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OZET

UCUCU YAG MiKROEMULSIYONLARININ BEYAZ KUF HASTALIGI
ETMENI Sclerotinia sclerotiorum’a KARSI in vitro ve in vivo ANTIFUNGAL
ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Bu ¢alismada, rezene (Foeniculum vulgare Mill.), defne (Laurus nobilis L.) ve
mersin (Myrtus communis L.) gibi farkli tibbi bitki tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarin,
karisimlarinin ve bunlarin mikroemiilsiyon (u£E) formlarimin fungal beyaz kiif ve kok
clirtikligli hastalig1 etmeni Sclerotinia sclerotiorum'a karsi antifungal degme etkinlikleri
in vitro ve in vivo kosullarda arastirilmistir. Ugucu yaglar ve bu ugucu yaglardan elde
edilen karigimlarin degme etkilerinin misel gelisimi iizerine antifungal etkinlikleri
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, ugucu yaglar konsantrasyonlarindaki artisa
paralel olarak misel gelisimini artan oranlarda engelledigi belirlenmistir. /n vitro
antifungal aktivite sonuglarina gore, rezene ugucu yaglari, defne ve mersin bitkilerinden
elde edilen ugucu yaglara kiyasla daha yiiksek antifungal etki gostermistir. S.
sclerotiorum’un misel gelisimi, rezene ugucu yaginin 0.3 pg/ml, defne ugucu yaginin 1
ug/ml, mersin ugucu yagimnin ise 2 pg/ml konsantrasyonlarinda tamamen engellenmistir.
Rezene (R), mersin (M) ve defne (D) bitkilerinden elde edilen ugucu yag karisimlarinin
misel gelisimi iizerine etkileri incelendiginde, R:#Dy ve R:My, karigimlarmin 0.4
ng/ml’de misel gelisimini % 100 engellemek suretiyle fungisidal bir etkinlik gdsterdigi
belirlenmistir. Ugucu yag karisimlarinda rezene oraninin artmasi, elde edilen karigimlarin
antifungal etkinliginin artmasina neden olmustur. Ucucu yaglardan hazirlanan
mikroemiilsiyonlarin antifungal etkinlikleri incelendiginde, rezene ugucu yagindan elde
edilen mikroemdiilsiyon defne ve mersin mikroemiilsiyonlarina kiyasla daha etkili oldugu
belirlenmistir. Rezene wugucu yag mikroemiilsiyonlar1 arasindan ise en etkili
konsantrasyonun 8.6 upg/ml ile wE-10 oldugu gozlenmistir. Karigimlara ait
mikroemiilsiyonlar, in vivo antifungal etkinlikleri bakimindan incelendiginde, RsDy,
karisimindan hazirlanmis uE-10 ile RyMy, karistmindan hazirlanmis uE-8 diger
mikroemiilsiyonlara kiyasla antifungal etkinliklerinin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu c¢alismada elde edilen verilere gore; belirlenen mikroemiilsiyon
formiilasyonlarmin fungal beyaz kiif ve kok ¢iiriikliigli hastaligi etmeni Sclerotinia
sclerotiorum'a kars1 kullanilabilecegi tespit edilmistir.

2019, 92 sayfa

Anahtar Kelimler: Ugucu yag karisimlari, Sclerotinia sclerotiorum, mikroemiilsiyon,
GC-MS, antifungal



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ANTIFUNGAL EFFICIENCIES OF ESSENTIAL
OIL MICROEMULSION AGAINST WHITE MOLD DISEASE AGENT
Sclerotinia sclerotiorum

In this study, antifungal contact efficiency of essential oils from different
medicinal plant species such as fennel (Foeniculum vulgare Mill.), laurel (Laurus nobilis
L.) and myrtle (Myrtus communis L.), their mixtures and microemulsion forms were
investigated in vitro and in vivo conditions against fungal white mold and root rot disease
agent Sclerotinia sclerotiorum. The antifungal contact effects of essential oils and their
mixtures on mycelial development were determined. The results obtained showed that
the essential oils inhibited the mycelial growth in parallel with the increase in their
concentrations. According to the results of in vitro antifungal activity, fennel essential
oils showed higher antifungal effect than the essential oils obtained from bay laurel and
myrtle plants. Mycelial gorth of S. sclerotiorum was compleately inhibibted by fennel
essential oil at 0.3 pg/ml, by bay laurel essential oil at 1 pg/ml and by myrtle essential oil
at 2 ug/ml concentrations. When investigated the effects of essential oil mixtures obtained
from fennel, myrtle and laurel plants on mycelial growth are examined, mixtures of Rs.D,
and Ry.My, showed a fungicidal activity in micelle development at 0.4 pg/ml. The increase
of fennel essential oil ratio in the essential oil mixtures also caused an increase in its
antifungal activity. According to results of the antifungal activities of microemulsions
prepared from essential oils, microemulsion obtained from fennel essential oil was more
effective than microemilsions prepared from laurel and myrtle essential oils. Among the
microemulsions obtained from fennel essential oils, #£-10 at 8.6 pg/ml was determined
as the most effective microemulsion concentration. When investigated the
microemulsions of the mixtures and their antifungal activity in in vivo, it was found that
1E-10 prepared from R:,Dy, mixture and uE-8 prepared from R:,M., mixture had higher
antifungal activities compared to other microemulsions used in the study. According to
the data obtained in this study; determined microemulsion formulations can be used
against fungal white mold and root rot disease factor Sclerotinia sclerotiorum.

2019, 92 pages

Key Words: Essential oil mixtures, Sclerotinia sclerotiorum, microemulsion, GC-MS,
antifungal
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

ul Mikrolitre

mm Milimetre

ME Mikroemiilsiyon
pg/ml Mikrogram/mililitre

KISALTMALAR

PDA
GC-MS
Rv.Dy
R%Dw,
Rv.Ds
RyxMy,
RxMy,
RvMy
R1iD1M1
RT

CAS

SI
RSI

Patates Dekstroz Agar kat1 besi ortami

Gaz kromotogrofi ve kiitle spektroskopi

Rezene ve defne ugucu yaglarinin esit oranda karistirilmasi

Rezene ve defne ucucu yaglarinin % 75 - % 25 oraninda karistirilmast
Rezene ve defne ucucu yaglarinin % 25 - % 75 oraninda karistirilmast
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1. GIRIS

Ugucu yaglar bitkilerin kok, kabuk, tohum, meyve, ¢icek ve yaprak gibi
kisimlarindan elde edilen aromatik ve ugucu sivilardir (Burt, 2004, Sanchez - Gonzalez
ve ark., 2011). Giintimiizde ugucu yaglarin hastaliklara karsi koruyucu etkilerinden dolay1
giderek artan bir sekilde bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Son yillarda, ugucu
yaglar icerdikleri antimikrobiyal bilesenlerden dolay1 fungal, bakteriyel ve viral kokenli
bitki hastaliklarinin yanisira, zararli ve yabanci otlarla miicadelede kimyasal pestisitlere
alternatif 6nleyici ve koruyucu olarak kullanim alanlar siirekli artmaktadir (Burt, 2004,
Schnitzler ve ark., 2008, Viuda-Martos ve ark., 2010).

Ugucu yaglar uzun yillardan beri degisik amaclara yonelik, 6zellikle bilimsel ve
ticari olarak bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlarinin basinda kozmetik,
ilag, gida sanayi, aromaterapi ve fitoterapi gelmektedir (Celik ve Celik, 2007). Maruzzella
(1962) tarafindan yapilan ¢alismada, ugucu yag iceren bazi bitkilerin antimikrobiyal
etkileri ortaya konmustur. Bitkilerin ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkinlikleri genelde
yapilarinda bulunan fenolik (thymol, carvakrol, eugenol, vb. ) ve terpenoid bilesenlerden
ileri gelmekte olup, bu bilesenlerce zengin bitkiler birgok hastaliklarin tedavisinde
kimyasallara alternatif miicadele amaciyla da kullanilmaktadir (Cerit, 2008).

Defne (Laurus nobilis L.), Lauraceae familyasimin Laurus cinsine ait olan agag ya
da biiyiikk c¢ali formunda bir bitkidir. Ulkemizde Hatay’dan baslayarak Akdeniz,
Karadeniz ve Ege kiyilar1 boyunca yaygin bir sekilde dogal olarak bulunmaktadir.
Defnenin meyvesinden ve yapraklarindan faydalanilmaktadir. Ayrica son zamanlarda siis
ve ¢it bitkisi olarak kullanimimin yayginlastigi goriilmektedir. Defnenin yas ve
kurutulmusg yapraklarindan elde edilen ugucu yagi gida, parfiimeri, tip ve icki sanayinde
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Ayanoglu ve ark., 2010). Ayrica bir¢ok ¢alismada defne
ucucu yagmin antimikrobiyal etkinliginin oldugu bildirilmektedir (Tiirkmen ve Kaya,
2016).

Halk arasinda murt, hambeles gibi isimlerle de bilinen Mersin (Myrtus communis
L.), Mersingiller familyasindan, maki grubundan ¢ali formunda bir bitkidir. Ulkemizde
biitiin Akdeniz bolgesinde yayilmis olan Mersin bitkisi ilimizde de dogal olarak yayilis
gostermektedir. Cigekleri, meyveleri ve yapraklarindan faydalinilmaktadir. Myrtus

tiirlerinin ugucu yaglarinin fenolik asitler, flavonoidler, tanenler, antosiyanin pigmentleri



ve yag asitleri bakimindan ¢ok zengin oldugu bildirilmistir (Kanoun ve ark., 2014).
Myrtus communis ugucu yaginin, ¢esitli patojenlere kars1 antimikrobiyal, antifungal ve
antibakteriyal etkiye sahip oldugunu birgok bilim adami degisik zamanlarda yaptiklar
calismalarla tespit edilmistir (Ali ve ark. 2009; Berka-Zougali ve ark. 2012; Taheri ve
ark. 2013; Fani ve ark., 2014; Hateet ve ark., 2016).

Rezene (Foeniculum vulgare Mill.), Umbelliferae familyasina bagl ¢ogunlukla
baharat olarak kullanilan bir bitkidir. Rezene tlilkemizde dogal olarak yetismekte olup,
Tirkiye’de kiiltlirii yapilan tiir, rezenenin tath ve tek yillik varyetesidir (Akgiil 1993).
Rezenenin Bursa, Denizli, Gaziantep, Manisa ve Antalya gibi illerde smirl alanlarda
tarim1 yapilmaktadir. Bir kiiltriir bitkisi olan rezenenin ugucu yag elde etmek igin
kullanilan kisimlar1 tohumlaridir. Ulkemizde ilag ve baharat bitkisi olarak kullanilan
rezene, halk hekimliginde mide rahatsizliklarinda, gaz soktiiriici ve siit artirici
etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir. Rezene ugucu yaglari in vitro kosullarda antifungal
etki gostermektedir (Tiirkmen ve Kaya, 2016).

Kiiltiir bitkileri fungal, bakteriyel ve viral kokenli bircok hastalik etmeni tarafindan
hastalandirilir (Agrios, 2005). S6z konusu hastalik etmenleri tohum, hava veya toprak
kokenli olarak, ekonomik dneme sahip bir¢ok bitkisel tiriinlerde hastalik olusturur. Beyaz
kif veya kok ciiriikligii hastaligina neden olan fungal etmen Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) De Bary, diinya capinda ekonomik agidan 6énemli 400'den fazla konukguya sahip
olup, uygun ¢evre kosullarinda, ¢icek, yaprak, meyve veya koklerde olusturdugu hastalik
belirtileri nedeni ile diinyanin en tehlikeli bitki patojeni arasindadir (Soylu ve ark., 2007).

Hastalik etmeni hastaligin son déneminde bitkiler lizerinde ve toprakta sklerot
olarak bilinen olumsuz g¢evre kosullarina uzun siire dayanabilen sert yapida dinlenme
formlar1 olugturmaktadir (Sekil 1.1). Sklerot, miselyum kitlesinden olusan vejetatif
yapilar olup, iyi gelismis farklilagmig bir kabuk ile korunmaktadir. S. sclerotiorum'un
uzun yillar uygun olmayan g¢evre kosularinda toprakta bulunan sklerotlari, etmenin
gelisimi i¢in uygun g¢evresel kosullar1 olustugunda, ¢imlenerek bitkiyi enfekte eder ve
yeniden hastaliga neden olur (Soylu ve ark., 2007).

Beyaz ciiriikliik, serin ve nemli havalarin hastaligi olup sicaklik 15-21 °C arasinda
oldugunda enfeksiyon siddetinde artig goriiliir. Beyaz ciiriikliik hastaligin1 baslatan
inokulum, birincil olarak sklerotlarin ¢gimlenmesi ile olusan apotesyumlardan firlatilan

askosporlarla gerceklesir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.1. Sebzelerde goriilen beyaz ¢iiriikliigli hastaliginin dongiisti (Kurt, 2016)

Yiizeyde bulunan veya topragin 2-3 cm’lik tist kisminda yer alan sklerotlar, birincil
olarak hava kokenli inokulumu olusturur. Sclerotlar, karpogenik ¢imlenme icin serin,
nemli kosullara gereksinim duyar. Dogal hava kosullarinda askuslardan firlatilan
askosporlar, hava akimi yolu ile konukgu bitkiye taginirlar. Askosporlar, enfeksiyonu
baslatmak i¢in diismiis ¢igek petalleri gibi dis bir enerji kaynagina gereksinim duyarlar.
Olii veya yash doku iizerinde yeterli fungal gelisme meydana geldiginde saglikli dokular
hastalanir. Hem yasli dokularin askospor enfeksiyonu hem de canli bitki kisimlarinin
daha sonraki enfeksiyonu i¢in uzun siireli siirekli enfeksiyonun olmasi gereklidir (Sekil
1.1) (Kurt, 2016 ).

Sclerotinia sclerotiorum hastalik etmenine karsi kullanilan sentetik ilaglarin
etkinliginin istenilen diizeylerde olmamasinin yanisira, kullanilan pestisitlerin cevre,
insan ve hedef dis1 organizmalar {izerinde istenmeyen etkilerden dolay1 aragtirmacilar son
yillarda pestisitlere alternatif yeni miicadele yoOntemlerinin arastirilmasi {iizerine
odaklanmigslardir. Hastalik etmeni tarafindan olusturulan sklerotlarin toprakta uzun siire
canli kalmasi1 nedeniyle, toprakta hastalik etmeninin 6ldiiriilmesinde etkili yontem olarak
onceki yillarda buharla sterilizasyon veya metil bromiir ile fiimigasyon yontemleri

kullanilmistir.



Sekil 1.2. Sclerotinia sclerotiorum 'un ¢imlenen sklerotlar1 ve ¢gimlenen yeni
apotesyumlar1 (Yigitbas, 2004)

Hastalik etmeni koklerden enfekte ettigi bitkilerde koklerde neden oldugu
enfeksiyon ve neticresinde kok ¢iiriikliigii nedeni ile kismi solgunluk ile basalayan ilk
belirtileri daha sonrasinda tiim bitkinin tamamen solup, kurumasi ile sonuglanir (Sekil
1.3A). Enfekteli bitkiler ayn1 tarla i¢inde lokal veya bolgesel olarak kuruyarak (Sekil
1.3B) hastalik etmeninin zarari agik sekilde kendini gosterir. Enfekteli bitkilerin kok ve
kokbogazi ile govdeler lizerinde fungus tipik beyaz misellerini olusturur. Daha sonra bu
miseller tizerinde fungal etmenin sert, dayanikli yapilari olan sklerotlar olusur (Sekil 1.3C
ve Sekil 1.3D).

Hastalik yonetimi icin, sklerot olusturan toprak kokenli fungal etmenlerin hayatta
kalmasini azaltmak i¢in toprak kaynakli patojenlere karsi cesitli stratejiler uygulanmistir
(Staub 1991; Kohl ve Fokkema 1998). Buhar ile sterilizasyonunun genis alanlarda
uygulama sansinin bulunmamasi, kisitli sayida mevcut olan pestisitlerin yliksek
maliyetlerine ragmen diisiik etkinlikleri, kullanilan fungisitlere kars1 direngli fungus
izolatlarinin ortaya ¢ikisi, yogun fungisit kullanimi {izerine g¢evresel kaygilar, metil
bromid gibi fumigantlarin kullaniminin diinya genelinde yasaklanmasi, patojen
inokiilumunu azaltmak i¢in uygun iiriin rotasyonunda karsilagilan zorluklar gibi bir¢ok
nedenlerden dolayr bilim insanlar1 arasinda hastaliklarla miicadelede kimyasal
fungisitlere alternatif olabilecek yeni, ¢evre dostu, siirdiiriilebilir miicadele yollarinin

arastirilma ihtiyaci oldugu ortaya ¢ikmistir.



Sekil 1.3. Sclerotinia sclerotiorum ile infekteli biber bitkisi tizerinde solgunluk (A) ve
kuruma (B) seklinde ortaya ¢ikan tipik hastalik belirtileri



Sekil 1.3 (Devam). (C) Sclerotinia sclerotiorum ile infekteli biber bitkisi tizerinde
solgunluk ve kuruma seklinde ortaya ¢ikan tipik hastalik belirtileri. (D) Hastalikli
bitkilerden izole edilmis fungal etmenin PDA besi yerinde misel gelisimi ve sklerot
olusturmasi



Bu nedenle, bitkilerden elde edilen sekonder metabolitlere olan ilgi, bu iiriinlerin
gidalarda, bitki koruma ve farmakolojik alanlarda potansiyel antimikrobiyal etkinlige
sahip ucucu yaglarin kullanimi son yillarda artmistir. Ayrica, organik olarak tretilen
meyve ve sebzelere olan talebin hizla artmasi, ugucu yaglara olan talebi artirmistir
(Bozhiiyiik ve Kordali. 2019).

Tarim alanlarinda ve hasattan sonra depolanan iirlinlerde hastalik ve zararlilardan
korunma i¢in farkli miicadele yontemleri kullanilmaktadir. Kiiltiire alinan bitkilerin
saglikli ve verimli bir sekilde yetistirilmesinde hastalik, zararli ve yabanci ot ile
miicadelede genelde fungusit, insektisit ve herbisit gibi sentetik pestisitler
kullanilmaktadir. Kisa vadede gegici bir ¢oziim olan bu durum uzun vadede g¢evre ve
insan saghgini tehdit eder duruma gelmektedir. Yogun pestisit uygulamalari sonucu bitki
iizerinde kalan kimyasallar 06zellikle insan saglhigi agisindan Onemli tehditler
olusturmaktadir. Yiiksek dozlarda pestisit uygulamasinin bu 6nemli sonuglarinin yaninda
diger bir zarar1 da, hastalik etmeninin bu pestisitlere karsi diren¢ olusturmasi ve
pestisitlere dayanikli yeni irklarin ortaya ¢ikmasina neden olmasidir (Pappas ve ark.,
1982). Dayanikli irklarin ortaya ¢ikmasi ile sentetik ilaglarla yapilan miicadeleden
beklenen olumlu ve etkili sonu¢ alinamamaktadir. Son yillarda tarim alanlarinda
uygulanan yogun pestisit uygulamalarinin ¢evreyi ve dogal dengeyi tehdit etmesi ile
kimyasal ilaglarin uygulanmasina sinir getirilirken, bu durum insanlar1 hastalik ve
zararhilarla  miicadelede  alternatif —miicadele  yontemlerinin  arastirilmasina
yonlendirmistir. Bu alternatif miicadele yOntemlerinden bazilari iiriin rotasyonu ve
hastaliga dayanikli c¢esitlerin 1slah1 olmak ile birlikte, iirlin rotasyonunun ekonomik
olmamasi, hastaliga dayanikli cesitlerin 1slahinin yillar almasi gibi ¢esitli sebepler
arastirmacilar1 hastalikla miicadelede uygulanmasi daha hizli olan farkli yontemleri
aramaya itmistir.

Bu miicadele yontemlerinden biri de Ozellikle bitkilerden elde edilen dogal
preperatlardir. Gliniimiizde tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilmis bitki ekstrakt ve
ucucu yaglar bu baglamda dogal preperatlar pek cok arastirmaci gruplarinin ilgisini
cekmis olup, hastaligin ortaya ¢iktig1 bir¢ok konukcu-patojen iliskilerindeki rolleri pek
cok yonden arastirilmaya baglanmistir. Bitkilerden elde edilen ugucu yag ve ekstraktlarin
dogal olmalari, kisa zamanda dogada dekompoze olarak par¢alanmasi, ¢evre kirliligine

neden olmamalari, kalinti siiresinin bulunmamasi, hedeflenen organizmalar disindaki



canlilara yan etkisinin bulunmamasi gibi olumlu 6zelliklerinden dolay1 sentetik
pestisitlere alternatif olarak tercih edilmektedir. Tibbi bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢esitli tibbi, gida ve tarimsal
alanlarda yapilan arastirmalarla ortaya konulmustur (Thompson, 1986; Isman, 2000;
Burt, 2004).

Birgok dogal avantaji olan ugucu yaglarin sudaki zayif ¢oziiniirliigii ve su ile
arasinda faz olusturmasi bu iriinlerin pratikte kullanimini zorlastirmaktadir. Ugucu
yaglarin dahil oldugu tirlinlerin ¢6ziiniirligiinii ve kararliligini arttirmak igin yeni nesil
gelistirilmis yontemlerden olan “mikroemiilsiyonlar”, ugucu yaglarin koruyucu bir
kaplama maddesi tabakasi iginde tutulmasi i¢in giiniimiizde en fazla lizerinde calisilan bir
yontem olarak kullanilmiaya baglanmistir. Mikroemiilsiyon, normalde nano boyutlu
damlaciklar halinde sulu faz igersinde ugucu yag ve siirfaktantin homojen bir ¢ozeltisidir.
Stirfaktant su tutucu (hidrofilik) ve yag seven (lipofilik) kisimlar igerir. Bu 6zellikten
dolay1, su-yag ara yiiziinde adsorbe olma egilimindedirler. Yeterli siirfaktant molekiilleri
mevcutsa, bunlar ara ylizey gerilimini azaltarak su ve yag arasinda bir ara yiiz
olustururlar. Optik izotropik durumu ve termodinamik stabilitesi nedeniyle,
mikroemiilsiyonlar gelistirilmis hidrofobik ¢oziintirliik, daha iyi termodinamik kararlilik,
imalat kolayligi, oksidasyona karsi stabilite ve kontrollii salinim gibi ozellikleriyle
emiilsiyonlara kiyasla birgok avantaja sahiptir (Lira ve ark. 2009).

Mikroemiilsiyonlar, yiyecek lezzetlerinin sentezi i¢in mikro-reaktdrler, su veya
yagda ¢oziilmeyen nutrasétiklerin ¢ozdiiriilmesi i¢in bir ara¢ ve gidalardaki suda ¢6ziinen
besinler, tatlar ve renk vericiler i¢in dagitim sistemi olarak kullanim igin uygundur.
Mikroemiilsiyon yontemi, inorganik nano parc¢aciklarin hazirlanmasi i¢in en yeni ve ideal
tekniklerden biridir. Yag ve su birbirleri igerisinde homojen olarak karismaz ve iki faza
ayrilirlar. Su-su/yag-yag temaslarinin yerine su-yag birligi kuracak iki faz1 birlestirmeye
yonelik bir girisim, enerji girisi gerektirir (Paraskeyopoulous ve ark., 2009).

Mikroemiilsiyonlar, siirfaktant ve kostirfaktan molekiillerinin ara ytizeyli bir filmi
ile stabilize edilmis tek bir faz olusturmak tizere karistirilmis iki karismaz sivi (su ve yag)
tarafindan olusturulur (Lawrence ve ark., 2012, Singh ve ark., 2011).

Yag ve siirfaktantin 6zelliklerine bagli olarak yag icinde su (O/W), su iginde yag
damlaciklar1 (W/O) ve iki iletken yap1 gibi birkag farkli yapi olusturulabilir (Danielsson

ve Lindman 1981). Diisiik siirfaktant konsantrasyonlarinda, fazlar arasinda, Winsor



fazlari olarak adlandirilan bir denge dizisi vardir (Winsor, 1948). Winsor | (W)) iki faza
sahiptir; Alt (O/W) mikroemiilsiyon fazi, iist yag ile dengelidir. Winsor I (Wy), (W/O)
mikroemiilsiyon fazinin iistte su ile dengede oldugu iki faza da sahiptir. Winsor IIT (W)
lic faza sahiptir; burada ortada mikroemiilsiyon fazi, iistte yag ve altta su fazi ile
dengelidir. Winsor IV (W), makroskopik olarak, yag, su ve siirfaktan homojen
karistirtlmis tek fazli bir tirtindiir (Moldoveanu ve ark., 2011).

Ugucu yaglarin patojenlere karsi gosterdigi antimikrobiyal etkinlikler tek baslarina
kullanilmalarinda gosterdikleri etkinlikleri ile ugucu yag karisimlarinin gosterdigi etkiler
kiyaslandiginda, karisimlarin sinerjik etki gostererek antimikrobiyal etkinliklerinin daha
yiiksek oldugu yapilan birgok ¢aligmada bildirlmistir. Nitekim, Tiirkmen ve Kaya (2016)
tarafindan yapilan ¢alismada bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin buhar fazlar1 fungal
etmenlerin misel gelisimlerini konsantrasyonlara bagli olarak degisik oranlarda
engelledigini tespit etmislerdir. Defne ugucu yag1 7.5 ul’de fungustatik etki gosterirken,
15 pl’de fungusidal etki gosterdigi, rezene ugucu yagi ise 5.0 pl konsantrasyonunda
fungustatik etki gosterdigi goriiliirken, 7.5 pl’de fungusidal etki gosterdigi tespit
etmislerdir. Bu bitkilerden elde edilen uygun karisimlarin Sclerotinia sclerotiorum
patojenine karsi etkilerine bakilmig; defne ve rezene ugucu yaglarmin uygun
karigimlarindan en etkili kombinasyonun 5.0 pl’de fungusidal etki gosteren (34 Rezene
ucucu yagi + % Defne ugucu yagindan) olusan karisimdan elde edildigini bildirmislerdir.

In vitro kosullarda fungal hastalik etmeni S. Sclerotiorum’a karsi etkinligi
ispatlanmis bir¢ok ugucu yag bulunmaktadir (Tirkmen, 2015). Ancak temel sorun bu
ugucu yaglarin in vivo kosullarda etkinliginin gosterilip yayginlagmasini saglamaktir.
Ucgucu yaglarin dogrudan hastalik yonetiminde kullanilmasi asamasinda bazi kisitlamalar
bulunmaktadir. Karanfil ve tar¢in gibi bazi ugucu yaglar hari¢ bir¢ok bitkiden elde edilen
ucucu yaglar genelde sudan hafiftirler ve su ile homojen bir karisim meydana getirmezler.
Bu durum ucgucu yaglarin genis alanlarda kullaniminin 6niinde engeldir. Ayrica ugucu
yaglarin agik ve genis alanlarda kullanilabildigi bir yontem ve ticari bir iirlin
bulunmamaktadir. Ugucu yaglarin ¢oziiniirliiglinde karsilagilan sorunun mikremiilsiyon
yontemlerle giderilebilecek olmasinin yanisira, karisim olarak kullanilmasinin patojen
tizerine daha diisiik konsantrasyonlarda daha yiiksek antimikrobiyal etki gostermesi,
ekonomik olarak daha az materyal kullanildigindan dolay: iireticiler agisindan daha

avantajli olacag diisiincesi ¢aligmanin anafikrini olusturmustur.



Bu calismada Hatay florasinda yaygin olarak yetisen defne, mersin ve rezene
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglar, bunlarin karigimlari ve bu karisimlardan elde
edilen mikroemiilsiyonlarin Sclerotinia sclerotiorum’a kars1 antifungal aktivitesi in vitro
ve in vivo kosullarda arastirilmistir. Calismada 6zellikle ugucu yaglarin su igerisinde
homojen bir sekilde kalici olarak dagilmasini saglamak iizere yontem gelistirmek
suretiyle ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zelligini kaybetmeden genis alanlarda damlama
sulama diizenegi gibi pratik uygulanabilirligi ve antimikrobiyal etkinligi in vitro ve in

vivo kosullarda arastirilmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Ugucu Yag Calismalari

Charles ve Simon (1990), feslegen bitkisinin ugucu yag igerigi ve
kompozisyonlarinin belirlenmesi igin ekstraksiyon metodlarini arastirdiklar: ¢alismada;
farkl1 feslegen tiirlerinin yaprak, ¢icek ve gdvdelerinden solvent ekstraksiyon,
hidrodestilasyon ve buhar destilasyonu yontemleriyle ekstrakte edilen ugucu yaglar; GC
ve GC-MS’te analiz edilmistir. Ugucu yag oran1 buhar destilasyonunda, hidrodestilasyon
yontemine gore gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, ugucu yag
icerigi ve bilesiminin bitki tiirlerine ve bitki kisimlarina gére degistigini Ve ugucu yagin
icerigi en yiiksek; O. basilicum i¢in ¢igeklerde ve O. micranthum igin yapraklarda tespit
etmiglerdir. Taze veya kuru o6rnekler kullanilarak ve 75-10 g arasinda kuru bitki doku
ornekleri kullanilarak elde edilen ugucu yag veriminde ve ana bilesenlerde 6nemli bir fark
gozlemlenmedigini de bildirmislerdir. Solvent ekstraksiyon yonteminde, su veya buhar
destilasyonundan daha az sayida bilesen tespit edildigini belirtmislerdir.

Baratta ve ark. (1998), defne, adacayi, biberiye, kekik ve kignis ugucu yaglarinin
kimyasal bilesimi, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri lizerine yaptiklari caligmada,
ucucu yaglarin temel bilesenleri GC-MS ile analiz edilmis olup; 25 farkli bakteri ve
fungus tlirii lizerine ugucu yaglarin etkinligini test etmislerdir. Ugucu yaglarin, test edilen
tiim mikroorganizmalara kars1 yiiksek derecede inhibisyon aktivitesi gosterdigini tespit
etmislerdir.

Lucchesi ve ark. (2004), aromatik bitkilerden mikrodalga (SFME) ile ugucu
yaglarin ekstraksiyonu ve geleneksel hidrodestilasyon yontemi ile karsilastiriimasi
lizerine yaptiklar1 ¢alismada, feslegen (Ocimum basilicum L.), bah¢e nanesi (Mentha
crispa L.) ve kekik (Thymus vulgaris L.) bitkilerinden SFME yontemiyle 30 dakika
boyunca ekstrakte edilen ugucu yaglarin, 4.5 saat boyunca geleneksel hidrodestilasyon ile
elde edilenlere benzer sekilde kantitatif (verim) ve kalitatif (aromatik profil) oldugunu
bildirilmislerdir. Arastirmacilar, SFME yonteminin, daha fazla miktarda ve daha degerli
oksijenli bilesik iceren ucucu yag eldesi sagladigini; zaman, enerji ve bitki materyali

bakimindan da 6nemli miktarda maliyet tasarrufu sagladigini bildirmislerdir.
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Ozcan ve Chalcat (2005), Tiirkiye’de yabani yetisen defne (Laurus nobilis L.)
ucucu yaglarin bilesenleri iizerine farkli lokasyonlarin etkisini arastirdiklart caligmada,
Tirkiye’nin yedi farkli bolgesinden (Hatay, Mersin (Biiyiikeceli-Giilnar), Bursa, Sinop,
Antalya (Alanya), Mugla, Mersin (Anamur)) toplanan defne 6rneklerinin ugucu yag
bilesenlerini tespit etmislerdir. Kuru agirlik bazinda ugucu yag oran1 % 1.4-% 2.6 arasinda
degistigini ve ana bileseni 1.8 sineol (% 51.73-68.48), diger baskin bilesenleri ise o-
terpinil asetat (% 4.04-9.87), sabinen (% 4.44-7.75), a-pinen (% 2.93-4.89), B-pinen (%
2.58-3.91), terpinen-4-ol (% 1.33-3.24) ve o-terpineol (% 0.95-3.05) olarak tespit
etmislerdir. Sonu¢ olarak, defne ugucu yaglarmin 1.8 sineol igeriginin, diger
bilesenlerinden 6nemli dl¢iide daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Sefidkon ve ark. (2006), kurutma ve ekstraksiyon yontemlerinin Satureja hortensis'
in ucucu yagmin verimine ve bilesenlerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, Iran'da
yetistirilen Satureja hortensis'in anten kisimlarini, tam ¢igeklenme doneminde toplamis
ve li¢ farkli kurutma yontemiyle (giineste kurutma, golgede kurutma ve 45 °C'de firinda
kurutma) kurutmuslardir. Her bir kurutma sonucu ugucu yaglar bitkiden
hidrodestilasyonla elde etmislerdir. Istatistiksel analiz sonucunda, firmda kurutulmus
ornegin yag oramiyla (w/w) (% 1.06), golgede kurutulmus (% 0.94) ve giineste
kurutulmus (% 0.87) oOrnekler arasinda anlamli bir fark olmadigi belirtilmislerdir.
Golgede kurutulmus numunenin hidrodestilasyon ile elde edilen ugucu yag oraninin (%
0.94), buharla damitilandan (% 0.27) daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Karvakrol
(% 46.0-48.1) ve y-terpinen (% 37.7-39.4) ana bilesen olmak tizere farkli kurutma
yontemlerinde S. hortensis'in yaginda 23 bilesen tanimlandig1 arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir.

Kan ve ark. (2006), farkli kosullarda yetistirilen rezene tohumlarinin ugucu yag
bilesimi iizerine yaptiklari caligmada, farkli giibre ve dozlarinin rezenenin ugucu yag
verim ve bilesenleri lizerine etkisi incelemislerdir. GC ve GC/MS analizleri sonuglarina
bakildiginda; ana bilesenlerinden trans-Anetoliin % 60.6-87.0, Anisaldehitin % 6.1-21.3,
Estragoliin % 3.2-11.7, a-Fenchonun % 0.7-3.2, Limonenin % 0.3-2.5, Karvonun % 0.3-
1.0 ve cis-Anetoliin % 0.2-0.9 araliginda bulundugunu tespit etmislerdir.

Wannes ve ark. (2007), kuzey Tunus’ta yetisen iki Myrtus communis L. (var. italica
ve baetica) ¢esidinin ugucu yag kompozisyonunu inceledikleri calismada, yaprak, meyve

ve govdedeki ugucu yag oraniin degistigini bildirmisler; yapraklarda italica i¢in % 0.5,
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baetica i¢in ise % 0.3 degerlerinde meyve (sirastyla % 0.1 ve % 0.04) ve govdeye
(swrastyla % 0.07 ve % 0.03) gore daha yiiksek bulundugunu belirtmislerdir. Ugucu yag
analizi GC ve GC-MS’te gergeklestirilmis; yapraklarda monoterpenlerin ¢ogunlukla
bulundugunu, italica i¢in a-pinen % 51.3, baetica igin ise % 27.7 oldugunu
bildirmiglerdir. 1.8-sineol’un ise meyve ve govdelerde italica ve baetica i¢in sirasiyla %
31.6 ve % 31.7; % 19.8 ve % 25.8 ana bilesen oldugu arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir.

Wengiang ve ark. (2007), siiperkritik karbondioksit (SFE) ve diger {i¢ geleneksel
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen karanfil ugucu yaglariin karsilastirilmasi tizerine
yaptiklari arastirmada Sicaklik (30 °C, 40 °C, 50 °C), basing (10 MPa, 20 MPa, 30 MPa)
ve partikiil bliylikliigii (li¢ derece indeksi) gibi farkli parametrelerin ekstraksiyon verimi
ve eugenol igerigi tizerine etkisi {i¢ seviyeli ortogonal dizi tasarimi kullanilarak
incelemislerdir. Deneysel sonuglarin, sicakligin ekstraktlarin eugenol igerigi tizerinde en
biiyiik etkiye sahip oldugunu ve partikiil boyutunun yag verimi iizerinde maksimum
etkiyi gosterdigini bildirilmistir. Ekstraktlardaki % 19.56 verimde, 10 MPa basingta ve
50 °C’lik bir sicaklikta karanfil tomurcuklarindan elde edilen ugucu yagin maksimum
eugenol igeriginin % 58.77 oldugunu bildirmislerdir. Karanfil ugucu yaginda 23 bilesen
tespit edierlerken; farkli yontemlerle elde edilen karanfil ugucu yagi bilesiminin
cogunlukla benzer oldugunu, ancak tanimlanan bilesiklerin relatif konsantrasyonunun
gortiniiste farkli oldugunu belirtmislerdir. Farkli yontemlerle elde edilen karanfil ugucu
yaglarinin genel ozellikleri karsilagtirildiginda; SFE’nin, yiiksek kalitede karanfil ugucu
yag1 elde etmek icin uygulanan dort yontem arasinda optimum yontem olarak kabul
edilebilecedi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir.

Kilig (2008), yaptig1 calismada ugucu yag elde etme yontemlerini incelemistir.
Destilasyon yontemi (su, buhar, vakum destilasyonu), ekstraksiyon yontemi (¢oziicii
ekstraksiyonu, siiperkritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu, sikistirilmis
¢oziicli ekstraksiyonu, kat1 faz mikroekstraksiyon) ve ¢cok yonlii ekstraksiyon yontemleri,
mekanik yontem (presleme) olmak {izere farkli sekillerde ugucu yag elde edildigini
belirten arastirmaci; su destilasyonu, ekstraksiyon ve preslemenin yaygin olarak
kullanildigini ifade etmistir. Siiperkritik s1v1 ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu ve
kati-faz mikroekstraksiyonu gibi yontemlerin de son yillarda uygulanan modern

yontemler oldugu belirtilmistir. Klasik destilasyon ve ekstraksiyon yontemlerinin ile nicel
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olarak daha fazla ugucu yag elde edilmesine imkan tanimasina ragmen nitelik olarak ¢cok
iyi olmayan sonuglar elde edildigi belirtilmistir. Mikrodalga ekstraksiyonu ve kati-faz
mikroekstraksiyonu gibi modern ydntemlerin ise nitelik olarak iyi sonuglar verdigini
fakat ekonomik maliyetli oldugunu ifade eden arastirmaci; modern yontemlerin, daha
kisa siirede sonug¢ vermesi, daha az ¢oziicli madde kullanilmasi, ¢evreye yaptigi olumlu
katki, nitelikli sonuclar vermesi ve istenildiginde tek bir ucucu madde iizerinde
yogunlasabilme imkan1 vermesi agisindan avantajli oldugunu bildirmistir.

Mulas ve Melis (2011), mersin (Myrtus communis) yapraklarindan g¢ikarmis
olduklar1 ugucu yagin kompozisyonunu incelemislerdir. Dokuz ¢esit mersin ugucu yag
verimi ve kompozisyonu 2 mevsim (ilkbahar ve kis) boyunca takip ettikleri ¢alismada,
ugucu yaglar. Arastirmacilar, kuru yaprak ugucu yag veriminin toplanma yilina ve
mevsime gore 0.6 ila 10.7 g/kg degerlerinde degistigini bildirmislerdir. Ugucu yaglarin
ana bilesenlerinin a-pinen; limonen, 1.8-sineol, Linalool, Geranil-asetat olarak tespit
etmislerdir. Sonug olarak; arastirmacilar az yag verimine ragmen, kisin hasat edilen
yapraklarin ugucu yaginin, ilkbahardaki yaglara oldukg¢a benzer bir ugucu yag bilesimi
gosterdigini bildirmislerdir.

Coelho ve ark. (2012), siiperkritik karbondioksit ile aromatik bitkilerden ugucu yag
ekstraksiyonu ve modellemesi iizerine yaptiklar1 c¢alismada. Pennyroyal (Mentha
pulegium L.), rezene tohumu (Foeniculum vulgare Mill.), kisnis (Coriandrum sativum
L.), savory (Satureja fruticosa Béguinot), winter savory (Satureja montana L.), pamuk
lavanta (Santolina chamaecyparisus) ve kekik (Thymus vulgaris) bitkilerinin ugucu
yaglar1 sliper kritik akiskan ekstraksiyon (SFE) yontemiyle elde etmislerdir.
Hidrodistillasyon (HD) ile SFE yaglarn arasindaki en biiyiik farkin, kekik ve winter
savoryden elde edilen ugucu yaglarda, 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip olan oksijenli
bir monoterpen olan timokinonun bulunmasi oldugunu tespit etmislerdir.

Kaya ve Ergoniil (2015), yapmis olduklar1 calismada ugucu yag elde etme
yontemlerini arastirmiglardir. Bu yontemlerin; destilasyon (su, buhar, hidrodifiizyon,
mikrodalga destekli destilasyon, fraksiyonlu destilasyon, vakum destilasyonu ve
molekiiler destilasyon), presleme, ekstraksiyon yontemleri (¢oziiciilerle ekstraksiyon,
stiperkritik siv1 ekstraksiyonu, mikrodalga ekstraksiyonu, mikrodalga buhar diflizyonu,
kat1 faz mikroekstraksiyon) ve ¢ok yonlii ekstraksiyon yontemleri oldugu arastirmacilar

tarafindan bildirilmistir. Farkli ugucu yag elde etme yontemlerinin elde edilen ugucu yag
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miktar1 ve ugucu yaglarin kimyasal bilesimi iizerine etkilerinin farkli oldugu ifade
etmisler; stiperkritik siv1 ekstraksiyon yonteminin diger yontemlere kiyasla ekstraksiyon
veriminin yiiksek olmasi, ¢cevreye dost olmasi, toksik ¢6ziicli igermemesi nedeniyle daha
cok tercih edildigini belirtmislerdir. Arastirmacilar, ¢oziicii ekstraksiyonunun toksik
etkiye sahip olmas1 sebebiyle pek tercih edilmedigini ifade etmisler, klasik destilasyon
yontemlerinden biri olan su destilasyonun ise siiperkritik sivi ekstraksiyon yontemi kadar
kullanildig1 da bildirmislerdir.

Tadtong ve ark (2015), aromaterapi regetesi i¢in dort ugucu yagin karigiminin
kimyasal bilesenlerini aragtirmiglardir. Arastirmacilar formiilasyonu; biberiye, okaliptiis,
, cam1 ve thlamur ugucu yaglart (hacim orani 6:2:1:1) ile olusturmuslar; ugucu yaglarin
kimyasal bilesimi tek tek ve karisim olarak tespit etmislerdir. Karisim ugucu yaglarin en
onemli bes bilesenini 1.8-Sineol (% 35.6), a-Pinen (% 11.1), Limonen (% 9.6), Kafur (%
8.4) ve Kampen (% 6.6) olarak tespit etmislerdir. Biberiye ugucu yagimin ana bilesenleri
1.8-Sineol (%37.3), a-Pinen (%19.3), Kafur (%14.7), Kampen (%8.8), okaliptiis ugucu
yaginda 1.8-Sineol (% 82.6), Limonen (% 7.4), 0-Cymene (% 4.3), y-Terpinen (%2.7) ve
a-Pinen (% 1.5); ¢am ugucu yaginda Terpinolen (% 26.7), a-Terpineol (%20.50), 1-
terpineol (% 10.8), a-Pinen (% 6.0) ve y-terpineol (% 5.3); ve thlamur ugucu yaginda
Limonen (% 62.9), y-Terpinen (% 11.5), a-Terpineol (% 7.6), Terpinolen (% 6.0) ve a-
Terpinen (% 2.8) olarak tespit etmiglerdir.

Yaman ve Kuleasan (2016), ugucu yag elde edilmesinde gelismis ekstraksiyon
yontemlerini arastirmiglardir. Klasik ekstraksiyon yontemlerinin uygulama siiresinin
uzun olmasi, ¢ok miktarda organik solvent kullanilmasi ve g¢evreye verdigi zararlar
oldugunu bildiren arastirmacilar; yeni ekstraksiyon yontemlerine gerek oldugunu ifade
etmislerdir. Dolayisiyla basingli solvent ekstraksiyonu (BSE), mikrodalga destekli
solvent ekstraksiyonu (MSE), siiperkritik akigskan ekstraksiyonu (SAE), ultrason destekli
ekstraksiyon (UE) yontemleri tizerinde durmuslardir. Arastirmacilar, diinya pazarinda
daha 1yi bir yere sahip olabilmek i¢in; ugucu yag eldesinde, kisa siireli, kullanilan solvent
ihtiyac1 az olan, ¢evreye zarar vermeyen ve verim artigt saglayan gelismis ekstraksiyon
yontemlerinin uygulanmasi ve yayginlastiriimasinin énemli oldugunu ifade etmislerdir.

Dejam ve Farahmand (2017), iran’m giineyinden alinan mersin (Myrtus communis
L.) yapraklarinin ugucu yag igerigini incelemislerdir. Arastirmacilar, yapraklardan ugucu

yagi, hidrodestilasyon yontemiyle 2 saatte elde etmigler ve ucucu yag oranin1 % 0.35
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olarak bildirmislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 calismada toplamda 44 bilesen
belirlemislerdir. Ana bilesenleri ise 1.8-Sineol (% 26.91), a-Pinen (%2 2.02), Linalool
(%12.74), Linalil asetat (% 8.64), a-Terpineol (% 8.29) ve a-Terpinil asetat (% 4.58)
ugucu yagin ana bilesenleri olarak belirlenmistir. Limonen igerigi % 0.73 olarak tespit
etmislerdir.

Danila ve ark. (2018), mikrodalga ve Klasik hidrodestilasyon ile elde edilen
Lavandula angustifolia ugucu yaglarinin karsilastirmasi iizerine yaptiklar1 ¢alismada,
ekstraksiyon verimini, klasik hidrodestilasyonla elde edilen ugucu yag i¢in % 0.13 ve
mikrodalga destekli ekstraksiyonla elde edilen ugucu yag i¢in % 0.60 olmak iizere iki
yontemde farkli bulmuslardir. Lavanta ugucu yaginin bilesenlerini karakterize etmek ve
karsilastirmak i¢in GC-MS kullanmis olup; klasik hidrodestilasyon yontemiyle % 99.20
verimle elde edilen 44 bilesen tespit ederlerken, mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemiyle ise % 99.33 verimle 46 bilesen belirlemislerdir. Elde edilen ugucu yaglarin
temel bileseni linalool olarak tespit ederlerken ikincil bilesenlerin yontemler arasinda
tamamiyle farkli oldugunu bildirmislerdir.

Todorovska ve ark. (2018), rezene (Foeniculum vulgare Mill.) tohumunun ugucu
yaginin bilesimini arastirdiklar1 c¢alismada hidrodestilasyon ile elde ettikleri ugucu
yaglari, gaz kromatografisi (GC) ve gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC-MS) ile
analiz etmislerdir. Arastirmacilar yaptiklari ¢galismada ugucu yag oranini, % 1.61 olarak
belirlerken, tespit edilen toplam pik alanlarmin % 98’ini olusturan 14 adet bilesen
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, bir fenilpropanoid olan trans-Anethole’ un (%
91.4), ana bilesen oldugunu belirtirken, Limonen’in (% 5.1) ile en fazla bulunan ikinci

bilesen oldugunu tespit etmislerdir.

2.2. Mikroemiilsiyon Calismalari

Benthin ve ark. (1999), tibbi bitkilerin basingli s1v1 ekstraksiyonu (PLE) konusunu
incelemislerdir. Secili bitkilerden elde edilen PLE 6zleri, ilgili bitki bilesenlerinin verimi,
ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicii tiiketimi bakimindan, Pharmacopoeia monograflarina gore
elde edilen oziitlerle karsilastirmislardir. Arastirmacilar sonuglar1 degerlendirdiginde;

tiim durumlarda zaman ve ¢oziicliler agisindan énemli ekonomik verim elde edildigini,
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analitlerin ekstraksiyon verimlerinin ise esdeger ya da daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir.

Mihaly ve ark. (2007), iyonik olmayan ylizey aktif i¢eren (Brij 30 ve Triton X 114)
misel sistemlerinde, anyonik siilfoneftalein tipi (bromtimol mavisi, BTB) anyonik
boyanin molekiiler prob (marker) olarak test edilmesini arastirdiklar1 ¢alismada, misel
sistemlerinde ve mikroemiilsiyonlar hakkinda yararli bilgiler sunan UV-VIS absorpsiyon
spektrometresini  kullanmiglardir.  Arastirmacilar, se¢ili bu gibi sistemlerin
incelenmesinin, faz gegislerini anlamak agisindan yararli olabilecegini belirtmis; yiizey
aktif maddenin yag fazi icerisindeki suyun ya da su fazi icerisindeki yagin ¢éziinmesini,
yiizey aktif maddenin mikroemiilsiyonlardaki roliinii ve tipini anlamak agisindan yararl
bilgiler de sunacagini bildirmislerdir.

Ogasawara ve Yamaguchi. (2009), yiizey aktif madde kullanilmaksizin suda
¢oziinebilen ugucu yag emiilsiyonu tiretme konusunda yaptiklari ¢alismada, belirtilen
ucucu yagin liretim metodu, ugucu yagin alkali bir ¢ozelti igerisinde 3000-20000 rpm‘de
santrifiijii sonras1 emiilsifikasyon pH’ simin 9-13 arasinda olmasi seklinde oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar ¢calismada, limon ucucu yagini; alkali ¢dzelti olarak da
alkali iyonize su kullanmislardir. Belirtilen ugucu yag ve ¢ozelti santrifiij etmisler, ve
daha sonra elde ettikleri ugucu yag emiilsiyonu, 90 giin boyunca 25 °C'de kapal1 bir kapta
muhafaza etmislerdir. Sonuglara bakildiginda emiilsiyonda herhangi bir degisiklik
olmadigini tespit etmislerdir.

Margulis-Goshen ve ark. (2010), ugucu mikroemiilsiyonlardan organik
nanoparcaciklarin  olusumu iizerine yaptiklar1 ¢alismada, wugucu bir ¢o6ziici
(propilparaben) iceren su iginde yag mikroemiilsiyonundan ¢oziiciiniin buharlagmasini
saglayarak ve sprey kurutma islemi uygulayarak nanopartikiillere doniisiim iglemini
gerceklestirmislerdir. Elde edilen tozun berrak bir sekilde suda kolayca dagilabildigi ve
yiiksek oranda propilparaben iceren nanopartikiillerle istikrarli bir dispersiyon sagladigi
bildirmislerdir. Tozun su i¢inde dagilmasindan sonra hizli bir sekilde biiyiik kristallerin
olusumunun, polivinilpirolidon (PVP) ilavesi ile onlendigini tespit etmislerdir. X-1s1n1
kirinimi, propilparabenin, 40-70 nm'lik nanokristaller olarak bulundugunu ortaya
cikarmiglardir.

Date ve ark. (2010), kendiliginden nanoemiilsifiye edici ilag gelisimindeki

uygulamalari, ilerlemeleri ve Ongoriilerini degerlendirmislerdir. Arastirmacilar,
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kendiliginden nanoemiilsifiye edici ilag sistemlerini (SNEDDS) yaklasik 200 nm veya
daha az boyuta sahip; hafifce karistirilip su ile seyreltildiginde kendiliginden su iginde
yag nanoemiilsiyonu olusturan; yag, yiizey aktif maddesi ve yardimci emiilgatérden
olusan susuz homojen sivi karisimlar olarak tanimlamiglardir. Fizikokimyasal
ozelliklerin, ilag ¢oziinme kapasitesi ve fizyolojik karakterin SNEDDS bilesenlerinin
secimini 6nemli Ol¢lide belirleyecegini bildirmislerdir. SNEDDS, hidrofobik ilaglarin
oral biyo yararlanimin1 birka¢ mekanizma ile gelistirebilecegini belirterek; sivi
SNEDDS'nin kat1 oral dozaj formlarina veya kati SNEDDS'ye doniistimiiniin saglandigi
bildirmislerdir. Aragtirmacilar, katt SNEDDS’ nin hastaya daha iyi uyum saglayabildigi
ve stvi SNEDDS ile doldurulmus kapsiiller ile ilgili sorunlar1 en aza indirebilecegini
belirtmislerdir.

Dantas ve ark. (2010), giincel uygulamalar i¢in yeni bir propolis mikroemiilsiyon
sistemlerinin gelisimi lizerine yaptiklar ¢alismada; basingli bir aerosol formiilasyonu
olarak uygulanacak ar1 propolis etanolik ekstrakti (PEE) iceren yeni bir MES
(Mikroemiilsiyon sistemleri) elde etmislerdir. Bunun i¢in mikroemiilsiyon sinirlarini
karakterize etmek ve ayrica siirfaktant olarak Tween 80 ve co-siirfaktant olarakta az
miktarda etil alkol iceren PEE-MES sisteminin Winsor IV mikroemiilsiyon bolgesini
tanimlamak icin faz diyagramlarini kullanmislardir. Elde ettikleri sonuglarda, en iyi
MES'in, O/W mikroemiilsiyon bolgesinde genis bir yayilma sagladigi i¢in Tween 80'den
ve etil alkolden C/S (ko-yiizey aktif madde/yiizey aktif madde) oraninin 1.0" a esit oldugu
Me’den elde edildigini bildirmislerdir. Ar1 propolisinin yag faz1 olarak olusturduklari
PEE-MES formiilasyonunu burada agiz ve bogaz enflamatuar enfeksiyonlarimi tedavi
etmede yilizeye uygulanan kullanimlar (PEE-MES spreyleme) igin tasarlamiglardir.
Propolisin agiz boslugundan izole edilen bakteriler tizerindeki etkilerini incelediklerinde
Staphylococcus mutans ve Lactobacillus sp. en tutarli sonuglart verdigini, ardindan
bunlar1  Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis takip ettigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada PEE-MES formiilasyonunun Staphylococcus aureus Gram
pozitif bakterilerine kars1 etkili oldugunu tespit etmislerdir. PEE-MES'in bakterisit
aktivitesi, burada hem PEE'de hem de PEE-MES'de tanimlanan gesitli bilesenlerin,
Yiiksek Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC) ile kombine etkisi ile korele oldugunu
ayrica PEE ve mikroemiilsiyon formiilasyonu PEE-MES'den elde edilen HPLC

analizlerinde, tespit edilen bilesenlerin olduk¢a benzer oldugunu belirtmislerdir.
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Moldoveanu ve ark. (2011), yag ic¢inde su mikroemiilsiyonlarinin spektral
Olclimiine dayanan nanometrik dlgekte etkisini incelemislerdir. Calismada misellerin ve
spektral metodlar kullanilan mikroemiilsiyon sistemlerinin dinamik ve yapisal etkilerini
ortaya koymak i¢in molekiiler VIS prob olarak brom timol mavisi kullanmislardir.
Arastirmacilar, molekiiler prob tekniginin, misellerde, ters misellerde ve
mikroemiilsiyonlarda dinamik, yapisal ve boyut etkisini incelemek icin UV-VIS
molekiiler absorpsiyon problarini  kullandigin1  bildirmislerdir. Bunun yaninda
spektroskopi tekniginin spektral kaymalara neden olan boyut etkisini ortaya koymak i¢in
de iyi bir teknik oldugu belirtmislerdir.

Rao ve McClements (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada, kararli bir ugucu yag
mikroemiilsiyonlari, nanoemiilsiyonlart ya da emiilsiyonlart olusturmak ig¢in
kompozisyon ve hazirlama yonteminin etkisini arastirmislardir. Ugucu yag olarak limon,
yiizey aktif bilesen olarak da Tween 80 kullanmislardir. Yiizey aktif madde/yag oranina
(SOR) bagh olarak ve basit 1s1l islem uygulanarak (90 °C, 30 dk) farkli kolloidal
dispersiyonlar olusturmuslardir. Orneklerin bulanikliklar1 karsilastirildiginda; 1s1l islem
olmadan, tim Orneklerin opak oldugunu ve karistirmadan sonra Orneklerin yiiksek
bulaniklik degerlerine sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Bunun yan1 sira gece boyunca
depolandiktan sonra Orneklerin faz bulanikligi sergiledigini, bulanik bir serum
tabakasinin tizerinde opak bir krem tabakasi olustugunu belirtmislerdir. Ancak 1s1l
islemden sonra, Tween 80 konsantrasyonuna bagli olarak sistemlerin goriiniim ve
stabilitesinde belirgin bir degisiklik oldugunu bildirmislerdir. Agirlikga % 0.5-10 arasi
Tween 80 kullanilan ve 1si1l isleme maruz kalan sistemlerin optik olarak opak kaldigini
yiikksek bir bulanikliga sahip oldugunu belirtmislerdir. % 10-13 arasi Tween 80
kullanilmast bulanikligi belirgin bir bi¢gimde azalttigin;; % 13-19 aras1 Tween 80
kullanilmasiyla da bulanikligin diistiigiinii ve sabit kaldigini tespit etmislerdir. Buna
karsilik % 20-23 arast Tween 80 kullanilmasiyla da bulanikligin arttigini tespit
etmiglerdir. Ayrica, % 20-23 arasi Tween 80 igeren sistemlerin gece boyunca
depolandiktan sonra saydam hale geldigin, tespit etmislerdir.

Karadag ve ark. (2013), Quercetin, nanoemiilsiyon sartlarin1 optimize etmek i¢in
tepki ylizeyi metodolojisini kullandiklar1 ¢alismada; Limonen ugucu yag1 iceren kararli
emiilsiyon formiilasyonlar1 tiretmek i¢in Tween 80-Span 20 karisimindan olusan

emiilgatorler (1.1 agirlik orani) ve su fazi yiiksek hizli homojenizasyon kullanarak
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psodoternor faz ile belirlemislerdir. Daha sonra Qt oranini sabit tutarak (0.25 %, w/w),
yag (1020 %, w/w), emiilgator (5—15 %, w/w) ve konsantrasyonlarinin yani sira
homojenizasyon basincinin (52—187 MPa) partikiil boyutlar1 ve emiilsiyon stabilitesi
tizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Deneysel veriler ile partikiil biyiikligi igin
0.9171°lik ¢oklu regresyon katsayisina (R?) sahip ikinci dereceden bir polinum modeline
uygun sekilde sigabilecegini tespit etmislerdir. Regresyon katsayis1 degerlerini depolama
sirasinda damlacik biiylime orani i¢in 0.8545 ve Qt stabilitesi i¢cin 0.7795 olarak
bildirmiglerdir. Modele gore partikiil biiylikliiglinii etkileyen ana faktorler arasinda
basing, emiilgatér ve yag konsantrasyonlar1 arasinda etkilesimler oldugunu tespit
etmiglerdir. Basing, yag konsantrasyonu ve emiilgatorler ile yag konsantrasyonlar
arasindaki ve basing ile emiilgatér konsantrasyonu arasindaki etkilesim terimleri
damlacik biiylime oraninin iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.
Nanoemiilsiyonlardaki Qt stabilitesine bakildiginda ise sadece yag konsantrasyonu ve
yag emiilgator konsantrasyonlari arasindaki etkilesim terimlerinin 6nemli bir etkiye sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Bu c¢alismada ayni zamanda nanoemiilsiyonlara Qt
yiiklemesinin sistemdeki yag: emiilgatdr oranina bagli olarak parcacik boyutlarini ve
emiilsiyonlarin stabilitesini onemli 6l¢iide etkileyebilecegini tespit etmislerdir.
Polychniatou ve Tzia (2013), Laurus nobilis (defne yapragi) ucucu yaginin,
zeytinyagt mikroemiilsiyonlarimin  formiilasyon, oksidatif stabilite ve duyusal
ozelliklerine etkisini arastirdiklar1 calismada, yiizey aktif madde olarak Tween 20
kullanilmilardir. Yag/Su/Yag emiilsiyonlar1 iki asamali olarak hazirlamis; ilk asamada
defne yapragi ucucu yagi, Tween 20 ve su (30: 5: 65), 20 dakika boyunca 35 °C'de 12000
rpm'de CAT Unidrive 1000 yiiksek hizli homojenizator kullanilarak karistirmis, ikinci
asamada bu hazirlanan emiilsiyonlar zeytin yag:1 ile homojenize etmisglerdir. Degisik
oranlarda zeytinyagi, Tween 20 ve anlatilan emiilsiyon ile ¢esitli mikroemiilsiyonlar
hazirladiklar1 calismada, nihai mikroemiilsiyonlari, 50 ©°C'de 15 giin boyunca
saklamiglardir. Sonuglara bakildiginda arastirmacilar emiilsiyon oraninin artisiyla (PE)
damlacik boyutunun ve Z-potansiyelinin arttigini bildirmislerdir. Depolama sirasinda
biitiin ugucu bilesenlerinde azalma oldugu goriilmiistiir. Sabinen ve limonen, depolama
kosullarina kars1 olduk¢a duyarliyken, B-pinen ve B-myrcene’in direngli oldugu
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Hem emiilsiyonlar1 olusturan bilesenlerin

kompozisyonunun hem de depolama siiresinin emiilsiyonlarin ugucu bilesenlerinin
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konsantrasyonunu 6nemli Sl¢lide etkiledigini bildirirlerken, bunun yaninda, peroksit
degeri Olciilerek defne yapragi ucucu yagi ile hazirlanan emiilsiyonunun (PE)
eklenmesinin mikroemiilsiyonlarin oksidasyon kararliligini arttirdigini tespit etmislerdir.

Eid ve ark. (2014), yapmis olduklar1 ¢alismada Swietenia yagi iceren self-
nanoemiilsifiye sistemlerinin hazirlanmast ve degerlendirilmesi {izerine yaptiklar
caligmada, bu sistemlerin iltihaplanmay1 6nleyici etkilerini incelemislerdir. Bu ¢aligmada
Swietenia yagi i¢in gelistirilen self-nanoemiilsifiye sistemlerini, tiglii faz diyagramlarini;
noniyonik yilizey aktif maddeleri olarak da Labrasol®, Tween 20, Capmul® ve Labrafil®
kullanilmiglardir. Swietenia yagi igeren self-nano emiilsifiye edici formiilasyonlari, yagin
farkli yiizey aktif maddeleri ile karigtirarak hazirlamislardir. Self-nanoemiilsifiye
sistemlerinin yag/ylizey aktif madde oranlarina ve ylizey aktif madde fazinin 6zelliklerine
kars1 hassas oldugu aragtirmacilar tarafindan belirtilmistir. Self-nanoemiilsifiye edici
formiilasyonlar, Tween 20 siirfaktanlar karisimima ilave edildiginde onemli 6lgiide
iyilestirildigini ve daha iyi, self-nanoemiilsifiye edici ozelliklere sahip oldugunu
bildirmislerdir. Tween 20'nin hidrofilik yiizey aktif madde (% 20 ila % 50) olarak
formiilasyonlara eklenmesinin, yag damlaciklarinin boyutunu disiirdiigiinii; bu yiizey
aktif maddenin yiiksek viskozitesinin olmasi nedeniyle emiilsifikasyon siiresinin de
arttigini tespit etmislerdir.

Mihaly ve ark. (2014), yapmis olduklar1 g¢alismada silika mikroemiilsiyon
formiilasyonu ve nanodroplet tipi ve biiyiikligiinii tahmin etmek icin sistematik
metodoloji lizerine yaptiklari caligmada, iyonik olmayan bir yiizey aktif madde (Brij 30)
ve farkli silika oOnciileri (MTEOS, TEOS, PTEOS) kullanilarak mikro heterojen
sistemlerdeki iiclii faz diyagramlarimi ¢izmislerdir. Faz diyagramlarindan elde edilen
bilgiler 15181nda yag i¢inde su mikroemiilsiyonundan su i¢inde yag mikroemiilsiyonuna
gecis noktast arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur. Arastirmacilar, Winsor
siniflandirmasina gore dort cok fazli alanin oldugunu belirtmislerdir. Asirt miktarda yag
varliginda, su i¢inde yag (O/W) mikroemiilsiyonunun, bir iist yag siirekli fazi ile birlikte
bulundugunu ve Winsor-I tipinin olustugunu (W1, iki faz (O/W, O)) Winsor-II fazinda
ise fazla su ile birlikte, yag i¢inde su fazinin sulu siirekli fazla birlikte bulundugunu (WII,
iki faz (W/O, W)) bildirmislerdir. Winsor III tipinde (WIII), mikroemiilsiyonun (me) hem
fazla sulu fazla hem de organik fazlarla (W, me, O) ve Winsor 1V tipinde (W/O, O/W)

dengede oldugu ii¢ fazin oldugunu veya her ikisi de), sadece bir mikroemiilsiyon fazinin
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olustugunu belirtmislerdir. Bunun yani sira arastirmacilar, diigiik yiizey aktif madde
konsantrasyonlar1 i¢in su-yag arayiiziindeki molekiillerin sayisinin az olmasinin;
damlaciklar1 olusturma ve stabilize etme kapasitesini azaltacagini bildirmislerdir.

Zhao ve ark. (2015), lipofilik ilaglar i¢in tasiyici olarak yiiksek oranda esansiyel
yag iceren yeni, kendiliginden nano-emiilsifiye edici ila¢ dagitim sistemleri gelistirmek
ve optimize etmek ilizerine yaptiklart ¢alismada bilesimin bir fonksiyonu olarak
¢Oziinlirlik ve damlacik boyutunu incelemisler ve kendi kendine emiilsiyonlagsma
bolgelerini tanimlamak igin {li¢lii bir faz diyagrami olusturmuslardir. Optimize edilmis
SNEDDS formiilasyonu 50:30:20 (v/v) oraninda limon esansiyel yagi, Cremophor RH40
(siirfaktant) ve transcutol HP’den (co-siirfaktant) olustugunu bildirmislerdir. Model ilag
olarak ibuprofeni se¢mislerdir. Damlacik biiyiikliigli zeta potansiyeli ve ilag yiiklii
stabilite optimize formiilasyonlar1 belirlemislerdir. SNEDDS’nin stabilitesinin ¢l
durdurma/¢ézme dongiisii ve 4 °C ile 25 °C’de 3 ay depolandiktan sonra kanitlandigini
bildirmislerdir. Optimize edilmis SNEDDS nin in vitro ila¢ salim ¢alismalar1 Ibuprofen
stispansiyonuna kiyasla ila¢ saliniminda ve salim hizinda énemli bir artis oldugunu (%
80’e karsilik 2 saat icinde yaklasik % 40) ortaya koymuslardir. Sonug olarak bu SNEDDS
formiilasyonlarinin lipofilik ilaglarin biyoyararlanimini arttirmak i¢in kullanilabilecegini
tespit etmislerdir.

Xavier-Junior ve ark. (2016), biyoaktif dogal yaglari igeren mikroemiilsiyonlart
(ME) incelemislerdir. Aragtirmacilar, dogal yaglarin saglik tizerine olumlu etkilerinin
olmasi yaninda ilag, tarim, gida, sihhi ve kozmetik endiistrilerinde de kullanilabilecegini
belirtmisler; biyoaktif dogal yaglara olan ilginin, pek ¢ok hastaligi 6nleme ve tedavi etme
yoniindeki biiyiik potansiyeli nedeniyle arttigimi bildirmislerdir. Ayrica kararsiz
bilesikleri erken bozunmadan korudugu, ¢oziiniirliigli arttirdigi ve bu nedenle zayif
biyolojik olarak kullanilabilir bilesiklerin biyoyararlanimi arttirdigini belirtmislerdir.
Dogal yaglarin, ekstraksiyon varyasyonlaria, bitkinin bulundugu yere, topragin
degistimine ve mevsimsel degisikliklere gore siklikla farkli kompozisyonlar gosterdigini
ve bu durumun da, yagin veya tasiyicilarinin biyo-absorpsiyonunda biiyiik bir degisiklik
yarattigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar yapmis olduklar ¢aligmada, son birkag yilda,
dogal yag iirtinlerinden biyoaktif bilesikler iceren yeni ME sistemlerinin formiilasyonu

ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapildigini bildirmisler; bu tiir caligmalarin, timit verici oldugunu
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ve ayni zamanda potansiyel uygulamalarla tibbi ve saglik arastirmalarinda yenilikgi bir
yaklagim oldugunu ortaya koymuslardir.

Nasr ve ark. (2016), Irbesartan (IRB) and Olmesartan (OLM) i¢in; kendiliginden
nanoemiilsifiye edici ilag sistemlerinin (SNEDDS) fizikokimyasal ozellikleri ve faz
davranisi lizerine yag, siirfektan ve ko-siirfektanin etkilerini aragtirdiklari calismada, hem
IRB hem de OLM ig¢in iyi ¢6ziinme kapasitesine sahip uygun SNEDDS bilesenlerini
bulmak amaciyla her iki ilacin doyma c¢oziinlirliigii farkli yaglarda (Gelucire 44/14,
Lauroglycol FCC, Labrafac lipofil WL 1349, Capryol 90, Labrafil M 1944 CS, Miglyol
812, Miglyol 818, Miglyol 829, Maisine 35-1, Ac1 badem yagi, Hint yagi, Zeytinyagi,
Pamuk tohumu yagi, Arachis yagit ve Oleik asit), siirfaktanlar (Cremophor RH 40,
Cremophor S 9, Labrasol, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, Span 20 ve Span
80) ve ko-stirfaktanlar (Transcutol HP, PEG 200, PEG 400, PEG 600, Propilen glikol ve
Gliserin) kullanilarak ¢alkalama sise yontemi kullanilarak gergeklestirmislerdir.

Yan ve ark. (2017), siiper hidrofilik cam kaplama materyali {izerine yapmis
olduklar1 ¢aligmada, degme agisinin bu kaplama ile oldukg¢a yakin iligkili oldugunu
belirtmislerdir. Substrat yiizeyine ve siiper hidrofilik tabakaya baglantili olan TEOS
(Tetraetilortosilikat) ve etkili bileseni 2-[asetoksi (polietilenoksi) propil] trietoksisilan
(SIA) kaplamada hidrofobik ara ylizey olarak kullanmiglardir. Calismada farkli
konsantrasyonlarda TEOS ile kaplanan cam ylizeylerde degme agisin1 aragtirmislardir.
Aragtirmacilar, artan TEOS konsantrasyonuyla, SIA kaplamasinin daha sert bir hal
aldigin1 ve SIA konsantrasyonunun su degme agisini etkiledigini belirtmislerdir.
Konsantrasyonun % 2.5’tan biiyiik oldugu durumda degme agisinin 10°C’den diisiik
oldugu ve yiizeyin siiper hidrofilik hale geldigini bildirmislerdir.

Dong ve ark. (2017) nem uzaklastirma cihazinin modellenmesi {lizerine yaptiklar
calismada, degme acisin1 nemin uzaklagsma performansiyla iligkilendirerek; degme
acilarinin etkisinin bu modelleme sayesinde dogru bir sekilde tahmin edilebilecegini
belirtmislerdir. Arastirmacilar, degme agisinin 85 °C’den 5 °C’ye diismesiyle nemin
uzaklagsma oraninin 2.0 g/kg’dan 2.6 g/kg’a yiikseldigini bildirmiglerdir. Bunun yaninda,
degme agilar1 85 °C’den 5 °C’ye diiserken ortalama film kalinlig1 da 0.952 mm'den 0.889
mm' ye diistiiglinii, degme agisindaki azalmanin, kati-siv1 ara ylizey gerilimindeki diisiis

anlamina geldigini ve diigen filmin biiziilmesini azalttigin1 tespit etmislerdir.
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2.3. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

Mitsch ve ark. (2004), broiler tavuklarinin bagirsaklarinda bulunan Clostridium
perfringens’in ¢ogalmasi1 iizerine ugucu yaglarin iki farkli karigimmin etkisini
arastirdiklar1 ¢aligmada, yemle karigtirllmis ugucu yaglar ve negatif kontrol grubuyla
beslenen tavuklarin bagirsagindaki ve diskisindaki patojeni kontrol etmislerdir. Elde
ettikleri sonuglara gore, ugucu yag bilesenlerinin belirli karisimlarinin, piliglerin
bagirsaklarindaki Clostridium perfringens kolonizasyonunu ve ¢ogalmasini kontrol
edebilecegini ve bu nedenle Clostridium perfringens ile ilgili sorunlarin énlenmesinde
ucucu yaglarin yardimci olabilecegini tespit etmislerdir.

Soylu ve ark. (2005), hasat sonrasi hastalik etmeni olan Penicillium digitatum
tizerinde ugucu yaglarin antifungal etkilerini inceledikleri ¢alismada, kekik (Origanum
syriacum var. bevanii), rezene (Foeniculum vulgare), Artemisia (Artemisia annua), defne
(Laurus nobilis) ve lavantadan (Lavandula stoechas subsp. stoechas) elde edilen ugucu
yaglarin antifungal aktivitelerini; Tiirkiye’de yesil kif patojeni Penicillum digitatum’a
kars1 test etmisler. Arastirmacilar, ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlarin1 konidial
¢imlenme ve ¢im tiip gelisimi iizerinde in vitro olarak tespit etmislerdir. Sonuglara
bakildiginda, O. syriacum ve F. vulgare ugucu yaglarinin, kullanilan diger ugucu yaglarla
karsilagtirildiginda P. digitatum'un konidial ¢imlenmesini kuvvetle inhibe ettigi
bildirmislerdir. Kekik ve rezene ugucu yaglarinin konidiyal gelisimi engellemesini,
sirasiyla 64 ve 352 pg/ml konsantrasyonlarinda oldugunu tespit etmislerdir. Diger yandan
aragtirmacilar, lavanta, pelin otu ve defne ugucu yaglarmin, kullanilan tim
konsantrasyonlarda (32-352 ug/ml) konidial ¢imlenmeyi tamamen engelleyemedigini
belirtmislerdir. Tlim ucucu yaglarin ¢im tiibii gelisimini doza bagl bir sekilde inhibe
ettigini, benzer sekilde, kekik ve rezene yaglarinin, 64 ve 352 pg/ml konsantrasyonlarda
¢im tiibii gelisimini tamamen engellediklerini; lavanta, pelin otu ve defne’nin ugucu
yaglariin ise, kullanilan en ytliksek konsantrasyonda (352 pg/ml), tiip gelisimini sirasiyla
% 69.0, % 58.0 ve % 28.0 oraninda azalttigin1 tespit etmislerdir.

Soylu ve ark. (2006), ¢esitli bitkilerin ugucu yaglarinin domateslerin ge¢ yanik
hastalik ajan1 Phytophthora infestans’a karsi antimikrobiyal aktiviteleri {izerine yaptiklar
calismada, Origanum syriacum var. Bevanii, Thymbra spicata subsp. spicata, Lavandula

stoechas subsp. Stoechas, Rosmarinus officinalis, Foeniculum vulgare ve Laurus nobilis
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ucucu yaglarmi; P. infestans'a karsi test etmiglerdir. Kullanilan ugucu yaglarin farkl
konsantrasyonlarinin hem degme hem de buhar etkilerini, in vitro kosullarda belirlemis;
ucucu yaglarin kimyasal bilesimleri de GC-MS ile tespit etmislerdir. Ana bilesenleri
kekik (thyme), kekik (oregano), biberiye, lavanta, rezene ve defnede sirasiyla, karvakrol
(% 37.9), karvakrol (% 79.8), borneol (% 20.4), kafur (% 20.2), anethole (% 82.8) ve 1.8
Sineol (% 35.5) olarak tespit etmislerdir. Tiim ugucu yaglarin P. infestans’in gelisimini
doza baglh bir sekilde inhibe ettigini, oregano ve thyme ugucu yaglarinin, 0.3 pg/ml
konsantrasyonunda, havadaki ugucu faz etkisinin P. infestans gelisimini tamamen
engelledigini tespit etmislerdir. Test edilen ugucu yaglarin degme fazi etkilerinin, kekik
(oregano), kekik (thyme) ve rezene yaglarinda 6.4 pg/ml'de P. infestans’in gelisimini
tamamen engelledigini belirlemigler. Biberiye, lavanta ve defne ugucu yaglarinin ise
nispeten daha yiiksek konsantrasyonlarda inhibisyon (sirastyla 12.8, 25.6, 51.2 pg/ml)
sagladigim bildirmiglerdir.

Soylu ve ark. (2007), kekik ve rezeneden elde edilen ugucu yaglarin Sclerotinia
sclerotiorum tizerindeki antifungal etkileri {izerine yaptiklari ¢alismada; ugucu yaglarin
buhar ve degme etkilerini, hifler ve sklerotlar iizerinde test etmisler, 151k ve taramali
elektron mikroskobunda (SEM) incelemede bulmuslardir. Arastirmacilarin her iki ugucu
yagin da S. sclerotiorum'a kars1 belirgin bir antifungal etkiye sahip oldugunu bildirdikleri
calismada; topraktaki fungus gelisimi 6nemli 6lgiide inhibe ettigini, boylece canli kalan
domates fidesi sayisini sirasiyla % 69.8 ve % 53.3 arttirdigini belirtmiglerdir. Patojen
hifler ve sklerotlari iizerinde yaptiklart 151k ve SEM incelemelerinde, hifler ve sklerotlarda
onemli morfolojik degisiklikler oldugunu da bildirmislerdir. Arastirmacilar, kekik ve
rezene ugucu yaglarinin, fitopatojenik funguslara karsi sentetik fungisitlere alternatif
olarak olas1 biyo-fungisitler olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Fu ve ark. (2007), karanfil (Syzygium aromaticum (L.) Merr. Et Perry) ve biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) ugucu yaginin tek baslarina ve karigimlarinin antimikrobiyal
aktivitesi ilizerine yaptiklar1 ¢alismada, ugucu yaglar ve bunlarin karigimlart igin Gram
pozitif 3 bakteri, Gram negatif 3 bakteri ve iki fungusa karst minimum inhibitor
konsantrasyonlarim1 (MIK) incelemislerdir. Arastirmacilar her iki ugucu yagin da test
edilen tiim mikroorganizmalara karst onemli antimikrobiyal etkilere sahip oldugunu
belirtmislerdir. Karanfil ugucu yag1 MIK' lerinin % 0.062 ile % 0.500 (v/v) arasinda
degistigini, biberiye ucucu yagi MIK' lerinin % 0.125 ile % 1.000 (v/v) arasinda
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degistigini  bildirmisleridir. Arastirmacilar, iki ugucu yagmm kombinasyonunun
antimikrobiyal aktivitesinin, bireysel mikroorganizma testlerine kars1 katki saglayici,
sinerjik veya antagonistik etkileri gésterdigini bildirmislerdir.

Sitara ve ark. (2008), nim (Azadirachta indica), hardal (Brassica campestris),
corekotu (Nigella sativa), asafoetida (Ferula assafoetida) ¢ekirdeklerinden elde ettikleri
ucucu yaglart; 8 tohum kaynakli fungusa karsi (Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium
oxysporum, F. moniliforme, F. nivale, F. semitectum, Drechslera hawiinesis ve
Alternaria alternata) % 0.5, 0.1 ve 0.2 oranlarinda denemislerdir. Ugucu yaglar n-hekzan
ile 30 °C’de soxhlet ekstraksiyon cihazi ile elde ederek agar diflizyon plaka yontemi ile
etkinliklerini incelemislerdir.. Sonuglar incelendiginde; hardal disinda ¢ikarilan biitiin
ugucu yaglarin, bahsedilen fungus tiirlerine karsi degisen derecelerde oldiiriicii aktivite
gosterdigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir. Hardal ugucu yaginin ise sadece % 0.15
konsantrasyonda; F.oxysporum ve F. nivale'ye kars1 antifungal 6zelligini oldugunu tespit
etmislerdir.

Goiii ve ark. (2009), karanfil ve tar¢in ugucu yag karistminin buhar fazindaki
antimikrobiyal etkisi iizerine yaptiklar1 ¢alismada, dért Gram-negatif (Escherichia coli,
Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruoginosa ve Salmonella choleraesuis) ve dort
Gram-pozitif bakteri (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus
ve Enterococcus faecalis) iizerinde test edilen karigimi; arastirmacilar tarafindan
fraksiyonel inhibitér konsantrasyon endeksi (FIC) ile degerlendirilmistir. Minimal
inhibitér konsantrasyonlar uygulandiginda, ugucu yag karigimlarinin buhar etkileri E.
coli' nin biiyiimesi tizerinde antagonistik bir etki olusturdugunu; maksimum inhibisyon
uygulandiginda, L. monocytogenes, B. cereus ve Y. enterocolitica'nin inhibisyonu i¢in
sinerjik bir etki olusturdugunu bildirmislerdir. Tar¢in-karanfil yag karigimlarmin
bilesimlerini de Kat1 Faz Mikroekstraksiyon teknigi ile GC-ITMS (Gaz Kromatografisi-
Iyon Yakalama Kiitle Spektrometresi)’te analiz etmislerdir. Eugenol’un, ii¢ antibakteriyel
atmosfer i¢in en bol bulunan bilesen oldugunu bildirilmeslerdir.

Pinto ve ark. (2009), Candida, Aspergillus ve dermatofit tiirlerinde, Syzygium
aromaticum’dan elde edilen karanfil ugucu yaginin antifungal aktivitesi ve kimyasal
bilesimi iizerine yaptiklar1 ¢calismada, ugucu yagin ve major bileseni eugenoliin test

edilen tiim tiirlere karst inhibitor aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Eugenoliin
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minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) 0.08-0.64 pg/ml arasinda oldugu
arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir.

Bassolé ve ark. (2010), Lippia multiflora Moldenke, Mentha x piperita L. ve
Ocimum basilicum L. u¢ucu yaglarinin ile bu yaglardaki monoterpen alkollerin tek basina
ve birlikte kompozisyonlarinin, antimikrobiyal aktivitesi iizerine yaptiklart ¢alismada,
ucucu yaglar1 ve bunlarin monoterpen alkollerini disk diflizyon ve broth mikrodiliisyon
metodu kullanilarak 9 adet bakteri susuna karsi test etmislerdir. Fenolik igerigi yiiksek
olan ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesinin daha etkili oldugu arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir. Ugucu yaglar ve major bilesenler arasindaki en iyi sinerjik
etkilerin sirastyla O. basilicum ugucu yagi ve eugenol i¢eren kombinasyonlarla elde
edildigini belirtmislerdir. Arastirmacilar ayrica fenolik bilesiklerin giiclii baharatl bir
aromayla karakterize edildigini; ugucu yaglarin kombinasyonlu kullaniminin duyusal
olarak ters bir etkiyi engelleyebilecegini bildirmiglerdir.

Soylu ve ark. (2010), domates gri kiif hastalik ajan1 Botrytis cinerea'ya kars1 ¢esitli
bitkilerin u¢ucu yaglarinin in vitro ve in vivo antifungal aktiviteleri {izerine yaptiklari
calismada, origanum (Origanum syriacum L. var. bevanii), lavanta (Lavandula stoechas
L. var. stoechas) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) gibi Lamiacea familyasina ait
aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin antifungal aktivitelerini, B. cinerea'ya
kars1 incelemislerdir. Ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlarindaki degme ve ucucu faz
etkilerinin, B. cinerea’nin gelisimini doza bagl bir sekilde inhibe ettigini; faz etkilerinin
fungal gelisim iizerinde degme faz1 etkisinden daha etkili oldugunu tespit etmislerdir.
Arastirmacilar, 0.2 pg/ml’lik ugucu yagin bubar etkisinin B. cinereanin gelisimini
tamamen engelledigini; lavanta ve biberiye ucucu yagi ile patojenin tam biiylime
inhibisyonunun 1,6 pg/ml hava konsantrasyonlarinda gozlendigini bildirmiglerdir. Test
edilen ugucu yaglarin degme etkilerinin belirlenmesi i¢in yaptiklar1 ¢aligmada, 12.8
pg/ml' de origanum ugucu yagmin B. cinerea'nin biiyliimesini tamamen engelledigini;
biberiye ve lavanta ugucu yaglarinin olduk¢a yliksek konsantrasyonlarda (25.6 pg/ml)
inhibisyon sagladigini belirtmislerdir.

Mohan ve ark. (2011), siirdiiriilebilir tarim alanlarinda ugucu yaglarin
kullanilabilirligi iizerine yaptiklar ¢alismada, birgok bitkinin ugucu yaginin; zararl
bocek oOnleyici, kovucu, yumurtlama engelleyici, biiyiime diizenleyici ve Onleyici

faaliyetlerinden ¢esitli bitki patojenik mantarlarina karsit genis bir aktivite yelpazesi
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sergiledigini belirtmislerdir. Bunun yaninda bu dogal preperatlarin insan sagligina ve
cevreye olumsuz etkileri azaltmak i¢in sentetik pestisitlere iyi bir alternatif oldugunu;
cevre dostu, ekonomik, hedefe 6zgii ve biyolojik olarak parcalanabilen bir yapiya sahip
oldugunu bildirmislerdir. Bazi ugucu yag bilesenlerinin, 6rnegin, limonen, pulegon,
sitronellal ve 1.8-Sineoliin, ticari olarak temin edilebilen bit sampuanlarinin, sivrisinek
kovucularin ve farkli tarimsal kimyasallarin aktif bilesenleri oldugu belirtilmistir.

Bassol¢ ve Juliani (2012), ucucu yag (EO) karisimlarini ve onlarin antimikrobiyal
Ozelliklerini arastirdiklar1 ¢alismada, EO'larin kombinasyonlarinin ve izole edilmis
bilesenlerinin kullaniminin, EO'larin gidalardaki etkinligini artiran, sinerjik ve ilave
etkilerinden faydalanan yeni yaklasimlar oldugunu belirtmislerdir. Kekik ugucu yaginin
(Origanum vulgare) en ¢ok kullanilan EO oldugunu (timol ve carvacrol bakimindan
zengindir) ve biberiye (Rosmarinus officinalis), kekik (Thymus vulgaris), feslegen
(Ocimum basilicum), mercankosk (O. majorana) ve melisa (Melissa officinalis) ile
karisimlarinin kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Ramos ve ark. (2012), defne (Laurus nobilis L. (Lauraceae)) ugucu yaginin (EO)
ve ekstraktlarinin (etanol (EE) ve sicak/soguk su (AE) ile elde edilen) antioksidan ve
antibakteriyel aktivitesi iizerine yaptiklar1 ¢alismadaugucu yagin, test edilen tim gida
kaynakli bozulmalara yol acan ve patojenik bakterilere kars1 giiglii antibakteriyel aktivite
gosterdigini, bu aktivitenin EE ve AE'de daha az belirgin oldugunu belirtmislerdir.

Nazzaro ve ark. (2013), ucucu yaglarin patojenik bakterilere kars: etkisi lizerine
yaptiklar1 calismada, ugucu yaglarin, bakteri, maya ve kiif olusumunu inhibe edebilen
veya yavaslatabilen ¢ok ¢esitli sekonder metabolitler igerdigini, ugucu yaglarin ve
bilesenlerinin, ¢esitli hedeflere, 6zellikle membran ve sitoplazmaya kars1 etkinlige sahip
oldugunu ve bazi durumlarda hiicrelerin morfolojisini tamamen degistirdigi
bildirmislerdir.

Oraby ve El-Borollosy (2013), baz1 tibbi bitkilerden (Mentha piperita, Ocimum
basilicum ve Thymus vulgaris) elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal etkinligini ve
patates viriislinlin dnlenmesinde kullanilabilirligini incelemislerdir. Ugucu yaglarin, bazi
zararli bakteri ve maya (Escerichia coli, Psedumonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes ve Candida albicans) iizerinde inhibe edici etkileri

oldugunu bildirmislerdir.
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Rapper ve ark. (2013), Lavandula angustifolia ugucu yaginin diger aromaterap6tik
yaglarla kombinasyonunun in vitro antimikrobiyal aktivitesi iizerine yaptiklari ¢aligmada,
Lavandula angustifolia ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesi, olas1 etkilesimli
ozellikleri saglamak icin diger 45 yag ile kombinasyon halinde degerlendirmislerdir. iki
ucucu yagin farkli oranlarinin kombinasyon halinde arastirilmasiyla en uygun
etkilesimlerin, sirasiyla C. albustans ve S. aureus'a kars1 L. angustifolia'nin Cinnamomum
zeylanicum veya Citrus sinensis ile karistirilmasiyla elde edildigini belirtmislerdir.

Yap ve ark. (2013), ilaglara direngli bakterilerin direncinin azaltilmasi amaciyla
ucucu yaglarin ve antibiyotiklerin kombinasyonu iizerine yaptiklar1 ¢alismada ugucu
yaglarin ve antibiyotiklerin antibakteriyel aktivitesini, broth mikrodiliisyon teknigi
kullanarak degerlendirmislerdir. Tar¢in kabugu, lavanta, mercankosk, ¢ay agaci, nane
ucucu yaglar1 ve ampisilin, piperasilin, sefazolin, sefuroksim, karbenisilin, seftazidin,
meropenem antibiyotikleri arasindaki kombine etkiler, beta-laktamaz iireten Escherichia
coli' ye kars1 test edilmistir. Arastirmacilar, kombinasyonlar arasindaki etkilesimi
karakterize etmek i¢in fraksiyonel inhibitdr konsantrasyon (FIC) degerlerini
hesaplamiglardir. Bazi antibiyotiklerin ve ugucu yaglarin bazi kombinasyonlarinda
bakterilerin dogal antibiyotiklere karsi onemli 6l¢iide duyarliligi ve antibiyotiklerin
minimum inhibe edici konsantrasyonlarinda (MIC) belirgin bir azalma oldugunu
belirtmislerdir. Test edilen 35 antibiyotik-ucucu yag c¢iftinden 4’0 sinerjistik etki
gosterdigini (FIC<0.5) ve 31 ¢iftin etkilesim gostermedigini tespit etmislerdir (FIC> 0.5—
4.0).

Dima ve ark. (2014), beta-cyclodekstrinde kisnis esansiyel yagi kapsiillemesi
lizerine  yaptiklart  ¢alismada;  antioksidan ve  antimikrobiyal  Ozellikleri
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar bu ¢alisma ile gida katki maddesi olarak
kullanilabilecek bir kompleks elde etmeyi hedeflemislerdir. Kapsiile edilmis iiriinde, 30
pg/mL kisnis yaginin konsantrasyonu i¢in, 7.4 £ 0.81 mg GAE/100g toplam fenol igerigi
(TPC) ve % 87.89+2.54 ila % 79.77+1.74 arasinda degisen DPPH radikallerinin
inhibisyonunu belirlemislerdir. Arastirmacilar kisnis esansiyel yaginin antimikrobiyal
aktivite gosterdigini, ayrica kapsiille edilmis kisnis EO/B-CD kompleksinin fungal
gelisimi inhibisyonu % 87.89 iken ham kisnis EO'nunki ile % 79.77 olarak tespit

etmislerdir.
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Hsouna ve ark. (2014), Myrtus communis ucucu yaginin (McEO) kimyasal
bilesimini ve gidalarda bozulma yapan mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal
aktivitesini inceledikleri galismada, bakteriyel suslarin inhibisyon bélgeleri ve minimal
inhibasyon konsantrasyon (MIK) degerlerini sirasiyla 16-28 mm ve 0.078-2.5 mg/ml
araliginda oldugunu bildirmislerdir. McEO'nun Gram pozitif bakterilere kars1 inhibe edici
aktivitesinin, Gram negatif bakterilere kiyasla dnemli derecede yiiksek oldugu ayrica
bir¢ok fungi susuna karsi da iyi bir aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Mehani ve ark. (2014), Eucalyptus camaldulensis ugucu yaginin Fusarium
graminearum ve Fusarium sporotrichioide {izerine antifungal etkisini arastirdiklari
calismada okaliptiis ucucu yaginin 1.25, 2.5, 5 ve 10 pl konsantrasyonlarinda hastalik
etmenlerine karst denemiglerdir. Aragtirmacilar ugucu yag konsantrasyonundaki artigla
beraber antifungal indeksin de arttigin1 belirtmisler; Fusarium sporotrichioides ze % 0 ve
% 34.09 arasinda, Fusarium graminearum 'da ise % 29.09 ve % 41.81 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Sonug olarak Eucalyptus camaldulensis ugucu yaginin belirgin antifungal
aktiviteye sahip oldugu ve direngli mikroorganizmalara karsi kullanilan antibiyotigin
yerini basariyla alabilecegi aragtirmacilar tarafindan tespit edilmistir.

Silveira ve ark. (2014), L. nobilis ugucu yaglarinin kimyasal bilesimini ve gida
kaynakli patojenlere karsi antibakteriyel etkinligini 14 giin boyunca +7 °C’de depolanan
taze Tuscan sosisinde incelemislerdir. Gida kaynakli patojenlere karst minimum inhibit6r
konsantrasyon (MIC) ve minimum bakteri 6ldiiriici konsantrasyon (MBC) in vitro olarak
belirlemislerdir.

Sivakumar ve Bautista-Banos (2014), hasat sonrasi bozulma kontrolii ve meyve
kalitesinin depolama sirasinda korunmasi i¢in ugucu yaglarin kullanimi tizerine yaptiklari
caligmada, in vitro testler sonucunda, kekik yaginin B. cinerea, Rhizopus stolonifer,
Alternaria alternata ve C. gloeosporioides’in kontroliinii % 100 oraninda sagladigini
bildirmislerdir. Geotrichum citri-aurantii ile asilanan ve kekik yagi ile muamele edilen
“Satsuma” mandarinlerinin eksi ¢iirtikliik oran1 % 14.1'e diistiigli; muamele edilmemis
kontrol meyvesinin % 78.1'lik bir insidans gosterdigi arastirmacilar tarafindan tespit
edilmistir. Dogal olarak enfekte olmus meyvelerde kekik yaginin, 20 °C' de 30 giin sonra
clirimeyi % 76.0 oraninda azalttigini, bunun yaninda in vitro testler, tar¢in yaginin,
muzdaki C. gloeosporioides' i etkili bir sekilde kontrol ettigini hasat sonrasi bozulmay1

kontrol etmek i¢in kullanilan piskiirtme veya daldirma gibi farkli uygulama
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yontemlerinin kiraz, narenciye, elma, seftali ve lahanalarda test edildigi arastirmacilar
tarafindan ayrica bildirilmistir.

Chmit ve ark. (2014), defne’den elde edilen ugucu yaglarin antibakteriyel ve
antibiyofilm aktivitelerini inceledikleri ¢alismada; defne ugucu yagmnin etkinligini iig
Gram-pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212
ve Staphylococcus epidermidis CIP 444) ve iki Gram-negatif bakteri (Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) fizerinde test etmislerdir. Antibiyofilm
aktivitesini ise Staphylococcus epidermidis CIP 444 tarafindan iiretilen biyofilme karsi
uygulamiglardir. Bitkiden elde edilen ugucu yaglart broth mikrodilisyon metodu
kullanilarak minimum inhibisyon konsantrasyonu ve minimum bakterisidal
konsantrasyonu tespit edilmeye calismislardir. Arastirmacilar, ugucu yagin 5 farkh
bakteri cinsine karsi antibakteriyel aktivitesinin iyi oldugunu bildirmis; fakat biyofilm
aktivitesi yoniinden ugucu yagin 6nemsiz kaldigini tespit etmislerdir.

Matusinsky ve ark. (2015), bes farkl tiirdeki bitkiden elde ettikleri ugucu yaglarin;
kok, yaprak ve basak hastaliklarina neden olan bes 6nemli patojenik fungal tiire karsi
misel bliylime inhibitorleri olarak kullanilabilirliklerini test ettikleri calismada,
Pimpinella anisum, Thymus vulgaris, Pelargonium odoratissimum, Rosmarinus
officinalis ve Foeniculum vulgare bitkilerinden ekstrakte edilen ugucu yaglarin
inhibisyon etkisi ve efektif dozlarmi bulmak i¢in agar diliisyon metodunu kullanan
arastirmacilar; bunlart Oculimacula yallundae, Microdochium nivale, Zymoseptoria
tritici, Pyrenophora teres ve Fusarium culmorum tirlerinde denemislerdir.
Arastirmacilar test edilen biitiin ucucu yaglarin fungal gelisimleri -etkiledigini
belirtmislerdir. T. vulgaris ve P. odoratissimum'dan elde edilen ugucu yaglarin, daha
yiiksek inhibisyon etkileri gosterdigi bildirirlerken; R. officinalis kaynakli ugucu yagin
inhibisyon etkisinin ve EDso degerlerinin daha az oldugunu belirtmislerdir. T.
vulgaris’ten elde ettikleri ugucu yagin, test edilen izolatlarinin hemen hemen hepsini
lul/mL konsantrasyonunda % 100 oraninda biiyiimesini engelledigini ve T. vulgaris
ucucu yaginin, fungal bitki hastaliklarinin tedavisinde giivenli ve ¢evre dostu olarak
kullanilma potansiyeli olabilecegini belirtmislerdir.

Bomfim ve ark. (2015), Rosmarinus officinalis L. ugucu yagmin (REO), Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg'in in vitro biiyiimesi ve sonug olarak fumonisin tiretimini

kontrol etmedeki etkinligi lizerine yaptiklar1 ¢alismada, Biberiye ugucu yagi, Fusarium
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verticillioides (Sacc.) Nirenberg'in misel bitylimesini, 150 lg/mL REO degeri ile dnemli
6l¢iide azalttigini bildirmislerdir.

Jo ve ark. (2015), karpuz suyundaki trans-Sinnamaldehit nanoemiilsiyonlarinin
fiziksel ve antimikrobiyal 6zellikleri iizerine yaptiklar1 ¢alismada; nano boyutlu (<200
nm) trans-sinnamaldehit emiilsiyonlarini, optimum trans-sinnamaldehit ve Tween®20
(1:3) kiitle oran1 ve sonrasinda da yiiksek enerjili emiilsifikasyon (10.000 rpm yiiksek
hizli homojenizasyon ve 20.000 psi yiliksek basingli homojenizasyon) kullanilarak
tiretmislerdir. Mikroorganizma asilamasi yapilmis karpuz suyunun raf dmriinii uzatmak
icin uyguladiklar1 bu emiilsiyonlar arasinda, sinnamaldehit ilavesinin en diisiik oldugu
agirlikga % 0.8 sinnamaldehit emiilsiyonlarinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
ozellikle S. typhimurium ve S. aureus'ta antibakteriyel aktivite gostermede etkili oldugunu
tespit etmislerdir. Arastirmacilar diisiik konsantrasyonlu sinnamaldehit emiilsiyonunun
mikroorganizma gelisimini inhibe etmede etkili oldugunu ve sinnamaldehit salinim orani
ile mikroorganizmanin biiylime hizi arasinda anlamli bir iligkinin oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar ayrica, sinnamaldehit emiilsiyonunun bol miktarda besin
iceren karpuz suyunda antibakteriyel etki gosterdigini; kullanilabilirligi ve kabul
edilebilirligi dogrulamak icin sinnamaldehit emiilsiyonunun duyusal
degerlendirmesinden sonra gida kalitesini kontrol etmede de faydali olabilecegini
belirtmislerdir.

Swamy ve ark. (2016), bitki ugucu yaglarinin patojenlere karsi antimikrobiyal
ozelliklerini ve etki sekillerini arastirdiklar1 ¢alismada, ugucu yaglarin birgok bakteri,
fungal ve viral patojeni etkin bir sekilde tahrip ettigi i¢in biyomedikal alaninda biiyiik
potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir. Ugucu yaglarin farkli aldehitler, fenolikler,
terpenler ve diger antimikrobiyal bilesikleri igermesinin ¢esitli patojenlere karsi etkili
olmasi anlamina geldigini bildiren arastirmacilar; etkinliginin de fonksiyonel gruplarinin
dogasina, bilesimine ve oryantasyonuna bagli oldugunu vurgulamislardir. Ugucu yaglarin
zar gecirgenligini arttirarak hedef patojenlerin hiicre zarin1 tahrip ettigi, hiicre i¢i sivilarin
sizmasina neden oldugunu, patojenlerin hiicresel metabolizmasini ve enzim kinetigini
keserek hiicre zarimi bozabilecegini bildirmislerdir.

Kordali ve ark. (2016), Tiirkiye'den segilen dort Myrtus communis L. genotipinin
meyvelerinden hidrodistilizasyonla izole edilen ucucu yaglarin antifungal ve herbisidal

etkilerini arastirmiglardir. Farkli genotipe sahip meyvelerin yaglarinin, test edilen
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patojenik fungilere karsi istatistiksel olarak anlamli seviyelerde (p<0.05) inhibisyon
yiizdelerine sahip oldugunu tespit etmislerdir. M. communis Genotype G3'lin ugucu
yaginin, test edilen 19 fungiden 18'inde etkili oldugunu bildirmislerdir (inhibisyon
yiizdeleri>% 60). Diger genotiplerin ise (Gl, G2 ve G4), Botrytis cinerea, Cladosporium
herbarum, Fusarium culmorum, Fusarium tabacinum, Nigrospora oryzae, Rhizoctonia
solani ve Sclerotinia minor olmak iizere 5 ile 7 patojenik fungiye karst >%50 inhibisyon
yiizdesi gosterdigini tespit etmislerdir.

Xu ve ark. (2016), cherry domatesinde Alternaria ¢iirtikliigiinii kontrol etmek i¢in
Laurus nobilis ugucu yagimin mikroemiilsiyonunun kullanimini arastirdiklari ¢alismada,
L. nobilis ugucu yaginin mikroemiilsiyon formiiliinii yag/Tween 20/etanol: 3/8/9 oranlari
kullanilarak su ile seyreltilip yiiksek hizl1 santrifiij kullanilarak hazirlanmuslardir. [n vitro
test sonuclarina bakildiginda arastirmacilar; mikroemiilsiyonun 500 pg/ml minimal
inhibitor konsantrasyon ve 1000 pg/ml minimal fungisit konsantrasyon degerleriyle ¢ok
lyi bir antifungal aktivite gosterdigini bildirmiglerdir. Bunun yaninda, in vivo test
sonuglarin da, 500 pg/ml mikroemiilsiyonun, cherry domateslerini (Lycopersicon
esculentum) ciiriimekten etkili bir sekilde korudugunu tespitetmisler. Arastirmacilar,
mikroemiilsiyonun, hasat sonrasi hastaligi, patojenin hiicre zarina zarar vererek ve
diren¢li enzimlerin aktivitesini artirarak kontrol altina aldigini belirtmislerdir. Sonug
olarak, yag/Tween 20/etanol mikroemiilsiyonunun, in vitro ve in vivo olarak etkin
antifungal aktiviteye sahip olan L. nobilis ugucu yag ile kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Chudasama ve ark. (2016), itrakonazoliin (mantar enfeksiyonlarini tedavi etmek
icin kullanilan antifungal ilag) transdermal dagitimi i¢in mikroemiilsiyon sisteminin
aragtirtlmasi lizerine yaptiklari caligmada; tropikal uygulama i¢in % 1 itrakonazol (ITZ)
igeren yeni bir su iginde-yag emiilsiyon bazli (me) jel gelistirmiglerdir. ITZ’ nin yaglarda
ve siirfaktantlarda ¢oziintirliiglinii, potansiyel eksipiyonlari (ilaglarin verilmesinde ya da
uygulanmasinda kullanilan ve ilaglara daha fazla bi¢cim ve dayaniklilik vermeye yarayan
madde) tanimlamak i¢in degerlendirmislerdir. Mikroemiilsiyon varligi araliklarini
pseuoternary (yalanci) faz diyagramlarinin olusturulmasi ile tanimlamislardir. Optimize
edilmis mikroemiilsiyon morfolojisi ve pargacik biiylikligi dagilimi i¢in karakterize

etmislerdir.
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Raffaella ve ark. (2017), Farkli kiiltiir ortamlarinda ve biiyiime kosullarinda
paslanmaz c¢elik yiizeyde gelistirilen Staphylococcus aureus biyofilmlerine karsi
esansiyel yag bazli mikroemiilsiyonlarin aktivitesi {izerine yaptiklar1 ¢alismada; ugucu
yaglarm S. aureus'a karst Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIC), Minimum
Bakterisidal Konsantrasyon (MBC), Minimum Biyofilm Inhibitér Konsantrasyon
(MBIC) ve Minimum Biyofilm Eradikasyon Konsantrasyonunu (MBEC)
belirlemislerdir. Cinnamomum cassia ve Salvia officinalis ugucu yaglari sirasiyla% 1.25
MIK ve MBC, % 1.25 MBIC ve % 2.5 MBEC ile en iyi bakteriyel etkiyi gdsterdigini
bildirmiglerdir. C. cassia, S. officinalis veya her ikisi ile formiile edilmis ti¢ farkli
mikroemiilsiyon, farkli kiiltiir ortamlarinda ve biliyime kosullarinda S. aureus
biyofilmlerine karsi test edilen ¢alismada, S. aureus 24 saatlik eski biyofilmler ve
kurutulmus biyofilmlerde bir a > 3 logaritmik azalmaya ve 90 dakikalik maruziyetten
sonra % 68.0'a kadar biyofilm giderimine neden oldugunu gézlemlemislerdir. Elde edilen
veriler, ugucu yaglarin, tek basina veya kombinasyon halinde, dezenfektanlarin
formiilasyonu i¢in alternatif olarak veya kontamine yiizeylerin dezenfeksiyonunda
desteklenmesi igin potansiyel kullanimini 6nermektedirler.

Boukaew ve ark. (2017), baz1 ugucu yaglarin aflatoksijenik Aspergillus flavus'a
kars1 antifungal aktivitesini ve depolama sirasinda misir tohumlarini korumak igin
alelopatik aktivitesini degerlendirmislerdir. Bu kapsamda dort adet ugucu yag (targin,
karanfil, kirmiz1 biber ve vatika), 10 adet Aspergillus flavus izolatina (PSRDC-1,
PSRDC-2, PSRDC-3, PSRDC-4, PSRDC-5, PSRDC-6, PSRDC-7, PSRDC-8, PSRDC-9
ve PSRDC-10) kars1 antifungal aktiviteleri agisindan incelemiglerdir. Aragtirmacilar, dort
ucucu yagim on Aspergillus flavus izolati iizerindeki etkisini degerlendirmisler; en etkili
iki ugucu yagin konsantrasyonunun hem PDA (potato dextrose agar) ile in vitro hem de
musir tohumu ile in vivo olarak incelemisler ve segilen iki ugucu yagin misir tohumunun
¢imlenmesi lizerine etkilerini arastirmiglardir. A. flavus PSRDC-2 harig biitiin suslarin,
karanfil (Syzygium aromaticum L.) ve vatika (Vatica diospyroides Symington) yagi
tarafindan 6nemli oranda inhibe oldugunu bildirmislerdir. Karanfil ugucu yagmin A.
flavus PSRDC-2 100 pL/lI'de konidiyal ¢imlenmesinde % 84.7 inhibisyon sagladigini
belirten aragtirmacilar; misir tohumlarinda hastalik enfeksiyonunun tamamen
inhibisyonunun 10 pl/l'de gergeklestigini tespit etmislerdir. Bunun yaninda 50 pl/I'deki

Vatica ugucu yaginm, hem in vitro hem de misir tohumlarinda A. flavus PSRDC-2' nin
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gelisimini, sporulasyonunu, konidiyal ¢imlenmesini ve hastalik enfeksiyonunu tamamen
inhibe ettigi i¢cin gliglii antifungal aktivite sergiledigini bildirmiglerdir. Sonug¢ olarak
arastirmacilar; hem karanfil hem de vatika u¢ucu yaglarinin, misir ¢imlenmesine, gévde
uzunluguna ve kok uzunluguna bagli doza bagiml alelopatik aktivite sergiledigini ve
vatikan yagi karanfil yagindan daha fitotoksik oldugunu belirtmislerdir.

Barac ve ark. (2017), Tinea versikolor hastalarinin derilerinden izole edilen
Malassezia spp. karst Myrtus communis ugucu yaginin antifungal aktivitesi iizerine
yaptiklari galismada, ayrica M. communis ve greyfurt yaginin Malassezia gelisimi {izerine
sinerjik etkisini de arastirmiglardir. Hastalardan izole edilen Malassezia furfur (% 42.5),
M. sympodialis (% 23.5), M. globosa (% 7.5), M. obtusa (% 6.0), M. japonica (% 4.0) ve
M. restricta (% 2.5) olmak tizere 7 farkli maya tiirlinden en yiiksek inhibe edici
aktivitenin, M. furfur (% 96.0) ve M. sympodialis (% 83.0) biiylimesine kars1 elde
edildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar ayrica test edilen iki ugucu yag arasindan M.
communis‘in greyfurttan daha yiiksek inhibitor etki gosterdigini (p<0.05) ve iki yag
karisiminin  uygulamasinin en yiliksek inhibitér etkileri sergiledigini (p<0.01)
belirtmislerdir.

Ferdes ve ark. (2017), bazi bitkisel ugucu yaglarin Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Mucor pusillus ve Fusarium oxysporum'un biiylimesi tizerindeki inhibitor etkisini
aragtirmiglardir. Bu kapsamda arastirmacilar adagayi, biberiye, anason, kinoa ve geyikotu
(savory) ugucu yaglarin antifungal etkileri in vitro kosullarda belirlemislerdir. Ugucu
yaglar arasindan 10 pg/ml geyikotunun (savory), test edilen fungilere karsi inhibe edici
etki gosterdigi tespit edilirken, anason ugucu yaginin ayni konsantrasyonda etkisiz
kaldigi, geyikotu (savory) ve adacay1 ugucu yaglarinin, diger yaglarla karsilastirildiginda
M. pusillus'a karst olduk¢a iyi bir inhibitér etki gosterdigini bildirmislerdir.
Aragtirmacilar, 20 pg/ml geyikotu (savory) ugucu yaginin, Aspergillus niger, Aspergillus
oryza, Mucor pusillus ve Fusarium oxysporum' a karst etkili oldugunu; adagay1 ve
biberiye yaglariin ise sirasiyla 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarinda A. oryza, A. niger
ve Fusarium oxysporum’a kars1 etkili oldugunu tespit etmislerdir. Kinoa ugucu yaginin
ise, test edilen tiim fungilerde her iki konsantrasyonda da (10 ve 20 pg/ml) antifungal etki
gosterdigini ve test edilen biitiin ugucu yaglarin, segilen biitiin funguslara karsi inhibe

edici etkisi oldugunu belirtmislerdir.
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Sharma ve ark. (2017), yapmis olduklar1 ¢alismada; Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici 1322° ye karsi sectikleri ugucu yaglarin antifungal etkilerini inceledikleri
calismada, karanfil (Syzygium aromaticum), limon otu (Cymbopogon citratus), nane
(Mentha x piperita) ve okaliptiis (Eucalyptus globulus) u¢ucu yaglarin solgunluga neden
olan fungus tiirii {lizerinde antifungal etkilerini inceleyen arastirmacilar, yaglarin
inhibisyon etkilerinin doza bagl aktivite gosterdigini bildirmislerdir. En iyi aktivite
gosteren ugucu yagin karanfil yagi oldugu; misel gelisimi ve spor olusumunu, ICso
degeriyle 125 ppm’de, sirasiyla 18.2 ve 0.3 ppm olarak engelledigi belirtmislerdir. Limon
otu, nane ve okaliptiis esansiyel yaglarinin nispeten daha yiiksek konsantrasyonlarda
inhibe edici oldugunu rapor eden arastirmacilar; karanfil ugucu yaginin en az inhibe edici
konsantrasyonunun (MIC), broth mikrodiliisyon yontemi ile 31.25 ppm oldugunu
belirtmislerdir.

Garzoli ve ark. (2018), rezene ugucu yaginin Candida’ya karsi aktivitesini
arastirdiklar1 ¢alismada, farkli zamanlarda hasat edilmis numunelere farkli ekstraksiyon
stireleri uygulayarak, 24 saatlik bir sistematik buhar destilasyonu yapmislardir. GC-MS
analizi sonucunda o-Cymene, o-Phellandrene, a-Pinen ve Ostragol’ii temel bilesenler
olarak tespit etmislerdir. Antifungal aktivite ile fenolojik evre arasinda belirgin bir
korelasyon oldugunu belirten arastirmacilar, en aktif fraksiyonlarin, genel olarak
antifungal aktivitede bazi1 ilave etkilere neden olan 6nemli miktarda fenchone icermesinin
yaninda; 6zellikle Ostragol agisindan da zengin oldugunu tespit etmislerdir.

Fidan ve ark. (2019), Bulgaristan’dan Laurus nobilis L. ugucu yaglarinin
antimikrobiyal aktivitesi iizerine yaptiklar1 ¢caligmada ugucu yaglarin antibakteriyel ve
antifungal etkilerini inceleyen arastirmacilar; yaprak ugucu yaglarinin tiim test edilen
mikroorganizmalara kars1 antibakteriyel ve antifungal etki gdsterdigini, buna karsin,
dallardan elde edilen ugucu yagin sadece Staphylococcus aureus'u inhibe edebildigini
belirtmislerdir. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ve Escherichia coli ATCC
8739’un, defne ucgucu yagma en yiiksek direng gosteren bakteri suslart oldugunu

bildirlermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Calismamizda Hatay ilinde dogal olarak yetisen antimikrobiyal etkiye sahip Detne
(Laurus nobilis L.) ve Mersin (Myrtus communis L.) yapraklarindan elde edilen ugucu
yaglar ve Rezene (Foeniculum vulgare L.) tohumlarindan elde edilen ugucu yaglar

kullanilmistir. Biber tohumu olarak Yalova Carliston 341 ¢esidi kullanilmustir.

3.1.2. Fungal Hastahk Etmeni

Denemede kullanilan S. sclerotiorum’un Ss-31 nolu izolati, Bitki Koruma
Bolimii’'nde 2008- 2009 yillar1 arasinda yiiriitilen Tiibitak 1080304 nolu proje
kapsaminda elde edilmistir. Bu izolat —20 °C’de saklanan Ss Kkiiltiir izolati

koleksiyonundan saglanmistir.

3.1.3. Cahismalarda Kullanilan Besi Ortamlar: ve Kimyasallar

Calismada kullanilan besi yerleri 121 °C’de 15 dk. otoklavda sterilize edilmistir.
Denemelerde hazir ticari olarak Merc’ten satilan Patates Dekstroz Agar (PDA)
kullanilmistir (Patates 200 g/1 Dekstroz 20 g/l Agar 15 g/l). Siirfaktant olarak ise Sigma—

Aldrich’ten satin alinan Tween 80 kullanilmistir.

3.2. Yontem

Calismada rezene, defne ve mersin ugucu yaglar1 ve bu ugucu yaglarin birbirleri ile
karigimlarinin kok ciiriikliigiine neden olan Sclerotinia sclerotiorum patojenine karsi
etkinlikleri arastirilmistir. Ayrica elde edilen ugucu yaglarin su ile homojen bir sekilde
karigmasini saglamak i¢in siirfaktant (Tween 80) yardimiyla farkli dozlarda ugucu yag ve

su oranlartyla mikroemiilsiyonlar olusturularak Sclerotinia sclerotiorum patojenine kars1
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etkinlikleri test edilmistir. Mikroemiilsiyonlar ugucu yaglarin bulundugu iiriinlerin
stabilitesini arttirmak i¢in ve bu ugucu yaglarin koruyucu bir kaplama tabakasi icine
sikigtirilmasi i¢in bir yontem olarak kullanilmistir. Bir mikroemiilsiyon, normalde nano
boyutlu damlaciklar halinde bir sulu faz i¢cinde yag ve ylizey aktif maddelerin homojen

bir dispersiyonudur (Paraskevopoulou ve ark. 2009, Xenakis ve ark. 2010).

3.2.1. Bitki Ucucu Yaglarinin Elde Edilmesi ve Ucucu Yag Oranlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan ugucu yaglar Hatay florasinda dogal olarak bulunan defne ve
mersin Mart-Haziran aylarinda toplanan yapraklarindan ve rezene tohumlarindan su
distilasyonu yontemiyle elde edilmistir. Bitkilerin ugucu yaglari clevenger ile 3 saatlik
destilasyon ile elde edilmistir. Destilasyon sonucu elde edilen ugucu yaglar denemelerde

kullanilincaya kadar +4 °C’de koyu renkli cam siselerde saklanmustir.

3.2.2. Bitki Ugucu Yaglarimin Karisim ve Mikroemiilsiyonlarinin Elde edilmesi

Calismada kullanilan rezene, defne ve mersin ugucu yaglarindan asagida belirtildigi

sekilde 6 farkli kombinasyonda ugucu yag karisimlari elde edilmistir.
Saf ucucu yaglar
Ri1= Rezene Ugucu yagi (% 100)
D:1= Defne Ugucu yag1 (% 100)
M= Mersin Ugucu yag1 (% 100)
Karisim kombinasyonlari
Ry.Dv= Rezene (% 75) + Defne (% 25) karigimi
R..Dy= Rezene (% 50) + Defne (% 50) karisimi1
Rv.Ds= Rezene (% 25) + Defne (% 75) karigimi
R:.My= Rezene (% 75) + Mersin (% 25) karisimi
R.My= Rezene (% 50) + Mersin (% 50) karisimi
R.M= Rezene (% 25) + Mersin (% 75) karisimi

Elde edilen ugucu yaglarin su ile homojen bir sekilde karisiminin saglanmasi i¢in
stirfaktant (Tween 80) yardimi ile farkli doz ugucu yag ve su oranlariyla yapilan

calismalarda mikroemiilsiyonlar olusturulmustur.
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Mikroemulsiyonlarin olustugu bolgeyi bulmak i¢in faz diyagramlari ¢izilerek ve bu
nedenle siirfaktant madde titrasyon yontemi kiitle fraksiyonlarinin WH.O 0.1-0.9
araliginda oldugu su karisimlarina pastér pipet yardimiyla siirfaktant eklenerek
ulagilmistir (Mihaly ve ark. 2010a, Mihaly ve ark. 2010b). Birbirine karismayan iki fazin
belirli hacimsel orani R (ratio ): VW/ VO ) i¢in siirfaktant eklenmesi ile birbirini izleyen
cesitli gecisler goriilebilir. WHI->WI->WIV, WII->WI-WIV yada WII-WIV.
Diisiik stirfaktant konsantrasyonlarinda, fazlar arasinda, Winsor fazlar1 olarak
adlandirilan bir denge dizisi vardir (Sekil 3.1) (Winsor, 1948). Winsor | (WI) iki faza
sahiptir; Alt (O / W) mikroemiilsiyon fazi, iist yag ile dengelidir. Winsor II (WII), (W /
O) mikroemiilsiyon fazinin istte, altta su ile dengede oldugu iki faza da sahiptir. Winsor
IIT (WIII) ti¢ faza sahiptir; burada ortada mikroemiilsiyon fazi, iistte yag ve altta su fazlasi
ile dengelidir. Bizim elde etmeye c¢alistigimiz (Sekil 3.2); Winsor IV (WIV) ise,
makroskopik olarak, yag, su ve siirfaktan homojen karistirilmig tek fazli bir trtindiir

(Moldoveanu ve ark. 2011)

~oa oil-rich B
il region

1 micro-
.7 -|emulsion

Sekil 3.1. Winsor sistemlerinin siniflandirilmasi (Moldoveanu ve ark. 2011)

Faz gecis tipi siirfaktant molekiillerinin sulu veya organik olan iki ortamin spesifik
etkilesimleri ile belirlenir. Bu ¢alismada elde edilen ucucu yaglardan (rezene, defne,
mersin) ve bu yaglarin karisimlarindan (rezene-defne karisim ve rezene-mersin karigim)
stirfaktant, (Tween 80) ve ethanol yardimiyla ugucu yag ve suyun homojen karismasini
saglayan mikroemiilsiyonlar1 olusturmak i¢in 5 ml’lik tiipler igerisine uygun homojen
karisim dozlarini belirlemek i¢in toplamda 2 ml olacak sekilde ugucu yag ve saf suyun

farkli dozlar1 eklenmistir (Sekil 3.2). Mikroemilsiyonlari olusturmak igin uygulanan
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ugucu yag, su ve etanol oranlar1 Cizelge 3.1’de verilmistir. Bu tiiplere daha sonra esit
oranda etanol ilave edilmistir. ilk olarak 450 ul ethanol eklenen tiiplerin agirlig
alindiktan sonra pastor pipet yardimiyla damla damla siirfaktant eklenmistir. Eklenen her
damla siirfaktanttan sonra tiipler ¢alkalanmistir (Sekil 3.2). Homojen ve akigskan bir
karisim elde edilinceye kadar bu islem tekrarlanmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5).
Daha sonra bu tiiplerin tekrardan tartimi yapilarak homojen ve akigkan olan tiiplerimizin

ucucu yag, saf su, ethanol ve siirfaktant orani tespit edilmistir.

Cizelge 3.1. Mikroemiilsiyon olusturmak i¢in uygulanacak su ve ugucu yag dozlari orani
(Su/Yag)

Su/Yag Ucgucu Yag Su Ethanol
ME-40 49 1951 450
ME-30 65 1935 450
ME-20 95 1905 450
ME-10 182 1818 450
ME-9 200 1800 450
ME-8 222 1778 450
ME-T 250 1750 450
ME-6 286 1714 450
ME-5 333 1667 450
ME-4 400 1600 450
ME-3 500 1500 450
ME-2 667 1333 450
uE-1 1000 1000 450

Sekil 3.2. Mikroemiilsiyonlar elde edilirken goriilen faz gegisleri
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Sekil 3.4. Mikroemiilsiyonlar elde edildikten sonra olugan goriintii
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Sekil 3.5. Siirfaktant yardimiyla ugucu yaglardan mikroemiilsiyon elde edilmesi

Mikroemiilsiyonlar ugucu yaglarin bulundugu tiriinlerin stabilitesini arttirmak i¢in ve
bu ucucu yaglarin koruyucu bir kaplama tabakasi i¢ine sikistirilmasi i¢in bir yontem
olarak kullanilmistir (Sekil 3.3). Bir mikroemiilsiyon, normalde nano boyutlu damlaciklar
halinde bir sulu faz i¢inde yag ve yiizey aktif maddelerin homojen bir dispersiyonudur

(Paraskevopoulou ve ark. 2009, Xenakis ve ark. 2010).

Calismada izlenen adimlarin sematik gosterimi Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.6. Caligmamizda izlenen adimlarin gematik gosterimi
3.2.3. Ugucu Yag Bilesenlerinin Belirlenmesi
Bitkilerinin ugucu yaglarinin bilesenleri gaz-kromatogafik yontem ile saptanmustir.
Ugucu yag bilesenlerinin belirlenmesi Thermo Scientific ISQ Single Quadrupole model

gaz kromatogafi cihazi (Sekil 3.7) ile asagidaki sartlar altinda gergeklestirilmistir. TR-
FAME MS model, 5 % Phenyl Polysilphenylene-siloxane, 0.25 mm i¢ ¢ap x 60 m
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uzunlukla, 0.25 pm film kalinligina sahip kolon kullanilmistir. Tasiyict gaz olarak 1
mL/dak akis hizinda helyum (% 99.9) kullanilmistir. Iyonizasyon 22 enerjisi 70 eV, kiitle
araligi m/z 1,2-1200 amu olarak ayarlanmistir. Veri toplamada tarama modu (Scan Mode)
kullanmilmistir. MS transfer line sicakligi 250 °C, MS iyonizasyon sicakligi 220 °C,
Enjeksiyon port sicaklig1 220 °C, kolon sicakligi baslangigta 50 °C olup 3 °C/dak 1s1 artig
orani ile 220 °C'ye kadar yiikseltilmistir. Her bilesigin yapist Xcalibur progamu ile kiitle
spektrumlari kullanilarak (Wiley 9) tanimlanmistir. Kullandigimiz veritabani yaziliminin
spektrumlart eslestirme faktorleri i¢in belirledigi basar1 oranlarn Cizelge 3.2°de

verilmigtir.

Cizelge 3.2. NIST kiitiiphane kurallari

Eslestirme Faktorleri (SI ve RSI) Kiitle Spektral Eslestirme
900 ve tizeri Miikemmel
800-900 Iyi
700-800 Uygun
<600 Koti

Sekil 3.7. Ugucu yaglarin etken maddelerinin belirlenmesi (GC/MS)
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3.2.4. Ugucu Yaglarin, Karisimlarinin ve Mikroemiilsiyonlarmn in vitro ve in vivo

Kosullarda Fungal Etmenin Misel Gelisimi Uzerine Etkinligi

3.24.1.Ucucu Yaglarin, Karisimlarinin ve Mikroemiilsiyonlarinin in vitro
Kosullarda Fungal Etmenin Misel Gelisimi Uzerine Etkinliginin

Belirlenmesi

Rezene, defne ve mersin ugucu yaglari, bu ugucu yaglarin farkli
kombinasyonlarindan olusan uygun karisgimlart ve mikroemiilsiyonlarinin antifungal
etkilerini arastirmak i¢in 121 °C‘de 15 dk otoklav edilmis PDA ortami igerisine bu ugucu
yaglarin farkli konsantrasyonlar: (0.1, 0.2, 0.3, 0.35, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.85, 0.9
pg/ml) ilave edilmistir. Daha sonra bu PDA ortami 9 cm gapindaki steril petrilere
dokiilmistiir. 5 mm ¢apindaki mantar delici ile alian 7 giinliik Ss31 izolatina ait kiiltiir,
PDA ortami igeren 9 cm ¢apindaki steril petri kabinin merkezine, diskin misel gelisimi
goriilen yiizeyi PDA ile temas edecek sekilde yerlestirilmistir. Petri kabinin etrafi
parafilm ile kapatilip 24-25 °C’de inkiibe edilmistir. Kontrol petrilerine dokiilen PDA
ortamlarina ise ugucu yag uygulamalarinda saf su ilave edilmistir. Degerlendirmeler,
fungusun kontrol petrilerinde gelisimi tamamlandiginda koloni radyal gelisim ¢aplarinin
Olclilmesiyle (mm olarak) yapilmistir. Her bir ugucu yagin farkli konsantrasyonlarinda

engelleme orant, (%) Abbott formiiliine gére hesaplanmistir.

Fex — Fey

Engelleme (%) = ¢ x100

FGK

Fek= Kontrol petrilerindeki fungal gelisim (mm)

Feu= Uygulama yapilmis petrilerdeki fungal gelisim ¢ap1 (mm)

3.24.2. Ucucu Yaglarin ve Karisimlarinin Mikroemiilsiyonlarimin Antifungal

Etkinliklerinin in vivo Kosullarda Arastirilmasi
S. sclerotiorum patojeninin inokulumunu elde etmek igin haslanan bugday

tohumlar1 fungusun kolonize olmasi amaciyla kullanilmistir. Bu amagla, 1 litrelik cam

kavanozlarin i¢cine 120 g bugday danesi konulmus ve lizerine yiizeyini kaplayacak sekilde
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patates dekstroz broth (PDB) ilave edilmistir. Daha sonra bu kavanozlar, otoklavda 121
°C ve 1 atm basingta 30 dk siireyle steril edilmistir. Sterilizasyondan sonra, daneler iyice
soguyunca 24+2 °C PDA ortaminda 7-10 giin boyunca gelistirilmis olan kiiltiirlerden
alinan 10 mm’ lik agar disklerinden her bir kavanoza 15-20 adet gelecek sekilde konulmus
ve steril kasik ile karistirilarak disklerin danelerle karismasi saglanmistir (Sekil 3.6A).
Cam kavanozlar igerisinde hazirlanmig olan fungus inokulumu, 2442 °C'de 25 giin
boyunca giin 1s131nda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin 5. giiniinden
itibaren 2 gilinde bir kavanozlar ¢alkalanarak tiim danelerin fungus miseli ile kolonize
olmas1 saglanmistir. Inkiibasyondan sonra her bir kavanozun igerigi temiz plastik
kiivetlere bosaltilarak 15-20 saat siireyle c¢eker ocak igerisinde havalandirilmistir.
Inokulum, steril kese kagidinda 60 gr olacak sekilde paylastirilmis ve kullanilincaya
kadar 4 °C'de muhafaza edilmistir. Dolaplarda bekletilen fungus inokulumu daha 6nceden
steril hale getilmis torf ile karistirilip steril su ile sulanarak 10 giin beklemek suretiyle
patojenin torf karisimi i¢erisinde kolonize olmasi saglanmistir (Sekil 3.6B). Denemelerde
kullanilmis olan kolonize olmus torflardaki fungus inokulumu, yapilan seri sulandirma
analizleri sonucunda 10* propagiil/gr konsantrasyonda oldugu belirlenmistir.

Daha sonra hastalikla bulagsmus torflar 10* propagiil/gr konsantrasyonunda her viyol
gbziine 60 gr gelecek sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.8). /n vitro antifungal etkinligi
belirlenen rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin farkli kombinasyonlarindan olusan
ve tween yardimiyla elde ettigimiz mikroemiilsiyonlarinin in vivo kosullarda antifungal
etkinligini belirlemek ic¢in Sclerotinia sclerotiorum etmeni ile bulastirilan torflarin
bulundugu viyollere biber tohumlar1 her viyole 5’er tohum gelecek sekilde ekilmistir.
Deneme her 5 viyol bir tekerriir ve her viyole 5 tohum gelecek (her uygulama igin
toplamda 25 bitki tohumu) sekilde 3 tekerriirlii olarak (her uygulama i¢in toplam 75 bitki
tohumu) tekrarlanmistir. Mikroemiilsiyonlarin tohum ¢imlenmesi ve bitki ¢ikisi lizerine
olan olumsuz etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla (1. kontrol), temiz torf
icerisinede biber tohumlar1 ekilerek mikroemiilsiyon ile hastalikli topraga yapilan
uygulamalarin aynist yapilmistir. Ayni zamanda temiz torf (2. kontrol) ve hastalikli torfa
ekilen biber tohumlar1 (patojenli kontrol) ¢gesme suyu ile sulanarak farkli kontrol gruplari
olusturulmustur. Hastalikl1 torflara ekim yapilmis viyollerden ¢ikis yapamamis veya ¢ikis
yaptiktan hemen sonra ¢iiriimiis tohumlardan, PDA besi yerinde yapilan izolasyonlarda

hastalik etmeni S. sclerotiorum saf olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.8. (A) Haslanan bugday tohumlarina fungusun kolonize ettirilmesi (B) Torf
iizerinde patojenin gelisimi (C) Hastalikla bulasmus torflarin 10* propagiil/gr
konsantrasyonunda her viyol goziine 60 gr gelecek sekilde viyollere yerlestirilmesi
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3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Tiim in vitro denemeleri her petri 1 tekerriir ve her konsantrasyon da 3 tekerriir
olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore kuruldu ve deneme 2 farkli
zamanda tekrar edilmistir. Elde edilen 6lglim degerlerinin % oranlaria g¢evrilmeden
SPSS istatistik programi (SPSS Inc., versiyon 11.5.0) kullanilarak tek yonliit ANOVA ile
varyans analizi yapilmis ve Duncan Coklu Karsilastirma Testi (p<0.05) ile
konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar tespit edilmistir. /n vivo denemeleri ise tesadiif
parselleri deneme desenine gore, viyollerde 3 tekerriirlii olarak ve her tekerriir 5 viyol

goziinden ve her gozde 5 biber bitkisi tohumu gelecek sekilde olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Ugucu Yag Oranlari (%)

Arastirmada kullanilan rezene, defne ve mersin ugucu yaglarna ait sonuglar Cizelge
4.1°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore rezene tohumlarinin ugucu yag orani % 1.6-
2.5 araliginda, defne yapraklarindan elde edilen ugucu yag oram1 % 2.0-3.5 araliginda,
mersin yapraklarindan elde edilen ugucu yag orani ise % 1.5-2.1 araliginda degisim

gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Calismalarda Kullanilan Bitkilerden Elde Edilen Ugucu Yaglarin Oranlar1 %

Bitki Kullanilan Kismi Ucucu Yag Oranlari (%)
Rezene Tohum 16-25

Defne Yaprak 20-35

Mersin Yaprak 15-21

Kan ve ark. (2006), yaptiklar1 c¢alismada farkli kosullarda yetistirilen rezene
tohumlarindan elde edilen ugucu yag oranini % 2.90-3.20 arasinda oldugunu bildirirken;
calismamizda rezene tohumlarindan elde edilen ugucu yag oranin1 % 1.60-2.50 arasinda
tespit etmislerdir. Uyar (2014) defne yaprak ugucu yag oranlari lizerine yaptigi calismada
farkli hasat zamanlarinda defnenin yapraklarindan elde edilen ugucu yag oranlarinin %
0.60 ile % 5.87 arasinda degistigini bildirirken ¢aligmamizda bu oran % 2.00-3.50
arasmda belirlenmistir. Oztiirk (2018), yaptigi ¢alismada mersin yapraklarindan elde
ettigi ugucu yag oranlarin1 % 0.90-1.19 arasinda tespit ettigini bildirirken; ¢calismamizda

mersin ucucu yag oranlarimin % 1.50-2.10 arasinda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.

4.2. Ucucu Yag Bilesenleri

4.2.1. Rezene Ucucu Yag Bilesenleri

Rezene tohumlarindan elde edilen ugucu yaglarin ana bilesenleri Cizelge 4.2°de
elde edilen kromotogram ise Sekil 4.1’de verilmistir. Buna gore ana bilesenlerin trans-
Anethole (% 78.99), Estragole (% 7.14) Limonene (% 4.44) ve p-Anisaldehyde (% 3.49)
oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Rezene ucucu yagina ait GC-MS kromotogrami
Cizelge 4.2. Rezene ugucu yag bilesenleri

RT Bilesenler SI RSI Cas# Alan %
6.64 4-Carene 918 921 - 0.38
10.06 Limonene 989 994 138-86-3 4.44
10.66 cis-Ocimene 949 980 6874-10-8 0.32
12.12 Eucalyptol 941 961  470-82-6 0.17
12.74 p-Cymene 922 926 99-87-6 0.21
21.03 L-Fenchone 990 993 126-21-6 1.43
26.24 Estragole 989 991 140-67-0 7.14
31.72 Carvone 977 988  6485-40-1 0.72
32.00 Trans-anethole 990 991  4180-23-8 78.99
40.86 p-Anisaldehyde 989 991 123-11-5 3.49
41.44 Methyl isohexadecanoate 934 934  5129-60-2 0.46
45.68 2-Propanone, 1-(4-methoxyphenyl) 917 949 122-84-9 0.18
45.92 1-Propanone, 1-(3-methoxyphenyl) 955 965 37951-49-8 0.20

Kan ve ark. (2006), farkli kosullarda yetistirilen rezene tohumlarinin ugucu yag

bilesimi tlizerine yaptiklar1 ¢aligmada, ana bilesenlerin trans-Anethole % 60.6-87.0,
Anisaldehit % 6.1-21.3, Estragol % 3.2-11.7, a-Fenchon % 0.7-3.2, Limonen % 0.3-2.5,
Karvon % 0.3-1.0 ve cis-Anethol % 0.2-0.9 oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmada ise

rezene tohumlarindan elde edilen ugucu yaglarin ana bilesenlerinin trans-Anethole (%

78.99), Estragole (% 7.14) Limonene (% 4.44), p-Anisaldehyde (% 3.49) oldugu tespit

edilmistir.
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4.2.2. Defne Ucucu Yag Bilesenleri

Defne yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin ana bilesenleri Cizelge 4.3°de elde
edilen kromotogram ise Sekil 4.2°de verilmistir. Buna gore defne yapragi ugucu yagimin
ana bilesenlerinin Eucalyptol (% 51.77), a-Terpinyl acetate (% 15.56), Sabinene (% 5.81)
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Defne ugucu yag bilesenleri

RT Bilesenler S| RSI Cas# Alan%
6.62 a-Pinene 991 995 80-56-8 3.90
8.48 B-Pinene 987 995 127-91-3 1.68
8.77 Sabinene 992 995 3387-41-5 5.81
10.08 Limonene 976 988 138-86-3 1.07
11.03 B-Phellandrene 937 959 555-10-2 0.36
11.18 y-Terpinene 966 981 99-85-4 0.73
12.12 Eucalyptol 995 995 470-82-6 51.77
12.72 p-Cymene 954 955 99-87-6 1.68
19.74 trans Sabinene hydrate 969 986 17699-16-0 0.38
20.72 Linalool 984 985 78-70-6 1.54
23.00 Sabinene hydrate 958 967 546-79-2 0.34
24.26 Terpinen-4-ol 989 989 562-74-3 3.40
25.42 Bornyl acetate 857 873 76-49-3 0.54
26.52 Ocimenyl acetate 866 921 - 0.60
27.05 o-Terpineol 992 993  98-55-5 3.41
27.58 a-Terpinyl acetate 993 995 80-26-2 15.56
29.65 Myrtenol 897 920 515-00-4 0.46
38.01 Methyleugenol 971 976  93-15-2 2.12
40.84 3-Allylguaiacol 985 986 1941-12-4 0.95

Ayanoglu ve ark. (2010), Hatay yoresinde dogal olarak yetisen defne (Laurus
nobilis L.) bitkisinin kalite dzelliklerinin belirlenmesi ve seleksiyonu iizerine yaptiklar
caligmada, defnenin ana bilesenini Eucalyptol olarak bildirmislerdir. Arastirmacilar bu
calismada, Eucalyptol oranmin % 76.13-30.53 arasinda degistigini bildirirken bu

calismada eucalyptol oran1 % 51.77 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. Defne ugucu yagina ait GC-MS kromotogrami

4.2.3. Mersin Ucucu Yaginin Bilesenleri

Mersin yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin ana bilesenleri Cizelge 4.4’de
elde edilen kromotogram ise Sekil 4.3’de verilmistir. Buna goére ana bilesenlerin
Eucalyptol (% 38.44), a-Pinene (% 24.39), Linalool % 7.99), a-Terpineol (% 6.86),
Limonene (% 6.01) oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. Mersin ugucu yag bilesenleri

RT  Bilesenler Sl RSI Cas# Alan %
6.64 a-Pinene 993 994  80-56-8 24.39
8.47 B-Pinene 912 923  127-91-3 0.27
10.07 Limonene 990 994  138-86-3 6.01
12.12 Eucalyptol 990 990  470-82-6 38.44
12.73 p-Cymene 952 957 99-87-6 0.79
20.70 Linalool 995 995  78-70-6 7.99
22.36 Linalyl acetate 088 991  115-95-7 1.91
24.16 Caryophyllene 982 986 87-44-5 0.68
24.28 Terpinen-4-ol 940 965 562-74-3 0.33
25.30 trans-Pinocarveol 937 956 547-61-5 0.14
26.28 Estragole 918 925  140-67-0 0.39
26.54 Humulene 933 951 6753-98-6 0.28
27.04 a-Terpineol 992 994 98-55-5 6.86
27.58 a-Terpinyl acetate 989 992  80-26-2 4.57
27.70 Myrtenyl acetate 974 982 1079-01-2 0.97
28.65 Geranyl acetate 993 994  105-87-3 1.85
29.61 Myrtenol 979 983  515-00-4 0.59
30.40 Geraniol 985 989  106-24-1 0.83
32.08 Anethole 968 978  104-46-1 0.53
38.02 Methyleugenol 944 963 93-15-2 0.25
40.28 Caryophyllene oxide 967 980 1139-30-6 0.26

Oztiirk (2018); Hatay ili mersin (Myrtus communis L.) ekotiplerinin yaprak verimi
ve kalitesi lizerine dikim sikli§1 ve hasat zamanlarinin etkisi {izerine yaptig1 ¢alismada,
mersin ugucu yaglarin temel a-pinene (% 3.67-54.53), eucalyptol (% 4.10-43.16), linalool
(% 1.74-34.71), a-terpineol (% 2.18-11.06), limonene (% 2.25-14.89), myrtenyl acetate
(% <1-48.02), linalyl acetate (% <1-6.24), eugenol (% <1-38.69), geranyl acetate (% <1-
8.78) olarak tespit etmistir.

4.3. Ucucu Yaglarin Birbirleri ile Belirli Oranlarda Karisimlarinin Bilesenleri
Ugucu yaglar elde edildikten sonra belirli oranlarda (% 25-75, % 50-50, % 75-25)

karistirilmis ve bu karisimlarin GC-MS sonuglari belirlenmistir. Elde edilen sonuglardan

rezene ve defne karisimlarinin ana bilesenleri incelendiginde; R».Dy, ugucu yaginin temel
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bilesenleri trans-Anethole % 43.61, Eucalyptol % 18.72, a-Terpinyl acetate % 6.00,
Estragole % 5.97, Limonene % 3.94, Sabinene % 2.11 olarak tespit edilirken, R,.D,
karisiminin ana bilesenleri sirasiyla; Eucalyptol % 32.31, trans-anethole % 23.78, a-
Terpinyl acetate % 11.87, Sabinene % 3.73, Estragole % 2.72, Limonene % 2.47, olarak
belirlenmistir. rezene oraninin % 75 ve defne ugucu yag oraninin % 25 oldugu RsDy,
oldugu ugucu yag karisiminda ise ana bilesenler sirasiyla; trans-Anethole% 73.21,
Eucalyptol % 6.72, estragole % 4.92, Limonene % 3.60, a-Terpinyl acetate % 1.95 ve
Sabinene % 0.92 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Tirkmen (2015), farkli yontemlerle elde edilen ugucu yag karigimlarinin
antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi iizerine yaptig1 ¢alismada, rezene ve defne ugucu
yaglarimin kombinasyonlarmin igeriklerini tespit etmislerdir. Arastirmacilar yaptigi
calismada, RyDs,, kombinasyonunun temel bilesenlerini; Eucalyptol % 37.67, trans-
Anethole % 24.93, Ry,Dy, kombinasyonunda Eucalyptol % 23.97, trans-Anethole %
46.23 ve R+Dy, kombinasyonunda Eucalyptol % 11.47, trans-Anethole % 64.83 olarak
bildirirken, ¢alismamizda bu oranlar, RyDy, Eucalyptol % 32.31, trans-Anethole %
23.78, Ry.Dy, kombinasyonunda trans-Anethole % 43.61, Eucalyptol % 18.72, ve R+,Dv,
kombinasyonunda ise trans-Anethole %73.21, Eucalyptol % 6.72 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.4. Rezene-Defne ugucu yaglarinin karigimlarina ait Gc-Ms kromotogramlart (A:
RvDy, B: RyDs, C: R%D%)
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Cizelge 4.5. Rezene-Defne ugucu yaglarinin karisimlarina ait bilesenler

R%:DY, Rv.Dz, RDv,

RT Bilesenler Alan% Alan% Alan %
6.63 a-Pinene 1.89 2.75 -
7.65 B-Pinene 0.68 1.20 0.26
8.77 Sabinene 2.11 3.73 0.92
9.47 a-Phellandrene 0.05 0.07 0.03
10.07 Limonene 3.94 2.47 3.60
10.66 trans-p-Ocimene - - 0.21
11.02 B-Phellandrene 0.13 0.23 -
11.17 4-Carene - - 0.14
11.18 y-Terpinene 0.26 0.39 -
12.12 Eucalyptol 18.72 32.31 6.72
12.73 p-Cymene 1.04 1.58 0.43
19.74 Sabinene hydrate 0.15 0.26 -
20.72 Linalool 0.64 1.08 0.19
21.00 D-Fenchone 1.26 0.57 1.09
22.99 trans-Sabinenehydrate 0.13 0.24 -
24.26 Terpinen-4-ol 1.33 241 0.46
25.41 Bornyl acetate 0.23 0.42 0.10
26.20 Estragole 5.97 2.72 4.92
26.51 Ocimenyl acetate 0.24 0.51 -
26.72 a-Terpineol 0.17 3.03 0.50
27.56 o-Terpinyl acetate 6.00 11.87 1.95
29.64 Myrtenol 0.07 0.23 -
30.21 Limonene oxide 0.12 0.26 0.10
31.67 Carvone 1.36 0.66 0.52
31.94 trans-Anetholee 43.61 23.78 73.21
32.57 Chavicol 0.10 0.16 -
38.00 Methyleugenol 0.77 1.76 0.23
40.27 Caryophyllene oxide 0.10 0.21 -
40.81 p-Anisaldehyde 5.56 3.20 2.39
45.88 1-Propanone, 1-(3-methoxyphenyl) 0.27 - 0.12

Calismada kullanilan bir diger kombinasyon olan rezene ve mersin ugucu yaglarindan
elde edilen karisgimlarin ana bilesenleri incelendiginde ise, R»My, karistminda ana
bilesenler; trans-anethole % 44.7, Eucalyptol % 12.4, a-Pinene % 9.0, p-Anisaldehyde %
6.0, Estragole % 5.8, Limonene % 4.7, a-Terpinyl acetate % 2.7 ve Linalool % 2.3 olarak
belirlenmistir. Ry;M:, karisimlarmin ugucu yag bilesenleri incelendiginde ise ana
bilesenler sirasi ile; Eucalyptol % 22.1, trans-Anethole % 26.0, a-Pinene % 18.40,
Limonene % 6.51, Linalool % 3.7, Estragole % 3.60, a-Terpinyl acetate % 3.40 ve p-
Anisaldehyde % 2.9 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Rezene-Mersin ugucu yaglarinin karisimlarina ait G¢-Ms kromotogramlari
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Rezene ugucu yag oraninin %75.0 Mersin ugucu yag oraninin ise % 25.0 oldugu
R:.My, kombinasyonu temel bilesenler bakimindan incelendiginde ise; trans-Anethole %
54.3, Estragole % 9.11, p-Anisaldehyde % 7.9 Limonene % 6.6, Eucalyptol % 6.2, a-
Pinene % 5.12, Linalool % 0.96 ve a-Terpinyl acetate % 0.81 olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Rezene-Mersin ugucu yaglariin karigimlarina ait bilesenler

RyxMy, Rv.My, RxMy,
RT Bilesenler Alan % Alan % Alan %
6.64 a-Pinene 9.01 18.40 5.12
8.49 B-Pinene 0.09 0.17 0.06
8.78 a-Phellandrene 0.09 0.15 0.10
10.07 Limonene 4.69 6.51 6.59
12.13 Eucalyptol 12.41 22.13 6.19
12.73 p-Cymene 0.49 0.80 0.60
20.71 Linalool 2.29 3.79 0.96
21.00 L-Fenchone 1.22 0.71 1.86
22.36 Linalyl acetate 0.66 0.96 0.22
24.16 Caryophyllene 0.52 0.62 -
26.21 Estragole 5.81 3.60 9.11
26.54 Humulene 0.22 0.26 -
27.05 o-Terpineol 2.61 3.70 0.97
27.58 o-Terpinyl acetate 2.68 3.40 0.81
27.69 Myrtenyl acetate 0.66 0.90 -
28.65 Geranyl acetate 1.22 1.33 0.38
29.62 Myrtenol 0.26 0.35 -
30.41 Geraniol 0.34 0.37 -
31.68 Carvone 1.48 0.75 2.00
31.95 Trans-anetholee 44.16 25.98 54.26
40.28 Caryophyllene oxide 0.21 0.20 -
40.82 p-Anisaldehyde 6.00 2.97 7.89
45.65 Anisyl acetone 0.35 0.12 0.34

Defne ve mersin ugucu yaglarindan elde edilen karigimlarin GC-MS ile belirlenen
ana bilesenleri incelendiginde ise; D.My, karisiminda ana bilesenler Eucalyptol % 40.34,
a-Pinene % 14.65 a-Terpinyl acetate % 8.74 a-Terpineol % 4.53 Limonene % 4.27,
Linalool % 3.47, Sabinene % 3.03 olarak tespit edilmistir. D:,Ms; karistminda ise
Eucalyptol % 41.14, a-Pinene % 22.78, a-Terpinyl acetate % 6.76, Limonene % 5.76, a-
Terpineol % 5.12, Linalool % 5.01, Sabinene % 1.82 olarak belirlenmistir. DMy,

karisimin ugucu yag bilesenlerini inceledigimizde ise, Eucalyptol % 48.49, a-Terpinyl
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acetate % 12.22, a-Pinene % 9.79, Sabinene % 4.82, a-Terpineol % 4.56, Linalool % 2.79
ve Limonene % 2.66 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.7).
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RT: 0.00 - 56.69 SM: 9G
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Sekil 4.6. Defne-Mersin ugucu yaglarinin karigimlarina ait G¢c-Ms kromotogramlari
(AZ DvxMy, B: DM, C: D%M%)
Cizelge 4.7. Defne-Mersin ugucu yaglariin karigimlarina ait bilesenler
DMy, DMz, DMy,
RT Bilesenler Alan % Alan % Alan %
6.63 a-Pinene 14.65 22.78 9.79
8.46 B-Pinene 0.98 0.73 1.49
8.76 Sabinene 3.03 1.82 4.82
10.06 Limonene 4.27 5.76 2.66
11.01 B-Phellandrene 0.08 - 0.29
11.17 y-Terpinene 0.32 0.23 0.62
12.11 Eucalyptol 40.34 41.14 48.49
12.72 p-Cymene 1.34 1.24 1.58
19.73 trans-Sabinenehydrate 0.18 0.10 0.30
20.69 Linalool 3.47 5.01 2.79
22.35 Linalyl acetate 0.59 1.08 0.29
24.25 Terpinen-4-ol 1.78 1.38 2.82
25.40 Bornyl acetate 0.22 0.12 0.46
26.25 Estragole 0.69 0.30 -
26.50 3-Carene 0.48 0.46 0.57
27.03 a-Terpineol 4.53 5.12 4.56
27.55 a-Terpinyl acetate 8.74 6.76 12.22
28.64 Geranyl acetate 0.86 1.41 0.43
29.60 Myrtenol 0.29 0.43 0.24
31.96 Trans-anetholee 0.10 0.14 0.52
37.99 Methyleugenol 0.90 0.52 1.42
40.26 Caryophyllene oxide 0.22 0.25 0.23
40.83 Eugenol 0.55 - 0.62
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4.4. Rezene, Defne ve Mersin Ucucu Yaglarmin in vitro Kosullarda Fungal Etmenin
Misel Gelisimi Uzerine EtKileri

Cizelge 4.8'de goriildigi gibi ugucu yaglarin artan konsantrasyonlarinda
funguslarin misel gelisimlerini azaltmak suretiyle tamamen engelledigi goriilmiistiir.
Patojenin misel gelisimi lizerine en fazla antifungal etkinligi rezene tohumlarindan elde
edilen ugucu yaglar gostermis olup; bunu sirasiyla defne ve mersin elde edilen ugucu
yaglar izlemistir. Ugucu yaglarin misel gelisimini tamamen engelleyen
konsantrasyonlarina incelendiginde, S. sclerotiorum misel gelisiminin rezene ugucu yagi
tarafindan 0.33 pg/ml, defne ugucu yagi tarafindan 1 pg/ml’de, mersin ugucu yagi
tarafindan ise 2 pg/ml konsantrasyonlarda tamamen (%2100) engellendigi tespit edilmistir
(Sekil 4.4).

Soylu ve ark. (2006), kekik ve rezene ugucu yaglarmin Sclerotinia sclerotiorum
patojeni lizerine antifungal etkinligini inceledikleri ¢alismada iki ugucu yagin da farkl
dozlarda patojeni inhibe ettigini tespit etmislerdir. Ayrica rezene ugucu yaginin kekik
ugucu yagina gore buhar ve kontakt etkilerde S. Sclerotiorum patojenini daha fazla inhibe
ettigini bildirmislerdir. Soylu ve ark. (2007), kekik ugucu yaginin S. sclerotiorum
patojeninin misel gelisimini 1.6 pg ml™? konsantrasyonunda &nemli oranda azalttigin
bildirirken; 3.2 pg ml? konsantrasyonunda tamamen inhibe ettigini belirlemislerdir.
Ayrica kekik ugucu yagi gibi rezene ugucu yagimin da S. sclerotiorum patojenini inhibe
ettigini ve rezene ugucu yaginin 1.6 pg ml? konsantrasyonunda misel gelisiminin
tamamuni inhibe ettigini tespit etmislerdir.

Bayar ve ark. (2018), Yaban mersini (Vaccinium myrtillus L.) ve defne (Laurus
nobilis L.) 'nin ugucu yag bilesiminin ve antifungal aktivitelerinin belirlenmesi tizerine
yapmis olduklari ¢aligmada, 10 pl diizeyinde uygulanan ugucu yagin % 100 inhibitor etki
gosterdigini bildirirken; ¢calismamizda kullanilan defne ugucu yagmin 1 pg/mi’de % 100
inhibisyon etkisinin oldugu goriilmektedir. Mersin ugucu yagmmn Sclerotinia
sclerotiorum iizerindeki etkisini inceleyen Yilar ve ark. (2016), M. communis ugucu
yaginin 10 pl’lik dozunun misel gelisimini % 100 oraninda inhibe ettigini rapor
etmislerdir. Bunun yaninda Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici’ izerinde de

M. communis ugucu yaginin misel gelisimini % 93.0 engelleyici etkiye sahip oldugu da
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belirtilmistir. Caligmamizda ise mersin ugucu yagmin 120 pl dozunda inhibe edici
etkisinin oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.7. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarin Sclerotinia sclerotiorum etmeninin
misel gelisiminin engellenmesi tizerine etkileri
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Cizelge 4.8. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin Sclerotinia sclerotiorum
patojeninin misel gelisimi tizerine etkileri (mm)

Konsantrasyon Rezene Defne Mersin

(ng/ml)

Kontrol 90.0 D 90.0 D 90.0 D
0.08 90.0 D 90.0 D 90.0 D
0.17 71.3 aC 90.0 bD 90.0 bD
0.25 20.6 aB 90.0 bD 90.0 bD
0.33 00 A 90.0 D 90.0 D
0.42 00 A 90.0 D 90.0 D
0.50 00 A 90.0 D 90.0 D
0.67 0.0 aA 60.0 bC 90.0 cD
0.83 0.0 aA 26.0 bB 90.0 cD
1.00 0.0 aA 00 A 90.0 D
1.17 0.0 aA 0.0 A 90.0D
1.33 0.0 aA 0.0 aA 90.0 D
1.50 0.0 aA 0.0 a 90.0 D
1.67 0.0 aA 0.0 a 66.6 bC
1.83 0.0 aA 0.0 a 54.3 bB
2.00 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aB

Aynt siitun i¢indeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik veya aym satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kii¢lik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigini gésterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).

Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarin Sclerotinia sclerotiorum patojeninin misel

gelisimini % ‘de engelleme oranlar1 Sekil 4.5°te gortildiigi gibidir.
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Sekil 4.8. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarin Sclerotinia sclerotiorum hastalik
etmeninin misel gelisimini engelleme oranlari etkileri (%)
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4.5. Rezene, Defne ve Mersin Ugucu Yaglarin Farklh Oranlarda Karisimlarimn in

vitro Kosullarda Fungal Etmenin Misel Gelisimi Uzerine Etkileri

Rezene, defne ve mersin ugucu yaglari farkli oranlarda (%25 -75, % 50-50, % 75-
25) karistirilmistir (Cizelge 4.9). Elde edilen bu yaglarin farkli dozlarinin S. sclerotiorum
misel gelisiminin engellenmesi iizerine degme etkisinin belirlemesi amaciyla yapilan
calisamada, en fazla fungisidal etkinlik RyDy ve RsyMy, ugucu yag karisimlarinda
gbzlemlenmistir. Bunu sirasiyla; R,Dy, R.My, Ry.Ds, karisimlar izler iken en diisiik etki
ise R,Ms,ve R1iD1Mj ugucu yag karisimlarinda tespit edilmistir. Ugucu yag karisimlarinin
patojen gelisimini % 100 engelleme gosterdigi (tamamen durdurdugu) karisimlar
incelendiginde; R+Dv, ve R»%My ucucu yaglarmin 0.4 pg/ml’de, R2DY: karigimi 0.5
pug/ml’de, RxMy, 0.6 pg/ml’de, RyDs, Karisiminin ise 0.8 pg/ml’de, misel gelisimini
tamamen engelleme gdstermek suretiyle antifungal etkinlik gosterdigi tespit edilmistir.
En disiik antifungal etkinlik R,Ms; ve R1D1M; karigimlarinda 0.9 pg/ml konsantrasyonda
goriilmustiir (Cizelge 4.9, Sekil 4.6).

Tiirkmen ve Kaya (2016), farkli yontemlerle elde edilen ugucu yag karisimlarinin
antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi iizerine yaptiklar1 ¢alismada, rezene ve defne
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin buhar etkisini denemistir. R»Dy, ve Ry.Dy, ugucu
yag karigimlarmm S. sclerotiorum patojeninin misel gelisimi {izerine etkinliklerini
bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada RyDy, ve RyDv, ugucu yag karigimlarinin 3.8 ul’de
fungistatik ve 5.0 ul’de fungisidal etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Barac ve ark. (2017), Malassezia spp. karst Myrtus communis ugucu yagmin
antifungal aktivitesi lizerine g¢alismislardir. Arastirmacilar ayrica M. communis ve
greyfurt yagimin Malassezia gelisimi iizerine sinerjik etkisini de arastirmislardir.
Hastalardan izole edilen Malassezia furfur (% 42.5), M. sympodialis (% 23.5), M. globosa
(% 7.5), M. obtusa (% 6.0), M. japonica (% 4) ve M. restricta (% 2.5) olmak tizere 7
farkli maya tiirinden en yiiksek inhibe edici aktivitenin, M. furfur (% 96.0) ve M.
sympodialis (% 83.0) biiyiimesine karsi elde edildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar
ayrica test edilen iki ugucu yag arasindan M. communis‘in greyfurttan daha yiiksek
inhibitor etki gosterdigini ve iki yag kombinasyonunun ise en yliksek inhibitor etkiyi

gosterdigini tespit etmislerdir.
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Sekil 4.9. A: rezene-defne ve B: rezene-mersin ugucu yaglarin farkli oranlarda
karisimlarinin Sclerotinia sclerotiorum etmeninin misel gelisimi engellenmesi tizerine
olan etkileri
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Cizelge 4.9. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarmin farkli oranlarda karisimlarinin
Sclerotinia sclerotiorum patojeninin misel gelisimi lizerine etkileri (mm)

Dozlar
(ng/ml)
K 90.0 C 900 C 9.0 E 900 D 9.0 D 90.0 D 900 E

Rv.Dy, Ry.Dy, Rv.Ds, RYv:MY, RvMv, Rv:Ms, R:D1M1

0.1 900 C 900 C 9.0 E 9.0 D 90 D 900 D 900 E
0.2 733 bC 483 aB 900 cE 900 cD 900 cD 900 cD 90.0 cE
0.3 446 abB 373 aB 900 cE 900 cD 610 bC 900 cD 90.0 cE
0.35 440 aB 316 aB 90.0 bE 900 bD 173 aB 90.0 bD 90.0 bE
0.4 40.0 bB 00 aA 426 bD 566 bC 00 aA 900 cD 900 cE
0.5 0.0 aA 00 aA 243 bC 260 bB 00 aA 90.0 cD 90.0 cE
0.6 0.0 aA 00 aA 153 bB 00 aA 00 aA 76,6 cD 823 dE
0.7 0.0 aA 00 aA 103 bB 00 aA 00 aA 733 dC 66.0 cD
0.8 0.0 aA 00 aA 00 aA 00 aA 00 aA 476 bB 490 bC
0.85 0.0 aA 00 aA 00 aA 00 aA 00 aA 206 bB 17.3 bB
0.9 0.0 aA 00 aA 00 aA 00 aA 00 aA 00 aA 00 aA

Aynut siitun icindeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik veya ayni satir igindeki degerlerin
yanindaki benzer kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini
gosterir (Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).

Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarin farkli oranlarda karisimlarinin Sclerotinia
sclerotiorum patojeninin misel gelisimini % engelleme oranlart ise Sekil 4.7.’de
gosterildigi gibidir. Sekil 4.7°de goriildiigii gibi R«Dv ve RxMy, ucucu yaglarinin 0.4
pug/ml’de fungusun misel gelisimini % 100 oraninda engelledigi belirlenirken; en az
etkinin gortldigi R»Ms, ve RiDi1M: kombinasyonlarinin ise 0.9 pg/ml’de patojenin

gelisimini % 100 oraninda engelledigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarin farkli oranlarda karigimlarinin misel
gelisimini % engelleme oranlari
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4.6. Rezene, Defne ve Mersin Ucucu Yaglarindan Elde Edilen Mikroemiilsiyonlarin

Sclerotinia sclerotiorum Misel Gelisimi Uzerine Etkileri

Bu c¢alismada ugucu yaglardan e¢lde edilen mikroemiilsiyonlarin (Me) S.
sclerotiorum etmeninin misel gelisiminin engellenmesi iizerine olan etkinlikleri
arastirilmistir. Mikroemiilsiyonlarin hazirlanmasinda ilk olarak rezene, defne ve mersin
ucucu yaglarindan elde edilen mikroemiilsiyonlardan agik ve berrak olarak elde edilen
su/yag oranlarma (40, 30, 20, 10, 9, 8, 7, 6) sahip mikroemiilsiyonlar belirlenerek
secilmistir. Bu su/yag oranlar sirasiyla ¢ E-40, uE-30, uE-20, uE-10, uE-9, uE-8, uE-7
ve uE-6 olarak adlandirilmistir. Bu mikroemiilsiyon ¢ozeltilerinin S. sclerotiorum
patojeni iizerine etkinligi incelendiginde, mikroemiilsiyonlarin patojenin misel gelisimi
tizerine etkili oldugu tespit edilmistir. uE-40, uE-30 ve uE-20 mikroemiilsiyonunun
biitlin ugucu yaglarda ve karisimlarda yiliksek dozlarda fungisidal etki gosterdigi
calismada, rezene ucucu yagindan elde edilen mikroemiilsiyon ¢dzeltisi biitiin
uygulamalar i¢in (uE-10, uE-9, uE-8, uE-7 ve uE-6) en etkili uygulama olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.10-Cizelge 4.14). Bunu defne ucucu yagindan elde edilen
mikroemiilsiyonlar izler iken, en etkisiz mikroemiilsiyonlarin ise mersin ugucu yaglarinin
oldugu belirlenmistir.

Rezene ugucu yaglarindan elde edilen mikroemiilsiyonlar arasindan ise en etkili
mikroemiilsiyon uE-10 olarak tespit edilmistir. Nitekim in vitro etkinlik ¢alismalarinda
misel gelisimini % 100 engelleyen konsantrasyonlara incelendiginde, rezene ugucu
yagmin mikroemiilsiyonlar1 arasinda uE-6, uE-7, uE-8 ve uE-9 ¢ozeltilerinde 12.5
ug/ml’de % 100 engelleme (fungisidal etki) goriiliirken, uE-10 ¢ozeltisi 8.6 pug/ml’de
fungisidal etki gostermistir (Cizelge 4.10-Cizelge 4.14).

Defne yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin mikroemiilsiyonlari
incelendiginde ise; en etkili mikroemiilsiyonun wuE-6 mikroemiilsiyonu oldugu
belirlenmistir. En az etkiyi ise uE-8 ve uE-9 mikroemiilsiyonlarinin gosterdigi tespit
edilmistir. #E-6 mikro emiilsiyonu 20.8 pg/ml konsantrasyonunda %100 fungisidal etki
gosterirken, uE-8 ¢ozeltisi 46.9 pg/ml’de, uE-9 ¢ozeltisi ise 37.5 pg/ml’de fungisidal etki
gostermistir (Cizelge 4.10-Cizelge 4.14).

Mersin yaprak ugucu yaglarinin mikroemiilsiyonlarinin S. sclerotiorum patojeni

tizerine etkinlikleri incelendiginde ise en etkili mikroemiilsiyon konsantrasyonunun uE-
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10 mikroemiilsiyon konsantrasyonundan elde edildigi tespit edilirken, en az etkiyi ise uE-
6, uE-7, uE-8, uE-9 mikroemiilsiyon konsantrasyonlarinin gosterdigi belirlenmistir. uE-
10 ¢ozeltisi 37.5 pg/ml’de fungisidal etki gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.10-
Cizelge 4.14).

Cizelge 4.10. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarindan elde edilen wFE-6
mikroemiilsiyonlarinin misel gelisimi iizerine etkileri (mm)

Dozlar (ug/ml) Rezene Defne Mersin
K 90.0D 90.0D 90.0D
9.4 90.0D 90.0D 90.0D

10.4 81.0aC 90.0 bD 90.0 bD
11.5 55.0 aB 90.0 bD 90.0 bD
125 0.0 aA 76.6 bC 90.0 cD
15.6 0.0 aA 58.3 bB 90.0 cD
20.8 0.0 aA 0.0 aA 90.0 bD
26.0 0.0A 0.0A 90.0D
36.5 0.0A 0.0A 90.0D
41.7 0.0A 00A 90.0D
46.9 0.0A 0.0A 20.0 bcC
52.1 0.0A 0.0A 10.3 aB
62.5 0.0A 0.0 A 0.0A

Aynt siitun i¢indeki ortalama degerlerin yanindaki benzer bilylik veya aymi satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kiigiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gésterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).

Cizelge 4.11. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarindan elde edilen wFE-7
mikroemiilsiyonlarinin misel geligimi iizerine etkileri (mm)

Dozlar (ug/ml) Rezene Defne Mersin
K 90.0 E 90.0D 90.0 E
8.4 90.0 E 90.0D 90.0 E
9.4 77.6 aD 90.0 bD 90.0 bE

104 68.0 aC 90.0 bD 90.0 bE
11.5 24.6 aB 90.0 bD 90.0 bE
125 0.0 A 90.0D 90.0 E
15.6 00 A 90.0D 90.0 E
20.8 0.0 aA 81.0 bC 90.0 cE
26.0 0.0 aA 52.6 bB 90.0 cE
31.3 00A 00A 90.0 E
36.5 0.0A 0.0A 90.0 E
41.7 0.0 aA 0.0 aA 80.6 bD
46.9 0.0 aA 0.0 aA 53.3bC
52.1 0.0 aA 0.0 aA 35.0 bB
62.5 0.0 A 0.0 A 0.0 A

Ayn siitun icindeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiylik veya ayni satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kiiglik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).
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Cizelge 4.12. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarindan elde edilen wFE-8
mikroemiilsiyonlarinin misel gelisimi iizerine etkileri (mm)

Dozlar (ug/ml) Rezene Defne Mersin
K 90.0E 90.0E 90.0E
8.3 90.0E 90.0E 90.0E
94 81.0aD 90.0 bE 90.0 bE
10.4 63.3aC 90.0 bE 90.0 bE
115 23.3aB 90.0 bE 90.0 bE
125 0.0A 90.0E 90.0E
26.0 0.0A 90.0E 90.0E
31.3 0.0A 54.7 bD 90.0E
36.5 0.0A 14.3bB 90.0 cE
41.7 0.0A 29.0 bC 76.7 cD
46.9 0.0A 0.0A 43.3bC
52.1 0.0A 0.0A 24.0 bB
62.5 0.0A 0.0A 0.0A

Aynt siitun icindeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyliik veya aym satir icindeki degerlerin
yanindaki benzer kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).

Cizelge 4.13. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarindan elde edilen wFE-9
mikroemiilsiyonlarininin misel geligimi iizerine etkileri (mm)

Dozlar (ug/ml) Rezene Defne Mersin
K 90.0C 90.0F 90.0D
7.5 90.0C 90.0F 90.0D
8.3 22.6 aB 90.0 bF 90.0bD
9.2 12.6 aB 90.0 bF 90.0bD
10.0 0.0 aA 90.0 bF 90.0bD
125 0.0 aA 90.0 bF 90.0bD
16.7 0.0 aA 69.6 bE 90.0cD
20.8 0.0 aA 58.3bD 90.0cD
25.0 0.0 aA 56.6 bD 90.0cD
29.2 0.0 aA 15.6bC 90.0cD
33.3 0.0 aA 10.0bB 90.0cD
375 0.0 aA 0.0aA 58.0bC
41.7 0.0 aA 0.0aA 48.3bB
50.0 0.0 A 0.0A 0.0A

Aynt siitun igindeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiylik veya aym satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kiiglik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05)
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Cizelge 4.14. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarindan elde edilen wE-10
mikroemiilsiyonlarmin misel gelisimi iizerine etkileri (mm)

Dozlar (ug/ml) Rezene Defne Mersin
K 90.0 E 90.0 E 90.0 E
7.5 90.0 E 90.0 E 90.0 E
8.3 68.0 aD 90.0 bE 90.0 bE
8.4 35.3aC 90.0 bE 90.0 bE
8.5 24.0 aB 90.0 bE 90.0 bE
8.6 0.0 aA 69.6 bD 90.0 cE
10.0 0.0 aA 68.0 bD 90.0 cE
125 0.0 aA 50.0 bC 90.0 cE
16.7 0.0 aA 30.0 bC 90.0 cE
20.8 0.0 aA 20.0 bBC 74.6 cD
25.0 0.0 aA 15.0 abAB 38.6 bB
29.2 0.0 aA 0.0 aA 24.6 bC
33.3 0.0 aA 0.0 aA 7.66 bA
375 0.0 A 0.0 A 0.0 A

Aymn siitun ic¢indeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiilk veya aymi satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kiiglik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gésterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).

Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarindan elde edilen mikroemiilsiyonlarin
Sclerotinia sclerotiorum patojeninin misel gelisimi {izerine etkileri incelendiginde, her
bir mikroemiilsiyon ¢ozeltisi i¢in en etkili yag u£’nu rezene ugucu yagindan elde edilen
mikroemiilsiyon olarak tespit edilmistir. Bunu sirasiyla defne ve mersin ugucu
yaglarindan elde edilen ucucu yaglara ait mikroemiilsiyonlarin izledigi belirlenmistir.
Mikroemiilsiyonlar agisindan incelendiginde ise en etkili ~mikroemiilsiyon
konsantrasyonunun uE-10 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.10-Cizelge 4-14).

Xu ve ark. (2016), cherry domatesinde Alternaria ciirtikliigiinii kontrol etmek i¢in
Laurus nobilis ugucu yagmin mikroemiilsiyonunun kullanimini aragtirmislardir. L.
nobilis ugucu yagr mikroemiilsiyon formiilii yag/Tween 20/etanol: 3/8/9 oranlar
kullanilarak su ile seyreltilip yiiksek hizli santrifiij kullanarak hazirlamuslardir. /n vitro
test sonuclarina bakildiginda arastirmacilar; mikroemiilsiyonun 500 pg/ml minimal
inhibitor konsantrasyon ve 1000 pg/ml minimal fungisit konsantrasyon degerleriyle ¢ok
iyi bir antifungal aktivite gdsterdigini bildirmislerdir. /n vivo test ¢aligmalarinda ise, 500
ng/ml mikroemiilsiyonun, cherry domateslerini (Lycopersicon esculentum) ¢iiriimekten
etkili bir sekilde korudugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, mikroemiilsiyonun, hasat
sonrasi hastaligi, patojenin hiicre zarina zarar vererek ve direngli enzimlerin aktivitesini

artirarak kontrol altina aldigmmi belirtmislerdir. Sonug¢ olarak, yag/Tween 20/etanol
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mikroemiilsiyonunun, in vitro ve in vivo olarak etkin antifungal aktiviteye sahip olan L.

nobilis ugucu yagi ile kullanilabilecegini tespit etmislerdir..

4.7. Rezene, Defne ve Mersin Ugucu Yaglarin Farklhh Oranlarda Karisimlarindan
Elde Edilen Mikroemiilsiyonlarin Sclerotinia sclerotiorum Misel Gelisimi

Uzerine Etkileri

Ugucu yaglardan elde edilen karisimlarindai mikroemiilsiyonlarinin S. sclerotiorum
misel gelisimi tizerine etkinligi incelendiginde, biitlin mikroemiilsiyonlarion patojen
tizerinde etkin oldugu belirlenmistir. ©£-6 mikroemiilsiyonu incelendiginde (Cizelge
4.15); RyDy, kombinasyonunun en etkili Me oldugu, bunu sirasiyla Ry,My, RyDy, ve
R’2M" mikroemiilsiyonlarinin izledigi tespit edilmistir. En etkisiz mikroemiilsiyonlarin
ise RuDx, RyMs, ve RiDiM: oldugu belirlenmistir. 4E-6 uygulamasinda en etkili
kombinasyon olan RsDv, mikroemiilsiyonunun 10.4 pg/ml’de fungisidal etki gosterdigi
tespit edilirken, Ry:My, 11.5 pg/ml’de, RxDy ve RyMy, mikroemiilsiyonlarinin 20.8
png/ml’de fungisidal etki gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.15. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin farkli oranlarda karigimlarindan
elde edilen uE-6 mikroemiilsiyonlarin misel gelisimi tizerine etkileri (mm)

Dozlar

(ng/ml) RyDy R«.Dv, Rv.D+ RY:MY, R+Mv. RvMs, Ri:D1M1
K 90.0C 90.0 E 90.0 D 90.0 C 90.0 D 90.0 E 90.0 E
6.3 90.0C 90.0 E 90.0 D 90.0 C 90.0 D 90.0 E 90.0 E

7.3 90.0 bC 80.0 ab 90.0 bD  90.0 bC 90.0 bD 90.0 bE 90.0 bE
8.3 90.0 bC 61.3 aC 90.0 bD  90.0 bC 90.0 bD 90.0 bE 90.0 bE
9.4 90.0 bC 26.3 aB 90.0 bD  90.0 bC 90.0 bD 90.0 bE 90.0 bE

10.4 90.0C 00A 90.0 D 90.0C 90.0 D 90.0 E 900 E
10.8 90.0 cC 0.0 aA 90.0cD  90.0cC 66.6 bC 90.0 cE 90.0 cE
11.3 90.0 cC 0.0 aA 90.0cD  90.0cC 41.3 bB 90.0 cE 90.0 cE
115 90.0C 0.0A 90.0 D 90.0C 0.0A 90.0 E 900 E
15.6 90.0 dC 0.0 aA 90.0dD  69.0 bB 0.0 aA 75.6 bcD 75.6 bcD
16.7 75.0 cB 0.0 aA 66.0cC 623 cB 0.0 aA 45.6 bC 443 bC
20.8 0.0 aA 0.0 aA 16.6 cB 0.0 aA 0.0 aA 10.3 bB 22.3 cB
26.0 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA

Ayn siitun ic¢indeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyilk veya aymi satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kiiglik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).
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uE-T7 mikroemiilsiyonunun misel gelisimi {izerine etkinligi incelendiginde;
(Cizelge 4.16); en etkili kombinasyonun R:Dv, oldugu tespit edilir iken, en az etkili
kombinasyonun RyMs, Karisimindan elde edilen mikroemiilsiyonun oldugu tespit
edilmistir. Ry,Dv, kombinasyonu 10.4 png/ml konsantrasyonda fungisidal etki gosterirken,
RsMy, 13.5 ng/ml, R.Dy, ve R.My; 15.1 pug/ml konsantrasyonda, Ry,Ds, ve R1D1M115.6
ng/ml konsantrasyonda fungisidal etki gostermistir. En az etkiyi ise 16.7 pg/ml

konsantrasyon ile R,My, kombinasyonunun gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.16. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin farkli oranlarda karisimlarindan
elde edilen uE-7 mikroemiilsiyonlarin misel gelisimi tizerine etkileri (mm)

Dozlar (png/ml) RyDy, Rx%Dy RyDx RxMy, RxMy RxMy RiDiM1

K 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 C
7.3 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 C
8.3 90.0 bD 58.6 aC 90.0 bD 90.0 bD 90.0 bD 90.0 bD  90.0 bC
9.4 90.0 bD 26.3 aB 90.0 bD 90.0 bD 90.0 bD 90.0 b 90.0 bC
10.4 90.0 D 00 A 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0C
11.5 90.0 cD 0.0 aA 90.0 cD 900 cD 703 bC 90.0 cD 90.0cC
12.5 90.0 cD 0.0 aA 90.0 cD 900 cD 483 bB 90.0 cD 90.0cC
13.5 82.0 bC 0.0 aA 90.0 cD 81.6 bC 0.0 aA  90.0 cD  90.0cC
14.6 58.6 cB 0.0 aA 48,0 cC 23.0 bB 0.0 aA 90.0 dD 90.0dC
15.1 0.0 aA 0.0 aA 16.6 aB 0.0 aA 0.0 aA 596 bC 71.0bB
15.6 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 133 bB 0.0 aA

16.7 0.0 aA 00 A 0.0 A 00 A 0.0 aA 00 A 00A
Aynt siitun igindeki ortalama degerlerin yanindaki benzer bilylik veya aym satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kii¢lik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).

1E-8 mikroemiilsiyon ¢6zeltisinin (Cizelge 4.17) S. sclerotiorum patojeninin misel
gelisimi  iizerine etkinligi incelendiginde; en etkili kombinasyonun diger Me
cozeltilerinde oldugu gibi R:Dy kombinasyonunda oldugu gozlemlenmistir, bunu
strastyla; R»xMy, R»:.Dv, R»My; ve R1D1M1 kombinasyonlarinin izledigi tespit edilmistir.
Rv.Ds. ve RuMs, kombinasyonlarinin ise daha az etkili oldugu belirlenmistir. R:,Dy,
kombinasyonunun 10.4 ng/ml konsantrasyonda fungisidal etki gosterirken, en az etkiye
sahip RxMs, kombinasyonunun 15.1 pg/ml konsantrasyonunda misel gelisimini

engelledigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.17. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin farkli oranlarda karisimlarindan
elde edilen uE-8 mikroemiilsiyonlarin misel gelisimi tizerine etkileri (mm)

Dozlar by RuD R.D»  RYMY%  RuMy  RuMy  RiDIMI
(ng/ml)

K 900C 900D 900D 90D 90D 90D _ 900D
73 90C 900D 90D 90D 90D 90D 900D
8.3 900bC  80.6aC 900D  90.0bD  900bD  90.0bD  90.0 bD
9.4 90.0bC  51.6aB 900D  90.0bD  90.0bD  90.0bD  90.0 bD
104  900cC  00aA  90.0cD  900cD  750bC  90.0¢cD  90.0cD
115  900dC  00aA  900dD  800cC  463bB  900dD  90.0cD
125  746¢B  00aA  796cC  460bB  00aA  90.0cD  90.0cD
135 00aA  00aA  330bB  00aA  00aA  300bC  71.0¢cC
14.6 00aA  00aA  00aA  00aA  00aA  143bB  416cB
151 0.0 A 0.0 A 0.0 A 0.0 A 0.0 A 0.0 A 00 A

Aym siitun i¢indeki ortalama degerlerin yanindaki benzer bilyiilk veya ayni satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kiigiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir
(Duncan’s Coklu Karsilastirma Testi, p<0,05).

S. sclerotiorum patojeninin misel gelisimi tizerine xE-9 mikroemiilsiyonunun
etkinligi incelendiginde; en etkili kombinasyonun R:Dy, oldugu belirlenirken, bunu
sirastyla RyMy;, R.My, Ry.Dy, Ry.Ds;, kombinasyonlarinin izledigi belirlenmistir. uE-9
kombinasyonunda en az etkili kombinasyonlar ise RyM: ve RiD:M: olarak
gozlemlenmistir. Cizelge 4.18’de goriildiigii gibi, R».Dv, 9.2 pg/ml konsantrasyonunda
fungisidal etki gosterirken, misel gelisimi iizerinde en az etkiye sahip R».M:, ve RiD1M1

ise 25 pg/ml dozunda fungisidal etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.18. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin farkli oranlarda karigimlarindan
elde edilen xE-9 mikroemiilsiyonlarinin misel gelisimi tizerine etkileri (mm)

Dozlar RyDy RyDv RyDy RyMy, RyMy, R/My  RiDIM1
(pg/ml)
K 90.0E 90.0 D 90.0 D 900E 900E 900D  90.0F
75 90.0 E 90.0 D 90.0 D 90.0E 90.0E 900D  90.0F

8.5 90.0 bE 81.3aC 90.0 bD 90.0 bE 90.0 bE 90.0bD  90.0 bF
8.3 90.0 bE 34.0aB 90.0 bD 90.0 bE 90.0 bE 90.0bD  90.0bF

9.2 90.0 cE 0.0aA 90.0cD 90.0 bE 90.0cE 90.0cD 90.0 cF
10.0 90.0cE 0.0aA 90.0cD 72.6 cE 64.6 bD 90.0cD 90.0 cF
10.8 90.0 dE 0.0aA 90.0dD 63.3bD 51.3cC 90.0dD 90.0 dF
11.7 90.0 dE 0.0aA 90.0dD 52.6cD 27.0bB 90.0dD 90.0 dF
125 81.6cD 0.0aA 90.0cC 25.6 bC 0.0aA 90.0dD 90.0 dF
13.3 33.3bB 0.0aA 71.0cC 0.0aA 0.0aA 90.0dD 58.0cD
16.7 0.0aA 0.0aA 39.0bB 0.0aA 0.0aA 60.0 cC 35.0bC
20.8 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 41.0bB 17.3aB
25.0 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0 aA

Ayni siitun icindeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiylik veya aym satir icindeki degerlerin
yanindaki benzer kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir
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(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).
HE-10 c¢ozeltisinin (Cizelge 4.19) patojenin misel gelisimi {izerine etkinligi

incelendiginde en etkili konsantrasyonun 8.3 pg/ml ile RvxDy oldugu, en az etkili
kombinasyonlarin ise 25 pg/ml konsantrasyonunda fungisidal etki gosteren R.Ms, ve
RiD1M: kombinayonlarimin oldugu tespit edilmistir. R».Dw, RuM, ve RyxMy,
kombinasyonlarinin  16.7 pg/ml konsantrasyonunda fungisidal etki gosterdigi
belirlenmistir. Ry,Ds, kombinasyonunun ise 20.8 pg/ml konsantrasyonunda fungisidal etki

gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.19. Rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin farkli oranlarda karisimlarindan
elde edilen xE-10 mikroemiilsiyonlarin misel gelisimi tizerine etkileri (mm)

Dozlar (ng/ml) R»Dy R%Dy RyDx RxMy, RxMy RxMy RiD1M1

K 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 F 900 F 900 D
5.0 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 D 90.0 F 900 F 900 D
6.7 90.0 bD 45.0 aC 90.0 bD 90.0 bD  90.0 bF 90.0 bF 90.0 bD
75 90.0 bD 233 aB 90.0 bD 90.0 bD  90.0 bF 90.0 bF 90.0 bD
8.3 90.0 bD 0.0 aA 90.0 bD 90.0 bD  90.0 bF 90.0 bF  90.0 bD
10.0 90.0 cD 0.0 aA 90.0 cD 90.0 cD 453 bE 90.0 cF 90.0 cD
10.8 90.0 cD 0.0 aA 90.0 cD 90.0 cD 32.0 bD 90.0 cF 90.0 cD

11.7 90.0 dD 0.0 aA 90.0 dD 90.0 dD 216 bC 79.6 cE  90.0 dD
12.1 74.6 cC 0.0 aA 90.0 dD 723 cC 10.6 bB 76.3 cE  90.0 dD
12.5 26.6 bB 0.0 aA 816 dC 556 cB 10.6 aB 66.6 cD 90.0 dD
16.7 0.0 aA 0.0 aA 313 bB 0.0 aA 0.0 aA 453 cC 69.3 dC
20.8 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 450 cC 30.6 bB
25.0 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 0.0 aA 246 cB 11.0 bA

29.2 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA 0.0 aA

Aynt siitun igindeki ortalama degerlerin yanindaki benzer biiylik veya aym satir i¢indeki degerlerin
yanindaki benzer kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigin1 gosterir
(Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi, p<0,05).

Biitiin bu sonuglar g6z 6niinde bulunduruldugunda rezene, defne ve mersin ugucu
yaglarinin farkli oranlarda karisimlarindan elde edilen mikroemiilsiyonlarin S.
sclerotiorum patojeninin misel gelisimi {izerine fungisidal etkileri bakimindan Ry,Dy,
kombinasyonunun biitiin mikroemiilsiyon ¢ozeltileri igerisinde en etkili kombinasyon
oldugu ve 8.3 pg/ml konsantrasyonunda fungisidal etki gosterdigi tespit edilmistir. Ugucu
yaglarin birbirleri ile kombinasyonu ile sinerjistik etkili bir ¢ozelti elde etme amaci ile
yapilan ¢alismada, RyDy, kombinasyonunun rezene ve defne tek baslarina kullanimina
oran ile daha etkili oldugu tespit edilmistir. Genel olarak biitiin mikroemiilsiyonlarda
Rs.Dv, oran1 en etkili kombinasyon olarak belirlenmesine ragmen in vivo c¢alismalarda
daha az ugucu yag ile ayn1 etkinin elde edildigi x£-10 mikroemiilsiyonu ekonomik olarak

daha uygun oldugundan tercih edilmistir. Ry,Dy kombinasyonundan sonra en etkili
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kombinasyon olarak belirlenen R:,My, karisimimin etkinliginin ise mikroemiilsiyonlara
gore degistigi tespit edilir iken wE-6,7,8 mikroemiilsiyonlariin fungisidal etkinligi
birbirine yakin olarak belirlenmistir. Bu neden ile in vivo ¢alismalarda kullanilmak tizere

uE-8 kombinasyonu belirlenmistir.

4.8. uE-10 (R%Dv) ve uE-8 (RxMv) Mikroemiilsiyonlariin in vivo Kosullarinda
Hastahk Cikis1 Uzerine Etkileri

Mikroemiilsiyonlarin in vitro antifungal etkinliklerinin yan1 sira biber bitkisinde S.
sclerotiorum tarafindan neden olunan hastalik ¢ikisi tizerine antifungal etkinlikleri in vivo
kosullarda da arastirilmistir. Mikroemiilsiyonlarin, biber tohumlarinin ¢imlenmesi ve
bitki ¢ikisi tizerine olan etkinligi gerek hastaliksiz temiz torflarda, gerekse hastalik etmeni
ile bulasik torflarda arastirilmistir (Sekil 4.8). Pozitif Kontrol (hastalik etmeninin
bulundugu torflara ekilmis biber tohumlarinin bulundugu viyoller) olarak degerlendirilen
viyollerde hastalik etmeni, hastalik olusturmak suretiyle biber fidelerinin ¢ikisin1 6nemli
Olglide azaltmistir. Hastalik etmeni ile bulastirilmis torflarin uE-10 (R+Dv) ve uE-8
(R%My,) olarak isimlendirilmis mikroemiilsiyonlar ile muamele edilmesi sonucunda, bu
uygulamalarin yapildigi viyollerde bitkilerin saglikli ¢ikist ve gelisiminin pozitif kontrol
uygulamalarina kiyasla 6nemli olgiide arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
Mikroemiilsiyonlarin 10’ar giin araliklarla 3 kez tekrar edildigi viyollerde saglikli bitki
cikiglart degerlendirildiginde, bazi uygulamalarda uygulama sayisininn artigina baglh
saglikli ¢ikis yapan bitki sayisinda kismi artis gostermis olsa da, genelde uygulama
sayisinin hastalik ¢ikisinin engellenmesi {lizerinde etkisinin istatistiksel olarak 6nemli

olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.20 ve Cizelge 4.21).
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Sekil 4.11. Farkli uygulamalarin yapildig: viyollerde biber tohumlarindan saglikli bitki
cikislarinin genel goriiniimii

uE-10 (Rx.Dv) mikroemiilsiyonunun hastalik ¢ikisi iizerine etkinlikleri
incelendiginde (Cizelge 4.20), pozitif kontrollerde (patojen bulastirilmis ve higbir
mikroemiilsiyon uygulamas: yapilmamis) hastalik ¢ikis oranm1 % 78.68 olarak tespit
edilmigtir. ~ Patojen  bulastirilmis  viyollerdeki  toprakta  wE-10  (R%Dw)
mikroemiilsiyonunun farkli konsantrasyonlarmin hastalik ¢ikis1 iizerine etkinlikleri
incelendiginde (Sekil 4.9), uygulamanin 8.3 pg/ml konsantasyonunda saglikli ¢ikis
yapmus bitki oranlart uygulama sayilarina (10 giin araliklarla ayni dozda 1, 2, 3 kez tekrar
edilmig) gore siras1 ile % 34.7, % 40.0 ve % 44.0 olarak belirlenmistir. Farkl
uygulamalarin yapildigi viyollerde kontrole kiyasla, en yiiksek etkinligin goriildiigi 25
ug/ml dozunda uygulama sayisina gore saglikli bitki ¢ikis %’si sirasiyla % 61.33, % 70.67
ve % 73.33 oraninda tespit edilmistir (Cizelge 4.20). Temiz torfa ekilmis biber
tohumlarina mikroemiilsiyonun 25 pg/ml dozununaki etkinlik diizeyleri, negatif control
ile kiyaslandiginda, iki uygulama arasinda c¢ok biiyiik farkliik go6zlenmezken,
mikroemiilsiyonun 25 pg/ml dozundaki fide ¢ikiginin negatif kontrole gore daha fazla ve
saglikl oldugu gozlemlenmistir.

Pozitif kontroldeki hastalikli torflara ekilmis tohumlardan ¢ikis yapamamis/kismen
¢ikis yaptiktan sonra ¢liriimiis bitkilerden yapilan izolasyonlarda hastalik etmeni yeniden

saf olarak elde edilmistir. Cizelge 4.20°de goriildiigli gibi mikroemiilsiyon dozlarinin
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patojen bulastirilmig torfta hastalik ¢ikis oranini azalttigi tespit edilirken uygulama
sayisinin hastalik ¢ikisi lizerine etkisinin istatiksel olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir.

Patojenli torfa yapilan uygulamalarin hastalik ¢ikisini doz artisina bagli olarak
onemli oranda engellediginin tespit edildigi ¢alismada, mikroemiilsiyonlarin etkinliginin
uygulama sayisti ile degisimi incelendiginde ise uygulama sayisinin hastalik ¢ikisi tizerine

cok etkili olmadig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.20. uE-10 (RDv) Mikroemiilsiyonunun Farkli Konsantrasyon ve Uygulama
Sayisinda in vivo Kosullarinda Hastalik Cikisinin Engellenmesi Uzerine Etkileri (%)

Uygulama Uygulama Sayis1 ve Saghkh Cikis Yapan Bitki (%)
1 Uygulama 2 Uygulama 3 Uygulama
Negatif Kontrol 7733 a 77.33 ab 77.33 ab
Negatif Kontrol +8.3 pg/ml 61.33 bB 68.00 cAB 72.00 bcA
Negatif Kontrol +16.7 pg/ml 66.67 abB 74.67 abcA 76.00 abA
Negatif Kontrol +25 pg/ml 70.67 abB 80.00 aA 82.67 aA
Pozitif Kontrol 2133 e 21.33 f 2133 e
Patojenli + 8.3 pg/ml 34.67 dA 40.00 eA 44.00 bA
Patojenli + 16.7 pg/ml 49.33 cB 57.33 dAB 66.67 CA
Patojenli + 25 pug/ml 61.33 bA 70.67 aA 73.33 bcA

Cizelgede verilen % degerler her uygulamada ekilen toplam tohumdan saglikli olarak ¢ikis yapmus bitki
%’ ni gostermektedir. Siitun i¢indeki %degerler, 3 kez tekrar edilmis, her tekerriirde 25’er tohumdan
(toplam 75 tohum) saglikli ¢ikis yapmis bitkilerin ortalamasi olup, ayni siitun igindeki ortalama degerlerin
yanindaki benzer kiigiik veya ayni satir icindeki degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigini gdsterir (Duncan’s Coklu Karsilagtirma Testi,
p=<0,05).

s [mmmmmmmw

L

Sekil 4.12. 4E-10 in vivo etkinligi [Negatif kontrol normal sulama, R:.D., Patojenli +
8.3 ng/ml bir uygulama, R+,Dv, Patojenli + 8.3 ug/ml iki uygulama, Rs,Dy, Patojenli +
8.3 ug/ml {i¢ uygulama, Ry,Dy, Patojenli + 16.7 pug/ml bir. uygulama, Rs,D:;, Patojenli +
16.7 pg/ml iki uygulama, Rs.Dv, Patojenli + 16.7 pg/ml ii¢ uygulama, Pozitif Kontrol)]
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Sekil 4.13. R,Dy, ve Ry,My, mikroemiilsiyonlar1 ile uygulama yapilan viyollerin 1.
dozlart ile pozitif kontrol uygulamasi
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Sekil 4.14. R,Dy, ve Ry,My, mikroemiilsiyonlari ile uygulama yapilan viyollerin 2.
dozlart ile pozitif kontrol uygulamasi
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Sekil 4.15. R,Dy, ve Ry,My, mikroemiilsiyonlar1 ile uygulama yapilan viyollerin 3.
dozlart ile pozitif kontrol uygulamasi

Benzer durum uE-8 (R+My,) mikroemiilsiyon uygulamasinda da gozlenmistir.

Temiz torfa ekilen biber tohumlarma uygulanan R:xM mikroemiilsiyonun
tohumun ¢imlenmesi lizerine olumsuz bir etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil
4.10). Uygulamanin hastalik ¢ikis1 iizerine etkinlikleri incelendiginde bulasik
topraklardaki tohumlardan ¢ikan bitkilerde hastalik ¢ikis oraninin mikroemiilsiyonun
artan doz orani ile azalma gosterdigi fakat uygulama sayis1 bakimindan incelendiginde
ise onemli degisiklik gostermedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.21). Pozitif kontrolde
(Patojen bulastirilmis ve higbir uygulama yapilmamus torfta) (Sekil 4.10), hastalik ¢ikis
orant % 78.68 olarak tespit edilirken, en diisiikk hastalik ¢ikist R%My, mikroemiilsiyon
uygulamasinin 3 kez uygulandigi 41.7 pg/ml konsantrasyonunda (Sekil 4.10, K), % 42.67
olarak tespit edilirken Soylu ve ark. (2010), domates gri kiif hastalik ajan1 Botrytis
cinerea'ya karsi ¢esitli bitkilerin ugucu yaglarinin in vitro ve in vivo antifungal aktiviteleri
lizerine calismislardir. Hastalik riskine acik domates bitkileri kullanilarak sera
kosullarinda en verimli ugucu yag olan origanum ugucu yagi ile yapilan in vivo
deneylerde; gri kiif hastaligina karsi, 6zellikle iyilestirici bir muamele olarak, iyi bir
koruma sagladigi belirtilmistir. Soylu ve ark. (2007), benzer bir ¢alismada, S.
sclerotiorum'a kars1 rezene ve kekik ugucu yaglarinin antifungal etkilerini arastirdiklar
caligmada, ugucu yaglarin S. sclerotiorum'a karsi domates fidelerini koruyucu etkilerini
in vivo kosullarda incelemislerdir. Bunun i¢in S. sclerotiorum ile bulastirilmis topraga,
rezene ve kekik ucucu yaglarinin farkli konsantrasyonlarini uyguladiktan sonra domates

tohumlarin1 ekmiglerdir. Patojen ile inokule edilmis toprakta tohumlarin ¢gimlenmesinin
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azaldigin1 gozlemler iken ugucu yag uyguladiklar: bulagik toprakta tohum ¢imlenmesi ve

fide ¢ikis yiizdesinin arttigini bildirmislerdir.

Sekil 4.16. Hastalik etmeni ile bulasik ve R»My, mikroemiilsiyonu ile uygulama yapilan
viyoller ile pozitif ve negatif kontroller

Cizelge 4.21. uE-8 (R%My,) Mikroemiilsiyonunun Farkli Konsantrasyon ve Uygulama
Sayisinda in vivo Kosullarinda Hastalik Cikisinin Engellenmesi Uzerine Etkileri (%)

Uygulama Uygulama Sayis1 ve Saghkh Cikis Yapan Bitki
(%)

1 Uygulama 2 Uygulama 3 Uygulama
Patojensiz Kontrol 77.33 a 77.33 a 77.33 a
Patojensiz Kontrol +20.8 pg/ml 57.33 bcA 62.67 aA 65.33 abA
Patojensiz Kontrol +31.3 pg/ml 52.00 cdB 66.67 aAB 73.33 aA
Patojensiz Kontrol +41.7 pg/ml 68.00 abA 72.00 aA 76.00 bcA
Patojenli Kontrol 21.33 f 21.33 ¢ 21.33 e
Patojenli + 20.8 pg/ml 25.33 fA 32.00 bcA 38.67 dA
Patojenli + 31.3 pg/ml 30.67 efA 41.33 bA 45.33 cdA
Patojenli +41.7 pg/ml 41.33 deA 44.00 bAB 57.33 aA

Stitun igindeki degerler 3 kez tekrarli, 5 farkli viyol goziine (her violde 5 tohum) ekilmis toplam 75 tohumun
%’de ¢ikis oranlariin ortalamasi olup, ayni siitun i¢indeki ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik
veya ayni satir icindeki degerlerin yanindaki benzer biiyiikk harfler uygulamalar arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli olmadigin1 gosterir (Duncan’s Coklu Kargilastirma Testi, p<0,05).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada bitkilerde beyaz c¢iiriikliik etmeni S. scleretorium’a karsi rezene,
defne ve mersin ugucu yaglari ile bu yaglarin karisimlar1 ve bu karigimlardan siirfaktant
(Tween 80) yardimiyla elde edilen mikroemiilsiyonlarin antifungal etkinligi
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin
patojene karsi etkinlikleri incelendiginde; en etkili ugucu yagin rezeneye ait ugucu yagin
oldugu ve 0.3 pg/ml’de fungisidal etki gosterdigi, bunu 1 pug/ml ile defneden elde edilen
ucucu yagin izledigi, en az etkili ugucu yagin ise mersin yapraklarindan elde edilen ugucu
yagin oldugu ve 2 pg/ml’de fungisidal etki gdsterdigi tespit edilmistir. Ugucu yaglardan
elde edilen karisgimlarin S. scleretorium patojenine karsi etkinligi incelendiginde ise en
etkili karisimin Rs,Dy, ve Ry, My, karigimina ait ugucu yaglardan elde edilen ugucu yag
kombinasyonlarinin oldugu ve 2 pg/ml’de fungisidal etki gosterdigi belirlenmistir. En az
etki ise 0.9 pg/ml ile R,M:;, ve R1D1M1 kombinasyonlarinda gézlemlenmistir.

Ugucu yaglarin ve bu yaglarin kombinasyonlariin fungusun misel gelisimi tizerine
etkinlikleri incelendiginde; ucucu yag kombinasyonlarinin yaglarin tek baslarina
kullanimina oranla daha etkili oldugu yani sinerjik bir etki olusturdugu tespit edilmistir.

Ugucu yaglardan elde edilen mikroemiilsiyonlarin S. sclerotiorum patojeni lizerine
etkinlikleri incelendiginde rezene ugucu yaglarindan elde edilen mikroemiilsiyonlar
arasinda en etkili mikroemiilsiyon 8.6 pg/ml’de fungisidal etki gosteren uE-10 olarak
tespit edilmistir. Defne yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin mikroemiilsiyonlari
incelendiginde ise; en etkili mikroemiilsiyonun #£-6 (20.8 pg/ml) oldugu belirlenmistir.
Mersin yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin mikroemiilsiyonlarimin S. sclerotiorum
patojeni lizerine etkinlikleri incelendiginde ise en etkili mikroemiilsiyon
konsantrasyonunun 37.5 pg/ml ile uE-10 ¢ozeltisinden elde edildigi belirlenmistir.
Mikroemiilsiyonlarin patojenin hif gelisimi {izerine etkinligine bakildiginda, en etkili
mikroemiilsiyonun rezene ugucu yagindan elde edilen mikroemdiilsiyon oldugu ve en az
etkiyi ise mersin bikisinin ugucu yaglarindan elde edilen mikroemiilsiyonun olusturdugu
tespit edilmistir. Ugucu yag karigimlarina ait mikroemiilsiyonlarin patojene karsi
etkinlikleri incelendiginde; rezene, defne ve mersin ugucu yaglarinin farkli oranlarda
karisimlarindan elde edilen mikroemiilsiyonlarin S. sclerotiorum patojeninin misel

gelisimi {lizerine fungisidal etkileri bakimindan RzDy kombinasyonunun biitiin
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mikroemiilsiyon ¢ozeltileri igerisinde en etkili kombinasyon oldugu ve 8.3 pg/ml
dozunda fungisidal etki gosterdigi tespit edilmistir. Ugucu yaglarin birbirleri ile
kombinasyonu ile sinerjistik etkili bir ¢ozelti elde etme amaci ile yapilan ¢alismada,
Rs.Dv, kombinasyonunun rezene ve defnenin tek baslarina kullanimina oran ile daha etkili
oldugu tespit edilmistir. Genel olarak biitiin mikroemiilsiyonlarda Rs,Dy; oran1 en etkili
karigim olarak belirlenmesine ragmen in vivo ¢aligsmalarda daha az ugucu yag ile ayni
etkinin elde edildigi #£-10 mikroemiilsiyonu ekonomik olarak daha uygun oldugundan
tercih edilmistir. Ry,Dy, kombinasyonundan sonra en etkili kombinasyon olarak belirlenen
R3.My, karisiminin etkinliginin ise mikroemiilsiyonlara gore degistigi tespit edilirken; uE-
6,7,8 mikroemiilsiyonlarinin fungisidal etkinliginin birbirine yakin olarak belirlenmistir.
Bu neden ile in vivo ¢alismalarda kullanilmak tlizere uE-8 ¢Ozeltisi belirlenmistir.

Biber fidelerinin S. sclerotiorum'a karsi ugucu yaglar ile korunmasi da in vivo
kosullarda arastirilmistir. Yaglarin higbiri, ¢imlenme ve biber tohumlarinin ortaya
¢ikmasi tizerinde engelleyici bir etki gostermedigi tespit edilmistir. Kontrolde, patojen
inokulumu, biber fidelerinin ortaya ¢ikisini 6nemli 6l¢iide azaltmistir. Mikroemdilsiyon
ile uygulama yapilmis enfekte toprakta tohum ¢imlenme sayisi ve fide ortaya ¢ikis
yiizdesi onemli Olgiide artmustir. Enfekte topragin uE-10 (RyDy) ve uE-8 (Rx:Mv,)
mikroemiilsiyon formiilasyonlari ile muamele edilmesi kontrole kiyasla bitki canliligini
onemli Olglide arttirmistir.

In vivo galismalarda kullanilan z£-10 ve uE-8 ugucu yaglarma ait formiilasyonlarin
hastalik ¢ikist orani tizerine etkinlikleri incelendiginde u#E-10 mikroemiilsiyon
formiilasyonunun u£-8 mikroemiilsiyon formiilasyonuna gore daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Ayrica ugucu yaglardan elde edilen mikroemiilsiyonlarin tohumlarin
cimlenmesi lizerine antogonistik etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir.

Calismalarda kullanilmis olan tibbi bitkilerin S. sclerotiorum iizerinde etkili oldugu
acik¢a goriilmektedir. Ozellikle rezene ve rezene oranmin fazla oldugu karisimlarin
patojenin gelisimi iizerine etkileri oldukga timit vericidir.

Calismada kullanilan tibbi bitkilerin ugucu yaglarinin S. sclerotiorum {izerine ispat
edilen antifungal etkinliklerinin ayni hastalik etmeninden muzdarip diger bitki tiirleri i¢in
de antifungal potansiyellerinin arastiritlmasi gerekmektedir. Ayrica sadece S. sclerotiorum
hastalik etmeni degil ayn1 zamanda diger bitki patojenleri lizerinde antimikrobiyal

etkinliginin olabilecegi ihtimali {izerinde durulup, bu tip bitkilerin farkli bakteriyel ve
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fungal etmenlere kars1 antimikrobiyal potansiyellerinin belirlenmesi gereklidir.

Pestistler dogaya zarar vermesi ve ekolojik dengeyi tehlike altina almasi nedeniyle
insanlar1 alternatif ¢oziim yollar1 aramaya yoneltmektedir. Bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin dogal dengeye zarar vermemesi nedeniyle pestisitlerin yerine kullanilabilme
potansiyeli oldukea yiiksektir. /n vitro etkinligini arastirdigimiz ucucu yaglarin dogrudan
in vivo kosullarinda kullanilmasinin tarimsal tiretime katki sagladigi yapilan ¢aligsmalarla
tespit edilmistir. Fakat bitkilerin icerisinde eser miktarda bulunan ugucu yaglarin
dogrudan bitkilere veya topraga verilmesi dogal denge ac¢isindan olumlu olsa da;
ekonomik olarak {reticiyi zorlayacagt ve wugucu Ozellikleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda ugucu yaglarin farkli formlarinin in vivo kosullarda bitkilerin
tedavisinde kullanilmasi1 amaglanmigtir. Bu amag ile ugucu yaglardan siirfaktant (Tween
80) yardimi ile mikroemiilsiyonlar elde edilmistir. Ugucu yaglardan elde edilen
mikroemiilsiyonlarin in vivo denemeleri yapilmis ve elde edilen sonuglara gore ugucu
yaglardan elde edilen mikroemiilsiyonlarin tarimsal tiretime katkida bulunabilecegi tespit
edilmistir.

Bu nedenle dogdan bilingsizce toplanan bitkilerin korunmaya alinmasi, kiiltiir
bitkisi olarak yetistiriciliginin tesvik edilmesi, gelecekte bu konuda yapilacak yeni
calismalara temel teskil etmesi agisindan onemlidir. Bu calismalarin Ortli altt biber
yetistiriciliginin yapildig1 alanlarda da devam ettirilip pratikte kullanilabilirliginin de

ortaya konmas1 gerekmektedir.
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