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Ozet

Bu ¢alismada portakal (Citrus sinensis) kabugundan elde edilen ugucu yagin farkli konsantrasyonlarda
(%1, %2,5, %5, %7,5 ve %10), bakteriyel balik patojenlerinden; Yersinia ruckeri, Aeromonas hydrophila,
Lactococcus garvieae, Listonella anguillarum, Vagococcus salmoninarum ve Vibrio alginolyticus’a karsi in
vitro antibakteriyel etkisi belirlenmistir. Portakal kabugundan ugucu yag eldesi hidro distilasyon yontemiyle,
ucucu yagin kimyasal igerigi ise gaz kromatografisi-kitle spektrometresi (GC-MS) ile analiz edilmistir. Ugucu
yagda on bes farkli bilesen tespit edilmis ve major bilesen D-limonene (%73) olarak belirlenmistir. In vitro
antibakteriyel aktivite disk difiizyon ve mikrodiliisyon metodu kullanilarak tespit edilmistir. Sonug olarak,
portakal kabugundan elde edilen ugucu yagim en etkili oldugu patojenin L. anguillarum oldugu ve sirastyla Y.
ruckeri, V. alginolyticus, V. salmoninarum, A. hydrophila ve L. garvieae’ nin takip ettigi tespit edilmistir. Elde
edilen veriler 1s18inda portakal kabugundan elde edilen yagin antibakteriyel 6zellige sahip oldugu ve in vivo
caligmalarla desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: bakteriyel balik patojenleri, portakal kabugu, ugucu yag, antibakteriyel aktivite

In vitro Antibacterial Effect of Orange (Citrus sinensis) Peel Essential Oil Against Bacterial Fish
Pathogens

Abstract

The aim of this study was to determine the effect of different concentrations of orange (Citrus sinensis)
peel oil (1%, 2.5%, 5%, 7.5% and 10%), a against bacterial fish pathogens; Yersinia ruckeri, Aeromonas
hydrophila, Lactococcus garvieae, Listonella anguillarum, Vagococcus salmoninarum and Vibrio
alginolyticus. The chemical composition of the essential oil obtained from the peels, was analyzed by Gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Fifteen components were identified in the steam essential oils
and the main major component is D-limonene (73%). Essential oil derived from orange peel was applied
against the bacteria using the disc diffusion and micro dilution method under in vitro conditions. As a result of
this study, the orange peel essential oil significantly inhibited the growth of L. anguillarum by followed Y.
ruckeri, V. alginolyticus, V. salmoninarum, A. hydrophila and L. garvieae. The study results showed that the
oil obtained from the orange peel induced antibacterial properties and it should be supplemented with in vivo
work.

Keywords: bacterial fish pathogen, orange peel, essential oil, antibacterial activity

GIRIS

Su iriinleri yetistiriciliginde goriilen infeksiydz hastaliklar ciddi ekonomik kayiplara
neden olmaktadirlar. Baliklar c¢esitli bakteriyel enfeksiyonlara karsi olduk¢a duyarlidir
(Hatha vd., 2005). Su dtriinleri yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
antibiyotiklerin bilingsiz bir sekilde kullanimi, direngli bakterilerin gelisimine Yol

acabilecegi gibi, c¢evre, insan ve diger canlilar {izerinde de olumsuz etkiler
olusturabilmektedir (Hatha vd., 2005; Serrano, 2005).
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Bu nedenle bakteriyel hastaliklar1 kontrol etmek igin alternatif, dogal, ¢evreye herhangi
bir olumsuz etkisi olmayan destekleyici Uriinlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bitkiler sahip
olduklar igeriklerinden dolayi, alternatif ¢6ziim Onerilerinin en zengin kaynaklarmdan biri
olabilirler (Cowan, 1999). Bitki ugucu yag ve ekstraktinin balik patojenlerine kars1 etkili
oldugu cesitli ¢aligmalarda bildirilmistir (Bansemir vd., 2006; Al-Ani vd., 2009; Ekici vd.,
2011; Mahmoodi vd., 2012). Dubey vd. (2011) disk difiizyon metoduyla yaptiklart
caligmada portakal kabugu eksraktinin Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
S. epidermis, Shigella flexineri, Bacillus subtilis ve Escherichia coli patojenlerine karsi
antibakteriyal aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir. Benzer farkli bir ¢aligmada
portakal kabugu ekstraktinin Klebsiella pneumonia patojenine karsi antibakteriyel etkisi
tespit edilmistir (Chabuck vd., 2014). Portakal, Rutaceae familyasina ait Citrus sinensis
olarak bilinen bir bitkidir. C. sinensis dinyada en ¢ok yetistirilen meyvelerden bir
tanesidir ve toplam iretiminin yaklagik 120 milyon ton oldugu bilinmektedir. Portakal
agaclar, lezzetli meyve suyu ve tibbi degerleri olmasi nedeniyle tropik ve subtropikal
iklimlerde yaygin bir sekilde yetistirilmektedir. Narenciye grubu bitkilerin ugucu yaglar
cogunlukla atik olarak goz ardi edilen meyve kabuklarinda bulunmaktadir. Portakal ugucu
yaglari, % 85-99 arasi ugucu ve % 1-15 arasi ugucu olmayan bilesenlerden olusmaktadir.
Ugucu bilesenler monoterpen (limonen), seskiterpen, hidrokarbonlar ve onlarin
oksijenlenmis tlirevlerinin bir karisimidir (Smith vd., 2001). Portakalda bulunan
bakteriyostatik  etkiler  bilesenin  Ozelliklede limonenin  yiiksek igeriginden
kaynaklanmaktadir. Ayrica narenciye kabuklar1 flavonoid, glikozitler, kumarinler,  ve ¥
stesteroller bakimindan zengindir (Sultana vd., 2007). Yapilan ¢aligmalar incelendiginde
narenciye grubu ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir
(Hussain vd., 2015; Ontas vd., 2016). Bu calismada, portakal kabugundan elde edilen
ucucu yagin kimyasal bilesimi ve bakteriyel balik patojenlerinden; Yersinia ruckeri,
Aeromonas hydrophila, Lactococcus garvieae, Listonella anguillarum, Vagococcus
salmoninarum ve Vibrio alginolyticus’ a kars1 in vitro antibakteriyel etkileri arastirilmustir.

MATERYAL ve YONTEM
Portakal Kabugundan Ucucu Yag Eldesi

Portakal kabugundan elde edilen ugucu yag hidro distilasyon yontemiyle clevenger
cihaziyla ¢ikarilmustir. Bu amagla 150 g taze kuru kabuk, 1500 mL su ile sisteme ilave
edilmistir. Yag kaynama sicaklifinda 3 saat distilasyon isleminden sonra elde edilmistir.
Elde edilen yag cam siselerde + 4 °C’de muhafaza edilmistir (Hussain vd., 2008).

GC MS Analizi

Ugucu yag drneginin kimyasal bileseni Mugla Sitki Kogman Universitesi Arastirma
Laboratuarinda, Gaz kromatografisi kiitle spektrofotometresi (GS-MS) analizi Agilent GC
(Model 6890) ve Agilent GC (Model 5973) dedektorleri (MSD) kullanilarak
belirlenmistir. Ugucu yaglardaki bilesenlerin tamimlanmast Wiley 275 MS veri
kituphanesinden yararlanilarak tanimlanmstir (Topgu vd., 2013).

Bakteriyel Balik Patojenleri

Portakal kabugundan elde edilen ugucu yagin in vitro antibakteriyel &zelliginin
belirlenmesi i¢in hasta baliklardan izole edilmis Yersinia ruckeri, Aeromonas hydrophila,
Lactococcus garvieae, Listonella anguillarum, Vagococcus salmoninarum ve Vibrio
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alginolyticus suslar1 kullanilmistir. Aragtirmada kullanilan patojen suslar ve kokenleri
Tablo 1’ de verilmistir.

Tablo 1. Bakteri suslari ve orijinleri.

Bakteri Orijin

Yersinia ruckeri Gokkusag alabaligl, Fethiye
Aeromonas hydrophila Sazan, Canakkale
Lactococcus garvieae Gokkusag alabaligl, Fethiye
Listonella anguillarum Gokkusag alabaligl, Fethiye
Vagococcus salmoninarum  Gokkusagi alabalig, Isparta
Vibrio alginolyticus Levrek, Bodrum

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi
Disk diflizyon testi

Portakal kabugundan elde edilen ugucu yagin antibakteriyel aktivitesi disk difiizyon
yontemiyle tespit edilmistir (Andrew, 2004). Elde edilen ugucu yag % 1, % 2,5, % 5, %
7,5 ve % 10 konsantrasyonlarda olacak sekilde metanolde ¢oziilmiistiir (Ekici vd., 2011).
Gram negatif bakterilerden Y. ruckeri, A. hydrophila, L. anguillarum, V. alginolyticus ve
Gram pozitif bakterilerden V. salmoninarum ve L. garvieae kullanilmistir. L. anguillarim
ve V. alginolyticus suslar1 icin besiyerine %2 tuz ilavesi yapilmistir. Onceden hazirlanan
bakteri suslar1 Mc Farland 0,5 (108 CFU/mL) standartlarma gore hazirlanarak Mller
Hinton Agar Uzerine 100 pL inokule edilip esit bir sekilde baget yardimiyla yayilmistir.
Daha sonra her bir konsantrasyondan 25 pL olacak sekilde steril bos antibiyotik disklere
absorbe edilmeleri saglanarak besiyeri tizerine belirli araliklarla yerlestirilmistir. Negatif
kontrol grubu olarak disklerden bir tanesine sadece methanol eklenmistir. Pozitif kontrol
olarak Oksitetrasiklin (OTC) 20 pg dozunda kullanilmistir. Her bir konsantrasyon fi¢
paralel olacak sekilde ¢alisilmis ve degerlerin ortalamasi alinmustir. 25°C° de 24 saat
inkiibasyon siiresinin ardindan tiim suslar i¢in inhibisyon bdlgesi 6l¢iimii yapilmistir. Test
edilen inhibisyon zonlarinin ¢aplart milimetre (mm) dlgme 6lcegi ile degerlendirilmistir.

Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) Testi

Portakal kabugu ugucu yaginin minimum inhibisyon konsantrasyonu Eloof (1998)
tarafindan tanimlanan metodun modifiye edilmesi ile belirlenmistir. Bakteri
siispansiyonlar1 Mc Farland 0,5 e gore hazirlanmistir. Ugucu yagin metanol i¢inde 1.000
ul/ml olacak sekilde caligma stogu olusturulmustur. Hazirlanan stoktan, metanol ayni
konsantrasyonda olmak kosuluyla, siirekli yariya distrilerek (500, 250, 125, 62,6,
31,25,15,62, 7.8, 3,9, 1,95, 0,97, 0,48, 0,24, 0,12, 0,06 pl/ml) steril tiiplerde her bir deger
icin bagimsiz olarak calisma stoklari hazirlanmistir. MIK degerinin okunmasi icin 96
kuyucuklu diz mikro plakalara hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki c¢alisma
stoklarindan 100 pL eklenmistir. Uzerine 100 pL bakteri siispansiyonu eklenip ve toplam
hacim kuyucuk basina 200 ul’ ye tamamlanmstir. Calisma iki paralel olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Plakalar 24 saat boyunca 22-25°C’ de inkiibe edilmistir. Kontrol
grubu olarak esit hacimde metanol ve mdiller hinton broth (MHB) karistirilarak
kullanilmistir. Mikrobiyal biiyiime 630 nm’ de multiscan spektrofotometrede 6lgiilmiistiir.
MIK degerleri bakteriyel biiyiimeyi tamamen inhibe eden yaglarin en diisiik
konsantrasyonu olarak kaydedilmistir.
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istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler standart hata (SEM) ile aritmetik ortalamalar olarak ifade edilmistir.
Verilerin istatiksel analizi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve onu takiben Tukey’ in
ciftli karsilastirma testleri ile degerlendirilmistir. Tablolardaki sayilar P<0,05° e gore
istatiksel farkliliklar gostermektedir.

BULGULAR
Portakal Kabugundan Elde Edilen Ucucu Yagin Kimyasal Bilesenleri

Portakal kabugundan elde edilen ugucu yagin analiz bulgularina gére 15 farkli bilesen
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore D-limonene (%73) major bilesen olarak
saptanmustir. Diger 6nemli bilesenler %7 myrcene, %3.5 valencene, %3 alpha-Terpineol,
%2,5 o~ Pinene, %2 6-octen-1-ol, 3,7-Dimethyl (-R), %1,5 alpha-Terpinene ve %1
gamma-Terpinene olarak belirlenmistir.

In vitro Antibakteriyel Aktivite
Disk Difiizyon Testi Sonuclar

Portakal kabugundan elde edilen ugucu yagin antibakteriyel aktivite sonuglari Tablo 2
de verilmistir. Elde edilen sonuglara goére maksimum inhibisyon zonlar1 %10’ luk
konsantrasyonda sirasiyla L. anguillarum (23,33£1,20), Y. ruckeri (21,33%0,33), V.
alginolyticus (21,00+0,57), V. salmoninarum (20,33+0,88) ve A. hydrophila (20,00+£0,57)’
da tespit edilmistir. Minimum inhibisyon zonu L. garvieae’de (15,00+0,57) olarak
Olgiilmiigtiir. Ayrica negatif kontrol grubunda inhibisyon zonunun olusmadigi
belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan oksitetrasiklinde (OTC) inhibisyon zonlar1
Y. ruckeri (24,66+0,88), A. hydrophila (20,66+0,87), L. anguillarum (10,33£0,85), V.
salmoninarum (23,66+0,74), L. anguillarum (26,00+0,57) ve V. alginolyticus
(21,66£1,45) olarak tespit edilmistir.

Tablo 2. Portakal kabugu ugucu yagimin farkli bakteriyel balik patojenlerine karsi antibakteriyel
aktivitesi (inhibisyon zon ¢ap1, mm)

Bakteri Portakal kabugu ucucu yaginin farkh konsantrasyonlari Antibiyotik
%1 %2,5 %5 %7,5 %10 oTC
Y. ruckeri 7,00£0,57 10,00+0,54% 12,00+0,57¢ 18,00+0,55™ 21,33+0,33" 24,66+0,88%
A. hydrophila 8,00+£0,57¢"  8,66+0,33° 11,00+0,57¢ 15,00+0,57¢ 20,00+0,57° 20,66+0,87"
L. garvieae 6,00+0,57 6,00+0,56 7,00£0,57 12,00+0,57¢ 15,00+0,57¢ 10,33+0,85%
V. salmoninarum 7,33+0,33 8,66+0,88° 12,00+0,57¢ 15,33+0,88° 20,33+0,88° 23,66+0,74%®
L. anguillarum 9,00+1,15° 13,00+1,00% 18,33+0,88™  20,33+0,88° 23,33+1,20®  26,00+0,57°

V. alginolyticus 7,66+0,66' 10,33+0,88% 12,00+0,57¢ 20,00+0,57° 21,00+0,57° 21,66+1,45°

(M4SE; indicates Mean + Standard error).

Minimum Inhibisyon Sonuclar1 (MiK)

Portakal kabugu ugucu yagmin minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIK) sonucu
Tablo 3’ te verilmistir. Sonuglara gére en yiiksek MIK degerinin L. anguillarum (31,25
HL/mL)’ da oldugu tespit edilirken, onu sirasiyla Y. ruckeri ve V. salmoninarum (62,5
uL/mL), A. hydrophila ve V. alginolyticus (125 puL/mL), L. garvieae (250 pL/mL )’un
takip ettigi tespit edilmistir.
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Tablo 3. Portakal kabugu ugucu yagmin farkli balik patojenlerine kargt minimum inhibisyon
konsantrasyonlari

Portakal kabugu ug¢ucu yag:
Miktar Bakteri tiri

(u/mL) Y. ruckeri A.hydrophila  L.garvieae  V.salmoninarum L. anguillarum V. alginolyticus
500 -

R Tk Tk T T i S S S S S R

=}

[Ce)

~

()]
S T T T T T S S S SRR
IR T T T T T T S
T T Tk T Ik T T I S
PR T e S T S S S S S R R
A T T T Ik I T R

Metanol
(+): treme var, (-): Ureme yok.

TARTISMA ve SONUC

Dogadaki en 6nemli kural madde akis dongiisiiniin saglanmasidir. Organik bir atik olan
portakal kabugunun tekrar degerlendirilerek geri doniistiirilmesinin saglanmasi hem
ekonomik hem de dogal madde dongisii i¢in oldukga dnemlidir. Ugucu yaglar sahip
olduklar kimyasal bilesenlerden dolay1 patojenik mikroorganizmalar {izerinde inhibe edici
etkiye sahiptirler. Calisma sonuglarina gore portakal kabugundan elde edilen ugucu yag
%73 liik oranla D-limonen, %7 myrcene, %3,5 valencene, %3 alpha-Terpineol, %2,5 -
Pinene, %2 6-octen-1-ol, 3,7-Dimethyl (-R), %1,5 alpha-Terpinene ve %1 gamma-
Terpinene igerdigi tespit edilmistir. Portakal kabugunda bulunan limonen bileseninin
antibakteriyel ve antiseptik aktivitelere sahip oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir
(Magwa vd., 2006; Geraci vd., 2017). Turunggillerden elde edilen yaglarda, fazla
miktarda monoterpen hidrokarbon (%70-95) icermekte ve D-limonen, bildirilen tim tath
portakal yaglarinda baskin olarak bulunmaktadir (Geraci vd., 2017). Portakal kabugunda
yapilan kimyasal igerik ¢alismalari incelendiginde ¢alismamizla uyumlu olarak en 6nemli
bilesenin limonen oldugu rapor edilmistir (Dugo ve Mondella, 2011; Debbarma vd., 2013;
Geraci vd., 2017). Yapilan baska bir ¢alisma incelendiginde, portakal ugucu yaginin
baglica ana bilesen olarak % 77.37 oraninda limonen igerdigi belirlenmistir (Djenane,
2015).

Calisma verilerine gore portakal kabugundan elde edilen ugucu yagin
mikroorganizmalar iizerinde etkisi incelendiginde sirasiyla L. anguillarum, Y. ruckeri, V.
alginolyticus, V. salmoninarum, A. hydrophila ve L. garvieae’de oldugu belirlenmistir.
Elde edilen ugucu yagin en giiclii antibakteriyel aktiviteyi gosterdigi patojenin % 10’luk
konsantrasyonda L. anguillarum oldugu belirlenmistir. Mikrodiliisyon sonuglari
degerlendirildiginde en yiiksek MiK degerinin L. anguillarum (31,25 pL/mL)’ da olustugu
tespit edilirken, onu sirastyla Y. ruckeri ve V. salmoninarum (62,5 uL/mL), A. hydrophila
ve V. alginolyticus (125 pL/mL), L. garvieae (250 pL/mL )’un takip ettigi tespit
edilmistir. Portakal yaginin en etkili oldugu bakteri olan L. anguillarum ‘a 31,25 ul/ml
dozda etkili oldugu tespit belirlenmistir. Ontas vd. (2016) limon kabugundan (C. limon)
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elde edilen ugucu yagm Y ruckeri, A hydrophila, L anguillarum, Edwarsiella tarda,
Citrobacter freundii ve L garvieae patojenlerine karsi yaptiklari antibakteriyel aktivite
calismasinda elde edilen ugucu yagin bu patojenler iizerinde etkili oldugunu rapor
etmislerdir. Ozellikle L. anguillarum ve Y. ruckeri igin belirlenen antibakteriyel aktivite
bizim ¢alisma sonuglarimizla paralellik gostermistir. Obidi vd. (2013) portakal yaginin
antimikrobiyal etkisini Staphylococcus aureus, Entereccocus feacalis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli ve Candida albicans patojenleri iizerinde denemislerdir.
Portakal yaginin biitiin organizmalar {izerinde engelleyici etkisi oldugunu rapor
etmislerdir. Gida patojenleri iizerine yapilan baska bir ¢alisma incelendiginde portakal
kabugundan elde edilen ugucu yagmn Bacillus subtilis iizerinde en giiclii etkiyi gosterdigi,
onu sirasiyla Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella paratyphi, Salmonella
typhimurium, E. coli ve Vibrio vulnificus ‘un takip ettigi belirlenmistir. (Debbarma vd.,
2013).

Yapilan ¢alisma sonuglar1 degerlendirildiginde portakal kabugundan elde edilen ugucu
yagin gesitli patojenler tizerinde giiglii bir antimikrobiyel etkiye sahip oldugu, bu etkinin
ozellikle major bilesen olan limonen bilesiginden kaynaklandigi tespit edilmistir. Sonug
olarak portakal ugucu yagi bazi balik patojenlerine karsi potansiyel olarak antibakteriyel
Ozellik gostermektedir. Ayrica elde edilen ugucu yag bir atik olan meyve kabuklarindan
elde edildigi i¢in diger bitkilerden daha ucuza temin edilebilecektir. Boylelikle hem daha
ekonomik olabilecek hem de dogal geri doniisiim saglanabilecektir. Bundan sonraki
yapilacak ¢alismalarla portakal kabugu ugucu yaginin in vivo ¢alismalarla desteklenerek
pratikte de uygulanabilmesi ¢aligma verileri agisindan 6nem tasimaktadir.
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