi ve formiilasyonundaki gelisme, antibakteriyel
Ozelliklerini daha da iyilestirmek icin daha fazla arastirilmasi 6nerilmektedir.
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