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Spirulina platensis MIKROALGINDEN ELDE EDILEN EKSTRAKTLARIN
ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Sunulan bu tez ¢alismasinda, uygun kiiltiir kosullarinda iiretilen Spirulina platensis
mikroalginin, farkli solventler (su, metanol, hekzan) kullanarak elde edilen
ekstraktlarinin antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Calismasinin temel amaci,
Spirulina platensis’ den elde edilen ekstraktlarin gidalarda bozulmalara sebep olan
bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisini test etmektir.

Elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel etkileri disk diflizyon yontemi kullanilarak
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Bacillus
cereus (ATCC 11778), Bacillus spizizenii (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC
8739), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Vibrio parahaemolyticus (ATCC
17802), E.coli (O157:H7) (ATCC 43888) bakterileri tizerindeki etkileri incelenmistir.

Spirulina platensisin, hekzan ekstraktlarinin Bacillus spizizenii (ATCC 6633),
Escherichia coli (ATCC 8739), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) bakterilerine
kars1 en ylksek bakteriyel etkiye sahip oldugu, metanol ekstraktlarinin ise Bacillus
cereus (ATCC 11778), Bacillus spizizenii (ATCC 6633) bakterilerine karsi en yliksek
bakteriyel etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Spirulina platensis; antibakteriyel, metanol; hekzan; ekstrakt
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ANTIBACTERIAL PROPERTIES OF EXTRACTS FROM Spirulina platensis

ABSTRACT

In this thesis study presented, the antibacterial activities of the extracts of Spirulina
platensis Algae produced under suitable culture conditions using different solvents
(Methanol, Hexane) were investigated. The main purpose of the thesis is to test the
antimicrobial effect of the extracts obtained from Spirulina platensis against bacteria
that cause food spoilage.

Antibacterial effects of the extracts obtained were tested on Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Bacillus cereus (ATCC 11778),
Bacillus spizizenii (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 14028) Escherichia
coli (O157: H7) (ATCC 43888) bacteria by using disk diffusion method.

Spirulina platensis, hexane extracts were found to have the highest bacterial effect
against Bacillus spizizenii (ATCC 6633), Escherichia coli (ATCC 8739), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) bacteria. Methanol extracts were found to have the
highest bacterial effect against Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus spizizenii
(ATCC 6633) bacteria.

Keywords: Spirulina platensis; antibacterial; methanol; hexane; extract
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1. GIRIS

Algler, deniz ve tatli su ortamlari, ¢l ortami, kaplicalar, buzul ortamlar1 gibi pek ¢ok
farkli ekosistemde yasayabilmektedir. Alglerin sistematigi farkli algal tiirlerde
bulunan fotosentetik pigmentlerin c¢esit ve bunlarin kombinasyonlarina gore
belirlenmektedir. Bu simiflandirmaya gore okaryotik algler 2 ana grup altinda
incelenmektedir; birinci grup prokaryotlar olarak adlandirilan mavi-yesil algler’dir ve
klorofil a pigmentini igermektedir; ikinci grup ise klorofil a, klorofil b, B- ve a-karoten
ile ksantofiller gibi bircok pigmente sahip olan yesil algler, kirmiz1 algler ve

kahverengi algler olarak isimlendirilen gruptur [1].

Mavi-yesil algler sinifina dahil olan Spirulina (Sekil 1), bilimsel ve endustriyel olarak

en ¢ok yetistiriciligi yapilan ve en 6nemli mikroalg tiirlerinden birisidir [2].

Sekil 1.1 Spirulina platensis (a) ve Spirulina maxima (b)’nin mikroskobik goriintiisii
[2].

Spirulina platensis’in taksonomik durumu su sekildedir;

Domain Prokaryota

Alem Eubakteria

Divizyo Cyanobacteria

Sinif Cyanophyceae

Takim Spirulinales

Familya Spirulinaceae

Cins Spirulina

Tur Spirulina platensis (Gomont) Geitler 192
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Spirulina’nin  dort  ylizyll kadar oOnce Aztek uygarliginda besin olarak
degerlendirildigine dair belgeler bulunmaktadir. Glinlimiizde de Cad Cumbhuriyeti’nde
Cad Golii civarinda yasayan Kanembru kabilesi tarafinda “dihe” adiyla kurutulmus
ekmek olarak kullanilmaktadir. Son 30 yildir ise besin ve 6zel yem halinde ticari olarak
uretilmektedir [3]. Spirulina’nin besin olarak giivenirliligi ¢cok sayida toksikolojik

calismayla ve yiizyillar boyu insanlar tarafindan kullanilmasiyla kanitlanmistir [4,5].

Spirulina'ya gosterilen bilimsel ve endistriyel ilgi esas olarak protein, esansiyel
aminoasitler, B12 vitamini, provitamin A (B-karoten) ve y-linolenik asit (GLA) gibi
esansiyel yag asitleri potansiyeli sebebiyle gerceklesmistir. Son yillarda agir
metallerin absorbiyonu, radyasyona karst koruma etkileri, bagisikli sistemini
guclendirici etkileri ile antikarsinojenik, antitumor, anti-inflamatuvar gibi terapotik
etkilerinin yanisira antiviral, antibakteriyel, antifungal ve antiparazit faaliyetleri gibi
diger biyolojik islevlere sahip olmalar1 da hem mikroalgleri hem de Spirulina tirlerini

Onemi yadsinamaz bir aragtirma konusu haline getirmistir [6, 3, 7, 8, 9, 10, 11].

Spirulina ilk kez 1927 yilinda Turpin tarafindan izole edilerek, 1962 yilinda Fransiz
Petrol Arastirma Enstitiisii (IFP)’niin maviyesil algler grubundan biri olan
Spirulina’nin ¢ok zengin bir gida maddesi oldugunu belirtmesi ile 6nemi anlagilmigtir
[12]. Spirulina yiksek alkaniteye sahip subtropik alanlarda bulunmakta ve
gelismektedir. Spirulina turlerinin optimum gelisme sicakligi 30-35°C’dir. Uyum
gosterebildigi minimum sicaklik 18 °C, maksimum sicaklik ise 39 °C olarak
belirlenmistir [12,13]. Spirulina’nin koyu yesil rengi, karotenoid (turuncu), fikosiyain
(mavi) ve klorofil (yesil) pigmentlerinden kaynaklanmaktadir. Spirulina kultirlerinde
sicaklik artig1 ile klorofil a’daki fikobiliprotein oram1 da artmaktadir, 42-43°C
sicaklikta ise klorofil a ve fikobiliproteinlerin yapisinin bozulmasi ve karotenoidlerin
miktarinin artmasindan 35°C’deki karakteristik mavi-yesil renginin yesile dontistiigii
gozlemlenmistir [14,15,16]. Spirulina'da bulunan karotenoidler arasinda astaksantin,
zeaksantin ve B-karoten bulunmaktadir [17]. S. platensis'in zeaksantin, beta karoten ve
astaksantin igeriginin kuru agirlik bazinda sirasiyla, 1.46, 1.74 ve 0.43 mg / g oldugu
bildirilmistir. Spirulina'da tamimlanan diger karotenoidler, genellikle daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunmalarina ragmen, ksantaksantin ve luteini de icermektedir
[18]. S. platensis’te bulunan pigmentler yalnizca bir renklendirici olarak degil, ayni
zamanda potansiyel saglik yararlar1 olan bir bilesen olarak da kullanilabilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda antimutajenik, kemoprotektif, antioksidan, antiinflamatuar ve
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antimikrobiyal 0Ozelliklerin yan1 sira fotosensitize ediciler olarak potansiyel
kullanimlari goriilmiistiir [19,20]. Spirulina sp., tiamin, riboflavin, niasin ve dogadaki
en zengin bitkisel B12 igerigine sahip olup viicutta emilim orani yiiksek kalsiyum,
demir, selenyum, cinko gibi pek cok énemli mineralleri de icermektedir [21, 22].
Ayrica Spirulina turleri DNA onarimi, elektron transferi, yag asidi sentezinde anahtar
rol oynamaktadir [23]. Spirulina igerigindeki % 65 protein orani ile herhangi bir dogal
besin maddesinden ¢ok daha fazla protein igermekte olup yag oranmi %15-20 dir.
Doymamis yag asitleri orani ise yiiksektir [21]. Spirulina protein pigment
kompleksleri olarak fikobilizomlar1 da igermekte olup fikobiliproteinler (% 80-85) adl1
parlak renkli polipeptitlerden olugur. Bu mikroalge ait iki dnemli biliprotein, ayni
kromoforik gruba sahip olan fikosiyanin ve allofikosiyanin'dir [24, 25]. Farkli
arastirmalarda S. platensis’in antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu
bildirilmis olup, antioksidan oOzelliginin ana kaynaginin ise icerigindeki bircok
maddenin yani sira temel olarak fikosiyaninden geldigi bildirilmistir. Fikosiyanin
denilen pigmentin antioksidan 6zelligi yani sira serbest radikallerin yok edilmesinde,
antiinflamatuvar ve noroprotektif etkilerin bulundugu saptanmistir [26,27]. Yapilan
caligmalarda kii¢iik dozlarda alman Spirulina ‘nin hem hiimoral hemde bagisiklik

siteminin hiicresel mekanizmay1 onardigi rapor edilmistir [28, 29].

Tezin amaci, farkli solventler (metanol, hekzan ve su) kullanilarak elde edilen
mikroalgal ekstraktlarin, gidalarda raf 6mrii boyunca bozulmalara sebep olan gram (+)

ve gram (-) bakterilere kars1 antibakteriyal etkilerinin arastirilmasidir.

1.1 Alglerin Terapdtik Ozellikleri

Spirulina uluslararasi pazarda ¢ok kabul géren besleyici bir besin maddesi olarak ifade
edilebilir Besin degerinin 6tesinde, Spirulina tirleri spesifik terapdtik ozelliklere
sahiptir. Baz1 Spirulina tlrlerinin immdino-modulasyon ve biyomodulasyon 6zellikleri
sergiledigi belirtilmistir. Ayrica, bagisiklik sistemi iizerinde olumlu ve diizenleyici bir
etkiye sahip oldugu belirtilmis, bir¢ok ¢alismada insan ve hayvanlarda immiin arttirici
ozellikleri kesfedilmistir [30, 31]. Bununla birlikte gergeklestirilen molekiiler
calismalarda, cesitli kanser tiirleri, AIDS ve diger viral hastaliklar1 olan deneklerde

immiinolojik direnci artirdigr da saptanmustir. [32, 33].



1.1.1 Antioksidan aktivite

Antioksidanlar, insan vicudunun membran lipitlerine, proteinlerine ve DNA gibi
makromolekiillerine saldiran, kanser, diyabet, yaslanma ve noro-dejeneratif gibi
sorunlara kars1 koruyabilen aktivitelere sahiptir [34]. Alglerin antioksidan aktivite
gosteren tanen, fenol ve flavonoid gibi fenolik yapidaki bilesenleri igerdigi
bildirilmistir [35, 36, 37]. Algler ile yapilan ¢aligmalarda ekstraktlarinda bulunan
polifenollerin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur [35, 36]. Denizel
alglerde bulunan ve giiglii antioksidanlar olarak gosterilen bilesiklerden fukoksantin,
fikoeritrobilin, Klorofil ve bunlarin tiirevlerinin, radikal stplricu etkisi, tekli oksijen
sondurme aktivitesi, lipit peroksit inhibisyonu, stiperoksit radikali ve hidroksil radikali
siplrme gibi aktiviteleri mevcuttur [38]. Antioksidan aktivite disinda alglerin
antimikrobiyal [39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48], anti-inflamatuvar [39, 41, 42,
47, 48] ve antiviral [41, 49, 50, 51, 52] aktivitelerinin de oldugu belirlenmistir.

1.1.2 Antimikrobiyal Aktivite

Dogada yasayan bir¢ok canlinin kendine ait bir savunma sistemi vardir. Bazi
bakteriler, filamentli kufler ve bitkiler bu savunma sisteminde gdrev alan
antimikrobiyal bilesikler tiretmektedirler [53]. Hayatta kalmak i¢in ekolojik basinca
bir cevap olarak trettikleri ikincil metabolitler olarak da adlandirilan biyoaktif
bilesenlerden bazilar1 diger rekabet¢i mikroorganizmalarin biiyime ve gelismesini
siirlandirict ya da engelleyici (antimikrobiyal) 6zellik gostermektedir [54, 55].
Alglerin iiretmis oldugu yag asitleri, hidroksil doymamis yag asitleri, glikolipitler,
steroidler, fenolikler ve terpenoidlerin  potansiyel antibiyotikler olarak
tanimlanmaktadir [56, 57, 58]. Yapilan bir ¢alismada bes tatli su alg tirii olan
Anabaena sphaerica, Chroococcus turgidus, Oscillatoria limnetica, Spirulina
platensis ve Cosmarium leave turlerinin, Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve
Streptococcus faecalis'e karsi antibakteriyel aktiviteye sahip polisakaritler icerdigi
bildirilmistir [59]. Ayn1 zamanda Spirulina tiirleri tarafindan iretilen fikosiyaninin
Streptococcus sp., Staphylococcus sp., E. coli, Bacillus sp., ve Pseudomonas sp.
lizerine antibakteriyel etkiye sahip oldugu yapilan ¢alismalar ile kanitlanmistir [60,
61]. Alglerde bulunan bu antimikrobiyal bilesikler sayesinde insanlarin yararina
olabilecek alanlarda bu 6zellikten yararlanilmaktadir [62]. Baz1 denizel alg tiirlerinin

antimikrobiyal aktiviteleri Cizelge 1.1 ’de listelenmistir.



Cizelge 1.1 Bazi denizel alg tiirlerinin antimikrobiyel aktiviteleri

Tar Mikroorganizma Kaynak
Caulerpa racemosa, Klebsiella pnemoniae, [63]
Ulva lactuca, Enterobacter aerogens,
Gracilaria folifera, Escherichia coli,
Hypneme muciformis, Pseudomonas aeruginosa,
Sargassum myricocystum, Micrococcus luteus,
Sargassum tenneerimum, Enterobacter faecalis,
Padina tetrastomatica Streptococcus faecalis,
Staphylococcus aereus,
Bacillus subtilis
Sargassum wightii, Bacillus subtilis, [64]
Amphiroa anceps, Escherichia coli,
Padina tetrastromatica, Klebsiella pneumoniae,
Stoechospermum marginatum,  Proteus vulgaries,
Gracilaria pygmaea, Salmonella typhimurium,
Ulva fasciata Staphylococcus aureus
Laminaria digitata, Listeria monocytogenes, [65]
Laminaria saccharina, Salmonella abony,
Himanthalia elongata, Enterococcus feacalis,
Palmaria palmata, Pseudomonas aeruginosa
Chondrus crispus,
Enteromorpha spirulina
Cladophora glomerata, Staphylococcus aureus, [66]
Enteromorpha linza, Bacillus cereus,
Ulva rigida, Aspergillus niger,
Cystoseira barbata, Salmonella typhimurium,
Padina pavonica, Listeria monocytogenes,
Corallina officinalis, Escheria coli,
Ceramium ciliatum Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa
Colpomenia sinuosa, Bacillus subtilis, [67]
Dictyota dichotoma var. Staphylococcus aureus,
Implexa, Enterobacter aerogenes,
Petalonia fascia, Escherichia coli,
Scytosiphon lomentaria Proteus vulgaris,
Salmonella typhimurium,
methisilin-oksasilin direncli
Staphylococcus aureus,
hemorojik Escherichia coli,
Candida albicans
Spatoglossum asperum Bacillus cereus, [68]

Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi




1.2  Patojen Mikroorganizmalar

Patojenlik  mikroorganizmalarin ~ hastalik ~ yapabilme  yetenegidir.  Bazi
mikroorganizmalar insanda veya insanin kullandigi bitki ve hayvanlarda hastalik
meydana getirebilmektedir. Bir bakterinin patojen olup olmamas: konusundaki temel
Ozellik minimal enfeksiyon dozunun diisiik olmasidir.  Bu  durumda, minimal

enfeksiyon dozu ne kadar diisiik ise bakterinin patojenitesi o denli yiksektir.

1.2.1 Vibrio parahaemolyticus

Vibrio parahaemolyticus, Vibrinoceae familyasinda bulunan gram negatif, spor
olusturmayan, c¢ubuk veya biikiilmiis c¢ubuk sekillerinde gozlemlenen polar
flagellasiyla hareket kabiliyetine sahip bir bakteridir [69, 70]. V. parahaemolyticus
gelisimi igin ortamda %2-3 oraninda NaCl bulunmasi1 gerekmekte olup optimal tuz
ithtiyac1 %3’tlir. Bu sebeple zorunlu halofil olarak tanimlanmaktadir. Mezofil bir
bakteri olan V. parahaemolyticus’un optimum tireme sicakligi 37 °C olup, minimum 5
°C ve maksimum 43 °C’de gelisebilmektedir. V. parahaemolyticus’un gelisebildigi
minimum su aktivitesi (aw) degeri 0,94’tlir [71]. Optimum kosullar saglandiginda V.
parahaemolyticus’un generasyon siiresi olduk¢a hizli olup, bu siire 9-13 dakika
olabilmektedir [69]. V. parahaemolyticus ¢ig ya da az pismis deniz iriinlerinin
tilkketilmesini takiben ortaya ¢ikan siddetli kramp, karin agrisi, kusma ve kanli diyare
ile karakterize akut bir gida enfeksiyonuna neden olmaktadir [70, 72, 73]. Bununla
birlikte yolcu hastaligi, yara enfeksiyonu, kulak enfeksiyonu ve sekonder septisemi de
V. parahaemolyticus’un insanlarda sebep oldugu diger hastaliklardir [73].
Mikroorganizma insanlar i¢in patojen Ozellik gostermekte olup dogal yasami
denizlerdir. Bu nedenle morina, sardalya, uskumru, dere pisisi, istiridye, ahtapot,
karides, yengec, 1stakoz, kerevit, deniz kabugu, istiridye ve diger yiizgecli baliklar gibi
deniz kaynakli gidalardan izole edilmektedir [70].

1.2.2 Salmonella typhimurium

Salmonella ilk olarak Salmon ve Smith tarafindan 1885 yilinda domuzdan izole
edilerek Bacillus choleraesuis olarak isimlendirilmistir [74, 75, 76]. 1986 yilinda ise
David Salmon’a atfen bu cinse Salmonella adi verilmistir [77, 78]. 1982 yilinda
farelerde ortaya ¢ikan diyare salgininda etken olarak Bacillus typhimurium izole
edilmis olup bu sus 1919 yilinda Castellini ve Chalmers tarafindan Salmonella

typhimurium  olarak isimlendirilmistir [79]. Salmonella’lar  bakteriyolojik



identifikasyon metotlarinin gelismesi ile Salmonella soyu altinda typhus, paratyphus
ve enteridis olarak 3 gruba ayrilmis ve Enterobacteriacea familyasina dahil edilmistir
[77, 80]. Salmonella sp. igin gidalarda optimum gelisebilecegi aw degerinin 0,995 ve
minimum 0,930 oldugu, ortam su aktivitesinin bu degerin altina diistiiglinde ise inhibe
olduklar bildirilmistir [77, 81, 82]. Salmonella tiirlerinin antibakteriyel ilaglara karsi

direnci degiskenlik gostermektedir [83].

1.2.3 Bacillus cereus

Bacillus cereus, peritrikz kamgi (tim yiizeyde kamgili) vasitasiyla hareketlerini
saglayarak gama faj1 ile olusan lizise kars1 direng¢ gostermektedirler. Bu bakteri tiirleri
kanli agar besiyerinde, zayif veya kuvvetli bir B-hemolitik zonlarla diz veya hafif
disbiikey, diizensiz, hafif yesil bir renk tonu ile donuk gri koloniler olarak yaklagik 2-
5 mm capinda koloni olusturmaktadirlar [84]. Bazi durumda, piiriizsiiz koloniler
olusturarak tek basina veya kaba kolonilerin ortasinda gelismektedir [85]. 5-50 °C
arasindaki sicakliklarda optimum olarak gelismekte olup ¢ok ¢esitli cevresel kosullara
uyum saglayabilmektedirler [84]. Gelisebildigi minimum aw degeri 0.93 olup, optimal
pH aralig1 4.9-9.3’tiir. Ortalama %7.5-10 oraninda NaCl i¢eren ortamlarda ise Bacillus
cereus’un bir¢ok susu gelisebilmektedir [86]. Bazi suslart insanlar igin zararlidir ve
gida kaynakli hastaliklara neden olmasi ile insanlarin korunmasi gereken bakteri

suslarindan biridir [87].

1.2.4 Escherichia coli

Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesine ait bir Gram negatif bakteridir [88]. Az
hareketli 2-6 um boyunda ¢omakciklardir. Optimal gelisme 1sis1 37°C olmasina
ragmen 20-44°C arasinda da gelisme gosterebilmektedirler [89]. Insanlarin ve
hayvanlarin 6zellikle kalin bagirsaginda normal flora iiyesi olarak bulunurken gerek
gastrointestinal sistem iginde gerekse de disinda patojen olarak rol alabilmektedirler
[90]. Genel olarak ishal, kolesistit, kolanjit, diyare, dizanteri, yeni doganlarda
menenjit, idrar yolu enfeksiyonlari gibi hastaliklara sebep olurlar [91]. Yapilan
caligmalarda mevcut antibiyotik diren¢ krizinin temel nedeninin cesitli insan
faaliyetlerine bagli olabilecegi ve antibiyotiklerin asir1 kullaniminin direncin evrimini

acikca etkileyebilecegi gosterilmistir [92].



1.2.5 Listeria monocytogenes

Listeria cinsi bakteriler sporsuz ve fakultatif anaerob, 1-2 um uzunlugunda ve 0.5 pm
genisliginde yuvarlak u¢lu gram pozitif gomak seklinde bakterilerdir [93]. Optimum
gelisme sicakligr 35-37°C olan bu bakteriler, -0.4°C ile 45°C gibi olduk¢a genis bir
sicaklik aralifinda gelisebilme yetenegine sahiptirler. Psikrotrof 6zelligine sahip
olduklarindan buzdolabi sicakliginda da varliklarini siirdiirebilmekte olup, sogutulmus
gidalarda geliserek halk saglig1 acisindan potansiyel bir risk olusturmaktadir. 0.90 aw,
4.0 ila 9.6 pH araliginda (optimum 6.8) aerobik ve anaerobik kosullarda
gelisebilmektedirler [93, 94, 95, 96]. Listeria cinsinin glnimizde 21 adet tiri
bulunmaktadir ve bu tiirler i¢inde insan patojeni olarak en sik rastlanilan tiiriin L.

monocytogenes oldugu rapor edilmistir [97].

1.2.6 E.coli 0157

E.coli O157:H7 cinsi bakterilerinin minimum gelisme sicakligi 8°C, maksimum
gelisme sicakligi 44-45°C oldugu belirtilmistir [98,99]. Yapilan ¢alismalarda merkez
sicakligi 60°C olan 2-3 dakikalik pisirme islemine tabi tutulan Grtinlerde E.coli
0O157:H7’nin 6ldigi tespit edilmistir. E. coli O157:H7 cinsi bakterilerin dondurma
islemlerine karst da dayanikli oldugu bildirilmistir [98, 100, 101]. E. coli O157:H7
cinsi bakterilerin gelismesi ve yasamini stirdiirmesi tizerinde etkili olan bir diger kriter
pH degeri olup, diisikk pH’l1 ortamlara karsi dayanikli oldugu belirtilmistir [98, 102,
103].

1.2.7 Staphylococcus aureus

Kok morfolojisinde, “Staphylococci” teriminin; Gram (+), tiir ve suslarin durumuna
bagli olarak hiicre c¢aplar1 yaklasik 0,5 ile 1,5 um arasinda olan kii¢iik bir grubu
tanimladigi belirtilmistir [115, 116, 117, 118]. Stafilokoklarin katalaz pozitif, oksidaz
negatif, hareket yetene8i olmayan, kapsiilsiiz ve sporsuz bakterilerden olustugu
belirlenmistir [119, 120, 121, 122]. Staphylococcus aureus bakterisinin Gram pozitif
olup, hareketsiz ve fakiltatif anaerob 0zellikte oldugu goriilmiistiir.Ylksek
konsantrasyonda tuz iceren ortamlarda ve 18- 40 C sicaklik araliklarinda gelistigi
gozlemlenmistir [90]. Staphylococcus aureus bakterisinin, hastanin yasi, iklimi veya
cografi bolgesine bakilmaksizin diinya ¢apindaki cilt enfeksiyonlarinda en sik izole
edilen patojen oldugu gozlemlenmistir [123]. Deri ve burun bolgesinde bulunmasi

nedeniyle insanlarda sik sik hastane enfeksiyonlarina, gida zehirlenmelerine ve akut



diareye neden olabilecegi bildirilmistir [90]. Staphylococcus aureus bakterisi
normalde saglikli ciltte enfeksiyona neden olmaz iken kan dolasimina veya i¢ dokulara

girdiginde, bazi ciddi enfeksiyonlara neden olabilecegi gOriilmiistiir [124].

1.2.8 Bacillus subtilis subsp. spizizenii

Bacillus spizizenii bakterisi bir Bacillus tirli olarak, genelde gram pozitif
boyanmaktadir. Vejetatif formlar diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak veya
kiint biten, 0,5-1,2 mikrometre eninde 2,5-10 mikrometre boyundadir. Yapilan

calismalarda tek tek veya uzun zincirler halinde oldugu gézlemlenmistir [104].

Bacillus subtilis turleri, aeorobik ve fakiltatif anaerobik olarak 20-30°C’de gelismekte
olup kulugka siresinin 2-18 saat oldugu belirtilmistir [125]. Bacillus spizizenii
bakterisinin vejetatif sekilleri dayaniksiz olup, sporlari bazen kaynama derecesine
birka¢ saat dayanabilmektedir. Toz, toprak, su ve her yerde bulunduklarindan besin
maddelerine kolaylikla bulasi saglayabilmektedir. Siit tiriinlerinde ¢ogaldiklar1 zaman
kazeini pargaladiklar1 i¢in zehirli maddeler agiga cikarabilmektedir. Diger besin

maddelerinde iiredikleri zaman ise toksin olusturabilmektedir.

1.3  Optimizasyon

Optimizasyon; sistemin hedefleri dogrultusunda, sistemdeki degiskenlerin birbiriyle
olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degiskenlerin hedefe olan etkileri de g6z oniinde
bulundurularak bir araya getirilmesi ve sisteme uygulanmasi islemidir [126].
Optimizasyonda ulagilmak istenen hedefe etki eden ¢ok sayida yanit kullanilmakta ve
yanitlar birbirleri ile etkilesim halinde olduklari i¢in birlikte degerlendirmeye
alinmaktadirlar. Boyle karmasik yapidaki sistemlerin optimizasyonlarinda karisiklik
ve hatalar1 6nlemek icin constrained, desirability fonksiyonu, response surface
methodology gibi yaklagimlar gelistirilmistir [127]. Yapilan ¢aligmalar neticesinde
biyoteknoloji, gida bilimi ve teknolojisi ve kimyasal teknolojiler alaninda en ¢ok
kullanilan optimizasyon tekniklerden biri Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface
Methodology) dir [126]. Bu yontemde hedefi etkileyen parametreler bir arada ve
eszamanli olarak incelenir. BoOylece, prosesin islem parametrelerindeki degisime
verdigi yanit olabilecek en az sayida deneme yapilarak en iyl sekilde

tanimlanabilmektedir.



1.4 Yamt Ylzey Metodu (RSM)

“Response surface” metodoloji olarak da bilinen bu metotta, optimizasyon iceren
istatistiksel ve matematiksel teknikler bir arada kullanilmaktadir. Ilk olarak 1951
yilinda “Denemelerin Optimum Kosullara Ulagmasi” ismi ile Box ve Wilson
tarafindan gelistirilmis ve yine ilk olarak kimya endiistrisinde uygulanmistir. 2000’1i
yillardan bu yana da mihendislik alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. RSM
“eleme denemeleri”, “bolge arastirmasi”, “iirlin veya prosesin optimizasyonu” olmak
lizere li¢ asamadan olusmaktadir [127]. Eleme denemeleri asamasi daha verimli ve
daha az sayida deneme yapilmasini saylayan asamadir. Bolge arastirmasi asamasinda
yapilan eleme denemeleri ile belirlenen bagimsiz degiskenlerin sistem yanitinda
olusturduklart degerlerin, optimum noktaya yaklasip yaklagsmadigi incelenmektedir.
Prosesi etkileyen parametreler bagimsiz degisken olarak adlandirilmaktadir. Sistemin
bagimsiz degiskenlere verdigi yanitlar optimum noktaya yaklasinca iigiincii agamaya
gecilir. Prosesin optimizasyonu asamasinda ise ger¢ek yanit fonksiyonu optimum
nokta etrafinda 6nemli bir egrilik gosterir. Bu egrilik 6ngorultrken non-lineer, ikinci
dereceden polinomiyal, iissel ya da eksponensiyel modeller kullanilir. Elde edilen
uygun model optimum noktanin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Modelin
matematiksel form uygunlugunun test edilmesi “Lack of fit” testi ve kalint1 analizi gibi
farkl1 test yoOntemleri uygulanmaktadir. Matematiksel form uygunsuzlugunun
istatistiki olarak Onemsiz olmasi ve regresyon modeli i¢in de Onemli olmasi

beklenmektedir [126, 127, 128].

Yanit yizeyi yontemi igin {izerinde ¢alisilmis birgok 6zel tasarim mevcuttur. Bunlar
donersel tasarimlar ve merkezi kompozit tasarimdir. Merkezi kompozit tasarim ikinci
dereceden en ¢ok bagvurulan tasarimlardan bir tanesidir ve merkez noktali faktoriyel
ve Kesirli faktoriyel tasarimla baslayan ve egriligi tahmin etmek i¢in yildiz noktalar
ekleyen bir deney tasarim yontemidir. Bu tasarimin en 6nemli avantaj1 yeni bir deney
tasarimina gerek duymadan, sadece yeni eksen ve merkez noktalarinin eklenmesiyle

yeni tasarimin elde edilmesidir.
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2 MATERYAL METOT
2.1  Materyaller

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Alg Orneginin Yetistirilmesi

Schéssler ortamindaki Spirulina platensis, Yalova Universitesi Gida Biyokimyas1 ve
Biyoteknolojisi Laboratuvari'nda 25 + 2 °C, 150 pmol foton m2st'de 24 saatlik
kesintisiz aydinlatma kosullart ile 2 L'lik bir fotobiyoreaktorde (Sekil 2.1)

gelistirilmistir.

Sekil 2.1 Spirulina platensis'in gelistirildigi LED 151k ceketli fotobiyoreaktor

2.1.2 Cahsmada Kullamlan Mikroorganizmalar

Bu ¢alisgmada gram pozitif bakteriler Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Bacillus cereus (ATCC 11778), Bacillus spizizenii
(ATCC 6633), gram negatif bakteriler Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), E.coli
(O157:H7) (ATCC 43888) olmak Ulzere toplam 8 bakteri kullanilmistir. Calismada

kullanilan suglar Thermo Fisher firmasi tarafindan temin edilmistir.

2.1.3 Besiyerlerinin hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivite testi i¢in Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, B.spizizenii, Salmonella typhimurium, Vibrio
parahaemolyticus, E.coli (O157:H7) bakterileri kullanilmis olup, analiz asamasinda

selektif olmayan bir besiyeri olan Triptik Soy agar (TSA) kullanilmistir. Ayrica
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kullanilan mikroorganizmalarin canlandirma isleminden sonra elde edilen kiiltiirlerine
ait serolojik 0Ozelliklerin dogrulanmasi amaci ile her bir bakteri kendi selektif
besiyerine ekilmistir. Serolojik 6zelliklerinin kontrol edilmesi ic¢in kullanilan

besiyerleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan besiyerleri

Besiyeri

Baird-Parker
Agar

TBX Agar

MYP Agar

XLD Agar
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Tuzlu Nutrient

Mac Conkey Agar

Oxford Agar

2.1.4 Kimyasallar

Calismada, Metanol (Merck), Hekzan (Merck), Alkaline peptone water (Biolife),
Vibrio chromogenic agar (Labm), Xld agar (Biolife), Smac agar (Biolife), Thx agar
(Biolife), Bacillus cereus agar (Biolife), Baird parker agar (Biolife), Oxford agar
(Merck), Nutrient broth (Biolife), Ct-supplement (Merck), Oxford supplement
(Merck), Egg yolk tellurite emulsion %20 (Biolife), Egg yolk emulsion %50 (Biolife)
kimyasallar1 kullanilmustir.
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2.2 Metot

2.2.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Kiiltiirler optik yogunluk takibinden elde edilen sonuca gore, logaritmik fazin bitimi
ve duraklama fazinin baslamasiyla birlikte 0,45 p g6z agikligina sahip olan Whatman
GF/C membran filtre kagitlarindan vakumlu siizme diizenegi kullanilarak hasat
edilmistir. Elde edilen yas biyokiitleler Xianou XO 106 model liyofilizatdrde -68°C’de
30-40 Pa basing altinda 18-24 saat kurutulmustur. Kurutulan biyokiitle, boyutlarinin
kicultilmesi icin ogiitiiciide ogiitiilerek, ekstraksiyon islemine kadar hava almayacak

bir sekilde ambalajlanarak bekletilmistir.

2.2.2 Yiizey Yamit Metodu ile Optimizasyon

Ekstaktlarin eldesinde kullanilacak solvent/biyokiitle oranlari ve antimikrobiyal
aktiviteyi tespit i¢in kullanilacak ekstrakt konsantrasyonlari yiizey yanit yontemi i¢in
etkili degisken faktorler olarak belirlenmistir. Bu faktorlerin disk diflizyon yontemi ile
bulunacak antimikrobiyal aktivite degeri tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
Yiizey Yanit Metoduna (YYM) (Response Surface Methodology) bagli Merkezi
Bilesen Deneme Desenine (Central Composite Design (CCD)) gore hazirlanan
faktorler ve deneme deseni sirasiyla Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3’te verilmistir. Deneme

deseni, Design Expert 11.0.5 paket programi kullanilarak olugturulmustur.

Cizelge 2.2 Deneme deseni faktorleri

£ £ = %
:§ £ o 2 g %o § ©
& E  F F S g 2¢ 3¢
A Solvent / Numerik 4,00 16,00 1l +Hl o
Biyokiitle Orani 5,00 15,00
B Ekstrakt mg/  Numerik 6,00 54,00 deo  Hleo
Konsantrasyonu  ml 10,00 50,00
C Solvent Cinsi Kategorik Hekzan — Metanol — Su
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Cizelge 2.3 Deneme deseni ve uygulanan denemeler

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
Std Run A: Solvent / B: Ekstrakt Konsantrasyonu C: Solvent Cinsi
Biyokiitle
11 1 10 30 Hekzan
15 2 10 30 Hekzan
8 3 10 54 Hekzan
36 4 10 30 Metanol
22 5 15 50 Metanol
35 6 10 30 Metanol
51 7 10 30 Su
54 8 10 30 Su
27 9 10 30 Metanol
40 10 15 50 Su
43 11 10 6 Su
23 12 4 30 Metanol
3 13 5 50 Hekzan
39 14 5 50 Su
52 15 10 30 Su
30 16 10 30 Metanol
12 17 10 30 Hekzan
49 18 10 30 Su
4 19 15 50 Hekzan
34 20 10 30 Metanol
33 21 10 30 Metanol
32 22 10 30 Metanol
6 23 16 30 Hekzan
38 24 15 10 Su
16 25 10 30 Hekzan
10 26 10 30 Hekzan
14 27 10 30 Hekzan
5 28 4 30 Hekzan
46 29 10 30 Su
45 30 10 30 Su
18 31 10 30 Hekzan
9 32 10 30 Hekzan
20 33 15 10 Metanol
28 34 10 30 Metanol
53 35 10 30 Su
21 36 5 50 Metanol
2 37 15 10 Hekzan
29 38 10 30 Metanol
1 39 5 10 Hekzan
42 40 16 30 Su
41 41 4 30 Su
19 42 5 10 Metanol
25 43 10 6 Metanol
24 44 16 30 Metanol
17 45 10 30 Hekzan
7 46 10 6 Hekzan
13 47 10 30 Hekzan
26 48 10 54 Metanol
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48 49 10 30 Su

50 50 10 30 Su
37 51 5 10 Su
31 52 10 30 Metanol
47 53 10 30 Su
44 54 10 54 Su

2.2.3 Ekstraksiyon Islemi

Toz haline getirilmis Spirulina biyokutlesi Cizelge 2.3°te belirtilen oranlarda ve
cinslerde solventler kullanilarak, daha onceden gergeklestirilmis 6n denemelerde
belirlenen, 60°C’de 20 dakika ultrasonik su banyosunda ultrasese maruz birakilmis ve
ardindan oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Bu islemden sonra ekstrakt 3500
rpm’de 10 dakika sureyle santrifij edilmis ve donerli buharlastirict cihazinda
solventlerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Solvent uzaklastirildiktan sonra yine Tablo
2.3’te belirtilen konsantrasyonlardaki ekstraktlar hazirlanmistir. Konsantrasyonlari
ayarlanan ekstraktlar benzer g¢alismalarda oldugu tizere antimikrobiyal aktivite
testlerinde kullanilmak iizere +4°C’de karanlikta muhafaza edilmistir [129].
Ekstraktlarin hazirlanma asamalar1 ve ekstraktlara ait bazi1 fotograflar Sekil 2.2°de

verilmistir.

Sekil 2.2 Ekstraktlarin hazirlanma asamalari
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2.2.4 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
Spirulina platensis’e ait farkli ekstraktlarin belirtilen bakteriler tzerindeki etkisini
arastirmak amaciyla disk difiizyon yontemi kullanilmistir [130, 131, 132]. 6 mm

capinda olan bos steril disklere her konsantrasyondan 40 pl alg ekstrakti emdirilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testi icin Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644), Bacillus cereus (ATCC 11778), B.spizizenii (ATCC
6633), Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), E.coli
(O157:H7) (ATCC 43888) icin TSA agar, Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802)
icin ise tuzlu Nutrient agar besiyerleri kullanilmistir. Bakteri suslart (Sekil 2.3) Mc
Farland 0.5 (1.5 x 108)’c gore ayarlanmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanan
besiyerleri, petrilere dokulmiis ve besiyerlerinin sogutularak katilagmasi saglanmistir
(Sekil 2.4). Bu besiyerlerinin yiizeyine daha énceden 108 diizeyinde hazirlanan bakteri
kiiltiirleri ekiivyon ¢ubugu yardim ile yayilmistir. Farkli diliisyonlarda alg ektrakti
iceren diskler bakteri yayilmis besiyeri lizerine yerlestirildikten sonra 37 C’de
inklibasyona birakilmistir. Negatif kontrol olarak sadece metanol, hekzan ve su
emdirilmis diskler kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafinda
inhibisyon zonlar1 olusup olusmadigr gozlenerek disklerin ¢evresinde olusan
inhibisyon zonlar1 milimetrik cetvel kullanilarak Ol¢llmiis ve sonuglar
fotograflanmigtir (EK). Denemeler aseptik sartlar altinda dogruluklari saptanmasi
amaciyla iki tekrarli olarak gergeklestirilmistir [133,134,135].

Sekil 2.3 Calismada kullanilan bakteri suslari
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Sekil 2.4 Calismada kullanilan besiyerlerinin hazirlanma asamalari

18



3 BULGULAR

Bu ¢alismada, Spirulina platensis drneklerinin metanol, hekzan ve sudan elde edilmis

ekstraktlarinin gram (+) ve gram (-) bazi bakteriler iizerine olan etkilerini saptamak

amaciyla disk diflizyon yontemi kullanilmistir. Ekstraktlarin kullanilan bakteri

suslarina kars1 olusturduklari inhibisyon zonlari disk ve etrafinda olusan zonu ile tim

sinir1 Slgiilerek milimetrik olarak kaydedilmistir. Solvent olarak “su” kullaniminda

hicbir besiortaminda zon olusumu gézlenmemis olup hekzan ve metanol kullanilarak

elde edilen ekstraktlarda gozlenen antimikrobiyal etki inhibisyon zonu olarak Cizelge

3.1’°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Spirulina platensis ekstraktinin antimikrobiyal etkileri deney sonuglari

= 5 2 = 15
S = = 9 3 < _ o
= £ .2 & ¢ 3 ©§ ©
A B c § £ >s 8 2 § 0 3
S = E w45 24 ©°
£ = s o L
_ Y 8
Bsi?/lc\)llfi?ttl.e mg/ml  Solvent 250 (i)
1 16 30 Metanol 0 1 0 0 0 0 O 0
2 10 54 Metanol 7 7 1 8 7 8 7 7
3 10 6 Hekzan 0 0 0 0 0 0 O 0
4 15 10 Hekzan 0 0 0 0 0 0 O 0
5 10 54 Hekzan 7 1 1 6 0 8 5 0
6 16 30 Hekzan 0 0 0 0 0 0 O 0
7 10 30 Metanol 0,5 6 2 6 6 7 6 6
8 10 30 Hekzan 0 0 0 0 0 7 6 0
9 15 50 Hekzan 0 0 0 0 0 6 0 0
10 10 6 Metanol 0 2,5 0 0 0 0 0 0
11 10 30 Hekzan 0,1 0 0 0 0 75 65 0
12 15 10 Metanol 0 6 0 0 0 0 0 0
13 10 30 Hekzan 0,1 1 0 0 0 7 65 0
14 10 30 Hekzan 0,1 0 0 0 0O 75 61 O
15 10 30 Hekzan 0,1 1 0 0 0 7 62 0
16 4 30 Metanol 9 9 8 10 9 11 9 9
17 10 30 Metanol 0,5 6 0 6 6 75 6 65
18 4 30 Hekzan 9 8 8 8 8 10 8 75
19 10 30 Metanol 0,6 6,5 0 6 6 7 65 6
20 15 50 Metanol 0 0,1 0 0 0 5 0 0
21 5 10 Hekzan 7 6 6 6 6 8 55 6
22 5 50 Metanol 8 9,5 7 8 8 9 8 8
23 10 30 Metanol 0,6 6 0 6 6 75 6 6
24 5 10 Metanol 7 7 6 9 7 8 7 7




25 5 50 Hekzan 8 8 7 / 7 9 7 65

26 10 30 Metanol 05 7 0 6 6 7 65 65

Cizelge 3.1°de Spirulina platensis’dan elde edilen hekzan ve metanol ekstraktlarinin
test bakterilerine kars1 antibakteriyal etkileri goriilmektedir. Elde edilen zon ¢aplarina
gore Spirulina platensis alginin hekzandan elde edilen ekstraktlarinda B.spizizenii’ye
kars1 gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite diger test bakterilerine gore yiksektir.
Hekzan muamelesi ile elde edilen ekstraktlar bakteriler tizerindeki antimikrobiyal
etkisini siralamak gerekirse ilk olarak B.spizizenii ardindan esit etkilenen Listeria
monocytogenes ve Escherichia coli bakterileri gelmektedir. Ayrica ekstrakt
konsantrasyonu yogun olan disklerin olusturdugu zon c¢aplari, konsantrasyonu
seyreltilmis olan disklerdeki zon ¢aplarina gore daha yiiksektir. Spirulina platensis’ten
hekzan ile elde edilmis ekstraktlarin konsantrasyonu azaldikc¢a bakteriler tizerindeki
antibakteriyel ozellikleri azalmis olup bazi konsantrasyonlarinda ise inhibisyon zonu
gozlemlenememistir. Hekzan ile ekstrakte edilmis Spirulina platensis ekstraktlarina
kars1 Vibrio parahaemolyticus, E.coli (O157:H7) ve Staphylococcus aureus bakterileri

en ¢ok direng gosteren bakteriler olmustur.

Bununla birlikte elde edilen zon gaplarina gore metanolden elde edilen ekstraktlarda
B.spizizenii’yedeki antimikrobiyal aktivite diger test bakterilerine gore yiiksek olarak
bulunmustur. Metanol muamelesi ile elde edilen ekstraktlarin bakteriler tizerinde ki
antimikrobiyal etkisini siralamak gerekirse ilk olarak B.spizizenii ardindan B. cereus
gelmektedir. Ayrica ekstrakt konsantrasyonu yogun olan disklerin olusturdugu zon
caplari, konsantrasyonu seyreltilmis olan disklerdeki zon caplarina gore daha
yuksektir. Spirulina platensis’den metanol ile elde edilmis ekstraktlarin
konsantrasyonu azaldikca bakteriler (izerindeki antibakteriyel dzellikleri azalmig olup
bazi konsantrasyonlarmnda ise inhibisyon zonu goézlemlenmemistir. Metanol ile
ekstrakte edilmis Spirulina platensis ekstraktlarina karsi, Vibrio parahaemolyticus en

cok direng gosteren bakteri olmustur.

3.1  Listeria monocytogenes i¢in inhibisyon zonu sonuglari

Cizelge 3.2’de Spirulina ekstraktlarinin Listeria monocytogenes Uzerine etkilerinin
istatistiksel analiz sonuglari verilmistir. Modele ait F degeri 12738,33 olarak
belirlenmistir ve model istatistiksel olarak 6nemli olarak bulunmustur. Cizelgede

gozlendigi Uzere A, B, C, AB, AC, BC, A2 B2, ABC faktorleri model igin énemli
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bulunmustur. Aynt zamanda uyum eksikligi F degeri 0,81 olarak belirlenmis ve
istatistiki agidan Onemsiz bulunmustur. Modele ait p degerinin 6nemli, ancak uyum
eksikligi F degerinin 6nemsiz bulunmasi modelin dogrulugunun bir ispat1 olarak

belirtilebilmektedir.

Cizelge 3.2 Listeria monocytogenes icin ANOVA sonuglari

Kareler Toplamm df Ortalama Kare F-degeri p-degeri

Model 275,59 9 30,62 12738,33 < 0.0001 Onemli
'gjgl"’e”t/ Blyomas 57 61 1 5761 23964,00 < 0.0001  Onemli
i;i‘;ztgf‘r‘;gyonu 23.29 1 2329 9688,09 <0.0001 Onemli
C-Solvent 0,5250 1 0,5250 218,39 <0.0001 Onemli
AB 16,43 1 16,43 6835,40 <0.0001 Onemli
AC 0,1986 1 0,1986 82,61 <0.0001 Onemli
BC 0,1986 1 0,1986 82,61 <0.0001 Onemli
A2 5,32 1 5,32 2213,58 <0.0001 Onemli
B2 0,2722 1 0,2722 113,23 <0.0001 Onemli
ABC 0,1569 1 0,1569 65,27 <0.0001 Onemli
Artik 0,0240 10 10,0024

Uyum Eksikligi 0,0040 2 0,0020 0,8076 0,4792 Onemsiz
Hata 0,0200 8 0,0025

Diizeltilmis Toplam 275,61 19

Standart Sapma 0,05

R? 0,9999

Ayarlanmis R? 0,9998

Modelin dogrulugunun p ve F degerleri ile R? degerlerinin yiiksekligi ve birbirleri
arasinda 0,2 degerinden daha az fark olmasi sonucunda elde edilen kiibik yani Gglncu

dereceden matematiksel denklem asagida verilmistir (Denk. 1, Denk. 2).

Hekzan icin; L.monocytogenes zonu = 18,82 — 2,13 * A — 0,20 * B + 0,06 * AB —
0,08 x A2 — 0,001 * B~2 [¢D)]

Metanol icin; L.monocytogenes zonu = 17,77 — 1,92 A — 0,18 * B 4+ 0,05 * AB —
0,08 x A2 — 0,001 * B2 (2)

Islem parametrelerinin solvent olarak hekzan kullanildigi modele ait grafik Sekil

3.1’de ve solvent olarak metanol kullanildigi modele ait grafik Sekil 3.2’de verilmistir.
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Gortildiugu tizere her iki solvent de birbirine benzer bir etki grafigi sergilemislerdir.
Ancak yine de elde edilen matematiksel modele uygunluk g6z dniine alindiginda, Sekil
3.1°de belirtildigi tizere “beklenen degerlere es ya da degerin iizerinde”ki dizayn
noktalar1 hekzan ile elde edilmistir. Bu durumda bu bakteri i¢in hekzan ile elde edilen
ekstraktlarin  kullanim1  solvent:biyomas oranmmin  azaldigi ve  ekstrakt

konsantrasyonunun arttig1 durumlarda artan degerler gostermektedir.

Listeria monocytogenes (Zone (mm))
nN
o

11
A: Solvent/Biyomas Orani

13 20

15 10 B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.1 Islem parametreleri ve hekzan solventinin Listeria

monocytogenes e ait zon olusumuna etkisi

Listeria monocytogenes (Zone (mm))
3

1
A: Solvent/Biyomas Orani

13 20

15 10 B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.2 Islem parametreleri ve metanol solventinin Listeria
monocytogenes’e ait zon olusumuna etkisi
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3.2 Salmonella typhimurium i¢in inhibisyon zonu sonuglari

Cizelge 3.3’te Spirulina ekstraktlarinin Salmonella typhimurium Uzerine etkilerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 verilmistir. Modele ait F degeri 86,59 olarak belirlenmis
ve istatistiki olarak &nemli bulunmustur. Model incelendiginde A, C, AB, BC, A?, B2,
ABC ve A?C faktorleri 6nemli olarak belirlenmistir. Uyum eksikligi F degeri 1,66
degeri ile istatistiki olarak onemsiz bulunmustur. Modele ait p degerinin 6nemli, ancak
uyum eksikligi F degerinin 6nemsiz bulunmasi modelin dogrulugunun bir ispat1 olarak

belirtilebilmektedir.

Cizelge 3.3 Salmonella typhimurium i¢in ANOVA sonuglari

Kareler Toplanm df ggaelama F-degeri p-degeri
Model 299,02 11 27,18 8659 <0.0001 Onemli
gjgl"’e”t/ Blyomas 35 15 1 138,15 440,08 <0.0001 Onemli
i;i‘;ztgf‘r‘;gyonu 0,1329 1 01329 04232  0,5267
C-Solvent 93,55 1 9355 298,00 <0.0001 Onemli
AB 13,52 1 1352 43,07 <0.0001 Onemli
AC 0,9419 10,9419 300  0,1069
BC 3,68 1 368 11,72 00045  Onemli
Az 5,04 1 504 16,05 00015  Onemli
B2 1,48 1 148 4,73 0,0488 Onemli
ABC 5,12 1 512 16,31 00014  Onemli
AC 30,35 1 30,35 96,68 <0.0001 Onemli
B2C 0,2260 10,2260 0,7200 0,4115
Artik 4,08 13 0,3139
Uyum Eksikligi 2,08 5 04162 166 02483 Onemsiz
Hata 2,00 8 0,2500
Diizeltilmis Toplam 303,10 24

Standart Sapma 0,56
R? 0,9865
Ayarlanms R? 0,9751

Modelden elde edilen kiibik yani {igiincii dereceden matematiksel denklem asagida

verilmistir (Denk. 3, Denk. 4).
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Hekzan icin; S.typhimurium zonu = 16,45 — 2,70« A — 0,03 *x B + 0,005 * AB —

0,108 x A*2 — 0,0007 * B"2 3

Metanol icin; S.typhimurium zonu = 3,76+ 0,96 * A+ 0,08 * B — 0,021 * AB —

0,046 * A*> + 0,0016 * B2 4
- V‘“.‘ ‘

Salmonella typhimurium (Zone (mm))

50

1
A: Solvent/Biyomas Orani

13 20

15 10 B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.3 Islem parametrelerinin ve hekzan solventinin Salmonella
typhimurium 'a ait zon olusumuna etkisi

Salmonella typhimurium (Zone (mm))

50

"
A: Solvent/Biyomas Orani

13 20

B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

15 10

Sekil 3.4 Islem parametrelerinin ve metanol solventinin Salmonella
typhimurium’a ait zon olusumuna etkisi

Islem parametrelerinin solvent olarak hekzan kullanildig1 modele ait grafik Sekil 3.3’te
ve solvent olarak metanol kullanildigi modele ait grafik Sekil 3.4’te verilmistir.
Goriildigi tizere her iki solvent de birbirinden ¢ok farkli etki grafigi sergilemislerdir.

Elde edilen matematiksel modelleme denklemleri de bu farkl etkileri gdstermektedir.
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Hem matematiksel model denkleminden hem de ii¢ boyutlu etki grafiginden gorildiigii
tizere solvent olarak metanol kullaniminin bu bakteri tiiriine karsi daha etkili olmustur.
Azalan solvent miktar1 ve artan ekstrakt konsantrasyonu ile maksimum oranda zon

olusumunun elde edilecegi de Sekil 3.4°te acik¢a gézlemlenmektedir.

3.3 Vibrio parahaemolyticus i¢in inhibisyon zonu sonuglari

Cizelge 3.4’te Spirulina ekstraktlarinin Vibrio parahaemolyticus tzerine etkilerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 verilmistir. Modele ait F degeri 106,05 olarak belirlenmis
ve istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Model incelendiginde A, B, A2 faktorleri
onemli olarak belirlenmistir. Diger bakterilerden farkli olarak V.parahaemolyticus i¢in
kuadratik model daha uygun bulunmus ve modelin dogrulugu sonuclarla ortaya

konmustur.

Cizelge 3.4 Vibrio parahaemolyticus icin ANOVA sonuglari

Kareler Toplanm df g;trilama F-degeri p-degeri
Model 218,95 9 24,33 106,05 <0.0001  Onemli
'gjgl"’e”t/ Biyomas /g 48 1 14848 647,26 <0.0001  Onemli
ﬁ;)it;tgfr';syonu 1,41 1 141 6,13  0,0248 Onemli
C-Solvent 0,1538 1 01538 0,6707 0,4248 Bnemli
AB 0,5000 10,5000 2,18  0,1503
AC 0,0000 10,0000 0,0000 1.0000
BC 0,0000 10,0000 0,0000 1.0000
A2 66,13 1 66,13 288,26 <0.000L  Onemli
B2 0,7367 10,7367 321 0,021
Artik 3,67 16 0,2294
Uyum Eksikligi 0,4703 9 0,0523 0,1306 0,9969 Onemsiz
Hata 3,20 8  0,4000
Diizeltilmis Toplam 222,62 25
Standart Sapma 0,46
R? 0,0835
Ayarlanmis R? 0,9758

Dogrulugu kanitlanmig kuadratik modelin denklemleri (Denk. 5 ve Denk. 6) su sekilde

olusmustur;
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Hekzan icin; V.parahaemolyticus zonu = 16,96 — 2,76 * A— 0,02 * B — 0,0025 *
AB + 0,108 x A2 + 0,0007 * B"2 (5)

Metanol icin; V.parahaemolyticus zonu = 17,11 —-2,76 * A— 0,02 * B — 0,0025 *
AB + 0,108 * A%> + 0,0007 * B2 (6)

Vibrio parahaemolyticus (Zone (mm))

1

B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/m#0 13 A: Solvent/Biyomas Orani

50 15

Sekil 3.5 Islem parametrelerinin ve hekzan solventinin Vibrio
parahaemolyticus’a ait zon olusumuna etkisi

Vibrio parahaemolyticus (Zone (mm))

B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/mip

13 A: Solvent/Biyomas Orani

50 15

Sekil 3.6 Islem parametrelerinin ve metanol solventinin Vibrio
parahaemolyticus’a ait zon olusumuna etkisi

Islem parametrelerinin solvent olarak hekzan kullanildig1 modele ait grafik Sekil 3.5te

ve solvent olarak metanol kullanildigi modele ait grafik Sekil 3.6’da verilmistir.
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Goriildugi iizere her iki solvent de birbirine benzer bir etki grafigi ve matematiksek
model denklemi sergilemislerdir. Bu bakteri i¢in hekzan ve metanol kullanimi benzer

sekilde istatiksel olarak dnemsiz bulunmustur.

3.4 Bacillus cereus i¢in inhibisyon zonu sonuclari

Cizelge 3.5’te Spirulina ekstraktlariin Bacillus cereus uzerine etkilerinin istatistiksel
analiz sonuglar1 verilmistir. Modele ait F degeri 27,75 olarak belirlenmis ve istatistiki
olarak énemli bulunmustur. Model incelendiginde A, B, C faktorleri disindaki yiiksek
dereceli faktorler 6nemsiz olarak bulunmus ve en uygun model “lineer”” model olarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.5 Bacillus cereus icin ANOVA sonuglari

Kareler Toplamm df ggtraelama F-degeri p-degeri
Model 259,10 3 86,37 27,75  <0.0001 Onemli
£-SolventBIyomas 193 50 1 19350 6218 <0000  Onemli
ﬁ;)?;;tr:fr‘;tsyonu 5,43 1 543 174 02015
C-Solvent 60,17 1 60,17 19,33 0,0003 Onemli
Artik 62,24 20 3,11
Uyum Eksikligi 62,24 12 519
Hata 0,0000 8 0,0000
Diizeltilmis Toplam 321,33 23
Standart Sapma 1,76
R? 0,8063

Ayarlanmis R? 0,7773

Elde edilen lineer modele uygun matematiksel denklemler (Denk. 7 ve Denk. 8) su
sekildedir;

Hekzan igin; B.cereus zonu = 8,60 — 0,75+ A + 0,036 * B (7)
Metanol icin; B.cereus zonu = 11,77 — 0,75 * A + 0,036 * B (8)

Lineer dizayn modelinde ekstrakt konsantrasyonu istatiksel olarak 6nemsiz
bulunurken, solvent miktar1 ve solvent ¢esidine bagl olarak B.cereus ig¢in olusan
inhibisyon zon 6l¢timii degisim gostermektedir. Sekil 3.7 ve 3.8’de goriildiigii iizere,

solventin metanol olarak se¢imi olusan zon yiizeyini arttirmaktadir. Aynt zamanda
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yine solvent miktar1 azaltilip, ekstrakt konsantrasyonu arttirildiginda zon yiizeyi

artmaktadir.

Bacillus cereus (Zone (mm))

A: Solvent/Biyomas oran'! 30

20
15 10 B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.7 Islem parametrelerinin ve hekzan solventinin Bacillus cereus’a
ait zon olusumuna etkisi

Bacillus cereus (Zone (mm))

A: Solvent/Biyomas Orani' ! 30

20
15 10 B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.8 Islem parametrelerinin ve metanol solventinin Bacillus cereus’a
ait zon olusumuna etkisi

3.5  Staphylococcus aureus i¢in inhibisyon zonu sonuglari
Cizelge 3.6’da Spirulina ekstraktlarinin Staphylococcus aureus (zerine etkilerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 verilmistir. Modele ait F degeri 29,05 olarak belirlenmis
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ve istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Model incelendiginde A, B, C faktorleri
disindaki yiiksek dereceli faktorler dnemsiz olarak bulunmus ve en uygun model

“lineer” model olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.6 Staphylococcus aureus igin ANOVA sonuglari

Kareler Toplanm df ggiaelama F-degeri p-degeri
Model 237,37 3 7912 29,05 <0.0001 Onemli
£Solvent/BIyomas 47,24 1 17024 6251 <0000  Onemli
i;ii;tgﬁ‘;gyonu 0,4549 1 04549 01670 0,6871
C-Solvent 66,67 1 66,67 24,48 < 0.0001 Onemli
Artik 54,47 20 2,72
Uyum Eksikligi 54,47 12 4,54
Hata 0,0000 8 0,0000
Diizeltilmis Toplam 291,83 23
Standart Sapma 1,65
R? 0,8134
Ayarlanmis R? 0,7854

Elde edilen lineer modele uygun matematiksel denklemler (Denk. 9 ve Denk. 10) su

sekildedir;

Hekzan igin; S.aureus zonu = 8,45 —0,703* A+ 0,01+ B 9)
Metanol igin; S.aureus zonu = 11,78 — 0,703+ A+ 0,01 « B (10)

Lineer dizayn modelinde ekstrakt konsantrasyonu istatiksel olarak 6nemsiz
bulunurken, solvent miktar1 ve solvent ¢esidine bagli olarak S.aureus i¢in olusan
inhibisyon zon 6l¢iimii degisim gostermektedir. Sekil 3.9 ve 3.10°da goriildiigii iizere,
solventin metanol olarak se¢imi olusan zon ylizeyini arttirmaktadir. Ayn1 zamanda
yine solvent miktar1 azaltilip, ekstrakt konsantrasyonu arttirildiginda zon yiizeyi

artmaktadir.
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Staphylococcus aureus (Zone (mm))

1

A: Solvent/Biyomas Orani 13 20
B D B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.9 Islem parametrelerinin ve hekzan solventinin Staphylococcus
aureus’a ait zon olusumuna etkisi

Staphylococcus aureus (Zone (mm))

1"

A: Solvent/Biyomas Orani 13 20
B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

15 10

Sekil 3.10 Islem parametrelerinin ve metanol solventinin Staphylococcus
aureus’a ait zon olusumuna etkisi

3.6 Bacillus spipizeni igin inhibisyon zonu sonuc¢lar:
Cizelge 3.7°de Spirulina ekstraktlarmin Bacillus spipizeni (zerine etkilerinin

istatistiksel analiz sonuglari verilmistir. Modele ait F degeri 282,57 olarak belirlenmis
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ve istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Model incelendiginde A, B, AB, A? B2
faktorleri O6nemli olarak belirlenmistir. V.parahaemolyticus igin oldugu gibi
B.spipizeni i¢in de kuadratik model daha uygun bulunmus ve modelin dogrulugu

sonuglarla ortaya konmustur.

Cizelge 3.7 Bacillus spipizeni icin ANOVA sonuglari

Kareler Toplamm df ggtrzlama F-degeri p-degeri
Model 229,31 8 28,66 28257 <0.0001  Onemli
(A)'rz‘;'l"e”t/B'yomas 185,93 1 18593 183288 <0.0001  Onemli
i‘o'i'gztnr;‘;gyonu 102,26 1 10226 100812 <0.0001  Onemli
C-Solvent 0,0026 1 00026 00257 08747
AB 34.75 1 34,75 34252 <0.0001  Onemli
AC 0,3622 1 03622 357 00783
BC 0,0310 1 00310 03055 0,5886
A2 12,11 1 1211 11936 <0.0001 _ Onemli
B2 34,91 1 3491 34414 <00001  Onemli
Artik 152 15 0,1014
Uyum Eksikligi_ 0,9216 7 01317 1,76 02236  Onemsiz
Hata 0,6000 8 00750
Diizeltilmis Toplam 230,83 23
Standart Sapma 0,32
R? 0,9934
Ayarlanmis R? 0,9899

Dogrulugu kanitlanmis kuadratik modelin denklemleri (Denk. 11 ve Denk. 12) su

sekilde olugsmustur;

Hekzan icin; B.spipizeni zonu = 9,53 — 0,72+ A+ 0,202 * B 4+ 0,028 x AB — 0,05 *
A% +0,0052 * BA2 (11)

Metanol icin; B.spipizeni zonu = 10,39 — 0,79 A+ 0,20 * B + 0,028 * AB — 0,05 *
A% 40,0052 « B"2 (12)

31



Bacillus spipizeni (Zone (mm))

Bacillus spipizeni (Zone (mm))

11

A: Solvent/Bi o]
Sewvent/Blyomes Orani 13 2!9 Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

15 10

Sekil 3.11 Islem parametrelerinin ve hekzan solventinin Bacillus
spipizeni’ye ait zon olusumuna etkisi

11

A: Solvent/Biyomas Oran
/Bly : 13 Zé) Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

15 10

Sekil 3.12 Islem parametrelerinin ve metanol solventinin Bacillus
Spipizeni’ye ait zon olusumuna etkisi

Islem parametrelerinin solvent olarak hekzan kullanildigi modele ait grafik Sekil
3.11°de ve solvent olarak metanol kullanildigt modele ait grafik Sekil 3.12°de
verilmistir. Goriildiigii lizere her iki solvent de birbirine benzer bir etki grafigi
sergilemislerdir. Ancak yine de elde edilen matematiksel model denklemi g6z 6niine

alindiginda, daha yiiksek degerler metanol ile elde edilmistir. Bu durumda bu bakteri
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icin metanol ile elde edilen ekstraktlarin kullanimi solvent:biyomas oraninin azaldigi

ve ekstrakt konsantrasyonunun arttig1 durumlarda artan degerler gostermektedir.

3.7 Escherichia coli i¢in inhibisyon zonu sonuglari

Cizelge 3.8’de Spirulina ekstraktlarinin Escherichia coli Uzerine etkilerinin
istatistiksel analiz sonuglar1 verilmistir. Modele ait F degeri 206,13 olarak belirlenmis
ve istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Model incelendiginde A, B, AB, AC, A?, B2
faktorleri onemli olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda uyum eksikligi F degeri 2,11
olarak belirlenmis ve istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur Escherichia coli i¢in

kuadratik model modelin dogrulugunun yiiksekligi sebebiyle tercih edilmistir.

Cizelge 3.8 Escherichia coli igin ANOVA sonuglari

Kareler Toplamm df ggtraelama F-degeri p-degeri
Model 206,13 8 2577 272,74 <0.000L  Onemli
g'ri‘;'l"em/ Blyomas 66 74 1 166,74 1764,99 <0.0001  Onemli
iﬂ;;ﬁ‘;gyonu 1,09 1 1,09 1153 0,0043 Onemli
C-Solvent 0,4022 10,4022 426  0,0581
AB 0,7813 10,7813 827  0,0122 Onemli
AC 0,9949 10,9949 10,53  0,0059 Onemli
BC 0,0909 10,0909 09623 0,3433
A2 14,05 1 14,05 14875 <0.0001  Onemli
B2 8,99 1 899 9517 <0.0001  Onemli
Artik 1,32 14 0,0945
Uyum Eksikligi  0,8106 6 01351 211  0,1619 Onemsiz
Hata 0,5120 80,0640
Diizeltilmis Toplam 207,45 22
Standart Sapma 0,30
R? 0,0936
Ayarlanmis R? 0,9900

E.coli i¢in kuadratik modelin denklemleri (Denk. 13 ve Denk. 14) su sekilde

olusmustur;

Hekzan icin; E.coli zonu = 2,20 + 0,60 * A + 0,25 * B — 0,003 * AB — 0,057 * A% —
0,033« B2 (13)
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Metanol igin; E.coli zonu = 3,85+ 0,49 * A + 0,24 x B — 0,003 * AB — 0,057 * A% +
0,0033 * BA2 (14)

Escherichia coli (Zone (mm))

A: Solvent/Biyomas Orani 13 ZH: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

15 10

Sekil 3.13 Islem parametrelerinin ve hekzan solventinin E.coli ye ait zon
olusumuna etkisi

Escherichia coli (Zone (mm))

50

1

4 Solvent/Blyamas Ofani 13 2B Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/mi)

15 10

Sekil 3.14 Islem parametrelerinin ve metanol solventinin E.coli 'ye ait zon
olusumuna etkisi

Islem parametrelerinin ve solventlerin etkileri Sekil 3.13 ve 3.14’te gosterilmektedir.
Denklem 13 ve 14 ile sekiller goz oniine alindiginda solvent cinsinin zon degerlerine
onemli derecede etki etmedigi goriilmektedir. Bu bakteri icin hekzan ve metanol

kullanim1 benzer sekilde istatiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.

3.8 Escherichia coli 0157 inhibisyon zonu sonuglari
Cizelge 3.9°da Spirulina ekstraktlarinin Escherichia coli O157 susu Uzerine etkilerinin

istatistiksel analiz sonuglar1 verilmistir. Modele ait F degeri 436,52 olarak belirlenmis
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ve istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Indirgenmis kiibik model incelendiginde A,
C, AB, AC, A?, B?, A?C, B2C faktorleri onemli olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda
uyum eksikligi p degeri 0,0983 olarak belirlenmis ve istatistiki agidan Onemsiz
bulunmustur, ancak F degerinin 2,95 olarak belirlenmesi yiizde 10’dan distk bir

oranda modelde sapmaya sebep olabilmektedir.

Cizelge 3.9 Escherichia coli 0157 igin ANOVA sonuglar1

Kareler Ortalama F-degeri p-degeri
Toplami Kare
Model 275,80 11 25,07 436,52 <0.0001 Onemli
g'ricl’l'l"e”UB'yomas 162,59 1 162,59 2830,78 <0.0001 Onemli
i;it;g&'g;yonu 0,1509 10,1509 263  0,1333
C-Solvent 98,65 1 9865 171754 <0.0001 Onemli
AB 0,2813 1 0,813 490 00490 Onemli
AC 1,34 1 1,34 2339 0,0005 Onemli
BC 0,1199 10,1199 209  0,1765
A2 4,15 1 415 72,33 <0.0001 Onemli
B2 1,19 1 1,19 20,74 0,0008 Onemli
ABC 0,0313 10,0313 05441 04762
AC 25,84 1 2584 44990 <0.0001 Onemli
B2C 2,85 1 285 4964 <0.0001 Onemli
Artik 0,6318 11 0,0574
Uyum Eksikligi 0,3318 30,1106 205  0,0983 Onemsiz
Hata 0,3000 8 00375

N
N

Diizeltilmis Toplam 276,43

Standart Sapma 0,24

R? 0,9977

Ayarlanmis R® 0,9954

Modelin dogrulugunun p ve F degerleri ile R? degerlerinin yiiksekligi ve birbirleri
arasinda 0,2 degerinden daha az fark olmas1 sonucunda elde edilen indirgenmis kiibik

matematiksel denklem asagida verilmistir (Denk. 15, Denk. 16).

Hekzan icin; E.coli 0157 zonu = 17,47 — 2,80+ A — 0,027 * B — 0,0013 * AB +
0,11 « A2 + 0,0007 « B~2 (15)

Metanol icin; E.coli 0157 zonu = 5+ 0,27 * A+ 0,23 * B — 0,025 * AB — 0,047 *
A2 —0,0031 * BA2 (16)
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Islem parametrelerinin ve solvent cinsinin inhibisyon zonu olusumuna etkisi sekil 3.15
ve 3.16°da verilmistir. Cizelge 3.9 ve olusturulan matematiksel denklemlerden de
goriilebilecegi gibi, ekstraksiyon konsantrasyonu inhibisyon zonu iizerine 6nemli
derecede etkili olmamakla birlikte solvent:biyomas oraninin etkili oldugu ama en

onemli etkinin solvent cinsi oldugu belirlenmistir.

Escherichia coli 0157 (Zone (mm))
N

50

1
A: Solvent/Biyomas Orani

13 20

15 10 B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.15 Islem parametrelerinin ve hekzan solventinin E.coli 0157 'ye
ait zon olusumuna etkisi

Escherichia coli 0157 (Zone (mm))

20
15 10 B: Ekstrakt Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.16 Islem parametrelerinin ve metanol solventinin E.coli 0157°ye
ait zon olusumuna etkisi
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3.9  Validasyon
Design Expert programi ile gerceklestirilen optimizasyon ¢alismasinda, yapilan
denemeler ile elde edilen sonuglar 15181nda Cizelge 3.10°da verilen faktorler ve
degerleri kullanilarak optimum degerleri elde edebilecek noktalar segilmistir. Bu

veriler ile elde edilen ¢6ziim Onerileri ise Cizelge 3.11°de belirtilmistir.

Cizelge 3.10 Optimizasyon validasyonunda kullanilacak faktorler

Alt Ust Onem
Hedef  jimit  Limit Diizeyi
A:Solvent/Biyomas Orani minimum 1 10 5
B:Ekstrakt minimum 10 100 5
Konsantrasyonu
C:Solvent degef Hekzan  Metanol 5
araligi
Listeria monocytogenes maksimum 0 20 5
I ) maksimum
Vibrio parahaemolyticus 0 20 5
] maksimum
Bacillus cereus 0 20 5
maksimum
Staphylococcus aureus 0 20 5
] o maksimum
Bacillus spipizeni 0 20 5
o ] maksimum
Escherichia coli 0 20 5
o . maksimum
Escherichia coli 0157 0 20 5
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Cizelge 3.11 Optimum nokta validasyonunda ¢ozumler

A B Listeria Vibrio Bacillus Staphylococcus Bacillus Escherichia Escherichia Arzu
monocytogenes parahaemolyticus — cereus aureus spipizeni coli coli 0157  Edilebilirlik
1 1,000 19,521 Metanol 12,939 14,649 11,721 11,286 11934 7,703 8,410 0,655 Secilen
2 1,000 19,532 Metanol 12,938 14,649 11,721 11,286 11,934 7,704 8,411 0,655
3 1,000 19,421 Metanol 12,956 14,646 11,717 11,285 11,932 7,692 8,400 0,655
4 1,000 19,602 Metanol 12,926 14,651 11,724 11,287 11,935 7,712 8,418 0,655
5 1,000 19,356 Metanol 12,967 14,645 11,715 11,284 11,931 7,685 8,393 0,655
6 1,000 19,279 Metanol 12,980 14,643 11,712 11,283 11,929 7,676 8,385 0,655
7 1,000 19,123 Metanol 13,006 14,640 11,707 11,282 11,925 7,659 8,369 0,655
8 1,000 20,045 Metanol 12,852 14,661 11,740 11,291 11,943 7,760 8,462 0,655
9 1,000 20,558 Metanol 12,765 14,674 11,758 11,296 11,948 7,814 8,512 0,655
10 1,000 18,408 Metanol 13,124 14,624 11,681 11,274 11,906 7,576 8,293 0,655
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Cizelge 3.12 Optimizasyon validasyonunda beklenen ve elde edilen degerler

Coziim Onerisi #1 Beklenen Deger Elde Edilen Deger

(mm) (mm)
Listeria monocytogenes

12,94 11
Salmonella
typhimurium 6,45 7
Vibrio
parahaemolyticus 14,65 12
Bacillus cereus

11,72 10
Staphylococcus aureus

11,28 11
Bacillus spipizeni

11,93 9,5
Escherichia coli

7,70 8
Escherichia coli 0157

8,40 9

Cizelge 3.12°de solvent:biyomas oraninin “1”, ekstraksiyon konsantrasyonunun
“20” olarak se¢ildigi ve solvent ¢esidi olarak “metanol™{in kullanildig: 3 tekertirlii

validasyon sonucu elde edilen degerler verilmistir.
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4 TARTISMA ve SONUC

Rao ve arkadaslarinin, Spirulina platensis mikroalgleri ile antibakteriyel aktivitenin
belirlenmesi icin yapmis olduklar1 ¢alismalarin sonucunda, metanol ekstraktinin
Staphylococcus aureus bakterisinin tzerinde 15.20 mm ¢apinda inhibisyon zonu
olusturdugunu gozlemislerdir. Bu ¢alismada metanol ekstrakttan elde edilen
aktivitenin diger ekstraktlardan elde edilen aktivitelerden yiiksek oldugu bildirilmistir
[136]. Bu galismada elde edilen etkinlik sonuglarindaki yuksek aktivitenin yine

kullanilan ekstraksiyon metodundaki farliliktan meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Ozdemir ve arkadaslarinin, S.platensis’e ait 1/10 oraninda etanol ve hekzan
ekstraktlari ile antimikrobiyal aktivite kapasitesinin belirlenmesi i¢in yapmis olduklari
caligmada, etanol ekstraktlarinda Salmonella typhimurium bakterilerine karst 7mm
capinda inhibisyon zonu goézlemlemis olup, calismamizda elde etmis oldugumuz

sonuglar ile benzerlik gostermistir [137].

Ayrica ¢alismamizda metanol muamelesi ile elde edilen ektsratlarda alinan zon gap1
sonuglarini hekzan muamelesi ile elde edilmis ekstratlarin zon ¢api1 sonuglar ile
karsilastirdigimizda, ekstrakt yonteminin Spirulina platensis alginin antimikrobiyal
Ozelliklerini etkiledigi gozlemlenmistir. Spirulina platensis ‘in, antimikrobiyal
ozellikler iceren bilesiklerinin ekstrakte edilmesinde, metanoliin hekzana kiyas ile

daha iyi oldugu gozlemlenmistir.

Ozdemir ve calisma arkadaslarmin 2004 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada,
Spirulina platensis mikroalgi, metanol, diklorometan, petrol eteri, etil asetat ¢ozucdleri
ile ekstrakte edilmistir. Ozdemir elde etmis oldugu bu ekstraktlar ile, dért Gram
pozitif, alti Gram-negatif ve Candida albicans ATCC 10239 suslarinda, disk
difizyonu yontemini kullanarak, antibakteriyel aktivite testlerini gergeklestirmistir.
Ozdemir ¢alismasinda 15 gram toz haline getirilmis Spirulina platensis mikroalgini
150 ml miktarinda olucak sekilde farkli ¢oziiciiler kullanarak ekstrakte etmis olup, 1,
2, 4 ve 8 mg konsantrasyonlarinda ki metanol, diklorometan, petrol eteri, etil asetat
ekstraktlarimi disklere emdirmistir. Metanol ekstraktlarinda Bacillus Subtilis
bakterisine kars1 8 mm, Staphylococcus aureus bakterisine kars1 7 mm, Escherichia
coli bakterisine kars1 7 mm, Pseudomonas aeruginosa bakterisine karst 7 mm
inhibisyon zonu gozlemlemis olup etil asetat ekstraktlarinda ise hi¢ bir bakteride

inhibisyon zonu gozlemleyememistir. Ozdemirin elde etmis oldugu sonuglara gore
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metanol ekstraktlar, petrol eteri ve etil asetat ekstraktlarindan daha gucli

antimikrobiyal aktivite gdstermistir [27].

Mansuya ve calisma arkadaslarinin 2010 yilinda, 6 alg tlrl ile yapmis oldugu
antibakteriyel aktivite ¢alismasinda, sulu ekstraktta inhibisyon bolgesi 45 - 9 mm,
metanolik ekstraktta ise 40 - 6 mm arasinda degismistir. Maksimum aktivite 200 mg
konsantrasyonundaki sulu Ulva reticulata ekstresinden Salmonella typhi‘ye kars1 45
mm olarak, minimum aktivite ise Ulva lactuca tarafindan Streptococcus pyogenes'e
kars1 50 mg konsantrasyonunda 9 mm olarak kaydedilmistir. Metanolik ekstraktta
maksimum aktivite 200 mg konsantrasyonundaki Ulva reticulata ekstresinden,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Streptococcus pyogenes'e karsi1 40 mm
olarak, minimum aktivite ise Kappaphycus alvarezii tarafindan Staphylococcus
epidermis'e kars1 50 mg konsantrasyonunda 6 mm olarak kayit edilmistir. Mansuya
elde etmis oldugu tiim sonuglart incelediginde metanolik ekstraktlarin, sulu
ekstraktlara gore daha yiksek derecede antibakteriyel aktivite sergiledigini tespit
etmistir [138]. Mansuya ve c¢alisma arkadaslarinin sulu ekstraktta maximum
inhibisyon zonunu elde etmesinin sebebi alglerin sulu ve metonolik ekstraktlarinda,
cozlcuye gecen antimikrobiyel maddelerin farkli olmasi ve bu antimikrobiyel

maddelerin her bakteri lizerinde farkl etki gostermesidir.

Suthindhiran Krish ve ¢alisma arkadasi 2014 yilinda, Cladophora rupestris alginin
antioksidan, antimikrobiyal ve antidiyabetik aktivitesini kontrol etmek igin, insan ve
karides patojen bakterilerine karsi disk difuzyon testi ile antimikrobiyal aktivite
calismas1 yapmustir. Krish ¢alismada Cladophora rupestris alginin metanol, etil asetat
ve etanol ekstraktlarin1 kullanmis olup, 1000 pg/ml konsantrasyona sahip metanol
ekstarktlarinda E. Coli bakterisine kars1 15.9, Pseudomonas aeruginosa bakterisine
kars1 15.3, Staphylococcus aureus bakterisine kars1 16.3, etil asetat ekstarktlarinda E.
Coli bakterisine kars1 14.4, Pseudomonas aeruginosa bakterisine karsi 14.2,
Staphylococcus aureus bakterisine karsi 13.2, etanol ekstraktlarinda ise E. Coli
bakterisine karst 12,3, Pseudomonas aeruginosa bakterisine karst 11.9,
Staphylococcus aureus bakterisine karst 11.3 inhibisyon gozlemlemistir. Krish
calismasinin tamamlanmasi1 ile, metanol ekstraktlar1 ile elde etmis oldugu
antimikrobiyal aktivite sonuglarini, etanol ve etil asetat ekstraktlart ile
karsilastirdiginda, metanol ekstraktlarinin aktivitelerinin daha yiiksek oldugunu

gozlemlemistir [139].
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M. Pandithurai ve arkadaglart 2015 yilinda, kahverengi deniz yosunu olan
Spatoglossum asperum'un 1:3 oraninda su, metanol, kloroform, etil asetat ve hekzan
ekstraktlarin1 disklere 100 pg/mL miktarinda emdirmis olup, elde etmis olduklari
antifungal aktivite testi sonuglarinda metanolik ekstraktlarin, Candida albicans’a karst
14.67, Candida tropicalis'e kars: 15.33, Aspergillus flavus’a kars1 11.15 inhibisyon
zonu olusturdugunu goézlemlemislerdir. Hekzan ekstraktlarinda ise inhibisyon zonu
olusumu gozlemleyememislerdir. Elde etmis olduklar1 sonuglar karsilastirdiklarinda
ise metanolik ekstraktlarin, diger ¢oziicii ekstraktlara kiyasla Candida albicans’a (%
57.14) ve Candida tropicalis'e (% 54.75) kars1 6nemli bir antifungal aktivite
gosterdigini tespit etmislerdir. Bu nedenle, kahverengi deniz yosunu Spatoglossum
asperum'un metanolik 6ziitiiniin dermatofitik mantarlar {izerinde daha etkili oldugu

diistincesini savunmuslardir [140].

Basharat Sadiq ve arkadaslar1 2016 yilinda, 2 alg tirind kullanarak yapmis oldugu
calismada, 1/10 ve 1/100 oraninda metanol, etanol ve aseton ile elde etmis olduklar
ekstraktlarda antimikrobiyal aktivite testi gergeklestirmislerdir. Yapmis olduklar
calismada pozitif kontrol olarak Erythromycin, Tetracycline, Amoxicillin
antibiyotiklerini kullanarak alg ekstraktlari ile karsilastirmalar yapmislardir. Elde
etmis olduklar1 sonuglara gore Bacillus substilis bakterisi (izerinde eritromisin
tarafindan 2.5 cm, Lyngbya diguetii'nin 1/10 oranindaki metanolik 6zitleri tarafindan
ise 2.05 cm inhibisyon sonuglar1 gbzlemlemislerdir. Basharat Sadiq ve arkadaslar
yapmis olduklar1 degerlendirmeye gbre metanol ve etanol ekstraktlarinin diger
coziiciilerden farkli olarak kullanilan antibiyotiklere ¢ok yakin sonuglar gdsterdigini

tespit etmislerdir [141].

Aseer Manilal ve ¢alisma arkadaslart 2016 yilinda, kahverengi alglerden biri olan
Padina tetrastromatica algini, 100 ve 500 pg/ml oraninda dietil eter, kloroform,
aseton, diklorometan ve metanol gibi artan polariteye sahip cesitli organik ¢ozuctler
kullanilarak ekstrakte etmis olup, metanolik ekstraktlarda Staphylococcus aureus’a
kars1 96,23 mm?, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa kars: sirasiyla 41.63
mm?, 39.63 mm? inhibisyon zonu gdzlemlemislerdir. Aseer Manilal ve calisma
arkadaglarinin elde etmis olduklar1 sonuglara gore Padina tetrastromatica'nin
metanolik ekstrakti en genis ve en yiiksek antibakteriyel aktivite araligini sergilemistir.

Ayrica Padina tetrastromatica’ dan elde edilen metanolik ekstraktlarin, cesitli
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araliklarda test edilen tiim bakteriyel patojenleri basartyla inhibe eden en genis ve en

yiiksek aktiviteyi sergiledigini tespit etmislerdir [142].

Hussain Yousif 2006 yilinda Spirulina maxima, Oscillatoria, Cladophora fracta
alglerinin 1/10 oranindaki sulu ve alkollii ekstraktlarini 100, 250, 500, 750, ve 1000
pg/ml konsantrasyonunda disklere emdirerek, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus substilis bakterileri Uzerinde antibakteriyel aktivite test ¢alismasi
yapmustir. 1000 pg/ml konsantrasyonundaki metonolik ekstraktlarda Staphylococcus
aureus'a kars1 15 mm, Escherichia coli’ e kars1 19 mm, Bacillus substilis ‘e kars1 12
mm, sulu ekstraktlarda ise Staphylococcus aureus’a karst 11 mm, Escherichia coli’ e
kars1 12 mm, Bacillus substilis’e karst 9 mm inhibisyon zonu gozlemlenmistir.
Hussain Yousif gerceklestirdigi ¢alismada, patojenik bakteri tiirlerine kars1 test edilen
alkollii ekstraktlarin, sulu ekstraktlara kiyas ile bakterilerin biiyiimesini engellemede

daha aktif oldugunu tespit etmistir [143].

Alglerin antibakteriyel o6zelliklerine iliskin c¢ok sayida calisma yapilmis olup
Polifenoller, flavonoidler ve polisakkaritler gibi bilesenlerin kahverengi, kirmizi ve
yesil alglerde antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Alglerin antimikrobiyal aktivitesi Klorofil turevleri, akrilik asit, terpenler, fenolik
maddeler, halojenli alifatik bilesenler ve siilfiir iceren heterosiklik bilesenlerden
kaynaklanmaktadir. Bu bilesenlerin yaninda antimikrobiyal aktivitenin bazi
aminoasitler, florotanninler, steroidler, halojenli ketonlar ve alkanlar, siklik

polisiilfitler ve yag asitlerinden de kaynaklandig: belirtilmistir.

Cox ve arkadaglari, 6 alg tiri ile yapmis oldugu antimikrobiyal aktivite ¢aligmasinda,
tim metanolik deniz alg ekstraktlarinin, test edilen gida patojenik bakterilerini inhibe
ettigini tespit etmis olup, alglerin zengin dogal antioksidan bilesik kaynaklar
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica ¢alismada algal ekstraktlarinin fenolik bilesikleri
incelenen deniz yosunlarinin toplam fenolik igerigi 37.66 ila 151.33 mg GAE / g
ekstrakt arasinda degismistir. Yapilan c¢alismada fenolik igerik antimikrobiyal
ozelliklerinin kaynag1 olarak goriilmiis olup bu bilesikler antimikrobiyal aktiviteden

sorumlu olan aktif madde olarak bildirilmistir [65].

Srivastava ve arkadaslarinin 2010 yilinda 2 alg turi ile yapmis oldugu antimikrobiyal
aktivite testinde, Metanol, Etanol, Butanol, Aseton, Kloroform ve Diklorometan

ekstraktlar1 segilen insan patojenlerine karsi test edilmis olup, toplanan her iki alg
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tiride <15 mm inhibisyon bdlgesi ile orta dizeyde antibakteriyel aktivite
gostermistir. Ayrica ekstraktlarda yapilan Fitokimyasal analizlerde alkaloidlerin hem
Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilere karsi yaygin olarak antimikrobiyal
oOzelliklere sahip oldugu bulunmustur. Tiim ekstraktlarda alkaloidlerin bulunmasi ve
dolayisiyla Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi dikkate deger bir
antibakteriyel aktivite sergilemesi ile elde edilen sonuglar ve daha 6nce yapilan benzer
calismalardaki sonuglarin esliginde, deniz yosunu 6zlerinin zengin bir fenolik bilesik

kaynagi oldugunu diistindUrmiistiir [144].

Salem ve arkadaslar1 2011 yilinda, Kizildenizden ve Misir'dan toplanan sekiz farkli
algden elde edilen metanol ve etil asetat ekstraktlarini, hem gram pozitif bakterilere
hem de gram negatif bakterilere kars1 antibakteriyel aktiviteleri agisindan taramistir.
Metonolik ekstraktlar da elde edilen sonucglarda, gram pozitif bakterilere kars1 19
mm'ye kadar inhibisyon zonu olusumu gézlemlenmis olup en yiiksek aktivite elde
edilmistir. Gram negatif bakterilerde ise 14 mm'ye kadar inhibisyon zonu olsumu
goriilmiistiir. Ancak antibakteriyel aktivitedeki farkliliklar, ekstraksiyon yontemine,
ekstraksiyonda kullanilan c¢oziiciye ve numunelerin toplandigi mevsime bagh
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Toplanan alglerde elde etmis olduklar gii¢lii antibakteriyel
aktivitenin, alg ekstraktlarinda bulunan ve giiclii bakterisidal aktivite gdsteren
florotanninler ile eckol gibi fenolik bilesiklere bagli olabilecegi konusunda fikir

sunmuslardir [145].

Mendes 2012 yilinda, 3 alg tlru ile yapmis oldugu antibakteriyel aktivite ve
antioksidan aktivite testi ¢alismasinda, alg ekstraktlarindaki antioksidan aktivite ile
polifenol igerigi arasinda bir korelasyon oldugunu diisiinmiis ve alg ekstraktlarinin
fenolik profilini HPLC ile degerlendirmistir. Test edilen t¢ ¢Oziicu ile 6zltlenen alg
kulttruniin, metanolik ekstraktlarmin diger iki ¢oziiciiye kiyasla daha yiiksek
antioksidan aktivite sergiledigi tespit edilmistir. Elde edilmis olan antimikrobiyal
aktivitenin ise bromofenoller, yag asitleri steroller ve diterpenoidler gibi bilesiklerden

kaynakli oldugu kanitlanmustir [146].

Ozdemir 2004 yilinda yapmis oldugu bir calismada, S. platensis alg’ini 8 mg/mL
konsantrasyonunda, diklorometan, petroleum eter, etil asetat ve metonol ¢oziculeri ile
ekstrakte ederek antibakteriyel aktivite testine tabi tutmustur. Metonolik ekstraktlarda

elde edilen sonuclara gore Staphylococcus aureus’a karst 7 mm, Escherichia coli’ e
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kars1 7 mm, Bacillus substilis e karst 8 mm inhibisyon zonu gézlemlenmistir. Ayrica
S. platensis alg’inin ugucu bilesiklerinin bilesimini belirlemek i¢in GC-MS yontemini
kullanmis olup toplam bilesenin % 96.45'ini olusturan on bes bilesik tanimlamistir.
Calismada ana bilesen olarak ise heptadekan belirlenmis olup, heptadekanin diger
birgok siyanobakteri tiiriinde ortak bir ana ugucu bilesen oldugunu bildirmistir. Elde
edilen tim sonuglarin 1s1@inda S.  platensis’in - metanol  ekstraktinin
mikroorganizmalara kars1 diklorometan, petroleum eter, etil asetat ekstratlarindan ve

ucucu bilesenlerden daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmistir [27].

Calismamizda S. platensis mikroalginden elde edilen ekstraktlarin, gram pozitif
bakterilerden Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Bacillus spizizenii, gram negatif bakterilerden Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Vibrio parahaemolyticus, E.coli (O157:H7) olmak (zere toplam 8
bakteri turu kullanilarak antibakteriyal etkisi incelenmistir. Metanol ve hekzan ile elde
edilen ekstraktlarda gram pozitif bakteri tirlerinde, gram negatif bakteri tiirlerine kiyas
ile daha yiksek zon caplar1 elde edilmis olup B.spizizenii’ye karsi metanol
ekstraktlarmda 11 mm, hekzan ekstraktlarinda ise 10 mm ¢apinda en yiksek
inhibisyon zonu olusumu goézlemlenmistir. Gram pozitif bakteri turlerinde elde edilen
bu yiiksek etkinligin sebebinin gram negatif bakterilerin daha karmasik bir hiicre
duvar1 yapisina sahip olmasi disiiniilmektedir. Gram negatif bakterilerin hiicre
duvarinda ince bir tabaka peptidoglikan ve lipopolisakkaritten olusan bir dis zar yapisi
vardir. Karsilastirma yapildiginda, gram pozitif bakterilerde hiicre duvarindaki
peptidoglikan yapis1 daha kalindir ve dis zar bulunmaz. Bu daha giiclii duvar yapisi,
bir zith gibi gram negatif bakterilerin Ozellikle ilaglara karsi dayanikliligini
arttirmaktadir. Gram negatif bakterilerin Gram pozitiflere kiyasla, antimikrobiyal
ilaglara ve ¢esitli toksik bilesiklere karsi dogal direncinin daha fazla oldugu uzun
zamandan beri bilinmektedir. Bu direngte, dis membranin katkisi bir yana birakilacak
olursa, etkili esas mekanizma, bu bakterilerde yaygin olarak bulunan ¢oklu ila¢g pompa
sistemleriyle antimikrobiyal ilaglarin ve zararli bilesiklerin hiicre disina

pompalanmasidir [147,148,149,150,151].

S. platensis igerdigi yiiksek miktardaki pigmentler, proteinler ve gamma linolenik asit
(GLA) gibi metabolitler sebebiyle olduk¢a 6nem tasiyan bir mikroalg tiiriidiir. S.
platensis tiirliniin iiretiminin ve hasadinin kolay olmasi ayrica yapisindaki bu yiiksek

katma degerli maddeleri yiiksek miktarda biriktirmesinden dolayr organizmanin
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potansiyel {iretimi bu {riinler iizerine yogunlagsmistir. Diinyada enddistriyel diizeyde
tiretimi yapilan alg tiirlerinden biri olan Spirulina sp., degerli molekiillerdeki yiiksek
icerikleri nedeniyle, tarim, gida, kozmetik ve ila¢ endiistrilerde de kullanilmaktadir. S.
platensis’in antioksidan O6zelliginden yararlanilarak gidalarin raf  omrinin
arttirtlmasinda birgok ¢alisma yapilmistir. Bu konuda gergeklestirilen bir ¢aligmada S.
platensis ‘den elde edilen ekstraktlarin soguk depolanan sardalya filetolar1 tizerindeki
antioksidan ve antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Yapilan ¢alisma ile Onerilen
toplam aerobik mezofil Bakteri limitine S. platensis grubu i¢in 13. giinde ulagilmistir.
Sardalyanin baslangi¢c toplam aerobik mezofil bakteri sayist 3.45 log kob/g olarak
bulunmustur. Toplam aerobik mezofil bakteri sayis1 depolama siiresince artis
sergilemis olup, en hizli artis kontrol grubunda olmustur. Kontrol grubunun duyusal
olarak ret edildigi depolamanin 6. giiniinde kontrol grubu 6.06 log kob/g, S. platensis
grubu 6.17 log kob/g bakteri yiikiine sahip olmustur. Yapilan bu c¢alisma ile gida
urtnlerinde S. platensis ekstrakt uygulamasinin bakteriyel gelisimi yiikiinl dnemli

diizeyde diistirdiigii tespit edilmistir [152].

Malik [153] dondurma ve yogurdun zenginlestirilmesinde S. platensis tozu kullanmis
ve calismasinda % 0.3 S. platensis tozu ile zenginlestirilen yogurt grubunu
mikrobiyolojik incelemeye tabi tutmustur. Kontrol numunesinin koliform ile maya ve
kiif degerlerini sirasiyla 0.7 ve 1.95 log kob/g olarak bulunmus olup, S. platensis tozu
ile zenginlestirilen yogurdun, koliform ile maya ve kiif sayilarini ise sirasiyla 0.48 ve
1.94 log kob/g olarak bulmustur. Elde edilen sonuclara gore S. platensis tozu eklenerek

mikrobiyolojik kalitenin arttig1 tespit edilmistir.

Calismamizda S. platensis mikroalginden elde edilen ekstraktlarin Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Vibrio parahaemolyticus, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, B.spizizenii, Escherichia coli, , E.coli (O157:H7) bakterilerine
kars1 antibakteriyal etkisi incelenmistir. Spirulina platensis mikroalginden ekstrakt
elde edebilmek icin su, metanol ve hekzan solventleri kullanilmistir. Su ile elde edilen
ekstraktlarda bakteri tirlerinin higbirisinde inhibisyon zonu olusumu gézlenmemistir.
Tez galismasindan farkli olarak Chakraborty ve ark. metanol, etanol, su ve aseton
kullanarak ger¢eklestirdikleri antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda “su”dan elde edilen
ekstraktlarda 19 mm inhibisyon zonu elde edilmistir [154]. Bunun sebebinin kullanilan
ekstraksiyon metodu oldugu diisiiniilmektedir ve bununla birlikte Tokgdz [155]

tarafindan gercgeklestirilen bir ¢alisma ile benzer sonuglar verdigi saptanmistir.
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Yurtdisinda yapilan ¢alisma ile ters bulgular elde edilirken, yurticinde gerceklestirilen
caligmalar ile benzerlik bulunmasinin sebebinin yetistiriciligi yapilan susun “iiretim

kosullarindaki” benzerlik olabilecegi savunulabilir.
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EKLER

Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Escherichia coli 0157

EKAL o :
bakterisi Gzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK A2 Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Escherichia coli 0157
' bakterisi tzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK A3 Spirulina platensis’in Metonolik ekstraktlarina ait Escherichia coli
' bakterisi tzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK A4 Spirulina platensis in Hekzan ekstraktlarina ait Escherichia coli bakterisi
' Uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
b, - Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Bacillus cereus bakterisi
' Uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK A6 Spirulina platensis in Hekzan ekstraktlarina ait Bacillus cereus bakterisi
' uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
K Al Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Staphylococcus aerus
' bakterisi tzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK A8 Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Staphylococcus aerus
' bakterisi tzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK A9 Spirulina platensis’in Metonolik ekstraktlarima ait Bacillus spipizeni
' bakterisi tzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK AL Spirulina platensis 'in Hekzan ekstraktlarina ait Bacillus spipizeni bakterisi
' uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
Spirulina  platensis’in ~ Metonolik  ekstraktlarina  ait  Vibrio
EKA.11 ) o _ S )
parahaemolyticus bakterisi Gizerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK A LD Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Vibrio parahaemolyticus
' bakterisi Uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
EK A3 Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Salmonella typhimurium

bakterisi Uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
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EKA.14

Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Salmonella typhimurium

bakterisi tzerindeki inhibisyon zonu gorselleri

EK A.15

Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Listeria monocytogenes
bakterisi tzerindeki inhibisyon zonu gorselleri

EK A.16

Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Listeria monocytogenes

bakterisi tzerindeki inhibisyon zonu gorselleri
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EK A.1 Spirulina platensis’in Metonolik ekstraktlarina ait Escherichia coli 0157
bakterisi izerindeki inhibisyon zonu gorselleri

Methanol
1:10 54 mg
0157

’ o
—--’m .
1:10 30 mg Vi

o157

Inhibisyon Zonlar1: (a) Escherichia coli O157 bakterisi iizerinde 1/5 oraninda 50
mg metanol ekstrakti. (b) Escherichia coli O157 bakterisi iizerinde 1/4 oraninda
30 mg metanol ekstrakti. (c) Escherichia coli O157 bakterisi Uzerinde 1/10
oraninda 54 mg metanol ekstrakti. (d) Escherichia coli O157 bakterisi lizerinde 1/5
oraninda 10 mg metanol ekstrakti. (e) Escherichia coli O157 bakterisi tzerinde

1/10 oraninda 30 mg metanol ekstrakti.
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EK A.2 Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Escherichia coli O157
bakterisi tizerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(a)
= = Zan 7 - * % /
|1_|:4k30 mg ‘g\“k\ ,
0157
(c)

Inhibisyon Zonlar1: (a) Escherichia coli O157 bakterisi iizerinde 1/4 oraninda 30
mg hekzan ekstrakti. (b) Escherichia coli O157 bakterisi tizerinde 1/5 oraninda 10
mg hekzan ekstrakti. (c) Escherichia coli O157 bakterisi tizerinde 1/5 oraninda
50 mg hekzan ekstrakti.
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EK A.3 Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Escherichia coli bakterisi

uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(©)

+Methanol
TR ]

Inhibisyon Zonlar1: (a) Escherichia coli bakterisi iizerinde 1/5 oraninda 50 mg
metanol ekstrakti. (b) Escherichia coli bakterisi {izerinde 1/4 oraninda 30 mg
metanol ekstrakti. () Escherichia coli bakterisi {izerinde 1/10 oraninda 54 mg
metanol ekstrakti. (d) Escherichia coli bakterisi iizerinde 1/5 oraninda 10 mg

metanol ekstrakti.
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EK A.4 Spirulina platensis in Hekzan ekstraktlarina a ait Escherichia coli bakterisi

uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(b)

(©)

(d)

Inhibisyon Zonlar1: (a) Escherichia coli bakterisi iizerinde 1/5 oraninda 50 mg
hekzan ekstrakti. (b) Escherichia coli bakterisi {izerinde 1/4 oraninda 30 mg
hekzan ekstrakti. (c) Escherichia coli bakterisi iizerinde 1/10 oraninda 54 mg
hekzan ekstrakti. (d) Escherichia coli bakterisi {izerinde 1/5 oraninda 10 mg
hekzan ekstrakti.
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EK A.5 Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Bacillus cereus bakterisi

uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri

Methanol
T:'4 30 g
B.cereus
Methanol
1:5 S0 mg
B.cereus
Methanol
Methanol 1:10 54mg
110 20mMmg B.cereus
B.cereus
Methanol
1:10 6 mg
Bacil cereus

Inhibisyon Zonlar1: (a) Bacillus cereus bakterisi iizerinde 1/4 oraninda 30 mg
metanol ekstrakti. (b) Bacillus cereus bakterisi tizerinde 1/5 oraninda 50 mg
metanol ekstrakti. (¢) Bacillus cereus bakterisi tizerinde 1/10 oraninda 30 mg
metanol ekstrakti. (d) Bacillus cereus bakterisi tizerinde 1/10 oraninda 54 mg
metanol ekstrakti. (e) Bacillus cereus bakterisi Uzerinde 1/10 oraninda 6 mg

metanol ekstrakti.
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(@)

EK A.6 Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Bacillus cereus bakterisi

uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(b)

Hekzan
1:4 30mg
B.cereus

== TM’/

(©)

1:5 50 mg
B.cereus

Inhibisyon Zonlari: (a) Bacillus cereus bakterisi iizerinde 1/10 oraninda 54 mg
hekzan ekstrakti. (b) Bacillus cereus bakterisi tizerinde 1/4 oraninda 30 mg hekzan
ekstrakti. (c) Bacillus cereus bakterisi iizerinde 1/5 oraninda 50 mg hekzan
ekstrakti.
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EK A.7 Spirulina platensis’in Metonolik ekstraktlarina ait Staphylococcus aerus
bakterisi izerindeki inhibisyon zonu gorselleri

Methanol
1:4 30 mg
S.aerus

Methanol
1:5 10 mg
S.aerus

Methanol
1:10 30 mg
S.aerus

Inhibisyon Zonlar1: (a) Staphylococcus aerus bakterisi iizerinde 1/4 oraninda 30
mg metanol ekstrakti. (b) Staphylococcus aerus bakterisi iizerinde 1/5 oraninda 50
mg metanol ekstrakti. () Staphylococcus aerus bakterisi iizerinde 1/5 oraninda 10
mg metanol ekstrakti. (d) Staphylococcus aerus bakterisi tizerinde 1/10 oraninda
30 mg metanol ekstrakti. (e) Staphylococcus aerus bakterisi (zerinde 1/10

oraninda 54 mg metanol ekstrakti.
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EK A.8 Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Staphylococcus aerus

bakterisi tizerindeki inhibisyon zonu gorselleri

Inhibisyon Zonlar1: (a) Staphylococcus aerus bakterisi iizerinde 1/4 oraninda 30
mg hekzan ekstrakti. (b) Staphylococcus aerus bakterisi tizerinde 1/5 oraninda 50
mg hekzan ekstrakti. (C) Staphylococcus aerus bakterisi {izerinde 1/5 oraninda 10

mg hekzan ekstrakti.
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EK A.9 Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Bacillus spipizeni bakterisi

uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(@) (b)
Methanol
1:10 54mg
Bacil Spi.
Methanol
1:10 30mg
Bacil Spi.
(©) (d)
Methanol
1:5 50Mmg -
Bacil Spi.
Methanol
1:5 10 mg
Bacil Spi.
(€)

Methanol
1:4 30 mg
Bacil Spi.

Inhibisyon Zonlari: (a) Bacillus spipizeni bakterisi iizerinde 1/10 oraninda 30 mg

metanol ekstrakti. (b) Bacillus spipizeni bakterisi tizerinde 1/10 oraninda 50 mg

metanol ekstrakti. (c) Bacillus spipizeni bakterisi {izerinde 1/5 oraninda 10 mg

metanol ekstrakti. (d) Bacillus spipizeni bakterisi tizerinde 1/5 oraninda 50 mg

metanol ekstrakti. (¢) Bacillus spipizeni bakterisi lizerinde 1/4 oraninda 30 mg

metanol ekstrakti.



EK A.10 Spirulina platensis Hekzan ekstraktlarina ait Bacillus spipizeni bakterisi

uzerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(a) (b)
s - . Hekzan
Hekzan 1:5 50mg
1:5 10 mg - Bacil Spi.
Bacil Spi.
(©)

Hekzan
1:4 30 mg
Bacil spi-

Inhibisyon Zonlar1: (a) Bacillus spipizeni bakterisi iizerinde 1/5 oraninda 10 mg
hekzan ekstrakti. (b) Bacillus spipizeni bakterisi tizerinde 1/5 oraninda 50 mg
hekzan ekstrakti. (¢) Bacillus spipizeni bakterisi lizerinde 1/4 oraninda 30 mg
hekzan ekstrakti.
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EK A.11 Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Vibrio parahaemolyticus

bakterisi tizerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(@)

(C) Methano
Wi

(€)

Inhibisyon Zonlar1: (a) Vibrio parahaemolyticus bakterisi iizerinde 1/4 oraninda
30 mg metanol ekstrakti. (b) Vibrio parahaemolyticus bakterisi Uzerinde 1/5
oraninda 50 mg metanol ekstrakti. (C) Vibrio parahaemolyticus bakterisi Uzerinde
1/5 oraninda 10 mg metanol ekstrakti. (d) Vibrio parahaemolyticus bakterisi
tizerinde 1/10 oraninda 54 mg metanol ekstrakti. (e) Vibrio parahaemolyticus

bakterisi tizerinde 1/10 oraninda 30 mg metanol ekstrakti.
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EK A.12 Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Vibrio parahaemolyticus
bakterisi tizerindeki inhibisyon zonu gdrselleri

(a) ‘ o = —— - (b)
vi:bric::. S Z - j*I‘la\
(c)

Inhibisyon Zonlar1: (a) Vibrio parahaemolyticus bakterisi iizerinde 1/5 oraninda
10 mg hekzan ekstrakti. (b) Vibrio parahaemolyticus bakterisi Uzerinde 1/5

oraninda 50 mg hekzan ekstrakti. (¢) Vibrio parahaemolyticus bakterisi Uzerinde
1/4 oraninda 30 mg hekzan ekstrakti.
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EK A.13 Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Salmonella typhimurium

bakterisi izerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(@ (b)
© @

TSN
(©)

Methanol
1:10 6 mg

monella
_—

Inhibisyon Zonlar1: (a) Salmonella typhimurium bakterisi iizerinde 1/4 oraninda 30
mg metanol ekstrakti. (b) Salmonella typhimurium bakterisi tizerinde 1/5 oraninda
50 mg metanol ekstrakti. (c) Salmonella typhimurium bakterisi Uzerinde 1/5
oraninda 10 mg metanol ekstrakti. (d) Salmonella typhimurium bakterisi Uzerinde
1/10 oraninda 50 mg metanol ekstrakti. (¢) Salmonella typhimurium bakterisi

iizerinde 1/10 oraninda 6 mg metanol ekstrakti.
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EK A.14 Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Salmonella typhimurium
bakterisi tizerindeki inhibisyon zonu gorselleri

(@)

(©)

Inhibisyon Zonlar1: (a) Salmonella typhimurium bakterisi iizerinde 1/10 oraninda
54 mg hekzan ekstrakti. (b) Salmonella typhimurium bakterisi Uzerinde 1/5
oraninda 50 mg hekzan ekstrakti. (c) Salmonella typhimurium bakterisi Uzerinde
1/4 oraninda 30 mg hekzan ekstrakti.
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(@)

EK A.15 Spirulina platensis in Metonolik ekstraktlarina ait Listeria monocytogenes
bakterisi izerindeki inhibisyon zonu gorselleri

Methanol
1:5 50 mg

(©)

Inhibisyon Zonlari: (a) Listeria monocytogenes bakterisi izerinde 1/4 oraninda 30
mg metanol ekstrakti. (b) Listeria monocytogenes bakterisi Gizerinde 1/5 oraninda
50 mg metanol ekstrakti. (C) Listeria monocytogenes bakterisi Uzerinde 1/5

oraninda 10 mg metanol ekstrakti.
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(@)

EK A.16 Spirulina platensis’in Hekzan ekstraktlarina ait Listeria monocytogenes

bakterisi tizerindeki inhibisyon zonu gorselleri

Hekzan
1:10 30mg

(b)

(©)

Inhibisyon Zonlar1: (a) Listeria monocytogenes bakterisi tizerinde 1/10 oraninda
30 mg hekzan ekstrakti. (b) Listeria monocytogenes bakterisi Uzerinde 1/5
oraninda 10 mg hekzan ekstrakti. (C) Listeria monocytogenes bakterisi tUzerinde
1/5 oraninda 50 mg hekzan ekstrakti. (d) Listeria monocytogenes bakterisi

Uzerinde 1/4 oraninda 30 mg hekzan ekstrakti.
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