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OZET

Biberiye esansiyel yagi ve bunun nanoemiilsiyonunun balikta bozulma
etmeni bakteriler (Pseudomonas Iuteola, Photobacterium damselae,
Vibrio vulnificus, Enterococcus faecalis, Serratia liquefaciens ve Proteus
mirabilis) ve gida kaynakl patojenik bakterilerin (Sa/monella Paratyphi
A, Staphyllococcus aureus, Klebsiella pneumoniae ve Enterococcus
faecalis) gelisimi ve biyojenik amin liretimleri tizerine etkileri histidin
dekarboksilaz ~ sivisinda (HDB) HPLC yoéntemi kullanilarak
incelenmigtir. Ekstrakte edilmis biberiye esansiyel yaginin ucucu
bilesenleri GC-MS kullanilarak Dbelirlenmistir ve elde edilen
nanomulsiyonlarin fiziksel o6zellikleri (viskozite, termodinamik
kararlilik, damlacik boyutu ve yiizey gerilimi) analiz edilmistir. Gruplar
arasinda amonyak (AMN) ve biyojenik amin (BA) iiretiminde istatistiksel
farklihiklar gozlenmistir (p<0.05). En yiiksek histamin (HIS) iretimi,
bozucu E. feacalis (188.55 mg/L) susunda ve en diigiik S. Paratyphi A
(0.23 mg/L) susunda goézlenmistir. Putresin (PUT), kadaverin (CAD),
spermidin (SPD) ve 2-feniletilamin (PHEN) gibi hemen hemen tiim diger
BA'ler patojenler ve bozulma gruplari tarafindan turetilmistir. P.
damselae, HDB'deki en yiiksek tiramin (TYR) iireten (22.77-145.58 mg/L)
sus olmustur. P Juteola tarafindan HIS uretimi, biberiye
nanoemiilsiyonu varliginda onemli 6lciide baskilanmistir (p<0.05).
Muamele gruplarinin (Tween 80, biberiye esansiyel yag ve
nanoemiilsiyonu) etkisi bakteri susuna ve spesifik amine bagh olarak
degisse de, tim muamele gruplar: genel olarak bakteriler tarafindan
AMN ve BA uretimini azaltmistir. Sonu¢ olarak, mevcut calisma test
edilen tium bakterilerin birden fazla amino asidi dekarboksile etme
yetenegine sahip oldugunu, biberiye esansiyel yaginin nanoemilsiyona
donustirulmus formunun biyojen amin uretimlerini baskiladigini ve
bunun islenmis veya paketlenmis balik veya gida tirtinlerinde alternatif
bir antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilecegini gostermigtir.
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Inhibitory Effect of Rosemary Essential Oil and Its Nanoemulsion on The Formation of Biogenic Amines
by Food-Borne Pathogens and Fish Spoilage Bacteria in Histidine Decarboxylase Broth

ABSTRACT

The effect of nanoemulsions based on essential oil of rosemary and its
purified version on the growth of fish spoilage bacteria (Pseudomonas
luteola, Photobacterium damselae, Vibrio wvulnificus, FEnterococcus
faecalis, Serratia liquefaciens, and Proteus mirabilis) and food-borne
pathogens (Salmonella Paratyphi A, Staphyllococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, and Enterococcus faecalis) and their biogenic amine
formation were investigated in histidine decarboxylase broth (HDB)
using HPLC method. The flavour compounds of extracted rosemary oil
were determined using GC-MS. Physical properties of nanoemulsions
(viscosity, thermodynamic stability, droplet size, and surface tension)
were analysed. 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. feacalis (188.55
mg/L) and the lowest by S. Paratyphi A (0.23 mg/L). Almost all other BAs

409

Fisheries
Research Article

Article History
Received
Accepted

:03.12.2021
:18.03.2022

Keywords
Nanoemulsion
Rosemary essential oils
Biogenic amine
Food-borne pathogen
Spoilage bacteria



KSU Tarim ve Doga Derg 26 (2), 409-423, 2023
KSU J. Agric Nat 26 (2), 409-423, 2023

Arastirma Makalesi
Research Article

such as PUT, CAD, SPD, and PHEN were formed by pathogens and
spoilage groups. P. damselae (22.77-145.58 mg/L) was the main high
tyramine producer in HDB. Histamine production by P. luteola was

considerably suppressed in the presence

of

rosemary-based

nanoemulsion (p<0.05). Although the effect of treatment groups (Tween
80, rosemary essential oil, and it’s nanoemulsion) varied depending on
the bacterial strain and specific amine, all groups generally decreased
AMN and BA accumulation by bacteria. Consequently, the results of this
current study show that all bacteria tested are capable of decarboxylating
more than one amino acid and conversion of rosemary oil into a
nanoemulsion supressed biogenic amine 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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26(2), 409-423. https://doi.org/10.18016/ksutarimdoga.vi.1032177.

GIRIS viicudun tolere edebilecegi limitlerin lizerinde olmasi
Taze su iriinlerinin kalitesi, gida endiistrisi ve akut toksisite gibi 6liime kadar varabilecek ciddi
tiketiciler icin biiyiikk bir o©neme sahiptir. Su problemlere de neden olmaktadar.

urinlerinin  bozulmasi, basta kalite kaybina Ginimiuzde hizla gelisen gida teknolojisine paralel

sonrasinda da bozulmaya neden olan bakteriyel
aktivitenin bir sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Balik ve balik triinlerinde bozulma ile dogrudan
iligkili olmayan patojen mikroorganizmalar da vardir.
Ozellikle wuygun olmayan {retim ve igleme
uygulamalar1 bu ftrinlerde patojenik bakterilerin
gelisimini desteklemektedir. Bu nedenle baliklar
Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria, Vibrio,
Bacillus cereus ve Escherichia coli barindirabilmekte
ve bu bakterilerden kaynaklanan gida zehirlenmeleri
ile 1ilgili  vakalara yol acabilmektedir. Bu
mikroorganizmalar, balik ve balik trtinlerinde yerel
saghik problemlerine yol acan toksik maddeleri
tiretmede yetenekli olmaktadir (Kuley ve ark., 2012).

S6z konusu bu mikroorganizmalarin urettikleri
istenmeyen bilesiklerinden olan biyojenik aminler,
insan ve hayvanlarda hastaliga yol agan toksik
maddelerdir. Bu aminler balik, balik trtnleri, et
urunleri, yumurta, peynir, fermente sebzeler,
meyveler, soya uriinleri, bira, sarap, findik ve ¢ikolata
gibi genis gida iiriinlerinde mevcut olmaktadir (Brink
ve ark., 1990; Silla-Santos, 1996). Aminler, amino
asitlerin dekarboksilasyonu ile canli organizmalarin
(bakteriler) faaliyeti sonucu iiretildigi zaman biyojenik
olarak adlandirihirlar (Shalaby, 1996). Biyojenik
aminler disiik molekil agirlikl organik bazlardir ve
mikrobiyal, bitki ve hayvan metabolizmasi tarafindan
sentezlenmektedirler (Brink ve ark., 1990). Biyolojik
olarak aktif aminler sinir ve metabolizma gibi biyolojik
sistemlerde 6nemli fonksiyonlara sahip olmalarindan
dolay1 o6nemlidir. Biyojen aminler ayni zamanda
kanseri tetikleyici etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu
aminler ayni zamanda gida kalitesini belirlemede bir
gosterge saglamaktadir (Anderson, 2008). Ancak
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sekilde tiiketici bilin¢lenmesi ve buna bagh olarak
geligsen, treticilerin Urin kalitesini 1iyilestirme
cabalari da artmakta ve yeni ¢ozum arayislarina

gidilmektedir. Tiketicilerin yasamlar1 icin temel
gereksinimleri olan gidalarin, giincel teknolojik
gerekler dogrultusunda uretilmesi, saghklh

beslenmenin saglanmasi yolunda énemli bir hizmettir.
Bu hizmeti sunan tretici agisindan ise uygulanan
yontemlerin hem en 1yl sonu¢ vermesi hem de
ekonomik acidan uygun olmasi da kacinilmaz bir
gercektir. Gelisen gida endistrisi ile birlikte gidalarin
raf Omirlerini uzatmak i¢in c¢esitli gida katk:
maddeleri kullanilmaktadir. Ancak son yillarda
insanlarda saghk riskleri olusturmasindan dolay:
kimyasal koruyucularin yerine dogal alternatif katk:
maddelerin kullanimina karsi talepler artmaktadir
(Ugar, 2020; Agatemor, 2009).

Besinlerin koku ve tat gibi 6zelliklerini artirmak ig¢in
katki olarak kullanilan dogal aromatik bitkiler giderek
onem kazanmigstir. Dogal aromatik bitkilerin
antioksidan kapasitelerinin, sentetik
antioksidanlardan daha fazla oldugu kanitlanmigtir.
Kendilerine 6zgl lezzet ve aromalari, antimikrobiyel
ve antioksidan o6zellikleriyle, daha genis bioaktivite
profiline sahip olan bitkiler, gida sektériinde alternatif
olarak kullanilabilecek dogal antioksidan
maddelerdir. Gidalarda lipid oksidasyonunun bu tir
dogal maddelerle o6nlenmesi tretici ve tiiketici
acisindan oldukc¢a o6nemlidir. Son yillarda biberiye
(Rosmarinus officinalis), kekik (Thymus vulgaris),
adacay1 (Salvia officinalis), defne (Laurus nobilis) ve
feslegen (Ocimum  basilicum) gidalarda dogal
koruyucu olarak kullanilmaktadir. Aromatik bitkiler
arasinda biberiye (Rosmarinus officinalis) gidalarda
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dogal koruyucu olarak oldukca fazla kullanilmaktadir
(Dimitrijevic ve ark., 2007). Akgiil (1993), Tiirkiye'de
yetisen ve  yetigtirilen aromatik  bitkilerden
biberiyenin (Rosmarinus officinalis) en giiclii
antioksidan ve antimikrobiyal etkiye sahip bitkiler
arasinda oldugunu belirtmiglerdir. Baz1
arastirmacilar tarafindan biberiye ucucu yag
bilegsenlerinin de antioksidan ve antimikrobiyal etkisi
oldugu ve o6nemli diizeyde insan saglig1 agisindan
antioksidan o6zelliklere sahip fitokimyasallar: igerdigi
saptanmistir (Moghtader ve ark., 2013). Ancak bu
yagin tek basina kullanimi bazi mikroorganizmalara
etkisini stmirlamakta, dolayisiyla daha etkili olmalari
i¢in nanoteknolojik uygulamalara ihtiyag
duyulmaktadar.

Geligsen teknoloji ile birlikte genelde gida sektori
ozelde ise su urunleri dahil olmak tzere pek ¢ok alan
etkilenmekte ve nanoteknoloji gida sanayisinde ve
gida teknolojileri  biliminde; gida urlnlerinin
oksidasyondan korunmasinda, patojenlerin
belirlenmesinde, gida guivenligi ve kalite analizlerinde,
enkapsiile edilmis besin maddelerinin, vitamin ve
lezzet maddelerinin kontrolli salimi ve dagitilmasi
amaclariyla kullamilmaktadir. Ayrica gelisen son
teknolojilerle birlikte gida ambalajlarinin gaz ve nem
bariyerleri ile gelistirilmesinde ve  mekanik
dayanmiminin artirilmasinda, antibakteriyel ve kendi
kendini temizleyebilme 6zelligine sahip ambalajlarin
uretiminde, akilli ve aktif paketleme sistemlerinde,
nakliye sirasinda urin durumunun izlenmesinde
nanoteknoloji etkin bir gekilde rol oynamaktadir.

Nanoteknoloji ile birlikte gida endistrisinde
kullanilan yontemler arasinda emitilsiyon hazirlama
teknigi oldukca yaygin kullanilmaktadir.

Emilsiyonlar, basit bir tanimlama ile birbiri ile
karismayan en az iki sivinin birbirleri igerisinde
damlaciklar halinde dagildig1 heterojen sistemler olup
hidrofilik ve lipofilik iki fazdan olusurlar. Bunlar
emiilsiyonun i¢ ve dig faz1 olarak adlandirilmaktadar.
Nanoemilsiyonlarda damlaciklar boyut olarak 20-100
nm arasinda bir dagilim  gostermektedirler.
Nanoemiulsiyonlar, FDA tarafindan GRAS olarak
bilinen insan tiketimi ve yaygin gida maddeleri i¢in
onaylanmig surfaktanlar kullanilarak
hazirlanmaktadir (Mao ve ark., 2009). Nano yapilar
ultrasonik ¢alkalama, yiiksek basin¢lh homojenizasyon
ve mikro-akigskan kanallar kullanilarak elde edilirler
(Mason ve ark., 2006; Nakajima, 2005). Bunlar
icerdikleri nano-damlaciklar vasitasiyla, fonksiyonel
ve  biyoaktif  drtnlerin  enkapsiilasyonu  ve
taginmasinin saglanmasi1 amaciyla gelistirilen en
o6nemli iletim sistemlerinden birisidir.

Mevcut bilgiler dogrultusunda literatiir arastirmasi
sonucu gida endiistrisinde nanoteknolojiye dayali
teknikler kullanilarak nanopargaciklarin
ozelliklerinden faydalanmak mumkin olup, bu
calisma ile antimikrobiyal ozellik igeren biberiye
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esansiyel yaglarina dayali nanoemilsiyonun in vitro
olarak antimikrobiyal etkileri gida kaynakli patojenler
(Salmonella Paratyphi A, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumoniae) ve
balikta bozulma etmeni bakteriler (Photobacterium
damselea, FEnterococcus faecalis, Vibrio vulnificus,
Proteus  mirabilis,  Serratia  liquefaciens ve
Pseudomonas luteola) tarafindan iiretilen ve toksik
olan biyojenik aminler lzerinde arastirilmistir. Bu
calisma ile ayrica biberiye esansiyel yaginin etken
madde analizleri yapilmis ve biberiye esansiyel yagi
kullanarak elde edilen nanoemilsiyonlarin fiziksel
ozelikleri (damlacik boyutu, yiizeysel gerilim,
yogunlugu, temodinamik stabilitesi) belirlenmistir.

MATERYAL ve METOD
Bakteriyel sus izolasyonu ve identifikasyonu

Balik bozulma bakterilerinin (P. damselae, E. faecalis,
V. vulnificus, P. mirabilis, S. liquefaciens, P. luteola)
izolasyonu ve tanimlanmas1 Yazgan ve ark., (2019)
tarafindan bildirilen yonteme gore
gerceklestirilmistir. Bakteriler, Akdeniz'de yakalanan
tic bozulmus balik tiiri olan uskumru (Scomber
scombrus), hamsi (Engraulis enrasicolus) ve sardalya
(Sardinella aurita) ve Adana yakinlarindaki yerel bir
ciftlikten elde edilen gokkusagi alabalig1
(Oncorhynchus  mykiss)ndan  elde  edilmistir.
Klebsiella pneumoniaée (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
edilmigtir.

Ucucu Yag Eldesi ve Bilegimi

Biberiye (Rosmarinus officinalis) ucucu yaglar
BIOMESI (Adana, Tiirkiye) firmasindan elde
edilmigtir. Esansiyel yag, yuvarlak tabanli bir sise,
ucucu yag tayini i¢in kullanilan bir tiip ve bir geri akig
kondansatorinden olusan Clavenger tipi bir cihaz
kullanilarak hidrodistilasyon yontemi 1ile elde
edilmigtir. Esansiyel yag, analiz i¢in kullanilana kadar
4°C'de depolanmigtar.

Esansiyel yag kompozisyonunun tanimlanmasi,
Yazgan ve ark., (2019) tarafindan detaylh olarak tarif
edildigi gibi Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometresi
(GC-MS, Perkin Elmer Clarus 500, Waltham, ABD)
araciligiyla  gergeklestirilmigtir. Hekzan iginde
seyreltilmis 1 uL ugucu yag GC aparatina enjekte
edilmigtir. Ayirma, bir Perkin Elmer SGE polar
olmayan kaynasmis silika kapiler kolon (60 mx 0.25
mm) tzerinde gerceklestirilmstir. Firin sicakhigr 10
dakika 60°C'ye ayarlanmig, ardindan 250°C'ye
yikseltilerek 10 dakika bu sicaklhikta tutulmustur.
Enjektor sicakligr 220°C olarak ayarlanmis ve tagiyici
gaz olarakta 1.5 mlL/dk akis hizindaki helyum
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kullamlmistir. Iyon kaynag icin  elektronik
iyonizasyon enerjisi 200°C sicaklikla 70eV olarak
ayarlanmigtir. Taranan kitle araligi, 250°C arayuz
hatti sicakligr ile 35-425 m/z olmustur. Etken
maddeler, NIST-MS ve WILEY-MS kitapliklar:
kullanilarak tanimlanmistir.

Nanoemiilsiyon Hazirlanmasi

Biberiye esansiyel yagi (su icinde yag) bazh
nanoemiilsiyon, ultrasonik emilsifikasyon temelli
yiksek enerjili bir iglemle Ozogul ve ark. (2017)
tarafindan  bildirilen = yonteme  gore  kiigik
modifikasyonlar yapilarak hazirlanmigtir. Suda yag
nanoemiilsiyonu, toplam nanoemiilsiyonun %11'ini
olusturan bir yag fazi ve toplam nanoemiilsiyonun
%89'unu olusturan su fazi kullanilarak hazirlanmistir.
Nanoemilsiyon, biberiye esansiyel yaginin Tween 80
(Sigma Aldrich, Taufkirchen, Almanya) ve su ile
10:1:89 w/w oraninda karigtirilmasiyla hazirlanmigtar.
Daha sonra emdulsiyonlar ultrasonik homojenizator
(Optic Ivymen System CY-500, Barselona, Ispanya)
kullanilarak 72 amplitiidde (titresim genligi) 15
dakika homojenize edilmigtir. Ultrasonik
homojenlestiricinin giicii 500 W ve yayilan ultrasonun
frekans1 20 KHz olmustur. Enerji girigi, 14 ing
titanyum alasimli prob (5.6 mm cap (@) ve 60 mm
yiikseklik) iceren bir piezoelektrik doniistiiriicii iceren
bir sonotrot kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu islem
sirasinda, emilsiyonun Urettigi 1s1, beher etrafinda
buz kullanilarak kontrol edilmistir. Ultrasonikasyon
yontemiyle biberiye esansiyel yagi
nanoemiilsiyonunun tretimi igin sematik diyagram
Sekil 1'de gosterilmektedir.

Nanoemiilsiyonlarin Fiziksel Ozellikleri

Biberiye esansiyel yag1 nanoemiilsiyonlariin (Sekil 2)
fiziksel ozelliklerinin tim d&lgiimleri 25 °C'de Orta

Dogu Teknik Universitesi Merkez
laboratuvarlarindan hizmet alimi yapilarak analiz
edilmigtir. Nanoemiilsiyonun ortalama damlacik

boyutu ve polidispersite indeksi, Malvern Panalytical
Mastersizer 2000 (Malvern, Ingiltere) kullamlarak
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 6lciilmiistiir.

Histidin Dekarboksilasyon Sivisinin Hazirlanmasi ve
Bakterilerin Agilanmasi

Bu calismada kullanilan tiim gida kaynakl patojenik

suglar 1ile bozucu Dbakterilerin biyojenik amin
iiretimleri, histidin dekarboksilaz sivis1 (HDB)
kullanilarak incelenmigtir. Histidin dekarboksilaz

sivisi, 1 g pepton, 0.5 g Lab-Lemco tozu (Oxoid
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CMO0017, Hampshire, ingiltere), 2.5 g NaCl (Merck
1.06404.1000, Darmstadt, Almanya), 4.01 g L-histidin
(Sigma, Steinheim, Almanya) ve 500 mL distile su
icerisinde 2.5 mg piridoksal HCI (Sigma P9130,
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(% Nymw % 10} whw
» Yol Fasy

»

Marrpets Kargtro:
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Sekil 1. Ultrasonikasyon yontemiyle biberiye esansiyel
yag1 nanoemiilsiyonunun tretimi i¢in sematik
diyagram

\UNrasonices yon

Figurel.Schematic diagram an overview for
manufacturing of rosemary essential oil
nanoemulsion by ultrasonication method

-

.\\\_’_7'

Sekil 2. Biberiye esansiyel yag kullanilarak

olusturulan nanoemiilsiyon
Figure 2. Rosemary essentiaol oil based nanoemulsion
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Steinheim, Almanya) pH (5.5 - 6.8), IM KOH (Riedel-
deHaen 06005, Seelze, Almanya) veya % 6 TCA
(Riedel-deHaen 27242, Seelze, Almanya) ile optimum
biyume pH'larina gore ayarlanmistir. Bu asamadan
sonra HDB, 10 mllik gigelere konularak
kullanilmadan o6nce 15 dakika i¢inde 121°C'de
otoklavlanmigtir. Daha sonra stok kiltiirlerden 0.5
mL alinarak, biyojenik amin Uretmesi icin HDB'ye
inokiile edilmigtir. Bu sekilde kullanilan her bir
bakteri turunun ozellikle, histamin (HIS), kadaverin
(CAD), tiramin (TYR), triptamin (TRPT), 2-
feniletilamin (PHEN), agmatin (AGM), putresin
(PUT), spermin (SPN), spermidin (SPD), dopamin

(DOP) ve serotonin (SER) uretim kapasitesi
belirlenmigtir. Kontrol grubunda HDB icerisine
herhangi bir emiilsiyon katkisi olmamistir.

Histidin  Dekarboksilasyon = Sivisinda  Toplam

Bakteriyel Gelisimin Belirlenmesi

Histidin dekarboksilaz sivisi toplamda 4 gruptan
olusmaktadir. Bunlar, kontrol grubu (herhangi bir
katki olmayan), Tween 80 (%1) grubu, BEO (%1
biberiye esansiyel yag1) grubu ve BNE (% 1 biberiye
esansiyel yagi kullanilarak hazirlanmisg
nanoemiilsiyon) grubudur. Histidin dekarboksilaz
sivisinda gelisen her bir bakteriyel kulturden 0.1 ml
alinarak wuygun seyreltikler hazirlanmis, (10-10a
kadar), sonrasinda Plate Count Agar uzerine asjlama
yapilmistir. Petri kutular1 37 °C’de 72 saat inkube
edilmistir.

Biyojenik Amin Analizleri

Biberiye esansiyel yagi ve bu yag kullanilarak
hazirlanan nanoemdtlsiyonlarin bozucu ve patojen
bakterilerin amino asit dekarboksilasyon aktivitesi
uzerine etkisini degerlendirmek amaciyla biyojen
amin analizi (Ozogul, 2004) gerceklestirilmistir.
Biyojen aminlerin tirevlendirilme islemi igin
Redmond & Tseng (1979) metodu kullanilmigtir.
Biyojen amin tureten bakterilerin gelisimi Niven

besiyeri (Niven ve ark., 1981) kullamlarak
belirlenmigtir.
Kiltiir Ortaminin Hazirlanmasi ve Bakteriyel
Ekstraksiyon

Calismada kullanilan tim gida kaynakli patojenler
tarafindan iiretilen amonyak (AMN), trimetil amin
(TMA) ve biyojen aminler Kuley & Ozogul (2011)
tarafindan  kullanilan metoda gére HDB'de
incelenmigtir. Bakterilerin iiremesi i¢in besi ortami
olarak nutrient broth kullanilmistir ve tireme sicakligi
37°C olarak belirlenmigtir. 2-3 gin siire bu
sicakliklarda inkiibe edildikten sonra her bir
bakteriyel sug kiiltiiriinden 0.5 ml alinarak HDB'ye
eklenmisgtir ve 24 saat dekarboksilasyon reaksiyonuna
birakilmistir. Ardindan %1 (1m1/100ml)
konsantrasyonlarda Tween 80, biberiye esansiyel yagi
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ve biberiye esansiyel yagi kullamilarak olusturulan
nanoemiilsiyonu HDB igerisine eklenmigtir. Gida
kaynakli patojenlerin ekstraksiyonu ig¢in patojen
iceren 5 ml HDB ayr1 bir tipe alinarak tizerine 2 ml %
6k triklorasetik asit (TCA) eklenmistir. Ardindan
3000xg'de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmig ve filtre
kagitlarindan  (Milipore) siizme islemine tabi
tutulmustur. Daha sonra her bir patojen suslarindan
alinan 4 ml bakteriyel stipernatant HPLC'de biyojen
analizi yapmak i¢in tlrevlendirme iglemine tabi
tutulmustur.

Biyojenik amin Analizi igin Kullanilan Kimyasallar

Tim Dbiyojen amin standartlar1 Sigma-Aldrich
(Munich, Germany) firmasindan temin edilmistir.
Amin analiz i¢in kullanilan mobil faz asetonitril ve
HPLC saflikta su kullanilarak gerceklestirilmigtir.

Standart Amin Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Calismada  kullanilan biitin  biyojenik  amin
standartlar1 Sigma—Aldrich’den (Munich, Germany)
saglanmistir. Triptamin hidroklorid (122.8 mg),
putresin dihidroklorid (182.9 mg), 2-feniletilamin
hidroklorid (130.1 mg), kadaverin dihidroklorid (171.4
mg), spermidin trihidroklorid (175.3 mg), spermin
tetrahidroklorid (172.0 mg), histamin dihidroklorid
(165.7 mg), tiramin hidroklorid (126.7 mg), 5-
hidroksitriptamin  (serotonin) (133.9 mg), 3-
hidroksitiramin hidroklorid (dopamin) (123.8 mg),
agmatin stlfat (175.4 mg), ammonia chloride (296.9
mg) ve trimetilamin hidroklorid (161.7 mg) 10 mL
ultra saf suda ¢ozdirilmustir. Her bir amin igin
serbest bazin son konsantrasyonu 10 mg/mL!
olmustur.

AMN, TMA ve Biyojenik Amin Analizi
Tirevlendirme Iglemi

icin

Bakterilerin tirevlendirilme prosediirii Ozogul ve ark.
(2002) yontemine gore yapilmistir. Ekstrakte edilen
bakteri solisyonunda 4 ml alinarak tizerine 1 mL 2 M
sodyum hidroksit ve 40 ul benzoil chloride eklendikten
sonra 30 saniye vortekste karigtirilmistir. Reaksiyon
karisimi 20 dk, oda sicakliginda (24°C) birakilmistir.
Benzolasyon islemi 2 mL doymus sodyum hidroksit eki
ile durdurularak, soliisyon iki kez 2mL dietil eter ile
ektrakte edilmistir. Karistirma igleminden sonra st
organik faz temiz tilp igerisine alinarak azotta
ucurulmustur. Tip icerinde bulunan kalintilar 1 mL
asetonitrilde cozdurulerek, HPLC tuplerine
aktarilmigtir ve 10 pL. 6rnek HPLC cihazina enjekte
edilmigtir.

Kromatografik Kogullar

Biyojen amin analizleri Ozogul (2004) metodu
kullanilarak her bir litre siv1 besi ortaminda mg amin
cinsinden (mg/L) 6l¢iilmiistiir. Biyojen amin analizinde



KSU Tarim ve Doga Derg 26 (2), 409-423, 2023
KSU J. Agric Nat 26 (2), 409-423, 2023

Arastirma Makalesi
Research Article

gradient eliisyon programi ve ters faz kolunu ile
birlikte hizli bir HPLC metodu kullanmilmigtir. Aym
analitik kogullar AMN ve TMA analizlerinde de
kullanilmigtar.

Ekipman ve Kolon

Biyojenik amin analizi i¢cin bir SPD-M20A diode array
dedektor, iki kanalli gradient pompa (Shimadzu LC-
10AT), autosampler (SIL 20AC), kolon firm (CTO-
20AC), FCV-11AL dalga birimli communication bus
module (CBM-20A) sahip Shimadzu Prominence
HPLC cihaz (Shimadzu. Kyoto. Japan) kullanilmistir
(Sekil 3). Biyojen amin analizi i¢in ters-fazli ODS
Hypersil, 5ul, 250X4.6 mm kolon (Phenomenex.
Macclesfield. Cheshire. UK) kullanilmistir.

Sekil 3._Biyojen amin énalizi igin kullanilan HPLC
cithazi
Figure 3. HPLC device used for biogenic amine analysis

Istatistik Analizler

Istatistik analizler SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL.
USA) kullamilarak yapilmigtir. p<0.05 olarak
tanimlanan 6nemli farklhiliklar1 belirlemek igin

ANOVA kullanilmigtir. Her muamele gruplari i¢in g
tekrarlh olarak istatistik kargilagtirma yapilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Biberiye Ucucu Yaginin Kimyasal Bilegimi

Biberiye esansiyel yagi ugucu bilegenlerinin GC-MS
analizi, 11 bilesik olarak tanimlamistir (Cizelge 1). 1.8-
Cineole, diger yazarlar tarafindan bildirilene benzer
bir dizey olan toplam tanimlanmis bilesiklerin %
53.08'ini olusturan mevcut ana bilesiktir (Ozogul ve
ark., 2017). Biberiye esansiyel yaginda 1, 8-cineole (%
27.6) 6nemli oranda igerdigi bildirilmistir (Nowak ve
ark., 2012). 1.8-cineole (okaliptol), dogada bol
miktarda bulunan bir monoterpen siklik eterdir.
Okaliptiis globulus yapraklarindan (%80'e kadar) izole
edilen bir ugucu yagin ana bilesenidir, ancak biberiye
(Rosmarinus officinalis), adacay1 (Salvia officinalis) ve
nane (Mentha spp.) gibi diger tiirlerde de bulunabilir.
1.8-cineole (okaliptol)'iin farmakolojik etkileri iyi
belgelenmistir; glcli  antimikrobiyal, mukolitik,
bronkolitik ve antiinflamatuar 6zelliklerinden dolay:
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solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde kullanilir
(Aprotosoaie  ve ark., 2019). 1.8-cineole'nin
antijenotoksik potansiyeli de birkag¢ ajan tarafindan
indiklenen DNA hasarina karsi cogunlukla hicre
bazli deneylerde arastirlmistir. Ornegin, Mitié-
Culafi¢ ve ark., (2009) hepatoma HepG2 ve lenfoma
NC-NC hiicre hatlar: 6n igleme tabi tutuldugunda ve
tert-biitilhidroperoksit ile birlikte muamele
edildiginde 1.8-Cineole'nin DNA hasar1 ytizdesini
azaltabildigini bildirmiglerdir. % 1'den daha yiksek
miktarlarda bulunan diger bilesikler arasinda a-
pinene (% 11.57), camphor (% 8.96), caryophyllene (%
4.54), b-myrecene (% 3.96), borneol (% 3.46) ve
camphene (% 3.01) bulunmaktadir. Bu maddelerin de
olduk¢a gticli antimikrobiyal, antioksidan ve
antiinflamatuvar etkilerinin oldugu bilinmektedir.
Bununla beraber literatiirde farkl biberiye esansiyel

yagr igeriklerinin oldugu da Dbelirtilmektedir.
Bitkilerin ugucu yag bilegsiminin genetik, cevresel
faktorler, gelisim asamasi ve  ekstraksiyon

yontemlerine bagli olarak degistigi bildirilmigtir

(Ozogul ve ark., 2017).

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

Table 1. Chemical composition of rosemary
(Rosmarinus offinalis L.) essential oil

Bilesik adi (%)
Compound name
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-4-01 1.05
Bornyl Acetate 1.78

Biberiye Ugucu Yagi Nanoemiilsiyonunun Fiziksel
Ozellikleri

Biberiye esansiyel yagi bazli nanoemiilsiyonun fiziksel
ozellikleri Cizelge 2'de verilmistir. Tween 80 (%1 w/w)
ile hazirlanan nanoemdilsiyonlarin damlacik boyutu
(Z-ortalamalar1) ortalama 447.6 nm bulunmustur.
Bununla birlikte, 6nceki arastirma ¢alismas1 (Ozogul
ve ark, 2017), biberiye esansiyel yag bazh
nanoemilsiyon i¢in 63.02 nm araliginda bir damlacik
boyutu bildirmistir. Genel olarak, nanoemdiilsiyon
damlacik boyutunun dis maruziyeti ile dolayh olarak
iligkili olan ylizey aktif madde konsantrasyonuna bagh
olabilmekte ve ayrica yag/su ara ylizey gerilimine de
bagli degisebilmektedir (Sundararajan ve ark, 2018).
Ayni zamanda ultrasonik homojenizator tarafindan
uretilen kesme kuvvetlerine ve tiirbiillansa da bagh



KSU Tarim ve Doga Derg 26 (2), 409-423, 2023
KSU J. Agric Nat 26 (2), 409-423, 2023

Arastirma Makalesi
Research Article

olabilecegi bildirilmistir (Mehmood ve ark, 2017).
Bulgularin diger arastirma caligmalariyla
karsilastirilmasiyla, bu ¢alismada test edilen biberiye
esansiyel yagi bazli nanoemilsiyonun damlacik
boyutunda (447.6 nm) Ozogul ve ark., (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada bildirilen sonuglara gore
(63.02 nm) bir artis oldugu gézlenmekte ve bunun
nedeninin ise emiilsifiye edici madde olarak kullanilan
Tween 80'nin konsantrasyonlarinin %3'ten %1'e (w/w)
distrilmesinden kaynakli olabilecegi
disunulmektedir. Ayrica, su icinde yag
emilsiyonlarinin hazirlanmasinda iyonik olmayan
yuzey aktif maddeler olarak kullanilan Tween 80
uygulamasi, emiilsiyonun hidrofilik-lipofilik dengesi
acisindan dengede olmustur (Chu ve ark., 2020).
Ayrica, polimer bazhh yizey aktif maddelerle
karsilagtirildiginda, kiigiik molekilli bir yiizey aktif
madde olarak Tween 80, damlacik ylizeyinde adsorbe
etmede daha etkili olmustur (Chu ve ark., 2020).

Ote yandan viskozite, nanoemiilsiyonun
fizikokimyasal karakterizasyonunda kullanilan ¢ok
o6nemli bir parametredir. Bu parametre, emiilsiyonun
partikil stabilitesini ve uzun vadeli stabilitesini
etkileyebilmektedir (Richa & Choudhury, 2020).
Ayrica viskozite, ylizey aktif maddelerin, yag
bilegsenlerinin ve emiilsiyonun suyunun bilesimlerine
ve bunlarin konsantrasyonlarina asir1 derecede
baghdir (Che Marzuki ve ark., 2019). Viskozitenin
belirlenmesi, sistemin O/W (oil-in-water; yag icinde su)
veya W/O (water-in-oil; su icinde yag) emiilsiyonu olup
olmadigini dogrular. Sistemlerin dusik viskozitesi,
O/W tipi oldugunu ortaya koymaktadir. Aksine yiksek
viskozite, yag tipi sistemde su oldugunu gosterir
(Yazgan ve ark., 2019). Arastirmada viskozite 0.88 N
s/m? olarak bulunmustur. Nanoemiilsiyonlarin fiziksel
stabilitesi tizerinde viskozitenin biyik bir etkisi
vardir. Bu nedenle, bu arastirmada incelenen biberiye
esansiyel yagi nanoemulsiyonunun viskozitesi,
emiilsiyon stabilitesini arttirmaktadir. Biberiye
esansiyel yagi bazli nanoemiilsiyonun yilizey gerilimi
ise 3393 N/m olarak bulunmustur. Onceki
arastirmalar,  biberiye  esansiyel yag  bazh
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
glinliik depolama sirasinda iyi termodinamik stabilite
sergilemigtir.

Biberiye esansiyel yag1 nanoeiilsiyonunun PDI'si Sekil
4'te verilmigtir. PDI degeri, damlaciklarin partikil
boyutu dagilimi olarak tanmimlanabilir. Siklikla, PDI
degerleri 0.0'dan (tek tip damlacik) 1.0'a (cesitli
damlacik boyutu popiilasyonlarina sahip numune)
uzanir. Kigik bir PDI degeri, dar bir pargacik boyutu
dagiliminm temsil eder. Bu ¢alismada biberiye ugucu
yagi i¢in PDI degeri 0.164 olarak bulunmustur. Ayrica
sonuglar gostermisrit ki, elde edilen PDI degeri, ylizey
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aktif madde konsantrasyonlarina ve nanoemiilsiyonun
geligtirilmesi i¢in kullanilan sulu faz miktarina ve
ayrica ultrasonik emdulsifikasyonun etkisine baglh
olmustur (Chu ve ark, 2020).

Cizelge 2. Biberiye esansiyel yag: kullanilarak
hazirlanan nanoemiilsiyonunun fiziko-
kimyasal 6zellikleri

Table 2. Physico-chemical properties of rosemary

based nanoemulsion
Sicaklik (°C) 95
Temperature (°C)
Viskozite (N s/m2) 0.88
Viscosity (N s/m2) )
Yizey gerlhml 3303
Surface tension
Termodinamik stabilite ++
Thermodynamic stability
Damlacik boyutu (nm) 447.6

Droplet size (nm)

+ 2 haftaya kadar olan sure igerisinde faz ayrimi

acisindan  emitlsiyonun iyi  bir termodinamik
kararliligr oldugunu goésterir.
2;
] Z-Average {d.am):447.6
21 PDL0.164
€15
<
g |
3
§ 10
5.
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Sekil 4. Biberiye esansiyel yagi nanoemdiilsiyonun
parcacik boyutu dagilimi ve PDI degeri

Figure 4. The particle size distribution and PDI value
of the rosemary essential oil nanoemulsion

Histidin Dekarboksilaz Sivisinda Bakteriyel Geligim

Cizelge 3, histidin dekarboksilaz sivisinda bakteriyel
gelisimi gostermektedir. Calismada kontrol grubu
genellikle muamele gruplarindan daha ylksek
duzeyde bakteri yuki igermigtir. Test edilen gruplar
arasinda genellikle en disik bakteriyel yik, BEO
grubunda gézlenmigtir.

Muamele gruplari arasinda Tween 80, bakteriyel
gelisimi engellemede genellikle en diigsiik aktiviteye
sahip grup olmustur. Kontrol gruplarinda en yuksek
bakteriyel gelisim K. pneumoniae ve S. liquefaciens
(8.87 log kob/ml) suslarinda ve en dusuk gelisim ise
balik bozucu E. feacaliste (7.41 log kob/g) gozlenmistir.
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Cizelge 3. Histidin dekarboksilaz sivisinda (HDB) bakteriyel gelisim (log kob/ml)
Table 3. Bacterial growth in histidine decarboxylase broth (HDB) (log cfu/ml)
Gruplar
Bakteri Groups
Bacteria Kontrol Tween 80 BEO BNE
Control
9 "3 S. aureus 8.53+0.1%¢ 8.26+0.1b 7.09+0.42 8.57+0.1¢
..‘.5 s . '%.M { K. pneumoniae 8.87+0.2¢ 8.70+0.1b 8.13+0.12 8.78+0.2bc
G2 5" S. Paratyphi A 8.52+0.2¢ 8.560.0° 6.97+0.22 7.25+0.2b
MR E. feacalis 8.53£0.1¢ 8.49+0.2b 8.43+0.12 8.47+0.2
» P. damselae 8.56+0.3¢ 8.73+0.34 7.69+0.02 8.39+0.4P
g o E. feacalis 7.41+0.32 7.43+0.52 8.16+0.3P 8.4440.1¢
3 g V. vulnificus 8.51+0.0 8.51+0.2b 7.97+0.22 8.73+0.4¢
ﬁ s P. mirabilis 8.42+0.4¢ 8.81+0.04 8.04+0.22 8.33+0.3P
pg S. liquefaciens 8.87+0.1¢ 7.83+0.12 8.13+0.1b 8.22+0.2¢
P. luteola 8.07+0.3b 8.37+0.2¢ 7.13+0.22 8.30+0.1¢

BEO: Biberiye esansiyel yagi, BNE: Biberiye esansiyel yag1 bazli nanoemiilsiyon
xOrtalama deger, + standart sapma, n=3. Ayn satir {izerindeki farkl: harfler (a-d) istatistiki farki géstermektedir.

HDB'de S. aureus gelisimi 7.09 log kob/ml (BEO) ile
8.57 (BNE) log kob/ml arasinda degiskenlik
gostermistir S. aureus igin bakteriyel gelisimde en
fazla azalis gosteren grup BEO olmustur. Gruplar
arasinda en yuksek inhibisyon etki 1.55 log kob/ml
azalis ile BEO grubunda S. Paratyphi A bakterisine
karsy goézlenmigtir. Tween 80 grubunda bakteriyel
gelisimi artan suslar arasinda £ feacalisin hem
bozucu hem de patojen susu ile S. Paratyphi A, P.
damselae, P. mirabilis ve P. luteola bulunurken BEO
grubunda sadece E. feacalis bozucu susu (0.75 log
kob/ml artis) bulunmustur. BNE grubunda ise
bakteriyel gelisimi artis gosteren suslar olarak S.
aureus, FE. feacalis bozucu susu, V. vulnificus ve P.
Iuteola goézlenmigtir. Tim bu artis gosteren suslar
arasinda en ylksek ve en diisik bakteriyel geligim,
bozucu E. feacalis'te sirasiyla BNE (1.03 log kob/ml
artis) ve tween 80 (0.02 log kob/ml artis) gruplarinda
gozlenmistir. Bakteriyel gelisimi azalig gésteren suslar
arasinda ise en fazla azalig S. Paratyphi A'da BNE
grubunda (1.27) ve gelisimi en az olan sus ise 0.06 log
kob/ml azalig ile patojen sus olan FE. feacaliste
gozlenmigtir.

Literatiire bakildiginda biberiye esansiyel yagi ve
nanoemiilsiyon formlarinin gidalara uygulanmasi ile
ilgili ¢alismalara rastlanmamistir. Fakat benzer
calismalara rastlamak miimkiindir. Bunlarda daha
¢ok antimikrobiyal analiz g¢aligsmalar1 olup biyojen
amin uretimi uzerine odaklanilmamigtir.
Abdollahzadeh ve ark., (2014) kekik, biberiye ve
targindan elde ettikleri esansiyel yaglarin L.
monocytogenes  PTCC 1163 susuna  karsi
antibakteriyel aktivitelerini o6lgmiigler ve oldukca
etkili olduklarim bildirmiglerdir. Yine Ozogul ve ark.,
(2020) kekik esansiyel yagl temelli
nanoemilsiyonlarin ve saf yaginin baliklarda bozucu
bakteriler (P. luteola, P. damselae, V. vulnificus, E.
faecalis, S. liquefaciens, ve P. mirabilis) ve gida
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kaynakli patojenler (S. Paratyphi A, S. aureus, K.
pneumoniae, ve E. faecalis) iizerindeki antibakteriyel
aktivitelerini disk difiizyon, minimum inhibisyon
(MIC) ve minimum bakterisidal konsantrasyonlar:
(MBC) kullanilarak degerlendirmisler ve kekik
yaginin nanoemiilsiyona donustirilmesinin
antibakteriyel aktiviteyi arttirdigini rapor etmislerdir.
Ozogul ve ark., (2022), defne (Laurus nobilis) ugucu
yaginin  ultrasonik  emdtlsifikasyon  yontemiyle
nanoformilasyonu ve esansiyel yaginin
antimikrobiyal aktivitesini gida kaynakl patojenler ve
balik bozulma bakterisinden olusan bir gruba kars: da
arastirmiglardir. Calisma sonucunda defne esansiyel
yag1 nanoemiilsiyonunun fizikokimyasal 6zelliklerinin
surfaktanda, esansiyel yag konsantrasyonundan ve
bilesiminden ve nanoemiilsiyon hazirlama igin
ultrasonik emiilsifikasyondan etkilendigini ve bunun
daha sonra antimikrobiyal etki tzerinde O6nemli
sonuc¢lari oldugunu gostermistir. Yazgan ve ark.,
(2019), limon esansiyel yag1 ve bu esansiyel yag bazh
nanoemiilsiyonun gida patojenleri (S. aureus, K.
pneumoniae, E. faecalis ve S. Paratyphi A) ve balik
bozucu bakteriler (P. damselae, E. faecalis, V.
vulnificus, P. mirabilis, S. liquefaciens ve P. luteola)
uzerindeki antimikrobiyal etkilerini disk diftizyonu,
MIC ve MBC agisindan karsilastirdiklar ¢aligmada
ucucu yagin nanoemilsiyona dontsturilmesinin
antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigini géstermislerdir.

Yazgan (2020), adacay1 esansiyel yag1 = ve
nanoelilsiyonunun patojen ve bozucu organizmalar
tuzerindeki antimikrobiyal ozelliklerinin ve

antimikrobiyal ajan olarak kullanimlarini aragtirdig:
¢alismasinda disk diflizyon yoénteminde adagay:
esansiyel yaginin test edilen mikroorganizmalar
uzerinde nanoemilsiyon formundan biraz daha etkili
oldugunu bildirmigtir. Ozogul ve ark., (2021)
nanoemilsifikasyon iglemi sonrasinda greyfurt
kabugu ugucu yaginin antibakteriyel 6zelliklerindeki
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artis1 arastirdiklar: calismalarinda ana bilesik olarak
tanimladiklar1 D-Limonene (% 82.86) ihtiva eden
esansiyel yagin test edilen bakteri suglarinin ¢coguna
kars1 bakteriyostatik etki gésterdigini bildirmiglerdir.
Ugucu yagin nanoemilsiyon sistemine dahil
edilmesinin nanoemiilsiyondaki yag konsantrasyonu
dikkate alindiginda artan bakteriyostatik etki ile
sonuc¢lanmigtir, ancak muhtemelen nanoemiilsiyon

sistemindeki ¢ok distk ucgucu yag
konsantrasyonundan  dolayr  bakterisidal  etki
gozlemlenmemigtir.

Yapilan calismalardanda goruldigi lzere aromatik
bitki yaglar1 ve ekstraktlarimin igerigi ve kalitesi
ekolojik kosgullar, yagin ekstrakte edilis sekli ve diger
faktorlerine gore degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
bilesiklerin herbiri organik maddelerin kompleks
heterojen gruplaridir. Ayrica esansiyel yag ve
turevlerinin antimikrobiyal etkisi bakteri tiirlerine
baglidir. Bununla birlikte, mikro seyreltme
yonteminde hem nanoemiilsiyon formu hem de ugucu
yag, test edilen patojen ve bozulma bakterilerinin
bakteri tremesi lzerinde benzer bir etkiye sahip
olmustur. Bu fark, kiiltiir ortaminda daha az bulunan
polar bilesiklerin daha yavas yayilmasindan
kaynaklamiyor olabilir. Mevcut c¢alisma, biberiye
esansiyel yaginin ve nanoemilsifiye formunun gida
endistrisinde dogal bir antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecegini gostermistir.

Histidin Dekarboksilaz Sivisinda AMN, TMA ve
Biyojen Amin Uretimi

Biberiye esansiyel yagi kullanilarak olusturulan su
igerisinde yag nanoemiilsiyonu ile biberiye esansiyel
yagimin HDB'de gida kaynakli patojen ve balik bozucu
bakterilerin urettigi AMN, TMA ve biyojen aminler
uzerindeki etkisi Cizelge 4’te verilmistir. Esansiyel
yaglarin bakteriler tizerindeki antimikrobiyal etkisi
esansiyel yagin icerdigi kimyasal bilesiklere gore
farkhihiklar gosterebilmektedir. Escherichia coll,
Salmonella, Clostridium, Aeromonas hydrophila,
Bacillus spp., K. pneumoniae, Listeria monocytogenes
ve E. faecalis gibi gida kaynakl patojenlarin amonyak
ve biyojen amin tUretme yetenegine sahip oldugu
bildirilmistir (Ordonez ve ark., 1999; Ozogul, 2011;
Kuley ve ark., 2011; 2012, Gokdogan ve ark., 2012).
Calismada HDB igerisinde patojen ve bozucu
bakteriyel tlyeler arasinda AMN, TMA ve diger
biyojenik aminler tretimi bakimindan farkhiliklar
bulunmusgtur.

HDB icerisinde kullanilan tiim muamele gruplari
genel olarak test edilen tiim bozucu ve gida kaynaklh
patojenik organizmalarin biyojen amin Uretimlerini
inhibe etmistir. AMN dUretimine bakildiginda
kullanilan tim gida kaynakli patojenik
organizmalarin arasinda en yliksek tretim kontrol
grubu P. luteola (1866.96 mg/L) susunda gozlenmis
olup kullanilan muamele grubuna bagli olarak AMN
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uretimi 6nemli oranda dismiustiur. Bozucu bakteriler
arasinda muamele gruplarinin da AMN tiretimini en
¢ok inhibe ettigi sus yine P. luteola olmustur. Gida
kaynakli patojen bakteriler arasinda Tween 80 dahil
olmak  tlizere  biberiye esansiyel yag ve
nanoemiilsiyonu muamele gruplarinin tamaminda
AMN dretimi inhibe edilirken muamele gruplari
arasinda bu durum farkliliklar gostermistir. Ozogul
(2011) HDB icerisinde gida kaynakl patojenlerin 1130
ve 3089.6 mg/LL arasinda amonyak trettigini rapor
etmistir. Gokdogan ve ark. (2012) HDB'de AMN
iiretiminin en diisiik L. monocytogenes (68 mg/L) ve en
yiksek E. coli (210 mg/L) tarafindan gergeklestigini
bulmuglardir. Lizin dekarboksilaz sivisinda gida
kaynakli patojenler 965 mg/l’'den daha dusuk
amonyak tiretmistir.

Genel olarak BEO ve BNE gruplari, kontrol ve Tween
80'den daha fazla AMN iretimini inhibe ederken KA.
pneumoniae ve E. feacaliste Tween 80 daha suprese
etki gostererek AMN Uretimini baskilamigtir.
Polioksietilen Sorbitan Monooleat 80 veya Polisorbat
80 olarakta bilinen Tween 80, genellikle gidalarda ve
kozmetik trunlerinde kullanilan noniyonik bir ylzey
aktif maddedir ve emiilgatérdiir. Bu sentetik bilesik,
viskoz, suda ¢ozlunir sari bir sividir. Tween 80 bir
yuzey aktif madde oldugundan, hidrofobik maddeleri
icine alan miseller ve emitlsiyonlar olusturabilir. Bu
nedenle Tween 80'in hidrofobik antimikrobiyallerin
antibakteriyel etkilerini etkileyebilmektedir. Nielsen
ve ark. (2016) bozulma ve gida kaynakli hastaliklarin
yaygin nedenleri olan Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes ve Pseudomonas  fluorescens'in
biylmesini ve antimikrobiyal duyarhligini Tween
80'in nasil etkiledigini arastirtirdiklar: caligmalarinda
bu emiilgatorin S. aureusun hem bireysel hem de
biyofilm biiytimesini destekledigini, L. monocytogenes
ve P. fluorescensi inhibe ettigini ve bu durumunda
kullanilan susa bagli oldugunu gostermistir. Mevcut
calismada da oldugu gibi Tween 80' nin bazi suslarin
AMN tretimini artirdigi, bazilarini ise inhibe ettigi
gozlenmigtir. Bu degisimin susa bagli olmasinin yani
sira besi ortami igerisine eklenen aktif maddelerin
antagonistik veya sinerjik etki yaratmasindan da
kaynakli olabilecegi ihtimaller arasindadir. Bulgular,
emulsiyonlastirma yoluyla c¢ozelti icinde dagilan
hidrofobik antimikrobiyallerin etkinligini incelerken
veya emiulgatorleri iceren gida  matrislerine
antimikrobiyaller uygulandiginda emdtlgatérlerin
dolayli etkilerinin belgelenmesinin 6nemini
vurgulamaktadir.  Ayrica, mikrobiyal blylime
uzerindeki ture o0zgl etkiler, kozmetik ve gida
urinlerindeki Tween 80'in cilt ve bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimini etkileyebilecegini ve bu
nedenle potansiyel saglik etkilerini ortaya ¢ikarmak
i¢gin emdilgatorlerin insan mikrobiyomu tizerindeki
etkisinin arastirilmas: gerektigini diistindiirmektedir
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Cizelge 4. HDB icerisinde mikroorganizmalar tarafindan iiretilen AMN, TMA ve BAs (mg/L)
Table 4. AMN, TMA, and BAs production by microorganism in HDB (mg/L)
PUT CAD S

Bakteri Gruplar AMN PD TRPT PHEN SPN HIS SER TYR TMA DOP AGM

Kontrol  496.41+19.714 293.19411.66¢  327.61:10.76°  30.00£2.04¢  61.37+2.12¢  0.00£0.00  20.76:1.16¢  17.7420.26¢ 514.54£33.320  28.8342.27¢  16.55+1.84¢  59.34+4.014 9.99:0.27¢

S aureus Tween 80  413.66+2.93¢ 50.52:+2.44¢ 27.70+1.100 23.4140.77°  55.462.26°  0.00£0.00° 4.22:0.21¢ 11.2540.01¢ 303.67+4.01¢ 12.52£0.27¢ 12.4740.45¢ 18.1940.21¢ 4.38£0.19°

. BEO 318.10+2.72° 34.66+7.23" 10.000.76 14.83£1.74>  43.70:2.29°  0.00£0.00° 0.00£0.00° 4.74£0.240 54.85+4.700 4.50+0.76" 6.51:0.43" 11.26£1.03° 9.41:0.67%

g BNE 367.82+11.21° 13.341.06° 12.6310.53° 9.50£0.27° 15.50£0.140  0.00£0.00° 1.34£0.03" 1.86£0.16° 37.81+1.44° 1.34£0.10° 5.33£0.26° 8.92:0.68 8.81+0.18

§ Kontrol 166.49:10.961 205.35+11.944 56.08+2.324 68.16£2.52°  34.75:2.58!  67.82:3.14¢  23.92+1.860  106.89+6.95¢ 30.33+0.19¢ 69.78+0.43°  89.26+7.61¢  104.16:3.80°  42.15:0.90¢

® K pnoumonise  TWeen80 131941686 147.68+1.76¢ 35.36+0.11¢ 42,382,150  22.85:0.32°  44.16:0.03°  13.9141.22¢  36.86:1.17 15.20+0.83¢ 68.76:2.66°  83.48:0.07°  17.57:0.83  11.76+0.07

3 BEO 144.00+18.16° 90.52+3.420 14.7310.19° 19.70:0.440  14.7120.10°  34.54:0.29"  0.00£0.00° 35.95+2.42" 7.96+0.78 31.59+1.98"  54.06:1.76"  23.94+1.28 2.72+1.67%

% BNE 157.1146.54¢ 41.45+7.30 23.0141.760 18.86£1.05°  16.95:1.17°  26.21:2.320  8.53:0.17° 17.62+1.220 5.48:0.32 24.28£1.000  22.02:1.020  20.25+1.36% 4.050.09°

g Kontrol  797.38+11.46¢ 0.09:0.00° 16.86+0.27¢ 15.7241.300  11.7420.35¢  2.33:0.07 3.52+0.06¢ 0.970.02 34.14+1.45¢ 12.5740.64°  27.12:0.46¢  11.36£0.000  21.47+1.95¢

§ S Paratyphia TWen80  37L03:15.0 0.01£0.000 13.660.74 18.40£0.17" 4.39:0.07 0.00£0.00°  0.55+0.06 0.84£0.03" 15.53£0.38° 1.92£0.11° 11.14£0.96¢ 7.85+0.04¢ 23.18+1.63¢

& BEO 186.83:8.94 0.00£0.00° 14.120.80° 15.8740.58 5.160.55 2.50£0.54¢ 0.00£0.00° 0.23£0.01° 4.980.56° 1.56+0.08 6.85£0.77° 2.69£0.01° 15.2640.03

F BNE 204.201.10° 0.00£0.00° 18.1041.21¢ 18.96:+0.42° 9.67:0.34¢ 1.72+0.320 0.80£0.07° 0.40£0.05° 2.61:0.28° 1.3840.472 5.88£0.39° 1.1420.18° 18.000.84>

& Kontrol  493,75+26.441 3.0120.05¢ 15.440.18 2.65+0.16¢ 2.23:0.08° 0.00£0.00° 0.000.00° 9.28:0.14¢ 19.160.67¢ 1.010.02° 3.72:0.17¢ 5.23£0.35¢ 6.85+0.201

E foacalis Tween80  128.61+3.69° 1.61:0.34 18.09£0.37¢ 2.79:0.92¢ 1.90£0.130 0.00£0.00° 0.00£0.00° 4.24:0.17 10.52£0.48° 0.59£0.008 1.71£0.07° 3.110.05¢ 5.78+0.02¢

BEO 176.43+5.02¢ 0.00£0.00° 11.53+1.28 2.04+0.14" 1.3840.35° 0.000.00° 0.00£0.00° 1.3420.06° 4.8420.27° 0.64:0.042 1.97+0.14° 2.93:0.120 3.47+0.54

BNE 157.18£4.52 0.86:0.01 16.59:41,98% 1.02£0.020 1.41£0.58° 0.00£0.00° 0.00£0.00° 3.50£0.16> 2.42:0.18 0.86£0.02 0.98£0.04* 1.6740.09° 2.03£0.09°

Kontrol  583.83+16.68¢ 93.73+1.26¢ 33.27+2.43¢ 54.00£0.13¢  11.48:0.28°  30.28:0.60'  32.05+1.16°  28.87:0.43¢ 91.42+1.674 145.58:3520  67.60+4.680  13.50+1.28¢ 16.48+1.12¢

P damselze  Tween80  406.13+15.90¢ 56.72:+4.64° 26.3720.43b 37.47+1.96¢ 11.78:0.13¢  0.00£0.00° 4.30£0.41° 24.03+1.58" 33.10+1.05¢ 134.80£1.09°  44.80:0.14¢ 5.48:0.13" 10.62:0.68"

BEO 208.02:0.84° 26.40+1.340 11.641.06° 30.18+1.61° 8.86+0.76° 3.85+1.200 0.00£0.00° 17.311.460 27.90+2.06 22774179 21.30+1.83 5.57£0.74> 7.83+0.05%

BNE 167.33+10.71 13.08+1.08° 11.53£0.87 19174108 10.02:1.08°  6.67£0.59° 0.00£0.00° 19.2141.32 14.09+1.06° 49.73+3.59"  27.66+1.77° 2.15£0.33 5.800.58"

Kontrol 1089.50+7.12¢ 201.66+8.67¢ 37.72:42.981 21.1941.22¢ 32910450  26.71£1.27°  19.9410.09'  188.55:2.39° 32.22+1.11¢ 32.620.92¢  45.01+1.97¢  138.43:9.45¢  35.17+1.58!

E foacalis Tween80  189.16+8.03" 47.59:0.04° 12.7520.31 13.7040.56°  21.040.06°  1.88£0.30°  10.61x0.0l°  138.51+1.110 5.590.35" 1.3120.072 1.470.04° 94.16+0.27°  20.66+1.09°

BEO 164.35+13.80% 61.18+1.060 19.9141.12° 112240430 12.67:0.04"  2.32£0.73%  5.93+0.11°  116.63+3.84° 5.18£0.20° 5.49+0.66 5.61+0.68¢ 58.42:2.17%  15.92+0.020

BNE 148.027.33 45.95+1.47° 16.9411.23 17.4741.01¢ 2.08£0.300 2.65£0.18 0.00£0.00°  113.84+8.01¢ 3.91£0.12 9.48:0.07¢ 2.99:0.05 74.8143.80°  13.39:0.76°

B Kontrol 339.53+16.34¢ 15.12£0.43 27.69+1.01¢ 6.11£0.19¢ 9.19:0.02¢  30.93+0.04°  17.85:0.96°  99.92:5.72¢ 10.2541.05¢ 11.11£0.09¢ 9.08£0.67¢ 4.320.21¢ 2.96:0.06¢

x V. valnificus ~ Tween80  459.72£17.444 56.92+1.48° 22.13+1.87° 5.21£0.31¢ 3.26+0.18 9.03£0.27° 5.08£0.20° 39.26+1.85° 7.80+0.58 8.3120.09¢ 10.05:0.89¢ 2.33£0.39° 1.480.46

2 BEO 297.24+15.66° 28.45+1.77b 25.98+1.110 1.56+0.88" 1.80£0.28"  7.41:058>  7.84:0.22 58.98+2.51¢ 7.10£0.66° 5.26+0.49> 2.22:0.09° 1.4240.38 1.040.09"

§ BNE 241.05428.77 16.95£0.57 23.37+1.750 3.91£0.45 2.09:0.43% 5228041  6.67:0.47"  45.04+1.81° 7.36+0.04: 1.71£0.06° 5.15:0.01° 1.69:0.35% 1.08+0.06
N

:? Kontrol  1010.43:46.75¢ 21.50£1.13b 38.24:+1.45¢ 27.1420.55¢ 5.23£0.44°  22.66:0.149  1.69:0.07 86.99:+4.53¢ 35.39:42.024 41.98£1.04>  22.92+0.80¢  13.36+1.05¢ 8.17+0.28¢

= P mirabilis  Tween80  592.00£42.98> 24.82+2.96° 23.73+1.85¢ 27.92+1.96¢ 1.97:0.35°  10.35:0.55"  0.00£0.00° 82.81+2.67¢ 12.47+0.26° 20.90£0.05  10.06£0.01°  12.20+0.46" 6.53£0.05

& BEO 532.878.51% 21.25+1.200 14.590.88 11.23£0.162 2.55£0.36 7.91£0.13 2,350,249 60.94+2.53 5.97£0.38 20.25+1.18° 5.04£0.31 11.3120.700 6.54+0.32"

BNE 487.85£36.57¢ 13.23+1.03¢ 12.800.66° 24.07+1.520 2.36:0.54  14.00£0.00°  1.190.58" 17.66£0.320 4.65£0.69° 20.31+1.44° 7.850.14> 12.44+0.50° 1.80£0.01

Kontrol  878.73+34.06¢ 168.36+3.32¢ 28.87+1.59 32.16:+2.49¢ 7490140 13.37£1.45°  24.53+1.540  87.09:2.93¢ 27.32+1.774 14.89433.130  62.2642.60°  55.4343.93  18.29:0.58¢

S liquofacions ~ TWeen80  801.07:6.20° 113.724.19¢ 28.14+1.32) 26.6420.56¢ 4.46:0.07¢  0.54:0.06®  12.360.05°  72.98+2.48 15.4641.97¢ 2.23£0.19° 3.70£0.23" 11.57+1.18 11.4120.10¢

BEO 181.89:2.78 60.7122.12 28.95+0.910 20.37£18.400  2.23:0.07° 1.2240.170 6.15£4.03" 27.82:+2.32 12.68£0.78" 1.12£0.09° 0.430.04° 5.02£0.94% 6.80+0.33¢

BNE 242.91+6.35 32.13+1.26° 11.8520.04 10.82:0.18¢ 1.29£0.120 0.000.00° 2.68:0.16° 12.68£0.69° 11.70£0.142 1.35£0.05 0.45:0.02 5.83£0.20° 7.22+0.45>

Kontrol  1866.96+79.93¢ 28.18+0.59¢ 26.03+1.774 32.05£0.90¢ 8.75£0.304 8.47£0.219 9.53£0.78 27.46+0.53¢ 46.4721.42¢ 22.20+1.39¢  83.90+5.15¢  79.80+5.241  13.89+0.26

P Iuteoln Tween 80  380.37+24.14¢ 9.09+1.36" 13.28£0.23° 21.58+0.12> 6.26£0.00° 1.79£0.02¢ 0.00£0.00° 3.84£0.27° 17.49£0.98" 13.7040.55¢  33.4120.22°  59.99+1.47¢ 7.78+0.42¢

BEO 257.214.52° 0.00£0.00° 18.57+1.17¢ 17.7741.550 4.61:0.90° 1.1820.45b 0.00£0.00° 2.28£0.23 7.000.36° 12.4141.65°  15.95:0.88°  23.60£0.65° 6.75+0.68

BNE 155.07+11.98 0.00£0.002 14.6740.16° 20.56+1.360 1.04£0.142 0.00£0.00* 0.00£0.00* 2.920.33 7.1120.94° 8.130.56° 19.0041.45"  30.36:2.73" 3.62+0.15°

BEO: Biberiye esansiyel yagi, BNE: Biberiye esansiyel yag: bazli nanoemiilsiyon
xOrtalama deger, + standart sapma, n=3. Aym siitun {izerindeki farkl harfler (a-d) istatistiki farki gostermektedir.

AMN: Amonyak, PUT: Putresin, CAD: Kadaverin, SPD: Spermidin, TRPT:Triptamin, PHEN: 2-feniletilamin, SPN:Spermin, HIS:Histamin, SER:Seratonin, TYR:Tiramin, TMA:Trimetil amin,
DOP:Dopamin, AGM:Agmatin
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Bozucu bakteri suglari arasinda AMN {retimi
muamele gruplarinin tamaminda inhibe edilirken bu
durum sadece BEO ve BNE arasinda farkhiliklar ve
dalgalanmalar goéstermistir. Patojen suglarin aksine
bozucularin tamaminda BEO ve BNE gruplari, kontrol
ve Tween 80'den daha fazla AMN iiretimini inhibe
etmiglerdir. Sadece S. liquefaciens susunda BEO,
BNE'ye gore daha fazla AMN turetimini baskilarken bu
durum istatistiksel acidan 6nemli olarak gézlenmistir
(p<0.05).

Gida kaynakli patojenler ile balikta bozulma etmeni
bakteriler basta TMA, putresin (PUT), kadaverin
(CAD), spermidin (SPD), triptamin (TRPT), tiramin
(TYR) ve agmatin (AGM) olmak {iizere spermin (SPN)
disinda test edilen Dbutin biyojen aminleri
uretmiglerdir. Biberiyenin genel olarak biyojen amin
uUretimini azaltmasina karsin, biberiye esansiyel yag
veya nanoemilsiyon formunun biyojen amin
uretimindeki etkisi muamele tipine, bakteri tirine ve
spesifik biyojen amine gore degiskenlik gostermistir.
Putresin (PUT) iiretimine bakildiginda gida kaynakh
patojenik bakterilerden S. Paratyphi A ve E. feacalis
disindaki  suglarda o6nemli miktarda  Uretim
gozlenirken 6zellikle S. aures'ta muamele gruplarinin
baskilayici etkisinin daha fazla oldugu gézlenmektedir
(yaklasik 6-22 kat). Bozucu bakteriler arasinda en
yiiksek iiretim FE. feacalis susunda (201.66 mg/L)
gozlenmesine karsin muamele gruplari arasinda bu
tiretim diislis gostermistir (45.95-61.18 mg/L). Tween
80 muamele grubu bu susta BEO'dan daha fazla ancak
BNE'den daha az olmak tizere PUT tiretimini inhibe
etmistir. Ancak bu farkhliklar istatistiksel acidan
onemsiz olarak tespit edilmigtir. Durlu-Ozkaya ve ark.
(2001) Enterobacteriaceae iiyelerinin %1 aminoasit
iceren beyin kalp infiizyon sivisinda baglica putresin,
kadaverin, tiramin ve histamin uretigini
belirtmigleridr. Gida kaynakli patojen bakteriler
histidin dekarboksilaz sivisinda 9.8 ve 19.2 mg/L
arasinda putresin tretmistir (Ozogul, 2011). Tavuk
derisinden izole edilen 7 farkli Aeromonas iiyesinin
putresin (<3.7 mg/L) ve 5 {iyesinin kadaverin iirettigi
(73.8 mg/l) gozlenmistir (Bunkova ve ark. 2010).
Staphylococcus tiyelerinin yiiksek miktarda putresin
ve feniletilamin (>100 mg/L) olusturdugu gézlenmistir
(Seitter ve ark., 2011). Mevcut calismada, bakteriler
tarafindan PUT {iretimi 0.00 mg/L (S. Paratyphi A) ve
293.19 mg/L (S. aureus) araliginda ve CAD iiretimi ise
10.00 mg/L (S. aureus) ve 327.61 mg/L (S. aureus)
araliginda olmustur.

Kadaverin (CAD) iiretimine bakildiginda kullanilan
tim muamele gruplarn gida kaynaklhi patojen
bakterilerin tliretimini genellikle inhibe ederken S.
aureusun kontrol grubuna gore CAD iretimini
(327.61 mg/L) 6nemli 6lciide inhibe etmislerdir (12-33
kat). Enterococcus faecaliste ise Tween 80 ve BNE
gruplarinin CAD tretimi kontrol grubundan daha
fazla olmus, bu gruplar istatistiksel acidan her ne
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kadar oOnemsiz olsa da CAD dretimini stimile
etmiglerdir. Balik bozucu bakteriler arasinda CAD
uretimi en yiksek 38.24 mg/L ile P. mirabilis kontrol
grubunda, en disiik ise 11.53 mg/L ile P. damselae
BNE grubunda goézlenmistir. De las Rivas ve ark.
(2006) S aureus, S epidermidis ve L.
monocytogenesin CAD {retiminden sorumlu lizin
dekarboksilaz aktiviteye sahip oldugunu belirtmistir.
Bu calismada da CAD en ylksek S. aureus tarafindan
iretilmistir (327.61 mg/L). Histidin dekarboksilaz
sivisinda Klebsiella tyelerinin 16 ve 32 mg/L
diizeyinde kadaverin trettigi bulunmustur (Ozogul &
Ozogul, 2007; Ozogul, 2011). Bu c¢alismada K
pneumoniae 18.86-68.16 mg/L kadaverin liretmigtir.

Spermidin ve spermin biitin organizmalarda
dekarboksile S-adenosilmetiyoninden 1 veya 2 amino
grubun ayrilmasi ile putresinden olusur (Smith, 1981).
Spermidin (SPD) iiretiminde de benzer sekilde patojen
bakterilerin besi ortaminda kullanilan tim gruplarin
amin Uretimini inhibe ettigi gézlenmigtir. Sadece F.
feacaliste Tween 80 grubu istatistiksel fark
gozetilmeksizin SPD {retimini artirmigtir. Kontrol
gruplari arasinda en yuksek SPD dretimi K
pneumoniae susunda (68.16 mg/L) gozlenirken en
digiik iiretim £E. feacalis susunda (2.65 mg/L)
gozlenmigtir. Muamele gruplari arasinda ise en
yiksek SPD tiretimi yine K. pneumoniae susunda
(42.38 mg/L) Tween 80 grubunda gozlenirken en diisiik
iiretim ise yine F. feacalis susunda (1.02 mg/L) BNE
grubunda gézlenmistir. Gida kaynakli patojen suslar
arasinda SPD tiretimi bozucu gruptan daha az olmakla
birlikte genel olarak muamele gruplarinin inhibe edici
etkisi s6z konusu olmustur. En diigik SPD tretimi
gozlenen grup V. vulnificus olmustur. Balik bozucu
grupta da muamele gruplar1 arasinda SPD uretimi
acisindan farkhiliklar gézlenmistir. Spermin (SPN)
uretiminde patojen K. feacalis susunda hicbir grupta
uretim gozlenmezken diger susglarda oldukga az
miktarda tretim goézlenmistir. En yiiksek Uretimler
kontrol gruplarinda gozlenirken BEO gruplarinda
higbir susta tretim goézlenmemistir. Bozucu bakteri
gruplarinda ise patojen suslara nispeten daha fazla
SPN tretimi s6z konusu olmustur. Genel olarak BNE,
patojen suslarda en dusiik SPN tretimlerine neden
olmustur.

Triptamin (TRPT) Uretiminde biberiyenin
nanoemiilsiyon formu (BNE) S. Paratyphi A susunda
kontol grubundan sonra en yiiksek TRPT {iretimi (9.67
mg/L) ile sonuclanmasi haricinde genel olarak tiim
muamele gruplari patojen suglarin TRPT {retimi
tuzerinde inhibe edici etkide olmusglardir. En ytliksek
inhibisyon orani yaklagik /4 oram1 ile S. aureus
susunda BNE grubunda gézlenmistir. K. pnuemoniae
ve FE. feacalis susunda ise BEO grubu BNE'ye gore
daha inhibe edici etkili olmasina ragmen bu farklilik
istatistiksel olarak énemli olmustur (p<0.05). Patojen
bakteriler arasinda P. damselae susunun TRPT
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tretimi aligilmigin disinda farklihiklar géstermistir.
Bu susta Tween 80 grubu en ylksek tretime neden
olurken bu farkhilik istatistiksel acidan ©nemsiz
olmustur. BNE grubunun TRP iiretimi (10.02 mg/L)
ise BEO'dan daha fazla (8.86 mg/L) olmustur. Grubun
en yiksek TRPT tiretimi bozucu sus olan E. feacalis'te
(32.91 mg/L) gbzlenmesine karsin en diisiik iiretim P,
luteola'da (1.04 mg/L) gozlenmistir. S. aureus ve E.
feacalis patojen suslarinda 2-feniletilamin (PHEN)
tretimi gézlenmemigtir. S. Paratyphi A'da ise dengesiz
bir Uretim s6z konusu olmustur ve en yiksek PHEN
uretimleri sirasiyla BEO, kontrol ve BNE gruplarinda
gbzlenirken Tween 80 grubunda uretim
gozlenmemistir (0 mg/l). K. pneumoniaéde ise
muamele gruplari PHEN iretimini baskilamis ve en
diisiik iiretim BEO grubunda (14.71 mg/L)
gbzlenmistir. Bozucu bakteriler grubunda ise biberiye
esansiyel yag1 ve bunun nanoemilsifiye formu £
feacalis ve S. Iiquefaciens suslarimin PHEN
uretimlerini yaklasik 13 kat inhibe edebilmislerdir.
Oransal olarak daha sonralar1 gelen en fazla
inhibisyonlar siwrasiyla P. Iuteola, V. vulnificus, P.
damselae ve P. mirabilis suglarinda gozlenmigtir.

Gidalarda oldukg¢a 6nemli olan biyojen aminlerden biri
histamindir (HIS). Ozellikle yagh baliklarda depolama
ile birlikte yiksek konsantrasyonu toksik etki
yaratmaktadir. Kontrol gruplarinda histamin tretimi
0.97 mg/L (S. Paratyphi A) ve 106.89 mg/L (K.
pneumoniae) arasinda degiskenlik gostermistir.
Biberiyenin tiim formlari ve Tween 80, tiim kullanilan
gida kaynakli patojenlerin ve bozucu bakterilerin HIS
uretimini baskilamigtir. Bu da biberiyenin 6zellikle
kolay bozulabilen balik gibi et tirtinlerinde enfeksiyona
yol acabilecek potansiyeli olan patojenlerin metabolit
uretimini baskiladigi gorilmektedir. Patojen grup
arasinda HDB igerisinde en yiiksek HIS tretimi K
pneumoniaede (106.89 mg/L) goézlenmistir. Bozucu
bakteriler arasinda ise genel olarak yuksek tretim
gozlenmesine karsin HIS dretimi 2.22 mg/L (P,
luteola) ile 188.55 mg/L (bozucu E. feacalis) arasinda
degismektedir. Lopez-Sabater ve ark. (1996) kiiltiir
ortaminda K. pneumoniaenin 216 ppm histamin
lirettigini belirtmistir. Chang ve ark. (2008) S. aureus
izolatlarinin kiltir ortaminda 12.7 ve 33.0 mg/kg
arasinda HIS tirettigini rapor etmistir. Ozogul (2011)
HDB'de histaminin gida kaynakli patojenler arasinda
sadece F. faecalis, K. pneumoniae ve L. monocytogenes
tarafindan iiretildigi (<0.58 mg/L) bildirmistir. K
pneumonia€nin histidinden ylksek oranda histamin
tirettigi (>3400 mg/L), E. faecalisin ise zayif histamin
tireticisi (<10 mg/L) oldugu bulunmustur (Ozogul &
Ozogul, 2007). Bu calismada K. pneumoniae ve patojen
E. faecalis sirasiyla 17.62-106.89 mg/L ve 1.34-9.28
mg/LL  histamin Uretmigtir. Gidalarda histamin
birikimi  ve histidin  dekarboksilaz aktivitesi
mikroorganizma tiirti, ortamdaki histidine ve
karbonhidrat konsantrasyonu (Arnold & Brown, 1978;
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Edmunds ve Eitenmiller, 1975), oksijen diizeyi,
vitaminler ve koenzimler, sicaklik, pH ve tuz
konsantrasyonu (Chen ve ark., 1989), ve kofaktér
olarak pyridoksal hidrokloridden (Taylor, 1986)
etkilenmektedir.

BNE basta olmak tizere BEO grubu da zaman zaman
kendi aralarinda bozucu E. faecalis, P. damselaeve V.
vulnificus tarafindan tretilen HIS iiretimini istatistiki
olarak o6nemli diizeyde arttirmistir. Genel olarak
bakildiginda kullanilan besi ortaminin histidin
dekarboksilaz sivis1 oldugu digtintildiigiinde histamin
uretimine olduk¢a miisait kogullar olmasi BEO ve
BNE'nin bu organizmalar tizerinde oldukg¢a etkili
oldugunu gostermektedir.

Bakteriler tarafindan serotonin (SER) ve dopamin
(DOP) iiretimi sirasiyla 2.42 ve 1.14 mg/L’nin tizerinde
olup, S. aureus (514.54 mg/L) ve K. pneumoniae
(104.16 mg/l) en yiiksek SER ve DOP iireten
bakteriler olmustur. Muamele gruplar: test edilen
bakteriler tarafindan SER ve DOP {retimini
engelleyici etkiye sahip olmustur. En yiiksek inhibitor
etki ise her iki amin acisindan S. aureus susunda
gbzlenmistir.

HDB i¢inde bozulma etmeni bakteriler arasinda
tiramin (TYR) tretim miktarinda kayda deger
miktarlarda tretim goézlenmemistir. HDB igerisinde
tiramin (TYR) iiretimine bakildiginda muamele
gruplar1 tim patojen organizmalarin TYR tiretimini
azaltmasina ragmen en yluksek inhibisyon yine S.
aureuste (2-21 kat) gozlenmistir ve patojen bakteriler
arasinda S. aureus tarafindan tiretilen TYR miktarini
kullanilan BEO ve BNE gruplar1 6nemli olgiide
engellemigstir. S. Paratyphi A ve E. feacalis suglari
kayda deger miktarda TYR tiretmemesine ragmen en
fazla iretim K. pneumoniae'de (24.28-69.78 mg/L)
gozlenmigtir. HDB icinde bozulma etmeni bakteriler
arasinda tiramin (TYR) tiretim miktarinda kayda
deger miktarlarda retim P. damselae (22.77-145.58
mg/L) ve P. mirabilis (2.25-41.98 mg/L) suslarinda
gozlenmigtir. Fakat patojen bakteriler arasinda S.
aureus tarafindan Uretilen tiramin miktarmi
kullanilan BEO ve BNE gruplar1 6nemli olgiide
engellemistir. Kucerova ve ark. (2009) siit ve
peynirden 1izole edilen Enterococcus tuyelerinin
gogunun tirosin dekarboksilaz aktivitesine sahip
oldugunu Dbildirmistir. HDB'de gida kaynakh
patojenler tarafindan TYR birikimi 1.1-13.4 mg/L
arasinda olmustur (Gokdogan ve ark., 2012). Bu
c¢alismada, kontrol grubunda tiramin uretimi 0.59
mg/L (patojen E. feacalis) ve 145.58 mg/L (P. damselae)
arasinda olmustur. BEO ve BNE gruplar1 genel olarak
TYR tretimini kontrol ve Tween 80 gruplarindan daha
fazla inhibe ederken ederken, P. mirabilis'te Tween 80,
BEO ve BNE gruplar1 benzer oranda etki etmiglerdir
ve bu minér farkliliklar istatistiksel olarak onemsiz
olmustur (p<0.05).

Kullanilan patojen ve bozucu bakteriler farkh



KSU Tarim ve Doga Derg 26 (2), 409-423, 2023
KSU J. Agric Nat 26 (2), 409-423, 2023

Arastirma Makalesi
Research Article

oranlarda TMA turetmiglerdir. HDB icerisinde patojen
bakteriler arasinda en diisik ve en ylksek TMA
ureten bakteriler sirasiyla BNE varliginda 0.98 mg/L
ile E. feacalis ve kontrol grubunda 89.26 mg/L ile K.
pneumoniae olurken; bozucu bakteriler arasinda en
diisiik ve en yiksek TMA tureten bakteriler sirasiyla
BEO varhiginda 0.43 mg/L ile S. liquefaciens ve kontrol
grubunda 83.90 mg/L oraniyla P. Juteola olmustur.

Agmatin (AGM) arjininden direk olarak iiretilmekte ve
arjinin dekarboksilaz enzimi ile N-carbamoilputresine
doniismektedir (Burne ve ark., 2006). Histidin
dekarboksilaz sivisinda kontrol gruplar1 arasinda en
yiksek agmatin uretimi K. pneumoniae tarafindan
(42.15 mg/L) gerceklesmistir. Genel olarak AGM
iretimine bakildiginda ise yine kullanilan muamele
grubuna bagli olarak tim bakteriyel suslarda
inhibisyon s6z konusu olmustur.

SONUC ve ONERILER

Literatiir ¢alismalarina bakildigi zaman bu konuda
Turkiyede ve diunyada smrhi sayida c¢alisma
bulundugu gorilmektedir. Bu c¢alismada biberiye
esansiyel yagi ve bu yag kullanmilarak hazirlanan
nanoemiilsiyonlarin gida kaynakli patojen ve balikta
bozucu bakterilerin tiretmis olduklari biyojen aminlere
karst antimikrobiyal etkileri arastirilmig ve gida
sanayinde  kullanimimi  mumkin  kilacak ve
uygulanabilecek sonuclar bulunmustur. Sistem
igindeki esansiyel yag formu dikkate alindiginda,
bunun antibakteriyel 6zellikleri nanoemiilsiyon
sistemine dahil edilerek geligtirilmigtir.
Nanoemiilsiyon, test edilen c¢ogu bakteri tiirlerine
karg1 antimikrobiyal 6zellikler gostermistir, ancak bu
etkinin bakteriyostatik veya bakterisidal etki oldugu
gozlenmemigstir. Nanoemiilsiyon hazirlama yontemi ve
formiulasyonundaki gelisme, antibakteriyel
ozelliklerini daha da iyilestirmek i¢in daha fazla
arastirilmasi 6nerilmektedir.
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