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OZET

YORESEL KAYNAKLARDAN iZOLE EDIiLEN CHLORELLA sp.
VE SIYANOBAKTERI OSCILLATORIA AMPHIBIA’ NIN
CESITLI EKSTRAKTLARININ FARMAKOLOJIK
AKTIVITELERININ iINCELENMESI

YILMAZ KOZ, Fethiye Ferda

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Giiven OZDEMIR
Ocak 2009, 173 sayfa

Giiniimiizde dogal iiriinlerin arastirilmasi, biyolojik olarak aktif
yeni kaynaklarin kesfedilmesi ve gelistirilmesi bakimindan biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Tez c¢alismamizda {iilkemizin gollerinden izole edilen
Chlorella sp. (Salda Gol’ i) ve Oscillatoria amphibia (Ac1 G6l)’ nin bazi
farmakolojik aktivitelerinin arastirilmast amaglanmistir. Belirlenen
tiirlerin optimum kosullarda iiretimi yapilmis ve Sokslet ekstraktoriinde
aseton, kloroform, etanol, hekzan, diklorometan, metanol ekstreleri ile

Klevenger cihazinda ugucu yag ekstreleri hazirlanmustir.

Gaz Kromatografi/Kiitle Spektrometresi (GK/KS) analizlerinde
Chlorella sp. ugucu yaginda bulunan maddeler % 92,21 oraninda
tanimlanmis, temel bilesenler; nitrik asit, 2-metilpropil ester (% 51,11) ve
fitol (% 29,84) olarak belirlenmistir. O. amphibia ugucu yaginda bulunan
maddeler % 70,0 oraninda tanimlanmuis, temel bilesenler; nitrik asit, 2-
metilpropil ester (% 22,62) ve siklohekzilheptadekan (% 12,87) olarak

belirlenmistir.
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Chlorella sp.” nin fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu
belirlenen metanol ve etanol  ekstrelerinin  2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS) radikal katyon dekolorizasyon
metoduna gore en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gozlenmistir. P-karoten renk acgilmasi metoduna gore metanol, 2,2-
difenil-2-pikrilhidrazil hidrat (DPPH) radikal siipiirme metoduna gore ise
etanol ekstrelerinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. O.
amphibia’ nmin fenolik bilesiklerce zengin oldugu belirlenen kloroform
ekstresinin DPPH metodu hari¢ tiim antioksidan aktivite testlerinde en
yiiksek aktiviteyi gosterdigi bulunmustur. Chlorella sp. ve O. amphibia’
nin tiim ¢ézgen ekstrelerinin biitil hidroksi toluen (BHT) ve E vitaminine
gore diisiik veya orta diizeyde antioksidan aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Total fenolik bilesiklerin miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi ile

gallik asit standart egrisine gore belirlenmistir.

Antimikrobiyal etki ¢ozgen ekstrelerinde disk diffiizyon ve
mikrodilusyon metotlar1 ile standart antibiyotiklerle karsilastirilarak
arastirllmistir. Disk difiizyon metoduna gore Chlorella sp.” nin tiim
ekstrelerinin Gram pozitif mikroorganizmalar iizerinde etkili oldugu, O.
amphibia’ nin sadece hekzan ekstresinin hem Gram pozitif hem de Gram
negatif ~mikroorganimalar {izerinde etkili oldugu go6zlenmistir.
Mikrodilusyon test sonuglarina gore ise ekstrelerin tiim ekstrelerin Gram
pozitif ve Gram negatif ve mikroorganizmalar {izerinde etkilerinin

oldugu goriilmiistiir.

Cozgen ekstrelerinin analjezik ve antiinflamatuvar aktiviteleri

morfinle karsilastirilarak formalin testi ile akut toksisiteleri ise limit test
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yontemi ile Swiss albino farelerde arastirilmistir. Chlorella sp.” nin
aseton ve kloroform ekstreleri morfinle karsilastirildiginda hem akut hem
de inflamatuvar fazda olduk¢a iyi aktivite goOstermis, sadece
diklorometan ekstresi her iki fazda da etkili bulunmamuistir. O. amphibia’
nin aseton ve diklorometan ekstreleri hem akut fazda hem de
inflamatuvar fazda etkili bulunmus, metanol ekstresi ise her iki fazda da
en diisiik aktiviteyi gostermistir. Chlorella sp. ekstrelerinde akut toksisite
gozlenmemistir. O. amphibia’ nin etanol ekstresi disindaki ekstrelerinin

akut toksisitesi gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Mikroalgler, siyanobakteriler, farmakolojik

aktivite, ekstre, ucucu yag, Chlorella, Oscillatoria.
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ABSTRACT

PHARMACOLOGIC ACTIVITY INVESTIGATION IN VARIOUS
EXTRACTS OF GREEN MICROALGA, CHLORELILA sp. AND
CYANOBACTERIUM, OSCILLATORIA AMPHIBIA ISOLATED

FROM LOCAL SOURCES

YILMAZ KOZ, Fethiye Ferda

Doctorate Thesis Biology Department
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Giiven OZDEMIR
January, 2009, 173 pages

Today, natural product researches are of great importance for
discovering and improving new biologically active sources. In our thesis
study, it was aimed to investigate some pharmacologic activities in the
extracts of Chlorella sp. (Lake Salda) and Oscillatoria amphibia (Lake
Acigol) isolated from lakes in our country. Firstly, the selected isolates
were cultivated under optimum conditions, at the end of the stationary
growth phase they were harvested and extracted by Soxhlet apparatus
with acetone, chloroform, ethanol, dichloromethane, hexane, methanol,

and a Clevenger-type apparatus for obtaining volatile components.

Compounds of the essential oil from Chlorella sp. were identified
by Gas Chromatography/Mass spectrometry (GC/MS) analysis at the rate
of 92.21 %, and the main compounds were determined as; nitric acid, 2-

methylpropyl ester (51.11 %) and phytol (29.84 %). Compounds of the
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volatile oil from O. amphibia were determined at the rate of 70.0 %, and
the main components were defined as nitric acid, 2-methylpropyl ester

(22.62 %) and cyclohexylheptadecane (12.87 %).

The methanol and ethanol extracts of Chlorella sp. were found as
rich in phenolic compounds and showed the highest antioxidant activity,
according to the 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTY) radical cation decolorisation method. It was seen that while the
methanol extract had the best activity considering B carotene bleaching
method, the ethanol extract exert the highest activity to the 2,2-diphenyl-
2-picrylhydrazil hydrate (DPPH) radical scavenging activity method
when compared with the other extracts. The chloroform extracts of O.
amphibia were found as rich in phenolic compounds and had the highest
antioxidant activity at all the antioxidant activity tests, except the DPPH
method. It was seen that all the solvent extracts of Chlorella sp. and O.
amphibia had middle or little activity as compared to the synthetic
antioxidants butylated hydroxy toluene (BHT) and vitamin E. The
amounts of fenolic contents of the extracts were determined by Folin-

Ciocalteau reagent according to a gallic acid standard curve.

Antimicrobial activities of the solvent extracts were investigated by
disc diffusion method and microdilution method comparing standart
antibiotics. To the disc diffusion method, all the solvent extracts of
Chlorella sp. were found as active on the Gram positive microorganisms,
while only the hexane extracts of O. amphibia were.found as active
against both Gram positive and Gram negative microorganisms. In

addition, all the extracts were found as antimicrobially active on Gram
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positive and Gram negative microorganisms in respect of the

microdilution test results.

Analgesic and antiinflammatory activities of the solvent extracts
were analysed by formalin test as compared to the morphine and acute
toxicities were determined by limit test in Swiss albino mice. The
acetone and the chloroform extracts of Chlorella sp. exerted considerably
good inhibitory activity for acute phase and also inflammatory phase of
the pain, the dichloromethane extracts were only found as ineffective
both two phases of the pain. The acetone and dichloromethane extracts of
O. amphibia were found as operative on both the acute phase and
inflammatory phase of the pain, methanol extracts exerted the smallest
activity on both two phases of the pain. Acute toxicity of the Chlorella
sp. solvent extracts was not observed. Except the ethanol extracts of O.

amphibia, acute toxicity was not observed.

Key Words: Microalgae, cyanobacteria, pharmacologic activity,

extract, volatile oil, Chlorella, Oscillatoria.
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1 GIRIiS

Insanlar tarafindan ilag kullaniminin tarihi, prehistorik devirlere
dayanmaktadir. Daha o zamanlardan baglayarak insanlarin dogadaki
bitkisel, hayvansal ve mineral maddeleri kendi iizerlerinde denedikleri ve
asirlar boyu c¢ok sayida dogal maddenin hastaliklara kars1 kullanildig:
bilinmektedir. Ilaclar ile ilgili en eski bilgiler milattan 3000 yil kadar
once yazildig1 saptanmis olan Siimer tabletlerinde bulunur (Sekil 1.1).
Daha sonralari, Misir Papiriislerinde, Cin, Hint, Arap ve Acem
yazmalarinda bu konuda genis bilgilere rastlanmaktadir. 17. Yiizyildan
baslayarak da ilaglarin tedavide kullanimlarinda goézlem ve deneye

dayanma ilkesi on plana ¢ikmaya baslamistir (Dokmeci, 2000).

Sekil 1.1 Siimerce ilag recetesi
(1. O. 3000) (Kramer, 1999)



Giiniimiizde sik¢ca giindeme gelen fitoterapi kavrami igerisinde
dogal kaynaklarin saglik acisindan daha yogun bir ilgi gormesi, bu
alandaki caligmalar icin ayrilan kaynaklarin artmasina neden olmaktadir.
Dogal kaynaklar arasinda farmakolojik aktiviteye sahip olan mikroalg ve
siyanobakteriler gibi mikroorganizmalarin da 6nemli bir yeri vardir.
Ulkemiz elverisli cografi o6zellikleri bakimindan pek cok avantaj
saglamakta, denizlerinden gollerine oldukca zengin biyolojik cesitlilige
sahip kaynaklariyla yurt i¢inde ve disinda bir¢ok arastirmacinin yogun
ilgisini ¢cekmektedir ve bu konuda cesitli arastirmalar literatiirde yerini
almaktadir (Aysel at al., 2001; Conk Dalay, 2002; Jaffrezo et al., 1978;
Everest et al., 1997; Taskin et al., 2001; Tiiney et al., 2006; Ozdemir et
al., 2006).

Algler uzun yillardan beri tedavi amaciyla kullanilmaktadir.
1950’1lerde makroalglerle biyoaktif bilesikler 6zellikle de antibiyotiklerin
kesfine yonelik sistematik c¢alismalara baslanmistir. 1970’lerde bu
bilesiklerin saf olarak izole edilerek kullanilmasi fikrinin yerini, oncelikli
olarak kaynaktan elde edilen ham ekstraktin kullanilmasi ve sonra
icindeki bilesiklerin izole edilerek tanimlanmasi fikri almigtir

(Borowitzka, 1999).

Mikroalgler ve siyanobakterlere iliskin daha ayrintili arastirmalar
1980’lerde baglamis ve giintimiizde kapsamli ¢alismalarin odagi haline
gelmistir.  Mikroalg  kiiltiirleri  laboratuar  kosullarinda  kolayca
hazirlanabilmekte ve igerdikleri ©nemli bilesikler izlenebilmektedir.

Fotosentez yoluyla organik madde sentezlemektedirler. Akuakiiltiirden su
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aritimina, ¢esitli metabolitlerin ve farmasétiklerin eldesinden insan besini
ve hayvan yemi olarak kullanimmna kadar genis bir alanda
degerlendirilebilme olanaklar1 vardir (Borowitzka, 1999; Sukatar, 2002,
Walker et al., 2005).

Tiim mikroskopik tek hiicreli veya filament6z algler
taksonomileriyle bir iligkisi olmadig1 halde genellikle mikroalg olarak
adlandirilmaktadirlar. Eskiden mavi-yesil algler (Cyanophyta) olarak
adlandirilan siyanobakteriler (Cyanobacteria) kloroplast icermeleriyle
Okaryotik  alglere  benzemekle beraber prokaryotik  Ozellikler
tasimaktadirlar Pek cok siyanobakterinin morfolojik karakteristigi ve
filogenetigi ¢ok az anlasilabilmistir. Sonu¢ olarak siyanobakterilerin
taksonomisi pek cok kez gozden gecirilmis ve botanik kriterler yerine
bakteriyolojik kriterler temel alinarak yeniden siniflandirilmistir (Henson
et al., 2004; Kreitlow et al., 1999; Pulz and Gross, 2004; Yoldas vd.,
2003)

Bitki/hayvan ayirimi 1866 yilinda resmi olarak Haeckel tarafindan
degistirilmis ve her iki kategoriye de yerlestirilmemis olan, hem hayvan
hem de bitkilerden ayrilan Ozelliklere sahip tek hiicreli formlar da
(protistler) ele alinarak canlilar 3’e ayrilmistir. Daha sonralar1 1930
yilinda Edward Chatton canlilar1 6karyot ve prokaryot olmak iizere 2
kategoriye ayirmis ancak Onerisi rededilmistir. Daha sonra Coepland,
bakterileri de ekleyerek canlilar1 4 dala ayirmistir. 1969 yilinda ise
Whitakker, Bitki, Hayvan, Protist, Monera (bakteri) gruplamasina Fungi

(mantarlar) alemini de ekleyerek canlilar1 5 dala ayirmistir. Bu siniflama
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yakin zamana kadar en cok kabul goren yasamin temel organizasyon

semas1 olmustur (Ozcan, 2004; Woese et al., 1990).

Sonraki yillarda, mikroorganizmalar acisindan molekiiler yapilar ve
dizilerin, klasik fenotipik Ozelliklere gore evrimsel iliskileri daha iyi
ortaya c¢ikardigi goriildiiglinden, taksonlarin tanimlanmasinda temel
alinan organizmal—hiicresel seviye, molekiiler diizeye (16S ve 18S
rRNA dizi karsilastirmalar1) kaydirilmistir. Molekiiler karsilagtirmalar
sonucu 1977 yilinda Carl Woese tarafindan canlilar 3 ana gruba
ayrilmistir: Bakteriler, Okaryotlar ve Arkeler. Bu siniflandirmada herbir
kategori "Domain" olarak adlandirilmis olup herbir domain 2 ya da daha
fazla alem icermektedir. Arke, Bakteri ve Okaryotlara bagl farkli alemler
bulundugu icin daha esnek ve daha aciklayici olmalarindan dolayi en {ist
hiyerarsi seviyesini adlandirmak amaciyla en yiiksek taksona Domain
adinin verilmesi Onerilmistir (Ozcan, 2004; Brock et al., 2005; Woese et

al., 1990).

Mikroalgler ve siyanobakteriler protein, karbonhidrat, lipid,
vitamin, enzim ve diger biyoaktif bilesikleri agisindan ¢ok Snemlidir.
Farmasotik  olarak  aktif  bilesikler, antibiyotikler, algisitler,
antineoplastikler, antiviral bilesikler, toksinler, ve bitki gelisimi
diizenleyici gibi bilesikler icermektedir. Son yillarda antibiyotik ve
farmasotik olarak aktif bilesiklerin eldesi agisindan siyanobakteriler
arastirmalara gittikce artan bir oranda konu olmus ve c¢ok sayida

antibiyotik etkili yeni bilesigin izolasyon ve karakterizasyonu
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gerceklestirilmistir (Bérdy, 2005; Kreitlow et al., 1999; Pulz and Gross,
2004; Yoldas vd., 2003).

Bir¢ok calismada aktif bilesiklerin iiretiminin biiyiime fazina veya
kiiltiir sartlarina baghi oldugu goriilmiistir, bu nedenle biyoaktif
bilesiklerin iiretimi icin kiiltir kosullarinin  optimize edilmesi
gerekmektedir. Biyoaktif bilesiklerin cogu yavas biiyliyen Kkiiltiirlerde
veya stasyoner fazda olusan sekonder metabolitlerdir (Borowitzka, 1999;

Imamoglu, 2007; Walker et al., 2005).

Cesitli organizmalardan izole edilen biyoaktif materyaller

Ucucu yaglar temel olarak monoterpenler, diterpenler,
karbonillenmis iiriinler ve polienler iceren organik bilesiklerin kompleks
bir karisimidir. Insan ve hayvan saglig1 iizerine yararh etkileri olan bu
bilesiklerin antibakteriyal, antifungal, antitim6ér ve antioksidan
aktiviteleri cesitli calismalarda gosterilmistir. Tibbi bitkilerin ¢ogu ucucu
yaglar gibi aromatik bilesikleri sentezleme yetenegine sahiptirler
(Ceylan, 1996; Demo et al., 2005). Pek c¢ok bitki tiiriiniin meyve
kabuklarinda, koklerinde, tohumlarinda ve yapraklarinda bulunurlar.
Ucucu yaglar, buhar distilasyonu ve solvent ekstraksiyonu gibi
yontemlerle elde edilirler. Yagin kalitesi ve aromatik bilesiklerin
stabilitesine bagli olarak istenen Ozelliklere gore son {iiriin redistilasyon
ve saflastirma ile elde edilir. Aromatik ozellikleri nedeniyle gida ve
kozmetik sanayiinde kullanilmaktadir (Semen and Hiziroglu; 2005;

Ceylan, 1996).



Yaklasik 13500 dogal antibiyotigin varligindan soz edilmektedir.
Bunlarin 5500 tanesi aktinomisetlerden elde edilirken yaklasik 3300
tanesi yiiksek bitkilerden elde edilmektedir ve yaklasik 90 tanesi
giiniimiizde kullanilmaktadir. Bu dogal iiriinler, ila¢ olarak kullanilmakla
beraber ayni1 zamanda sentetik analoglarin hazirlanmasinda ve yapi-
aktivite ¢alismalarinda model teskil etmektedir. Son yillarda yeni biyo-
aktif molekiillerin veya yeni bilesikler i¢in Oncii olabilecek bilesiklerin
kesfine ihtiyag¢ duyulmaktadir. Mikroalgler ise bu tip bilesikler igin
onemli bir potansiyel kaynak olarak gosterilmektedir (Borowitzka, 1999).

Antimikrobiyal maddeler, sentetik olarak veya cesitli dogal
kaynaklardan  elde edilen, kiicik dozlarda  uygulandiginda
mikroorganizmalar1 6ldiiren ve konak canliya zararh etkisi goriilmeyen
veya az olan bilesiklerdir. Bir antimikrobiyal ilagta olmas1 gereken en
onemli Ozellik ise “secici toksik™ etki yani konaga zarar vermeden

mikroorganizmanin inhibe edilmesidir (Ustagelebi, 1999).

1953 yilinda yapilan ¢alismalarda mikroalglerin antibiyotik iirettigi
goriilmiis ve ardindan ¢ok sayida mikroalgal ekstre ve/veya ekstraseliiler
Uriiniin ~ antimikrobiyal  (antibakteriyal,  antifungal,  antialgal,
antiprotozoal) aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. 1988’de yapilan bir
caligmada 300 tatlisu alginin % 10’ unda antibakteriyal, 532 deniz ve tatl
su alginin % 5’inde antifungal aktivite saptanmistir. Buna ragmen heniiz

bulunan ¢ogu aktif bilesigin yapis1 bilinmemektedir (Borowitzka, 1999).

Baz1 mikroalg tiirlerinde cesitli stres kosullar1 (azot yetersizligi,

yiiksek 1s1k siddeti, yiiksek tuzluluk vb.) P-karoten, astaksantin,
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zeaksantin, lutein gibi giiclii antioksidan Ozelligi olan pigmentlerin
birikmesine neden olur. Bu sekilde cesitli parametrelerle oynayarak
hiicreler iizerinde yaratilan fizyolojik stres ile kiiltiire alinan hiicrelerin
istenen {liriinii daha fazla iiretmesi saglanabilmektedir (Pulz and Gross,

2004; Gokpinar vd., 2006).

Antioksidan bilesikler bagka molekiillerle kolayca elektron
aligverisi yaparak onlarin yapisini bozan serbest radikalleri nétralize
ederek viicudun onlardan etkilenmesini Onleyen veya kendini
yenilemesini  saglayan maddelerdir.  Serbest radikaller, lipid
peroksidasyonuna yol agarak ve ayrica aminoasitlere, proteinlere, niikleik
asitlere, karbonhidratlara, kofaktorlere, norotransmiterlere etki ederek
biyolojik sistemlere biiyiik zararlar verirler (Dokmeci, 2000; Gokpinar

vd., 2006, Krishnaiah et al., 2007).

Dogal antioksidanlar, hastaliklardan korunmada, nutrasotik olarak,
kalite, stabilite ve gida iiriinlerinin giivenligini saglamak i¢in gida katki
maddesi olarak kullamilmaktadir. Biitil hidroksi anisol (BHA), biitil
hidroksi toluen (BHT), propil gallat (PG), terbiitilhidrokinon (TBHQ)
gibi antioksidanlar en ¢ok bilinen sentetik antioksidanlardir. Ancak, BHT
ve BHA’nin bazi1 sakincali fiziksel ozellikleri (yliksek buharlagsma ve
yiiksek sicakliklarda stabil olmamasi), sentetik gida katki maddeleriyle
ilgili kat1 yasal diizenlemeler ve tiiketici tercihleri iireticilerin dikkatlerini
dogal antioksidanlara cevirmelerine neden olmustur. Ozellikle son birkac
yilda gidalarda lipidlerin oksidatif bozulmasinin geciktirilmesinin yani

sira insanlarda serbest radikaller ve ROS’ la iliskili pek c¢ok kronik
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hastaligin olusumunu geciktirmesi ve engellemesi nedeniyle dogal
antioksidanlarin arastirilmasina artan bir ilgi goriilmektedir (Giilgin et al.,

2004; Krishnaiah et al., 2007; Marxen et al., 2007).

Mikroalg ve siyanobakteriler analjezik ve antiinflamatuvar etkili
bilesikler de sentezlemektedirler (Borowitzka, 1999). Analjezik maddeler
agriya karsi kullanilan ajanlardir. Agri, doku zedelenmesi (yanik, batma,
sikigma, bazi kimyasal ve toksik maddeler) uyarilarina periferik serbest
sinir uclan tepki verdiginde baslayan kompleks fizyolojik bir olaydir.
Uyarilarin algilanmasinda nosiseptor (agrili uyarilari algilayan sensitif
reseptor) gibi identifiye edilmis histolojik bir yapr varligi gosterilmis
degildir. Nosiseptorlerin agriyi iletmesi kiiciik capli miyelinli A delta ve
miyelinsiz C lifleriyle saglanmaktadir. Boylece uyarilar spinal korda
kadar tasmrlar ve beyine ulagsmadan onemli Ol¢iide modifiye olurlar

(Dokmect, 2000).

Cilt icindeki nosiseptorler mekanik, termal yada kimyasal
uyarilarla aktive olurlar. Bu nedenle nosiseptorlere termoreseptor veya
mekanoreseptorler adi verilmektedir. Asiri 1s1 ve sogukla etkilenen
termoreseptorler, hafif dokunma ile de uyarilabilmektedir (polimodal
reseptorler). Titresim, dokunma ve basing duyular1 Pasini ve Meissner
korpiiskiilleri ve Merkel hiicrelerinde sonlanan A beta lifleriyle
tasinmaktadir. Cilde uygulanan agrili bir uyaran erken donemde kesin ve
batici bir agri, ge¢ donemde ise yanici bir agriya yol agmaktadir. Kesin
ve batict agrinin A delta lifleriyle, yanici agrinin da C lifleriyle tasindigi

gosterilmistir (Dokmeci, 2000).
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Antiinflamatuvar maddeler, viicutta inflamasyonla olusan
belirtilere karst kullanilan ajanlardir. Inflamasyon; asir1 yada anormal
hiicresel bir uyar1 yada lezyona karsi canli varliklarin gosterdigi bir
savunma reaksiyonudur. Bu durum travma, yanik sonucu yada dis
patojen ajanlarin (virus, bakteri, parazit, antijenler) yada otoantijenlerin
organizmaya girmesiyle olusabilir. Antijen yada otoantijen olusumunda
organizma kendi immiiniter sistemiyle savunma yapar. Inflamatuar
immun yanit, kismen immun yanita katilan hiicreleri (reaktif helper T, ve
supresor T lenfositler, Tg) kismen de ¢ok hizli elimine yada inhibe
edilemeyen sitokinler gibi hiicresel mediyatorlerin olusumunu
kapsamaktadir. Bu sitokinler akut yada kronik inflamasyon
basamaklarina gore, inflamatuvar prosesler {iizerine retrokontrol bir
etkiyle (feed back) bir etkiyle inhibitor yada aktivatdr senteze
yonlendirme yapabilirler (D6kmeci, 2000).

Amerika’da Upper Klamath Golii'nden (Oregon) izole edilen
Aphanizomenon flos-aquae antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklere
sahip olan fikosiyanin pigmenti bakimindan zengin bir siyanobakteridir.
Yas agirhiginin % 30-40°1 kadar fikosiyanin iceren A. flos-aquae
ekstreleri gida destegi olarak alindiginda oksidatif stres ve inflamasyonla
baglantili klinik vakalarin tedavisinde ko-faktor olarak yardimci rol

oynayabilmektedir (Benedetti et al., 2004).

Asir1 mikroalg tiremeleri (harmful algal blooms, HAB’s) son
yillarda giderek daha sik ve yaygin olarak rapor edilmektedir (Sekil 1.2).

Bu iiremeler, sucul hayvanlarin tiir diizeyinde populasyon artiglarini
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bozmakta, ekosistemin siirdiiriilebilirligi, yetistiricik ve turizm gibi
onemli endiistri sahalarin1 hatta insan saghigini olumsuz olarak
etkilemektedir (Hernandez-Becerril et al., 2007; Katirioglu et al., 2004;
Koray ve Colak-Sabanci, 2004). Ulkemizde rapor edilen tiirlerin yaklagik
% 10’unun zehirli ve/veya zararl asir1 tireme olusturduklar1 ve bunlardan
sadece % 5’ inin bilinen toksinleri sentezleyerek balik oOliimleri ile
birlikte ekosistem diizeyinde katastrofi olusturabildikleri bilinmektedir

(Koray ve Colak-Sabanci, 2004).

Sekil 1.2 Baltik Denizi’nde asir1 mikroalgal ¢ogalma
13-Haziran-2006 (Envisat’s MERIS) (www.physorg.com)

Toksikolojik maddeler, canli organizmada zararli etki gosteren
herhangi bir madde olarak tanimlanabilir. Uygun yol ve dozda alinmayan

her madde toksik etki yapabilir. Bu etki bir yap1 degisikligi seklinde veya



11

biyokimyasal lezyon seklinde olabilir. Ortaya cikan etki, reversibl
olabilecegi gibi hiicre 6liimii seklinde de olabilir (Saygi, 2003).

Calismamizda laboratuvar sartlarinda Chlorella sp. ve Oscillatoria
amphibia Xiiltiirleri hazirlanarak elde edilen hiicrelerin ortamdan
ayrilarak liyofilizatorde kurutulmasiyla elde edilen biyokiitleden
hidrodistilasyonla ucucu yag elde edilmesi ve Gaz Kromatografi/Kiitle
Spektroskopisi (GK/KS) analizleriyle kimyasal iceriginin tayin edilmesi,
ayrica  cesitli  ¢ozgen  ekstrelerinin  antimikrobiyal, analjezik,
antiinflamatuvar ve antioksidan aktiviteleri ile toksisitelerinin
arastirtlmasi amacglanmistir. Yesil mikroalg Chlorella sp. (CC-1, Salda
Gol’ii-Burdur) ve siyanobakteri Oscillatoria amphibia (CC-14, Ac1 Gol-
Denizli), “Icsularda bulunan bazi mikroalglerin Kiiltiir koleksiyonu
(YDABAG101Y05)” isimli TUBITAK projesi kapsaminda olusturulan
Ege Universitesi Mikroalg Kiiltir Koleksiyonu (Ege-MACC)’ ndan
saglanmistir. Tez calismamiz, iilkemizdeki dogal kaynaklarin
degerlendirilmesi, farmakolojik acidan degerli biyolojik zenginligimizin
ortaya konulmasi ve bu alandaki yeni calismalar1 tesvik etmesi
bakimindan 6zel bir 6neme sahiptir. Farmakolojik aktivite gosterdigini
belirledigimiz tiirlerin gelecekte, biiyiik olgekli iiretimleri ve yaygin
kullannmiyla hem diinyaya hem iilkemize Onemli katkilar saglamasi

beklenmektedir.
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2 LITERATUR OZETi
2.1 Mikroalg ve siyanobakterilerin genel ozellikleri

Genellikle klorofil a iceren ve bir tallusdan olusan; kok, govde ve
yapraklar seklinde farklilasmis yapilar1 olmayan organizmalara ‘“alg”
denmektedirler. Bakteri olmalarina ragmen siyanobakteriler de bu
siniflandirmaya dahil edilmektedirler. Bu nedenle “mikroalg” terimi
mikroskopik algleri ve oksijenik fotosentetik bakteriler olan

siyanobakterileri de kapsamaktadir (Tomaselli, 2004).

Mikroalgler diinyanin her yerinde bulunabilirler ve her tiir toprak
yiizeyinde, genel olarak da suda genis bir yayilim gosterirler. Cok az bir
kisminin simbiyotik yasam sekilleri vardir. Tek hiicre, koloni veya
filamentli olmak {izere cesitli tipte hiicre organizasyonlarina sahiptirler.
Tek hiicreli siyanobakterilerin cogu hareketsizdir, hareketli olanlar ise
flajelleri olmadigr halde kayma ve ylizme hareketi yapabilirler. Tek
hiicreli mikroalgler hareketli veya hareketsiz olabilirler. Hareketli

formlarinda flajel bulunmaktadir (Tomaselli, 2004).

2.1.1 Siyanobakterilerde hiicre yapisi

Siyanobakteriler, murein (peptidoglikan) tabakasi iceren ve disinda
lipopolisakkarit bir tabakadan olusan dort katli, Gram negatif boyanan bir
hiicre duvarina sahiptirler. Bazi durumlarda hiicre duvarini miisilajhi bir
zar cevreleyebilmektedir. Hiicre duvarinin altinda ince bir hiicre zari

veya plazmalema bulunur (Becker, 1995; Koray, 2002; Tomaselli, 2004).
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Siyanobakterilerde, fotosentetik kisimlar iceren ve sitoplazmada
serbestce dolasan tilakoid adi verilen yapilar bulunmaktadair. Tilakoidler,
sitoplazmik yiizeye diizenli olarak siralanmis fikobilizomlar ile de
gosterilmektedir. Fikobilizomlar fikosiyanin gibi fikobiliproteinleri
icerirler. Siyanobakterilerde fotosentetik pigment olarak sadece klorofil a
bulunmaktadir. Siyanobakteriler seliiloz i¢cermediginden sindirilmeleri
diger alglere oranla daha kolaydir (Becker, 1995; Koray, 2002;
Tomaselli, 2004).

Siyanobakteriler karbon, azot ve oksijen cevrimlerinde ¢ok onemli
bir rol iistlenmislerdir. Filamentli (Oscillatoria sp.) ve serbest yasayan
tek hiicreli formlar halinde de bulunabilirler (Synechococcus sp.).
Filamentli olanlarda u¢ veya aradaki hiicreler azot yakalamak {iizere
farklilasmis olup sadece sudaki azotu degil, havada N, formundaki

serbest azotu da yakalayabilme yetenegine sahiptirler (Koray, 2002).

Esas depolama iiriinleri glikojen olup hiicre sitoplazmasi icinde
inkliizyonlar seklinde sik¢a rastlanir. Ayrica denizel siyanobakteriler
cogunlukla “gaz vezikiilleri” adi verilen sitoplazmik inkliizyonlar
icerirler. Gaz vezikiilleri sisme-inme Ozellikleri ile siyanobakterilerin
suda, fotosentez igin gerekli optimum sicaklik ve derinlikte asili

kalabilme yeteneklerini arttirirlar (Koray, 2002).

Siyanobakteri hiicreleri ikiye boliinerek (binary fission) ¢ogalirlar.
Ayrica ¢oklu bolimme (multiple fission), fragmentasyon (hormogonia)

ile de ¢ogalirlar. Baz1 filament6z siyanobakteriler akinetler olustururlar.
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Genetik varyasyon ise transformasyon ve konjugasyonla saglanmaktadir

(Koray, 2002; Tomaselli, 2004).

2.1.2 Mikroalglerde hiicre yapisi

Mikroalgal hiicre duvart bazi durumlarda bir amorf tabaka ile
cevrilmis, mikrofibriler seliiloz tabakadan olusmaktadir. Ince bir
membran tabaka sitoplazmay1 cevreler. Sitoplazma, niikleus ile plazma
membran1 ve endoplazmik retikulumun iceriye dogru katlanmasi ile
olusmus cesitli kisimlar ve organelleri igerir. Kloroplast ve sitoplazmik
lipidler ¢coklu doymamis yag asitleri (polyunsatureted fatty acids-PUFA)
icin Onemli bir kaynaktir. Kloroplastlar klorofil iceren tilakoid yapilardan
meydana gelmektedir. Tilakoidler serbest halde veya fikobilizomlar
icerisinde fikobiliproteinler icerirler. Hiicre boliinmesiyle vejetatif

cogalma yaygindir (Tomaselli, 2004).

2.2 Elde edilen dogal iiriinler

Mikroalg ve siyanobakterilerde, ¢esitli vitaminler, farmasotik etkili
bilesikler, karotenoidler ve biliptoteinler gibi pigmentler, c¢esitli
vitaminlerin perkiirsorii olan fitol, gida ve yem endiistrisinde genis bir
yeri olan amino asitler, viskozite arttiric1 polisakkaritler, yilizey aktif
bilesikler olan biyoflokiilanlar ile polioller ve pek cok karbonhidrat
bulunmaktadir (Borowitzka, 1992a; Pulz and Gross, 2004).

Gectigimiz yirmi yilda alg ve diger bazi mikroorganizma formlari
tek hiicre proteini (single cell protein) kaynagi olarak artan bir ilgiyle

karsilanmaktadir. Alglerde total lipid oram1 genellikle cevresel faktorlere
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bagli olarak % 1 ile 70 arasinda degisir. Alglerdeki yaglarin ¢cogu gliserol
esterleri ve yag asitleridir. Siyanobakteriler % 25-60 oraninda c¢oklu
doymamis yag asidi (Poli Unsaturated Fatty Acids-PUFA) icerirler. Yesil
alglerde a-linolenik asit, siyanobakterilerde y-linolenik asit temel yag
asitleridir. Her iki yag asidi de gida ve yem sanayiinde Snemlidir.

(Becker, 1995 ).

Alglerin kuru agirligimin % 4-6° sim niikleik asitler olusturur.
RNA:DNA oran ise yaklasik 3:1°dir. Mayalarda % 8-12, bakterilerde
yaklasik % 20’dir. Kuru agirhigin % 5’ i klorofil ve karotenoidler gibi
lipofilik pigmentlerden olusmaktadir. Yesil alglerin pigment yolag:
yiiksek bitkilerdeki gibidir. Siyanobakteriler klorofil b icermezler ve
ekinenon ve zeaksantin ile c¢esitli karotenoid glikozidlerini igerirler

(Becker, 1995).

Klorofil, biliprotein ve karotenoidler fotosentezde gorev alan ii¢
grup pigmenttir ve endiistriyel boyutta iiretim temelde bu biliprotein ve
karotenoidler {iizerine yapilmaktadir. Fikobiliproteinler ticari anlamda
dogal boya olarak, diagnostik testlerde floresan madde olarak ve immun
floresan analizlerde antikor isaretlemede kullanilmaktadir. Ayrica
siyanobakteri Spirulina platensis’ den elde edilen bir biliprotein olan
fikosiyaninin 16semi hiicreleri {izerine inhibitor etkisi nedeniyle
potansiyel antitimor bir bilesik oldugu diisiiniilmektedir. Medikal
biyokimya alaninda ve saglikli gida katki maddesi olarak kullanilan yag
asitleri bakimindan zengin bazi mikroalglerin ticari iiretimi C;g linoleik

(18:2w6) asit (LA) ve v-linolenik (18:3w3) asit (GLA) ile Cy
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ekosapentanoik (20:5w3) asit (EPA) ve arasidonik asit (20:406) (AA)
icin yapilmaktadir (Skulberg, 2004).

Uzun yillar halk arasinda kullanildig1 ve bilindigi i¢in alglerle ilgili
yapilan calismalarin ¢ogu Uzak Dogu’dadir. Aktif bilesenler
bilinmemekle beraber algler, zengin vitamin ve mineral igerikleri
nedeniyle kullanilmaktadir (Becker, 1995). Mikroalglerde ve
siyanobakterilerde antibiyotik etkili bilesiklerin ve diger farmasdtiklerin
arastirtlmasi ile ilgili ¢alismalara ilgi her gecen giin artmaktadir.
Mikroalglerden izole edilen antimikrobiyal ve antifungal 6zellikteki ilk
bilesik 1960 yilinda Phaeocystis poucheti’ den elde edilen “akrilik asit”
tir (Skulberg, 2004). Son yillarda siklikla giindeme gelen fitoterapi
kavramui icerisinde dogal kaynaklarin insan saglig1 agisindan daha yogun
bir talep gbrmesi bu tip ¢alismalara ayrilan kaynaklarin artmasina neden
olmaktadir (Borowitzka, 1999; Katircioglu, 2006; Ozdemir et al., 2004;
Rodriguez-Garcia and Guil-Guerrero, 2008).

Aragtirmalar sirasinda bir biyolojik aktiviteye rastlandiginda ve
sekonder metabolit tanimlandiginda, bir sonraki adim bu bilesigin
molekiiler yapisinin belirlenmesidir. Laboratuar sartlarinda yapilan bazi
denemeler i¢in mikrogram diizeyde materyal yeterli olabilmektedir. Bu
miktar genellikle kiiciik capli bir kiiltiir islemiyle saglanabilmektedir.
Ancak ila¢ dizaym1 amaglaniyorsa Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
spektroskopi veya X-ray kristalografi gibi yontemler kullanilir ve bu
arastirmalarda 1-100 mg kadar materyale ihtiya¢ duyulabilmektedir.

Boyle bir durumda iiretici organizmanin biiyilk capta iiretimi yada
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bilesigin kimyasal sentezinin yapilmas:i gerekebilir. Rasyonel bir
degerlendirme icin in vitro testler tek basina yeterli degildir, test
sonuglart ancak in vivo testlerle birlikte bir anlam ifade etmektedirler.

(Skulberg, 2004).

2.2.1 Tip ve eczacilik alaninda kullanmilan iiriinler

Yapilan c¢alismalarda algal preperatlarin en iyi sonuc¢ verdigi
durumlarin ¢ocuklardaki ekzema, iilser ve jinekolojik hastaliklar oldugu
gosterilmistir. Alglerde bulunan bazi steroller, doymamis yag asitleri,
betainler, hipokolesterolemik aktiviteye sahiptir. Scenedesmus obliquus
ile beslenen ratlarda kolesterol ve trigliserit sevyeleri diismiis,

kolesteroliin karacigerde depolanmasi1 azalmistir (Becker, 1995).

Scenedesmus sp. jinekolojik hastaliklarda, iilser tedavisinde,
cocuklarda ekzemanin tedavisinde kulanilmaktadir. Merhemleri, varis,
ciban ve iyilesmeyen yaralarda % 90 oraninda iyilesmeye sebep
olmaktadir (Akbaba, 2003). Cekoslovakya’da 1975 yilinda yapilan bir
calismada S. obliquus’ un alkolik ekstreleri % 20 oraninda merhemle
kanistirilarak trofik ve varikoz ilser, yanik, iyilesmeyen yara veya
ekzemast olan 109 hastaya uygulanmistir. Bu hastalarin yaklasik % 90’ 1
iyilesmis, %7’ sinde ise fark edilir diizeyde bir gelisme gozlenmistir. 112
kisilik kontrol grubuna ise plasebo uygulanmis ve sadece bir hastada

lyilesme gozlenmistir (Becker, 1995).

Haematococcus sp. alzheimer ve parkinson hastaliklarinin

tedavisinde, omurilik zedelenmesi ve sinir sistemi incinmelerinde, zarar
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gormiis retinanin iyilestirilmesinde, damar sertligi ve koroner hastaliklari
onlemede, immun sistemin gii¢lendirilmesinde ve tiimore karsi etkin bir

sekilde kullanilabilmektedir (Akbaba, 2003).

Chlorella tabletlerinin tedavi edilemeyen yaralarin iyilesmesinde
etkili oldugu ve epitel olusumunu hizlandirdig1 goriilmiistiir. Japonya’ da
1966 yilinda yapilan bir ¢alismada saglikli yetiskinlerde kilo artis1 ve
seyahatler sirasinda soguk alginligi nedeniyle meydana gelen oliimlerde
azalma sagladigi gosterilmistir. 1984 yilinda yapilan bir ¢alismada ise
Chlorella vulgaris’ in sicak su ekstresinin antitimor aktivitesinin oldugu

goriilmistiir (Becker, 1995).

Chlorella’ min karaciger ve kolon sagligin1 korudugu, cilt, bobrek,
akciger ve bronslarla ilgili hastaliklar iyilestirdigi, viicuttaki toksinlerin
atilmasinda, immun sistem {izerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Yara
tyilestirici 6zelligi ile iilser tedavisinde, kan sekerini diizenleme etkisiyle
seker hastalifinda, pankreas fonksiyonlarim1 dengeleyici ve diizenleyici
olarak, yaslanma siirecini yavaslatmada, kanser hastalarinda 16kopeniyi

onlemede etkilerinin oldugu gosterilmistir (Akbaba, 2003).

Rivularia  firma’ dan izole edilen bi-indol bilesikleri
antiinflamatuvar ve antiamfetamin aktiviteye sahiptir, fakat ratlarda
tremor olusturdugu gozlenmistir. Daha az oranda izole edilen diger bi-
indol bilesikleri ise tremor olusturmadan da aktivite gosterebilmis veya
hi¢c aktivite gozlenmemistir. Bu bilesiklerin sentetik analoglar
istenmeyen yan etkilere sebep olmadan etkili olabilmektedir. Tolypothrix

nodosa’ dan izole edilen diterpenoid bir bilesik olan tolipodiol ise giiclii
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antiinflamatuvar aktiviteye sahip bir diger bilesiktir (Borowitzka, 1999).
Yapilan bir calismada da kirmizi mikroalg Porphyridium cruentum’ dan
edilen  siilfolipidlerin  antiinflamatuvar  etkilerinin ~ bulundugu
gosterilmistir (Bergé et al.,, 2002). Fischerella’ dan izole edilen
hapalindol A ve B, konjestif kalp yetmezligi, hipertansiyon, ddem ve
hiponatremi tedavisinde kullanilmak iizere vazopressin antagonisti olarak

patent almistir (Borowitzka, 1999).

Dunaliella tertiolecta antihipertansif, bronkodilator, antiseratonin,
polisinaptik  blok, analjezik, kas gevsetici, antiddem etkili;
Phaeodactylum tricornutum nikotinik blok; Navicula sp., néromuskiiler
blok seklinde etki yapmaktadirlar. Ayrica Phaedactylum tricornutum ve
D. tertiolecta’nmin sulu ekstrelerinin SSS (Santral Sinir Sistemi) depresani
ve kas gevsetici etkileri de vardir. Spirulina platensis ve Chlorella
vulgaris ekstrelerinin immun sistem {iizerine de etkili olduklari cesitli

calismalarda gosterilmistir (Borowitzka, 1999)

Mikroalglerden elde edilen aljinatlar, dermal ve oral yoldan
kullanilabilen preperatlarda ilag ham maddesi veya etken madde olarak
kullanilabilmektedir. Baryum siilfatla beraber sodyum aljinat rontgen
filmlerinin cekiminde kullanilmaktadir. Ayrica sodyum aljinat bitkisel
yaglarla karnistirllip belli bir akigskanlikta tutularak etken maddelerle
karigtirtlip  sivi preperatlarin = hazirlanmasinda  sivag  olarak

kullanilmaktadir (Akbaba, 2003).

Siyanobakterilerin  hidrofilik  ekstreleri fare kalp kasinda

kardiotonik aktivite goOstermistir. Siyanobakteriler ayn1 zamanda tipta
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inme, koroner arter tikaniklig1 ve amfizem gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilan ¢ok sayida proteaz inhibitorii i¢in de kaynak teskil etmektedir.
Ornegin bir serin proteaz inhibitorii olan trombin, hastaliklarda kanin
pthtilasmasim1  kontrol etmek amaciyla kullanilabilir. Benzer olarak
anjiyotensin donustiiriicii enzim inhibitorleri antihipertansif ajanlar
olarak  kullanilmaktadir. ~ Proteaz  inhibitorleri  ayrica  HIV

enfeksiyonlarinin da tedavisinde kullanilmaktadir (Borowitzka, 1999).

Spirulina® nmin kendisi ve ekstreleri yara iyilestirici farmasotik
preperat olarak krem, merhem, soliisyon ve siispansiyon olarak
hazirlanmastir. Spirulina ve enzimatik hidrolizatlar1 deri metabolizmasini
arttirarak keratinizasyonu onlemektedir. Spirulina ayrica istah azaltici
etkisiyle obezitede fazla kilolarin kontrol edilmesi i¢in yararli olmaktadir.
Spirulina’ nin % 20’ sini olusturan suda ¢dziinen pigment fikosiyaninin
immun sistemi uyarici, kanserden ve bircok hastaliktan koruyucu etkisi
vardir (Akbaba, 2003; Becker, 1995). Orta diizeyli hipertansiyon ve
hiperlipidemi hastalarina sekiz hafta her giin 4,2 g Spirulina verildiginde
total serum kolesterol diizeylerinin azaldig1 gézlenmistir (Becker, 1995).
Ayrica S. platensis’ den elde edilen fikosiyanin (Hirata et al., 2000),
Chlorella sorokoniana’ nin (Matsukawa et al., 2000) antioksidan

aktivitelerinin oldugu gosterilmistir.

Cok sayida siyanobakteri pigment ve sitonemin liretmektedir. Bu
pigmentler giinesin yaydigi UV-A 1sinlarim biiyiik oranda absorbe ederek
giinesten korunmayi1 saglamaktadir. Siyanobakteriler ayni zamanda

mikosporin benzeri bilesikler iireterek de UV koruyucu etki yaparlar. Son
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zamanlarda sitoneminin eterifikasyonu veya acilasyonu ile hazirlanan
bis-siklo-penteno-indol alkaloidleri giinesten koruyucu ve
antiinflamatuvar bilesikler olarak patent almislardir. Oscillatoria sp. den
izole edilen bir biopterin glukozit UV-A absorblayan bir diger bilesiktir
(Borowitzka, 1999).

2.2.1.1 Antibivotik etkili iiriinler

Alglerden izole edilen antibiyotik etkili ilk bilesik akrilik asit,
kismen serbest halde kismen de enzimatik veya kimyasal olarak akrilik
asit ve dimetil siilfit’e ayrisan inaktif dimetilpropiotetin seklinde bulunur
(Borowitzka, 1992a). Akrilik asit Gram pozitif, daha az olarak da Gram

negatif mikroorganizmalari inhibe eder (Becker, 1995).
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Sekil 2.1 Akrilik asit

GLA ve EPA da algler arasinda oldukca yaygin antibiyotik etkili
yag asitlerindendir (Becker, 1995; Borowitzka, 1992b). Chlorella’ nin
klorellin ve bazi yag asitleri ile ¢esitli ekstreleri antibiyotik etkilidir
(Becker, 1995). GLA iceren bir siyanobakteri Spirulina platensis’ in
metanol ekstresinin Candida albicans’ a karsi aktivitesi de bu etkiye
baglanabilir (Borowitzka, 1999). Mikroalglerde, daha yaygin olarak da
makroalglerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesikler de antimikrobiyal

etkilidir (Becker, 1995).
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Fungisid aktiviteli tjipanazol iceren Tolypothrix tjipanensis gibi
siyanobakterlerin aktinomisetler kadar etkili oldugu goriilmiistiir.
Antibakteriyal ve antimikotik aktiviteye sahip hapalindol A gibi
hapalindoller ve benzeri alkaloidler Hapalosiphon fontinalis ve daha
sonta da H. hibernicus, Fischerella ambigua ve Westelliopsis
prolifica’dan da izole edilebilmistir. Hapalindollerin ¢ogu A89271
faktorler dahil antibakteriyal ve antifungal ajanlar olarak patentlidir.
Deniz dinoflagellatlarindan Amphidinium klebsii’ den izole edilen polien-
hidroksi bilesigi olan amfidinol-2 Aspergillus niger’ e karsi antifungal
aktiviteye sahiptir. Dinoflagellatlarin gambierik asitler, cigatoksin,
okadaik asit vb bilesikler ile yessotoksin gibi ¢esitli toksinleri de in vitro
antifungal aktiviteye sahiptir (Borowitzka, 1999; Hernandez-Becerril,

2007; Katircioglu et al., 2004).

Bazi algler algisid etkileriyle “algal blooms” olayinin engellenmesi
icin kullanilirlar. Scytonema hofmanni tarafindan {iiretilen y-lakton ve
siyanobakterin, Fischerella muscicola’ dan fiserelin ve Oscillatoria sp.’
in tanimlanmamus ekstraseliiler iirtinleri 6rnek verilebilir. Siyanobakterin

bir herbisit olarak patent almistir (Borowitzka, 1999).

Cesitli ¢calismalarda, Nostoc (Bloor and Englan, 1991), Phormidium
(Fisch and Codd, 1994), Anabaena, Oscillatoria, Pseudoanabaena,
Synechocystis (Kreitlow et al., 1999), Calothrix parietina (Issa, 1999),
Spirulina platensis (Ozdemir et al., 2004) ekstrelerinin bazi patojen
mikroorganizmalar  iizerinde antimikrobiyal etkilerinin  oldugu

gosterilmistir.
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2.2.1.2 Antiviral etkili iiriinler

Mikroalgler ve siyanobakterler antiviral bilesiklerin olduk¢a zengin
kaynaklaridir. Rinehard ve arkadaglar1 1981°de iirettikleri siyanobakteri
kiiltiirlerinin %35’ inin Herpes simplex tip 2 (HSV-2) ve %5’ den
fazlasinin da Respiratory syncytial virus’ e (RSV) kars1 etkili oldugunu
saptamiglardir. Benzer olarak Patterson ve arkadaglart 1993’de 600
siyonabakteri kokeninin yaklasik % 10° unu HSV-2 ve HIV-1 viriislerine
etkili bulmustur (Borowitzka, 1999). Denizlerde izole edilen
mikroalglerden Porphyridium cruentum, Phaeodactylum tricornutum,
Tetraselmis suecica, Chlorella autotrophica, Dunaliella tertiolecta
ekstrelerinin in vitro olarak viral replikasyonu inhibe ettigi gézlenmistir

(Fabregas et al., 1999).

AIDS nedeni HIV-1 viriisii tizerine sitopatik etkileri olan ¢esitli
algal bilesikler tammmlanmistir. Cok sayida algal ekstre AIDS viriisiine
kars1 oldukg¢a aktif bulunmustur (Becker, 1995). Bu giine kadar aktif
bilesiklerin ¢ok az bir kismi tamimlanmistir. Yapisi bilinen bilesiklerden
biri olan anti-HIV siilfolipid, Lyngbya lagerheimi’ den izole
edilmektedir. Siilfath sterollerin de anti-HIV aktiviteye sahip oldugu
caligmalarla gosterilmistir. Aym1 zamanda anti-HSV-2 etkisi de olan
indolokarbazoller Nostoc sphaericum’ dan ve bir grup p-karbolin
Dichothrix baueria’dan izole edilmistir. Fischerella ambigua’ dan elde
edilen ambiguol A, HIV-1 transkriptaz ve siklooksijenaz enzimlerini

inhibe etmektedir (Borowitzka, 1999).
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Spirulina platensis’den HSV-1, HIV-1, human sitomegalovirus gibi
zarfl viruslerin replikasyonunu inhibe eden kalsiyum spirulan adi verilen
bir siilfath polisakkarit elde edilmistir. Bu polisakkarit ramnoz, riboz,
fruktoz, galaktoz, ksiloz, glukoz, glukronik asit, siilfat ve kalsiyumdan
meydana gelmistir. Burada kalsiyumun replikasyonun inhibisyonunda
onemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir (Borowitzka, 1999; Singh et al.,
2005). Kirmizt mikroalg Porphyridium sp.” nin siilfathh polisakkarid
hiicre duvar1 Herpes simplex viriis tip 1 ve 2 (HSV 1, 2) ile Varicella
zoster virlslerine (VZV) karst ©6nemli oranda antiviral aktivite

gostermektedir (Huleihel et al., 2001).

2.2.2 Vitaminler, karotenoidler ve yag asitleri

Mikroalglerin aym1 zamanda vitamin ve yag asidi kaynagi olduklari
bilinmektedir. Bir ¢ok mikroalg B-karoten, Bj,, Bg, biotin vb. gibi
vitaminleri sentezlerler. B-karoten, Avustralya, USA ve Israilde gida
katki maddesi ve renklendirici olarak, yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Borowitzka, 1992b; Gokpinar vd., 2006). E vitamini (tokoferol) de
antioksidan 0Ozelligi nedeniyle alglerden izole edilen ticari Oneme
vitaminlerdendir. Vitamin icerigini zenginlestirmek amaciyla genetik
modifikasyon islemi de uygulanabilmektedir (Borowitzka, 1999, Pulz
and Gross, 2004).

Karotenoidlerin kanserden koruyucu etkileri vardir. UV 1gikla
indiiklenen cilt tiimorlerinin biiyiimesini yavaslatmaktadir. B-karoten ve
diger karotenoidler 1s18a duyarhi cilt hastaliklarinda fotosensitiviteye

karst1 koruyucu bir etkiye sahiptir. Deride olusan kalitsal anormal
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fotosensitivite reaksiyonlariin tedavisinde kullanilir. B-karoten, giinliik
dozu 30-180 mg olacak sekilde recete edilebilir (Becker, 1995; Singh et
al, 2005).

Yesil halofilik bir alg olan Dunaliella salina -karotenin en onemli
kaynagidir. Kuru agirliginin % 10’ undan fazla B-karoten, % 40’indan
fazla gliserol biriktirebilir (Borowitzka, 1992b; Gokpinar vd., 2006). B-
karoten ve fukoksantin gibi karotenoidler antitimor ve kanserden

koruyucu etkilere sahiptirler (Borowitzka, 1999).

Astaksantin, mikroalglerden elde edilen, giiclii antioksidan 6zelligi
ile insanlarin ve hayvanlarin saghigi tizerine olumlu etkileri olan bir
karotenoiddir. Yesil mikroalg, Haematococus, astaksantin iiretiminde
bilinen en zengin kaynak olma 6zelligini halen korumaktadir (Gokpinar

vd., 2006; Goksan ve Gokpinar, 2005).

Mikroalgler % 1 ile 40 arasinda lipid igerirler (Becker, 1995).
Mikroalglerde lipidler genellikle gliserol esterleri ve Cj4-C;g uzun zincirli
doymus veya doymamis yag asitleridir. Mikroalgler, gama-linoleik asit,
aragidonik asit, eikosopentanoik asit ve dokosaheksanoik asit gibi
doymamis yag asitlerinin 6nemli kaynaklaridir. Bu yag asitleri tedavide,
cesitli hastaliklardan korunmada ve beslenmede 6nemli bir yere sahiptir.
Alg tiirlerinin yag asidi icerigi Kkiiltiir kosullar1 diizenlenerek istenen

Olciide degistirilebilmektedir (Borowitzka, 1992b).

Mikroalglerdeki nonpolar lipidler (notral lipidler); trigiseridler ve

serbest yag asitleridir. Polar lipidler ise esansiyel gliseridlerdir. Bunlar
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bir yada daha fazla yag asidinin fosfolipidler ve glikolipidler gibi bir
polar grupla yer degistirmesi ile meydana gelir. Bazi algler 6nemli
oranda uzun zincirli yag asitleri ve uzun zincirli alkollerin esterlerinden
olusan vakslar icerirler (Cy7-C3p) Kuru agirhigin % 5° inden azi

hidrokarbonlardan olugsmaktadir (C;5-C »7) (Becker, 1995).

Algal sivi ve kati yaglar bitkisel yaglar gibi kullanilabilirler.
Bitkisel yaglarin % 80’ i insan beslenmesinde, kalan kismi1 da endiistride

(deterjan, tekstil, kozmetik) kullanilir (Borowitzka, 1992b).

2.2.3 Toksik etkili bilesikler

Algler bazi toksinler igerebilirler. Dogal ortamlarinda toksik
bilesikler iiretirken kiiltiire alindiginda bu 6zelliklerini yitirdikleri de
gozlenmistir. Alglerin yetistigi ortamda kursun, kadmiyum, civa gibi
toksik maddelerin bulunmasi antropojenik toksik bilesiklerin olusmasina
neden olabilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO, 1972), haftalik 3 mg
kursun, 0,5 mg kadmiyum ve 0,3 mg civa absorblanmasina izin

vermektedir (Becker, 1995).

Mikroalg ve siyanobakteriler, niikleik asit igerikleri nedeniyle
serumdaki iirik asit miktarimi yiikselterek bobrek tasi olusumu, nefropati
ve diger saglik problemlerine neden olabilmektedirler. Giinliik niikleik
asit alimi 2-4 g’ 1 gecmemelidir. % 6 DNA iceren bir algin giinliik alimi1

bir yetiskin i¢in 30 g’1 gegmemelidir (Becker, 1995).

Japonya’ da Chlorella tiikketiminin, klorofilaz enzimi ile klorofilin

icerigindeki  fitol esterlerinin degredasyonu ve magnezyumun
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uzaklastirilmasi sonucu olusan “faeforbid a” isimli madde nedeniyle
fotosensitiviteye bagli deri iritasyonlarina neden oldugu bildirilmistir.
Enzimi inhibe etmek icin 100 °C’de 3 dak 1sitya maruz birakmak
gerekmektedir. Japon Hiikiimeti Saglik Bakanligi, faeforbid oranini 100
g algde en fazla 100 mg olacak sekilde sinirlamistir (Becker, 1995).

Alglerin  toksisitesi ile ilgili hayvanlar iizerinde yapilan
arastirmalarda, alg iceren diyet yiiksek konsantrasyonlarda bile
kullanildiginda tolere edilebilmistir. Cok ciddi anormalliklere kisa siireli
ve 3 yila kadar uzun siireli kullanimlarda rastlanmamistir. Yine de daha
kapsaml1 arastirmalarla bu bulgularin desteklenmesi gerekmektedir.
Alglerin giinliik alim1 en fazla 100 g civarinda olmalidir ve Kkisilerin

saglik durumuna gore azaltilmalidir (Becker, 1995).

Otrofik sularda bulunan toksik siyanobakteriler letal toksinler
icerdiklerinden hayvanlari ve insanlan etkileyebilmektedir. Anabaena,
Microcystis, Nostoc ve Oscillatoria gibi bazi siyanobakteri tiirlerinin
“mikrosistin” isimli hepatotoksik peptidleri ve norotoksik alkaloidleri
icerdikleri bilinmektedir. Mikrosistinle kontamine olmus icme suyu uzun
stire kullanildiginda karaciger kanserine neden olabilmektedir (Singh et

al., 2005; Carvalho et al., 2007).

2.3 Mikroalgal biyoteknoloji

Uygulamali fikolojinin temelleri 1890 yilinda Berjerinck tarafindan
yesil mikroalg Chlorella’ nin saf Kkiiltiiriiniin  gerceklestirilmesiyle
atilmistir. Giiniimiizde de Chlorella, hala bu mikroorganizmalarin ticari

kullannminda ilk siralarda yer almaktadir (Kargin Yilmaz, 2006; Oh-
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Hama and Miyachi, 1992; Tomaselli, 2004). 1940’larin sonlarinda
potansiyel olan mikroalglerin yigin Kkiiltiirlerinin yapilmasi konusunda
caligmalara ilgi duyulmaya baslanmistir. Bu sebeple pek ¢ok mikroalgin
ortam1 besin ve cevre ihtiyaclar1 belirlenmistir (Kargin Yilmaz, 2006;
Oh-Hama and Miyachi, 1992). Ticari mikroalglerin iiretimi 1960’larin
baslarinda Japonya’da Chlorella Xkiiltiirii ile baslamis ve 1970’lerin
basinda Meksika’ da Texcoco Golii” nde Spirulina iiretim ve kiiltiir tesisi
kurulmasiyla devam etmistir. 1977°de Tayland’ da Spirulina tesisi
kurulmugtur. Avustralya’ da B-karoten kaynagi olan Dunaliella salina’
nin ticari iiretimi 3. biiyilk mikroalg endiistrisi haline gelmistir. Bunlari
daha sonra Israil ve ABD’deki diger ticari tesisler takip etmistir. Yaklasik
aynt zamanlarda Hindistan’ da da siyanobakterilerin iiretimi {izerine

calismalar baglamistir (Kargin Yilmaz, 2006; Pulz, 2001).

Mikroalgal biyoteknolojinin genel hedefi tiiketicinin ihtiyaglarini
karsilayacak ©zel iiriinlerin iiretimidir. Tiim algal biyokiitlenin protein
kaynagi olarak kullanimi1 veya saglik alaninda terapotik ajan olarak da
kullanilan ekstraksiyonla elde edilen bazi degerli bilesenlerin (pigmentler
ve enzimler) kullanimina yer verilmektedir (Becker, 1995; Pulz and

Gross, 2004).

Mikroalgler, fotosentez ile organik bilesik iiretimi icin giines
enerjisini  kullanan en verimli biyolojik sistemler olmasi, tiim
biyokiitlenin hasat edilmeye ve kullanima uygun olmasi, proteinler,
karbonhidratlar, lipidler ve pigmentler gibi ticari yonden degerli

bilesiklere sahip olmalar1 nedeniyle geleneksel tarima gore avantajhidir.
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Diinyanin pek cok yerinde corak topraklar ve tath su kitlig1 nedeniyle
tarimsal iiretim ¢ok diisiik hatta hi¢ yoktur. Mikroalg ciftlikleri boyle
corak arazilerde biyokiitle iiretiminin yapilabilecegi ve protein kaynagi
saglanabilecek tek yoldur. Mikroalgal biyokiitle iiretim sistemlerinde
farkli isletme ve teknolojik diizeylerin kullanilmasit miimkiindiir; yogun
isciligin oldugu basit {iretim {initelerinden, daha yiiksek yatirim
gerektiren tam otomatik sistemlere kadar ciftliklerde algal biyokiitle
tiretimi yapilabilir (Becker, 1995; Borowitzka, 1997; Spolaore et al,
2000).

Alglerin mineral beslenmesi yiiksek bitkilerinkinden farkli degildir.
Temel ihtiyaclari; karbon, fosfor, azot, kiikiirt, potasyum ve
magnezyumdur. Demir ve mangana ise daha az oranda ihtiya¢ duyulur.
Bir ¢cogunun sodyuma ihtiyaci yoktur. Kalsiyum, kobalt, ¢inko, bor, bakir
ve molibden gerekli iz elementlerdendir. Vitaminler, niikleik asitler,
biiylime faktorleri gibi organik maddelere de gereksinim duyulmaktadir

(Becker, 1995).

Son gelismeler, polisakkaridler, lipidler, proteinler, karotenoidler,
pigmentler, vitaminler, steroller, enzimler, antibiyotikler ve yararli diger
kimyasallar yada prekiirsorlerin, ayrica hidrojen, hidrokarbonlar ve diger
biyoyakitlar (metan, alkol) gibi ¢esitli bilesiklerin iiretimi i¢in alglerin
potansiyel bir kaynak oldugunu ortaya koymustur. Giintimiizde saglikli
gida iiretimi i¢in genellikle filamentdz siyanobakteri Spirulina ve tek
hiicreli yesil mikroalg Chlorella, daha az olarak da yesil mikroalg

Scenedesmus’ un kiiltiirii yapilmaktadir. Ayrica Dunaliella ve Spirulina
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pigment iiretimi icin degerlendirilen tiirlerdendir (Becker, 1995;

Borowitzka, 1997; Spoloare et al, 2006).

2.3.1 Kiiltiir sistemleri ve siniflandirilmasi

Laboratuar kosullarinda amaca uygun olarak izole edilmis, uygun
bir bicimde besleyerek ¢ogaltilip lireme imkani saglanan bilimsel veya
ekonomik amacli siirdiiriilebilir populasyonlara kiiltiir denilmektedir.
Kiiltiir tek tiir iceriyorsa ‘“‘saf kiiltiir”, saf kiiltiir bakterisiz ise “aksenik
kiiltiir”’, bakteriler ve baska tiirler de bulunuyorsa “ksenik kiiltiir” olarak

adlandirilmaktadir (Sukatar, 2002).

Hasat sistemlerine gore ise; Kkiiltiirdeki hiicrelerin yavaslayan
biiylime fazindayken daha biiyiik kiiltiir ortamlarina inokiile edilip belli
bir biiyiime periyodundan sonra hasat edilmesiyle siirdiiriilen ‘“kesikli
kiiltiirler”, eski ortamin taze ortam ile degistirilmesiyle kiiltiiriin
logaritmik kiiltiir evresinde tutulmasiyla devam eden “siirekli kiiltiirler”
ve periyodik olarak kismi hasat yapildiktan sonra alinan kiiltiir kadar
besleyici ortam ilave edilmesiyle siirdiiriilen “yar1 siirekli kiiltiirler”

olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir (Sukatar, 2002).

Mikroalg iiretim sistemleri, “acik ve kapali alan kiiltiir sistemleri”
olmak {iizere iki sekilde bulunmaktadir. Kiiltiir sisteminin se¢imi alglerin
biyolojisine, arazi, laboratuar, enerji, su ve beslenme maliyetlerine,
iklime ve elde edilmek istenen son iriine gore degismektedir (Naz ve

Gokeek, 2004; Pulz, 2001; Sukatar, 2002).
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Acik alan kiiltiir sistemlerinde (Sekil 2.2, Sekil 2.3) sadece ekolojik
toleranst genis ve Kkontaminasyonlara az duyarli olan algler
iiretilebilmektedir. Malzeme ve 151k kaynaginin saglanmasi agisindan
ekonomik acidan kapali sistemlere gore avantajlidir. Acik alan kiiltiir
sistemlerindeki temel sorun ise kontrol edilemeyen cevre sartlari
nedeniyle teorik olarak elde edilebilecek verimden c¢ok daha diisiik
miktarlarda verim elde edilmesidir. Acik alan kiiltiir sistemleri tanklar,
alveolar panel sistemler, kanal havuzlar, dairesel havuzlar,
karistirllamayan biiyiik havuzlar ve dogal alanlar olmak iizere alt1 sekilde
goriilmektedir (Kargin Yilmaz, 2006; Naz ve Gokcek, 2004; Pulz; 2001,
Sukatar, 2002; Tredici, 2004).

<

Sekil 2.2 Texcoco Gol'ii

(http://www.spirulina-program-org/4texcoco.htm)
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Sekil 2.3 Acik havuzlarda tiretim

(www.naturland.com)

Kapali alan kiiltiirleri (Sekil 2.4,Sekil 2.5,Sekil 2.6,Sekil 2.7,Sekil
2.8)ekonomik olmasa da ekolojik toleransit dar ve kontaminasyon riski
fazla olan tiirler i¢in gerekli olan, temiz iiretim, etkin 151k kullanimu,
yiiksek biyokiitle ile calisabilme, sicakligin ve 1s1k siddetinin kontrol
edilebilmesi bakimindan avantajli sistemlerdir. Karboylar, torbalar, basit
tanklar, asansorli fotobiyoreaktorler, icten aydinlatmali
fotobiyoreaktorler, ince panel fotobiyoreaktorler, ¢ift havalandirmali
fotobiyoreaktorler, tiiplii fotobiyoreaktorler, heterotrofik fermentorler,
heterotrofik/ototrofik  fotobiyoreaktorler kapali sistemlerin Onemli
orneklerindendir (Kargin Yilmaz, 2006; Naz ve Gokgek, 2004; Pulz,
2001; Sukatar, 2002; Tredici, 2004).
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Sekil 2.4 Karboylarda Spirulina iiretimi, Adana

(www.ntv.msnbc.com.news)

Sekil 2.5 Polietilen torbalarda iiretim

(www.fao.org)
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Sekil 2.6 Chlorella iiretimi yapan Klotze Tesisi, Almanya
(www.igv-gmbh.de)

Sekil 2.7 Klotze Tesisi (tiibiiler sistem)  Sekil 2.8 Fotobiyoreaktorde Porphyridium sp.
(www .kutz.de/werke/algenhtm) iiretimi

(www.activalg.fr/img)
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2.3.2 Kiiltiir kosullar:

2.3.2.1 Kiiltiir kaplarimin secilmesi

Kaplar, daima 15181 gec¢irmek kosuluyla, piramidal, silindirik,
kiiresel, prizmatik sekillerde olabilir. En Onemli problemlerden biri
hiicrelerin kiiltiir kaplar1 cidarina yapismasidir, bu nedenle plastik kaplar
yerine daha ¢ok cam kaplar tercih edilir (Cirik ve Gokpinar, 1999; Koray,
2002).

Kiiltiiriin hangi amacla yapildig1 kaplarin seciminde 6nemli bir
faktordiir. Siv1 kiiltiirler amaca gére 100 mL’den 20 L’ye kadar olan cam
kaplarda yapilabilir. Kati stok kiiltiirler icin petriler, 5-20 cm uzunluktaki
deney tiipleri ve 50-250 mL hacimli erlenmayerler kullanilabilmektedir.
Tiiplerin ve erlenmayerlerin agzi1 iyice kapanmali, hava sirkiilasyonuna
izin verilmemeli, steril edildikten sonra kullanilmalidir. Ancak kullanim
veya fiziko-kimyasal aragtirmalar i¢in yapilan kiiltiirlerin 1-20 L’lik cam
kaplar, havuz ve tanklarda yapilmasi gerekebilir (Koray, 2002; Sukatar,
2002).

2.3.2.2 Aydinlatma

Alg Kkiiltiirleri fotosentez yapabilmek igin bir 151k kaynagina
gereksinim duyar. Isigin yogunlugu ve siiresi Kkiiltiirlerin verimliligi
acisindan onemlidir. Yiiksek 151k yogunlugu fotosentezi inhibe ederken
diisiik 151k yogunlugu fotosentezi sinirlayabilmektedir. Suni aydinlatma
kaynaklar1 kullanilacaksa bunlarin giines 1s181na esdeger olmasina dikkat
edilir. Genel olarak 1000 lux 1s1k yogunlugu stok Kkiiltiirleri devam

ettirmede yeterli olmakta yiiksek bir iiretim i¢in 3500-5000 lux 151k
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yogunlugu gerekmektedir. Isik siddetini Ol¢mek ic¢in liikksmetre veya
kuantum sensorlii kuantum metreler kullanilmaktadir (Cirik ve Gokpinar,

1999; Sukatar, 2002)

Fotosentez i¢in uygun olan enerji Fotosentezik Uygun Radyasyon —
FUR ("Photosynthetic Active Radiation" veya "Photosynthetic Available
Radiation"-PAR) olarak ifade edilir. FUR, bitkilerin fotosentez yaptigi
400-700 nm dalga boylar1 arasinda yayilan goriiniir bolgedeki 15181 Olcer,
likkse yakin bir oOlgiimleme sistemidir. Lambalarin 400 ile 700 nm
araligindaki irettigi fotonlar diger tiim parametrelerin sabit oldugu
varsaymmu ile fluks gibi hesaplanabilir. Farkli lambalar icin hesaplanacak
FUR degeri karsilastirma yapmak veya ihtiyaca uygun lamba se¢mek i¢in
yararli olabilmektedir (Cingi, 2003; Masojidek et al., 2004). Acik kiiltiir
sistemlerinde  dogal 151k aydmlatma i¢in  yeterlidir. Kapali
fotobiyoreaktorler ise i¢ ortamda veya dis ortamda kurulmus olabilirler.
Giines enerjisinden yararlanmak icin disg ortamdaki sistemler yaygindir

(Grima et al., 2003).

FUR  saniyede  yiizeye wulasan foton  sayisidir  ve
mikromol/saniye/m* veya microEinstein/saniye/m* olarak ifade edilir.
Lumen gibi gercek bir enerji degeri degildir, birbirleri arasindaki birim
doniisiimii dolayli yoldan spektral egri kullanilarak hesaplanmaktadir
(Cing, 2003). Isik akist lumen (Im) olarak, aydinlatma siddeti lux (Im m°
%) veya eski ifadesiyle footcandle (1fc=10,76 lux) olarak bilinmektedir.
Kuantum teorisine gore, 151k enerjisi foton yada kuanta adi verilen

paketcikler halinde dagilir. Tek bir 151k paketcigi yada foton, frekans (V)
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ve Planck sabitinin (h=6,626x10>* Js) bir iiriiniidiir ve enerjisi E=hv
olarak ifade edilir. Einshtein kanununa gore bir reaksiyonun baslamasi
icin 1 mol bilesik, Avogadro sayist (N=6,023x10%) foton kadar enerji
absorblar (N=E=h"=6,023x10> foton) (Masojidek et al., 2004).

1 mol f0t0n=6,02xlO23 foton

1 mikromol foton=6,02x1 0" foton
1 pmol/mzsn=1pE/mzsn

1 W daylight=5-4,6 pumol/m?sn
1W cool white=4,6 pmol/mzsn

Farkl1 tipteki floresan lambalarin doniisiim katsayilari;

Katsay1
Cool-white (40 W)  C=0,30
Day Light C=0,34 Lux X C = pW/cm?
Gro-lux C=0,90

(Cirik ve Gokpinar, 1999; imamoglu, 2004).

2.3.2.3 Sicaklik ve pH

Kiiltir sistemlerinde genellikle optimum sicakhik 18-22°C
arasindadir, ancak alglerin ¢ogu 16-27°C arasindaki sicakligi tolere
edebilmektedir. Diisiik sicakliklar biiylimeyi geciktirmekte cok yiiksek
sicakliklarsa kiiltiirler i¢in Oldiiriicii olabilmektedir. Bir ¢ok kiiltiire
edilmis alg i¢in ideal pH simnirlart ise 7 ile 9 arasinda olup optimum pH
8,2 ve 8,7 arasinda degismektedir (Cirik ve Gokpinar, 1999; Sukatar,
2002). Fotosentez olayr sonucunda pH’nin 9,4’e ulasmast halinde
kiiltirde Olim fazina gecildigi anlasiir ve bu pH’da fotosentez

durdugundan hiicre boliinmesi gerceklesemez (Koray, 2002).
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2.3.2.4 Havalandirma ve karistirma

Karisgtirma ve havalandirma mikroalglerin iiremesini arttirdig,
biyokiitlenin ¢okmesini engelledigi, alglerin besin maddelerinden ve
1siktan  esit miktarlarda yararlanmasini sagladigi, ortamda sicaklik
katmanlagsmasini engelledigi, fotosentetik O, olusumunun sistemden
uzaklastirilmasini sagladigi ve reaktor ile hava arasindaki gaz aligverisini
tetikledigi icin Oonemli ve gerekli bir parametredir (Richmond, 2000;
Sukatar, 2002). Yogun kiiltiirler elde etmek i¢in havadaki CO, oran1 (%
0,03) yeterli olmayabilir, havayla beraber CO, ilave edilmesi gerekebilir
(Koray, 2002; Sukatar, 2002). Genis hacimli kiiltiirlerde havalandirma
bazi tiirlerin maximum biiylime hizina ulagsmasi bakimindan onemlidir.
Ancak kiiciik hacimli kiiltiirlerde havalandirma gerekmeyebilir. Kiiltiire
verilen hava ¢esitli toz partikiilleri ve sporlari icerebileceginden dnce bir

filtreden gecirilmelidir (Sukatar, 2002; Cirik ve Gokpinar, 1999).

2.3.2.5 Kontaminasyon

Laboratuar kosullarinda yapilan Kkiiltiirlerde baglangicta kiiltiire
edilecek organizmadan daha fazla miktarda olan bakterilerin kontrol
altina alinmasi gerekir. Kiiciik hacimli kiiltiirlerde otoklav sterilizasyonu
yeterli olabilir. Antibiyotik kullanimi ise kiiltiirlerin saflifin1 korumak,
sterilizasyon yapilamadigi durumlarda bakteri ¢ogalmasini kontrol altina
almak veya tiir izolasyonu i¢in gerekebilir. Antibiyotikler ne kadar az
kullanilirsa kullanilsin bakterilerin yani sira diger hiicrelere de zarar
verirler. Deniz suyu antibiyotiklerin etki miktar1 ve siiresinde onemli
azalmalara sebep olabilmektedir. Gram negatif ve Gram pozitif

bakterilerin kiiltiir kaplarindaki gelisimini engelleyen en uygun karigim
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150 mg Penicillin+100 mg Streptomycin/ L’ dir. Kiiltiirler kendileri
antimikrobiyal maddeler iiretinceye kadar baslangictan itibaren 3-5 giin

ara ile antibiyotik ilavesi gerekebilir (Koray, 2002).

2.3.2.6 Bivokiitlenin ortamdan ayrilmasi (hasat) ve saklanmasi

Algal biyokiitle genel olarak; Spirulina gibi filamentoz algler igin
sikca tercih edilen, olduk¢a ucuz ve etkili bir yontem olan “filtrasyon”,
filamentdz olan ve olmayan tiim algler icin uygun olan “santrifiijleme”,
son olarak da temelde atik su arittminda kulanilan ve baz1 kimyasallarin
ilavesini gerektiren “flokiillasyon ve sedimantasyon” metodu gibi
yontemlerle ortamdan ayrilir (Becker, 1995; Mohn, 1988; Grima et al.,
2003; Grima et al., 2004).

Dehidrasyon veya kurutma, biyokiitlenin raf 6mriinii uzatmak igin
gereklidir. ileride kullanilmak iizere saklanacak olan algal biyokiitledeki
nem oraninin %10 olmasi istenmektedir. Aksi halde nem; bakteri kiif ve
mantarlarin tiremesini kolaylagtirarak bozulmaya neden olur. Mikroalgler
icin sprey kurutma, davul tipi kurutucuda kurutma, dondurarak kurutma
ve gilineste kurutma gibi yontemler kullanilmaktadir. Biiyiikk capl
tretimler i¢cin liyofilizasyon c¢ok pahalidir ancak arastirma
laboratuarlarinda sikca kullanilmaktadir. Liyofilizasyon veya dondurarak
kurutma (freze-drying)’ da algin tiim orijinal igerigi degismeden
kalmaktadir. Baz1 durumlarda kuru biyokiitlenin ¢ézgen ekstraksiyonu
intraseliiler metabolitlerin kazanilmasi agisindan daha verimli olmaktadir.

Yaglar gibi intraseliiler iiriinlerin solvent ekstraksiyonu yas biyokiitle
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kolay parcalanmadigindan zor olmaktadir (Becker, 1995; Grima et al.,
2003; Grima et al., 2004).

Liyofilizasyondan once algal biyokiitlenin igerigindeki suyun buz
hale gelmis olmas1 gerekmektedir. Liyofilizasyonda birincil kurutmada;
nem miktar1 % 20’nin (w/w) altina diisiiriiliir, ikincil kurutmada ise; nem
miktarinin genellikle % 1 (w/w) olan son degerine ulagsmasi saglanir.
Liyofilizasyon sirasinda buz halindeki su 4,6 mmHg kismi basing altinda
erimeden buharlasir (siiblimasyon). Bu islem sirasinda her 1 kg buz i¢in

2800 kj civarinda 1s1 enerjisine ihtiya¢ vardir (Grima et al., 2004).

2.3.3 Kiiltiirlerde biiyiimenin izlenmesi

Mikroorganizmalarin birim hacimde veya birim alanda, belirli bir
zaman araliginda, kuru veya yas agirliginda organik kiitle artisinin
kantitatif olarak degerlendirilmesi hiicre sayisi, optik yogunluk, kuru
veya yas agirlik, klorofil miktari, organik karbon vs. gibi algal biiylime
ile ilgili parametrelerin hassas bir sekilde Olctilmesiyle yapilir (Becker,

1999).

Kiiltir ortamina asilanan hiicrelerin ortama uyum saglayip
cogalmaya baglayincaya kadar gecen siireye gecikme fazi (uyum-lag faz)
denir. Burada yavas bir sekilde artan hiicre konsantrasyonu belli bir
diizeye ulasinca logaritmik evreye (hizli biiyiime) varilir. Bu evrede
hiicreler esit zaman araliklarinda logaritmik olarak artar. Sabit hacimde
yapilan kesikli kiiltiirlerde (batch) bu artis ortamdaki besinler
tilkeninceye kadar siirer. Daha sonra biiyiimeyi simirlayan c¢esitli

faktorlerin etkisiyle biiylime bir duraklama evresine (yavaslama) girer.



41

Bu evreyi biiylime hizimin sabit bir katsayir halinde kaldigi sabit evre
(durgunluk) izler. Olii hiicreler ve canl hiicrelerin sayis1 neredeyse esit
hale gelmistir. Hiicre konsantrasyonunda zamana gore net bir artis yada
azalma gozlenmez. Daha sonra Kkiiltiir 6liim fazina girer ve sona erer
(cokme) (Sekil 2.9) (Becker, 1999; Sukatar, 2002; Cirik ve Gokpinar,
1999).

Spesifik biiyiime hizi (u= (Inx,-Inx;)/Ar) biyokiitlede birim
zamanda meydana gelen nisbi ya da kismi artisi ifade eder. Alg
kiiltiirlerinde goz Oniine alinan zaman birimleri genellikle saat”! veya giin’

b diir. (Becker, 1995; Cirik ve Gokpinar, 1999).

X1 Ve Xp; t; ve t, zamanindaki hiicre konsantrasyonlari

At= t,-t; Ikilenme siiresi (D. T) = In2/ n

Yavaglama
‘\\\ Durguniuk

Hizh biyime Gokme

Uyum /
Hicre r____————"
wodunlugu

>
Zaman

Sekil 2.9 Mikroalgal kiiltiirlerde biiyiime kinetigi
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2.4 Cozgen ekstraksiyonu ve ucucu yaglar

Ekstreler 1974 Tiirk Farmakopesi’ nde “bitkisel ve hayvansal
maddelerin, su, etanol ve eter gibi uygun bir ¢6zgendeki iiriiniiniin belli
bir kivama gelene kadar ucurulmasi ile elde edilen farmasotik
preperasyonlar’” olarak tanimlanmaktadir. Egrelti Otu (Dryopteris
filixmas)’ nun barsak parazitlerine karsi kullanilan “filisin” maddesini
iceren (% 21-23) eter ekstrakti Filicis Extractum adiyla; Belladon otu’
(Atropa belladona) nun % 70’ lik etanolle hazirlanan ve sindirim sistemi
ile safra kesesinde kasilma, kolik benzeri agrilarda kullanilan
hiyosiyamin alkoloidi (% 0,95-1,05) icerigi ile Belladonnae Extractum
Siccum (Belladon Kuru Ekstrakti) 1974 Tiirk Farmakopesinde yer

almaktadir.

Dogal iiriinlerin ilk saflagtirma asamalarinda kati-sivi ekstraksiyon
tekniklerinin genis bir kullanim alam1 vardir. Kati materyalin
ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak Sokslet, maserasyon, perkolasyon,
turbo-ekstraksiyon (yliksek hizda karistirma) ve sonikasyon gibi klasik
yontemlerin yani sira siiperkritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalga esliginde
ekstraksiyon ve basingli ¢ozgen ekstraksiyonu gibi hizli yontemler de
kullanilmaktadir (Djilani et al., 2006; Huie, 2002; Kaufmann and
Christen, 2002).

Cozgen ekstraksiyonu algal biyokiitleden astaksantin, f-karoten ve
esansiyel yag asitlerinin alinmas i¢in sik¢a kullanilan bir yontemdir.
Hekzan, etanol, kloroform ve dietil eter gibi ¢ozgenler EPA, DHA, AA
gibi yag asitlerini ekstrakte edebilmektedir. Sulu tamponlarda yapilan

ekstraksiyonda P. cruentum’ dan fikobiliproteinler ve C. vulgaris’ den
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lutein elde edilmistir. Pek ¢ok proteinin ekstraksiyonu igin biyokiitlenin

onceden kurutulmamis olmasi gerekmektedir (Grima et al., 2003).

Ucucu yaglar, bitkisel kaynaklardan cesitli yontemlerle elde edilen,
genellikle oda sicakliginda sivi halde olan, renksiz veya agik sar1 renkte
ve kolayca kristallesebilen, kuvvetli kokulu, su buhar ile siiriiklenebilen
yagimsi karigimlardir. Ugucu yaglar agikta birakildiginda oda
sicakliginda bile buharlasabildiginden eterik yag olarak da ifade
edilebilmektedir. Su ile karismayip ylizeyde tabaka olusturduklarindan
yag adi ile amlirlar. Suda az tiim lipofil ¢oziiciilerde 1yi ¢oziiniirler. Genel
olarak ugucu yaglar sudan hafiftirler, ancak bazi aromal1 veya kiikiirtli
ucucu yaglarin yogunlugu 1’ den biiyiiktiir. Ucucu yaglar su buhar ile
stiriklenme, sulu etanolde c¢oziinebilme ve siizge¢ kagidinda leke
birakmama gibi Ozelliklere de sahiptir. Sabit yaglar ise su buhar ile
stiriklenmez, sulu etanolde c¢oziinemez ve siizge¢ kagidinda leke
birakirlar. Ugucu yaglar yag asidi, gliserol esterleri yapisinda
olmadigindan zamanla acilasmazlar. Ancak 151k ve hava karsisinda

zamanla oksitlenir ve re¢inelesirler (Ceylan, 1996).

Ucucu yaglar distilasyon (su, su ve buhar, buhar), mekanik yontem
(presleme), anfloranj (yag ile ekstraksiyon) ve ugucu cozgenler yardimi
ile ekstraktorde tiiketme metotlar1 ile elde edilir (Ceylan, 1996). Lipidler,
lipofilik organik ¢ozgenler (eter, petrol eteri, kloroform vb.) ile ekstrakte
edilir ve “total lipidler” olarak ifade edilir. Lipidler polaritelerine gore;
nonpolar (lipofilik) karbon zincirleri (yag asitleri) ve polar (hidrofilik)
lipidler (karboksilik gruplar, alkoller ve sekerler) olarak siniflandirilirlar

(Becker, 1995).
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Ucgucu yaglardaki maddeler, terpenik, aromatik, diiz =zincirli
hidrokarbonlar ile azot ve kiikiirt tasiyan bilesikler olarak dort grup
altinda toplanabilir. Ucgucu yaglarin ¢ogu terpenik maddelerden
olugsmaktadir (Ceylan, 1996). Hidrokarbonlar (alkanlar ve alkenler)
ucucu yaglarda bol miktarda bulunmaktadir. Hidrokarbonlarin orani
ucucu yaglarda ve ¢ozgen ekstrelerinde farklidir. Cis, Cy7, ACy7, Cyy,
AC,7 hidrokarbonlar1 lipofilik ekstrelerde agirlikli olarak bulunmaktadir.
Ucucu yaglarda ise C;;-Csp yaygin olarak bulunmaktadir. Hiicredeki tiim
membranlar bu yaglar icermektedirler. Cozgen ekstraksiyonu tiim
membranlardan total hidrokarbonlarin izolasyonunu saglamaktadir.
Hidrokarbon kompozisyonundaki farkliliklar buhar distilasyon {iriiniiniin
intraseliiler membranlar disinda sadece plazma membran1 kaynakli
olmast nedeniyle gozlenir. Dolayisiyla, ugucu yaglarda uzun zincirli yag

asitlerinin metil esterleri bulunmamaktadir (Kamburova et al., 2003).

Alglerden suya ve atmosfere salinan ucucu yaglar cevreyi
etkilemektedir. Denizel makroalglerden salgilanan ugucu bilesenler
hakkinda  yeterince  bilgi  bulunmaktadir.  Siyanobakterilerde
hidrokarbonlar ugucu yaglarin temel bilesenleridir. Tath su
mikroalglerinin ¢ok az bir bolimiinde ucucu yag arastirllmistir
(Kamburova, et al.; 2003). Ucucu yaglar ¢ok eskiden beri fizyolojik
etkileri nedeniyle tedavide, tat ve kokular1 giizel oldugundan ilag
yapimminda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica parfiimeri,
kozmetik, sabun, deterjan, dis macunu, seker sanayiinde bol miktarda

kullanilmaktadir (Ceylan, 1996).
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2.5 Gaz kromotografi ve kiitle spektroskopisi

Kromatografi ayrilacak olan komponentlerin iki faz arasinda
dagildig: fiziksel bir ayirma metodudur. Bu fazlardan bir tanesi genis
yiizeyli sabit bir yatak teskil eder, digeri sabit yatak boyunca siiziilerek
gecen bir gaz veya sividir. Kromatografi ilk defa 1906 yilinda bir Rus
botanist olan Tswett tarafindan bitkilerin renk verici komponentlerinin
ayrilmasinda kullanildi. Tswett renkli maddelerin ayr1 bantlarin1 elde

ettigi icin bu metodu “kromatografi” olarak isimlendirdi (Orhun, 1968).

Gaz-likid partisyon kromatografisi ilk defa olarak James ve Martin
tarafindan1952 yilinda ugucu yag asitleri karisimlarinin analizlerinde ve
ayrilmasinda kullanildi. Gaz kromatografisi kimya alaninda gazlarin ve
ucucu maddelerin analizleri ve ayrilmasinda uygun bir metod olarak
yaygin bir sekilde kabul edilmistir. Kromatografik metodlarin ayirma
cihazinin daha basit olusu, ¢alisma kolaylig1 ve dikkate deger sekilde az

zamana ihtiya¢ gostermesi bakimindan iistiinliikleri vardir (Orhun, 1968).

2.6 Farmakolojik aktivitenin arastirilmasi
2.6.1 Antimikrobiyal aktivite testleri

Giintimiizde bakterilerin antibiyotiklere duyarliliklarini belirlemede
standardize edilmis testler disk difiizyon, agarda diliisyon, tiipte diliisyon
ve e-test gibi testlerdir. Disk difiizyon testi ucuz, esnek bir test olmasi ve
Ozel aletler gerektirmemesi nedeniyle avantajlidir. Ancak yavas yada gii¢
tireyen milkroorganizmalarla dogru sonug¢ alinamayabilir. Kalitatif bir
yontemdir. Duyarliligi kantitatif olarak belirlemek icin minimum

inhibitor konsantrasyonu (MIK) belirlemek gerekmektedir. MIK testleri
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zaman alic1 ve ¢ok sayida bakteri i¢in kullanimindaki giigliikler nedeniyle
her zaman tercih edilmemektedir (Giir, 1997, Simerkan ve

Gokahmetoglu).

Antibiyotik duyarlilik testlerinin standardizasyonu icin Ingiltere’de
The Biritish Society for Antimicrobial Chemoterapy (BSAC) ve Amerika
Birlesik Devletleri'nde National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) gibi cesitli komiteler olusturulmustur. Ulkemizde
1994 yilinda Tiirk Mikrobiyoloji Cemiyeti Antibiyotik Duyarlilik
Testlerinin standardizasyonu (ADTS) Calisma Grubu kurulmustur

(Giir,1997).

2.6.2 Antioksidan aktivite testleri

Hiicre cogalmasinin dogasinda var olan oksijen tiiketimi bir grup
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olur. Bunlar siiperoksit
anyon radikalleri (O;" ) ve hidroksil radikalleri (OH") gibi molekiillerdir.
Serbest radikal tiirii olmayan hidrojen peroksit (H,O,) ve tekli oksijen
(Oy) de in vivo olarak olusmaktadir. Her iki oksijen tiirli de enerji iiretimi,
fagositoz, hiicre biiyiimesinde, hiicre ici sinyallerin diizenlenmesinde ve
biyolojik  olarak  O6nemli bilesiklerin  sentezinde pozitif rol
oynamaktadirlar. Ancak ROS c¢ok zararli olabilmekte, hiicre
membranindaki lipidlere ve DNA’ ya zarar verebilmektedir. ROS ile
indiiklenen oksidasyon, hiicre membraninin par¢alanmasina, membran
protein hasarina ve DNA mutasyonlarina neden olarak pek cok hastaligin
baslamasina ve olusumuna neden olur (Gokpinar vd., 2006; Giil¢in et al.,

2004; Hernandez-Becerril, 2007).
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Lipid peroksidasyon, gidalarin bozulmasi ve besin degerini
kaybetmesine neden olur. Lipid peroksidasyonun temel yol izi
kendiliginden gerceklesen serbest radikal zincir reaksiyonudur. Isik,
oksijen, serbest radikaller ve metal iyonlar1 gibi c¢evresel faktorler
tarafindan da katalizlenebilirler. 1940’larin sonlarinda bazi fenolik
bilesikler tarafindan lipid peroksidasyonun inhibisyonunun kesfi sentetik
antioksidanlarin gida endiistrisinde kullanilmasim saglamistir (Giilgin et

al., 2004; Marxen et al., 2007).

Antioksidanlar etkilerini; oksidanlari tutma ve zayif bir molekiile
doniistiirme (temizleme-sacavenging), oksidanlara bir hidrojen aktararak
etkisiz hale getirme (baskilama-quencher), organizmanin onarim
mekanizmasin1 aktive etme (onarma-repair) ve oksidanlar1 baglayarak
fonksiyonlarin1  6nleme  (zincir koparma-chain  breaking) ile

gerceklestirirler (Gokpinar vd., 20006).

Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallere karsi
viicutta siiperoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT, glutatyon peroksidaz-
GP, glutatyon rediiktaz, sitokrom-C-oksidaz, hidroksiperoksidaz gibi
enzimler, seruloplazmin, transferrin, ferritin, miyoglobin, haptoglobulin
gibi makromolekiiller ve B-karoten, A-vitamini, C-vitamini, tokoferoller,
tiyol iceren, glutatyon (GSH), N-asetil sistein, metyonin, kaptopril,
ubikinon gibi mikromolekiillerin rol oynadigr dogal bir savunma

mekanizmasi vardir (Gokpinar vd., 2006).

Diizgiin calisan bir metabolizmada mitokondriyal sitokrom sistemi,

sitozoldeki organeller organizmayi oksidanlarin zararli etkilerinden
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korumaktadir. Bu sistem yetersiz kaldiginda dogal enzimler devreye
girmektedir. Enzimlerce etkisiz hale getirilemeyen oksidanlar ilk olarak
hiicre membranindaki lipidleri etkileyerek “lipid peroksidasyonunu
baslatmaktadir. Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan c¢oklu
doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan
peroksitler, alkoller, aldehitler gibi ¢esitli riinlere yikilmasi
reaksiyonudur ve sonucta ortaya c¢ikan biyo-aktif aldehitler hiicre
hasarina neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu sirasinda yeterli
diizeyde E vitamini ve C vitamini gibi antioksidan bilesiklerin bulunmasi
halinde bu tip hiicresel hasarlarin 6niine gecilebilmektedir (Gokpinar vd.,

2006).

Tokoferoller (E vitamini), askorbik asit (C vitamini), karotenoidler,
bioflavonoidler ve retinoidler karasal kaynakli iiriinlerde ve alglerde
bulunabilen antioksidan bilesiklerdir. Insan viicudunda tokoferol
sentezlenemedigi icin disaridan alinmasi gerekmektedir. Viicuda alinan
tokoferol incebagirsakta emilir ve lenf yolu ile dolasima katilir. E
vitamininin antioksidan Ozelligi, serbest radikallerin baglattigi lipid

peroksidasyonunu inhibe etmesinden ileri gelir (Gokpnar vd., 2006).

Sadece fitoplankton, algler, bitkiler ve sinirli sayidaki mantar ve
bakteriler tarafindan iiretilebilen, 700’iin iizerinde yagda ¢oziinebilen bir
grup bilesik olan karotenoidler 6nemli antioksidan maddelerdir. Diyetteki
yag miktariyla orantili olarak ince barsakta % 5-50 oraninda pasif
difiizyon ile emilmektedir. Karotenoidler hiicreyi oksidatif stresten;
triplet molekiilleri ve singlet oksijeni siipiirerek, serbest radikalleri inhibe

ederek korumaktadir. Karotenoid biriktirme yetenegine sahip olan tiirler
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arasinda Chlorella sorokiniana, Chlorella zofingiensis, Dunaliella salina
ve Haematococcus pluvialis bulunmaktadir (Gokpmar vd., 2006;

Marxen, 2007).

Provitamin A aktivitesi gosteren karotenoidler a, B, y karoten ve
kriptoksantindir. Zeaksantin ve lutein pigmentleri Dunaliella salina’ dan
elde edilmektedir. Giiglii bir antioksidan 6zellige sahip oldugu icin siiper
karotenoid olarak adlandirilan “astaksantin” pigmenti Haematococcus
pluvialis’ ten elde edilebilmektedir. Alglerin fotosentetik pigmentleri
arasinda yer alan karotenoidlerin ¢ogu fotosentez isleminde aktif olarak
rol oynamayip 1siktan kapilan enerjinin klorofil molekiillerine
aktarilmasini saglamaktadir ve aksesuar pigmentler arasinda kabul

edilmektedir (Gokpinar vd., 2006).

A vitamininin hammaddesi olan B-karoten, serbest radikalleri
slipiirme etkisiyle organizmay1 oksidasyonun neden oldugu hasara karsi
korumaktadir. Karotenoidlerin antioksidan aktivitelerine bagli olarak
kanser olusumunu inhibe ettikleri, bazi1 karotenoidlerin UV 151k ve
kimyasallarin neden oldugu tiimorleri inhibe ettikleri ve immun cevabi
arttirdiklari, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip E vitamininin ise cildi
UV 1518in neden oldugu hasarlara karst korudugu gosterilmektedir

(Gokpinar vd., 2006).

2.6.3 Analjezik ve antiinflamatuvar etki

Akut ve kronik agr yakinmasina yonelik tedavi yaklasimlari
yiizyillardir tibbin ve arastirmacilarin baglica ilgi alanlarindan biridir.

Agrn cok sayida siibjektif ve ongoriilemeyen, tanimlanamayan faktorlerin
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bilesiminden ileri gelmektedir. Organik bir bozuklukla iligkili veya
iliskisiz bir psikolojik stres haline isaret eden bir semptom veya bundan
kaynaklanan bir reaksiyonun disa vurumu olarak diisiiniilebilmektedir.
Agr1, emosyonel durumu ve karakter 6zelliklerini etkileyebilir ve dikkat

diizeyinde degisikliklere yol acabilmektedir (Kelle, 2006).

Agr1 1979 yilinda “International Association for the Study of Pain
Subcommittee on Taxonomy” tarafindan “gercek yada olasi bir doku
hasarina bagl olarak yasanan, hos olmayan duyusal veya duygusal bir
deneyim” olarak tamimlanmaktadir. Agr1 bireysel bir deneyimdir fakat
insanlarda ve hayvanlarda olduk¢a belirgin etkileri goriilmektedir. Klinik
diizenlemelerde, agr1 yasayan hastalarin sik¢a agriyla iligkili olarak bazi
davraniglarinda degisikliklere rastlanmistir. Bu degisiklikler aktivite
azalmasi, ila¢ alimmnin artmasi, yiiz ifadelerinde veya viicut
pozisyonundaki degisikliklerdir. Agr1 davranislart acik oldugunda,
gozlenebilir veya kaydedilebilir niteliktedir. (Keefe et al., 1991).

Agn davramiglarina yonelik sistematik calismalar hayvanlarda ve
artarak da insanlardaki agr1 aragtirmalarinda goriilmektedir. Hayvanlarda
agr ile ilgili testlerden bazilar tail-flick (kuyruk ¢ekme), hot plate (sicak
zemin), formalin penge yalama testi ve flinch-jump (ka¢inma-si¢grama)

testidir (Keefe et al., 1991).

Formalin testi Dubuisson ve Dennis (1977) tarafindan gelistirilmis,
kedilerde ve ratlarda agri ve analjezinin arastirilmasi i¢in kullanilan
metotdur. Yontem sicanin arka pencesine %5’lik (v/v) formalin

coOzeltisinin  subkiitandz enjeksiyonuna dayanmaktadir. Formalin
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insanlarin isaret parmagina enjekte edildiginde baslangicta yogun,
keskin, yakici ve ar1 sokmasina benzer bir agr1 olusturmaktadir. 4-5 dak
sonra agr1 devamli ve zonklayici bir hal almakta ve 30-60 dak sonra orta
siddette bir hassasiyet kalmaktadir. Hayvanlarda agrimin 30 dak icinde
gectigi diisiiniilmektedir (Keefe et al., 1991).

Formalin testi, nosisepsiyonun en dogru ve giivenilir modelidir ve
degisik siniflardaki analjezik ilaglar icin duyarhdir. Bu test bifazik cevap
olusturur; erken faz (0-5 dak), agr1 olusturan sinir liflerine (C sinir lifleri)
direkt kimyasalin irritan etkisini gosterirken, ge¢ faz (15-30 dak)
periferik antiinflamatuvar cevabi ve sinir ug¢larinda agr1 olusturucu
maddelerin salintmin1 gostermektedir (Karabay-Yavasoglu et al., 2007a;
Tjolsen et al., 1992). Testin her iki fazi da farkli analjeziklerden
etkilenebilmektedir. Bu sebeple formalin testi, farkli analjezik ilaglarin
olas1 mekanizmalarim1 ortaya cikarmak ic¢in kullanilmaktadir (Morteza-

Semnani et al., 2002).

2.6.3.1 Agrimin simiflandirilmasi

Agrni, fizyolojik-klinik, siiresine gore, kaynaklandigi bolgeye gore,

mekanizmalarina gore siniflandirilabilmektedir (Edirne, 2007) .

Fizyolojik-klinik agr1 sismflandirmasi

“Fizyolojik agr1” yogun agr1 veren bir uyarana karsi koruyucu bir
yanittir. Viicut i¢in hem koruma hem de uyar: sistemidir. “Klinik agri”da

ise olaya bir ¢ok siire¢ katilmaktadir (Edirne, 2007).
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Siiresine gore agr1 ssmiflandirmasi

Akut ve kronik agr1 olmak iizere iki sekilde meydana gelmektedir.
“Akut agr1”, ani olarak doku hasari ile baslayan, neden oldugu hasar ile
arasinda yer, zaman ve siddet acisindan yakin iliskinin oldugu, iyilesme
siiresince giderek azalan ve kaybolan bir agn seklidir. “Kronik agr1”,
akut agrili hastaligin olagan seyrinden veya bir yaralanmanin iyilesme
siiresinden ¢ok daha uzun, aylar, hatta yillar boyu araliklarla devam eden

agridir (Edirne, 2007; Kelle, 2006).

Kaynaklandig1 bolgelere gore agri simflandirmasi

“Somatik agr1”, daha cok sinir lifleriyle tasinan, ani olarak
baslayan, keskin, batma, sizlama, zonklama tarzinda, genellikle travma,
kirik, c¢ikik gibi durumlarda goriilen agridir. “Viseral agn”, ig
organlardan kaynaklanan agrilardir. Genellikle kiint, yavas yavas artan,
yeri kolay saptanamayan, baska bolgelere yayilan ve yansima bolgeleri
olan agrilardir. “Sempatik kokenli agr1”, sempatik sinir sisteminin
tutuldugu, asil hastalik gectikten sonra haftalar, aylar sonra baslayip

siddeti giderek artan yanma tarzinda agrilardir (Edirne, 2007).
Mekanizmalarina gore

“Nosiseptif agr1”, fizyopatolojik bir takim olaylarin ve siireclerin
nosiseptor adi verilen agr1 algilayicilarini uyarmasina bagl olarak ortaya
cikar. Nosiseptorlerin gesitli somatik kokenli agrilarda viseral agrilarda
oldugu gibi uyarilmasiyla genellikle agr1 olarak bilinen ve tanimlanan

agr ortaya ¢ikar. Nosiseptif agrinin tedavisinde aspirine benzeyen ¢esitli
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ilaglar ve morfin gibi merkezi etkili agr1 kesiciler kullanilir (Edirne,

2007).

“Noropatik agr1”, sinirlerde, darbe yada diyabet gibi bir hastalik
sonucu agr1 algilayicilarinin dogrudan etki altinda kalmasiyla ortaya
cikan bir agndir. Bel fingindaki gibi mekanik bir baski yada seker
hastalarinda oldugu gibi salgilanan cesitli maddeler sinir dokusunu
etkileyerek noropatik agriya yol agabilir. Noropatik agrinin merkezi etkili
antidepresanlar, sedatifler gibi ikincil analjezikler denilen ila¢ gruplarinin

destegine ihtiya¢ duyulur (Edirne, 2007; Kelle, 2006).

“Deaferantasyon agrisi”’, c¢evre ve merkez sinir sistemi
bozukluklarina bagli olarak sinir iletisinin kesilmesi ile ortaya cikar.
Kolu bacag kesilenlerde ortaya c¢ikan hayalet agrilari, zona sonrasi
goriilen siddetli agrilar 6rnek olarak verilebilir. “Reaktif agri”, cesitli kas
agrilari, damarlarin biiziismesine bagli olarak ortaya c¢ikan agrilar
seklinde ortaya cikar. Kaslarin degisik bolgelerinde tetik noktasi adi
verilen noktalarin uyarilmasiyla yansiyan agrilar ortaya cikar.
“Psikosomatik agr1”, psisik yada psikososyal sorunlarin agri1 olarak ifade

edilmesidir (Edirne, 2007).

2.6.3.2 Analjezik ilaclar

Agrinin kontroliinde opioid ve non-opioid olmak iizere baslica iki
grup ila¢ tek baslarina veya kombine edilerek kullanilmaktadir. Ancak
giinlimiizde bu ilaclara kars1 gelisen tolerans, bagimlilik, gastrointestinal
kanama ve bobrek yetmezligi gibi yan etkiler nedeniyle yeni alternatif

ilaglarin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Kelle, 2006).
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Analjezikler toplumda antibiyotiklerle birlikte en sik kullanilan
ilaglarin basinda yer almaktadir. Merkezi etkili ve bolgesel etkili olmak
tizere iki grupta siniflanir. Morfin-Opium benzeri tiirevleri 5000 yildan
beri, salisilik asit (aspirin) ise 100 yildir kullanilmaktadir. Son 50 yilda
da her iki gruptan ¢ok sayida yeni ila¢ gelistirilmistir. 1853’de Hoffman
tarafindan sogiit yapragindan aspirinin bulunmasi ile nonsteroidal
antiinflamatuvar ilaglar (NSAII) olarak da bilinen bolgesel etkili agri
kesiciler konusunda ¢i1gir acilmistir. Hafif ve orta siddetteki agrilar, ates,
romatizmal ates, romatoid artrit gibi inflamatuar durumlarin, kronik

agrilarin ve kanser agrisinin tedavisinde kullanilir (Edirne, 2007).

NSAII ilaglar etkilerini hem periferik hem de santral yapilarda
bulunan siklooksijenaz enzimini (COX) inhibe ederek gostermektedirler.
Mide, bobrekler ve trombositlerin  fizyolojik  fonksiyonlarini
siirdiirmesinde hayati onem tasiyan COX-1 enzimini inhibe eden ilaglar
ve inflamatuvar siirecte rol oynayan indiiklenebilir nitelikteki COX-2
enziminin aktivitesini baskilayarak etki gosteren ilaglar olmak {iizere iki

gruba ayrilmaktadirlar (Kelle, 2006).

Merkezi etkili analjezikler, opioidler ve ikincil analjezikler olarak
ikiye ayrilir. Morfin 1803’de Setiirner tarafindan Papaver somniferum
bitkisinin tam olgunlasmamis tohum kapsiillerinin ¢izilmesiyle disari
cikan sivinin hava ile kararmasi ve sakiz kivamina gelmesi ile elde edilen
opiumdan (afyon) izole edilmistir. Morfin ve benzeri ilaglar siklikla
“narkotik analjezikler” olarak isimlendirilirler. Opioidler kendilerine
0zgii reseptorlere baglanarak etkilerini gosterirler. Opioidler siddetli ve

siirekli agrida, yarali iken, keskin ve arada sirada gelen agrida o kadar
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etkili degildir. Kanser ve diger agir hastaliklara bagl kronik agrilarda
kullamlabilir. Ikincil analjezikler, esas kullanim alanlar1 agr1 disinda
olan, ancak giinlimiizde bazi agr1 sendromlarinda etkili oldugu bilinen,
farkli farmakolojik gruplara ait ilaclarin tiimiinii kapsayan bir kavramdir.
Antidepresanlar, sakinlestiriciler, kas gevseticiler, kortizon ve daha bir

cok ila¢ bu gruptadir (Edirne, 2007).

2.6.3.3 Antiinflamatuvar ilaclar

Antiinflamatuvar etkinlik en giiclii olarak antiinflamatuvar
glukokortikoidler (steroid yapili ilaglar) tarafindan goOsterilmektedir.
Bunun disinda NSAII ilaglar da ¢esitli derecelerde antiinflamatuvar etki
potansiyeline sahiptir ve glukokortikoidlere gore yan etkileri de daha

azdir (Dokmeci, 2000).

Deney hayvanlarinda antiinflamatuvar aktivitenin varliginin ve
giiclinlin Ol¢iilmesi temelde deney hayvaninin arka pengesine, kulak
kepgesine, sirt alti derisine, plevra, periton veya mesane igerisine
inflamasyon olusturan bir ajan verilerek o bolgede inflamasyon
olusumunu saglamak ve bu inflamasyonun antiinflamatuvar etkinligi
oldugu varsayillan maddeler tarafindan gerceklestirilen inhibisyonun
bilinen bir antiinflamatuvar ajanla kiyaslanmasi esasina dayanmaktadir

(Ozbek ve Oztiirk, 2003).

Temelde analjezik etkinin 6l¢iilmesinde yararlanilan formalin testi,
nosisepsiyonun gecerli ve giivenilir bir modelidir ve pek ¢ok gruptaki
analjezik ilaglar i¢in duyarli bir yontemdir. Test bifazik yanit

olusturmaktadir: erken fazin nosiseptif aferent fiberlerin dogrudan
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kimyasal aktivasyonunun sonucu olustugu ve periferal inflamatuvar
proseslerin de gec¢ fazdan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Periferal
aktiviteli ilaglar sadece ge¢ faz1 inhibe ederken santral etkili analjezikler
her iki faz1 da inhibe ederler. Opioidler (Morfin) gibi santral etkili ilaglar
her iki fazda da acik¢a uyumlu bir sekilde inhibisyon yaparlar. Formalin
test sonuglarina gore, indometazin, aspirin ve hidrokortizon gibi periferal
aktiviteli ilaglar sadece antiinflamatuvar yanitin sonucu olan ge¢ fazi

inhibe etmektedirler (Karabay-Yavasoglu et al., 2007a).

2.6.4 Toksisite testleri

Toksisite testleri, sadece kimyasal maddelerin canli organizmalar
tizerindeki zararh etkilerini aciklamak icin degil bu maddelerin toksik
etkilerinin  goriilmeyecegi doz, degerlerini saptamak i¢in de
yapilmaktadir. Eger, uzun siireli madde maruziyetine bagl toksik etkiler
arastirtlacak ise, deneyin yapildigi zaman periyodu iginde de aymi
ozellikte maddelerin ve kosullarin uygulanmasi gerekir. Beklenen toksik
etkinin goriilmesine yonelik testlerde, bu etkiyi olusturdugu bilinen bir
kimyasal maddenin, pozitif kontrol grubuna uygulanmasi ve deneyin
saglikli islediginin test edilmesi gerekmektedir. Tiim ilaglar, tarimsal ve
zirai amacli maddeler, temizlik maddeleri, baz1 kozmetikler vs. kullanima

sunulmadan 6nce toksisite testlerinden gecirilirler (Saygi, 2003).

Toksisite testlerdi, test sliresinin uzunluguna gore
siniflandirilabilirler. Bunlar; akut toksisite testleri, subakut toksisite
testleri, subkronik toksisite testleri, kronik toksisite testleri ve 0Ozel
toksisite testleridir. En yaygin kullanilan akut toksisite testi letalite

testidir. Bu testin amaci, bir kimyasal maddeye maruziyetin sonucu
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ortaya cikabilecek toksik semptomlari, beyin, bobrek, karaciger gibi belli
basli organlarin etkilenis derecesi veya oOldiiriicii doz (letalite) degerini
saptamaktir. Letal doz degeri, o maddenin ne kadar giivenli
kullanilabileceginin de bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Saygi,
2003).

Testler genellikle fare veya sican gibi kolay bulunan ve maliyeti
diisik deney hayvanlar1 {iizerinde yapilmaktadir. Bu hayvanlardan
alimacak sonucglara gore, test kobay veya tavsan iizerinde de
tekrarlanabilmektedir. Testte kullanilacak deney hayvanlarinin oldukga
saglikli olmalari, test islemlerinden 6nce laboratuar ortaminda fare ve
sicanlarin 1, kopeklerin ise 3-4 hafta gozetim altinda tutulmasi

gerekmektedir (Saygi, 2003).

Sican ve fareler daha ¢ok toksisite testlerinin ilk asamalarinda
insanlardaki yamiti tahmin etmek i¢in kullanilmaktadir. Benzer yanitlari
farkli hayvan tiirleri {iizerinde deneyerek gormek giivenilirligi
arttirmaktadir (Weiderman, 1993). Hayvanlarda yapilan akut toksisite
testleri hayvansiz testlere gore daha zor valide edilmektedir. Zaman alici,
uzmanlik gerektiren ve hayvanlara aci veren uygulamalrdir. Ancak hiicre
kiiltiirii ve dokularda yapilan testlerde gecirgenlik, enzimler, izlenen yol
ve reseptorler elimine edilmis olacagindan gercek toksik etkiyi
gorebilmek icin in vitro metodlar daha yararli olabilmektedir (Langley,

2005).

Bir defada verildiginde test grubundaki hayvanlarin % 50' sini

Oldiiren doza, o maddenin letal dozu (LD50) denir. Kimyasal maddelerin
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kisa siireli maruziyetine bagli akut toksik etkilerini degerlendirmek
acisindan LD50 degeri onemlidir. LD degeri verilirken kullanilan deney
hayvani ve maruziyet yolunun da belirtilmesi gerekir. Bir maddenin
LD50 degeri ne kadar diisiikse, insanlar i¢in toksisitesi o denli biiyiiktiir.
Deney gruplarinda 1980" 1i yillarda 80-100 hayvan kullanilirken,
giinlimiizde in vitro tarama test sonuglari baz alinarak 6-10 sican veya
tavsanin yeterli olacaglr kabul edilmektedir. Deneysel letalite verileri,
potansiyel kemoterapotik ajanlarin taranmasinda veya pestisitlerin
etkinlik derecesinin tayininde, ilaclarin tedavi indeksleri (TI = LD50 /
ED50), giivenlik derecesi [Margin Of Safety (MOS) = LD1 / ED99] ile
kronisite faktorii (CF= Akut LD50 / 90 giinliik LD50) hesaplamalarinda
kullanilmaktadir (ED: efektif veya etkin doz). Kimyasal maddelerin hava
veya sudaki Oldiiriicii doz degerleri ise, letal konsantrasyon (LCS50) ile
ifade edilir ve belli zaman periyodunda (genellikle hava i¢in 1-4 saat)
maruz birakildiginda deney hayvanlarinin % 50' sini 6ldiiren dozu ifade
eder. Belli bir zaman periyodunda, solunum yolu ile verildiginde deney
hayvanlarmin yarisim1 6ldiiren madde miktart ise LCt50 ile ifade

edilmektedir (Saygi, 2003).
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3.1 Mikroalg ve siyanobakteri kiiltiirleri

3.1.1 Kiiltiirii yapilan organizmalar

Yesil

siyanobakteri

Universitesi-Mikroalg

saglanmistir (Cizelge 3.1).

mikroalg Chlorella sp. (Sekil 3.1) ve filamentoz
Oscillatoria amphibia (Sekil 3.2) ornekleri Ege
Kiiltir =~ Koleksiyonu’'ndan  (Ege-MACC)

Cizelge 3.1 Kiiltiirii yapilan organizmalarin genel 6zellikleri

TUR CC1-Chlorella sp. CC14-Oscillatoria
amphibia
Kaynak Salda Goli, Burdur Ac1 Gol, Denizli
Biiyiime Rudic’s Medium, Modifiye Erdschreiber
ortam (Cizelge 3.2) Medium, (Cizelge 3.3)
En/Boy (cap) 4-5u Su
Divisio  Chlorophyta  Domain Bacteria
TAKSONOMI | Clasis Chlorophyceae Phylum Cyanobacteria
Ordo Chlorococcales Section II-
Filamentous
Familia  Chloroceae Genus Oscillatoria
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(b)

(d)

Sekil 3.1 Chlorella sp mikroskopdaki goriiniimleri
a) 100 pm, b) 50.0 pum, ¢) 20.0 pm, d) 10.0 pm



(d)

Sekil 3.2 O. amphibia’ nin mikroskopdaki goriiniimleri
a) 100, b) 20.0, ¢) 10.0, d) 10.0 Floresan mikroskop-FITC filtresi

4
20.0 ym
2006y

61
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3.1.2 Kiiltiir ortamlar: ve kimyasallar

Cizelge 3.2 Rudic Ortami (RD) (Rudic and Dudnicenco, 2000).

Kimyasal Ad1 Ortam(mg/L) Stok (g/L)
NaNO; 300 3
KH,PO, 20 0,2
K,HPO, 80 0,8
NaCl 20 0,2
CaCl, 47 0,47
MgS04CaCl,.7H,O 10 0,1
7ZnS0,4.7H,0 0,1 0,001
MnSO,4.H,O 1,5 0,015
CuS04.5H,0 0,08 0,0008
H3BOs 0,3 0,003
(NH4)6M070,44H,0 0,3 0,003
FeCl;.6H,O 17 0,17
Co(NOs3),H,0 0,2 0,002
EDTA 7,5 0,075

1 L Rudic Ortamu hazirlamak i¢in stoktan 100 mL alinip distile su ile L’ ye

tamamlanmistir.
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Cizelge 3.3 Modifiye Erdschreiber Ortami (EM) (Provasoli, 1971).

Stok Solusyonlar: g/10 mL
NaNO; 0,2
Na,HPO,.7H,0 0,03 1L deniz suyundaki total karisim
(pH=7,5-7,7)
NaNOj3 solusyonu 10 mL
Metal Solusyonu mg /L. Na,HPO,.7H,0 10 mL
solusyonu
FeCl;.6H,0 97 Na,-EDTA 750 mg
MnCl,.4H,0 41 Metal solusyonu 12 mL
ZnCl,.H,O 5 Thiamine 1 mg
CoCl,.6H,O
Na,Mo004.2H,0 4

Stok ¢ozeltiler ve ortamlar hazirlanirken analitik kalitede kimyasal
maddeler (Merck co.) ve saf su kullanilmistir. Ortamlardaki
kimyasallarin konsantre stok ¢ozeltileri, ayr1 ayr1 hazirlanarak agzi kapali
olarak siselerde, sogukta (+4 °C) ve karanlikta saklanmistir. Deniz suyu,
stiziilerek kaba partikiillerden arindirildiktan sonra kullanilmigtir. Ortam
cozeltileri hazirlandiktan sonra 121 °C’ de 20-25 dakika otoklavlanarak
steril edilmigtir. Ayrica gerekli durumlarda sivi biiyiime ortamlarina %

1,5 agar (Merck co.) ilave edilerek kat1 ortamlar da hazirlanmastir.
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3.1.3 Stok kiiltiir hazirlama

Mikroalg ve siyanobakteri ornekleri, sivi biiyiime ortamlarina %
1,5 agar ilave edilerek hazirlanmis petri kaplarindaki kati ortamlara ¢izgi
ekim yOntemi ile inokiile edilmis ve 10 giin boyunca koloni olusturmak
izere kiiltiir dolabinda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra steril sivi
ortam iceren otoklavlanmis 10 mL’ lik test tiiplerine aseptik kosullarda
0ze yardimiyla aktarilip bir hafta boyunca vorteks ile karistirilarak, ¢oken
orneklerin homojen dagilmasi ve havalanmasi saglanmistir. Daha sonra
10 mL’ lik tiiplerden steril 250 mL’ lik erlenlere aktarilarak kiiltiir
dolabinda optimum kosullar altinda gelismeye birakilmis ve bir haftanin
sonunda hava beslemesi yapilan 500 mL’ lik erlenlere, daha sonra da
hacim artirilarak yaris1 kiiltiir sisesine, diger yarist ise kontrol olarak

steril otoklavlanmis hava beslemeli siselere aktarilmistir (Sekil 3.3).

|
o
h-a

10 gin Tqin 7gin
) ] ) Cd —— ol ——

Sekil 3.3 Stok kiiltiir hazirlama
(Demirel, 2006)
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3.1.4 Kiiltiir sisteminin hazirlanmasi

Mikroalg ve siyanobakteri tiretiminde oncelikle
mikroorganizmalarin yasami, gelismesi ve ¢ogalmasi i¢in gereken besin
maddelerini iceren kiiltiir ortami hazirlanmig ve tiiriin istegine uygun

optimum fiziksel ve kimyasal kosullar saglanmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Kiiltiir sistemi

Logaritmik biiyiime evresine giren hiicreler (Chlorella sp. igin
2,5x105 sayida, Oscillatoria amphibia igin 1,0x105 ) aseptik kosullarda
IL’lik  siselere aktarilarak asilama (ekim) yapilmugtir. Kiiltiir
calismalarinda otoklavlanabilen 2-5 L’ lik cam kaplar (Duran-Shot)
kullamlmistir. Optimum sicaklik 18-22 °C, ideal pH smurlar1 7 ile 9
arasindadir. Kiiltiirlere yaklagik 55 nEm™s™ 151k siddeti uygulanmus, her
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bir siseye Chlorella sp. i¢in 2L/dk, O. amphibia i¢in 0,5 L/dk hava

verilmistir.

Kiiltiirlerde biiyiimenin takibi her giin spektrofotometrik olarak
tiirbiditenin Olciilmesi, Neubauer Olcekli hemositometrede (0,0025m?)
hiicrelerin sayilmasi, pH ol¢timii, kuru agirlik ve klorofil-a miktar tayini
ile gerceklestirilmistir. Alinan sonuglara gore grafik diizenlenerek
bliylime egrileri ¢ikarilmig, durgunluk fazi belirlenmis ve bu fazin
sonunda ortamdan 3500xg’de 5 dakika santrifiijlenerek ayrilmistir. Yas
materyal dondurarak kurutma islemiyle kurutulup ekstraksiyon islemi

yapilincaya kadar -20 °C’ de saklanmustir.

3.1.5 Biiyiimenin ol¢iilmesi

3.1.5.1 Tiirbidite olciillmesi

Kiiltiirlerin ~ konsantrasyonlarinin  izlenmesinde c¢ok yaygin
kullanilan bir yontemdir. Siispanse katilarin yogunlugu veya optik
dansitesi  belirli bir dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olctimlenebilir. Hiicre sekli, biiyiikliigii, icerigi ve c¢ozelti icerisindeki
istatistiksel dagilimi1 sonucu etkileyebilir Hizli ve zararsiz bir yontem

olmas1 yoniinden avantajlidir. (Becker, 1995).

Orneklerin dalga boyu taramasi ile belirlenen absorbans
degerlerinde (560, 650, 685, 750 nm) Olctimler 2 mL kapasiteli 1 cm 151k
yolu olan plastik, tek kullanimlik, kiivetlerde spektrofotometre
kullanilarak yapilmistir. Olciimler sirasinda spektrofotometrede kiiltiir

ortami1 kor olarak kullanilmastir.
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3.1.5.2 Hiicre sayim Yontemi

Hiicre sayimu icin cesitli kan sayim kamaralar1 (Thoma, Neubauer)
kullanilabilmektedir (Karaboz vd., 2002; Koray, 2002). Calismamizda
Neubauer 6l¢cekli sayim kamarasindan yararlanilmistir. Neubauer dlcekli
sayim kamarasindaki 9 adet Imm” lik kareler farkli sekillerde
boliinmiistiir (Sekil 3.5). Kamaranin total hacmi 9x10™* mL’ dir (Cirik ve

Gokpinar1999; Demirel, 2006).

Biiyliyen Kkiiltiirlerde hiicre sayisin1 belirlemek i¢in Oncelikle,
kamaranin {izerinde lamelin oturacagi yer hafifce islatilip lamel kamara
tizerinde hareket etmeyecek sekilde kapatildiktan sonra homojenize
ornek pastor pipeti ile kamaraya dikkatlice doldurulmus ve hiicrelerin
tim kamara alanina homojen olarak dagilmasi saglanmistir. Hiicrelerin
¢Okmesi i¢in biraz beklendikten sonra mikroskopta dort kez tekrar edilen
sayimlarin ortalamas: alinarak mL’ deki hiicre sayist hesaplanmistir

(Cirik ve Gokpinar, 1999).

1 mL’ deki hiicre sayisi=1mm’de sayilan hiicrex(diliisyon) x 10000
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Hilcre Sispansivanu

.
0.1 mm derinlik

i
1
=
-
-1
|3
I

Sayim yapilan bilgeler

Sekil 3.5 Neubauer sayim kamarasi

(Demirel’ den, 2006)

3.1.5.3 pH olciimii

Mikroorganizmalarin ~ metabolik  aktivitelerinin ~ sonucunda
ortamdaki asit-baz dengesinin deg8isimine gore biiylime egrilerinin
hazirlanmasi i¢in kiiltiirlerde her giin pH Olctimleri yapilmistir (Becker,

1995). Alinan sonuglar duragan fazin belirlenmesinde kullanilmistir.
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3.1.5.4 Kuru agirhk tayini

105 °C lik sicakliktaki etiivde 2 saat kurutulan Whatman GF/C
filtre kagitlar1 (Whatman glass microfibre filters, 1,2 um, 47 mm),
yaklasik 20 dakika, ici silika jel dolu desikatdrde sabit tartima gelene
kadar bekletildikten sonra analitik terazide tartilarak darasi alinmustir.
Membran filtre iinitesinde 5 mL Ornek filtrelerden siiziildiikten sonra
filtrat asidik su (pH 4) ile yikanarak ortamdan gelebilecek tuzlar
uzaklastirilmistir. Filtre kagitlar izerindeki hiicrelerle beraber 105 C 1ik
sicakliktaki etiivde 2 saat kurutulup 20 dakika desikatorde bekletildikten
sonra analitik terazide tartilmistir ve sonuglar mg/mL cinsinden

hesaplanmustir (Becker, 1995; Boussiba, 2004).

Kuru agirlik (mg/L)=[Filtre+Hiicre (mg)]-[Filtre (mg)] x1000
Ornek Hacmi (mL)

3.1.5.5 Klorofil-a tayini

Klorofil-a> nin ekstraksiyonu i¢in 5 mL Kkiiltiir GF/C filtreden
stiziildiikten sonra filtrat tizerine 5 mL metanol eklenmistir. 70 °C’ lik su
banyosunda 2 dakika bekletilip ardindan ekstrakt 8970 g de 5 dk
santrifiijlenerek  hiicre artiklar1  uzaklastirllmigtir. Daha  sonra
slipernatantin 665 ve 750 nm’ lerdeki absorbanslar1 saf metanole karsi
spektrofotometre ile Olgiiliip, degerler asagidaki formiile yerlestirilerek

klorofil-a miktarlart mg/L cinsinden hesaplanmistir (Becker, 1995).

Klorofil-a (mg/L) = 13,9 x (Asss — A7s0)



70

3.2 Ekstrelerin hazirlanmasi

Biyokiitle ortamdan ayrildiktan sonra liyofilizatorde (Sekil 3.6)
kurutulmus (Sekil 3.7) ve ekstraksiyon islemlerine kadar aliiminyum

folyo icerisinde hava ve nemden korunmus halde -20 °C’ de saklanmustir.

Sekil 3.7 Liyofilizatdrde kurutulmus 6rnekler
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3.2.1 Organik cozgenlerle ekstraksiyon

Orneklerdeki kimyasallar, sokslet cihazinda (Sekil 3.8), analitik
safliktaki aseton, diklormetan, etanol, hekzan, kloroform ve metanol
(Merck co.) organik ¢ozgenleri ile ekstrakte edilmistir (Khan et al., 1988;
Vlachos et al., 1996). Sokslet cihazina baglanmis balon 1sitilirken
icerisindeki ¢ozgenin buharlasarak disar1 ¢ikisi bir sogutucu yardimiyla
onlenmis ve burada yogunlastirllarak cihaza donmesi saglanmistir.
Sokslet cihazinda kartus icerisinde tutulan orneklerle temas eden ¢ozgen
cihaz tamamen doldugunda iizerindeki borular araciligiyla siiriikledigi
kimyasallarla beraber balona tekrar donmektedir. Bu dongii ekstraksiyon

islemi bitinceye kadar devam ettirilmektedir.

Sogutucu
Kartus
Su girig-¢ikis
hortumlar:
Ekstraksiyon
balonu

Sekil 3.8 Sokslet ekstraktorii



72

Islem sonunda ekstrelerdeki ¢ozgen ~ 50-60 °C su banyosunda ve
alcak basin¢ altinda rotary evaporator cihazi (Sekil 3.9) ile
uzaklagtinlmistir. Balonun i¢indeki ¢6zgen su banyosu ve vakum
etkisiyle buharlasarak sogutucu boliime gecer, burada yogunlastirilarak
cozgen toplama bolonuna dolar. Daha Once darast alinmis balon
icerisindeki ekstrelerin miktar1 ¢ozgen tamamen uzaklastirildiktan sonra
balonun tekrar tartilmasi ve aradaki farkin hesaplanmasi ile
belirlenmistir. Her bir ¢6zgen icin ekstrelerin % verimi (100 g 6rnekten

elde edilen g ekstre miktar1) hesaplanmistir.

Vakum
pompast
hortumu

Sogutucu
Cozgen Ekstre
toplama
balonu
Su banyosu

Sekil 3.9 Rotary evaporator
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3.2.2 Hidrodistilasyon ile ucucu yag ekstraksiyonu

Mikroalg ve siyanobakteriden elde edilen kuru biyokiitle 1sitilan bir
balon icerisinde distile su ile kaynatilmis ve buharla beraber siiriikklenen
ucucu yagi toplamak icin lizerine klevenger cihazi baglanmistir. Cihazin
sogutucu boliimiine hortumlarla su girig-¢ikisi saglanarak ucucu yagin su
buhariyla beraber yogunlasip yag toplandigi boliimde birikmesi
saglanmistir (Sekil 3.10). Buradaki yag ekstraksiyon islemi bittikten
sonra cihazin derecelendirilmis olan boliimiinde hacmi Olgiilerek %
verim (100g Ornekten elde edilen pL. hacim ucucu yag miktar1)

hesaplanmistir (European Pharmacopea, 1975; Ozdemir et al., 2004).

Sogutucu

Su giris ve
cikis
hortumlar1

Yag toplama
boliimii

Derecelendirilmis

bolim Ekstraksiyon

balonu

Sekil 3.10 Klevenger cihazinda ugucu yag ekstraksiyonu
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3.3 Ucucu yaglarda Gaz kromatografi ve kiitle spektroskopisi
(GK-KYS) analizi

Gaz Kromatografinin ayirma 6zelligi ile Kiitle Spektroskopisinin
identifikasyon yeteneginin kombinasyonu ile olusan bu metot kalitatif ve
kantitatif verilerin eldesine imkan saglamaktadir. Farkli bilesiklerin
karigtmin1 iceren orneklerin dogru bir sekilde ayirarak tanilanmasini

saglamaktadir (Sekil 3.11).

Ornek Girisi

N Kiitle Spektrometresi (MS)

Gaz B C D

A 4
ool

Gaz Kromatografi (GC)

A GC ve MS ara birimi
B Kaynak E
C Analiz eden kisim

D Dedektor

E Vakum pompasi

F Verilerin degerlendirilmesi

Sekil 3.11 GK-KS cihaz1 sematik gosterimi

Elde edilen ugucu yagin GK analizinde FID (Flame Ionization
Dedector) dedektor donanimli HP 6890 gaz kromatografi cihazi, GK/KS
analizlerinde ise, ayn1 cihazla kombine HP 5973 kiitle selektif dedektorii
kullanilmistir. Analizlerde HP-1 kapiller kolon (25m x 200 pm 1i.d., film
kalinligr 0,33 pum), tasiyict gaz olarak 20mL/dk akis hizinda helyum
kullamlmus, sicaklik 50 °C’ den 300 °C’ ye dakikada 10 °C artacak
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sekilde programlanmistir. Otoenjektor (Agilent 6890) 1sis1 150 oc,
dedektor 1s1s1 ise 250 °C’dir. Ucucu yag drnegi iicer kez analiz edilmis,
bilesiklerin relatif miktarlarinin ortalamalar1 alinmistir. Ucucu yag
bilesiklerinin tanimlanabilmesi i¢in; GK/KS analizi yapilan ugucu
yaglarin bilesenlerinin kiitle spektrumlari, Wiley 275 L kiitiiphanesindeki
ve standart ugucu yag bilesikleri ile olusturulmus ARGEFAR ucucu yag
kiitiiphanesindeki verilerle bilgisayar taramasi yapilarak
karsilagtirilmistir. Alifatik hidrokarbon karigiminin ve ugucu yaglarin GK
analizleri yapilarak tutulma indeksleri (RI-Relative index) hesaplanmigtir

(Adams, 1995).

3.4 Cozgen ekstrelerinin aktivite testleri

3.4.1 Antioksidan aktivite testleri
Kullanilan kimyasallar

DPPH  (2,2-difenil-2-pikrilhidrazil  hidrat), 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit (ABTS) (Sigma-Aldrich) , potasyum
persiilfat (Merck co.), B-karoten (Merck co.), Tween 20 (Merck co.),
linoleik asit (Sigma-Aldrich), Folin reaktifi (Merck co.), sodyum
karbonat (Merck co.), gallik asit (Merck co.), E vitamini (a-tokoferol)
(Merck co.), Biitil hidroksi toluen (BHT) (Merck co.), etanol (Merck

co.), metanol (Merck co.).

Istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler SPSS for Windows, 11.0 istatistik paket

programina yiiklenmistir. Tekrarli 6l¢iimlerde tek yonlii varyans analizi
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(ANOVA) kullamilmistir, p degeri <0,05 olan veriler anlamli kabul
edildi. Ortalama degerler “aritmetik ortalama + standart hata (standart

error)” olarak gosterilmistir.

3.4.1.1 DPPH deneyi

Cozgen ekstrelerinde serbest radikal yakalama kapasitesi DPPH
radikal c¢ozeltisi kullanilarak spektrofotometrik olarak saptanmistir.
DPPH radikali antioksidan bilesigi indirgemektedir (Sekil 3.12). Bu
reaksiyon sonucunda mor renkli DPPH radikal cozeltisi sar1 renge
donmektedir ve absorbans degerlerinde meydana gelen degisim test
edilen ekstrenin % antioksidan aktivitesinin hesaplanmasinda

kullanilmaktadir.

! ©\N/© " 1&:,'-_ e
¢I - |

O;N N e NO, + RH — on No, Re /L‘kii:i (_j_;;’ ,

at 7 . [

lo, o, vy,

DPPH radikali  Antioksidan bilegik

Sekil 3.12 DPPH radikali ve antioksidan bilesik arasindaki reaksiyon

Cozgen ekstrelerinin, metanoldeki cozeltilerinden (0,125-1,000
mg/mL) 500uL alinarak deney tiiplerine dagitilmistir. Uzerilerine 2 mL
DPPH radikalinin metanoldeki % 0,004 (w/v)’ liik ¢ozeltisi eklenip 30 dk
karanlikta oda sicakliginda bekletildikten sonra koyu mordan acik sariya
olusan renk degisimi spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda

metanole kars1 l¢iilmiistiir. Orneklerdeki absorbans degisimi (Agrmek) 500
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puL metanol ve 2 mL DPPH c¢ozeltisinin karistmiyla olusan standarda
(Astandart) g0re % antioksidan aktivite asagidaki formdiil ile hesaplanmistir.
Denemeler ii¢ tekrarli yapilmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir
(Han et al., 2004; Tepe et al., 2004). Pozitif kontrol olarak E vitamini ve
BHT nin 0,1 mg/mL’lik (w/v) metanol ¢ozeltileri kullanilmistir.

AktiVite (%) = [(Astandart - Adrnek/ Akontrol) XIOO]

3.4.1.2 ABTS katyon renk giderimi yontemi

ABTS radikali ¢ozeltisi antioksidan bilesiklerle etkilestiginde yesil
renkten sar1 renge doniismektedir. Orneklerin % antioksidan aktivitesi,
renk acilimima bagh olarak degisen absorbans degerleri 734 nm’ de
spektrofotometrik  olarak  Ol¢iilmesi ve asagidaki formiil ile

hesaplanmasiyla belirlenmektedir.

Oncelikle, 7 mM ABTS radikali ¢ozeltisi hazirlamak icin 0,0192 g
ABTS 5mL etanol icerisinde ¢oziilmiistiir. Radikal olusumu i¢cin ABTS
cozeltisine 88 uL kadar eklenen 140 mM potasyum persiilfat (K,S,0Og)
cozeltisini hazirlamak i¢in ImL distile su igerisinde 0,0379 g K,S,0s
¢oziilmiistiir. Radikal olusumunun tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda
ve karanlikta 16 saat bekletildikten sonra radikal ¢ozeltisi antioksidan

aktivitenin belirlenmesinde kullanilmistir.

Yesil renkli ABTS radikal ¢ozeltisinin absorbans degeri 734 nm’
de % 70’ lik etanol ile 0,700+0,2 olarak ayarlanmistir. Metanol icerisinde
¢Oziilmiis (0,125-1,000 mg/mL konsantrasyonda) ekstrelerin 0,1 mL’ si
ile 0,9 mL ABTS radikal ¢ozeltisi kanistirtlip 6 dk karanlikta ve oda
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sicakliginda bekletildikten sonra yesil renkten sartya dogru olan agilma
oran1 734 nm’ de olgiilerek izlenmistir. Olciimler sirasinda, metanol
(6rnek yerine) ve ABTS radikal c¢o6zeltisinin karistmi kor olarak
kullanilmis, antioksidan aktivite sonuclari 0,1 mL metanol ve 0,9 mL
ABTS radikal ¢ozeltisinin karisimiyla olusan standarda (Aguandart) gOT€
orneklerdeki absorbans degisiminin (Asmex) % oraninin asagidaki formiil
ile hesaplanmasiyla belirlenmistir. (Sun et al., 2007). Pozitif kontrol
olarak 0,1 mg/mL’lik (w/v) E vitamini ve BHT metanol ¢ozeltileri
kullamilmistir. Denemeler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis ve

istatistiksel olarak degerlendirilmistir

Aktivite (%) = [(Astandart - At‘)rnek / Astandart) XIOO]

3.4.1.3 pB-karoten deneyi

B-karoten emiilsiyonunun zaman ve sicakliga bagli olarak sari
renginin  agilmasini  antioksidan  madde ilavesiyle  Onlemesi
beklenmektedir. Orneklerdeki antioksidan madde miktariin oran1 bu
renk degisiminin oranini etkilemektedir. % antioksidan aktivite, degisimi
spektrofotometrede izlenen absorbans degerlerinin asagidaki formiil ile

hesaplanmasiyla bulunmaktadir.

B-karoten (Sekil 3.13) (2mg) 10 mL kloroform igerisinde
coziildiikten sonra 1 mL’ si dibi yuvarlak bir balon icerisine aktarilmis,
tizerine 0,02 mL linoleik asit ve 0,2 mL Tween 20 ilave edilmistir.
Karigimdaki kloroform evaporatérde 45 °C’ de uzaklastirildiktan sonra

50 mL distile su yavasca ilave edilerek bir emiilsiyon olusturulmustur. [3-
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karoten/linoleik asit emiilsiyonu (2,5 mL) metanol icerisinde 0,125-1,000
mg/mL konsantrasyonda ¢oziilmiis ekstreler (0,1 mL) iizerine eklenmis
ve spektrofotometre ile hemen 470 nm dalga boyunda Olc¢iimlere
baslanmistir. 0-120 dk. boyunca, 50 °C’ lik su banyosu igerisinde
bekletilerek 15 dakika araliklarla yapilan Olclimlerle absorbans
degerindeki azalma izlenmistir. Olgiilen absorbans degerleri kullamilarak,
% absorbans degisimi asagidaki formiil yardimi ile hesaplanmstir.
Ayrica, standart olarak metanol ve 2,5 mL B-karoten/linoleik asit
cozeltisi, kor olarak ise [-karotensiz olarak hazirlanan ikinci bir
emiilsiyon kullanilmistir (Ismail and Hong, 2002; Kulisic et al., 2004).
Denemeler {iic tekrarli olarak yapilmistir ve istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Aktivite (%) =100 x [1- (Ag- A)/ (A%-A%)]

Ay: 0. dak.” da 6rneklerin absorbans degerleri
A¢: 120. dak.” da 6rneklerin absorbans degerleri

AOO: 0. dak.” daB-karoten/linoleik  asit-metanol
karisiminin absorbans degeri

Aot: 120. dak.” da B-karoten/linoleik  asit-metanol

karisiminin absorbans degeri

Sekil 3.13 B-karoten
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3.4.1.4 Total Fenol Miktar Tayini

Metanol igerisinde (0,125-1,000 mg/mL) ¢6ziilmiis ekstrelerin 0,1
mL’ sine 0,75 mL Folin-Ciocalteau reaktifi (1/10, v/v) eklenip 5 dak
sonra 0,75 mL % 6’ lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilmistir. Oda
sicakliginda 90 dak bekledikten sonra 725 nm’ de absorbans degisimi
izlenmistir (Velioglu et al., 1998). Gallik asit ¢ozeltisi ile hazirlanan
standart egriye gore (R®=0,9953) ekstrelerdeki fenol miktari
hesaplanmistir. Gallik asit ¢ozeltisi. 100mL distile suda 0,05 g gallik
asidin coziilmesiyle hazirlanmistir. Fenolik bilesiklerin miktarinin
belirlenmesinde standart egri hazirlamak i¢in kullanilmistir. Denemeler ti¢

tekrarli olarak yapilmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir

3.4.2 Antimikrobiyal aktivite testleri
Standart mikroorganizmalar

Testler icin Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji béliimii
kiiltiir koleksiyonundan saglanan standart bakteriler, Bacillus cereus
ATCC 6633, B. subtilis ATCC 7064, Staphylococcus aureus ATCC
6538-p, Salmonella typhimurium CCM 5445, Proteus vulgaris ATCC
6897, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, E. aerogenes ATCC
13048, E. cloaceae ATCC 13047, Escherichia coli ATCC 29998)
kullanmilmistir. Ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri ayrica iki spesifik
patojen (metisilin-oksasilin direncli S. aureus ATCC 43300, hemorajik E.
coli (O157:H7) RSSK 232) ve bir maya tiirii, Candida albicans ATCC

10239 tizerinde de test edilmistir.
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Besiyerleri

Besiyeri 1. Nutrient Agar (NA) (Merck co.)

Et ekstrakt 30¢g
Peptone 50¢g
Agar-agar 120¢g
Distile su 1000 mL

Dehidre besiyeri distile suda ¢oziildiikten sonra agar1 eritmek igin
kaynatilmis ve test tiiplerine dagitilarak otoklavda 1,5 atmosfer basing
altinda 121 °C’ de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Sterilizasyondan
sonra yatik halde dondurulmustur. Bu besiyeri antimikrobiyal testlerde
kullanilan test organimalarin kisa siireli stoklanmasinda ve 24 saatlik

kiiltiirlerin hazirlanmasinda kullanilmistir. 25 °C' da pH' s1 7,020,2' dir.

Besiyeri 2. Nutrient Broth (NB) (Merck co.)

Et ekstrakt1 30¢g
Pepton (Et) 50¢g
Distile su 1000 mL

Dehidre besiyeri distile suda ¢oziildiikten sonra deney tiiplerine
dagitilarak otoklavda 1,5 atmosfer basin¢ altinda 121 °C’ de 15 dakika
stire ile sterilize edilmistir. Bu besiyeri test organizmalarin aktivasyonu

icin kullanilmagtir. 25 °C' da pH' s1 7,0+0,2' dir.
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Besiyeri 3. Mueller-Hinton Agar (MHA) (Merck co.)

Et ekstrakti 20¢g
Kazein hidrolizat 17,5¢g
Nisasta 15¢g
Agar 130¢g
Distile su 1000 mL

Dehidre besiyeri, distile su i¢cinde ¢oziildiikten sonra otoklavda 1,5
atmosfer basing altinda 121 °C' da 15 dakika siireyle sterilize edilip, steril
petri kutularina dokiilmiistiir. Katilastiktan sonra disk difiizyon testi icin

kullanilmastir. 25 °C' da pH’ s1 7,4+0,2' dir.

Besiyeri 4. Mueller-Hinton Broth (MHB) (Merck co.)

Et ekstrakti 20¢g
Kazein hidrolizat 175¢g
Nisasta 15¢g
Distile su 1000 mL

Dehidre besiyeri distile su icinde eritilmis ve tiiplere dagitilip,
otoklavda 1,5 atmosfer basin¢ altinda 121 °C' da 15 dakika sterilize
edilmistir. Mikrodiliisyon testi i¢in kullanilincaya kadar +4°C' da buz
dolabinda saklandi. 25 °C' da pH' s1 7,4+0,2' dir.
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Besiyeri 5. Malt Extract Agar (MEA) (Merck co.)

Malt ekstresi 30,0
Pepton (soya) 3,0
Agar-agar 15,0
Distile su 1000 mL

Dehidre besiyeri distile su iginde 1sitilarak eritilmis ve tiiplere
dagitilip, otoklavda 1,5 atmosfer basing altinda 121 °C' da 10 dakika
sterilize edildikten sonra amaca uygun olarak tiiplere veya petrilere
dagitilip katilagsmast saglanmistir. 25 °C' da pH' s1 5,6+0,2' dir. Maya, C.
albicans’in  kisa siireli stoklanmasi ve 24 saatlik Kkiiltiirlerin

hazirlanmasinda kullanilmistir.

Besiyeri 6. Malt Extract Broth (MEB) (Merck co.)

Malt ekstresi 27,0 g/L
Distile su 1000 mL

Dehidre besiyeri distile su iginde 1sitilarak eritilmis ve tiiplere
dagitilip, otoklavda 1.5 atmosfer basing altinda 115 °C' da 10 dakika
sterilize edildikten sonra tiiplere dagitilip katilagsmasi saglanmistir. 25 °C'
da pH' s1 4,840,2" dir. Maya C. albicans’in 24 saatlik Kkiiltiirlerinin

hazirlanmasinda kullanilmistir.
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3.4.2.1 Disk diffiizyon metodu

Bakteri kokenleri Nutrient Broth besiyerinde 24 saat 37 °C’ de,
maya ise Malt Extract Broth besiyerinde 48 saat 27 °C’ de inkiibe
edildikten sonra test organizmalarin konsantrasyonu Mc Farland
skalasina gore 0,5’ e ayarlanmistir (bakteri; 1,0)(107—1,014108 mL! ve
maya; 1,0)(105—1,0xlO6 mL'l). 6 mm’ lik bos kagit disklere (Schleicher
and Schiil, Nr 2668) cozgen ekstreleri 0,5-1,0-2,0 mg/disk
konsantrasyonlarda 10-20-40 pL olacak sekilde emdirilip kurutulduktan
sonra test organizmanin inokiile edildigi petrilerdeki Miieller Hinton
Agar besiyerine yerlestirilmistir. Bakteriler i¢in 37 °C’, maya i¢in 27 °C’
lik etiivde 18-24 saatlik inkiibasyonun sonunda {iremenin inhibisyonunun

goriildiigii kistmlarin ¢apt mm olarak Ol¢iilmiistiir (Collins and Lyne,

1987; Bradshaw, 1992) (Sekil 3.14).

Inhibisyon
zonlar1

Sekil 3.14 Disk difiizyon testi
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Tobramisin (10 pg/disk) ve Nistatin (30 pg/disk) antibiyotik
diskleri pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica ekstraksiyonda
kullanilan ¢ozgenlerin antimikrobiyal denemelere etkilerinin olmadigi
disklere emdirilerek test edilmistir. Denemeler ii¢ tekrarli olarak

gerceklestirilmistir.

3.4.2.2 Mikrodiliisyon metodu

Steril 96 mikrokuyucuklu plakaya 160 pL. Mueller Hinton Broth
besiyeri dagitildiktan sonra iizerilerine 250-2000 mg/mL konsantrasyon
araliginda olacak sekilde, 20 pL ¢ozgen ekstresi eklenmistir. Son olarak
konsantrasyonu Mc Farland 0,5’e gore ayarlanmig olan test
organimalarin siispansiyonlart 1:100 oraninda seyreltildikten sonra
(bakteri; 1,0x10>-1,0x10° mL"' ve maya; 1,0x10*-1,0x10* mL") bu
karisima ilave edilmistir(Sekil 3.15).

00,0 ® _'_'_Y-_ 2 {
16/6,0,0/0/0/0/0/0'9/0/0;
{©,8/0/0[0/0/0/0/0/0/8/0k

0,0/0®
FOOOO000000OCH

OO

Sekil 3.15 Mikrodiliisyon metodu
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Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degerleri bakteriler
icin 35 °C’ de 18-24 saat ve maya i¢in 27 °C’ de 24-48 saat inkiibasyon
sonras1t gozle goriilir iiremeyi engelleyen ekstre konsantrasyonuna
bakilarak saptanmistir. Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) ise
tiremenin goriilmedigi kuyucuklardan petrilerdeki kat1 besiyerlerine spot
ekim yapilarak 24 saat sonrasinda da iireme olmayan kuyucuklarin
belirlenmesiyle tespit edilmistir (Zgoda and Porter, 2001). Denemeler ii¢
kez tekrarlanmis, pozitif kontrol olarak Streptomisin, Ampisilin ve
Nistatin antibiyotikleri 0,25-256 pg/mL konsantrasyon araliginda test

edilmistir
3.4.3 Formalin pence testi ve akut toksisite

Calisma Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’ nun
onayi ile gerceklestirilmistir (25.07.2006 tarih ve 2006-32 sayili onay).
Istatistiksel analiz, Student-Newman-Keuls test (ANOVA) ile yapilmistir
ve p degeri istatistiksel onemi gostermek icin 0,05 yada bu degerin alt1

olarak kabul edilmistir.

Calismada yaklasik 20-30 g’ ik Swiss albino erkek ve disi fareler
kullanmilmistir (Sekil 3.16) . Laboratuar sicakligr 22+1 °C ve nemi % 45-
75 olarak diizenlenerek 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik periyodu
uygulanmistir. Deney hayvanlarinin beslenmeleri i¢in standart laboratuar
yemi (pellet) ve yeteri kadar su kullanilmistir. Testler giin i¢i farkliliklar
olabilecegi g6z Oniine alinarak sabah 9:00-12:00 saatleri arasinda, normal

oda sicakligi (22+1°C) ve 1s181nda, sessiz bir odada gerceklestirilmistir.
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Hayvanlar denemeden en az 2 saat Once sessiz laboratuvar ortamina

adaptasyon i¢in tasinip kuyruklari isaretlenmistir.

Sekil 3.16 Swiss albino fareler

Formalin testinde farelerin arka pencelerine deri alti formalin
injeksiyonu ile olusan pence yalama cevabinin ekstreler ile olan
inhibisyonu degerlendirilmistir. Pence yalama cevabinin saniye cinsinden
Olciilmesi 20 pL. formalinin (Smyras) fizyolojik tuzlu sudaki ¢ozeltisinin
(% 2,5 v/v) injeksiyonunu takiben birinci faz (0-5 dakika) ve ikinci faz
(15-30 dakika) olmak iizere iki asamada gerceklestirilmistir. Ekstreler,
Tween 20’nin (Merck co.) % 0,02° lik (w/v) distile sudaki cozeltisi
icerisinde c¢oziildiikten sonra 25, 50 ve 100 mg kg™, i.p. (n = 10 her grup
icin) veya Tween 20 (kontrol grubu icin) (n=10) formalin
injeksiyonundan 30 dakika once farelere uygulanmistir (Handy et al.,

1995) (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17 Formalin testi

3-Agriy1 kontrol etmek igin pengesini yalar 2-Bir siire sonra pencesini havada tutar 1-

Yavas yavas yiirimeye baglar 0-Normal olarak yiiriir (Melzack, 1990).

Ekstrelerin akut toksisitesini belirlemek ilizere Oncelikle limit test
yapilarak farelere 2000 mg/kg olan limit doz i.p. olarak uygulanmistir.
Bu dozun altinda 6liim goriildiigiinde ise LD, LDsg ve LDy degerlerinin
belirlenmesi i¢in denemeye 10 fareden olusan yeni gruplarla ¢esitli doz
araliklarinda devam edilmistir. Kontrol gruba yalnizca Tween 20, diger
gruplara 500, 750 ve 1000 mg kg ekstre i.p. yoldan uygulanmistir. Bu
gruplar 48 saat boyunca gozlenmis ve bu siire sonundaki Oliimler
kaydedilmistir (Carvalho et al., 1999; Okpo et al., 2001). Tiim gruptaki
farelerin yasadigi ve tiim gruptaki farelerin 6ldiigii doz belirlendikten
sonra ekstre uygulanmasini takiben 24 ve 48. saatler igerisinde olen

hayvanlarin 6liim yiizdesine gore LDy, LDso ve LDy degerleri SPSS for
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Windows, 11,0 istatistik programinda probit testi ile belirlenmistir. 2000
mg ve iizerindeki LDsy dozlar1 EPA ve Diinya Saglik Orgiitii verilerine
gore toksik degil olarak simiflandirilmaktadir. Deneyde kullanilmis

yasayan farelere denemelerin sonunda 6tenazi uygulanmistir.

3.5 Denemelerde kullanilan araclar ve ekipmanlar

Adi

Modeli

Analitik terazi

Buz dolab1

Derin dondurucu (-20 °C)
Desikator

Etiiv

Floresan lambalar

GK/KS cihaz1
Hemositometre-Neubauer
Isitict

Kiiltiir dolab1

Liix metre

Liyofilizator

Manyetik karistiricl

Membran filtre tinitesi

Mikroskop ve fotograf ¢cekim aparati

Mikrodalga firin
Otoklav

Precisa XB 220 A

Regal-No Frost

Bosch

Glasverk Werthem GL 32

Sanyo Incubator

Osram L(18W/10) day light, Philips

(18W/54) cool white

HP 6890

Marienfield (0,0025 m®)

Barnstead Electrothermal

Ugur (Tek/cift kapili sogutuculu)

Lutron LX-105

Edwards

Chiltern

Sartorius SM 16309
Leica DM4000B ve
Olympus DP71

Vestel

Hirayama
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Adi Modeli

pH-metre Inolab

Pastor firini Philip Haris Ltd.
Rotometre Ozgiil-air (0-15 L/dk)
Rotary Evaporator Bibby

Santrifiij Hettich Universal 32 R
Sokslet cihazi Isolab

Spektrofotometre Varian Carry 300 UV/Vis
Su banyosu Kotterman-Laborteknik
Vorteks VWR International
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4 BULGULAR
4.1 Biiyiime egrileri

4.1.1 Chlorella sp. biiyiime egrileri

Hazirlanan Kkiiltiirlerin 20 giin boyunca izlenmesi sonucu
olusturulan asagidaki biiyiime egrilerine gore duragan fazin 12-13.
giinlerde bagladigt ve 15-16. giinlerde sona erdigi saptanmistir.
Olgiimlerden  kaynaklanabilecek  hatalarin  degerlendirmelerimizi

etkileyebilecegi diisiiniilerek biiylimenin izlenmesinde bes yontemden de

yararlanilmistir.

1.600
= 1.400
£ 0 =\
o i iN | —e— 750nm
o / 6 o
& 1000 n_.//'/ ¥ s 6850m
2 0-8007 //v 650nm
S 0.600 - == 560
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Klorofil-a
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(e)

Sekil 4.1 Chlorella sp. biiytime egrileri
a) Tirbidite, b) pH, c) Hiicre sayis1, d) Kuru agirlik, e) Klorofil-a

4.1.2 0. amphibia biiyiime egrileri

Hazirlanan Kkiiltiirlerin 20 giin boyunca izlenmesi sonucu
olusturulan asagidaki biiyiime egrilerine gore duragan fazin 11-12.
giinlerde bagladigt ve 15-16. giinlerde sona erdigi saptanmistir.
Olgiimlerden  kaynaklanabilecek  hatalarin  degerlendirmelerimizi
etkileyebilecegi diisiiniilerek biiylimenin izlenmesinde bes yontemden de

yararlanilmistir (Sekil 4.2).
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(a)

Absorbans degerleri
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Klorofil-a

mg/L
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(e)

Sekil 4.2 O. amphibia biiytime egrileri
a) Turbidite, b) pH, c) Hiicre sayisi, d) Kuru agirlik, e) Klorofil-a

4.1.3 Kiiltiirlerin spesifik biiyiime hiz1 (u) ve ikilenme zamam (DT)

Elde edilecek biyokiitlenin ve biiylimenin belirlenmesinde en
giivenilir sonucu alabilmek i¢in pek cok izleme metodunun ayni anda
kullanilmas: tavsiye edilmektedir (Becker, 1995). Chlorella sp. ve O.
amphibia kiiltirlerinin her ikisinde de absorbans degisimine gore
bityiime hiz1 0,0070 saat” olarak belirlenmistir. Hiicre sayisina gore 6lii
ve canli hiicreler beraber sayildiklarindan degerler kismen daha yiiksek
olarak goriilmektedir. Ikilenme siiresi de buna bagl olarak daha kisa
goriilmektedir. Kuru agirlik 6l¢iimlerinde ortamdan gelen tuzlar yeterince
uzaklastirilamadig icin Chlorella sp.’nin biiyiime hizi daha yiiksek
goriinmektedir. O. amphibia’ da ise yikama sirasinda hiicre parcalanmasi
veya porlarin agilmasi nedeniyle fikosiyanin vb. gibi proteinlerin disari
cikarak kaybedilmesi nedeniyle bir kiitle kaybr meydana gelmektedir.
Buna bagl olarak da p kiiciik, DT yiiksek goriinmektedir. Chlorella’da
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klorofil-a ile beraber b ve c¢ de bulunmaktadir. Dolayisiyla sadece
klorofil-a Ol¢timii biiyiimenin degerlendirilmesinde yeterli olmayabilir.
Ancak diger ol¢iim degerlerine yakin p ve DT degerleri vermistir. O.
amphibia’ da sadece klorofil-a bulunmaktadir. Ancak bunun yani sira
diger fotosentetik pigmentleri de icermektedir. Ayni sekilde sadece
klorofil-a Ol¢iimii biiyiimenin degerlendirilmesinde yeterli olmayabilir,

tiim degerler beraber degerlendirmeye alinmalidir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Biiytime egrilerine gore spesifik biiyiime hiz1 (u) ve ikilenme zaman

(doubling time-DT).

Chlorella sp. 0. amphibia
Biiyiime egrileri 11 (saat'l) DT (saat) p (saat'l) DT (saat)
Absorbans degerleri 0,0070 99 0,0070 99
Hiicre sayist 0,0078 89 0,0071 97
Kuru agirlik 0,0080 86 0,0060 115
Klorofil-a 0,0077 90 0,0065 107

4.2 Elde edilen ekstrelerin verimi

Cozgen ekstrelerinin  verimi, belli miktarda tartilmis kuru
materyalden elde edilen ekstre miktar: tartildiktan sonra g/100g olacak
sekilde hesaplanarak ifade edilmistir. Ucucu yag verimi, belli miktarda
tartilmis kuru materyalden elde edilen ucucu yag hacmi klevenger
cihazindaki dereceli kisimda ol¢iildiikten sonra pl/100g olacak sekilde

hesaplanarak ifade edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Chlorella sp. ve O. amphibia ekstrelerinin verimleri

Organik cozgen % Verim
ekstreleri (g/100g) Chlorella sp. O. amphibia

Aseton 7,39 0,95
Diklorometan 9,73 0,72
Etanol 21,22 0,91
Hekzan 5,25 0,10
Kloroform 11,92 0,60
Metanol 2495 34,20

Ucucu yag (pL/100g) 50 10

4.3 GK/KS analiz sonuclari

Ucucu yag ornekleri 3’er kez analiz edilmis, bilesiklerin relatif
miktarlarmin  ortalamalart  alinmistir.  Ucucu yag  bilesiklerinin
tanimlanabilmesi i¢in; GK/KS analizi yapilan ucucu yaglarin
bilesenlerinin kiitle spektrumlari, Wiley 275 L. kiitiiphanesindeki ve
standart ugucu yag bilesikleri ile olusturulmus ARGEFAR ucucu yag
kiitiiphanesindeki verilerle bilgisayar taramasi yapilarak
karsilastirllmistir. Alifatik hidrokarbon karisiminin ve ugucu yaglarin GC
analizleri yapilarak tutulma indeksleri (RI) hesaplanmistir (Cizelge 4.3,

Cizelge 4.4)



Cizelge 4.3. Chlorella sp. ugucu yag bilesenleri
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RI (dak) Bilesik Alan (%)
6,35 Nitrik asit, 2-metilpropil ester 51,11
15,92 Palmitik asit 1,24
16,62 n-Heptadecan 6,49
17,47 2-Tridekanol 1,01
18,45 o-Nitrotoluen 1,93
19,61 Siklohekzilheptadekan 0,59
24,36 Fitol 29,84

TOTAL 92,21
Cizelge 4.4 O. amphibia ugucu yag bilesenleri

RI (dak) Bilesik Alan (%)
5,97 Nitrik asit, 2-metilpropil ester 22,62
7,18 B- terpinen 2,51
10,93 Solanon 5,55
12,39 Pentadekan 6,99
13,34 B-pinen 8,51
13,78 Sitronellil asetat 4,15
17,49 Tridekanol 3,94
19,61 Siklohekzilheptadekan 12,87
24,36 Fitol 2,86

TOTAL 70,0
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4.4 Antioksidan aktivite sonuclari

Bu calismada da Chlorella sp. ve O. amphibia’ dan farkh
cozgenlerle elde edilen ekstrelerinin DPPH radikalini siiptirme, ABTS
katyonu renk giderimi ve B-karoten metoduna gore % antioksidan etkileri
belirlenmistir. % 100’iin iizerinde gibi goriinen aktivite sonuclar1 ayni
sartlar  icerisinde degerlendirilebilmeleri ve  ekstrelerin  aym
konsantrasyon araliginda birbiriyle karsilastirilabilmeleri i¢in % 99,9+0,0
olarak belirtilmistir. Arastirma yontemine gore girisim etkisine neden
olan veya % 100’ iin iizerinde gibi goriinen sonuglara neden olan

konsantrasyon aralig1 degistirilebilmektedir.

DPPH metoduna gore Chlorella sp. ekstrelerinin antioksidan
aktivitesi doza bagl olarak artis gostermektedir. Img/mL’deki aktiviteye
gore ekstreler kendi aralarinda, Etanol > Aseton > Diklorometan >
Kloroform > Metanol > Hekzan seklinde siralanmaktadir. E vitamini ve
BHT ye gore ise istatistiksel olarak onemli fark goriilmektedir (Cizelge

4.5).

ABTS metoduna gore de Chlorella sp. ekstreleri doza baglh olarak
artan bir aktivite gostermektedir. Img/mL konsantrasyondaki ekstreler
kendi aralarinda, Metanol > Etanol > Diklorometan > Aseton >
Kloroform > Hekzan seklinde siralanmaktadir. 0,5 ve Img/mL
konsantrasyondaki metanol ekstresi ile Img/mL konsantrasyondaki
etanol ekstresi disindakiler E vitamini ve BHT’ ye gore istatistiksel

olarak onemli oranda farkli bulunmustur (Cizelge 4.6).
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B-karoten metoduna gore Chlorella sp. ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri incelendiginde, bazilarinda konsantrasyon artisiyla beraber
girisim etkisi nedeniyle aktivitenin dogrusal bir sekilde artmadigi
goriilmiistiir. Sonu¢ olarak tiim ekstrelerde gore aktivitenin en yiiksek
oldugu 0,5 mg/mL konsantrasyondaki aktiviteler degerlendirmeye
alinmigtir. Buna gore siralama Metanol > Aseton > Hekzan >
Diklorometan > Kloroform > Etanol seklindedir. 0,5 ve 1mg/mL
konsantrasyondaki metanol ekstresi disindakiler E vitamini ve BHT ye

gore istatistiksel olarak onemli oranda fark gostermektedir (Cizelge 4.7).

Chlorella sp. ekstrelerinin total fenolik bilesiklerinin miktar1 mg
GAE/100 g olarak ifade edilmektedir. icerdikleri fenolik madde miktar:
bakimindan ekstreler Metanol > Etanol > Aseton > Diklorometan >
Hekzan > Kloroform seklinde siralanmaktadir. Bu siralama ile ABTS

metodundaki sonuglarin siralamasi benzemektedir (Cizelge 4.8).

DPPH metoduna goére O. amphibia ekstrelerinin bazilarinin
antioksidan aktivitesi ol¢iimlerdeki kimyasallarin girisim etkisi nedeniyle
doza bagh olarak artiy gostermemektedir. Bu durumda tiim grup i¢in
aseton ekstrenin gostermis oldugu en yiiksek aktivitenin dozu 0,5 mg/mL
degerlendirmeye alinmistir. Ekstreler kendi aralarinda, Hekzan >
Metanol > Diklorometan > Etanol > Kloroform > Aseton seklinde
siralanmaktadir. E vitamini ve BHT’ye gore ise istatistiksel olarak

onemli fark goriilmektedir (Cizelge 4.5).

ABTS metoduna gore O. amphibia ekstreleri doza bagl olarak

diizenli bir sekilde artan aktivite gostermektedir. 1mg/mL
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konsantrasyondaki ekstreler kendi aralarinda, Kloroform > Aseton >
Hekzan > Diklorometan > Metanol > Etanol seklinde siralanmaktadir.
Img/mL konsantrasyondaki aseton ve kloroform ekstresi BHT  ye gore
istatistiksel olarak onemli oranda fark gostermektedir. Diger ekstreler
BHT ve E vitaminine gore onemli oranda farklt bulunmustur (Cizelge

4.6).

B-karoten metoduna gore ekstrelerinin bazilarinda konsantrasyon
artisiyla beraber girisim etkisi nedeniyle aktivitenin dogrusal bir sekilde
artmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle tiim ekstreler igin aseton ve etanol
ekstrelerinde aktivitenin en yiiksek oldugu 0,5 mg/mL konsantrasyon
degerlendirmeye alinmigtir. Buna gore siralama Kloroform > Metanol >

Diklorometan > Hekzan > Aseton > Etanol seklindedir (Cizelge 4.7).

O. amphibia ekstrelerinin total fenolik bilesiklerinin miktarina
bagh olarak ekstreler; Kloroform > Aseton > Diklorometan > Hekzan >
Etanol > Metanol seklinde siralanmaktadir. Bu siralama ABTS

metodundaki siralamaya benzemektedir (Cizelge 4.8).



Cizelge 4.5 DPPH metoduna gore antioksidan aktivite
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% Antioksidan Aktivite (mg/mL ekstre)

Chlorella sp. 1 0,5 0,25 0,125
Aseton 249+1,3"  10,4+1,5 5,5+0,5" 2,6+1,3"
Kloroform 5,120,0°  2,7+0,1° 2,5+0,4" 2,240,1"
Etanol 29,1£3,3°  20,0+0,5" 11,3202 7,320,1"
Diklorometan  16,3+0.8°  6,9+0,0" 3,60,2" 2,9+0,4"
Hekzan 0,3+0,1°  0,120,1" 0,0£0,0" 0,2+0,2"
Metanol 43+02° 4,120,0" 3,640,3" 1,9+1,1°
0,1 mg/mL
E vitamini 89,6+4,7
BHT 96,143,6
0. amphibia
Aseton 1,6+1,2 3,620,7 4,5+0,1° 2,2+1,3"
Kloroform 5,9+0,2" 10,0£0,3" 9,3+0,2" 7,9+0,1°
Etanol 7,120,9° 42403 3,440,9° 3,440,4"
Diklorometan ~ 7,6+0,0°  7,6%0,1" 5,8+0,0" 4,5+0,2"
Hekzan 18,720,6°  11,9+0,0° 8,120,2" 5,2+0,3"
Metanol 7,7+02°  4,7+0,1" 3,240,1 3,120,4"
0,1 mg/mL
E vitamini 86,2+6,3
BHT 94,8+4,8

* E vitamini ve BHT ye gore gore p<0,05 seviyesinde onemli fark, ortalama deger+SH
(Standart hata), n=3.
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Cizelge 4.6 ABTS metoduna gore antioksidan aktivite

% Antioksidan Aktivite (mg/mL ekstre)

Chlorella sp. 1 0,5 0,25 0,125
Aseton 31240,6%  193+22"% 84403  45+1,1%
Kloroform 4,0+40,9"%  2.8+1.4™ 1,6£04%  24+1,0™
Etanol 72,1209  37,1x13% 147409 3,7+1,8"
Diklorometan  44,1+0.4™* 147+4,1"%  11,6+03™ 3,74+04™
Hekzan 0,0+0,0%  0,020,0% 0,0+0,0%  0,0+0,0"*
Metanol 83,940,5 71,9405 24+1,6"%  262+13"
0,1 mg/mL
E vitamini 85,4+3,9
BHT 94,5429
0. amphibia
Aseton 845429  66,748.0%  37.6433% 189+29™
Kloroform 86,1x1,7" 80,712  71443,6" 323+42™
Etanol 12441, 7% 11,8+15% 4120  15+1.1™
Diklorometan  50,949.8% 36,5+3,5% 29,12, 7% 10,6+1,9"
Hekzan 75.8+7,7%  482+27*  199+4.1*  10,8+3,5"
Metanol 17,8¢0,1%  142+1,7%  6,7¢2,5%  4,0+22™
0,1 mg/mL
E vitamini 86,2+3.6
BHT 94,842.8

* E vitaminine gore, " BHT ye gore p<0,05 seviyesinde nemli fark, ortalama
deger+SH (Standart hata), n=3.
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Cizelge 4.7 B-karoten metoduna gore antioksidan aktivite

% Antioksidan Aktivite (mg/mL ekstre)

Chlorella sp. 1 0,5 0,25 0,125
Aseton 41,3+6,8%  49,0£10,6™ 13,2435 6,7264"*
Kloroform 255+2,1%  10,74¢4,0% 29+15% 72438
Etanol 30,3+13,8"%  0,1£0,0%  0,120,0%  0,1+0,0*
Diklorometan  24,1+12,0% 12,9£12,9"% 9.3+16,1™* 0,1+£0,0™
Hekzan 477+4.4%  21,7+1,8%  6,5+£3,3% 328424
Metanol 99,0+0,0  64,1+23,6  42,9+58% 30,5423
0,1 mg/mL

E vitamini 77,6+14,5

BHT 88,5+6.3

0. amphibia

Aseton 28,4+23%  434+1,7* 284423 155424
Kloroform 99,0+0,0°  87,9+2,8" 574201 34,6+4.8"%
Etanol 34,7¢1,7%  35,1x1,5% 39,5208 51,623,0™
Diklorometan  90,00+1,7%  62,842,0%  422+1,8% 27,8+1,3"
Hekzan 85,3+3.8°  53,5+1,5%  30,3x1,2"% 16,6418
Metanol 70,9+0,2%  64,6+1,1*  413+1,0% 275+1,17
0,1 mg/mL

E vitamini 90,4+6,2

BHT 95,1+2.7

* E vitaminine gore, " BHT ye gore <0,05 seviyesinde onemli fark, ortalama deger+SH

(Standart hata), n=3.
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Cizelge 4.8 Total fenolik bilesik miktar1

mg Gallik Asit Esdeger/100g
Chlorella sp.  O. amphibia

Aseton 2165,7£66,0  3752,6+74,6
Kloroform 701,1+31,5 6681,8+115,0
Etanol 3167,99+77,6  326,1+£9,3
Diklorometan 1724,1+31,6 2772,2+122.3
Hekzan 888,4+31,0 2339,8+99,9
Metanol 4027,24477,2  275,14£7,3

Ortalama deger+SH (Standart hata), n=3

Gallik asit standart egrisi

0,35 -
0,3 1
0,25
0,2
0,15
0,1 1
0,05

0 T T T T 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Gallik asit (mg)

y = 7,0601x
R’ = 0,9953

Absorbans

Sekil 4.3 Total fenolik bilesik miktarini belirlemek i¢in kullanilan standart egri
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4.5 Antimikrobiyal aktivite sonuclar:

Chlorella sp. ekstreleri disk difiizyon testine gore Gram pozitif
bakterilere oldukga iyi antimikrobiyal aktivite gostermistir. Tiim ekstreler
B. cereus, B. subtilis ve S. aureus’ a kars1 antibakteriyal etki
gostermektedir. En yiiksek aktiviteyi 2 mg/disk konsantrasyonda 11,0
mm zon cap1 ile B. subtilis’ e kars1 etanol ekstresi ve S. aureus’ a karsi
hekzan ekstresi gostermistir. Yalnizca aseton ve hekzan ekstreleri
Metisilin-oksasilin direngli S. aureus’ a etkili bulunurken, ekstrelerin
hi¢biri hemorajik, E. coli O157:H7" ye kars1 aktivite gostermemistir.
Hekzan, diklorometan ve metanol ekstreleri Gram negatif bakterilerden
yalmzca P. aeruginosa’ ya etkili bulunmustur (Cizelge 4.9, Cizelge

4.10).

Mikrodiliisyon yontemi sonuclarina gore metanol, diklorometan,
aseton ve etanol ekstrelerinin MIK aralign 250- >2000 pg/mL, MBK
(MFK) araligi 500- >2000 pg/mL olarak, kloroform ve hekzan
ekstrelerinin MiK aralig1 500- >2000 pg/mL, MBK (MFK) >2000 pg/mL
olarak belirlendi. Disk difiizyon yonteminden farkli olarak hem Gram
pozitif hem de Gram negatif mikroorganizmalara etki gozlenmistir.
Etanol, diklorometan ve metanol ekstreleri C. albicans’ a karsi etkili
bulunmus ve MIK(MFK) degerlerinin 2000(2000) pg/mL oldugu
goriilmistiir (Cizelge 4.13, Cizelge 4.14).

O. amphibia’ nin yalnizca hekzan ekstresi disk diffiizyon metoduna
gore hem Gram pozitif, hem de Gram negatif etkinlik gostermektedir.

Hekzan ekstresi en yiiksek aktiviteyi 2 mg/disk konsantrasyonda 21,0
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mm zon ¢api ile Metisilin-oksasilin direncli S. aureus’ a gostermektedir.
Ayrica hemorajik E. coli OI157:H7" ye karst da 2 mg/disk
konsantrasyonda 12,0 mm zon ¢api ile oldukg¢a iyi antimikrobiyal aktivite
gostermektedir. E. cloaceae, E. coli, P. aeruginosa ve C. albicans’ a

kars1 etki bulunamamustir (Cizelge 4.11, Cizelge 4.12).

Mikrodiliisyon metoduna gore tiim ekstrelerin uygulanan doz
araliginda antibakteriyal aktivite gosterdigi gozlenmistir. Yalnizca aseton
ve etanol ekstreleri C. albicans’ a kars1 aktivite gostermemistir. Aseton
ekstresinin MIK araligi 250->2000 pg/mL, MBK(MFK) araligi  500-
>2000 pg/mL; diklorometan ekstresinin MiK araligi 500->2000 pg/mL,
MBK(MFK) >2000 pg/mL, kloroform ve hekzan ekstrelerinin MIK
aralig1 1000->2000 pg/mL, MBK(MFK) >2000 pg/mL, etanol ekstresinin
MIK araligi 1000->2000 pg/mL, MBK(MFK) >2000 pg/mL, metanol
ekstresinin - MIK>2000 pg/mL ve MBK(MFK) >2000 pg/mL olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.15, Cizelge 4.16).
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Cizelge 4.9 Chlorella sp. aseton, etanol, hekzan ekstrelerinin disk difiizyon testi

sonuglar1
Inhibisyon zon caplar1 (mm)
Standart Aseton Etanol Hekzan
Antibiyotikler (mg/disk) (mg/disk) (mg/disk)
Org;ﬁe;:nalar T N 05 1,0 20 05 1,0 20 05 1,0 20
B. cereus 18 D — 65 70 65 70 7,5 65 70 75
B. subtilis 24 D 6,5 7,5 85 70 85 11,0 7,0 8,0 9,0
S. aureus 16 D 7,0 80 90 70 80 90 7,0 90 11,0
S. aureus* 7 D 70 80 90 — — — 70 80 90
E. aerogenes 19 D _ = = = = = = = —
E. cloaceae 13 D —_ = = = = = = = -
E.coli 10 D —_ - = = = = = = -
E. coli+* 25 D e
P. aeruginosa 12 D —_ - - - - — — 6,5 170
P. vulgaris 13 D —_ = = = = = = = -
S. typhimurium 10 D _ - = = = = = = =
C. albicans D 18 —_ = = = = = = = -

*Metisilin-oksasilin direngli; **Hemorajik, O157:H7; T-TobramisinlO ug/disk; N-
Nistatin 30pg/disk; D-Denenemedi.
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Cizelge 4.10 Chlorella sp. kloroform, metanol, diklorometan ekstrelerinin disk difiizyon

testi sonuglari

Inhibisyon zon caplar1 (mm)

Standart Kloroform Metanol Diklorometan
Antibiyotikler  (mg/disk) (mg/disk) (mg/disk)
Orgaflfzs;alar T N 05 1,0 20 05 1,0 20 05 10 20
B. cereus 18 D — — 65 — — 65 — 65 70
B. subtilis 24 D 65 70 75 — — 65 65 75 85
S. aureus 16 D 65 70 7.5 — — 6,5 65 75 8,5
S. aureus* 7 D _ —_ — — —_ = = = =
E. aerogenes 19 D _ = - = = = = = =
E. cloaceae 13 D _ - - - = = = = =
E.coli 10 D - - - - = = = = =
E. coli** 25 D - - - - = = = = =
P. aeruginosa 12 D _ = — — — 65 — 65 70
P. vulgaris 13 D _ - - = = = = = =
S. typhimurium 10 D _ - - = = = = = =
C. albicans D 18 _ - - - = = = = =
*Metisilin-oksasilin direngli; **Hemorajik, O157:H7; T-Tobramisinl0 ug/disk; N-

Nistatin 30pg/disk; D-Denenemedi.



Cizelge 4.11 O. amphibia aseton, etanol, hekzan ekstrelerinin disk difiizyon testi
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sonuglari
Inhibisyon zon caplar1 (mm)
Standart Aseton Etanol Hekzan

Antibiyotikler (mg/disk) (mg/disk) (mg/disk)
Orgaflfzs;alar T N 0510 20 05 1,0 20 05 1,0 20
B. cereus 18 D - (- - - - — — 70 8,0
B. subtilis 24 D _ - - - — — 70 90 11,0
S. aureus 16 D _ - - - — — 12,0 150 18,0
S. aureus* 7 D —_ - - — — — 14,0 17,0 21,0
E. aerogenes 19 D —_ = = = = - — 8,0 10,0
E. cloaceae 13 D —_ - = = = = = = =
E.coli 10 D _ - = = = = = = =
E. coli* 25 D _ - - - - — — 90 12,0
P. aeruginosa 12 D —_ - = = = = = = -
P. vulgaris 13 D —_ — — — — — 140 17,0 20,0
S. typhimurium 10 D —_ - - - - — — 80 120
C. albicans D 18 —_ - = = = = = = =

*Metisilin-oksasilin direngli; ** Hemorajik, O157:H7; T-Tobramisinl0 pg/disk; N-

Nistatin 30pg/disk; D-Denenemedi.
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Cizelge 4.12 O. amphibia kloroform, metanol, diklorometan ekstrelerinin disk difiizyon

testi sonuglari

inhibisyon zon caplar1 (mm)

Standart Kloroform Metanol Diklorometan
Antibiyotikler  (mg/disk) (mg/disk) (mg/disk)

Orgaflfzs;alar T N 05 1,0 20 05 1,0 20 05 1,0 2,0
B. cereus 18 D UGS —
B. subtilis 24 D _ — - - = = = = —
S. aureus 16 D UGS —
S. aureus* 7 D _ —_ —_- —_ — = = = =
E. aerogenes 19 D _ = - = = = = = =
E. cloaceae 13 D _ - - - = = = = =
E.coli 10 D _ — - - = = = = =
E. coli*+ 25 D _ — - - = = = = =
P. aeruginosa 12 D _ = = = = = = = =
P. vulgaris 13 D _ = - = = = = = =
S. typhimurium 10 D _ - - - = = = = =

C. albicans D

p—
oo

*Metisilin-oksasilin direngli; **Hemorajik, O157:H7; T-Tobramisinl0 ug/disk; N-

Nistatin 30pg/disk; D-Denenemedi.
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Cizelge 4.13 Chlorella sp. aseton, etanol, hekzan ekstrelerinin mikrodiliisyon testi sonuglari

Test MiK (MBK / MFK) ug/mL

Organizmalar Aseton Etanol Hekzan S A N
B. cereus — 2000 (2000) — 4,0(4,00 8,0(8,0) D

B. subtilis 250 (500) 2000 (2000) 2000 (2000)  0,5(0,5) 0,5 (2,0) D

S. aureus 500 (2000) 250 (500) 500 (—) 2,0 (4,00 <0,25(<0,25) D

S. aureus* 2000 (2000) 2000 (—) 500 (—) 4,0(4,00 32(>128) D

E. aerogenes 2000 (2000) 2000 (—) — 408,00 — D

E. cloaceae 250 (500) 500 (500) 1000 (—) — 2,0 (2,0) D
E.coli 2000 (—) 1000 (—) — 404,00 64 (128) D

E. colix* 2000 (—) — — 404,00 4,040 D

P. aeruginosa — — — 1,0(1,0) 16(32) D

P. vulgaris 2000 (—) 1000 (—) — 8,0(8,00 0,5(0,5) D

S. typhimurium 2000 (—) — — 16 (32) 1,0 (4,0) D

C. albicans — 2000 (2000) — D D 8,0 (16)

*Metisilin-oksasilin direngli; ** Hemorajik, O157:H7 ; —, aktivite bulunamadi; MIK, minimum inhibitor konsantrasyonu; MBK,
minimum bakterisidal konsantrasyonu, MFK, minimum fungisidal konsantrasyonu, S, Streptomisin, A, Ampisilin, N, Nistatin; D,

denenmedi.
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Cizelge 4.14 Chlorella sp. kloroform, metanol, diklorometan ekstrelerinin mikrodiliisyon testi sonuglar1

Test MIK (MBK / MFK) pg/mL
Organizmalar Kloroform Metanol Diklorometan S A N
B. cereus 2000 (2000) 500 (500) 2000 (2000) 4,0 (4,00 8,0(8,0) D
B. subtilis — 2000 (2000) 1000 (1000) 0,5(0,5) 0,520 D
S. aureus 500 (—) 1000 (—) 250 (500) 2,04,00 <0,25(<0,25) D
S. aureus* — 1000 (—) 1000 (1000) 4,0 (4,00 32(>128) D
E. aerogenes — 2000 (—) — 408,00 — D
E. cloaceae 500 (—) 250 (1000) 500 (500) — 2,0 (2,0) D
E.coli — 2000 (—) 500 (—) 4,0 (4,00 64 (128) D
E. coli** 1000 (—) 1000 (—) 1000 (—) 4,0(4,00 4,04,0) D
P. aeruginosa — — — 1,0(1,0) 16 (32) D
P. vulgaris 1000 (—) 1000 (—) — 8,0(8,0) 0,5(0.,5) D
S. typhimurium 1000 (—) — 1000 (—) 16 (32) 1,0 (4,0) D
C. albicans 2000 (2000) — 2000 (2000) D D 8,0 (16)

*Metisilin-oksasilin direngli; **Hemorajik, O157:H7 ; —, aktivite bulunamadi; MIK, minimum inhibitor konsantrasyonu; MBK,

minimum bakterisidal konsantrasyonu, MFK, minimum fungisidal konsantrasyonu, S, Streptomisin, A, Ampisilin, N, Nistatin; D,

denenmedi.
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Cizelge 4.15 O. amphibia aseton, etanol, hekzan ekstrelerinin mikrodiliisyon testi sonuglari

Test MIK (MBK / MFK) pg/mL
Organizmalar Aseton Etanol Hekzan S A N
B. cereus — — — 4,0 (4,00 8,0(8,0) D
B. subtilis 250 (500) — — 0,5(0,5 0,520 D
S. aureus 500 (2000) — 1000 (—) 2,04,0) <0,25(<0,25) D
S. aureus* 2000 (2000) — — 4,0(4,0) 32(>128) D
E. aerogenes 2000 (2000) — 2000 (—) 4,0(8,0) — D
E. cloaceae 250 (500) 1000 (—) 1000 (—) — 2,0 (2,0) D
E.coli 2000 (—) 1000 (—) 2000 (—) 4,0 (4,00 64 (128) D
E. coli** 2000 (—) — — 4,0(4,00 4,04,0) D
P. aeruginosa — — — 1,0(1,0) 16 (32) D
P. vulgaris 2000 (—) — 2000 (—) 8,0(8,0) 0,5(0,5 D
S. typhimurium 2000 (—) — — 16 (32) 1,0 (4,0) D
C. albicans — — 2000 (2000) D D 8,0 (16)

*Metisilin-oksasilin direngli; **Hemorajik, O157:H7 ; —, aktivite bulunamadi; MIK, minimum inhibitor konsantrasyonu; MBK,
minimum bakterisidal konsantrasyonu, MFK, minimum fungisidal konsantrasyonu, S, Streptomisin, A, Ampisilin, N, Nistatin; D,

denenmedi.
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Cizelge 4.16 O. amphibia kloroform, metanol, diklormetan ekstrelerinin mikrodiliisyon testi sonuglari

Test MiK (MBK / MFK) pg/mL
Organizmalar Kloroform Metanol Diklorometan S A N
B. cereus 2000 (2000) — 1000 (2000) 4,0(4,00 8,0(8,0) D
B. subtilis — 2000 (2000) — 0,5(0,5 0,5(2,0) D
S. aureus — — 2000 (—) 2,04,0) <0,25(<0,25) D
S. aureus* — — — 4,0(4,00 32(>128) D
E. aerogenes — — — 408,00 — D
E. cloaceae 1000 (—) — 500 (—) — 2,0 (2,0) D
E.coli 2000 (—) 2000 (—) 2000 (—) 4,0 (4,0) 64 (128) D
E. coli+* — — — 4,0(4,00 4,040 D
P. aeruginosa — — — 1,0(1,0) 16(32) D
P. vulgaris 1000 (—) 2000 (2000) 2000 (—) 8,0(8,0) 0,5(0,5 D
S. typhimurium — — — — 16 (32) 1,0 (4,0) D
C. albicans 2000 (—) 2000 (2000) 2000 (—) D D 8,0 (16)

*Metisilin-oksasilin direngli; ** Hemorajik, 0157:H7 ; —, aktivite bulunamadi; MiK, minimum inhibitor konsantrasyonu; MBK,

minimum bakterisidal konsantrasyonu, MFK, minimum fungisidal konsantrasyonu, S, Streptomisin, A, Ampisilin, N, Nistatin; D,

denenmedi



117

4.6 Formalin testi sonuclari

Formalin testi laboratuvar hayvanlarinda kalict  agrinin
modellenmesi i¢in sik¢a kullanilan bir nosiseptif testtir. Formaline kars1
nosiseptif ve inflamatuvar yanit arasindaki iliski anlasilamamaktadir,
ancak bu konuda yapilan diger ¢alismalardaki bulgular formaline erken
yanitin (akut faz-Faz I) nosiseptorlerin dogrudan uyarilmasina bagh
oldugu ve gec fazin dogrudan bunu izleyen inflamatuvar yanitla (ge¢ faz-

Faz II) iliskili oldugunu ifade etmektedir (Yashpal and Coderre, 1998).

Chlorella sp. ve O. amphibia ekstrelerinin formalin testi sonuclari
istatistiksel olarak degerlendirilerek grafiklerle ifade edilmistir. Bu
sonucglara goreChlorella sp.” nin (Sekil 4.4) aseton ve kloroform ekstresi
25-50-100 mg/kg dozda hem akut fazda hem de ge¢ fazda etkili
bulunmugtur. Dikloromatan ekstresinin uygulanan dozlarda etkisi
bulunamamistir. Hekzan ekstresi sadece akut fazda etkili olmus ancak
inflamatuvar faza etki etmemistir. Metanol ekstresi 25-50-100 mg/kg
dozda sadece inflamatuvar fazi inhibe ederken, sadece 50 ve 100 mg/kg
dozda akut faza etki etmistir. Etanol ekstresi yalnizca 100 mg/kg dozda

gec fazi etkilerken, her ii¢ dozda akut faza etkili bulunmustur.

O. amphibia’ nin (Sekil 4.5) metanol ekstresi hari¢ tiim ekstreleri
formalin testinin ikinci fazinda her ii¢ dozda da etkili bulunmustur.
Metanol ekstresi birinci fazda her ii¢ dozda da etki gostermezken, 100
mg/kg dozda ikinci faza etkili bulunmustur. Yalnizca diklorometan

ekstresi her ii¢ dozda da her iki faza da etki etmektedir.
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Kloroform

mFazl
oFaz ll

saniye
)
o
L

Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg M

(e)

Metanol

200 -
180 -
160 1
140 1
120 -
100 -
80 1
60
40
20 1

BFazl
OFazll

saniye

Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg M

®

Sekil 4.4 Chlorella sp. formalin testi sonuglari
a) Aseton ekstresi, b) Diklorometan ekstresi, ¢) Etanol ekstresi, d) Hekzan ekstresi, e)
Kloroform ekstresi, f) Metanol ekstresi, * p<0,05 seviyesinde kontrole gére 6nemli fark.

M: 10 mg/kg morfin.
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Aseton
B Fazl
OFazll
Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg
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Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg
M
(b)
Etanol
B Fazl
OFazll

Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg
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(c)



122

Hekzan
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120 O Fazl
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80 1 OFazll

saniye

60 -
40 A

Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg
M

(d)
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O Fazl
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Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg
M

(e)
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Metanol
250 -
200 - %
% 150 1 B Fazl
A 100 | x OFazll
50 - ’_E %
0 ‘ ‘ —=

Kontrol 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 10 mg/kg
M

®

Sekil 4.5 O. amphibia formalin testi sonuglari
a) Aseton ekstresi, b) Diklorometan ekstresi, c) Etanol ekstresi, d) Hekzan ekstresi, €)
Kloroform ekstresi, f) Metanol ekstresi, * p<0,05 seviyesinde kontrole gére onemli fark.

M: 10 mg/kg morfin.

4.7 Akut toksisite sonuclari

Chlorella sp. ekstreleri 2000 mg/kg dozda i.p. uygulamada toksik
bulunmamistir. O. amphibia etanol ekstresi ayn1 uygulamada toksik etki
gostermis ve LDy = 561 mg/kg, LDsg =840 mg/kg ve LDy =1120 mg/kg

olarak belirlenmistir.
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5 SONUCLAR ve TARTISMA

Alglerin  farmakolojik etkileriyle ilgili caligmalarin ¢ogu
antimikrobiyal, antitimoral ve immunmodiilator etkileri {izerinedir
(Guzmén et al.,, 2001; ). Ticari olarak degerli bazi metabolitleri
biinyelerinde toplayan mikroalglere ve mikroalgal biyoteknolojiye olan
ilgi iilkemizde giderek artmaktadir. Bir siyanobakteri tiirii olan Spirulina
platensis tiretimi icin gerceklestirilen ticari girisimler bunun en giizel
gostergelerinden  biridir.  Giiniimiizde, mikroalgal biyoteknolojide
karsilasilan en Onemli sorunlardan biri lretimi yapilabilen ticari tiir
sayisinin sinirlt sayida olmasidir (Goksan ve Gokpinar, 2005). Tez
calismamizda, “Icsularda bulunan bazi mikroalglerin kiiltiir kolleksiyonu
(YDABAG101Y05)” isimli TUBITAK projesi kapsaminda, iilkemizin
cesitli gollerinden izole edilmis tiirlerle olusturulan Ege Universitesi
Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu (Ege-MACC)’ ndan segilen bir mikroalg
Chlorella sp. (Salda Golii; CC-1) ve bir siyanobakteri Oscillatoria
amphibia’ (Ac1 GOl CC-14) nin farmakolojik ag¢idan incelenmesi
amaclanmigtir. Calismanin sonucunda elde edilen verilere gore oldukca
1yl antimikrobiyal, antioksidan, analjezik ve antiiflamatuvar etkilerinin
potansiyel varligi gozlenmis ve biyolojik olarak aktif bilesiklerinin
oldugu belirlenmis, tiretimleri laboratuar kosullarinda kolayca yapilabilen

bu tiirler, mikroalgal biyoteknolojiye kazandirilmistir.

Mikroalglerde yag asidi igerigi taksonomik gruplara ve biiylime
sartlarina  gore degismektedir. Sicaklik, 1s1k  yogunlugu, pH,

havalandirma ve karistirma gibi cevresel faktorler ile besin ortamin
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secimi hiicre verimini, hiicre kompozisyonunu ve elde edilecek spesifik
iriinti etkilemektedir (Imamoglu et al, 2007; Pratoomyot et al., 2005).
Tayland’da yapilan bir ¢alismada 10 mikroalg tiiriiniin biiyiimenin
logaritmik ve duragan fazlarindaki yag asidi kompozisyonlari
belirlenmistir. Bunlarin ¢ogunda benzer yag asidi profillerinin oldugu
gozlenmistir. Ancak yag asidi oranlarinin duragan fazda daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Duragan fazda besin yetersizligi nedeniyle hiicre
boliinmesi giderek azalmakta ve hiicreler iiriinlerini depolamaya

baslamaktadir (Pratoomyot et al., 2005).

Calismamizda Chlorella sp. ve O. amphibia kiiltiirlerinde oncelikle
duragan faz belirlenerek bu donemin sonunda, yag asitleri ve degerli
diger bilesiklerce zengin icerikli hiicreler elde edilmeye calisilmistir.
Kiiltiirlerin biiylimeleri, tiirbidite, pH, hiicre sayisi, kuru agirhik ve
klorofil-a degerlerinin degisimi 20 giin boyunca izlenmistir. Chlorella sp.
ve O. amphibia o6rneklerinde duragan fazin 15-16. giinlerde sona erdigi
goriilmiistiir. Bu donemde ortamdan ayrilan hiicrelerden hazirlanan
ekstreler  farmakolojik  aktivite  denemelerimizde olduk¢a 1yi
antimikrobiyal, antioksidan, analjezik ve antiinflamatuvar etki

gostermistir.

Ucucu yaglar ve GK/KS analizleri

Ucucu yaglar, parfiim, kozmetik, aromaterapi, fitoterapi, baharat ve
gida gibi alanlarda ham madde olarak kullanilan degerli dogal iiriinlerdir.
Ucucu yaglarin biyolojik aktiviteleri konusunda pek cok yayin
bulunmaktadir (Arrigoni-Blank et al., 2008; Del-Vechio-Vieira et al.,
2009; Wei and Shibamoto, 2007; Zhao et al., 2009). Esansiyel yaglar pek
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cok bilesigin kompleks bir karisimi seklindedir. Bu bilesiklerin her birine
ait ayr1 ayr1 yararh veya toksik etkiler bulunmaktadir. Genellikle
hidrodistilasyonla elde edilmektedir ve kimyasal analizleri Gaz
Kromatografi  (kantitatif analiz) ve Gaz Kromatografi/Kiitle
Spektroskopisi (kalitatif analiz) kullanilarak yapilmaktadir. Temel
bilesiklerin tanimlanmast hem GK gecikme zamanlar1 (retention time)
hem de KS verilerinin daha 6nce rapor edilmis referans standartlarla
karsilagtirilmasi ile gergeklestirilir. GK ile kolayca ayrilamayan bilesikler
ve yapisal olarak ucucu yaglardaki stereoizomerik bilesikler BC NMR

(niikleer manyetik rezonans) ile analiz edilirler (Lahlou, 2004).

Calismamizda Chlorella sp. ucucu yag % 92,21 oraninda
tanimlanmis (7 bilesik); iceriginde nitrik asit, 2 metil-propil ester %
51,11; fitol % 29,84; palmitik asit (% 1,24) ve ¢esitli hidrokarbonlar
bulundugu saptanmustir. O. amphibia ugucu yagi ise % 70 oraninda
tanimlanmis (9 bilesik); nitrik asit, 2 metil-propil ester % 22,62; fitol %
2,86; beta-pinen % 8,51; solanon % 5,55; beta-terpinen % 2,51

bilesiklerinin yani sira ¢esitli hidrokarbonlar icermektedir.

Izobutil nitrit olarak da isimlendirilen nitrik asit, 2 metil-propil
ester, cesitli hiicreler icin nonspesifik olarak sitotoksik ve dokulara
uygulandiginda immunsupresif etkiler gostermektedir (Hersch et al.,
1983). Isobutil nitrit, “poppers” adiyla bilinen ve inhalasyonla alinan bir
grup bilesikten biridir. Nitrit inhalanlar sikca erkek homoseksiieller
tarafindan suistimal edilmektedir. Nitrit inhalanlarin suistimali HIV
(human immunodeficiency virus) seropozitifligiyle iligkili bir dizi

epidemiyolojik ¢alisma ile de iliskilidir (Soderberg and Barnett, 1995).
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Klorofil yapisinin 6nemli bir parcasi olan ve pek ¢ok yesil algin ucucu
yaginda onemli oranda bulunan fitol dort izopren halkasindan
olusmaktadir. A vitamini, B-karoten, E vitamini sentezi i¢in prekiirsordiir.
Hiicre icerisinde baska fonksiyonlarinin da olabilecegi diisiiniilmektedir

(Borowitzka, 1992a; Kamburova et al., 2003).

Hidrodistilasyonda suyun kaynatilmasi esnasinda uygulanan
yiiksek sicaklik, bazi termal reaksiyonlara neden olmaktadir. Bunun
sonucu olarak artifakt olusumu, hidroliz ve izomerizasyon olaylari
meydana gelmektedir. cis-Sabinanhidrasetatin hidrodistilasyon sirasinda
1s1 ile degredasyonu sonucu Terpinen-4-ol, a-Terpinen, y-Terpinen,
Terpinolen gibi bilesiklerin olugsmasi ornek olarak verilebilir (Kilig,
2008). Beta-pinen antifungal (Matasyoh et al., 2007) ve antiinflamatuvar
aktiviteli bir bilesiktir (Sayyah et al., 2002). Solanon tiitiin bitkisinden
elde edilen ve sigara yapiminda kullanilan aromatik bir bilesiktir

(Leffingwell and Alford, 2005).

Yesil mikroalg, Scenedesmus’ un taze biyokiitlesinin kokusu
izoprenil asetat, caren, cedrol ve aromatik bilesikler nedeniyle
olusmaktadir (Kamburova et al., 2003). Siyanobakteri, S. platensis ugucu
yag1 GK/KS analizleriyle % 96,45 tanimlanmis ve icerisinde heptadekan
(39.70%) ve tetradekan (34.61%) gibi hidrokarbonlar gibi major
bilesenlerle beraber 15 bilesik tespit edilmistir (Ozdemir et al., 2004).

Antimikrobiyal aktivite

Pek cok antibiyotige kars1 kazanilan diren¢ nedeniyle yeni

antimikrobiyal etkili bilesiklerin kesfi giderek ©nem kazanmaktadir
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(Kreitlow et al., 1999). Cogunlukla yiiksek bitkilerle (Gamboe et al.,
2008, Adegoke and Adebayo-tayo, 2009), makroalglerle yapilan
caligmalarda (Karabay-Yavasoglu et al., 2007b; Patra et al., 2008; Tiiney
et al., 2006) ve daha az olarak da mikroalg ve siyanobakteri orneklerinde
yapilan arastirmalarda antimikrobiyal aktivite varligina rastlanmaktadir

(Demirel, 2006; Katircioglu et al., 2006; Ozdemir et al., 2004).

Almanya’ da yapilan bir ¢alismada Oscillatoria redekei HUB
051’in hekzan ekstresinden izole edilen yag asitleri; a-dimorfekolikasit,
koriolik asit ve a-linoleik asit, Gram pozitif test organizmalart (B.
subtilis, Micrococcus flavus, S. aureus) inhibe etmistir (Mundt et al.,
2003). Norveg’ te, bes siyanobakteri tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin
antibakteriyal aktiviteleri arastirllmis ve metanol ekstrelerinin
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica Gram pozitif
bakterilere karsi daha yliksek aktivite gozlenmistir. Antibakteriyal
bilesiklerin ¢oziiniirliikkleri ekstraksiyonda kullanilan c¢ozgene gore
degismektedir. Denemenin yapildig1 besiyerlerinin pH’ s1 da ekstraktlarin
olusturdugu inhibisyon zon c¢aplarin etkilemektedir (Ostensvik et al.,

1998).

[ran’ 1 genellikle kuzey kesimlerindeki topraklardan izole edilen
76 siyanobakteri susu laboratuar kosullarinda kiiltiire alinmis, petrol
eteri, metanol ve sulu ekstrelerinde antimikrobiyal etki arastirilmis ve 17
susta aktivite gozlenmistir. Aktif maddelerin farkli polaritede olmasi
nedeniyle tiim ekstre tiirlerinde aktivite gozlenmistir, fakat metanol
ekstrelerinin daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Ekstreler,

ayrica Gram-pozitif bakterilere (S. epidermidis PTCC 1114, B. subtilis
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PTCC 1204) Gram-negatif olanlara (E. coli PTCC 1047, S. typhii PTCC
1108) gore daha etkili bulunmustur (Soltani et al., 2005). Benzer bir
calismada Gram-pozitif bakterilerin (S. epidermidis PTCC 1114, S.
aureus Rosenbach PTCC 1112, S. haemolyticus Schleifer & Kloos
ATCC 29970) Gram-negatif olanlara (Shigella sonnei (Levine) Weldin
PTCC 1325, E. coli PTCC 1047, P. vulgaris Hauser PTCC 1312) gore
daha duyarl1 oldugu belirtilmektedir (Ghasemi et al., 2003).

Almanya’da yapilan bir calismada, 12 siyanobakteri izolatinin
hekzan, diklorometan, metanol ve su ekstrelerinin antimikrobiyal
aktiviteleri arastirllmistir. Tiim Orneklerin ekstreleri en az bir Gram
pozitif test organizmanin (Micrococcus flavus, S. aureus, B. Subtilis)
iiremesini inhibe etmistir. Ozellikle hekzan ve diklorometan ekstreleri
antimikrobiyal etki gostermis, sadece bir su ekstresi S. aureus’a aktif
bulunmugtur (Kreitlow et al., 1999). Benzer olarak yapilan bir diger
calismada 35 siyanobakteri izolatinin antibakteriyal etkisi su, metanol ve
hekzan ekstrelerinde arastirilmis ve ozellikle lipofilik ekstreler tarafindan
Gram pozitif bakterilerin inhibe edildigi gbzlenmis, su ekstrelerinin ise

etkisiz oldugu goriilmiistiir (Mundt et al., 2001).

Misir’ da, biiyiimelerinin duragan fazinda ortamdan alinan
Oscillatoria angutissima ve Calothrix parietina® nin etil asetat
ekstrelerinden elde edilen antibiyotik etkili bilesikler Gram pozitif B.
cereus ve S. aureus bakterilerini, Gram negatif olanlara gore daha fazla
oranda inhibe ettigi gézlenmistir, ayrica bu bilesiklerin antifungal etkileri

de goriilmiistiir (Issa, 1999).
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Tiirkiye’ de yapilan bir calismada Mogan ve Burdur Golleri,
Kurtbogazi Baraji ve seker rafinerisinin atik sularindan izole edilen
Mikroalgler, BG11 ortaminda, 3000 lux’den az 1s1ik yogunlugunda, 16
saat aydinlik ve 8 saat karanlikta inkiibe edilmis ve yaklasik 15 giinliik
iiretim periyodunun sonunda hasat edilmistir. Aseton ve eter ekstreleri
Gram-negatif, metanol ekstreleri Gram-pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Etanol ekstreleri ise hem Gram-
pozitif hem de Gram-negatif bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Kloroform ekstresi antimikrobiyal aktivite gostermemistir.
Oscillatoria sp. ve Chrococcus sp. mayalara karsi antifungal aktivite
gostermistir. Oscillatoria sp. (Mogan) metanol ekstresi, S. cerevisae and
S. cerevisae 2SI TP (3-2)’ ye karst antifungal etkili bulunmustur
(Katircioglu et al., 2006).

Ozdemir ve arkadaslar1 (2004), Spirulina platensis’ in metanol,
diklorometan, petrol eteri, etil asetat ekstreleri ve ugucu bilesenlerin in
vitro antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmis ve metanol ekstrelerinin daha
iyi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gozlemlemistir. Ordog ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada (2004), Desmococcus, Chlorella ve
Scenedesmus tiirlerinin su ve metanol ekstrelerinin Gram pozitif
bakterilerden S. aureus ve E. faecalis ile Gram negatif bakterilerden E.
coli ve P. aeruginosa tizerine giiclii antimikrobiyal etkilerinin oldugu
bulunmustur. Bu c¢alismada gozlenen Gram negatif etkinin tersine
genellikle antibiyotiklerin Gram negatif bakterilere karmasik c¢eper
yapilar1 veya iizerilerindeki polisakkarit kapsiil nedeniyle penetre
olamamas1 nedeniyle etki etmedigi lizerinde durulmaktadir. Ancak bizim

calismamizda da Chlorella sp. ve O. amphibia ¢ozgen ekstrelerinin hem
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Gram pozitif hem de Gram negatif test organizmalarina etki ettigi

goriilmektedir.

Bu calismada Chlorella sp. ile yapilan disk difiizyon testinde tiim
ekstrelerin Ozellikle Gram pozitif mikroorganizmalara olan etkisi
gozlenmistir ve en biiyiik zon ¢ap1 S. aureus ATCC 6538-p i¢in 2mg/disk
konsantrasyonda 11 mm’ dir. Mikrodiliisyon testlerinde hem Gram
negatif hem de Gram pozitif organizmalara olan etkilerinden (tiim
ekstreler beraber degerlendirildiginde MIK araligi 250-2000 pug/mL) s6z
etmek miimkiindiir. O. amphibia’ min ¢ozgen ekstrelerinin disk diflizyon
testinde sadece hekzan ekstresi hem Gram negatif (P. vulgaris ATCC,
2mg/disk, 20 mm), hem de Gram pozitif organizmalara (Metisilin
oksasilin direncli S. aureus ATCC 43300, 2mg/disk, 21 mm) etkili
bulunmugtur. Mikrodiliisyon testlerinde hem Gram negatif hem de Gram
pozitif organizmalara tiim ekstrelerin farkli oranlarda etki ettigi
goriilmiistiir(tiim ekstreler beraber degerlendirildiginde MIK aralig1 250-
2000 pg/mL).

Antioksidan aktivite

Giliniimiizde, lipid oksidasyonu inhibe eden maddeler, bitkisel
materyallerden, gida artiklarindan, mikroorganizmalardan ve hayvan
hiicrelerinden elde edilebilmektedirler (Giil¢in et al., 2004). Baz1 algler
dogal antioksidan etkili bilesiklerin zengin kaynaklar1 olarak
degerlendirilmektedir. Bu konuda makroalglere yogun bir ilgi oldugu
halde (Patra et al., 2008; Yilmaz Koz et al., 2009), mikroalglerin
antioksidan aktiviteleriyle ilgili sinirl1 sayida bilgi bulunmaktadir (Li et

al., 2007).
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Oksidatif stres kanserden kardiyovaskiiler ve dejeneratif hastaliga
kadar pek cok hastaligin olusumunda Onemli bir faktordiir. Viicudu
oksidatif stresin zararlarindan korumak i¢in antioksidan besinlerden
yararlanmak etkili bir yaklasimdir (Benedetti et al.,2004; Li et al., 2007).
Son yapilan ¢alismalarda ¢ok sayida bitkinin flavanoid ve tanninler gibi
polifenolik bilesikler sentezledigi gosterilmistir. Bu dogal antioksidanlar
genellikle molekiiler yapilarinda fenolik bir halka icerirler. Fenolik
antioksidanlar, potansiyel serbest radikal sonlandiricilaridir ve lipid
oksidasyonunu ilk basamakta inhibe ederler. Fenolik hidroksil gruplarin

aktiviteden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Gtilcin et al., 2004).

Farkli ¢ozgenlerle ekstrakte edilen bilesikler ¢6zgen polaritesine
bagli olarak farkli antioksidan aktivite potansiyeli gostermektedirler
(Ismail and Hong, 2002). Daha 6nceki yayinlarda da belirtilmis oldugu
gibi  antioksidan aktivitenin  arastinlmasinda farkli  metotlarin
kullanilmas1 gerekmektedir. Metodlarin kombinasyonu aktivitenin dogru
degerlendirilmesi i¢in 6nemlidir (Kulisic et al., 2004; Marxen et al, 2007;
Rodriguez-Garcia and Guil-Guerrero, 2008). Karotenoidler ve yag
asitleri onemli pek ¢ok mikroalgde bulunan antioksidan bilesiklerdir ve
girisim yapmalar1 nedeniyle farkli antioksidan denemelerde farkli
sonuglara neden olabilmektedir (Marxen et al, 2007). B-karoten metodu
lipofilik antioksidan bilesiklerin ve wugucu yaglarin antioksidan
aktivitelerinin arastirtlmas: i¢in uygun bir metoddur. Ancak polar
bilesikler iceren ekstreler sadece B-karoten metodu ile arastirilacak olursa
zayif antioksidan etkiliymis gibi degerlendirilebilirler. DPPH metodu B-
karoten metoduna gore daha hizli bir yontemdir. Duyarli ve kii¢iik oranda

materyal gerektiren bir metoddur, lipofilik ve hidrofilik antioksidan
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bilesiklere duyarhidir (Kulisic et al., 2004; Yilmaz Koz et al., 2009).
Antioksidan aktivite ile fenolik bilesik miktarinin birbiriyle orantili
oldugu pek ¢ok yayinda ifade edilmektedir (Sreenivasan et al., 2007;
Yilmaz Koz et al., 2009). Genellikle ABTS metodu ile total fenolik
bilesiklerin orani arasinda ise bir korelasyon gozlenmektedir (Miliauskas

etal., 2004) .

Fenolik bilesikler prensip olarak pek cok sebze, meyve ve tibbi
bitkilerde antioksidan etkili bilesikler olarak bilinmelerine ragmen
(Adedapo, 2009; Ercisli et al., 2008; Li et al., 2007), bu iliskinin
mikroalglerde daha zayif oldugu 21 mikroalgle yapilan bir ¢alismada,
ABTS metodu ile arastirilan antioksidan aktivite ile Folin reaktifiyle
arastirilan  fenolik  bilesiklerin  oran1 arasinda bir korelasyonun
bulunmamast sonucuna bakilarak tespit edilmistir (Li et al., 2007).
Calismamizda ise hem Chlorella sp. hem de O. amphibia ekstrelerinde,
ABTS metodu sonuglarina bakilarak belirlenen antioksidan aktivite ile
fenol miktar1 arasinda bir iligki oldugu gozlenmistir. Fenolik bilesiklerin
miktart1 ve ABTS metoduna gore ekstrelerin % aktivitesi benzer sekilde

siralanmaktadir.

Rodriguez-Garcia ve Guil-Guerrero (2008), Porphyridium
cruentum, Phaeodactylum tricornutum ve Chlorella vulgaris’ in etanolik
ekstrelerinde P-karoten renk acilmasi deneyi ile antioksidan aktivite
arastirmiglar ve ekstrelerin GK/KS analiz sonuglarina gore, en yiiksek
aktivite yiiksek oranda PUFA icerdigi i¢in Chlorella vulgaris ekstresinde

tespit edilmistir.
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Chlorella stigmatophora ve Phaeodactylum tricornutum sulu
ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri, 1 mg/mL dozda, deoksiriboz
degredasyonunun inhibisyonu yontemi ile degerlendirilmis, sirasiyla %
78 ve %73 oraninda etkili bulunmustur (Guzman et al., 2001).
Porphyridium’un  suda ¢oziinen polisakkarit ¢eper yapisindaki
glikoproteinler nedeniyle antioksidan aktivite gosterdigi, gerektiginde
ortama yayilarak antioksidan etki sagladigi ve hiicreleri oksidatif

hasardan korudugu diisiiniilmektedir (Tannin-Spitz et al., 2005).

Malezya’da yapilan bir calismada cesitli alg Orneklerinin
(Porphyra sp., Laminaria sp., Undaria sp., Hijikia sp.) su ve etanol
ekstrelerinde p-karoten renk acilmast ve DPPH radikal siipiirme
aktiviteleri ~ arastinlmistir.  Orneklerin  antioksidan  ozellikleri
ekstraksiyonda kullanilan ¢bzgenin polaritesine ve test i¢cin uygulanan
yontemlere gore farkliliklar gostermektedir. Orneklerde su ile siiriiklenen
antioksidan bilesiklerin yogun olmasi nedeniyle, su ekstrelerinde %
antioksidan aktivite degerlerinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Ayrica ekstraksiyonda kullanilan ¢dzgenin tiirii pH’y1 da etkilediginden
farkli ekstrelerin farkli radikal siipiirme aktiviteleri gozlenmektedir
Orneklerin antioksidan aktiviteleri ticari antioksidanlara kiyasla oldukca
diisik bulunmustur, ancak potansiyel yararlart nedeniyle ileride

degerlendirilebilecegi 6ngoriilmektedir (Ismail and Hong, 2002).

Calismamizda da benzer olarak Chlorella sp.” nin diger ¢ozgenlere
gore daha polar olan metanol veya etanol ¢ozgenleriyle elde edilmis
ekstrelerinin, {i¢ antioksidan aktivite testinde de genellikle en yiiksek

aktiviteyi gosterdigi goOriilmiistiir. Ayrica metanol ve etanol ekstreleri
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fenol bakimindan da en zengin olanlardir. O. amphibia’ da ise farkli
olarak metanol ve etanol ekstreleri diisiik antioksidan aktiviteye ve fenol
oranina sahip olan Orneklerdir. Kloroform ekstresi ise hem fenol
bakimindan zengin, hem de testlerde genellikle en yiiksek antioksidan
aktivite goOsteren ekstre Ornegidir. Sadece O. amphibia’ nin hekzan
ekstresi DPPH metodunda en yiiksek aktiviteyi gostermekte ve hemen
ardindan kloroform ekstresi ile siralama devam etmektedir. Kloroform,
metanol ve etanol ¢ozgenlerine gore daha apolardir. Apolar ¢ozgenler,
polifenolleri sudan ekstrakte etmek i¢in en uygun olanlardir (Ismail and

Hong, 2002).

Calismalarda, genis spektrumlu antioksidanlarin sinerjist etkisinin
tek basina bir antioksidaninkinden daha iyi oldugu ve dogal kaynaklardan
saglananlarin daha yiiksek biyoyararlanima sahip oldugu, bu nedenle de
sentetik olanlara gore daha yiiksek koruyucu etkinliginin oldugu
ispatlanmistir (Benedetti et al., 2004). Organik asitler, karotenoidler,
protein hidrolizatlar1 ve tanninler, fenolik bilesiklerle kullanildiginda
antioksidan veya sinerjistik etkileri olan bilesiklerdir (Giilgin et al.,
2004). Bizim oOrneklerimizden elde edilen ekstrelerin aktivitesi ticari
antioksidanlara oranla cok yiiksek degildir. Ekstrelerin icerigindeki
antioksidan bilesiklerin oranina bagl olarak ekstre miktar1 arttirildiginda
antioksidan etki de artmaktadir. Bu bilesiklerin ancak saf olarak elde
edildiginde en az saf ticari antioksidanlar kadar etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Sonu¢ olarak buradaki ekstrelerin igeriginde
antioksidan bilesiklerle beraber bulunan ve bunlarin aktivitesini arttiran

sinerjist etkili bilesiklerden s6z etmemiz miimkiin degildir.
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Analjezik ve antiinflamatuvar aktivite

Antinosiseptif etkinin arastirilmasinda etkili bir yol olan formalin
testinde bifazik yanit olusmaktadir. Erken fazin nosiseptif afferent liflerin
dogrudan kimyasal aktivasyonu sonucu olustugu ve periferal
inflamatuvar proseslerin de gec¢ fazdan sorumlu oldugu diistiniilmektedir
(Oyadeyi et al., 2007; Oyemitan et al., 2008; Tjolsen et al., 1992).
Calismamizda kullandigimiz Chlorella sp. ve O. amphibia ekstreleri 25-
50 ve 100 mg/kg dozlarda olduk¢a iyi analjezik aktiviteye sahiptir.
Ayrica formalin testinin 2. fazinda da gosterdikleri inhibisyon nedeniyle
potansiyel antiinflamatuvar etkilerinden soz edilebilir. Ozellikle aseton
ve kloroform ekstreleri hem akut fazda hem de inflamatuvar 2. fazda
kontrole gore onemli miktarda inhibisyon saglamistir. O. amphibia
ekstreleri ise daha cok 2. faza etki etmistir ve sadece diklorometan
ekstresinin her iki faza da etkili oldugu gozlenmistir. Sonuclar negatif
kontrol grubu ve pozitif kontrol olan 10 mg/kg morfinle karsilagtirilmis

ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Brezilya kiyilarindan toplanan kirmizi alg Bryothamnion
seaforthii’den elde edilen lektin ve karbonhidrat fraksiyonlarinda
farelerde yapilan writhing, formalin ve hot-plate testleri ile analjezik
aktivite arastirtlmistir. Hem i.p. hem oral uygulamada doza bagl olarak
potansiyel antinosiseptif aktivite gozlenmistir. Ayrica lektin ve
karbonhidrat fraksiyonu formalin testinde 2. faz {lizerine yani

inflamatuvar agriya etki etmistir (Vieira at al., 2004).

Guzman et al., (2001) Chlorella stigmatophora ve Phaeodactylum

tricornutum’dan sokslet ekstraktoriinde elde edilmis diklorometan ve
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metanol ekstrelerinde analjezik ve antiinflamatuvar etki ile radikal
slipiirme aktivitesini arastirmislardir. Antiinflamatuvar aktivite ratlarda
pencge ddemi testi ile, analjezik aktivite ise farelerde writhing testi ve hot-
plate testleri ile arastirilmistir. Her iki algin diklorometan ekstresi
ratlarda karragen ile indiiklenmis inflamasyonu belirgin olarak
azaltmustir. C. stigmatophora 250 mg/kg dozda % 90, P. Tricornutum %
87 oraninda etki gorilmiistir. Bu degerler saf sentetik bir
antiinflamatuvar ile karsilastirildiginda kabul edilebilir diizeydedir.
Metanol ekstreleri ise en yiiksek konsantrasyonda bile antiinflamatuvar
etki gOstermemistir. Ekstreler writhing testine gore diisiik analjezik
aktiviteli bulunmus, hot-plate testine gore ise hi¢ analjezik aktiviteye

sahip olmadig1 goriilmiistiir.

Toksisite

Farkl bilesiklerin ¢ok toksik, toksik, az toksik yada sadece agikca
toksik olarak siniflandirilan farkli toksisite diizeyleri bulunmaktadir. ilag
olarak  kullanilacak  ekstrenin  toksisite  profilinin  belirlenmesi
giivenilirliginin saptanmasi acisindan ©nemlidir. Median letal doz
(LD50) hayvan populasyonunun % 50’sini Oldiiren dozdur ve
giivenilirligi garanti edemez. Ancak, mutajenite ve karsinojenite testleri
sub-kronik, kronik, reprodiiktif, gelisimsel ve genetik toksisite
calismalarinda, enzimlerin ilag  metabolizmasina etkileri ve
toksikokinetik  profilin  belirlenmesi gibi konularda toksikolojik
caligmalar icin doz araliginin se¢imine yardimci olmaktadir (Nwinyi et

al., 2009).
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Farmakolojik etkili bitki ekstreleri sik¢a toksisite bakimindan da
degerlendirilmektedir (Danjuma, 2009; Nwinyi et al., 2009). Benzer
yontemlerle c¢alismamizda Chlorella sp. ve O. amphibia ¢6zgen
ekstrelerinin toksisiteleri 2000 mg/kg dozda intraperitoneal enjeksiyonla
farelere verilerek arastirllmistir. Baslangicta 2 fareye en yiiksek doz
uygulanarak limit test uygulanmis, 24 saat sonunda hayatta kalig ve 6liim
oranina gore toksik olup olmadigina karar verilmis ve toksik olanlar i¢in
farelerle alt dozlarin denendigi gruplar olusturularak LDgy, LDsy ve LDy
degerleri belirlenmistir. Chlorella sp. ekstrelerinde hi¢ toksik aktivite
gozlenmezken, O. amphibia’ nin etanol ekstresi toksik etkili bulunmus ve
LDgy =1120 pg/mL, LDsy = 840 pg/mL ve LDy = 561 ug/mL olarak
saptanmustir. Bu degerler, farmakolojik aktivite gosteren dozlarin cok
iistiinde oldugundan, ila¢ olarak kullanimi sirasinda toksisite gozardi
edilebilir, ancak izlenmesi gereklidir. Ayrica ekstrede toksik etkili
bilesiklerin izolasyonunun yapilmasi ve etkili oldugu organlar ile
kimyasal ve farmakokinetik 6zellikleri bakimindan incelenmesi de yararl

olacaktir.

Bilinen en o6nemli fikotoksinler; siklik peptidler, alkaloidler,
polieterler ve glikolipidlerdir (Skulberg, 2000). Cok sayida siyanobakteri
metaboliti toksik veya farmakolojik olarak aktiftir. Cin’de Dianchi
Goli'nde otrofikasyonda baskin hale gecen Oscillatoria agardhii’den
tripsin inhibitorii  bilesik ‘oscillapeptin D’ elde edilmistir. Ayrica
norotoksik biyoaktif siklik bilesikler ve siklik heptapeptid yapida
mikrosistin isimli hepatotoksin tiretmektedir (Sano et al., 1998). Misir’da

0. angutissima ve C. parietina isimli siyanobakterilerden duragan fazda
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izole edilen antibiyotik etkili bilesiklerin toksik olmadigi, farelere 5 mg

dozda ip enjeksiyonla verilerek test edilmistir (Issa, 1999).

Mikrosistinle kontamine olmus sularin tiiketimi sonucunda buna
bagh olarak karaciger hasar1 ve oOliimler goriilmektedir. Brezilya’ da
siyanobakteri patlamasi sonrasinda toplanan Orneklerden elde edilen
biyokiitlenin Swiss albino farelerin karacigerinde yaptig1 histolojik
degisimi izlemek iizere yapilan denemede akut toksisite testinin
sonucuna gore LDs5p=297,30 mg/kg (24h) olarak bulunmustur. Oral
kronik toksisite testinde ise siyanotoksinler 0,5 mg/kg; 1,0 mg/kg ve 2,0
mg/kg olmak ilizere iic dozda ve 7 giin boyunca i¢cme sularina
karigtirilarak uygulanmistir. Siire sonunda Oliim ve histolojik olarak
herhangi bir degisim gozlenmemistir. Ayn1 dozlar aym siire
kullanildiginda bobrekler iizerinde de histolojik bir degisime neden
olmamistir Uygulanan dozlar yiiksek oldugu halde deneme siiresinin
yeterli olmadig1i ve ekstre igerisindeki mikrosistin diizeyinin hasar
olusturacak kadar yiiksek olmadigi i¢in denemenin boyle sonuglandiginin

tahmin edildigi belirtilmektedir (Carvalho et al., 2007).

Hiicre kiiltiirleri kullanilarak ilac¢ cesitli 6rneklerin toksik etkileri,
viicutta nasil metabolize olduklari, buna bagli olarak ayni1 6rnege verilen
bireysel yanitlarin degiskenlik mekanizmalar1 arastirilabilir. Ancak in
vitro testlerin yine de sistemik toksisiteyl arastirmakta yetersiz
kalabilecegi, bu nedenle in vitro testlerin ancak in vivo testler i¢in bir 6n
tarama testi olarak kabul edilmesi gerektigi seklinde tartismalar

stirmektedir (Saygi, 2003).
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6 ONERILER

Tiirkiye’nin, cografi konumu, jeolojik ve jeomorfolojik yapisiyla
degisik anakara tiplerine sahip olmasi ve farkli iklim kusaklarinin etkisi
altinda bulunmas: nedeniyle flora ve fauna bakimindan cesitliligi,
tilkemizin sahip oldugu yeralti kaynaklar1 yada tarihi eserler gibi 6nemli
dogal zenginlikleri arasinda yer almaktadir. Cesitli tiirler dogada girift
olarak birbirleriyle etkilesim halindedir ve bizim de igerisinde yer
aldigimiz ekolojik sistemin saglikli bir sekilde devamliligini saglarlar.
Ayrica dogada biiyiik 5neme sahip olan ve sayilar1 onbinlerle ifade edilen
mikroorganizmalar ile cesitlilikleri bakimindan dikkat c¢eken deniz
organizmalari ise son 20-30 yilda yogun bir sekilde arastirilan ¢ok zengin
dogal kaynaklar arasindadir. Biyolojik zenginligin ekonomik a¢idan da
avantajlarindan soz edilmektedir. Yerel cesitler ve yabani tiirler
ekonomik degeri olan bitki ve hayvanlarin gen rezervi olarak

degerlendirilebilmektedir.

Daha ¢ok iilkemiz topraklarinda genis bir yayilim gosteren bitkisel
kaynaklarla yiiriitiilen farmakolojik aktivite calismalarina, dogadan izole
edildikten sonra cesitli biyoteknolojik yoOntemlerin de katkisiyla
laboratuvar kosullarinda iiretilebilen mikroalg ve siyanobakteri tiirlerinde
yapilacak olan denemelerle yeni bir boyut kazandirilmasi
diisiiniilmektedir. Uzak Dogu Ulkeleri, Amerika, Almanya, Israil gibi
iilkelerde uzun yillardir yiiriitilen bu tip calismalara iilkemizde de
gereken Onemin verilmesiyle bilimsel alanda ileri diizeyde bir yer

edinebilmemiz miimkiin olacaktir. Ulkemizde hastalarin yeni orijinal
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ilaglara ve tedavi yontemlerine daha kolay erisebilmesine, ilag arastirma
ve gelistirme faaliyetlerinde alinan sonuclarin, hizli bir sekilde tedavi
bekleyen hastalarimiza ulastirilmasina, insan yasamini uzatmaya ve

yasam kalitesini artirmaya katki saglamak miimkiin olacaktir.

Tez calismamizda, “icsularda bulunan bazi mikroalglerin kiiltiir
kolleksiyonu (YDABAGI101Y05)” bashkli tamamlanmus TUBITAK
projesi kapsaminda iilkemizin gollerinden izole edilen yesil mikroalg,
Chlorella sp (Salda Gol’ ii; CC-1) ve siyanobakteri, Oscillatoria
amphibia (Act GOl CC-14)’ nmin bazi farmakolojik aktivitelerinin
arastirtlmas1 amacglanmistir. Kaynak olarak kullanilan kiiltiir koleksiyonu
tiirlerin tanisinin sadece morfolojik olarak yapilmasi ile olusturulmustur.
Bu nedenle secilen tiirlerin tanilarinin genetik olarak da dogrulanmasi

calismanin giivenilirligini arttiracagindan olduk¢a onemlidir.

Chlorella sp. ve O. amphibia’ nin Oncelikle belirtilen kiiltiir
koleksiyonu projesinde Onerilmis olan optimum kosullarda {iretimi
yapilmig ve biiylimelerinin duragan fazinin sonunda hasat edilen hiicreler
liyofilize edilip toz haline getirildikten sonra Sokslet ekstraktoriinde
aseton, kloroform, etanol, hekzan, diklorometan, metanol organik ¢ozgen
ekstreleri, Klevenger cihazinda hidrodistilasyonla ucucu yag ekstreleri
hazirlanmistir. Boyle calismalar icin daha az zaman ve ¢ozgenin
kullanildig1 kati faz mikroekstraksiyon, siiperkritik-sivi ekstraksiyonu,
basingli-sivi ekstraksiyonu, mikrodalga esliginde ekstraksiyon, siirfaktan

aracili ekstraksiyon gibi yeni ekstraksiyon metodlar1 denenmelidir.
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Ucgucu yaglarin bilesenlerinde sadece Gaz Kromatografi/Kiitle
Spektrometresi (GK/KS) analizleriyle aragtirilmistir. Elde edilen miktarin
cok az olmasi nedeniyle daha ¢ok biyokiitleye ihtiyac vardir. Uretimin
daha biiylik capta yapilmasi ve kullanilan teknolojinin gelistirilmesi
istenen miktarda biyokiitleye ulasmayr kolaylastiracaktir. Oldukc¢a iyi
aktivite gosteren c¢ozgen ekstrelerinde ise kimyasal icerik olarak bir
tanimlama yapilamamistir. Kimyasal bilesenlerin tanimlanmasi ve
saflagtirllmast i¢in Gaz Kromatografi/Kiitle Spektrometresi (GK/KS)
analizleri ve diger kromatografik analiz yontemlerinin kullanilmasina

ihtiyag¢ vardir.

Cozgen ekstrelerinin  antioksidan  ozellikleri  2,2-difenil-2-
pikrilhidrazil hidrat (DPPH) radikal siipiirme, 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikal katyon dekolorizasyon
ve P karoten renk acilmasi metotlar1 ile arastirilmigtir. Ayrica total
fenolik bilesiklerin miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi ile gallik asit standart
egrisine gore belirlenmistir. Bu yontemler bazi antioksidanlarin tespit
edilmesinde yetersiz kalmakta, bazilar1 ise olduk¢ca uzun zaman
gerektirmektedir. Siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimlerin de
tespit edilmesine imkan saglayan hazir kitler ve yeni ol¢iim yontemleri
belirlenen aktivitenin giivenilirligini saglayabilecek ve daha cok ornegi
daha kisa siirede ve daha az madde kullanarak tespit etme imkani

saglayabilecektir.

Antimikrobiyal etki ¢ozgen ekstrelerinde disk diffiizyon ve
mikrodilusyon metotlar1 ile standart antibiyotiklerle karsilastirilarak

arastirtlmistir. Bu denemelerde Onceki yillarda yazilmis olan yayinlar ve
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kitaplarda yer alan kriterler kullanilmistir. NCCLS kriterlerine dayali
olarak denemeler tekrarlanip karsilastirilabilir, yeni yOntemler

denenebilir.

Cozgen ekstrelerinin analjezik ve antiinflamatuvar aktiviteleri ile
akut toksisiteleri Swiss albino farelerde arastirilmistir. Analjezik ve
antiinflamatuvar etkinin arastirilmasinda formalin testi oldukga iyi bir 6n
deneme gibi diisiiniilebilir. Analjezik aktivitenin tam olarak tespit
edilmesi icin yine farelerde “tail-flick, hot plate ve writhing testi” gibi
uygulanan ilave testlere de ihtiya¢ duyulabilmektedir. Ayrica formalin
testinin ikinci fazinda belirlenen antiinflamatuvar aktivite si¢anlarda
pence ddem testi gibi yontemlerle ya da hiicre kiiltiirii izerinde yapilan

denemelerle netlestirilebilir.

Toksisite testlerinde kullandigimiz limit test metodu bir maddenin
toksik olup olmadig: ile ilgili yapilan en pratik ve en az hayvan
gerektiren bir metoddur. Ancak giivenilirligin arttirllmast igin ilave
testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu konuda hiicre kiiltiirleri ve Daphnia
gibi cesitli canlilar iizerinde yapilan calismalar faydali sonuglar
saglamaktadir. Ancak kimyasallarin organizmada metabolize olma
yollari, etkiledigi organlar ve etki metabolizmalarinin da aydinlatilmasi
gerekmektedir. Bunun icin farkli hayvan tiirlerinde cesitli toksisite
denemeleri yapilmal1 ve bu denemelerin de bireysel farkliliklar nedeniyle

insanlar izerindeki etkiyi tam olarak belirlemedigi unutulmamalidir.

Iceriginde aktiviteyi olumlu etkileyen sinerjik etkili bilesiklerin

varligi veya ekstre disinda bilesiklerin stabilitesinin azalmasi ihtimali
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nedeniyle ileri asamalarda izole edilecek yeni bilesiklerin aktivitesinde
kayip goriilebilir. Bu nedenle saf bilesikler elde edildiginde burada

yapilan veya benzeri denemeler yeni bilesikler {izerinde tekrarlanabilir.

Planlanan bu ¢alismanin dogal kaynaklarimizin degerlendirilmesi,
bu konuda calisan arastirmacilarin ve arastirmaci ila¢ firmalarinin tesvik
edilmesi; aktif bilesik veya bilesiklerin bulunmasi halinde de iilke
ekonomimize katki saglamasi bakimindan ayri bir 6neme sahip oldugu
diistiniilmektedir. Farmakolojik olarak aktif bulunan mikroalg ve
siyanobakterilerin daha sonraki asamalarda cesitli teknolojilerle daha
biiylik capta iiretimleriyle ila¢ halinde insanlarin kullanimina sunulmasi
ile hem diinyaya hem iilkemize biiylikk katkilar saglanmasi

beklenmektedir.
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