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ANTIFUNGAL OZELLIKTE BiYOBOZUNUR FiLM OLUSTURULMASI

OZET

Meyve ve sebzelerin raf dmriiniin nasil uzatilacagi, kalitesini, aromasini,
dokusunu vs. tiiketicileri, hayvanlar1 ve dogayr etkileyen herhangi bir tehlikeli
kimyasal veya malzeme kullamlmadan nasil koruyacagina dair bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Bunlardan biri, portakallarda kiif olusumunu Onlemek veya
geciktirmek icin polisakkarit bazli kaplamalarla birlikte ugucu yaglarin (EY)
kullamlmasidir. Ugucu yaglarin ana bilesenleri sayesinde antimikrobiyal,
antioksidan, antiviral ve antifungal etkileri vardwr. Bu c¢alismada, c¢ay bazli
polisakkarit biyobozunur kaplama ve sinamaldehit, timol ve karvakrol antifungal
maddelerin hem in vitro hemde in vivo olmak tizere portakal meyvesi lizerindeki
Penicillium italicum ve Talaromyces rugulosus ‘e (syn. Penicillium rugulosus) kif
lerine kars1 onleyici etkileri arastirilmistir. Analiz i¢in segilen sinamaldehit, timol ve
karvakrol antifungal maddelerinin %3, %4 ve %5 konsantrasyonlarimn etki oranlari
arastirllmustir. Kiiflerin en az kullanilacak inhibisyon oranlarim belirlemek i¢in disk
difizyon uygulamasi ve ortaya asilama uygulamasit kullamlmustir. Burada %5
sinamaldehit kullamnminda kiifi tamamen inhibe ettigi gézlenmistir. Bu uygulamada
destek olarak yapilan in vivo portakal {izerindeki c¢alismalar ise %4 ve %5
konsantrasyonlarda sinamaldehit kulamminda Penicillium italicum ve Talaromyces
rugulosus ‘e en verimli inhibisyon etkisi gosterdigi gortilmiistiir. Karvakrol ve timol
antifungal maddesinin ise benzer etki gosterdegi ve %4 ve %5 konsantrasyonlarin
kullamminda uygulamanmin 120. saatinde hi¢ bir kiif gelisme belirtisi olmadig
gozlenmigtir. Kaplamalarda ise C+K; ve antifungal ile karigimin kullamlmasinda

portakallar iizerinde daha etkili oldugu sonucuna varilnmustir.

Anahtar kelimeler: Polisakkarit kaplama, Kiif, Sinamaldehit, Timol, Karvakrol



PRODUCTION OF AN ANTIFUNGAL BIODEGRADABLE FiLM

ABSTRACT

There are many studies on how to extend the shelf life of fruits and
vegetables, protect their quality, aroma, texture, etc. without the use of any
dangerous chemicals or materials that affect consumers, animals and nature. One is
the use of essential oils (EO) in combination with polysaccharide-based coatings to
prevent or delay fungal growth on oranges. Thanks to the main components of
essential oils, they have antimicrobial, antioxidant, antiviral and antifungal effects. In
this study, the inhibitory effects of tea-based polysaccharide biodegradable coating
and cinnamaldehyde, thymol and carvacrol antifungal agents against Penicillium
italicum and Talaromyces rugulosus (syn. Penicillium rugulosus) molds on orange
fruit were investigated both in vitro and in vivo. The effects of 3%, 4% and 5%
concentrations of cinnamaldehyde, thymol and carvacrol antifungal agents selected
for analysis were investigated. Disc diffusion application and middle inoculation
application were used to determine the minimum inhibition rates of molds. It was
observed that the use of a concentration of 5% cinnamaldehyde completely provided
the inhibition of the molds. In vivo studies on orange were used as a support for this
application and showed that the use of cinnamaldehyde at 4% and 5% concentrations
have the most efficient inhibition effect on Penicillium italicum and Talaromyces
rugulosus. It was observed that the antifungals carvacrol and thymol have similar
effects and no signs of fungal growth were observed at the 120th hour of application
in the use of 4% and 5% concentrations. It was concluded that the use of the C+K;

coating with antifungals mixture was more effective on oranges.

Key words: Polysaccharide coating, Fungi, Cinnamaldehyde, Thymol, Carvacrol
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I. GIRIS

Turunggiller, aromas: ve diger 6zellikleri nedeniyle tiiketicilerin en sevdigi
meyvelerden biridir aym zamanda ekonomik a¢idan da dnemlidir. Diinya turunggil
dretiminin kitalara gére dagiliminda Asya kitas1 %44,9 ile birinci sirada yer almakta,
Amerika kitast % 34,7 ile ikinci, Afrika kitas1 %12,2 ile lglincli swrada yer
almaktadir. Tiirkiye, 2020 yilinda yaklasik 4,3 milyon ton turunggil {iretimi
gergeklestirmekle birlikte, Uretimin neredeyse tamami Ege ve Akdeniz
Bolgeleri’nden saglanmaktadir. Adana, Mersin, Hatay, Mugla ve Osmaniye illerinde
turunggil {retiminin yogunlastigi goriillmektedir. Tiirkiye’de toplam mandalina
dretiminin %84°1, portakal iiretiminin %85°1, limon lretiminin %93’1, greyfurt
dretiminin  %96’s1 hasat sonras1 hastaliklardan dolay1 Akdeniz Bolgesi’nde
gerceklestirilmektedir (Aygoren, 2021). Turunggiller depolama ve nakliye sirasinda
kalite kaybina ugrayabilir. Bashca kayiplar, turunggiller patojenleri Penicillium
digitatum (yesil kiif) ve Penicillium italicum (mavi kiif) kontaminasyonundan
kaynaklanir. Akdeniz iilkelerinde ticareti yapilan en dnemli meyve tiirlerinden biridir
ve Uretimi son on yilda 6nemli ol¢iide artmustir (Strano vd., 2017). Penicillium
digitatum'un neden oldugu yesil kiif, turuncgillerin hasat sonrasi kayiplarimin %90
't olustururken (Kellerman vd., 2014), mavi kiiften sorumlu olan P. italicum
Wehmer ise <4°C de depolama siirecinde meyvede kiiflenmeye neden olabilir (Anam
vd., 2019). Portakal (Citrus sinensis L. Osbeck) Portakal meyvesinde Penicillium
gelismesini simrlamak i¢in kullanilan mevcut yontemlerden birkag tanesi, asagida
siralanmustir; dezenfektan olarak sodyum hipoklorit soliisyonlar1 veya perasetik asit
kullammi, kimyasal fungisitler iceren mumlarin uygulanmasi, ugucu yaglar ile
kaplanmasidir (Strano vd., 2017; Danyluk vd., 2018). Bununla birlikte geleneksel
olarak, sentetik fungisitler oncelikle meyvelerin hasat sonras1 hastaliklarini1 kontrol
etmek i¢in kullanilir. Uzun siireli ve yaygin kullanimu ise patojenlerin direngli
suslarinin gelismesine ve bunun sonucunda fungisit etkinliginin kaybina yol agar
(Sanchez-Torres ve Tuset, 2010). Sentetik fungisitlerin uygulanmasi ¢evre
kirliliginin yaninda insan sagligt ve fungiside direngli tiirlerin gelisimi hakkinda

endise yaratmaktadir. Bu nedenle ekonomik ve gilivenilir olan yeni dogal



antimikrobiyal turunggiller koruyucular gibi biyolojik olarak pargalanabilir alternatif
maddeler bulmak, aym zamanda turunggillernin hasat sonrasi saklama siiresini
uzatmak amaciyla bitki Ozleri gibi antimikrobiyal giivenli maddeler piyasaya
stiriilmiistiir (Da Cruz Cabral vd., 2013).

Bitkisel kaynakli gidalar olan meyve ve sebzeler vitamin, mineral ve protein
acisindan zengin kaynaklar olup, saglikli beslenmede hayati bir rol oynayan
koruyucu gida maddesi olarak kabul edilir. Bunun yant sira ¢inko, bakir, manganez
vb. farkli metabolik reaksiyonlarda sayisiz enzim sisteminin temel parcalarim
olusturur. Meyve ve sebzeler taze olarak ham formda tiiketilebildigi gibi, islenerek
veya toz veya kuru formda kullamlabilir. Meyve ve sebzeler temel bir gida maddesi
olarak giinliik diyette yer almanin yaninda, astim, romatoid artrit, diabetes mellitus,
yaslanma, kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar gibi cesitli
hastaliklarin geligsme riskini de en aza indirgerler (Panghal vd., 2018; Chaudhary vd.,
2020).

Meyve ve sebzeler diisik pH 'lar1 nedeniyle fungal gelismeye bagli,
bozulmara, tekstiir, renk, aroma ve tat kaybina neden olabilir. Bunlar ayn1 zamanda
hastalik ve ekonomik kayiplari1 yol agabilir. Depolanmalar1 sirasinda olgunlagmay1
geciktirmek ve kaliteyi korumak icin, etkili 6zellikleri nedeniyle yaygin olarak
kullamlan kitosan ve ugucu yaglarin uygulanmasi lizerinde bir¢ok arastirmalar
yapitlmistir (Sivakumar ve Bautista-Bafios, 2014). Fungal biiyiimeyi onlemek igin
kullamlan pestisitler, biyolojik kontrol ajanlar1 ve fungisitler toksik olabilir ve
tilketicilerde saglik sorunlar1 olusturabilir (Gebel ve Magurno, 2014). Buna karsin
dogal ugucu yaglar (EY) ve ekstraktlari fungal olusumu inhibe etmek amaciyla
kullamlabilir (Da Cruz Cabral vd., 2013; Jing vd., 2014).

A. Penicillium Cinsi Kiifler

Penicillium spp., yaprak doken meyve ve sebzelerde ciirlimeye neden
olabilen fitopatojenlerdir (Barad vd., 2016). Penicillium cinsi, ¢ogu ortamda ve
bitkide bildirilmistir. 400 'den fazla Penicillium tirti rapor edilmistir. En yaygin
olarak karsilasilan Penicillium tiirleri ise, P. nalgiovense veya, P. camemberti, P.
chrysogenum, P. notatum ve P. roqueforti ‘dir. Gida ve saglik sektoriinde, penicillin
tretimi nedeniyle baz1 kiifler peynirlerin tiretiminde kullanilmaktadir. Penicillium

digitatum, Penicillium italicum veya Penicillium expansum meyve ve sebzenin



¢lirimesinde rol oynayan kiiflere Ornektir. Genel olarak Penicillium'un gida
iriinlerinde gelismesi tamamen istenmeyen bir durumdur. Funguslar yiiksek
hidrolitik enzim aktivitelerinden dolayr mikotoksinler gibi toksik metabolitler
tiretebilmektedir. Birgok Penicillium tiirii 6zellikle yiiksek sicakliga dayanikli
olmalar1 nedeni ile patulin gibi toksik ikincil metabolitleri olusturabilir. (Jing vd.,
2014; Yadav vd., 2019). Gida iiretim tekniklerindeki modern gelismelere ragmen,
taze gidalarin yetersiz hijyeni giderek daha onemli bir halk sagligi sorunu haline
geliyor. Taze meyvelerin Kiiresel olarak her yil taze meyvelerin %20-30 kadarinin
fungal ¢ilirlime kaynakli kayip oldugu tahmin edilmektedir (Xing vd., 2020). Hasat
sonrasi isleme ve depolama sirasinda ise iiriin kayiplart %10'a ulasabilmektedir
(Barad vd., 2016).

1. Penicillium italicum

Penicillium italicum Wehmer, turunggillerin hasat sonrasi depolanmasi ve
nakliyesi sirasinda ortaya ¢ikan en yaygin meyve hastaliklarindan biri olan "mavi
kiif’e" neden olur ve dnemli ekonomik kayiplardan sorumludur (Yang vd., 2015).
Meyvedeki hastalik kabuktaki ¢atlak ve yaralardan, ve boceklerden kaynaklanan
enfeksiyon yoluyla olusur (Grande-Tovar vd., 2018). Penicillium italicum’un
optimum gelisme sicakligi 25°C olup, biiyiik oranda hava kaynakli sporlar (konidya)

ireten aseksiiel olarak tireyen bir patojendir (Papoutsiz vd., 2019).

2. Talaromyces rugulosus (Syn. Penicillium rugulosum)

Talaromyces rugulosus hasat sonrasi iiziim meyvelerinde goriilmekte ve bu
meyve lizerinde ¢iirlimesiyle iliskili ¢ok az sey bilinmektedir (YYang vd., 2016). T.
rugulosus O1, iiziimleri enfekte etmesine yardimci olan germ tiiplerini tiretmek igin,
giiclii patojeniteye ve spor ¢imlenmesine sahiptir (Xu vd., 2021). Talaromyces
rugulosus sadece giiclii bir enzim iireticisi olmayip, aym zamanda bir bitki patojeni
ve mikotoksin tireticisi olan Aspergillus flavus'un bir mikoparazitidir. Bu 6zellik onu
umut verici bir biyokontrol ajam yapar (Wang vd., 2020). Talaromyces rugulosus
“un mikoparazitik yasam tarzim ve mikotoksijenik kabiliyeti; genomdaki, proteazlari
kodlayan genler, karbonhidrat aktif enzimler, kiif hiicre duvarim pargalayan
enzimler, lektin ve ikincil metabolit biyosentetik enzimler agisindan zengin
olmasiyla iligkilidir (Wang vd., 2020). Ekstrolit olarak emodin, endocrine ve skirin

tretmektedir (Yilmaz vd., 2014). Hasat sonrasi hastaliklarin neden oldugu ekonomik



kayiplar ve OTA iliskili saglik riskleri nedeniyle, patojenin biyolojik kontrolii, hasat

sonras: hastaliklar ve OTA kontaminasyonu {izerinde ¢aligmalar yapilmaktadir (Lia
vd., 2019). Cizelge 1’de Penicillium cinsi kiiflerin irettikleri mikotoksinler

gOsterilmistir.

Cizelge 1 Baz Penicillium Cesitlerinin Urettikleri Mikotoksinler

Fungus Mikotoksin Ekstrolit Gida Referans

P. expansum Elma Cotonwd., (2019).
- Barad vd., (2016).

Patulin -
Touhami wd.,

Elma

(2018).
- Wright vd., (2014).
Sitrinin Elma Touhami vd., (2018).
P. digitatum Turunggiller Costawd., (2021).
Triptoquialanin - Turunggiller Costawd., (2019).
Turunggiller Zhu, (2017).

P. italicum

Fenylalanine-proline
diketopiperazine

Italinik asit

Verrukolon

Fulvik asit

Deoxybrevianamid E

Frisvad vd., (2004).

Frisvad vd., (2004).

Penicillium expansum ozellikle elmada patulin ve sitrinin, P. digitatum ise

turunggillerde triptoquialanin olustururken P. italicum sadece bozulmaya yol agar.

B. Mikotoksinler

Gidalarda bulunan bazi Kuf tiirlerinin mikotoksin iirettigi bilinmektedir ve

biyolojik tehlike olarak kabul edilmelidir. Bu kif tiirlerinin en yaygin olan



Penicillium cinslerinin ¢ogu, en biiyilk mikotoksin {ireticileri olarak bilinir.
Mikotoksinler kiifler tarafindan tiretilen ikincil metabolitler olup farkli kimyasal yap1
ve biolojik aktivitelere sahiptir. Mikotoksinler farkli kimyasal yap1 ve biyolojik
aktiviteye sahip toksik bilesiklerdir. Penicillium'un hasattan sonra uygunsuz sekilde
islenen veya depolanan meyve ve sebzelerde toksin iiretmesine neden olur.
Mikotoksinler, tiiketiciler icin saglia zararli olan mutajenik, teratojenik ve
kanserojen maddelerdir (Heperkan, 2014; Coton vd., 2019). Tarladan sofraya
yaklasiminda tiiketici, gida zincirinin son unsurudur. Gida giivenligini saglamak ic¢in
iretimden perakendeye farkli adimlarda diizenlemeler uygulanabilir. Gidalardaki
mikotoksinlerle ilgili olarak, Avrupa yonetmeligi, gida isletmecileri igin gida
maddelerindeki belirli kirleticiler i¢in maksimum seviyeleri belirler (Komisyon
yonetmeligi (EC) No 1881/2006) (Coton vd., 2019). Ancak tiiketici diizeyinde, tek
eylem yolu iyi hijyen ve uygulama onerileri sunmaktir. Bu dneriler basit olmali ve bu
nedenle esas olarak kiiflii gida iirliniiniin gorsel yoniine dayanmalidir. Bu énemlidir
clinkii tiiketici genellikle hangi tiir kiiflerin bulundugunu, bunlarin potansiyel olarak
mikotoksin iiretip iiretemeyeceklerini ve bu metabolitlerin gida iiriiniinde olup
olmadigim bilmemektedir. Bu nedenle, Ozellikle tiiketicinin evinde depolama
sirasinda kiiflii bir gida {riiniinde potansiyel olarak mikotoksinler olusursa,
maksimum diizenleyici seviyeler uygulanamaz. Ancak gida israfim sinirlamak igin
bilimsel verilere dayali Onerilerde bulunulmalidir (Heperkan, 2014; Coton vd.,
2019).

Patulin ve sitrinin patojenik bir kiif olan P.expansum tarafindan iiretilen
mikotoksinlerdir. ~ Sitrinin  (3R-trans)-4,6-dihidro-8-hidroksi-3,4,5-trimetil-6-okso-
3H-2-benzo-piran-7-karboksilik asit, nefrotoksik bir mikotoksin olup ancak heniiz
bir miktar simirlamasi bildirilmemistir (Frisvad vd., 2004; Touhami vd., 2017).
Touhami vd., (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada Elmalarin P. expansum
tarafindan kolonizasyonu ve elma dokusunda patulin ve sitrinin tiretiminin kinetigi
analiz edilmistir. Sonug¢ olarak sitrinin'in elmalarda kiiftin kolonizasyonunu
destekledigini ancak bu destegin mutlak olmadig ve biiyiik Ol¢iide kiifiin susu,
elmanin ¢esidi, ve oksijen varligi gibi ger¢ek kosullara bagli oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle sitrinin'in kolonizasyon igin gerekli olmadig, kolonizasyon silirecinde
destekleyici islevleri oldugu ve kolonizasyon siireci ve miselyumunun olusumu

sirasinda daha ¢ok bir kurulus faktorii oldugu sonucuna varilmistir (Touhami vd.,



2017).

Patulin (4-hidroksi-4H-furo[3,2c]piran-2(6H)-on), kompleks olmayan bir
lakton (C;HO,4) yapisinda olup P. expansum tarafindan en yiiksek miktarda iiretilen
toksik sekonder bir metabolittir. Yapilan arastirmalara gore patulin olusumunun en
biiyiik nedenlerinden birinin ¢evresel faktorler oldugu, bu faktérlerin meyve c¢esidi,
pH ve sicaklik gibi birbirinden bagimsiz oldugu sonucuna varilmistir. Patulin,
insanlarda, tlserasyon ve kanamaya ve bagirsak bozukluklarina neden oldugu
bildirilen toksindir. Patulin, sitotoksisitesi, genotoksisitesi ve immiinosupresif
ozellikleri nedeniyle memeli modellerinde mide ve ince bagirsakta kanama dahil
olmak tizere gastrointestinal lezyonlara neden olmustur (Wright vd., 2014; Barad vd.,
2016). Ancak kiiglik ¢ocuklar i¢in orta derecede toksik bir mikotoksin olarak kabul
edilir. Kontamine elma suyu ve diger elma bazl1 {iriinlerin ana tiiketicileri i¢in dnemli
toksisite sergiler, bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii elma suyunda patulin'i 50 pg/L ile
simirlandirmistir. Avrupa Birligi ise bu seviyeleri tiiketici yas grubuna gore ayarlamis
ve meyve igeren gida iriinleri i¢in maksimum tolere edilebilir patulin seviyesi
belirlemigtir. Normal saglikli yetiskinlerde bu seviye sivi gida tirtinleri i¢in 50 pg/kg
ve katt gidalar i¢in 25 pg/kg ile siirlidir. Bebekler ve cocuklar i¢in meyve igeren
gidalar (elma ftriinleri ve gidalar) i¢in 10 pg/L ‘dir (Sanzani vd., 2010; Barad vd.,
2016; Coton vd., 2019 ;).

Ekstrolitler, hiicre dis1 ortama salgilanan ikincil metabolitler olarak bilinir ve
bir¢ok Penicillium tiirii tarafindan tretilir. Arastirmaya gore, P. digitatum ve P.
italicum mikotoksin {iretmiyor, aksine daha fazla ekstrolit (italinik asit,
triptoquialaninler ve deoksibrevianamid) iiretiyordu (Frisvad vd, 2004; Papoutsiz vd,
2019). Yakin iliskili Penicillium ve Aspergillus tiirleri ile karsilastirildiginda, P.
digitatum, triptogquialaninler (TQA) ve fenilalanin-prolin diketopiperazin gibi bilinen
iirlinlerle daha az ikincil metabolit iiretir. Triptoquialanin indol alkaloidleridir ve
insanlarda ve hayvanlarda merkezi sinir sistemi ¢Okmesine neden oldugu
bilinmektedir (Zhang vd., 2019). Costa vd., (2019) 'nin ¢alismasinda portakallarda
kif gelisimi sirasinda sekonder metabolitlerin dagilimn  ve fonksiyonlar
arastirllmistir. P. digitatum tarafindan tiretilen ikincil metabolitlerden biri olan
triptoquialanin ve formlari, Kiitle Spektrometrisi Goriintileme (MSI) ve Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) Molekiiler veri ag

araciligiyla kontrol edilmistir. Sonu¢ olarak, asilamadan 4 ila 7 giin sonra, P.



digitatum tarafindan triptoqialaninler ve fumikinazolinlerin liretimi ve ayrica meyve
ylizeyinde triptokialanin birikimi bildirmistir. P. digitatum 'un indol alkaloitlerini in
vivo olarak farkli turunggiller konak¢ilarinda sentezleme yetenegi de

degerlendirilmistir (Costa vd., 2019).

Costa vd., (2021), yaptiklar1 c¢alismada bakteri, kiif ve bitki hiicreleri
tarafindan salinan kiiresel yapilar olan hiicre dis1 vezikiillerin (EV'ler) Citrus sinensis
tohum dokularinin fizyolojisinde farkliliklar yaratigim ve triptogialanin A'min (TA)
tohum ¢imlenmesini engelledigini gOstermistir. Calismada, Citrus sinensis
tohumlarimn ¢imlenme deneylerinde P. digitatum tarafindan iretilen indol
alkaloitlerinin ve EV'lerin fitotoksik aktivitesi arastirilmistir. Sonu¢ olarak TA ’nin,
test edilen tiim konsantrasyonlarda tohum ¢imlenmesini 6nemli 6l¢iide engelledigi
belirlenmigtir. 1.000 ppm'den daha az TA konsantrasyonlarina maruz kalan
tohumlar, tohum rengi ve boyutundaki degisikliklerle kamtlandigi gibi, negatif
kontrole (NC) kiyasla ¢imlenme siirelerinde bir gecikme sergilemistir. En yliksek
konsantrasyonda TA (3.000 ppm) uygulanan tohumlarin daha gii¢lii fitotoksik etkiye
sahip oldugu rapor edilmis ve kok olusumu gozlemlenmemistir (Costa vd., 2021).

Tarladan sofraya yaklagiminda tiiketici, gida zincirinin son unsurudur. Gida
giivenligini saglamak icin liretimden perakendeye farkli adimlarda diizenlemeler
uygulanabilir. Gidalardaki mikotoksinlerle ilgili olarak, Avrupa ydnetmeligi, gida
isletmecileri i¢in gida maddelerindeki belirli kirleticiler i¢in maksimum seviyeleri
belirler (Komisyon yonetmeligi (EC) No 1881/2006) (Coton vd., 2019). Ancak
tiiketici diizeyinde, tek eylem yolu iyi hijyen ve uygulama onerileri sunmaktir. Bu
oneriler basit olmali ve bu nedenle esas olarak kiiflii gida iirliniiniin gorsel yoniine
dayanmalidir. Bu Onemlidir ¢iinkii tiiketici genellikle hangi tiir kiiflerin
bulundugunu, bunlarin potansiyel olarak mikotoksin iiretip iiretemeyeceklerini ve bu
metabolitlerin gida iirliniinde olup olmadigim bilmemektedir. Bu nedenle, 6zellikle
tiiketicinin evinde depolama sirasinda kiiflii bir gida iirlinlinde potansiyel olarak
mikotoksinler olusursa, maksimum diizenleyici seviyeler uygulanamaz. Ancak gida

israfim sinirlamak i¢in bilimsel verilere dayali 6nerilerde bulunulmalidir.



C. Mikotoksinlerin Onlenmesi

1. Biyobozunur Kaplamalar

Biyolojik olarak pargalanabilen filmler ve kaplamalar, geleneksel plastik
malzemelere ilging bir alternatif sunar; bu nedenle, ¢cevre dostu gida ambalajlan i¢in
malzemeler gelistirmek amaciyla bir¢ok biyopolimerden yararlanilmustir (Atares ve
Chiralt, 2015). Yenilebilir kaplamalarin uygulanmasi, meyve ve sebzelerin raf
Oomriinii uzatmak i¢in bir stratejidir. Dogal polimerler, biyolojik olarak biyobozunur
olmalar1 nedeniyle ambalaj gelistirme i¢in alternatif bir kaynak olabilir (Dhanapal
vd., 2012). Dogal kaynaklardan elde edilen yenilebilir kaplamalar ¢evre dostudur ve
tirtin kalitesini arttirmaktadir (Yousuf vd., 2017). Bunlar ayrica esmerlesme onleyici,
antimikrobiyal, renklendirici, aroma verici ve aym zamanda besin ve baharat gibi
gida katki maddelerinin tagiyicilari olarak da hizmet edebilir (Rojas-Graii vd., 2007).
Kaplamalar, minimum islemenin neden oldugu bozulmay: azaltmak ve kesilmemis
ve taze kesilmis meyvelerin raf dmriinii uzatmak icin bir se¢enektir. Cilinkii solunum
indeksini, agirlik kaybim ve oksidasyon reaksiyon oranlarim azaltmaya yarayan (O,,
CO,, ¢oziinen madde ve nem gibi hareketli) olusan yari gecirgen bir bariyer
olustururlar (Guerreiro vd., 2016).

Kaplamalar ve filmler benzer olmakla birlikte ve ikisi tamamen farkli
oldugundan karistirilmamalidir. Filmler, gidalart saran veya kaplayan oOnceden
olusturulmus bagimsiz yapilardir. Kaplamalar ise korunmasi amaglanan gida
iirliniine dogrudan uygulanir. Yenilebilir filmler 6nce ince kati tabaka veya tabakalar
halinde olusturulmaktadir, daha sonra gida tirlinii {izerine bir kaplayici olarak
uygulanmaktadir. Yenilebilir kaplamalar karbonhidrat, protein, lipit veya bunlarin
karigimu gibi yapisal matris olusturan maddelerden olusan bir ¢ozeltiye (sivi halde
uygulamr) kaplanacak gidanin daldirmasi suretiyle uygulanir (Yousuf vd., 2017).

Kaplamalarda proteinler, lipidler ve polisakkaritler gibi farkli yapisal
malzemeler kullamlmistir. Polisakkaritler arasinda aljinat, seliiloz, kitosan, nisasta ve
pektin bulunur. Pektin, bitki hiicre duvarimin ana bilesenlerinden biridir, doku
biitiinligiine ve sertligine katkida bulunur ve dogadaki en karmasik
makromolekiillerden biri olarak kabul edilir (Guerreiro vd., 2016). Aljinat
kaplamalar armutlarin konservasyonu icin kullamlmig ve mekanik &zellikler,

kalinlik, gecirgenlik ve opaklik agisindan degerlendirilmistir. Aljinat esaslh



kaplamalarin agirlik kaybi, pH, toplam ¢oziiniir katilar, renk ve sertlik gibi gesitli
parametreleri etkiledigi ve aljinat kaplamamn daha yiiksek gerilme mukavemeti ve
daha diisiik su buhar1 gegirgenligi nedeniyle meyvenin korunmasi i¢in daha iyi
sonuglar sundugu bulunmustur (Yousuf vd., 2017). Polisakkarit filmler, seliiloz
eterler, nisasta, kitosan, aljinat, pektin veya karagenanlardan yapilmaktadir ve ¢esitli
filmlere gevreklik, sertlik, kompaktlik, kalinlagtirma kalitesi, viskozite, yapiskanlik
ve jel olusturma yetenegi kazandirir. Polimer zincirlerinin yapisindan dolayr bu
filmler, anaerobik kosullar yaratmadan tiirliniin raf Omriinii artiran, arzu edilen
modifiye atmosferlerle sonugclanan mitkemmel gaz gegirgenlik 6zellikleri sergiler. Ek
olarak, polisakkarit filmler ve kaplamalar dehidrasyonu, oksidatif acilasmayr ve
yiizey kararmasim 6nleyerek gidalarin raf dmriinii uzatmak icin kullanilabilir, ancak

hidrofilik yapilar1 onlart su buhari i¢in zayif bariyerler yaparlar. (Dhanapal vd.,
2012).

Kaplamalarin farkli gidalara uygulama sekilleri vardir, bunlardan en bilindik
olanlar1 daldirma ve sprayleme metotlaridir. Gida endiistrisinde, spreyle kaplama,
genellikle kaplama olusturan ¢ozelti ¢ok viskoz olmadiginda kullanilan geleneksel
yontemdir. Gergekten de, yiiksek viskoziteli ¢ozeltiler ¢cok kolay piiskiirtilemez veya
hi¢ piiskiirtilemez. Bu nedenle, kaplamaya daha fazla kalinlik veren sadece daldirma
teknikleri uygulanabilir (Dhanapal vd., 2012).

Esansiyel yaglar (EY), yenilebilir/biyobozunur emiilsiyon haline getirilmis
filmlerde ve kaplamalarda katki maddesi olarak kapsamli bir sekilde c¢ogu
arastirmalarda incelenmistir. Lipidik yapilar1 nedeniyle, hidrofilik filmlerin su buhar1
gecirgenligini azaltmaya yardimci olmalart beklenilmektedir. Ayrica, antioksidan
ve/veya anti-mikrobiyal etkiler saglamanin yam sira diger film 6zellikleri (¢ekme,
optik, yapisal gibi) iizerinde de bazi etkileri oldugu kamtlanmigtir (Atares ve Chiralt,
2015).

2. Plastiklestiriciler

Bu ¢aligsmada plastiklestirici olarak sorbitol kullamilmistir. Plastiklestiriciler
polimerlerin serbest hacmini veya molekiiler hareketliligini artirarak, molekiiller
aras1 boslugu arttirirken polimer zincirleri arasindaki dahili hidrojen bagini azaltarak
film esnekligini ve islenebilirligini artirmak i¢in polisakkarit ve protein bazli

kaplamalar i¢in gereklidir. Plastiklestiriciler sistemin suyu baglama kabiliyetini



etkiler ve ayrica genellikle filmin oksijene karsi gecirgenligini arttirir (Rojas-Graii
vd., 2007).

3. Esansiyel Yaglar (EY)

Esansiyel yaglar, aromatik bitkilerin ve suda zor ¢oziinen hidrofobik
konsantre lipidik yapidaki ikincil metabolitleridir, fototermal reaksiyonlara ve
oksidasyona kars1 hassastir. Cesitli {iilkelerde ilag, parfiim, kozmetik ve gida
koruyucu olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Baslangigta 19. yiizyilda aromasi ve
tadi nedeniyle ila¢ olarak kullamlmistir. Bugiine kadar 3000 EY civarlarinda
tammlanms olup, yliksek aromasi nedeniyle parfiimeride yaklagik 300 cesit EY
kullamlmaktadir. Gida endiistrisinde, sentetik antimikrobiyallerin yerine ugucu

yaglar gida koruyucu olarak daha fazla onerilmektedir (Bhavaniramya vd., 2019).

Hasat sonrasi ¢iirlimeyi kontrol etmek i¢in sentetik kimyasallarin kullanimu,
yiiksek ve akut kalinti toksisiteleri, uzun bozunma siireleri, ¢evre kirliligi, gida ve
insan saghig tlizerindeki etkileri nedeniyle birkag meyve ve sebze ile
simirlandirilmustir. Kimyasal pestisitler, yani kiif oldiriiciiler, genellikle biliyiime
dongiileri boyunca bitkilere uygulanir. Diger kalite endekslerinden bagimsiz olarak
meyve ve sebzelerin yenmesi givenli olmalidir. Kimyasal olmayan ve segici
olmayan kiif 6ldiiriici uygulamalarin kullammu, hasat sonrasi i¢in etkili bir ¢éziim
saglayabilir. Ucucu yaglar ve bitki Ozleri gibi pestisit aktivitesine sahip GRAS
bilesikleri, daha giivenli kiif 6ldiiriicii maddeler olan, fitotoksik olmayan dogal
bilesikler olarak kabul edilir ve tiriiniin korunmasi igin potansiyel dogal pestisitler

etkilidir (Antunes ve Cavaco, 2010).

Bagarili kullammlar1 i¢in birka¢ kritik parametrenin ¢oziilmesi gerekir.
Gidalardaki mikroorganizmalarin liremesini Onleme yeteneklerinin ve uygulama
teknolojilerinin yam sira, gii¢clii aromalarindan dolay: belirli gidalarda kullam mlar1
organoleptik acidan dikkatle kontrol edilmelidir. Bu nedenle, farkli organoleptik
ozelliklere sahip ¢ok sayida antimikrobiyal aktif ugucu yaglarin invitro aktivitesi; bir
dizi mikroorganizmaya kars1 farkli diflizyon tiirleri veya seyreltme yontemleri gibi
dogrudan temasl testler kullamlarak kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bununla
birlikte, EY'lar yliksek hidrofobikligi ve uguculugu nedeniyle, dogrudan temas
bir¢ok galigmalari problemle karsi karsiyadir (Bhavaniramya vd., 2019).
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EY'lar %85-99 ugucu ve %1-15 ugucu olmayan bilesenler igerir. Ugucu
bilesenler, tiimii diisiik molekiiler agirliklariyla karakterize edilen terpenler,
terpenoidler ve diger aromatik ve alifatik bilesenlerin bir karisimudir (Gonzalez-
Martinez vd., 2011). Bilesiklerin ana kategorilerini terpenler ve terpenoidler
olusturur; nadiren azot ve kiikiirt i¢eren bilesikler, kumarinler ve fenilpropanoidlerin
homologlar1 da bulunabilir. Terpenler, cesitli kimyasal ozelliklere ve biyolojik
Ozelliklere sahip izopren biriminden (CsHg) tiiretilen, dogal olarak olusan
hidrokarbonlarin biiyiik bir sinifidir. Asetil CoA'dan baslayarak mevalonik asit yolu
ile bitki hiicrelerinin sitoplazmasinda sentezlenirler. Monoterpenler (C;oH36) ugucu
yaglarin %90'1m olusturur ve seskiterpenler (CysHps) genellikle ana terpenlerdir,
ancak daha uzun zincirlerdir. Terpenoidler, bazi oksijen islevselligi veya baz
yeniden yapisal diizenlemeleri olan terpenlerle ilgili bilesiklerdir. Timol, karvakrol,
linalil asetat, linalool, piperiton, sitronellal, geraniol ve mentol en g¢ok bilinen
terpenoidler olarak kabul edilir (Nazzaro vd., 2017). Aromatik bilesikler
fenilpropandan tiiretilir. Aldehitler (sinnamaldehit), alkoller (sinnamik alkol),
fenoller (6jenol), metoksi tlirevleri (anetol, estragol) ve metilen dioksi bilesikleri
(miristisin, apiole) aromatik bilesenlerine Ornektir. EY'nin ana bilesikleri olan
terpenler, bakteri hiicre zarimn lipid yapisim bozma ve niifuz etme yetenegine
sahiptir, bu da proteinlerin denatiire olmasina ve hiicre zarimin tahrip olmasina yol
acar. Fenolik bilesikler, Gram negatif bakterilerin dis zarim parcalayabilir,
lipopolisakkaritleri serbest birakir ve sitoplazmik zarin ATP 'ye gecirgenligini arttirir
boylece hiicre duvarimin bozulmasina ve yiiksek derecede hiicre lizisine neden olur
(Gonzalez-Martinez vd., 2011a). Terpenler ile iligkili bilesikleri sekil 1°de

gosterilmistir.
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Sekil 1 Ana bilesenler ve kimyasal yapilar1 (Yang vd., 2022).

EY'lerin ve bilesenlerinin hidrofobikligi yagin, kiif hiicre zarlarimin lipid
katmanlarinda boliinmeye zar yapilarinda ve hiicre zar1 biitiinliiglinde bozulmaya
neden olur. Bu degisiklikler, H" ve K" katyon degisimi i¢in daha fazla gecirgenlik
saglar. Bu nedenle, bu olaylar proton akisinda bir degisiklige neden olabilir ve
boylece iyon gradyanlarim degistirebilir, hiicre pH'im degistirebilir, hiicrelerin
kimyasal bilesimini ve patojen hiicrelerindeki metabolik siiregleri etkileyerek sonugta
hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir. EY'larin hiicre zarlan ile bu etkilesimleri, ana enerji
depolayan molekiil olan ATP gibi baz hiicresel bilesenlerin sizintisina neden olabilir

(Sivakumar ve Bautista-Bafios, 2014).

Difiizyon tahlillerinde, EY bilesenleri, suyla afinitelerine gore agar boyunca
boliinlir ve seyreltme ydntemlerinde”, aktiviteyi degistirebilecek emiilgatdrler veya
coziiciiler (Tween80, DMSO, etanol gibi) ilavesiyle diisiik suda c¢o6ziiniirliiglin
istesinden gelinmesi gerekir. Bunun tersine, EY'larin ugucu dogasim kullanmak igin
birka¢ girisimde bulunuldu ve buhar fazinda EY'larin ugucu bilesenleri tarafindan
yiiksek derecede inhibisyon oldugu kanitlandi. Esansiyel yaglar biyokontrol ajanlari
olarak islev goren antimikrobiyal antagonistleri (bakteri, maya ve kiifler) FDA
tarafindan GRAS (Generally Recognised as Safe) bilesikleri olarak kabul edilen ve

gidalarda antimikrobiyal, antifungal ve antioksidan etkileri agisindan birgok
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caligmalarda arastirilmis maddelerdir. Bu nedenle, taze meyve ve sebzelerde hasat
sonras1 hastaliklar1 kontrol etmek i¢in ugucu yaglar fumigant olarak uygulanmstir

(Antunes ve Cavaco, 2010; Nazzaro vd., 2017; Bhavaniramya vd., 2019).

Leja vd., (2019), ugucu yaglarin konsantrasyonlarina bagli olarak saprofitik
mikroorganizmalar iizerinde kullamlan bakteriyosidal etkisini arastirmustir. Hiicre
zarimn fosfolipid ¢ift tabakasimn etkisi, ATP sentezleme, sitoplazmik zar boyunca
pH gradyani, kromosom bdlgesini (nuclear area) algilama etkisinin inhibisyonu ve
ayrica genetik materyalin yok edilmesi veya etkisizlestirilmesi gibi bir antibakteriyel
etki mekanizmasim aragtirmistir. Sonuglar, diisiik konsantrasyonlardaki EY'larin
bakteri hiicreleri lizerinde bakteriyostatik bir etkiye sahip oldugunu ve bakterisidal

bir etki goriilmedigini bildirmistir (Leja vd., 2019).

Son yillarda yag’in uguculugunu azaltmak, biyolojik aktivitesini, giiglii
aromalarim bastirmak ve kullanimum artirmak igin, yenilebilir / biyobozunur
filmlerde antimikrobiyal ve fiziksel ozellikleri gelistirmesi konusu arastirilmistir
(Gonzalez-Martinez vd., 2011). EY’lar, hidrofilik filmlerinde su buhar
gecirgenliginde azalma etkisinin olmasi beklenir ve filmlerle birlestirildiginde meyve
ve sebzelerin fizyolojik bozulmalarim ve olgunlagsmalarim yoneten enzim
aktivitelerini inhibe edebilirler. Bu filmler genellikle polimer maddelerden olusan,
EY 'larin stabilitesini ve temas alanim arttiran aym zamanda meyve ve sebzelerin
yiizeyindeki mikroorganizmalarin olustugu bolgelerde stabil olarak dagilimlarina
yardimci olan maddelerdir (Donsi ve Ferrari, 2016). EY'larin kaplamalarda
kullamminda olumlu etkileri oldugu gibi olumsuz etkileride vardir, yagin kararsizlig
ve gida lriiniiniin organoleptik 6zelliklerini etkileyen gii¢lii aromatik tad1 nedeniyle
kullanimu simirlidir. Dogrudan reaktif bilesikler olarak gida bilesenleri (mineraller,
lipidler ve proteinler) ile temas ettiginde EY’lar bozulabilir veya diizensiz dagilarak
antimikrobiyal aktivitesini onemli O6l¢iide azaltabilir (Gyawali ve lbrahim, 2014;
Duan vd., 2018). EY'lar gidalarin su aktivitesini, pH’1m1, biyolojik aktivitesini etkiler.
Bu aktiviteleri korumak i¢in EY'larin dogru konsantrasyonlarimn kullanilmast
gereklidir (Singh ve Chittenden, 2010). Singh ve Chittenden, (2010) ‘a gore ¢ogu
ugucu yaglarin, %1 w/v konsantrasyon miktarinda kullamminda kiifleri tamamen
inhibe ettigi belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlarda (%1, %3, %5) kullanilan tar¢in
ugucugu yag ile yapilan calismada, P. expansum 'a karsi kaplama soliisyonunda

antifungal aktivitesi en yiiksek konsantrasyonda en cok etki gosterdigi sonucuna
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varilmistir (Rashid vd., 2020). EY’larin aktif bilesenlerinden dolayr bazen duyusal
kalite iizerinde olumsuz bir etki olusabilir. Ornegin, ugucu yaglarm, yenilebilir
kaplamalara / filmlerle kullanmilmasinda, duyusal nitelikler, en 6nemlisi de taze
kesilmis tirlinlerin aromalar: lizerinde olumsuz etkilere neden olabilir. Daha yiiksek
konsantrasyonlarda kullamilan ugucu yaglar, drinle iliskili orijinal aromay:
bastirabilirler (Azarakhsh vd., 2013). Azarakhsh vd., (2013)’nin ¢alismasinda, %0,3
limon otu yaginin aljinat bazl1 kaplamanin taze kesilmis ananas lizerinde antifungal
ve antibakteriyal etki gosterdigini, ancak %0,5 konsantrasyonda ise duyusal

ozelliklerin ciddi bir oranda diistiiglinii bildirmistir.
a. Esansiyel yaglarin antifungal etkileri

EY'lerin antifungal aktivite mekanizmasinin iyi agiklanmamasi ve bununla
birlikte, farkli bilesiklerin yapilarimn ve fonksiyonel gruplarimn antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmesine ragmen farkl
hipotezler 6nerilmistir. Bu nedenle EY bilesenlerinin etkisi, kimyasal yapisina ve
hiicre duvarindan gegme ve lipit ¢ift tabakasimn yag asidi zincirleri arasina girme
yeteneklerine bagli gibi goriinmekte ve hiicre zarim daha gecirgen hale getirmektedir
ve nihayetinde hiicrenin olimii ile sonuglamir veya kiiflerin, sporiilasyonunu ve
¢imlenmesini inhibe eder (Nazzaro vd., 2017). Ozellikle, fenolik gruplar igeren
bilesikler en aktif gibi gériinmektedir. Bunlarin arasinda 6zellikle karanfil, kekik,
tarcin, adacayr ve vanilyamin ugucu yaglarimn giiclii antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bildirilmistir. EY'larin Onerilen antifungal etkileri, plazma membram,
mitokondri ve peroksizomlar dahil olmak {izere hiicre duvar1 ve endomembran
sisteminin biitlinliigliniin dahil oldugu bir dizi reaksiyonu igerir. Dahasi, ugucu yaglar
sitoplazma s1zintisina, hiicre parcalanmasina ve 6liimiine neden olabilir. Ozellikle,
EY bilesenleri, hif morfogenezini ve biyiimesini etkileyen duvar sentezinin
enzimatik reaksiyonlarina miidahale edebilir (Rasooli vd., 2006). Bununla birlikte,
birka¢ calisma, EY'lerin antifungal 6zelliklerinin hiicre duvar1 biyosentez yollariyla
degil, fakat ikincil zar hasarina yol agan metabolik bozukluktan ziyade, zarin
dogrudan hasarindan kaynaklanan plazma zarmin siddetli lezyonuyla iliskili
oldugunu gostermistir. Aslinda, Ey'nin hiicre biitiinliigiinii, canliligini, fonksiyonunu
ve normal kiif biiylimesini siirdiirmek igin gerekli olan ergosterol ile etkilesime
girdigi kamtlanmistir. Kekik, karanfil ve dereotu gibi bazt EY'lar ergosterol sentezini
engeller, ¢ay agaci, kekik ve karanfil yaglar1 gibi diger EY'lar ergosterole baglanarak
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maya gelismesini engelleyebilir. Boylece, zarin akiskanligl ve gecirgenligi degisir ve
zar proteinleri zarar goriir, bu da iyon kaybina, zar potansiyelinin azalmasina, proton
pompasinin ¢okmesine ve ATP havuzunun tiikenmesine ve sonugta hiicre 6liimiine
neden olur (Grande-Tovar vd., 2018). Ek olarak, bazi EY'lar, hiicre membram
boyunca transmembran elektrokimyasal proton gradyanminin korunmasina katkida
bulunan ve hiicre igi pH'1 diizenleyen plazma membrani H* -ATPaz 1 inhibe edebilir.
Ayrica disar1 akis pompalart EY'nin bir hedefi olabilir; Bu baglamda, monoterpenler
timol ve karvakrol, Candida'daki disa akis pompasinda yer alan genlerin asiri
ekspresyonunu inhibe etmek i¢in yiiksek potansiyel gostermis ve ilag¢ direncini
azaltmistir. En ilging ve en basit etki yontemlerinden biri, EY'larin fenolik
bilesiklerinin sitoplazmatik membrandaki proteinlerle (porinler) ¢okelip, iyonlarin ve
diger hiicre iceriginin sizmasina yol acarak hiicre parcalanmasina neden olan
etkilesimidir. EY'lar, hiicresel membrana miidahale etme kapasiteleri nedeniyle,
yapisma kabiliyetini ve biyofilm olusumunu giiglii bir sekilde inhibe etmistir
(Grande-Tovar vd., 2018). Bir derlemede Nazzaro vd., (2017) EY'mn anti-biyofilm
etkisini de incelemistir. Ugucu yaglarin antifungal aktivitesi, kiif mitokondrilerinin
bozulmasiyla da ortaya ¢ikabilir. EY'larin mitokondriyal ATPaz, malat dehidrojenaz
ve siiksinat dehidrojenaz gibi ¢esitli enzimlerin inhibisyonu yoluyla enerji
metabolizmasim pargaladigr bildirilmistir (Hu vd., 2017). ATP igerigindeki tiikenme,
plazma membrani proton pompalayan ATPaz'i dolayli olarak inhibe edecek ve
miiteakip hiicre Oliimiiyle birlikte asitlesmenin inhibisyonunu agiklayacaktir. Ek
olarak, EY'lar, elektron tasima zincirinden akan elektrondaki degisiklikler nedeniyle
mitokondriyal membran potansiyelinde islev bozukluguna neden olabilir ve lipidleri,
proteinleri ve DNA'y1 oksitleyen ve onlara zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) degismis seviyelerini iiretebilir. ROS artisi, morfolojik degisiklikleri, niikleer
parcalanmayi, kromatinin  yogunlasmasim, hiicresel sismeyi ve ayrica
fosfatidilserinin digsallagmasimi uyaran apoptoz i¢in ana biyokimyasal 6zelliklerden
birini yansitir. Ozellikle EY 'da bulunan terpenoidler, degisen ROS seviyelerinin
olusmasindan sorumlu olabilir. Baz1 ugucu yaglarin bazi mikotoksinlerin {iretimini
engelledigi bildirilmesine ragmen, kesin mekanizma tam olarak anlasilmamustir (Hu
vd., 2017; Grande-Tovar vd., 2018). Cizelge 2 de baz kiiflerin baz1 turunggiller

tizerindeki antifungal etkisi gosterilmistir.
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Cizelge 2 Kiifler ve Turunggiller Uzerinde Yapilan Birkag Calisma

EY Fungus Gida Etki Referans
Kekik P. italicum Portakal P. italicum %60 inhibisyon Pinto vd.,
P. digitatum g;';;%ls()smenm L. P. digitatum %42 inhibisyon (2021)
Tar¢m CEO-NLC CEO-NLC
P. citrinum P. expansum
. Citrinum Mandalin MicC: MicC: Radi vd.,
.expansum  (Jahromi variety) 1,010mg/mL 0,990mg/mL (2022)
MFC: MFC:
1.500mg/mL 1.490mg/mL
Bergamot, .
Portakal TTO ve TO: -
Kekik ve ol fa o Chafer vd.,
- italicum (Citrus sinensis lyilestirici: %35 (2021)
Cay agact cv. Navel Powell) Onleyici: %50
Kekik Portakal CEO microemiilsiyonlar: ;
.. N He vd.,
-digitatum (Citrus sinensis L. MIC: 0.25 plmL (2016)
Osbeck) MFC: 0.50 ul/mL
Nar Inhibition oranlart:
< Portakal i
kabugu . digitatum CH-WPPE : %95 Kharchoufi
(Citrus sinensis) vd., (2018)
LBG-WPPE : %75
Portakal Mandalin
kabusu - : : OPEO %100 Konsentrasyonda etkili Fozi vd.,
2 (Citrus reticulate (2021)
var. Kharo)
%1 OPEO
Antimikrobiyal etki
Portakal > Kontrol 6,73logCFU/g _
Fungi (Citrus sinensis _ Radi vd.,
cv. Thomson -> EO-Coating 5,83logCFU/g (2017)
Navel) Antifungal etki
- Control 7,66logCFU/g
- EO-Coating 6,93logCFU/g
CEO-NLC: cinnamon essential oil — loaded nanostructured lipid carriers (tar¢in

esansiyel yag — yliklii nano yapiminda yag tasiyicilar1); MFC: minimum fungicidal

concentration (minimum fungusidal konsantrasyonu); MIC: minimum inhibitory

concentration (minimum inhibisyon konsantrasyonu); TTO: tea tree essential oil (¢ay

agac1 esansiyel yag); TO: thyme essential oil (kekik esansiyel yag); CH-WPPE

chitosan — water pomegranate peel extract (kitosan - su nar kabugu eksrakti ); LBG-
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WPPE: locust bean gum - water pomegranate peel extract (kegiboynuzu sakizi - su

nar kabugu eksrakti); OPEO: orange peel essential oil (portakal kabugu esansiyel
yagn).
b. Esansiyel yaglarin meyvelerde kiif olusumunun engellenmesi

Meyve ve sebzeler su ve besin agisindan zengindir ve depolama sirasinda
Penicillium spp., Monilinia spp. ve Botrytis spp. gibi patojenik mikroorganizmalarin
gelisimi icin ideal substratlardir. Ortaya c¢ikan ekonomik kayiplara ek olarak,
Aspergillus spp. ve Penicillium spp. gibi baz1 patojenik hasat sonrasi kiifler, tiretilen
toksinler (okratoksin A, patulin, sitrinin vb.) nedeniyle ciddi bir insan sagligi sorunu
olusturmaktadir. Bu nedenle meyvelerin olgunlagmasi ve depolanmasi sirasinda artan
kayiplarin azaltilmasi i¢in uygun teknolojilerin kullanilmas1 6nemlidir (Martinez vd.,

2018).

Meyve raf dmriinii uzatmak ve meyve kalitesini korumak i¢in, ugucu yaglar
antifungal bilesikler olarak kullamlmaktadir. Dogal antimikrobiyal aktivitelerinden
dolayr ugucu yaglar, meyvelerde hasat sonrasi ¢iirlimeyi kontrol etmek, kimyasal
fungisit isleme riskini azaltmak i¢in umut verici bir ilerleme olabilir. Ugucu yag
islemlerinin etkinligi, meyve iriiniiniin dogal direnci ile belirlenecektir. Esansiyel
yaglar, mikroorganizmalarin hiicresel metabolizmasim degistirerek spor ¢imlenmesi
ve misel biiylimesi tizerindeki dogrudan etkisinden dolay1 patojenleri inhibe eder.
Uygulamalar1 insan sagligina i¢in risk olusturmaz iken, antioksidan 6zellikler sunar,
meyve kalitesini arttirir ve raf Omriinii uzatir. Bununla birlikte, bitki 6zlerinden elde
edilen dogal {irtinlerin kullammuni sinirlandiran faktorlerden birisi, meyvenin
duyusal kalitesinde degisikliklere neden olma olasiligidir. Ugucu yaglarin yogun
kokusunun neden oldugu aroma ve lezzet degisiklikleri ve kotii tat nedeniyle meyve

kabul edilebilirligi azalabilir (Vilaplana vd., 2018).

Secilen ugucu yaglarin, meyelerde birkag taze iiriinde ¢iiriime hastaliklari ile
enfekte olmus bahge {iriinleri iizerindeki etkisi arastirilmustir. Ugucu yaglarin
antimikrobiyal aktivitesi, hasat sonrasi patojenlere karsi olumlu etkisi olanlar da
dahil olmak tizere ¢ok sayida in vitro deney ile iyi ve olumlu bir sekilde
belgelenmistir (Tablo 2). Mikrobiyal biiyiimeyi engellemek i¢in gerekli olan ugucu
yaglarin ve ilgili bilesiklerin konsantrasyonlari, gidalarda genellikle kiiltiir
ortamlarina gore daha yiiksektir. Bu durum, fenolik bilesikler ile gida matrisi

17



arasindaki etkilesimlerin sonucu olabilir ve ticari uygulamalarda dikkate alinmalidir

(Yousuf vd., 2017).
c. Kekik EY (KEY)

Thymus vulgaris aromatik bir bitkidir, Lamiaceae familyasinin bir iiyesidir ve
diinyamn pek ¢ok yerinde bulunmaktadir. Bu bitkiler aktif bilesenler olan timol,
karvakrol, p-simen, myrcene, borneol, linalool ve terpinen bakimindan zengindir ve
onemli antifungal ve antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu i¢in hasat sonrasi
depolamada en sik kullamlan EY'lardan birisidir (Tohidi vd., 2017; Giannakas vd.,
2019). Aktif paketlemede kullamlan ugucu yaglarin ve timol ve karvakrol gibi
kimyasal bilesenlerinin antimikrobiyal ve antioksidan Ozellikler sagladigi in vitro
testlere dayali olarak bildirilmistir ve taze meyvelerin yiizeyini dezenfekte etmek
amaciyla kullamlmaktadir (Ballester-Costa vd., 2016). Ugucu yaglar ve ana
bilesenleri i¢in bir sorun, tek basina uygulandiklarinda ugucu 6zelligin daha yiiksek
olmasidir (Tahereh vd., 2014). Esansiyel yaglarin uguculuk yoniiniin kontrol etmek
i¢in kitosan ve kekik ugucu yag ve / veya karvakrol iceren filmler ve kaplamalar
gelistirilmistir (Perdones vd., 2016).

i. Timol

Timol (2-isopropil-5-metilfenol) Lamiaceae familyasindan olan Thymus
vulgaris esansiyel yagimin ana bilesenlerinden biri olup fitopatojenik
mikroorganizmalara kars1 bir savunma mekanizmasi olusturmaktadir. Bu bilesenler
esansiyel yaglar olarak gidalarda hasat sonrasi bozul malarina kars1 kullanmaktadir ve
GRAS (Generally Recognised As Safe) statiisiinde yer almaktadir. Tiiketiciler igin
50 mg kg’ ‘i s ge¢memek iizere saglik itizerinde tehlike olusturmadig

onaylanmistir (Pérez-Alfonso vd., 2012).
ii. Karvakrol

Thymus vulgaris esansiyel yagin ana bilesigi olan karvakrol’iin (5-isopropil-
2-metilfenol) dogal bir koruyucu olarak islev gordiigii bilinmektedir. Karvakrol,
yiiksek antimikrobiyal ve antifungal aktivitesi nedeniyle biiyiik ilgi géren dogal
kekik bitkisinin ana fenolik bilesigidir. Bununla birlikte, bu bilesigin uygulamalari,
Uguculugunun yiiksek ve suda ¢oniirliiglin yliksek olmasi nedeniyle simrhdir. 50 mg
kg' ‘i gegmemek iizere GRAS (Generally Recognised As Safe) statiisiinde yer
almaktadir (Marinelli vd., 2018; Pérez-Alfonso vd., 2012).
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d. Tar¢cin EY (TEY)

Targ¢in esansiyel yagi (TEY) en ¢ok kullamlan ugucu yag olup, targin
yapraklarindan (Cinnamomum zeylanicum) elde edilen yag 6ziitiidiir. Hem gida hem
kozmetik endiistrisinde aroma veya antimikrobiyal olarak uygulanmaktadir.
Esansiyel yaglarin gida kaynakli patojenlere karsi antimikrobiyal ozelliklerine ilgi
son yillarda artmaktadir. Gida endiistrisinde antimikrobiyal ajan olarak gida

ambalajlarina eklenmekte, ve gidamin raf dmriinii uzatmaktadir (Martinez vd., 2018).

i. Sinamaldehit

Targin esansiyal yaginin ana bileseni sinamaldehit olup, bu sayede sayede
antifungal o6zelliklere sahiptir, ve sinnamaldehit olan ana aktif bileseni nedeniyle
gidalarda fungal gelismesin 6nlenmesinde kullamlir (Magbool vd., 2011). Aromasi
nedeniyle gidalara ve iceceklere ilave edilmektedir (Duan vd., 2018). Birgok ¢aligsma,
tar¢in (dal1) ugucu yagimn ana bileseni olan sinamaldehit’in giiclii antimikrobiyal ve
antifungal aktivitelere sahip oldugunu tespit etmistir (Murmu ve Mishra, 2018). Bu
nedenle ¢iiriimeyi kontrol etmek ve meyvelerin tazeligini siiresini ve depolanma
stiresini uzatmak i¢in kullanilmaktadir. Son yillarda aragtirmacilar, Cinnamomum
cassia’mn ugucu yagimn, Penicillium italicum ve Penicillium digitatum’un gelismesi
tizerindeki etkisini arastirilmaktadir (Wan vd., 2017). Sinnamaldehit, turunggil
meyvelerinde ugucu yagin in vivo koruyucu etkisini etkili bir sekilde arttirabilir ve

meyvenin hastalik direncini tetikleyebilir (Duan vd., 2018).
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Il. MATERYAL VE METOT

A. Materyal

Temiz, taze ve hasar gérmemis portakallar 6zenle marketten segilerek satin
alimmustir. Kaplama malzemesi olarak ¢ay, akasya bitkisi ve sebze kabugu 6 giitiilerek

sorbitol ile karisim haline getirilmistir.

Calismada kullamlan malzemeler sirasiyla, aktif maddeler olan timol,
karvakrol, sinamaldehit ve Tween80. Timol INTERLABSHOP bv Hollandadan,
karvakrol ve sinamaldehit CHEM-LAB ANALITICAL bvba Belcikadan, Potato
dextrose agar ise Labor Teknik Laboratuar malzemeleri Tiirkiye firmasindan temin

edilmistir.

B. Metot

1. Funguslann izolasyonu

Cirtikleri ve hasarlar1 olmayan Portakallar (Citrus sinensis) marketten 6zenle
secilmistir ve 1 ay boyunca oda sicakliginda kapali alanda kiiflenmeye birakilmistir.
Kiiflenmis portakalin (sekil 2) yiizeyinden aseptik kosullarda bek alevin yaninda
steril bir 6ze yardinu ile 6rnek alinmug, potato dextrose agar (PDA) besiyerine siirme
ekim yapilmis ve 5 giin boyunca 25°C’de inkiibe edilmistir. [zolatlarin saflastiriimasi
icin bu islem 2-3 kere tekrar edilmistir (sekil 3). Kiifler mikroskop altinda
incelenerek safliklar1 kontrol edilmis ve yatik agara alinarak buzdolabinda muhafaza
edilmistir.

Deneylerde bu tiiplerde iireyen saf kiiltiirden steril bir 6ze ile alinarak (sekil
4) %0,1 Tween80 iceren peptonlu su i¢ine karistirilmustir ve vortex’te homojen hale
getirilerek uygun spor soliisyonu elde edilmistir. Asilamada kullanacak bu spor
soliisyonundan diliisyonlar hazirlanmig ve bu diliisyonlarin sayisim belirlemek igin
bir mikropipet yardimu ile 100 uL alinarak petrilere aktarilmustir. Bir drigalski

spatiilii alkole batirip bek alevinde steril ettikten sonra yayma plak yontemi ile
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petrilere ekim yapilmistir ve 5 giin boyunca 25°C’de inkiibe edilmistir. Portakallarin
asilanmasinda yatik agarda 7 giin 25°C’de inkiibe edilen saf kiiltiirler kullamlmustir.

Inkiibasyon siiresi sonunda koloniler sayilarak diliisyondaki spor
konsantrasyonu belirlenmistir. Kiif izolasyon sonunda iki bilinmeyen kiif elde
edilmistir (sekil 5, 6) ve identifikayon i¢in ve molekiiler yontemde PCR ile identifiye
edilmistir.

Elde edilmis kiiflerin petrilerde sayilan koloniler asagida belirtilen denkleme
gore hesaplamlmustir ve sonuglar kob/ml X 10" olarak belirtilmistir.

Petrideki koloni sayisi x diltisyon katsayisi x (1/ekim (mL) ’si) = kob/ml (CFU/ml)(1)

(b ,

Sekil 2 Portakallarda kiif tireme: (a) 307VER, (b) 203P.

(b)
Sekil 3 Kiif gelistirilmesi: (a) 307VER, (b) 203P.
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(b)
Sekil 4 Saflagtirma asamalar1: (a) 307VER, (b) 203P.

(a) (b)

() (d)

Sekil 5 Tek kolonilere diisiiriilmiis saf kiif: a) ve (¢) 307VER, (b) ve (d) 203P.
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(b)

Sekil 6 PDA’da elde edilmis saf kiiltiirler: a) 307VER, b) 203P.

2. Mikroskobik inceleme

Kiifler saflastirildiktan sonra mikroskop altinda 100x objektifi ile incelemeye
alinmistir. Kiifler inceleme i¢in laktofenol mavisi soliisyonu ile boyalanir. Sekil 7°de
hazirlanmus kiif preparatlar gosterilmistir. Sekil 8 ve 9 T. rugulosus 307VER kiiflin
ve 10 ve 11 ise P. italicum 203P kiifiin mikroskop goriintiileri gosterilmistir.

(a) (b)
Sekil 7 Laktofenol mavisi soliisyonu ile boyanarak hazirlanmuig preparatlar. (a)
T. rugulosus 307VER kiift, (b) P. italicum 203P kiifii.

3. Funguslarn identifikasyonu

Fungal DNA, Purelink Genomic DNA Mini kiti (Thermo Fisher Scientific,
St. Louis, MO, ABD) kullamlarak ekstrakte edilmistir. Izolatlarin dahili
transkripsiyonlu ayirici (The internal transcribed spacer, ITS) bolgesi, Seri ve
Metin’de (2021) agiklanan kosullar kullamlarak evrensel primerler ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') ve ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
(Glass ve Donaldson, 1995) ile amplifiye edilmistir. PCR firiinleri, Megaquick Spin
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Plus Parga DNA Saflastirma Kiti (Intron Biotechnology, Seongnam, Kore)

kullanilarak saflagtirilip ve Sanger dizilemesine tabi tutulmustur.

Sekil 8 Talaromyces rugulosus Sekil 9 Talaromyces rugulosus
307VER’in konidioforlar: ve konidialari 307VER’in spor yapisi (Laktofenol
(Laktofenol mavisi soliisyonu ile mavisi sollisyonu ile boyanmig, x100'de

boyanmus, x100'de bliyiitilmiis). biiyiitiilmiis).

Sekil 10 Penicillium italicum 203P’nin ~ Sekil 11 Penicillium italicum 203P’nin

Konidioforlari, konidia baslar1 ve hifler Konidioforlari ve konidia baslar1
(Laktofenol mavisi soliisyonu ile (Laktofenol mavisi soliisyonu ile
boyanmug, x100'de biiyiitiilmiis). boyanmig, x100'de biiyiitilmiis).
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4. Antifungal Analiz

Bu deneylerde antifungal maddelerin kiifler tizerindeki antifungal etkileri
aragtirllmistir. Disk etrafindaki kiifiin iireme alam gozlenmistir. Antifungal
maddelerin minimum etkili olan oranlarim 6grenmek icin disk inhibisyon deneyleri
yardimi ile minimum inhibitdr konsantrasyonlar1 (MIC) belirlenmistir. Burada ¢ikan
sonuglar kaplama soliisyonlu ¢aligsmalarinda kullamlacak antifungal madde (AM)

konsantrasyonlarini belirlemekte kullanilmstir.

a. Antifungal maddelerin (AM) minimum kullamlacak

konsantrasyon oranlarin belirlenmesi

Calismada kullamilicak olan sinamaldehit, timol ve karvakrol antifungal
maddeler (AM) disk inhibisyon deneyi i¢in hazirlanmistir. Sinamaldehit, timol ve
karvakrol antifungal maddeler (AM) deney tiiplerinde bulunan 9 ml distile suya
konsantrasyonlarina  gore eklenilmigtir. Emiilgator olarak %0,1 tween80
kullamlmustir. Her bir AM i¢in %2, %3, %4 ve %5 konsantrasyon igeren deney
tiipleri hazirlanmustir;

Timol katt madde oldugu i¢in miligram olarak hassas terazide tartim

yapilarak kullanilmistir ve filtre kagitdan olusan diskler (D=6 mm) kullanilmustir.

Minimum inhibe edici etkisi olan konsantrasyonlar1 belirlemek i¢in 3 farkli
uygulama ile disk inhibisyon deneyi yapilmustir. Birinci uygulamada petriler 7 giin
boyunca inkiibe edilmis ve 7. giin sonunda inhibisyon alam &l¢iilmiistiir. Ikinci
uygulamada 3 diskin tam ortasina 10 pL spor soliisyonu asilanmustir. Kontroller igin

%0,1 Tween80 iceren distile su kullamlmustir.
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(a) (b) (b)
Sekil 12 (a) diskler i¢in kullamlan filtre kagitlari, (b) Steril cam iizerinde farkl1
%AM ile inokiile edilmis diskler (D = 6 mm), (c) Ucgen orantilarda PDA iceren

petrilere yerlestirilmis AM ’11 diskler.

5. Kaplamalar ile Cahsma

Sonuglar inhibisyon oranlarina gére karsilastirilmistir ve bdylece polisakkarit

kaplamada kullamlacak en etkili konsantrasyonlar belirlenmistir.
a. Kaplama soliisyonlarmin inhibisyon alanlarimn belirlenmesi

Deneylerde aktif maddelerin kiifler {izerindeki antifungal etki oranin
belirlemek icin disk inhibisyon deneylerinin yardimu ile minimum kullamlacak

antifungal madde miktarlar1 belirlenmistir.
b. Kaplamalarin hazirlanmasi

Kaplamada kullanilan malzemeler 2 ¢esit bitkisel kabuk ve 1 gesit siyah ¢ay
yapragi Ornegidir. Bu iirlinler kullaninu igin 6nceden ince sekilde Ogiitiilmiislerdir.

Malzemelerden 3 farkli kaplama karigimt yapilmustir.
Bu karigimlar:

» C+Ky
> K+ K,
> C+Ki+K;

Burada ¢ay yapragi C;, K birinci bitkisel kabuk tiirii ve K, ikinci bitkisel
kabuk tiirti olarak adlandirilmustir.
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Kaplamalarin homojenlesmesi icin bir karistirict (Yellowline, DI 25 digital)
11000 rpm’de ve bir 1sitict (DragonLab MS-H-S) yardimi ile 170°C’de

kullamlmustir. Plastiklestirici olarak her kaplama soliisyonuna sorbitol eklenilmistir.

Bu karigimlara se¢ilmis antifungal maddelerin i¢in se¢ilmis antifungal
maddelerin etkili konsantrasyonlari olan %3, %4 ve %5 oranlar1 kullanilmusgtir.

Kontrol olarak %0,1 tween80 kullamlmustir.

Sekil 13 (a) Ince tanelere dgiitiilmiis cay yapraklar1 C, (b) akasya bitki kabuklar1 K
ve (c) sebze kabuklar1 K.

Sekil 14 Kaplama soliisyonunun karistirici ve 1sitict yardimu ile homojenlestirilmesi.

Agar kuyu (well) diflizyon yontemi, disk diflizyon yontemine benzer olup, bu
yontem yaygin olarak bitkiler iizerinde veya mikrobiyal ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Mikrobiyal inokulumun tim agar

yiizeyine yayilmasi saglamir. Daha sonra, steril bir delici ile 6 ila 8 mm ¢apinda bir
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kuyu acilir ve kuyuya istenen antimikrobiyal madde veya 6ziit ¢ozeltisi 20-100
mL’lik  hacim araliginda doldurulur. Bu agar plakalari, analiz edilen
mikroorganizmaya bagli olarak uygun kosullar altinda inkiibe edilir ve

Antimikrobiyal ajamn etkileri gozlemlenir (Balouiri vd., 2015).

Potato dextrose agar’li petrilere, her fungus icin 107 ’e¢ kadar hazirlanmus
spor diliisyonlarindan 100 uL kullamilarak yayma plak yapilmus ve 10 dakika
kurutmaya birakilmistir. Daha sonra, steril bir kuyu delici ile 3 adet 6 mm g¢apinda ii¢
kuyucuk delinmis ve bu ii¢ kuyunun herbirine farkli AM konsantrasyon igeren 50uL
kaplama soliisyonu ilave edilmistir. Petriler 5 giin boyunca 25°C sicaklikta inkiibe
edilmis ve her 24 saatte bir inhibisyon alanlar ol¢lilmiistiir. Bu deney her 3 kaplama

icin yapilmustir.

Sekil 15 C+K;+K; Kaplama soliisyonu ile doldurulmus kuyular.

6. In Vitro Analizler

Bu deneyde portakal kiifii olmayan ve portakallarda gelismeyen Talaromyces
rugulosus kiifii kullamlmamustir. Deney, portakallarda gelisen Penicillium italicum

kiifii ile devam edilmistir.

Deney i¢in 3 farkli kaplama hazirlanmistir. Deney igin secilen saglam
portakallar %2 NaClO’lu distile su i¢ine 1 dakika boyunca daldirilip dezenfekte

edilmistir. Sonra steril saf su ile durulannustir.
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Sekil 16 %2 NaClO ile dezenfekte edilen portakallar.

Kontrol portakallar disinda her bir portakal karsilikli dort noktadan steril bir
igneli enjektor ile 10uL P. italicum kiifiinden olusan spor soliisyonu ile asilanmis ve
steril kapakl1 kutulara konup 24 saat boyunca as1 yiizeyinde kalan spor soliisyonunun
kurumasi saglanmustir.

Sekil 17 Steril kiif agilama alani.

24 Saat sonra portakallar daldirma metodu ile timden kaplanmustir, her bir
kaplama analizi i¢in 2 paralel yapilmistir. %3, %4 ve %5 konsantrasyon antifungal
maddeler igeren kaplamalar kullanilmistir. 25°C’de %90 nem ortamunda inkiibe
edilmistir.
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Sekil 18 Sinamaldehitli kaplama soliisyonu ile kaplamlmis portakallarin steril
kutuya yerlestirilmesi.

Sekil 19 Inkiibatore yerlestirilmis kutular.

Kiif gelisiminin gézlemlenmesi ve mikrobiyolojik analizi i¢in 6rnek alinmasi
48.ve 120 saat sonunda yapilmistir. Asilanan dort noktaya bakilir ve kiif gelisiminde

onlenme olup olmadig incelenmistir.
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I11. BULGULAR VE TARTISMA

A. Kiif identifikasyonu ve Antifungal Calsmalar

Kiifler molekiiler yontem (PCR) ile identifiye edilmistir ve bunlardan birisi
Penicillium italicum 203P (accession number MW 162410.1) ve diger kiif ise
Talaromyces rugulosus 307VER (accession number KF 196860.1) olarak
adlandirilmigtir. Yatik agarda 7 giin 25°C de inkiibe edilen kiifizolatlar1 (her bir tiipe
3 mL olacak sekilde) iizerine peptonlu su ilave edilerek seyreltilmistir. Hazirlanan
diliisyonlar PDA agara ekim yapilarak asilanacak spor siispansiyonundaki spor
sayilar1 belirlenmistir. Buna gore P. italicum 203P koloni sayis1 7x10" CFU/mL ve
T. rugulosus 307VER sayist 4x10° CFU/mL olarak belirlenmistir. Antifungal
caligsmalarda 2 farkli uygulama yapilmis olup, bu spor siispansiyonlar1 kullanilmstir.
Antifungal maddeler olarak kullamlan sinamaldehit, karvakrol ve timol tween 80
iceren saf su ile %2, 3, 4 ve 5 konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. Birinci
uygulamada disk diflizyon yontemi kullamlarak MIC degerleri belirlenmistir. Bu
uygulamada 3 disk kullamilmistir. Sekil 20 de sinamaldehit, karvakrol ve timoliin T.
rugulosus 307VER kiifiine kars1t antifungal etkileri gosterilmistir. Cizelge 3’te T.
rugulosus kiifii icin yapilan 7. giin ¢ap Olgiimlerin degerleri gdsterilmistir. Ikinci
uygulamada ise petri kutusunun merkezine tek koloni asilanmus olup esit uzaklikta 3

farkli konsantrasyonda asilama yapilmistir.

T. rugulosus kiifline kars1 sinemaldehitin %2 ve 3’liik konsantrasyonu zayif
bir antifungal etki gosterirken, % 4 ve 5 konsantrasyonunun kiif gelismesini
tamamen Onledigi belirlenmistir (Sekil 20 A ve B). Buna karsin karvakrol (Sekil 20
E ve D) ve timoliin (Sekil 20 E ve F) kiifii onlemede zayif bir etki gdsterdigi
belirlenmistir. Her iki madde i¢in %4 ve 5 konsantrasyonlar %2 ve 3’ e gore daha

etkili olmustur (Cizelge 3).

Sekil 21 de sinamaldehit, karvakrol ve timoliin P. italicum 203P kiifline
kars1 antifungal etkileri gosterilmistir. Cizelge 4’de P. italicum kiifi i¢in yapilan 7.
giin gap Ol¢timlerin degerleri gosterilmistir. Burada tiglii 6rneklerin ortalamasi (£SD)

olup yaglar arasindaki oranlarin farklarina bakilmistir.
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P. italicum kiifiine karsi sinemaldehitin %2’lik konsantrasyonu zayif bir
antifungal etki gosterirken, %3, 4 ve 5 konsantrasyonunun kiif gelismesini dnledigi
belirlenmistir (Sekil 21 A ve B). Buna karsin karvakrol (Sekil 21 E ve D) %2 ve
timoliin %2 ve 3 konsantrasyonlar1 (Sekil 21 E ve F) kiifii 6nlemede zayif bir etki
gosterdigi belirlenmistir. Her iki madde i¢in %4 ve 5 konsantrasyonlar %2 ve 3’ e

gore daha etkili olmus, ancak kiif gelismesini tamamen Onleyememistir. (Cizelge 4).

Petri kutusunun merkezine yapilan asilama uygulamasinda sinemaldehitin
%2, 3, 4 ve 5 konsantrasyonlar1 T. rugulosus kiifiine kars1 (Sekil 23) ve P. italicum
(Sekil 25) kiifiine kars1 kullanilmustir. Birinci uygulamaya benzer sekilde %2 ve
3’liik sinemaldehit konsantrasyonu T. rugulosus kiifline kars1 zayif bir antifungal etki
gosterirken, % 4 ve 5 konsantrasyonunun kiif gelismesini tamamen oOnledigi
belirlenmistir. P. italicum kiifinde ise %5 sinemaldehit konsantrasyonu kiif

gelismesini tamamen Onlemis, karvakrol ve timol ise etkisiz kalmistir (Sekil 25).

Sinamaldehit antifungal maddesi ile in vitro analiz galismasi yapmus olan
Duan vd., (2018), 0.13, 0.25, 0.50, 1.00 ve 2.00 mL/L konsantrasyonu kullamminda
miselyum gelismesini azalttig goriilmiistiir. 120. Saat 6l¢lim analizinde 0.50, 1.00
ve 2.00 mL/L Antifungal igeren petride kiif gelismesinin tiimden inhibe ettigi
gbzlenmistir, ve bu calismada MIC ve MFC degerleri 0.50 mL/L olarak

tammlannustir.

Karvakrol ve timol antifungal maddeleri ilizerinde yapilan bir calismada P.
digitatum ve P. italicum kiifline karsi inhibisyon etkileri arastirilmustir. Burada disk
inhibisyon uygulamasinda kullamlan en yiiksek konsantrasyon 50 puL/L P. italicum’a
kars1 etkileri P. digitatum kiifline karsi olan etkilerden daha fazladir. P. digitatum
kiifiin gelisme oranlarinin azaltilmasi sirasiyla timol ve karvakrol i¢in sirasiyla %44
ve %29, P. italicum icin ise %52 ve %37 oldugu gozlenmistir. Caligmada Timol
anti fungal maddesinin karvakroldan daha etkili oldugu sonucuna varilmistir (Pérez-
Alfonso vd., 2012).

Abbaszadeh vd., (2014)’nin bir ¢alismasinda farkli gida iizerinde gelisen
kiifler {izerinde minimum inibitér konsantrasyon (MIC) ve minimum fungusidal
konsantrasyonunu aragtirmak i¢in micro-plate uygulamasim kullanmustir. Burada 100
ve 600 puL/mL araliklarinda timol ve 25 ve 500 uL/mL araliklarinda karvakrol

konsantrasyonlarina bakilmistir. Sonuglar farkli kiifler i¢in timol antifungal
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maddesinin ortalama MIC degerinin 263,3 uL/mL oldugu ve genel olarak 100-
500 uL/mL oldugu gozlenmistir. Karvakrol’iin ortalama MIC degerinin 154,5
uL/mL oldugu ve 50-350 uL/mL konsantrasyon kullamminda yiiksek Olgiide
fungusidal aktivite gosterdigi gézlenmistir (P < 0,05). Her iki antifungal maddeside

in vitro ¢alisamsinda toksik etki gosterdigi sonucuna varilmustir.

Cizelge 3’te T. rugulosus 307VER kiifi iizerine sinamaldehit oranlari
arasinda istatiki olarak bir fark bulunmamustir. Ancak oran arttikga ¢ap artmstir.
307VER kiifu iizerine timol oranlar1 arasinda istatiki olarak bir fark vardir. Oran
arttikca cap artmustir. Ozellikle %2 (4.67+4.16°) ve %5 (20.00+2.00%) arasinda.
307VER Kkiifii iizerine karvakrol oranlari arasinda istatiki olarak %2 (2.330.58°) ve
%3 (4.67+1.16°) arasinda fark yoktur. Geri kalan oranlar arasinda istatiksel oranda
fark bulunmustur (P<0,05). Ama oran arttik¢a cap artmustir.

Cizelge 4°de P. italicum 203P kiifi i¢in sinamaldehit ve timol antifungal
maddelerin %3’liikk seviyesi en diisiik antifungal aktiviteyi gostermistir. Karvakrol
antifungal maddesinde oran arttik¢a ¢ap artmustir ve oranlar arasinda istatiki olarak

fark bulunmamistir (P<0,05).

Burada kiifler arasinda kiyasla antifungallerin istatiksel degerlerinin
inhibisyon ¢ap oranlarinin karsilastirilmasinda en yiiksek olanlar sirasiyla
sinamaldehit, timol ve karvakrol oldugu bulunmustur. T. rugulosus 307VER kiifu
lizerine %5 (2,50+0,87%) sinamaldehit kullamminda en yiiksek ¢apin oldugu
goriilmiistiir. Aym sekilde P. italicum 203P kiifiine karsi kullamlan sinamaldehit
antifungal maddesi %5 (50.0+17.3%) orammn verimli etkisi oldugu goriilmiigtiir.
Sonug olarak burada her antifungal i¢in %2 oranlarimn kullanitminda en diisiik deger

oldugu bulunmustur.

B. Kaplama ile Yapilan in Vitro Calismalar

1. Kaplama K;+Kj; ile Yapilan Cahsmalara ait Bulgular

Antifungal maddeler kaplama c¢ozeltisine %3, 4 ve 5 konsantrasyonlarinda
ilave edilerek kuyu diflizyon yontemi ile antifungal etki incelenmistir. T. rugulosus
kiifiine karst (Sekil 26) Sinemaldehitin %4 ve 5 konsantrasyonu %3 e gore daha
etkilidir. Karvakrol ve timolde bir miktar antifungal etki gostermistir. Ancak bu
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etkinin zayif oldugu goriilmiigtir. Her 3 antifungal maddenin etkisi kiif sayisi
azaldikga artmstir.

T. rugulosus’a benzer sekilde P. italicum kiifiine karst (Sekil 27)
sinemaldehitin %4 ve 5 konsantrasyonu %3 e gore daha etkilidir. Karvakrol ve
timolde bir miktar antifungal etki gOstermistir. Ancak bu etkinin zayif oldugu

goriilmiistiir. Her 3 antifungal maddenin etkisi kiif sayis1 azaldikca artmustir.

2. Kaplama C+K; ile Yapilan Cahsmalara ait Bulgular

Bu kaplama malzemesinde K;+K, kaplama ile benzer antifungal etki
gozlenmistir (Sekil 27).

K, malzemesi, C ile birlikte kullanildiginda istenilen kaplama ozelligi
belirlenememistir. Bagka bir ifade ile K; olmadan K, malzemesi ile istenilen yap1

elde edilememistir.

3. Kaplama C+K;+K; ile Yapilan Cahsmalara ait Bulgular

Bu kaplama malzemesinde de diger 2 kaplamaya benzer antifungal etkiler
belirlenmistir (Sekil 27).

4. Kaplamalar ile Yapilan Inhibisyon Alanlarmin Cap Olgiimlerine ait

Bulgular

Cizelge 5’de T. rugulosus kiifii i¢in yapilan 96. saatlerin ¢ap Olgiimlerin
degerleri gosterilmistir. Cizelge 6’da ise P. italicum kiifii i¢in yapilan 96. saatlerin
cap Ol¢iimlerin degerleri gosterilmistir. Burada ikili 6rneklerin ortalamalar1 (+SD)
olup kaplamalarla birlikte kullamilan antifungallerin arasindaki oranlarin farklarina

bakilnustir.

Cizelge 5’de T. rugulosus 307VER kiifii iizerinde C+K; ile sinamaldehit
formiilasyonunda %3 (2.00+0.00°), %4 (8.00+1.41°) ve %5 (12.50+0.71%) oranlarimn
birbirinden farkli oldugu goriilmiistir. Karvakrol formiilasyonlarinda %3
(0,00£0,00%), %4 (0.10+0.00°) ve %5 (0.40+0.00%) oranlarimin aralarinda istatiksel
olarak fark oldugu gorilmistir (P<0,05). C+K;+K, ile sinamaldehit %4
(11.00£1.41%) ve %5 (13.00+1.41%) oranlar1 arasinda bir fark olmadid fakat %3
(2.50£0.71°) oran aralarinda istatiki fark oldugu bulunmustur. Karvakrol
formiilasyonlarinda ise %3 (0.00£0.00°) ve %4 (0.75+0.35") oranlan arasinda bir
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fark olmadi@ fakat %5 (2.00+0.00%) oran aralarinda istatiki fark oldugu bulunmustur.
Ki+K; ile timol ve karvakrol kullamminda ve C+Kj ile timol formiilasyonunlarinda
istatiki olarak fark oldugu goriilmemistir. Ama oranlar arttikca ¢ap oranlarimnda

arttig gorilmiistiir.

Cizelge 6’da P. italicum kiifti 203P i¢in K +K; ile sinamaldehit ,timol %3
(0.50+0.14%), %4’de (1.00+0.000°) ve %5 (1.60+0.00%) oranlarin ve karvakrol %3
(0.1020.14), %4 de (0.80+0.28%) ve %5 (1.30+0.14%) oranlarin birbirinden istatiksel
farkli oldugu bulunmustur. C+Kj ile timol igin %3 (0.50+0.42°), %4 (1.90+0.14%) ve
%5 (3.50+0.71% oranlarmn birbirinden istatiksel farkli oldugu bulunmustur.
Karvakrol ile formillasyonlrinda ise %3 (0.10£0.14°) ve %4 (1.50+0.71°) arasi
istatiki bir fark olmadig fakat %35 (4.00+0.00%) oram ile istatiksel farkli olduklari
bulunmustur. C+K;+K; ile timol ve karvakrol kullanitminda oranlarinin birbirinden
farkli oldugu gdzlenmistir. %3 (1.00+0.00°) ve %4iin (3.00+0.00°) arasinda istatiki
fark olmadigi fakat %5’le (10.00+2.83%) sinamaldehit oranlarimin aralarinda ise
istatiksel olarak fark oldugu goriilmiistiir. Oranlar arttik¢a ¢ap oranlarininda arttig
goriilmistiir (P<0,05).

Cizelge 5 ve 6’da Talaromyces rugulosus 307VER ve P. italicum 203P
kiifleri i¢in yapilan 96. saatlerin degerlerine gore antifungal maddelerin kaplama
formiilasyonlarina dahil edildiklerindeki antifungal aktivitesi, kendi antifungal
aktivitelerinden daha diisiik bulunmustur. T. rugulosus kiifiine karsi kullanilan
sinamaldehit antifungali ile C+K; ve C+K;+K, formiilasyonlarinda K;+K;’ye gore
daha yiiksek degerler elde edildigi goriilmiistiir. En yiiksek veriler %5 sinamaldehit
kullaniminda bulunmustur. Penicillium italicum 203P kiifii i¢in degerler yine timol
ve karvakrol ile cay (C) ornegi iceren formiilasyonlarda alan degerlerinin kiyasla
Ki+K; degerlerine gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. K;+K, ile sinamaldehit
formiilasyonlar1 en yiiksek degerler gostermektedir. Her iki durumda da antifungal
maddeler T. rugulosus 307VER kiifiine kars1 P. italicum 203P kiifiine kiyasla daha
yiiksek antifungal aktivite gosterdigi goriilmiistiir.
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C. Kaplama ile Yapilan in Vivo Cahsmalar

1. Portakal Meyveleriile Yapilan in Vivo Calismalar

Taloromyces rugulosus kiifii portakalda iiremedigi i¢in ¢aligmaya P. italicum

ile devam edilmistir.

Portakallar asilandiktan sonra 48 saat ve 120 saat inkiibe edilmistir.
Denemelerin higbirisinde 48 saat sonra kiif gelismesine rastlanmamustir. Kiif

gelismesi 120 saat sonra belirlenmistir.

Sekil 28, 29 ve 30’da antifungaller iceren kaplama formiilasyonlar1 ile
kaplannmus portakallarin P. italicumkiifiine kars1 antifungal etkileri gdsterilmistir.

K:1+K; kaplamasi ile sinemaldehit %3’te kiif gelismesi belirlenmisken, %4 ve

%5 konsantrasyonlarda kiif gelismesi belirlenmemistir.

Duan vd., (2021)’nin bir ¢alismasinda portakal tizerinde yapilan sinamaldehit
icerikli mum kaplama uygulamasinda portakal kiifi olan Penicillium digitatum’a
kars1 etkisi arastirilmustir. Burada farkli kaplama kullamminda tiim kaplamalarda
2100 mg Sinamaldehit /L mum kaplamasi kullammuinda diisiik veya hi¢ etki
gostermedigi ve 5250 mg sinamaldehit / L mum kaplamasimn kullamminda kif
insidansim 5. Ve 9. Giinler i¢in %70 oranna diistirdiigii gortilmiistiir. Bulgulara goére
5250 mg sinamaldehit / L mum kaplamasi, P. digitatum’a kars1 direng olusturdugu

sonucuna varilmistir.

Timolde %3 ve %4 de kiif gelismesi belirlenirken %5 konsantrasyonda kiif
gelismesi  gozlenmemistir. Timoliin antifungal etkisi tek basina ve kaplama
malzemesi ile birlikte zayif iken portakal tizerinde daha kuvvetli bir etki
gozlenmistir. Karvakrolde %3 ve %4 konsantrasyonda {ireme varken, %5 te iireme

goriilmemistir.

Bagka bir in vivo analiz c¢alismasinda ise limon meyveleri {izerinde
uygulamlan saf karvakrol ve timol antifungal maddelerinin mum karisimli
kaplamalar ile birlikte P.digitatum ve P. italicum kiiflerine kars1 etkileri
arastirtlmuistir. Limonlara asilanmis bu kiifler en diisiik konsantrasyon 250 uL/L
Timol ve 500 uL/L karvakrol kullamminda limon yilizeyinde fungal miselyum
gelisimini tamamen engelledigi goriilmiistiir. Kullanilan antifungal maddelerin saf

olmast ve mumlu kaplamayla birlikte kullammi, maddelerinin uguculugunun
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engellenmesi nedeniyle limon yiizeyinin {izerinde uzun siire etki saglayabilecegine

sonucuna vartlmistir (Pérez-Alfonso vd., 2012).

C+K; kaplamasi ve C+K;+K;” de sinemaldehit, timol ve karvakrolde de
Ki+K; kaplamaya benzer antifungal etkiler gézlenmistir. Ancak, diger kaplamalarda
portakal iizerinde kiif kolonileri ¢ok kiigiik iken bu kaplamada daha biiyiik kiif

kolonileri gozlenmistir. Calismada elde edilen bulgular kaplama malzemesinin kiif

gelismesini etkilemedigini gostermistir.

Sekil 20 Disk Difiizyon Uygulamasi ile Talaromyces rugulosus 307VER kiifiine
kars1 sinamaldehit’ in antifungal etkisi (A iistten ve B petrinin tersinden goriiniis);
karvakrol’iin antifungal etkisi (C iistten ve D petrinin tersinden goriiniis); timol’{in

antifungal etkisi (E iistten ve F petrinin tersinden goriiniis), K: Kontrol.
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Sekil 21 Disk Diflizyon Uygulamasi ile Penicillium italicum 203P kiifline kars1
sinamaldehit’ in antifungal etkisi (A iistten ve B petrinin tersinden goriiniis);
karvakro’liin antifungal etkisi (C {istten ve D petrinin tersinden goriiniis); timol’iin

antifungal etkisi (E Ustten ve F petrinin tersinden goriiniis), K: Kontrol.
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Cizelge 3 T. rugulosus 307VER kiifii icin 7. Giin Maksimum Inhibisyon Alanlarinin
Cap Olgiimleri

inhibisyon alanin ¢cap1 (mm)

Oran (%) CIN TiM CARV
) 1.00+1.73 4.67+4.16° 2.33:0.58°
3 31.30+25.8% 11.67+1.53° 4.67+1.16°
4 33.30+23.2° 15.67+0.58” 9.33+1.16"
5 50.00+17.3° 20.00+2.00° 12.67+1.53

a-c

Degerler, tUglii orneklerin ortalamalaridir (£SD.). *, aym siitunda farkli harflere

isaretlenmis ortalamalar istatiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).

Cizelge 4 P. italicum 203P kiifii icin 7.Giin Maksimum Inhibisyon Alanlarimn Cap
Olgiimleri

inhibisyon alanin ¢cap1 (mm)

Oran (%) SiN TiM KARV
2 9.00+2.65" 11.33+2.08° 5.00+1.00°
3 5.33+5.03% 6.00+2.65% 9.00+3.00%
4 10.00£2.00%° 15.00+8.72° 12.33+3.21°
5 20.67+8.08% 18.67+3.21° 9.00+7.00°

Degerler, iiglii orneklerin ortalamalaridir (£SD.). ab aynt siitunde farkli harflere

isaretlenmis ortalamalar istatiksel olarak birbirinden farklidir (P<0,05).
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Cizelge 5 T. rugulosus 307VER Kiifii icin 96. Saatlerin Maksimum Inhibisyon Alanlarinin Cap Olgiimleri

Inhibisyon alamn ¢ap1 (mm)

Oran K1l + K2 C+K1 C+Kl+K2

(%) SIN (96h) TIM (96h) KARV (96h) SIN (96h) TIM (96h)  KARV (96h) SIN (96h) TIM (96h) KARV (96h)
3 8.00+2.83*  2.50+2.12° 0.50+0.71% 2.00+0.00° 0.50+0.00° 0.00+0.00° 2.50+0.71° 0.00+0.00° 0.00+0.00"
4 10.00+2.83*  3.50+2.12° 1.00+1.41° 8.00+1.41" 1.00+1.41° 0.10+0.00" 11.00+1.41° 0.08+0.11° 0.75+0.35"
5 12.00+2.83*  6.00+0.00° 1.50+0.71° 12.50+0.71° 2.00+2.83° 0.40+0.00° 13.00+1.41° 0.20+0.00° 2.00+0.00°

Degerler, ikili drneklerin ortalamalaridir (+£SD.). ¢, aym siitunda farkli harflere isaretlenmis ortalamalar istatiksel olarak birbirinden farklidir

(P<0,05).
Cizelge 6 P. italicum 203P kiifii igin 96. Saatlerin Maksimum Inhibisyon Alanlarinin Cap Olgiimleri
Inhibisyon alamn ¢ap1 (mm)

Oran K1l + K2 C+K1 C+Kl+K2

(%) CIiN (96h) TIM (96h)  CARV (96h) CIN (96h) TiM (96h)  CARV (96h) CIN (96h) TiM (96h)  CARV (96h)
3 1.00+0.00°  0.50+0.14°  0.10+0.141°  250+0.71° 0.50+0.42° 0.00+0.00° 1.00+0.00° 0.70+0.14° 1.00+0.00°
4 7.00+1.41*  1.00+0.00°  0.80+0.283®  5.00+1.41° 1.90+0.14% 1.50+0.71° 3.00+0.00° 1.30+0.14° 1.50+0.14°
5 11.00+2.83*  1.60+0.00°  1.30+0.141° 7.00+1.41° 3.50+0.71° 4.00+0.00° 10.00+2.83? 1.90+0.14 2.00+0.00?

Degerler, ikili drneklerin ortalamalaridir (£SD.). *¢, aym siitunda farkli harflere isaretlenmis ortalamalar istatiksel olarak birbirinden farklidir

(P<0,05).



Karvakrol

Sekil 23 Ortaya Asilama Uygulamasi ile T. regulosus 307VER kiifiine karsi
sinamaldehit, timol ve karvakrol’iin antifungal etkisi (A %2, B %3, C %4 ve D %5).
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Karvakrol

Sekil 25 Ortaya asilama uygulamasi ile P. italicum 203P kiifiine kars1 sinamaldehit,
karvakrol ve timol’iin antifungal etkisi (A %2, B %3, C %4 ve D %5).
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Talaromyces rugulosis 307VER

10°

Kontrol C+K;

10*

10°

Ki+K,

[91%

Sekil 26 K;+K,, C+K;, C+K;+K, i¢in 96. saat antifungal analizi i¢in T. rugulosis 307VER kiif’tine kars1 ‘agar kuyu diflizyon

metodu’. Burada

kullamilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 107 ve (c) = 10%, (d) = 10, (e) =10°, (f) =10°, (g) = 10”". Sekil 26 devam ediyor.




Sekil 26 (devam)

C+K;

C+ K;+tK;

Sinemaldehit

4%

Sekil 26 Ki+K,, C+Ky, C+Ki+K; icin 96. saat antifungal analizi i¢in T. rugulosis 307VER kiif’iine kars1 ‘agar kuyu difiizyon metodu’. Burada
kullamilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 10% ve (c) = 10, (d) = 10, (e) =10°, (f) =10, (g) = 10”". Sekil 26 devam ediyor.




Sekil 26 (devam)

Ki+K;

C+K;

Y

1%

kullanilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 102 ve (c) = 103, (d) = 10, (e) =10, (f) =10, (g) = 10”. Sekil 26 devam ediyor.

Sekil 26 Ki+K,, C+Ky, C+Ky+K; icin 96. saat antifungal analizi i¢in T. rugulosis 307VER kiif’iine kars1 ‘agar kuyu difiizyon metodu’. Burada
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Sekil 26 (devam)

Ki+K;

;‘;» M
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e -

Sekil 26 K +K,, C+K;, C+K;+K; i¢in 96. saat antifungal analizi i¢in T. rugulosis 307VER kiif’{ine kars1 ‘agar kuyu diflizyon metodu’. Burada
kullanilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 102 ve (c) = 103, (d) = 10, (e) =10, (f) =10, (g) = 10”. Sekil 26 devam ediyor.
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Sekil 26 (devam)

C+K;

C+ K;+tK;

Karvakrol

Ly

Sekil 26 Kj+K,, C+K; ve C+K;+K; icin 96. saat antifungal analizi i¢in T. rugulosis 307VER kiif’iine kars1 ‘agar kuyu diflizyon metodu’. Burada
kullanilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 102 ve (c) = 1073, (d) = 10, (e) =10°, (f) =10, (g) = 10™".



Penicillium italicum 203P

107

10

Kontrol K;+K,

Ki+K;

8

Sekil 27 Ki+K,, C+Ky, ve C+K; +K; i¢in 96.saat antifungal analizi i¢in P. italicum 203P kiif’iine kars1 ‘agar kuyu diflizyon metodu’. Burada
kullamilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 107 ve (c) = 10%, (d) = 10, (e) =10°, (f) =10, (g) = 10”". Sekil 27 devam ediyor.




Sekil 27 (devamu)
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Sinemaldehit

Sekil 27 Ky+K,, C+Ky, ve C+Ki+K; i¢in 96.5aat antifungal analizi i¢in P. italicum 203P kiif’iine kars1 ‘agar kuyu diflizyon metodu’. Burada
kullanilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 102 ve (c) = 103, (d) = 10, (e) =10, (f) =10°, (g) = 10”. Sekil 27 devam ediyor.
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Sekil 27 (devam)

Sekil 27 Kj+K,, C+Kj, ve C+K;+K; i¢in 96.saat antifungal analizi igin P. italicum 203P kiif’{ine kars1 ‘agar kuyu diflizyon metodu’. Burada
kullamilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 107 ve (c) = 107, (d) = 10, (e) =10°, (f) =10, (g) = 10”". Sekil 27 devam ediyor.




Sekil 27 (devam)

C+ K;+K;

TS

Ki+K;

Sekil 27 Ki+K,, C+Ky, ve C+Ki+K; icin 96. saat antifungal analizi i¢in P. italicum 203P kiif’iine kars1 ‘agar kuyu diflizyon metodu’. Burada
kullanilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 102 ve (c) = 103, (d) = 10, (e) =10, (f) =10°, (g) = 10”. Sekil 27 devam ediyor.




Sekil 27 (devam)

Vo

C+K;

C+ K;+tK;

¢S

Karvakrol

Sekil 27 Ki+K,, C+Ky, C+Ky+K; igin 96. saat antifungal analizi igin P. italicum 203P kiif’{ine kars1 ‘agar kuyu diflizyon metodu’. Burada
kullanilan konsantrasyonlar: (a) 107, (b) = 102 ve (c) = 1073, (d) = 10, (e) =10°, (f) =10, (g) = 10™".
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Penicillium italicum

Asil1 kontrol

Kaplama kontrol

%3

%4

%5

Ki+K;
48h

120h

C+K;
48h

120h
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Sekil 28 Penicillium italicum ile agilanmus portakallar ve C+K;, K;+K; ve C+K;+K; kaplama ile kullanilmis konsantrasyonlar sirasiyla (a) %3,

(b) %4, (c) %5 sinamaldehit. (a) 48.saat, (b) 120.saat. Kiif geligsmesi var (+) yok (-). Sekil 28 devam ediyor.




vS

Sekil 28 (devam)

C+K;+K;
48h

120h

Sinamaldehit

Sekil 28 Penicillium italicum ile asilannus portakallar ve C+K;, K;+K; ve C+K;+K; kaplama ile kullanilmis konsantrasyonlar sirasiyla (a) %3,
(b) %4, (c) %5 sinamaldehit. (a) 48.saat, (b) 120.saat. Kiif gelismesi var (+) yok (-).
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Asil1 kontrol Kaplama kontrol %3 %4 %5

Ki+K;
48h

120h

C+K;
48h

120h

Sekil 29 Penicillium italicum ile asilanmus portakallar ve C+K;, K;+K; ve C+K;+K; kaplama ile kullanilmis konsantrasyonlar sirasiyla (a) %3,
(b) %4, (c) %5 timol. (a) 48.saat, (b) 120.saat. Kiif gelismesi var (+) yok (-). Sekil 29 devam ediyor.
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Sekil 29 (devam)

C+K;+K,
48h

120h

Sekil 29 Penicillium italicum ile asilanms portakallar ve C+K;, Ki+K; ve C+K;+K; kaplama ile kullanilmis konsantrasyonlar sirasiyla (a) %3,
(b) %4, (c) %S5 timol. (a) 48.saat, (b) 120.saat. Kiif gelismesi var (+) yok (-).
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Sekil 30 Penicillium italicum ile asilannus portakallar ve C+K;, K;+K; ve C+K3+K; kaplama ile kullamilmuig konsantrasyonlar sirasiyla (a) %3,

(b) %4, (c) %S5 karvakrol. (a) 48.saat, (b) 120.saat. Kiif gelismesi var (+) yok (-). Sekil 30 devam ediyor.
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Sekil 30 (devanu)

CHK+K;
48h

120h

Sekil 30 Penicillium italicum ile asilanmis portakallar ve C+K;, Ki+K; ve C+K;+K, kaplama ile kullamlmis konsantrasyonlar sirasiyla (a) %3,
(b) %4, (c) %5 karvakrol. (a) 48.saat, (b) 120.saat. Kiif gelismesi var (+) yok (-).



IV. SONUC VE ONERILER

Calismada yapilan analizler biyobozunur kaplama ¢esitleri {tizerinde
kullamlan sinamaldehit, karvakrol ve timol antifungal maddelerinin Talaromyces
rugulosus ve Penicillium italicum kiiflerine kars1 etkileri mikrobiyolojik ve kimyasal
analiz parametreleri gibi parametreler arastirlmistir. Bu analizlerin sonuglarim
karsilagtirmak i¢in, hem in vitro hemde in vivo olarak ¢aligmalar yapilmistir ve elde
edilen bulgular mikrobiyolojik, istatiksel ve gorsel analiz sonuglarina gore

degerlendirilmistir.

Simdiye kadar bu calismada elde edilen sonuglara gore sinamaldehit
antifungal maddesinin kullaniminda iki kiife karsi verimli sonuglar elde edildigi
gdriilmiistiir. In vitro calismalarinda %35 konsantrasyon kullammunda Talaromyces
rugulosus kiiflinii tamamen inhibe ettigi goriilmiistiir. Penicillium italicum kiifiine
kars1 etkisi ise T. rugulosus kiifline karsi etkisi kadar olmasada etkili bir kiif
gelisimine kars1 onlem gostermistir. Disk inhibisyon deneylerinde timol ve karvakrol
diisiik oranlarda etki gosterdigi goriilmiistiir. Ortaya asilama uygulamasinda bu 3
fungalin, kiiflerin spor ve miselyum gelisimini 6nledigi gostermistir.

Disk inhibisyon uygulamalarinda T. rugulosus 307VER kiifii {izerine %5
(50.00+£17.30%) sinamaldehit kullammminda en yiiksek ¢apin oldugu goriil miistiir. Ayni
sekilde P. italicum 203P kiifiine kars1 kullamlan sinamaldehit antifungal maddesi %5
(20.67+8.08%) oramnmin verimli etkisi oldugu goriilmiistiir. Agar kuyu diflizyon
uygulumalarinda ise T. rugulosus ve P. italicum 203P kiifiine karsi kullamlan
sinamaldehit antifungali ile C+K; ve C+K;+K, formiilasyonlarinda K;+K; ye gore
daha yliksek degerler elde edildigi goriilmiistiir. P. italicum kiifine kiyasla T.
rugulosus kiifiine karsi kullanmilan %5 sinamaldehit ile C+K; ve C+K;+K; kaplama
formiilasyonlarinin sirasiyla 12.50+0.71% ve 13.00+1.41% olup istatiksel olarakta en

yiiksek antifungal etki sagladig bulunmustur.

Burada kaplama formiilasyonlar1 kiyaslanarak ¢ay ornegi (C) igeren

formiilasyonlarinda antifungal maddelerine bir antifungal destek etkisi gosterdigi
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gozlenmistir. Degerlere gore antifungal maddelerin kaplamalar ile kullanildiginda

antifungal etkilerin azaldig1 gozlenmistir.

In vitro analizine destek olarak yapilan in vivo ¢aligmalarinda portakal
tizerinde kullanilan kaplamayla birlikte sinamaldehit antifungalin %4 ve %5
konsantrasyonlar1 timol ve karvakrol antifungal maddelerinden daha iyi etki
gosterdigi gdriilmiistiir. In vivo calismalarinda timol ve karvakrol antifungal etkileri
benzer oldugu ve %4 ve %5 etkili sonuglar verdigi goriilmiistiir. Yapilan analizlerde
3 farkli kaplama karisiminda cay 6rnegi iceren en etkili olan C+K; kaplamanin diger
kaplamalara gore portakal tizerinde kullanildiginda etkisi goriilmiistiir. %3, 4 ve 5
konsantrasyon kullammmunda fungallarin portakal yiizeyinde olusumu diger
kaplamalara gore daha az oldugu gozlenmistir. C+K; kaplamanin antifungal

maddeye etki kattig1 sonucuna varilmstir.

llerleyen deneylerde kaplamalarin antifungallerle birlikte farkli gida
irlinlerine uygulanmasi ve raf Oomrii siiresinin arastirilmasi, aym zamanda farkli
fungallara karsi inhibisyon etkisinin arastirlmasi ve gidalara uygulanacak farkli bir

kaplama teknigin denenmesi Onerilmistir ve faydasi olacag diisiiniilmiistiir.
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EKLER
Ek-1: Sekiller

Sekil 31 K+K;, igin T. rugulosus 307VER kontrol 96.saat ‘agar kuyu difiizyon metodu’; (a) 107, (b) = 102 ve (c) = 1073, (d) = 10, (e) =10, (f)
=10, (g) = 10™.

Sekil 32 C+K;+K; igin T. rugulosus 307VER kontrol 96.saat ‘agar kuyu difiizyon metodu’; (a) 107, (b) = 10?2 ve (c) = 107, (d) = 10, (e) =10,
(f) =10°, (g) = 107"

¢l



Sekil 33 C+Kj i¢in P. italicum 203P kontrol 96. saat ‘agar kuyu difiizyon metodu’; (a) 107, (b) = 10% ve (c) = 10°, (d) = 10, (e) =10, (f) =10°
6 -7
, (g)=10".

C
Sekil 34 C+K,+K, i¢in P. italicum 203P kontrol 96. saat ‘agar kuyu difiizyon metodu’; (a) 107, (b) = 107 ve (c) = 10%, (d) = 10, (e) =107, (f)
=10®, (g) = 10™.
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