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MIKROENKAPSULE VE TAZE ARI SUTUNUN ANTIiMIiKROBIYAL
AKTIVITELERININ KIYASLANMASI VE MUHAFAZA SURESININ
ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE UZERINE ETKIiSiNiN BELIRLENMESI

OZET

An siitii, gen¢ larva doneminde yavru arilarin ve kralice armin beslenmesinde
kullanilan biyoaktif bilesenler yoniinden zengin bir gidadir. Antimikrobiyal,
antioksidan, antitimor, immiinomodiilatér &zelliklerinin yanisira antidiyabetik,
antihiperkolesterolemik, hipotansif ve anti-inflamatuar etkiye sahip oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir.

Insan beslenmesi ve saglhig1 icin olduk¢a 6nemli olan ari siitiiniin, sezonluk bir iiriin
olmasi ve hassas yapisi nedeniyle hasat edilir edilmez soguk zincir kosullarinda
taginmasi ve depolanmasi olduk¢a 6nemlidir. Genellikle, taze olarak satiga sunulacak
ise +4°C’de, uzun donem depolanacaksa -18°C’de muhafaza edilmektedir. Tasima ve
depolamada soguk zincirin kirilmasi ile iiriinde biyolojik aktivite ve kalite kayiplar
meydana gelmektedir.

Son yillarda, sezon dis1 donemde tiiketiciye {iriin temin etmede kolaylik saglamasi ve
iiriiniin soguk zincir gerektirmemesi sebebiyle liyofilizasyon (dondurarak kururtma)
yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amagla piyasada dondurularak-
kurutulmus (liyofilize) toz, tablet ve kapsiil ar1 siitii formlar1 bulunmaktadir.

Mikroenkapsiile ar1 siitii bugiine dek uygulanmamis bir {riin olup, soguk zincir
zorunlulugunu ortadan kaldirmasi, daha diisik maliyet ve tretim kolayligi
saglamasiyla liyofilize {iriine alternatif olarak gelistirilmistir. Bu ¢alismada,
mikroenkapsiilasyon metodunun ar1 siitiiniin biyolojik 6zelliklerinden biri olan
antimikrobiyal aktivitedeki etkisi incelenmistir. Bu amagla, taze (TAS) ve
mikroenkapsiile ar1 siitii (MAS) antimikrobiyal aktiviteleri agisindan kiyaslanmis ve
bu iki drinin 1, 3 ve 6. ay depolama sonundaki antimikrobiyal -etkileri
degerlendirilmistir. Antimikrobiyal aktivite belirlemede patojen bakterilerden;
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis, Micrococcus luteus ATCC
9341, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 kullanilmis, test maya ve kiifleri
olarak Candida albicans ATCC 10351, Candida parapsilosis ATCC 22019,
Penicillium digitatum, Aspergillus flavus se¢ilmistir. Sivi mikrodiliisyon ve agar
kuyucuk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite belirlenmistir.

Taze ve mikroenkapsiile ar1 siitiine ait antimikrobiyal aktivitenin, ¢alismada yer alan
test mikroorganizmalar1 iizerinde konsantrasyona bagli olarak artig gosterdigi
saptanmistir. TAS ve MAS’in bakteriler iizerindeki Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon (MiK) degerleri sirastyla 15,6 - 31,25 mg/mL ve 15,6 -125 mg/mL
olarak belirlenmistir. Kuyucuk diflizyon yonteminde olgiilen zon c¢aplarina gore
S.epidermidis duyarli, M. luteus orta derece duyarli iken; E. coli ve S. Enteritidis’in
TAS ve MAS’a kars1 direncli oldugu goriilmiistiir.

Taze ar siitii uygulamasi test mayalar1 {izerinde 15,6 mg/mL’lik MIK degerine
sahipken mikroenkaspiile ar1 siitii 62,5 mg/mL’de inhibisyon saglamistir. Ayrica her
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iki iirlin uygulamasinda (TAS/MAS) C. parapsilosis’in C. albicans’a kiyasla direngli
oldugu tespit edilmistir. TAS m A. flavus ve P. digitatum {izerindeki etkinligi benzer
olmakla birlikte, MAS P. digitatum iizerinde daha yiiksek MIK degerine sahiptir.

Depolama siiresince, TAS ve MAS’1n galismada yer alan Staphylococcus epidermidis
haricindeki tiim bakteri ve mayalar iizerindeki MiK degerlerinde 6 ay siireyle degisime
rastlanmanustir. Test edilen kiifler iizerinde TAS ve MAS’a ait MIK degerlerinin 3.
ayda arttig1 gorilmiistiir.

TAS ve MAS’m bakteriler ve kiifler iizerinde olusturduklar1 inhibisyon zonlar
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlaml1 bir fark bulunamamistir (p<0,05). Takip eden
aylar igerisinde inhibisyon zonlarindaki degisimin, mikroorganizma ve uygulanan
konsantrasyonlara gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar enkapsiilasyon islemi sonrasi ari siitiiniin antimikrobiyal
aktivitesinin korundugu ve oda sicakliginda saklanan iiriinde etkinligin devam ettigi
yoniindedir. Bu calisma sonuglart mikroenkapsiile ar1 siitiiniin biyolojik 6zellikleri
hakkinda yapilacak diger arastirmalara 1sik tutacaktir. Ayrica mikroenkapsiile ari
sitinde  farkli  formiilasyonlar ile irilinlin  fonksiyonel gida  olarak
degerlendirilebilecegi ve gelecek caligmalarin bu Triinlerin tiim &zelliklerinin
belirlenmesi yoniinde planlanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: An siitii, Mikroenkapsiilasyon, Antibakteriyal, Antifungal,
Depolama.
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COMPARISON OF ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF
MICROENCAPSULE AND FRESH ROYAL JELLY, AND
DETERMINATION OF EFFICACY OF STORAGE PERIODS ON
ANTIMICROBIAL ACTIVITY

SUMMARY

Royal jelly (RJ) is a secretion of the hypopharyngeal and mandibular glands of young
worker bees for the nutrition of larvae and the queen bee. Besides being a nutritional
product for bees and also humans, it is rich in bioactive components. Due to these
components, RJ exhibits different biological properties including antimicrobial,
antioxidant, antitumor, immunomodulatory effect as well as antidiabetic,
antihypercolesterolemic, hypotensive and antiinflammatory properties.

RJ, which contains valuable ingredients for human nutrition and health, is very
sensitive and affected by the improper production and storage conditions. As a result
of being a seasonal product and its perishable structure, it should be taken to cold chain
as soon as it is harvested, and stored at +4°C for short-term or at -18°C to preserve
more.

Lyophilization is the most common method because of elimination of cold chain
necessity at the storage period. The microencapsulation method, which has not been
tried in royal jelly until today, is thought to be an alternative to lyophilization by being
a simple and low cost production method. For this purpose, the antimicrobial activities
of fresh and microencapsulated royal jelly were compared and antimicrobial effects of
these two products were investigated at 1, 3 and 6 months in the storage period. The
microorganisms used in the study were four pathogen bacteria; Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella Enteritidis, Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 and, four species of fungi Candida albicans ATCC 10351,
Candida parapsilosis ATCC 22019, Penicillium digitatum, Aspergillus flavus.
Antimicrobial activity was determined by broth microdilution and agar well diffusion
method.

Antimicrobial activity of fresh and microencapsulated royal jelly was increased
depends on the concentration increase. The MIC against test bacteria was about 15,6 -
31,25 mg/mL for fresh RJ, while 15,6- 125 mg/mL for microencapsulate royal jelly.
According to zone diameters; S. epidermidis was most sensitive and M. luteus was
moderately sensitive, E. coli and S. Enteritidis were found to be resistant to fresh and
microencapsulated royal jelly.

Fresh royal jelly had a MIC of 15.6 mg/mL on yeasts and microencaspulated royal
jelly inhibited the growth at 62.5 mg/mL. When the MIC and MFC values were
compared, C. parapsilosis was found to be resistant than C. albicans. Although fresh
RJ had similar efficacy on A. flavus and P. digitatum, microencapsulated royal jelly
had a higher MIC value on P. digitatum.
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During storage, no change observed in the MICs of fresh and microencapsulated RJ
for 6 months on M. luteus, E. coli, S. Enteritidis and yeasts. For the tested molds, the
MIC values of samples were increased in the third month.

There was no statistically significant difference between the inhibition zones of fresh
and microencapsule RJ on bacteria and molds (p <0.05). In the following months, it
was determined that the change in inhibition zones differed according to
microorganism and applied concentrations.

The results indicated that the antimicrobial activity is maintained after the
encapsulation process and while stored at room temperature.

In conclusion, it is thought that the data obtained in this study will contribute to the
other studies and researches about biological activity of royal jelly and changes on it
in the storage period. With improving microencapsulated formulations, it will be
possible to maintain biological properties of RJ for longer periods and be considered
as functional food.

Keywords: Royal Jelly, Microencapsulation, Antibacterial, Antifungal, Storage
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1. GIRIS

Diinyada saglikli yagama kars1 duyulan ilgi, beslenmenin yani sira takviye gidalar
alarak metabolizma faaliyetlerini iyilestirmek, hastaliklara kars1 korunmak ve tedavide
dogal yontemlerin kullamimiyla kendini gostermektedir. Antik ¢aglardan beri
kullanilan ve apiterapi iirinlerinden biri olan ar1 siitii son yillarda bu ilgiden payini

almaktadir.

Ar siitii, bes ila on bes giinliik is¢i arilarin bas kismindaki alt ¢ene ve bogaz bezleri
tarafindan salgilanan, gen¢ larva donemindeki yavru arillarin ve kralige armin
beslenmesinde kullanilan krem kivaminda, sari-beyaz, keskin kokulu ve besleyici bir
iiriindiir (Lercker ve dig, 1982). Ulkemizde ar siitii olarak adlandirilmasina ragmen,

diinya genelinde kraliyet jolesi anlamina gelen “Royal Jelly” olarak bilinmektedir.

Ari siitii, besleyici 6zelliginin yanisira igeriginde bulunan proteinler, kendine 6zgii yag
asitleri ve diger minér bilesenleri sayesinde biyolojik yararliligi yiiksek iiriinlerden
biridir (Xue ve dig, 2017). Icerdigi antioksidanlar sayesinde antitimér,
immiinomodiilatér ve anti alerjik 0Ozellik gosterdigi, antimikrobiyal ve anti-
enflamatuar oldugu, kan basinci ve kolestrolii diizenleyerek kardiyovaskiiler sistem
tizerinde olumlu etkiler olusturdugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Pavel ve dig,

2011; Viuda-Martos ve dig, 2017)

Diinya art siitii tiretiminde % 90’a yakin {iretim payiyla Cin birinci sirada gelmektedir
ve bunu Kore, Tayvan gibi Asya tilkeleri izlemektedir (Clarke ve McDonald, 2017).
Ulkemizde ar siitii {iretimi gogunlukla Ege ve Marmara bdlgesinde yapilmaktadir, en
fazla {iretim yapilan ilimiz Bursadir (Anonim, 2017). Ariciligin yaygin oldugu
ilkemizde bu faaliyet yilizyillardir 0Ozenle yapilmasina ragmen iriliniin
ticarilestirilmesinde ve pazarlamasindaki eksiklikler piyasaya ithal {riinlerin hakim

olmasina neden olmustur.

An siitii pazarda farkli sekillerde bulunmaktadir. Dondurulmus ve dondurularak
kurutulmus (liyofilize) ar siitii piyasada yaygin olarak kullanilmakta, ayrica toz ve

tablet formlar1 tiiketiciye sunulmaktadir. Dondurulmus ari siitiiniin (-18°C’de)



buzdolab1 kosullarinda (+4°C) saklanan {iriine kiyasla uzun raf dmriine sahip oldugu
goriilmiis ve dondurma ydnteminin ari siitliniin kalite ve tazeliginin korunmasinda
daha etkin oldugu belirtilmistir (Kumova ve Korkmaz, 2000). Dondurulmus tiriinlerin
treticiden tiiketiciye ulagsma siirecinde soguk zincirin kirilma riski oldugu
bilinmektedir. Soguk zincir gerekliligini ortadan kaldirmak ve piyasada iirlin ¢esitliligi
saglamak adina, ar1 siitii diger aricilik iiriinleri ve gida maddeleri ile karistirilarak farkl
formiilasyonlar gelistirilmistir (Karaali ve dig, 1988; Kumova ve Korkmaz, 2000).
Dondurularak kurutulmus ar siitlerinin toz, tablet ve kapsiil formlar1 bulunmaktadir.
Bu tiriinlerin besleyiciligi ve biyolojik 6zelliklerindeki kayip kabul edilebilir diizeyde
olmakla birlikte, tesis kurulumu ve isletimi i¢in genis ¢apli yatirnmlar gerektigi ifade
edilmistir (Sabatini ve dig, 2009; Bogdanov, 2012). Uretim maliyetlerinin daha diisiik
olmast ve proses kolayligi sebebiyle liyofilize ar1 siitiine alternatif olarak

mikroenkapsiile ar1 siitii iretimi onerilmektedir.

Mikroenkapsiilasyon aktif bir maddenin cevresinin bir veya daha fazla kaplama
maddesi ile sarilip kaplanmasini saglayan bir teknolojidir. Gida sektoriinde genellikle
iirlinlerin fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmek ve raf omiirlerini artirmak amaciyla

kullanilmaktadir (Kog ve dig, 2010).

Mikroenkapsiile ar1 siitliniin antimikrobiyal etkinligine iligkin literatiirde herhangi bir
calismaya rastlanmamustir. Bu ¢alismada taze ve mikroenkapsiile edilmis ar1 siitleri,
antimikrobiyal aktiviteleri agisindan kiyaslanmis ve bu iki farkli ar1 siitii tikketim
seklinin 1, 3 ve 6. ay sonundaki antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Taze ar1 siitiiniin
antimikrobiyal aktivitesi incelenerek literatiire katkida bulunulmasinin yani sira, ar1
stitliniin farkli bir teknolojik yontem ile islendikten sonraki etkinligi ve depolama
stirecinde antimikrobiyal aktivitesindeki degisim belirlenmistir. Farkli muhafaza
yontemleri ve depolama siiresinin antimikrobiyal aktiviteye etkisinin tespit
edilmesinin, piyasada bulunan iriinlerin biyolojik 6zellikleri hakkinda fikir sahibi

olunmasina yardime1 olacagi diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 An Siitii Hakkinda Genel Bilgiler ve Onemi

Arn siitii, geng larva donemindeki yavru arilarin ve kralice armnin beslenmesinde
kullanilan biyoaktif bilesenler yoniinden zengin bir gidadir (Lercker ve dig, 1981).
Koloniyi olusturan ana ari, isci ar1 ve erkek arinin larval donemde aldiklar1 art siitii
iceriklerinin farkli oldugu bilinmektedir (Rembold ve Dietz, 1966). Ana arinin bu
besleme sekli sonucunda 4-5 yillik yasam siiresine ve yumurtalama yetisine sahip
oldugu, hastalik ve zararlilara karst yiiksek direng gosterdigi ifade edilmistir
(Koseoglu ve dig, 2013). An siitiiniin kralige ar1 tizerinde yarattigi bu fizyolojik
degisimlerin {iriiniin bilesiminden kaynaklandigi disiiniilmektedir (Wang ve dig,
2016). Bu nedenle ticari anlamda iiretilen ve pazarlanan {irlinler, ana ar1 {iretimi igin
is¢i arilar tarafindan salgilanan ar1 siitiinden elde edilmektedir. Sekil 2.1’de ar1 siitii ile

beslenme sonucu gergeklesen morfolojik degisimler gosterilmistir.
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Sekil 2.1: Arilarda kast polifenizmi (Cridge ve dig, 2015).

Ar siitii; kendine 6zgili yag asitleri, yogun protein igerigi ve biyoaktif bilesenleri
nedeniyle besleyici 6zelliginin yanisira ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta
ve bagisiklig1 desteklemektedir. Tedavi amagli kullanimi antik ¢aglara dayanmaktadir
(Fratini ve dig, 2016). Giiniimiizde ar1 siitii tiikketimi ve bunun fizyolojik etkileri
arasindaki sebep sonug iligkisi tam aydinlatilmamis olmakla birlikte, gida ve nutrasotik

endiistrisinde insan sagligini gelistirmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir.



Son yillarda takviye edici gidalara ve dogal tedavi yontemlerine karsi artan ilginin, ari
stitii liretim ve tiiketim miktarlarinda artisa sebep oldugu ifade edilmektedir. Ticari ar1
stitli ve trlinleri hakkinda uluslararasi standartlar bulunmamasina ragmen, birgok
iilkenin kendi standardina sahip oldugu bilinmektedir. Ulkemizde ise ar1 siitiine iliskin
TS 6666 no’lu standart yayilanmistir. Ar1 siitiiniin kompozisyonu, safligi, tazeligi ve
cografik kokeni hakkindaki verilerin giivenilirligini saglamak adina bu standardin

genisletilmesi son derece onemlidir.

2.2 Fiziksel ve Kimyasal Yapisi

An siitii krem kivaminda, sari-beyaz renklerde, kendine has keskin bir koku ve
karakteristik eksi tada sahip besleyici bir salgidir (Sekil 2.2). Yogunlugu yaklasik
olarak 1.1 g/lcm®tiir ve suda kismen ¢oziinmektedir (Akyol, 2015). Isik ve 1s1ya karst
duyarhdir, havayla okside olabilir. Uygun olmayan depolama kosullarinda renk,
viskozite, asitlik vb. fiziksel ve organoleptik 6zelliklerinde degisim goriilmektedir

(Takenaka ve dig, 1986; Chen ve Chen, 1995; Baggio ve Dainese, 1998).

|
Sekil 2.2: Ar siitii (Korkmaz ve Oztiirk, 2010).

Arn siitii bilesimi makro diizeyde nispeten sabit olmakla birlikte arilarin tiirleri ve
beslenmelerine, iklim ve mevsime, ari siitiinlin {iretim ve hasat yontemlerine bagh
olarak degismektedir (Muresan ve dig, 2016). Beslenme agisindan son derece 6nemli
oldugu bilinen bu iriiniin temel bilesenleri; proteinler, karbonhidratlar (sekerler) ve
lipitlerdir (Takenaka ve Echigo, 1980). Ar siitiiniin kimyasal kompozisyonu
incelendiginde; nem igeriginin % 60-70, toplam karbonhidrat oraninin % 11-23,
protein ve lipit miktarlarinin sirasiyla % 9-18 ve % 4-8 arasinda degistigi ve % 0,8-3

oranlarinda vitamin, mineraller ile tanimlanmamuis bilesenlerden olustugu belirtilmistir

(Fratini ve dig, 2016).



Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin yeni gelistirilen bir {irlin olmasi nedeniyle kimyasal
kompozisyonuna veriler heniiz yayinlanmamistir. Taze ve liyofilize ar siitiiniin

kimyasal bilesimi ise Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1 : Taze ve liyofilize ar1 siitii kompozisyonu (Sabatini ve dig, 2009).

Bilesen (%) Taze Liyofilize
Su 60-70 <5
Lipid 3-8 8-19
10-HDA >1,4 >3,5
Protein 9-18 27-41
Fruktoz 3-13 -
Glukoz 4-8 -
Siikroz 0,5-2 -
Kiil 0,8-3 2-5
pH 3-4 4-5

Art siitiiniin lipit igerigi ve kendine 6zgii yag asitleri, iirliniin biyolojik yararliliginda
onemli rol oynamaktadir (Lercker ve dig, 1981; Melliou ve Chinou, 2005; Pavel ve
dig, 2011). Ari siitiine 6zgii bir serbest yag asidi olan 10 hidroksi-2 dekanoik asit (10-
HDA), biyolojik yararinin yanisira saflik ve kalitenin belirlenmesinde kullanilan en
onemli parametrelerden biridir (Geng ve Aslan, 1999; Garcia-Amoedo ve Almeida-
Muradian, 2007; Muresan ve dig, 2016).

Ar siitliniin igerdigi azotlu bilesikler detayl incelendiginde sekizi esansiyel olmak
iizere toplam on yedi aminoasite rastlanmistir (Howe, 1985). Kuru agirliginin yaklasik
% 50’sinin protein oldugu ve bunun % 80’den fazlasinin biyolojik yararliligin
atfedildigi “Temel An Siitii Proteinleri” (Major Royal Jelly Proteins, MRJP) olarak
adlandirilan proteinler ve peptitlerden meydana geldigi bildirilmistir (Xue ve dig,
2017). A siitiinde bulunan diger 6nemli protein ve peptitler ise Royalisin, Apisimin,

Apalbumin ve Jellin LILIILIV olarak tanimlanmistir (Barnutiu ve dig, 2011).

An siitiinde agirlikli olarak B grubu vitaminler (Melampy ve Jones, 1939; Moreschi
ve Almeida-Muradian, 2009) ile potasyum basta olmak iizere, sirasiyla Ca, Na, Mg,
Zn, Fe, Cu ve Mn mineralleri bulunmaktadir (Stocker ve dig, 2005; Sabatini ve dig,
2009).

Arn siitii mindr bilesenler yoniinden oldukga zengindir. Bu bilesiklerden bazilarinin
heterosiklik maddeler, biopterin (25p1g/g) ve neopterin (5pg/g), niikleotidler (adenosin,
uridin, guanosin, iridin, sitidin), fosfatlar (AMP, ADP, ATP), asetilkolin ve
glukonikasit oldugu bildirilmistir (Korkmaz ve Oztiirk, 2010).



2.3 Uretim Asamalan

Ar siitii iiretimi ve hasadi Nisan aymnda baslaylp en ge¢ Agustos ayinda
tamamlanmaktadir. Kralice ve yavru arilarin beslenmesinde kullanilan ar1 siitiiniin
ticari olarak tiretimi, mevcut kovanlarin ¢esitli yontemlerle desteklenmesi ve dogal
stirece miidahale edilmesini gerektirmektedir. Bunun i¢in ar siitii iretimini baslatmak
amaciyla bir giinliik ar1 larvalan yiiksiik adi verilen gozlere aktarilir. Yiikstikler
plastik olup, islem Oncesi bir miktar balmumu ile kaplanmaktadir. Larvalar
transferden sonra kralige ar1 bulunan kovana yerlestirilir, boylece siit {iretimi i¢in
gerekli popiilasyon elde edilir. Transfer edilen larvalari iceren yiiksiiklerin kovandaki
arillar tarafindan yok edilmemesi icin kralice arinin larvalardan uzak tutulmasi
gerekmektedir. Kovana sadece is¢i arilarin gegebilecegi deliklere sahip seperatorler
konularak, altta bulunan krali¢e arinin yumurtlamaya devam etmesi ve iist katta kalan
is¢i arilarin da gozleri siitle doldurmalar1 saglanmaktadir. Transferden ti¢ giin sonra ar1
siitii dolu yiiksiikler kovandan alinir. Ustleri balmumu ile kapatilmis olan yiiksiikler
temizlenir, i¢lerindeki larvalar ayrilir ve ari siitii el degmeden vakum yardimiyla kapta

toplanir. Ar siitii tiretim asamalar1 Sekil 2.3’te 6zetlenmistir.

Petekten larva almu

e T

Yiiksiiklerin temizlenmesi Larvalarm toplanmast An siitit hasadi

Sekil 2.3: Ar siitii iiretim asamalar1 (Korkmaz ve Oztiirk, 2010; Bogdanov, 2012).
2.4 Ticari Sekilleri

A siitii takviye edici gida olarak farkli sekillerde tiiketilmektedir. Islenmeden, taze
(+4°C) ve dondurulmus (-18°C) tiiketiminin yanisira diger Urilinlerle karistirilarak
olusturulmus formiilasyonlar1, dondurularak-kurutulmus toz, tablet ve kapsiil formlari

bulunmaktadir (Sekil 2.4). Saglikli bir yetiskin i¢in taze ar1 siitiiniin giinliik tiiketim



miktart 100-250 mg olarak verilmistir (Bogdanov, 2011). Ticari iriinler taze ari
sitiiniin  Onerilen gilinlik tiketim miktarinin yas agirligma denk dozlarda

hazirlanmaktadir.

Taze (+4°C) Dondurulmus !')i"ger a'n.c111k. ' Liyofilize, Toz Liyofilize, Kapsiil
tiriinleri ile birlikte

Sekil 2.4: Piyasada bulunan ticari ari siitleri (Clarke ve  McDonald, 2017).

Ar siitii gida takviyesi olarak tiikketiminin yanisira ilag benzeri {iriin kategorisinde,
ozellikle kozmetik iiriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. ila¢ benzeri iiriinler
icerik olarak gida takviyelerinden farkli olmamakla birlikte, iiretim ve paketleme
asamalarinda ileri teknoloji kullanimi1 ve 6zel saglik problemlerinin ¢éziimiine yonelik
hedefleriyle gida takviyelerinden ayrilmaktadir. Ar siitiiniin ilag benzeri iirlin olarak
kullaniminin herhangi bir bilimsel temele sahip olmadig1 ve uzman hekim tarafindan
uygun bulunmadig siirece tedaviye dahil edilemeyecegi unutulmamalidir (Korkmaz
ve Oztiirk, 2010).

Glinlimiizde art siitii yliz kremleri, géz kremleri, el losyonlari, rujlar, fondétenler, ve
sampuanlar dahil olmak iizere ¢cok sayida kozmetik {iriiniin bilesiminde yer almaktadir.
Sahip oldugu antiinflamatuvar etki ve kolajen tiretimini destekleyici 6zelligi, kozmetik
tirtinler tretiminde tercih edilmesine neden olmaktadir (Koya-Miyata ve dig, 2004;
Park ve dig, 2011).



2.5 Muhafaza ve Saklama Kosullari

Insan beslenmesi ve saghig1 icin degerli bilesenler igeren ari siitii dayaniksiz bir yapiya
sahip olup, iiretim ve muhafaza kosullarindaki uygunsuzluklara karsi oldukga
hassastir. Hasat tarihinden itibaren buzdolab1 kosullarinda 6 ay siireyle, -18°C’de 18
ay siireyle saklanabilecegi yoniinde goriisler bulunmaktadir (Korkmaz ve Akyol,
2015).

Takenaka ve dig. (1986) tarafindan yapilan bir ¢alismada ar siitii -40°C, +5°C ve oda
sicakliginda saklandiginda, sicaklik ve depolama siiresinin artisiyla renkte koyulasma,
viskozitede ve asitlikte artis tespit edildigi bildirilmistir. Ar1 siitiiniin antimikrobiyal
aktivitesini olusturdugu diisiiniilen bilesenlerden Temel Ari Siitii Proteinlerinin oda
sicakliginda otuz giin i¢inde hidrolize olmaya baslamasi ve yetmis bes giinde tamamen
yok olmasi ile protein i¢eriginin sicakliktaki degisimlerden etkilendigi ifade edilmistir
(Li ve dig, 2007, 2008; Zhao ve dig, 2013).

Farkli sicakliklarda alt1 ay saklanan ari siitlerinde, glukozoksidaz enziminin -20°C’de
aktitfken, +4°C ve oda sicakliginda saklanan Orneklerde tespit edilemedigi
bildirilmistir (Zhao ve dig, 2013). Ar siitiiniin uzun siireli depolamada asitidesinin,
protein igeriginin, serbest aminoasitlerinin, glukozoksidaz ve diger benzer
bilesenlerinin azalmasi ile biyolojik aktivitenin depolama kosullarindan etkilendigi

gosterilmistir (Kumova ve dig, 2000).

Depolama siirecinde iirlinde gerceklesen degisimlerin en aza indirilmesi igin ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. Dondurma ve soguk zincirde muhafaza en yaygin
yontemlerden biri olup, soguk zincir kirtlmasi riskini barindirmaktadir. Bu sebeple
bir¢ok ticari iriinde liyofilize ar1 siitii tercih edilmektedir. Liyofilize ar1 siitiiniin
yiksek tretim maliyeti ve muhafazasinda yasanan zorluklar nedeniyle,

mikroenkapsiile ar1 siitiiniin liyofilize {iriinlere alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.5.1 Mikroenkaspiilasyon

Mikroenkapsiilasyon aktif bir maddenin g¢evresinin bir veya daha fazla kaplama
maddesi ile sarilip kaplanmasini saglayan bir teknolojidir (Kog¢ ve dig, 2010). Bu
yontem ilag, kozmetik ve gida gibi bir¢ok sektorde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gida sektoriinde genellikle, gidalar1 ve gidalar iginde bulunan biyoaktif bilesenleri

yine gida safliginda kaplama materyalleri ile kaplayarak bu iirlinlerin fonksiyonel



ozelliklerini gelistirmek ve raf Omiirlerini artirmak amacglanmaktadir. Ayrica oral
kontrollii salim sistemlerinin gelistirilmesinde kullanilan bu yontem, mikroenkapsiile
edilen aktif bilesenlerin gastrointestinal sistemin hedeflenen bolgelerinde yapinin

acilmasiyla aktif bilesenin salinmasi saglamaktadir (Singh ve dig, 2010).

Mikroenkapsiilasyon yontemi ile enzimler, vitamin ve mineraller, yaglar, esansiyel
amino asitler gibi besin 6geleri yanisira mikroorganizmalar, renklendiriciler, tat ve
aroma bilesenleri kaplanmaktadir (Jackson ve Lee, 1991). Bu yontem ile kaplanan
materyalin sahip oldugu ozelliklerin korunmasi amaglanmaktadir. Dogal fenolik
bilesenlerden olan karvakrol’un mikroenkapsiilasyonu sonrasinda antimikrobiyal
aktivitesinin ~ ve  antioksidan  kapasitesinin  incelendigi  bir  ¢alismada,
mikroenkapsiilasyon sonucunda antimikrobiyal (MIK=0.25mg/mL) ve antioksidan
aktivitede (DPPH yiizde inhibisyonu (P1)=% 89.96) 6nemli bir degisiklik gortilmedigi
belirtilmistir. Karvakrol mikrokapsiil iirliniiniin gida ve nutrasotik isleme
endiistrilerinde kontrollii salima sahip potansiyel bir ajan olarak kullanilabilecegi ifade

edilmistir (Sun ve dig, 2019).

Mikroenkapsiillerin {iretim bi¢imi, morfolojileri ve kullanilan kaplama materyalleri
kapsiilden istenen faydanin saglanmasinda 6nemli parametrelerdir. Mikro kapstilleme
teknikleri pliskiirtmeli kurutma, piiskiirtmeli dondurma, akigkan yatakta kaplama,
ekstriizyon, koaservasyon, lipozom dagitma, ve dondurarak kurutma ve
kokristalizasyondur (Gouin, 2004). Mikroenkapsiillerin ¢aplar1 1-1000 mikrometre

arasinda degismektedir.

b

Cekirdekte yeralan biyoaktif bilesenin bir membran tarafindan sarildig1 “Kabuk Tip1’
ve biyoaktif bilesenin kaplama materyalinin matrisine dagitildigr “Matriks Tipi”
olmak {izere iki yaygin bi¢imi bulunmaktadir (Dias ve dig, 2015). Calismamizda
matriks tipi mikroenkapsiiller kullanilmistir (Sekil 2.5).

Kabuk Tipi Kabuk Tipi
(Mononiiklear) (Polyniiklear)

® .
W o)

Sekil 2.5: Mikrokapsiil tipleri (Krishna Sailaja ve Jyothika, 2014).

Matriks Tipi




Kaplama materyali olarak nisasta ve seliiloz tiirevleri, gamlar, bitkisel ve hayvansal
ekstratlar, cesitli protein ve lipitler kullanilmaktadir (2015 El-Abbasi ve dig, 2015).
Son yillarda mikroenkapsiilasyon uygulamalarinda aljinat ve tiirevlerinin tercih
edildigi goriilmektedir. Aljinatin biyolojik olarak geri doniisiimlii, biyo-uyumlu ve
ucuz olmasi, bagirsaklarda tamamen ¢oziinebilir olmasi kaplama materyali olarak
kullanim kolaylig1 saglamaktadir (Gokbulut ve Oztiirk, 2018). Kaplama
materyallerinin gastrointestinal kosullara dayanikliliklar1 agisindan degerlendirildigi
bir ¢aligmada probiyotiklerin mikroenkapsiilasyonunda en uygun kombinasyonun % 1
peptit ve % 3 fruktooligosakkarit ile karistirilmig olan %3’liikk sodyum aljinat oldugu
bulunmustur (Gékmen ve dig, 2012).

Ar siitiiniin  mikroenkapsiilasyonuna iligkin literatiirde herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Propolisin mikroenkapsiilasyonu ve bunun antioksidan kapasite ile
antimikrobiyal aktivite lizerindeki etkileri arastirilmistir. Mikroenkapsiile propolis ile
yapilan bir c¢alismada fenolik madde kaybinin kabul edilebilir diizeyde oldugu
belirtilmistir (Silva ve dig, 2009). Yapilan bir baska ¢alismada, kirmizi propolis etanol
ekstraktinin mikroenkapsiilasyonu sonucunda fenolik ve toplam flavonoid igeriginin
kalitesi ve miktarinda onemli bir degisiklik olmadigi ve bu caligmada kullanilan
biyopolimer karisiminin, bilesiklerin biitiinliigiinii ve antioksidan potansiyelini
korudugu gosterilmistir (Do Nascimento ve dig, 2019). Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin
antimikrobiyal aktivitesinin Streptococcus mutans iizerinde, islenmemis propolise
gore on kat diisiik konsantrasyonda benzer etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Duran

ve dig, 2007).
2.6 Biyolojik ozellikleri ve saghk iizerine etkileri

An siitii antik ¢aglardan gilinlimiize kadar birgok geleneksel ve tamamlayict tip
uygulamasinda kullanilmistir. Biyolojik 6zelliklerinin kesfedilmesi ve bunlarin saglik
tizerine olumlu etkilerinin yapilan ¢aligmalarla desteklenmesi ile bilinirligi ve tiikketimi
son yillarda artmistir. Saglikli yasam ve koruyucu tip kavramlarinin benimsendigi
giintimiizde ar1 siitlinlin biyolojik faydalar1 ve saglik iizerine etkileri konulu ¢alismalar

hiz kazanmistir.
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Arn siitiiniin icerdigi kisa zincirli serbest yag asitlerinin antimikrobiyal, antitimor
ozellik gosterdigi ve bagisiklik sistemi tizerinde olumlu etkisi bulundugu belirtilmistir
(Fratini ve dig, 2016; Zhang ve dig, 2017). Antioksidan etkisiyle oksidatif stresi
azalttig1, in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda DNA hasariin 6nlenmesine yardimei oldugu
ifade edilmistir (Inoue ve dig, 2003; Teixeira ve dig, 2017; Almeer ve dig, 2018). Ar1
stitlinlin sinir kok hiicrelerinin farklilagmasini uyararak beyin hiicreleri olusumunu ve
iceriginde bulunan 10-hidroksi-trans-2-dekanoik asit ile noron tiretimini destekledigi
bilinmektedir (Hattori ve dig, 2007; 2011). Yapisindaki insiilin benzeri peptitler
sayesinde kan sekeri seviyesini digsliriicii etki gosterdigi, iceriginde bulunan
proteinlerin kolesterol ve trigliseritlerin kan plazma diizeylerini azalttigin1 ve boylece
damar sertlesmesini 6nleyerek kardiyovaskiiler sistemin saglikli ¢alismasina katkida
bulundugu gosterilmistir (Guo ve dig, 2008; Miinstedt ve dig, 2009; Yoshida ve dig,
2016; Chiu ve dig, 2017).

An siitiniin agik yaralarin tedavisinde inflamasyon bolgesindeki sivi birikimini
azaltarak yaranin iyilesme kapasitesini arttirdigi, kolajen ve benzeri doku yenileyici
yapilarin olusumunu destekleyerek yaralarin daha hizli kapanmasini sagladig ifade
edilmistir (Taniguchi ve dig, 2003; Park ve dig, 2011). Kadinlarda hormonal denge ile
dogurganligin, erkeklerde sperm kalitesinin arttirilmasinda etkili oldugu bildirilmistir
(Ahmed ve dig, 2108; Ghanbari ve dig, 2018). An siitiiniin biyolojik 6zellikleri

Cizelge 2.2’de ilgili referanslar ile birlikte 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2 : An siitiiniin biyolojik yararliligina iliskin literatiir caligmalari.

Biyolojik Etki Hiicre/Sistem Referanslar

Matsui ve dig, 2002
Tokunaga ve dig, 2004
Kardiyovaskiiler Takaki-Doi ve dig, 2009
Feng ve dig, 2015
Fan ve dig, 2016

Cho, 1977
Vittek,1995
Kashima ve dig, 2014
Chiu ve dig, 2017
Pan ve dig, 2018
Hadi ve dig, 2018

O’Connor ve Baxter, 1985
Nomura ve dig, 2007
Anti-diyabetik etki Endokrin Miinstedt ve dig, 2009
Pourmoradian ve dig, 2014
Yoneshiro ve dig, 2018

Anti-hipertansif,
Hipotansif etki

Kolestrol diisiiriicii etki Kardiyovaskiiler
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Cizelge 2.2 (devam): Ar siitiiniin biyolojik yararliligina iligkin literatiir caligmalari.

Biyolojik Etki Hiicre/Sistem Referanslar

Hashimoo ve dig, 2005
Hattori ve dig, 2007
Norotropik Beyin/Sinir Hattori ve dig, 2011
Zamani ve dig, 2012

Mohamed ve dig, 2015

Fossati, 1972
Balch ve Balch, 2000
Kamakura ve dig, 2001
Seven ve dig, 2014

Kurkue ve dig, 2000
Okamoto ve dig, 2003
Otoimmiinsistem Genel Gasic ve dig, 2007
Vucevic ve dig, 2007
Dzopalic ve dig, 2011

Abdelatif ve dig, 2008
Karaca ve dig, 2010
Barnutiu ve dig, 2011
Aslan ve Aksoy, 2015
Arzi ve dig, 2015
Wan ve Wang, 2018
You ve dig, 2018
Chen ve dig, 2018

Nakaya ve dig, 2007
Kimura, 2008
Shirzad ve dig, 2013
Galaly ve dig, 2014
Zhang ve dig, 2017
Wang, 2017

Guo ve dig, 2008
Ahmadnia ve dig, 2015
Shahzad ve dig, 2016
Uremeyi destekleyici etki Endokrin Ghanbari ve dig, 2018
Azad ve dig, 2018
Amirshahi ve dig, 2014
Veshkini ve dig, 2018
Nagai ve dig, 2006
Liu ve dig, 2008
Guo ve dig, 2009
Cavusoglu ve dig, 2009
Kanbur ve dig, 2009
Silici ve dig, 2009
Karadeniz ve dig, 2011
Watanabe ve dig, 2013
Antioksidan etki Genel Nabas ve dig, 2014
Pavel ve dig, 2014
Ghanbari ve dig, 2016
Ozkok ve Silici, 2017
Al-Kushi ve dig, 2018
Gu ve dig, 2018
Caixeta ve dig, 2018
Rafieian-Kopaei ve dig, 2018

Biyostimiilator Sinir Sistemi

Antiinflamatuar etki Genel

Antitiimor- antikanser etki Genel
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2.6.1 An siitiiniin antimikrobiyal aktivitesi

Ar1 siitiiniin antimikrobiyal etkinligi bilimsel olarak ilk defa McCleskey ve Melampy
(1939) tarafindan gosterilmistir. Sonraki yillarda, Hinglais ve dig. (1955), Butenandt
ve Rembold (1957) tarafindan ar1 siitinin Gram pozitif ve negatif bakteriler
tizerindeki antibakteriyel etkinligi arastiritlmistir. Bu arastirmalari ar1 siitiintin ¢esitli
ekstaktlar1 ve izole dilebilen bilesenlerinin antimikrobiyal etkisi konulu ¢alismalar
izlemistir. Ari siitine 6zgli yag asidi olan 10-HDA’nin Escherichia coli ve
Micrococcus pyogenes iizerindeki antibakteriyal etkinliginin inceledigi bir ¢alismada,
antimikrobiyal aktivitenin penisilinin (M. pyogenes) dortte biri ile klorotetrasiklinin
(E. coli) beste birine yakin oldugu bildirilmistir (Blum ve dig, 1959). An siitiinde
bulunan royalisinin Lactobacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Staphylococcus,
Streptococcus gibi Gram pozitif bakteriler lizerine 1 uM ve daha diisiik
konsantrasyonlarda segici antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Fujiwara
ve dig, 1990).

Ar siitliniin yag ve protein fraksiyonlarinin farkli ektraksiyon yontemleri ile
oziitlendigi ve antimikrobiyal aktivite yoniinden kiyaslandigi calismalarda taze ari
siitliniin daha genis spektrumda antimikrobiyal aktivite gosterdigi ifade edilmistir.
Suda ¢0ziiniir ar1 siitii fraksiyonunun, proteinler ve peptidler yoniinden zengin oldugu
ayrica Gram pozitif bakteriler iizerinde giliclii inhibisyon aktivite gosterdigi
aciklanmistir (Sauerwald, 1998). Bu proteinlerden biri olan royalisinin, arilardaki
yavru ¢lriigii hastaligi etmeni olan Paenibacillus larvae ile Bacillus subtilis ve
Sarcina lutea gibi diger Gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel etkisinin

bulundugu gosterilmistir (Bilikova ve dig, 2001).

Ratanavalachai ve Wongchai (2002) tarafindan lipid fraksiyonunun incelendigi bir
calismada ar1 siitliniin Gram negatif bakterilerde yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip
oldugu, benzer etkinin lipid dis1 fraksiyonlarda goriilmedigi belirtilmistir. Art siitiiniin
eterde ¢Oziiniir-¢oziinmez fraksiyonlari tizerine yapilan bir baska arastirmada ise, eter
¢Oziiniir fraksiyonun E. coli, S. aureus ve Streptomyces cinsi bakteriler lizerinde diger
ekstrata oranla daha giiglii antibakteriyal etki gosterdigi bildirilmis ve bu etki 10-
HDA’ya atfedilmistir. Eterde ¢ziiniir fraksiyona ait minimum inhibisyon (MiK)
degerinin (30 mg/mL), taze ari siiti (200 mg/mL) ve royalisin igeren eterde
¢oziinmeyen fraksiyonun (300 mg/mL) degerlerinden daha diisiik oldugu tespit
edilmistir (Eshraghi ve Seifollahi, 2003).
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Fontana ve dig. (2004) kiitle spektroskopisi yontemiyle ar1 siitiinde bulunan
peptitlerden “Jellin I-I1-111-IV * isimli dort peptiti saflastirarak tanimlamis ve bunlarin
E. coli, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus ve Staphylococcus
cinsi bakteriler iizerine antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Jellin 1 ve II’nin
yiiksek aktiviteye sahip oldugu, Jellin III’te bu ekinligin azaldigi ve Jellin IV’iin
herhangi bir antibakteriyel aktivite gostermedigi ifade edilmistir.

Arn sitiinden diklorometan ve metanol kullanilarak ile izole edilen serbest yag
asitlerinin antimikrobiyal  etkisinin  incelendigi  bir  ¢alismada, 3-
Hidroksidodekanedioik asit ve 10-HDA nin diger yag asitlerine kiyasla daha yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir ( Melliou ve Chinou, 2005).

Arn siitiiniin P. aeruginosa ve S. aureus iizerinde gentamisin ve seftriaksona es deger
antibakteriyel etkiye sahip oldugu, E. coli iizerinde antibiyotiklerin MiK degerine
yakin konsantrasyonda inhibisyon sagladigi goriilmiistiir (Shirzad ve dig, 2007).
Benzer galismalarda ari1 siitiiniin  P. aeruginosa ve S. aureus ve E. coli'ye karsi
antibakteriyel etkisi incelenmis ve test edilen tiim bakteri suslarinin ar1 siitiine duyarl
oldugu bildirilmistir (Boukraa, 2008; Boukraa ve dig, 2009).

Son yillarda ar siitii yanisira i¢eriginde bulunan protein ve peptitlerinin sahip oldugu
antimikrobiyal aktivite, etkinlik mekanizmalar1 ve rekombinantlarina dair ¢alismalarin
say1s1 artmistir. Rekombinant apalbumin ve royalisinin antimikrobiyal aktivitesi ve
etki mekanizmalar1  arastirilmistir.  Antimikrobiyal etkinligini  saglamada
intramolekiiler disiilfit baglar1 ve C-terminusundaki 11 amino asidin gerekli oldugu ve
royalisinin bakteriyel hiicre hidrofobikligini azaltarak hiicre zar1 gegirgenligini
bozdugu ifade edilmistir (Bilikova ve dig, 2009; 2015). Shen ve dig. (2010, 2012)
royalisin ve rekombinantlarinin  antimikrobiyal aktivitesi {izerine yaptiklari
calismalarda, royalisinin S. aureus, B. subtilis ve Micrococcus luteus iizerinde nisin ile
es deger antibakteriyel etki gosterdigini bildirmislerdir. Rekombinant royalisinin B.
subtilis, Micrococcus flavus ve S.aureus'a karsi minimum  inhibitor
konsantrasyonlarinin sirastyla 62.5 mg/mL, 125 mg/mL ve 250 mg/mL oldugu, gram
pozitif bakterilerde gelismeyi inhibe ederken Gram negatif bakteriler iizerinde

etkinligi bulunmadigi belirtilmistir.

Diger antimikrobiyal peptitler ile yapilan galismalarda; Jellin I, IT ve III'iin bakteriyel

gelisimi inhibe ettigi, bu peptidlerin C ve N terminallerindeki yap1 modifikasyonu
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sonucu aktivitenin azaldigi belirlenmistir (Romanelli ve dig, 2011). Buna karsin C
terminali modifiye edilmis Jellin peptitlerinin, 30-300 pg/mL konsantrasyon
araliginda  Staphylococcus epidermidis gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir
(Capparelli ve dig, 2012). C ve N terminallerinde yapilan modifikasyonlarin,
jellinlerin  farkli antimikrobiyal etkinligine sahip olmasina sebep oldugu

disiiniilmektedir.

Ari siitii ve bilesenlerinin, cilt enfeksiyonuna neden olan bakterilerden; S. epidermidis,
S. aureus, M. luteus, Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis, P.aeruginosa, E.
coli ve K. pneumoniae iizerinde de antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir. Kuyucuk difiizyon ve sivi diliisyon yontemlerinin  kullanildigr bu
aragtirmada; test edilen tiim bakterilerde diisiik konsantrasyonlarda inhibisyon
saglamasina ragmen MBK degerinin, MiK degerlerinden yaklasik yirmi kat daha fazla
oldugu tespit edilmistir (Garcia ve dig, 2010). Bu ¢alismanin devaminda; ar1 siitiiniin
lipid fraksiyonu ve 10-HDA ayni bakteriler iizerine test edilmistir. inhibisyon
sonuglarinin bir 6nceki ¢alisma ile benzerlik gosterdigi, K. pneumoniae, E. coli ve P.
aeruginosa gibi Gram negatif bakterilerin Gram pozitif bakterilere kiyasla daha
direngli oldugu belirtilmistir (Garcia ve dig, 2013). Benzer ¢alismalar ile Gram pozitif
bakterilerin Gram negatif bakterilere gore daha duyarli oldugu gosterilmistir (Moselhy
ve dig, 2013).

Arni siitiintin Gram pozitif bakterilerden S. aureus suslarina kars1 etkinligi, Gunaldi ve
dig. (2014) tarafindan siganlar iizerinde yapilan in-vivo bir ¢alisma ile incelenmistir.
Sicanlar; sadece spinal implant uygulananlar, implanti1 bakteri ile asilananlar ve
implanta enfeksiyon ile ar1 siitii eklenenler olmak iizere ti¢ gruba ayrilmistir. Spinal
implant1 bakteri ile asilanmis ve ar1 siitii ilave edilmis farelerde, implantina ar1 siitii

eklenmeyen farelere kiyasla enfeksiyonun azaldigi bildirilmistir.

Arn siitii ve bilesenleri iizerine yapilan in-vitro calismalarda; 10-HDA’nin, bakteri
hiicresinin membran iyonik iletkenligini degistirmesi sonucunda hiicre biitiinligilini
bozarak antibakteriyel etki gosterdigi ifade edilmistir (Yang ve dig, 2014). 10-
HDA'nin antimikrobiyal aktivitesi ve etki mekanizmasi B. subtilis tizerinde incelenmis
(MIK, 0.62 mg/mL), 10-HDA'nin bakterilerin DNA sentezi siirecini dnleyici etkisi
oldugu gosterilmistir (Yang ve dig, 2015).
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Arn siitli; amoksisilin, lincospectin vb. antibiyotiklere direngli E. coli susu iizerinde
denenmis, uygulanan tiim konsantrasyonlarda (% 10, % 20, % 30, % 40 ve % 45 v/v)
inhibe edici etkisi goriilmiistiir (Dinkov ve dig, 2014). Metisiline direngli S. aureus
(MRSA) iizerine yapilan ¢alismalarda benzer sonuglar alinmis, fakat daha fazla klinik
calismaya ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmistir (Dinkov ve dig, 2016). Ar siitliniin P.
aeruginosa’nin sebep oldugu solunum yolu enfeksiyonlarinda patojenin tutunmasini
engelleyerek enfeksiyonun hafiflemesine katkida bulundugu bildirilmistir (Susilowati
ve dig, 2017).

Ar siitiintin  dental uygulamalarda ortaya c¢ikabilecek mikrobiyal {iremenin
baskilanmasinda kullanilabilecegi, 06zellikle klorheksidine yakin antimikrobiyal
etkinlik gosterdigi ifade edilmistir (Meto ve dig, 2017). Periodontal patojenler
kullanilarak yapilan in-vitro ¢alisma sonucunda, test edilen patojenlerin
(Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia ve Fusobacterium nucleatum) ari siitiine duyarli oldugu belirtilmistir
(Coutinho ve dig, 2018).

Yang ve dig. (2018) 10-HDA ’nin insan ve hayvan patojenleri S. aureus, Streptococcus
alactolyticus, S. intermedius, S. xylosus, Salmonella Cholearasuis, Vibrio
parahaemolyticus ve hemolitik E. coli tizerinde 23-44 pM arasinda degisen
konsantrasyonlarda inhibisyon sagladigini ve Gram pozitif bakteriler iizerindeki

etkinligin yliksek oldugunu bildirmislerdir.

Ar1 siitiiniin antibakteriyel etki mekanizmalari tam aydinlatilamamis olmasina ragmen,
yapilan galismalar bu yolda 6nemli adimlar atilmasini saglamistir. Rekombinant
MRJP-4’iin antibakteriyel etkinliginin P. larvae ve P. aeruginosa tizerinde denendigi
bir ¢alismada, sirasiyla 15.6+£0.7 uM ve 32.3 £ 1.4 pM MIK degerleri tespit edilmis,
MRJP-4’iin antimikrobiyal peptid benzeri bir etki olusturdugu bildirilmistir (Kim ve
dig, 2019). Park ve dig. (2019a) rekombinant MRJP-2 ile benzer mikroorganizmalar
tizerinde yaptiklart ¢alismada, daha disiik konsantrasyonlarda antimikrobiyal
aktiviteye rastlanmis ve MRJP’lerin hiicrede membran hasarina sebep oldugu
belirtilmistir. Park ve dig. (2019b) tarafindan yapilan bir bagka calisma ile
rekombinant MRJP 2, 5 ve 7’inin E. coli iizerinde benzer etkilere sahip oldugu
gosterilmistir. Ari sitiiniin  antimikrobiyal aktivitesinin sadece MRIJP’lere bagli
olmadigi, diger bilesenlerin de antimikrobiyal aktiviteye katki sagladig: bilinmektedir
(Feng ve dig., 2015; Bucekova ve dig, 2016; Vezeteu ve dig, 2017).
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Literatiirde, ar1 siitiiniin antibakteriyel aktivitesinin yani sira antifungal 6zelliklerinin
arastirildigr ¢calismalar da yer almaktadir. Sauerwald ve dig. (1998) ari siitiiniin suda
¢oziinen fraksiyonunun, kif gelisimini inhibe ettigini ve bu etkinin belirtilen
fraksiyonda yer alan protein ve peptitlerinden kaynaklandigini bildirmistir. Ari
stitiindeki 6nemli proteinlerinden olan royalisin, bitkilerde yaygin olarak goriilen
Botrytis cinerea iizerinde denenmis ve giiglii antifungal etkisi oldugu belirtilmistir
(Bilikovéa ve Simuth, 2001). Ar siitiinde bulunan antimikrobiyal peptitlerden “Jellin-
I” ve “Jellin-II’'nin C. albicans tizerindeki etkinligi, ar1 siitiiniin antifungal 6zellik

gosterdigi yoniindeki goriisleri destekler niteliktedir (Fontana ve dig, 2004).

Ar siitiiniin mayalar iizerindeki antifungal aktivitesinin lipid fraksiyonda bulunan
cesitli yag asitlerinden kaynaklandigi, 10-HDA’ nin ve baz1 serbest yag asitlerinin C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata iizerinde antifungal etkileri oldugu gosterilmistir.
Melliou ve Chinou (2005), disk difiizyon ve mikrodiliisyon yontemlerini kullanarak
ar1 siitiiniin metanol ve diklorometan ekstraktlari ile ar1 siitiine 6zgii yag asitlerinin
antimikrobiyal aktivitelerini incelemistir. Lipid ekstrakt: ve 10-HDA nin uygulandigi
orneklerde 10 mm ila 14mm arasinda degisen zon gaplari belirlenmis olup, 0.98-1.25
mg/mL araliginda degisen MIK degerleri bildirilmistir. C. albicans, C. glabrata, C.
krusei ve Trichosporon cinsleri {izerinde ar1 siitiiniin antifungal aktivitesinin
degerlendirildigi bir diger c¢alismada; 0.0625 upg/mL minimum inhibisyon
konsantrasyonu ile en hassas susun Trichosporon cinsi mayalara ait oldugu
belirtilmistir (Kog¢ ve dig, 2011). Gunalp ve dig. (2018) tarafindan ar1 siitiiniin % 100,
% 75, % 50, % 25, % 10, % 5 ve % 1’lik konsantrasyonlar1 C. albicans tizerinde
denendiginde; % 10 ve {iizeri konsantrasyonlarda inhibisyon saglandigi ifade

edilmistir.

Asidik art siitli fraksiyonunun, farkli pH degerlerinde antimikrobiyal aktivitesindeki
degisimi belirlemek {izere yapilan bir arastirmada; pH 7°de 125 ug/mL doz uygulamasi
ile C. albicans iizerinde inhibisyon saglanirken, pH 5.1’de minimum inhibisyon

konsantrasyonu 62,5 pg/mL olarak tespit edilmistir (Isidorow ve dig, 2018).

Literatiirde  ar1 siitlinlin kiifler iizerindeki etkilerine dair az sayida yaym
bulunmaktadir. Misir ve Cin orijinli ar1 siitlerinin Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger gibi kif tirleri tizerinde denendigi bir c¢alismada, segilen ii¢ farkli
konsantrasyonun (5-10-15 mg/mL) olusturdugu inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiistiir. Misir

ve Cin orijinli a1 siitlerinde antimikrobiyal etkinligin farkli oldugu goriilmiistiir.
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Gozlenen farkliligin, cografi kosullar ile ar1 kolonileri arasindaki genetik degisiklik

nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir (Moselhy ve dig, 2013).

Iran orijinli ar1 siitiiniin Rhizopus oryzae iizerinde denendigi bir baska ¢alismada, MiK
degeri 100+34 mg/mL, MFK degeri ise 133+46 mg/mL olarak bildirilmistir
(Moghim ve dig, 2015).

2.6.1.1 Depolama kosullarimin antimikrobiyal aktivite iizerine etkisi

Ar siitiiniin 1s1 ve 1s18a karst duyarli oldugu, ayrica havayla okside olabildigi
bilinmektedir. Bu sebeple kalitesinin ve bioaktif bilesenlerinin korunmasinda,
depolama kosullar1 6nemli parametrelerin basinda gelmektedir. Taze ar1 siitiiniin
muhafazasinda; buzdolabi kosullar1 (+4 °C) ve dondurarak (-18 °C ) muhafaza yaygin
olarak kullanilmakta, liyofilizasyon benzeri teknolojiler ile ar1 siitiiniin depolama

suresi arttirilmaktadir.

Buzdolabi sicakliginda 12 ay siire ile depolanan ari siitiiniin, antimikrobiyal
aktivitesindeki olas1 degisim incelenmistir. Bu arastirmada; % 5, % 25, % 75 ve %
100’lik ar1 siitii konsantrasyonlarinin E. coli, S. aurues, B. cereus ve S. Typhi
iizerinde denendigi bildirilmistir. Test dozlar1 arasindan; en diisiik konsantrasyonun
(% 5) haricindeki tiim konsantrasyonlarin, etkin bir antibakteriyel aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Bu etkinin ¢alisma siiresi boyunca korundugu, buzdolabi kosullarinin ar1

stittiniin antibakteriyel etkinliginde bir azalisa neden olmadig1 saptanmistir (Ragab ve
Ibrahim, 1999).

Farkli sicaklik ve siirelerin antimikrobiyal aktiviteye etkisinin arastirildigi bir baska
calismada ise, antimikrobiyal 6zelligin uygulanan sicaklik ve siireye bagli olarak
azaldig1 ifade edilmistir. Ratanavalachai ve Wongchai (2002) dondurulmus, buzdolabi
ve oda kosullarinda muhaza edilmis ar1 siitlerini on iki saat ila yedi glin arasinda
degisen siirelerde Gram pozitif (S. lutia, B. cereus, S. aureus), Gram negatif bakteriler
(Shigella flexneri, S. Typhi, E. coli, Proteus vulgaris ve P. aeruginosa) iizerinde
denemis, li¢ glin sonunda antibakteriyel etkinlikte diisiis tespit edildigi bildirilmistir.
Bunun yamisira 12 ay depolama boyunca, 10-HDA igerigindeki degisim
incelendiginde; -18°C’de % 0.1, 4°C'de ise % 0.2 azalis oldugu belirtilmistir. 10-HDA
icerigi ile depolama siiresi arasinda bir iligki bulunamadig1 ifade edilmistir (Antinelli
ve dig, 2003). Li ve dig. (2007;2008) tarafindan MRJP1’in yiiksek sicaklik ve uzun

depolama siirelerine karsi en dayanikli, MRJP4 ve MRJP5’in ise en hassas proteinler
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oldugu ve hatta tazelik parametresi olarak kullanilabilecekleri bildirilmistir. Sonuglar
depolama siiresi ve sicaklik degisimlerinden art siitii icinde bulunan her bilesenin farkli

etkilendigini gostermektedir.

Antibakteriyel etkinin dondurarak muhafaza ile degisiminin incelendigi bir baska
aragtirmada; +4°C’de taze ve -40°C’de dondurulmus olarak 12 ay depolanan ari
stittiniin antimikrobiyal aktiviteleri kiyaslanmigtir. Taze olarak buzdolab1 kosullarinda
muhafaza edilen iiriinlin baslangicta daha iyi antimikrobiyal etki gosterdigi, ancak
antimikrobiyal aktivitedeki azalig goze alindiginda dondurarak muhafazinin 6n plana

ciktig1 belirtilmistir (Maksimovi¢ ve Rifatbegovi¢, 2009).

Arn siitiinde liyofilizasyon yontemi sonrasi gergeklesen degisimlere iliskin ¢aligmalar
sinirli  sayidadir. Bununla bilikte yapilan calismalar liyofilizasyon isleminin
antimikrobiyal aktiviteyi muhafaza ettigi yoniindedir. Taze ve liyofilize ar1 siitiiniin
10-HDA igerikleri ile antimikrobiyal etkilerinin kiyaslandigi arastirmada;
liyofilizasyon islemi sonrasinda 10-HDA miktarinda dikkate deger azalis tespit
edilememistir. Antibakteriyel etkinligini belirlemede, her iki tiriin in-vitro ortamda
Gram pozitif ve negatif bakteriler (S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus
pneumoniae , E. coli, Klebsiella pneumoniae , Proteus mirabilis, S. Enteritidis, ve P.
aeruginosa) iizerinde test edilmis, antimikrobiyal aktivitede degisiklige rastlanmadigi

bildirilmistir (Nascimento ve dig, 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyal

3.1.1 An siitii

Ar siitii 2018 y1l1 Agustos ay1 hasadina ait olup, Civan Aricilik Ltd. S$ti. (Bursa)’den
temin edilmistir. Soguk zincir kosullarinda (+4°C) laboratuvara getirilen ar1 siitii
mikroenkapsiile edilecek kisim ayrildiktan sonra analizlerin baslama siiresine kadar

-80°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.1.1 Taze an siitii

Saklama kosullarin art siitiiniin mikrobiyolojik aktivitesi tizerindeki etkilerinin tespiti
icin taze ar1 siitii (TAS) lizerinde yapilan 0. giin analizleri sonrasinda 1, 3 ve 6. ay

analizleri i¢in buzdolab1 kosullarinda (+4°C) depolanmustir.

3.1.1.2 Mikroenkapsiile ar siitii

Mikroenkapsiile ar1 siitii, TAGEM-18/AR-GE/25’nolu “Mikroenkapsiile Ar1 Siitii
Uretimi; Kapsiillerin, Taze ve Liyofilize An Siitii ile Fizikokimyasal Ozellikleri ve
Biyolojik Aktiviteleri Yoniinden Kiyaslanmasi ve Depolama Stabilitesinin
Belirlenmesi” konulu proje igin iiretilmis olan kapsiillerden temin edilmistir. Capraz
baglama teknigi ile sodyum aljinat kullanilarak iiretilen kapsiillerin goriintiileri Sekil

3.1°de verilmistir. Mikroenkapsiile ar1 siitii (MAS) 0. giin analizleri sonrasinda 1, 3 ve

L}J

3 f
l V ‘ ) 3 ~ ‘ ‘; ]
Sekll 3.1: (a) Mikroenkapsiile ar siitii (b) MAS Mikroskop goriintiisii (x8).

6. ay analizleri i¢in oda sicakliginda depolanmistir.
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3.1.2 Mikroorganizmalar

Ar1 siitiiniin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.1’de bulunan

mikroorganizmalar kullanilmistir.

Cizelge 3.1 : Test mikroorganizmalari.

Bakteri Maya Kif
Escherichia coli ATCC 25922 Candida albicans Penicillium
Salmonella Enteritidis® ATCC 10351 digitatum ®
Micrococcus luteus ATCC 9341 Candida parapsilosis Aspergillus
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ATCC 22019 flavus®

aKlinik izolat.® Gida orijinli izolat.

Referans suslar disindaki mikroorganizmalar Bursa Teknik Universitesi, Gida
Miihendisligi Anabilim Dali, mikrobiyoloji laboratuvari Kkiiltliir koleksiyonundan

saglanmustir.

3.2 Yontemler

3.2.1 Mikroenkapsiile ar siitiiniin 6n hazirhgi

Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin (MAS) salinimi saglamak amaciyla; bakteriler igin steril
Mueller Hinton Broth (MHB; 25°C’de pH 7.3 +0.2), maya ve kiif i¢in Sabouraud
Dekstroz Broth (SDB; 25°C’de pH 5.6+0.2) kullanilmistir. Kapsiillerin besiyerinde
uygun pH’da agilmasini saglamak amaciyla MHB, fosfat tamponu ile hazirlanmig
olup; SDB, % 10’luk steril (soguk sterilizasyon) sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH
7.3’¢ ayarlanmistir. Besiyerleri 37 °C’de 2 saat karistirilarak (250 rpm) stok ¢ozelti
elde edilmistir (Wang ve dig, 2010).

3.2.2 An siitii konsantrasyonlari ve inokulumlarin hazirlanmasi

Taze ve mikroenkapsiile ar1 siitlerinin  mikrobiyolojik  etkinliklerinin
karsilastirilabilmesi i¢in, tartimi yapilacak MAS miktarinin belirlenmesinde taze ar1
stitiiniin 10-HDA igerigi baz alinmistir. Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin 10-HDA igerigini
taze ar1 siitline esit miktarda olacak sekilde hesaplanmistir. Yapilan 6n denemeler
sonucunda TAS ve MAS’in ¢oziiniirliikleri dikkate alinarak, taze ar1 siitii igin 500
mg/mL, mikroenkapsiile ar1 siitii i¢in 125 mg/mL’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Belirtilen stok c¢ozeltilerinden iki kat seyreltme yontemi uygulanarak calismada

kullanilan dozlar belirlenmistir (Cizelge 3.2, Cizelge 3.3).
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Test edilen bakteri ve mayalar sirasiyla 37°C ve 25°C’de 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda, uygun besiyeri ile 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanmigtir (Clinical and
Laboratory Standards Institute, CLSI MO07-A10, 2015; National Committee for
Clinical Laboratory Standards, NCCLS M27-A2, 2002),

Calismada yer alan kiiflerin, Sabouraud Dekstroz Agarda (SDA) 25°C’de 3-5 giin
gelisimi ile sporlanmasi saglanmistir. Kiif sporlarinin yiizeyden toplanmasi amaciyla;
steril % 0,1°lik Tween 80 ¢ozeltisi (yaklasik 5 mL) ile petri yilizeyi yikanarak sporlar
steril tiipe aktarilmistir. Daha sonraki asamada; elde edilen spor siispansiyonu 0.5
McFarland bulanikligina ayarlanmistir (Rodriguez-Tudela ve dig, 2003; Arendrup ve
dig, 2014; The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
EUCAST; 2015).

3.2.3 Agar kuyucuk difiizyon yontemi

0.5 McFarland’a ayarlanan kiiltiirlerden 100uL inokulum, bakteriler i¢in Mueller
Hinton Agara (MHA), mayalar ve kiifler i¢in SDA besiyeri ylizeyine drigalski spatiilii
ile yayilmistir. 5 mm ¢apindaki bir ug ile steril olarak agilan kuyucuklara, Cizelge
3.2’de verilen konsantrasyonlardaki ar1 siiti 50uL ilave edilmistir (Magaldi ve dig,
2004; Valgas ve dig, 2007). Bakteriler 37°C’de 24 saat, mayalar ve kiifler 25°C’de
48 saat inkiibasyona birakilmis ve olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) 6l¢iilmiistiir.
Negatif Kontrol olarak taze ar1 siitii i¢in steril su, mikroenkapsiile iiriin igin ari1 siitii

icermeyen bos kapsiil (besiyerinde salinim1 yapilmis) kullanilmistir.

Cizelge 3.2 :Kuyucuk diflizyon yonteminde kullanilan ar1 siitii konsantrasyonlari.

An Siiti Konsantrasyon(mg/mL)

TAS 500 250 125
MAS 125 62,5 31,25

*>125 mg/mL dozlarinda yasanan ¢oziiniirliik problem nedeniyle MAS i¢in max. doz 125 mg/mL denenmistir.

3.2.4 Sivi mikrodiliisyon yontemi

TAS ve MAS’1n test suslar1 iizerindeki minimum inhibitér konsantrasyon degerleri
mikrodiliisyon yontemiyle CLSI (2008, 2015) ve NCCLS (2002) referans yontemlere
gore belirlenmistir. Iki kat seyreltme ydntemi ile uygun besiyerinde hazirlanan,
Cizelge 3.3’te verilen konsantrasyonlara sahip TAS ve MAS o&rnekleri steril 96

kuyucuklu plakaya 180 pL olarak aktarilmistir.
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Cizelge 3.3 : Sivi mikrodiliisyon yonteminde kullanilan ar1 siitii konsantrasyonlari.

Ar Siiti Konsantrasyon (mg/mL)
TAS 500 250 125 62,5 31,25 156 7,8 3,9
MAS 125" 62,5 31,25 156 7,8 39 1,95 0,98

*>125 mg/mL dozlarinda yasanan ¢oziiniirlik problem nedeniyle MAS i¢in max. doz 125 mg/mL olarak denenmistir.

Bakteriler i¢in mikroplakada istenen final inokulum konsantrasyonu 5x10° kob/mL,
mayalar igin (0.5-2.5)x10° kob/mL ve kiifler icin (0.4-5)x10* kob/mL olup, bu
konsantrasyonlarin saglanmasi i¢in 0,5 McFarland bulaniklik standardinda hazirlanan
inokulumlar 1:20 oraninda seyreltilmistir (Balouiri ve dig, 2016). Hazirlanan son
inokulum konsantrasyonlarindan mikroplakaya 20 pL inokulum aktarilmistir.
(Wiegand ve dig, 2008). Mikroplaklar 37°C 18-24 saat (bakteri) ya da 46-72 saat
(maya) inkiibasyona birakilmistir. Her mikroplakada bir sterilite kontrol kuyucugu
(seyreltimlerde kullanilan besiyeri, 200 puL) ve bir tireme kontrol kuyucugu (sadece
inokulum eklenmis besiyeri; 180uL+20uLl) bulunmaktadir. Mikroorganizma
yogunlugu 600 nm de mikroplak okuyucu (BioTek Instruments, Inc. EPOCH SN
15062915) ile belirlenmistir. Bulaniklikta artisin goriilmedigi, tiremenin tamamen
inhibe edildigi en diisiik konsantrasyon MIK degeri olarak belirlenmistir (Bilikova ve
dig, 2015).

Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) ve Minimum Fungisidal
Konsantrasyon (MFK)’nin belirlenmesi amaciyla MIK ve iist konsantrasyonlarina
sahip kuyucuklardan alinan 10 uL inokulum, SDA (maya ve kiif ) ve MHA (bakteri)
yiizeyine yayilmustir. Petriler, bakteriler i¢in 37°C’de 24 saat, mayalar ve kiifler i¢in
25°C’de 48 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir (Moghim ve dig, 2015). Gelismenin
olmadig1 konsantrasyon MBK ve MFK olarak degerlendirilmistir.

3.2.5 istatistiksel Analizler

Caligmada TAS ve MAS’a ait farkli dozlarin 0. giinde ve depolama siiresi boyunca
secilen mikrorganizmalar lizerinde olusturdugu inhibisyon zonlar1 SPSS version 22.0
programi kullanilarak istatiksel olarak degerlendirilmistir. Veri setlerinde 6ncelikle
normallik dagilimina bakilmig, normal dagilima uyan veriler i¢in parametik bir test
olan Oneway-ANOVA ile Tukey coklu karsilastirma testi kullanilarak % 5 giiven

araliginda gruplar arasinda anlamli fark olup olmadig1 belirlenmistir (p<0,05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada taze ve mikroenkapsiile ar1 siitiiniin antimikrobiyal etkinligi cesitli
bakteri, maya ve kiifler iizerinde denenmistir. Stvi mikrodiliisyon yontemi ile MiK ve
MBK/MFK degerleri belirlenirken, agar kuyucuk difiizyon yontemi ile zon g¢aplari
Olciilerek mikroorganizmalar direngli, orta derece duyarli ve duyarli olarak
tamimlanmistir.  Ayrica, taze ar1 siitiiniin  buzdolabi kosullarinda (+4°C),
mikroenkapsiile ar1 siitiiniin oda sicakliginda (20°C) belli depolama siireleri sonundaki
(0, 1, 3ve 6 ay) antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Béylece muhafaza sekli (taze
veya mikroenkapsiile), sicaklik ve silirenin ar1 sitiin antimikrobiyal aktivitesi

tizerindeki etkisi degerlendirilmistir.

4.1 Taze ve Mikroenkapsiile Ar Siitiiniin Baslangi¢ (0. Giin) ve Farkli Depolama

Siirelerindeki Antibakteriyel Aktivitesinin Degerlendirilmesi

TAS ve MAS orneklerine ait 0.glin sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Taze ve
mikroenkapsiile ar1 siitiiniin ¢alismada yer alan bakteriler tizerindeki antimikrobiyal
etkisinin konsantrasyona bagli olarak artis gosterdigi saptanmustir. S. epidermidis’in
15,6 mg/mL’lik MIK degeri ile TAS ve MAS’a kars1 en duyarli bakteri oldugu
belirlenmistir. Her iki ar1 siitii 6rnegi icin M. luteus’un MIiK degeri 31,25 mg/mL
olarak tespit edilmistir.Taze ar1 siitii E.coli ve S. Enteritidis tizerinde 31,25 mg/mL’de
inhibisyon saglamasina ragmen, mikroenkapsiile ar1 siitiiniin daha yiiksek

konsantrasyonlarda inhibisyon sagladig1 gdzlenmistir.

Farkli ar1 siitlerinin antimikrobiyal etkinliginin incelendigi benzer bir ¢alismada, ari
sitiiniin ~ S. epidermidis ve M. luteus iizerinde E. coli’ye kiyasla daha diisiik
konsantrasyonlarda inhibisyon sagladigi belirtilmistir. Elde edilen MIiK degerleri,
sirastyla % 55+17,32 wiw; % 52,5+9,57 wiw; % 77,5 £17,08 w/w olarak bildirilmistir
(Garcia ve dig, 2013). Bu ¢alismada ayni test mikrooorganizmalari i¢in belirlenen

antibakteriyel aktivite, Garcia ve dig. (2013) ile uyumluluk gostermistir.
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Cizelge 4.1 : Taze ve mikroenkapsiile ari siitiiniin farkli depolama siirelerinde test
bakterileri iizerinde belirlenmis MIK/MBK degerleri (mg/mL).

Siire Bakteri : TAS : MAS

MIK MBK MIK MBK

E. coli 31,25 62,5 125 125

0.giin  S. epidermidis 15,6 62,5 15,6 125

S. Enteritidis 31,25 62,5 125 125

M. luteus 31,25 125 31,25 125

E. coli 31,25 62,5 125 125

1.ay S.epidermidis 15,6 62,5 15,6 125

S. Enteritidis 31,25 62,5 125 125

M. luteus 31,25 125 31,25 125

E. coli 31,25 62,5 125 125

3.ay  S.epidermidis 15,6 62,5 15,6 125
S. Enteritidis 31,25 62,5 125 >125"

M. luteus 31,25 125 31,25 125

E. coli 31,25 125 125 >125

6.ay S.epidermidis 15,6 62,5 31,25 >125
S. Enteritidis 31,25 62,5 125 >125

M. luteus 31,25 125 31,25 125

*>125 mg/mL dozlarinda yasanan ¢oziiniirlilk problem nedeniyle MAS i¢in max. doz 125 mg/mL olarak denenmistir.

Cizelge 4.1°den 0. giin sonuglari incelendiginde; test mikroorganizmalarinin genelinde
MBK degerinin MIK degerinden yiiksek oldugu goriilmekle birlikte, mikroenkapsiile
ar1 siitii uygulanan E. coli ve S. Enteritidis’de ayn1 MiK ve MBK degerleri tespit
edilmistir. Garcia ve dig. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada ar1 siitleri 3,3 ila
14,5 mg/mL aras1 degisen MIK degerlerine sahipken, MBK konsantrasyonlariin 125
mg/mL ve iizerinde oldugu belirtilmistir. Calismamizda MIK ve MBK degerleri

arasindaki farkin daha az oldugu goriilmektedir.

Kuyucuk difiizyon yonteminde, 6n denemeler ile TAS ve MAS ¢6ziiniirliikleri dikkate
alinarak baslangi¢ konsantrasyonlar1 taze ari siitii icin 500 mg/mL, mikroenkapsiile ar1
stitli icin 125 mg/mL olarak hazirlanmistir. Taze ve mikroenkapsiile ar1 siitlerinin farkli

konsantrasyonlarina ait zon ¢aplar1 (mm) Cizelge 4.2 ve 4.3’te verilmistir.

TAS ve MAS’in bazi bakteriler {izerinde sekonder zon olusturdugu goézlenmistir.
Sekonder zon olusumunun gozlendigi bir baska ¢alismada, bu durum ar1 siitiiniin
yogun besin igerigi nedeniyle test mikroorganizmalari tarafindan bir siire sonra

besiyeri olarak kullanilmis olabilecegi seklinde agiklanmistir (Karakog, 2018).
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Cizelge 4.2 : Taze an siitiiniin farkli depolama siirelerinde test bakterileri lizerinde
belirlenmis zon ¢aplart (mm).

Siire /
Konsantrasyon E. coli S. epidermidis  S. Enteritidis M. luteus
(mg/mL)
500  13,4240,20°°  25,23+0,03%%  13,184+0,23“%  17,71+0,3252
0.giin 250  11,95+0,33B%  21,81+0,05"%  11,70+£0,40%%  13,98+0,0752
125 8,60+0,81¢%  15,24+0,22A2 8,39+0,08¢2 10,99+0,6082
500  11,5340,36°*  21,12+0,212°  12,5140,54°%  15,16+0,6252
lay 250  10,83+£0,158%  14,83+1,11%°  12,09+0,458%  12,45+0,43B2
125 - 11,2340,394° 8,37+0,5852 8,77+0,07A2
500  8,41+0,23"°  19,63+0,28"°  13,49+0,12"4  14,12+0,908%
3ay 250  8,74+0,49'P%  12.89+1,35A°  10,79+0,12%%  10,21+0,18°
125  8,07+0,417B2  9.41+0,08™A¢  7,89+0,06"2 7,92+0,40%2
500  7,76+0,98°"  18,31+0,42°°  11,12+0,24%2  11,88+0,62B°
6.ay 250 6,94+0,54¢  15,5540,33A° 9,89+0,4752 10,2240,98B°
125 8,60+0,81¢2 8,2140,27A¢ - -

Direncli < 14, Orta derecede duyarli 15-18, Duyarli > 19 (NCCLS, 1991).
Biiyiik harfler, m.organizmalar; kiiciik harfler aylar arasi istatistiki olarak farkliligi gostermektedir (p<0,05).
“Sekonder zon ¢aplar1 hesaplamaya dahil edilmistir. (=) Zon olusumu gézlenmedi.

Cizelge 4.3 : Mikroenkapsiile a1 siitiiniin fakli depolama siirelerinde test bakterileri
iizerinde belirlenmis zon ¢aplari (mm).

Siire /
Konsantrasyon E. coli S. epidermidis  S. Enteritidis M. luteus
(mg/mL)
125  8,58+0,72°°%  16,06+0,57%  8,60+0,67°°* 11,68+1,5282
0.giin 62,5 7,51+0,24 - - -
31,25 8,60+0,81 - - -
125 8,27+0,238%  15,20+0,45™%  7,8140,278%@  7,55+0,13°P
l.ay 62,5 - - - 7,27+0,14
31,25 - - - -
125  7,33+0,08B% - 8,3740,00™%  7,2340,595P
3.ay 62,5 - - - 7,12+0,03
31,25 . . . -
125 6,91+0,02”°  7,3240,014° . 7,37+0,752°
6.ay 625  6,51+0,00"® - - 7,37+0,198
31,25 . . . -

Direngli < 14, Orta derecede duyarli 15-18, Duyarl1 > 19 (NCCLS, 1991).
Biiyiik harfler, m.organizmalar; kiigiik harfler aylar aras istatistiki olarak farklilig1 gostermektedir (p<0,05).
“Sekonder zon ¢aplari hesaplamaya dahil edilmistir. (=) Zon olusumu gézlenmedi.

S. epidermidis’in taze ari siitiine duyarli oldugu, E. coli ve S. Enteritidis’in tiim
ornekler ve konsantrasyonlara direng gosterdigi belirlenmistir (NCCL, 1991). Cizelge

4.2 ve 4.3’de test bakterilerine ait zon ¢aplari incelendiginde Gram pozitif bakterilerin,
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Gram negatif bakterilere gore daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Taze ari siitliniin

olusturdugu zonlara ait gorseller Sekil 4.1°de verilmistir.

Moselhy ve dig. (2013) tarafindan Gram pozitif (S. aureus, B. subtilis) ve Gram negatif
(P. aeruginosa, E. coli) bakteriler tzerinde farkli orijine sahip ar1 siitlerinin
kiyaslandig1 bir ¢calismada, Gram pozitif bakterilerin duyarli ve orta derece duyarl
olduklar1 goriiliitken Gram negatif bakterilerin direng gosterdigi ve bircok

konsantrasyonda inhibisyon zonlarinin olusmadigi bildirilmistir.

Sekil 4.1: Taze an siitiiniin (1.ay) 500 mg/mL’lik konsantrasyonun test bakterileri
iizerinde belirlenmis inhibisyon zon ¢aplari (mm).

(a: S.epidermidis, b: M.luteus, c: S. Enteritidis, d: E.coli)

TAS ve MAS’m 125 mg/mL’lik konsantrasyonlarinin meydana getirdigi zonlar
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p<0,05). S.
epidermidis ve M. luteus’a ait MIK degerlerinin mikroenkaspiilasyon sonrasi
degismedigi belirlenmistir. Duyarli bakteriler iizerinde antimikrobiyal aktivitenin
korundugu, direngli bakterilerde etkinligin bir miktar azaldigi tespit edilmistir.
Direngli bakteriler iizerindeki bu etki azalisinin, enkapsiilasyon sonrasi1 10-HDA
disindaki antimikrobiyal bilesenlerin arastirilmasi ve olas1 degisimlerinin belirlenmesi
ile net olarak acgiklanabilecegi diisiiniilmektedir. Her iki test yontemine ait sonuglar
degerlendirildiginde, mikroenkapsiilasyon sonrasi antimikrobiyal aktivitenin genel

olarak korundugu goriilmektedir.

Bu ¢aligmanin ar1 siitiiniin mikroenkapsiile edildigi ilk calisma olmasi sebebiyle;
antimikrobiyal aktivite ve depolama siiresine bagli  muhtemel degisimlerin

belirlenmesi literatiire onemli katki saglamaktadir.
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Depolama siirecinde antimikrobiyal aktivitedeki olasi degisiminin takip edilmesi
amaciyla; taze ar1 siiti buzdolabi kosullarinda, mikroenkapsiile ar1 siiti oda
kosullarinda alt1 ay siire ile muhafaza edilmistir. Antimikrobiyal aktivitedeki degisim
Cizelge 4.1’te verilmistir. Taze ar1 siitiiniin minimum inhibisyon konsantrasyonunun
S. epidermidis i¢in 15,6 mg/mL, diger bakteriler i¢in 31,25 mg/mL oldugu ve

depolama siiresince bu degerlerin korundugu goriilmiistiir (Sekil 4.2).

40,00

E

530,00 3125 31,25 31,25 ® 31,25
S 20,00

3 O=4+5-66 =566 =566 ® 15,60
£ 10,00

S

< 0,00

0. glin 1. ay 3.ay 4. ay
=@= [ coli /S.Enteritidis/M.luteus =@=—S.epidermidis

Sekil 4.2: Taze ar1 siitiiniin depolama siirecinde test bakterilerine ait MIK degisimleri.

Taze ve mikroenkapsiile ar siitleri kiyaslandiginda, mikroenkaspiile ar1 siitiiniin E.
coli ve S. Enteritidis gibi Gram negatif bakteriler tizerinde daha yiiksek
konsantrasyonlarda inhibisyon sagladigi, bununla birlikte oda sicakliginda depolama

stirecinde mevcut antimikrobiyal aktiviteyi muhafaza ettigi saptanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin depolama siirecinde test bakterilerine ait MiK
degisimleri.

Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin S. epidermidis lizerindeki inhibisyon etkisi birinci ayda
azalirken, diger bakteriler iizerindeki etkinlikte degisim gozlenmemistir. S.
epidermidis tizerine etkisi olan ar1 siitii bilesenlerinin mikroenkaspiilasyon islemi ve
depolama siiresi sonunda degisim gostermis olabilecegi, bu nedenle antimikrobiyal

aktivitenin azaldig1 diistiniilmektedir.
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TAS ve MAS’in depolama siirecinde antimikrobiyal aktivitesinin karsilagtirilmasi
amaciyla 125 mg/mL’lik konsantrasyonlar incelendiginde; 0. giin sonuglarinda TAS
ve MAS’n bakteriler {izerinde olusturdugu inhibisyon zon ¢aplari arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p<0,05). S. epidermidis ve M. luteus’a ait
inhibisyon zon ¢aplar1 1. ay sonunda degisiklik gosterirken, E. coli iizerinde TAS ve
MAS’m 3. ay sonunda farkli inhibisyon zonlar1 olusturdugu saptanmistir. S.
Enteritidis’te baslangi¢ ve takip eden aylarda her iki iiriin i¢in benzer zon g¢aplari
Olgiilirken, 6. ayda inhibisyon zonu olusmadigi gorilmistiir.Farkli depolama
strelerinde TAS ve MAS’in inhibisyon zon caplarmin aylara ve uygulanan
konsantrasyonlara bagli olarak azaldigi, bununla birlikte inhibisyon zonlarindaki
degisimin gerceklestigi aylar ve zon caplarindaki azalis miktarinin bakterilere gore

degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3).

Ragab ve Ibrahim (1999) tarafindan buzdolabi1 kosullarinda 12 ay siireyle muhafaza
edilen ar1 siitiniin antimikrobiyal aktivitesinde onemli bir azalma olmadigi
belirtilmistir. Bununla birlikte; taze ar1 siitiiniin buzdolab1 kosullarinda ve -40°C’de
muhafaza edilerek antimikrobiyal aktivitesinin inceledigi bir diger ¢alismada, her iki
saklama yonteminde de etkinligin azaldig1 bildirilmistir (Maksimovi¢ ve Rifatbegovic,
2009). Ratanavalachai ve Wongchai (2002) on iki saat ila yedi giin arasinda degisen
siirelerde; dondurulmus, buzdolab1 ve oda kosullarinda muhaza edilmis ar1 siitlerinin
tamaminda T{g¢ilincli giin sonunda antibakteriyel etkinlikte diisiis tespit edildigini
bildirmislerdir. Arastirma sonuglar1 arasindaki farkliliklarin ari siitii 6rnekleri ve

kullanilan yontemlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

4.2 Taze ve Mikroenkapsiile Ar Siitiiniin Baslangi¢ (0. Giin) ve Farkh Depolama

Siirelerindeki Antifungal Aktivitesinin Degerlendirilmesi

TAS ve MAS orneklerine ait 0. giin sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir. Taze ar1
stitliniin minimum inhibisyon konsantrasyonu, her iki maya tiiriinde 15,6 mg/mL
olarak tespit edilmistir. Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin MiK degeri ise 62,5 mg/mL’dir.
Taze ar1 siitiiniin 0. giline ait minimum inhibisyon konsantrasyonu her iki kiif i¢in 31,25
mg/mL bulunmustur. Arn siitiiniin mikroenkapsiilasyonu sonucu A. flavus’a ait MiK
degerinin degismedigi, buna kargin P. digitatum tizerinde etkinligin bir miktar azaldigi

goriilmiistiir.
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Cizelge 4.4: Taze ve mikroenkapsiile ar1 siitiinlin farkli depolama siirelerinde test
maya ve kiifleri iizerinde belirlenmis MIK/MFK degerleri (mg/mL).

, , TAS MAS
Sure  Maya/Kuf MIK MFK MIK MFK
C. albicans 15,6 31,25 62,5 125
0.giin C. parapsilosis 15,6 250 62,5 >125"
A. flavus 31,25 125 31,25 >125
P. digitatum 31,25 125 62,5 >125
C. albicans 15,6 62,5 62,5 125
1.ay C. parapsilosis 15,6 125 62,5 >125
A. flavus 31,25 125 31,25 >125
P. digitatum 31,25 125 62,5 >125
C. albicans 15,6 62,5 62,5 125
3.ay  C. parapsilosis 15,6 250 125 >125
A. flavus 62,5 500 125 >125
P. digitatum 62,5 125 62,5 >125
C. albicans 15,6 62,5 62,5 >125
6.ay C.parapsilosis 15,6 250 125 >125
A. flavus 62,5 500 125 >125
P. digitatum 62,5 250 62,5 >125

*>125 mg/mL dozlarinda yaganan ¢6ziiniirlik problem nedeniyle MAS i¢in max. doz 125 mg/mL olarak denenmistir.

Ari siitliniin metanol ve diklorometan ekstraktlarinin C.albicans tizerindeki antifungal
aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada, minimum inhibisyon konsantrasyonu sirasiyla

1,25 mg/mL ve 1,34 mg/mL olarak belirlenmistir (Melliou ve Chinou, 2005).

Kog ve dig. (2011) tarafindan, C. albicans, Candida glabrata, Candida krusei ve
Trichosporon cinsi mayalara ait 40 farkli susun antifungal aktivitesinin incelendigi bir
diger arastirmada; liyofilize edilmis ar1 siitiiniin belirtilen mikroorganizmalar tizerinde

0.06-1 ug/mL konsantrasyonlarda inhibisyon sagladigi bildirilmistir.

iki farkli orijine sahip ari siitiiniin antifungal aktivitesinin incelendigi bir calismada,
ar1 siitiiniin C.albicans iizerindeki MIiK degerleri sirastyla 125 pg/mL ve 62,5 ng/mL
bulunmustur (Moselhy ve dig, 2013). Aymi calismada, A. fumigatus ve A. niger
iizerinde ar1 siitiiniin 31,25 ile 62,5 pg/mL’lik konsantrasyonlarinin inhibisyon
sagladig1 belirtilmistir. Mevcut calismalarda tespit edilen MIK degerlerinin,
calismamizda elde edilen minimum inhibisyon konsantrasyonlarindan diisiik oldugu
gorilmiistir. Bu durumun, an siitii orijini farklihgindan kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilmiistiir.
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Kuyucuk diflizyon yontemi kullanilarak yapilan antifungal aktivite testlerinde, ar1
slitiiniin maya ve kiif olusumunu inhibe etmede yetersiz kaldig1 goriilmiistiir. Bununla
birlikte kuyucuk etrafindan alinan preparatlara yapilan mikroskobik incelemede,
petrinin diger bolgelerine kiyasla ar1 siitii uygulanan kisimlarda kiiflerin sporlanmaya
tesvik edildigi belirlenmistir ve sporlanmanin gerceklestigi bu bolgelere ait zonlar

Olciilmistiir (Sekil 4.4).

a

Sekil 4.4: Taze an siitiiniin (1. ay) 500 mg/mL’lik konsantrasyonun test kiifleri
tizerinde belirlenmis inhibisyon zon ¢aplar1 (mm). (a: A. flavus, b: P. digitatum )

Taze ve mikroenkapsiile ar1 siitlerinin inhibisyon zonlar1 Cizelge 4.5 ve 4.6’da
verilmistir. 0. Gilin sonuglarinda TAS ve MAS’m Kkiifler {izerinde olusturdugu
inhibisyon zon caplar1 arasinda, istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(p<0,05). TAS ve MAS’in 125 mg/mL’lik konsantrasyonlarina ait inhibisyon zonlar1
kiyaslandiginda, mikroenkapsiilasyon islemi sonrasinda antifungal aktivitenin

korundugu goriilmiistiir.

Taze ar siitiintin 125 ve 250 mg/mL’lik konsantrasyonlari, 3. ve 6. ayda P.digitatum
tizerinde sporlanma zonu olusturmada yetersiz kalmistir. A. flavus iizerinde tiim
konsantrasyonlarda zon olusumu goriilmiistiir. Mikroenkaspiile ar1 siitiiniin depolama
stiresi boyunca A. flavus tlizerinde etkinligi devam ederken, P.digitatum’ ait petrilerde

1. ay sonunda sporlanma zonu olusmamustir.
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Cizelge 4.5 : Taze an siitiinlin fakli depolama siirelerinde test kiifleri {izerinde

belirlenmis zon ¢aplart (mm).

Konsantrasyon (mg/mL) A. flavus P. digitatum
500 28,93+1.0142 16,69+0,2652
0.giin 250 27,92+0,2342 15,01+0,7352
125 27,30+0,2842 14,92+0,4482
500 28,71+0,3942 14,35+0,485°
1.ay 250 25,921,002 14,38+0,6452
125 25,67+1,61A% 14,64+1,2852
500 27,99+0,47A2 13,40+0,33"BP
3.ay 250 25,54+0,19° -
125 24,62+0,37° -
500 24,93+0,37A° 13,050,358
6.ay 250 25,28+0,26° -
125 22,56:+0,42° -

Direngli < 14, Orta derecede duyarli 15-18, Duyarli > 19 (NCCLS, 1991).
Biiyiik harfler, m.organizmalar; kiigiik harfler aylar arasi istatistiki olarak farkliligi gostermektedir (p<0,05).
“Sekonder zon ¢aplari hesaplamaya dahil edilmistir. (—) Zon olusumu gézlenmedi.

Cizelge 4.6 : Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin fakli depolama siirelerinde test kiifleri
iizerinde belirlenmis zon ¢aplar1 (mm).

Konsantrasyon (mg/mL) A. flavus P. digitatum
125 25,1940,45%2 14,83+0,1582
0.giin 62,5 22,34+0,28% -
31,25 - -
125 21,70+0,81% -
1.ay 62,5 20,03+0,89% -
31,25 13,08+1,04" -
125 22,14+3,44™ -
3.ay 62,5 22,14+0,002 -
31,25 - -
125 25,41+1,252 -
6.ay 62,5 19,41+0,64° -
31,25 16,85+0,69 -

Direngli < 14, Orta derecede duyarli 15-18, Duyarl1 > 19 (NCCLS, 1991).
Biiyiik harfler, m.organizmalar; kiigiik harfler aylar aras istatistiki olarak farklilig1 gostermektedir (p<0,05).
*Sekonder zon ¢aplari hesaplamaya dahil edilmistir. (—) Zon olusumu gézlenmedi.

Literatiirde ar1 siitlinlin antifungal aktivitesi lizerine arastirmalar bulunmasina ragmen,
depolama siirecinde antifungal aktivitenin degisimine dair ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu sebeple taze ve mikroenkapsiile ar1 siitiiniin depolama siirecinde antifungal

aktivitesindeki degisimin izlenmesi 6nem kazanmaktadir.
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Calismada, her iki ar1 siitii 6rneginin C. albicans tizerindeki antimikrobiyal etkinligi
(MIK: 15,6 mg/mL) 6 ay siire ile korunmustur. Taze ar siitiiniin C. parapsilosis
iizerindeki etkinligi (MIK: 62,5 mg/mL) calisma sonuna kadar devam etmesine
ragmen, mikroenkaspiile ar1 siitiiniin 3. ay’da MIK degerinin artarak 125 mg/mL
oldugu saptanmistir. Test edilen her iki kiif drneginde TAS ve MAS’a ait MiK
degerlerinin 3. ayda arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).

80
c
S 60 62,5 62,5
2N
SE
i B) 40
= 31,25 31,25
N 15,6 15,6 15,6 15,6
0
0. GUN 1. AY 3. AY 6.AY
=== C. albicans/C. parapsilosis A.flavus/P.digitatum

Sekil 4.5: Taze ar siitiiniin depolama siirecinde test maya ve kiiflerine ait MIK
degisimleri.

Elde edilen MIK sonuglar1 mayalarin taze ar1 siitiine kars1 kiiflerden hassas oldugunu
gostermistir. Depolama siiresi boyunca mayalar tizerindeki etkinlik devam ederken,
kiiflerde minimum inhibisyon degerinin 31,25 mg/mL’den 62,5 mg/mL’ye artig

gosterdigi saptanmistir.

Mikroenkapsiile ar1 siitiinde C. albicans ve P. digitatum’un ayn1 MIK degerlerine
sahip oldugu ve depolama siirecinde MiK degerlerinin degismedigi belirlenmistir.
MAS’1n depolama siiresi boyunca antifungal aktivite kaybi en fazla A. flavus tizerinde

tespit edilmistir.

_ 150

-

§ 125 125

£ 100

c

S 62,5 625 62,5 62,5

o 50

= 31,25 31,25

(18]

[%2]

5 0

X 0.GUN 1. AY 3. AY 6.AY
== C. albicans/P. digitatum C. parapsilosis Aflavus

Sekil 4.6: Mikroenkapsiile ar1 siitiiniin depolama siirecinde test maya ve kiiflerine ait
MIK degisimleri.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada taze ve mikroenkapsiile ar1 siitiiniin antimikrobiyal etkinligi depolama

stiresi boyunca ¢esitli bakteri, maya ve kiifler izerinde denenmistir. Buna gore;

Her iki triiniin antimikrobiyal etkisinin konsantrasyon artisina bagli olarak
artis gosterdigi saptanmistir. Test edilen bakteriler arasinda, ar1 siitiine karsi en
hassas bakterinin S. epidermidis oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, her iki
{iriiniin, calismada yer alan bakteriler iizerindeki MIK ve zon ¢aplar1 dikkate
alindiginda; Gram pozitif bakterilerin, Gram negatif bakterilere kiyasla daha
duyarl oldugu goriilmiistiir.

Arn siitiiniin  antifungal o6zellikleri, MIK konsantrasyonlar1 iizerinden
incelendiginde; mayalarin her iki iirine kars1 kiiflerden daha hassas oldugu
gozlenmistir.

Calismada test mikroorganizmalarinin genelinde MBK/MFK degerlerinin
MIK degerinden yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte; literatiirde
bulunan diger ¢alismalara kiyasla, MiK ve MBK/MFK degerleri arasindaki
farkliligin ¢ok genis aralikta olmadig1 gozlenmistir. Minimum inhibisyon ve
bakterisidal ~ konsantrasyonlar  arasindaki ~ farklihik, test edilen
mikroorganizmaya gére degismektedir. Mayalar ve kiifler iizerinde MIK ve
MFK degerleri arasindaki fark bakterilere kiyasla fazladir.

Art  sitiniin -~ mikroenkaspiilasyon  islemi  sonrasinda; duyarli
mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktivitesinde herhangi bir azalig
gozlenmezken, direngli bakteri, maya ve kiiflerde ise etkinligin bir miktar
azaldig1 tespit edilmigtir.

MAS’1in antimikrobiyal aktivitesi, mikroorganizmanin  tiir ve yapisal
ozelliklerine gore farklilik gostermektedir. Mikroenkaspiile iirtin, 10-HDA nin
korunmasi esasiyla formiiliize edilmis olup, bu iiriindeki diger antimikrobiyal
bilesiklerin takibi ve olast degisimlerinin izlenmesi gelecek calismalar i¢in

Onem arz etmektedir.
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e Depolama siiresi boyunca; taze ve mikroenkapsiile ari1 siitiiniin test mayalari
ve bazi bakteriler (M. luteus, E. coli, S. Enteritidis) tizerindeki antimikrobiyal
etkisi ayn1 kalmistir. Ancak test edilen kiifler iizerinde TAS ve MAS’a ait MIK
degerlerinin 3. ayda arttig1 goriilmiistiir.

e TAS ve MAS’m bakteriler ve kiifler {izerinde olusturduklari inhibisyon zonlar1
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p<0,05).
Takip eden aylar igerisinde inhibisyon zonlarindaki degisimin mikroorganizma
ve uygulanan konsantrasyonlara gore her iki iirtinde de farklilik gosterdigi

tespit edilmistir.

e A. flavus iizerinde tiim konsantrasyonlarda sporlanma zonu olustugu
goriilmiistiir. Mikroenkaspiile ar1 siitiiniin depolama siiresi boyunca A. flavus
tizerinde etkinligi devam ederken, P. digitatum iizerinde benzer etki

goriilememistir.

e Depolama siiresince TAS’in buzdolabi kosullarinda mevcut aktiviteyi devam
ettirdigi, MAS’in oda sicakliginda antimikrobiyal aktiviteyi korudugu
goriilmiistlir. Ancak mikrenkapsiile iiriinii 6n plana ¢ikaran en 6nemli noktanin
iirliniin oda sicakliginda 6 ay boyunca depolanarak antimikrobiyal 6zelligini
halen korumasidir. Boylece ar1 siitli soguk zincir zorunlulugundan kurtarilarak,
iirine tasima ve depolama kolaylig1 saglanmistir. Ilave olarak depolama
maliyetlerinin diisiiriilmesi ile ar1 siitii iireticilerine énemli katki saglayacak

nitelikte bir iiriin oldugu diisiiniilmektedir.

Calismada, TAS ve MAS antimikrobiyal aktiviteleri a¢isindan kiyaslanmis ve bu iki
iirliniin 1., 3. ve 6. ay depolama sonundaki antimikrobiyal etkileri degerlendirilmistir.
Mikroenkapsiilasyon sonrasinda antimikrobiyal aktivitenin devam ettigi goriilmiistiir.
Baz1 mikroorganizmalarda goriilen etkinlik kaybinin; enkapsiilasyon sonrasi, iiriin
icerigindeki  antimikrobiyal bilesen miktariin degisiminden kaynaklandigi
diigiinilmektedir. Mikroenkapsiile {riiniin tiim Dbilesenlerinin kapsamli olarak
incelenerek, taze iiriine kiyasla varsa farkliliklarinin belirlenmesi son derece
onemlidir. Ayrica gelecek ¢alismalarda; test mikroorganizmalarinin say1 ve gesitliligi
arttirilarak, antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi iiriin hakkinda daha kapsamli bilgi

elde edilmesini saglayacaktir.
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Elde edilen sonuglar 1s1g1nda; mikroenkapsiile tiriiniin farkli materyal ve yontemler ile
yeni formiilasyonlarinin gelistirilmesi ve hatta antimikrobiyal aktivitenin arttirilmasi

yoniinde olast formiilasyonlarin hazirlanmasi miimkiindiir.

Mikroenkapsiile ar1 siitli; piyasada bulunan {iriinlere alternatif olmasi, soguk zincirde
muhafaza gerektirmemesi ve kullanim kolaylig1 agisindan yiiksek potansiyele sahip
bir iirlindiir. Bu yontem ile ar1 siitiiniin su miktar1 azaltilmig ve {iriine daha kararli bir
yapt kazandirilmigtir. Ari siitiiniin gerek insan viicudunda, gerekse kullanimi

hedeflenen gidalarin igerisinde kontrollii salimina olanak saglanmaistir.

Mikroenkapsiile ar1 siitliinlin antimikrobiyal etkinliginin degerlendirilmesi, iiriiniin
biyolojik aktivitesi hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir. Ancak bu g¢alismanin
devaminda, tiikketim ve muhafaza kosullarini iyilestiren bu yontem ile iretilen ari
stitlinlin, diger tiim biyolojik 6zelleri ve kimyasal profilinin de incelenmesi gerektigi

diistiniilmektedir.

Elde edilen sonuglar enkapsiilasyon islemi sonrasi antimikrobiyal aktivitenin
korundugu ve oda sicakliginda saklanan {iirtinde bu aktivitenin devam ettigi
yoniindedir. Uriiniin tiim yonleriyle irdelendigi gelecek ¢alismalar ile mikroenkaspiile
ar1 siitiiniin ticari iiretimi ve pazarlamasini miimkiin kilacaktir. Calismada elde edilen

veriler bu arastirmalarin artmasina 6nciiliik edecektir.

36



KAYNAKLAR

Abdelatif, M., Yakoot, M. ve Etmaan, M. (2008). Safety and efficacy of a new honey
ointment on diabetic foot ulcers: a prospective pilot study. Journal of Wound Care, 17
(3), 108-110.

Ahmadnia, H., Sharifi, N., Alizadeh, S., Roohani, Z., Kamalati, A. ve Marjan, S.
S. (2015). Wonderful effects of royal jelly on treatment of male-factor related
infertility. Austin Journal of Reproductive Medicine & Infertility, 2 (6), 1031.

Ahmed, M. M., El-Shazly, S. A., Alkafafy, M. E., Mohamed, A. A., & Mousa, A.
A. (2018). Protective potential of royal jelly against cadmium-induced infertility in
male rats. Andrologia, 50 (5).

Akyol, E. (2015). Ar: siitiiniin yapisi, insanlar ve arilar i¢in énemi. Uludag Aricilik
Dergisi, 15(1), 16-21.

Al-Kushi, A. G., Header, E. A., EISawy, N. A., Moustafa, R. A., & Alfky, N. A. A.
(2018). Antioxidant effect of royal jelly on immune status of hyperglycemic rats.
Pharmacognosy Magazine, 14(58), 528.

Almeer, R. S., Alarifi, S., Alkahtani, S., Ibrahim, S. R., Ali, D., & Moneim, A.
(2018). The potential hepatoprotective effect of royal jelly against cadmium chloride-
induced hepatotoxicity in mice is mediated by suppression of oxidative stress and
upregulation of Nrf2 expression. Biomedicine & Pharmacotherapy, 106, 1490-1498.

Amirshahi, T., Najafi, G., & Nejati, V. (2014). Protective effect of royal jelly on
fertility and biochemical parameters in bleomycin- induced male rats. Iranian journal
of reproductive medicine, 12(3), 2009.

Anonim, 2017. Civan Aricilik LTD. STI.

Antinelli, J. F., Zeggane, S., Davico, R., Rognone, C., Faucon, J. P., & Lizzani, L.
(2003). Evaluation of (E)-10-hydroxydec-2-enoic acid as a freshness parameter for
royal jelly. Food chemistry, 80(1), 85-89.

Arendrup M.C., Howard S., Lass-Florl C., Mouton J.W., Meletiadis J., Cuenca-
Estrella M. (2014). EUCAST testing of isavuconazole susceptibility in Aspergillus:
Comparison of results for inoculum standardization using conidium counting versus
optical density. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 58: 6432-6436.

Azad, F., Najati, V., Najafi, G., & Rahmani, F. (2018). The protective effect of royal
jelly on testicular tissue and sperm parameters in adult mice treated with nicotine.
Journal of Babol University of Medical Sciences, 20(3), 50-58.

Baggio, N., & Dainese, N. (1998). Royal jelly quality during storage [bee products].
Industrie Alimentari (Italy).

Balch, P. A. ve Balch, J. F. 2000. Prescription for Nutritional Healing. Avery, New
York.

37



Balouiri, M., Sadiki, M., & Ibnsouda, S. K. (2016). Methods for in vitro evaluating
antimicrobial activity: A review. Journal of pharmaceutical analysis, 6(2), 71-79.

Barnutiu, L. 1., Marghitas, L. A., Dezmirean, D. S., Bobis, O., Mihai, C. M. ve
Pavel, C. (2011). Antimicrobial compounds of royal jelly, bulletin of university of
agricultural sciences and veterinary medicine cluj-napoca. Animal Science and
Biotechnologies, 68 (1-2).

Barnutiu, L. L., Marghitas, L. A., Dezmirean, D. S., Mihai, C. M., & Bobis, O.
(2011). Chemical composition and antimicrobial activity of royal jelly-review.
Scientific Papers Animal Science and Biotechnologies, 44(2), 67-72.

Bilikova, K., Huang, S. C., Lin, L. P., Simuth, J., & Peng, C. C. (2015). Structure
and antimicrobial activity relationship of royalisin, an antimicrobial peptide from
royal jelly of Apis mellifera. Peptides, 68, 190-196.

Bilikova, K., Mirgorodskaya, E., Bukovska, G., Gobom, J., Lehrach, H., &
Simuth, J. (2009). Towards functional proteomics of minority component of honeybee
royal jelly: The effect of post-translational modifications on the antimicrobial activity
of apalbumin 2. Proteomics, 9(8), 2131-2138.

Bilikova, K., Wu, G., & Simuth, J. (2001). Isolation of a peptide fraction from
honeybee royal jelly as a potential antifoulbrood factor. Apidologie, 32(3), 275-283.

Blum, M. S., Novak, A. F., & Taber, S. (1959). 10-hydroxy-42-decenoic acid, an
antibiotic found in royal jelly. Science, 130(3373), 452-453.

Bogdanov, S. (2011). Royal jelly, bee brood: composition, health, medicine: a review.
Lipids, 3(8), 8-19.

Bogdanov, S. (2012). The Royal Jelly Book, Bee Product Science, 1-14.

Boukraa, L. (2008). Additive activity of royal jelly and honey against Pseudomonas
aeruginosa. Altern Med Rev, 13(4), 330-3.

Boukrai, L., Meslem, A., Benhanifia, M., & Hammoudi, S. M. (2009). Synergistic
effect of starch and royal jelly against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
The Journal of Alternative and Complementary Medicine, 15(7), 755-757.

Bucekova, M., & Majtan, J. (2016). The MRJP1 honey glycoprotein does not
contribute to the overall antibacterial activity of natural honey. European Food
Research and Technology, 242(4), 625-629.

Butenandt, A., & Rembold, H. (1957). Uber den Weiselzellenfuttersaft der
Honigbiene 1. Isolierung, Konstitutionsermittlung und Vorkommen der 10-hydroxy-
A2-decensdure. Hoppe-Seyler” s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, 308(1), 284-
289.

Caixeta, D. C., Teixeira, R. R., Peixoto, L. G., Machado, H. L., Baptista, N. B., de
Souza, A. V., ... & Espindola, F. S. (2018). Adaptogenic potential of royal jelly in
liver of rats exposed to chronic stress. PloS one, 13(1).

Capparelli, R., De Chiara, F., Nocerino, N., Montella, R. C., lannaccone, M.,
Fulgione, A, ... & Capuano, F. (2012). New perspectives for natural antimicrobial
peptides: application as antinflammatory drugs in a murine model. BMC
immunology, 13(1), 61.

Chen, C., & Chen, S. Y. (1995). Changes in protein components and storage stability
of royal jelly under various conditions. Food chemistry, 54(2), 195-200.

38



Chen, Y. F.,, You, M. M., Liu, Y. C., Shi, Y. Z., Wang, K., Lu, Y. Y., & Hu, F. L.
(2018). Potential protective effect of Trans-10-hydroxy-2-decenoic acid on the
inflammation induced by Lipoteichoic acid. Journal of functional foods, 45, 491-498.

Chiu, H.F.,, Chen,B. K., Lu, Y. Y., Han, Y. C., Shen, Y. C., Venkatakrishnan, K.,
... & Wang, C. K. (2017). Hypocholesterolemic efficacy of royal jelly in healthy mild
hypercholesterolemic adults. Pharmaceutical biology, 55(1), 497-502.

Cho, Y. T. (1977). Studies on royal jelly [from honey-bees] and abnormal cholesterol
and triglycerides [in relation to treating heart disease with diet regulation]. American
Bee Journal.

Clarke, M. ve  McDonald, P., (2017). Market Opportunity Australian Royal Jelly
produced with New Labour Saving Technology, Publication No. 17/017, Project No.
PRJ-010167. Rural Industries Research and Development Corporation.

CLSI. (2015). Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria
That Grow Aerobically; Approved Standard—Tenth Edition. CLSI document MO7-
Al10. Wayne, PA.

CLSI. (2008). Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing
Filamentous Fungi, Approved Standard, 2nded., CLSI document M38-A2, 950 West
Valley Roadn Suite 2500, Wayne, Pennsylvania 19087, USA.

Cridge, A., Leask, M., Duncan, E., & Dearden, P. (2015). What do studies of insect
polyphenisms tell us about nutritionally-triggered epigenomic changes and their
consequences?. Nutrients, 7(3), 1787-1797.

Cavusoglu, K., Yapar, K. ve Yalcin, E. (2009). Royal jelly (honey bee) is a potential
antioxidant against cadmium-induced genotoxicity and oxidative stress in albino mice.
Journal of medicinal food, 12 (6), 1286-1292.

Dias, M. 1., Ferreira, 1. C., & Barreiro, M. F. (2015). Microencapsulation of
bioactives for food applications. Food & function, 6(4), 1035-1052.

Dinkov, D., Stratev, D., & Balkanska, R. (2014). In vitro antibacterial activity of
royal gelly aganst pathogen escherichia coli. Veterinary Journal of Republic of
Srpska/Veterinarski Zurnal Republika Srpske, 14(2).

Dinkov, D., Stratev, D., Balkanska, R., & Sergelidis, D. (2016). Antibacterial
activity of royal jelly and rape honey against methicillin-resistant Staphylococcus
aureus strains. Journal of Food and Health Science, 2, 67-73.

Do Nascimento, T. G., Redondo, G. D., de Araijo Abreu, C. T., Silva, V. C., Lira,
G. M., Grillo, L. A. M., ... & Basilio-Junior, I. D. (2019). Modified release
microcapsules loaded with red propolis extract obtained by spray-dryer technique.
Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 1-11.

El-Abbasi, A, El Fadeli, S. A. N. A, EI-Bouzidi, L. A. I. L. A., Lahrouni, M. A. J.
I.D. A, & Nauman, K. H. A. L. I. D. (2015). Recent advances in microencapsulation
of bioactive compounds. Analytical and Processing Techniques, 41, 129-146.

Eshraghi, S., & Seifollahi, F. (2003). Antibacterial effects of royal jelly on different
strains of bacteria. Iranian journal of public health, 25-30.

EUCAST. (2015). Method for susceptibility testing of moulds; For the determination
of broth dilution minimum inhibitory concentrations of antifungal agents for conidia
forming moulds. Copenhagen, Denmark.

39



Fan, P., Han, B., Feng, M., Fang, Y., Zhang, L., Hu, H,, ... & Li, J. (2016).
Functional and proteomic investigations reveal major royal jelly protein 1 associated
with anti-hypertension activity in mouse vascular smooth muscle cells. Scientific
reports, 6, 30230.

Feng, M., Fang, Y., Han, B, Xu, X,, Fan, P., Hao, Y., ... & Wu, B. (2015). In-depth
N-glycosylation reveals species-specific modifications and functions of the royal jelly
protein from Western (Apis mellifera) and Eastern Honeybees (Apis cerana). Journal
of proteome research, 14(12), 5327-5340.

Fontana, R., Mendes, M. A., De Souza, B. M., Konno, K., César, L. M. M.,
Malaspina, O., & Palma, M. S. (2004). Jelleines: a family of antimicrobial peptides
from the Royal Jelly of honeybees (Apis mellifera). Peptides, 25(6), 919-928.

Fossati, C. (1972). Therapeutic possibilities of royal jelly. La Clinica terapeutica, 62
(4), 377-387.

Fratini, F., Cilia, G., Mancini, S. ve Felicioli, A. (2016). Royal Jelly: An ancient
remedy with remarkable antibacterial properties. Microbiological research, 192, 130-
141.

Fujiwara, S., Imai, J., Fujiwara, M., Yaeshima, T., Kawashima, T., & Kobayashi,
K. (1990). A potent antibacterial protein in royal jelly. Purification and determination
of the primary structure of royalisin. Journal of biological chemistry, 265(19), 11333-
11337.

Garcia, M. C., Finola, M. S., & Marioli, J. M. (2010). Antibacterial activity of royal
jelly against bacteria capable of infecting cutaneous wounds. Journal of Apiproduct
and Apimedical Science, 2(3), 93-99.

Garcia, M. C., Finola, M. S., & Marioli, J. M. (2013). Bioassay directed
identification of royal jelly’s active compounds against the growth of bacteria capable
of infecting cutaneous wounds. Advances in Microbiology, 3(02), 138.

Garcia-Amoedo, L. H., & Almeida-Muradian, L. B. D. (2007). Physicochemical
composition of pure and adulterated royal jelly. Quimica Nova, 30(2), 257-259.

Gasic, S., Vucevic, D., Vasilijic, S., Antunovic, M., Chinou, I. ve Colic, M. (2007).
Evaluation of the immunomodulatory activities of royal jelly components in vitro.
Immunopharmacology and Immunotoxicology, 29 (3-4), 521-536.

Ghanbari, E., Khazaei, M. R., Khazaei, M., & Nejati, V. (2018). Royal jelly
promotes ovarian follicles growth and increases steroid hormones in immature rats.
International Journal of Fertility & Sterility, 11(4), 263.

Ghanbari, E., Nejati, V., & Khazaei, M. (2016). Improvement in serum biochemical
alterations and oxidative stress of liver and pancreas following use of royal jelly in
streptozotocin-induced diabetic rats. Cell Journal (Yakhteh), 18(3), 362.

Gouin, S. (2004). Microencapsulation: industrial appraisal of existing technologies
and trends. Trends in Food Science & Technology, 15(7-8), 330-347.

Gokbulut, 1., & Oztiirk, F. S. (2018). Gida Mikrokapsiilasyonunda Aljinat
Kullanimi. Batman Universitesi Yasam Bilimleri Dergisi, 8(1/2), 16-28.

Gokmen, S., Palamutoglu, R., & Saricoban, C. (2012). Gida endiistrisinde
enkapsiilasyon uygulamalar:. Gida Teknolojileri Elektronik Dergisi, 7(1), 36-50.

40



Gu, H., Song, I. B., Han, H. J., Lee, N. Y., Cha, J. Y., Son, Y. K., & Kwon, J.
(2018). Antioxidant Activity of Royal Jelly Hydrolysates Obtained by Enzymatic
Treatment. Korean Journal for Food Science of Animal Resources, 38(1), 135.

Gunaldi, O., Daglioglu, Y. K., Tugcu, B., Kizilyildirim, S., Postalci, L., Ofluoglu,
E., & Koksal, F. (2014). Antibacterial effect of royal jelly for preservation of implant-
related spinal infection in rat. Turkish Neurosurgery, 24(2), 249-252.

Gunalp, R., Ulusoy, M., Celebier, 1., & Keskin, N. (2018). Antifungal effect of royal
jelly on Candida albicans. Journal of Biotechnology, 280, S70-S71.

Guo, H., Ekusa, A., lwai, K., Yonekura, M., Takahata, Y. ve Morimatsu, F.
(2008). Royal jelly peptides inhibit lipid peroxidation in vitro and in vivo. Journal of
Nutritional Science and Vitaminology, 54 (3), 191-195.

Guo, H., Kouzuma, Y. ve Yonekura, M. (2009). Structures and properties of
antioxidative peptides derived from royal jelly protein. Food Chemistry, 113 (1), 238-
245,

Hadi, A., Najafgholizadeh, A., Aydenlu, E. S., Shafiei, Z., Pirivand, F., Golpour,
S., & Pourmasoumi, M. (2018). Royal jelly is an effective and relatively safe
alternative approach to blood lipid modulation: A meta-analysis. Journal of
Functional Foods, 41, 202-209.

Hashimoto, M., Kanda, M., lkeno, K., Hayashi, Y., Nakamura, T., Ogawa, Y.,
Fukumitsu, H., Nomoto, H. ve Furukawa, S. (2005). Oral administration of royal
jelly facilitates mRNA expression of glial cell line-derived neurotrophic factor and
neurofilament H in the hippocampus of the adult mouse brain. Bioscience,
biotechnology and biochemistry, 69 (4), 800-805.

Hattori, N., Nomoto, H., Fukumitsu, H., Mishima, S. ve Furukawa, S. (2007).
Royal jelly and its unique fatty acid, 10-hydroxy-trans-2-decenoic acid, promote
neurogenesis by neural stem/progenitor cells in vitro. Biomedical Research, 28 (5),
261-266.

Hattori, N., Ohta, S., Sakamoto, T., Mishima, S. ve Furukawa, S. (2011). Royal
jelly facilitates restoration of the cognitive ability in trimethyltin-intoxicated mice.
Evidence-based Complementary and Alternative Medicine.

Hinglais, H., Hinglais, M., & Gautherie, J. (1956). Study of bactericidal and
antibiotic power of royal jelly. In Annales de I'Institut Pasteur (\Vol. 91, No. 1, pp. 127-
129).

Howe, S. R., Dimick, P. S., & Benton, A. W. (1985). Composition of freshly
harvested and commercial royal jelly. Journal of Apicultural Research, 24(1), 52-61.

Inoue, S. I., Koya-Miyata, S., Ushio, S., Iwaki, K., Ikeda, M., & Kurimoto, M.
(2003). Royal jelly prolongs the life span of C3H/HeJ mice: correlation with reduced
DNA damage. Experimental Gerontology, 38(9), 965-969.

Isidorow, W., Witkowski, S., Iwaniuk, P., Zambrzycka, M., & Swiecicka, I.
(2018). Royal jelly aliphatic acids contribute to antimicrobial activity of honey.
Journal of Apicultural Science, 62(1), 111-123.

Jackson, L. S., & Lee, K. (1991). Microencapsulation and the food industry.
Lebensm. Wiss. Technol, 24(4), 289-297.

41



Kamakura, M., Mitani, N., Fukuda, T. ve Fukushima, M. (2001). Antifatigue effect
of fresh royal jelly in mice. Journal of Nutritional Science and Vitaminology, 47 (6),
394-401.

Kanbur, M., Eraslan, G., Beyaz, L., Silici, S., Liman, B. C., Altinordulu, S., &
Atasever, A. (2009). The effects of royal jelly on liver damage induced by paracetamol
in mice. Experimental and Toxicologic Pathology, 61(2), 123-132.

Karaali, A., Meydanoglu, F. ve Eke, D. (1988). Studies on composition, freeze-
drying and storage of Turkish royal jelly. Journal of apicultural research, 27 (3), 182-
185.

Karaca, T., Bayiroglu, F., Yoruk, M., Kaya, M. S., Uslu, S., Comba, B. ve Mis, L.
(2010). Effect of royal jelly on experimental colitis induced by acetic acid and
alteration of mast cell distribution in the colon of rats. European Journal of
Histochemistry: EJH, 54 (4).

Karadeniz A, Simsek N, Karakus E, Yildirim S, Kara A, Can I, Kisa F, Emre H,
Turkeli M. 2011. Royal jelly modulates oxidative stress and apoptosis in liver and
kidneys of rats treatedwith cisplatin. OxidMed Cell Longev. 2011:981793.
d0i:10.1155/2011/981793.

Karakog¢ B. R. (2018) Plastik ve dogal balmumu yiiksiiklerde tiretilen ari siitlerinin
mikrobiyal yiiklerinin, protein igeriklerinin ve antimikrobiyal etkinliklerinin
arastirtimasi. (Yikseklisans Tezi). Hacettepe Universitesi, Fen bilimleri Enstitiisii,
Ankara.

Kashima, Y., Kanematsu, S., Asai, S., Kusada, M., Watanabe, S., Kawashima, T.,
Nakamura, T., Shimada, M., Goto, T. ve Nagaoka, S. (2014). Identification of a
novel hypocholesterolemic protein, major royal jelly protein 1, derived from royal
jelly. PloS one, 9 (8).

Kim, B. Y, Lee, K. S., Jung, B., Choi, Y. S., Kim, H. K,, Yoon, H. J,, ... & Jin, B.
R. (2019). Honeybee (Apis cerana) major royal jelly protein 4 exhibits antimicrobial
activity. Journal of Asia-Pacific Entomology, 22(1), 175-182.

Kimura, Y. (2008). Antitumor and antimetastatic actions of various natural products.
In Studies in Natural Products Chemistry (pp. 35-76): Elsevier.

Ko¢, M., Sakin, M., Ertekin, F. K. (2010). Mikroenkapsiilasyon ve gida
teknolojisinde kullanimi. Pamukkale Universitesi Miihendislik Bilimleri Dergisi, 16
(1), 77-86.

Korkmaz, A. ve Akyol, E. (2015). An Siitii Uretimi. ISBN: 978-605-65564-0-1,
Samsun.

Korkmaz, A. ve Oztiirk, C. (2010). A Siitii, Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Samsun
[l Tarim Miidiirliigi, Cift¢i Egitimi ve Yayim Subesi Yaynlari.

Koya-Miyata, S., Okamoto, I., Ushio, S., Iwaki, K., Ikeda, M., & Kurimoto, M.
(2004). Identification of a collagen production-promoting factor from an extract of
royal jelly and its possible mechanism. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry,
68(4), 767-773.

Koseoglu, M., Yiicel, B., Gokbulut, C., Konak, R., & Bircan, C. (2013). Hasat
zamaninin ari stitiiniin kimi biyokimyasal ve iz element kompozisyonlari iizerine etkisi.
Kafkas Uni. Vet. Fak. Dergisi, 19(2), 233-237.

42



Krishna Sailaja, A., & Jyothika, M. (2014). A review on microcapsules. CIBTech
Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol. 4.

Kumova, U. ve Korkmaz, A. (2000). Doganin harika iiriinii art siti. Bilim ve
Teknik, 395, 96-101.

Kurkure, N. V., Kognole, S. M., Pawar, S. P., Ganorkar, A. G., Bhandarkar, A.
G., Ingle, V. C. ve Kalorey, D. R. (2000). Effect of royal jelly as immunonomodulator
in chicks. Journal of Immunology & Immunopathology, 2 (1/2), 84-87.

Lercker, G., Capella, P., Conte, L. S., Ruini, F., & Giordani, G. (1981).
Components of royal jelly: I. Identification of the organic acids. Lipids, 16(12), 912-
919.

Lercker, G., Capella, P., Conte, L. S., Ruini, F., & Giordani, G. (1982).
Components of royal jelly 1I. The lipid fraction, hydrocarbons and sterols. Journal of
Apicultural Research, 21(3), 178-184.

Li, J. K, Feng, M., Zhang, L., Zhang, Z. H. ve Pan, Y. H. (2008). Proteomics
analysis of major royal jelly protein changes under different storage conditions.
Journal of proteome research, 7 (8), 3339-3353.

Li, J. K., Wang, T. ve Peng, W. J. (2007). Comparative analysis of the effects of
different storage conditions on major royal jelly proteins. Journal of apicultural
research, 46 (2), 73-80.

Liang, Y., Kagota, S., Maruyama, K., Oonishi, Y., Miyauchi-Wakuda, S., Ito, Y.,
... & Shinozuka, K. (2018). Royal jelly increases peripheral circulation by inducing
vasorelaxation through nitric oxide production under healthy conditions. Biomedicine
& Pharmacotherapy, 106, 1210-1219.

Liu, J. R, Yang, Y. C,, Shi, L. S. ve Peng, C. C. (2008). Antioxidant properties of
royal jelly associated with larval age and time of harvest. Journal of agricultural and
food chemistry, 56 (23), 11447-11452.

Magaldi, S., Mata-Essayag, S., De Capriles, C. H., Perez, C., Colella, M. T.,
Olaizola, C., & Ontiveros, Y. (2004). Well diffusion for antifungal susceptibility
testing. International Journal of Infectious Diseases, 8(1), 39-45.

Maksimovié, Z., & Rifatbegovi¢, M. (2009). Antibacterial effects of fresh and
preserved royal jelly. Veterinaria, 58(1-2), 11-16.

Matsui, T., Yukiyoshi, A., Doi, S., Sugimoto, H., Yamada, H. ve Matsumoto, K.
(2002). Gastrointestinal enzyme production of bioactive peptides from royal jelly
protein and their antihypertensive ability in SHR. The Journal of Nutritional
Biochemistry, 13 (2), 80-86.

Melampy, R. M. ve Jones, D. B. (1939). Chemical composition and vitamin content
of royal jelly. Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine, 41
(2), 382-388.

Melliou, E. ve Chinou, I. (2005). Chemistry and bioactivity of royal jelly from
Greece. Journal of agricultural and food chemistry, 53 (23), 8987-8992.

Meto, A., Meto, A., Xhajanka, E., Ozcan, M., & Tragaj, E. (2017). Microbiological
Comparison of Royal Jelly and Chlorhexidine 0.2%. European Journal of
Interdisciplinary Studies, 3(2), 123-126.

43



Moghim, H., Taghipoor, S., Shahinfard, N., Kheiri, S., & Khabbazi, H. (2015).
Comparative study on the antifungal activity of hydroalcoholic extract of Iranian
propolis and royal jelly against Rhizopus oryzae. Journal of Herbmed Pharmacology,
4,

Moreschi, E. C. P. ve Almeida-Muradian, L. B. D. (2009). Vitamins B1, B2, B6 and
PP contents in royal jelly. Revista do Instituto Adolfo Lutz (Impresso), 68 (2), 187-
191.

Moselhy, W. A., Fawzy, A. M., & Kamel, A. A. (2013). An evaluation of the potent
antimicrobial effects and unsaponifiable matter analysis of the royal jelly. Life
Science Journal, 2(10), 290-296.

Muresan, C. 1., Marghitas, L. A., Dezmirean, D. S., Bobis, O., Bonta, V.,
Zacharias, 1., ... & Pasca, C. (2016). Quality parameters for commercialized royal
jelly. Bulletin of University of Agricultural Sciences and Veterinary Medicine Cluj-
Napoca. Animal Science and Biotechnologies, 73(1), 37-44.

Miinstedt, K., Bargello, M., & Hauenschild, A. (2009). Royal jelly reduces the
serum glucose levels in healthy subjects. Journal of Medicinal food, 12(5), 1170-1172.

Nabas, Z., Haddadin, M. S. Y., Haddadin, J. ve Nazer, I. K. (2014). Chemical
composition of royal jelly and effects of synbiotic with two different locally isolated
probiotic strains on antioxidant activities. Polish Journal of Food and Nutrition
Sciences, 64 (3), 171-180.

Nagai, T., Inoue, R., Suzuki, N. ve Nagashima, T. (2006). Antioxidant properties of
enzymatic hydrolysates from royal jelly. Journal of medicinal food, 9 (3), 363-367.

Nakaya, M., Onda, H., Sasaki, K., Yukiyoshi, A., Tachibana, H. ve Yamada, K.
(2007). Effect of royal jelly on bisphenol A-induced proliferation of human breast
cancer cells. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 71 (1), 253-255.

Nascimento, A. P., Moraes, L. A. R., Ferreira, N. U., Moreno, G. D. P., Uahib, F.
G. M., Barizon, E. A., & Berretta, A. A. (2015). The lyophilization process maintains
the chemical and biological characteristics of royal jelly. Evidence-Based
Complementary and Alternative Medicine, 2015.

NCCLS. (1991). 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-
1898 USA.

NCCLS.(2002). Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility
Testing of Yeasts; Approved Standard—Second Edition. NCCLS document M27-A2
(ISBN 1-56238-469-4). NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne,
Pennsylvania 19087-1898 USA.

Nomura, M., Maruo, N., Zamami, Y., Takatori, S., Doi, S. ve Kawasaki, H. (2007).
Effect of long-term treatment with royal jelly on insulin resistance in Otsuka Long-
Evans Tokushima Fatty (OLETF). Journal of the Pharmaceutical Society of Japan, 127
(11), 1877-1882.

O'Connor, K. J. ve Baxter, D. (1985). The demonstration of insulin-like material in
the honey bee, Apis mellifera. Comparative Biochemistry and Physiology Part B:
Comparative Biochemistry, 81 (3), 755-760.

Okamoto, I., Taniguchi, Y., Kunikata, T., Kohno, K., lwaki, K., Ikeda, M. ve
Kurimoto, M. (2003). Major royal jelly protein 3 modulates immune responses in
vitro and in vivo. Life Sciences, 73 (16), 2029-2045.

44



Ozkék, D. ve Silici, S. (2017). Antioxidant activities of honeybee products and their
mixtures. Food Science and Biotechnology, 26 (1), 201-206.

Pan, Y., Xu, J., Chen, C., Chen, F., Jin, P., Zhu, K., ... & Hu, F. (2018). Royal jelly
reduces cholesterol levels, ameliorates Af pathology and enhances neuronal
metabolic activities in a rabbit model of Alzheimer’s disease. Frontiers in aging
neuroscience, 10, 50.

Park, H. G., Kim, B. Y., Park, M. J., Deng, Y., Choi, Y. S,, Lee, K. S., & Jin, B.
R. (2019a). Antibacterial activity of major royal jelly proteins of the honeybee (Apis
mellifera) royal jelly. Journal of Asia-Pacific Entomology.

Park, H. M., Hwang, E., Lee, K. G, Han, S. M., Cho, Y., & Kim, S. Y. (2011).
Royal jelly protects against ultraviolet b—induced photoaging in human skin
fibroblasts via enhancing collagen production. Journal of medicinal food, 14(9), 899-
906.

Park, M. J., Kim, B. Y., Park, H. G., Deng, Y., Yoon, H. J., Choi, Y. S,, ... & Jin,
B. R. (2019b). Major royal jelly protein 2 acts as an antimicrobial agent and
antioxidant in royal jelly. Journal of Asia-Pacific Entomology, 22(3), 684-689.

Pavel, C. 1., Marghitas, L. A., Bobis, O., Dezmirean, D. S., Sapcaliu, A., Radoi, 1.,
& Maidas, M. N. (2011). Biological activities of royal jelly-review. Scientific Papers
Animal Science and Biotechnologies, 44(2), 108-118.

Pavel, C. 1., Marghitas, L. A., Dezmirean, D. S., Tomos, L. I., Bonta, V., Sapcaliu,
A. ve Buttstedt, A. (2014). Comparison between local and commercial royal jelly use
of antioxidant activity and 10-hydroxy-2-decenoic acid as quality parameter. Journal
of Apicultural Research, 53 (1), 116-123.

Pourmoradian, S., Mahdavi, R., Mobasseri, M., Faramarzi, E. ve Mobasseri, M.
(2014). Effects of royal jelly supplementation on glycemic control and oxidative stress
factors in type 2 diabetic female: a randomized clinical trial. Chinese Journal of
Integrative Medicine, 20 (5), 347-352.

Rafieian-Kopaei, M., Asgharzadeh, S., Tamadon, M. R., & Yalameha, B. (2018).
Ameliorative effect of royal jelly against nephrotoxicity induced by gentamicin. Annals
of Research in Antioxidants, 3(1).

Ragab, S. S., & Ibrahim, M. K. (1999). Evaluation of some chemical, antibacterial
and biological properties of fresh and refrigerated royal jelly. Egyptian Journal of
Microbiology, 34(1), 115-128.

Ratanavalachai, T., & Wongchai, V. (2002). Antibacterial activity of intact royal
jelly, its lipid extract and its defatted extract. Thammasat Int. J. Sc. Tech, 7(1).

Rembold, H., & Dietz, A. (1966). Biologically active substances in royal jelly. In
Vitamins & Hormones (Vol. 23, pp. 359-382). Academic Press.

Rodriguez-Tudela J.L., Chryssanthou E., Petrikkou E., Mosquera J., Denning
D.W., Cuenca-Estrella M., (2003). Interlaboratory evaluation of hematocytometer
method of inoculum preparation for testing antifungal susceptibilities of filamentous
fungi. J. Clinic Microbiology. 2003; 41: 5236-5237.

Romanelli, A., Moggio, L., Montella, R. C., Campiglia, P., lannaccone, M.,
Capuano, F., ... & Capparelli, R. (2011). Peptides from royal Jelly: studies on the
antimicrobial activity of jelleins, jelleins analogs and synergy with temporins. Journal
of Peptide Science, 17(5), 348-352.

45



Sabatini, A. G., Marcazzan, G. L., Caboni, M. F., Bogdanov, S. ve Almeida-
Muradian, L. B. D. (2009). Quality and standardisation of royal jelly. Journal of
Apiproduct and Apimedical Science, 1 (1), 1-6.

Sauerwald, N. (1998). Combined antibacterial and antifungal properties of water-
soluble fraction of royal jelly. Adv. Food Sci., 20, 46-52.

Seven, L., Simsek, U. G., Gokee, Z., Seven, P. T., Arslan, A. ve Yilmaz, O. (2014).
The effects of royal jelly on performance and fatty acid profiles of different tissues in
quail (Coturnix coturnix japonica) reared under high stocking density. Turkish Journal
of Veterinary and Animal Sciences, 38 (3), 271-277.

Shahzad, Q., Mehmood, M. U., Khan, H., ul Husnha, A., Qadeer, S., Azam, A, ...
& Ahmad, M. (2016). Royal jelly supplementation in semen extender enhances post-
thaw quality and fertility of Nili-Ravi buffalo bull sperm. Animal Reproduction
Science, 167, 83-88.

Shen, L., Ding, M., Zhang, L., Jin, F., Zhang, W., & Li, D. (2010). Expression of
Acc-royalisin gene from royal jelly of Chinese honeybee in Escherichia coli and its
antibacterial activity. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58(4), 2266-2273.
Shen, L., Liu, D., Li, M., Jin, F., Din, M., Parnell, L. D., & Lai, C. Q. (2012).
Mechanism of action of recombinant acc-royalisin from royal jelly of Asian honeybee
against gram-positive bacteria. PloS one, 7(10).

Shirzad, H., Shahinfard, N., Naficy, M. R., & Karami, M. (2007). Comparison of
royal jelly effects with Gentamicin and Ceftriaxone on the growth of Escherichia coli,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, in a laboratory
environment. Tropical Medicine & International Health, 12(1), 159.

Shirzad, M., Kordyazdi, R., Shahinfard, N. ve Nikokar, M. (2013). Does royal jelly
affect tumor cells?. Journal of HerbMed Pharmacology, 2 (2).

Silici, S., Ekmekcioglu, O., Eraslan, G. ve Demirtas, A. (2009). Antioxidative effect
of royal jelly in cisplatin-induced testes damage. Urology, 74 (3), 545-551.

Silva, F. C., Thomazini, M., Alencar, S. M. D., & Favaro-Trindade, C. S. (2009).
Properties of propolis microencapsulated. In Proceedings.

Singh, M. N., Hemant, K. S. Y., Ram, M., & Shivakumar, H. G. (2010).
Microencapsulation: A promising technique for controlled drug delivery. Research in
pharmaceutical sciences, 5(2), 65.

Stocker, A., Schramel, P., Kettrup, A., & Bengsch, E. (2005). Trace and mineral
elements in royal jelly and homeostatic effects. Journal of Trace Elements in Medicine
and Biology, 19(2-3), 183-189.

Sun, X., Cameron, R. G., & Bai, J. (2019). Microencapsulation and antimicrobial
activity of carvacrol in a pectin-alginate matrix. Food Hydrocolloids, 92, 69-73.

Takaki-Doi, S., Hashimoto, K., Yamamura, M. ve Kamei, C. (2009).
Antihypertensive activities of royal jelly protein hydrolysate and its fractions in
spontaneously hypertensive rats. Acta Medical Okayama, 63.

Takenaka, T. ve Echigo, T. (1980). Chemical composition of royal jelly. Bulletin of
the Faculty of Agriculture, Tamagawa University (20), 71-78.

Takenaka, T., Yatsunami, K. ve Echigo, T. (1986). Changes in quality of royal jelly
during storage. Nippon Shokuhin Kogyo Gakkaishi, 33 (1), 1-7.

46



Taniguchi, Y., Kohno, K., Inoue, S. I., Koya-Miyata, S., Okamoto, 1., Arai, N, ...
& Kurimoto, M. (2003). Oral administration of royal jelly inhibits the development
of atopic dermatitis-like skin lesions in  NC/Nga mice. International
Immunopharmacology, 3(9), 1313-1324.

Teixeira, R. R., de Souza, A. V., Peixoto, L. G., Machado, H. L., Caixeta, D. C.,
Vilela, D.D., ... & Espindola, F. S. (2017). Royal jelly decreases corticosterone levels
and improves the brain antioxidant system in restraint and cold stressed rats.
Neuroscience Letters, 655, 179-185.

Tokunaga, K. H., Yoshida, C., Suzuki, K. M., Maruyama, H., Futamura, Y.,
Araki, Y., & Mishima, S. (2004). Antihypertensive effect of peptides from royal jelly
in spontaneously hypertensive rats. Biological and Pharmaceutical Bulletin, 27(2),
189-192.

Valgas, C., Souza, S. M. D., Sméania, E. F., & Smania Jr, A. (2007). Screening
methods to determine antibacterial activity of natural products. Brazilian Journal of
Microbiology, 38(2), 369-380.

Vezeteu, T. V., Bobis, O., Moritz, R. F., & Buttstedt, A. (2017). Food to some,
poison to others-honeybee royal jelly and its growth inhibiting effect on European
Foulbrood bacteria. MicrobiologyOpen, 6(1), e00397.

Vittek, J. (1995). Effect of royal jelly on serum lipids in experimental animals and
humans with atherosclerosis. Experientia, 51 (9-10), 927-935.

Viuda-Martos, M., Pérez-Alvarez, J. A., & Fernandez-Lépez, J. (2017). Royal
jelly: health benefits and uses in medicine. In Bee Products-Chemical and Biological
Properties (pp. 199-218). Springer, Cham.

Wan, D. C., & Wang, K. C. (2018). Maintenance of mammalian stem cell states and
enhanced wound healing by honey bee royal jelly. Plastic and Reconstructive Surgery
Global Open, 6(4 Suppl).

Wang, M. (2017). Effects of fresh royal jelly on the proliferation of human hepatoma
cell line SMMC-7721. Proceedings of Anticancer Research, 1(2).

Wang, Q., Gong, J., Huang, X., Yu, H. ve Xue, F. (2009). In vitro evaluation of the
activity of microencapsulated carvacrol against Escherichia coli with K88 pili. Journal
of applied microbiology, 107 (6), 1781-1788.

Wang, Y., Ma, L., Zhang, W., Cui, X., Wang, H. ve Xu, B. (2016). Comparison of
the nutrient composition of royal jelly and worker jelly of honey bees (Apis mellifera).
Apidologie, 47 (1), 48-56.

Watanabe, S., Suemaru, K., Takechi, K., Kaji, H., Imai, K., & Araki, H. (2013).
Oral mucosal adhesive films containing royal jelly accelerate recovery from 5-
fluorouracil-induced oral mucositis. Journal of pharmacological sciences, 12181FP.

Wiegand, 1., Hilpert, K., & Hancock, R. E. (2008). Agar and broth dilution methods
to determine the minimal inhibitory concentration (MIC) of antimicrobial substances.
Nature protocols, 3(2), 163.

Xue, X., Wu, L., & Wang, K. (2017). Chemical composition of royal jelly. In Bee
Products-Chemical and Biological Properties (pp. 181-190). Springer, Cham.

47



Yang, X,, Li, J.,, & Wang, R. (2015). Antibacterial mechanism of 10-HDA against
Bacillus subtilis. In Advances in Applied Biotechnology (pp. 317-324). Springer,
Berlin, Heidelberg.

Yang, X., Wang, T., & Wang, R. (2014). Antibacterial activity and mechanism of
action of 10-hda against Escherichia coli. In Proceedings of the 2012 International
Conference on Applied Biotechnology (ICAB 2012) (pp. 585-595). Springer, Berlin,
Heidelberg.

Yang, Y. C., Chou, W. M., Widowati, D. A,, Lin, I. P., & Peng, C. C. (2018). 10-
hydroxy-2-decenoic acid of royal jelly exhibits bactericide and anti-inflammatory
activity in human colon cancer cells. BMC Complementary and Alternative Medicine,
18(1), 202.

Yoshida, M., Hayashi, K., Watadani, R., Okano, Y., Tanimura, K., Kotoh, J., &
Maeda, A. (2016). Royal jelly improves hyperglycemia in obese/diabetic KK-Ay mice.
Journal of Veterinary Medical Science, 16-0458.

Zhang, S., Nie, H., Shao, Q., kalan Hassanyar, A., & Su, S. (2017). RNA-Seq
analysis on effects of royal jelly on tumour growth in 4T1-bearing mice. Journal of
Functional Foods, 36, 459-466.

Zhang, S., Shao, Q., Geng, H., & Su, S. (2017). The effect of royal jelly on the growth
of breast cancer in mice. Oncology letters, 14(6), 7615-7621.

Zhao, F., Wu, Y., Guo, L., Li, X., Han, J., Chen, Y. ve Ge, Y. (2013). “European
Food Research and Technology, 236 (5), 799-815.

48



OZGECMIS

Ad-Soyad : Neslihan ORDU

Dogum Tarihi ve Yeri :13.11.1986 BURSA

E-posta > neslihan-ordu@hotmail.com

OGRENIM DURUMU:

e Lisans :2005, Ege Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi

Yiiksek Lisans  : 2019, Bursa Teknik Universitesi, Gida Miihendisligi Anabilim
Dali

MESLEKI DENEYIM VE ODULLER:

Gida Miihendisi; Mendika Yemek & Catering, Tat Gida Sanayi A.S - Sek Siit
Isletmesi.

Satis ve Teknik Destek Miihendisi; Hypred Duraner.

Egitmen; TMGD Akademi A.S.

Ogretim Gérevlisi; Kiitahya Dumlupinar Universitesi, Altintas MYO.
Yardimc1 Arastirmaci; TAGEM-18/AR-GE/25’nolu proje.

49



