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Rumen fermantasyonunu düzenlemede kullanılan antibiyotik iyonoforlarının 

yasaklanması bilim adamlarını alternatif antimikrobiyal maddelerin kullanımıyla 
ilgili çalışmalar yapmaya yönlendirmiştir. Bitki uçucu yağları da bu 
alternatiflerden biridir. Bu çalışmada bitki uçucu yağlarının anaerobik rumen 
fungusları üzerindeki etkileri çalışılmıştır. Çalışma kapsamında mersin (Myrtus 
communis), ardıç (Juniperus communis), melisa (Melissa officinalis) ve kekik 
(Thymus vulgaris) bitki uçucu yağlarının farklı konsantrasyonlarının 
Neocallimastix sp. GMLF2 ve Orpinomyces sp. GMLF18 anaerobik funguslarının 
büyümeleri ve enzim aktiviteleri üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Buna göre, 
bitkisel uçucu yağlar etil alkolde çözülerek besiyerlerine ilave edilmiş ve 
besiyerleri 39 °C’lik inkübatörde 3 gün büyümeye bırakılmıştır. 3. günün sonunda 
santrifüjle çöktürülen besiyerlerinin üst kısmı süpernatant olarak enzim ve protein 
analizlerinde kullanılmak üzere –20 °C’lik dondurucuya alınmıştır. Çalışma 
sonunda Neocallimastix sp. GMLF2 ve Orpinomyces sp. GMLF18’in uçucu 
yağların 1 mg/ml konsantrasyonunda büyümelerinin tamamen inhibe edildiği ve 
fungusların karboksimetilselülaz ve ksilanaz aktivitelerinin de 0.5 mg/ml 
konsantrasyondan sonra düştüğü belirlenmiştir. 
 
Anahtar Kelimeler: Rumen, anaerobik fungus, bitkisel uçucu yağ, 
karboksimetilselülaz, ksilanaz, enzim aktivitesi 
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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. GİRİŞ 
 
1.1. Rumen ve Rumenin Mikrobiyal Ekosistemi 

 
Sindirim sistemi ruminantlarda 4 bölümden meydana gelmektedir. İlk 3 ön mide 

bölümü özefagusun değişimi ile oluşmuştur. Dördüncü bölüm olan abomasum ise gastrik 
sindirimin gerçekleştiği yerdir ve bu kısım monogastrik memelilerdeki mideye karşılık 
gelen bölümdür. Rumen, ruminant sindirim sisteminin hacim olarak en büyük kısmını 
teşkil eder ve retikulumla beraber, sığırlarda 100–150lt, koyunlarda 10lt hacmine ulaşan 
(Hobson ve Wallace, 1982) ve yoğun bir mikroorganizma populasyonu içeren, büyük bir 
fermentasyon kabı vazifesi görür. Ayrıca rumenin mikrobiyal populasyonu lif sindirimi 
için çok büyük potansiyele sahiptir ( Akin, 1986). Evcil ruminantlar tüketilen hayvansal 
proteinin %70’ini ve insanlar tarafından kullanılan doğal liflerin (yün, tiftik vs.) %10’unu 
sağlarlar (Wilson, 1994). 

 
Yeni doğmuş ruminantların ana besin kaynağını sadece süt oluşturduğundan sindirim 

sistemi özellikle selülolitik mikroorganizmaları içermez, buna karşın rumen mikroflorasına 
Lactobacillus, Streptococcus ve Clostridium gibi laktik asit bakterileri hakimdir (Hobson 
ve Wallace, 1982). Bakteri ve protozoaların yetişkin hayvanlardan yavrulara geçişinin 
emzirmeyle, salyayla, havayla veya ortak kullanılan su ve yem vasıtasıyla olduğu 
düşünülmektedir. Geviş getirme esnasında bol miktarda rumen içeriği ağıza taşınmakta ve 
burada kaldığı süre içerisinde rumen mikroorganizmaları salya ile temas etmektedir 
(Hobson, 1971). Anaerobik fungusların yetişkin hayvanlardan yavrulara geçişinin ise gerek 
salya gerekse yeme bulaşmış olan dışkı yoluyla gerçekleştiği ileri sürülmektedir (Lowe ve 
ark., 1987c; Milne ve ark., 1989).  

 
Rumenin mikrobiyal ekosistemi stabil ve aynı zamanda dinamiktir. İyi kurulmuş ve 

fonksiyonlarını yerine getiren stabil bir ekosistem besinleri uçucu yağ asitlerine kadar 
indirger. Sağlıklı bir ruminantta ekosistemde her gün tüketilen gıda, içilen su ve hava 
yoluyla alınan milyonlarca mikrop tarafından istila edilmesine rağmen kontaminasyon 
gerçekleşmez. Ekosistem aynı zamanda dinamiktir çünkü uygulanan rasyon içerisindeki 
yiyeceklere bağlı olarak sürekli değişir. Bu olayın nedeni rumen canlılarının hayatta 
kalabilmek için ortama adapte olabilmeleridir ( Kamra, 2005 ). 

 
Rumen sıvısı içerisinde bakteriler (50’den fazla cinsle temsil edilen 1010 – 1011 

hücre/ml), kamçılı protozoalar (104 – 106 hücre/ml, 25cins), anaerobik funguslar (103 – 105 
zoospor/ml, 6 cins), ve bakteriyofajlar (108 – 109/ml) bulunur (Hobson, 1989). 

 
Anaerobik funguslar, rumen, omasum, abomasum, ince bağırsak, sekum ve kalın 

bağırsaktan izole edilmişlerdir. Bu sonuçlar anaerobik fungusların ağızdan anüse kadar 
ruminantların tüm sindirim kanalında ve dışkıda canlılıklarını sürdürebileceklerini 
göstermektedir (Davies ve ark., 1993a). 

 
1.2. Anaerobik Rumen Funguslarının Keşfi ve Taksonomisi 

 
Rumende ilk defa Liebetanz (1910) ve Braune (1913) tarafından gözlemlenen 

anaerobik funguslar Sphaeromonas communis ve Callimastix frontalis adlarıyla kayıtlara 
geçirilmiş ancak o dönemde bu organizmaların kamçılı protozoa olduğuna inanılmıştır. 
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Orpin’in (1974; 1975) yaptığı çalışmalar sonucu anaerobik fungusların rumendeki keşifleri 
gerçekleşmiş ve Neocallimastix frontalis adıyla taksonomideki yerini almıştır. Anaerobik 
fungusların, Orpin (1975) tarafından ilk defa tanımlanmalarından bu yana 6 farklı cins 
altında 18 tür, karakterize edilmiş ve sınıflandırılmıştır (Ho ve Barr, 1995; Özköse ve ark., 
2001; Chen ve ark., 2007). 

 
Anaerobik fungusların tamamı zoospor oluşturur ve belirli bir hücre duvarına 

sahiptirler. Bu sebepten dolayı ilk kez Eumycota bölümünün Mastigomycotina alt 
bölümünde yer almışlardır. Heath ve ark., (1983) ile Barr (1988) tarafından fungusların 
Mastigomycotina alt bölümünün Chytridomycetes sınıfında yer aldıkları bildirilmiştir. Son 
yıllarda yapılan çalışmalar (Li ve Heath, 1992; Li ve ark., 1993) Chytridomycetes sınıfının 
bireyleri ile aerobik Spizellomycetales takımının birbirleriyle anaerobik funguslardan çok 
daha yakın olduklarını dolayısıyla anaerobik fungusların Spizellomycetales’ten ziyade 
Neocallimastigales takımında yer almaları gerektiğini önermektedir. Munn (1994) ise 
rumen funguslarının aerobik Spizellomycetales takımında değil Anaeromycetales 
takımında yer almaları gerektiğini önerse de, anaerobik fungusların Neocallimastigales 
takımında yer almaları gerektiği kabul görmüştür. Yapılan filogenetik analizlere göre 
rumen funguslarının Chytridiomycota içerisindeki en temel grup olarak diğer takımlardan 
ayrıldığı bildirilse de (James ve ark., 2006)  güncel moleküler filogenetik analizler 
kullanılarak fungal alemin kapsamlı bir filogenetik sınıflandırılması yapılmış ve anaerobik 
rumen fungusları için Neocallimastigomycota adında yeni bir filum oluşturularak 
Chytridiomycota’dan ayrılmıştır (Hibbett ve ark., 2007). 

 
Yukarıda anlatılan çalışmaların ışığı altında anaerobik fungusların taksonomisi şu 

şekilde belirlenmiştir: 
 

Alem: Fungi 
Filum: Neocallimastigomycota 
Sınıf: Neocallimastigomycetes 
Takım: Neocallimastigales  
Familya: Neocallimastigaceae 
Cinsler: 
 

Caecomyces (zoospor tek kamçılıdır) 
Neocallimastix (zoospor çoklu kamçılıdır) 
Piromyces (zoospor tek kamçılıdır) 
Orpinomyces (zoospor çoklu kamçılıdır) 
Anaeromyces (zoospor tek kamçılıdır) 
Cyllamyces (zoospor tek kamçılıdır) 

 
1.3. Anaerobik Fungusların Yaşam Döngüsü 

 
Morfolojik yapıları itibariyle Neocallimastix, Piromyces, Orpinomyces, ve 

Anaeromyces dallanmış rizoid yapısına sahip olduklarından oldukça sınırlı ve küresel 
rizoid yapısına sahip cinsler olan Caecomyces ve Cyllamyces cinslerinden oldukça 
faklıdırlar. Neocallimastix ve Piromyces monosentrik yaşam, Orpinomyces ve 
Anaeromyces cinsleri polisentrik yaşam halkasına sahiptirler. Neocallimastix ve 
Orpinomyces’in zoosporları çok kamçılı (>4 kamçı) iken Piromyces ve Anaeromyces 
cinslerinin zoosporları tek kamçılıdır (<4 kamçı). Küresel rizoid yapısına sahip olan 
Cyllamyces ve Caecomyces cinsleri arasındaki farklılık ise Caecomyces cinslerine ait türler 
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monosentrik, Cyllamyces cinsine ait bireyler ise polisentrik yaşam göstermesinden ileri 
gelir (Ozkose, 2001; Özköse ve ark., 2003) (Çizelge 1.1). 

 
Çizelge 1.1. Anaerobik fungusların cins düzeyinde morfolojik özellikleri  

Cins  Üreme Yapısı  Rizoid Yapısı  Zoospor Kamçı Sayısı  
Neocallimastix  Tek (Monosentrik)  Dallanmış rizoid  Çok (>4 )  
Piromyces  Tek (Monosentrik)  Dallanmış rizoid  Tek (<4 )  
Caecomyces  Tek (Monosentrik)  Küresel rizoid  Tek (<4 )  
Anaeromyces  Çok (Polisentrik)  Dallanmış rizoid  Tek (<4 )  
Orpinomyces  Çok (Polisentrik)  Dallanmış rizoid  Çok (>4 )  
Cyllamyces  Çok (Polisentrik)  Küresel rizoid  Tek (<4 )  

 
Rumendeki anaerobik fungusların hayat döngüsü, rumen sıvısındaki hareketli 

zoospor evresi ile onu izleyen fungal talli evresi olmak üzere iki evreden meydana gelir. 
Fungal talli evresi anaerobik fungusların koloni kurdukları ve kuru maddeleri sindirdikleri 
evredir. Bağırsağın aşağı kısmında ve dışkıda görülen üçüncü evre ise hayatta kalma 
evresidir (Davies ve ark., 1993a; Nielsen ve ark., 1995). İn vitro da hayat döngüleri 24–32 
saat aralığında tanımlandığı halde in vivo da uygun şartlar altında 8 saat sonra kist 
oluşturabilirler (France ve ark., 1990; Theodorou ve ark., 1996; Ozkose ve ark., 2001) 
(Şekil 1.1) 

 

 
Şekil 1.1. Tipik bir monosentrik anaerobik fungusun yaşam döngüsü (Theodorou ve ark., 
1996). Rakamlar (saat) yaşam döngüsünün evrelerini göstermektedir. 
 

Monosentrik funguslar basit bir eşeysiz hayat döngüsüne sahiptir. Geriye yönelmiş 
kamçılı hareketli zoospor, uygun bir substrat ya da genellikle yemin bir parçasıyla teması 
halinde kamçılarını dökerek kist oluşturur. Kistlerin (encysts) gelişmesiyle rizoidler oluşur, 
fungus rumen sıvısında bulunan bitki parçasına tutunur ve esas hücre gövdesi büyümesi 
sporkesesi içinde gerçekleşir (Orpin, 1988). Gold ve ark., (1988)’na göre hücre gövdesi 
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genişlemesinin değişkenlik derecesinden sonra zoospor üretme (zoosporogenesis) 
başlatılmış olabilir. Sporkesesi duvarının sindirilmesiyle zoosporlar serbest kalır ve yaşam 
döngüsü tamamlanmış olur (Heath ve ark., 1983). 

 
Polisentrik funguslar üremek için zoospor formasyonuna bağımlı değillerdir. 

Büyüme yapıları yüksek funguslara benzer ve fungal büyüme liflerle olur. Spor 
kesesindeki genetik materyal nükleer bölünmeyle çoğalır ve kese boynundan geçerek 
miseller içerisine yerleşir ve bu noktalarda yeni spor keseleri oluştururlar (Ho ve ark., 
1991). Zoosporlar seyrek olarak üretilir ya da zoosporogenez (zoospor oluşturma) yoktur 
(Phillips, 1989). 
 
1.4. Rumen Funguslarının Enerji Metabolizması ve Fermentasyon 

 
Rumen özel ekolojik şartları bulunan bir sistemdir. Bu ekolojik şartların oluşmasında 

gerekli unsurlar nem, pH, anaerob ortam, mikroorganizmaların varlığı, nötralizasyon, 
sürekli besin maddelerinin varlığı ve fermentasyon sonucunda oluşan ürünlerin 
uzaklaştırılmasıdır (Bolat ve ark., 1996). 
 

Ruminant hayvan, besin madde bileşenlerinin  (örn. selüloz. hemiselüloz, nişasta, 
protein gibi) parçalanması için aynı zamanda ruminal mikroorganizmaların ihtiyacı olan 
karbon kaynağı, enerji, amino asitler (mikrobiyal protein) ve vitaminlerin bu 
mikroorganizmalara sağlanması gereklidir (Selinger ve ark., 1996). 
 

Rumende besin maddelerinin metabolize olabilmesi ve rumendeki metabolik 
olayların optimum düzeyde gerçekleşmesi uygun bir pH ile mümkündür. Üreaz aktivitesi 
hariç diğer tüm fizyolojik olaylar için optimum rumen pH’sı 5.5-7.0 arasındadır

 
(Dufva ve 

ark., 1983). 
 

Rumende karbonhidrat, protein ve yağ fermentasyonu sonucu ortaya çıkan en önemli 
son ürün Uçucu Yağ Asitleri (UYA)’dir. UYA'ların başlıcaları asetik, propiyonik, bütirik, 
formik, valerik, izovalerik, kaproik ve kaprilik asitlerdir (Ergün ve Tuncer, 2001).

  

Rumende nişasta, selüloz, hemiselüloz, şekerler ve pektin gibi karbonhidratlar 
mikroorganizmalar tarafından salınan ekstraselüler enzimlerin yardımıyla önce 
monosakkaritlere, intraselüler enzimlerin yardımıyla da pirüvik asit ve son olarak da uçucu 
yağ asitleri (UYA), CO2, metan ve hidrojene kadar parçalanırlar. Rumende UYA, 
karbonhidratların dekarboksilasyonu ile meydana geldiği gibi aminoasitlerin 
deaminasyonu sonucunda da oluşmaktadır. Ruminantlar enerji ihtiyaçlarının % 60'ını 
UYA'den karşılamaktadırlar (Hobson, 1988). 
 

Ruminant rasyonlarının % 70-80'i karbonhidratlardan oluşmaktadır. Yemlerdeki 
karbonhidratlar ikiye ayrılırlar. Yapısal olmayan karbonhidratlar (NFC = Non Fiber 
Carbohydrates), nişasta ve şekerlerden oluşan hücre içi; yapısal karbonhidratlar ise, 
selüloz, hemiselüloz, lignin ve pektinlerden oluşan hücre duvarı materyalleridir. NFC'lar 
bakteri, protozoa ve maya gibi mikroorganizmaların çoğalabilmeleri için tek enerji 
kaynaklarıdır (Davis, 1992). 
 

Anaerobik funguslar mitokondriye sahip değildir ve hem aerobik hem de anaerobik 
solunum için enerji üretemezler (Yarlett ve ark., 1986; O’Fallon ve ark., 1991). Onun 
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yerine hidrojenozomları vardır ve enerji ihtiyaçlarını karbonhidratların fermentasyonuyla 
karşılarlar. Bu süreçte enerji kaynağı hem elektron alıcısı hem de elektron vericisi gibi 
hareket ederler. Hidrojenozomlar hidrogenaz içerir (EC 1.18.99.1) ve metabolik atık 
ürünler olan H2, CO2 ve asetat üretir (Yarlett ve ark., 1986; Brul ve Stumm, 1994). Bu 
substratlar karışık-asit fermentasyonu vasıtasıyla fermente edilmiş format, asetat, laktat, 
etanol, CO2 ve H2 verir (Lowe ve ark., 1987b). Bu ürünlerin bazılarının (format, etanol ve 
laktat) rumende bulunması normal değildir. Saf kültürlerde bunların birikimi metanojenik 
mikroorganizmaların kültür içinde yokluğu olarak düşünülmekte, bundan hareketle 
mikrobiyal etkileşimin yokluğu türler arası H2 transferi ile ilişkilendirilmektedir (Bauchop 
ve Mountfort., 1981). 

 
Anaerobik funguslar gelişimleri için çok çeşitli polisakkarit ve disakkaritleri 

kullandıkları halde glukoz, fruktoz ile ksiloz gibi monosakkarit kullanımları sınırlıdır 
(Lowe ve ark., 1987b; Phillips ve Gordon, 1988).  
 
1.5. Bitki hücre duvarının yapısı 

 
Bitki hücre duvarları dünyadaki 1.4 milyar’dan fazla ruminant hayvanın temel enerji 

kaynağını karşılar. Hücre duvarları kuru ağırlığın % 20-80’ini kapsar ve başlıca; selüloz, 
hemiselüloz, lignin, pektinden oluşur. Rumen mikroorganizmaları tarafından sindirilebilir 
hücre duvarları %30 ve %60 arasında değişir ve bireysel hücre çeşitlerinin sindirilebilirliği 
%0’dan %100’e kadar değişiklik gösterebilir (Susmel ve Stefanon, 1993; Wilson, 1994). 
Ayrıca hücre duvarının yapısında; su, iyonlar ve protein bulunur (Bacic ve ark., 1988; 
White ve ark., 1993a). 
 
1.5.1. Selüloz 

 
Selüloz yeryüzünde bulunan yüksek bitki hücre duvarları ve organik bileşiklerin 

temel bileşenidir (Whistler, 1997). Bitki biyokütlesinin yaklaşık % 40’ını oluşturan 
selüloz, yaklaşık 14.000 glikoz biriminin β-1,4- glikozidik bağlar ile doğrusal bir şekilde 
bağlanması ile oluşmuştur (Beguin, 1990) (Şekil 1.2).  

 
Selüloz genellikle kristalin selüloz ve daha az miktarlarda şekilsiz (amorf) selüloz 

zincirleri formunda mevcuttur. Selülozun şekilsiz formu enzimatik parçalanmaya daha 
duyarlıdır (Pérez ve ark., 2002). 
 

Selülozun bitki hücre duvarındaki oranı hücre tipine ve evresine göre değişmektedir. 
Örneğin; birincil duvarın kuru ağırlığının %20-40’ı selülozdan oluşurken, ikincil duvarın 
%40-60’ı selülozdan oluşur. Pamuk tohumunun ikincil duvarının %100’ü selülozdur. 
İkincil hücre duvarı mikrofibrilleri birincil hücre duvarının mikrofibrillerine göre daha 
yoğundur ve daha çok selüloz kristalleri içerir (Marchessault ve Sundararajan, 1983).  
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Şekil 1.2. Selülozu oluşturan sellobiyoz ve glikoz moleküllerinin yapısı (Beguin ve Aubert, 
1994).  
 
1.5.2. Ksilan  

 
Ksilan, ana molekül zinciri glikozidik olarak bağlanmış 1–4 bağlı β-D-ksilopiranoz 

birimlerinden oluşmaktadır (Fengel ve Wegener, 1989) (Şekil1.3). Yüksek bitkilerin hücre 
duvarının hemiselülozik kısmının temel bileşeni olan ksilan, yüksek potansiyelde kullanışlı 
son ürünlere parçalanabilen ve doğada en fazla bulunan ikinci kaynaktır (Christov ve ark., 
1996; Gessesse, 1998). Pek çok bakteri ve fungus suşu ksilanı parçalayabilmek için 
ksilanaz enzimine gereksinim duyarlar (Gamerith ve ark., 1992; Gessesse ve Gashe, 1997). 

 

               
Şekil 1.3. Ksilanın diyagramatik yapısı. Me, metil; R1, OH ya da arabinofuranosil grubu; 
R2, OH ya da ferulik asit; R3, OH ya da asetil grubu (Shoham ve Shallom, 2003). 
 
1.5.3. Pektin 

 
Pektinler genel olarak birbirlerine α-1,4-glikozidik bağlarla bağlanmış D-

poligalakturonatlar ile asidik polisakkaritlerden meydana gelmişlerdir. Ana zincire α-1,2 
bağlarıyla bağlanan L-ramnoz dalları polimere helikal bir yapı kazandırmaktadır 
(Nordkvist, 1987) (Şekil 1.4). Pektin yıkımı hemiselüloz ve lignin arasındaki bağların 
kırılması sonucu gerçekleşir ve bu biyolojik yıkımda anaerobik funguslar da görev alır. 

 
Şekil 1.4. Pektin molekülünde tekrarlanan metilli ve metilsiz D-galakturonik asit birimleri 
(Romboutz ve Pilnik, 1980). 

 
 

 
Sellobiyoz   Glikoz 
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1.5.4. Lignin  
 

Lignin odunlaşmış bitki hücrelerinin en önemli üçüncü kimyasal üyesidir. Amorf, 
heterojen, makro moleküler, polifenolik bir molekül yapısı göstermekte olup karbon-
karbon ve eter bağlanmalarıyla değiştirilmiş fenolpropanların dallanmış polimerleridir 
(Wegener ve Fengel,1983; Goring, 1989; Maijala, 2000) (Şekil 1.5). Lignin molekülü p-
hidroksizimtalkol: trans-p-kumaralkol, trans-koniferilalkol ve trans-sinapinalkol olmak 
üzere üç monomer yapıtaşından oluşmaktadır (Sarkanen ve Ludwig, 1971). 

 

 
Şekil 1.5. Ligninin diyagramatik yapısı. A= p- Hidroksifenil, guyasil ya da siringil olabilir 
(Rutherford ve ark. 2005). 
 
1.6. Anaerobik Fungusların Bitki Hücre Duvarını Yıkımı 

 
Rumen, bitki hücre duvarı ve bileşenlerinin (sellüloz, hemiselüloz ve lignin)  

kullanılabilir enerjiye dönüştürebildiği en iyi ekosistemlerden biridir (Heath, 1988). Hücre 
duvarlarının yıkımından büyük oranda rumen mikroorganizmaları sorumludur. 
Mikroorganizmalar rumende, sindirim içeriğinin likit fazında katı parçalarla birlikte 
bulunur ve rumen epitel hücrelerinin üzerini tıpkı astar gibi kaplarlar (Hungate 1966).  

 
Orpin (1977), rumen funguslarının lif sindiriminde önemli rolleri olduğunu rapor 

etmiştir. Ancak rumen funguslarının ruminant sindirimindeki bilgisi henüz 
tamamlanmamıştır. Bu organizmaların genel karakteristikleri hücre duvarlarında yüksek 
lignin içeren bölgelerde büyük ölçüde kolonize olma yetenekleri ve lignoselülolitik enzim 
sistemlerine sahip olmalarıdır (Akin ve Borneman, 1990).  

 
Bitki polisakkaritlerinin rumendeki enzimatik yıkımı bakteri, fungus ve protozoanlar 

tarafından üretilen polisakkaridaz ve glukozid hidrolaz enzim gruplarının, polisakkaritlerin 
yıkımı için üretilmesiyle gerçekleşmektedir. (Williams 1988). Rumende, bitki 
polisakkaritleri bakteri ve fungusların ekstraselüler enzim kompleksleri ile yıkılmakta ve 
böylece oligosakkaritler oluşturulmaktadır (Hoover ve Stokes 1991). 

 
Anaerobik funguslar bitki hücre duvarını parçalayarak ve takip eden fermentasyonda 

önemli etkilerinin bulunmasıyla rumen metabolizmasına katkı sağlarlar. Rumen fungusları 
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oluşturdukları rizoidler veya rizomiselyalar ile bitki hücre duvarının içine nüfuz ederek 
hem fiziksel hem de enzimatik olarak hücre duvarını parçalarlar (Borneman ve ark., 1993). 

 
Anaerobik fungusların çoğu kez lignifiye sklerenkima ve vasküler dokular gibi 

yüksek fenolik içeriğe sahip bitki materyallerini kolonize ettikleri bildirilmiştir (Borneman 
ve ark., 1991,1992 ). 
 
1.7. Anaerobik Fungusların Fibrolitik Enzimleri 

 
Rumen fungusları ekosistemde kapsamlı şekilde kolonize olarak fibrolitik bakteri ve 

protozoanlara göre hızlı yayılabilir ve hayatta kalabilirler. Bu onların diğer rumen 
mikroorganizmalarının normalde ulaşamadığı bitki dokularına nüfuz etme ve sindirme 
yetenekleriyle ilgili olabilir. Rumen fungusları bitki liflerinin özellikle damarlı bitki 
fragmentlerinin birincil istilacılarıdır (Bauchop, 1981) ve bakterilere göre daha fazla bitki 
dokusuna ulaşabilirler (Theodorou ve ark., 1988). 

 
Zorunlu anaerobik funguslar herbivor hayvanların rumen ve sindirim sistemlerinin 

diğer kısımlarında da bulunmuş ve lif sindiriminde gerekli çeşitli enzimlerin varlığı onların 
bu sindirimde aktif ve pozitif rol oynadıklarının kanıtı olarak gösterilmiştir (Williams ve 
Orpin 1987a; Paul ve Kamra 2003). 

 
Anaerobik funguslar bitki hücre duvarını parçalayan, son derece etkin ve çok çeşitli 

enzimler üretirler (Pearce ve Bauchop., 1985). Bu enzimler yüksek lifli diyetle beslenen 
hayvanların rumeninde çok miktarda bulunurlar (Grenet ve Barry ., 1988). Ayrıca rumen 
fungusları çok sayıda hidrolitik enzimler ve basit şekerlerden kompleks polimerlere kadar 
değişen kullanılabilir karbon kaynakları üretirler. Hem örnek hemde doğal substratlara 
(selüloz, ksilan, pektin, sellobiyoz, likenan) karşı selülolitik, ksilanolitik, glikolitik, 
amilolitik ve proteolitik enzim aktivitelerine sahip oldukları ispat edilmiştir (Pearce ve 
Bauchop, 1985; Mountfort ve Asher, 1989; Wallace ve Joblin, 1985; Wood ve ark., 1986; 
Lowe ve ark., 1987c, Williams ve Orpin 1987b). 

 
Selüloz ve ksilanın monosakkaritlere parçalanması esansiyel iki enzim kompleksi 

olan önem sırasına göre selülaz ve ksilanazla başarılmıştır (Li ve Heath, 1993). Selüloz ya 
da hemiselüloza (çoğunlukla ksilan) karşı bu enzimlerin tüm aktiviteleri ruminal 
funguslarda bulunmuştur. (Akin ve Rigsby, 1987; Akin ve ark. 1990; Barichievich ve 
Calza, 1990; Hebraud ve Fevre, 1990). Selülozun parçalanması için gerekli enzimler 
fungal hücre duvarında yer alan büyük enzim kompleksleriyle ilişkili gibi görünmektedir 
ve kristal selülozu parçalayabilmeleri için bu ilişkinin zorunlu olduğu düşünülebilir 
(Wilson ve Wood, 1992). Sindirim enzimlerinin zoosporlarda, vejetatif devrede ve kültür 
süpernatantlarında da aktif olabileceği saptanmıştır (Williams ve Orpin, 1987a). 

 
1.7.1. Selülaz 

 
Selülaz enzim sistemleri, oligo ve/veya polisakkaritleri parçalayan glukozid hidrolaz 

enzim ailesinin üyeleridirler. Bütün selülazlar kimyasal olarak basit yapıdaki bir substratta 
tek bir bağı parçalarlar, β-1,4 glukozidik bağların hidrolizinden sorumludurlar. Selülozun 
yapısını oluşturan glukoz molekülleri arasındaki kapsamlı bağlanma deseni özellikle 
mikrobiyal parçalanmaya dirençli kristal bir yapı oluşturmaktadır (Ünay ve ark., 2008). 
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Selülozun rumende sindirimi bakteri, protozoa ve fungusları kapsayan yoğun bir 
mikrobiyal populasyon tarafından üstlenilmiştir. (Heath, 1988). 

 
Anaerobik funguslar selülozun parçalanması için gerekli olan en az üç adet enzim 

olan endo-1,4-β-glukanaz (EC 3.2.1.4), ekzo-1,4-β-glukanaz (sellobiyohidrolaz EC 
3.2.1.91)  ve β-glukosidaz (EC 3.2.1.21) üretmektedirler. N. frontalis, Piromyces sp., 
Caecomyces sp., ve Orpinomyces sp. kültür ortamına yüksek düzeylerde endo-1,4-β-
glukanaz (KMSaz) salgılamaktadırlar (Wood ve ark., 1986; Williams ve Orpin, 1987a; 
Borneman ve ark., 1989). 

 
Endoglukanazlar (ya da endo-1,4-β-glukanaz), selüloz polimerinin orta kısmından 

(genelde amorf bölgeden) saldırır ve parçalarlar. Son ürün sellobiyozdur. Ekzoglukanaz 
selüloz polimerini bütün halinde veya endoglukanazlar tarafından parçalanan bölgelerdeki 
ara ürünlerin uçlarından parçalamaya başlarlar. Bunlarında son ürünleri sellobiyozdur. β-
glukosidaz ise ara ürün olan sellobiyozları glukoza kadar parçalar. (Lynd ve ark. 2002). 
Sellodekstrinaz ise sellodekstrini sellobiyaza parçalar (Wood, 1989) (Şekil 1.6). 

 

 
Şekil 1.6. Selülozun yapısı ve selülozu parçalayan enzimlerin etki ettiği bölgeler. (a) ekzo-
1,4-β glukanaz (sellobiyohidrolaz), (b) endo-1,4-β glukanaz, (c) sellodekstrinaz, (d) 1,4-β 
glikosidaz (Flint, 1993). 
 
1.7.2. Ksilanaz  

 
Ksilanların yıkımı için, endo 1,4-β-D-ksilanaz (EC 3.2.1.8), ve β-ksilosidaz (EC 

3.2.1.37) enzimleri ksilan tipine bağlı olmak kaydıyla ana şeker zincirine etki ederler. 
(Orpin ve Letcher, 1979). Yan grupların yıkılması için gerekli olan enzimler ise α-D-
glukuronidaz (EC 3.2.1.139), asetil ksilan esteraz (EC 3.1.1.72) α-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) (Şekil 1.7).  

 
Ksilanaz bir dizi ruminal bakteri de tanımlanmıştır (Pettipher ve Latham, 1979). 

Ayrıca ruminal protozoanların da ksilanolitik aktivite etkinliğine sahip oldukları 
gösterilmiştir (Prins, 1977). Uzun bir zaman, rumende bu organizmalar ksilanın en önemli 
parçalayıcıları olarak düşünülmüş ancak anaerobik fungusların rumende keşifleriyle ve 
yüksek lifli diyetle beslenen ruminantların rumenin de fungusların sayılarının fazlalığı 
onların ksilanolitik aktivilerinin etkin olma olasılığını düşündürmüştür (Bauchop, 1979). 

 
Enzimin varlığı birkaç ruminal fungusta gösterilmiştir. N. frontalis, ksilanaz enzimini 

çoğunlukla kültür ortamına salgılamaktadır ve sadece küçük bir miktarının (<%10) fungal 
rizoidler ile ilişkili olduğu bulunmuştur (Mountfort ve Asher, 1989). Ancak bazı çalışmalar 
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göstermiştir ki bazı anaerobik fungusların ksilanazlarının önemli miktarlarları rizoidleriyle 
ilişkilidir (Lowe ve ark., 1987c). 

 
Şekil 1.7. Ksilanın yapısı ve ksilanı parçalayan enzimlerin etki ettiği bölgeler. Ac: asetil 
grup; α-araf: α-arabinofuranoz; α-4-O-Me-GlcUA: α-4-O-metilglukuronik asit; pcou: p-
kumarik asit; fer: ferulik asit.1: asetil ksilan esteraz; 2: α-D-glukoronidaz; 3: α-L-
arabinofuranosidaz; 4: p-kumarik asit ya da ferulik asit esteraz; 5: endo-β-1,4-ksilanaz (a). 
6: β-D-ksilosidaz (b) ( Sunna ve Antranikian 1997). 
 
1.7.3. Pektinaz 
 

Pektin, yüksek bitkilerde bulunan, D-galakturonik asit üniteleri ve metoksil 
gruplarını oluşturmak için α-1.4 bağlanmasıyla oluşan uzun zincirli bir dizi polisakkarittir 
(Maraş ve ark. 2004). Buğday samanında bulunan pektinin anaerobik funguslar tarafından 
parçalanma miktarının %20-40’dan daha az olduğu bildirilmiştir (Orpin 1984). Anaerobik 
funguslar tarafından tek karbonun kaynağı olarak hem pektin hem de alt ürünleri olan D-
galaktronik asit ve poligalakturonik asidin, fermente edilemediği belirtilmiştir (Phillips ve 
Gordon 1988). 

 
Anaerobik fungusların, büyümek için pektin yıkımı sonrası oluşan ürünleri kullanma 

yeteneğinin olmadığı bilinse de pektini parçalayabildiği, ayrıca pektinin lignin ve 
hemiselüloz ile eter ve ester bağları yapısında olabildiği ve ligninin hemiselüloza 
bağlanmasında önemli bir rol oynayabildiği rapor edilmiştir (Jeffries 1990). 
 
1.7.4. Amilaz 

 
Sanayi başta olmak üzere, nişastanın farklı şekerlere dönüşümünde kullanılan 

amilotik enzimler ile ilgili pekçok çalışma yapılmıştır (Fogarty ve Kelly, 1980). α-amilaz 
enzimi (1-4-α-glukan glukanhidrolaz [EC 3.2.1.1]) nişastada bulunan α-1,4 bağlarını 
hidrolize ederek onu glukoz, maltoz ve dallanmış oligosakkaritlere parçalar (Strayer, 1981; 
Özcan ve Uyarlar, 1996) (Şekil 1.8). 

 
N. frontalis α-amilaz enzimini çoğunlukla kültür ortamına bırakmaktadır ve %20’den 

az bir miktarı fungal rizoidlerle ilişkilidir. Yapılan analiz sonuçlarına göre N. frontalis’in 
α-amilaz enzimi son ürün olarak maltoz, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz uzun zincirli 
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oligosakkaritler meydana getirmiştir. Analizlerde glikoz görülmemiştir. Maltoz enzim 
üretiminde nişasta gibi etkili olurken, selüloz, sellobiyoz, ksiloz ve ksilan varlığında 
nispeten daha düşük enzim aktivitesi görülmüştür (Mountfort ve Asher, 1988). 
 

 
Şekil 1.8. Nişastanın temel yapı polimerleri amiloz ve amilopektinin glukoza kadar 
parçalanması (Anonim 2009). 
 
1.7.5. Ligninin parçalanması 

 
Ruminal funguslar tercihen lignoselülozik dokuları kolonize eder ve bitki hücre 

duvarının en önemli yapısal karbonhidratlarını sindirebilecek yetenekteki ekstraselüler 
enzimler üretirler (Fonty ve Joblin 1991). Bununla birlikte onların ligninin 
degradasyonundaki rolleri tam olarak bilinmemektedir (Scalbert ve ark 1985). Rumen 
fungusları lignini çözebilselerde ligninde bulunan intermonomer bağları ya da bir karbon 
kaynağı gibi lignini kullanabildikleri ile ilgili delil bulunamamıştır (Lam ve ark. 1992). 
 

Rumen fungusları lignin ve hemiselüloz kompleksinden p-kumaril ve feruloyl yan 
bağlarının kırılmasında rol oynayan extrasellülar feruloyl ve p-kumaril esteraz üretirler 
(Borneman ve ark 1990). Ancak, anaerobik fungusların ürettiği enzimlerin lignin 
parçalama yeteneği olmadığı belirtilmiştir (Theodorou ve ark. 1989). 

 
N. patriciarum’un ligninin C-C ve C-O-C intermonomer bağlarını kıramadığı 

görülmüştür (McSweeney ve ark. 1994). Çünkü lignin yıkımı moleküler oksijen gerektirir 
(Kivaisi ve ark. 1990). 

 
1.7.6. Proteaz 
 

Rumen funguslarının proteazlarının büyümek için amino asit sağlamak, bitki 
materyalinin içine girmeye yardım etmek ya da diğer ekstraselüler enzimlerin aktiviteleri 
üzerine değişiklik yaptığı bildirilmiştir. Tek ya da bakteri ile ilişkili anaerobik fungal 
proteazın, rumendeki besinsel proteinlerin yıkımına dikkat çekici katkıda bulunduğu ileri 
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sürülmüştür (Wallace ve Joblin 1985). Neocallimastix spp.’nin proteolitik aktivitesinin 
Piromyces spp.’den daha yüksek olduğu bildirilmiştir (Asao ve ark., 1993). 

 
1.8. Bitkisel Uçucu Yağlar 

 
Uçucu yağlar, oda sıcaklığında sıvı halde olup, kolay kristalleşebilen, kuvvetli 

kokulu, uçucu, su buharı ile sürüklenebilen yağımsı karışımlardır. Bu maddeler açıkta 
bırakıldıklarında oda sıcaklığında bile buharlaşabildiklerinden ‘uçucu yağ’ ya da ‘eterik 
yağ’ olarak adlandırılır. Birçok bitkinin karakteristik kokusu içerdiği bu yağlardan 
kaynaklanır (Ceylan, 1996). 

 
Bitkiler, büyümelerinde ve gelişimlerinde doğrudan fonksiyonu yok gibi görünen 

ikincil metabolitlerden türemiş bileşiklerin geniş varyetelerini üretirler (Balandrin ve 
Klocke, 1985). Yıllar boyunca bu maddeler birincil metabolitlerin atık ürünleri olarak 
değerlendirilmiştir. Ancak onlar bitkilerin ve baharatların koku ve renklerinden 
sorumludur, bitkiyle onun çevresi arasında kimyasal habercileri gibi önemli ekolojik 
fonksiyonlara sahiptir ve çoğu kez çeşitli bakteri, maya ve küflere karşı antimikrobiyal 
aktivite sergilemektedirler (Gershenzon ve Croteau, 1991). 

 
İkincil metabolitlerin sentezlerinin metabolik yolları, özellikleri ve hareket 

mekanizmalarının sık sık örtüşmesi sebebiyle aralarındaki farklılıkların tespit edilmesi de 
zorlaşmaktadır. Ancak bu metabolitler genellikle yapısal olarak 3 grup içinde incelenebilir; 
saponinler, taninler ve esansiyel (uçucu) yağlar. (Cheeke, 1999; Min ve ark., 2003; 
Piacente ve ark., 2005).  

 
Sıcak iklim bölgelerinde yetişen çok sayıda bitki daha fazla uçucu yağ verir. Diğer 

iklim bölgelerinde de uçucu yağlı bitkiler bulunur; ancak, bitki çeşidi ve uçucu yağ miktarı 
daha azdır. Labiatae, Umbelliferae, Myrtaceae, Lauraceae, Zingiberaceae, Compositae, 
Pinaceae gibi familyalar uçucu yağ veren bitkilerce zengindir. Bazı bitkilerde uçucu yağ 
reçine, zamk veya reçine ve zamkla birlikte bulunabilir (Akgül, 1993). 

 
Uçucu yağ; bitkinin bütününde (çam ve bazı Umbelliferae’lar), taç yaprakta (gül), 

ağaç kabuğunda (tarçın), çiçek tomurcuğunda (karanfil), stigmada (safran), meyve 
kabuğunda (portakal), yaprakta (defne), meyvede (yenibahar), tohumda (hardal),  kökte 
(melekotu), rizomda (zencefil), soğanda (sarımsak) oluşabilir. Bazı bitkilerde birden fazla 
organ uçucu yağ taşır (yabankerevizi, rezene, turunç gibi). Uçucu yağın oluştuğu özel salgı 
cebi, kanalı, hücresi veya tüyü ya da parankima hücreleri bulunmaktadır. Bu, familya, bitki 
ve organa göre değişir (Akgül, 1993). 
 
1.8.1. Uçucu Yağların Kökeni ve Sınıflandırılması 

 
Uçucu (esansiyel) yağlar, buhar distilasyonu yoluyla bitki uçucu kısımlarından elde 

edilen ikincil metabolitlerin karışımlarıdır (Gershenzon ve Croteau ., 1991). “Essential” 
terimi anlamını koku yada tat manasına gelen “essence” kelimesinden alır ve bu maddeler 
çoğu bitki için spesifik tat ve koku sağlayan özelliklerle bağlantılıdır. Çok çeşitli 
kompozisyon, tabiat ve aktivite ile karakterize edilirler (Calsamiglia ve ark., 2006). 
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Kimyasal olarak uçucu yağlar; terpenoidlerin değişken karışımları, özellikle 
monoterpenler (C10) ve sesquiterpenler (C15) bazen de diterpenler (C20) ve çeşitli düşük 
moleküler ağırlığa sahip alifatik hidrokarbonlar (doğrusal, dallanmış, doymuş ve 
doymamış), asidler, alkoller, aldehitler, asiklik ester ya da laktonlar ve bazen nitrojen ve 
sülfür içeren bileşenler, kumarinler ve fenilpropanoidlerin homologlarından oluşurlar. 
(Dorman ve Deans, 2000). 

 
En önemli aktif bileşenler ise 2 kimyasal grup içindedir. Bunlar: terpenoidler 

(monoterpenoidler ve sesquiterpenoidler ) ve fenilproponoidlerdir (Calsamiglia ve ark., 
2006) (Şekil 1.8). 

 
Şekil 1.8. Başlıca bitki ekstraktlarının aktif bileşen biyosentezinin metabolik yolu 
(Gershenzon ve Croteau, 1991). 

  
Terpenoidler, bitki ikincil metabolitlerinin çok sayıda, çeşitlendirilmiş gruplarıdır ve 

literatürlerde yaklaşık 15000 farklı bileşen tanımlanmıştır ( Gershenzon ve Croteau, 1991). 
Bu bileşenler 5 karbonlu (C5H8) ana yapıdan türetilerek karakterize edilmişlerdir. 
Genellikle 1 izopren birim olarak adlandırılmış ve bu üniteler iskelet numarasına bağlı 
olarak sınıflandırılmıştır. Bitkilerde bulunan uçucu yağların en önemli bileşenleri (Şekil 
1.9), terpenoidler içinde yeralan monoterponoid ve sesquiterponoid familyasına aittir 
(Gershenzon ve Croteau, 1991).  

  

 
 

 
 
Şekil 1.9. Başlıca uçucu yağ bileşenleri: Monoterpenoid (A), sesquiterpenoid (B), ve 
fenilpropanoid (C) (Gershenzon ve Croteau, 1991). 

A 

Timol 

B 

Guayol Sinemaldehit 

C 
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Fenilpropanoidler, uçucu yağların en yaygın bileşenlerinden değildir, ancak bazı 
bitkilerde önemli oranlarda bulunurlar. Fenilpropanoide ait bileşikler 6 karbonlu aromatik 
bir halkaya bağlı 3 karbonlu bir zincirden oluşur (Sangwan ve ark., 2001). 
 
1.8.2. Uçucu Yağların Biyolojik Özellikleri ve Hareket Mekanizmaları 

 
Uçucu yağlar, bazı tümörler, enflamatuar süreçleri, serbest radikallerin tahrip edici 

ve kontrolsüz çoğalması ve kardiovasküler hastalıklarda dahil olmak üzere pekçok 
hastalığın tedavisinde olumlu etkilere sahiptir (Harborne ve Williams, 2000; Reddy ve ark., 
2003; Trouillas ve ark., 2003). Bu özellikler serbest radikalleri uzaklaştırma, membran 
lipidlerin  peroksidasyonunu (yağların oksijenle yükseltgenmesi sonucu bozulması) 
engelleme,  şelat  metaller ve antioksidan enzim aktivitesini teşvik etme yetenekleriyle 
bağlantılıdır (Gutie'rrez ve ark., 2003; Lee ve ark., 2003).  

 
Bununla birlikte bu bileşiklerin en önemli aktiviteleri antiseptik ve antimikrobiyal 

etkileridir. Antik çağlardan beri pek çok bitkinin antiseptik özelliğe sahip olduğu 
biliniyordu. Bitkilerin kullanımı 5000 yıl önce tıbbi terapilerde Çinlilerle başlamış ve yine 
M.Ö. 1550’de Mısırlılar yiyecekleri koruyucu ve mumyalama törenlerinde bitkileri 
kullanmışlardır (Davidson ve Naidu., 2000). 

 
Yine de bitkilerin antimikrobiyal özelliklerini kanıtlayan ilk bilimsel deliller 20.yy’ın 

başlangıcına kadar ortaya çıkmamıştır (Hoffmann ve Evans ., 1911). O zamandan buyana 
pek çok uçucu yağın bileşenleri ile güçlü antimikrobiyal aktiviteleri üzerinde çalışılmıştır 
(Burt, 2004) 

 
1.8.3. Uçucu Yağların Antimikrobiyal Etkileri 

 
Bitkilerin antimikrobiyal etkilerinin, çoğunlukla içerdikleri etkili maddelerden ileri 

geldiği saptanmıştır (Conner ve Beuchat, 1984; Farag ve ark., 1989). Etkili maddeyi 
oluşturan bileşiklerin miktarı bitkiden bitkiye değişiklik gösterir. Ayrıca bu bileşiklerin 
etkinlikleri ise, bitkinin yetiştiği yer, iklim koşulları ve mikroorganizma türlerine bağlı 
olarak da değişmektedir (Thompson ve Cannon, 1987). 

 
Uçucu yağların gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerde dahil olmak üzere birçok 

mikroorganizma üzerinde antimikrobiyal etkileri mevcuttur. Uçucu yağların bu 
antimikrobiyal etkileri içerdikleri bir dizi terpenoid ve fenolik bileşiklere (Panizzi ve ark., 
1993; Helander ve ark., 1998; Chao ve ark., 2000), ilaveten uçucu yağlardaki kimyasal 
bileşenler ve fonksiyonel grupların oranları ve birbirleriyle olan etkileşimleriyle de 
ilişkilendirilmektedir (Dorman ve Deans, 2000). 

 
Kekik uçucu yağının etken maddesi olan timol fenolik yapılı bir bileşiktir ve fenolik 

yapıda hidroksil gruplarının varlığı nedeniyle diğer non-fenolik sekonder bitki 
metabolitlerine oranla daha fazla miktarda antimikrobiyal etkilidir (Helander ve ark., 1998; 
Ultee ve ark., 2002). Ayrıca timolün moleküler ağırlığının düşük olması eksternal duvar 
gözenekleri yoluyla hücre membranlarına erişime olanak sağlar. Ayrıca gram-pozitif ve 
gram-negatif bakterilere karşı güçlü ve geniş spektrumlu aktivite, uygun ve toksik doz 
arasında dar güvenlik sınırı ve etkilerin her zaman istenen yönde olmadığı da rapor 
edilmiştir (Castillejos ve ark., 2006). 
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Aeromonas sobria, Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus türleri ardıç 
uçucu yağının etken maddeleri olan kadinen ve pinene karşı duyarlı patojen 
mikroorganizmalardır (Hammer ve ark., 1999). 
 
1.8.4. Uçucu Yağların Rumen Fermentasyonunda Kullanımı 

 
Yapılan pek çok araştırma da ruminant hayvanlar ve rumen mikroorganizmaları 

arasında simbiyotik bir ilişki olduğu tespit edilmiştir. Konakçı hayvan yemlerin 
fermentasyonu için gıda ve optimal çevresel koşullar sağlarken mikroorganizmalar da 
lifleri parçalayarak ve mikrobiyal protein sentezleyerek hayvan için gerekli enerji ve 
proteini sağlarlar. Bununla birlikte bu simbiyotik ilişki özellikle metanojenik 
mikroorganizmalar için verimsiz enerji (metan kaybı) ve proteine (N amonyak kaybı) 
sahiptir (Van Nevel ve Demeyer., 1988). Bu kayıplar sadece üretim performansını 
düşürmez, aynı zamanda çevreyi kirleten maddelerinde serbest kalmasına katkıda bulunur 
(Tamminga, 1996).  

 
Ruminant beslemeciler, rumendeki enerji ve protein kullanımının verimliliğini 

geliştirmek amacı ile uzun zamandır farklı mikrobiyal populasyonlar arasındaki rekabeti 
merakla izlemişlerdir. Bu verimlilik diyet formülasyonlarının optimizasyonu ve kullanılan 
yem katkılarının rumendeki ortamı değiştirip belirli mikroorganizmaları inhibe etmesi ya 
da arttırmasıyla başarılmıştır (Calsamiglia ve ark., 2006). 

 
Amino asitlerden amonyak üretiminin inhibisyonu uçucu yağların temel etki 

mekanizmasıdır. Bu etki ise uçucu yağların yüksek oranda amonyak üreten (YOAÜ) 
bakteriler üzerine etkileri aracılığıyla olmuştur. YOAÜ bakterilerilerinin amino asitlerden 
amonyak meydana getirme yetenekleri yüksektir. Bu bakteriler rumen bakteriyal 
populasyonunun sadece %1’ini oluşturur ancak amonyak üretim oranında küçük bir azalma 
bile besleme açısından yararlı olabilir (Molero, 2004; Wallace ve ark., 2002). 

 
Antibiyotik iyonoforları rumendeki enerji ve protein kaybını azaltmada çok başarılı 

bir şekilde kullanılmıştır (Van Nevel ve Deyemer, 1988). Ancak hayvan beslemede, 
bakterilerde direncin artması ve ürünlerde kalıntıya neden olmasından dolayı antibiyotik 
kullanımının sosyal çevrelerce kabulü azalması sonucu, Avrupa Birliğince Ocak 2006’dan 
itibaren kullanımları yasaklanmıştır (Talimat 1831/2003/CEE Avrupa Komisyonu, 2003). 

 
Ülkemizde de karma yemlere ilave edilen büyümeyi artırıcı maddelerden her türlü 

hormon ve hormon benzeri maddeler ile antibiyotiklerin kullanımı yasaklanmış, 
kullanımına izin verilen hariç antioksidiyaller ve ilaç niteliğinde olan diğer maddelerin 
kullanımı da yasaklanmıştır (Anonim, 2005).  

 
Bu sebeplerden dolayı bilim adamları mayalar, organik asitler, bitki ekstraktları, 

probiyotikler ve antikorların kullanımını içeren diğer alternatifleri değerlendirerek rumen 
fermantasyonunu modüle etmeye yönelik çalışmalara yoğunlaşmışlardır (Calsamiglia ve 
ark., 2006). 
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1.9. Çalışmanın Önemi ve Kapsamı 
 

Antibiyotiklerin hayvansal gıdalarda kalıntı bırakması ve patojen 
mikroorganizmaların direnç kazanması gibi sebeplerle kullanımın yasaklanması üzerine 
yemlere katılmak üzere hem doğal hemde antimikrobiyal özellikleri nedeniyle bitkisel 
uçucu yağların antibiyotikler yerine kullanımı gündeme gelmiştir. 

 
Uçucu yağlarla yapılan çalışmalar bu yağların antimikrobiyal özellikleri nedeniyle 

genelde patojen mikroorganizmalar üzerinde yoğunlaşmıştır. Ancak uçucu yağların yararlı 
mikroorganizmalar açısından etkileri üzerine yapılan çalışmalar sınırlı kalmıştır. Bu 
amaçla ruminantların sindirim sisteminde yaşayan ve ürettikleri enzimlerle biyoteknolojik 
uygulamalarda yüksek öneme sahip anaerobik rumen funguslarının yaşamları ve bazı 
fibrolitik enzimleri üzerine uçucu yağların etkisi çalışılmıştır. Çalışmanın bu konuda 
yapılan ilk çalışmalardan biri olması sebebiyle de ayrı bir önemi vardır.  

 
Bu kapsamda tez boyunca gerçekleştirilen çalışma aşağıdaki gibidir; 
 
Anaerobik fungus besi ortamlarında yetiştirilen ve BİGEM anaerobik kültür 

koleksiyonundan sağlanan Neocallimastix sp. (GMLF2) ve Orpinomyces sp. (GMLF18)’in 
farklı kosantrasyonlarda ( 0.01, 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml) uçucu yağ eklenmiş besiyerlerinde 
hangi konsantrasyona kadar yaşayabilecekleri ve enzim üretimlerinin ne şekilde 
etkileneceğini belirlenmeye çalışılmıştır. Bu amaçla bitkisel uçucu yağların anaerobik 
fungusların üremeleri ve bu fungusların önemli fibrolitik enzimlerinden olan ksilanaz ve 
karboksimetilselülaz (KMSaz)’ın toplam ve spesifik aktiviteleri üzerine etkisi incelenmiş, 
ayrıca fungusların ürettikleri protein miktarları da yapılan protein analizi ile belirlenmiştir. 
Tüm enzim aktiviteleri iki paralel, üç tekerrür şeklinde çalışılmış ve tez kapsamında 
yaklaşık olarak 1530 veri değerlendirilmiştir.  
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 
 
2.1. Rumen Funguslarının Sahip Olduğu Enzimler Üzerine Yapılan Bazı Çalışmalar 

 
Wood ve ark. (1986), N. frontalis kültüründen elde edilen enzim ekstraktının pamuk 

fibrillerini 72 saat içerisinde % 16 oranında parçalayabildiğini, ayrıca rumen metanojenleri 
ile birlikte kültüre alındığında ise bu karışık kültürün aynı süre içinde pamuk fibrillerini 
%98 oranında parçaladığını bildirmişlerdir. Anaerobik fungus ve rumen metanojen karışık 
kültüründen elde edilen selülaz aktivitesinin, en aktif selülaz kaynağı olarak bilinen 
Trichoderma reesei C–30 suşunun ürettiği selülazdan çok daha yüksek aktiviteye sahip 
olduğunu rapor etmişlerdir. 

 
Akin ve Rigsby (1987), aslında fungusların sklerenkimayı sindiren ve bitki dokusunu 

zayıflatan selülolitik bakterilerden daha yetenekli olduklarını ve tek başlarına bitki hücre 
duvarının tümünü sindirebileceklerini ileri sürmüşlerdir. 

 
Lowe ve ark. (1987a), Neocallimastix sp. R1 suşunun, KMSaz, sellobiaz ve ksilanaz 

enzimlerinin optimum pH’larının sırasıyla; 6.0, 5.5, ve 6.0 olduğunu, enzimler için 
optimum sıcaklığın ise 50ºC olduğunu bildirmişlerdir. Ayrıca buğday samanında büyütülen 
fungusun kolonizasyonu sonucu bitki dokusu kuru madde kaybının en az %43 ile %58 
arasında olduğunu rapor etmişlerdir. 

 
Rumen funguslarının sahip olduğu selülaz enziminin optimum pH ve sıcaklık isteği 

sırasıyla 5.0–6.0 ve 45–55ºC’dir, ve karboksimetilselüloz, sellobiyaz ve aviselaz 
aktivitelerini içerdikleri belirtilmiştir. Selülaz üretimi karışık kültürlerde daima 
hemiselülaz ve diğer glikosidaz enzimleriyle birlikte üretilir (Williams ve Orpin, 1987a, 
1987b ; Lowe ve ark., 1987c). 

 
Mountfort ve Asher (1988), ruminal anaerobik fungus Neocallimastix frontalis’in α-

amilaz üretimini incelemişlerdir. Fungusun enzimi çoğunlukla kültür sıvısına bıraktığını, 
enzimin optimum sıcaklık ve pH isteğinin sırasıyla 55°C ve 5.5 olduğunu ve nişasta için 
Km değerinin 0,8 mg/ml olduğunu bildirmişlerdir. 

 
Heath, (1988) rumenin bitki hücre duvarları ve bileşenlerinin (selüloz, hemiselüloz, 

lignin) kullanılabilir enerjiye dönüşümü için en verimli ekosistemlerden biri olduğunu, 
selülozun rumende sindiriminin, bakteri, protozoa ve fungusları içeren yoğun bir 
mikrobiyal populasyon tarafından üstlenildiğini rapor etmişlerdir. 
 

Gordon ve Phillips (1989), karbon kaynağı olarak ince öğütülmüş buğday samanı 
içeren anaerobik sıvı ortamda 10 gün boyunca inkübe ettikleri Neocallimastix sp. LM–1, 
Piromonas sp.(Piromyces) SM–1, ve Sphaeromonas sp. (Caecomyces) NM–1 izolatlarının 
ekstraselüler glukosidaz, KM-selülaz, β-ksilosidaz, ve ksilanaz aktivitelerini incelemişler 
ve enzim aktivitelerinin 5–7. günde en yüksek seviyeye ulaştığını bildirmişlerdir. 

 
Mountfort ve Asher (1989), rumen funguslarının sahip olduğu diğer bir enzim olan 

ksilanazın esasen ekstraselüler ya da kısmen hücre bağlantılı olarak salgılanabildiğini ve 
enzimin optimum pH’sının 5.5–6.0 arası, optimum sıcaklığının ise 50 ºC olduğunu 
bildirmişlerdir. 
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Borneman ve ark. (1992), lignoselüloz sindiriminde hemiselülozdan ligninin 
ayrılması için anaerobik funguslar tarafından önemli oranda üretilen esterazın 
kullanıldığını bildirmişlerdir.  

 
Rezaeian ve ark. (2005), in-vitro da sodyum hidroksitle muamele edilmiş ve 

edilmemiş arpa samanında kültüre alınan rumen funguslarının fibrolitik enzim (selülaz ve 
ksilanaz)  aktivitelerini incelemişlerdir. Fungusların büyüme, gelişme ve genel biyokütle 
değişiklikleri kitin assay ve elektron mikroskopi taraması yapılarak takip edilmiştir. 
İnkübasyon sonunda sodyum hidroksit ile muamele edilmiş samanda kuru madde kaybı 
%38, edilmemişte ise %35 bulunmuştur. Kitin assay ile belirlenen fungal biyokütle 
muamele edilmiş kültürde önemli ölçüde yüksek çıkmıştır. Selüloz ve hemiselüloz 
degradasyonu da muamele edilmiş kültürde daha fazla bulunmuştur. 
 

Ekinci ve ark., (2006)’ın yaptığı çalışmada rumen fungusu Neocallimastix 
hurleyensis farklı 3 enerji kaynağı üzerinde yetiştirilerek uzun süreli adaptasyonu 
incelenmiştir. Fungusun avisel, ksilan ve glikoz üzerinde 31 alt kültüre kadar yetiştirilmiş 
ve fungusun hayatta kalabilmesi ve enzimatik aktivitesi gözlemlenmiştir. Sonuçta 
anaerobik fungusun bu enerji kaynaklarının her biri üzerinde yaşayabildiği ve N. 
hurleyensis’in ksilan üzerindeki 31’inci alt kültürden sonraki ksilanaz aktivitesinde ve 
avisel üzerindeki 31’nci alt kültürden sonraki aviselaz ve karboksimetilselülaz 
aktivitelerinde önemli miktarda artış olduğu gözlemlenmiştir. Ancak fungusun enerji 
kaynağı olarak glikoz içeren besi ortamı üzerindeki 31’nci alt kültürden sonraki ksilanaz, 
aviselaz ve karboksimetilselülaz aktivitelerinde önemli düzeyde düşüşler olduğunu 
bildirmişlerdir. 
 

Çömlekçioğlu ve ark. (2008), karboksimetilselüloz (KMS), fibril selüloz, avisel ve 
buğday samanında canlılığını devam ettirebilen ruminal fungus Neocallimastix sp. 
GMLF7’yi izole etmişlerdir. Fungusun adı geçen karbon kaynaklarında 
karboksimetilselülaz (KMSaz) üretimini incelemişler ve KMS (73.75 U/ml), fibril selüloz 
(72.68 U/ml) ve avisel (70.03 U/ml)’de yüksek KMSaz aktivitesi elde etmişlerdir. 
Mikroorganizmanın büyüme sıcaklığı 39 °C iken, KMSaz aktivitesi için optimum sıcaklık 
50 °C ve optimum pH 6.5 olmuştur. Ayrıca enzimin maksimum aktiviteye 50 °C’de 60-
180dk’da ulaştığını bildirmişlerdir. 
 

Çömlekçioğlu ve ark. (2009), genetik modifikasyonlar ile laktik asit bakterilerine 
fibrolitik özellik kazandırılması ve bu mikroorganizmaların silajlama esnasında inokülant 
olarak kullanılmasını sağlamak amacıyla yaptıkları çalışmalarında bitkisel materyalin 
sindirilebilirliliğini artırabilmek için anaerobik rumen fungusu olan Neocallimastix sp. 
GMLF4’e ait ksilanaz genini izole ederek kısmi karakterizasyonunu gerçekleştirmişlerdir. 
Daha sonra ise bu geni, Lactococcus lactis’e ve Streptococcus thermophilus’a aktarmışlar 
ve rekombinant bakterilerin ksilanaz üretimlerini belirlemişlerdir. 

 
Akyol ve ark. (2009), sığır dışkısından izole ettikleri anaerobik rumen fungusu 

Neocallimastix sp. GMLF2’den polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yoluyla ksilanaz 
kodlama genini taramışlar ve bu geni (Xyn2A) Escherichia coli’de klonlamışlardır. Enzim 
aktivitesi enzim analizi ile yürütülerek kültür ve hücresel aktivite hem fungal ksilanaz hem 
de klon ksilanaz (Xyl2A) için belirlenmiştir. Enzimin optimum pH ve sıcaklığı sırasıyla 
6.5 ve 50°C bulunduğunu bildirmişlerdir. Enzim 20 dk’da 40ºC ve 50ºC’de sabittir. Fakat 
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en fazla aktivite kaybının 60°C’de 5 dk’lık inkübasyon zamanında olduğunu 
bildirmişlerdir. Fungusun ksilanazı çoğunlukla kültür ortamına bırakırken, klon ksilanaz 
aktivitesinin hücre ile ilişkili olduğunu tespit etmişlerdir.  

 
2.2. Antimikrobiyal Maddelerin Rumen Mikroorganizmaları ve Fermentasyonu 
Üzerine Etkileriyle İlgili Çalışmalar 
 

Devendra ve Lewis (1974), yağ asitlerinin ruminal mikroorganizmaların 
büyümelerini ve metabolizmalarını engelleyebileceğini ve bitki fibrilleri üzerinde bir kılıf 
oluşturarak bakteriyal enzimlerin aktivitesini bloke edebileceğini bildirmişlerdir. 

 
Orpin ve Letcher (1979), bazı doymamış yağ asitlerinin in vitroda N. frontalis’in 

gelişimini teşvik edici etkilerinin olduğunu bildirmişleridir. 
 
Bergen ve Bates (1984), ruminantlarda iyonofor (monensin, lasalocid, narasin, 

salinomycin, laidlomycin vs.) kullanımı sonucu ruminal fermentasyondaki değişmeleri, 
propiyonik asit oranında artma, metan üretiminde azalma, rumen N metabolizmasında 
iyileşme, protein parçalanabilirliği, aminoasit deaminasyonunda azalma, laktik asit 
üretiminde azalma, rumende köpük oluşumunda azalma ve ruminal düzensizliklerin 
önlenmesi olduğunu rapor etmişlerdir. 

 
Makkar (1987), taninin karbonhidrat metabolizması ile ilgili enzimlerin (selülaz, 

amilaz, galaktosidaz) faaliyetlerini engellediğini bildirmiştir. 
 

Russell ve Strobel (1989), antibiyotik iyonoforlarının rumendeki fermentasyon 
olayları üzerine önemli etkileri olduğunu ve iyonofor kullanımı sonucunda meydana gelen 
canlı ağırlık artışı ve yemden yararlanmadaki iyileşmelerin ruminal fermentasyondaki 
değişikliklere bağlı olduğunu bildirmişlerdir. 
 

Ha ve ark. (2001), doymuş yağ asitleri olan kaprik, kaprilik ve stearik asitin farklı 
konsantrasyonlarının N. frontalis C5-1’in gelişimi ve enzim aktivitesi üzerine etkisini 
inceledikleri çalışmalarında; yüksek yağ asidi konsantrasyonlarında (% 0.1, w/v) selüloz 
sindiriminin ve polisakkarit fermentasyonunun düştüğünü bildirmişlerdir. Ayrıca fungusun 
doymuş yağ asitlerine olan duyarlılığı sırasıyla kaprilik, kaprik ve stearik asite doğru 
azalmaktadır.  

 
Barahona ve ark. (2005), kondense taninin anaerobik rumen fungusu Neocalimastix 

hurleyensis’in fibrolitik enzimleri üzerindeki etkisini incelenmişler ve 40 mg/ml kondense 
taninin karboksimetilselülaz aktivitesinin tamamını ve 5,5 mg/ml kondense taninin 
ksilenaz aktivitesinin yarısını durdurmaya yettiğini bildirmişlerdir. 

 
Kuloğlu (2007), tanik asitin % 0,3’lük konsantrasyonda rumen bakterilerinin enzim 

aktivitesini azalttığını ve üremelerini engellediğini bildirmiştir. 
 
2.3. Bitki Uçucu Yağlarının Antimikrobiyal Özellikleri Üzerine Yapılan Çalışmalar 

 
Deans ve Ritchie (1987), 50 farklı bitkinin uçucu yağının 25 patojen bakteri türüne 

karşı antibakteriyel özellikleri incelemişler ve çalışma sonucunda en çok inhibisyon 
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özelliğine sahip on uçucu yağın kekik, tarçın, defne, karanfil, acıbadem, yenibahar, 
mercanköşk, melekotu ve küçük hindistan cevizi olduğu bulunmuştur. Melekotu 25 türe 
karşı inhibisyon özelliği gösterirken, defneyaprağı 24, tarçın, karanfil ve kekik 23, 
acıbadem, mercanköşk ve yenibahar 22, sardunya 21, yaban kerevizi ise 20 türe karşı etki 
gösterdiğini bildirmişlerdir. 
 

Garg ve Dengre (1988), mersin bitkisi ile yaptıkları bir çalışmada mersin uçucu 
yağının E. coli, P. aeruginosa ve Candida lipolytica'ya karşı belirgin bir antibakteriyel 
aktivite gösterdiğini bildirmişlerdir. Ayrıca mersin yağının antifungal etkisinin de 
olduğunu ve alkolik ekstraktında da antimikrobik aktiviteye sahip olduğunu rapor 
etmişlerdir.  

 
Akgül (1993), kekik uçucu yağının en etkin maddesi ve güçlü bir antimikrobiyal olan 

timolün uçucu yağda %5–60 oranında, diğer bir antimikrobiyal madde olan karvakrolün ise 
uçucu yağda %5–40 oranında bulunduğunu bildirmiştir.  

 
Uçucu yağların antibakteriyel ve antifungal özelliklerinden başka antiviral özellikleri 

de rapor edilmiştir. Bammi ve arkadaşları (1997), beş ayrı uçucu yağ ile yapmış oldukları 
bir çalışmada bu uçucu yağların Epstein-Barr virüsü (EBV) üzerinde etki gösterdiğini 
tespit etmişlerdir.  

 
Araujo ve ark., (2003) Melisa officinalis (melisa), Lavandula angustifolia (lavanta), 

Salvia officinalis (adaçayı), ve Mentha piperita (nane) bitkilerinin uçucu yağlarının 
gıdaların bozulmasında etkili beş maya olan Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces 
bailii, Pichia membrainifaciens, Dekkera anomala, ve Yarrowia lipolytic’e karşı 
antimikrobiyel aktivitelerini incelemişlerdir. Araştırmacılar Melissa officinalis uçucu 
yağının 500 µg/ml’sinin tüm maya türlerinin gelişimini tamamen inhibe ettiğini 
bildirmişlerdir. 
 

Sartoratto ve arkadaşları (2004), 8 farklı aromatik bitkiden elde edilen uçucu yağların 
11 farklı mikroorganizma üzerinde farklı derecelerde inhibitörik etki gösterdiklerini 
bildirmişlerdir. 

 
Koçak ve Boyraz (2006), fitopatojenik funguslar olan Alternaria mali,  Fusarium 

oxysporum, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum ve Colletotrichum circinans’a karşı 
kekik, kimyon, ardıç, nane, çörtük, okaliptus ve yavşan bitkilerinin uçucu yağlarının 
antifungal etkilerini araştırmışlardır. Uçucu yağlar 1 μl, 10 μl ve 50 μl/petri dozunda 
uygulanmıştır. Uygulama sonunda uçucu yağların 1 μl/petri dozunda hiçbir fungusa karşı 
fungisidal etkinin olmadığını, ancak uçucu yağların 10 μl ve 50 μl/petri dozlarında 
fungisidal etkinlikteki üstünlüklerine göre sırasıyla yavşan, kekik, nane, kimyon, okaliptus, 
ardıç ve çörtük uçucu yağlarının izlediğini bildirmişlerdir. 

 
Rasooli ve arkadaşları (2006a), kekik esansiyel yağlarının Listeria monocytogenes’e 

karşı inhibitör etki gösterdiğini ve bu etkiyi de stoplazmada eksiklik ve sertliğini arttırarak 
hücre duvarını bozmakla ya da kalınlaştırmakla gerçekleştirdiğini bildirmişlerdir. Aynı 
araştırmacılar kekik yağının nisinle kombinasyonuyla elektrik şoku etkisinden daha fazla 
güçlü etkisinin olduğunu bildirmişlerdir. Bu nedenle bazı gıda çeşitlerini Listera 
kontaminasyonlarından korumak için kekik yağının kullanılabileceği araştırma sonucu 
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belirtilmiştir. Rasooli ve ark. (2006b)’nın yaptığı diğer bir çalışmada ise, kekik esansiyel 
yağlarının hücrenin organellerini, membranını ve duvarını bozarak Aspergillus niger’e 
karşı da inhibitör etki gösterdiği rapor edilmiştir.  

 
2.4. Bitki Uçucu Yağlarının Rumen Mikroorganizmaları ve Fermentasyonu Üzerine 
Etkileriyle İlgili Çalışmalar  

 
Uçucu yağlar ve bileşenlerinin ruminal azot metabolizması üzerindeki etkilerini 

belirlemek amacıyla in-vitroda çok sayıda çalışmalar yürütülmüştür.  
 
Borchers (1965), kazein içeren ruminal sıvı içine kekik uçucu yağının etkin maddesi 

olan timol (1gr) eklemenin AA birikimine ve amonyak N (NH3–N) konsantrasyonunda 
düşüşe yol açtığını göstermiş, ruminal bakterilerin amino asit deaminasyonunu inhibe 
ettiğini öne sürmüştür. 

 
Oh ve ark., (1967) tek başına kullanılan uçucu yağların rumen bakterileri üzerinde 

farklı etkilere sahip olduğu, monoterpen hidrokarbonların oksijenat bileşikleri, monoterpen 
alkoller ve aldehitlerle karşılaştırıldığında daha az zararlı (toksik) etkiye sahip olduğu ve 
bazı durumlarda mikrobiyal aktiviteyi uyardığı bildirilmektedir.  

 
Nagy ve Tengerdy (1968)’nın yaptığı çalışmada pelin otu uçucu yağının (Artemesia 

tridentata) ruminal bakteri etkinliğini önemli derecede inhibe ettiğini gözlemlemişlerdir. 
 
Broderick ve Balthrop, (1979) timolün rumende bulunan AA’ lerden NH3–N 

deaminasyonunu inhibe ettiğini gözlemlemişlerdir.  
 
McIntosh ve ark. (2003)’nın uçucu yağların rumen mikroorganizmaları ve bu 

organizmaların protein metabolizmaları üzerine etkilerinin araştırıldığı bir çalışmada; 
uçucu yağların aminoasitlerin deaminasyon oranını inhibe ettiğini belirtilmiştir. Saf kültür 
çalışmaları göstermiştir ki; aşırı amonyak üreten bakteri ve anaerobik funguslar uçucu 
yağlara karşı en hassas türlerdir. 

 
Rasmussem ve ark. (2005), 19 farklı uçucu yağla yaptıkları çalışmalarında ruminal 

protozoalar üzerinde en etkili yağın biberiye (Rosmarinus officinalis) olduğunu rapor 
etmişlerdir. 100 mg/ml konsantrasyonda protozoaların yaşama güçlerinde etkisinin 
olmadığını ancak 1000, 10000 ve 40000 mg/ml’lik yüksek konsantrasyonlarda yaşama 
yeteneğini sırasıyla %50, %90 ve %90 oranında azalttığını bildirmişlerdir. 
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3. MATERYAL VE METOT 
 
3.1. Materyal  
 
3.1.1. Kimyasallar  
 

Bu çalışmada kullanılan kimyasal maddeler aksi belirtilmediği sürece Sigma ve 
Merck’ten alınmıştır. 
 
3.1.2. Aletler  
 

Çalışmada kullanılan teknik malzemeler; santrifüj (JP Selecta), otoklav (Nüve), su 
banyosu (JP Selecta), inkübatör 39ºC (Nüve), hassas terazi (Vibra), ısıtmalı manyetik 
karıştırıcı (Velp), otomatik dispenser (Ismatec; MCP), vortex (Velp), spektrofotometre 
(Spectromax) kullanılmıştır. 

 
3.1.3. Çalışmada Kullanılan Anaerobik Funguslar 
 

Çalışmada Ziraat Fakültesi, Zootekni Bölümü, Biyoteknoloji ve Gen Mühendisliği 
Laboratuarı Anaerobik Fungus Kültür koleksiyonuna ait olan Neocallimastix sp. GMLF2 
ve Orpinomyces sp. GMLF18 izolatları kullanılmıştır. 

 
3.1.4. Bitkisel Uçucu Yağlar 
  

Bu çalışmada; antimikrobiyal etkisi bilinen Kekik (Thymus vulgaris), Ardıç 
(Juniperus communis), Melisa (Melissa officinalis), Mersin (Myrtus communis) 
bitkilerinden elde edilen ve ticari olarak satılan bitkisel uçucu yağlar kullanılmıştır. 
 
3.2. Metot 
 
3.2.1. Anaerobik Besi Yeri 
 

Bu çalışmada kullanılan bazal anaerobik besi ortamı Orpin (1976) temel alınarak 
hazırlanmıştır. Besi yerlerine son konsantrasyon 5 ml

 
olacak şekilde enerji kaynağı olarak 

glikoz, sellobioz, ksilan ya da yaklaşık 0,05 g buğday samanı eklenmiştir (Çizelge 3.1). 
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Çizelge 3.1. Anaerobik fungus sıvı besi yeri içeriği  
  Sıvı Besi Ortamı (100 ml) 

Mineral Solusyon 1      [*]  ml 15.0 
Mineral Solusyon 2      [**]  ml 15.0 
Rumen Sıvısı  ml 15.0 
NaHCO3  gr 0.60 
Maya Özütü  gr 0.25 
Pepton  gr 1.00 
Resazurin (% 0,1)  ml 1.00 
Sistein HCl  gr 0.10 
Enerji Kaynağı  gr 0.50 
Saf su  ml 55.0 
[*] Mineral Solusyon 1: K2HPO4 gr 3.0  
 Saf su ml 1000 
[**]Mineral Solusyon 2: KH2PO4 gr 3.0 

 (NH4)2SO4 gr 6.0 

 NaCl gr 6.0 
 MgSO4.7H2O gr 0.6 
 CaCl2 gr 0.6 
 Saf su ml 1000 

 
3.2.1.1. Anaerobik Besi Yerinin Hazırlanması 
 

Bir erlen içinde Cystein-HCl hariç anaerobik besiyerinde kullanılan; tüm 
kimyasallar, saf su, Mineral solüsyon 1, Mineral solüsyon 2 ve rumen sıvısı ısıtıcılı 
manyetik karıştırıcı üzerinde sürekli ısıtılarak çözünmüş, aynı zamanda ortama sürekli CO2 
verilerek O2’nin ortamdan uzaklaştırılması sağlanmıştır. Resazurin indikatörünün ilave 
edilmesiyle besi yeri mavi-mor bir renk almıştır. Besi yeri ısı etkisiyle kaynamaya 
başlayınca Cystein-HCl ilave edilmiş ve ısıtma işlemi durdurularak manyetik karıştırıcı ile 
karıştırılmaya devam edilmiştir. CO2’in erlen içine verilmeye devam edilmesi ve Cystein-
HCl etkisiyle ortam rengi anaerobik besi yerinin gerçek rengi olan solgun sarıya 
dönmüştür.  

 
Hazırlanan besi ortamı, ihtiyaca göre Hungate tüplerine dispenser (Ismatec; MCP) 

yardımı ile dağıtılmadan önce tüplerin içerisine CO2 
verilerek ortamdaki O2 

uzaklaştırılmış 
ve besi ortamı ilave edilen tüplerin kapakları hızlı bir şekilde kapatılarak otoklavda 
sterilize edilmiştir.  
 

Anaerobik besi ortamı Hungate tüpleri içerisine son konsantrasyon 5 mg/ml olacak 
şekilde enerji kaynağı (örn. glikoz, selüloz, ksilan veya buğday samanı) içeren besi 
ortamının koyulması ile hazırlanmıştır. Substrat olarak saman, selüloz veya ksilan 
kullanılan besi yerleri 121°C’de 15 dakika, substrat olarak glikoz kullanılan besi yerleri ise 
110°C’de 10 dakika otoklavlanmıştır (Orpin, 1976).  
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3.2.1.2. Anaerobik Besi Yerinde Bakteriyel Büyümeyi Engelleyici Antibiyotik İlavesi  
 

Anaerobik besi yerinde muhtemel bakteri büyümesini önlemek amacıyla, % 96’lık 
etil alkolde çözülmüş ve besi yeri içindeki son konsantrasyonları amfisilin 100 μg/ml, 
streptomisin 140 μg/ml, eritromisin 200 μg/ml, kloramfenikol 100 μg/ml olacak şekilde 
hazırlanmıştır. Bu karışım anaerobik besi yerlerine fungus ekimi yapıldıktan sonra enjektör 
yardımıyla 0.5 ml’lik oranlarda ilave edilmiş ve bu şekilde bakterilerin anaerobik ortamda 
gelişimi engellenmiştir.  
 
3.2.2.Bitkisel Uçucu Yağlar  
 
3.2.2.1. Uçucu Yağların Ekime Hazırlanması 
 

Bitkisel uçucu yağlar anaerobik sıvı besi yerinde tam olarak çözünmediği için Ha ve 
ark. (2001)’nın organik bir çözücü olan, etil alkolde (%96’lık) çözme yöntemine 
dayanılarak gerçekleştirilmiş ve uygulanan metodoloji aşağıda belirtilmiştir. 

 
Her bir yağ etil alkolde çözülerek besi ortamına anaerobik şartlar altında ve son 

konsantrasyon 0.01, 0.1, 0.5 ve 1 mg/ml olacak şekilde ilave edilmiştir. Böylece kullanılan 
yağların 1000 µl’ ye karşılık gelen gram cinsinden ağırlıkları göz önüne alınarak ilave 
edilecek etil alkol oranı tespit edilmiştir. Daha sonra vorteksle uçucu yağların ve etil 
alkolün birbiriyle tam karışması sağlanmıştır. Buna göre; 
 

1000 µl’lik karışım:119 µl kekik yağı +881 µl etil alkol 
1000 µl’lik karışım:116 µl ardıç yağı +884 µl etil alkol 
1000 µl’lik karışım:118 µl mersin yağı +882 µl etil alkol 
1000 µl’lik karışım:120 µl melisa yağı +880 µl etil alkol içermektedir. 
 

Ayrıca elde edilen sonuçların etil alkolden değilde kullanılan bitkisel uçucu 
yağlardan kaynaklandığını doğrulamak amacıyla kontrol grubu niteliğinde 115 µl saf su + 
885 µl etil alkol karışımı hazırlanarak fungus ekimi bu karışıma da uygulanmıştır. 
 
3.2.2.2. Uçucu Yağların Besi Yerlerine İlave Edilmesi ve Fungus Ekimi 
 

Hazırlanan anaerobik besi yerleri otoklavlandıktan sonra 39 °C’lik inkübatöre 
alınmıştır. Enerji kaynağı olarak glikoz kullanılan besi yerlerine fungus ekimi yapılmış ve 
olası bakteri büyümesini engellemek için antibiyotik ilavesi yapılmıştır. Birkaç kez alt 
kültüre alınan ve herhangi bir bakteri gelişimi gözlenmeyen besi yerleri çalışmada 
kullanılmıştır. Uçucu yağ eklenirken çalışmada iki cins anaerobik fungus (Neocallimastix 
sp. ve Orpinomyces sp.) ve enerji kaynağına göre yine iki çeşit (KMS ve ksilanlı) 
anaerobik besi yeri kullanılmıştır. 

 
Çalışmada önce ksilanlı besiyerine otomatik pipetler kullanılarak 1 µl, 10 µl, 50 µl, 

ve 100 µl oranında etil alkol ve yağdan oluşan karışımlar içerisine oksijen girişini 
engellemek için CO2 verilerek ilave edilmiş ve 39°C’lik inkübatörde 15 dakika 
bekletilmiştir. Daha sonra her bir besi yerine şırınga ile 0,5 ml glikozlu besi yerinde 
üretilen Orpinomyces sp. ve Neocallimastix sp. cinsi izolatlardan ayrı ayrı enjekte edilerek 
ekimi yapılmıştır. Ayrıca bazı tüplere hiç yağ eklemeyerek yine ksilanlı besi yerine fungus 
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ekimi yapılarak kontrol grupları oluşturulmuştur. Aynı işlemler KMS’li besi yerlerine de 
uygulanmıştır. Uçucu yağları çözmede kullanılan etil alkolün etkisini görmek amacıyla da 
tıpkı uçucu yağlarda olduğu gibi 100 µl’lik etil alkol + saf su karışımıda KMS ve ksilanlı 
besiyerlerine de ilave edilmek suretiyle bu tüplere de fungus ekimi yapılmıştır. 

 
39 °C’lik inkübatörde 3 gün büyümeye bırakılan tüpler 3. günün sonunda santrifüjle 

çöktürülerek üst kısımda kalan süpernatant, enzim ve protein analizlerinde kullanılmak 
üzere –20 °C’lik dondurucuya alınmıştır. 

 
3.2.3. Anaerobik Fungusların Fibrolitik Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi  
 
3.2.3.1. Süpernatantların Hazırlanması  

 
Enzim üretimi araştırılacak olan kültürler, oda sıcaklığında 3200 devir/dak’da 10 

dakika santrifüj edilerek hücre ve besi ortamı birbirinden ayrılmıştır. Hücre dışı sıvının 
bulunduğu süpernatant olan kısım boş hungate tüplerine alınmış ve enzim analizinde 
kullanılmak üzere –20 °C’de saklanmıştır.  

 
3.2.3.2. Enzim Testi   
 

Ksilanaz ve karboksimetilselülaz (KMSaz) enzimlerinin aktivitesi Miller (1959)’e ait 
yöntem kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Reaksiyon karışımı 25 µl enzim ekstraktı ve 225 
µl substrattan (% 0.5 substrat, 25 mM potasyum fosfat tamponu, pH 6.5) oluşmaktadır. 
Karışım 50 °C’de 45 dk inkübasyona bırakılmıştır. Karışım üzerine 250 μl 3-5 
dinitrosalisilik asit (DNS) solüsyonu (% 30 sodyum potasyum tartarat, 2 N NaOH, % 1 
DNS) eklenmiş ve 5 dk kaynar su banyosunda bekletilerek enzim reaksiyonu 
durdurulmuştur. Kontrol grubu sırasıyla 225 μl substrat üzerine 250 μl DNS ilave edilmiş 
ve 25 μl enzim ekstraktından eklenerek 5 dk kaynar su banyosunda bekletilmiştir. Kontrol 
ve deney grubu karışımları saf su ile 1 ml’ye tamamlanarak spektrofotometrede 540 nm’de 
okutulmuştur. Standart çözeltisinde karboksimetilselülaz için glikoz, ksilanaz için ksiloz 
kullanılmıştır. Bütün enzim çalışmaları 2 tekerrür ve 3 paralel olarak yürütülmüştür. Bir 
ünite enzim aktivitesi 1 dk içerisinde alınan 1 μmol indirgenen şeker miktarı olarak 
tanımlanmıştır. Enzim aktivitelerinin hesaplanması ise şu şekilde yapılmıştır: 

 
Şeker konsantrasyonunun (µM/ml) optik yoğunluk (OD) olarak ifade edilmesinde 

kullanılan 1.0 değeri standart olarak hesaplanmıştır (X). Bu amaçla KMSaz ve ksilanaz 
aktivitelerini hesaplamak üzere glikoz kullanılmıştır. Sıfır (t0=kontrol grubu) zamanı ve 45 
dk (t45=deney grubu) arasındaki farklılıklar hesaplanmış ve formülde A olarak ifade 
edilmiştir. Spesifik aktivitelerin belirlenmesi için kültürlerin protein miktarları (P) da 
hesaplanmıştır. İnkübasyon zamanı 45 dk (C), her örnekteki kültür miktarı ise 10 ml 
alınmıştır (D). Sonuç olarak enzim aktiviteleri aşağıda gösterilen formüllerle 
hesaplanmıştır; 

 
Toplam Aktivite= [(A * X) / (C * D)] → µmol/dk/ml kültür 
Spesifik Aktivite= [(A * X) /  P] / (C * D) → µmol/dk/mg protein 
Standart= 950 µl 0.05 M sodyum fosfat tamponu + 50 µl substrat (1 mg/ml ksiloz 

veya glikoz) 
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3.2.4. Protein Analizi  
 
Protein analizi için Lowry (1951) metodu uygulanmış ve bu amaçla Favorgen firmasına ait 
hazır protein kiti ve mikro plakalar kullanılmıştır. Mikro plaka üzerinde yukarıdan aşağı 
olmak üzere sırasıyla her hücreye 10 µl olacak şekilde blank (saf su), standartlar ve en son 
olarak ta örnekler konulmuştur. Daha sonra her bir göz üzerine örnek sayısına göre kural 
olarak; 1 ml hazır protein kiti + 4 ml dH2 

O olacak şeklinde hazırlanan solüsyondan 
otomatik pipetlerle 200 µl ilave edilmiş ve oda sıcaklığında 15 dakika bekletilerek 
spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okutulmuştur. Analizde protein standartı olarak 
10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, 750, 1000 mg/ml’lik farklı konsantrasyonlarda sığır serum 
albumini (BSA) solüsyonları hazırlanmış ve bu standartlar analizde örneklerle beraber 
spektrofotometrede okutulmuştur. 
 
3.2.5. İstatistiksel Analiz 
 

 Çalışma bulgularının istatistiksel açıdan değerlendirilmesinde SPSS paket programı 
kullanılmış ve önemli bulunan muamele gruplarının karşılaştırılmasında ise Tukey çoklu 
karşılaştırma testi dikkate alınarak sonuçlar çizelgelere yansıtılmıştır. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 
 
4.1. Bitkisel Uçucu Yağların Anaerobik Fungus Gelişimi Üzerine Etkisi  

 
Bitkisel uçucu yağlarla yapılan çalışmada farklı konsantrasyonlarda uçucu yağ içeren 

karboksimetilselülozlu (KMS) ve ksilanlı besi ortamlarında Neocallimastix sp. GMLF2 ve 
Orpinomyces sp. GMLF18 fungal izolatlarının gelişimi incelenmiştir. Orpinomyces ve 
Neocallimastix cinsi funguslarda filamentli rizoidal gelişim görülmekle birlikte bu 
funguslar polisentrik (Orpinomyces) ve monosentrik (Neocallimastix) olarak ayrılmaktadır. 
Ayrıca Orpinomyces ve Neocallimastix türlerinin zoosporlarının kamçı sayısı >4’tür 
(Özköse ve ark. 2003) (Şekil 4.1). 

Şekil 4.1. Çalışılan rumen funguslarının mikrograf görüntüleri. A: Neocallimastix sp. 
GMLF2 (100X),  B: Neocallimastix sp. GMLF2 (200X), C: Orpinomyces sp. GMLF18 
(100X), D: Orpinomyces sp. GMLF18 (200X). Rumen funguslarının spor keseleri (S) ve 
filamentli rizomiselyumları (RM) mikrograflar üzerinde gösterilmiştir. 
 
 

Laboratuvar şartlarında anaerobik fungusların yaşatılması için funguslar sürekli 
olarak alt kültüre alınmıştır. Çözünür karbonhidratları içeren (örn. glikoz) besi 
ortamlarında geliştirilen kültürlerin daha sık (2-4 gün) alt kültürlerinin yapılması 
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gerekmektedir (Davies ve ark., 1993b). Alt kültürlere alınması işlemi enerji kaynağı olarak 
buğday samanı içeren anaerobik sıvı besi ortamlarında gerçekleştirilmiştir. Olası bakteri 
büyümesini önlemek içinde antibiyotik ilavesi yapılmıştır. Kontaminasyon gerçekleşmeyen 
kültürlerin glikozlu besi ortamına alınarak ekimine devam edilmiş ve alt kültüre alınma 
işlemi 2 günde bir yapılarak zoosporların gelişimi için optimum sıcaklık olan 39 

o
C (Lowe 

ve ark., 1987b)’de funguslar büyütülmüştür.  
 
 
 
Rumen funguslarının karboksimetilselülaz ve ksilanaz enzim üretimini tetiklemek 

için besi ortamlarına enerji kaynağı olarak ayrı ayrı KMS ve ksilan (% 0.5) ilave edilmiştir. 
Farklı anerobik fungus türleri ile yapılan çalışmada ksilanaz enzimi için en iyi substratın 
ksilan olduğu bulunmuştur (Yanke ve ark., 1996). 

 
İnkübasyon sonunda etkisi denenen tüm uçucu yağların 1 mg/ml’lik 

konsantrasyonunda her iki fungusun da üreyemediği gözlenmiştir (Çizelge 4.1, 4.2). 
Ayrıca KMS’li besi ortamında her iki fungus türünün de ardıç yağının 0.5 mg/ml’lik 
konsantrasyonunda üreyemediği görülmüştür (Çizelge 4.1). Ksilanlı besi ortamında ise 
yine her iki fungus türünün ardıç yağının 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonunda üreme 
gözlenmemiştir (Çizelge 4.2). Bunun sebebi olarak, yağ asitlerinde geçerli olan iki teori 
akla gelmektedir. Birincisi; yağ asitleri ruminal mikroorganizmaların büyümelerini ve 
metabolizmalarını engelleyebilir. İkincisi ise yağ asitleri bitki fibrilleri üzerinde bir kılıf 
oluşturarak bakteriyal enzimlerin aktivitesini bloke edebilir (Ha ve ark., 2001‘den 
Devendra ve Lewis, 1974). Ha ve ark. (2001), N. frontalis C5-1’in gelişimi üzerine bazı 
doymuş yağ asitlerinin (kaprilik, kaprik ve stearik asit) etkisini incelemişlerdir. Ortam 
içerisindeki yağ asitlerini çözmek için eklenen etil alkolün de artmasıyla birlikte yüksek 
yağ asidi konsantrasyonlarının ( % 2.5 ve 5) fungusun gelişimini inhibe ettiğini 
bildirmişlerdir. Ancak besi ortamlarına 1 mg/ml etil alkol + saf su olacak şekilde ilave 
edilen tüplerde her iki fungusun da büyüdüğü gözlenmiştir. Bu da fungusların 
büyümesinde inhibitör etki gösteren faktörün uçucu yağlar olduğunu göstermektedir. 
 
Çizelge 4.1. Uçucu yağların KMS’li besi ortamında büyütülen anaerobik fungusların 
gelişimi üzerine etkisi. 

Anaerobik Funguslar 
Neocallimastix sp. Orpinomyces sp.  

Konsantrasyon 
(mg/ml) Kekik 

U.Y. 
Mersin 

U.Y. 
Ardıç 
U.Y. 

Melisa 
U.Y. 

Kekik 
U.Y. 

Mersin 
U.Y. 

Ardıç 
U.Y. 

Melisa 
U.Y. 

0  + + + + + + + + 

0.01 + + + + + + + + 

0.1 + + + + + + + + 

0.5 + + - + + + - + 

1 - - - - - - - - 

(+) Üreme gözlendi, (-) Üreme gözlenmedi 
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Çizelge 4.2. Uçucu yağların ksilanlı besi ortamında büyütülen anaerobik fungusların 
gelişimi üzerine etkisi. 
 

Anaerobik Funguslar 
Neocallimastix sp. Orpinomyces sp.  

Konsantrasyon 
(mg/ml) Kekik 

U.Y. 
Mersin 

U.Y. 
Ardıç 
U.Y. 

Melisa 
U.Y. 

Kekik 
U.Y. 

Mersin 
U.Y. 

Ardıç 
U.Y. 

Melisa 
U.Y. 

0 + + + + + + + + 

0.01 + + + + + + + + 

0.1 + + + + + + + + 

0.5 + + - + + + - + 

1 - - - - - - - - 

(+) Üreme gözlendi, (-) Üreme gözlenmedi 
 
4.2. Bitkisel Uçucu Yağ İçeren Kültürlerde Büyütülen Anaerobik Fungusların Enzim 
Aktivitelerinin İncelenmesi 
 

Çeşitli mikroorganizmalar üzerindeki antimikrobiyal etkileri sebebiyle uçucu 
yağların, rumen de bitki dokularının parçalanmasında önemli etkileri bulunan anaerobik 
fungusların enzimleri üzerindeki etkilerini görmek amacıyla yapılan çalışmanın bu 
kısmında ise KMS’li ve klisanlı besi ortamında, 39 ºC’de üç gün inkübasyona bırakılan 
funguslar inkübasyon sonunda 3200 devir/dk’da 10 dk santrifüj edilerek süpernatant olan 
üst kısım enzim ve protein analizinde kullanılmak üzere boş hungate tüplerine alınmıştır. 
Çalışma kolaylığı sağlaması açısından hungate tüplerinde bulunan süpernatantlar 1.5 ml’lik 
ependorf tüplere alınarak kalan kısım tekrar –20 ºC’de saklanmak üzere kaldırılmıştır. 
Enzimlerin sıcaklık etkisiyle bozulmalarını önlemek amacıyla içerisinde süpernatant 
bulunan 1.5 ml’lik tüpler sürekli buz içerisinde tutularak çalışılmıştır. 

 
Ayrıca enzim aktivitesine ait elde edilen sonuçların istatistiki analizleri de çizelgeler 

içerisinde belirtilmiştir. Buna göre; muamele grupları (kontrol, 0.01, 0.1, 0.5 ve 1mg/ml) 
arasındaki farklılık (Efe ve ark., 2000) tüm uçucu yağlarda (mersin, ardıç, melisa ve kekik) 
istatistiki açıdan çok önemli bulunmuştur (P<0.01). 
 
4.2.1. Uçucu Yağların Neocallimastix sp. GMLF2’nin Toplam ve Spesifik KMSaz 
Aktivitesi Üzerine Etkisi 
 

Uçucu yağlar birçok mikroorganizma üzerinde antimikrobiyal etkilere sahiptir. 
Uçucu yağların bu antimikrobiyal etkileri içerdikleri bir dizi terpenoid ve fenolik 
bileşiklere (Panizzi ve ark., 1993; Helander ve ark., 1998; Chao ve ark., 2000) ilaveten 
uçucu yağlardaki kimyasal bileşenler ve fonksiyonel grupların oranları ve birbirleriyle olan 
etkileşimleriyle de ilişkilendirilmektedir (Dorman ve Deans, 2000). 
 

Çizelge 4.3’te görüldüğü gibi uçucu yağlar kontrol grubuna göre Neocallimastix sp. 
GMLF2’nin toplam KMSaz aktivitesi üzerinde inhibitör etkiye sahiptir. Mersin ve ardıç 
uçucu yağlarında Tukey çoklu karşılaştırma testine göre (Efe ve ark., 2000)  üçer farklı 
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ortalama grubu oluştuğu ve enzim aktivitesinin en yüksek kontrol gruplarında gerçekleştiği 
görülmektedir. Buna karşın mersin uçucu yağında en düşük ortalama grubu 1 mg/ml 
konsantrasyonunda iken ardıç uçucu yağında 0.5 ve 1 mg/ml konsantrasyonunda 
gerçekleşmiştir.  

 
Tukey çoklu karşılaştırma testine göre melisa uçucu yağında, üç farklı ortalama 

grubu oluşurken kekik uçucu yağında ise iki farklı ortalama grubu oluşmuştur. Melisa 
uçucu yağında en yüksek ortalama grubunu kontrol ve 0.1 mg/ml konsantrasyonu 
oluştururken, en düşük ortalama grubunu 0.5 ve 1 mg/ml konsantrasyonu oluşturmuştur. 
Kekik yağında ise en yüksek ortalama grubunu kontrol, 0.01 ve 0.1 mg/ml konsantrasyonu 
oluştururken en düşük ortalama grubunu 0.5 ve 1 mg/ml konsantrasyonu oluşturmuştur.  
 
Çizelge 4.3. Neocallimastix sp. GMLF2’nin KMS kültüründe toplam KMSaz aktivitesi. 

 
Çizelge 4.4’te görüldüğü üzere toplam aktivite de olduğu gibi uçucu yağların 

fungusun spesifik aktivitesi üzerinde de inhibitör etkiye sahip olduğu belirlenmiştir 
(Çizelge 4.4). Tukey çoklu karşılaştırma testine göre mersin ve kekik uçucu yağlarında 
dörder farklı en yüksek enzim aktivitesi kontrol grubunda gözlenmiştir. Buna göre; mersin 
uçucu yağında en yüksek ortalama grubu kontrol grubunda gözlenirken en düşük ortalama 
grubu 1 mg/ml’lik konsantrasyonda gözlenmiştir. Ardıç uçucu yağında ise en düşük 
ortalama grubu 0.5 ve 1 mg/ml’lik konsantrasyonda gerçekleşmiştir. Yapılan çoklu 
karşılaştırma testine göre melisa uçucu yağında üç farklı ortamla grubu oluşmuş ve en 
yüksek ortalama grubu kontrol gurubunda, en düşük ortalama grubu ise 0.5 ve 1 mg/ml’de, 
gerçekleşmiştir. Kekik uçucu yağında ise en düşük ortalama grubunu 1 mg/ml’lik 
konsantrasyon oluşturmuştur. 
 

Bu etkinin nedeni olarak uçucu yağların enzimin substratına bağlanması ve 
dolayısıyla enzimin etkinliğini azattığı düşüncesini akla getirmektedir (Çizelge 4.4). 
Ruminal selülolitik bakteri (B. flavefaciens, R. albus ve R. flavefaciens) ve protozoanlarda 
yağ asitlerinin düşük konsantrasyonlarının bile selülaz aktivitesi üzerinde inhibitör etki 
gösterdiği bildirilmiştir (Henderson, 1973; Maczulak ve ark., 1981). Ancak Ha ve ark., 
(2001)’nın doymamış yağ asitlerinin düşük konsantrasyonlarının fungus gelişimi ve 
KMSaz aktivitesini teşvik edici etkilerinin olduğunu bildirmişlerdir. Neocallimastix 
frontalis C5-1’in kültür süpernatantında KMSaz aktivitesi üzerinde kontrol grubuna göre 
en fazla inhibitör etki gösteren yağ asidinin kaprilik asidin %0.1’lik konsantrasyonunun 
olduğunu, ayrıca kaprik ve stearik asidin daha düşük (%0.01 ve 0.001) 
konsantrasyonlarında ise enzim aktivitesini artırdığını gözlemlemişlerdir. Araştırmacılar 
anaerobik fungusların gelişim oranı ya da enzim aktivitesi ile yağ asitlerinin düşük 
konsantrasyonlarının inhibisyonu arasında ters orantı mevcut olduğunu bildirmişlerdir.  

Uçucu yağ konsantrasyonu (mg/ml)  
Uçucu yağ 

0 0.01 0.1 0.5 1 

Mersin 25,9±0,8a 20,0±0,7b 18,4±0,6b 18,2±0,7b 7,8±0,2c 

Ardıç 25,9±0,8a 15,3±0,9b 12,4±0,8b 7,3± 0,9c 4,1±0,8c 

Melisa 25,9±0,8a 16,3±2,7b 22,9±2,1ab 8,0±0,4c 6,8±0,6c 

Süpernatant 
KMSaz 

(µmol/dk/ml) 
Kekik 25,9±0,8a 24,8±0,9a 23,5±1,6a 11,5±0,2b 8,8±0,9b 
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Çizelge 4.4. Neocallimastix sp. GMLF2’nin KMS kültüründe spesifik KMSaz aktivitesi. 
Uçucu yağ konsantrasyonu (mg/ml  

Uçucu yağ 
0 0.01 0.1 0.5 1 

Mersin 261,0±8,4a 161,2±5,9bc 165,0±5,7b 135,7±5,4c 74,0±2,0d 

Ardıç 261,0±8,4a 147,2±8,8b 116,8±7,8b 66,2±8,2c 47,6±9,9c 

Melisa 261,0±8,4a 146,2±25,0b 182,4±16,7b 57,8± 3,5c 61,3±5,8c 

 
Süpernatant 
KMSaz 
(µmol/dk/mg 
protein) Kekik 261,0±8,4a 176,2±6,9b 135,31±9,6c 103,3±2,6cd 77,3±8,4d 

 
4.2.2. Uçucu Yağların Neocallimastix sp. GMLF2’nin Toplam ve Spesifik Ksilanaz 
Aktivitesi Üzerine Etkisi 
 

Ksilanaz, anaerobik fungusların çalışılan tüm endo-polisakkarit hidrolaz enzimleri 
içerisinde en aktif olan enzimdir. N. frontalis, ksilanaz enzimini çoğunlukla kültür 
ortamına salgılamaktadır ve sadece küçük bir miktarının (<%10) fungal rizoidler ile ilişkili 
olduğu bulunmuştur (Mountfort ve Asher, 1989). Çizelge 4.5’te görüldüğü gibi, Tukey 
çoklu karşılaştırma testine göre Neocallimastix sp. GMLF2’nin toplam ksilanaz aktivitesi 
üzerinde mersin yağında iki farklı ortalama grubu oluşmuş ve en yüksek ortalama grubunu 
kontrol, 0.01, 0.1 ve 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonlar oluştururken en düşük ortalama 
grubunu 1 mg/ml konsantrasyon oluşturmuştur. Ardıç uçucu yağında da yine iki farklı 
ortalama grubu oluşmuş, en yüksek ortalama grubunu kontrol, 0.01 ve 0.1 mg/ml 
konsantrasyonlarda gerçekleşirken en düşük ortalama grubunu 0.5 ve 1 mg/ml 
konsantrasyon oluşturmuştur. Melisa uçucu yağında ise dört farklı ortalama grubu oluşmuş 
ve en yüksek ortalama grubunu 0.01 mg/ml oluştururken en düşük ortalama grubunu 1 
mg/ml’lik konsantrasyon oluşturmuştur. Kekik uçucu yağında en yüksek ortalama grubunu 
0.01 ve 0.1 mg/ml’lik konsantrasyonlar oluştururken en düşük ortalama grubunu ise yine 1 
mg/ml’lik konsantrasyon oluşturmuştur.  
 
Çizelge 4.5. Neocallimastix sp. GMLF2’nin ksilan kültüründe toplam ksilanaz aktivitesi. 

Uçucu yağ konsantrasyonu (mg/ml)  
Uçucu yağ 

0 0.01 0.1 0.5 1 

Mersin 137,0±4,5a 142,8±3,6a 144,0±2,6a 136,3±0,3a 27,7±2,3b 

Ardıç 137,0±4,5a 128,7±0,8a 127,7±2,7a 10,4± 2,4b 9,1±2,6b 

Melisa 137,0±4,5b 152,6±4,6a 148,4±2,3ab 120,8±1,4c 25,3±1,4d 

 
Süpernatant 
Ksilanaz 
(µmol/dk/ml) 

Kekik 137,0±4,5b 148,8±1,3a 149,5±1,6a 137,3±0,9b 13,2±1,4c 

 
Mersin ve melisa uçucu yağlarında Tukey çoklu karşılaştırma testine göre üçer farklı 

ortalama grubu oluştuğu ve enzim aktivitesinin en yüksek 0.01 ve 0.1 mg/ml 
konsantrasyonda en düşük ortalama grubunun ise 1 mg/ml konsantrasyonda gerçekleştiği 
görülmektedir. Ardıç uçucu yağında ise dört farklı ortalama grubu oluşmuş ve en yüksek 
ortalama grubu 0.01 mg/ml konsantrasyonunda gerçekleşmiştir.  
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Tukey çoklu karşılaştırma testine göre kekik uçucu yağında, dört farklı ortalama 
grubu oluşurken en yüksek ortalama grubunu 0.5 mg/ml konsantrasyonu oluştururken en 
düşük ortalama grubunu 1 mg/ml konsantrasyonu oluşturmuştur (Çizelge 4.6).  
 

Melisa yağının 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonda spesifik aktiviteyi yaklaşık % 30 
artırdığı gözlenmiştir. Kekik yağı 0.5 mg/ml’de enzim üretiminde kontrol grubuna yakın 
sonuçlar vermesine karşılık spesifik aktivite üzerinde kekik yağının diğer 
konsantrasyonlarına oranla en fazla artışın olduğu doz olarak belirlenmiştir. Bu artışın 
nedeni fungusların bu miktarı enerji kaynağı olarak kullanması olabilir. Ancak 1mg/ml’lik 
konsantrasyon diğer yağlarda olduğu gibi fungus için toksik etki yaratmış ve hem enzim 
üretimi hemde aktivitesi üzerinde inhibitör etki göstermiştir. Uçucu yağların yüksek 
dozları rumen fermentasyonu üzerinde de olumsuz etkilere (toplam uçucu yağ 
konsantrasyonunda azalma) sahiptir (Basquet ve ark., 2006). Ha ve ark., (2001), doymuş 
yağ asitlerinin (kaprik, kaprilik ve stearik asit) Neocallimastix frontalis C5-1’in ksilanaz 
aktivitesini incelemişler ve 4 günlük inkübasyon sonunda etkisi denenen yağ asitlerinin 
tümünün fungusun ksilanaz aktivitesinin inhibe ettiğini bildirmişlerdir. Ancak bizim 
çalışmamızda 3 günlük inkübasyon yapılmış ve enzim aktivitlerinde melisa yağının 0.01 
mg/ml’sinde % 31’lik bir artma gözlenmiştir. İnkübasyon süresinin yağların spesifik 
aktivite üzerindeki etkinliğinin artmasında rolü olabilir (Çizelge 4.6). 
 
Çizelge 4.6. Neocallimastix sp. GMLF2’nin ksilan kültüründe spesifik ksilanaz aktivitesi. 

Uçucu yağ konsantrasyonu(mg/ml)  
Uçucu 

yağ 
0 0.01 0.1 0.5 1 

Mersin 895,8±29,4b 1063,4±26,8a 1020,3±18,4a 985,5±2,4ab 217,5±18,3c 

Ardıç 895,8±29,4b 1040,8±6,9a 640,8±13,7c 88,5±20,7d 71,1±20,1d 

Melisa 895,8±29,4b 1176,2±35,8a 1083,0±16,9a 929,7± 10,9b 211,5±12,4c 

 
Süpernatant 
Ksilanaz 
(µmol/dk/mg 
protein) Kekik 895,8±29,4c 928,9±8,4bc 975,7±10,8ab 1003,8±7,1a 77,9±8,4d 

 
4.2.3. Uçucu Yağların Orpinomyces sp. GMLF18’in Toplam ve Spesifik KMSaz 
Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 
Tukey çoklu karşılaştırma testine göre Mersin ve melisa uçucu yağlarında üçer 

farklı ortalama grubu oluşurken, en yüksek ortalama grubu kontrol ve 0.01 mg/ml 
konsantrasyonda, en düşük ortalama grubunun ise 1 mg/ml konsantrasyonda gerçekleştiği 
görülmektedir. 

 
Tukey çoklu karşılaştırma testine göre ardıç ve kekik uçucu yağlarında dört farklı 

ortalama grubu oluşmuştur. Ardıç uçucu yağında 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonda en 
yüksek ortalama grubu, 0.5 ve 1 mg/ml konsantrasyonlarda ise en düşük ortalama 
grubunun oluşmuştur. Kekik uçucu yağında da 0.01 mg/ml konsantrasyonda en yüksek 
ortalama grubunun oluştuğu gözlenirken en düşük ortalama grubu 1 mg/ml’de 
gerçekleşmiştir (Çizelge 4.7). 

 
Evans ve Martin (2000), kekik yağının etken maddesi olan timolün 45 ve 90 

µg/ml’lik dozlarında ruminal bakteriler olan Streptococcus bovis JB1 ve Selenomonas 
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ruminantium HD4’ün gelişimi ve laktat üretimi üzerinde hiçbir etkisinin olmadığı ancak 
180 µg/ml’de gelişimi ve laktat üretimini tamamen inhibe ettiğini bildirmişlerdir. 
 
Çizelge 4.7. Orpinomyces sp. GMLF18’in KMS kültüründe toplam KMSaz aktivitesi. 

Uçucu yağ konsantrasyonu (mg/ml)  
Uçucu yağ 

0 0.01 0.1 0.5 1 

Mersin 23,3±0,5a 21,7±1,1a 15,8±0,9b 12,0±1,4b 2,6±0,4c 

Ardıç 23,3±0,5b 31,6±0,8a 15,4±1,0c 4,9± 0,7d 3,4±1,4d 

Melisa 23,3±0,5a 20,9±1,4a 16,3±0,4b 12,8±0,6b 1,4±0,04c 

 
Süpernatant 
KMSaz 
(µmol/dk/ml) 

Kekik 23,3±0,5b 33,0±1,4a 24,3±0,4b 13,7±0,4c 4,0±0,9d 

Çizelge 4.8’te görüldüğü gibi Orpinomyces sp. GMLF18’in spesifik KMSaz 
aktivitesi üzerinde uygulanan tüm uçucu yağların 1 mg/ml’lik konsantrasyonlarının 
inhibitör etkisinin olduğu gözlenmiştir. Tukey çoklu karşılaştırma testine göre mersin ve 
melisa uçucu yağlarında üçer farklı ortalama grubu oluşmuş ve her iki yağın kontrol ve 
0.01 mg/ml konsantrasyonları en yüksek ortalama grubunu oluştururken, aynı uçucu 
yağların 1 mg/ml’lik konsantrasyonu en düşük ortalama grubunu oluşturmuştur. Ardıç ve 
kekik uçucu yağlarında ise dörder farklı ortalama grubu oluşmuş ve en yüksek ortalama 
grubu 0.01 mg/ml’de, en düşük ortalama grubu ise ardıç uçucu yağında 0.5 ve 1 mg/ml’de, 
kekik uçucu yağında 1 mg/ml’de gerçekleşmiştir. 

 
Nagy ve Tenderdy (1968), pelin otu (Artemisia tiridentata) uçucu yağının geyik 

rumeninde bulunan mikroorganizmalar üzerine etkisini incelemişlerdir. Araştırmacılar, 6 
ml’lik selülozlu sıvı besiyeri içerisine 0.002 ml oranında pelin otu ucucu yağının ilave 
edilmesiyle ortamda bulunan selülozun parçalanma oranının azaldığını, 0.04 ml oranında 
ilave edilen pelin otu uçucu yağının ise parçalanmayı tamamen inhibe ettiğini 
bildirmişlerdir. 

 
Çizelge 4.8. Orpinomyces sp. GMLF18’in KMS kültüründe spesifik KMSaz aktivitesi. 

Uçucu yağ konsantrasyonu (mg/ml)  
Uçucu 

yağ 
0 0.01 0.1 0.5 1 

Mersin 161,2±3,7a 172,6±8,8a 104,5±6,5b 78,3±9,1b 23,6±4,0c 

Ardıç 161,2±3,7b 205,6±5,2a 96,3±6,8c 32,9±5,1d 24,8±10,6d 

Melisa 161,2±3,7a 140,8±9,9a 103,6±3,1b 92,6±4,7b 10,7±0,3c 

 
Süpernatant 
KMSaz 
(µmol/dk/mg 
protein) Kekik 161,2±3,7b 190,0±8,4a 168,3±3,0ab 87,0±3,0c 30,6±7,3d 

 
4.2.4. Uçucu Yağların Orpinomyces sp. GMLF18’in Toplam ve Spesifik Ksilanaz 
Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 
Tukey çoklu karşılaştırma testine göre Orpinomyces sp. GMLF18 anaerobik 

fungusunun toplam ksilanaz aktivitesi üzerinde etkisi denenen uçucu yağlardan ardıç, 
melisa ve kekik yağları üçer farklı ortalama grubu, mersin uçucu yağı ise dört farklı 
ortalama grubu oluşturmuştur. Uçucu yağlar arasında en yüksek ortalama grubunu mersin 
ve melisa yağlarında kontrol grubu, ardıç uçucu yağında ise kontrol ve 0.01 mg/ml’lik 
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konsantrasyon oluştururken, en düşük ortalama grubunu ise mersin yağında 1 mg/ml’lik 
konsantrasyon, ardıç ve melisa uçucu yağlarında ise 0.5 ve 1 mg/ml’lik konsantrasyon 
oluşturmuştur. Kekik uçucu yağı ise en yüksek ortalama grubunu 0.01 mg/ml 
konsantrasyon, en düşük ortalama grubunu ise 1 mg/ml’lik konsantrasyonda 
gerçekleşmiştir. Kekik yağı diğer yağlara kıyasla 0.01, 0.1 ve 0.5 mg/ml’de aktiviteyi 
1mg/ml’ye kadar önemli ölçüde artırmıştır. Özellikle de 0.01mg/ml’de aktivitede yaklaşık 
iki kat artış gözlenmiştir (Çizelge 4.9). 
 
Çizelge 4.9. Orpinomyces sp. GMLF18’in ksilan kültüründe toplam ksilanaz aktivitesi. 

Uçucu yağ konsantrasyonu (mg/ml)  
Uçucu yağ 

0 0.01 0.1 0.5 1 

Mersin 107,3±4,9a 31,6±0,3bc 42,89±3,1b 26,6±5,3c 12,1±1,0d 

Ardıç 107,3±4,9a 99,7±4,4a 61,6±9,6b 10,8± 0,8c 8,0±4,1c 

Melisa 107,3±4,9a 48,5±4,8b 31,7±2,9b 11,4±4,7c 3,7±2,6c 

 
Süpernatant 
Ksilanaz 
(µmol/dk/ml) 

Kekik 107,3±4,9b 189,8±7,7a 164,7±1,9a 133,8±9,3b 19,1±4,4c 

 
Tukey çoklu karşılaştırma testine göre mersin ve ardıç uçucu yağlarında dörder 

farklı ortalama grubu oluşmuş ve mersin uçucu yağında en yüksek ortalama grubunu 
kontrol grubu oluştururken ardıç yağında en yüksek ortalama grubunu 0.01 mg/ml’lik 
konsantrasyon oluşturmuştur. En düşük ortalama grubu mersin yağında 1 mg/ml’de 
gözlenirken, ardıç uçucu yağında en düşük ortalama grubu 0.5 ve 1 mg/ml’lik 
konsantrasyonlarda gerçekleşmiştir. 

 
Tukey çoklu karşılaştırma testine göre melisa uçucu yağında üç farklı ortalama 

grubu oluşurken en yüksek ortalama grubunu kontrol grubu, en düşük ortalama grubunu 
ise 0.5 ve 1 mg/ml’lik konsantrasyonlar oluşturmuştur. Kekik uçucu yağında ise beş farklı 
ortalama grubu ortaya çıkmış ve en yüksek ortalama grubunu 0.01 mg/ml’lik 
konsantrasyon, en düşük ortalama grubunu 1 mg/ml’lik konsantrasyon oluşturmuştur.  

 
Ardıç ve kekik yağının 0.01 mg/ml’de spesifik aktiviteyi yaklaşık 2.5 kat artırdığı 

gözlenmiştir. Ayrıca kekik yağının 0.1 ve 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonlarının da spesifik 
aktivite üzerinde önemli artışlar yaptıkları gözlenmiştir (Çizelge 4.10). Ardıç yağının aynı 
konsantrasyonda toplam aktivitesinin az olmasına karşılık 0.01 mg/ml’lik 
konsantrasyonunun spesifik aktivitesinin çok yüksek çıkması, ardıç uçucu yağının bu 
miktarının enzimin substrata bağlanmasını teşvik ederek aktiviteyi artırmış olmasından 
kaynaklanabilir. Çünkü uçucu yağların düşük miktarları, doymuş yağ asitlerinde olduğu 
gibi (Nieman,1954; Ha ve ark., 2001) aktivite üzerinde stimülatör etki göstermiş olabilir. 
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Çizelge 4.10. Orpinomyces sp. GMLF18’in ksilan kültüründe spesifik ksilanaz aktivitesi. 
Uçucu yağ konsantrasyonu (mg/ml)  

Uçucu 
yağ 

0 0.01 0.1 0.5 1 

Mersin 660,9±30,5a 207,3±2,2c 319,8±23,2b 205,3±41,4c 106,6±9,2d 

Ardıç 660,9±30,5b 1493,3±67,3a 406,3±63,5c 104,7±8,2d 107,5±55,3d 

Melisa 660,9±30,5a 398,1±38,5b 346,0±32,4b 89,2±37,1c 28,5±19,8c 

 
Süpernatant 
Ksilanaz 
(µmol/dk/mg 
protein) Kekik 660,9±30,5d 1444,9±59,0a 1169,3±13,7b 935,2±65,1c 150,1±35,1e 

 
4.3. Anaerobik Fungus Kültüründe Elde Edilen Protein Miktarları 
 

Çalışmada fungusların spesifik enzim aktivitelerinin hesaplanması ve bitkisel uçucu 
yağların anaerobik fungusların büyümeleri üzerine etkisini görmek amacıyla ürettikleri 
protein miktarları yapılan analizler sonucu belirlenmiş ve aşağıdaki sonuçlar elde 
edilmiştir. Ayrıca sonuç grafiklerinde standart hatalar çok düşük olduğu için hata barlarıda 
çok düşük çıkmış ve hesaplanmalarına rağmen grafiklerde görülmemektedir. Buna göre; 
karboksimetilselülozlu ortamda büyütülen Neocallimastix sp. GMLF2’nin protein 
miktarları ardıç yağının 1 mg/ml’lik konsantrasyonu dışında kontrol grubuna göre yüksek 
çıkmıştır. Özellikle kekik yağının 0.1 mg/ml’sinde protein miktarı diğer konsantrasyonlara 
oranla en yüksek miktarı vermiştir. Oysa kekik yağının aynı konsantrasyonunda spesifik 
aktivitesi (bkz. Ek Şekil 2) kontrol grubuna göre çok düşük olmuştur. Bu da hücre dışına 
KMSaz enziminden daha çok diğer proteinlerin (örneğin ksilanaz, proteaz) salgılanmış 
olabileceğini akla getirmektedir (Şekil 4.2). 
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Şekil 4.2. KMS’li besi yerinde büyütülen Neocallimastix sp. GMLF2’nin protein miktarı 
grafiği. 
 

Grafiğe göre enerji kaynağı olarak ksilan kullanılan ve kekik yağı eklenen kültürlerde 
büyütülen Neocallimastix sp. GMLF2’nin protein miktarları kontrol gurubuna göre fazla 
çıkmıştır. Oysa enzim aktivitesi grafiği (bkz. Ek Şekil 4) incelenecek olursa uçucu yağların 
düşük konsantrasyonlarında spesifik aktivitenin yüksek çıktığı görülmektedir. Bu 
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çelişkinin ise çoğunlukla enzimin hücre dışına salgılanmış olma ihtimalinden 
kaynaklanabileceği düşünülebilir (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3. Ksilanlı besi yerinde büyütülen Neocallimastix sp. GMLF2’nin protein miktarı 
grafiği. 
 

KMS’li ortamda büyütülen Orpinomyces sp. GMLF18 fungusunun protein miktarları 
mersin yağının 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonu hariç uygulanan tüm uçucu yağların 0.01 
mg/ml’sinde kontrol grubuna göre yüksek çıkmıştır (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4. KMS’li besi yerinde büyütülen Orpinomyces sp. GMLF18’in protein miktarı 
grafiği. 
 

Orpinomyces sp. GMLF18’in ksilan içeren besi ortamında uçucu yağ eklenerek 
büyütülmesi sonucu ürettiği protein miktarları Şekil 4.5’de görülmektedir. Buna göre en az 
miktarı ardıç yağının 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonu vermiştir. Oysa GMLF18’in spesifik 
ksilanaz aktivitesindeki (bkz. Ek Şekil 8) oran en yüksek değeri vermiştir. Neocallimastix 
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sp. GMLF2’nin KMSaz aktivitesinde olduğu gibi burada da diğer proteinlerin hücre dışına 
salgılanmış olma ihtimali sözkonusu olabilir. 

 

0,5

0,7

0,9

1,1

1,3

1,5

1,7

Mersin Ardıç Melisa Kekik

Pr
ot

ei
n 

m
ik

ta
rı

 (m
g)

0 mg/ml
0.01 mg/ml
0.1 mg/ml
0.5 mg/ml
1 mg/ml

 
Şekil 4.5. Ksilanlı besiyerinde büyütülen Orpinomyces sp. GMLF18’in protein miktarı 
grafiği.
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Hormon ve antibiyotik büyütme faktörlerinin tümünün hayvansal yemlerde kullanımı 
yasaklanması üzerine kullanımı gündeme gelen maddelerden biri de doğal olmaları ve 
antimikrobiyal etkileri nedeniyle bitkisel uçucu yağlardır. Bitkisel uçucu yağların rumende 
fibrolitik enzimlerinin varlığı nedeniyle çok önemli bir yere sahip olan anaerobik 
fungusların gelişimi ve bazı enzimleri üzerindeki etkilerinin belirlenmesi amacıyla yapılan 
bu çalışma sonucunda uçucu yağların hangi konsantrasyonda funguslar için inhibitör etki 
yaptığı belirlenmiştir. Ayrıca uçucu yağların anaerobik fungusların fibrolitik enzimlerinden 
olan KMSaz ve ksilanaz üzerindeki teşvik edici ve engelleyici etkilerinin hangi oranlarda 
ortaya çıktığı görülmüştür. Çalışma boyunca yapılan analizler sonucu görülen etkiler 
funguslara göre özetlenecek olursa; 

 
Etkisi denenen bitkisel uçucu yağların 1 mg/ml konsantrasyonda çalışılan her iki 

rumen fungusununda üremesini engellediği ve enzim aktivitesini azalttığı görülmüştür. 
 
Fungusların enzim aktiviteleri açısından sonuçları ayrı ayrı ele alacak olursak; 

Neocallimastix sp. GMLF2 fungusunun toplam ve spesifik KMSaz enzim aktivitesi 
üzerinde tüm yağların inhibitör etkisinin olduğu görülmüştür. Aynı fungusun toplam 
ksilanaz aktivitesi üzerinde ise, ardıç yağı enzim aktivitesini tüm konsantrasyonlarda 
inhibe etmesine rağmen 0.01 mg/ml’de spesifik aktiviteyi artırmıştır. Uygulanan yağların 
düşük konsantrasyonlarının spesifik aktiviteyi artırdığı, melisa yağının ise spesifik aktivite 
üzerinde diğer yağlara oranla daha olumlu sonuç verdiği gözlenmiştir. Kekik uçucu 
yağının 0.5 mg/ml’lik konsantrasyonda toplam aktivite üzerinde inhibitör etki 
göstermesine karşılık spesifik aktivite üzerinde artışa yol açtığı görülmüştür.  
 

Üzerinde çalışılan diğer anaerobik fungus olan Orpinomyces sp. GMLF18 türünün 
toplam KMSaz enzim aktivitesi için ise ardıç ve kekik uçucu yağlarının 0.01 mg/ml’lik 
konsantrasyonda en fazla artışın gerçekleştiği ve aynı uçucu yağların yine 0.01 mg/ml’lik 
konsantrasyonunda spesifik aktiviteyi yaklaşık 2 kat arttırdıkları gözlenmiştir. Mersin 
yağının 0.01 mg/ml’lik konsantrasyonda toplam KMSaz aktivitesini düşürmesine rağmen 
spesifik KMSaz aktivitesini artırmıştır. Melisa uçucu yağı ise hem toplam hemde spesifik 
aktivite üzerinde inhibitör etki göstermiştir. Ayrıca kekik uçucu yağı 0.5 mg/ml 
konsantrasyona kadar toplam ve spesifik ksilanaz enzim üretimini ve spesifik aktiviteyi 
önemli miktarlarda arttırmıştır. Ancak mersin ve melisa uçucu yağlarının aynı fungusun 
toplam ve spesifik ksilanaz enzim aktivitesi üzerine inhibitör etkilerinin olduğu 
görülmüştür. 
 

Enzim aktivitelerindeki düşmeyi uçucu yağların enzimlere ya da enzimlerin 
substratına bağlanarak inhibitör görevi yaptığı, dolayısıyla enzimlerin aktivitesini azalttığı 
tahmin edilmektedir. Uygulanan tüm uçucu yağların özellikle kekik uçucu yağının düşük 
konsantrasyonlarının enzim aktivitelerinde olumlu sonuçlar verdiği görülmüştür. Ancak 
uçucu yağların 1 mg/ml konsantrasyonda çalışılan rumen funguslarının büyümelerini 
engellediği ve enzim aktivitesini azalttığı görülmüştür. Ancak bu uçucu yağların rumende 
diğer mikroorganizmalarla birlikte ne gibi etkiler göstereceği bilinmemektedir. Sonuç 
olarak uçucu yağ içeriği yüksek olan yemlerle beslemenin patojen mikroorganizmalar göz 
önünde bulundurulduğunda hayvan besleme açısından faydalı olacağı öngörülsede 
lignoselülolitik metaryalin enzimler tarafından parçalanmasını azaltmasından dolayı 
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rasyonlara katılırken kullanılacak miktara dikkat edilmesi gerektiği sonucuna varılmıştır. 
Ayrıca bitkisel uçucu yağların fungusların enzim mekanizmalarını nasıl etkilediğini 
belirlemek için başka çalışmalara ihtiyaç vardır. Ayrıca ileriki çalışmalarda uçucu yağların 
(her bitkinin sahip olduğu) içerdiği yağ asitlerinin belirlenmesi ve bunlardan hangi yağ 
asidinin büyüme ve aktivite üzerine daha fazla etkisinin olduğu belirlenmelidir. 
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EKLER 
 
Ayrıca yapılan analizler sonucunda belirlenen toplam ve spesifik aktiviteler 

grafiklerle de aşağıda belirtilmiştir. 
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Ek Şekil 1. Uçucu yağ uygulaması sonrasında Neocallimastix sp. GMLF2’nin toplam 
KMSaz aktivite grafiği. 
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Ek Şekil 2. Uçucu yağ uygulaması sonrasında Neocallimastix sp. GMLF2’nin spesifik 
KMSaz aktivite grafiği. 
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Ek Şekil 3. Uçucu yağ uygulaması sonrasında Neocallimastix sp. GMLF2’nin toplam 
ksilanaz aktivite grafiği. 
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Ek Şekil 4. Uçucu yağ uygulaması sonrasında Neocallimastix sp. GMLF2’nin spesifik 
ksilanaz aktivite grafiği. 
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Ek Şekil 5. Uçucu yağ uygulaması sonrasında Orpinomyces sp. GMLF18’in toplam 
KMSaz aktivite grafiği. 
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Ek Şekil 6. Uçucu yağ uygulaması sonrasında Orpinomyces sp. GMLF18’nin spesifik 
KMSaz aktivite grafiği. 
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Ek Şekil 7. Uçucu yağ uygulaması sonrasında Orpinomyces sp. GMLF18’in toplam 
ksilanaz aktivite grafiği. 
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Ek Şekil 8. Uçucu yağ uygulaması sonrasında Orpinomyces sp. GMLF18’in spesifik 
ksilanaz aktivite grafiği. 
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