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KISALTMALAR

FAO : Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii

PUFA : Coklu Doymamis Yag Asitleri (Polyunsaturated Fatty Acids)
0-3 : Omega 3

ITK : Ince Tabaka Kromatografisi

DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

BHT - Biitil Hidroksi Toluen

PV : Peroksit Degeri

PAV : Para Anisidin Degeri

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

16 SrDNA : 16 S Ribozomal Deoksiribo Niikleik Asit

PDA : Potato Dextrose Agar

CDA : Czapek Dox Agar

PDB : Potato Dextrose Broth

MEA : Malt Ekstract Agar

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ITS : Internal Ara Bolgeler (Internal transcribed spacer)
pH : Hidrojenin Giicti (Power of Hydrogen)

ABS : Absorbans

LOOH - Lipid Hidroperoksit

Fe : Demir

IC 50 : Maksimum Inhibasyon Konsantrasyonunun Yiizde Ellisi
TBHQ : tert-Butylhydroquinone

%RTK . Yiizde Radikal Temizleme Kapasitesi

Vi



SEMBOLLER

% > Yiizde

g : Gram

kg : Kilogram

m : Metre

mm : Milimetre

nm - Nanometre

pnm : Mikrometre

ng : Mikrogram

ug mL™? : Mikrogram/ mililitre

mg mL™* : Miligram/ mililitre

mg/L : Miligram/ litre

pL : Mikrolitre

Lt . Litre

Lt giin™ . Litre/ giin

ppm : Milyonda bir (parts per million)
rpm : Doniis hiz1 (Revolutions per minute)
mL : Mililitre

cm : Santimetre

°C : Santigrat Derece

sn : Saniye

M : Molarite

Eq : Bir mol elektron ile birlesebilen element miktar1 (equivalent)
mEq : Bir ekivalan agirligin binde biri

mEq Oz kg™ : Peroksit degeri (milliequivalents of oxygen/ kilogram)
Yow/w : Agirlikga yiizde
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BALIK YAGI OKSIiDASYONUNDA ANTIiOKSIiDAN ETKIiLi FUNGUS
EKSTRAKTLARININ KULLANIMI

OZET

Siirdiiriilebilir su triinleri yetistiriciligini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi
kullanilan yem ve yem hammaddeleridir. Yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asiti
(PUFA) igeren balik unu ve balik yagi, yemlerin temel bilesenlerindendir. Lipid
oksidasyonu, balik ununun kalitesini ve balik yaginin raf dmriinii etkileyen en kritik
faktordiir. Bu durum yem Kkalitesini etkileyerek baliklarda biiylime oranini
yavaglatmaktadir. Bu Sorunu oOnlemek igin antioksidan katki maddeleri olarak
kimyasal antioksidan bilesikler veya dogal 6ziitler kullanilmaktadir. Yiiriitiilen bu tez
caligmas1 ile balik yagi oksidasyonunda antioksidan katki maddesi olarak
kullanilabilecek fungal metabolitler aragtirilmistir.

Arastirmada elde edilen siingerler Ege Denizi kiyilarindan toplanmistir. Bu
stingerlerden morfolojik olarak se¢ilen ve ayrilan 104 adet fungal sus izole edilmistir.
Etil asetat Oziitleri antioksidan aktivitelerinin tespitinde kullanilmistir. Pasajlanarak
elde edilen saf fungal suslar kati piring ortami1 kullanilarak fermente edilmis ve kiiltiir
ortamlar 6ziitlenmistir. Fungal 6ziitlerin antioksidan aktiviteleri kalitatif (ince tabaka
kromatografisi) ve kantitatif (DPPH radikal temizleme kapasitesi) olarak
incelenmistir. Kalitatif antioksidan aktiviteye gore segilen suslarin zengin firiin
profillerine sahip oldugu bulunmustur. Kantitatif antioksidan aktivite ¢aligmasinda
ise; DPPH radikal temizleme kapasitesi 20 ug mL™ i¢in %92,8-94,7 aras1 degisen
dort adet fungal sus diger drneklere gore daha iyi sonuglar vermistir. Bu sebeple bu
suslar balik yagi denemelerinde kullanilmak {izere secilmistir. DPPH analizine gore
BHT ile karsilastirildiginda Penicillium commune (4.4.2; %94,7) ve Penicillium
restrictum (1.16.1a; %94,6) fungal suslar1 aktivite bakimindan ilk sirada yer
almiglardir. Balik yag1 oksidasyon c¢alismalari yiiksek ve diisiik sicakliklarda (60°C,
60°C, 25°C) ve farkli konsantrasyonlarda (%0,05, %0,1, %0,2 w/w) yapilmistir.
Denemeler sicakliklara gore sirasiyla 7, 19 ve 50. giinlerde tamamlanmistir. Elde
edilen sonuglara gore, 60°C sicaklikta 7 giinliik deneme siiresince balik yaginda
diger suslara gore en iyi antioksidan 6zelligi gosteren %0,1°lik konsantrasyondaki P.
commune (4.4.2) fungal susu olmustur. 19 giinliik stoklama sonucunda en diisiik
peroksit degeri balik yagina %0,2 oraninda katilan P. restrictum (1.16.1a) 6ziitii ile
elde edilmistir. Yine ayni 6ziitiin olusan para-anisidin degeri (16,15 mEq Oz kg™)
incelendiginde yliksek sicaklikta BHT ye (9,05 mEq O, kg™ en yakin antioksidan
ozellik gosteren fungus oldugu tespit edilmistir. 25°C’de 50 giin yapilan balik yag:
denemesinde ise Aplysina aerophoba siingerinden elde edilen 1.10.1 fungal 6ziitiiniin
eklendigi 6rnegin 16,34 mEq O kg™ peroksit degeri ile BHTye (13,9 mEq O kg™)
benzer aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Cladosporium sp. (4.1.7), P. commune
(4.4.2) ve yiiksek konsantrasyonda P. restrictum (1.16.1a) oziitleri eklenen balik
yaglarinda BHT (2,65 mEq O; kg™) ile karsilastirildiginda benzer p-anisidin
degerleri bulunmustur.



USE OF ANTIOXIDANT EFFECTIVE FUNGI EXTRACTS ON FISH OIL
OXIDATION

SUMMARY

The major factors are feed and feed components in sustainable aquaculture. Fish oil
and fish meal contain high levels of polyunsaturated fatty acids (PUFAS) and they
are essential for fish feeds. Lipid oxidation affects the quality of fish meal and shelf-
life of fish oil and it is an important factor in undesired feed quality which retards
fish growth. In addition, lipid oxidation is a primary problem in the storage of
foodstuffs. Therefore syntetich chemical compounds or natural extracts have been
used to prevent the lipid oxidation and extend or control the shelf-life. In this thesis
the potential use of marine fungi as an antioksidant additive for fish oil oxidation was
investigated.

Marine sponges in the research were collected from the coast of Aegean Sea. A total
of 104 fungal strains were selected and separated morphologically. They were
isolated from the sponges and their ethyl acetate extracts were tested for their
antioxidant activity. Pure fungal strains obtained by passaging and cultured
separately in small scale rice mediums. The mediums were extracted with
ethylacetate. Antioxidant activities of the fungal extracts was performed through
qualitatif method (using TLC) and quantitave method (DPPH assay). It has been
found that strains which were selected by qualitative antioxidant activity have rich
product profiles. In the quantitative antioxidant activity study; four fungal strains
gave better results than the other samples on their % scavenging capacity ranged
from 92.8 to 94.7% for 20 ug mL™ sample. For this reason, these strains were
selected for use in fish oil experiments. The result of total antioxidant by DPPH
assay show that the fungal isolates P. commune (4.4.2; 94.7%) ve P. restrictum
(1.16.1a; 94.6%) came first in terms of activity comparing with BHT (79%). Fish oil
oxidation studies were carried out at high and low temperatures (60°C, 60°C, 25°C)
and at different concentrations (0.05%, 0.1%, 0.2% w/w). The experiments were
completed on days 7, 19 and 50, respectively, based on temperatures. According to
the results, P. commune (4.4.2) fungal strain at 0.1% concentration showed the best
antioxidant properties compared to other strains in fish oil during the 7 days tested at
60°C. At the end of 19 days of storage, the lowest peroxide value was obtained with
an extract of P. restrictum (1.16.1a) added to fish oil at 0.2%. When the para-
anisidine value (16.15 mEq O2 kg™) of the same extract was examined, it was
determined that the antioxidant fungus has the closest antioxidant activity to BHT
(9.05 mEq O, kg™) at high temperature. Fungal strain 1.10.1 from Aplysina
aerophoba sponge (anisidine value; 16.34 mEq O, kg™) performed similar lower
secondary oxidation products as commercial antioxidant BHT (13.9 mEq O kg™) for
50 days at 25°C. Besides, the similar p-anisidine values were observed from
Cladosporium sp. (4.1.7), P. commune (4.4.2) and higher concentration of P.
restrictum (1.16.1a) as BHT (2.65 mEq O, kg™).
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasiyla beraber kaliteli ve gilivenli gida ihtiyaci da giin
gectikce hizli bir sekilde artmaktadir. insan beslenmesindeki esansiyel amino
asitlerin ve yag asitlerinin kaynagini, balik ve baliktan iiretilen temel gida ve gida
takviyesi tirlinler olusturmaktadir. Yiiksek yapili organizmalarca tiretilemeyen, insan
beslenmesinde yer alan ve viicut i¢in son derece 6nemli yag asitleri Omega-3 (0—3)
yag asitleri olup gidalardan elde edilirler (Gordon ve Ratliff, 1992). Linoleik asit ve
a-linolenik asit ®—3 yag asiti tiirevidirler ve baliklarda bol miktarda
bulunmaktadirlar. Bu yag asitleri hayvansal organizmalarda hormon benzeri etki
gosteren prostaglandin ve tiirevlerinin biyosentezinde Onciil molekiil olarak
kullanilir. Prostaglandinler basta bagisiklik olmak tizere enfeksiyonlarda denetleyici
rol oynamaktadirlar. Bununla beraber kan degerleri ve kalp sagligi konusunda pek

¢ok biyolojik siiregte yer almaktadirlar (Komoto ve ark. 2004).

Insan saghg agisindan da énemli bir gida olan balik ve balik yagi, hayvancilikta ve
ozellikle su driinlerinin beslenmesinde en degerli yem hammaddesidir. Su tiriinleri
sektoriiniin hem siirdiiriilebilir gelisgmesi hem de elde edilecek {iriiniin kalitesinin
arttirllmas1 beslemede kullanilan yemlerin saglikli ve kaliteli olmasina baglidir.
Baligin biiyiimesi, liremesi ve et kalitesi yemlerin kalitesi ile dogru orantilidir.
Ancak, balik unu ve yagmin yiiksek oranda doymamis yag asitleri igermesinden
dolay1 ¢ok hizli bir sekilde okside olmasi uzun siireli depolamalarda besin kalitesini
diisiirmekte ve saglik yoniinden ciddi sorunlara neden olmaktadir (Waissbluth ve
ark., 1971). Yogun iretimin yapildig1 kiltiir kosullarinda balik yaginin okside
olmasindan kaynaklanan yetersiz beslenme ile birlikte balik hastaliklarinin olustugu
bilinmektedir. E vitamini bakimidan yetersiz ve okside olmus yemlerle beslenen
baliklarda, yemden yararlanmanin diisiik olmasi, bliyiimede yavaslama, durgunluk,
renkte koyulagma, Oncelikle karacigerde cogu kez de dalak ve bobrek gibi
hemapoetik dokularda ceroidin birikiminin oldugu, uzun siireli beslemelerde ise
acilagsmis yeme bagh balik dliimlerinin goriildiigii bildirilmistir (Fowler ve Banks,
1969; Roberts ve ark., 1979; Smith, 1979; Moccia ve ark., 1984; Tacon, 1992).



Ayrica okside olmus yemle beslenen baliklarin kan parametrelerinden bazilarinin
olumsuz yonde etkilendigi, hemoglobin ve hematokrit degerlerinde bir azalmanin
oldugu, besleme siiresine bagli olarak mikrotik aneminin gézlendigi saptanmigtir
(Smith, 1979; Moccia ve ark., 1984; Tacon, 1992). Bu sebeplerden dolayi farkli
bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen un ve yaglar balik yemi
formiilasyonlarinda kullanilmis ancak balik unu ve yagindan elde edilen verime
ulasilamamustir (Laohabanjong ve ark., 2009; Turchini ve ark., 2013; Wulff ve ark.,
2012).

Bunun yaninda, gliniimiiz kosullarinda basta akuakiiltiir olmak {izere yem sektoriinde
kullanilan en 6nemli hammadde olan balik unu ve balik yaginin sinirli iiretimi ve bu
sebeple pahali olusu bu hammaddeye ulasmayr her gecen giin daha c¢ok
zorlastirmaktadir. Ozellikle balik unu ve yaginin ana kaynagi olan denizlerdeki balik
stoklarmin azalmasi ve avciligin maksimum sinirlara dayanmasi gelecekteki
ihtiyacin  karsilanmast  ve sektdriin - devamliliginin  risk altinda oldugunun
gostergesidir. Bununla beraber avciliga bagli olarak azalan balik stoklar1 ve artan
niifus balik yetistiriciliine olan talebi arttirmis ve son yillarda en hizli biiyiiyen
hayvansal iiretim sektorii su iiriinleri sektorii olmustur (FAO, 2012). Artan diinya
niifusu da dikkate alindiginda tim bu gelismeler gelecekteki talebi ayn1 zamanda
stirdiiriilebilirligi saglamak icin zararli ¢evresel etkilerin azaltilmasina ve mevcut
kaynaklarin optimum kullanimina daha fazla Onem verilmesi gerektigini

gostermektedir.

Tiim bunlarin sonucunda ¢evre ve insan sagligina zarar vermeden, mevcut durumu
tyilestirmenin unsurlarindan biri, balik unu ve balikk yaginin ve bunlar igeren
yemlerin uzun siire okside olmadan korunmasidir (Cabello, 2006; Gutteridge ve
Halliwell, 2006; Wulff ve ark., 2012). Giiniimiizde oksidasyonu 6nlemek i¢in balik
unu, balik yag ve balik yemlerinde antioksidan olarak ya karasal kaynakh
organizmalardan (bitkisel makro-organizmalar veya karasal mikroorganizmalar)
ekstrakte edilen sitrinin, protokatechuic asit gibi iirlinler ya da kimyasal olarak
sentezlenen Biitillendirilmis hidroksianisol E320, Biitillendirilmis hidroksitoluen
E321, Etoksikuin E324 bilesikleri kullanilmaktadir (Yen ve Lee, 1996). Bunlarin
yani sira antioksidan katki maddesi olarak gida isleme proseslerinin yan iriinleri de
denenmektedir. Buna ragmen bozulan ¢evre kosullar1 ve giderek artan stok

yogunluklar1 yeni ve daha etkili antioksidan ihtiyacini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica



artan kimyasal kullaniminin g¢evre iizerine olan baskisi ve olusan ¢evre bilinciyle
ozellikle katki maddelerinin ¢evreyle dost olmasini zorunlu hale getirmektedir. Genel
olarak balik yemlerinde kullanilabilecek, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi etkili ve
dogaya en az zarar1 veren, yeni kimyasal yapilara sahip ve olabildigince az kimyasal
degisime ugratilan, sitotoksitesi diisiik ve ¢esitli biyoaktivitelere sahip dogal
tiriinlerin eldesine yonelik arastirmalarin yapilmasit olduk¢a 6nem kazanmistir
(Demain ve Zhang, 2005). Tiim bunlar besin degeri yiiksek ve sinirli bir kaynaga
sahip olan balik yaginin okside olmasini 6nleyecek yeni ve dogal bilesiklerin eldesini
zorunlu hale getirmistir. Su triinleri sektoriindeki bu alanda yapilmis caligmalar
incelendiginde; balik yagi oksidasyonunu onlemek amaglh bitkisel ve alg kaynakli
antioksidan maddeler veya Oziitlerin kullanildigi goriilmektedir (Hwang ve ark.,
2014; Kindleysides ve ark., 2012). Ancak balik yagindaki oksidasyonu onlemede
denizel funguslardan 6ziitlenen antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin kullanimina

yonelik ¢aligmaya rastlanmamustir.

Funguslarla yapilan tiretimlerde bitkilerde oldugu gibi mevsimsel biiyiime, hasat
zamani, c¢evresel kosullara baglililk ve benzeri faktorlere baglh kalinmasi
gerekmemektedir. Ayrica, karasal bitki ve alg gibi liretimler igin gerekli olan biiyiik
alanlara da ihtiyag duyulmamaktadir. Ciinkii fungal suslardan antioksidan madde
tiretimi istenilen hacimlerde ve belirli kosullarda ara verilmeden birbirini takip eden
slireglerde yapilabilmektedir. Bundan dolay:r fungal suslardan yapilan iiretim; alg ve

bitkiye gore daha etkili ve siirdiiriilebilir potansiyele sahiptir.

Biyoteknoloji sektoriinde en ¢ok {izerinde durulan alanlardan biri dogal iirlin
arastirmalaridir  (Querellou, 2010). Dogal iiriin arastirmacilart da basta saglik
sorunlart olmak tizere giinimiizdeki pek ¢ok sorunun ¢oziimiine yonelik denizel
organizmalardan elde edilen iriinleri arastirmaktadir. Ciinkii denizler biinyesinde
barindirdig1 canlilara c¢esitli biyoaktivitelere sahip molekiilleri sentezlemeleri i¢in
onemli fiziksel, kimyasal ve biyolojik sartlar sunmaktadir. Bu durum canlilarda yeni
bilesiklerin sentezini desteklemektedir (Delong, 2007; Lozupone ve Knight, 2007).
Bugiine kadar denizlerdeki mikrobiyal c¢esitliligin yaklasik olarak %0.01 kadarini
aydinlatabildigimiz varsayilmakta (Simon ve Daniel, 2010) ve o6zellikle denizel
mikrobiyal canlilarin kiiciik dogal molekiill iiretim potansiyelleri simirsiz
gorinmektedir (Newman ve Cragg, 2007). Siingerlerle birlikte yasayan

mikroorganizmalardan amino asit tiirevleri, niikleotit tiirevleri, porifirinler,



terpenoidler ve steroit tiirevleri gibi pek ¢ok farkli aktiviteye sahip bilesik elde
edilmektedir (Piel ve ark., 2005). Bu mikroorganizmalarca iiretilen bilesikler gidadan
saglhiga ¢ok farkli biyoteknolojik alanda kullanilmaktadir (Proksch ve ark., 2002;
2003, Thakur ve Miiller, 2004). Ispanya’nin Akdeniz kiyis1 olan Moraira kiyilarindan
toplanan alglerden izole edilen Acremonium sp. fungal susundan izole edilen 7-
isopropenylbicyclo  [4.2.0] octa-1,3,5-triene-2,5-diol ~ molekiiliiniin ~ onemli
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Abdel-Lateff ve ark., 2002).
Benzer sekilde Kore’nin Gagu-do kiyilarindan ¢ikarilan Choristida sinifi siingerden
izole edilen Acremonium strictum fungal susundan elde edilen acremostrictin
molekiiliiniin hem antimikrobiyal hem de antioksidan aktiviteye sahip oldugu rapor
edilmistir (Julianti ve ark., 2011).

Yapilan bu calismada, dogal {iriinlerin potansiyel {ireticileri olan denizel
funguslardan balik yagindaki oksidasyonu oOnleyecek ve siirdiiriilebilirligi
destekleyecek antioksidan maddelerin eldesi hedeflenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda,
Ege Denizi’nin farkli lokasyonlarindan toplanan siingerlerden ¢esitli yontemlerle
fungus suslar1 izole edilmis, antioksidan aktivitelerinin kalitatif ve kantitatif olarak
taranmig Ve 1yi antioksidan aktivite gosteren suslarin balik yaginin oksidasyonunu
onlemede kullanim potansiyeli belirlenmistir. Ayrica 16S rDNA analizi yapilarak

secilen izolatlarin tiirleri belirlenmistir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

2. 1 Denizel Siingerlerin Genel Ozellikleri ve Biyolojisi

Metazoa’nin en ilkel grubunu olusturan ve 19. yiizyilin baslarinda, bitki benzeri
hayvanlar olan zoophyta grubunda incelenen siingerler 1858 yilinda Linne tarafindan
Coelenterata grubu i¢inde incelenmis ve bugiinkii yerini alarak Porifera filumunda
incelenmeye baslanmistir. Stingerler Calcarea (5 order, 24 aile), Demospongiae (15
order, 92 aile) ve Hexoctirellida (6 order, 20 aile) olmak {izere ii¢ sinifa
ayrilmaktadirlar. Biiylik bir boliimili denizlerde yasamaktadir. Bununla birlikte tath
sularda yasayan tiirleri de mevcuttur. Denizlerde yasayan siingerler kumlu ve ¢akilli
alanlarda, kendilerini tag, kaya, resif, ve kabuklu canlilar iizerine sabitleyerek
yasamaktadir. Cok degisken dis goriiniise sahip olan siingerler vazo, kadeh, tiipsii,
kiitlesel parmaksi, yapraksi, ortii seklinde ve kabartili sekillerde bulunabilirler
(Hooper ve Van Soest, 2002). Sindirimleri tamamen hiicre iginde gergeklesir.
Biyiikliikleri 1 mm’den 1 m’ye kadar degisiklik gosterebilir, beyaz, sari, kavunigi,
kirmizi, yesil, siyah ve menekse gibi olduk¢a farkli renklere sahip olabilirler
(Geldiay ve Kocatas, 2012).

2.2 Siingerlerde Beslenme, Davranis ve Diger Canhlarla Iliskileri

Siingerlerde bulunan kamegili koanosit hiicreleri sayesinde 0,1 pm-50 pm arasindaki
tiim mikroskobik ve organik organizmalar suyla beraber viicut yiizeyindeki porlardan
iceriye aliir ve suyun igindeki organizmalar filtre edildikten (ortalama 22 L giin™)
sonra oskulumdan disariya atilir. Ayrica viicutlarinda bulunan cyanobakterilerin
yeterli 1s1k  varliginda fotosentez yapmasi sonucunda ekstra besin de
saglayabilmektedirler. Siingerler hiicre solunumu yapmaktadirlar. Spikiillii yapilari
ve kotlii kokular1 nedeniyle diger organizmalar tarafindan besin olarak tercih
edilmezler. Kas ve sinir sistemine sahip olmadiklar1 i¢in davraniglart kisithidir.
Kendilerini bir yere sabitleyerek, koloniler halinde ya da soliter sekilde yer
degistirmeden yasarlar. Bazilar1 ise diger hayvanlar iizerinde epizoon (oxyrhnnchyn
yengeclerde ve paguruslar’da) olarak bulunduklari i¢in bu hayvanin hareketi ile yer
degistirebilirler (Geldiay ve Kocatag, 2012). Delikli yapilarindan dolay1 genellikle
poliket ve crustacea tiirlerine ev sahipligi yaparlar. Iyi bir konakg1 olan siingerlerin
kiitlesinin %50-60’1 mikroorganizmalardan olusmaktadir (Wang, 2006). Bu gesitlilik
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besinsel ihtiyaglarin karsilanmasi gibi bir¢ok yasamsal formlari da icermektedir
(Kennedy ve ark., 2009). Denizel omurgasiz canlilar arasinda en yiiksek dogal iiriin
sayis1 ve yeni biyoaktif metabolit potansiyeline sahip olan canlilardir (Thakur ve
ark., 2004; Park ve ark., 2006). Yapilan molekiiler c¢alismalarla, silingerlerin
Proteobacteria,  Nitrospira, Cyanobacteria, Bacteriodetes, Actinobacteria,
Chloroflexi, Planctomycetes, Acidobacteria, Poribacteria ve Verrucomicrobia
cinslerine ait birgok bakteri tiiriinii barindirdig1 rapor edilmistir (Thomas ve ark.,
2010). Ayrica slingerlerle birlikte yasayan diger mikroorganizmalar da funguslar ve
alglerdir. Bu konak¢i mikroorganizmalar besinsel ihtiyaglarini siingerlerden
karsilarken, Ote yandan silingerlerin iskeletlerinin sabit kalmasini, metabolik
atiklarinin sindirimini ve koruyucu metabolitlerin iiretimini saglayarak (Hentschel ve

ark., 2002) simbiyotik bir iliski icerisinde bulunmaktadirlar.

2.3 Denizel Funguslar ve Sekonder Metabolitler

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, tip ve tarim alaninda hastaliklara kars1 korumada
dogadaki benzersiz karbon yapilari ile yol gosterici yapilar olarak denizel kaynakli
funguslardan elde edilen biyoaktif sekonder metabolitler ilgi ¢ekmektedir. Yakin
zamana kadar biyokimyagerler ve farmakologlar yogun olarak karasal funguslarla
ilgilenmiglerdir. Ancak biyolojik acidan aktif sekonder metobolitlerin zengin kaynagi
olarak anilan ve tanimlanan karasal funguslar bir¢ok defa yeniden c¢alisildigindan
ortaya ¢ikan ekonomik kayiplar goze ¢arpmaya baslamistir. Bu sebeple
arastirmacilar okyanuslar gibi c¢ok az arastirilan habitatlara ve ekolojik nislere
yonelmislerdir. Okyanuslar yeryliziiniin yaklasik dortte tgiinii kapsamaktadir.
Biinyesinde; derin hidrotermal delikler, siingerler, algler ve mangrove ormanlar1 gibi
ekolojik nisleri bulundurmasi sebebiyle belirli mikroorganizmalarin izolasyonuna

olanak veren farkli habitatlar saglamaktadir.

Farmakolojik olarak O6nemli aktif metabolitlerin kaynagi olarak dikkat c¢eken bu
denizel organizmalar arasinda bakteri, siyanobakteri, mikroalgler ve funguslar
bulunmaktadir. Biyoaktif bilesiklerce zengin yapiya sahip denizel funguslardan elde
edilen sekonder metabolitlerin kimyasal ¢esitliligi ve biyoaktif dogal iiriin
kaynaklariin arastirilmasi yeni kesifler i¢in umut vaat etmektedir (Parvatkar ve ark.,
2009; Prachyawarakorn ve ark., 2008; Trisuwan ve ark., 2008). Denizel funguslar ile

yapilan calismalarda farkli karbon yapilarina sahip ve c¢esitli bilesikler iceren
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330°dan fazla yeni metabolit genel olarak 2002-2006 yillar1 arasinda rapor edilmistir
(Kjer ve ark., 2010). Ozellikle antibakteriyal ve antikanser aktivitesi daha énce rapor
edilmeyen karasal fungus hatlariin (Hiort ve ark., 2004) siingerlerle iliskili denizel
formlarindan, potansiyel antibakteriyel ve antikanser aktiviteleri olan degisik
metabolitler elde edilmistir (Jensen, 2000). Bugni ve ark. (2003)’nin yaptiklar1 bir
calismada denizel kaynakli funguslarin izole edildikleri yerler incelenmis ve yeni
bilesiklerin kesfinde ilk sirayr %28’lik oranla siingerlerle iligkili olanlarin aldig:
goriilmiistiir. Siingerlerin kiitlesinin %50-60’1n1 mikroorganizmalarin olusturmasi
nedeniyle silingerler iyi birer konak¢i olup, mikroorganizmalar ile olan iliskileri tiriin

cesitliligini artirmaktadir (Wang, 2006).

Denizel siingerlerle iliskili funguslardan elde edilen metabolitlerin birgok farkl
alanda denemeleri yapilmigtir. Akdeniz’den toplanan Ircinia fasciculata siingerinden
izole edilen Penicillium chrysogenum susunun firettigi sorbicillactone A l6semi
hiicrelerine karst umut vadedici aktivite gostermistir (Bringmann ve ark., 2005).
Abrell ve ark. (1996), Endonezya’ya 6zgii siinger Spirastrella vagabunda’dan izole
edilen ve heniiz tamimlanmamis bir fungustan Bacillus subtilis tiirine karsi
tetrasikline gore daha hafif antibiyotik etki gésteren 14,15-Secocurvularin bilesigini

elde etmislerdir.

Yapay subsratlar %l
l Aciklanmayan %1

Sekil 2.3.1. 2010 yili ortalarina kadar denizel funguslardan izole edilen yeni
bilesiklerin fungal suslarin kaynagina gére dagilimi (Ebel ve Rateb, 2010).
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Kore kiyilarindaki tanimlanmamis Choristida siingerinden elde edilmis olan
Acremonium strictum fungusundan izole edilen yeni dogal iiriin olan acremostrictinin
orta derecede antioksidan aktivite ve diisiik antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Julianti ve ark. 2011). Siingerler ile iliskili Eurotium cristatum
fungusunun ham ekstraktlarinin in vitro olarak antikanser aktiviteleri incelenmis
olup, etil asetat ile Oziitlenen bu denizel fungusdan hiicre biiyiimesini engelleyici
etkili bir bilesik (Bilesik 1) elde edilmistir (Almeida ve ark, 2013). Ishikawa ve ark.
(1996)’nin yaptig1 ¢alismada; Penicillium herquei tiirii fungustan iiretilen atrovenetin
pigmentinin gidalara sart renk vermesinin yaninda antioksidan Ozellik de
gostermistir.  BoOylece  funguslarin  farkli  alanlarda ¢6ziim  {iretebilecek

biyoaktivitelere sahip olduklari rapor edilmistir.

2.4 Balik Yag Oksidasyonu ve Dogal Antioksidan Kullanim

Balik yagi, basta karaciger ve deri olmak iizere baligin tamamindan, kaynatma veya
buharla pisirme gibi fiziksel yontemlerle ya da kimyasal yontemlerle elde

edilmektedir.

Kaliteli bir balik yagi; homojen, tortusuz, akici kivamda, berrak sar1 renkli, baliga
has kokusu olmali ve tadi act olmamalidir. Yapisinda demir, bakir, fosfor, kiikiirt
gibi mineraller icermektedir. Balik yemlerindeki birincil enerji kaynagi olan balik
yagmin yag asit degerleri avlama sezonundan, avlama alanindan, isleme
tekniklerinden, balik tiiriinden ve suyun sicakligindan etkilenerek ¢ok genis aralikta
degisim gostermektedir. Balik yagi doymamis yag asidi igerigi yiiksek oldugundan,
151, 151k ve bazi agir metallerin katalitik etkisinin atmosferik oksijenle birlesmesiyle
kolayca oksitlenmekte ve bozulmaktadir (Cakmak, 2003). Oksidasyon sonucu olusan
hidroperoksitler lizin ile tepkimeye girerek aminoasit kullanimin1 azaltmakta ve
yagda ¢Oziinen vitaminlerin yararlanilabilirligini diisiirmektedir (Korkut ve ark.,
2007). Oksitlenme sonucu bozulan yaglarin tadi acilasir, yemde renk, tat ve aroma
bozuklart meydana gelir. Giiniimiizde balik unu, balik yagi ve balik yemlerindeki
oksidasyonu oOnlemek i¢in antioksidan olarak karasal kaynakli organizmalardan
(bitkisel, mikrobiyal kaynakli) elde edilen sitrinin, protokatechuic asit gibi veya
kimyasal olarak sentezlenen (Biitillendirilmis hidroksianisol E320, Biitillendirilmis
hidroksitoluen E321, Etoksikuin E324) bilesikler kullanilmaktadir (Yen ve Lee,



1996). Bunun yaninda gida isleme proseslerinin yan iriinleri de antioksidan katki

maddesi olarak denenmistir (Kalogerakis ve ark. 2013).

Su {iriinleri sektoriine yonelik olarak bu alanda yapilmis ¢alismalar incelendiginde
balik yagi oksidasyonunu Onlemek amagli bitkisel ve alg kaynakli antioksidan
maddeler veya oziitler kullanilmistir (Hwang ve ark., 2014; Kindleysides ve ark.,
2012). Peumus boldus bitkisinden elde edilen Boldin’in, balik yaginin metal kaynakli
oksidasyonuna kars1 antioksidan etkisine bakilmis ve tiim denemelerde Boldin’in dl-
a tocopherol ve sentetik antioksidanlara oranla iyi bir antioksidan etkisi oldugu
bulunmustur (Valenzuela ve ark., 1991). Kurutulmus yabani mercankoskiiniin
uskumru yaginin oksidasyonunu Onlemedeki etkinligi arastirilmis ve %1 °lik
mercankdgskii 6ziitlinlin 200 ppm’lik TBHQ ile ayn1 etkiyi gdsterdigi rapor edilmistir
(Tsimidou ve ark., 1995).

Farmakolojide kullanimi ile dogal iirlinler smifinda yer alan Phaeophyceae’lerde
bilinen phlorotannins (kahverengi alg polifenolleri) iizerine yapilan calismada;
Sargassum kjellmanianum’dan elde edilen phlorotannin’in %0,02 BHT’den
(tertbutyl-4-hydroxytoluene) yaklasik 2,6 kat daha fazla antioksidan aktiviteyle balik
yag1 oksidasyonunu 6nledigi bildirilmistir (Xiaojun ve ark., 1996). Iran'da bulunan
Rosa damascena tiiriiniin kimyasal kompozisyonu ve antioksidan aktivitesi ¢alisilmig
ve taze giillerden elde edilen hidro-alkolik ekstraktin serbest radikal temizleme
kapasitesinin ve E vitamini ve biitillenmis hidroksitoluene (BHT) karsi da
antioksidan aktivitesinin daha yiliksek oldugu belirtilmistir (Yassa ve ark., 2009).
DPPH metodu ile bazi giil tiirlerinin (Rosa damascena, Rosa bourboniana ve Rosa
brunonii) antioksidan ve fenolik bilesikleri arastirilmis ve sonuglara gére R. brunonii
en yiiksek (%64) serbest radikal temizleme etkisi gosterirken R. bourbonia (%51) ve
R. damascena (%43) istatistiki olarak daha az serbest radikal temizleme etkisi

gosterdigi rapor edilmistir (Kumar ve ark., 2009).

Hamsi baligimin (Engraulis encrasicolus) buzdolabinda depolanmasi siiresince
kimyasal, fiziksel ve duyusal parametrelerinde meydana gelen degisimleri incelemek
tizere karides (Aristaecomorpha foliacea) kabuklarindan elde edilen ekstrakt
kullanilmis ve bu c¢alisma ile baliklarin depolanmasi esnasinda sentetik
antioksidanlarin (BHT) yam sira kabuklulardan elde edilen dogal ekstrakt
kullaniminin da uygun olacag belirlenmistir (Kii¢iikgiilmez, 2011). Yeni Zelanda’da

alg ekstrelerinin balik yag1 oksidasyonundaki antioksidan potansiyelleri incelenmis
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ve kahverengi alg ekstrelerinin kirmizi alg ekstrelerine gore daha iyi bir performans
gosterdigi tespit edilmis ve en iyi sonucu veren tiiriin Ecklonia radiata kahverengi
alginin oldugu bulunmustur (Kindleysides ve ark., 2012). Patates kabugunun farkli
organik solventlerle hazirlanan ekstraktinin ve sentetik antioksidan olan BHA’nin
giimiis sazan balig1 yagindaki oksidatif stabilitesi incelenmis, patates kabugunun
dogal antioksidan olarak giimiis sazan balig1 yaginda kullanilabilecegi gdriilmustiir
(Hassane Hamadou ve ark., 2013). Denizel materyallerden elde edilen deneysel balik
yemlerinde farkli dogal antioksidanlarin etkileri arastirilmis ve bu yemdeki en etkili
antioksidanlarin askorbik asit ve biberiye ekstrakti oldugu bulunmustur. Tocopherol

karisiminin eklenmesiyle askorbik asitin etkisi de arttirtlmistir (Hamre ve ark., 2010).

10



3. MATERYAL ve METOT

3.1 Denizel Siingerlerin Toplanmasi

Endemik 6zelligi olan siingerler fungus ¢esitliligini artirmak igin Ege Denizi’nin
farkl1 bdlgelerinden Izmir Katip Celebi Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi dalis ekibi
tarafindan yapilan scuba dalislar ile 0-40 m derinlikten toplanmistir. Dalis mevkileri
Cakmakli, Sigacik ve Komiir olarak gerceklesmistir. Toplanan slinger Ornekleri
soguk muhafaza sartlarinda ve deniz suyu igerisinde laboratuvara getirilerek

kullanim zamanina kadar +4°C’de stoklanmustir.

3.2 Siingerlerden Fungus izolasyonu

+4°C sicakliktaki deniz suyu igerisinde muhafaza edilerek laboratuvara getirilen
siinger ornekleri, ornek yilizeyine yapismis debrisinden arindirilmak {izere 3 defa
steril deniz suyu ile yikanmustir. Ornekler yiizeylerinin steril hale gelmesi igin
%70’lik etanol (EMPARTA ®ACS, Almanya) igerisinde 1-2 dakika bekletilmis ve
sonrasinda steril su ile yikanarak etanol ortamdan uzaklastirilmistir. Bu iglem ile
bakteriler ve istenmeyen mikroorganizmalar siinger Orneklerinin yiizeyinden
ayrilmistir. Bu islemden sonra siinger ornekleri biyolojik kabin igerisinde 1x1 cm
boyutlarinda steril bigak yardimiyla kesilerek, izolasyon i¢in dnceden hazirlanan ve
antibiyotik igeren (nalidixic asit, nistatin; Sigma Aldrich, Almanya) malt ekstrakt
agar (MEA; Merck, Almanya), patato dextrose agar (PDA; Merck, Almanya) ve
czapek dox agarli (CDA; Merck, Almanya) petrilere yerlestirilmistir. Izolasyon
besiyerleri hazirlanirken graniil besiyeri karisimlarindan gerekli miktarlarda tartilip,
deniz suyunda ¢oziindiiriilerek, pH ayarlamasi yapildiktan sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilizasyon iglemine tutulmustur. Ardindan 20 mL olacak sekilde steril

petri kutularina dokiildiikten sonra kullanilmistir (Kjer ve ark., 2010).

Icerisine siinger &rnekleri konulan petriler etrafi parafilmle sarilarak yaklasik iki
hafta boyunca oda kosularinda inkiibasyon icin bekletilmistir. inkiibasyon siiresi
boyunca fungus tiremeleri takip edilerek biliylime gosteren fungal izolatlar taze
besiyerlerine aktarilarak pasajlanmistir. Bu asamada funguslarin se¢imi morfolojik
farkliliklarina bakilarak yapilmigtir. Makroskobik olarak kontrol edilen funguslarin

yeni ortamlarindaki safliklar1 mikroskobik olarak da kontrol edilmistir.
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Pasajlanarak saflagtirilan fungal suslarin kisa ve uzun siireli stoklama islemlerinin
yapilmas1 amaciyla temel olarak yari yattk MEA besiyeri bulunan deney tiipleri
kullanilmistir. Yar1 yatik besiyeri igerisinde kisa siireli stoklama i¢in, MEA bulunan
tiipler otoklavlandiktan sonra 45° yan yatirilarak dondurulmustur. Uzun siireli
saklamada kullanilan yar1 yatik besiyeri i¢in ise; icerisinde MEA, Yeast extract ve

gliserol bulunan tiipler otoklavlandiktan sonra 45° yan yatirilarak dondurulmustur.

3.3 Funguslarin Fermantasyonu

Fermantasyon islemi; farkli substrat ortamlar1 denenerek (bugday, PDB) metabolit
tiretiminde en iyi sonucu veren El-Neketi ve arkadaglarimin (2013) uyguladiklar
yonteme gore kat1 substrat olan piring ortami iizerinde baslanmistir (1 L’lik erlenlere
100 gr piring). Uretim igin, petrideki besiyeri iizerinde biiyilyen saf haldeki
funguslardan steril kosullarda bir parca alinip hazirlanan piring ortami iizerine
eklenerek fermantasyon islemi baslatilmistir. 30 giin boyunca inkiibe edildikten

sonra dziitleme asamasina gegilmistir.

3.4 Uretim Ortamlarmin Oziitlenmesi

Kati hal fermantasyonundan sonra erlenlere organik ¢oziicii olarak etil asetat
(EMPARTA ®ACS, Almanya) eklenerek 1 gece +4°C’de bekletilmistir. Eklenen
solventin her yere niifuz etmesi icin Ornekler homojenizatérle parcalanmis ve
sonrasinda 45-46 mm c¢apinda kaba filtre kagidi kullanilarak balon joje igerisine
stiziilmistiir. 40°C’de evaporatorde kurutulan siiziintiden elde edilen 0ziit,

gerektiginde kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir (Kasettrathat ve ark.,
2008).

3.5 Biyoaktivite Taramasi

Antioksidan aktivite Murray ve ark. (2004) tarafindan uygulanan yontemler modifiye

edilerek benzer sekilde hem kalitatif hem de kantitatif olarak incelenmistir.
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3.5.1 Kalitatif antioksidan aktivite ol¢iimii

Kalitatif tarama ince tabaka kromatografi (ITK) plag: iizerinde yapilmustir. Silika jel
ince tabaka kromatografi plaklarinin iizerine elde edilen 6ziitlerden 5 pL konulup
kurutulduktan sonra tizerine 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH; Sigma Aldrich,
Almanya) soliisyonu damlatilmistir. Karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra mor
renkli DPPH spotlarinin renginin sartya donmesi takip edilerek renk doniistiniin
gozlendigi oOziitlerin potansiyel olarak antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit

edilmistir.

3.5.2 Kantitatif antioksidan aktivite ol¢iimii

Daha oOnce Blois (1958) ve Amarowicz ve ark. (2000) tarafindan yapilan
calismalarda kullanilan yontemler modifiye edilerek fungal ekstrelerin DPPH radikal
temizleme kapasitesi tespit edilmistir. Funguslardan elde edilen 6ziitlerden 20-2000
ng mL* (20, 40, 60, 80, 100, 500, 1000 ve 2000 pg mL™) arasinda degisen
konsantrasyonlar olusturulmustur. Olusturulan konsantrasyonlar 1 mL %0.004 liik
DPPH soliisyonu ile tamamlanarak karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda absorbanslar 517 nm dalga boyunda dl¢iilmiis ve elde edilen
absorbanslar BHT standardina karsi ylizdelik olarak degerlendirilmistir. Azalan
absorbans, geriye kalan DPPH miktarin1 serbest radikal temizleme aktivitesi olarak
vermistir. Her bir konsantrasyon 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanmis ve sonuglar
tekrarlarin ortalamasi hesaplanarak verilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gore

yapilmistir:
%Radikal Temizleme Kapasitesi = [(KontrolABS — OrnekABS) / KontrolABS) x100

ABS = Absorbans

3.6 DNA Izolasyonu ve Fungus Tiirlerinin Tamimlanmasi

En yiiksek antioksidan aktiveye sahip oldugu belirlenen Cladosporium sp. (4.1.7), P.
commune (4.4.2), P. restrictum (1.16.1a) fungal izolatlarinin Fermantes Genelet
Genomic DNA isolation kiti kullanilarak DNA’lar1 izole edilmistir. Fungal DNA’lar
ITS1 ve ITS4 primeleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilip,
ITS1 primeri kullanilarak gen dizileri sekanslanmistir (Kjer ve ark., 2010). Elde

13



edilen sekans verilerine gore digerlerine gore daha iyi antioksidan iireticisi olarak

belirlenen izolatlarin tiir tanimlamalar1 biyoinformatik kullanilarak yapilmistir.

3.7 Balik Yaginin Elde Edilmesi

Calismada ¢ipura baliklarinin (Sparus aurata) karacigeri ve derisinden elde edilen
balik yagi kullanilmistir. Baliklardan alinan karaciger ve deri pargalarinin {izerine
hekzan eklenip 10 dakika bekletilerek homojenizatdrle pargalama islemi yapilmustir.
Karisim 6000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra elde edilen {ist faz
alinarak, yagin solventten ayrilmasi i¢in evoparatéorde 20°C’de solvent ugurulma
islemi yapilmistir. Elde edilen saf yag, denemelerde taze olarak kullanilmak iizere

+4°C’de muhafaza edilmistir (Kindleysides ve ark., 2012).

3.8 Balik Yag1 Oksidasyonunun Olciimii

Birinci denemede; antioksidan aktivite tarama sonucuna gore secilen ekstreler ve
sentetik antioksidan olan biitil hidroksitoliienin (BHT; Sigma Aldrich, Almanya)
balik yagindaki derisimleri diisiik (%0,05 w/w) ve yiiksek (%0,1 w/w) olmak iizere
iki farkli konsantrasyonda hazirlanmistir (Kindleysides ve ark., 2012). Hazirlanan
karisimlar 20 dakika oda sicakliginda karistirildiktan sonra her bir karisimdan 10’ar
mL almip kahverengi viallere konularak yiiksek sicakliktaki (60°C) inkiibasyon
ortamina birakilmistir. Inkiibasyona birakilan drneklerden 0, 3 ve 7. giinlerde rnek
alinarak birincil ve ikincil oksidasyon fiiriinlerinin degerleri incelenmistir. Ikinci
yiiksek sicaklik deneme grubunda fungal ekstreler tek konsantrasyon (%0,2 w/w)
olarak ayarlanmigtir. Karisimlar birinci denemeye benzer sekilde vialler iginde 60°C
sicakliga ayarl etiivde inkiibasyona birakilmis ve dérneklemeler 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14,
17 ve 19. giinlerde yapilmustir. Ugiincii denemede ise fungal ekstreler diger
denemelerden farkli olarak disiik sicaklikta (25°C) stoklama igin balik yagina
yiiksek (%0,1 w/w) ve diisiik (%0,05 w/w) olmak {iizere iki farkli konsantrasyonda
eklenmistir. Orneklemeler 0, 13, 23, 37 ve 50. giinlerde yapilmustir. Tiim denemeler
ti¢ tekrarli olacak sekilde hazirlanmistir. Ferrik tiyosiyanat metodu (Ueda ve ark.,
1986) ile birincil oksidasyon iriinleri, AOCS-Method Cd-18-90 standart metodu ile

ise ikincil oksidasyon tiriinleri tespit edilmistir.
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3.8.1 Ferrik tiyosiyanat metodu

Ferrik tiyosiyanat metodunda, olusan peroksitlerin (LOOH) Fe*? iyonlar1 Fe**e
yiikseltgenir ve ortama eklenen tiyosiyanat ile olusan reaksiyon sonunda Fe*
amonyum tiyosiyanat ile pembe renkli ferrik tiyosiyanat kompleksini olusturur.
Yontem bu kompleksin spektrofotometrik olarak tayinine dayanmakta ve olusan

kompleksin absorbanst lipid peroksitleri ile orantilidir (Norveel Semb, 2012).

Yontemde; azottan gecirilerek havasi alinmis etanol (5 mL), 100 uL distile su, 200
nL %4’lik etanolik BHT soliisyonu, 200 pL. Reagent soliisyonu karistirilarak
oncelikle kor olusturulmustur. Reagent soliisyonunun eklenmesinin ardindan 10
dakika beklendikten sonra 500 nm dalga boyunda etanole karsi absorbansi

okunmustur.

Ornek &lgiimiinde ise; 100 pL distile su yerine, izo-hekzan ile ¢ozdiiriilerek (20 mg
mL~' konsantrasyonda) hazirlanan yag érneginden 100 pL konularak 500 nm’de

absorbansi okunmustur.

Elde edilen o6l¢iimlerin degerlendirilmesinde 0,1 mg ml~ Fe*® standart calisma

sollisyonuna gore olusturulan standart grafik ve asagida verilen esitlik kullanilmigtr.
PV (meq 02 kg™ )= (Asmek-Arsr) < VxS / 55,845%0,1xGx0,5

Esitlikte;

Agmek: Ornegin absorbans degeri

Aysr: Korlin absorbans degeri

V: Orneklenen yag1 ¢dzmek i¢in kullanilan hekzan miktar1 (mL)

S: Standart grafigin egimi

55,845: demir molar agirlig1 (g mol™)

G: Ornek alman ve hekzan ile ¢dzdiiriilen yag miktari (g)

0,1: Hekzan ile hazirlanan yag soliisyonundan alinan 6rnek miktart (mL)

0,5: Diizeltme faktori
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3.8.2 Fe*® standart (kalibrasyon) egrisi

Standart grafik 0,1 mg mL™ Fe*® standart ¢alisma soliisyonuna gére olusturulmustur.
Grafik hazirlanirken azottan gecirilerek havast alinmis etanol (5 mL), Cizelge
3.8.2.1’deki konsantrasyonlara goére hazirlanan 100 pL o6rnek, 200 pL %4 lik
etanolik BHT soliisyonu, Amonyum tiyosiyanat (Merck, Almanya) ve Fe*? siilfat
heptahidrat (Merck, Almanya) ile esit hacimlerde hazirlanan Reagent soliisyonundan
200 pL eklenerek karigim olusturulmustur. Ardindan Reagent soliisyonu eklenip 10
dakika beklendikten sonra etanole karst absorbans 500 nm dalga boyunda
okunmustur. Her bir diliisyon {i¢ tekrarli olacak sekilde calisilmistir. Cizelge 3.8.2.1
ve 3.8.2.2°de kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda kullanilan Fe*® diliisyonlar: ve
elde edilen absorbans degerleri verilmektedir. Fe™ icin kalibrasyon grafigi, Fe*
konsantrasyonuna karsi ortalama absorbans degerlerinin grafige geg¢irilmesi ile elde

edilmistir (Sekil 3.2.7.2.1).

Cizelge 3.8.2.1. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda kullanilan Fe*
konsantrasyonlari.

uL Fe* 0 25 50 75 100

uL 0,2 M havasi alinmis 100 75 50 25 0

HCI

m Fe*™ (ug) 0 2,5 5 75 10

Cizelge 3.8.2.2. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi sonucu elde edilen absorbans
degerleri.

m Fe®™ (ug) Absorbans degerleri
0 0,027
2,5 0,132
5 0,232
7,5 0,332
10 0,435

Sekil 3.8.2.1°de Fe*® standart calisma soliisyonuna kars1 absorbans egrisi verilmistir.
Asagidaki denklemle ise Fe*? standart calisma sollisyonuna karsi absorbans egrisi

hesaplanmastir:
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Sekil 3.8.2.1 Fe*® kalibrasyon grafigi.

3.8.3 AOCS-Method Cd-18-90 standart metodu

Metot; oksitlenen yagdaki peroksitlerin ileri safhalardaki karbonil ile dekompoze
olmus ikincil tiirevi olan para-anisidini 6lgmek igin kullanilmistir. Ornekler
hazirlanirken oncelikle 0,1 g yag tartilip, 10 mL hacmindeki kahverengi viale
konularak iso-octane ile 5 mL’ye tamamlanmis ve spektrofotometrede degeri iso
octane’a karst 350 nm’de okunmustur (Ab). Daha sonra 6l¢timii yapilan karisimin
iizerine 1 mL para-anisidin ¢ozeltisi (0,25 g 100 mL™ glasiyel asetik asit; Sigma
Aldrich, Almanya) eklenip 10 dakika bekletildikten sonra 350 nm’de asetik asit ve
ISo-octane karisimina karst absorbansi tekrar okunmus olup (As) asagidaki formiil ile

karisimlarin para-anisidin degerleri belirlenmistir.

PA=5x12(As-Ab)/m

PA: P-anisidine degeri

As: P-anisidine ¢ozeltisi ile reaksiyondan sonra yag soliisyonunun absorbansi
Ab: Yag sollisyonunun absorbansi, m: Kullanilan yagin kiitlesi

1,2: Asetik asitte ¢ozdiiriilen 1 mL anisidin reaktifi ve 6rnek ¢ozeltinin seyreltilmesi

icin gerekli diizeltme faktorii

5: Yag ornegini ¢ozmek i¢in gerekli iso-octane hacmi
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3.9 istatistiksel Analizler

Hesaplanan degerlerin istatistiki analizlerinde SPSS (SPSS 16 for Windows) paket
programi kullanilmistir. Varyans esitligi testi (Levene) sonucunda gruplarin homojen
olarak dagildig1 goriilmiistiir. Verilerin gruplar i¢i ve gruplar arasi farkliliklara iki
yonli ANOVA testi (Duncan testi) uygulanmis olup, SPSS altinda %95 giiven
araliginda General Linear Model (Univariate) analizi yapilarak karsilagtirilmis ve

istatistiki olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Siingerler

Izmir Katip Celebi Universitesi Balik Hastaliklar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvari’nda
yiiriitiilen bu ¢alismada 43 adet stinger yilin farkli donemlerinde scuba daliglari ile
Komiir, Cakmakli ve Sigacik lokasyonlarindan toplanmistir. Siingerler morfolojik
ozelliklerine gore incelenmis ve en ¢ok rastlanan tiirler olarak Spirastrella cunctatrix,
Axinella verrucosa, Aplysina aerophoba, Cacospongia sp., Dysidea avara, Sycon
raphanus, Axinella damircornis, Petrosia ficiformis, Agelas oroides, Chondrilla

nucula, Haliclona sp. olarak tanimlanmislardir (Cizelge 4.1.1).

Cizelge 4.1.1. Projede kullanilan siinger 6rnekleri ve lokasyonlari.

Ornek Kodu Siinger Tiiri Alindig1 Lokasyon
1.1 Spirastrella cunctatrix Komiir istasyonu
1.7 Axinella verrucosa Komiir istasyonu
1.7 Axinella verrucosa Komiir istasyonu
1.10 Aplysina aerophoba Komiir istasyonu
1.16 Cacospongia sp. Komiir istasyonu
1.17 Dysidea avara Komiir istasyonu
4.1 Axinella verrucosa Sigacik istasyonu
4.4 Petrosia ficiformis Sigacik istasyonu
4.15 Spirastrella cunctatrix Sigacik istasyonu
4.14 Agelas oroides Sigacik istasyonu
51 Chondrilla nucula Cakmakl1 istasyonu
5.4 Axinella verrucosa Cakmakli istasyonu
5.6 Axinella cannabina Cakmakl1 istasyonu
5.4 Axinella verrucosa Cakmakli istasyonu
5.7 Petrosia ficiformis Cakmakli istasyonu
5.7 Petrosia ficiformis Cakmakl1 istasyonu
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4.2 ince Tabaka Kromatografi Sonuclar

Stingerlerden fungal suslarin izolasyonundan sonra yapilan ¢aligmalarda, ilk olarak
izolatlarin olas1 antioksidan aktiviteleri boliim 3.5.1°de anlatildig: gibi kalitatif olarak
taranmistir. Denemeler sonucunda sirasiyla P. atrovenetum (1.1.2a), Axinella
verrucosa siingerinden izole edilen 1.7.1 izolati, Axinella verrucosa siingerinden
izole edilen 1.7.3 izolat1, Aplysina aerophoba siingerinden izole edilen 1.10.1 izolati,
P. restrictum (1.16.1a), Dysidea avara siingerinden izole edilen 1.17.3 izolati,
Cladosporium sp. (4.1.7), P. commune (4.4.2) izolatlart DPPH reaktifini mor renkten
sartya doniistiirme etkinliklerine gore secilmistir (Sekil 4.2.1 ve Sekil 4.2.2). Secilen
izolatlarin sekonder metabolit {iriin profilleri ise ince Tabaka Kromatografi yontemi
ile incelenmistir (Sekil 4.2.3). Sonug olarak segilen suslarin zengin {iriin profillerine
sahip oldugu ve ilerleyen ¢aligmalarda yapilmasi planlanan ¢alismalar i¢in de 6nemli

bir materyal olusturdugu belirlenmistir.

Sekil 4.2.1. Segilen izolatlarin kantitatif antioksidan aktivitelerinin taranmasi.
A) DPPH eklenmeden dnce B) DPPH eklendikten sonra
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Sekil 1.2.2. Antioksidan aktivite taramasi sonunda secilen suslarin antioksidan
aktiviteleri.

A) DPPH eklemeden 6nce B) DPPH ekledikten sonra

B
00““"0".,'“

Sekil 4.2.3. Segilen izolatlardan elde edilen ham 6ziitlerin ITK profilleri.
A) 254 nm’de B) 365 nm (Mobil faz: 90:10- Kloroform: Metanol)
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4.3 izole Edilen Fungal Suslar ve CahsilanTiirler

Cizelge 1.3.1. Potansiyel olarak antioksidan aktivite gosteren fungal suslar ve izole

edildikleri siingerler.

Ornek Kodu Siinger Tiirii izole Edilen Fungus
1.1 Spirastrella cunctatrix P. atrovenetum (1.1.2a)
1.7 Axinella verrucosa 1.71

1.7 Axinella verrucosa 1.7.3

1.10 Aplysina aerophoba 1.10.1

1.16 Cacospongia sp P. restrictum (1.16.1a)
1.17 Dysidea avara 1.17.3

4.1 Axinella verrucosa Cladosporium sp. (4.1.7)
4.4 Petrosia ficiformis P. commune (4.4.2)

51 Chondrilla nucula 5.1.2.c

54 Axinella verrucosa 5.4.5.c

5.6 Axinella cannabina 56.1.b

54 Axinella verrucosa 545D

5.7 Petrosia ficiformis 5.7.6.a

5.7 Petrosia ficiformis 5.7.6.c

4.15 Spirastrella cunctatrix A. lizukae (4.15.3a)
4.15 Spirastrella cunctatrix P. canescens (4.15.6a)

4.4 DPPH Radikal Temizleme Kapasitesi

BHT ile karsilastirilan farkli fungus ekstrelerinin antioksidan kapasite sonuclari
DPPH analizi kullanilarak verilmistir. 20-80 ug mL™ arasinda degisen baslangi¢
konsantrasyonlarinda 1.10.1 (%94) , P. restrictum (1.16.1a; %94,6), P. commune
(4.4.2; %94,7) ve Cladosporium sp. (4.1.7; %92,8) oziitlerinde BHT (%79) ile
karsilastirildiginda daha yiiksek antioksidan potansiyel gériilmektedir (p<0,05). Daha
yiiksek konsantrasyonlara ¢ikildik¢a antioksidan aktivite potansiyeli BHT ye yakin
olan fungal suslarin sayisi da artis gostermistir. Cizelge 4.4.1°de BHT ile
karsilastirmali olarak farkli fungus ekstrelerinin antioksidan kapasite sonuglari
verilmistir. BHT ile karsilastirildiginda, DPPH radikal temizleme kapasitesi %60 ve
izolatlar  1ise

altinda  bulunan  diisiik  konsantrasyonlardaki  fungal

degerlendirilmemistir.
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Cizelge 4.4.1. ITK goriintiilerine gore secilen fungal suslarn DPPH radikal
temizleme aktivitesi.

%Radikal Temizleme Kapasitesi (2%0RTK)

Fungus izolat Konsantrasyonlar (ug mL™)

20 40 60 80 100 500 1000 2000
P. atrovenetum (1.1.2a) 62,8 70,6 77,6 83,8 89,7 96,1 94,3 90,7
1.7.1. 60,8 | 62,8 | 66,3 67,4 | 732 | 899 | 951 95,2
1.7.3. 694 | 835 | 91,2 | 948 | 966 | 945 | 911 84,1
1.10.1. 94 95 95,9 96 95 938 | 916 85
P. restrictum (1.16.1a) 946 | 958 | 965 | 96,4 | 96,5 | 955 | 93,6 90,4
Cladosporium sp. (4.1.7) 928 | 956 | 964 | 966 | 968 | 91,2 | 88,1 83,6
P. commune (4.4.2) 947 | 948 | 944 | 935 | 93,2 87 84,7 75,4
BHT 79 87,2 | 91,01 | 923 | 934 93 92,4 90,9
1.17.3. 53,5
4.15.3a 52,2
4.14.6a 49,2
51.2.c 52,2
ggig 22:2 BHT ve diger suslgra gér“e daha‘ diisiilf antioksidan
5.4.5h 512 potansiyeli gostermislerdir
5.7.6a 55,9
5.7.6¢ 50,4

95
90 90,9
85
=
o
a2
80
75
70 I I T i i T ]
20 40 60 80 100 500 1000 2000
Konsantrasyon (ug mL™)

Sekil 4.4.1. Sentetik antioksidan BHT ’nin farkli konsantrasyonlardaki DPPH radikal
stipiirme aktivitesi.
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Sekil 4.4.2. Farkli konsantrasyonlardaki P. atrovenetum (1.1.2a) fungal susunun
DPPH radikal siiplirme aktivitesi.

100
0
80
70
60
50
40
30
20
10

% RTK

20

40 60 80

Konsantrasyon (ug mL™)

100

3,2

500

87

84,7

1000

75,4

2000

Sekil 4.4.3. Farkli konsantrasyonlardaki P. commune (4.4.2) fungal susunun DPPH
radikal stiptirme aktivitesi.
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Sekil 4.4.4. Farkli konsantrasyonlardaki Cladosporium sp. (4.1.7) fungal susunun
DPPH radikal siiplirme aktivitesi.
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Sekil 4.4.5. Farkli konsantrasyonlardaki P. restrictum (1.16.1a) fungal susunun
DPPH radikal siiplirme aktivitesi.
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Sekil 4.4.6. Farkli konsantrasyonlardaki 1.10.1 fungal susunun DPPH radikal
siipiirme aktivitesi.
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Sekil 4.4.7. Farkli konsantrasyonlardaki 1.7.3 fungal susunun DPPH radikal siipiirme
aktivitesi.
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Sekil 4.4.8. Farkli konsantrasyonlardaki 1.7.1 fungal susunun DPPH radikal siipiirme
aktivitesi.

4.5 Peroksit Degerleri (PV)

DPPH sonuglarina gore secilen dort adet fungal ekstrakt, BHT ve balik yaginin
(kontrol) 60°C’de 7 (Birinci Deneme) ve 19 (Ikinci Deneme) giinliik, 25°C’de ise 50
glinlik deneme siirelerince gelisen birincil oksidasyon iriinleri Cizelge 4.5.1.1,

Cizelge 4.5.2.1 ve Cizelge 4.5.3.1°de gosterilmistir.

4.5.1 Birinci deneme 60°C’de 7 giinliik depolama

Cizelge 4.5.1.1°de birinci denemede yiiksek sicaklik etkisi altinda farkli
konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilmis balik yaglarinin 7 giinliik

depolama siiresince peroksit degerlerinde olan degisim verilmistir.
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Cizelge 4.5.1.1. Yiiksek sicakliktaki (60°C) balik yaglarinin 7 giinliik depolama
siiresince peroksit degerlerinde olan degisim (MEq O, kg™).

GUNLER
0 3 7*

Kontrol (Balik Yagi) 7,68 24,55 | 88,97(a)
BHT (%0,05 w/w) 8,13 12,62 | 21,43(b)

. - o
\?Vllzc\ij)osporlum sp. (4.1.7) Diisiik Konsantrasyon (%0,05 6,52 22 45 56,74(C)

. . 0
\(Iivllevd)osporlum sp. (4.1.7) Yiiksek Konsantrasyon (%0, 1 7.86 1914 | 5475(c)
1.10.1 Diisiik Konsantrasyon (%0,05 w/w) 5,94 20,13 | 58,33(cd)
1.10.1 Yiiksek Konsantrasyon (%0, 1w/w) 5,69 18,31 | 53,49(c)
P. commune (4.4.2) Diisiik Konsantrasyon (%0,05 w/w) 6,03 18,99 | 65,33(d)
P. commune (4.4.2) Yiiksek Konsantrasyon (%0,1w/w) 5,89 17,92 | 51,69(ec)
P. restrictum (1.16.1a) Diisiik Konsantrasyon (%0,05 w/w) 7,19 18,27 6573(d)
P. restrictum (1.16.1a) Yiiksek Konsantrasyon (%0,1w/w) 5,97 17,48 | 60,47(d)

*Farkli harfler satirlar arasindaki farklarin istatistiki olarak énemli oldugunu gostermektedir (p<0,05)

60°C sicalikta yapilan 1. denemedeki biitiin gruplarda peroksit degerlerinin artisi
BHT de dahil olmak iizere énemli bulunmustur (p<0,05). Birinci denemede 60°C’de
7 giin tutulan 6rneklerde peroksit degeri yiiksek bir artisla kontrol balik yaginda 88,9
mEq O, kg™*’a ulasirken, ekstreli 6rneklerde maksimum 65,7 mEq O, kg™ peroksit
degerlerine ulasmaktadir. BHT eklenen yag Grneginin ise 21,4 mEq O, kg™ peroksit
degeri ile oksidasyon olusumunu kontrol ve ekstreli yaglara gore oldukga yavaslattigi

tespit edilmistir (p<0,05).

Bu denemede; balik yagi ile karsilastirildiginda deneme sonuna kadar tiim ekstrelerin
peroksit degerlerini azaltan bir antioksidan 6zellik gosterdigi belirlenmistir (p<0,05).
7 gliniin sonunda ekstre eklenen balik yaglar1 peroksit olusumunu kismen sinirlasa da
BHT’ye gore hepsi daha diisiik etki gostermistir (p<0,05). Bu denemede, diger
fungal ekstrelere gore yiiksek sicakliktaki balik yaginda en iyi antioksidan 6zelligi
gosteren %0.1°lik konsatrasyondaki P. commune (4.4.2) fungal susudur. Bu sus ile
Cladosporium sp. (4.1.7) ve 1.10.1 fungal suslar1 arasinda olusan fark istatistiki
olarak 6nemsiz bulunurken (p>0,05), P. restrictum (1.16.1a) izolatiyla olusan fark

istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Sekil 4.5.1.1’de yiiksek sicaklik etkisi altinda farkli konsantrasyonlarda fungus
ekstreleri ilave edilmis balik yaglarmin 7 giinliikk depolama siiresince peroksit

degerlerinde olan degisimin grafigi verilmistir.
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Sekil 2. (A): %0,05 w/w konsantrasyonda eklenen fungal esktreler, B): %0,1 w/w
konsantrasyonda eklenen fungal ekstreler.

4.5.2. Ikinci deneme 60°C’de 19 giinliik depolama

Cizelge 4.5.2.1°de ikinci denemede yiiksek sicaklik etkisi altinda (60°C) %0,2
konsantrasyonda fungus ekstreleri ilave edilmis balik yaglarinin 19 giinliik depolama

stiresince peroksit degerlerinde olan degisim verilmistir.

Cizelge 4.5.2.1. Balik yaglarinin yiiksek sicaklik etkisi altinda (60°C) ve 19 giinliik
depolama siiresince oksidasyon diizeylerinde olan degisim (mEq O, kg™).

) GUNLER
Ornek Kodu

0 5 12 17 19*
Kontrol (Balik Yag) 10,02 24,45 4342 61,08 74,60(a)
BHT (%0,05 w/w) 9,08 9,92 11,90 11,44 15,61(b)
Cladosporium sp. (4.1.7)* | 10,60 17,48 27,92 32,87 38,23(c)
1.10.1* 9,75 13,83 25,16 22,02 28,86(d)
P. commune (4.4.2)* 9,28 19,58 26,93 26,78 30,83(ed)
P. restrictum (1.16.1a)* 9,27 14,63 19,73 21,60 24,34(fd)

*Yagdaki fungal 6ziit konsantrasyonu = %0,2 (w/w),

**Farkli harfler satirlar arasidaki farklarin istatistiki olarak énemli oldugunu géstermektedir (p<0,05)

Yiiksek sicalikta yapilan 2. denemede 19 giiniin sonunda BHT de dahil olmak iizere
biitiin gruplarda peroksit degerleri 6nemli derecede artis gostermistir (p<0,05). Bu
deneme sonunda kontrol balik yaginda peroksit degeri 74,6 mEq O, kg™ ulasmistir.
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38,2 mEq O, kg™ sayisi ile en fazla peroksit degeri fungal ekstre ilave edilen yag
orneklerinden Cladosporium sp. (4.1.7) izolatinda tespit edilmistir (p<0,05). BHT
eklenen yag Srneginde ise ortalama peroksit degeri 15,6 mEq O, kg™ olarak tespit
edilmistir. Yiiksek sicakliktaki bu denemede, diger fungal ekstrelere gore balik
yaginda en iyi antioksidan 6zelligi %0,2’lik konsatrasyondaki P. restrictum (1.16.1a)
fungal susu gosterirken (p<0,05), 1.10.1 fungal izolat1 ile arasindaki fark istatistiki

olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Sekil 4.5.2.1°de ikinci denemede yiiksek sicaklik (60°C) etkisi altinda %0,2 oraninda
fungus ekstreleri ilave edilmis olan balik yaglarinin 19 giinliik depolama siiresince

peroksit degerlerinde olan degisim goriilmektedir.
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Sekil 3. 60°C’de depolama sirasinda peroksit degerlerindeki degisim grafigi.
(Balik yag1 + %0,2 w/w Fungal ekstre)

Genel olarak ikinci deneme boyunca da tiim ekstreler balik yagi ile
karsilastirildiklarinda ortalama %60 oraninda peroksit olusumunu azaltici bir
antioksidan 6zellik gostermistir (p<0,05). 19 giiniin sonunda BHT kadar 6nleyici
olmamakla beraber ekstrelerin balik yaginda birincil oksidasyon iiriinlerinden olan

peroksit olusumunu kismen engelledikleri gozlenmistir (p<0,05).

4.5.3 25°C’de 50 giinliik depolama denemesi

Farkli konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilen balik yaglarmin 25°C’deki

depolanma siiresi boyunca peroksit degerlerinde meydana gelen degisim Cizelge

45.3.1 ve Sekil 4.5.3.1°de gosterilmistir. 25°C sicakliktaki depolama siiresince

kontrol balik yagindaki peroksit degerinin artist 6nemli bulunmustur (p<0,05). 50
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giin boyunca tutulan 6rneklerde peroksit sayisi1 yiiksek (60°C) sicakliga gore daha

yavas seyreden bir artis gostererek kontrol balik yaginda 36,3 mEq O, kg'’a

ulagmistir. Fungus ekstresi eklenen 6rneklerde bu deger maksimum 28,6 mEq O, kg'1

ulasirken, BHT eklenen 6rnekte ise 13,9 mEq O, kg'l peroksit degerine ulagmustir.

Cizelge 4.5.3.1. Farkli konsantrasyonlarda ekstre eklenen balik yaglarinin 25°C’de
depolanmast siiresince gdzlenen peroksit degerleri (MEq O kg™).

GUNLER

0 13 23 37 50**
Kontrol (Balik Yagi) 7,69 12,83 16,89 23,43 36,33(a)
BHT (%0,05 w/w) 8,13 8,53 8,34 10,56 13,90(b)
Cladosporium sp. (4.1.7)*
%0,05, w/w 6,52 10,81 13,42 20,30 26,76(c)
%0,1, w/w 7,86 9,27 10,47 17,44 25,55(c)
[zolat 1.10.1*
%0,05, w/w 5,94 9,51 10,84 13,54 25,76(c)
%0,1, w/w 5,69 7,58 8,04 10,93 16,34(b)
P. commune (4.4.2)*
%0,05, wiw 6,03 12,23 13,25 22,03 28,61(dc)
%0,1, w/w 5,89 10,08 11,53 16,68 25,85(c)
P. restrictum (1.16.1a)*
%0,05, wiw 7,19 9,42 10,60 14,74 23,31(ec)
%0,1, w/w 5,97 6,60 7,98 13,14 21,61(e)

*Yagdaki diisiik 6ziit konsantrasyonu=%0,05 (W/w), yiiksek 6ziit konsantrasyonu=%0,1 (w/w)

**Farkli harfler satirlar arasidaki farklarin istatistiki olarak énemli oldugunu géstermektedir (p<0,05)

25°C’lik depolama sicakligindaki 50 giinlin sonunda tiim ekstreler kontrol balik

yagina gore peroksit olusumunu yavaglatici antioksidan etki gostermislerdir

(p<0,05). P. restrictum (1.16.1a), Cladosporium sp. (4.1.7) ve P. commune (4.4.2)

fungal suslarina ait ekstreler balik yaginda birincil oksidasyon {iriinlerinin

olusumunda BHT’ye goére daha az etkili bulunurken (p<0,05), %0,1 konsantrasyonda

kullanilan 1.10.1 fungal susuna ait ekstrenin BHT ile benzer (p>0,05) etki gosterdigi

belirlenmigtir. Genel olarak; diisiik konsatrasyonlardaki ekstre kullaniminda daha
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yiikksek peroksit olusumu gbzlenmis olmakla beraber konsantrasyonlar arasinda

olusan farklar istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 4.5.3.1. (A): %0,05 w/w konsantrasyonda, (B): %0,1 w/w konsantrasyonda
eklenen fungal ekstreler.

4.6 P-Anisidin Degerleri (PaV)

DPPH sonuglarina gore secilen dort adet fungal ekstrakt, BHT ve balik yaginin
(kontrol) 60°C°de 7 (Birinci Deneme) ve 19 (ikinci Deneme) giinliik, 25°C’de ise 50
giinlik deneme siiresince gelisme gosteren ikincil oksidasyon iiriinleri Cizelge
4.6.1.1, Cizelge 4.6.2.1 ve Cizelge 4.6.3.1°de gosterilmistir. 60°C sicalikta yapilan 1.
ve 2. denemelerdeki biitiin gruplarda BHT de dahil olmak iizere anisidin degerleri

Onemli bir artis gostermistir.

4.6.1. Birinci Deneme 60°C’de 7 giinliik depolama

Cizelge 4.6.1.1°de ilk denemedeki yiiksek sicaklik (60°C) etkisi altinda farkli
konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilmis balik yaglarmin 7 gilinlik
depolama siiresince anisidin degerlerinde olan degisimler verilmistir. Buna gore
60°C’de 7 giin tutulan drneklerde anisidin sayisi keskin bir artisla kontrol balik
yaginda 42,2 mEq O, kg™’a ulasirken, ekstre eklenen $rneklerde maksimum 9,4 mEq
0, kg! ve BHT i¢in 3,8 mEq O, kg™’ anisidin degerlerine ulagmistir. Diisiik
konsantrasyonda kullanilan ekstreler i¢in ise 22,2 mEq O, kg™ ile 33,9 mEq O, kg™

arasinda degisen daha yiiksek anisidin degerleri ¢ikmistir. Birinci denemede, deneme

32



sonuna kadar tiim ekstreler kontrol balik yagina gore anisidin olusumunu azaltict bir
antioksidan ozellik gostermistir (p<0,05). BHT ye en yakin antioksidan etkiyi P.
restrictum (1.16.1a; %0,1 w/w) fungal ekstresinin eklendigi yag ornekleri gostermis
ancak aralarinda fark istatistiki olarak ©Onemli bulunmustur (p<0,05). Yiiksek
konsantrasyonlarda BHT ye en yakin anisidin degerlerini sirasiyla Cladosporium sp.
(4.1.7) ve P. commune (4.4.2) fungal ekstreleri gostermislerdir.

Sekil 4.6.1.1’de ise; ilk denemedeki yiiksek sicaklik etkisi altinda farkli
konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilmis balik yaglarmin 7 giinlik

depolama siiresince anisidin degerlerinde olan degisimler gdsterilmistir.

Cizelge 4.6.1.1. Balik yaglarinin yiiksek sicaklik etkisi altinda ve 7 giinliik depolama
siiresince anisidin degerlerinde olan degisimler (mEq O; kg™).

GUNLER
Ornek Kodu 0 3 7**
Kontrol (Balik Yagi) 0,08 10,40 42,23(a)
BHT (%0,05 w/w) -0,54 5,89 3,79(b)
Cladosporium sp. (4.1.7)*
%0,05, wiw -0,27 7,61 27,39(c)
%0,1, w/w -1,63 8,94 16,46(d)
izolat 1.10.1*
%0,05, w/w 0,54 8,80 33,10(e)
%0,1, w/w 1,02 7,61 28,45(c)
P. commune (4.4.2)*
%0,05, w/w -0,03 8,94 31,84(ce)
%0,1, w/w -1,76 7,95 22,21(f)
P. restrictum (1.16.1a)*
%0,05, wiw 0,57 7,21 33,92(e)
%0,1, w/w -0,79 5,82 9,37(g)

*Yagdaki diisiik 6ziit konsantrasyonu=%0,05 (W/w), yiiksek 6ziit konsantrasyonu=%0,1 (w/w)

**Farkli harfler satirlar arasidaki farklarin istatistiki olarak énemli oldugunu géstermektedir (p<0,05)
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Sekil 4.6.1.1. (A) %0,05 w/w konsantrasyonda (B) %0,1 w/w konsantrasyonda
eklenen fungal ekstreler.

4.6.2 ikinci deneme 60°C’de 19 giinliik depolama

Cizelge 4.6.2.1°de ikinci denemedeki yiiksek sicaklik etkisi altinda %0,2 oraninda
fungal ekstre ilave edilmis balik yaglarmin 19 depolama siiresince anisidin
degerlerinde olan degisim verilmistir. Bu denemede, anisidin degerleri kontrol balik
yaginda 19. giinde 52,6 mEq O, kg™ ulasirken, BHT igin 9,04 mEq O, kg’ ve
ekstreler i¢in maksimum 26,63 mEq O, kg™ degerine ulagsmustir.

Cizelge 4.6.2.1. Fungus ekstreleri (%0,2) ilave edilmis balik yaglarinin yiiksek

sicaklik etkisi altinda ve 19 giinliikk depolama siiresince anisidin degerlerinde olan
degisim (MEq O, kg™).

3 GUNLER
Ornek Kodu

0 5 12 17 19**
Kontrol (Balik Yag) 1,70 2,71 25,69 52,19 52,57(a)
BHT (%0,05 w/w) 2,18 1,475 6,57 8,94 9,05(b)
Cladosporium sp. (4.1.7)* | -4,23 -2,85 11,69 27,01 26,63(c)
Izolat 1.10.1%* 1,38 0,29 13,38 23,55 23,16(dc)
P. commune (4.4.2)* -2,60 1,50 5,86 16,62 19,22(dc)
P. restrictum (1.16.1a)* 1,34 1,37 13,05 20,23 16,15(hd)

*Yagdaki fungal 6ziit konsantrasyonu = %0,2 (w/w),

**Farkli harfler satirlar arasindaki farklarin istatistiki olarak 6énemli oldugunu gostermektedir (p<0,05)
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19 giinlik deneme sonunda tiim ekstreler kontrol balik yaginda olusan anisidin
degerinden daha az bir artig gostermistir (p<0,05). BHT ye en yakin anisidin
olusumunu Onleme etkisini P. restrictum (1.16.1a) fungal susu gostermis ve
aralarindaki farkta istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). P. commune

(4.4.2) fungal susu ise bu fungusa en yakin etki gosteren sus olmustur.

Sekil 4.6.2.1°de ikinci denemedeki yiiksek sicaklik etkisi altinda %0,2 oraninda
fungus ekstreleri ilave edilmis olan balik yaglarinin 19 giinliik depolama siiresince
anisidin degerlerinde olan degisimler gdsterilmistir. Denemenin 17. gliniine kadar
degisim gosteren degerlerin 17. giinden 19. giine kadar ¢cok degisim gostermedigi ve
hatta P. restrictum (1.16.1a) fungal susunda diisiis gergeklestigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.6.2.1. 60°C’de 19 giinliik depolama siiresince ikincil oksidasyon {irtinlerinin
degisim grafigi (Balik yag1 + %0,2 w/w fungal ekstreler).

4.6.3 25°C’de 50 giinliik depolama denemesi

Cizelge 4.6.3.1°de 25°C sicakliktaki farkli konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave
edilmis balik yaglarinin 50 giinliik depolanmas: siiresince anisidin seviyelerinde olan

degisim verilmistir.
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Cizelge 4.6.3.1. Balik yaglarinin 25°C’de 50 giinliik depolanmasi siiresince anisidin
seviyelerinde olan degisim (mEq 02 kg™).

GUNLER
Ornek Kodu 0 13 23 37 50**
Kontrol (Balik Yag) 2,08 1,93 2,13 4,92 6,79(a)
BHT (%0,05 w/w) -0,54 | 2,96 2,14 2,60 2,65(b)
Cladosporium sp. (4.1.7)*
%0,05, w/w -0,27 | 1,71 1,45 3,79 2,37(b)
%0,1, w/w -1,63 |-1,12 |-0,37 |261 1,51(b)
Izolat 1.10.1*
%0,05, w/w 0,54 2,29 2,87 2,04 5,42(c)
%0,1, w/w 1,024 |-3,24 |-2,06 |1,43 4,51(c)
P. commune (4.4.2)*
%0,05, wiw -0,03 |-0,41 | 1,07 1,82 2,05(b)
%0,1, w/w -1,76 | 0,96 2,72 2,10 2,36(c)
P. restrictum (1.16.1a)*
%0,05, w/w 0,57 2,25 2,26 1,73 5,19(c)
%0,1, w/w -0,79 | 0,51 0,96 -2,63 | 2,09(b)

*Yagdaki diisiik 6ziit konsantrasyonu=%0,05 (W/w), yiiksek 6ziit konsantrasyonu=%0,1 (w/w)

**Farkli harfler satirlar arasidaki farklarin istatistiki olarak énemli oldugunu géstermektedir (p<0,05)

25°C sicakliktaki 50 giinliik depolama siiresince anisidin degeri artig1 kontrol balik
yaginda énemli bulunmustur (p<0,05). 25°C’de 50 giin boyunca tutulan érneklerde
anisidin sayis1 yavag seyreden bir artisla kontrol balik yaginda 6,8 mEq O, kg'l’a
ulasirken, BHT i¢in 2,65 mEq O, kg'l ve ekstreli 6rneklerde maksimum 2,04 mEq O,
kg™ anisidine degerine ulasmistir. 50 giiniin sonunda tiim ekstrelerde kontrol balik
yaginda olusan anisidin seviyesinden daha az bir artig goriilmektedir (p<0,05). BHT
ile istatistiki olarak benzer anisidin sonug¢larimi Cladosporium sp. (4.1.7) ve P.
commune (4.4.2) fungal suslar1 verirken (p>0,05), 1.10.1 ve P. atrovenetum (1.1.2a)

fungal suslart BHT den daha kotii anisidin sonuglari vermislerdir (p<0,05).

Sekil 4.6.3.1°de 25°C’de farkli konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilmis
balik yaglarinin 50 giinliik depolama siiresince anisidin seviyelerinde olan degisimin

grafigi verilmistir.
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Sekil 4.6.3.1. 25°C’de 50 giinliik depolama siiresince p-anisidin degisimleri
(A) %0,05 w/w konsantrasyonda, (B) %0,1 w/w konsantrasyonda eklenen fungal
ekstreler.
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5. TARTISMA

Denizler heniiz kesfedilmemis birgok canliya ev sahipligi yapmaktadir. Bu canlilarin
ve metabolitlerinin tespiti ile insanoglunun bazi sorunlari ¢d6ziilebilmektedir.
Aragtirilmasi gereken canlilardan biri de deniz siingerleri ile birlikte yasayan bakteri
ve funguslardir. Bakteri ve fungus gibi farkli mikroorganizmalarla birlikte
yasayabilmeleri ve biyoaktif metabolitler acisindan zengin bir kaynak
olusturmalarindan dolay1 silingerler ve bunlarin barindirdgr mikrobiyolojik canlilar
tizerine yapilan ¢alismalarin sayisi son yillarda artmistir (Bultel-Ponce ve ark., 1999,
Wang, 2006, Taylor ve ark., 2007). Siingerlerle birlikte yasayan funguslarin etkili
biyoaktif bilesikler icermesi nedeni ile dnemli bir kaynak olmasit bu ¢alismanin

yapilmasina dnciiliik etmistir.

Funguslarin farkli metabolitlere sahip olmasi; bulundugu yasamsal ¢evreden, diger
canlilarla olan etkilesimlerinden ve yasamsal birlikteliklerinden etkilenmektedir.
Farkli bolgelerden izole edilen benzer fungal suslar birbirinden ¢ok farkli kimyasal
ve biyolojik o6zelliklerde molekiiller sentezleyebilmektedir (Imhoff, 2011). Bu
sebeple bu c¢alismada Ege Denizi’nin farkli 3 lokasyonundan siinger Ornekleri

alinarak, hem fungus hem de elde edilecek molekiillerin gesitliligi arttirilmis oldu.

Tiirkiye denizlerinde yapilan arastirmalar incelendiginde, dogal {iriin potansiyelleri
agisindan siingerlerden izole edilen bakterilerin degerlendirilebildigi goriilmektedir
(Aksoy ve ark. 2008; Ozkaya ve ark., 2015). Funguslarla yapilan galismalar
acisindan ise biiyiik bir bosluk bulunmasi nedeniyle yapilan bu g¢alisma oldukca
onem tasimaktadir. Ayrica Ege Denizi’nin uluslararasi gemi ticaretine agik olmasi,
son yillardaki global 1sinma, Kirlilik seviyesinin artmasi ve Ege’nin bir i¢ deniz
olusundan kaynaklanan farkli stres kosullari, denizel canlilar ig¢in baski kosullari
olusturmaktadir (Androulidakis ve ark., 2015; Kalkan ve Altug, 2015; Kiigiiksezgin
ve ark; 2014; Koukousioura ve ark., 2011). Bundan dolay1 yapilan bu g¢alisma ile
denizlerimizde biiyiik ekolojik ¢okiintii ve kayiplar olusmadan 6nce 6nemli bir adim

atilmasi saglanmustir.

Daha once izole edilmemis ya da izole edilmesi zor olan tiirlerin izolasyonunda; 6n
islem uygulamasi, farkli 6rnek alma teknikleri ve ¢esitli besiyeri kullanimi gibi
metotlar kullanilmaktadir (Webster ve ark., 2001; Nithya ve Pandian, 2010; Osinga
ve ark., 2001). Bu g¢alismadaki izolasyon islemleri Kjer ve ark. (2010)’nin yaptigi
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calisma dikkate alinarak yiiriitilmiis ve ©On islemler uygulanarak siingerin dis
yiizeyindeki bakteriler ve istenmeyen mikroorganizmalar arindirilmistir. Funguslara
gore daha hizli iireyerek fungal gelisimi ve izolasyonu engelleyen bakteriler 3 farkl
besiyerine (MEA, PDA ve CDA) eklenen antibiyotiklerle inhibe edilmistir. izolasyon
calismasinda elde edilen funguslarin tekrar elde edilmesinin miimkiin oldugunca
azaltilabilmesi icin lireme siirekli kontrol edilerek morfolojik olarak farkli olan
izolatlar pasajlanmistir. Ancak siingerlerin sahip olduklar1 mikrobiyal etki, bu
yontem ile tam olarak ortaya ¢ikarilamamaktadir. Ciinkii ayn1 ortam iginde binlerce
farkli organizmanin oldugu disiiniildiiglinde, hangi organizmanin ne tiir sartlarda
kendini gosterebilecegi dnceden tahmin edilememektedir. Bu sebeple, buna yonelik
bir deney ortami olusturmak da olduk¢a zordur. Bu uygulamanin zorluklari
molekiiler tekniklere dayali yontemlerin kullanimini giderek dnemli hale getirmistir.
Cevresel orneklerden organizmalara ait genlerin izole edilmesi ve klonlanarak
dizilenmesiyle, mikroorganizmalarin yasadigi alandaki yasamlarini stirdiirmeleri ve
besin gereksinimlerinin belirlenmesi agisindan 6nemli bilgiler elde edilmektedir.
Boylece, genetik olarak varligi belirlenen organizmalar igin Yyeni izolasyon
yontemlerinin  olusturulmast saglanabilir ve c¢evresel Orneklerin barindirdig
mikrobiyal toplulugun yapisi ortaya ¢ikarilabilir (Osinga ve ark., 2001; Nithya ve
Pandian, 2010; Webster, ve ark., 2001;). Ancak gelistirilen bu yontemlerin
kullanilmas1 hem zor ve pahali oldugundan hem de uygulama siiresinin uzun
olmasindan dolay1 bu g¢alismada Oncelikli olarak kiiltire dayali klasik izolasyon
yontemleri secilmistir. Kiiltiire dayali izolasyon yontemlerindeki tiim ¢aligsmalarda 6n
islemler benzerlik gostermektedir. Fakat izolasyon amacgli kullanilan besiyerleri
cesitlilik gostermektedir. Clinkii ¢esitli fungus tiirlerinin farkli besin gereksinimleri
oldugu bilinmektedir (Adejoye ve ark., 2006; Turner ve ark., 2008). Bu sebeple
calismada ti¢ farkli besiyeri (MEA, PDA ve CDA) kullanilmis, boylece elde edilecek
fungus tiirii ve sayis1 artirmistir. Yapilan caligmalarda kiiltiir ortamlarina yapilan
karbon, yag asitleri gibi ilavelerin {iriin miktarlar1 ve iriin profilleri {izerinde etkili
oldugu ortaya konulmustur (Kim ve ark., 2002; Hsieh ve ark., 2008; Silva ve ark.,
2004; Duan ve ark., 2006). Calismada kullanilan besiyerlerinin farkli olmasi1 pH
degerinin degisim gostermesine sebep olmustur. Bu degisim ile funguslarin hangi pH
araliginda daha hizli iirediginin belirlenmesi ¢alismayr olumlu yonde etkilemistir.
Ciinkii kiiltiir ortamlarmin pH degeri kiiltiiriin gelisimini, metabolit {iretimini ve

aktivitesini etkilemektedir (Chen ve Johns., 1993; Li ve ark., 2008). Fungus tiirleri
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icin gelisimi etkileyen bir diger dnemli faktor ise ¢evresel sicakliktir. Cogu fungus
tiirii icin sicaklik aralig1 10-35°C olarak bildirilmistir (Kerry, 1990). Calismanm oda
sicakliginda gerceklesmesi nedeniyle lireme konusunda bir sorun yasanmamistir.
Fakat kisa ve uzun siireli stoklama amaciyla +4°C ve -20°C’de inkiibe edilen fungus

orneklerinde tiremenin durdugu gézlemlenmistir.

Dogal iiriin eldesine yonelik yapilan ¢aligmalarda uzun yillardan beri bitkilerden ve
alglerden elde edilen 6ziitlerin antioksidan 6zellikleri incelenmistir. Alamgir ve ark.,
(2014) Bacopa monniera ve Coccinia grandis bitki yapraklarinin ekstraktlariyla
askorbik asite (%96,8) kars1 yaptiklar1 DPPH ile antioksidan taramasinda, 800 ug
mL™ konsantrasyonda sirasiyla %75,8 ve %86’lik oranla diisiik aktivite gdsterdigi
bildirilmistir. Kindleysides ve ark., (2012)’nin Yeni Zelanda kiyilarinda yaptiklari
calismada, Ecklonia radiata ve Macrocystis pyrifera kahverengi alglerinin DPPH ile
antioksidan aktivite taramasinda %97,2 ve %92,3’likk bir degerle BHT (%62,4)’den
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu ve Champia sp. (%64)nin BHT ye benzer
aktivite gosterdigi ortaya konulmustur. Porphyra sp. ise %10 ile disiik aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Yaptigimiz ¢aligmada funguslarin da algler gibi yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Kumaran ve Joel Karunakaran
(2006)’'nin  DPPH ile yaptiklar1 antioksidan ¢alismasinda; Coleus aromaticus
bitkisinin 500 pg mL™ konsantrasyondaki sucul ekstraktlarinin %91,3 degeriyle 200
ng mL™ konsantrasyonundaki BHT’ye (%95,3) yakin aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir. Ayn1  konsantrasyondaki ¢aligmamizla Kkarsilastirdigimizda P.
atrovenetum (1.1.2a) %96,1; P. restrictum (1.16.1a) %95,5; Axinella verrucosa
stingerinden elde edilen 1.7.3 izolat1 %94,5; Aplysina aerophoba siingerinden elde
edilen 1.10.1 izolat1 ise %93,8 oraninda antioksidan aktivite gostererek Coleus
aromaticus bitkisinden daha iyi sonuglar vermistir. Cladosporium sp. (4.1.7) ise
%91,2’lik bir oranla yapilan ¢alismaya benzer antioksidan aktivite gostermistir. Jean-
Philippe (2002)’nin yaptigi c¢alismada; DPPH metodu ile Pleurotus cinsine ait
yenilebilen bazi mantarlarin antioksidan 6zelliklerine bakilmis ve sonug olarak en
yitksek aktivite %85,67 ile 4. bisporus’un (198 pL mL™) meyvesinde goriilmiis,
%71-75 aktiviteyle P. dryinus (198 pL mL™)’un onu takip ettigi bildirilmistir.
Yaptigimiz c¢alismaya baktigimizda ise ¢ogu fungus ekstraktimizin (P. restrictum;
1.16.1a; %94,6), Cladosporium sp. (4.1.7; %92,8), P. commune (4.4.2; %94,7) daha
diisiik konsantrasyonda bile (20 ug mL™) ¢ok daha iyi antioksidan aktivite gosterdigi
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goriilmiistiir. Bir bagka arastirmada; E. jambolana bitkisinden izole edilen 21 fungal
sustan Aspergillus sp. ve Chaetomium sp. etilasetat oziitlerinin 1000 pg mL™
derisimde %80 oraninda radikalleri parcalayabilme etkinliginin oldugu rapor
edilmistir (Yadav ve ark., 2014). Calismamizdaki fungus ekstraktlariin 1000 pg
mL? derisimdeki antioksidan aktivitelerine bakildiginda, tiim ekstraktlarmn %90’1n
tizerinde antioksidan aktivite gosterdigi, yapilan ¢alismaya yakin olarak P. commune
(4.4.2) fungusunun bile %84,7’lik bir degerle daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi bulunmustur. Elde edilen bu iyi sonuglara ragmen denizel funguslarla
yapilan caligmalar incelendiginde bitki ve alg calismalarina gore daha az sayida
kaldig1 goriilmektedir. Halbuki bitkilerden dogal antioksidan eldesinde birgok
dezavantaj bulunmaktadir. Basta hasat mevsimi olmak {izere, yeterli miktarda oziit
icin ¢cok genis alanlara ve giines 1s181na ihtiya¢ duyulmaktadir. Mikroorganizmalarin
tiretimi ve metabolit eldesi ise kapali ortamlarda suni kosullar altinda istenildigi
zaman ve istenilen miktarda yapilabilmektedir. Bu sebeple dezavantaja sahip bitkiler
yerine denizel funguslar kiiltiir sartlar1 ve ulasilmasi agisindan daha uygundurlar.
Ancak mikroorganizmalar igin belirtilen ayn1 6zellikteki biyoaktivite iiretiminin her
zaman ger¢eklesmeme ihtimali de dnemli bir sinirlayici etken olabilmektedir (Lopes
ve ark., 2013). Fakat giiniimiizde genetik modifikasyonlarla bu ihtimalleri de

azaltmak ayrica miimkiindiir (Piers ve ark., 1993).

Antioksidan {irlinlerin eldesi konusunda denizel kaynakli makroorganizmalar
degerlendirildiginde Abdillah ve ark. (2013)’nin yaptiklar1 c¢aligmada Pecaron
Korfezi’nden topladiklar: siingerlerin etanol ile elde edilen oziitlerinin antioksidan
aktiviteleri taranmuis, tarama sonucunda ICsq degerlerinin Xestospongia sp. 277,75 g
mL™*, Fascaplysinopsis reticulata 71,89 pg mL™, Acanthella sp. 56,94 pg mL™,
Callyspongia sp. 181 pg mL™“, Petrosia contignata 89,59 pg mL™, Aaptos
suberitoides 27,42 pug mL™, Xestospongia exigua 89,17 pg mL™, derisimlerinde
Askorbik asit (0,67 pg mL™) ile karsilastirildiginda radikal parcalama 6zelliklerinin
oldugu belirtilmistir. Yaptigimiz bu calismada antioksidan aktivite agisindan
degerlendirilen funguslarin ham oziitlerinin yukarida bahsedilen
makroorganizmalarin ¢ogundan daha iyi antioksidan 6zelliklere sahip olduklar1 ve
ilerleyen asamalarda yapilacak antioksidan bilesik izolasyonu i¢in umut verici
oldugu goriilmektedir. Ayrica funguslarla yapilacak iiretimlerde hava kosullarina ve

cevresel sartlara bagimliligin az olmasi, bilyiik alanlara ihtiya¢ duyulmamasi, ucuz
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kiiltiir ortamlarinda {retimlerinin yapilabilmesi ve kolaylikla biiyiik ol¢eklerde
tiretilebilmelerinin miimkiin olmasindan dolayr da bitki, alg ve siingerlere gore cok
daha avantajli olabilecek, onemli bir ekonomik potansiyeli elimizde tuttugumuzun

gostergesidir (Lopes ve ark., 2013).

Denizel funguslardan elde edilen metabolitlerle ilgili ¢aligmalari inceledigimizde,
Abdel-Monem ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada; Hippospongia communis
stingerinden elde edilen Gymnascella dankaliensis fungusunun etilasetat oziitiiniin
6000 pg mL™ konsantrasyonda %59,28 oraninda radikal parcalayabildigini rapor
etmislerdir (6000 ug mL™ askorbik asitte %73,12). Bu calisma bizim ¢alismamiz ile
karsilastirildiginda, daha yiiksek konsantrasyonda daha diisiik antioksidan aktivite
elde edilmistir. Daha diisiik konsantrasyonla daha yiiksek antioksidan aktivite
saglayan metabolitlere ihtiya¢ oldugundan bulduklar1 bu sonug bizim ¢alismamizdaki
metabolitlerin degerini ortaya koymaktadir. Li ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada
alglerden izole edilen Aspergillus wenti EN-48 susundan saflastirilan 8 metabolit i¢in
5,2-99,4 pg mL* araliginda (BHT, 36,9 pg mL™) ve Zhang ve ark. (2015) kirmiz1
alg tiirti olan Grateloupia turuturu’dan izole edilen Paecilomyces variotii EN-291
kékenli 10 metabolit igin 11,6 — 186,3 pg mL™ araliginda (BHT, 117,7 pg mL™)
%50 radikal parcalayabilme etkinliginin oldugunu bildirmislerdir. Elde ettigimiz
antioksidan aktivite sonuglarina gére; en diisiik konsantrasyon olan 20 pg mL™“de en
az aktiviteyi Axinella verrucosa siingerinden elde edilen 1.7.1 izolatinin
gostermesine ragmen (%60,8), bu degerin de yapilan ¢alismadan daha ytiksek oldugu
goriilmektedir. Arora ve Chandra’nin (2010) yaptig1 ¢alismada ise; Aspergillus PR78
(%82,77) ve Aspergillus PR66 (%68,26) funguslar iyi aktivite gostermistir. BHT ye
kars1 DPPH ile yaptigimiz antioksidan denemesinde elde ettigimiz sonuclara gore 20
ng mL™ konsantrasyonda P. commune (4.4.2) ornegi %94,7 deger ile yapilan
calismalara oranla daha 1yi antioksidan aktivite gOstermistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda 6zellikle denizel kokenli funguslarin izole edildikleri
ortam sartlarindan dolayr antioksidan aktivelerinin daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Su driinleri sektoriiniin en onemli sorunlarindan biri balik yemlerinin besinsel
degerinin en Onemli bileseni olan balik yaginin oksitlenmesidir. Balik yaginin
oksidasyonunu dnlemek amagl yapilan caligmalar degerlendirildiginde, alglerden ve

bitkilerden elde edilen oziitlerin veya saf molekillerin denendigi goriilmiistiir
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(Hassane Hamadou ve ark., 2013; Kindleysides ve ark., 2012; Hamre ve ark., 2010;
Kulas ve Ackman, 2001). Ancak, denizel funguslardan elde edilen antioksidan {iriin
profillerinin daha 6nce balik yaginin oksidasyonuna yodnelik yapilan bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bu durum c¢alisma sonuclarimizin  baska c¢alismalar ile

karsilastirilmasini nispeten kisitlamaktadir.

Kindleysides ve ark., (2012) yaptiklar1 ¢alismada; Hoki baligindan (Macruronus
novaezelandiae) elde edilen yagin  oksidasyonunu Onlemede; Yeni Zelanda
kiyilarinda yetisen iki kahverengi alg tiirti (Ecklonia radiata, Macrocystis pyrifera)
ve iki adet kirmiz1 alg tiiriiniin (Champia sp.ve Porphyra sp.) n-hekzan oziitlerini
kullanmiglardir. Calismada %0,5 BHT ve ham o6ziitlerle hazirlanan balik yaglari
60°C’de 12 giin boyunca depolanmustir. Iki giinde bir alinan dlgiimlerde E. radiata
oOziitiiniin balik yaginin oksidasyonu 6nlemede daha etkili oldugu belirtilmistir. Diger
bir ¢alismada, Valenzuela ve ark. (1991) Peumus boldus bitkisinden elde ettikleri
Boldin’in (0,8 g kg*) o-tekoferol, kuersitin (0,8 g kg™) ve sentetik antioksidan olan
BHT ve biitilhidroksianisole (0,8 g kg™ gore balik yagimin metal katalizli
oksidasyonunu onlemede daha etklili oldugunu tespit etmislerdir. Tsimidou ve ark.,
(1995) kurutulmus yabani mercankoskii ile yaptiklart oksidasyonu Onleme
caligmalarinda % 1’lik mercankdskii 6ziitiiniin 200 ppm’lik TBHQ ile ayni etkiyi
gosterdigini rapor etmislerdir. Xiaojun ve ark. (1996)’nin yaptiklar1 calismada ise;
Sargassum kjellmanianum’dan elde edilen phlorotannin’in (kahverengi alg
polifenolleri) %0,02 BHT’den (tertbutyl-4-hidroksitoluen) yaklasik 2,6 kat daha
fazla antioksidan aktiviteyle balik yagi oksidasyonunu onledigi bildirilmislerdir.
Wang ve arkadaglarmin 2011 yilinda yaptiklart ¢alismada; 30°C’de karnosik asit
eklenen balik yagiin oksidasyonuna baktiklarinda 24. giine kadar tiim 6rneklerde 22
mEq O, kg™ daha diisiik PV degerleri elde edilmistir. Fakat 66 giiniin sonunda
kontrol grubuna karsilik (97,21 mEq O, kg'l) PV degerlerinin 48,89 ve 86,35 mEq
0O, kg'1 arasinda degistigini  gozlemlemislerdir. Aymi ¢alismanin  4°C’deki
depolanmasi siiresinde ise 66. giiniin sonunda kontrol grubunda 58,466 mEq O, kg™
elde etmelerine karsin 6rneklerde 40 mEq O, kg’den asagida bir PV degeri elde
etmiglerdir. Bizim yaptigimiz c¢aligmada ise; 25°C sicalikta yapilan 50 giinliik
deneme sonunda kontrol grubuna karsi (36,33 mEq O kg™) ekstre kullamilan biitiin
gruplarda peroksit degerleri 16,34-28,61 mEq O, kg arasinda degismis ve balik yag:

ile karsilastirildiginda deneme sonuna kadar tiim ekstreler peroksit degerlerini
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azaltict bir antioksidan 6zellik gdstermistir (p<0,05). Ayrica, calismada kullanilan
fungal ekstraktlarin tamaminin, karnosik asit eklenen balik yaginin 4°C’deki (Wang
ve ark., 2011) tespit edilen sonucuna gore daha etkili bir antioksidan 6zellige sahip

olduklar1 anlasilmaktadir.

Genel olarak yiiksek konsantrasyonlara ¢ikildik¢a tiim ekstreler igin birincil
oksidasyon tiriinii olarak peroksit olusumun daha da geciktirildigi gozlenmistir. Elde
edilen verilerin ham ekstrelerden gelmesi, denemeye alinan tiirlerin irettikleri
sekonder metabolit potansiyellerinin daha da yiiksek olabilecegini gostermektedir.
Ciinkii ham ekstre iginde az miktarda bulunan etken antioksidan bilesigin tek basina
kullanildiginda ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda bile daha etkili sonuglar vermesi
muhtemeldir. Ancak bazi durumlarda fungal metabolitlerin fraksiyonlarinin veya
bilesiklerinin ham ekstrede oldugu gibi aymi etkiyi gostermedigi bilinmektedir
(Bansemir ve ark., 2006). Ozellikle 25°C sicakliktaki yiiksek ve diisiik dozlardaki 50
giinliik depolama siiresince kontrol balik yaginda peroksit degerleri 6nemli derecede
artarken 1.10.1 fungal susunun %0,1 konsantrasyonda BHT’ye yakin inhibisyon
ozelligi gostermesi ve diger funguslarin her iki konsantrasyon sonuglarinin birbirine
yakin olarak 60°C’lik denemelerden daha iyi aktivite gostermeleri Onemli
bulunmustur. Ciinkii yiiksek sicakligin (>40°) fungal metabolitlerdeki bilesiklerin
sicaklikla birlikte aktivitelerinin bozulabilecegini akla getirmektedir (Kjer ve ark.,
2010). Yiiksek konsantrasyon kullanimi daha iyi inhibisyon etkisi saglasa da,
depolama sicakligmin etkisi dikkate alinmali ve gerekli durumlarda antioksidan
potansiyelleri buna gore degerlendirilmelidir. Ayrica, elde edilen fungal suslar uygun
kosullarda saklandig: taktirde, depolama siiresini Onemli Olgiide uzatabilecekleri

denemeler sonunda gdsterilmistir.

Ikincil oksidasyon iiriinlerine bakildiginda, Kindleysides ve ark., (2012)’nin
60°C’deki Yeni Zelanda algleriyle (mg 100 g™) yaptiklar1 12 giinliik calismada,
birincil oksidasyon {iriinlerinin degerleri azalmaya basladiginda (8 ve 10. giin) ikincil
oksidasyon {iriinleri artmaya baglamistir. Ciinkii olusan birincil oksidasyon iiriinleri
zamanla oksitlenmeye devam ederek ikincil {iriinleri olusturmaya baslamiglardir.
Tim 6rnekler baslangicta 0,04’ten 2,04°e ¢ikan diisiik degerler gostermistir. 4. giinde
ornekler arasinda 6nemli degisiklikler olarak M. pyrifera ekstraktinin kullanildigi
denemede pAV degeri 4. giinde 10,88 ¢ikmis ve depolama denemesinin sonuna

kadar bu seviyelerde kalmustir. 10. ve 12. giindeki pAV degerlerinde ise, kontrol hoki

44



balig1 yaginda 14,59’dan 7,71’e ve BHT o6rneklerinde de 17,71’den 9,83’e (OD 350
nm g yag") diisiis goriilmektedir. Ciinkii olusan ikincil oksidasyon iiriinleri kirllmaya
baglamistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise; 60°C’de 19 giinliik olan 2. denemede
kontrol balik yaginda keskin bir artis gdzlenmistir. 60°C’de 17. giine kadar biitiin
orneklerde PaV degerlerinde hizli bir artis olurken, 17 ve 19. gilin arasinda
oksidasyon hizinda yavaglama olmustur. Ciinkii bu zamandan sonra olusan ikincil
oksidasyon {iriinleri parcalamanya baslamis ve yiiksek sicaklik iirlinlerin
parcalanmasini  hizlandirmistir. 12. giinlin  6rnekleri  karsilastirildiginda  ise
Kindleysides ve ark., (2012) alglerle bulduklarina yakin degerler bulunmus olup
izole edilen P. commune (4.4.2) susunun 5,86 mEq O, kg™ anisidin degeri ile ¢ok
daha iyi oksidasyon onleyici 6zellik gosterdigi belirlenmistir. Ancak bu zamandan
sonra ikincil oksidasyon iriinlerinde 6nemli bir artis gézlenmistir. Burada yiiksek
sicakligin fungal metabolitlerin yapilarin1 bozarak oksidasyonu onleme etkinliginin
azalmasina neden oldugu goriilmistir (Kjer ve ark., 2010). Ayrica yiiksek
konsantrasyonlarda 6ziit kullanildiginda funguslar tarafindan az miktarda tiretilen
aktif molekiillerin miktar1 da arttigindan, 6ziitlerin igeriginde bulunan molekiillerin
birbiri arasindaki sinerjik etkiyi arttirmast ve diisilk konsantrasyonlara gore yiiksek
aktivite gostermesi miimkiindiir (Bansemir ve ark., 2006). Denemelerden elde edilen
veriler, belirlenen funguslardan ilerleyen zamanlarda yapilacak olan yeni
caligmalarla su {iriinleri sektoriiniin  kullanimina sunulabilecek bagka {iriinlerin

eldesinin de miimkiin olabilecegini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma ile Ege Denizi’nin barindirdig1 biyogesitlilik ve su iiriinleri alanindaki
kullanim potansiyeli agik¢a gosterilmis ve 6nemli dogal iiriin kaynaklar1 olabilecek
fungal suslar izole edilmistir. Tiirkiye’nin ¢evre denizlerinde de benzeri galismalarin

arttirilmast ile yeni tiriinlerin kesfedilme olasiliklar1 artmis olacaktir.

Elde edilen veriler antioksidan 6zellige sahip yeni ve 6nemli dogal iiriinlerin tilkemiz
denizlerinden de saglanabilecegini, bu alanda yatirimlar yapilmasi durumunda gida
ve hayvancilik sektoriinde kullanilabilecek antioksidan katki maddelerinin dogal
kaynaklardan temin edilebilecegini gostermistir. Bu ¢alisma mevcut sentetik
antioksidanlarin yerine alternatif olarak etkili dogal antioksidanlarin sunulabilecegi
ortaya konulmustur. Yiiksek konsantrasyonlarda alinan iyi sonuglar ham oziitler ile
calisildigi i¢in kullanilan madde miktar1 acisindan biiylikk sorun olarak
goriilmemektedir. Molekiil izolasyonlariin yapilmasiyla birlikte etken molekiiliin
bulunmasi ve tek antioksidan bilesik olarak kullanilmasi miimkiin olabilir. Ancak
metabolitlerin etkilesimi boyle bir molekiil varligin1 suan igin garanti etmemektedir.
Ayrica ilerleyen ¢alismalarda kullanilan ekstreler ile ilgili toksikasyon calismalarinin

yapilabilmesiyle canlilar iizerindeki etkileri de ortaya konulabilecektir.

Bu calisma ile P. restrictum (1.16.1a), Cladosporium sp. (4.1.7) ve P. commune
(4.4.2) gibi fungal suslarmn su triinleri sektoriiniin 6nemli bir sorunu olan balik
yagmin bozulmasini dnlemedeki etkinliginin belirlenmesiyle akuakiiltiir sektoriiniin

stirdiiriilebilir gelisimine 6nemli dlgiide katki sunulmustur.
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OZGECMIS

HILAL CALIK

Adres: Koyi¢i Mahallesi 8072 sokak no:18/3 Cigli-iZMiR
Telefon: 0506 910 04 74
E-mail : hilalcalik89@gmail.com

\ Kisisel Bilgiler

Dogum Yeri
Dogum Tarihi
Medeni Durum
Ehliyet

Egitim Durumu

: Kadikdy

: 20.04.1989

: Bekar

: B smifi (2015)

- Yiiksek Lisans (Halen devam ediyor)

| Egitim Bilgisi
2012- :Balik Hastaliklar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvart (Yiiksek
Lisans)
[zmir Katip Celebi Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Su
Uriinleri Yetistiriciligi, Yetistiricilik Anabilim Dali
2012 - 2017 : Isletme
Anadolu Universitesi, A¢gikdgretim Fakiiltesi
2008 - 2012 : Su Uriinleri Miihendisligi ( Lisans- 3,21 /4 )
Ege Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Su Uriinleri
Yetistiriciligi
2003 - 2007 : Medine Tayfur Sokmen Lisesi( Yabanci Dil Agirlikli, Fen
Bilimleri)

| Bilgisayar Bilgisi

e Microsoft Office Uygulamalari (Iyi)

e Internet ve Sosyal Medya Kullanimi (Iyi)
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\ Yabanca Dil ve Sinavlar

e KPSS (2016) : 78 (KPSSP3)

e ALES (2013) : 69,04593 (Sayisal)

e KPDS (2012) : 43,75 (ingilizce)

| is Deneyimi ve Stajlar

2016

2011- 2012

Timay Balik¢ilik Gida D1s Tic. San. A.S.
Kalite Kontrol Sorumlusu
Nireus & Ilknak Su Uriinleri Ltd. Sti — Stajyer

e Kuluckahane Unitesi
v" Yemleme, sifon yapimi,
v Deforme balik ayiklanmasi
v Balik transferi sirasinda sayim ve kontrol
e Ag-Kafes Unitesi
v" Deformasyona ugrayan aglarin onarimi
v' Kafes sistemlerinin kontrolii
v Kafes sisteminin yemlenmesi
v' Balik hasati
e Isleme Unitesi

v’ Hasattan getirilen baliklarin boylama ve paketleme
islemleri

e As1 Birimi

v Hastaliga kars1 6nlem amagh kafesteki baliklarin
uygun sartlarda asilanmasi
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\ Projeler ve Yapilan Calismalar

e Denizel Metabolitlerin Antioksidan Potansiyellerinin Arastirilmasi- Bursiyer
(TUBITAK)
v" Denizel siingerlerin toplanmasi,
Farkli besi ortamlar1 kullanilarak fungus izolasyonlarinin yapilmast,
Izole edilen funguslarin kat1 ortamda iiretim ¢alismalari,
Fermantasyon ortamlarinin 6ziitlenmesi ve elde edilecek 6ziitlerin ileri

ASRNEN

agsamalar i¢in siniflandirilmasi,
Antioksidan aktivite tarama ¢alismalari,

AN

Balik yag1 oksidasyonunun ol¢iimii,
v" Segilen funguslarin filogenetik agaclarinin ¢gikarilmasi,

e Laboratuvarda yapilan diger ¢caligsmalar;

v’ Bakteri gram boyama,

v Kan boyama,

v’ Laboratuvar biinyesinde yapilan galismalarda kullanilan balik patojeni
bakteri, denizel fungus ve aktinomisetlere uygun besiyerlerinin
hazirlanmasi,

v Bu mikroorganizmalarin uygun besiyerlerine inokulasyonu ve
tiremesinin kontrol edilmesi,

v' Laboratuvar biinyesinde ¢alisilan balik patojeni bakteri, denizel
fungus ve aktinomisetlerin ZYMO Research izolasyon kiti
kullanilarak DNA izolasyonunun yapilmasi, agaroz jel ile elektroforez
yontemiyle bakilmasi, elde edilen bu DNA’ya uygun primerler
kullanilarak uygun protokolde PCR ile DNA amplifikasyonunun
gerceklestirilmesi ve saflagtirma kiti kullanilarak DNA saflastirma
isleminin gergeklestirilip -20°C’de saklanmast,

v" Otoklav, evaporator, saf su cihazi, spektrofotometre, hassas terazi,
homojenizator, biyolojik emniyet kabini, hot plate, vorteks kullanimi,
temizlik ve kontrollerinin yapilmasi.

| Sertifika ve Seminerler

e Akuakiiltiirde Son Gelismeler Calistayr (Katilim)(2012)
e CMAS 1* Tiplii Dalig Egitimi - TSSF (Tiirkiye Sualt1 Sporlar1 Federasyonu)

(2015)
e Ev ve Siis Hayvanlar1 Satan Isyeri Sahiplerine Yénelik Diizenlenen Egitim
Programi (2015)
| Hobiler

Dalis yapmak, Seyahat etmek, Spor yapmak.
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