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Oz

Bu ¢alisma findik kabuklarindan elde edilen odun sirkesi’nin, in-vitro sartlarinda Aspergillus niger ve Penicillium
digitatum’a karg1 antifungal etkisini saptamak amaciyla yapilmistir. Odun sirkesi’nin %1, %3, %5, %7 ve %10
mL’lik konsantrasyonlarmin dahil edildigi Patates Dekstroz Agar (PDA)’a, mikrofunguslarim 5 mm ¢apindaki
miselyum diskleri inokiile edildikten sonra 24+1 oC’de 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun
sonunda mikrofunguslarin koloni ¢aplart Sl¢iilmiis ve kontrollere gére odun sirkesinin % engelleme oranlar
hesaplanmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda dikkate alinan uygulamalar arasinda istatistiksel olarak 6nemli
farklarin bulundugu goriilmiistiir (P=0.000). Varyans analizi sonucunda uygulanan Dunnett testi sonucunda ise
kontrol grubu ile %1 mL odun sirkesi harig, odun sirkesinin diger dozlar1 arasinda istatistiksel olarak &nemli
farklarin bulundugu goriilmiistiir. Sonug olarak; odun sirkesinin kiif mantarlarin1 engellemede kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Antifungal, Mikrofungus, Odun sirkesi, in-vitro.

Determination of Antifungal Effect of Wood Vinegar Obtained from
Hazelnut Shells in In-Vitro Conditions

Abstract

This study was carried out at in-vitro conditions to determine the antifungal effect of the wood vinegar obtained
from hazelnut shells, on Aspergillus niger and Penicillium digitatum microfungi. Potato dextrose agar (PDA)
containing concentrations of 1%, 3%, 5%, 7% and 10% of the wood vinegar was allowed to incubation for 7 days
at 24 £ 1 °C after inoculation of 5 mm diameter mycelium discs of microfungi. At the end of incubation, the colony
diameters of the microfungi were measured and the % inhibition rates of the wood vinegar, were calculated
according to the controls. Results of One-way ANOVA showed that there were statistically significant differences
among the doses (P=0.000). Based on the Dunnett’s test results, it was determined that the differences between
the control group and the other doses of wood vinegar were statistically significant except for the 1% mL wood
vinegar dose. As a result; it is possible to concluded that wood vinegar may be used for the prevention of mold
fungi.

Keywords: Antifungal, Microfungi, Wood vinegar, In-vitro.

1. Giris

Bugday, tarim tirlinleri icerisinde 6zel bir dneme sahip olup, yilizyillardir her toplumda beslenmenin
temeli olmustur [1]. Hasat oncesi ile sonrasinda, tarimsal {iriinlerde toprak ve yaprak patojenleri, viral
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mikroorganizmalar, bocekler ve kiiflerin etkisinden oOtiirii iiriin kayb1 ve bozulmalar olugsmaktadir [2].
Tarla kiifleri iirline bulasarak iirlinde ¢iirlime ve toksin olusumuna sebep olmaktadir [3].

Tarmmsal faaliyetlerde, bitkileri toprak kokenli patojenlerden korumak ig¢in kullanilan
fungisitlerin, toprak ekolojisi iizerindeki yan etkileri hakkinda bilgi eksikligi vardir [4]. Sentetik
pestisitlerin yogun kullammindan dolay1 ortaya g¢ikan problemler, alternatif yontemlerin ve dogal
pestisitlerin aranmasini zorunlu hale getirmistir [5]. Yin [6] ¢alismasinda Tsuzuki ve ark. (1989)’a atfen
odun sirkesi (OS)’ nin, uzun zamandan beri dogal organik pestisit olarak kullanildigimi ifade etmistir.
OS, karbonizasyon iglemlerinin bir yan iiriinii olarak ftretilmekte olup Neanderthal zamaninda
kullamldigi bulunmustur [7]. Kim vd. [8] ¢alismalarinda Jang’a hitaben, OS’un %80- 90’1 su, %10-
20’sinin 200’den fazla organik birlesik ile ana kisminin asetik asit’in olusturdugunu, son zamanlardaki
yillik {iretiminin 14.000 ton civarinda oldugunu ifade etmistir. OS, organik fungisit olarak
kullanilmaktadir [9]. OS, su ve topraktaki hedef olmayan organizmalara karsi toksik ya da hafif toksiktir
[10]. OS, organik tarim i¢in iyi bir kaynak olup Japonyada tarim ve giinliik hayatta genis bir sekilde
kullanilmaktadir [11]. Baimark vd. [12] OS’un gii¢lii fenolik bilesikler icermesinden dolayi, PDA
besiyerindeki fungusun biiyiimesini engelledigini (Penicillium griseofulvum) bulmuslardir. Naml vd.
[13] in-vitro sartlarda yaptiklar1 ¢alismada, Cercospora beticola gelisiminin %0.5 mL OS uygulamasi
haricinde tamamen engellendigini tespit etmislerdir. Omulo vd. [14] OS’un karekterizasyonu goz 6niine
alindiginda fungisit potansiyeli gosterdigini bildirmislerdir. Ko¢ vd.[15] OS’un, A. niger ve P.
digitatum’un misel gelisimlerini engelledigi ve hastalik etmenlerine karsi denenmesinin faydali
olabilecegini bildirmislerdir.

Bu calismadaki amag, bugday agro-ekosisteminden izole edilen Aspergillus niger ve
Penicillium digitatum kiif etmenlerine karsi findik kabuklarindan elde edilen odun sirkesinin in-vitro
sartlarinda antifungal etkisini tespit etmektir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Denemede Aspergillus niger ve Penicillium digitatum kiif etmenleri kullanilmis olup Mus ili BERCE
Alparslan Tarim Isletmesinin bugday agro-ekosistemindeki topraktan izole edilmistir. Odun sirkesi
(0S); TUBITAK TEYDEB destegi kapsaminda findik kabuklarindan gazlastirma makinesi ile
biyokomiir ve OS fdirlinlerini gelistiren bir firmadan elde edilmistir [13]. Mikroorganizmalarin
cogaltilmasinda ve antifungal etkinin belirlenmesinde, Patates Dekstroz Agar (MERCK) besi ortami
kullanilmustir.

2.2. Metot
2.1.1. Antifungal aktivite tespiti

OS’un saf su ile seyreltilmis %1, %3, %5, %7 ve %10 mL'lik konsantrasyonlari, otoklavda 121 °C’de

15 dakika sterilize edilen ve 45-50 °C’ye kadar sogutulan PDA besi ortamlarma dahil edilmistir. 39 gr/L
oraninda hazirlanan PDA besi ortaminda 25 °C’de 7-10 giin gelistirilen stok patojen kiiltiirlerinin
bliylimenin devam ettigi u¢ kisimlarindan 5 mm ¢apl mantar delici ile diskler alinarak, oda sartlarinda
OS ilaveli 90 mm biyiikliiglindeki petrilerde yer alan PDA besi ortamina ekimi yapilmustir.

Mikrofungus kiiltiirleri inokulasyondan sonra 2441 9C’de 7 giin karanlik kosullarda inkiibasyona
brrakilmistir. Kontrol olarak ise funguslar sadece PDA igeren petri kaplarma ekimi yapilmistir.
Inokulasyondan sonra petrilerin etrafi parafilm ile kapatilmis ve 7 giin sonra mikrofunguslarm miselyum
cap1 Olciilerek kaydedilmistir [16]. Calisma, Tesadiif Parselleri Deneme Deseninde 3 tekerriirlii olarak
yuriitiilmistiir. Miselyum gelismesi engelleme yiizdesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmustir [17].
Gl (%)= dc-dt/dc x 100

GI= Miselyum gelisimi engelleme orani (%); dc= Kontroldeki miselyum gelisimi

(mm); dt=Uygulamadaki miselyum gelisimi (mm).
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2.2.2. istatistiksel Analiz

Caligma sonucunda elde edilen veri setinin istatistik analizinde Tek Yonlii Varyans Analizi (One-way
ANOVA) tekniginden, farkli doz odun sirkesi uygulamalarmin kontrol grubu ile olan farklarimin
istatistiksel olarak énemli olma durumlarmin belirlenmesi amaci i¢in Dunnet Farkli Gruplar1 Belirleme
Testinden yararlanilmugtir. Istatistik analizlerin yapilmasinda Minitab (Ver. 17) istatistik paket programi
kullanilmustir [18].

3. Bulgular ve Tartisma

Aspergillus niger’e yapilan antimikrobiyal madde testinde, misel gelisiminin ortalama olarak en az %
10 mL OS’de (9.33 mm) ve en ¢ok kontrolde (27.92 mm), P. digitatum ‘a ise misel gelisiminin ortalama
olarak en az % 10 mL OS’de (7.17 mm) ve en ¢ok kontrolde (34.17 mm) oldugu goriilmiistiir (Tablo 1).
Gerek A. niger ve gerekse P. digitatum un biiyiime parametreleri bakimindan yapilan Varyans analizleri
sonucunda dikkate alinan s6z konusu parametreler bakimindan dikkate alinan dozlar arasinda
istatistiksel olarak 6nemli farklarin bulundugu (P=0.000) goriilmiistiir. Hangi dozlarin kontrol grubu ile
olan farklarmin istatistiksel olarak onemli olduklarmin belirlenmesi amaciyla yapilan Dunnett testi
sonucunda her iki tiirde de %1 mL OS dozu harig, kontrol grubu ile dozlar arasinda istatistiksel olarak
onemli farklarin bulundugu sonucuna varilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Koloni ¢ap1 bakimindan tanitici istatistikler ve Dunnet Farkli Gruplari Belirleme
Testi sonuglar

Tir adi Uygulama Koloni ¢ap1 (mm)  Koloni ¢ap1 (mm)

X TSy

Minimum Maksimum
0S %1 mL 25.83+0.51 AB 25.00 26.75
0S %3 mL 24.75+0.29 B 24.25 25.25
A. niger 0OS %5 mL 18.9240.44 C 18.25 19.75
0S %7 mL 12.92+0.96 D 11.00 14.00
0S %10 mL 9.33+0.58 E 8.25 10.25
Kontrol 27.9240.42 A 27.50 28.75
0S %1 mL 33.75+0.14 A 33.50 34.00
0S %3 mL 31.58+0.22 B 31.25 32.00
0S %5 mL 20.08+0.44 C 19.25 20.75
P. digitatum  OS %7 mL 15.4240.17 D 15.25 15.75
0S %10 mL 7.17£0.30 E 6.75 7.75
Kontrol 34.17£0.22 A 33.75 34.50

*Ayni tiirde farkli harflerle gosterilen dozlar arasindaki farklar énemlidir (P<0.05).

Bu calismada kullanilan OS’un, antifungal etkisinin oldugu ve artan dozlarda bu etkininde
paralel olarak artti§i bulunmustur. Bu caligmadan elde edilen sonuglarla Ortiisen calismalardan;
Chalermsan ve Peerapan [19] elde ettikleri OS’un organik tarimda fungisit ve bakterisit olarak
kullanabilecegini dile getirmislerdir. Ayrica Baimark vd. [12], Baimark ve Niamsa [20] Penicillium
griseofulvum’a kars1 gerek kullandiklart ham OS’un ve gerekse findik kabuklarindan elde ettikleri
OS’un en etkili antifungal maddeler oldugunu bulmuslardir. Bir bagka ¢alismada; Oramahi vd. [21]
Aspergillus niger’in biiyiimesinin artan dozlardaki sirkeye karsi azaldigini ve bu durumun fenol ve
asetik asit bilesiklerden kaynaklanabilecegini ifade etmektedirler. Velmurugan [22] Ophiostoma
polonicum, O. ips, O. flexuosum, O. narcissi ve O. tetropii mantarlarina karsi kullandiklar1 notralize
edilmis OS’un %2.5 mL’den fazlasiin giiglii antifungal etki gdsterdigini bulmuslardir. Ayrica yapilan
baska galigmalarda da OS’un antifungal etki gosterdikleri yoniinde bulgular vardir [13, 15, 23, 24, 25].
Bu ¢alismalarin yani sira, Rabbi vd. [26] deneylerinde kullandiklar1 OS’un iki ¢esidinin A. niger, A.
flavus ve Fusarium spp.’e karsi etkili oldugu belirtmigler ve elde edilen bulgularla ortiistiigii ancak
Trichoderma spp.’nin her iki OS’a kars1 direng gosterdigini ifade etmislerdir [26]. Bu ¢alismada elde
edilen sonucun, Baimark ve Niamsa [20] ile Oramahi vd. [21]’nin bildirdigi tizere OSun igerdigi fenolik
bilesiklerden kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir. Ancak ulasilan sonugtan farkli olarak Lee vd. [27]
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Tyromyces palustris ve Coriolus versicolor’a karsi yaptiklari ¢alisgmada; OS un funguslarin biiyiimesini
inhibe etmedigini ifade etmislerdir.

4. Sonuc ve Oneriler

Sonug¢ olarak; findik kabuklarindan elde edilen odun sirkesinin, A. niger ve P. digitatum’un misel
gelisimlerini engelledigi tespit edilmis olup, bu sirkenin kiif etmenlerine kars1 denenmesinin faydali
olabilecegi diisliniilmektedir.
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