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BALIK YAĞI OKSĠDASYONUNDA ANTĠOKSĠDAN ETKĠLĠ FUNGUS 

EKSTRAKTLARININ KULLANIMI  

ÖZET 

Sürdürülebilir su ürünleri yetiĢtiriciliğini etkileyen en önemli faktörlerden birisi 

kullanılan yem ve yem hammaddeleridir. Yüksek miktarda çoklu doymamıĢ yağ asiti 

(PUFA) içeren balık unu ve balık yağı, yemlerin temel bileĢenlerindendir. Lipid 

oksidasyonu, balık ununun kalitesini ve balık yağının raf ömrünü etkileyen en kritik 

faktördür. Bu durum yem kalitesini etkileyerek balıklarda büyüme oranını 

yavaĢlatmaktadır. Bu sorunu önlemek için antioksidan katkı maddeleri olarak 

kimyasal antioksidan bileĢikler veya doğal özütler kullanılmaktadır. Yürütülen bu tez 

çalıĢması ile balık yağı oksidasyonunda antioksidan katkı maddesi olarak 

kullanılabilecek fungal metabolitler araĢtırılmıĢtır.  

AraĢtırmada elde edilen süngerler Ege Denizi kıyılarından toplanmıĢtır. Bu 

süngerlerden morfolojik olarak seçilen ve ayrılan 104 adet fungal suĢ izole edilmiĢtir. 

Etil asetat özütleri antioksidan aktivitelerinin tespitinde kullanılmıĢtır. Pasajlanarak 

elde edilen saf fungal suĢlar katı pirinç ortamı kullanılarak fermente edilmiĢ ve kültür 

ortamları özütlenmiĢtir. Fungal özütlerin antioksidan aktiviteleri kalitatif (ince tabaka 

kromatografisi) ve kantitatif (DPPH radikal temizleme kapasitesi) olarak 

incelenmiĢtir. Kalitatif antioksidan aktiviteye göre seçilen suĢların zengin ürün 

profillerine sahip olduğu bulunmuĢtur. Kantitatif antioksidan aktivite çalıĢmasında 

ise; DPPH radikal temizleme kapasitesi 20 ug mL⁻¹ için %92,8–94,7 arası değiĢen 

dört adet fungal suĢ diğer örneklere göre daha iyi sonuçlar vermiĢtir. Bu sebeple  bu 

suĢlar balık yağı denemelerinde kullanılmak üzere seçilmiĢtir. DPPH analizine göre 

BHT ile karĢılaĢtırıldığında Penicillium commune (4.4.2; %94,7) ve Penicillium 

restrictum (1.16.1a; %94,6) fungal suĢları aktivite bakımından ilk sırada yer 

almıĢlardır. Balık yağı oksidasyon çalıĢmaları yüksek ve düĢük sıcaklıklarda (60°C, 

60°C, 25°C) ve farklı konsantrasyonlarda (%0,05, %0,1, %0,2 w/w) yapılmıĢtır. 

Denemeler sıcaklıklara göre sırasıyla 7, 19 ve 50. günlerde tamamlanmıĢtır. Elde 

edilen sonuçlara göre, 60°C sıcaklıkta 7 günlük deneme süresince balık yağında 

diğer suĢlara göre en iyi antioksidan özelliği gösteren %0,1‘lik konsantrasyondaki P. 

commune (4.4.2) fungal suĢu olmuĢtur. 19 günlük stoklama sonucunda en düĢük 

peroksit değeri balık yağına %0,2 oranında katılan P. restrictum (1.16.1a) özütü ile 

elde edilmiĢtir. Yine aynı özütün oluĢan para-anisidin değeri (16,15 mEq O2 kg
-1

)

incelendiğinde yüksek sıcaklıkta BHT‘ye (9,05 mEq O2 kg
-1

) en yakın antioksidan

özellik gösteren fungus olduğu tespit edilmiĢtir. 25°C‘de 50 gün yapılan balık yağı 

denemesinde ise Aplysina aerophoba süngerinden elde edilen 1.10.1 fungal özütünün 

eklendiği örneğin 16,34 mEq O2 kg
-1

 peroksit değeri ile BHT‘ye (13,9 mEq O2 kg
-1

)

benzer aktivite gösterdiği tespit edilmiĢtir. Cladosporium sp. (4.1.7), P. commune 

(4.4.2) ve yüksek konsantrasyonda P. restrictum (1.16.1a) özütleri eklenen balık 

yağlarında BHT (2,65 mEq O2 kg
-1

) ile karĢılaĢtırıldığında benzer p-anisidin

değerleri bulunmuĢtur. 
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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
-1 

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
-1

) of the same extract was examined, it was

determined that the antioxidant fungus has the closest antioxidant activity to BHT 

(9.05 mEq O2 kg
-1

) at high temperature. Fungal strain 1.10.1 from Aplysina

aerophoba sponge (anisidine value; 16.34 mEq O2 kg
-1

)  performed similar lower

secondary oxidation products as commercial antioxidant BHT (13.9 mEq O2 kg
-1

) 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 O2 kg
-1

).
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1. GĠRĠġ

Dünya nüfusunun hızla artmasıyla beraber kaliteli ve güvenli gıda ihtiyacı da gün 

geçtikçe hızlı bir Ģekilde artmaktadır. Ġnsan beslenmesindeki esansiyel amino 

asitlerin ve yağ asitlerinin kaynağını, balık ve balıktan üretilen temel gıda ve gıda 

takviyesi ürünler oluĢturmaktadır. Yüksek yapılı organizmalarca üretilemeyen, insan 

beslenmesinde yer alan ve vücut için son derece önemli yağ asitleri Omega-3 (ω−3) 

yağ asitleri olup gıdalardan elde edilirler (Gordon ve Ratliff, 1992). Linoleik asit ve 

α-linolenik asit ω−3 yağ asiti türevidirler ve balıklarda bol miktarda 

bulunmaktadırlar. Bu yağ asitleri hayvansal organizmalarda hormon benzeri etki 

gösteren prostaglandin ve türevlerinin biyosentezinde öncül molekül olarak 

kullanılır. Prostaglandinler baĢta bağıĢıklık olmak üzere enfeksiyonlarda denetleyici 

rol oynamaktadırlar. Bununla beraber kan değerleri ve kalp sağlığı konusunda pek 

çok biyolojik süreçte yer almaktadırlar (Komoto ve ark. 2004). 

Ġnsan sağlığı açısından da önemli bir gıda olan balık ve balık yağı, hayvancılıkta ve 

özellikle su ürünlerinin beslenmesinde en değerli yem hammaddesidir. Su ürünleri 

sektörünün hem sürdürülebilir geliĢmesi hem de elde edilecek ürünün kalitesinin 

arttırılması beslemede kullanılan yemlerin sağlıklı ve kaliteli olmasına bağlıdır. 

Balığın büyümesi, üremesi ve et kalitesi yemlerin kalitesi ile doğru orantılıdır. 

Ancak, balık unu ve yağının yüksek oranda doymamıĢ yağ asitleri içermesinden 

dolayı çok hızlı bir Ģekilde okside olması uzun süreli depolamalarda besin kalitesini 

düĢürmekte ve sağlık yönünden ciddi sorunlara neden olmaktadır (Waissbluth ve 

ark., 1971). Yoğun üretimin yapıldığı kültür koĢullarında balık yağının okside 

olmasından kaynaklanan yetersiz beslenme ile birlikte balık hastalıklarının oluĢtuğu 

bilinmektedir. E vitamini bakımından yetersiz ve okside olmuĢ yemlerle beslenen 

balıklarda, yemden yararlanmanın düĢük olması, büyümede yavaĢlama, durgunluk, 

renkte koyulaĢma, öncelikle karaciğerde çoğu kez de dalak ve böbrek gibi 

hemapoetik dokularda ceroidin birikiminin olduğu, uzun süreli beslemelerde ise 

acılaĢmıĢ yeme bağlı balık ölümlerinin görüldüğü bildirilmiĢtir (Fowler ve Banks, 

1969; Roberts ve ark., 1979; Smith, 1979; Moccia ve ark., 1984; Tacon, 1992). 
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Ayrıca okside olmuĢ yemle beslenen balıkların kan parametrelerinden bazılarının 

olumsuz yönde etkilendiği, hemoglobin ve hematokrit değerlerinde bir azalmanın 

olduğu, besleme süresine bağlı olarak mikrotik aneminin gözlendiği saptanmıĢtır 

(Smith, 1979; Moccia ve ark., 1984; Tacon, 1992). Bu sebeplerden dolayı farklı 

bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen un ve yağlar balık yemi 

formülasyonlarında kullanılmıĢ ancak balık unu ve yağından elde edilen verime 

ulaĢılamamıĢtır (Laohabanjong ve ark., 2009; Turchini ve ark., 2013; Wulff ve ark., 

2012). 

Bunun yanında, günümüz koĢullarında baĢta akuakültür olmak üzere yem sektöründe 

kullanılan en önemli hammadde olan balık unu ve balık yağının sınırlı üretimi ve bu 

sebeple pahalı oluĢu bu hammaddeye ulaĢmayı her geçen gün daha çok 

zorlaĢtırmaktadır. Özellikle balık unu ve yağının ana kaynağı olan denizlerdeki balık 

stoklarının azalması ve avcılığın maksimum sınırlara dayanması gelecekteki 

ihtiyacın karĢılanması ve sektörün devamlılığının risk altında olduğunun 

göstergesidir. Bununla beraber avcılığa bağlı olarak azalan balık stokları ve artan 

nüfus balık yetiĢtiriciliğine olan talebi arttırmıĢ ve son yıllarda en hızlı büyüyen 

hayvansal üretim sektörü su ürünleri sektörü olmuĢtur (FAO, 2012). Artan dünya 

nüfusu da dikkate alındığında tüm bu geliĢmeler gelecekteki talebi aynı zamanda 

sürdürülebilirliği sağlamak için zararlı çevresel etkilerin azaltılmasına ve mevcut 

kaynakların optimum kullanımına daha fazla önem verilmesi gerektiğini 

göstermektedir.  

Tüm bunların sonucunda çevre ve insan sağlığına zarar vermeden, mevcut durumu 

iyileĢtirmenin unsurlarından biri, balık unu ve balık yağının ve bunları içeren 

yemlerin uzun süre okside olmadan korunmasıdır (Cabello, 2006; Gutteridge ve 

Halliwell, 2006; Wulff ve ark., 2012). Günümüzde oksidasyonu önlemek için balık 

unu, balık yağı ve balık yemlerinde antioksidan olarak ya karasal kaynaklı 

organizmalardan (bitkisel makro-organizmalar veya karasal mikroorganizmalar) 

ekstrakte edilen sitrinin, protokatechuic asit gibi ürünler ya da kimyasal olarak 

sentezlenen BütillendirilmiĢ hidroksianisol E320, BütillendirilmiĢ hidroksitoluen 

E321, Etoksikuin E324 bileĢikleri kullanılmaktadır (Yen ve Lee, 1996). Bunların 

yanı sıra antioksidan katkı maddesi olarak gıda iĢleme proseslerinin yan ürünleri de 

denenmektedir. Buna rağmen bozulan çevre koĢulları ve giderek artan stok 

yoğunlukları yeni ve daha etkili antioksidan ihtiyacını ortaya çıkarmaktadır. Ayrıca 
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artan kimyasal kullanımının çevre üzerine olan baskısı ve oluĢan çevre bilinciyle 

özellikle katkı maddelerinin çevreyle dost olmasını zorunlu hale getirmektedir. Genel 

olarak balık yemlerinde kullanılabilecek, çok düĢük konsantrasyonlarda dahi etkili ve 

doğaya en az zararı veren, yeni kimyasal yapılara sahip ve olabildiğince az kimyasal 

değiĢime uğratılan, sitotoksitesi düĢük ve çeĢitli biyoaktivitelere sahip doğal 

ürünlerin eldesine yönelik araĢtırmaların yapılması oldukça önem kazanmıĢtır 

(Demain ve Zhang, 2005). Tüm bunlar besin değeri yüksek ve sınırlı bir kaynağa 

sahip olan balık yağının okside olmasını önleyecek yeni ve doğal bileĢiklerin eldesini 

zorunlu hale getirmiĢtir. Su ürünleri sektöründeki bu alanda yapılmıĢ çalıĢmalar 

incelendiğinde; balık yağı oksidasyonunu önlemek amaçlı bitkisel ve alg kaynaklı 

antioksidan maddeler veya özütlerin kullanıldığı görülmektedir (Hwang ve ark., 

2014; Kindleysides ve ark., 2012). Ancak balık yağındaki oksidasyonu önlemede 

denizel funguslardan özütlenen antioksidan aktiviteye sahip bileĢiklerin kullanımına 

yönelik çalıĢmaya rastlanmamıĢtır.  

Funguslarla yapılan üretimlerde bitkilerde olduğu gibi mevsimsel büyüme, hasat 

zamanı, çevresel koĢullara bağlılık ve benzeri faktörlere bağlı kalınması 

gerekmemektedir. Ayrıca, karasal bitki ve alg gibi üretimler için gerekli olan büyük 

alanlara da ihtiyaç duyulmamaktadır. Çünkü fungal suĢlardan antioksidan madde 

üretimi istenilen hacimlerde ve belirli koĢullarda ara verilmeden birbirini takip eden 

süreçlerde yapılabilmektedir. Bundan dolayı fungal suĢlardan yapılan üretim; alg ve 

bitkiye göre daha etkili ve sürdürülebilir potansiyele sahiptir. 

Biyoteknoloji sektöründe en çok üzerinde durulan alanlardan biri doğal ürün 

araĢtırmalarıdır (Querellou, 2010). Doğal ürün araĢtırmacıları da baĢta sağlık 

sorunları olmak üzere günümüzdeki pek çok sorunun çözümüne yönelik denizel 

organizmalardan elde edilen ürünleri araĢtırmaktadır. Çünkü denizler bünyesinde 

barındırdığı canlılara çeĢitli biyoaktivitelere sahip molekülleri sentezlemeleri için 

önemli fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ģartlar sunmaktadır. Bu durum canlılarda yeni 

bileĢiklerin sentezini desteklemektedir (Delong, 2007; Lozupone ve Knight, 2007). 

Bugüne kadar denizlerdeki mikrobiyal çeĢitliliğin yaklaĢık olarak %0.01 kadarını 

aydınlatabildiğimiz varsayılmakta (Simon ve Daniel, 2010) ve özellikle denizel 

mikrobiyal canlıların küçük doğal molekül üretim potansiyelleri sınırsız 

görünmektedir (Newman ve Cragg, 2007). Süngerlerle birlikte yaĢayan 

mikroorganizmalardan amino asit türevleri, nükleotit türevleri, porifirinler, 
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terpenoidler ve steroit türevleri gibi pek çok farklı aktiviteye sahip bileĢik elde 

edilmektedir (Piel ve ark., 2005). Bu mikroorganizmalarca üretilen bileĢikler gıdadan 

sağlığa çok farklı biyoteknolojik alanda kullanılmaktadır (Proksch ve ark., 2002; 

2003, Thakur ve Müller, 2004). Ġspanya‘nın Akdeniz kıyısı olan Moraira kıyılarından 

toplanan alglerden izole edilen Acremonium sp. fungal suĢundan izole edilen 7-

isopropenylbicyclo [4.2.0] octa-1,3,5-triene-2,5-diol molekülünün önemli 

antioksidan aktiviteye sahip olduğu bulunmuĢtur (Abdel-Lateff ve ark., 2002). 

Benzer Ģekilde Kore‘nin Gagu-do kıyılarından çıkarılan Choristida sınıfı süngerden 

izole edilen Acremonium strictum fungal suĢundan elde edilen acremostrictin 

molekülünün hem antimikrobiyal hem de antioksidan aktiviteye sahip olduğu rapor 

edilmiĢtir (Julianti ve ark., 2011).  

Yapılan bu çalıĢmada, doğal ürünlerin potansiyel üreticileri olan denizel 

funguslardan balık yağındaki oksidasyonu önleyecek ve sürdürülebilirliği 

destekleyecek antioksidan maddelerin eldesi hedeflenmiĢtir. Bu amaç doğrultusunda, 

Ege Denizi‘nin farklı lokasyonlarından toplanan süngerlerden çeĢitli yöntemlerle 

fungus suĢları izole edilmiĢ, antioksidan aktivitelerinin kalitatif ve kantitatif olarak 

taranmıĢ ve iyi antioksidan aktivite gösteren suĢların balık yağının oksidasyonunu 

önlemede kullanım potansiyeli belirlenmiĢtir. Ayrıca 16S rDNA analizi yapılarak 

seçilen izolatların türleri belirlenmiĢtir.  
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2. LĠTERATÜR BĠLDĠRĠġLERĠ 

2. 1 Denizel Süngerlerin Genel Özellikleri ve Biyolojisi 

Metazoa‘nın en ilkel grubunu oluĢturan ve 19. yüzyılın baĢlarında, bitki benzeri 

hayvanlar olan zoophyta grubunda incelenen süngerler 1858 yılında Linne tarafından 

Coelenterata grubu içinde incelenmiĢ ve bugünkü yerini alarak Porifera filumunda 

incelenmeye baĢlanmıĢtır. Süngerler Calcarea (5 order, 24 aile), Demospongiae (15 

order, 92 aile) ve Hexoctirellida (6 order, 20 aile) olmak üzere üç sınıfa 

ayrılmaktadırlar. Büyük bir bölümü denizlerde yaĢamaktadır. Bununla birlikte tatlı 

sularda yaĢayan türleri de mevcuttur. Denizlerde yaĢayan süngerler kumlu ve çakıllı 

alanlarda, kendilerini taĢ, kaya, resif, ve kabuklu canlılar üzerine sabitleyerek 

yaĢamaktadır. Çok değiĢken dıĢ görünüĢe sahip olan süngerler vazo, kadeh, tüpsü, 

kütlesel parmaksı, yapraksı, örtü Ģeklinde ve kabartılı Ģekillerde bulunabilirler 

(Hooper ve Van Soest, 2002). Sindirimleri tamamen hücre içinde gerçekleĢir.  

Büyüklükleri 1 mm‘den 1 m‘ye kadar değiĢiklik gösterebilir, beyaz, sarı, kavuniçi, 

kırmızı, yeĢil, siyah ve menekĢe gibi oldukça farklı renklere sahip olabilirler 

(Geldiay ve KocataĢ, 2012). 

2.2 Süngerlerde Beslenme, DavranıĢ ve Diğer Canlılarla ĠliĢkileri 

Süngerlerde bulunan kamçılı koanosit hücreleri sayesinde 0,1 μm–50 μm arasındaki 

tüm mikroskobik ve organik organizmalar suyla beraber vücut yüzeyindeki porlardan 

içeriye alınır ve suyun içindeki organizmalar filtre edildikten (ortalama 22 L gün
-1

) 

sonra oskulumdan dıĢarıya atılır. Ayrıca vücutlarında bulunan cyanobakterilerin 

yeterli ıĢık varlığında fotosentez yapması sonucunda ekstra besin de 

sağlayabilmektedirler. Süngerler hücre solunumu yapmaktadırlar. Spiküllü yapıları 

ve kötü kokuları nedeniyle diğer organizmalar tarafından besin olarak tercih 

edilmezler. Kas ve sinir sistemine sahip olmadıkları için davranıĢları kısıtlıdır.  

Kendilerini bir yere sabitleyerek, koloniler halinde ya da soliter Ģekilde yer 

değiĢtirmeden yaĢarlar. Bazıları ise diğer hayvanlar üzerinde epizoon (oxyrhnnchyn 

yengeçlerde ve paguruslar‘da) olarak bulundukları için bu hayvanın hareketi ile yer 

değiĢtirebilirler (Geldiay ve KocataĢ, 2012). Delikli yapılarından dolayı genellikle 

poliket ve crustacea türlerine ev sahipliği yaparlar. Ġyi bir konakçı olan süngerlerin 

kütlesinin %50-60‘ı mikroorganizmalardan oluĢmaktadır (Wang, 2006). Bu çeĢitlilik 
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besinsel ihtiyaçların karĢılanması gibi birçok yaĢamsal formları da içermektedir 

(Kennedy ve ark., 2009). Denizel omurgasız canlılar arasında en yüksek doğal ürün 

sayısı ve yeni biyoaktif metabolit potansiyeline sahip olan canlılardır (Thakur ve 

ark., 2004; Park ve ark., 2006). Yapılan moleküler çalıĢmalarla, süngerlerin 

Proteobacteria, Nitrospira, Cyanobacteria, Bacteriodetes, Actinobacteria, 

Chloroflexi, Planctomycetes, Acidobacteria, Poribacteria ve Verrucomicrobia 

cinslerine ait birçok bakteri türünü barındırdığı rapor edilmiĢtir (Thomas ve ark., 

2010). Ayrıca süngerlerle birlikte yaĢayan diğer mikroorganizmalar da funguslar ve 

alglerdir. Bu konakçı mikroorganizmalar besinsel ihtiyaçlarını süngerlerden 

karĢılarken, öte yandan süngerlerin iskeletlerinin sabit kalmasını, metabolik 

atıklarının sindirimini ve koruyucu metabolitlerin üretimini sağlayarak (Hentschel ve 

ark., 2002) simbiyotik bir iliĢki içerisinde bulunmaktadırlar.  

2.3 Denizel Funguslar ve Sekonder Metabolitler 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda, tıp ve  tarım alanında hastalıklara karĢı korumada 

doğadaki benzersiz karbon yapıları ile yol gösterici yapılar olarak denizel kaynaklı 

funguslardan elde edilen biyoaktif sekonder metabolitler ilgi çekmektedir. Yakın 

zamana kadar biyokimyagerler ve farmakologlar yoğun olarak karasal funguslarla 

ilgilenmiĢlerdir. Ancak biyolojik açıdan aktif sekonder metobolitlerin zengin kaynağı 

olarak anılan ve tanımlanan karasal funguslar birçok defa yeniden çalıĢıldığından 

ortaya çıkan ekonomik kayıplar göze çarpmaya baĢlamıĢtır. Bu sebeple 

araĢtırmacılar okyanuslar gibi çok az araĢtırılan habitatlara ve ekolojik niĢlere 

yönelmiĢlerdir. Okyanuslar yeryüzünün yaklaĢık dörtte üçünü kapsamaktadır. 

Bünyesinde; derin hidrotermal delikler, süngerler, algler ve mangrove ormanları gibi 

ekolojik niĢleri bulundurması sebebiyle belirli mikroorganizmaların izolasyonuna 

olanak veren farklı habitatlar sağlamaktadır. 

Farmakolojik olarak önemli aktif metabolitlerin kaynağı olarak dikkat çeken bu 

denizel organizmalar arasında bakteri, siyanobakteri, mikroalgler ve funguslar 

bulunmaktadır. Biyoaktif bileĢiklerce zengin yapıya sahip denizel funguslardan elde 

edilen sekonder metabolitlerin kimyasal çeĢitliliği ve biyoaktif doğal ürün 

kaynaklarının araĢtırılması yeni keĢifler için umut vaat etmektedir (Parvatkar ve ark., 

2009; Prachyawarakorn ve ark., 2008; Trisuwan ve ark., 2008). Denizel funguslar ile 

yapılan çalıĢmalarda farklı karbon yapılarına sahip ve çeĢitli bileĢikler içeren 
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330‘dan fazla yeni metabolit genel olarak 2002-2006 yılları arasında rapor edilmiĢtir 

(Kjer ve ark., 2010). Özellikle antibakteriyal ve antikanser aktivitesi daha önce rapor 

edilmeyen karasal fungus hatlarının (Hiort ve ark., 2004) süngerlerle iliĢkili denizel 

formlarından, potansiyel antibakteriyel ve antikanser aktiviteleri olan değiĢik 

metabolitler elde edilmiĢtir (Jensen, 2000). Bugni ve ark. (2003)‘nın yaptıkları bir 

çalıĢmada denizel kaynaklı fungusların izole edildikleri yerler incelenmiĢ ve yeni 

bileĢiklerin keĢfinde ilk sırayı %28‘lik oranla süngerlerle iliĢkili olanların aldığı 

görülmüĢtür. Süngerlerin kütlesinin %50-60‘ını mikroorganizmaların oluĢturması 

nedeniyle süngerler iyi birer konakçı olup, mikroorganizmalar ile olan iliĢkileri ürün 

çeĢitliliğini artırmaktadır (Wang, 2006). 

Denizel süngerlerle iliĢkili funguslardan elde edilen metabolitlerin birçok farklı 

alanda denemeleri yapılmıĢtır. Akdeniz‘den toplanan Ircinia fasciculata süngerinden 

izole edilen Penicillium chrysogenum suĢunun ürettiği sorbicillactone A lösemi 

hücrelerine karĢı umut vadedici aktivite göstermiĢtir (Bringmann ve ark., 2005). 

Abrell ve ark. (1996), Endonezya‘ya özgü sünger Spirastrella vagabunda’dan izole 

edilen ve henüz tanımlanmamıĢ bir fungustan Bacillus subtilis türüne karĢı 

tetrasikline göre daha hafif antibiyotik etki gösteren 14,15-Secocurvularin bileĢiğini 

elde etmiĢlerdir. 

 

ġekil 2.3.1. 2010 yılı ortalarına kadar denizel funguslardan izole edilen yeni 

bileĢiklerin fungal suĢların kaynağına göre dağılımı (Ebel ve Rateb, 2010). 
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Kore kıyılarındaki tanımlanmamıĢ Choristida süngerinden elde edilmiĢ olan 

Acremonium strictum fungusundan izole edilen yeni doğal ürün olan acremostrictinin 

orta derecede antioksidan aktivite ve düĢük antimikrobiyal aktivite gösterdiği rapor 

edilmiĢtir (Julianti ve ark. 2011). Süngerler ile iliĢkili Eurotium cristatum 

fungusunun ham ekstraktlarının in vitro olarak antikanser aktiviteleri incelenmiĢ 

olup, etil asetat ile özütlenen bu denizel fungusdan hücre büyümesini engelleyici 

etkili bir bileĢik (BileĢik 1) elde edilmiĢtir (Almeida ve ark, 2013). Ishikawa ve ark. 

(1996)‘nın yaptığı çalıĢmada; Penicillium herquei türü fungustan üretilen atrovenetin 

pigmentinin gıdalara sarı renk vermesinin yanında antioksidan özellik de 

göstermiĢtir. Böylece fungusların farklı alanlarda çözüm üretebilecek 

biyoaktivitelere sahip oldukları rapor edilmiĢtir.  

2.4 Balık Yağı Oksidasyonu ve Doğal Antioksidan Kullanımı 

Balık yağı, baĢta karaciğer ve deri olmak üzere balığın tamamından, kaynatma veya 

buharla piĢirme gibi fiziksel yöntemlerle ya da kimyasal yöntemlerle elde 

edilmektedir.  

Kaliteli bir balık yağı; homojen, tortusuz, akıcı kıvamda, berrak sarı renkli, balığa 

has kokusu olmalı ve tadı acı olmamalıdır. Yapısında demir, bakır, fosfor, kükürt 

gibi mineraller içermektedir. Balık yemlerindeki birincil enerji kaynağı olan balık 

yağının yağ asit değerleri avlama sezonundan, avlama alanından, iĢleme 

tekniklerinden, balık türünden ve suyun sıcaklığından etkilenerek çok geniĢ aralıkta 

değiĢim göstermektedir. Balık yağı doymamıĢ yağ asidi içeriği yüksek olduğundan, 

ısı, ıĢık ve bazı ağır metallerin katalitik etkisinin atmosferik oksijenle birleĢmesiyle 

kolayca oksitlenmekte ve bozulmaktadır (Çakmak, 2003). Oksidasyon sonucu oluĢan 

hidroperoksitler lizin ile tepkimeye girerek aminoasit kullanımını azaltmakta ve 

yağda çözünen vitaminlerin yararlanılabilirliğini düĢürmektedir (Korkut ve ark., 

2007). Oksitlenme sonucu bozulan yağların tadı acılaĢır, yemde renk, tat ve aroma 

bozukları meydana gelir. Günümüzde balık unu, balık yağı ve balık yemlerindeki 

oksidasyonu önlemek için antioksidan olarak karasal kaynaklı organizmalardan 

(bitkisel, mikrobiyal kaynaklı) elde edilen sitrinin, protokatechuic asit gibi veya 

kimyasal olarak sentezlenen (BütillendirilmiĢ hidroksianisol E320, BütillendirilmiĢ 

hidroksitoluen E321, Etoksikuin E324) bileĢikler kullanılmaktadır (Yen ve Lee, 
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1996). Bunun yanında gıda iĢleme proseslerinin yan ürünleri de antioksidan katkı 

maddesi olarak denenmiĢtir (Kalogerakis ve ark. 2013). 

Su ürünleri sektörüne yönelik olarak bu alanda yapılmıĢ çalıĢmalar incelendiğinde 

balık yağı oksidasyonunu önlemek amaçlı bitkisel ve alg kaynaklı antioksidan 

maddeler veya özütler kullanılmıĢtır (Hwang ve ark., 2014; Kindleysides ve ark., 

2012). Peumus boldus bitkisinden elde edilen Boldin‘in, balık yağının metal kaynaklı 

oksidasyonuna karĢı antioksidan etkisine bakılmıĢ ve tüm denemelerde Boldin‘in dl- 

α tocopherol ve sentetik antioksidanlara oranla iyi bir antioksidan etkisi olduğu 

bulunmuĢtur (Valenzuela ve ark., 1991). KurutulmuĢ yabani mercanköĢkünün 

uskumru yağının oksidasyonunu önlemedeki etkinliği araĢtırılmıĢ ve %1‗lik 

mercanköĢkü özütünün 200 ppm‘lik TBHQ ile aynı etkiyi gösterdiği rapor edilmiĢtir 

(Tsimidou ve ark., 1995). 

Farmakolojide kullanımı ile doğal ürünler sınıfında yer alan Phaeophyceae‘lerde 

bilinen phlorotannins (kahverengi alg polifenolleri) üzerine yapılan çalıĢmada; 

Sargassum kjellmanianum‘dan elde edilen phlorotannin‘in %0,02 BHT‘den 

(tertbutyl-4-hydroxytoluene) yaklaĢık 2,6 kat daha fazla antioksidan aktiviteyle balık 

yağı oksidasyonunu önlediği bildirilmiĢtir (Xiaojun ve ark., 1996). Ġran'da bulunan 

Rosa damascena türünün kimyasal kompozisyonu ve antioksidan aktivitesi çalıĢılmıĢ 

ve taze güllerden elde edilen hidro-alkolik ekstraktın serbest radikal temizleme 

kapasitesinin ve E vitamini ve bütillenmiĢ hidroksitoluene (BHT) karĢı da 

antioksidan aktivitesinin daha yüksek olduğu belirtilmiĢtir (Yassa ve ark., 2009). 

DPPH metodu ile bazı gül türlerinin (Rosa damascena, Rosa bourboniana ve Rosa 

brunonii) antioksidan ve fenolik bileĢikleri araĢtırılmıĢ ve sonuçlara göre R. brunonii 

en yüksek (%64) serbest radikal temizleme etkisi gösterirken R. bourbonia (%51) ve 

R. damascena (%43) istatistiki olarak daha az serbest radikal temizleme etkisi 

gösterdiği rapor edilmiĢtir (Kumar ve ark., 2009).  

Hamsi balığının (Engraulis encrasicolus) buzdolabında depolanması süresince 

kimyasal, fiziksel ve duyusal parametrelerinde meydana gelen değiĢimleri incelemek 

üzere karides (Aristaeomorpha foliacea) kabuklarından elde edilen ekstrakt 

kullanılmıĢ ve bu çalıĢma ile balıkların depolanması esnasında sentetik 

antioksidanların (BHT) yanı sıra kabuklulardan elde edilen doğal ekstrakt 

kullanımının da uygun olacağı belirlenmiĢtir (Küçükgülmez, 2011). Yeni Zelanda‘da 

alg ekstrelerinin balık yağı oksidasyonundaki antioksidan potansiyelleri incelenmiĢ 
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ve kahverengi alg ekstrelerinin kırmızı alg ekstrelerine göre daha iyi bir performans 

gösterdiği tespit edilmiĢ ve en iyi sonucu veren türün Ecklonia radiata kahverengi 

alginin olduğu bulunmuĢtur (Kindleysides ve ark., 2012). Patates kabuğunun farklı 

organik solventlerle hazırlanan ekstraktının ve sentetik antioksidan olan BHA‘nın 

gümüĢ sazan balığı yağındaki oksidatif stabilitesi incelenmiĢ, patates kabuğunun 

doğal antioksidan olarak gümüĢ sazan balığı yağında kullanılabileceği görülmüĢtür 

(Hassane Hamadou ve ark., 2013). Denizel materyallerden elde edilen deneysel balık 

yemlerinde farklı doğal antioksidanların etkileri araĢtırılmıĢ ve bu yemdeki en etkili 

antioksidanların askorbik asit ve biberiye ekstraktı olduğu bulunmuĢtur. Tocopherol 

karıĢımının eklenmesiyle askorbik asitin etkisi de arttırılmıĢtır (Hamre ve ark., 2010).   
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3.  MATERYAL ve METOT 

3.1 Denizel Süngerlerin Toplanması 

Endemik özelliği olan süngerler fungus çeĢitliliğini artırmak için Ege Denizi‘nin 

farklı bölgelerinden Ġzmir Katip Çelebi Üniversitesi Su Ürünleri Fakültesi dalıĢ ekibi 

tarafından yapılan scuba dalıĢlar ile 0-40 m derinlikten toplanmıĢtır. DalıĢ mevkileri 

Çakmaklı, Sığacık ve Kömür olarak gerçekleĢmiĢtir. Toplanan sünger örnekleri 

soğuk muhafaza Ģartlarında ve deniz suyu içerisinde laboratuvara getirilerek 

kullanım zamanına kadar +4ºC‘de stoklanmıĢtır.  

3.2 Süngerlerden Fungus Ġzolasyonu 

+4ºC sıcaklıktaki deniz suyu içerisinde muhafaza edilerek laboratuvara getirilen 

sünger örnekleri, örnek yüzeyine yapıĢmıĢ debrisinden arındırılmak üzere 3 defa 

steril deniz suyu ile yıkanmıĢtır. Örnekler yüzeylerinin steril hale gelmesi için 

%70‘lik etanol (EMPARTA ®ACS, Almanya) içerisinde 1-2 dakika bekletilmiĢ ve 

sonrasında steril su ile yıkanarak etanol ortamdan uzaklaĢtırılmıĢtır. Bu iĢlem ile 

bakteriler ve istenmeyen mikroorganizmalar sünger örneklerinin yüzeyinden 

ayrılmıĢtır. Bu iĢlemden sonra sünger örnekleri biyolojik kabin içerisinde 1x1 cm 

boyutlarında steril bıçak yardımıyla kesilerek, izolasyon için önceden hazırlanan ve 

antibiyotik içeren (nalidixic asit, nistatin; Sigma Aldrich, Almanya) malt ekstrakt 

agar (MEA; Merck, Almanya), patato dextrose agar  (PDA; Merck, Almanya) ve 

czapek dox agarlı (CDA; Merck, Almanya) petrilere yerleĢtirilmiĢtir. Ġzolasyon 

besiyerleri hazırlanırken granül besiyeri karıĢımlarından gerekli miktarlarda tartılıp, 

deniz suyunda çözündürülerek, pH ayarlaması yapıldıktan sonra 121°C‘de 15 dakika 

otoklavda sterilizasyon iĢlemine tutulmuĢtur. Ardından 20 mL olacak Ģekilde steril 

petri kutularına döküldükten sonra kullanılmıĢtır (Kjer ve ark., 2010). 

Ġçerisine sünger örnekleri konulan petriler etrafı parafilmle sarılarak yaklaĢık iki 

hafta boyunca oda koĢularında inkübasyon için bekletilmiĢtir. Ġnkübasyon süresi 

boyunca fungus üremeleri takip edilerek büyüme gösteren fungal izolatlar  taze 

besiyerlerine aktarılarak pasajlanmıĢtır. Bu aĢamada fungusların seçimi morfolojik 

farklılıklarına bakılarak yapılmıĢtır. Makroskobik olarak kontrol edilen fungusların 

yeni ortamlarındaki saflıkları mikroskobik olarak da kontrol edilmiĢtir. 
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Pasajlanarak saflaĢtırılan fungal suĢların kısa ve uzun süreli stoklama iĢlemlerinin 

yapılması amacıyla temel olarak yarı yatık MEA besiyeri bulunan deney tüpleri 

kullanılmıĢtır. Yarı yatık besiyeri içerisinde kısa süreli stoklama için, MEA bulunan 

tüpler otoklavlandıktan sonra 45° yan yatırılarak dondurulmuĢtur. Uzun süreli 

saklamada kullanılan yarı yatık besiyeri için ise; içerisinde MEA, Yeast extract ve 

gliserol bulunan tüpler otoklavlandıktan sonra 45° yan yatırılarak dondurulmuĢtur. 

3.3 Fungusların Fermantasyonu 

Fermantasyon iĢlemi; farklı substrat ortamları denenerek (buğday, PDB) metabolit 

üretiminde en iyi sonucu veren El-Neketi ve arkadaĢlarının (2013) uyguladıkları 

yönteme göre katı substrat olan pirinç ortamı üzerinde baĢlanmıĢtır (1 L‘lik erlenlere 

100 gr pirinç). Üretim için, petrideki besiyeri üzerinde büyüyen saf haldeki 

funguslardan steril koĢullarda bir parça alınıp hazırlanan pirinç ortamı üzerine 

eklenerek fermantasyon iĢlemi baĢlatılmıĢtır. 30 gün boyunca inkübe edildikten 

sonra özütleme aĢamasına geçilmiĢtir.  

3.4 Üretim Ortamlarının Özütlenmesi 

Katı hal fermantasyonundan sonra  erlenlere organik çözücü olarak etil asetat 

(EMPARTA ®ACS, Almanya) eklenerek 1 gece +4ºC‘de bekletilmiĢtir. Eklenen 

solventin her yere nüfuz etmesi için örnekler homojenizatörle parçalanmıĢ ve 

sonrasında 45-46 mm çapında kaba filtre kâğıdı kullanılarak balon joje içerisine 

süzülmüĢtür. 40ºC‘de evaporatörde kurutulan süzüntüden elde edilen özüt, 

gerektiğinde kullanılmak üzere +4ºC‘de muhafaza edilmiĢtir (Kasettrathat ve ark., 

2008).  

3.5 Biyoaktivite Taraması 

Antioksidan aktivite Murray ve ark. (2004) tarafından uygulanan yöntemler modifiye 

edilerek benzer Ģekilde hem kalitatif hem de kantitatif olarak incelenmiĢtir. 
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3.5.1 Kalitatif antioksidan aktivite ölçümü 

Kalitatif tarama ince tabaka kromatografi (ĠTK) plağı üzerinde yapılmıĢtır. Silika jel 

ince tabaka kromatografi plaklarının üzerine elde edilen özütlerden 5 µL konulup 

kurutulduktan sonra üzerine 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH; Sigma Aldrich, 

Almanya) solüsyonu damlatılmıĢtır. Karanlıkta 30 dakika bekletildikten sonra mor 

renkli DPPH spotlarının renginin sarıya dönmesi takip edilerek renk dönüĢünün 

gözlendiği özütlerin potansiyel olarak antioksidan aktiviteye sahip olduğu tespit 

edilmiĢtir. 

3.5.2 Kantitatif antioksidan aktivite ölçümü 

Daha önce Blois (1958) ve Amarowicz ve ark. (2000) tarafından yapılan 

çalıĢmalarda kullanılan yöntemler modifiye edilerek fungal ekstrelerin DPPH radikal 

temizleme kapasitesi tespit edilmiĢtir. Funguslardan elde edilen özütlerden 20-2000 

µg mL
-1

 (20, 40, 60, 80, 100, 500, 1000 ve 2000 µg mL
-1

) arasında değiĢen 

konsantrasyonlar oluĢturulmuĢtur. OluĢturulan konsantrasyonlar 1 mL %0.004‘lük 

DPPH solüsyonu ile tamamlanarak karanlıkta 30 dakika inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonunda absorbanslar 517 nm dalga boyunda ölçülmüĢ ve elde edilen 

absorbanslar BHT standardına karĢı yüzdelik olarak değerlendirilmiĢtir. Azalan 

absorbans, geriye kalan DPPH miktarını serbest radikal temizleme aktivitesi olarak 

vermiĢtir. Her bir konsantrasyon 3 tekrarlı olacak Ģekilde hazırlanmıĢ ve sonuçlar 

tekrarların ortalaması hesaplanarak verilmiĢtir. Hesaplama aĢağıdaki formüle göre 

yapılmıĢtır: 

%Radikal Temizleme Kapasitesi = [(KontrolABS – ÖrnekABS) / KontrolABS) x100 

ABS = Absorbans 

3.6 DNA Ġzolasyonu ve Fungus Türlerinin Tanımlanması  

En yüksek antioksidan aktiveye sahip olduğu belirlenen Cladosporium sp. (4.1.7), P. 

commune (4.4.2), P. restrictum (1.16.1a) fungal izolatlarının Fermantes GeneJet 

Genomic DNA isolation kiti kullanılarak DNA‘ları izole edilmiĢtir. Fungal DNA‘lar 

ITS1 ve ITS4 primeleri kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile çoğaltılıp, 

ITS1 primeri kullanılarak gen dizileri sekanslanmıĢtır (Kjer ve ark., 2010). Elde 
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edilen sekans verilerine göre diğerlerine göre daha iyi antioksidan üreticisi olarak 

belirlenen izolatların tür tanımlamaları biyoinformatik kullanılarak yapılmıĢtır.  

3.7 Balık Yağının Elde Edilmesi 

ÇalıĢmada çipura balıklarının (Sparus aurata) karaciğeri ve derisinden elde edilen 

balık yağı kullanılmıĢtır. Balıklardan alınan karaciğer ve deri parçalarının üzerine 

hekzan eklenip 10 dakika bekletilerek homojenizatörle parçalama iĢlemi yapılmıĢtır. 

KarıĢım 6000 rpm‘de 15 dakika boyunca santrifüj edildikten sonra elde edilen üst faz 

alınarak, yağın solventten ayrılması için evoparatörde 20°C‘de solvent uçurulma 

iĢlemi yapılmıĢtır. Elde edilen saf yağ, denemelerde taze olarak kullanılmak üzere 

+4
o
C‘de muhafaza edilmiĢtir (Kindleysides ve ark., 2012). 

3.8 Balık Yağı Oksidasyonunun Ölçümü 

Birinci denemede; antioksidan aktivite tarama sonucuna göre seçilen ekstreler ve 

sentetik antioksidan olan bütil hidroksitolüenin (BHT; Sigma Aldrich, Almanya) 

balık yağındaki deriĢimleri düĢük (%0,05 w/w) ve yüksek (%0,1 w/w) olmak üzere 

iki farklı konsantrasyonda hazırlanmıĢtır (Kindleysides ve ark., 2012). Hazırlanan 

karıĢımlar 20 dakika oda sıcaklığında karıĢtırıldıktan sonra her bir karıĢımdan 10‘ar 

mL alınıp kahverengi viallere konularak yüksek sıcaklıktaki (60
o
C) inkübasyon 

ortamına bırakılmıĢtır. Ġnkübasyona bırakılan örneklerden 0, 3 ve 7. günlerde örnek 

alınarak birincil ve ikincil oksidasyon ürünlerinin değerleri incelenmiĢtir. Ġkinci 

yüksek sıcaklık deneme grubunda fungal ekstreler tek konsantrasyon (%0,2 w/w) 

olarak ayarlanmıĢtır. KarıĢımlar birinci denemeye benzer Ģekilde vialler içinde 60
o
C 

sıcaklığa ayarlı etüvde inkübasyona bırakılmıĢ ve örneklemeler 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 

17 ve 19. günlerde yapılmıĢtır. Üçüncü denemede ise fungal ekstreler diğer 

denemelerden farklı olarak düĢük sıcaklıkta (25°C) stoklama için balık yağına 

yüksek (%0,1 w/w) ve düĢük (%0,05 w/w) olmak üzere iki farklı konsantrasyonda 

eklenmiĢtir. Örneklemeler 0, 13, 23, 37 ve 50. günlerde yapılmıĢtır. Tüm denemeler 

üç tekrarlı olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. Ferrik tiyosiyanat metodu (Ueda ve ark., 

1986) ile birincil oksidasyon ürünleri, AOCS-Method Cd-18-90 standart metodu ile 

ise ikincil oksidasyon ürünleri tespit edilmiĢtir.  
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3.8.1 Ferrik tiyosiyanat metodu 

Ferrik tiyosiyanat metodunda, oluĢan peroksitlerin (LOOH) Fe
+2

 iyonları Fe
+3

‘e 

yükseltgenir ve ortama eklenen tiyosiyanat ile oluĢan reaksiyon sonunda Fe
+3

 

amonyum tiyosiyanat ile pembe renkli ferrik tiyosiyanat kompleksini oluĢturur. 

Yöntem bu kompleksin spektrofotometrik olarak tayinine dayanmakta ve oluĢan 

kompleksin absorbansı lipid peroksitleri ile orantılıdır (Norveel Semb, 2012). 

Yöntemde; azottan geçirilerek havası alınmıĢ etanol (5 mL), 100 µL distile su, 200 

µL %4‘lük etanolik BHT solüsyonu, 200 µL Reagent solüsyonu karıĢtırılarak 

öncelikle kör oluĢturulmuĢtur. Reagent solüsyonunun eklenmesinin ardından 10 

dakika beklendikten sonra 500 nm dalga boyunda etanole karĢı absorbansı 

okunmuĢtur. 

Örnek ölçümünde ise; 100 µL distile su yerine, izo-hekzan ile çözdürülerek (20 mg 

mL⁻1
 konsantrasyonda) hazırlanan yağ örneğinden 100 µL konularak 500 nm‘de 

absorbansı okunmuĢtur.  

Elde edilen ölçümlerin değerlendirilmesinde 0,1 mg ml⁻¹
 Fe

+3
 standart çalıĢma 

solüsyonuna göre oluĢturulan standart grafik ve aĢağıda verilen eĢitlik kullanılmıĢtır. 

PV (meq O2 kg
-1

 )= (Aörnek-Akör)×V×S / 55,845×0,1×G×0,5 

EĢitlikte; 

Aörnek: Örneğin absorbans değeri 

Akör: Körün absorbans değeri 

V: Örneklenen yağı çözmek için kullanılan hekzan miktarı (mL) 

S: Standart grafiğin eğimi 

55,845: demir molar ağırlığı (g mol
-1

) 

G: Örnek alınan ve hekzan ile çözdürülen yağ miktarı (g)  

0,1: Hekzan ile hazırlanan yağ solüsyonundan alınan örnek miktarı (mL) 

0,5: Düzeltme faktörü 
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3.8.2 Fe
+3

 standart (kalibrasyon) eğrisi 

Standart grafik 0,1 mg mL
-1

 Fe
+3

 standart çalıĢma solüsyonuna göre oluĢturulmuĢtur. 

Grafik hazırlanırken azottan geçirilerek havası alınmıĢ etanol (5 mL), Çizelge 

3.8.2.1‘deki konsantrasyonlara göre hazırlanan 100 µL örnek, 200 µL %4‘lük 

etanolik BHT solüsyonu, Amonyum tiyosiyanat (Merck, Almanya) ve Fe
+2

 sülfat 

heptahidrat (Merck, Almanya) ile eĢit hacimlerde hazırlanan Reagent solüsyonundan 

200 µL eklenerek karıĢım oluĢturulmuĢtur. Ardından Reagent solüsyonu eklenip 10 

dakika beklendikten sonra etanole karĢı absorbans 500 nm dalga boyunda 

okunmuĢtur. Her bir dilüsyon üç tekrarlı olacak Ģekilde çalıĢılmıĢtır. Çizelge 3.8.2.1 

ve 3.8.2.2‘de kalibrasyon eğrisinin hazırlanmasında kullanılan Fe
+3

 dilüsyonları ve 

elde edilen absorbans değerleri verilmektedir. Fe
+3

 için kalibrasyon grafiği, Fe
+3

 

konsantrasyonuna karĢı ortalama absorbans değerlerinin grafiğe geçirilmesi ile elde 

edilmiĢtir (ġekil 3.2.7.2.1). 

Çizelge 3.8.2.1.  Kalibrasyon eğrisinin hazırlanmasında kullanılan Fe
+3

 

konsantrasyonları. 

µL Fe
+3

 0 25 50 75 100 

µL 0,2 M havası alınmıĢ 

HCl 

100 75 50 25 0 

m Fe
+3

 (µg) 0 2,5 5 7,5 10 

 

Çizelge 3.8.2.2. Kalibrasyon eğrisinin hazırlanması sonucu elde edilen absorbans 

değerleri. 

m Fe
+3

 (µg) Absorbans değerleri 

0 0,027 

2,5 0,132 

5 0,232 

7,5 0,332 

10 0,435 

ġekil 3.8.2.1‘de Fe
+3

 standart çalıĢma solüsyonuna karĢı absorbans eğrisi verilmiĢtir. 

AĢağıdaki denklemle ise Fe
+3

 standart çalıĢma solüsyonuna karĢı absorbans eğrisi 

hesaplanmıĢtır: 
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y = 24.573x- 0.6943 (R² = 0,9999) 

 

ġekil 3.8.2.1 Fe
+3

 kalibrasyon grafiği. 

 

3.8.3 AOCS-Method Cd-18-90 standart metodu 

Metot; oksitlenen yağdaki peroksitlerin ileri safhalardaki karbonil ile dekompoze 

olmuĢ ikincil türevi olan para-anisidini ölçmek için kullanılmıĢtır. Örnekler 

hazırlanırken öncelikle 0,1 g yağ tartılıp, 10 mL hacmindeki kahverengi viale 

konularak iso-octane ile 5 mL‘ye tamamlanmıĢ ve spektrofotometrede değeri iso 

octane‘a karĢı 350 nm‘de okunmuĢtur (Ab). Daha sonra ölçümü yapılan karıĢımın 

üzerine 1 mL para-anisidin çözeltisi (0,25 g 100 mL
-1

 glasiyel asetik asit; Sigma 

Aldrich, Almanya) eklenip 10 dakika bekletildikten sonra 350 nm‘de asetik asit ve 

iso-octane karıĢımına karĢı absorbansı tekrar okunmuĢ olup (As) aĢağıdaki formül ile 

karıĢımların para-anisidin değerleri belirlenmiĢtir.  

PA = 5 × 1.2 (As - Ab) / m 

PA: P-anisidine değeri 

As: P-anisidine çözeltisi ile reaksiyondan sonra yağ solüsyonunun absorbansı 

Ab: Yağ solüsyonunun absorbansı,   m: Kullanılan yağın kütlesi 

1,2: Asetik asitte çözdürülen 1 mL anisidin reaktifi ve örnek çözeltinin seyreltilmesi 

için gerekli düzeltme faktörü 

5: Yağ örneğini çözmek için gerekli iso-octane hacmi 

 



18 

 

3.9 Ġstatistiksel Analizler 

Hesaplanan değerlerin istatistiki analizlerinde SPSS (SPSS 16 for Windows) paket 

programı kullanılmıĢtır. Varyans eĢitliği testi (Levene) sonucunda grupların homojen 

olarak dağıldığı görülmüĢtür. Verilerin gruplar içi ve gruplar arası farklılıklara iki 

yönlü ANOVA testi (Duncan testi) uygulanmıĢ olup, SPSS altında %95 güven 

aralığında General Linear Model (Univariate) analizi yapılarak karĢılaĢtırılmıĢ ve 

istatistiki olarak değerlendirilmiĢtir. 
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4.  BULGULAR 

4.1 Süngerler  

Ġzmir Katip Çelebi Üniversitesi Balık Hastalıkları ve Biyoteknoloji Laboratuvarı‘nda 

yürütülen bu çalıĢmada 43 adet sünger  yılın farklı dönemlerinde scuba dalıĢları ile 

Kömür, Çakmaklı ve Sığacık lokasyonlarından toplanmıĢtır. Süngerler morfolojik 

özelliklerine göre incelenmiĢ ve en çok rastlanan türler olarak Spirastrella cunctatrix, 

Axinella verrucosa, Aplysina aerophoba, Cacospongia sp., Dysidea avara, Sycon 

raphanus, Axinella damircornis, Petrosia ficiformis, Agelas oroides, Chondrilla 

nucula, Haliclona sp. olarak tanımlanmıĢlardır (Çizelge 4.1.1). 

Çizelge 4.1.1. Projede kullanılan sünger örnekleri ve lokasyonları. 

 

 

 

Örnek Kodu Sünger Türü Alındığı Lokasyon 

1.1 Spirastrella cunctatrix Kömür istasyonu 

1.7 Axinella verrucosa Kömür istasyonu 

1.7 Axinella verrucosa Kömür istasyonu 

1.10 Aplysina aerophoba Kömür istasyonu 

1.16 Cacospongia sp. Kömür istasyonu 

1.17 Dysidea avara Kömür istasyonu 

4.1 Axinella verrucosa Sığacık istasyonu 

4.4 Petrosia ficiformis  Sığacık istasyonu 

4.15 Spirastrella cunctatrix Sığacık istasyonu 

4.14 Agelas oroides Sığacık istasyonu 

5.1 Chondrilla nucula Çakmaklı istasyonu 

5.4 Axinella verrucosa Çakmaklı istasyonu 

5.6 Axinella cannabina Çakmaklı istasyonu 

5.4 Axinella verrucosa Çakmaklı istasyonu 

5.7 Petrosia ficiformis Çakmaklı istasyonu 

5.7 Petrosia ficiformis Çakmaklı istasyonu 
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4.2 Ġnce Tabaka Kromatografi Sonuçları 

Süngerlerden fungal suĢların izolasyonundan sonra yapılan çalıĢmalarda, ilk olarak 

izolatların olası antioksidan aktiviteleri bölüm 3.5.1‘de anlatıldığı gibi kalitatif olarak 

taranmıĢtır. Denemeler sonucunda sırasıyla P. atrovenetum (1.1.2a), Axinella 

verrucosa süngerinden izole edilen 1.7.1 izolatı, Axinella verrucosa süngerinden 

izole edilen 1.7.3 izolatı, Aplysina aerophoba süngerinden izole edilen 1.10.1 izolatı, 

P. restrictum (1.16.1a), Dysidea avara süngerinden izole edilen 1.17.3 izolatı, 

Cladosporium sp. (4.1.7), P. commune (4.4.2) izolatları DPPH reaktifini mor renkten 

sarıya dönüĢtürme etkinliklerine göre seçilmiĢtir (ġekil 4.2.1 ve ġekil 4.2.2). Seçilen 

izolatların sekonder metabolit ürün profilleri ise Ġnce Tabaka Kromatografi yöntemi 

ile incelenmiĢtir (ġekil 4.2.3). Sonuç olarak seçilen suĢların zengin ürün profillerine 

sahip olduğu ve ilerleyen çalıĢmalarda yapılması planlanan çalıĢmalar için de önemli 

bir materyal oluĢturduğu belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.2.1. Seçilen izolatların kantitatif antioksidan aktivitelerinin taranması.  

A) DPPH eklenmeden önce B) DPPH eklendikten sonra 

 

 

 

 

A 

B 
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ġekil 1.2.2.  Antioksidan aktivite taraması sonunda seçilen suĢların antioksidan 

aktiviteleri.  

A) DPPH eklemeden önce B) DPPH ekledikten sonra 

 

 

 

ġekil 4.2.3. Seçilen izolatlardan elde edilen ham özütlerin ĠTK profilleri. 

A) 254 nm‘de B) 365 nm (Mobil faz: 90:10- Kloroform: Metanol) 
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4.3 Ġzole Edilen Fungal SuĢlar ve ÇalıĢılanTürler 

Çizelge 1.3.1. Potansiyel olarak antioksidan aktivite gösteren fungal suĢlar ve izole 

edildikleri süngerler. 

Örnek Kodu Sünger Türü Ġzole Edilen Fungus 

1.1 Spirastrella cunctatrix P. atrovenetum (1.1.2a) 

1.7 Axinella verrucosa 1.7.1 

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) 

5.1 Chondrilla nucula 5.1.2.c 

5.4 Axinella verrucosa 5.4.5.c 

5.6 Axinella cannabina 5.6.1.b 

5.4 Axinella verrucosa 5.4.5.b 

5.7 Petrosia ficiformis 5.7.6.a 

5.7 Petrosia ficiformis 5.7.6.c 

4.15 Spirastrella cunctatrix A. iizukae (4.15.3a) 

4.15 Spirastrella cunctatrix P. canescens (4.15.6a) 

4.4 DPPH Radikal Temizleme Kapasitesi 

BHT ile karĢılaĢtırılan farklı fungus ekstrelerinin antioksidan kapasite sonuçları 

DPPH analizi kullanılarak verilmiĢtir. 20-80 ug mL
-1

 arasında değiĢen baĢlangıç 

konsantrasyonlarında 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) özütlerinde BHT (%79) ile 

karĢılaĢtırıldığında daha yüksek antioksidan potansiyel görülmektedir (p<0,05). Daha 

yüksek konsantrasyonlara çıkıldıkça antioksidan aktivite potansiyeli BHT‘ye yakın 

olan fungal suĢların sayısı da artıĢ göstermiĢtir. Çizelge 4.4.1‘de BHT ile 

karĢılaĢtırmalı olarak farklı fungus ekstrelerinin antioksidan kapasite sonuçları 

verilmiĢtir. BHT ile karĢılaĢtırıldığında, DPPH radikal temizleme kapasitesi %60 ve 

altında bulunan düĢük konsantrasyonlardaki fungal izolatlar ise 

değerlendirilmemiĢtir. 
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Çizelge 4.4.1. ĠTK görüntülerine göre seçilen fungal suĢların DPPH radikal 

temizleme aktivitesi. 

%Radikal Temizleme Kapasitesi (%RTK) 

Fungus izolatı 
Konsantrasyonlar (ug mL⁻¹) 

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 73,2 89,9 95,1 95,2 

1.7.3. 69,4 83,5 91,2 94,8 96,6 94,5 91,1 84,1 

1.10.1. 94 95 95,9 96 95 93,8 91,6 85 

P. restrictum (1.16.1a) 94,6 95,8 96,5 96,4 96,5 95,5 93,6 90,4 

Cladosporium sp. (4.1.7) 92,8 95,6 96,4 96,6 96,8 91,2 88,1 83,6 

P. commune (4.4.2) 94,7 94,8 94,4 93,5 93,2 87 84,7 75,4 

BHT 79 87,2 91,01 92,3 93,4 93 92,4 90,9 

1.17.3. 53,5  

4.15.3a 52,2 

BHT ve diğer suĢlara göre daha düĢük antioksidan 

potansiyeli göstermiĢlerdir 

4.14.6a 49,2 

5.1.2.c 52,2 

5.4.5.c 50,8 

5.6.1.b 56,4 

5.4.5b 51,2 

5.7.6a 55,9 

5.7.6c 50,4 

  

 

 

ġekil 4.4.1. Sentetik antioksidan BHT‘nin farklı konsantrasyonlardaki DPPH radikal 

süpürme aktivitesi. 
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ġekil 4.4.2. Farklı konsantrasyonlardaki P. atrovenetum (1.1.2a) fungal suĢunun 

DPPH radikal süpürme aktivitesi. 

 

 

 

 

ġekil 4.4.3.  Farklı konsantrasyonlardaki P. commune (4.4.2) fungal suĢunun DPPH 

radikal süpürme aktivitesi. 
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ġekil 4.4.4. Farklı konsantrasyonlardaki Cladosporium sp. (4.1.7) fungal suĢunun 

DPPH radikal süpürme aktivitesi. 

 

 

 

ġekil 4.4.5. Farklı konsantrasyonlardaki P. restrictum (1.16.1a) fungal suĢunun 

DPPH radikal süpürme aktivitesi. 
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ġekil 4.4.6. Farklı konsantrasyonlardaki 1.10.1 fungal suĢunun DPPH radikal 

süpürme aktivitesi. 

 

 

 

ġekil 4.4.7. Farklı konsantrasyonlardaki 1.7.3 fungal suĢunun DPPH radikal süpürme 

aktivitesi. 
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ġekil 4.4.8. Farklı konsantrasyonlardaki 1.7.1 fungal suĢunun DPPH radikal süpürme 

aktivitesi. 

4.5 Peroksit Değerleri (PV)  

DPPH sonuçlarına göre seçilen dört adet fungal ekstrakt, BHT ve balık yağının 

(kontrol) 60ºC‘de 7 (Birinci Deneme) ve 19 (Ġkinci Deneme) günlük, 25ºC‘de ise 50 

günlük deneme sürelerince geliĢen birincil oksidasyon ürünleri Çizelge 4.5.1.1, 

Çizelge 4.5.2.1 ve Çizelge 4.5.3.1‘de gösterilmiĢtir.  

4.5.1 Birinci deneme 60°C’de 7 günlük depolama  

Çizelge 4.5.1.1‘de birinci denemede yüksek sıcaklık etkisi altında farklı 

konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilmiĢ balık yağlarının 7 günlük 

depolama süresince peroksit değerlerinde olan değiĢim verilmiĢtir. 
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Çizelge 4.5.1.1. Yüksek sıcaklıktaki (60ºC) balık yağlarının 7 günlük depolama 

süresince peroksit değerlerinde olan değiĢim (mEq O2 kg
-1

). 

 GÜNLER 

 0 3 7* 

Kontrol (Balık Yağı) 7,68 24,55 88,97(a) 

BHT (%0,05 w/w) 8,13 12,62 21,43(b) 

Cladosporium sp. (4.1.7) DüĢük Konsantrasyon (%0,05 

w/w) 
6,52 22,45 56,74(c) 

Cladosporium sp. (4.1.7) Yüksek Konsantrasyon (%0,1 

w/w) 
7,86 19,14 54,75(c) 

1.10.1 DüĢük Konsantrasyon (%0,05 w/w) 5,94 20,13 58,33(cd) 

1.10.1 Yüksek Konsantrasyon (%0,1w/w) 5,69 18,31 53,49(c) 

P. commune (4.4.2) DüĢük Konsantrasyon (%0,05 w/w) 6,03 18,99 65,33(d) 

P. commune (4.4.2) Yüksek Konsantrasyon (%0,1w/w) 5,89 17,92 51,69(ec) 

P. restrictum (1.16.1a) DüĢük Konsantrasyon (%0,05 w/w) 7,19 18,27 6573(d) 

P. restrictum (1.16.1a) Yüksek Konsantrasyon (%0,1w/w) 5,97 17,48 60,47(d) 

*Farklı harfler satırlar arasındaki farkların istatistiki olarak önemli olduğunu göstermektedir (p<0,05) 

60ºC sıcalıkta yapılan 1. denemedeki bütün gruplarda peroksit değerlerinin artıĢı 

BHT de dahil olmak üzere önemli bulunmuĢtur (p<0,05). Birinci denemede 60
o
C‘de 

7 gün tutulan örneklerde peroksit değeri yüksek bir artıĢla kontrol balık yağında 88,9 

mEq O2 kg
-1

‘a ulaĢırken, ekstreli örneklerde maksimum 65,7 mEq O2 kg
-1

 peroksit 

değerlerine ulaĢmaktadır. BHT eklenen yağ örneğinin ise 21,4 mEq O2 kg
-1

 peroksit 

değeri ile oksidasyon oluĢumunu kontrol ve ekstreli yağlara göre oldukça yavaĢlattığı 

tespit edilmiĢtir (p<0,05). 

Bu denemede; balık yağı ile karĢılaĢtırıldığında deneme sonuna kadar tüm ekstrelerin 

peroksit değerlerini azaltan bir antioksidan özellik gösterdiği belirlenmiĢtir (p<0,05). 

7 günün sonunda ekstre eklenen balık yağları peroksit oluĢumunu kısmen sınırlasa da 

BHT‘ye göre hepsi daha düĢük etki göstermiĢtir (p<0,05). Bu denemede, diğer 

fungal ekstrelere göre yüksek sıcaklıktaki balık yağında en iyi antioksidan özelliği 

gösteren %0.1‘lik konsatrasyondaki P. commune (4.4.2) fungal suĢudur. Bu suĢ ile 

Cladosporium sp. (4.1.7) ve 1.10.1 fungal suĢları arasında oluĢan fark istatistiki 

olarak önemsiz bulunurken (p>0,05), P. restrictum (1.16.1a) izolatıyla oluĢan fark 

istatistiki olarak önemli bulunmuĢtur (p<0,05). 

ġekil 4.5.1.1‘de yüksek sıcaklık etkisi altında farklı konsantrasyonlarda fungus 

ekstreleri ilave edilmiĢ balık yağlarının 7 günlük depolama süresince peroksit 

değerlerinde olan değiĢimin grafiği verilmiĢtir.  
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ġekil 2. (A): %0,05 w/w konsantrasyonda eklenen fungal esktreler, B): %0,1 w/w 

konsantrasyonda eklenen fungal ekstreler.   

 

4.5.2. Ġkinci deneme 60°C’de 19 günlük depolama  

Çizelge 4.5.2.1‘de ikinci denemede yüksek sıcaklık etkisi altında (60°C) %0,2 

konsantrasyonda fungus ekstreleri ilave edilmiĢ balık yağlarının 19 günlük depolama 

süresince peroksit değerlerinde olan değiĢim verilmiĢtir. 

Çizelge 4.5.2.1. Balık yağlarının yüksek sıcaklık etkisi altında (60°C)  ve 19 günlük 

depolama süresince oksidasyon düzeylerinde olan değiĢim (mEq O2 kg
-1

). 

Örnek Kodu 
GÜNLER 

0 5 12 17 19* 

Kontrol (Balık Yağı) 10,02 24,45 43,42 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) 

*Yağdaki fungal özüt konsantrasyonu = %0,2 (w/w),  

**Farklı harfler satırlar arasıdaki farkların istatistiki olarak önemli olduğunu göstermektedir (p<0,05) 

Yüksek sıcalıkta yapılan 2. denemede 19 günün sonunda BHT de dahil olmak üzere 

bütün gruplarda peroksit değerleri önemli derecede artıĢ göstermiĢtir (p<0,05). Bu 

deneme sonunda kontrol balık yağında peroksit değeri 74,6 mEq O2 kg
-1

 ulaĢmıĢtır. 
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38,2 mEq O2 kg
-1 

sayısı ile en fazla peroksit değeri fungal ekstre ilave edilen yağ 

örneklerinden  Cladosporium sp. (4.1.7) izolatında tespit edilmiĢtir (p<0,05). BHT 

eklenen yağ örneğinde ise ortalama peroksit değeri 15,6 mEq O2 kg
-1

 olarak tespit 

edilmiĢtir. Yüksek sıcaklıktaki bu denemede, diğer fungal ekstrelere göre balık 

yağında en iyi antioksidan özelliği %0,2‘lik konsatrasyondaki P. restrictum (1.16.1a) 

fungal suĢu gösterirken (p<0,05), 1.10.1 fungal izolatı ile arasındaki fark istatistiki 

olarak önemsiz bulunmuĢtur (p>0,05). 

ġekil 4.5.2.1‘de ikinci denemede yüksek sıcaklık (60°C) etkisi altında %0,2 oranında 

fungus ekstreleri ilave edilmiĢ olan balık yağlarının 19 günlük depolama süresince 

peroksit değerlerinde olan değiĢim görülmektedir.  

 

 

ġekil 3. 60°C‘de depolama sırasında peroksit değerlerindeki değiĢim grafiği.  

(Balık yağı + %0,2 w/w Fungal ekstre) 

 

Genel olarak ikinci deneme boyunca da tüm ekstreler balık yağı ile 

karĢılaĢtırıldıklarında ortalama %60 oranında peroksit oluĢumunu azaltıcı bir 

antioksidan özellik göstermiĢtir (p<0,05). 19 günün sonunda BHT kadar önleyici 

olmamakla beraber ekstrelerin balık yağında birincil oksidasyon ürünlerinden olan 

peroksit oluĢumunu kısmen engelledikleri gözlenmiĢtir (p<0,05).  

4.5.3 25°C’de 50 günlük depolama denemesi 

Farklı konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilen balık yağlarının 25
o
C‘deki 

depolanma süresi boyunca peroksit değerlerinde meydana gelen değiĢim Çizelge 

4.5.3.1 ve ġekil 4.5.3.1‘de gösterilmiĢtir. 25
o
C sıcaklıktaki depolama süresince 

kontrol balık yağındaki peroksit değerinin artıĢı  önemli bulunmuĢtur (p<0,05). 50 
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gün boyunca tutulan örneklerde peroksit sayısı yüksek (60
o
C) sıcaklığa göre daha 

yavaĢ seyreden bir artıĢ göstererek kontrol balık yağında 36,3 mEq O2 kg
-1

‘a 

ulaĢmıĢtır. Fungus ekstresi eklenen örneklerde bu değer maksimum 28,6 mEq O2 kg
-1

 

ulaĢırken, BHT eklenen örnekte ise 13,9 mEq O2 kg
-1

 peroksit değerine ulaĢmıĢtır. 

Çizelge 4.5.3.1. Farklı konsantrasyonlarda ekstre eklenen balık yağlarının 25
o
C‘de 

depolanması süresince gözlenen peroksit değerleri (mEq O2 kg
-1

). 

 
GÜNLER 

0 13 23 37 50** 

Kontrol (Balık Yağı) 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) 

Ġzolat 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, w/w 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, w/w 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) 

      

*Yağdaki düĢük özüt konsantrasyonu=%0,05 (w/w), yüksek özüt konsantrasyonu=%0,1 (w/w) 

**Farklı harfler satırlar arasıdaki farkların istatistiki olarak önemli olduğunu göstermektedir (p<0,05) 

25°C‘lik depolama sıcaklığındaki 50 günün sonunda tüm ekstreler kontrol balık 

yağına göre peroksit oluĢumunu yavaĢlatıcı antioksidan etki göstermiĢlerdir 

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

fungal suĢlarına ait ekstreler balık yağında birincil oksidasyon ürünlerinin 

oluĢumunda BHT‘ye göre daha az etkili bulunurken (p<0,05), %0,1 konsantrasyonda 

kullanılan 1.10.1 fungal suĢuna ait ekstrenin BHT ile benzer (p>0,05) etki gösterdiği 

belirlenmiĢtir. Genel olarak; düĢük konsatrasyonlardaki ekstre kullanımında daha 
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yüksek peroksit oluĢumu gözlenmiĢ olmakla beraber konsantrasyonlar arasında 

oluĢan farklar istatistiki olarak önemsiz bulunmuĢtur (p>0,05). 

 

ġekil 4.5.3.1.  (A): %0,05 w/w konsantrasyonda, (B): %0,1 w/w konsantrasyonda  

eklenen fungal ekstreler. 

4.6 P-Anisidin Değerleri (PaV)  

DPPH sonuçlarına göre seçilen dört adet fungal ekstrakt, BHT ve balık yağının 

(kontrol) 60ºC‘de 7 (Birinci Deneme) ve 19 (Ġkinci Deneme) günlük, 25ºC‘de ise 50 

günlük deneme süresince geliĢme gösteren ikincil oksidasyon ürünleri Çizelge 

4.6.1.1, Çizelge 4.6.2.1 ve Çizelge 4.6.3.1‘de gösterilmiĢtir. 60ºC sıcalıkta yapılan 1. 

ve 2. denemelerdeki bütün gruplarda BHT de dahil olmak üzere anisidin değerleri 

önemli bir artıĢ göstermiĢtir.  

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

Çizelge 4.6.1.1‘de ilk denemedeki yüksek sıcaklık (60°C) etkisi altında farklı 

konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilmiĢ balık yağlarının 7 günlük 

depolama süresince anisidin değerlerinde olan değiĢimler verilmiĢtir. Buna göre 

60
o
C‘de 7 gün tutulan örneklerde anisidin sayısı keskin bir artıĢla kontrol balık 

yağında 42,2 mEq O2 kg
-1

‘a ulaĢırken, ekstre eklenen örneklerde maksimum 9,4 mEq 

O2 kg
-1

 ve BHT için 3,8 mEq O2 kg
-1

 anisidin değerlerine ulaĢmıĢtır. DüĢük 

konsantrasyonda kullanılan ekstreler için ise 22,2 mEq O2 kg
-1

 ile 33,9 mEq O2 kg
-1

 

arasında değiĢen daha yüksek anisidin değerleri çıkmıĢtır. Birinci denemede, deneme 
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sonuna kadar tüm ekstreler kontrol balık yağına göre anisidin oluĢumunu azaltıcı bir 

antioksidan özellik göstermiĢtir (p<0,05). BHT‘ye en yakın antioksidan etkiyi P. 

restrictum (1.16.1a; %0,1 w/w) fungal ekstresinin eklendiği yağ örnekleri göstermiĢ 

ancak aralarında fark istatistiki olarak önemli bulunmuĢtur (p<0,05). Yüksek 

konsantrasyonlarda BHT‘ye en yakın anisidin değerlerini sırasıyla Cladosporium sp. 

(4.1.7) ve P. commune (4.4.2) fungal ekstreleri göstermiĢlerdir. 

ġekil 4.6.1.1‘de ise; ilk denemedeki yüksek sıcaklık etkisi altında farklı 

konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilmiĢ balık yağlarının 7 günlük 

depolama süresince anisidin değerlerinde olan değiĢimler gösterilmiĢtir. 

Çizelge 4.6.1.1. Balık yağlarının yüksek sıcaklık etkisi altında ve 7 günlük depolama 

süresince anisidin değerlerinde olan değiĢimler (mEq O2 kg
-1

).  

 GÜNLER 

Örnek Kodu 0 3 7** 

Kontrol (Balık Yağı) 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, w/w -0,27 7,61 27,39(c) 

%0,1, w/w -1,63 8,94 16,46(d) 

Ġzolat 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, w/w 0,57 7,21 33,92(e) 

%0,1, w/w -0,79 5,82 9,37(g) 

*Yağdaki düĢük özüt konsantrasyonu=%0,05 (w/w), yüksek özüt konsantrasyonu=%0,1 (w/w) 

**Farklı harfler satırlar arasıdaki farkların istatistiki olarak önemli olduğunu göstermektedir (p<0,05) 
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ġekil 4.6.1.1. (A) %0,05 w/w konsantrasyonda (B) %0,1 w/w konsantrasyonda  

eklenen fungal ekstreler. 

 

4.6.2 Ġkinci deneme 60°C’de 19 günlük depolama  

Çizelge 4.6.2.1‘de ikinci denemedeki yüksek sıcaklık etkisi altında %0,2 oranında 

fungal ekstre ilave edilmiĢ balık yağlarının 19 depolama süresince anisidin 

değerlerinde olan değiĢim verilmiĢtir. Bu denemede, anisidin değerleri kontrol balık 

yağında 19. günde 52,6 mEq O2 kg
-1

 ulaĢırken, BHT için 9,04 mEq O2 kg
-1

 ve 

ekstreler için maksimum 26,63 mEq O2 kg
-1

 değerine ulaĢmıĢtır.  

Çizelge 4.6.2.1. Fungus ekstreleri (%0,2) ilave edilmiĢ balık yağlarının yüksek 

sıcaklık etkisi altında ve 19 günlük depolama süresince anisidin değerlerinde olan 

değiĢim (mEq O2 kg
-1

). 

Örnek Kodu 
GÜNLER 

0 5 12 17 19** 

Kontrol (Balık Yağı) 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) 

Ġzolat 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(bd) 

*Yağdaki fungal özüt konsantrasyonu = %0,2 (w/w),  

**Farklı harfler satırlar arasındaki farkların istatistiki olarak önemli olduğunu göstermektedir (p<0,05) 
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19 günlük deneme sonunda tüm ekstreler kontrol balık yağında oluĢan anisidin 

değerinden daha az bir artıĢ göstermiĢtir (p<0,05). BHT‘ye en yakın anisidin 

oluĢumunu önleme etkisini P. restrictum (1.16.1a) fungal suĢu göstermiĢ ve 

aralarındaki farkta istatistiki olarak önemsiz bulunmuĢtur (p>0,05). P. commune 

(4.4.2) fungal suĢu ise bu fungusa en yakın etki gösteren suĢ olmuĢtur. 

ġekil 4.6.2.1‘de ikinci denemedeki yüksek sıcaklık etkisi altında %0,2 oranında 

fungus ekstreleri ilave edilmiĢ olan balık yağlarının 19 günlük depolama süresince 

anisidin değerlerinde olan değiĢimler gösterilmiĢtir. Denemenin 17. gününe kadar 

değiĢim gösteren değerlerin 17. günden 19. güne kadar çok değiĢim göstermediği ve 

hatta P. restrictum (1.16.1a) fungal suĢunda düĢüĢ gerçekleĢtiği görülmüĢtür. 

 

ġekil 4.6.2.1. 60°C‘de 19 günlük depolama süresince ikincil oksidasyon ürünlerinin 

değiĢim grafiği (Balık yağı + %0,2 w/w fungal ekstreler). 

 

4.6.3 25°C’de 50 günlük depolama denemesi 

Çizelge 4.6.3.1‘de 25
o
C sıcaklıktaki farklı konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave 

edilmiĢ balık yağlarının 50 günlük depolanması süresince anisidin seviyelerinde olan 

değiĢim verilmiĢtir.  
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Çizelge 4.6.3.1. Balık yağlarının 25ºC‘de 50 günlük depolanması süresince anisidin 

seviyelerinde olan değiĢim (mEq O2 kg
-1

). 

 GÜNLER  

Örnek Kodu 0 13 23 37 50** 

Kontrol (Balık Yağı) 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 2,61 1,51(b) 

Ġzolat 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, w/w -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) 

*Yağdaki düĢük özüt konsantrasyonu=%0,05 (w/w), yüksek özüt konsantrasyonu=%0,1 (w/w) 

**Farklı harfler satırlar arasıdaki farkların istatistiki olarak önemli olduğunu göstermektedir (p<0,05) 

 

25°C sıcaklıktaki 50 günlük depolama süresince anisidin değeri artıĢı kontrol balık 

yağında önemli bulunmuĢtur (p<0,05). 25
o
C‘de 50 gün boyunca tutulan örneklerde 

anisidin sayısı yavaĢ seyreden bir artıĢla kontrol balık yağında 6,8 mEq O2 kg
-1

‘a 

ulaĢırken, BHT için 2,65 mEq O2 kg
-1

 ve ekstreli örneklerde maksimum 2,04 mEq O2 

kg
-1

 anisidine değerine ulaĢmıĢtır. 50 günün sonunda tüm ekstrelerde kontrol balık 

yağında oluĢan anisidin seviyesinden daha az bir artıĢ görülmektedir (p<0,05). BHT 

ile istatistiki olarak benzer anisidin sonuçlarını Cladosporium sp. (4.1.7) ve P. 

commune (4.4.2) fungal suĢları verirken (p>0,05), 1.10.1 ve P. atrovenetum (1.1.2a) 

fungal suĢları BHT‘den daha kötü anisidin sonuçları vermiĢlerdir (p<0,05).  

ġekil 4.6.3.1‘de 25
o
C‘de farklı konsantrasyonlarda fungus ekstreleri ilave edilmiĢ 

balık yağlarının 50 günlük depolama süresince anisidin seviyelerinde olan değiĢimin 

grafiği verilmiĢtir. 
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ġekil 4.6.3.1. 25
o
C‘de 50 günlük depolama süresince p-anisidin değiĢimleri  

(A) %0,05 w/w konsantrasyonda, (B) %0,1 w/w konsantrasyonda eklenen fungal 

ekstreler. 
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5.  TARTIġMA 

Denizler henüz keĢfedilmemiĢ birçok canlıya ev sahipliği yapmaktadır. Bu canlıların 

ve metabolitlerinin tespiti ile insanoğlunun bazı sorunları çözülebilmektedir.  

AraĢtırılması gereken canlılardan biri de deniz süngerleri ile birlikte yaĢayan bakteri 

ve funguslardır. Bakteri ve fungus gibi farklı mikroorganizmalarla birlikte 

yaĢayabilmeleri ve biyoaktif metabolitler açısından zengin bir kaynak 

oluĢturmalarından dolayı süngerler ve bunların barındırdğı mikrobiyolojik canlılar 

üzerine yapılan çalıĢmaların sayısı son yıllarda artmıĢtır (Bultel-Ponce ve ark., 1999, 

Wang, 2006, Taylor ve ark., 2007). Süngerlerle birlikte yaĢayan fungusların etkili 

biyoaktif bileĢikler içermesi nedeni ile önemli bir kaynak olması bu çalıĢmanın 

yapılmasına öncülük etmiĢtir. 

Fungusların farklı metabolitlere sahip olması; bulunduğu yaĢamsal çevreden, diğer 

canlılarla olan etkileĢimlerinden ve yaĢamsal birlikteliklerinden etkilenmektedir. 

Farklı bölgelerden izole edilen benzer fungal suĢlar birbirinden çok farklı kimyasal 

ve biyolojik özelliklerde moleküller sentezleyebilmektedir (Imhoff, 2011). Bu 

sebeple bu çalıĢmada Ege Denizi‘nin farklı 3 lokasyonundan sünger örnekleri 

alınarak, hem fungus  hem de elde edilecek moleküllerin çeĢitliliği arttırılmıĢ oldu. 

Türkiye denizlerinde yapılan araĢtırmalar incelendiğinde, doğal ürün potansiyelleri 

açısından süngerlerden izole edilen bakterilerin değerlendirilebildiği görülmektedir 

(Aksoy ve ark., 2008; Özkaya ve ark., 2015). Funguslarla yapılan çalıĢmalar 

açısından ise büyük bir boĢluk bulunması nedeniyle yapılan bu çalıĢma oldukça 

önem taĢımaktadır. Ayrıca Ege Denizi‘nin uluslararası gemi ticaretine açık olması, 

son yıllardaki global ısınma, kirlilik seviyesinin artması ve Ege‘nin bir iç deniz 

oluĢundan kaynaklanan farklı stres koĢulları, denizel canlılar için baskı koĢulları 

oluĢturmaktadır (Androulidakis ve ark., 2015; Kalkan ve Altuğ, 2015; Küçüksezgin 

ve ark; 2014;  Koukousioura ve ark., 2011). Bundan dolayı yapılan bu çalıĢma ile 

denizlerimizde  büyük ekolojik çöküntü ve kayıplar oluĢmadan önce önemli bir adım 

atılması sağlanmıĢtır. 

Daha önce izole edilmemiĢ ya da izole edilmesi zor olan türlerin izolasyonunda; ön 

iĢlem uygulaması, farklı örnek alma teknikleri ve çeĢitli besiyeri kullanımı gibi 

metotlar kullanılmaktadır (Webster ve ark., 2001; Nithya ve Pandian, 2010; Osinga 

ve ark., 2001). Bu çalıĢmadaki izolasyon iĢlemleri Kjer ve ark. (2010)‘nın yaptığı 
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çalıĢma dikkate alınarak yürütülmüĢ ve ön iĢlemler uygulanarak süngerin dıĢ 

yüzeyindeki bakteriler ve istenmeyen mikroorganizmalar arındırılmıĢtır. Funguslara 

göre daha hızlı üreyerek fungal geliĢimi ve izolasyonu engelleyen bakteriler 3 farklı 

besiyerine (MEA, PDA ve CDA) eklenen antibiyotiklerle inhibe edilmiĢtir. Ġzolasyon 

çalıĢmasında elde edilen fungusların tekrar elde edilmesinin mümkün olduğunca 

azaltılabilmesi için üreme sürekli kontrol edilerek morfolojik olarak farklı olan 

izolatlar pasajlanmıĢtır. Ancak süngerlerin sahip oldukları mikrobiyal etki, bu 

yöntem ile tam olarak ortaya çıkarılamamaktadır. Çünkü aynı ortam içinde binlerce 

farklı organizmanın olduğu düĢünüldüğünde, hangi organizmanın ne tür Ģartlarda 

kendini gösterebileceği önceden tahmin edilememektedir. Bu sebeple, buna yönelik 

bir deney ortamı oluĢturmak da oldukça zordur. Bu uygulamanın zorlukları 

moleküler tekniklere dayalı yöntemlerin kullanımını giderek önemli hale getirmiĢtir. 

Çevresel örneklerden organizmalara ait genlerin izole edilmesi ve klonlanarak 

dizilenmesiyle, mikroorganizmaların yaĢadığı alandaki yaĢamlarını sürdürmeleri ve 

besin gereksinimlerinin belirlenmesi açısından önemli bilgiler elde edilmektedir. 

Böylece, genetik olarak varlığı belirlenen organizmalar için yeni izolasyon 

yöntemlerinin oluĢturulması sağlanabilir ve çevresel örneklerin barındırdığı 

mikrobiyal topluluğun yapısı ortaya çıkarılabilir (Osinga ve ark., 2001; Nithya ve 

Pandian, 2010;  Webster, ve ark., 2001;). Ancak geliĢtirilen bu yöntemlerin 

kullanılması hem zor ve pahalı olduğundan hem de uygulama süresinin uzun 

olmasından dolayı bu çalıĢmada öncelikli olarak kültüre dayalı klasik izolasyon 

yöntemleri seçilmiĢtir. Kültüre dayalı izolasyon yöntemlerindeki tüm çalıĢmalarda ön 

iĢlemler benzerlik göstermektedir. Fakat izolasyon amaçlı kullanılan besiyerleri 

çeĢitlilik göstermektedir. Çünkü çeĢitli fungus türlerinin farklı besin gereksinimleri 

olduğu bilinmektedir (Adejoye ve ark., 2006; Turner ve ark., 2008). Bu sebeple 

çalıĢmada üç farklı besiyeri (MEA, PDA ve CDA) kullanılmıĢ, böylece elde edilecek 

fungus türü ve sayısı artırmıĢtır. Yapılan çalıĢmalarda kültür ortamlarına yapılan 

karbon, yağ asitleri gibi ilavelerin ürün miktarları ve ürün profilleri üzerinde etkili 

olduğu ortaya konulmuĢtur (Kim ve ark., 2002; Hsieh ve ark., 2008; Silva ve ark., 

2004; Duan ve ark., 2006). ÇalıĢmada kullanılan besiyerlerinin farklı olması pH 

değerinin değiĢim göstermesine sebep olmuĢtur. Bu değiĢim ile fungusların hangi pH 

aralığında daha hızlı ürediğinin belirlenmesi çalıĢmayı olumlu yönde etkilemiĢtir. 

Çünkü kültür ortamlarının pH değeri kültürün geliĢimini, metabolit üretimini ve 

aktivitesini etkilemektedir (Chen ve Johns., 1993; Li ve ark., 2008). Fungus türleri 
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için geliĢimi etkileyen bir diğer önemli faktör ise çevresel sıcaklıktır. Çoğu fungus 

türü için sıcaklık aralığı 10-35
o
C olarak bildirilmiĢtir (Kerry, 1990). ÇalıĢmanın oda 

sıcaklığında gerçekleĢmesi nedeniyle üreme konusunda bir sorun yaĢanmamıĢtır. 

Fakat kısa ve uzun süreli stoklama amacıyla +4
o
C ve -20

o
C‘de inkübe edilen fungus 

örneklerinde üremenin durduğu gözlemlenmiĢtir. 

Doğal ürün eldesine yönelik yapılan çalıĢmalarda uzun yıllardan beri bitkilerden ve 

alglerden elde edilen özütlerin antioksidan özellikleri incelenmiĢtir. Alamgir ve ark., 

(2014) Bacopa monniera ve Coccinia grandis bitki yapraklarının ekstraktlarıyla 

askorbik asite (%96,8) karĢı yaptıkları DPPH ile antioksidan taramasında, 800 µg 

mL
-1

 konsantrasyonda sırasıyla %75,8 ve %86‘lık oranla düĢük aktivite gösterdiği 

bildirilmiĢtir. Kindleysides ve ark., (2012)‘nın Yeni Zelanda kıyılarında yaptıkları 

çalıĢmada, Ecklonia radiata ve Macrocystis pyrifera kahverengi alglerinin DPPH ile 

antioksidan aktivite taramasında %97,2 ve %92,3‘lük bir değerle BHT (%62,4)‘den 

daha yüksek aktiviteye sahip olduğu ve Champia sp. (%64)‘nin BHT‘ye benzer 

aktivite gösterdiği ortaya konulmuĢtur. Porphyra sp. ise %10 ile düĢük aktivite 

gösterdiği bildirilmiĢtir. Yaptığımız çalıĢmada fungusların da algler gibi yüksek 

antioksidan aktiviteye sahip olduğu bulunmuĢtur. Kumaran ve Joel Karunakaran 

(2006)‘nın DPPH ile yaptıkları antioksidan çalıĢmasında; Coleus aromaticus 

bitkisinin 500 µg mL
-1

 konsantrasyondaki sucul ekstraktlarının %91,3 değeriyle 200 

µg mL
-1

 konsantrasyonundaki BHT‘ye (%95,3) yakın aktiviteye sahip olduğu 

belirtilmiĢtir. Aynı konsantrasyondaki çalıĢmamızla karĢılaĢtırdığımızda P. 

atrovenetum (1.1.2a) %96,1; P. restrictum (1.16.1a) %95,5; Axinella verrucosa 

süngerinden elde edilen 1.7.3 izolatı %94,5; Aplysina aerophoba süngerinden elde 

edilen 1.10.1 izolatı ise %93,8 oranında antioksidan aktivite göstererek Coleus 

aromaticus bitkisinden daha iyi sonuçlar vermiĢtir. Cladosporium sp. (4.1.7) ise 

%91,2‘lik bir oranla yapılan çalıĢmaya benzer antioksidan aktivite göstermiĢtir. Jean-

Philippe (2002)‘nin yaptığı çalıĢmada; DPPH metodu ile Pleurotus cinsine ait 

yenilebilen bazı mantarların antioksidan özelliklerine bakılmıĢ ve sonuç olarak en 

yüksek aktivite %85,67 ile A. bisporus’un (198 µL mL
-1

) meyvesinde görülmüĢ, 

%71-75 aktiviteyle P. dryinus (198 µL mL
-1

)‘un onu takip ettiği bildirilmiĢtir. 

Yaptığımız çalıĢmaya baktığımızda ise çoğu fungus ekstraktımızın (P. restrictum; 

1.16.1a; %94,6), Cladosporium sp. (4.1.7; %92,8), P. commune (4.4.2; %94,7)  daha 

düĢük konsantrasyonda bile (20 ug mL
-1

) çok daha iyi antioksidan aktivite gösterdiği 
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görülmüĢtür. Bir baĢka araĢtırmada; E. jambolana bitkisinden izole edilen 21 fungal 

suĢtan Aspergillus sp. ve Chaetomium sp. etilasetat özütlerinin 1000 µg mL
-1

 

deriĢimde %80 oranında radikalleri parçalayabilme etkinliğinin olduğu rapor 

edilmiĢtir (Yadav ve ark., 2014). ÇalıĢmamızdaki fungus ekstraktlarının 1000 µg 

mL
-1

 deriĢimdeki antioksidan aktivitelerine bakıldığında, tüm ekstraktların %90‘ın 

üzerinde antioksidan aktivite gösterdiği, yapılan çalıĢmaya yakın olarak P. commune 

(4.4.2) fungusunun bile %84,7‘lik bir değerle daha yüksek antioksidan aktivite 

gösterdiği bulunmuĢtur. Elde edilen bu iyi sonuçlara rağmen denizel funguslarla 

yapılan çalıĢmalar incelendiğinde bitki ve alg çalıĢmalarına göre daha az sayıda 

kaldığı görülmektedir. Halbuki bitkilerden doğal antioksidan eldesinde birçok 

dezavantaj bulunmaktadır. BaĢta hasat mevsimi olmak üzere, yeterli miktarda özüt 

için çok geniĢ alanlara ve güneĢ ıĢığına ihtiyaç duyulmaktadır. Mikroorganizmaların 

üretimi ve metabolit eldesi ise kapalı ortamlarda suni koĢullar altında istenildiği 

zaman ve istenilen miktarda yapılabilmektedir. Bu sebeple dezavantaja sahip bitkiler 

yerine denizel funguslar kültür Ģartları ve ulaĢılması açısından daha uygundurlar. 

Ancak mikroorganizmalar için belirtilen aynı özellikteki biyoaktivite üretiminin her 

zaman gerçekleĢmeme ihtimali de önemli bir sınırlayıcı etken olabilmektedir (Lopes 

ve ark., 2013). Fakat günümüzde genetik modifikasyonlarla bu ihtimalleri de 

azaltmak ayrıca mümkündür (Piers ve ark., 1993).  

Antioksidan ürünlerin eldesi konusunda denizel kaynaklı makroorganizmalar 

değerlendirildiğinde Abdillah ve ark. (2013)‘nın yaptıkları çalıĢmada Pecaron 

Körfezi‘nden topladıkları süngerlerin etanol ile elde edilen özütlerinin antioksidan 

aktiviteleri taranmıĢ, tarama sonucunda IC50 değerlerinin Xestospongia sp. 277,75 µg 

mL
-1

, Fascaplysinopsis reticulata 71,89 µg mL
-1

, Acanthella sp. 56,94 µg mL
-1

, 

Callyspongia sp. 181 µg mL
-1

, Petrosia contignata 89,59 µg mL
-1

, Aaptos 

suberitoides 27,42 µg mL
-1

, Xestospongia exigua 89,17 µg mL
-1

, deriĢimlerinde 

Askorbik asit (0,67 µg mL
-1

) ile karĢılaĢtırıldığında radikal parçalama özelliklerinin 

olduğu belirtilmiĢtir. Yaptığımız bu çalıĢmada antioksidan aktivite açısından 

değerlendirilen fungusların ham özütlerinin yukarıda bahsedilen 

makroorganizmaların çoğundan daha iyi antioksidan özelliklere sahip oldukları ve 

ilerleyen aĢamalarda yapılacak antioksidan bileĢik izolasyonu için umut verici 

olduğu görülmektedir. Ayrıca funguslarla yapılacak üretimlerde hava koĢullarına ve 

çevresel Ģartlara bağımlılığın  az olması, büyük alanlara ihtiyaç duyulmaması, ucuz 
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kültür ortamlarında üretimlerinin yapılabilmesi ve kolaylıkla büyük ölçeklerde 

üretilebilmelerinin mümkün olmasından dolayı da bitki, alg ve süngerlere göre çok 

daha avantajlı olabilecek, önemli bir ekonomik potansiyeli elimizde tuttuğumuzun 

göstergesidir (Lopes ve ark., 2013). 

Denizel funguslardan elde edilen metabolitlerle ilgili çalıĢmaları incelediğimizde, 

Abdel-Monem ve ark. (2013) yaptıkları çalıĢmada; Hippospongia communis 

süngerinden elde edilen Gymnascella dankaliensis fungusunun etilasetat özütünün 

6000 µg mL
-1

 konsantrasyonda %59,28 oranında radikal parçalayabildiğini rapor 

etmiĢlerdir (6000 µg mL
-1

 askorbik asitte %73,12). Bu çalıĢma bizim çalıĢmamız ile 

karĢılaĢtırıldığında, daha yüksek konsantrasyonda daha düĢük antioksidan aktivite 

elde edilmiĢtir. Daha düĢük konsantrasyonla daha yüksek antioksidan aktivite 

sağlayan metabolitlere ihtiyaç olduğundan buldukları bu sonuç bizim çalıĢmamızdaki 

metabolitlerin değerini ortaya koymaktadır. Li ve ark. (2014) yaptıkları çalıĢmada 

alglerden izole edilen Aspergillus wenti EN-48 suĢundan saflaĢtırılan 8 metabolit için 

5,2–99,4 µg mL
-1

 aralığında (BHT, 36,9 µg mL
-1

) ve Zhang ve ark. (2015) kırmızı 

alg türü olan Grateloupia turuturu‘dan izole edilen Paecilomyces variotii EN-291 

kökenli 10 metabolit için 11,6 – 186,3 µg mL
-1

 aralığında (BHT, 117,7 µg mL
-1

)  

%50 radikal parçalayabilme etkinliğinin olduğunu bildirmiĢlerdir. Elde ettiğimiz 

antioksidan aktivite sonuçlarına göre; en düĢük konsantrasyon olan 20 µg mL
-1

‗de en 

az aktiviteyi Axinella verrucosa süngerinden elde edilen 1.7.1 izolatının 

göstermesine rağmen (%60,8), bu değerin de yapılan çalıĢmadan daha yüksek olduğu 

görülmektedir. Arora ve Chandra‘nın (2010) yaptığı çalıĢmada ise; Aspergillus PR78 

(%82,77) ve Aspergillus PR66 (%68,26) fungusları iyi aktivite göstermiĢtir. BHT‘ye 

karĢı DPPH ile yaptığımız antioksidan denemesinde elde ettiğimiz sonuclara göre 20 

µg mL
-1

 konsantrasyonda P. commune (4.4.2) örneği %94,7 değer ile yapılan 

çalıĢmalara oranla daha iyi antioksidan aktivite göstermiĢtir. Yapılan 

değerlendirmeler sonucunda özellikle denizel kökenli fungusların izole edildikleri 

ortam Ģartlarından dolayı antioksidan aktivelerinin daha yüksek olduğu 

belirlenmiĢtir.  

Su ürünleri sektörünün en önemli sorunlarından biri balık yemlerinin besinsel 

değerinin en önemli bileĢeni olan balık yağının oksitlenmesidir. Balık yağının 

oksidasyonunu önlemek amaçlı yapılan çalıĢmalar değerlendirildiğinde, alglerden ve 

bitkilerden elde edilen özütlerin veya saf moleküllerin denendiği görülmüĢtür 
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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 ürün 

profillerinin daha önce balık yağının oksidasyonuna yönelik yapılan bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır. Bu durum çalıĢma sonuçlarımızın baĢka çalıĢmalar ile 

karĢılaĢtırılmasını nispeten kısıtlamaktadır.  

Kindleysides ve ark., (2012) yaptıkları çalıĢmada; Hoki balığından (Macruronus 

novaezelandiae) elde edilen yağın  oksidasyonunu önlemede; Yeni Zelanda 

kıyılarında yetiĢen iki kahverengi alg türü (Ecklonia radiata, Macrocystis pyrifera) 

ve iki adet kırmızı alg türünün (Champia sp.ve Porphyra sp.) n-hekzan özütlerini 

kullanmıĢlardır. ÇalıĢmada %0,5 BHT ve ham özütlerle hazırlanan balık yağları 

60°C‘de 12 gün boyunca depolanmıĢtır. Ġki günde bir alınan ölçümlerde E. radiata 

özütünün balık yağının oksidasyonu önlemede daha etkili olduğu belirtilmiĢtir. Diğer 

bir çalıĢmada, Valenzuela ve ark. (1991) Peumus boldus bitkisinden elde ettikleri 

Boldin‘in (0,8 g kg
-1

) α-tekoferol, kuersitin (0,8 g kg
-1

) ve sentetik antioksidan olan 

BHT ve bütilhidroksianisole (0,8 g kg
-1

) göre balık yağının metal katalizli 

oksidasyonunu önlemede daha etklili olduğunu tespit etmiĢlerdir. Tsimidou ve ark., 

(1995) kurutulmuĢ yabani mercanköĢkü ile yaptıkları oksidasyonu önleme 

çalıĢmalarında % 1‘lik mercanköĢkü özütünün 200 ppm‘lik TBHQ ile aynı etkiyi 

gösterdiğini rapor etmiĢlerdir. Xiaojun ve ark. (1996)‘nın yaptıkları çalıĢmada ise; 

Sargassum kjellmanianum‘dan elde edilen phlorotannin‘in (kahverengi alg 

polifenolleri) %0,02 BHT‘den (tertbutyl-4-hidroksitoluen) yaklaĢık 2,6 kat daha 

fazla antioksidan aktiviteyle balık yağı oksidasyonunu önlediği bildirilmiĢlerdir. 

Wang ve arkadaĢlarının 2011 yılında yaptıkları çalıĢmada; 30°C‘de karnosik asit 

eklenen balık yağının oksidasyonuna baktıklarında 24. güne kadar tüm örneklerde 22 

mEq O2 kg
-1 

daha düĢük PV değerleri elde edilmiĢtir. Fakat 66 günün sonunda 

kontrol grubuna karĢılık (97,21 mEq O2 kg
-1

) PV değerlerinin 48,89 ve 86,35 mEq 

O2 kg
-1 

arasında değiĢtiğini gözlemlemiĢlerdir. Aynı çalıĢmanın 4°C‘deki 

depolanması süresinde ise 66. günün sonunda kontrol grubunda 58,466 mEq O2 kg
-1 

elde etmelerine karĢın örneklerde 40 mEq O2 kg
-1

‘den aĢağıda bir PV değeri elde 

etmiĢlerdir. Bizim yaptığımız çalıĢmada ise; 25ºC sıcalıkta yapılan 50 günlük 

deneme sonunda kontrol grubuna karĢı (36,33 mEq O2 kg
-1

) ekstre kullanılan bütün 

gruplarda peroksit değerleri 16,34-28,61 mEq O2 kg
-1

 arasında değiĢmiĢ ve balık yağı 

ile karĢılaĢtırıldığında deneme sonuna kadar tüm ekstreler peroksit değerlerini 
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azaltıcı bir antioksidan özellik göstermiĢtir (p<0,05). Ayrıca, çalıĢmada kullanılan 

fungal ekstraktların tamamının, karnosik asit eklenen balık yağının 4ºC‘deki (Wang 

ve ark., 2011) tespit edilen sonucuna göre daha etkili bir antioksidan özelliğe sahip 

oldukları anlaĢılmaktadır.  

Genel olarak yüksek konsantrasyonlara çıkıldıkça tüm ekstreler için birincil 

oksidasyon ürünü olarak peroksit oluĢumun daha da geciktirildiği gözlenmiĢtir. Elde 

edilen verilerin ham ekstrelerden gelmesi, denemeye alınan türlerin ürettikleri 

sekonder metabolit potansiyellerinin daha da yüksek olabileceğini göstermektedir. 

Çünkü ham ekstre içinde az miktarda bulunan etken antioksidan bileĢiğin tek baĢına 

kullanıldığında çok daha düĢük konsantrasyonlarda bile daha etkili sonuçlar vermesi 

muhtemeldir. Ancak bazı durumlarda fungal metabolitlerin fraksiyonlarının veya 

bileĢiklerinin ham ekstrede olduğu gibi aynı etkiyi göstermediği bilinmektedir 

(Bansemir ve ark., 2006). Özellikle 25
o
C sıcaklıktaki yüksek ve düĢük dozlardaki 50 

günlük depolama süresince kontrol balık yağında peroksit değerleri önemli derecede 

artarken 1.10.1 fungal suĢunun %0,1 konsantrasyonda BHT‘ye yakın inhibisyon 

özelliği göstermesi ve diğer fungusların her iki konsantrasyon sonuçlarının birbirine 

yakın olarak 60°C‘lik denemelerden daha iyi aktivite göstermeleri önemli 

bulunmuĢtur. Çünkü yüksek sıcaklığın (>40°) fungal metabolitlerdeki bileĢiklerin 

sıcaklıkla birlikte aktivitelerinin bozulabileceğini akla getirmektedir (Kjer ve ark., 

2010). Yüksek konsantrasyon kullanımı daha iyi inhibisyon etkisi sağlasa da, 

depolama sıcaklığının etkisi dikkate alınmalı ve gerekli durumlarda antioksidan 

potansiyelleri buna göre değerlendirilmelidir. Ayrıca, elde edilen fungal suĢlar uygun 

koĢullarda saklandığı taktirde, depolama süresini önemli ölçüde uzatabilecekleri 

denemeler sonunda gösterilmiĢtir. 

Ġkincil oksidasyon ürünlerine bakıldığında, Kindleysides ve ark., (2012)‘nın 

60°C‘deki Yeni Zelanda algleriyle (mg 100 g
-1

) yaptıkları 12 günlük çalıĢmada, 

birincil oksidasyon ürünlerinin değerleri azalmaya baĢladığında (8 ve 10. gün) ikincil 

oksidasyon ürünleri artmaya baĢlamıĢtır. Çünkü oluĢan birincil oksidasyon ürünleri 

zamanla oksitlenmeye devam ederek ikincil ürünleri oluĢturmaya baĢlamıĢlardır. 

Tüm örnekler baĢlangıçta 0,04‘ten 2,04‘e çıkan düĢük değerler göstermiĢtir. 4. günde 

örnekler arasında önemli değiĢiklikler olarak M. pyrifera ekstraktının kullanıldığı 

denemede pAV değeri 4. günde 10,88 çıkmıĢ ve depolama denemesinin sonuna 

kadar bu seviyelerde kalmıĢtır. 10. ve 12. gündeki pAV değerlerinde ise, kontrol hoki 
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balığı yağında 14,59‘dan 7,71‘e ve BHT örneklerinde de 17,71‘den 9,83‘e (OD 350 

nm g yağ
-1

) düĢüĢ görülmektedir. Çünkü oluĢan ikincil oksidasyon ürünleri kırılmaya 

baĢlamıĢtır. Bizim yaptığımız çalıĢmada ise; 60
o
C‘de 19 günlük olan 2. denemede 

kontrol balık yağında keskin bir artıĢ gözlenmiĢtir. 60
o
C‘de 17. güne kadar bütün 

örneklerde PaV değerlerinde hızlı bir artıĢ olurken, 17 ve 19. gün arasında 

oksidasyon hızında yavaĢlama olmuĢtur. Çünkü bu zamandan sonra oluĢan ikincil 

oksidasyon ürünleri parçalamanya baĢlamıĢ ve yüksek sıcaklık ürünlerin 

parçalanmasını hızlandırmıĢtır. 12. günün örnekleri karĢılaĢtırıldığında ise 

Kindleysides ve ark., (2012) alglerle bulduklarına yakın değerler bulunmuĢ olup 

izole edilen P. commune (4.4.2) suĢunun 5,86 mEq O2 kg
-1

 anisidin değeri ile çok 

daha iyi oksidasyon önleyici özellik gösterdiği belirlenmiĢtir. Ancak bu zamandan 

sonra ikincil oksidasyon ürünlerinde önemli bir artıĢ gözlenmiĢtir. Burada yüksek 

sıcaklığın fungal metabolitlerin yapılarını bozarak oksidasyonu önleme etkinliğinin 

azalmasına neden olduğu görülmüĢtür (Kjer ve ark., 2010). Ayrıca yüksek 

konsantrasyonlarda özüt kullanıldığında funguslar tarafından az miktarda üretilen 

aktif moleküllerin miktarı da arttığından, özütlerin içeriğinde bulunan moleküllerin 

birbiri arasındaki sinerjik etkiyi arttırması ve düĢük konsantrasyonlara göre yüksek 

aktivite göstermesi mümkündür (Bansemir ve ark., 2006). Denemelerden elde edilen 

veriler, belirlenen funguslardan ilerleyen zamanlarda yapılacak olan yeni 

çalıĢmalarla su ürünleri sektörünün kullanımına sunulabilecek baĢka ürünlerin 

eldesinin de mümkün olabileceğini göstermiĢtir.  
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6.  SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Bu çalıĢma ile Ege Denizi‘nin barındırdığı biyoçeĢitlilik ve su ürünleri alanındaki 

kullanım potansiyeli açıkça gösterilmiĢ ve önemli doğal ürün kaynakları olabilecek 

fungal suĢlar izole edilmiĢtir. Türkiye‘nin çevre denizlerinde de benzeri çalıĢmaların 

arttırılması ile yeni ürünlerin keĢfedilme olasılıkları artmıĢ olacaktır. 

Elde edilen veriler antioksidan özelliğe sahip yeni ve önemli doğal ürünlerin ülkemiz 

denizlerinden de sağlanabileceğini, bu alanda yatırımlar yapılması durumunda gıda 

ve hayvancılık sektöründe kullanılabilecek antioksidan katkı maddelerinin doğal 

kaynaklardan temin edilebileceğini göstermiĢtir. Bu çalıĢma mevcut sentetik 

antioksidanların yerine alternatif olarak etkili doğal antioksidanların sunulabileceği 

ortaya konulmuĢtur. Yüksek konsantrasyonlarda alınan iyi sonuçlar ham özütler ile 

çalıĢıldığı için kullanılan madde miktarı açısından büyük sorun olarak 

görülmemektedir. Molekül izolasyonlarının yapılmasıyla birlikte etken molekülün 

bulunması ve tek antioksidan bileĢik olarak kullanılması mümkün olabilir. Ancak 

metabolitlerin etkileĢimi böyle bir molekül varlığını Ģuan için garanti etmemektedir. 

Ayrıca ilerleyen çalıĢmalarda kullanılan ekstreler ile ilgili toksikasyon çalıĢmalarının 

yapılabilmesiyle canlılar üzerindeki etkileri de ortaya konulabilecektir. 

Bu çalıĢma ile P. restrictum (1.16.1a), Cladosporium sp. (4.1.7) ve P. commune 

(4.4.2) gibi fungal suĢların su ürünleri sektörünün önemli bir sorunu olan balık 

yağının bozulmasını önlemedeki etkinliğinin belirlenmesiyle akuakültür sektörünün 

sürdürülebilir geliĢimine önemli ölçüde katkı sunulmuĢtur.   
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Projeler ve Yapılan ÇalıĢmalar 

 

 Denizel Metabolitlerin Antioksidan Potansiyellerinin AraĢtırılması- Bursiyer 

(TÜBĠTAK) 

 Denizel süngerlerin toplanması, 

 Farklı besi ortamları kullanılarak fungus izolasyonlarının yapılması, 

 Ġzole edilen fungusların katı ortamda üretim çalıĢmaları, 

 Fermantasyon ortamlarının özütlenmesi ve elde edilecek özütlerin ileri 

aĢamalar için sınıflandırılması, 

 Antioksidan aktivite tarama çalıĢmaları, 

 Balık yağı oksidasyonunun ölçümü, 

 Seçilen fungusların filogenetik ağaçlarının çıkarılması, 

 

 Laboratuvarda yapılan diğer çalıĢmalar; 

 Bakteri gram boyama, 

 Kan boyama, 

 Laboratuvar bünyesinde yapılan çalıĢmalarda kullanılan balık patojeni 

bakteri, denizel fungus ve aktinomisetlere uygun besiyerlerinin 

hazırlanması, 

 Bu mikroorganizmaların uygun besiyerlerine inokulasyonu ve 

üremesinin kontrol edilmesi, 

 Laboratuvar bünyesinde çalıĢılan balık patojeni bakteri, denizel 

fungus ve aktinomisetlerin ZYMO Research Ġzolasyon kiti 

kullanılarak DNA izolasyonunun yapılması, agaroz jel ile elektroforez 

yöntemiyle bakılması, elde edilen bu DNA‘ya uygun primerler 

kullanılarak uygun protokolde PCR ile DNA amplifikasyonunun 

gerçekleĢtirilmesi ve saflaĢtırma kiti kullanılarak DNA saflaĢtırma 

iĢleminin gerçekleĢtirilip -20°C‘de saklanması, 

 Otoklav, evaporatör, saf su cihazı, spektrofotometre, hassas terazi, 

homojenizatör, biyolojik emniyet kabini, hot plate, vorteks kullanımı, 

temizlik ve kontrollerinin yapılması. 
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