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ULVA LACTUCA EKSTRAKTININ LIPOZOMAL FORMULASYONUNUN
ANTIOKSIDAN ve ANTIBAKTERIYAL OZELLIKLERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Deniz marulu olarak da bilenen Ulva lactuca (Ulvophyceae; Ulvaceae), kayalik ve
s1g sularda gelisen, diinya iizerinde genis yayilim gosteren bir yesil makroalg
tiriidiir. U. lactuca, alkaloid, flavonoid, tanen, steroid, saponin ve antrakinon gibi
biyoaktif bilesikler icermekte ve antioksidan ve antimikrobiyal etkiler basta olmak
tizere saglik iizerinde bir¢ok olumlu etkilere sahip oldugu bilinmektedir.

Diger yandan lipozomlar biyouyumlu, toksik etkisi olmayan ve biyobozunur
ozelliklere sahiptir ve farmasotik, gida, kimya ve kozmetik alanlarinda
kullanilmaktadir. Uygulama alanina gore farkli kompozisyona ve fiziksel 6zelliklere
sahip olmakla birlikte bir ¢ok farkli hazirlama metodu vardir. Lipozomlar amfipatik
yaptya sahip olmalarindan dolayr hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesikleri
enkapsiile edebilir. Belirli bir salinim profiline bagli olarak kontrollii salinim
yapilabilir. Hedefe 6zgii ligandlarla modifiye edilebilme O6zelliklerine sahip olan
lipozomlar hedef bolgeyle entegrasyonun artmasini saglamaktadir. Ayrica terapdtik
maddeyi viicut igerisinde metabolize olmaktan korumakta ve bdylelikle terapotik
maddelerin etkinliginin artmasina sebep olmaktadir.

Bu tez calismasinda U. lactuca tiiriinin Marmara (Bursa) ve Ege (izmir)
denizlerinden toplanan alg materyallerinin Bursa Teknik Universitesi ve Ege
Universitesi'nde ekstraksiyonlar: yapildi. Ekstraksiyon islemi Etanol/Su (80/20 V/V)
coziiciisiiyle 40 °C sicaklikta ve oda sicakliginda iki ayr1 metot ile gergeklestirildi.
Elde edilen ekstre ve ekstre yiikli lipozomal formiilasyonlarin antioksidan ve
antibakteriyel Ozellikleri arastirildi.  Ekstre ve ekstre yiiklii lipozomal
formiilasyonlarin antioksidan kapasitesinin anlagilabilmesi igin, total fenolik
icerikleri (TPC) Folin Ciocioultiou yontemi ile ve antioksidan aktivitesi DPPH
radikal siipiirme aktivitesi tayini ile arastirildi. Folin Ciocioultiou metodu ile total
fenolik igerik tayini sonuclarma gore 100 pg/mL konsantrasyonda; Marmara
ekstresinin TPC'si 5,306 mg GAE/g olarak hesaplanirken, Ege ekstresinin TPC'si ise
7,5 mg GAE/g olarak bulunmustur. Marmara ve Ege ekstrelerinin ECsy degerleri
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sirastyla 429,21 ng/mL ve 834,29 pug/mL olarak hesaplanirken bu degerler standart
antioksidan askorbik asite kiyasla yaklagik 30 ila 60 kat daha yiiksektir.

U. lactuca ekstresinin antibakteriyel etkisi i¢in dncelikle disk diflizyon testi yapildi.
Ardindan Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) ve Minimum Bakterisidal
Konsantrasyonu (MBK) testleri ile antibakteriyel aktiviteleri degerlendirildi. Disk
diflizyon testinde her bir ekstre ve ekstre yiiklii lipozom i¢in 8 mm inhibisyon ¢ap1
belirlenirken, MIK testinde U. lactuca Marmara ve Ege ekstrelerinin lipozomal
formiilasyonlar1 E.coli ATCC 25922'ye karst MIK degeri 1250 pg/mL olarak
belirlendi. Her iki 6rnegin de S. aureus ATCC 25923'e kars1 daha etkisiz oldugu
bulundu ve MIK degerleri 2500 pg/mL idi. MiK testinde, ekstre yiiklii lipozomlarin
antibakteriyel etkisinin ekstrelere kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu. MBK
degerlerine ise, MIK degerlerinden daha yiiksek konsantrasyonlarda ulasilabilecegi
sonucuna varild.

Anahtar Kkelimeler: Ulva lactuca, Antioksidan aktivite, Antibakteriyel aktivite,
Lipozom.
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL
PROPERTIES OF LIPOSOMAL FORMULATION OF ULVA LACTUCA
EXTRACT

SUMMARY

Ulva lactuca (Ulvophyceae; Ulvaceae), also known as sea lettuce, is a green
macroalgae species that grows in rocky and shallow waters and spreads widely
around the world. U. lactuca contains bioactive compounds such as alkaloids,
flavonoids, tannins, steroids, saponins and anthraquinones and is known to have
many positive effects on health, including antioxidant and antimicrobial effects.

On the other hand, liposomes have biocompatible, non-toxic and biodegradable
properties. Liposomes are used in the pharmaceutical, food, chemistry and cosmetic
industries. Although it has different composition and physical properties according to
the application area, there are many different preparation methods. Because of their
amphipathic nature, liposomes can encapsulate both hydrophobic and hydrophilic
compounds. Depending on a particular release profile, controlled release can be
made. Liposomes, which have the ability to be modified with target-specific ligands,
increase the integration with the target region. In addition, it protects the therapeutic
agent from the metabolism system in the body, thus increasing the effectiveness of
the therapeutic agent.

In this thesis study, algae materials of U. lactuca collected from Marmara (Bursa)
and Aegean (Izmir) seas were extracted at Bursa Technical University and Ege
University. Extraction was carried out with Ethanol/Water (80/20 V/V) solvent at 40
°C and room temperature with two separate methods. The antioxidant and
antibacterial properties of the obtained extract and the extract-loaded liposomal
formulations were investigated. In order to understand the antioxidant capacity of
extracts and extract-loaded liposomal formulations, their total phenolic content was
investigated by Folin Ciocioultiou method and antioxidant activity was investigated
by DPPH radical scavenging activity. According to the results of the total phenolic
content determination with the Folin Ciocioultiou method, at a concentration of 100
pg/mL; TPC of Marmara extract was calculated as 5.306 mg GAE/g, while TPC of
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Aegean extract was found as 7.5 mg GAE/g. The ECsy values of Marmara and
Aegean extracts were calculated as 429.21 pg/mL and 834.29 pg/mL, respectively.
These values are approximately 30 to 60 times higher than the standard antioxidant
ascorbic acid.

For the antibacterial effect of U. lactuca extract, firstly, disk diffusion test was
performed. Then, their antibacterial activities were evaluated with Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBK)
tests. In the disk diffusion test, inhibition zone were 8 mm was determined for each
sample, while the liposomal formulations of U. lactuca Marmara and Aegean
extracts were determined as 1250 pg/mL against E.coli ATCC 25922 in the MIC
test. Both samples were found to be less effective against S. aureus ATCC 25923 and
had MIC values of 2500 pg/mL. In the MIC test, it was found that the antibacterial
effect of the extract-loaded liposomes was higher than the extracts. It was concluded
that MBK values could be reached at higher concentrations than MIC values.

Keywords: Ulva lactuca, Antioxidant activity, Antibacterial activity, Liposome.
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1. GIRIS

Giinliimiizde sentetik antioksidan ve antibakteriyel maddeler, maliyet sebebiyle ticari
olarak daha ¢ok tercih edilmekle birlikte bunlarin insan saglig1 lizerinde yan etkilere
sahip oldugu bilinmektedir. Artik tiiketiciler bilingli hale gelmis ve igerigi temiz
iriinler daha fazla tercih edilmeye baslanmistir. Bu nedenle dogal antioksidan ve
antibakteriyel katki maddeleri, nihai {iriinii tiikketiciye daha giivenli ve kaliteli sekilde

ulagtirabilmek i¢in cazip se¢enekler haline gelmistir.

Bu noktada algler oldukea ilgi ¢ekici segenek olmuslardir. Hali hazirda birgok ticari
iiriinde algler kullanilmaktadir. Bir¢ok kiiltiirde gida olarak tiiketilmelerinin yanisira
kozmetik ve ila¢ sektorlerinde de uygulamalari mevcuttur. Alglerin bu kadar ilgi
cekmesinin nedeni, antioksidan, antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal, antiviral),
antitimor, antienflammatuar gibi insan sagligir iizerinde olumlu etkilere sahip
olmalaridir. Bu etkiler, yiiksek sicaklik ve yiliksek tuzluluk dalgalanmalari, sabit
giines 15181, yiiksek oksijen konsantrasyonu gibi zorlu kosullara maruz kaldiklarinda

geligebilmek adina tirettikleri ikincil metabolitlerden kaynaklanmaktadir.

Gida, kozmetik, ilag ve saglik alanlarinda sentetik maddeler yerine dogal bilesenler
iizerine gidilmesi gerekmektedir. Dogal bilesenler kaynagini yine canli sistemlerden

aldig1 i¢in ¢ok daha giivenilir kaynaklardir.

Ilag ve saglik alanlarinda tedavilerde kullanilacak iiriinlerin temel amaclarindan biri,
yan etkilerini en aza indirirken ilacin terapdtik indeksini artirmaktir. Terapotik
maddelerin yararliligini sinirlayan durumlar hedef dokuya ulasamamalar1 ve bazi
dokularda olusturdugu toksik yan etkilerdir. Hedef bolgeye secici  teslimat
saglayarak bu zorluklarin iistesinden gelmek igin farkl1 yaklasimlar yapilmistir. Ideal
¢oziim, ilact tek basma hastaliktan etkilenen hiicrelere, dokulara, organlara
hedeflemek olacaktir. Se¢ilen tasiyicilar, 6rnegin koloidal partikiiller ve molekiiler
konjugatlar, bu belirleme i¢in uygun olabilir. Kolloidal partikiiller, drnegin ters
miseller, noizom, mikro ve nano kiireler, eritrositler ve polimerler ve lipozomlar gibi,

ilacin partikiilli bir koloidal sisteme fiziksel olarak dahil edilmesinden kaynaklanir.



Bu tasiyicilar arasinda en ¢ok arastirilanlar lipozomlardir. Lipozomlarin g¢ekiciligi,
biyobozunur ve biyouyumlu kilan bilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Lipozom,
dogal veya sentetik lipidlerden olusan bir veya daha fazla cift katman tarafindan
tutulan sulu bir ¢ekirdek igerir. Biyolojik olarak inert ve zayif immiinojenik olan
dogal fosfolipidlerden olusurlar ve diisiik dogal toksisiteye sahiptirler. Ayrica, farkl
polariteye sahip ilaglar birlikte lipozomlarla enkapsiile edilebilir. (Akbarzadeh ve
dig., 2013).

Ulva lactuca (Ulvophyceae; Ulvaceae), deniz marulu olarak da bilinen ve diinyada
yaygin olarak bulunan yassi yesil makroalg tiiriidiir. Gida, tarim, farmakoloji ve tip
alanlarindaki uygulamalarda en kullanigli deniz yosunlarindan biri olarak kabul
edilmektedir. Ayrica diger makroalg tiirleri gibi Tiirkiye denizlerinde yaygin
dagilima sahiptir (Durmaz ve ark. 2008). U. lactuca ekstrelerinin giiglii
antimikrobiyal ve antioksidan Ozellikleri oldugu birgok calismada ortaya

koyulmustur.

Bu tez calismasinda U. lactuca alg materyalinden elde edilen etanolik ekstrenin
lipozom ile kapsiillenerek antibakteriyel etkinligi ve antioksidan kapasitesi
aragtirtlmistir. Ayrica lipozomal formiilasyon ile ekstrelerin biyoaktivitelerinin
karsilagtirilmasi yapilmistir. Son olarak lipozomal formiilasyonun karakterizasyonu

yapilmustir.

1.1 Lipozomlarin Yapisi

Lipozomlar ilk olarak 19601 yillarin basinda Alec D. Bangham tarafindan
kesfedilmistir. Temel olarak hiicre zar yapisinda bulunan lipit ve yag asitlerinden
meydana gelen lipozomlar, ¢ok kiiciik boyutlara sahip, kiiresel sekildeki yapay
vezikiillerdir. Fosfolipidler, hem hidrofilik bas grubuna hem de hidrofobik yag asidi
zincirine sahip olduklar i¢in dogalar1 geregi amfipatiktirler. Amfipatik molekiiller,
hidrofilik bas gruplarimin dis sulu ortama baktigi ve hidrokarbon zincirlerinin
hidrofobik i¢ kisimda toplandigi tek veya ¢ok katmanli ¢ift katli bir kiire halinde
kendiliginden bir araya gelmesiyle lipozom yapisi meydana gelir (Sekil 1.1).



Hydrophobic
bilayer

@  Cholesterol

Hydrophilic

core % Phospholipids

Sekil 1.1 : Lipozomun yapis1 (Nsairat ve dig., 2022)

Lipozomlar ¢ekici hale getiren 6zellikleri biyobozunur ve biyouyumlu olmalaridir.
Bu o6zelliklerinin yanisira hidrofilik ve hidrofobik uglu yapilar1 lipozomlar: etkili

enkapsiilasyon ve tasiyici olmalar1 konusunda 6n plana ¢ikarir.

Lipozomlar biyoaktif bilesenleri, temel olarak biyouyumluluklari, biyobozunur
kararhiliklari, sentezlenme kolayliklari, yiiksek ila¢ yiikleme etkinlikleri, yiiksek
biyoyararlanimlar1 ve bu formiilasyonlarda kullanilan giivenli yardimci maddeler

nedeniyle yaygin olarak kullanilan nanopartikiillerdir (Nsairat ve dig., 2022).

Lipozomlar, ¢ok cesitli biyoaktif bilesenler i¢in ¢ok yonlii ve gelismis nano dagitim
sistemlerini temsil eder. Nanolipozom teknolojisi ise stabiliteyi korumak, salinimi
kontrol etmek ve biyoyararlanimlarini arttirmak icin hedef bilesiklerin tutulmasinda
etkili bir yontemdir (Khorasani ve dig., 2018). Toksik olmayan bu sistemler,
amfifilik karakteri, onlar1 farkli polaritelerdeki biyoaktif bilesenlerin enkapsiilasyonu

onemli bir potansiyele sahiptir (Koudelka ve dig., 2012).

Ilaglarin lipozomal enkapsiilasyonu, sistemik toksisiteyi azaltir ve antikanser,
antibakteriyel ve antifungal tedaviler icin tolere edilebilir doz rejimlerini iyilestirir

(Koudelka ve dig., 2012).



Lipozom o6zellikleri, lipid bilesimi, yiizey yiikii, boyut ve hazirlama yontemi ile
onemli Olclide degisir (Akbarzadeh ve dig., 2013). Bu nedenle boyutlarina ve ¢ift
katmanl sayisina gore ii¢ sinifa ayrilirlar. Ayrica, ¢ift tabakali bilesenlerin secimi,
¢ift tabakanm "sertligini" (veya "akiskanhigim") ve yiikiinii belirler. Ornegin,
dipalmitoilfosfatidilkolin gibi uzun asil zincirlerine sahip doymus fosfolipitler sert,
oldukc¢a gegirimsiz bir ¢ift tabakali yap1 olustururken, dogal kaynaklardan (yumurta
veya soya fasulyesi fosfatidilkolin) doymamus fosfatidilkolin tiirleri ¢ok daha fazla
gecirgen ve daha az kararli ¢ift tabakalar verir (Sahoo ve dig., 2003).

Pozitif veya negatif yiiklii lipitlerin eklenmesi, lipozomlara bir yiizey yiikii saglar.
Lipozomlarla iligkili ilaglar, ¢cozelti halindeki ilaglarla karsilastirildiginda belirgin
sekilde degisen farmakokinetik Ozelliklere sahiptir. Ayrica sistemik toksisiteyi
azaltmada ve Kkapsiillenmis ilacin hedef organizmaya girdikten sonra erken

bozunmasini 6nlemede etkilidirler (Gabizon ve dig., 1988).

Lipozomlar, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde ¢ok sayida molekiil i¢in tasiyici olarak
yaygin  olarak  kullanilmaktadir.  Biyouyumluluklari,  biyolojik  olarak
parcalanabilirlikleri, diisiik toksisiteleri ve hem hidrofilik hem de lipofilik ilaglar
yakalama ve tiimor dokularma boélgeye 6zgii ilag dagitimini basitlestirme yetenekleri
nedeniyle, lipozomlarin hem aragtirma sistemi olarak hem de ticari ilag dagitim

sistemi olarak kullanim orani artmistir (Akbarzedeh ve dig., 2013).

Ilag yiiklemesi ya pasif olarak (yani ila¢ lipozom olusumu sirasinda kapsiillenir) ya
da aktif olarak (yani lipozom olusumundan sonra) elde edilebilir. Hidrofobik ilaglar,
vezikiil olusumu sirasinda dogrudan lipozomlar halinde birlestirilebilir ve alim ve
tutma miktar1, ilag-lipid etkilesimleri tarafindan yoénetilir. %100'liik yakalama
etkinligi genellikle elde edilebilir, ancak bu, ilacin lipozom membranindaki
¢oOziiniirliigline baglidir. Suda ¢o6ziinen ilaglarin pasif kapsiillenmesi, lipozomlarin
vezikiil olusumu sirasinda ¢dziinmiis bir ilag igeren sulu tamponu tutma yetenegine
baghdir. Enkapsiilasyon etkinligi (genellikle <%30), lipozomlarda sinirlandirilan
hapsolmus hacim ve ilag ¢oziiniirliigii ile smirlidir. Ote yandan, protonize edilebilir
amin fonksiyonlarina sahip suda ¢oziiniir ilaglar, pH gradyanlar1 kullanilarak aktif
olarak tutulabilir, bu da %100'e yaklasan yakalama etkinligi ile sonuglanabilir

(Akbarzadeh ve dig., 2013).



Lipozomal dagitim sistemleri, bir {iriiniin terapotik etkinligini, onu etki alanina
ulagtirarak ve minimum etkili seviyeleri daha uzun siire koruyarak artirabilir (Weiss

ve Fintelmann, 2000).

1.1.1 Lipozomlarin simflandirilmasi

Lipozomlarin vezikiil boyutu 0,025 - 2,5 um boyutlar1 arasinda degisebilir. Ayrica
lipozomlar bir veya iki katmanli zarlara sahip olabilir. Vezikiil boyutu, lipozomlarin
sirkiilasyon yar1 dmriiniin belirlenmesinde akut bir parametredir ve hem boyut hem
de cift tabaka sayisi, lipozomlardaki ila¢ kapsiilleme miktarini etkiler (Ajeeshkumar
ve dig., 2021; Nagalingam, 2017). Sentez yoOntemi, iiretilen lipozomlarn tipini
belirler (Large ve dig., 2021). Boyutlarina gore; kiiciik ve biiyiik, katmanlarina gore;
tek tabakali, cift tabakali veya cok katmanli olarak simiflandirilirmaktadir.

Lipozomlarin siniflandirilmast Sekil 1.2'de gosterilmistir. Katman sayisina gore;

Tek Katmanh Vezikiiller (ULV): Tek katmanli vezikiiller ayrica ii¢ kategoriye
ayrilabilir; kiigiik tek lamelli vezikiiller (20—100 nm ¢apinda, SUV'ler), biiyiik tek
lamelli vezikiiller (100 nm-1 wm, LUV'ler) ve dev tek lamelli vezikiiller (>1 pum,

GUV'ler)

Cok Katmanh Vezikiiller (MLV): Coklu lipid ¢ift katmanlarinin varligt ile

karakterize edilir.
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Sekil 1.2 : Lipozomlarin siniflandirilmasi (Nagalingam, 2017)



1.1.2 Lipozom hazirlama yontemleri

Lipozomlarin hazirlanmasi i¢in bir¢ok farkli yontem vardir. Uygun yontemin se¢imi
birka¢ faktore baglidir. Bunlar; lipozom bilesenlerinin ve yiiklenecek ilacin
fizikokimyasal Ozellikleri;  yiiklenen maddenin toksisitesi ve konsantrasyonu,
lipozomlarin dagildigi ortamin tiirli; lipozomlarin uygulanmasi/teslimati sirasindaki
ek islemler; basarili uygulama i¢in istenen boyut ve yari omiir; ve klinik amacgh
biiyiik olcekli tiretime iliskin maliyetler, tekrarlanabilirlik ve uygulanabilirlik ve iyi
iiretim uygulamalariyla ilgili konulardir (Bozzuto ve Molinari, 2015). Lipozomlar,
cesitli geleneksel ve yeni teknikler kullanilarak hazirlanabilir. Lipozomlarin yapi
goriinimii ve stabilitesi, sentezi i¢in benimsenen teknoloji ile yiiksek oranda

iligkilidir (Ajeeshkumar ve dig., 2021).

Lipozomal preparasyonda, fosfolipidlerin faz ge¢is sicakligi (Tt) kritik bir faktordiir.
Tt'nin iizerinde, fosfolipidler, fosfolipidlerin hidrofobik kuyruklarmin lipozomlar
olusturmaya hazir oldugu siv1 kristal fazda goriiniir. Sicaklik Tt'nin altina diiserse,
fosfolipidler jel halinde ortaya ¢ikar ve bu tiir kosullarda hidrofobik kuyruklar siki
bir sekilde paketlendiginden lipozom olusumunu saglayamaz (Alam ve dig., 2017).

1.1.2.1 Geleneksel yontemler

Ince film hidrasyonu

Lipozom sentezi i¢in kullanilan en yaygin yontem ince film hidrasyonudur. Kisaca,
bu yontem lipidin bir organik ¢o6ziicli icinde ¢Oziilmesini, ¢oziicliniin
buharlastirilmasint ve elde edilen lipid filminin sulu ortamda dagitilmasinmi igerir
(Bozzuto ve Molinari, 2015). Hidrasyon hizi1 ne kadar yavas olursa, kapsiilleme
verimliligi o kadar yiliksek olur (Large ve dig., 2021). Ayrica lipid filmini
hidratlamak i¢in biiyiik hacimde sulu ¢6zelti kullanilmast MLV'lerin olugmasina yol
acar (Large ve dig., 2021). Diger lipozom tiirleri (6rn., SUV'ler ve LUV'ler), bu
MLV'lerden ya yiiksek yogunluklu bir ultrasonik hiicre bozucu ile sonikasyon (SUV
hazirlig1 i¢in) ya da ekstriizyon yontemi (SUV ve LUV hazirligr i¢in) kullanilarak
hazirlanabilir (Sturm ve Ulrih, 2021). Teknigin en biiyiik avantaji, yiliksek
kapsiilleme oranlar1 saglayan, dogrudan yaklasimli basit bir islemdir (Ajeeshkumar
ve dig., 2021). Bununla birlikte, bu yontemle ilgili en biiyiik dezavantaj, biiylik

miktarda organik ¢oziicii kullanimi, zaman alict ve siklikla gerekli sterilizasyon



nedeniyle ¢oziicii kalintisinin varligidir (Leitgeb ve dig., 2020; Wagner ve Vorauer-

Uhl, 2011).

Ters fazli buharlasma

Ters fazli buharlasma, proteinler ve niikleik asitler gibi biiyiik molekiillerin
kapsiillenmesine izin veren biiylik sulu hacimleri yakalayan bir LUV ve MLV
karigimi tretir (Akbarzadeh ve dig., 2013). Bu yontemde, lipidler ve amfifilik
molekiiller 6nce organik bir ¢oziicii i¢inde karistirilir, daha sonra karigima
coOziiniirlestirilmis bir ilag igerebilen sulu bir tampon eklenir (Szoka ve
Papahadjopoulos, 1978). Daha sonra, organik ¢oziicii diisiik basing altinda doner bir
buharlastirict kullanilarak buharlastirilir ve lipid vezikiilleri sulu ¢o6zelti icinde
dagilmis halde birakilir (Large ve dig., 2021). Daha kiiciik, daha diizglin parcaciklar
elde etmek isteniliyorsa, lipozomlarin boyutu ekstriizyonla azaltilabilir ve bu
durumda polikarbonat filtrenin gdzenek boyutu ve ekstriizyon dongiilerinin sayisi
sentezlenen lipozomlarin boyutunu ve polidispersitesini belirleyecektir (Szoka ve
dig., 1980). Teknigin ana dezavantaji, kapsiillenecek malzemelerin organik

coziiciilerle ve kisa siireli sonikasyonla temasidir (Akbarzadeh ve dig., 2013).

Enjeksiyon

Etanol veya eter enjeksiyonu, lipozom olusumu i¢in 6nemli bir yontemdir, burada
inorganik fazda ¢oziinmiis lipit materyali, lipozomlar olusturmak {izere sulu ortama
enjekte edilir (Wagner ve dig., 2006). Bu teknik, ince film hidrasyonundan daha

yiiksek kapsiilleme verimliligini garanti eder (Bozzuto ve Molinari, 2015).

Bu yo6ntem, biiylik hacimlerde lipozomal formiilasyonlar hazirlamak i¢in uygundur.
Bununla birlikte, fabrikasyon lipozomlar genellikle daha yiiksek polidispersite
indekslerine (PDI) sahiptir, bu da genis bir boyut dagilimina isaret eder ve bir¢cok
durumda MLV'ler mevcut olabilir (Large ve dig., 2021).

Deterjan uzaklastirma

Deterjan uzaklagtirma yontemi, bir lipit filmin bir deterjan ¢ozeltisi ile hidrasyonunu
icerir ve biiylik MLV'lerin olusumunu saglar (Bozzuto ve Molinari, 2015) Tanecik
boyutunu kontrol etmek i¢in basit bir islemdir ve homojen yapiya sahip {irlin verir.

Bu teknigin baglica dezavantajlari zaman alici, son iiriindeki artik safsizliklar ve



deterjanin kapsiillenmis bilesik ile etkilesimidir (Schubert, 2003). Ayrica, deterjanin
seyreltme yoluyla uzaklastirilmast sirasinda hidrofobik bilesikler icin daha diisiik

enkapsiilasyon verimliligi gézlemlenmistir (Meure ve digerleri, 2008).

Ekstriizyon yontemi

SUV'leri olusturmak i¢in MLV'lerin bir Fransiz basin¢ hiicresinden ekstriizyon
islemi yapilarak gergeklestirilir. Yiiksek basing, kiiciik gézenek boyutlu polikarbonat
filtreler araciligiyla vezikiillerin ekstriizyonuna yardimer olur (Ajeeshkumar ve dig.,
2021). Uygulanan basing, dongii sayist ve kullanilan filtrenin gdzenek boyutu,
ekstriide edilmis lipozomun ortalama cap1 ve polidispersitesi gibi 06zellikleri
etkileyen parametrelerdir. Bu yontem basit, hizli, tekrarlanabilir ve nispeten homojen
boyut dagilimlar1 gosterir (Ong ve dig., 2016). Yontemin dezavantajlari arasinda,
yiiksek sicakliga ulagsmanin zorlugu (Anwekar ve dig., 2011), godzeneklerin
tikanmasi, iirlin kaybi1 ve biiyiik 6lgekli iiretimde sinirlama yer alir (Leitgeb ve dig.,

2020).

1.1.2.2 Yeni yontemler

Siiperkritik akigkan yontemi

Stiper kritik s1v1 ekstraksiyonu teknolojisi, isleme yontemlerinde ScCO, gibi siiper
kritik sivilar1 kullanan yesil bir teknolojidir. Organik ¢oziiciilerin yerini alabilecek
toksik olmayan malzeme olarak ScCO; kullaniminin, ilag¢ sektorlerinde ilaglarin
mikro ve nanokapsiilasyonu i¢in umut verici uygulamalar oldugu kanitlanmistir
(Trucillo ve dig., 2019). Geleneksel buharlastirma yontemlerine kiyasla daha az
¢ozlici kullanimui, siiper kritik akiskan yontemlerinin ana cazibesidir. Dezavantajlari
arasinda, Ozellikle yiiksek maliyet ve baski icermesi, karmasik enstriimanlarin

kullanim1 bulunmaktadir (Nkanga ve dig., 2019).

Mikroakiskanlastirma yontemi

Bu teknik, mikroakiskanlastiric1 odasinin igindeki akisa yol acan, kiigiik bir agiklik
boyunca boliinmiis bir basing akimi kullanan, termal olmayan bir isleme teknigi
olarak kabul edilir (Devrim ve dig., 2016). Sonikasyon, deterjanlar ve toksik
kimyasallar kullanmadan siirekli veya tekrarlanabilir bir sekilde biiyiik miktarlarda

lipozomlar {iretebilir (Tabatabaei ve dig., 2016). Mikroakiskan teknolojisi,



homojenlik ile istenen boyutta daha kii¢ciik homojen ULV'ler sunar (Ajeeshkumar ve
dig., 2021). Ayrica, tekrarlanabilirlik ve liretim sonrasi islem adimlariin azaltilmasi
(Al-Amin ve dig., 2020) bagka bir avantaj olarak kabul edilmektedir. Bu yontemin

kiigiik dezavantaji, islem sirasinda yiiksek basing uygulanmasidir.

Sonikasyon

Sonikasyon, ultrasonik dalgalarin kullanildigi, lipozomlarin hazirlanmasi i¢in yaygin

olarak tercih edilen yesil teknolojilerden biridir (Ajeeshkumar ve dig., 2021).

Sonikasyon yontemi, 16 ile birkag¢ yiiz kHZ'e kadar ¢ikan ultrasonik ses dalgalriyla
ornek icerinde kiigiik oyuklar olusturarak ¢aligir. Ultrasonik ses dalgalari ile biiyiik
boyutlu lipozomlar pargalanir, boylece LUV ve SUV’ler elde edilir (Payne ve dig.,
1986 ; Taylor ve dig., 2005).

Uygulama siiresi ve basing dalgalarimin yogunlugu hazirlanan vezikiillerin boyutunu
belirleyen anahtar parametrelerdir (Cho ve dig., 2013). Dogrudan prob sonikasyonu

ve banyo sonikasyonu iki ana sonikasyon yontemidir.

Dogrudan prob sistemleri (Sekil 1.3), lipit dagilimmna dogrudan daldirilmis
paslanmaz ¢elik veya titanyum bir proba bagli bir ultrasonik jeneratdrden olusur
(Taylor ve dig., 2005). Bu tiir bir sistem, sisteme ¢ok yiiksek enerjiler iletebilir ve
genellikle daha kiiglik vezikiiller iiretir. Yiiksek enerji girisi nedeniyle asir1 1sitnma
meydana gelebilir ve dogru sicaklik kontrolii genellikle zordur (Papahadjopoulos ve
dig., 1967). Probdaki enerji eslesmesi, yerel sicaklikla sonuglanir; bu nedenle kap bir
su/buz banyosuna daldirilmalidir. (Akbarzadeh ve dig., 2013). Dogrudan prob uglar,
banyo tipi sistemle karsilastirildiginda bu sistem ile daha kiiciik boyutlu partikiil elde
etmek miimkiindiir. Bu avantajlarmin yan sira bazi dezavantajlar da mevcuttur.
Sonikasyon uygulanan soliisyonda enerji dagilimi homojen degildir. Bu nedenle,
partikiil boyutlar1 daha cesitlidir. Tekrarlanabilirlik diisiiktiir. Ayrica, yiliksek
yogunluklu ultrasonun etkisi altinda probun metal ucunun nihai bozunmasi, enzimler
gibi fonksiyonel bilesenlere miidahale edebilecek sistemdeki metal iyonu

konsantrasyonlarinda artislara yol agabilir (Papahadjopoulos ve digerleri, 1967).
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————]

Stand

Ultrasound generator

—_—
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Sekil 1.3 : Dogrudan prob sonikatdr sistemi (Desai ve dig., 2021)

Banyo sonikatorleri, lipozomlarin iiretimi i¢in tercih edilen sistemlerdir, ¢iinkii
sistem boyunca oldukga tekbigimli bir enerji dagilimina sahiptirler, bu da tek bigimli
ve tek modlu parcacitk boyutu dagilimlarina sahip lipozomlarin olusumuyla
sonuclanir (Papahadjopoulos ve dig., 1967). Prob u¢ sonikasyonun aksine, bu
yontemde lipid dagiliminin sicakligin1 kontrol etmek genellikle daha kolaydir (Sahil
ve dig., 2011). Ayrica prob sonikatorlerdeki metal u¢ ile kontaminasyon riski
soliisyon ile temas olmadig1 i¢in banyo tipi sonikatdrlerde yoktur. Banyo
sonikatorlerinin dezavantaji direkt uc¢ sonikatdrlerine kiyasla sisteme daha diisiik

enerji vermeleridir.

Tiim bunlar géz oniline alindiginda banyo tipi sonikatorler, MLV ve MVV veya
mikro boyutlarda LUV olusturmak i¢in daha uygunken; dogrudan prob sonikatorler
ise nano boyutlu LUV ve SUV iiretimi i¢in daha idealdir (Kirt1l ve Oztop, 2014).

1.1.3 Lipozom hazirlamada kullanilan fosfolipitler

1.1.3.1 Dogal lipitler

Lipitler, hidrofilik bir ana grubu ve hidrofobik, hidrokarbon kuyrugunu paylasan ¢cok
cesitli bir yapiya sahiptir. Ana grup negatif yiikli, pozitif yiikli veya zwitteriyonik
olabilir. Ana grup ayrica diger molekiillerle konjugasyona izin vermek i¢in kimyasal

olarak modifiye edilebilir. Ornegin, fosfatidiletanolamin (PE) genellikle amin grubu
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aracilifiyla polietilen glikol ile konjuge edilir. Ana grubun yiikii, yiikli lipozomlar

elektrostatik olarak birbirini ittigi i¢in stabilite saglar (Large ve dig., 2021).

Birgok memeli hiicresinin plazma zarinda dort ana fosfolipit baskindir:
fosfatidilkolin (PC), fosfatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS) ve sfingomyelin
(SM) (Tiirken, 2012). Gliserofosfolipitler, yani bir gliserol omurgasina sahip lipidler,
okaryotik hiicrelerde baskin fosfolipittir (Li ve dig., 2015).

Lipid bilesimi, acil zincirinin (RCO-) doyma veya doymamislik derecesi ile
tanimlanabilir. Uzun, doymus acyl zincirli (yiiksek Tm) PC'lerden olusan lipozomlar,
kisa, doymamis acyl zincirli (diisiik Tm) PC'lere sahip formiilasyonlara kiyasla in
vivo daha fazla stabilite gostermistir (Anderson ve Omri, 2004). Lipitlerden olusan
vezikiiller dogal olarak biyouyumludur ve dogal hiicre zarlarini taklit ettikleri i¢in

terapotik uygulamalar i¢in idealdir (Large ve dig., 2021).

Yalnizca PS'in net bir negatif yiik, PC, PE ve SM'ler elektriksel olarak nétr, yani bir
pozitif ve bir negatif yiik tasimaktadir. Bu dort fosfolipit birlikte gogu zardaki lipit

kiitlesinin yarisindan fazlasini olusturur (Tiirken, 2012).

SM gibi sfingolipitlerin lipozomal formiilasyonlara dahil edilmesi, in vivo olarak
artan stabilite, daha uzun kan dolagim1 ve artan terapotik etkinlik sergiler (Webb ve
dig., 1995). Seramidler, bir sfingosin ve tek bir yag asidinden olusan bir sfingolipit
tirtidiir. Seramidlerin lipozomal formiilasyonlara dahil edilmesi, dermal hiicrelerle

membran akigkanligin1 ve flizyon yeteneklerini artirir (Tokudome ve dig., 2009).

Steroller, neredeyse tiim canli organizmalarda bulunan bir dogal lipit molekiilleri
smifidir. Sterollerin {i¢ alt tipi vardir: sirasiyla bitkilerde, hayvanlarda ve
mikroorganizmalarda bulunan fitosteroller, zoosteroller ve mikosteroller (Myant,
1981). Kolesterol endojen bir amfifilik zoosteroldiir ve memeli hiicre zarlarinin
kritik bir bilesenidir. Kolesteroliin lipozomal formiilasyonlara dahil edilmesi, in vivo
stabilitenin artirir ve lipit ¢ift tabakasi boyunca sizintinin azamasini, bu da uzun
stireli ve kontrollii ilag salimini saglar (Kirby ve dig., 1980 ; Gregoriadis ve Davis,
1979 ). Bunun yani sira, lipozomal formiilasyonlara %20-50 mol kolesteroliin dahil
edilmesi, kolesterol icermeyen kontrollere gore kapsiilleme etkinliginin azaldigim

gostermistir (Yang ve dig., 2007).
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1.1.3.2 Sentetik lipitler

Sentetik lipitler, ticari olarak sentezlenir ve siklikla terapétik lipozomlarin bilesenleri
olarak kullanilir. Bu materyaller endojen olmasa da biyolojik ve yapisal olarak dogal
lipitlere benzerler, yiliksek biyouyumluluk sergilerler ve yiiksek saflikta
sentezlenirler. Yaygin olarak kullanilan sentetik lipitler arasinda sirasiyla 1,2-
dioleoil-sn-glisero-3-fosfokolin (DOPC), 1,2-dioleoil-sn-glisero-3-fosfoetanolamin
(DOPE) ve dioleoil fosfatidilgliserol (DOPG) gibi PC'ler, PE'ler ve
fosfatidilgliseroller ~ bulunur.  Sentetik  lipidler, safliklari, ticari  olarak
bulunabilirlikleri, kimyasal islevleri ve maliyet etkinlikleri nedeniyle genellikle dogal

lipidler yerine seg¢ilir. (Large ve dig., 2021).

1.1.4 Lipozom karakterizasyon yontemleri

1.1.4.1 Parcacik boyutu

Lipozom bazl ilaglarin genel boyutu, nanotasiyicilarin klinik basarilarini belirleyen
temel bir fiziksel 6zelliktir (Bozzuto ve Molinari, 2015). Sonikasyon, ekstriizyon ve
homojenizasyon gibi lipozom boyutunun kontrolii i¢in ¢ok sayida prosediir

mevcuttur (Ahmed ve dig., 2019).

Lipozomlarin boyut ve boyut dagilimlarini degerlendirmek icin ¢esitli teknikler
mevcuttur. Bunlardan bazilari, dinamik 1s1k sacilimi (DLS), ¢esitli mikroskopi
teknikleri (elektron mikroskobu, atomik kuvvet mikroskobu gibi), boyut diglama
kromatografisi (SEC), alan akis1 fraksiyonlama ve analitik santrifiijleme yer alir

(Edwards ve Beaumner, 2006).

Elektron mikroskobik teknikler sadece lipozomlarin morfolojilerini ve katmanl
yapilarin1 incelemek icin gorsellestirilmesini saglamakla kalmaz, ayni zamanda
bireysel lipozomlarin boyutunun dogru tahminini de kolaylastirir (Egerdie ve Singer,
1982; Larrabee ve dig., 1978). Bununla birlikte, elektron mikroskobu sistemleri
taginabilir degildir ve teknikler zaman alicidir, karmasik numune hazirlama
protokollerini yiirlitmek i¢in yiiksek diizeyde beceri gerektirir ve bu nedenle rutin
Olciimler i¢in uygun degildir (Almgren ve dig., 2000; Egelhaaf ve dig., 1996). DLS
ise, mikron alt1 aralikta lipozom popiilasyonlarinin boyut dagiliminin hizl bir sekilde

tahmin edilmesini saglar. DLS'in bir sinirlamasi, oldukc¢a polidispers lipozom
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popiilasyonlariin boyut dagilimlarinin giivenilir tahminlerini saglamamasidir (Filipe

ve dig., 2010).

Lipozom morfolojisi, boyutu ve stabilitesini incelemek i¢in, cam veya mika yiizeye
sabitlenmig bir numune {izerinde nanometre boyutlu bir prob tarafindan hizh
taramaya dayanan atomik kuvvet mikroskobunda (AFM) kullanilmaktadir. 0,1 nm'ye
yaklasan boyutsal c¢oziiniirliige sahip taramali prob mikroskoplar1 olan AFM,
numune manipiillasyonu olmadan bile dogal ortamda kiicik lipozomlarin
gorsellestirilmesi i¢in benzersiz bir olanak saglar. (Laouini ve dig., 2012). AFM
analizi hizli, giliclii ve nispeten non-invaziv bir tekniktir. Depolama sirasinda
lipozomlarin olas1 agregasyon islemlerinin yani sira morfoloji, boyut hakkinda bilgi
saglayabilir (Laouini ve dig., 2012). Bununla birlikte, kirllgan lipozomlarin sekli,
mika yiizeyi ve/veya AFM probu ile etkilesim tizerine degisebilir (Patil ve Jadhav,
2014).

SEC, lipozom popiilasyonlarini hidrodinamik boyutlar1 temelinde ¢ozerek parcalara
ayirmak i¢in de kullanilabilir (Grabielle-Madelmont ve dig., 2003). Bununla birlikte,
kolon malzemesi i¢in lipitlerin daha yiiksek afinitesinin lipozomlarin yirtilmasina yol
acabilecegi ve dolayisiyla SEC olglimlerini tehlikeye atabilecegi bildirilmistir
(Lundahl ve dig., 1999).

1.1.4.2 Zeta potansiyeli

Stispansiyon halindeki herhangi bir partikiil tarafindan sergilenen fiziksel bir
ozelliktir. Zeta potansiyeli dl¢limleri, koloidal sistemlerin kararliligin1 tahmin etmek

icin yaygin olarak kullanilir.

Hidrodinamik kayma smirindaki (yani kayma diizlemi) potansiyel olarak tanimlanan
zeta potansiyeli, nanopartikiil stabilitesi, dolasim siireleri, protein etkilesimleri,
partikiil hiicre gecirgenligi ve biyouyumluluk hakkinda fikir verebilir (Albanese ve
dig., 2012).

Zeta potansiyeli dl¢limleri, 151k sacilimi ilkelerine dayanmaktadir. Kisaca, iki elektrot
iceren bir odaya bir numune yerlestirilir ve yiikli nanopartikiillerin zeta
potansiyeline orantili bir hizla karsilik gelen elektrota go¢ etmesine neden olan bir

elektrik alani uygulanir. Faz analizi 151k sa¢ilimi1 (PALS) kullanilarak, parcacik hizi
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sacilan 15181 faz kaymasindan Olgiiliir (Smith ve dig., 2017). Zeta potansiyeli
Olgtimlerinde, numune boyunca bir elektrik alani uygulanir ve nanopartikiillerin
hareketi (elektroforetik hareketlilik) lazer doppler hiz Sl¢iimii (LDV) ile Olgiiliir
(Clogston ve Patri, 2011 ).

Zeta potansiyelleri > 30 mV veya < -30 mV olan partikiil siispansiyonlar1 kararl

kabul edilir (Hunter ve dig., 2001).

1.1.4.3 Enkapsiilasyon verimliligi

Lipozom siispansiyonlari, kapsiillenmis ve kapsiillenmemis etken maddelerin
karigtmindan meydana gelir. Enkapsiilasyon etkinligi (EE), formiilasyon sirasinda
lipozoma dahil edilen ilag miktarinin bir Ol¢iisiidiir. Toplam ilagtan serbest dahil
edilmemis ilacin ¢ikarilmasi ve baslangicta eklenen toplam ilaca boliinmesiyle
tamimlanir (Large ve dig., 2021). EE'nin arttirilmasi, ilag biyoyararlaniminin

arttiritlmasina katkida bulunacaktir.

Maddenin kimyasma bagli olarak farkli yontemler kullanilarak EE belirlenebilir.
EE'yi 6l¢mek i¢in en dogrudan yontem, lipozom siispansiyonlarinin ayrilmasindan ve
vezikiillerden ayrilan silipernatantin igeriginin hesaplanmasidir. Serbest icerik ile
kapsiillenmis igerik arasindaki ayrim, ultrasantrifiij ve diyaliz membran1 gibi ayirma
teknikleriyle saglanabilir. Ultrasantrifiijleme teknigi, ila¢ yiikli lipozomlarin
ortamdan ayrilmasi i¢in basit ve hizli bir yontem olarak bildirilmistir (Laouini ve

dig., 2012).

Ayrica, lipit ¢ift tabakasinin metanol, kloroform veya Triton X-100 tarafindan
¢oziilmesi veya par¢alanmasi, ardindan filtrasyon ve 6l¢iim ile elde edilen enkapsiile
olan madde miktar1 dogrudan belirlenebilir. Bu 6l¢iim i¢in kullanilan teknikler,
kapsiilleyicinin dogasina baglidir ve ultraviyole-goriiniir (UV-Vis) spektrofotometre,
floresan spektroskopisi, enzim bazli yontemler ve elektrokimyasal teknikleri igerir

(Laouini ve dig., 2012 ; Trucillo ve dig., 2020).

1.1.4.4 Lamellarite

Lipid ¢ift tabakali lipozomlarin sayisi, kapsiilleme etkinligini ve ilaglarin salma

kinetigini etkiler. Ayrica, lipozomlar hiicreye alindiginda veya hiicrede islendiginde,
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hiicre ici kader katmanli yapidan etkilenir. Farkli lipitlerden veya hazirlama
prosediirlerinden yapilan lipozomlarin katmanli yapisi1 biiyiikk Olciide degisir. Bu
nedenle, lipozomlarin katmanli yapisinin analizi dikkate alinmas1 gereken 6nemli bir
parametredir (Laouini ve dig., 2012). Lipozom katmanliligi, genellikle, reaktiflerin
eklenmesi tizerine lipit isaretleyicisinin goriiniir veya fliioresan sinyal degisikligine

dayanan yontemlerle gerceklestirilir.

Lipozom katmanliliginin (lamellarite) tahmini genellikle, katmanlilik derecesinin
Mn®*" ilavesinden 6nceki ve sonraki sinyal oranindan belirlendigi (Mayer ve dig.,
1986) 31P NMR (Frohlich ve dig., 2001) ile gerceklestirilir. Siklikla kullanilmasina
ragmen, bu teknigin Mn®" konsantrasyonuna, lipozom tipine ve tampon
konsantrasyonuna olduk¢a duyarli oldugu bulunmustur (Frohlich ve dig., 2001).
Tabakalilik belirlemeye yonelik diger teknikler, kiiclik ac¢ili X-1511 sagilimin
(SAXS) (Jousma ve dig., 1987; Skalko ve dig., 1998) ve elektron mikroskobu
(Hauser, 1984; Hope ve dig., 1986) igerir.

1.2 Makroalglerin Genel Ozellikleri ve Siniflandirilmasi

Makroalgler denizlerde ve okyanuslarda yasayan fotosentetik organizmalardir.
Cesitli faydalar1 oldugu bilinmektedir ve birgok dnemli biyoaktif bilesigin kaynagi
olarak kabul edilmektedir.

Genel anlamda algler, tek hiicreli mikroalglerden ¢ok hiicreli makroalglere kadar ¢cok
cesitli formlara sahip fotosentetik organizmalardir (Cakir Arica ve dig., 2017).
Fitoplankton gibi mikroalg tiirleri su silitununda asili halde hayatta kalirken,
makroalgler (genellikle deniz yosunu olarak anilir), birka¢ santimetre ila birkag
metre arasinda degisen bitki benzeri organizmalardir (Hernandez Farifias ve dig.,

2017).

Makroalgler, deniz seviyesinden 1s18in ulastigt en derin bolgelere kadar yayilis
gosterebilirler. Tasidiklar1 ¢esitli yardimer pigment maddeleri sayesinde fotosentez
verimliliklerini artirmislardir (Fawcett ve dig., 2017). Makroalgler genel olarak sahip
olduklart pigment maddelerine goére 3 grupta incelenmektedir; Phaeophyceae
(kahverengi algler), Chlorophyceae (yesil algler) ve Rhodophyceae (kirmizi algler)
(Rashad ve El-Chagbaby, 2020).
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Rhodophyceae'nin kirmiz1 rengi, klorofil a, B-karoten ve diger ksantofiller gibi diger
pigmentleri maskeleyen fikoeritrin ve fikosiyanin gibi pigmentlerin baskinligindan

kaynaklanir (Rashad ve El-Chagbaby, 2020).

Chlorophyceae'nin yesil rengi, B-karoten ve cesitli karakteristik ksantofiller gibi

yardimci pigmentleri maskeleyen klorofil a ve b'den gelir (Lewis ve McCourt, 2004).

Phaeophyceae'nin kahverengi rengi, diger pigmentleri, 6rnegin klorofil a ve c, -

karoten, ksantofilleri maskeleyen, ksantofil pigment baskinliginin fukoksantinin

iiriintidiir (Rashad ve El-Chagbaby, 2020).

Insan veya hayvan beslenmesi, ilag, kozmetik veya biyoenerji gibi gesitli alanlardaki
uygulamalari i¢in yeni deniz bilesikleri lizerine aragtirmalar son yillarda artmistir.
Alg tiirlerinde bu cesitliligin olmasi, i¢inde yasadiklar1 ve yasamlarini siirdiirdiikleri
yasam ortamlarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Su ortamlar1 degisken
sistemlerdir, hayatta kalabilmek i¢in diger organizmalarda bulunamayan ¢ok ¢esitli
ikincil metabolitler iireterek yeni ¢evre kosullarina hizla uyum saglamalar1 gerekir.
Deniz organizmalari, karasal tiirlerden biiylik Ol¢lide farkli bir ekosistemde
bulundugundan, ikincil metabolitlerinin énemli Slgiide degistigi sonucuna varmak
dogru olur (Morsy ve dig., 2020). Zengin potansiyele sahip alglerin ¢ok islevli

terapotik onemi ile ilgili bilimsel ¢aligmalar son yillarda artmaktadir (Pal ve dig.,

2014).

Denizlerin en 6nemli canli kaynaklarindan biri olan alglerden gida, tarim, kozmetik,
tip, eczacilik ve endiistri dallarinda yararlanilmaktadir (Aktar ve Cebe, 2010). Algler,
ozellikle yeni farmasotik ajanlarin gelistirilmesinde 6nem tasiyan yiiksek biyoaktif

sekonder metabolitlere sahiptirler (Cirik ve Cirik, 2011 ; Glimiis, 2006).

Basta antimikrobiyal ve sitotoksik biyoaktivitelere sahip olan bu metabolitlere 6rnek
olarak alkaloidler, poliketidler, siklik peptitler, polisakkaritler, florotanninler,
diterpenoidler, steroller, kinonlar, gliserol-lipidler verilebilir. Algler, ila¢ endiistrisine
ilag iiretiminde yeni bir biyoaktif bilesik kaynagi saglar (Hamed ve dig., 2018).
Alglerin ¢ogu, bazi Gram pozitif ve Gram negatif bakteriyel patojenlerin biiyiimesini
engelleyen biyoaktif bilesenlere sahiptir. Makroalglerin kimyasi iizerine yapilan

aragtirmalar, son yillarda, potansiyel farmasotik uygulamalar i¢in biyoaktivitelere
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veya diger potansiyel ekonomik Ozelliklere sahip bilesiklere duyulan ihtiyag

nedeniyle artmstir.

Son yillarda, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antineoplastik, antifouling,
antiinflamatuar, antitiimdrik, sitotoksik ve antimitotik aktiviteler gibi ¢ok cesitli
biyolojik aktivitelere sahip makroalg tiirevli bilesikler hakkinda ¢ok sayida ¢aligma

bulunmaktadir.

1.2.1 Ulva lactuca ve genel ozellikleri

Ulva lactuca bir makroalgdir ve 17. ylizyilda Baltik Denizi'nde Linnaeus tarafindan
tanimlanan Chlorophyta filumuna aittir (Wichard ve dig., 2015). U. lactuca, 6zellikle
Akdeniz kiyilarinda genis bir dagilima sahip olan ve halk arasinda deniz marulu

olarak bilinen bir tiir yesil makroalgdir (Allouche, 2021).

Sekil 1.4 : Ulva lactuca tiiriiniin morfolojisi

U. lactuca esasen genellikle kayalik kiyilarda bulunan ve taglara, kayalara vb.
yapisik halde bulunan bir deniz yosunudur. Hafif sarimsi ila siyahimsi yesil arasinda
diizensiz, ancak yuvarlak firfirlh kenar sekilli yar1 saydam yumusak yapraklara
sahiptir ve yapraklar tutucu yardimiyla kayalara baglanir (Yu-Qing ve dig., 2016).
Oldukea kiigiik olan 20-30 cm ¢ap kazanir (Braune ve Guiry, 2011; Pereira ve dig.,
2010). Morfolojisinde belirgin mevsimsel degisimler goriilebilir, gen¢ bitkiler koyu
yesil renklidir ve dokunuldugunda yumusaktir, oysa daha yash thalli acik yesil olur
ve ylizeyleri kayganlasir (Baweja ve dig., 2016).

Hiicre duvarlari, hastalik kontrolii de dahil olmak iizere cesitli endiistriyel

uygulamalara sahip, ekonomik agidan 6nemli bir bilesik olan "ulvan" igerir (Jaulneau
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ve dig., 2010). U. lactuca, %54,0 lif, %19,6 mineral, %8.5 protein, %20,6 hemi-
seliiloz %9 seliiloz ve %1.7 lignin ile %7,9 lipid icerir (Yaich ve dig., 2011).

U. lactuca, kozmetik, farmasotik, kimyasal, gida ve enerji uygulamalarinda
kullanilabilen ticari olarak degerli kimyasal bilesikler igerir. U. lactuca’ nin %60'a
kadar karbonhidrat, %10-47 protein, %1-3 lipid ve %7-38 mineral kiil icerdigi
bildirilmigtir (Dominguez ve Loret, 2019). U. lactuca tiriinde bulunan biiyiik
endiistriyel 6neme sahip biyoaktif bilesikler fenolikler, pigmentler (klorofiller ve

karotenoidler) ve polisakkaritlerdir (Caf ve dig., 2015).

U. lactuca, alkaloid, flavonoid, tanen, steroid, saponin ve antrakinon gibi
antibakteriyal potansiyele sahip biyoaktif bilesikler igermektedir (Umapoorani ve
dig., 2016; Godeh ve dig., 2017). U. lactuca tiriiniin antioksidan kapasitesi,
iceriginde bulunan fenolik, terpenoid, siilfatlanmis polisakkarit lakton, sterol ve yag
asitlerinden gelmektedir. Bu bilesiklerin antioksidan aktivitesi temel olarak
siiperoksit ve hidroksil radikallerine karsi temizleme aktivitesine, selatlama
kabiliyetine, tekli ve {iglii oksijeni sondiirme ve azaltma giicline baglanmaktadir (El-

Baky ve dig., 2008; Alghazeer ve dig., 2013).

1.2.1.1 Ulva lactuca tiiriiniin antioksidan etkinligi

Antioksidanlar insanda oksidatif strese bagl hastaliklarin diizenlenmesinde oldukga
onemlidir. Yesil algler genis bir gii¢lii antioksidan aktivite spektrumuna sahip

olduklar1 bilinmektedir.

Antioksidan aktivite, deniz biyoaktif maddelerinde en 6nemli aktiflerden biridir ve
bircok alg ve alg tiirevi bilesik, karotenoidler, fenolikler, terpenoidler ve siilfath
polisakkaritler gibi gii¢lii antioksidanlar sergiler (El-Baky ve dig., 2008). Bu
bilesiklerin antioksidan aktivitesi esas olarak siiperoksit ve hidroksil radikallerine
kars1 siliplirme aktivitesine, selatlama kabiliyetine, singlet ve triplet oksijeni
sondiirmeye ve indirgeme giiciine atfedilir (Ruberto ve dig., 2001; Athukorala ve

dig., 2006).

Diger yesil algler gibi, U. lactuca tiirii de antioksidanlardan ve temel minerallerden

amino asitlerin ve yag asitlerinin yliksek diizeyde anlamli ve eksiksiz profillerine
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kadar birgok temel biyoaktif fraksiyonun zengin bir kaynagidir (Yu-Qing ve dig.,
2016).

Khairy ve El-Sheikh (2015), U. lactuca tiriiniin antioksidan aktivitesi tizerindeki
mevsimsel etkiyi bildirmistir. Antioksidan potansiyelini tahmin etmek icin -karoten,
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve toplam fenolik igerikler dikkate alinmistir. U.
lactuca ekstresi 100 ug/mL konsantrasyonda %33 'lik maksimum serbest radikal
stiplirme aktivitesi ile yaz mevsiminde sergilemistir. Yine yaz mevsiminde U.
lactuca tirtinlin en yliksek fenolik igerige sahip oldugu kanitlanmistir. Bu ¢alismalar,
U. lactuca tiriiniin giiclii bir potansiyel antioksidan madde olarak o6ne ¢iktigini

gostermektedir.

Boisvert ve dig. (2015) yaptiklarnn g¢alismada, U. lactuca etanol ekstresinin
antioksidan kapasitesini DPPH radikal siiplirme aktivitesi, FRAP ve ORAC
deneylerini kullanarak belirlemistir. Total fenolik igerigini (TPC) Folin—Ciocalteu
metoduyla saptanmistir. TPC 6,9 = 0,01 mg GAE/g olarak bulunmustur. Ekstrenin
100 ug/mL konsantrasyonunda DPPH, FRAP ve ORAC sonuglar sirasiyla; %52,0 +
0,6, 360,8 = 0,01 pumol TE/g DW ve 347,7 + 33,58 umol TE/g DW olarak

bulunmustur.

Alagan ve dig. (2017) U. lactuca tiiriiniin metanol ekstresinde Folin—Ciocalteu
metoduyla TPC ve DPPH yontemiyle radikal siiplirme aktivitesini arastirmislardir.
Sonuglara gore 100 ug/mL konsantrasyonda TPC U. lactuca igin 0,881 mg/g ve
gallik asit icin 1,418 mg/g olarak hesaplanmustir. ICsy degerleri ise U. lactuca igin
81,36 ng/mL iken askorbik asit icin 59,65 pg/mL olarak bulunmustur.

Farvin ve dig. (2019), 26 farkl alg tiirlinlin absolute etanol, etanol:su(50:50) ve su
ekstrelerinin kimyasal profilini ve antioksidan etkinligini arastirmiglardir. Bu
calismada U. lactuca tiriinin TPC ve DPPH radikal siiplirme aktivitesine
bakilmigtir. Absolute etanol, etanol:su (50:50) ve su ekstrelerinin TPC degerleri
strastyla 8,0 = 2,0, 6,6 = 1,5 ve 4,4 + 0,9 mg GAE/g olarak hesaplanmistir. Absolute
etanol, etanol:su (50:50) ve su ekstrelerinin 1/ICso degerleri sirasiyla 0,4 + 0,01, 0,7
+ 0,01 ve 1,0 = 0,02 mg/mL oldugu belirtilmistir.
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1.2.1.2 Ulva lactuca tiiriiniin antibakteriyel etkinligi

Patojenik mikroplar her yerde bulunur ve insan sagligi sorunu sorunlarinin ana
nedenidir. Tipta ¢esitli onleyici ve iyilestirici miidahaleler benimsenmistir. Sentetik
ve dogal ilaglarin gelistirilmesi, insan sagligi sorunlarmi tedavi etmenin kritik
yollarindan biridir. Zaman gectik¢e en az yan etkiye sahip oldugu diisiiniilen dogal
ilaglara olan ilgi artmaktadir. Benzer sekilde, U. lactuca insan patojenik

mikroorganizmalarini kontrol etmede giiglii bir kaynak olarak degerlendirilmistir.

Abdel-Khaliq ve dig. (2014), U. lactuca tiiriiniin etanolik (%70) ekstresinin
antibakteriyel aktivitesini arastirmislardir. U. lactuca tiiriiniin etanolik ekstresinin
gram pozitif bakteriler Staphytococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus mutans, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, Bacillus cereus ve
Staphylococcus  epidermidis bakterilerine kars1t yliksek aktivite gosterdigi
gbzlenmigtir. Ekstre ayrica gram negatif bakteri Salmonella typhimurium, Serratia
marcescens, Escherichia coli ve Neisseria meningitides bakterilerine karsi 6nemli bir
inhibisyon sergiledi. S. aureus bakterisine karst 22,0+ 0,8 mm, E. coli bakterisine

kars1 20,2+ 0,2 inhibisyon zonu sergiledigi bildirilmistir.

Tiiney ve dig. (2006) taze ve kurutulmus Ulva spp. tiirlerinin methanol, acetone,
diethyl ether, and ethanol ekstrelerinin Candida sp., Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa ve
Escherichia coli bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktivitesini agar difiizyon
yontemiyle test etmislerdir. Yapilan c¢alisma sonucunda Ulva rigida taze alginin,
dietil eter ekstresinin E. coli i¢in 22,5 mm, S. aureus i¢in 38 mm inhibisyon g¢ap1
verdigi belirtilmigtir. Ayrica taze alg ekstrelerinin, kurutulmus alg ekstrelerine

kiyasla mevcut ¢calismanin patojenlere karsi daha etkili oldugu bildirilmistir.

Priya ve Poonguzhali (2015)'nin yaptig1 calismada, U. lactuca tiiriiniin etanolik,
petrol eteri ve amonyak c¢ozeltisi ekstrelerinin antibakteriyel aktivitesini dort
patojenik bakteriye (E. coli, K. pneumonia, S. aureus ve S. pyogenes) karst kuyu
diflizyon yontemi ile test edilmistir. £. coli biliylimesinin en yiiksek inhibisyonu

etanolik ekstre tarafindan saglandig: bildirilmistir.

El-Baky ve dig. (2009), U. lactuca tiiriindeki karotenoidleri, fenolikleri ve toplam

klorofil igerigini Ol¢miistiir. Ekstreler, minimum inhibisyon konsantrasyonlarin
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(MIK) 0,35-0,40 mg/mL arasinda degistigi alt1 bakteri igin antibakteriyel aktivite

acisindan test edilmisgtir.

Boisvert ve dig. (2015), gida bozulma bakteri suslar1 E. coli ATCC 25922, M. luteus
ATCC 9342 ve B. thermosphacta ATCC 11509 bakterilerine karsi U. lactuca
tirtiniin etanolik ekstresinin farkli konsantrasyonlarmin antibakteriyel aktivitesini
arastirmuglardir. Ekstrenin MIK degeri, optimize edilmis kritik mikro seyreltme
yontemi  kullanilarak  belirlenmistir.  U. lactuca ekstresinin, 500 pg/mL
konsantrasyonunda E. coli (%69,5) ve M. luteus (%61,4) i¢in en yiiksek biiylime

inhibisyonunu gostermistir.

Alagan ve dig. (2017), ii¢ gram pozitif (Bacillus subtilis, Corynebacterium diptheriae
ve Staphylococcus aureus), ¢ gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella paratyphi) ve lic mantar izolat (Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger ve Candida albicans)'a kars1 disk diflizyon teknigini U. lactuca
metanol ekstresinin antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir. Ekstrenin, E. coli ve
S. aureus bakterilerine kars1 inhibisyon ¢ap sirastyla 10 ve 13 mm ve MIK degerleri

S. aureus igin 250 pg/mL ve E. coli i¢in 500 pg/mL olarak bulunmustur.

Kandhasamy ve Arunachalam (2008)'in yaptigi c¢alismada, U. lactuca tiiriiniin
metanol  ekstresinin  patojen mikroorganizmalara (Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogens, Escherichia coli, Pseudomnas aeruginosa, Micrococcus
luteus, Enterobacter faecalis, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aereus ve
Bacillus subtilis) kars1 in vitro antibakteriyel potansiyelini agar difiizyon yontemiyle
test etmistir. U. lactuca metanol ekstresinin, 17+0,38 mm inhibisyon c¢apiyla
S.aureus bakterisine karst en etkili oldugu bildirilmistir. E. coli bakterisine karsi ise

hi¢ etkisi olmadig1 belirtilmistir.

Alghazeer ve dig. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada, Libya kiyilarindan elde edilen U.
lactuca tiiriinden elde edilen sulu ve metanolik ekstrelerin antibakteriyel aktivitesini
degerlendirmistir. Ekstrenin antibakteriyel potansiyeli, gram pozitif ( Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Bacillus spp.,) ve
gram negatif (Escherichia coli, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa ve
Salmonella typhi) dahil olmak tizere 8 patojenik bakteriye karsi test edilmistir. U.

lactuca ekstresinin test edilen tiim bakterilere karst 11 ila 14 mm araliginda
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inhibisyon ¢ap1 verdigi belirtilmistir. Bununla birlikte, bazi durumlarda bu patojenik

bakterilere kars1 metanolik ekstrenin daha iyi oldugu gozlenmistir.

1.3 Antioksidan Etkinligi Belirlemede Kullamilan Metotlar

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan
hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonuna dayananlar ve tek elektron transferi
(ET) reaksiyonlarma dayananlar temel olarak iki sinifta toplanabilir. HAT
mekanizmasina dayanan tayinlerin ¢ogu yarigmali reksiyon kinetigini izler ve
kantitasyon kinetik egrilerinden yapilir. HAT esash yontemlerde sistem, sentetik bir
radikal Ttretici, yiikseltgenebilir molekiiler bir prop ve antioksidan bir bilesikten
meydana gelir. ET'ye dayanan metotlar ise reaksiyon sonundaki indikatorii olarak bir

antioksidan ve redoks reaksiyonunu barindirir (Ardag, 2008).

Birgok ornekte ¢ok ¢esitli antioksidan molekiillerin bulundugu goz oniine alindiginda
antioksidan kapasite belirlenirken tek bir yOntem yerine ¢esitli yontemler

uygulanarak karar vermek daha uygun olabilir.

1.3.1 HAT esash analiz yontemleri

HAT tabanli deneyler, bir antioksidanin serbest radikalleri (genellikle peroksil
radikalleri) H-atomu bagis ile sondiirme kabiliyetini 6l¢er (Gupta, 2015).

1.3.1.1 B-karoten veya crocin-bleaching testi

Karotenoidler, 151k veya 1s1 veya peroksil radikalleri (6rnegin, AAPH veya oksitleyici
lipitler) tarafindan indiiklenen otoksidasyon yoluyla agartilir. Antioksidan igeren bir
ornegin, bireysel antioksidanlarin veya bitki Ozlerinin eklenmesi, p-karoten
agartmasinin inhibisyonuna neden olur (Laguerre ve dig., 2007). Test, antioksidanlar
tarafindan saglanan B-karoten veya krosin bozunma oranindaki azalmayi Olger.
Fosfat tamponunda (pH 7.0) 443 nm'de optik olarak renk kayb1 izlendi, bu nedenle
ozel bir enstriimantasyon gerekmez. Agartma hizi, AAPH eklendikten ~1 dakika

sonra dogrusal hale gelir ve 10 dakika stireyle izlenir (Huang ve dig., 2005).
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1.3.1.2 Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

Antioksidan kapasiteyi belirlemeye yonelik standartlagtirilmis yontemlerden biri
ORAC tahlilidir. ORAC yontemi ilk kez Cao, Allessio ve Cutler tarafindan
onerilmistir (Cao ve dig., 1993).

AAPH (2, 2'-azobis—2—metil-propanimidamit, dihidrokloriir) gibi azo bilesiklerinin
termal ayrigmasiyla baglatilan peroksil radikalinin indiikledigi oksidasyonun

inhibisyonuna dayanur.

Test, bir azit baglatict AAPH'in  37°C'de pargalanmasiyla peroksil-radikal
olusumuna bagli olarak zaman i¢inde floresan kaybini olger (Glazer, 1990).
Floresandaki azalma optik olarak takip edilir ve antioksidan aktivite, antioksidan
varliginda floresan kaybinin yavaslamasi ile belirlenir. Suda ¢6ziiniir bir E vitamini
analogu olan Troloks (6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit), doza
bagl bir sekilde floresan bozulmasini onleyen bir pozitif kontrol gorevi gordir.
Peroksil radikali, floresansiz bir iirlin olusturmak i¢in floresani (3', 6'-dihidroksi-
spiro [izobenzofuran-1[3H], 9' [9H]-ksanten]-3-one) oksitleyebilir. Antioksidanlar,
floresan sinyalinin oksidatif bozulmasini Onleyerek bir hidrojen atomu transfer
mekanizmasi ile bu reaksiyonu bastirir. Floresans sinyali, 485 nm'de eksitasyon, 538
nm'de emisyon ve 530 nm'de kesme ile 30 dakikada Olgiiliir. Test numunesindeki
antioksidan konsantrasyonu, tahlil boyunca floresans yogunlugu ile orantilidir ve
egrinin altindaki net alan bilinen bir antioksidan olan trolox 27 ile karsilastirilarak
degerlendirilir. Antioksidanlar, hidrojen atomu transferi ile floresanin oksidasyonunu
inhibe eder. Orijinal ORAC tahlili, daha sonra tutarsizlifi, 1s18a duyarlilignr ve
polifenollerin baglanmasiyla ilgili sorunlar1 nedeniyle floresan ile degistirilen radikal

hedef olarak floresan proteini B-fikoeritrin kullanilarak gelistirilmistir (Gupta, 2015).

ORAC testinde bir antioksidanin koruyucu etkisi, koriinkine (AUCsample —
AUCblank) kiyasla numunenin floresan bozunma egrisi altindaki net entegre alanla
Olciiliir ve tek bir degerde gecikme siiresi, baslangic hizi ve toplam inhibisyon
anlammna gelir (Prior ve dig., 2005). Antioksidan kapasitenin hafife alinmasim
onlemek ve ikincil antioksidan firiinlerin potansiyel etkilerini hesaba katmak igin
ORAC testi reaksiyonu uzun siireler boyunca takip eder, 6rnegin >30 dakika AUC

yaklasiminin avantaji, hem farkli gecikme fazlar sergileyen hem de gecikme fazi
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olmayan antioksidanlar i¢in esit derecede iyi calismasidir. Genellikle birden ¢ok
bilesen igeren ve karmasik reaksiyon kinetigine sahip numuneler icin o6zellikle
yararlidir. FL probu ucuzdur ve tam otomatik bir mikroplaka floresan okuyucunun
kullanilmasi, yontemi kolayca erisilebilir hale getirir ve numune veriminde en az on
kat artigla tahlilin etkinligi artar (Huang ve dig., 2002). ORAC testinin diger bir

avantaji, farkli serbest radikal olusturucular1 veya oksidanlar1 kullanma yetenegidir.

1.3.1.3 Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)

Bu yontem, floresan probu olarak R-fikoeritrin (R-PE) kullanir. R-PE'nin AAPH ile
reaksiyon ilerlemesi florometrik olarak izlenir (Aex=495 nm ve Aem=575 nm). R-PE
simdiye kadar tanimlanmis en parlak floresan boyadir ve orijinal olarak kirmizi alg
Gracilaria'dan izole edilmistir. TRAP degerleri, Trolox ile karsilastirildiginda
antioksidanin neden oldugu gecikme fazinin uzunlugundan hesaplanir. Luminol,

kemiliiminesan madde 28 olarak da kullanilabilir (Gupta, 2015).
1.3.2 ET esash analiz yontemleri

ET'ye dayali metotlar, indirgendiginde renk degsimine ugrayan bir oksidan maddenin
ornek icerisindeki antioksidan bilesikler tarafindan indirgenmesi ve Ornegin
indirgeme kapasitesinin 6lciilmesi esasina dayanmaktadir. Ornekteki antioksidan

icerigin miktari ile renk degisiminin miktar1 dogru orantilidir.

1.3.2.1 Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi

Folin-Ciocalteau (FC) kolorimetrisi, Singleton ve Rossi'nin tungsten ve molibden
oksitlerin bir karigimi olan reaktifin kimyasal olarak indirgenmesi yonteminin ilk
caligmasina dayanmaktadir. Bu yontem baslangicta bir fenolik grup iceren tirozin
gibi proteinlerin analizi i¢in tasarlanmisti (Folin ve Ciocalteu, 1927), ancak daha
sonra Singleton ve digerleri tarafindan saraptaki toplam fenolik igerigin analizi igin
genigletildi. Bu yontem hassas, kantitatiftir ve fenollerin polimerizasyon
derecesinden nispeten bagimsizdir, ancak proteinler, niikleik asitler ve askorbik asit
icin miidahale edici etkileri i¢in diizeltme gerekebilir. Metal oksit indirgeme iiriinleri,
maksimum 765 nm'de (750-770 nm) genis bir 151k emilimi sergileyen mavi bir renge

sahiptir. Cogu fenolik bilesik testin calisma pH'inda (pH~10) ayrismis formda
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(eslenik bazlar veya fenolat anyonlar1 olarak) oldugundan, FC reaktifi ile daha kolay

oksitlenebilirler (Gupta, 2015).

Kompleks reaktifteki molibden merkezi, mavi bir renk tiretmek icin bir antioksidan
ile donanmis Mo (VI)'dan Mo (V)'ye indirgenir (Sekil 1.5). Bu dalga boyundaki 1s1k
absorpsiyonunun yogunlugu fenollerin konsantrasyonu ile orantilidir ve sonuglar
Gallik asit esdegerleri (GAE) cinsinden ifade edilir. Fenoller stokiyometrik olarak
fosfomolibdik/fosfotungstik asidi azaltir (Singleton ve dig., 1999).

HO OH
Folin-Ciocalteu Reagent
(W&, Mo®)

OH

M
H Reduced Folin-Ciocalteu Reagent

HO \q;/OH e
||

0

Sekil 1.5 : Folin-Ciocalteu reaktifinin indirgenmesini gosteren diyagram (Ford ve
dig., 2019)

Avantajlar1 arasinda, FCR'nin tanimlanmamis kimyasal dogasma ragmen, FCR ile
yapilan toplam fenol testi uygun, basit ve tekrarlanabilirdir (Huang ve dig., 2005).
Cesitli yaymlar, FCR ile toplam fenol tahlilini ve antioksidan kapasite tahlilini
(DPPH, FRAP, TEAC, ORAC vb.) uygulamis ve genellikle "toplam fenolik
profiller" ile "antioksidan aktivite" arasinda miilkemmel dogrusal korelasyonlar
bulmustur (Gheldof ve Engeseth, 2002; De Beer ve dig., 2003; Madhujith ve dig.,
2006; Shahidi ve dig., 2006; Stratil ve dig., 2006).

Dezavantajlar1 arasinda, metotlarin standardizasyonunun olmamasi vardir. Nihai
absorbans degerleri genellikle reaksiyona giren fenolik hidroksil gruplarinin sayisi ile
orantilidir ve ayn1 zamanda molekiil yapisina da baglhdir. Kalibrasyon i¢in kullanilan
standart yiiksek oranda reaktifse ve yiiksek absorbans veriyorsa, numunelerin dl¢iilen
degerleri duisiik olacaktir. FCR tabanli tahlil, toplam fenol tahlili olarak
bilinmektedir. FCR reaktifi, bircok fenolik olmayan bilesik tarafindan da
indirgenebildigi icin fenolik bilesiklere 6zgii degildir (MacDonald-Wicks ve dig.
2006). FCR ile toplam fenol tahlili, sulu bir faz olan su i¢inde gergeklestirilir.
Lipofilik antioksidanlar i¢in bu testin mevcut sekli uygulanamaz (Karadag ve dig.,

2009).
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1.3.2.2 Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) tayini

TEAC testi ilk olarak Miller ve dig., (1993) ve gelistirilmis ve gida numunelerinde
antioksidan kapasitenin test edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. ABTS,
H,0O; varliginda peroksil radikalleri veya diger oksidanlar tarafindan oksitlendiginde,
yogun bir sekilde renkli olan ve 600-750 nm aralifinda spektrofotometrik olarak
izlenebilen yar1 kararli bir radikal katyon ABTS") olusturan bir peroksidaz
substrattir. Antioksidan kapasite, test bilesiklerinin dogrudan ABTS' radikali ile
reaksiyona girerek rengi azaltma yetenegi olarak olgiiliir ve Trolox'a gore ifade edilir
(Roginsky ve Lissi 2005). TEAC tahlili genellikle antioksidanlar1 siralamak ve yap1
aktivite iliskilerinin insast i¢in kullanilir (Arts ve dig., 2004). TEAC degeri ile bir
antioksidanin verebilecegi elektron sayisi arasinda bir iliski yoktur (MacDonald-

Wicks ve dig., 2006).

1.3.2.3 Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) dl¢iimii

FRAP testi, fenoliklerin elektron veren antioksidanlarin etkisiyle sar1 ferrik
tripiridiltriazin kompleksini (Fe(IlT)-TPTZ) mavi demirli komplekse (Fe(II)-TPTZ)
indirgeme kabiliyetine dayanir (Benzie ve dig., 1999). 593 nm'de spektrofotometrik
olarak oOlcililen sonucgtaki mavi renk, elektron veren antioksidanlarin toplam
indirgeme kapasitesi ile dogrusal olarak iliskili olarak alinir. Temel olarak, TEAC
testi ile FRAP testi arasinda ¢ok fazla fark yoktur, ancak TEAC nétr pH'ta
yapilirken, FRAP testi demir ¢oziiniirliigiinii korumak i¢in asidik (fizyolojik olmayan
diisik pH degeri = 3.6) kosullar gerektirir. Bir FRAP birimi, 1 mol Fe(IIl)'iin
Fe(Il)'ye indirgenmesi olarak tanimlanir (Huang ve dig., 2005).

1.3.2.4 DPPH radikal siipiirme aktivite tayini

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikali, uzun omiirlii bir organik nitrojen
radikalidir ve koyu mor bir renge sahiptir. Ticari olarak temin edilebilir ve testten
once  iretilmesi  gerekmez. Bu  tahlilde, mor kromojen  radikali,
antioksidan/indirgeyici bilesikler tarafindan karsilik gelen soluk sari hidrazine
indirgenir (Sekil 1.6). Antioksidanlarin DPPH'ye karsi indirgeme yetenegi, elektron
spin rezonansi ile veya organik ortamda absorbans sabit kalana kadar 515-528 nm'de

absorbans diisiisiinli izleyerek degerlendirilebilir. Yaygin olarak kullanilan bu
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yontem ilk olarak Brand-Williams ve arkadaslar1 (1995) tarafindan bildirilmistir.
Kalan DPPH (%DPPH,.p,) yiizdesi su sekilde hesaplanir:

%DPPH, e = 100 x [DPPH]yern /[DPPH]7—g

%DPPH,em, antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir ve baslangic DPPH
konsantrasyonunda %50 azalmaya neden olan konsantrasyon ECs, olarak tanimlanir.

ECs ile sabit duruma ulagmak i¢in gereken siire Tgcso olarak tanimlanir.

Trcso degerlerine gore antioksidanin kinetik davranisi su sekilde siiflandirilir: <5 dk
(hizl), 5-30 dk (orta) ve >30 dk (yavas; SanchezMoreno ve dig., 1998). Sanchez-
Moreno ve dig., (1998), antioksidan kapasiteyi ifade etmek i¢in ayrica, Tgcso'den
daha ayirt edici ve reaksiyon siiresini hesaba kattig1 i¢in daha kullanishi olan
"antiradikal etkinlik" [AE= (1/ECs) Tgcso] olarak adlandirilan baska bir parametreyi

tanitti.

De Beer ve digerleri (2003) tarafindan, siipiiriilen radikallerin miktar1 ve ilk siipiirme
orani agisindan siipiirme aktivitesini birlestiren “radikal siiptirme verimliligi (RSE)”
olarak tasarlanan benzer ve yeni bir parametre Onerilmistir. RSE, (birinci dakikada
elde edilen) ilk temizleme orani ile ECsy degerinin orani olarak hesaplanir.
Belirlemenin ana simirlamasi, temizlenen radikal yilizdesinin baslangictaki DPPH

radikal konsantrasyonuna bagli olmasidir.

DPPH DPPH-H
Deep purple Pale yellow

A =517 nm

. )

Deep purple Pale yellow

Sekil 1.6 : Bir antioksidan tarafindan DPPH temizleme mekanizmasi (Munteanu ve
Apetrei, 2021)

DPPH testi teknik olarak basit ve hizlidir ve yalnizca antioksidan taramadaki yaygin
kullanimim1  agiklayabilecek bir UV-Vis spektrofotometreye ihtiya¢ duyar.
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Mikroplakalar kullanilarak c¢ok sayida 6rnegin analizi yapilabilir (Fukumoto ve

Mazza 2000).

Uygulamasini sinirlayan baz1 dezavantajlar vardir. DPPH, sulu ortamda degil, sadece
organik ortamda (6zellikle alkolli ortamda) ¢oziinebilir, bu da hidrofilik
antioksidanlarin roliinli yorumlarken 6nemli bir sinirlamadir (Arnao 2000). Fenolik
bilesiklerin ve gida maddelerinin antioksidan durumunu 6lgmek ve karsilagtirmak
icin yaygin olarak kullanilmasina ragmen, DPPH emilimindeki degisikliklerle
antioksidan kapasitenin degerlendirilmesi, bir antioksidanla reaksiyondan sonra 517
nm'de DPPH radikalinin emilimi 151k (Ozgelik ve dig., 2003), oksijen ve ¢dziicii tipi
(Apak ve dig., 2007) ile azaldigindan dikkatli bir sekilde ¢ikarilmalidir. ). Coziiciiniin
su igeriginin belirli bir smirin tizerinde, DPPH'in bir kisminin pihtilagmasi ve
antioksidanlarla kolayca reaksiyona girmemesi nedeniyle antioksidan kapasitesinin

diistiigii sonucuna varilmistir (Magalhaes ve dig., 2008).

DPPH molekiilii, oldukca reaktif ve gegici peroksil radikallerine ¢ok az benzerlige
sahiptir. Ayrica, in vivo olarak peroksil radikalleri ile hizli reaksiyona girebilen
birgok antioksidan, yavas reaksiyona girebilir veya hatta DPPH'ye inert olabilir.
DPPH ve antioksidanlar arasindaki reaksiyon kinetigi, DPPH konsantrasyonuna
dogrusal degildir; bu nedenle ECsy kullanarak antioksidan kapasiteyi ifade etmek

sorunludur.

1.3.2.5 CUPRAC (bakir(IT) indirgeyici antioksidan kapasite) yontemi

Yontem, bir numunede bulunan indirgeyiciler (antioksidanlar) tarafindan Cu(II)'nin
Cu(I)'e indirgenmesine dayanir. Apak ve digerleri tarafindan gelistirilen Bioxytech
AOP-490 ve CUPRAC olarak tanitildi. (2004). Bioxytech AOP490 testinde,
batokuproin (2,9-dimetil-4,7-difenill,10-fenantrolin), Cu(I) ile 2:1'lik bir kompleks
olusturarak 490 nm'de maksimum absorbansli bir kromofor iiretir. Uriinlerin
reaksiyon hizi ve konsantrasyonunu, iiretilen Cu(I)'in batokuproin komplekslesmesi
takip eder (Prior ve dig., 2005). CUPRAC testinde kromojenik oksidan olarak
bakir(IT)-neokuproin reaktifi kullanilir.
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1.4 Antibakteriyel Etkinligi Belirlemede Kullanilan Metotlar

1.4.1 Difiizyon testleri

1.4.1.1 Agar disk difiizyon testi

1940 yilinda gelistirilen agar disk diflizyon testi (Heatley, 1944), bircok
mikrobiyoloji laboratuvarinda rutin antimikrobiyal duyarlilik testi i¢in kullanilan en
yaygin yontemdir. Agar disk diflizyon test prosediiriinde, agar plakalari iizerine, test
mikroorganizmasinin  inokulumu yayilir. Ardindan, agar yiizeyine istenen
konsantrasyonda test bilesigi iceren filtre kagidi diskleri (yaklasik 6 mm ¢apinda)
yerlestirilir. Disk difiizyon deney dizayni Sekil 1.7'de gosterilmistir. Petri kutular
uygun kosullarda inkiibe edilir. Genel olarak, antimikrobiyal madde agar igine yayilir
ve test mikroorganizmasinin biiylimesini engeller. Ardindan inhibisyon biiylime
bolgelerinin caplart 6lgiiliir (Balouiri ve dig., 2016). Antibiyogram, bakterileri
duyarli, orta veya direncli olarak siniflandirarak kalitatif sonuglar saglar (Jorgensen
ve Ferraro, 2009). Bu nedenle, test edilen mikrobiyal susun diren¢ fenotipine dayali
bir tiplendirme aracidir. Ancak bakteri gelisiminin inhibisyonu bakteri O6limii
anlamina gelmedigi i¢in bu yontem bakterisidal ve bakteriyostatik etkileri ayirt
edemez. Ayrica, agar ortamina yayilan antimikrobiyal maddenin miktarini 6lgmek
miimkiin olmadigindan, agar disk difiizyon yéntemi MIK belirlemek igin uygun
degildir. Bununla birlikte, disk difiizyon testi diger yontemlere gore birgok avantaj
sunar: basitlik, diisiikk maliyet, ¢ok sayida mikroorganizmay1 ve antimikrobiyal ajani
test etme yetenegi ve saglanan sonuglari yorumlama kolayligi olarak siralanabilir

(Balouiri ve dig., 2016).

Inhibisyon cap1

| Omek

Sekil 1.7 : Agar disk difiizyon testi
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1.4.1.2 Agar kuyusu difiizyon yontemi

Disk difiizyon yonteminde kullanilan prosediire benzer sekilde, agar plakasi yiizeyi,
tim agar ylizeyi lizerine bir miktar mikrobiyal inokulum yayarak asilanir. Daha
sonra, 6 ila 8 mm ¢apinda bir delik, steril bir mantar delici veya ug ile aseptik olarak
delinir ve kuyuya bir hacim (20-100 uL) antimikrobiyal madde veya istenen
konsantrasyonda ekstre sollisyonu verilir. Daha sonra agar plaklar1 test edilen
mikroorganizmaya gore uygun kosullarda inkiibe edilir. Antimikrobiyal madde agar
ortamina yayilir ve test edilen mikrobiyal susun biiyiimesini engeller (Balouiri ve

dig., 2016).

1.4.1.3 Antimikrobiyal gradyan yontemi (E test)

E test yontemi, MIK degerini belirlemek igin seyreltme ydntemleri ilkesini difiizyon
yontemleriyle birlestirir. Agar ortaminda test edilen antimikrobiyal maddenin bir
konsantrasyon gradyani olusturma olasiligina dayanir. Etestler (BioMérieux), bu
teknigin ticari bir versiyonudur. Prosediirde, antimikrobiyal ajanin bir ugtan diger
uca artan konsantrasyon gradyani ile emdirilmis bir serit, daha Once test edilen
mikroorganizma ile asilanmis olan agar yiizeyinde biriktirilir. Uygulamas: basittir;
bu nedenle rutin olarak kullanilir. Ancak, Etest seritlerinin her biri yaklasik 2-3 ABD
dolarina mal olmaktadir. Bu nedenle, ¢ok sayida ila¢ test edilirse bu yaklagim

maliyetli hale gelir (Jorgensen ve Ferraro, 2009).

1.4.2 Diliisyon testleri

Diliisyon yontemleri, test edilen antimikrobiyal ajanin agar (agar seyreltme) veya
broth besiyeri ortaminda (makrodiliisyon veya mikrodiliisyon) konsantrasyonunu
tahmin etme imkam sunduklarindan, MIiK degerlerinin belirlenmesi i¢in en uygun
olanlardir. Kaydedilen MIK degeri, test edilen mikroorganizmanin gozle goriiliir
biliylimesini engelleyen test edilen antimikrobiyal ajanin en diisiik konsantrasyonu

olarak tanimlanir ve genellikle ug/mL veya mg/L cinsinden ifade edilir.

MIK  degeri  belirlendikten  sonraki asamada minimum  bakterisidal

konsantrasyonunun (MBK) belirlenmesi gereklidir. MBK, inkiibasyondan sonra
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inokulumun %99,9'unu  6ldiirmek i¢in gereken en diisiik antimikrobiyal ajan

konsantrasyonu olarak tanimlanir.

MBK degerini hesplayabilmek icin diliisyon yoOnteminde {iireme goriilmeyen
konsantrasyonlardan almarak agar besiyerine ekim yapilir. Inkiibasyon siiresi
sonunda petrilerdeki tiremeler kontrol edilir. %99,9 oraninda bakterinin o6ldiigii

konsantrasyon MBK degeri olarak ifade edilir.

1.4.2.1 Broth diliisyon yontemi

Broth makrodiliisyon yontemi

Broth makrodiliisyon yontemi en eski antimikrobiyal duyarlilik test yontemlerinden
biridir ve siv1 biiylime ortaminda antibiyotik ajanlarin iki kat seri dillisyonlarini
iceren tiipleri kullanir (Jorgensen ve Ferraro, 2009 ; Ericsson ve Sherris, 1971). Daha
sonra, her ¢ozeltiye bilinen miktarda bakteri eklenir. Gerekli inkiibasyon siiresinden
sonra, bakteri {iremesi, bir MiK degeri veren tiiplerdeki bulaniklik ile 6l¢iiliir. Broth
makrodiliisyon, teshis amagli giivenilir ve standardize edilmis bir yontemdir. Biiyilik
bir dezavantaj, her bir antibiyotik soliisyonunun elle hazirlanmasi gerekmesidir. Bu,
ilag seciminde ve konsantrasyonunda belirli bir derecede esneklik saglasa da,
ozellikle daha biiylik deneysel arastirmalar i¢in ¢ok zaman alan bir siiregtir. Tarama
icin daha uygun olan daha hizli yontemler artik sivi makrodiliisyonun yerini almistir.
Ek olarak, her seyreltme icin Onemli miktarda reaktif gerekir. Bu nedenle,
makrodiliisyonun kiigiiltiilmiis bir versiyonu olan mikrodiliisyon gelistirilmistir

(Schumacher ve dig., 2018).

Broth mikrodiliisyon yontemi

Broth mikrodiliisyon, en temel antimikrobiyal duyarlilik test yontemlerinden biridir.
Mikrodiliisyon, 96 kuyucuklu bir mikroplakada 12 farkli antibiyotik ajani kullanarak

bir test gerceklestirerek broth makrodiliisyon verimini artirmaya calisir.

Prosediir, 96 kuyucuklu mikroplaka (mikrodiliisyon) kullanilarak sivi biiylime
ortaminda antimikrobiyal ajanin ikiser kat diliisyonlarinin hazirlanmasimi igerir
(Sekil 1.8). Daha sonra, her bir kuyucuk, 0.5 McFarland 0l¢egine ayarlanan
standardize edilmis mikrobiyal siispansiyonun seyreltilmesinden sonra ayni ortamda

hazirlanan bir bakteri inokiilasyonu ile inokiile edilir. Iyice karistirildiktan sonra
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inokiile edilen 96 kuyucuklu mikroplaka, test mikroorganizmasina bagl olarak
uygun kosullar altinda (¢cogunlukla calkalama olmadan) inkiibe edilir (Balouiri ve

dig., 2016).
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AZALAN KONSANTRASYON

Sekil 1.8 : Broth mikrodiliisyon yontemi

En 6nemli avantaji, caligma alani, reaktifler ve siiredeki azalmadir. Bununla birlikte,
onemli bir dezavantaj, ila¢ se¢iminin ticari olarak temin edilebilen panellerle sinirh
olmasidir. Daha yiiksek derecede otomasyon ile mikrodiliisyon artik sivi
makrodiliisyona gore tercih edilen altin standart bir tekniktir (Schumacher ve dig.,

2018).

1.4.2.2 Agar diliisyon yontemi

Agar seyreltme yontemi, antimikrobiyal bilesiklerin MIK'lerinin belirlenmesi i¢in
kullanilmaktadir (Brook ve dig., 2013; Wiegand ve dig., 2008). Anaerobik veya
aerobik bakteriler, farkli konsantrasyonlarda antimikrobiyal maddelerle desteklenen
besleyici agar ortamina ekilir. Koloni olusturan birimler (CFU) 48 saatlik
inkiibasyondan sonra sayilir. Bu yontemin basit ve uygun maliyetli bir okumasi

vardir ve MiK'leri belirlemede giivenilir oldugu bulunmustur (Wiegand ve dig.,
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2008). Ancak, CFU olusumunu saglamak i¢in kiiltiir siiresi uzundur. Agar seyreltme

yonteminin avantajlar1 basitligi ve iyi anlasilmis parametreleridir.

1.5 Calismanin Amaci

Bu tez calismasinda; U. lactuca alg materiyalinden elde edilen etanol/su (80/20 ;
V/V) ekstresinin, antioksidan kapasitesi ve farkli bakteri suslar1 {izerindeki
antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Esasen ekstrenin etkinliginin yanisira lipozom ile
enkapsiilasyonu sonucunda etkinliginde negatif yonde bir etkisinin olmadig1 ve

lipozom birlesiminin avantajlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir.

1.6 Hipotez

Ekstresnin lipozom ile enkapsiilasyonu sonucunda, antibakteriyel etkinligi tizerinde
pozitif yonde etkisinin olmasi ve antioksidan etkinligi {lizerinde negatif yonde

etkisinin olmamasi beklenmektedir.
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2. MATERYAL METOT

2.1 Materyal

Kimyasal malzemeler: Folin-Ciocalteu (2N, Merck), Gallik asit monohidrat
(ISOLAB),Sodyum karbonat (TEKKIM), L-a-Fosfatidilkolin (Soya fasiilyesi
kaynakli %30, Sigma-Aldrich), DPBS (7.4 pH, Biowest), Etanol (%99.9, ISOLAB),
DPPH (%97, Tokyo Chemical Industry CO. LTD. (TCI)), Metanol (%99.7,
ISOLAB), Nutrient Agar (Merck), Nutrient Broth (Merck),Oflaksasin
(%0.3zaridinex biem ilag), DMSO (%99.9, ISOLAB).

Alg materyali: Calismada kullanilan Ulva lactuca alg ornekleri 2022 Haziran ayi,
Marmara Denizi, Bursa ilinin Mudanya ilgesine bagli Giizelyali sahil seridinden
(40.36209 K, 28.91222 D) taze olarak toplanmistir. Toplanan 6rneklerden bir tallus
alinarak herbaryum kagidi tizerine yerlestirilip kuru herbaryumu yapilmak {izere
saklanmigtir. Ayrica bir tallus daha alinarak kavanoz igerisine koyularak %37'lik
formaldehit ¢ozeltisi ile birlikte yas herbaryumu yapilmistir. Orneklerin tiir tayini
Dog. Dr. Inci TUNEY KIZILKAYA tarafindan tiir tayin anahtar1 kullanarak
gerceklestirilmistir.

Toplanan o6rnekler, Bursa Teknik Universitesi, Biyomiihendislik laboratuvarina
getirilip epifitlerinden temizlendi. Once musluk suyu ardindan distile su ile yikandu.
Fazla 1slakliklar1 alinarak kurutma kagitlar1 tizerine serilerek kurumaya birakildi.
Kuruyan oOrnekler daha sonra analizlerde kullanilmak iizere vakumlu paketlerde

saklanda.

Ege Denizi'nden &rnekler Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii,
Hidrobiyoloji Anabilim Dali Baskani Dog. Dr. Inci Tiiney Kizilkaya'dan temin

edilmisgtir.
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Sekil 2.1 : Alg materyalinin toplanmasi

2.2 Metot
2.2.1 U. lactuca alg orneginin ekstraksiyonu

Kuru alg ornekleri daha verimli olmasi acisindan oOncelikle mekanik olarak
ogiitiilerek kiiciik parcalara ayrildi. Orneklerin ekstraksiyonu igin ¢dzgen olarak
etanol/su (80/20 V/V) karisimi kullanildi. Ekstraksiyon i¢in kuru 6rnek:¢oziicli orani
1:10 olarak belirlendi. Coziiciiyle birlestirilen 6rnekler ilk 4 saati 40°C sicakliklarda
olmak iizere toplamda 24 saat boyunca 1siticilt manyetik karistiricida ekstraksiyona
birakildi. 24 saatin sonunda esktre adi filtre kagidindan siiziilerek rotary evaporatorde
coziiclisii uzaklasana kadar ugurma islemi gerceklestirildi. Balonda kalan ekstre petri
kaplarma alinarak -80°C sicaklikta dondurularak liyofilizatérde 1 hafta boyunca
kurutuldu. Elde edilen kuru ekstre daha sonra analizlerde kullanilmak {izere -20°C'

de depolandi.

Ekstraksiyon Filtrasyon Evaporasyon
—¢ - ,

Sekil 2.2 : Liyofilize ekstrenin elde edilme asamalar1
Bir baska ekstraksiyon metodu i¢in, kurutulan algler kuru agirliklarina goére 20 g
olarak tartilmig ve 0rnek miktarina gore %80'lik etanol eklenerek 2,5 saat boyunca
sonik su banyosunda inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra filtre kagidindan

siiziilerek evaporatdrde etanol ¢ozgeni ucurulmustur. Bir tek alg Ornegi icin
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ektraksiyonu 3 kez tekrarlanmistir. Balonda kalan ekstre daha once darasi alinan
viallere aktarilarak speed vaccum concentrator cihazinda ugurulmustur. Hizli Vakum
yogunlastirict cihazi ile ugurulan viallerin igindeki Ornek miktarlar1 tartilarak

belirlenmistir.
2.2.2 Lipozom eldesi

Nanolipozomlar prob sonikatdr (Optic Ivymen System - CY-500) kullanilarak
iiretildi. Ilk olarak L-a-fosfatidilkolin (S30) materyalinden 5 gr tartilarak 500 mL
steril distile suya eklendi. Prob sterilize edilerek, hazirlanan soliisyon igerisine
daldirildi. Sonikasyon esnasinda soliisyonun ¢ok 1sinmasint énlemek amaciyla 6rnek
buz banyosu igerisinde bekletildi. %60 genlikte 10 dakika boyunca homojenizasyon
islemi yapildi. Homojenizasyon islemi yapilirken soliisyona 60 saniye boyunca
sonikasyon yapildi ve 5 saniye duraklatildi. Bu sekilde soliisyon toplamda 10 dakika
boyunca sonike edildi. Sonikasyon sonucunda siit kopiigli renginde lipozom

siispansiyonu elde edildi.

Buz banyosu ile
Prob Sonikator Sonikasyon islemi Lipozom eldesi

Sekil 2.3 : Prob uclu sonikator sistemi ve lipozom eldesi
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2.2.3 Ekstre yiiklii lipozom formiilasyonunun hazirlanmasi

Bu asamada 0,002 g kurutulmus ekstre tartilarak 200 uL. DMSO ile ¢o6ziinmesi
saglandi. Hazirlanan ekstre ¢ozeltisinden 100 uL, lipozom soliisyonundan da 100 uL
alinarak 1000 rpm hizda 5 saniye tutup 1 saniye bekleterek homojen karigim elde

edilene kadar vortex islemi yapildu.

2.2.4 Enkapsiilasyon verimliligi hesaplama

Formiilasyonun enkapstilasyon verimliligi hesaplanirken, 0,01
mg/uLkonsantrasyounda alg sollisyonu hazirlandi. Hazirlanan alg soliisyonu ve
lipozom 1:1 (V:V) oraninda kanistirilarak vortex islemi yapildi. Hazirlanan
formiilasyonda enkapsiile olmayan kismin 3000 rpm, 4°C’de 1 saat boyunca
santrifiijde ¢oktiiriilmesi saglandi. Siipernatant alinarak ¢okelmis olan enkapsiile
olmayan kisim etiivde 99°C'de kurutuldu. Kurutulduktan sonra kalan kisim tartildi.
Tartimlar iizerinden enkapsiilasyon verimlili§inin hesaplanmasi i¢in Denklem 1

(Baranauskaite ve dig., 2018)’de belirtilen formiiller kullanildu.

M1 - M2

W1 >x 100 (1)

Enkapsiilasyon Verimliligi(%) = <
M, = Tartilan alg ekstresinin agirligi, M, = Kurutulmus, enkapsiile edilmeyen kismin
agirlig

2.2.5 Total fenolik madde (TPC) tayini

Total fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak gallik asit esdegeri
olarak hesaplanmistir. Bu deger gallik asit kalibrasyon egrisi (Sekil 2.4) iizerinden

elde edilmistir.
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Gallik asit kalibrasyon egrisi
2,994

3,000 -

2,500
y =129,56x + 0,1355

R2 =0,99137
- 2,000
c
©
2
3
2 1,500
<
1,000
0,500
0
0,000 &
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 2.4 : Gallik asit kalibrasyon egrisi

Oncelikle gallik asit egrisi hesaplandi. Egriyi elde etmek icin ise dnce %80 etanol
icerisinde 125 ppm gallik asit stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢dzeltiden 2,5
ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm ve 25 ppm konsantrasyonlar hazirlanmistir.
Hazirlanan farkli konsantrasyonlarin her birinin tizerine, %10 luk 2N Folin-Ciocalteu
belirtecinden 2,5 mL eklendi. 10 dk bekleme siiresinden sonra her birine %20'lik
Na,COj’den S'er mL eklendi. Ardindan her biri steril ultra saf su ile 10'ar mL’ye
tamamlandi. Hazirlanan konsantrasyonlar 2 saat bekletildikten sonra UV-visible
spektoskopinde 765 nm'de 6l¢iim yapildi. Kor 6rnek olarak distile su kullanildi. Elde
edilen absorbans degerleri ve konsantrasyonlar ile gallik asit kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisinden elde edilen linear denklemi y= 129.6x

+0.1355°dir.

<mgGAE> _ GAE xV x DF

TPC
M

)
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GAE (mg/mL): Standart egri denkleminden c¢ekilen x konsantrasyon degeri, V:

Etanol ekstresinin total hacmi, DF: Diliisyon faktorii, M: Etanol ekstresinin agirligi.

U. lactuca Ege ve Marmara alg ekstrelerinden farkli konsantrasyonlarda (100-200-
400-800 ug/mL) cozeltiler hazirlandi. Yine hazirlanan farkli konsantrasyonlarin her
birinin tizerine, %10 luk 2N Folin-Ciocalteu belirtecinden 2,5 mL eklendi. 10 dk
bekleme siiresinden sonra her birine %20'lik Na,COj3’den 5'er mL eklendi. Ardindan
her biri steril ultra saf su ile 10'ar mL’ye tamamlandi. Hazirlanan konsantrasyonlar 2
saat bekletildikten sonra UV-visible spektoskopinde 765 nm'de 6l¢iim yapildi. Kor
ornek olarak distile su kullanildi. Ardindan gallik asit kalibrasyon egrisinden elde
edilen denklem ve Orneklerin absorbanslari Denklem 2'de yerine koyularak TPC

degeri belirlendi.

2.2.6 Antioksidan madde kapasite tayini

Antioksidan kapasitesinin tayini i¢in DPPH radikal siipiirme aktivitesi metodu
uygulanmistir. DPPH radikal siipirme aktivitesi ekstre ve lipozomal formiilasyon

icin ayr1 metotlarla gergeklestirildi.

2.2.6.1 Ekstrenin DPPH radikal siipiirme aktivitesi

Ekstrelerin DPPH tayini i¢in Leelavathi ve Prasad (2014)'in uyguladigi yontem esas
alindi. Bu yontemde Oncelikle metanol ile 100 uM DPPH soliisyonu taze olarak
hemen deney oncesinde hazirlandi. Liyofilize U. lactuca alg ekstresinden farkli
konsantrasyonlarda (200-400-800 wg/mL) cozeltiler hazirlandi. 0,008 g liyofilize
ornek tartilarak 10 mL steril ultra distile su ile ¢ozdiiriilerek 800 wg/mL stok
konsantrasyon elde edildi. Stok soliisyon iizerinden yapilan seyreltmeler ile diger
konsantrasyonlar olusturuldu. Daha sonra 1 mL alg 6rnegi ile 1 mL DPPH soliisyonu
karistirlarak 1 saat boyunca karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
UV-vis spektrofotometre ile 517 nm'de absorbanslar1 3 tekrarli dlgiilerek Denklem 3

ile radikal siiplirme aktivitesi (%) hesaplandi:

A kontrol — Aornek

Radikal Stiptirme Aktivitesi (%) = Akontrol

]xlOO 3)
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Axontrol =Kontroliin (1 mL DPPH soliisyonu(100uM) + 1 mL Metanol) absorbans

degeri ve Asmek= Alg 0rneginin absorbans degeri

Kontrol olarak 1 mL 100 uM DPPH soliisyonu ile 1 mL metanol karigimi kullanildi.
Askorbik asit standart bir antioksidan olarak alg Ornekleri ile karsilastirmak igin

kullanildi.

ECso degerleri Y = a * X + b dogru denklemi kullanilarak tahmin edilmistir
(Denklem 4):

EC50 = (5-b)/a 4)

a ve b degerleri Excel'de c¢izilen grafik {lizerinden hesaplanan dogru denkleminden

alinir.

2.2.6.2 Lipozomal formiilasyonun DPPH radikal siipiirme aktivitesi

Lipozomal formiilasyonun DPPH tayini i¢in Caddeo ve dig.,(2018)'nin lipozomal
formiilasyon i¢in yapmis oldugu metot kullanildi. Bunun i¢in deneyin hemen
oncesinde metanol ile 25 uM DPPH soliisyonu taze olarak hazirlandi. Liyofilize
ekstrelerden farkli konsantrasyonlar (100-200-400-800 ug/mL) olusturuldu. Ekstre
icin 0,008 g liyofilize 6rnek tartilarak 10 mL steril ultra distile su ile ¢ozdiiriilerek
800 ug/mL stok konsantrasyon elde edildi ve bu soliisyon iizerinden yapilan
seyreltmeler ile diger konsantrasyonlar olusturuldu. Ekstre yiiklii lipozom i¢in de
ayni sekilde 0,008 g liyofilize 6rnek tartilarak 10 mL lipozom soliisyonu igerisinde
vortekslenerek c¢ozdiiriilerek 800 ug/mL stok konsantrasyonu elde edildi ve bu
konsantrasyondan lipozom ile seyreltmeler yapilarak diger konsantrasyonlar
olusturuldu. 1960 uL DPPH soliisyonu (25 uM) ile 40 uL lipozomal formiilasyon
karistirilarak 30 dakika boyunca karanlikta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonrasinda UV-vis spektrofotometre ile 517 nm'de absorbanslari 3 tekrarli okutularak

denklem 3'e gore radikal siiplirme aktivitesi (%) hesaplandi.
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2.2.7 Antibakteriyel testler

2.2.7.1 Kullanilan mikroorganizmalar ve besiyerleri

Antibakteriyel etkinligin degerlendirilmesi i¢in Gram (+) bakteri modeli olarak S.
aureus ATCC 25923 ve Gram (-) bakteri modeli olarak E. coli ATCC 25922 Bursa
Teknik Universitesi arsivinden kullamldi. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve
antibakteriyel testlerin uygulanmasi i¢in Nutrient Agar (NA) ve Nutrient Broth (NB)

besiyerleri kullanildi.

2.2.7.2 Disk difiizyon testi

Disk difiizyon testi Kirby-Bauer (1966) yontemi esas alinarak gerceklestirildi. 24
saatlik bakteriler Mcfarland densitometre cihazinda (Biosan/Denib) NB besiyeri
kullanilarak, 0,5 Mcfarland degerine seyreltildi. Seyreltilen bakteri kiiltiirleri steril
ekiivyon cubuk kullanilarak NA besiyeri iizerine ekimi yapildi. Sonrasinda petri
gerekli alanlara ayrilip etiketlendirildi. Etiketlendirilmelerine gore blank ve pozitif
kontrol (oflaksasin) diski bakteri ekilen petri kaplarina yerlestirildi. Blank disklerden
biri negatif kontrol (lipozom) olarak belirlendi. Kalan blank disklere farkl
konsantrasyonlarda ekstreler damlatildi. Disklere 6rnekler 10pL hacminde yiiklendi.
Yiiklemeler tamamlandiktan sonra petriler parafilm ile sarilarak 24 saat boyunca
37°C’de inkiibe edildi. 24 saatin sonunda test maddelerinin inhibisyon zonlar

olgtildii. Disk difiizyon testi her bir bakteri ve test maddesi i¢in 2 tekrarli yapildi.

2.2.7.3 MIK ve MBK testleri

MIK, antimikrobiyal ajanmin gozle goriiliir bakteri biiyiimesini engelleyen en diisiik
konsantrasyon olarak tanimlanir. Formiilasyonun farkli konsantrasyonlar1 S.aureus
ATCC 25923’e ve E.coli ATCC 25922’ye kars: test edildi. MIK testi igin ekstre
yiiklii lipozom formiilasyonu hazirlandi. Formiilasyon i¢in dncelikle 4 mg U. lactuca
ekstresi tartildi ve 400 uL DMSO ile ¢ozdiiriildii. Hazirlanan ekstre soliisyonundan
200 uL ¢ekilerek yine 200 uL lipozom soliisyonu ile vortekslenerek formiilasyon
hazirlandi. Konsantrasyonlarin esitlenmesi i¢in ekstre soliisyonuna da 200 uL steril
ultra distile su eklendi. Oncelikle tiim kuyucuklara 100'er uL NB besiyeri eklendi. Ilk

iki (A ve B) siranin birinci kuyucuklarina ekstrenin lipozomal formiilasyonundan
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100'er uL eklenerek pipetaj yapilarak sirasiyla 9. kuyucuga kadar seyreltildi ve 9.
kuyucuktan alinan son 100 uL 6rnek atildi. Boylelikle ilk 9 kuyucukta ikiser kat
seyrelmis 6rnek eklenmis oldu. Ayni islem ekstre (C ve D sirasi), bos lipozom (E ve
F siras1) ve pozitif kontrol (oflaksasin G ve H sirasi) i¢in yapildi. 10. stitundaki
kuyucuklar biiylime kontrol, 11. siitundaki kuyucuklar negatif kontrol ve 12.
stitundaki kuyucuklar besiyeri kontrol olarak se¢ildi. Her bir grubun ilk sirasina (A,
C, E ve G) 10. kuyucuga kadar (10. kuyucuk dahil) 10’ CFU degerindeki
bakterilerden S'er uL eklendi. Kalan kuyucuklara 5'er uL besiyeri eklenerek biitiin
kuyucuklarin hacimleri esitlendi. Deneyin dizaynt Sekil 2.5'te gosterilmektedir.
Biiytimenin gozle goriilebilir olmast i¢in oflaksasin E. coli i¢in 2 ng/mL, S. aureus
icin 3,9 pg/mL konsantrasyonuna seyreltildi. MIK testi her bakteri ve test madesi

icin 2 tekrarl olarak yapilmigtir.
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Sekil 2.5 : MiK deney dizayn
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2.2.8 Orneklerin karakterizasyonunun yapilmasi

Ekstre, ekstre yliklii lipozom ve bos lipozomun morfolojik karakterizasyonu i¢in zeta
potansiyeli 0l¢limii, boyut 6l¢ctimii ve SEM goriintiisii alindi. Zeta potansiyel dl¢iimii
Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boéliimii'nde, SEM
goriintiilemesi ise Erciyes Universitesi Ilag Uygulama ve Arastirma Merkezi

(ERFARMA )'nde gerceklestirildi.

2.2.8.1 Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyelinin Ol¢iilmesi

Test maddelerinin ortalama partikiil capt DLS cihaz1 (Mastersizer 2000, Malvern
Instruments, Malvern, UK), zeta potansiyeli ise ise zeta Olgerle (Zetasizer 2000,

Malvern Instruments, Malvern, UK) tespit edildi. Her analiz en az 3 kere tekrarlandi.

2.2.8.2 Taramah elektron mikroskobu (SEM) ile goriintii analizi

Her test maddesinden 10 pL alinarak bakir grid {izerine damlatild1 ve gece boyunca
oda sicakliginda kurutuldu. Ertesi giin kuruyan orneklerin morfolojik
karakterizasyonu taramali transmisyon elektron mikroskobu (ZEISS GEMINI 500

instrument, Germany) ile yapildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Ekstre Yiikli Lipozom Formiilasyonunun Enkapsiilasyon Verimliliginin

Hesaplanmasi

Enkapsiilasyon verimliligi formiilasyonun santrifiijde 3000 rpm'de 4°C sicaklikta 1
saat boyunca enkapsiile edilmeyen kismin ¢okeltilmesi saglanarak hesaplandi.
Cokeltinin  kurutulmas1 ve tartilmasiyla enkapsiile edilmeyen kisim bulundu.
Denklem 1 kullanilarak enkapsiilasyon verimlili§i hesaplandi. Marmara ve Ege
ekstrelerinin enkapsiilasyon verimliligi sirasiyla %61,63 ve %70,73 olarak

hesaplandi1 (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 : Ekstrelerin enkapstilasyon verimliligi (%)

Ekstre Mi(g) Ma(g) Enkapsiilasyon
Verimliligi (%)
U. lactuca Marmara 0,0086 0,0033 61,63
U. lactuca Ege 0,0123 0,0036 70,73

3.2 Orneklerin Karakterizasyonunun Yapilmasi
Ekstre, ekstre yiiklii lipozom ve bos lipozomlarin karakterizasyonu icin Zeta
olgtimleri, boyut dl¢timleri yapildi ve SEM goriintiileri alindi.

Bos lipozomlarin ortalama boyutu 271,6 nm ve PDI ise 0,323 olarak bulundu. Zeta
potansiyeli -52,7 mV olarak hesaplandi (Sekil 3.2). Bos lipozomlara ait boyut
dagilimi Sekil 3.1' de gosterilmektedir.

Bos lipozomlara ait SEM goriintiileri Sekil 3.3'te goriilmektedir.
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Sekil 3.1 : Bos lipozomlarin boyut dagilimi
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Record 192: Bos Lipozom ORT 2212‘

Sekil 3.2 : Bos lipozomlarin zeta potansiyeli

zE1ss n Mag = 10.00K X EHT = 25.00 kv

GeminiSEM 500-71-08 Date :27 Dec 2022 WD = 2.8 mm

Sekil 3.3 : Bos lipozomlarin SEM goriintiisii

U. lactuca Ege ekstrelerinin ortalama boyutu 1934 nm ve PDI ise 1,000 olarak
bulunmustur. Zeta potansiyeli -7,96 mV olarak hesaplanmistir (Sekil 3.5). Ege
ekstresine ait boyut dagilim grafigi Sekil 3.4'de, SEM goriintiisii Sekil 3.6'da

goriilmektedir.
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Sekil 3.4 : Ege ekstresinin boyut dagilim1
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Record 197: Ulva Ege Extract ORT 22.12\

Sekil 3.5 : Ege ekstresinin zeta potansiyeli

N
zE1ss . Mag= 100072 F1 ErT = 25.00 KV Signal A = aSTEM1

GeminiSEM 500.71-08 | Date :27 Dec 2022 WD = 2.8 mm ESB Gridis= 433V

Sekil 3.6 : Ege ekstresinin SEM goriintiisii

Ege ekstre yiiklii lipozomun zeta potansiyeli ise -4,32 mV olarak hesapland1 (Sekil
3.7). Ege ekstre yiiklii lipozoma ait SEM goriintiisti Sekil 3.8'de goriilmektedir.
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Zeta Potential Distribution
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Record 198: Ulva Ege Formiilasyon ORT 22.12\

Sekil 3.7 : Ege ekstre yiiklii lipozomun zeta potansiyeli

v
zE1ss Mag = 10.00K X EHT = 25.00 kV. Signal A = aSTEMT
Date :27 Dec 2022 WD = 2.7 mm ESB Gridis= 433V

GeminiSEM 500-71-08

Sekil 3.8 : Ege ekstre yiiklii lipozomun SEM goriintiisii

U. lactuca Marmara ekstresinin ortalama boyutu 387,1 nm ve PDI ise 0,206 olarak
bulundu. Zeta potansiyeli -9,20 mV olarak hesaplandi (Sekil 3.9). Ekstreye ait boyut
dagilimi Sekil 3.8'de ve SEM goriintiileri Sekil 3.10'da goriilmektedir.
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Sekil 3.9 : Marmara ekstresinin boyut dagilimi
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 3.10 : Marmara ekstresinin zeta potansiyeli
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Sekil 3.11 : Marmara ekstresine ait SEM goriintiisii

Marmara ekstre yiiklii lipozomlarin ortalama boyutu 1023 nm ve PDI ise 0,371
olarak bulundu. Zeta potansiyeli ise -9,12 mV olarak hesaplandi (Sekil 3.13). Ekstre
yiiklii lipozomlara ait boyut dagilimi Sekil 3.12'de ve SEM goriintiisii Sekil 3.14'te

goriilmektedir.

Ulva Marmara Formiilasyon Boyut Dagilim Grafigi
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Sekil 3.12 : Marmara ekstre yiiklii lipozomlarin boyut dagilimi
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 3.13 : Marmara ekstre yiiklii lipozomlarin zeta potansiyeli
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Sekil 3.14 : Marmara ekstre yiiklii lipozomun SEM goriintiisii

Cizelge 3.2°de U. lactuca ekstre ve ekstre yiiklii lipozomlara ve bos lipozoma ait
ortalama boyut, polidispersite indeksi ve =zeta potansiyellerine ait veriler

goriilmektedir.

Cizelge 3.2 : Bos lipozom, ekstre ve ekstre yiiklii lipozomlarin boyut dagilimi, zeta
potansiyeli ve polidispersite indeksleri

Ortalama Zeta Potansiyeli PDI
Boyut (nm) (mV)
Bos Lipozom 271,6 -52.7 0,323
Marmara Ekstresi 387,1 -9,20 0,206
Marmara EkstreY1iklii Lipozom 1023 -9,12 0,371
Ege Ekstresi 1934 -7,96 1,000
Ege Ekstre Yiiklii Lipozom NA -1,32 NA

3.3 Ekstrelerin Toplam Fenolik Iceriginin Belirlenmesi

TPC miktar1 belirlenirken reaktifteki molibden merkezi, mavi bir renk iiretmek icin

bir antioksidan ile donanmis Mo (VI)'dan Mo (V)'ye indirgenir. U. lactuca Marmara
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ve Ege alg ekstrelerinin TPC'sine ait renk degisimleri Sekil 3.15 ve Sekil 3.16'da

goriilmektedir.

Sekil 3.16 : Ulva lactuca Ege alg materyalinin TPC'sine ait renk degisimi

TPC miktarinin  belirlenmesi  i¢in  ekstrelerden  100-200-400-800 ug/mL
konsantrasyonlarda soliisyonlar hazirlandi. iki ekstreye ait her konsantrasyonun
TPC'si ¢izelge 3.3'de goriilmektedir. Bu sonuglara gore Ege'ye ait ekstrenin TPC
miktart Marmara'ya ait ekstresnin TPC miktarindan daha yiiksektir. Boisvert ve dig.
(2015) U. lactuca ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonunda TPC miktarimi 6,9 mg
GAE/g olarak hesaplamistir. Farvin ve dig. (2019) U. lactuca etanolik (%50)
ekstresinin TPC miktarmi 6,6 mg GAE/g olarak bildirmiglerdir. Bu verilerle
karsilastirildiginda su an ki ¢alismada U. lactuca etanolik ekstresinin 100 pg/mL
konsantrasyonunda 6zellikle Ege 6rneginin TPC miktar1 daha yiiksek bulunurken

Marmara 6rnegi bu degerlerle paraleldir.

50



Cizelge 3.3 : Ulva lactuca Marmara ve Ege alg ekstrelerine ait TPC (mg GAE/g)
degerleri

Ekstre TPC (mgGAE/g)
Konsantrayon (ng/mL)
100 200 400 800
Marmara 5.306 6.917 8.022 6.698
Ege 7.5 9.16 10.26 8.79

3.4 Ekstre Ve Ekstre Yiiklii Lipozom Formiilasyonunun DPPH Radikal

Siipiirme Aktivitesi Tayini Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Ekstrenin DPPH radikal siipiirme aktivitesi ile antioksidan kapasitesinin
belirlenebilmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda (200-400-800 ug/mL) ekstre
sollisyonlar1 hazirland1 (Sekil 3.17). Bu soliisyonlara taze olarak hazirlanan DPPH

soliisyonundan eklenerek 1 saat boyunca karanlikta inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.17 : DPPH radikali eklenmeden 6nce ekstrelerin goriiniimii

DPPH metodunda koyu mor renkli DPPH soliisyonu eklenen ekstrelerin radikali
indirgemesiyle birlikte rengini agik sar1 renge doniistiirmesi beklenmektedir.
Marmara ve Ege ekstrelerinin radikali indirgeme yetenekleri Oncelikle renk
degisimlerine bakilarak saptandi. Sekil 3.18'de arka sirada Ege 6n sirada Marmara
orneklerinin renk degisimleri goriilmektedir. Buna gore oOzellikle 800 pg/mL
konsantrasyonda U. lactuca Marmara ekstresinin ayni konsantrasyondaki Ege
ekstresine kiyasla daha fazla indirgemeye sebep oldugu daha agik sari renge

donmesiyle aciklanabilir (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19 : Inkiibasyon siiresi sonunda Ulva lactuca Marmara ve Ege ekstrelerinin
kontrol ile karsilastirilmast

Inkiibasyon siiresi sonunda bu konsantrasyonlarm her birinin UV-vis
spektrofotometre ile 517 nm dalga boyunda 3'er tekrarli dlgiimleri yapildi. Olgiimler
sonucu elde edilen absorbans degerleri Denklem 2'de yerlerine yazilarak orneklerin
DPPH radikal siiplirme aktivitesi (%) hesaplandi. Konsantrasyonlara ait
%inhibisyon degerleri Sekil 3.20'de belirtilmistir. U. lactuca Marmara ekstresinin
200 pg/mL, 400 pg/mL ve 800 pg/mL konsantrasyonlarin radikal siiplirme
aktiviteleri (%) sirasiyla 27,42, 56,14 ve 74,76 olarak hesaplandi. U. lactuca Ege
ekstresinin ise 200 pg/mL, 400 pg/mL ve 800 pg/mL konsantrasyonlariin radikal
stipiirme aktiviteleri (%) sirasiyla 15,23, 30,20 ve 47,26 olarak hesaplandi. Khairy ve
El-Sheikh (2015) U. lactuca ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonunda %33'liik
DPPH radikal siiplirme aktivitesi bildirmistir. Boisvert ve dig. (2015) ise U. lactuca
etanol ekstresinin 100 pg/mL konsantrasyonunda DPPH radikal siipiirme aktivitesini
%352 olarak bulmuslardir. Bu ¢aligmalarla karsilastirildiginda mevcut ¢alismada hem
Marmara hem de Ege ekstrelerinin DPPH radikal temizleme aktiviteleri diigiik

bulunmustur.

Elde edilen sonuglardan yola ¢ikilarak ayrica Excel {izerinde x(6zlit konsantrasyonu),

y (DPPH inhibisyonu (%)) grafigini c¢izildi ve veriler diiz bir ¢izgiyle (dogrusal
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regresyon) sigdirildi. Buradan elde edilen a * X + b denklemi yardimiyla, Denklem

3'te veriler yerine koyularak ECsy degerleri hesaplandi.

U. lactuca Marmara ekstresi, U. lactuca Ege Denizi ekstresi ve standart bir
antioksidan olan askorbik asite ait ECso degerleri sirasiyla 429,21 ug/mL, 834,29
ug/mL ve 14,29 ug/mL olarak hesaplandi. Ekstreler ve askorbik asite ait ECs
degerleri Sekil 3.21'de gosterilmistir. Bu verilere gore U. lactuca Marmara ekstresi
Ege ekstresine kiyasla daha etkili radikal siipiirme aktivitesine sahiptir. Bununla
birlikte her iki ekstre de standart bir antioksidan olan askorbik asit kadar etkili
radikal siipiirme aktivitesine sahip degildir. Farvin ve dig. (2019) yaptiklarn
calismada U. lactuca etanolik ekstresinin (%50) ECsp degerini 1,428 mg/mL
konsantrasyonu olarak ifade etmislerdir. Alagan ve dig. (2017) ise U. lactuca
metanol ekstresinde ECsy degerini 81,36 pg/mL olarak hesaplamislardir. Bu
sonuclarla karsilastirildiginda mevcut ¢aligmadaki verilerin bu Farvin ve dig.(2019)
elde ettikleri sonuctan daha etkili ve Alagan ve dig.(2017) yaptiklar1 ¢alismaya
kiyasla daha etkisiz bulundu.

DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi
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Sekil 3.20 : Ulva lactuca Marmara ve Ege ekstrelerin Radikal Siipirme Aktivitesi
(%)
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Sekil 3.21 : Ulva lactuca Marmara ve Ege ekstrelerinin ECs degerleri

Ayrica ekstrelerin lipozom formiilasyonu ile birlikte antioksidan etkiye negatif yonde
etki edip etmediginin saptanabilmesi i¢in farkli bir prosediirle ekstre ve ekstre yiiklii
lipozomun DPPH radikal siipiirme aktivitesi (%) hesaplandi. Bunun igin ekstre ve
ekstre yiiklii lipozomlarin farkli konsantrasyonlarda (200-400-800 pg/mL)
soliisyonlart1 hazirlandi. Her bir ekstre ve ekstre yiikli lipozom UV-vis
spektrofotometre ile 517 nm dalga boyunda 3'er tekrarli olarak Ol¢limleri yapildi.
Olgiilen absorbans degerleri ile Denklem 2 iizerinden % Inhibisyon degerleri
hesaplandi. Ekstre ve ekstre yiiklii lipozom %inhibisyon degerleri Cizelge 3.3'te
gosterilmistir. U. lactuca ekstrelerine ait lipozom fromiilasyonu ig¢in literatiirde
DPPH radikal siipiirme aktivitesi tayini ¢alismasi bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin
sonuclarina gore, lipozom formiilasyonuna dahil oldugunda ekstrenin antioksidan
etkisinde kayda deger bir kayip goriilmemektedir. Bununla birlikte doz azaldiginda
Marmara ve Ege'ye ait ekstrelerin antioksidan seviyesi arasinda c¢ok biiyiik
miktarlarda fark goriilmemektedir. Bu verilere gore lipozomal sistemle gelistirilen
terapotik maddelerin antioksidan etkilerinin azalmadan korundugu sonucuna

varilmaktadir.
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Cizelge 3.4 : Ekstre ve ekstre yiiklii lipozomlarin % inhibisyon degerleri

Konsantrasyon (ng/mL)

200 400 800
Marmara Ekstre 38,96 38,96 39,98
g» = Formiilasyon 34,17 36,72 39,37
E )é'jo Ege Ekstre 37,95 38,75 38,96
X Formiilasyon 33,06 36,32 38,96

3.5 Ekstre Ve Ekstre Yiiklii Lipozom Formiilasyonunun Antibakteriyel

Etkinliginin Belirlenmesi

Ekstre ve ekstre yiiklii lipozom formiilasyonunun antibakteriyel -etkinliginin
belirlenebilmesi igin dncelikle disk difiizyon testi, ardindan sirasiyla MiK ve MBK
testleri yapildi. Her test grubu i¢in mikroorganizma modeli olarak S. aureus ATCC

25923 ve E. coli ATCC 25922 bakterileri lizerinden degerlendirme yapildu.

3.5.1 Disk difiizyon testi ile inhibisyon ¢apinin belirlenmesi

Marmara ve Ege Denizi'nden toplanan U. lactuca alg materyallerinin ekstre ve ekstre
yiikli lipozom konsantrasyonlari 0,005 mg/uL olarak hazirlandi. Bu orneklere ait
karsilagtirmali  disk diflizyon test sonuclar1 Sekil 3.22 ve Sekil 3.23'de
gosterilmektedir. Bu sonuglara goére U. lactuca alg ekstre ve ekstre yiikli
lipozomlarimin inhibisyon ¢aplar1 ¢izelge 3.5’te verilmistir. Yaklasik olarak disk ¢ap1
kadar mikroorganizma {iiremesinin inhibe edildigi bulundu. Literatiirdeki disk
diflizyon c¢alismalarina kiyasla ¢aligmadaki ekstre ve ektre yiiklii lipozomlarin etkili
antibakteriyel etki gdstermedigi bulundu. Yine de daha net bir sonug¢ icin broth

diliisyon yontemi ile de antibakteriyel etki degerlendirilmesi yapildi.
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Cizelge 3.5 : Ekstre ve ekstre yiiklii lipozomlarin inhibisyon ¢aplari

inhibisyon Cap1 (mm)

E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923

1.Tekrar 2.Tekrar 1.Tekrar 2.Tekrar

Bos lipozom NA NA NA NA
Marmara Ekstresi 8 8 8 8
Marmara Ekstre Yiiklii Lipozom 8 8 8 8
Ege Ekstresi 8 8 8 8
Ege Ekstre Yiiklii Lipozom 8 8 8 8
Pozitif kontrol (Oflaksasin) 26 25 32 32

Sekil 3.22 : Marmara ekstresinin E. coli ATCC 25922 (a) ve S. aureus ATCC
25923(b)'a kars1 disk difiizyon test sonuglari

Sekil 3.23 : Ege ekstresinin E. coli ATCC 25922 (a) ve S. aureus ATCC 25923 (b)'a
kars1 disk difiizyon test sonuglari
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Abdel-Khaliq ve dig. (2014) U. lactuca etanolik (%70) ekstresinde S. aureus
bakterisine karst 22 mm ve E. coli bakterisine karst 20 mm inhibisyon ¢api
hesaplamigtir. Alagan ve dig. (2017) U. lactuca metanol ekstresinin E. coli
bakterisine kars1 10 ve S. aureus bakterisi icin 13 mm inhibisyon ¢ap1 belrilemistir.
Kandhasamy ve Aranculam (2008) ise yaptiklari ¢alismada U. lactuca tiiriiniin
metanol ekstresinin S. aureus bakterisine kars1 17 mm inhibisyon ¢ap1 sergiledigini
ve E. coli bakterisi karsisina ise hi¢ etkisi olmadigi belirtilmistir. Tiim bu ¢aligmalar
ayni bakteri tilirlerine karsi oldukga farkli sonuglar sergilendigini gdstermektedir.
Mevcut calismada hem E. coli ATCC 25922 hem de S. aureus ATCC 25923
bakterileri i¢cin 8 mm inhibisyon ¢ap1 belirlendi. Tiiney ve dig. (2006) taze alg
ekstrelerinin kurutulmus alg ekstrelerine kiyasla ¢alismadaki patojenlerde daha etkili
oldugunu bildirmistir. Yapilan esktraksiyon metodu, drneklerin taze olup olmamasi
veya alglerin toplandigi mevsim alglerin etkinligi iizerinde etkiye sahip olabilir

(Khairy ve El-Sheikh, 2015).

3.5.2 Sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK ve MBK degerlerinin saptanmasi

MIK testi icin 0,01 mg/uL konsantrasyonunda ekstre soliisyonu elde edildi. Bu
solisyondan 500 uL ¢ekilip tlizerine 500 uL lipozom eklenerek vortex islemiyle
ekstre yiiklii lipozom elde edildi. Konsantrasyonlari esitlemek i¢in baslangictaki
ekstre solliisyonuna 500 uL steril ultra distile su eklendi. Boylelikle ilk
kuyucuklardaki madde konsantrasyonlar: hem ekstre hem de ekstre yiiklii lipozom
formiilasyonunun konsantrasyonlari 2500 pg/mL olarak hesaplandi. Ik kuyucuktan
9. kuyucuga kadar baslangi¢ konsantrasyonu her kuyucukta yar1 yariya seyreltilerek

ekstrelere ait MiK degeri belirlenmeye ¢aligildi.

MIK deneyinde, meydana gelen bulaniklik gozle tayin edilerek bir tahmin yiiriitiildii.
Daha sonra net sonucu gorebilmek i¢in mikroplaka okuyucuda kuyucuklarin

absorbans1 okutuldu.

Sekil 3.24'de U. lactuca Marmara ekstresinin E. coli ATCC 25922'ye karst MIK test
sonucu gorlilmektedir. Go6z ile bulaniklik ve iiremeye dayali yapilan ilk
degerlendirme sonucunda Marmara &rnegine ait lipozomal formiilsyonun MIK
degeri A2 numarali kuyucuk olarak goriilmekte ve A3 numarali kuyucuk itibariyle

gdzle goriiliir biiyiime mevcuttur. Ekstreye ait MIK degeri ise C1 numarali kuyucuk
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olarak belirlendi ve C2 numarali kuyucuk dahil olmak {izere sonraki kuyucuklarda
gozle goriiliir bliylime goriilmektedir. Pozitif kontrol oflaksasinin E. coli ATCC

25922'ye karst MIK degeri ise G5 numaral1 kuyucuk olarak belirlendi.

Ik
bulaniklik
gozlenen
kuyucuklar

Ekstre
MIK degeri (1.
kuyucuk - C1)

Ekstre +
Lipozom .
MIK degeri (2. » O S0 S 9% K S oL
kuyucuk - A2) S ey L A L. KR A

e — | - — TR

’ > B .
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N
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™~

Sekil 3.24 : Marmara ekstresinin E. coli ATCC 25922'ye kars1 MIK testi
Sekil 3.25'de U. lactuca Marmara ekstresinin S. aureus ATCC 25923'e kars1 MIK
test sonucu goriilmektedir. G6z ile bulaniklik ve ilireme ye dayali yapilan ilk
degerlendirme sonucunda Marmara &rnedine ait lipozomal formiilasyonun MIK
degeri A1 numaral kuyucuk olarak goriilmekte ve A2 numaral kuyucuk itibariyle
gozle goriiliir bulaniklik mevcuttur. Ekstreye ait MIK degeri ise C1 numaral
kuyucuk olarak belirlendi ve C2 numarali kuyucuk itibariyle gézle goriiliir bulaniklik

mevcuttur. Pozitif kontrol ise G2 numarali kuyucuk olarak belirlendi.

flk bulaniklik [P K8
gozlenen
kuyucukla

Ekstre
MIK degeri (1.
kuyucuk - C1)

Ekstre + Lipozom
MIK degeri (1.
kuyucuk - A1)

Sekil 3.25 : Marmara ekstresinin S. aureus ATCC 26923'e kars1 MiK testi

Sekil 3.26'da U. lactuca Ege ekstresinin E. coli ATCC 25922'ye karsi MIK test

sonucu gorlilmektedir. Go6z ile bulaniklik ve iiremeye dayali yapilan ilk
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degerlendirme sonucunda Ege drnegine ait lipozomal formiilsyonun MIK degeri A2
numarali kuyucuk olarak goriilmekte ve A3 numarali kuyucuk itibariyle bulaniklik
gozlenmektedir. Ekstreye ait MIK degeri ise C1 numarali kuyucuk olarak belirlendi
ve C2 numarali kuyucuk itibariyle bulaniklik gézlenmektedir. Pozitif kontrol ise G5

numarali kuyucuk olarak belirlendi.

\\\\\\\\\\\

Ekstre
MIK degeri - C1

Tk bulaniklik
goriilen
kuyucuklar

Sekil 3.26 : Ege ekstresinin E. coli ATCC 26922'ye karst MiK testi

Sekil 3.27'de U. lactuca Ege ekstresinin S. aureus ATCC 25923'e kars1 MIK test
sonucu goriilmektedir. Go6z ile bulamiklik ve {ireme ye dayali yapilan ilk
degerlendirme sonucunda Ege drnegine ait lipozomal formiilasyonun MIK degeri Al
numarali kuyucuk olarak goriilmekte ve A2 numarali kuyucuktan itibaren bulaniklik
gbzlenmektedir. Ekstreye ait MIK degeri ise C1 numarali kuyucuk olarak belirlendi
ve C2 numarali kuyucuktan itibaren bulaniklik oldugu goriilmektedir. Pozitif kontrol

ise G2 numarali kuyucuk olarak belirlendi.
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Sekil 3.27 : Ege ekstresinin S. aureus ATCC 26923'e kars1 MIK testi

Tiim bu sonuglara gore her bir ekstreye ait MIK ve MBK degerleri hesaplandi
(Cizelge 3.6). MIK degerleri karsilastirildiginda hem Marmara hem de Ege ekstre
yiiklii lipozomlarm MIK degerleri 1250 pg/mL ile ekstrelerin MIK degerlerinden
daha diisiiktiir. Burada lipozom formiilasyonu ile daha etkili antibakteriyel sonug
alindig1 kanitlandi. Ayrica her iki denize ait 6rnek de E. coli ATCC 25922 susuna
kars1 daha etkilidir.

Cizelge 3.6 : Ekstre ve ekstre yiiklii lipozomlar MIK ve MBK degerleri

. MBK degerleri
MIK degerleri (ng/mL)
(ng/mL)
E. coli S. aureus E. coli S. aureus
ATCC ATCC ATCC ATCC
EKSTRE 25922 25923 25922 25923
Ekstre +
1250 2500 2500 >2500
Marmara Lipozom
Ekstre 2500 2500 >2500 >2500
Ekstre +
1250 2500 2500 >2500
Ege Lipozom
Ekstre 2500 2500 >2500 >2500

Boisvert ve dig. (2015) U. lactuca etanolik ekstresini 500 pg/mL konsantrasyonunda
E. coli i¢in %69,5 ile inhibisyonunu bildirmistir. Alagan ve dig. (2017) ise S. aureus
ve E. coli bakterileri icin MIK degerlerini siras1 ile 250 pg/mL ve 500 pg/mL olarak

bulmustur. Mevcut ¢aligmamizda ise hem marmara hem de Ege ekstrelerinin S.
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aureus ATCC 25923 ve E. coli ATCC 25922 igin MIK degerleri 2500 pg/mL olarak
hesaplandi. Her iki 6rnegin de lipozomal formiilasyonlar1 ekstrelere kiyasla 1250
pg/mL konsantrasyonla S. aureus ATCC 25923 ve E. coli ATCC 25922 i¢in daha
etkilidir. Daha Once bahsedilen literatiir ¢alismalarina kiyasla ise daha az etkili

oldugu goriildii.

Test maddelerinin bakterilerin gelisimini engelledigi (>%90) MIK degerlerinin
belirlenmesinin ardindan MBK (>%99.9) degetleri bulundu. Bunun i¢in secilen MiK
degerlerinin iizerinde olan konsantrasyonlar NA plakalara yayma ekim yontemi ile
ekildi. Ekimin ardindan 24 saat sonra NA plakalarda koloni olusup olusmadig:
belirlendi. Buna gore E.coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923 i¢in ekstre ve
ekstre yiiklii lipozomdan MIK iizeri kuyucuklar ve bulaniklig1 dogrulamak amaciyla

MIK degerininin altindaki 2 kuyucuktan da ekim yapildi.

U. lactuca Marmara alg ekstre yiiklii lipozomun E.coli ATCC 25922'ye kars1i MIK
degeri A2 kuyucuguydu. A1-A2-A3-A4 kuyucuklarindan ekim yapildi. Sonuglar
Sekil 3.28'de goriilmektedir. Sonuglara gore A1 numarali kuyucuktan yapilan ekim
sonucunda iireme olmadigi ve A2 kuyucugunda koloniler halinde {iremeler
goriilmektedir. Buna gore Marmara ekstre yiiklii lipozomun E.coli ATCC 25922'ye
kars1 MBK degeri A1 kuyucugu yani 2500 ug/mL'dir.

Sekil 3.28 : Marmara ekstre yiiklii lipozomun E. coli ATCC 25922'ye kars1t MBK
sonuglari; Al kuyucugundan ekilen petri (a), A2 kuyucugundan ekilen petri (b), A3
kuyucugundan ekilen petri (¢) ve A4 kuyucugundan ekilen petri (d)

Ekstre i¢in ise C1 kuyucugunda tek koloni halinde iireme goriilmektedir (Sekil 3.29).
Ekstre icin MBK degeri 2500 ug/mL iizerindedir.
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Sekil 3.29 : Marmara ekstresinin E. coli ATCC 25922'ye kars1t MBK sonuglari; C1
kuyucugundan ekilen petri (a), C2 kuyucugundan ekilen petri (b), C3 kuyucugundan
ekilen petri (c) ve C4 kuyucugundan ekilen petri (d)

U. lactuca Marmara alg ekstre ve ekstre yiiklii lipozom formiilasyonlarinin S. aureus
ATCC 25923'e karst MBK sonuglar1 Sekil 3.30 ve Sekil 3.31'de goriilmektedir. Bu
sonuclara gore ekstre yiiklii lipozomda Al numarali kuyucukta tek koloni halinde
ireme goriilmekte ve A2-A3-A4 numarali kuyucuklarda ise yayilmis bir ilireme
gorlilmektedir (Sekil 3.30). Buna gére Marmara ekstre yiiklii lipozomun MBK degeri
2500 wg/mL'nin iizerindedir.

Sekil 3.30 : Marmara ekstre yiikli lipozomun S. aureus ATCC 25923'e kars1t MBK
sonuglari; Al kuyucugundan ekilen petri (a), A2 kuyucugundan ekilen petri (b), A3
kuyucugundan ekilen petri (¢) ve A4 kuyucugundan ekilen petri (d)

Marmara'ya ait alg ekstresinde (Sekil 3.31) ise Cl kuyucugunda koloni halinde
iiremeler goriilmektedir. Bu sonuca gore Marmara ekstresinin S. aureus ATCC

25923'e karst MBK degeri 2500 ug/mL'nin lizerindedir.
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Sekil 3.31 : Marmara ekstresinin S. aureus ATCC 25923'e karsit MBK sonuglart; C1
kuyucugundan ekilen petri (a), C2 kuyucugundan ekilen petri (b), C3 kuyucugundan
ekilen petri (c) ve C4 kuyucugundan ekilen petri (d)

U. lactuca Ege'ye ait ekstre ve ekstre yiiklii lipozom formiilasyonlarinin E. coli
ATCC 25922'ye karst MBK sonuglart Sekil 3.32 ve Sekil 3.33'de goriilmektedir. Bu
sonuglara gore ekstre yiiklii lipozomun Al kuyucugunda lireme goriilmemekte, A2
kuyucugunda koloniler halinde ve A3-A4 kuyucuklarinda yayilmis halde iireme
gorlilmektedir (Seki 13.32). Buna gore U. lactuca Ege ekstre yiikli E. coli ATCC
25922'ye karst MBK degeri 2500 pug/mL'dir.

Sekil 3.32 : Ege ekstre yiiklii lipozomun E. coli ATCC 25922'ye karst1 MBK
sonuglari; Al kuyucugundan ekilen petri (a), A2 kuyucugundan ekilen petri (b), A3
kuyucugundan ekilen petri (¢) ve A4 kuyucugundan ekilen petri (d)

U. lactuca Ege ekstresinin E.coli ATCC 25922'ye karst MBK sonuglarina gore C1
kuyucugunda 8 adet koloni halinde ilireme, C2 kuyucugunda ¢ok sayida koloni

iiremesi ve C3-C4 kuyucuklarinda yayilmis halde tiremeler goriilmektedir (Sekil
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3.33). Bu sonuca gore Ege ekstresinin E. coli ATCC 25922'ye karst MBK degeri
2500 wg/mL'nin iizerindedir.

Sekil 3.33 : Ege ekstresinin E. coli ATCC 25922'ye karst MBK sonuclari; C1
kuyucugundan ekilen petri (a), C2 kuyucugundan ekilen petri (b), C3 kuyucugundan
ekilen petri (c) ve C4 kuyucugundan ekilen petri (d)

U. lactuca Ege'ye ait ekstre ve ekstre yiiklii lipozom formiilasyonunun S. aureus
ATCC 25923'e karst MBK sonuglart Sekil 3.34 ve 3.35'te gosterilmistir. U. lactuca
Ege ekstre yiiklii lipozomun A1l kuyucugunda tek koloni liremesi ve A2-A3-A4
kuyucuklarinda ise yayilmis sekilde iiremeler goriilmektedir (Sekil 3.34). Buna gore
Ege'ye ait ekstre yiiklii lipozomun S. aureus ATCC 25923'e kars1 MBK degeri 2500
ug/mL {izerindedir.

Sekil 3.34 : Ege ekstre yiklii lipozomun S. aureus ATCC 25923'e karsi MBK
sonuglari; Al kuyucugundan ekilen petri (a), A2 kuyucugundan ekilen petri (b), A3
kuyucugundan ekilen petri (¢) ve A4 kuyucugundan ekilen petri (d)

64



U. lactuca Ege ekstresinin S. aureus ATCC 25923'e kars1 C1 kuyucugunda biiyilik
koloni iiremeleri ve C2-C3-C4 kuyucuklarinda ise yayilmis sekilde iiremeler
gorlilmektedir (Sekil 3.35). Buna gore Ege ekstresinin S. aureus ATCC 25923'e karst
MBK degeri 2500 wg/mL’nin iizerindedir.

Sekil 3.35 : Ege ekstresinin S. aureus ATCC 25923'e karsi MBK sonuglart; C1
kuyucugundan ekilen petri (a), C2 kuyucugundan ekilen petri (b), C3 kuyucugundan
ekilen petri (c) ve C4 kuyucugundan ekilen petri (d)

MBK sonuglarina gore her bir 6rnek icin MBK degeri MiK degerinden yaklasik iki
kat daha fazla bulundu. Ayrica MBK degerleri MiK degerleri ile paralellik gosterdi.
Yani MBK degerlerinde de ekstre yiiklii lipozomlar ekstrelere gére hem E. coli
ATCC 25922 hem de S. aureus ATCC 25923 suslarina kars1 daha etkilidir. Bunun
disinda MBK sonuglarina gére hem Marmara hem de Ege ekstre yiikli lipozomlar
2500 ug/mL’lik konsantrasyonla birlikte E. coli ATCC 25922 susuna karst daha
etkilidir.
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4. SONUC VE ONERILER

Ekstre ve ekstre yiiklii lipozomlarin antioksidan aktiviteleri kiyaslandiginda
formiilasyonun antioksidan etkinin gdsterilmesinde bir engel olugturmadig: ve ekstre
ile ¢ok yakin degerlerde radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu bulundu. U.
lactuca'min Marmara ve Ege denizlerinden toplanan Orneklerinin antioksidan
aktiviteleri incelendiginde Marmara ekstresinin radikal siipiirme aktivitesi ¢ok daha
yiiksektir. Marmara ve Ege ekstrelerinin ECsy degerleri sirasiyla 429,21 ug/mL,
834,29 ug/mL olarak hesaplandi.

Antibakteriyel etkinlikte disk diflizyon testinde 0,005 mg/puL konsantrasyonunda
ekstre ve ekstre yiiklii lipozom formiilasyonu test edildiginde 8 mm inhibisyon ¢ap1
belirlendi. MIK testinde &zellikle lipozomal formiilasyonun 1250 ug/mL
konsantrasyonda E. coli ATCC 25922'ye kars1 etkili oldugu kanitlandi. Her iki
denize ait ornegin de E. coli ATCC 25922'ye kars1 2500 ug/mL konsantrasyonda
MBK olarak bulundu. Bunun disinda her iki denize ait 6rnek de S. aureus ATCC
25923'e kars1 2500 wg/mL konsantrasyonun iizerinde MBK degerine sahiptir. Sonug
olarak lipozomal formiilasyonun ekstreye kiyasla daha etkili antibakteriyel etki

gosterdigi bulundu.

Hem antioksidan hem de antibakteriyel test sonuglar1 géz 6ntine alindiginda lipozom
formiilasyonunun biyouyumlu, biyobozunur olmasi ve toksik olmamasinin yani sira
ekstrenin antioksidan 6zelligini korudugunu ve antibakteriyel etkinligini koruyarak
terapotik etkinligini artirdigi  kanitlandi.  Tez c¢alismasinin sonuglarina gore
lipozomal formiilasyonun U. lactuca tiirlinden antibakteriyel ve antioksidan {iriin

gelistirme amagli tercih edilebilecegi on goriilmektedir.
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