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Bu calismada DL-limonenin bazi mayalar Gzerine antifungal etkisi disk
difiizyon yontemi ve minimum inhibe edici konsantrasyon (MiK) yontemleriyle
arastirllmigtir.  Ayrica, DL-limonenin Saccharomyces cerevisiae'nin etil alkol
fermentasyonuna etkisi de incelenmistir. Disk diflizyon yontemi sonuglarina gore,
denenen bitin mikroorganizmalarda inhibisyon zonu gorulmustir. Zon c¢aplart
kontrol olarak kullamlan Fungizone antibiyotigine kiyasla daha biyuk olmustur. DL-
limonen konsantrasyonu arttikga zon capr da artmistir. MiK degerleri, maya susuna
gore 500-4000 pg/ml arasinda degismistir. DL-limonen S. cerevisiae nin etil alkol
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This study was undertaken to investigate antifungal effect of DL-
limonen on yeasts by disc diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC).
Futhermore, effect of DL-limonen on ethyl alcohol fermentation by Saccharomyces
cerevisae was also investigated. According to disc diffusion results, developlement
of inhibition zone was observed with all the microorganisms tested. The inhibition
zones were larger than those with Fungizone antibiotic which was used as the
control. As the concentration of DL-Limonene increased, diameters of the inhibition
zones were increased, too. MIC results varied between 500-4000 nmg/ml depending
on the yeast strain. DL-Limonene inhibited alcolic fermentation by S. cerevisiae and
affected the aroma compounds formed.
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1.GIRIS Filiz UCAN

1.GIRIS

Son yillarda gidalarin dayandiriimasi igin kullamlan koruyucu kimyasallarin
yerine kullanilabilecek alternatif dogal koruyuculara ilgi 6nemli 6lgide artmustur.
Bazi baharatlar ve bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar, sahip olduklari
antimikrobiyal aktiviteden dolay1 gida sanayinde kullanilan dogal olmayan koruyucu
maddelere alternatif olabilirler. Bu bilesiklerin gida katkilar: gibi kullamlmalarinda,
gida zehirlenmelerine neden olan patojenlerin gelismesini dnlemelerinin yada gida
bozulmalarinin gecikmesini de tesvik etmelerinin dnemli paylar1 vardir (Nychas ,
1995; Tassou ve ark., 2000; Chang ve ark., 2001; Ultee ve Smid, 2001).

Glnumizde esansiyel yag bilesenleri, antimikrobiyal ve antioksidatif
aktivitelerinden dolay1 gida dayandirmada dogal antimikrobiyallarin kaynag: olarak
blyuk ilgi gormektedirler (Ultee ve ark., 2000; Periago ve Moezelaar, 2001). Dogal
antimikrobiyal bilesiklerin kullanimi sadece gidalarin dayandirilmasinda degil ayni
zamanda mikrobiyel bitki ve insan hastaliklarimin kontroltiinde de 6nemlidir (Barata
ve ark., 1998). Bitkisel 6zutlerin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmalars; yiksek
bitkilerin, yeni anti-infektif maddelerin potansiyel bir kaynagi olmadiklarim (Pres,
1996), bununla birlikte, asil 6ncl bilesimler icin dogal Urlnlerden ilaglarin ortaya
cikarilmalarina yardimcer olduklarini géstermektedir (Lawrence, 1999; Ojala ve ark.,
2000).

Baharatlar ve esansiyel yaglarimin degisen derecelerde antimikrobiyal etki
gogerdigi tarihin eski donemlerinden beri bilinmektedir. Tibbi bitkilerden elde
edilen ekstraktlarin gidalarda dogal koruyucu olarak kullanmimasi ile ilgili ¢calismalar
gittikge 6nem kazanmaktadir. Eczacilik, gida, parfim ve kozmetik gibi birgok alanda
kullamlan hammaddeler olmalar1 nedeniyle dogal bitkiler ve esansiyel yaglar,
antimikrobiyal etkileri agisindan ¢ok sayida arastirmada ele alinmis ve koruyucu
etkilerinin olduguna dair 6nemli sonuclar elde edilmistir. Son 20 yildir 6zellikle tibbi
bitki ekstraktlarinin patojen yada bozulma yapan mikroorganizmalar Uzerine
antimikrobiyal etkileri Uzerine arastirmalar yapilmaktadir (Farag ve ark., 1989;
Aureli ve ark., 1992; Akin, 1996; Nielson ve Rios, 2000; Karanika ve ark., 2001).
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Turuncgil esansiyel yaglar: ticari olarak bitkilerin farkli kisimlarimin soguk
preslenmesi (kabuklar) veya distilasyonu (yapraklar) ile elde edilirler. Turuncgil
esansiyel yaglari 6nemli 6lctide antimikrobiyal etki gosterirler. Ancak, kompleks ve
degisken bir yapida olmalari, bu etkilerinin belli bir bilesenle iliskilendirilmesini
zorlastirir. CUnkd, esansiyel yagin bilesenlerinin olasi antagonistik ve sinerjik etkileri
S0z konusu olabilir. Esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkileri aromatik halkali C10
ve CI15 terpenlerin varligi ve fenolik hidroksilik grubun bazi enzimlerin aktif
merkezleriyle hidrojen bagi olusturabilmesiyle agiklanmaktadir. Bununla beraber,
diger aktif terpenler, akoller, aldehitler ve esterler de esansiyel yaglarin toplam
antimikrobiyal etkisine katki yapabilirler (Juven ve ark., 1994; Deans ve Dorman,
2000).

Turuncgil esansiyel yaglari, meyve kabugunda bulunan renkli kisim veya
flavedo tabakasindaki kicik balon sekilli keseciklerden elde edilmektedir.
Cogunlukla aroma, gida, kozmetik, kimya endustrisinde ve eczacilikta kullanilirlar
(Raeissi ve Peters, 2005). Bu esansiyel yaglar terpenler, oksijenle doymus ve ugucu
olmayan bilesikleri iceren 100'den fazla bilesigin karisimindan meydana gelir.
Terpenler kabuk yaginin %50-95’ lik kismini olusturur. Turuncgil meyveleri % 0.2-
0.5 oraminda esansiyel yag icermektedir. Turuncgil esansiyel yaglarimn dnemli bir
kismini (% 90’ dan daha fazla) limonen teskil eder (Hendrickson ve Kesterson, 1951;
Sousa ve ark., 2004; Diaz ve ark., 2005).

Limonen, turuncgillerin ve diger birgok bitki turinin esansiyel yaglarinda

bulunur ve portakalin ana aroma bilesenidir (Sekil 1.1).

HaC

/

HzC

CHs

Sekil 1.1. Limonenin kimyasal yapisi (Anon, 2007 a).
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Limonen molekilt (CioH16) birbirinin simetrigi olan D ve L-Limonen olmak
Uzere iki formda bulunabilir (Anon, 2004). L-limonen, cam ve turpentin
kokusundadir; D-limonen ise hos bir portakal kokusuna sahiptir (Anon, 2007 b).
Turuncgil meyveleri; % 86-92 su, % 5-8 seker, % 1-2 pektik madde, % 0.7-1.5 asit,
% 0.6-0.8 protein, % 0.2-05 lipid ve % 0.2-0.5 oramnda esansiyel yag
icermektedirler (Hendrickson ve Kesterson, 1951).

Literatirde saf haldeki limonenin antimikrobiyal etkisi Uzerinde bir
arastirmaya rastlanmamustir. Caccioni ve ark. (1998) portakal, mandarin, greyfurt ve
l[imon esansiyel yaglarinin Penicillium (P.) digitatum ve P. italicum tzerine etkilerini
incelemiglerdir. Chaibi ve ark. (1997) portakal ve greyfurt esansiyel yaglarinin bazi
bakteri sporlar1 Gzerindeki spor olusumu ve vejetatif buylime Uzerine etkilerini
arastirmiglardir. Belletti ve ark. (2004)' nin yaptig1 ¢calismada, turuncgil esanslarinin
Saccharomyces (S) cerevisiae tizerine antimikrobiyal etkisi incelenmistir.

Daha 6nce de deginildigi gibi, esansiyel yaglarin kompleks ve degisken bir
yapida olmalar1 bu etkilerinin belli bir bilesenle iliskilendirilmesini zorlastirir.
CUnkd, esansiyel yagin bilesenlerinin olasi antagonistik ve sinerjik etkileri sz
konusu olabilir. Bu galigmanin amact, turuncgil esansiyel yagimin énemli bir kismini
teskil eden limonenin bazi mayalar tzerindeki antifungal etkisini disk diflizyon ve
minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK) testleri ile arastirmaktir. Bu calismanin
sonuglari, limonenin hem alkolsliz iceceklerde bozulmaya neden olan mayalarin
gelisimi Uzerinde inhibe edici etkisinin ortaya konulmasi bakimindan, hem de
portakal sarabi yapimi sirasinda etil alkol fermantayonuna inhibe edici etkisinin
belirlenmesi bakimindan 6nemli olabilecektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Conner ve ark. (1984), yenibahar, tarcin, karanfil, sarimsak, sogan, biberiye,
kekik otu ve kekik esansiyel yaglarimin S. cerevisiae ve Hansenula anomala Uizerine
etkisini incelemiglerdir. Yenibahar, tarcin ve karanfil  esansiyel yaglarinin
Scerevisae de etil alkol Uretimi Gzerine ¢ok az etkisi oldugunu veya hi¢ olmadigini
gozlemlemislerdir. Diger taraftan sogan, biberiye, kekik otu ve kekik esansiyel
yaglarinin etil alkol Uretimini geciktirdigini veya azalttigim belirtmiglerdir. Bu
esansiyel yaglarin, Hansenula anomala ‘nin etil alkol Gretimini etkili bir sekilde
durdurdugunu da gézlemlemislerdir. Sarimsak esansiyel yaginin Hansenula anomala
‘mn gelisimini tamamen inhibe ettigini, sogan esansiyel yaginin da maya gelisimini
geciktirdigini bildirmiglerdir.

Knobloh ve ark. (1986) yaptiklart calismada, esansiyel yaglardan izole
ettikleri  40'dan  fazla terpenoidin  mikroorganizmalarin  ana  enerji
metabolizmalarindaki reaksiyonlar Uzerine bazi etkilerini arastirmuslardir. Y Uksek
bitkilerden elde edilen antimikrobiyel maddelerin, mikrobiyal metabolizmanin
enzimatik reaksiyonlari durdurabilecegini, ortamdan besin maddelerinin alimim
engelleyebilecegini, membran yapisimi  degistirebilecegini, c¢ekirdeksel veya
ribozomal seviyede enzim sentezini engelleyebilecegini veya ara metabolizmada
sinirlt bir faktor olarak baska maddelerle yer degistirebilecegini belirtmislerdir.

Ramanoelina ve ark. (1987), bazi esansiyel yaglarin enteropatojenik ve
bozulma yapan mikroorganizmalar  Uzerine  minimum  inhibe  edici
konsantrasyonlarimin  (MIK) belirlenmesi amaciyla yaptiklart  bir  calismada,
Labiatae, Myrtacea ve Compositae familyalarindan aromatik bitkiler kullanmiglardir.
Arastirmacilar  esansiyel  yaglarin  engelleyici  etkilerini  antibiyotiklerle
karsilastrmiglar ve 12 enteropatojenik bakteri Uzerinde test etmislerdir. Kekik,
esansiyel yagimin genis bir spektrum Gzerinde belirgin etkili oldugu gdzlemlenmistir.

Nakatani (1994) ve Tassou ve Nychas (1995), Gram (+) bakterilerin

esansiyel yaglara karsti Gram (-) bakterilerden daha hassas olduklarim

belirtmiglerdir.
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Farkli bitki tdrleri tarafindan Uretilen esansiyel yaglar, cogu kez biyolojik
olarak aktiftirler ve antimikrobiyel, allelopatik, antioksidan ve biyo-dizenleyici
etkiye sahiptirler. Baharat ve esansiyel yaglarin antimikrobiyel Ozellikleri uzun
sireden beri bilinmektedir. Bu nedenle bunlar Uzerinde ¢ok sayida arastirma
yapilmistir.  Aromatik bitki ve baharatlar esansiyel yaglarca zengin olup
antimikrobiyel etkiye sahip dogal Urinlerdir. Dolayisiyla, patojenik ve bozulmaya
neden olan mikroorganizmalarin gelismesini geciktirmek veya inhibe etmek igin
kullarilabilirler (Chaibi ve ark., 1997; Bagci ve Digrak, 1998; Barata ve ark., 1998;
Caccioni ve ark., 1998; Jantova ve ark., 2000; Delaquis ve ark., 2001; Ozcan ve
Erkmen, 2001).

Esansiyel yaglar, baharatlar ve diger bircok bitkisel materyalin baslica cesni
ve ozellikle koku bilesikleridir (Canillac ve Mourey, 2001). Bitkilerden yada bitkisel
unsurlardan, su veya buhar distilasyonu yoluyla elde edilen, oda sicakliginda sivi
halde olan ve bazen donabilen, ugucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi karigimlardir
(Akin, 1996). Esansiyel yaglar, bitkinin gelisme sahalari, ekolojik sartlar ve diger
faktorler ile kalite ve miktar farki gosteren, organik maddelerin  kompleks
karisimlarinin heterojen bir grubudur (Ozcan ve Erkmen, 2001). Fenol, alkol, ester,
keton, aldehit vb. yapili oksijenli bilesikler, bircok esansiyel yagin ana ve 6zgin
bilesenleridir (Akgul, 1993).

Esansiyel yaglarin aktiviteleri esansiyel yaglarin tipine, kompozisyonuna ve
konsantrasyonuna; etki ettigi mikroorganizmalarin cinsine ve sayising; substratin
kompozisyonuna ve isleme ve depolama sartlarina baglidir (Pandit ve Shelef, 1994;
Skandamis ve Nychas 2000; Marino ve ark., 2001).

Esansiyel yaglarin antimikrobiyel etkisi, enerji Uretimi ve yapisal bilesiklerin
sentezinde etkili olan enzimleri inhibe etmelerinden (Tassou ve ark., 2000; Lambert
ve ark., 2001) veya membran yapisimi pargalamalarindan kaynaklanmaktadir (Brul ve
Coote, 1999).

Bu esansiyel yaglarin farkli mikroorganizmalara karsi antibakteriyel ve
antifungal etkileri cesitli calismalarda belirlenmistir. Diger koruyucularda oldugu
gibi degisik baharat yada esansiyel yag miktarlarinin antimikrobiyel etkileri, denenen
mikroorganizmalarin saf kdlturlerinin belirli yogunluk ve optimum inkibasyon



2.ONCEKI CALISMALAR Filiz UCAN

sartlarinda uygun besiyerinde incelenmistir (Conner, 1993; Juven ve ark., 1994;
Ultee ve ark., 1998; Ultee ve Smid, 2001).

Rahalison ve ark. (1994), Swartza madagascarienss (Leguminosae)
bitkisinin ekstraktint biyootografi yontemi ile Candida (C.) albicans 'a karsi
degerlendirmisler, sonugtaince tabaka kromatografisi (ITK) plag: Uzerinde Rf 0,5 ve
0.82 degerlerinde iki ayri inhibisyon zonu gdzlemlemisler ve reaktif madde
uygulanan referans plakta gozlenen maddelerin zonu olusturanlarla birebir ayni
konumda olduklar1 gosterilmis; ancak zonu olusturan maddelerin  tayini
yapilamamustir. Ayrica bu ekstraktin mikrodilisyon sivi besiyerinde C. albicans' a
kars1 guclt antimikrobiyel aktivite gosterdigi de bildirilmistir.

Bagci ve Digrak (1996) yaptiklar: bir calismada, Firat Universitesi Kampusii
bahgesinde bulunan Pinus slvestris ve Thuja orientalis bitkilerinin esansiyel
yaglarinin bakteri ve mayalar tzerinde antimikrobiyel aktivitelerini arastirmislardir.
Sonucta, Pinus silvestris esansiyel yagimin bakteri ( B. megaterium ve Enterobacter
aerogenes ) ve mayalara ( C. albicans ve S cerevisiae) karst en yiksek
antimikrobiyel aktiviteyi gosterdikleri saptanmustir.

Chaibi ve ark. (1997), esansiyel yaglarin Bacillus (B.) cereus T ve
Clostridium (C.) botulinum 62A'nin vejetatif blyime ve spor olusumu Uzerine
etkilerini inceledikleri bir calismada, portaka ve altintop esansiyel yaglarimin bu
bakterilerin sporlar1 Uzerinde etkili oldugu MiK degerlerini belirlemislerdir. Buna
gore arastirmacilar portakal esansiyel yagi1 MIK degerinin B. cereusicin 250ppm, C.
botulinum 62A icin 400 ppm oldugunu , altintop esansiyel yag1 MIK degerinin B.
cereus icin 300 ppm, C. botulinum icin 500 ppm oldugunu gostermislerdir.

Mikrodilusyon sivi besiyeri ile yapilan bir ¢alismada da Combertum molle
bitkisinin ekstresi, Staphylococcus (S.) aureus' a kars: denenmis ve MIK degeri 0.56
mg/mL olarak bulunmustur. Ayrica bu calismada, tetrazolyum tuzlari kullanilarak
mikrotitrasyon petrilerinde sonucu degerlendirmenin daha kolay oldugu ortaya
konmustur (Eloff, 1998).

Biyootografi yontemi ile yapillan bir diger calismada Combertum
erythrophyllum (Combretaceae) bitkisinin farkli  ¢ozicllerle elde edilmis
ekstraktlar,, S aureus, Enterococcus (E.) feaecalis , Escherichia (E.) coli ve
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Pseudomonas (P.) aeruginosa ’'ya karst denenmis ve S aureusa karsi gucli
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Biyogram plaginda on dort ayri
aktif fraksiyon oldugu ve bu fraksiyonlarin Gzerinde net gozlenebilen zonlarin
olustugu bildirilmistir; ancak bu fraksiyonlarin hangi maddeler oldugu
aydinlatilmamustir (Martini ve Eloff, 1998).

Hulin ve ark. (1998), esansiyel yaglari, bakteri maya ve kuflere karsi
denemisler ve genis bir etki spektrumuna sahip olduklarim saptamuslardir.
Arastirmacilar, esansiyel yaglar ve aroma bilesenlerinin bakterilerde gelisme (E. coli
O 157: H7, Listeria (L.) monocytogenes), spor olusumu (C. botulinum) ve toksin
olusumu (S aureus) Uzerinde negatif bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
Mayalarda, gelisme ve yalanci misel olusumu Uzerinde bazi etkileri gortlmistir.
Kuflerde ise spor olusumu, misellerin uzamas: (Aspergillus flavus), spor gelisimi ve
toksin olusumunu (Aspergillus ochraceus) engellemistir. Arastirmalar genellikle
sentetik kdltdr ortaminda denenmis ve gida UrUnlerinde dogrulanmustir. Fakat,
yiuksek miktarda esansiyel yag ilavesinin gidamn potansiyel kalitesinin degisimi
Uzerinde etkili olabilecegi disunilmektedir.

Caccioni ve ark. (1998), turuncgil esansiyel yaglarinin Penicillium (P.)
digitatum ve P. italicum Uzerine etkilerini inceledikleri bir calismada portakal,
mandarin, greyfurt ve limon esansiyel yaglarinin bu mikroorganizmalarin gelisimini
engelleyici etkileri oldugunu ve P. digitatum'un bu yaglara kars1 daha duyarli
oldugunu belirlemislerdir.

Smith-Palmer ve ark. (1998) yaptiklar arastirmada, 21 bitki esansiyel yaginin
ve 2 esansin antimikrobiyel 6zelliklerini, Camphylobacter (C.) jgjuni, Salmonella
(S) Enteritidis, E. coli, S aureus ve Listeria (L.) monocytogenes'e Kkarsi
denemislerdir. Defne, tarcin, karanfil ve kekik yaglarimn, % 0.075 yada daha dusik
konsantrasyonlarda bakteriostatik etki ile en blydk etkiye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Genelde Gram (+) bakterilerin, bitki esansiyel yaglarina Gram (-)
bakterilerden daha hassas olduklari gozlemlenmistir. C. jguni, bitki esansiyel
yaglarina karsi1 en direncli bakteri olarak belirlenmis, sadece defne ve kekik esansiyel
yaglar1 % 1 ve daha az konsantrasyonlarda bakteriosidal etkiye sahip bulunmuslardir.
35°C’de L. monocytogenes en buylk hassasiyeti kiigik hindistancevizi (nutmeg)
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yagina karst goOstermistir. Bakteriostatik etki % 0.001'den daha dusuk
konsantrasyonlarda ve bakteriosidal etki % 0.05'lik konsantrasyonlarda gozlenmis,
ancak sicakhktaki 4 °C’lik azalma bakteriostatik konsantrasyonu % 0.5'e ve
bakteriosidal konsantrasyonu % 1’e yikseltmistir.

Perez ve ark. (1998) yaptiklar: bir ¢alismada, Seneico graveolens bitkisinden
elde edilen esansiyel yagin mayalar Gzerine antimikrobiyel etkisini incelemisler ve
MIK degerini Micrococcus luteus ATCC 9341, S aureus ve C. albicans mayalari
icin sirast ile 8.73, 10.91 ve 2.13x10? mg/mL olarak belirlemislerdir.

Degisik Abies tirlerinden izole edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyel
aktivitelerinin, disk difiizyon metodu kullanmilarak 10 bakteri (E. coli, B. megaterium,
B. cereus, B. subtilis, B. brevis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Klebsiella (K.) pneumoniae, Enterobacter aerogenes ve Staphylocccus aureus) ve 2
maya ( S. cerevisiae ve C. albicans ) tirine kars: test edildigi bir calismada, elde
edilen sonuclara gore, test edilen esansiyel yaglar antimikrobiyel aktivitelerinin
glcleri bakimindan 3 grup icinde siniflandiriimuslardir. ilk grup antimikrobiyel
aktiviteye sahip olmayan ve Abies pinsapo ve Abies concolar’dan elde edilen
esansiyel yaglardir. Abies alba ve Abies firma’dan elde edilen ikinci grup esansiyel
yaglar az miktarda etkili iken, Abies koreanna, Abies cilicia subsp. cilicia, Abies
cilicia subsp. isaurica , Abies nordmanniana subsp. nordmanniana ve Abies
nordmanniana subsp. bornmuielleriana’ dan elde edilen tgncl grup esansiyel yaglar
ise test edilen maya ve bakterilere karst en yiksek antimikrobiyel aktivite
gogermistir. Bu calismada kullamlan esansiyel yaglarin ¢ogunun E. coli'nin
gelismesi Uzerine ¢ok disuk etkiye sahip oldugu bulunmustur. Antimikrobiyel
aktivitelerinin belirlenmesi icin test edilen 9 Abies tiriinin esansiyel yaglart maya
turlerine karsi1 bakteri turlerinden daha etkili olmustur ve esansiyel yaglarin
antimikrobiyel aktivitesinin farkliligi1 bakteriyel tirlere ve esansiyel yagin kaynagina
baglanmistir ( Bagci ve Digrak, 1998).

Hammer ve ark. (1999) yaptiklar1 bir calismada, 20 bitkiye ait ucucu yag
mikrodilisyon sivi besiyeri yontemi kullanarak test etmis, 16 ugucu yagin %2’ lik

(v/v) konsantrasyonunda, kullandiklari tim test mikroorganizmalarinin gelisimini
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inhibe ettigini diger 4 ugucu yagin ise MIK degerlerinin %8 (v/v) degerinden biyuk
oldugunu ortaya koymuslardr.

El-Sakhawy ve ark. ( 1998), Misir’ da yetistirilen Murraya exotica L.’ nin taze
cigek, yaprak ve meyvelerinden elde edilen esansiyel yagin, C. albicans ‘a karsi
antifungal; Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus ve Sarchina
lutea’ ya karsi ise antimikrobiyel etkili oldugunu gézlemlemislerdir.

Samy ve ark. (1998) yaptiklar1 calismada, Hindistan’'dan secilen 18 farkl:
familyanin tyesi olan 34 bitki tard kullanmiglar ve E. coli, Klebsialla aerogenes,
Proteus wulgaris ve Pseudomonas aerogenes bakterilerine karsi antibakteriyel
aktiviteyi disk diftizyon metodu kullanarak degerlendirmislerdir. Cassia fistula,
Terminalia arjuna ve Vitex negundo bitkileri test bakterilerine karst 6nemli
antibakteriyel aktivite gbstermislerdir.

Mazzanti ve ark. (1998), Hyssopus officinalis L. var decumbens ( Lamiaceae)
bitkisinde tespit ettikleri linalol (%51.7), 1,8-cineole (%12.3) ve limonen (%5.1)
esansiyel yaglarimn antimikrobiyel etkisini incelemislerdir. Disk diflizyon testleri
Gram-pozitif ( Staphylocococus aureus ve Enterococcus spp. ) ve Gram-negatif
(K.oxytoca, E. coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas spp. ve Salmonella spp.’nin iki
cinsi ) bakteriler kullanilarak yapilmistir. 1,8 Cineole Pseudomonas aeruginosa
514'e karst inaktif oldugu, buna karsilik diger mikroorganizmalarin gelisimini
inhibe ettigini gézlemlemislerdir. Maksimum inhibisyon Saphylocococus aureus
484'e karst belirlenmistir ( inhibisyon >25mm). Saf limonenin bitin Gram(-)
bakteriler ve Enterococcus faecalis 413'e  karsi inaktif oldugu fakat
Staphylocococus aureus 484’ e ve C. albicans 308’ e kars1 aktif oldugu belirlenmistir
(‘inhibisyon >25mm). C. albicans 615 ise en fazla direnci gostermistir ( inhibisyon
zonu 2 mm). Linalol’iin en aktif bilesik oldugu kamtlanmstir. Staphylocococus
aureus 484 ve E. coli 910 gelisimini tamamen inhibe etmistir ( inhibisyon >25mm).
Diger organizmalar1 daha disik derecelerde inhibe etmistir (inhibisyon zonu 4-11
arasinda).

Perez ve ark. (1998), Seneico graveolens (compositae) bitkisinin
yapraklarindan elde edilen esansiyel yagda 14 bilesigi ( 8 hidrokarbon, 3 akol, 2
keton, 1 aldehit ) GLC-MS ile saptamuslardir. Esansiyel yagin antimikrobiyel etkisini
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agar kuyu difizyon metodu kullanarak belirlemislerdir. Oxacilline hassas
Micrococcus luteus ATCC 9341 ve oxaciline direngli Staphylococcus aureus da
antibakteriyel etkiyi; C. albicans da ise antifungal etkiyi gozlemlemislerdir. MiK
degerini; Micrococcus luteus, oxacilline hassas Saphylococcus aureus, C. albicans
icin srrasiyla 8.73, 10.91, 2.13.10? mg/mL olarak bulduklarin;; MBC'nin ise 87.3
mg/mL’ nin yukarisinda oldugunu belirtmiglerdir. Bu esansiyel yagin Micrococcus
luteusa kars1 antimikrobiyel etki gosterdigini bildirmislerdir. Micrococcus luteus
yuksek konsantrasyonlarda inhibe olurken, C. albicans dusik konsantrasyonlarda
inhibe olmustur. Antimikrobiyel etkiyi bilinen iki antibiyotikle, amoxycillin ve
miconazole, karsilastirdiklarinda  bu  sonuglarla uyumlu  olduklarin:
gozlemlemislerdir.

Kekik esansiyel yaginin (%3) bilinen kompozisyonu ile birlikte koruyucu
Ozelligi farmasotik yada kozmetik kullanim icin iki formilasyonda arastirilmistir.
Istenilen koruma etkisi kriteri bakteri suslarina, mayalara kars: formilasyonun
birinde saglanmistir. Fakat, bu calismada kif suslarina karsi etki saglanmamistir
(Manou ve ark. ,1998).

Pelargonium (Geraniaceae) cinsleri ve kulturlerinin kokulu yapraklarindan,
buhar distilasyonu ile ekstraksiyonun vyapildigi bir calismada, ekstraktlarin
antibakteriyel etkileri , Saphylococcus aureus, Proteus vulgaris, B. cereus ve
Staphylococcus epidermise’ e karsi in vitro olarak incelenmistir. Sonuclar 6nemli
antibakteriyel aktivite gostermistir ve Pelargonium esansiyel yaglariin yeni
antibakteriyel ajan olarak kullamlabilecegi 6ne strdlmustir. Sonuglar Pelargonium
esansiyel yaglarinin ve ¢oziict ekstraktlarimin gida ve kozmetikte yeni antimikrobiyel
gjan olarak kullanilabicegini gostermistir. En gucli antibakteriyel etki; citral,
citronellal, citronellic acid, geraniol, linalool ve a-pinene esansiyel yaglarinda
gbzlemlenmistir ( Lis-Balchin ve ark., 1998).

Saxena ve Sharma (1999a), Lantana aculeata yapraklarinin esansiyel yaginin
antimikrobiyel aktivitesini disk difizyon yontemi kullanarak incelemisler ve S
pullularum, E. coli, Klebsialla (K.) pnemoniae ve Vibrio (V.) cholera’ya karsi etkili
oldugunu, 1/20 seyreltmelerde bile aktivite gosterdigini saptamiglardir. Esansiyel
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yagin ayrica Penicillum digitatum, Rhizophus stolonifer, Microspermum gypsum ve
Penicillum notatum’ a kars1 da 1/20 seyreltmelerde aktif oldugunu belirlemislerdir.

Saxena ve Sharma (1999b), Toddalia asiatica yapraklarimin esansiyel yaginin
antimikrobiyel aktivitesini disk difiizyon yontemi kullanarak arastirmislar ve S.
newport, E. coli, Klebsalla pnemoniae ve Pseudomonas aeuriginosa ve
Saphylococcus aureus'a karsi etkili oldugunu, 1/20 seyreltmelerde bile aktivite
gogerdigini saptamisglardir. Esansiyel yagin ayrica, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigatus, Rhizophus stolonifer ve  Microspermum gypsum'a karsi da 1/20
seyreltmelerde aktif oldugunu belirlemislerdir.

Koutsoumanis ve ark. (1999) calismalarinda, bir Yunan aperatifi olan ev
yapimi balik yumurtas: salatasimi (taramasalad), S. Enteritidis ile asilamis ve degisik
konsantrasyonlarda mercan kdsk esansiyel yag: ekleyerek (% 0.0, 0.5, 1.0, 2.0 h/a)
farkl sicakliklarda (5, 10, 15, 20 °C) depolamslarchr. Uriinlerin pH’ st limon suyu ile
4.3-5.3'e ayarlanmistir. Cevresel faktorlerin her bir kombinasyonunda, patojenlerin
kinetik parametrelerini hesaplamak igin bakteri sayist zamanin bir fonksiyonu olarak
modellenmistir. Karsilastirma icin iki farkli model kullanilmistir. S. Enteritidis'in
indirgenmesi  bitin durumlarda incelenmis ve 6lum oranlar1 pH, depolama
sicakliklar: ve esansiyel yag konsantrasyonlarina bagli bulunmustur.

Farkli cografik orjinli Propolis orneklerinin antibakteriyel, antiviral ve
antifungal aktivitelerinin incelendigi bir galigmada, bittun 6rneklerin kiflere ve Gram
(+) bakteri turlerine kars1 etkili oldugu ve cogunun antiviral aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir ( Kujumgiev ve ark., 1999). Kimyasal bilesenlerinin farkli olmasina
karsin bitin orneklerin aktiviteleri aym bulunmustur. 1liman bélge drneklerinde
flavanoidler ve fenolik asitlerin esterleri Propolisin belirtilen aktivitelerinden
sorumlu tutulurken, tropikal orneklerde bu bilesikler bulunmadigi halde, aym
aktiviteyi gostermislerdir.

Sokmen ve ark. (1999), Turkiye florasinda mevcut 35 bitkiden elde edilen
toplam 76 ekstrakti, 5 patojenik bakteri ve bir mayaya kars1 antimikrobiyel etkileri
icin in vitro olarak incelemislerdir. incelenen 8 baharat bitkisinden 16 rafine
edilmemis (ham) ekstrakt, test mikroorganizmalarindan en az bir ya da daha
fazlasina kars1 antimikrobiyel aktiviteye sahip bulunmustur.Nostro ve ark. (2000)
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tarafindan S aureus kullamlarak Helichrysum italicum, Hieracium pilosella,
Lonicera caprifolium, Nepeta cataria, Phytolacca dodecandra ve Plantago
lanceolata bitkilerinin gesitli organlarindan hazirlanan ekstreler biyootografi teknigi
ile denenmis ve Nepeta cataria, Helichrysum italicum, Phytolacca dodecandra
ekstraktlarinin ¢cok net gdzlenebilen zonlar olusturduklar: bildirilmistir.

Asekun ve ark. (1999), Hyptis suaveolens (Cordiuk) yapraklarimin esansiyel
yaglarint 5Smg/mL konsantrasyonda 2 Gram (+) ( Staphylococcus aureus ve B.
cereus ) ve 4 Gram (-) ( E.coli’nin 2 tirt ve Pseudomonas aeroginosa’ min 2 trd)
bakteri ve C. albicans ‘a kars: disk diftizyon yontemi kullanarak uygulamislar ve bu
esansiyel yaglarin Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 etkili ve 6zellikle C.
albicans ‘a kars1 cok etkili oldugunu belirlemiglerdir.

Sarimsak, Bakeri sarimsak, Cin pirasasi, Frenk sogani, taze sogan, sogan ve
arpactk sogam  ekstraktlarimin - antifungal  aktivitess ve minimal fungisidal
konsantrasyonu Aspergillus niger, Aspergillus flavus ve Aspergillus fumigatus ‘a
kars1 test edilmistir. Bu Allium bitkileri, sarimsagin en diusik MFK gostermesiyle
birlikte antifungal aktiviteye sahiptir. Taze sogan disinda, Allium bitkilerinin 3
Aspergillus cinsine karsi inhibitor etkileri inklbasyonun ve sicakligin artmasiyla
azalmistir (P<0.05). Ekstraktlarin asetik asit ile muamelesi bitin bitkilerin 3 mantara
kars1 inhibitor etkilerini arttirmistir (P>0.05) ve arastirilan 3 pH degerinde ( 2, 4, 6)
bu etkide onemli farkliliklar yoktur. Asetik asit (Ph 4'te) ve ekstraktlarin isil igslem
uygulamast bitin allium bitkilerinin 3 kif mantarina karsi, sedece sicaklikla
muameleye gore daha fazla inhibitor etki gostermistir (P<0.05). Ekstraklarin 0.2M ve
0.4M konsantrasyonlarinda NaCl ile muamelesi, bitkisel esansiyel yaglarin inhbitor
etkilerini etkilememistir. Asetik asit muamelesi Allium bitkileri kombinasyonunu
etkin bir antifungal etki gostermistir ( Yin, ve Tsao, 1999).

Rahman ve ark. (1999), Amomum subulatum, Cinnamomum verum,
Coriandrum sativum, Cuminum cyminum, Elettaria cardamonum, Myristica fragrans
(Mace) ve Myristica fragrans (Nutmeg) bitkilerinden su distilasyonu ile esansiyel
yaglart elde etmiglerdir. Bunlarin sirasiyla 1,8-cineole , cinnamaldehyde, linalool,
cuminaldehyde, 1,8-cineole, terpinen-4-ol icerdiklerini GC-MS tarafindan
belirlemislerdir. Cesitli patojenik mantarlara ( Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
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C. albicans, Fusarium oxysporum var. lycopersici, Microsporum canis,
Pseudallescheria baydii, Trichopyton mentagrophytes , Trichopyton Smi ) karsi
esansiyel yaglarin antifungal etkisini arastirmislar ve gelismeyi inhibe edici
etkilerinin oldugunu gozlemlemislerdir.

Artemisia afra, Pteronia incana ve Rosmarinus officinalis esansiyel
yaglarinin antimikrobiyel aktiviteleri 41 mikrobiyal tire kars: test edilmistir. Test
organizmalar1 besin bozulmasi ve/veya zehirlenmesi, insan veya bitki icin patojen
olma gibi 6zelliklerinin var olmasina gore secilmistir. Agar difiizyon deneyi nutrient
agar ve antibiyotik ortam kullamlarak yapilmistir. Test edilen yaglarin hepsinin bazi
antimikrobiyel aktiviteler sergiledigi, bununla birlikte, bu etki test edilen mikrobiyal
turlerin yam sira yaglarin tipine ve konsantrasyonuna da bagli oldugu gozlenmistir.
Artemisia afra ve Rosmarinus officinalis, Pteronia incana’dan daha yuksek
antimikrobiyel aktivite gostermislerdir. Bu yaglarin genis antimikrobiyel
aktivitelerinin yam sira gida ve kozmetik endistrisinde koruyucu olarak ta
kullanilabilecekleri bildirilmistir (Mangena ve Muyima, 1999).

Secilen 35 Turk endemik tibbi bitkisinden 76 ekstrenin elde edildigi bir
calismada, bu ekstreler Staphylococcus aureus, B. cereus, Branhamella catarrhalis,
E. coli, Clostridium perfringens ve C. albicans a kars1 agar diflizyon yontemiyle
denenmistir. 1 ile 11 mm arasinda inhibisyon ¢aplar1 6l¢ilmis ve en guclu aktivite
Perganum harmala ve Hypericum scabrum bitkilerinin ekstrelerinde gozlenmistir
(Sokmen ve ark., 1999).

Finlandiya da yetisen 7 bitkiden hazirlanan metanol ekstraktlarinin, secilen
Gram (+) ve Gram (-) bakteri, maya, kif ve bazi bitki patojeni mantarlara karsi
antimikrobiyel arastirmalart  yapilmistir  (Ojola ve ark., 2000). Ekstraktlara
hassasiyetleri  bakimindan  mikroorganizmalar arasinda o6nemli  farklhiliklar
gordlmistar. Petroselinum crispum (maydanoz) ve Ruta graveolens (sedefotu)
ekstraktlart en ylUksek toksisiteyi Rhizotonia solani’ye karst gostermistir.
Heterobasidium annosum’'un gelismesi engellenmis buna karsi, Phytophtara
(cactorum)’ nin gelismesi bitin ekstraktlar tarafindan desteklenmistir. 6 dogal
kumarin bilesiginin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri Fusarium culmocuma’ya
karsi engelleyici etkileri diginda zayif bulunmustur.
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Costa ve ark. (2000) vyaptiklari calismada, Eugenia dysenterica
yapraklarindan elde edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyel etkilerini incelemisler
ve yaglar1 C. albicansin 8 susu ve Cryptococcus neoformans in 35 susu Uzerinde
denemislerdir. Arastirmacilar bu yaglarin Cryptococcus neoformans Uzerinde gok
etkili oldugunu ve bu tire ait 22 susun 250 ug/mL esansiyel yag konsantrasyonunda
tamamen inhibe oldugunu gostermislerdir.

Deena ve Thoppil (2000), Lantana camara esansiyel yagimn antimikrobiyel
ve antifungal etkisini yedi bakteri ve sekiz mantarda incelemisler ve bunlardan gogu
bakteri ve mantarin gelisiminin inhibe edildigini goézlemlemisler, Pseudomonas
aeruginosa, Aspergillus niger, Fusarium solani ve C. albicans digerlerine gore daha
hassas oldugunu bildirmiglerdir.

Cox ve ark. (2000), Melaleuca alternifolia (gay agac:) yagimn antimikrobiyel
aktivitesinin genis spektrum sergiledigini bildirmislerdir. Gram (-) bakteri-E. coli,
Gram (+) bakteri-Staphyl ococccus aureus NCTC 8325 ve maya olarak da C. albicans
mikroorganizmalarint incelemiglerdir. Test organizmalarimin gelisimini; minimum
inhibe edici konsantrasyon (MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyon
(MBK)'ni; Oy tuketimlerini incelemislerdir. Bu esansiyel yagin sozii gecen bu
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ettigini ve hicre membran yapisini da
degistirdigini gozlemlemislerdir.

Vaijayanthimala ve ark. (2000), Rajah Muthiah Tip Fakiltesi ve
Hastanesi'nin vajinal mantar hastaligi bulunan hastalarindan izole ettikleri 30 C.
albicans tirt kullanarak, Guney Hindistan’a 6zgu 20 tip bitkisinin anticandidal
aktivitesini belirlemislerdir. Su ve ethanol ekstraktraklari hazirlamislar ve onlarin
MIK degerlerini ve minimum fungisidal konsantrasyonlarim (MFK) belirlemislerdir.
Uc bitkinin su ekstraktlar: anticandidal aktivite gostermemistir. Murrya koenigii
diger ekstraktlarda da anticandidal aktivite gostermemistir. Diger bitkiler ethanol
ekstraktlarinda daha gicli aktivite sergilemislerdir. Onlarin aktivite prensibi, bir
nonpolar ¢ozticlide daha fazla ¢oztinir olduklarint gbstermistir.

Y apilan bir ¢alismada Peucedanum cervaira (L.) bitkisinin koklerinden izole
edilen falcarindiol ve juglon maddeleri, Botrytis cinerea, Cladosporium herbaum ve
Fusarium avenaceum kuflerine karsi kagit disk diftizyon yontemi kullanilarak

14



2.ONCEKI CALISMALAR Filiz UCAN

denenmistir. 9 mm'lik kagit disklere 20 uL maddenin ¢ozeltisinden emdirilerek,
Uzerinde 104 cfu/mL spor solisyonu bulunan besiyerine yerlestirilmistir. Disklerin
cevresinde olusan inhibisyon zonlar: élcllmiis ve kagit diskteki madde miktart MiK
degeri olarak verilmistir. Aym zamanda mikrodiliisyon yontemi sivi besiyerinde
denenmis ve iki yontem sonuglarinin hemen hemen birbirine benzedigi bildirilmistir
(Hadacek ve Greger, 2000).

Mehrabian ve Mgjd (2000), tarafindan yapilan bir ¢alismada Rubia tinctorum,
Carthamus tinctorius ve Juglans regia bitkilerinin su, metanol ve kloroformlu
ekstraktlarinin, havayla tasinan bazi bakteri ve funguslara karsi antimikrobiyel
etkileri agar diflizyon yoluyla arastirilmustir. Saboraud Dextrose Agar plaklart
Uzerinde 6.4 mm capinda cukurcuklar acilarak iclerine 200'er ul ekstrakt
konulmustur. Calisma sonucunda, 6zellikle Carthamus tinctorius bitkisinin sulu
ekstresinin tim mikroorganizmalara karst (B. subtilis, B. cereus, Fusarium solani,
Alternaria alternata) etki gosterdigi ve 25-40 mm arasinda degisen inbisyon zonlar1
olusturdugu bildirilmistir. Diger bitki ekstrelerinin de orta derecede antimikrobiyel
etkiye sahip olduklar1 kaydedilmistir.

Basim ve ark. (2000), Thymbra spicata L. var. spicata bitkisinin ugucu
yagini, ekonomik bakimdan onemli bitki patojenleri olan Erwinia amylovora,
Erwinia caratovora pv. caratovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pseudomonas syringae pv. syringae, Agrobacterium tumefaciens ve Xanthomonas
axonopodis pv. Vesicatoria bakterilerine karsi test etmisler ve sirasiyla 59, 569, 91,
684, 98 ve 41 mg/mL’lik konsantrasyonlart minimum bakterisidal konsantrasyonlar
olarak bildirmislerdir.Habsah ve ark. (2000), Alpinia, Costus ve Zingiber cinslerinin,
Zingiberaceae turune ait 13 bitkinin dichloromethane ve methanol ekstraktlarinin
antimikrobiyel ve antioksidant aktivitelerini incelemislerdir. Ekstraktlarin gogu
antimikrobiyel aktivite gostermistir. Costus discolar methanol ekstrakti sadece
antibacterial aktivite gostermistir ve Aspergillus ochraceous'a karsi antifungal
aktivite gostermistir. Ekstraktlarin hepsi, glicli antioksidant aktivite gbstermistir.

Iki Pelargonium tir, Pelargonium exstipulatum (Cav.) L’Herit. ve
Pelargonium odorratissmum (L.) L'Herit (Geraniaceae) ve bir hibrit P.x fragrans
yapraklarindan bubhar distilasyonu yoluyla elde edilen esansiyel yaglarin kimyasal
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bilesenlerinin GC ve GC-MS ile belirlendigi ¢alismada metil eugenol, Pelargonium
odorassitimum ve Pelargonium x fragrans'da yiksek bulunmustur. Fenchone ve
limonen, U¢ bitkide de aynidir. Thujene ve a-pinene, Pelargonium exstipulatum ve
Pelargonium odorassitimum’'da  yiksektir. Staphylococcus aureus, Saphylococcus
epidermidis, Proteus wulgaris ve B. cereusa karst mikrobiyal aktiviteleri
Pelargonium odorassitimum ve Pelargonium x fragrans icin benzerdir. Sonuglar, bu
esansiyal yaglarin antimikrobiyel ajan olarak gida koruyucularda kullanilabilecegi
yonundedir (Lis-Balchin ve Roth, 2000 ).

Haznedaroglu ve ark. (2001), 1,8-cineol (%17), B-caryophllene (%11),
cyclofenchene (%10) ve 4-cadinene (%6) bilesiklerinden olusan Salvia tomentosa
esansiyel yaginin antimikrobiyel etkisini incelemisler ve bu esansiyel yagin
Pseudomonas aeruginosa bakterisi disinda test edilen bitiin gram pozitif ve gram
negatif bakterilerinin gelisimini inhibe ettigini bildirmislerdir.

Turkiye'de yapilan bir calismada da farkli tlkelere ait Mentha piperita L.
(nane) ugucu yaglar: C. albicans a kars1 biyootografi yontemi kullanilarak denenmis
ve inhibisyon zonlar1 gozlenmistir. Bu zonlar1 olusturan maddeler izole edilmis ve
GC/MS andlizi ile tayin edilmistir. Sonug olarak nane ugucu yaginin C.albicans a
karst gostermis oldugu antimikrobiyel etkinin mentolden ileri geldigi bildirilmistir
(Iscan ve ark., 2001).

Demirci ve ark. (2001), Pistacia eurycarpa esansiyel yagimn antimikrobial
etkisini incelemislerdir ve bu yagin E. coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aeroginosa, Proteusvulgaris, Salmonnella typhimurium,
C. albicans in gelisimini inhibe ettigini gbzlemlemislerdir.

Larhsini ve ark. (2001), Fasa 6zgu bazi tibbi bitkilerin antibakteriyel etkilerini
incelemiglerdir. Calotropis procera’'nin yaprak ve ciceklerinden elde edilen
ekstraktlar E. coli, K. pneumoniaeve S typhi’ ekarsi sirastyla 12.2; 10.5; 12.3 mm
inhibisyon zonu olusturarak antibakteriyel etkisinin oldugu go6zlemlenmistir.
E.caryophyllata (karanfil) ekstraktimin  da  antibakteriyel  etkili  oldugu
gbzlemlenmistir. Bu antibakteriyel etki, gentamycin ve tetracylin antibiyotikleri

kullanilarak karsilastirilmis ve benzer sonuclar alinmstir.
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Nogtro ve ark. (2001), Helichrysum italicum ekstraktlarimin  Staphylococcus
aureus (ATCC 6538P, MRSA ve MSSA)'un gelismesi ve enzimatik aktivitesi
Uzerine etkisini incelemiglerdir. Sonuglar; hem Helichrysum italicum ekstraktinin
Staphylococcus aureus tdrlerinin gelismesi hem de koagilaz, DNAse, lipaz,
termonUkleaz gibi bazi enzimlerin aktivitesi Gizerine inhibitor etkiye sahip oldugunu
gostermistir. MiK degerlerinin 250-500 ppm arasinda oldugu bildirilmistir.

Karaman ve ark. (2001), Turkiye igin endemik bir bitki olan Thymus
revolutus in esansiyel yagimn kimyasal bilesimini GC/MS ile belirlemisler ve 22
bilesikten olustugunu ve carvacrolun bu yagin bilesimimdeki en etkili bilesik
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, esansiyel yag: 11 bakteri ve 4 mantara kars: farkl
konsantrasyonlarda test etmisler, sonugta bu yagin énemli miktarda antibakteriyel ve
antifungal etki sergiledigini gozlemlemislerdir.

Cannabis sativa’ min bes farkli gesidinin esansiyel yaglar1 baslica a-pinene,
myrcene, trans-p-ocimene, a-terpinolene, trans-caryophyllene ve a-humulene
bilesiklerini icermektedir. a-terpinolene igerigine gore cesitleri iki ayr1 grupta
toplamak mimkindur: Bat1  Avrupa grubu cesitleri yaklasik %8 ve Fransa grubu
cesitleri %16 civarinda a-terpinolene icerirler. Cannobis sativa esansiyel yaginin
antimikrobiyel aktivitesi az olarak kabul edilebilir. Yine de kaltir farkliliklar
gorilebilir. A-9-tetrahydrocannabiol (THC) higbir esansiyel yagda belirlenememistir
ve diger cannabiol miktarlari bakimindan da ¢ok fakirdir. Esansiyel yaglarin
antimikrobiyel aktivitesi igin 21 test susu kullamlmustir. Antimikrobiyel aktivite
sadece SMissMix , Felina 34, Fedrina 74, Kompolti, Secuemi kiltlr organizmalart
Uzerinde gozlemlenmistir (Novak ve ark. , 2001).

Quiroga ve ark. (2001), 10 Arjantin bitkisinin etanol ekstraktlarimn antifungal
etkisini incelemislerdir. Antifungal degerlendirmeyi disk difizyon metodu, kuyu
difiizyon metodu, broth diltisyon testleri kullanarak yapmislardir. Larrea divaricata,
Zuccagnia punctata ve Larrea cuneifolia ekstraktlar: test mantarlarimin ¢oguna karsi
olaganustl aktivite gostermistir. Ayrica, Prosopanche americana ekstarkti da maya
gelisimini inhibe etmistir. Phytolacca dioica ve Zinnia peruviana ekstraktlart Gr(+)
ve Gr(-) mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel aktivite gostermistir. Larrea
divaricata ve Larrea cuneifolia, Rhodotorula spp.’nin gelisimini ¢ok yiksek oranda

17



2.ONCEKI CALISMALAR Filiz UCAN

inhibe etmistir. S. carlsbergensis ve Rhodotorula spp. kars1 Larrea cuneifolia’ nin
MiK degeri, 100-130 pg/ mL olarak belirtilmistir.

Singh ve ark. (2002), Anethum graveolens, Carum capticum, Coriandrum
sativum, Cuminum cyminum, Foeniculum wvulgare, Pimpinella anisum ve Sesdli
indicum olmak Uzere yedi bitkinin tohumlarindan elde edilen esansiyel yaglarin 8
patojenik bakteriye karsi antibakteriyel etkisini incelemisler ve Carum capticum
esansiyel yaginin bitin test bakterilerine kars: etkili oldugunu gdzlemlemislerdir.
Cuminum cyminum ve Anethum graveolens esansiyel yaglarindan da  benzer
sonuglar alinmigtir.  Bu yaglarin ¢ok dusik bir konsantrasyonda standart
antibiyotiklerle  karsilastirildiklarinda esit  veya daha etkili  olduklarim
gozlemlemislerdir.

Oumzil ve ark. (2002), Mentha suaveolens bitkisinin esansiyel yaglarinin
antibakteriyel ve antifungal etkisini incelemislerdir. Esansiyel yaglarin inhibisyon
etkilerinin kimyasal bilesimlerine bagli oldugunu belirtmislerdir. Mentha suaveolens
bitkisinin  6nemli esansiyel yaglarimi pulegone, PEO (polietilenoksit), PO
(propilenoksit), limonen, carvone ve menthone olarak belirlemiglerdir. Pulegone
esansiyel yaginin, test edilen bitin Gram (+) ve Gram(-) bakterilerine kars1 guclu
inhibe edici etkisinin oldugunu gézlemlemisler; Chloramphenicol ve Streptomycin
antibiyotikleriyle karsilastirarak kontrollerini yapmuslardir. Test edilen mayalara
kars1 inhibisyon etki Pulegone> PEO> PO olarak belirlenmistir. Limonene, carvone
ve menthone esansiyel yaglari Pulegone esansiyel yag: ile karsilastirilmistir ve
sonuclar pulegone esansiyel yagimin digerlerine gére daha guiclti inhibisyon etkisine
sahip oldugunu gostermistir.

Schwob ve ark. (2002), Hypericum coris bitkisinden buhar distilasyonu ile
elde ettikleri esansiyel yagin antimikrobiyel aktivitesini ve bilesimini incelemislerdir.
Bes mikroorganizma kullandiklar: bu ¢alismada maksimum aktiviteyi S cerevisiae
gogtermistir. Antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesi icin sivi diftizyon metodu
kullamislardir. Esansiyel yagda yalmz terpenoidler bulundugunu ve alkanlara
rastlamadiklarint  belirtmiglerdir. Bu esansiyel yagin biydk bir kismint  o-

curcumenenin (%40) olusturdugunu gozlemlemislerdir.
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Juteau ve ark. (2002), Artemisia annuna esansiyel yaginin antimikrobiyel
etkisini incelemisler ve Gram-pozitif bir bakteri olan Enterococcus hirae ve her iki
tes mantarim (C. albicans ve S cerevisae) inhibe ettigini gozlemlemislerdir.
Esansiyel yagin camphor, germacrene D (1-methyl-5-methylene-8-(1-methylethyl)-
1,6-cyclodecadieng(, trans-pinocarveol, B-selinene, B-caryophyllene ve artemisia
ketone bilesiklerinden olustugu saptanmustir. Antioksidant aktivite, referans bilesigin
(o-tocopherol) %18'ine esit oldugunu belirtmislerdir. Zayif antioksidant etkisine
ragmen, aromaterapide kullanim icin iyi bir potansiyele sahip oldugunu
belirtmiglerdir.

Kalemba ve ark. (2002), ana bilesenleri 1,8-cineole ve selin-11-en-4a-ol ve
monoterpen alkol fraksiyonlari olan Artemisia asiatica Nakai esansiyel yaginin
antifungal ve antibakteriyel aktivitesini B.subtilis, Staphylococcus aureusi, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa C.albicans, Rhodotorula rubra ve Aspergillus fumigatus ‘ a
kars1 incelemislerdir. Bu esansiyel yag, bakteri ve mayalara karsi iyi bir inhibitor
aktivite sergilemistir. Monoterpen alkol fraksiyonlar: da en yiksek antibakteriyel
aktiviteyi gostermistir.

Pimpinella tirupatientsis (Apiaceae) bitkisinin tiber kdklerinden elde edilen
esansiyel yagin antimikrobiyel aktivitesi, 8 bakteri ve 3 fungal patojene kars: test
edilmistir. Onemli bilesenler; alkoloidler, flavonesler (flavonoidlerin bir sinify),
flavonoller, terpenler ve ugucu yaglardir. Aktif ekstraktlarin MiK degerlerini 6
bakteri ve 2 mayada arastirmiglardir. Hexane ve etil asetat fraksiyonlarimin
antimikrobiyel aktivitesi genis bir spektrum sergilemis ve farkl fitokimyasallar icin
analiz edilmistir. Sonuclar standart antibiyotiklerle karsilastirilmistir.  Bitkisel
esansiyel yaglar standart antibiyotiklerle benzer aktivite gostermistir. Ampicillin Gr
(+)leri; tetracycline Gr(-)’leri; Vancomycine fungal tdrleri inhibe etmistir (K.
pneumoniae ve Proteus vulgaris harig). Ekstraktlarin MIK degerleri, etil asetat
ekstraklart ile karsilastirildiklarinda hexane ekstraklarinin test edilen organizmalarin
coguna kars1 etkili olduklarint gostermistir. Ekstraktlarin ikiside Pseudomonas
aeruginosa’ ya maksimum inhibitor etki gostermistir ( Bakshu ve ark., 2002).

Alippi ve ak. (2002), Kekik otu (Saturga hortensis), Melez lavanta
(Lavandula hybrids), 6kaliptus (Globulus ), Limon otu (Cymbopogon citratus ), nane
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(Mentha x piperita), oregano (Origanum wvulgare ), Biberiye (Rosmarinus
officinalis) ve kekik (Thymus wulgaris) esansiyel yaglarinin antimikrobiyel
aktivitelerini Paenibacillus larvae ‘ye karsi test etmislerdir. Test edilen esansiyel
yaglarin hepsi, Paenibacillus larvae ye kars1 antibakteriyel aktivite gbstermistir.
Limon otu esansiyel yaginin MIK degerleri 50-100pl/I arasinda iken, kekik esansiyel
yaginin MIK degerleri 100-150pl/l arasinda degismistir. Biberiye icin MIK degeri
700 pl/I dir. Okaliptus icin MIK degerinin 700 pl/I'den daha fazla oldugu
gozlemlenmistir.K ekik otu ve kekik esansiyel yaglarimin MiK degerlerinin 250-450
pl/l arasinda degistigi bildirilmistir.

Stange ve ark.(2002)'min, Penicillium tirleri Gzerinde farkli Citrus kabuk
ekstraktlarinin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, 7 farkli Citrus kabugundan %80’ lik
etanolle elde edilen ekstraktlarin Penicillium tirleri Uzerindeki etkisi incelemislerdir.
Sonug olarak, bu ekstraktlarin; Penicillium tirlerinden bazilarint (Penicillium
expansum, Penicillium italicum, Penicillium digitatum) tesvik edici etkisinin oldugu,
ancak bunun yiiksek seyreltmelerde etkisinin azaldig bildirilmistir. Bu kiflere karsi
en fazla etkili olan maddelerin ise seskuiterpen ve monoterpen (limonen disinda)
oldugu ifade edilmistir. Bunun disinda; Penicillium expansum Uzerinde daha az
calisma yapildigi bunun nedeninin ise bu kifun 21 tir bitkide hastaliga yol agmasina
ragmen Citrus meyvelerinde hastaliga neden olmamasi olarak belirtilmistir.

Baydar ve ark. (2003), Turkiye de ticari 6neme sahip Origanum, Thymbra ve
Saturgja cinsi bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin antibakteriyel etkileri ilgili
yaptiklart calismada % 0.01 (h/h) esansiyel yag konsantrasyonlarinin incelenen
bakteri turlerinin timundn gelisimini inhibe ettigini belirtmiglerdir

Prashar ve ark. (2003), S cerevisae Uzerine palmarosa esansiyel yaginin
(Cymbopogon martini) etkisini incelemisler ve % 0.1 gibi disik konsantasyonlarin
S cerevisiae hiicrelerinin gelisimini tamamen inhibe ettigini bulmuslardir.

Navarro-Garcia ve ark. (2003), Meksika ya 6zgu geleneksel 9 hitkiden elde
edilen 18 bitki ekstraktimin antifungal aktivitesini iki dermotophyte mantar tird (
Trichophyton mentagrophytes ve Trichophyton rubrum ), bir dermoyophte olmayan
mantar tirt ( Aspergillus niger) ve bir mayaya ( C. albicans) kars1 denemislerdir. En
guclu etkiyi, Lysiloma acapulcensis ve Annona cherimolia methanol ekstraktlarinin
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yan sira, Eupatorium aschenbornianum ve Sedum oxypetalum hexane ekstraklarinin
gosterdigi bildirilmistir.

Ngono-Ngane ve ark. (2003), Piper guineense tohumlarinin etanol
ekstaktlarimn  antifungal aktivitesini filamentli maya ve mantarlar kullanarak
incelemiglerdir. Bu  mikroorganizmalarda 6nemli  bir  antifungal  etki
gbzlemlenmemis, sadece C. albicans' in tiim konsantrasyonlara kars: direncli oldugu,
Aspergillus flavus ve Crytococcus neoformans'in denenen 3 konsantrasyondan
ikisine kars1 direncli oldugu gozlemlenmistir. Diger organizmalar hassas kabul
edilmistir.

Ngassouma ve ark. (2003), Ocimum gratissmum bitkisinin taze
yapraklarindan elde edilen esansiyel yaglarin ve Zanthoxylum xanthoxyloides
bitkisinin kuru meyvelerinden elde edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyel
aktivitesini arastirmuglardir. Bu yaglarin yogun inhibisyon zonlari gosterdigini
gbzlemlemisglerdir. Ocimum gratissmum esansiyel yaginin olusturdugu inhibisyon
zonu, Zanthoxylum xanthoxyloides esansiyel yagimin olusturdugu inhibisyon
zonundan daha biylk oldugu gozlemlenmistir. B. cereus ve Enterococcus faecalis
bakterilerinin en yiksek hassasiyet goserdigini, buna karsin B. subtilis'in bu yaga
kars1 hassas olmadiginm bildirilmislerdir.

Yildirim ve ark. (2003), eter ve etanol ekstraktlarinin, Gr (+) bakteriler olan,
Saphylococcus aureus ATCC 25923 ve B. subtilis ATCC 6633'e karsi
antimikrobiyel aktivite gosterdigini buna karsin su ekstraktimn gostermedigini
bildirmiglerdir. Baz1 fenolik bilesikler, ©zellikle polar olmayanlardan, daha iyi
antimikrobiyel aktivite gostermistir. Etanol ve su ekstraktlari yiksek miktarda
fenolik bilesikler icermesine ragmen, Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve B.
subtilis ATCC 6633'e karsi yalmz etanol ekstrakti antimikrobiyel aktivite
gosermistir. Kiglk miktarlarda fenolik bilesik iceren eter ekstrakti bu her iki
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyel etki gostermistir.

Sahin ve ark. (2004), Turkiyenin Dogu Anadolu Bolgesi'nde yetisen
Origanum wulgare ssp. vulgare'den elde edilen esansiyel yaglarin biyolojik
aktiviteleri ile ilgili yaptiklar: bir calismada, bu yagin 10 bakteri, 15 kif ve maya
cinsleri Gzerinde guicli antimikrobiyel etkisinin oldugunu bu etkisi yamnda giclu
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antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve bu nedenle gida Urtnlerinde koruyucu
olarak kullanmlabilecegini bildirmiglerdir.

Belletti ve ark. (2004), 9 farkli Citrus esansiyel yaglarimin S cerevisae
Uzerine antimikrobiyel etkisini incelemislerdir ve Citrus esansiyel yaglarinin
mayalarin gelisimini tamamen inhibe ettiklerini gdzlemlemislerdir. Bu etkinin ayni
konsantrasyonlarda sivi ortamda kat1 ortama gore daha disik oldugunu da
belirlemiglerdir.

Anthemis xylopoda bitkisinin yaprak ve cigeklerinden izole edilen esansiyel
yaglarin kimyasal kompozisyonunu ve antimikrobiyel etkisinin incelendigi bir
arastrmada, her iki yagin antimikrobiyel aktivitesi 13 mikroorganizmaya Kkarsi
incelenmistir. Sonuclar, her iki yagin 6nemli antimikrobiyel etkiye sahip oldugunu
gostermistir (Uzel ve ark., 2004).

Rasooli ve ark. (2004), Aspergilus niger’de Thymus eriocalyx ve Thymus x-
porlock’ dan ekstrakte edilen esansiyel yaglarin antifungal etkilerini incalemisler ve
bu mikroorganizmada gelismenin inhibisyonu sonucu meydana gelen morfolojik
degisiklikleri elektron mikroskopuyla gorinttlemislerdir. MIK degerleri, minimum
fungisidal konsantrasyonu ve bu yaglarin fungisidal kinetiklerini belirlemislerdir. ilk
deneyler disk difiizyon yontemi ve broth dilisyon metodlari olmus; Thymus
eriocalyx ve Thymus x-porlock esansiyel yaglari Aspergilus niger icin sirastyla 90
mm ve 13 mm inhibisyon zonu vermis, fungisidal konsantrasyonlar ise 250-500 ppm
arasinda degismistir. MIK seviyeleri goz oniine alinarak esansiyel yagla muamele
edilen Aspergilus niger’in hiicre duvari, hiicre membram ve organellerinde meydana
gelen zararlar transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile gosterilmistir.

Scutellaria barbata bitkisi esansiyel yagimin buhar distilasyonu ile elde
edildigi  bir arastirmada, esansiyel yagin temel bilesenleri  olarak
hexahydrofarnesylacetone (%11.0 ), 3,7,11,15-tetramethyl-2-hexadecen-1-ol (%7.8),
mentol ( %7.7 ) ve 1-octen-3-ol (%7.1) bulunmustur. Antimikrobiyel aktivite 17
mikroorganizmaya kars1 disk difiizyon ve broth mikroseyreltme metodu kullanilarak
degerlendirilmistir. Gr (+) bakteri, metisillin direncli Saphlococcus aureus, bu yaga
Gr(-) bakteri ve mayalardan daha hassastir. En hassas mikroorganizma 29 mm zon

capr ile Saphlococcus epidermitidis olmustur.  Staphlococcus aureus ve
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Staphlococcus heamolyticus 21-26mm ile gucla inhibisyon zonlar1 verirken, S.
paratyphi-A, Enterecoccus faecalis ve C. albicans ise 7-9 mm arasinda zayif
inhibisyon zonlar: vermistir. MIK sonuclarina gore, bu yag S. paratyphi-A disinda,
diger tum mikroorganizmalar1 inhibe etmistir. Sonug olarak, bu yagin guglu bir
bakterisidal etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir ( Yu ve ark., 2004).

Toroglu ve ark. (2005), aktarlarda ticari olarak satilan ve halk arasinda
ozellikle cay, baharat ve tibbi amagla tiketilen , Teucrium polium L.var. Thymbra
gpicata, Ocimum basilicum L., Foeniculum vulgare Miller’in esansiyel yaglarinin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri in-vitro olarak disk difizyon metoduna gore
Micrococcus luteus LA 2971, B. megaterium NRS, B. brevis FMC 3, Enterococcus
faecalis ATCC 15753, Pseudomonas pyocyaneus DC 127, Mycobacterium smegmatis
CCM 2067, E. coli DM, Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Yersinia enterocolitica
AU 19, Saphylococcus aureus Cowan 1, Streptococcus faecalis DC 74, bakterileri,
S cerevisae WET 136 ve Kluvyeromyces fragilis DC 98, mayalari, Uzerinde test
edilmistir. Ayrica bu bitki esansiyel yaglarinin  Gentamisin (10ug), Cephalothin (
30pg) ve Ceftriaxone (10ug) antibiyotikleriyle beraber kullamildiginda bu
antibiyotiklerin etkinliginde meydana gelen degismeler in vitro olarak arastirilmistir.
Calisma sonucunda bu bitki esansiyel yaglarinin adi gecen test mikroorganizmalari
Uzerine farkli degerde antibakteriyel veya antifungal aktiviteleri oldugu tespit
edilmistir. Ayrica denenen bu esansiyel yaglarinin tg farkli antibiyotik ile birlikte
kullanildhiginda in-vitro etkinin farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Maksimovic ve ark. (2005), Chenopodium botrys bitkisinden buhar
distilasyonu yolu ile elde ettikleri esansiyel yag1 secilmis mikroorganizma suslarina
kars1 incelemisler ve bu esansiyel yagin dnemli bakterisidal ve fungisidal aktivite
gogerdigini belirtmislerdir. Konsantrasyonlar goz 6nuine alindiginda, Chenopodium
botrys esansiyel yaginin secilen referans antibiyotiklerle karsilastirildiginda
antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdigini agiklamslardir.

Bisht ve ark. (2006), Hedychium spicatum (Zingiberaceace) bitkisinin
govdesinden elde edilen ekstraklarin antifungal ve antibakteriyel aktivitesini
incelemislerdir. Esansiyel yag, petrol eteri ve kloroform ekstraktlarimin, Gr(+) ve
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Gr(-) bakteri kilturlerine karsi inhibitor etkisi oldugu ve genis bir spektrum
goserdigi bulunmustur.

Rasooli ve ark. (2006), Listeria monocytogenes de kekik esansiyel yaginin
antimikrobiyel etkisini arastirmiglar ve bu etkiyi elektron mikroskobunda
gozlemlemislerdir. Elde edilen esansiyel yagin guclt antimikrobiyel etkisi oldugu
belirlenmistir. Gaz kromatografisi ile yapilan analizde Thymus eriocalyx ve Thymus
x-porlock’ da sirasiyla 18 ve 19 bilesik oldugu bulunmustur. Bu iki tirden elde edilen
esansiyel yaglarla muamele edilen Listeria monocytogenes'in sitoplazmasinin zarar
gordugl elektron mikroskobunda gézlemlenmistir. Ayrica, inhibisyon zonu Thymus
eriocalyx ve Thymus x-porlock da sirasiyla 27 ve 33 mm ; MIK ise 250 ppm olarak
belirlemiglerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Esansiyel Yag ve Diger M alzemeler

Calismada kullamlan DL-Limonen  Sigma-Aldrich  (Almanya)’ dan,
Fungizone 50 mg Bristol-Myers Squibb (Tawan)’dan, Tween 80 Merck
(Almanya)’den, Etanol Sigma-Aldrich (Almanya)’dan alinmistir. Arastirmada 1cm
capinda beyaz renkli Whatmann marka filtre kagitlar1 kullamlmstir.

3.1.2. Mikroorganizmalar

Denemelerde ticari ve izole 14 fakli maya susu kullanilmis ve kullanmilan
mayalar Cizelge 3.1'de verilmistir. Maya suslari Cukurova Universitesi Ziraat

Fakiiltesi Gida Muihendisligi Bolimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Hiiseyin ERTEN’ den
temin edilmistir.
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Cizelge 3.1. Arastirmada Kullamilan Mayalar

Ticari Aktif Kuru Mayalar Izole Mayalar
izole Edilen Mayalar Mayalarin izole
Edildigi Uztimler
S. cerevisiae (Zymoflore,) Kluvyeromyces Emir 98 7.gln
S.cerevisiae (Fermiblanc), (K.)thermotolerans,
S.cerevisiae (Fermirouge), K. apiculata, Emir 99 7.gun
S.cerevisiae (Maurivin), Candida (C.) datilla, Emir 99 1.glin
S.cerevisiae (Lalvin) C.pulcherima, Emir 99 2.glin
C. bolmii, Kalecik Karasi 98
1.9un
Rhodotorula (R.) glutinis, Kalecik Karasi 98
8.gun
Hanseniaspora (H.) uvarum
NCYC 25,
S.bayanus N387,
Pichia (P.) subpelliculuse
NCYC 436.

" Uziim cesitlerinin yaminda bulunan giinler ve yillar, mayalarin izole edildigi
fermantasyon guniint ve tzdmlerin elde edildigi yillar1 vermektedir.

3.1.3. Besiyerleri

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢cin uygulanan disk diflizyon
yonteminde Malt Extract Agar (Merck) ve MiK degerinin belirlenmesi icin ise Malt
Extract Broth (Merck) besiyerleri kullamilmistir. DL-Limonenin Saccharomyces
cerevisiae' nin etil alkol olusumuna etkisinin belirlenmesi gcalismalarinda ise Emir

Uzim sirasi kullanmlmugtir.
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3.2.METOT

3.2.1. Mikrobiyel Kulturlerin Cogaltiimas ve Saklanmas

Cukurova Universites Ziraat Fakiltess Gida Muhendisligi  Bolimii
Biyoteknoloji Laboratuvarinda Malt Extract Agar Uzerinde + 4 °C’'de saklanan stok
kilturleri ve ticari mayalar, 10 mL’lik Malt Extract Broth besiyerinde 25 °C’de 24-
36 saat’ lik inkiibasyonla gogaltilmislardr.

3.2.2. Tek Koloni Eldes

Ticari aktif kuru mayalar diliisyon sivisinda ¢oziindurildikten sonra 10% e
kadar seyreltme yapilmis ve bu 10 1ik seyreltmeden 0.1 mL alinarak yayma ekim
yapilmustir. Izole mayalar ise, bulunduklar: klttrdeki kolonilerden 6ze yardim ile
alinarak yayma ekim yapil mustir.

3.2.3. Esansiyel Yagin Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmes

Antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde “Disk difiizyon yontemi” ve
“Minimum inhibe edici konsantrasyon yontemi” kullanilmistir.

3.2.3.1. Disk Difuizyon Y 6ntemi

Bu yontemin esasi, esansiyel yag iceren ve inokilasyon ortamina temas eden
rezervuarin (filtre kagidh) etrafinda, inklibasyon sonrasinda olusan zon ¢apinin
Olglilmesine dayanmaktadir (Janseen ve ark., 1987). Calismada yayma ekim yontemi
ve Malt Extract Agar besiyeri kullamlmustir.

Ekilecek mikroorganizmalarin 6n kaltdrleri hazirlanmistir. Bu amagla, tek
koloni dislrme yontemi ile elde edilen mayalardan birer koloni alinarak, 5 mL Malt
Extract Broth ‘a stispansiyon yapilmistir. Mikroorganizma stispansiyonlar: 25 °C'de
48 saat sireyle inkibe edilmislerdir. Inkibasyon sonrasinda mikroorganizma
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slispansiyonlarindan 0.3 mL alinarak yayma ekim yapilmistir. Daha sonra 1 cm
capindaki diskler petri kutularina her bir petri icin 3 adet olacak sekilde yerlestirilmis
ve disklere saf haldeki (yogunluk: 0.842 g/mL) DL-Limonen cesitli
konsantrasyonlarda (10, 25, 50 ul) emdirilmistir. Aym petri kutusundaki zon
caplarinin  gakismalart durumunda deneme bir petri kutusunda tek bir disk
kullanilarak G paralelli tekrar edilmistir. Daha sonra, petriler 25°C’'de 72 saat
inktbasyona birakilmis ve inklibasyon sonrasinda disklerin gevresinde olusan ve
gelismenin olmadigi engelleme zonu Olgilerek cm cinsinden verilmistir (Samy ve
ark., 1998; Tabak ve ark., 1999, Yin ve Tsao, 1999, Dorantes ve ark., 2000, Novak
ve ark., 2001, Haznedaroglu ve ark., 2001, Yildirim ve ark., 2003).

3.2.2.2. Minimum Inhibe Edici K onsantrasyon Y 6ntemi

MIK degerleri, seri seyreltme yontemine gore 62.5-4000 ng/mL DL-Limonen
araligindaki konsantrasyonlarda belirlenmistir. Bu amacgla, DL-Limonen saf etil
alkolde ¢ozindurdldikten sonra (4 mL etanol: 1 mL DL-Limonen), gereken miktarda
alinip % 0.5 (h/h) Tween 80 iceren sivi besiyerine ilave edilmistir. Bu karisimdan 27
mL alinarak (zerine 10° hiicre/mL oramnda maya iceren 3 mL Kkiiltir sivisi
eklenmistir. Daha sonra erlenler 25°C’'de 48-72 saat inkiibasyona birakilmis ve
inkUbasyon sonrasinda Uremenin gorilmedigi konsantrasyon degeri MIK degeri
olarak saptanmustir (Johnston ve ark., 2001; Yu ve ark., 2004).

3.2.4. DL-Limonenin Etil Alkol Uretimine Etkisi

DL-Limonenin Saccharomyces cerevisiae'da etil alkol dretimine etkisinin
belirlenmesi icin besiyeri olarak Emir Uzim sirast kullamlmistir. Saccharomyces
cerevisiae maya tirtnin bulundugu kuiltirdeki kolonilerden 6ze yardimi ile 6rnekler
alinmig ve tek koloni disecek sekilde 2 defa malt ekstrakt agar besiyerlerine ekim
yapilmis ve 25°C’de 48 saat inkubatorde birakilmistir. Daha sonra elde edilen tek
koloniler malt ekstrakt broth sivi besiyerine asilanmis ve 140 rpm'de orbital
karstiricida 25°C’de 48 saat sureyle birakilmistir. Stre sonunda icerisinde 250’ ser
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mL UzUm swrast bulunan 500 mL’lik erlenlere malt ekstrakt broth besiyerinde
cogaltilan mayalardan 25'er mL asilanmistir. Daha sonra erlenlere sirastyla 500,
1000, 2000 pg/mL konsantrasyonlarda DL-Limonen ilave edilmistir. DL-Limonen
saf etil alkolde ¢ozildukten sonra (4 mL etanol: 1 mL esansiyel yag) her erlene %
0.5 (Wh) Tween 80 ilave edilerek karistirilmustir. Asilanma islemleri tamamlanan
ornekler, yine 140 rpm’de orbital karistiricida 25°C’de 1 hafta siireyle birakilmistir.
Fermentasyon boyunca orneklerde gunlik olarak canli maya sayimi ve brix

Olctimleri yapilmistir.

Thoma laminda canli maya sayimi: 4x10°x N x A x S
160
N: Canli say1si
A: Seyreltme (1:1)
S: Dilisyon seyreltme (2.5 g/L NaCl)

3.2.5. Fermantayon Urinlerinin Belirlenmesi
3.2.5.1. Etil Alkol Tayini

Etil alkol miktar1 Shimadzu GC-14B (Kyoto, Japonya) marka alev iyonlasma
dedektorlii gaz kromatografisi (GC) kullanilarak gergeklestirilmistir. Ornekler % 1'in
altinda etil alkol icerecek sekilde saf suyla seyreltildikten sonra i¢ standart ilave
edilerek gaz kromatografisine direkt enjekte edilmislerdir. Standart olarak % 1’lik
(Wh) mutlak etil alkol (% 99.9) ve i¢ standart olarak % 1'lik (hh) n-butanol
kullanilmistir (Erten ve Campbell, 2001). Etil alkol analizlerinde elde edilen 6rnek
kromatogram Sekil 3.1’ de verilmistir. GC kosullar1 asagidaki gibidir;
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Enjeksiyon: Split (1:70)

Dedektor: Alev Iyonlasma Dedektor(

Kolon: CP-WAX 57-CB (Chrompack, Hollanda) 60 m uzunluk, 0.25 mm i¢
¢ap ve 0.4 um film kalinliginda fused silika kapiler kolon

Enjeksiyon Sicakligi: 180 °C

Dedektor Sicakligi: 200 °C

Kolon Sicakligr: 70 °C izotermal

Tasiyic1 Gaz: Helyum (akis hizi 3 mL/dak.)

Diger Gazlar: Kuru hava (akis hiz1 350 mL/dak.) ve Hidrojen (akis hizi 35
mL/dak.)

Enjeksiyon Miktari: 1 pL

Maddelerin Alikonma Zamanlart:

Bilesen Alikonma Zaman: (dakika)
Etil Alkol 5.576
n-butanol (i¢ standart) 12.385
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3.2.5.2. Aroma Maddelerinin Tayini

Orneklerdeki izoamil asetat, etil asetat, 2-metil-1-butanol ve 3-metil-1-
butanol miktarlar: i¢ standart yontemiyle belirlenmistir (Erten ve Campbell, 2001).
Analizlerde Shimadzu GC-14B (Kyoto, Japonya) marka alev iyonlasma dedektorli
gaz kromatografisi (GC) kullanilmistir. Alikonma zamanlar standart maddelerin tek

tek GC'ye enjekte edilmesi ile belirlenmistir. 5 farkli konsantrasyondaki kalibrasyon

cozeltileri gaz kromotografisine 3 tekerrtrll enjekte edilmis ve elde edilen piklerin

alanlar1 temel alinarak her bir bilesik icin cevap faktori hesaplanmistir. Aroma

maddelerinin miktar1 cevap faktorleri kullamlarak hesaplanmistir (Anon., 2002).

Kalibrasyon grafiklerinin degerlendirilmesiyle elde edilen veriler Cizelge 3.2'de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Aroma Maddelerinin Kalibrasyon Verileri

Bilesikler Korelasyon Standart Dogrusal Kalibrasyon Denklemi
Sapma
Etil Asetat 0.9998 0.01239 y = 0.54682x
izoamil Asetat 0.9997 0.02343 y = 0.65432x
2-metil-1-butanol 0.9996 0.03227 y = 1.04388x
3-metil-1-butanol 0.9996 0.03165 y = 1.05023x

3.2.5.2.1. Cevap Faktorinin Hesaplanmas

Her bir aroma maddes icin cevap faktorl asagidaki formil yardimyla

hesaplanmistir (Anon., 2002).

RF=

Standardin Pik Alant

Bilesigin Pik Alam

X

Bilesigin Konsantrasyonu

I¢ Standardin Konsantrasyonu

3.2.5.2.2. Aroma M addéerinin Miktarlarinin Hesaplanmas

Orneklerdeki

aroma maddelerinin  konsantrasyonlar1 asagidaki  formiil

yardimiyla hesaplanmis, sonuglar mg/l cinsinden verilmistir (Kelly ve ark., 1999).

32




3. MATERYAL VE METOT Filiz UCAN

Ci=(Ail A4) X Cq¢ X RF

Ci . Bilesigin konsantrasyonu (mg/L)

Ai : Bilesigin pik alam

Ag : I¢ standardin pik alam

Cq : I¢ standardin konsantrasyonu (mg/L)

RF : Cevap faktoru.

Ic standart olarak 58.4 mg/L konsantrasyonunda 3-pentanol kullamlmustir.
Aroma maddelerinin analizlerinde elde edilen 6rnek kromatogram Sekil 3.2'de
verilmistir. GC kosullar1 asagidaki gibidir;

Enjeksiyon: Split (1:50)

Dedektor: Alev Iyonlasma Dedektori

Kolon: CP-WAX 57-CB (Chrompack, Hollanda) 60 m uzunluk, 0.25 mm i¢
¢ap ve 0.4 um film kalinliginda fused silika kapiler kolon

Enjeksiyon Sicakligi: 160 °C

Dedektor Sicakligr: 180 °C

Kolon Sicaklig:: 40 °C’de 4 dak. 1zotermal

40°C'den & 94 °C’ye 1.8 °C/dak. artis
94 °C’den & 180 °C’ye 30 °C/dak. artis
180 °C’ de 4 dak. izotermal

Tasiyic1 Gaz: Helyum (akis hizi 1.3 mL/dak.)

Diger Gazlar: Kuru hava (akis izi 350 mL/dak.) ve Hidrojen(akis hiz1 35
mL/dak.)

Enjeksiyon Miktari: 1 pL

Maddelerin Alikonma Zamanlart:

Bilesen Alikonma Zaman: (dakika)
Etil Asetat 9.174
[zoamil Asetat 22.028
3-pentanol (i¢ standart) 22.471
2-metil-1-butanol 29.807
3-metil-1-butanol 30.003
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Disk Diflizyon Yoéntemiyle DL-Limonenin Antifungal Etkisinin

Bdirlenmes

DL-Limonenin, bazi mayalara karsi antifungal etkisi disk difizyon
yontemiyle U¢ paralelli olarak test edilmistir. Denemelerde sarap Uretiminde
inokulum olarak kullanilan ticari ve Gida Muhendisligi Béluminde daha dnceden
sargp fermantasyonu sirasinda izole edilen 14 farkli maya susu kullamilmustir.
Sonuglar ortalama zon gaplar: olarak (mm) Cizelge 4.1'de verilmistir. Kontrol grubu
olarak Fungizone 50 pl/disk kullamlmustir.
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Cizelge 4.1. DL-Limonenin mayalar Uzerine antifungal etki zonlari ve
bunlarin Fungizone ile karsilastiriimasi.

Zon Caplart (mm)
MAYALAR 10 pl 25 ul 50 pl Kontrol
(50 i)
Fungizone

K.thermotolerans 13.0 15.0 18.6 16.0
K. apiculata 26.0 31.3 41.0 21.0
C.datilla 32.0 37.6 43.3 15.0
C.pulcherima 17.6 21.0 255 20.0
C.bolmii 27.5 30.0 39.3 25.0
R.glutinis 25.0 32.0 40.0 22.0
H.uvarum NCYC 25 23.0 33.3 39.0 19.0
S.bayanus N387 25.0 31.0 40.0 20.0
P. subpelliculuse NCYC 436 30.3 36.3 48.0 19.0
Zymoflore 25.0 33.0 43.3 23.0
Maurivin 30.0 35.6 46.3 17.0
Lalvin 29.3 34.6 42.3 20.0
Fermiblanc 23.0 31.0 35.6 18.0
Fermirouge 27.6 32.6 44.3 14.0

Cizelge 4.1'den de gorulebilecegi gibi, DL-Limonen’in disk diflizyon
yontemi uygulanmasiyla denenen biitiin mikroorganizmalarda zon caplari olusmus
ve bu yagin antifungal etkiye sahip oldugu gbzlemlenmistir. Ayrica, kontrol grubu
olarak kullamilan Fungizone antibiyotigine kiyasla daha biyik zonlarin olustugu
gozlemlenmistir. Bu esansiyel yagin kullanilan antibiyotikten daha etkili oldugu
sonucuna varilmstir. DL-Limonen esansiyel yag konsantrasyonu arttikga antifungal
etkinin arttig1 gézlemlenmistir.

Limonen esansiyel yag:1 10 pl/disk olarak uygulandiginda C. datilla susunda
inhibisyon zonu 32.0 mm olarak olculirken; 25 ul/disk bulunan petride inhibisyon
zonu 37.6 mm; 50 pl/disk bulunan petride ise inhibisyon zonu 43.3 mm olarak
Olcilmustir. Kontrol olarak kullamilan Fungizone’un 50 pl/disk olarak bulundugu
petri kutusunda ise inhibisyon zonu 15.0 mm olarak o6l¢llmistdr. Limonenin
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kullanilan antibiyotige kiyasla daha ¢ok etkili oldugu gbzlemlenmis, tekrarlanan
denemelerde de sonuglar ayni gikmustir.

K. thermotolerans susu, diger suslara gore daha az hassasiyet gostermistir.
DL-Limonen ‘in 10 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda inhibisyon zonu 13.0
mm olarak olctlirken; 25 ul/disk olarak bulundugu petri kutusunda inhibisyon zonu
15.0 mm ; 50 pl/disk bulunan petride 18.6 mm olarak dl¢tiimistir. Kontrol olarak
kullanilan Fungizone' un 50 ul/disk olarak bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon
zonu 1.60 mm olarak o6lcllmistir. Sadece bu maya susunda limonen- fungizone
inhibisyon zonlar1 birbirine yakin gikmistir.

C.bolmii susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu petride inhibisyon
zonu 27.5 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 30.0 mm ; 50 pl /disk
bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 39.3 mm olarak 6lcilmisttr. Kontrol
olarak kullamlan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda ise
inhibisyon zonu 25.0 mm olarak ol¢ulmuistar.

C.pulcherima susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu petride
inhibisyon zonu 17.6 mm ; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 21.0 mm; 50
pl/disk bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 25.5 mm olarak 6l¢ilmistir.
Kontrol olarak kullanilan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda
ise inhibisyon zonu 20.0 mm olarak dlgulmustir.

P. subpelliculuse NCYC 436 susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu
petride inhibisyon zonu 30.3 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 36.3
mm; 50 pl/disk bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 48.0 mm olarak
Olculmustir. Kontrol olarak kullamilan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu
petri kutusunda ise inhibisyon zonu 19.0 mm olarak 6l¢ulmuistur.

H.uvarum NCYC 25 susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu petride
inhibisyon zonu 23.0 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 33.3 mm; 50
pl/disk bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 39.0 mm olarak 6l¢ilmistir.
Kontrol olarak kullanilan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda
ise inhibisyon zonu 19.0 mm olarak dlgulmustir.

R. glutinis susunda limonenin 10 pl/disk  olarak bulundugu petride
inhibisyon zonu 25.0 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 32.0 mm; 50
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pl/disk bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 40.0 mm olarak 6l¢ilmistir.
Kontrol olarak kullanilan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda
ise inhibisyon zonu 22.0 mm olarak ol¢ulmustdr.

Sbayanus N387 susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu petride
inhibisyon zonu 25.0 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 31.0 mm; 50
pl/disk bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 40.0 mm olarak 6lgtlmistir.
Kontrol olarak kullanilan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda
ise inhibisyon zonu 20.0 mm olarak ol¢ulmustdr.

K. apiculata susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu petride
inhibisyon zonu 26.0 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 31.3 mm; 50
pl/disk bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 41.0 mm olarak 6l¢ilmistir.
Kontrol olarak kullanilan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda
ise inhibisyon zonu 21.0 mm olarak ol¢ulmuUstar.

Zymoflore susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu petride inhibisyon
zonu 25.0 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 33.0 mm; 50 pl/disk
bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 43.3 mm olarak 6lcilmistir. Kontrol
olarak kullamlan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda ise
inhibisyon zonu 23.0 mm olarak ol¢ulmuistar.

Maurivin susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu petride inhibisyon
zonu 30.0 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 35.6 mm; 50 ul/disk
bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 46.3 mm olarak 6lctlmisttr. Kontrol
olarak kullamlan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda ise
inhibisyon zonu 17.0 mm olarak 6l¢ulmuistar.

Lalvin susunda limonenin 10 pl/disk olarak bulundugu petride inhibisyon
zonu 29.3 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 34.6 mm; 50 pl/disk
bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 42.3 mm olarak 6lcilmisttr. Kontrol
olarak kullamlan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda ise
inhibisyon zonu 20.0 mm olarak 6l¢ulmuistar.

Fermiblanc susunda limonenin 10 pl/disk  olarak bulundugu petride
inhibisyon zonu 23.0 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 31.0 mm; 50
pl/disk bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 35.6 mm olarak 6l¢ilmistr.
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Kontrol olarak kullanilan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda
ise inhibisyon zonu 18.0 mm olarak dl¢ulmustdr.

Fermirouge susunda limonenin 10 pl/disk  olarak bulundugu petride
inhibisyon zonu 27.6 mm; 25 pl/disk bulunan petride inhibisyon zonu 32.6 mm; 50
pl/disk bulundugu petri kutusunda ise inhibisyon zonu 44.3 mm olarak 6l¢ilmistir.
Kontrol olarak kullanilan Fungizone'un 50 pl/disk olarak bulundugu petri kutusunda
ise inhibisyon zonu 14.0 mm olarak ol¢ulmustar.

Mazzanti ve ark. (1997), Hyssopus officinalis L. var decumbens (Lamiaceae)
bitkisinde tespit ettikleri linalol (%51.7), 1,8-cineole (%12.3) ve limonen (%5.1)
esansiyel yaglarimn antimikrobiyel etkisini incelemislerdir. Disk diflizyon testleri
Gram-pozitif (Staphylococcus aureus ve Enterococcus spp.) ve Gram-negatif
(Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas spp. ve
Salmonella spp.’nin iki cinsi ) bakteriler kullanilarak yapilmistir. 1,8 Cineole
Pseudomonas aeruginosa 514'e  karsi inaktif oldugu, buna karsilik diger
mikroorganizmalarin  gelisimini  inhibe ettigini  gozlemlemislerdir. Maksimum
inhibisyon Staphylocococus aureus 484’ e kars1 belirlenmistir ( inhibisyon >25mm).
Saf limonenin butin Gram(-) bakteriler ve Enterococcus faecalis 413'e karsi inaktif
oldugu fakat Staphylocococus aureus 484 e ve Candida albicans 308’e kars1  aktif
oldugu belirlenmistir (inhibisyon >25mm). Candida albicans 615 ise en fazla
direnci gostermistir (inhibisyon zonu 2 mm). Linalol’in en aktif bilesik oldugu
kanitlanmistir. Staphylocococus aureus 484 ve E.coli 910 gelisimini tamamen inhibe
etmistir ( inhibisyon >25mm). Diger organizmalar1 daha disik derecelerde inhibe
etmistir (inhibisyon zonu 4-11 arasinda).

Belletti ve ark. (2004), 9 farkli turuncgil esansiyel yagimin Saccharomyces
cerevisae Uzerine antimikrobiyel etkisini incelemislerdir ve turunggil esansiyel
yaglarinin mayalarin gelisimini tamamen inhibe ettiklerini goézlemlemislerdir. Bu
etkinin aym konsantrasyonlarda sivi ortamda kat1 ortama gore daha dusiik oldugunu
dabelirlemislerdir.

Prashar ve ark. (2003), Saccharomyces cerevisae Uzerine pamarosa
esansiyel yaginin (Cymbopogon martini) etkisini incelemisler ve % 0.1 gibi dustk
konsantrasyonlarin  Saccharomyces cerevisiae htcrelerinin  gelisimini  tamamen
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inhibe ettigini bulmuslardir. Sahin ve ark. (2004) Turkiye'nin Dogu Anadolu
Bdlgesi'nde yetisen Origanum vulgare ssp. vulgare'den elde edilen esansiyel
yaglarin biyolojik aktiviteleri ile ilgili yaptiklar: bir calismada, bu yagin 10 bakteri,
15 kuf ve maya cinsleri Uzerinde guclt antimikrobiyel etkisinin oldugunu bu etkisi
yaninda guicli antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve bu nedenle gida Urtinlerinde
koruyucu olarak kullamilabilecegini bildirmiglerdir.

Limonen miktar: arttikca zon capimin da buna bagli olarak arttigi ve bu

sonucun denenen tim mikroorganizmalarda ayn: oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1).

9 o, I_.'
03052006 N

Sekil 4.1. DL-Limonen miktarina bagli olarak olusan zon ¢aplar: ( 10-25-50 pl ).

Navarro-Garcia ve ark. (2003), Meksika ya 6zgu geleneksel 9 bitkiden elde
edilen 18 hitki ekstraktimn antifungal aktivitesini iki dermotophyte mantar tir
(Trichophyton mentagrophytes ve Trichophyton rubrum ), bir dermoyophte olmayan
mantar tard (Aspergillus niger) ve bir mayaya (Candida albicans) karsi
denemislerdir. En guclu etkiyi, Lysiloma acapulcensis ve Annona cherimolia
methanol ekstraktlarimn yam sira, Eupatorium aschenbornianum ve Sedum
oxypetalum hexane ekstraklarinin gosterdigi bildirilmistir.

Ngono-Ngane ve ark. (2003), Piper guineense tohumlarimin etanol
ekstaktlarimn antifungal aktivitesini filamentli maya ve mantarlar kullanarak
incelemiglerdir.  Bu  mikroorganizmalarda 6nemli  bir  antifungal  etki
gozlemlenmemis, sadece Candida albicans in tim konsantrasyonlara kars1 direncli
oldugu, Aspergillus flavus ve Crytococcus neoformansin denenen 3
konsantrasyondan ikisine karsi direncli oldugu gézlemlenmistir. Diger organizmalar

hassas kabul edilmistir.
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Limonen esansiyel yagi antifungal etkisini en az K.thermotolerans maya
susuna karsi gostermistir.Bu mayada olusan zon ¢api limonen 10 pl/disk olarak
uygulandiginda 13.0 mm; 25 pl/disk’'de 15.0 mm ; 50 pl/disk’ de ise 18.6 mm
olarak dlculmustir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. K. thermotolerans 10, 25 ve 50 pl DL-Limonen konsantrasyonlarinda
meydana gelen inhibisyon zonlar:.

En hassas maya susu P. subpelliculuse NCYC 436 olmus ve bunu Maurivin
susu izlemistir. DL-limonenin  Maurivin Uzerine engelleyici etkisi Sekil 4.3'de
goserilmistir (4.63 mm inhibisyon zonu).

Sekil 4.3. Maurivin (50 pl) inhibisyon zonu.

En etkili zonlar C.datilla (32.0 ; 37.6; 43.3 mm inhibisyon zonu) , P.
subpelliculuse NCYC 436 (30.3; 36.3; 48.0 mm inhibisyon zonu), Sbayanus N387,
(25.0; 31.0; 40.0 mm inhibisyon zonu), R.glutinis (25.0; 36.0; 40.0 mm inhibisyon
zonu) , K. apiculata (26.0 ;31.3; 41.0 mm inhibisyon zonu), Zymoflore (25.0 ;33.0
;43.3 mm inhibisyon zonu) , Maurivin (30.0; 35.6 ;46.3 mm inhibisyon zonu) ,
Lalvin (29.3 ;34.6 ;42.3 mm inhibisyon zonu), Fermirouge (27.6 ; 32.7, 44.4 mm
inhibisyon zonu) maya suslarina kars1 gézlemlenmis ve antifungal aktivitenin en
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yuksek oldugu mikroorganizmalarin bunlar oldugu belirlenmistir. Bu mayalarda
Ozellikle 50 pl esansiyel yag konsantrasyonunda genis ¢apli zonlar elde edilmistir.

Cizelge 4.2."den de anlasilacag: gibi, DL-Limonen esansiyel yag: antifungal
etkisini en az K.thermotolerans maya susuna kars1 gostermistir. Daha sonra bu
maya susunu, C.pulcherima ve H.uvarum NCYC 25 izlemistir.

Cizelge 4.2. Zon caplar degerlendirilmesi.

Mayalar Duyarlilik Dereceleri

C.datilla ++++
K.thermotolerans +

C.bolmii +++
C.pulcherima ++

P. subpelliculuse NCYC 436 ++++
H.uvarum NCYC 25 ++

R.glutinis ++++
S.bayanus N387 ++++
K. apiculata ++++
Zymoflore ++++
Maurivin ++++
Lalvin ++++
Fermiblanc +++
Fermirouge ++++

(10.0-20.0mm : +;20.0-30.0mm:++;30.0-40.0mm: +++;40.0-50.0mm: ++++)

Literatirde DL-Limonenin mayalar Uzerine antifungal etkisi Uzerinde bir
caismaya rastlanmamistir.  Ayrica, farkli  esansiyel yaglarin - kullamldig:
arastirmalarda kullanmilan mikroorganizmalar da degiskenlik gosterdiginden sonuclart
kiyaslamak zordur.

Stange ve ark.(2002)'min, Penicillium spp. Uzerinde farkli sitrus kabuk
ekstraktlarinin etkisini arastirdiklar: calismada, 7 farkl sitrus kabugundan %80’ lik
etanolle elde edilen ekstraktlarin Penicillium spp. Uzerindeki etkisi incelemislerdir.
Sonug olarak, bu ekstraktlarin; Penicillium spp. bazilarint (Penicillium expansum,
Penicillium italicum, Penicillium digitatum) tesvik edici etkisinin oldugu, ancak
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bunun yiksek seyreltmelerde etkisinin azaldigi bildirilmistir. Bu kiflere karst en
fazla etkili olan maddelerin ise seskuiterpen ve monoterpen (limonen disinda) oldugu
ifade edilmistir. Bunun disinda; Penicillium expansum Uzerinde daha az calisma
yapildig1 bunun nedeninin ise bu kiftn 21 tir bitkide hastaliga yol agmasina ragmen
sitrus meyvelerinde hastaliga neden olmamasi olarak belirtilmistir.

Caccioni ve ark. (1998) portakal, mandarin, greyfurt ve limon esansiyel
yaglarinin Penicillium (P.) digitatum ve P. italicum tzerine etkilerini incelemislerdir.
Chaibi ve ark. (1997) portakal ve greyfurt esansiyel yaglarimin bazi bakteri sporlari
Uzerindeki spor olusumu ve vejetatif blylime Uzerine etkilerini arastirmisglardir.
Belletti ve ark. (2004)'min yaptig1 ¢alismada, turunggil esanslarinin S cerevisiae
Uzerine antimikrobiyel etkisi incelenmistir.

Sahin ve ark. (2004) Turkiye'nin Dogu Anadolu Bdlgesi’'nde yetisen
Origanum wvulgare ssp. wvulgare'den elde edilen esansiyel yaglarin biyolojik
aktiviteleri ile ilgili yaptiklar: bir calismada, bu yagin 10 bakteri, 15 kif ve maya
cinsleri Gzerinde guiclli antimikrobiyel etkisinin oldugunu bu etkisi yamnda giclu
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve bu nedenle gida Urtnlerinde koruyucu
olarak kullanmlabilecegini bildirmiglerdir.

4.2. En Disiik Inhibe Edici Konsantrasyon (MIK) Ydéntemiyle DL-
Limonenin Antifungal Etkisinin Belirlenmes

Minimum inhibe edici konsantrasyon degerleri, degisik konsantrasyonlarda
DL-Limonen (4000-62.5 ng/ml) ilave edilmis sivi besiyerinde maya gogalmasinin
gostergesi olan bulanikliga bakilarak belirlenmistir. Sonuclar Cizelge 4.3'de

verilmistir.
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Cizelge 4.3. MIK sonuglar:.

Mayalar MIK Degerleri(ug/mL)
C.datilla 2000
K.thermotolerans 2000
C.bolmii 500
C.pulcherima 2000
P. subpelliculuse NCYC 436 500
H.uvarum NCYC 25 2000
R.glutinis 4000
S.bayanus N387 1000
K. apiculata 500
Zymoflore 1000
Maurivin 500
Lalvin 500
Fermiblanc 1000
Fermirouge 500

Cizelge 4.3 den de gorllecegi gibi DL-limonen esansiyel yagi denenen tim
maya suslarinda etkili olmus, 500-4000 (pg/mL) arasinda degismistir . En direncli
maya susu DL-limonenin 4000 pg/mL konsantrasyonunda R.glutinis; en hassas maya
suslar1 ise DL-limonenin 500 pg/mL konsantrasyonunda C.bolmii, P. subpelliculuse
NCYC 436, K. apiculata, Maurivin, Lalvin, Fermirouge olmustur. Disk diflizyon
yontemindeki en direncli (K.thermotolerans, C.pulcherima ve H.uvarum NCYC 25 )
ve en hassas (C.datilla, P. subpelliculuse NCYC 436, S. bayanus N387) suslar MIK
denemesindekilerden bazi farkliliklar gostermektedir.

Hammer ve ark. (1999) yaptiklar1 bir calismada, 20 bitkiye ait ucucu yag
mikrodilisyon sivi besiyeri yontemi kullanarak test etmis, 16 ucucu yagin %2’ lik
(h/h) konsantrasyonunda, kullandiklari tim test mikroorganizmalarinin gelisimini
inhibe ettigini diger 4 ugucu yagin ise MIK degerlerinin %8 (h/h) degerinden biyuk
oldugunu ortaya koymuslardir.

4.3. DL-Limonenin Fermantasyon Uriinleri Olusumuna Etkisi

DL-Limonenin S cerevisiae' de etil alkol fermantasyonuna olan inhibe edici

etkisi ve fermantasyon Urinlerine etkisini belirlemek amaciyla degisik oranlarda DL-
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Limonen ilave edilmis pastérize 0Uzim siralarinda  fermantasyonlar
gerceklestirilmistir. Fermantasyon boyunca, canli maya sayimi, brix, etil alkol ve
aroma maddeleri tayini yapilmistir ve sonuglar Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4 ve Sekil
4.5' de gorulmektedir.

40000000 - —e— Konrol

—— 1000 pg/ml

35000000 - —&— 2000 pg/ml

30000000 -

25000000 -

20000000 -

Maya sayisi(hiicre/ml)

15000000 -

10000000 -

5000000 -

0

0 24 48 72 96 120

Zaman (saat)

Sekil 4.4. DL-Limonenin etil alkol fermantasyonu sirasinda S. cerevisiae' nin
blylUmesine etkisi.

Y ukaridaki sekilden de gorilecegi gibi, DL-Limonen ilave edilmis 6rneklerde
fermantasyonun baglangicinda canli maya sayisinda ani disme gortlmis, 1000
ng/ml DL-Limonen ilave edilmis Ornekte maya sayisi artarak kontrol drnegine
yaklagmistir. 2000 ng/ml DL-Limonen ilave edilmis Ornekte ise baslangictaki ani
disUstn ardindan ¢ok az bir artis gortlmistir. Bu sonuglardan DL-Limonenin S,

cerevisiae'yi inhibe ettigi, 1000 ng/ml DL-Limonen derisiminde mayann daha sonra

DL-Limonene alistig1 sdylenebilir.
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Sekil 4.5. DL-Limonenin Fermentasyon Hizina Etkisi

DL-Limonenin fermantasyon hizina etkisi Sekil 4.5'te gorilmektedir. Kontrol
orneginde maya sekerleri hemen kullanmaya baslamis ve 4. giinde sekerleri tamamen
fermente etmistir. 1000 ng/ml DL-Limonen ilave edilmis drnekte fermantasyon daha
ge¢ baslamis ve daha uzun stirmis; 2000 mg/ml DL-Limonen ilave edilmis drnekte
ise ¢cok az seker kullammi olmustur.

DL-Limonenin fermantasyon Urtinlerine etkisi Cizelge 4.4’ de verilmistir. DL-
Limonen ilavesi olusan etanol miktarim azaltmistir. Benzer sekilde, DL-Limonen
ilavesi aroma maddeleri miktarin degistirmistir.
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Cizelge 4.4. DL-Limonenin fermantasyon Urtnleri olusumuna etkisi.
Bilesen Kontrol 1000 pg/mL 2000 pg/mL

Etil alkol (%) 7.58+0.014 5.89+2.41 4.42+2.17
Asetaldehit(mg/100mL) 29.22+8,91 48.95+6,44 6.1+0.35
Etil asetat(mg/100mL) 4.48+0,98 3.67+ 0.58 0.79+1.11
Asetal(mg/100mL) 5.68+5.30 5.76+4.39 2.47+3.50
Metanol(mg/100mL) 3.61+0.14 4.69+0.95 3.93+0.72
n-propanol(mg/100mL) 7.03+0.87 6.52+1.08 4.04+2.84
izobutanol(mg/100mL) 11.14+2.39 12.32+1.47 6.60+5.18
2-metil-1- 6.67+0.04 5.74+1.03 3.54+1.61
butanol(mg/100mL)
3-metil-1- 30.34+2.12 23.30+4.78 6.36x5.60
butanol(mg/100mL)

Conner ve ark. (1984), yenibahar, tarc:n, karanfil, sarimsak, sogan, biberiye,
kekik otu ve kekik esansiyel yaglarinin S. cerevisiae ve Hansenula anomala Uzerine
etkisini incelemislerdir. Yenibahar, targ:n ve karanfil  esansiyel yaglarinin
Scerevisae de etil alkol Uretimi Gzerine ¢ok az etkisi oldugunu veya hi¢ olmadigini
gozlemlemislerdir. Diger taraftan sogan, biberiye, kekik otu ve kekik esansiyel
yaglarinin etil alkol Uretimini geciktirdigini veya azalttigim belirtmiglerdir. Bu
esansiyel yaglarin, Hansenula anomala ‘nin etil alkol Gretimini etkili bir sekilde
durdurdugunu da gozlemlemislerdir. Sar:msak esansiyel yaginin Hansenula anomala
‘mn gelisimini tamamen inhibe ettigini, sogan esansiyel yagimin da maya gelisimini

geciktirdigini bildirmiglerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismanin sonuglarina gore, turunggil esansiyel yaglarimin 6nemli bir
kismini teskil eden limonen, denenen 14 maya susu Uzerinde antifungal bir etkiye
sahiptir.

Disk diflizyon yontemi denemelerinde, uygulanan limonen miktar1 arttikca
zon ¢apr da artmustir. Limonen esansiyel yagi antifungal etkisini en az K.
thermotolerans susuna kars: gostermistir. Bu susu, C. pulcherima ve H. uvarum
NCYC25 izlemistir. En hassas maya susu P. subpelliculuse NCYC 436 olmus ve bu
susu Maurivin izlemistir. MiK denemelerinde de DL-Limonenin antifungal etkisi
gorulmus, MIK degerleri 500-4000 ng/ml arasinda degismistir. DL-Limonene direncg
ve hassasiyet bakimindan disk diftizyon ve MIK sonuclar arasinda farkliliklar
gozlenmistir.

2000 ng/ml DL-Limonen ilavesinin S cerevisae'de etil alkol
fermantasyonuna inhibe edici etkisinin oldugu bulunmustur. DL-Limonen ilavesi
maya cogalmasin, seker kullammuni, etil alkol ve aroma maddeleri miktarim
etkilemistir.

Bitki ekstraktlarimin  ve ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zelliklerinin
arastirilmast ile ilgili cok sayida makale oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismalarda gesitli
ugucu yaglar test mikroorganizmalarina karst denenmis ve antimikrobiyal etkileri
belirlenmeye ¢alisil mistir.

Y aptigim caligmanmin sonucunda antifungal etkisi belirlenen DL-Limonen’ in
gidalarda koruyucu olarak kullanilan kimyasallara kars1 bir alternatif olabilecegi ve
daha ileriki calismalarda bu maddenin gida patojeni olarak  bilinen
mikroorganizmalar Uzerine antibakteriyal etkilerinin arastirilmast ve  gida
modellerinde denenmesi 6nerilmektedir.
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