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ONSOZ
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engellenerek giivenli gida saglanmasi amaciyla dogal esansiyel yaglar kullanilarak,
kuru incirden izole edilen okratoksijenik Aspergillus carbonarius izolatlariin
gelismesi ve okratoksin A tiretimi incelenmistir.

Yiiksek lisans 6grenim boyunca bana her konuda destek veren ve bu ¢aligmamin
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KEKIiK VE KAKULE ESANSIYEL YAGLARININ ANTiFUNGAL
ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Mikotoksinler, bazi kiifler tarafindan iiretilen gidalarda yaygin olarak bulunan diisiik
molekiil agirlikli ikincil metabolitlerdir. insan ve hayvan sagligim tehdit etmeleri ve
ekonomik kayip meydana getirmeleri bakimindan énemlidirler.

Okratoksin A (OTA) Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan iiretilen 6nemli bir
mikotoksindir. A. carbonarius, Aspergillus section Nigri {iyelerinden olup okratoksin
A treticisi kiiflerden biridir. Son yillarda diinya genelinde insan ve hayvan sagligi
i¢in tehlike arz ettiginden OTA’ya yonelen dikkat artmustir.

Mikrobiyal kontaminasyonun gida kaynakli hastaliklara yol agmas1 ve gidalarin raf
Omriinii diisiirmesinden dolayr gida giivenligi agisindan Onemli bir meseledir.
Tiiketiciler dogal, fazla islem gormemis, en az seviyede kimyasal koruyucu iceren
gida istemektedirler. Esansiyel yaglar dogal olmalari ve toksik olmamalarindan
dolay1 dogal antimikrobiyal maddeler olarak kullanilmaktadirlar. Genel olarak,
esansiyel yaglar kiiflerde misel biiylimesini geciktirerek mikotoksin iiretimini
azaltmaktadirlar.

Yapilan ¢aligmada Ege Bolgesi’nden toplanan kuru incirlerden izole edilen ii¢ adet
Aspergillus carbonarius (35-03X1, 39-04X4, 57-03D1) izolatinin kekik (0,01; 0,03;
0,06; 0,09; 0,12; 0,15 ug/mL) ve kakule (0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 3
png/mL) esansiyel yaglart ilave edilmis ortamlarda gelisme ve 7, 10, 14 giinliik
inkiibasyon siirelerinde OTA olusturma 6zellikleri 0,97 su aktivitesinde ve 30°C’de
arastirilmistir. Calismada kullanilan kekik ve kakule esansiyel yaglar1 yapilan 6n
deneme c¢alismasinda Aspergillus carbonarius’a kars1 etkileri g6z Oniinde
bulundurularak secilmistir. izolatlarin gelisme hizlari Baranyi modeli ile
hesaplanmugtir. A. carbonarius izolatlarinin okratoksin A iretimleri mikotoksin
ekstraksiyonu yapildiktan sonra yiiksek basingli s1vi kromatografisi ile belirlenmistir.

A. carbonarius 3904-X4 izolatinin gelisimine karsi en yiiksek inhibisyon zonlarini
kekik ve mercankosk esansiyel yaglari, en diisilk inhibisyon zonunu zencefil
esansiyel yag1 gostermistir. 2,5 pL kekik ve mercankosk esansiyel yagi kullanimda
A. carbonarius 3904-X4 izolat1 tamamen inhibe olmustur.

35-03X1 ve 57-03D1 izolatlar1 0,09 ng/mL kekik esansiyel yagi konsatrasyonunda
tamamen inaktive olurken, 3904-X4 izolatinin tamamen inaktivasyonu 0,12 pg/mL
konsantrasyonda kekik esansiyel yag1 kullaniminda gerceklesmistir. 35-03X1 ve 57-
03D1 izolatlar1 0,6 pg/mL konsantrasyonda kakule esansiyel yaginda tamamen
inhibe olurken, 3904-X4 izolatt 0,9 upg/mL kakule esansiyel yaginda
konsantrasyonda tamamen inhibe olmustur.

Kekik esansiyel yagi kakuleye gore daha yiiksek antifungal etki gostermistir. En
diisiik minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) 0,09 ug/mL kekik ve 0,6 ng/mL
kakule esansiyel yagi ilavesinde elde edilmistir. Her iki esansiyel yag icin en yiiksek
MIK degeri 3904-X4 izolatina kars: belirlenmistir. Kekik icin en yiiksek MiK degeri
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0,12 pg/mL ve kakule esansiyel yag i¢in 3,0 pg/mL olarak bulunmustur. Minimum
fungisidal konsantrasyon (MFK), yapilan ¢alismada tiim yaglar ve izolatlar igin MIK
degerlerine esit olarak belirlenmistir.

Kontrole gore izolatlar karsilastirildiginda 0,01 pg/mL kekik esansiyel yaginin
kullaniminda en hizli gelismeyi 3904-X4 izolat1 gostermistir. Bu izolati sirasiyla 57-
03D1 ve 35-03X1 izolatlar1 takip etmistir. Istatistiksel analiz sonuclarina gére de
3904-X4 ve 57-03D1 izolatlarina kars1 0,01 ug/mL konsantrasonunda yag ilavesinin
etkisi kontrolle ayn1 iken 35-03X1 izolat1 i¢in kontrolden farklidir . 3904-X4 ve 57-
03D1 kodlu izolatlar igin yagin etkisi 0,03 ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
kontrolden farklidir.

Kakule esansiyel yaginin Aspergillus carbonarius izolatlarina karsi inhibisyon etkisi
kekik esansiyel yagina karsi daha diigiiktiir. Kakule esansiyel yagi i¢in en diisikk
gelisme hizi 1,05 mm/giin ile 57-03D1 izolatina kars1 1,2 pg/mL konsatrasyonda yag
kullaniminda belirlenmistir.

57-03D1 izolati OTA iiretimi bakimindan kekik ve kakule esansiyel yagina karsi
diger izolatlardan daha direnglidir. Kekik esansiyel yagi 3904-X4 izolatinin OTA
iiretimi, calisilan konsantrasyonlarda tamamen engellemistir. Toksin varliginin
belirlendigi durumlarda okratoksin A varlig1 kontrole gore % 26,5- 99,83 arasinda
azalma gostermistir.

Calismada literatiir bulgularina benzer olarak 3904-X4 izolatinin kekik ve kakule
esansiyel yaglar1 bulunan ortamlarda diger izolatlar1 gore daha iyi gelisme gosterdigi
belirlenmistir.
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INVESTIGATION OF ANTIFUNGAL EFFECT OF THYME AND
CARDAMOM ESSENTIAL OIiLS

SUMMARY

Countless pests and diseases threat foods around the world. Most of them are related
to pathogenic fungal diseases. Worldwide, post harvest losses have been estimated at
50% because of fungal and bacterial infections. Fungal growth on fresh fruits and
vegetables is responsible for food spoilage.

Moulds are immanent biological agents that are able to colonize foods because of
their potential to synthesize a wide variety of hydrolytic enzymes. They cause
pathologic disorders in plants bringing serious economic losses for food producers.
Mould growth depends on factors such as pH, water activity (aw), solute
concentration, temperature, atmosphere, time, etc. Rhizopus, Aspergillus and
Penicillium species cause reduction of shelf life, decrease of quality and rapid
deterioration of fruits and vegetables especially after harvesting. Aspergillus species
have long been known to be common contaminants of human foods and animal
feeds. The occurrence of Aspergillus in foods and feeds is dependent on the substrate
and environmental factors.

Mycotoxins, low molecular weight secondary metabolites, are produced by various
fungi especially genus of Aspergillus, Penicillium, Fusarium. The primary
mycotoxins are aflatoxins, ochratoxins, zearalenone, fumonisin, and patulin.
Mycotoxins are hazardous to human and animal health due to the carcinogenic,
mutagenic, teratogenic, lethal effect. Their activity depends on the type of toxin and
their concentration in the food. Poor storage and tropical climate are the suitable
environmental conditions that support mould growth and mycotoxin production.

Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin commonly present in grapes, cereals, species,
coffee, cocoa. It is a toxic metabolite produced by several fungi of the genera
Aspergillus and Penicillium, mainly produced by Penicillium verrucosum, P.
nordicum, Aspergillus niger, A. ochraceus and A. carbonarius under different
environmental conditions. Some of the factors that influence growth and production
of Aspergillus toxins are temperature, pH, moisture, antifungal agents and type of
substrate. OTA in cereals is mainly produced by Penicillium verrucosum while OTA
on grapes, coffee and cocoa is formed by Aspergillus carbonarius. Ochratoxin A has
been classified as possible human carcinogen by International Agency for Research
on Cancer (IARC).

In recent years, consumers' choices are moving towards foods that contain lower
levels of chemical preservatives and exhibit more fresh-like and natural
characteristics. Traditional medicine, particularly herbal medicines, has increased
considerably in both developed and developing countries. Global and national
markets for medicinal herbs have been growing rapidly and significant economic
incomes are being realized.
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Investigations have turned to the study of natural antifungals such as essential oils.
Essential oils are aromatic, volatile, natural oily liquids obtained by hydrodistillation
from plant material and are usually mixtures of several components. They are easily
decomposed, environmentally friendly and non toxic. Their natural antimicrobial
activity is commonly related to the chemical structure of their components, the
concentration in which they are present, and their interactions, which can affect their
bioactive properties. The mechanisms of action essential oils can be explained by
changes in permeability of cell membranes, granulation of the cytoplasm and
cytoplasmic membrane rupture. Temperature, pH, water activity (a,), medium
conditions and the microorganism involved may influence the stability of the
antifungal activities of essential oils.

The aim of this study was to determine the effect of thyme essential oil (0.01; 0.03;
0.06; 0.09; 0.12; 0.15 pg / mL) and cardamom essential oil (0.3; 0.6; 0.9; 1.2; 1.5;
1.8; 2.1; 2.4; 3 ng / mL) on growth and ochratoxin A production by three isolates
(35-03X1, 3904-X4, 57-03D1) of Aspergillus carbonarius isolated from dried figs
collected from the Aegean region. Thyme and cardamom essential oils were selected
aganist to the effects of Aspergillus carbonarius The plates incubated at 30°C and
0.97 water activity. OTA production was determined after 7, 10 and 14 day of
incubation at each value of essential oils and concentrations. The growth of fungi
evaluated by daily measurement of the colony diameter (mm). Growth rates were
calculated with primary model of Baranyi. OTA detection and quantification carried
out by high performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection
after extraction with methanol.

Thyme and origanum essential oils demonstrated the highest inhibition zones and
ginger essential oil showed lowest inhibition zones of against development of A.
carbonarius 3904-X4 isolate. A. carbonarius 3904-X4 isolate has been completely
inhibited by using 2.5 uL thyme and origanum essential oils.

A. carbonarius 35-03X1 and 57-03D1 isolates completely inactivated 0.09 ug/mL
while 3904-X4 isolate inactivated 0.12 pg/mL of thyme essential oil. Complete
inactivation for A. carbonarius 35-03X1 and 57-03D1 isolates was provided as 0.6
ug/mL concentration of cardamom essential oil. A. carbonarius 3904-X4 isolate
inactivated at 0.9 ug/mL concentration of cardamom essential oil.

Thyme essential oil demonstrated higher antifungal effect than cardamom essential
oil. The lowest minimum inhibitory concentration (MIC) was obtained from 0.09
ng/mL thyme ve 0.6 pg/mL cardamom essential oils. The highest MIC values were
determined for bothof them against the A. carbonarius 3904-X4 isolates. The highest
MIC values for thyme and cardamom essential oils were 0.12 pg/mL and 3.0 pg/mL,
respectively. In this study, the minimum fungicidal concentration (MFC) values were
determined as equal to MIC values for all oils and isolates.

According to control, A. carbonarius 3904-X4 isolate showed rapid development by
using 0.01 pug/mL thyme essential oil. This isolate was followed by A. carbonarius
35-03X1 and 57-03D1 isolates respectively. The results of statistical analysis, 0.01
ng/mL concentration thyme essential oil had same effect with control, different
effect with 35-03X1 isolate. The effect of thyme essential oil is different from the
control at 0.03 ug/mL and higher concentrations for the A. carbonarius 3904-X4 and
57-03D1 isolates.

Inhibitory effect of cardamom essential oil against isolates of Aspergillus
carbonarius is lower than thyme essential oil. The lowest growth rate for cardamom
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essential oil was determined 1.05 mm/day 1.2 pg/mL concentration oil against 57-
03D1 isolate.

A. carbonarius 57-03D1 isolate was resistant than other isolates against the thyme
and cardamom essential oils of the OTA production. Thyme essential oil was
completely prevented OTA production in the studied concentrations. In cases where
the presence of toxin, OTA production decreased between 26.5- 99.83 % compared
to the control.

In this study 3904-X4 isolate was showed better development than other isolates in
the thyme and cardamom essential oils analogously to literature findings.
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1. GIRIS

Diinyada genelinde cogunlukla patojenik fungal hastaliklar olmak {izere sayisiz
zararl ve hastalik gidalar tehdit etmektedir. Fungal ve bakteriyel bulagsmalar sonucu
goriilen hasat sonrast kayiplarin %50 oldugu tahmin edilmektedir (Magro ve dig.,
2006). Kiifler her yerde bulunabilen, hidrolitik enzim sentezleyerek gidalara yerlesen
biyolojik ajanlardir. Kiiflerin gelismeleri pH, su aktivitesi (ay), ¢oziinebilen madde
konsantrasyonu, sicaklik, atmosfer, siire gibi faktorlere baghdir. Ozellikle hasat
sonrasinda Rhizopus, Aspergillus ve Penicillium tiirleri sebze ve meyvelerin hizla
bozulmasina, raf dmriiniin kisalmasina ve kalite kayiplarina yol agarlar (Li ve dig.,

2009; Wanchaitanawong ve dig., 2005).

Mikotoksinler ¢esitli kiifler tarafindan iiretilen diisitk molekiil agirlikli ikincil
metabolitlerdir. Ozellikle de Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsi kiifler
tarafindan iretilen bu metabolitler insan ve hayvan sagligini tehdit etmekte ve
ekonomik kayba yol agmaktadirlar. Okratoksin A (OTA) Aspergillus ve Penicillium
tiirleri tarafindan tretilen yaygin goriilen bir mikotoksindir. Tahillar, liziim, kahve,
baharatlar, kakao gibi gidalarda OTA’ya sik¢a rastlanmaktadir (Amézqueta ve dig.,
2009).

Sentetik fungusitler, mikotoksin problemini ¢6zmek i¢in kullanilsa da insan sagligini
tehdit etmesi ve fungusitlere karsi direngli tiirlerin gelismesine yardimci olmalari
bunlarin kontroliinde yeni aragtirmalar yapilmasini gerektirmistir. Tiiketiciler dogal,
cok fazla miktarda islem gérmemis, en az seviyede kimyasal koruyucu igeren gida
istemektedirler. Son yillarda ¢ogu aragtirmact toksik olmamalari nedeniyle esansiyel
yaglar gibi dogal antifungallerin aragtirilmasina yonelmislerdir (Mimica-Dukic ve
dig., 2003; Schelz ve dig., 2006).

Bu ¢alismada kuru incirden izole edilen Aspergillus carbonarius un gelisme ve OTA
tiretimi {izerine 6n denemeler sonucu secilen kekik ve kakule esansiyel yaglarinin
antifungal etkisinin incelenmesi amacglanmistir. Bu amagla 3 adet Aspergillus

carbonarius izolatinin kekik (0,01; 0,03; 0,06; 0,09; 0,12; 0,15 pg/mL) ve kakule



0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 3 pg/mL) esansiyel yaglar ilave edilmis
ortamlarda gelisimi incelenmistir. Ayrica 7, 10, 14 giinliik inkiibasyon siirelerinde
OTA olusturma  oOzellikleri  arastinlmistir.  Veriler  istatistiksel  olarak

degerlendirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Esansiyel Yaglar

2.1.1 Genel ozellikleri

Esansiyel yaglar bitki tohum ve dokularindan distilasyonla elde edilen, bitkiye 6zgii
kuvvetli kokulu ve yakici lezzetli olan, ¢cok sayida bilesenden olusan ugucu yaglardir.
Biyoaktif buhar fazina sahip olmalar1 depolanmis iiriinlerin korunmasinda énemli bir
avantajdir (Singh ve dig., 2002). Yaklasik olarak 1500 civarinda esansiyel yag
giiniimiizde bilinmekte ve bunlarin da yaklasik 300 tanesinin farkli endiistriler i¢in
ticari 6nemi oldugu belirtilmektedir (Jayasena ve Jo, 2013). Esansiyel yaglarin
bakteri ve kiif gibi cesitli mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki gostermesi
yaninda ayrica aromatik koku ozellikleri sebebiyle gidalarin korunmasinda ve
sakinlestirici, agr1 kesici, antiinflamatuar olarak da tipta kullanilirlar (Bakkali ve dig.,
2008). FDA (Food and Drug Administration) tarafindan kolay ayristirilabilir, gevre
dostu olmalar1 ve fitotoksik olmamalar1 sebebiyle g¢ogunlugu GRAS (Generally
Recognized as Safe) statiisiinde yer alan esansiyel yaglara karsi son yillarda artan bir

talep vardir (da Cruz Cabral ve dig., 2013; Holley ve Patel, 2005).

2.1.2 Esansiyel yaglarin antimikrobiyal 6zellikleri

Esansiyel yaglar basta monoterpenler, sesquiterpenler ve bunlarin oksijen tiirevleri
(alkoller, aldehitler, esterler, eterler, ketonlar, fenoller ve oksitler) olan
fitokimyasallardir. Timol, eugenol, anethol, mentol, sitral, izotiyosiyanatlar,
karvakrol, benzoik asitler, fenolik asitler ve flavonlar gibi fitokimyasallar farkli
bakteriyel ve fungal tiirlere kars1 ¢alisilmaktadir (Souza ve dig., 2005). Dambolena
ve dig. (2011)’nin Fusarium moliniforme tarafindan sentezlenen fumonisin B; (FB;)
sentezinin Onlenmesine yonelik 10 farkli dogal fenolik bilesik ile yaptiklar bir
calismada 6genol, timol, karvakrol ve izodgenoliin en aktif bilesenler olduklari
belirtilmistir. Bu fenolik bilesiklerin ayrica antifungal aktivitesi de yiiksek
bulunmustur. Esansiyel yaglarin yapilarindaki antimikrobiyal aktivite cogunlukla

bilesenlerinin kimyasal yapisi ve bunlarin birbirleriyle etkilesimi ile iliskilidir.
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Cogunlukla fenolik gruba sahip bilesenler antimikrobiyal olarak daha etkilidir
(Dorman ve Deans, 2000; Feng ve Zheng, 2007). Ayrica polifenoller, fenoller ve
flavonoidler gibi antioksidan bilesenler antimikrobiyal etki de gosterdiklerinden
farkli funguslara karsi etkilidirler (Mihaliak ve dig., 1991).

Bu konuyla ilgili son yillarda yapilan ¢alismalarda esansilyel yaglari test etmek icin
cogunlukla Aspergillus ve Fusarium spp.’leri basta olmak tizere Penicillium spp. ve
diger fitopatojenik kiifler kullanilmaktadir. Zabka ve dig. (2009) Carum carvi,
Cymbopogon nardus, Pelargonium roseum, Pimenta dioica ve Thymus vulgaris’den
elde ettikleri esansiyel yaglarin Fusarium oxysporum, F. moliniforme, Penicillium
expansum, P. brevicompactum, Aspergillus flavus ve A. fumigatus kiiflerinin
gelisimini engellemede etkili oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan diger bir ¢aligmada
Aspergillus niger ve A. flavus’a karsi mercankosk (Origanum vulgare), kekik
(Thymus vulgaris) ve karanfil (Syzygium aromaticum) esansiyel yaglarinin antifungal
potansiyelini belirlenmistir. Burada en yiiksek inhibisyonu mercankdsk yaginin
gosterdigi ve A. flavus’un kekik esansiyel yagina karsi A. niger’den daha hassas
oldugu bulunmustur (Viuda-Martos ve dig., 2007). Silva ve dig. (2012) kekik
esansiyel yagmin Aspergillus flavus ve A. parasiticus 'un misel gelisimine etkisini
Malt Extract Agar (MEA) besiyerinde 25°C’de 9 giin boyunca incelemislerdir. Kekik
esansiyel yagi A. parasiticus’a karsi 5., 7. ve 9. giinlerde sirayla 16 mm, 26 mm ve

33 mm inhibisyon zonu olusturmustur .

Cizelge 2.1’de cesitli esansiyel yaglarinin bazi kiifler iizerine antimikrobiyal

etkilerinin arastirildigi literatiir caligmalarindan 6rnekler verilmistir.

2.1.2.1 Esansiyel yaglarin etki mekanizmasi

Esansiyel yaglarin aktivasyon mekanizmasi1 tam olarak belirlenememekle birlikte
yaygin olan bazi goriisler vardir. Bir gorlise gore esansiyel yaglarin yapilarindaki
hidroksil gruplarinin, hidrojen baglarina doniiserek enzimleri etkilemesi ve hiicre ici
fonksiyonlarin1 degistirmesi sonucu hiicre zarmin gecirgenliginde degisiklige,
sitoplazmada graniilasyona, sitoplazmik membranda kopmaya neden olduklar
belirtilmektedir. Diger bir goriise gore de baz1 hidrofobik bilesenlerin, hiicre zarinin
gecirgenligini degistirip hiicreyi etkilesime ac¢tig1 bunun sonucunda proton akisinda,

hiicre pH’sinda ve hiicrenin kimyasal yapisinda degisiklik yaptigi ve bdylece



Cizelge 2.1 : Cesitli esansiyel yaglarin bazi kiifler {izerine antimikrobiyal etkilerinin arastirildig: literatiir calismalarindan 6rnekler.

Esansiyel Yag Kiif Tiirii Konsantrasyon Ortam Gelisme MiK? Referans

Kekik (Thymus serpyllum L.) A. carbonarius Potato Fungal gelismeyi 1,25 ul/ mL Sokolic-Mihalak ve dig. (2012)
dextrose agar  6nleme
(PDA)

Boldo, poleo, karanfil, anason A. niger aggregate ve A. Peanut meal  A. carbonarius: Passone ve dig. (2012)

ve kekik carbonarius extract agar % 52.8 inhibisyon

Cuminum cyminum, Ziziphora  Aspergillus parasiticus C. cyminum: Khosravi ve dig. (2011)

clinopodioides ve Nigella sativa MIK:1,6 mg/mL

MFK? 3,5 mg/mL

Mercankosk Aspergillus niger, 2,5 mL/100 mL Czapek yeast ~ A. carbonarius Koci¢-Tanackov ve dig. (2012)
Aspergillus carbonarius autolysate inhibisyonu: % 95,6
ve Aspergillus wentii agar (CYA)

Ttargin, karanfil, anason,

kakule

Aspergillus flavus

Kakule ve anason
esansiyel yaglari:
antifungal etki yok,

Targ¢in ve karanfil
esansiyel yaglart:
tamamen fungal

gelismeyi dnleme

Tar¢in esansiyel yagi
MIK: 4 mg/mL,
Karanfil esansiyel yag1
MIK: 2 mg/mL

AikoMehta (2013)

Feslegen (Ocimum basilicum
L)

Alternariasp.,
Aspergillus flavus,
Botrytis cinerea,

Cladosporium herbarum,

Eurotium amstelodami
ve E. chevalieri

E. chevalieri en hassas,
A. flavus en dayanikli

Jakowienko ve dig. (2011)

Lippia rugosa,
Plectranthus glandulosus,
Clausena anisata ve Vepris
heterophylla

Aspergillus spp.: L.
rogusa: 0.5 mg/mL,
P.Glandulosus:1.5 mg/mL
Fusarium spp.: L. rogusa:
0.3 mg/mL,
P.Glandulosus:1.2 mg/mL

Penicilium spp.: L. rogusa:

0.6 mg/mL,
P.Glandulosus:2.0 mg/mL

Aoudou ve dig. (2010)




Cizelge 2.1 (devam): Cesitli esansiyel yaglarin bazi kiifler iizerine antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi literatiir caligmalarindan 6rnekler.

Esansiyel Yag

Kiif Tiirii

Konsantrasyon

Ortam

Gelisme

MiK

Referans

Origanum vulgare L.

Aspergillus, Penicillium

80 ve 40 ul/mL

Spor olusumunu

80- 20 pul/mL

Carmo ve dig. (2008)

(Lamiaceae) ve Fusarium spp. engelleme
Thymus mastichina L. ssp. Aspergillus tiirleri (A. MIK: 1500-2100 pg/mL  Fraternale ve dig. (2003)
mastichina flavus, A. parasiticus, A. MFK: 2,0-2,4 mg/mL
terreus, A. ochraceus, A.
fumigatus ve A. niger)
Kekik, tar¢in, marigold, Fusarium tiirleri 500-3000 ppm Potato Kekik esansiyel yagi: SolimanBadeaa (2002)

spearmint, feslegen ve quyssum

dextrose agar
(PDA)

fungistatik: 250 ppm,
fungisidal: 500 ppm

Feslegen esansiyel yagi:

fungistatik: 2000 ppm,
fungisidal: 3000 ppm

Mercankosk (Origanum Aspergillus flavus, 1000 ppm Yeast extract-  Fungal gelismeyi BasilicoBasilico (1999)
vulgare) A. parasiticus, sucrose tamamen 6nleme

A. ochraceus ve (YES) broth

Fusarium moniliforme
Kakule Aspergillus ochraceus % 0,05 A. parasiticus Badei (1992)

gelismesini onleme

MIK: Minumum inhibit6r konsantrasyon

2MFK: Minumum fungisidal konsantrasyon



aktivitesini etkiledigini ileri siiriilmiistiir. Sitoplazmik membranin gecirgenliginin
kaybi1 genellikle hiicrenin 6lmesine yol acar. Bunun sonucunda da hiicre i¢i ozmotik
basingta dengesizlik, organellerde bozukluk, sitoplazmik igerigin sizmasi ve sonucta
da hiicre 6liimii goriiliir (da Cruz Cabral ve dig., 2013).

Yapilan bir c¢aligmada Ageratum conyzoides esansiyel yaginin. A. flavus’un
gelisiminde hiicre duvari ve sitoplazmasinda meydana getirdigi degisimler gecirimli
elektron mikroskobunda (TEM) incelenmistir (Nogueira ve dig., 2010). Temel
patolojik degisiklik hiicre i¢i sistemde Ozellikle de hiicre zarinda ve mitokondiride
gozlenmistir. Hiicre zarinin diizglinliigiinii kaybettigi ve bazen de hiicre duvarindan
ayrildigi belirlenmistir. Fibril katmanlarimin zamanla o6zelliklerini kaybettigi ve
incelerek hiicre duvarindan koptugu ifade edilmistir.

Rasooli ve dig. (2006) yaptiklari ¢alismada farkli konsantrasyonlarda Thymus
eriocalyx ve Thymus x-porlock esansiyel yaglarinin A. niger’e etkisini TEM ile
arastirmiglardir. Organellerde, hiicre zarinda ve duvarinda bazi hasarlar saptanmistir.
Misellerin kekik yagina maruz kalmasiyla hiflerde ve hiicre zarinda bozulma ve
mitokontriyal hasar olusmustur. A. niger’e kars1 250 ppm T. X-porlock esansiyel yagi
uygulanmasiyla hiicrede katlanma, sitoplazmada azalma, ¢ekirdek zarinda hasar ve
hiicre duvarmin biitiinliigiinde ve esnekliginde kayip gozlenmistir. Buna gore bu
degisiklikler hiicre sentezinden sorumlu enzimlere esansiyel yaglarin miidahalesine

baglanmistir.

2.1.2.2 Esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitesini etkileyen faktorler

Mikrobiyal gelismenin engellenmesinde g¢evresel faktorler onemlidir. Sicaklik, ay,
pH, ortam sartlari, farkli bilesenler arasindaki etkilesimler, mikroorganizma tiirii gibi
gelismeyi etkileyen faktorler esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitesini de etkiler.
Tarimsal uygulamalar, bitki ¢esidi ve isleme farkliliklar1 bitkilerin antimikrobiyal
ozelligini etkiler (Delaquis ve dig., 2002). Hemen hemen tiim antimikrobiyallerde
oldugu gibi genellikle esansiyel yaglarin da yiiksek konsantrasyonlarinin daha
yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Ancak burada esansiyel
yagin ortam i¢indeki ¢oziiniirliigii ve diflizyonu onemlidir. Benzer sekilde esansiyel
yaga maruz kalma siiresinin artmasmin antimikrobiyal aktiviteyi de arttiracagi
diisiiniilmektedir. Genel olarak gidalarin pH degeri azaldik¢a mikroorganizmalarin
esansiyel yaglara karsi duyarlilign artar. Cogunlukla anaerobik kosullar altinda

antimikrobiyal aktivitenin arttif1 (Seow ve dig., 2013) ve sicakligin etkisinin de



hedef mikroorganizmalarin gelismelerindeki optimum sicakliga, kullanilan esansiyel
yaga ve ortama bagli oldugu belirtilmistir (Friedman ve dig., 2004). Gram-pozitif
mikroorganizmalar esansiyel yaglara karsi daha duyarlidirlar. Potasyum sorbat,
sodyum benzoat, sodyum bisiilfit, karvakrol, sitral, dégenol, timol ve vanilin gibi
antimikrobiyaller ile yapilan bir ¢aligmada antimikrobiyal maddenin konsantrasyonu,
aw, PH ve bunlarin interaksiyonunun A. flavus’un gelisimini 6nemli diizeyde

etkiledigi bildirilmistir (Lopez-Malo ve dig., 2005).

Yapilan bagka bir ¢alismada Equisetum arvense ve Stevia rebaudiana ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlar1 (%1-3) 0,85-0,95 a, arasinda Fusarium ve Aspergillus’a
etkisi 15-30°C’de 21 giin inkiibasyon sonunda incelenmistir. E. arvense ekstraktinin
% 3’liikk konsantrasyonunun tiim sartlar altinda gelismeyi engelleyecek sekilde etkili
oldugu, ayni konsantrasyondaki S. Rebaudiana ekstraktinin ise 0,90-0,93 a,, ve 30
°C harig¢ gelismeyi engelledigi bildirilmistir (Garcia ve dig., 2011). Boldo, poleo,
karanfil, anason ve kekik esansiyel yaglarmin A. niger aggregate ve A.
carbonarius’un gelisimine etkisi yerfistigi bazli besiyerinde farkli a,’lerde (0,93;
0,95; 0,98) Passone ve dig. (2012) tarafindan ¢alisilmistir. Poleo (2000 pL/L) ve
karanfil esansiyel yaglarinin (3000 pL/L) sirayla 0,98 ve 0,93 a,,’de 66.0% ve 80.6%
oraninda fungal gelisme hizin1 azalttig1 goriilmiistiir. Boldo, poleo, karanfil esansiyel
yaglariin (1000 pL/L) antiokratoksijenik ugucu bilesenlerinin diisiik aw’lerde etkili
oldugu, inhibisyon yiizdelerinin sirayla 0,93; 0,95 ve 0,98 a’lerinde %14.7, 41.7 ve
78.5 oldugu hesaplanmistir.

Antimikrobiyallerin gidalara uygulanmasi olduk¢a 6nemlidir. In vitro galigmalarda
en Onemli basamak potansiyel esansiyel yagi belirlemek olurken in vivo
uygulamalarda esansiyel yagin aktivitesinin dogrulanmasi daha onemlidir. Ciinki
gida matrisi biyoaktif bilesenler ile etkilesime girebilir ve bunlarin etkinligini
azaltabilir. Gidalara uygulamada ayrica dikkat edilmesi gereken, esansiyel yaglarin
kullanimiyla organoleptik olarak da kabul edilebilir gida eldesidir. Esansiyel yaglarin
yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan istenmeyen
organoleptik ozellikler, diisiik konsantrasyonlarda esansiyel yag kombinasyonlari

kullanilarak ortadan kaldirilabilir (Gutierrez ve dig., 2008).



2.2 Aspergillus carbonarius ve OTA

2.2.1 Aspergillus carbonarius

Siyah aspergilli olarak bilinen Aspergillus section Nigri tiirleri, gidalarda bozulmaya
sebep olur ve diinya genelinde toprak, tahillar, yem bitkileri, meyve, sebze,
kuruyemis, pamuk, et ve siit iirlinleri gibi ¢ok ¢esitli yiizeylerde meydana gelebilirler
(Gams ve dig., 1986). Siyah Aspergillus tiirlerinden bazisi organik asitler, hidrolitik
enzimler ve fermente igeceklerin ticari olarak tiretiminde 6nemlidirler (Hong ve dig.,
2013; Raper ve Fennell, 1965). Baz1 siyah aspergilli tiirleri okratoksinler (Abarca ve
dig., 2003; Abarca ve dig., 2004; Cabaiies ve dig., 2002)ve fumonisinler (Frisvad ve
dig., 2011; Frisvad ve dig., 2007; Perrone ve dig., 2011) gibi mikotoksinlerin
tireticisidir. Kuru iiziim, sarap vb. iiziimden elde edilen {iriinlerde karsilasilan bu
mikotoksinler gida gilivenligi ile ilgili endiseleri arttirmaktadir (Logrieco ve dig.,

2009; Logrieco ve dig., 2010).

A. carbonarius, A. niger, A. acidus, A. brasiliensis ve A. ibericus kiiflerinin siyah
aspergilli tiirleri icinde daha yaygin oldugu belirtilmektedir (Nielsen ve dig., 2009).
A. carbonarius’un tiziimlerde c¢ilirimeye sebep oldugu ilk olarak 1956 yilinda
Hindistan’da Gupta tarafindan bildirilmistir (Raper ve Fennell, 1965). A.
carbonarius’un gidalarda dogal olusumu tam olarak bilinmemektedir. Siyah
aspergillilerin taksonomisi ¢ok agik olmamakla birlikte A. carbonarius mikroskobik
olarak konidya biiylkligi ve diziliminden ayirt edilebilmektedir (Kusters-van
Someren ve dig., 1991). A. niger aggregate ve A. carbonarius’un gelisimi 6zellikle
aw (0,90-0,99) ve sicaklik (15-30°C) gibi ¢evre faktorlerinden belirgin olarak
etkilenir (Astoreca ve dig., 2009; Romero ve dig., 2007). A. carbonarius gelisimine
ve OTA iiretimine farkli su aktivitesi (0,78-0,99) ve sicakligin (15 ve 30°C) etkisi
incelenmistir. Optimum gelismenin gergeklestigi sicaklik 30°C ve bu sicaklikta
izolatlara gore degisiklik gostererek kiif gelisiminin basladigi minimum su aktivitesi
degerleri 0,86-0,90 olarak, OTA iiretiminin ise 0,86-0,94 su aktivitesi degerlerinde
gozlendigi belirtilmistir (Esteban ve dig., 2006).

A. carbonarius iiziim, baharatlar, kahve, tahil ve tahil iriinleri gibi ¢ogu gidadan
izole edilmektedir (Joosten ve dig., 2001; Kapetanakou ve dig., 2011; Nakajima ve
dig., 1997).



Funguslar mikotosin iiretiminden sorumlu olup Aspergillus section Nigri {iyelerinin
okratoksin A (OTA) iireticisi oldugu ifade edilmektedir. A. carbonarius izolatlarinin
cogu vyikksek oranda okratoksijenik Ozelliktedir. Bazi arastirmacilar A.
carbonarius’un tropik ve yar1 tropik bolgelerde OTA kaynagi oldugunu
belirlemislerdir (Joosten ve dig., 2001; Nakajima ve dig., 1997; Patino ve dig., 2005;
Pitt, 2000).

2.2.2 Okratoksin A (OTA)

Okratoksin A (OTA) Aspergillus ochraceus, Aspergillus carbonarius ve Penicillium
verrucosum tarafindan iretilen en yaygin mikotoksinlerden biridir. 1965 yilinda
Aspergillus ochraceus izolatlarinin ikincil metaboliti olarak kesfedilmistir. OTA
dihidroizokumarine bagli fenilalenin iceren, renksiz, suda ¢6ziinen, UV 1sinlar

altinda mavi renk veren bir maddedir (Van der Merwe ve dig., 1965).

Son yillarda insan ve hayvan saglig i¢in tehlike arz ettiginden OTA’ya ydnelen
dikkat diinya genelinde artmigtir. OTA nefrotoksisite, bagisiklik sistemini
baskilayici, teratojen, kanserojen, bagirsaklarda hassasiyet (Bondy ve Armstrong,
1998; Huff ve dig., 1980; Lea ve dig., 1989), karaciger hiicrelerinde sitotoksisite
gosterir (Bondy ve Armstrong, 1998). Ayrica Balkan Endemik Nefropatisi
(BEN)’nden sorumludur. OTA konsantrasyonunun BEN hastalarinin kaninda diger
bolgelerdeki insanlarin kanina gére 10 kat daha fazla oldugu rapor edilmistir
(Abouzied ve dig., 2002). Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajanst OTA’y1 renal
toksisite, mutajen, teratojen, ve immiinotoksik etkileri sebebiyle olasi bir insan
kansarojeni (grup 2B) olarak siniflandirmaktadir (IARC, 1993; Pfohl-Leszkowicz ve
Manderville, 2007).

OTA tahillar, {iziim, kahve, baharatlar, kakao ve bunlardan iiretilen {iriinlerde yaygin
olarak bulunmaktadir (Speijers ve van Egmond, 1993). Gidalarin biiyik bir
cogunlugunda meydana gelebilir ama kurutulmus meyvelerde 6zellikle de incirde ve
kuru liztimde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Yapilan bir calismada 115 kuru
incir orneginin % 47,8 inde 0.12-15.31 pg/kg konsantrasyonlarinda OTA oldugu
belirlenmistir  (Karbancioglu-Giiler ve Heperkan, 2008). OTA kaynaginin
belirlenmesi i¢in yapilan diger bir ¢alismada 50 kuru incir 6rnegi incelenmistir.

Fungal kontaminasyon %98 oraninda oldugu belirlenmistir. Biitiin kontamine
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orneklerden Siyah aspergilli izole edilmistir. Bunlarin % 98 inde Aspergillus niger

var. niger, % 58’inde Aspergillus carbonarius bulunmustur (Abarca ve dig., 2003).

Tarlada, hasatta ve depolama sirasinda fungal gelismeyi etkileyen onemli etkenler
sicaklik, ay ve uygun olmayan sartlar altinda kalma siiresidir. Mikotoksin sentezi de
fiziki, kimyevi ve biyolojik faktorler ve bunlarin birbirleriyle olan etkilesiminden
etkilenir (Abramson, 1987; Astoreca ve dig., 2007). Su anda tarladan sofraya kadar
olan tiim zincirde ne kadar dikkat edilirse edilsin tamamen OTA inhibisyonu
miimkiin degildir. Hasat dncesinde 6nlemler alinmasi mikotoksin kontaminasyonunu
kontrol etmede en iyi yoldur (Amézqueta ve dig., 2009; Kabak ve Dobson, 2009).
Ancak bu agsamadan sonra kontaminasyon olusursa, OTA tehlikesi hasat sonrasi

aliabilecek onlemler ile kontrol edilmelidir (Ponsone ve dig., 2012).

Genel olarak, esansiyel yaglarin misel biiylimesini engellemesiyle mikotoksin
tiretimini azalttig1 gézlenmistir. Passone ve dig. (2012) yaptiklar1 calismada 2000 pl/1
of boldo esansiyel yaginin 6 okratoksijenik Aspergillus section Nigri izolatini
tamamen inhibe ettigini gostermistir. Ayrica 0,93 a,,’de 1000 ul/L of poleo esansiyel
yagl varliginda A. niger aggregate ve A. carbonarius izolatlarinin ¢ogunda OTA
miktarinda degisim goézlenmistir. Bu calismada ortam a,’sine bakilmksizin OTA
inhibisyonu i¢in diisitk miktarlarda esansiyel yagin gerekli oldugu bulunmustur.
Yapilan diger bir ¢alismada kekik esansiyel yagmin A. carbonarius’un OTA
tretimini %90, A. niger’in OTA {iretimini %68, A. ochraceus’un OTA {iretimini
yaklagik %75 oraninda azalttigin1 bulmuslardir (Sokolic-Mihalak ve dig., 2012). A.
carbonarius’un gelisiminin 6nlenmesiyle gidalarda OTA kontaminasyonda 6nemli

bir azalma olacaktir (Jiang ve dig., 2014).

Okratoksin A diizeyleri ile ilgili yasal diizenlemeler Tiirkiye’de ve Avrupa
Birligi’nde mevcuttur (EC, 2010; TGK, 2011).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Aspergillus carbonarius izolatlari

Tez calismasinda Ege Bolgesi’nden toplanan kuru incirlerden izole edilen 3 adet A.
carbonarius izolat1 kullanilmistir (Karbancioglu-Giiler, 2008). Calismada kullanilan
izolatlar Cizelge 3.1°de verilmistir. Izolatlar optimum gelismeyi 30°C’de 0,97 a,’de

gostermektedir (Elikoglu, 2013).

Cizelge 3.1 : Aspergillus carbonarius izolatlari.

No izolat Tiir

1 35-03X1 A. carbonarius
2 39-04X4 A. carbonarius
3 57-03D1 A. carbonarius

3.1.2 Esansiyel yaglar

Dereotu (0,912 g/mL), feslegen (0,956 g/mL), kakule (0,899 g/mL), kekik (0,864
g/mL), kimyon (0,929 g¢g/mL), mercankosk (0,94 g/mL), rezene (0,951 g/mL),
zencefil (0,877 g/mL) esansiyel yaglar1 IFF (International Flavors and Fragruncez
INC) Aroma Esans Sanayi ve Ticaret A.S. (Gebze-Kocaeli) firmasindan temin

edilmistir. Esansiyel yaglar orjinal ambalajlari icinde 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.3 Besiyeri ve ¢ozeltiler

Kif siispansiyonlarmin hazirlanmasinda malt ekstrakt agar (MEA-Merck 1,05398)
ve %0,5’lik Tween 80 ¢ozeltisi, gelisimin goézlenmesinde %1’lik Tween 20
¢ozeltisi, esansiyel yaglarin seyreltilmesinde dimetil siilfoksit (DMSO) ve czapek
yeast ekstract agar (CYA) besiyeri kullanilmistir. izolatlar CYA besiyerine inokiile

edilmis ve analizler gerceklestirilmistir. Kullanilan besiyeri ve ¢ozeltilerin kimyasal
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bilesimine ait formiiller Cizelge 3.2-3.6 ‘da gosterilmistir. Besiyeri ve Tween
80/20 ¢ozeltisi 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Cizelge 3.2 : CYA besiyerinin kimyasal bilesimi.

Czapek Yeast Agar (CYA) Miktar
Dipotasyum hidrojen fosfat 1lg
Czapek ¢ozeltisi 10 mL
[z metal ¢ozeltisi 1mL
Maya ekstrakti(toz) 50
Sukroz 309
Agar 15¢
Distile su 1L

Cizelge 3.3 : Iz metal ¢ozeltisinin kimyasal bilesimi.

iz metal cozeltisi Miktar
CuS0,4.7H,0 059
ZnS04.7H,0 19
Distile su 100 mL

Cizelge 3.4 : Czapek ¢ozeltisi kimyasal bilesimi.

Czapek cozeltisi Miktar
NaNO3 3049
KCI 59
MgSO,.7H20 59
FeSO,4.7H20 0,1 mL
Distile su 100 mL

Cizelge 3.5 : Malt ekstrakt agar besiyeri kimyasal bilesimi.

Malt ekstrakt agar Miktar
Malt ekstrakt 309
Pepton 39
Agar 15¢
Distile su 1L
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Cizelge 3.6 : Tween 80/20 ¢ozeltilerinin kimyasal bilesimi.

Tween 80 cozeltisi Miktar
NaCl 8549
Pepton 19
Tween 80/20 1lg
Distile su 1L

3.1.4 Okratoksin A analizinde kullamlan ¢6zgen ve materyaller

Okratoksin A standartlart Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir (Steinheim,
Almanya). Mikotoksin analizinde kullanilan ¢6zgenler HPLC safligindadir ve Merck

(Darmstadt, Almanya)’den saglanmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Kiif izolatlarinin ve spor siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan kiif izolatlar1 MEA besiyerine asilanarak 25°C’de 7

giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda %0,5’lik Tween 80 ¢dzeltisi kullanilarak

6
kif izolatlarmin  1-4x10  adet/mL  konsantrasyonunda spor siispansiyonlari

hazirlanmustir.

3.2.2 Disk difiizyon yontemi

Esansiyel yaglarin A. carbonarius 39-04X4 izolat1 lizerine antimikrobiyal etkisi disk
difiizyon yontemi ile test edilmistir (Maruzzella ve Liguori, 1958). Hazirlanan spor
stispansiyonundan MEA besiyeri tizerine 100 pL yayma plak yontemiyle ekim
yapilmigtir.  Test edilecek yaglar (dereotu, feslegen, kakule, kekik, kimyon,
mercankosk, rezene, zencefil) farkli miktarlarda (2,5; 5; 10; 20; 40 uL), farkh
seyreltmelerde (1:5, 1:10, 1:20) ve farkli konsantrasyonlarda besiyeri iizerine
yerlestirilen kagit disklere (6 mm c¢apli) emdirilmistir. Petriler 30°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda etki ¢ap1 dl¢iilmiistiir. Deneysel calisma 3
paralel olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgulara gore c¢alismanin ikinci

kisminda kullanilacak yaglar belirlenmistir.
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3.2.3 Kekik ve kakule esansiyel yaglarimin antifungal etkisinin arastirilmasi

On denemelerde yiiksek ve diisiik antifungal etki gosteren kekik ve kakule esansiyel
yaglar1 ¢alismanmn ikinci kisminda kullamlmistir. Kekik ve kakule esansiyel
yaglarinin antifungal etkilerinin belirlenmesinde agar diliisyon metodu kullanilmistir
(de Billerbeck ve dig., 2001). izolatlar i¢in Elikoglu (2013) tarafindan belirlenmis
optimum gelisme sicakligi ve su aktivitesinde antifungal etkiler degerlendirilmistir.
Gliserol ile su aktivitesi 0,97 a,’ ye ayarlanan CYA besiyerine %1 Tween 20 ve
sterilizasyon sonrasinda kakule ve kekik esansiyel yaglar1 ilave edilmistir.
Calismada, besiyerinde kekik esansiyel yaginin konsantrasyonu 0,01; 0,03; 0,06;
0,09; 0,12; 0,15 pg/mL, kakule esansiyel yag konsantrasyonu 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5;
1,8; 2,1; 2,4; 3 ug/mL olacak sekilde esansiyel yag ilavesi yapilmistir. Hazirlanan
spor siispansiyonundan 1 pL alinarak A. carbonarius izolatlar1 esansiyel yag igeren
CYA besiyerine ekilmistir. Kontrol olarak esansiyel yag ilave edilmemis besiyeri
kullanilmistir.  Petriler stre¢ film ile kapatilmis ve 30°C’de 14 giine kadar

inkiibasyona birakilmistir. Deneysel ¢alisma 3 paralel olarak gergeklestirilmistir.

Kekik ve kakule esansiyel yaglarinin kiif gelisimi tizerine etkisi koloni ¢aplarinin 14
giin boyunca giinliik olarak iki agidan dl¢iilmesi ile belirlenmistir. Inhibisyon orani
denklem 3.1°deki gibi hesaplanmigtir. Burada I inhibisyon (%), C kontrol
petrisindeki gelisme ¢ap1 (cm) ve T test petrisinin gelisme ¢ap1 (cm)’dir (Pandey ve
dig., 1982).

(%) = (C = T)/C x 100 (3.1)

Minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) mikrobiyal gelismenin olmadig1 en diisiik
konsantrasyonu, minimum fungisidal konsantrasyon (MFK) fungal gelisimin
olmadig en diisiik konsantrasyonu ifade etmektedir. MIK degeri 14 giin inkiibasyon
sonunda gelismenin gézlenmedigi en yiiksek konsantrasyon olarak belirlenmistir.
MFK tayini i¢in 14 giinliik inkiibasyon sonunda petrilerin ¢evresindeki stre¢ film
cikarilmistir. Kiif gelismesinin goriilmedigi petrilerden kiif sporlar1 esansiyel yag
icermeyen CYA besiyerine aktarilarak 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda gelisme gozlenmeyen en yiiksek konsantrasyon MFK degeri olarak

belirlenmistir (Koci¢-Tanackov ve dig., 2012).
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3.2.4 Kiif izolatlarimin OTA olusturma o6zelliklerinin belirlenmesi

Bu kapsamda kuru incirden izole edilen Aspergillus carbonarius izolatlarinin
okratoksin A olusturma 6zellikleri ve okratoksin A olusumuna farkli esansiyel yag ve

bunlarin konsantrasyonlariin etkisi incelenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda kekik (0,01; 0,03; 0,06; 0,09; 0,12; 0,15 ug /mL) ve
kakule (0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 3 png /mL) esansiyel yaglar1 iceren
besiyerlerine izolatlar asilanarak 7., 10. ve 14. giinlerde okratoksin A olusturma
Ozellikleri mikotoksin ekstraksiyonu gerceklestirildikten sonra HPLC ile

incelenmistir.

3.2.4.1 Okratoksin A ekstraksiyonu

Okratoksin A ekstraksiyonu Bragulat ve dig. (2001)' de belirtildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda kolonilerden 3 agar plug kesilerek 2 mL’lik
viallere alinmis ve 0,6 mL metanol ile ekstrakte edilmistir. Extrakt 0,45 um gozenek
capina sahip filtrelerden stiziilmiistiir. Ekstrakt yiiksek basingli sivi kromatografisiyle

OTA varlig1 agisindan analizlenmistir.

3.2.4.2 Okratoksin A analizi icin HPLC kosullari

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile OTA analizinin dortlii ¢ozgen
dagitim sistemi, fluoresans dedektor, degasser iinitesi igeren Agilent 1100 HPLC
sistemi kullanilmigtir. Veriler Chemstation 3D yazilim programi yardimiyla
degerlendirilmistir. OTA ayrimi, oda sicakliginda C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm
partikiil ¢apl) ters faz kolonda hareketli faz olarak asetonitril: su: asetik asit
(99:99:2, v/vlv) c¢ozgen sistemi kullamilarak 1 mL/dak. akis hizinda
gerceklestirilmistir.

3.2.4.3 OTA standartlarimin hazirlanmasi

Stok ¢ozeltiden (29,25 pg/mL), 2,5ug/mL konsantrasyonunda toluen: asetik asitte
(99:1, v/v) standart ¢ozelti hazirlanmistir. Calisma standardini hazirlamak i¢in 0,5
mL standart ¢ozelti temiz bir tiipe alinarak azot altinda kurutulmustur. 1-2 mL
enjeksiyon c¢ozeltisinde (asetonitril: su: asetik asit, 20:80:2, v/v/v) ¢oziilmiistiir. Daha
sonra balon jojede 5 mL’ye tamamlanarak 0,25 pg/mL konsantrasyonunda calisma

¢ozeltisi elde edilmistir. Calismada 2-30 ng/mL konsantrasyonlarinda kalibrasyon
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cozeltileri kullanilmistir (Cizelge 3.7). Kalibrasyon ¢ozeltileri ¢alisma standardindan

gerekli miktarin balonjojede enjeksiyon ¢ozgeninde seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

Cizelge 3.7 : Okratoksin A kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi.

Kalibrasyon ¢ozeltisinin Calisma standardindan Enjeksiyon cézgeni miktari
konsantrasyonu (ng/mL) alinan miktar (uL) (nL)

2,0 40 4960

50 100 4900

10,0 200 4800

20,0 400 4600

30,0 600 4400

3.2.4.4 Geri kazanim oraninin belirlenmesi

OTA analizi i¢in geri kazanim oraninin belirlenmesi i¢in OTA diizeyi 2,9 pg/mL ve
3,4 ng/mL olacak sekilde besiyerine OTA ilave edilmistir. Toksin ekstraksiyonu
3.2.3.1'de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Geri kazanim oranlart 2,9 pg/mL
icin % 80 ve 3,4 pg/mL i¢in % 70 olarak belirlenmistir.

3.3 Hesaplamalar ve Istatistiksel Analiz

Kiif gelismesine esansiyal yag ve bunlarin konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi
amaciyla Baranyi modeli kullanilmistir. Baranyi modelinde Microsoft Excel DMFit
eklentisi kullanilarak Baranyi ve Roberts (1994)’ e gore maksimum gelisme hizi
hesaplanmistir. Baranyi modelinde kullanilan denklemler 3.2 ve 3.3’deki gibidir
(Garcia ve dig., 2009).

[expl tmaxnd)— 1]}

Vy=v+ .Il"‘!'mE.IA —In {1 + R —

(3.2)
A=t+ (ﬁ) In [Exp(_ﬂmﬂxt} + Exp(_.lu'mrz:r“l} - Exp(_.lu'mrzxt_ .Iu'mrzx*‘l}] (33)

Kif gelismesi ve okratoksin A olusumuna esansiyal yag ve bunlarin
konsantrasyonunun etkisi a=0,05 Onem diizeyinde tek yollu ANOVA ile

arastiritlmistir. Ayrica okratoksin A olusumuna inkiibasyon stiresinin etkisi a=0,05
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6nem diizeyinde tek yollu ANOVA ile incelenmistir. Ortalamalarin
karsilastirilmasinda Duncan ¢oklu aralik testi kullamlmustir. Istatistiklerin

olusturulmasinda SPSS (IBM SPSS STATICS 20) programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Farkh Esansiyel Yaglarin Aspergillus carbonarius’un Gelisimine Etkisi

Yapilan ¢alismada A. carbonarius 3904-X4 izolatinin gelismesine 8 farkli esansiyel
yagin (dereotu, feslegen, kakule, kekik, kimyon, mercankdsk, rezene, zencefil) ve
bunlarmn farkli miktarlarinin (2,5; 5; 10; 20; 40 pL) etkisi disk diflizyon yontemiyle
incelenmistir. A. carbonarius 3904-X4 izolati Elikoglu (2013) tarafindan yapilan
calismada en hizli gelismeyi (19,58 mm/giin) gosteren izolat olmasindan dolayi

secilmistir.

Incelenen A. carbonarius 3904-X4 izolatmin gelisimine esansiyel yaglarin etkisi
Cizelge 4.1°de gosterilmistir. 20 uL esansiyel yag kullanilmastyla rezene (70 mm) ve
zencefil (10 mm) hari¢ kullanilan tiim esansiyel yaglar 3904-X4 izolatinin
gelismesini tamamen (90 mm) engellemistir. Zencefil esansiyel yagi diger yaglara
gore 3904-X4 izolatina karsi en disiik inhibisyonu gostermistir. 40 pL zencefil

esansiyel yagi varliginda A. carbonarius’un inhibisyon zonu 13 mm bulunmustur.

Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada zencefil esansiyel yagi 6 uL yag ilavesinde F.
Moniliforme gelisimini tamamen engellemistir (Singh ve dig., 2008). Yamamoto-
Ribeiro ve dig. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada potato dextrose agar (PDA)
besiyerinde F. Moniliforme kiifiine karsi zencefil esansiyel yagimnin etkisi
incelenmistir. Zencefil esansiyel yagi F. Moniliforme gelisimini 2500 pg/mL
konsantrasyonda engellemistir. Bu durum esansiyel yaglarin hidrofobik yapida
olmalari ve hiicre zarina hasar vermeleri ile agiklandig: ifade edilmistir (Dambolena

ve dig., 2008; Dambolena ve dig., 2010).

Antifungal etkinin daha iyi belirlenebilmesi igin yiiksek etki gosteren yaglara
(dereotu, feslegen, kimyon, kekik, kakule, mercankosk, rezene) seyreltme islemi
yapilmustir. Seyreltme sonucunda kontrole gore dereotu, feslegen ve rezene esansiyel

yaglarinda sporlanma daha az olmasina ragmen Onemli bir inhibisyon etkisi
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goriilmemistir. Kimyon esansiyel yaginin 1:5 seyreltmede inhibisyon zonu

olusturmasa da sporlanmay1 engelledigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1 : Aspergillus carbonarius 3904-X4 izolatinin gelisimine esansiyel
yaglarin etkisi.

Yag adi Inhibisyon zonu (mm)

Miktar (uL) 2,5 5 10 20 40
Seyrelme - - 1.5 1:10 1:20 - - -
Dereotu 6 45 EY' EY EY 2 90 -
Feslegen 6 - EY EY EY 45 90 -
Kakule 7 - - - - 12 90 -
Kekik 90 - 27 16 8 - 90 -
Kimyon 53 - EY EY EY - 90 -
Mercankosk 90 - 45 25 11 - 90 -
Rezene 8 26 EY EY EY - 70 -
Zencefil - - - - - - 10 13
'EY: Etki yok.

2.: Analiz yapilmamustir.

Kimyon esansiyel yaginin antifungal etkisinin arastirildigi bir ¢alismada Penicillium
commune ve Fusarium solani gelisiminin engellenmesi i¢in 40 uLL kimyon esansiyel
yaginin kullanilmas1 ile herhangi bir inhibisyonun olmadig1 belirlenmistir
(Thyagaraja ve Hosono, 1996). Bu calismada ise 2,5 uL ve 20 pL kimyon esansiyel
yagi ilavesinde A. carbonarius’a karsi antifungal etki belirlenmisitir. Rezene
(Foeniculum vulgare L.) ekstraktindan 20ug (kagit diskte) ilave edildiginde
Aspergillus flavus’a karst antimikrobiyal aktivite capi1 18-22 mm olarak
belirlemislerdir (Roby ve dig., 2013).

Caligmada en yiiksek inhibisyon zonlarimi kekik ve mercankdsk esansiyel yaglar
gostermistir. 2,5 puL kekik ve mercankosk esansiyel yagi kullanimda A. carbonarius
tamamen inhibe olmustur. Kekik ve mercankdsk esansiyel yaglari bu seyreltme
oranlarinda diger yaglara gore gelisimi belli miktarlarda engellemislerdir.
Mercankosk esansiyel yagi 1:5 seyreltmede 45 mm, 1:10 seyreltmede 25 mm, 1:20

seyreltmede 11 mm inhibisyon zonu olusturmustur.

Bazi esansiyel yaglarin Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus ve Fusarium
moniliforme’ye inhibitdr etkisinin test edildigi bir calismada kekik (500 ppm),
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feslegen (300 ppm) esansiyel yaglarmin bu kiiflere kars1 tamamen etkili oldugu
belirlenmistir. Gergeklestirilen ¢calismada da feslegen esansiyel yagi A. carbonarius’a
kars1 antifungal etki gostermistir. Ayrica literatiirde kekik esansiyel yaginin farkli
konsantrasyonlarda tahillarda mikotoksin iiretimini etkiledigini ifade etmislerdir

(Soliman ve Badeaa, 2002).

Cetin ve dig. (2011) tarafindan mercankosk (Origanum acutidens ve Origanum
rotundifolium) ve kekik (Thymus sipyleus subsp. sipyleus var. rosulans) esansiyel
yaglarinin baz1 kiiflere etkisi disk difuzyon yontemiyle arastirilmistir. Maksimum

inhibisyon zonu kiife bagli olarak 8-74 mm arasinda bulunmustur.

Czapek’s dox agar besiyerinde disk difuzyon metodu ile A. fumigatus ve A. niger
kiiflerine kakule (Elettaria cardamomum) ve zencefil (Zingiber officinale) ve bazi
esansiyel yaglarmin etkisi incelenmistir. Kakule esansiyel yaginin antimikrobiyal
aktivitesi 5 mm ¢apli kagit disklere 100 ug, 50 pg, 25 pg ve 12,5 pug miktarlarinda
konuldugunda sirayla A. fumigatus’a kars1 13+0,5 mm, 12+0,5 mm, 10,5+0.5mm,
10+£0,5 mm ve A. niger’a karst 12+0,5 mm, 11+0,5 mm, 10+0,5 mm, 9+0,5 mm
inhibisyon zonu olusturmuslardir. Ayn1 konsanrasyonlarda zencefil esansiyel yag1 A.
fumigatus’a kars1 15+0,5 mm, 13+0,5 mm, 12+1,1 mm, 10+0,0 mm ve A. niger’a
kars1 14+0,5 mm, 12+0,5 mm, 10£1 mm, 8+0,0 mm inhibisyon zonu olusturmustur
(Bansod ve Rai, 2008).

4.2 Aspergillus carbonarius izolatlarimin Gelisimine Kekik ve Kakule Esansiyel

Yaglarinin Etkisi

Aspergillus carbonarius’un gelisime hizin1 ve okratoksin A olusturma 6zelliklerini
belirlemek amaciyla 6n denemelerde yiiksek ve diisiik antifungal aktivite gdsteren

kekik ve kakule esansiyel yaglar secilmistir.

Kekik ve kakule esansiyel yaglarmm Aspergillus carbonarius izolatlarinin geligimi

tizerine inhibitor etkisi denklem 3.1 ile hesaplanmistir.

Yapilan ¢aligmada 5. glinden sonra kontrol petrisi tamamen dolmustur. Bu nedenle %
inhibisyon oranlarmin hesaplanmasi 4. giin i¢in yapilmistir. Aspergillus carbonarius
izolatlarmin gelisimine kekik ve kakule esansiyel yaglarinin inhibitor etkisi ((%) 1)

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3°de, ilgili grafikler Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Caligmada 35-03X1 ve 57-03D1 izolatlar1 0,09 pug/mL kekik esansiyel yagi
varliginda tamamen inaktive olurken, 3904-X4 izolatinin ayni konsantrasyonda %
96’s1 inaktive olmustur. 3904-X4 izolatinin tamamen inaktivasyonu i¢in 0,12 pg/mL

kekik esansiyel yagi kullaniminda gerceklesmistir.

Cizelge 4.2 : Aspergillus carbonarius izolatlarinin gelisiminin % inhibisyonu iizerine
kekik esansiyel yaginin etkisi.

Ornek ad1 % inhibisyon

Miktar (ug/mL) 000 003 006 009 012 015
35-03X1 26 78 82 100 100 100
39-04X4 10 71 75 96 100 100
57-03D1 11 74 78 100 100 100

Koci¢-Tanackov ve dig. (2012) Aspergillus spp. (Aspergillus niger, Aspergillus
carbonarius, ve Aspergillus wentii)’nin gelisimi iizerine mercankosk ekstraktinin
inhibitor etkisini arastirmiglardir. Mercankosk ekstraktinin temel bilesenlerinin
karvakrol (34.20%) ve karvone (18.05%) oldugu belirlenmistir. Calismada
mercankosk ekstraktinin 2,5 mI/100 mL konsantrasyonda kullanilmasiyla Aspergillus
wentii tamamen inhibe olmustur. Bu konsantrasyonda Aspergillus niger, Aspergillus

carbonarius’un inhibisyonu sirayla % 45,6 ve % 95,6 bulunmustur.

Gergeklestirilen ¢alismada kekik esansiyel yaginin antifungal etkisi konsantrasyona
bagli olarak % 10 ile % 100 arasindadir. Kekik (Tymus vulgaris L.) esansiyel yaginin
Penicillium digitatum, Aspergillus flavus, Colletotrichum gloeosporioide kiiflerinin
misel bilylimesinin incelendigi diger bir calismada PDA besiyerinde 30 giin
inkiibasyon yapilmistir. Kekik esansiyel yaginin bu kiiflere karsi fungustatik etki
yaptig1 ve %50, 75, 100 konsantrasyonlarda yagin misel gelisimini tamamen inhibe

ettigi belirtilmistir (Katooli, 2012).

Nguefack ve dig. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada kekik (Thymus vulgaris)
esansiyel yagmin Aspergillus flavus ve Aspergillus fumigatus kiiflerine etkisi
incelenmistir. 300 ppm kekik esansiyel yagi A. flavus’un gelisimini 81%, 200 ppm
kekik esansiyel yagi Aspergillus fumigatus 'un gelisimini %70 azaltmistir. 1000 ppm

kekik esansiyel yagi kullanimiyla A. flavus 'un gelisimi tamamen durmustur.
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Calismada kekik esansiyel yagina gore kakule esansiyel yagi i¢cin daha yiiksek
konsantrasyonlarda antifungal etki belirlenmistir. Aspergillus carbonarius 35-03X1
ve 57-03D1 izolatlar1 0,6 pg/mL kakule esansiyel yag1 varliginda 4. giinde tamamen
inhibe olurken, 3904-X4 izolat1 0,9 ug/mL kakule esansiyel yagi varliginda tamamen
inhibe olmustur. 3904-X4 izolat1 kakule esansiyel yagi i¢in de diger izolatlara gore
daha direncli bulunmustur. Ancak kakule esansiyel yagi varliginda etkinin
fungistatik oldugu belirlenmistir. Caligmada % inhibisyon oranlarinin hesaplandigi 4.

giinden sonra bazi konsantrasyonlarda gelisme gozlenmistir.

120 -~
100 -
S 80 -
> 10,01 pg/mL
2
E 60 - 0,03 pg/mL
= 0,06 pg/mL
S 40 - He
m 0,09 pg/mL
20 + 20,12 pg/mL
O .
35-03X1 39-04X4 57-03D1
izolat

Sekil 4.1: Aspergillus carbonarius izolatlarinin gelisiminin inhibisyonu iizerine
kekik esansiyel yaginin etkisi.

Kakule esansiyel yaginin Aspergillus carbonarius izolatlarina kars inhibisyon etkisi
kekik esansiyel yagina kars1 daha azdir. Aspergillus carbonarius 3904-X4 izolati i¢in
0,09 pg/mL kekik esansiyel yagi %71 inhibisyon saglarken, daha yiiksek
konsantrasyondaki kakule esansiyel yagi (0,3 pg/mL) % 79 inhibisyon saglamistir.

Cizelge 4.3 : Aspergillus carbonarius izolatlarinin gelisiminin % inhibisyonu iizerine
kakule esansiyel yaginin etkisi.

Ornek adx % inhibisyon

Miktar (ug/mL) 03 06 09 12 15 18 21 24 30
35-03X1 85 100 100 100 100 100 100 100 100
39-04X4 79 91 100 100 100 100 100 100 100
57-03D1 69 100 100 100 100 100 100 100 100
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120 +
100 -
m0,3 pg/mL
m 0,6 pg/mL
c 80 - pg/m
% 20,9 pg/mL
g 60 - m 1,2 pg/mL
c
'\; m 1,5 pg/mL
S 40
= 1,8 pg/mL
22,1 pg/mL
20 - 1 pHg/m
=24 pg/mL
0 - 3 pg/mL
35-03X1 39-04X4 57-03D1
izolat

Sekil 4.2: Aspergillus carbonarius izolatlarinin gelisiminin inhibisyonu iizerine
kakule esansiyel yaginin etkisi.

MIK, mikroorganizmanin engellendigi en diisiik konsantrasyon olarak ve MFK,

fungal gelisimin tamamen engellendigi en diisiik konsantrasyonu ifade etmektedir.

Elikoglu (2013) tarafindan yapilan ¢alismada deneysel gelisme hizi (g, mm/giin) ve
stireler degerlendirildiginde A. carbonarius izolatlar1 igin 0,97 su aktivitesi degerinde
ve 30°C’de optimum gelisme hizi saglanmistir. Yapilan c¢alismada bu a, ve
sicaklikta MIK tayini i¢in 14 giin ve MFK tayini igin ise 14 giin inkiibasyon sonunda

gelisme olmayanlar 5 giin daha inkiibasyona birakilmistir.
Cizelge 4.4’de kekik ve kakule esansiyel yaglarinin Aspergillus carbonarius

izolatlar1 igin MIK ve MFK degerleri verilmistir.

Cizelge 4.4 : Kekik ve kakule esansiyel yaglarmin Aspergillus carbonarius izolatlari
icin MiK ve MFK degerleri.

MIK (ng/mL) MFK (ng/mL)
Kiif izolat1 - -
Kekik EO Kakule EO Kekik EO Kakule EO
35-03X1 0,09 0,6 0,09 0,6
39-04X4 0,12 3,0 0,12 3,0
57-03D1 0,09 1,5 0,09 1,5
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Bu ¢aligmada 35-03X1 ve 57-03D1 izolatlar i¢in kekik esansiyel yagi 0,09 pg/mL,
kakule esansiyel yag1 sirayla 0,6 ve 1,5 pg/mL MIK degerleri belirlenmistir. 3904-
X4 izolatina kars1 kakule esansiyel yaginin etkili olmasi i¢in gereken en diisiik

konsantrasyon 3 pg/mL olarak bulunmustur.

Ownagh ve dig. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus ve Fusarum solani kiiflerine kekik, agastache, satureja esansiyel
yaglarinin etkisi incelenmistir. Biitiin esansiyel yaglarin ¢alisilan kiiflere kars1 etkili
oldugu ancak en etkili yagin 62,5 ul/mL konsantrasyonda kekik oldugu ortaya
konmustur. 250 pl/mL konsantrasyonda fungal gelismeyi engelledigi belirtilmistir.
Bu c¢alismada da kekik yagi c¢alisilan diger yaglara daha yiiksek antifungal etki

gostermistir.

Sokolic-Mihalak ve dig. (2012) kekik (Thymus serpyllum L.) esansiyel yagi ve
kekigin bir bileseni olan timoliin antifungal 6zelligini Aspergillus ochraceus, A.
carbonarius ve A. niger kiiflerine kars1 etkisini PDA besiyerinde gozlemlemislerdir.
Aspergillus ochraceusun kekik ve timole A. carbonarius ve A. niger’e gore daha
duyarl oldugu belirlenmistir. A. carbonarius’a karst MIK degerleri kekik esansiyel

yagt i¢in 1,25 pul/mL ve timol igin 0,125 pl/mL’dir.

Kakule esansiyel yagmin bazi bakteri ve kiiflere karsi antimikrobiyal etkisinin
arastirildigr bir calismada ise MIK degerinin 0,5-0,9 mg/mL oldugu belirlenmistir
(Badei ve dig., 1991). Yapilan ¢caligmada kakule esansiyel yaginin A. carbonarius’un

inhibisyonu i¢in daha diisiik MIK degerleri (0,6-3 pg/mL) belirlenmistir.

Calismalarda yaglarin etkisi konsantrasyona ve c¢alisilan kiif tiirtine bagli olarak
farklilik gostermektedir. Diger bir ¢alismada da kakule esansiyel yaginin Penicillium
spp. ve Aspergillus oryzae nin inhibisyonu icin MIK degerini % 4 den daha az olarak

belirlemislerdir (Hirasa ve Takemasa, 1998).

Elgayyar ve dig. (2001) yaptiklar1 g¢alismada disk difiizyon metoduna PDA
besiyerinde kakulenin bazi kiiflere karsi inhibisyon etkisi arastirilmistir. Kakule
esansiyel yagma karsi Aspergillus niger 18 mm, Geotrichum candidum 20 mm

inhibisyon zonu olusturmustur.
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A. fumigatus ve A. niger kiiflerine kars1 kakule (Elettaria cardamomum) esansiyel
yagina agar diliisyon metodu ile MIK (% V/v) tayini yapilmistir. MIK degeri % 2’den
fazla bulunmustur. Kakule esansiyel yagi kontrole gore A. fumigatus ve A. niger’e
daha diisiik aktivite gostermistir. Bu sonuclara gore esansiyel yaglarin farmasotik ve

koruyucu etki sagladigi goriilebilir (Bansod ve Rai, 2008).

Bu ¢alismada minimum fungisidal konsatrasyon ( MFK) ve MIK degerleri esit olarak
belirlenmistir. Literatirde de MIK ve MFK degerlerini esit belirleyen ¢alismalar
mevcuttur. Candida albicans’a karsi1 kekik esansiyel yaginin etkisi incelendigi
calismada MIK ve MFK degerleri (16 pl/mL) aymdir. Bununla birlikte lavanta
esansiyel yag1 i¢in Candida albicans’a kars1 MIK degeri 8 ul/mL, MFK degeri 16
pl/mL olarak bulunmustur (Thosar ve dig., 2013).

Calismada yiiksek antifungal etki gosteren kekik esansiyel yaginin A. carbonarius’un
mikroskobik yapisina etkisi de incelenmistir. Sekil 4.3’de kekik esansiyel yaginin
baz1 Aspergillus carbonarius izolatlarina etkisinin mikroskopta incelenmesi ile elde

edilen goriintiiler verilmistir.

Kekik 0,06 pg/mL; 57-03D1; 7.giin Kekik 0,03 pg/mL; 35-03X1; 7.giin

Sekil 4.3: Aspergillus carbonarius izolatlarina karsi kekik esansiyel yagi etkisinin
mikroskopta incelenmesi.
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57-03D1 izolatina ait kontrol 6rnegi 10. giinde incelendiginde konidyalarin 8-9 um
capinda, kiire seklinde ve oldukga piiriizlii oldugu goriilmektedir. Bu izolata 0,03
ng/mL  konsantrasyonda kekik esansiyel yagi uygulandiginda kontrole gore

konidyafor (condiophore) boyu kisalmis ve 0,5 mm olarak ol¢iilmiistiir.

0,06 ng/mL konsantrasyonda kekik esansiyel yagmin Aspergillus carbonarius 57-
03D1 izolatina etkisi 7.glinde incelendiginde konidya sekillerinin kiire yerine
elipsoidal hal aldig1 ve pilirtizliiliigiin azaldig1 belirlenmistir. Aspergillus carbonarius
35-03X1 izolatina kars1 0,03 pg/mL konsantrasyonda kekik esansiyel yaginin etkisi
7.giinde incelendiginde konidya c¢apit 6-7 pum olarak Ol¢lilmiis ve konidya

plirtizliliigiiniin 57-03D1 izolatina gore daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

Literatirde de MIK degerinin altindaki konsantrasyonlarda hiicre yapisinda
degisiklikler oldugu belirtilmistir. Mitchell ve dig. (2010) Aspergillus flavus, A.
parasiticus, A. fumigatus, A. terreus ve A. ochraceus un mercankosk (Origanum
vulgare L.) esansiyel yagma karsi Oonemli derece de hassasiyet gosterdiklerini
bulmustur. A. flavus 1,25 puL/mL ve A. parasiticus 2,5 pL/mL konsatrasyonlarda
tamamen inhibe olmuslardir. MIK degeri tiim kiifler i¢in 0,6 uL/mL ve mfk degeri
1.25-2,5 pL/mL arasinda bulunmustur. Elektron mikroskobu altinda A. parasiticus
morfolojik olarak incelendiginde sitoplazmada sizinti, pigment kaybi, hiicre

yapisinda bozukluk belirlenmistir.

Diger bir ¢alismada da kekik esansiyel yaginin Geotrichum citri-aurantii’ye karsi
antifungal aktivitesi mikroskop altinda Liu ve dig. (2009) tarafindan incelenmistir.
Kekik esansiyel yaginin etkisi 6énemli diizeyde hiflerde ve konsantrasyon arttikca

sporlarin duvar kalinliginin artmasi seklinde belirtilmistir.

4.3 A. carbonarius Izolatlarimin Kekik ve Kakule Esansiyel Yaglar1 Varh@inda

Gelismesinin Baranyi Modeli ile incelenmesi

Yapilan ¢alismada ii¢ adet A. carbonarius izolatlarinin gelismesine 2 farkli esansiyel
yag (kekik, kakule) ve 15 farkli konsantrasyonun (0,01; 0,03; 0,06; 0,09; 0,12; 0,15;
0,3;0,6;0,9;1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 3) etkisi incelenmistir.
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Farkli konsantrasyonlarda (ug/mL) kekik esansiyel yagiin Aspergillus carbonarius
izolatlarinin (35-03X1,39-04X4, 57-03D1) gelisiminde koloni ¢apinin 14 giin
boyunca degisim grafikleri Sekil 4.4 de verilmistir.

Kontrollerin gelismesi her 3 izolatta da hizlidir. Kontrol petrilerine gore izolatlar
karsilagtirildiginda 0,01 pg/mL kekik esansiyel yaginin kullaniminda en hizh
gelismeyi 3904-X4 izolatinin gosterdigi belirlenmistir. Bu izolat1 sirasiyla 57-03D1
ve 35-03X1 izolatlar takip etmistir.

Kekik esansiyel yaginin Aspergillus carbonarius 35-03X1 izolatina etkisi
incelendiginde konsantrasyon arttikga gelisme hizinin azaldigi goriilmiistiir. Kontrol
petrisi 3. giinde 21 mm koloni ¢apina ulasirken, 0,03 pg/mL konsantrasyonda kekik
yag1 ilave edilmis besiyerinde 35-03X1 izolat1 6 mm koloni ¢apina ulagmistir. 0,06
png konsantrasyonda gelisim azalmis, 0,09 pg konsantrasyonda gelisme tamamen

durmustur.

Aspergillus carbonarius 3904-X4 izolatinin gelisimine kekik esansiyel yaginin etkisi
incelendiginde 35-03X1 ve 57-03D1 izolatlarina gore daha hizli gelistigi
goriilmektedir. 3904-X4 izolatt1 13 mm koloni ¢apina kontrol petrisinde 2. giinde
gelirken, 0,03 pg/mL konsantrasyonda kekik esansiyel yagi eklenmis ortanda 8.
giinde gelmektedir. 0,01 pg/mL konsatrasyonda kekik esansiyel yagi kullanimiyla

7.giinden itibaren petrinin doldugu goriilmektedir.

Kekik esansiyel yaginin A. carbonarius’a karsi inhibitor etkisinin 28 giin boyunca
incelendigi bir calismada ilk 16 giin anlamli bir inhibisyonun oldugu belirlenmistir

(Sokolic-Mihalak ve dig., 2012).

A. carbonarius izolatlarinin gelisimine kekik esansiyel yagmin etkisinin
modellenmesi amaciyla maksimum gelisme hizinin hesaplanmasinda model olarak

Baranyi modeli (Denklem 3.2 ve 3.3) kullanilmastir.

Baranyi modelinin uygulanmasinda 35-03X1, 3904-X4 ve 57-03D1 izolatlarinin
kekik esansiyel yaginda zamana karsi tahminlenen egri ve deneysel olarak dlgiilen
koloni yarigaplarina ait grafikler sirasiyla Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Grafikler de goriildiigii gibi deneysel ol¢iimler model ile elde edilen

egri lizerinde yer almaktadir.

30



30 4
e® g REEER
25 - * n®
— [ |
€ [ | A A
E 2 - ¢ A
3 [ A @ kontrol
S 15 | m A A 0,01
g 4 A
R R A A 40,03
E & 0,06
4
> A7 0,09
. *0,
0 A+*%HHHH%HHHHHH%
012 3 456 7 8 9101112131415
35-03X1 Zaman (giin)
30 4
2 BRI BN ERE N
¢ N
=21 -
€
% 20 - V'S A # kontrol
g X A 0,01
215 [ | KX
g K A0,03
2 A K
s10 o A A2 0,06
S A % X X X X
5 - 4 w X X X 0,09
. s 4 X% X 00,12
01 2 3 456 7 8 9101112131415
39-04X4 Zaman (gun)
30 +
A EEER EEEERN
25 - u
€
£ 20 - =
% PN . A A A @ kontrol
& 15 | m (A& A 0,01
©
- A
— A 0,03
§ 10 - TS A A
S i ", 0,06
A X 0,09
0 AJ—?\%HHHH%HHHHHH%
01 2 3 456 7 8 9101112131415
57.03D1 Zaman (giin)

Sekil 4.4: Farkli konsantrasyonlarda (ng/mL) kekik esansiyel yagimim Aspergillus
carbonarius izolatlariin (35-03X1,39-04X4, 57-03D1) gelisiminde

koloni ¢apinin zamanla degisimi.
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Elde edilen gelisme hizlari Cizelge 4.5°de gdsterilmistir. Baranyi modeli ile R®
degerleri 0,90-1,00 arasinda hesaplanmistir. Caligsmada yliksek korelasyon katsayilar

elde edilmesi de modelin uygunlugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5: 35-03X1 izolatinin Baranyi modelinde ve kekik esansiyel yagindan elde

edilen zamana kars1 koloni yarigapr grafikleri (a: kontrol, b: 0,01, c:

0,03, d: 0,06), (.: deneysel 6l¢iim, -: tahminlenen denklemin egrisi).
Yapilan calismada gelisme hiz1 iizerine 3904-X4 ve 57-03D1 izolatlarina kars1 0.01
ug/mL konsantrasyonunda yag ilavesinin etkisi kontrolle ayni iken (p>0,05), 35-
03X1 izolat1 i¢in kontrolden farklidir. 3904-X4 ve 57-03D1 izolatlart i¢in yagin
etkisi 0,03 ve daha yiiksek konsantrasyonlarda kontrolden farklidir. Konsantrasyon
arttikca gelisme hiz1 yavaslamistir. 0,06 pg/mL konsantrasyonda gelisme hizlar 35-
03X1, 3904-X4 ve 57-03D1 izolatlar1 i¢in sirayla 1,70 mm/giin, 1,34 ve 2,14
mm/gilin’diir. Kontrole gore gelisme hizlar1 kekik esansiyel yagi kullanimiyla her 3

ng/mkL izolat i¢in daha diisiik bulunmustur.
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Sekil 4.6: 39-04X4 izolatinin Baranyi modelinde ve kekik esansiyel yagindan elde
edilen zamana kars1 koloni yarigapt grafikleri (a: kontrol, b: 0,01, c: 0,03,
d: 0,06, e: 0,09), (.: deneysel dl¢iim, -: tahminlenen denklemin egrisi).
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Sekil 4.7: 57-03D1 izolatinin Baranyi modelinde ve kekik esansiyel yagindan elde
edilen zamana kars1 koloni yarigapt grafikleri (a: kontrol, b: 0,01, c: 0,03,
d: 0,06), (.: deneysel 6l¢iim, -: tahminlenen denklemin egrisi).

Cizelge 4.5 : Aspergillus carbonarius izolatlariin  farkli  konsantrasyonlarda
hazirlanan kekik esansiyel yaginda Baranyi modeli ile hesaplanan
gelisme hizlar1 ve R? degerleri.

Konsantrasyon 35-03X1 39-04X4 57-03D1
(ng/mL) g (mm/giin) R g (mm/glin) R g (mm/giin) R
0 8,20° 0,98 8,87° 1,00 7,38° 0,99
0,01 4,75 0,99 8,31° 1,00 6,82° 1,00
0,03 1,83° 0,99 1,40° 0,96 2,02° 0,98
0,06 1,70° 0,99 1,34° 0,97 2,14° 0,99
0,09 GG - 1,03° 0,90 GG -
0,12 GG - GG - GG -

'GG: Gelisme goriilmedi.

abC: Her izolat igin ayni1 kolonda ve ayni1 konsantrasyonda yer alan degerlerde ayni harf iceren gelisme
hiz1 istatiksel olarak farkli degildir.
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Kekik esansiyel yaginin Aspergillus section Nigri iiyelerinin gelisimine etkisinin
incelendigi bir ¢alismada da, kiif gelisiminin 6nlenmesi i¢in 0,005 pL/mL kekik
esansiyel yagi kullanilmasinin istatistiki olarak 6nemli olmadig1 belirtilmistir. Ancak
0,015 pL/mL kekik esansiyel yag: ilavesinde gelisimin % 42,2-100 arasinda azaldig
bildirilmistir (Passone ve dig., 2012).

Farkli konsantrasyonlarda (pug/mL) kakule esansiyel yaginin Aspergillus carbonarius
izolatlarmin (35-03X1,39-04X4, 57-03D1) gelisiminde koloni ¢apinin zamanla
degisim grafikleri Sekil 4.8’de verilmistir.

Yapilan ¢aligmada 35-03X1 izolatinin koloni ¢ap1 5.giinde kontrol petrisinde 27 mm,
0,3 pg/mL konsatrasyonda kakule esansiyel yagi iceren ortamda 9 mm olarak

Olciilmiistiir. 8.giinden itibaren petriler tamamen dolmustur.

3904-X4 izolat1 2,4 pg/mL konsantrasyonda kakule esansiyel yaginda 7.giinden
itibaren gelisme baslarken, 3 ug/mL konsantrasyonda gelisme tamamen durmustur.
Kakule esansiyel yagimin 3904-X4 izolatinin gelisimine etkisi incelendiginde kekik
esansiyel yagiin da oldugu gibi 35-03X1 ve 57-03D1 izolatlarina gore daha hizl
gelistigi goriilmektedir. 3904-X4 izolat1 13 mm koloni ¢apina kontrol petrisinde 2.
giinde gelirken, 1,8 pg/mL konsantrasyonda kakule esansiyel yagi eklenmis ortamda

12. giinde gelmektedir.

Kakule esansiyel yagi 0,3 pg/mL konsatrasyonda en yavas gelismeyi 57-03D1
izolatinda gostermistir. 57-03D1 izolat1 0,6 ng/mL konsantrasyonda kakule esansiyel
yagt olan ortamda 5.giinden itibaren gelismeye baslarken, 1,2 pg/mL
konsantrasyonda kakule esansiyel yagi olan ortamda 9.giinden itibaren gelismeye

baslamistir.

Bazi baharatlarin Aspergillus niger’e karsi antifungal etkisinin PDA besiyerinde
arastirilmistir. Kakule ekstraktinin Aspergillus niger’e karsi 10 mm inhibisyon zonu

olusturdugu gézlenmistir (Shukla ve Shukla, 2013).

Kakule esansiyel yagi i¢in Baranyi modeli ile elde edilen egri ve izolatlarin zamana
kars1 koloni yaricaplarindaki degisimler Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de
gosterilmistir. Grafikler de goriildiigii gibi deneysel 6l¢iimler model ile elde edilen

egri lizerinde yer almaktadir.
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Sekil 4.8: Farkli konsantrasyonlarda (png/mL) kakule esansiyel yagmin Aspergillus
carbonarius izolatlarmin (35-03X1,39-04X4, 57-03D1) gelisiminde
koloni ¢apinin zamanla degigimi.
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Aspergillus carbonarius izolatlarinin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kakule
esansiyel yaginda Baranyi modeli ile hesaplanan gelisme hizlart ve R? degerleri
Cizelge 4.6’da verilmistir. Elde edilen R? degerleri 0,98-1,00 arasinda degismektedir.
Calismada yiiksek korelasyon katsayilari elde edilmesi de modelin uygunlugunu

gostermektedir.

Cizelge 4.6’da verilen gelisme hizlarinda giinlere gore degisim istatiksel olarak
degerlendirildiginde ise bazi konsantrasyonlar i¢in 6nemli bir fark gozlenmezken

bazilarinda ise istatiksel olarak farklilik gozlenmektedir (0=0,05).
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Sekil 4.9 : 35-03X1 izolatinin Baranyi modelinde ve kakule esansiyel yagindan elde
edilen zamana karsi koloni yarigapt grafikleri (a: kontrol, b: 0,3),
(.: deneysel 6l¢iim, -: tahminlenen denklemin egrisi).

Calismada 35-03X1 izolatinin gelisme hizi incelendiginde kontrol ile 0,3 pg/mL
konsatrasyonda kakule esansiyel yagi kullanim1 arasinda istatistiki olarak bir farkin
olmadig1 goriilmiistir. Benzer sonucun 3904-X4 izolati i¢in de oldugu

hesaplanmustir.

3904-X4 izolatinin gelisme hizinin 0,6 pg/mL konsantrasyonda kakule esansiyel yagi
kullanildiginda 6nemli Olclide azaldigr goriilmistiir. Kekik esansiyel yagi
kullaniminda ise 3904-X4 izolatinin gelisime hizina etkili 6nemli konsantrasyonun
0,03 pg/mL oldugu hesaplanmistir. 0,6 ve 2,4 ug/mL konsantrasyonlarinda 4,07 ve
2,4 mm/gilin olarak hesaplanmis fakat bu farkin 6nemli 3904-X4 izolatinin gelisim

hiz1 i¢in 6nemli olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.10: 39-04X4 izolatinin Baranyi modelinde ve kakule esansiyel yagindan elde edilen zamana kars1 koloni yarigap1 grafikleri (a: kontrol, b:
0,3,c:0,6,d:09,e:1,2 :15,0:1,8, h:2,1,i:2,4), (.: deneysel 6l¢iim, -: tahminlenen denklemin egrisi).
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57-03D1 izolatinin Baranyi modelinde ve kakule esansiyel yagindan
elde edilen zamana kars1 koloni yarigap: grafikleri (a: kontrol, b: 0,3, c:
0,6, d: 0,9, e: 1,2), (.: deneysel 6l¢iim, -: tahminlenen denklemin
egrisi).

Kakule esansiyel yagmnin artan konsantrasyonlarda kullanilmasiyla 57-03D1

izolatinda gelisme hizi yavaslamistir. 57-03D1 izolatinin gelisme hizina 0,3 ve 0,6

ng/mL kakule esansiyel yagi kullanilmasiyla 0,9 ve 1,2 pg/mL kakule esansiyel yagi
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Cizelge 4.6 : Aspergillus carbonarius izolatlarinin  farkli  konsantrasyonlarda
hazirlanan kakule esansiyel yaginda Baranyi modeli ile hesaplanan
gelisme hizlar ve R’ degerleri.

Konsantrasyon 35-03X1 39-04X4 57-03D1
(ng/mL) g (mm/giin) R? g (mm/giin) R?® g (mm/gin) R?
0 9,16° 1,00 9,05° 1,00 7,84° 1,00
0,3 9,65° 1,00 8,61° 1,00 5,53° 0,99
0,6 GG! - 4,07 0,94 4,41° 0,99
0,9 GG - 3,917 0,97 1,18° 0,98
1,2 GG - 2,85° 0,97 1,05° 0,99
1,5 GG - 3,25 0,99 GG -
1,8 GG - 3,08° 0,99 GG -
2,1 GG - 4,84° 0,98 GG -
2,4 GG - 2,54° 1,00 GG -
3 GG - GG - GG -

'GG: Gelisme goriilmedi.

2 Her izolat igin ayni kolonda ve ayni konsantrasyonda yer alan degerlerde ayni harf igeren
gelisme hizi istatiksel olarak farkli degildir.

kullanim1 arasinda 6nemli farkin olmadigi goriilmistiir (p>0,05). Bu sartlarda elde
edilen R? degerleri 0,98-1,00 arasinda hesaplanmistir. Yapilan ¢alismada en diisiik
gelisme hizi 1,05 mm/giin ile 57-03D1 izolatina karst 1,2 pg/mL konsatrasyonda

kakule esansiyel yagi kullanimiyla elde edilmektedir.

Baranyi modeliyle hesaplanan gelisim hizlar1 35-03X1, 3904-X4, 57-03D1 izolatlar
icin 0,3 pg/mL konsatrasyonda kakule esansiyel yagi kullanimda sirasiyla 9,65; 8,61
ve 5,53 mm/giin olarak bulunmusgtur. Ayn1 A. carbonarius izolatlarin kullanildig: bir
calismada A. carbonarius gelisimi incelenmistir. Elde edilen sonuglara benzer olarak
gelisme hizinin en yiiksek oldugu sicaklik 30°C; su aktivitesi degeri ise 0,97 olarak
belirlenmistir. En hizli gelismeyi 19,58 mm/giin gelisme hiz1 ile 3904X4 izolat1
gostermistir. 35-03X1 izolatinin gelisme hizi 17,06 mm/giin; 57-03D1 izolatinin
gelisme hiz1 15,66 mm/giin olarak hesaplanmistir (Elikoglu, 2013).

Yapilan diger bir ¢alismada ayni1 A. carbonarius izolatlar1 incir besiyerinde farkli
sicaklik ve su aktivitelerinde c¢alisilmistir. Elde edilen sonuglara benzer olarak

gelisme hizinin en yiiksek oldugu sicaklik 30°C; su aktivitesi degeri ise 0,97 olarak
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belirlenmistir. Baranyi modelinde 35-03X1, 3904X4 ve 57-03D1 izolatlarinin
maksimum gelisme hizlar1 30°C’de ve 0,97 su aktivitesinde sirasiyla 24,90; 25,36 ve
26,72 mm/giin degerlerinde tespit edilmistir. Bu kosullarda elde edilen R? degerleri
tiim izolatlar i¢in 0,99 olarak hesaplanmistir (Kii¢iikakar, 2014).

4.4 Aspergillus carbonarius’un OTA Uretimine Kekik ve Kakule Esansiyel
Yaglarinin Etkisi

Calismada A. carbonarius iiyesi 3 izolatin okratoksin A tretimine etkisi farkli
konsantrasyonlarda kekik (0,01; 0,03; 0,06; 0,09; 0,12; 0,15 ug/mL) ve kakule (0,3;
0,6;0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 3 ng/mL) esansiyel yaglar1 kullanilarak 7., 10. ve 14.
giinlerde inkiibasyon sonunda incelenmistir. Aspergillus carbonarius izolatlarinin
OTA iretimine farkli konsantrasyonlarda kekik esansiyel yagiin etkisi Cizelge
4.7°de verilmistir. Kekik esansiyel yaginin Aspergillus carbonarius izolatlarina ait
OTA iiretim miktarlar1 Sekil 4.12°de verilmistir.

Yapilan calismada kekik esansiyel yaginin 35-03X1 izolatinin OTA {iretimine etkisi
incelendiginde 0,03 ve 0,06 ng/mL konsantrasyonlarinda gelisme olmasina ragmen
toksin belirlenmemistir. 35-03X1 izolat1 sadece 0,01 pg/mL kekik esansiyel yagi
konsatrasyonda 14. giinde 67,94 ng/g toksin iiretmis ve OTA miktarinda % 63,15
azalma gergeklesmistir. Ayni inkiibasyon siiresi sonunda kontrol petrisinde 184,38

ng/g OTA iiretimi gerceklesmistir.

3904-X4 izolatimin kekik esansiyel yagi varlifinda gelisimin gozlendigi tiim
konsantrasyonlarda kullanilmasiyla gelismesi durmustur. Bu seviyeye kadar olan
konsantrasyonlarda OTA iiretimi belirleme limitlerinin altindadir. 57-03D1 izolatt
OTA iiretimi bakimidan kekik esansiyel yagina karsi diger izolatlardan daha
direngli bulunmustur. OTA iiretimi giinlere gore dalgalanmalar gostermistir. En

yiiksek miktarda toksin 14. giinde 0,01 pg/mL konsatrasyonda gozlenmistir.

Kekik (Thymus serpyllum L.) esansiyel yag1, kekigin bilesenleri olan timol ve toplam
fenollerin Aspergillus ochraceus, A. carbonarius ve A. niger kiiflerinin OTA

tiretimine etkisi 14 ve 21. giin dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.7 : Aspergillus  carbonarius izolatlarinin ~ OTA  {iretimine  farkli
konsantrasyonlarda (ng/mL) kekik esansiyel yaginin etkisi.

izolat Inkiibasyon OTA miktar, ng/g

kodu  siiresi (giin) Kontrol 0,01 0,03 0,06 0,09 0,12

35-03X1 7 37,70 TB? B B GG! GG
10 18,08 B B B GG GG
14 184,38 67,94 B B GG GG

39-04X4 7 40,03 B B B B GG
10 22,61 B B B B GG
14 117,03 TB TB B TB GG

57-03D1 7 60,92 B B B GG GG
10 183,71 12181 TB B GG GG
14 3635,26 267191 6,04 37,07 GG GG

'GG: Gelisme goriilmedi.
*TB: Toksin belirlenmedi (Belirleme limiti = 0,1 ng/g).

Kekik esansiyel yaginin OTA firetimini yaklagik olarak Aspergillus ochraceus’un
%75, A. carbonarius’un %90 ve A. niger’un %68 oraninda azalttigini ortaya
koymuslardir. Timol ve toplam fenollerinde benzer sonuglar verdigi belirtilmistir
(Sokolic-Mihalak ve dig., 2012). Bu calismada da konsantrasyona bagli olarak A.
carbonarius’un OTA iretimi kekik esansiyel yagi varlginda %26,5 ile %100

arasindaki oranlarda azalmstir.

Aspergillus carbonarius izolatlarinin OTA {iretimine farkli konsantrasyonlarda
kakule esansiyel yaginin etkisi Cizelge 4.8’de verilmistir. Bu ¢izelgeye ait kakule
esansiyel yagmin Aspergillus carbonarius izolatlarina ait OTA iiretim miktarlari

Sekil 4.13’de verilmistir.

Calismada 0,3 pg/mL konsatrasyonda kakule esansiyel yaginin 35-03X1 izolatinin
OTA iretimini 10.giinden itibaren engelleyemedigi goriillmektedir. Bu
konsatrasyonda 14. giinde kontrolin OTA miktar1 184,38 ng/g 35-03X1 izolatinin
OTA miktar1 77,73 ng/g bulunmustur.

Kekik esansiyel yagi 3904-X4 izolatinin OTA {iretimi c¢alisilan konsantrasyonlarda
tamamen engellerken, 0,6 pg/mL kakule esansiyel yagi OTA iiretimi tamamen
engellemistir. 0,3 pg/mL kakule esansiyel yagi kullanildiginda 14.giinde 8,5 ng/g
OTA hesaplanmugtir.
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Sekil 4.12: Kekik esansiyel yaginin (ug/mL) Aspergillus carbonarius izolatlarina ait
OTA {iretim miktarlart.
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Cizelge 4.8 : Aspergillus  carbonarius izolatlarinin  OTA  {iretimine  farkli
konsantrasyonlarda (ug/mL) kakule esansiyel yaginin etkisi.

Izolat  Inkiibasyon OTA miktari, ng/g

kodu siiresi (giin) Kontrol 0,3 0,6 0,9 1,2 0,15 3,0

35-03X1 7 37,70 TB* GG GG GG GG GG
10 18,08 B GG GG GG GG GG
14 184,38 77,73 GG GG GG GG GG

39-04X4 7 40,03 B B B TB TB GG
10 22,61 B B B B B GG
14 117,03 8,50 B B TB TB GG

57-03D1 7 60,92 8,78 B B TB GG GG
10 183,71 14,85 TB B TB GG GG
14 3635,26 163,44 13,19 30,76 TB GG GG

'GG: Gelisme goriilmedi.
2TB: Toksin belirlenmedi (Belirleme limiti = 0,1 ng/g).

57-03D1 izolatinin OTA iiretimi 0,3 pg/mL kakule esansiyel yaginin kullanimiyla
zamanla artig gosterdigi belirlenmistir. 7., 10., 14. giinlerde sirayla hesaplanan OTA
miktarlar1 bu konsantrasyonda 8,78 ng/g, 14,85 ng/g ve 163,44 ng/g kontrol
orneginde 60,92 ng/g, 183,71 ng/g ve 3635,26 ng/g’dir. A. carbonarius’un OTA
tiretimi konsantrasyona bagli olarak kakule esansiyel yagi varlginda %57,84 ile

%100 arasindaki oranlarda azalmistir.

Bu ¢alismada kullanilan izolatlarla ayn1 A. carbonarius izolatlarinin da kullanildigi
bir ¢alismada OTA iiretimi incir besiyerinde incelenmistir (Kiigiikakar, 2014). 7.,
10., 14. glinlerde OTA iiretimi sirayla 35-03X1 izolat1 igin 105 ng/g, 128 ng/g, 135
ng/g, 3904-X4 izolat1 i¢in 183 ng/g, 241 ng/g, 135 ng/g ve 57-03D1 izolat1 igin 113
ng/g, 149 ng/g, 157 ng/g olarak bulunmustur.

Yapilan ¢alismada Aspergillus carbonarius izolatlarinin OTA iiretim miktarlarinin
10. giinde yaklasik olarak kakule esansiyel yagi i¢in 0-36 ng/g, kekik esansiyel yagi
i¢in 0-320 ng/g olarak bulunmustur. Aspergillus section Nigri iiyelerinin gelisimi ve
OTA iiretimine sicakligin etkisinin incelendigi bir ¢alismada 30°C’de Aspergillus
carbonarius izolatlarinin 10.glinde OTA iiretim miktarlarinin 120- 950 ng/g arasinda

oldugu belirlenmistir (Mutlu-Ingok ve Karbancioglu-Guler, 2014).
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Sekil 4.13: Kakule esansiyel yagmin (ug/mL) Aspergillus carbonarius izolatlarina
ait OTA {iretim miktarlart.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢aligmada Ege Bolgesi’nden toplanan kuru incirlerden izole edilen ii¢ adet
Aspergillus carbonarius (35-03X1, 39-04X4, 57-03D1) izolatinin kekik (0,01; 0,03;
0,06; 0,09; 0,12; 0,15 pg/mL) ve kakule (0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 3
png/mL) esansiyel yaglari ilave edilmis ortamlarda gelisme ve 7, 10, 14 giinlik
inkiibasyon stirelerinde OTA olusturma 6zellikleri 0,97 su aktivitesinde ve 30°C’de
arastirilmistir. Caligmada kullanilan kekik ve kakule esansiyel yaglari yapilan 6n
deneme caligmasinda Aspergillus carbonarius’a kars1 etkileri géz Oniinde
bulundurularak secilmistir. izolatlarin gelisme hizlar1 Baranyi modeli ile
hesaplanmistir. A. carbonarius izolatlarinin okratoksin A {retimleri mikotoksin

ekstraksiyonu yapildiktan sonra yiiksek basingli s1vi kromatografisi ile belirlenmistir.

Calismada kakule esansiyel yagi igin kekige gore daha yiiksek MIK ve MFK
degerleri belirlenmistir. A. carbonarius 35-03X1 ve 57-03D1 izolatlariin gelisimi
0,09 pg/mL, 3904-X4 izolatinin ise 0,12 pg/mL kekik esansiyel yagi varliginda
tamamen engellenmistir. Kakule esansiyel yag1 varliginda 4. giinde 35-03X1 ve 57-
03D1 izolatlar1 0,6 pg/mL konsantrasyonda gelisme belirlenmezken, 3904-X4 izolati

0,9 png/mL kakule esansiyel yaginda konsantrasyonda gelisme gostermemistir.

Minimum inhibisyon konsantrasyon (MiK) degeri kekik esansiyel yag1 0,09 pg/mL
konsantrasyonunda 35-03X1 ve 57-03D1 izolatlar1 i¢in, en yiiksek MIK degeri 3,0
ug/mL kakule esansiyel yagi 3904-X4 izolati i¢in bulunmustur. Minimum fungisidal
konsatrasyon (MFK), yapilan ¢alismada MIK degerleri ile ayn1 sonucu vermistir.

Kontrol petrilerine gore izolatlar karsilastirildiginda kekik esansiyel yaginin
kullaniminda en hizli gelisme 3904-X4 izolatinda goézlenmistir. Kekik esansiyel
yagina karst en hizli gelisme 57-03D1 izolati i¢in 6,82 mm/giin olarak
hesaplanmistir. Kakule ve kekik esansiyel yaglarinin 3904-X4 izolatinin gelisim

hizina etkisi 35-03X1 ve 57-03D1 izolatlarina gore daha fazladir. En diisiik gelisme
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hiz1 1,05 mm/giin ile 57-03D1 izolatina kars1 1,2 pg/mL konsantrasyonda kakule

esansiyel yagi kullaniminda belirlenmistir.

Kakule esansiyel yaginin Aspergillus carbonarius izolatlarina karsi inhibisyon etkisi
kekik esansiyel yagina gore daha azdir. 57-03D1 izolatt OTA {iretimi bakimindan
kekik ve kakule esansiyel yagina karsi diger izolatlardan daha direnglidir. Kekik
esansiyel yagr 3904-X4 izolatinin OTA iretimi ¢alisilan konsantrasyonlarda

tamamen engellemistir.

Calismada literatiir bulgularina benzer olarak 3904-X4 izolatinin kekik ve kakule
esansiyel yaglar1 bulunan ortamlarda diger izolatlar1 gére daha iyi gelisme gosterdigi

belirlenmistir.

Mikotoksinler bazi kiifler tarafindan {iiretilen gidalarda yaygin olarak iiretilen diisiik
molekiil agirlikli ikincil metabolitlerdir. Insan ve hayvan sagligim tehdit etmeleri ve
ekonomik kayip meydana getirmeleri bakimindan énemlidirler. Okratoksin A (OTA)
Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan iiretilen 6nemli bir mikotoksindir. A.
carbonarius, Aspergillus section Nigri iyelerinden olup okratoksin A ireticisi
kiiflerden biridir. Son yillarda diinya genelinde insan ve hayvan sagligi icin tehlike

arz ettiginden OTA’ya yonelen dikkat artmistir.

Mikrobiyal kontaminasyonun gida kaynakli hastaliklara yol agmasi ve gidalarin raf
Omriinii diisiirmesinden dolayr gida giivenligi 6nemli bir meseledir. Tiiketiciler
dogal, fazla islem gormemis, en az seviyede kimyasal koruyucu iceren gida
istemektedirler. Esansiyel yaglar dogal olmalar1 ve toksik olmamalarindan dolay1
dogal antimikrobiyal maddeler olarak kullanilmaktadirlar. Genel olarak, esansiyel

yaglar kiiflerde misel biliylimesini gerileterek mikotoksin iiretimini azaltmaktadirlar.

Yapilan ¢alismada OTA iiretimi agisindan caligilan konsantrasyonlarda Aspergillus
carbonarius izolatlarina kakule esansiyel yaginin kekik esansiyel yagina gore daha
etkili oldugu bulunmustur. Fakat kullanilan kakule esansiyel yaginin miktar1 kekik
esansiyel yagina gore 10 kat daha fazla oldugundan, kekik esansiyel yaginin
miktarinin  arttirilmasiyla  toksin  iiretiminin  engellenmesinin de artacagi

diistinilmektedir.
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Yapilan bu c¢alismada Aspergillus carbonarius izolatlarinin gelismesi ve OTA
olusturmasina kekik ve kakule esansiyel yaglarin antifungal etkisi incelenmistir.
Kakule esansiyel yagi Aspergillus carbonarius’a karsi ilk defa degerlendirilmistir.
Kekik esansiyel yaginin ileriki caligmalarda da hem gida endiistrisi i¢in hem de insan
saglig1 acisindan Onemli bir dogal antimikrobiyal olacagi ileriki ¢aligmalara ve

literatiire katki saglayacag diisiiniilmektedir.
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EK A : Varyans Analiz Cizelgeleri.
EK B : Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi Sonu¢ Kromatogramlar1 Ornekleri.
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EK A : Varyans Analiz Cizelgeleri.

Cizelge Al

. Aspergillus carbonarius 35-03X1 izolatinin gelismesine kekik

esansiyel yag1 konsantrasyonunun etkisi.

- Kareler Serbestlik
Varyans Kaynagi Toplami Derecesi Kareler Ortalamasi F P
Konsantrasyon 0,584 3 0,195 35,676 0,000
Hata 0,038 7 0,005
Toplam 0,622 10
Cizelge A.2 : Aspergillus carbonarius 39-04X4 izolatinin gelismesine kekik
esansiyel yagi konsantrasyonunun etkisi.
- Kareler Serbestlik
Varyans Kaynagi Toplami Derecesi Kareler Ortalamast F P
Konsantrasyon 142,626 4 35,657 34,398 0,000
Hata 7,256 7 1,037
Toplam 149,882 11
Cizelge A.3 : Aspergillus carbonarius 57-03D1 izolatinin gelismesine kekik
esansiyel yagi konsantrasyonunun etkisi.
- Kareler Serbestlik
Varyans Kaynagi Toplami Derecesi Kareler Ortalamasi F P
Konsantrasyon 60,933 3 20,311 56,483 0,000
Hata 2,158 6 0,360
Toplam 63,091 9

Cizelge A4

Aspergillus carbonarius 35-03X1 izolatinin gelismesine kakule
esansiyel yagi konsantrasyonunun etkisi.

o Kareler Serbestlik
Varyans Kaynagi Toplam Derecesi Kareler Ortalamast F P
Konsantrasyon 2,155 1 2,155 1,367 0,327
Hata 4,729 3 1,576
Toplam 6,884
Cizelge A5 : Aspergillus carbonarius 39-04X4 izolatinin gelismesine kakule
esansiyel yagi konsantrasyonunun etkisi.
- Kareler Serbestlik
Varyans Kaynagi Toplami Derecesi Kareler Ortalamas1 F P
Konsantrasyon 98,620 8 12,327 22,758 0,000
Hata 5,417 10 0,542
Toplam 104,036 18
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Cizelge A.6 : Aspergillus carbonarius 57-03D1 izolatinin gelismesine kakule
esansiyel yagi konsantrasyonunun etkisi.
- Kareler Serbestlik
Varyans Kaynagi Toplami Derecesi Kareler Ortalamasi F P
Konsantrasyon 82,577 4 20,644 36,274 0,000
Hata 3,984 7 0,569
Toplam 86,561 11
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EK B : Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi Sonu¢ Kromatogramlari1 Ornekleri

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUFRH1-35-7-KO-2001.D)
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Sekil B.1 : 35-03X1 nolu izolatin kontrol 6rneginin 7.giine ait kromatogrami.
FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUPH1-35-10-K0-201.0)
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Sekil B.2 : 35-03X1 nolu izolatin kontrol 6rneginin 10.giine ait kromatogrami.
FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUFH1-35-14-KO-102.0)
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Sekil B.3 : 35-03X1 nolu izolatin kontrol 6rneginin 14.giline ait kromatograma.
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Sekil B.4 : 35-03X1 nolu izolatin kekik esansiyel yagi 0,01 pg/ml konsantrasyonu

14.giine ait kromatogramiu.

FLD1 A, Ex=333, EM=477 (OTA_KUFR\H1-35-14-A03-11.D)
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Sekil B.5 : 35-03X1 nolu izolatin kakule esansiyel yagi 0,3 pg/ml konsantrasyonu

14.gline ait kromatogrami.
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Sekil B.6

39-04X4 nolu izolatin kontrol 6rneginin 7.giine ait kromatogramau.
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FLDA A, Ex=333, Em=477 (OTA_KURH1-39-10-KO-102.D)
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Sekil B.7 : 39-04X4 nolu izolatin kontrol 6rneginin 10.giline ait kromatogrami.

FLD1 A, Ex=333, Em=47T (OTA_KUFRH1-39-14-KO-101.0)
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Sekil B.8 : 39-04X4 nolu izolatin kontrol 6rneginin 14.giine ait kromatogrami.

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUFH1-33-14-A3-201 D)
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Sekil B.9 : 39-04X4 nolu izolatin kakule esansiyel yagi 0,3 pg/ml konsantrasyonu

14.gline ait kromatogrami.
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FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUFH1-57-T-KO-2001.0)
L

25
20
15 [

A LN

|5.388
5809 - OTA
6.437

(

n—|
o

min

Sekil B.10 : 57-03D1 nolu izolatin kontrol 6rneginin 7.giine ait kromatogrami.

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUFH1-57-10-KO-101.0)
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Sekil B.11 : 57-03D1 nolu izolatin kontrol 6rneginin 10.giine ait kromatogrami.

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUFH1-57-14-K0-301.D)
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Sekil B.12 : 57-03D1 nolu izolatin kontrol 6rneginin 14.giine ait kromatogrami.
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FLD1 A, Ex=333, Em=47T7 (OTA_KUF\H1-57-10-E01-31.D)
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Sekil B.13 : 57-03D1 nolu izolatin kekik esansiyel yag1 0,01 ug/ml konsantrasyonu
10.gline ait kromatogramu.
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Sekil B.14 : 57-03D1 nolu izolatin kekik esansiyel yagi 0,01 pg/ml konsantrasyonu
14.gline ait kromatogramu.
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Sekil B.15 : 57-03D1 nolu izolatin kekik esansiyel yagi 0,03 pg/ml konsantrasyonu
14.gline ait kromatogramu.
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FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUFH1-57-14-E06-11.D)
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Sekil B.16 : 57-03D1 nolu izolatin kekik esansiyel yagi 0,06 pug/ml konsantrasyonu
14.gline ait kromatogramu.
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Sekil B.17 : 57-03D1nolu izolatin kakule esansiyel yagi 0,3 pg/ml konsantrasyonu
7.gline ait kromatogrami.

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUFH1 57 10 A2101.0)
LU _E f
80 i
703 [l
E
E [
503 | \
E |
407
E |
30
203

] s | o
104
E //\/ \ ) \ a

/
5754 - OTA

T T
0 1 2 3 4 5 ] min|

Sekil B.18 : 57-03D1 nolu izolatin kakule esansiyel yagi 0,3 ug/ml konsantrasyonu
10.giine ait kromatogramu.
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FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OTA_KUF\H2-54-14-A3-10110)
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Sekil B.19 : 57-03D1 nolu izolatin kakule esansiyel yag1 0,3 pg/ml konsantrasyonu
14.gline ait kromatograma.
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Sekil B.20 : 57-03D1 nolu izolatin kakule esansiyel yagi 0,6 ng/ml konsantrasyonu
14.gline ait kromatograma.
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Sekil B.21 : 57-03D1 nolu izolatin kakule esansiyel yagi 0,9 ug/ml konsantrasyonu
14.gline ait kromatogramu.
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OTA, FLD1 A
Area = 0.35493682%Amt -0.0104337

A3 £ ol Res%(5): 4.200

Correlation: 0.99202
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Sekil B.22 : Okratoksin A kalibrasyon grafigi.
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