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Rumen fermantasyonunu diizenlemede kullanilan antibiyotik iyonoforlarinin
yasaklanmasi bilim adamlarim alternatif antimikrobiyal maddelerin kullanimiyla
ilgili cahismalar yapmaya yonlendirmistir. Bitki ucucu yaglari da bu
alternatiflerden biridir. Bu calismada bitki uc¢ucu yaglarimin anaerobik rumen
funguslan iizerindeki etkileri cahsilmistir. Calisma kapsaminda mersin (Myrtus
communis), ardi¢ (Juniperus communis), melisa (Melissa officinalis) ve kekik
(Thymus vulgaris) bitki ucucu yaglarnmin farkh konsantrasyonlarimin
Neocallimastix sp. GMLF2 ve Orpinomyces sp. GMLF18 anaerobik funguslarinin
biiyiimeleri ve enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri arastirilmistir. Buna gore,
bitkisel ucucu yaglar etil alkolde coziilerek besiyerlerine ilave edilmis ve
besiyerleri 39 °C’lik inkiibatorde 3 giin biiyiimeye birakilmistir. 3. giiniin sonunda
santrifiijle ¢oktiiriillen besiyerlerinin iist kismi siipernatant olarak enzim ve protein
analizlerinde kullanilmak iizere —20 °C’lik dondurucuya alimmistir. Calisma
sonunda Neocallimastix sp. GMLF2 ve Orpinomyces sp. GMLF18’in ucucu
yaglarin 1 mg/ml konsantrasyonunda biiyiimelerinin tamamen inhibe edildigi ve
funguslarin karboksimetilseliillaz ve ksilanaz aktivitelerinin de 0.5 mg/ml
konsantrasyondan sonra diistiigii belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Rumen, anaerobik fungus, bitkisel wucucu yag,
karboksimetilseliilaz, ksilanaz, enzim aktivitesi
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THE EFFECTS OF ESSENTIAL OILS ON THE SURVIVAL AND FIBROLITIC ENZYME
ACTIVITIES OF SOME RUMEN FUNGI
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Since usage of the antibiotics on animal production has been banned,
scientists have focused on evaluating other alternatives to control of modulate
rumen fermentation. Plant essential oils are the main alternatives. The aim of this
study was to determine the effects of plant essential oils on rumen anaerobic fungi.
For this respose, the effects of myrtle (Myrtus communis), juniper (Juniperus
communis), melissa (Melissa officinalis) and thyme (Thymus vulgaris) plant
essential oil, which have antimicrobial properties, were investigated on growth and
enzyme activity the of Neocallimastix sp. GMLF2 and Orpinomyces sp. GMLF18.
Accordingly, plant essential oils were solved in ethyl alcohol and was added the
media. The cultures were incubated at 39°C for 3 days and collapsed using
centrifuges. The upper part of culture were collected as supernatant and stored at
- 20°C untill required. Supernatant is used for enzyme and protein analysis. Our
results showed that, fungal growth was completely inhibited at the level of 1 mg/ml
essential oil concentration and their carboxymethylcellulase and xylanase activities
were decreased remarkably after 0.5 mg/ml concentration.

Keywords: Rumen, anaerobic fungus, plant essential oil, carboxymethylcellulase,
xylanase, enzyme activity
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1. GIRIS
1.1. Rumen ve Rumenin Mikrobiyal Ekosistemi

Sindirim sistemi ruminantlarda 4 bdliimden meydana gelmektedir. ilk 3 6n mide
bolimii 6zefagusun degisimi ile olusmustur. Dordiincli boliim olan abomasum ise gastrik
sindirimin gerceklestigi yerdir ve bu kistm monogastrik memelilerdeki mideye karsilik
gelen boliimdiir. Rumen, ruminant sindirim sisteminin hacim olarak en biyiik kismini
teskil eder ve retikulumla beraber, sigirlarda 100—1501t, koyunlarda 10It hacmine ulasan
(Hobson ve Wallace, 1982) ve yogun bir mikroorganizma populasyonu igeren, biiyiik bir
fermentasyon kabi vazifesi goriir. Ayrica rumenin mikrobiyal populasyonu lif sindirimi
icin ¢ok biiyiik potansiyele sahiptir ( Akin, 1986). Evcil ruminantlar tiiketilen hayvansal
proteinin %70’ini ve insanlar tarafindan kullanilan dogal liflerin (yiin, tiftik vs.) %10’unu
saglarlar (Wilson, 1994).

Yeni dogmus ruminantlarin ana besin kaynagimi sadece siit olusturdugundan sindirim
sistemi Ozellikle seliilolitik mikroorganizmalar1 igermez, buna karsin rumen mikroflorasina
Lactobacillus, Streptococcus ve Clostridium gibi laktik asit bakterileri hakimdir (Hobson
ve Wallace, 1982). Bakteri ve protozoalarin yetiskin hayvanlardan yavrulara gec¢isinin
emzirmeyle, salyayla, havayla veya ortak kullanilan su ve yem vasitasiyla oldugu
disiiniilmektedir. Gevis getirme esnasinda bol miktarda rumen igerigi agiza tasinmakta ve
burada kaldig1 siire icerisinde rumen mikroorganizmalar: salya ile temas etmektedir
(Hobson, 1971). Anaerobik funguslarin yetiskin hayvanlardan yavrulara gecisinin ise gerek
salya gerekse yeme bulasmis olan diski yoluyla gerceklestigi ileri siirtilmektedir (Lowe ve
ark., 1987c; Milne ve ark., 1989).

Rumenin mikrobiyal ekosistemi stabil ve ayn1 zamanda dinamiktir. Iyi kurulmus ve
fonksiyonlarmi yerine getiren stabil bir ekosistem besinleri ugucu yag asitlerine kadar
indirger. Saglikli bir ruminantta ekosistemde her giin tiiketilen gida, igilen su ve hava
yoluyla alman milyonlarca mikrop tarafindan istila edilmesine ragmen kontaminasyon
gerceklesmez. Ekosistem ayni zamanda dinamiktir ¢iinkii uygulanan rasyon igerisindeki
yiyeceklere bagli olarak siirekli degisir. Bu olayin nedeni rumen canlilarmin hayatta
kalabilmek i¢in ortama adapte olabilmeleridir ( Kamra, 2005 ).

Rumen sivisi igerisinde bakteriler (50°den fazla cinsle temsil edilen 10" — 10"
hiicre/ml), kamgili protozoalar (10* — 10° hiicre/ml, 25¢ins), anaerobik funguslar (10° — 10°
zoospor/ml, 6 cins), ve bakteriyofajlar (10° — 10°/ml) bulunur (Hobson, 1989).

Anaerobik funguslar, rumen, omasum, abomasum, ince bagirsak, sekum ve kalin
bagirsaktan izole edilmislerdir. Bu sonuglar anaerobik funguslarin agizdan aniise kadar
ruminantlarin tlim sindirim kanalinda ve diskida canliliklarint = siirdiirebileceklerini
gostermektedir (Davies ve ark., 1993a).

1.2. Anaerobik Rumen Funguslarimin Kesfi ve Taksonomisi
Rumende ilk defa Liebetanz (1910) ve Braune (1913) tarafindan gozlemlenen

anaerobik funguslar Sphaeromonas communis ve Callimastix frontalis adlariyla kayitlara
gecirilmis ancak o donemde bu organizmalarmm kamgili protozoa olduguna inanilmistir.
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Orpin’in (1974; 1975) yaptig1 ¢alismalar sonucu anaerobik funguslarin rumendeki kesifleri
gerceklesmis ve Neocallimastix frontalis adiyla taksonomideki yerini almistir. Anaerobik
funguslarin, Orpin (1975) tarafindan ilk defa tanimlanmalarindan bu yana 6 farkli cins
altinda 18 tiir, karakterize edilmis ve siniflandirilmistir (Ho ve Barr, 1995; Ozkdse ve ark.,
2001; Chen ve ark., 2007).

Anaerobik funguslarin tamami zoospor olusturur ve belirli bir hiicre duvarina
sahiptirler. Bu sebepten dolay1 ilk kez Eumycota boliimiiniin Mastigomycotina alt
boliimiinde yer almislardir. Heath ve ark., (1983) ile Barr (1988) tarafindan funguslarin
Mastigomycotina alt boliimiiniin Chytridomycetes sinifinda yer aldiklar1 bildirilmistir. Son
yillarda yapilan calismalar (Li ve Heath, 1992; Li ve ark., 1993) Chytridomycetes sinifinin
bireyleri ile aerobik Spizellomycetales takimimnin birbirleriyle anaerobik funguslardan ¢ok
daha yakin olduklarin1 dolayisiyla anaerobik funguslarin Spizellomycetales’ten ziyade
Neocallimastigales takiminda yer almalar1 gerektigini onermektedir. Munn (1994) ise
rumen funguslarinin aerobik Spizellomycetales takiminda degil Anaeromycetales
takiminda yer almalar1 gerektigini Onerse de, anaerobik funguslarin Neocallimastigales
takiminda yer almalar1 gerektigi kabul gormiistiir. Yapilan filogenetik analizlere gore
rumen funguslarinin Chytridiomycota igerisindeki en temel grup olarak diger takimlardan
ayrildigi bildirilse de (James ve ark., 2006) giincel molekiiler filogenetik analizler
kullanilarak fungal alemin kapsamli bir filogenetik siniflandirilmasi yapilmis ve anaerobik
rumen funguslar1 i¢in Neocallimastigomycota adinda yeni bir filum olusturularak
Chytridiomycota’dan ayrilmistir (Hibbett ve ark., 2007).

Yukarida anlatilan ¢aligmalarin 15181 altinda anaerobik funguslarin taksonomisi su
sekilde belirlenmistir:

Alem: Fungi

Filum: Neocallimastigomycota

Smif: Neocallimastigomycetes

Takim: Neocallimastigales

Familya: Neocallimastigaceae

Cinsler: Caecomyces (zoospor tek kamgilidir)

Neocallimastix (zoospor ¢oklu kamgilidir)
Piromyces (zoospor tek kamgilidir)
Orpinomyces (zoospor ¢oklu kamgilidir)
Anaeromyces (zoospor tek kamgilidir)
Cyllamyces (zoospor tek kamgilidir)

1.3. Anaerobik Funguslarin Yasam Dongiisii

Morfolojik yapilar1 itibariyle Neocallimastix, Piromyces, Orpinomyces, ve
Anaeromyces dallanmis rizoid yapisina sahip olduklarindan olduk¢a smirli ve kiiresel
rizoid yapisma sahip cinsler olan Caecomyces ve Cyllamyces cinslerinden oldukca
faklidirlar.  Neocallimastix ve Piromyces monosentrik yasam, Orpinomyces ve
Anaeromyces cinsleri polisentrik yasam halkasina sahiptirler. Neocallimastix ve
Orpinomyces’in zoosporlar1 ¢ok kamgili (>4 kamg¢1) iken Piromyces ve Anaeromyces
cinslerinin zoosporlar1 tek kamc¢ilidir (<4 kamgi1). Kiiresel rizoid yapisina sahip olan
Cyllamyces ve Caecomyces cinsleri arasindaki farklilik ise Caecomyces cinslerine ait tiirler
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monosentrik, Cyllamyces cinsine ait bireyler ise polisentrik yasam godstermesinden ileri
gelir (Ozkose, 2001; Ozkdse ve ark., 2003) (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Anaerobik funguslarm cins diize

inde morfolojik 6zellikleri

Cins Ureme Yapisi Rizoid Yapisi Zoospor Kamg¢i Sayisi
Neocallimastix Tek (Monosentrik) Dallanmis rizoid Cok (>4)
Piromyces Tek (Monosentrik) Dallanmis rizoid Tek (<4)
Caecomyces Tek (Monosentrik) Kiiresel rizoid Tek (<4)
Anaeromyces Cok (Polisentrik) Dallanmis rizoid Tek (<4)
Orpinomyces Cok (Polisentrik) Dallanmuis rizoid Cok (>4)
Cyllamyces Cok (Polisentrik) Kiiresel rizoid Tek (<4)

Rumendeki anaerobik funguslarin hayat dongiisii, rumen sivisindaki hareketli
zoospor evresi ile onu izleyen fungal talli evresi olmak {izere iki evreden meydana gelir.
Fungal talli evresi anaerobik funguslarin koloni kurduklar1 ve kuru maddeleri sindirdikler1
evredir. Bagirsagin asag1 kisminda ve diskida goriilen iiglincii evre ise hayatta kalma
evresidir (Davies ve ark., 1993a; Nielsen ve ark., 1995). In vitro da hayat dongiileri 24-32
saat araliginda tanimlandigi halde in vivo da uygun sartlar altinda 8 saat sonra kist
olusturabilirler (France ve ark., 1990; Theodorou ve ark., 1996; Ozkose ve ark., 2001)

(Sekil 1.1)
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Sekil 1.1. Tipik bir monosentrik anaerobik fungusun yasam dongiisii (Theodorou ve ark.,
1996). Rakamlar (saat) yasam dongiisiiniin evrelerini géstermektedir.

Monosentrik funguslar basit bir eseysiz hayat dongiisiine sahiptir. Geriye yonelmis
kamgil1 hareketli zoospor, uygun bir substrat ya da genellikle yemin bir pargasiyla temasi
halinde kamgilarin1 dokerek kist olusturur. Kistlerin (encysts) gelismesiyle rizoidler olusur,
fungus rumen sivisinda bulunan bitki parg¢asina tutunur ve esas hiicre gévdesi biiyiimesi
sporkesesi i¢inde gerceklesir (Orpin, 1988). Gold ve ark., (1988)’na gore hiicre gdvdesi
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genislemesinin  degiskenlik derecesinden sonra zoospor iiretme (zoosporogenesis)
baslatilmis olabilir. Sporkesesi duvarmin sindirilmesiyle zoosporlar serbest kalir ve yasam
dongiisii tamamlanmis olur (Heath ve ark., 1983).

Polisentrik funguslar {iremek icin zoospor formasyonuna bagimli degillerdir.
Biiylime yapilar1 yiiksek funguslara benzer ve fungal biiyiime liflerle olur. Spor
kesesindeki genetik materyal niikleer boliinmeyle cogalir ve kese boynundan gecerek
miseller icerisine yerlesir ve bu noktalarda yeni spor keseleri olustururlar (Ho ve ark.,
1991). Zoosporlar seyrek olarak iiretilir ya da zoosporogenez (zoospor olusturma) yoktur
(Phillips, 1989).

1.4. Rumen Funguslarinin Enerji Metabolizmasi ve Fermentasyon

Rumen 6zel ekolojik sartlar1 bulunan bir sistemdir. Bu ekolojik sartlarin olusmasinda
gerekli unsurlar nem, pH, anaerob ortam, mikroorganizmalarin varligi, notralizasyon,
sirekli besin maddelerinin varligi ve fermentasyon sonucunda olusan (irtinlerin
uzaklastirilmasidir (Bolat ve ark., 1996).

Ruminant hayvan, besin madde bilesenlerinin (6rn. seliiloz. hemiseliiloz, nisasta,
protein gibi) parcalanmasi i¢in ayni zamanda ruminal mikroorganizmalarin ihtiyaci olan
karbon kaynagi, enerji, amino asitler (mikrobiyal protein) ve vitaminlerin bu
mikroorganizmalara saglanmasi gereklidir (Selinger ve ark., 1996).

Rumende besin maddelerinin metabolize olabilmesi ve rumendeki metabolik
olaylarin optimum diizeyde gerceklesmesi uygun bir pH ile miimkiindiir. Ureaz aktivitesi
hari¢ diger tiim fizyolojik olaylar i¢in optimum rumen pH’s1 5.5-7.0 arasindadir (Dufva ve
ark., 1983).

Rumende karbonhidrat, protein ve yag fermentasyonu sonucu ortaya ¢ikan en 6nemli
son iriin Ucucu Yag Asitleri (UYA)’dir. UY A'larin baslicalar1 asetik, propiyonik, biitirik,
formik, valerik, izovalerik, kaproik ve kaprilik asitlerdir (Ergin ve Tuncer, 2001).
Rumende nisasta, seliiloz, hemiseliiloz, sekerler ve pektin gibi karbonhidratlar
mikroorganizmalar tarafindan salman ekstraseliller enzimlerin yardimiyla Once
monosakkaritlere, intraseliiler enzimlerin yardimiyla da piriivik asit ve son olarak da ugucu
yag asitleri (UYA), CO,, metan ve hidrojene kadar parcalanirlar. Rumende UYA,

karbonhidratlarm  dekarboksilasyonu ile meydana geldigi gibi aminoasitlerin
deaminasyonu sonucunda da olusmaktadir. Ruminantlar enerji ihtiyaglarmin % 60'n1
UY A'den karsilamaktadirlar (Hobson, 1988).

Ruminant rasyonlarinin % 70-80'1 karbonhidratlardan olusmaktadir. Yemlerdeki
karbonhidratlar ikiye ayrilirlar. Yapisal olmayan karbonhidratlar (NFC = Non Fiber
Carbohydrates), nisasta ve sekerlerden olusan hiicre i¢i; yapisal karbonhidratlar ise,
seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve pektinlerden olusan hiicre duvari materyalleridir. NFC'lar
bakteri, protozoa ve maya gibi mikroorganizmalarin g¢ogalabilmeleri i¢cin tek enerji
kaynaklaridir (Davis, 1992).

Anaerobik funguslar mitokondriye sahip degildir ve hem aerobik hem de anaerobik
solunum i¢in enerji liretemezler (Yarlett ve ark., 1986; O’Fallon ve ark., 1991). Onun
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yerine hidrojenozomlar1 vardir ve enerji ihtiyaglarini karbonhidratlarin fermentasyonuyla
karsilarlar. Bu siiregte enerji kaynagi hem elektron alicis1 hem de elektron vericisi gibi
hareket ederler. Hidrojenozomlar hidrogenaz igerir (EC 1.18.99.1) ve metabolik atik
trtinler olan H,, CO, ve asetat iretir (Yarlett ve ark., 1986; Brul ve Stumm, 1994). Bu

substratlar karisik-asit fermentasyonu vasitasiyla fermente edilmis format, asetat, laktat,
etanol, CO, ve H, verir (Lowe ve ark., 1987b). Bu liriinlerin bazilarmin (format, etanol ve

laktat) rumende bulunmasi normal degildir. Saf kiiltiirlerde bunlarin birikimi metanojenik
mikroorganizmalarin kiiltiir i¢inde yoklugu olarak diisiiniilmekte, bundan hareketle
mikrobiyal etkilesimin yoklugu tiirler aras1 H, transferi ile iligkilendirilmektedir (Bauchop

ve Mountfort., 1981).

Anaerobik funguslar gelisimleri i¢in ¢ok cesitli polisakkarit ve disakkaritleri
kullandiklar1 halde glukoz, fruktoz ile ksiloz gibi monosakkarit kullanimlar1 smirhdir
(Lowe ve ark., 1987b; Phillips ve Gordon, 1988).

1.5. Bitki hiicre duvarinin yapisi

Bitki hiicre duvarlar1 diinyadaki 1.4 milyar’dan fazla ruminant hayvanin temel enerji
kaynagmi karsilar. Hiicre duvarlar1 kuru agirhigin % 20-80’ini kapsar ve baslica; seliiloz,
hemiseliiloz, lignin, pektinden olusur. Rumen mikroorganizmalar1 tarafindan sindirilebilir
hiicre duvarlar1 %30 ve %60 arasinda degisir ve bireysel hiicre ¢esitlerinin sindirilebilirligi
%0’dan %100’e kadar degisiklik gosterebilir (Susmel ve Stefanon, 1993; Wilson, 1994).
Ayrica hiicre duvarmin yapisinda; su, iyonlar ve protein bulunur (Bacic ve ark., 1988;
White ve ark., 1993a).

1.5.1. Seliiloz

Seliilloz yeryliziinde bulunan yiiksek bitki hiicre duvarlar1 ve organik bilesiklerin
temel bilesenidir (Whistler, 1997). Bitki biyokiitlesinin yaklasik % 40’1 olusturan
seliiloz, yaklasik 14.000 glikoz biriminin B-1,4- glikozidik baglar ile dogrusal bir sekilde
baglanmasi ile olugsmustur (Beguin, 1990) (Sekil 1.2).

Seliilloz genellikle kristalin seliilloz ve daha az miktarlarda sekilsiz (amorf) seliiloz
zincirleri formunda mevcuttur. Selillozun sekilsiz formu enzimatik parcalanmaya daha
duyarhdir (Pérez ve ark., 2002).

Seliilozun bitki hiicre duvaridaki orani hiicre tipine ve evresine gore degismektedir.
Ornegin; birincil duvarm kuru agirhginm %20-40’1 seliilozdan olusurken, ikincil duvarm
%40-60’1 seliilozdan olusur. Pamuk tohumunun ikincil duvarmm %100’4 seliilozdur.
Ikincil hiicre duvari mikrofibrilleri birincil hiicre duvarmin mikrofibrillerine gore daha
yogundur ve daha ¢ok seliiloz kristalleri icerir (Marchessault ve Sundararajan, 1983).
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Sekil 1.2. Seliilozu olusturan sellobiyoz ve glikoz molekiillerinin yapis1 (Beguin ve Aubert,
1994).

1.5.2. Ksilan

Ksilan, ana molekiil zinciri glikozidik olarak baglanmis 1-4 baglh p-D-ksilopiranoz
birimlerinden olusmaktadir (Fengel ve Wegener, 1989) (Sekill.3). Yiiksek bitkilerin hiicre
duvarmin hemiseliilozik kismimin temel bileseni olan ksilan, yiiksek potansiyelde kullanisl
son Uriinlere pargalanabilen ve dogada en fazla bulunan ikinci kaynaktir (Christov ve ark.,
1996; Gessesse, 1998). Pek cok bakteri ve fungus susu ksilan1 parcalayabilmek igin
ksilanaz enzimine gereksinim duyarlar (Gamerith ve ark., 1992; Gessesse ve Gashe, 1997).
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Sekil 1.3. Ksilanin diyagramatik yapisi. Me, metil; R;, OH ya da arabinofuranosil grubu;
R, OH ya da ferulik asit; R3;, OH ya da asetil grubu (Shoham ve Shallom, 2003).

1.5.3. Pektin

Pektinler genel olarak birbirlerine a-1,4-glikozidik baglarla baglanmis D-
poligalakturonatlar ile asidik polisakkaritlerden meydana gelmislerdir. Ana zincire a-1,2
baglariyla baglanan L-ramnoz dallar1 polimere helikal bir yap1 kazandirmaktadir
(Nordkvist, 1987) (Sekil 1.4). Pektin yikimi hemiseliilloz ve lignin arasindaki baglarin
kirilmasi sonucu gerceklesir ve bu biyolojik yikimda anaerobik funguslar da gérev alir.

COOCH EEE
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Sekil 1.4. Pektin molekiiliinde tekrarlanan metilli ve metilsiz D-galakturonik asit birimleri
(Romboutz ve Pilnik, 1980).
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1.5.4. Lignin

Lignin odunlagmis bitki hiicrelerinin en onemli liclincli kimyasal {iyesidir. Amorf,
heterojen, makro molekiiler, polifenolik bir molekiil yapisi gostermekte olup karbon-
karbon ve eter baglanmalariyla degistirilmis fenolpropanlarin dallanmis polimerleridir
(Wegener ve Fengel,1983; Goring, 1989; Maijala, 2000) (Sekil 1.5). Lignin molekiilii p-
hidroksizimtalkol: trans-p-kumaralkol, #rans-koniferilalkol ve tramns-sinapinalkol olmak
iizere li¢ monomer yapitasindan olusmaktadir (Sarkanen ve Ludwig, 1971).

Lignin

HOCH- OR

HC—O

HOCH

A

— 1 —
6 2
A= yada yva da
- 3
' 4 OCH;  H:CO OCH;

OR OR OR

Sekil 1.5. Ligninin diyagramatik yapisi. A= p- Hidroksifenil, guyasil ya da siringil olabilir
(Rutherford ve ark. 2005).

1.6. Anaerobik Funguslarin Bitki Hiicre Duvarim Yikimi

Rumen, bitki hiicre duvar1 ve bilesenlerinin (selliiloz, hemiseliilloz ve lignin)
kullanilabilir enerjiye doniistiirebildigi en 1yi ekosistemlerden biridir (Heath, 1988). Hiicre
duvarlarmin  yikimindan biiylik oranda rumen mikroorganizmalar1 sorumludur.
Mikroorganizmalar rumende, sindirim igeriginin likit fazinda kati pargalarla birlikte
bulunur ve rumen epitel hiicrelerinin lizerini tipki astar gibi kaplarlar (Hungate 1966).

Orpin (1977), rumen funguslarmimn lif sindiriminde 6nemli rolleri oldugunu rapor
etmistir. Ancak rumen funguslarinin ruminant sindirimindeki  bilgisi  heniiz
tamamlanmamistir. Bu organizmalarin genel karakteristikleri hiicre duvarlarinda yiiksek
lignin iceren bdlgelerde biiyiik 6lclide kolonize olma yetenekleri ve lignoseliilolitik enzim
sistemlerine sahip olmalaridir (Akin ve Borneman, 1990).

Bitki polisakkaritlerinin rumendeki enzimatik yikimi bakteri, fungus ve protozoanlar
tarafindan tretilen polisakkaridaz ve glukozid hidrolaz enzim gruplarinin, polisakkaritlerin
yikimi i¢in iretilmesiyle gergeklesmektedir. (Williams 1988). Rumende, bitki
polisakkaritleri bakteri ve funguslarin ekstraseliiler enzim kompleksleri ile yikilmakta ve
boylece oligosakkaritler olusturulmaktadir (Hoover ve Stokes 1991).

Anaerobik funguslar bitki hiicre duvarini parcalayarak ve takip eden fermentasyonda
onemli etkilerinin bulunmasiyla rumen metabolizmasina katki saglarlar. Rumen funguslari

7
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olusturduklar1 rizoidler veya rizomiselyalar ile bitki hiicre duvarmin ic¢ine niifuz ederek
hem fiziksel hem de enzimatik olarak hiicre duvarini parcalarlar (Borneman ve ark., 1993).

Anaerobik funguslarmm cogu kez lignifiye sklerenkima ve vaskiiler dokular gibi
yiiksek fenolik icerige sahip bitki materyallerini kolonize ettikleri bildirilmistir (Borneman
ve ark., 1991,1992 ).

1.7. Anaerobik Funguslarin Fibrolitik Enzimleri

Rumen funguslar1 ekosistemde kapsamli sekilde kolonize olarak fibrolitik bakteri ve
protozoanlara gore hizli yayilabilir ve hayatta kalabilirler. Bu onlarin diger rumen
mikroorganizmalarimin normalde ulagamadigi bitki dokularina niifuz etme ve sindirme
yetenekleriyle ilgili olabilir. Rumen funguslar1 bitki liflerinin 6zellikle damarl bitki
fragmentlerinin birincil istilacilaridir (Bauchop, 1981) ve bakterilere gore daha fazla bitki
dokusuna ulasabilirler (Theodorou ve ark., 1988).

Zorunlu anaerobik funguslar herbivor hayvanlarin rumen ve sindirim sistemlerinin
diger kisimlarinda da bulunmus ve lif sindiriminde gerekli ¢esitli enzimlerin varligi onlarin
bu sindirimde aktif ve pozitif rol oynadiklarimin kanit1 olarak gosterilmistir (Williams ve
Orpin 1987a; Paul ve Kamra 2003).

Anaerobik funguslar bitki hiicre duvarmi parcalayan, son derece etkin ve ¢ok cesitli
enzimler iretirler (Pearce ve Bauchop., 1985). Bu enzimler yiiksek lifli diyetle beslenen
hayvanlarin rumeninde ¢ok miktarda bulunurlar (Grenet ve Barry ., 1988). Ayrica rumen
funguslar1 ¢ok sayida hidrolitik enzimler ve basit sekerlerden kompleks polimerlere kadar
degisen kullanilabilir karbon kaynaklar1 iiretirler. Hem 6rnek hemde dogal substratlara
(selilloz, ksilan, pektin, sellobiyoz, likenan) karsi seliilolitik, ksilanolitik, glikolitik,
amilolitik ve proteolitik enzim aktivitelerine sahip olduklar1 ispat edilmistir (Pearce ve
Bauchop, 1985; Mountfort ve Asher, 1989; Wallace ve Joblin, 1985; Wood ve ark., 1986;
Lowe ve ark., 1987c, Williams ve Orpin 1987b).

Seliilloz ve ksilanin monosakkaritlere parcalanmasi esansiyel iki enzim kompleksi
olan 6nem sirasina gore seliilaz ve ksilanazla basarilmistir (Li ve Heath, 1993). Seliiloz ya
da hemiseliiloza (cogunlukla ksilan) karsi bu enzimlerin tiim aktiviteleri ruminal
funguslarda bulunmustur. (Akin ve Rigsby, 1987; Akin ve ark. 1990; Barichievich ve
Calza, 1990; Hebraud ve Fevre, 1990). Seliilozun parcalanmasi i¢in gerekli enzimler
fungal hiicre duvarinda yer alan biiylik enzim kompleksleriyle iliskili gibi gériinmektedir
ve kristal seliillozu parcgalayabilmeleri i¢cin bu iliskinin zorunlu oldugu disiiniilebilir
(Wilson ve Wood, 1992). Sindirim enzimlerinin zoosporlarda, vejetatif devrede ve kiiltiir
siipernatantlarinda da aktif olabilecegi saptanmistir (Williams ve Orpin, 1987a).

1.7.1. Seliilaz

Seliilaz enzim sistemleri, oligo ve/veya polisakkaritleri pargalayan glukozid hidrolaz
enzim ailesinin iiyeleridirler. Biitiin seliilazlar kimyasal olarak basit yapidaki bir substratta
tek bir bag1 parcalarlar, B-1,4 glukozidik baglarin hidrolizinden sorumludurlar. Seliilozun
yapisin1 olusturan glukoz molekiilleri arasindaki kapsamli baglanma deseni 6zellikle
mikrobiyal parcalanmaya direngli kristal bir yap1 olusturmaktadir (Unay ve ark., 2008).
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Seliilozun rumende sindirimi bakteri, protozoa ve funguslar1 kapsayan yogun bir
mikrobiyal populasyon tarafindan iistlenilmistir. (Heath, 1988).

Anaerobik funguslar seliilozun parcalanmasi i¢in gerekli olan en az {li¢ adet enzim
olan endo-1,4-B-glukanaz (EC 3.2.1.4), ekzo-1,4-B-glukanaz (sellobiyohidrolaz EC
3.2.1.91) ve B-glukosidaz (EC 3.2.1.21) iiretmektedirler. N. frontalis, Piromyces sp.,
Caecomyces sp., ve Orpinomyces sp. kiiltiir ortamina yiiksek diizeylerde endo-1,4-B-
glukanaz (KMSaz) salgilamaktadirlar (Wood ve ark., 1986; Williams ve Orpin, 1987a;
Borneman ve ark., 1989).

Endoglukanazlar (ya da endo-1,4-B-glukanaz), seliiloz polimerinin orta kismimdan
(genelde amorf bolgeden) saldirir ve parcalarlar. Son {iriin sellobiyozdur. Ekzoglukanaz
seliiloz polimerini biitiin halinde veya endoglukanazlar tarafindan pargalanan bolgelerdeki
ara lriinlerin uclarimdan parcalamaya baslarlar. Bunlarinda son firiinleri sellobiyozdur. -
glukosidaz ise ara iirlin olan sellobiyozlar1 glukoza kadar pargalar. (Lynd ve ark. 2002).
Sellodekstrinaz ise sellodekstrini sellobiyaza parcalar (Wood, 1989) (Sekil 1.6).

b (a) L (b)
Glulll—=4Glu1—4Glufl—4Glu 314 GluBl—4Glu B 1—4GluBl—4 Clu R 1—4 Glu B1—
L Ld
GluBl14GluBRl—4GluB1 4Gl Glu B 1—4 Glu

Sekil 1.6. Seliilozun yapis1 ve seliilozu parcalayan enzimlerin etki ettigi bolgeler. (a) ekzo-
1,4-B glukanaz (sellobiyohidrolaz), (b) endo-1,4-B glukanaz, (¢) sellodekstrinaz, (d) 1,4-B
glikosidaz (Flint, 1993).

1.7.2. Ksilanaz

Ksilanlarin yikimi i¢in, endo 1,4-B-D-ksilanaz (EC 3.2.1.8), ve B-ksilosidaz (EC
3.2.1.37) enzimleri ksilan tipine bagli olmak kaydiyla ana seker zincirine etki ederler.
(Orpin ve Letcher, 1979). Yan gruplarin yikilmasi i¢cin gerekli olan enzimler ise a-D-
glukuronidaz (EC 3.2.1.139), asetil ksilan esteraz (EC 3.1.1.72) a-L-arabinofuranosidaz
(EC 3.2.1.55), ferulik asit esteraz (EC 3.1.1.73) ve p-kumarik asit (EC 3.1.1.-)’tir (Collins
ve ark 2005) (Sekil 1.7).

Ksilanaz bir dizi ruminal bakteri de tanimlanmistir (Pettipher ve Latham, 1979).
Ayrica ruminal protozoanlarm da ksilanolitik aktivite etkinligine sahip olduklar:
gosterilmistir (Prins, 1977). Uzun bir zaman, rumende bu organizmalar ksilanin en 6nemli
parcalayicilar1 olarak diisliniilmiis ancak anaerobik funguslarin rumende kesifleriyle ve
yiiksek lifli diyetle beslenen ruminantlarin rumenin de funguslarin sayilarinin fazlalig
onlarimn ksilanolitik aktivilerinin etkin olma olasiligini diisiindiirmiistiir (Bauchop, 1979).

Enzimin varlig1 birka¢ ruminal fungusta gosterilmistir. N. frontalis, ksilanaz enzimini
cogunlukla kiiltlir ortamina salgilamaktadir ve sadece kiiciik bir miktarmin (<%10) fungal
rizoidler ile iligkili oldugu bulunmustur (Mountfort ve Asher, 1989). Ancak bazi ¢alismalar
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gostermistir ki baz1 anaerobik funguslarin ksilanazlarinin 6nemli miktarlarlar: rizoidleriyle
iligkilidir (Lowe ve ark., 1987c).

(a)
a-d-{-Me-GlelUA

Wm

Sekil 1.7. Ksilanin yapis1 ve ksilan1 parcalayan enzimlerin etki ettigi bolgeler. Ac: asetil
grup; a-araf: a-arabinofuranoz; a-4-O-Me-GIcUA: a-4-O-metilglukuronik asit; pcou: p-
kumarik asit; fer: ferulik asit.l1: asetil ksilan esteraz; 2: a-D-glukoronidaz; 3: a-L-
arabinofuranosidaz; 4: p-kumarik asit ya da ferulik asit esteraz; 5: endo-B-1,4-ksilanaz (a).
6: B-D-ksilosidaz (b) ( Sunna ve Antranikian 1997).

1.7.3. Pektinaz

Pektin, yiliksek bitkilerde bulunan, D-galakturonik asit {niteleri ve metoksil
gruplarmi olusturmak i¢in a-1.4 baglanmasiyla olusan uzun zincirli bir dizi polisakkarittir
(Maras ve ark. 2004). Bugday samaninda bulunan pektinin anaerobik funguslar tarafindan
parcalanma miktarmin %20-40’dan daha az oldugu bildirilmistir (Orpin 1984). Anaerobik
funguslar tarafindan tek karbonun kaynagi olarak hem pektin hem de alt iirtinleri olan D-
galaktronik asit ve poligalakturonik asidin, fermente edilemedigi belirtilmistir (Phillips ve
Gordon 1988).

Anaerobik funguslarin, biiyiimek i¢in pektin yikimi sonrasi olusan iiriinleri kullanma
yeteneginin olmadigi bilinse de pektini parcalayabildigi, ayrica pektinin lignin ve
hemiseliiloz ile eter ve ester baglar1 yapisinda olabildigi ve ligninin hemiseliiloza
baglanmasinda 6nemli bir rol oynayabildigi rapor edilmistir (Jeffries 1990).

1.7.4. Amilaz

Sanayi basta olmak {izere, nisastanin farkli sekerlere doniisiimiinde kullanilan
amilotik enzimler ile ilgili pek¢ok ¢aligma yapilmistir (Fogarty ve Kelly, 1980). a-amilaz
enzimi (1-4-a-glukan glukanhidrolaz [EC 3.2.1.1]) nisastada bulunan a-1,4 baglarini
hidrolize ederek onu glukoz, maltoz ve dallanmis oligosakkaritlere parcalar (Strayer, 1981;
Ozcan ve Uyarlar, 1996) (Sekil 1.8).

N. frontalis a-amilaz enzimini ¢ogunlukla kiiltiir ortamina birakmaktadir ve %20’den

az bir miktar1 fungal rizoidlerle iliskilidir. Yapilan analiz sonuglarina gore N. frontalis’in
a-amilaz enzimi son {iriin olarak maltoz, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz uzun zincirli
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oligosakkaritler meydana getirmistir. Analizlerde glikoz goriilmemistir. Maltoz enzim
iretiminde nisasta gibi etkili olurken, seliiloz, sellobiyoz, ksiloz ve ksilan varliginda
nispeten daha diisiik enzim aktivitesi goriilmiistiir (Mountfort ve Asher, 1988).

EH:EIH
Amilopelctin
DH
A.nu.loglu.kns:.da.z
CHEDH CHOH CH;OH CHzOH
@ LK, Q Q .
CHOH
o OF
Amiloglukesidaz o Amil - Smilaz . OH
— Amiloglukosidaz
CHz20H CHOH CHOH CHAOH OH
0 0 0 0
H OH OH OH
0 0 04 1] 0 0
OH OH OH OH
- Amiloz n

Sekil 1.8. Nisastanin temel yapi polimerleri amiloz ve amilopektinin glukoza kadar
parcalanmas1 (Anonim 2009).

1.7.5. Ligninin parcalanmasi

Ruminal funguslar tercihen lignoseliilozik dokular1 kolonize eder ve bitki hiicre
duvarmmin en onemli yapisal karbonhidratlarin1 sindirebilecek yetenekteki ekstraseliiler
enzimler {retirler (Fonty ve Joblin 1991). Bununla birlikte onlarin ligninin
degradasyonundaki rolleri tam olarak bilinmemektedir (Scalbert ve ark 1985). Rumen
funguslar1 lignini ¢ozebilselerde ligninde bulunan intermonomer baglar1 ya da bir karbon
kaynag1 gibi lignini kullanabildikleri ile ilgili delil bulunamamistir (Lam ve ark. 1992).

Rumen funguslar1 lignin ve hemiseliiloz kompleksinden p-kumaril ve feruloyl yan
baglarinin kirilmasinda rol oynayan extraselliilar feruloyl ve p-kumaril esteraz iiretirler
(Borneman ve ark 1990). Ancak, anaerobik funguslarin {irettigi enzimlerin lignin
parcalama yetenegi olmadigi belirtilmistir (Theodorou ve ark. 1989).

N. patriciarum’un ligninin C-C ve C-O-C intermonomer baglarmi kiramadigi
gorilmiistiir (McSweeney ve ark. 1994). Ciinkii lignin yikimi1 molekiiler oksijen gerektirir
(Kivaisi ve ark. 1990).

1.7.6. Proteaz
Rumen funguslarinin proteazlarmin biiyiimek i¢in amino asit saglamak, bitki
materyalinin i¢ine girmeye yardim etmek ya da diger ekstraseliiler enzimlerin aktiviteleri

iizerine degisiklik yaptig1 bildirilmistir. Tek ya da bakteri ile iliskili anaerobik fungal
proteazin, rumendeki besinsel proteinlerin yikimina dikkat c¢ekici katkida bulundugu ileri

11



GIRIS Kadrive DALFESOGLU

siriilmiistiir (Wallace ve Joblin 1985). Neocallimastix spp.’nin proteolitik aktivitesinin
Piromyces spp.’den daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Asao ve ark., 1993).

1.8. Bitkisel Ucucu Yaglar

Ucucu yaglar, oda sicakliginda sivi halde olup, kolay kristallesebilen, kuvvetli
kokulu, ugucu, su buhar ile siiriiklenebilen yagims: karigimlardir. Bu maddeler agikta
birakildiklarinda oda sicakliginda bile buharlasabildiklerinden ‘ugucu yag’ ya da ‘eterik
yag’ olarak adlandmrilir. Bir¢cok bitkinin karakteristik kokusu icerdigi bu yaglardan
kaynaklanir (Ceylan, 1996).

Bitkiler, biiyiimelerinde ve gelisimlerinde dogrudan fonksiyonu yok gibi goriinen
ikincil metabolitlerden tiiremis bilesiklerin genis varyetelerini {retirler (Balandrin ve
Klocke, 1985). Yillar boyunca bu maddeler birincil metabolitlerin atik {iriinleri olarak
degerlendirilmistir. Ancak onlar bitkilerin ve baharatlarm koku ve renklerinden
sorumludur, bitkiyle onun c¢evresi arasinda kimyasal habercileri gibi 6nemli ekolojik
fonksiyonlara sahiptir ve ¢ogu kez gesitli bakteri, maya ve kiiflere karsi antimikrobiyal
aktivite sergilemektedirler (Gershenzon ve Croteau, 1991).

Ikincil metabolitlerin sentezlerinin metabolik yollari, o6zellikleri ve hareket
mekanizmalariim sik sik ortiismesi sebebiyle aralarindaki farkliliklarin tespit edilmesi de
zorlagmaktadir. Ancak bu metabolitler genellikle yapisal olarak 3 grup iginde incelenebilir;
saponinler, taninler ve esansiyel (ucucu) yaglar. (Cheeke, 1999; Min ve ark., 2003;
Piacente ve ark., 2005).

Sicak iklim bolgelerinde yetisen ¢ok sayida bitki daha fazla ucucu yag verir. Diger
iklim bolgelerinde de ucucu yagli bitkiler bulunur; ancak, bitki ¢esidi ve ucucu yag miktari
daha azdir. Labiatae, Umbelliferae, Myrtaceae, Lauraceae, Zingiberaceae, Compositae,
Pinaceae gibi familyalar ugucu yag veren bitkilerce zengindir. Baz1 bitkilerde ugucu yag
re¢ine, zamk veya re¢ine ve zamkla birlikte bulunabilir (Akgiil, 1993).

Ugucu yag; bitkinin biitiiniinde (¢cam ve bazi Umbelliferae’lar), ta¢ yaprakta (giil),
aga¢ kabugunda (tar¢m), cicek tomurcugunda (karanfil), stigmada (safran), meyve
kabugunda (portakal), yaprakta (defne), meyvede (yenibahar), tohumda (hardal), kokte
(melekotu), rizomda (zencefil), so§anda (sarimsak) olusabilir. Baz1 bitkilerde birden fazla
organ ugucu yag tasir (yabankerevizi, rezene, turung gibi). Ucucu yagin olustugu 6zel salgi
cebi, kanali, hiicresi veya tiiyii ya da parankima hiicreleri bulunmaktadir. Bu, familya, bitki
ve organa gore degisir (Akgiil, 1993).

1.8.1. Ucucu Yaglarin Kokeni ve Simiflandirilmasi

Ucucu (esansiyel) yaglar, buhar distilasyonu yoluyla bitki ugucu kisimlarindan elde
edilen ikincil metabolitlerin karisimlaridir (Gershenzon ve Croteau ., 1991). “Essential”
terimi anlamini koku yada tat manasma gelen “essence” kelimesinden alir ve bu maddeler
cogu bitki i¢cin spesifik tat ve koku saglayan oOzelliklerle baglantilidir. Cok cesitli
kompozisyon, tabiat ve aktivite ile karakterize edilirler (Calsamiglia ve ark., 2006).
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Kimyasal olarak ugucu yaglar; terpenoidlerin degisken karisimlary, 6zellikle
monoterpenler (C,) ve sesquiterpenler (C5) bazen de diterpenler (C,) ve gesitli disiik

molekiiler agirliga sahip alifatik hidrokarbonlar (dogrusal, dallanmis, doymus ve
doymamus), asidler, alkoller, aldehitler, asiklik ester ya da laktonlar ve bazen nitrojen ve
silfiir iceren bilesenler, kumarinler ve fenilpropanoidlerin homologlarindan olusurlar.
(Dorman ve Deans, 2000).

En O6nemli aktif bilesenler ise 2 kimyasal grup icindedir. Bunlar: terpenoidler
(monoterpenoidler ve sesquiterpenoidler ) ve fenilproponoidlerdir (Calsamiglia ve ark.,
2006) (Sekil 1.8).

Glukoz Pentoz
Fosfo-enol piruvat Eritroz 4 fosfat
! T, / Sistein
3 Asetil Ko-A o .
l Sikimik asit l
Mevalonat ori l ) ( Diallil disuifit ]
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l ! T Trosin
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l 1 Kumarik asit
izopentenil—pirofosfat Sinamik asit /‘Vy ]
l izoflavonlar
. Taninler
Terpenler Fenilpropanlar Ligninler

Sterols \

Trlterpenler Tetraterpenler Monotfrpenler / \ \
Saponlnler KapS|sm l | Timol I Anetol Ogenol Sinamaldehit ]
Sarsaponlnler Karvakrol

Sekil 1.8. Baslica bitki ekstraktlarinin aktif bilesen biyosentezinin metabolik yolu
(Gershenzon ve Croteau, 1991).

Terpenoidler, bitki ikincil metabolitlerinin ¢ok sayida, ¢esitlendirilmis gruplaridir ve
literatiirlerde yaklasik 15000 farkli bilesen tanimlanmistir ( Gershenzon ve Croteau, 1991).
Bu bilesenler 5 karbonlu (CsHg) ana yapidan tiiretilerek karakterize edilmiglerdir.

Genellikle 1 izopren birim olarak adlandirilmis ve bu iiniteler iskelet numarasma bagl
olarak siniflandirilmistir. Bitkilerde bulunan ugucu yaglarin en 6nemli bilesenleri (Sekil
1.9), terpenoidler i¢inde yeralan monoterponoid ve sesquiterponoid familyasma aittir
(Gershenzon ve Croteau, 1991).

A B C 0
Y
@/\)‘\H
OH
OH

Timol Guayol Sinemaldehit

Sekil 1.9. Baglica ugucu yag bilesenleri: Monoterpenoid (A), sesquiterpenoid (B), ve
fenilpropanoid (C) (Gershenzon ve Croteau, 1991).
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Fenilpropanoidler, ugucu yaglarin en yaygin bilesenlerinden degildir, ancak bazi
bitkilerde 6nemli oranlarda bulunurlar. Fenilpropanoide ait bilesikler 6 karbonlu aromatik
bir halkaya bagli 3 karbonlu bir zincirden olusur (Sangwan ve ark., 2001).

1.8.2. Ucucu Yaglarin Biyolojik Ozellikleri ve Hareket Mekanizmalar

Ucucu yaglar, baz1 timorler, enflamatuar siirecleri, serbest radikallerin tahrip edici
ve kontrolsiiz ¢ogalmasi ve kardiovaskiiler hastaliklarda dahil olmak iizere pekcok
hastaligin tedavisinde olumlu etkilere sahiptir (Harborne ve Williams, 2000; Reddy ve ark.,
2003; Trouillas ve ark., 2003). Bu ozellikler serbest radikalleri uzaklastirma, membran
lipidlerin ~ peroksidasyonunu (yaglarin oksijenle yiikseltgenmesi sonucu bozulmasi)
engelleme, selat metaller ve antioksidan enzim aktivitesini tesvik etme yetenekleriyle
baglantilidir (Gutie'rrez ve ark., 2003; Lee ve ark., 2003).

Bununla birlikte bu bilesiklerin en 6nemli aktiviteleri antiseptik ve antimikrobiyal
etkileridir. Antik c¢aglardan beri pek ¢ok bitkinin antiseptik ozellige sahip oldugu
biliniyordu. Bitkilerin kullanim1 5000 y1l 6nce tibbi terapilerde Cinlilerle baglamis ve yine
M.O. 1550’de Misirlilar yiyecekleri koruyucu ve mumyalama tdrenlerinde bitkileri
kullanmiglardir (Davidson ve Naidu., 2000).

Yine de bitkilerin antimikrobiyal 6zelliklerini kanitlayan ilk bilimsel deliller 20.yy’1n
baslangicina kadar ortaya ¢ikmamistir (Hoffmann ve Evans ., 1911). O zamandan buyana
pek c¢ok ucucu yagin bilesenleri ile giliclii antimikrobiyal aktiviteleri {izerinde calisilmistir
(Burt, 2004)

1.8.3. Ucucu Yaglarin Antimikrobiyal Etkileri

Bitkilerin antimikrobiyal etkilerinin, ¢cogunlukla igerdikleri etkili maddelerden ileri
geldigi saptanmistir (Conner ve Beuchat, 1984; Farag ve ark., 1989). Etkili maddeyi
olusturan bilesiklerin miktar1 bitkiden bitkiye degisiklik gdsterir. Ayrica bu bilesiklerin
etkinlikleri ise, bitkinin yetistigi yer, iklim kosullar1 ve mikroorganizma tiirlerine bagl
olarak da degismektedir (Thompson ve Cannon, 1987).

Ucucu yaglarin gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerde dahil olmak iizere bir¢ok
mikroorganizma {izerinde antimikrobiyal etkileri mevcuttur. Ucgucu yaglarin bu
antimikrobiyal etkileri icerdikleri bir dizi terpenoid ve fenolik bilesiklere (Panizzi ve ark.,
1993; Helander ve ark., 1998; Chao ve ark., 2000), ilaveten ugucu yaglardaki kimyasal
bilesenler ve fonksiyonel gruplarin oranlar1 ve birbirleriyle olan etkilesimleriyle de
iligkilendirilmektedir (Dorman ve Deans, 2000).

Kekik ucucu yaginin etken maddesi olan timol fenolik yapili bir bilesiktir ve fenolik
yapida hidroksil gruplarmin varligi nedeniyle diger non-fenolik sekonder bitki
metabolitlerine oranla daha fazla miktarda antimikrobiyal etkilidir (Helander ve ark., 1998;
Ultee ve ark., 2002). Ayrica timoliin molekiiler agirliginin diisiik olmas1 eksternal duvar
gozenekleri yoluyla hiicre membranlarina erisime olanak saglar. Ayrica gram-pozitif ve
gram-negatif bakterilere kars1 gii¢lii ve genis spektrumlu aktivite, uygun ve toksik doz
arasinda dar giivenlik smir1 ve etkilerin her zaman istenen yonde olmadigi da rapor
edilmistir (Castillejos ve ark., 2006).
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Aeromonas sobria, Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus tiirleri ardig
ucucu yagmin etken maddeleri olan kadinen ve pinene karst duyarli patojen
mikroorganizmalardir (Hammer ve ark., 1999).

1.8.4. Ucucu Yaglarin Rumen Fermentasyonunda Kullanimi

Yapilan pek ¢ok arastirma da ruminant hayvanlar ve rumen mikroorganizmalari
arasinda simbiyotik bir iliski oldugu tespit edilmistir. Konak¢i hayvan yemlerin
fermentasyonu icin gida ve optimal g¢evresel kosullar saglarken mikroorganizmalar da
lifleri parcalayarak ve mikrobiyal protein sentezleyerek hayvan icin gerekli enerji ve
proteini saglarlar. Bununla birlikte bu simbiyotik iligki 06zellikle metanojenik
mikroorganizmalar i¢in verimsiz enerji (metan kaybi) ve proteine (N amonyak kaybi)
sahiptir (Van Nevel ve Demeyer., 1988). Bu kayiplar sadece iiretim performansini
diisiirmez, ayn1 zamanda g¢evreyi kirleten maddelerinde serbest kalmasina katkida bulunur
(Tamminga, 1996).

Ruminant beslemeciler, rumendeki enerji ve protein kullaniminin verimliligini
gelistirmek amaci ile uzun zamandir farkli mikrobiyal populasyonlar arasindaki rekabeti
merakla izlemiglerdir. Bu verimlilik diyet formiilasyonlarinin optimizasyonu ve kullanilan
yem katkilarinin rumendeki ortami degistirip belirli mikroorganizmalar: inhibe etmesi ya
da arttirmasiyla basarilmistir (Calsamiglia ve ark., 2006).

Amino asitlerden amonyak iretiminin inhibisyonu ugucu yaglarmm temel etki
mekanizmasidir. Bu etki ise ucucu yaglarm yiiksek oranda amonyak iireten (YOAU)
bakteriler {izerine etkileri araciligiyla olmustur. YOAU bakterilerilerinin amino asitlerden
amonyak meydana getirme yetenekleri yiiksektir. Bu bakteriler rumen bakteriyal
populasyonunun sadece %1’ini olusturur ancak amonyak {iretim oraninda kii¢iik bir azalma
bile besleme agisindan yararh olabilir (Molero, 2004; Wallace ve ark., 2002).

Antibiyotik iyonoforlar1 rumendeki enerji ve protein kaybini azaltmada ¢ok basarili
bir sekilde kullanilmistir (Van Nevel ve Deyemer, 1988). Ancak hayvan beslemede,
bakterilerde direncin artmasi ve iriinlerde kalintiya neden olmasindan dolay1 antibiyotik
kullaniminin sosyal ¢evrelerce kabulii azalmasi sonucu, Avrupa Birligince Ocak 2006’ dan
itibaren kullanimlar1 yasaklanmistir (Talimat 1831/2003/CEE Avrupa Komisyonu, 2003).

Ulkemizde de karma yemlere ilave edilen biiyiimeyi artirict maddelerden her tiirlii
hormon ve hormon benzeri maddeler ile antibiyotiklerin kullanimi yasaklanmus,
kullanimina izin verilen hari¢ antioksidiyaller ve ila¢ niteliginde olan diger maddelerin
kullanim1 da yasaklanmistir (Anonim, 2005).

Bu sebeplerden dolay1 bilim adamlar1 mayalar, organik asitler, bitki ekstraktlari,
probiyotikler ve antikorlarin kullanimini i¢eren diger alternatifleri degerlendirerek rumen
fermantasyonunu modiile etmeye yonelik calismalara yogunlagsmiglardir (Calsamiglia ve
ark., 2006).
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1.9. Calismanin Onemi ve Kapsam

Antibiyotiklerin ~ hayvansal  gidalarda  kalinti1  birakmast  ve  patojen
mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasi gibi sebeplerle kullanimin yasaklanmasi iizerine
yemlere katilmak iizere hem dogal hemde antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle bitkisel
ucucu yaglarin antibiyotikler yerine kullanimi giindeme gelmistir.

Ucucu yaglarla yapilan ¢alismalar bu yaglarin antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle
genelde patojen mikroorganizmalar iizerinde yogunlasmistir. Ancak ucucu yaglarin yararl
mikroorganizmalar agisindan etkileri lizerine yapilan c¢alismalar sinirli kalmistir. Bu
amacla ruminantlarin sindirim sisteminde yasayan ve lrettikleri enzimlerle biyoteknolojik
uygulamalarda yliksek 6neme sahip anaerobik rumen funguslarinin yasamlar1 ve bazi
fibrolitik enzimleri iizerine ucucu yaglarm etkisi calisilmistir. Calismanin bu konuda
yapilan ilk ¢aligmalardan biri olmasi sebebiyle de ayr1 bir onemi vardir.

Bu kapsamda tez boyunca gerceklestirilen caligma asagidaki gibidir;

Anaerobik fungus besi ortamlarmda yetistirilen ve BIGEM anaerobik Kkiiltiir
koleksiyonundan saglanan Neocallimastix sp. (GMLF2) ve Orpinomyces sp. (GMLF18)’in
farkli kosantrasyonlarda ( 0.01, 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml) ugucu yag eklenmis besiyerlerinde
hangi konsantrasyona kadar yasayabilecekleri ve enzim {retimlerinin ne sekilde
etkilenecegini belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu amagla bitkisel ugucu yaglarin anaerobik
funguslarin iiremeleri ve bu funguslarin 6nemli fibrolitik enzimlerinden olan ksilanaz ve
karboksimetilseliilaz (KMSaz)’1n toplam ve spesifik aktiviteleri iizerine etkisi incelenmis,
ayrica funguslarn iirettikleri protein miktarlar1 da yapilan protein analizi ile belirlenmistir.
Tim enzim aktiviteleri iki paralel, li¢ tekerriir seklinde g¢alisilmis ve tez kapsaminda
yaklasik olarak 1530 veri degerlendirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Rumen Funguslarinin Sahip Oldugu Enzimler Uzerine Yapilan Baz1 Cahsmalar

Wood ve ark. (1986), N. frontalis kiiltiirlinden elde edilen enzim ekstraktinin pamuk
fibrillerini 72 saat igerisinde % 16 oraninda parcgalayabildigini, ayrica rumen metanojenleri
ile birlikte kiiltiire alindiginda ise bu karisik kiiltiiriin aym siire icinde pamuk fibrillerini
%98 oraninda pargaladigini bildirmislerdir. Anaerobik fungus ve rumen metanojen karisik
kiiltiirlinden elde edilen seliilaz aktivitesinin, en aktif seliillaz kaynagi olarak bilinen
Trichoderma reesei C-30 susunun Urettigi seliilazdan ¢ok daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugunu rapor etmiglerdir.

Akin ve Rigsby (1987), aslinda funguslarin sklerenkimay1 sindiren ve bitki dokusunu
zayiflatan seliilolitik bakterilerden daha yetenekli olduklarmi ve tek baslarma bitki hiicre
duvarinin tiimiinii sindirebileceklerini ileri siirmiiglerdir.

Lowe ve ark. (1987a), Neocallimastix sp. R1 susunun, KMSaz, sellobiaz ve ksilanaz
enzimlerinin optimum pH’larmin swrasiyla; 6.0, 5.5, ve 6.0 oldugunu, enzimler i¢in
optimum sicakligin ise 50°C oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bugday samaninda biiytitiilen
fungusun kolonizasyonu sonucu bitki dokusu kuru madde kaybinin en az %43 ile %58
arasinda oldugunu rapor etmislerdir.

Rumen funguslarmin sahip oldugu seliilaz enziminin optimum pH ve sicaklik istegi
srrasiyla 5.0-6.0 ve 45-55°C’dir, ve karboksimetilseliiloz, sellobiyaz ve aviselaz
aktivitelerini icerdikleri belirtilmistir. Seliilaz iiretimi karisik kiiltiirlerde daima
hemiseliilaz ve diger glikosidaz enzimleriyle birlikte tretilir (Williams ve Orpin, 1987a,
1987b ; Lowe ve ark., 1987c).

Mountfort ve Asher (1988), ruminal anaerobik fungus Neocallimastix frontalis’in a-
amilaz iiretimini incelemislerdir. Fungusun enzimi ¢ogunlukla kiiltiir stvisna biraktigini,
enzimin optimum sicaklik ve pH isteginin sirasiyla 55°C ve 5.5 oldugunu ve nisasta i¢in
Km degerinin 0,8 mg/ml oldugunu bildirmislerdir.

Heath, (1988) rumenin bitki hiicre duvarlar1 ve bilesenlerinin (seliiloz, hemiseliiloz,
lignin) kullanilabilir enerjiye doniisiimii i¢in en verimli ekosistemlerden biri oldugunu,
selilozun rumende sindiriminin, bakteri, protozoa ve funguslar1 igeren yogun bir
mikrobiyal populasyon tarafindan iistlenildigini rapor etmislerdir.

Gordon ve Phillips (1989), karbon kaynagi olarak ince Ogiitiilmiis bugday samani
iceren anaerobik sivi ortamda 10 giin boyunca inkiibe ettikleri Neocallimastix sp. LM—1,
Piromonas sp.(Piromyces) SM—1, ve Sphaeromonas sp. (Caecomyces) NM—-1 izolatlarinin
ekstraseliiler glukosidaz, KM-seliilaz, B-ksilosidaz, ve ksilanaz aktivitelerini incelemisler
ve enzim aktivitelerinin 5-7. giinde en yiiksek seviyeye ulastigini bildirmislerdir.

Mountfort ve Asher (1989), rumen funguslarmin sahip oldugu diger bir enzim olan
ksilanazin esasen ekstraseliiler ya da kismen hiicre baglantili olarak salgilanabildigini ve
enzimin optimum pH’smnin 5.5-6.0 arasi, optimum sicakligmmin ise 50 °C oldugunu
bildirmislerdir.
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Borneman ve ark. (1992), lignoselilloz sindiriminde hemiseliilozdan ligninin
ayrilmasi i¢in anaerobik funguslar tarafindan Onemli oranda f{iretilen esterazin
kullanildigini bildirmislerdir.

Rezaeian ve ark. (2005), in-vitro da sodyum hidroksitle muamele edilmis ve
edilmemis arpa samaninda kiiltiire alinan rumen funguslarmin fibrolitik enzim (seliilaz ve
ksilanaz) aktivitelerini incelemislerdir. Funguslarin biiyiime, gelisme ve genel biyokiitle
degisiklikleri kitin assay ve elektron mikroskopi taramasi yapilarak takip edilmistir.
Inkiibasyon sonunda sodyum hidroksit ile muamele edilmis samanda kuru madde kaybi
%38, edilmemiste ise %35 bulunmustur. Kitin assay ile belirlenen fungal biyokiitle
muamele edilmis kiiltiirde 6nemli Olglide yiiksek ¢ikmistir. Selilloz ve hemiseliiloz
degradasyonu da muamele edilmis kiiltiirde daha fazla bulunmustur.

Ekinci ve ark., (2006)’mm yaptig1 calismada rumen fungusu Neocallimastix
hurleyensis farkli 3 enerji kaynagi {lizerinde yetistirilerek uzun siireli adaptasyonu
incelenmistir. Fungusun avisel, ksilan ve glikoz iizerinde 31 alt kiiltiire kadar yetistirilmis
ve fungusun hayatta kalabilmesi ve enzimatik aktivitesi gozlemlenmistir. Sonucta
anaerobik fungusun bu enerji kaynaklarmin her biri iizerinde yasayabildigi ve N
hurleyensis’in ksilan tizerindeki 31’°inci alt kiiltiirden sonraki ksilanaz aktivitesinde ve
avisel tlizerindeki 31°nci alt kiiltiirden sonraki aviselaz ve karboksimetilseliilaz
aktivitelerinde onemli miktarda artis oldugu goézlemlenmistir. Ancak fungusun enerji
kaynag1 olarak glikoz igeren besi ortamu tizerindeki 31°nci alt kiiltiirden sonraki ksilanaz,
aviselaz ve karboksimetilseliilaz aktivitelerinde Onemli diizeyde diislisler oldugunu
bildirmislerdir.

Comlekeioglu ve ark. (2008), karboksimetilseliiloz (KMS), fibril seliiloz, avisel ve
bugday samaninda canliligmi devam ettirebilen ruminal fungus Neocallimastix sp.
GMLF7’yi  izole etmislerdir. Fungusun adi gecen karbon kaynaklarinda
karboksimetilseliilaz (KMSaz) iiretimini incelemigler ve KMS (73.75 U/ml), fibril selilloz
(72.68 U/ml) ve avisel (70.03 U/ml)’de yiikksek KMSaz aktivitesi elde etmislerdir.
Mikroorganizmanin biiylime sicakligi 39 °C iken, KMSaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik
50 °C ve optimum pH 6.5 olmustur. Ayrica enzimin maksimum aktiviteye 50 °C’de 60-
180dk’da ulastigin bildirmislerdir.

Comlekeioglu ve ark. (2009), genetik modifikasyonlar ile laktik asit bakterilerine
fibrolitik 6zellik kazandirilmasi ve bu mikroorganizmalarin silajlama esnasinda inokiilant
olarak kullanilmasmi saglamak amaciyla yaptiklar1 ¢aligmalarinda bitkisel materyalin
sindirilebilirliligini artirabilmek i¢in anaerobik rumen fungusu olan Neocallimastix sp.
GMLF4’e ait ksilanaz genini izole ederek kismi karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir.
Daha sonra ise bu geni, Lactococcus lactis’e ve Streptococcus thermophilus’a aktarmislar
ve rekombinant bakterilerin ksilanaz tiretimlerini belirlemiglerdir.

Akyol ve ark. (2009), sigir diskisindan izole ettikleri anaerobik rumen fungusu
Neocallimastix sp. GMLF2’den polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yoluyla ksilanaz
kodlama genini taramiglar ve bu geni (Xyn24) Escherichia coli’de klonlamislardir. Enzim
aktivitesi enzim analizi ile yuriitiilerek kiiltiir ve hiicresel aktivite hem fungal ksilanaz hem
de klon ksilanaz (Xyl2A) i¢in belirlenmistir. Enzimin optimum pH ve sicaklig1 sirasiyla
6.5 ve 50°C bulundugunu bildirmislerdir. Enzim 20 dk’da 40°C ve 50°C’de sabittir. Fakat
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en fazla aktivite kaybmin 60°C’de 5 dk’lik inkiibasyon zamaninda oldugunu
bildirmislerdir. Fungusun ksilanazi ¢ogunlukla kiiltiir ortamina birakirken, klon ksilanaz
aktivitesinin hiicre ile iligkili oldugunu tespit etmislerdir.

2.2. Antimikrobiyal Maddelerin Rumen Mikroorganizmalari ve Fermentasyonu
Uzerine Etkileriyle Ilgili Cahsmalar

Devendra ve Lewis (1974), yag asitlerinin ruminal mikroorganizmalarin
biiylimelerini ve metabolizmalarini engelleyebilecegini ve bitki fibrilleri tizerinde bir kilif
olusturarak bakteriyal enzimlerin aktivitesini bloke edebilecegini bildirmislerdir.

Orpin ve Letcher (1979), baz1 doymamis yag asitlerinin in vitroda N. frontalis’in
gelisimini tesvik edici etkilerinin oldugunu bildirmisleridir.

Bergen ve Bates (1984), ruminantlarda iyonofor (monensin, lasalocid, narasin,
salinomycin, laidlomycin vs.) kullanimi sonucu ruminal fermentasyondaki degismeleri,
propiyonik asit oraninda artma, metan iiretiminde azalma, rumen N metabolizmasinda
iyilesme, protein pargalanabilirligi, aminoasit deaminasyonunda azalma, laktik asit
iretiminde azalma, rumende kopiikk olusumunda azalma ve ruminal diizensizliklerin
onlenmesi oldugunu rapor etmislerdir.

Makkar (1987), taninin karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili enzimlerin (seliilaz,
amilaz, galaktosidaz) faaliyetlerini engelledigini bildirmistir.

Russell ve Strobel (1989), antibiyotik iyonoforlarmin rumendeki fermentasyon
olaylar1 iizerine 6nemli etkileri oldugunu ve iyonofor kullanimi sonucunda meydana gelen
canl1 agirhik artis1 ve yemden yararlanmadaki iyilesmelerin ruminal fermentasyondaki
degisikliklere bagli oldugunu bildirmislerdir.

Ha ve ark. (2001), doymus yag asitleri olan kaprik, kaprilik ve stearik asitin farkl
konsantrasyonlarinin N. frontalis C5-1’in gelisimi ve enzim aktivitesi lizerine etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda; yiliksek yag asidi konsantrasyonlarinda (% 0.1, w/v) seliiloz
sindiriminin ve polisakkarit fermentasyonunun diistiigiinii bildirmislerdir. Ayrica fungusun
doymus yag asitlerine olan duyarlilig1 sirastyla kaprilik, kaprik ve stearik asite dogru
azalmaktadir.

Barahona ve ark. (2005), kondense taninin anaerobik rumen fungusu Neocalimastix
hurleyensis’in fibrolitik enzimleri tizerindeki etkisini incelenmisler ve 40 mg/ml kondense
taninin karboksimetilseliilaz aktivitesinin tamammi ve 5,5 mg/ml kondense taninin

ksilenaz aktivitesinin yarisini durdurmaya yettigini bildirmislerdir.

Kuloglu (2007), tanik asitin % 0,3’liik konsantrasyonda rumen bakterilerinin enzim
aktivitesini azalttigmi ve iiremelerini engelledigini bildirmistir.

2.3. Bitki Ucucu Yaglarimin Antimikrobiyal Ozellikleri Uzerine Yapilan Cahsmalar

Deans ve Ritchie (1987), 50 farkl bitkinin ugucu yagmin 25 patojen bakteri tiiriine
kars1 antibakteriyel 6zellikleri incelemisler ve calisma sonucunda en ¢ok inhibisyon
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ozelligine sahip on ugucu yagin kekik, tarcin, defne, karanfil, acibadem, yenibahar,
mercankosk, melekotu ve kiiclik hindistan cevizi oldugu bulunmustur. Melekotu 25 tiire
kars1 inhibisyon oOzelligi gosterirken, defneyapragi 24, tarcin, karanfil ve kekik 23,
acibadem, mercankdsk ve yenibahar 22, sardunya 21, yaban kerevizi ise 20 tiire kars1 etki
gosterdigini bildirmiglerdir.

Garg ve Dengre (1988), mersin bitkisi ile yaptiklar1 bir caliysmada mersin ugucu
yagmin E. coli, P. aeruginosa ve Candida lipolytica'ya kars1 belirgin bir antibakteriyel
aktivite gosterdigini bildirmisglerdir. Ayrica mersin yagmin antifungal etkisinin de
oldugunu ve alkolik ekstraktinda da antimikrobik aktiviteye sahip oldugunu rapor
etmislerdir.

Akgiil (1993), kekik ucucu yagnin en etkin maddesi ve gii¢lii bir antimikrobiyal olan
timoliin ugucu yagda %5—60 oraninda, diger bir antimikrobiyal madde olan karvakroliin ise
ucucu yagda %5—40 oraninda bulundugunu bildirmistir.

Ucucu yaglarin antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerinden baska antiviral 6zellikleri
de rapor edilmistir. Bammi ve arkadaslar1 (1997), bes ayr1 ugucu yag ile yapmis olduklar:
bir calismada bu ucucu yaglarin Epstein-Barr viriisii (EBV) lizerinde etki gdsterdigini
tespit etmislerdir.

Araujo ve ark., (2003) Melisa officinalis (melisa), Lavandula angustifolia (lavanta),
Salvia officinalis (adagayl), ve Mentha piperita (nane) bitkilerinin ugucu yaglarmin
gidalarin bozulmasinda etkili bes maya olan Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces
bailii, Pichia membrainifaciens, Dekkera anomala, ve Yarrowia lipolytic’e karsi
antimikrobiyel aktivitelerini incelemislerdir. Arastrmacilar Melissa officinalis ugucu
yagmin 500 pg/ml’sinin tim maya tiirlerinin gelisimini tamamen inhibe ettigini
bildirmislerdir.

Sartoratto ve arkadaslar1 (2004), 8 farkli aromatik bitkiden elde edilen ugucu yaglarin
11 farkli mikroorganizma tiizerinde farkli derecelerde inhibitérik etki gosterdiklerini
bildirmislerdir.

Kocak ve Boyraz (2006), fitopatojenik funguslar olan Alternaria mali, Fusarium
oxysporum, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum ve Colletotrichum circinans’a karsi
kekik, kimyon, ardig, nane, ¢Ortiik, okaliptus ve yavsan bitkilerinin ugucu yaglarmin
antifungal etkilerini arasgtirmiglardir. Ugucu yaglar 1 ul, 10 pl ve 50 ul/petri dozunda
uygulanmistir. Uygulama sonunda ugucu yaglarin 1 pl/petri dozunda higbir fungusa karsi
fungisidal etkinin olmadigini, ancak ugucu yaglarm 10 pl ve 50 pl/petri dozlarinda
fungisidal etkinlikteki tistiinliiklerine gore sirasiyla yavsan, kekik, nane, kimyon, okaliptus,
ardi¢ ve ¢ortiik ugucu yaglarinin izledigini bildirmislerdir.

Rasooli ve arkadaslar1 (2006a), kekik esansiyel yaglarinin Listeria monocytogenes’e
kars1 inhibitor etki gosterdigini ve bu etkiyi de stoplazmada eksiklik ve sertligini arttirarak
hiicre duvarin1 bozmakla ya da kalinlastirmakla gerceklestirdigini bildirmislerdir. Ayni
arastirmacilar kekik yagimin nisinle kombinasyonuyla elektrik soku etkisinden daha fazla
giliclii etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle bazi1 gida g¢esitlerini Listera
kontaminasyonlarindan korumak icin kekik yagmin kullanilabilecegi arastirma sonucu
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belirtilmistir. Rasooli ve ark. (2006b)’nin yaptig1 diger bir ¢alismada ise, kekik esansiyel
yaglarmin hiicrenin organellerini, membranint ve duvarmi bozarak Aspergillus niger’e
kars1 da inhibitor etki gosterdigi rapor edilmistir.

2.4. Bitki Ucucu Yaglarimin Rumen Mikroorganizmalar ve Fermentasyonu Uzerine
Etkileriyle Ilgili Calismalar

Ucucu yaglar ve bilesenlerinin ruminal azot metabolizmas1 ilizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla in-vitroda ¢ok sayida ¢aligmalar yiirtittilmiistiir.

Borchers (1965), kazein i¢eren ruminal sivi i¢ine kekik ugucu yagimn etkin maddesi
olan timol (1gr) eklemenin AA birikimine ve amonyak N (NH;-N) konsantrasyonunda

diisiise yol actigmmi gostermis, ruminal bakterilerin amino asit deaminasyonunu inhibe
ettigini One stirmiistiir.

Oh ve ark., (1967) tek basina kullanilan ugucu yaglarin rumen bakterileri lizerinde
farkl etkilere sahip oldugu, monoterpen hidrokarbonlarin oksijenat bilesikleri, monoterpen
alkoller ve aldehitlerle karsilastirildiginda daha az zararh (toksik) etkiye sahip oldugu ve
baz1 durumlarda mikrobiyal aktiviteyi uyardigi bildirilmektedir.

Nagy ve Tengerdy (1968)’nin yaptig1 calismada pelin otu ugucu yaginin (Artemesia
tridentata) ruminal bakteri etkinligini onemli derecede inhibe ettigini gozlemlemislerdir.

Broderick ve Balthrop, (1979) timoliin rumende bulunan AA’ lerden NH;-N

deaminasyonunu inhibe ettigini gézlemlemislerdir.

Mclntosh ve ark. (2003)’nin ugucu yaglarin rumen mikroorganizmalar1 ve bu
organizmalarin protein metabolizmalar1 iizerine etkilerinin arastirildigr bir c¢alismada,;
ucgucu yaglarin aminoasitlerin deaminasyon oranini inhibe ettigini belirtilmistir. Saf kiiltiir
calismalar1 gdstermistir ki; asir1 amonyak {ireten bakteri ve anaerobik funguslar ugucu
yaglara kars1 en hassas tiirlerdir.

Rasmussem ve ark. (2005), 19 farkli ucucu yagla yaptiklari ¢aligmalarinda ruminal
protozoalar lizerinde en etkili yagin biberiye (Rosmarinus officinalis) oldugunu rapor
etmiglerdir. 100 mg/ml konsantrasyonda protozoalarin yasama gii¢lerinde etkisinin
olmadigini ancak 1000, 10000 ve 40000 mg/ml’lik yiiksek konsantrasyonlarda yasama
yetenegini sirastyla %50, %90 ve %90 oraninda azalttigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasallar

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler aksi belirtilmedigi siirece Sigma ve
Merck’ten alinmustir.

3.1.2. Aletler

Calismada kullanilan teknik malzemeler; santrifiij (JP Selecta), otoklav (Niive), su
banyosu (JP Selecta), inkiibator 39°C (Niive), hassas terazi (Vibra), isitmali manyetik
karstiric1 (Velp), otomatik dispenser (Ismatec; MCP), vortex (Velp), spektrofotometre
(Spectromax) kullanilmistir.

3.1.3. Cahismada Kullanilan Anaerobik Funguslar

Calismada Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Bolimii, Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi
Laboratuar1 Anaerobik Fungus Kiiltiir koleksiyonuna ait olan Neocallimastix sp. GMLF2
ve Orpinomyces sp. GMLF18 izolatlar1 kullanilmistir.
3.1.4. Bitkisel Ucucu Yaglar

Bu calismada; antimikrobiyal etkisi bilinen Kekik (7Thymus vulgaris), Ardig
(Juniperus communis), Melisa (Melissa officinalis), Mersin (Myrtus communis)
bitkilerinden elde edilen ve ticari olarak satilan bitkisel u¢ucu yaglar kullanilmistur.
3.2. Metot
3.2.1. Anaerobik Besi Yeri

Bu calismada kullanilan bazal anaerobik besi ortami Orpin (1976) temel almarak

hazirlanmistir. Besi yerlerine son konsantrasyon 5 ml olacak sekilde enerji kaynagi olarak
glikoz, sellobioz, ksilan ya da yaklasik 0,05 g bugday saman1 eklenmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Anaerobik fungus sivi besi yeri igerigi

Sivi Besi Ortami (100 ml)

Mineral Solusyon 1 [*] ml 15.0
Mineral Solusyon 2 [**] ml 15.0
Rumen Sivisi ml 15.0
NaHCO, gr 0.60
Maya Oziitii gar 0.25
Pepton gr 1.00
Resazurin (% 0,1) ml 1.00
Sistein HCI gr 0.10
Enerji Kaynagi gr 0.50
Saf su ml 55.0
[*] Mineral Solusyon 1: K,HPO, ar 3.0
Saf su ml 1000

[**]Mineral Solusyon 2: KH,PO, gr 3.0
(NH,)280, gar 6.0

NaCl er 6.0

MgSO,.7H,0 gr 0.6

CaCl, ar 0.6
Saf su ml 1000

3.2.1.1. Anaerobik Besi Yerinin Hazirlanmasi

Bir erlen i¢cinde Cystein-HCI hari¢ anaerobik besiyerinde kullanilan; tiim
kimyasallar, saf su, Mineral soliisyon 1, Mineral soliisyon 2 ve rumen sivist 1siticili
manyetik karistirict tizerinde stirekli isitilarak ¢oziinmis, ayn1 zamanda ortama siirekli CO,

verilerek O,’nin ortamdan uzaklastirilmas: saglanmustir. Resazurin indikatdriiniin ilave

edilmesiyle besi yeri mavi-mor bir renk almistir. Besi yeri 1s1 etkisiyle kaynamaya
baslayinca Cystein-HCI ilave edilmis ve 1sitma islemi durdurularak manyetik karistirici ile
karistirilmaya devam edilmistir. CO,’in erlen i¢ine verilmeye devam edilmesi ve Cystein-

HCl etkisiyle ortam rengi anaerobik besi yerinin gercek rengi olan solgun sariya
donmiistiir.

Hazirlanan besi ortami, ihtiyaca gore Hungate tiiplerine dispenser (Ismatec; MCP)
yardim ile dagitilmadan 6nce tiiplerin igerisine CO, verilerek ortamdaki O, uzaklastiriimig

ve besi ortami ilave edilen tiiplerin kapaklari hizli bir sekilde kapatilarak otoklavda
sterilize edilmistir.

Anaerobik besi ortam1 Hungate tiipleri igerisine son konsantrasyon 5 mg/ml olacak
sekilde enerji kaynagi (0rn. glikoz, selilloz, ksilan veya bugday samani) iceren besi
ortaminin koyulmasi ile hazirlanmistir. Substrat olarak saman, seliiloz veya ksilan
kullanilan besi yerleri 121°C’de 15 dakika, substrat olarak glikoz kullanilan besi yerleri ise
110°C’de 10 dakika otoklavlanmistir (Orpin, 1976).
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3.2.1.2. Anaerobik Besi Yerinde Bakteriyel Biiyiimeyi Engelleyici Antibiyotik flavesi

Anaerobik besi yerinde muhtemel bakteri biiyiimesini dnlemek amaciyla, % 96’lik
etil alkolde ¢oziilmiis ve besi yeri i¢indeki son konsantrasyonlar1 amfisilin 100 pg/ml,
streptomisin 140 pg/ml, eritromisin 200 pg/ml, kloramfenikol 100 pg/ml olacak sekilde
hazirlanmistir. Bu karigim anaerobik besi yerlerine fungus ekimi yapildiktan sonra enjektor
yardimiyla 0.5 ml’lik oranlarda ilave edilmis ve bu sekilde bakterilerin anaerobik ortamda
gelisimi engellenmistir.

3.2.2.Bitkisel Ucucu Yaglar
3.2.2.1. Ugucu Yaglarin Ekime Hazirlanmasi

Bitkisel ugucu yaglar anaerobik sivi besi yerinde tam olarak ¢oziinmedigi i¢in Ha ve
ark. (2001)’nin organik bir c¢oziicii olan, etil alkolde (%96’lik) ¢6zme yoOntemine
dayanilarak gerceklestirilmis ve uygulanan metodoloji asagida belirtilmistir.

Her bir yag etil alkolde c¢oziilerek besi ortamima anaerobik sartlar altinda ve son
konsantrasyon 0.01, 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml olacak sekilde ilave edilmistir. Boylece kullanilan
yaglarm 1000 pl’ ye karsilik gelen gram cinsinden agirliklar1 g6z oniine almarak ilave
edilecek etil alkol oram tespit edilmistir. Daha sonra vorteksle ugucu yaglarin ve etil
alkoliin birbiriyle tam karigsmasi saglanmistir. Buna gore;

1000 pl’lik karisim:119 pl kekik yagi +881 pl etil alkol

1000 pl’lik karisim:116 pl ardi¢ yag1 +884 ul etil alkol

1000 pl’lik karisim:118 pl mersin yag1 +882 ul etil alkol

1000 pl’lik karisim: 120 pl melisa yag1 +880 pl etil alkol igermektedir.

Ayrica elde edilen sonuglarin etil alkolden degilde kullanilan bitkisel ugucu
yaglardan kaynaklandigini dogrulamak amaciyla kontrol grubu niteliginde 115 pl saf su +
885 pl etil alkol karigimi hazirlanarak fungus ekimi bu karisima da uygulanmistir.

3.2.2.2. Ucucu Yaglarin Besi Yerlerine flave Edilmesi ve Fungus Ekimi

Hazirlanan anaerobik besi yerleri otoklavlandiktan sonra 39 °C’lik inkiibatore
almmustir. Enerji kaynagi olarak glikoz kullanilan besi yerlerine fungus ekimi yapilmis ve
olas1 bakteri biiylimesini engellemek icin antibiyotik ilavesi yapilmistir. Birka¢ kez alt
kiiltiire alinan ve herhangi bir bakteri gelisimi gozlenmeyen besi yerleri ¢aligmada
kullanilmistir. Ugucu yag eklenirken calismada iki cins anaerobik fungus (Neocallimastix
sp. ve Orpinomyces sp.) ve enerji kaynagina gore yine iki g¢esit (KMS ve ksilanli)
anaerobik besi yeri kullanilmistir.

Calismada 6nce ksilanli besiyerine otomatik pipetler kullanilarak 1 pl, 10 pl, 50 pl,
ve 100 pl oraninda etil alkol ve yagdan olusan karisimlar icerisine oksijen girisini
engellemek icin CO, verilerek ilave edilmis ve 39°C’lik inkiibatérde 15 dakika

bekletilmistir. Daha sonra her bir besi yerine siringa ile 0,5 ml glikozlu besi yerinde
iiretilen Orpinomyces sp. ve Neocallimastix sp. cinsi izolatlardan ayr1 ayr1 enjekte edilerek
ekimi yapilmistir. Ayrica bazi tiiplere hi¢ yag eklemeyerek yine ksilanli besi yerine fungus
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ekimi yapilarak kontrol gruplar1 olusturulmustur. Ayn1 islemler KMS’1i besi yerlerine de
uygulanmistir. Ucucu yaglar1 ¢6zmede kullanilan etil alkoliin etkisini gormek amaciyla da
tipk1 ugucu yaglarda oldugu gibi 100 ul’lik etil alkol + saf su karigimida KMS ve ksilanl
besiyerlerine de ilave edilmek suretiyle bu tiiplere de fungus ekimi yapilmistir.

39 °C’lik inkiibatorde 3 giin biiyiimeye birakilan tiipler 3. giiniin sonunda santrifiijle
coktiiriilerek {iist kisimda kalan siipernatant, enzim ve protein analizlerinde kullanilmak
iizere —20 °C’lik dondurucuya alinmastir.

3.2.3. Anaerobik Funguslarin Fibrolitik Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.2.3.1. Siipernatantlarin Hazirlanmasi

Enzim iiretimi arastirilacak olan kiiltiirler, oda sicakliginda 3200 devir/dak’da 10
dakika santrifiij edilerek hiicre ve besi ortami birbirinden ayrilmistir. Hiicre dis1 sivinin
bulundugu siipernatant olan kisim bos hungate tiiplerine alinmis ve enzim analizinde
kullanilmak tizere —20 °C’de saklanmuistir.

3.2.3.2. Enzim Testi

Ksilanaz ve karboksimetilseliilaz (KMSaz) enzimlerinin aktivitesi Miller (1959)’e ait
yontem kullanilarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon karigimi 25 pl enzim ekstrakti ve 225
ul substrattan (% 0.5 substrat, 25 mM potasyum fosfat tamponu, pH 6.5) olusmaktadir.
Karisim 50 °C’de 45 dk inkiibasyona birakilmistir. Karigim iizerine 250 pl 3-5
dinitrosalisilik asit (DNS) soliisyonu (% 30 sodyum potasyum tartarat, 2 N NaOH, % 1
DNS) eklenmis ve 5 dk kaynar su banyosunda bekletilerek enzim reaksiyonu
durdurulmustur. Kontrol grubu sirasiyla 225 pl substrat {izerine 250 pl DNS ilave edilmis
ve 25 ul enzim ekstraktindan eklenerek 5 dk kaynar su banyosunda bekletilmistir. Kontrol
ve deney grubu karigimlari saf su ile 1 ml’ye tamamlanarak spektrofotometrede 540 nm’de
okutulmustur. Standart ¢ozeltisinde karboksimetilseliilaz i¢in glikoz, ksilanaz i¢in ksiloz
kullanilmistir. Biitliin enzim c¢aligmalar1 2 tekerriir ve 3 paralel olarak yiirtitiilmiistiir. Bir
iinite enzim aktivitesi 1 dk igerisinde alman 1 pmol indirgenen seker miktar1 olarak
tanimlanmistir. Enzim aktivitelerinin hesaplanmasi ise su sekilde yapilmistir:

Seker konsantrasyonunun (uM/ml) optik yogunluk (OD) olarak ifade edilmesinde
kullanilan 1.0 degeri standart olarak hesaplanmistir (X). Bu amacgla KMSaz ve ksilanaz
aktivitelerini hesaplamak iizere glikoz kullanilmistir. Sifir (t0=kontrol grubu) zamani ve 45

dk (t,s=deney grubu) arasindaki farkliliklar hesaplanmis ve formilde A olarak ifade

edilmistir. Spesifik aktivitelerin belirlenmesi i¢in kiiltlirlerin protein miktarlar1 (P) da
hesaplanmugtir. Inkiibasyon zamami 45 dk (C), her 6rnekteki kiiltiir miktar1 ise 10 ml
almmistir (D). Sonu¢ olarak enzim aktiviteleri asagida gosterilen formiillerle
hesaplanmistir;

Toplam Aktivite= [(A * X) / (C * D)] — umol/dk/ml kiiltiir

Spesifik Aktivite=[(A * X)/ P]/(C * D) — pmol/dk/mg protein

Standart= 950 ul 0.05 M sodyum fosfat tamponu + 50 pl substrat (1 mg/ml ksiloz
veya glikoz)
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3.2.4. Protein Analizi

Protein analizi i¢in Lowry (1951) metodu uygulanmis ve bu amacla Favorgen firmasima ait
hazir protein kiti ve mikro plakalar kullanilmistir. Mikro plaka tlizerinde yukaridan asagi
olmak tizere sirasiyla her hiicreye 10 pl olacak sekilde blank (saf su), standartlar ve en son
olarak ta ornekler konulmustur. Daha sonra her bir goz iizerine 6rnek sayisina gore kural
olarak; 1 ml hazir protein kiti + 4 ml dH, O olacak seklinde hazirlanan soliisyondan

otomatik pipetlerle 200 pl ilave edilmis ve oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek
spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okutulmustur. Analizde protein standart1 olarak
10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750, 1000 mg/ml’lik farkli konsantrasyonlarda sigir serum
albumini (BSA) soliisyonlar1 hazirlanmis ve bu standartlar analizde Orneklerle beraber
spektrofotometrede okutulmustur.

3.2.5. Istatistiksel Analiz
Calisma bulgularinin istatistiksel agidan degerlendirilmesinde SPSS paket programi

kullanilmis ve 6nemli bulunan muamele gruplarmin karsilastirilmasinda ise Tukey ¢oklu
karsilagtirma testi dikkate alinarak sonuclar ¢izelgelere yansitilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bitkisel Ugucu Yaglarin Anaerobik Fungus Gelisimi Uzerine EtKisi

Bitkisel ugucu yaglarla yapilan ¢aligmada farkli konsantrasyonlarda ugucu yag igeren
karboksimetilseliillozlu (KMS) ve ksilanli besi ortamlarinda Neocallimastix sp. GMLF2 ve
Orpinomyces sp. GMLF18 fungal izolatlarinin gelisimi incelenmistir. Orpinomyces ve
Neocallimastix cinsi funguslarda filamentli rizoidal gelisim goriilmekle birlikte bu
funguslar polisentrik (Orpinomyces) ve monosentrik (Neocallimastix) olarak ayrilmaktadir.

Ayrica Orpinomyces ve Neocallimastix tirlerinin zoosporlarinin kamgi sayisi >4’tir
(Ozkose ve ark. 2003) (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Calisilan rumen funguslarinin mikrograf goriintiileri. A: Neocallimastix sp.
GMLEF2 (100X), B: Neocallimastix sp. GMLF2 (200X), C: Orpinomyces sp. GMLF18
(100X), D: Orpinomyces sp. GMLF18 (200X). Rumen funguslarmin spor keseleri (S) ve
filamentli rizomiselyumlar1 (RM) mikrograflar {izerinde gdsterilmistir.

Laboratuvar sartlarinda anaerobik funguslarin yasatilmasi i¢in funguslar siirekli
olarak alt kiltiire alinmistir. COzlinlir karbonhidratlart igeren (O0rn. glikoz) besi
ortamlarinda gelistirilen kiltlirlerin daha sik (2-4 gilin) alt kiiltiirlerinin yapilmasi
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gerekmektedir (Davies ve ark., 1993b). Alt kiiltiirlere alinmasi islemi enerji kaynagi olarak
bugday samani iceren anaerobik sivi besi ortamlarinda gerceklestirilmistir. Olas1 bakteri
biiylimesini 6nlemek i¢inde antibiyotik ilavesi yapilmistir. Kontaminasyon gerceklesmeyen
kiiltiirlerin glikozlu besi ortamina alinarak ekimine devam edilmis ve alt kiiltiire alinma

islemi 2 giinde bir yapilarak zoosporlarin gelisimi i¢in optimum sicaklik olan 39 C (Lowe
ve ark., 1987b)’de funguslar biiyiitiilmiistiir.

Rumen funguslarmnin karboksimetilseliilaz ve ksilanaz enzim iiretimini tetiklemek
icin besi ortamlarina enerji kaynagi olarak ayri ayr1t KMS ve ksilan (% 0.5) ilave edilmistir.
Farkli anerobik fungus tiirleri ile yapilan ¢aligmada ksilanaz enzimi i¢in en 1yi substratin
ksilan oldugu bulunmustur (Yanke ve ark., 1996).

Inkiibasyon sonunda etkisi denenen tiim ugucu yaglarm 1 mg/ml’lik
konsantrasyonunda her iki fungusun da iireyemedigi gozlenmistir (Cizelge 4.1, 4.2).
Ayrica KMS’li besi ortaminda her iki fungus tiirliniin de ardi¢ yagmm 0.5 mg/ml’lik
konsantrasyonunda iireyemedigi goriilmiistiir (Cizelge 4.1). Ksilanli besi ortaminda ise
yine her iki fungus tiirliniin ardig yagmimn 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonunda iireme
gozlenmemistir (Cizelge 4.2). Bunun sebebi olarak, yag asitlerinde gecerli olan iki teori
akla gelmektedir. Birincisi; yag asitleri ruminal mikroorganizmalarin biiylimelerini ve
metabolizmalarmni engelleyebilir. Ikincisi ise yag asitleri bitki fibrilleri {izerinde bir kilif
olusturarak bakteriyal enzimlerin aktivitesini bloke edebilir (Ha ve ark., 2001‘den
Devendra ve Lewis, 1974). Ha ve ark. (2001), N. frontalis C5-1’in gelisimi {izerine bazi
doymus yag asitlerinin (kaprilik, kaprik ve stearik asit) etkisini incelemiglerdir. Ortam
icerisindeki yag asitlerini ¢6zmek i¢in eklenen etil alkoliin de artmasiyla birlikte yiiksek
yag asidi konsantrasyonlarmin ( % 2.5 ve 5) fungusun gelisimini inhibe ettigini
bildirmislerdir. Ancak besi ortamlarina 1 mg/ml etil alkol + saf su olacak sekilde ilave
edilen tiiplerde her iki fungusun da biiylidigli gozlenmisti. Bu da funguslarin
biiylimesinde inhibitor etki gosteren faktoriin ugucu yaglar oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.1. Ucucu yaglarin KMS’li besi ortaminda biiyiitiilen anaerobik funguslarin
gelisimi iizerine etkisi.

Anaerobik Funguslar
Neocallimastix sp. Orpinomyces sp.
Konsantrasyon -
(mg/ml) Kekik | Mersin | Ardig Melisa Kekik | Mersin Ardig Melisa
U.Y. U.Y. U.Y. U.Y. U.Y. U.Y. U.Y. U.Y.
0 + + + + + + + +
0.01 + + + + + + + +
0.1 + + + + + + + +
0.5 + + + + + +
1

(+) Ureme gozlendi, (-) Ureme gozlenmedi
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Cizelge 4.2. Ucucu yaglarm ksilanli besi ortaminda biiyiitiillen anaerobik funguslarin
gelisimi iizerine etkisi.

Anaerobik Funguslar
Neocallimastix sp. Orpinomyces sp.

Konsantrasyon

(mg/ml) Kekik | Mersin | Ardi¢c | Melisa | Kekik | Mersin | Ardi¢ | Melisa

u.Y. u.Y. u.Y. u.Y. u.Y. u.Y. u.Y. u.Y.

0 + + + + + + + +
0.01 + + + + + + + +
0.1 + + + + + + + +
0.5 + + - + + + - +

1 - - - - - - - -

(+) Ureme gozlendi, (-) Ureme gozlenmedi

4.2. Bitkisel Ucucu Yag Iceren Kiiltiirlerde Biiyiitiilen Anaerobik Funguslarin Enzim
Aktivitelerinin Incelenmesi

Cesitli mikroorganizmalar T{izerindeki antimikrobiyal etkileri sebebiyle ugucu
yaglarin, rumen de bitki dokularinin pargalanmasinda 6nemli etkileri bulunan anaerobik
funguslarin enzimleri iizerindeki etkilerini gérmek amaciyla yapilan ¢alismanin bu
kisminda ise KMS’li ve klisanli besi ortaminda, 39 °C’de {i¢ giin inkiibasyona birakilan
funguslar inkiibasyon sonunda 3200 devir/dk’da 10 dk santrifiij edilerek siipernatant olan
iist kisim enzim ve protein analizinde kullanilmak {izere bos hungate tiiplerine alinmustir.
Calisma kolaylig1 saglamasi agisindan hungate tiiplerinde bulunan stipernatantlar 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere alinarak kalan kisim tekrar —20 °C’de saklanmak iizere kaldirilmistir.
Enzimlerin sicaklik etkisiyle bozulmalarmi 6nlemek amaciyla igerisinde siipernatant
bulunan 1.5 mI’lik tiipler siirekli buz igerisinde tutularak calisilmistir.

Ayrica enzim aktivitesine ait elde edilen sonuglarin istatistiki analizleri de ¢izelgeler
icerisinde belirtilmistir. Buna gore; muamele gruplar1 (kontrol, 0.01, 0.1, 0.5 ve 1mg/ml)
arasindaki farklilik (Efe ve ark., 2000) tiim ugucu yaglarda (mersin, ardig, melisa ve kekik)
istatistiki agidan ¢cok onemli bulunmustur (P<0.01).

4.2.1. Ucucu Yaglarin Neocallimastix sp. GMLF2’nin Toplam ve Spesifik KMSaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ucucu yaglar bircok mikroorganizma {iizerinde antimikrobiyal etkilere sahiptir.
Ucucu yaglarin bu antimikrobiyal etkileri igerdikleri bir dizi terpenoid ve fenolik
bilesiklere (Panizzi ve ark., 1993; Helander ve ark., 1998; Chao ve ark., 2000) ilaveten
ucucu yaglardaki kimyasal bilesenler ve fonksiyonel gruplarin oranlar1 ve birbirleriyle olan
etkilesimleriyle de iligskilendirilmektedir (Dorman ve Deans, 2000).

Cizelge 4.3’te goriildiigi gibi ugucu yaglar kontrol grubuna gore Neocallimastix sp.

GMLF2’nin toplam KMSaz aktivitesi iizerinde inhibitor etkiye sahiptir. Mersin ve ardi¢
ucucu yaglarinda Tukey c¢oklu karsilastirma testine gore (Efe ve ark., 2000) iiger farkl
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ortalama grubu olustugu ve enzim aktivitesinin en yiiksek kontrol gruplarinda gerceklestigi
goriilmektedir. Buna karsin mersin ugucu yaginda en disiik ortalama grubu 1 mg/ml
konsantrasyonunda iken ardic ugucu yaginda 0.5 ve 1 mg/ml konsantrasyonunda
gerceklesmistir.

Tukey c¢oklu karsilastirma testine gore melisa ucucu yaginda, ii¢ farkli ortalama
grubu olusurken kekik ugucu yaginda ise iki farkli ortalama grubu olusmustur. Melisa
ucucu yagmda en yiiksek ortalama grubunu kontrol ve 0.1 mg/ml konsantrasyonu
olustururken, en diisiik ortalama grubunu 0.5 ve 1 mg/ml konsantrasyonu olusturmustur.
Kekik yaginda ise en yliksek ortalama grubunu kontrol, 0.01 ve 0.1 mg/ml konsantrasyonu
olustururken en diisiik ortalama grubunu 0.5 ve 1 mg/ml konsantrasyonu olusturmustur.

Cizelge 4.3. Neocallimastix sp. GMLF2’nin KMS Kkiiltiiriinde toplam KMSaz aktivitesi.

Ucucu yag konsantrasyonu (mg/ml)
Ucucu yag
0 0.01 0.1 0.5 1
Mersin 25,9+0,8" 20,0+0,7° 18,4+0,6° 18,2+0,7° 7,840,2°
Stipernatant | Apq,¢ 25,9+0,8" 15,3+0,9° 12,4+0,8 73£09° | 4,1+0,8°
KMSaz
(umol/dk/ml) | Melisa 25,9+0,8" 16,3+2,7° 22,9+2,1% 8,040,4° 6,8+0,6°
Kekik 25,9+40,8" 24,8+0,9° 23,5+1,6° 11,5+0,2° 8,8+0,9°

Cizelge 4.4’te goriildiigii lizere toplam aktivite de oldugu gibi ucucu yaglarin
fungusun spesifik aktivitesi lizerinde de inhibitor etkiye sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.4). Tukey coklu karsilastirma testine gore mersin ve kekik ugucu yaglarinda
dorder farkli en yiiksek enzim aktivitesi kontrol grubunda gozlenmistir. Buna gore; mersin
ucucu yaginda en yiiksek ortalama grubu kontrol grubunda gozlenirken en diisiik ortalama
grubu 1 mg/ml’lik konsantrasyonda gozlenmistir. Ardi¢ ugucu yaginda ise en diisiik
ortalama grubu 0.5 ve 1 mg/ml’lik konsantrasyonda gerceklesmistir. Yapilan g¢oklu
karsilagtirma testine gére melisa ugucu yaginda ii¢ farkli ortamla grubu olugsmus ve en
yiiksek ortalama grubu kontrol gurubunda, en diisiik ortalama grubu ise 0.5 ve 1 mg/ml’de,
gerceklesmistir. Kekik ucgucu yaginda ise en diisiik ortalama grubunu 1 mg/ml’lik
konsantrasyon olusturmustur.

Bu etkinin nedeni olarak ucucu yaglarin enzimin substratina baglanmasi ve
dolayisiyla enzimin etkinligini azatti§1 diisiincesini akla getirmektedir (Cizelge 4.4).
Ruminal seliilolitik bakteri (B. flavefaciens, R. albus ve R. flavefaciens) ve protozoanlarda
yag asitlerinin diisiik konsantrasyonlarinin bile seliilaz aktivitesi iizerinde inhibitor etki
gosterdigi bildirilmistir (Henderson, 1973; Maczulak ve ark., 1981). Ancak Ha ve ark.,
(2001)’nin doymamis yag asitlerinin diisiik konsantrasyonlarmin fungus gelisimi ve
KMSaz aktivitesini tesvik edici etkilerinin oldugunu bildirmislerdir. Neocallimastix
frontalis C5-1’1n kiiltiir siipernatantinda KMSaz aktivitesi iizerinde kontrol grubuna gore
en fazla inhibitor etki gosteren yag asidinin kaprilik asidin %0.1°lik konsantrasyonunun
oldugunu, ayrica kaprik ve stearik asidin daha disik (%0.01 ve 0.001)
konsantrasyonlarinda ise enzim aktivitesini artirdigini gézlemlemislerdir. Arastirmacilar
anaerobik funguslarm gelisim orant ya da enzim aktivitesi ile yag asitlerinin diisiik
konsantrasyonlarinin inhibisyonu arasinda ters orant1 mevcut oldugunu bildirmislerdir.
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Cizelge 4.4. Neocallimastix sp. GMLF2’nin KMS kiiltiiriinde spesifik KMSaz aktivitesi.

Ucucu yag konsantrasyonu (mg/ml
Ucucu yag

0 0.01 0.1 0.5 1

Mersin 261,048,4* | 161,245,9" | 165,0+£5,7° | 135,7+5.4° 74,0+2,0¢

Siipernatant Ardic | 261,0684* | 1472488 | 1168+7,8° | 66,2482 | 47,6+9,9°
KMSaz

(umol/dk/mg Melisa 261,048,4* | 146,2+25,0° | 182,4+16,7° | 57,8+ 3,5 61,3+5,8°

protein) Kekik 261,048,4* | 176,246,9" | 135,3129,6° | 103,3+2,6¢ | 77,3484

4.2.2. Ucucu Yaglarmn Neocallimastix sp. GMLF2’nin Toplam ve Spesifik Ksilanaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ksilanaz, anaerobik funguslarin calisilan tiim endo-polisakkarit hidrolaz enzimleri
icerisinde en aktif olan enzimdir. N. frontalis, ksilanaz enzimini ¢ogunlukla kiiltiir
ortamina salgilamaktadir ve sadece kii¢lik bir miktarmin (<%10) fungal rizoidler ile iliskili
oldugu bulunmustur (Mountfort ve Asher, 1989). Cizelge 4.5’te goriildigi gibi, Tukey
coklu karsilastirma testine gore Neocallimastix sp. GMLF2’nin toplam ksilanaz aktivitesi
iizerinde mersin yaginda iki farkli ortalama grubu olusmus ve en yiiksek ortalama grubunu
kontrol, 0.01, 0.1 ve 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonlar olustururken en diisiik ortalama
grubunu 1 mg/ml konsantrasyon olusturmustur. Ardi¢ ucucu yaginda da yine iki farkl
ortalama grubu olusmus, en yliksek ortalama grubunu kontrol, 0.01 ve 0.1 mg/ml
konsantrasyonlarda gerceklesirken en diisiik ortalama grubunu 0.5 ve 1 mg/ml
konsantrasyon olusturmustur. Melisa ugucu yaginda ise dort farkli ortalama grubu olusmus
ve en yiiksek ortalama grubunu 0.01 mg/ml olustururken en diisiik ortalama grubunu 1
mg/ml’lik konsantrasyon olusturmustur. Kekik ugucu yaginda en yiiksek ortalama grubunu
0.01 ve 0.1 mg/mI’lik konsantrasyonlar olustururken en diisiik ortalama grubunu ise yine 1
mg/ml’lik konsantrasyon olusturmustur.

Cizelge 4.5. Neocallimastix sp. GMLF2 nin ksilan kiiltiiriinde toplam ksilanaz aktivitesi.

Ucucu yag konsantrasyonu (mg/ml)
Ucucu yag

0 0.01 0.1 0.5 1

Mersin 137,044,5° 142,8+3,6" 144,0+2,6" 136,3£0,3* | 27,7+2,3°

Siipernatant Ardig 137,0+4,5° 128,7+0,8" 127,7£2,7° 10,4+ 2,4° 9,1+2,6°
Ksilanaz Melisa | 137.004.5° | 152.6:4.6° | 148.4:2.3% | 120.8+1.4° | 25,3214
(nmol/dk/ml)

Kekik 137,044,5° | 148,8+1,3" | 149,5¢1,6 | 137,3+0,9° | 13,2+1,4°

Mersin ve melisa ugucu yaglarinda Tukey coklu karsilastirma testine gore licer farkli
ortalama grubu olustugu ve enzim aktivitesinin en yiiksek 0.01 ve 0.1 mg/ml
konsantrasyonda en diisiik ortalama grubunun ise 1 mg/ml konsantrasyonda gergeklestigi
goriilmektedir. Ardi¢ ugucu yaginda ise dort farkli ortalama grubu olusmus ve en yiliksek
ortalama grubu 0.01 mg/ml konsantrasyonunda gerceklesmistir.
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Tukey coklu karsilastirma testine gore kekik ugucu yaginda, dort farkli ortalama
grubu olusurken en yiiksek ortalama grubunu 0.5 mg/ml konsantrasyonu olustururken en
diisiik ortalama grubunu 1 mg/ml konsantrasyonu olusturmustur (Cizelge 4.6).

Melisa yaginm 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonda spesifik aktiviteyi yaklasik % 30
artirdig1 gozlenmistir. Kekik yagi 0.5 mg/ml’de enzim liretiminde kontrol grubuna yakin
sonuclar vermesine karsilik spesifik aktivite iizerinde kekik yagmnin diger
konsantrasyonlarina oranla en fazla artisin oldugu doz olarak belirlenmistir. Bu artigin
nedeni funguslarin bu miktar1 enerji kaynagi olarak kullanmasi olabilir. Ancak 1mg/ml’lik
konsantrasyon diger yaglarda oldugu gibi fungus icin toksik etki yaratmis ve hem enzim
iretimi hemde aktivitesi lizerinde inhibitor etki gdstermistir. Ucucu yaglarin yiiksek
dozlar1 rumen fermentasyonu iizerinde de olumsuz etkilere (toplam ugucu yag
konsantrasyonunda azalma) sahiptir (Basquet ve ark., 2006). Ha ve ark., (2001), doymus
yag asitlerinin (kaprik, kaprilik ve stearik asit) Neocallimastix frontalis C5-1’in ksilanaz
aktivitesini incelemisler ve 4 giinliik inkiibasyon sonunda etkisi denenen yag asitlerinin
timiintin fungusun ksilanaz aktivitesinin inhibe ettigini bildirmislerdir. Ancak bizim
calismamizda 3 giinliik inkiibasyon yapilmis ve enzim aktivitlerinde melisa yagmin 0.01
mg/ml’sinde % 31’lik bir artma gdzlenmistir. inkiibasyon siiresinin yaglarmn spesifik
aktivite lizerindeki etkinliginin artmasinda rolii olabilir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Neocallimastix sp. GMLF2’nin ksilan kiiltiiriinde spesifik ksilanaz aktivitesi.

Ucucu Ucucu yag konsantrasyonu(mg/ml)

yag 0 0.01 0.1 0.5 1

Mersin | 895,8+29,4° | 1063,4+26,8" | 1020,3+18,4* | 985,5+2,4® | 217,5+18,3¢

Sipernatant |, 4,0 | 89581294° [ 1040,8:6,9" | 640,8+13,7° | 885+20,7 | 71,1+20,1¢
Ksilanaz

(nmol/dk/mg | Melisa | 895,8+29,4° | 1176,2+£35,8" | 1083,0£16,9" | 929,7+10,9" | 211,5+12,4°

protein) Kekik | 895,8429,4° | 928,9+8.4> | 975,7+10.8® | 1003,8+7,1° 77,9+8,4¢

4.2.3. Ucucu Yaglarin Orpinomyces sp. GMLF18’in Toplam ve Spesifik KMSaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tukey coklu karsilastirma testine gére Mersin ve melisa ucucu yaglarinda iiger
farkli ortalama grubu olusurken, en yiiksek ortalama grubu kontrol ve 0.01 mg/ml
konsantrasyonda, en diisiik ortalama grubunun ise 1 mg/ml konsantrasyonda gergeklestigi
goriilmektedir.

Tukey coklu karsilastirma testine gore ardi¢ ve kekik ugucu yaglarinda dort farkl
ortalama grubu olusmustur. Ardigc ucucu yaginda 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonda en
yiiksek ortalama grubu, 0.5 ve 1 mg/ml konsantrasyonlarda ise en diisliik ortalama
grubunun olusmustur. Kekik ugucu yaginda da 0.01 mg/ml konsantrasyonda en yiliksek
ortalama grubunun olustugu gozlenirken en diisilk ortalama grubu 1 mg/ml’de
gerceklesmistir (Cizelge 4.7).

Evans ve Martin (2000), kekik yaginin etken maddesi olan timolin 45 ve 90
pg/ml’lik dozlarinda ruminal bakteriler olan Streptococcus bovis JB1 ve Selenomonas
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ruminantium HD4’lin gelisimi ve laktat {iretimi iizerinde higbir etkisinin olmadig1 ancak
180 pg/ml’de gelisimi ve laktat iiretimini tamamen inhibe ettigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.7. Orpinomyces sp. GMLF18’in KMS Kkiiltiiriinde toplam KMSaz aktivitesi.

Ucucu yag konsantrasyonu (mg/ml)

Ucucu yag
0 0.01 0.1 0.5 1

Mersin | 23,3+0,5° | 21,7+1,1° 15,8+0,9° 12,0£1,4° | 2,6+0,4°

Siipernatant Ardig 23,3+0,5" 31,6+0,8" 15,4£1,0° 4,9+ 0,74 3,4+1,4°
gxzﬁ;ﬁk oy | Metisa | 233005 | 2090148 | 16304 | 128006 | 142004
Kekik 23,3+0,5" 33,0+1,4° 24,3+0,4° 13,7£0,4° | 4,0+0,9¢
Cizelge 4.8’te gorildiigi gibi Orpinomyces sp. GMLF18’in spesifik KMSaz
aktivitesi lizerinde uygulanan tiim ucgucu yaglarin 1 mg/ml’lik konsantrasyonlarmin
inhibitor etkisinin oldugu goézlenmistir. Tukey ¢oklu karsilastirma testine gére mersin ve
melisa ugucu yaglarinda iiger farkli ortalama grubu olusmus ve her iki yagin kontrol ve
0.01 mg/ml konsantrasyonlar1 en yiiksek ortalama grubunu olustururken, ayni ugucu
yaglarin 1 mg/ml’lik konsantrasyonu en diisiik ortalama grubunu olusturmustur. Ardi¢ ve
kekik ugucu yaglarinda ise dorder farkli ortalama grubu olusmus ve en yiiksek ortalama
grubu 0.01 mg/ml’de, en diisiik ortalama grubu ise ardi¢ ucucu yaginda 0.5 ve 1 mg/ml’de,
kekik ucucu yaginda 1 mg/ml’de gerceklesmistir.

Nagy ve Tenderdy (1968), pelin otu (Artemisia tiridentata) ugucu yagmin geyik
rumeninde bulunan mikroorganizmalar iizerine etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar, 6
ml’lik seliilozlu sivi besiyeri igerisine 0.002 ml oraninda pelin otu ucucu yagmin ilave
edilmesiyle ortamda bulunan seliillozun parcalanma oranmnin azaldigmi, 0.04 ml oraninda
ilave edilen pelin otu ugucu yaginin ise parcalanmayr tamamen inhibe ettigini
bildirmislerdir.

Cizelge 4.8. Orpinomyces sp. GMLF18’in KMS Kkiiltiirliinde spesifik KMSaz aktivitesi.

Ucucu Ucucu yag konsantrasyonu (mg/ml)

yag

0 0.01 0.1 0.5 1

Mersin | 161,2+3,7° | 172,688 | 104,5:6,5° | 783+9,1° | 23,624,0°
i‘;ﬂg;‘;ata“t Ardic | 1612437 | 2056+52° | 96368 | 3294519 | 24,8+10,6°
(nmol/dk/mg | Melisa | 161,2£3,7° | 140,8+9,9* | 103,643,1° 92,6+4,7° 10,7+0,3°

protein) Kekik | 161,2+3,7° | 190,048,4* | 168,343,0° | 87,0+3,0° 30,6+7,3¢

4.2.4. Ucucu Yaglarin Orpinomyces sp. GMLF18’in Toplam ve Spesifik Ksilanaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Tukey coklu karsilastirma testine gore Orpinomyces sp. GMLF18 anaerobik
fungusunun toplam ksilanaz aktivitesi iizerinde etkisi denenen ugucu yaglardan ardic,
melisa ve kekik yaglar1 licer farkli ortalama grubu, mersin ugucu yagi ise dort farkl
ortalama grubu olusturmustur. Ucucu yaglar arasinda en yiiksek ortalama grubunu mersin
ve melisa yaglarinda kontrol grubu, ardi¢ ugucu yaginda ise kontrol ve 0.01 mg/ml’lik
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konsantrasyon olustururken, en diisiik ortalama grubunu ise mersin yagmda 1 mg/ml’lik
konsantrasyon, ardic ve melisa ucucu yaglarinda ise 0.5 ve 1 mg/ml’lik konsantrasyon
olusturmustur. Kekik ugucu yagi ise en yiiksek ortalama grubunu 0.01 mg/ml
konsantrasyon, en diisiik ortalama grubunu ise 1 mg/ml’lik konsantrasyonda
gerceklesmistir. Kekik yagi1 diger yaglara kiyasla 0.01, 0.1 ve 0.5 mg/ml’de aktiviteyi
Img/ml’ye kadar énemli dlgiide artirmustir. Ozellikle de 0.01mg/ml’de aktivitede yaklasik
iki kat artis gozlenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Orpinomyces sp. GMLF18’in ksilan kiiltiiriinde toplam ksilanaz aktivitesi.

Ucucu yag konsantrasyonu (mg/ml)
Ucucu yag

0 0.01 0.1 0.5 1

Mersin 107,3+4,9* | 31,6+0,3" | 42,89+3,1° 26,6+5,3° | 12,1£1,0°

Siipernatant Ardic | 1073:49° | 99,7:44° | 61,6:96° | 108£08° | 8,0+4,1°
Ksilanaz Melisa | 1073+4.9" | 485:48 [ 317220 | 114247 | 37226
(nmol/dk/ml)

Kekik | 107.3:4.9° | 189.8+7.7° | 164.741.9° | 133.8:9.3° | 19,124.4°

Tukey coklu karsilastirma testine gore mersin ve ardi¢ ugucu yaglarinda dorder
farkli ortalama grubu olusmus ve mersin ugucu yaginda en yiiksek ortalama grubunu
kontrol grubu olustururken ardig yaginda en yiiksek ortalama grubunu 0.01 mg/ml’lik
konsantrasyon olusturmustur. En diisiik ortalama grubu mersin yaginda 1 mg/ml’de
gozlenirken, ardig ugucu yaginda en diisiik ortalama grubu 0.5 ve 1 mg/ml’lik
konsantrasyonlarda ger¢eklesmistir.

Tukey coklu karsilastirma testine gore melisa ugucu yaginda ii¢ farkli ortalama
grubu olusurken en yiiksek ortalama grubunu kontrol grubu, en diisiik ortalama grubunu
ise 0.5 ve 1 mg/ml’lik konsantrasyonlar olusturmustur. Kekik ucucu yaginda ise bes farkli
ortalama grubu ortaya ¢ikmis ve en yiiksek ortalama grubunu 0.01 mg/ml’lik
konsantrasyon, en diisiik ortalama grubunu 1 mg/ml’lik konsantrasyon olusturmustur.

Ardig ve kekik yagmnin 0.01 mg/ml’de spesifik aktiviteyi yaklasik 2.5 kat artirdigi
gozlenmistir. Ayrica kekik yagmin 0.1 ve 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonlarmin da spesifik
aktivite iizerinde 6nemli artiglar yaptiklar1 gézlenmistir (Cizelge 4.10). Ardi¢ yaginin ayni
konsantrasyonda toplam aktivitesinin az olmasma karsihik 0.01 mg/ml’lik
konsantrasyonunun spesifik aktivitesinin ¢ok yiiksek ¢ikmasi, ardi¢ ucucu yagmnin bu
miktarinin enzimin substrata baglanmasini tesvik ederek aktiviteyi artirmis olmasindan
kaynaklanabilir. Ciinkii ugucu yaglarm diisiik miktarlari, doymus yag asitlerinde oldugu
gibi (Nieman,1954; Ha ve ark., 2001) aktivite lizerinde stimiilator etki gostermis olabilir.
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Cizelge 4.10. Orpinomyces sp. GMLF18’in ksilan kiiltiirlinde spesifik ksilanaz aktivitesi.

Ucucu Ucucu yag konsantrasyonu (mg/ml)

yag

0 0.01 0.1 0.5 1

Mersin | 66094305 | 2073x22° | 319.82232° | 205324145 | 106.6:92¢
iiﬂg;’;ta"t Ardic | 660,9£30,5° | 1493.3:673" | 406,3263,5° | 104,7:82° | 107,555 3¢
(umol/dk/mg | Melisa | 660.9430,5° | 398,138,5" | 346,0432.4° | 89,2:37,1° | 28,5:19.8°

protein) Kekik | 660,9+30,5% | 1444.9+50.0° | 1169,3213.7° [ 935,2265.1° | 150,1235,1¢

4.3. Anaerobik Fungus Kiiltiiriinde Elde Edilen Protein Miktarlan

Calismada funguslarin spesifik enzim aktivitelerinin hesaplanmasi ve bitkisel ucucu
yaglarin anaerobik funguslarin biiylimeleri iizerine etkisini gormek amaciyla irettikleri
protein miktarlar1 yapilan analizler sonucu belirlenmis ve asagidaki sonuclar elde
edilmistir. Ayrica sonug grafiklerinde standart hatalar ¢ok diisiik oldugu i¢in hata barlarida
cok diisiik ¢ikmis ve hesaplanmalarma ragmen grafiklerde goriilmemektedir. Buna gore;
karboksimetilseliilozlu ortamda biiyiitillen Neocallimastix sp. GMLF2’nin protein
miktarlar1 ardi¢ yaginin 1 mg/ml’lik konsantrasyonu disinda kontrol grubuna gore yiiksek
¢ikmustir. Ozellikle kekik yaginm 0.1 mg/ml’sinde protein miktar1 diger konsantrasyonlara
oranla en yliksek miktar1 vermistir. Oysa kekik yaginin ayni konsantrasyonunda spesifik
aktivitesi (bkz. Ek Sekil 2) kontrol grubuna gore ¢ok diisiik olmustur. Bu da hiicre disina
KMSaz enziminden daha c¢ok diger proteinlerin (6rnegin ksilanaz, proteaz) salgilanmig
olabilecegini akla getirmektedir (Sekil 4.2).

g e B 0 mg/ml
E13 50.01 mg/ml
'é 1.1 %: 7777777777777777 @ 0.1 mg/ml
E B 0.5 mg/ml
E 09 | = EEA | = 1 mg/ml
(NS =i Zam =il 7/
0,5 -

Mersin Ardi¢ Melisa Kekik

Sekil 4.2. KMS’li besi yerinde biiyiitiillen Neocallimastix sp. GMLF2’nin protein miktar1
grafigi.

Grafige gore enerji kaynagi olarak ksilan kullanilan ve kekik yagi eklenen kiiltiirlerde
biiyiitiilen Neocallimastix sp. GMLF2’nin protein miktarlar1 kontrol gurubuna gore fazla
cikmistir. Oysa enzim aktivitesi grafigi (bkz. Ek Sekil 4) incelenecek olursa ucucu yaglarin
diisiik konsantrasyonlarinda spesifik aktivitenin yiiksek c¢iktig1 goriilmektedir. Bu
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celiskinin ise ¢ogunlukla enzimin hiicre dismna salgilanmis olma ihtimalinden
kaynaklanabilecegi diistiniilebilir (Sekil 4.3).

1,7
e 1,5 7
) & 0 mg/ml
137 20.01 mg/ml
x IIII
E 1,1 + ,,,,,, 1 0.1 mg/ml
.5:) Eiii H 0.5 mg/ml
N = B @ 1 mg/ml
= i

I =

0,5 -

Mersin Ardi¢ Melisa Kekik

Sekil 4.3. Ksilanli besi yerinde biiytitiilen Neocallimastix sp. GMLF2’nin protein miktar1
grafigi.

KMS’li ortamda biiyiitiilen Orpinomyces sp. GMLF18 fungusunun protein miktarlar1
mersin yaginm 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonu hari¢ uygulanan tiim ucucu yaglarmn 0.01
mg/ml’sinde kontrol grubuna gore ytliksek cikmistir (Sekil 4.4).

“ob

) B 0 mg/ml

= 50.01 mg/ml
-~

E 0.1 mg/ml
=

z B 0.5 mg/ml
2 1 mg/ml

A

Mersin Ardi¢ Melisa Kekik

Sekil 4.4. KMS’li besi yerinde biiylitilen Orpinomyces sp. GMLF18’in protein miktari
grafigi.

Orpinomyces sp. GMLF18’in ksilan iceren besi ortaminda ucucu yag eklenerek
biiyiitiilmesi sonucu iirettigi protein miktarlar1 Sekil 4.5’de goriilmektedir. Buna gore en az
miktar1 ardi¢c yaginin 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonu vermistir. Oysa GMLF18’in spesifik
ksilanaz aktivitesindeki (bkz. Ek Sekil 8) oran en yiiksek degeri vermistir. Neocallimastix
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sp. GMLF2’nin KMSaz aktivitesinde oldugu gibi burada da diger proteinlerin hiicre disina
salgilanmis olma ihtimali s6zkonusu olabilir.

1,7
w 1,5
g B 0 mg/ml
13 50.01 mg/ml
=<
E 1.1 2 0.1 mg/ml
3 A 0.5 mg/ml
E 0,9 1 mg/ml

S
a

o
th

Mersin Ardig Melisa Kekik

Sekil 4.5. Ksilanli besiyerinde biiylitillen Orpinomyces sp. GMLF18’in protein miktari
grafigi.
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5. SONUC VE ONERILER

Hormon ve antibiyotik biiylitme faktdrlerinin tiimiiniin hayvansal yemlerde kullanim1
yasaklanmas1 tizerine kullanimi giindeme gelen maddelerden biri de dogal olmalar1 ve
antimikrobiyal etkileri nedeniyle bitkisel ugucu yaglardir. Bitkisel ucucu yaglarin rumende
fibrolitik enzimlerinin varligi nedeniyle ¢ok oOnemli bir yere sahip olan anaerobik
funguslarin gelisimi ve bazi enzimleri lizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan
bu ¢alisma sonucunda ucucu yaglarin hangi konsantrasyonda funguslar i¢in inhibitor etki
yaptig1 belirlenmistir. Ayrica ugucu yaglarin anaerobik funguslarin fibrolitik enzimlerinden
olan KMSaz ve ksilanaz iizerindeki tesvik edici ve engelleyici etkilerinin hangi oranlarda
ortaya ciktigr goriilmiistiir. Calisma boyunca yapilan analizler sonucu goriilen etkiler
funguslara gore 6zetlenecek olursa;

Etkisi denenen bitkisel ugucu yaglarm 1 mg/ml konsantrasyonda g¢alisilan her iki
rumen fungusununda liremesini engelledigi ve enzim aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir.

Funguslarin enzim aktiviteleri agisindan sonuglar1 ayr1 ayri1 ele alacak olursak;
Neocallimastix sp. GMLF2 fungusunun toplam ve spesifik KMSaz enzim aktivitesi
iizerinde tiim yaglarin inhibitor etkisinin oldugu goriilmiistiir. Aym1 fungusun toplam
ksilanaz aktivitesi iizerinde ise, ardig yagi enzim aktivitesini tiim konsantrasyonlarda
inhibe etmesine ragmen 0.01 mg/ml’de spesifik aktiviteyi artirmistir. Uygulanan yaglarin
diisiik konsantrasyonlarinin spesifik aktiviteyi artirdigi, melisa yagmin ise spesifik aktivite
iizerinde diger yaglara oranla daha olumlu sonu¢ verdigi goézlenmistir. Kekik ugucu
yagmin 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonda toplam aktivite {izerinde inhibitor etki
gostermesine karsilik spesifik aktivite iizerinde artisa yol actig1 gérilmiistiir.

Uzerinde ¢alisilan diger anaerobik fungus olan Orpinomyces sp. GMLF18 tiiriiniin
toplam KMSaz enzim aktivitesi i¢in ise ardi¢ ve kekik ucucu yaglarmin 0.01 mg/ml’lik
konsantrasyonda en fazla artisin gergeklestigi ve ayni ugucu yaglarin yine 0.01 mg/ml’lik
konsantrasyonunda spesifik aktiviteyi yaklasik 2 kat arttirdiklar1 gozlenmistir. Mersin
yagnin 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonda toplam KMSaz aktivitesini diisiirmesine ragmen
spesifik KMSaz aktivitesini artirmistir. Melisa ugucu yagi ise hem toplam hemde spesifik
aktivite lizerinde inhibitor etki gostermistir. Ayrica kekik ugucu yagi 0.5 mg/ml
konsantrasyona kadar toplam ve spesifik ksilanaz enzim iiretimini ve spesifik aktiviteyi
onemli miktarlarda arttrmistir. Ancak mersin ve melisa ugucu yaglarmin ayni fungusun
toplam ve spesifik ksilanaz enzim aktivitesi {iizerine inhibitér etkilerinin oldugu
goriilmiistiir.

Enzim aktivitelerindeki diismeyi ucucu yaglarin enzimlere ya da enzimlerin
substratina baglanarak inhibitor gorevi yaptigi, dolayisiyla enzimlerin aktivitesini azalttigi
tahmin edilmektedir. Uygulanan tiim ucucu yaglarin 6zellikle kekik ugucu yaginmn diistik
konsantrasyonlarinin enzim aktivitelerinde olumlu sonuglar verdigi gorilmiistiir. Ancak
ucucu yaglarm 1 mg/ml konsantrasyonda calisilan rumen funguslarinin biliytimelerini
engelledigi ve enzim aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir. Ancak bu ucucu yaglarin rumende
diger mikroorganizmalarla birlikte ne gibi etkiler gosterecegi bilinmemektedir. Sonug
olarak ugucu yag icerigi ylksek olan yemlerle beslemenin patojen mikroorganizmalar goz
oniinde bulunduruldugunda hayvan besleme agisindan faydali olacagi oOngoriilsede
lignoseliilolitik metaryalin enzimler tarafindan parcalanmasmi azaltmasindan dolay1
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rasyonlara katilirken kullanilacak miktara dikkat edilmesi gerektigi sonucuna varilmstir.
Ayrica bitkisel ucucu yaglarin funguslarin enzim mekanizmalarint nasil etkiledigini
belirlemek i¢in baska caligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica ileriki ¢aligmalarda ugucu yaglarin
(her bitkinin sahip oldugu) icerdigi yag asitlerinin belirlenmesi ve bunlardan hangi yag
asidinin biiyiime ve aktivite lizerine daha fazla etkisinin oldugu belirlenmelidir.
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EKLER

Ayrica yapilan analizler sonucunda belirlenen toplam ve spesifik aktiviteler
grafiklerle de asagida belirtilmistir.
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Ucucu Yaglarin Etkisi
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KMSaz aktivite grafigi.
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