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"Ege Denizi Kiyilarinda Bulunan
Bazi Makro Alg Turlerinin Antimikrobiyal ve Antioks idan
Aktivitelerinin Saptanmasi "

Hazirlayan: Zerrin CAKI
Danigman : Prof. Dr. Mehmet OZTURK

OZET:

Bu calismada; birinci béliminde, Ayvalik, Candarli, Cesme ve Kusadasi bélgelerinden
toplanan 6 farkli makro alg turiniun (Cystoseira barbata, Cystoseira compressa, Sargassum
acinarium, Codium fragile subsp. tomentosoides, Enteromorpha linza var. lanceolata, Jania
longifurca,) antimikrobiyal ( antibakteriyal ve antifungal) aktiviteleri incelenmistir. iki farkli
ekstraksiyon yontemine gore kloroform ve metanol c¢ozgenleri kullanilarak elde edilen
ekstraktlar, kuyu-difiizyon yéntemine gore antimikrobiyal etki yoniinden incelenmistir. inhibisyon
etki, 10 farkli test mikroorganizmasina karsi saptanmistir. Kullanilan mikroorganizmalar;
Staphylococcus aureus ATCC 6538p, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 7064, Salmonella
typhimuriumCCM 583, Enterobacter cloacae ATCC 13047D, Escherichia coli , Candida albicans
ATCC 10231, Proteus vulgaris ATCC 6897 ‘dir. Her bir ekstraktin verim hesabi yapilarak, uygun
dilisyonlardan sonra test mikroorganizmalarina karsi denenmis ve inhibisyon etkisi zon caplari
olarak dlculmistir. Sonuclarda tim alg tirlerinin bazi ekstraktlarinda belirgin inhibisyon zonlari
elde edilmistir, en yiksek inhibisyon etki ise Codium fragile ve Enteromorpha linza turlerinde
g6zlenmistir. Bu tirlerde antimikrobiyal etki daha c¢ok Bacillus tirleri, E.coli, ve Enterococcus
faecalis’e kars1 gozlenmistir.

Calismamizin ikinci bdliminde, yine ayni bdlgelerden toplanan 6 makro alg tirl
(Padina pavonica, Sargassum acinarium, Cystoseira barbata, Jania longifurca, Caulerpa
racemosa , Laurencia obtusa ) antioksidan etkinligi yonunden incelenmistir. Antioksidan
kapasite spektrofotometrik olarak ve HPLC cihazinin kullaniimasi ile kromotografik olarak
Olctlmustir. Antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi, canli sistemlerde
reaktif oksijen turlerinden kaynaklanan hasar etkilerinin giderilmesinde &nemli roller
oynamaktadir. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi ve hiicre membran hasarinin géstergesi
olan lipid peroksidasyon (LPO) duzeyleri, alg turlerinde olculmustir. Lipid peroksidasyon
dizeylerinde anlamh korelasyon saptanmasi icin, o©rneklerin toplam protein icerigi de
spektrofotometrik olarak dlgulmis ve sonuclar degerlendirilmistir. GSH-Px etkinligi bakimindan
en yuksek dizey Padina pavonica (13,775 U/L) tirinde elde edilirken, en yiksek lipid
peroksidasyon 0riini olan malondialdehid (MDA) degeri ise Sargassum acinarium (2,228
mmol/mgr) tiriinden elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Deniz algleri, antimikrobiyal etki, antioksidan etki, kuyu-difiizyon
yontemi, HPLC teknidi, spektrofotometrik ydntem, enzim aktivitesi, glutatyon peroksidaz,
malondialdehid
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" Antimicrobial and Antioxidant Activities of
Some Macro Algae from Aegean Sea"

Prepared by Zerrin CAKI
Ph.D Thesis, Department of Biology, Celal Bayar University
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZTURK

ABSTRACT:

In the first part of this study, six different macro algae species (Cystoseira barbata,
Cystoseira compressa, Sargassum acinarium, Codium fragile tomentosoides, Enteromorpha
linza, Jania longifurca,) were investigated for their antimicrobial (antibacterial and antifungal)
activity. Two different extraction method were used for chloroform and methanol extraction and
then well diffusion method was used for measure the activity inhibition zones. The
microorganisms that were used are; Staphylococcus aureus ATCC 6538p, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Bacillus cereus ATCC 7064,Salmonella typhimuriumCCM 583, Enterobacter cloacae ATCC
13047D, Escherichia coli , Candida albicans ATCC 10231, Proteus vulgaris ATCC 6897.
Codium fragile and Enteromorpha linza extracts showed the highest inhibitory effect on some
strains.

Second part of this study, six different macro algae species (Padina pavonica, Sargassum
acinarium, Cystoseira barbata, , Jania longifurca, Caulerpa racemosa, Laurencia obtusa )
which were collected from the Aegean Sea were investigated for their antioxidant activity.
Antioxidant enzyme glutathione peroxidase (GPx), in vivo play important roles for removal of
damaging effects caused by reactive ocygen species in living organisms. The activity of this
enzyme and lipid peroxidation (LPO) levels of as a membrane damage marker were
investigated in these algae. Tests are performed by tho methods; spectrophotometrically and
high pure liquid chromotography technique. The total protein contents of the algal samples were
measured by BCA method. Highest antioxidant activity according to GPX was measured from
Padina pavonica (13,775 U/L), it was followed by Sargassum acinarium, Jania longifurca,
Caulerpa racemosa, Laurencia obtusa and Cystoseira barbata. While highest protein content
was measured in L. obtusa, the lowest protein was measured in S. acinarum. As the results of
MDA/protein (mg) contents were compared, S. acinarum had the highest activity.

Key words: Seaweed, antimicrobial activity, antioxidant activity, well-diffusion method, HPLC
method, spectrophotometric method, enzyme activity, glutathion peroxidase, malondialdehyde



1.GIRIS

Bircok hastaliga iyi gelebilen dogal aktif maddelerin insanliktan 6nce var oldugu
disundlurse, bu konudaki bilimsel stirecin de ne kadar eskiye dayandigi tahmin edilebilir. Bu
konudaki calismalari kapsayan tip tarihini bilimsel sirec icerisinde degerlendirirken bundan
onceki donem yani deney 6ncesi dénemi de deneme — yanilma, kisaca deneyim dénemi olarak
nitelendirebiliriz. insanlarin ilk duyarhliklari ve viicutsal tepkileri agrilarla baslamistir, boylece

dikkatler bu yénde yogunlasmistir.

Deney Oncesi donemde bilim; dinin, buyulerin ve geleneklerin egemenliginde, hastaliklarin
k6t ruhlardan ileri geldigine ve kota ruhlarin bedenden dinsel térenlerle kovularak hastaliklarin
iyilesebilecegine inanilan bir dénemi kapsamaktadir. Bu nedenledir ki, hekimlerin ilk dnculeri

dini liderler ya da buydcdulerdir.

Deneysel donem ise, 1789 Fransiz Devrimi ile ivme kazanmistir ve sorgulayici, akilci
pozitivist yaklagimlarin hizla bagladigi donemi kapsamaktadir. Ancak bu dénemde hekimler
klinik tan1 ve gdzlemde basarili olurken, tedavide yetersiz kalmiglardir ve farmakolojiye olan ilgi
artmisg, iyilestirmeye yonelik calismalara baslanmistir. Farmakolojik yaklasimla siregelen
bilimsel sirecte sentetik maddelerle ugrasmak yerine, dogal bitkisel kaynaklarin icerigi ve etki
mekanizmasi anlasiimaya calisiimistir. Kimyadaki gelismeler de bitkilerdeki aktif maddelerin
iceriginin anlasiimasinda oldukca yarar saglamistir. Friedrich Wilhelm Sertiirner 1805 yilinda
afyondan morfini ayirmis ve bunu digerleri izlemistir, izleyen calismalarla da bitki ekstrelerinin
biyl ya da yasam giclerini simgeleyen maddeler olmadidi, yasayan organizmalar tzerindeki
etkilerden asil sorumlu maddeler oldugu anlasiimistir. 20. Yizyilin baslarinda sentetik kimyanin
baslangici ve yeni arastirmalar ile farmasotik endustri ve sentetik ajanlar giindeme gelmistir,
1909’ da Paul Ehrlich’in sifilize etkili ilk arsenik sentetik bilesikleri bulmasi ile antimikrobiyal
kemoterapinin dni aciimistir. Antimikrobiyal kemoterapinin modern ¢agi 1936’da silfonamid’in
klinikte kullaniimasiyla baglamistir. Antibiyotiklerin altin ¢cagi ise, 1941 yilinda Penisilinlerin klinik
denemeler icin kisith miktarda tretimi ile baslamistir ve giinimuizde hastanede yatan hastalarin
yaklasik %30’'una antibiyotik tedavisi uygulanmaktadir ve milyonlarca kiginin 6élumcuil olabilen
hastaliklari iyilestirilmistir. Ancak bu ajanlar ayni zamanda hekimlerin c¢ogunlukla yanhs
kullandiklari ve yaygin kullanimlari nedeni ile de antibiyotiklere direncli patojenlerin gelisimi ile

sonuglanmistir. Bu durum yeni antibiyotiklere gereksinimi arttirmistir.

Antibiyotikler, bakteri veya mantarlardan sentez edilen, diger mikroorganizmalarin
gelisimini engelleyen bilesiklerdir, son yillarda antibiyotik terimi icerisine mikroorganizma trdni

olmayan sentetik antimikrobik maddeler de eklenmistir. Bakteriyal, viral, fungal replikasyon



mekanizmalarinin molekiler dizeyde aydinlatiimasi ile bu mikroorganizmalarin yasam
dongllerini bozabilecek yeni maddeler Uzerinde surekli ¢calisiimaktadir. Ancak bu calismalar
surekli ek maliyetler getirmekte ve ekonomik boyutu distnuldiginde tedavi giderlerinde hizli

bir artis izlenmektedir.

Bir infeksiyonun tedavisinde 6nemli olan, infeksiyonu inhibe edecek miktarda antibiyotigin
hedef bdlgeye baglanmasidir. Eger konakginin savunma sisteminin etkinligi oldukca yiiksek
diizeyde ise, bu durumda mikrobiyal protein sentezini yavaslatabilen veya hiicre bélinmesini
engelleyen inhibitér bir maddenin bakteriyostatik etkisinin ortaya cikarilabilmesi gerekmektedir.
Eger konak¢l savunma sistemi iyi calismiyorsa tam etkili dldirmeyi temel alan bakterisid etki
olusturulabilir.  Antimikrobik bir ajanin kullaniminda ©6nemli olan, insanda toksik etki
olusturmayacak konsantrasyon ile, mikroorganizma gelisimini engelleyen madde
konsantrasyonunu dogru belirlemek ve bu dogrultuda dizgiin ila¢ kullanimini saglayabilmektir.
Bir infeksiyonun tedavisinde secilecek dogru antimikrobiyal ajana karar verebilmek, farmakolojik
ve mikrobiyolojik faktdrler hakkinda ayrintih  bilgiye ve analiz glclne sahip olmayi
gerektirmektedir. Antimikrobik ajanlarin kullanimina karar verilmesinden sonra, klinik tablo da
dikkate alinarak bircok test yapilmasi 6ngorilebilir. Bu testler arasinda siklikla kullanilan,
antimikrobiyal ajanlara karsi mikrobiyal duyarlilik testidir. Bu testler disk-difiizyon testi ve agar
dilisyon testlerini kapsamaktadirlar. Disk difiizyon testi basit ve ucuz bir yontemdir, belirli bir
mikroorganizmaya karsi gosterilen antimikrobiyal duyarliigin nitel ve vyari nicel olarak
Olcilmesine olanak verir. Antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi istenen maddeler belirli
miktarlarda dnceden mikroorganizma emdirilmis steril plakalar Gzerine inokule edilerek, 18-24
saatlik inklibasyon sonrasi disklerin veya mikro kuyucuklarin etrafindaki temiz inhibisyon
bdlgesinin dlctlmesi ile belirlenebilmektedir. Bununla birlikte 18-24 saatlik inkiibasyon silresi
icinde bakteriyal gelisimi belirgin diizeyde inhibe eden en disiik madde konsantrasyonu da

‘minimum inhibitér konsantrasyon’ olarak tanimlanmaktadir.

Antimikrobiklere direncli suglarin ortaya ¢ikmasi, sentetik kaynakh ilaclarda gérilen yan
etkilerin ¢cok olmasi, antibiyotiklerin bilingsiz kullanimi ve ekonomik boyutu distndldaginde, bu
durum bilimi dogal hammadde arayisina yonlendirmistir. Dodal hammadde arayisi ile ilgili
arastirmalar en ¢ok bitkiler Gizerinde yogunlagsmistir. Bitkilerin bagisiklik sistemi olmadigi halde
dogada bulunan diger organizmalarin zararli etkilerine karsi diren¢ gdstermeleri ve bir savunma
mekanizmasi olusturmalari oldukca ilginctir, 6rnegin 2004 yilinda cay ve antibiyotiklerin ortak
antimikrobiyal etkisi Uzerine bir ¢calisma yapilmistir. Cay yapraklarindan elde edilen 6zitler,
inhibe edici antibiyotik etkisi icin kullanilan miktarin altindaki dozda antibiyotik ve elde edilen
Ozatlerin belli miktarinin karistirimasi ile belli mikroorganizmalara karg! antimikrobiyal etkisi

incelenmistir. Sonu¢ olarak, mikroorganizma gelisimini engelleyen konsantrasyonlara



bakildiginda, yesil cay ekstrelerinin, siyah caya goére daha disik konsantrasyonda etki
gosterdigi saptanmistir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu saptanan ekstraktin gentamisin
gibi bazi antibiyotiklerle birlikte ortak etkisi Shigella dysenteriae’ye kargl denenmis ve antibiyotik
etkinin arttig1 gozlenmistir. Diger mikroorganizmalara karsi da benzer sonuclar elde edilmis ve
ozellikle enteropatojenlere karsi ilag direncliligi problemine karsi etkin olabilecegi sonucuna
variimistir (Tiwari ve ark., 2005). Bitki ekstrelerinden oldugu gibi alg tidrlerinin bircogu da
antibiyotik etkinligi yoninden incelenmistir. Alglerin geleneksel olarak tedavi amacl kullanima
sahip olmalari (Fitton, 2006), bunun yani sira bazi deniz alglerinden bakteriyostatik ve
bakterisidal aktiviteye sahip bilesenlerin belirlenmis olmasi gibi nedenlerden dolayi diinyanin
bircok bdlgesinde algler Uzerinde antimikrobiyal ydnden farmakolojik olarak calismalar
yapilmaktadir (Hornsey ve Hide ,1985; Ehresmann ve ark,1997; Vlachos ve ark.,1999; Ozdemir
ve ark, 2006; Karabay-Yavasoglu ve ark, 2007 ).

Yuzimuzi hangi yana cevirsek, bir canh tirini, yasamini sirdirebilmek icin cok yogun
sekilde ugrasirken bulabiliriz. Bir avug toprakta veya suda, her yikseklikte ve derinlikte, sicak su
kaynaklarinda, okyanusta veya havada, kupkuru ¢dlde veya muson ormanlarinda; evrim akla
gelebilecek her canl turine bir yer bulmus goérunir. Duyularimizla beraber yemek, icmek,
uremek, sevmek, korumak ve daha birgcok bicimsel ve algisal 6Ozelliklerimiz evrimin
hizmetindedir. Degisme ve dogal secilim varolma cabamizi aciklayabilir mi? Herseyin nasil
gelistigini ayrintili olarak timdiyle bilemesek te, prensip olarak degisme ve dogal secilim
arasinda ki karsilikli etkilesimin sirekli genisleyen ve buiyiyen bir karmasikliga yol acabilecegini
gorebiliriz. Fizigin temel kurallarindan olan tim sistemler diizensizlik yoninde dogal bir egilime
sahiptir goériisi de bu prensibe dayanmaktadir. Eger diizensizlik yoninde ki egilimi arttirmak igin
enerji harcanmazsa, maddenin daha fazla dizenlilik gosterme olasiidi azalr ve dizensizlige
karsl koyamaz. Bu nedenle, bir hiicrede yasamin sirmesini saglayan tepkimelerin olmasi icin
her evrede enerjiye gereksinim vardir. Aerobik canlilar, yasamsal acidan gerekli kimyasal ve isi
enerjisini saglayabilmek amaciyla, karbon ve hidrojen atomlarinca zengin molekdlleri oksitlemek
icin oksijen molekulinu kullanirlar. Eger bir madde atomun geri kalani ile birlikte ya da onsuz,
elektronlarini kendisinden daha elektronegatif( genellikle oksijen) bir maddeye kaptirirsa
oksitlenir ve oksidasyon sonucunda enerji kaginilmaz olarak serbest kalir (Keeton ve Gould,
1999). Oksijenin kullanimi sirasinda toksik etki gosteren bazi ara bilesikler meydana gelebilir.
Ozellikle hiicresel diizeyde toksik etki gosterirler. Bunlara genel olarak reaktif oksijen tirleri
denir. Reaktif oksijen formlarinin dretimi bitki metabolizmasi icinde 6nemli bir yere sahiptir (
Hippeli ve ark. ,1999 ) . Fotosentetik canlilar icerisinde yaralanma veya anormal sicaklik gibi
cevresel faktorler, reaktif oksijen tirlerinin [ 6rnegin, superoksid radikal anyonu (O,), hidroksil
radikali (OH") ve hidrojen peroksit (HZOZ') ] artan Uretimi ile oksidatif stres yaratirlar (Asada,
1999; Apel & Hirt, 2004 ). Artan oksidatif stres, antioksidan sistem ile ilgilidir. Antioksidan



sistem, olusan serbest radikallere karsi etki gostererek bunlarin zarar vermesini onler.
Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve ilaclar olmak (zere iki grupta toplanabilir. Dogal
antioksidanlar arasinda enzimler (superoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT, glutation peroksidaz -
GPx, glutation rediktaz, sitokrom-C-oksidaz, hidroksiperoksidaz),  makromolekiller
(seruloplazmin, transferrin, ferritin, myoglobin, haptoglobilin) ve mikromolekdller (B-karoten, A-
vitamini, C-vitamini, E-vitamini, tokoferoller, thiol icerenler, glutation (GSH), N-asetil sistein,
metionin, kaptopril, ubiguinon) sayilabilir (Hilmi,1994). Oksidatif strese karsi antioksidan
maddelerin tespit edilmesi dogal kaynaklarimizdan olan alg turlerinin oksidatif modifikasyona

bagh bircok hastaligin tedavisinde kullanilabileceklerini distndirmektedir.

Calisma konumuzu olusturan deniz alglerinde antimikrobiyal ve antioksidan etkilerin
incelenerek, diger biyolojik proseslerle iligkilendirip farmakolojik etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Makroalglerin dinyadaki yaygin kullanimi disinidldiginde, ekonomik boyutu
oldukca biylk bir endistri oldugu goérilmektedir. Alglerin endistriyel kullanimlari, besin olarak
kullaniimalari ve diger yaygin kullanim alanlarinin yaninda son 40 vyildir sekonder
metabolitlerinin etkilerinin incelenmesine yo6nelik calismalar yapilmaktadir. Bu calismalar
biyolojik olarak etken maddenin tespitine yonelik olarak, alglerin antimikrobiyal, antiviral,
antifungal 6zelikleri ( Baslow,1969), sitotoksik anti timoral etkileri ( Gonzalez ve ark.,1982; El-

Masry ve ark.,2005 ) ve antioksidan ( Lim ve ark., 1998) etkileri Gizerinde yogunlagmaktadir.

Bilimsel alanda, gdzlemlerimizi, fikir ve bilgi birikimlerimizi deneysel bir diizleme oturtarak,
evrensel olarak kanitlanabilir ufak ama saglam bilgi parcalari olusturmaya calistik. Dogaya
dogrudan ve acikca yoneltilen sorulardan, herkesce kabul edilebilen yalin sonuclar elde etmek
mUmkindir ve bizler de dogaya sorular sorduk, denizlerden bilgi aldik, deneyler yaptik;
calismamizin ileride yapilacak c¢alismalara yon vermesini, dogada bitin canlilar icin yasami

daha iyi yapma c¢abasinda olan tim arastirmacilar i¢in kaynak olmasini diliyoruz.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Bazi Makro Alglerin Antimikrobiyal Aktiviteler [

Tarih boyunca insanlar ile hastaliklara sebep olan cok sayida mikroorganizma arasinda
surekli bir savas olmustur. Veba, tiberkiloz, sitma ve son zamanlarda HIV/AIDS hastaliklari
insan topluluklarinda ¢cok sayida Kisiyi etkileyerek, hastalik ve dlimlere sebep olmustur. 20. yy
ortalarinda antibakteriyel ilaclarla ilgili gelismeler ve infeksiyon kontroliinde yardimci olan diger
araclarin katkisi ile bu savas insanlarin lehine donmustir. Bakteriyel infeksiyonlar agisindan
1940’larin baslarinda penisilinin bulunmasi durumu duizeltmistir. Ancak bu iyi hal durumu kisa
sureli olmustur. Antibakteriyel ajanlarin yaygin kullaniimaya baslanmasindan hemen sonra
bakteri cesitli direng formlari ile karsilik vermistir. Antimikrobiyallerin kullanimi artikca bakteriyel
patojenler tarafindan ortaya konan direng mekanizmalari daha da artmis ve karmasik bir hal
almistir. Bununla birlikte insanlarin infeksiyonlara kargl Ustin gelme cabasi bu glne kadar

devam etmistir (Kuyucu, 2007).

Gunumuizde sentetik antimikrobiyal maddeleri tanimlama ve gelistirme asamalarinin yiiksek
maliyetler gerektirmesi ve zamanin verimli kullanimi gerekliliginden, calismalar dogal aktif
bilesenleri bulma ve gelistirme alanina dogru yon degistirmistir. Eger antimikrobiyal maddeler
dogal kaynaklardan elde edilirse, sentetik maddelerin neden oldugu yan etkilerinin de ortadan
kalkacag! ve bazi antibiyotiklere karsi diren¢ olusturmus tirler icin de alternatif olabilecekleri
disunidlmektedir. MRSA ve vankomisine direnc¢li Enterococcus (VRE) tlrleri insan saghgini
ciddi anlamda tehdit eden c¢oklu direng gosteren tilerdir (Lampinen,2005). Halen giinimiizde bu
turler icin yeni antibiyotikler aranmaktadir ancak son birka¢ yildir yeni antibiyotiklerin bulunusu
oldukca azalmistir (Wise, 1998). 1980 sonrasi, antibiyotik madde arayan bir¢cok kurum finansal
zorluklar nedeni ile calismalarini sonlandirmiglardir ve sadece bu konuda énemli arastirmalar
devam etmistir. Sonuca bakilirsa bakteriler ile yapilan savasta bakteriler hicbir zaman teslim
olmamisglardir ancak ila¢c firmalari ve yapilan arastirmalar onlari bir sekilde teslim almistir
(Varaldo, 2002).

Antimikrobiyal madde arayisinda ki calismalar dogal kaynaklardan hammadde arayisina
yonelmigtir. Algler Uzerine de diinyada bircok calismalar yapiimistir. Bu c¢aligmalar, alglerin
antimikrobiyal etkinligi, bu aktiviteyi etkileyebilecek cevresel etmenler; mevsimsel degiskenler,
sicaklik, i1s1, madde yapisi gibi ve icsel etmenler bircok calismada arastiriimistir ve halen daha

bu konuda yapilan calismalar devam etmektedir.



Hornsey ve Hide tarafindan 1974 yilinda yapilan bir calismada test organizmasi olarak
kullanilan 5 bakteri tiriine karsi, Britanya ‘da belirli bir bdlgeden toplanan 151 alg turd
antibakteriyal madde Uretimleri yoninden incelenmiglerdir. Bunlardan Asparagopsis armata,
Bonnemaisonia asparagoides, Bonnemasonia hamifera, Chondrus crispus, Dilsea carnosa,
Gloiosiphonia capillaris, Sphondylothamnion multifidium, Desmarestia aculata, Desmarestia
ligulata, Laminaria digidata, Dictyopteris membranacea, Dictyota dichotoma, Halidrys siliquosa
ve Rhodomelaceae familyasinin bircok dyesinin antibakteriyal 6zelliklerinin 6ne c¢iktigi
g6zlenmistir. Antibiyotik Uretimi bircok familya icin karakteristik olsa da, antibiyotik tretimi ve
taksonomi arasinda c¢ok fazla baglanti saptamak mumkin degildir ve sonuclar géstermistir ki,
alg tarafindan Uretilen antibiyotik miktari mevsimlerden etkilenmektedir (Hornsey ve Hide,
1974). Bircok algin denizden cikarildiktan sonra enzimatik bozunmaya ugradigi bilinmektedir
(Haas,1935) ve bundan dolayi taze iken inceleme yapilir. Tallustan disk érnekleri, antibakteriyal
aktivite icin o6lcilduginde inhibisyon zonlarinin 6lclist agikca go6zlenmistir (Hornsey ve
Hide,1974). Sonuclar Chlorophyceae, Phaeophyceae ve Rhodophyceae siniflari icindeki
genuslarda antibakteriyal aktivite oldugunu goOstermigtir. Tek bir sinif icerisindeki
orneklemelerde bir tir aktif iken, diger bir tir inaktif olabilmektedir. Ornegin Chondrus crispus
aktif, Gigartina stellata inaktif ve Laminaria digitata aktif, Laminaria hyperborea inaktif
bulunmustur. Su anda bunun herhangi bir agiklamasi bulunamamistir. Yil boyunca toplanip
calisilan algler, bu ¢calisma sonucunda l¢ kategoriye ayrilmiglardir. (a) yil boyunca degismeyen
aktivite gosterenler (6r: Polysiphonia lanosa ), (b) inaktivitenin yilksek oldugu dénem (6r:
Laminaria saccharina ), (c) yilhin belli bir periyodunda yiksek aktivite gosterenler (6r: Laminaria
digitata) . Bircok alg ilkbaharda belirli aktivite gostermistir ve bu durum onlarin maksimum

gelisim periyodu ile iligkilendirilebilir (Hornsey ve Hide, 1974).

Kahverengi alg, Cytoseira tamariscifolia ekstraktinin; hegzan, etil eter ve diklorometan
fraksiyonlari ilging antimikrobiyal aktiviteler ve sitotoksisite gostermistir (Abourriche,1999).
Cytoseira turinden kahverengi algler, enzim inhibitdrleri, hicre bdolinme inhibitorleri,

antibakteriyal ve antitimoral bilesenler icerirler (Faulkner, 1984).

Hindistan'in kuzeybati bdlgesinden toplanan bes farkli deniz algi; Caulerpa taxifolia,
Chaetomorpha antennina, Cladophora fascicularis, Ulva lactuca ve Gracilaria corticata bes
bakteri ve ¢ mantar turiine kargi antimikrobiyal aktiviteleri yoniinden incelenmistir. Caulerpa
taxifolia, Chatemorpha antennina ve Garcilaria corticata; Bacillus subtilis ve maya Candida
albicans’a karsi 6nemli inhibisyon gostermistir, bunun yaninda Chaetomorpha antennina farkl

mevsimlerde antimikrobiyal etki ydninden énemli farkhliklar gostermistir (Crasta ve ark.,1997).



ispanya Kanarya adalarindan toplanan 44 makroalg tiirii, antibakteriyal ve antifungal
madde dretimleri yoniinden, Gram (-) ve Gram (+) bakteriler, mikobakteriler, maya ve kiflere
kars! test edilmistir. Toplam 28 tur antibakteriyal aktivite gosterirken, 6 tur antifungal aktivite
gOstermistir (Gonzales del Val., ve ark.,2001). Tar sayisindaki cesitliligi gostermek amaci ile
sonuglar asagidaki tabloda gosterilmistir. Ectocarpales ordosu hari¢ olmak Uzere tirlerin cogu
Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis mikroorganizmalarina karsi yuksek aktivite
gOstermigstir. Asparogopsis taxiformis alg turl hari¢, diger tdrlerin timunin, Pseudomonas
aeruginosa ve Serratia mercescens mikroorganizmalarina karsi inaktif olduklari saptanmistir.
Alg tdrlerinin blyluk c¢ogunlugu Aspergillus fumigatus tiriine kargi belirgin bir aktivite
gOstermemistir. Gonzales del Val. ve ark.’nin 2001 yilinda yaptiklari ¢alismaya ait sonuglar

Tablo 2.1.1.’de gosterilmistir.

Kirmizi alg turdl Laurencia majuscula‘’nin halojenli metabolitlerinin antibakteriyal aktivitesi
arastinimistir. Laurencia'nin (Rhodomelacea) ikincil halojenlenmis kimyasallarla ilgili blyik
capta Uretim yaptidi bilinmektedir. Laurencia ile yapilan bu arastirma; ekstraksiyon, izolasyon,
yaplyl aydinlatma ve Laurencia majuscula’nin ikincil metabolitlerinin antibakteriyal aktivitesini
kapsamaktadir. Asil iki bilesen elatol ve izo-obtusol izole edilmistir. Antibakteriyal aktivite disk-
difizyon metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Elatol test edilen yaygin antibiyotiklerle
karsilastinldiginda esit veya daha fazla antibakteriyal aktivite gosterirken, iso-obtusol; Klebsiella
pneumonia ve Salmonella sp.'ye karsi yaygin antibiyotiklere esit etki gostermistir. Her iki
bilesenin minimum inhibisyon konsantrasyonunun antibiyotikler kadar ©6nemli olmadigi
gOsterilmistir. Bakteriostatik etkiler gdzlenmis ancak bakterisidal aktiviteler gézlenmemistir (
Vairappan, 2003 ).

Deniz alglerinden elde edilen bircok maddenin farmakolojik aktiviteye sahip oldugu
gOsterilmistir (Rubenstein ve John,1974; Ahmad ve ark.,1992, Awad,1998 ).

Tablo2.1.1. Alglerin antimikrobiyal aktiviteleri. inhibisyon zon caplarina gére aktivite
gosterilmigtir. ( +++ = 15 mm, ++ < 15 mm, + belirsiz ¢ok az inhibisyon zonu, - aktivite yok ).
Mikroorganizmalar: Asp: Aspergillus fumigatus MF5668, Bac: Bacillus subtilis MB964, Can:
Candida albicans MY1055, Ent: Enterococcus faecium MB5571, Myc: Mycobacterium
smegmatis MB233, Ps: Psuedomonas aeruginosa MB979, Sac: Saccharomoyces cerevisiae
W303, Ser: Serratia mercescens MB252, Sta: Staphylococcus aureus MB5393 )(Gonzales del
Val ve ark.,2001).
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Dunyanin farkli bolgelerinden antimikrobiyal aktivite icin yapilan bazi caligsmalar ve

orneklenen tirler Tablo 2.1.2.’de go6sterilmistir. Buna gore 6rnegin; Asparagopsis armata

turinde yuksek inhibisyon zon degerleri gorulurken, yine farkll bir turiinde; Asparagopsis

taxiformis’de disik inhibisyon zonlari gérilmustir. Bu konuda taksanomik kiyaslamalar yapmak

yanlis sonuglara gotirebilmektedir. Staphylococcus aureus, Bacillus cereus Ve Enterobacter




cloaceae'ye karsgl genel olarak tim tirler belirgin bir aktivite géstermistir. Caligilan tirler
arasinda en yiksek aktivite gbzlenenler, Bonnemaisonia asparagoides, en ¢ok Staphylcuccus
aureus, Bacillus cereus ve E. coli ‘'ye karsli aktivite gosterirken; E. linza tir{, bircok organizmaya
kargl inaktif bulunmustur. Freile-Pelegrin ve Morales 2004 yilinda, Meksika kiyilarindan
topladiklari Caulerpa prolifera 'nin etanolik ekstraktlarinin B. subtilis (9.6 mm), E. feacelis (10.7),
M. luteus (9.3)a karsl inhibitor aktivitesini saptamisglardir. Kloroform/metanol (2:1)
ekstraktlarinin ise ayni mikroorganizmalara karsi sirasiyla 10, 11.3 ve 7.7 mm inhibisyon zon
caplan belirtmislerdir. Caulerpa racemosa tirinin etanolik ekstraktinin sadece B. subtilis (7.3
mm)’e karsi, kloroform/metanol (2:1) ekstraktinin (7 mm) yine B. subtilis’e karsi etkili oldugu
gOrulmastir. Ayrica Caulerpa tirlerinin rizomlarina goére dst kisimlarinin terpenoid metabolitler
bakimindan daha zengin oldugunu belirtmislerdir. Salvador ve ark. 2007 yilinda, 82 denizel
algin antimikrobiyal aktivitelerini incelemis ve kirmizi alglerden Bonnemaisoniales ordosu

uyelerinin en aktif grup oldugunu belirtmiglerdir.

Ulkemizde de antimikrobiyal etkinlik inceleme calismalari birgcok arastirmaci tarafindan
yapilmistir ve calismalar devam etmektedir. Turkiye'den antimikrobiyal aktivite i¢in rapor edilen
calismalar Tablo 2.1.3.'te belirtilmigtir. Ozdemir ve ark. 2006 yilinda, Dictyopteris membranacea
ve Cyctoseira barbata’ nin degisik ekstraktlarinin ve ucucu yaglarinin antimikrobiyal etkinligini
incelemiglerdir ve ucucu yaglarinin test organizamalarina kargi 6nemli bir etkiye sahip
olmadigini, incelenen metanol ve hegzan ekstraktlarinda, metanol ekstraktlarinin daha fazla
inhibitor etkiye sahip oldugunu bulmuslardir. Haliki ve ark. 2005 yilinda , Foca ve Karaburun'dan
topladiklari érneklerde 6nemli bir antifungal etki saptamamislardir. Tiney ve ark. 2006 yilinda ,
Urla kiyillarindan toplanan bazi makro alglerde antimikrobiyal etkinlik calismalari yapmislardir ve
alglerin kuru ve yas olarak etkinligini incelemislerdir. G. gracilis ve Ulva rigida yas 6rneklerinden

elde edilen dietil eter ekstraktlarinda oldukca fazla inhibisyon zon olusumu gézlenmistir.

Tablo 2.1.2. Dunyanin farkh bélgelerinden bazi denizel alglerin antimikrobiyal aktiviteleri.
[MI: Micrococcus luteus, Sa: Staphylococcus aureus, Bs: Bacillus subtilis, Pa: Pseudomonas
aeruginosa, Ec: Escherichia coli, Ef: Enterococcus faecalis, Ca: Candida albicans (-: test

edilmemis, In: inaktif, zon ¢capi mm’dir)].
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Tablo 2.1.3. Tirkiye'den antimikrobiyal aktivite icin rapor edilen calismalar ve tirler. [(++): - 10-

15 mm zon c¢api; (+):7-10 mm zon c¢api; (+++): =2 15 mm zon capi; CA: Candida albicans, EF:

Enterococcus faecalis,

PA: Pseudomonas aeruginosa, EC:Enterobacter

cloaceae, SA:

Staphylococcus aureus, SE: Staphylococcus epidermidis, BC: Bacillus cereus, ST: Salmonella

typhimurium, ECI: Escherichia coli, BS: Bacillus subtilis

|
Tirler/Rapor eden Ornekleme Yeri Etken giizgen I ‘ Inhibittr etki ve derecesi
Cystoseira mediterranea | by Dietil eter CA, EF, PA, E.coli {(++)
Zmir
{Tuney, |. ve ark., 2008) Etanol CA, EF, PA, E.coli (+)
C. barbata [zmir Hexane SE (+), SA (++), PA (+),EC(+)
{ Ozdemir, G. ve ark., 20086) Kloraform I SE(+), SA (+) ,ST(+) |
C. barbata ;
) Canakkale Metanol SA, EF, EA, E.coli (++)
(Taskin,E. ve ark., 2007)
Ulva rigida izmi Dietil eter CA, EF, PA, E.coli {(++)
zmir
{Tuney, |. ve ark., 2008) Etanol CA, EF, E.coli{+)
U. rigida
) Canakkale Metanol SA (+++)
(Taskin,E. ve ark., 2007)
Gracilaria gracilis i Dietil eter CA, EF, PA, E.coli (++)
zZmir
{Tuney, |. ve ark., 2008) Etanol CA, EF, PA (+)
Enteromorpha linza — Metanol SA(+++), BC (++)
Zmir
{(Sukatar A, ve ark, 2008) Kloroform ST, PA, EC (++)
Padina pavonica )
lzmir
{Tuney, |. ve ark., 2008) Etanol CA, EF, PA, EC (+)
Colpomenia sinuosa
lzmir :
{Tuney, |. ve ark., 2008) Acetone E.coli (+)
Halopteris filicinae
. Aywalik Metanol SA (++)
(Taskin E. ve ark., 2007)
Dictyota dichotoma
; Ayvalik Metanol SA (++)
(Taskin,E. ve ark., 2007)
D. linearis
Izmir .
{Tuney, |. ve ark., 2008) Etanol CA, E.coli (++)
Dictyopteris membranaceae \zrmi Hexane, SE(+), SA (++), CA (+++)
Zmir
[ Ozdemir, G. ve ark., 2008) Kloroform BS, ST, PA, EC, E.cali {++)
Ectocarpus siliculosus zmi Dietil eter CA, EF, PA, E.coli (++)
Zmir = |
{Tuney, |. ve ark., 2006) Etanol CA, EF, PA, E.coli(+)
Ceramium rubrum : e
lzmir Dietil eter EC (+)
{Tuney, |. ve ark., 2008)
Acantophora najadiformis
lzmir Dietil eter ChA, EF PAE coli (+)
{Tuney, |. ve ark., 2006)
Cladostephus spongiosus
: Ayvalik Metanol SA [ ++)
(Taskin,E. ve ark., 2007)
Jania rubens Metanol SE(+), SA(+++), 5F, BC, ST,
(Karabay Yavasoglu, U.ve ark. lzmir PA, ECI, EC {++)
,2007) Kloroform ' SE,SA SF,BS ST PA EC CA(++
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Tuarkiye'den rapor edilen antimikrobiyal etkinlik calismalarinda, hemen her yil yeni turler ve
yeni istasyonlar Uzerinde yogunlasilarak calismalar sirekli devam etmektedir. Tagkin ve ark.
tarafindan 2007 yilinda yapilan bir calismada, Ayvalik'tan toplanan C. officinalis, D. dichotoma,
H. filicina, C. spongiosus f.verticillatus turlerinde ve Canakkale’den toplanan C. barbata ve U.
rigida orneklerinden antimikrobiyal etkinlik izleme calismalar yapilmistir. Sonu¢ olarak test
edilen tum turlerin S. aureus’a karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve 6zellikle C. officinalis ve
C. barbata turlerinin E. faecalis, Enterobacter aerogenes, Escheichia coli, E. coli O157:H7

mikroorganizmalarina karg! yuksek aktivite gosterdigi saptanmistir.

Karabay-Yavasoglu ve ark. 2007, Jania rubens (Corallinales, Rhodophyceae) tirinin
metanolik ve kloroform ekstraktlarinin énemli bir inhibitor etkiye sahip oldugunu buna karsin
ucucu yaglari acisindan test organizmalarina karsi onemli bir etkiye sahip olmadigini

belirtmislerdir.

2.2. Bazi Makro Alglerin Antioksidan Aktiviteleri

Son yillarda birgok alg turd, yeni ilaclar ve saglikli besinlerin gelistiriimesi icin biyoaktif
bilesenleri yoninden incelenmektedir. Yenilebilir algler, diyet liflerin, proteinlerin ve minerallerin
zengin birer kaynagidirlar. Glinimuzde ¢ogunlukla insanlar tarafindan yaygin olarak kullanilan
antioksidanlar karasal kaynakl gidalardan saglanmaktadir. ilk anda sayabilecegimiz gidalar
arasinda avokado, kavun, domates, greyfurt, cilek, kiraz, visne, portakal, karnabahar, brokoli,
seftali, havug, aycicek yagi, zeytinyadi cesitli antioksidan vitaminler bakimindan zengin

geleneksel uUrunlerdir.

Kuvvetli antioksidan etkiye sahip fotosentetik pigmentler bakimindan zengin olan makro
ve mikroalgler ayni zamanda antioksidan vitaminler bakimindan da zengindir. Bu antioksidan
pigmentler arasinda karotenoidleri (astaksantin, zeaksantin, kriptoksantin, lutein, a-karoten, B-
karoten), yagda eriyen vitaminlerden Vit-E turleri tokoferolleri (a-, B-, y- ve d-tokoferol) ve Vit-C
(askorbat)'yi sayabiliriz. Makro ve mikroalglerin antioksidan vitamin ve pigmentlerin yani sira
¢oklu doymamis yag asitlerinin de (Gokpinar ve ark., 2006) zengin bir kaynagdi olmasi
Onemlerini bir kat daha arttirmaktadir. Alglerin antioksidan etkinligini arastirmaya yonelik
dinyada birgcok calisma yapilmaktadir. Denizlerdeki algler artik antioksidanlarin zengin bir

kaynag olarak bilinmektedir.

Ege Denizi'nden toplanan Caulerpa racemosa turiinde mevsimsel olarak antioksidan
enzimlerdeki degisiklik izlenmistir. SOD( Stiperoksid dismutaz) ve CAT (Katalaz) enzim etkinligi

mayistan eylile kadarki sirede artis gosterirken, bu aydan sonra belirgin bir distis gézlenmistir.
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Ote yandan GSH-Px aktivitesinde inis-cikis gozlenmistir, SOD ve CAT aktivitesinde araliga
kadar artis gozlenirken, LPO aktivitesinde dusus gdzlenmistir sonucta aktivitenin, giines 1sinlari

yada deniz suyu sicakligi ile ilgili olmadigi saptanmistir ( Cavas, Yurdakog ,2005).

2006 yilinin mart ayinda, Hindistan'in Goa kiyilarindan, kayallk gélgelerden toplanan
Sargassum sp. ektrelerinin radikal supurict aktivitesi (DPPH ve hidroksil radikali) , lipid
peroksidasyon inhibisyonu incelenmistir. Buna ilave olarak lipid peroksidasyonu ve glutatyon S-
transferaz aktivitesi de arastiriimistir. Sonug olarak algin, gicli bir antioksidan 6zellik gésterdigi
ve alglerin bazi hastaliklara iyi gelebilecedi ve besinlerin saklanmasinda kullanilabilecegdi ortaya

cikariimistir (Patra ve ark. , 2008).

Kore'de yapilan bir calismada da, Eisenia bicyclis, Ecklonia stolonifera, Ecklonia cava,
Ecklonia kurome ve Hizakia fusiformisfrom tirlerinden elde edilen polifenollerin antioksidan
etkinligi incelenmistir. DPPH radikal siptrme etkisi ydontemi kullaniimistir ve sonucta kahverengi
alg polifenollerinin oldukca iyi antioksidan aktivite gdsterdikleri bulunmustur ( Kang ve ark.,
2003).

iran Korfezilnden 2006 mayista toplanan Sargassum boveanum’un antioksidan
aktivitesine bakilmistir. Spektrofotometrik bir yontem olan linoleik asit peroksidasyon yéntemi
kullanilmistir ve sonuc¢ olarak, 7mg kuru ornek/ml ¢ozgenin sulu ekstraktinin, linoleik asit
peroksidasyonunu %90 oraninda inhibe ettigi gérulmistir ve tim sayisal sonuclar, bu algin

dogal bir antioksidan kaynak olabilecegini géstermistir ( Zahra ve ark. , 2007).

Atlantik kiyilarindan toplanan Mastocarpus stellatus ve Chondrus crispus kirmizi makro
alglerin antioksidan etkinliginin mevsimsel olarak degisimi farkli stress kosullarina olan
toleranslari incelenmistir, calisma enzim etkinligi 6lcimu Uzerinden Reaktif Oksijen Turevleri ile
iliskilendirilerek sonuglanmistir ve sonugta; C. crispus turiinde, kisin ROT’lara karg! antioksidan
etkinliginde belirgin bir artis olmustur. M. stellatus tiriinde ise bahar aylarinda antioksidan

kapasitesinde artis gézlenmistir (Lohrman ve ark., 2004).

Kahverengi alglerden 11, yesil alglerden 1 ve kirmizi alglerden 5 tir olmak tGzere toplam
17 makroalg turl Gzerinde yapilan bir arastirmada Sargassum spp.’nin en yiksek antioksidan
etkiye sahip oldugu ortaya cikariimistir (Matsukawa ve did., 1997). Yine Akdeniz'de yayilim
gOsteren Cystoseira genusuna ait 8 turde yapilan bir calismada, calisilan turler arasinda
Cystoseira amentacea var. stricta ekstraktlarinin en yiksek antioksidan aktiviteye sahip

olduklari belirlenmistir (Roberto ve ark., 2001).
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Kahverengi alglerle yapilan calismalarda birgok antioksidan bilesik tanimlanmistir.
Ornegin, Eisenia bicyclis (arame) ‘den phlopheophytin ve Hijikia fusiformis’ten (hijiki)
fukoksantin tanimlanmistir. Japonya’da yapilan bir calismada, 3 farkh kahverengi alg turintn (
Scytosiphon lomentaria, Papenfussiella kuromo ve Nemacystus decipiens ) ve bir kirmizi alg
turdnin ( Porphyra sp.), bes farkli yontem kullanilarak antioksidan etkinligi incelenmistir. Su ve
etanol ekstraktlari hazirlanan orneklerde, su ekstraktlarinin fenolik bilesik icerigi 2,3 ve 9,4
mg/ml arasinda bulunmustur ve etanol ekstraktlarina gére bu deger oldukca yuksektir. Tim
sayisal verilere gore, alglerin sulu ekstraktlarinin gicli antioksidan 6zellige sahip oldugu

sonucuna variimistir ( Kuda ve ark.,2005).

Sargassum polycstum ve Laurencia obtusa’nin taze ve kuru 6rnekleri Endonezya’nin
Seribu adalarindan toplanmistir. Metanol, dietil eter ve hegzan ekstraktlari; thiocyanate yontemi
ile antioksidan etkinlikleri yéniinden test edilmistir. L. obtusa ekstraktlari, S. polycystum’a gore
¢ok daha yilksek aktivite gosterirken, S. polycycstum’un metanol ekstrakti; diger ekstraktlardan
daha aktif bulunmustur ve L. obtusa’nin n-hegzan ekstrakti, dietil eter ve metanol ekstraktlarina

gore cok daha aktif bulunmustur (Anngadiredja ve ark. 2004).

2.3. Alglerin Ekonomik Onemi

Gunumuizde dinya nifusunun hizla artmasina bagl olarak yenilebilir ve yenilenebilir olan
madde miktarlarinda azalma ve beslenme sorunlari giindeme gelmistir. Deniz alglerinin M.O.
850 yilindan bu yana 6zellikle Cin kiyilari olmak tzere Uzak Dogu ve Pasifik adalarinda insan
besini olarak tuketildigi bilinmektedir. Cad goéli cevresinde yasayan yerlilerin cok eskiden beri
bir mavi-yesil alg olan Spirulina’y tikettigi, Cinlilerin yGzyillardir pirin¢ tarlalarinda yiksek verim
elde etmek amaciyla mavi-yesil algleri kullandigi, Irlanda, ingiltere ve iskogya kiyilarinda
Ozellikle gel-git donemlerinde denizden toplanan alglerden kurutularak cesitli amaclarla

yararlandigi belirtiimektedir.

17. yuzyilda deniz alglerinin firinlarda yakilmasi ile olusan kilden soda, potasyum ve
iyodin elde edildigine iligkin bilgiler bulunmustur, 50 - 60 yil dncesine kadar alglerden elde edilen
fikokolloidlerden sadece agarin oldugu ve 1662'den |. Dinya Savasi'na kadar agar Uretiminin
sadece Japonya'nin tekelinde oldugu da bilinmektedir. Giniimizde de kirmizi alglerden elde
edilen agar ve carragen alg endustrisinde dnemli bir yere sahiptir. Endlstride agar-agar olarak
bilinen drun, Gelidium, Gracilaria, Pterocladia, Phyelophora ve benzer cinslerden elde
edilmektedir. Yiyecek sanayiide sertlestirme amaci ile tipta kabizhdi 6nleyici, sarap, bira ve likor
sanayinde berraklastirici ajan olarak kullaniimaktadir (Sukatar, 1992). Agarin 1881 yilinda Koch

tarafindan patojen mikroorganizmalarin kiltiri ve izolasyonu amaci ile kullanimi ile birlikte,
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agar hastaneler ve bakteriyolojik arastirma laboratuvarlari igin vazgecilmez olmustur
(Schwimmer and Schwimmer, 1955). Agar Uretimi ilk kez 1921'de Kaliforniya'da baslamis ve
1922 yilindan sonra Kuzey Amerika'da gelismistir. 1939'larda Avustralya, Giiney Afrika, ispanya
gibi diger ulkelerde gelismeye baslamistir. Japonya'da ise yuzyillardir geleneksel yéntemlerle
Uretilen agar bugtin cagdas yontemlerle retilmektedir. Carragen de benzer sekilde katilastirici
olarak kulanilir ve en c¢ok elde edildigi turler, Chondrus crispus ve Gigartina sp. turleridir (
Sukatar, 1992).

Kahverengi alglerden elde edilen alginatin da buyuk bir endustri alani oldugu séylenebilir.
Alginat en cok Laminaria ve Microcystis tirlerinden elde edilir ve kullanim alanlari, tekstil
Urtnlerinde baskida ve son islemde, kozmetikte, gida sanayinde koyulastirma maddesi, kauguk
enddistrisinde emilsiyon maddesi olarak kullaniimaktadir (Cetingdl, 1993).
Alginat Uretimi 1929'da ABD'de baslamis olup daha sonralari ingiltere, Fransa ve Norveg gibi

Ulkelerde de Uretilmeye baslanmistir ( Levring ve ark., 1969).

Alglerden elde edilen ilk antibakteriyal bilesik Chlorella’dan elde edilen chlorellin'dir (Pratt
ve ark. 1946 ). Daha sonra Vacca ve Walsh (1954) her ay duzenli olarak topladiklar
ekstraktlarin antibakteriyal etkinligini incelemigler ve bahar aylarinda toplanan ekstraktlarda kis
aylarina nazaran daha cok aktivite oldugunu ancak her iki mevsim ekstraktlarinin da énemli

derecede Gr(-) ve Gr(+) bakterilere karsi aktivite gdsterdigini belirtmislerdir .

2.4. Antimikrobiyal Maddeler Ve Onemi

Antimikrobiyal maddeler, ¢cok az yogunlukta mikroorganizma gelisimini engelleyen, biyolojik
kokenli, ikincil ~metabolitlerdir.  Bunlar, mikroorganizmanin  ¢ogalmasini  engelleyici
“bakteriostatik” veya “fungustatik” olabildikleri gibi; mikroorganizmanin 6limine sebep olan
“bakterisit” ve “fungisit” gibi maddeler de olabilirler. Mikroorganizmalar tarafindan tretilen, disik
molekuler agirlikli, organik dogal drtnler olan antimikrobiyaller, secici toksisiteye sahip
olduklarindan, c¢ok disik konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zararli olup,

makroorganizmaya zarar vermezler (Demain, 1999 ).

Bitkilerle tedavi yontemlerinin gecmisi ¢cok eski yillara dayanmaktadir. Son yillarda sentetik
kokenli maddelerin yan etkilerinin daha fazla olmasi, 6zellikle antimikrobiyal olarak kullanilan
sentetik ilaclara kargi organizmalarin direng olusturmalari gibi sebepler dogal kaynaklarin ve bu
maddeleri tagiyan tibbi bitkilerin 6nemini daha cok arttirmistir (Nakipoglu ve Otan,1992). Tim
dinya tlkelerinde oldugu gibi, Tirkiye'de de tibbi acidan dnemli olan bitkiler, yuzyillardan beri

halk arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla kullaniimaktadir.
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Geleneksel tipta kullanilan dogal kaynaklarin yeni antimikrobiyal bilesiklerin potansiyel bir
kaynag! olarak, bilimsel acidan arastirilmalari oldukga dnemlidir. Ayrica, dogal trlnler olmalari
yani sira etkili ve glvenilirliklerinden dolayl dogdal terapilerde ve artan tiiketici talebindeki ilginin
glclenmesi de bitkisel ucucu yaglarla ilgili daha ayrintili calisma gerekliligini beraberinde
getirmistir (Hammer ve ark.,1999 ). Calisma konumuzu olusturan alglerin antimikrobiyal etkisinin
saptanmas!i ve hangi maddelerin bu etkiye sebep oldugunun arastiriimasi, yapilacak
farmakolojik calismalara 1sik tutacaktir ve yeni antibiyotik arayislarina yon verebilecektir ve

ucuz, hizli ydntemler ile belki de dogal antibiyotikler uretilebilecektir.

Sentetik antimikrobiyal maddelerin bulunmasi ve gelistiriimesinde surekli artan maliyetler,
dogal biyoaktif bilesenlere yonelimi artirmistir. Teorik olarak bu bilesenlerden, daha az
mihendislik, maliyet ve zaman tasarrufu yapilabildigi yapilan 6n calismalarla gosterilmistir.
Dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyallerin sentetik bilesiklerden kaynaklanan bir¢ok
yan etkiye sahip olmadigi distnilmektedir. Bu dogal kaynaklara yonelim, gelisen antimikrobiyal
dirence kars! surekli olarak izlemeyi gerektirir. Birgok turiin suanda saghgi ciddi olarak tehdit
eden, MRSA ve VRA suslari gibi c¢oklu direng susuna sahip oldugu bilinmektedir.
(Lampinen,2005) . Dinyanin bircok bélimundeki antimikrobiyal direncte ki artis; infeksiyonlarda
onem teskil eden Shigella ve Vibrio cholerae O1 ve 0139'un antimikrobiyal duyarlihdinin
izlenmesinde ki 6nemi artirmistir. Shigella, V. cholerae ve E. coli 0157:H7; mutlak ilaclara karsi
denemis fakat in vivo aktiviteler ile in vitro sonuclar arasinda bir dengesizlik gdzlenmistir.
Ornegin Shigella spp; disk difiizyon testinde, aminoglikozitlere( 6r: gentamisin, kanamisin)karsi
oldukca hassasiyet gostermistir ancak bu ilaglara maruz birakildiginda her zaman etkinlik

g6zlenmemistir.

Antimikrobial ajanlara karsi direnc, artirilan saglik fiyatlari ile birlikte hastalik ve 6lum ile
sonuglanmistir. Kesin halk saghgi riski tanimlanmis olmasina ve fiyatlarda ki artisin basit bir
yuklenicilik olmamasina ragmen, az bile olsa belirgin bir antibiyotiksel direncin, ciddi global bir

problem oldugu distnilimektedir.

2.5. Oksidan ve Antioksidan Maddeler

Oksijen yasam icin vazgecilmezdir ancak ayni zamanda potansiyel bir zehirdir. Oksijen
renksiz, kokusuz ve atmosfer hacminin beste birini kaplayan bir gazdir. Oksijen, besin
molekullerinde kullanilir; enerji eldesinde hem bitkiler hem de hayvanlar tarafindan degisiklige
ugramadan dogrudan kullanilir. Oksijen, dodada 2 atomu olan ve dis yériingesinde bir ya da

daha fazla eslenmemis elektron iceren bir serbest radikaldir. Oksijen, ¢cok gucli bir oksidan



17

olmamasina ragmen, suya rediksiyonu sonucu ¢ok reaktif ara Uriinler olusmasina neden olur
(Gutteridge ,1994).

Oksidasyon; dnemli hiicre aktiviteleri icin gerekli enerji Uretiminde rol alan metabolik bir
prosestir. Biyolojik bilesiklerin oksidasyonu, organizmalar icin bir enerji kaynagidir. Oksidasyon,
bir maddenin oksijen ile birlesirken bir elektron kaybettigi kimyasal bir siirectir. Oksijenin suya
indirgenmesinin dort basamakta gerceklesmesi essiz bir olaydir ve oksijenin enzimler tarafindan
katalize olmasi ise bir basamakta gerceklesen mekanik bir olaydir. (Halliwel ve Gutteridge,
1984). Oksijen, iki elektronu eslesmemis sekilde bir elektron dagilimina sahiptir. Bu ylizden
bazen oksijen biradikal olarak degerlendirilir. Oksijen molekdlinin reaktif bir 6zelligi

olmamasina ragmen diger radikallerle reaksiyona girme 6zelligine sahiptir .

Serbest radikaller en dis halkalarinda eslenmemis atom veya atom gruplari tagsiyan ve
diger bilesiklerle reaksiyona girerek bir elektron alma egilimi gosteren, yiksek oranda reaktif
kimyasal Urtnlerdir. Serbest radikaller diger molekillerle hizla reaksiyona girmeye ve onlarin
yapisini degistirmeye egilimlidirler. Aerobik organizmalar ¢ok toksik olan serbest oksijen
radikalleri ile surekli kargi karsiyadirlar. Vicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller
olusmakta ancak radikal parcalayan antioksidan sistemlerle, olusan serbest radikaller ortadan
kaldinldigindan herhangi bir sitotoksisite ortaya c¢ikmamaktadir. Baska molekdller ile ¢ok
kolayca elektron alisverisine girebilen bu molekiillere "oksidan molekiller" veya "reaktif oksijen
turleri” de denmektedir (Cavdar ve ark., 1997). Bu eslesmemis elektronlar yiksek enerijilidir ve
eslesmis elektronlari ayirip iglevlierine engel olurlar. Bu islem serbest radikalleri hem tehlikeli
hem de kullanigl yapar. Cogu elektron cift halde bulunurken, serbest radikal bu elektronlari
birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurur ve ayni zamanda serbest radikal elektron cifti haline
gecer ve diger elektron serbest kalir. Oksidasyona neden olan serbest radikaller temel olarak
oksijen kaynakli metabolitler, (superoksit anyonlari O,-, Hidrojen peroksit H,O,, hidroksil radikali
OH-) , hipoklorik asit, kloraminler, azot dioksit, lipit peroksitler ve ozondur (Kaur ve ark. 2001).
Oksidasyon adi verilen bu kimyasal prosesi aciklamak istersek; oksijenin rediiksiyonu sonucu
once siperoksit radikal anyonu, daha sonra H202, Oz, OH. ve nétrofillerden saliverilen
miyeloperoksidaz enzimin katalizledigi reaksiyon sonucu HOCI olusur (Mayers ve Johnson
,1998 ). (Sekil 2.5.1)

DNA, proteinler, yaglar ve kiguk hicresel molekillerin reaktif oksijen tdrleri ile oksidatif
modifikasyonu bircok yaygin hastallk ve yasa bagl dejenerasyonlarda yaygin bir rol
oynamaktadir (Borek,1993). Bunlar kardiyovaskiiler hastaliklari, inflamasyonlari, ve Alzheimer
hastali§i gibi nérodejeneretif hastaliklar ile mutasyonlar ve kanseri kapsamaktadir (Kuda,ve
ark., 2004).
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Tablo 2.5.1. Bitkilerde ROT olusumu, lokalizasyonu ve uzaklagtirilmasi ( Kog ve Ustiin 2008)

Mekanizma Lokalizasyon Basglica Reaktif oksijen
tiirleri
Olusum ( Griin )
Fotosen. ET ve PSI-Il | Kloroplast o
2
Solunum ET Mitokondri o
2
Glikolat Oksidaz Peroksizom H2 D.‘,
NADPH cksidaz Flazma Membrani o
2
Yag asidi p- Peroksizom H2 Dz
oksidasyonu
Oksalat Oksidaz Apoplast H2 D_Z
Ksantin Oksidaz FPeroksizom 0 )
2
Percksidaz ,Mn ve Hicre Duvan )
' HO O
NADH 22, 2
Amino oksidaz Apoplast H2 D_Z
Pargalama
Superoksit dismutaz Kloroplast, Sitozol, mitokondri, 0 ’
Apoplast 2
Askorbat peroksidaz Kloroplast, Sitozol, mitokondri, HQD2
Apoplast
Katalaz Peroksizom H2 02
Glutatyon Peroksidaz | Sitozol Hz '[:212 ROOH
Peroksidaz Hicre duvar, Sitozol, Vakuol H2 02
Askorbik Asit Kloroplast, Sitozol, mitokondri, HO O
Apoplast 2z 2
Glutatyon Kloroplast, Sitozol, mitokondri, HEEJ2
Apoplast
a-Tokoferol Membranlar ROOH. O .
-
Karetenoidler Kloroplast 02

Reaktif oksijen tdrlerinin etkileri uzun sireli olarak kabul edilmekte ve canlilarda

hastaliklara, yaslanmaya neden olmaktadir. ROT’leri gecici olarak meydana geldikleri gibi
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enzimatik olarak da meydana gelmektedirler. ROT'lerinin enzimatik kaynaklari hem
ekstraseliler hem de intraselilerdir. Buyik ROT kaynaklar hiicre duvarlarinda bulunan
peroksidazlar ve aminoksidazlar, plazma membraninda bulunan NADP oksidaz, mitokondri,
kloroplast, peroksizomlarda bulunan intraselller oksidaz ve peroksidazlardir. Bitkilerdeki baslica
reaktif oksijen turleri (ROT), lokalizasyonu ve uzaklastirima mekanizmalarina ait bilgiler Tablo
2.5.1.de gosterilmistir.

ROT

Hipoklorik aat

151k Singlet Okajen Cl-
Miveloperolsidaz

- 0, 2H*
0, . 0, — H,0,+ 0,
Superoksit anyonu Hidrogen Perokalt
Fel*

Fe?*
Hidroperokal Radikali Perokanutrit ‘m}

Hidroksl Radikali

Sekil 2.5.1. Reaktif Oksijen Tirlerinin Olusum Semasi

Hucre icinde diger molekiiller ile hizla reaksiyona girip onlarin yapisini bozacak cesitli
reaksiyonlarl baslatabilen bu oksidan molekiller ancak antioksidan molekiller tarafindan
durdurulabilirler. Serbest radikallerin hiicre icerisinde tretimi o kadar fazladir ki, tretim ve yikim
dengesini bozmayacak sekilde, bircok koruma ve savunma sistemi tanimlanmistir.
Antioksidanlar, disik konsantrasyonlarda bile hedeflerinin oksidasyon hizini anlamli sekilde
inhibe eden molekillerdir (Maxwell, 1995). ROT olusumu sonucunda gelisen hasari dnlemek
icin vicutta gelistiriimis olan savunma sistemleri olarak bilinirler. Antioksidanlar hedef
molekullerdeki oksidatif hasari engelleyen veya geciktiren maddelerdir. Dogal veya farmakolojik
olmak Uzere baslica iki grup olan antioksidanlar; enzim antioksidanlar, dnleyici antioksidanlar,
supuriiciya da zincir kiran antioksidanlar olarak siniflandirilirlar (Gutteridge,1994, Halliwell
,1997).
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Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler ( Gokpinar ve ark. ,2006).

1.Supurme etkisi (Scavenging): Oksidanlari daha zayif yeni bir molekile doénustirerek
etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekdiller bu yolla etki eder.

2.56ndiurme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine denir.
Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekide etki eder.

3.Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriloplazmin ve agir
mineraller oksidanlari kendilerine baglar ve inaktive eder.

4.0narma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmus biyomolekuli onarirlar.

Tablo 2.5.2. Dogal veya farmakolojik yapidaki enzim, énleyici,stiptrici (zincir kiran) dzellikte

antioksidanlar (Giinaydin ve Celebi, 2003).

Ozellik Dogal Farmakolojik

Enzim S0D r-SOD
Katalaz Katalaz (Lipozom/konjuge )
GSH-peroksidaz Selenyum
Ebselen

Onleyici Laktoferrin Desferrioksamin

Seruloplazmin
Albiimin

Siiptiriicii Vitamin C Salisilatlar
Urik asit 2 l-aminosteroidler
Bilirlibin Dimetilstilfoksit
Tiyoller Dimetiltiyolire
Tokoferol Allopiirinol
Beta karoten Oksipiirinol
Ubikinol NADPH oksidaz inhibitrleri
Flavonoidler AntinGtrofil serum
Ostrojenler Antiadhezyon ajanlar
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2.6. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Canh hicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside olabilecek
maddelerin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktirebilen maddelere antioksidanlar ve bu olaya
antioksidan savunma denir. Organizmayi oksidatif etkilere karsi dengede tutabilmek igin gerekli
olan endojen ve ekzojen antioksidanlarin toplam etkisi antioksidan kapasiteyi olusturur ve
ROT’lerinin neden oldugu hasari hem hicre ici hem de hiicre digi savunma ile etkisiz hale
getirirler. Hicre disi savunmada etkili olan molekdller bilirubinler, albuminler, transferin ve daha
bircok molekiil sayilabilirken, hiicre i¢ci savunmada yani antioksidan savunmada asil enzimler
etkindir. Bu enzimler; superoksid dizmutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-

transferaz, glutatyon redilktaz, katalaz ve sitokrom oksidaz enzimleridir.

2.6.1. Antioksidan Enzim Sistemleri

Dogal enzim antioksidanlar: Siperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve GSH peroksidaz
hiicre icinde mitokondri ve sitozolde bulunan ve oksidanlarin rediksiyonunu katalizleyen dogal

antioksidan enzim sistemleridir.

2.6.1.1. Superoksit dismutaz;

O,. radikalinin H,0, e dismutasyonunu katalizler ve OHe radikali olusturmak icin ortamda
H,O, ile reaksiyona girecek O, ¢ radikalini ortadan kaldirir, sonugta superoksidin, hidrojen
peroksit (H,0O,) ve molekiller oksijene katalizlenmesi saglanmis olur. ilk olarak, Mac Cord ve
Fridovich tarafindan 1969 yilinda tanimlanmistir. SOD enzimi, tg¢ farkli metal bilesiginden olusur
ve her bir form aktif tarafinda gecis metal iyonu tasir. SOD, superoksid radikalinden baska hichir
bilesikle katalitik reaksiyona girmez. Superoksid dismutaz molekulinin ¢ boyutlu gérinima
Sekil 2.6.1.1."de gdsterilmistir.
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2 O, + 2 H- SOD H,0, + O,

Sekil 2.6.1.1. Siperoksid dismutaz molekulinin ¢ boyutlu gériinim

2.6.1.2. Katalaz;
Bir metalloproteindir, hidrojen peroksitten su ve oksijen olusumunu katalize eder (Gunaydin
ve Celebi ,2003). H,O,'nin iki molekdlinin birbirinden ayrilmasi iki basamakta gerceklesir.
Birinci basamakta; enzimin demir kismi ile (Fe-E), H,O, birleserek, bir ara triin olan bilesik | ‘i
olusturular. Bilesik I, ikinci molekil olan H,O, ile etkilesir (Halliwell ve Guttridge,1989). Katalaz,
oldukca giiclu bir oksidan bilesen olan hidrojen peroksiti, su ve molekiiler oksijene déntstirir.
Katalaz, bitkilerin hayvanlarin ve aerobik bakteri hiicrelerinde; peroksizom olarak bilinen hicre
organellerinde bulunur.Antioksidan etkinligi GPX kadar fazla degildir. (Sekil2.6.1.2)
2 H,0, Katalaz H,O + O,

Sekil 2.6.1.2. Katalaz molekuliintn ¢ boyutlu géranimd.
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2.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

GPx bircok hicrenin sitozolinde bulunur ve hem hidrojen peroksitle hem de eger bir
fosfolipaz aracilhidi ile membran fosfolipidlerinden ayrilabilirse, yag asidi hidroperoksitleri ile
etkilesime girmektedir. Kisaca, Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Antioksidan glutatyonun ¢ boyutlu gorintiust Sekil

2.6.1.4.'te gosterilmistir.

GPX enzimi, SOD enzimi tarafindan olusturulan hidrojen peroksiti, indirgenmis glutasyon
kullanarak (GSH), suya donustirir. Ve reaksiyona giren GSH, okside glutasyon (GSSG)
formuna gecer ve GSSG, NADPH’a bagiml glutasyon rediktaz tarafindan surekli indirgenir
(Chan ve ark. 1994). Glutatyonun oksida ve rediikte formlari arasindaki dondsimia Sekil

2.6.1.3."te gosterilmistir.

NADP" GSH H,0,

NADPH GSSG H,0

Sekil 2.6.1.3. Glutatyonun okside ve redikte formlari arasindaki dénisimi. (GSH: Rediikte
Glutatyon, GSSG: Okside Glutatyon, GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz, GR: Glutatyon Rediktaz,
H,O,: Hidrojen Peroksit) (Cetin, 2007).
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Sekil 2.6.1.4. Antioksidan metabolit glutatyonun ¢ boyutlu gorintist. Sarn kire, antioksidan

aktiviteyi saglayan redox-aktif sulfir atomu. Kirmizi, mavi, beyaz ve koyu gri kureler; oksijen,

nitrojen, hidrojen ve karbon atomlaridir.

Antioksidan enzim sistemlerinin ¢calisma prensibi asagidaki sekilde gosterilmisgtir;

Superoksid dismutaz | Katalaz

202 - 2H*

l

> H:02 —— HO +

Glutatyon Oksidaz

=

2GSH (Glutatyon)

/‘\
NADP*

V

NADP" Rediiktaz

S~ =

]

GSSG +(2H,0

Glutatyon rediktaz

NADPH + H°

Sekil 2.6.1.5. Antioksidan Enzim Sistemleri
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2.6.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest radikaller yiksek reaktiviteye sahip ¢ok kisa yari dGmdarleri bulunan yapilardir ve
hizla doku komponentleri ile reaksiyona girebilirler. En reaktif radikal hidroksil radikaldir. Teorik
olarak serbest radikaller sonsuz sayida reaksiyona neden olabilir. Bu ajanlar rediikte edici veya
oksitleyici olabilirler. Organizmada serbest oksijen radikallerinin olusturdugu reaksiyonlar
radikalin bir diger radikal ile veya radikal olmayan ajanlar ile karsilagsmasi ile olusur. Serbest
radikaller birbiri ile karsilastiginda kovalen bir molekdl olusturacak sekilde reaksiyona girerler.
Serbest radikaller organizmada radikal olmayan bir¢ok hiicre bileseni ile de reaksiyona girebilir
ve bu bilesenlerin yapi ve islevlerini degistirir. BOylece serbest radikaller organizmada molekuler

diizeyde bircok biyolojik etkiye neden olur, bu etkiler;

1. DNA yikimi
2. Proteinlerin yikimi ve enzim aktivitelerinde degisiklik
3. Hiicre membran lipitleri ve hiicre organellerinin yikimi

4. Lipolusin pigmentlerin yikimi seklinde olur (Simsek,1999).

Serbest radikaller dusik dozlarda olduklarinda, cesitli tepkimelerde arabulucu gibi rol
oynarken, yiksek dozlarda oldugunda (oksidatif streste oldugu gibi), hiicresel zararlara yol
acarlar. Oksidan ve mutajen 6zellikte olan bu metabolizma yan Urtinleri DNA, proteinler ve diger
makromolekillerde tahribata hatta hiicrenin élimine neden olarak kronik hastaliklari baglatir
(Gokpmnar ve ark., 2006). Organizmada normalde oksidatif olaylara karsi korunma
mekanizmalari olmasina karsin endojen superoksit radikal yapiminda artig, melal
komplekslerinin (hem proteinleri ve metalloproteinler gibi) ayrilmasi ve radikallere karsi
savunmalarda eksiklik olmasi durumunda dokuda artmis oksidatif yikim goérilebilir (Simsek,
1999).

2.6.2.1. Lipit Peroksidasyonu

Serbest radikaller, biyomolekullerin lipid, protein, DNA, lipoproteinler, serbest aminoasitler,
nilkleik asitler, karbonhidratlar, enzimler ve bad doku gibi énemli yapilari Gizerine etki ederler.
(Halliwell,1994.). Serbest radikallerin neden oldudu lipid peroksidasyonu, kardiyovaskuler
hastaliklar, kanser ve yaslanma ile beyin fonksiyonlarinda olabilecek zararlar gibi bir¢ok

patolojik etkiden sorumludur.

Lipidler; biyolojik molekiiller icinde reaktif oksijen tirlerinin yikici etkilerine en fazla maruz

kalan molekillerdir (Gutteridge ve Halliwell ,1989). Hiicre membrani serbest oksijen radikalleri
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ile hizla reaksiyona girebilen c¢oklu doymamis yagd asitlerinden (fosfolipidler, glikolipidler,
gliseritler ve steroller) oldukca zengindir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglari serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon urinlerini olustururlar.
Lipid peroksidasyonu membranlarda bulunan coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest
oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehidler gibi cesitli Griinlere yikilmasi
reaksiyonudur ve sonucta ortaya ¢ikan biyoaktif aldehidler hiicre hasarina neden olur (Benzer
ve Ozan, 2003). Bu sekilde meydana gelen membran hasari geri donisimsizdir. Lipid
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu seklinde ilerleyerek serbest

radikaller icin devamli bir kaynak saglar (Cheeseman ve Slater ,1993).

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli yikseltgen bir radikalin membran
yapisinda bulunan poliansature yad asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir H atomu
uzaklastiriimasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin stperoksit radikali ile
hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Stperoksit radikali de hidroksil radikaline déniiserek
etkili olmaktadir. Benzer sekilde hidrojen peroksidin de hidroksil radikaline doénuastugu
bilinmektedir. Bu nedenle lipid peroksidasyonunu bagslatan baslica radikalin hidroksil radikali
oldugu gorusi benimsenmektedir. Serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden bir H atomunun
uzaklastiriimasi sonucu, zincir radikal niteligini kazanmaktadir. Béylece olusan lipid radikali (L*)
dayaniksiz bir bilegiktir ve bir dizi degisiklige ugramaktadir. Ozellikle molekil ici cift bag
aktarilmasiyla dien konjugatlari ve daha sonra lipid radikalinin molekuler oksijenle etkilesmesi
sonucu lipid peroksit radikali meydana gelir. Bu lipid peroksit radikalleri, zar yapisindaki diger
poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri
de aciga cikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine (LOOH) donismektedir. Boylece
olay kendi kendine katalizlenerek yirimektedir. Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin
aldehid ve diger karbonil bilesiklere donismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri olan
manolindialdehit (MDA) miktari tiobarbutirik asit testiyle 6lcilimekte ve bu yéntem lipid peroksit
dizeylerinin saptanmasinda siklikla kullaniimaktadir. Ayrica, olusan ara bilegiklerinden dien
konjugatlariyla lipid hidroperoksitlerinin ve son drtinlerden etan ve pentan gibi gazlarin élcimu
de son vyillarda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak degerlendiriimektedir. Lipid
peroksidasyonunun, membranin lipid yapisindaki degisiklikler nedeni ile membran iglevinin
bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre hasarina neden oldugu
disunilmektedir (Erden,1992).

Lipid peroksidasyonu ¢ basamakta olusur; bu basamaklar baglangic, ilerleme ve bitistir.
Baslangic basamaginda (OH") , perhidroksil (OOH") ve peroksinitrit (ONOQO™ ) gibi serbest
radikaller doymamis yag asit zincirinden (LH) bir hidrojen atomunu ayirir ve karbon merkezli

lipid radikali (L") olusur. Daha sonra lipid radikalinin yapisina bir molekil O, ‘nin katiimasiyla
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lipid peroksil radikali (LOO™) meydana gelir. Bu basamak lipid peroksidasyonu icin ilerleme
basamagidir (Halliwell ve Gutteridge,1989). Peroksil radikali, MDA ve proteinler gibi bir¢cok
kaynaktan, birincil oksidasyon utrina lipid peroksidi olusturmak igin, bir tane hidrojen atomu (H)
alabilir. Alternatif olarak; LOOH dretiminde - tokoferol (&-TOH) hidrojen vericisi olabilir ve
etkisiz - tokoferol fenoksil radikaline (@ -TO) donlstr. Antioksidanlar ve diger inhibitorler
olmasaydi, LOO" bir bagka lipid molekilinden (LH) bir hidrojen atomu alarak; radikal zincirini
baslatan daha yuksek reaktif karbon radikalini (L") Uretecekti. Lipid peroksidasyonunun bitis yani

son kisminda herhangi iki radikal, radikal olmayan formlara donusmektedir. Radikal olmayan

arunler kararlidir ve lipid peroksidasyonunu baglatamazlar (Kelly ve ark., 1998).

LH .
R Baslama I
RH
L.
LH 0
llerleme
100H
La0-
lhibisyon R
aTH i Loor Bitis !
MRPZ

Sekil 2.6.2.1. Lipid Peroksidasyonu Olusum Basamaklari (Waldeck ve Stocker,1996).

2.6.2.2. Lipid Peroksidasyonu Olgiimii icin; HPLC Cih  azi Ve Tekni gi

Bir karisimi olusturan bilesiklerin veya maddelerin iki ayr faz arasinda ki dagilimi ve bu
fazlardaki hareket hizlarinin farkliliklarina dayanarak nitelik ve nicelik yoninden ayristiriimasi
islemi kromotografi olarak bilinmektedir. Kromotografide iki énemli nokta; maddenin saptanmasi
ve saptanan maddenin karisim icinde ne kadar miktarda bulundugunun tespitidir. Sivi
kromotografisinin, belirli aparatlar kullanilarak giinimizde en gelismis kullanim sekli, HPLC
cihazi ile yapilan ayirma iglemidir. HPLC genellikle ugucu olmayan organiklerin tespitinde
kullanilan bir cihazdir. Bu yontemle aminoasitlerin, proteinlerin, vitaminlerin, nukleik asitlerin,
hidrokarbonlarin, yag asitlerinin, karbonhidratlarin, pestisitlerin, antibiyotiklerin, ilaclarin ve

fenollerin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Bazi durumlarda kolon o©ncesinde bir 6n kolon
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bulunabilir ve bu 6n kolonun amaci mevcut analizin gerceklestirildigi kolonun dmrini uzatmak
ve girisim yapabilecek kirletici parametreleri 6nlemektir. HPLC de analitik kolondan cikan
numuneler detektore gelir ve tayin edilerek kaydedilir. Olgiim araliginin hassasiyetine ve tespit
edilecek bilesigin tiriine gére uygun taslyici solvent, kolon ve detektér tasarimi yapilmalidir.

Kullanilan solventler su, hekzan veya metanol olabilir.

HPLC'de kolon uzunlugu 10 ile 30 cm arasinda degisir. Kolon caplari ise 4-10 mm
arasindadir. Ve kolon icinde kullanilan dolgu malzemesi tekdiize yapida ve c¢api ise 3-10 um
arasindadir. Genelde kullanilan dolgu malzemesi inert karakterdeki silika tiriindendir. HPLC
cihazi ile o6lciimesi planlanan molekuller, ici 6zel maddelerle doldurulmus paslanmaz celik
kolonlardan gecirilerek, yiiksek basincta ( 10- 400 kgf/cm2 ) birbirlerinden ayrilmalarini ve
ayrilan maddenin Ozeliklerine gbre ©zel tasarlanmis dedektérler kullanilarak miktarlarini

Olcmeye yarayan bir cihazdir.

HPLC cihazi kullanilarak analitik ayirma isleminin diger sivi kromatograf yontemlerine
gore avantajli olmasinin nedeni; daha duyarli bir ydontem olmasi, kantitatif tayinlere kolaylikla
uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya sicaklik etkisi ile kolayca bozunabilen maddelerin
saptanmasi icin uygun olmasi ve en 6nemlisi toplumun ve sanayi alaninin ve bir¢ok bilim dalinin

asll ilgilendigi bilesiklere ( proteinler, lipitler) uyarlanabilir olmasidir.

2.6.2.3. Enzim Etkinli gi icin Spektrofotometrik Yontem

Bir spektorofotometrede Olculmekte olan numuneyi isiklandirmak igin bir 1sik kaynagi
kullanilir. Cisim tarafindan yansitilan 1sik, bir spektruma ayristirilarak bir 6n degerlendirmeden
gecer. Spektrum her bir dalga boyundaki 1sik miktarini 6lcen bir diyot diizeni Gizerine duser ve
bu spektral veriler daha sonra islemciye gonderilir ve X,Y ve Z degerleri elde edilmek lUzere
orada secilen 1sik kaynagina gore 2° veya 10° standart gdzlemci fonksiyonlari ile carpilir. Bir
spektrofotometrenin geometrisi ile 1sik kaynagi, numune duzlemi ve dedektdriin diizenlemesi
kast edilir. Dogrusal geometri (45°/0° veya 0°/45°) ve kire geometrisi (d/0° veya 0°d) olmak
Uzere iki tane genel cihaz geometri kategorisi vardir. Geometri gosteriminde ilk a¢i aydinlatma
acisini, ikinci aci ise 6lcim agisini belirtir. 45°/0° dogrusal geometrisinde aydinlatma acisi 45°,

olctim agisi ise 0°'dir ( ikiz ve Yiiksel, 2006 ).

Spektrofotometrik dlcimde 1s1k absorpsiyonu, dogrudan drnegin icindeki renkli bilesenlerin

konsantrasyonlari ile ilgilidir. Bunu kisaca asagidaki sekil ile 6zetleyebiliriz.
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Sekil 2.6.2.3. Spektrofotometrede i1s1gin emilimi ve iletimi

Tum spektrofotometre cihazlar basit olarak su parcalardan olusmaktadir, 1sik kaynagi,
filtre veya monokromator, tagima kiveti, emilim ve iletimi dlgen bir dedektdr. Spektrofotometre
ile absorbans (A) Olcumleri yapilirken, icinde absorblayici 6zelligi olmayan c¢ozici (kor-
maddeden baska her sey icerir) kilvete konularak uygun dalga boyunda sifir ayari yapilir ve

ornek kivete yerlestirilerek absorbans degeri okunur.

2.7. Caligilan Alglerin Taksonomisi ve Genel Ozellikleri

Bu calismada Turkiye'nin Ege Denizi kiyilarindan; kahverengi algler (4 tar), kirmizi algler (1
tur)ve yesil alglerden (4 tur) olmak tzere toplam 9 tir 6zdek olarak secilmistir. (Tablo 2.7.) Tum
0zdek icerisinde kahverengi algler % 44, kirmizi algler %12 ve yesil algler %44 oranindadir.
(Sekil 2.7.) Bu alg turlerinden toplam 6 tur ( Cystoseira barbata, Sargassum acinarium,
Cystoseira compressa, Codium fragile, Enteromorpha linza, Jania rubens ) antimikrobiyal
aktiviteleri ydninden incelenmistir, secilen diger 6 tir de ( Padina pavonica, Cystoseira barbata,
Sargassum acinarium, Laurencia obtusa, Caulerpa racemosa ve Jania rubens) antioksidan

etkinlikleri yoniinden incelenmistir.

B Kahverengialgler M Eirmizi Algler Yesil Algler

sekil 2.7. Ozdek olarak secilen turlerin alg gruplanna gére dagiimiari,
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Tablo 2.7. Ozdek olarak secilen alg tirleri ve érnekleme bolgeleri.

Alg Tarleri

OCHROPHYTA

Ornekieme Bolgesi ve Tarihi

(=KAHVERENGI ALGLER)

Sphacelariales

Cladostephaceae

Genus SARGASSUM

Sargassum acinarium (Linnaeus) Setchell

Ayvalik 2007

Fucales

Cystoseiraceae

Genus CYSTOSEIRA

Cystoseira barbata (Stackhouse)

Cesme 2008

Cystoseira compressa (Esper)

Cesme 2008

Dictyotales

Dictyotaceae

Gernis PADINA

Padina pavonica (Linnaeus) Thivy

RHODOFPHYTA
(=KIRMIZI ALGLER)

FLORIDEOPHYCEAE

Corallinales

Corallinaceae

Genus JANIA

Jania (Linnaeus) J.V. Lamouroux

Cesme 2008

Ceramiales

Rhodomelaceae

Genus LAURENCIA

Laurencia obtusa (Hudson) J.V. Lamouroux

(esme 2007

CHLOROPHYTA
(=YESIiL ALGLER)

ULVOPHYCEAE

Ulwvales

Ulvaceae

Genus ENTEROMORPHA

Enteromorpha linza (Linnaeus) J. Agardh

Kusadas 2008

BRYOPSIDOPHYCEAE

Bryopsidales

Codiaceae

Genus CODIUM

Codium fragile subsp. tementosoides

Candarh 2007

Caulerpaceae

Genns CAULERPA

Caulerpa racemosa var. cylindracea

esme 2008
Ces
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2.7.1. Kahverengi algler ( Ochrophyta) Genel Ozellikleri, Yayili s Alanlari

Kahverengi algler 265 cins ve 1500 - 2000 arasi tire sahip (Hoek ve ark., 1995) olup
biyik bir cogunlugu denizel ve kiyllardaki kayalara baglanarak yasar. Ancak yasama alanlari
sadece kayalar degil ayni zamanda epizoik olarak ¢esitli mollusk turleri Gzerinde, epifitik olarak
da diger algler tzerinde ya da deniz cayirlarinin [Zostera spp., Posidonia oceanica (L.) Delile
vd.] kdk ve yapraklari Gzerinde gelisirler. 3 genus (Pleurocladia, Lithoderma ve Bodanella) tath
sularda yasamaktadir. Hucreleri tek cekirdeklidir ve hiicre ceperleri seliiloz ile pektinden
olusmustur. Hicre duvarlarinin icteki tabakasi selllozdan distaki tabaka ise alginik asit ve
fukoidan’dan olugsmustur. Alginik asidin ticari degeri 6nemli olup Durvillea sp. ile Laminariales
Uyelerinin cogunda bulunur. Pigmentleri klorofil a ve c, yesil rengi 6rten karoten ve ksantofil
(violaksantin, neoksantin, flavoksantin) ile esmer rengi veren fukoksantin de vardir. Bu
pigmentlerden fukoksantin sularin derinliklerine girebilen kisa dalgalari absorbe eder ve alglerin
fotosentez yapabilmesine olanak saglar. Kahverengi alglerde asimile Uriini dekstrin yapisinda
bir polisakkarid olan laminarin, alkol 6zelligindeki mannit, yaglar ve tanik maddelerden

fukosandir. Ayrica yapilarinda iyot da birikebilmektedir.

Phaeophyceae uyelerinin tek hiicreli ve kolonial formlari yoktur, batiin tirleri cok hicreli,
tallusun morfoloji ve yapisi ¢esitli olup aralarinda birkagc mm’lik mikroskobik algler (Streblonema,
Feldmannia, Myrionema ve Ascocyclus gibi) oldugu gibi metrelerce uzunlukta olan tirlerde
[Macrocystis pyrifera (L.) C. Agardh ve Nereocystis luetkeana (Mertens) Postels et Ruprecht]
bulunmaktadir. Tallus tipleri U¢ sekildedir: dalli-filamentli, pseudoparankimatik (haplostik) ve

parankimatik (polistik) yapidadir ( Tagkin ve Oztiirk, 2005).

Ureme vejetatif, eseysiz ve eseyli olmak tizere ii¢ sekilde olmaktadir. Eseyli iiremede
gametler plurilokular gametangiumda Uretilir. Gametler isogamet, anisogamet ve oogamet
biciminde olusabilir. Eseysiz Greme sporlarla olur, sporlarin ¢cimlenmesiyle direkt bir tallus formu
gelisir. Spor Ureten sporangiumlar ya plurilokular ya da unilokular tiptedir. Geleneksel olarak
sporangiumlarin yapisi, sekli, hiicre sapi, boyutlari, konumu ve seri sayisi tir tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. Kahverengi alglerde cesitli yasam dongileri gozlenir. Klasik sistematik
yaklagsimlarda 6nemli bir alt sinif ayiraci olarak kullanilan bu yasam dénguleri ginimiz
siniflandiriimalarinda kullaniimamalarina karsin 6nemli temel biyolojik dzelliklerdendir. Buna
gb6re yasam donguleri bakimindan ¢ gruba ayrilir;

1) izomorfik yasam déngiisii: Gametofit ve sporofit nesiller morfolojik olarak birbirine benzerler.
Dictyotales, Sphacelariales, Tilopteridales, Ectocarpales ordolari ve Zanardinia genusu
(Cutleriales) bu tiptedir.
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2) Heteromorfik yasam déngusi: Gametofit ve sporofit nesillerin buytklikleri ve gérinisleri cok
farklidir. Chordariaceae, Dictyosiphonaceae, Sporochnales, Desmarestiales, Laminariales,
Scytosiphonaceae, Syringoderma sp. ve Cutleria sp. bu tiptedir.

3) Baskin sporofit nesilli yasam doéngisu: Gametofit nesil sadece gametlere indirgenmis olup
bitkiler yalniz diploid jenerasyona, yani sporofit talluslara sahiptir. Diplobiont tirleri icerir.
Gametler, sporofit Uzerinde olusan konseptakulumlarda olusur. Eseysiz Uremeleri yoktur.

Fucales, Durvillaeales, Ascoseirales ve Syringoderma spp.

2.7.1.1. Cystoseira barbata (Stackhouse) C. Agardh  Siniflandirmasi ve Genel Ozellikleri
FUCALES

CYSTOSEIRACEAE De Toni

Genus CYSTOSEIRA C.A. Agardh

Cystoseira barbata (Stackhouse) C.Agardh

[Abrotanifolia barbata Stackhouse; Cystoseira hoppii C. Agardh].

C. barbata, yuvarlak ya da yassilasmis yapida gévdeye benzer bir tallusa sahiptir.
Korunakli ve sert ortamlarda 6zellikle kayalar tGzerinde tutunucu bir diskle tutunarak yasayan,
yesilimsi — kahverengi tonlarda olabilen, Tallus boyu 50—-60 cm uzunlugunda bazen daha fazla
uzunluga ulasabilen biylk talluslu alglerdir. Dikey yikselen bir tek sap bulunur,silindirik ve
Uzerinde tofullar bulunur. Tallus tim yapisi boyunca yaprakciklar tagsimaz. Dokulari deri gibi sert
ve ¢cok yogun plektankimadan olusmustur. Gévde zengin dallanma gosterir. Bitkiyi su icinde dik
tutmaya yarayan devaml yada tek tek hava keseleri bulunur. Reseptekulumlar hava keselerinin
ucunda ve ig seklindedir. Hava keseleri uglarda zincir gibi ard arda dizilmiglerdir. Cytoseira’ lar,
cok yillik Alg'lerdir. Fakat kis aylarinda gelismelerini durdurup dalciklarini kaybederek soguk
periyodu uyku halinde atlatirlar. Akdeniz ve Atlantik kiyilarinda yayilis gosterir. Ulkemizde Ege,
Akdeniz ve Karadeniz’de bulunmaktadirlar. Ayrica Tirkiye'de alginat eldesinde denizden

toplanarak degerlendiriimektedir ( Oztiirk, 1984).

Yayilisi: Tirkiye (Oztiirk,1996), Akdeniz (Ribera ve ark.1992), Hint Okyanusu (Silva ve
ark.,1996).
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Sekil 2.7.1.1. Cystoseira barbata tirtiniin genel gérinumi
2.7.1.2. Sargassum acinarium (Linnaeus) Setchell ~ Siniflandirmasi ve Genel Ozellikleri
FUCALES
SARGASSACEAE Kiitzing
Genus SARGASSUM C. Agardh
Sargassum acinarium (Linnaeus) Setchell
[Fucus acinarius Linnaeus,Sargassum linifolium f. gibraltica Grunow , Fucus

linariifoliusTurner,Fucus linifolius Turner ,Sargassum linifolium C. Agardh ]

Sicak denizlerde gelisme gosteren bu alg tirt agacs! yapidadir. Duzensiz, yapraksi dallar
vardir, denatat dallar birkagc cm genisliginde olabilir, yuvarlak hava kesecikleri mevcuttur
(Wallentinus, 2002).

Yayiligl: Tarkiye ( Guner ve ark, 1985, Cirik ve ark., 1990, Taskin ve ark.,2008), Kuzey
Amerika(Taylor, 1960), Afrika ( Ribera ve ark.,1992).

Sekil 2.7.1.2. Sargassum acinarium turiiniin genel gérinimu
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2.7.1.3. Cystoseira compressa  (Esper) Gerloff & Nizamuddin Siniflandirmasi ve Genel
Ozellikleri

FUCALES

CYSTOSEIRACEAE De Toni

Genus CYSTOSEIRA compressa

Cystoseira compressa (Esper) Gerloff & Nizamuddin

[Cystoseira compressa f. rosetta (Ercegovic) Cormaci et al. ,Cystoseira filicina Bory de Saint-
Vincent ,Cystoseira abrotanifolia f. fimbriata Sauvageau ,Fucus compressus Esper 1799,Fucus
fimbriatus Desfontaines 1799, Cystoseira fimbriata Bory de Saint-Vincent 1832, Cystoseira

compressa subsp. rosetta Ercegovic 1952]

Yuvarlak ya da yassilagsmis yapida govdeye benzer bir tallusa sahiptirler. Dokulari deri gibi
sert cok yogun plenktenkimadan olusur. Gévde zengin dallanma gdsterir. Cok yillik alglerdir.
Fakat kis aylarinda gelismelerini durdurup dalciklarini kaybederek soguk periyodu uyku halinde

atlatirlar ( Guner ve Aysel,1996).

Yayili si: Turkiye (Guner ve ark.1985, Cirik ve ark. 1990, Ribera ve ark. 1992, Taskin ve ark.
2008), israil (Einav 2007), Yunanistan (Athanasiadis 1987, Ribera ve ark.. 1992) .

Sekil 2.7.1.3. Cystoseira compressa tirinin genel gérinimi
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2.7.1.4. Padina pavonica (Linneaus) Thivy  Siniflandirmasi ve Genel Ozellikleri
DICTYOTALES

DICTYOTACEAE

Genus PADINA

Padina pavonica (L.) Thivy

[Fucus pavonicus L., Padina mediterranea Bory de Saint-Vincent; Dictyota pavonia (L.)

Lamouroux; Padina pavonia J.V. Lamouroux; Zonaria pavonia C. Agardh]

P. pavonica 8-10 cm boyunda ve 10-12 cm genisliginde olup tallus yuvarlak yelpaze
seklindedir. Gencken renk yesilimsi sonralari tzerinde CaCOs; biriktiginden renk sarimsi-gri
arasidir. Tallus uclart kivrimhi olup, biyime bdélgesidir. Tallus 3-4 cm araliklarla yariklara
sahiptir. Ayrica tallus ylizeyi 1-2 mm aralikli enine hatlarla zonlara ayrilmistir. Bu tlir monoiktir.

Sicak ve ihman denizlerin Ust infralittorelinde yayilis géstermekle birlikte kozmopolittir.

Yayilisi: Tirkiye (Oztirk, 1988; Taskin ve ark.,2008), Akdeniz (Ribera ve ark.,1992), ingiltere
(Hardy ve Guiry,2003), Kanarya Adalari (Haroun ve ark.,2002), Hint Okyanusu (Silva ve
ark.1996), Bat Atlantik (Wynne , 2005).
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Sekil 2.7.1.4. Padina pavonica turinin genel gérinimd

2.7.2. Yesil Algler (Chlorophyta) Genel Ozellikleri, Yayili s Alanlari ve Elde Edilen
Uruinler

Yesil algler yaklasik 500 genusa ait 8000 tir ile algler icerisinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bunlarin % 90’1 tath sularda ve nemli topraklarda yayilis gosrerirken geri kalan %
10'u ise denizlerin si1g bolgelerinde yayilis gosterir. Sucul ekosistemlerdeki floranin buyuk bir
bolumund olugturur. Yiksek bitkiler Gzerinde epifit yasayanlari oldugu gibi mantar hifleriyle
simbiyotik olarak likenleri olusturan tirleri de (Chlorella sp. vb.) vardir. Tathsu Uyeleri genig
kozmopolit tirler olmasina karsin denizel olanlarin bazilarinin daha dar yayilis alanlarinda
g6zlendigi bilinmektedir. Paleontolojik olarak bircok fosil yesil alg tirtiniin ¢cok eski dénemlerden
(Palazoik doénem Silurian peryot, 435-460 milyon yil dénce) bu yana denizlerde oldugu
bilinmektedir. Bunun yanisira Charophyceae’nin kalkerli cinsleri ise Ordovisien peryodundan
(500-530 milyon yil 6nce) beri denizlerde oldugu bilinmektedir.
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Chlorophyta klorofil a ve klorofil b iceren butin algleri icerir. Tallus yapilanmalari
acisindan tek hicreli basit yapili olanlardan, sifonlu ya da parankimatik talluslu gelismis tirlere
kadar bircok turt vardir. Hicre ceperleri genelde sellloz icerir ayrica degisik maddeleri
biriktirerek farkli renk ve gorintiler olustururlar. Kloroplastlar yiksek bitkilere benzer
ozelliktedirler. Ancak sekilleri cins ve tirlere gore degisiklik gostererek can, yildiz, agsi, oval vb.
tiplerde olabilir. Hucreleri genelde tek nukleuslu ve bir kromatofor icerdigi gibi bazi turleri ¢cok
sayida nukleus ve kromatofor icerebilmektedir. Yesil alglerin kromatoforlari klorofil a ve b,
karotin, ksantofil ve lutein gibi pigment maddeleri tasir. Bircok yesil alg Uyesinde nisasta

merkezi olarak adlandirilan pirenoidler bulunur. Asimile Grtnleri nisastadir.

Bazi yesil alglerde vejetatif yolla tallus parcalarindan yeni bireyler gelisebildigi gibi turlere
gore eseysiz sporlar ya da gametlerle eseyli Ureme de gorilir. Eseysiz lUreme; vegetatif
hiicrelerde olusan bir veya daha fazla sayida esit boyda 2-4 kamcil, ciplak ve stigmali
zoosporlar olur. Egeyli Ureme; izogami, anizogami ve oogami sonucunda olusan zigot ile olur.
Geligkin talluslara sahip bircok yesil alg tiriinde sporofit ve gametofit nesil arasinda izomorfik
yasam dongusi baskin olarak goézlenir. Buna karsin bu tir yasam doéngilerinin gézlenmedigi

yesil alg turleride vardir.

2.7.2.1. Codium fragile subsp. tomentosoides (van G  oor) P.C. Silva Siniflandirmasi ve

Genel Ozellikleri
BRYOPSIDALES
CODIACEAE
Genus: CODIUM

Codium fragile subsp. tomentosoides

Codium fragile koyu yesil renkli, dikotom dallanma gdésteren, dik bir alg turtdar. Dallari

kadifemsi yapidadir. infralittoral zonda yasarlar ve uzunluklari 1 metre kadar olabilir.

Yayiligi: Tarkiye (Gallardo ve ark.,1993, Taskin ve ark.2008), Kanarya Adalari (John ve ark.,
2004), Yeni Zelanda (Silva, 1979, Adams, 1994,)
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Sekil 2.7.2.1. Codium fragile ssp. tomentosoides tiriintin genel gérinima

2.7.2.2. Enteromorpha linza var. lanceolata (Linnaeus) J. A gardh Siniflandirmasi ve Genel
Ozellikleri

ULVALES

ULVACEAE

Genus: ENTEROMORPHA

Enteromorpha linza var. lanceolata (Linnaeus) J. Agardh

Tallus, 30 cm uzunlugunda, 5cm genisliginde olabilir. Tallusta dallanma goérilmez, merkezi

tiptedir. Tallusun genigligi ortada en fazla seviyede olur, parlak yesil renklidir.

Yayiligi: Turkiye (Giuner ve ark.,1985, Cirik ve ark., 1990, Gallardo ve ark.1993), Antartika
(Papenfuss, 1964).

Sekil 2.7.2.2. Enteromorpha linza var. lanceolata tirtiintin genel gériinima
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2.7.2.3. Caulerpa racemosa var. cylindracea (Sonder) Verlaque, Huisman &
Boudouresque Siniflandirmasi ve Genel Ozellikleri

BRYOPSIDALES

CAULERPACEAE

Genus: CAULERPA

Caulerpa Latince “yatay gelisen govde” anlamina gelmektedir. Bu cinse ait tirler, parlak
floresan yesil renklidirler. Caulerpa cinsinde gercek bdlme ceper bulunmaz fakat ceperden
merkeze dogru ilerleyen selliloz cubukcuklari bulunur. Caulerpa racemosa, u¢ kisimlardan
blylyen ve yatay uzanan silindir seklinde “stolon” bir gévde, buradan tutunma zeminine dogru
¢ikan renksiz ve cok dalli rizoidler ile yukariya dogru dikey yukselen Gzim salkimi seklinde
dalciklardan olugsmaktadir. Yaklasik 3 cm boyundaki bu dalciklarin ¢apt 1 - 1,5 mm olup tepe
kisimlari yassidir.

Yayiligi: Turkiye (Taskin ve ark. 2008), Florida (Taylor 1960), Korea (Lee & Kang 2001).

Sekil 2.7.2.3. Caulerpa racemosa var. cylindracea tirtiniin genel gérinimd

2.7.3 Kirmizi Algler (Rhodophyta)Genel Ozellikleri, Yayil s Alanlari ve Elde Edilen

Urtinler

Kirmizi alglerin Rhodophyceae adli tek bir grubu bulunmakta ve kelime olarak Rhodo:
Kirmizi, Phykos: yosun, Phyta bitki anlamina gelmektedir (Cirik ve Cirik, 2004). Hoek ve ark.
1995, kirmizi alglerin yaklasik 5000-5500 tir ve 500-600 genusa sahip oldugunu bildirmiglerdir.

Buyuk bir cogunlugu denizlerde yasamakla beraber ¢ok az bir kismi tatli sularda yasamaktadir.
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Kirmizi algler denizlerde kayalara bagl olarak yasarlar. Bunun yaninda nadiren de olsa, deniz
kabuklari ve Zostera tirleri Gzerinde yasamaktadirlar (Hoek ve ark, 1995). Kirmizi algler,
alglerin en gelismis grubunu olusturmaktadir. Bu grup alglerin hiicreleri eukaryot olup bir veya
birden fazla cekirdek tasimaktadir. Bu alglerde cesitli oranlarda bulunan fikoeritrin ve
fikosiyanin, klorafil a ve klorofil d’'nin yesil rengini érterek bu alglere cesitli tonlarda kirmizi rengi
vermektedir (Cirik ve Cirik, 2004). Kirmizi algler, agar maddesi icermelerinden dolay biyik bir

ekonomik degere sahiptirler (Sukatar, 1983 ) .

Kirmizi algler Bangiophyceae ve Florideophyceae olmak Uzere iki sinifa ayrilmaktadir.
Florideophyceae lyeleri, hiicrelerinin birlesme noktalarinda bir ¢esit proteinsi tika¢ ya da kapak
olan “pit plug” bulunmasi, kendine 6zgli gametangiumlara ve trikogine sahip olmasi, ayrica
hiicrelerinde “Floridae Nisastas!” depo etmesi ile karakteristiktir. Filogenetik arastirmalar
Florideophyceae sinifinin iki ana kola ayrildigini ortaya ¢ikarmistir. Birinci grup; hicreler arasi
baglantilarindaki pit plug yapilarini ¢cevreleyen dis baslik katmaninin varligi ile karakteristik olup,
Acrochaetiales, Palmariales, Nemaliales, Corallinales, Batrachospermales ve Rhodogorgonales
ordolarini igine almaktadir. ikinci grup ise; i¢ baglk katmanini kaybetmis olmasi ile karakteristik
olup, Gigartinales, Cryptonemiales, Rhodymeniales, Gracilariales, Bonnemaisoniales,
Gelidiales, Ceramiales ve Ahnfeltiales ordolarini kapsamaktadir. Bununla birlikte, ¢ok hicreli
karpogonial dallar, auxillar hiicreler, ooblastlar, aksial ya da lateral karpogonial dallar her iki

grupta da gelismektedir (Ogretmen,2007).

Uremeleri esnasinda meydana gelen esey organlarinin olmayisi dolayisi ile hareketsiz
oluslari kirmizi alglerin tipik ©zelliklerindendir. Eseyli Gremeleri oogami ile olmaktadir. Ogon
‘karpogon’ adini alir ve bir kabul organi olan ‘trikogin’ ile sonlanir. Anteridiumlarda meydana
gelen erkek gamet kamcisiz olup “sperma” yada “spematium” adini alir. Déllenmeyi takiben
zigot karpogunu terk etmeden cimlenerek vejetatif sporlari meydana getiren “sporogon” iplikleri

verir. Bunlara “gonimoblast” denir ve dol almasi gorilur (Gliner ve Aysel, 1996).

2.7.3.1. Jania longifurca Zanardini ~ Siniflandirmasi ve Genel Ozellikleri
CORALINALES

CORALLINACEAE

Genus : JANIA

Jania longifurca Zanardini

[ Corallina longifurca Zanardini, Corallina rubens f. longifurca Zanardini, Jania rubens f.

longifurca Mazza ]
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Tallus 1.8 — 2 cm uzunlugunda olup, silindirik ve dikotomik bir sekilde dallidir. Eksen kalkerli
bir yapidadir. Tallus segmentleri 300pm uzunlugunda ve 100um enindedir. Kozmopolit olan tir

Akdeniz, Ege, Adriyatik ve italya kiyilarinda yayilis gosterir (Tagkin,1999).

Yayiligi: Turkiye (Taskin ve ark.,2008), Afrika,Tunus (Ben Maiz, ve ark.,1987), Kanarya adalari
(Haroun ve ark.,2002)

Sekil 2.7.3.1. Jania longifurca tirtiniin genel gérinimu

2.7.3.2. Laurencia obtusa (Hudson) Lamouroux  Siniflandirmasi ve Genel Ozellikleri

CERAMIALES
RHODOMELACEAE
Genus: LAURENCIA

Laurencia obtusa (Hudson) Lamouroux

[ Fucus obtusus Hudson 1778, Chondria obtusa (Hudson) C. Agardh 1817, Sphaerococcus
obtusus (Hudson) Wahlenberg 1826]

Yayiligi: Tirkiye (Giiven & Oztig 1971, Cirik ve ark.1990, Gomez Garreta ve ark. 2001, Tagkin
ve ark. 2008), Romanya (Caraus, I. 2002),Gliney Amerika (Taylor, 1960).
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Sekil 2.7.3.2. Laurencia obtusa tlrtiniin genel goériinimu

2.8. Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar

1. Staphylococcus aureus ATCC 6538-p

Stafilkoklar, 0zum salkimi seklinde kimeler olusturan Gr(+) koklardir. Bilinen adi
besiyerinde anaerop ve aerop kosullarda uretilebilirler. S. aureus bakterileri, kiicik, yuvarlak,
oval sekilli, gr (+) koklardir. insan saghgi agisindan énemli olan S. aureus, etken oldugu
infeksiyonlarin klinik belirtilerine yol acan bir dizi hiicre disi enzim ve ekzotoksinlere sahiptir,

ornegin koagiilaz, alfatoksin, I6kosidin, eksfoliatin, enterotoksin, toksik sok toksini.

Patogenez ve semptomatik géz 6nune alindijinda S. aureus’un etkili oldugu hastaliklar,
invazif infeksiyonlar (yara infeksiyonlari, sintizit, orta kulah ilthabi v.b.), toksikozlar (gercek
toksikozlar, enterotoksinle kontamine besinlerin yenmesiyle olugan besin zehirlenmeleridir.
Birkac saat gibi kisa siren bir kulugcka déneminin ardindan bulanti, kusma ile seyreden bir

hastalik tablosu ortaya cikar ), karisik formlar (toksik sok sendromu).

Tedavide cerrahi girisimlerin yani sira antibiyotik uygulanmasi tedavinin agirlik noktasidir.
Antibiyotik tedavisi igin, suslarin %70-80 ‘inin penisilaz Gretmesi nedeniyle, penisilinaza direngli
penisilin secilir. Bu penisilinler metisiline direncli suglara etkili degildirler. Cogul diren¢ olmasi
durumunda vankomisin veya teikoplanin segilir. TSST-1 olusumu klindamisinin distk dozlariyla
engellenir. S. aureus’un birincil yerlesim yeri deri ve mukozalardir. En énemli koruyucu énlem

ellerin yikanmasidir (Kayser ve ark., 2002).
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2. Staphylococcus epidermidis  ATCC 12228

Staphylococcus epidermidis; hareketsiz, kapsulsiiz, gram pozitif koklardir. Koagllaz ve
mannitol negatiftir. Koagulaz negatif stafilokoklar icerisinde hastalk etkeni olarak en sik (%70-
%80) izole edilen tur S. epidermidis’tir. Deri ve mukoza normal florasinda bulunurlar. Firsatci
patojendirler, bagisiklik sistemi zayiflamis kisilerde tek basina veya baska bakterilerle

infeksiyon olusturabilirler (Kayser ve ark., 2002).

Kdiltirlerinde ve infeksiyon materyalinden yapilan direkt preparatlarda doértlt, ikili veya
dizensiz gruplar halinde veya tek tek koklar halinde gorulurler. Kanli agarda kirli beyaz renkte
ve S. aureus’a gore kiicuk, konveks, diz ya da grandlli yizeyli koloniler yaparlar. S. aureus’tan

koagulaz negaitf, mannitole etki etmemesi ve aflatoksin yapmamasi 6zellikleri ile ayirt edilir.

Yumusak doku, yara enfeksiyonlari, pnédmoni, merkezi sinir sistemi hastaliklari, artrit,
yapay protez ve katater kullanimi sonrasi septisemi gibi enfeksiyonlarda etken olarak
bulunurlar. (Bilgehan,1992). Bu bakterinin olusturdugu infeksiyonlar kural olarak, yabanci
cisimlerin varligiyla iligkilidir. Bu infeksiyonlarin patogenezinde, stafilokoklarin yabanci
yuzeylerin Uzerine yapismas! ve biyofilm olusturma yetenekleri rol oynamaktadir. Koagilaz
negatif stafiloklarin pek cok kemoteropotige karsi direncli olmalari nedeniyle, etken olduklari
infeksiyonlarin antibiyotik tedavisinde siklikla sorunlar ortaya cikmaktadir (Kayser ve ark. ,
2002).

3. Enterococcus faecalis ATCC 29212

Enterokoklar gram pozitif, birka¢ istisna disinda hareketsiz, aerobik veya fakultatif anaerob,
katalaz negatif (oksijen varliginda gelisen ve pseudokatalaz Ureten bazi tirler harig), oval kok
formunda, genellikle diplokok veya kisa zincir goriinimundedirler. Normal yasam ortamlari
insan ve hayvanlarin barsaklari olan enterokoklar besinlerde de bulunabilirler. Hareketsiz
katalaz negatif olup, D grup antijenine sahiptirler. 45°C’de, %6,5 NaCl' de ve pH 9'da
ureyebilirler. Klasik bir firsat¢i patojen olarak patojeniteleri sinirhdir. Ancak hastane
infeksiyonlarinda karisik flora kapsaminda baska etkenlerle birlikte etken olarak siklikla izole
edilir. izole edile suslarin yaklagik %90 ‘I E. faecalis, %10'u E. faecium ‘dur. Engok korkutucu
olan enterokok infeksiyonu endokardittir. Endokardit tedavisinde bir aminopenisilin, streptomisin
veya gentamisin ile birlikte verilmelidir. Tedavide basarinin 6n kosulu kombinasyonun bakterisid

etkili olmasidir (Kayser ve ark., 2002). E. faecalis insan ve hayvan digkisinda bulunan fekal
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orijinli bir tirdar. Ancak bu bakterilere insan ve memeli hayvanlarin digkisi disinda toprak, su,

bitki ve bdcek gibi bircok ¢cevrede de rastlanmaktadir.

4. Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus cinsi bakteriler dogada yaygin olarak bulunan, Gram pozitif, aerop, endospor
olusturan ve katalaz olumlu mikroorganizmalardir. Bacillus subtilis kirpikli bir basil oldugu icin,
hareketli, sporlari oval ve subterminaldir. Kapsulsiiz, gram pozitif, aerop, oda sicakhdl ve
zenginlesmis besiyerinde rahatlikla Ureyebilen, R tipi koloniler yapan, saprofit yani dogada
yaygin olarak bulunan bir basildir. Bakteri genellikle 1,5-3 um boyunda, 0.5-0.8 um eninde,
comakcik seklinde bir yapiya sahiptir.

B. subtilis termotoleran bir bakteridir yani termofil bakterilere gre daha disik sicakliklarda
yasabilirler. Isiya dayanikh olmalari onlarin dogada yaygin bir grup olmalarini saglar
(Oner,1987). Saprofit bir bakteri olmakla beraber, doku icine veya g6z icine bulagarak kolaylikla

infeksiyonlara eden olabilir.

5. Bacillus cereus ATCC 7064

B. cereus sporlu, Gram pozitif, fakultatif anaerob ¢ubuk formlu bir bakteridir. Sporlar sentral
veya subterminal pozisyonda olup vejetatif hiicrenin genisliginden daha genis degillerdir. Bu
bakteri ¢cok yaygin olarak hemen her tarafta bulunmaktadir. Toprak ve bitki ortiisinde yaygin
olarak bulunmaktadir. 1-1,2 um ile 3,0-5,0 um arasinda hiicre boyutuna sahip olan bu bakterinin
optimum gelisme sicakligi genellikle 30°C’dir. Santral veyta subterminal yapida, elipsoidal

sporlara sahip olan bakteri, peritrik flagellalari sayesinde hareketli ve aerobiktir (Tunail, 2000).

B. cereus iki farkh tipte hastaliga neden olabilmektedir. Bunlardan biri "akut baslayan
kusma tipi sendrom” olup daha ¢ok pismis piring ve piringli gidalarda olusan toksinle iligkilidir.
Kusturucu toksin olarak isimlendirilen bu toksin 1si ile pH 'nin yani sira tripsin ve pepsin
enzimlerine de direnclidir. Diger hastalik tipi ise "uzun siirede gelisen diyare tipi sendrom" olarak
bilinmektedir ve daha genis bir gida grubu ile iligkilidir. B. cereus’'un ¢ok sayida (>10 6 /g)
alinmasi ile bireylerde gida zehirlenmesi gozlenebilir. Ozellikle B. cereus ile kontamine olmus
gidalar pisirildikten sonra yeterince sogutulmadiklarinda veya gidalarin hazirlanmasi ile tiketimi
arasindaki siire uzadiginda, canli ve isiya direncli olan sporlarin ¢gimlenmesi sonucu organizma
cogalip, gida zehirlenmesine neden olabilecek sekilde toksin olusturabilir (Kaleli ve Ozkaya,
,2000).



45

6. Salmonella typhimurium CCM 5445

Gram negatif, comakcik seklinde, peritrik kirpikleri ile hareketli (S. gallinarum-pilllorum
haric), sporsuz, kapsulsiz, aerob ve fakiltatif anaerob bir bakteridir. S. typhimirium’'un etken
oldugu hastaliklar, ates, bulanti, kusma ve cesitli abdominal sikayetler ile seyreden gastroenterit

ve bakteriyemi ile metastatik lokal infeksiyonlardir.

Tum dinyada, antibiyotiklere direncli Salmonella suslarinin insidansindaki artis 6nemli bir
halk saghgi problemi olusturmaktadir. Turkiye’den de coklu direncli S. typhimurium suslar
bildiriimektedir. Ozellikle ampisilin (A) amoksisilin/klavulanik asit (A/C), kloramfenikol (C),
streptomisin  (S), sulfisokzasol (Su) ve tetrasiklin (T)'e direncli olan ve direng modeli
AA/CCSSuT seklinde gosterilen ¢oklu direngli S. typhimurium suslarinin Tirkiye’de pek ¢ok
sehirde izole edildigi bildirilmistir (Erdem ve ark. 2007).

7. Enterobacter cloacae ATCC 13047D

Enterobakteriler, Gram negatif, sporsuz basiller olup genel olarak 0.3 — 1.0uym eninde 1.0
— 6.0um boyunda mikroorganizmalardir. Enterobakteriler toprakta, suda, bitkilerde yaygin olarak

bulunduklari gibi insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda yerlesirler.

Enterobacter tirlerinde antibiyotiklere kargi hem kromozomal kodlanan hem de plazmidlerle
tasinan ve tirler arasinda aktarilabilen diren¢ saptanmistir. Beta laktam antibiyotiklerin ampirik
kullanimlarinin artmasi nedeniyle bu antibiyotiklere diren¢ gelisimi artmakta ve ¢oklu antibiyotik
direncli suslar ortaya ¢ikmaktadir. Enterobacter turleri icerisinde infeksiyon etkeni olarak en sik
E. cloacae, E. aerogenes, E. sakazakii ve E. agglomerans izole edilmektedir. Enterobacter
suslari saglikli bireylerde nadiren infeksiyona sebep olan firsat¢l patojendirler. Bu suslar
Enterobactericeae ailesinin diger Uyelerine gére antiseptiklere ve antimikrobiyal ajanlara biyik

oranda direnclidirler (Yazici ve ark., 2004).

8. Escherichia coli

Gram negatif, diizgiin comak sekilli bir bakteri olan E. coli peritrih kirpiklidir. Laktozu
fermente eder. O- ve H- antijenlerinden kaynaklanan karmasik bir antijen yapisi vardir. Fimbriya
antijenleri de tanimlanmigstir. Bakteri cubuk seklinde olup, boyutlari 1-2 pum uzunlugunda ve 0.1-
0.5 pm c¢apindadir (Todar, 2008).

E. coli bakterileri, makroorganizmada normal flora Uyesi olarak bulunduklari yerlerden

baska yerlere ulasirlarsa ve bu aslinda ait olmadiklari yerlerde Gremeleri icin elverigli kosullar
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varsa, barsak disi infeksiyonlara neden olurlar. idrar yolu infeksiyonlari, en sik rastlanan E. coli
infeksiyonudur; ya sadece alt Uriner sistemi tutar veya bébrek kapsulind tutar. Sepsis, yara
infeksiyonlari, safra kesesi infeksiyonlari, apandisit, peritonit, erken ve yenidoganda menenjit

diger infeksiyon tirleridir.

E. coli Gram (-) bir bakteri oldugundan endospor olusturmaz, pastdrizasyon veya
kaynatma ile 6lir. Memeli hayvanlarin bagirsaklarinda biyiimeye adapte olmus oldugu icin en

iyi viicut sicakliginda cogalir.
9. Proteus vulgaris ATCC 6897

Enterobactericeae familyasinda yer alan Proteus bakterileri Gram negatif, 1-3x0.4 - 0.6
mikron boyutlarinda, bazen daha uzun ya da kokobasil gériinimiinde, sporsuz ve kapsiilsiiz
bakterilerdir. Toprakta, suda ve diskiyla kontamine materyallerde bulunurlar. Proteus
bakterilerince olusturulan idrar yolu infeksiyonlari uzun sureli ve persistan infeksiyonlardir ve
bdbrek tasi olusumuna neden olabilirler. Proteus’larin neden oldugu Uriner sistem infeksiyonlari
tedavisi guc bakteriyemiye neden olabilir. Boyle hastalarda 6lim orani % 15 - 88 arasinda
degismekle birlikte, bu oran predispozan faktorlere bagl olarak degdismektedir. Bu bakteriler
ayrica; yara infeksiyonlari, menenjit, organ apseleri, 6zellikle yenidoganlarda gobek kordonu
infeksiyonlari ve bu infeksiyonlardan kaynaklanan epidemiler halinde goérulebilen sepsis ve
menenjitlere neden olabilmektedirler. Proteus bakterilerinin de dahil oldugu Enterobactericeae
familyasinda yer alan bakterilerde genis spektrumlu B-laktamlar, florokinolonlar ve
aminoglikozidleri kapsayan ¢cogu antimikrobiyale diren¢ gelisimi 6nemli bir problemdir (Bozkurt
ve ark., 2005).

10. Candida albicans ATCC 10321

insanda hastalik yapan kandidalarin baginda C. albicans gelir. C. albicans'lar
icerisinde GDH18, GDH3339, CA1957, ATCC 28366 ve ATCC 10321 suglari daha virtlandir.
Diger kandidalar insanda seyrek olarak hastalik yapar veya avirilandir. Diger kandidalar gibi
konaga girmeden 6nce maya fazindadir, buna Y fazi (Yeast phase, saprofit faz) denir. Konak
dokuya temas ettikten bir siire sonra psddemicelyumlar gelistirerek hastalik yapan fazina, yani
M fazina (Mycelial phase, hyphal phase) gecerler. Hicbir hastalik olusturmadan cok sayida
kandida agiz, barsak, vajina, tst solunum yolu ve deri florasinda bulunur, bu floralarin dogal bir
tyesidir. Oportunistik patojendir. immiin yetersizligin bulundugu durumlarda yiizeysel ve derin
mikozlara sebep olur (Aydin ,2004).
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Kandidalar, insan ve hayvanlarda mukozalarda kommensal olarak bulunurlar, bu nedenle
kandida infeksiyonlari, endojen infeksiyonlar kabul edilir. Kandida mikozlari sikhkla direnci
zayiflamig, 6zellikle hiicresel bagisiklik sistemi tahrip olmus hastalarda goéralir. En sik olarak

mokuzalar tutulur nadiren deri ve i¢ organlarda da yerlesme olur (Kayser ve ark.,2002).

3. OZDEK VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Alg Orneklerinin toplandi g1 istasyonlar

Cunda ( Alibey Adast )

istasyonumuz Cunda (Alibey ) Adasrni kapsamaktadir. Ayvalik'i acik denize Kkarsi
kapayan bu adaya bir kdpri yolu ile karayolundan gecmek mimkindir. Ayvalik merkeze
yaklasik 8km uzaklktadir. Adada istasyonumuz, balik¢iklari ve marinayi gectikten sonraki sahil
bdlimind kapsamaktadir. Marinadan baglayan ve betonlarla olusturulmus diz kiyi devaminda
yerini sadece yaklasik iki metre eninde kumluk plaja birakir. Sahili taglik ve kumluk olup zemini

sadece ince kumluktur.

Adanin giney sabhillerinde ilk giriste kumul sahilerin arasinda Sargassum acinarium
turlerine rastlanmaktadir. Cunda (Alibey Adasi) adasinda ise Sauvageaugloia griffitshiana
(Griffiths ex Harvey) G. Hamel ex Kylin, Cladosiphon contortus (Thuret) Kylin, Cladosiphon
zosterea (J. Agardh) Kylin, Ascocyslus orbicularis, Sargassum acinarium en c¢ok gézlenen
turlerdir. Istasyona ait uydu gériintiileri Sekil 3.1.'de, 6érneklerin toplandigi kiyi seridi haritasi

Sekil 3.2.’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1. Cunda adasi kiyi seridi haritasi

Sekil 3.2. Cunda adasi drneklerin toplandigi kiyi seridi
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Dikili
Bu istasyonumuz Dikili Kabakum mevkiindedir.100 metre genisliginde yaklagik 4 km’lik bir
sahil seridini kapsamaktadir. istasyona ait uydu géruntileri Sekil 3.3.’de, érneklerin toplandig

kiyi seridi haritasi Sekil 3.4.de go6sterilmistir.

Sekil 3.3. Dikili kiyi seridi haritasi

Sekil 3.4. Dikili 6rneklerin toplandigi kiyi seridi
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Cesme

Bu istasyonumuz lldiri sahillerini kapsamaktadir. Sahil ¢izgisi gines isinlarini normal
saatlerinde almaktadir, orneklerin toplandigi sahil ¢izgisinde ilk 0-0,5 metrede kayaliklar
arasinda ve Uuzerinde Padina pavonica turlerine rastlanmigtir, Jania longifurca tiride her
mevsim de az ya da ¢ok gozlenen turler arasindadir, taslk, kayalik bir sahil seridine sahip olan
koyda yaygin olarak bulunan diger tirler ise; Cystoseira barbata, Caulerpa racemosa, Jania
rubens, Laurencia obtusa ‘dir. istasyona ait uydu harita géruntiileri Sekil 3.5.te, érneklerin

toplandigi kiy seridi haritasi Sekil 3.6.'da gosterilmistir.

38 214557 K
% 2748.37°D

Sekil 3.5. Cesme kiyi seridi haritasi
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Sekil 3.6. Cesme 6rneklerin toplandidi kiyr seridi

Kusadasi

Bu istasyonumuz Kusadasi Onura Otel civarindaki kiyr seridini kapsamakadir.
Ornekleme Onura Otel 6niindeki agik plajdan yapiimistir. Agik denize bakan bu sahil seridinde
yer yer kayaliklar bulunmaktadir ve bu kayaliklar Uzerinde yaygin olarak bulunan tirler
Enteromorpha linza , Scytosiphon lomentaria, Halopteris filicinae ttleridir.
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Sekil 3.8. Kusadasi drneklerin toplandigi kiyi seridi
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3.1.1. Ornekleme

Ege Bdlgesi kiyilarindan, toplam 6 Alg tirt icin arazi calismasi yapilmistir. Calisma oncesi
ornekleme yapilacak olan bdlgeler belirlenmistir, drnekleme 4 farkl istasyondan yapilmistir. Bu
istasyonlar; Ayvalik-Alibey Adasi, Dikili, Cesme, Kusadasi bdlgelerindeki kiyi kesimlerdir,
bolgelere ait harita ve koordinat bilgileri sekil 3 -1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ‘de verilmistir. Ornekleme
zamani Eylil 2007 ile Mart 2008 tarihleri arasidir. Arazi calismasi icin uygun olan bélgeler
secilerek, gerekli hazirliklar yapimistir ve yaklasik 0 -0,5 m derinlikten, elle alg turleri
toplanmistir, toplanan turler kiyida hemen 6n ayiklamadan gegciriimis ve posetlenerek,
Uzerlerine yer- saat ve tur adi belirten etiketler ile aktivite kaybini engellemek adina, soduk
zincir kurallarina uygun olarak laboratuvara getirilmistir, laboratuvarda ornekler tekrar iki kez,
steril eldiven kullanilarak elle ayiklanmig ve distile sudan gecirilmistir, uygun posetleme ve
etiketleme yapilarak antimikrobiyal ve antioksidian aktivite tayini icin; kullanilincaya kadar - 20°
C’de bekletilmistir.

3.1.2. Alet ve Ekipmanlar

Calisma suresince kulanilan alet ve ekipmanlar Tablo 3.1.2. ‘de gosterilmistir. Calisma
suresince kullanilan alet ve ekipmanlara ait resimler Sekil 3.1.2.1 — 3.1.2.2.- 3.1.2.3-3.1.2.4 ve
3.1.2.5 ‘te gosterilmistir. Kullanilan alet ve ekipmanlar, Deneysel slirece uygun olarak,
sterilizasyon, ekstraksiyon, antimikrobiyal deneme, mikrobiyolojik ekim, steril calisma,
antioksidan deneme, saklama, ayirma-saflastirma, protein tayini, absorbans élcimi amaclarina

uygun olarak temin edilerek kullaniimigtir.
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Tablo 3.1.2. Kullanilan alet ve ekipmanlar

L b’ Alet ve Ekipmanlar ~ Amag
Soksile cihazi w o B Ekstraksiyon - antimikrobiyal
Otoklav s "-!-'!l'. Sterilizasyon - antimikrobiyal
Etlv (37° ve 27° ) '!-HH-!’ Inkiibasyon - antimikrobiyal
Isitmali galkalayic '!—m-a.—...-. Ekstraksiyon - antimikrobiyal
Besiyerleri === Mirobiyolojik ekim - antimikrobiyal
Cam malzemeler -—— - ’ Deney asamasi — antimikrobiyal, anticksidan
Plastik malzemeler - !1* Deney asamasi —antimikrobiyal, antioksidan
Derin dondurucu (-20°) —— - Saklama — antimikrobiyal
Buzdolabi (+4°) - . - Saklama - antimikrobiyal
Derin dondurucu (-80°) '!-111-’ Saklama - antioksidan
HPLC Cihazi -!J!.-".q-. Ayirma, saflastirma - antioksidan
Kimyasal malzemeler -!-!.—...-!,’ Cﬁ;gen_ier. tampon ¢ozeltiler — antimikrobiyal,
antioksidan
Spektrofotometre "Aass ’ Absorbans degeri ~ antioksidan
e _5!11’ Steril calisma-antimikrobiyal
R —— Cozgenlerin uzaklastiriimasi-antimikrobiyal
Rotary evaporator
sk ot Saptara i e _. Protein tayini -Antioksidan
Spektrofotometre !H'Hﬂ" B
St - e _. Antioksidan




Sekil 3.1.2.1 .Spektrofotometre (Biotek)

Sekil3.1.2.4 .HPLC Cihazi(Schimadzu)
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Sekil 3.1.2.5. Biyoguvenlik Kabini (Metisafe)
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Mikrobiyolojik Besiyerleri

Besiyeri 1. Mueller Hinton Broth
icerik gram/Litre
Infusion from meat 2,0
Casein peptone 17,5
Starch 15
Calcium chloride 0,050
Magnesium sulphate 0,020
Besiyeri 2. Tryptic Soy agar
icerik_ gram/Litre
Pepton from casein 15
Pepton from soy meal 5
NaCl
Agar-agar 15
Besiyeri 3. Potato Dextrose Agar
icerik_ gram/Litre
Potato infusion 4
D(+)glucose 20,0
agar-agar 15,0
3.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi icin Ekstrelerin Hazirlanmasi

Cystoseira barbata, Jania longifurca, Enteromorpha linza, Codium fragile,Cystoseira
compressa ve Sargassum acinerum ‘a ait drnekler uygun kosullarda kurutulduktan sonra
aseptik sartlara uyularak, bir mekanik parcalayici yardimiyla toz haline getirilerek, elekten
geciriimis ve rutin yontemleri uygulamak (izere 10’ar gr tartilmistir. Orneklerin kurutulup toz
haline getiriimesine iligkin resimler sekil 3.2.1. ve 3.2.2.'"de gdsterilmistir. Toz haline getirilmig
olan orneklerden her bir tir icin 10’ar gram tartilarak ayri ayri posetlenmis ve lzerilerine tekrar
etiketleme yapilmistir. iki ayri ekstraksiyon yéntemi uygulanmistir; ilk ydntem olan soksile cihazi
ile ektraksiyon yontemine gore; tium ornekler icin soksile cihazinda ekstraksiyon islemi
uygulanmistir. iki farkli ¢ézgen icin 10’ar gr tartilarak, yaklasik 150-200 ml kloroform ilavesi ile

soksile cihazi igerisine yerlestirilmistir.

Yaklasik 8 saatlik ekstraksiyon islemini takiben, yontem diger cézgen metanol icin
uygulanmigtir. Bu metoda goére elde edilen tim ekstreler kullanilincaya kadar -20° C'de

saklanmigtir.
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Diger ekstraksiyon yontemi olarak calkalamali inkibator cihazi kullaniimistir, érnekler 5
gln sure ile 30°C’de calkalamali inkiibatérde ekstraksiyona tabi tutulmustur. 10 ‘ar gram tartilan
ornekler 250 ml lik erlenler icerisine toz halinde konulmustur ve Uzerilerine 2 farkh ¢dzgen

olarak metanol ve kloroform dan 50’ser ml ilave edilerek inkiibatore yerlestirilmistir.

Sekil 3.2.1. Alg drneklerinin kurutulma islemi(2) Sekil 3.2.2. Alg 6rneklerinin toz haline getiriimesi

3.2.1. Cystoseira compressa Soksile ve Calkalayici Ekstraksiyonu ve Verim
Hesaplamasi

Cystoseira compressa Orneginden iki ayri ekstraksiyon ydntemi icin 10'ar gr ornek
tartilmistir. Ornekler sirasiyla metanol ve kloroform c¢ozgenlerinde soksile cihazinda 8 saat ve

calkalamali inklibatorde ise 5 giin sire ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon sonrasi
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ornekler daha kicuk balonlara alinmis ve doéner buharlastiricida 40-45 °C‘de ¢6zgenlerin
ucurulmasi saglanmigtir ve her bir ekstre icin verim hesaplanmistir.

Cystoseira barbata soksile cihazi ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+6rnek Dara
Metanol 123,3032 gr — 121,37129gr=0,9320gr Y :% 9,320
Kloroform 140,6105gr — 139,9694 gr =0,6411gr Y :% 6,411

Her bir ekstrede, 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde kendi ¢ozgeni
ilave edilmistir. Metanol ekstresinin Gzerine 4660 pl metanol ilave edilerek kalinti ekstre balon
icerisinde iyice ¢ozundurilmustir ve steril ependorf tiip icerisine alinarak etiketleme yapilmistir.
Bu iglem kloroform ekstresi icinde yeterli miktar ¢ozgen eklenmek kosulu ile ayni sekilde

yapilmistir. Kloroform ekstresinin tizerine 3205,5 pl kloroform ilave edilmistir.

Cystoseira barbata calkalayici ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+6rnek Dara
Metanol 128,5890 gr — 128,2206 gr =0,3684gr Y : % 3,684
Kloroform 128,5892 gr — 128,2206 gr =0,3686gr Y : % 3,686

3.2.2. Cystoseira barbata  Soksile ve Calkalayici Ekstraksiyonu ve Verim

Hesaplamasi

Cystoseira barbata érneginden iki ayri ekstraksiyon yontemi icin 10'ar gr érnek tartilmigtir.
Ornekler sirasiyla metanol ve kloroform ¢ézgenlerinde soksile cihazinda 8 saat ve calkalamali
inkiibatorde ise 5 giin sire ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon sonrasi érnekler
daha kuguk balonlara alinmis ve doner buharlastiricida 40-45 °C'de ¢6zgenlerin ugurulmasi

saglanmistir ve her bir ekstre icin verim hesaplanmistir.

Cystoseira barbata soksile cihazi ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+6rnek Dara
Metanol 122,9518 gr — 122,5538 gr =0,398 gr VY : %3,980
Kloroform 128,3552 gr — 128,2275 gr =0,1277 gr Y : %1,277

Her bir ekstrede, 50 ul ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde kendi ¢ozgeni

ilave edilmistir. Metanol ekstresinin Gzerine 1990 pl metanol ilave edilerek kalinti ekstre balon
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icerisinde iyice ¢ozundurilmustir ve steril ependorf tip igerisine alinarak etiketleme yapilmistir.
Bu islem kloroform ekstresi icinde yeterli miktar ¢ozgen eklenmek kosulu ile ayni sekilde

yapilmistir.Kloroform ekstresinin Gzerine 638,5 pl kloroform ilave edilmistir.

Cystoseira barbata calkalayici ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+drnek Dara
Metanol 128,632 gr — 128,200 gr=0,432gr Y : % 4,32
Kloroform 122,673 gr — 122,547 gr =0,126gr Y : % 1,26

Verim hesaplamasi sonrasi 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde
kendi c¢ozgeninden ilave edilmistir. Metanol ektresinin tzerine 2160 pl metanol, kloroform

ekstresinin Gizerine 630 ul kloroform eklenmistir.

3.2.3. Sargassum acinarium  Soksile ve Calkalayici Ekstaksiyonu ve Verim
Hesaplamasi

Sargassum acinarium 6rneginden iki ayri ekstraksiyon yontemi icin 10'ar gr 6rnek
tartiimistir. Ornekler sirasiyla metanol ve kloroform ¢dzgenlerinde soksile cihazinda 8 saat ve
calkalamali inkiibatorde ise 5 giin sire ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon sonrasi
ornekler daha kiguk balonlara alinmis ve doéner buharlastiricida 40-45 °C‘de ¢6zgenlerin

ucurulmasi saglanmistir ve her bir ekstre icin verim hesaplanmistir.

Sargassum acinarium soksile cihazi ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+drnek Dara
Metanol 129,1406 gr — 128,3246gr =0,816 grY: % 8,16
Kloroform 231,124 gr — 231,0562gr =0,072¢grVY:%0,72

Her bir ekstrede, 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde kendi ¢6zgeni
ilave edilmistir. Metanol ekstresinin Gzerine 4080 pl metanol ilave edilerek kalinti ekstre balon
icerisinde iyice ¢ozunduralmustir ve steril ependorf tip igerisine alinarak etiketleme yapilmistir.
Bu islem kloroform ekstresi icinde yeterli miktar ¢ozgen eklenmek kosulu ile ayni sekilde

yapilmistir. Kloroform ekstresinin tizerine 450 pl DMSO ilave edilmistir.
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Sargassum acinarium calkalayici ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+drnek Dara
Metanol 128,4824 gr — 127,6480gr =0,8344 gr VY: % 8,344
Kloroform 122, 7777 gr — 122,5604 gr =0,2173gr ¥Y: % 2,173

Verim hesaplamasi sonrasi 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde
kendi c¢Ozgeninden ilave edilmistir. Metanol ektresinin Uzerine 4172 pl metanol, kloroform

ekstresinin Gzerine 1086,50 pl kloroform eklenmistir.

3.2.4. Codium fragile Soksile ve Calkalayici Ekstraksiyonu ve Verim Hesap  lamasi

Codium fragile 6rneginden iki ayr ekstraksiyon yontemi icin 10’ar gr 6rnek tartilmigtir.
Ornekler sirasiyla metanol ve kloroform ¢ézgenlerinde soksile cihazinda 8 saat ve calkalamall
inkiibatorde ise 5 giin sire ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon sonrasi érnekler
daha kugik balonlara alinmig ve doner buharlastiricida 40-45 °C'de ¢6zgenlerin ugurulmasi

saglanmistir ve her bir ekstre icin verim hesaplanmistir.

Codium fragile soksile cihazi ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+6rnek Dara
Metanol 122,937 gr — 122,555gr=0,382 gr Y: % 3,82
Kloroform 121,4686 gr — 121,4074 gr =0,0612 gr Y: % 0,612

Her bir ekstrede, 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde kendi
¢ozgeni ilave edilmistir. Metanol ekstresinin Uzerine 1910 pl metanol ilave edilerek kalinti ekstre
balon igerisinde iyice ¢cozundurilmustir ve steril ependorf tlp icerisine alinarak etiketleme
yapilmistir. Bu islem kloroform ekstresi icinde yeterli miktar ¢ézgen eklenmek kosulu ile ayni

sekilde yapiimistir. Kloroform ekstresinin Gizerine 306 pl kloroform ilave edilmistir.

Codium fragile calkalayici ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+06rnek Dara

Metanol 121,686 gr — 121,351 gr =0,335¢9r ¥Y: % 3,35
Kloroform 121,543 gr — 121,325 gr =0,218gr Y: % 2,18
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Verim hesaplamasi sonrasi 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde
kendi ¢ozgeninden ilave edilmistir. Metanol ektresinin tzerine 1775 pl metanol, kloroform

ekstresinin tzerine 1090 pl kloroform eklenmisgtir.

3.2.5. Enteromorpha linza Soksile ve Calkalayici Ekstaksiyonu ve Verim Hesap  lamasi
Enteromorpha linza o6rnedinden iki ayri ekstraksiyon yontemi icin 10’ar gr ornek
tartiimistir. Ornekler sirasiyla metanol ve kloroform ¢dzgenlerinde soksile cihazinda 8 saat ve
calkalamali inkiibatorde ise 5 giin sire ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraksiyon sonrasi
ornekler daha kicuk balonlara alinmis ve doéner buharlastiricida 40-45 °C‘de ¢6zgenlerin

ucurulmasi saglanmistir ve her bir ekstre icin verim hesaplanmistir.

Enteromorpha linza soksile cihazi ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+drnek Dara
Metanol 140,3330gr — 139,94gr =0,393gr Y: % 3,93
Kloroform 132,993 gr — 132,6749gr=0,319gr ¥Y: % 3,19

Her bir ekstrede, 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde kendi ¢ozgeni
ilave edilmistir. Metanol ekstresinin lGizerine 1965 pl metanol ilave edilerek kalinti ekstre balon
icerisinde iyice ¢ozundurilmustir ve steril ependorf tiip icerisine alinarak etiketleme yapilmistir.
Bu iglem kloroform ekstresi icinde yeterli miktar ¢ozgen eklenmek kosulu ile ayni sekilde

yapilmistir. Kloroform ekstresinin tizerine 1595 pl DMSO ilave edilmigtir.

Enteromorpha linza calkalayici ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+6rnek Dara
Metanol 65,1190 gr — 64,8277 gr =0,2913 gr ¥Y: % 2,913
Kloroform 64,7891 gr — 64,6982 gr =0,0909 gr Y: % 0,9

Verim hesaplamasi sonrasi 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde
kendi ¢bzgeninden ilave edilmistir. Metanol ektresinin Uzerine 1456,5 pl metanol, kloroform

ekstresinin Gzerine 450 pl kloroform eklenmistir.

3.2.6. Jania longifurca Soksile ve Calkalayici Ekstaksiyonu ve Verim Hesap lamasi
Jania longifurca 6rneg@inden iki ayri ekstraksiyon yontemi igin 10'ar gr érnek tartiimistir.
Ornekler sirasiyla metanol ve kloroform ¢ézgenlerinde soksile cihazinda 8 saat ve calkalamali

inkiibatorde ise 5 gin sire ile ekstraksiyona tabi turulmustur. Ekstraksiyon sonrasi érnekler
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daha kicuk balonlara alinmig ve déner buharlastiricida 40-45 °C‘de ¢6zgenlerin ugurulmasi

saglanmistir ve her bir ekstre icin verim hesaplanmistir.

Jania longifurca soksile cihazi ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+6rnek Dara
Metanol 121,878 gr — 121,361 gr =0,517grVY: % 5,170
Kloroform 128,4724 gr — 128,2313gr =0,2411grY: % 2,411

Her bir ekstrede, 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde kendi ¢ozgeni
ilave edilmistir. Metanol ekstresinin tizerine 2585 ul metanol ilave edilerek kalinti ekstre balon
icerisinde iyice ¢ozundurilmustir ve steril ependorf tiip icerisine alinarak etiketleme yapilmistir.
Bu iglem kloroform ekstresi icinde yeterli miktar ¢ozgen eklenmek kosulu ile ayni sekilde

yapilmistir. Kloroform ekstresinin tzerine 1205 pl kloroform ilave edilmistir.

Jania longifurca calkalayici ile ekstraksiyon sonrasi verim;

Dara+drnek Dara
Metanol 64,9905 gr — 64,8277 gr = 0,1628gr Y: % 1,628
Kloroform 128,5301 gr — 128,2313 gr =0,2988 gr VY: % 2,988

Verim hesaplamasi sonrasi 50 pl ‘de 10 mg konsantrasyonunda madde olacak sekilde
kendi ¢Ozgeninden ilave edilmistir. Metanol ektresinin Uzerine 814 pl metanol, kloroform

ekstresinin Gzerine 1494 ul kloroform eklenmisgtir.

3.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Saptanmasi

3.3.1. Caligmada Kullanilan Mikroorganizmalarin Aktivasyonu

Mikroorganizmalarin aktivasyonu kisacasi inokulum hazirlamak antimikrobiyal direnclilik
testindeki en 6nemli basamaklardan birisidir. Bu basamak; uygun kolonilerin se¢imini, broth
icerisine aktariimasini ve ¢ozeltinin standardize edilmesini icermektedir. inokulasyon iki sekilde
hazirlanabilmektedir. Birinci durumda, 35° C’de steril agar medyumlari Gizerinde buyatilmas, 18-
24 saatlik genc kilttrlerden temiz izolatlar gozle secilir ve iyi izole olmus kolonilerden 4 veya 5
tanesi steril pamuklu cubuk veya 6ze yardimi ile alinir ve broth iceren tiiplere veya steril tuz
¢oOzeltisi iceren tuplere alinarak vortekslenir. Daha sonra bakteri stispansiyonu 0,5 MacFarland
standarti ile kiyaslanir. Tlpler Gzerinde siyah cizgiler olan beyaz bir kagit éninde tutularak

g6zle kiyaslama yapilirsa, ayrim ¢ok daha kolay olur.Eger bakteri siispansiyonu,MacFarland 0,5
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tupd ile ayni yogunlukta degilse, steril fizyolojik su ¢ozeltisi eklenerek yogunluk azaltilabilir veya
daha fazla bakteri kilturt eklenerek yogunluk arttirilabilir ( Coyle, 2005).

Diger yontemde ise daha onceden kiltire edilmig kolonilerden 6ze veya steril pamuklu
cubuk yardimi ile alina 4-5 temiz koloni, steril broth tiiplerine inokule edilirler ve 18-24 saat

inkiibasyona birakilirlar, inkiibasyon sonrasi 0,5 MacFarland standartina gore bulaniklik élcimu

yapilir ve inokulim antimikrobiyal direnclilik testi icin kullanima hazirdir (Jorgensen ve ark.
1999).

Sekil 3.3.3. Bacillus cereus Sekil 3.3.4. Bacillus subtilis
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Sekil 3.3.5. Enterobacter cloacea Sekil 3.3.6 Proteus vulgaris

S.typhimirium
_
Sekil 3.3.7. Salmonella typhimirium

Sekil 3.3.9. Candida albicans Sekil 3.3.10. Enterococcus faecalis
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3.3.2. Mac Farland Ydntemi ile Bakteri Yo gunlu gunun Belirlenmesi

Baryum Kklorir ile silfurik asit karnistiriinca meydana gelen baryum silfat, ortamda opak
renkli bir bulanikhk olusturmaktadir. Cok kompleks yapida olmayan bir besiyerinde Uretilen
bakteriler de (6rnegin Rhizobium) ayni renkte bir bulaniklik meydana getirmektedirler. Baryum
klortr ile silfurik asit oranlarinin degistiriimesiyle farkli bulaniklikta ¢cézeltiler olugsmakta olup,
bunlara karsihk gelen bakteri sayisi da, bulunakhdin artmasi ile dodru orantil olarak

artmaktadir.

Tiip no | %1 BaCl; | %1 H.SOy | Bulanikliga karsilik gelen

(ml) (ml) bakteri sayisi (X 10°/ ml)
1 0.1 0.9 300
2 0.2 0.8 600
3 0.3 9.7 900
4 0.4 9.6 1.200
5 0.5 0.5 1.500
6 0.6 0.4 1.800
7 0.7 9.3 2.100
8 0.8 9.2 2.400
9 0.9 9.1 2.700
10 1.0 9.0 3.000

Tablo 3.3.2. Mac Farland Standart Tablosu

Temiz bir tlp icine, cizelgede verilen oranlarda % 1'lik H,SO4 ve % 1'lik BaCl, 'in suda
hazirlanmis c¢ozeltilerinden katilp iyice karistirilir ve buharlagsmayi énlemek amaciyla ttplerin
agzi siki bir sekilde kapatilir. Birbirini takip eden iki tip arasinda 300 x 10° adet bakterinin
olusturacagl kadar bir bulaniklik farki vardir. Eger elde edilmek istenen sayl bundan daha
hassas sinirlar arasinda ise, o zaman baryum Kklorlr ve sulfirik asidin % 0,1'lik cézeltileri
cizelgede verilen oranlar ile karistirilir. Ya da %1 'lik baryum klorirden cizelgede oldugu gibi
daha hassas ilaveler yapilir. Bu durumda tuplerdeki %21 'lik sulfirik asit hacmi = 10 ml - baryum
kloriir hacmi ile hesaplanmalidir. Ornegin, kiiltiir siispansiyonunda bulunan sayi 4 ve 5 nolu tiip
arasinda bir bulaniklik gosteriyorsa, o zaman baryum klorir miktarinin 0,4-0,5 ml arasinda
degistigi 10 tuplik bir seri daha hazirlanir. Bu takdirde elde edilen seriye ait bakteri sayisi da

cizelgedeki gibi degisecektir (Gurgin ve Halkman, 1990).
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Sekil 3.3.2.1. Mac farland standarti Sekil 3.3.2.2. Mac Farland No:l ve No:0,5 Standartlari

Sekil 3.3.2.3. Mac Farland 0,5 ‘in karsilastiriimasi. Soldan saga dogru, Mac farland 0,5
standarti, E.coli 25922 ATCC susu 0,5 Mac farland standartina inoule edilmis, inokulasyon

yapilmamis tuzlu su (Girgiin ve Halkman, 1990).
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3.3.3. Kuyu - Diftizyon Tekni gine Goére Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Sivi mikroorganizma slspansiyonu 100 pl olacak sekilde 45 <T’lik su banyosundaki
Tripton Soya Agar ile 6nce karnistirilmis daha sonra petrilere aktarilarak homojen bir karisim
halinde donmasi saglanmistir. Besiyeri donduktan sonra belli araliklarla 6-7 mm capinda acilan
kuyucuklara 50 pl ham ekstrakt direkt olarak aktariimis yada disklere (6 mm capinda) emdirilmis
olarak yerlestiriimistir. Besiyerleri daha sonra 37 T'de 24 saat sire ile inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi gozlenen inhibisyon zonu (kuyucuk veya diskin capi dahil), ekstraktin
biyolojik aktivitesinin indikatorii olarak kabul edilmis ve ¢api mm cinsinden ol¢ulmustir. 6-10
mm arasl inhibisyon zonu zayif etkili, 10-14 mm'ye kadar olan inhibisyon zonlari orta derecede
aktif, 14 mm’den fazla inhibisyon zonlari yiksek derecede aktif olarak kabul edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite tayininde disk diflizyon yéntemi ve kuyu difiizyon yéntemlerinin her ikisi
de kullaniimaktadir. Calismamizda alg ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligini kuyu diflizyon
teknigine goére saptadik. Kuyu difiizyon teknigi; 6-7 mm capinda kuyucuklarin agilmasi esasina
dayanirken, disk-difizyon teknigi, 6 mm capindaki disklerin dogrudan petrilerin Uzerine
yerlestiriimesi esasina dayanmaktadir. Sekil 3.3.3. disk difizyon teknigine gdére antimikrobiyal

aktivite tayini islem basamaklarini géstermektedir.

. Disk difizyon yontemi

Antibakteriyel duyarhhk paterrsi

Inhibisyon ronu imcelenecek bakterinin  steril fizyolojik

-]

tuzlu su igerisinde, 10° bakteri/ml clacak
gekilde suspansiyonu hazirlamr Wi

Mueller-Hinton agar besiyerinin ylzeyine

homaojern olarak yayilir a). Diskler

I Ureme alani—

besiyerinin  ylhzeyine belirli  araliklarla
yerlestirilir ve inkiibasyona barakilir {b). 18-
24 saatlik inkibasyonu takiben, olusan
inhibisyon zonu degerlendirilir. Inhibisyon
ronu olusmamasi,  bakterinin  direncli

oldugunu gdsterir {c).

Sekil. 3.3.3. Disk diftizyon teknigine gore antimikrobiyal aktivite tayini.
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3.3.4. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK), bir gunlik inkibasyon sonrasi, mikroorganizma
gelisimini belirgin sekilde engelleyen en diisiik antimikrobiyal konsantrasyon olarak bilinir. MiK
yontemi genellikle, direncleri tespit etmek adina diagnostik tani laboratuvarlarinda kullanilir.
Bununla birlikte yeni antibiyotik arayislarinda olan arastirma laboratuvarlarinda da siklikla
kullanildigr  géraliir. Kisaca MIK testleri organizmalarin antibiyotiklere olan hassasiyetini

saptamada ‘altin standart’ olarak bilinir (Andrews,2001).

Calismamizda minimum inhibisyon konsantrasyonu elde etme calismalari, Eloff 1998’e gére
mikroplaka seri seyreltme yontemi kullanilarak yapilmistir. Calismada sadece antimikrobiyal
aktivite caligmasi sonuclarina gére duyarlh bulunan mikroorganizmalar kullanilmigtir. Bu
mikroorganizmalar, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aereus, Proteus vulgaris, Bacillus
cereus ve Streptecoccus epidermidis tirleridir. Bu mikororganizmalara karsi direncli bulunan
ekstraktlar ise Sargassum acinarium, Cystoseira compressa, Enteromorpha linza ve Codium
fragile tiirlerinin metanol ekstraktlaridir. MIK testi asagidaki calisma basamaklarina gére
yapilmistir ( Eloff,1998).

Bakteriler 37°C’de 1 glin inkiibasyonda aktiflestiriimiglerdir.

2. Mac farland 0.5 skalasina (1-2x10° mikroorganizma) gore organizmalarin sayisi ve
bulanikligi ayarlanmistir, streil fizyolojik tuzlu su kullanilarak bulaniklik azaltiimistir.

3. 96 kuyucuklu bir plaka tGzerine soldan saga dogru seri ekstrakt diliisyonlari belirlenir; 8
veya 12 kez dilisyon yapilacagi dusunulerek numaralandirma yapilir.
Herbir kuyucuga 100p! distile su eklenir.
Sadece 1. kuyucuk icerisine 100ul ekstrakt eklenir. Ve 1. kuyucuktan alinan 100pl
ekstrakt 2. kuyucuga ve burada alinan 100ul ekstrakt 3. kuyucuga eklenerek seri
dilisyonlar yapilir.

6. Herbir kuyucuk tzerine 100ul mikroorganizma eklenir.

7. Mikroplaka 37°C'de 1 gun sire ile inkiibasyona birakilir ve ertesi giin renk degisimi

izlenerek yorum yapilir.
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Antibiyotik Duyarlilik Testi
Minimurm Inhibisyon Konsantrasyonu Testi

Dizk dilizyon

miikragr il DiSH?;bE_I rztil_ckrngr
antibivatik antikiyati

Sekil 3.3.4. Antibiyotik Duyarliik Testi igin iki Yontem : (A) Disk-difiizyon yontemi. (B)
Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) yéntemi. Ornekte iki farkli mikroorganizma
turt, ayni antibiyotige karsi her ki yontemle de test ediliyor. Birinci 6rnekte duyarl
mikroorganizma icin MiK degeri 8 pg/ml, ikinci érnekte direncli mikroorganizmanin MiK
degeriise > 16 pg/ml ( Woods , Washington,1995 )

Sekil 3.3.5. MiK Testi sonuglari (1)

e o - i

PR
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Sekil 3.3.6. MIK Testi Sonuglari (2)

Sekil 3.3.5. ve sekil 3.3.6.da, calismamiza ait MIK Testi sonuclari gosterilmistir ve
orneklere ait MIK degerleri caligilan konsantrasyonlar arasinda saptanamamistir. Baslangig
konsantrasyonu daha cok arttirilarak denemeler tekrar edilebilir. Bizim baslangic made
konsantrasyonumuz 100pl'dir, bu oran standart MIK testlerinde 6nerilen baslangic ektrakt
miktaridir. Kullanilan baglangi¢ ektrakt miktari arttirilarak, organizmalari inhibe eden minimum
konsantrasyon saptanabilir.

3.4. Antioksidan Aktivite lcin Kullanilan Alg Ornekleri ve Ekstrelerin Hazirla  nmasi

Antioksidan etkinlik olcimi igin caligilacak alg ornekleri, P. pavonica (Linnaeus) Thivy,
Cystoseira barbata (Stackhouse ) C. Agardh, S. acinarium ( Linnaeus) Setchell, Laurencia
obtusa natalensis Kylin , Caulerpa racemosa var. cylindracea ( Sonder ) Verlague, Huisman &
Boudouresque, J. longifurca Zanardini dir. Orneklerin toplanmasi, laboratuvar ortamina

getirilmesi, homojenizayon ve calisma yontemleri, asagida basamaklar halinde anlatiimistir.
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3.4.1. Antioksidan Aktivitenin Saptanmasi i¢cin Ekst  relerin Hazirlanmasi ve

Homojenizasyon

Calisilacak alg ornekleri, belirli bolgelerden toplandiktan sonra laboratuvara getirilir ve
distile su kullanilarak iki kez ayiklama yapilir, enzim etkinligi élcima yapilacagi icin, enzim

aktivitesinin bozulmamasi icin, 6rnekler kullanilincaya kadar -20 °C’de bekletilir.

Enzim etkinli gi 6lcimu igin doku homojenizasyonu;

- Oncelikle pH 7,2'de, 0,05M potasyum fosfat tampon hazirlanir.
(0,87 gr K,HPO, ve 0,68045 gr KH,PO, tartilir ve 100 ml distile su icinde ¢ozuldr,
0,05 M, pH 7,2 de tampon ¢6zelti elde edilmis olur. )

- Herbir alg 6rneginden 4 gr. érnek tartildi ve 10 ml potasyum fosfat tamponu ile dilue
edildi ve homojenizatér kullanilarak, kuru buz tizerinde 6rnekler homojenize edilir.
(Sekil 4.4.1 ve Sekil 4.4.2)

- Homojenatlar yine kuru buz tzerinde 11.200 g'de, +4 °C’'de santriflij edilir ve Ustteki
stipernatan kismi temiz ependorf tiplere alinarak yine kuru buz tzerinde -80 °C derin

dondurucuya yerlestirilerek,kullanilincaya kadar buarada muhafaza edilir( Cavas ve
Yurdakog, 2005). ( Sekil 4.4.3 ve sekil 4.4.4)

Sekil 3.4.1. Tampon ¢ozelti ile homojenize Sekil 3.4.2. Kuru buz tizerinde homojenatlar

edilmis drnekler
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Sekil 3.4.3. Santrifiij edilecek drnekler Sekil 3.4.4. Santriftij sonrasi kuru buz lGizerinde

ornekler

Lipid Peroksidayonu yéntemi icin doku homojenizasyo nu;
4 gr ornek tartiir ve 2 ml, %1,15 KCIl'de, kuru buz tGzerinde, 50 ml'lik polypropilen tiplerde

homojenizasyon cihazi kullanilarak, homojenizasyon yapilir (Cavas ve Yurdakog, 2005).

3.4.2. Glutatyon peroksidaz Aktivitesi Olgiim Yontem i (GPX)

Santrifij sonrasi elde edilen 6érneklerden, GSH-Px aktivitesi tayin edilmistir. Paglia ve
Valentine (1967) tarafindan tanimlanan ydntem ile enzim aktivitesi olcilmustir ve sonuclar
okside olan NADPH / dakika /mg protein olarak verilmistir.

Deneyin prensibi su sekildedir, Glutatyon peroksidaz, kiimen hidroperoksid ile glutatyonun
oksidasyonunu katalizler. Okside glutatyon, NADPH varliginda glutatyon rediktaz tarafindan
indirgenir. Bu arada NADPH, NADP+’ ye oksitlenir.

GSH-PX

2GSH + ROOH ROH + GSSG + H,O

Glutatyon Rediiktaz

>
GSSG + NADPH + H* NADP + 2GSH
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Reaksiyon denkleminde de goruldagu gibi, NADPH'In azalmasina bagh olarak, 340

nm’de meydana gelen absorbans degisimi olcilerek enzim aktivitesi hesaplanmistir.

REAKT JFLER ve HAZIRLAMA

- Potasyum fosfat tamponu (50 mmol/L, pH 7.0); 50 mM KH,PO, (anhydrous)
(3,4025 @¢/500 mL) ve K,HPO, (anhydrous) (1,748 g/200 mL) cozeltileri,
karisimin pH’s1 7.0 oluncaya kadar azar azar karistirilir.

- GSH, 1,5 mM; 0,0046 g GSH (Sigma G6529, 307,3 g/mol) 10 mL fosfat
tamponunda ¢ozulir.

- NADPH, 0,2 mM; 0.0017 g NADPH (4Na-tuzu) (Sigma N7505, 833,4 g/mol) 10
mL fosfat tamponunda ¢dzulur. Cézelti glinlik olarak hazirlanir.

- NaNs, 1 mM; 0,0065g NaN; (65,01 g/mol) 100 mL fosfat tamponunda ¢6zilir.

- Kimen hidriperoksid (CuOOH), 1,5 mM; 5 kat konsantre olmak tizere 13.6 mL)
CuOOH (Sigma C0524, 152,2 g/mol, d=1.05 g/mL, %80) 50 mL fosfat
tamponunda seyreltilir.

- Glutatyon rediktaz (GR), 1 U/L; 80 pL GR (Sigma G4751, 500 units, Lot
45H8066) reaksiyon karisimina (RK) katild1.

- EDTA, 1 mmol/L; 0,0372 g/100 mL olacak bicimde fosfat tamponunda ¢6zilir.

YAPILISI

- Ornekler 6n homojenizasyon yapilir. Kullanilincaya kadar -80° C’de saklanir.

- EDTA, NaN3z;, NADPH ve GSH c¢ozeltilerinden 5’er mL ve GR enziminden de 80
pL alinarak RK olusturulur.

- Spektrofotometrenin su sirkilasyonu da 37 °C’ye ayarlanir.

- Spektrofotometre 340 nm’ye ayarlanir ve saf su ile sifirlanir.

- Birdeney tipine, 1.7 ml RK ve 0.1 mL hemolizat koyulur.

- 37 °C’deki su banyosunda yaklasik 10 dakika bekletilir.

- Ayarlanan sicakhda gelen karisima 0.2 mL CuOOH eklenir ve hizla
karistirilarak kivete alinir.

- Reaksiyon 3 dakika boyunca izlenir.

- Enzim aktivitesi; AA/dak. x 1/6.3 10° x 2.0/0.1 formiili ile U/L (umol/dak/L)
olarak hesaplanir (Paglia, Valentin, 1967; Saydam, 1995).
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3.4.3. HPLC Yéntemi ile Malondialhehit Olgiimii ( MDA )

Lipit peroksidasyonunun yan urtnlerinden biri olan MDA, kirmizi bir bilesik veren TBA

ile olculir. Tiyobarbitirik asit (TBA) testi; TBA reaksiyonundan sonra olusan kirmizi

kromoforun kolorimetrik élcimiine dayanir. TBA testi, bircok calisma ve yayinda, bir lipit

peroksidasyon belirleyicisi olarak kullaniimistir. TBA; MDA'nin fluorometrik ve kolorimetrik

olcim icin bircok cesitli bilesik ile ( silik asit, prostoglandinler, deoksiriboz ve aldehitler gibi)

reaksiyona girer. Kolorimetrik MDA o6lgimi yaninda, HPLC temelli MDA-TBA son Uriin

Olcimi cok daha spesifiktir (Agarwal ve Chase, ,2002). Asagida HPLC ydntemine gée, MDA

Olcumu ile ilgili olarak ( Hong ve ark.,2000 ) test prosediru yapilmistir.

REAKT JFLER ve HAZIRLAMA

Mobil faz:

40 pL 6rnek kapakli cam tuplere konulur.

100 uL, saf su eklenir.

20 pL, 2.8 mmol/L BHT (etanolde) eklenir.

40 pL, %8,1 SDS

600 pL, 8 g/L TBA+Asetik asit karigimi ilave edilir.(TBA, 200 mL/L asetik asid ile
1:1 dilue edilir, 2 M NaOH pH NaOH ile 3.5’a ayarlanir.)

95 °C’deki su banyosunda 1 saat bekletilir.

Su banyosundan cikarildiktan sonra buz tizerinde sogutulur.

200 pL saf su, 1000 pL, butanol:piridin (15:1) eklenir ve tam 1 dakika
vortekslenerek karistirilir. 2-3 dakika tipler bekletilir.

Renkli st (organik) fazin kendiliginden ayrildigi gozlenir.

Ust fazlar eppendorf tiiplerine alinir. En az 10,000 rpm’de 5-10 dakika santrifij
edilir.

HPLC kolonuna 10mikrolitre enjekte edilir.

*KH,PO, 1,361 g/L 0,6805g/500 mL* %30 metanol icerecek bicimde hazirlanir. (0,01M)
*K,HPO, 1,7418g/L 0,87099/500 mL* %30 metanol icerecek bicimde hazirlanir. (0,01M)

Monobazik ve dibazik potasyum fosfat tuzlari pH, 7 olacak bicimde manyetik karistirici ile

birbirine katilarak solvent-tampon ayarlanir. Mobil faz 0,2uM capinda filtreden gecirilerek

suzuldr.

e Mobil faz akis hizi; 0,8 ml /dakika
«  Akis 6zelligi; izokratik
e Finn sicakhgi; 30°C

« Dedektor; Floresans (eksitasyon 515nm, emisyon 553nm)
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STANDARTLARIN HAZIRLANMASI
Standartlar ; %97 lik 1,1,3,3 tetraethoxy propane(TEP) (Sigma T9889) kullanilarak, %40 hk
etanol icerisine, 5uM TEP eklenmesi ile olusturulan stok solusyondan hazirlanir. Stok
soliisyondan metanol ile asagida ki konsantrasyonlari elde etmek icin, seri diilyonlar elde edilir.
50 pM/L - 40pMI/L - 20 pM/L - 10 uM/L - 5 pM/L - 3 pM/L - 1,5 pM/L - 0,75 pM/L
3.4.4. Orneklerin Toplam Protein iceri ginin Saptanmasi

Orneklerin toplam protein icerigi * BCA Protein Assay Kit ‘(Pierce) kullanilarak dlgulmustir

(Sekil 3.4.4.1). Kit icerisinde BCA Reaktif A, BCA Reaktif B ve Albumin standart ampulleri yer

almaktadir. Test kitine ait islem basamaklari agagidadir;

Sekil 3.4.4.1. BCA Protein Ekstraksiyon Kiti

Standartlarin (BSA) Hazirlanmasi ;

2 mg/ml Albumin (BSA) standartindan 1 ml'lik bir ampul kullanilarak, asagidaki tabloda
belirtildigi gibi gerekli seyreltmeler yapilir ( Tablo 3.4.4.).
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Kuyucuklar Seyreltme Hacmi BSA Hacmi Son BSA
Konsantrasyonu

A 0 300 pl stok 2,000 pg/ml

B 125 pl 375 pl stok 1,500 pg/ml

C 325 ul 325 ul stok 1,000 pg/ml

D 175 ul Vial B dilisyonundan 175 pl 750 pg/ml

E 325 pul Vial C diliisyonundan 325 pl 500 pg/ml

F 325 pl Vial E dilisyonundan 325 pl 250 pg/ml

G 325 pl Vial F dilisyonundan 325 pl 125 pg/ml

H 400 pl Vial G dillisyonundan 100 pl 25 pg/ml

I 400 pl 0 0 pg/ml = Kor

Tablo 3.4.4. Standartlarin hazirlanmasi

BCA Cali sma Cozeltisinin Hazirlanmasi;

Asagidaki formul kullanilarak gerekli calisma c¢o6zeltisi (CC) miktari  bulunur.
(#standartlar + # bilinmeyenler) x (tekrar orani) x (herbir érnek icin gerekli CC) = Toplam CC
(9+6)x2x0,2ml=6
- Calisma c¢ozeltisi hazirlanirken, BCA reaktif A ile BCA Reaktif B, 50:1 oraninda karistirilir.
Yukarida hesaplanan 6 ml calisma solusyonu icin gerekli karigsim bu sekilde hzirlanmigtir.
Mikroplaka Prosedur(;

- Mikroplaka icerisine her bir kuyucug@a, standart veya bilinmeyen 6rnekten 25 ul konulur, ikili
tekrar yapilacagi g6z 6niinde bulundurularak mikroplaka tzerinde isaretleme yapilir.

- Kuyucuklarin tzerine 200'er ul calhisma c¢ozeltisinden eklenir ve plaka karistiricisi
kullanilarak,30 sn siresince ¢alkalama yaptirilir.

- Plaka kapatilir ve 37°C’de 30 dk siresince inkibe edilir.

- Plakanin oda sicakliginda sogumasi beklenir. $ekil 3.4.4.3.

- 562 nm de spektrofotometre kullanilarak absorbans 6lgimu yapilr. Sekil 3.4.4.2.

Sekil 3.4.4.2. Spektrofotometrik 6lgiim Sekil 3.4.4.3. Mikroplaka (oda sicakliginda)
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4. BULGULAR

Calismamiz ait bulgular asagida tek tek belirtiimisti. Tim tablolarda kullanilan SE
(Streptococcus epidermidis), ST(Salmonella typhimirium), EF (Enterococcus faecalis),
SA(Staphyloccocus aereus), BC (Bacillus cereus), BS (Bacillus subtilis), EC( Enterobacter
cloaceae), CA( Candida albicans), E. coli ( Escherichia coli), PV (Proteus vulgaris) kisaltmalari
mikroorganizmalari goéstermektedir. Coézgenlerin altinda yer alan ‘S’ ve ‘C’ kisaltmalari ise,
soksile cihazi kullanilarak ekstraksiyon yontemini ve calkalama cihazi kullanilarak ekstraksiyon

yontemini belirtmektedir.

4.1. Cystoseira barbata Ekstrelerinin Antimikrobiyal Etkinli @i

Cystoseira barbata orneklerinden c¢alkalama sonrasi ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
metanol ve kloroform ekstraktlari mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinlik ydninden
denenmis ancak belirli bir inhibisyon zonu gézlenmemistir. Calkalama yolu ile ekstraksiyon
sonrasi elde edilen metanol ekstrelerinde ‘kismi statik etki’ olarak degerlendirebilecegimiz
sonuglar bulunmustur, kisacasi temiz bir inhibisyon zonu yerine, Uremenin belirgin olarak
azaldigini go6zledigimiz bir zon elde edilmistir. Soksile ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen
kloroform ekstresinde sadece P.vulgaris’e karsi 14 mm’lik bir inhibisyon etki gozlenirken, daha
az sayllabilecek bir etki de, metanol ektresinde, S. aureus’a kargi, 10mm capindaki inhibisyon

zonu ile gdzlenmistir. Sonuclar Tablo 4.1.’de gdsterilmistir.

Cystoseira | SE 5T EF SA BC BS EC CA E.coli | PV

barbata

5
Kloroform | D — D 7mm | — D — D = 14
(s) i
Kloroform | D = — D - D = D - =
(€)
Metanol 9Smm | — - — KSE |— — - — =

(€) k?‘

Metanol - — - 10 KSE. —_ — - _ -

(S) mm b?

Tablo 4.1. Cystoseira barbata ekstrelerine ait inhibisyon zon caplari




78

Sekil 4.1.1. C. barbata metanol(S) ektresi, Sekil 4.1.2. C. barbata kloroform(S)
SA'ya kars1,10mm ekstresi, PV'ye karsi, 14mm

4.2. Sargassum acinarium Ekstrelerinin Antimikrobiyal Etkinli  gi

iki farkli ekstraksiyon yéntemine gére ede edilen dziitlerde, dzellikle metanol ekstrelerinde
daha fazla aktivite oldugu goérilmustir, calkalayici ve soksile ydntemine gore elde edilen
metanol 6zutleri en ¢ok, B. subtilis’e karsi (15mm — 11mm) inhibitor etki gostermistir, bunun
yaninda, calkalama ydntemi ile elde edilen metanol ekstresinde, E. coli’ ye kargi 11 mm’lik
belirgin bir inhibisyon zonu gb6zlenirken, soksile yontemi ile elde edilen ekstrede herhangi biz
zon gozlenmemistir. Kloroform ekstrelerinde ise herhangi bir inhibitor etki gdzlenmemistir.

Sonugclar Tablo 4.2.de gosterilmistir.
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SE
acipnarium
. R X = —————————————— |
— D D D D D D D D D
Kloroform — - - - ] D - D D -
(€)
Metanol D - - 8mm | 8mm | 15 = D 11mm|—
™ G
Metanol — - - — — 11 — D - D
(S) mm E#

Tablo 4.2. Sargassum acinarium ekstrelerinin inhibisyon zon caplari

Sekil 4.2.1. S. acinarium Metanol(C) Sekil 4.2.2. S. acinarium Metanol(C)
ektresi,BS'ye karsl, 15 mm ektresi,SA’ye karsi, 8 mm

4.3. Cystoseira compressa  Ekstrelerinin Antimikrobiyal Etkinli  gi

Cystoseira compressa tiriinden elde edilen metanol ve kloroform ekstrelerinden sadece

soksile yontemi ile elde edilen metanol ekstresinde, Enterococcus faecalis’e karsi (20mm)
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inhibitor etki gozlenirken, diger mikroorganizmalara karsi herhangi bir aktivite gdzlenmemigtir.

Sonugclar Tablo 4.3.'te gosterilmistir.

Cystoseira | SE
compressa

Kloroform | —
(S)

ST

SA

BC

BS

EC

E.coli

PV

Kloroform D

(€)

Metanol —
(S)

Tmm

Metanol —
(€)

Tablo 4.3. Cystoseira compressa ekstrelerinin inhibisyon zon ¢aplari

Sekil 4.3.1. C. compressa Metanol(S) ektresi, Enterococcus faecalis’e kars1,20 mm

4.4. Codium fragile ssp. tomentosoides

Ekstrelerinin Antimikrobiyal Etkinli

gi

Codium fragile ssp. tomentosoides turinin calkalayici ve soksile yéntemine gore, iki farkl

¢ozgen ile ekstraksiyon sonucu elde edilen 6zitlerden, metanol ekstrelerinde her iki yontemde

de belirgin zonlar gozlenirken, kloroform ektrelerinde herhangi bir zon gézlenmemistir. Metanol
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ekstrelerinde ise, soksile yontemine gore ozellikle, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus,
Bacilus subtilis, Enterobacter cloaceae ve E. coli tiurlerine kargi antimikrobiyal aktivte
go6zlenirken, calkalama ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen 6zitlerde sadece, Streptecoccus
epidermidis, Bacillus cereus ve Bacillus subtilis 'e karsi antimikrobiyal aktivite gdzlenmistir.

Sonuclar Tablo 4.4.'te g6sterilmistir.

Codium SE
fragile

Kloroform
(5) D

Kloroform |

(<)

Metanol 15rnn‘_;
)

Metanol D

Gl >l 1 A 1K 5

Tablo 4.4. Codium fragile ssp. tomentosoides ekstrelerinin inhibisyon zon ¢aplari

Sekil 4.4.1. C. fragile ssp. tomentosoides  Sekil 4.4.2. C. fragile ssp.tomentosoides,

Metanol(C) ekstresi BS'ye karsi, 14mm ektresi Metanol(S) EC’ye karsi, 18 mm
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Sekil 4.4.3. C. fragile ssp. tomentosoides Sekil 4.4.4. C. fragile ssp. tomentosoides
Metanol(S) ektresi, BS'ye karsi, 16 mm Metanol(S) ektresi E.coli'ye karsi, 19mm

Sekil 4.4.5. C. fragile ssp. tomentosoides Sekil 4.4.6. C. fragile ssp. tomentosoides

Metanol(C-S), BC'ye karsl, 16mm, 22mm Metanol(S) ektresi,EF’ ye kargl,24mm

4.5. Enteromorpha linza var. lanceolata Ekstrelerinin Antimikrobiyal Etkinli  gi

iki farkli ekstraksiyon yontemi ve iki farkli ¢6zgen kullanilarak elde edilen dzitlerde, en
yuksek aktivite metanol ekstrelerinde, P. vulgaris’e (29mm) karsi gozlenmistir. Bunun yaninda,
soksile yontemi ile elde edilen klorofom ekstresinde E. coli'ye kargi (20mm) yiksek aktivite
gO6zlenirken yine calkalama yontemi ile elde edilen kloroform ekstresinde herhangi bir zon
g6zlenmemistir. Calkalama ydntemi ile elde edilen metanol ekstrelerinde S. aureus (15mm) ve
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B. subtilis’e karsi (11mm) belirgin zonlar gézlenirken, soksile yontemi ile elde edilen 6zutlerde

herhangi bir aktivite g6zlenmemistir. Sonuglar Tablo 4.5.te gosterilmistir.

E.linza

Kloroform
(S)

Kloroform - — Bmm B 9mm — D — -

(©)

Metanol

s = = D - — — 7Tmm | 14 mm
(s) ;

Metanol
(€)

— - 15mm | = 11r:r_'.m - - 9 mm 29mm

Sekil 4.5.1. E. linza var. lanceolata Sekil 4.5.2. E.linza var. lanceolata

Methanol (S) ektresi PV'ye karsi,14mm Metanol(C) ektresi, SA’ya karsi,15mm
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Sekil 4.5.3. E. linza var. lanceolata Metanol(C) ektresi, PV’ ye karsi, 29mm

4.6. Jania longifurca Ekstrelerinin Antimikrobiyal Etkinli  gi

Jania longifurca ornekleri, yine iki farkli ¢cdzgen kullanilarak, iki farkh ekstraksiyon
yontemine go6re, antimikrobiyal aktivite ydninden incelenmistir. Sonucta, sadece soksile
yontemi ile ekstraksiyon sonrasi elde edilen metanol ekstresinde Enterococcus faecalis’e
karsi(14 mm) belirgin bir antimikrobiyal etkinlik g6zlenirken, diger yontem ve ¢ézgenlerden elde
edilen ekstrelerde, mikroorganizmalara karsi herhangi bir inhibitoér etki g6zlenmemistir veya ¢cok

disuk etki ile birlikte kismi statik etki gozlenmistir. Sonuclar Tablo 4.6.’da gdsterilmistir.

Jania SE ST EF SA BC
longifurca

Kloroform | 9 mm | — — fmm. | —
(S)

Kloroform | — - — - —

(€)

Metanol - 14mm | — 7 mm = s S _ -
(S) S

Metanol - - — - - Smm | — D D D
(€)

Tablo 4.6. Jania longifurca ekstrelerinin inhibisyon zon caplari



Sekil 4.6.1. Metanol(C) ektresi, BS'ye karsi,

9 mm

Asagidaki tabloda, test

olusturduklari inhbisyon zonlari gdsterilmigtir. Bu tablo ile
fragile ssp. tomentosoides ve Enteromorpha

antimikrobiyal aktivite gostermis oldugu soylenebilir.

Test Mikroorganizrmalar

mikroorganizmalarinin 3

Sekil 4.6.2.

Metanol(S) ektresi, EF'ye karsi,

14 mm

farkli

antibiyotik diskine karsi

kiyaslandiginda o6zellikle Codium

linza var.

Inhibisyon zonlar (mm )

tirlerinin - 6nemli

Amikasin

{ 30pg/disk )

Klindamisin

( 2pg/disk )

Mistatin
(100pg/disk)

Staphylococcus aureus

13

15

P. aeruginosa

26

8

Escherichia coli

17

17

Enterobocter cloacae

9

a

Streptococcus foecalis

13

13

5. epidermidis

11

8

Bacillus cereus

14

12

S, typhimurium

28

23

Candida albicans

]

D

B. subtilis

21

21

Tablo 4.7. Mikroorganizmalarin standart antibiyotige karsi olusturduklari inhibisyon zon c¢aplari(

pg/disk) (D:Denenmedi)
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Codium fragile ssp. tomentosoides ’'den soksile yontemi ile elde edilen metanol
ekstrelerinde 6zellikle E. faecalis (24 mm) , B. subtilis ( 16 mm), B. cereus (22mm), E.
cloaceae(18 mm) mikroorganizmalarina kargi 6nemli inhibisyon zonlari gézlenmistir. Bu
sonuglar standart antibiyotik diskleri ile kiyaslandiginda Codium fragile ssp. tomentosoides

turdndn ileri antibiyotik arastirma calismalari icin kullanilabilecegini géstermektedir.
4.7. Glutatyon Peroksidaz (GPX) Aktivitesi Sonuclar |

Reaktif oksijen turlerinin, zararh etkilerine karsi hicre i¢ci savunmada yer alan glutatyon
peroksidaz enziminin miktarinda ki artis veya azalis, turin oksidatif strese karsi verdigi yanitin
bir gostergesi olarak kabul edilebilir. Calismamiz kapsaminda 6 farkli alg 6rneginin glutatyon
peroksidaz aktivitesi spektrofotometrik yontem ile Sekil 3.4.4.2'de belirtildigi gibi
spektrofotometre cihazinda olcilmustir. Orneklerimizden en yiiksek aktivite P. pavonica
orneginde saptanmistir (13,775 U/L), bunu sirasi ile S. acinarium (12,401 U/L), J. longifurca
(12,272 U/L), C. racemosa (10,433 U/L), L. obtusa (9,2117 U/L) ve C. barbata (3,1866 U/L)
turleri izlemistir (Tablo 4.8 ). P. pavonica 6érneginin spektrofotometrik 6lcim sonuclarina ait

spektrofotometre ekran goruntisu Sekil 4.7.'de gosterilmistir.

Gpx (U/L)

13,775

11372 12401
: 10,433
89,2117
3,1866 l

Tablo 4.8. Glutatyon peroksidaz aktivite sonuclari(U/L)
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Sekil 4.7. P. pavonica GPx spektrofotometrik Olgiim Sonucu

4.8. Malondialdehid Olgiimii Sonuglari

Serbest radikallerin neden oldugu membran hasarinin belirleyici bir gdstergesi olarak
bilinen lipid peroksidasyonunun son Uriinii olan malondialdehid miktarinin élcimu ile oksidatif
stres kosullarini ve antioksidan metabolizmayi yorumlayabiliriz. $S6yle ki alg turleri bir oksidan ile
karsilasmis ve 6z kaynaklari ( antioksidan molekiller, enzimler vb.) ile ona direnmistir fakat yine
de belli miktarda oksidasyon olmustur; oksidasyon sonucu olugsan malondialdehid miktari
oksidasyon seviyesi konusunda ve tirin antioksidan kapasitesi konusunda bilgi vermemizi
saglamaktadir. Belirli bir bolgeden belirli bir zaman diliminde toplanmis olan 6érneklerden en
yuksek lipid peroksidasyonu J. longifurca drneginde goézlenmistir, bu turl sirasiyla L. obtusa
(0,4545 pmol/lt), C. barbata (0,4185 umol/lt), C. racemosa var. cylindracea ( 0,279 pumol/lt), S.
acinarium (0,229umol/lt) ve son olarak P. pavonica (0,265 pmol/lt) izlemistir. Uc veya daha fazla
cift baga sahip yag asidlerinin peroksidasyonu sonucu MDA olugsmaktadir. Bu da tiyobarbutirik
asid reaktif maddeler olarak &lcilmektedir. MDA lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili
olarak artar, ancak spesifik degdildir. Ayni zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna

ve capraz baglanmasina neden olabilir.
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HPLC yontemi ile malondialdehid sonuclari yukarida verilmistir ancak lipit peroksidasyonu
duzeyi hakkinda kesin bilgi verilebilmesi igin sonuglarin, drneklerin protein hacmi ile birlikte
yorumlanmasi gerekmektedir. Protein miktarini bir diizeltme faktéradur. Protein, 6rnedi temsil
etmektedir ve deney yaparken, ne kadar da deney kontrol edilmeye calisilirsa da, ornekler
biribirinden farkli derecelerde seyredebilirler, bu yiizden deneyde kullanilan érnek hacmi, bu
orneklerden esit miktarlarda alinanlarin bir dl¢tisii olamaz; érneklerin timu bir diizeltme faktori
ile esitlenmesi gerekmektedir ve bu da sadece 6rneklerdeki protein miktari ile mumkundur.

Orneklerin protein igerigi, kullanilan 6rnek miktarini temsil etmektedir.

MDA (pmol/It)

Ilongifurca P.pavonica C.barbata L.obtusa S.acinerium  C.racemosa

Tablo 4.9. Malondialdehid (MDA) 6l¢iimi sonuglari

xﬂ_xrea [=100,000)

T.D—E
5.0
5.04
4.0
3.0

209 ‘m

1.0
; ?la-

o o 20 3w 40 Conc

0.0

Tablo 4.10. HPLC cihazinda tanimlanan MDA Kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.8. HPLC Cihazinda Bilesenlerin Allkonma Zamanlari

4.9. Toplam Protein Miktari Olciim Sonugclari

Calismamiz kapsaminda inceledigimiz 6 farkh alg tlrinin toplam protein iceriklerine

bakilmistir ve sonuclar asagida ki grafikte gosterilmektedir. (Tablo 4.11) En yiksek protein

icerigine L. obtusa turtiinde, en disik protein iceridine ise S. acinarium turinde rastlanmaktadir.

Olgiimler spektrofotometrede yapilmistir. Spektrofotometrede mikroplakanin degerlendiriimesi

sonuglar Sekil 4.9. ve Sekil 4.10’da gosterilmektedir. Protein miktar tayini denemelerinde ¢cogu

zaman protein kargimlarinin veya ekstinksiyon katsayisi bilinmeyen proteinlerin miktarlari tayin

edilmek istenir. Bu durumda miktari bilinen saf bir protein “standart” olarak kullaniimak suretiyle

bir standart egri olusturulur. Protein miktarini degerlendirmek adina dncelikle bir standart egri

tanimlanir standart egrinin olusturulmasi ve spektrofotometreden elde edilen sonuc¢ Sekil

4.10'da gosterilmigtir.

Protein Miktari (mg/ml)

1,73
0,92 0.85
' l .

1 P.pavinica C. borbata L obtusa 5 C.
longifurca gcingrium — rocemosa

Tablo 4.11. Protein miktari (mg/ml) Sonuclari
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mmol MDA/mg Protein

2,228

F. C. borbota L obtusa 5 C.
longifurca  pavanico gcingrium  racemosa

Tablo 4.12. Malondialdehid miktarinin protein miktarina oranini gésteren sonuclar
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Toplam protein miktari BCA hazir ticari kit ile olcilerek sonuclar Tablo 4.11'de
gosterilmigtir.  Oksidatif stres metabolizmasinin  yorumlanmasi acgisindan, drneklerin
malondialdehid dizeyleri, protein icerikleri ile birlikte g6z 6ninde tutulmahdir. Malondialdehid
miktarinin protein miktarina oranini gésteren sonuglar Tablo 4.12'de gdsterilmistir. Sonuclara

gore lipd peroksidasyon diizeyi en yiuksek S. acinarium tiriinde saptanmigtir.

5. TARTISMA

Dunya’da ve Uulkemizde yapilan antimikrobiyal ve antioksidan calismalara, alglerin
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri bagliklari altinda drnekler verilmistir. Bu ¢alismalar ve
sonuglari degerlendirilerek, calismamiz kapsaminda bazi deniz alglerinin farmakolojik etkilerinin
olup olmadigi arastinimistir. Ozellikle denizel alglerin antimikrobiyal ve antioksidan &zellikleri
belirlenmeye caligiimistir. Bakteriyal direnc metabolizmasi ve dnemi sorgulanmistir. Bakteriyal
antimikrobiyal direnc¢ tim diinyada medikal ve zirai alanda ciddi bir sorun olmaya baslamistir.
Bakterilerin antibiyotiklere direngli turleri, hayvan ve insan sagligini ciddi olarak tehdit
etmektedir, diren¢c mekanizmasi Uzerinde yapilan klinik calismalar ile tim antimikrobiyallerin
klinik kullanimlari tanimlanabilmistir. Bakteriyal direncin nasil ortaya c¢iktiginin bilinmesi;
antimikrobiyaller, mikroorganizmalar ve cevre lUzerindeki etkilesimin anlasiimasini saglayacaktir.
Hassas bir bakterinin direncli duruma gelebilmesinde bir¢cok yol mevcuttur. Genel olarak,
antimikrobiyallere karsi direnc i¢sel veya digsal olabilir. i¢sel direng bakteri tarafindan taginan
diren¢c genlerinin  varhigina baghdir. Digsal direng ise, iyilestirici ©6zelligi olmayan
antimikrobiyallerin kullanimi yada ani mutasyonlara bagli genomdaki degisimler gibi bircok
nedene bagh olabilmektedir. Ozellikle tedavi edici dozun altinda madde kullanimi, direng
gelisimindeki en yaygin nedenlerden biridir. Bu durum bakteri Gzerinde direncin gelisimi veya
tumuayle yok olmasi seklinde iki tir baski uygulamaktadir. Sonugta Darwin’in prensibi olan ‘en
glcli olanin yasami surdirmesi’ ilkesine dayanmaktadir. Bir sire sonra direncli bakteriler
ortaya cikacaklar ve kendilerine en uygun mikroflorada gelisimlerini strdireceklerdir. Aslinda
antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikisi beklenmeyen yeni bir olaydir. Henliz énlemler alinmadan
bircok bakteriyal patojenin direncli fenotiplerinin ortaya cikisi artan sorunlar yaratmaktadir. Ve
beklenmedik bir anda artan hastalik ve délimlere neden olan infeksiyonlarin; hassas patojenlerin
etkisinden cok, direncli bakterilerle ilgili oldugu anlasiimistir ( Helms ve ark., 2002). Birgok
geriye donuk ve olasi calismalar gostermistir ki; her iki patojenik ve komensal bakteride, bir

antimikrobiyal girisinden sonra antimikrobiyal direnc¢ artmistir ( McDermott ve ark. ,2003 ).

Bir infeksiyonun tedavisinde kullanilan antibiyotik ya da antimikrobiyal bir ajan igin
beklenen terapotik kazang bazi faktdrlere baglidir. Bu kazang, infeksiyon bdlgesinde bakteriyal

gelisimi inhibe edecek vyeterli antimikrobiyal maddenin konsantrasyonunun bulunmasina
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baghdir. Konak¢inin savunma sisteminin etkinliginin en yiksek oldugu durumlarda gereken tek
sey mikrobiyal protein sentezini yavaglatan ya da hiicre bélinmesini engelleyen bakteriyostatik
bir ajan tarafindan dusik dizeyde bir inhibitér etkinin olusturulmasidir. Diger taraftan
konak¢inin savunma sistemleri iyi calismiyorsa, bakterisid bir etki gerekebilir, sonu¢ olarak
istenen sudur ki; kullanilan doz mikroorganizma lzerinde istenen etkiyi olusturabilmeli hem de
insan hiicrelerine ya da uygulanan konak canli Gizerinde herhangi bir toksik etki gostermeyecek
dizeyde olmaldir. Bu kosullar saglandiginda mikroorganizmanin antibiyotik ya da

antimikrobiyal ajana kars! duyarl oldugu soylenebilir tersi durumda direncli olarak kabul edilir.

Antimikrobiyal direncin, ekolojik, biyokimyasal ve molekiler olusumunu ve sonuglarini
anlamak, yeni antimikrobiyal bilesenler gelistirmek ve kullanilabilir olanlarin mevcut etkisini
koruyabilmek gerekmektedir. Bu calisma oncesinde llkemizde de olasi antimikrobiyal degeri
olan deniz alglerini belirlemeye ydnelik olarak ¢calismalar yapilmistir ( Haliki ve ark.2005 , Tiiney
ve ark. 2006, Ozdemir ve ark. ,2006, Sukatar ve ark. 2006, Karabay-Yavagoglu ve ark. 2007,
Tagkin ve ark. 2008 ), bunun yani sira elde edilen 6zitlerin biyokimyasal kompozisyonlari
incelenmigtir (Atay, 1978, Cetingil ve ark. 1994 - 2000, Ertan ve ark. 1995, Ertan ve ark. 1997,
Firat ve ark. 2007). Turkiye deniz alglerinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek amaciyla
yapilan arastirmalarda kahverengi alglerden (Dictyopteris membranaceae, Cystoseira barbata,
Cystoseira compressa, Cystoseira mediterranea, Halopteris scoparia, Dictyota dichotoma,
Colpomenia sinuosa, Ectocarpus siliculosus, Padina pavonica, Dictyota linearis); kirmizi
alglerden (Jania rubens, Acanthophora najadiformis, Laurencia papillosa, Hypnea musciformis,
Gracilaria gracilis, Ceramium rubrum) ve yesil alglerden [Enteromorpha linza (=Ulva linza), Ulva

rigida] gibi bazi turlerle calisiimistir.

infeksiyon etkeni olan mikroorganizmanin duyarlliyi hakkinda temel anlamda bilgi sahibi
olmak ve calismalara bu dogrultuda yon vermek olduk¢a dnemlidir. Bazi durumlarda ayni tir
bakterilerin farkli suslari bile antibiyotiklere karsi farkli duyarhlik gosterirler. Antimikrobiyal
ajanlara karsi mikroorganizma duyarhligini belirlemek i¢in kullanilan ¢cok cesitli ydntemler vardir,
bunlardan en sik kullanilanlari, disk-difizyon testi ve agar dilisyon testidir. Disk difiizyon ya da
cukur difiizyon testi belirgin bir mikroorganizmanin bir antibiyotige karsi duyarlihdi hakkinda nitel
ve yari nicel bir bilgi verir. Dilisyon testlerinde ise, bir antimikrobiyal ajanin, icinde farkh
mikroorganizma konsantrasyon serilerinin  bulundugu besleyici sivi tlplerine aktarilarak

minimum inhibisyon konsatrasyonunun saptanmasi esasina goére yapilir.

Kuyu diftizyon testine gére yapilan calisma kapsaminda, birinci kisimda 6 farkh alg
turdnin ( Cystoseira barbata, Jania longifurca, Enteromorpha linza var. lanceolata, Codium

fragile ssp. tomentosoides, Cystoseira compressa ve Sargassum acinarium) antimikrobiyal
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etkinligine bakilmistir. Antimikrobiyal etkinlik 6lcimu yaptigimiz 6 takson, dort farkl istasyondan
toplanmistir. Istasyon seciminde belirgin faktoérler bulunmamakla birlikte; kuzey- giiney
dogrultusunda dért istasyon se¢imi yapilmasina 6zen gosterilmistir ve en kuzey nokta olarak
belirlenen Ayvalik-Cunda adasi ile en glney olarak belirlenen Kusadasi kiyillarindan
orneklemeler yapilmistir. istasyonlarimizin fiziko-kimyasal 6zellikleri daha énce bu bélgelerde
yapilan calismalara gore degerlendiriimistir ve mevsimlere bagh olmaksizin, kiyidan elle
toplanmigtir. Ornekler laboratuvar ortamina getirilip, taze iken ayiklama yapilmistir, bircok algin
denizden cikarildiktan sonra enzimatik degredasyona ugradigi bilinmektedir (Challenger ve
Simpson,1948) ve bundan dolayi taze iken 6rnekleme yapilmasi daha dogru kabul edilmektedir.
Ayiklama eldiven yardimi ile oncelikle alglerin elle birka¢ seri halinde istenmeyen atiklarin
uzaklastiriimasi ve daha sonra iki kez steril suda bekleterek yikama sureti ile yapilmistir.
Yikama islemi sonrasi drnekler kurutma kagitlari Gzerinde Sekil 3.2.1. ‘de gosterildigi gibi oda
sicakliginda 3-4 gin bekletilerek kurutulmaya birakilmistir. Kurutma islemi sonrasi, ornekler
havanda toz haline getirilmis ve her bir tirden 10’ ar gr. tartilarak, dért farkl ekstraksiyon igin
etiketleme yapilmistir. iki farkli cozgen ve iki farkh yonteme gore ekstraksiyon yapilmistir. Bu
yontemler soksile ekstraksiyonu yontemi ve sabit sicaklik ve sabit strede ¢alkalamak sureti ile
ekstraksiyon yontemleridir. Soksile cihazi ile Sekil 3.1.1.2'de gosterildigi sekilde ekstraksiyon
yapilmistir ve ekstraksiyon sonrasi ¢ozgen, Sekil 3.1.1.4'te gdsterilen déner buharlastirici
cihazinda uzaklagtirilmistir. Orneklerin verim hesabi yapildiktan sonra gerekli diliisyonlar
yapilmis ve orneklerimiz antimikrobiyal aktivite calismalarinda kullaniimak tzere, -20 T’'de
saklanmistir. Antimikrobiyal aktivite denemeleri 6zdek ve yontem kisminda belirtildigi sekilde
calisiimistir. Ekstraksiyon yéntemi ve calisilan alg tirlerine bagh olarak antimikrobiyal etkinlik
dizeyleri asagida tek tek kiyaslanarak, aktivite konusunda ©n degerlendirmeler ve

yorumlamalar yapilmistir.

Calismasi yapilan alglerden ilk olarak C. barbata tirtinin, kloroform ve metanol ekstreleri
degerlendirildiginde, soksile yontemi ile ekstraksiyon sonrasi P. vulgaris turtine karsi, 14 mm’lik
bir inhibisyon zonu elde edilmis olmasina karsin, calkalama yontemi ile ekstraksiyonda belirgin
bir zon elde edilememistir (Tablo 4.1) .Calismalar iki kez veya ¢ kez tekrarl olarak yapilmistir
ve ekstraksiyon yontemlerinin farkli olmasinin, sonuglari etkiledigi kanisina varilmistir. Ozdemir
ve ark., 2006 yilinda yapmis olduklari calismada C. barbata tiriinin, metanol, kloroform,
diklorometan ve hegzan ekstraktlarini 9 farkli mikroorganizma turiine ( S. epidermidis, S.
auresus, E. faecalis, B. subtilis, S. typhimurium, P. aeruginosa, E. cloacea, E.coli, C. albicans )
kars! antimikrobiyal etkinligi yoniinden denemiglerdir ve calisma sonuglarimiz Ozdemir ve ark.
tarafindan yapilan calisma ile benzerlikler gdstermistir. S. aureus turiine karsl yaptigimiz
caligmada, Ozdemir ve ark. (2006) tarafindan yapilan calismaya gore daha yiksek

antimikrobiyal aktivite goézlenmistir. Ozdemir ve ark.’nin galismasinda metanol ve diklorometan
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ekstrelerinde belirgin aktivite gtzlenmezken, yaptigimiz calismada metanol ekstrelerinde
herhangi bir aktivite gozlenmemistir. Yine Taskin ve ark. (2007) yapmis olduklari calismada
metanol ekstrelerinin, test edilen mikroorganizmalara kargi belirgin aktivite gdsterdigini
saptamiglardir. Tagkin ve ark. (2007) calismasinda S. aureus tirtine karsl 12,66 + 0,57 mm’lik
bir zon elde etmiglerdir ancak bizim calismamizda ise 10 mm’ lik bir zon capi dlculmustir.
Tagkin ve ark.’ lari alglerin metanol ekstrelerinden, M. luteus turiine karsi 13+ 1.0 mm, E.
faecalis tirine karsl 10.33 = 1.15 mm, E. aerogenes tirine kargl 13.66 + 1,52 mm ve E. coli
turdne kargl 11.66 + 1.15 mm zon c¢api! bulmuslardir. Her iki calismanin ortak tirlerinden, E.
faecalis ve E. coli turlerine karsi herhangi bir aktivite saptanmamistir. Sonug olarak, aktiviteler
arasinda belirgin farkhliklar vardir. Taskin ve ark.(2007), belirgin inhibisyon zonu elde ettigi
ekstraktlarda, ayni tirlere karsi bizim calismamizda herhangi bir zon bulunmamistir. Bunun
nedeni mevsimser farklilik, istasyon farkliligi, kullanilan ekstrakt miktari gibi degiskenler
olabilmektedir. Khaleafa ve ark. (1975), antifungal Ozellikler gosteren alglerin antibiyotik
aktivitelerinin, bahar boyunca ve erken yaz déneminde oldukca yiiksek oldugunu fakat kisin ve
sonbaharda énemsiz oldugunu bulmustur. Hornsey ve Hide (1974 ve 1985) Dictyota dichotoma
turdnin, Staphylococcus aureus tirtine karsi aktivitesinin kisin oldugunu gostermistir. Benzer

bir aktivite Dilsea carnosa ve Ascophyllum nodosum icin de gortalmastir.

ikinci alg tlrimiz olan Sargassum acinarium turii, 10 farklh mikroorganizmaya karsi
antimikrobiyal etkinligini ydniinden degerlendiriimis ve sonuclar Tablo 4.2.'de gosterilmistir.
Calismamizda soksile ve calkalama yéntemine gore elde ettigimiz metanol 6zutlerinde belirgin
aktiviteler belirlenmigtir. En yuksek aktivite B. subtilis tiriine karst ( 15mm — 11 mm) elde
edilmigtir. E. coli turine karsi metanol 6ztirlerinden, 11 mm’lik bir inhibisyon zon c¢api
Olculurken, calisilan diger turlerde ise belirgin aktiviteler saptanmamistir. Soksile yontemi ile
elde edilen kloroform 6zitlerinde antimikrobiyal etkinlik calismalari bazi tirler icin bir kez
yapilmis ve drnek yetersizligi nedeni ile en az iki tekrarh olarak yapilamayan ¢alisma sonucu
‘Denenmedi’ olarak verilmistir. Patra ve ark.( 2008 ) , yaptiklari ¢alismada Sargassum sp.
turana 3 farkl mikroorganizma ( B. subtilis, E. coli ve S. aureus ) turiine karsi denemigler ve
sonugta, en yiksek aktiviteyi B. subtilis tirine karsi (18 mm zon capi) géstermis oldugunu
saptamiglardir. Ornekten 2 mg ve 4 mg konsantrasyonunda madde 0ziit alarak disklere
emdirmigler ve 4 mg lik disklerde daha yuksek aktivite oldugunu saptamislardir. Ampicillin
antibiyotik diski ile kiyaslandiginda, ekstrakt en fazla E. coli tiriine kars! etkinlik gdstermistir.

Patra ve ark.(2008) verdigi sonuclar, bulunan calisma sonuclari ile benzerlik gostermektedir.

Uclincii alg tirimiz olan C. compressa tiiriinin antimikrobiyal etkinligine ait sonuclar
Tablo 4.3."te verilmigtir. Belirgin tek inhibitor etki E. faecalis turine karsi (20 mm) gozlenirken,

diger mikroorganizmalara karsi herhangi bir aktivite gézlenmemistir. Ibtissam ve ark. , 2009
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yilinda Fas kiyllarindan topladiklari tirler ile yaptiklar bir calismada C. compressa tirini 5
farkli mikroorganizma tirtne kargi test etmisler ve sonugta tiriin herhangi bir aktiviteye sahip
olmadigini belirtmiglerdir. Yaptigimiz calismada sadece E. faecalis tirine karsi aktivite
g6zlenirken, Ibtissam ve ark.(2009) bu ture karsi herhangi bir aktivite saptamamislardir. Diger
turlerin sonuclari benzerlik gésterirken bu tirin aktivitesinde farklilik olmasi yine toplanilan
bdlge ile toplama ve ayiklama kosullarinin etkisinin oldugunu destekler niteliktedir. Cystoseira
cinsinden en cok calisilan diger tir Cystoseira tamariscifolia turidir. Abourriche ve ark., 1999
yilinda, C. tamariscifolia tirinin hegzan, etil eter ve diklorometan ekstraktlarinin farkh
antimikrobiyal aktiviteler gosterdiklerini saptamiglardir. Belirli miktarlarda ekstrakt dort farkh
mikroorganizmaya karg! ( Agrobacterium tumefaciens, E. coli, S. aureus, P. aeruginosa )
denenmis ve sonucta etanol ekstrelerinde en yiiksek aktivite saptanmistir. Souhaili ve ark. 2004
yihinda C. tamariscifolia turinin metanol, etanol ve hegzan ekstraktlarini maya, kif ve onlarin
mikotoksinleri Uzerindeki antimikrobiyal etkisini arastirmiglardir ve sonug¢ olarak etanol
ekstraktinin calisilan tim tirleri ( S. cereviceae, Kluveromyces sp., Debaryomyces sp.,
Rhodotorula sp., C. albicans, Penicillum sp., Aspergillus niger ) inhibe ettigi ve metanol ve

hegzan ekstrelerinde herhangi bir aktivite gézlenmedigi belirtilmistir.

Diger tirimuz olan Codium fragile ssp. tomentosoides tiirtiniin antimikrobiyal etkinligine ait
sonuglar Tablo 4.4’ te gosterilmistir. Calkalama ve soksile yéntemine goére elde edilen metanol
ekstrelerinde belirgin zonlar saptanmis ancak calkalama ydntemi ile elde edilen &6zltlerde,
soksile yontemine gore elde edilenlere kiyasla daha az inhibisyon etkisi gdzlenmistir. Ornegin,
E. faecalis tirtiine karsi ¢calkalama yontemi ile elde edilen ekstrakttan 8 mm’lik bir inhibisyon zon
capini 6l¢tiigiimiz halde, soksile yénteminde 24 mm’lik bir zon ¢api él¢limustir. Ayni sekilde B.
cereus tirtne karsi soksile yonteminde 22 mm ‘lik bir zon c¢api belirlenmis ancak calkalama
yonteminde 16 mm’lik bir zon ¢api saptanmistir. Yine soksile yontemi ile elde edilen metanol
Ozutlerinde, S. aureus ( 9mm ), E. cloacea (18 mm) ve E. coli tiriine (19 mm) kars! belirgin
inhibisyon zonlari élcliimis ancak calkalama yoéntemi ile elde edilen metanol 6zitlerinde bu
mikroorganizmalara karsl herhangi bir aktivite gdzlenmemistir. Sonu¢ olarak Codium fragile
turdnin metanol ve klorofom ekstrelerini kiyasladigimizda metanol ekstrelerinde daha yiksek
aktivite gozlendigini, yontem agisindan bakildiginda ise, soksile yontemi ile ekstraksiyonun
sonuglarinin daha iyi sonuclar sagladigini soyleyebiliriz. Ibtissam ve ark. (2009), yapmis
olduklari calismada, C. fragile tirinin metanol ekstraktlarinin, denenen 5 farkh
mikroorganizmadan ( Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Klebsiella pnomeuniae ATCC 700603 ve E. faecalis ATCC
29213 ) sadece S. aureus turine karsi 20 mm’nin Uzerinde bir zon gdstererek, belirgin
aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir. Yapmis oldugumuz calismada ise metanol ekstresinin

S. aureus turine karsi sadece 9 mm'’lik bir inhibisyon etkisinin oldugu bulunmustur.
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Besinci alg taksonu olan E. linza var. lanceolata, iki farkh ekstraksiyon yontemi ve iki farkl
¢6zgen kullanilanarak ekstrakte edilmistir. Sonuclar Tablo 4.5 * te gdsterilmistir. Calkalama
yontemi ile elde edilen metanol ekstraktlarinda S. aureus (15mm), B. subtilis (11mm) ve P.
vulgaris turine karsi (29 mm) en yiksek aktiviteler gdzlenmistir. Ancak soksile yontemi ile
ekstraksiyonda E. linza turu inhibitér etkiler gostermemis, sadece P. vulgaris tiriine karsi (14
mm) daha disik bir zon capi Odlctilmistir. Soksile ydntemi ile elde edilen klorofom
ekstrelerinde, 6zellikle E. coli'ye karsi 20 mm zon capi ile en yiksek aktivite gésterilmistir. E.
coli tirine karsi metanol ekstrerinde ise 7 mm -9 mm olmak Uzere kicuk inhibitdr etkiler
saptanmistir. Sonug olarak E. linza tiru icin, en yiksek aktivite calkalama yontemi ile elde
edilen metanol Ozitlerinde go6zlenmistir. Tuney ve ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan
calismada, dietil eter ¢cozgeni kullanilarak, E. linza tirinin kuru ve yas ornekleri ekstrakte
edilmis ve sonucta denenen tirlere karsi yas drneklerde, oldukca yiksek aktivite gdzlenmistir.
Ornegin E. faecalis tiiriine karsi 45 mm, S. aureus’a kargli 51 mm ve E. coli'ye karsi 22 mm zon
¢ap! 6lcilmustur. Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan ekstraksiyon yontemi ve ¢dzgen tipi
yaninda, 6rneklerin ekstraksiyon dncesi kuru ya da yas olmasi da olduk¢a 6nemli olmaktadir.
Genel olarak taze ve yas orneklerden alinan bir miktar 6rnegin aktivitesi daha yuksek
olmaktadir. Bu durum 6neklerin icerisinde yer alan, hidrojen peroksitler, terpenoidler ve brom-
eter bilesikleri gibi ucucu antimikrobiyal bilesiklerden kaynaklanabilir olmasiyla beraber,
antimikrobiyal etkinligi olan bazi bilesenlerin uygulanan kurutuma prosesi siiresince aktivitelerini
kaybetmeleri olabilir (Tiney ve ark., 2006 ). Yine Sukatar ve ark. (2006) yapmis olduklar
calismada, E. linza tdrine ait diklorometan, kloroform, hegzan ve metanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesine bakmiglar ve en vyiksek aktiviteler metanol ve klorofom
ekstraktlarinda goézlenmistir. Ayni calismada S. aureus tiriine kargl metanol ekstraktlar 25
mm’lik bir zon capi ile inhibisyon gosterdigi halde, B. cereus tiriine karsi 9,5 mm, B. subtilis
turine karsi ise 9 mm’lik inhibitér etki gozlenmistir. Sukatar ve ark.’nin 2006 yilinda yaptiklari

calisma sonugclari ile calisma sonuglarimiz benzerlik géstermektedir.

Diger alg turimiz olan J. longifurca ektrelerinin antimikrobiyal etkinligine ait sonuclar tablo
4.6’ da gosterilmistir. Sonuclarda da belirtildigi gibi, sadece soksile yontemi ile ekstraksiyon
sonrasl elde edilen metanol ekstresinde E. faecalis tirtine kargi 14 mm olarak belirgin bir zon
¢capl ve aktivite gozlenirken, diger yontem ve c¢ozgenlerle elde edilen ozitlerde herhangi bir
aktivite gdzlenmemistir. Karabay-Yavasoglu ve ark. ( 2007), yapmis olduklari calismada, J.
rubens turinin metanol ve kloroform ekstraktlarinda belirgin inhibisyon zonlari saptanmistir.
Soksile yontemi ile yapilan ekstraksiyon sonrasi 6ziitler 1mg, 2 mg ve 4 mg konsantrasyonunda
madde olacak sekilde seyreltiimisti. 4 mg konsantrasyonunda madde iceren metanol ve

klorofom ekstrelerinde en yiiksek aktiviteler gozlenmigtir. Ozelikle S. aureus ( 21 mm), S.
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faecalis (14 mm), B. cereus (13 mm) tirlerine karsi inhibitér etki gézlenmistir ve sonugclarin
ekstraksiyonda kullanilan ¢dzgen tipine bagh olarak degisebilecegi gosterilmistir. Kumar ve
Rengasamy (2000), kirmizi makro alglerin klorofom ekstraktlari ile klorofom:metanol (2:1 v/v)
ekstraktlarinin, en yilksek antibakteriyal aktivite goOsterdiklerini saptamiglardir. Karabay-
Yavasoglu ve ark. (2007) ve Kumar ve ark. (2000) buldugu sonuclar calismamizi destekler
niteliktedir. Buna karsin, Gonzales del Val ve ark. 2001 yilinda yaptiklari ¢calismada, J. rubens
ve J. adhaerescens’in metanol ekstraktlarinin, Psuedomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Enterococcus faecium, Mycobacterium smegmatis, Staphloccus aureus, Bacillus subtilis ve
Aspergillus fumigatus mikroorganizmalari Uzerinde herhangi bir antimikrobiyal etkilerinin
olmadigini belirtmislerdir. Bulunan sonugclar ile yapilan diger calismalar arasinda ki farkhliklar,
calisilan turlerin Urettigi sekonder metabolitlerin ¢esitliligi ve orani ile ilgili olabildigi gibi (Tariq,
1991) mevsimsel cesitlilige bagh olarak ta degisebilmektedir (Hornsey ve Hide, 1974).

Ulkemizde ve diinyada antimikrobiyal aktivite calismalar bilimsel alandaki gelismeleri
takiben, hizla devam etmektedir. Etken maddenin hassas tespiti i¢in ¢calismalar arttirilarak, tim
fiziko kimyasal parametreler kullanilarak degerlendirmeler yapiimahdir. Kontrolli laboratuvar
kosullarinda yapilacak olan deneylerin sonuclarinin daha verimli olmasi beklenmektedir. Kapali
sistemlerde yapilacak deneylerin sonuclari ve kontaminasyon riskine bagh kayiplar da énemli
Olciide engellenebilmektedir. Antimikrobiyal bir ajanin etkinliginin calisma kosullari yaninda
bircok ekolojik faktére bagl odugunu unutmadan, ¢alismalar surekli hale getiriimelidir. Sekonder
metabolitler 6zellikle eldesi ile ekonomik oldugu disinilen alg tdrleri tarafindan Uretildiginde
6nem kazanmaktadir. Dogal kaynak olarak nitelendirdigimiz makro alglere yénelmemizin en
temel nedenlerinden birisi de ekonomik olarak bulunma ve toplanma gugcliginin olmamasidir.
Algleri kontrolli laboratuvar ortaminda yetistrmek ve ayni fiziksel parametrelere maruz
birakarak etkinlik degerlendirme calismalari yapmak oldukc¢a fazla ek maliyetler getirecektir. Bu
nedenle bulunduklari bélgeye ve mevsime bagl olarak tarama yapmak ve en verimli oldugu
mevsim ve istasyondan toplanan ornekler ile, ileri farmasotik arastirmalara yonelmek en
dogrusu olacaktir. Tirlerin bulunduklari ekolojik kosullarin, onlarin antimikrobiyal etkinliginde
onemli oldugu unutulmamalidir cunki sekonder metabolitler genel olarak bir savunma
mekanizmasi olarak tanimlanabilirler ve bir tir ne kadar gu¢ kosullarda kalirsa savunma

mekanizmasini da o kadar gucli tutmaya calisacaktir.

Calismanin ikinci kisminda, belli istasyonlardan secilmis olan 6 makroalg turiin antioksidan
kapasitesi Uzerine arastirmalar yapiimistir. Arastirma aglerin Urettigi sekonder metbolitlerden
olan antioksidan molekiillerin varligi ve islevi ile ilgili olarak, asil hiicre i¢ci savunmada etkili olan

enzimlerin etkinligi ve devaminda lipid peroksidasyonunun varligini saptamaya yonelik olarak
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yapilmistir. Glutatyon peroksidaz duzeyi spektrofotometrik olarak, malondialdehid diizeyi ise

HPLC teknigi kullanilarak élciimustur.

Gunimizde hastaliklarin tedavisi icin yeni yéntemler arastiriimakta ve bu konuda birgok
bilimsel calisma yapilmaktadir fakat bir diger 6nemli konu da yasami sirdirme ve hastaliklar
onleme yolunda ki ¢abalarimizdir. Beslenme, yasamin sirekliligi acisindan vazgecilmez temel
gereksinimimiz oldugu icin, hastaliklardan korunma ve yasami saglikh strdirme amaci da
beslenme ile iligkilendirilerek, saglimiz acisindan yararli besin kaynaklari arayisina gidilmistir.
Yasam ic¢in gerekli olan soldugumuz oksijen, vicutta serbest radikaller adini verdigimiz
oksidanlarin olusmasina neden olur ve serbest radikaller hiicrelerde hasara neden olan bir dizi
reaksiyon baslatmak icin yeterlidirler. Antioksidanlar ise serbest radikaller ile reaksiyona girerek
onlarin zararh etkilerinden vicudu korurlar ve hastaligin baslangicinda hastalik riskini

engellerler.

Viucudumuzda belirli bir dizeye kadar olabilen oksidan molekil artigl yine viicutta surekli
belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale getiriimektedir.
Bdylece saglikh bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlari etkisizlestirme gucu
bir denge icindedir. Oksidanlar belirli dizeyin Uzerinde olusur veya antioksidanlar yetersiz
olursa yani denge bozulursa séz konusu oksidan molekiiller organizmanin yapi elemanlari olan

protein, lipid, karbohidrat, niikleik asitler ve yararli enzimleri bozarak zararl etkilere yol acarlar.

Antioksidanlarin yararl etkilerinin bulunusuna bagh olarak, dogal antioksidan kaynaklari
Uzerine calismalar yapiimistir. Sebze ve meyveler bircok dogal antioksidan icerirler (Cao. ve
ark.,1996). Dogal antioksidan bilesikler; sebzelerde, kabuklu ve kabuksuz meyvelerde,
tohumlarda, yapraklarda, ciceklerde, koklerde ve kabuklarda bol miktarda bulunmaktadir (Pratt
ve ark. 1990). Antioksidan bilesikler bakimindan karasal gidali besinlerin yaninda mikro ve

makro alg ttrleri de dnemli bir yere sahiptir.

Mikroalgler icerdikleri cesitli antioksidan vitaminler bakimindan zengindir. Tokoferoller (E
vitamini), askorbik asit(C Vitamini), karotenoidler, boflavonoidler ve retinoidler karasal kaynakh
uriinlerde ve alglerde bulunabilen antioksidan bilesiklerdir. insan viicudunda tokoferol
sentezlenmedigi icin disaridan alinmak zorundadir ve vicuda alinan tokoferol ince barsakta
emilir ve lenf yolu ile dolagima katilir. E vitamininin antioksidan 6zelligi, serbest radikallerin
baslattigi lipid peroksidasyonunu inhibe etmesinden ileri gelir. Cok gucli antioksidan etkiye
sahip pigment, astaksantini hicre icinde yiiksek miktarda biriktirme 6zelliine sahip olan
Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae)in kapali sistemlerde (panel ya da tubuler

fotobiyoreaktorler) Gretimi yapiimaktadir (Gokpinar ve ark.,2006).
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Mikroalg tdrlerinin yani sira calisma konumuzu olusturan makroalgler de yiksek
antioksidan etkiye sahip bilesikler icermektedir. Alglerdeki yuksek antioksidan etki glutatyon,
askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten, flavonoidler, hidrokinonlar, fikosiyaninler, prolin, mannitol,
myoinositol, fenolik bilesikler ve poliaminler gibi enzimatik olmayan antioksidan bilesikleri
yiksek diizeyde icermesinden ileri gelir (Mallick ve Mohn, 2000). Ornegin kahverengi alglerden
11, yesil alglerden 1 ve kirmizi alglerden 5 tir olmak (zere toplam 17 makroalg tirt Gzerinde
yapilan bir arastirmada Sargasssum tiriiniin en yiksek antioksidan etkiye sahip oldugu ortaya
cikarimistir (Matsukawa ve ark., 1997). Diunyada bu alanda yapilan calismalar hizla
artmaktadir; dogal kaynaklara ydnelim ve hammaddenin dodada hazir bulunusu da saghk

temelinde yapilan ¢alismalara biyik ivme kazandirmaktadir.

insanlarda yaslanma ve kronik hastaliklar karmasik biyolojik surecler sonucunda olusur.
Bu karmasik surecleri anlamak icin cesitli hipotezler éne sirtlmis ve bunlar deneysel olarak
test edilmistir. Yaslanma ile ilgili olarak ileri surilen teoriler son yillarda molekiler genetik ve
deneysel tekniklerde saglanan ilerlemeler ile aciklanmaya baglanmistir. Reaktif oksijen tirlerinin
hiicrede giderek artan bir sekilde olusturdugu zararlar esas olarak yasli hicrelerde telomer
erozyonu, genom Kkararsizligi, DNA mutasyonlari ve gen profillerindeki degisimleri kapsar.
Yaslanma ile ilgili éne sirilen teorilerden en c¢ok dikkat cekeni “serbest radikaller” teorisidir.
Serbest radikallerin olusumu organizmada oksijen kullanimi sirasinda ortaya ¢ikar. Eslenmemis
elektron iceren atom veya molekiller hicrelerin zarar goérdigu reaksiyonlar dizisini baslatir.
Vicutta serbest radikallerin olusumu katabolik reaksiyonlarin yani sira yagh diyetler, sagliksiz
beslenme, sigara, ila¢ tedavileri, alkol tiketimi, radyasyon, bocek ilaglari ve cevre kirliligi gibi
nedenlerle baslamakta ve artmaktadir. Serbest radikaller bagisiklik sistemini zayiflatarak cesitli
hastaliklara ve erken yaslanmaya neden olurlar. Bu bakimdan antioksidanlar, hiicrede tedavi ve
dejeneratif hastaliklardan korunmada dnemlidir. Yapilan arastirmalar, antioksidanlarin serbest
radikalleri noétralize ederek hicrelerin zarar gérmesine engel olduklarini ortaya koymustur
(Gokpinar ve ark. 2006 ).

Organizma, serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerine karg! intraselliler ve
ekstraselliler savunma mekanizmalarina sahiptir. Oncelikle intraselliler savunma sistemi etkili
olmaktadir. Antioksidan savunma esas olarak U¢ antioksidan enzimle (superoksit dismutaz-
SOD, katalaz-CAT, glutatyon peroksidaz-GPx) saglanmaktadir. Glutatyon peroksidaz, hidrojen
peroksidin uzaklastiriimasinda rol oynamaktadir. Selenyum, glutatyon peroksidazin énemli bir
parcasini olusturmaktadir. Agiz yolu ile alinan selenyum GPx ve Cat etkisini in vivo olarak
arttinip serbest radikallerin etkisini ortadan kaldirdidi belirtiimistir (Halliwell ve Gutteridge,1989).

Glutatyon peroksidaz ve diger enzim aktiviteleri organizmada antioksidan durumundaki
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degisikligin saptanmasinda kullaniimaktadir. Bu enzimatik savunmalar yeterli olmayip, lipit
peroksidasyonu baslarsa dustk molekil agirlikli serbest radikal tutuculari, yag asitleri yerine
kendileri ylkseltgenerek reaksiyonlarin devam etmesini Onlemeye calismaktadir. Lipit
peroksidasyonu Uriinii olan MDA, molekiler oksijen azalmasi yaparak stperoksit anyonu ve
hidrojen peroksit olusumuna neden olur ki bu drtinler de hiicre ve dokularda hasar yaratirlar.
Malondialdehit (MDA) 06lcimi lipid peroksidasyonunun derecesinin belirlenmesi icin en sik
basvurulan testtir. Serbest MDA'nin direkt tayini en glvenilir sekilde yiksek performans sivi

kromatografisi (HPLC) yontemiyle yapilmaktadir.

Lipid peroksidasyon urinleri DNA hasarina ve Na+/K+ ATPaz ve glutamat tasiyicilari gibi
proteinlerin inhibisyonuna neden olur. Artan lipid peroksidasyonu ve azalan antioksidan
korumalar sonucu epoksitler olusur. Bunlar hiicre icinde nukleofilik merkez ile spontan olarak
reaksiyona girip DNA, RNA ve proteinlere kovalent olarak baglanir. Boyle bir reaksiyon
sitotoksisiteye, alerjiye, mutajeniteye veya karsinojenezise neden olabilir. Lipid peroksidasyon
drinlerinden MDA’ nin artmasi proteinlerin inhibisyonuna neden olacagindan, bu durum
devaminda hicre hasari meydana getirecektir. Malondialdehid miktarlarinin, protein
miktarlarina orani tablo 4.12'de gdsteriimektedir. Tabloda belirtildigi Uzere, MDA/mg(protein)
olarak en yiksek oran, S. acinarium turiinde saptanmistir, en dusik oran ise L. obtusa
orneginde gozlenmektedir. En yiiksek malindaldehid miktari J. longifurca tiriinde saptanmis
(Tablo 4.9) ancak toplam protein Uzerine etkisi g6z éniinde bulunduruldugunda, en yuksek etki
S.acinarium (2,228 mmol/mgr) turiinde gézlenmektedir. Sonucta protein miktari bir dizeltme
faktoridir ve o6rneklerin protein hacmi ile birlikte yorumlanmasi gerekmektedir. Lipid
peroksidasyonunun en yiksek derecede S. acinarium tiriinde, daha sonra sirasiyla C. barbata,
J. longifurca, C.racemosa, P. pavonica ve en disik miktarda da L. ontusa tlriinde g6zlendigini
soyleyebiliriz (Tablo 4.12). Elde edilen sonuclari MDA/mgr protein olarak degerlendirdigimizde,
en yiksek deger S. acinarium tiriinde mevcut olup, bu tirimizin daha fazla oksidana maruz
kaldigini ya da antioksidan kapasitesinin zayif oldugunu sdyleyebiliriz. Alinan érneklerin kirliligin
en az oldugu sahil bélgesinden ve kis mevsiminde toplandi§i g6z 6ninde bulundurulursa ve
daha kirli bdlgelerden toplanan P. pavonica ( yaz mevsimi ) ile kiyaslanirsa, lipit
peroksidasyonunun kisacasi hiicre hasarinin yiksek bulundugu, S. acinarium tirinin

antioksidan kapasitesinin dusuk oldugu sdylenebilir.

Orneklerin enzim etkinligi yani Glutatyon Peroksidaz (GPX) aktivitesine ait sonuclar Tablo
4.8'de gosterilmistir. Sonucta en yiksek GPX aktivitesi, P. pavonica daha sonra sirasiyla S.
acinarium, J. longifurca, C. racemosa, L. obtusa ve C. barbata tiurlerinde gdzlenmistir. Lipit
peroksidasyonu yoninden en yiksek, enzim etkinligi yéninden de, oldukca yilksek GPx

aktivitesi iceren S. acinarium tdriinun, diger antioksidan molekiller yoninden zayif oldugunu,
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sadece enzim etkinliginin oksidanlara karsi etki mekanizmasinda yeterli olmadigini belirtebiliriz.
Stres kosullarini degerlendirdigimizde, en yiuksek GPX aktivitesi saptanan P. pavonica tiru
Cesme istasyonundan kis aylarinda toplanmistir. Diger tirlerden S. acinarium hari¢ olmak
Uzere, timl Cesme bolgesinden farkli istasyonlardan toplanmistir, istasyonlarin kirlilik kosullar
dikkate alindiginda sonuglar ¢cok ta anlamli gériinmemektedir fakat en yiiksek aktivitenin
bulundugu P. pavonica tura balik ciftliklerinin oldugu bdlgeden toplanmistir ve bu bdélge
digerlerine goére daha Kkirlidir. Enzim aktivitesinin artmis olmasi, antioksidan kapasitedeki
artisinda bir gostergesidir. Kirli bdlgelerden toplanan ve GPX aktivitesi yuksek, MDA miktari
distk olan P. pavonica tlriintn, antioksidan savunmasinda artis gozlendigini bulundugu
ekolojik ortama baglayabiliriz. Yine ayni istasyondan toplanan J. longifurca tiriinde de GPX
aktivitesi yuksek, lipid peroksidasyonu dusik bulunmustur. J. longifurca turinin de antioksidan
kapasitesinin, denenen diger tiirlere gore yiksek oldugunu belirtebiliriz.  Orneklerin stres
kosullarina 1s1k acgisindan bakildiginda, P. pavonica, C. barbata ve S. acinarium kis aylarinda
toplanmistir diger turler ise baharda toplanmigtir. P. pavonica ve S. acinarium tirlerinin GPX
aktiviteleri ylUksektir ancak C. barbata 6rneginin glutatyon peroksidaz aktivitesi yiksek
bulunmus olsaydi, stk toleransina goére turler antioksidan kapasiteleri ydninden

degerlendirilebilirdi. Ancak bu durumdaki sonuclar anlamli korelasyon saglamamaktadir.

Fotosentetik bikilerde, reaktif oksijen tirleri hiicresel sinyaller ve metabolik aktivitelerin
regulasyonu gibi bircok metabolik olayda dnemli etkiye sahiptir. (Hippeli ve ark.,1999). Cavas ve
Yurdakoc (2005) calismasinda enzim etkinligi ile glines 1sinlari ve suyun sicakli§i arasinda bir
iliski kurulmaya calisiimistir. Sonugta enzim etkinliginin gines 1sinlari yada su sicakhdi arasinda
onemli bir baglanti olmadigini saptamiglardir, enzim etkinliginin bakteriyal bir etki ile degisim
gOsterebilecegi dusunilmustiur. Enzim etkinligi birgcok stres faktoriine bagl olarak birgok
arastirmada calisilmistir. Ancak yapilan calismalarda enzim etkinligi ile stres faktdrlerinin

dogrudan ilgisinin olmadidi, baska faktorlerin de etkilerinin arastiriimasi gerektigi saptanmigtir.

Calismamiz kapsamindaki makro alg tdrleri icin, antioksidan kapasiteleri ydniinden
yorumlamalar yapilmistir ancak kesin olarak bir tiriin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi
icin, tarlerin kontrolli bir laboratuvar ortaminda yetistiriimesi ve hepsinin esit derecede oksidana
maruz birakilmasi gerekmektedir. Laboratuvar kosullarinda esit derecede oksidana maruz
kalmis turlerin, MDA miktarlari antioksidan kapasiteleri yoninden daha verimli bilgiler
verebiliecegi bilinmektedir. Ancak makro alg tdrlerinin, mevsimlere ve istasyonlara bagl
olmaksizin toplanarak degerlendirildigi calismanin, antioksidan calismalara yén verebilmesi
acisindan bir 6n calisma olmasi hedeflenmistir. Bir antioksidan ajan arastirmasi yapilirken
oncelikle tiriin bulundugu ortam kosullari icerisinde oksidatif strese yaniti arastiriimalidir ¢tinki

tardn ilk toplandidi ve hasat edildigi alan kendi ekolojik ortamidir ve bu ortamda vermis oldugu
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yanit tamamiyla kendi hicresel yaniti olacaktir. Eger kendi kosullarinda bir tirr, bir oksidana
karsl anlamli bir yanit veriyorsa ikinci agsama olarak, kontrollii bir laboratuarda farkli oksidanlara
maruz birakilarak deneysel ¢calismalara devam edilmelidir. Makro alglerde, etken bir antioksidan
maddenin varoldugunu ve yapilacak ileri seviyedeki arastirmalarla bunlarin saptanabilecegini

umuyoruz.

6. ONERILER

Ulkemizde bircok insan hekimlere ve ilaclara ulasmakta ciddi zorluklar yagamaktadir.
Buna bagl olarak, insanlarin ¢cogu bitkilerin yapraklarindan, ciceklerinden, saplarindan degisik
ozutler ve sivi halde formlar elde ederek, kanserden diyabete kadar bircok hastaligin
tedavisinde bunlari kullanmaktadirlar. Bilimsel yaklasimdan olduk¢a uzak bu durum, toplumun
buylik kesiminin bilimsel bilgiyi kullanmadaki yetersizligine de ortaya cikarmaktadir, bilimsel
temeli olmayan bu tir bilgileri toplumda birgcok yetersiz insan tarafindan kullanilmasi yaninda,
aktar kiltorine c¢ok yakin olan bilim adamlarinin olmasi da bir o kadar sasirticidir. Saghk
otoritesi olarak Saglk Bakanhginin ve meslek odalarinin bu tur tedavi yaklasimi sergileyenler
konusunda daha dikkatli olmalari gerekmektedir. Bir molekilin ilag olabilmesi icin, her seyden
once belli bir hastalikta, bir indikasyonda faydali olabilecegini éngéren bir hipotez olmasi
gerekir. Bu hipotezi destekleyen bir dizi bilimsel bulgu sonrasi, etken madde ila¢ olarak
degerlendirmeye alinabilmektedir (Goodman&Gilman,2001).

Surekli artan hastaliklar ve yeni tedavi yaklasimlari yeni antibiyotiklerin ve antioksidan
molekulleri arastirma calismalari bilimsel strece de hiz kazandirmistir ve bu alanda yeni tirlerin
arayisl surekli devam etmektedir. Algler son yillarda bu konuda calisilan yeni tir gruplari
arasinda sayilabilir. Ekolojik olarak bulunma gugcliginiin olmamasi, hasatinin kolay olmasi da
bu konuya yoénelimi arttirmistir. Calismamizda tlkemizin alg turleri yoninden zenginligini g6z
onlne alarak belirledigimiz tirlerde antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerin saptanmasi
hedeflenmistir. Tim kiyilarimizda mevcut alglerin potansiyel birer kaynak oldugunu unutmadan,
arastirmalar yogunlastiriimahdir. Etkin bir antimikrobiyal ya da antioksidan madde varliginin
tespiti dogal kaynaklara yonelimi arttiracaktir ve yeni farmasotik calismalara yon verecektir.
Tum dinya ulkelerinde alternatif antibiyotik ve antioksidan bilesenleri aranmakta ve maddi
boyutlari distinuldigiunde ekonomik yonden daha uygun olabilecegi dustnilen alg tirlerine ve
bitki tlrlerine yénelim savunulmaktadir. Etken maddeyi dogal yollardan elde etmek ve eldesi icin

kolay hizli yéntemler gelistirmek, llke ekonomisine biyik katki saglayacaktir.

Antimikrobiyal aktivite ¢calismalarimiz sonucu elde ettigimiz bulgulara gére en etken madde
Codium fragile turinden elde edilmistir. Dinyada ve (llkemizde yapilan bircok calismada,
kahverengi alglerin 6ncelikle en etkili antimikrobiyal maddelere sahip olduklari bilinmekteydi

ancak yesil alglerden olan C. fragile ssp. tomentosoides turiinde bu tir bir etkinlik saptanmasi
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oldukca 6nemli bir veri olmaktadir. Bu turiin toplandigi istasyona bagh bir durum olabilir ki; tir
farkli istasyonlardan, farkli mevsimlerde toplanarak tekrar antimikrobiyal aktivite testleri
yapilmal ve veriler kiyaslanmalidir. Genel olarak tiim istasyonlardan elde edilen tirlerde benzer
sonuglar elde edildiginde, tirin ileri farmasotik arastirmalarla kimyasal icerigi ve icerisinde ki
etken madde saptanmaya calisiimaldir. Etken maddenin, belli bir miktar 6rnegin icinde
bulunma miktari ve etken maddenin elde edilmesi icin, hasat edilmesi gereken toplam alg
miktar1 belirlenmeli ve ekonomik oldugu dusindlirse, hayvan deneyleri ile sonuclar

desteklenmelidir.

Yine yesil alglerden Enteromorpha linza tiriinde, E. coli ve Proteus vulgaris’e karsi anlamh
sonuglar bulunmustur. Bu sonuglar ve yapilan diger calismalarin sonuclari da géz 6niinde

bulundurularak, ileri calismalar yapilmasi énerilmektedir.

Antioksidan kapasite arastirma calismalarimiz ile ilgili olarak, enzim etkinligi glutatyon
peroksidaz aktivitesi ydniinden en etkin tir, P. pavonica érneginde saptanmistir (13,775 U/L),
bunu sirasi ile S. acinarium (12,401 U/L), J. longifurca (11,272 UJ/L) turleri izlemistir. Siralamaya
baktigimizda sonuclarin turlerin dahil oldugu taksonomik siniflarla ilgisi olmadigi, en yuksek ve
en dusuk aktivitenin kahverengi alglerde goraldigu saptanmistir. Lipid peroksidasyon
dizeylerine baktigimizda ise en fazla oksidatif stresten etkilenerek lipit peroksidasyonunu
arttirmig olan tirimudz ise, S. acinarium taraddr. Bu tur ile ilgili olarak, calismalar oksidan
dizeyleri belli kontrollii bir laboratuvar ortaminda tekrar edilerek ileri farmasoétik arastirmalara

gecilmelidir.

Sonug olarak, antimikrobiyal ve antioksidan madde arayisinda 6ncelikle, yapilan diger
bilimsel ¢alismalar g6z 6niinde bulundurularak etkili olabilecegi dustinilen yeni turler secilmel,
turlerin yayilis alanlari ve mevsimsel dagilimi gibi fizyolojik kosullar da dikkate alinarak tim
turlerde 6n tarama yapilmalidir. Eger arastirilan tirlerde anlaml sonuclar bulunursa, ekolojik
kosullar kontrollli laboratuvar ortaminda degerlendirilerek ikinci asama kaydedilmelidir. Sonuclar
yine etken madde yoninden anlamli bulunursa, hayvan deneyleri ile hipotez desteklenmelidir.
Etken madde, etik kurulca kabul edilmis belli hayvanlar tzerinde de etkinlik gbsteriyorsa son
asama olarak insan deneyleri yapilabilmektedir. Ancak bu sirecleri genel anlamda tamamlayan
bir madde, bir hastaligin tedavisinde etken madde olarak kabul edilebilmektedir. Kiyilarimizdaki
alg tdrlerinin zenginligini dusinerek, bilimsel calismalarin asamali olarak bu sireclerden

gecmesi ve yeni tlr arayisinin yayginlagsmasi énerilmektedir.
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