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Cesitli zayif organik asitler ve kombinasyonlarinin saccharomyces

cerevisiae'ye karsi antifungal etkileri

Ozet

Zayif organik asitlerin S. cerevisiae hiicrelerine karsi antifungal etkinligi incelenmistir. Zayif
organik asitler olarak, hekzanoik (C6), oktanoik (C8), dekanoik (C10) ve benzoik asitlerin
Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) ve inhibisyon bélgesi dl¢iimleri ile belirlenmistir.
MIK sonuglarina gére maya hiicrelerine kars1 en etkili asit, dekanoik asittir (MIK: 0,2-0,3
mM). Bahsi gegen zayif asitlerin inhibisyon mekanizmalarini anlayabilmek i¢in, ekstraseliiler
ortam pH Olciimleri yapilmustir. Ekstraseliiler pH’daki diisiis; pH’da ayni1 miktarda diisiise
neden olan hidroklorik asit (HCI) ile karsilagtirilmigtir. Sonuglar, maya hiicrelerine kars1 zayif
asitlerin etkinliklerinin sadece asitlikten kaynakli olmadigini, ancak anyonlarin toksik etkisi
ve zayif asitlerin hiicresel membran i¢ine sizmasinin rol oynayabilecegini gostermistir. Buna
ek olarak, zayif asitlerin sinerjik etkileri incelenmis ve bu zayif asitlerin kombinasyolarinin
tek basma kullanimlara gore daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Calismada, zayif asitlerin
antifungal aktivite mekanizmalarma genel olarak bir agiklama getirmekle birlikte farkli
konsantrasyonlarda kombinasyon halinde kullanimlart da incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Saccharomyces cerevisiae, Zayif organik asitler, Antifungal aktivite,
Kombinasyon.

Antifungal activity of various weak organic acids and their

combinations against saccharomyces cerevisiae

Abstract

Antifungal activity of four weak organic acids against S. cerevisiae cells was examined.
Antifungal effects of hexanoic (C6), octanoic (C8), decanoic (C10) and benzoic acids were
determined through Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and inhibition zone
measurements. The most effective weak acid was decanoic acid (MIC: 0.2-0.3 mM) according
to MIC results. In order to have some insight into the inhibition mechanism of these weak
acids, their efficiency was compared with that of hydrochloric acid (HCI) giving the same
amount of drop in extracellular pH. Results demonstrated that the inhibition of yeast cells by
weak acids is not simply due to acidity, but toxic effect of the anion and the insertion of the
weak acids inside the cellular membrane may play a role. Moreover, synergistic effects of
weak acids were examined, and it has been shown that combinations of weak acids are more
effective than using weak acids alone. Thus, this research not only opens new perspectives on
antifungal activity mechanisms of weak acids but also help their usage in combination widely.
Key Words: Saccharomyces cerevisiae, Weak organic acids, Antifungal activity,
Combination.

Giris

Zayif organik asitler, yiyecek igecek endiistrisinde Saccharomyces cerevisiae
dahil olmak iizere bir¢ok mayaya karsi koruyucu olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Lambert ve Stratford, 1999; Mollapour vd., 2006;
Papadimitriou vd., 2007; Ullah vd., 2012). Yanlis ve asir1 kullanimlara bagh
olarak, maya suslar1 bu koruyuculara kars1 direngli hale gelebilmektedir. Bu
nedenle zayif asitlerin daha etkin kullaniminin saglanmasi i¢in maya
hiicrelerini inhibe edici mekanizmalarinin temelini anlamak gerekmektedir.

VetBio, 2018, 3(3), 28-34

Arastirma Makalesi

Hatice Biisra KONUK
Bengii ERGUDEN

Gebze Teknik Universitesi,
Miihendislik Fakiiltesi,
Biyomiihendislik Boliimii, Kocaeli

ilgili yazar

(Corresponding Author)

Bengii Ergiiden

Gebze Teknik Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boltimii,
Gebze, 41400, Kocaeli

*b.sezen@gqtu.edu.tr

Makale Bilgisi

Gelis: 07-08-2018

Kabul: 03-12-2018
https://dx.doi.org/10.31797/vetbio.451505

This work is licensed under a Creative
Commons Attribution 4.0 International
License

Konuk, H.B., Ergiiden, B. (2018). Cesitli zayif organik asitler ve kombinasyonlarinin saccharomyces cerevisiae'ye kars1 antifungal

etkileri | Adv VetBio Sci Tech. 3(3): 28-34. DOL: 10.31797 /vetbio.451505



http://dx.doi.org/10.31797/vetbio.451505
mailto:b.sezen@gtu.edu.tr
https://dx.doi.org/10.31797/vetbio.451505

Yag asitleri (hekzanoik/kaproik, oktanoik/kaprilik,
dekanoik/kaprik) bir ucunda karboksil grubu (-COOH)
ve diger ucunda ise metil grubu (-CH3) yer alan
karboksilik asitlerdir. Oktanoik ve dekanoik asit,
endiistriyel iiretimde mayalarin alkol fermantasyonu
sirasinda ortaya c¢ikan fermantasyon inhibitorleridir
(Legras vd., 2011).

Organik yag asitlerinin S. cerevisiae hiicrelerine
kars1 antifungal etkisi ¢esitli caligsmalarda gosterilmistir
(Bergsson vd, 2001; Cabral vd., 2001; Kumar vd.,
2011). Orta ve kisa zincirli yag asitlerinin toksisitesi
lipofilik ozellikleriyle iliskilidir (Tenreiro vd., 2002).
Bu zayif asitler, pasif diflizyon ile plazma zarin1 geger
ve lipofilik formlarma daha yiiksek i¢ pH degerinde
noétr sitoplazmada ayrisabilir ve bu durum hiicre i¢i pH'
n diismesine ve toksik anyon birikimine neden olabilir
(Viegas ve Sa-Correia, 1997; Cabral vd., 2001; Legras
vd., 2011). Zayif organik asitlerin mayalara kars1 etki
mekanizmalarinin  anlasilmast yiyecek ve igecek
endiistrisi basta olmak iizere bir¢ok sahada, etkin
kullanimlarin ve verimliligin arttirilmasi i¢in bilyiik bir
Ooneme sahiptir. Bu calismada, hekzanoik, oktanoik,
dekanoik benzoik  aside bunlarin
kombinasyonlarina

Ve veE

maya  hiicrelerinin  cevabi
incelenmis ve bu zayif organik asitlerin maya
membranlarinda olusturduklar1 etkiler aragtirilmisgtir.
Olas1t membrana bagli etkiler ve maya hiicrelerinin
inhibisyonunun sadece asiditeden kaynaklanmadigi

gosterilmistir.

Materyal ve metot
Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) élciimii

S. cerevisiae YPH499 susu, bir giin boyunca 25 ° C' de,
maya ekstrakti, pepton ve glikoz ile hazirlanan (yeast
extract peptone glucose, YPD, HIMEDIA) besiyeri
icinde kiiltiirlenmistir. Test susu, nihai yogunluk 1 x
10° CFU / mL olacak sekilde YPD besiyerinde
siispanse edilerek seyreltilir (Kumar vd., 2014).
Dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilmiis olan
zay1f asitler, 24 kuyucuklu mikrotitrasyon plakasinda
belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanir. Daha sonra
plakanin her kuyucuguna S. cerevisiae hiicreleri ilave
edilir. Plakalar ¢alkalanmak suretiyle 25 ° C'de 48 saat
inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra, MIK degerleri,
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gOriinlir herhangi bir maya biiylimesinin olmadigi en
diisitk konsantrasyon olarak ifade edilir (Bracey vd.,
1998; Holyoak vd., 1999).

Inhibisyon zon élciimii

YPH499
aktiviteleri, standart agar difiizyon metodu kullanilarak
belirlenmistir (Bauer vd., 1966; Rattanachaikunsopon
ve Phumkhachorn, 2010). Bu yontemde, 500 uL
YPH499 taze kiiltiirii YPD kati besiyerinin oldugu
plaklara yayilir. Her plaga 5 mm caph kuyucuklar

susuna karst zayif asitlerin antifungal

acilir. Zayif asitler, DMSO iginde %10 konsantrasyona
seyreltilerek hazirlanir ve 55 ul asit kuyucuklara
doldurulur. Plaklar, 25 ° C'de 48 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra, inhibisyon zonlarinin gaplari
santimetre cinsinde 6l¢iiliir.

Hiicre disi pH olgiimii

YPH499 susu 20 mL YPD besiyerinde 25 ° C' de gece
boyunca inkube edilir. Inkiibasyondan sonra, maya
hiicreleri 5 dakika boyunca 3200 rpm'de santrifiij edilir.
Siipernatant ortamdan uzaklastirilarak pellet elde edilir.
Pellet dH20 ile iki kez yikanir. Sterilize edilmis olan
pellet dH20 icinde siispansiyon haline getirilir. Her
deney i¢in yaklagik 50 mg yas agirliklt maya hiicresi
(pellet) kullanilmistir (Gaskova vd., 2013; Wang vd.,
2015). DMSO igerisinde c¢oziilerek hazirlanan zayif
asitler ve kombinasyonlari, tekrar siispansiyon haline
getirilen maya hiicrelerine ilave edilir. Aragtirilmak
istenen nihai  konsantrasyonlara %2 glikoz (0.
dakikada) ve zayif asitler (18. dakika) manuel olarak
enjekte edilir. Ekstraseliiler pH, belirtilen zamanlarda,
pH metre ile ol¢iilerek kaydedilir (HANNA, USA).

Istatistiksel analiz

MIK degerleri, inhibisyon ¢ap1 dlgiimleri, hiicre dis1 pH
Olciimleri her zayif asit i¢in en az 3 kez tekrarlanmugtir.

Tiim deney gruplarinin ortalamalart hesaplanip,
standart sapmalar Microsoft Excel kullanilarak
belirlenmistir.

Bulgular ve tartisma

Maya ve mantarlarin kontrolsiiz olarak g¢ogalmalari,
bozulmalara neden olmalari, gida endiistrisi basta
olmak tizere tibbi alan ve diger alanlar i¢in kritik bir



sorundur. S. cerevisiae, gidalardaki bozulmalara neden
olabilir ve zayif asitlere karsi diren¢ kazanabilir. Bu
mekanizma tagiyic1 bir protein olan ve zayif asitlerin
aktif sizintisina neden olan ABC’nin (ATP baglayict
kaskat), Pdr12p, ekspresyonunun artmasiyla
gerceklesmektedir (Holyoak vd., 1999; Hatzixanthis
vd., 2003; Mollapour vd., 2006).

Sunulan c¢aligmada literatiiriin kapsaml bir sekilde
arastirilmasindan sonra, S. cerevisiae 'ya Kkarsi,
belirtilen dért zayif organik asidin MIK ve inhibisyon
zon Olgiimii testi kullamilarak antifungal aktiviteleri
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hakkindaki bilgilerin sinirli oldugu goriilmiistiir. Daha
da Onemlisi, literatiirde bildirilen deneysel veriler,
farkli deneysel kosullarla ortaya konuldugu igin
verilerin birbirleriyle kiyaslanmasi ve buradan yola
cikarak zayif asitlerin ve bunlarin kombinasyonlarinin
antifungal etkinlikleri hakkinda yorum yapmak oldukca
zorlagsmaktadir. Bu nedenle, calismanin basinda, ilk
olarak zayif asitlerin antifungal etkinliginin bir 6lgiisii
olarak MIK ve inhibisyon zonu degerleri tespit
edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Zayif asitlerin antifungal aktivitesi inhibisyon zon 6lgiimii ve MIK degerleri olarak sunulmustur. Coziiniirliigii

artirmak i¢in zayif asitler DMSO ile karistirilmustir.

Table 1. Antifungal activity of weak acids presented as zones of inhibition and MIC values. Weak acids were mixed with

DMSO to increase solubility.

Hekzanoik asit
Oktanoik asit
Dekanoik asit

Benzoik asit

3,303 40-8,0
2,7+0,2 15-25
2,9+0,3 02-03
2,0+0,2 4,0-8,0

* Zay1f asitler %10 konsantrasyonda kullanildi.

MIK sonuglarina gore, dekanoik asit (0,2-0,3 mM)
oktanoik ve diger asitlere gore maya hiicreleri tizerine
daha toksik bir etkiye sahiptir. Bunun aksine,
hekzanoik (3,27+£0,3) ise inhibisyon
Olclimlerine gore diger asitlere gore en etkin kimyasal
olarak gozlemlenmistir. Elde edilen bulgular daha

asit zon

onceki yillarda yapilan ¢aligmalart da desteklemektedir
(Jarboe vd., 1989; Viegas ve Sa-Correia, 1997).
Dekanoik asitin oktanoik asite gore lipofilik 6zelliginin
yiiksek olmasina bagl olarak hiicre gecirgenligini daha
fazla arttirdigi ve bu sayede daha yiiksek antifungal
etkiye sahip oldugu ifade edilmistir (Viegas vd., 1989;
Bergsson vd, 2001; Kumar vd., 2014).

Antifungal etki tespit edildikten sonra, zayif
organik asitlerin farkli konsantrasyonlarinin hiicre disi
ortamdaki pH degisimini nasil etkiledigi incelenmistir.
Hiicre disi pH degisimi, zayif asitlerin membran
gecirgenligini degistirmesi ile membran yapisindaki
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bozulmaya isaret etmektedir. Hekzanoik, oktanoik,
dekanoik farkli
konsantrasyonlarinin maya hiicrelerinde membran

ve benzoik asitlerin
yapisini etkileyerek olusturduklar1 hasar, ekstraselliiler
ortam pH degisimlerinin ol¢iilmesi ile Sekil 1° de ifade
edilmistir.

Organik asitlerin maya siispansiyonuna eklenmesi
Sekil 1°de de goriildiigii gibi hiicre dis1 pH’ da ani bir
diisiise neden olmaktadir (Sekil 1). Maya hiicreleri,
ayn1 pH disiisiinii saglamak ic¢in, bu diisiise neden
olabilecek uygun HCI konsantrasyonlar1 (10°M’ a
kadar) ile muamele edilmistir (Sekil 2) ve bu hiicrelerin
yagamaya devam ettigi gézlemlenmistir (Tablo 2). Bu
durum, zayif asitlerin antifungal etkinliginin sadece
asitlikleri yoluyla olmadigmi; lipofilik 6zellikleri ile
hiicre membran gegirgenligini arttirarak anyonik
kisimlarinin da etkili oldugunu gostermistir.
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Sekil 1. Glikozla uyarilan ortamda zayif asitlerin S. cerevisiae'nin hiicre disi pH'ina etkisi. Oklar, a) hekzanoik asit, b) oktanoik
asit, ¢) dekanoik asit ve d) benzoik asidin hiicre siispansiyonuna eklenme zamanini gosterir.

Figure 1. Effects of weak acids on extracellular pH of S cerevisiae in glucose-induced medium. The arrows indicate the time of
addition of a) hexanoic acid, b) octanoic acid, ¢) decanoic acid and d) benzoic acid.)
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Sekil 2. Glikozla uyarilan ortamda S. cerevisiae' nin hiicre digt pH'inda zayif asitlerle ayn1 pH diisiigiinii saglayan ¢esitli
konsantrasyonlardaki HCI etkisi. Oklar HCl ilavesinin zamanini gostermektedir.

Figure 2. Effects of HCI for various concentration which were provide the same pH drop with weak acids on extracellular pH
of S cerevisiae in glucose-induced medium. The arrows indicate the time of addition of HCI.
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Tablo 2. HCI'ye maruziyetten sonra S. cerevisiae hiicrelerinin canliligi, ND: belirlenemedi.

Table 2. Viability of S. cerevisiae cells upon exposure to HCI, ND: not determined.

# HCI konsantrasyonu (M)
1 10 4
2 103
3 102
4 101

Zayif organik asitlerin antifungal etkinlikleri
lipofilik 6zelliklerinden dolay1 hiicre zarini bozmalari
gecirgenligi  arttirmalart  ile iligkili olabilir.
Antifungal etki mekanizmalarinin bilinmesi 6zellikle
gida ve meyve suyu sanayisinde énemli rolii olan maya
hiicrelerinin etkinliginin azaltilmasi i¢in 6nemli bir
bilgi olacaktir.

veE

Zayif organik asitlerin kombinasyonlariin sinerjik
etkilere sahip olup olmadigi da sunulan caligmada
olusturulan kombinasyonlarin test edilmesi ile
incelenmistir. Elde edilen sonuglar, zayif asitlerin
kombinasyonlarinin antifungal etkinligi artirabilecegini
ve belirli kombinasyonlarin sinerjik etkilere sahip
oldugunu ortaya koymustur. Zayif asitlerin inhibisyon
etkileri daha once arastirilmis olsa da (Alexandre vd.,
1996; Hazan vd., 2004; Legras vd., 2011; Jarboe vd.,
2011), cerevisiae hiicrelerine
kombinasyonlarinin daha
gosterilmemistir. Bu nedenle, ilgili asitlerin ¢esitli
konsantrasyonlardaki kombinasyonlar1 hazirlanmig ve

bunlarin S. karst

etkileri once

hiicrelerin maruziyet durumundaki canliliklar1 Tablo
3’de ifade edilmistir (Tablo 3).

Elde edilen sonuglar, zayif asitlerin maya
inhibisyonunu, daha  diisik konsantrasyonlarin
kombinasyonlart ile basarabilecegini gostermistir.
Genel olarak, yag asitlerinin  Dbirbirleri ile

kombinasyonlarinin bunlarin benzoik asit ile olan

Hiicre canlihig:
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Son ekstraselliiler pH

TF 4,30
TF 3,35
+ ND
- ND

kombinasyonlarina gore daha etkin oldugu (Tablo 3b
ile Tablo 3e 3fnin  karsilastirilmasi)
gozlemlenmistir. Ozellikle de oktanoik asit ve dekanoik
asit kombinasyonlarinin S. cerevisiae hiicrelerine karsi
daha etkin olduklar ifade edilebilir.

veE

Sonuc¢

Zayif
inhibisyonunun yalnizca asitlikle ile iliskili olmadigi
gosterilmistir. Daha da 6nemlisi, kombinasyon halinde

organik  asitlerle = maya  hiicrelerinin

zayif asitlerin kullanilmasi, antifungal kimyasallar
olarak bunlarin kullanim potansiyellerini arttirir ve
koruyucular olarak ise daha az miktarda daha etkin
kullanimlarin1 saglar. Calisma ile elde edilen sonuglar,
S. cerevisiae hiicrelerine karsi zayif asitlerin etki
mekanizmalar1 hakkindaki bilgimizi zenginlestirmekte
ve gida, kozmetik ve ilag endiistrisinde kullanimlarinin
artmasina yardimci olacaktir.
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Tablo 3. S. cerevisiae hiicrelerine kars1 zayif asitlerin sinerjik etkileri. Coziiniirligii artirmak i¢in zayif asitler DMSO ile

karistirilmustir.

Table 3. Synergistic effects of weak acids against S. cerevisiae cells. Weak acids were mixed with DMSO to increase

solubility.
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