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Antarktik Mikroalg Ekstrelerinin Antioksidan
Potansiyeli, Fenolik Icerigi ve Antimikrobiyal

Etkileri

Antioxidant Potential, Phenolic Content, and Antimicrobial Effects of Antarctic

Microalgal Extracts

Ozet

Amac: Son yillarda, kontrolsiiz ilac tiiketimi nedeniyle artan patojen mikroorga-
nizmalarin antimikrobiyal ajanlara karsi direnc géstermesi énemli bir sorun haline
gelmistir. Bu baglamda yapilan calismalarda, mikroalglerin bu sorunun céziimi icin
biiyiik bir potansiyele sahip bir secenek oldugu gériilmiistiir. Ozellikle ekstrem ko-
sullarda biyiiyebilen mikroalglerin, icerdigi farkh biyoaktif bilesenler sayesinde
antimikrobiyal ézelliklerinin yani sira antikanser, antioksidan ve anti-inflamatuar
ozellikler gosterebildigi belirlenmistir. Bu calismada, Antarktika'nin Horseshoe Ada-
sI, Skua Goli'nden izole edilen Chlorella variabilis YTU.ANTARCTIC.001 tiirti Gizerine
odaklanilmis ve bu tiirtin antimikrobiyal potansiyeli ilk kez kapsamli olarak deger-
lendirilmistir.

Gerec ve Yontem: Calismada, farkli coziiciiler (etanol, metanol, DMSO ve su)
kullanilarak hazirlanan ekstrelerin hem antibakteriyel hem de antifungal etkileri
sistematik olarak analiz edilmistir.

Bulgular: Bu calismanin sonuclari, Antarktik mikroalg ekstrelerinin Bacillus cereus
ve Botrytis cinerea'ya karsi en yiiksek antibakteriyel ve antifungal aktiviteyi goster-
digini ortaya koymustur.

Sonuc: Calismanin sonucunda, elde edilen ekstrelerin kozmetik ve farmasotik gibi
endustrilerde antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilabilecedi sonucuna ulasiimistir.
Anahtar kelimeler: Antarktika, mikroalgler, Chlorella variabilis, antibakteriyel ak-
tivite, antifungal aktivite.

Abstract

Aim: In recent years, due to uncontrolled drug consumption, increasing pathoge-
nic microorganisms’ resistance to antimicrobial agents has become an important
problem. In this context, studies have shown that microalgae have great potential
as an option for solving this problem. It has been determined that microalgae, which
can grow especially under extreme conditions, can exhibit antimicrobial properties
as well as anticancer, antioxidant and anti-inflammatory properties thanks to the
different bioactive components they contain. Therefore, this study focused on the
Chlorella variabilis YTU.ANTARCTIC.001 strain isolated from Skua Lake on Horses-
hoe Island, Antarctica, and comprehensively evaluated its antimicrobial potential
for the first time.

Materials and methods: Extracts prepared using different solvents (ethanol,
methanol, DMSO, and water) were systematically analyzed for both antibacterial
and antifungal effects.

Results: The results revealed that Antarctic microalgal extracts exhibited the hig-
hest antibacterial and antifungal activity against Bacillus cereus and Botrytis cine-
rea, respectively.

Conclusion: The findings suggest that these extracts could be utilized as antimic-
robial agents in industries such as cosmetics and pharmaceuticals

Keywords: Antarctica, microalgae, Chlorella variabilis, antibacterial activity, anti-
fungal activity.
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1. Giris

Sonyillarda, patojenik bakteri ve mantarlarin antimikrobi-
yal ajanlara karsi direng gelistirmelerinde 6nemli bir artis
g6zlemlenmistir [1]. Bu nedenle, bilim insanlari patojen
mikroorganizmalari ortadan kaldirmak icin yeni yaklasim-
lar 6nermektedir. Bu yaklasimlardan en énemlilerinden
biri mikroalg ekstrelerinin kullanimidir. Mikroalgler, Us-
tlin adaptasyon yetenekleri sayesinde ekstrem kosullara
uyum sadlayabilen lclincti nesil biyokitle kaynagidir ve
bircok farkli alanda kullanilabilmektedir [2]. Mikroalgler,
cevresel stres kosullarina karsi hiicre yapilarini koruya-
bilmek icin cok cesitli dederli biyoaktif sekonder meta-
bolitler sentezler [3, 4]. Ozellikle kutup bélgelerinde
hayatta kalabilen mikroalgler, biyoaktif bilesenler agisin-
dan oldukca zengin hale gelmektedir [5, 6]. Bu biyoaktif
bilesikler, antibiyotik, antiviral, antikanser, antifungal,
antibakteriyel, anti-inflamatuar ve enzim inhibisyonu
(6rnegin, asetilkolinesteraz, tirozinaz, alfa-amilaz, lipaz
ve HMG-CoA rediiktaz) gibi 6zellikleri sayesinde kozmetik
ve farmasotik endstrisinde dederlendirilmektedir [7].

Mikroalglerin antimikrobiyal etkilerinin arastirimasi ilgi
cekici bir konudur. Bu baglamda, mikroalglere ait ilk an-
tibakteriyel bilesen olan chlorellin, Pratt ve ark. [8] tara-
findan Chlorella tird mikroalglerden izole edilmis ve bu
bilesenin Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi
inhibitor aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Navarro
ve ark. [9] asidofilik mikroalglerin hekzan, dietil eter, klo-
rofom ve diklorometan gibi solventlerle ekstraksiyonu
sonucu elde edilen ekstrelerin insan patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktivite gdsterdigini bildirmistir. Vehapi ve
ark. [10] farkh besin takviyelerinde yetistirilen mikroalg-
lerin antifungal aktivitelerini incelerken, Fabregas ve ark.
[11] deniz mikroalg ekstrelerinin viral hemorajik septise-
mi virlisti ve Afrika domuz atesi virlistine karsi antiviral
etkilerini arastirmistir. Bu calismalara ek olarak, Ghasemi
ve ark. [12], Saantoyo ve ark. [13], Schuelter ve ark. [14],
ve Bhagavathy ve ark. [15] mikroalg ekstrelerinin cesitli
mikrobiyal patojenlere karsi antimikrobiyal etkilerini in-
celemistir.

Bu calismanin amaci, Antarktika bélgesinden izole edilen
mikroalglerin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirilmasi-
dir. Antarktika, diinyanin en zorlu ortamlarindan biri ol-
masina karsin, zengin bir mikroalg florasina sahiptir [16].
Literatiirde kutup bolgelerinden izole edilen mikroalgler
Uzerine yapilan calismalar incelendiginde, bu calismalarin
genellikle tlir izolasyonu ile sinirl oldugu ve mikroalgler
Uzerindeki sinirh sayida parametrenin etkisini inceledigi
gortilmektedir. Bu calismada, Tirkiye Ulusal Antarktik Bil-
im Seferi kapsaminda Antarktika'dan elde edilen drnek-
lerden izole edilen Chlorella variabilis mikroalg tirG farkli
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cozlctlerle ekstre edilmis ve ardindan bu ekstrelerin an-
tibakteriyel ve antifungal aktiviteleri arastiriimistir.

2. Gerec ve Yontemler
2.1 Mikroalglerin Yetistirilmesi ve Ekstraksiyonu

Ekibimiz tarafindan izole edilip adlandirilan C. variabilis
YTU.ANTARCTIC.001 mikroalgi, BG-11 besiyeri kullani-
larak Erlenmeyer flasklarinda kdiltire edilmistir. Mikro-
algler, 25°C + 1°Csicaklikta, stirekli karistirmaile 24 saat
Isik maruziyeti altinda iki hafta boyunca calkalamali in-
kiibatorde yetistirilmistir. Daha sonra mikroalgler, 5000
rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilerek hasat edil-
mis ve 60°Cde, gece boyunca ettivde kurutulmustur. 1
gram kuru mikroalg ve 10 ml ¢ozlctli (etanol, metanol,
DMSO ve su) kullanilarak 80°C'de su banyosunda ekstre
edilmistir. Elde edilen ekstreler, antimikrobiyal analizler
icin hava gecirmeyen kehribar renkli siselerde saklan-
mistir.

2.2 Mikroalgal Ekstrelerin Karakterizasyonu
2.2.1Yag Asidi Profilinin Belirlenmesi

Chlorella variabilis YTU.ANTARCTIC.001 mikroalg tiirG-
niin yag asidi profili, gaz kromatografisi-kiitle spektro-
metrisi (GC-MS) analizi ile belirlenmistir. Analizler, Res-
tek (Bellefonte, ABD) Rtx-5MS erimis silika kapiler kolon
(30 m x 0,25 mm * 0,25 pm) kullanilarak gerceklestiril-
mistir. Finn sicakhgi baslangicta 40°Cde 3 dakika tutul-
mus, ardindan sicaklik 8°C/dak hizinda kademeli olarak
100°Cye, 5°C/dak hizla 200°Cye ve son olarak 10°C/dak
hizla 250°C'ye ytikseltilerek bu sicaklikta 10 dakika bek-
letilmistir. Enjeksiyon blogu ve dedektor sicakligi 250°C
olarak ayarlanmis, taslyici gaz olarak helyum (1 mL/dak
akis hiziyla) kullanilmistir. Tim numuneler dietil eter
icinde 1:100 oraninda seyreltilmis olup, her birinden 3
pL hacminde numune 1/50 béliinme oraniyla GC-MS sis-
temine enjekte edilmistir. Kiitle taramasi, 35-650 m/z
aralidinda gerceklestirilmistir. Ucucu bilesiklerin tanim-
lanmasi, toplam iyon kromatogramlari (TIC) izerinden
ticari kiitle spektrum kiitiiphaneleri (NIST27 ve WILEY7)
ile karsilastirilarak yapilmistir. Bilesiklerin kantitatif ana-
lizi, TIC piklerinin badil alan yizdesi temel alinarak ger-
ceklestirilmistir [17].

2.2.2 Antioksidan Aktivite Analizi

Mikroalg ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi,
2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikal stipu-
rticti ydntemi kullanilarak belirlenmistir [18]. Deneyde,
1'er mL mikroalg ekstreleri ile 3 mL 0,1 mM DPPH ¢6-
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zeltisi (metanol icinde hazirlanmis) kanistiriimistir. Karisim,
karanlik ortamda oda sicakhdinda 30 dakika ve 60 dakika
bekletildikten sonra 517 nm dalga boyunda spektrofoto-
metrik 6lciim yapilmistir. Reaksiyon karisimindaki absor-
bans azalmasi, yiiksek serbest radikal giderme aktivitesini
gostermektedir. DPPH radikal stipUric aktivitesi asagidaki
formil kullanilarak hesaplanmistir: (1)

Ag—4A,
Ao

DPPH radikal giderme aktivitesi (%) = [ x 100

Burada, Ao kontrol 8rneginin (sadece DPPH ¢Ozeltisi iceren)
absorbans dederi, A, ise belirli bir konsantrasyonda mikro-
alg ekstresi veya standart antioksidan (BHT-1000) iceren
numunenin absorbans dederidir.

2.2.3 Toplam Fenol iceriginin Belirlenmesi

Ekstrelerin toplam fenolik icerigi, Folin-Ciocalteu yontemi
[19] kullanilarak analiz edilmistir. Bunun icin her ekstreden
(etanolik, metanolik, DMSO'lu ve sulu) 200 pL test tiiplerine
alinmistir. Ardindan, tiiplere 1 mL 1:10 oraninda seyreltilmis
Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmistir ve 4 dk inkiibe edilmis-
tir. Ardindan kansima 800 pL doygun sodyum karbonat ¢6-
zeltisi (75 g/L) ilave edilmistir. 2 saat oda sicakliginda inkui-
basyonun ardindan, numunelerin absorbans dederleri 765
nm'de Olctilmistir. Standart kalibrasyon egrisi elde etmek
icin farkh gallik asit konsantrasyonlari (O - 500 mg/L) hazir-
lanmis olup, sonuclar mg gallik asit esdederi (GAE)/g ekstre
olarak ifade edilmistir [20].

2.3 Antibakteriyel Aktivite Analizi

Antarktik mikroalg ekstresinin agar disk diflizyon yonte-
miyle antibakteriyel aktivitesini belirlemek amaciyla, pa-
tojen bakteri olarak Escherichia coli ATCC 35150, Bacillus
cereus ATCC 11778, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Salmonella typhimurium ATCC14028 ve Pseudomonas ae-
ruginosa ATCC 27853 suslari kullanilmistir. Agar disk difiiz-
yon yontemi, patojen mikroorganizmalarin in vitro duyarli-
Ik testlerinde kullanilan bir yéntemdir. Bu analiz icin 6 mm
capindaki antimikrobiyal diskler, farkl konsantrasyonlarda-
ki 40 pl hacmindeki mikroalg ekstresiyle emdirilerek agar
plaklarinin (izerine yerlestirilmistir. Ekstre, diskin icinden
agar ortamina difiize olmustur. Plaklar, standart bir bakteri
stispansiyonu ile ekilmis ve 37°Cde 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda, mikroalg ekstreleriyle
muamele edilmis antimikrobiyal disklerin etrafinda olusan
bliylime inhibisyon zonlar 6lctilmiistiir [10].

2.4 Antifungal Aktivite Analizi

Antarktika mikroalglerinin Colletotrichum gloeosporioides,

Botrytis cinerea, Aspergillus nigerve Fusarium oxysporum
tlirlerine karsi antifungal aktivitesi, disk diflizyon yontemi
ile belirlenmistir. Fungal mikroorganizmalar icin steril PDA
besiyeri iceren (20 mL/plak) petri kaplari hazirlanmis ve
onceki kdilttirlerden (7 glinliik) alinan & mm capindaki agar
diskleri ile ekim yapilmistir. Mikroalg ekstreleri, test diskle-
rine 40 pL emdirilerek agar plaklarinin tzerine yerlestiril-
mistir. Plaklar, 25 * 2°Cde 72 saat boyunca inktibe edilmis-
tir. Negatif kontroller, ekstraksiyon icin kullanilan ¢oziicliye
uygun sekilde hazirlanmistir. Fungal bilyiime sirasiyla 3., 4.,
5.ve 6. glinlerde kaydedilmistir [21].

2.5 istatistiksel Analiz

Veriler, ortalama * standart sapma seklinde ifade edilmis-
tir. Invitrotestler, her bir bakterive mantar tiirliicinayriayri
dederlendirilmistir. istatistiksel analizler, JMP 6.0.0 (SAS
Institute, Cary, NC, ABD) yazilimi kullanilarak gerceklesti-
rilmistir. Varyans analizi (ANOVA) uygulanmis olup, gruplar
arasindaki farklarin anlamhlidi Student’s t-testi ile belirlen-
mistir (p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir).

3. Bulgular ve Tartisma
3.1 Mikroalgin Yag Asidi Profili

Mikroalgin GC-MS analizi sonuclari Tablo 1'de 6zetlenmistir.
Bu tabloya gore mikroalg ekstresinde bircok yag asidi metil
esterleri tespit edilmistir. Bunlar arasinda, metil heptade-
kanoat (%11,33) ve metil oleat (%4,34) en yliksek yiizde-
lere sahip bilesiklerdir. Metil oleat (oleik asit metil esteri),
biyodizel retiminde yayqgin olarak kullanilan ve biyolojik
aktivitesiyle bilinen bir bilesiktir. Linoleik asit metil esteri
(9,12-Oktadekadienoik asit, metil ester) gibi doymamis yag
asitleri, antioksidan dzellikleri nedeniyle farmasoétik ve koz-
metik sektorlerinde ilgi cekmektedir. Bunun yani sira, ana-
lizde tespit edilen metil palmitat (hekzadekanoik asit, metil
ester) ve metil stearat (oktadekanoik asit, metil ester) gibi
doymus yag asidi esterleri, biyoyakit ve biyoaktif madde
Uretimi acisindan 6nem tasimaktadir. Bu bilesikler, yag baz-
I biyomalzemeler ve ylizey aktif maddeler gibi endistriyel
uygulamalarda da kullanilabilir. Bu sonuglar, Chlorella vari-
abilis YTU.ANTARCTIC.001 tiriiniin icerdigi biyoaktif yag
asitlerinin farmasotik ve kozmetik endustrilerinde biyo-
teknolojik uygulamalar acisindan dederlendirilebilecegini
gostermektedir.

3.2. Antioksidan Aktivite Analizi Sonuclan

Chlorella variabilis YTU.ANTARCTIC.001 mikroalginin farkl
cozlctlerle ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstre-
lerin antioksidan aktivite analizi sonuclarn Sekil 1'de goste-
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Tablo 1 9:1 metanol/yad molar orani ve agirlikca %1,5 KOH kosullari altinda Uretilen
C. variabilisYTU.ANTARCTIC.001 yag asidi metil esteri érnedinin GC-MS sonuclari

Zaman Alan  Yiikseklik

Volume 1 Issue 1

(dak) Bilesik Adi % % CAS Adr
3,9 Metilsiklohekzan 1,9 5,1 Siklohekzan, metil-
333 i 0.4 0.8 Hekzadekanoik asit, metil
ester

35,8 Metil heptadekanoat 11,3 15,7 Heptadeka:;g; 0, Il

Linoleik asit metil 9,12-Oktadekanoik asit
37,9 ester 0.5 0.8 (Z,2)-, metil ester

. 9,12-Oktadekanoik asit

38,1 Metil oleat 4,3 7,3 R
38.8 Metil stearat 0.2 03 Oktadekanoik asit, metil

ester

rilmistir. Elde edilen verilere gére, BHT-1000 standardi
her iki zaman noktasinda da en yliksek radikal siiptirme
aktivitesini gostermistir (%60-80). Mikroalg ekstrele-
ri arasinda ise en yiksek antioksidan aktiviteye sahip
olan ekstrenin etanol ekstresi (EE - %37) oldudu be-
lirlenmistir. Bunu sirasiyla etanol (ME - %35) ve DMSO
(DE - %30) ekstreleri takip etmistir. Su ekstresi (WE
- %21), test edilen diger coziictilere kiyasla en distik
antioksidan aktiviteyi sergilemistir. Dogdal kaynaklar
arasinda, ekstrem habitatlardan izole edilen mikroalg-
ler, cevresel strese karsi hayatta kalma mekanizmasi
olarak sekonder metabolitler Gretmektedir. Cesitli ¢ca-
ismalar, bu biyoaktif bilesiklerin ayni zamanda anti-
oksidan Ozelliklere sahip oldugunu gostermistir [16,
22]. Ozellikle Chlorella tiirlerinin antioksidan 6zellikleri
Uzerine yapilan 6nceki arastirmalar, bu mikroalglerin
yiiksek oranda fenolik ve flavonoid bilesikler icerdigini
ve bu bilesiklerin serbest radikalleri etkili bir sekilde
siipurebildigini géstermektedir. Ornegin, Goiris ve ark.
[23] tarafindan yapilan bir calismada, farkli mikroalg
tlrlerinin antioksidan kapasiteleri karsilastiriimis ve
0zellikle Chlorella vulgaris tirinin yiksek antioksidan
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu calisma, polifenoller
ve karotenoidlerin mikroalg ekstrelerinin antioksidan
aktivitesinde onemli rol oynadigini vurgulamaktadir.
Benzer sekilde, Vijayavel ve ark. [24] tarafindan yapi-
lan bir calismada, Chlorella vulgaris'in alkolik ekstreleri
strese birakilmis sicanlara oral yolla verilmis ve anti-
oksidan etkileri incelenmistir. Yapilan deneyler sonu-
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cunda Chlorella vulgaris ekstresi verilen sicanlarin
lipid peroksidasyon aktivitesinde belirgin bir azalma
(p<0,001) ve hem enzimatik hem de non-enzimatik
antioksidan aktivitelerinde, kontrol dederlerine yakin
bir artis gorilmistir. Ani Azaman ve ark., C. zofingien-
sisand C. sorokiniana mikroalg tiirlerinin etanolik eks-
trelerinin DPPH serbest radikal siiptirme yizdelerini
%11,5 - 14 arasinda hesaplamislarken; Gtirlek ve ark.
[25] Chlorella vulgaris ve Chlorella minutissima algle-
rinin metanolik ekstraklariicin bu degeri yaklasik %90
olarak raporlamislardir.

Antioksidan aktivitenin zamanla artis gdstermesi,
mikroalg ekstrelerindeki aktif bilesenlerin serbest ra-
dikalleri gidermek icin zamana bagdli bir kinetik siirec
izleyebilecegdini distindiirmektedir. Bununla birlikte,
cozlicti polaritesinin ekstrelerindeki biyoaktif bilesik-
lerin ¢ozlindrligu tzerinde dnemli bir etkisi oldugu
gorilmektedir. Fenolik ve flavonoid bilesiklerin ge-
nellikle polarliktan etkilendigi géz dnline alindiginda,
metanol ve etanol gibi coziicllerin daha yliksek an-
tioksidan aktivite gostermesi, bu coziciilerde daha
fazla biyoaktif bilesigin ekstre edilebildigini goster-
mektedir. Bu bulgular, mikroalglerden elde edilen
ekstrelerin antioksidan potansiyelinin farmasotik ve
kozmetik endtstrilerinde degerlendirilebilecegini or-
taya koymaktadir. Ozellikle metanol ve etanol bazli
ekstrelerin, serbest radikallere karsi yliksek etkinlik
gostermesi, bu ekstrelerin dogdal antioksidan kaynak-
lar olarak kullanilabilecedini diisiindirmektedir.
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3.3. Toplam Fenolik icerik Analizi Sonuclari

Toplam fenolik icerik analizi sonucunda etanol, meta-
nol, DMSO ve su ekstreleri icin sirasiyla 107, 102, 90
ve 82 mg GAE/g ekstre olarak bulunmustur. Elde edi-
len bu dederler, literatlirde bildirilen Chlorella tirleri ile
kiyaslandiginda rekabetci seviyede olup, ozellikle polar
coziiciilerle ekstraksiyonun fenolik bilesik verimini artirdigi
gdzlemlenmistir. Yiksek fenolik icerigin, mikroalgin eks-
trem cevresel kosullara uyum sagdlama yetenedgiyle de ilis-
kili olabilecedi ve bu tirlerin biyoaktif bilesik tretimi acisin-
dan zengin bir kaynak sundugu diistinilmektedir.

Literatiirde bildirilen farkli  Chlorella tirleri ile
kiyaslandiginda, elde edilen degerlerin yliksek oldugu ve
0zellikle etanol ve metanol bazli ekstrelerin daha zengin
fenolik bilesik icerigine sahip oldugu gozlemlenmistir. Ani
Azamanve ark [26], farkl Chlorellatiirlerinin toplam feno-
lik icerigi degerlerinin yetistirme kosullarina gore 10 - 80
mg GAE/g arasinda dedistidini bildirmistir. Goiris ve ark.
[23] farkh Chlorella vulgaris suslarinin toplam fenolik ice-
riklerini 0,75 - 2,21 mg GAE/g kuru mikroalg arasinda de-
gistigini raporlamislardir. Ali ve ark. [27] etanolik Chlorella
spp. ekstrelerinin toplam fenol icerigini 39,1 mg GAE/g
kuru mikroalg olarak bildirmisken; Gtirlek ve ark. [25] Chlo-
rella vulgaris ve Chlorella minutissimdnin metanolik eks-
treleri icin bu degerleri sirasiyla yaklasik 75 ve 175 GAE/g
kuru mikroalg olarak bildirmislerdir. Literatirdeki cals-
malar gdz énine alindidinda, C. variabilis YTU.ANTARC-
TIC.001 Antarktik mikroalg tiiriintin gida ve farmasotik
alanlarinda degerlendirilme potansiyeline sahip oldugu
one surtilebilir.

3.4. Antibakteriyel Aktivite Sonuclan

Farkl C. variabilis YTU.ANTARCTIC.001 mikroalgi ekstrele-
rinin cesitli gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere kar-
si olusturdugu inhibisyon bdlgelerinin caplarn Tablo 2'de
verilmistir. Genel olarak, etanol ve metanol ekstreleri,
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriler lizerinde en yik-
sek inhibisyon etkisini gdsterirken; su ekstrelerinin bakte-
riler tizerinde etkisinin daha dlisik oldugu tespit edilmistir.
Calismada en distik inhibisyon zonu, 8,2 mm ile su ekstre-
sinin S. typhimurium Uzerindeki etkisinde OGlcllirken; en
yuiksek inhibisyon zonu ise, 12,7 mm ile B. cereus tizerinde
DMSO ekstreleriyle elde edilmistir. En hassas bakterinin
B. cereus oldugu gortiltirken, S. aureus ve E. coli suslarinin
daha direncli oldugu gézlemlenmistir. Literatirde bildirilen
bazi calismalara gore, Bacillus cereusun optimal bliylime
sicakhgi 30-37°C arasinda degismektedir [28]. Bu nedenle,
Bacillus cereus'un bu calismada kullanilan en hassas bakteri
tlird olmasi muhtemeldir. B. cereus ve P. aeruginosa, 12,0
mm'den bliytik inhibisyon zonlari ile en duyarl patojenler-
ken; E. coli, S. typhimuriumve S. aureus tirleri, 11 mm'den
kictik inhibisyon zonlari ile en az duyarh patojenler olarak
belirlenmistir.

Algler; poliskaritler, tanenler, flavonoidler, fenolik asitler
ve karotenoidler gibi antimikrobiyal aktivite gosteren biyo-
aktif bilesiklerin dnemli kaynaklaridir. Ancak, bu bilesiklerin
farkh coziiciilerle ¢ozlintrliklerine bagh olarak farkl anti-
mikrobiyal aktiviteler gosterdigi bildirilmistir [29]. Tiney ve
ark.[30] P. pavonicattiriine ait etanol ekstrelerinin Candida
sp., E. faecalis, S. aureusve E. coliye karsi zayif aktivite gos-
terdidini, buna karsilik metanol ekstrelerinin antibakteriyel

Tablo 2 Antarktik mikroalgin farkh ekstrelerinin olusturdugu inhibisyon zonlari (mm)

Tiirler Etanol Metanol DMSO Su

E. coli 11,040,0=4  10,8£0,8*A  10,540,0%A  9,0+0,0°B
B. cereus 11,8+0,834 10,7£1,28A 12,7£1,23A 9,7+0,8 »B
S. aureus 11,741,024 11,0£1,22A 11,240,824 9,7+1,5%B
S. typhimurium 09,2+1,3 A 11,0+£0,0>A 09,341,504 8,2+0,9 b-B
P. aeruginosa 10,5+0,0 A 12,3+1,5%A 10,7+0,6 4 9,5+0,0 2B

Veriler ortalamalar + standart sapmalar (n=3) olarak sunulmustur
A-B: Ayni bakteri tiirii i¢in farkli ¢oziicii ekstreleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklar biiyiik

harflerle belirtilmistir (p<0,05).

a—d: Aym ekstrakt tipi i¢in farkli bakteri tiirleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar kiigiik harflerle

belirtilmistir (p<0,05).
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veya antifungal aktivite gostermedigini rapor etmistir.
Santoyo ve ark. [13] ise, Haematococcus pluvialisin eta-
nol ekstrelerinin E. colive S. aureus’a karsi antibakteriyel
aktivite gosterdigini bildirmis ve bunu, biitanoik ve metil
laktik asit gibi kisa zincirli yag asitlerinin varlidina bagla-
mistir. Mevcut calismada ise DMSO ekstrelerinin antimik-
robiyal etkinligi daha gticli bir sekilde gorilmis, ézellikle
S. aureusve B. cereus lizerinde yiiksek inhibisyon zonlari
olusturmustur. Ancak, bu bulgular literattirdeki dider ¢ca-
lismalara kiyasla, ézellikle E. coli gibi diger bakteri tirleri
Uzerindeki etkinlik agcisindan daha dikkat cekicidir.

Biyoaktif bilesikler arasinda, mikroalgal yag asitleri, far-
masotik ve kozmetik uygulamalar icin en énemli bilesik-
lerdir. Yag asitleri, hiicre zarina etki ederek zarin yapisini
bozar, hiicre sizintisina yol acar, besin alimini azaltir ve
hticresel solunumu inhibe eder [1]. Mikroalg ekstrelerin
aktivitesi genellikle yag asidi iceridi ile iliskilidir [31, 32].
Bu nedenle, polar organik ¢coziiciler (6rnedin metanol),
yag asitlerinin ekstraksiyonuicin etkilidir [33, 34].

Literatlirdeki diger calismalar incelendiginde, Antarktik
mikroalglerin diger mikroalg ttrlerine kiyasla daha fazla
antibakteriyel ozellik gosterdigi gorilmustir [38-40]
[35-37] Uma ve ark. [38] tarafindan ydiriitllen bir ca-
ismada, Chlorococcum humicolamin DMSO ekstresinin
(%1) E. coliye karsi antibakteriyel etkisi incelenmis ve
9 mm inhibisyon zonu bildirilmistir. Bai ve ark. [38] ise,
Tetraselmis suecica ekstrelerinin aseton c¢ozeltisi ile ha-
zirlayarak E. coli, B. megaterium, B. subtilis ve Salmonella
sp. bakterilerine karsisirasiyla 9,0, 10,6, 8,2 ve 8,6 mm'lik
inhibisyon zonlari olusturdugunu tespit etmistir. Ancak,
mevcut calismada elde edilen inhibisyon zonlari, bu ¢a-
lismalarda bildirilenlerden genellikle daha yiiksek sevi-
yelerdedir. Ornegin, P. aeruginosa tizerinde 12,3 mm'lik
inhibisyon zonu, diger calismalarda bildirilenden daha ge-
nistir. Bu, Antarktik mikroalglerin antibakteriyel aktivite-
lerinin ¢dzlicl tiiriine bagl olarak degiskenlik gosterdigini
ve bu calismada kullanilan coziiclinin etkili bir ekstraksi-
yon ortami sundugunu géstermektedir.

Antarktik tirler ile yapilan calismalarla karsilas-
tinldidinda, Asthana ve ark. [39] Antarktika siyano-
bakterisi Nostoc CCC537'nin metanolik ekstrelerinin
Mycobacterium tuberculosis, Enterobacter aerogenes,
Salmonella typhi, E. coli, P. aeruginosa ve S. aureusun
bliyiimesini inhibe ettigini bildirmistir. Farkh E. coli tur-
leri icin inhibisyon zonlarinin 10-18 mm arasinda degis-
tidi, ayrica Staphylococcus aureus ATCC 25923'e karsi
40 mm’lik bir inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir.
Arastirmacilar, bu aktivitenin, bir diterpenoidin antraki-
non (indane) tiirevine benzer hiicre ici bir biyomolekdil-
den kaynaklanabilecegdini belirtmistir. Bu calisma, mev-
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cut calismamizdaki inhibisyon zonlarindan cok daha
yiiksek degerlere ulasmistir. Bu fark, kullanilan mikroalg
tlrtindn ozelliklerinden ve ekstraksiyon kosullarindan
kaynaklanabilir.

Biondi ve ark. [40] Antarktika'daki bentik matlardan
izole edilen siyanobakteri ekstrelerinin Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Aspergillus fumigatus ATCC 90112,
E. coliL 47 ve Candida albicans L. 145 gibi cesitli bakteri
tlrleri Gzerindeki etkisini incelemistir. Arastirma sonu-
cunda calismada kullanilan 17 siyanobakteri tiriiniin
Staphylococcus aureus, Aspergillus fumigatus veya Cr-
yptococcus neoformansa karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica, 25 tliriin sitotoksik
oldugu tespit edilmistir. Bu biyoaktivitelerin susa 6zgi
oldudu ve filogenetik gruplama ile iliskili olmadigr be-
lirtilmistir. Elvedal [41] ise yiiksek lisans tezinde fark-
I kosullar altinda kdiltlire edilen Arktik deniz diyatom
tlrlerinin biyoaktivite potansiyelini incelemistir. Arktik
sulardan toplanan tim &rneklerin, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseu-
domonas aeruginosa ve Streptococcus agalactiae'ye
karsi biyoaktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ancak, kiil-
tirleme kosullarinin tiirlerin biyoaktivitesini etkiledigi
ve antibakteriyel etkilerinde farkliliklar gozlemlendigi
belirtilmistir. Arastirmaci, diyatom tiriiniin metabolit
biyoaktivite profilinin kiilttirleme kosullarina bagh olarak
degisebilecegini ifade etmistir.

3.5. Antifungal Aktivite Sonuclar

C. variabilisYTU.ANTARCTIC.001 tlrlne ait farkl ekstre-
lerin antifungal aktivitesi, C. gloeosporioides, F. oxyspo-
rum, B. cinerea ve A. niger tirlerine karsi degderlendi-
rilmistir ve bu fungal tiirlerin misel bliylimesine karsi
inhibisyon oranlari farkh gtinlerde élgmstir (Tablo 3).

Farkli coziicller kullanilarak hazirlanan Antarktik mik-
roalg ekstrelerinin, C. gloeosporioides'un 6. inkiibasyon
gtiniindeki fungal koloni capi Gizerindeki etkisi incelen-
diginde, en distik miselyal biiylimenin 64 mm ile etanol
ekstresinde oldugu gozlemlenmistir. Buna karsilik, en
yiiksek miselyal biiylime 68 mm ile DMSO ve su ekstre-
lerinde elde edilmistir. Kontrol ekstrelerinin miselyal
bliylimesi ise 66 ile 72 mm arasinda gdzlemlenmistir
(Sekil 2). F. oxysporumicin ise, farkli ekstrelerin etkileri-
nin birbirine yakin oldugu sdylenebilmektedir. Etanol, su
ve metanol ekstrelerinin miselyal biiylime degerleri 50-
51 mm arasinda degisirken, DMSO ekstresi 49 mm olarak
Olctilmustir (Sekil 3). Benzer sekilde, B. cineredya karsi
5. ve 6. inkiibasyon glinlerinde hicbir ekstrenin inhibis-
yon gostermedigi tespit edilmistir (Sekil 4). A. nigericin,
en ylksek miselyal blyiime 73,33 mm ile DMSO ekstre-
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Tablo 3 Antarktik mikroalgi ekstreleri uygulanmis funguslarin
6 giin sonundaki miselyal biiyiime zonlari (mm)

Coziicii C. gloeosporioides

F. oxysporum B. cinerea A. niger

DMSO 68,00+0,50 ¢
Etanol 64,00+0,50 ¢
Metanol 65,00+0,00 ¢

Su 68,00+0,50 ¢

49,50+0,00 *P
51,00+0,00 2P
50,00+1,00 *P
51,00+0,50 P

90,00+0,00
90,00+0,00
90,00+0,00 -~
90,00+0,00 -+

73,33+0,57*8
71,00+£1,00 %8
69,00+0,00 *8
72,00+£1,00 *B

DMSO 69,50+0,50 >€
Etanol 66,00+0,50 >€

Metanol 67,00+0,00 >€
Su 72,00+0,00 %€

(-) Kontrol

54,00+0,00 P
55,00+1,00 P
54,00+1,00 %P
55,33+1,522P

90,00:£0,00 >4
90,00:£0,00 >4
90,000,004
90,00+0,00

78,00:£0,50 °B
75,00+1,00°B
76,00:£0,00 °B
80,00+0,00*B

Veriler ortalamalar + standart sapmalar (n=3) olarak sunulmustur

A-D: Ayn1 mikroalg ekstre tipi i¢in farkli mantar tiirleri arasinda istatistiksel olarak anlaml farklar bulunmaktadir
(p<0,05). Farkli harflerle gosterilen gruplar istatistiksel olarak anlamlidir.

a—d: Ayn1 mantar tiirli igin farkli uygulamalar (ekstre vs. kontrol grubu) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
bulunmaktadir (p<0,05). Farkli kiigiik harflerle gosterilen degerler arasinda anlamlilik vardir.

sinde gordlirken, en diisiik miselyal bliylime 69,6 mm ile
metanol ekstresinde gézlemlenmistir (Sekil 5).

Polifenolik bilesikler, yiiksek hidrofilik karakterleri nede-
niyle birden fazla -OH grubu icermektedir ve bu sayede ¢6-
zliclilerde cok daha iyi c6ztinmektedir. Bu durum, polifenol-
lerin su ekstresine kiyasla daha yiiksek antifungal aktivite
gbstermesine neden olabilmektedir [42]. Buna ek olarak,
mikroalgler ytiksek oranda polar bilesikler icerdiklerinden,
non-polar coziiciiler en dislk ekstre verimini verecektir

DPPH radikal siipiirme aktivitesi (%)

[34, 36]. Diklorometan ve metanol ekstrelerinin, Gram-po-
zitif ve Gram-negatif bakterilere ve mantarlara karsi iyi an-
timikrobiyal aktivite gosterdidi bildirilmistir [36]. Mikroalg
ekstrelerinde bulunan fenolik ve terpenoid bilesiklerin,
fungal miselyum biiytimesini durdurdugu veya inhibe ettigi
distnilmektedir [42-44].

Literatiirde, farkh mikroalg ekstrelerinin antifungal etkileri
dederlendirilmektedir. Ghasemi ve ark. [12] esitli mikroalg-
lerin metanolik ve hekzan ekstrelerini C. kefyr, C. albicans,

W EE
ME

m DE

uWE
BHT-1000

Zaman (dakika)

Sekil 1 C. variabilis mikroalginin etanolik (EE), metanolik (ME),
DMSQ'lu (DE) ve sulu (WE) ekstrelerinin antioksidan aktivitesi
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Sekil 2 Antarktik mikroalgi ekstrelerinin C. gloeosporioidesa karsi inhibisyonu

DMSO Metanol

Sekil 3 Antarktik mikroalgi ekstrelerinin F. oxysporum'a karsi inhibisyonu
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Sekil 4 Antarktik mikroalgi ekstrelerinin B. cinered'ya karsi inhibisyonu

Metanol

Sekil 5 Antarktik mikroalgi ekstrelerinin A. niger'e karsi inhibisyonu
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A. niger ve A. fumigatus'a karsi test etmis ve denenen
bircok ¢6ziicli arasinda yalnizca metanolik ekstrelerin
anlamh bir antifungal aktivite gésterdigini bildirmistir.
Santoyo ve ark. [13], H. pluvialisin etanol ekstrelerini C.
albicans ve A. niger'e karsi test etmis ve tiim ekstrelerin
A. niger'e karsl etkisiz oldugunu bildirmistir. Ayrica litera-
tlrde, Antarktika mikroalg tirlerinin antifungal aktivite-
lerini dederlendiren herhangi bir calisma bulunmamak-
tadir. Ancak, bazi Antarktika makroalg tirleri antifungal
ozellikleri acisindan dederlendirilmistir. Martins ve ark.
[45] dort farkh makroalg tlirtiniin (Cystosphaera jacqui-
notii, Iridaea cordata, Himantothallus grandifolius ve Py-
ropia endiviifolia) hekzan, kloroform, etil asetat ve etanol
ekstreleri farkli Candida tirlerine karsi test etmistir. Bu
calismada, H. grandifoliusun etil asetat ekstrelerinin
calisma kapsaminda kullanilan dider ekstreler arasinda
en dikkat cekici antifungal aktiviteyi gdsterdidi rapor
edilmistir. Literatlirdeki calismalar g6z éniine alindigin-
da, Antarktika mikroalg tirlerinin antifungal uygulama-
lar acisindan dederlendiriime potansiyeline sahip oldugu
soylenebilmektedir.

Bu calismada elde edilen sonuclar, literatiirde bildirilen
bazi bulgularla értiismektedir. Ornegin, Ghasemi ve ark.
[12] tarafindan bildirilen metanolik mikroalg ekstrele-
rinin antifungal etkisi, calismamizda da metanol eks-
tresinin bazi fungal tiirlerde inhibisyon gdstermesiyle
paralellik arz etmektedir. Buna karsilik, Santoyo ve ark.
[13]'nin A. nigeriizerinde etkisiz buldugu etanol ekstresi,
bizim calismamizda sinirli da olsa inhibisyon gostermis-
tir. Bu farklilik, kullanilan mikroalg tiirleri, ekstraksiyon
yontemi veya test edilen fungal suslardaki farkliliklardan
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, Antarktika kdkenli mikro-
alg tlrlerinin antifungal aktivitesine yonelik literatlirde
yeterli veri bulunmazken, calismamizda C. variabilis YTU.
ANTARCTIC.001 tiiriine ait ekstrelerin bazi funguslara
karsi belirgin inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir.
Bu yonuyle calisma, Antarktik mikroalglerin antifungal bi-
yoyetkinlik potansiyelini ortaya koyarak, bu alanda yapi-
lacakileriarastirmalaricin nemli bir 6ncil olusturmustur.

Bu calismanin sonuglar, Antarktika kutup bdlgesin-
de ekstrem kosullar altinda yetisen mikroalg tirlerinin
bazi bakteri tiirleri ve mantarlara karsi umut verici
antibakteriyel ve antifungal aktivite sergiledigini gdster-
mektedir. Bu ¢alismada, kutuptan izole edilen mikroalg
hiicre ekstrelerinin, iiman bdélgelerde yetisen makro ve
mikroalg tlrlerine kiyasla Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere karsi daha yiiksek antibakteriyel aktivite ve
fungal patojenlere karsi daha giiclli antimikrobiyal etki
gosterdigi gdzlemlenmistir. Ayrica mikroalgler, cevresel
strese karsi hayatta kalma mekanizmalan olarak glglii
antioksidan ozellikler gosterebilen sekonder metabolit-
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ler Uretirler bu sayede mikroalg ekstrelerinin endustri-
yel alanda degerlendirilebilecegini 6ne stirilebilir. Elde
edilen sonuclar, Antarktika'dan izole edilen mikroalgle-
rin glicli antibakteriyel ve antifungal dzelliklere sahip
oldugunu acikca ortaya koymaktadir. Antarktika mikro-
alglerinin antimikrobiyal bilesiklerine iliskin molekiler
yapilarinin belirlenmesine yonelik ileri arastirmalar, ge-
lecekteki biyoteknolojik ve farmasotik uygulamalar aci-
sindan faydali olacadi diistintilmektedir.
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