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SARGASSUM VULGARE’DEN ELDE EDIiLEN SEKONDER
METABOLITLERIN YAPILARININ AYDINLATILMASI VE SITOTOKSIK,
ANTIMIKROBIiYAL ETKILERINIiN BELIRLENMESI

OZET

Eski ¢aglardan giiniimiize kadar bitkiler aktif olarak tedavi de kullanilmaktadir. Ugte
biri endemik yaklagik 11.000 civarinda bir bitki zenginligine sahip olan iilkemizde
bitkilerin tibb1 amagcla kullanilmas1 olduk¢a yaygindir. Giiniimiizde bir¢ok hastaligin
tedavisinde kullandigimiz ilaclar eski caglardan itibaren kullanilan bitkilerin
sekonder metabolitlerinin saflastirilmasi ve aktivitelerinin belirlenmesi sonucu ortaya
¢ikmustr.

Gegmise bakildigr zaman diinyada ortalama omriin uzadig1 bilinmektedir. Diinya
genelinde ortalama yasam siiresi beklentisi 1950°de 46 yil iken 2015°te 71°e
yiikseldigi belirtilmistir. Fakat hala pek ¢ok insan Onlenebilir hastaliklar sebebiyle
hayatin1 kaybetmektedir. Bu durum arastirmacilar1 yeni ilag kesifleri i¢cin doganin
farkli kaynaklarin1 incelemeye yonlendirmistir. Bu nedenle son 20-30 yildir
arastirmacilar ilag kesfi icin deniz fauna ve florasimi daha yogun olarak
incelemektedirler. Ciinkii karasal organizmalarin aksine deniz kaynaklarimin c¢ok
kiiciik bir yiizdesi kimyasal olarak arastirilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda
denizlerde bulunan bitkiler ve diger canlilar ve organizmalarin ¢ok yonlii aktivitelere
sahip, ekolojik ve ekonomik degerleri olan spesifik molekiiller igerdigi gosterilmistir.
Algler, diinya atmosferine sunduklari muazzam katkilartyla, canliligin tiiremesine ve
bugiinkii tiirlerin olusmasina imkan olusturduklar1 gibi yeni ilag kesiflerinin yani sira
kozmetik, enerji, gida, tarim ve diger bazi endiistriyel sektorlere kadar uzanan pek
cok alanda bizlere hizmet etmektedir. Ayni zamanda algler dogada en yiiksek
biyolojik aktivite sergileyen kaynaklardan biri olup, yapilarinda birgok biyoaktif
bilesen barindirmaktadirlar.

Tiirkiye ise li¢ tarafindan denizlerle ¢evrili, genis bir alg flora ve faunasina sahiptir.
Tuzluluk oranlari, sicakliklari, barindirdigi canlilar ve iklimsel 6zellikleri agisindan
zengin bir biyocesitlilikle denizlerimizde dagilim gosteren algler, essiz kimyasal
bilesimleri sayesinde iilkemiz i¢in ekonomik ve bilimsel olarak biiylik bir deger
saglayabilirler.

Bu yiiksek lisans tez caligmasinda Antalya Serik bolgesinden toplanan Sargassum
vulgare C. Agardhdeniz yosununun diklorometan-metanol (2:1) ekstresi hazirlanmis
ve bu miiteakiben bu ekstreden kromatografik yontemlerle baglica iki sekonder
metabolit izole edilip saflagtirllmig ve bu bilesiklerin yapilar1 baslica tek ve cift
dimensiyonlu niikleer manyetik rezonans (1D ve 2D NMR) ve yiiksek rezoliisyonlu
kiitle spektrometrisi analizi de dahil kiitle (Mass) spektroskopisi yontemleriyle
aydinlatilmigtir. Saf olarak elde edilemeyen yag yapisindaki bilesiklerinin
kompozisyonu ise gaz kromatografisi-kiitle spektrumu (GC-MS) analiziyle
belirlenmistir. Elde edilen saf bilesiklerin antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteleri
isein vitro yontemlerle incelenmistir.

Anahtar Kkelimeler: Deniz, Alg, Sargassum vulgare, izolasyon, yap1 tayini,
spektroskopi, NMR, GC-MS, LC-MS, biyoaktivite, antimikrobiyal, sitotoksik
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STRUCTURE ELUCIDATON OF THE ISOLATED SECONDARY
METABOLITES FROM SARGASSUM VULGARE AND DETERMINATION
OF THEIR CYTOTOXIC AND ANTIMICROBIAL EFFECTS

SUMMARY

From ancient times to the present day, plants have been actively used in the treatment
of many ailments. In Turkey, use of the plants for medicinal purposes is fairly
common due to our very rich flora with approximately 11.000 plant species, which of
1/3 species being endemic. The drugs we use today for the treatment of many
diseases have emerged as a result of purification and determination of the activities
of secondary metabolites found in the core of the plants used since ancient times.

It is known that the average life span in the world is extended. The average life
expectancy worldwide was 46 years in 1950’s, rising to 71 in 2015. However, many
people still lose their lives due to preventable diseases. This situation has directed the
researchers to investigate other sources of the nature for new drug discoveries.
Therefore, since last 20-30 years researchers have been investigated marine fauna
and flora, more deeply. Because, unlike terrestrial organisms, a very small
percentage of marine resources have been chemically investigated. As a result of
research, plants found in marine have rich content and multifaceted activities and
contain specific molecules that are ecologically and economically valuable.

Algae, with their enormous contribution to the earth’s atmosphere, provide
opportunities for the emergence of life and the formation of today’s species, as well
as new drug discoveries, cosmetics, energy, food, agriculture and other industrial
sectors until they reach the service in many fields. At the same time, algae isone of
the sourcesin nature which exhibit the highest biological activity with many bioactive
components.

Turkey, on the other hand, has a large algal flora/fauna surrounded by the seas on the
three sides. Salinity ratios, temperature, algea inhabiting Turkish seas host a rich
biodiversity of the organisms, and climatic characteristics and unique chemical
compositions may offer great value for our country economically and scientifically.
In this master thesis study, first of all, a seaweed Sargassum vulgare C. Agardh was
collected from Serik region of Antalya, and a dichloromethane-methanol (2:1)
extract was then prepared. From this extract, two compounds were isolated and
purified by using chromatographic methods. Structure elucidation of the pure
secondary metabolites were made based on spectroscopic methods, mainly 1D and
2NMR and mass techniques including also HR-MS. For the detection of non-polar
fatty compounds composition, GC-MS analysis was carried out. Antimicrobial and
cytotoxic activities of the pure compounds obtained were investigated by in vitro
tests.

Key Words: Marine, Alg, Sargassum vulgare, isolation, structure elucidation,
spectroscopy, NMR, GC-MS, LC-MS, bioactivity, antimicrobial, cytotoxic
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Insanligin varolusundan beri tibbi bitkiler halk arasinda zengin biyolojik aktiviteleri
sebebiyle bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Zengin igerigi ve ¢ok yonli
aktiviteleri ile algler giiniimiizde pek ¢ok sektdre yon vermektedir. Bir ¢ok canlinin
barinmasini saglayan ve deniz ekosisteminin en Onemli dengesini olusturan
alglerden, tanis1 konulmus veya heniiz konulmamis hastaliklarin tedavisinde

kullanilmak tizere ilag kesfi i¢in de yararlanilmaktadir.

Pek cok tilkede besin degeri yiiksek oldugu icin Sargassum tiirleri gida maddesi
olarak kullanilmaktadir. Ulkemiz denizlerinde dagilim gdsteren birgok Onemli
tiirlerin lizerinde yapilan arastirmalarda alglerden aljinik asit, karragen, agar, vitamin
B12 ve baziorganik asitler elde edilmistir. Bununla birlikte {ilke endiistrisine katki
saglayacak hayvan yemi eldesi ve giibre olarak kullanilabilecek ayni zamanda
kozmetikte de yararlanilabilecek tiirlerin varligi iilkemizin kiyilarinda saptanmustir.
Ulkemizde Sargassum vulgare ile yapilan galismalarda, yapisinda antilipidemik
madde icerdigi tespit edilmistir. Diger Sargassum tiirleri de antikoagiilan ve

analjezik 6zelligi olan alglerdendir.

Bu tez calismasinda Antalya sehrinin Serik bdlgesine bagli olan Bogazak’dan
toplanan Sargassum vulgare C. Agardh deniz yosununun toprak istii kisimlari 2:1
oraninda diklorometan-metanol ekstresi elde edilmis olup, igerdikleri sekonder
metabolitler ¢esitli kromatografik yontemler (prep. TLC, kolon kromatografisi) ile
izole edildikten sonra saflastinlmistir. Saf bilesiklerin yapilar1 spektroskopik
yontemlerle (NMR, MASS) aydinlatilarak antimikrobiyal ve sitotoksik aktiviteler

incelenmistir.



Mikrobiyal kaynakli hastaliklar ve ¢agimizin vebasi olarak bilinen kanser
giiniimiizde hala tam olarak ¢6zlime ulasmamistir. Tez ¢alismamizda bir BAP projesi
ve bir TUBITAK projesi gergevesinde arastirdigimiz Sargassum vulgare bitkisinden
sekonder metabolitlerin incelenmesi ve yapilarinin aydinlatilmasini, miktar1 yeterli
olan saf maddelerin antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerinin tayin edilmesini ve

ila¢ olma potansiyellerinin arastirilmasini amagladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Algler

Canliligin devam etmesi i¢in gerekli olan su, icerisinde pek c¢ok canli tiiriinii
barindirir. Tiim canlilar igin metabolik bir kaynaktir. Insanoglu igin yiizyillardir
vazgecilemez olmasi su altinda gerceklesen hayata dikkat ¢cekmektedir. Bu ortamda
yasayan canlilarin tespiti son derece dnemlidir [1]. Su altinda yasayan algler ekolojik
dengeyi saglamada 6nemli bir role sahiptir ve ekolojik sistemde birinci halkada yer

alir [2].

Son yirmi yil i¢inde gesitli arastirma gruplar1 deniz faunasindaki dogal {iriinlerin
kimyasina ilgi gostermistir. Bu alan 06zellikle caziptir, ¢linkii denizlerde ve
okyanuslarda (karasal organizmalarin aksine) bulunmasi gereken tiirlerin ¢ok kiigiik
bir yiizdesi kimyasal olarak aragtirllmigtir, ayn1 zamanda bir¢ok deniz bilesiginin

biiyiileyici yapisal 6zellikte ve olagandist molekiiler yapilara sahiptir [3].

Deniz faunasina gosterilen yogun ilgi ve merak dogrultusunda arastirmacilar, deniz
altinda yasayan birbirinden farkli yapilara sahip olan, cok yonlii aktiviteleri bulunan
deniz alglerine yogunlasmislardir. Avrupa Birligi ise deniz altinda bulunan yosunlar
ile ilgili aragtirmalari daha ¢ok arttirmak adina arastirmacilara belirli projeler ile

finanse edilmis arastirma girigimleri ile tesviklendirmistir [4].

Tablo 2.1: Avrupa Birligi Tarafindan Finanse Edilen Yosun Arastirma Girigimleri

Proje isimleri Amag

Gida, saglik ve saglikli yasam iirlinlerinde deniz yosunundan
biyoaktif bilesikler elde etmek

Aljinat ve Agar tastyan deniz yosunlarindan gida ve saglik ve
HYFFI wellness iiriinlerinde uygulamalar i¢in diisiik molekiil agirlikli
polisakkaritler iretmek

SWAFAX

MAREX Biyoaktif bilesikler i¢in deniz kaynaklarini aragtirmak

Deniz makroalg sektorii iginde ilgili paydaslardan olusan bir

NETALGAE Avrupa ag1 olusturmak

Deniz bazli malzemeleri iglemek igin gelistirilmis model

NutraMara gidalar gelistirmek

Kaynak: Kadam, S.U., (2013)



Deniz kaynaklari, Diinya’nin biyocesitliliginin yaklasik %25’ini temsil etmektedir.
Sucul ortamda yasayan algler basing, sicaklik, ozmolarite, degisken pH ve suyun
dalgalanma oran1 gibi zorlu kosullara uyum saglamakla birlikte, deniz
organizmalarinda ikincil metabolitlerin iiretimini indiikleyebilir. Alglere olan ilginin
artmasinin sebebi, genis bir biyogesitlilige sahip olmasidir. Ayni zamanda bulundugu
konumda ekolojik ve ekonomik olarak degerli olan spesifik molekiiller igerebilir ve
bu molekiillerde yeni ila¢ potansiyellerinin biyolojik kesfi acisindan arastirmacilar
icin ilgi cekmektedir [5]. Fakat okyanuslarin birbirine baglanmasi ve tiirlerin

dagilimimi yonlendiren makroevrimsel siiregler algleri incelemeyi zorlastirmaktadir
[6].

Deniz fauna ve florasi igerisinde yer alan algler cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir.
Alglerin zengin biyoaktif kaynaklar olarak kabul edilmeleri sebebi ile son yillarda
farmasotik ajan kaynaklari seklinde kullanimlart yayginlasmistir. Birgok deniz
alginin baz1 Gram-pozitif ve Gram-negatif patojenlerin gelismesini engelledigi

bildirilmistir [7].

Algler denizlerin en 6nemli canli kaynaklarindan biridir ve besin zincirinin énemli
bir parcasini olustururlar. Bu organizmalar atmosferdeki oksijenin biiyiik
cogunlugunu yaptiklar1 fotosentez ile karsilarlar ve besin zincirinin ilk halkasim
olustururlar [8]. Su ortaminda primer {retici olan alglerden eczacilik, tarim,
kozmetik ve ila¢ endiistri sinde faydalanilmaktadir [9]. Algler, yiiksek biyolojik
aktiviteli sekonder metabolitlere sahiptirler. Bu sekonder metabolitler eczacilik

alaninda yeni farmasotik ajanlarin gelistirilmesine fayda saglamaktadir [10].

Deniz organizmalari, insan beslenmesi takviyesi ve hastalik tedavisi icin
nutrasdtikler ve ilaglar olarak gelistirilebilen gesitli biyoaktif molekiiller iiretir. Deniz
yosunu tek hiicreli mikroalgleri ve ¢ok hiicreli makroalgleri igerir. Yiiksek protein
icerigi deniz yosunlarinda, genellikle kahverengi alglerde kuru agirligin %5-15’1 ve
kirmiz1 ve yesil alglerde kuru agirligin %10-47’si bulunur. Amino asit sekansina
bagli olarak, deniz yosunu kaynakli biyopeptitler, antioksidan, antikanser,
antihipertansif, antiaterosklerotik ve immiinomodiilator etkiler de dahil olmak iizere

cesitli biyolojik fonksiyonlarda yer alabilir [11].

Algler, deniz alt1 ve deniz iistilyosun florasinin baslica iiyelerinden biridir ve bircogu
bulundugu bolgeye 6zel olan farkli konumlarda bulunmayan denizaltinda yasayan

hayvan ve bitki gruplari i¢in essiz bir ortam saglamaktadir [12, 13]. Deniz yosunlari,



hem su alt1 hem de su iistiinde genis bir alana yayilip yiizen biyokiitlelerinin yani sira

ylizey sularinda biiyiik 6l¢ekli siiriiklenen biyokiitle olusturur [14].

Ekolojik agidan algler yeryiiziindeki her bir alanda bulunabilirler. Fakat biiyiik
cogunlugunun yayilis alani sulak bolgelerdir. Govdeye benzeyen yapilart sayesinde
deniz, g6l ve nehirlerde yasayabildigi gibi karada ise iskeleti sayesinde agac, kaya ve
topraga tutunarak yasayabilirler. Bitki ve hayvanlar ile simbiyotik yasam
saglayabilirler. Buzla kapl alanlarda, yiiksek sicakliktaki kaynak sularinda, tuz orani
ve basinci yliksek olan su ortamlarinda fotosentezi karsilayabilecek kadar 1sik

bulabildikleri siirece yasayabilirler [9].

Algler dogada bulunan biyolojik aktivitesi en yiiksek kaynaklardan olup, yapisinda
bir¢cok biyoaktif bilesen barindirmaktadir. Alglerin protein, aminoasit, vitamin ve
cesitli mineral maddeler yoniinden zengin oldugu ayrica polisakkarit, sterol ve yag
asitleri igerdigi, bu nedenle de kullanim alaninin genis oldugu bilinmektedir [15].
Ayn1 zamanda ekolojik, toksikolojik ve farmakolojik dneme sahip olan alkaloitler,
fenolik bilesikler, streoidler ve terpenoitler gibi sekonder metabolitleride biinyesinde

tagimaktadir [16, 17].

Deniz yosunu, ozellikle Dogu Asya iilkelerinde, aktif biyolojik bilesenlerin varligi
sonucu saglik tizerinde yararli etkiler sunduklar1 i¢in kabul edilen en popiiler gida
elementlerinden biridir. Faydali kimyasal bilesikler {ireten en kararli deniz kaynaklari
arasinda, makroalgler ¢ok cesitli ikincil biyolojik olarak aktif metabolitler {iretir. Bu
aktif metabolitlerin ayrilmasi ve tanimlanmasi bir¢ok arastirmacinin dikkatini
cekmistir [18]. Yosun igeriginde polisakkarit, polifenoller, doymamis yag asitleri,
mineraller ve vitaminler igeren iyi bir diyet lifi kaynagidir. Bu bilesiklerin her biri
antidiyabetik, anti-enflamatuar, anti-oksidan, anti-bakteriyel ve anti-viral aktivite

gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir [19].

Gegmisten giinlimiize dek ait olduklar1 siniflar ve akrabalik iligkilerine dair birgok
hipotez olusturulmus ve farkli sekillerde siniflandirmalar1 yapilmigtir. Alg tiirlerinin
ordolar1 ve smiflar1 ilk olarak morfolojik o6zelliklerine gore smiflandiriimaya
baslanmig, ancak yapilan siniflandirmalar yeni kayitlar bulunduk¢a ve tiirler
arasindaki bazi farkliliklar1 tam olarak karsilamadigi i¢in daha sonralari yeni
siniflandirma yontemleri gelistirilerek morfolojilerinin yani sira anatomik ve

ultrastriiktiirel yapilar1 da incelenmistir [20].



Algler; Mikro Algler (prokaryotik) ve Makro Algler (6karyotik) olarak iki grup
altindadir. Mikro Algler, Mavi-Yesil Algler (Cyanophyta) olarak bilinir;
Cyanobacteria, Dinoflagelata, Bacillariophyta olarak siniflandirilir. Makro algler ise
kamg1 tasimalarina veya pigmentasyonlarina gore; Yesil algler (Chlorophyta),
Kirmiz1 algler (Rhodophyta), Kahverengi algler (Phaeophyta), Diyatomeler
(Chrysophyta) ve Kamgcili algler (Flagelleta)olarak siniflandirilmaktadir [10].

Algler

Mikroalgler Makroalgler
(Prokaryotik) (Okaryotik)

Yesil Algler Kirmizi Kahverengi

\ : Algler Algler
AT (Rhodophyta) § (Phaeophyta)

Sekil 2.1: Alglerin Siniflandirilmasi

Deniz makroalgasi, kiiresel birincil liretime ve mavi karbon tutulumuna Onemli
Olciide katkida bulunan genis ve ¢esitli bir fotoototrof grubudur [21]. Bu sebepten
makro algler biyolojik ¢esitlilik ve ekosistem isleyisinin yapilandirilmasinda ve
sirdiirilmesinde 6nemli rol oynarlar c¢lnkli fiziksel c¢evreyi degistirirler,
omurgasizlar ve baliklar gibi ¢ok sayida iligkili tiir icin barinak, yiyecek, lireme

alan1 ve fidanlik saglarlar [22-24].

Kiy1 deniz ortamlarinda yasayan makroalgler, sicaklik ve tuzluluk degisimleri, 1s18a
maruz kalma, UV radyasyonu, kuruma ve dalga hareketi nedeniyle siklikla sert
kosullarla kars1 karstya kalirlar. Bu kosullarda alg fizyolojisini, yasam dongiilerini,
topluluk yapilarin1 ve dinamiklerini etkilemektedir [25-29]. Deniz yosunlar1 birincil
tireticilerindendir ve okyanuslarda besin zincirinin tabanini olustururlar [25], deniz
biyogesitliligini desteklemede ©nemli bir rol oynarlar [30]. Deniz yosunlari
genellikle termal ortamlara iyi adapte olmasina ragmen, fazla sicaklik artis1 deniz
yosunlarinin enzimatik ve metabolik isleyisini etkiler, hiicresel ve alt hiicresel hasara

neden olabilir, yavas biiylime ve gelismeye yol acar [31].



Deniz yosunlarinin {iretimleri ¢evresel faktorlerle sinirlanmistir. Bu faktorler 1sik,
sicaklik ve besindir. Bu faktérler iyilestirildigi takdirde, iiretim diizeyi artar. Uretim
artisgtnin  belirli bir diizeyi ge¢mesi durumunda ise g¢evresel denge bozulur ve
otrofikasyon meydana gelir. Otrofik bir ortamda besin madde girdisinin fazlahgindan
dolayi, (6zellikle azotlu bilesikler ve fosfat gibi alglerin gelisimin arttiran bilesikler)
alg ve bakteri faaliyetleri ile bulaniklik artar ve 15181 suyun alt kismina ge¢mesini
engeller. Oksijen dip kisimlarda sinirlayict bir 6zellik kazanir. Buda bentik bolgede

yasayan canlilar i¢in 6liimle sonuglanabilmektedir [32].

Deniz yosunlari, deniz suyuna konsantre olma yetenegine sahip olduklar1 i¢in zengin
bir temel element kaynagi olarak bilinir. Mikro ve makroelementlerin yan1 sira, deniz
makroalgleri zamanla sudan agir metalleri emme ve biriktirme egilimine sahiptir
(6rnegin, kadmiyum (Cd), coper (Cu), manganez (Mn), niquel (Ni), kursun (Pb),
¢inko (Zn), civa (Hg)) [33].

Ulkemizde algler iizerine yapilan ¢alismalar ilk olarak deniz florasinin incelenmesi
ile baglamistir. I¢ sularla ilgili olan ¢alismalar 1970°li yillarda gol, gdlet ve barajlar
iizerinde yogunlasmistir [34]. Ulkemizde alg florasi arastirmalari iginde gol ve

goletlerle ilgili ¢aligmalar her gegen giin artmaya devam etmektedir [35, 36].

Deniz yosunlari, diisiik lipit i¢erigi, yliksek polisakkarit i¢erigi, ¢oklu doymamis yag
asitleri, vitaminler, mineraller ve diger biyoaktif metabolitler nedeniyle yiiksek

kaliteli, saglikl1 bir besin kaynagi olarak tinltidiir [37].

Deniz yosununun kimyasal bilesimini ve aktivitelerini belirlemede 6nemli rol
oynayan ¢esitli faktorler vardir. Bu faktorler tiirler, fizyolojik durum, ¢evresel yonler,
(konum, iklim, sicaklik ve tuzluluk) biiyiime kosullari, kirlilik, toplama siiresi,
thallus bolgesi ve epifitik organizmalardir. Alg tiirlerinin her biri kendi benzersiz
ozelliklere sahiptir ve bu onlar1 birbirlerinden farkli kilar. Arastirmalarda birgok
yosunun aktivitelerini etkileyen kimyasal bilesimlerinin mevsim sartlarma gore
degisiklik gosterdigi kanitlanmistir. Antimikrobiyal aktivite i¢in, maksimum
potansiyelin ¢ogunlukla ilkbaharda meydana geldigini yapilan arastirmalar ile
desteklenmistir. Bu durum ise muhtemelen belirlenen sezonda bazi aktif bilesiklerin
baskinligindan kaynaklanmaktadir. Kis mevsimi sonunda yapilan caligmalarda ise
fenolik icerik ve antioksidan aktivitenin potansiyelinin yiiksek oldugu belirlendi. Alg

tiirlerine gore bakilacak olursa yesil algler yil boyunca aktif, fakat kahverengi deniz



algleri belirli mevsimlerde aktivite eksikligi gosterdigi belirlenmistir. Diger yandan

kirmizi algler ise mevsim boyunca varyasyonlar géstermistir [38].

2.1.1 Alglerin kullanim alanlari

Alglerden elde edilen iirlinler ve alglerin kullanildig1 alanlar ekonomik ve ekolojik
bakimdan onemli bir degere sahiptir [32]. Algler insanlar tarafindan ilk¢aglardan
itibaren gilinlimiize kadar farkli amaglarla kullanilmistir. Deniz yosunlarinin ilk
kullanim alanlarinin giibre, kozmetik ve tip oldugu bilinmektedir. Ancak 17 yy.’dan
sonra kesfedilen yeni maddelerle ¢ok farkli alanlarda kullanilmaya devam
edilmislerdir. Ornegin baz1 algler protein, karbonhidrat, vitamin ve mineral
bakimindan zengin olduklarindan dolay1 gesitli iilkelerde insanlarca besin maddesi
olarak tiiketilirler. Alglerin tiim vitamin Ogelerini icermeleri nedeniyle insan
beslenmesinde kullanimi bagta Uzakdogu iilkelerinde yaygindir. Bir¢ok kara bitkisi
B12 vitamini icermezken biitiin algler bu vitamini icerir. Baz1 deniz alglerinin 1 g
kuru agirlikta 1 pug vitamin icerdigi bilinmektedir [39]. Binlerce yildir yosunlar
yenilebilir ve saghigi arttirict bir kaynak olarak degerlendirilmistir; kolesterolil
diistirdigii, kan basincinm diistirdiigii, saglikli sindirimi tesvik ettigi gosterilen bir¢cok
biyoaktif madde icerdikleri bilinmektedir ve Onemli potansiyel antioksidanlardir

[40].

Deniz yosunlari, sanayinin neredeyse her alaninda kullanilmaktadir. Dogal olarak
toplanmalarinin yanisira, kiiltiirleri de yapilmakta ve denizlerde de karalar gibi ekilip
bicilmektedir. Algler, brom, iyot, organik asitler, monosakkaritler, polisakkaritler,

agar, aljinik asit, steroller, proteinler ve vitaminler icermektedirler [41].

Eski zamanlarda deniz yosunlarinin terap6tik kullanimlar1 sadece geleneksel tedavi
ile smirliydi, Fakat giiniimiizde yapilan calismalar dogrultusunda alglerin, diger
bitkisel iiriinlere kiyasla tiiberkiiloz, artrit, soguk alginli§i ve grip tedavisi igin
tyilestirici bir etkiye sahip oldugu ileri siiriilmiistiir [42]. Deniz yosunlarinin
cogunlukla Asya iilkelerinde uzun bir gegmise sahiptir. Bu iilkelerde islevsel gida ve
sifali otlar olarak yaygin olarak kullanilmaktadir [43]. Glinlimiizde algler Japonya,
Cin, Kore, Malezya, Tayland, Endonezya, Filipinler ve diger Giiney Dogu Asya gibi
bircok iilke tarafindan yliksek protein igerigine sahip oldugundan salata veya
kurutulmus olarak tiiketilmektedir. Cogunlukla Ulva, Enteromorpha, Caulerpa,

Codium,  Monostroma, Sargassum, Hydroclathrus, Laminaria, Undaria,



Macrocystis, Porphyra, Gracilaria, Eucheuma, Laurencia ve Acanthophora tiirtleri

kullanilmaktadir [44].

Gilinlimiizde yine tip alaninda alglerden elde edilen bazi kimyasallarin anti-kanser,
anti-amoebik (anti-parazitik etki), spazmolitik (spazm engelleyici), diiiretik (idrar
arttirict), analjezik (agr1 kesici), anti-anjiyogenik (damar agici), immiinostimiilan
(uyaric1), anti-alzheimer, anti-fungal, anti-viral, anti-timor, anti-alerjik etki,
hipotensiv (tansiyon diisliriicii), kolestrol diisiiriicii, obeziteyi Onleyici, sitotoksik

etkisi oldugu bildirilmektedir [45].

Yeni ilaglarin gelistirilmesi igin ilag sirketlerinden en ¢ok dikkat ¢eken maddeler
siilfatli polisakkaritler (anti-timdrler ve anti-viraller), halojenli furanonlar (zehirli

bilesikler) ve kahalalide F (anti-kanser ve anti-AIDS bilesikleri) olmustur [46].

Yasam kalitesi iizerinde dnemli bir etkisi olan en yaygin halk sagligi sorunlarindan
biri olan dis ¢iirigli icin dogal kaynaklara sahip alternatif tedaviler arastirilmaktadir.
Bir grup arastirmaci, dis ve tibbi alanda fayda saglayacagini diistinerek Sargassum
polycystum ekstraktinin Streptococcus mutans ve Lactobacillus casei’ye karsi
minimum inhibitér konsantrasyonunu ve bakterilerin biiylime egrilerinin
belirlenmesi tizerine calismistir. Sargassum polycystum calisilmig ve umut verici
olan antibakteriyel, analjezik, anti enflamatuar, sitotoksisite ve antitiimor aktivitelere
sahip kahverengi bir deniz yosunudur. Bu ¢aligmanin sonuglarinda ise etanol
ekstresinin kullanilan patojenlere karst kismi inhibasyon gosterdigi belirlenmistir

[47].

Aragtirmacilar, deniz yosunlarimin dis ¢iirtiklerine veya periodontal hastaliklara
neden olan oral patojenlere karsi potansiyelini kesfetmeye dikkatlerini ¢ekmeye
basladilar. Deniz yosunu, antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugu kanitlanmis oldugu
icin agiz hastaligmin 6nlenmesinde yardimci bir materyal olarak ilgi gormektedir

[38].

Algoterapi, yosun Ozlerinin saghik veya giizellik bakimlarinda kullamildigi bir
bilimdir. 19. yiizyilin sonunda ve 20. ylizyilin basinda yosun o6zleri ile bakim
yapilmasi, bir¢ok sahil beldelerinde yasayan insanlarin ortak bir 6zelligiydi. Bu
bakimlar artrit, romatizma ve diger agrilar i¢in bir tedavi olarak kullanilmaktaydi.

Gilinlimiizde ise yosun 6zlerinin kozmetik uygulamalarda zengin ve degerli oldugu



diisiiniilmesiyle birlikte ticari olarak da gelismektedir. Piyasa da bulunan bir ¢ok

giizellik ve viicut bakim {iriinleri yosun 6zleri bulundurmaktadir [42].

Deniz ortamindaki yasayan algler, stres kosullar1 altinda hayatta kalmak icin ikincil
metabolitlerin biyosentezine sahiptir. Alglerde bulunan ve biyolojik olarak aktif olan
bilesenler, giiclii cilt koruma yetenekleri nedeniyle kozmetik endiistrilerinde aktif bir
bilesen olarak kullanilmaktadir. Deniz yosunlarinin aktif bilesenleri antioksidan,
antibakteriyel, beyazlatma ajani, anti-aging, anti-akne, ve nemlendirici olarak

kozmetik endiistrilerinde kullanilmaktadir [48].

Alglerden elde edilen vitamin, pigment, yag asitleri, polisakkaritler, kabuklulardan
elde edilen kitin ve kitosan, baliklardan elde edilen kollajen, jelatin, peptit gibi
maddeler kozmesotik iirlinlerde kullanilmaktadir [49]. Mantarlar, mantar benzeri
protistler ve bakteriler gibi denizel organizmalar da igerdikleri, mikosporin benzeri
aminoasitler, karotenoitler, yag asitleri ve kitosan gibi biyoaktif maddeler sayesinde
yaslanma karsit, cilt beyazlatici, zararli 1s1nlara kars1 koruyucu o6zellikleriyle yiiz,

viicut ve sa¢ bakiminda kullanilirlar [50].

Kahverengi deniz yosununun kloroplastlarinda bulunan pigment olarak islev goren
bir tiir ksantofil olan fukoksantin, anti-mikrobiyal ve anti-kanser dahil olmak tizere
cok sayida saglik yarar1 Ozelligi igerdigi bildirilmistir [S1]. Bu deniz bitkisi aym
zamanda dogal antioksidanlar olarak yiiksek potansiyel sergileyen yiliksek miktarda
polifenol igerir. Deniz yosunlarindaki polifenoller serbest radikal temizleyiciler ve
antimikrobiyal ajanlar olarak kanitlanmistir ve su anda major dejeneratif ve eksiklik

hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir [52].

Deniz yosunu, genis cografi dagilimi ve karasal bitki {izerindeki avantajlari
nedeniyle biyoener;ji tliretimi i¢cin umut verici bir hammaddedir. Yosun biyokimyasal,
biyoetanol, biyogaz ve giibre gibi ¢esitlendirilmis tiretimler ile saglikli ve karli bir is
alan1 olusturmaktadir. Bununla birlikte, muazzam potansiyeli ve benzersiz kimyasal
bilesimi ile makroalgler iyi bir pazar potansiyeline sahiptir ve muhtemelen enerji
tiretimi i¢in siirdiiriilebilir bir ¢evreye iyi huylu alternatif hammadde i¢in énemli bir

katki saglayacaktir [53].

Alglerin en umut verici kullanim alanlarindan biri ise atik aritimi alanidir. Aritilmak
istenen atiklar lizerine yetistirilen algler, bakteriler tarafindan biyolojik olarak

parcalanir ve maddeyi okside etmek icin kullanilan oksijeni iiretir. Bu islem,
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Ozellikle azotu sabitleyebildikleri i¢in siyanobakterilere uygundur [54]. Makroalglar
de dahil olmak iizere ticari su bitkilerinin toplam diinya {iretimi, 2016 yilinda 31.2

milyon tona ulagmustir [55].

Kahverengi alglerden elde edilen, dnemli iirtinlerin basinda aljinik asit ve aljinatlar
gelmektedir. Aljinik asit ve aljinatlarin Amerika’daki tiretimi 1929 yilinda baslamis
ve endiistri kolu olarak gelismistir. Alg endiistrisinin kaynak sorunu ile
karsilagmamasi i¢in, denizde dogal olarak iireyen alglerden faydalanmanin yaninda,

bu bitkilerin kiiltiirlerinden de yararlanma yoluna gidilmistir [41].

2.1.2 Algler ile yapilan kimyasal arastirmalar

Deniz organizmalari, biyolojik aktivitelere sahip biiyiik bir dogal {iriin kaynagidir.
Alkaloitler, fenolik maddeler, steroitler, terpenoitler gibi sekonder metabolitleri
icermekle birlikte yasam siire¢lerini korumak icin birincil metabolitler de
icermektedirler. Ekolojik, toksikolojik ve farmakolojik olarak da anti-oksidan, anti-
tiimor, anti-herpes ve anti-fouling (¢lirime Onleyici etki) gibi aktiviteleri

kapsamaktadir [56].

Deniz yosunlari, nigasta sindirim enzimlerinin inhibisyonu ve oksidatif stresin
diizenlenmesi yoluyla diyabet gibi kronik hastaliklar1 tedavi etmek igin
kullanilabilecek bir biyoaktif bilesik kaynagidir [57]. Ayrica, deniz yosunu
polisakkaritleri serbest radikalleri emmede ve organizmalardaki oksidatif stresten

kaynaklanan hasar1 6nlemede 6nemli bir rol oynamaktadir [10].

Yapilan bir ¢alismada bakir zehirlenmesi semptomlari goriilen koyunlara verilen taze
deniz yosunlarinin terapotik etkiye sahip oldugu oldugu ve bakir diizeyini diisiirdiigii

bildirilmistir [58].

2003 yilinda kirmizi alg olan Laurencia obtusa tlzerine Prof. Dr. Topgu ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada ise antimalaryal aktivite gdsteren ve bir bromlu

seskiterpen olan (8R*)-8-bromo-10-epi-a-snyderol izole edilmistir [S9].

Kirmizi bir alg olan Gracilaria verrucosa’nin kimyasal bilesenleri lizerine ise 2008
yilinda yapilan bir ¢calismada yeni bir sterol glukozid olan (24R)-5-stigmast-9-(11)-
en-3-D-glucopyranoside metanol ekstraktindan elde edilmistir. Diklorometan ve
aseton ekstraktindan ise kolesterol ve (Z)-9-heksadekenoik asit (palmitoleik asit)

elde edilmistir [60].
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Yosun giiclii antimikrobiyal 6zelliklere sahip olsa da, 6zellikleri bir tiirden digerine
farklilik gosterir. Cesitli ¢alismalar, farkli deniz yosunu gruplar1 arasindaki
antimikrobiyal aktivitelerdeki degisimleri bildirmektedir. Bu varyasyon, farkli
ekstraksiyon yontemleri, ekstraksiyonda kullanilan c¢oziiciiler ve numunelerin

toplandig1 farkli mevsimlere bagh olabilir [61].

Deniz alg oOzlerinin kabakulak, enfluenza B gibi viral replikasyonlar (viriislerin
tiremesi) Uzerindeki inhibitdr etkileri 1958’den beri bilinmektedir. Uzun yillar
boyunca yapilan c¢aligmalarda ise antiviralve antitimér aktivite, sulu alg

ekstraktlarinda siilfath polisakkaritlerin varligina atfedilmistir [62].

Siilfath polisakkaritlerin ise bir retroviriis olan insan immun yetmezlik viriisiine
(HIV) kars1 farkli antiviral etki mekanizmalarina sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica
yapilan bir ¢aligmada ise siilfath polisakkaritlerin insan T hiicresi lenfotropik viriis

tip 1 kaynakli sinsityum olusumunun etkili inhibitorleri oldugunu gostermistir [63].

Alglerde bulunan fenol, flavonoit ve tanen gibi fenolik yapidaki bilesenler
antioksidan aktiviteden ve serbest radikal kovucu etkiden sorumludur [64, 65]. Alg
ekstreleri ile yapilan ¢aligmalarda ekstrede bulunan polifenollerin antioksidan etki

gosterdigi belirtilmistir [64].

Ascophyllum nodosum kahverengi alglerden elde edilen sulu ve etanolik ekstraktlarin
anti-diyabetik 6zellikleri ve a-glukozidaz enzimi i¢in inhibitdr potansiyeli sergiledigi
Zhang ve arkadaslar tarafindan degerlendirildi. Bu ekstrelerin polifenol bakimindan
zengin ve polisakkarit igerdigi belirlendi [66]. Apostolidis ve meslektaslari
tarafindan 2011 yilinda yapilan bir baska calismada, Kuzeydogu ABD sahil
seridinden Ascophyllum nodosum toplanmistir. Bu ¢alisma, bu alglerin ekstraktinin
antioksidan aktiviteye sahip olan ve a-glukozidaz ve a-amilaz iizerinde inhibitor bir

etki gosteren fenolik bilesikler igerdigini gostermistir [67].

Ingiltere’de toplanan baz1 makroalglerin fenolik ekstraktlarinin antidiyabetik etkileri
Nwosu ve arkadaslar tarafindan test edildi. Bu calismada, Alaria ve Ascophyllum
kahverengi alglerin fenolik ekstraktlari a-amilaz enzim aktivitesi iizerinde inhibitor
etki gosterdi. Ascophyllum’un fenolik 6zii, a-glukozidaz {lizerinde inhibitdr bir etki

sergiledi [68].

Farkli tiirdeki algler ile yapilan bir ¢alismada Gracilaria gracilis’in3-karoten

(provitamin A) yoniinden en zengin, Utricularia rigida’nin Vitamin C (askorbik
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asit), ve Dictyopteris membranacea’ nin ise o- tokoferol (vitamin E) yOniinden en

zengin alg oldugu belirlenmistir [69].

Tip 2 diyabetli hastalarda deniz yosununun lipid profili takviyesi iizerine etkisinin
sonuglari, deniz yosunlarinin TG (tiroglobulin) ve LDL’yi (diisik yogunluklu
lipoprotein) diistirmede etkili olabilecegini ve HDL’de (yliksek yogunluklu
lipoprotein) belirgin bir artig olabilecegini gostermistir [70].

Lakshmana S. ve arkadaslari, Hindistan’in Giineydogu kiy1 bolgesinden 10 deniz
yosununda cesitli ¢oziicliler kullanarak o-amilazin inhibitor aktivitesinin incelemis
ve Padina gymnaspora etil asetat ekstraktinin a-amilaz iizerinde gii¢lii bir inhibitor

etkiye sahip oldugunu bulmustur [71].

Min ve arkadaslar1 ise diyabetli kisilerde Undaria pinnatifida ve Saccharina
japonica dahil olmak {lizere deniz yosunu takviyelerinin fizyolojik etkilerini
degerlendirdi. Calismalari, bu deniz yosunlarinin ekstraktlarinin kan glikozunu
kontrol ettigini ve kan lipitlerini ek olarak diisiirdiigiinii, anti-oksidan enzimlerin

GSH-px (glutatyon peroksidaz) ve CAT (katalaz) aktivitesini arttirdigin1 buldu [72].

Metastazli yirmi ileri kanser hastalarinda fukoidanin oral uygulama etkinligini
degerlendirmek i¢in prospektif, agik etiketli bir klinik ¢alisma yapilmistir. Sonuglar,
fucoidan’in iki haftalik alimdan sonra IL1 (interlokin-1), IL6 (interlokin-6) ve TNF
(timdr nekrozis faktor) seviyelerini diislirdiigiinii gésterdi. Bu nedenle, stilfatlanmig
bir polisakkarit olan fukoidan kemoterapi goren kanser hastalari ig¢in destekleyici
bakim olarak kullanilabilir. Benzer sonuglar, on bes saglikli postmenopozal kadinin
Undaria pinnatifida igeren kapsiiller kullanilarak tek kor plasebo kontrollii bir
calismada ise alindig giinliik deniz yosunu tiiketimi ile Japonya’daki meme kanseri
insidans1 arasindaki iligkinin arastirilmasi sirasinda bulundu. Calismanin sonunda,
daha diistik tirokinaz tipi plazminojen aktivator seviyeleri dnemli 6l¢iide azaldigi ve

muhtemelen kanser hiicresi proliferasyonu ve invazivligi azalttig1 goriildii [70].

Kang ve arkadaslari, Petalonia binghamiae’den izole edilen fukoksantinin,
lipogenezi azaltarak ve B-oksidasyonu arttirarak protein kinazimi aktive ederek
obeziteyi hafiflettigini gostermistir [73]. Kore plajlarindan 37 deniz yosunu tiiriiniin
metanolik 6zleri toplanarak yapilan diger bir calismada ise Undaria pinnatifida’nin

metanolik ekstraktinin, anti enflamatuar etkileri ve insiilin direncinde bir azalma ile
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iliskili olan omega-3 yag asitlerinin (PUFA) iceriginin iligkili oldugunu géstermistir

[74].

Koreli arastirmacilar, kahverengi makroalg Fucus vesiculosus’un hiicre duvarinin,
HCT-116 kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek antikanser

aktivitesini gosteren siilfat polisakkarit bilesigi olan fukoidan igerdigini bildirdi [75].

Yapilan bir ¢aligmada biyolojik olarak nadir goériilen bir aminoasit olan d-aspartat’in
varligr 38 tiir deniz yosununda degerlendirilmistir. Her yerde bulunan serbest L-
aspartat varlifina ragmen, Sargassaceae ailesinde sadece 5 tiirde serbest D-aspartat
tespit edilmistir. Fakat yesili ve kahverengi alg tiirlerinin hi¢gbirinde bulunamamustir.
Bu sonuglar ise deniz makroalglerinde serbest D-aspartat varliginin teretia
boliimiindeki tlirler harig, sadece Sargassaceae ailesiyle smirli oldugunu

gostermektedir [76].

Kahverengi algler, yesil ve kirmizi alglere gore daha yiiksek miktarda E vitamini
icermektedir. Kahverengi makroalgler icinde E vitamini miktar1 en yliksek
Ascophyllum ve Fucus tiirlerinde 200-600 mg tokoferol’kg (kuru agirlik) olarak
belirlenmistir. Yesil ve kirmizi algler sadece alfa tokoferol igerirken, kahverengi
algler alfa, beta ve gama tokoferolleri igerir [77]. Yapilan ¢alismalarda kahverengi
alglerden elde edilen iiriinlerin anti-bakteriyel, antioksidan, anti-viral, anti-kanser
gibi aktiviteleri nedeniyle tercih edilmeleri saglikli beslenme agisindan 6nemlidir

[45].

Maeda ve arkadaglar1 diyabetik sicanlarda beyaz yagda UCP1’in (ayirma proteini)
goriiniimiiniin Anundaria pinnatifida alglerinden elde edilen karotenoid, fukoksantin

beslenmesi ile diizenlendigini gdstermislerdir [78].

Kim ve ark. (2009), Ishige okamurae alglerinin biretanol ekstraktinin, makrofajlarda
NF-kappa B-transkripsiyon faktoriinii devre dis1 birakarak diyabete bagli oksidatif

stresi inhibe ettigini géstermistir [75].

Undaria pinnatifida (Wakame)’nin yemeklerden sonra glikoz alim metabolizmasi ve
inslilin metabolizmas1 lizerine etkileri Tanemura ve arkadaglari tarafindan gozden
gecirilmistir. Caligma, Wakame kullaniminin insiilin fonksiyonunu gelistirdigini

belirlemistir [79].

Makro deniz yosunlarinda gida analizleri ile yiiksek diizeyde karbonhidrat,

mineraller, ve vitaminler saptanmistir [80]. Makro alglerden yapilan nori, %30-50
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protein (yaklasik %75°1 sindirilebilir), 6nemli miktarda A vitamini, C vitamini,

niasin ve folik asit icermektedir [81].

Bir diger ¢alismada Syrnechocytis sp.’nin 6 farkli susunun PHB (Polihidroksibiitirat)
liretim yetenegi ve anti-mikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Sadece Synechocytis sp.
B6 susu Mariniluteicoccus flavus ve Proteus vulgaris lzerinde antimikrobiyal

aktivite gosterdigi belirlenmistir [82].

Tiirkiyede yapilan bir calismada Karadeniz kiyilarindan toplanan deniz yosunu
tiirlerinin eser element icerigi aragtirilmigtir. Yapilan aragtirmanin sonucunda ¢inko,
demir, krom, kursun gibi bir¢ok elementin konsantrasyonunun yiiksek seviyede
oldugu belirtilmekle birlikte bircok iilkede diyet olarak tiiketilmekte oldugu
bildirilmistir [83].

Deniz yosunlarmin biyoprotektif 6zelliklerinin belirlenmesini amaglayan bir
aragtirmada, toplam fenolik igeriginin kantitatif analizinde Gelidella acerosa ve
Haligra sp.’nin yiiksek fenolik igeriklere sahip oldugunu ve bu yosunlarin

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler gosterdigi belirlenmistir [84].

Uc kahverengi yosun olan Dictyota dichtoma, Padaina pavonia ve Sargassum
vulgare’nin anti-oksidan, anti-mikrobiyal ve sitotoksik potansiyellerini belirlemeyi
hedefleyen bir aragtirmada, test edilen {i¢ yosundan en iyi antioksidan aktiviteyi
Padaina pavonia gosterirken, en iyi antimikrobiyalve sitotoksik aktiviteyi Dictyota

dichotoma gostermistir [85].

Yalnizca kahverengi alglerde %3-4 oraninda bulunan fucoidan, kendi hiicre
duvarlarina bagli olan polisakkarittir. Diizenli kullanimi metabolizmadaki T-cell
sayisini artirir. Dolayisiyla bagisiklik sisteminin giiclenmesine neden olur ve hiicre
yenilenmesini destekler. Antioksidan seviyesini artirir, beyaz kan hiicrelerinin
bakteri ve virlis gibi patojenlere saldirarak yok ettikleri siire¢ ile fagositozleri
artirarak, bagisiklik sistemine destek verir. In vitro ¢alismalar, fucoidan’in anti-
timdr, anti-anjiyojenik, anti-viral ve immiinomodiilatér etkileri oldugunu

gostermistir [86].

Dolastatin 10, ilk olarak Dolabella auricularia’dan izolasyonu yapilmistir. Daha
sonra Symploca sp.’da da var oldugu bulunmustur. Dolastatin peptitleri neoplastik
ajanlardir. Mikrotiibiil spinlerini yikar ve mikrotiibiil bilesimini engeller. Dolastatin

3, 12, 15, 16, 40 gibi bircok dolastatin mavi-yesil alglerden elde edilmistir. Tiibiilin

15



bagimli GTP (Guanozin trifosfat) hidrolizi ve niikleotit degisimi etkili bir sekilde
dolastatin 10 tarafindan inhibe edilir. Lenfoma hiicre hatlarinda Bcl-2 yolu ile

apoptozu tetikler ve p53 gen ekspresyonunu artirir [87].

Kahverengi deniz yosunlar ile yapilan ¢alismalarda, anti-obezite ve anti-diyabetik

etkiler saptanmusir [88].

Tubinaria conoides’den elde edilen fukoidanéziitiiniin aktif fraksiyonlari ile yapilan
bir arastirmada, fukoidanin pankreas kanserinin ilerlemesini diizenledigini ve

pankreas hiicrelerinde apoptozu dikte edebilecegini gostermektedir [89].

Ascophyllum nodosum ve Schizochytrium spp olmak iizere iki alg tiirli tizerindeki
antimikrobiyal ve antioksidan Ozelliklerin degerlendirilmesi iizerine yapilan bir
calismada, Ascophyllum nodosum, Escherichia coli O138’e kars1 antimikrobiyal etki
gosterdigi ve her iki yosunun da sinerjik bir etki ile antioksidan aktivite gosterdigi

belirlenmistir [90].

Tunus deniz kiyilarindan toplanan kahverengi alg olan Cystoseria schiffneri ile
yapilan bir calismada ise, 2 yeni madde izole edilmis, mevsimsel degisiklikleri
arastirilmistir. Galaktolipidler, tilakoid membranlarin ana bilesenleri, dikkata deger

mevsimsel degisiklikler gosterdigi belirlenmistir [91].

Kirmizi ve kahverengi algler ile yapilan bir c¢alismada alg koékenli halojenli
monoterpenlerin meme kanseri hiicrelerine karst antiproliferatif etkili oldugu tespit

edilmistir [92].

2.2 Botanik Bilgiler

2.2.1 Tiiriin sistematikteki yeri

Alem : Chromista
Sube : Ochrophyta
Smif : Phaeophyceae
Takim : Fucales
Familya : Sargassaceae
Cins . Sargassum

Tir . Sargassum vulgare C. Agardh
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Eukaryota
46,418 Tiir

Chromista
25,263 Tiir

Ocrophyta
4,308 Tiir

Phaeophyceae
2,056 Tiir

Fucophyceae
1,605 Tiir

Fucales
557 Tiir

Sargassaceae
512 Tiir

Sargassum
361 Tir

Sargassum
vulgare

Sekil 2.2: Tiiriin Sistematikteki Yeri

2.2.2 Sargassaceae familyasi

Sargassaceae familyas1t 512 tliri ve karakteristik oOzellikleriyle kolaylikla ayirt
edilebilir. Genellikle tropikal enlemlerde bulunmasina ragmen diinyada pek c¢ok

bolgede yayilis gostermektedir.
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Sekil 2.3: Sargassum Tiirlerinin Diinya Uzerindeki Yayilist

Bu familya genel olarak tallus dalli ve yaprakli, kisa siirgiinliidiir. Bir ¢ogu hava
keseleri barindirir. Bu familyaya bagl tiirler suda serbestge veya takimlar halinde

yapisarak yiizer [91].

2.2.3 Sargassum tiirleri iizerinde yapilan kimyasal arastirmalar

Sar1 Deniz ve Dogu Cin Denizi’'nde yaygin olarak bulunan Sargassum pallidum
aminoasitler, polisakkaritler ve eser elementler bakimindan oldukc¢a zengin bir
kahverengi deniz yosunudur. Sargassum pallidum ile yapilan c¢aligmalarda S.
pallidum’dan elde edilen polisakkaritlerin, in vitro olarak HepG2 hiicreleri, A549
hiicreleri ve  MGC-803 hiicrelerine karsi anlamli derecede yiiksek anti-tiimor
aktivitesine sahip oldugunu belirlenmigtir. Ayn1 zamanda antioksidan aktivitesi
gbzlemlenen bu yosunun, insan mide kanseri hiicre hattt MGC-803’e karsi in vitro

antitimor aktivitesi gosterdigi belirlenmistir [93].

Sargassum tiirleri ile yapilan bir bagka ¢alismada MCF-7 (meme kanseri) ve Hep-2
(karaciger kanseri) hiicre hatlarina kars1 antitiimor etkisi arastirilmistir. Sargassum
tiirleri ekstresinin sirasiyla her iki hiicre hattina kars1 potansiyel sitotoksik aktivite

gosterdigi belirlenmistir [94].

Kahverengi alg tiirli olan Sargassum, anti-diyabetik ¢aligmalarda arastirmacilar igin
ilgi kaynagidir. Kim ve arkadaslari, Sargassum yezoense alglerinden izole edilmis
sargaquinoik asidin ve sargahidrokinoik asitin insiilin direncini azaltmada yardimci

olabilecegini belirlemistir [95].

Kumar ve meslektaglari, Hint kiyilarindan ¢ikarilan Sargassum wightii’den elde

edilen fukoidanin a-glukozidaza karsi inhibitor aktivite sergiledigini gosterdi [96].
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Diger bir calismada ise, Sargassum coreanum 06zii, farelerde hiperglisemi ve

gelistirilmis insiilin direncini azaltmistir [97].

Hwang ve arkadaslari, Sargassum hemiphyllum kahverengi alglerinin sulu, etanolik
ve asetonik ekstraktlarindan tiiretilen ana polifenollerin ve fukoksantininenzimleri

inhibe ettigini gosterdi [98].

Motahari ve arkadaslar1 Sargassum polycystum’un sulu veya etanolik ekstraktlarini
incelediler ve bu ekstraktlarin insiilin duyarliligini artirarak tip 2 diyabetin neden
oldugu hiperglisemi, dislipidemi ve oksidatif stresi azalttigin1 géstermislerdir. Ayrica

aterojenik riskini azaltmaya yardimci olabilecegi belirtilmistir [99].

Maneesh ve arkadaslar1 Sargassum wightii lizerinde ki ¢alismalarinda oksidatif stres
tizerinde etkilenen etil asetat veya metanol 6zlerinden izole edilen bilesiklerin, anti-

enflamatuar ve anti diyabetik etkileri gosterdigini bulmustur [100].

Diger bir calismada ise, Sargassum wightii’nin etanolik ekstraktlarinin anti-diyabetik
ve anti-enflamatuar potansiyelleri in vitro olarak o6l¢iildii. Bu ¢alismanin sonuglari,
etanolik ekstrenin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri {izerinde giiclii bir inhibitor
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Etanolik ekstrakt ayrica glikasyon ve alblimin ile
ilgili enflamatuar etkilesimlerin etkilerini de inhibe etti. Sargassum wightii’deki
antidiyabetik ve anti enflamatuar aktivitenin, askorbik asit 2,6-diheksadekanoatin
varligmin yanisira flavonoitler, polifenoller, alkaloitler, tanenler, karbonhidratlar,
proteinler, yaglar ve yaglar etanolik ekstrenin varligina bagli oldugu belirlenmistir

[101].

Baska bir ¢alismada Sargassum cinereum’dan HCT-15 fukoidan’a kars1 antioksidan
ve sitotoksisite aktivitesinin arastirilmasi amaglanmistir. Saflastirilan fukoidanin
antioksidan etkisi belirlenmistir. Sitotoksisite test sonuglarinda ise hiicre liimiiniin

yaklagik %15’ine neden oldugu belirlenmistir [43].

Suudi Arabistan Kralligit Jazan Eyaleti Kizildenizde yapilan bir c¢alismada
kahverengi deniz yosunu olan Sargassum aquifolium (Turner) C.Agardh’in kimyasal
bilesimi ve antibakteriyel aktiviteleri arastirillmistir. Antibakteriyel etkisinin
sonuclart patojenik bakterilere karsi genis bir aktivite spektrumu gosterdigi

belirtilmistir [102].

Sargassum thunbergii’den izole edilen ve bir alkaloit olan thunberol, obezite ve

diyabetle baglantist olan PTP1B enzimini aktive ettigi belirlenmigtir [103].
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Yine Sargassum thunbergii’den elde edilen ve bir peptit olan Indol-2-karboksaldehit
asag1 regiilasyon ile lipid birikimini engelledigi belirlenmistir [104].

Deniz algleri yapilan bir ¢alismada ise Sargassum polycystum’un HeLa hiicrelerinde
gostermis oldugu aktivite ve fitokimyasal bilesimi aragtirilmigtir. Bu g¢aligmanin
sonunda Sargassum polycystum ekstraktlarinin flavonoit, steroit, tanen ve glikozit
metabolitleri icerdigi ve HeLa hiicreleri iizerinde gii¢lii bir antikanser aktivitesi
gosterdigi belirlenmistir. Sargassum polycystum’un umut verici dogal antioksidan ve

anti-rahim agzi1 kanseri ajanlar1 oldugunu dogrulanmistir [105].

2013’te Cin’den arastirmacilar, su makroalgleri Sargassum oligocystum ekstraktinin
l6semi kanser hiicrelerinin ¢ogalmasin1 inhibe ettigini, kahverengi makroalga
Sargassum filipendula’dan izole edilen heterofucan bilesiklerinin servikal ve prostat

kanseri hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkiler gosterdigini ortaya koydu [106].

Sargassum fusiforme, kun Ming farelerinde UVB kaynakl1 oksidatif stresi azaltt1 ve

kozmetik bir cilt koruyucu olarak umut verici bir kullanima sahipti [107].

Sargassum wightii’nin farmakolojik faaliyetlerini arastiran bir ¢alismada, Sargassum
wightii’nin hipertansiyon, diyabet ve enflamatuvar bozukluklar gibi ROS kaynakli
hastaliklarin ortaya g¢ikmasimi Onlemek i¢in fonksiyonel gida takviyeleri olarak

kullanilabilecegini belirtilmistir [100].

Sargassum tiirleri lizerine yapilan bir diger ilgi cekici ¢alismada ise, kahverengi
deniz yosunlarindan elde edilen fucoidana deodorizayson yontemleri uygulamanin
kimyasal ozellikleri, u¢ucu bilesimi ve antioksidan aktivitesi iizerine etkileri
arastirilmistir. Fucoidan bir¢ok biyoaktivite sergileyen essiz bir alg tiirevidir. Fakat
hos olmayan kokusu gida iirlinlerinde kullanilmasini sinirlandirmaktadir. Yapilan
deodorizasyon yontemlerinden sonra koku aktif bilesiklerinin dnemli dl¢lide azaldigi
tespit edilmekle birlikte kimyasal bilesimini degistirmedigini, bazi durumlarda

antioksidan aktivitelerini arttirdigin1 dogrulamaktadir [108].

Dort tibbi sargassum deniz yosununun yag asidi igeriklerinin incelendigi bir
calismada (Sargassum fusiforme, Sargassum pallidum, Sargassum horneri,
Sargassum thunbergii), kardiyovaskiiler saglik ile ilgili olarak ¢alisilan tiim tiirler,
Ozellikle Sargassum fusiforme icerigi tatmin edici beslenme indeksleri icermektedir.

Sargassum’un kardiyovaskiiler saglik i¢in yararli olabilecegi belirtilmistir [109].
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Sargassum wightii Greville ile yapilan bir ¢calismada etanolik 6zlii kuru bitki tozunun
farelerde ki antikanser aktivitesi arastirilmistir. Sonu¢ olarak ekstraktin
uygulanmasinin antioksidan aktiviteyi arttirdig1 ve antikanser aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir [110].

Sargassum boveanum ile yapilan bir ¢alismada antitiiberkiiloz aktivitesi ve farkl
fraksiyonlarinin ~ sitotoksisitesi arastirilmistir. Metanol-etil asetat ¢oziiciileri
kullanilarak maserasyon yoOntemiyle ekstre edilip, Kupchan yoOntemiyle
buharlastirilip bolinmiistiir. Yapilan testler sonucunda Sargassum boveanum’ un ham
o0zl tiiberkiiloza kars1 aktif olmadig1 belirlenmistir. Fakat farkli boliimlerinin kanser

hiicrelerine kars sitotoksik akvitiviteye sahip oldugu belirlenmistir [111].

Yapilan bir digercalismada, Sargassum polycystum’un anti-oksidan aktivitesi
belirlenmistir. Bunun yaninda Sargassum polycystum’un sititoksitite testi ile kolon

kanseri (HT-29) hiicrelerine kars1 aktivite gosterdigi belirlenmistir [112].

Tablo 2.2: SargassumTiirlerindenElde Edilen Bilesikler

Bilesikler Tiirler
Meroterpenoitler

Chromequinolide S. sagamianum
Nahocol A S.autumnale
Isonahocol D1;20E-Isomer, 100,110-dihydro, 120-ketone S. siliqguastrum
Fallachromenoicacid S. fallax
Sargahydroquinoicacid S. sagamianum
Florotaninler

Bisfucopentaphlorethol A,4D-Chloro
(orChlorobisfucopentaphloretholA)
Nonafuhalol A S. muticum
Fitosteroller
4(3-2)-Abeo-4-hydroxy-2-oxostigmasta-5,24(28)-dien-3-oic
acid;Etester

S. spinuligerum

S. carpophyllum

Stigmasta-5,23,25-trien-3-ol; (3b,23E)-form S. polycystum
Glikolipitler

1-0-(6-Deoxy-6-sulphoglucopyranosyl)glycerol; a-D-form, 3- S, wightii
Hexadecanoyl

Glycerol 1,2-dialkanoates;Glyceroll-tetradecanoate2-(9Z- S fulvellum
octadecenoate), 3-O-a-D-Glucopyranoside :
Kumarinler

Melanettin S. pallidum
Stevenin S. pallidum
Flavonoitler

Calycosin S. pallidum
Liquiritigenin S. pallidum
Diterpenler

Sargassinone S. crispum
Crinitol S. tortile

Kaynak: Liu, L., (2012)
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2.2.4 Sargassum vulgare ile yapilan kimyasal arastirmalar

Sargassum vulgare’nin pamuk yapragi solucani olan Spodoptera littarslid’in hayatta
kalma ve biyolojik 6zellikleri iizerine toksik etkisi arastirilmistir. Sonu¢ olarak
Sargassum vulgare’nin potansiyel bir dogal pestisit kaynagi olarak etkinligini ortaya

koymustur [113].

Bir ¢alismada ise Siiveys kanalindan toplanan Sargassum vulgare’nin fitokimyasal
ve farmasotik faaliyetlerini arastirmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda
Sargassum vulgareekstresinin hiicre biiyiimesini etkili bir sekilde inhibe -ettigi
belirlenmistir. Farmakolojik ¢aligmalar incelenen tiim konsantrasyonlarda yiiksek

antioksidan kapasitesini ortaya koymustur [114].

Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada deniz yosunlarinin mevsimsel degisikligine bagh
anti-oksidan ve anti-HIV aktivitleri arastirilmistir.  Arastirmacilar  Sargassum
vulgare’nin hem ekstre verimlerinden hem de biyoaktivitelerinden yagisli mevsimde

en ¢cok umut veren alg oldugunu belirtilmislerdir [115].

Bir ¢alismada Liagora ceranoides (Rhodophyta), Halopteris scoparia (Ocrophyta),
Padina pavonica (Ocrophyta) ve Sargassum vulgare (Ocrophyta) alglerinin etanol ve
metanol ekstraktlarinin hasta gokkusagi alabaligi (Oncorhynhus mykiss)’ndan izole
edilen Yersinia ruckeri suglari lizerine antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmistir.

Calismanin sonucunda anti-bakteriyel aktivite gostermedigi tespit edilmistir [7].

Sargassum vulgare’den izole edilen aljinatlarin renal etkilerinin aragtirildigi bir
calismada, elde edilen aljinatin bobrek fonksiyon parametrelerini degistirdigi
belirlenmistir. Sargassum vulgare diisiik viskoziteli aljinatin bobrek etkileri
Sargassum vulgare yiksek viskoziteli aljinattan daha giiclii olarak belirlenmistir. Bu

etkinin fizikokimyasal bir etki oldugu savunulmaktadir [5].

Sargassum vulgare ile yapilan diger bir ¢calismada ise, Sargassum vulgare’den izole

edilen aljinatin in vivo olarak proenflamatuar aktivite gosterdigibelirlenmistir [116].

Sargassum vulgare gibi diger deniz yosunlari, sican modellerinde antitromboz ve
anti-enflamatuar tepkiler gosterdi. S.vulgare’nin SV1°I, karrageenan kaynakli akut
sican modeli kullanilarak 10, 30 ve 50 mg/kg konsantrasyon araliklarinda
enflamatuvar aktivite agisindan degerlendirildi. Laminaria japonica ayrica gliserol

kaynakl1 akut yaralanma si¢anlarda renoprotektif olarak degerlendirildi [107].
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Ischia Adasindaki volkanik CO, delikleri dogal bir laboratuvar olarak kullanilarak
yapilan bir calismada Sargassum vulgare’nin farkli zaman 6l¢eklerinde asitlesmeye
olan metabolik tepkisini arastirmak hedeflenmistir. Bu calismanin sonucu olarak
gbzlemlenen metabolik degisiklerin alglerin asitlesmeyle basa ¢ikmasini destekleyen
iklime baglh olabilecegini ve uzun zaman Olgefinde azalmig pH seviyesinin

adaptasyona yol acabilecegini gostermektedir [117].

Bir bagka c¢aligmada ise, Brezilyadan toplanan Sargassum vulgare’nin NMR ile

aydinlatilmis olan bilesiginin anti-Herpes aktivitesi tespit edilmistir [56].

Daha Once yapilan ¢alismalarda Sargassum tiirlerinden olan Sargassum vulgare’nin,
yapisinda antilipidemik madde igerdigi kesfedilmistir. Diger Sargassum tiirleri de
antikoagiilan ve analjezik 6zelligi olan alglerdendir. Cyctoseria barbata da yapisinda
antilipidemik madde bulunan ve denizlerimizde yayilis gosteren tiirlerdendir.
Macrocystis pyrifera tiric B12 vitamini yoniinden zengin oldugundan anemide
kullanilmaktadir. Kirmizi alglerden Acanthopeltis japonica tiirii besin olarak
kullanilmakta olup kolesterol oranmi diisiirdigli de bilinmektedir. Porphyra

atropurpurea gibi bazi kirmizi algler ise “yara lapas1” olarak kullanilmaktadir [84].

2.2.5 Sargassum vulgare cinsinin genel ozellikleri

Sargassum vulgare, protein, karbohidrat, vitamin ve mineral degerlerinden dolay1 iyi
bir besindir. Dogu iilkelerinde geleneksel olarak tiiketilen bir deniz yosunudur.
Sargassum vulgare ile yapilan ¢aligmalarda kimyasal bilesiminin biiyiik
cogunlugunu (%67.80) karbonhidratlar olusturdugunu, lipit yiizdesinin (%0.45) ¢ok
diisiik olup, yiiksek lif ylizdesi (%7.7) ve protein icerigi %]15.76 oldugu
belirlenmistir [118].

Sargassum ekstrelerinin antioksidan 6zelligi ytliksek oldugu i¢in dogal bir kaynak
olarak gida katki maddesi olarak kullanilabilir. Ayrica lipid peroksidasyonu ve
glutatyon-S-transferaz  aktivitesi  bulundugundan  besinlerin  saklanmasinda
kullanilabilir [119]. Sargassum tiirleri kirlenmemis bolgelerde dagilim gosterirler ve

tilkemizde Akdeniz sularinda yaygin olarak bulunurlar [120].

Sargassum’un saglik iizerinde yararlt etkileri oldugu iyi bilinmektedir ve geleneksel
olarak Dogu Asya toplulugu tarafindan c¢esitli enflamatuar iliskili hastaliklar1 tedavi
etmek icin kullanilmaktadir. Sargassum’un cesitli biyoaktif bilesikleri, hem akut hem

de kronik kosullarda potansiyel anti-enflamatuar aktivite gosterir. Anti-enflamatuar
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ajan kaynagi olarak tropikal Sargassum’un giicii heniiz tam olarak arastirilmamustir.
Tropikal Sargassum’dan siilfath polisakkaritler, anti-enflamatuar aktiviteleri i¢in en
cok calisilan bilesiklerdir. Bununla birlikte, polar olmayan bilesikler (yag asitleri ve
tirevleri, karotenoidler ve tlirevleri, steroidler ve polar lipidler), ¢ekirge ketonu,
poliketid makrolakton ve fenolik bilesenler gibi diger potansiyel olarak biyoaktif
bilesikler vardir [121].

Sargassum vulgare, dallar sivri uclara sahip olan, yapraklar1 kalabalik ve kismen
biikiilmiis dogrusal mizrak seklinde dogrusal, 1-3 cm uzunlugunda, 2-4 cm
genisliginde diizensizdir. Ureme dallar1 maksimum 7-10 cm uzunlugunda kisa, bazen
ikiye ayrilmis sekilde silindirik kapli dalli basit ve sterildir. Akdeniz’deki tiir ile
diger Sargassum tiirleri arasindaki en bilylik fark iireme dallarinin yapilaridir. C.
Agardh, Sargassum vulgare’yi sikistirlmis govdeler, dogrusal, tirtikli ve kiiresel
yapraklar, kisa ve mukronat vezikiilleri olmayan, dalli veya rasemoz kaplar1 olan bir

alg olarak tanimlamustir [122].

Sekil 2.4: Sargassum vulgare C. Agardh’in Korunmusg Tiirli

Kaynak: Israil, Bat Yam, 8 Mayis 1958, E. Ramon s.n. (HUJ 800000)

2.3 Sekonder Metabolitler

Canlilar tarafindan iiretilen ve giliniimiizde ham madde olarak bir ¢ok sektorde
kullanilmakta olan canlimin biiyime, gelisme ve iiremesiyle iliskisi dogrudan

olmayan, birincil metabolitlerin nihai iiriinleri olan, ve birincil metabolitler
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kadaronemli organik kimyasal maddelerdir. Bu bilesiklerin canli organizmada
devamli bir {iretimi yoktur. Canli organizmalarin savunma mekanizmasinda ve dis

etkilerden korunmasinda 6nemli rol oynarlar [123].

Sekonder metabolitler, bitkilerin degisen ¢evre kosullarina uyumunda 6nemli rol
oynarlar. Meydana gelen stres etkilerini azaltirlar [124]. Sekonder metabolitler,
bitkilere besin olmanin yaninda, uyarici igecek, baharat, lif, ilag, sifali bitki 6z,
zehir ve psikoaktif madde oOzelligi kazandirir. Yapilan calismalarda kompleks
bilesiklerin organdan organa, bazen de bitki ve tiirleri arasinda farklilik gosterdigi ve
bunlarin bazen bitki siniflandirmasinda taksonomik karakter olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir [125].

Sekonder metabolitler, bitkinin biiylime, fotosentez, iiriin doniisiimi gibi gelisim
faaliyetleri ile dogrudan iliskili degildirler. Bu bilesikler bitkide doku, organ ve
gelisme kisimlarinda spesifik biyosentetik enzimler tarafindan spesifik yollarla
sentezlenir. Bitki organlarinda yiiksek konsantrasyonlarda depolanirlar. Sekonder

metabolitler suda veya yagda ¢oziinebilirler [125].

Insanlar tarafindan binlerce yildir sekonder metabolitler bilinmesine ve boya (6rn.
indigo, shikonin), baharat (vanilin, capsaicin, hardal yagi), koku (gil, lavanta ve
diger ugucu yaglar), uyarici (kafein, nikotin, efedrin), halusinojenler (morfin, kokain,
scopolamin, tetrahidrocannabinol), insektisit (nikotin, piperin, phyrethrin, rotenone),
omurgalilar ve insan zehirleri (coniine, strchnine, acanitine, colchicine, kardiyak
glikozitler) ve tedavi edici (atropin, quinine, cardenolide, kodein)olarak
kullanilmasina ragmen varsayilan biyolojik fonksiyonlari tartisilmaktadir. Genellikle
tipta kullanilan ila¢ hammaddeleri ve gidalarda kullanimlar1 dolayisiyla gerekli olan

sekonder metabolitler doku kiiltiirii ile elde edilebilmektedir [126].

2.3.1 Sekonder metabolitlerin genel 6zellikleri

Sekonder metabolitlerin amaclar1 farklilik gdstermektedir. Mikrobiyal patojenlere
kars1 sitotoksiketkileri olan sekonder metabolitler antimikrobiyal madde olarak da
kullanilmaktadir. Baz1 sekonder metabolitlerin merkezi sinir sistemi {izerine etkisi
norotoksik sekildedir. Bu sekonder metabolitleranti-depresan, sakinlestirici, kas
gevsetici olarak ya da anestetik ilaglarin kesfinde yararlanilmaktadir. Algleri,
herbivor hayvanlara kars1 sicaklik degisimleri, su, 151k, ultraviyole ve mineral madde

gibi abiotik stres faktorlerine karsi korur. Giiniimiizde en fazla c¢aligilan alg sekonder
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metabolitleri alkaloitler, halojenli bilesikler, terpenoitler ve fenolik bilesikler ile
toksinlerdir [127]. Yasamsal faaliyetler ger¢eklestirmek icin gerekli olan
birincilmetabolitlerden enzimatik yollarla sekonder metabolitler olusur. Sekonder

metabolitlerin olusumu asagida gosterilmistir [128].

Klorofil + CO; + Giines 15121
Fotosentez

Karbonhidratlar

Glikoliz

Pentoz Devri

Fosfoenol Piruvik Asit

/N

Sikimik Asit Piruvik Asit

| |

Aromatik Aminoasitler—» Alkaloitler  Asetil Koenzim A
Aminoasitler «— Sitrik Asit
devri asitleri

Sinnamik Asitler

Malonil Koenzim A
Flavonoitler Yag Asitleri
Fenilpropanoit Bilesikler Poliketitler Poliasetilenler

Fenolik Bilesikler Mevalonik Asit

Terpenoitler, Karotenoitler, Steroitler

Sekil 2.5: Sekonder Metaboltlerin Olusumu
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2.3.2 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, aromatik bir hidrokarbon pargasi iizerinde hidroksil (—OH)
eklenen maddeleri i¢eren bir bilesik grubudur. Alglerde fenolik bilesiklerin varlig
ilk olarak Crato tarafindan bildirilmistir. Alglerde polifenoller fenolik asitler,
tanenler, flavonoidler, katesinler ve aninlerdir gibi bilesikler bulunmaktadir. Genel
olarak, kahverengi algler, kirmiz1 ve yesil alglere kiyasla daha yiliksek miktarda
phlorotannin igerir. Bu phlorotannins, antioksidan, antiproliferatif, antibiyotik,
antidiyabetik, anti-HIV, antialerjik ve anti enflamatuar Ozellikler gibi O6nemli

biyolojik aktivitelere sahiptir [129].

Polifenoller, kendine 6zgii antioksidan, anti-enflamatuvar aktiviteleri ve diyabet,
hipertansiyon, norodejeneratif hastaliklar ve kanser yonetimi i¢in etkinligi i¢in deniz
alg metabolitleri smifi lizerinde ¢alisilmistir [130]. Fenolik asitler, phlorotannins,
bromofenoller ve flavonoidler [131] iceren genis bir bilesik grubudur. Kahverengi
algler, genis yapisal cesitlilige sahip zengin bir fenolik metabolit kaynagidir.
Molekiiler agirliklar1 162 Da ile 650 kDa arasinda dagitilan polar hidrofilik
bilesiklerdir [132].

0.0

Sekil 2.6: Flavonoid Yapist
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2.3.3 Polisakkaritler

Polisakkaritler, basit sekerler olan monosakkaritlerin polimerleridir. Algler, aljinatlar
ve karrageenan gibi fikokolloid iiretmek icin diinyanin bircok bolgesinde
yetistirilmistir. Bu polisakkaritlerin bazilar1 gidaya fonksiyonel deger verir. Fukoidan
gibi siilfatli polisakkaritlerin, siilfatsiz polisakkarit laminarin ile birlikte biyolojik
aktiviteleri gosterdigi gosterilmistir. Genel olarak, bu polisakkaritler ¢oziicti
olarakasit veya su ile ekstrakte edilebilir, alginatlar1 ayirmak i¢in kalsiyum kloriir

kullanilarak gergeklestirilir [133].

Alg polisakkaritleri, alg tiiriine gore yapilarinda farkliliklar gosterir. Phaeophyceae
(kahverengi algler), fukoidan (siilfatli fukoz zengin glikanlar) aljinat gibi anyonik
polisakkaritler ~ve selilloz, laminarin ve mannitol dahil olmak iizere
notrpolisakkaritler bakimindan zengindir. Rhodophyceae (kirmizi algler) seliiloz,
xylans, mannans, porfirin, floridean nisastas1 ve agarlar ve karrageenanlar gibi
siilfatli galaktanlar icerir. Klorofillerdeki (yesil algler) polisakkaritler ulvan, seliiloz,
siilfath galaktanlar, ksilanlar, nisasta ve B-D-mannanlardir. Algal polisakkaritlerin
yarar1 kismen sindirilmeyen diyet liflerinin yiiksek igeriginden kaynaklanmaktadir.
Bu lifler tokluk duygularint arttirir ve hacim kapasiteleri ile sindirim siirecine
yardimer olur. Yosun lifi tiikketimi, obezite, diyabet ve hipertansiyon gibi kronik

hastaliklar1 azaltmaya etki edebilir [134].

2.3.4 Terpenoidler

Alglerdeki terpenoidler biiylik bir yapisal cesitlilige sahiptir. Sadece kahverengi
alglerde ve diatomlarda bulunan en bol karotenoidlerden biri olan fukoksantin,
antioksidan ve anti-obezite 6zelliklerine biiyiik ilgi gostermistir. Fukoksantin, yag
dokusunun birikimini inhibe edebilir, insiilin duyarliligini artirabilir, obeziteye bagh
sitokin {iretimini azaltabilir ve lipid metabolizmasi ve enerji harcamasi ile ilgili
genlere aracilik edebilir [135]. Sargassum fusiforme ile yapilan bir c¢alismada
farelerde streptozotosin kaynakli hiperglisemiyi hafifletir. Bagirsak bakterilerine
neden olan diyabeti azaltir [136]. Laurencia tirlerinden elde edilen bromlu
seskiterpen synderol, sitma (malarya) hastaligi etkeni olan Plasmodium falciparum’a

kars1 antimalaryal aktivite gostermistir.
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Sekil 2.7: Bromlu Seskiterpen Yapisi

2.3.5 Yag asitleri

Deniz yosunlari, kuru agirliginin %2’sini temsil eden nispeten diisiik miktarda yag
asidi icerir. Mono ve c¢oklu doymamis yag asitleri (MUFA ve PUFA) nin insiilin
duyarliligini arttirarak glikoz intoleransi olan kisilerde t2dm’ye karsi genis terapotik

etkiler sergiledigi bildirilmistir [137].

Wang, Paul ve Luesch (2013), Ulva lactuca’dan MUFA tiirevlerinin antioksidan ve
anti-enflamatuar aktivitelerini bildirmislerdir [138].

2.3.6 Alkaloidler

Son arastirmalarda, diger dogal iiriin kategorilerine kiyasla daha az olarak alg
alkaloidlerine 6nem verilmistir. Alglerde bulunan alkaloidlerin ¢cogu feniletilamin
alkaloidleri, indol ve halojenli indol alkaloidleri altina diiser. Halojenli indol
alkaloidleri sadece algler de dahil olmak iizere deniz organizmalarinda bulunur.
Hordenine, 1969 yilinda deniz yosunlarindan izole edilen ilk bildirilen alkaloiddir
Bununla birlikte, hordenine (Sekil 2.8) toksik bir metabolittir, yiiksek dozlarda ciddi

yan etkilere neden olabilir [139].

OH
H
N
CH,
CH,

Sekil 2.8: Alkaloid Yapist
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2.3.7 Biyoaktif peptitler ve proteinler

Biyoaktif Peptitler ve proteinler, Deniz yosunlarinin protein igerigi tiirlere gore
farklilik gosterir. Genel olarak, kahverengi deniz yosunlarinin protein fraksiyonu,
yesil veya kirmizi deniz yosunlarma (kuru agirlik bazinda %10-47) kiyasla daha
diistiktiir (kuru agirlik bazinda 9%3-15). Bir¢ok deniz yosununda histidin, 16sin,

1zolosin ve valin gibi esansiyel amino asit bulunur [140].

Peptitler, anti-hipertansif (ACE inhibitdr) etkileri ile {inliidiir. Alglerden tiiretilmis
ACE inhibitor peptidlerin ¢ogunlugu, 1.5 ila 220 uM arasinda degisen ICsg

degerlerine sahip 2-5 amino asitten olusurlar [141].

2.3.8 Karotenoidler

Karotenoidler, bitkiler, mantarlar ve algler tarafindan fotosentezlenen izoprenoid
molekiillerdir. Yesil alg tiirleri B-karoten, lutein, violaksantin, neoksantin ve
zeaksantin igerirken, kirmiz1 alg tiirleri esas olarak o- ve B- karoten, lutein ve
zeaksantin igerir. B-carotene, violaxanthin ve fucoxanthine kahverengi alg tiirlerinde
bulunur. Fukoksantin, Undaria pinnatifida, Hijikia fusiformis, Laminaria japonica
ve Sargassum fulvellum gibi yenilebilir kahverengi deniz yosunlarinda bulunan
karakteristik bir turuncu ksantofildir. Karotenoidlerin tahmini toplam dogal
tiretiminin yaklasitk %10’unu olusturur. Fukoksantin antioksidan, antikanser,
antiobezite, antidiyabetik ve antiphotoaging aktivitesine sahip oldugu bulunmustur

[142, 143].

OCOCH;

Sekil 2.9: Fukoksantin Yapist
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Bitkisel Materyal

Sargassumvulgare C.Agardh 1820, 05.08.2016 tarihinde Antalya sehrinin Serik
bolgesine bagli olan Bogazak’dan 1-2 metre derinlikten toplanmistir. Dr. Emine
Siikran OKUDAN tarafindan teshis edildi. Bitki 6rnegi Akdeniz Universitesi
Herbaryumunda E82 kodu ile saklanmaktadir.

3.2 Ekstrelerin Hazirlanmasi

Deniz yosunu olan Sargassum vulgare’nin toprak iistii kismi golgede kurutulduktan
sonra tartildi. Tartis1 418.4 g olanSargassum vulgare ilk olarak ogiitiiciide kiigiik
parcalara ayrildi. Ogiitiilmiis olan Sargassum vulgare ise 396.74 g olarak tartilmistir.
Sargassum vulgare’nin oda sicaklifinda 2:1 diklorometan: methanol (v/v) ile
ekstraksiyonu (3giinx2) yapildi. Rotaevaporatorde ¢oziiciileri ugurulduktan sonra

11.55 g kuru ekstre elde edildi.
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Sargassum vulgare
418,4 gram

Oda sicakliginda 2:1 oraminda
diklorometan ve metanol ile
ekstraksiyon (3 giin x 2)

11,55 gram kurutulmus ekstre

Kolon kromatografisi

Hekzan
Diklorometan
Aseton
Metanol

90 fraksiyon elde edildi. Benzer
fraksiyonlar ince tabaka
kromatografisine gore birlestirildi.

J

Preparatif TLC ile saflastirma
yapildi.

Sekil 3.1: Sargasssum vulgare Ekstraksiyon ve Izolasyon Asamalari
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3.3 Kimyasal Maddeler Coziiciiler ve Cozeltiler

3.3.1 Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

e Merck 1.07734.1000 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm)
e Merck 1.05554.0001 TLC Silica gel 60 F254

e Sigma-Aldrich metanol

e Sigma-Aldrich aseton

e Sigma-Aldrich etanol

e Sigma-Aldrich etil asetat

e Merck petrol eteri

e Riedel-de Haen diklorometan

e Riedel-de Haen kloroform

e Merck BHT (Biitillenmighidroksi toluen)

e Aldrich Chemistry Serium (IV) siilfat

e Riedel-de Haen sodyum karbonat

e Merck Sodium bikarbonat

e Merck Dimethylsulfoxide

e Merck Triton X-100

e Merck DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

e Merck TWEEN® 80
3.3.2 Cozeltiler

3.3.2.1 ince tabaka kromatografisinde kullanilan belirtec

Serik siilfat belirtecinin hazirlanmasi: 2,0 g seryum (IV) siilfat tetrahidrat 100mL
%10’luk H,SO4’de c¢oziilerek hazirlandi. Belirteg, uygun ¢oziicii sisteminde

yiiriitiilen ince tabaka plaklarina pulvarizator kullanilarak ptiskiirtiildii.

Dragendorff belirteci hazirlanmasi: 100 g tartarik asit 400 ml su iginde ¢oziildi.

8.5 g temel bizmut nitrat ilave edildi ve ¢ozelti 2 saat ¢alkalandi. Daha sonra 200 ml
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%40 potasyum iyodiir eklendi, ve ¢ozelti siddetli bir sekilde ¢alkalandi. 24 saat

bekletildikten sonra ¢ozelti siiziildii.

3.4 Cihazlar ve Gerecler

Hassas terazi (Ohaus Adventurer-Pro ve Shimadzu AUW220D)
Manyetik Karistiricr ve Isitici (IKA RCT basic hot plate)
Binder Redline RI 53 Inkiibator

Vortex Velp Scientifica Vortex ZX

UV kabin ve lamba (Camag UV)

Niikleer Manyetik Rezonans Cihazi (NMR): Saf bilesiklerin 1H NMR analizleri
500 MHz, 13C NMR analizleri 125 MHz Bruker BioSpin AG Z115311/
MSC10022 serili smart problu NMR spektrometrelerinde yapilmustir.

Doner Buharlagtirici (Stuart RE300 DB Evaporatér, BFC S2500 Pompali Vakum
Filtre Seti)

Ultrasonik Banyo (VWR mx1000)

Otomatik tekli ve ¢oklu pipetler (0,5-10 pL, 20-200 uL, 100-1000 pL, 1000—
5000 uL) (Eppendorf),

Azot Tipi
Strata® SI-1 Silica (55 um, 70 A), 100 mg / 1 mL, Tubes, 100/Pk
LC-HRMS (Thermo Scientific Qexactive-1007SL)

GC-MS/MS (Thermo Scientific TSQIN18)

3.5 Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

3.5.1 MIK yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitede kullanilacak olan bakteri ve funguslarin, Escherichia
coli (ATCC® 25922™)_ Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™) ve Aspergillus
flavus (ATCC® 22547™) olarak belirlenmistir.
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Testte kullanilacak olan antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in MIC yontemi
uygulanmustir. Kati besiyerinde difiizyon yoluyla MIK (minimum inhibit6r
konsantrasyon) degerlerinin saptanmast amaclanilmigtir. MIK  bir
mikroorganizmanin {iremesini Onleyen en diisik ilag konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Plaklar 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
plaklarda MIK degerlendirilmesi yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklardaki
pembe renk ilireme varligi, mor renk ise lireme olmadigini gostererek degerlendirme

yapilmigtir.

3.6 Sitotoksik Aktitive Tayin Yontemleri

3.6.1 MTT testi ile hiicre proliferasyonunun ol¢iilmesi

MTT  [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H  tetrazolium  bromide]
metodu, bir ilacin veya ajanin hiicre {izerindeki sitotoksik etkisini renk degisikligine
bagli yorumlamaya yarayan bir yontemdir. Hiicre canlilig1 ve proliferasyon miktari
ve ilacin IC50 (%50 inhibitér konsantrasyon) degerini sayisal verilerle ifade etmeye
yardimc1 olur. MTT, uygulandigr ortamdaki canli hiicrelerin mitokondrisindeki
enzimlerin yapisma baglanir. Inkiibasyon déneminin ardindan kiiltiirlere %1 lik

DMSO katilir. Olusan renk mor rengin tonlarina doniisiir.

Canliligin ve proliferasyonun ¢ok oldugu hiicre koyu mor boyanirken, sitotoksik etki
olusmus canlili§i azalmis veya kaybolmus hiicreler acik mor veya pembe renkte
boyanir. MTT analizi hiicre canliligini gosteren giivenilir bir testtir. Bu test, hiicreler
kimyasal bir madde veya bir malzemenin etkisinde kaldiktan sonra, hiicre
mitokondrisinin fonksiyonel durumunu degerlendirilmesi yoluyla sitotoksik etkiyi
belirler. Canli hiicrelerde mitokondrial dehidrogenez (rediiktaz) hiicrenin iginde

tutunan sar1 tetrazoliyum tuzunu azaltir, MTT yi, mavi renkli formazana doniistiiriir.

3.7 istatiksel Yontemler

Aktivite sonuglarinda elde edilen veriler 3 paralel testin ortalama + standart sapmasi
olarak verildi. Sonuglar Student-t testine gore %95 giiven siurlari i¢inde bulundu.
Konsantrasyon ile absorbanslar arasinda o6l¢ii egrileri c¢izildi ve ilgili regresyon
denklemleri bulundu. En kiigiik kareler yonteminin kullanildigi dogrusal regresyon

analizi egim, intersept ve korelasyon katsayilarinin degerlendirilmesiyle yapildi.
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3.8 Kromatografik Yontemler

Kromatografi, maddeler karistminin bir sabit faz {izerinden, bir hareketli faz
yardimiyla gegirilerek bilesenlerine ayrilmasi yontemidir. Kromatografik yontemin
ilkesi; belirli bir karisimi olusturan bilesenlerin her birinin hareketli faz ile

stiriiklenme ve sabit fazda tutunma meyillerinin birbirinden farkli olmasidir.

Karisimi olusturan bilesenler ayr1 ayr1 kromatografik modelde farkli hizlarda
ilerleyerek birbirlerinden uzaklasirlar. 1850°1i yillarda Runge, 1890’11 yillarda Reed,
1900’li yillarda D.T. Day tarafindan kromatografik yontemler gelistirilmistir. Fakat
kromatografi denilince akla gelen ilk isim Polonyali botanik¢gi M. S. Tswett
olmaktadir. Polonyali botanik¢i 1906 yilinda bir cam boru igine doldurulan
adsorbanlar {izerinden bitki ekstraktlarin1 aktarmis ve karoten, ksantofil gibi
pigmentlerin kolonun farkli boélgelerinde renkli parcalar halinde ilerledigini
gozlemlemistir. Bu sebeple kromatografi terimi adini, renklerin grafigi ya da

renklerin ayrilmasi anlamindan almaktadir.

Bu tez calismasi sirasinda hazirlanan ekstrelerin fraksiyonlandirilmasi i¢in kolon
kromatografisi, benzer fraksiyonlar1 birlestirmek ve saf madde elde etmek i¢in ince

tabaka kromatografisi teknikleri kullanilmistir [ 144].

Ince tabaka kromatografisinde, aliiminyum iizerine silikagel kapli hazir plaklar (20 x
20 cm) ve cam plaklar (20 x 20; 20 x 10) kullanildi. Cam plaklar1 hazirlamada
adsorban olarak Silikagel GF254 kullanildi. Ekstrelerin kolon kromatografisi ile
ayrilmasiyla elde edilen fraksiyonlarin  karsilagtirnlmasinda ince tabaka
kromatografisi plaklar1 kullanildi. Maddeleri saflastirmak icin preperatif ince tabaka

kromatografisinden yararlanildu.

3.8.1 Kolon kromatografisi

Hazirlanan Ekstrelerin fraksiyonlandirilmasi1 ve elde edilen fraksiyonlardan saf
madde izolasyonu i¢in kolon kromatografisinden yararlanilmistir. Bu ¢alismada elde
edilen madde miktarlarina gore birbirinden farkli genislik ve uzunluklarda cam
kolonlar kullanildi. Kolonlarin dolgu maddesi olarakise silikajel (Merck 1.07734)
kullanildi. Hazirlanan ekstreler az miktarda uygun bulunan ¢oziiciide ¢oziilerek
adsorban ile karistirildi. Karisim oda sicakliginda kurutuldu. Kuruyan karisim daha

sonra toz kivamina getirildi. Elde edilen toz karisim dibine az miktarda pamuk
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yerlestirilmis, ekstre miktarima uygun olarak secilmis ve boyunun 2/3 oraninda
silikajel ile doldurulmus kolonun iist kismina eklendi. Bu islem uygulanirken
adsorban ve tlizerine doldurulan maddenin iist yiizeyinin diizglin olmasina 6nem
gosterildi. Eliisyona (bilesiklerin kolon boyunca ilerlemesi) apolar bir ¢oziicii olan
%100 Hekzan ile basland1 ve sirasiyla diklorometan, aseton ve metanol ile polarite
arttirtlarak ellisyona devam edildi, sonunda %100 metanol ile eliisyon tamamlandi.
Bilesiklerin renkli olmasi durumunda ise bu bilesikler renkli halkalar halinde
kolonda gozlenip, farkli erlenlerde toplandi. Maddelerin renkli olmamasi durumunda
ise; bilesenleri saf halde elde edebilmek icin erlen olabildigince sik araliklarla
(100’er ml’lik erlenlerde) degistirildi. Benzer fraksiyonlar ince tabaka kromatografisi
yardimiyla birlestirildikten sonra saflastirma i¢in preparatif ince tabaka

kromatografisi veya daha kii¢lik boyuttaki kolonlar (adsorban silikajel) kullanildu.

3.8.2 Ince tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi (ITK) igin, arkas1 aluminyum kapli hazir silikagel plaklar
(20 x 20 cm) (Merck 1.05554) ve cam plaklar (20 x 20 ; 20 x 10) kullanildi. Cam
plaklar hazirlanirken adsorban olarak Silikagel 60 GF254 (Merck 1.07730)
kullanildi. Tatbik edilen maddeler i¢in uygun ¢oziicii sistemleri se¢ildi. Coziicii ile
yuriitme islemi gergeklestirildi. Daha sonra ortaya c¢ikan lekeler UV 1sik altinda
incelendi ve isaretlendi. Isaretlenen lekeler &zel bir belirtec olan serik siilfatve
dragendorf belirteci ile etiivde 105°C’de 5 dakika bekletilerek belirgin lekelerin
gbozlemlenmesini saglandi. Ince tabaka kromatografisinde maddelere 6zgii Rf

degerleri sayesinde farkli maddeler ayirt edilebildi, ayni fraksiyonlar birlestirildi.

Maddeleri saflastirmak i¢in ise preperatif ince tabaka kromatografisinden
yararlamldi. Ilk olarak uygun ¢oziicii sistemleri belirlendi. Preperatif ince tabaka
kromatografisinde ig¢indeki bilesikleri ayrilmis bir sekilde izole etmek istedigimiz
madde plaklara baslangi¢ cizgisi boyunca diizgiin bir sekilde tatbik edildi. Daha
sonra maddelerin birbirlerinden ayrilmasini saglayacak polaritesi uygun olan
onceden belirledigimiz ¢oziicii sistemi ile yiiriitiildii. UV 1s1k altinda birbirlerinden
ayrilmis halde yiiriiyen maddeler tespit edildi. Her biri ayr1 ayr1 erlenlere alindi. Son

olarak uygun ¢oziiciilerle maddeler saf halde geri kazanildi.
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3.9 Spektroskopik Yontemler

3.9.1 NMR spektroskopisi

Bu c¢alismada; kromatografik yontemlerle saflastirilan bilesiklerin 'H NMR, "C
NMR, APT, spektrumlar1 alindi. Referans olarak tetrametilsilan (TMS) ve ¢oziicii
olarak doterokloroform (CDCls), déterometanol (CDs;OD) kullanildi. Saf bilesiklerin
'H NMR analizleri 500 MHz, C NMR analizleri 125 MHzBruker BioSpin AG
7115311/ MSC10022 serili smart problu NMR spektrometrelerinde Bezmialem Ilag

Uygulama ve Aragtirma Merkezi’nde yapilmistir.

3.9.2 Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi, analiz 6rneginin buharlastirilmasi, iyonlastirilmasi ve olusan
iyonlarin  kiitle/yiik degerlerine gore ayrilarak kaydedilmesi islemleri igin

gelistirilmis bir cihazdir [145, 146].

3.9.2.1 Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS)

Kiitle spektrometrisi, ugucu olmayan bilesenler igeren numunelerin analizi i¢in sivi
kromatografi ile birlestirilmistir. Madde ya da madde karisimi uygun coziiciilerde
coziildiikten sonra cihaza yerlestirilir. Numunedeki her bir madde yiiksek basingl
stvi kromatografi kisminda ayrilarak kiitle spektrometresi boliimiine gelir ve her bir

maddenin ayr1 ayr kiitle spektrumu elde edilerek analiz gergeklestirilir [145].

3.9.2.2 Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)

Kiitle spektrometrisi, yliksek duyarlilig1 ve tarama ¢abuklugu ile gaz kromatografdan
elde edilen ¢ok az miktarda maddelerin yapist hakkinda bilgi edinmek i¢in en uygun
yontemdir. Bir karisimdaki organik bilesikler gaz kromatografisi ile kolayca
ayrildikdan sonra taninmalari miimkiin olabilmektedir. iki teknigin birlestirilmesi,
dogal ve sentetik organik karisimdaki bilesiklerin yap1 analizi i¢in son derece uygun
bir yontem olusturmaktadir. Gaz kromatografisi ile birkag saniyede ayrilan nanogram

miktarda bilesiklerin bile kiitle spektrumlar1 alinabilmektedir [145].
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4. DENEYSEL BOLUM

4.1 Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

MIK testi i¢in mikroplak kullanilarak seri diliisyonlar elde edilmistir. Testte
kullanilacak olan Escherichia coli (ATCC® 25922™)  Staphylococcus aureus
(ATCC® 25923™) ve Aspergillus flavus (ATCC® 22547™) standart kokenleri 0,5
McFarland’a ayarlanmis olup, 1/100 oraninda sulandirilarak  105cfu/ml
konsantrasyonda bakteri elde edilmistir. Her bir kuyucuga bakteriler i¢in 50pul Muller
Hinton Broth, A.flavus icin RPMI 1640 Medium’dan 50ul eklenmistir. Negatif
kontrol olarak DMSO pozitif kontrol olarak da bakteri kokenleri kullanilmistir.

e Pozitif kontrol i¢in seri diliisyon ile 10°cfu/ml konsantrasyonda hazirlanan
bakteri soliisyonundan 10 pl ilk kuyucuga eklenmistir ve her bir kuyucuktan
tekrar 10pul ¢ekilerek bir sonraki kuyucuga aktarilmis olup, son kuyucuktan artan
10 pl karigim atilmastir.

e Negatif kontrol i¢in ilk kuyucuga 10 ul DMSO eklenmis olup, seri diliisyon
yapilmustir. Son kuyucuktan 10 ul ¢ekilerek atilmistir.

e Antimikrobiyal kontrol icin 83 pg/ml rifampisin kullamlmistir. {lk kuyucuga 10
ul rifampisin konsantrasyonundan eklenip, seri diliisyon yapilmistir. Son

kuyucuktan 10 pul ¢ekilerek atilmugtur.

e Test grubu i¢in; Kimyasal maddeden 50ul alinip, ilk kuyucuga eklenmistir.
Sonrasinda seri diliisyon yapilmis olup, son kuyucuktan 50 pl cekilerek
atilmigtir. Bu islem her bir kimyasal madde i¢in ayr1 ayr1 uygulanmis olup

sonrasinda her kuyucaga 10 pl bakteri eklenmistir.
Bu calisma da kullanilan 4 maddenin baglangi¢ konsantrasyonlari asagida belirtildigi
gibidir;
1. SV-27: 830 pg/ml

2. SV-64-65: 1250 pg/ml

3. SV-2: 1625 pg/ml
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4. SV-7: 1875 pg/ml

Plaklar 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir (4.flavus 24°C" ve SV-27, SV-64-
65, SV-7 ve SV-2 maddeleri MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26"") ve sonrasinda 10 pl
rezasurin ile birlikte 10ul %20’lik tween 80 ilave edilmistir. S.aureus ve E.coli igin
2-4 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, plaklarda MIK degerlendirilmesi
yapilmustir. A.flavus igin rezasurin ilavesi sonrasinda bir gece 24°C’ de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki pembe renk iireme varligini, mor

renk ise lireme olmadigini gostererek degerlendirme yapilmustir.

4.2 Sitotoksik Aktivite Yontemleri

SV-27, SV-64-65, SV-7 ve SV-2 maddeleri MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26") ve
769-P  (ATCC® CRL-1933") hiicre serileri ile 96 kuyucuklu plakalara
10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Kullamlan hiicre serilerinden MDA-MB-
231 (ATCC® HTB-26") insan meme kanseri, 769-P (ATCC® CRL-1933"") ise sigan
bobrek kanseri organizmalardir. %10 FBS ve 50 {inite/mL penisilin/streptomisin
iceren DMEM F12 besiyerinde, 24 saat boyunca 37°C inkiibatérde ylizeye
tutunmalarina izin verildi. 24 saat sonunda besiyeri degistirilen hiicrelere farkl
konsantrasyonda test maddeleri triplike olarak 400 ug/ml, 200 ug/ml, 100 ug/ml, 50
ug/ml, 25 ug/ml, 12.5 ug/ml, 6.25 ug/ml olmak {izere kademeli diliisyon ile 6 farklh
konsantrasyon uygulandi. Negatif kontrol olarak %]1’lik DMSO kullanildi. Pozitif
kontrol olarak %0,1 Triton X-100 eklendi. Test maddeleri 24 saat inkiibe edildikten
sonra son konsantrasyon 0,5 mg/mL olacak sekilde MTT eklendi ve 3 saat karanlikta
ve 37 °C’de inkiibe edildi. Bu siire igerisinde sar1 renkli MTT ajant mor renkli
cokeltiler olusturmasi beklendi. 3 saatin sonunda besiyeri dokiillerek MTT
kristallerini ¢oziiniir hale getirmek i¢in 100 uL DMSO eklendi ve 540 nm’de ¢oklu
pleyt okuyucuda absorbsiyon olgiildii. Absorbans miktar1 hiicre canliligt ile

orantilidir. Sitotoksite diizeyleri asagidaki formdil ile hesaplandi.

(6rnek ODs49 — pozitif kontrol ODs4)

% Canlilik = x 100

(negatif kontrol ODsg—pozitif kontrol ODs4)
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4.3 Sargassum vulgareAlginin Izolasyon ve Saflastirma Yéntemleri

Sargassum vulgare deniz yosununun toprak Ustii kisimlarinin tamami gdlgede
kurutulduktan sonra kiigiik parcalara ayrildi. Daha sonra &giitiiciide oOgiitiildii.
Ogiitiilen deniz yosunu (418,4 g) oda sicaklifinda ii¢ kez 2:1 oraninda diklorometan
ve metanol ile masere edildi. Rotaevaporatorde ¢oziiciisii ugurulduktan sonra 2:1
oraninda diklorometan-metanol ekstresi elde edildi. Elde edilen ekstre (11,55 g)
kurutulduktan sonra silikajelin adsorban olarak kullanildigi bir kolon iizerinden
fraksiyonlandirildi. Eliisyon sistemine apolar bir ¢oziicii olan %100 hekzan ile
baslanmig ve polarite belli oranda arttirilarak sirastyla diklorometan, aseton ve %100
metanole kadar devam edilerek 81 fraksiyona ulasilmistir. ITK sonuglarma gore

benzer fraksiyonlar birlestirilmistir.
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5. BULGULAR

5.1 Elde Edilen Saf Bilesiklerin Yapi Tayini

Ana kolon, heksan ile eliisyona tabii tutuldu, hekzan ile kolon tamamen yikandiktan
sonra once gradient olarak %10 diklorometan ilave edilerek yikamaya devam edildi,
ve ince tabaka kromatografisi ile kontrol edilerek tedricen diklorometan yiizdesi
arttirtlip 17. fraksiyonda %100 kloroforma geg¢ildi ve miiteakiben 19. fraksiyonda %5
asetona gecildi, 43. fraksiyonda %100 asetona gecildi ve 49. fraksiyonda %S5
metanole gecildi. 78. fraksiyonda ise %100 metanole gecip 81. fraksiyonda ise

kolonun eliisyonu sonlandirilmistir.

5.1.1 SV-2 (SV-55-57-10-22-1)

Toz halinde elde edilen bilesigin CDCl;’de alman 'H-NMR spektrumunda en iist
alanda 0.81 ppm’de gozlenen metilin 7 Hz’lik tripletinin (J= 7.0 Hz) yam sira bu
metil ile boliinen bir ¢ift CHyprotonu(metilen ¢ifti) 1.98 ve 1.95 ppm’de broadened
(genislemis) dubletler (J= 6.9) olarak izlendiler.

Bilesigin 'H-NMR spektrumunda izlenen diger kayda deger sinyali oldukga alt
alanda 5.74 ppm’de izlenen bir protonluk dddd (/= 17.1, 10.3, 6.8, 6.8 Hz)
seklindeki karakteristik sinyal ve bu protonla 17.1 ve 10.3 Hz’lik sirasiyla trans ve
cis kapling yapan iki sinyal 4.92 ve 4.88 ppm’de goézlendi. Bu protonlardan 4.92
ppm’de gozlenen 17.1 Hz’lik bir trans boliinmenin yani sira 4.88 ppm’de ki protonla
ile 2 Hz’lik bir germinal boliinme yapmaktaydi. Dogal olarak 4.88 ppm’deki
sinyalde 2 Hz’lik geminal kapling’in yan1 sira 5.74 ppm’deki proton sinyali ile 10.3
Hz’lik boliinmesini yapiyordu ki bu durum bir u¢ metilen grubunun varliina isaret
ediyordu. 1.20-1.30 ppm aras: sinyaller ¢ok sayida CH, grubunun varligina isaret
etmekteydi, ancak kesin metilen grubunun sayisinin 27 oldugu, dolayisiyla toplam
karbon sayisinin 28 oldugu GC-MS kiitle spektrumunun alinmastyla M 392 olarak

belirlendi.

Nitekim BB ve APT teknikleriyle °C spektrumlari alimustir. Uzun zincirli bir
yapiya sahip oldugu, bilesigin 22.71 ppm ile 33.85 ppm arasinda izlenen
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karbonlarindan anlagilmistir, en ugtaki ppm metil grubunun karbonu ise 14.15
ppm’de izlenmistir. Miiteakiben alman HSQC spektrumunda 5.74 ppm’deki metil
(CH) protonuna 139,31 ppm’deki C sinyali karsilik gelirken olefinik yapiya sahip
olan diger ug, yani CH; grubunun karbonu ise 114,08 ppm’de izlenmistir. CH; zinciri
karbonlar1 22.71 ppm ile 33.85 ppm arasinda izlenmesi ile anlasilmistir. Uzun zincire
ait alifatik metilen protonlarindan en alt alanda ¢ikan33.85 ppm sinyali ¢ifte baga
komsu olan CH; karbonuna aittir, proton ile C arasindaki korelasyon bdylece HSQC

spektrumunda agikg¢a izlenmistir.

Elektrospray iyonlasma ESI-HRMS teknigiyle pozitif ve negatif modda alinan GC-
MS spektrumunda [M-1]"ve [M+1]" sinyallerinin 393.29559 ve 391.25284 olarak
izlenmesiyle bilesigin Cy3Hse kapali formiiliine sahip oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak kiitle ve 1D ve 2D NMR spektrumlarina dayanarak bu bilesigin yapisinin 1-

Oktakozen (1-Octacosen) ve [UPAC isminin octacos-1-ene oldugu belirlenmistir.

P N N a1 S P P g

Sekil 5.1: 1- Oktakozen Yapisi

C\Xcalibur. \manuelsV-2-POS 06M10/20 16:51:15

SV-2-POS#1 RT: 0.01 AV:1 SM: 7G NL: 293E7
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-500.0000]
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Sekil 5.2: SV-2 Pozitif GC-MS Spektrometre Bulgulari
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CXcaliburt. \manuehsV-2-NEG 06/10/20 16:51:56

SV-2-NEG #1” RT:0.017 AV:-'1° SM:7G_ NL: 1.04E7
T: FTMS - p ESI Full ms [100.0000-500.0000]
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Sekil 5.3: SV-2 Negatif Spektrometre Bulgulari

=L
[RERIRENN]

5.1.2 SV-7 (SV-58-59-4)

Toz halinde elde edilen bilesigin CDCI3’de alinan '"H-NMR spektrumunda 3.5-4.8
ppm arasinda {i¢ proton sinyali izlenmistir. Bunlardan iki proton sinyalinin bir
hidroksimetilen grubuna ait oldugu 3.6 ve 3.7 ppm de sirasiyla (2.5 ve 12) Hz’lik ve
(8 ve 12) Hz’lik protonlar olarak izlenmis, diger bir H ise bunlarla (2.5 ve 8) Hz’lik
visinal kapling yapan proton sinyali olarak 4.77 ppm de izlenmistir. Bilesigin alt
alaninda ¢ikan protonlar ise monosiibstitiie bir benzen halkasinin (fenil halkasinin)
varligina isaret ediyordu ki bu protonlardan biri NMR ¢dziiciisii CDCl3’lin altinda,
yani 7.19 ppm de, diger dort proton ise 7.29 ile 7.30 ppm arasinda multiplet olarak
izlenmistir. Bilesigin APT teknigiyle alman °C NMR spektrumunda ise 5 methin
(CH) karbonunun3 karbon sinyali halinde ve bir katerner C sinyalinin izlenmesi
bilesikteki monosiibstitiie benzen halkasinin varlifini onaylamistir. Yani bu
sinyallerden en alt alanda 140.45 ppm de izlenen sinyal katerner C sinyaline aitti.
Diger 5 CH karbon sinyalinin ikisi 128.59 ppm de, diger ikisi 126.08 ppm de ve en
uctaki izole CH sinyali ise 128.06 ppm de izlendi. YukaridakiNMR verilerine

dayanarak bilesigin yapisinin 1-Feniletan-1,2 diol oldugu diisiiniilmiis ve alinan (+)
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LC-HRMS spektrumuyla yapinin kapali formiiliiniin CsH;9O,0ldugu ve molekiiler
pikinin [M+1]" 139.07521 olarak agik¢a izlenmistir.

OH
OH

Sekil 5.4: 1-Feniletan-1,2-diol

CAXcaliburt. \manuehsV-7-POS 06/10/20 16:54:42

SV-7-POS #14” RT- 0.10” AV: 1~ SM: 7G NL: 6.57E6
T: FTMS + p ESI Full ms [100.0000-500.0000]
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Sekil 5.5: SV-7 Pozitif Spektrometre Bulgulari

5.1.3 SV-1(SV-55-57-7-9-2)

55-57. fraksiyonlar silikajel ile doldurulmus kiigiik bir kolona yiiklendi, once
diklorometan ile eliisyona bagslandi, akabinde %90 diklorometan -%10 asetonda
aliman 7-9 fraksiyonlar birlestirilip prep TLC plaga uygulandi ve %95 aseton %15
metanol ¢ozeltisi igeren kromatografi tankinda yiritilerek ¢ikarilip kurutuldu,

kesilen lekelerden uistten ikincisine SV-1 kodu verildi.

SV-1 bilesigi bir analeke tagimasina ragmen tist iiste gelmis (overlap yapmis) pek

cok bilesigin bir arada tek bir leke gibi goriiniim vermesi nedeniyle metillemeden ve
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silillemeden (direkt ) GC-MS analizine tabi tutuldu, sonuglar Tablo 5.1°de
verilmigtir. Tablo 5.1°de goriilecegi gibi bu fraksiyon bazi uzun zincirli alkan ve yani
sira hidroksialkanlardan olusmaktadir ki bu bilesikler; Tetradecane, 1-Hexadecanol,
Nonacosanol 11-Decyl-

%12.

1-Octadecanol, 1-Eicosanol, 1-Heptacosane, ve

docosane’dan ibarettir. Fraksiyonun ana bileseni ile doymus diiz zincirli

Tetradekan iken bu nu ii¢ adet hidroksi alkan yapisindaki 1-Octadecanol, 1-

Hexadecanol ve 1-Eicosanol takip etmistir.

Tablo 2. V-1 numunesi GCMS de tayin edilen bilegikler ve % oranlan

RT: 0.00-42.78
100 15 :I(_)}E?
TIC MS
90 SV-1
80~
70 23.25
80°
| 26.31
50- 19.91
403 ‘ 2911 i
30 | 34,17 38.50 |
31n | 1 by
! 344 | 2745 | 2049 | |
s Wi 7.42 989 1468y b Al A bt
[1] r—t P—t . T
0 5 10 15 20 25 30 3 40
Time {min}
RT BILESIK ADI MOLEKUL % ALAN
FORMULU
12.38 Tetradecane C14H30 32.74
1991 1-Hexadecanol C16H340 15.89
26.31 1-Octadecanol CI18H380 18.30
29.11  1-Eicosanol C20H420 15.15
31.71 Heptacosane C27H56 5.92
31.76 Nonacosane C29H60 6.07
3299 Docosane,1-Decyl C32H66 5.92
TOPLAM 100

Sekil 5.6: SV-1 Numunesi GC-MS’de Tayin Edilen Bilesikler ve % Oranlar1
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Tablo 5.1: SV-1 Numunesi GC-MS’de Tayin Edilen Bilesiklerin Yapilar

IUPA
Formiil Isim C
Ismi

tetrad

ecane

hexad

HO T~ T~ T T T Heksadekanol ecan-
1-ol

octad

HO " " T T T T Oktadekanol ecan-
1-o0l

icosa
e N i i i i Eikosanol n-1-

ol

P N P g Tetradekan

hepta

P Ve Va2 N Heptakosan cos-1-
ene

nonac

HO N N N N N N N N N N NN NN Nonakosanol osan-

1-ol

11-
decyl
docos

ane

11-Desildokosan

5.1.4 SV-64-65

Bir diger GC-MS analizi yapilan fraksiyon ise SV-64-65 numarali fraksiyondur. Bu
fraksiyon GC-MS analizi dncesi silillenerek cihaza verilmistir. Analiz sonucunda iki
sekerin yani1 sira 1 alifatik asit ve Sadet alkollii alkan olmak {izere toplam 7 bilesikten
ibarettir. Bilesiklerden biri (1-octacosen) daha 6nce 53-54 nolu fraksiyondan saf

olarak izole edilip SV2 kodu verilerek yukarida yap: analizi edilerek sunulmustur.

Bu fraksiyonun analiziyle sekerler olarak Ksiloz (Xylose) ve Fruktoz (Fructose)’un
yanisira alkollerden 6nemli bir trialkol olan Glycerol (=Gliserin)’iin yanisira Etilen
Glikol, Propilen Glikol ve Silanol mevcuttur. Bir meyve asiti olan mandelik asid ise

soyucu etkisi nedeniyle peelinglerde kullanilan bir a-hidroksi asitdir.
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Tablo 1. 8V-64-635 Numunazi GC-MS de tavin edilen bilesikler ve % oranlan

RT: O.0D - 4277

100 08 Vites
&0
5 7O
£ =0
% a0
14
30
0 448
10 .21
I l. 550 | mi'ﬁ 17.05 20.73 pEas  zass  3LTE 346 3858
s T T T T T T T T
o 5 10 15 =0 25 30 35 an
Time {min}
X
RT BILESIK ADI MOLEKUL %
FORMULU ALAN
424 Ethylene Glyeol Bistrimethylsiyl Ether CEH22028i2 6.61
445 Propylens Glyecl-DITME C9H24028i1 4837 |
91 Silanol, trimethyl-, benzoate Cl10HI£028: 2214
gg7 Glyeerol-Tri-TMS Ether CI2H22053813 373
13.16 Mandelic acid, trimathylsily] aster athar CIIH160381 1300
20.72 D-Xylepyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimethylsily) CI7HA20584 232
2051 D-Fumetese,1.3.4.5 6-pentakis-O-(trimethylsily) CIIHS106815 161
TOPLAMN 100

Sekil 5.7: SV-64-65 Numunesi GC-MS’de Tayin Edilen Bilesikler ve % Oranlari
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Tablo 5.2: SV-64-65 Numunesi GC-MS’de Tayin Edilen Bilesiklerin Yapilari

Formiil Isim TUPAC ismi
HO_~on Etilen glikol Ethane-1,2-diol
OH Propilen .
OH alikol Propane-1,2-diol
H3;Si—OH Silanol Silanol
oH Gliserol P 1,2,3-tirol
H O\)\/ OH isero ropane-1,2,3-tiro
7 1-Octacosene Octacos-1-ene
O
Lo 2-Hydroxy-2-
OH Mandelicacid phenylacetic acid
OH
HO O
HO D-
vl (3R,4S,5R)-Oxane-
OH YIOPyTanose 2.3,4,5-tetrol
OH
CH,OH
o._ OH (3S,4R,5R)-2-
HO D-Fructose  (Hydroxymethyl)oxane-
CH,OH 2,3,4,5-tetrol
OH
5.1.5 SV-27

Bu bilesik saflastirilmaya calisilmis, fakat 'H-NMR ve "“C spektrumlarinda

izlenebilecegi gibi muhtemelen yag alkolleri yapisinda en az iki madde karisimindan

ibaret oldugu anlasilmistir. Miktarinin az olmasi nedeniyle daha fazla saflastirilmaya

gidilememis, fakat in vitro antimikrobiyal

yapilabilmistir.
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5.2 izole Saf Bilesiklerin ve Fraksiyonlarin Antimikrobiyal ve Sitotoksik

AKktivite Sonuclari

5.2.1 Antimikrobiyal aktivite sonug¢lari

Mikroorganizmalara kars: etkili MIK sonuglar1 tabloda yer almaktadr.

Tablo 5.3: Mikroorganizmalara Kars1 Etkili MIK Degerleri

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Mikroorganizma SV-2 SV-7 SV-27 SV-64-65

E.coli NA 468,75 pg/mL 103,75 pg/mL 625 ng/mL
S.aureus 406,25 pg/mL 14,64 ng/mL 3,24 ng/mL 9,76 ng/mL
A.flavus 812,5 pg/mL 14,64 pg/mL 25,93 pg/mL 312,5 pg/mL

Bu sonuglara gore; SV-7 ve SV-27 bilesikleri ve SV-64-65 nolu fraksiyon S.aureus’a
kars1 oldukca etkin bulunmustur. Ayrica SV-7 ve SV-27 bilesikleri 4.flavus’a kars

orta-iyi derecede antifungal aktivite gostermislerdir.

5.2.2 Sitotoksik aktivite sonu¢lari

MDA_SV2
X 1001 T
g | N 7
|
& P \j/{o DIIRSTIRCIIRCIINS

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.8: SV-2 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisi
(% Canlilik)
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769P_SV?2

x 1003 T ]
|
& P \j/{o DIIRCIIRCIIR RIS

Konsantrasyon (ug/mL)

ekil 5.9: SV-2 Bilesiginin 769-P Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisi (% Canlilt
kil 5.9: SV-2 Bilesiginin 769-P H H U deki Etk % Canlilik

MDA_SV7
200-
*%*

150
Y4
= T _—
& 100- .
O
X

50-

C 1 1 1 1 1

O H» 0 O & &
A LR S

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 5.10: SV-7 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisi
(% Canlilik)
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769P_SV7

2001
1504
X
EE 1004
O
=S
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ol i R 2
O o 92 M O & & &9
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Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 5.11: SV-7 Bilesiginin 769-P Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisi

(% Canlilik)
MDA _SV27
150+
é 100- * -
=
]
@)
S 50-
C ) = L) L)
O M DO H N} O O \
SV VT R

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 5.12: SV-27 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt: Uzerindeki Etkisi
(% Canlilik)
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769P_SV27

150+
< 1004
= *
c =
©
@) $%%%
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0 T
@] <>
S

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 5.13: SV-27 Bilesiginin 769-P Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisi

(% Canlilik)
MDA _ SV6465
:Zé 100- § % =
|
Lt

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 5.14: SV-64-65 Bilesiginin MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Uzerindeki Etkisi
(% Canlilik)
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769P_SV6465

150-
X 100
=
3
O
N 504
0 T

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 5.15: SV-64-65 Bilesiginin 769-P Hiicre Hatt: Uzerindeki Etkisi
(% Canlilik)

MDA (Insan meme kanseri), 769P (Sigan bdbrek kanseri) hiicre hatlari {izerinde

yapilan MTT sitotoksisite ¢alismasinin sonuglarina gore:

SV-27 ve SV-64-65 maddeleri kanser hiicre hatlar1 {izerinde hiicre canliliginda
anlamli inhibisyona sebep olarak sitotoksisite agisindan aktif bulunmustur. Fakat

saglikli hiicre hatt1 tizerinde de doza bagimli olarak inhibisyona sebep olmustur.

Kontrol o6rneklerine gore hesaplanan konsantrasyona bagli % canlilik verileri
Graphped Prism programinda istatistiksel analiz olarak yapildi. One-way Anova ve
Tukey testiyle p<0.05 olan konsantrasyon gruplarimin hiicre canlilifi tizerinde

anlamli inhibisyon yaptig1 kabul edildi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, Sargassum vulgare 6rnegi Antalya Serik’ten toplanarak kurutulmus ve
daha sonra ekstreleris hazirlanarak igerigindeki sekonder metabolitler kolon
kromatografisi, preperatif ince tabaka kromatografisi ve Silikagel kolonlar iizerinden
izole edilerek saflastirilmaya caligilmis, fakat ekstrelerden saf madde izolasyonu pek
istenen Olgiide gergeklesmemistir. Diiz zincirli fatty bilesiklerce zengin oldugu icin
birarada gelen bu bilesikleri izole ederek tek tek yapilarini belirlemeye ¢alismak ¢ok
1 zaman tiiketici olmustur. Bu nedenle fatty bilesiklerce zengin fraksiyonlar dogrudan
GC-MS analiz ile incelenmis, baz1 fraksiyonlar ise silillenerek veya metillenerek

GC-MS ile analiz edilmistir.

Elde edilen fraksiyon veya saf bilesiklerin in vifro antimikrobiyal ve sitotoksik
aktivite tesleri yapilmis ve 3 bilesik antimikrobiyal olarak oldukg¢a iyi aktivite
gostermis, bunlardan S. aureus ve A. flavus’a karst SV7 ve SV27 hiicre tiplerine
kars1 yiiksek inhibisyon gostermislerdir. Sitotoksik aktivite sonucglarina gore ise en

aktif fraksiyonlar SV27 ve SV 64-65 dir.

Serik-Antalya kiyilarindan toplanan Sargassum vulgare iizerinde daha once baska
gruplarin yaptigi1 calismalarda pek ¢ok madde elde edilmesine karsin bu calismada
alinan sonuclar pek tatmin edici degildir. Belki daha soguk mevsimde toplanmasi
verimlilik ve elde edilen sekonder metabolitlerin daha cesitli ve yiiksek verimle elde

edilmesine neden olabilir, ayrica kullanilan metodlar da gézden gegirilmelidir.
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EK A.1:
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BRUKER
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Current Data Parameters

GI-IGZ-5V-2
10
1
tion Parameters
20200604
2 17.04 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2151574_0023 ¢(
PULPROG zg30
o) 65536
SOLVENT cne1l
NS 656
DS 2
SWH 10000.000 Ez
FIDRES 0.305176 Ez
AQ 3.2767999 sec
RG 101
bW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 298.2 K
DL 1.00000000 sec
TDO 1
SPOL 500.1330883 MHz
NUCL 1H
] 2.67 usec
Pl 8.00 usec
P11 26.36400032 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
S5F 500.1300104 MHz
WO EM
SSB [i]
1B 0.30 Ez
GB 0
PC 1.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm

g g
o~

2.22
8.94

Bl R IR
o= Inv-!l‘Ng

EK A.2:
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BRUKER
(>0

Current Data Parameters

NAME 16!

2-8V-2
10
1

F2 — Acquisition Parameters
D

20200604

17.04 h
Avance
PROBHD  2151574_0023 |
PULFROG zg30
T 65536
SOLVENT cpcli3
NS 656
DS 2
SWH 10000.000 Ez
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 298.2 K
bl 1.00000000 sec
DO 1
SFO1 500.1330883 MHz
nuc1 1H
ra 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 26.36400032 W
FZ - Processing parameters
S5I 6553
SF 500.1300104 MHz
WO EM
S5B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
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EK A3
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BRUKER
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usec
usec

sec
sec

MHz

MHz

Lsec
W
W

MHz

Hz

W
\}/
Current Data Parameters
NAME
EXPNO
PROCNO
F2 — Acquisition Parameters
Date, 20200605
B.48
Avance
2151574_0023 (
jmeod
sl 65536
SOLVENT cpcls
NS 17855
DS 4
SWH 30120.482
FIDRES 0.919204
AQ 1.0878977
RG 101
| 16.600
6.50
298.2
145.0000000
1.0060000
‘ 2.000C0000
0.00689655
T e 1
ﬂ 125.7703643
13
10.00
20.00
5.850%9792
500.1320005
2 1H
CPDERG[2 waltz65
PCED2 80.00
PLW2 26.36400032
PLW1Z 0.26363999
F2 - Processing parameters
327
125.7577885
EM
0
1.00
o
1.40
T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

EK A4:

EXPNO
PROCNO
F2 - Acquisition Parameters
Da 20200605
Time 8.48 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2151574_0023 (
PULPROG jmod
Eos) 65536
SOLVENT cpela
; 17855
DS 1
SWH 30120.482 Ez
FIDRES 0.919204 Ez
AQ 1.0878977 sec
RG 101
oW 16.600 usec
DE 6.50 usec
T 298.2 K
145.0000000
‘ 1.0000000
| 2.00000000 sec
Lol 0.00689655 sec
; qpamrk L s ol " 2
b 125.7703643 MHz
13c
10.00 usec
20.00 usec
85.85099792 W
500.1320005 MIlz
Nuc2 18
CPDPRG[2 waltz65
PCPD2Z 80.00 usec
PLW2 26.36400032
PLN1Z 0.26363993 W
F2 - Processing parameters
51 12768
53 125.7577885 Mz
wWow EM
S55B ]
5 1.00 Bz
GB 0
BC 1.40
T T T T T T T T T T T T T
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm
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EK A.S:

EXPNO

PROCHO
F2 - Acquisition Parameters
Date, 20200607
Time 10.35 h
INSTRUM Avance
PROBHD  z151574_0023 (
PULFROG 29pg30
™ 65536
SOLVENT ChCl13
NS 20480
DS 4
SWH 30120.482 Kz
FIDRES 0.919204 Ez
AQ 1.0878877 sec
RG 101
DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
Dl 2.00000000 see
D11 0.03000000 sec
DO
SFO1 MHz
NUCL
PO usec
Pl 10.00 usec
PLITL 85.85099792 W
SFO2 500.1320005 MHz
NUC2 1H
CPDPRG [2 waltz65
PCPDZ 80.00 usec
PLW2 26.36400032 W
PLW12 0.26363999 W
PLW13 0.13260999 W
F2 - Processing parameters
ST 32768
SF 125.7577888 Mz
WO EM
55B a
1B 1.00 Hz
) GB a
PC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
EK A.6:
U,
Current Data P
NAME
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20200607
10.35 h
Avance
2151574_0023 ¢(
2gpg30
| 65536
cpCll
20480
4
30120.482 Hz
0.919204 Ez
1.0878977 sec
101
16.600 usec
6.50 usec
298.1 K
2.00000000 sec
0.03000000 sec
1
125.7703643 MHz
13C
333
.00
85.85099792
500.1320005
nucz 1H
CPDPRG[2 waltz65
PCPDZ 80.00 usec
PLW2 26.36400032 W
PLW1Z 0.26363999 W
PIW13 0.13260999 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF
WoW EM
SSB
| 1B 1.00 Ez
/ GB [
= : 1.40
T T T T T T T T T T T T T T
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm



EK A.7:

‘ C o)
- _ & BRUKER
| L)

Current Data Parameters
G

i

Bz
Ez
sec

} usec

usec

=

sec
sec

MHz

usec
usec

=

MHz

usec
W
W
W

MHz

Hz

NAME

EXPNO 16

PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters

Date, 20200607

e 10.35

INSTRUM Avance

PROBHD  2151574_0023 (

PULFROG 2gpg30

T 65536

SOLVENT cnel3

NS 20480

D3 4

SWH 30120.482

FIDRES 0.919204

AQ 1.0878977

RG 10

bW 16.600

DE 6.50

TE 298.1

Dl 2.00000000

D11 0.03000000

D0 1

SFO1 125.7703643

NuUCl 13¢

PO 3.33

Pl 10.00

PLH1 85.85099792

SFG2 5001320005

Nuc2 1H

CPDPRG [2 waltzgh

| PCPDZ 80.00

PLN2 26.36400032

| PLW1Z 0.26363993

‘ PLW13 0.13260999
F2 - Processing parameters

| | 32768

125.7577888

o

1.00

o

s 1.40

EK A.8:

I T BT LY |
= ! a B
_—_: o " - u
9 e i
- 60
- " 4 - 80
~100 !
— -]
-120
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L) e
-160 - .
! 180 ]
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75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 ppm;:
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EK B.1:

Current Data Parameters
NAME IGZ-5V-1
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20191002
me 16.10 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2125331_0037 (
PULPROG 2g30
T 65536
SOLVENT copcl3
NS 64
DS z
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
bW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 2%6.1 K
D1 1.00000000 sec
/ / / DO 1
o+ o — = . SFO1 500.1330883 MHz
UCl 1H
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 12.50199986 W
F2 - Processing parameters
sI 65536
SF 500.1300465 MHz
WDW EM
S5B 0
| LB 0.30 Hz
| GB 0
il pC 1.00
B - - i s
T T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm
™~ =15 ) AN EEREIER
b= b e b= bt} ] | O o B et O
= -|= o S|=|n| |@|o||g| |w
EK B.1:
olo
| (<O
Current Data Parameters
NAME 162-5V-1
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191003
13.41 h
INSTRUM Avance
PROBHD Z2125331_0037 |
PULPROG jmod
D 65536
SOLVENT cpc13
NS 738
D3 a
SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.819204 Hz
AQ 1.0878977 sec
RG 101
DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 296.1 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000
Dl 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
TD0 1.
SFO1 125.7703643 MHz
NUC1 13¢
Pl 12.00 usec
P2 24.00 usec
PLW1 162.41000366 W
SFO2 500.1320005 MHz
NuC2 1H
CPDPRG[2 waltz65
PCPDZ 80.00 usec
PLW2 12.50199986 W
PLW12 0.12502000 W
F2 - Processing parameters
81 32768
SF 125.7577885 MHz
WDW EM
55B 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T T T T
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm
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EK C.1:

|/ /11

L

<)
BRUKER
(>

Current Data Parameters

NAME
EXPNO
BROCNO

IGZ-GT-5V-64-65
10
1

F2 - Acquisition Parameters

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

20191224

19.43 h
Avance
2151574_0023 (
2930
65536
CD30D_SPE
1024
2

10000.000 Hz
0.305176 Hz
3.2767999 sec

32
50.000 usec
usec

298.2 X
1.00000000 sec

1
500.1330883 MHz
2.67 usec

8.00 usec
26.36400032 W

F2 - Processing parameters

T T T T T
75 70 65 6.0 55 5.0

|

T
4.5

85 80
4
o o

.46 __

T T T T
40 35 3.0 25 20

15

EK C.2

T T
1.0 ppm

65536
500.1300144 MHz
EM

o
0.30 Hz
0

1.00

£ o
BRUKER
(>

Cur
NAME
EXPNO

PROCNO

rent Data Parameters
E IGZ-GT-5V-64-65

11
X

F2 - Acquisition Parameters
te

20191225
10.31 h

INSTRUM Avance
PROBHD 2151574_0023 {(

PULPROG

D20

S

TDO
SFO1
NUC1
Pl

P2
PLW1
SF02
NUC2
CPDPRG[2
PCPD2
PLWZ
PLW1Z

jmod
65536
CD30D_SPE
312

4
30120.482 Hz
0.919204 Hz
1.0878977

101
16.600
6.50 usec
298.2 K
145.0000000
1.0000000
2.00000000 sec
0.00689655 sec

1
125.7703643 MHz
13¢
10.00 usec
0.00 usec
85.85099792 W
500.1320005 MHz
1H
waltz65
0.00 usec
26.36400032
0.263563999

F2 - Processing parameters

T T T T T
180 160 140 120 100 80 60

75

40 20

ppm

3276
125.7577885 MHz
EM
0
1.00 Hz
0

1.40



EK D.1:

Current Data Parameters
NAME 1GZ-8v-18
EXPNO 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191101
Time 5.48 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2125331_0037 ¢
PULPROG zg30
™ 65536
SOLVENT cbhCcl3
NS 512
Ds 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
D 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 296.2 K
D1 1.00000000 sec
s [/ 1 [

s s - ¥ SFOL 500.1330883 MHz
Nuc1l
PO 2.67 usec
Pl 8.00 usec
PLW1 12.50199986 W

F2 - Processing parameters

| sI 65536
| SF 500.1300451 MHz
| WoW EM
S5SB 0
LB 0.30 Hz
r | | GB ]
‘ \ PC 1.00
. _JJJJ_( e \

T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm
S

s

e e | S § -

0| v=! =) ~ o (=) ol
N 1 o | b b hor 2| o
o o -] - ||

EK D.2:

Current Data Parameters

NAME 16z-Sv-18
EXPNQ 10
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191101
Time 5.48 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2125331_0037 (
PULPROG zg30
™ 65536
SOLVENT coc13
NS 512
DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 3.2767999 sec
RG 101
DW 50.000 usec
DE 11.14 usec
TE 296.2 K
D1 1.00000000 sec
/ Bl Sl o /mo 1
SFO1 500.1330883 MHz
NUC1 L
PO 2.67 usec
P1 B.00 usec
PLW1 12.501959986 W
F2 - Processing parameters
S1 65536
SF 500.1300451 MHz
| WDW EM
‘l I | I SSB 0
l‘lw 1 H | } LB 0.30 He
1 T ‘ GB 0
" i i Ju__Ee 1.00

1 |
I | |
M v Wbt it W ) ,x”‘l L N'*\f
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EKD.3

o)
BRUKER
(<)

\N11] / \/ |
\ ] \
W I | | Y
Current Data Parameters
NAME I1GZ-5V-18
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191104
Time 0.51 h
INSTRUM Avance
PROBHD  2125331_0037 (
PULFROG jmod
™ 65536
SOLVENT CcDC13
NS 15360
DS 4
SwH 30120.482 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 1.0878977 sec
RG 101
DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 296.1 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000
J I .||1 l L ll D1 2.00000000 sec
e 1 " bk | I s Akt rJ - “ T PR BDRehassorens
o i ¥ i v e g, ¥ Y ©
' [ 2 e U[ " [ spo1 125.7703643 MHz
NUcl 13c
Pl 12.00 usec
»2 24.00 usec
PLW1 162.41000366 W
SFO2 500.1320005 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG (2 waltz6s
PCPD2 80.00 usec
PLWZ 12.50199986 W
PLW1Z 0.12502000 W
F2 - Processing parameters
I 2
SE 125.7577885 MHz
WowW EM
ss8 0
LB 1.00 Hz
GB 0
BC 1.40
T T T T T T T T T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

EK D.4:

C o
BRUKER
(><)

Current Data Parameters

NAME IGZ-5V-18
EXPNO

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20191104
Time 0.51 h
INSTRUM Avance
PROBHD 2125331_0037 (
PULPROG jmod

T 65536
SOLVENT cpcl3

NS 15360

DS 4

SWH 30120.482 Hz
FIDRES 0.815204 Hz
AQ 1.0878977 sec
RG 101

DW 16.600 usec
DE 6.50 usec
TE 296.1 K
CNST2 145.0000000
CNST11 1.0000000

D 2.00000000 sec
D20 0.00689655 sec
ITDO 1

SFO1 125.7703643 MHz
NUCl 13c

Pl 12.00 usec
P2 24.00 usec
PLW1 162.41000366 W
SFo2 500.1320005 MHz
NuC2 1H
CPDPRG (2 waltze5
PCPD2 80.00 usec
PLW2 12.50199986 W
PLW12 0.12502000 W

F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 125.7577885 MHz
WDW

S5B 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40

50 45 40 35 30 25 20 15 ppm
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EKE.1:

EKE.2:

PROBHD
FULPROG
ki)

Current Data Parameters

1GZ-5¢-7
10
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EK E.3:

Current Data Parameters
HAME 7
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EK E.4:

Current Data Parameters
HAME 16! -7
EXENO 1
PROCHD

F2 - Ae

FULPROG
ki)
SOLVENT

2.0001
0.006896:

1 b ;
125.7703643 MHz
13¢C
F2 Processing parametersa
51 32768
5F 125,7577885 MMz
WOW EM
55R 0
1B 1.00 Hz
GB
PC
I T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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EK E.5:

Current Data Parameters
HAME 1GZ-5¢-7

T 2,0% h
INSTRUM Avance
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PULPROG mad
ki) 65536

SOLVENT
N3

F2 - Processing parameters

51 276
5F 125.7577885 MH2
WoW EM
558 0
1B 1.00 Hz
oB [}
PC 1.40

141 140 139 138 137 136 135 134 133 132 131 130 129 128 127 126  ppm

EKF.1:

Ethylene Glycol Bistrimethylsiyl Ether
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EK F.2:

Propylene Glycol-DITMS
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EK F.3:

Silanol, trimethyl-, benzoate
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EK F.4:

Glyeerol-Tri-TMS Ether
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EKF.S:

Mandelic acid, trimethylsilyl ester ether
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EK F.6:

D-Xylopyranose, 1,2,3,4-tetrakis-O-(trimethylsily)
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EK G.2:
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EK G.3:

1-Octadecanol
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EK G.4:

1-Eicosanol
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EK G.7:
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