Kirklareli Universitesi Kirklareli University

Miihendislik ve Fen Bilimleri Dergisi Journal of Engineering and Science
Cilt 9, Say1 2, 443-453, 2023 Volume 9, Issue 2, 443-453, 2023
Arastirma Makalesi DOI: 10.34186/klujes.1314299

Toksijenik Aspergillus flavus 'un Biiyiimesini Kontrol Etmek icin Thymus
longicaulis’in Degerlendirilmesi

Bilal Balkan'"®, Seda Balkan*
"Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kirklareli Universitesi, Kirklareli, Tiirkiye

Gelis: 14.06.2023, Kabul: 24.12.2023, Yayinlanma: 31.12.2023

0z

Bu aragtirmada Lamiaceae familyalasina ait Thymus longicaulis’in sulu ekstraktlarinin Aspergillus flavus’
un biiylimesi iizerine olan etkisinin in vitro ve in vivo olarak degerlendirilmesi gerceklestirilmistir.
Kurutulmusg T. longicaulis’in tozlar1 A flavus’ un misel biiytimesini %70.53 oraninda inhibe etmistir. T.
longicaulis sulu ekstraktlarmin A. flavus’a karsi minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri 1000
pug/mL idi. T. longicaulis sulu ekstraktlar1 sivi besiyerindeki 5 glinliik saklanma siirelerinden sonra petri
kaplarina aktarildiginda ayc¢icegi, bugday, misir ve piringte yapay olarak olusturulan A. flavus ¢iiriimesini
tamamen engelleyememistir. Test edilen tiim konsantrasyonlarda 5 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca T.
longicaulis sulu ekstraktlarinin sadece aygigeginde etkin oldugu belirlenmistir (p<0.05). T. longicaulis sulu
ekstraktlarinin hifal morfoloji lizerine lizis, ¢Okertme, yassilagsma ve kirisik hiicre ylizeyli hiicreler
dejeneratif degisimlerini yapti§it SEM analizi ile tespit edilmistir. Arastirmanin sonuglarina gore T.
longicaulis sulu ekstraktlarmin aflatoksin B1 iireticisi olan toksijenik 4. flavus 'un aygiceginde olusturdugu
enfeksiyonlar1 6nleyebilmek igin koruyucu olarak rol oynayabilecegini ifade edebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus flavus; Thymus longicaulis; Antifungal; Bitki ekstrakti; SEM

Assesment of Thymus longicaulis to Control The Growth of Toxigenic
Aspergillus flavus

ABSTRACT

In this study, the effect of aqueous extracts of Thymus longicaulis, belonging to the Lamiaceae family, on
the growth of Aspergillus flavus was evaluated in vitro and in vivo. Dried powders of T. longicaulis inhibited
myecelial growth of A. flavus by 70.53%. The minimum inhibitory concentration (MIC) value of T.
longicaulis aqueous extracts against A. flavus was 1000 pg/mL. When T. longicaulis aqueous extracts were
transferred to petri dishes after 5 days of storage in liquid medium, they could not completely prevent the
artificially induced A. flavus decay in sunflower, wheat, corn and rice. T. longicaulis aqueous extracts were
found to be effective only in sunflower at all tested concentrations during the 5-day incubation period
(p<0.05). It was determined by SEM analysis that agueous extracts of T. longicaulis made lysis, collapse,
flattening and degenerative changes of cells with wrinkled cell surfaces on hyphal morphology. According
to the results of the study, we can state that aqueous extracts of T. longicaulis can play a protective role in
order to prevent infections caused by toxigenic A. flavus, a producer of aflatoxin B1, in sunflower.
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1. GIRIS
Gidalarin mikotoksinler ile kontaminasyonu, tahillar ve diger tarim iirlinleri i¢in 6nemli bir gida gilivenligi
sorunudur. Mikotoksinlerle, 6zellikle de aflatoksinler ile kontamine gidalar bazen 6liimciil akut hastaliklara
neden olabilmektedir. Her y1l diinyadaki tahil mahsullerinin énemli bir yiizdesi aflatoksinler gibi tehlikeli
mikotoksinler ile kontamine olmaktadir [1].
Filamentli kiiflerden Aspergillus cinsi, gida kontaminasyonundan sorumlu baslica kiiftiir. Bu kiifler uygun
sicaklik ve nem kosullarinda, uygun olmayan sekilde depolanan musir, piring, yer fistig1, ac1 biber, sirke, pamuk
tohumu, musir, aga¢ yemisleri, bugday ve baharat gibi gida maddeleri iizerinde biiyiiyebilirler [2]. Bunun
sonucunda gidalarda bozulmalara, besin degerlerinde azalmaya, duyusal kalitenin degigsmesine neden olurlar.
Bazi Aspergillus tiirleri ise mikotoksin irettiginden dolayr halk sagligi sorunu haline gelmistirler [3].
Aspergillus flavus Link ex. Fries, tahillar1 ve diger gidalar1 kontamine eden, kanserojen ve oldukga toksik bir
mikotoksin olan aflatoksin B1 iireten aerobik bir kiif tiiriidiir [4].
Biiyiik ¢apli tiretimlerde gidanin korunmasi i¢in sentetik katki maddelerinin yaygin olarak kullanimi zorunlu
olmustur. Fakat bazi sentetik katki maddelerinin giinliik alimi, aragtirmacilar ve devlet kurumlari i¢in bir endise
kaynagi olmustur [5]. Tiiketicilerde sentetik koruyucularin agir1 kullanimindan endise duymakta ve yeni dogal
koruma ydntemlerini arzulamaktadir. Duyulan bu endise 'yesil' politikalar olusturmak i¢in gida sektoriinii
harekete gegirmistir.
Kimyasal koruyucu madde icermeyen gidalara artan talep ile birlikte bu koruyucular ile ilgili siki denetim
mevzuati, gida endiistrisinde “dogal olarak elde edilen” antimikrobiyallere yonelik arastirmalarin artmasini
tesvik etmistir [5].
Bilimsel ¢alismalar, potansiyel olarak bitkilerde, baharatlarda ve tiirevlerinde bulunan biyoaktif bilesiklerin,
antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser aktivitelerini gostermistir [6, 7]. Kimyasal bilesikler yerine bitki
bazl aktif iceriklerin kullanimi genellikle daha giivenli, ¢evre dostu ve mantarlarin biiyiimesini kontrol etmede
etkili oldugu ve farkli mekanizmalarla toksik bilesikleri ortadan kaldirdig1 i¢in genellikle tercih edilmektedir
[8].
Antimikrobiyal ve antifungal etkinligi bilinen Thymus longicaulis’in [9] literatiirde A. flavus’ un biiyiimesi
lizerine olan etkisinin ayrmtili bir sekilde in vitro ve in vivo incelenmesine rastlanilmamistir. Bu projede
Lamiaceae familyasina ait T. longicaulis sulu ekstraktlarinin gidalarda bozulmalara neden olan ve aflatoksin
iretme yetenegindeki A. flavus’un iizerine antifungal etkinliginin in vitro ve in vivo degerlendirilmesi

amaglanmustir.

444



Balkan & Balkan / Toksijenik Aspergillus flavus 'un Biiyiimesini Kontrol Etmek i¢in Thymus longicaulis ’in Degerlendirilmesi

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Mikroorganizma

Aspergillus flavus Trakya Universitesi Arda Meslek Yiiksekokulu kiif koleksiyonundan temin edildi. Saf
kiiltir, canliligi devam ettirilmek tizere yatik agarli Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerlerinde +4°C'de
muhafaza edilerek ayda bir pasajlandi.

2.2. Thymus longicaulis Ekstraktinin Hazirlanmast

Kirklareli, Merkez, Armagan koyii baraj civarindan toplanan Thymus longicaulis Dr. Hiiseyin ERSOY
tarafindan teshis edildi. Direk giines 15181 almayacak bir alanda golgede kurutulan T. longicaulis, 6giitiilerek
toz haline getirildi ve kullanima kadar +4°C'de muhafaza edildi.10 gr bitki tozu kaynayan 100mL distile suda
10 dk. siire ¢alkalanarak demleme yolu ile ekstrakte edildi. Daha sonra filtre edilerek liyofilizasyon islemi
gerceklestirildi. Ekstraktlarin uygun agirhiginin distile suda ¢oziilmesi bitki ekstraktlarinin cesitli sulu

konsantrasyonlar1 hazirland1 [10].

2.3. Aspergillus flavus’un Misel Biiyiimesi Uzerine Thymus longicaulis’in in vitro Etkisi

40°C'de eritilmis 100 mL PDA'ya 10 gr bitki tozu eklendi. Olusan siispansiyon 10 dk. karistirilarak 121°C'de
15 dk. otoklavlandi. Daha sonra steril gazli bezden siiziilerek petri plaklarina dokiildii [11]. Petri plaklar1 PDA
besiyerinde aktif olarak biiyliyen bir haftalik kiiltiiriin aktif biiylime ucundan steril mantar delici ile alinan 7
mm capindaki kiif diskleri ile asilandi. 25°C'de 5 giin inkiibe edildi. Misel biiyiime inhibisyonu (MBI) =
[(KBMC-BTBMC)/KMBC] x 100 formiiliinden hesaplandi (KBMC; kontrol besiyeri misel ¢apini, BTBMC;

bitki tozlu besiyerinin misel ¢apini ifade etmektedir [12].

2.4. Thymus longicaulis’in Minimum Inhibitor Konsantrasyonunun (MIiK) Belirlenmesi

A. flavus kiifiine (10* CFU/mL) kars1 T. longicaulis ekstraktinin antifungal aktivitesi Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) prosediiriine gore test edildi [13]. MIK degerleri morfolinopropansiilfonik
(MOPS) ile pH 7.0'ye tamponlanmigs RPMI-1640 besiyerinde 96 kuyucuklu plaklarda gerceklestirildi. Plaklar
5 giin siiresince 25°C'de inkiibe edildi. MIK degeri gorsel olarak, inkiibasyondan sonra fungal biiyiimenin

olmadigi en diisiik konsantrasyon seklinde belirlendi.

2.5. Cesitli Tahillarda Yapay Olarak Olusturulan Aspergillus flavus Ciiriimesine Karsi Sulu
Thymus longicaulis Ekstraktinin Etkisi

Cesitli tahil taneleri (aygicegi, bugday, musir ve piring) 40°C de 48 saat kurutuldu ve Erlenmayerlere konularak
121°C de 15 dk. otoklavlandi. Otoklavlanmus tahillar 10* CFU/mL spor igeren tiiplere transfer edilerek 1 dk.
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bekletildi. Daha sonra 2, 4, 8, 16 ve 32 mg/mL konsantrasyonlar da sulu bitki ekstrakti i¢eren test tiiplerine
alindi. Kontroller test edilen tahil taneleri, A. flavus sporlari ve besiyerinden olusmakta idi. Tiipler 25°C de 5
giin inkiibe edildi. Sonrasinda ise tahil taneleri PDA igeren petri plaklarina aktarildi [14]. Radyal misel
biiylimesi 5 giin boyunca kaydedildi.

2.6. Aspergillus flavus Hifal Morfoloji Uzerine Sulu Thymus longicaulis Ekstraktun Etkisinin
Taramal Elektron Mikroskobu Ile Belirlenmesi

7 giinliik kiiltiirden hazirlanan spor siispansiyonundan (10* spor/mL) PDA igeren petri plaklarinin merkezine
10uL damlatildi ve 2 giin 25°C’de inkiibe edilerek misel biiyiimesi saglandi. Daha sonra T. longicaulis sulu
ekstrakt: petri plaklarinin {izerini tamamen kapatacak sekilde damlatildi (4MIK). 3 giin 25°C’de inkiibe edilen
A. flavus kiiltiirlerinden mantar delici ile yarigap1 1 cm’lik misel diskler ¢ikarildi. SEM analizi i¢in bu misel
diskler oda sicakliginda 2 saat 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.2) i¢inde hazirlanmis %2.5’1lik gluteraldehit ile
fiske edildi. Fiksasyondan sonra ornekler 30 dk. etanol serilerinden (%70, 80, 90 ve 100) gegirilerek
dehidrasyona ugratildi [12]. Orneklerin 5Kv voltajda SEM Quanta 400 kullamilarak dijital goriintiileri elde
edildi.

2.7. Istatistiksel analiz
Verilerin istatistiksel degerlendirmeleri igin tanimlayici istatistik analizi yapildi. Grup ortalamalari arasindaki
farkin 6nemlilik derecesi varyans analizi (ANOVA) ve Mann-Whitney U Testi ile belirlendi. Bu islemler icin

“SPSS for Windows, v 15.0” istatistik paket programi kullanildi ve p<0.05 ten kiiciik degerler anlamli olarak
kabul edildi.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Thymus longicaulis tozlar1 A. flavus’un misel biiyiimesi tizerine %70.53 oraninda inhibitor etki gostermistir.
Fungal biiylime iizerine bitki ekstraktlarinin etkisinin onlarin sekonder metabolitlerinden (fenolik, alkaloidler,
flavonoidler ve terpenoidler gibi) dolay1 olabilecegi rapor edilmistir [15]. Patojenik ajanlarin gelisimini
engellemede fenolik bilesiklerin pek ¢ok etki tarzi oldugu dnerilmistir. Bu etkiler nedeni ile patojenik ajanin
enerji tiretimindeki enzimatik prosesleri bozulur, hiicre membraninin gegirgenlik bariyeri hasar goriir ya da
zayiflar, hiicresinin fizikokimyasal yapisi degisir veya niikleik asit sentezi etkilenir [16]. Elde ettigimiz sonug
ve ayni zamanda benzer ¢alismalardaki sonuglar dikkate alindiginda [11, 10, 17] T. longicaulis’in potansiyel
antifungal aktiviteye sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

MIK kiif gelisimini inhibe eden bitki eksraktinin en diisiik konsantrasyonudur. Calismamizda T. longicaulis
ekstraktinin MIK degeri 1000 pg/mL olarak bulunmustur. Almeida vd. tarafindan [5] A. flavus’a kars:

Origanum vulgare ve Mentha arvensis yagimin MIK degeri siras1 ile 4 ve 8 mg/mL olarak rapor edilmistir.

446



Balkan & Balkan / Toksijenik Aspergillus flavus 'un Biiyiimesini Kontrol Etmek i¢in Thymus longicaulis ’in Degerlendirilmesi

Solanum aculeastrum igin A. flavus’a kars1t MiK degeri 25 mg/mL olarak bildirilmistir [18]. Cymbopogon
citratus, Moringa oleifera, Ocimum gratissimum ve Clerodendrum volubile bitkilerinin etanol, soguk ve sicak
su ekstraktlariin A. flavus’a kars: etkinliginin arastirildig1 baska bir calismada en diisiik MiK degerlerinin
Cymbopogon citratus sicak su ekstraktlar1 (6.25 mg/mL), Moringa oleifera etanol ve sicak su ekstraktlari (12.5
mg/mL), Ocimum gratissimum etanol ve sicak su ekstraktlar1 (25 mg/mL) ve Clerodendrum volubile soguk su
eksrakti (25 mg/mL) ile belirlendigi rapor edilmistir [19]. Farkli bitkiler ile A. flavus’a karsi yapilan testlerin
sonuglarina gore A. flavus’un antifungal ajanlara duyarlilik derecesinde biiyiik farkliliklar gosterdigi
gorlilmektedir.

T. longicaulis sulu ekstraktlarmin sivi besiyerindeki 5 giinliik saklanma siirelerinden sonra petri kaplarina
aktarildiginda A. flavus’un misel bilyiimesini tamamen engelleyemedigi belirlendi. Petri kaplarinda 5 giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda kontrol &rnekleri ile karsilastirildiginda A. flavus un misel biiylimesinde
gerileme oldugu tespit edildi. Ozellikle aygigeginde test edilen tiim konsantrasyonlarda T. longicaulis sulu
ekstrakt1 5 glinliik inkiibasyon siiresi boyunca etkindi (Sekil 1; p<0.05). T. longicaulis’in test edilen ekstrakt
konsantrasyonlarinin piringte A. flavus misel biiylimesi iizerine anlamli bir etkinlik gosteremedigi belirlendi
(Sekil 2; p<0.05). Bugdayda A. flavus’un misel biiyiimesi lizerine T. longicaulis sulu ekstraktlarinin 16 ve 32
mg/mL konsantrasyonlarda 4 giinliik inkiibasyon sonunda anlamli bir etki gosterdigi gozlendi (Sekil 3;
p<0.05). Misirda A. flavus’un misel biiylimesi iizerine T. longicaulis sulu ekstraktlarinin 32 mg/mL
konsantrasyonlar1 inkiibasyon siiresi boyunca anlamli bir etkinlik gosterdigi tespit edildi (Sekil 4; p<0.05).
Tahillarin mineralleri, vitaminleri, pH's1 veya dogal fenolik bilesikleri gibi ozellikleri degiskenlik
gostermektedir. Bu nedenle T. longicaulis sulu ekstraktlari test edilen tahillarda farkli koruyucu etkinlik
gostermis olabilir.

Lima vd. [14] tarafindan yapilan ¢alismada benzer sonuglar rapor edilmistir. Misir tanesi kontaminasyon
modelinde, karvakrol ve timol igeren sivi besiyerlerinde 7 giinlikk saklama periyodunun sonunda A. flavus
bliylimesinin goriilmedigi ancak misir taneleri petri kaplarina aktarildiginda misel biiylimesinin inkiibasyonun
2. giiniinden itibaren goriildiigii belirtilmistir. Koruyucu etkinin sadece tahillar ile temas sirasinda oldugu ifade

edilmistir.
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Sekil 1: Aygciceginde A. flavus’ un biiylimesi tizerine T. longicaulis sulu ekstraktlarinin etkisi.*p<0.05.
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Sekil 2: Piringte A. flavus’ un biiylimesi iizerine T. longicaulis sulu ekstraktlarinin etkisi. *p<0.05.
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Sekil 4: Misirda A. flavus’ un biiylimesi iizerine T. longicaulis sulu ekstraktlarinin etkisi. *p<0.05.

Dejeneratif degisimlere sahip ve saglikli hiflerin SEM goriintiileri Sekil 5 ve 6’da gosterilmistir. T.
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longicaulis’in 4MIK sulu ekstraktina maruz kalns ve maruz kalmamis A. flavus’un hifal morfolojileri
karsilagtirlldiginda 6nemli morfolojik degisimler belirlendi. Saglikli A. flavusun hifal yapisi dogrusal,
diizenli ve homojen olarak gozlendi. T. longicaulis sulu ekstraktlarinin hif morfoloji tizerine yaptigi belirlenen
dejeneratif degisimleri; lizis, ¢okertme, yassilagma ve kirisik hiicre yiizeyli hiicreler olarak siralayabiliriz. Bu
bulgular uygulanan sulu bitki ekstraktinin A. flavus’un biiylimesini inhibe eden fitotoksik 6zelliklere sahip
antifungal bilesikler i¢erdigini dogrulamaktadir.

R

ﬁ 3/30/2022 \Y ot | mag [] | pressure WD 1 vac mode ———20 um
4:08:54 PM 3. 5 000 x 90 Pa 8.8 mm | Low vacuum NABILTEM

Sekil 5: 4MIK T. longicaulis sulu ekstraktina maruz kalmis A. flavus hiflerinin SEM goriintiisii.
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3/30/2022 . det HV spot | mag [] | pressure wD vac mode | ——20pum -
4:23:01PM | LFD | 5.00kV | 3.5 | 5000 x 90 Pa 8.2 mm | Low vacuum NABILTEM

Sekil 6: Bitki ekstraktina maruz kalmamug A. flavus saglikli hifinin SEM goriintiisii.

4. SONUC

T. longicaulis, A flavus’ un misel biiyimesini %70.53 oraninda inhibe etmistir. T. longicaulis sulu
ekstraktlarinin ay¢igegi, bugday, misir ve piringte yapay olarak olusturulan A. flavus giliriimesini tamamen
engelleyemedigi sadece aygigeginde etkin oldugu belirlenmistir (p<0.05). Hifal morfoloji iizerine dejeneratif
degisimler yapmustir. Elde edilen sonuglara gére T. longicaulis sulu ekstraktlarinin aflatoksin B1 {ireticisi olan
toksijenik A. flavus'un aygiceginde olusturdugu enfeksiyonlarin 6nlenebilmesi igin dogal koruyucu olarak

degerlendirilebilecegini ifade edebiliriz.
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