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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Tiirkiye Sularina Ait Siyanobakteri Tiirlerinden izole Edilen
Ekzopolisakkaritlerin (EPS) Karakterizasyonu ve Kozmetik Sektoriinde
Kullamilma Potansiyellerinin Arastirilmasi

Simge BULUT

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Biisra AKTAS MANSIJROGLU
II. Damisman: Dog¢. Dr. Fiisun AKGUL

Temmuz, 2023

Bu yiiksek lisans tez caligmasinin amaci, Tirkiye'nin farkli bdlgelerinden izole
edilen siyanobakteri tiirlerinin EPS’lerini arastirmak, karakterize etmek ve kozmetik
endiistrisinde kullanilabilme potansiyelini arastirmaktir. Siyanobakteri tiirleri (55 ve 72)
tarafindan tiretilen EPS’lerin monosakkarit kompozisyonlari, fonksiyonel gruplari ve
kristalografik ozellikleri sirasiyla HPLC, FT-IR ve XRD ile belirlenmistir. Ayrica,
antioksidan aktiviteleri, nem emme ve nem tutma kabiliyetleri ve tirozinaz inhibisyon
aktiviteleri degerlendirilmistir. 16S rRNA dizileme sonucu suslar >%98,9 benzerlik
oraniyla Chlorogloeopsis fritschii (55) ve Pseudanabaenaceae cyanobacterium (72)
olarak belirlenmistir. 55 ve 72 kodlu suslarin EPS {iretim miktarlar sirasiyla 888,0 mg/L
ve 776,8 mg/L olarak bulunmustur. Ik defa monosakkarit kompozisyonlari belirlenen C.
fritschii (55 kodlu sus) ve P. cyanobacterium (72 kodlu sus) suslarindan elde edilen
EPS’lerde ramnoz, glukoz, arabinoz, mannoz, ksiloz ve galaktoz tiirlere gore farkl
oranlarda bulunmustur. En baskin monosakkarit ramnoz olarak tespit edilmistir.
EPS’lerin amorf yapida oldugu ve farkli fonksiyonel gruplar icerdigi tespit edilmistir.
Her iki EPS’nin de %80 DPPH siipiirme potansiyeline ve %8-11 arasinda degisen toplam
antioksidan kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica, her iki EPS’de kozmetik
sektoriinde yaygin olan iireye ve kitosana benzer nem tutuma kapasitesi gosterirken,
onlardan daha iyi nem emilim kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Ek olarak, 55
kodlu EPS’nin literatiire kiyasla diisiik bir konsantrasyonda (2 mg/mL) %10'luk bir
tirozinaz inhibisyon aktivitesine sahip oldugu bulunmustur. Bu sonuglar,
siyanobakterilerin yiiksek miktarda EPS iirettigini ve siyanobakteriyel EPS’lerin
antioksidan ve anti-tirozinaz aktivitelerinin yani sira nem emme ve nem tutma
kapasiteleri ile kozmetikte potansiyel bir dogal bilesen olarak kullanim i¢in umut verici
bir aday oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: siyanobakteri, ekzopolisakkarit (EPS), kozmetik endiistrisi,
antioksidan, nem emilim ve nem tutma, tirozinaz inhibisyonu

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi BAP tarafindan 0801-YL-21 proje numarasi ile
desteklenmistir.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

Characterization Of Exopolysaccharides (EPS) Isolated From Cyanobacteria
Species From Turkey Waters and Investigation Of Their Potential Use In
Cosmetics Industry
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The objective of this thesis is to investigate and characterize EPSs of different
Cyanobacteria species, isolated from different regions of Turkey and explore their
potential use in cosmetic industry. Monosaccharide composition, functional groups, and
crystal structure of the EPSs produced by cyanobacterial species (55 and 72) were
determined by HPLC, FT-IR and XRD, respectively. Additionally, their antioxidant
activity, moisture absorption and moisture retention ability, and tyrosinase inhibition
activity were evaluated. As a result of 16S rRNA sequencing, the strains were identified
as Chlorogloeopsis fritschii (55) and Pseudanabaenaceae cyanobacterium (72) with
>98.9% similarity. Both cyanobacteria species yielded high amount of EPS with 888.0
mg/L and 776.8 mg/L of extracted EPS from 55 and 77, respectively. The main
component of the EPS molecules detected was rhamnose, glucose, arabinose, mannose,
xylose, and galactose in different ratios. Rhamonse was the most dominant
monosaccharide. Both EPSs were found to have an antioxidant activity with 80% of
DPPH scavenging potential and 8-11% of total antioxidant capacity. Moreover, they both
showed strong moisture absorption and retention properties compared to chitosan and
urea. Additionally, 55 had a tyrosinase inhibition activity with 10% at a small
concentration of 2 mg/mL. The results suggest that Cyanobacteria produced high amount
of EPS and cyanobacterial EPSs are promising candidate for use as a potential natural
ingredient in cosmetics with their antioxidant and antityrosinase activities as well as
moisture absorption and moisture retention capacities.

Keywords: antioxidant, cosmetics industry, cyanobacteria, exopolysaccharide (EPS),
moisture absorption and moisture retention, tyrosinase inhibition
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1. GIRIS

Siyanobakteriler, 3,5 milyar yillik evrim ge¢misine sahip olan en eski ve en yaygin
fotosentetik mikroorganizmalardan biridir (Garlapati vd., 2019). Metabolizmalari,
plastisiteleri ve hiicre yapilarini koruma yetenekleri sayesinde ¢esitli ekolojik nisleri isgal
edebilen onemli mikroorganizmalardan biridir (Abed vd., 2009; Garlapati vd., 2019).
Siyanobakteriler kutup bolgelerinden kaplicalara kadar genis bir sicaklik araliginda
bulunabilmelerinin yani sira okyanuslar ve karasal ortamlar dahil olmak iizere gesitli
habitatlarda genis bir yayilim gostermektedirler (Schirrmeister vd., 2015; Whitton, 2012).

Siyanobakteriler, gram-negatif bakterilere 6zgii bir zarfa sahiptirler (Flores ve
Herrero, 2014). Ayrica kilif, kapsiiller ve miisilaj ile ¢evrilidir (Sciuto ve Moro, 2015).
Hiicre duvarinin diginda bir zar yapisi (miisilaj olusturan ekzopolisakkaritler) ve az
miktarda seliiloz bulunur. Miisilaj siyanobakteriyel kayma (spiral veya spin) hareketinde
aktif rol oynarken kapsiiller ve kiliflar ise hiicreleri ekstrem habitatlardaki streslerden ve
diger zararli kosullar altinda hiicreyi kurumaktan korur (Adams, 2001; Tamaru vd.,
2005). Siyanobakteriler, ¢cevresel kosullara adapte olabilme yeteneklerine ek olarak hizli
biliylimelerini saglayan hiicresel mekanizmalara sahiptir (Zahra vd., 2020). Bu
mekanizmalar sayesinde c¢esitli biyoaktif bilesikler iiretebilirler ve bu bilesikler
biyoenerji, biyoteknoloji, tip, tarim ve g¢evre gibi uygulama alanlarinda potansiyel
kullanimlarini saglar.

Giintimiizde bircok mikroorganizma, mikrobiyal biyopolimer iireticisi olarak
tanimlanabilmektedir (Ates, 2015). Biyopolimerler, farkli organizmalar tarafindan veya
dogal kaynaklardan {iretilen makromolekiillerdir (Tang vd., 2012). Polisakkaritler,
mikroorganizmalar tarafindan {iiretilen dogal polimerlerden biridir. (Yadav vd., 2015).
Biyolojik islevlerine gore mikrobiyal polisakkaritler, hiicre i¢ci depo polisakkaritler
(glikojenler), kapsiiler polisakkaritler ve hiicre dis1 bakteriyel polisakkaritler (ksantan,
aljinat, seliiloz, vb.) olarak siiflandirilabilir (Ates, 2015). Mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen (bakteri, alg, mantar vb.) ve hiicre disina salgilanan polisakkaritler
ekzopolisakkaritler (EPS) olarak tanimlanmaktadir. EPS’ler dogada hiicrenin
korunmasinda, bakterilerin kat1 yiizeylere yapigsmasinda ve hiicre-hiicre etkilesimlerde
onemli bir role sahiptir.

EPS’nin sentezlenmesi geg logaritmik fazda gerceklesmektedir (Freitas vd., 2011).
Uretilen EPS miktar1, susa, besiyeri bilesimine ve pH, sicaklik ve karbon/azot orani gibi

kiiltiir kosullarina baglidir (Sanalibaba ve Cakmak, 2016; Angelin ve Kavitha, 2020).
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Uretilen EPS’ler, monosakkarit kompozisyonuna, tasidigi yiike, bag yapisma ve
tekrarlayan yan zincirlerin varligina gore yapisal farkliliklar gdstermektedir ve bu yapisal
farkliliklar fonksiyonel oOzelliklerini etkilemektedir. Kimyasal yapilar1 bakimindan
EPS’ler homopolisakkaritler (HoPs) ve heteropolisakkaritler (HePs) olarak iki sinifta
toplanir. HoP’lar dallanmis veya dallanmamis olarak, glikoz veya fruktozdan
olusmaktadir (Torino vd., 2015). HeP’ler ise D-glukoz, D-galaktoz ve L-ramnoz,
mannoz, arabinoz ve fukoz gibi nadir sekerlerden olusmaktadir (Angelin ve Kavitha,
2020). EPS, tekstil, kozmetik, biyoremediasyon, gidalar ve terapotikler gibi c¢esitli
alanlarda uygulama potansiyeline sahiptir (Laubach vd., 2021). Anti-bakteriyel, anti-
timor, anti-biyofilm, anti-viral, anti-inflamatuar ve immiinomodiilator aktiviteleri ile
ilgili bilimsel arastirmalar giderek 6nem kazanmaktadir.

Siyanobakteriler, bakteriler arasinda polisakkarit iiretimi i¢in iyi bir aday olarak
ortaya ¢ikmistir (Pereira vd., 2019). Bunun nedenleri arasinda ¢ogu susun, (I) giiclii
anyonik yapiya, (ii) siilfat gruplarina, (iii) ¢ok ¢esitli olast yapisal konformasyonlara ve
(iv) amfipatik davranisa sahip olmasi sayilabilmektedir. Siyanobakteri EPS’leri, simdiye
kadar tanimlanmis 6-12 farkli tiirde monosakkaritten olusan kompleks
heteropolisakkaritlerdir (Rossi ve Philippis, 2016). Siyanobakteriyel EPS’lerinde yaygin
olarak bulunan gekerler arasinda; heksozlar, glikoz, galaktoz, mannoz ve fruktoz;
pentozlar, riboz, ksiloz ve arabinoz; deoksiheksozlar, fukoz ve ramnoz; asidik heksozlar,
glukuronik ve galakturonik asit yer almaktadir. Siyanobakteri EPS’leri, endiistriyel su
aritma, anti-bakteriyel, anti-oksidan, anti-koagiilan, immiinomodiilator ve anti-timor
aktiviteleri ile ¢esitli alanlarda uygulama potansiyeline sahiptir (Dewi vd., 2018; Pereira
vd., 2019).

Deri, optimal sagligi korumak i¢in termoregiilasyon, bagisiklik ve metabolik
mekanizmalar gibi gerekli fizyolojik islevleri saglamaktadir (Lephart, 2016). Igsel
(genetik) ve digsal (UV 1sinlar, kirlilik vb.) faktorler cildin dermal tabakasinda kuruluk,
kirllganlik, ince cizgiler, kirisikliklar gibi ¢esitli degisikliklere neden olarak cilt
yaslanmasina sebep olmaktadir (Nowruzi vd., 2020). Bu durum kozmetik sektoriiniin
Oonemini artirmistir ve dogal kaynaklara dayali kozmetik {irlinler, daha az yan etkiye sahip
olmalari nedeniyle daha fazla tercih edilmektedir (Nowruzi vd., 2020). Giinlimiizde dogal
kaynaklardan biri olan alglerin yani sira siyanobakteriler de kozmetik sektoriinde
kullanilma potansiyeline sahiptir. Siyanobakteri EPS’lerinin anti-enflamatuvar, anti-
mikrobiyal ve anti-oksidan aktiviteleri, yaglanma karsiti olduklar1 ve cildin bariyer

fonksiyonunu gii¢clendirdikleri icin kozmetik sektoriinde de olduk¢a 6nem arz etmektedir
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(Laroche, 2022; Chen vd., 2010). Dahas1 siyanobakteriyel EPS’lerin nemlendirici ajan
olarak da kullanilabilecegi rapor edilmistir (Li vd., 2011; Morone vd., 2019; Nowruzi vd.,
2020).

Bu tez kapsaminda, siyanobakteriler tarafindan {iretilen EPS’lerin kozmetik
sektoriinde kullanilabilme potansiyelinin arastirilmast amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilen alt1 adet siyanobakterinin
EPS iiretim kapasitelerinin belirlenmesi ve EPS iiretim kapasiteleri yiiksek iki susun
secilerek molekiiler tanimlamasinin yapilmasi, iiretilen EPS’lerin HPLC ile monosakkarit
kompozisyonlari, FTIR ile fonksiyonel gruplari ve XRD ile de kristalografik 6zellikleri
ortaya konularak karakterizasyonun yapilmasi hedeflenmistir. Biyofonksiyonel
Ozelliklerinin arastirilmasi igin, serbest radikalini siipiirme aktivitesi, total antioksidan
aktivitesi ve patojenlerin biiyiimesi lizerine etkilerinin belirlenmesi ile birlikte nem
emilimi ve nem tutma kapasitelerinin ve tirozinaz inhibisyon aktivitelerinin belirlenmesi
diger hedefler arasinda yer almaktadir. Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi, hem literatiirde
sinirli sayida olan siyanobakteri EPS calismalari igin bir kaynak teskil edecek hem de
siyanobakteri EPS’lerinin kozmetik sektoriinde kullanilmaya aday mikroorganizma
kaynakli dogal bir iiriin olabilmesi i¢in yapilmasi gereken calismalarin Oniinii agmis

olacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Siyanobakteriler

2.1.1.Genel Ozellikleri ve Ekolojileri

Siyanobakteriler, diinya iizerinde uzun bir evrimsel gegmise sahip olan en 6nemli
organizmalardan biridir (Sdnchez-Baracaldo vd., 2021). Atalar1, oksijenik fotosentez
kapasitesini gelistirerek, Diinya atmosferinin ve okyanuslarin oksijenlenmesini miimkiin
kilmigtir. Ayrica Siyanobakteri endosimbiyontlari, Okaryotlarda fotosentezin yolunu
acmustir. Jeokimyasal kanitlar, yaklasik 2.300-2.400 milyon yi1l 6nce diinya atmosferdeki
oksijen igeriginde onemli bir artiga isaret etmistir ve bu durum “Biiyiik Oksidasyon Olay1"
(GOE) olarak bildirilmistir (Canfield vd., 2013). Bazi arastirmacilar GOE’nin
siyanobakteriyel evriminin dogrudan bir sonucu olarak meydana geldigini savunurken,
digerleri ise siyanobakterilerin GOE’den ¢ok Once evrimlestigini varsaymislardir.
Oksijenin (O2), GOE olay: sirasinda atmosferin ve okyanusun kalici bir bileseni haline
geldigi ileri stirtilmiistiir (Lyons vd., 2014). Oksijenik fotosentez, bu ¢evresel dontlisiimii
gerceklestirmek igin gerekli olan tek oksijen kaynagi oldugundan, GOE hem oksijenik
fotosentezin koken aldigi hem de siyanobakterilerin fotosentetik olmayan en yakin
akrabalarindan ayrildig1 tarihi bir olay olarak bilinmektedir (Sdnchez-Baracaldo vd.,
2021). Siyanobakteriler, fotosentez yoluyla O2’nin en eski 6nemli iireticileri olduklar1 igin
Oonemlidirler.

Siyanobakteriler oksijenik fotosentez gergeklestirebilen tek klorofototroflardir.
Coklu filogenetik analizler, anoksijenik fotosentez modlarinin oksijenli fotosenteze gore
daha az karmasik ve daha once evrimlestigini gostermektedir (Bryant ve Liu, 2013;
Hamilton vd., 2018). Oksijenik fototroflar, anoksijenik fotoototroflarda bulunan tek bir
fotosistemin aksine, fotosistem I (PS-I) ve fotosistem II (PS-II) olmak {iizere iki
fotosisteme sahiptir (Sdnchez-Baracaldo vd., 2021). Siyanobakteriler, PS-I ve PS-II"yi
kullanan ve dolayisiyla tiim Okaryotik fotosentetik organizmalarla oksijenli fotosentezi
gerceklestirebilen tek prokaryotik organizma grubudur. Siyanobakterilerin anoksijenik
fotosentez gerceklestirme yetenegi, oksijenli fotosentezin evriminden Once yasayan
siyanobakteriyel atalarinin bir kalintisi olarak kabul edilmistir (Padan, 1979).
Anoksijenik fotosentez, CO: indirgemesini saglamak i¢in indirgenmis kiikiirt bilesikleri,
organik asitler, hidrojen, nitrit, arsenit veya Fe (II)'den indirgenme esdegerlerinin

saglanmasina dayanir (Miller ve Bebout, 2004). Bazi siyanobakteriler, H>S varliginda
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oksijensiz fotosenteze gegebilir ve siilfiidik fotik bolgelerde fotosentez sirasinda H,O
veya H»S kullanabilirler (Hamilton vd., 2018; Sdnchez-Baracaldo vd., 2021).

Siyanobakteriler fotosentetik organizmalar olduklar1 i¢in fotosentetik pigmentler ve
klorofil a igerirler. Primer {ireticilerdir ve flavonoidler, pigmentler (6rnegin B-karoten,
fikoeritrin, fikobiliprotein), fenoller, saponinler, steroidler, tanenler, terpenler, kompleks
sekerler, proteinler, aminoasitler, mineraller ve vitaminler gibi ¢esitli metabolitler
tiretmektedirler (Zahra vd., 2020; Norefa-Caro ve Benton, 2018). Bu nedenle gida
alaninda insan ve hayvan beslenmesinde kullanilan biyoaktif molekiillerin Onemli
kaynaklarindan biri olma potansiyeline sahiptir. Ancak bazi siyanobakteri tiirlerinin
mikrosistin, anatoksin ve saksitoksin gibi siyanotoksinler olarak da bilinen c¢esitli
biyoaktif bilesikler iirettigi de bilinmektedir (Kurmayer vd., 2016). Dolayisi ile calisilan
tiiriin 6zelliklerinin iyi bilinmesi gerekmektedir (Buratti vd., 2017). Diger yandan bazi
siyanotoksinler, belirli kanser tedavileri i¢in ila¢ gelistirmede kullanilma potansiyeli
gostermistir (Zanchett ve Oliveira-Filho, 2013).

Siyanobakterilerin hiicre duvari, gram (-) bakterilerin hiicre duvarinda oldugu gibi
lipopolisakkarit (LPS) ag¢isindan zengin bir dis koruyucu zardan ve periplazma ile
ayrilmis bir i¢ peptidoglikan tabakasindan olusur (Norefia-Caro ve Benton, 2018). Gram
(-) negatif bakterilerin aksine siyanobakteriyel peptidoglikan tabakasi en az bes kat daha
kalindir ve LPS’lerine bagli fosfat, heptozlar ve keto-deoksioktonat bulunmaz (Durai vd.,
2015). Siyanobakteri genel hiicre yapis1 Sekil 2.1.’de ayrintili olarak gosterilmektedir.
Hiicre zar lizerindeki peptidoglikan tabakasi seker tlirevleri olan N-asetilglukozamin ve
N-asetil muramik asitten olusur ve yapisinda birgok amino asit bulunur (Holtje, 1998).
Peptidoglikan tabakasinin disinda, gevsek bir peptidoglikan fibril ag1 iceren periplazmik
bosluk bulunur. Siyanobakterilerde ayrica kilif, kapsiiller ve miisilaj ile ¢evrilidir (Sciuto
ve Moro, 2015). Hiicre duvarmin disinda bir zar yapist (miisilaj olusturan
ekzopolisakkaritler) ve az miktarda seliiloz bulunur. Miisilaj siyanobakteriyel kayma
(spiral veya spin) hareketinde aktif rol oynar (Adams, 2001). Kapsiiller ve kiliflar ise,
hiicreleri ekstrem habitatlardaki streslerden ve diger zararli kosullar altinda hiicreyi

kurumaktan korur (Tamaru vd., 2005).
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Sekil 2.1 Siyanobakteri Hiicre Yapis1 (Norefia-Caro ve Benton, 2018)

Siyanobakteri sitoplazmasi, karboksizomlar ve genetik materyal i¢ermektedir
(Ducat vd., 2011). Birgok siyanobakteri sitoplazmasinda sitoplazmik yapilardan biri olan
gaz vezikiilleri mevcuttur, 6zellikle okyanusta yasayan siyanobakteri tiirlerinde oldukca
yaygindir (Norefa-Caro ve Benton, 2018; Sciuto ve Moro, 2015). Gaz vezikiilleri,
siyanobakterilerin fotosentez yapabilmesi i¢in optimum 151k yogunlugunu saglamak
tizere hiicrelerin sudaki siispansiyonunu diizenlemektedir.

Diger prokaryotlar gibi, siyanobakteriler de iki tiir DNA igerirler; kromozomal
DNA ve daha kiigiik, otonom, ekstrakromozomal molekiiller (Cohen ve Gurevitz, 2006).
Her iki DNA tiirii de gen transferi ve manipiilasyonu i¢in kullanilabilmektedir.
Siyanobakteri DNA’s1 ¢esitli ploidi seviyesine sahip dairesel kromozomlarda
diizenlenmektedir (Hess, 2011). Siyanobakteriyel kromozomlar genellikle monoploid ve
diploiddir ancak, yiiksek oranda poliploid organizmalar da mevcuttur.

Siyanobakteriler, cevresel degisikliklere adapte olmalarini ve yogun bir popiilasyon
halinde hizli bir sekilde biiylimelerini saglayan hiicresel mekanizmalara sahiptir (Zahra
vd., 2020). Hiicresel mekanizmalara ek olarak, hizli biiylime oranlari, besin
seviyelerindeki farliliklara, biyotik faktorlere, iklim degisikligine veya kiiresel
1sinmadaki farkliliklara baglidir. (Paerl ve Paul, 2012; Sukenik vd., 2012). Mavi-yesil

algler olarak da bilinen siyanobakteriler, tatli su, tuzlu su, okyanuslar, goller, nehirler,
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batakliklar, yagmur ormanlari, toprak, kaya, kaplicalar ve ¢ol gibi cesitli ekstrem
habitatlarda bulunurlar (Whitton, 2012) . Farkli hava kosullarina (sicak, soguk ve iliman
gibi) uyum saglayabilirler.

Siyanobakteriler, tek hiicreler halinde bulunabildigi gibi koloniler veya filamentler
olarak da var olabilen prokaryotlardir (Catherine vd., 2013; Zahra vd., 2020). Genellikle
mikroskobik olmalarina ragmen hiicre popiilasyonlar1 bentik matlar, biiyiik jelatinimsi
koloniler, kabuk veya ¢icek gibi formlarda gozle goriiniir halde olabilirler. Su siitununda
bliytidiikleri (planktonik), su yiizeyinde kiimelendikleri (metafitik), diger alglere,
makrofitlere (epifitik) ya da substratlara (bentik) tutunduklari sucul sistemlerde yaygin
olarak bulunurlar (Catherine vd., 2013).

2.1.2.Morfolojik Ozellikleri ve Simiflandirmalari

Siyanobakteriler, benzersiz hiicre morfolojisi, degisken hiicre boyutlar1 ve ayirt
edici renkleri ile morfolojik olarak genis bir ¢esitlilik gosterirler (Singh ve Montgomery,
2011; Norena-Caro ve Benton, 2018). Tek hiicreli olarak bulunabildikleri gibi oldukca
farklilasmis karmasik ipliksi hiicre gruplari halinde de bulunabilirler. Tek hiicreli
siyanobakteriler kiiresel, spiral, cubuk benzeri sekilde veya kiimelenmis olabilirler (
Singh ve Montgomery, 2011). Ipliksi siyanobakteriler, siimiiksii bir kilifla ¢evrili diiz
ipliklere benzeyen, trikom adi verilen dalli veya dogrusal hiicre zincirleri halinde
bulunurlar.

Sistematik olarak algler, farkli alemlerde ve buna bagh farkl alt filumlarda yer
alirlar.  Siyanobakteriler ise, prokaryot siiperaleminde, Eubacteria aleminde,
Cyanobacteria filum’unda bulunurlar. Genis bir morfolojik c¢esitlilige sahip olan
Siyanobakteriler geleneksel taksonomik siniflandirmada, morfoloji ve gelisim 6zellikleri
temel alinarak bes ana gruba ayrilirlar ( Rippka vd., 1979). Bu smiflandirmada Grup I
(Chroococcales), Synechococcus ve Gloeocapsa gibi soliter ve koloni halinde bulunan
tek hiicreli siyanobakterileri icerir (Turner, 1997; Knoll, 2008). Ikili boliinme veya
tomurcuklanma yetenegine sahiptir. Grup II (Pleurocapsales), tek hiicreli ila psodo-
filamentli, thallus olusturan siyanobakterilerden olusur ve hiicreler ¢coklu ve ikili boliinme
yetenegine sahiptir. Grup III (Oscillatoriales), hiicre farklilasmasi olmayan filamentli
siyanobakterileri icerirken, Grup IV (Nostocales) akinet ve heterosist iiretmesiyle 6ne
cikan filamentlerden olusur. Grup V (Stigonematales), daha karmagik cok hiicreli

organizasyona sahip hiicre farklilastiric1 siyanobakterilerden olusmaktadir.



Siyanobakterilerin taksonomik sistemi, siirekli olarak gelismektedir. Siniflandirma
yapilirken, bireysel tiirler, hiicre sekli ve boyutu gibi en belirgin morfolojik 6zelliklerine,
miisilaj yapisina (6zellikle tek /kokoid tiirlerde); ipliksi siyanobakterilerde genislik,
sivrilesme, dallanama tipi, aktinlerin ve heterositlerin varligina veya karmasik talus
olusturan tiirlerde koloni yapisi ve mimarisine gore cinslere, familyalara ve takimlara
ayrilirlar (Strunecky vd., 2023). Giiniimiizde teknolojinin ilerlemesi ile birlikte 16S rRNA
dizilemenin kolaylagmasi ve veri tabanlarinin genislemesi ile siyanobakterilerin
taksonomik siniflandirilmasi yeni bir ddneme girmistir ve 2014-2021 arasinda hizla yeni
cinsler ve tiirler tanimlanmistir (Osorio-Santos vd., 2014; Strunecky vd., 2023). Ancak
hala klasik morfolojik taksonomiye dayali siniflandirmalar devam etmektedir
(Schirrmeister vd., 2011; Strunecky vd., 2023). Tablo 2.1.’de National Center for
Biotechnology Information (NCBI) veri tabaninda kayith olan Cyanobacteriota
filumunda yer alan Cyanophyceae smifinda bulunan siyanobakteri takimlar1 sunulmustur.
Bu sene yayinlanan siyanobakterilerin gilincel siniflandirmasini iceren bir yayinda rapor

edilen taksonomik siniflandirma ise Sekil 2.2.’de verilmistir.

Tablo 2.1. NCBI" veri tabanina goére Cyanobacteriota filumunda ve Cyanophyceae

siifinda bulunan siyanobakteri takimlari

Chroococcidiopsidales | Gloeomargaritales | Oscillatoriophycideae Spirulinales
Desertifilales Nodosilineales Pleurocapsales Synechococcales
Gloeobacterales Nostocales Pseudanabaenales Thermostichales

*National Center for Biotechnology Information
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Sekil 2.2. Siyanobakteriyel Ailelerin ve Takimlarin 16S rRNA Temelli Filogenetik

Agaci (Strunecky vd., 2023)

2.1.3.Siyanobakterilerin Kullanim Alanlar

Kuruluk, UV radyasyonu ve tuzluluk gibi c¢evresel stres kosullarina karsi adaptif

stratejiler gelistiren siyanobakteriler, bu dis etkenlere kars1 koruyucu olarak mikrosporin

benzeri aminoasitler, scytonemin ve fitohormonlar gibi cesitli ikincil metabolitler

tiretmektedirler (Haque vd., 2017).

Siyanobakteriler tarafindan iiretilen ikincil

metabolitlerin gida, hayvan yemi, ilag, biyoyakit ve endiistriyel atiklarin
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biyoremediasyonu gibi biyoteknolojik uygulama alanlarinda genis bir kullanima
potansiyeli vardir (Garlapati vd., 2019). Ayrica liretmis olduklart metabolitlerin yani1 sira
biyokiitleleri de biyoteknolojik olarak olduk¢a dnemli olup ¢esitli endiistriyel uygulama

alanlarina sahiptir.

2.1.3.1. Tarimda Siyanobakteriler

Tarimda sentetik (inorganik giibreler, bitki koruyucu kimyasallar vb.) yontemlerin
uzun siireli kullanimi, toprak verimliligi ve ¢evre kalitesi ile ilgili endiseleri artirmaktadir
(Garlapati vd., 2019). Giiniimiizde kullanilan yontemlerde sadece ¢evre dostu degil ayni
zamanda diisiik maliyetli siirdiiriilebilir yontemler tercih edilmektedir. Siyanobakteriler,
tarim sektoriinde en ¢ok yararlanilan mikroorganizmalardan biridir (Singh vd., 2016).
Ekonomik katkis1, besin dongiisii, azotun fiksasyonu, fosforun biyoyararlanima, kirliligin
ve arazi bozulmasinin 6nlenerek ¢evrenin korunmasi, siyanobakterilerin toprak ve ¢evre
yonetiminde uygulama alanlar1 arasinda sayilabilir. Zirai kimyasallarin kullaniminin
azaltilmasinin yan1 sira besinlerin geri dontigiimii ve 1slah yoluyla toprak verimliliginin
restorasyonu da bunlara dahil edilebilir. Ozellikle siyanobakterilerin dogal biyo-giibre
olarak kullanilmasi tarimsal ve ekolojik kosullarda iiretkenligin artmasina katkida
bulunmaktadir.

1950’lerde, kurutulmus siyanobakteriyel biyokiitlenin topraga uygulanmas: ile
baslatilan "algalizasyon" siireci, toprak verimliligi ile ilgili degisikliklere sebep olarak
tarla denemelerinde mahsul veriminin %15-20 artmasina yardimci olmustur (Garlapati
vd., 2019; Mishra ve Pabbi, 2004) . Bu uygulama hem ekonomik agidan uygun hem de
diger kimyasallara kiyasla daha dogal bir yontemdir. Osman vd. (2010) iki adet
siyanobakteri tiirli (Nostoc entophytum ve Oscillatoria angustissima) ile yaptiklart
calismada, algleri bezelye bitkisi icin kimyasal giibrenin yerine biyo-giibre olarak
kullanarak bezelye verimi lizerine etkilerini arastirmislardir (Osman vd., 2010). Toprak
bu tiirlerin biriyle ya da ikisiyle beraber inokiile edildiginde, siyanobakterilerin
bezelyenin ¢imlenme yilizdesini artirdigini, diger Olciilen biiylime parametrelerini ve
fotosentetik pigment fraksiyonlarmi uyardigini gézlemlemislerdir. Sonug olarak tavsiye
edilen kimyasal glibre dozunun yaklasik %50’sini azaltabileceginden, siyanobakteriyel
biyo-giibrelerin kullanilmasi tavsiye edilmistir. Bu nedenle, siyanobakteriler, verimliligi
artirmak ve cevresel riskleri azaltmak i¢in kimyasal giibrelere kismen ekonomik olarak

bir alternatif olarak sunabilir.
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2.1.3.2. Biyoyakit Uretiminde Siyanobakteriler

Su anda diinyanin petrol tiiketimi giinde yaklagik 11,6 milyon tondur ve fosil
yakaitlar, toplam enerji talebinin yaklasik %85’ini olusturmaktadir (Farrokh vd., 2019).
Bu durum, yeralt1 fosil yakit kaynaklarinin yakin zamanda tlikenecegine isaret
etmektedir. Bu nedenle, dogabilecek enerji krizini ¢ozebilmek adina fosil yakit gibi
titkkenebilir kaynaklara alternatif siirdiiriilebilir enerji kaynagi arayis1 nemli bir bilimsel
arastirma alani haline gelmistir (Sadvakasova vd., 2021; Zahra vd., 2020). Yenilenebilir
enerji kaynaklar1 arasinda biyoyakitlar, toksik olmadiklari, biyobozunur olduklar1 ve
yenilenebilir kaynaklardan meydana geldikleri ic¢in petrole alternatif olarak
diistiniilmektedir. Son otuz yilda siyanobakteriler, biyoyakit iiretiminde, ozellikle
hiicrelerinin lipit iiretme ve fotosentez ile hizli biyokiitle biriktirme yeteneklerinden
dolay1, yogun ve kapsamli bir sekilde ¢alisiimistir.

Biyodizel ve hidrokarbon liretimi i¢in on bes heterosistdz siyanobakteriyel sus ile
yapilan bir calismada, normal biiyiime kosullar1 altinda suslarin biyokiitle, lipid ve
hidrokarbon verimliligi ile beraber yag asidi icerigini ve bioyakit kalitesini arastirilmistir
(Anahas ve Muralitharan, 2018). Test edilen siyanobakteriyel suslarda agirlikli olarak
biyodizel tiretimi i¢in uygun olan palmitik asit (%3,79-40,84) ve stearik asit (%14,64—
69,84) bulundugu saptanmustir. Elde edilen bulgular ile, siyanobakteriyel yaglardan
tiiretilen biyodizelin, yakit kalitesi parametreleri agisindan diger menseli biyodizellerin
yerine gecebilecegi sonucuna varimustir. Filamentli siyanobakterilerden olan
Plectonema terebrans BERCI10 ile yapilan bir arastirmada, bikarbonat takviyeli atik
sudan yararlanilarak susun stres manipiilasyonuna yanitta biiylime sekli ve biyorafineri
potansiyeli degerlendirilmistir (Shahid vd., 2021). Pigmentsiz biyokiitlenin, lipid profili
ve biyodizel bilesimi lizerinde hic¢bir olumsuz etkisinin olmadigini, ayrica biyokiitledeki
onemli miktarlarda degerli metabolitler, P. ferebrans’ un ¢ok iiriinlii biyorafineri icin

aday sus olma potansiyeli oldugunu gostermislerdir.

2.1.3.3. Gida Sektoriinde Siyanobakteriler

Siyanobakteriler, sahip oldugu amino asitler, mineraller, karbonhidratlar,
proteinler, aktif enzimler, fikosiyaninler ve vitaminler gibi bilesenlerden dolayr gida
takviye kaynagi olarak kabul edilirler (Zahra vd., 2020). Spirulina olarak bilinen A.
platensis yaygin bir besin takviyesi olarak kullanilmaktadir. Diinya capinda yetistirilen

bu siyanobakteri tiirii, kiimes hayvanlari, akvaryum ve su iirlinleri endiistrilerinde yem
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takviyesi olarak kullanilmaktadir. Kurutulmus Spirulina %24 karbonhidrat, %51-71
protein, %8 yag ve %5 sudan olusmaktadir ve B12 vitamini ve demir gibi ¢esitli temel
besinler ve diyet mineralleri agisindan zengin bir kaynaktir (Khan vd., 2005). Yakin tarih
bir calismada, Amerika Birlesik Devletleri'nde Aphanizomenon flosaquae, Spirulina ve
klorofit Chlorella gibi siyanobakteriyel tiirleri iceren ¢ok sayida diyet takviyesinin
tilketici pazarlarinda bulundugun rapor edilmistir (Marsan vd., 2018). Ayrica
siyanobakteriyel pigmentler de gida renklendiricilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Zahra vd., 2020).

2.1.3.4. Cevresel Uygulamalarda Siyanobakteriler

Siyanobakteriler, agir metaller, ham petrol, pestisitler, naftalin, fenoller ve
ksenobiyotikler gibi ¢esitli kirleticilerin biyoremediasyonunda kullanilma potansiyeline
sahiptir (Zinicovscaia ve Cepoi, 2016; Hamouda vd., 2016). Baz1 siyanobakteri tiirlerinin,
belirli kirleticileri dekontamine etme 6zellikleri bulunmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada,
Aphanothece halophyletica, Dactyolococcopsis salina ve Oscillatoria sp. tiirlerinin petrol
bilesigi olan n-alkanlar1 pargaladigi ortaya konulmustur (Abed ve Koster, 2005). Diger
bir calismada, Anabaena azotica susunun, bir pestisit olan y-hekzaklorosiklohekzani
etkili bir sekilde ortadan kaldirdigi ve pestisit biyoremediasyonunda kullanma
potansiyelinin oldugu gosterilmistir (Zhang vd., 2012). Ayrica siyanobakterilerin,
geleneksel biyolojik islemler kullanilarak pargalanmasi zor olan karmasik kirletici
maddelerden olan tekstil boyalarimi parcalamak i¢in de kullanilabildigi cesitli
calismalarla gosterilmistir (Zahra vd., 2020).

Dellamatrice vd. (2017)’nin A. flos-aquae, Phormidium autumnale ve
Synechococcus sp. tiirleri ile yaptiklari bir galismada, iig tekstil boyasinim (indigo, RBBR
ve Kiikiirt Siyahi1) ve Belediye Aritma Istasyonundan gelen boya igeren atik suyunun
siyanobakteriler tarafindan parcalanmasini degerlendirmisleridir (Dellamatrice vd.,
2017). Elde ettikleri sonuglarda P. autumnale UTEX 1580 susunun, indigo boyay1
tamamen toksik olmayan ikincil metabolitlere indirgedigini ve ¢calismada kullanilan tiim
siyanobakteri suslarinin, tekstil atigin1 iyilestirme ve kirletici giiclinii azaltma potansiyeli
gosterdigini bulmuglardir. Ayn1 zamanda siyanobakteriler, amonyak, fosfat ve agir
metallerin (Cr, Pb, Co, Cu, Zn) uzaklastirilmasi i¢in endiistriyel ve evsel atik su aritiminda
kullanilabilmektedir. (Garlapati vd., 2019). Toprak ve sudan kirleticileri uzaklastirma
yetenegine sahip olan siyanobakteri tiirleri, siirdiirebilir tarim uygulamasinin

olusturulmasina da katkida bulunmaktadir (Zahra vd., 2020). Ornegin, Anabaena sp.,
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Lyngya sp., Spirulina sp., Nostoc sp. veya Microcystis sp. varligimin tarim alanlarindaki
glifosat herbisit etkisinin giderilmesine yardimci olabilecegi rapor edilmistir.
Siyanobakterilerin sahip oldugu biitiin bu biyofonksiyonel 6zelliklere iirettigi
ikincil metabolitlerin katkisinin biiyilik oldugu rapor edilmistir (Favas vd., 2022, Mourelle
vd., 2017). Dolayist ile bu 6zelliklere katki saglayan molekiillerin ve metabolitlerin agi3a

¢ikarilmasi ve arastirilmasi kulanim alanlarini gelistirmek adina oldukca 6nemlidir.

2.1.3.5. Tibbi Uygulamalarda ve Kozmetik Sektoriinde Siyanobakteriler

Siyanobakteriler, biyoteknolojik uygulamalarla tip alaninda kullanilabilecek ikincil
metabolitlere sahiptirler. Bu nedenle son zamanlarda ticari ve tibbi alanlarda
uygulamalar1 olan biyoaktif bilesikler liretmeleri arastirmacilarin daha fazla ilgisini
cekmistir (Tan, 2007). Bunun yam sira, baz1 giiclii toksinler iiretmelerine ragmen, bu
mikroorganizmalar, ayni zamanda anti-fungal, anti-biyotik ve anti-kanser ozellikleri
acisindan 6nemli olan ¢ok sayida bilesik de iretirler (Zahra vd., 2020). Dahasi,
siyanobakterilerden ekstrakte edilen metabolitlerin, anti-mikrobiyal anti-viral, anti-
inflamatuar, anti-timor, anti-malaryal, immiinosupresan ve anti-HIV (Insan Immiin
Yetmezlik Viriisii) etkiler gibi gesitli biyolojik fonksiyonlarinin oldugu gosterilmistir
(Mayer vd., 2009).

Senousy vd. (2020) topraktan ve tarimsal drenaj suyundan izole ettikleri, igerisinde
siyanobakteri tiirlerinin de bulundugu mikroalglerin anti-kanser ve anti-oksidan
potansiyellerini arastirmislardir (Senousy vd., 2020). Farkli insan kanser hiicre hatlar
(Caco-2, MCF-7, PC3 ve HepG-2) ile yapilan ¢alismada bazi siyanobakteri ve mikroalgin
kanserli hiicre ¢ogalmasini onledigi gosterilmistir. Kolon ve prostat kanseri hiicre
hatlarina kars1 test edilen tiim tiirler arasinda en yiiksek anti-kanser etkiyi
Dolichospermum crassum HSSASE20 gosterirken, meme kanseri hiicre hattina kars1 en
yiikksek antikanser etkiyi Oscillatoria sancta HSSASE19 gostermistir. Apoptotik
kaskadlar1 uyarabilen ve kanser tedavisinde kemo-direnci yenebilen apoptojenler iceren
etkili serbest radikal temizleyicileri olan mikroalgelerin, glivenli ve diisiik maliyetli anti-
oksidan ve anti-kanser terapdtik alternatifleri olabilecegi rapor edilmistir.

Ekstrem habitatlarda kendine yasama ortami bulan siyanobakteriler gilines
radyasyonuna yiiksek diizeyde maruz kaldig1 durumlarda da kendini koruma yetenegine
sahiptir (Morone vd., 2019). Asir1 kosullarda hayatta kalabilmek i¢in ultraviyole (UV)
radyasyona kars1 koruma saglayan, dehidrasyon ve oksidatif stresi azaltabilen bilesikler

tiretme yeteneklerinin yani sira melanin sentezinde gorev alan tirozinaz enzimini inhibe
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edici bilesikler icermesi, siyanobakterilerin kozmetik endiistrisindeki uygulamalariyla

dogal bilesiklere alternatif bir yaklagim olarak kabul edilmesini saglamistir.

2.2. Ekzopolisakkaritler (EPS’ler)

Biyopolimerler, canli organizmalar tarafindan iretilen veya biyolojik
materyallerden kimyasal olarak sentezlenen polimerlerdir (Tang vd., 2012). Kisacasi,
biyopolimerler sentetik veya dogal polimerler olarak siiflandirilmaktadir.
Biyopolimerler, = biyouyumluluklari,  toksik  olmamalari,  biyolojik  olarak
parcalanabilirlikleri ve biyolojik siireclerle geri doniistiiriilebilme olasiliklar1 sebebiyle
petrol bazli polimerlere gore daha iistiindiir (Ates, 2015). Petrol bazli polimerler toksisite
ve atik birikimi gibi ¢evreye ve insanliga olumsuz etkilere sahip olmasina ragmen, gesitli
endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir (Keshavarz & Roy, 2010). Bu sebeple, petrol
bazli polimerlerin yaratmis oldugu sorunlara yanit olarak biyopolimerler arastirmacilarin
aradig1l uygun bir alternatif haline gelmistir.

Dogal polimerler kullanilan monomerik birime ve olusan biyopolimerlerin yapisina
gore li¢c kategoriye ayrilir: polisakkaritler, polipeptitler ve poliniikleotidler (Yadav vd.,
2015). Polipeptitler, amino asitlerin peptid baglar1 araciligiyla birlesmesiyle olusan
polimerik molekiillerdir ve biyoteknoloji, ila¢ gelistirme ve biyomiihendislik gibi
alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar (Li vd., 2019). Poliniikleoidler, niikleotid
monomerlerinin fosfodiester baglar1 araciligiyla birlesmesiyle olusan polimerik
molekiillerdir ve biyoteknoloji, genetik miihendisligi gibi alanlarda kullanilmaktadirlar
(Noreen vd., 2020). Cogu bitki ve hayvan dokusunda bulunan polisakkaritler ise
glikozidik baglarla baglanmis monosakkarit zincirlerinden olusan karmasik ve polimerik
karbonhidratlardir (Laubach vd., 2021). Polisakkaritler, seliiloz, nisasta, kitin, pektin ve
glikozaminoglikanlar gibi farkli formlarda bulunabilirler.

Seliiloz ve kitin, en bol bulunan biyopolimerlerdendir. Seliiloz, bitkilerin hiicre
duvarinda bulunur ve kagit, tekstil ve biyoyakit gibi bir¢ok amag i¢in kullanilabilmektedir
(Klemm vd., 2005). Kitin, bocek kabuklarinin dis iskeletinde bulunur ve biyomedikal ve
tarim gibi alanlarda uygulama potansiyeline sahiptir (Chen vd., 2015). Polisakkaritlerin
¢Oziiniirliik, viskozite, jellesme kapasitesi ve zincir uzunlugu (polimerizasyon derecesi)
gibi cesitli fizikokimyasal oOzellikleri, onlar1 bir¢ok uygulama alaninda kullanimlar
acisindan avantajli hale getirmektedir (Pereira vd., 2019). Giiniimiizde polisakkaritler
bitkilerden (seliiloz, nisasta, pektin vb.), alglerden (agar, alginat, karagenan) ve

hayvanlardan (heparin, kondroitin siilfat, hyaluronik asit) izole edilebilmektedir.
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Mikrobiyal polisakkaritler kontrollii sartlar altinda hizli, siirekli ve yiiksek verimlilikle
tiretilebildiginden, iklimsel ve jeolojik ¢evre kosullarindan kolayca etkilenen bitkilerden
ve alglerden iiretilen polisakkaritlere tercih edilmektedir (Freitas vd., 2017; Pereira vd.,
2019).

Mikrobiyal polisakkaritler, bakteri, maya, alg, mantar vb. tarafindan sentezlenen
¢oziiniir veya ¢oziinmez polimerik maddelerdir (Dilna vd., 2015). D1s ortama sentezlenen
ve salgilanan veya hiicre duvarina bagli enzimler tarafindan hiicre dis1 olarak sentezlenen
bakteriyel polisakkaritler, ekzopolisakkaritler (EPS’ler) olarak adlandirilirlar (Nwodo
vd., 2012). EPS’ler, mikroorganizmalarin metabolik yan iiriinleridir ve protein, DNA,
fosfolipid, asetat, gliserol, piruvat, siilfat, karboksilat ve siiksinat gibi gruplar icerebilen,
karbonhidratlardan (seker kalintilarindan) olusan yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklerdir
(Angelin ve Kavitha, 2020). EPS biyolojik olarak pargalanabilir, toksik degildir, biyolojik
olarak uyumludur ve dogal kaynaklarda bol miktarda bulunmaktadir. Hiicre
korunmasinda Onemli bir rol oynayan mikrobiyal EPS’nin aym1 zamanda
mikroorganizmanin yiizeye tutunmasina yardimci oldugu ve hiicre-hiicre etkilesimlerine
katkida bulundugu gdsterilmistir (Nicolaus vd., 2010).

Bakteriler hiicre dis1t EPS’yi, hiicre zarfinin iizerinde, kapsiiler ya da civik (slime)
tabaka seklinde tiretmektedirler (Ruas-Madiedo ve De Los Reyes-Gavilan, 2005).
Kapsiiler polisakkaritler, bakteri hiicre ylizeyine sikica baghdir ve fagositoza,
bakteriyofaj saldirisina, kuruma ve ozmotik strese karsi koruma sagladig: ayrica hiicresel
tanimada rol oynadig1 diistiniilmektedir (Angelin ve Kavitha, 2020). Hiicre disinda slime
tabaka olarak iiretilen EPS’ler ise, hiicrelere zayif bir sekilde tutunur ve kolayca
uzaklastirilabilirler.

EPS, logaritmik faz boyunca veya ge¢ logaritmik fazda veya duragan fazda
sentezlenir ancak maksimum iiretim ge¢ logaritmik fazda gergeklesmektedir (Freitas vd.,
2011). Uretilen EPS miktar1, susa, besiyeri bilesimine ve pH, sicaklik ve karbon/azot
orani gibi kiiltiir kosullarina baglidir (Sanalibaba ve Cakmak, 2016; Angelin ve Kavitha,
2020). Uretilen EPS’ler, monosakkarit kompozisyonuna, tasidig1 yiike, bag yapisina ve
tekrarlayan yan zincirlerin varligina gore yapisal farkliliklar gdstermektedir ve bu yapisal
farkliliklar fonksiyonel 6zelliklerini etkilemektedir.

Bakteriyel EPS’lerdeki farkliliklar ¢esitlidir ancak kimyasal bilesimleri, iglevleri,
molekiiler agirliklar1 ve fiziksel 6zellikleri ile karakterize edilebilmektedirler (Laubach
vd., 2021). Kimyasal yapilar1 bakimindan EPS’ler homopolisakkaritler (HoPs) ve

heteropolisakkaritler (HePs) olarak iki smifta toplanirlar. HoP’lar dallanmis veya
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dallanmamis olarak, glikoz veya fruktozdan olusurlar ve o-D-glukanlar (dekstran,
mutanlar, alternan, reuteran, vb.), B-D-glukanlar, fruktanlar (levan, iniilin, vb.) ve
poligalaktanlardan olarak gruplandirilirlar (Torino vd., 2015). HeP’ler ise D-glukoz, D-
galaktoz ve L-ramnoz, mannoz, arabinoz ve fukoz gibi nadir sekerlerden olusmaktadir
(Angelin ve Kavitha, 2020). Baz1 durumlarda N-asetil glukozamin, N-asetil galaktozamin
veya glukuronik asit de yapilarinda mevcuttur. EPS’lerin sematik siniflandirmasi Sekil

2.3.'de gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Mikrobiyal Ekzopolisakkaritlerin Siniflandirilmasi (Bajpai, 2016)

2.2.1.Siyanobakteri EPS’leri

Siyanobakterilerde EPS, hiicre yiizeyine gevsek ya da sikica baglanmais bir sekilde,
kapstiler polisakkaritler (CPS) olarak veya ¢evreye salinan polisakkaritler (RPS) olarak
tiretilmektedir (Pereira vd., 2009). Ekstra polimerik maddelerden olusan kompleks bir
agin parcasi olan siyanobakteri EPS’si proteinleri, niikleik asitleri, lipidleri ve ikincil
metabolitleri de icerebilmektedir. Bu polimerler, simdiye kadar tanimlanmis on ti¢ farkli
monosakkaritten olusabilen heteropolisakkaritlerdir (Rossi ve Philippis, 2016).
Siyanobakteriyel EPS’de yaygin olarak bulunan sekerler arasinda; heksozlar, glikoz,
galaktoz, mannoz ve fruktoz; pentozlar, riboz, ksiloz ve arabinoz; deoksiheksozlar, fukoz
ve ramnoz; asidik heksozlar, glukuronik ve galakturonik asit yer almaktadir. Bazilarinda
bunlara ek olarak glukozamin, galaktozamin, N-asetil galaktozamin ve N-asetil

glukozamin gibi amino sekerler bulunabilmektedir.
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Siyanobakteriyel EPS’de siklikla en yiiksek konsantrasyonda bulunan
monosakkarit glikozdur ( Li vd., 2001; Pereira vd., 2019). Bununla birlikte, bazi
siyanobakteriyel polimerlerde ramnoz, ksiloz, arabinoz, fukoz, mannoz ve iironik asit
glikozdan daha yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Cogu siyanobakteri EPS’si, susa 6zgii
heterojen bir bilesime sahiptir ve bu da siyanobakteriyel polimerlerin ¢esitliligine katkida
bulunmaktadir (Pereira vd., 2009). Siyanobakteri EPS’si, ayrica siilfat gruplar1 da
icerebilmektedir (Colica ve De Philippis, 2013). Siilfat gruplarinin ve iironik asidin
varlig1 siyanobakteriyel polimerin anyonik yiikiine katkida bulunur ve molekiiliin negatif
yiikte olmasini saglar. Anyonik ylikle beraber kazanilan yapigskan 6zellik EPS’nin metal
iyonlarma olan afinitesini artirmaktadir (Kehr ve Dittmann, 2015). Ote yandan bir¢ok
siyanobakteriyel EPS, ester bagl asetil gruplarinin, deoksisekerlerin (6rnegin ramnoz ve
fukoz) ve peptidik fraksiyonlarin varligindan kaynakli olarak énemli dl¢iide hidrofobik
karakter gosterir. Bu hidrofobik gruplarin varligi, polisakkaritlerin emdiilsifiye edici

Ozelliklerine 6nemli 6lgiide katkida bulunmaktadir (Pereira vd., 2019; Pereira vd., 2009).

2.2.2.Siyanobakteriyel EPS Uretim Mekanizmasi

EPS’nin ¢ogu, siyanobakteriler tarafindan hiicre icinde sentezlenir ve hiicre dist
ortama ihrag edilir (Ates, 2015; Li ve Wang, 2012). EPS iiretiminde yer alan enzimler
dort grupta kategorize edilebilir. Birinci grup, glikozu (Glc) glikoz-6-fosfata (Glc-6-P)
fosforile eden hekzokinaz gibi hiicre i¢i enzimlerdir. Bu enzimler, diger hiicresel
metabolizmalarda da yer alirlar. Ikinci grup, seker niikleotitlerinin déniisiimiinii katalize
etmek icin gereklidir. Glc-1-P’1n, EPS sentezindeki anahtar molekiillerden biri olan UDP-
Glc’ye doniisiimiinii katalize eden Uridin-5'-difosfat (UDP)-glukoz pirofosforilaz bu
grupta yer alir. Diger enzim grubu, hiicre periplazmik zarinda bulunan
glikosiltransferazlardir (GTF’ler). Seker niikleotitleri, GTF’ler tarafindan glikosil tasiyici
lipide bagli tekrar eden bir birime aktarilir. Son grubun, makromolekiillerin
polimerizasyonunda yer aldigi ve hiicre zari ile hiicre duvari disinda bulundugu
diistintilmektedir (Ates, 2015). EPS biyosentezinin bu genel mekanizmalari, Sekil 2.4.'de
ayrintil olarak gosterilmistir.

Mikrobiyal polisakkarit liretimi i¢in genel olarak ii¢ yolak tanimlanmistir.; a)
Wzx/Wzy bagimhi yolak, b) ATP-baglayic1 kaset (ABC) tasiyiciya-bagli yolak ve c)
Senteze bagl yolak.

a)  Wzx/Wzy’ye bagimli yolakta, glikosiltransferaz enzimi bir Wzy proteini

iceren tekrarlayan birim olusana kadar, aktif sekerleri spesifik bir dizide bir lipit
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tasiyicisina baglar (Al-Amin vd., 2021). Zar proteini olan Wzx de, lipide bagh
oligosakkaritleri sitoplazmadan periplazmaya tagir. Daha sonra bu oligosakkaritler Wzy
tarafindan polimerize edilir. Son olarak, biiyiiyen polisakarit, Wzc, Wzb ve Wza
proteinleri tarafindan dis zar boyunca yer degistirir ve ihrag edilir.

b)  ATP-baglayict kaset (ABC) tasiyiciya-bagli yolagi, kapsiiler polisakkarit
(CPS) durumunda bulunur ve tek bir GT bulunan operon igerir; dolayist ile
homopolimerlerle sona erer (Singh vd., 2018). Polimerizasyon periplazmada ger¢eklesir.
Tekrar eden birimlerin disa aktarimi burada, i¢ zar ve periplazmik proteinleri kapsayan
ABC-tastyici polisakarit kopolimeraz (PCP) ve dis zar polisakkarit disa aktarma (OPX)
ailesi araciligiyla yapilir. Bu yolakla olusturulan CPS’ler, indirgeyici ucunda korunmus
bir glikolipid fosfatidil gliserol ve poli-2-keto-3-deoksioktulosonik asit tasir.

c)  Senteze bagl yolakta EPS salgilanmasi, bir lipit alicisinin varliginda veya
yoklugunda meydana gelir (Al-Amin vd., 2021, Singh vd., 2018). Hem polimerizasyonun
hem de translokasyon isleminin tek sentaz proteini tarafindan miimkiin kilindig1 sentaza
bagimli yoldan olusur. Bu yolak ayrica, seliiloz, aljinatlar ve hyaluronik asit gibi

homopolimerlerin olusumuyla sonuglanir.
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2.2.3.Siyanobakteriyel EPS’lerinin Kullanim Alanlar:

Mikrobiyal polisakkaritler gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde biyo-flokiilantlar,
biyo-absorbanlar ve ilag tasiyict ajanlar olarak kullanilmaktadir. EPS, giiclii su baglama
kabiliyetine, su tutma kapasitesine ve jellesme potansiyeline sahiptir. Bunun yani sira,
ksantan, sfingan, aljinat ve seliiloz gibi bakteri hiicrelerinin yiizeyinde biyofilm
olusumunu destekleyen koruyucu bir bariyer gorevi goérmektedir (Pereira vd., 2019;
Angelin ve Kavitha, 2020). Siyanobakteriyel EPS’leri, flokiile edici, emiilsifiye edici ve
reoloji degistirici ajanlar olarak kullanilabilmektedir (Bhunia vd., 2018). Siyanobakteri
EPS’leri, ayn1 zamanda endiistriyel ve evsel atik sularin aritiminda ve agir metallerin
uzaklastirilmasinda bir biyoremediasyon ajani olarak kullanim potansiyeline sahiptir
(Mota vd., 2016; Pereira vd., 2019). Cevresel etkilerinin yani sira diger mikrobiyal
EPS’ler gibi siyanobakteriyel EPS’lerin de anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-oksidan, anti-
koagiilan, immiinomodiilatér ve anti-tiimor aktivitelerinin oldugu yapilan caligmalarla
gosterilmistir (Dewi vd., 2018; Pereira vd., 2019). EPS’lerin bu biyofonksiyonel
ozelliklerinin, barindirdig1 seker kompozisyonu, yapisindaki monosakkaritlerin birbiriyle
yaptig1 bag yapist ve molekiiler agirligi gibi kimyasal karakterine gore farklilik
gosterebilecegi rapor edilmistir (Ye vd., 2016; Rashmi vd., 2021). Ornegin,
siyanobakteriyel polimerlerin siilfat icerigi ile anti-oksidatif ve anti-koagiilan aktiviteleri
arasinda giiclii bir korelasyon oldugu bulunmustur (Parwani vd., 2014). Siyanobakteri
EPS’leri diger dogal polisakkaritler ile rekabet ederek, gida, ila¢ endiistrilerinde ve

kozmetik gibi biyoteknolojik uygulama alanlarinda ilgi ¢ekici hale gelmistir.

2.2.4.Siyanobakteri EPS’lerinin Kozmetik Sektoriinde Kullanim Potansiyelleri

Cilt, organizmayi i¢ ve dis faktdrlerden kaynaklanan hasarlardan koruyan karmagsik
bir sistemdir ve kozmetik sektori, farkli cilt tiplerine (normal, yagli, hassas gibi) adapte
edilmis yardimct maddelerin ve aktif bilesenlerin yardimiyla cildin dokusunu,
morfolojisini ve goriiniisiinii iyilestirmeyi hedefleyen {iriinler tasarlamaktadir (Mourelle
vd., 2015; Mourelle vd., 2017). Polisakkaritlerin iyi bir serbest radikal tutucu ve
immiinostimiilatdor olmasi, bu molekiilleri kozmetik iirlinlerde kullanilabilen dogal
kaynakli adaylar olarak 6ne ¢ikarmaktadir (Spolaore vd., 2006; Koller vd., 2014; Hamed,
2016).

Siyanobakteriler tarafindan iiretilen EPS’ler, biyolojik aktivitelerine iliskin ¢ok

sayida yayina konu olmustur. Bu arastirmalarda daha c¢ok, anti-oksidan, anti-viral, anti-
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fungal, anti-bakteriyel, yaslanma karsiti, anti-kanser ve immiinomodiilator ajanlar olma
potansiyelleri yer almaktadir (Laroche, 2022; Chen vd., 2011). EPS’lerin anti-
enflamatuvar, anti-mikrobiyal ve anti-oksidan aktiviteleri, yaslanma karsiti olduklar1 ve
cildin bariyer fonksiyonunu giiclendirdikleri i¢cin kozmetik sektoriinde de oldukca 6nem
arz etmektedir. Dahas1 siyanobakteriyel EPS’lerin nemlendirici ajan olarak da
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Li vd., 2011; Morone vd., 2019; Nowruzi vd., 2020).
Nemlendirici ajan olma potansiyeli EPS’lerin su tutma ve nem emilim kapasitesi ile

iliskilidir.
2.2.4.1. UV Korumasi

Ultraviyole (280—400 nm) radyasyonu insan derisinde kisa donem etkilere (giines
yanig1) ve kronik reaksiyonlara (erken cilt yaglanmasi ve cilt kanseri) neden olmaktadir
(Lisby vd., 2005). Giines 1s1gmma kronik olarak tekrar tekrar maruz kalmanin, cilt
yaslanmasinin yani sira iyi huylu ve kotii huylu deri tiimorlerinin ana nedeni oldugu
gosterilmistir. Deri pigmentasyonu, melaninin genis bir UV radyasyon bandin1 emdigi ve
reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirdigi, yiiksek gilines 1s1g1na maruz kalmanin neden
oldugu hasarlara kars1 koruma saglayan endojen bir mekanizmadir (Brenner ve Hearing,
2008). Dolayist ile giines koruyucu losyonlar, nemlendiriciler ve makyaj malzemeleri gibi
kozmetik {irtinlerde giines koruyucularinin bulunmasina yonelik tiiketici talebi nedeniyle,
her yil diinya ¢apinda biiyiik miktarlarda UV filtresi iiretilmektedir ve inorganik ve
organik UV filtreli giines kremleri piyasasi oldukca genislemistir (Derikvand vd., 2017).

Siyanobakteri EPS’lerinin UV radyasyonuna kars1 koruyucu etkilerine dair yapilan
bir calisma bulunmamakla beraber mikrobiyal EPS’lerin hiicreleri UV radyasyonuna
kars1 korudugu ve bu korumanin EPS’nin serbest radikal siiplirme yetenegi ile yani
antioksidan 6zelligi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Wang vd., 2007, Li vd., 2022). UV-
B radyasyonunun suda yasayan Synechocystis sp.’nin ve ¢olde yasayan Chroococcus
minutus'un fotosentetik aktivitesi ve hiicre dis1 polimerik maddelerinin kompozisyonu
tizerindeki etkilerinin karsilagtirmali olarak incelendigi bir c¢alismada, UV-B
radyasyonuna karsi, ¢Ol siyanobakteri tiirii olan C. minutus’un, suda yasayan
Synechocystis sp.’den daha yiiksek PSII tolerans1 gosterdigi bulunmustur (Song vd.,
2016). Bunun yani sira ¢61 ve su tiirlerinin hiicre dis1 polimerik maddelerindeki proteinler,
UV-B radyasyonu altinda énemli 6l¢lide ayrisirken, polisakkaritlerin proteinlerden ¢ok
daha direngli oldugu tespit edilmistir. Dahasi, Synechocystis sp’nin hiicre dis1

polisakkaritlerinde ¢ok az bozunma goriiliirtken C. minutus polisakkaritlerinin neredeyse
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hi¢ ayrismadig1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarla, ¢6l siyanobakterisinin suda yasayan
tiirlere kiyasla UV-B radyasyonuna kars1 daha yiiksek toleransinin olmasinin, EPS’sinin
UV-B radyasyonu tarafindan indiiklenen foto degradasyona kars1 daha ytiksek direngli
olmasi ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir (Song vd., 2016). Bu veriler, siyanobakteri
EPS’sinin UV radyasyonuna karsi etkili olabilecegini ve bunun iizerine c¢aligsmalarin
artirllmas1 gerektigini gostermektedir. Bazi c¢alismalarda, siyanobakteri EPS’sinin
monosakkarit bilesenlerinin ve molekiiler agirliginin UV-B radyasyonuna karsi

aktivitesini etkileyebilecegini gostermistir (Calazans vd., 2000; Song vd., 2016).

2.2.4.2. Nemlendirici

Cildin yaglanmasmin Oniine ge¢menin en kritik Onlemi nemlendiricilerin
kullanilmasidir (Yarkent vd., 2020). Nemlendiriciler, cildin goriiniimiinii ve elastikiyetini
muhafaza ederken zararli ¢evresel kosullardan da koruyabilmektedir. Nemlendiriciler,
transepidermal su kaybini Onlemek i¢in su i¢erigini gekmeye tutmaya ve arttirmaya ve su
buharlagsmasini azaltmaya yonelik yumusaticilar, nem tutucular ve nemlendiriciler gibi
bircok kimyasal maddenin kombinasyonunu icermektedir (Lodén, 2003).
Siyanobakterilerin kozmetikte nemlendirici ajanlar olarak potansiyel kullanima,
dehidrasyona kars1 koruyucu mekanizmalara sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir ve
bu koruma, trettikleri ve disariya saldiklar1 EPS’ler araciligl ile gerceklesmektedir.
(Morone vd., 2019).

Pseudomonas fluorescens polisakkaritinin nem emme ve tutma o6zelliklerinin
arastirildig bir ¢calismada, P. fluorescens EPS’sinin nem tutma kabiliyetinin, kozmetik
ve klinik tip alanlarinda yaygin bir sekilde kullanilan hiyaliironik asit’e yakin, gliserolden
ise yiiksek oldugu bulunmustur (Zhao vd., 2013). Bu yeni polisakkaritin kararl1 ve yliksek
kalitede oldugunu, elde edilmesinin kolay oldugunu ve endiistriyel biiyiik dl¢ekli liretim
potansiyeline sahip oldugunu rapor etmislerdir. Bagka bir ¢calismada, Pediastrum duplex
ekstraktinin  6nemli miktarda polisakkarit icerdigi ve bu polisakkaritin cildin
nemlendirilmesi i¢in degerlendirilebilecegini dnermislerdir (Wang vd., 2015).

Nostoc commune EPS’sinin arastirildigi bir  calismada ise, N. commune
polisakkaritinin kitosan ve iireye kiyasla gii¢lii nem emme ve nem tutma kapasitesine
sahip oldugu saptanmis ve bu nedenle gida, ila¢ ve kozmetik endiistrisinde potansiyel
uygulana birligi vurgulanmistir (Li vd., 2011). Yapilan calismalar siyanobakteriler

tarafindan iiretilen EPS’lerin nem emilim ve nem tutma 6zelliklerinin énemli oldugu
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kozmetik, gida koruma ve biyotip alanlarinda potansiyel uygulamalar1 olabilecegini

gostermektedir.

2.2.4.3. Antioksidan

Yaslanma, glinese maruz kalma, hava kirliligi, sigara ve kotii beslenme gibi
cevresel faktorler kaynakli ya da genetik ve zamana baglh faktorler kaynakli olarak
gerceklesebilmektedir (Morone vd., 2019). Metabolik siiregler sirasinda serbest
radikallerin iiretimine bagli mutasyonlarin bir sonucu olarak rastgele hiicre hasarina
karsilik gelen stokastik bir siire¢ s6z konusudur (Puizina-Ivic, 2014). Dolayis1 ile yogun
UV 1sinlarina maruz kalmaktan kaginmak serbest radikallerin iiretimin engel olmak
acisindan onemlidir. Bunun yani1 sira E ve C vitaminleri, koenzim Q10, alfa-lipoik asit,
glutatyon gibi cesitli antioksidanlarin da yaslanma belirtilerini azaltabilecegi
belirtilmistir. Siyanobakteri EPS’lerinin anti-oksidan aktivitelerinin olmas1 bu alanda
kullanim potansiyelini giindeme getirmistir (Li vd., 2011; Morone vd., 2019). EPS’yi cilt
hidrasyonundaki islevlerine paralel olarak, kozmetik uygulamalarinda yararli ve miimkiin
kilan diger bir 6zelligi de anti-oksidan potansiyelleridir. Siyanobakterilerden elde edilen
EPS’nin, siiperoksit anyonlarini ve hidroksil radikallerini ayirma, oksidatif stres azaltma
mekanizmasinda yer alan enzimlerin aktivitesini arttirma ve lipid peroksidasyonunu
azaltma yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. (Morone vd., 2019). Hindistan’da celtik
tarlasindan izole edilen Anabaena sp. susunun tanimlanmasinin yapildig bir ¢alismada
siyanobakterinin trettigi EPS miktar1 ve kimyasal 6zellikleri de arastirilmistir (Tiwari
vd., 2019). Heteropolisakkarit yapida oldugu belirlenen Anabaena sp. EPS’sinin glikoz,
ksiloz, ramnoz ve glukuronik asitten olustugu ortaya konulmustur. EPS iiretiminin kayda
deger bulundugunu (320,21 mg/L) ve iiretilen EPS’nin 6nemli derecede anti-oksidan ve
stipiiriicti aktivite sergiledigini gdstermiglerdir. Seker igeriginin, bag yapisinin ve zincir
dallanmasmin da incelendigi calismada EPS yapisinin anti-oksidan aktive gibi

biyofonksiyonel 6zelliklerini etkileyebilecegi belirtilmistir.

2.2.4.4. Anti-inflamatuar

Cilt, koruyucu fiziksel bariyer islevinin yani sira alerjik dermatit ve inflamatuar
yanit gibi bagisiklik siireclerinde de aktif olarak yer alir (Bos, 1997). Topikal
kortikosteroidler, alerjik dermatit tedavisinde kullanilan ana bilesiklerdir ancak bu tedavi,
kutandz atrofi, ¢atlak ve adrenal supresyon gibi ciddi yan etkilerin indiiklenmesini de

beraberinde getirmektedir. (Belsito vd., 2006). Siyanobakterilerde bulunan bazi
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bilesiklerin foto koruyucu, nemlendirici ve anti-oksidan etkilerine ek olarak anti-
inflamatuar 6zelliklere de sahip oldugu ortaya ¢ikmistir ve bu bilesiklerden biri olan
polisakkaritler nedeniyle anti-inflatuar yetenekleri de kanitlanmistir (Guzman vd., 2003;
De Jesus Raposo vd., 2013; Mourelle vd., 2017).

Zampieri vd., (2020) yaptiklar1 bir calismada Phormidium sp. susundan izole edilen
EPS’inin terapdtik potansiyelini arastirmislardir (Zampieri vd., 2020). Hem kimyasal
hem de mekanik uyarilmis zebra balig1 inflamasyon modelinin kullanildig1 bu ¢alismada
Phormidium EPS’inin, ani-inflamatuar ve inflamasyon ¢oziicii etkisinin oldugu
gosterilmistir. Bunun yani sira in vitro ve in vivo olarak EPS’nin test edilen
konsantrasyonlarda toksisitesinin olmadig1 tespit edilmis ve siyanobakteriyel EPS’nin
ani-inflamatuar etkilerinin dogal kaynakli 6nemli terapotik molekiillerden biri olabilecegi
ve kronik enflamatuvar hastalik iyilesmesi i¢in potansiyelinin oldugu ortaya konulmus

bulunmaktadir.

2.2.4.5. Beyazlatma

Beyazlatma, melaninin anormal birikiminden kaynaklanan ¢il ve lentigo senilis gibi
pigmentasyon bozukluklarinin tedavisine yonelik kozmetik formiilasyonlardaki
taleplerden biridir (Slominski vd., 2004; Morone vd., 2019). Tirozinaz, melanin
biyosentezinde yer alan bir enzimdir ve inhibisyonu beyazlatma bilesikleri i¢in bir
hedeftir (Hearing, 2011). Bu alanda ¢ok az calisma yapilmis olmasina ragmen,
siyanobakterilerin, tirozinaz inhibe edici aktiviteye sahip oldugu ve pigment
bozukluklarini tedavi etme potansiyeli oldugu literatiirde yer almaktadir (Morone vd.,
2019; Sano ve Kaya, 1996). Kisitli sayida bulunan ¢alismalarda mikrobiyal EPS’lerin
tirozinaz enzim aktivitesi lizerinde inhibe edici etkisinin oldugu ve kozmetikte beyazlatici
olarak kullanilma potansiyellerinin oldugu rapor edilmistir (Luang-In vd., 2018; Bajpai
vd., 2016; Jin vd., 2019).

Yukarida verilen bilgiler 1s18inda siyanobakterilerin ve EPS’lerinin kozmetik
sektoriinde sentetik {iirlinlerin karsisinda dogal bir bilesen olarak énemli bir yere sahip

olma potansiyelinin oldugu diisiiniilmektedir.

2.3. Kaynak Ozetleri

Hussein vd., (2015), Nostoc carneum susundan izole ettikleri EPS’nin
fzikokimyasal karakterizasyonunu yaparak anti-oksidan aktivitesini aragtirmiglardir

(Hussein vd., 2015). Sadece %54 iiniin karbonhidrat oldugu belirlenen N. carneum
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EPS’sinin ksiloz ve glikoz icerdigini, kalanmin ise protein, siilfat ve iironik asitten
meydana geldigini tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda FT-IR ile EPS’nin siilfat iceren
fonksiyonel gruplarinin oldugu ve karboksil asit igerdigi belirlenmistir. Indirgeme giicii
ve DPPH ile yapilan in vitro anti-oksidan analizleri sonucunda N. carneum EPS’ sinin
anti-oksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.

Diger bir c¢alismada Oscillatoria formosa’nin iiretmis oldugu EPS’nin, fiziko-
kimyasal karakterizasyonu yapilmistir ve EPS iiretim kinetigi incelenmistir (N. Jindal vd.,
2011). HPLC analizi ile O. formosa EPS’sinin tanimlanamayan ii¢ sekerin disinda riboz,
mannoz ve galakturonik asit igerdigi ortaya konulmustur. FT-IR spektrumu ile de
EPS’nin karboksil ve karbonil gruplar1 i¢erdigi ve polianyonik bir karaktere sahip oldugu
gosterilmistir. Elde edilen fizikokimyasal verilerle O. formosa EPS’sinin farkli
endiistriyel alanlarda kullanilma potansiyelinin oldugu belirtilmistir.

Li vd. (2011) Nostoc commune susundan elde ettikleri EPS ile yaptiklari bir
calismada, EPS’nin dogal yapisindan gelen biyomedikal potansiyeli arastirmak igin
antioksidan ve nem tutma kapasitelerini arastirmislardir (Li vd., 2011). Yapilan
calismada, N. commune’den elde edilen polisakkaritin doza bagli bir sekilde hem
siiperoksit anyonu hem de hidroksil radikallerini temizleme yetenegine sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica Nostoc polisakkariti kitosan ve {iire ile in vitro olarak
karsilagtirildiginda giiglii bir nem emme ve nem tutma kapasitesine sahip oldugu rapor
edilmistir.

Diger bir calismada Tolypothrix tenuis ve Anabaena tiirlerine  ait
siyanobakterilerden izole edilen ekzopolimerlerin hemostatik biyomalzeme olma
potansiyelleri aragtirilmistir (Bhatnagar vd., 2014). Hidrofilik yapida oldugu tespit edilen
siyanobakteri ekzopolimerlerinin giiclii trombojeniklik ve daha kisa kan pihtilagma stiresi
sergiledigi bulunmugtur. Sitotoksik olmayan ve hafif hemolitik olan ekzopolimerler,
yaygin yara enfeksiyonlu bakterilere kars1 anti-bakteriyel aktivite gdstermistir. Bunlarin
yani sira siiper emme kapasitesi ile hemorajik yaralar icin etkili bir ajan olma 6zelligi
tasidigr tespit edilmistir. Yapilan bu c¢alisma siyanobakteri ekzopolimerlerinin yara
tedavisindeki potansiyelini ortaya koymustur.

Yoshikawa vd., (2021), Chroococcus sp. susunun iirettigi EPS’nin kimyasal ve
fizyolojik karakterizasyonunu yaparak EPS {iretiminden sorumlu genleri arastirmislardir
(Yoshikawa vd., 2021). Chroococcus sp. EPS’sinin monosakkarit kompozisyonunun
galaktoz, thamnoz, fukoz, ksiloz, mannoz, glukoz, galakturonik asit ve glukuronik asit

icerdigi ve wza, wzb, wzc, wzx, wzy ve wzz genlerinin, EPS sentezinde rol aldig1 tespit
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edilmistir. Elde edilen verilerle Chroococcus sp. susunun EPS iiretiminde Wzy'ye bagimli
yolagi kullanabilmis olabilecegi dnerilmistir.

Kurakliga dayanikli karasal siyanobakterilerden olan N. flagelliforme EPS’sinin
topragin fizikokimyasal ozelliklerini iyilestirdigi ve ekolojik olarak 6nemli oldugu
bildirilmigtir (Wu vd., 2021). N. flagelliforme'daki ii¢ nem kaybi seviyesinin EPS iiretimi
ve anti-oksidan sistemi iizerindeki etkilerinin fizyolojik ve transkriptomik yontemlerle
arastirildigi bu calismada N. flagelliforme'nin kuraklia yanit olarak genlerdeki
transkripsiyonel degisimde ve anti-oksidan sisteminde yer alan EPS iiretim
mekanizmasinin ortaya g¢ikarilmasi amaglanmistir. EPS sentezinden sorumlu genlerin
dehidrasyon altinda hizla aktive edilmesi, dehidrasyonun N. flagelliforme'da EPS
iceriginin artmasina neden olabilecegini gostermistir. Kurakliga yamit olarak N.

flagelliforme’de EPS birikim mekanizmasini devreye sokuldugu goriilmiistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Calismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Sodyum nitrat (NaNQO3), Potasyum fosfat dibazik (K:HPO4), Magnezyum siilfat
heptahidrat (MgS04.7H20), Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl2.2H20), Sodyum karbonat
(Na2CO:3), Metanol (%99), Kloroform (%99), DMSO (Dimetil siilfoksit), Askorbik asit,
Sodyum siilfat, Amonyum molibdat, Sodyum Kloriir (NaCI), Ure, Amonyum siilfat
((NH4)2S0s4), Silika jel Merck’ten, Trichloroacetic acid (TCA) (%99.5) ISOLAB’tan,
Etanol (%99) Tekkim’den, Fenol, Potasyum karbonat (K2COs3) Riedel-de Haén’den,
Ferric Ammonium Citrate AppliChem’den, EDTA-Naz BioShop’tan, Citric acid, Siilfiirik
asit (%95-97), Glukoz monohidrat, Aseton (%99), DPPH ( 1,1-Difenil 1-2-pikril-
hidrazin), Agar, Tyrosinase from mushroom, Sigma-Aldrich’ten, GeneMATRIX
Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti EurX’ten, FIREPol® DNA Polymerase Taq
polimeraz Solis Biodyne’den, HighPrep™ PCR Clean-up System (AC-60005)
MAGBIO’dan, Mueller Hinton Broth (MHB), Sabouraud Broth (SB) Biolife’dan,
Kitosan Benosen’den, BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti, L-DOPA (3-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-L-alanine) ise Thermo Fisher’dan temin edildi.

3.1.2.Cahismada Kullanilan Mikroorganizmalar

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Algal Biyoteknoloji Laboratuvari’nda
bulunan Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu’ndan
(MAKUMACC), Tiirkiye’nin farkli bdolgelerinden izole edilmis alti siyanobakteri
susunun EPS iiretim kapasitesi belirlenmis ve EPS iiretim kapasitesi yiiksek olan iki sus
calismaya alinmistir (Tablo 3.1.). Calismalarda kullanilan diger test bakterileri
(Escherichia coli 35215, Staphylococcus aureus ATCC25923 ve Candida albicans 1023)
ise Prof. Dr. Belma Ashm’in (Gazi Universitesi, Biyoloji Boliimii, Biyotekoloji
laboratuvari) ve Prof. Dr. Giilden Basyigit Kilig’in (Burdur Mehmet Akif Ersoy

Universitesi, Gida Miihendisligi) kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilmistir.
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Tablo 3.1. Calismada kullanilan siyanobakteri suglar

Sus Kodlan Izolasyon Kaynag

MAKUMACC-55 Ieme suyu, Kastamonu

MAKUMACC-59 Kabatepe goleti, Canakkale

MAKUMACC-62 | Burdur Mehmet Akif Ersoy Universite kampiisii
MAKUMACC-63 Yesilgol, Kastamonu

MAKUMACC-71 Bolay1r goleti, Canakkale

MAKUMACC-72 Kabatepe goleti, Canakkale

3.2. Calismada Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Isik mikroskobu (Ex-31-T, Soptop)

Iklimlendirme dolab1 (TK 600, Nuve)

Spektrofotometre (T-60 -UV-VIS, PG Instruments Limited)

Vakum pompasi (Rocker 400)

Etiiv (KD 400, Nuve)

Santrifiij (Universal 320, Hettich)

Sicak su banyosu (WB-22, Daihan Scientific)

Manyetik karistirict (MSH-20D, Dathan Scientific)

Sogutmal1 Santrifiij (NF 800R, Nuve)

Liyofilizator (ALPHA 1-2 LD PLUS, CHRIST)

Inkiibator (IN 160 ve INE 600, Memmert)

Mikroplaka Spektrofotometre (BioTek, EPOCH)

Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific)

ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi (Applied Biosystems)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) (PROMINENCE, SHIMADZU)
Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) (IRTracer-100, SHIMADZU)
X-Isinlar1 Difraktometresi (XRD) (Rigaku Smart Lab)

McFarland Densitometre (DEN-1B, Biosan)

Desikator
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3.3. Yontem

3.3.1.Siyanobakterilerin Aktiflestirilmesi ve Gelisme Ortamlari

Siyanobakteri suslarinin gelistirilmesinde, daha 6nce farkl: tiirler ile yapilan kiiltiir
caligmalarinda kullanilan ve siyanobakterilerin iyi {iredigi kiiltiir ortam1 olarak tespit
edilen Blue-Green Medium (BG-11) (Tablo 3.2.) kullanilmistir (Kumar & Gaur, 2014;
Hughes vd., 1958).

Steril BG-11 kiiltiir ortaminda aktiflestirilen siyanobakteri suslari, 1,5 litre
hacimlerde erlenlere aktarilmistir ve stok siyanobakteri kiiltiirlerinden 750 nm’de optik
yogunlugu 0,5-1,1 absorbans araliginda inokiilasyon yapilmistir. Kiiltiirlerin dis
ortamlarda biiyliyebilmeleri igin gerekli olan sicaklik, havalandirma ve 151k
gereksinimleri iklimlendirme dolab1 igerisinde suni ortam olusturularak saglanmistir.
Inokiilasyonu yapilan siv1 kiiltiirler, iklimlendirme dolabinda 24+4°C’de sicaklikta, 200
umol foton m2sn! 151k siddetinde ve 12/12 (aydinlik/karanlik) fotoperiyodunda kiiltiire
alimmigtir. Karisim ve havalandirma islemi, 500 mL/dk havalandirma kapasitesine sahip

hava pompalari ile gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Siyanobakteri suglarinin yetistirildigi iklim dolab1
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Sekil 3.2. Kiiltiir ortaminda siyanobakteri suglari

Tablo 3.2. Blue-Green Medium?® ortaminin igerigi (Hughes, 1958)

Madde g/LL
NaNO; 15,0
K>HPO4 4,0
MgSO4. 7TH,O 7.5
CaCl,. 2H>0 3,6
Citric acid 0,60

Ferric ammonium citrate | 0,60

EDTANa; 0,1
NaZCO3 290

mL/L

Trace-metal mix A5 1

2: Ortamun pH’17.1,
b: H3BOs: 2,86 g/L; MnClz. 4H20: 1,81 g/L; ZnSOa4. TH20: 0,22 g/L; NaxMoOa. 2H20: 0,39 g/L; CuSO4. SH20:
0,08 g/L; Co(NO3)2. 6H20: 0,05 g/L

3.3.1.1. Kiiltiir Biiyiime Parametreleri

Kiiltiirlerin gelisimleri ti¢ giinde bir kiiltivasyon kontrolii yapilarak takip edilmistir.
Kiiltivasyon kontroliinde optik yogunluk (750 nm) ve kuru biyokiitle belirlenmis ve
klorofil a miktar tayini yapilmistir (Parsons & Strickland, 1963).

3.3.1.1.1. Optik Yogunlugun Belirlenmesi (OD)

Siyanobakteri kiiltiirlerinin hiicre yogunlugu optik yogunluk (Optical Density=0D)

tayini ile belirlenmistir. Kiiltiir gelisimi takibinin yapildig1 glinlerde, homojen olmasina
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dikkat edilerek alinan 1 mL kiiltiiriin optik yogunlugu spektrofotometrik olarak 750
nm’de T-60-UV-VIS spektrofotometre cihazi (PG Instruments Limited) kullanilarak
Olclilmiistiir. Her siyanobakteri susu i¢in, Olglimler 3 tekrarli yapilmis ve ortalama

degerler hesaplanmigstir. Kor olarak BG-11 besi ortami1 kullanilmistir (Ouyang vd., 1998).

LI

l

g IRl

Sekil 3.3. Siyanobakteri suslarinin optik yogunluk 6l¢timii

3.3.1.1.2. Kuru Biyokiitle Agirhik Tespiti

Siyanobakteri kiiltiiriiniin biiylime siirecinde kiiltlir durumu hakkinda bilgi veren
parametrelerden biri de kiiltiirdeki biyokiitle agirligidir. Bunun i¢in; optik yogunlugun
belirlendigi ayni1 giinlerde kiiltiirlerden 10 mL numune alinip, filtre kagidi ile vakum
pompastyla siiziilerek, 40°C’de etiivde kurutulmus ve kuru biyokiitle agirlig: asagidaki

denklemle belirlenmistir (Vonshak, 1986).

Kuru Agirlik = Filtre son agirlig1 — Filtre baslangi¢ agirlig (g/L) (3.1.)
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Sekil 3.4. Siyanobakteri suslarinin kuru biyokiitlesi

3.3.1.1.3. Klorofil-a Miktarinin Tespiti

Kiiltiir bilylimesini gozlemlemek icin, OD ve kuru biyokiitle agirliginin tespit
edildigi ayn1 giinlerde klorofil-a miktar1 tayini i¢in su adimlar uygulanmistir
(Lichtenthaler, 1987). Kiiltiirden alinan 1mL 6rnek, 2 mL ependorf tiipiine konulmustur
ve 13000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet iizerine 2 mL metanol
(%99) eklenmistir. Ornekler 60°C’de sicak su banyosunda 30 dakika inkiibe edilip
ardindan 10 dakika buz iizerinde bekletilmis ve 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Kor olarak metanol kullanilmis ve ekstraksiyonun optik yogunlugu 665,2 ve
652,4 nm’de spektrofotometrik olarak Olclilmiistiir. Hesaplama asagidaki formiil

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Klorofil a (Chl a) = 16,72 (Ages2) — 9,16(Ass2,4) (3.2.)
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Sekil 3.5. Siyanobakteri suslarinda klorofil a 6l¢iimii

3.3.2.Siyanobakterilerden Ekzopolisakkarit (EPS) izolasyonu ve EPS’lerin

Liyofilizasyonu

Siyanobakterilerden EPS izolasyonunda Ozturk ve arkadaslarinin (2014) kullandig:
yontem, bazi modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir (Ozturk vd., 2014). BG-11 kiiltiir
ortaminda aktiflestirilen siyanobakteri suslarina stok inokiilasyonu ile kurulan kiiltiirlerin
biiytimesi 20. giin’de sonlandirilarak, EPS izolasyonu gerceklestirilmistir. Kiiltiir
icerisinden aliman 300 mL ornek, 80°C’de 10 dakika boyunca sicak su banyosunda
bekletildikten sonra oda sicaklifinda sogumaya birakilmistir. Soguyan Orneklere %4
oraninda Trikloroasetik asit (TCA) eklenerek, manyetik karistiricida 800 rpm’de 20
dakika TCA ¢oziinene kadar karistirilmistir. Daha sonra 6rnekler oda sicakliginda 4000
rpm’de 25 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant iizerine iki kati
kadar hacimde etilalkol (%99) eklenerek +4°C’de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin
ornekler 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklagtirllmigtir ve kalan alkolii tamamen uzaklastirmak igin pelletler 37°C de etiiv
icerisinde yaklasik 1 saat bekletilmistir. Daha sonra 2 mL steril distile suda vorteks
yardimi ile ¢oziinen o6rnekler -20°C’de saklanmistir.

izole edilen EPS’ler Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde Liyofilizator cihazi (CHRIS ALPHA1-2LD PLUS,

Almanya) kullanilarak sonraki analizlerde kullanmak {izere liyofilize edilmistir.

3.3.3. EPS Miktar Tayini

Siyanobakteri EPS miktar tayini kiiltiir ortamindan ve ekstrakte edilmis EPS
orneklerinden gercgeklestirilmistir. Kiiltlir ~siipernatantindan miktar tayini igin
siyanobakteri kiiltiir ortaminin {ist fazindan 3 mL alinmistir ve 4000 rpm’de 25 dakika

boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlar analizde kullanilmistir.
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Siyanobakteri suslarinin EPS {iretim miktarlari, fenol-siilfiirik asit metodu
kullanilarak belirlenmistir (Dubois vd., 1951; Strieth vd., 2021). Elde edilen kiiltiir
siipernatant1 ve distile suda ¢oziinen EPS ekstraktlarinin tizerine (1 mL) 500 pL %5°1lik
fenol soliisyonu ve 2,5 mL konsantre siilfiirik asit (%95-93) eklenmistir. Oda sicakliginda
10 dakika bekletildikten sonra, 30°C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda 490 nm’de spektrofotometrik olarak optik yogunluklari &l¢iilmiistiir. Olgiimler
tic tekrarla gerceklestirilmistir. Kor deger olarak dH>O kullanilmistir. Standart olarak
glikoz kullanmilmigtir ve siyanobakteri suslarimin EPS {retim miktarlar1 hazirlanan

kalibrasyon egrisine gore (Sekil 3.6.) belirlenmistir.

08 -

¥ =0,0004x 40,0673
R? =0,9923 P

0,7 1

490 nm OD

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Glukoz Konsantrasyonlan (mg/L)

Sekil 3.6. Glikoz standart egrisi

3.3.4.Secilen Siyanobakteri Suslarinin Molekiiler Tayini

Calismanin devami i¢in segilen siyanobakteri suslarinin 16S rRNA gen bolgesi baz
alinarak yapilan molekiiler tanimlamalar1 BM Labosis (Ankara)’de ger¢eklestirilmistir.
Kiiltiirlerden almman 1 mL o6rneklerden EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA
izolasyon kiti (Polonya) ile iiretici protokolil takip edilerek total DNA izole edilmistir.
Elde edilen DNA’larin miktar ve saflifi Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA)
cihazinda spektrofotometrik Olgiim ile kontrol edildikten sonra CYA 781 R (5’-
GACTACWGGGGTATCTAATCCCWTT-3") ve CYA 359 F (5-
GGGGAATYTTCCGCAATGG-3’) primerleriyle, tiir tayini icin hedeflenen gen
bolgeleri Solis Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle

cogaltilmistir.
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PCR firiinleri agaroz jel tizerinde kontrol edildikten sonra MAGBIO "HighPrep™
PCR Clean-up System" (AC-60005) saflastirma kiti kullanilarak iiretici prosediiriine gére
saflastirilmistir. ABI 3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City,
CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti (Applied Biosystems, Foster City,
CA) kullanilarak amplikonlarin dizilemesi gerceklestirilmistir. Bir konsensus dizi
olusturmak amaciyla elde edilen okumalar, BioEdit yazilim1 i¢inde CAP contig assembly
algoritmasi kullanilarak kontig haline getirilmistir. NCBI veri tabani kullanilarak en

yakin tiir belirlenmistir.
3.3.5.Liyofilize EPS’lerin Karakterizasyonu

3.3.5.1. Monosakkarit Kompozisyonlarinin Arastirilmasi

EPS’lerin monosakkarit kompozisyonlarinin tayini icin Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde Yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) cihazi (SHIMADZU, PROMINENCE) ile
EPS’lerin monosakkarit kompozisyonlart TS13359 metoduna gore belirlenmistir. Bu
analiz i¢in, EPS orneklerinden 0,01 g alinarak, 3 mL metanol-su (25:75, v/v) karisimi
icerisinde ultrasonik su banyosunda ekstrakte edilmistir. Numuneler ultrasonik su
banyosunda tutulduktan sonra filtreden gecirilerek sisteme enjekte edilmistir. Mobil faz
icerigi metanol: su (80:20), kolon sicakligi: 30°C; akis hizi: 0,8 mL/dk olarak

belirlenmistir.

3.3.5.2. Fourier Transform infrared Spektroskopisi (FTIR)

EPS’lerin igerdigi fonksiyonel gruplarin belirlenmesi amaciyla Burdur Mehmet
Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) (SHIMADZU, IRTracer-100) analizi
yapilmistir. 2 mg liyofilize EPS 06rnegi, 200 mg kuru potasyum bromiir (KBr) ile
ogiitiilerek bir kalipta preslenip hazirlanmistir (Jindal vd., 2011). FT-IR spektrumu, bir
Perkin Elmer spektrumu GX FT-IR sisteminde 4 cm™ ¢dziiniirliikle 4000 ila 500 cm™
bolgesinde gecirgenlik modunda kaydedilmistir ( Jindal vd., 2013).

3.3.5.3. X-1s1 Difraktometresi (XRD)

X-Isinlar1 kirmimi ile EPS’lerin kristallografik ozelliklerinin belirlenmesi ve

icerdikleri fazlarin belirlenmesi amaciyla X-1sin1 difraktometresi (XRD) analizi
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yapilmustir. Toz halinde 1 mg liyofilize EPS 6rneklerinin XRD desenleri, A = 1,54056 A
ve 40 kV-30 mA degerinde 151n sagan X-1511 difraktometresi (Rigaku Smart Lab)

kullanilarak 0,01 s™! tarama hizinda 260:10-80° araliginda tarama yapilarak elde edilmistir

(Rajasekar vd., 2019).

3.3.6.Liyofilize EPS’nin Coziiniirliigii

Polisakkaritlerin yapisindaki hidrofilik ve hidrofobik gruplarinin dagilimi, farkl
coziiciilerdeki ¢oziiniirliigiin belirlenmesinde en Onemli faktor olmustur. Geng ve
arkadaslarinin (2021) kullandig1 yontemde, baz1 modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir
(Genc vd., 2021). EPS o6rneklerinin distile su, etanol, metanol, kloroform, aseton ve
dimetil siilfoksit (DMSO) i¢indeki ¢oziiniirliigii belirlenmistir. Bu amagla, liyofilize EPS
numunelerinden 1 mg tartilarak ¢oziiciiden 1 mL eklenmistir. Numuneler yaklasik 2

dakika boyunca vorteks yardimiyla karistirilarak, ¢cokelme olusumu gézlenmistir.
3.3.7.Liyofilize EPS’lerin Fonksiyonel Ozellikleri

3.3.7.1. Antioksidan Potansiyeli

a)  Liyofilize EPS orneklerinin 1,1-difenil-1-2-pikril-hidrazin (DPPH) serbest
radikalinin stipiirme potansiyeli, Blois (1958) yonteminde baz1 modifikasyonlar yapilarak
belirlenmistir (Blois, 1958). DMSO: metanol karisimi igerisinde ¢oziinen liyofilize
EPS’ler, seri diliisyonla 0-1000 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda
hazirlanmistir ve iizerine 50 uL 1 mM DPPH soliisyonu eklenmistir. Reaksiyon karigimi
oda sicakliginda 30 dakika karanlikta bekletilmistir. Bekleme sonunda 517 nm’de
spektrofotometrik olarak 6rneklerin optik yogunluklari 6l¢iilmiistiir. Olciimler ii¢ tekrarla
gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak askorbik asit kullanilmistir. Orneklerin DPPH

radikal siipiirme potansiyeli asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
DPPH radikal siipiirme aktivitesi = [(Ay — Agrnek)/Ao X 100] (3.3)

Ao = DPPH + Metanol Absorbansi
A smek = Ornek + DPPH + Metanol Absorbansi

b) EPS’nin toplam antioksidan aktivitesi Adebayo-Tayo ve arkadaslariin
(2018) kullanmis oldugu, Mitsuda yontemi ile belirlenmistir (Adebayo-Tayo vd., 2018).
Antioksidan kapasite karigimi i¢in 4 mM (1,235 g) amonyum molibdat, 0,6 M siilfiirik
asit (45 mL), 28 mM (0,9942 g) sodyum stilfat ve 250 mL deiyonize su kullanilmistir.
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DMSO: distile su karisimi igerisinde ¢dziinen liyofilize EPS’ler, seri diliisyonla 0-1000
pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan EPS oOrneklerinden 0,1 mL alinarak yukarida verilen karisimdan 1 mL
eklenmistir. Daha sonra ornekler oda sicakliginda 15 dakika karanlikta bekletilmistir.
Bekleme sonunda 695 nm’de spektrofotometrik olarak orneklerin optik yogunluklari
dlciilmiistiir. Olgiimler {i¢ tekrarla gerceklestirilmistir. Kor deger olarak dH.O
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak askorbik asit kullanilmistir. Toplam antioksidan

aktivitesi asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmustir.
% = [(Asrnek — Ao) / Aol x 100 (3.4.)

Asmex = Ornek + Reaksiyon Karigimi
Ao = Reakisyon Karigimi + Distile su

c¢)  EPS’nin indirgeme giicii, Oyaizu yontemi ile test edilmistir (Oyaizu, 1986;
Adebayo-Tayo vd., 2018). 1 mL DMSO: distile su icerisindeki EPS ornekleri (0-1000
pg/mL), 2,5 mL 2mM fosfat tamponuna (pH 6.6) ve %1 potasyum ferrosiyaniir (2,5 mL)
ile karistirtlmistir. Elde edilen karisim 50°C de 20 dakika bekletilmistir. Daha sonra
reaksiyon karigimina %10 trikloroasetik asit (2,5 mL) ilave edilip 3000 rpm de 10 dakika
santrifiij yapilmustir. Distile su (2,5 mL) ve %1 ferrik kloriir (0,1 mL) eklenmistir.
Karisimin absorbansi, 10 dakikalik inkiibasyon sonrasinda 700 nm’de ol¢iilmiistiir.

Standart olarak askorbik asit kullanilmistir.

d)  EPS’nin hidrojen peroksit temizleme potansiyeli standart yontem kullanilarak
belirlenmistir (Adebayo-Tayo vd., 2018). 0,1M fosfat tamponlu tuzlu su (pH 7.4) icinde
10 mM hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 0-1000 pg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan EPS numunelerinin 1 mL’si, 2 mL hidrojen peroksit
¢oOzeltisi igerisine eklenmistir. Daha sonra karisim 30°C’de 10 dakikalik inkiibasyona
birakilmistir. Karisimin absorbansi 230 nm’de 6l¢iilmiistiir. Standart olarak askorbik asit

kullanilmistir.

3.3.7.2. Antimikrobiyal Aktivitesi

EPS’lerin antimikrobiyal aktivitesi Maruthanayagam ve arkadaglarinin (2020)
kullandig1 yontemde bazi modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir (Maruthanayagam

vd., 2020). Test mikroorganizmas1 olarak Staphylococcus aureus ATCC25923,
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Escherichia coli 35215, ve Candida albicans 10231 suslart kullanilmistir. Bakteriler
Mueller Hinton Broth (MHB) besi ortaminda gelistirilirken, mantar Sabouraud Broth
(SB) besi ortaminda gelistirilmistir.

Stoktan (-80°C) aliman test mikroorganizmalarinin aktiflestirilmesi igin, sivi
besiyerine 6ze yardimiyla ekilerek 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
aktif kiiltiirler, yayma plaka yontemi ile agar petrilere transfer edilerek 37°C’de 18 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda McFarland densitometre cihazinda 0,5’te
(108 CFU/mL) ol¢iilen mikroorganizmalarin konsantrasyonu seyreltilerek bakteriler igin
10% CFU/mL’ye, mantar i¢in ise 10* CFU/mL’ye ayarlanmistir. Mikroorganizmalar agar
tizerine damla ekim metodu ile ekilerek konsantrasyonlari teyid edilmistir (Chen vd.,
2003).

Serum fizyolojik igerisinde ¢dziinen liyofilize EPS’ler, 0,22 um siringa filtreleri
kullanilarak steril edilmistir. Seri diliisyonlarla 0-1000 pg/mL arasinda degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan EPS’ler mikrobiyal inokulum ile 96 kuyucuklu
mikroplakanin son hacmi 200 pL olacak sekilde kuyucuklara eklenmistir. Mikroplaka
kuyucuklar igerisine EPS orneklerinden 50 pL. ve mikrobiyal siispansiyon ise 150 pL
eklenmistir. Ardindan 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
600 nm’de spektrofotometrik olarak optik yogunluklari 6l¢iilmiistiir. Analiz ii¢ tekrarla
gerceklestirilmistir. Kor olarak inokiile edilmemis besiyeri ortamlari kullanilmistir.
EPS’lerin mikrobiyal biiylime iizerindeki asagida verildigi gibi yilizde inhibisyonu
formiiliine gore hesaplanmistir.

inhibisyon % = (Kontrol — Test) 100 (3.5.)
y 0 Kontrol e

Kontrol = Test 6rnegi icermeyen mikrobiyal inokulum

3.3.8.Liyofilize EPS’lerin Nem Emilim ve Nem Tutma Kapasitesi

3.3.8.1. Nem Emilimi

Siyanobakterilerden izole edilen liyofilize EPS’lerin nem absorbsiyon kapasitesinin
degerlendirilmesi i¢in 10 mg olarak tartilan numuneler, 6nce 4 saat boyunca 100°C’ de
etiivde kurutulmustur (Li vd., 2011). Pozitif kontrol olarak kitosan ve tire kullanilmistir.

Kurutulan EPS numuneleri, kitosan ve lire oda sicaklifinda iki ayr1 bagil nem
ortaminda bekletilerek agirlik degisimi gozlenmistir. Doymus K>COs3 cozeltisi iceren

desikator %43 bagil nem (RH) seviyesi elde etmek i¢in kullanilirken, doymus (NH4)2SO4
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cozeltisi iceren desikator, %81 RH seviyesi elde etmek i¢in kullanilmistir. Orneklerin
agirliklan, 3, 6, 9, 12, 24, 48 ve 72 saat olmak lizere farkli zaman dilimlerinde
Olgtilmiistiir.

Numunedeki agirlik artisi ile degerlendirilen nem emme (absorpsiyon) kabiliyeti
(Ra), asagidaki formiile gére hesaplanmaistir.

W, — W,
Ra (%) = 100 x ——— (3.6.)
Wo
Burada Wy ve W, sirastyla numunenin desikatére konulmadan 6nceki ve sonraki

agirliklaridir (Zhao vd., 2013).

3.3.8.2. Nem Tutma

Siyanobakteri EPS’lerinin nem tutma kapasitelerinin degerlendirilmesi i¢in 10 mg
tartilan Ornekler, 24 saat boyunca distile su bulunan desikator igerisinde 1 gece
bekletilmistir. Pozitif kontrol olarak kitosan ve iire kullanilmistir. Yas EPS numuneleri,
kitosan ve iire, oda sicakliginda doymus K>COs ¢ozeltisi ile %43 bagil nem ortami
saglanan desikatorde veya silika jel iceren desikatorde bekletilerek agirlik degisimleri
gozlenmistir. Orneklerin agirliklar 3, 6,9, 12, 24, 48 ve 72 saat olmak tizere farkli zaman
dilimlerinde 6lgilmiistiir.

Numunedeki agirlik azalisi ile degerlendirilen nem tutma kabiliyeti (R;), asagidaki

formiile gére hesaplanmistir.
— Hp
Rr (%) = /HO x 100 (3.7.)

Burada Ho numunenin distile su igerisinde bekletildikten sonraki agirligi, Hn
numunenin KoCOs3 veya silika jel igerisinde bekletildikten sonraki agirliklaridir (Sun vd.,

2014).

3.3.9.EPS’nin Tirozinaz Inhibisyon (Beyazlatma) Aktivitesi

EPS’lerin tirozinaz inhibisyon aktivitesi, Fawole ve arkadaglarinin (2012)
kullanmis oldugu yontem ile yapilmistir (Fawole vd., 2012). DMSO: Potasyum fosfat
tampon karisimi igerisinde ¢oziinen liyofilize EPS’ler seri diliisyonla 250-2000 pg/mL

arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Daha sonra EPS 6rneklerinden 70
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nL, 30 pL tirozinaz enzimi (fosfat tamponunda 333 Units/mL, pH 6.5) ile karistirilarak 5
dakika oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Bes dakika sonunda reaksiyon
karistmina 110 pL substrat (12 mM L-DOPA) eklenip 30 dakika 35°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 492 veya 475 nm’de spektrofotometrik olarak optik
yogunluklar: 6l¢iilmiistiir. Analiz li¢ tekrarla gergeklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak
askorbik asit kullanilmistir. Blank i¢in L-DOPA hari¢ tiim bilesenleri i¢eren karigim

kullanilmistir. Yiizde tirozinaz inhibisyonu su sekilde hesaplanmistir.

% inhibisyon = |SkentrolSnumune 11 (3.8.)

Axontrol

A kontrol, DMSO'nun absorbansi ve A numune, ekstrakt veya askorbik asit i¢eren

test reaksiyon karigiminin absorbansidir.

3.3.10. istatistiksel analizler

Biitiin analizler en az ii¢ tekrarli olarak yapilmistir ve sonuclar ortalama + standart
sapma olarak rapor edilmistir. Aragtirma sonuglart JMP paket programi kullanilarak,
varyans analizi (One-way ANOVA) teknigi ile analiz edilmistir. T-testi ve Duncan c¢oklu

karsilastirma (P <0,05) testleri kullanilarak gruplar arasindaki farkliliklar test edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu yiiksek lisas tezi kapsaminda yapilan ¢alismada kullanilan siyanobakteri suslari
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilmis olup kiiltiir optimizasyonu, kiiltiirlerden
EPS izolasyonu ve elde edilen EPS’lerin karakterizasyonu ilk defa bu caligmada
yapilmistir. Klasik ve molekiiler diizeydeki tanimlamalar1 yapilarak kiiltiir koleksiyonuna
dahil edilmistir. Bu ¢alismada, EPS iiretim kapasiteleri yiiksek iki siyanobakterileri susu
secilerek molekiiler tanimlamasi ve Trettikleri EPS’lerin karakterizasyonlar1 ve
biyofonksiyonel Ozellikleri incelenerek kozmetik sektoriinde  kullanilabilme
potansiyelinin aragtirilmasi hedeflenmistir. Bunun igin, iiretilen EPS’lerin miktarlari
belirlenerek HPLC ile monosakkarit kompozisyonlari; FTIR ile fonksiyonel gruplari,
XRD ile de kristalografik ozellikleri ortaya konulmustur. Ayrica, serbest radikalini
stipiirme aktivitesi, total antioksidan aktivitesi ve patojenlerin biiytimesi tizerine etkileri
belirlenmistir. Biitlin bunlarin yani sira, EPS’lerin nem emilimi ve nem tutma kapasiteleri

ve tirozinaz inhibisyon aktiviteleri saptanmaistir.

4.1. Kiiltiir Biiyiime Parametreleri

Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, Algal Biyoteknoloji Laboratuvari’nda
bulunan Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu’ndan alt1
siyanobakteri suslarmin gelisimleri ii¢ giinde bir kiiltivasyon kontrolii yapilarak takip
edilmistir. Kiiltivasyon kontroliinde optik yogunluk ve kuru biyokiitle belirlenmis ve
klorofil a miktar tayini yapilmistir (Parsons ve Strickland, 1963). 0,5-1,1 abs araliginda
kurulan siyanobakteri kiiltiirleri 20. giinde duragan faz asamasma girmistir. 20. giin
sonunda biitiin kiiltiirler sonlandirilmigtir. OD degerinin tespiti, 20 giinliik kiiltivasyon
stiresince 3 giinde bir, 1 mL O6rnek alinarak 750 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Kiiltiir stiresince elde edilen en yliksek OD degerleri; 55 numaral kiiltiir
icin 1,4 abs, 59 numaral kiiltiir i¢in 1,4 abs, 62 numarali kiiltiir i¢in 1,8 abs, 63 numaral
kiiltiir icin 1,7 abs, 71 numarali kiiltiir i¢in 1,4 abs ve 72 numarali kiiltiir i¢in 1,8 abs

olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Siyanobakteri suslarinin 750 nm'deki OD degerleri. Hata ¢cubuklar1 (SD, n=3),

3 tekrar arasindaki standart sapmay1 temsil eder.

OD degerinin belirlendigi gilinlerde her siyanobakteri susundan 10 mL o6rnek
alinarak kuru agirlik 6l¢timleri yapilmistir. Kiiltiir siiresi i¢erisinde elde edilen en yiiksek
kuru agirlik degerleri; 55 numarali kiiltiir icin 1,0 g/L, 59 numarali kiiltiir i¢in 2,3 g/L, 62
numarali kiiltiir i¢in 1,9 g/L, 63 numaral kiiltiir i¢in 2,1 g/L, 71 numaral kiiltiir i¢in 1,7

g/L ve 72 numarali kiiltiir i¢in 2,1 g/L olarak hesaplanmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Siyanobakteri suslarinin kuru agirlik degerleri. Hata ¢ubuklar1 (SD, n=3), 3

tekrar arasindaki standart sapmay1 temsil eder.
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OD ve kuru agirlik degerlerinin tespit edildigi giinlerde, her siyanobakteri susundan
ornekleme yapilarak klorofil a (KI-a) degerleri hesaplanmistir. Kiiltiir stiresi boyunca elde
edilen en yiiksek Kl-a degerleri; 55 numarali kiiltiir icin 6,8 mg/L, 59 numarali kiiltiir i¢cin
5,4 mg/L, 62 numarali kiiltiir i¢cin 8,0 mg/L, 63 numarali kiiltiir icin 9,0 mg/L, 71 numarali
kiiltiir icin 9,4 mg/L. ve 72 numarali kiiltiir i¢in 10,3 mg/L olarak hesaplanmistir (Sekil

4.3.).
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Sekil 4.3. Siyanobakteri suslarinin klorofil-a degerleri. Hata ¢gubuklar1 (SD, n=3), 3

tekrar arasindaki standart sapmayi temsil eder.

Sénchez-Bayo vd. (2020) tarafindan yapilan bir calismada, Arthrospira maxima,
Chlorella vulgaris, Isochrysis galbana ve Nannochloropsis gaditana kiiltiirlerinde
biyokiitleyi en iist diizeye ¢ikarma hedefiyle en uygun biiylime kosullarini optimize etmek
i¢cin calismistir (Sdnchez-Bayo vd., 2020). 18:6, 12:12 ve 6:18 fotoperiyodlarindaki kuru
agirlik miktarlar karsilastirllmis ve kuru agirlik miktarlarinin fotoperiyot dongiilerine
gore degistigi vurgulanmistir. En yiiksek kuru agirlik miktarlari, A. maxima i¢in 0,95 g/L,
N. gaditana i¢in 1,5 g/L, C. vulgaris i¢in 0,5 g/L ve I. galbana i¢in 1,2 g/L olarak tespit
edilmistir. Calisma sonunda optimum kosullarin kiiltiire bagl olarak degisebilecegi ancak
dogal aydinlik-karanlik dongiisiine daha yakin oldugu i¢in 12:12 fotoperiyodu secildigi
vurgulanmistir. Bu tez calismasinda da dogal aydinlik: karanlik dongiisii olan 12:12
fotoperiyodu kullanilmistir.

Diger bir ¢aligmada Chamizo vd. (2020), biyokabuk olusturan siyanobakteri
tiirlerinden Nostoc commune, Scytonema javanicum ve Phormidium ambiguum suslarinin

sivi veya kat1 ortamda yetistirilirken gosterdikleri biiylime ve polisakkarittik matriks
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ozelliklerindeki farkliliklart incelemislerdir (Chamizo vd., 2020). Sivi besi ortaminda
heterokistik olan N. commune ve S. javanicum icin BG-11°besiyeri, P. ambiguum igin ise
BG-11 besiyeri (nitratli) kullanilmistir ve kiiltiivasyon siiresi 9 giin boyunca takip
edilmistir. 9 giinliik kiiltivasyon sonunda P. ambiguum en yliksek kuru agirliga (3,33 g/L)
sahip iken, N. commune ve S. javanicum sirastyla 1,46 g/LLve 1,75 g/L ile daha diisiik bir
biiyiime gostermistir. P. ambiguum 'un kiiltivasyonun 7. giiniinde 31,9 mg/L ile en yiiksek
Kl-a degerine sahip iken, N. commune ve S. javanicum 9 giinliik kiiltivasyon sonunda
stirastyla 24,1 mg/L ve 8,9 mg/L Kl-a degerlerine ulagtig1 saptanmistir. Siyanobakteri
biiyiimesi sirasinda EPS iiretiminin de Kl-a igerigine benzer bir egilime sahip oldugu
bulunmustur.

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan siyanobakterilerin daha 6nce kiiltiir optimizasyonu
yapilmamustir. Tez calismasindaki siyanobakteri kiiltiirleri yetistirilir iken, BG-11 kiiltiir
ortami, 12/12 (aydinlik/karanlik) fotoperiyodu ve kiiltiir i¢in gerekli diger kosullar
iklimlendirme dolabi kullanilarak saglanmistir. 20 giinliik kiiltivasyon sonunda en yiiksek
klorofil-a miktar1 72 numarali kiiltiirde 10,3 mg/L iken en diisiik 59 numarali kiiltiirde 5,4
mg/L olarak bulunmustur. En yiiksek kuru agirlik degeri 59 numaral kiiltiirde 2,3 g/L
iken, en diisiikk 55 numarali kiiltiirde 1,0 g/L olarak saptanmistir. OD degerlerinde ise, en
yiiksek 1,8 abs en diisiik 1,4 abs degerleri elde edilmistir. Suslar arasindaki kiiltiir biiyiime
farkliliklarinin ekzopolisakkarit gibi ikincil metabolitlerin iiretimine de yansimasi

beklenmektedir.

4.2. EPS Miktar Tayini

Siyanobakterilerin EPS iiretim miktarlari, 20 giinliik kiiltiir sonunda fenol-siilfiirik
asit metodu kullanilarak belirlenmistir (Dubois vd., 1951). Alt1 siyanobakteri susunun
EPS iiretim kapasitesi Tablo 4.1.’de gosterilmistir. Bu tez ¢aligmasinda kullanilan biitiin
siyanobakteri suslarinin yliksek EPS iiretme kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir.
Kiiltiir ortaminda bulunan EPS miktarlar1 73,9-404,3 mg/L olarak bulunmustur. EPS
ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen EPS’lerin miktarlar1 ise 235,5-1189,3 mg/L olarak
saptanmistir. EPS iiretim miktarlarina ve yapilan 6n antioksidan denemelerine gore 55 ve
72 kodlu siyanobakteri suslari ile tez ¢aligmasinin geri kalan analizlerini gerceklestirmek

tizere devam edilmistir.
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Tablo 4.1. Siyanobakteri suslarinin EPS iiretim miktarlar1 (mg/L)

35 80,5 888.,0
- 79.1 675,5
62 1944 1070,5
63 105,0 235.5
71 404,3 1189,3
72 73,9 776,8

Calismaya dahil edilen siyanobakteri suslarindan EPS izolasyonu daha oOnce
yapilmamistir. Sadece, cins diizeyinde bilgisi verilen Chlorogloeopsis sp. 6912 cinsine
ait eski bir yayin mevcuttur. Bu yayinda da ortama salinan polisakkarit miktart 30 mg/L
olarak tespit edilmistir (Nicolaus vd., 1999). Literatiirde ¢alisilmis diger siyanobakteri
suslarmin EPS iiretimine bakildiginda 6,57-340,7 mg/L arasinda degistigi goriilmektedir
(Chindanonda vd., 2021; Nicolaus vd., 1999; Tiwari vd., 2020).

Nicolaus vd. (1999), 3., 4. ve 5. alt gruplarda heterokist ve heterokist olmayan
siyanobakterilerin EPS’lerini incelemislerdir (Nicolaus vd., 1999). Standart biiyiime
kosullarinda (BG11 ortami, siirekli aydinlatma ve havalandirma), Phormidium sp.
tarafindan en yiiksek EPS iiretimi 30 mg/L olarak belirlenmistir. Nostocaceae olarak
siniflandirilan tiirler (alt grup 4) arasinda, en yiiksek ekzopolisakkarit tiretenler Anabaena
WSATF ve Anabaena torulosa (sirastyla 56 ve 22 mg/L) olarak bulunmustur. Nostocaceae
simift disindaki (alt grup 5) heterosistoz siyanobakteriler arasinda en iyi EPS fireticisi
Chlorogloeopsis sp. 6912 nin ise, toplam EPS'nin yaklasik %90' in1 temsil eden yaklasik
30 mg/L ortama salinan EPS biyosentezledigi tespit edilmistir.

Anabaena sp. CCC746 EPS’nin karakterizasyonun yapildigi bir ¢alismada, 15
giinliik inkiibasyon sonrasinda ortama salinan EPS 83,74 pg/mL iken, total EPS 193,76
png/mL olarak tespit edilmistir (Tiwari vd., 2020). Ayn1 ortam kosullarin1 kullanarak
inkiibasyon siiresini (30 giin) artirdiklarinda EPS iiretiminde Onemli bir artig
gdzlemlenmistir. inkiibasyon siiresinin uzun olmas: total EPS’nin 193,76 pg/mL’den
340,7 pg/mL’ye vyiikselmesiyle sonucglanmistir. Anabaena sp. CCC745 EPS’nin
kullanildig1 diger bir c¢alismada ise BG-11 Kkiiltiir ortaminda 15 giinliik inkiibasyon

sonrasinda , 74,4 pg/mL kiiltiir ortamina salinan EPS iiretildigi gozlemlenmistir (Tiwari
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vd., 2019). 30 giin inkiibasyon sonunda bu miktar 6nemli 6l¢iide ylikselmistir ve 145,72
pg/mL kiiltiir ortamina salinan EPS tespit edilmistir. Uzatilan inkiibasyon siiresi ile
toplam EPS iiretiminin, 171,09°dan 320,21 pg/mL’ye yiikseldigi gozlemlenmistir. Buna
ragmen bu miktarlar bizim calismamizda elde ettigimiz iiretim miktarlarinin oldukca
altindadir.

Altt mikroalg, ii¢ diyatom ve {i¢ siyanobakteriyel tiir kullanilarak yapilan bir
calismada, kiiltiirlerin tek veya karisik kiiltiir ortamlarinda EPS iiretme yetenekleri
arastiritlmistir (Chindanonda vd., 2021). Navicula sp., Spirulina sp., Oscillatoria sp.,
Oscillatoria subbrevis, Cylindrotheca Closterium ve Skeletonema costatum tiirlerinin
mono-klonal kiiltiirlerinde 15 giinliik inokiilasyon sonunda 6,57- 11,78 mg/L arasinda
EPS tirettikleri tespit edilmistir. Yiiksek karbonhidrat igerigine sahip olan dort mikroalgal
tirlinin  (C. closterium, S. costatum, Navicula sp. ve O. Subbrevis) Kkiiltiir
kombinasyonlar1 yapilarak dl¢tilen EPS firetimlerinde ise tiretimin 1,93- 39,97 mg/L
arasinda degistigi bulunmustur.

Bagka bir ¢aligmada ise, 40 siyanobakteri susunun EPS iiretimi arastirilmis ve bu
suslar arsinda en yiiksek EPS {ireten tiirler Nostoc sp. BTA97 ve Anabaena sp. BTA990
(swrastyla 1,58 mg/mL, 1,29 mg/mL) olarak tespit edilmistir (Tiwari vd., 2015).

Bu tez kapsaminda ¢alisilan suslarda EPS iiretim kapasitesi literatiirde ¢alisilan
siyanobakterilerin ortalama tliretim kapasitelerine kiyasla oldukga yiiksek bulunmustur.
EPS iiretim kapasiteleri siyanobakterinin tiirline ve susuna bagli olarak degismektedir.
Bunun yani sira inkiibasyonu siiresi gibi hiicre dis1 faktorler de total {iretim miktarini

etkilemektedir.

4.3. Mikroskobik Goriintiiler

Yiiksek EPS iireticisi 55 ve 72 kodlu siyanobakteri suslarinin 1s1tk mikroskobu
goriintiileri Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.4. 55 kodlu susun 151k mikroskobu 100x’lik bilyiitmedeki goriintiisii (Ozgiin
fotograf, MAKUMACC) 6lgek gubugu: 10 um

Sekil 4.5. 72 kodlu susun 151k mikroskobu 100x’lik biiyiitmedeki goriintiisii (Ozgiin
fotograf, MAKUMACC) 6l¢ek gubugu: 10 pm

Siyanobakteriler, benzersiz hiicre morfolojisi, degisken hiicre boyutlari ve ayirt
edici renkleri ile morfolojik olarak genis bir gesitlilige sahiptirler (Singh ve Montgomery,

2011; Norena-Caro ve Benton, 2018). Siyanobakterilerin taksonomik sistemi, siirekli
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olarak gelismektedir. Morfolojik olarak siniflandirma, bireysel tiirler icin hiicre sekli
(veya boyutuna) ve miisilaj yapisina (6zellikle tek /kokoid tiirlerde) dikkat edilir iken
ipliksi siyanobakterilerde genislik, sivrilesme, dallanama tipi, aktinlerin ve heterositlerin
varligina veya karmasik talus olusturan tiirlerde koloni yapisi ve mimarisine gore cinslere,
familyalara ve takimlara ayrilirlar (Strunecky vd., 2023).

Chroococcus benzeri siyanobakterilerin tipik morfolojik o6zellikleri "kiiresel
koloniler halinde 2-8 yarim kiire veya diizensiz hiicreler, genellikle ayrik lamelli miisilajli
zarflarla cevrili, diizensiz tilakoidlerle birden fazla diizlemde bdliinen" olarak
tanimlanmaktadir (Wang vd., 2021). Phormidium benzeri siyanobakterilerin morfolojik
ozellikleri ise, karigik filamentlerden olusur, genellikle kolonial, ince, diiz, siimiiksii
matlara sahiptir, koloni varliginda makroskobik goriiniim kazanir ve trikomlara sahiptir
(Pabugcu ve D. Yiicer, 2018). Mikroskobik gozlemler sonucu, morfolojik
smiflandirmaya gore ornekler Chroococcus sp. (55) ve Phormidium sp. (72) olarak

belirlenmistir.

4.4. Siyanobakteri Suslarinin Molekiiler Tayini

Yiiksek EPS fireticisi olan suslardan 55 ve 72 kodlu Siyanobakteri suslarinin 16S
rRNA gen bolgesi baz alinarak molekiiler tanimlamalart ger¢eklestirilmigtir. NCBI veri
taban1 kullanilarak edilen sonuglara gore, 55 kodlu sus %99,72 benzerlikle
Chlorogleopsis fritschii, 72 kodlu sus ise %98,91 benzerlik ile Pseudanabaenaceae
cyanobacterium olarak belirlenmistir (Tablo 4.2.).

Klasik yontemlerle morfolojiye dayali olan taksonomik siniflandirmada 6rneklerin
Chroococcus sp. (55) ve Phormidium sp. (72) olarak belirlenmesine ragmen molekiiler
tayinde 55 kodlu sus, Chlorogloeopsis fritschii olarak, 72 kodlu sus ise
Pseudanabaenaceae cyanobacterium olarak tespit edilmistir. Bu da molekiiler tayinin
giniimiizde ne kadar Onemli oldugunu gostermektedir. Giiniimiizde teknolojinin
ilerlemesi ile birlikte 16S rRNA dizilemenin kolaylasmasi ve veri tabanlarinin
genislemesi ile siyanobakterilerin taksonomik siiflandirilmasi yeni bir doneme girmistir
(Osorio-Santos vd., 2014; Strunecky vd., 2023). Siyanobakterilerin siniflandirmasinda
kullanilan morfolojik kriterlerin uygulanmasindaki temel sorunlar, ¢evresel kosullara
gore degisen morfolojik 6zellikler, benzer morfoloji sergileyen ancak farkli filogeniye
sahip tiirlerin varlig1 ve molekiiler verilere dayali olarak ayni klasa ait olan ancak farkl
morfoloji veya ekoloji sergileyen tiirlerin ortaya ¢ikmasindan kaynaklanmaktadir (Jasser

vd., 2022). Literatiirde morfolojik 6zelliklerin temel alindig1 siniflandirma yontemlerinin
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tek basina yeterli olamayacagi ve molekiiler yontemlerin de taksonomik ¢aligmalara dahil

edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Jasser vd., 2022; Komadrek, 2016; Wang vd., 2021).

Tablo 4.2. Secilen siyanobakteri suslarinin, molekiiler tanimlanmasi

Sus Kodu Blast Sonucu Elde Edilen Tiir Adi Benzerlik %’si
55 Chlorogloeopsis fritschii 99,72
72 Pseudanabaenaceae cyanobacterium 98,91

4.5. Liyofilize EPS’lerin Karakterizasyonu

Mikrobiyal EPS’lerin yapisal oOzellikleri, 6zellikle seker kompozisyonu, ile
fonksiyonel 6zellikleri arasinda dogrudan veya dolayl bir iliski oldugu diisiiniildiigiinden
siyanobakteri suslar1 tarafindan iiretilen EPS’lerin yapisal karakterizasyonu onem arz
etmektedir (Tukenmez vd., 2019; Sungur vd., 2017). Bunun i¢in ¢alisma kapsaminda,
tiretilen EPS’lerin monosakkarit kompozisyonlari, fonksiyonel gruplari ve kristalografik

Ozellikleri belirlenmistir.

4.5.1.Monosakkarit Kompozisyonlari

Calismada elde edilen EPS’lerin monosakkarit kompozisyonart yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenmistir. Sonuclar Tablo 4.3.°de
verilmistir. HPLC kromotogramlarina dayanarak, siyanobakteri EPS’lerinin farkli
oranlarda, ramnoz, glikoz, arabinoz, mannoz, xyloz ve galaktoz i¢cerdigi bulunmustur. Her
iki EPS 6rneginde de en baskin monosakkaritin ramnoz oldugu goriilmiistiir. 55 numarali
EPS o6rneginin monosakkarit igeriginde %70,82 oraninda ramnoz ve %19,90 oraninda
glikoz en fazla bulunurken xyloz ve galaktoz ise sirasiyla %2,05 ve 0,79 ile en az bulunan
sekerlerdir. 72 numarali EPS 6rneginde ise, %89,03 ramnoz ve %35,44 oraninda glikoz
bulunmustur. Bu sonuclar dogrultusunda c¢alismada kullanilan siyanobakterilerin her
ikisinin de heteropolisakarit yapida EPS iirettigi goriilmiistlir ancak tretilen EPS’lerin

karbonhidrat kompozisyonari tiire gore farklilik gostermektedir.
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Tablo 4.3. Liyofilize EPS’lerin HPLC analizi ile belirlenen monosakkarit

kompozisyonlari ve yiizde oranlari

EPS’lerin Monosakkarit Kompozisyonu (%)
Sus Kodu
Ramnoz  Glikoz Arabinoz Mannoz Xyloz  Galaktoz
55 70,82 19,90 3,44 3,00 2,05 0,79
72 89,03 5,44 1,97 2,13 1,03 0,41

Literatiirde c¢alisilan siyanobakteri EPS’lerinin simdiye kadar tanimlanmis 6-12
farkli tiirde monosakkaritten olusan kompleks heteropolisakkaritlerden olustugu
bulunmustur (Rossi & Philippis, 2016; Han vd., 2014; Jindal vd., 2013). Bizim
sonuclarimiz da bunu dogrulamaktadir. Chlorogloeopsis fritschii nin (55) EPS’si ile ilgili
daha once yapilan bir ¢alisma mevcut degildir. Sadece, cins diizeyinde belirlenen
Chlorogloeopsis sp. 6912 susundan elde edilen EPS ile yapilan bir calisma
bulunmaktadir. Bu yayinda ortama salinan polisakkaritin monosakkarit bilesiminde en
yiiksek glikoz ve mannoz (26,4:21,6 molar) tespit edilmistir (Nicolaus vd., 1999).
Pseudanabaenaceae cyanobacterium (72) EPS’si ile cins ya da tiir seviyesinde yapilan
bir ¢alisma bulunmamaktadir; ilk defa bu tez kapsaminda calisilmistir. Literatiirde
calisilmis olan diger siyanobakteri EPS’lerine bakildiginda genellikle en yiiksek oranda
bulunan monosakkaritin glikoz oldugu goriilmektedir ( Li vd., 2001; Pereira vd., 2019).

Bizim sonuglarimiza benzer sekilde Ohki vd. (2014), Cyanothece sp. susundan
izole ettikleri EPS’nin yiiksek oranda ramnoz ve glikoz i¢erdigini rapor etmisleridir (Ohki
vd.,, 2014). GC-MS ile tespit ettikleri  monosakkarit  kompozisynu
38,6:13,8:4,8:4,8:2,4:3,5:2,0:0,6:6,5 molar oranla ramnoz, glukoz, galaktoz, ksiloz,
mannoz, fukoz, arabinoz, riboz ve bilinmeyen seker olarak belirtilmistir. Baska bir
calismada, Anabaena sp. CCC745 EPS’inin heteropolisakkarit oldugu ve glikoz, ksiloz,
ramnoz ve glukuronik asitten olustugu gosterilmistir (Tiwari vd., 2019). Diger
prokaryotlardan farkli olarak siyanobakteriyel EPS'lerin ¢ogunda, yogun olarak ramnoz
gibi pentoz sekerlerin bulundugu vurgulanmistir. Nostoc commune, Scytonema
javanicum ve Phormidium ambiguum EPS’lerininin sivi ortamda yetistirilirken
gosterdikleri polisakkaridik matriks Ozelliklerinin karsilastirildigi bir caligmada, N.
commune ve P. ambiguumn EPS’lerinin seker icerigi agisindan benzer bir profil

gosterdigi, S. javanicum EPS’sinin ise farkli oldugu gézlenmistir (Chamizo vd., 2020).
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S. javanicum ve P. ambiguum igin ana monosakkarit bileseni glikoz iken (sirastyla %63,5
ve %35,4), N. commune EPS’sinin ana seker bileseni ksiloz olarak rapor edilmistir.

Nicolaus vd. (1999), standart kosullar altinda yetistirdikleri heterosistoz
siyanobakteriler arasinda en iyi EPS iireticisi olan Chlorogloeopsis sp. 6912 tarafindan
ortama salinan polisakkaritin seker bilesiminde en yiiksek glikoz ve mannoz (26,4: 21,6
) bulundugunu tespit etmislerdir (Nicolaus vd., 1999). EPS’nin, glikoz ve mannozun yani
sira, galaktoz (14,5), fukoz (5,0), ramnoz (2,9) ve arabinoz (1,0) da i¢erdigi bulunmustur.
Calismamizda kullanilan tiirlerden biri (55) ile ayn1 cins olmasina ragmen, iirettikleri
EPS’lerde baskin olan monomerler farklilik gostermektedir. Bu da tiirler arasinda tiretilen
EPS’lerin bilesenlerinin farkli olabilecegini ve EPS’ler tiir hatta sus bazinda ¢alismanin
Onemini gostermektedir.

Tiire gore farklilik gosteren EPS kompozisyonunun, EPS’nin hem yapisal hem de
fonksiyonel ozellikleri iizerinde etkili olabilecegi gosterilmistir (Han vd., 2014; Ye vd.,
2016; Rashmi vd., 2021). Nostoc flagelliforme EPS’sinin fizikokimyasal 6zelliklerinin
arastirildigi bir calismada EPS’nin monosakkarit bilesiminde hidrofobik gruplardan olan
ramnoz ve fukoz monomerlerinin bulunmasinin, polisakkaritlerin emdiilsifiye edici
ozelligine katkida bulundugu vurgulanmaktadir (Han vd., 2014). Tek hiicreli bir deniz
siyanobakterisi olan Synechococcus elongatus EPS’nin uranyum adsorpsiyonu ve
yaglarin emiilsifikasyonu {izerine etkisini aragtiran bir ¢aligmada ise, S. elongatus kiiltiir
filtratinin, biyostirfaktan 6zelligi sergiledigi ve EPS’deki tironik asit ve ramnoz sekerinin
varlig1 nedeniyle petrolle kararli bir emiilsiyon olusturdugu rapor edilmistir (Rashmi vd.,
2021).

Selenyum agisindan zenginlestirilmis kiiltlir ortam1 kullanilarak elde edilen
Pseudomonas PT-8 (Se-EPS) EPS’sinin fizikokimyasal 6zelliklerinin ve antioksidan
aktivitelerinin normal kiiltiir ortamindan elde edilen EPS’nin 6zellikleri ile kiyaslandig:
bir calismada, Se-EPS ve EPS’lerin benzer monosakkarit bilesenlerine sahip olmalarina
ragmen ramnoz igeriklerinin farkli oldugu goriilmistiir (Ye vd., 2016). Yiiksek ramnoz
icerigine sahip EPS’nin, orijinal formuna kiyasla gelismis antioksidan aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. Polisakkaritlerin antioksidan 6zelliklerinin, bilesimdeki farkli
monosakkaritlerin oranina bagli oldugu; bunlarin arasinda, antioksidan 6zelliklerle iligkili

en Onemli faktoriin ise ramnoz oldugu belirtilmistir.
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4.5.2.FT-IR

Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopi (FT-IR) ile EPS’lerin fonksiyonel
gruplarinin tayini yapilmistir. Analiz sonuglar1 Sekil 4.6 ve Sekil 4.7.’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda, her iki 6rnek icin de 3550-3201 cm™! arasinda
yer alan genis bant hidroksil (-OH) gruplarinin gerilme titresimini temsil etmektedir.
Olusan genis bant 55 kodlu &rnek icin en yiiksek piki 3392 cm'!*de gésterirken 72 kodlu
ornek icin 3421 cm™’de gostermektedir. Hidroksil gruplarmin gerilme titresimine bagl
bu pik bir karbonhidrat halkasina ait karakteristik pik olarak kabul edilmektedir (Sirin &
Aslim, 2021). 2999-2841 cm™! arasinda olusan bantlar C-H gruplarin (metil ve metilen)
gerilme titresimini temsil etmekte olup, 55 kodlu 6rnek igin en yiiksek pik 2929 cm™’de
elde edilirken 72 kodlu &rnek icin 2933 cm!*de elde edilmistir. Ayrica her iki 6rnek icin
1384 cm™’de goriilen bant C-H biikiilme titresimlerini temsil etmektedir. Gozlemlenen
bu orta biikiilme bandi CH; veya CHj3 biikiilmesinin karakteristligidir, bunlarin hepsi
karbonhidratlar igin tipik bantlardir. 1749 ¢m™ civarinda goriilen gerilme band1 ester
karbonil gruplarinin gerilmesinden kaynakli C=O gerilme titresimini temsil etmektedir.
1685-1650 cm! arasinda olusan bant C=0 grubunun gerilme titresimini temsil
etmektedir. 1580 — 1500 cm! arasinda yer alan bandin aromatik bilesenlerden kaynakli
C-C bagi titresimine ait oldugu tespit edilmistir. Her iki spektrumda 1335 cm™!"de goriilen
bant karboksilat gruplari (RCOO") temsil etmektedir. 1300 — 1170 cm™! aras1 bolgede yer
alan bantlarin alifatik esterleri ve aromatik esterleri temsil ettigi saptanmistir. Spektrumda
1200 — 800 cm™! arasinda yer alan bantlarin polisakkaritlerin karakteristik 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu o6zelliginden o6tiirii bolgenin polisakkaritlerin
parmak izi bolgesi olarak kabul edilir (Sirin & Aslim, 2021). En yiiksek piki 1070 cm’!
civarinda tespit edilen bu bant polisakkaritlerin C-O baginin gerilme titresimini temsil
etmektedir. 55 kodlu ornegin spektrumunda 835 cm’de ve 72 kodlu &rnegin
spektrumunda 833 cm!’de yer alan bandin C=C gerilme titresimini temsil ettigi
goriilmektedir. Ayrica spektrumlarda 682 cm™'’de (55 kodlu sus i¢in) ve 678 cm™’de (72
kodlu sus i¢in) yer alan bantlarin da C=C gerilme titresimi temsil ettigi goriilmektedir.
Bu C=C gruplarinin a-D glukan baglarinin germe titresiminden kaynakli oldugu kabul
edilebilir (Sirin & Aslim, 2020).

Elde edilen spektrumlardan yapi igerisinde olusabilecek kiikiirt bagli gruplar
sorgulandiginda; 1250 cm™’de olusan pikin asimetrik S=O bagmin germe titresimini

temsil ettigi ve bu bagin siilfatlanmis polisakkaritlerden kaynakl siilfat ester O-SO3
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gruplarinin yapiya katkisini temsil ettigi belirlenmistir (Delattre vd., 2016; Liu vd., 2018;
Mota vd., 2013). 55 kodlu 6rnegin spektrumunda 1151 cm'!'de goriilen bandin asimetrik
ve simetrik C-O-S titresimine ait oldugu saptanmistir. Bu sonug stilfat gruplarinin
varligin1 kanitlamaktadir (Hussein vd., 2015; Mota vd., 2013; Sentiirk & Yilmaz, 2020).
Bu bant 72 kodlu 6rnegin spektrumunda ayni bolgede genis bir bant olustugundan net
olarak tespit edilememistir. Diger gii¢lii bir bulgu ise, her iki spektrumda da 2600 — 2550
cm’! arasinda olusmus tiyol gruplarina bagl S-H gerilme titresimine ait zayif sinyalli bir
bant goriilmektedir (Ohki vd., 2014). Ayrica 1070 cm’! civarinda goriilen pikin SOs3
grubunu temsil edilebilecegi de belirlenmistir (Abdel-wahab vd., 2022).
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Sekil 4.6. 55 kodlu sustan 1zole edilen EPS’nin FT-IR spektrumu
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Amin (-NH) ve amid (-C=ON=) gruplarinin varligina bakildiginda; amin
gruplarinin 1400 cm™! civarinda ve amide gruplarmm 1530 cm™! civarinda yer alan bantlar
ile temsil edilebilecekleri belirlenmistir. Amin ve amid gruplarinin varlig1 yapinin sadece
polisakkarit olmadigi ayni zamanda peptidleri ve proteinleri de icerdigi seklinde
yorumlanabilir (Mota vd., 2013).

EPS yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin varhiginin susa gore farklilik
gosterebilecegi yapilan calismalarla gosterilmistir (Ohki vd., 2014; Sentiirk & Yilmaz,
2020). Ayrica EPS’lerin hidroksil, amino, karbonil ve karboksil gruplar1 gibi fonksiyonel
gruplari, antioksidan aktivitelerinden sorumlu tutulmustur (H. Li vd., 2017;
Sathiyanarayanan vd., 2017). EPS’lerin ayn1 zamanda siilfat grubu igerebilecegi cesitli
calismalarca rapor edilmistir (Liu vd., 2018; Mota vd., 2013; Sentiirk & Y1lmaz, 2020).
Bizim ¢alismamizda kullanilan EPS’lerin de siilfat iligkili pikler verdigi goriilmiistiir.
Yapisinda siilfat grubu bulunan polisakkaritlerin anyonik karakterleri etkileneceginden
metal iyonlarmma baglanabilecegi ve metal baglama kapasitelerini arttirabilecegi
gosterilmistir (Kailasam vd., 2022; Sentiirk & Yilmaz, 2020). Ayn1 sekilde, polimerlerin
stilfat icerigi ile anti-oksidatif ve anti-koagiilan aktiviteleri arasinda gii¢lii bir korelasyon

oldugu bulunmustur (Parwani vd., 2014).
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4.5.3.XRD

X-Isinlar1 kirtnimi (XRD), malzemelerin faz tanimlanmasinda kullanilan yaygin bir
tekniktir (Singh vd., 2011). 55 ve 72 kodlu orneklerin kristalografik ozelliklerinin
karakterizasyonu i¢in XRD analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.8. ve Sekil
4.9.’da verilmistir. Yapilarin 18,50°°de merkezlenmis genis bir pike sahip oldugu
goriilmektedir. Bu da her iki Ornegin biiyiik Ol¢lide amorf yapiya sahip oldugunu
gostermektedir. Mikrobiyal EPS’lerin literatiirde cogunlukla amorf yapida oldugu
gorilmistir (Mathivanan vd., 2021; Sirin & Aslim, 2020). Amorf yapida olan
polimerlerin, amorf olmayan yani gii¢lii kristalin yap1 gosteren polimerlere goére daha
iistiin biyolojik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Singh vd., 2011). Bakteriyel EPS’nin
metal  detoksifikasyonunun incelendigi  bir  ¢alismada, EPS’nin  metal
dekompozisyonunda amorf yapinin etkisinin olabilecegi ifade edilmistir (Mathivanan
vd., 2021).

Kristalografik 6zelliklerinin yani sira, 55 kodlu 6rnegin XRD deseninde 31,34°°de
cok zayif bir pik olustugu goriilmektedir. Bu pikin yapi igerisinde yer almasi olas kiikiirt
bagli gruplardan kaynakli oldugu oOngoriilmektedir. Bu yorumun kesin olarak
yapilabilmesi i¢in elde edilen analizlere ek olarak orneklerin X-isinlar1 Floresans
Spektrometresi (XRF) veya Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) — Enerji Dagilimi

Spektrometresi (EDS) ile elementel analizinin yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 4.8. 55 kodlu sustan izole edilen EPS’nin XRD deseni
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Sekil 4.9. 72 kodlu sustan izole edilen EPS’nin XRD deseni

4.6. Liyofilize EPS’nin Coziiniirliigii

Chlorogloeopsis fritschii (55) ve Pseudanabaenaceae cyanobacterium (72)
suslarindan ilk defa izole edilen EPS’lerin ¢esitli ¢oziiciilerde ¢oziiniirliigii (disitle su,
etanol, metanol, kloroform, aseton, DMSO) belirlenmistir. EPS’ler DMSO igerisinde
yiiksek ¢oziiniirliige sahip iken distile su i¢erisinde kismen ¢oziiniirliik gostermistir (Sekil
4.10.). Metanol, etanol, aseton, klorofom igerisinde ise hi¢ ¢dzlinme gostermemistir.
Ancak DMSO ile karistirildiklarinda ¢oziinme saglanmistir. Polisakkaritlerin yapisindaki
hidrofilik ve hidrofobik gruplarin dagilimi, farkli c¢oziiciilerdeki ¢oziiniirligiin
belirlenmesinde Onemli bir faktor olmaktadir (Genc vd., 2021). EPS monosakkarit
bilesiminin dikkat ¢eken bir diger 6zelligi de hidrofobik gruplar olan fukoz ve ramnoz
gibi deoksi sekerlerinin varligidir (Han vd., 2014). Bu hidrofobik gruplarin varligi,
polisakkaritlerin emiilsifiye edici 6zelliklerine biiylik dl¢lide katkida bulunmaktadir. Tez
kapsaminda ¢aligilan EPS’lerin  monosakkarit kompozisyonlarinda (Tablo 4.3.)
¢cOziinlirligl etkileyen ramnozun oldukg¢a yiiksek c¢ikmasi EPS’lerin ¢ogu ¢oziiciide

¢Ozlinmeyisini aciklamaktadir.
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Sekil 4.10. EPS’nin ¢oziiniirliigl. a) tam ¢oziinme, b) kismen ¢dziinme, ¢) ¢dziinmeme.
4.7. Liyofilize EPS’lerin Fonksiyonel Ozellikleri

4.7.1. Antioksidan Potansiyeli

Bu ¢alismada siyanobakteri suslarindan izole edilen, farkli konsantrasyondaki (0-
1000 pg/mL) EPS’lerin anti-oksidan potansiyelleri DPPH serbest radikalinin siipiirme
potansiyeli, indirgenme giicli, hidrojen peroksit temizleme potansiyeli ve total
antioksidan tayini ile belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda indirgeme giicii ve
hidrojen peroksit temizleme potansiyeli testlerinde anlamli sonuglar elde edilemedigi i¢in
DPPH ve total antioksidan sonuglar1 verilmistir. Literatiirde Chlorogloeopsis fritschii
(55) ve Pseudanabaenaceae cyanobacterium (72) tiirlerine ait cins ya da tiir seviyesinde
herhangi bir anti-oksidan aktivite ¢alismasi mevcut degildir ve ilk defa bu tez kapsaminda
calisiimastir.

Liyofilize EPS’lerin farkli konsantrasyonlarda (7,81-1000 pg/mL) DPPH serbest
radikalini siipiirme potansiyeli, Blois (1958) yonteminde baz1 modifikasyonlar yapilarak
belirlenmistir. DPPH radikali, kararli bir serbest radikal oldugundan dolay:r anti-
oksidanlarin serbest radikal siiplirme aktivitelerini tahmin etmek i¢in yaygin olarak tercih
edilen bir yontemdir (Dilna vd., 2015). DPPH radikalleri temizlendiginde reaksiyon
karisiminin rengi mordan sartya degisirken 517 nm’deki absorbansi da azalmaktadir.
DPPH siiplirme potansiyelinin, EPS’de serbest radikalleri daha kararli bir forma
indirgemek icin elektron veren hidroksil grubu ve diger fonksiyonel gruplarin varligindan
kaynaklandig1 6ngoriilmektedir (Shen vd., 2013; Nainangu vd., 2020).

55 ve 72 kodlu suslarin EPS’leri en yiiksek 1000 pg/mL konsantrasyonda %80
DPPH siipiirme potansiyeli gostermistir (Sekil 4.11.). Analiz sirasinda kullanilan diger
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konsantrasyonlarda ise 55 ve 72 kodlu suglarin EPS’leri sirasiyla %71-78 ve %77-79

arasinda degisen DPPH siiplirme potansiyeli sergilemistir.
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Sekil 4.11. EPS 6rneklerinin DPPH siipiirme potansiyeli degerleri. Tiim analizler 3

tekrarli olarak yapilmistir ve degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

Liyofilize EPS’lerin toplam antioksidan aktiviteleri ise Mitsuda (1996) yontemi ile
belirlenmistir. EPS'nin 695 nm'de maksimum absorbans gosteren fosfor molibin
indirgeme kabiliyeti tespit edilmistir. EPS’lerin ikisi de artan konsantrasyonlarda toplam
antioksidan aktivite gostermislerdir. 55 kodlu susun (Chlorogloeopsis fritschii) {irettigi
EPS’nin 1000 pg/mL konsantrasyonda toplam antioksidan aktivitesi %11 iken 72 kodlu
susun (Pseudanabaenaceae cyanobacterium) trettigi EPS’nin en yiliksek toplam

antioksidan aktivitesi %8 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. EPS 6rneklerinin toplam antioksidan kapasitesi degerleri. Tiim analizler 3
tekrarli olarak yapilmistir ve degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir.
Yildiz ile isaretlenmis degerler, T-testi kullanilarak negatif kontrolden istatistiksel

farklilig1 (P <0,05) temsil etmektedir.

Literatiirde C. fritschii (55) ve P. cyanobacterium (72) suslarinas ait anti-oksidan
aktivite caligmalar1 bulunmamasina ragmen diger siyanobakteri tiirlerinin trettikleri
EPS’lerin anti-oksidan aktivitelerinin oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Hussein
vd., 2015). Glikoz ve Xylozdan olusan Nostoc carneum EPS’si ile yapilan bir ¢alismada,
EPS, DPPH siipiirme aktivitesi gostermistir ancak oldukca yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilmistir. Yaklasik 32 mg/mL konsantrasyonda en fazla %40-50 aras1 bir siipiirme
aktivitesi gostermistir.

Farkli kiiltiir kosullar1 altinda yetistirilen (normal, tuz stresi ve miksotrofik kiiltiir)
Nostoc flagelliforme EPS’si 2,5 mg/mL konsantrasyonda %57,73-43,54 arasinda degisen
DPPH siipiirme aktivitesi gostermistir (Shen vd., 2018). EPS’lerin anti-oksidan
aktiviteleri arasinda ortaya cikan farkliligin, kiiltlir kosullarina bagl olarak EPS’lerin
icerdigi degisen ramnoz ve iironik asit oranlarina bagli olabilecegi rapor edilmistir. Bu
durum calismamizda yiiksek oranda ramnoz iceren EPS’lerin diisiik konsantrasyonlarda
yiiksek DPPH siipiirme aktivitesine sahip olmasini agiklamaktadir.

Weissella confusa EPS’nin karakterizasyonunun yapildigi ve anti-oksidan

kapasitesinin incelendigi bir ¢calismada, 10 mg/mL konsantrasyonda yaklasik %70 DPPH
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stiplirme aktivitesi gosterirken, total antioksidan kapasitesi %1.8 bulunmustur (Adebayo-
Tayo vd., 2018).

Yeni yapilan bir ¢calismada Gloeocapsa gelatinosa EPS’nin DPPH radikallerini
notralize etme kabiliyeti test edilmistir (Gongi vd., 2022). G. gelatinosa EPS’si yine
oldukca yiiksek konsantrasyonlarda (200-2000 mg/L) %60-95 arasinda bir DPPH
stiplirme aktivitesi gdstermistir. Polisakkaritlerin yapisinda bulunan O-H baginin zayif
ayrisma enerjisi, EPS’lere serbest radikallerin stabilizasyonunda H- bagislamada
potansiyeli sagladig1 kanisina varilmistir. Anabaena sp. CCC746 EPS’ sinin toplam
antioksidan potansiyelinin test edildigi baska bir ¢alismada ise EPS’nin orta diizeyde
toplam antioksidan potansiyelinin varligt saptanmistir ve bunun ise EPS’nin
biyokimyasal bilesimine ve seker igerigine bagli oldugu rapor etmislerdir (Tiwari vd.,
2020).

Son olarak yeni yapilan bir ¢alismada, Bacillus subtilis EPS’si yaklasik 90
ng/mL’lik bir konsantrasyonda %62 oraninda DPPH siipiirme aktivitesi gostermistir ve
EPS’nin sahip oldugu OH, C=C, C=0, C-O-C gibi fonksiyonel gruplarin, anti-oksidan
ve anti-tiimor aktivitelere katkisinin oldugu belirtilmistir (L. Zhang & Yi, 2022).

4.7.2.EPS’nin Antimikrobiyal Aktivitesi

Liyofilize EPS’lerin anti-mikrobiyal aktivitesi i¢in, test mikroorganizmasi olarak
gram pozitif bakteri i¢in Staphylococcus aureus ATCC25923, gram negatif bakteri i¢in
Escherichia coli 35215, ve mantar i¢inde Candida albicans 10231 suslar1 kullanilmistir.
Farkli konsantrasyondaki (0-1000 pg/mL) siyanobakteri EPS’lerinin bu patojenler
tizerindeki anti-mikrobiyal etkisi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak test edilmistir.
Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) tayininde, ¢aliymada kullanilan
konsantrasyonlarda EPS’ler test mikroorganizmalar1 {izerinde anlamli bir etki
gostermemistir ancak biiylimelerini inhibe edici bir etki gosterdigi goriilmiistiir. 55 ve 72
kodlu suslarin EPS’leri, E. coli susunun biiyiimesini sirasiyla %30 ve 15 azaltirken C.
albicans’1n biiylimesini %7-5 ve 28-10 arasinda azaltmistir. S. aureus’u sadece 55 kodlu
susun EPS’si 9%24-13 arasinda biiyiimesini azaltmistir (Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil
4.15.).
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Sekil 4.13. EPS orneklerinin Escherichia coli biiytimesi iizerindeki etkisi. Tiim

analizler 3 tekrarl olarak yapilmistir ve degerler ortalama + standart sapma olarak ifade

edilmistir. Yildiz ile isaretlenmis degerler, T-testi kullanilarak istatistiksel farklilig1 (P

<0,05) temsil etmektedir.
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Sekil 4.14. EPS orneklerinin Staphylococcus aureus biiyiimesi iizerindeki etkisi. Tiim

analizler 3 tekrarli olarak yapilmistir ve degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
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edilmistir. Yildiz ile isaretlenmis degerler, T-testi kullanilarak istatistiksel farklilig1 (P
<0,05) temsil etmektedir.
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Sekil 4.15. EPS 6rneklerinin Candida albicans biiylimesi iizerindeki etkisi. Tiim
analizler 3 tekrarli olarak yapilmistir ve degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Y1ldiz ile isaretlenmis degerler, T-testi kullanilarak istatistiksel farklilig: (P

<0,05) temsil etmektedir.

Literatiirde Chlorogloeopsis fritschii (55) ve Pseudanabaenaceae cyanobacterium
(72) tiirlerine ait cins ya da tiir seviyesinde bir anti-mikrobiyal aktivite ¢alismalari
bulunmamaktadir. Literatlirde ¢alisilan diger siyanobakteri EPS’lerine ait ¢aligmalarda
anti-mikrobiyal aktivitenin susa 6zgii farkliklar gosterebilecegi goriilmiistiir (Najdenski
vd., 2013; Maruthanayagam vd., 2020).

Calismamiza benzer sekilde Maruthanayagam vd. (2020), iki farkli Phormidium sp.
susundan elde edilen EPS’lerin anti-mikrobiyal aktivitesini test patojenlerinin (S. aureus,
Bacillus subtilis ve C. albicans) biliylimeleri iizerindeki yiizde inhibisyonu seklinde
Olgmislerdir (Maruthanayagam vd., 2020). Olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda (4
mg/ml) kullanilan Phormidium sp. EPS’lerinin ikisi de B. subtilus gelisimi tizerinde %11-
13 arasinda bir inhibisyon gostermistir ancak diger patojenler lizerindeki etkileri susa

bagli olarak farklilik gostermistir. EPS’lerden biri S. aureus gelisimini %86 oraninda; C.
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albicans biiylimesini ise %4 oraninda inhibe ederken, diger susun EPS’si ise hicbir etki
gostermemistir.

Najdenski vd. (2013)’nin yaptig1 bir ¢calisma dort siyanobakteri EPS’sinin ¢esitli
gida patojenleri iizerindeki etkileri MIK ile belirlenmistir (Najdenski vd., 2013). Elde
edilen sonuglarla anti-mikrobiyal etkinin tamamen tiire 6zgii oldugu ve EPS’ lerin
patojenler iizerindeki biiyiime inhibisyonu ektilerindeki farkliligin, farkli tiirdeki
polisakkaritlerin farkli molekiiler agirliklari, birincil yapilari, zincir konformasyonlari ve

yiik 6zellikleri ile iligkili olabilecegi vurgulanmistir.

4.8. Liyofilize EPS’lerin Nem Emilim ve Nem Tutma Kapasitesi

Kozmetikte kullanilan bilesenlerin nem tutma kapasitesi olduk¢a dnemli olmakla
beraber cilt yaslanmasina kars1 da faydali olabilmektedir (Chen vd., 2022). Kozmetikte
kullanilan nemlendiriciler, transepidermal su kaybini 6nlemek i¢in cildin nemini ve
hidrasyonunu koruyabilen higroskopik bir maddedir. Siyanobakterilerin kozmetikte
nemlendirici maddeler olarak potansiyel kullanimi, bu organizmalarin dehidrasyona
karsi, EPS iretimi ve atilimi yoluyla koruyucu mekanizmalara sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir (Morone vd., 2019). Tez kapsaminda, siyanobakteri EPS’lerinin
kozmetikte kullanim potansiyelinin bir pargasi olarak, ¢alismada yer alan siyanobakteri
EPS’lerinin nem tutma ve nem emilim kapasiteleri arastirilmisgtir.

Liyofilize EPS’lerin nem emilim kapasitesi, doymus K>COs; (%43 RH) ve
(NH4)2SOs (%81 RH) ¢ozeltileri iceren desikatorler kullanilarak tespit edilmistir.
EPS’lerin nem emilim kapasitesi, kozmetikte yaygin olarak kullanilan ve nem emilim
kapasiteleri yliksek olan iire ve kitosan ile karsilastirilmistir. %43 RH (bagil nem)’de,
siyanobakteri EPS’leri, kitosan ve iireye gore benzer nem emilim kapasiteleri gdstermistir
(p>0,05) (Sekil 4.16.) %81 RH (bagil nem)’de, EPS’ler kitosan ve lireye gore daha giiclii
nem emilim kapasitesi gostermistir (Sekil 4.17.). Artan bagil nem ile birlikte nem emme
oraninin da arttig1 tespit edilmistir. 55 ve 72 kodlu EPS’lerin sirasiyla nem emme oranlar1

%43 RH’ da %12 £ 2, %13 £ 2 ve %81 RH’ da %36 + 2, %35 + 2 olmustur.
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Sekil 4.16. EPS o6rnekleri, kitosan ve iire’nin nem emme kabiliyetleri. Kurutulmus
numuneler belirtilen siireler boyunca 25°C’de doymus K>CO3 desikator (%43 bagil
nem) icerisine yerlestirilmistir. Nem emilimi gravimetrik olarak incelenmistir. Tiim

analiz, 3 tekrarli olarak yapilmistir ve degerler ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmigtir. Tim degerler, T-testi kullanilarak istatistiksel farklilig1 (P <0,05) test

edilmistir.
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Sekil 4.17. EPS ornekleri, kitosan ve iire’nin nem emme kabiliyetleri. Kurutulmus
numuneler belirtilen siireler boyunca 25°C’de doymus (NH4)2SO4 desikator (%81 bagil
nem) icerisine yerlestirilmistir. Nem emilimi gravimetrik olarak incelenmistir. Tiim
analiz, 3 tekrarli olarak yapilmistir ve degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade
edilmistir. Tiim degerler, T-testi kullanilarak istatistiksel farkliligi (P <0,05) test

edilmistir.

Liyofilize EPS’lerin nem tutma kapasitesinin 6l¢iimii i¢in de, doymus K2CO3 (%43
RH) ve silika jel igeren desikatorler kullanilmistir. EPS’lerin nem tutma kapasitesi, iire
ve kitosan ile karsilastirilmistir. %43 RH’da ve silika jelde, siyanobakteri EPS’leri
kitosan ve lireye gore biraz diisiik olmasina ragmen oldukg¢a yiiksek bir nem tutma
kapasitesi gostermistir (Sekil 4.18. ve Sekil 4.19). Analiz sirasinda, silika jeldeki tim
numunelerin su kayb1 %43 RH’da oldugundan ¢ok daha hizli oldugu tespit edilmistir. 55
ve 72 kodlu EPS’lerin sirastyla nem tutma oranlar1 %43 RH’da %55 = 1 ve %54 + 1;
silika jelde ise %52 + 2 ve %56 + 3 olmustur.
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Sekil 4.18. EPS ornekleri, kitosan ve iire’nin nem tutma kabiliyetleri. Islak numuneler
belirtilen siireler boyunca 25°C’de doymus K>COs3 desikator (%43 bagil nem) igerisine
yerlestirilmistir. Nem tutma gravimetrik olarak incelenmistir. Tiim analiz, 3 tekrarl
olarak yapilmistir ve degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Tiim

degerler, T-testi kullanilarak istatistiksel farklilig1 (P <0,05) test edilmistir.
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Sekil 4.19. EPS ornekleri, kitosan ve iire’nin nem tutma kabiliyetleri. Islak numuneler
belirtilen siireler boyunca silika jel bulunan desikatdr igerisine yerlestirilmistir. Nem
tutma gravimetrik olarak incelenmistir. Tiim analiz, 3 tekrarli olarak yapilmistir ve
degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edilmistir. Tiim degerler, T-testi

kullanilarak istatistiksel farklilig1 (P <0,05) test edilmistir.

Chlorogloeopsis fritschii (55) (veya Chlorogloeopsis sp) Pseudanabaenaceae
cyanobacterium (72) (veya Pseudanabaenaceae sp) tiirlerinde ¢alisma olmamakla
beraber literatiirde siyanobakteri EPS’ lerinin nem tutma ve nem emilim analizlerini
igeren ¢aligsma oldukca kisithdir.

Nostoc commune EPS’sinin nem emilim ve nem tutma kapasitelerinin aragtirildigi
bir ¢alismada (Li vd., 2011). %43 RH’da EPS’nin nem emilimi %10,1 iken, %81 RH'de
%15,0 bulunmustur. Nem tutma kapasitesinde, %43 RH’da nem tutma orani1 %75,2 iken,
silika jel de %28 tespit edilmistir.

Siyanobakteri EPS’lerinin nem tutma ve nem emilim kapasitelerine dair yeterince
calisma bulunmadigindan literatiirde diger mikrobiyal EPS’lere baktigimizda
calismamizda yer alan siyanobakteriyel EPS’lerin olduk¢a yiiksek nem emilim ve nem
tutma kapasitesinin oldugu goriilmektedir. Zunongwangia profunda SM-A87 EPS’nin
nem emme oranlar1 %43 RH'de %12,5 £ 0,5 ve %81 RH'de %28,8 + 2 olarak bulunmustur
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(Sun vd., 2014). Diger bir calismada ise, Pseudomonas fluorescens PGM37 EPS’ nin nem
tutma ve nem emilim kapasitesini incelemislerdir (Zhao vd., 2013). %43 RH’da EPS’nin
nem emilimi %12,82, %81 RH’de ise, %43 RH’deki numunelere benzer sonug gosterdigi
tespit edilmistir. Silika jelde nem tutma kabiliyeti ise %34,1 olarak saptanmustir.

Bu c¢alismada, kullanilan EPS’lerle daha once hi¢ calisma yapilmamistir.
Calismamizdan elde edilen sonuglar, siyanobakteriyel EPS’lerin kozmetik sektoriinde
kullanilan materyallere yakin nem tutuma hatta daha iyi nem emilim kapasitesinin
oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglar kozmetik sektérii i¢in oldukca anlaml

bulunmaktadir.

4.9. EPS’nin Tirozinaz inhibisyon (Beyazlatma) Aktivitesi

Cilt pigmentasyonu, siirekli giines 1518ina maruz kalinmasi nedeniyle cilt
hiicrelerinde artan melanin sonucunda meydana gelmektedir (Nowruzi vd., 2020).
Tirozinaz, melanin biyosentezinde yer alan bir enzimdir ve fazla giines 151g1na maruz
kalinmasi soncu melanine doniisen melanozomlarin olusumunu tesvik eder (Slominski
vd., 2004). Tirozinaz inhibitorleri i¢eren kozmetik firlinler bu siireci kisitlar ve
beyazlatmay1 uyararak cilt hiperpigmentasyonunu 6nler (Morone vd., 2019; Nowruzi vd.,
2020). Tez kapsaminda, siyanobakteri EPS’lerinin kozmetikte kullanim potansiyelinin
bir pargasi olarak, calismada yer alan siyanobakteri EPS’lerinin tirozinaz inhibisyon
aktiviteleri arastirilmistir.

EPS’nin tirozinaz inhibisyon aktivitesi, Fawole ve arkadaslarinin (2012) kullanmis
oldugu yontem ile belirlenmistir. Bu analizde 500-1000 pg/mL konsantrasyonlarda etki
goriilmediginden konsantrasyon 2000 pg/mL (2 mg/mL)’ye kadar artirilmistir. 2 mg/mL
konsantrasyonda, 55 kodlu EPS’nin %10’luk bir tirozinaz inhibisyon aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir. 72 kodlu susta bu konsantrasyonda tirozinaz inhibisyon aktivitesi
gozlenmemistir Literatiirde EPS’lerin beyazlatma ya da tirozinaz inhibisyon aktivitesine
dair ¢alisma oldukga azdir ve birka¢ bakteri ve mantar suslarindan izole edilen EPS’leri
icermektedir.

Luang-In vd. (2018) ’nin yapt1g1 bir ¢alismada Bacillus tequilensis EPS’si ancak 20
mg/mL konsantrasyonda %34’liik bir inhibisyon aktivitesi gostermistir (Luang-In vd.,
2018). Yine ayni sekilde Lactobacillus sakei EPS’nin tirozinaz inhibisyonunun test
edildigi bir ¢alismada 10, 25, 50, 100 ve 200 mg/mL konsantrasyonlar1 kullanilmis ve
%13,17 ile 62,85 arasinda degisen tirozinaz inhibisyonu tespit edilmistir (Bajpai vd.,

2016). Jin vd. (2019) de bir mantar tiirii olan Fomitopsis castanea EPS’nin tirozinaz
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inhibisyonunu 10-20 mg/mL konsantrasyonlarinda arastirmiglardir ve %18,6 ile 72,4
arasinda degisen tirozinaz inhibisyon aktiviteleri tespit etmislerdir (Jin vd., 2019).
Literatiirde siyanobakteri EPS’lerinin beyazlatma aktivitesine dair bir c¢alisma
mevcut degildir ancak diger mikrobiyal EPS’lerin beyazlatma aktivite analizlerine
bakildiginda da oldukga yiiksek konsantrasyonlarda EPS kullanildig1 goriilmektedir. Bu
da bizim az miktarda EPS ile elde ettigimiz tirozinaz inhibisyon aktivitesini oldukc¢a

kiymetli kilmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Daha 6nce yapilan ¢alismalarla siyanobakterilerden elde edilen EPS’lerin 6zellikle
biyolojik aktiviteleri ve anti-enflamatuvar, anti-mikrobiyal ve anti-oksidan aktivitelere
sahip oldugu rapor edilmistir (Laroche, 2022;Tannin-Spitz vd., 2005). Bu 6zelliklerinin
aynt zamanda yaslanma karsit1 olabilecegi ve cildin bariyer fonksiyonunu
giiclendirebilecegi belirtilmektedir. Ayrica EPS’lerin giiglii su tutma kapasiteleri,
nemlendirici ajan olarak kullanilabilme potansiyellerini 6ne ¢ikarmaktadir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, yapilan ¢alismalarda asagidaki sonuglar ve
cikarimlar elde edilmistir.

. Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki sulara ait alt1 siyanobakteri susundan ilk defa EPS
izolasyonu gerceklestirilmistir.

. EPS iiretim kapasitesinin tiirlere gore farklilik gostermesine ragmen, c¢alisilan
siyanobakterilerden besinin literatiire kiyasla oldukca yiiksek miktarda (675,5-1189,3
mg/L) EPS iiretim kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir.

. EPS iiretim yetenegi yiiksek iki susun 16S rRNA temelli molekiiler tanimlamasi
gerceklestirilmis ve suslar >%98,9 benzerlik oraniyla Chlorogloeopsis fritschii (55 kodlu
sus) ve Pseudanabaenaceae cyanobacterium (72 kodlu sus) olarak belirlenmistir.

. C. fritschii (55 kodlu sus) ve P. cyanobacterium (72 kodlu sus) suslarindan elde
edilen EPS’lerin ilk defa monosakkarit kompozisyonlari belirlenmistir ve aym
monosakkaritler tiirlere gore farkli oranlarda bulunmustur.

. Literatlirde siyanobakteri EPS’lerinin ¢ogunlugunda baskin seker olarak glikoz
bulunmasina ragmen, ¢alismamizda kullanilan suslarin EPS’lerinda en baskin
monosakkarit ramnoz olarak tespit edilmistir. EPS kompozisyonunda yer alan sekerler ve
oranlari, EPS’nin hem yapisal hem de emiilsifiye edici, antitimdr ve antioksidan aktivite
gibi fonksiyonel 6zellikleri iizerinde etkili olabilmektedir.

. EPS’ler DMSO igerisinde yliksek ¢oziiniirliige sahip iken distile su igerisinde
kismen ¢oziinlirlik gdstermistir. Metanol, etanol, aseton, klorofom icerisinde ise hig
¢Oziinme gostermemistir. Bu sekilde ¢oziiniirliigiin, hidrofobik gruplar i¢ceren ramnoz
sekerinin EPS kompozisyonunda baskin olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

. C. fritschii (55) ve P. cyanobacterium (72) suslarina ait EPS’lerin fonksiyonel
gruplar1 belirlenmistir ve polisakkaritlerde yaygin olarak bulunan fonksiyonel gruplarin
yani sira sulfat gruplarinin varligi 6n goriilmiistiir. Bu, EPS’ ye metal baglama yetenegi

verebilen bir gruptur.
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. C. fritschii (55) ve P. cyanobacterium (72) suslaria ait EPS’lerin kristalografik
ozellikleri belirlenmistir ve amorf yapida olduklar1 ortaya konulmustur.

. Yapisal karakterizasyonlarinin yani sira, C. fritschii (55) ve P. cyanobacterium (72)
suslarina ait EPS’lerin ilk defa fonksiyonel 6zellikleri test edilmistir.

. C. fritschii (55) ve P. cyanobacterium (72) EPS’lerinin yiiksek DPPH serbest
radikalini siipiirme aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. Antioksidan kapasitelerinin
yiiksek olmasi, dogal kaynakli antioksidan ajan olarak kullanilma potansiyeli oldugunu
gostermektedir.

. EPS’lerin antimikrobiyal etkilerinin olmadig1 ancak bazi patojenlerin biiytimelerini
kismen baskiladigi goriilmiistiir.

. Literatiirde EPS’lerin nem emilim ve nem tutam kapasiteleri ile ilgili ¢alisma
oldukea kasithidir. C. fritschii (55) ve P. cyanobacterium (72) EPS’lerinin nem emilim ve
nem tutma kapasitelerinin arastirildigi analizlerde EPS’lerin, kozmetik sektoriinde
kullanilan materyallere yakin nem tutuma hatta daha iyi nem emilim kapasitesinin oldugu
ortaya konmustur.

. Tirozinaz inhibitorlerinin, melanin biyosentezini engelledigi icin kozmetikte
onemli bir yeri vardir. Literatiirde EPS’lerin beyazlatma ya da tirozinaz inhibisyon
aktivitesine dair ¢alisma oldukg¢a azdir ve birkag bakteri ve mantar suslarindan izole
edilen EPS’leri igermektedir. Siyanobakteriyel EPS bu kapsamda ilk defa ¢alisilmistir. P.
cyanobacterium (72) EPS’sinde tirozinaz inhibisyon aktivitesi gozlenmemesine ragmen
C. fritschii (55) EPS’si literatiire gore diislik bir konsantrasyonda yiiksek bir tirozinaz
inhibisyon (beyazlatma) aktivitesi gdstermistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda yiiksek miktarda EPS iireten siyanobakterilerden izole
edilen EPS'lerin, antioksidan ve anti-tirozinaz aktivitelerinin yani sira sahip olduklari nem
emme, nem tutma ve beyazlatma (tirozinaz inhibisyonu) kapasiteleri ile kozmetik
sektoriinde sentetik {iirtinlerin karsisinda dogal bir bilesen olarak onemli bir yere sahip

olma potansiyelinin oldugu diistiniilmektedir.
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