1.GIRiS

Diinya iizerinde 750 bin - 1 milyon arasinda bitki tiiriiniin bulundugu tahmin
edilmektedir. Dogrudan gida olarak kullanilmak {izere yetistirilen tiirler 3 bin
civarindadir. Antik ¢aglardan 19.yy baslarina kadar gecen siirede artis gostererek, bugiin
diinya iizerinde tibbi amaglarla kullanilan bitki sayis1 20 bine ulagsmistir. Tiirkiye’de bu
sayinin 500 civarinda oldugu bildirilmektedir (Baytop 1999).

Tibbi bitkiler, i¢lerindeki biyolojik olarak aktif bilesiklerin varligi bilinmeden,
antik caglardan beri insanlar tarafindan cesitli amaclar icin kullamilmislardir. Son
yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler {izerindeki ¢alismalar ve
bunlara kars1 olan ilgi ¢ok artmistir. Ciinkii, bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz
tedavi olanagr miimkiin olmaktadir. Ayrica tedavi alanina sokulan yeni sentetik
maddelerin bazilarinda goriilen tehlikeli yan etkiler, ancak kullanima girdikten sonra
tam olarak anlagilmakta ve onarilmasi miimkiin olmayan zararlara sebep olmaktadir.
(Hammer ve ark. 1999).

Tiirk halki, cogunlugunun kirsal bolgede yasamasi nedeniyle, yabani bitkiler ile
yakindan ilgilidir. Halk yabani bitkilerin bir boliimiinden gida, baharat, boyar madde
veya ilag olarak yararlanmaktadir. Bir kisim bitki ise zehirli bilesikler tagimasi
nedeniyle halk ve hayvan sagligi nedeniyle onem tasimaktadir. Anadolu’da yabani
bitkilerin gida ve baharat olarak kullanis1 olduk¢a yaygindir. Bir¢ok yabani bitkinin
toprak distii kismi1 veya kokleri sebze olarak tiiketilmektedir. Gida olarak kullamilan
yabani bitkilerin basinda halk arasindaki isimleriyle kenger, evelik, madimak,
ebegiimeci, ciris, ¢ortiik sayilabilir. (Baytop 1999).

Birgok aromatik bitki de halk arasinda ilag olarak kullanilmaktadir. Bu
bitkilerden cogunlukla tedavi amacli kokulu caylar hazirlanmaktadir. Aromatik
bitkilerden hazirlanan droglarin bir¢ogu sindirim sistemi iizerinde etkilidir. Bunlar, gaz
sOktiiriicli, hazm1 kolaylastirici, safra salgisimi arttirict olarak kullanilirlar. Bir kisim
bitkiler ise idrar soktiiriicii ve bobrek taslarini diisiiriicii etki gostermektedir. Diger bir
kism1 solunum yollar {iizerine etkilidir. Antiseptik 6zellikleri yaninda solunumu
uyarirlar. Bazi aromatik bitkiler de sinir sistemi iizerinde etki gostererek yatistirict

olarak kullanilirlar. Bunlarin disinda, kurt diisiiriicli, spazm giderici, eflasyon dagitici,



adet ve romatizma agrilarin1 giderici ve mikrop oldiiriicii gibi ¢esitli etkilere sahip olan
cok sayida aromatik bitki vardir ( Duke 1985, Baytop 1999).

Aromatik bitkilerin en 6nemli 6zellikleri sahip olduklar1 hos koku ve tatlardir.
Bu ozelliklerini tasidiklar1 ugucu yaglara bor¢ludurlar. Aromatik droglarin ve onlardan
elde edilen ugucu yaglarin da maddelerinin hazirlanmasinda, parfiimeri ve kozmetik
sanayinde, tip ve eczacilik alanlarinda genis bir kullanimi vardir (Baytop 1999).

Bu calismada biyolojik olarak aktif maddelerin antimikrobiyel o6zelliklerinin
arastirilmasi amaci ile 3 farkli esansiyel yagin (limonen, 6jenol ve sinnamik asit), 5 adet
maya (Candida oleophila, Kloeckera apiculata, Metschnikowia fructicola,
Saccharomyces uvarum ve Schizosaccharomyces pombe) tizerindeki etkileri ile etken

maddelerin minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) belirlenmeye calisilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Ucucu yaglarin, aromatik bitkilerden veya bitkisel droglardan genellikle su veya
buhar distilasyonu yontemleri ile elde edilen, kendilerine has koku, tat, renk ve
goriiniigse sahip karisimlar oldugu belirtilmektedir. Ayrica ucucu yaglarin oda
sicakliginda sivi halde bulundugu ve acikta birakildiklarinda kolaylikla buharlasma
ozelligine sahip olduklan da ifade edilmektedir. Ugucu yaglarin ¢ogunun sudan hafif
oldugu ve suyla karismadiklarindan suyun iizerinde toplandigi; ancak bilesimindeki
oksijenli bilesiklerin bir kism1 suda ¢oziindiigii ve bu 6zelliklerine dayanarak aromatik
sularin hazirlanabildigi belirtilmistir (Evans 1996).

Ucucu yaglarin, bitkilerin basta cicek ve yapraklari olmak iizere herhangi bir
organinda ( kabuk, kok, odun, meyve, tohum) bulunabildigi belirtilmektedir. Bazen
bitkinin biitiin dokularinda, bazen de sadece 6zel organ ve dokularinda meydana geldigi
ifade edilmektedir. Ugucu yaglarin bitkinin bagli oldugu familyaya gore belirli bir
oranda salgi tiiylerinde, salgi kanallarinda, salgi hiicrelerinde ve salgi ceplerinde
bulundugu, bitkide herhangi bir biyolojik olaya katilmayan bu maddelerin ne amacla
olustugunun tam olarak bilinmedigi ileri siiriilmektedir. Ancak bitkinin artik
metabolizma {iriinlerinin atilmasinda rol oynadiklari, yaralanmalara karst olusan
recineyi ¢ozebilme yetenegine sahip olduklari bildirilmektedir. Yaydiklar1 kokular
sayesinde de bocekleri bitkiden uzaklastirarak bitkiyi korumada yardimci oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica ucucu yag tasiyan bitkilerin genellikle sicak iklimde
yasamalart nedeniyle ucucu yagin bitkinin tizerindeki havayir baglayarak fazla su
kaybim 6nledigi diistiniilmektedir. Bu bitkileri tagiyan baslica familyalar ise Coniferae,
Rutaceae, Lauraceae, Mpyrtaceae, Rosaceae, Labiatae, Umbelliferae, Iridaceae,
Zingiberaceae ve Graminae oldugu ifade edilmistir (Evans 1996).

Ucgucu yaglarin petrol eteri, hekzan, eter, etanol gibi organik c¢oziiciilerin
cogunda ¢oziindiigii diistiniilmektedir. Ugucu yaglarin kalitesinin genellikle yogunluk
kirllma indisi, optik cevirme gibi fizikokimyasal 6zelliklerle belirlendigi ifade
edilmistir. Optikce aktif olduklarn ve kirilma indislerinin yiikksek oldugu
bildirilmektedir. Ayrica ¢ogu ucucu yagin, cok sayida bilesigin karisimindan olustugu
ve bu yiizden kimyasal kompozisyonlarinin oldukca karmasik oldugu da saptanmistir

(Guenther 1972, Evans 1996).



Aromatik bitkilerin cografik bolgelerindeki mevsimsel ve iklimsel degisiklerin
bitkinin ugucu yagini1 olusturan bilesenlerde dikkate deger derecede farkliliklar ortaya
cikardigi rapor edilmistir. Kimyasal bilesimlerinin, Gaz Kromotografisi / Kiitle
Spektrometresi (GC/MS) sistemi ile belirlenebildigi saptanmistir (Guenther 1972, Evans
1996).

Ucucu yaglarin genellikle hidrokarbonlar ve oksijenli tiirevlerinden meydana
geldigi tespit edilmistir. Bu hidrokarbonlarin ¢ogu terpenoit kokenli oldugu
aciklanmistir. Cok az bir kisminda aromatik benzen tiirevleri terpenlerle karisim halinde
oldugu saptanmistir. Terpenlerin (CsHg), genel formiiliine uyan hidrokarbonlar oldugu
ve 2 izopren molekiiliiniin kondensasyonu ile meydana geldigi ifade edilmistir
(Guenther 1972).

Iki izopren molekiilinden olusan 10 karbonlu terpenlerin ‘Monoterpen’
(CioHje), 3 izopren molekiiliinden olusan 15 karbonlu terpenlerin ‘Seskiterpen’
(CisHa4), 4 izopren molekiiliinden olusan 20 karbonlu terpenlerin ‘Diterpen’ (CaoHsz)
olarak adlandirildigi rapor edilmistir. 25 karbonlularin ‘Sesterterpen’ (C,sHag) adini
aldig1 ve ucgucu yaglarin bilesiminde bu ana yapilara rastlandigi da ifade edilmistir.
Terpenlerin oksitlenmesiyle olusan oksijenli tiirevlerin yaga 6zgii tat ve koku veren
bilesikler oldugu bu oksijenli tiirevlerin alkol, keton, ester, aldehit oksit, eter ve bunlara
benzer yapilarda bulunabildigi saptanmistir (Evans 1996).

Ucucu yag eldesinde 4 temel yontemin kullanildig: bildirilmistir. Bunlarin;
destilasyon, sogukta sikma, c¢oziicii ekstraksiyonu ve sivilagtirilmig gazlarla
ekstraksiyon yontemleri oldugu belirtilmistir (Deans 1991).

Biitiin tibbi ugucu yaglarin, limon esansi ve ardi¢ katrani hari¢, destilasyon
yoluyla elde edildigi rapor edilmektedir. Distilasyon ile ugucu yag eldesinde farkli
uygulamalar oldugu da belirtilmistir (Lawrance 1995).

Ucucu yag eldesinde bilinen en eski yontemin su destilasyonu oldugu
belirtilmektedir. Drog, su ile birlikte kaynatilinca olugan buhar ile siiriikklenen ugucu
yagin sogutucuda yogunlasip Florentin Kabi adi verilen toplama kabinda yogunluguna
gore suyun iistiinde veya altinda biriktigi ifade edilmistir. Laboratuvar 6l¢ekli ugucu yag
miktar tayini i¢in de bu yontem kullanildig: belirtilmektedir. Endiistrideki uygulamalara

giil yag iiretimi ornek olarak verilmistir (Lawrance 1995).



Buhar destilasyonu yonteminde bitki materyalinin kaynar suyla degil, su buhari
ile distile edildigi bildirilmistir. Bir buhar kazaninda iiretilen ve drog iizerine gonderilen
su buhart yagz siiriikleyerek sogutucuya gotiirdiigii ve sivilasan su-yag karisimi toplama
kabinda yogunluk farkindan dolayir iki tabakaya ayrildigi ifade edilmistir. Suyun
destilasyon kazaninin alt kismindaki ayr bir bolmede kaynatilmasi ve olusan buharlarin
delikli 1zgaranin istiindeki drog tabakasma gonderilmesi halinde yonteme ‘Su-Buhar
Distilasyonu’ adi verildigi bildirilmistir. Bu yontemin az gelismis iilkelerde ve kirsal
kesimde yapilan distilasyonlarda kullanildigi fakat buhar distilasyonu kadar verimli
olmadig rapor edilmistir. Narenciye esanslar1 gibi bazi ucucu yaglar distilasyon
yontemi ile bozulmasi nedeniyle narenciye kabuklarinin yag iceren hiicrelerinin
patlatildigr ve aciga cikan yagin suyla yikanarak kabuktan alindifi yontem sogukta
sikma yontemi olarak ifade edilmistir. Coziicii ekstraksiyon yonteminde drogun uygun
bir organik ¢oziicii ile (benzen, hekzan, heptan gibi) ekstre edilip organik ¢oziiciiye
gecen ucucu yag, sabit yag, renk maddeleri ve mumlarin ¢6ziiciiniin algak basingta
ucurulmasi sonucu elde edildigi rapor edilmistir. Bu bakiyeye konkret adi verildigi ve
konkretin etanol ile tiiketildiginde kokulu maddelerin alkole gectigi ifade edilmistir.
Alkollii ekstreden mum, yag gibi maddelerin dondurarak ayrilmasi sonucu kalan ve
absolii adi1 verilen sivi kismin ise parfiimeride kullanildigi bildirilmistir. Ucucu yag
eldesinde kullanilan en pahali yontemin anfloraj (enfleurage) wusulii oldugu da
eklenmistir (Lawrance 1995).

Sivilastirimis gazlarla ekstraksiyon yonteminin, CO, gibi sivilastirilmis gazlar
kullanilarak gerceklestirildigi bildirilmistir. Saf CO;’nin siv1 ve gaz fazda aym anda
bulunabilecegi en yiiksek sicaklik ve basincin kritik sicaklik ve basing oldugu ifade
edilmistir. Islem sivilastirilmis gazin kritik noktasimin civarinda yiiksek basingh
ekstraksiyon kabinda sirkiilasyonu ile gerceklestirildigi rapor edilmistir (Lawrance
1995).

Yine yapilan calismalar sonucu esansiyel yaglar igindeki etkili maddelerin
flavonoidler oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Flavonoidler, polifenolik bilesiklerin bir
grubudur. Flavonoidlerin antiinflamatuar, antihepatotoksik ve antiiilser gibi biyolojik
etkilerinin yaninda enzimleri inhibe etme ve antioksidan etkilerinin de oldugu

bilinmektedir. Bir ¢ogunun antialerjik ve antimikrobiyel etkilerinin yaninda bazilarinin



da kardiovaskiiler dliimler i¢in koruyucu etkiye sahip oldugu saptanmistir (Lawrance
1995).

Calisma konusu olan esansiyel yaglarin 6zellikleri sdyledir: Karanfilin, 10-20
m yiiksekliginde, yaprak dokmeyen agaclardan elde edildigi bildirilmektedir. Vatani
tropik Asya (Moluk adalari, Zengibar) olarak bilinmektedir. Cigeklerinin pembe ve
kiraz cicekleri gibi demet halinde bulundugu gozlenmistir. Bu ¢iceklerin kurutulmus
tomurcuklarinin ‘karanfil’ adim aldig1 belirtilmektedir. Cicek saplar1 da karanfil adiyla
satilmakta ise de ikinci kalite iiriin olarak goriilmektedir. Karanfile koku ve lezzetini
veren ‘Ojenol’ adindaki ucucu yag oldugu saptanmstir.

Kurutulmus tomurcuklar ezilip su buhan distilasyonuna tabi tutulursa %14-20 kadar
karanfil esans1 denilen ugucu yag ve bu ucucu yagda %80-90 kadar jenol ve %3 kadar
da asetil 6jenol bulundugu ifade edilmistir (1%*).

Ojenoliin, hos kokulu, kuvvetli antiseptik ve aneljezik bir madde oldugu ve tipta,
dis hekimliginde agr kesici ve antiseptik olarak kullanildigi bilinmektedir. Bunlarin
disinda pasta ve sekercilikte, parfiimeride, dis macunu yapiminda ve sabun sanayiinde
kullanim bulmaktadir. Ayrica 6jenol vanilya imalatinda kullanilan baslica maddelerden
biridir (1%).

Tar¢inin; vatant Giiney ve Giineydogu Asya olan, yaprak dokmeyen aromatik
kokulu agactan elde edildigi bilinmektedir. En c¢ok kullanilan 2 tiirii oldugu
belirtilmektedir. Bunlar Cin ve Seylan tarcimidir. Tarcinin % 0.5-4 oraninda esansiyel
yag icerdigi saptanmistir. Esansiyel yagin bilesiminin; %80 sinamaldehit, %10 &jenol,
%5-10 trans-sinnamik asit %4-10 fenolik bilesiklerdir (tannin, katesin, oligomerik
proantosiyanidin, limonen, alfa-terpinen) oldugu bildirilmistir (2%).

Tar¢inin pratikte bircok hastalik icin tedavi edici olarak kullanildig
bilinmektedir. Bunlar; ates diisiiriicii, istah acici, iilser, mide yanmasi, mide bulantisi,
hazimsizlik, yorgunluk ve enfeksiyon, kalin bagirsakta ve karin boslugunda duyulan

sancilan giderici olarak belirtilmektedir (2*).

1* http://www Dbitkisagligi.net/karanfil.htm
2% http://www.bahce.biz.com/bitki/baharat/baharatlar/tarcin.htm



Bununla birlikte ABD’nin Beltsville kentindeki Tarim ve Besleme Arastirma
Merkezi’'nde yapilan arastirmada tarcinin i¢inde bulunan MHPC (metil hidroksi kalkan
polimer) maddesinin kandaki seker diizeyini belirgin sekilde diisiirdiigli saptanmaistir.
Sinnamik asitin tar¢in aromasina sahip olup, sinamaldehitle yakin bir iligkisi oldugu ve
tarcin yaginin temel bilesenlerinden oldugu saptanmistir. Sinnamik asitin gidalara
aroma vermek amaciyla ve kozmetikte kullanildigi belirtilmektedir. Bunun disinda da
gidalardaki antifungal ve antibakteriyel etkisi kanitlanmistir (2%).

Limonun, mart-ekim aylar1 arasinda beyazimsi-pembe renkli, giizel kokulu
cicekler acan, 3-5 m boylarinda, kisin yapraklarim dokmeyen kiiciik boylu agaclar
oldugu bilinmektedir. Vatam1 Cin olup, Akdeniz bolgesinde genis capta yetistirildigi
ifade edilmistir .Onuncu yiizyi1lda Araplar tarafindan Avrupa’ya getirildigi bildirilmistir.
Limonun meyve kabugu, limon esansi ve usaresi kullanilmaktadir. Limon kabugunda
ucucu yag, hesperidin ac1 maddesi ve tanenli bilesikler oldugu belirtilmistir. Limon
esansinin, taze meyve kabuklarini sikmak suretiyle elde edildigi bildirilmektedir. 1500-
3000 adet limondan 1 kg kadar esans elde edildigi saptanmistir. Yesil olanlarin sar1 ve
olgun olanlarindan daha fazla esans verdigi belirtilmistir. Limon yaginin limonata
yapiminda, kozmetik sanayinde, sabun yapiminda, pasta-sekerlemecilikte, koku ve
lezzet vermek iizere gida sanayinde kullanildig: ifade edilmektedir (3%).

Limon yagi igerigi; ucucu yag (kabugun ~%?2.5’u), limonen (alfa-terpinen, alfa-
pinen, beta-pinen, sitrale bagli olarak), kumarinler, bioflavonoidler, vitaminler A, By,
Bs, B3, C (40-50 mg/100g C vit.) ve musilaj olarak saptanmigtir. D-limonenin yaygin
olarak sitruslarda ve bircok baharatta temel madde olarak esansiyel yaglarda bulundugu
ve cogunlukla aroma ve giizel koku vermesi amaciyla kullanildig1 ifade edilmistir.
Viicuda alinmasinin, meyve-sebze ve esansiyel yaglar iceren diiriinlerle oldugu
bildirilmektedir. Giinliik tiiketimin 0,2-2mg/kg olmas1 gerektigi tahmin edilmektedir.
Limon yagmin tiptaki kullanim yerlerinin; bogaz agrisi, kan basinci, sindirim
bozukluklari, ates diisiiriicii, tonik olarak, stres giderici, antiseptik, laksatif durumlarda,
astim, bronsit, katarakt, hipertansiyon, akne, varis, solunum sistemi enfeksiyonlari,

kilcal damar sorunlarin1 gidermede kullanildig1 bildirilmistir (3%).

2% http://www.bahce.biz.com/bitki/baharat/baharatlar/tarcin.htm
3% http://www.lokman-hekim.com/limon.htm



Bitkisel ekstraktlar ve ugucu yaglar ¢esitli amaclar i¢in uzun yillardan beri
kullanildig1 ancak son yillarda farkli 6zelliklerinden yararlanilarak daha genis amach
kullanimlar1 ve bununla ilgili arastirmalar biiyiik bir hizla siirdiiriildiigii bilinmektedir.
Uzerinde en ¢ok durulan konunun ise antimikrobiyel 6zellikleri oldugu bildirilmistir. Bu
ozelliklerinden yararlanilarak ucucu yaglarin, cig ve islenmis gidalarin korunmasinda,
modern ilaclarda katki maddesi ve dogal tedavilerde kullanilmaya baslandigi ifade
edilmistir. Bitki ekstreleri ve ucucu yaglarin antimikrobiyel o6zelliklerinin
arastirilmasiyla ilgili olarak yayinlanmis ¢cok sayida makale bulundugu belirtilmistir. Bu
calismalarda bir ¢esit ugucu yag bircok patojen mikroorganizmaya karsi denenirken
bazen de bircok bitki ekstresi ve yag tek bir mikroorganizma hedef alinarak ¢alisilmistir
(Hammer ve ark. 1999, Deans ve Dorman 2000).

Kullanilan antimikrobiyal test metotlar1 birbirinden farkliliklar gostermektedir.
Ayrica secilen yaglarin ya da bunlarin elde edildigi bitkilerin gerek toplandigi yer
bakimindan gerekse ekstraksiyon yontemleri bakimindan farkliliklar mevcuttur. Bu
faktorlerden dolay1 ¢calisma sonuglart arasinda bazi farkliliklar olma ihtimalinin yiiksek
oldugu belirtilmistir (Vanden Berge ve Vlietinck 1991, Hammer ve ark. 1999).

1960’11 yillara kadar mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilik testleri igin
bircok yontem bildirilmistir. Bakterilerin antibiyotik duyarhiligim1 tayin etmede
kullanilan baglica iki temel yontem oldugu belirtilmistir. Bu yoOntemlerin,
antibiyotiklerin seri halde seyreltildikten sonra mikroorganizmalar ile etkilestirildigi
‘titrasyon (diliisyon veya seyreltme) yontemleri’ ve besiyerine test edilecek kiiltiiriin
ekilmesinden sonra besiyeri yiizeyine test maddesi emdirilmis disk yerlestirmek
suretiyle yapilan ‘diffiizyon yontemleri’ oldugu ifade edilmistir (Bese 1989).

Antibiyotiklerin duyarliliklarim1 belirlemede kullanilan testler, ugucu yaglarin
antimikrobiyel Ozelliklerinin belirlenmesinde de kullanilabildigi bilinmektedir. Gecen
yiizy1l boyunca ugucu yaglarin antimikrobiyel aktivitesini belirlemede bircok calisma
gerceklestirilmistir. Genelde ucucu yaglarin antimikrobiyel aktivitelerini test etmek ve
degerlendirmek zordur. Ciinkii, ugucu olmalar1 yaninda sudaki ¢oziiniirliiklerinin az
olmas1 ve karmagik yapida olmalar deneyleri giiclestirmektedir. Yapilan deneyi ve
sonuglari etkileyen en énemli faktorler ise; deneyin yapilis teknigi, kullanilan besiyeri,
kullanilan mikroorganizma ile ucucu yagin yapisal 6zelliklerinin oldugu belirtilmistir

(Janssen ve ark. 1987).



Ucucu yaglarin, uguculuk, hidrofobiklik ve solunum sisteminde aktivite gdsteren
0zel kokulara sahip olmas1 gibi 6zellikleri oldugu ifade edilmistir. Ucucu yaglarin,
organik maddelerin kompleks bir karigtm halinde bulundugu heterojen karigimlar
olmas1 nedeniyle biyolojik olarak aktif olabilecekleri diisiiniilmiistiir. En ¢ok rapor
edilen ozellikleri antimikrobiyel olmalaridir. Bu 6zelliklerin ortaya ¢ikarildig: testlerin
belli bir standardizasyona bagli olmadigi ve hemen her laboratuvarda yapilabildigi
belirtilmistir. Kullanilan tekniklerin ise genel olarak agar difiizyon ve diliisyon
yontemleri oldugu ifade edilmistir (Janssen ve ark. 1987).

Diliisyon teknikleri bir mikroorganizmanin antibiyotiklere duyarliligini tayin
etmek icin gelistirildigi; ancak bitki ekstreleri veya ugucu yaglarin da antimikrobiyel
ozelliklerin  belirlenmesinde de kullanildigr belirtilmektedir. Bu yOntemlerin
antimikrobiyel maddelerin seri olarak seyreltilmesi ve iizerine bakteri kiiltiiriiniin
inokiile edilmesi esasina dayandigi bildirilmektedir. Inkiibasyondan sonra test edilen
antimikrobiyel maddenin, kullanilan mikroorganizmaya karst hangi konsantrasyonda
etkili oldugu iiremenin varligt ya da yoklugunun bulaniklik tayiniyle yapildigi ve
iremenin olmadigi en diisik konsantrasyon degeri, Minimal Inhibe Edici
Konsantrasyon (MiK) degeri olarak tammlandig1 ifade edilmistir. Bu yontem en cok
antibiyotikler icin kullanilsa da bitki ekstreleri ve ucucu yaglar i¢in de kullanildigi
saptanmistir. En 6énemli avantajimin 10-25 uL ugucu yag ile deneyin gergeklestirilmesi
oldugu bildirilmistir. Bir diger avantajinin da ayni anda bir¢ok maddeyi test etmesi
oldugu saptanmistir. (Bese 1989, Vanden Berge ve Vlietinck 1991, Lambert 2000).

Hammer ve ark. (1999) yaptigi bir calismada 20 bitkiye ait ugucu yag
mikrodiliisyon siv1 besiyeri yontemi kullanarak test etmis, 16 ucucu yagm %2’lik (v/v)
konsantrasyonunda, kullandiklar1 tiim test mikroorganizmalarinin gelisimini inhibe
ettigini diger 4 ucucu yagin ise MIK degerlerinin %8 (v/v) degerinden biiyiik oldugunu
ortaya koymuslardir.

Mikrodiliisyon sivi besiyeri ile yapilan bir ¢alismada da Combertum molle
bitkisinin ekstresi, Staphylococcus aureus’a kars1 denenmis ve MiK degeri 0.56 mg/mL
olarak bulunmustur. Ayrica bu calismada tetrazolyum tuzlarnn kullanilarak
mikrotitrasyon petrilerinde sonucu degerlendirmenin daha kolay oldugu ortaya

konmugtur (Eloff 1998).
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Antimikrobiyal testlerde kullanilan bir diger metot da agar difiizyon metodu
oldugu ve ucucu yaglarin test edilmesinde kolayligindan dolay1 en ¢ok bu teknik tercih
edildigi bildirilmistir. Agar difiizyon tekniginde, i¢inde test edilecek olan maddenin
bulundugu bir cukur sistemiyle, test mikroorganizmasinin bulundugu uygun bir
besiyerinin kullanildig1 ifade edilmistir. Inhibisyon zonunun olusmasi icin belirli bir
siirenin ge¢cmesi gerektigi ve bu siirenin “kritik zaman”  (T.y) olarak adlandirildig:
ifade edilmistir. Ancak agar difiizyon yontemiyle elde edilen zon caplar1 degerleri ve
buna karsilik gelen madde konsantrasyonlar1 ile gercek MIK degerleri arasinda
kesinlikle bir paralellik oldugu ancak elde edilen zon caplarinin MIK degerleriyle
gereken uyumu gostermedigi bildirilmistir (Hadacek ve Greger 2000).

Yapilan bir ¢alismada Peucedanum cervaira (L.) bitkisinin koklerinden izole
edilen ‘Falcarindiol ve Juglon’ maddeleri, Botrytis cinerea, Cladosporium herbaum ve
Fusarium avenaceum Kkiiflerine karst kagit disk difiizyon yontemi kullanilarak
denenmistir. 9 mm’lik kagit disklere 20 pL maddenin ¢ozeltisinden emdirilerek,
iizerinde 10* cfu/mL spor soliisyonu bulunan besiyerine yerlestirilmistir. Disklerin
cevresinde olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiis ve kagit diskteki madde miktar1 MIiK
degeri olarak verilmistir. Aym1 zamanda mikrodiliisyon yontemi sivi besiyerinde
denenmis ve iki yontem sonuclarinin hemen hemen birbirine benzedigi rapor edilmistir
(Hadacek ve Greger 2000).

Secilen 35 Tiirk endemik tibbi bitkisinden 76 ekstrenin elde edildigi bir
calismada, bu ekstreler Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Branhamella
catarrhalis, Escherichia coli, Clostridium perfringens ve Candida albicans’a kars1 agar
difiizyon yontemiyle denenmistir. 1 ile 11 mm arasinda inhibisyon caplart 6l¢iilmiis ve
en giliclu aktivite Perganum harmala ve Hypericum scabrum bitkilerinin ekstrelerinde
gozlenmistir (Sokmen ve ark. 1999).

Mehrabian ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada Rubia tinctorum,
Carthamus tinctorius ve Juglans regia bitkilerinin su, metanol ve kloroformlu
ekstraktlarinin, havayla tasinan bazi bakteri ve funguslara kars1 antimikrobiyel etkileri
agar difiizyon yoluyla belirlenmeye calisilmistir. Saboraud Dextrose Agar plaklar
izerinde 6.4 mm capinda ¢ukurcuklar agilarak iclerine 200’er uL ekstrakt konulmustur.
Calisma sonucunda ozellikle Carthamus tinctorius bitkisinin sulu ekstresinin tiim

mikroorganizmalara karsi1 (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Fusarium solani,
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Alternaria alternata) etki gosterdigi ve 25-40 mm arasinda degisen inbisyon zonlari
olusturdugu bildirilmistir. Diger bitki ekstrelerinin de orta derecede antimikrobiyel
etkiye sahip olduklar kaydedilmistir.

Ucucu yaglarin antimikrobiyel aktivitesinin belirlenmesinde son zamanlarda
sikca kullanilmaya baslanan diger bir yontemin de biyootografi oldugu ifade edilmistir.
Biyootografi yontemi bitki ekstraktlarinin veya saf maddelerin hem bitki hem de insan
patojenlerine karsi denenmesinde oldukca kolay ve dogru sonuclar veren bir yontem
olarak gosterilmistir. Bu yontemde ucgucu yagin antibakteriyel 6zellikleri yaninda asil
olarak ugucu yag olusturan organik bilesenlerden hangisinin aktiviteden sorumlu
oldugunun ortaya konuldugu saptanmistir (Cannel 1998, Cowan 1999, Mehrabian ve
ark. 2000).

Rahalison ve ark.(1994) Swartzia madagascariensis (Leguminosae) bitkisinin
ekstraktin1 biyootografi yontemi ile Candida albicans ’a karsi degerlendirmisler ve
sonugta ITK plagi iizerinde Ry 0,5 ve 0.82 degerlerine iki ayri inhibisyon zonu
gozlemlemisler ve reaktif madde uygulanan referans plakta gdzlenen maddelerin zonu
olusturanlarla birebir aynt konumda olduklari gosterilmis; ancak zonu olusturan
maddelerin tayini yapilamamistir. Ayrica bu ekstraktin mikrodiliisyon sivi besiyerinde
ile C. albicans’a kars1 giiclii antimikrobiyel aktivite gosterdigi de bildirilmistir.

Biyootografi yontemi ile yapilan bir diger calismada Combertum erythrophyllum
(Combretaceae) bitkisinin farkli ¢oziiciilerle elde edilmis ekstreleri, Staphylococcus
aureus, Enterococcus feaecalis , E. coli ve Pseudomonas aeruginosa ’ya kars1 denemis
ve S. aureus’a karst giicli antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bidirilmistir.
Biyogram plaginda ondort ayn aktif fraksiyon oldugu ve bu fraksiyonlarin {izerinde net
gozlenebilen zonlarin olustugu bildirilmistir; ancak bu fraksiyonlarin hangi maddeler
oldugu aydinlatilmamistir (Martini ve Eloff 1998).

Nostro ve ark. (2000) tarafindan Staphylococcus aureus kullanilarak
Helichrysum italicum, Hieracium pilosella, Lonicera caprifolium, Nepeta cataria,
Phytolacca dodecandra ve Plantago lanceolata bitkilerinin cesitli organlarindan
hazirlanan ekstreler biyootografi teknigi ile denenmis ve N. cataria, H. italicum, P.
dodecandra ekstraktlarinin ¢ok net gozlenebilen zonlar olusturduklar bildirilmistir.

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada da farkl iilkelere ait Mentha piperita L. (nane)

ucucu yaglar Candida albicans’a kars1 biyootografi yontemi kullanilarak denenmis ve
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inhibisyon zonlar1 gézlenmistir. Bu zonlar1 olusturan maddeler izole edilmis ve GC/MS
analizi ile tayin edilmistir. Sonug¢ olarak nane ugucu yagimin C. albicans’a karsi
gostermis oldugu antimikrobiyel etkinin mentolden ileri geldigi bildirilmistir (Iscan ve
ark. 2001).

Ucgucu maddelerin o6zellikle de bitkisel ugucu yaglarin buhar fazindaki
antimikrobiyel etkilerinin belirlenmesinde c¢esitli yontemler mevcut oldugu
belirtilmektedir. En kullanish yontemin ise mikro-atmosfer metodu oldugu
savunulmaktadir. Bu yontemin genellikle filamentli funguslar i¢in daha uygun oldugu
bildirilmistir. Yapilan arastirmada hazirlanan fungal sporlar, son konsantrasyonu 10*
spor/nokta olacak sekilde besiyerinin merkezine noktalar halinde inokiile edilmistir. Bu
yontem ile havadaki fungal ya da bakteriyel yiikiin yok edilmesi veya zararsiz hale
getirilmesinde ugucu yaglarin kullanilabilirligi arastinlmistir. Bu sayede insanlara zarar
vermeden kiitiiphane, miize, hastane, sinema vb. mekanlarin atmosferini mikrobiyel
floraya kars1t ugucu yaglarla koruma sansinin olabilecegi bildirilmistir (Delespaul ve
ark. 2000).

Baz1 arastiricilar ise ugucu yaglar degisik caplarda filtre kagitlarina emdirip,
farkli miktarlarda uygulayarak, ucucu yagin degil de buhar basincinin bir etkisi olup
olmadigint arastirmislardir. Bu amacla ugucu saf maddeler denenmis ve sonug olarak
buhar basicinin ugucu yagin buhar faz aktivitesini desteklemedigi ortaya konmustur
(Janssen ve ark.1987).

Mikro-atmosfer yontemi kullanilarak yapilan bir calismada, 37 bitkiye ait ugucu
yag, miize ve Kkiitiiphane havasindan izole edilen funguslara karsi denenmis,
Cymbopogon martini ve C. nardus bitkilerine ait ugucu yaglarin buhar fazlarinin
Aspergillus amstelodami, A. niger, Chaetomium globosum, Paecilomyces variotii,
Stachybotyris atra ve Myrotechium verrucaria’ya kars1 giiclii fungustatik aktivite
gosterdigi  bildirilmis ve bu iki bitkiye ait ucucu yaglarin kapali mekanlarin
korunmasinda kullanilabilecegi rapor edilmistir (Delespaul ve ark. 2000).

Basim ve ark. (2000) Thymbra spicata L. var. spicata bitkisinin ugucu yagini,
ekonomik bakimdan onemli bitki patojenleri olan Erwinia amylovora, E. caratovora pv.
caratovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas syringae
pv. syringae, Agrobacterium tumefaciens ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria

bakterilerine karst denenmis ve sirasiyla 59, 569, 91, 684, 98 ve 41 mg/mL’lik
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konsantrasyonlari  minimum  bakterisidal  konsantrasyonlar = (MBK) olarak
bildirmislerdir.

Stange ve ark.(2002)’nin, Penicillium tiirleri iizerinde farkli sitrus kabuk
ekstraktlarinin etkisini arastirdiklar1 calismalarda 7 farkl: sitrus kabugu %80’lik etanolle
ekstrakte edilip Penicillium tiirleri iizerindeki etkisi incelenmistir. Sonu¢ olarak bu
ekstraktlarin; Penicillium tiirlerinden bazilarint (P.expansum, P.italicum, P.digitatum)
tesvik edici etkisinin oldugu, ancak bunun yiiksek seyreltmelerde etkisinin azaldigi
rapor edilmistir. Bu kiiflere kars1 en fazla etkili olan maddelerin ise seskuiterpen ve
monoterpen (limonen disinda) oldugu ifade edilmistir. Bunun disinda; P.expansum
tizerinde daha az ¢alisma yapildigi bunun nedeninin ise bu kiifiin 21 tiir bitkide hastaliga
yol acmasina ragmen sitrus meyvelerinde hastalifa neden olmamas:t olarak

belirtilmistir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

Materyal olarak Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliimii’'nde bulunan saf maya kiiltiirleri kullamilmistir. Arastirmada secilen tiirler,
Saccharomyces uvarum ve Schizosaccaharomyces pombe U.U. Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii’'nden, Candida oleophila, Metschnikowia fructicola ve Kloeckera
apiculata U.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii’nden elde edilmistir. Etken
madde olarak ise Aromsa firmasindan temin edilen sinnamik asit, 6jenol ve limonen

kullanilmustir.

3.2.Yontem

Denemede Malt Ekstrakt sivi ve kati (Anonim 1995) besiyerleri kullanilmgtir.
Maya gelisimini engellemek amaciyla, Aromsa firmasindan temin edilen sinnamik asit,
Ojenol ve limonenin, etanolde seyreltilmis ¢esitli konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Tez

caligsmasi yapilirken birim iizerinden ¢alisilmis ve sonuglar konsantrasyona ¢evrilmistir.

3.2.1. Mayalarm Asilanmasi

Mayalar arastirma siiresince iki ayda bir yatik Malt Ekstrakt Agar (MEA-
Merck)’da yenilenerek muhafazaya alinmistir. Deneme asamasinda, yatik agardan 1 6ze
dolusu kiiltiir alinarak 10 mL steril Malt Extract sivi (MEB-Merck) iceren tiiplere
astlanmistir. Tiipler 30°C’de 24 h inkiibasyona birakilarak ekimde kullanilacak genc
kiiltiirler hazirlanmistir (Abbasoglu 1996, Anonim 2000).

3.2.2.Antimikrobiyel Ozelligin Belirlenmesi
Ojenol, sinnamik asit ve limonenin antimikrobiyel &zelliginin belirlenmesinde

disk diffiizyon ve tiip seyreltme yontemleri kullanilmistir.

3.2.2.1.Disk Diffiizyon Yontemi
15-20 mL besiyeri dokiilmiis petrilerin yiizeyine 0,2 mL 24 saatlik test
mikroorganizmas1  siiriilmiistir. Daha sonra 6 mm caphh steril disk

(Schleicher&Schvellasoy Discs-6mm) petriye steril kosullarda yerlestirilmistir.
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Disklere, etanolde cesitli konsantrasyonlarda coziindiiriilmiis limonen, sinnamik asit
veya ojenolden 10 pL emdirilmistir. Asilama 4 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.
Buharlagmay1 onlemek icin petriler posetlenerek 30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir

(Abbasoglu 1996, Anonim 2000).

3.2.2.2.Tiip Seyreltme Yontemi

2.5 mL Malt Ekstrakt Broth iceren tiiplere 0,5 mL kiiltiir asilanip etanolde cesitli
konsantrasyonlarda alkolde ¢6ziindiiriilmiis 6jenol, sinnamik asit veya limonenden 10
puL asilanmistir. Asilama 4 tekerriirli olarak gerceklestirilmistir. Asilanan tiipler
30°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra ©6ze ile Malt Ekstrakt Agar
dokiilmiis petrilere ekim yapilarak 24-48 saat sonundaki maya gelisimi gozlenmistir

(Abbasoglu 1996, Anonim 2000).

3.2.2.3.Mikroorganizma Sayisimin Belirlenmesi

Her deneme baslangicinda test mikroorganizmasinin sayisi belirlenmistir.
Mikroorganizma sayisinin belirlenmesinde yayma yontemi kullanilmistir. Cesitli
konsantrasyonlarda seyreltilmis olan diliisyonlardan 0,1 mL c¢ekilerek Malt Ekstrakt
Agar dokiilmiis petrilere asilama yapilmistir. Mayalarin gelisme siiresine gére 30°C’de

24 veya 48 saatte iireyen petrilerde sayim yapilmistir (Anonim 1995).

3.2.3. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Petrilerde maya gelisimi her 24 saatte bir ve 2 giin siireyle izlenmistir.
Inkiibasyon siiresi boyunca zon caplari kaydedilmistir. S1v1 kiiltiir denemelerinde ise
tiplerden 6ze ile Malt Ekstrakt Agar dokiilmiis petrilere ekim yapilarak 24-48 saat

sonundaki maya gelisimi olup olmadig1 gézlenmistir (Anonim 2000).

3.2.4. istatistiksel Analiz
Ojenol, limonen ve sinnamik asitin test mayalar1 iizerindeki etkilerinin
belirlenmesinde kiimeleme analizleri, Ozdamar (2004) SPSS 10.0 paket programi

kullanilarak yapilmstir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Mikroorganizma Sayisimin Belirlenmesi

Cizelge 4.1’de denemede kullanilan test mikroorganizmalarina ait sayim
sonuclarinin ortalama degerleri goriilmektedir. Her ekim sonunda yapilan sayimlarin
yakin degerde olmalart elde edilen sonuglarda mikroorganizmalarin sayisal

farkliligindan dogabilecek hatalar1 ortadan kaldirmistir (Anonim 2000).

Cizelge 4.1. Mikroorganizmalarin Sayim Ortalamalari

Mikroorganizma Adi Sayim (kob/mL)
Candida oleophila 2,9x 10’
Kloeckera apiculata 7,1x 10
Metschnikowia fructicola 3x 10’
Saccharomyces uvarum 4,68 x 10°
Schizosaccharomyces pombe |7,6 x 10°
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4.2.Disk Difiizyon Yontemine Ait Sonuclar
4.2.1.0jenole Ait Sonuclar
Cizelge 4.2.1°de etil alkolde ¢oziindiiriilmiis farkli konsantrasyonlardaki 6jenoliin

test mayalar lizerindeki inhibisyon zon ¢aplar1 verilmistir.

Cizelge 4.2.1. Ojenoliin test mikroorganizmalari iizerindeki inhibisyon caplar
(mm)

Test Mikroorganizmalari
Konsantrasyonlar

(g/100mL)

C.oleophila  K.apiculata M.fructicola S.uvarum  S.pombe

53,35

27,3

241

23,5

24,2

27,4

35,56

22,6

22

23,5

19,6

19,8

17,78

20,6

19,9

20,5

12,6

16,21

9,70

11,9

11,9

9,3

10,3

10,8

9,28

7,1

9,20

7,0

9,12

8,21

7,62

7,46

7,41

7,36

7,31

7,26

7,11

6,97

6,84

6,80

6,75

6,67

8,7

6,55

7,0

6,51

7,0

71

6,47

-: Zon olusumu gozlenmemistir.
*: Bu konsantrasyonda deneme yapilmamistir.
n=4 (4 tekerriiriilii cahsilmistir)

M fructicola’nin  minimum inhibisyon konsantrasyonunun %9.20 oldugu
belirlenmistir. Ojenole kars1 en direncli mikroorganizmanin M.fructicola oldugu tespit

edilmistir. Bunu sirasiyla S.pombe (%7.31) ve S.uvarum (%6.80) takip etmektedir. En
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direncsiz mikroorganizmalarin ise %6.51°lik konsantrasyonla C.oleophila ve
K.apiculata oldugu belirlenmistir.

Ojenoliin Rhizopus stolonifer, Mucor sp.ve Sclerotinia sclerotiorum Xkiifleri
izerinde inhibitér etkisinin denendigi bir calismada minimum inhibisyon
konsantrasyonlan sirastyla %9.4 , %9.3, %9.5 olarak bulunmustur (Edris ve Farrag
2003). Bu degerler test mayalarindan M.fructicola’ya cok yakindir.

Yine Gjenol, timol, karvakrol ve allisinin mikotoksijenik Aspergillus iizerindeki
inhibisyon etkisinin derecelerinin arastirildig1 bir ¢aligmada, 6jenoliin digerleri arasinda
en etkili etken madde oldugu gozlenmistir (Snyder 1997).

4.2.2. Limonene Ait Sonuclar

Cizelge 4.2.2’de etanolde coziindiiriilmiis, farkli konsantrasyonlardaki
limonenin, test mayalari {izerindeki inhibisyon zon caplar verilmistir.

Limonene kars1 da yine en diren¢li mikroorganizmanin %47.10’1luk degerle
M. fructicola oldugu tespit edilmistir. Ancak minimum inhibisyon konsantrasyonu
Ojenole nazaran oldukga diisiiktiir. M.fructicola’y1 %40.68’lik degerle C.oleophila takip
etmektedir. K.apiculata’nin minimum inhibisyon konsantrasyonu %29.83’liik degerle
3.sirada yer almaktadir. Limonene karsi en direncsiz mikroorganizmanin S.pombe
oldugu tespit edilmistir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu ise %6.30’dur.
S.pombe’yi yakin bir degerle S.uvarum izlemektedir. S.uvarum un minimum inhibisyon
konsantrasyonu ise %9.73 olarak tespit edilmistir. Goriildigi gibi diger
mikroorganizmalarin &jenol ve limonene direngleri arasinda biiyiik fark olmasina
ragmen S.pombe ve S.uvarum’un bu etken maddelere kargi direncleri hemen hemen
aynidir.

Limonenin kiifler (Aspergillus flavus, A.ochraceus ve A.parasiticus) tizerinde
antimikrobiyel etkisinin arastirildigi bir ¢alismada MIiK degerleri sirasiyla %27.73,
%21.46 ve %22.68 olarak bulunmustur (Badeaa ve Soliman 2002). Ojenolde oldugu
gibi limonende de kiiflerin MIK degerleri kullanilan test mayalarindan birine

(K.apiculata %29.83) olduk¢a yakindir.
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Cizelge 4.2.2. Limonenin test mikroorganizmalari iizerindeki inhibisyon caplari

Konsantrasyonlar
(g/100mL)

C.oleophila

Test Mikroorganizmalari
M.fructicola S.uvarum S.pombe

K.apiculata

89,50

*

8,9

9,7

16,4

27,6

59,67

*

*

9,3

*

*

52,65

*

*

7,1

*

47,10

*

*

7,0

*

46,86

*

*

*

44,75

7,0

8,8

42,62

7,0

*

40,68

*

29,83

28,87

22,37

17,90

12,78

9,94

9,83

9,73

9,62

8,95

7,46

7,5

6,39

7,1

6,30

7,0

6,26

6,17

5,97

-: Zon olusumu gozlenmemistir.

*: Bu konsantrasyonda deneme yapilmanmustir.

n=4




20

4.2.3. Sinnamik Asite Ait Sonuclar
Cizelge 4.2.3’te etanolde ¢oziindiiriilmiig, farkli konsantrasyonlardaki sinnamik

asitin test mayalar1 izerindeki inhibisyon zon ¢aplar1 verilmistir.

Cizelge 4.2.3. Sinnamik asitin test mikroorganizmalari iizerindeki inhibisyon
caplari (mm)

Konsantrasyonlar Test Mikroorganizmalar:

(g/100mL) C.oleophila K.apiculata  M.fructicola S.uvarum S.pombe
4,0 7,5 9,9 9,9 14,1 *
3,84 * * 9,0 9,5 -
3,80 * * 8,1 - 7,0
3,60 7,5 9,0 7,4 * *
3,24 7,0 * 7,0 * *
3,20 - * _ * *
2,84 * - - * *
2,80 * 71 j * "
0,40 * * _ * .
0,04 * * - * *
0,02 - - - - -

0,004 - - - - -

-: Zon olusumu gozlenmemistir.
*: Bu konsantrasyonda deneme yapilmamustir.
n=4

Test mayalarinin  sinnamik asite kars1 gosterdikleri diren¢ arasinda farkliliklar
bulunmasina ragmen, konsantrasyonlar arasinda ¢ok biiyiik bir farklilik gozlenmemistir.
sinnamik asite karsi en direcli mikroorganizmanin S.uvarum oldugu ve minimum
inhibisyon konsantrasyonunun da %3.84 oldugu tespit edilmistir. Bunu %3.80’le
S.pombe, %3.24 ile C.oleophila ve M. fructicola izlemektedir. En direngsiz
mikroorganizmanin ise %?2.8 ile K.apiculata oldugu belirlenmistir.

Sinnamik asit’in Aspergillus flavus, A.ochraceus ve A.parasiticus kiifleri
iizerinde inhibisyon etkilerinin arastirildig1 bir calismada MIK degerleri sirasiyla %5.92,
9%3.24 ve %2.57 olarak bulunmustur (Badeaa ve Soliman 2002). A. flavus disindaki
kiiflerin minimum engelleme konsantrasyonlart test mayalarina olduk¢a yakin olup

diger iki etken madde de oldugu gibi sinnamik asitte de paralellik gostermistir.
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4.3.Tiip Diliisyon Yontemine Ait Sonuclar
4.3.1. Ojenole Ait Sonuclar

Cizelge 4.3.1°de etil alkolde ¢oziindiiriilmiis farkli konsantrasyonlardaki

Ojenoliin test mayalan iizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 verilmistir.
Cizelge 4.3.1. Ojenoliin test mikroorganizmalan iizerindeki minimum inhibisyon

konsantrasyonlari

Test Mikroorganizmalari
Konsantrasyonlar
(9/100mL) C.oleophila  K.apiculata M.fructicola S.uvarum S.pombe
106,70 - - - - -
53,35 + + + + +
71,13 - - - - -
66,69 - - * - -
62,76 - - * - -
59,28 - - * - -
54,72 - - * - -
54,44 + + * - -
54,16 * * * +
53,89 * * * *
-: Ureme yok.

+: Ureme var.
*: Bu konsantrasyonda deneme yapilmamistir.
n=4

Tiip diliisyon yontemi ile yapilan denemelerde de disk difiizyon yonteminde
oldugu gibi en direngli mikroorganizmanin %71.13’liik degerle M.fructicola oldugu
tespit edilmistir. Ancak minimum inhibisyon konsantrasyonu disk difiizyon yontemine
nazaran oldukg¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir. K.apiculata ve C.oleophila esit direng
gostererek (%54.72) M.fructicola’yr takip etmislerdir. Ustelik konsantrasyon farkli
olmasina ragmen disk difiizyon yonteminde de bu iki mikroorganizma esit direng
gostermistir. S.pombe %54.44’1ik degerle 4.sirada ve S.uvarum ise %54.16’lik degerle
son sirada yer almigtir. Goriildiigii gibi M.fructicola disindaki mikroorganizmalar disk
difiizyon yontemi ile paralellik gostermemektedir.

Tiip diliisyon yontemi ile yapilan denemelerde limonenin saf olarak kullanildigi
durumda dahi hicbir test mayasinda gelismeye engel olamadigindan farkli

konsantrasyonlarda deneme yapilmamistir.
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4.3.2. Sinnamik Asite Ait Sonuclar

Cizelge 4.3.2.”de etanolde ¢oziindiiriilmiis, farkli konsantrasyonlardaki

sinnamik asitin test mayalari iizerindeki inhibisyon zon ¢aplar1 verilmistir.

Cizelge 4.3.2. Sinnamik asitin test mikroorganizmalari iizerindeki minimum

inhibisyon konsantrasyonlari

Konsantrasyonlar Test Mikroorganizmalari
(9/100mL) C.oleophila  K.apiculata M.fructicola S.uvarum S.pombe
6,00 - - i * .
5,40 * - i * *
5,20 * + + * *
5,00 * + + * *
4,90 - + + - *
4,80 - * * * -
4.60 _ * * * *
4,40 _ * * * x
4,36 _ * * * *
4,32 + * * * *
3,84 * - * - -
3,80 * + * + +
2,40 * + * + +
0,40 + + + + +
0,20 + + + + +
0,08 + + + + +
0,004 + + + + +
-: Ureme yok.

+: Ureme var.
*: Bu konsantrasyonda deneme yapilmamistir.
n=4

M. fructicola ve K.apiculata %5,4’likk degerle sinnamik aside karsi en direngli
mayalar olarak bulunmustur. C.oleophila bunu takip etmekte olup minimum inhibisyon
konsantrasyonu %4.36’dir. En direngsiz mikroorganizmalar ise S.pombe ve
S.uvarum’dur. Bunlarin minimum inhibisyon konsantrasyonu %3.84 olarak tespit
edilmistir. Durum disk diflizyon yontemi ile karsilastirildiginda yine herhangi bir
paralellik gostermemektedir. Ciinkii disk difiizyon yonteminde konsantrasyonlar %3.84-
%2.8 arasinda degistiginden degerler hemen hemen aym olup farklilik sadece

mikroorganizmalarin direnglerindeki siralamadadir.
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Esansiyel yaglarin mikroorganizmalar {izerindeki bu etkilerinin ne sekilde
oldugu konusunda yapilan bir ¢alismada esansiyel yagin mitokondrial DNA’ya zarar
verdigi belirlenmistir. Buradaki zararin DNA ic¢inde bulunan 2 adet genin birlesmesiyle
ortaya c¢iktig1 belirtilmistir. Bu genlerden birinin RNR3; (DNA metabolizmasinda yer
alan gen), digerinin ise RADs; (DNA’y1 onarmakta gorev alan gen) oldugu
bildirilmistir. Bu calismada esansiyel yaglarin diger zararlarinin ise stoplazma zarinda
mutasyon ve mitokondrial yapilarda ve fonksiyonlarinda bozukluga neden oldugu
saptanmistir. S.cerevisiae {iizerinde yapilan bu calismadan elde edilen sonucun tiim
mayalar icin de gecerli olabilecegi ifade edilmistir (Bakkali ve ark. 2005).

4 Candida tiirii izerinde yapilan diger bir ¢calismada ise (C.albicans, C.krusei,
C.parapsilosis, C.tropicalis, C.albicans ATCC 10231) esansiyel yagin maya hiicresi
etrafinda 6zel bir duvar olusturdugu, ardindan maya hiicresinin duvarinin merkeze
dogru kii¢iildiigii ve arada kalan boslukta biiyiik vakuoller olustugu saptanmistir. Daha
sonra ise hiicre duvarinin tamamen deforme oldugu ifade edilmistir (Nakamura ve ark.

2004).
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4.4 istatistiksel Analiz Sonuclar1 ve Tartisma

Ojenol konsantrasyonlarinin test mayalar1 iizerine etkisi sekil 4.4.1.’de
goriilmektedir.

%6,75 —
%6,51  —
%8,21  —
$7,11  —
%6,47
6,80

%6, 75
26,84
%9,20
%9,12

:]__
$7,31
%7,26
%7,36 _1
$7,41
:]__
:]__
]

oe

%6,97
%7, 46
%6,55
%7,62
26,47
%9, 70
%17, 78
%35, 56
%53, 35

Sekil 4.4.1. Ojenol konsantrasyonlarinin test mayalari iizerindeki etki diyagrami

Ojenole ait grafik incelendiginde, kiimeleme analizi ile elde edilen agac
diyagramindaki gruplagsmanin temel olarak 3 tane oldugu gozlenmektedir. 1.grup sifir
cizgisine en yakin olan grup olup deneme yapilmayan konsantrasyonlar ve en diisiik
konsantrasyon degerleri bu grupta yer almaktadir. 2.grupta yer alan %9,70 ve %17,78
‘lik konsantrasyonlar test mayalar1 iizerine benzer etkiler gosterirken, %35,56’lik
konsantrasyon daha yiiksek inhibisyon etki gOstermesine ragmen aymi grupta yer
almistir. 3.grupta ise test mayalar1 iizerine en etkili sonucu veren %53,35’lik

konsantrasyon yer almistir.
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Test mayalarinin §jenole karsi duyarliliklan sekil 4.4.2.”de goriilmektedir.

0 5 10 15 20 25
fom fom fom fom fom +
M. fructicola :l—
S.pombe
S.uvarum Em—
K.apiculata
C.oleophila

Sekil 4.4.2. Test mayalarinin 6jenole kars1 duyarlilik diyagrami

Test mayalarinin djenole kars1 gosterdikleri direng incelendiginde M.fructicola,
S.pombe, S.uvarum’un birbirine yakin etki gosterdigi gozlenmis, Gjenoliin yiiksek
konsantrasyonlarinda ancak inhibe edildigi goriilmiistiir. K.apiculata ise bu ii¢ mayadan
daha az direncli olup 2. grupta yer almistir. Ojenoliin en etkili oldugu test mayasinin ise
C.oleophila oldugu belirlenmistir. Bu diyagramdaki degerlendirme disk difiizyon

yontemi ile paralellik gostermektedir.
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Limonen konsantrasyonlarinin test mayalari {izerine etkisi sekil 4.4.3."te
goriilmektedir.

%6,26
26,17
46,86
%9,62
%8,95
28,87
22,37
40,68
%9,83
29,73
42,62
%6, 39
%6,30
%7, 46
52,65
47,10
59,67
44,75

:]__
29,83 ———J
:I___

oe

o\

o

o°

o

o

o oo

o o

o

12,78
%9,94
%17,90
%$89,50

Sekil 4.4.3. Limonen konsantrasyonlarinin test mayalar tizerindeki etki

diyagrami

Limonen konsantrasyonlarinin test mayalart iizerindeki etki diyagraminda
belirgin 3 grup goriilmektedir. 1.grup sifir ¢izgisine en yakin olan grup olup, deneme
yapilmayan konsantrasyonlar ve en diisiik konsantrasyon degerleri bu grupta yer
almaktadir. 2.grupta ise %52.65, %6.30 ve %9.94’likk konsantrasyonlar yer almaktadir.
En fazla etkiyi %89.50’lik konsantrasyon gosterirken buna en yakin deger %44.75’1lik

konsantrasyon olup 3.grupta yer almaktadir.
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Test mayalarinin limonene kars1 duyarliliklan sekil 4.4.4.’te goriilmektedir.

C.oleophila ]7
K.apiculata

M. fructicola

S.uvarum

S.pombe

Sekil 4.4.4. Test mayalarinin limonene karsi duyarlilik diyagrami

Test mayalarinin limonene karsi gosterdikleri diren¢ incelendiginde
C.oleophila, K.apiculata, ve M.fructicola birbirine en yakin etki gostererek 1.grubu
olusturdugu gozlenmistir. Bu grup limonene karsi en direncli gruptur. S.pombe ise en
duyarli maya olup 3.grupta yer almaktadir. Bu diyagramdaki degerlendirme disk

difiizyon yontemi ile paralellik gostermektedir.
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Sinnamik asit konsantrasyonlarinin test mayalari tizerine etkisi sekil 4.4.5.’te
goriilmektedir.

£0, 04
%0, 40
3,20
$2,84
0,004
£0, 02
$3,80 — |
$2,80 —
3, 84
$3, 24

3,60 ]

%4,0

o°

Sekil 4.4.5. Sinnamik asit konsantrasyonlarinin test mayalari iizerindeki etki
diyagrami

Sinnamik asit konsantrasyonlarinin test mayalar iizerindeki etki diyagraminda
belirgin 3 grup goriilmektedir. 1.grup sifir ¢izgisine en yakin olan grup olup, deneme
yapilmayan konsantrasyonlar ve en diisiik konsantrasyon degerleri bu grupta yer
almaktadir. 2.grupta ise %3.84, %3.80, %3.60, %3.,24 ve %?2.80’lik konsantrasyonlar
birbirine benzer etki gostererek aymi grupta yer almistir. En fazlaya etkiyi gOsteren

konsantrasyon ise %4’liik konsantrasyon olup 3. grupta yer almistir.

Test mayalarinin  sinnamik asite kars1 duyarliliklan sekil 4.4.6.’da

goriilmektedir.
0 5 10 15 20 25
fom fom R R R +
C.oleophila _J
M. fructicola

K.apiculata

S.pombe

S.uvarum

Sekil 4.4.6. Test mayalarinin sinnamik asite kars1 duyarlilik diyagrami
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Test mayalarinin limonene kars1 gosterdikleri direnc incelendiginde; en direncli
mayalardan C.oleophila ve M.fructicola’nin birbirine ¢ok yakin etki gosterdigi,
K.apiculata’nin ise daha az direncli oldugu gozlenmistir. S.pombe ve S.uvarum’un

etkisinin birbirine ¢ok yakin ve en duyarli mayalar oldugu saptanmustir.
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5.SONUC VE ONERILER

Yapilan bu arastirma ile 5 adet test mayasinin (M.fructicola, S.uvarum, S.pombe,
C.oleophila, K.apiculata), 3 adet etken madde (6jenol, sinnamik asit ve limonen)

tizerindeki antimikrobiyel etkileri belirlenmistir.

A) Deneme materyali olan 3 etken madde icerisinde sinnamik asitin, gerek disk
difiizyon gerekse tiip dilisyon yonteminde diger etken maddelere nazaran daha
diisiik konsanrasyonlarda inhibisyon etkisi gostererek en etkili etken madde
oldugu saptanmistir.

B) Limonen, tiip diliisyon yonteminde hi¢ etki gostermezken, disk difiizyon
yonteminde yiiksek konsantrasyonlarda engelleyici etki gostererek en az etkili
etken madde oldugu belirlenmistir.

C) Ojenoliin disk difiizyon yontemindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlari
oldukca diisiikken (%9.20, %7.31, %6.80, %6.51), tiip diliisyon yonteminde
oldukca yiiksektir (%71.13, %54.72, %54.44, %54,16).

D) Sinnamik asitin test mayalari iizerindeki MIK degerleri 2 yontemde de ¢ok
kiiciik farkliliklar gostermesine ragmen mayalarin siralamasinda biiyiik
farkliliklar gozlenmistir.

E) Limonenin disk difiizyon yontemindeki MIK degerleri arasinda cok biiyiik
farkliliklar gozlenmistir (%47.10, %40.68, %29.83, %9.73, %6.30)

F) Disk difiizyon yonteminde &jenole ve limonene karsi en direngli maya
M. fructicola olmustur. Tiip diliisyon yonteminde de Gjenole ve sinnamik asite
karsi yine en etkili maya M.fructicola olmustur. Yalmzca disk difiizyon
yonteminde sinnamik asite karsi M.fructicola (%3.24) degil, cok az farkla
S.uvarum (%3.84) en diren¢li maya olmustur.

G) Genel olarak mayalarin farkli etken maddelere karsi direngleri arasinda bir

paralellik gbzlenmemistir.

Sonu¢ olarak bitkisel ekstraktlarin ve ucucu yaglarin antimikrobiyel
ozelliklerinin arastirilmasiyla ilgili olarak yayinlanmis cok sayida makale oldugu

bilinmektedir. Bu calismalarda ¢esitli ugucu yaglar test mikroorganizmalarina karsi
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denenmis ve antimikrobiyel etkileri belirlenmeye ¢alisiimistir. Boylece biyolojik olarak
aktif olan bu maddelerin, kimyasal koruyuculara kars1 alternatif olarak kullanilmasi
yolunda bir alternatif olabilecegi diisiiniilmekte olup, daha genis olarak ¢ok sayidaki

mikroorganizmalar tizerindeki etkilerinin de arastirilmasi onerilmektedir.
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