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(TEZ DANISMANI: PROF. DR. iBRAHIM CAKIR)

BOLU, TEMMUZ - 2017

Esansiyel yaglar antimikrobiyal 6zellikler gosteren aromatik ve ugucu sivilardir.
Esansiyel yaglar ve bilesenleri antibakteriyel, antiparaziter, insektisidal, antiviral,
antifungal, antikanser ve antioksidan aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir.
Olumsuz tiiketici goriisiine sahip sentetik koruyuculara karsi etkili bir alternatif
olarak gida muhafazasinda 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Ancak yeni uygulamalar
icin, esansiyel yaglarin ve bilesenlerinin ¢oziiniirliigii, Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIK), hedef mikroorganizmaya etkileri ve sinerjitik/antagonistik
etkilesimleri hakkinda dafa fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle,
bu arastirmada ocimene, geraniol, sitral, geranil asetat, mentol, menton, mentil
asetat, p-cimen, timol, &jenol, estragol (4-allylanisole), sinamil alkol,
sinnamaldehit, a-pinen, kamfor, okaliptol (1,8-sineol) ve borneol olmak iizere
onyedi esansiyel yag bileseni lizerine calisilmistir. Arastirmada ilk asamada,
stirfaktan ve/veya ¢oziicli kullanarak esansiyel yag bilesenlerinin siv1 besiyerindeki
maksimum ¢6ziinebilir konsantrasyonu belirlenmistir. Daha sonra, bu bilesenlerin
Gram (-) bakterileri igin model organizma olarak segilmis Escherichia coli (3 sus)
ve Gram (+) bakterileri i¢in model organizma olarak se¢ilmis Staphylococcus
aureus (3 sus)’a karst in vitro antimikrobiyal duyarlilik testleri uygulanmistir. Bu
bilesenlerden bazilari olan geraniol (11,25 mM), sitral (13,5 mM) ve sinnamaldehit
(14,4 mM) bireysel olarak uygulandiginda test edilen S. aureus ve E. coli’nin tim
suglarina karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Geraniol S.
aureus ve E. coli’ye kars1 en etkili esansiyel yag bileseni olarak tespit edilmistir.
Sinnamaldehit ve p-¢imen kombinasyonu test edilmis tiim bakterilere karsi
antagonistik etki gostermemistir. S. aureus LMG8224 ve E. coli JG33 suslariin,
sinnamaldehit ve 6jenol kombinasyonuna karsi ilaveli ya da sinerjitik etkili
olabilecegi belirlenmistir. Ayn1 kombinasyon E. coli ve S. aureusun diger test
edilmis suslarina kars1 antagonistik etki gostermemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Esansiyel Yag Bilesenleri, Coziiniirliik,
Antimikrobiyal Aktivite, Kombinasyon Etkisi



ABSTRACT

THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL COMPOUNDS
AGAINST ESCHERICHIA COLI AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS

MSC THESIS
EBRU GOZETICI
ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: PROF. DR. IBRAHIM CAKIR)

BOLU, JULY 2017

Essential oils (EOs) are aromatic and volatile liquids with antimicrobial properties.
EOs or their compounds have been shown antibacterial, antiparasitic, insecticidal,
antiviral, antifungal, anticancer and antioxidant activities. In the food industry, they
play an important role in food preservation as effective alternatives or complements
to synthetic preservatives which have a negative consumer perception. However,
new applications require more knowledge about the solubility and the minimum
inhibitory concentration (MIC) of EOs and their compounds, the effect of the
individual compounds on target microorganisms as well as synergistic/antagonistic
interactions between compounds. In order to fill this knowledge gap, this thesis
focused on seventeen pure compounds of essential oil (EO): ocimene, geraniol,
citral, geranyl asetat, menthol, menthone, menthyl asetat, p-cymene, thymol,
eugenol, estragole (4-allylanisole), cinnamyl alkol, cinnamaldehyde, a-pinene,
camphor, eucalyptol (1,8-cineole) and borneol. More specifically, maximum
soluble concentrations of pure EO compounds supplemented with surfactant and/or
solvent in a water based broth was first tested. Furthermore, their antimicrobial
activity was investigated in vitro using a growth inhibition assay against
Escherichia coli (3 strains), as model organism for the Gram (-) bacteria and against
Staphylococcus aureus (3 strains) as model organism for the Gram (+) bacteria.
Some of these compounds such as geraniol (11,25 mM), citral (13,5 mM) and
cinnamaldehyde (14,4 mM) expressed antibacterial activity against all tested strains
of S. aureus and E. coli when they are applied as single compounds. Geraniol was
a more effective EO compound against S. aureus than E. coli. The combination of
cinnamaldehyde and p-cymene did not show antagonistic effect towards all tested
bacteria. The interaction between cinnamaldehyde and eugenol could be an additive
or synergistic effect against S. aureus LMG8224, which was the most susceptible
bacterium to this combination, and E. coli JG33. The interaction of the same
combination against other tested strains of E. coli and S. aureus was non-
antagonism.

KEYWORDS: Essential Oil Compounds, Antimicrobial Activity, Solubility,
Combination Interactions
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1. GIRIS

Ugucu ve eterik yaglar olarak da adlandirilan esansiyel yaglar, dogal, ugucu,
aromatik bitki materyallerinden ekstrakte edilen kompleks karisimlardir. Kuvvetli
kokulu olan bu yaglar, aromatik bitkiler tarafindan ikincil metabolitler olarak tretilir
(Bakkali vd., 2008). Esansiyel yaglar sivi, berrak, nadiren renkli, organik ¢oziiciilerde
ve yaglarda ¢oziinebilirler (Nazzaro vd., 2013). Giinliimiizde bilinen yaklagik 3000
esansiyel yagdan 300 kadari aroma ve kozmetik sanayisinde ticari 6neme sahip oldugu

bildirilmigtir (Burt, 2004).

Esansiyel yaglar biitiin bitki organlarindan (tomurcuk, ¢icek, yaprak, tohum,
kabuk, dal, sap, meyve, kok ve aga¢ kabugundan) sentezlenebilir ve genellikle salgi
hiicreleri, kovuklar, kanallar, epidermik hiicreler ya da glandiiler tiiylerde depolanirlar
(Hyldgaard vd., 2012; Nazzaro vd., 2013). Geleneksel ilaglarin 6nemli bir kismini
olusturan esansiyel yaglar, genelde Akdeniz Bolgesi ve tropik iilkelerde yetisen cesitli
aromatik bitkilerden kolaylikla izole edilebilir (Bakkali vd., 2008; Nazzaro vd., 2013).
Soguk presleme, destilasyon, c¢oziicii ekstraksiyonu (mikrodalga yardimiyla
ekstraksiyon gibi) cesitli yontemler uygulanarak elde edilebilmektedir (Burt, 2004;
Jocelyn Paré vd., 1994).

Esansiyel yaglar dogada bitki savunmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Bu
yaglar bazi bocekleri, polenlerin ve tohumlarin yayilmasi i¢in tegvik etmekte ya da
istenmeyen bocekleri uzaklastirabilmektedir. Boylelikle, bitkilerin gevre ile
iliskilerinin bagdastirilmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar (Bakkali vd., 2008;
Nazzaro vd., 2013). Esansiyel yaglar, bakterisidal, virusidal, fungisidal, antiparazital,
insektisidal, tibbi ve kozmetik amagli olarak yiizyillardir kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, sadece antiseptik 6zellikler gdstermeyen bu esansiyel yaglarin ayni1 zamanda
antioksidan aktiviteye de sahip olduklari bildirilmistir (Bakkali vd., 2008). Esansiyel
yaglar ve bilesenleri 6zellikle mikroorganizmalarin sitoplazmast ve membrant

tizerinde etki gostermektedir (Nazzaro vd., 2013).



Esansiyel yaglar, farkli biyosentetik kaynaklardan ve c¢esitli kimyasal
yapilardan olusan bilesenlerin kompleks karigimlaridir. Baslica gruplar olarak:
Terpenler (¢cogunlukla monoterpen ve seskiterpenler), terpenoitler, fenol tiirevi
aromatik fenilpropenler ve diger esansiyel yag bilesenleri sayilabilir (Hyldgaard vd.,
2012).

Giliniimiizde tiiketicilerin daha az islenmis, dogal, yiiksek yag, tuz ya da seker
icerigi olmayan saglikli gidalara egilimi artmis bulunmaktadir. Bakteri gelisimini
inhibe edip, raf Omriinii uzatan sentetik kimyasal koruyucular endiistride siirekli
kullanilmaktadir. Ancak temiz etiket (Clean label) olan {irlinleri tercih eden
tilketicilerin, bu sentetik katki maddelerine karsi olumsuz bir algist bulunmaktadir
(Seow vd., 2014). Aslinda mikroorganizmalar geleneksel kimyasallara ve ilaglara
kars1 diren¢ kazanmistir ve bu da diinya ¢apinda bir problem olarak bilinmektedir.
Arastirmacilar, kimyasal sanayinin sentetik koruyucularini kullanmaktan ziyade dogal
alternatiflerin arastirllmasi1 konusunda tesvik edilmektedir (Nazzaro vd., 2013).
Bundan dolayi, antimikrobiyal aktivite gosteren bu esansiyel yaglar ve bilesenleri,

gida endiistrisi i¢in iyi bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Esansiyel yaglar kullanilarak yapilan antimikrobiyal aktivite c¢aligmalar
farklilik  gostermektedir.  Ciinkii  bu  ¢alismalarin  sonuglarmmin  bazilari,
mikroorganizmalara karsi etkili bir esansiyel yag oldugunu gosterirken; digerleri ayni
sonucu gostermeyebilmektedir. Dogal yaglarin antimikrobiyal aktivitesi iizerine
birgok ¢aligma bulunmaktadir (Goifii vd., 2009; Hili vd., 1997), ancak bu sonuglarin
cogu tartigmalart da beraberinde getirmektedir. Ciinkii yapilan ¢aligmalarda esansiyel
yag bilesenlerinin net bilesimi her zaman belirtiimemekte, bilesenler arasinda olusan
sinerjitik veya antogonistik etkiler dikkate alinmamakta ve ayrica esansiyel yaglarin
stvi besiyerinde ¢oziintirliigii giigliikle tanimlanmaktadir. Diger taraftan, esansiyel
yaglarin antimikrobiyal aktivite deneylerindeki konsantrasyonlari ve uygulanan
kosullar calismaya gore farklilik gosterebilmektedir. Ayrica, esansiyel yaglarin
bilesimi degisebilmekte bu da yaglarin etki seklinin aragtirllmasini zorlagmaktadir.
Bunun sonucu olarak, ticari esansiyel yaglarin uygulanmasi tizerine yapilan ¢alismalar

artmaktadir.



Bu bilgiler 15181nda, tez ¢aligmasinda esansiyel yaglarda bulunan bilesenler
tizerine yogunlagsmistir. Esansiyel yaglarin baslica kimyasal smiflarindan olan
bilesenler segilmis; Gram (-) bakteriler i¢in model organizma olarak 3 adet
Escherichia coli susuna ve Gram (+) bakteriler i¢in model organizma olarak da 3 adet
Staphylococcus aureus susuna kars: antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Bununla
birlikte, esansiyel yag bilesenlerinin muhtemel sinerjitik ya da antagonistik etkileri de

arastirilmistir.
Bu c¢aligmanin spesifik hedefleri sunlardir:

1. Esansiyel yaglarda bulunan farkli bilesenlerin siv1 besiyerinde ¢6ziindiikleri en

yiiksek konsantrasyonu tespit etmek.

2. Bakteriyel gelisme inhibisyonu analizini uygulayarak, esansiyel yag
bilesenlerinin iki model bakteri olan E. coli ve S. aureus 'a kars1 antimikrobiyal

aktivitelerini degerlendirmek.

3. Dama tahtas1 yontemini kullanarak, bazi esansiyel yag bilesenlerinin sinerjitik,
ilaveli veya antagonistik etkilesimlerinin her iki model bakteri {izerindeki

etkileri arastirmak.



2. LITERATUR CALISMASI

2.1 Esansiyel Yaglarin Kimyasal Bilesimi

Esansiyel yaglar herbiri farkli konsantrasyonlarda olmak tizere 45 ¢eside kadar
bilesenden olusan kompleks karigimlardir (Hyldgaard vd., 2012). Esansiyel yag
bilesenleri diisiik molekiil agirligina ve farkli antimikrobiyal aktiviteye sahip
genellikle sudan daha diisiik yogunlukta karakterize edilen genis bir gruptur. Kimyasal
yapilarina bagl olarak dort aktif grup igermektedirler; terpenler, terpenoitler,
fenilpropenler ve digerleri (Sekil 2.1.) (Hyldgaard vd., 2012).

Dogal ugucu yaglar iz miktarda bulunan bilesenlere gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda (%20-70) iki veya ii¢ temel bilesenden olusmaktadirlar. Ornek
olarak timol (%27) Origanum compactum esansiyel yaginin, kamfor (%24) Artemisia
herba-alba esansiyel yaginin, dkaliptol (1,8-sineol) (%50) Cinnamomum kamfor
esansiyel yagmin, ve mentol (%59) ve menton (%19) Mentha piperita (Mentha x
piperita) esansiyel yaginin temel bilesenleridir (Bakkali vd., 2008). Minér bilesenler
de antimikrobiyal aktiviteye diger bilesenlerle sinerjik etki gostererek katkida
bulunabilmektedir. Ayrica, ¢igek agma zamaninda veya hemen sonrasinda hasat edilen
bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin antimiktobiyal aktivitesi en yiiksek oldugu

bilinmektedir (Burt, 2004).

Esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkisi sadece farkli bilesenlere sahip
olmasmin disinda bu bilesenlerin farkli oranlarda ve farkli sterioizomerlere sahip
olmasima gore degismektedir. Bu faktorleri ¢esitli ¢cevresel faktorler etkilemektedir.
Hasat zaman1 ve cografi kosullara bagli olarak ayni kaynaktan alinmis olsa da
esansiyel yaglar farkli kimyasal bilesime sahip olabilirmektedirler (Burt, 2004).
Tarimsal gegmis, tiir farkliliklar, bitkinin olgunlugu da bilesen kompozisyonlarinda
farkliliklara sebep olabilmektedir (Holley ve Patel, 2005). Bitkinin farkl
bolimlerinden almman esansiyel yaglarin bilesimleri bile ¢ok biiyiik farkliliklar
gosterebilmektedir. Ornek olarak, kisnis (Coriandrum sativum L.) tohumu ve
yapragindan ekstrakte edilen esansiyel yaglarin oldukga farkli bilesime sahip olduklari

bildirilmistir (Delaquis vd., 2002). Esansiyel yag bilesenlerinin enantiyomerleri farkli
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boyutlarda antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Lis-Balcnin vd., 1999). Ayrica,
farkl1 ekstraksiyon yontemleri de esansiyel yaglarin farkli bilesenlere sahip olmasinda
etkilidir (Burt, 2004).
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Sekil 2.1. Secilen esansiyel yag bilesenlerinin kimyasal yapilari



2.1.1 Terpenler

Terpenler, izopiren (Cs) olarak adlandirilan bir¢ok bes karbonlu tinitelerin
farkli kombinasyonlarindan olusan hidrokarbonlardir (Sekil 2.2.). Bitki hiicrelerinin
sitoplazmasinda sentezlenip, asetil-CoA’dan baglayan mevalonik asit yolunu takip
etmektedir. Terpenler, siklaz tarafindan halkali yapiya donistiiriilen hidrokarbon
omurgaya sahip oldugu bildirilmistir. Boylece tek halkali veya iki halkali yapilar
olusturulmaktadir. Monoterpen (C1o) ve seskuiterpen (Cis) en ¢ok bulunan terpenler
olup, hemiterpenler (Cs), diterpenler (Czo), triterpenler (Cso) ve tetraterpenler (Cao) de

bitki hiicresinde bulunan diger terpenlerdir (Nazzaro vd., 2013).

CH,
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Sekil 2.2. izopirenin kimyasal yapist

Seskuiterpenler ii¢ adet izopirenin bir araya gelmesiyle olusmaktadir.
Zincirlerin uzamasiyla siklasyon sayisini arttirir ve yiiksek molekiil yapisina sahip
olmaktadir. Monoterpenlerin ve seskuiterpenlerin yapisi ve fonksiyonlari benzerdir
(Bakkali vd., 2008).

En cok bilinen terpen olan p-¢imen, yan zincirlerinde hi¢bir fonksiyonel grup
igermeyen benzen halkasi olup karvakroliin 6ncii bilesenidir. Terpenlerin gogu yiiksek
antimikrobiyal aktivite gostermemektedir. In vitro ¢aligmalarin sonucunda da tek

baslara kullanildiklarinda antimikrobiyal aktivite gdstermedigi belirlenmistir.



2.1.2 Terpenoitler

Terpenoitler, terpenlerin 6zel enzimler ile oksijen molekiilii eklenmesi, metil
grubunun uzaklastirllmast veya yerinin degisitirilmesi ile meydana gelen
biyokimyasal modifikasyonlar sonucunda olusturulmaktadir. Terpenoitler, esterler,
alkoller, aldehitler, eterler, ketonlar, fenoller ve epoksiler olarak altgruplarina
ayrilabilirler. Timol, mentol, karvakrol ve geraniol en ¢ok bilinen ve yaygin olan
terpenoitlerdir (Hyldgaard vd., 2012).

Terpenoitlerin antimikrobiyal etkileri hidroksil grubu gibi fonksiyonel gruplara
ve delokalize elektronlarin varhigma gore degismektedir. Ornek olarak, karvakrol
benzeri bilesenler, p-¢imen ve karvakrol metil eter, hidroksi grubu igeren karvakrole
gore daha diisiik antimikrobiyal etki gostermektedir (Sekil 2.3.) (Ben Arfa vd., 2006;
Ultee vd., 2002). Karvakroldeki hidroksil grubunun metil eter ile yer degistirmesi
antimikrobiyal aktivitesi, hidrofobik 6zelligi ve halka yapis1 iizerinde degisiklikler
yapip bakteri hiicresi ile olan etkilesimini degistirmektedir (Veldhuizen vd., 2006).

ke d

p-cimen Karvakrol metil eter 2-amino-p-¢imen  Karvakrol

Sekil 2.3. Bazi esansiyel yaglarin kimyasal yapisi

Karvakrol ve p-cimen benzer hidrofobik 6zellik ve kimyasal yap1
gostermektedir (Sekil 3). Ancak karvakrol, 2-amino-p-¢imen kiyasla hidroksil
grubunun etki mekanizmasinin éneminden dolay: daha yiliksek antimikrobiyal etki
gostermektedir (Veldhuizen vd., 2006). Timol ve karvakroldaki hidroksil gruplari
farkli pozisyonlarda olmasina ragmen, S. aureus, Bacillus cereus ve Pseudomonas
aeruginosa ftizerinde benzer antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir

(Lambert wvd, 2001; Ultee wvd., 2002). Hidroksil grubunun pozisyonunun



antimikrobiyal aktiviteye etki etmemesinin miimkiin olabilecegi bildirilmistir
(Dorman ve Deans, 2000). Sonug¢ olarak terpenoitler olduk¢a genis araliktaki
mikroorganizmalar iizerinde yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Kimyasal
yapilar1 terpenler ile benzerlik gostermesine ragmen antimikrobiyal aktivitesinin

terpenlere oranla yiiksek olmasinin sebebi yapilarindaki fonksiyonel gruplardir

(Hyldgaard vd., 2012).

2.1.3 Fenilpropenler

Fenilpropenler alti karbonlu aromatik fenil grubu ve fenilpropanoit
biyosentezinin ilk asamasinda olusan ve sinnamik asit kismina bagh ii¢ karbonlu
propen dali igerdigi i¢in boyle isimlendirilmislerdir. Fenilpropenler, bitkilerdeki
aminoasit onciisii fenilalaninden sentezlenen fenilpropanoit isimli organik bilesenlerin
alt grubunda yer alirlar. Genel olarak esansiyel yaglar, fenilpropen grubundan az
miktarda bilesene sahip oldugu bildirilmistir (Hyldgaard vd., 2012). Yaygin olarak

fenilpropenlere 6rnek olarak sinnamaldehit ve 6jenol gosterilmektedir.

Ojenol ve izo 6jenol gibi kimyasal olarak benzer molekiiller bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite gosteren serbest hidroksil grubu igermektedir. Ayrica,
fenilpropenlerin antimikrobiyal aktivitesi aromatik halkadaki degisimlerin tipi ve

sayist ile bagdastirilmaktadir (Hyldgaard vd., 2012).

2.1.4 Diger Esansiyel Yaglar

Esansiyel yaglarda doymamis yag asitleri, laktonlar, terpenler, glikozitlerden
olusan bozunma iiriinleri ile bitkilerin ikincil metabolizma {iriinii olan kiikiirt ve azot
igeren bilesenler bulunmaktadir (Hyldgaard vd., 2012). Allisin (diallil tiyosiilfinat) ve
izotiyosiyanat kiikiirt ve azot igeren antimikrobiyal bilesenlerdendir. Sarimsakta
bulunan allisin topraktaki mikroorganizmalara karsi potansiyel bir dogal savunma
mekanizmasidir (Ankri ve Mirelman, 1999). Hardal esansiyel yagi temel bilesen
olarak izotiyosiyanat icermekte, hardal, brokoli, yaban turpu, lahana, karnabahar ve

salgam gibi hardal ailesi tiyelerinde bulunmaktadir (Nielsen ve Rios, 2000).



2.2 Esansiyal Yaglarin ve/veya Bilesenlerinin Bakterilere Kars1
Aktivitesi

2.2.1 Esansiyal Yaglarin ve/veya Bilesenlerinin Bakterilere Karsi

Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Esansiyel yaglarin aktivitesi tek bir mekanizmaya dayandirilamaz (Nazzaro
vd., 2013) ¢iinkii bilesenlerinin ¢oklu hedefler iizerinde kendine has etki mekanizmasi
bulunmaktadir. Esansiyel yaglarin etki mekanizmasi ve antimikrobiyal aktivitesi
onlarin kimyasal yapis1 ve icerdikleri tekli bilesenlerin konsantrasyonlarina gore
degismektedir (Nazzaro vd., 2013). Ayrica, farkli bilesenlerin arasindaki sinerjitik ve
antagonistik iliskiler esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemektedir.
Esansiyel yaglarin olasi etki mekanizmasi ve mikroorganizmalar tizerindeki hedef

bolgeleri Sekil 2.4.’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Esansiyel yag bilesenlerinin hedef bolgeleri ve etki mekanizmalari

(Nazzaro vd., 2013)



Esansiyel yaglar ve bilesenlerinin hidrofobik yapisi hiicre duvarmin ¢ift
katmanli fosfolipit yapisinin destabilizasyonuna neden olmaktadir. Ik hedef olarak
sitoplazma zarmin gegirgenligini arttirarak elektron transfer sistemini bozmaktadir.
Ayrica 6nemli hiicre bilesenlerinin disar1 sizmasi (metabolitler ve iyonlar), bir¢ok
enzimin inaktive olmasi ve protein denatiirasyonu ile sitoplazmanin koagiile olmasi
gibi hiicre icinde birgok reaksiyon meydana gelmektedir. Antimikrobiyal tiriinler
hiicre i¢ine alinmasi gereken 6nemli molekiillerin transferinden sorumlu membran

proteinlerine ve yag asidi sentezine de etki etmektedir (Nazzaro vd., 2013).

Terpenler protein denatiirasyonuna ve hiicre zarinin bozulmasina etki ederek
hiicre bilegenlerinin kaybina ve hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Fisher ve Phillips,
2008). Ornek olarak p-cimen (monoterpen) sitoplazmik membran iizerinde secici
olarak genislemelere, membran potansiyelinde diisiise ve hiicre hareketliliginde de
azalisa neden olmaktadir (Burt vd., 2007). Ayrica p-¢imen hiicre zarinda yabanci
madde olarak goriilmekte ve entalpide biiyiik bir diisiise neden olmaktadir (Cristani
vd., 2007; Hyldgaard vd., 2012).

Fenol tiirevlerinin antimikrobiyal etkileri, farkli konsantrasyonlarda degisiklik
gostermektedir. Diisiik konsantrasyonlarinda enerji iiretiminden sorumlu enzimlerin
aktivitesini etkilemekte ancak yiiksek konsantrasyonlarda protein denatiirasyonuna
neden olmaktadir (Tiwari vd., 2009). Buna ilavaten esansiyal yaglarin hidroksil grubu
bakterilere karsi yiiksek etkiye sahip olup; protein denatiirasyonu, ¢Oziicli veya
dehidrasyon ajan1 olarak kullanilmast bu bilesenlerin etkilerine ornek olarak
gosterilmektedir (Bajpai vd., 2012; Dorman ve Deans, 2000). Fenol tiirevi bilesenler
membran fonksiyonlarina (Elektron transferi ve besin maddesi vb.), niikleik asit
sentezi ile etkilesime girmekte (Bajpai vd., 2008), membran proteinleri ile etkilesime
girerek onlarin yapisal ve fonksiyonel deformasyonuna neden olmaktadir (Tiwari vd.,
2009). Antimikrobiyal aktiviteleri hiicre zarinin gegirgenligini degistirebilme
yetenegine ve buna bagli olarak hiicre i¢i makromolekiillerin salinimini etkilemesine

baghdir (Bajpai vd., 2008).

Timol (monoterpenoit fenol) etki mekanizmasi membranin i¢ ve dis yapisinin
bozulmasi, hiicre proteinleri ve hiicre i¢i hedefleri ile etkilesime girerek hiicrenin
kendini onarmasini geciktirme olarak tahmin edilmektedir. Hiicre zar1 ile etkilesimi ile

zar gegirgenligini degistirerek H* ve K iyonlari ile ATP salinimina neden olmaktadir.
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Timol membrandaki lipit ve protein profilinde degisimlere neden olmaktadir
(Hyldgaard vd., 2012). Sitrat metabolik yoluna da etki ederek ATP sentezinde direkt
veya dolayli olarak sorumlu enzimleri inaktive etmektedir (Di Pasqua vd., 2010).
Timol ve karvakrol benzer antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasina ragmen Gram (+)
ve Gram (-) bakterilere karsi farkli etki mekanizmasina sahip oldugu bildirilmistir
(Nazzaro vd., 2013). Bagka bir monoterpenoit olan mentol membran gegirgenligin
bozarak hiicre bilesenlerinin sizmasina neden olmakta, ayrica hiicre igi bilesenlerle de

etkilesime girmektedir (Hyldgaard vd., 2012).

Aldehitler digerlerine nazaran reaktif bilesen olup amino grubu igeren protein
ve DNA ile kovalent ¢apraz bag olusturmaktadir (Feron vd., 1991). Sinnamaldehit,
fenilpropen aldehit olup en az ii¢ olasi etki mekanizmasina sahip oldugu bildirilmistir.
Diisiik konsantrasyonlarda sitokin etkilesimlerinde bulunan enzimlerin ve daha az
onemli hiicre fonksiyonlarmin inhibe edilmesinde etkili gdstermektedir.  Oldiiriicii
dozun altindaki konsantrasyonlarda, ATPaz aktivitesinin inhibisyonunda rol
oynamakta, oldiirticii konsantrasyonlarda, membran bozulmasina neden olmaktadir
(Hyldgaard vd., 2012). Monoterpenoit aldehitlerden biri olan sitral, hiicre zarini
bozmaktadir. Fenolik propen olan 6jenoliin etki mekanizmasi, hiicre membraninin
degistirilmesi ile ATP ve potasyum iyonlarinin salinimi ve yag asidi profilindeki
degisimler ile bakterilerin bircogunda hiicre hasarina etki etmesi olarak oOrnek
verilebilmektedir. Ayrica proteinler ile de etkilesime girerek 6ldiiriicii dozun altindaki
konsantrasyonlarda; ATPaz, histidin dekarboksilaz, amilaz ve proteaz gibi bazi
enzimlerin inhibisyonuna neden olmaktadir (Hyldgaard vd., 2012). Ojenoldeki
hidroksil grubunun da proteinlere baglanarak enzim inaktivasyonuna sebep oldugu

diistiniilmektedir (Angienda ve Hill, 2011).

Sonug olarak, yag asitleri ve/veya bilesenlerinin mekanizmasi hiicre zarindaki,
sitoplazmadaki, enzimlerdeki ve proteinlerdeki kimyasal degisimler olarak
goriilmektedir. Ayrica, mikroorganizma metabolizmasina uzun siireli metabolit ve
iyonlarin kaybi ile zarar verilerek, hiicrenin lizizine ve dolayisiyla 6liimiine yol
acmaktadir (Nazzaro vd., 2013). Yukarida verilen literatiirde goriildiigii gibi, esansiyel
yaglarin ve bazi bilesenlerinin antimikrobiyal aktiviteleri iizerine oldukca fazla
calisma bulunmaktadir. Ancak etki mekanizmalar1 konusunda halen ayrintili bilgiye
ihtiyac oldugu goriilmektedir. Ayrica, esansiyel yaglarin kiif ve maya ile etkilesimleri

tizerine sinirli miktarda bilgi bulunmaktadir. Bu nedenle yapilacak arastirmalarin
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esansiyel yaglarin ve bilesenlerinin mikroorganizmalarin farkli tiir ve suslar
tizerindeki etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi iizerine olacagi diistiniilmektedir.
Esansiyel yaglar ve bilesenleri iizerine sahip oldugumuz temel bilgilerin arttirilmasi
ile sadece bu bilesenlerin antimikrobiyal aktivitesinin ayrintili olarak anlasilmasi
degil, farkli bilesenler arasindaki sinerjitik ve antagonistik etki mekanizmalarinin da

sistematik olarak arastirilmasina katki saglanacaktir.

2.2.2 Gram (+) ve Gram (-) Bakteriler Uzerindeki Aktivite Farklihklar

Genel olarak Gram (-) bakteriler Gram (+) bakterilere gore hiicre duvari
kompozisyonlarindaki farkliliklardan dolay1 esansiyel yaglar ve onlarin bilesenlerine
kars1 daha az hassastirlar (Trombetta vd., 2005). Bu antimikrobiyal ajanlara karsi
Aeromonas hydrophila en hassas, P. aeruginosa ise en dayanikli Gram (-) bakteri
tirleri oldugu bilinmektedir (Burt, 2004). Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin hiicre
duvarlarinin  farkli olmasi, antimikrobiyal maddelerin bakteri inhibisyonunda
farkliliklara neden olmaktadir. Sekil 2.5.’te Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin hiicre

duvari yapilar goriilmektedir. (Yvette, 2005).
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Sekil 2.5. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin hiicre duvari yapisi

WTA: Duvar Taykoik asit, CAP: Kovalent bagli protein, LTA: Lipotaykoik asit, LPS:
Lipopolisakakritler, OMP: Dis membran proteini, LP: Lipoproteinler ve IMP: i¢ membran proteini
(Silhavy vd., 2010).
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Di1s membran hiicrede gegirgenlik bariyeri olarak gorev almakta ve proteinleri
periplazmik alanda tutmaktadir. Gram (+) bakterilerin digs membrana sahip olmamasi
en onemli temel farkliliklardan biridir (Yvette, 2005). Gram (-) bakteriler Gram (+)
bakterilere gore 2-3 nm daha ince peptidoglukan tabakaya sahip olup bu tabaka hiicre
kuru agirligmin yaklasik olarak %20’sini olusturmaktadir (Nazzaro vd., 2013).
Sitoplazmik membran Gram (+) ve Gram (-) bakteriler i¢in de gegirgenlik bariyeri
olarak gorev almaktadir (Yvette, 2005).

Kiigiik hidrofilik ¢6ziinmiis maddeler hidrofilik membranlar arasi kanallar olan
porin proteinleri vasitasiyla dis membrandan penetre olmaktadir (Nazzaro vd., 2013).
Lipopolisakkaritler, makromolekiiller ve hidrofobik maddelere kars1 bariyer
olusturarak hiicre i¢ine girmelerini engelleyerek, esansiyel yaglar ve bu yaglarin dogal
ekstraktlarinin Gram (-) bakterilerde daha diisiik antimikrobiyal aktivite gostermesine
neden olmaktadir (Hyldgaard vd., 2012; Nazzaro vd., 2013; Yvette, 2005). Ayrica
Gram (-) bakteriler Gram (+)’lere gore hidrofobik antibiyotikler ve toksik ilaglara kars1
daha az hassas olduklar1 bilinmektedir (Nazzaro vd., 2013).

Sekil 5°te goriildiigli gibi Gram (+) bakterilerin hiicre duvar1 Gram (-)’lere gore
daha kalin ve daha az kompleks yapiya sahip oldugu bildirilmistir (Yvette, 2005).
Gram (+) bakteri hiicre duvart %90-95 peptidoglukan icermektedir. Ayrica hidrofobik
molekiillerin hiicre i¢ine penetrasyonu hiicre duvart yapisinin farkliligindan dolay1

Gram (-)’lere gore daha kolay olmaktadir (Nazzaro vd., 2013).

2.3 Esansiyel Yag Bilesenleri Arasindaki Sinerjitik, Tlaveli ve
Antagonistik Etkilesimler

Esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitesi bilesenlerin kimyasal yapilarina,
bulunma oranlarina ve interaktif iliskilerine gore degismektedir (Burt, 2004). Dogal
aktiviteleri igeriklerindeki bir ya da iki temel bilesene dayanmaktadir. Ancak
aktiviteleri sadece temel bilesenler ile baglantili olmayip minér bilesenlerin de etkisi
bulunabilmektedir. Esansiyel yag bilesenleri arasinda sinerjitik, ilaveli ve antagonistik

etkilesimler goriilmektedir (Hyldgaard vd., 2012).
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Sinerjizm, iki antimikrobiyal bilesenin karisimi sonucu elde edilen etkinin
ikisinin bireysel etkilerinin toplamindan fazla oldugu durum olarak bilinmektedir.
(Burt, 2004). Ojenol, sinnamaldehit, timol ve karvakrol bilesenlerinin ikili
kombinasyonlarinin E. coli’ye kars1 oldukca diisiik MIK (Minimal Inhibisyon
Konsantrasyonu) degerine sahip oldugu bildirilmistir (Pei vd., 2009). Bazi ¢alisma
sonuclarina goére ham esansiyal yaglarin, saflastirilmis temel bilesenler ve farkli
bilesenlerin kombinasyonlarina oranla daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu goriilmektedir.

B-pinen, R-limonen, S-limonen, borneol ve 1,8-sineol gibi baz1 esansiyal yag
bilesenleri ham esansiyal yaglar olan ladine (MIK=%0,024 + 0,003) oranla Listeria
monocytogenes 4b ve 1/2¢’ye karst daha yiiksek MIK degerine sahip iken, a-pinen
bileseninin bu iki tip sreotipe karsi benzer MIiK degerlerine sahip oldugu tespit
edilmistir (%0,019 ve %0,025) (Canillac ve Mourey, 2001; Mourey ve Canillac, 2002).
Yapilan bir ¢alismada 0,25 mM ¢imen ve 0,5 mM karvakrol kombinasyonunun
Bacillus cereus’a kars1 in vitro sinerjitik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Ultee vd.,
2000). Bu durum minér bilesenlerin dogal antimikrobiyal aktivitesinde énemli olup,

diger bilesenler ile sinerjitik etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Burt, 2004).

[laveli antimikrobiyal etki, bilesenlerin kombinasyonunun bu bilesenlerin ayri
olarak uygulandiklari duruma kiyasla benzer etkiye sahip oldugu durumlardir (Burt,
2004). Ojenol ve sinnamaldehitin sirastyla 3,1 mM ve 1,89 mM oranlarda kombine
edilmesiyle Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp. ve Enterobacter sp.,
gelisimini inhibe etmekte ilaveli etki gosterdigi tespit edilmistir (Moleyar ve
Narasimham, 1992).

Antagonizm bir veya iki bilesenin birlikte kullanildiginda tekli kullanimina
kiyasla daha az etkiye sahip olmasi durumudur (Burt, 2004). Kekik ugucu yagi, saf
karvakrole kiyasla maya gelisimi inhibisyonuna olumsuz yonde etki etmektedir (Rao
vd., 2010).

Diger bir ¢alismada Canillac ve Mourey, 1996, 1,8-sineol hari¢ ¢aligilan tiim
ucucu yag bilesenlerinin kdknar (MIK %0,10) ve ¢am (MiK %0,42) yagina kiyasla L.
monocytogenes 1/2c¢ iizerine daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

belirtilmistir (Mourey ve Canillac, 2002). Ayn1 arastirmacilar tarafindan yapilan bir
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baska ¢aligsmada ise a-pinen, B-pinen, R-limonen, S-limonen ve borneol gibi ugucu yag
bilesenlerinin, 1,8-sineol hari¢, ham koknar ve 6zellikle gam ugucu yaglarina oranla
L. monocytogenes 4b ve 1/2c serotipleri iizerinde daha diisik MIK degerine sahip
oldugu belirlenmistir. Minor bilesenler temel bilesenlerin etkilerini modifiye ederek
onlarin antimikrobiyal etkileri lizerinde antagonistik etkiye neden olmaktadirlar. Bu
durum ham esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkilerinin incelenmesini oldukga

kompleks ve degisken olmasina neden olmaktadir (Bakkali vd., 2008).

Esansiyel yaglarin ve bilesenlerinin sinerjitik etkileri iizerine bir¢ok ¢alisma
yapilmistir (Seow vd., 2014). Baz1 esansiyel yaglar GRAS (genellikle giivenilir kabul
edilen) statiisiinde olsalar da duyusal kabul edilebilirlikleri disiik oldugu igin
kullanimlari sinirlamaktadir (Zinoviadou vd., 2009). Esansiyel yaglar keskin koku ve
lezzet Kkarakteristikleri  nedeniyle gida koruyucusu olarak kullanimlart
yayginlasmamakadir. Esansiyel yaglar ve bilesenleri birlikte kullanildiklarinda,
istenmeyen tat veya organoleptik o6zelliklerinin 6nlenme olasiligi bulunmaktadir
(Seow vd., 2014). Esansiyel yag bilesenlerin antimikrobiyel etki gdstermeleri igin
yiiksek konsantrasyonlarda kullanimi gerekebilmektedir. Bu durum da organoleptik
olarak kabul edilebilir dozun asimina neden olmaktadir (Klein vd., 2013; Zinoviadou
vd., 2009).

Diger taraftan, Zinoviadou vd. (2009) yaptiklari ¢caligmada yenilebilir protein
filmlerine kekik yag ilave ederek, istenen antimikrobiyel etkiyi olumsuz tat profiline
sebep olmadan, ¢ok diisikk dozlarda elde etmislerdir. Ancak esansiyel yaglar ve
bilesenlerinin spesifik gidalara gore dikkatlice secilmesi gerekmektedir (Seow vd.,
2014). Yapilan ¢alismalarda gida tiriinlerindeki esansiyel yag bilesenlerinin tekli veya
kombinasyon seklinde kullaniminin arastirilmasinda duyusal 6zelliklerin de dikkate

alinmasi gerektigi bildirilmektedir (Klein vd., 2013).

Buna karsin esansiyel yaglar ve bilesenlerinin dogru kombinasyonlarinin
kullanimi, sinerjitik ve ilaveli etkilerinin avantajlar1 ile mikroorganizmalarla
savagmada etkili olmaktadir (Bassolé ve Juliani, 2012; Hyldgaard vd., 2012). Ugucu
yaglarin kombinasyonlarinda tekli kullanimina oranla daha diisiik konsantrasyonlarda
kullanilarak daha yiiksek antimikrobiyal etkiye ulasildig1 belirlenmistir. Cizelge 2.1.

ve Cizelge 2.2°de esansiyel yag bilesenlerinin interaksiyonlari tizerine yapilan in vitro
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calismalar ve bunlarin fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksleri (FIKI)

gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. ve Cizelge 2.2. esansiyel yag bilesenlerinin sinerjitik yag
kombinasyonlarin  kantitatif olarak standardize etme yolunun olmadiginm
gostermektedir. Farkli calismalar farkli ydntemler ve farkli FIKi degerleri
kullanilmaktadir. Ayrica aymi cinsteki bakterilere karsi kullanilan besiyeri, son
inokiilasyon konsantrasyonlar1 ve uygulanan inkiibasyon kosullar farkli ¢aligmalarda
degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte, bilesenlerin kombinasyonlarindaki
oranlar ve konsantrasyonlar farkli olup, siirfaktan/¢éziicti tiirleri tiim ¢alismalarda
acikca belirtilmemistir. Bu da esansiyel yag bilesenlerinin kombinasyonlariin
antimikrobiyal aktivitesi tizerine yapilan farkli ¢alismalarin  sonuglarinin

karsilastirilmasini zorlastirmaktadir.

16



Cizelge 2.1. Esansiyel yag bilesenleri ile bazi mikroorganizmalar arasindaki in vitro etkilesimler

Bilesen 1 (mM) Bilesen 2 (mM) Mikroorganizmalar Yontem Besiyeri  Kosullar Etkilesim Kaynak

sinnamaldehit Gjenol

1,89 31 Staphylococcus sp. karistirma MA 30£1°C, 24 h ilaveli 1

1,89 31 Micrococcus sp. yaklasik 3x1047 cfu ilaveli

1,89 31 Baocillus sp. ilaveli

1,89 31 Enterobacter sp. ilaveli

0-1,51 0-4,87 Escherichio coli CGMCC 1.487 dama tahtasi MHB 37%C, 24 h S, FiKi: 0,5 2
yaklasik 5x1045 cfu/ml

0,47 (MIEK) 1,52 (MIK) Streptococcus mutans ATCC 25175 dama tahtasi  THB 37°C, 24 h FiKl: 0,75, KS K]

0,95 (MIK) 0,76 (MIK) Streptococcus sanguis THB 37°C, 24 h FiKi: 1, etkilesim yok

0,95 (MIK) 0,05 (MIK) Streptococcus milleri THB 37°C, 24 h Fikl: 1,25 etkilesim yok

0,47 (MIK) 0,76 (MIK) Streptococcus mitis THB 37°C, 24 h Fikl: 1, etkilesim yok

1,89 (MIK) 5,05 (MIK) Peptostreptococcus anaerobius ATCC 14956 W-W 37°C, 48 h Fikl: 1, etkilesim yok

0,47 (MIK) 1,52 (MIK) Prevotella buccae (2,521047 to Sx1047 cfu/ml) TGY 37°C, 48 h FiKi: 1, etkilesim yok

0,24 (MIK) 1,52 (MIK) Prevotella oris (2,5x 1047 to Sx10°7 cfu/ml) TaY 37°C, 48 h Fikl: 1, etkilesim yok

0,47 (MIK) 0,76 (MIK) Prevotella intermedia (2,5x10%7 to Sx1047 cfu/ml) TaY 37°C, 72 h Fikl: 1, etkilesim yok
1047 cfu/ml

0-0,20 (MIK) 0-0,20 (MIK) Loetiporus sulphureus (BCRC 35305) karistirma PDA 26+ 2°C, 5 giin sinerjitik 4
miselyumlarin

0-0,34 (MIK) 0-0,34 (MIK) Lenzites betuling (BCRC 35296) inckdlimi ilaveli
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Cizelge 2.1. (devam)

Bilesen 1 (mM) Bilesen 2 (mM) Mikroorganizmalar Yontem Besiyeri Kosullar Etkilesim Kaynak
sinnamaldehit Ojenol
0-2,52 (MIK) 0-1,02 (MIK) Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 karnstirma TSA 35°C, 24 h etkilesim yok 5
0-4,03 (MIK) 0-1,62 (MIK) Listeria innocua MO 1045 cfu/ml
zamana bagh
0-0,61 mh 0-0,97 mh Alicyclobacillus acidoterrestnis gldirme teknigi MEB 35°C, 7 gln ilaveli B
& farkh sus 10%3 spor/ml
Timol a-pinen
0,27 -0,67 5,87-8,81 Escherichio coli (D5M 10727) karistirma SHA 30°C, 7h 5 (1), etkilesim yok (2) 7
0,27 -0,67 8,81 Pseudomonas fragi (DSM 3456) NBZ 25°C, 12 h etkilesim yok (2]
0,27 - 0,67 '2.5!4- Brochothrix themosphocta (DSM 20171) 25%C, 12 h 51(1), etkilesim yok (1)
0,27 -0,67 5,87-8,81 Aeromanas hydrophila (DSM 30187T) 30°C, 7h 5 (1), etkilesim yok (2)
2,5-5x105 cfu/ml
Timol Okaliptol
0,27 -0,67 1297 -18,15 Escherichio coli (D5M 10727) karistirma SHA 30°C, 7h 5(2), etkilesim yok (1) 7
0,27 -0,67 18,15 Pseudomonas fragi (DSM 3456) NBZ 25°C, 12 h etkilesim yok (2]
0,67 11,67 -1297 Brochothrix themosphocta (DSM 20171) 25%C, 12 h 5101), etkilesim yok (1)
0,03-0,27 3,89-9,08 Aeromanas hydrophila (DSM 30187T) 30°C, 7h 5(2), etkilesim yok (1)
2,5-5x1045 cfu,/ml
0-0,51 (MiK) 0-{14,93-29,85) (MiK) Candida albicans M1 damatahtas:  RPMI 1640 35°C, 48h 5, Fiki- 0,125 8
0-(0,51-1,02) (MIK) 0-{14,93-29,85) (MIK] Candida krusei H RPMI 1640 35°C, 48h S, FiKi: 0,125

0,5x1043-2, 55103
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Cizelge 2.1. (devam)

Bilesen 1 (mM) Bilesen 2 (mM) Mikroorganizmalar Yontem Besiyeri  Kosullar Etkilesim Kaynak
Karvakrol Okaliptol

0-0,52 (MIK) 0-{14,93-29,85) (MIK) Condido albicans M1 dama tahtas RPMI 1640 35°C, 48h g, FiKi: 0,25 2
0-0,52 (MIK) 0-{14,93-29,85) (MIK) Candida krusei HO RPMI 1640 35°C, 48h 5, FiKI: 0,25

0,5x1043-2,5x10°3

0-1,95 (MIK) 0-59,17 (MIK) Listeria monocytogenes ATCC 7644 dama tahtas MNB 35°C, 24 h s, FiKi: 0,25 |
0-1,95 (MIK) 0-14,93 (MIK) Aeromonas hydrophila INCQOS 7966 28°C, 24 h §, FIKI: 0,25
0-8,15 (MIK) 0-29,85 (MIK) Pseudomonas fluorescens ATCC 11253 28°C, 24 h 5, FiKi: 0,25

yaklasik 1047 cfu/ml

0,13-0,33 1297 -18,15 Escherichia coli (DSM 10727) karistirma SHA 30°C, 7h 51(3) 7

0,67 - 1,30 12,97 - 18,15 Pseudomonas fragi (DSM 3456) NBZ 25°C, 12 h 5(3)

0,33 -0,67 11,67-12,897 Brochothrx themosphacta (DSM 20171) 25°C, 12 h An(1), etkilesim yok (2]

0,13-0,33 3,89-9,08 Aeromonas hydrophila (DSM 30187T) 30°C, 7h 5 (2], etkilesim yok (1)
2,5-5x105 cfu/ml

Karvakrol a-pinen

0,67-1,30 5,87 -8,81 Escherichia coli (DSM 10727) karistirma SHA 30°C, 7h 51(2), etkilesim yok (1) 7

0,67 -1,30 587-8,81 Pseudomonas frogi (D5M 3456) NB2 25°C, 12 h 5 (2], etkilesim yok (1)

0,33 -0,67 249-3294 Brochothrx themosphacta (DSM 20171) 25°C, 12 h An (1), etkilesim yok (1)

0,13 -0,67 587-8,81 Aeromonas hydrophila (DSM 30187T) 30°C, 7h An (4]

2,5-5x105 cfu/ml

NA: Nutrient agar, MHB: Mueller—Hinton siv1 besiyeri, THB: Todd Hewitt s1v1 besiyeri, W-W: Wilkins West, TGY: Tryptose glucose yeast exctract sivi besiyeri, PDA:
Potato dextrose agar:, TSA: Tryptic soy agar, MOX: Peptone, modified Oxford’s medium, MEB: Malt-extract sivi besiyeri, SNA: Standard | nutrient agar, NB2: Nutrient sivi
besiyeri no. 2, SGB: Sabouraud glucose siv1 besiyeri, RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium. S: Sinerjitik, An: Antagonistik, KS: Kismen sinerjitik. 1: (Moleyar
ve Narasimham, 1992) 2: (Pei vd., 2009) 3: (Didry vd., 1994) 4: (Yen ve Chang, 2008) 5: (Hill vd., 2013) 6: (Bevilacqua vd., 2010) 7: (Klein vd., 2013) 8: (Pina-Vaz vd.,
2004) 9: (De Sousa vd., 2012)
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Cizelge 2.2. Literatiirdeki FIKI degerlerinin karsilastiriimas:

FiKi
) . Kismi . o )
Sinerjizm L Haveli Etkisiz Antagonizm
Sinerjizm
<1 / 1 1 <FiKi<2 >2
<0,5 0,5 < FiKi< 0,75 / 0,75 < FIKi< 2 >2
<05 / / 0,5 <FiKi<4 > 4
<05 / 0,5<FIKi<4 0,5<FIiKi<4 >4

Cizelgedeki FIKI degerleri literatiirde sirasiyla Pei vd., 2009, Didry vd., 1994, Pina-Vaz vd., 2004 ve
De Sousa vd., 2012 yazarlar tarafindan degerlendirilmistir.

2.4  Esansiyel Yaglar ve Bilesenlerinin Antimikrobiyel Aktivitelerini
Etkileyen Faktorler

Esansiyel yaglar ve bilesenlerinin antimikrobiyal aktivitesi aktif ajanlarin
kimyasal yapilarindaki degisiklikler, esansiyel yag bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal
karakteristikleri, antimikrobiyal etkiyi azaltan nisasta, yag ve protein varligi,
kullanilan test yontemi, mikroorganizmalarin tiir ve suslarinin hassasiyeti ve kiiltiir
gegmisi gibi bir¢ok faktore bagli olarak degisiklik gostermektedir. Buna ilave olarak,
inokiilasyon miktari, kiiltiiriin yas1, kiiltiir kosullari, besiyerinin ¢esidi, inkiibasyon
stiresi ve sicakligl, calisilan kiiltiirlerin fizyolojik durumlarindaki farkliliklar da
aktivite sonucunu etkilemektedir (Holley ve Patel, 2005; Seow vd., 2014).
Mikroorganizmalarin dogal antimikrobiyallere olan hassasiyeti duragan fazda
degisebilmektedir ve bazen daha direngli olabilmektedirler (Holley ve Patel, 2005).
Bu nedenle farkli sistemlerdeki antimikrobiyal aktivite c¢aligmalarinda tim bu

faktorlerin g6z oniinde bulundurulmas1 gerekmektedir (Seow vd., 2014).

Genel olarak esansiyel yaglar veya saf bilesenlerin yiiksek konsantrasyonlarda

kullanim1 daha yiiksek antimikrobiyal etki gostermektedir. Konsantrasyon, aktiviteyi
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etkileyen en 6nemli etkendir. Bununla birlikte esansiyel yaglar ve bilesenlerinin su
bazli besiyerindeki ¢oziiniirliigi biyoaktivitesini etkileyen en 6nemli faktoriidiir (Seow
vd., 2014). Berrak elma suyundaki Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella enterica
tizerine yapilan ¢alismada karvakrol ve sinnamaldehitin bakterisidal aktivitesi, diisiik
konsantrasyonlarda yliksek olarak goriilmektedir. Bulanik meyve suyunda bu etki
berrak olana oranla daha diisiik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum
esansiyel yaglarin homojen dagilmamasina ve bazi antimikrobiyal ajanlarin elma
pulpu tarafindan adsorbe edilmesine bagli oldugu diistiniilmektedir (Friedman vd.,
2004). Bunla birlikte, esansiyel yaglar ve saflastirilmis bilesenlerinin optimum
konsantrasyonlarda besiyerindeki ya da gidadaki karisilabilirlikleri yiiksek

antimikrobiyal aktivite agisindan 6nem tasimaktadir (Seow vd., 2014).

Esansiyel yaglar ve bilesenlerinin antifungal aktivitesi lizerine yapilan bir
calismada mikrodiliisyon yonteminin makrodiliisyon yontemine gore daha yiiksek
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Sokovi¢ vd., 2009). Hidrofobik esansiyel yaglarin
sudaki ¢oziiniirliigiiniin diigiik olmas1 ve kat1 besiyerindeki difiizyonun sinirlayici
olusu sebepler olarak gosterilmektedir (Griffin vd., 2000). Suda ¢oziinebilirligi daha
yiiksek olan 1,8-sineol, karvon, terpinen-4-ol ve a-terpineol gibi bilesenler, daha diisiik
¢oziinlirliige sahip olanlara kiyasla kati besiyerine daha kolay difiize olmaktadir
(Griffin vd., 2000; Sokovi¢ vd., 2009). Bununla birlikte, hidrokarbon bilesenlerin
besiyerinin tizerinde kalmas1 veya buharlagsmasi sebebiyle daha diisiik antimikrobiyal
aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Griffin vd., 2000). Mikrodiliisyon yonteminde kati
besiyeri kullanilmamasi esansiyel yaglarin ve bilesenlerinin sivi besiyerinde daha iyi

difiize olmasini saglamaktadir (Sokovic¢ vd., 2009).

Iyonik olmayan siirfaktanlar (Tween 20 veya Tween 80), ¢dziiciiler (dimetil
stilfoksit (DMSO) veya etanol), stabilizatorler (agar ve lesitin) esansiyel yaglar ve
bilesenlerinin besiyerindeki ¢oziiniirliigiinii arttirdigindan dolay1 mikroorganizmalarla
daha yiiksek oranda etkilesim saglamaktadir (Seow vd., 2014). Bununla birlikte bu
kombinasyonlar esansiyal yaglar ve bilesenlerinin fiziksel ve/veya kimyasal
karakterizasyonlarindaki degisikliklere sebep olabileceginden onlarin

fonksiyonellikleri tizerinde etkileri olabilmektedir (Chalova vd., 2010).

Esansiyel yaglar ve saf bilesenlerinin Tween ile birlikte kullanildig:

durumlarda antimikrobiyal aktiviteleri {izerine yapilan ¢alismalarin sonuglar
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degisiklik gdstermektedir. Ornegin, linalool, sitral ve geraniol Tween 20 ile kombine
edildiginde yiiksek antimikrobiyal etki gostermis ancak, karanfil, kekik (Thymus sp.),
nane (Mentha sp.) ve Valensiya portakali esansiyel yaglari Tween 80 ile kombine
edildiginde antagonistik etki gorildigii tespit edilmistir. Bunun nedeni iyonik
olmayan Tween emiilgatoriiniin, bilesenlerle misel olusturarak mikroorganizmalar ile
etkilesimini engellemesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ancak, DMSO, etanol
Ve izopropanol polar ¢dzgenler olduklarindan misel olusturmamakta ve bu nedenle de

esansiyel yaglarin mikroorganizmalar ile etkilesimini arttirmaktadirlar (Seow vd.,
2014).

2.5  Esansiyel Yaglarin Gida Model Sistemlerindeki Antimikrobiyal
Aktivitesi

Esansisyel yaglarin gidalardaki aktivitesiyle ilgili 1990 yilina kadar oldukc¢a az
sayida caligma yapilmistir. Bu tarihten sonra yapilan bazi ¢alismalar esansiyel yaglarin
ve bilesenlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ve gida koruyucusu olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Bajpai vd., 2012). Genel olarak esansiyel yaglarin
gidalardaki bakterilere karsi ayni etkiyi vermesi igin in vitro calismalarda

kullanilandan daha yiiksek miktarlarda kullanilmasi gerekmektedir (Burt, 2004).

Ayrica, gidalarin yag, protein, su gibi bilesen miktarlari, pH, antioksidanlar,
koruyucular, tuz ve diger katkilar gibi i¢ faktorler ile sicaklik, ambalajlama,
mikroorganizma ozellikleri gibi dis faktorler de esansiyel yaglarin antimikrobiyel
aktivitesini etkilemektedir (Burt, 2004). Ugucu yaglar diisiik pH’l1 gidalarda daha
yiiksek antimikrobiyal etki gostermektedir (Burt, 2004). Burt (2004)’iin belirttigi gibi,
Juven vd. (1994) vyaptigi c¢alismada disik pH’larda esansiyel yaglarin
hidrofobisitesinin arttigini, boylece hedef mikroorganizmalarin hiicre zarindaki

lipitlerde daha kolay ¢ozlindiigiinii belirtmistir.

Esansiyel yaglar ayrica kisa siireli depolama kosullarinda ve ambalaj i¢indeki
diisiik  oksijen konsantrasyonlarinda daha yiiksek antimikrobiyal aktivite
gostermektedir (Burt, 2004). Ayrica, baz1 esansiyel yaglarin ya da bilesenlerinin
yiiksek tuz konsantrasyonlari ile kombinasyonu sinerjitik etki géstermektedir (Kurita
ve Koike, 1982; Tassou vd., 1995).
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Yapilan bir caligmada karanfil esansiyel yagi ile NaCl’nin %0,0325 (v/v) ve
%1,2’lik (w/v) konsantrasyonlardaki kombinasyonu E. coli’ye karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada tuz, hiicre duvari proteinlerinin
amino bilesenlerini etkileyerek yagin gegmesine olanak saglamistir (Angienda ve Hill,
2011). Buna karsin karvakroliin, ¢imen veya soya sosu (NaCl, 1,25 g/L eklenmis) ile
kombinasyonu Bacillus cereus’a karst antagonistik etki gostermistir. Bu bilesenler
tuzun olmadigi durumlarda sinerjitik etki gostermelerine ragmen tuz ilavesi ile

aktivitelerinde diisiis oldugu belirlenmistir (Ultee vd., 2000).

Gidalarin fiziksel yapisi da esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini
etkilemektedir (Burt, 2004).Yiiksek orandaki yag ve/veya proteinler esansiyel yaglarin
etkisine kars1 patojenleri koruyan bir bariyer olusturabilmektedir (Burt, 2004). Ancak
karbonhidratlarin, protein ve yaglara oranla patojenleri daha diisiik diizeyde korudugu
bildirilmistir (Bajpai vd., 2012). Bu sebeple, esansiyel yaglarin gidanin yag fazinda
¢oziindiigli ve su fazindaki bakteriler lizerinde etkisinin olmadig1 ongoriilmektedir
(Mejlholm ve Dalgaard, 2002). Bir baska deyisle, gidalardaki su miktarinin besiyerine
kiyasla azalmasi antimikrobiyal maddelerin hiicrelerin aktif kisimlarina gegisini

geciktirebilmektedir (Smith-Palmer vd., 2001).

Esansiyel yaglar ve bilesenlerinin suda ¢oziiniirliigli, antimikrobiyal aktivitesi
ve esansiyel yag bilesenlerinin birbirleri arasindaki etkilesimler, gida sistemlerine
uygulanmadan 6nce in vitro olarak belirlenmesi gerekmektedir. In vitro ¢alismalarda
parametreler kontrol edilerek veya degistirilerek gidaya benzer ortamlar elde
edilebilmektedir. Ayrica in vitro ¢aligmalarda esansiyel yag bilesenlerinin protein, yag

ve karbonhidrat gibi gida bilesenleri ile etkilesiminin incelenmesi de miimkiindiir.

Ancak, esansiyel yaglarin veya bilesenlerinin kullanimi son {iriin {izerinde
negatif etkiye sebep olabilmektedir ve kombinasyonlari, bazen tek bilesen veya ham
esansiyel yag olarak uygulandigi durumlara oranla daha 1yi sonug verebilmektedir. Bu
sebeple esansiyel yaglar ve/veya bilesenleri ile caligmalar yapilirken duyusal analiz

yapilmasi Onerilmektedir.

Esansiyel yaglar ve bilesenlerinin gidalardaki antimikrobiyal aktivitelerini
degistirebilecek ¢ok fazla sayida parametre oldugundan, gidalarda dogru uygulama

yapilmasi i¢in in vivo testler de uygulanabilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Besiyerleri ve Kimyasallar

Mikroorganizma kiiltiirlerinin gelistirilmesinde Beyin-Kalp Infiizyonu (BHI)
besiyeri ve bakteriyolojik agar (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Ingiltere)
kullanilmigtir. Kati besiyeri i¢in 37 g BHI 1 L destile suda ¢oziiniip %1 agar
eklendikten sonra 121°C’de 15 psi basingta 15 dakika otoklavlanmis ve ardindan steril
Petri kutularina 12-15 mL olacak sekilde steril olarak dagitilmistir. Calismada
inokiilasyon amaciyla kullanilacak BHI siv1 besiyeri, 5, 9 veya 10 mL olacak sekilde
sterilize edilerek hazirlanmistir. BHI s1v1 besiyeri ayrica mikroanaliz ve dama tahtasi

yontemlerinde de kullanilmistir.

Calismada ayrica analitik saflikta dimetil siilfoksit (DMSO), Tween 80
(Sigma-Aldrich, Saint Louis Missouri, ABD) ve %95’lik etanol (Chem-Lab NV,
Zedelgem, Belgika) kullanilmistir.

3.2  Bakteriyel Suslar ve Kiiltiir Inokiilasyonu

Bu c¢alismada esansiyel yag bilesenlerinin antimikrobiyal aktivitesi
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerinin segilmis ti¢ farkli susu
tizerinde denenmistir. Calismada kullanilan suglar Cizelge 3.1.’te goOsterilmistir. Bu
mikroorganizmalar sirasiyla Gram (+) ve Gram (-) bakterilere Ornek olarak
secilmiglerdir. Kiiltiirler %50’lik gliserol i¢inde -20°C’de uzun siireli koruma i¢in
saklanmislardir. Bakteriyel kiiltir devamlilig: i¢in aylik olarak BHI siv1 besiyerinde

aktiflestirilerek alt kiiltiirii hazirlanmis ve ¢alisma siiresince 4°C’de tutulmustur.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin listesi

Tirler Suslar izolasyon Kaynag Temin Edildigi Kisi / Kurum
E. coli LMG2093  Bilinmiyor BCCM
E. coli JG33 Sosis Imca  Sampers’in  doktora

calismasinda izole edilmistir.

E. coli JG45 Hayvan derisi Imca  Sampers’in  doktora
caligmasinda izole edilmistir.
S. aureus LMG8224  Klinik izolat BCCM
S. aureus  TIAC39 Brokolili sebze Akreditasyon ~ Lab:  WIV
karigimi Briiksel
S. aureus  TIACS82 Karides Akreditasyon ~ Lab:  WIV
Briiksel

BCCM: Belgika Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonu,
Izole edilen suslar Gida Giivenligi ve Gida Kalitesi Boliimii, Ghent Universitesi, Bel¢ika’dan temin
edilmistir.

Kati besiyerinde gelistirilen saf E. coli ve S. aureus suslari BHI s1v1 besiyerinde
gelistirilerek aktiflestirilmistir. Denemelerden 6nce 100 puL E. coli ve S. aureus
kiiltirleri 10 mL BHI siv1 besiyerine aktarilmis ve ard arda iki defa pasaj yapilarak 24
saat aktiflestirildikten sonra 100 pL aktif kiiltiir ile 10 mL besiyerine inokiile edilip,
37°C’de 22 saat inkiibe edilerek, yaklasik 10° veya 10%° kob/mL olacak sekilde

kullanilmislardir.

3.3 Secilen Esansiyel Yag Bilesenleri

On yedi adet esansiyel yag bileseni antimikrobiyal 6zelliklerinin aragtirilmasi
i¢in secilmistir. Geraniol harig biitiin bilesenler Sigma-Aldrich (Saint Louis Missouri,
ABD) firmasindan, geraniol ise Janssen Chimica (Geel, Belgika) firmasindan temin

edilmistir.
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Secimler temel olarak bilesenlerin yapist géz Oniline alinarak yapilmis,
literatlirde var olan ¢alismalar da dikkate alinarak her yapisal sinif i¢in bir bilesen
secilmistir. Arastirma siiresince geranil asetat 4°C’de, diger bilesenler ise oda
kosullarinda muhafaza edilmistir. Saf bilesenler ile ilgili ayrintili bilgiler Cizelge
3.2.’te verilmistir. Bu ¢izelge, arastirmada kullanilan triinlerin etiketlerindeki mevcut

bilgiler dikkate alinarak hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan esansiyel yag bilesenlerinin 6zellikleri

Molekiil
Saflik agirhg  Yogunluk Fiziksel Uriin

Bilesenler (%)  (g/mol) (g/mL) yapi®  kodu
Ocimen >00 136,23 0,818% Sivi W353901
p-gimen 99 134,22 0,860 Sivi C121452
a-pinen 98 136,23 0,858 Sivi 147524
Geranil asetat >97 196,29 0,916 Sivi? 173495
Geraniol 98 15425  0,879" Sivi /

Sitral >96 152,23 0,888 Sivi W230308
Mentol >08 156,27 0,890 Vaks 63670
Menton >97 154,25 0,896% Sivi 63680
Mentil asetat >97 198,31 0,922 Sivi W266809
Kamfor 96 152,23 / Toz 148075
Okaliptol(1,8 sineol) 99 154,25 0,921 Sivi C80601
Borneol 97 154,25 / Toz 139114
Timol >99,5 150,22 0,965 Toz T0501
Ojenol >08 164,20 1,066 Sivi W246700
Estragol(4-Allilanisol) 98 148,20 0,965 Sivi A29208
Sinnamil alkol 98 134,18 1,044 Vaks 108197
Sinnamaldehit >08 132,16 1,050 Sivi W228605

a: Sicaklik 20°C, digerleri igin 25°C; b: Bilinmeyen sicaklik; ¢: Oda sicakligt; d: Buzdolab1 sicakligi
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3.3.1 Antimikrobiyal Ajanlarin Hazirlanmasi

Esansiyel yaglarin en yiiksek ¢Oziinebilirlik konsantrasyonlarini belirlemek
icin yapilan c¢alismalar, literatiirde kullanilan esansiyel yag bilesenlerinin
konsantrasyonlari ve yiizey aktif madde ve/veya ¢dzgen gesit ve oranlar1 goz oniinde
bulundurularak yiiriitiilmiistiir. Cozeltiler 100 mL’lik erlenmeyerde Tween 80, etanol
veya DMSO kullanilarak su igerisinde, manyetik karistirici yardimiyla yaklasik 30
dakikada hazirlanmistir. Tez c¢alismasinda kullanilan yiizey aktif madde ve/veya
¢ozgen miktar1 miimkiin oldugunca diisiik tutularak bu maddelerin mikrobiyal gelisim
lizerine etki etmelerinin Oniine gecilmeye c¢alisilmistir. Erlenmeyerler parafin ile
kapatilarak ucucu bilesenlerin uzaklasmasi 6nlenmistir. Esansiyel yag bilesenlerinin
homojen karisimi elde edilmemis ise bu bilesenlerin daha diislik oranlar1 veya daha
yiiksek oranda yiizey aktif madde ve/veya ¢ozgen kullanilmigtir. Homojen ve berrak
karigimin olmasi, antimikrobiyal aktivitenin dlgiilmesi ve kiiltlirlerin yogunlugunun
diizgiin olarak belirlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu bilesen ¢ozeltilerinin
¢ozlinebildikleri en yiiksek konsantrasyonlar: elde edilene kadar nitel olarak tespit

edilmistir.

Her calisma Oncesinde esansiyel yag bilesen ¢ozeltilerine ¢oziinebilirligi
arttirma amaciyla %1 Tween 80, %2,5 etanol, %1 Tween 80 ile desteklenmis %1 veya
%5 DMSO BHI s1v1 besiyeri eklenmistir. Bu karisimlar 0,45 pm’lik por ¢apina sahip
siringa ucu filtreler (Whatman) kullanilarak sterilize edilmistir. Her ¢alismada kontrol
olarak %1 Tween 80, %2,5 etanol, %1 Tween 80 ile desteklenmis %1 veya %5 DMSO
esansiyel yag igermeyen BHI siv1 besiyerleri kulanilmistir. Cozeltilerin pH degerleri

Olgtilmiistiir.

34 McFarland Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Hiicre yogunlugunun belirlenmesi igin McFarland standart ¢ozeltisinin
absorbansi kullanilmistir. Oncelikle 1,175 g BaClz 100 mL destile suda ¢oziindiiriiliip
(0,048 M) stok ¢ozelti hazirlanmistir. Ardindan 1 mL H2SO4 100 mL destile suya
eklenerek 0,18 M seyreltik asit ¢ozeltisi elde edilmistir. Bu ¢ozeltiden 99,5 mL
alinarak {izerine 0,5 mL BaCl; ¢6zeltisi ilave edilmis ve siirekli karigtirilarak standart

hazirlanmustir.
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Standart ¢6zeltinin absorbanst 1 cm 151k yolu olan kiivetler kullanilarak
spektrofotometre (Thermo Spectronic Genesys 20 4001/4) ile 6l¢iilmiistiir. Buna gore
0,5 McFarland ¢o6zeltisi icin absorbans degerleri 625 nm’de 0,08 ve 0,13 olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu sonugla spektrofotometrenin c¢alisma araliginin bu ¢alismada
kullanim1 i¢in yeterli genislikte oldugu belirlenmistir. BaSQO4 ¢6zeltisi tiiplere aktarilip
bakteriyel ekim i¢in standardize edilmistir. Tiipler parafin ile kapatilip 151k almayan

ortamda oda sicakliginda depolanmustir (Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii,
CLSI, 2012).

McFarland standart ¢ozeltisinin absorbansit 0,08-0,13 degerlerinde oldugu
takdirde, hiicre yogunlugu da 1-2x108 kob/mL degerine denk gelmektedir.
Denemelerde istenilen hiicre yogunlugu, kiiltiirlerin absorbansi  6lgiilerek
belirlenmistir. (Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti, CLSI, 2012).

3.5  Inokiiliim Hazirlanmasi ve Inokiilasyon

Caligilan her mikroorganizma kiiltiirtinden 100 pL, 10 mL BHI siv1 besiyerine
ekilip 22 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast BHI siv1 besiyeri kullanilarak
kiiltiirler 0,5 McFarlan’da ayarlanmustir. Ayarlanan kiiltiirler 1-2x10% kob/mL
diizeyinde mikroorganizma icermektedir. Inokiilasyon &ncesi, bakteri kiiltiirleri
seyreltilerek yaklasik 5x10° kob/mL mikroorganizma sayisina ulasilmistir. Denemede
kullanilacak mikrotiter plakanin (96 kuyucuklu) bazi kuyucuklarina 20 pL inokiilim
ve 180 uL bilesen ¢ozeltisi ile doldurulup 5x10° kob/mL konsantrasyonu elde

edilmistir.

Inokiiliim kuvveti ve safligi, BHI agar Petrilerinde es zamanl inkiibasyon ile
test edilmistir. Inokiiliimler (Yaklasik 5x108 kob/mL) 10 diizeyine kadar %0,9 NaCl
(w/v) ile seyreltilip, yaklasik 5x10% kob/mL degeri elde edilmistir. Buradan yayma
kiiltiir yontemi ile kat1 besiyerine 100 puL ekim yapilarak her bir Petri kutusunda

yaklasik olarak 50 koloni sayillmasi amaglanmustir.
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3.6 Mikrotiter ~Plakadaki Gelisim Inhibisyonunun Kantitatif
Tahminlenmesi

Esansiyel yag bilesenlerinin E. coli’ye ve S. aureus’a kars1 gelisim inhibisyon
potansiyeli hassaslik izlemesi yontemi ile degerlendirilmistir. Bu yontem temel olarak
stvi besiyeri mikrodiliisyon esasina baglidir (Klinik ve Laboratuvar Standartlari
Enstitiisii, CLSI, 2012). Buna gore, polisitren ile muamele edilmis diiz tabanli steril
mikrotiter plakalar (Falcon®, REF 353936) siv1 besiyeri ve antimikrobiyal ¢ozeltileri
icermekte olup igerisinde; 20 pL mikrobiyal inokuliim ve 180 uL antimikrobiyal
cozelti igermektedir (Sekil 3.1.). Her bilesen 1 mM ve 2 mM olacak sekilde iki

konsantrasyonda test edilmistir.

Test kuyucuklarini ayirmak igin, 180 pL bilesen ¢ozeltisi 20 plL steril
besiyerine eklenmis ve bu kuyucuklar kontrol olarak kullanilmistir. Coziicii/siirfaktan
kontrolii i¢in, 180 uL BHI s1v1 besiyeri Tween 80, etanol ve/veya DMSO ile belirlenen
konsantrasyonlarda desteklenmis ve bu maddelerin antimikrobiyal etki gosterip
gostermedigi test edilmistir. Steril 180 uL BHI s1v1 besiyerine 20 pLi igerisinde belirli
sayida test mikroorganizmasi igeren ekim siispansiyonu inokiile edilmis ve bu da
denemelerde kontrol olarak kullanilmistir. Bu kuyucuklar ayn1 zamanda mikrobiyal
gelisme referans noktasi olarak degerlendirilmistir. Ortamin sterilitesini kontrol etmek
icin de bazi kuyucuklarda 200 pL BHI sivi besiyeri kullamilmigtir (Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii, CLSI, 2012). S. aureus ve E. coli i¢in mikrotiter
plakalar, 37°C’de 24 saat inkiibatorde (VWR Incu-line 390-0353) inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi mikrotiter plaka okuyucu (Labsystems Multiskan RC) ile
absorbans okunmustur. Mikroorganizma gelisimi 590 nm’de kontrol kuyucuklarina
kiyasla belirlenmistir. Pozitif ve negatif kontroller her bilesen i¢in ti¢ farkli kuyucuga

uygulanmistir (Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisti, CLSI, 2012).
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Sekil 3.1. Mikrobiyal gelisim inhibisyon analizi deney seti

3.7 Dama Tahtas1 Analizi

Dama tahtas1 analizi esansiyel yag bilesenlerinin kombinasyonlarin test
edilmesi i¢in siklikla kullanilan yontemlerden biridir. Ancak, bu maddelerin birbirleri
ile etkilesimlerini inceleyen standart bir yontem bulunmamaktadir (Bassolé ve Juliani,

2012).

Bu caligmada, iki esansiyel yag bileseninin farkli konsantrasyonlardaki
kombinasyonlart dama tahtasi analizi ile test edilmistir (Dougherty vd., 1977;
Meletiadis vd., 2010). Denemelerde kullanilan yontem Sekil 3.2.’de goriilmektedir.
Dama tahtasi analizi ile bilesenler arasindaki sinerjizm, antagonizm, ilaveli ve

etkilesimsizlik 6l¢iilebilmektedir.
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Bu yontem i¢in diigiitk hacimlerdeki sivi besiyeri ve antimikrobiyal bilesen
¢ozeltisi, polisitren ile muamele edilmis diiz zeminli mikrotiter plakaya (Falcon®,
REF 353936) aktarilmistir. iki bilesen i¢in de bireysel ve kombinasyonlari i¢in yiiksek

ve diisiik konsantrasyon araligi belirlenip, bu aralik i¢inde test edilmislerdir.

Her bir plaka esansiyel yag bilesenlerinin 6zel bir kombinasyonunu igerip,
antimikrobiyal aktivitelerini test etmektedir. Bilesen ¢ozeltilerinin 1:1 (90:90 pL)
oranlarda kombinasyonlar1 hazirlanmis ve ayr1 ayri filtre ile sterilize edildikten sonra,

steril BHI s1v1 besiyeri kullanilarak steril tiiplerde seri dilisyonlar1 ger¢eklestirilmistir.

Dama tahtasi analizi ayrica esansiyel yag bilesenlerinin bireysel MiK degerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu testte bakterilerin seyreltilmis antimikrobiyal
bilesen ¢ozeltilerinde gozle goriilebilir bir gelisim yapabilme yeteneklerine
bakilmaktadir. MIK, inkiibasyon sonrasi gelisimi énleyen minimum antimiktobiyal
konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir (Andrews, 2001).

Bu yontemde, 90 pL ilk bilesen ¢ozeltisi ile 90 pL ikinci bilesen ¢ozeltisi 96
kuyucuklu mikrotiter plakaya aktarilmakta, kontrol olarak ise 180 uL besiyeri ve %1
Tween 80 kullanilmaktadir. Bu asamanin ardindan 20 pL inokiilim siispansiyonu
kuyucuklara inokiile edilmekte ardindan, 20 pL BHI sivi besiyeri antimikrobiyal
bilesen ¢ozeltilerinin  kombinasyonunu igeren kuyucuklara eklenmektedir. Bu
¢ozeltiler hem sahit olarak hem de bilesen ¢ozeltilerinin sterilitesinin kontroliinde
kullanilmaktadir. Son olarak ortam sterilitesinin kontrolii amaciyla bazi kuyucuklara

200 pL besiyeri ilave edilerek deney gergeklestirilmektedir.
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Sekil 3.2. Dama tahtas1 analizinin deneysel tasarimi

[k calisma icin, sinnamaldehit, p-cimen ile kombine edilmistir. Sinnamaldehit
konsantasyonlar1 sirasiyla 16, 12, 8, 4 ve 2 mM olup p-¢imen 5, 4, 3 ve mM olarak
%1°1lik Tween 80 iginde hazirlanmistir. Toplam olarak 30 kombinasyonun E. coli’nin
ve S. aureus’un iicer farkli susundaki antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Ikinci
calismada sinnamaldehitin konsantrasyonlar1 16, 8, 4 ve 2 mM olarak segilip 8, 6,4 ve
2 mM gjenoliin %1°lik Tween 80 ile kombine edilip alt1 farkli bakteri susuna karsi
incelenmistir. Toplam olarak esansiyel yag bilesenleri arasindaki etkilesimi incelemek

icin 25 farkli kombinasyon, ¢alisilmistir.
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Son ¢aligmada timol ve a-pinen sirastyla 2, 1,5 ve 1 mM konsantrasyonlarinda
(%]1°1lik Tween 80) ayarlanmistir. Test bakterileri {izerinde 16 farkli kombinasyon
calisgtlmistir. Biitlin  kombinasyonlarin 96 kuyucuklu mikrotiter plakadaki son

konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Denemelerde kullanilan esansiyel yag bilesenlerinin farkli

kombinasyonlardaki son konsantrasyonalari

Deney 1 Deney 2 Deney 3
sinnamaldehit [nM]  p-gimen [mM]  sinnamaldehit [nM]  &jenol [mM] timol [mM] a-pinen [mM)]

7,20 2,25 7,20 3,60 0,90 0,90
7,20 1,80 7,20 2,70 0,90 0,68
7,20 1,35 7,20 1,80 0,90 0,45
7,20 0,90 7,20 0,90 0,90 0,00
7,20 0,00 7,20 0,00 0,68 0,90
5,40 2,25 3,60 3,60 0,68 0,68
5,40 1,80 3,60 2,70 0,68 0,45
540 1,35 3,60 1,80 0,68 0,00
5,40 0,90 3,60 0,90 0,45 0,90
540 0,00 3,60 0,00 0,45 0,68
3,60 2,25 1,80 3,60 0,45 0,45
3,60 1,80 1,80 2,70 0,45 0,00
3,60 1,35 1,80 1,80 0,00 0,90
3,60 0,90 1,80 0,90 0,00 0,68
3,60 0,00 1,80 0,00 0,00 0,45
1,80 2,25 0,90 3,60 0,00 0,00
1,80 1,80 0,90 2,70

1,80 1,35 0,90 1,80

1,80 0,90 0,90 0,90

1,80 0,00 0,90 0,00

0,50 2,25 0,00 3,60

0,90 1,80 0,00 2,70

0,50 1,35 0,00 1,80

0,90 0,90 0,00 0,9

0,50 0,00 0,00 0,00

0,00 2,25

0,00 1,80

0,00 1,35

0,00 0,50

0,00 0,00
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Plakalar S. aureus ve E. coli i¢in 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast mikrotiter plaka okuyucu ile 590 nm’de absorbans okunmustur (Labsystems
Multiskan RC). Her denemede pozitif ve negatif kontroller de kullanilmis ve esansiyel
yag bilesenlerinin MIK degerinin altinda ve gelisim iizerinde azalma oldugu

durumlarda iki bilesenin sinerjitik etki gosterdigi sonucuna vartlmistir.

3.7.1 Fraksiyonel Inhibisyon Konsantrasyon indeksi (FIKI)

Fraksiyonel inhibisyon konsantrasyon indeksi (FIKI) secilen bilesenlerin tekli
veya kombinasyonlarinin MIK degerlerinden tiiretilmektedir. MIK degerleri
fraksiyonel inhibisyon konsantrasyonuna (FIK) cevrilerek dama tahtas1 ydntemi ile
elde edilen sonuglarin incelenmesinde kullaniimaktadir. En etkili kombinasyonun FIK
degeri iki esansiyel yag bileseninin birbirleriyle etkilesimini sayisal bir tanimda
gdsteren kantitatif bir degerlendirme olan FIKI’nin hesaplanmasinda kullanilmaktadir

(Elion vd., 1954).

Kombinasyonun FIKI degeri, Denklem 1°deki formiil kullanilarak, her bir
kuyucugun FiK degerinin toplami olarak hesaplanmaktadir. MIK (a) tek basina ve
MIK (b) tek basina a ve b bileseninin bakteri gelisimini engelledigi minimum
konsantrasyonlardir (Meletiadis vd., 2010). MIK (a) kombinasyon degeri “b” bileseni
igindeki “a” bilesenin MIK degerini, MIK (b) kombinasyon degeri igin de ayn1 mantik
kullanilir (Elion vd., 1954; Hyldgaard vd., 2012).

Denklem 1:

MiK(a) kombinasyon = MiK(b) kombinasyon
MIK (a) tekli MIK (b) tekli

FIKI =
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Arikan vd. (2002), Mulyaningsih vd. (2010) ve van Vuuren ve Viljoen
(2011)’a gore her kombinasyon i¢in FIKI degeri asagidaki gibi tanimlanmaktadir:

FIKi<0,5 Sinerjik etki,
0,5<FIKi<1 Tlaveli etki,

1 <FIKI<4 Etkisizlik ve
FiKi >4 Antagonistik etki.

Bu sayisal tanimlar, arastirmacilar igin ¢aligmalarinin degerlendirilmesinde

kullanilan pratik bir yontem olarak kabul edilmektedir (Odds, 2003).

3.8 Istatistiksel Analizler

Sonuglar ii¢ paralelin ortalamasi ve + standart sapma olarak gosterilmistir.
Esansiyel yag bilesenlerinin kontrole kars1 antimikrobiyal aktivitelerinde farklilik olup
olmadigi (p<0,05) analiz edilmistir. SPSS 16.0 kullanilarak Shapiro-Wilk testinin
(0=0,05) ortalamalar1 ile verilerin normaliteleri dogrulanmistir. Verilerin normal
dagilim gostermesi durumunda Tukey testi (tek yonli ANOVA) uygulanmistir. Bu
kosul saglanmadiginda veya disa diisen veri oldugunda (n=2) Mann-Whitney U testi

uygulanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Secilen Esansiyel Yag Bilesenlerinin Coziindiikleri En Yiiksek
Konsantrasyonlar

Bu tezde esansiyel yag bilesenlerinin antimikrobiyal etkilerinin
arastirilmasindan once, bu bilesenlerin siirfaktan ve/veya ¢oziicli eklenmis BHI s1vi
besiyerindeki maksimum ¢6ziinebilir konsantrasyonlari test edilmistir. Bu bilesenlerin
etkilerini optimize etmek i¢in ¢ozeltilerinin homojen bir sekilde dagilimi ve tamamen
berrak olmalar1 6nemli rol oynamaktadir. Bu arastirmada kullanilan siirfaktan ve/veya
¢Oziiclinlin miktari, bu siirfaktan ve/veya ¢oziiciiniin kendisinin mikrobiyel gelisim
izerine olas1 etkilerini 6nlemek i¢in miimkiin oldugunca diisiik olmasi 6nemli rol
oynamaktadir. Bilesenlerin soliisyonlarinda kullanilan Tween 80, etanol ve DMSO

icin maksimum konsantrasyonlar sirasiyla %1, %2,5 ve %5 dir.

Esansiyel yag bilesenlerinin ¢ozeltide homojen bir sekilde dagilmamasi
durumunda, daha yiliksek miktarda siirfaktan ve/veya ¢oziicii ya da bu esansiyel yag
bilesenlerinin daha diisiik konsantrasyonlar1 incelenmistir. Esansiyel yag
bilesenlerinin ¢oziindiikleri en yliksek konsantrasyonlar: nitel olarak belirlenmis olup

Cizelge 4.1.da verilmistir.

Buzdolabinda muhafaza edilen geranil asetatin, test edilen 2 mM’dan 10 mM’a
kadar olan konsantrasyonlarinin Tween 80 %1, etanol %2,5, DMSO %2,5, DMSO %1
ve Tween 80 %1 nin kombinasyonu ve etanol %1 ve Tween 80 %1 nin kombinasyonu
ile hazirlanan ¢ozeltilerinin higbirinde berrak ve homojen dagilim gozlemlenmemistir.
Bu c¢alismanin kisitlamalarini da asarak, Tween 80 %2,5 ya da etanol %5
konsantrasyonlar1 da test edilmistir. Ayrica aycicek yagi %1 ve emiilgator olarak
Tween 80 %1 ilave edilerek c¢oziinebilir ve berrak sivi besiyeri elde edilmek
istenmistir. Apolar olan aycicek yagi ¢oziinebilir geranil asetat konsantrasyonunu
arttirmak i¢in kullanilmistir. Fakat bu bilesenin ¢ozeltisi berrak degildir ve kullanilan

yontem ile geranil asetatin antimikrobiyal aktivitesini test etmek miimkiin olmamustir.
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Sonug olarak, test edilen geranil asetatin ve siirfaktan ve/veya ¢oziiciiniin tim
konsantrasyonlari ile berrak veya homojen dagilima sahip bilesenlerin ¢ozeltisini elde
etmek miimkiin olmamistir. Bununla birlikte, sudan daha az yogunluga sahip bu
geranil asetatin suyun {ist yiizeyinde goriilebilir olmasi da homojen dagilima sahip

olmadiginin kanit1 olmustur.

Cizelge 4.1. Siv1 besiyerindeki esansiyel yag bilesenlerinin ¢oziindiikleri en ytliksek

konsantrasyonlarininin deneysel verileri

Bilesenler Konsantrasyon Tween 80 Etanol DMSO Sicakhk

(mM) (%) (%) (%)  (°C)
p-cimen 5 1 50
a-pinen 2 1 40-50
Ocimene 2 1 1 50
Okaliptol* 25 1
Sitral 15 1 50
Geraniol* 12,5 1
Mentol 9 1 40-65
Menton 7 1 40
Mentil asetat 3 1 50
Borneol* 3 1 5
Kamfor* 3 2,5
Timol 2 1 55
Geranil asetat**
Sinamil alkol 35 1 40
Sinnamaldehit* 16 1
Ojenol™* 2 1
Estragol 2 1 50

*: Isitma uygulanmamustir.
**. Homojen dagilim g6zlenmemistir.
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Terpenler grubuna dahil olan ocimene ve a-pinen, 2 mM olan maksimum
konsantrasyona sahip iken p-¢cimen’in ise 5 mM maksimum konsantrasyonda
¢oziinebildigi gézlemlenmistir. Saf bilesenlerin 25°C’deki suda ¢6ziintirliigii iizerine
yapilan bir ¢alismada terpenler diisiik ¢Oziiniirliige sahip iken (0,3 mM’den daha
diisilk) okside olmus monoterpenlerin ise en yiiksek ¢oziiniirlikte oldugu
belirlenmistir (Fichan vd., 1999). Bu arastirmada, bilesenlerin ¢ozeltileri hazirlanirken
farkli materyal ve yontemler kullanilmistir. Diger siirfaktan ve/veya ¢oziicii, genellikle
daha yiiksek sicaklik ve daha kisa siireli karistirma uygulanmistir. Bu sebeple,
terpenler ve terpenoitlerin birlikte kullanildigi berrak sivi besiyerinde Fichan’in
calismasina kiyasla bu bilesenlerin daha yiiksek konsantrasyonlar1 kullanilabilmistir.
Suda ¢6ziiniirliik verilerine bakildiginda a-pinen zayif ¢oziiniirliikte bir terpen olarak
belirtilmistir (Cal, 2006). a-pinen’in suda ¢oziintirligi 19,85°C’de 0,13 mM (Cal,
2006) ve 25°C’de 0,037 mM (Fichan vd., 1999) olarak saptanmistir. Ayrica bu
arastirmada 1s1 ve siirfaktan olarak Tween 80 kullanilmasinin bu esansiyel yag

bilesenlerinin homojen dagilimini gelistirdigi belirlenmistir.

Bu c¢alismada terpenoitlerin, genellikle terpenlere oranla daha yiiksek
maksimum ¢dziinebilir konsantrasyonlara sahip oldugu tespit edilmistir. Okaliptol
iceren berrak sivi besiyeri, diger diisiik su ¢Oziiniirlikte olan esansiyel yag
bilesenlerine kiyasla daha fazla ¢6ziinebilir oldugu ve %1 Tween 80 kullanilarak 25
mM maksimum ¢6ziinebilir konsantrasyonu belirlenmistir. Diger bir arastirmada
okaliptol’un sulu ¢oziiniirligii 19,85°C’da 17,07 mM olarak bulunmustur (Cal, 2006).
Timol ise diger test edilen terpenoitlere kiyasla 2 mM olan diisiik konsantrasyonda
berrak sivi besiyeri elde edilmistir. Tween 80 ilaveli timol i¢in daha yiiksek
konsantrasyonlarda  kiiciik  partikiiller — goériilmiistir. Tween 80 miseller
olusturabilmekte ve bilesenlerin su bazli sivi  besiyeri ile temasin

engelleyebilmektedir.

Sirastyla hidroksil ve oksijen grubu igeren ve diiz yapida olan geraniol (12,5
mM) ve sitral (15 mM) yiiksek konsantrasyonlarda berrak sivi besiyeri goriiniimiine
sahip iken asiklik bilesen olan ve ester grubu igeren geranil asetat da ise ayni durum
s6z konusu olmamistir. Diger bir asiklik bilesen olan ve higbir fonksiyonel grup
icermeyen ocimene ise diisiik ¢oziintirliiklii olarak tespit edilmistir (2 mM). Daha 6nce

de bahsedildigi tizere geranil asetat homojen dagilim gosterememistir.
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Bunun sebebi olarak, monosiklik bilesenlerinden olan mentil asetatin da bir
asetat grubu igermesi ama geranil asetatin asiklik yapida olmasi diistiniilmektedir.
Ayrica bir halka yapisina sahip ama ¢ift bag icermeyen mentol bileseninin (9 mM)
daha yiiksek ¢oziiniirliikk konsantrasyonlar1 bulunurken, bir halka yapili ama ¢ift bag

iceren timol bileseninin (2 mM) ise daha diisiik konsantrasyonlari belirlenmistir.

Bununla birlikte, en yiiksek ¢o6ziiniirlikkteki bilesen olan sinamil alkol
fenilpropen grubuna dahildir ve 40°C’de 30 dakika boyunca devamli karigtirildiktan
sonra 35 mM konsantrasyonlara kadar sivi besiyerinde berrak olarak kaldigi tespit
edilmistir. Ancak estragol ve 6jenol bilesenlerinin Tween 80 ile kombine edilmesi
sonucunda 2 mM kadar diisiik konsantrasyonlarin ¢oziinebilir 6zellikte oldugu
belirlenmistir. Bazi esansiyel yaglarin ¢oziiniirliigiinii arttirmak igin polar ¢oziictilerle
birlikte kullanilmasi, sivi besiyerinin bu bilesenleri ¢ozmesinde ve boylece daha
homojen bir dagilim elde edilmesinde yardimci olup; daha yiiksek antimikrobiyal

aktivite ile sonuglanabilecegi diigiiniilmektedir.

Sinamil alkoliin maksimum konsantrasyonu (35 mM), sinnamaldehit (16 mM)
ile kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, geraniol (12,5 mM)
ve mentol (9 mM) de yiiksek konsantrasyonlarda berrak sivi besiyeri goriiniimii elde
edilmistir. Bunun sebebinin hidroksil grubunun, bu bilesenlerin homojen dagilimina
pozitif etki saglamast ve sivi besiyerine Dberraklik vermesi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ojenol de hidroksil grup icermesine ragmen diisiik konsantrasyonda

(2 mM) ¢oziinebilmistir fakat bu bilesen eter grubu da icermektedir.

Hidroksil grup igeren bir diger bilesen de timol olup diisiik konsantrasyonda (2
mM) ¢oziinmesi tespit edilmistir. Ayrica bu bilesenin fiziksel 6zelliklerinin oda
sicakliginda toz olmasi da onu farkli kilar (Oda sicakliginda sinnamaldehit, geraniol
ve §jenol s1vi; sinamil alkol ve mentol ise vaks yapidadir). Timol bilesenini ¢6zmek
olduk¢a zordur ve yeterli 1s1 uygulanmadig:1 takdirde partikiiller gozle goriiniir
Ozellikte olmaktadir. Borneolun (3 mM), timol ile benzer yapiya sahip oldugu
bilinmektedir. Bu iki bilesen de hidroksil grubu igermektedir ve oda sicakliginda kati
oldugu bilinmektedir. Fakat borneol bisiklik, timol ise monosiklik yapidadir. Hidroksil
grubunun pozisyonundaki farkliliklar ve diger yan zincirler, bilesenlerin oda
sicakliginda kat1 yapida olmalarin1 saglamaktadir. Bu da ¢oziintirliikteki farkliliklara

neden olmaktadir. Ornegin, bilesenlerin fonksiyonel grup olarak sadece hidroksil
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grubu igermesi, timol ve borneol gibi toz bilesenler harig, su bazli sivi besiyerindeki
esansiyel yag bilesenlerinin konsantrasyonlarint arttirdigi diistiniilmektedir. Bu
caligmada, esansiyel yag bilesenlerinin ¢dzeltilerinin ¢oguna orta derece 1s1
uygulandiginda daha kolay ¢6ziindiigii belirlenmistir. Bu bulgular, orta derece 1sinin
esansiyel yag bilesenlerinin homojen dagilimina pozitif yonde katki sagladigini
gostermistir. Diger bir ¢alismada, a-pinen, B-pinen, p-¢imen, timol, borneol, 6kaliptol,
karvakrol, linalool, terpineol-4-ol, kamfor ve a-terpinyl asetat bilesenlerine orta derece
1s1 uygulamasinin (54 °C/10 dakika) etkinliklerini arttirdigi tespit edilmistir (Ait-
Ouazzou vd., 2011). Bu esansiyel yag bilesenlerin 0,2 pl/ml ile orta derece 1s1
uygulamasinin 0,5-5 log hiicre inaktivasyonu saglayarak sinerjitik lethal etkiler
gbzlemlenmistir. Is1 uygulanmasi daha diisiik konsantrasyonlarda esansiyel yag
bilesenleri kullanimina ve bu yilizden yogunlugunu azaltip gida kalitesini (duyusal ve
besinsel ozelliklerini kapsayan) arttirmasina katkisi olmaktadir (Ait-Ouazzou vd.,
2011).

%1 Tween 80’nin BHI siv1 besiyerindeki pH degeri 7,44 olup (n=13)diger
stirfaktan ve/veya ¢oziicliniin BHI s1v1 besiyerindeki pH degerlerinin ise yaklasik 7,53
oldugu belirlenmistir. Bilesenlerin ¢ozeltilerinin BHI sivi  besiyerindeki pH
degerlerinin de 7,11 ve 7,61 arasinda oldugu saptanmistir. Bu bulgular ¢caligmadaki
gozlemlenen antimikrobiyal etkinin, BHI sivi besiyerindeki bakteri gelisimini
etkileyen optimal pH’dan daha disik pH degerlerinden kaynaklanmadigim

gostermektedir.

4.2  Esansiyel Yag Bilesenlerinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin in

vitro Degerlendirmesi

4.2.1 Siirfaktan ve/veya Cozgenin Antimikrobiyal Aktivitesi

Cizelge 4.2.te gosterildigi gibi esansiyel yag bilesenlerinin en yiiksek
¢Oziiniirlik degerini vermesi i¢in belirlenen oranlarda etanol, Tween 80 ve/veya
DMSO ile desteklenen BHI sivi besiyerinin antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Eklenen bu maddelerin E. coli ve S. aureus suslarina karsi antimikrobiyal etKi

gostermedigi gézlemlenmistir (Sekil 4.1.). Bu maddeleri i¢eren ve igermeyen kontrol
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gruplar1 arasinda Oonemli bir farklilik goriilmemistir. Bu maddelerin potansiyel

antimikrobiyal aktivitelerinin bilinmesi 6nem tagimaktadir. Ancak, birgok arastirmaci

potansiyel antimikrobiyal aktivite lizerine yorum yapmamistir ve bu durum sonuglarin

karsilastirilmasini zorlastirmistir. Buna ilaveten, kor calismanin olasi etkisi de onemli

olup dikkate alinmas1 gerektigi diisiiniilmektedir.

® kontrol 0,9% tween 80 M kontrol B B kontrol 2,25% etancl B kontrol
A 14 14
12 1,2 T
E o1 E 1 T
S 08 S
ﬂ 4 ﬂ 0.8
— 06 =06
(a] o
O 04 Opa
0,2 - 0,2
0 - o
o S ok a2 g ‘] 2 & 1
{_.:,'"l--':"'l #\G i\@:\ﬁ BV \?‘L -g\?"t @'ﬁ@ \B\@ A @b‘ &%.-]:1. & ,\\lp-("%
\_ i'_,t' .11’1.'.- @5 @'{:r _ _L'..Q F-" \‘\;I“ ;,
t. c‘ "a:c. ﬁ‘& ﬁ‘;‘ La\\ f\".- 3\}1‘@} 'Zr\!.
%?}Q % {]?}- 52
0,9% Tween 80 (n=3) %2,25 Etanol (n=3)
C H kontrol 4,5% DMS0 + 0,9% tween 80 Ekontrol D ukontrol 0,3% DMs0+ 0,3% tween 30 mkontrol
14 14
12 12
_ 1 1-
= —
E 08 gu,s
& a
‘5’ 06 - ‘5’0,5
I o Q
04 - 04
0,2 A 0,2 4
0 o -
ﬁcj’b Gﬂ,"d‘! &&‘) ,]}D- {?ﬂ cgl
o e L°\\ ol N L°\& @“@% -:‘\I? s“\F
& © % & e Y 4@
¥ g o~ B?o‘ TS
%4,5 DMSO + %0,9 Tween 80 (n=2) %0,9 DMSO + %0,9 Tween 80 (n=3)
Sekil 4.1. Etanol, Tween 80 ve/veya DMSO maddelerinin antimikrobiyal
etkisi

Bazi bilesenler igin A grafigi, kamfor i¢in B grafigi, borneol i¢in C grafigi ve ocimene igin D
grafigindeki ¢ozeltiler kullanilmistir. Bazi esansiyel yag bilegenleri ile Tween 80 kullanildiginda her set
icin bu emiilgatoriin antimikrobiyal aktivitesi analizlenmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma
olarak ve Mann-Whitney U testine gore farkliliklar (o= 0,05) da y1ldiz ile gosterilmistir.
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4.2.2 Terpenlerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Terpenlerde (ocimene, a-pinen ve p-¢imen) diisiik miktarda antimikrobiyal
aktivite gozlemlenmistir. Bu durum terpenlerin yiiksek uguculugu ve diisiik
¢ozinlrliligi ile bagdastirilabilmektedir (Fichan vd., 1999). Ayrica, kullanilan
konsantrasyonlar antimikrobiyal etki i¢in diisiik kalmis olabilmek ile birlikte yiiksek
konsantrasyonlarda da bilesen ¢ozeltisinde berraklik goriilmemistir. Sekil 4.2.’te p-

¢imenin antimikrobiyal aktivitesi gosterilmektedir.

Bu bilesen, secilen bakterilere kars1 cok az miktarda etki gdstermistir. 4,5 mM
konsantrasyonda E. coli LMG2093 iizerinde 6nemli derecede gelismeyi engelleyici
etki gostermesine ragmen inhibisyonun oldukg¢a diisiik oldugu gézlemlenmistir. Ayni
konsantrasyonda S. aureus LMG8224 iizerine etkisi daha fazla olmasma ragmen
onemli farkliliklar goriilmemistir. p-¢imenin etki mekanizmasi onlarin sitoplazmik
membran tlizerine segicilikleri, membranin genislemesi ve membran potansiyelini
diistirmesini igermektedir (Ultee vd., 2002). Ayrica entalpide ve hiicre hareketliliginde
diisiise sebep olmaktadir (Burt vd., 2007; Cristani vd., 2007).

E45mM

0,3 mM

kontrol 0,9% tween 80

0D (590nm)

Sekil 4.2. p-cimenin antimikrobiyal etkisi

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. Onemli farkliliklar yildiz (*) ile gdsterilmistir
(Her sus igin, ANOVA, n = 3, o.= 0,05 sadece 4. sus i¢in, Mann-Whitney U testi, n > 2!, o. = 0,05).

1: 4,5 mM p-¢imen ile muamale gdrmiis S. aureus LMG8224 ¢alismasinda bir adet dis veri vardir. Bu
yiizden kombinasyon i¢in n = 2 alinmustir.
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Terpenler {izerine yapilan onceki in vitro ¢alismalarda tekli kullanilmalari
durumunda yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklar1 tespit edilmistir
(Hyldgaard vd., 2012). Ornek olarak, agar kuyu difiizyon yontemi kullanilarak 638,5
mM kadar yiiksek konsantrasyonda bile p-¢imenin Gram (-) Shigella suslarina karsi

antimikrobiyal aktivite gostermedigi saptanmistir (Bagamboula vd., 2004).

Bir baska caligmada ise swab kagidi disk yontemi kullanilarak 7,45 mM
konsantrasyonda p-¢imen kullaniminin dort ¢esit Salmonella enterica Typhi serotipi
suslariin  gelisimini  smirlayamadigi  bildirilmistir  (Rattanachaikunsopon ve
Phumkhachorn, 2009).

Ayni bilesenin 3,2 mM konsantrasyonunda da Saccharomyces cerevisiae
tizerinde etki gostermedigi saptamistir (Rao vd., 2010). S. aureus (ATCC 6538)
tizerinde orta degerlerde engelleyici etki goriilse de Enterococcus faecium, P.
aeruginosa, S. enteritidis, E. coli O157:H7 ve iki farkli Listeria monocytogenes

suslarinda higbir etki olmadigi saptanmistir (Ait-Ouazzou vd., 2011).

p- ¢imenin E. coli iizerinde antimikrobiyal etki goriilmemis olup, S. aureus
ve Bacillus subtilis iizerinde az miktar gelismeyi engelleyici etki goriilmiistiir
(Koutsoudaki vd., 2005). Yapilan bu tezdeki ¢alismalardan elde edilen sonuglarin

literatiir ile benzer oldugu bilinmektedir.

p-¢cimen’nin MIK degerinin gelisme inhibisyon analizinde 4,5 mM
degerinden yiiksek oldugu dama tahtasi analizinde ise E. coli ve S. aureus suslarina

kars1 2,25 mM degerinden yiiksek MIK degerinin oldugu belirlenmistir (n = 1)
(Cizelge 7).

Yapilan bir ¢calismada S. aureus (ATCC 6538P), E. faecalis ve C. albicans
bakterilerine karst p-cimenin MIK degeri 4,47 mM olarak saptanmis olup, E. coli
(ATCC 8739), P. aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae ve Salmonella
sp. tlizerindehigbir etki tespit edilmemistir (Hoferl vd., 2009). Bu arastirmada ayni
konsantrasyon, farkli yontem ve farkli suslar kullanilarak calisilmigtir. p-¢imen
tizerine yapilan bir bagka ¢alismada E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC 6538)
i¢in 36 mM’dan daha yiiksek MIK degerleri belirlenmistir (Veldhuizen vd., 2006).
Sonug olarak, esnsiyel yag bileseninin uygulanma yontemi ile kullanilan emiilgator ve

cozgenler literatiir ile farklilik gosterebilmektedir.

43



Ayrica, bahsedilen calismalarda siirfaktan/¢oziicii kontrolleri degerlendirmeye

alinmadigi i¢in karsilagtirma yapilmasini zorlastirmaktadir.

Bu tezde o-pinen (1,8 mM) ve ocimene (1,8 mM) gibi terpenler de test
edilmistir. Bu bilesenlerin yiiksek (1,8 mM) ve diistik (0,9 mM) konsantrasyonlarda
E. coli ve S. aureus suslarina kars: etki gostermedigi saptanmistir (sirasiyla Ek A ve
B). Kullanilan konsantrasyonlarm bu bilesen i¢in diisiik kalmis olabilecegi

distiniilmektedir.

a-pinen ve B-pinen maddelerinin antimiktobiyal aktivitesi {izerine yapilan
arastirmalarda, agar difiizyon teknigi kullanilarak E. coli ve S. aureus’u da iceren 25
farkli bakteri tizerinde ¢ok az ya da hi¢ etki goriilmedigi bildirilmistir (Dorman ve
Deans, 2000). Ayrica disk difiizyon hassasiyeti yontemi kullaniminda da bu
bilesenlerin, E. coli, S. aureus ve B. subtilis tizerindeki etkileri arastirildiginda benzer

sonuglar tespit edilmistir (Koutsoudaki vd., 2005).

Ait-Ouazzou vd., 2011, yaptig1 ¢alismada a-pinen ve B-pinenin, S. aureus,
E. faecium, S. enteritidis, E. coli O157:H7, P. aeruginosa ve iki farkli L.
monocytogenes susunda gelisimi onleyemedigi bildirilmistir. Bu tezde a-pinen igin

MIK degerinin dama tahtas1 analizinde 1,8 mM’den yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Ahmad vd. (2014) ¢alismasinda, (+) a-pinen, (-) a-pinen ve B-pinen igin
Chromobacterium violaceum ve P. aeruginosa bakterilerine karst MIK degerinin 3,67
mM’den yiiksek oldugunu belirlemistir. Bu bilgiler de yapilan ¢aligmadaki sonuglar
ile paralel olup bu esasnsiyel yag bilesenlerinin tek baslarina kullaniminda genis bir
mikroorganizma ¢ercevesinde yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigini

gostermektedir.

4.2.3 Terpenoitlerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Geraniol’iin yiiksek oranda antimikrobiyal aktivitesi tespit edilmis olup
Sekil 4.3.’te gosterilmektedir. Bir monoterpenoit alkol olan geraniol 11,25 mM
konsantrasyonda biitin E. coli ve S. aureus suslarina karsi onemli oranda

antimikrobiyal aktivite gostermistir.
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Geraniol, bakterinin membran yapis1 ve fonksiyonlar ile etkilesime girerek
membranin gegirgenligini arttirarak antibakteriyel etki gosterdigi diisiiniilmektedir

(Ili¢ vd., 2014).

Yapilan ¢alismada 1,8 mM gibi diisiik konsantrasyonlarda bile S. aureus
TIAC82’nin mikrobiyal gelisimine olduk¢a fazla etkisinin oldugu gozlenmistir.
Geraniol, E. coli’ye oranla S. aureus iizerinde daha fazla etki gostermektedir. Bu
durum Gram (+) ve Gram (-) hiicre duvar1 yapilar ile iliskilendirilebilmektedir
(Yvette, 2005). Geraniol gibi hidrofobik gruplarin yiiksek oranda peptidoglukan igeren
Gram (+) bakteri duvarindan gegmesinin daha kolay oldugu bildirilmistir (Nazzaro
vd., 2013), Gram (-)’lerde ise dig membran gecirgenlik bariyeri gorevi yaparak
proteinleri periplasmik alanda tutmaktadir (Yvette, 2005). Biitiin bu farkliliklar
geranioliin S. aureus iizerinde daha yiliksek antimikrobiyal etki gostermesini

aciklayabilmektedir.
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Sekil 4.3. Geranioliin antimikrobiyal aktivitesi

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. Onemli farkliliklar yildiz (*) ile gdsterilmistir
(2., 3. ve 6. suslar igin, ANOVA, n =3, a =0,05 ve 1., 4. ve 5. suslar i¢cin, Mann-Whitney U testi, n >
2%, a=0,05).: 1,8 mM geraniol ile muamele goren E. coli LMG2093 verilerinde bir adet dis veri vardir
bu yiizden kombinasyonda n = 2 alinmustir.
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Bir baska calismada agar difiizyon teknigi kullanilarak geranoliin, E. coli ve
S. aureus’u da igeren 23 farkli bakteriye karsi diisiik antimikrobiyal aktivitesi;
Clostridium sporogenes, Enterococcus faecalis bakterilerinde ise orta seviyede
inhibisyon etkisi tespit edilmistir (Dorman ve Deans, 2000). E. coli (ATCC 25922) ve
S. aureus (ATCC 25923 ve ATCC 29213) i¢in MiK degerleri sirasiyla 8,9 ve 17,9 mM
olarak belirlenmistir (Ili¢ vd., 2014). Bu ¢alismada geranioliin E. coli LMG2093 ve
biitiin S. aureus suslar1 icin MIK degeri 11,25 mM’den diisiik 1,8 mM’den yiiksek,
diger E. coli suslar1 i¢in ise MIK degeri 11,25 mM’den yiiksek olarak belirlenmistir.
Ayrica Ili¢ vd., 2014 tarafindan yapilan c¢alismada, %70’lik etanol ile hazirlanan
geranioliin S. aureus’a kars1 olan MIK degerinin bu tezdeki sonuglara goére daha
yiiksek belirlenmistir. Bu ¢aligmada ayn1 yontem farki suslara uygulanmis olup, etanol
yerine Tween 80 ve diisiik inokiilim konsantrasyonu kullanilmistir. Bu faktorler
esansiyel yaglarin MiK degerine etki edebilmektedir. Yapilan ¢alismadaki kosullar, S.

aureus’a kars1 daha yiiksek antimikrobiyal etki goriilmesine sebep olmustur.

Ayni cins bakterilere kars1 geraniol ile yapilan calismalardaki MiK degerleri
degisiklik gdstermektedir. Ornek olarak, yatik agar ile emiilsifiye edilen geranioliin E.
coli, S. aureus (ATCC 21212) ve B. cereus i¢in MIK degeri 1440,8 mM olarak
belirlenmistir (Gallucci vd., 2009). Diger galigmalarda geranioliin MIK degeri S.
aureus ve E. coli i¢in sirastyla 0,38 mM (Jirovetz vd., 2007) veya 8,1 mM (Ngan vd.,
2012) olarak belirlenmistir. Geranioliin bu ¢alismada kullanilan cinsler disinda
Chromobacterium violaceum ve P. aeruginosa'ya karst MiK degeri 0,81 mM olarak
bildirilmistir (Ahmad vd., 2014).

Monoterpenoit aldehit olan sitralin bu ¢alismada kullanilan biitiin
mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4.). Biitiin E. coli ve S.
aureus suslarma karst 13,5 mM konsantrasyonunda antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Bu bilesen ayni zamanda oldukca diisiik konsantrasyonlarda bile (1,8
mM) E. coli (JG45)’ye kars1 diisiik de olsa 6nemli antimikrobiyal aktivite gdstermistir.
Sitral, hiicre membranina zarar vererek etki gostermektedir (Hyldgaard vd., 2012). Bu

calismada sitralin MIK degeri 1,8 mM ve 13,5 mM arasinda belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Sitralin antimikrobiyal aktivitesi

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. Onemli farklilhiklar yildiz (*) ile gdsterilmistir
(1., ve 5. suslar i¢in, ANOVA, n = 3, a = 0,05 ve 2., 3., 4. ve 6. suglar i¢in, Mann-Whitney U testi, n >
2%, 0= 0,05). & 13,5 mM sitral ile muamele goren E. coli JG33 verilerinde bir adet dis veri vardir bu
yiizden kombinasyonda n = 2 alinmistir.

Yapilan bir ¢calismada agar diliisyon yontemi uygulanarak sitralin, S. aureus
ATCC 9144 (C7001)’e karst MIK degeri 3,52 mM olarak belirlenmis olup, E. coli
O157:H7’de tizerinde inhibisyon goézlemlenmemistir. Agar, %0,5 Tween 20 ile
kombine edilmistir. Bu sonuglar 1s1ginda Gram (+) olan S. aureus 'un Gram (-) olan E.
coli’ye oranla daha duyarli oldugunu géstermistir (Fisher ve Phillips, 2006). Hacmen
%1°lik Tween 80 igeren sitralin agar seri tiip seyreltme yontemi ile S. aureus (ATCC
6538P) ve E. coli (ATCC 8739)’a kars1 antimikrobiyal aktivitesini inceleyen bir
calismada MIK degeri 0,39 mM olarak belirlenmistir (Jirovetz vd., 2007). Ancak farkli

kosullar, farkli yontemler ve farkli suglar bu ¢calismada kullanilmistir.

Sitral, mikrodiliisyon yontemi ile ti¢ farkli S. aureus susuna karst 0,39 ve
0,52 mM MIK degerlerinde yiiksek oranda mikrobiyal gelismeyi onceliyici aktivite
gostermistir. Ayrica bu bilesen agar diliisyon yontemi ile ayni bakteriler iizerine
kullanildiginda 0,65 ve 0,98 mM gibi daha yiiksek MIK degerleri saptanmustir.
Arastirmacilar 2-propanol iginde %10’ luk (w/v) sitral stok ¢ozeltisi kullanmislardir
(Apolonio vd., 2014).
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Bu tez caligmasinda ise hacmen %!1’lik Tween 80 uygulanmistir. Bu
sonuglardan, mikrodiliisyon yonteminin agar diliisyon yontemine oranla daha etkili
oldugu belirlenmistir. Bunun sebebi olarak esansiyel yag bilesenlerinin diisiik suda

¢oziiniirliige sahip olmalar1 ve agarin i¢ine gecememeleri olarak gosterilebilmektedir.

Sadece suda ¢oziiniirliigii iyi olan 1,8-sineol, carvone, terpinen-4-ol ve a-
terpineol agar matrisine gegebilmektedir. Agarin yiizeyinde kalan veya ucgan
hidrokarbon bilesenler de antimikrobiyal aktiviteyi azaltmaktadir. Ayrica agar
olmayan ortamlarda mikrodiliisyon yontemi uygulandiginda esansiyel yaglarin daha
iyi bir diliisyonu elde edilmektedir ve bu da besiyerine gecisin iyi olmasi anlamina
gelmektedir (Griffin vd., 2000; Sokovi¢ vd., 2009). Sitral, Avrupa Komisyonu
tarafindan gida {irtinlerinde aroma verici olarak kabul edilmistir (Regulation EU
872/2012) (Apolonio vd., 2014).

Monoterpenoit fenol olan timoliin test edilen mikroorganizmalar {izerinde
cok az etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5.). Bu bilesen, 1,8 mM
konsantrasyonda E. coli’nin iki ve S. aureus’un bir susu tizerinde ¢ok fazla inhibisyon
gostermese de 6nemli derecede mikrobiyal gelismeyi engelleyici etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Buna karsin timoliin ayn1 konsantrasyonda S. aureus TIAC39 ve S.

aureus TTACS2 iizerinde gelismeyi pozitif yonde etkiledigi belirlenmistir.

Timoliin etki mekanizmasi i¢ ve dis membrana hasar verme, membran
proteinleri ve hiicre i¢i hedeflerle etkilesime girme olarak siralanabilmekdir
(Hyldgaard vd., 2012). Ayrica sitrat metabolik yoluna etki ederek ATP sentezinde
direkt veya dolayli olarak etkisi olan enzimleri inhibe etmektedir (Di Pasqua vd.,
2010).
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Sekil 4.5. Timoliin antimikrobiyal aktivitesi

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. Onemli farkliliklar y1ldiz (*) ile gosterilmistir
(Biitiin suslar i¢in, ANOVA, n = 3, a.=0,05).

Literatiirde yatik agar ile kombine edilmis timoliin, Gram (-) E. coli‘ye kars1
MIK degeri 100,32 mM, Gram (+) S. aureus (ATCC 21212) ve B. cereus‘a kars1 50,13
mM olarak belirlenmistir (Gallucci vd., 2009). Ayrica, Ili¢ vd. (2014) ¢alismasinda
%70’lik etanol ile hazirlanmis timoliin, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923
ve S. aureus ATCC 29213’a kars1 MIK degerlerini sirastyla 10,39 mM, 0,65 mM ve
5,19 mM olarak saptamuistir.

Ancak Hussain vd. (2011) yaptigi calismada DMSO ile desteklenen timoliin,
E. coli (ATCC 8739), E. coli (NCTC 10418), S. aureus (NCTC 1803) ve S. aureus
(NCTC 6571)’a kars1 MIK degerlerini sirastyla 6,06 mM, 5,93 mM, 3,67 mM ve 3,59
mM olarak belirlemistir. Bir baska ¢alismada %0,5 etanol ile hazirlanan timoliin, E.
coli CIP 105182’ye kast MIK degeri 4,66 mM olarak belirlenmistir (Bassolé vd.,
2010). Belirtilen biitiin ¢aligmalarda ayni cins bakteri ve mikrodiliisyon yontemi
uygulanmasima ragmen farkli MIK degerleri gézlemlenmektedir. Bu durum kullanilan

timoliin farkli yontemlerle hazirlanmasiyla iligkilendirilebilmektedir.
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Monoterpenoit alkol olan mentol, test edilen biitiin E. coli suslar ile S.
aureus’un bir adet suguna kars1 8,1 mM konsantrasyonda énemli derecede mikrobiyal
gelismeyi Onleyici etki gostermis olmasina ragmen inhibisyonun olduk¢a diisiik

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6.).

Ayrica bu bilesenin ayni konsantrasyonda S. aureus TIAC39 iizerinde
gelismeyi pozitif yonde etkiledigi saptanmistir. Bu bilesen membran gegirgenligine
zarar vererek hiicresel bilesenlerin disar1 sizmasini saglamaktadir ve buna ek olarak

hiicre i¢i bilesenler ile de etkilesime girebilmektedir (Hyldgaard vd., 2012).

_ m81mM

=18mM
kontrol 0,9% tween B0

0D (590nm)

Sekil 4.6. Mentoliin antimikrobiyal aktivitesi

Veriler ortalama + standart sapma olarak gdsterilmistir. Onemli farkliliklar yildiz (*) ile gdsterilmistir
(Biitiin suslar igin, ANOVA, n = 3, a.= 0,05).

Gallucci vd. (2009) yatik agarda mikrodiliisyon yontemi ile hazirlanan
mentoliin, E. coli, S. aureus (ATCC 21212) ve B. cereus bakterilerine kars1 MIK
degerlerinin 5695,27 mM’dan yiiksek oldugunu tespit etmistir. Bir baska calismada
%0,5 etanol ile desteklenen ve mikrodiliisyon yontemi ile hazirlanan mentoliin, E. coli
CIP 105182’ye karst MIK degerinin 74,87 oldugu belirlenmistir (Bassolé vd., 2010).
Bu sonuglar incelendiginde yapilan bir¢ok c¢alismada oldukca biiylik farkliliklar

oldugu goriilmektedir.
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Sonug olarak, timol ve mentoliin etkileri incelendiginde test edilen bakteriler
karsisinda gelisimi inhibe etmedikleri tespit edilmistir. Onemli bir diisiis goriildiigiinde
bile etki oldukga diisiik olup uygulamalarda 6nemsiz olabilecegi diistiniilmektedir (<

1 log azalma).

Yapilan bu ¢alismada test edilen dkaliptol (22,5 mM), menton (6,3 mM),
mentil asetat (2,7 mM), borneol (2,7 mM) ve kamfor (2,7 mM) gibi diger diger
terpenoitler diisiikk ve yiliksek miktarlarda biitiin E. coli ve S. aureus suslarina karsi
etkisiz olarak belirlenmistir (sirasiyla Ek C, D, E, F ve G).

Yapilan benzer bir calismada Skaliptoliin E. coli ve S. aureus‘a kars1t MiK
degeri 74,6 mM olarak belirlenmistir (Wang vd., 2012). Sivi besiyeri mikrodiliisyonu,
inkiibasyon kosullari, siirfaktan ¢esidi (Tween 80) ve son inokiiliim konsantrasyonu
bu tezde yapilan g¢alisma ile aynidir. Sadece diger calismadaki son Tween 80

konsantrasyonu %0,5 daha diistiktiir.

Bu tezdeki ile ayn1 kosullarda yapilan bir bagka ¢alismada E. Coli’ye kars1
okaliptoliin MIK degerinin 51,8 mM’dan yiiksek oldugu ve S. aureus igin de 414,9
MM belirlenmistir (Mulyaningsih vd., 2010). Ozet olarak bu tezde kullanilan 6kaliptol
konsantrasyonunun (22,5 mM) test edilen bakterilere kars1 gelismeyi Onleyici etkisini

gozlemlemek i¢in diisiik oldugu sonucuna varilabilmektedir.

4.2.4 Fenilpropenlerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Fenilpropen aldehit olan sinnamaldehitin 14,4 mM konsantrasyonda biitiin
E. coli ve S. aureus suslarina karsi antimikrobiyal aktivite gosteren etkili bir esansiyel
yag bileseni oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7.). Buna ilaveten, 1,8 mM gibi diisiik
konsantrasyonlarda bile E. coli LMG2093 iizerinde kiiciik de olsa 6nemli bir gelismeyi

Onleyici etki gostermistir.

Bu ¢alismada sinnamaldehitin MiK degeri biitiin suslar i¢in 1,8 ve 14,4 mM
konsantrasyon araliginda oldugu diisliniilmektedir. Ayrica, bu bilesenin dama tahtasi
analizinde (n=2) biitiin E. coli ve S. aureus suslarina kars1 MIK degeri 1,8-3,6 mM

araliginda oldugu belirlenmistir (Cizelge 7).
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Bu bilesen li¢ farkli olast etki mekanizmasina sahip olmaktadir. Diisiik
konsantrasyonlarda sitokin etkilesimlerinde veya daha az oOnemli hiicre
fonksiyonlarinda islevi olan enzimleri inhibe ettigi sdylenmektedir. Oldiiriicii dozun
altindaki konsantrasyonlarda ATPaz aktivitesini inhibi etmekte ve 6ldiiriicti dozda da
membranin bozulmasina neden olmaktadir. Ayrica bu bilesen hiicre hareketliligini de

diistirmektedir (Hyldgaard vd., 2012).
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Sekil 4.7. Sinnamaldehitin antimikrobiyal aktivitesi

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. Onemli farkliliklar yildiz (*) ile gdsterilmistir
(Biitiin suslar i¢cin Mann-Whitney U testi, n =3, sadece 4. sus i¢in n > 2%, o = 0,05). 1 1,8 mM
sinnamaldehit ile muamele goren S. aureus LMG8224 verilerinde bir adet dis veri vardir bu yilizden
kombinasyonda n = 2 alinmistir.

Pei vd. (2009) yaptig1 ¢alismada sinnamaldehitin E. coli’ye karst MIK
degerini 3,02 mM olarak tespit etmistir. Calismada ayni inokiiliim konsantrasyonlari,
yontem ve emiilgator kullanilip Tween 80 konsantrasyonu belirtilmemistir. Ayrica

besiyerinin ve test edilen suslarin da farkli oldugu bilinmektedir.

Bir baska c¢alismada modifiye agar-kuyu difiizyon teknigi kullanilarak
sinnamaldehitin, E. coli (DMST 4212)’ye karst MiK degeri 99,28 mM; E. coli O157:
H7 (DMST 12743) ve S. aureus (DMST 8840)’a kars1 ise MIK degerleri sirasiyla
49,64 ve 12,39 mM olarak belirlenmistir (Sanla-Ead vd., 2012).
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Sinnamaldehitin antimikrobiyal aktivitesi lizerine yapilan bir bagka
caligmada mikrodiliisyon yontemi uygulanarak E. coli’nin S. aureus’a oranla bu
bilesene daha hassas oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismadaki MIK degerleri sirasiyla
1,99 mM ve 2,48 mM olarak tespit edilmistir (Ghosh vd., 2013). Bu durum esansiyel
yag bilesenlerinin Gram (-) bakteriler lizerinde daha az etkili olmasi1 gergegi ile istisna
olusturmaktadir. Ancak sinnamaldehitin Gram (+) bakterilere karsi daha etkili oldugu
da vurgulanmaktadir (Domadia vd., 2007).

Baska calismalarda sinnamaldehitin E. coli’nin farkli suslari iizerine MIiK
degerleri 1,5 uM ile 3,78 mM arasinda degismektedir. Bununla birlikte bu bilesenin
iic farkl1 S. aureus susuna kars: 1,89 mM MIK degerine sahip oldugu bildirilmistir
(Guzman, 2014). Bu ¢alismada sinamil alkol (31,5 mM), 6jenol (1,8 mM) ve estragol
(1,8 mM) gibi baska fenilpropenlerin de antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.
Calisma sonucunda bu bilesenlerin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarin neredeyse
tim E. coli ve S. aureus suslarina kars1 etkisiz oldugu gozlemlenmistir (sirasiyla Ek
H, I vel).

Ozellikle Cinnamomum tiirleri ve Lauraceae bitkilerinde olup daha baska
bircok esansiyel yagda bulunan sinamil alkol bakteri ve kiif tiirlerine karsi ¢ok az
miktarda gelismeyi inhibe edici etki gostermistir (Guzman, 2014). Visvalingam vd.
(2013) sivi besiyeri mikrodiliisyon analizini kullanarak sinnamil alkoliin E. coli
0157:H7’ye karst MIK degerini 11,9 mM olarak belirlemistir. Bu deger bu tezde
bulunan sonuca gore diisiik kalmistir. Bu tezde farkli bir yontem, DMSO yerine Tween
80 ve farkli suslar kullanilmistir. Biitiin bu parametreler sinamil alkoliin test edilen

bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisini etkilemektedir.

Biitiin S. aureus ve E. coli suslarina karsi test edilen %0,9 Tween 80 ile
kombine edilmis en etkili bireysel esansiyel yag bilesenleri geraniol, sitral ve
sinnamaldehittir. Bu iiriinlerin konsantrasyonlar1 sirasiyla 11,25, 13,5 ve 14,4 mM
olarak kullanilmistir. Diger esansiyel yag bilesenleri aym1 kosullarda belirgin bir

antimikrobiyal etki gdstermemektedir.

Buna ilaveten Cinnamomum zeylanicum yagi trans-sinnamaldehiti, temel
bileseni olarak yiiksek oranda igermektedir (%62,79) (Simic vd., 2004). Bu tezde ayn1
konsantrasyonda (14,4 mM ya da 0,19%) sinnamaldehitin kullanilmasi igin %0,3

tar¢in yaginin sivi besiyerine eklenmesi gerekmektedir.
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Gupta vd. (2008) yaptigt caligmada agar kuyu diflizyon yontemini
kullanarak marketten toplanmig C. Zeylanicum’un, S. aureus ve S. Epidermidis’e kars1

MIK degerini %2,5 olarak tespit etmistir.

Hammer ve Heel (2012) sivi besiyeri mikrodiliison yontemi ile
sinnamaldehitin, S. aureus ATCC 10442, S. aureus ATCC 25923 ve S. epidermidis
ATCC 12228’e kars1 MiK degerlerini sirastyla %0,012 (0,91 mM), %0,006 (0,45 mM)
ve %0,1 (7,57 mM) olarak belirlemistir. Gupta vd. (2008) ve Hammer ve Heel (2012)
neredeyse ayni deneysel materyalleri ve kosullar1 kullanmistir. Sonug olarak, ticari saf
sinnamaldehit, tar¢in yagindakine oranla bakterilere karsi daha fazla etki

gostermektedir.

4.3 Esansiyel Yag Bilesenleri Arasindaki Etkilesimler

Esansiyel yag bilesenlerinin farkli kombinasyonlar1 tekli etkileri ile
kiyaslanir ise, daha diisiik MiK degerine sahip olduklar1 durumda daha etkili ve tercih
edilebilir duruma gelmektedirler. Ayrica, esansiyel yag bilesenlerinin kombinasyonu

ham esansiyel yaglara oranla olumsuz tat profiline sahip olmayacagi diistiniilmektedir.

Dama tahtast analizi ile belirlenen MIK degerleri FIKI degerlerine
donustiirtilerek iki esansiyel yag bileseninin etkilesimini sayisal bir deger ile ifade
etmektedir. FIKI degerleri etkilesimlerin dogasini agiklarken, literatiirdeki degerlerin
farklilik gostermesi ¢aligmalar arasi kiyaslama yapmay1 zorlastirmaktadir (Bassolé ve
Juliani, 2012). Cizelge 2’de yayinlar arasindaki FIKI degerlerinin ¢evrimi

gosterilmektedir.

Daha once de bahsedildigi gibi, p-cimen gibi terpenler oldukca diisiik
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugundan farkli kombinasyonlarda kullanilip
bioaktiviteleri arttirilabilmektedir. Sinnamaldehit ile p-¢imen kombine edildiginde E.
coli JG33 harig biitiin E. coli ve S. aureus suslarina kars1 1,4 degerinden daha diisiik
FIKI degerleri elde edilmistir. Tek basina MIK degerleri test edilen kombinasyonlarin
FIKI degerleri Cizelge 4.2."de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Esansiyel yag bilesenlerinin farkli bakteri suslarma karsi tekli
MIK degerleri ile kombinasyonlarmin FiKi degerleri

Sinnamaldehitin p-cimennin .. ) _
MIK degeri (mM) MiK degeri (mM) FIKL Mikroorganizma
<36 >2,25 <1,4 E.coli LMG2093
<36 >2,25 <24 E.coliJG33
<36 >2,25 <1,4 E.coliJG45
<3,6 >2,25 <1,4 S.aureus LMG8224
<3,6 >2,25 <1,4  S.aureus TIAC39
<3,6 >2,25 <1,4  S.aureus TIAC82
Sinnamaldehitin Ojenoliinin . _ _

. ) FIKI Mikroorganizma
MIK degeri (MM) MIK degeri (MM)
3,6 >7,2 <1,13 E.coli LMG2093
3,6 >7,2 <0,88 E. coli JG33
3,6 >7,2 <1,13 E. coli JG45
3,6 >7,2 <0,63 S. aureus LMG8224
3,6 >7,2 <1,13 S. aureus TIAC39
3,6 >7,2 <1,13 S.aureus TIAC82

p-cimen ve djenoliin tekli MIK degerleri FiKI iizerinde belirsizlige sebep
oldugu icin hesaplanamamistir. Bu calismadaki FIKI araliklari; FIKI < 0,5 ise
sinerjitik etki, 0,5 < FIKI < 1 ise ilaveli, 1 < FIKI < 4 ise etkisiz, FIKI > 4 ise
antagonistik etki olarak yorumlanmustir (Arikan vd., 2002; Mulyaningsih vd., 2010;
van Vuuren ve Viljoen, 2011). Bu ylizden sinnamaldehit ile p-cimen arasinda etkilesim

sinerjitik, ilaveli veya etkisiz olabilmektedir.

Ayn1 esansiyel yag bilesenlerin etkileri incelenirken kullanilan araliklarin
degismesi yorumlamay1 da zorlagtirmaktadir. Baska yazarlar tarafindan kullanilan
FiK1 referans degerlerine gére sinnamaldehit ve p-¢imen kombinasyonu antagonistik
etki gostermemektedir (Bassolé ve Juliani, 2012; De Sousa vd., 2012; Didry vd., 1994,
Gallucci vd., 2009; Goni vd., 2009; Pei vd., 2009; Pina-Vaz vd., 2004; van Vuuren ve
Viljoen, 2011). Ancak 1,1°lik (Romano vd., 2009) veya >1’lik (Rosato vd., 2007) FIK1i

degerleri antagonizm olarak da degerlendirilmektedir.
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Bu ¢alismada sinnamaldehit ve p-¢imen kombinasyonunun E. coli JG33’¢
karst FIKI degeri 2,4’ten diisiik olarak belirlenmistir. Bu sebeple bu bilesenlerin
etkilesimi antagonizm olmamaktadir. Baska arastirmacilar tarafindan kullanilan FIK1
araliklarina gore de antagonistik etkinin goriilmedigi sOylenebilmektedir (Bassolé ve
Juliani, 2012; De Sousa vd., 2012; Goiii vd., 2009; Pina-Vaz vd., 2004; van Vuuren
ve Viljoen, 2011). Ancak, 2’den yiiksek FIKI degerleri antagonizm olarak da
belirtilmistir (Didry vd., 1994; Gallucci vd., 2009; Pei vd., 2009). Ayrica 1,1 (Romano
vd., 2009) veya >1 FIKi (Rosato vd. 2007) degerleri de antagonizm olarak

degerlendirilmistir.

Test edilen bakterilere karsi en etkin sinerjitik kombinasyon, sinnamaldehit
ve djenol olarak belirlenmistir. FIKI degeri S. aureus LMG8224°a kars1 0,63 ’ten diisiik
olarak tespit edilmistir. Bu iki bilesenin etkilesimi sinerjitik veya ilaveli
olabilmektedir. Baska arastirmacilarin degerlendirmelerine gére de aymi etkilesim
belirtilebilmektedir (Bassolé ve Juliani, 2012; Rosato vd., 2007). Diger ¢alismalardaki
referans FIKI degerlerine gore de bu kombinasyon sinerjizm olarak
gosterilebilmektedir (Gallucci vd., 2009; Pei vd., 2009; Romano vd., 2009). Ayrica
Didry vd. (1994)’ye gore bu kombinasyonun kismi-sinerjizm veya sinerjizm olarak

yorumlanmasi da miimkiin olmaktadir.

Sinnamaldehitin 6jenol ile kombinasyonunun E. coli JG33’e karsi FiKi
degeri 0,88 ten diisiik olarak tespit edilmistir. Bu iki bilesenin etkilesimi sinerjitik veya
ilaveli olabilmektedir. Bassolé ve Juliani (2012), Gallucci vd. (2009) ve Rosato vd.
(2007) yazarlar: tarafindan kullanilan FIKI araliklara gére de ayni etkilesim sz
konusu olmaktadir. Bagka yazarlar da bu bilesenlerin etkilesimini sinerjizm olarak

ongormistiir (Pei vd., 2009; Romano vd., 2009).

E. coli ve S. aureus'un iki farkli susuna karsi sinnamaldehit ve 6jenol
kombinasyonunun FIKI degeri 1,13 olarak belirlenmistir. Bu etkilesim antagonistik
olmay1p, sinerjizm, ilaveli, veya etkisiz olabilmektedir. Bassolé ve Juliani (2012) ve
De Sousa vd. (2012) yazarlarinin degerlendirmelerine gore de ayni etkilesim

yorumlanabilmektedir.

Ojenol ile kombine edilen sinnamaldehitin E. coli CGMCC 1.487 iizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi iizerine yapilan benzer bir ¢alismada FIKI degeri 0,5 bulunup

etkilesim sinerjizm olarak degerlendirilmistir (Pei vd., 2009).

56



Bu tez c¢alismasindaki ile inkiibasyon sicakligi ve siiresi, son ekim
konsantrasyonu ve yontem ayni olup farkli konsantrasyonlar, farkli besiyeri ve farkli
suslar kullanilmistir. 1,89 mM sinnamaldehit ve 3,1 mM 6jenol konsantrasyonlarinda
kombine edilen bir baska ¢alismada bu bilesenler Staphylococcus sp., Micrococcus
sp., Bacillus sp. ve Enterobacter sp.’ye karsi ilaveli etki gostermistir (Moleyar ve
Narasimham, 1992). Yontem, besiyeri, inkiibasyon sicakligi ve son ekim
konsantrasyonu yapilan bu tez ¢alismasindan farkli olmaktadir. Ayrica bu bilesenlerin

kombinasyonu farkli cins bakteriler tizerinde ¢aligilmustir.

Ug farkli Prevotella susu ile iki farkli Streptococcus ve Peptostreptococcus
anaerobius ATCC 14956 suslar1 iizerinde etki gdzlenmemistir (FIKI = 1).
Streptococcus milleri (etkisiz) icin FIKI degeri 1,25, Streptococcus mutans ATCC
25175 igin de FIKI degeri 0,75 belirlenmistir (kismi sinerjizm) (Didry vd., 1994). Bu
tez calismasindan farkli besiyeri, yiiksek inokiilim ve yiiksek inkiibasyon siiresi
(Streptococcus hari¢) uygulanmistir. Bir baska calismada ayni kombinasyonun
antifungal aktivitesi degerlendirilmistir. Laetiporus sulphureus (BCRC 35305)’e kars1
sinerjizm ve Lenzites betulina (BCRC 35296)’ya kars1 ilaveli etki gézlenmistir (Yen
ve Chang, 2008). Sonug¢ olarak sinnamaldehit ve 6jenoliin etkileri, ¢alismada
kullanilan  konsantrayonlar, yoOntem, bakteri cins ve susu ile inokiiliim

konsantrasyonuna gore degismektedir.

Son calisma olarak, timol ve a-pinenin MIK degerleri alt1 farkli bakteri
susuna gore 1,8 mM’den yiiksektir (n = 1). Bu sebeple tekli MIK ve kombinasyonun
MIK degerleri belirlenemedigi i¢in FIKI degerini hesaplamak miimkiin olmamuistir.
Klein vd. (2013) caligmasinda a-pinen ile farkli konsantrasyonlarda kombine edilmis

timoliin antimikrobiyal aktivitesi {izerine odaklanmistir (Cizelge 1).

Esansiyel yag bilesenlerinin konsantrasyonlarina bagli olarak Escherichia
coli (DSM 10727) tizerinde bir sefer sinerjizm ve iki sefer etkisizlik gézlenmistir. P.
fragi (DSM 3456), Brochothrix themosphacta (DSM 20171) ve Aeromonas
hydrophila (DSM 30187T) iizerinde de bu kombinasyon sinerjizm ve etkisizlik
gostermistir. Bu tez ¢aligmasindan farkli yontem, sus, besiyeri, Tween 80 yerine 2-
propanol ve inkiibasyon kosullar1 kullanilmistir. Bu faktorler esansiyel yag

bilesenlerinin mikroorganizmalara kars1 gosterdigi etkiyi degistirmektedir.
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Klein vd. (2013) ayrica timol ile benzer kimyasal yapiya sahip olan
karvakrol ile a-pinenin etkilesimini de incelemistir. Konsantrasyona bagli olarak
Aeromonas hydrophila (DSM 30187T) iizerinde dort defa antagonistik etki
gbzlenmistir. Ancak a-pinen ve timol kombinasyonu ayni bakteri tizerine antagonistik
etki gdstermemistir. Ayrica iki kombinasyonda kullanilan konsantrasyonlar oldukca
yakindir. Bu yorumlar 1s1ginda karvakroliin, a-pinen ile kombinasyonunda Aeromonas

hydrophila (DSM 30187T) tizerindeki antagonistik etkisinde pay1 biiytiktiir.

Sonug olarak, esansiyel yaglar ve bilesenlerinin etkilesimlerini sayisal
olarak nitelendirebilecek standart bir yontem yoktur. Farkli ¢alismalarda, farkli
yontemler ve farkli FIKI araliklari kullamlmaktadir. Ayrica, bilesenlerin
kombinasyonlar1 veya oranlar ile siirfaktan/cézgen bilgileri de yazarlar tarafindan
acik olarak belirtilmemistir. Bu yiizden farkli calismalardaki esansiyel yag
bilesenlerinin kombinasyonlarinin antimikrobiyal aktivitesinin karsilastirmasin

yapmak olduk¢a zor olmaktadir.

Esansiyel yaglar ve bilesenlerinin sinerjitik kombinasyonlari daha ayrintili
olarak arastirilmali ve ticari olarak uygulanmalarindan 6nce giiven araliklari test
edilmelidir (Seow vd., 2014). Esansiyel yaglar ve bilesenleri lizerinde etkili olan i¢ ve
dis faktorler (pH, protein, yag, su orani, inkiibasyon sicakligi/siiresi, fiziksel yap1 ve
ambalajlama prosediirii), sinerjitik, ilaveli ve antagonistik etki mekanizmasi ile
muhtemel toksisitesi; gida, ilag ve kozmetik sanayisinde kullanimlarini optimize

etmek agisindan 6nemli rol oynamaktadir (Bassolé ve Juliani, 2012).
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada oncelikli olarak saf esansiyel yag bilesenlerinin siirfaktan ve/veya
coziici ile desteklenmis BHI sivi  besiyerindeki maksimum ¢oziinebilen
konsantrasyonlari aragtirtlmistir. Terpenoit ve fenilpropen ¢ozeltileri, terpenlere oranla
daha homojen dagilim gosterip yiiksek konsantrasyonlarda berrak oldugu
belirlenmistir. Ayrica slirfaktan ve/veya ¢ozgen kullanimi ile 1s1 ¢ogu esansiyel yag
bileseninin homojen dagilimin arttirdigi gozlenlenmistir. Destekleyici olarak
kullanilan etanol, Tween 80 ve/veya DMSO test edilen E. coli ve S. aureus suslarina
kars1 antimikrobiyal etki géstermemistir. %0,9 Tween 80 ile 11,25 mM geraniol, %0,9
Tween 80 ile 13,5 mM sitral ve %0,9 Tween 80 ile 14,4 mM sinnamaldehit tekli
kullanimda test edilen tiim S. aureus ve E. coli suslarina kars1 antimikrobiyal etki
gostermistir. Geraniol, E. coli’ye kiyasla S. aureus iizerinde daha etkili olan esansiyel

yag bileseni olarak belirlenmistir.

Sinnamaldehit, p-¢imen ile kombine edildiginde test edilen bakteriler
tizerinde antagonistik olmayan etkiler belirlenmistir. Sinnamaldehit ve G&jenoliin
kombinasyonu E. coli JG33 ve bu kombinasyona en hassas bakteri olan S. aureus
LMG8224 iizerinde ilaveli veya sinerjitik etki gostermektedir. Ayn1 kombinasyonun
test edilen diger E. coli ve S. aureus suslarina karsi antagonistik olmayan etki
gosterdigi  tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalar sinnamaldehitin  Gjenol ile
kombinasyonunun p-¢imen ile kombinasyonuna oranla test edilen bakteri suslarina
kars1 daha diisiik FIKI degerlerine sahip oldugunu gostermektedir. Genel olarak,
¢oOziiniirliik, konsantrasyon, esansiyel yag bilesenlerinin fiziksel ve kimyasal
karakteristikleri ve test edilen suslar; esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri

tizerine 6nemli rol oynamaktadir.

Gelecekteki caligmalarda farkli konsantrasyonlardaki siirfaktan ve/veya
cozgen ile desteklenen esansiyel yag bilesenlerinin ¢oziiniirliikleri iizerine
odaklamlmasimin gerektigi diisiiniilmektedir. Esansiyel yag bilesenlerinin MIK
degerlerinin, farkli mikroorganizma suslarina karsi farkli yontemler kullanilarak test
edilmesi 6nemli olabilmekte ve boylece bu bilesenlerin aktivitelerinin ve direnglerinin

tahmin edilebilecegi diistiniilmektedir.
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Ayrica, mikroorganizmalar ile miicade etmek i¢in kullanilan esansiyel yag
bilesenlerinin  kombinasyonlar1 ile olasi istenmeyen organoleptik etkiler

onlenebilmektedir.

Bu bilgilere ilaveten, tekli esansiyel yag bilesenlerinin antimikrobiyal etki
mekanizmalarimin daha iyi incelenmesi gerekmektedir. Bu faktorlerin daha iyi
tanimlanmasiyla  esansiyel yag  Dbilesenlerinin  farkli  kosullarda  farkhi
mikroorganizmalar tizerindeki etkilerinin daha iyi anlagilmasinin yani sira daha fazla
esansiyel yag bilesenin endiistriyel uygulamalarda kullaniminin da 6niinii acabilecegi

disiiniilmektedir.
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