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OZET

Siyanobakteriler prokaryotik canlilar olup farkli habitatlarda yasayabilen ve c¢esitli kimyasal
bilesiklere sahip olan fotosentetik organizmalardan biridir. Fikobiliproteinler, siyanobakteriler ve
Okaryotik alglerden iiretilen, dogal olarak yiiksek floresan 6zelliklerine sahip, suda ¢o6ziiniir ve 151k
enerjisini absorblayan proteinlerdir. Fikoeritrin; kirmizi renkli fikobiliproteinler, fikosiyanin ise
mavi renkli fikobiliproteinler olarak isimlendirilmektedir. Bu c¢alismada daha 6nceden izolasyonu
yapilarak kiiltiir koleksiyonumuza eklenmis olan, yiliksek miktarda fikoeritrin iceren siyanobakteri
tiriinden fikoeritrin ekstraksiyonu yapilarak, kromatografik tekniklerle kismi saflastirilmasi
yapilmustir. Cernek Goli'nden izole edilen koyu kirmizi kahve renkli filamentli siyanobakterinin
(izolat C32) 16S rRNA ITS sekans analizi sonucunda Leptolyngbya compacta ile % 99,23 benzerlik
gosterdigi bilinen tiir bu ¢alismada kullanilmistir. Bu siyanobakteri BG11 besi ortaminda gelistirilerek
elde edilen biyokiitle fikoeritrin ekstraksiyonu i¢in kullamilmustir. Biyokiitle 0,1 M Tris HCI (pH:
8,5) icinde dondurup ¢ézme metodu ile ekstrakte edilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi (0-20, 20-
65) ile fikoeritrin kismi olarak saflastirilmigtir. DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi sonrasi
elde edilen fraksiyonlarin antioksidan aktivitesi ve mikroorganizmalar {izerine antimikrobiyal
aktivitesi Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) yontemleri kullanilarak belirlenmistir.
Antimikrobiyal aktivite deneyleri sonucunda saf fikoeritrinin Gram (+) mikroorganizmalar {izerine
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Saflastirilan C-FE’nin biyolojik aktivite arastirmasi kapsaminda,
ABTS" katyonik radikali séniimleme aktivitesi, Fe** indirgeme giicii, Cu®" indirgeme giicii
arastirilmigtir. Saflastirdigimiz fikoeritrinin antioksidan kapasitesinin diisiik oldugu bulunmustur. Bu
caliyma Amasya Universitesi FMB-BAP 20-0469 kodlu BAP projesi tarafindan desteklenmistir.

Sayfa Adedi :68
Anahtar Kelimeler : Siyanobakteri, Fikoeritrin, Biyolojik aktivite
Danigsman : Prof. Dr. Vahit KONAR



PURIFICATION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF PHECOERRITHIR FROM
CYANOBACTERIA
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ABSTRACT

Cyanobacteria are prokaryotic creatures and are one of the photosynthetic organisms that can live in
different habitats and have various chemical compounds. Phycobiliproteins are water-soluble, light
energy absorbing proteins with naturally high fluorescent properties produced from cyanobacteria
and eukaryotic algae. Phycoerythrin; red colored phycobiliproteins and phycocyanin are named as
blue colored phycobiliproteins. In this study, phycoerythrin was extracted from a cyanobacteria
species containing high amounts of phycoerythrin, which was previously isolated and added to our
culture collection, and it was partially purified by chromatographic techniques. The species known
to show 99.23% similarity with Leptolyngbya compacta as a result of 16S rRNA ITS sequence
analysis of dark red-brown filamentous cyanobacteria (isolate C32) isolated from Lake Cernek was
used in this study. The biomass obtained by growing this cyanobacteria in BG11 broth was used for
the extraction of phycoerythrin. The biomass was extracted by freeze-thaw method in 0.1 M Tris
HCI (pH: 8.5). Phycoerythrin was partially purified by ammonium sulfate precipitation (0-20, 20-
65). Antioxidant activity and antimicrobial activity on microorganisms of the fractions obtained after
DEAE-cellulose ion exchange chromatography were determined using Minimum Inhibition
Concentration (MIC) methods. As a result of antimicrobial activity experiments, it was observed that
pure phycoerythrin was more effective on Gram (+) microorganisms. Within the scope of the
biological activity research of the purified C-FE, ABTS" cationic radical quenching activity, Fe**
reducing power, Cu?* reducing power were investigated. The antioxidant capacity of the purified
phycoerythrin was found to be low. This work was supported by the Amasya University FMB-BAP
20-0469 BAP project.
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1. GIRIS

Siyanobakteriler yeryliziindeki oksijen {iireten en eski fotoototroflardir (Sekil 1.1).
Yasayabilmeleri i¢in gereksinim duyduklart maddeler su, COz, inorganik bilesikler ve 1giktir.
Fotosentez yolu ile enerji elde ederler. Ancak bazi tiirleri hi¢ fotosentez yapmaksizin
kemoheterotrof olarak karanlikta uzun siire yasayabilmektedir (Mur, Skulberg ve Utkilen,
1999).

)
i

Sekil 1.1. Siyanobakterilerin yapisi

Siyanobakterilerde prokaryotik yapisinda bulunan C-fikosiyanin adinda mavi renkli bir
pigment klorofil pigmentiyle birlikte yer almaktadir. Siyanobakterideki bu pigmentten
dolayr mavi-yesil olarak goriildiigli icin ilk zamanlar bu canlilara mavi-yesil algler
denilmigtir (Palinska ve Surosz, 2014). Siyanobakteriler igerdikleri pigmentler nedeniyle
siiflandirma da mavi-yesil algler olarak adlandirilsalar da kahverengi, sar1 veya kirmizi
olabilmektedir. Bunun yaninda fikoeritrin, asta-ksantin, ksantofil ve [-karoten
siyanobakterilerin icerdikleri onemli pigmentlerdir. Siyanobakteriler prokaryot yapida
olmalar1 ile alglerden ayrilirlar. Alg olmadig anlasilinca dkaryotik alglerle birlikte oldugu
siiflandirilmadan ¢ikarilarak yeni sistemde artik bakteri olarak kabul gérmiistiir (Eriksen,

2008; Meinesz ve Tarhan, 2010; Whitton ve Potts 2000).

Siyanobakterilerin en 6nemli 6zelliklerinden biri de azotu fikse etmeleridir. Yaklasik 70°den

fazla tiiriin, azotu fikse ettikleri bilinmektedir (Whitton ve Potts, 2012). Siyanobakterilerin



yapisal ozelligi itibariyle karbondioksiti karbon kaynagi, giines 15181 elektron kaynagi

olarak kullanarak karbonhidrata ¢evirirler ve bu sekilde besin tiretmis olurlar.

Siyanobakterilerin hizli bir sekilde biiyiiyerek kiimelenmesi bloom olarak adlandirilir. Sucul
ortamdaki azot ve fosfor oran1 yiiksek oldugu zaman bu kiimelenmeler 6trofikasyona sebep
olabilmektedir. Tatli sulardaki otrofikasyon, ozellikle igme suyu olarak kullanilan su
kaynaklarinda, siyanobakteri yogunlugunun artmasi sonucu sudaki oksijen seviyesini
diisiirerek su kalitesini olumsuz bir sekilde etkilenmesine neden olmaktadir. Otrofikasyon
sonucu meydana gelen biyolojik olusumlar suyun tadin1 ve kokusunu degistirebilmektedir.
Bunun sonucunda ndrotoksik, sitotoksik ve hepatotoksik etkileri bulunan degisik toksinlere
sebep oldugundan su kaynaklarinin igme suyu olarak kullanilmasini kisitlayarak, insan ve

hayvan sagligi i¢in ciddi tehlike yaratmaktadir (Carmichael, 2001; Codd, 2000).

Siyanobakterilerin yapisinda bulunan tilakoidler atmosferdeki azotun fiksasyonunda,
solunumda gorev alir ve fotosentezin gerceklestigi bu tilakoitlerin iizerinde klorofil a
pigmenti bulunur. Cift lamelli tilakoitlerin arasinda bulunan fikosiyanin ve fikoeritrin gibi
fikobiliproteinler absorbsiyon 6zelliklerine gore; fikoeritrinler (C-PE, Amak. 540- 570 nm),
fikosiyaninler (C-PC, Amak. 610-620) ve allofikosiyaninler (C-APC, Amak. 650-655) olmak
tizere 3 ana smifa ayrilirlar (Bermejo ve digerleri, 2003). Fikobiliproteinlerin % 75’ini
fikosiyaninler, % 12’sini allofikosiyaninler, % 12’sini de fikoeritrinler ve pigmentsiz

polipeptitler olusturur (Tunail, 2009).

Fikobiliproteinlerin;  antioksidan, antidiyabetik, antitiimoral, immiin baskilayici,
antihipertansif aktiviteleri yapilan c¢aligmalarda bildirilmistir. Fikoeritrin, serbest radikal
siipiiriicii kabiliyetine sahiptir. Insan sagligin1 destekledigi igin 6nemli bir pigmenttir. Bu
ozelliginden dolay1 nutrasétik ve formasétik alanlarda da kullanilabilir. Porphyridium sp.
floresan pembe renk veren pigment kaynagidir. Bu mikroalgler biyoreaktorlerde giines 15181
ya da yapay 1s1kla karbondioksit ve tuz ortaminda gelistirilmektedir. En ¢cok pigment 20°C—
30°C' de ve orta siddetli 151k altinda olugsmaktadir. Bu mikroalglerden elde edilen 6nemli
fikobiliproteinler, B-fikoeritrin ile R- fikoeritrindir. Pembemsi-kirmiz1 renkli pigmentler
konfeksiyonda, giyimde, jelatin iceren tatlilarda ve siit {iriinlerinde renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Kirmizi renkli fikoeritrin, gida ve kozmetikte genis uygulama alanina
sahiptir. Kirmiz1 fikoeritrin sar1 floresana sahiptir. Bu yetenegi sayesinde gidalara

fonksiyonel besleyici 6zellik kazanmastyla lolipoplarda, alkollii ve alkolsiiz i¢eceklerde



kullanilmaktadir (Afreen ve Fatma, 2018; Arad ve Yaron, 1992; D’Agnolo, Rizzo, Paoletti
ve Murano, 1994; Mayer ve Hofmann, 2005).

Bu c¢alismada kiiltir koleksiyonumuzda bulunan Leptolyngbya compacta tiirtinden
fikoeritrin elde edilip jel filtrasyon ve DEAE seliiloz iyon degisim kromatografisi ile
fikoeritrin  saflagtinnlmigtir.  Saf fikoeritrinin  segilen mikroorganizmalar {izerine
antimikrobiyal aktivitesi ve antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Saf fikoeritrinin
antimikrobiyal ya da antioksidan aktivitesinin biyoteknolojik bir ila¢ olarak kullanilabilme

kapasitesi incelenmistir.

1.1. Siyanobakteriler

Elektron mikroskobu ile yapilan calismalar sonucunda siyanobakteriler 0.5-100 pm
uzunlugunda olabilecegi ve hiicre duvari yapisinin Gram negatif mikroorganizmalara
benzerlik gosterdigi saptanmustir. Okaryotlara benzer sekilde yani organik karbon ve oksijen
gaz1 Uretmeleri yonii ile bitkiler gibi fotosentez yapma yetenegine sahiptirler. Tiim
siyanobakteriler, yapilarinda karasteristik olarak fikobilin ve klorofillerden sadece klorofil-
a’y1 bulundurur. Fikobilinlerin bir sinifi olan mavi renkli fikosiyanin, yesil renkli klorofil

pigmentiyle birlikte siyanobakterilere mavi-yesil rengini verir (Stal, 2012).

Siyanobakteriler, prokaryotik organizasyona sahip oldugundan gergek ¢ekirdek zarlar1 ve
hiicre zarina bagh organelleri bulunmamaktadir. Cekirdek ve plastidleri hiicre igerisinde
dagilmis halde bulunur. Plastidlerden klorofil-a pigmentinin yani sira, fikosiyanin ve
fikoeritrin ad1 verilen 6zel fotosentetik pigmentlere sahip olup klorofil-a’nin 15181 absorbe
etmede yetersiz kaldig1 dalga boylarinda bu pigmentlerden yararlanarak farkli derinliklerde
bile yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmektedir (Stewart ve Falconer 2008; Whitton ve Potts,

2000). Siyanobakterilerin hiicre yapis1 Sekil 1.2°de yer almaktadir.
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Sekil 1.2. Siyanobakterilerin hiicre igi yapis1 (Kelvinsong, 2013)

Fosfolipid barindiran hiicre duvart yap: ve islev bakimindan gram negatif bakterilere
benzerlik gostermektedir. Tek helezonlu DNA molekiilii hiicre igerisinde serbest halde
bulunur. Glikokaliks adi verilen karbonhidrat bakimindan zengin bir yapi ile siyanobakteri
hiicreleri ¢evrelenmis olup dis membranin dis kisminda bulunan bir kiliftir. Peptidoglikan
tabakas1 dig membran ile plazma membrani arasinda yer almaktadir. Peptidoglikan tabaka
seker tiirevi olan N-asetil glukozamin ve N-asetil miiramik asitten olusmaktadir. Yapida pek
cok amino asit mevcuttur. Peptidoglikan tabakasinin sayesinde i¢ ve dis periplazmik bosluk
bulunur ve bu boslukta transport kanallar1 da yer alir ve gevsek bir ag yapisina sahip

peptidoglikan fibrillerinden olusturulmustur.

Siyanobakteriler, tek hiicreli ya da flamentli olabilmelerinin yaninda tekli veya grup halinde
koloniler olusturabilmektedir. Koloni seklinde olan siyanobakterilerin en yaygini
flamentlilerdir. Flamentli olanlarda kolonilere baglanmalarini saglayan musilaj kiliflart
bulunmaktadir. Baz1 siyanobakteri hiicrelerinde gergek dallanma bazilarinda ise yalanci
dallanma goriliir. Siyanobakteriler genellikle haraketsiz olmasina ragmen kayma ile hareket
etme yetenegine sahiptir. Yapilarinda bulunan trikom ucuyla salinim hareketi yapan
bakterilerde iki ilave dis tabakaya sahiptir. Hiicre organellerini sararak yapisal biitiinliigi
saglayan, kurumasini Onleyen ve secici gegirgen yapisiyla temel besininin alinmasinda
gorevli olan hiicre duvarinin disinda zarsi yap1 olusturan pektin ve bir miktar seliillozdan
olusan bir kilif vardir (Sekil 1.3). Kilif, ¢ogu siyanobakteri tiirlinde polisakkaritten
olusurken, baz1 siyanobakteri tiirlerinde ise polipeptitlerden olusmustur (Demiriz Yiicer ve

Pabuccu, 2018; Walsby, 1987; Walsby, Yacobi ve Zohary, 2003; Whitton ve Potts, 2000).
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Sekil 1.3. Gram pozitif ve gram negatif hiicre duvari yapilari

Siyanobakterilerin adaptif tepkileri iyi oldugu bilinmektedir. Siyanobakterilerde bulunan
Ozellesmis hiicreler, farklilasarak siyanobakterilerin ortam kosullarina uyum yeteneklerini
arttirir.  Bu  yapilardan hormogonium, anormal sartlarda olusan kisa, hareketli,
farklilagsmamis, ¢evrenin ¢esitli uyaranlart sonucu olugan filamentlerdir ve sartlar elverisli
oldugu zaman tekrar geliserek ipligi olusturur. Hormogonium ipliksi yapida olan bazi
siyanobakteri tiirlerinde aradaki hiicrelerin 6liip ipligin birkag¢ hiicreden olusan parcgalara
ayrilmastyla olusur. Bu pargalarin her biri hormogonium olarak adlandirilir ve yeni yasam

alanlarina yayilmay1 saglar (Damerval, Guglielmi, Houmard ve De Marsac, 1991).

Siyanobakterilerin iireme sekli bakterilere benzer bicimde hiicreler ikiye bdliinerek
ger¢eklesmektedir. Hiicre bollinmesi ve fragmantasyon tarzinda eseysiz iireme ise koloni

meydana getiren tiirlerinde goriilmektedir (Whitton ve Potts, 2000).

Flamentli siyanobakteri tiirlerinde ayrica anormal sartlara dayanikli heterosist ve akinet
olarak adlandirilan yapilar da bulunur. Siyanobakteri ipliklerine trikom adi verilir. Isik
mikroskobunda goriilebilen tek hiicreden olusan akinet veya heterosit vejetatif hiicrenin
farklilagsmasiyla olusmaktadir. Heterosistler, flamentin ug¢ ya da orta kismindaki hiicrelerin
biiyliyerek homojen goriiniimlii yapilar olusturur (Sekil 1.4). Ayrica heterosistler vejetatif
hiicre ile arasinda gergeklesen fotosentez sayesinde havanin serbest azotunu fikse ederek
azotca fakir ortamlarda daha iyi gelisir (Allen ve Arnon, 1955; Bottomley, Grillo, Van
Baalen ve Tabita, 1979; Fay, 1992).
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Sekil 1.4. Heterosistin yapist

Akinet, vejetatif hiicreden daha biiylik yapili, etrafinda kalin ¢eperi bulunan, yedek madde
acisindan zengin bir hiicredir (Sekil 1.5). Bu yap1 uygun olmayan sartlar gecene kadar

hiicrenin {ireme yetenegini korur (Sukenik, Beardall ve Hadas, 2007).

Sekil 1.5. Akinetin yapisi

Flamentli siyanobakterilerin geneli, yaygin olarak cevresel degisikliklere adaptasyon
saglayarak cesitli hiicresel farklilagsma stire¢lerinden bir ya da birkacini gergeklestirebilir.
Farklilasma siirecleri siyanobakterilerin bazi beslenme se¢eneklerinden yararlanmasina veya
olumsuz kosullara kars1 diren¢ gostermesini saglar. Bu adaptasyon hayatta kalmasi icin
vazgecilmez bir imkan sunar. Bazi durumlarda filamentli siyanobakteriler, filamentin farkli
hiicre tipleri arasinda besleyici ve diizenleyici ¢oklu iliskiler kurarlar ve basit ¢cok hiicreli
organizmalar olarak kabul edilir. Azot fiksasyonu yapan siyanobakteriler genelde filamentli
formdadir. Bu cinsin iiyeleri, okyanuslarda kiiresel N2 fiksasyonuna onemli bir katki
saglayarak N2’yi oksijenli kosullar altinda 1sikta fiske edebilir. Azot fiksasyonu, sadece
anaerobik kosullarda islev gorebilen nitrogenaz enziminin varhiginda gerceklesir.
Nitrogenaz, azot gazindan amonyum iiretimini énemli derecede hizlandiran bir biyolojik
katalizordiir. Azot baglayan bakteriler, nitrogenazlarini oksijenden degisik stratejiler

gelistirerek korumaktadir. Bu giicliikle bas edebilmek i¢in siyanobakterilerin bazi tiirleri



heterosist adli yapilari bulundurmaktadir. Bu yapinin hiicre duvari ¢ok kalin oldugundan
oksijenin igeri girmesini engelleyerek nitrogenazin calismasini saglar. Heterosistler,
fotosistem II’lerini kaybederek anaerobik kosullara ¢cok iyi uyum saglamislardir. Sadece
fotosistem I’1 1s1kta kullanarak ATP iiretebilmektedirler. Ayrica atmosferdeki azot gazini
kullanamayan canlilar, bagli azot agisindan prokaryotik canlilara ihtiya¢ duymaktadir (EI-
Shehawy, Lugomela, Ernst ve Bergman, 2003; Fredriksson ve Bergman, 1997; Herrero,

Muro-Pastor, Valladares, ve Flores, 2004).

Siyanobakterilerde tilakoidler grana gibi yapilar olusturmadigindan basittir.
Sitoplazmalarinda glikojen graniilleri, siyanofisin graniilleri, karboksizomlar, volutin ve gaz
vakuolleri bulunmaktadir (Garrity, Brenner, Krieg, Staley ve Manual, 2005). Hiicre zar
organizasyonu, tiire ve fizyolojik duruma goére degismektedir. Kromoplazma igerisinde
besin depo maddesi bulunur. Bu yedek besin depo maddeleri glikojen, siyanofisin ve
volitindir (Cirik ve Gokpinar, 1993).

1.1.1. Siyanobakteri fotosentezinde elektron akisi

Alglerin ve bitkilerin yaptigi gibi siyanobakteriler de fotosentez faaliyetleri sirasinda ihtiyag
duyduklar elektronlari, su molekiiliinii parcalayarak elektron akisi saglarlar. Bu sekilde
oksijen ag¢iga ¢ikartip enerji elde ederler. Fotosentez sistemi fotosistem I ve fotosistem II
olmak tizere iki fotoreaksiyon merkezinden olusmaktadir. Ayrica bu sistemin tiim elemanlar1
tilakoid membranda kivrimli bolgelerde yer alirken bunun yaninda tilakoid membranda iki
grup anten pigmentleri de bulunur. Enerji doniisiimleri burada gerceklesir. Isikli evre
reaksiyonlari sitoplazmadaki klorofil icerisinde, karanlik evre reaksiyonlari ise hiicre zarinda
gerceklesir. Birinci grubu klorofil a ve karatenoidler olusturur ve birinci grup anten
pigmentleri absorbe ettikleri 151k enerjisini fotosistem I’e géndermektedir (Sekil 1.6). ikinci
grubu ise fikobilizomlar iginde yer alan fikobiliproteinler olusturur. Ikinci grup anten
pigmentleri fikobiliproteinler de ayn1 sekilde absorbe ettikleri 151k enerjisini fotosistem II’ye
transfer eder boylece fotosentez sonucunda ¢ikardiklari oksijen gazi, diflizyon yoluyla
kolayca hiicreyi terk eder (MacColl, 1998; Tunail, 2009). Diinyamizda oksijence zengin bir
atmosfer olusturarak oksijene dayali metabolizmalar1 olan yiiksek yapili canlilar ortaya
cikmasinda siyanobakterilerin atalarinin  su molekiiliinden elektron ¢ikarma yolu

evrimlesmesi ile olusmustur (Graham, 2004).
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Sekil 1.6. Siyanobakteri fotosentezinde elektron akisi

1.1.2. Siyanobakterilerin sistematigi

En son taksonomik kategorizasyona gore siyanobakteriler, Cyanophyceae sinifinda, 12
takim olarak siniflandirilmistir. Bu simif 5329 tiirli igermektedir (M. Guiry ve G. Guiry,
2022). Bu takimlar;

1- Spirulinales

2- Oscillatoriales

3- Gleobacterales

4- Nostocales

5- Synechococcales

6- Pleurocapsales

7- Pseudanabaenales

8- Chroococcales

9- Chroococcidiopsidales
10- Gloeomargaritales
11- Spongiostromatales

12- Thermostichales’tir.

Madigan, Martinko ve Parker’in 2003’de yaptig1 calismaya bakildiginda siyanobakterilerin
16S rRNA gen dizilimine gore ii¢ temel grup (Bacteria, Archaea, Fucarya) icindeki
konumlar1 Sekil 1.7°de yer almaktadir.
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Sekil 1.7. 16S rRNA gen dizilimine gore siyanobakterilerin li¢ temel grup i¢indeki konumu

1.1.3. Siyanobakterilerin yasama ortamlari

Siyanobakterilerin yeryiiziinde 3,8 milyar y1l 6nce de yasadigi bilinmekte olup bu kadar uzun
yillardir var olmalar c¢evresel sartlara ¢ok iyi adapte olduklarin gostergesidir (Hitzfeld,
Hoger ve Dietrich, 2000; Sompong, Hawkins, Besley ve Peerapornpisal, 2005; Taton ve
digerleri, 2006). Genellikle sucul ekosistemlerde, okyanuslarda, nemli 1liman topraklarda,
kaplicalarda, ¢ollerde, kutuplarda, buzul goélleri, nadiren de asir1 tuzlu gibi son derece
ekstrem sartlarda yasamaktadir. Bu gibi ortamlarda hayatta kalmalar1 donmaya ve
coziinmeye direngli olmalariyla iligkilendirilirken denizler ve tuzlu gollerde baskin tiir
olmalariin nedeni ise yiiksek tuzluluga kars1 gelistirdikleri toleranstan kaynaklanmaktadir
(Herrero, Valencia ve Dopazo, 2001; Mackay, Stiver ve Tebeau, 1983; Stewart, 1973; Warr,
Redd ve Stewart, 1984). Ayrica siyanobakterilerin ¢ogalmalar: biiyiik oranda sicakligin ve

151810 etkisine baglh olarak degigsmektedir (Ward, Castenholz ve Miller, 2012).

1.1.4. Siyanobakterilerin kullanim alanlari

Son yillarda yapilan g¢alismalarda yag ile kirlenmis alanlarin yogun bir siyanobakteri

cesitliligi oldugu saptanmistir. Siyanobakterilerin yagl bilesikleri parcalama 6zelligi olmasi,
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atik sularin arindirilarak su kalitesininin kontroliine, giines enerjisinin biyokiitleye
doniistimii, fazla karbondioksidin ortamdan uzaklastirilmasi, hava kalitesinin arttirilmasi,
kimyasal maddelerin iiretilmesinden enerji elde edilmesine kadar bir¢ok kullanim alanina
sahiptirler (Abed ve digerleri, 2008: 449-462; Converti, Casazza, Ortiz, Perego ve Borghi,
2009; Demirbas, 2010). Siyanobakteriler karbonhidrat, protein ve yag asidi fazlaca
icerdiginden hayvan yemi, gida, kozmetik, katki maddesi olarak da kullanilmaktadir.
Siyanobakteriler iizerine yapilan c¢alismalar siyanobakterilerden elde edilen bilesiklerin;
Antioksidan, Antimutajenik, Antiviral, Antikanser, Bagisiklik sisteminin gili¢clendirilmesi,
Anti timor, Radikal indirgeme ve yara iyilestirme &zelliklerinin bulundugunu
gostermektedir. Son yillarda ise siyanobakterilerin, fotosentez, fotosentezin genetik
kontrolii, genetik ekspresyonun fotoregiilasyonu, hiicre farklilasmasi, azot fiksasyonu gibi

biyoteknoloji ve saglik alanlarindaki kullanimlar1 yogunlagsmistir (Koksharova ve Wolk,

2002).

1.2. Pigmentler

Pigmentler goziimiizde ve nesnelerin genellikle dig yilizeylerinde bulunarak renklerin
olusmasini saglayan 6zel bilesiklerdir. Renklerin olugsmasinda 1s1k ve pigmentler arasindaki
etkilesim sebep olur. Canlilarda renk molekiilleri olarak bilinen pigment molekiilleri
yeryliziine ulasan goriinlir dalga boyundaki 15181 absorbe edecek sekilde ozellesmistir.
Absorblama islemi, bilesigin spesifik renk degisimlerinin olugsmasini saglayan yapisinin
(kromofor), radyant kaynagindan 15181 yakalamasiyla olusur. Renk olarak algiladigimiz her
sey goziin i¢inde bulunan 6zel pigmentlerin kendilerine gelen 15181n dalga boyunundaki bu
enerjinin elektrik sinyali olarak beyine iletilmesi ile gergeklesir. Absorblanmayan bazi
enerjiler yansitilir veya kirilir. Bu pigmentleri harekete gecirerek canlilarin renklerininin
olusmasini goriiniir 15181n aralig1 iginde olan ve belirli renklere karsilik gelen dalga boylari

saglar (Erdal ve Okmen, 2013; Hari, Patel ve Martin, 1994).

Pigmentler, 1. Klorofiller (Klorofil a, Klorofil b), 2. Karotenoidler (Karoten, Likopen,
Ksantofiller), 3. Fikobilinler, 4. Flavonoidler [(Flavonlar, Flavonollar, Flavanonlar),
Antosiyaninler, Antoksantin, Tanen], 5. Betalainler 6. Betasiyaninler seklinde

gruplandirilmaktadir (Karakurt ve Aslantag, 2008).
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Fotosentetik organizmalar 151k enerjisini absorblayabilmek i¢in organik pigment bulundurur.
Bulundurduklar1 ii¢ ana pigment smifi klorofiller, karotenoidler ve fikobilinlerdir.
Klorofiller ve karotenoidler lipofilik yapida olduklari i¢in alkol, dietil eter, benzen ve aseton
icinde ¢oziiniirler. Fikobilinler ise hidrofiliktirler ve suda ¢oziinmektedirler (Richmond,

2004).

1.2.1. Klorofil

Dogada en sik goriilen tetrapirol i¢inde yer alan en 6nemli renk maddeleri klorofillerdir.
Klorofil-a ve klorofil-b olmak {izere 2 tip klorofil bulunmaktadir. Tilakoid zarlar da yer alan
15181 absorblayan pigmentler yiiksek bitkilerde klorofil- a wve Klorofil- b iken,
siyanobakterilerde klorofil- a ve fikobilinlerdir. Klorofiller suda ¢oziinmezler fakat yagda
coziinmektedir (Glazer, 1987).

1.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler bitkiler, algler ve fotosentetik bakterilerde bulunan ve yagda ¢6ziilebilen (sari
ve turuncu) dogal pigmentlerdir. Insanlar tarafindan in vivo olarak sentez edilemezler.
Yalnizca diyet yoluyla viicuda alinirlar. Karotenoid pigmentleri; a- karoten, - karoten, y-
karoten, likopendir. Ksantofiller; a- ksantofil, B- ksantofil(lutein), zeaksantin, p-
kriptoksantindir. Fotosentetik organizmalar arasinda ketokarotenoidler ve karotenoid
glikozidler olduk¢a yaygindirlar. Siyanobakterilerin icerdigi karotenoidler [-karoten,
bunlarin hidroksil ile keto tiirevleri ve karotenoid glikozidlerdir (Britton, Liaaen-Jensen ve

Pfander, 2004: 11).

Alglerin i¢inde 6zellikle Dunaliella bardawil ve Dunaliella salina yiiksek miktarda -
karoten Tretirken, yesil alglerde ise genellikle PB-karoten, lutein, vy-karotenoidler
olusmaktadir. Siyanobakteriler incelendiginde ¢ogunlukla iiretilen karotenoidler - karoten,
zeaksantin, echinenone ve kantaksantin tespit edilmistir. Yiiksek miktarda karotenoid iireten
bakteriler arasinda en bilinen tiirler; Staphylococcus aureus, Halobacteria, Corynebacteria,
Myxobacteria, Streptomyces mediolanus ve Brevibacter linens’tir. Kiifler arasinda
karotenoid iireten Mucorales ve Phycomyces blakesleeanus (Mucoraceae) ve Blakeslea
nispora (Choanopheraceae), Mucor mucedo, Ustilago violacea, Neurospora crassa ve

Fusarium aquadectum iken maya cinslerinde ise Saitoella spp., Rhodotorula spp.,
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Rhodosporidium spp., Phaffia spp. ve Oosporidium spp. gelmektedir (Aksan, 2005; Onbasili
ve Ata, 2013).

1.2.3. Fikobilinler

Fotosentezde rol alan pigmentlerin en 6nemli gorevi giines 1sinlarint absorbe etmektir.
Fikobilinler fotosentezde gorev yapan pigmentlerdendir. Suda ¢6ziinen, koyu renkli ve
floresan etkili pigment protein kompleksidir. Fikobilin siyanobakteriler ve kirmizi algler de
(Rhodophyta) bulunmaktadir. Alglerin fotosentezinde etkili olan bu pigment protein
iceriginin % 40 kadarini olusturmaktadir (Erdal ve Okmen, 2013; Houghton, 1996).

1.3. Siyanobakterilerin icerdigi Pigmentler

Siyanobakterilerde pigmentler protoplastin dis kisminda c¢ogunlukla bulunmaktadir.
Kromatoplazmada yer alan tilakoidlerin, hiicre zarina paralel uzanan serbest sitoplazmik
bilesenlerdir. Tilakoid membranlar klorofil-a ve karotenoidleri igerir. Fikobiliproteinler
tilakoidlerin dis ylizeyinde yer alirlar. Siyanobakteriler, yapilarinda klorofillerden sadece
klorofil-a’y1 bulundururken klorofil-b’yi bulundurmazlar. Karatenoidlerden B-karoten, z-
karoten, zaeksantin, keto karotenoidler (ekinenon ve kantaksantin) ve mikso ksantofil
bulunur. Ksantofillerin hemen hemen biitiin gesitleri bulunur (Murthy, Vanitha, Rajesha,
Swamy, Sowmya ve Ravishankar, 2005; Tomaselli, 1997; Turkcan ve Okmen, 2012;
Yilmaz, Dikbas ve Bilgiiven, 2016).

Siyanobakterilerin ¢ogunda 1siktan elektron yakalayici olarak gorev yapan fikobilizomlar
bulunmaktadir. Fikobilinler fikobilizomlarda depolanir. Siyanobakterinin rengi ¢cogunlukla
mavimsi yesil, zeytin yesili ve sar1 kahverengidir. Bu fikobilizomlarda yesil rengi veren
klorofil, mavi renk veren C-fikosiyanin, allofikosiyanin ve bazi tiirlerde de az miktarda

kirmizi renk veren fikoeritrin pigmenti bulunur (Madigan, Martinko ve Parker, 2003).
1.3.1. Fikobiliprotein
Fikobiliproteinler suda ¢oziiniir ve siyanobakteri ve kirmizi alglerde tilakoid membranda yer

alan fikobilizomlarin i¢inde bulunur. Fikobilinler fikoeritrobilin, fikosiyanobilin gibi protein

olmayan bilesiklerin, proteinlerle birlesmesi ile olusmaktadir. Fikobiliproteinlerin %75 ini
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fikosiyaninler, %12’sini allofikosiyaninler, %12’sini de fikoeritrinler ve pigmentsiz
polipeptitler olusturur (Abalde, Betancourt, Torres, Cid and Barwell, 1998; Tunail, 2009).
Fikobiliproteinlerin gorevi goriiniir 15181in daha genis smirlar arasinda kullanmasini
saglayarak yakalanan 151k enerjisini hiicre icerisinde %100'e yaklasan bir verimlilikle

klorofil a'ya aktarmaktir (Porter, Tredwell, Searle ve Barber, 1978; Tunail, 2009).

Isik (fotonlar)

~——= @ Fikosiyanin fikoeritrin veya fikoeritrosiyanin

|

ubuk < - Fikosivanin veya fikoeritrin T e
¢ == ¥ b . ‘Allofikosiyanin

— @@ Fikostyanin s

Sekil 1.8. Fikobilizom yapis1 (Zhang ve digerleri, 1999)

Fikobilizomlarin merkezinde (Sekil 1.8) yer fikobiliproteinin yapisin1 allofikosiyanin
bulunan, fikosiyaninle ¢evrilmis yardimci pigmetler olusturur. En dis katmanda fikoeritrinde
bulunabilir. Fikosiyanin temel bilesendir. Fikobilizomlar ve fotosentetik lameller arasinda
baglayic1 pigment gorevi listlenen allofikosiyanin iken, fikobiliproteinleri fikobilizoma ve
fikobilizomlar1  tilakoid membrana baglama isini ise renksiz  polipeptidler
gerceklestirmektedir. Fikobiliproteinler asidik ve hidrofilik, baglant1 polipeptitleri bazik ve
hidrofobiktir. Bu yap1 bilesenler arasinda ikincil etkilesimlerin olmasina neden olmaktadir
(Abalde ve digerleri, 1998; Sarada, Pillai ve Ravishankar, 1999; Ke, 2001: 251-269). Yiizey
alanin1 merkezden disa dogru arttirarak tam verimle fotosentezin gerceklesmesini saglayan
pigmentler fikosiyanin ve fikoeritrindir. Fikobilizomlarin biiytikligi sekil, tir ve 1s1k
kosullarina bagli olarak degisiklik gosterir ve bu pigmentler sayesinde siyanobakteriler sucul
ortamlarin besin zincirinde ilk sirada yer alirlar. Pigment—protein kompleksleri 550-650 nm
dalga boylar1 arasindaki 15181 absorblayarak hareket halindeki enerjinin kimyasal enerjiye

doniistimii saglar (Bryant, 1994; Richmond, 2004).
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Fikobiliproteinler absorbsiyon yeteneklerine gore 3 ana gruba ayrilmaktadir. Fikoeritrinler,
kirmizi renkli olup 540-570 nm arasinda 15181 absorblayan ve floresan 1sik altinda parlak
turuncu renk gosteren bir pigmenttir. Fikosiyaninler, mavi renkli, 610-620 nm dalga
boyunda en yiiksek absorpsiyonu veren bir pigment olup floresan 1s1k altinda kirmizi renk
vermektedir. Allofikosiyaninler, mavi-parlak yesil renkli olup 650-655 nm’de absorpsiyon
vermektedir. Bazi siyanobakterilerde fikoeritrosiyaninde bulunmaktadir. Bu farkliligin
sebebi 4. tip fikobiliproteine sahip olmasindan kaynaklidir (Bermejo ve digerleri, 2003;
Gantt, 1981; Glazer, 1981: 51). Fotosentetik organizmalardaki pigmentler Cizelge 1.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Fotosentetik organizmalardaki pigmentler (Oncel, Ustiin ve Keles, 2004).

. Primer Aksesuar
Organizma pigment pigmentler Absorbe ettigi dalga boyu (nm)
. b klo.a Mavi, mor-kirmizi 470-750
Mor bakteriler b.klo.a 4
b klo.b Mavi, mor-kirmizi 400-1020
Yesil kiikdirt b klo.c "
o b.klo.a . Mavi-kirmiz1 470-750
bakterileri Clorobium klo.
fikosiyanin Turuncu 630
Mavi-yesil alg klo.a fikoeritrin Yesil 570
allofikosiyanin Kirmizi 650
fikosiyanin Turuncu 630
Kirmizi alg klo.a fikoeritrin Yesil 570
allofikosiyanin Kirmiz1 650
Kahverengi alg klo.a klo.c Mor, mavi-kirmizi
Yiiksek bitkiler klo.a klo.b Mavi, mor-turuncu, kirmizi 454-670
a ve 13
Cogu yiiksek bitki ) )
) karotenoidler Mavi-yesil 450
alg ve bakteri )
ksantofiller

. Fikosiyanin yesil 15181 absorblar (615-620A).
. Allofikosiyanin turuncu 15181 absorblar (650-670A).
. Fikoeritrin yesil 15181 absorblar (495-570A) (Sekil 1.9).
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C-PC APC Chia Chib

e B-PE R-PF

Absorbans

400 450 500 550 GO0 650 700
Dalga hoyu (nm)
Sekil 1.9. Fikobiliproteinlerin absorbans degerleri (Li ve digerleri, 2019)

Fikobiliproteinlerin kromoforlarin varligina gore siniflandirmada farklilik gostermektedir.
Siyanobakteri tiirleri i¢in C, Rhodophyta (Kirmizi algler/Tohumsuz bitkilerin alt bir boliimii)
icin R, Bangiales (Bangiophyceae smifindaki kirmizi algler) icin B kisaltmasi
kullanilmaktadir (Kornprobst, 2014). B-Fikoeritrin ve R-Fikoeritrin kirmizi alglerde en ¢ok
bulunan fikoeritrinlerdir (Sekil 1.10). Fikoeritrin Rhodophyta'’da bulunan ana pigment
olmasinin yani sira siyanobakterilerden de elde edilebilir (Glazer, 1994). Fikobiliproteinler,
siyanobakteriler ve dkaryotik alglerden tiretilir (Sun ve digerleri, 2009). Bu pigmentler suda
eriyebilir ve gidalarda dogal renklendirici olarak kullanilirlar. Bu pigmentler dogal olarak
yiiksek floresan 6zelligine sahiptir. Floresan 6zelliginden dolay1; mikroskopi, sitokiyometri,

bagisiklik, doku kimyasi ¢alismalarinda floresan prob olarak kullanilmistir.

Fikobiliproteinin yapisinda bulunan fikoeritrin ¢ozelti i¢inde ve fikobilizomda heksamer

olarak bulunur (Glazer, 1994).

Sekil 1.10. Fikoeritrin pigmenti iceren siyanobakteri yapisi
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1.4. Fikoeritrinin Biyolojik Aktiviteleri

R-fikoeritrinin (R-FE) alt birimlerinin fotodinamik kanser terapisinde segiciligi arttirici bir
ajan oldugu bilimsel ¢alismalar ile gosterilmistir (Tan ve digerleri, 2016). Oksidatif stres
enzimleri ve lipit peroksidasyon ile Tip 2 insiilin bagimsiz diyabet arasinda bir iliski
bulunmustur. C-fikoeritrinin hiicrelerde oksidatif stres ve lipit peroksidasyonu diisiirerek
diyabetik komplikasyonlar1 engelledigi bildirilmistir (Soni, Visavadiya ve Madamwar,
2009). Fikoeritrinin gelencksel molekiil etkileme teknigi ile antikor, immiinglobulinler,
avidin ve diger proteinlerle kolayca c¢apraz baglanabildigi yapilan caligmalarla ortaya
konulmustur (Guesdon, Ternynck ve Avrameas, 1979; James, 1990). Kirmiz: alglerden ve
siyanobakterilerden elde edilen fikoeritrin % 82-98 floresan kuantum verimi ile floresan
prob olarak kullanilan en yaygin fikobiliproteindir (Glazer, 1994; Oi, Glazer ve Stryer, 1982;
V. Pandey, A. Pandey ve Sharma, 2013). Fikoeritrinin serbest radikal siipiiriicii 6zelliginden
dolay1 insan sagligim1 destekleyici nutrasotik ve formasdtik alanlarinda da kullanilabilir.
Fikoeritrinin ABTS (2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), DPPH (1,1-
difenil 2-pikril hidrazil) ve SOR (Serbest Oksijen Radikalleri) siipiirme aktivitesi oldugu
caligmalarla ortaya koyulmustur (Brabakaran, Venkatesan, Jayappriyan, Roselin ve
Thangaraju, 2020; Blas-Valdivia, 2021; Huang, 2002). Fikoeritrin gram pozitif ve gram
negatif bakteriler iizerine antimikrobiyal aktivitesi de calismalarla ortaya konulmustur

(Afreen ve Fatma, 2018; Venugopal ve digerleri, 2020).

1.4.1. Antimikrobiyal aktivite

Bakteriyal enfeksiyonlara karst kullanilan antibiyotikler bakterilerin sebep oldugu
enfeksiyonlarin etkisini azaltirken bazi yararli organizmalar1 da olumsuz etkilemektedir.
Cagimizin en bilylik sorunlarindan biri olan sik ve bilingsiz antibiyotik kullanim1 patojen
mikroorganizmalar1 bakterilere kars1 daha direngli hale getirmektedir (Chang ve Hayes,
1978: 475-493). Antibiyotiklere kars1 savunma mekanizmas: gelisen patojen
mikroorganizmalarin enfeksiyonlarmin artis1  siyanobakterilerden elde edilen aktif
bilesiklerinin arastirilmasina yonelik ilgiyi arttirmistir.  Calismalar incelendiginde
siyanobakterilerin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gézlenmis ve bilim adamlarimi
dogal ilaglarin etkilerinin {lizerine arastirma yapmaya yoneltmistir (Cankili¢ ve Sandzli,
2017; Thajuddin ve Subramanian, 2005). Siyanobakterilerin ekstraktlarindan elde edilen

aktif bilesiklerin izolasyonu yapilmasinin sebebi farmokolojik ve biyolojik uygulamalar i¢in
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yeni bilesiklerin kesfi ve organizmalarin dogal ortamdaki iligkilerinin daha iyi anlagilmasidir

(Abedin ve Taha, 2008).

Siyanobakteriler lizerine yapilan arastirmalarda genel olarak siyanobakteri tiirlerinden elde
edilen aktif bilesikler Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi etkili oldugu
saptamigtir. Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler arasinda ise Gram pozitif bakterilere
kars1 daha etkili olduklari tespit edilmistir. Siyanobakterilerin Gram pozitif bakterilere karsi
daha etkili olmalarinin sebebi ise Gram negatif bakterilerin membranlarinda bulunan
lipopolisakkarit yapisinin dig gevreleri ile baglantiy1 engelleyerek adeta bir bariyer gorevi

yapmasindan kaynaklidir (Dixon, Al-Nazawi ve Alderson, 2004).

Mikroorganizmalar antibiyotiklere kars1 farkli sekillerde duyarlilik gosterirler. Bu farkliligin
sebebi mikroorganizmalarin tiiriinden ya da antibiyotiklerin yapisindan kaynakli olup
kullanilacak olan antibiyotigin statik 6zelliginin ¢ok iyi belirlenmesi gerekliligini dogurur.
Antimikrobiyal duyarlilik testleri mikroorganizmalarin antibiyotiklere karst duyarliliginin
saptanmasinda kulanilan testlerdir. Diliisyon ve diflizyon olmak iizere baslica iki yontem
vardir. Dillisyon yontemleri nicel sonuglar veren antibiyotige karst mikroorganizmanin
tiremesini inhibe eden veya Oldiirmek ig¢in kullanilan bir teknik olup minimum
konsantrasyonu belirlemek i¢in kullanilir. Inokulumun yogunlugu, inkiibasyon siiresi ve
sicakligi, besiyeri, antimikrobiyal maddenin stabilitesi gibi durumlar testin verilerini
etkileyen unsurlardir (Rios ve digerleri 1988; Otiik, 1992). Diliisyon y&ntemiyle
siyanobakterilerin MIK ve MBK degerleri saptanirken, bulaniklik miktarina bakarak
iiremenin varlig1 ya da yoklugu hakkinda yorum yapilmaktadir. Ureme gerceklesmemisse
en diisiik konsantrasyon degeri minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) olarak ifade
edilir. Bakterisidal konsantrasyon (MBK) degeri ise yeni besiyere alindiktan sonra
gelismenin gozlenmedigi en diisiik konsantrasyon veya baglangigta inokiile edilenin
%99.9°u ve daha fazlasin1 6ldiiren konsantrasyonu olarak tanimlanir (Burt, 2004). ilk olarak
MIK testi uygulanir ve iiremenin gerceklesmedigi tiiplerden numune alinir. ikinci asama
olan MBK i¢in kat1 besiyerine ekim yapilir ve kat1 besiyerinde liremenin gozlemlenmedigi
ilk besiyeri MBK degerini verir (Altuner, 2008). Diliisyon yontemi, broth diliisyon ve agar
diliisyon yontemi olmak iizere iki sekilde uygulanir. Broth diliisyon teknigi makro ve mikro
olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir. Mikrodilisyon yontemi antimikrobiyal maddelerin
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIiK) degerini belirlemede kullanilir ve agar

diliisyon yéntemine gore daha duyarlidir (E. Celik ve E. Celik, 2007; Iscan ve digerleri,
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2002; Mann ve Markham, 1998). Agar diliisyon tekniginde farkli ekim yontemleri kullanilsa
da broth diliisyon tekniginden elde edilen MIK verileri yaklasik olarak ayni ¢ikmaktadir.
Difiizyon teknigi icerisinde disk diflizyon yontemi en ¢ok kullanilan bir uygulama olup
Kirby-Bauer tarafindan bulunmustur. Bu yiizden Kirby-Bauer yontemi olarak da
adlandirilmaktadir. Bu test tekniginde antimikrobiyal madde kagit disklere emdirilerek test
mikroorganizmasinin inokiile edildigi besi ortamima difiizyonu ilkesiyle duyarlilig
arastirilir. Antimikrobiyal madde emdirilmis kagit diskler, test mikroorganizmanin inokiile
edildigi kat1 besi ortamina yerlestirilerek uygun sicaklik ve silirede petriler inkiibasyona
birakilir. Petrilerde disk ¢evresinde olusan inhibisyon zonlar1 6l¢iilerek sonuglar standart zon
verilerilerine gore kiyaslanmaktadir. Bunun sonucunda antimikrobiyal maddelere karsi
numunenin duyarlilik durumu hakkinda yorum yapilmaktadir (Adigiizel ve digerleri, 2005;
Benli ve Yigit, 2005; Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari, 2023). Agar difiizyon teknigi
antimikrobiyal aktivitenin gdzlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir
(Deans, Simpson, Noble, MacPherson ve Penzes, 1993; Dorman ve Deans, 2000). Agar
difiizyon yonteminin hazirlanigi ise test mikroorganizmasini igeren kati besi ortamina belirli
capta kuyucuklar agilarak esit bir sekilde ¢6ziilmiis numune bu kuyucuklarin igine
eklenmektedir. Uygun sicaklik ve siirede petriler inkiibe edilmektedir. Daha sonra
kuyucuklarin etrafinda belirgin bigimde iiremenin olmadigi inhibisyon zonlarinin ¢aplari
oOlciilerek kullanilan maddenin etkisinin varlig1 ya da yoklugu belirlenmektedir. Kullanilan
maddenin antimikrobiyal etkisi standart verilere gore degerlendirilmektedir. Antimikrobiyal
etki, olugan inhibisyon zonunun ¢ap1 ile dogru orantili olarak artis ya da azalig gdstermesi

beklenmektedir (Burt, 2004; Dorman ve Deans, 2000; Schelz, Molnar ve Hohmann, 2006).

1.4.2. Antioksidan aktivite

Antioksidanlar hiicrenin zarar gormesine sebep olan bir ya da daha fazla eslesmemis elektron
iceren molekiil ya da atomlardan olusan serbest radikallerin olusumunu engelleyen ve
genellikle yapilarinda fenolik gruplar tastyan molekiillerdir (Kahkonen ve digerleri, 1999;
Nagai, Myoda ve Nagashima, 2005; Yazici ve Kose, 2004).

Siiperoksit (O2), hidrojen peroksit (H202), hidroksil (OH), peroksi (ROO) gibi oksijen
iceriginden olusan serbest oksijen radikalleri (SOR) kararsiz yapidadir. Bu yapida olmalar1
sebebiyle kolaylikla reaksiyona katilabilmektedirler (Yazict ve Kose, 2004). Yasamsal

faaliyetlerin etkisiyle serbest radikaller olusabilmektedir. Solunum, enzim reaksiyonlari,
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sigara dumani, hava kirliligi, UV 1sinlari, iyonize radyasyon gibi ¢evresel kaynaklarin
faaliyetleri buna sebep olabilmektedir (Young ve Woodside, 2001). Yiiksek aktiviteye sahip
bilesikler olan serbest radikallerin geneli dejeneratif diizensizlik, kanser ve buna benzer
hastaliklar, kalp damar hastaliklar1 alzheimer gibi hastaliklarin olusumunda biiyiik etkiye
sahiptir. Antioksidanlar burada énemli bir gorev yaparak serbest radikallerin sebep oldugu
oksidasyonun bazi zararli etkilerini minimuma indirgeyebilir (Rice-Evans ve Burdon, 1993).
Antioksidanlar sayesinde serbest radikal olusumunu engellenir ve olusan serbest radikalleri
etkisiz hale getirilmektedir (Serteser ve Gok, 2003). Konsantrasyon miktari, sicaklik,
substrat ¢esidi ve ortamdaki oksijen miktar1 gibi faktorlerden etkilenerek antioksidanlarin
aktivitesi farklilik arz etmektedir (Becker, Nissen ve Skibsted, 2004). Antioksidanlar
mekanizmalarina gore iki gruba ayrilmaktadir. ilk grup olan birincil antioksidanlarin gérevi
radikaller ile reaksiyona girip, zararli yapilara doniismesini engeller ve yeni serbest
radikallerin olusmasinin 6niine gegmektedir (6rnegin; katalaz, peroksidaz, transferin). Ikinci
grup olan ikincil antioksidanlar ise oksijen radikalini yakalayip sistem igerisinde olusacak
radikal zincir reaksiyon yapilarinin olusmasini1 engellemektedir (6rnegin; askorbik asit, E

vitamini, polifenoller) (Serteser ve Gok, 2003).

Antioksidanlar dogal ve sentetik olarak siniflandirilmaktadir. Sentetik antioksidanlarin
geneli fenolik formda olup kimyasal yapisindan kaynakli antioksidan aktivite farklilik
gostermektedir.  Sentetik  antioksidanlar  butillendirilmis  hidroksianisol (BHA),
butillendirilmis hidroksitoluen (BHT), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ) ve propil gallat
(PG)’ tir. Dogal antioksidanlarin en 6nemlileri ise tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler,
vitamin C, karotenoidler, polifenoller ve selenyumdur. Sentetik antioksidanlarin kanserojen
etkilerinin olabilecegi ihtimalinden yola ¢ikan bilim insanlarin1 dogal antioksidanlar {izerine
aragtirma yapmaya yoneltmistir (Madhavi, Deshpande ve Salunkhe, 1995: 431). Son
zamanlarda siyanobakterilere olan ilginin artmasinin sebebi antioksidan fonksiyonu olan
coklu doymamis yag asitleri, B-karoten ve diger pigmentler gibi ¢esitli aktif bilesiklere sahip
olmasindan kaynaklidir. Siyanobakterilerden elde edilen pigment maddeleri, giiclii
antioksidan ozellige sahiptir. Dogal antioksidanlar arasinda karotenoidlerin gelecek vaad
eden iyi bir radikal giderici etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Bhat ve Madyastha, 2001;
Desmorieux ve Decaen, 2005; Johnson, 1995; Pokorny, 1991; Prior, Wu ve Schaich, 2005;
Reddy ve digerleri, 2000; Wang, Pan, Sheng, Xu ve Hu, 2007).



20

Toplam antioksidan kapasitenin 0Olgiilmesi igin hidrojen atomu transfer (HAT)
reaksiyonlarina ve elektron transferine (ET) dayanan yontemler kullanilir. HAT temelli
yontemlerin geneli azo bilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksit radikalleri i¢in antioksidan
ve substrat1 etkili olan reaksiyonlar1 kullanmaktadir. Bu yontemler; Oksijen radikal
absorbans kapasite (ORAC), toplam radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP),
krosin beyazlatmadir. ET temelli yontemlerin kullanim amaci ise antioksidanin oksidani
indirgeme yetenegini olup olmadigimi renk degisimi ile belirlemektir. Renk degisiminin
derecesine bakilarak numunenin antioksidan konsantrasyonu tespit edilir. ET temelli
yontemler ise; toplam Folin- Ciocalteu ayiraci ile toplam Fenolik yontemi (FCR), troloks
esiti antioksidan kapasite (TEAC), demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP), oksidan
olarak Cu?" kullanan toplam antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC) ve DPPH radikalleri
stipirmedir (Somogyi, Rosta, Pusztai, Tulassay ve Nagy, 2007).

1.4.3. Cu?* indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Tiitem ve Apak (1991) tarafindan bis (neokuprein) CuCl; reaktifi uygun bir oksidan olarak
cesitli indirgen ajanlarin tayini i¢in kullanilabilecegi onerilmis ve sistein, E vitamini (Tiitem,
Apak, Giinayd1 ve Sdzgen, 1997) ve askorbik asit’in (Giiclii, S6zgen, Tiitem, Ozyiirek ve
Apak, 2005) tayininde basar1 bir sekilde kullanilmistir. Kullanilan bu yontem ile daha sonra
yapilan ¢aligmada kuprik iyonu indirgeme potansiyelini 6l¢gmek i¢in bitki ekstrelerinde ve
insan serumunda denenmistir. Cu?* indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC:
Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) olarak adlandirilan bu yontem ile hidrofilik ve
lipofilik antioksidan kapasite kolay bir sekilde belirlenmektedir (Apak, Giiglii, Ozyiirek ve
Karademir, 2004).

1.4.4. Fe** indirgeme antioksidan aktivite tayin yontemi

Bir bilesigin indirgeme kapasitesi, onun potansiyel antioksidan aktivitesinin oldugunun
kanitidir. Elektron trasferi yontemlerinden olan FRAP teknigi diisiik pH’da Fe**’iin Fe?"’ye
indirgenmesi prensibine dayanmaktadir (Hossain, Ratnayake, Meerajini ve Wasantha
Kumara, 2016). FRAP yontemini avantajli kilan ve bundan dolayr antioksidan
caligmalarinda siklikla tercih edilmesini saglayan unsurlar vardir. Bunlar; basit, hizli, ucuz
ve saglam olup 6zel ekipman gerektirmemesidir (Prior ve digerleri, 2005; Hossain ve

digerleri, 2016; Blagojevi¢ ve digerleri, 2018). TEAC ile FRAP yontemleri arasinda fark
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yoktur. Sadece TEAC yontemi noétral ortamda gerceklestirilirken, FRAP yonteminin ise
asidik (pH) kosullarda gergeklestirilmektedir (Huang, Ou ve Prior; 2005).

1.4.5. ABTS*: katyonik radikali soniimleme aktivitesi

Antioksidan kapasite yontemlerinden bir digeri ise TEAC teknigi olup ilk defa Miller ve
arkadaslar1 (1993) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem daha sonra Re ve arkadaslar1 (1999)
tarafindan degistirilmis ve gida Orneklerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde
yaygin bir teknik olarak kullanilmistir (Huang ve digerleri, 2005; MacDonald-Wicks, Wood
ve Garg, 2006; Prior ve Cao, 1999). Karakteristik uzun dalga boylu absorpsiyon spektrumu
660, 734 ve 820 nm’de maksimum deger gosteren ABTS'- absorbansinin antioksidan
tarafindan inhibisyonu ilkesiyle agiklanmaktadir (Prior ve Cao, 1999). Standart yontemde
hidrojen peroksit ile metmiyoglobinin aktivasyonu sonucu ferrilmiyoglobin olusturarak 2,2-
azinobis(3-etilbenzothiazollin-6-sulfonik asit) (ABTS)’den ABTS"- radikal katyonunun
olugsmasii saglamaktadir. ABTS yonteminde test edilecek numune ABTS" radikalleri
olusumundan 6nce eklenir ve numune ABTS'- radikallerinin olusumunu azaltic1 etki
gostermektedir (Magalhdes, Segundo, Reis ve Lima, 2008). Hizli reaksiyona giren
antioksidanlarin ferrilmiyoglobin radikalini de indirgenmesine sebep oldugu icin bu
yontemin olumsuz yonii olarak bahsedilmektedir. Bir baska problem olarak goriilen
ABTS"’nin biyolojik sistemlerde bulunmamasi ve bu sistemlerdeki radikallere
benzememesidir. Hem sulu hem de lipit fazlarda kullanilabilir olmasi ise olumlu yonii olup
antioksidan kapasiteyi belirlemede her ikisinden de yararlanilabilir. (Huang ve digerleri,

2005; MacDonald-Wicks ve digerleri, 2006).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu yiiksek lisans tez calismasi Amasya Universitesi, Egitim Fakiiltesi laboratuvarinda ve
Merkezi Arastirma Uygulama Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezinde

yapilmustir.

2.1.1. Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar

* Multiplaka okuyucu (Multiskan Go, Thermo)

» Floresans spektrofotometre (Cary Eclipse, Agilent)
» Liyofilizator (FreeZone 6, Labconco)

 Santrifiij (3-30K, Sigma)

« Manyatik karigtirict (MS300HS, Mtops)

«  pH metre (Meters, Table top, isolab)

* Aliiminyum blok 1sitic1 (Dri-Block DB-4D, Techne)
* Sogutmali sirkiilator (PP28R-30-A12E, PolyScience)
« Inkiibatér (Innova 43, New Brunswick)

*  Optik yogunluk (OD) (Genesys 10S, Thermo)

» Isik mikroskobu (DM 500, Leica)

2.1.2. Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar

* K3;HPO4 (Dipotasyum hidrojen fosfat, Merck)

*  MgSO4.7H20 (Magnezyum siilfat heptahidrat, Merck)

* [CH2N (CH2COOQH) 7] 2 (Etilen diamin tetra asetik asit, Sigma)
*  Fe(CsHsO7) (Demir(ll) sitrat, Sigma)

*  CeHgOy7 (Sitrik asit, Merck)

+ CaCl2.2H20 (Kalsiyum kloriir dihidrat, Merck)

* Na2COs (Sodyum karbonat, Merck)

* NaNOs (Sodyum Nitrat, Merck)

» Sephacryl (Sigma)
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* CM Sephadex C-50 (Sigma)

» Sephadex C-25 (Sigma)

» DEAE-Cellulose (Sigma)

* FeCls.6 H20 (Demir(I1I) kloriir hekzahidrat, Merck)
*  CuCly (Bakar(ll) kloriir, Merck)

*  CuCls,. 2H20 (Bakir(I1) kloriir dihitrat, Merck)
»  CusH12N2 (Neocuproine, Sigma)

*  C4H11NOs (Trizma, Sigma)

* NaHPO4 (Disodyum hidrojen fosfat, Merck)

* NaH2PO4 (Sodyum dihidrojen fosfat, Merck)

*  CH3COONH4 (Amonyum asetat, Merck)

*  C7HeOs (Gallik asit, Merck)

+ C15H240 (BHT, Sigma)

*  CuHi602 (BHA, Sigma)

«  CgH2NOSI, (BSA, Merck)

* C2HCIz02 (TCA, Sigma)

* NaCl (Sodyum klortir, Merck)

* Na2S203 (Sodyum tiyosiilfat, Merck)

* NaOH (Sodyum hidroksit, Merck)

*  CeHsNazO7 (Sodyum sitrat, Merck)

» Kj3[Fe(CN)s] (Potasyum hekzasiyanoferrat(l11), Merck)
*  K>S20g (Potasyum persiilfat, Merck)

*  C2H6OS (Dimetil siilfoksit, Merck)

2.1.3. Calismada kullanilan besi ortamlarinin hazirlanmasi

BG11/BG11-0 s1vi besi ortami

Hazirlanan sivi besi ortami i¢in ¢izelgede verilen bilesenler kullanilmis olup hacim 1000
mL’ye distile su ile tamamlanarak tim malzemeler 121 °C’de 20 dakika (dk)
otoklavlanmigtir (Abelson ve Simon, 1988) (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Stvi besi ortam1 hazirlama
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Miktar1 BG11-1X BG11-0-1X Miktar1
Malzemeler Soliisyonu
(g/L) Miktar1 (mL) Miktar1 (mL) (9
KoHPO, CO(NO3)2.6H20
4 10 10 0,0494
(Merck) (Merck)
MgS0O..7H,0 HsBOs
6 10 10 2,86
(Merck) (Merck)
[CH2N (CH,COOH) 7]> CuS04.5H,0
) 0,1 10 10 0,079
(Sigma) (Merck)
Fe(CsHs07) ZnS04.7H,0
) 0,6 10 10 0,22
(Sigma) (Merck)
CeHsO7 MnCl,4H,0
0,6 10 10 1,81
(Merck) (Merck)
CaCI2.2H20 Na,M00O;4.2H,0
3,6 10 10 0,39
(Merck) (Merck)
Na,COs3 ..
3 10 10 Distile su 1L
(Merck)
NaNO3;
150 10 -
(Merck)
Soliisyon - 1 1

Distile su ile 1L’ye

tamamlanir

Distile su ile 1L ye]

tamamlanir.

BG11/BG11-0 kat1 besi ortam

Hazirlanan kati besi ortami i¢in ¢izelgede verilen bilesenler kullanilmis olup hacim 500

mL’ye distile su ile tamamlanarak tim malzemeler 121 °C’de 20 dk otoklavlanmigtir

(Abelson ve Simon, 1988) (Cizelge 2.2).




Cizelge 2.2. Kat1 besi ortami hazirlama
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Miktari BG11-1X BG11-0-1X Miktart
Malzemeler ) ) Soliisyonu
(g/L) Miktar1 (mL) Miktar1 (mL) (@)
KoHPO,4 CO(N03)2.6H20
4 10 10 0,0494
(Merck) (Merck)
MgS0O4.7H20 HsBOs
6 10 10 2,86
(Merck) (Merck)
[CH2N (CH2COOH):]2 CuS04.5H,0
) 0,1 10 10 0,079
(Sigma) (Merck)
FE(C6H507) ZnS04.7H,0
. 0,6 10 10 0,22
(Sigma) (Merck)
CsHsOy MnCl;4H,0
0,6 10 10 1,81
(Merck) (Merck)
CaCl,.2H,0 Na:Mo00O..2H,0
3,6 10 10 0,39
(Merck) (Merck)
Na,COs -
3 10 10 Distile su 1L
(Merck)
NaNO3
150 10 -
(Merck)
Soliisyon - 1 1
Distile su ile 500|Distile su ile 500
ML ’ye tamamlanirmL’ye tamamlanir,

Otaklavlanarak steril edilen besi ortam1 (BG11/BG11-0) ve agar powder (Sigma) (12 g/ 500

mL) homojen bir sekilde karistirilarak petrilere dokiilmiistiir. Katilagtiktan sonra 4 °C’de

saklanmustir.

Nutrient agar (NA) plaklan

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan bakterilerin ve mayalarin, gelistirilip

stoklanmasi i¢in kullanilan bu plaklar prosediire gore 1 L ¢dzelti icin 20 g Nutrient Agar

(Merck) tartilarak hazirlanan karisim 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak (Niive-Steamart, OT-

90L) steril edilip, petrilere dokiilmiistiir. Katilastiktan sonra 4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Nutrient broth (NB) s1v1 besi ortami

Bakterilerin kiiltiirde biiyiitiilmeleri amaci ile kullanilan bu besi ortami prosediire gore 1 L
¢ozelti i¢in 8 g Nutrient Broth (Merck) tartilarak hazirlanan karisim 121 °C’de 20 dk

otoklavlanarak steril edilip, 4 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Cernek golii 6rnekleme noktalari

Bu calismada Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Kiiltiir koleksiyonundan saglanan
Samsundaki Cernek Golii’nden (Sekil 2.1) izole edilen izolat (C32) 20 Agustos 2019°da

ornekleme yapilarak elde edilmistir. Cernek Golii’'nden su drneklerin alindigi koordinatlar

Cizelge 2.3’de ve 6rneklem bolgeleri Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2.1. Cernek Golii (Cernek Golii/Bafra Balik Golleri)
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Cizelge 2.3. Cernek Golii’nden su orneklerin alindigi koordinatlar

Bolge Ismi Boélge Koordinati
1 1. Bolge 41.646110, 36.079445
2 2. Bolge 41.646110, 36.079166
3 3. Bolge 41.646110, 36.079445
4 4. Bolge 41.646390, 36.079445

Kizilirmak D
Halkalamalstas

Sekil 2.2. Cernek Golii 6rneklem bolgeleri (Cernek Golii/Bafra Balik Gélleri)

2.2.2. Siyanobakterilerin kiiltivasyonu

Siyanobakterilerin ¢ok fazla iiretimi saglanabilmesi i¢in BG11 besi ortamina ilave edildi.
Daha sonra Okaryotik mikroorganizmalarin gelismesini engellemek i¢in 0,1 g/L
Cycloheximide eklenerek siyanobakteriler uygun sicaklik (25 °C) ve 151k yogunlugunda 4-6
hafta siire ile ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Saf izolatlarin s1v1 besiyerinde gelistirilmesi

2.2.3. Fikoeritrin iceren ekstraktin elde edilmesi

BG11/BG11-0 besiyerinde gelistirilen siyanobakteriler 10 000 rpm’de santrifiijlenip elde
edilen pelet besiyer ortamindan ayrilmistir. Pelet 3 defa saf su ile yikanip liyofilize edilmis
(Sekil 2.4) 6rnegin kuru agirlig: tartildiktan sonra sivi azot ile havanda pargalanip iizerine
100 mM fosfat tamponunun (pH: 7,2) 50 mL’si ilave edilerek manyetik karistiricida 1 s (buz
banyosu igerisinde) karistirllmistir. Bu siire sonunda, 6rnek 50 mL’lik bir tiip icerisine
alinarak sonikator yardimiyla 1 dk % 70 genlik (amplitude) ile, 5 kez, buz banyosu igerisinde
sonike edilmistir.14 000 rpm’de 30 dk 4 °C’de santrifiij edilerek C-FE’yi iceren ekstrakt
dekante edilip bir sonraki adima kadar 4 °C’de saklanmistir (Sekil 2.5).

Sekil 2.4. Liyofilizator cihazi



Sekil 2.5. Liyofilize edilmis siyanobakteri izolatlari

FE ekstraksiyonunun optimizasyonu Sekil 2.6’da gosterilmistir.

Sekil 2.6. FE ekstraksiyonunun optimizasyonu

29
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FE, Tris-HCI tamponu ile dondurma ve ¢6zme metodu (Sekil 2.7) uygulanarak rengi agilana

kadar bu isleme devam edilmistir (Sekil 2.8).

Sekil 2.7 FE, Tris-HCI tamponu ile dondurma ve ¢6zme metodu

Sekil 2.8. FE, Tris-HCI tamponu ile renk agilana kadar dondurma ve ¢6zme islemi
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2.2.4. Protein tayini

Orneklerin toplam protein igerigi Lowry, Rosebrough, Farr ve Randall (1951) metoduna
gore belirlenmistir. Bu amagla, 6nce standart grafik olusturmak i¢in 1000 pg/mL derisiminde
hemoglobin ¢ozeltisi hazirlanip gerekli seyreltmeler yapilarak iizerine 5 mL % 2°1ik Na2CO3
icerisinde % 1 Na-K tartarat ve % 0,5 CuSOgsigeren ¢ozeltiden eklenmistir. Oda sicakliginda
10 dk bekletilip vorteks iizerinde karistirilan her bir tiip tizerine 500 uL 0,5 N Folin and
Ciocalteu’s phenol belirteci ilave edilmistir. 30 dk oda sicakliginda karanlik ortamda
bekletildikten sonra 660 nm’de kor ¢oOzeltisine karsi absorbans degeri Olg¢lilmiistiir.
Orneklerin protein igerigi belirlenirken standart olarak kullanilan protein yerine drnek

cozeltisinden 500 pL alinarak ayni islemler tekrarlanmastir.

2.2.5. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Amonyum siilfat yontemi proteinlerin farkli iyonik siddette ¢okme o6zelliginden
yararlanilarak yapilan bir ayirma islemidir. Proteinler cok degerlikli elektrolitler oldugundan
iyonlara benzer sekilde hareket ederler. Yiiksek tuz derisimlerinde, protein molekiillerini
cevreleyen ve ¢oziiniir halde tutan su molekiilleri, tuzdaki iyonlar tarafindan c¢ekilir ve
proteinler coker. Bu ¢gokmede molekiil agirlig1 ve iyonik siddet etkilidir. Dolayisiyla degisik
tuz derisimlerinde degisik proteinler ¢oker (Lehninger, Nelson ve Cox,1993). Amonyum
stilfat diisiikk sicaklikta su igerisinde yiiksek oranda ¢oziiniir ve bu bakteri olusumunu
onlemesinin yani sira protein saflastirmasina ve proteinin konsantre edilmesine yardime1

olur (Patel, Mishra, Pawar ve Ghosh, 2005).

Bu amagla, ilk asamada kirmiz1 renkli ekstrakt {izerine, kati ve toz halindeki amonyum
siilfattan % 25 doygunlukta olacak sekilde ilave edilip sogutmali sirkiilator cihaz ile 4 °C’de
(Sekil 2.9) gece boyunca manyetik karistiricida karistirilmis ve 14 000 rpm’de 30 dk
santrifiij edilmistir (Sekil 2.10). Siipernatant alinarak % 60 doygunlukta olacak sekilde
amonyum siilfattan tekrar ilave edilip 4 °C’de gece boyunca manyetik karistiricida
karistirilmistir. 14 000 rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra elde edilen pelet bir miktar
fosfat tamponunda ¢oziilerek bir sonraki adima kadar 4 °C’de saklanmustir. Ornek fazla

tuzun giderilmesi amaciyla Sephadex G-25 kolondan gegirilmistir.
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Sekil 2.10. Amonyum siilfat ¢oktiirme isleminden sonra santrifiij uygulamasi

2.2.6. Sephadex G-25 kolon kromatografisi

Amonyum siilfat ¢oktiirme basamaginda elde edilen ve C-FE igeren pelet fosfat tamponunda
¢oziinmiistiir. Onceden sisirilmis Sephadex G-25 (medium) cam kolona (5x1 cm)

paketlenmistir. Ornek, 1 mL olacak sekilde kolona yiiklenip fraksiyonlanmustir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Elde edilen ¢okelegin Sephadex G-25 kolondan gegirilme islemi
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2.2.7. DEAE-seliiloz iyon degisim kromatografisi

Ornekler daha dnceden sodyum asetat tamponu (50 mM, pH: 5,5) ile dengelenmis DEAE-
seliiloz kolona yiiklenmistir. Akis hiz1 1 mL/dk olarak ayarlandiktan sonra 0-0,5 M NaCl ile

dogrusal gradient uygulanarak 6rnek fraksiyonlanmis, fraksiyonlarin saflik orani kontrol

edilerek daha sonraki analizler igin 4 °C’de saklanmistir (Sekil 2.12).

Sekil 2.12. 0-0,5 M NaCl ile dogrusal gradient uygulanarak numunenin eppendorf tiiplere
fraksiyon toplama iglemi
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2.2.8. Saflastirilmis C-FE’nin UV-VIS ve floresans spektrumlarinin dl¢iilmesi

Iyon degisim kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlarin UV-VIS spektrumu
taramas1 mikroplaka okuyucuda (Multiskan Go, Thermo) 230-900 nm arasinda
gerceklestirilip maksimum absorpsiyon yaptig1 dalga boyu belirlenmistir. Orneklerin
floresans taramasi bir floresans spektrofotometre yardimiyla (Cary Eclipse, Agilent)
gergeklestirilmistir (Sekil 2.13). Eksitasyon dalga boyu 566 nm olarak secilip maksimum

emisyon verdigi dalga boyu derisim bagimli olarak incelemistir.

Sekil 2.13. Floresans spektroskopisi analizi

2.2.9. C-FE’nin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmasi

Saflagtirilan C-FE’nin biyolojik aktivite aragtirmasi kapsaminda, ABTS*- katyonik radikali
soniimleme aktivitesi, Fe** indirgeme giicii, Cu®" indirgeme giicii ve antimikrobiyal

aktivitesi arastirilmistir.

2.2.10. ABTS"- katyonik radikali soniimleme aktivitesi

Saflagtirllmig C-FE’nin ABTS™ katyonik radikali s6niimleme aktivitesi Re ve digerleri
(1999) metoduna gore belirlenmistir. Standart antioksidan olarak BHA kullanilmistir.
ABTS" katyonik radikali ¢6zeltisi son derisimleri 7 mM ABTS ve 2,45 mM K>S>0g olacak
sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan ABTS™- ¢ozeltisinin absorbansi mikroplaka okuyucu

yardimiyla (Multiskan Go, Thermo) 734 nm'de 0.720+0.02’e ayarlanmistir (Sekil 2.14).
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Farkli derigimlerde 30 pl 6rnek 170 pl ABTS™ ¢ozeltisi ile karistirilip 30 dk karanlikta ve
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 734 nm’de absorbansi
olgiiliip sonuglar ICso degeri ile ifade edilmistir. ICso degeri ortamdaki ABTS™ ¢ozeltisinin
yarisini soniimleyebilen 6rnek derisimini ifade etmektedir (Giilgin, Elias, Gepdiremen, Chea

ve Topal, 2010).

Sekil 2.14. Mikroplaka okuyucu (Multiskan Go, Thermo)

2.2.11. Cu?* indirgeme giiciiniin belirlenmesi

Cu?" indirgeme giicii Apak ve digerleri (2006) metoduna gore belirlenmistir. Bu amagla,
farkli derisimlerdeki 6rnek mikroplaka kuyucuklarina koyulup tizerine hacmi 65 pL olacak
sekilde saf su eklenmistir. Daha sonra, sirastyla biitiin kuyucuklara 50 mL CuCl> (100 mM),
50 mL Neokuproin (7,5.10° M), 50 mL NHAc (1 M, pH: 7) eklenip 30 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 450 nm’de absorbans degeri (Multiskan Go, Thermo) okunup
kaydedilmistir. Sonuglar BHA standardimin Cu?* katyonunu indirgeme giicii ile

kiyaslanmistir.

2.2.12. Fe®* katyonu indirgeme giiciiniin (FRAP) belirlenmesi

Fe®" katyonu indirgeme giicii Oyaizu (1986) metoduna gore belirlenmistir. Bu amagla,
mikroplaka kuyucuklarina farkli derisimlerde 30 pL 6rnek eklenmistir. Daha sonra iizerine
sirastyla 50 pL fosfat tamponu (200 mM pH: 6,6) ve 50 uL % 1’lik Ks[Fe(CN)e]
¢ozeltisinden ilave edilerek 50 °C’de 20 dk boyunca bir 1sitic1 blok (Dri-Block DB-4D,
Techne) yardimiyla inkiibe edilmistir (Sekil 2.15). Inkiibasyon sonunda 50 pL % 10’luk
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TCA ve 20 uL % 0,1°lik FeCls ilave edilip 700 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir. Standart
antioksidan olarak gallik asit (GA) kullanilmis olup sonuglar formiil 1’e goére indirgeme giicii
olarak hesaplanmistir (Oyaizu, 1986; Topal ve digerleri, 2016).

Indirgeme Giicii = Egimmeky/Egimca) 1

Egim degerleri grafigin dogrusal olarak arttig1 bolgede hesaplanmaistir.

Sekil 2.15. Aliiminyum 1sitic1 blok ve Mikroplaka okuyucu

2.2.13. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Bu ¢alismada Cernek Golii'nden izole edilen izolata (C32) ait ekstraktin Gram pozitif (+)
bakterisi Staphylococcus aureus ATCC 25923, Gram negatif (-) bakterisi Pseudomonas
aeruginosa NRLL 132679 ve mayalardan ise Candida albicans ATCC 14053 test
mikroorganizmalar1 iizerine antimikrobiyal aktivitesi MIK (Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu) yontemi kullanilarak belirlenmistir. Test mikroorganizmalar1 37+0,1
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda optik yogunlugu (OD) ayarlamak igin
spektrofotometre (Genesys 10S, Thermo) ile 600 nm’deki bakteri absorbansi 0,1 A
ayarlanmistir. 96 kuyucuklu plate’de 1 mg/mL konsantrasyondan baslanarak fikoeritrinin
yar1 yariya seri diliisyonu yapilmistir (Sekil 2.16). Diliisyonlar iizerine 100 pL test
mikroorganizmasi eklenerek 37+0,1 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda iiremeyi engelleyen ekstre konsantrasyonu gozlemlenmistir. Daha sonra NA

plaklarina steril sartlarda ¢izi ekim yapilarak 37+0,1 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon siiresi sonlandiginda MIK degerleri NA plaklarinda gézlemlenerek iiremenin

olmadig1 kuyucuklarin konsantrasyon degeri baz alinmistir (Zgoda ve Porter, 2001).

Sekil 2.16. Minimum inhibisyon konsantrasyonu deneysel ¢aligmalari
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Su Orneklerinden Siyanobakteri izolasyonu

Bu ¢alisma Cernek Golii’nden izole edilen siyanobakteriler ile yapildig1 i¢in izolatlar Cernek
Goli’niin bag harfi olan C ile kodlanmis olup gdlden elde edilen C32 izolatiyla ¢alismalar
yiiriitiilmiistiir. Onceki ¢aligmalarda Cernek Gélii'nden izole edilen koyu kirmizi kahve
renkli filamentli siyanobakterinin (izolat C32) 16S rRNA ITS sekans analizi sonucunda
Leptolyngbya compacta ile % 99,23 benzerlik gosterdigi bulunmustur (Ceniklioglu, 2022).
Isik mikroskobu (Leica DM 500) altinda 40x objektifte Leptolyngbya compacta izolatinin

morfolojik incelenmesi yapilarak mikroskop fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Saf siyanobakteri tiiriiniin mikroskobik goriintimii (C32; Flamentli)
3.2. Fikoeritrin Saflastirma Bulgulari
C-FE'nin siyanobakteriden saflastirilmasinda kullanilan amonyum siilfat (NH4)2SO4

coktiirmesi, anyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisine iligkin sonuglar

Cizelge 3.1'de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Fikoeritrinin saflagtirilma ¢izelgesi

. C-FE derisimi
Ornek ad1 C-FE saflik orani
(ng/ml)
Siyanobakteri ekstrakti 4,66 1,85
% 0-25 (NH4)2S04 ¢oktiirmesi - 0,85
% 25-65 (NH4)2SO4 ¢coktiirmesi 84,1 2,33
DEAE-Seliiloz Kromatografisi 33,9 3,66
Jel Filtrasyon Kromatografisi 6,2 10,6

Siyanobakterilerden elde edilen ekstrakttaki C-FE'nin saflig1 1,85 olarak belirlenmistir. % 0-
25 (NH4)2SO4 ¢oktiirmesi sonucu saflik orani diismiis olup ekstraktta C-FE derisimi
miktarinin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle hesaplanamamistir. % 25-65'lik (NH4)2SO4
coktiirmesi yapilmis ve saflik orani 2,33 olarak hesaplanmis olup C-FE derisimi 84,1 pg/ml
bulunmusgtur. Anyon degisim kromatografisi sonucunda C-FE'nin saflik oran1 ve derisimi,
strastyla 3,66 ve 33,9 pg/ml hesaplanmistir. Saflagtirma isleminin son basamagindaki jel
filtrasyon kromatografisi ile 10,6 saflik oraninda C-FE elde edilmis olup derisimi 6,2 olarak

hesaplanmustir.
3.3. Antimikrobiyal Aktivite Calismalari
Siyanobakteri ekstraktinin ve saflastirilan fikoeritrinin MiK degeri mikrodiliisyon yontemi

ile belirlenmistir (Sekil 3.2). Cernek Golii’'nden izole edilen C32 kodlu siyanobakteri crude

ekstraktinin ve saf fikoeritrinin MIK plate goriintiisii Sekil 3.3’te gdsterilmistir.

Sekil 3.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) deney diizenegi



40

Sekil 3.3. Cernek Golii’nden izole edilen C32 kodlu siyanobakteri crude ekstraktinin ve saf
fikoeritrinin MiK plate goriintiisii

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda gram pozitif (+) bakteri Staphylococcus aureus
ATCC 25923, gram negatif (-) bakteri Pseudomonas aeruginosa NRLL 132679 ve
mayalardan Candida albicans ATCC 14053 kullanilmistir. Leptolyngbya compacta tiirii ile
iligkilendirilen C32 kodlu izolatin crude ekstraktinin test mikroorganizmalari iizerine
antimikrobiyal etkisinin zayif oldugu (MIK> 12 mg/mL), saflastirilan fikoeritrinin ise
Staphylococcus aureus ATCC 25923 tiirline karsi 6nemli derecede antimikrobiyal etkiye
sahip oldugu (MIK: 6 mg/mL) tespit edilmistir. Saflastirilan fikoeritrinin Pseudomanas
aeruginosa NRLL 132679 ve Candida albicans ATCC 14053 iizerine MIK degerinin 12
mg/mL oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Siyanobakteri ekstraktinin, bakteriyel test mikroorganizmalar1 tlizerindeki
Minimum Inhibisyon Konsantrasyon degerleri (mg/mL)

Test Mikroorganizmalari C32 Crude C32 Saf Fikoeritrin
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >12 6
Pseudomanas aeruginosa NRLL 132679 >12 12
Candida albicans ATCC 14053 >12 12

Tilim diinyada medikal ve zirai alanda ciddi bir sorun olmaya baglayan antimikrobiyal direng
sik ve bilingsiz antibiyotik uygulamalar1 sonucunda daha da artmaktadir. Hayvan ve insan

saglhigini ciddi olarak tehdit eden bu duruma bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri
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diren¢ sebep olmaktadir. Diren¢ mekanizmasi lizerinde yapilmis olan biz dizi ¢caligmalar ile
antimikrobiyallerin klinik kullanimlar1 tanimlanmigtir (Helms, Vastrup, Gerner-Smidt ve
Molbak, 2002). Bakteriyal direncin nasil olustugunun bilinmesi ile antimikrobiyaller,
mikroorganizmalar ve ¢evre iizerindeki etkilesimin anlasilmasi kolaylasacaktir. Duyarli bir
bakteri direngli duruma gelebilmektedir. Bunun i¢in bir¢ok yol mevcut olmasinin yani sira
genel olarak antimikrobiyallere karsi direng i¢sel veya digsal olabilir. Bakteri tarafindan
taginan direng genlerinin varligina bagli olmasi durumuna igsel diren¢ neden olurken,
tyilestirici 0zelligi olmayan antimikrobiyallerin kullanimi ya da ani mutasyonlara bagl
genomdaki degisimler gibi bircok nedene dissal direng sebep olabilmektedir. Ozellikle
direng gelisimindeki en yaygin sorunlardan birisi olarak nitelendirilen durum ise tedavi edici

dozun altinda madde kullanimidir (Mc Dermott, Walker ve White, 2003).

Fikoeritrinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar daha ¢ok disk
difiizyon yéntemi ile gergeklestirilmis olup MIK degerinin belirlenmesine yénelik az sayida
caligma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar incelendiginde kurakliga dayanikli olan Nostoc sp.
susundan saflastirilan fikoeritrinin 3,9-7,8 pg/mL konsantrasyonu araliginda gram pozitif ve
negatif bakteriler ve funguslar iizerine antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur
(Nowruzi, Fahimi ve Lorenzi, 2020). Bu ¢alismanin verilerine gore Leptolyngbya compacta
tiriinden sSaflastirdigimiz fikoeritrinin antimikrobiyal aktivitesinin daha diisiik oldugu

bulunmustur.

Disk difiizyon yontemi ise bir maddenin MIK degeri hakkinda bilgi vermezken
antimikrobiyal 6zelliginin var olup olmadig1 hakkinda bilgi saglar. Bir ¢alismada Gracilaria
verrucosa kirmizi alginden elde edilen ekstraktin Escherichia coli ve Salmonella
typhimurium iizerine antimikrobiyal etkisinin oldugu belirtilmistir (Dayuti, 2018). Benzer
baska bir ¢alismada Porphyridium cruentum'dan elde edilmis olan B-PE'nin ise gram pozitif
bakterileri olan Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ve gram negatif
bakterilerden Salmonella typhimurium'a karsi antibakteriyel aktivite gosterdigini bildirmistir
(Najdenski ve digerleri, 2013). Bir calismada Nostoc carneum dan saflastirilan fikoeritrinin
araciligiyla sentezlenen AgNOz nanopartikiillerin E. coli, Staphylococcus aureus,
Enterobacter aerogenes ve Streptococcus sp. test mikroorganizmalar1 {izerine
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica bu nanopartikiillerin antihemolitik,
in vivo ve in vitro sitotoksik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (EI-Naggar, Hussein ve El-
Sawah, 2018).



42

3.4. Antioksidan Aktivite Bulgulari

Antioksidan aktivite ¢calismalarinda Cernek Golii’'nden izole edilen C32 kodlu siyanobakteri
ekstrakt: kullamlmistir. Antioksidan aktivitesini belirlemek amaci ile Cu?* indirgeme giicii,

Fe3* indirgeme giicii ve ABTS* soniimleme aktivitesi yontemlerinden yararlanilmistir.

3.4.1. ABTS": soniimleme aktivitesi bulgulari

C32 kodlu siyanobakteri crude ekstraktinin ve saf fikoeritrinin ABTS™ soniimleme

aktivitesinin plate goriintlisii Sekil 3.4’te gosterilmistir.
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Sekil 3.4. C32 kodlu siyanobakteri crude ekstraktinin ve saf fikoeritrinin ABTS* soniimleme
aktivitesinin plate goriintiisi

Standart olarak kullanilan BHA (Sekil 3.5) ve BHT (Sekil 3.6) ile saflagtirilmis fikoeritrinin

ABTS"- soniimleme aktivitesinin (Sekil 3.7) derisim ile iligkisi incelenmistir.
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Sekil 3.7. GA’nin ABTS™ soniimleme aktivitesi

Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve Sekil 3.7. incelendiginde, BHA, BHT ve GA’nin derisiminin

artmasiyla ABTS": soniimleme aktivitesi artmis olup ICso degerleri sirastyla 13,73, 6,76 ve

2,00 pg/mL olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.8. Saflastirilmis fikoeritrinin ABTS™ séniimleme aktivitesi
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Sekil 3.8’de verilen saflastirilmis fikoeritrinin ABTS™- soniimleme aktivitesi incelendiginde

C-FE’e ait ICso degeri 52,83 pg/mL olarak hesaplanmstir.

Cizelge 3.3. Standartlar ve saflagtirilmis fikoeritrinin ABTS" soniimleme aktivitesi

Ornek ICso (ug/mL)
BHA 13,73
BHT 6,26
GA 2,00
Saflagtirilmig fikoeritrin 52,83

Cizelge 3.3. incelendiginde, saflastirilmis fikoeritrinin ABTS'- soniimleme aktivitesi

standart olarak kullanilan antioksidanlara gore daha diisiik bulunmustur.

3.4.2. Cu?" indirgeme giicii bulgulari

(32 kodlu siyanobakteri crude ekstraktinin ve saf fikoeritrinin Cu?* indirgeme aktivitesinin

plate goriintiisii Sekil 3.9’da gosterilmistir.

Sekil 3.9. C32 kodlu siyanobakteri crude ekstraktinin ve saf fikoeritrinin Cu?* indirgeme
aktivitesinin plate gorilintiisii

Standart olarak kullanilan BHA (Sekil 3.10) ve BHT (Sekil 3.11) ile saflagtirilmig

fikoeritrinin Cu?* indirgeme aktivitesinin (Sekil 3.12) derisim ile iliskisi incelenmistir.
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Sekil 3.12. Saflastirilmis fikoeritrinin Cu?* indirgeme aktivitesi

BHA (Sekil 3.10) ve BHT (Sekil 3.11) ile saflastirilmis fikoeritrinin (Sekil 3.12) Cu?*
indirgeme grafikleri incelendiginde grafiklerin dogrusal bolgelerine ait egimler sirasiyla

14,91, 16,08 ve 1,70 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 3.4. Saflastirilmus fikoeritrinin Cu?* indirgeme giicii

Ornek Cu?* indirgeme giicii Cu?* indirgeme giicii
(mg BHAEsdeger/g C- | (mg BHTEsdeger/g C-FE)
FE)
Saflastirilmis fikoeritrin 114 106

Cizelge 3.4. incelendiginde, saflastirilmis fikoeritrinin Cu?* indirgeme giicii 114 mg
BHAE/g C-FE ve 106 mg BHTE/g C-FE olarak hesaplanmustir.

3.4.3. Fe®** indirgeme giicii bulgular:
Saflastirilmis fikoeritrinin Fe®* indirgeme giicii gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden

hesaplanmis olup GA (Sekil 3.13) ve saflastirilmis fikoeritrin (Sekil 3.14) igin Fe*

indirgeme aktivitesinin derisim ile iligkisi gosterilmistir.
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0,25
0,24

0,23

Abs (700 nm)
o o o o
©c & R RN

o
=
[e0]

0,17

0,16

0,15
0 20 40 60 80 100

Saflagtirilmis fikoeritrin (ug/mL)

Sekil 3.14. Saflastirilms fikoeritrinin Fe®* indirgeme aktivitesi

GA (Sekil 3.13) ve saflastirilmis fikoeritrin (Sekil 3.14) i¢in Fe** indirgeme grafiklerine ait

egim degerleri sirasiyla 19,15 ve 1,0 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.5. Saflastirilmus fikoeritrinin Fe3* indirgeme giicii

Ornek Fe3* indirgeme giicii
(mg GAE/g C-FE)
Saflastirilmus fikoeritrin 52,2

Saflastirilmis fikoeritrinin Fe** indirgeme giicii (Cizelge 3.5) 52,2 mg GAE/g C-FE olarak

bulunmustur.

Siyanobakterilerilerin total ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerine dair birgok g¢aligma
bulunmaktadir. C-Fikoeritrinin antioksidan aktivitesi ile ilgili literatiirde az sayida ¢alisma
bulunmustur. Bir ¢alismada Lyngbya sp. AO9DM susunda saflastirilan fikoeritrinin 150
mg/mL konsantrasyonda DPPH radikalinin % 84,29 + 1,64 {inti stiptirdiigii bildirilmistir.
ICso degeri ise 232,79 + 0,31 pg/mL olarak bildirilmistir. ABTS radikali siiptirme aktivitesi
icin ICso degeri 28,26 + 0,30 pg/mL, demir iyonu selatlama giicii ise 120,92 = 1,31 pg/mL
olarak bildirilmistir (Sonani, Singh, Kumar, Thakar ve Madamwar, 2014). Diger ¢alismada
ise Nostoc sp. susundan saflagtirilan fikoeritrinin BHT ve askorbik asite yakin DPPH, ABTS
ve Siiperoksit radikali slipiirme aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Nowruzi, Fahimi ve
Lorenzi, 2020). Bir deniz siyanobakterisi olan Halomicronema sp. R31DM’dan saflastirilan
fikoeritrinin Okaryotik bir model organizma olan Caenorhabditis elegans iizerinde
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Patel ve digerleri, 2018). Bu ¢aligsmalarla
kiyaslandiginda saflagtirdigimiz fikoeritrinin antioksidan kapasitesinin daha diisiik oldugu

bulunmustur.

Alglerden elde edilen fikoeritrinin antioksidan aktiviteleri ise daha ¢ok arastirilmistir.
Kirmiz1 bir alg olan Spyridia filamentosa (Wulfen) ‘dan saflagtirilan fikoeritrinin DPPH
radikali siipiirme aktivitesinin (ICso: 128,25 ug/mL.), nitrik oksit siipiirme aktivitesinin (ICso:
87,85 ug/mL), hidroksit radikali siipiirme aktivitesinin (ICso: 34,56 ug/mL) ve siiperoksit
radikali siliplirme aktivitesinin (ICso: 3,13 pg/mL) oldugu bildirilmistir (Brabakaran,
Venkatesan, Jayappriyan, Roselin ve Thangaraju, 2020).

Tatli sularda yasayan filamentli bir kirmiz1 alg olan Bangia atropurpurea’dan saflastirilan

fikoeritrinin antioksidan aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada DPPH radikali siipiirme



50

(ICs0: 7,66 £0,81ug/mL) ve demir selatlama (54,74 + 0,11 mg GAE/1g ekstrakt)
aktivitelerine sahip oldugu bildirilmistir (Punampalam, Khoo ve Sit, 2018).

Bangia fusco-purpurea’dan saflastirilan fikoeritrinin antioksidan aktivitesinin arastirildigi
bir calismada ABTS radikali siipiirme aktivitesi (ICso: 769,9 ng/mL), DPPH radikali
stiptiirme aktivitesi (ICso: 421,9 pg/mL), hidroksil radikali siipiirme aktivitesi (ICso:
32,4 ug/mL) ve indirgeyici giice (ICso: 625,8 ug/mL) sahip oldugu bildirilmistir (Wu ve
digerleri, 2015).

Fikoeritrinin kanser hiicreleri tiizerine de sitotoksik etkisinin oldugu bilinmektedir.
Lyngbya sp. AO9DM susundan saflagtirilan fikoeritrinin insan akciger karsinoma (A549)
hiicreleri tizerinde doz artisina bagli olarak hiicre canliliginda azalma, mitokondri membran
potansiyelinde ve laktat dehidrogenaz enzimi salimiminda artisa sebep oldugu, ayrica
hiicrelerin Go/G: fazinda apoptotik faaliyetlerinin arttig1 bildirilmistir (Madamwar, Kaushal,
Patel ve Devkar, 2015). Kirmizi alglerden elde edilen fikoeritrin ile yapilan baska bir
calisgmada SGC-7901 hiicre hattinda S fazinda iken apoptozu tetikledigi bildirilmistir (Tan
ve digerleri, 2016).

3.5. Protein Tayini Bulgulan

Albumin (sigir albiimini) kullanilarak Bradford yontemi ile ¢izilen standart grafik Sekil
3.15’te gosterilmistir.
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Sekil 3.15. BSA standart grafigi

Sekil 3.15°teki standart grafigi incelendiginde, grafige ait lineer regresyon katsayisi 0,9935
olarak bulunmustur. Protein derisiminin hesaplanmasinda Sekil 3.15°teki verilerden

yararlanilarak elde edilen formiil 2’deki denklem kullanilmastir.

A =1,6737B + 02742 2

Formiil 2°de A absorbansi, B ise protein miktar1 albiimin cinsinden derisimini ifade

etmektedir.

3.6. UV-VIS Analizi Bulgular:

Siyanobakteri ekstrakti ve her basamakta saflastirilan fikoeritrine ait UV-VIS spektrumlari

Sekil 3.16°da gosterilmistir.



52

2,00
1,80
1,60
/
= 1,40 —— Ekstrakt
3
2 120 % 25-65
£ 1,00
2 Sephadex G-25
2 0,80
< 0.60 —— DEAE-Seliiloz
0,40
0,20 ~—
0,00
230 330 430 530 630 730 830
A (nm)

Sekil 3.16. Ornege ve fraksiyonlara ait UV-VIS taramasi

Sekil 3.16 incelendiginde, hem % 25-65 amonyum siilfat ¢okelegine ait spektrumda hem de
DEAE-seliiloz saflagtirma basamagindan elde edilmis fraksiyona ait spektrumda 536 nm
civarinda belirgin bant gézlenmistir. 568 nm’de tiim drneklerde izlenen bant saflastirma ile
birlikte daha belirgin hale gelmistir. Saflagtirma basamaklarinin artmastyla birlikte 610-670

nm arasinda safsizliklardan kaynaklandig: diisiiniilen bandin siddeti azalmistir.

3.7. Floresans Analizi Bulgular:

Siyanobakteri ekstrakti ve saflagtirilmis 6rnegin farkli derisimlerine karst 577 nm dalga

boyundaki emisyon siddetleri sirastyla Sekil 3.17 ve Sekil 3,18’de gosterilmistir.
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Sekil 3.17. Siyanobakteri ekstraktinin protein derisimine bagl emisyon grafigi (Eksitasyon:

566 nm; Emisyon: 577 nm)
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Sekil 3.18. Saflastirilmig fikoeritrinin protein derisimine bagli emisyon grafigi (Eksitasyon:

566 nm; Emisyon: 577 nm)

Siyanobakteri ekstrakti ve saflagtirilmig fikoeritrine ait emisyon siddeti-derisim grafiklerine

ait egim degerleri sirasiyla 41,12 ve 69,18 olarak bulunmus olup saflagtirilma ile birlikte

egim degeri artig géstermistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma, Samsun il sinirlar1 igerisindeki Kizilirmak Deltasi’nda Ramsar Alani i¢inde yer
alan Cernek Goli’'nden Golii'nden izole edilen Leptolyngbya compacta siyanobakteri
tirtinden yiiksek miktarda fikoeritrin ekstraksiyonu yapilarak, kromatografik tekniklerle
saflastirilmas1 yapilmistir. Cernek Golii’nde izole edilen fikoeritrin i¢eren siyanobakterilerin
ekstraktlarindan biyolojik aktivite caligmalar1 yapilmistir. Ayrica fikoeritrin iizerine yapilan

ilk ¢alisma niteligi tasimaktadir.

Literatiirde siyanobakterilerden saflastirilan fikoeritrin ile ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Bu nedenle ¢alismamiz literatiire 6nemli bir katki saglayacaktir. Leptolyngbya compacta
tirtinden saflagtirilan fikoeritrinin karakterize edilerek potansiyel biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi bu ¢alismanin amacint olusturmaktadir. Bu amagla saf fikoeritrinin
antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Bu biyolojik ajanlarin iilkemizde
iiretilmeyip yurtdisindan getirilmesi olduk¢a maliyetlidir. Fikoeritrinin saf halde eldesi ile
biyoteknolojik bir ilag olarak kullanilabilme kapasitesi belirlenerek Oncelikli alanlarda
Oonemli bir yer tutan biyoteknolojik ila¢ gelistirmenin ilk basamagi gerceklestirilmistir.
Fikoeritrinin saflagtirilmast zor ve masraflidir bu yiizden bu alanda yapilan ¢aligmalar ile
ilgili sinirl bilgi bulunmaktadir. Yapilan bu ¢alisma ile literatiire onemli bir katki saglandigi
ve lirliniin saflastirma basamaklar1 optimize edilerek, bu {irliniin ticari olarak pazarlanmasina

da alt yap1 olusturmaktadir.

Bu calisma sonucunda Cernek Golii’'nden alinan bu siyanobakteri BGii besi ortaminda
uygun sicaklik ve 151k ortaminda gelistirilerek elde edilen biyokiitle fikoeritrin ekstraksiyonu
icin kullanmilmigtir. Saflagtirma islemi sonucunda fikoeritrin igeren siyanobakterilerin
renginin kirmizi-kahverengi oldugu ve mikroskobik incelemelerinde flamentli yapida
oldugu tespit edilmistir. Flamentli yapidaki siyanobakterlerde akinet, heterosist,
hormogonium gibi 6zellesmis yapilarin bulunmasi azot fiksasyonu i¢in ¢ok biiylik bir 6neme

sahiptir.

C32 kodlu ekstraktin gram pozitif (+) bakterisi Staphylococcus aureus ATCC 25923, Gram
negatif (-) bakterisi Pseudomonas aeruginosa NRLL 132679 ve maya Candida albicans
ATCC 14053 tiirleri tizerine antimikrobiyal aktivite deneyleri sonucunda fikoeritrinin Gram
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(+) mikroorganizmalar tizerine daha etkili oldugu goriilmiistiir. Gram pozitif bakterilerinde
kalin bir peptidoglikan tabakasi bulunurken dis membran bulunmamaktadir. Gram negatif
bakterilerinde ise peptidoglikan tabakasi ¢ok ince yapida olup dis membran bulunmaktadir.
Gram pozitif bakterisine kars1 daha etkili olmasinin sebebi ise Gram negatif bakterisinin
membranlarinda bulunan lipopolisakkarit yapisinin dis ¢evreleri ile baglantiy1

engellemesinden kaynakli oldugu bildirilmistir.

Antimikrobiyel aktivitesinin yiiksek bulunmasi, giliniimiizde gida, kozmetik ve ilag
sektoriinde yeni uygulamalarda kullanilmak tizere pigmentlerin ekstraksiyonuna yonelik
caligmalara yoneltecektir. Bunun siyanobakteri tiirlerinin tercih edilmesini saglayan
sebeplerden birini olusturmasi beklenmektedir. Bu sebeple bundan sonraki c¢alismalarin

siyanobakteri tiirlerinde ¢ok yonlii biyolojik aktivite calismalarina yonelik olacaktir.

Saflastirilan C-FE’nin biyolojik aktivite arastirmasi kapsaminda, ABTS™- katyonik radikali
soniimleme aktivitesi, Fe®* indirgeme giicli, Cu®" indirgeme giicii ve antimikrobiyal
aktivitesi arastirilmistir. Siyonobakterilerden saflastirilan bu etken madde tilkemiz igin
oncelikli alanlar kategorisinde yer alan biyoteknolojik ilag ¢alismalarina 6nemli bir kaynak
olusturacaktir. Bu sayede mevcut ilaclara farkli alternatifler 6nerilebilecek, disa bagimlilik
azaltilacak, olusturulacak {riin cesitliligi ile insanlarin  biyoteknolojik ilaglara

ulagilabilirlikleri kolaylasacaktir.

Gelecekteki arastirmalarda, bir¢ok alanda kullanilmak iizere siyanobakteri tilirlerinden
pigmentler ekstrakte edilebilir. Elde edilen aktif bilesikler ¢ok yonlii biyolojik aktivite
caligmalar1 icin hedeflenmelidir. Siyanobakteriyel ekstraktlarin kimyasal bilesenlerinin
aydinlatilmasi, etken maddenin izolasyonu ve fonksiyonel gruplar da dahil olmak iizere
fonksiyonel gruplarin bu bilesenlerin hedeflerini ve mekanizmalarini belirlemek i¢in

caligilmasi gerekir.
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