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Mikroalg grubundan olan Nannochloropsis tiirleri akuatik gevre igin Gnemili
fotosentetik organizmalar olup ayni zamanda karbonhidrat, vitamin, protein ve enzim
gibi antimikrobial ve antiviral ajan olarak da kullanilan bir¢ok bioaktif bilesenin
kaynagidirlar. Nannochloropsis tiirleri gida, kozmatik, eczacilik, su triinleri
yetistiriciligi gibi sektdrlerde direk olarak kullanildig1 gibi biogaz ve ilag terapisi gibi
biyoteknolojik yaklagimlar iginde kullanilmaya baglanmigtir.

Su Uriinleri Yetistiriciliginde, 240 bin ton ile Avrupa’da ikinci olan Tiirkiye’de,
balik hastaliklarinin etkili kontrolii i¢in ¢evreye duyarli ve antibiyotiklere alternatif
kematorapik ajanlarin kullanimi bu sektdrdeki ekonomik kayiplarin azaltilmasi igin
sarttir.

Bizim ¢alismamizda, Nannochlopsis tiirlerininden elde edilen extraktlarinin
Gokkusagr Alabalifinda hastalia neden olan Aeromonas tiirlerine kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri ¢alisilmistir. Bunun ig¢in agar-disk diflizyon yontemi kullanilmugtir.
Aeromonas tiirlerinde pozitif inhibisyon zonlar gézlenmis ve 11,4-14,6 mm civarinda
zon ¢aplan Olciilmiistiir. Bu sonug bize denenen Namnochloropsis tiirlerinde balik
hastalik patojeni organizmalara karg1 antimikrobiyal etkisinin mevcut oldugunu
dogrulamistir. Bu bulgular 15181nda gelecekte su iiriinleri sektériinde Nannochloropsis
ekstraktlar kullanilarak hastalik 6nleme galismalari ve besleme denemelerinin yapilmali
ve alternatif ajan olarak kullanilmalhdir.
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Microalgae Nannochlopsis sp., which are important photosynthetic organisms of
aquatic ecosystems, are the primary sources of many bioactive compounds such as
proteins, carbohydrates, lipids, vitamins and enzymes that can be used as antimicrobial
and antiviral agents. These organisms are nowadays used directly in the food, cosmetic
and pharmaceutical industry, or in aquaculture sector and biotechnological approach
like biofuel or drug therapy. Finding the effective, environmental friendly chemotropic
agents to control fish pathogens are crucial in a country like Turkey which has
production capacity of about 240 thousand tons of cultured fish which is the second
biggest producer in Europe.

In our study, we tested the antimicrobial activity of Nannochloropsis sp. against
some fish pathogens deromonas sp. that are major pathogens for rainbow trout farms.
Agar disk diffusion test method was used for studying antimicrobial activity on
pathogens. Aeromonas spp. have shown antimicrobial activity positively as the
inhibition zones were 11,4-14,6 mm respectively. According to our primary results, we
could use this organisms to control of fish disases as alternative reagents to antibiotics.

KEYWORDS: Antimicrobial test, Fish diseases, Nannochloropsis

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. I. Tiilay CAGATAY
Assoc. Prof. Dr. Sirma CAPAR DINCER

Asst. Prof. Dr. Mehmet OZBAS

ii



ONSOZ

Yiiksek lisans siiresince kiymetli bilgileri ile ve tez ¢alismam boyunca, birikim
ve tecrilbeleri ile bana yol gésteren ve destek olan degerli danigman hocam saym Dog.
Dr. I. Tilay CAGATAY a sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Tez galismam esnasinda kullanmig oldugum alg suslarin temininde yardime:
olduklari i¢in Dr. Ogr. U. Mehmet OZBAS’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans bursu veren Yurtdis: Tiirkler ve Akraba Topluluklar Bagkanligina
egitim imkanlarini sagladigindan dolay: tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu ¢aligmaya destekte bulunan Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi‘ne tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim boyunca yardimini hi¢ esirgemeyen degerli arkadaslarim Hasan
Emre YLMAZ’a ve Kerem GOKDAG’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Beni son yillarda gurbette yalniz birakmayan ve yanimda duran Ozaz HAFIZ
arkadasima tegekkiir ederim.

Sadece ¢aligmalarim siiresinde degil, hayatim da her zaman maddi ve manevi
destekleri ile benim yanimda olan sevgili babamin (ruhuna), anneme, kardeslerime
Ngla, Nahla, Eman ve Mohamed Khair ve tiim arkadaslarima tesekkiir ederim.

iii



ICINDEKILER

OZET ..o oiiiriviemcssesinsssssisssssoss st essssesssesessssas st ssses s ess s es s sssanssssssssanan i
ABSTRACT .ottt ae s se st st s s s s e n e s b e ene s ennene ii
ONSOZ ..ottt s st bbb st ee e iii
OZGECGMIS ..ottt sss s s e es e se s es s s s e v
AKADEMIK BEYAN ...oooiueiiieitiricteca et stessesses s es b e ses st sns s e easanesesasannane vi
SIMGELER VE KISALTMALAR ........cocoverrierertnsenssesssisstessesssssesasssssnsssssssesesensensenne vii
SEKILLER DIZINI...ooeiiieiieeeeeerce et sees s sesa st ssse et s esseees viii
CIZELGELER DIZINI ..ottt ssssas s sae s ses s seeseneae ix
LGIRIS oottt ettt sttt sttt st se e eeneeae st ena s asseessemsenes 1
2. KAYNAK TARAMASI .ottt ettt see e en et st et s ae e srn s e snesnes 3
2.1. Turkiye’deki Alabalik YetigtitiCilii.....cocorvririvriererrrreserenreniesieseeneereneereeceseennes 3
2.2. Gokkusagi Alabaligi’nin (Oncrhynchus mykiss) Biyolojisi.....coeeveeeeveveeenneeennne. 4
2.2.1. Gokkusagi alabalifi’nin (Oncorhynchus mykiss) sistematigi..........cceevervenne.. 5
2.2.2. Gokkusagi alabaligi’nin (Oncorhynchus mykiss) morfolojisi ve
yetigtiriCilik GZEIHKICTI vu.uvriueiereieci et e 5
2.2.3. Alabaliklarda karsilagilan hastaliklar..........cccoceeemrerinniecienrecieeeeeeeeceeeeeeeenns 6
2.2.4. Gokkusag1 alabaliginda goriilen bazi 6nemli bakteriyel hastaliklar-................ 6
2.3. Mikroalglerin Genel OZellKIETi ......oovvevueruruieerieerereeeeeieeec s asee e seseeeas 7
2.3.1. Nannochloropsis sp.’in sistematikteki yeri.....ccococorevirvinvienininenreneeceeieeenins 8
2.3.2. Nannochloropsis sp.”in genel 6zelliKIeri ......cccoovvvvriverceeciecienienreiecee e 8
2.3.3. Nannochloropsis sp. YEUSUIICIIZ .ccoevvvrevvrennreneirniiiiienreee e ereeseenes 11
2.3.4. Nannochloropsis sp.’in antimikrobiyal aktivitesi.........ccceeevvveeniisnreeeneennen. 12
3. MATERYAL VE METOT ..ottt seeststsnt e ae s essssesneens 13
FL MALETYAL ..ottt 13
3.1.1. Nannochloropsis sp. 6rneklerinin temini........ccccecevrvevcvnvenrenrnnnnesneseesenssennns 13
3.1.2. Mikroorganizmalarin teImini ......evveereerreerenienressenesiereeseesieesseesreseessessnsssnersesns 13
3.1.3. Caligsmada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar ...........ccccoeecemvreeneneerrennnen. 13
3.1.3.1. Walne BeSiyeri .....ccccveemiiriniiiiciiicicciete e cse st e 13
B2  MELOL oottt et sttt e e ne e aenra e b s 15
3.2.1. Nannochloropsis sp.”in UretiImesi ........cccccceveerenenerricenieniencennieserreressessensenns 15
3.2.2. Test edilecek mikroorganizmalarin tiretilmesi ve saklanmasi........................ 16

iv



3.2.3. Nannochloropsis sp.’in ekstraktlarinin hazirlanmasi ve disklere

UYSUIANMAST 1.ttt sttt es e nan e s aenesesssesssesssasnsans 16
4. BULGULAR ...ttt st sessnsse e st e e s ssaebenen 19
4.1. Kontrol Coziiciilerinin Antimikrobiyal Bulgulari .......c.ccueeeueeeeeeeieeiereceerennn, 22
4.2. Nannochloropsis Ekstraktlarmin Antimikrobiyal Bulgulari .........cccccveveveennennnen. 24
S.TARTISMA Lottt ettt ettt s e st s b bt bbb emneanens 27
6. SONUGLAR ..ottt sseeesasseesse s e st ae e se e s ass e s benbs s bensanie 31
T.KAYNAKLAR ..ooiiretetctncrctssesessestsseststst st ss s s e senesnenenn s sanenseses 32
OZGECMIS



AKADEMIK BEYAN

Yiksek Lisans Tezi olarak sundufum “Nannochloropsis sp.’in bazi balik
patojenlerine kars1 antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi” adli bu ¢alismanin, akademik
kurallar ve etik degerlere uygun yazldigm belirtir. Bu tez ¢aligmasinda bana ait
olmayan tiim bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

kg : Kilogram

mg : Milligram

g :Gram

°C : Derece santigrat
L : Litre

pm  : Mikrometre
mm : Milimetre

ne : Mikrolitre

rpm  : Dakikadaki dénme hizi
ha : Hektar
Kisaltmalar

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

TSA

TSB

Dk

: Tripton Soy Agar
: Tripton Soy Broth

: Dakika

PUFA : Coklu Doymamig Yag Asitleri

DHA

EPA

: Dokosaheksaenoik Asit

: Eikosapentaenoik asit
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1.GIRiS

Hizla artis gosteren diinya niifusunun hayvansal protein ihtiyacinin
kargilanabilmesi amaciyla diinyada su iiriinleri yetistiriciligi énemli bir gida iiretim
sektorli haline gelmektedir. Bu sektdr, FAO verilerine gére diinya da en gelismis
sektdrlerden biri olup, yetistiricilik yolu ile elde edilen su riinleri iiretimi, toplam su
lirlinlerinin yaklasik %30’unu olusturmaktadir (Davenport vd. 2003).

Diinyada ve Tiirkiye’de yiiksek protein kalitesine sahip olan, yetistiriciligi en
¢ok tercih edilen kiiltiir baliklardan biri gokkusag: alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’dir.
I¢ sularda 103.705 tona varan alabalik {iretimi ile 2017°da Avrupa da &n siralarda yer
alan Tiirkiye’nin (TUIK) ekonomisi agisindan bu baliklarm iiretimi yiiksek verimlikle
yapilmali ve pazarlama kriterlerini karsilamalidir. Bunun igin hastaliklarin 6nlenmesi,
su ve yem Kkalitesi gibi yetistiriciligi etkileyen parametrelerin uygun olmasi
gerekmektedir. Tirkiye’deki su iiriinleri iiretiminin toplamdaki degerinin %53’tinii
gbkkusag: alabalig1 olusturmaktadir (TUIK 2018).

Balik hastaliklari, su iiriinleri {iretimini azaltan en 6nemli risk faktdrlerden biri
olarak kabul edilmektedir. Alabaliklarda en sik goriilen bakteriyel hastaliklardan biri,
Aeromonas tiirlerinin neden oldugu hastaliklardir. Alabalikta ekonomik kayiplara neden
olan ve en g¢ok karsilagilan bakteriyal hastaliklar, deromonas salmonicida’nin neden
oldugu furunkulosis, Aeromonas hydrophila’nin neden oldugu hemorajik septisemi
enfeksiyonlaridir (Austin ve Austin 2012). Su iiriinlerinden elde edilen {iriinlerin ve su
kaynaklarimmn siirdiiriilebilirligi agisindan gevreye duyarli, maliyeti diisiik ve patojenler
lizerinde gliglii 6nleyici bir etkiye sahip olan bir kemoterapi ajanina ihtiyag vardir.

Algler, besin zincirinin temelini olustururlar. Bundan dolay: tiim canlilar i¢in
Oonemli bir besin kaynagi olup ekolojik olarak her yerde bulunur ve fotosentez
sonucunda %70 oraninda oksijeni atmosfere verirler. Gegmigste ve halen, alg hiicreleri
protein, vitamin, yag asitleri, karbohidrat, mineral ve pigment, hidrokarbon,
polisakkarit, antibiyotik ve daha bircok metabolit sentezlemeleri ve biriktirmeleri
nedeniyle besin katsis1 olmak tiizere farkli amaglarla kullanilmaktadir (Cirik ve
Gokpar 2006; Durmaz 2006).

Mikroalgler su irilinleri yetistiriciliginde canli yem olarak kabuklularin ve
larvalarin beslemesinde kullamilmaktadir. Son yillarda endiistriyel 6lgekte mikroalglerin
tiretetilmesiyle elde edilen lipid, nisasta, protein, dogal pigment gibi metabolitlere olan
ticari ilgi artmustir (Becker 1994). Mikroalglerin ayrica ¢oklu doymamis yag asitleri,
vitamin E, pigment ve steroller gibi diger metabolitlerce de zengin bir kaynak oldugu
bilinmektedir (Bandara vd. 2003). Bu 6nemli biyoaktif molekiiller, dnemli bir gida
katkis1 olarak kullamlmasiyla beraber, pigment maddesi, su aritimi, lipit kaynag: ve
tarimsal organik giibre olarak tarim alanlarinda da kullanilmaktadir. Diger taraftan
mikroalglerden biogaz, karragen, katilagtirici madde (agar) gibi bazi kimyasal
maddelerin tiretiminde de yararlanilmaktadir (Ballosteros vd. 1992; Solimon vd. 1994;
Yilmaz 2006).

Son yillarda, alglerden biyodizel ve biyogaz iiretebildigini gésteren galismalar
mevcuttur (Spolaore 2006; Mata 2010). Ayrica alglerin i¢erdigi bazi metabolitlerin
(extraseliiler toksinler, antibiyotik ve antioksidan) antibakteriyel, antiviral ve antifungal
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etkisi ile ilgili galigmalar glintimiizde 6nem kazanmstir (Scheuer 1990; Quinn vd. 1993;
Chen ve Zhang 1997; El-Sheekh vd. 2006; Dussault vd. 2016). Omek olarak; Nostoc
muscorum, Oscillatoria angustissima ve Anabaena variabilis gibi bazi siyanobakteri
tiirlerinin antibiyotik trettidini gdsteren arastirmalar mevcuttur (Bloor ve England 1989;
Issa 1999; Abdel-Raouf 2008). Bu nedenle mikro ve makroalglerden yararlanmak igin
insanoglu 100 yildan fazla bir zamandir aragtirmalar yapmaktadir (Gkpmar 1991;
Dussault vd. 2016).

Denizel dkaryotik alg grubundan tek hiicreli Nannochloropsis tiirletinin yiiksek
miktarda protein ve PUFA (Coklu doymamig yag asitleri) igerigi ve toksik madde
iretmemesinden dolay1 6nemli denizel kaynaklar oldugu bilinmektedir (Patil vd. 2007;
Ozcicek vd. 2017). Mikroalglerin PUFA (Coklu doymamis yag asitleri), EPA
(Eikosapentaenoik asit) ve DHA (Dokosaheksaenoik asit) degerinin de yiiksek olusu ve
sindiriminin kolay olmasindan dolay:r su iirlinleri yetistiriciliginde (karides, eklem
bacaklilari, rotifer, artemia ve balik larvalarmin beslenmesinde) alternatif besin maddesi
olarak kullanildig1 bilinmektedir (Jones vd. 1987; Lopez vd. 2003; Dhont ve Van
Stappen 2003; Hemaiswarya vd. 2011). N. oceancia Atlantik Salmon baliklarinda balik
yemine alternatif olarak kullanildigi (Sorensen vd. 2017), salmonid ve Kirmizi
Tilapia’da Spirulina ve Nanochloropsis tiirlerinin pigment kaynagi olarak yeme ilave
edildigi ne dair arastirmalar mevcuttur (Grinstead vd. 2000; Yesilayer vd. 2008 ).

Bu tez ¢alismasinda, optimal kosullarda tiretilen Nannochloropsis sp.’in metanol
ve etanol ¢oziiciileri kullamlarak hazirlanan ekstraksyonlarimin disk difiizyon yéntemi
kullanilarak, gokkiisag: alabaliginda bakteriyal hastalik etkeni olan 4. salmonicida ve A.
hydophila’ daki antibakteriyel potansiyelinin belirlenmesidir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Tiirkiye’deki Alabalik Yetistiriciligi

Tiirkiye, denizler (%95), dogal géller, akarsu kaynaklari, gélet (%3,5) ve baraj
golleri (%1,3) ile yaklagik 26 milyon hektara varan su {iriinleri yetistiricilik potansiyeli
yiiksek olan bir lilkedir. Bununla birlikte, yaklagik 178.000 km uzunlugunda akarsu
agina ve Avrupa’nin en uzun kiyi ¢izgisine (8.300 km) sahiptir (Maktav 1998).

Cizelge 2.1. Tiirkiye’nin su riinleri iiretim alanlar1 (Civaner, 2004)

Uretim alam Yiiz l¢iimii (ha) Say1
Denizler 24.600.000 4
Dogal géller 1.000.000 200
Baraj golleri 340.000 206
Golet 10.000 953
Akarsular 200.000 33
Toplam 26.150.000 1.396

Tiirkiye’de su lirtinleri yetistiriciligi, 1970 yilinda kurulan gékkusag alabalig
giftllikleri ile baglamistir. Ilk deniz alabalig1 yetistiriciligi ise 1989 yilinda Karadeniz’de
gergeklesmistir (Senel 2000). 2014 yilna gelindiginde yetistiricilik tesisleri sayisi
2365’¢ yukselmistir. Yetistiriciligin toplam su {iirlinleri {iretimindeki pay: ise hizla
yilkselerek toplam {iretimin %40’ 1na ulagmistir. Tiirkiye’de 2017 yilinda 630.820 ton su
trtinleri Uretilmis olup bunlarin 276.502 tonu yetistiricilikten elde edilmistir. 2016
yilina gore yetistiricilikten elde edilen iiretim %8,8 oraninda artarken, %43,32°lik bir
payla alabalik yetistiriciligi Snemli tiirler arasindadir (TUIK 2018) ( Cizelge 2.2).

Gliniimiizde ise su Uriinleri yetistiriciligi su kaynaklarinin bol oldugu
Tirkiye’nin her bolgesine yayilmistir. Tiirkiye’de su firiinleri yetistiriciliginin biiyiik
miktar1 i¢ su baliklar1 tiretiminden saglamaktadir. 109.657 ton ile tiretimi yapilan tiir ise
gokkusagi alabaligidir (Cizelge 2.3).

Tiuirkiye’de gokkusagr alabaligmimn yetistiriciligi 1970’li yillarda baslamistir.
Tiirkiye’deki zengin su kaynaklarindan dolayr sahip oldugu avantaj sayesinde
gbkkusag alabalig: yetistiriciligi, Diinya genelindeki su irlinleri yetistiriciligine paralel
olarak hizla gelismistir. Ilkin kiigiik isletmeler olarak baglayan tesisler, 1990’11 yillardan
itibaren entegre liretim tesislerine dénlismiistiir. Giinlimiizde ise iiretilen gokkusag
alabalig1 islenerek (6zellikle fiime halinde) Avrupa’ya ihrag edilmektedir.

Tiirkiye, alabalik yetistiriciliinde Avrupa’da ilk sirada yer almaktadir. fller
itibariyle, yetistiricilikte Mugla %41°lik pazar pay: ile lider durumda olup, bunu izmir,
Bilecik, Kayseri, Canakkale, Antalya ve Aydin takip etmektedir.
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Cizelge 2.2. Tiirkiye su irriinleri tiretimi (TUIK 2018)

Aveihik (Ton) Yetistiricilik (Ton) Toplam Kisi
Yillar . (Ton) Basma
Diisen
Deniz i¢su Toplam Deniz iesu Toplam Tiiketi
m (Kg)

2010 445.680 40.259 485.939 88.573 78.568 167.141 653.080 | 6.9
2011 477.658 37.097 514.755 88.344 100.446 188.790 703.545 | 6.3
2012 396.322 36.120 432.442 100.853 111.557 212.410 644.852 | 7.1
2013 339.047 35.074 374.121 110.375 123.019 233.394 607.515 | 6.3
2014 266.078 36.134 302.212 126.894 108.239 235.133 537.345 | 5.5
2015 397.731 34.176 431.907 138.879 101.455 240.334 672.241 | 6.1
2016 301.464 33.856 | 335.320 151.794 101.601 | 253.395 588.715 | 54
2017 322.173 32.145 354.318 | 172.492 104.010 | 276.502 630.820 | 5.5

Cizelge 2.3. Tiirkiye’deki yillara gore alabalik tiretim miktar1 (ton) (TUIK 2018)

Alabalhk
| }lelar , Icsu Deniz Toplam
2010 78.165 7.079 85.244
2011 100239 7697 107.936
2012 111.335 3234 B 114.569
2013 122.873 5.186 128.059
2014 107.983 5.610 113593
2015 101.166 6.872 108.038
| 2016 _ 101.297 _ 5.716 107.013
[ 2017 103.705 5.952 B 109.657

2.2. Gokkusag Alabaligr’nin (Oncrhynchus mykiss) Biyolojisi

Alabaliklar Salmonidae familyasinda yer almaktadirlar. Alabahklarin sadece
tatli suda yasayan tiirleri oldugu gibi, ireme amaciyla tatli sudan denize géi¢ eden tiirleri
de bulunmaktadir (Boeuf 1993). Denize gb¢ eden alabaliklar yasamlarinin ilk evrelerini
tath suda siirdiiriirmektedir. Belirli bir biiyiikliige ulaginca smoltifikasyon gegirerek
denize go¢ etmektedirler. Yagamlarinin tamamini tath suda siirdiiren alabaliklarda ise
durum farklik gostermektedir. Her ne kadar denize go¢ etmeseler de 6rihalin dzellikleri
sayesinde tuzluluk degisimlerine toleranshdirlar. {1k defa deniz suyuna birakildiklarinda
birka¢ giin icerisinde homeostazilerini saglayarak hizli bir gsekilde gelisirler (Boeuf
1987).
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2.2.1. Gokkusag) alabaligy’nin (Oncorhynchus mykiss) sistematigi

Cizelge 2.4. Gokkusagi alabaligmnin sistematikteki yeri

‘Alem Animalia

Sube Chordata

Sinif Actinopterygii
Takim Salmoniformes
Familya Salmonidae
Cins Oncorhynchus
Tiir O. mykiss

2.2.2. Gokkusag1 alabahigr’’nm (Oncorhynchus mykiss) morfolojisi ve yetistiricilik
ozellikleri

Gokkusagr alabahig (Oncorhynchus mykiss), Salmonidae familyasimin bir
liyesidir. Oldukca lezzetli ve buna bagl olarak ticari degerinin yiiksek olmasi nedeniyle
diinyada ve iilkemizde yetistiricilii en yaygin olan alabalik tiiriidiir. Genellikle viicut
formlan ig seklindedir. Dorsal ve kuyruk yiizgeci arasinda yag (adipoz) yiizgeci
bulunmaktadir. Karnivor olmakla birlikte tlirden tiire degisen sayida digleri ve ¢ok
¢esitli renkleri bulunmaktadir.

Alabalik yetistiriciliginde optimal su sicakligi 12-16°C, pH (6,5-8)’da iiretim
gerceklestirilirken, oksijen orani 9,2-11,5 mg O,/L oldugu gériilmektedir.

Alabaliklarda derinin iist tabakasinda (epidermis), glikoprotein yapili mukoid
madde salgilayan hiicreler (goblet-mukus hiicreleri) bulunur. Ortalama kalinlig1 250 um
olan bu tabaka deriyi mukoid yapili kaygan bir tabakayla kaplmigs ve bu yapinin
lizerinde de sikloid pullar bulunmaktadir.

Gokkusagr alabaligi sahip oldugu asagidaki bazi 6zelliklerden dolayi
yetistiricilikte tercih edilmektedir. Cevre kosullarina adaptasyonlar: ¢ok iyi oldugundan
ve diger alabalik tiirlerine gore daha yiiksek sicakliklarda ve daha diisiik oksijen
seviyelerinde de yasayabilmektedir. Aktif olarak yem tiiketmekte ve bu nedenle
yemleme kolay bir sekilde yapilabilir ve iyi bir biiylime géstermektedir. ilkbahar
sicaklifinda diger alabaliklara gore daha kisa kulugka siiresine sahip oldugu
bilinmektedir. Diger alabaliklara gore biiyiime hizi yiiksek, yetisme siiresi kisadir.
Yetistiriciligi, yillardir siiregelen bilimsel ¢aligmalar ile sekillendirilmistir ve Gokkusagi
alabahiginin ticari talebi yil boyunca devam etmektedir (Yanik 2009).
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Sekil 2.1. Gokkusag alabaliginin morfolojik gériintiisii (Anonim)

2.2.3. Alabaliklarda karsilasilan hastahiklar

Su iiriinleri yetistiricilik sektriinde ekonomik kayiplara neden olan en &nemli
etkenlerden biri bakteriyel kokenli balik hastaliklarnidir. Enfeksiyon siddeti tiirden tiire
ve konak yasmna gore degismektedir. Her ne kadar ¢ogu bakteriyel enfeksiyonun
tedavisi miimkiin olsa da gevre sartlarmin uygun olmayis1 kontrol 6nemlerinin yeterince
alimamamasina ve buna bagl olarak saglikli bireylerin hastaliklardan korunamamasina
neden olmakta ve hatta imkansiz hale getirmektedir (Cagirgan ve Yiireklitiirk 1991;
Timur vd. 2000; Akayli ve Timur 2004).

Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan gdkkusagi alabaliklarinda karsilasilan farkh
bakteriyel kaynakli enfeksiyon etkenlerinin tipi, sayisi ve hastaligin goriilme oram gibi
kriterler lizerine yapilmis ¢esitli arastirmalar mevcuttur.

Bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yanlis ve/veya bilingsiz antibakteriyel
ajanlarin kullanimi bakterilerde s6z konusu ajanlara karg: direng gelismesine neden
olmaktadir. Bu durum hastalik tedavi ve kontrol siirecini zorlastiran en 6nemli
parametrelerden biridir (Korun ve Timur 2001).

2.2.4. Gokkusag alabahginda goriilen baz1 6nemli bakteriyel hastahiklar

Su {irlinleri yetistiriciliginde goriilen ve 6liim orani yiiksek olan problemlerden
biri uygun olmayan yetistiricilik kosullari nedeniyle agiga ¢ikan bakteriyel hastaliklardir
(Timur ve Timur 2003; Roberts 2012). Gokkusag1 alabaliklarinda ¢egitli gram-negatif
bakterilerin enfeksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan Pseudomonas enfeksiyonlari,
furunkulozis, bakteriyel soguk su hastalifs, yersiniosis, hareketli Aeromonas septisemisi
ve vibriosis gibi hastaliklar ¢esitli ¢alismalarda rapor edilmigtir. Bu hastliklar gékkusag
alabalig: yetistiriciliginde biiyiik ¢apta ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Timur ve
Korun 2004; Baran vd. 1981; Timur ve Timur 1991; Cagirgan ve Yiireklitiitk 1991;
Timur vd. 2000; Korun ve Timur 2001; Akayli ve Timur 2004).

2.2.4.1. Furunkulosis

Furunkulozis (bakteriyel septisemi), ylizyildan uzun bir zamandir su iiriinleri
yetistiriciliginde bilinen ve yiiksek mortalite oranina sahip bir hastaliktir. ilk teshisi
1964 yilinda konulmugtur (Ellingsen ve Gudding 2011).
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Frunkulozis ©zellikle salmonidleri etkilemektedir. Gokkusag alabalifinin
duyarliligr olduke¢a yiiksek oldugu bilinmektedir (Colak 1982; Del Cerro vd. 2002;
Ewart vd. 2005).

Furunkulozis etkeni gram negatif, fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, psikrofilik ve
0,5-6,0x1-2 mikron biiyiikliigiinde olan Aeromonas salmonicida’dir. A. salmonicida’nin
optimum iireme sicakligi 22-25°C arasindadir. In-vitro kosullarda tripton soy agar
(TSA) besiyerinde liretildiginde diizgiin yuvarlak kenarli ve parlak koloniler olusturur
(Timur 2003; Brenner vd. 2005; Durmaz 2009; Cipriano ve Austin 2011).

Enfekte olmus baliklarda viicut tizerinde yamik, hemoraji ve ilserler, ¢giban
benzeri furunkeller, durgunluk, burun bélgesinde hemorojiler, karacigerde solgunluk,
bobreklerde yumusama, ckzoftalmus ve organ biiyiimesi belirtileri goriilmektedir
(Durmaz 2009).

Onceleri, furunkulozis hastaligi gesitli antibiyotiklerle tedavi edilmekteydi.
Ancak tedavinin getirdigi yliksek maliyetler ve hastalik etkeninin antibiyotiklere direng
kazanmasi sonucunda bilim insanlar1 yeni tedavi arayiglarina yénelmistir,

2.2.4.2, Bakteriyal hemorojik septisemi

Bakteriyal hemorajik septisemi, Aeromonas hydrophila’nin neden oldugu bir
hastalik olarak bilinmektedir. 4. hydrophila, baliklarda normal florada bulunan firsatgi
bir patojendir. Stres kosullar altinda kalan baliklarda ikincil hastalik bir etkeni olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Hasta baliklarin klinik gozlenimde deri, yiizge¢ ve kaslarda ve agiz
cevresinde kanamalar, {ilserler (Erer 1983; Mancini vd. 1997), yiizge¢ kaybi, periorbital
Odem, ekzoftalmus, viseral organlarda hiperemi ve yaygin kanama belirtileri
goriilmektedir (Erer 2002; Roberts 1989).

Bu hastalik etkeni olan 4. Aydrophila, gram negatif, fakiiltatif hareketli anaerob,
sporsuz kisa basil, optimum iireme sicakligi 22-25°C olan bir bakteridir. In-vitro
kosullarda tripton soy agar (T'SA) besiyerinde firetildiginde diizgiin yuvarlak kenarl1 ve
parlak koloniler olusturur (Austin ve Austin 1992; Timur 2003; Brenner vd. 2005;
Durmaz 2009; Cipriano ve Austin 2011).

2.3. Mikroalglerin Genel Ozellikleri

Makro ve mikroalgler su, mikroelementler ve CO,’i kullanarak giines 15181
yardimiyla organik bilesikler sentezleyen fotosentetik mikroorganizmalardir (Pragya vd.
2013). Bu ozellikleriyle her ne kadar bitkilere benziyor olsalar da boyut ve taksonomik
ozellikler bakimindan bitkilerden ayrilirlar. Fotosentez yapan bakterilerden ise
biyokimyasal ozellikleri ile ayrilirlar. Genellikle klorofil igerdikleri igin yesil renkte
goriinseler de igerdikleri pigmentlere (ksantofil ve karotenoid vb.) gére cesitli renklerde
(kahverengi, kirmiz1 vb.) de olabilmektedir (Grognard vd. 2010; Cuaresma vd. 2006).

Algler besin zincirinin ilk basamagi olan primer iiretici organizmalardir.
Igerdikleri gesitli pigmentler sayesinde inorganik bilesiklerden 151k varliginda organik
bilesikleri sentezleyebilir. Alglerin tireme yetenekleri ¢evresel kosullara baglidir.
Kosullarm uygun olmas: durumunda hizli bir sekilde biyokiitlelerini artirabilirler.
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Alglerin bulunduklar ortamda biyokiitlelerini agir1 artirmasi sonucunda ise istenmeyen
otrofikasyon meydana gelmektedir ve 6trofikasyon sonucunda sudaki ¢oziinmiis oksijen
azalmaktadir. Bu durum bentik bolgede yasayan canlilar i¢in dnemli bir sorun
olusturmaktadir. (Glombitza 1970, Round 1973,Y1ldiz 1986, Sen ve Nacar 1988, Giiner
1996).

Tek hiicreli ve boyutlart 1-100 pm arasinda degisen algler mikroalg olarak
adlandinlir. Mikroalgler gelismek i¢in diger bitkilerde oldugu gibi su, CO,, fosfor ve
glines 1s18na ihtiyag duyarlar. Ancak mikroalgler bitkilere gére giines is1gim1 daha
verimli kullanabilir, izl gelisebilir, hava kosullarindan bagimsiz olarak iireyebilir, az
miktarda suyu dahi kullanabilir ve tarim ilaglarina gerek duymadan saglikli bir sekilde
biyokiitle olusturabilirler ($ahin ve Akyurt 2010, Saber vd. 2016). Mikroalglerin
50000’in izerinde tiirli oldugu diistiniilmekle beraber yaklagik 30000°i teghis
edilebilmistir (Mata vd. 2010). Mikroalgler lipid (%4-55) , karbonhidrat (%6-57) ve
protein (%10-63) agisindan olduk¢a zengin kaynaklardir. Bu &zelliklerinden dolay:
basta gida ve yem katki maddesi olmak {izere birgok alanda gesitli amaclar icin
kullanilmaktadir (Lope’z 1981; Miao ve Wu 2004; Becker 2007; Yeh vd. 2010; Mata
vd. 2010; Hariskos vd. 2014)

Mikroalgler igerdikleri protein, yag, PUFA (Coklu doymamis yag asitleri),
karotenoid ve ¢esitli metabolik {irlinlerden dolay1 gida, ilag, kozmetik, yetistiricilik,
tarim, hayvancilik, tekstil sektorlerinde ve biyodizel iiretiminde kullanilmaktadir.
Bunlara ek olarak mikroalgler bagisiklik sistemini giiglendirmekte, kitii kokuya neden
olan bakterileri yok etmekte, sindirim sistemini diizenlemektedir ve antikanser etkiye
sahip oldugu goriilmektedir. (Hoppe 1979; Glombitza and Koch 1989; Spolaore vd.
2006; Bulut 2009; Aktar ve Cebe 2010; Singh ve Gu 2010; Gong vd. 2014; Ryckebosch
vd. 2014).

2.3.1. Nannochloropsis sp.’in sistematikteki yeri

Cizelge 2.6. Nannochloropsis sp.’in sistematikteki yeri agagidaki goriindiigii gibidir

Alan: Eukaryota

Stiper filum: Heterokonta
Phylum: Ochrophyta

Sinifi: Eustigmatophyceae
Aile: Eustigmataceae
Cinsi : Nannochloropsis

2.3.2. Nannochloropsis sp.’in genel ozellikleri

Daha  o6nce deniz  Chlorella  olarak  bilinen  Nannochloropsis
(Eustigmatophyceae) cinsi, ilk defa Hibbered (1981) tarafindan Nannochloropsis olarak
adlandirlmistir (Karlson vd. 1990). Deniz ve tatli su ekosistemlerinde yaygin olarak
dagihm gosteren Nannochloropsis cinsine ait alti tiir tammlanmistir: N. gaditana
(Lubian,1982), N. salina (Hibbered, 1981), N. granulata (Karlson vd. 1996), N.
limnetica (Krienitz vd. 2000), N. oceanica ve N. oculata (Hibbered, 1981).
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Sekil 2.2. Nannochloropsis sp.’in mikroskop goriintiisii

Nannochloropsis, boyutlart 5 pm’den kiigiik olan, kokkoid tek hiicrelerden
olusmaktadir. Nannochloropsis cinsine ait tiirler hizli biyokiitle olugturmalarina bagl
olarak biiyiik 6lgekli yetistiricilik i¢in uygun olmasi ve yiiksek besin igerigi nedeniyle
ilgi odagi olmustur (Sukenik vd. 1999).

Nannochloropsis tuirleri, klorofil, zeaksantin, Kkataksantin, astaksantin ve
ksantofil gibi pigmentleri igermektedir. Bunun yaninda goklu doymamis yag asitleri
icermesi (6zellikle eikosapentaenoik asit, EPA) (Maruyama vd. 1986; Sukenik vd.1999;
Lubia'n vd. 2000) ve ¢ok miktarda iirettigi sterolleri (Gladu vd. 1995) ile bilinmektedir.
Omega-3 yag asitleri bakimindan da zengin olan Nannochloropsis tiirlerinin, agirhkca
yaklasik %37,6’s1 karbonhidrat, %28,8’i protein, %18,4’li yag ve %3°1
mikroelementten (Na, P, K, Ca, Mg, Zn, Fe, vd.) olugmaktadir (Cizelge 2.5) (Rebolloso-
Fuentes vd. 2001).

Cizelge 2.5. Nannochloropsis sp. mikroalginin kimyasal kompozisyonu (Tugge 2017)

Nem Karbonhidrat Yag Protein Kiil
(g/100 g) (g/100 g) (g/100g) | (g/100g) | (2/100 g)
Nannochloropsis | 35.70£0.68 | 23.07x0.73 | 31.27.+£0.55 | 9.97+0.19 | 5.73.+0.37
sp.
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Sekil 2.3. a) N. salina, b) N. oculatave ¢) N. gaditana’nin mikroskop goriintiileri
(Anonim)

Mikroalgleri su triinleri yetistiriciligi i¢in 6nemli bir besin kaynagi oldugunu
gosteren aragtirmalar mevcuttur. Zengin besin igerikleri (Bi, vitamini ve EPA
(Eikosapentaenoik asit) gibi) nedeniyle Nannochloropsis tiirleri, rotifer (Brachionus
Plicatilis) gibi zooplanktonlarin ve balik larvalarmin  beslenmesinde siklikla
kullanilmaktadir (Lubia'n 1982; Okauchi 1991; Hoff ve Snell 1997).

Ozellikle giiniimiizde, birgok Nannochloropsis tiirl, hizli bir sekilde
biyokiitlesini artirmasi1 ve yiiksek oranda yag igermesi nedeniyle biyodizel iiretiminde
hammadde olarak kullanilmaktadir (Rodolfi vd. 2009; Doan vd. 2011; Chen vd. 2013).
Besin ve biyodizel kaynag1 olarak kullamlmalarnin diginda Nannochloropsis tiirleri
(6zellikle N. salina, N. Oceanica ve N. limnetica) atik su veya baca gazi aritimi icin de
kullamlmaktadir (Jiang vd. 2011; Cai vd. 2013; Dong vd. 2014; Sheets vd. 2014; Zhu
vd. 2014). Nannochloropsis sp. ve Tetraselmis sp. gibi mikroalgler ¢oklu doymamis yag
asitlerini (PUFA), ozellikle de omega-3 yag asitlerini yitksek miktarda igermelerinden
dolay1 balik yagina alternatif gida takviyesi olarak algal yag iiretiminde kullanilmaktadir
(Ryckebosch vd. 2014).

10
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2.3.3. Nannochloropsis sp. yetistiriciligi

Mikroalg kiiltiirii genel olarak agik havuzlarda ve kapali biyoreaktdrlerde
yapilabilmektedir. Uretim maliyetini en aza indirmek i¢in giin 1si3indan miimkiin
oldugunca faydalanilmakta ve bununla birlikte hiicre yogunlugunun fazla olmasi 1sik
penetraasyonunu azaltacagindan biiylimeyi sinirlayici faktdr olarak davranabilmektedir.

Mikroalglerin biyodizel ya da besin kaynagi olarak kullamlabilmesi igin ¢ok fazla
miktarda iiretilmesi gerekmektedir. Bu nedenle son zamanlarda iiretimi etkileyen birgok
parametre aragtirmalara konu olmustur (Chisti 2007; Radakovits vd. 2012). Besiyerinin
tuzlulugu, Ph’s1 ve 151k ¢esidi ve yogunlugu degistirerek lipit ve karbonhidrat igerigi
yiikseltilmistir (Ozgiir 2013; Khatoon vd. 2014).

Fotootrofik yetistiricilik, maliyetinin diisiik ve cevre dostu olmasi nedeniyle
mikroalg yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ag¢ik havuzlarda
gergeklestirilen iiretim maliyetinin diisiik olmasi, sistemin kolay kurulabilmesi ve
bakiminin kolay olmasi nedenleriyle tercih edilmektedir. Bu sistemlerde 1s1k enerjisi
dogrudan giinesten karsilanabilmektedir (Chisti 2007). Ayni zamanda gevrede bulunan
CO>’i kullandig: igin gevre dostu bir sistemdir. Ornegin, Nannochloropsis tiirlerinin
yetigtirilmesi i¢in kullamlan agik havuz sistemlerinde CO; kaynagi olarak endiistriyel
baca gazlar kullamilmaktadir (Huang vd. 2010; Zhu vd. 2014). N. salina’nin gesitli
biiyiikliikteki a¢ik havuz sistemlerinde firetilmesi ve tireme katsyisinin hesaplanmasi ig
sulardaki su kaynaklarinin geleceginin tahmin edilmesi agisindan referans olarak
kullanilabilmektedir. Biitiin bu avantajlarinin yaninda a¢ik havuz sistemlerinde bulunan
suyun hizhli bir sekilde buharlagmasi ve g¢evreyle etkilesim halinde bulundugu igin
kontaminasyona ag¢ik olmast dezavantajlari da vardir (Zhang vd. 2001).

Miksotrofik yetistiricilik, yeterli aydinlatma kosullarinda ve organik karbon
kaynaklar1 varhginda mikroalglerin tiretilmesini saglamaktadir. Nannochloropsis tiirleri
de bu yontemle basarih bir sekilde tiretilebilmektedir. Bu ydntemde biyokiitle artis:
dogrudan ortamda bulunan 151k veya organik karbona bagli degildir. Yapilan
calismalarda N. oculata’nin miksotrofik yontemle yapilan yetistiriciliginde biiyiime
hizinin ve hiicre yogunlugunun kiiltiir ortamma 0,1 g/L oraninda glukoz eklenerek
artirilabilecegi bildirilmistir. Aym zamanda ortamda 0-20 g/L. konsantrasyonlarinda
glukoz bulunmast Nannochloropsis’in bliyiime oranimi artirsa da lipid igerigini
azaltmstir (Cheirsilp vd. 2012; Pagnanelli vd.2014).

Heterotrofik yetistiricilik, 151k kaynagi olmaksizi sadece organik bilesikler
kullanilarak mikroalglerin {iretilmesine dayanir. Hem hiicre biiyiimesi hem de metabolik
Uriinlerin Uretimi dogrudan besin ve g¢evresel faktdrlere baglidir. Glukoz, gliserol ve
asetat gibi genel olarak kullanilan karbon kaynaklar1 bu yontem igin vazge¢ilmezdir
(Huang vd. 2010; Vazhappilly ve Chen 1998). Nannochloropsis’in heterotrofik
yetistiriciligiyle ilgili yapilan ¢alisma sinirli sayidadir. Xu vd. 2004 tarafindan yapilan
calismada, Nannochloropsis tiirlerinin fotootrofik yontemle tretildiginde elde edilen
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biyokiitlenin (392 mg/L), heterotrofik ydntemle elde edilen biyokiitleden (326 mg/L)
fazla oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde, Nannochloropsis tiirlerinin lipid igeriginin de
fotootrofik yetistiricilik yonteminde daha fazla oldugu gosterilmistir (Cheirsilp ve
Torpee 2012).

Mikroalgler morfolojilerinde ve fizyolojilerinde meydana gelen degisimlerle
farkl: kiiltiir kosullarina adapte olabilmektedir. Optimum iireme kosullarinda PUFA yag
asitlerini sentezlerken, stres kogullan altinda nétral lipidleri (TAG) sentezlemektedir
(Hu vd. 2008). Nannochloropsis’in besin ve metabolik iiriin igerigi iiretim kosullarmma
(is1k alma siiresi, azot miktan, tuzluluk vb.) baghdir. Uretim kosullarinda yapilacak
optimizasyonlar ile istenilen igerigin birikimi artirtlabilmektedir.

2.3.4. Nannochloropsis sp.’in antimikrobiyal aktivitesi

Krishnika vd (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada, sekiz deniz mikroalgine ait
Chaetoceros sp., Chlorella sp., Dicrateria sp. Dunaliella sp., Isochrysis sp.,
Nannochloropsis sp., Synechococcus sp. ve Tetraselmis sp. antibakteriyel aktivite
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas fluorescens, Salmonella paratyphi, Shigella
boydi ve Escherichia coli bakterileri tizerindeki antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir.
Tetraselmis sp., Nannochloropsis sp., Chlorella sp., Dunaliella sp. ve Isochrysis sp.’in
calismada kullanilan tiim patojen bakterilere karsi iyi aktivite gdsterdigi bildirilmistir.
Cesitli ¢ozgenlerle hazirlanan ekstraktlar arasindan etanol ekstraktlarinm, en giiclii
antibakteriyel etkiyi gosterdigi belirtilmistir.

Taniguchi vd 2011, yaptiklar1 ¢alismada, larva iiretim tanklarma ekledikleri
Nannochloropsis’in patojenik Vibrio tiirlerinin ¢ogalmasim engelledigi ve buna bagl
olarak larvalarin hayatta kalmasini sagladigi gibi biiylime oranlarimi da artirdig
gOsterilmistir.

Sharifah ve Eguchi (2011) yaptiklari ¢alismada, N. oculata’nin yapay deniz suyu
iceren fitoplankton kiiltiir ortami1 (ESM) i¢inde, Vibrio anguillarum’un iiremesini
yaklagik 10 kat azalttig bildirilmistir. N. oculata’nin biiyiimesi ile Roseobacter tiirleri
ile birlikte inkiibasyon yapildiginda ise V. anmguillarum’un tamamen yok edildigi
gosterilmistir.

Kokou vd (2012) yaptiklar1 ¢alismada, 6 farkli mikroalg tiiriiniin (Chlorella
minutissima, Tetraselmis chui, Nannochloropsis sp., Arthrospira platensis ve Isochrysis
sp.) 151k varliginda ve yoklugunda 6 Vibrio susu (V. parahaemolyticus, V. anguillarum,
V splendidus V. scophthalmi, V. alginolyticus ve V. lentus) lizerinde bakteriyel liremeyi
engelleme yetenekleri test edilmistir. Calisma sonucunda 15131n antibakteriyel aktiviteye
bir etkisinin olmadig1 saptanmistir. Boylece balik larvalarinin kiiltiiriinde Vibrio
tiirlerine kars: kullanilabilecegi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Nannochloropsis sp. 6rneklerinin temini

Calismada kullanilan Nannochloropsis sp. suglar1 Ege Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi ve Akdeniz Su Uriinleri Arastirma, Uretme ve Egitim Enstitiisiiden
saglanmistir.

3.1.2. Mikroorganizmalarin temini

Kullanilan balik hastalik etmenlerinden Aeromonas haydrophila ve Aeromonas
salmonicida bakteri suslari Akdeniz Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Arastirma
laboratuvarinda mevcut olan stok kiiltiirden temin edilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

3.1.3.1. Walne besiyeri

Nannochloropsis sp.’in iiretimi saglamak igin biiyiime ortamu olarak % 0,26
NaCl ¢ozeltisiyle hazirlanan Walne besiyeri kullanilmistir (Lavens ve Sorgeloos 1996).
Mineral tuz ¢ozeltisi (Soliisyon 1), gerekli malzemeler tartildiktan sonra 1 L distile su
igerisinde ¢oziilmiis ve otoklavlanmistir. Iz element ¢ézeltisi (Soliisyon 2) icerisindeki
her bir soliisyon (A, B, C ve D soliisyonlart) ayri ayr 1 L distile suda ¢6ziilmiis ve
otoklavlanarak steril edilmigtir. Daha sonra D soliisyonundan 100 mL, A, B ve C
soliisyonlarinin her birinden ise 10 mL alinarak son hacim steril distile su ile 1 L’ye
tamamlanmugtir. Vitamin ¢zeltisi (Soliisyon 3) igerisindeki her bir vitamin ayr1 ayr1 1 L
steril disitle suda ¢6ziilmiistiir. Daha sonra her bir vitamin ¢6zeltisinden 10 mL alinarak
son hacim steril distile su ile 1 L’ye tamamlanmigtir. Calismada kullanilan Walne
besiyeri steril % 0,26 NaCl ¢ozeltisine, soliisyon 1’den 1 mL/L ve soliisyon 2’ten 1
mL/L ve soliisyon 3’ten 1 mL/L cklenerek hazirlanmistir. Tiim stok ¢dzeltiler +4°C’de
saklanmigtir.

13



MATERYAL VE METOT N.A.S.AMOHAMED

Cizelge 3.1. Walne besiyerinin hazirlanisi

Stok Cozeltiler | Kullamlan Miktar
(1) Mineral Tuz Cozeltisi 1L
NaNOs 300 g
KH,PO, 30¢g
NH,CI 20g
(2) Iz Element Cézeltisi
A Soliisyonu 1L
ZnS0O4.H,0 30g
CUSO4.5H20 25 g
C0S04.7H,0O 0g
A_IVII’ISO4.H20 20 g
B Soliisyonu 1L
FeCl.6H,O S0g
C Soliisyonu 1L
Na2M004.2H20 25 g
D Soliisyonu 1L
NaEDTA.2H,0 50g
(3) Vitamin Cozeltisi* 1L
B12 100 mg
Biotine 100 mg
Thiamine 10 mg

(*) Vitamin ¢ozeltilerinin her biri ayr1 ayr1 1 L steril distile su igerisinde ¢bziilerek hazirlanir.

3.1.3.2. Tripton soy agar (TSA) kat1 besiyeri

Aeromonas tiirlerinin Uretimi igin ticari olarak satin alinan TSA (BD, Fransa)
besiyerinden 40 g/L olacak sekilde distile su igerisinde manyetik karistiricida
karigtirilarak ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan ¢dzelti 121°C°de 15 dk otoklavlanarak steril
edilmigtir. Hazirlanan besiyeri aseptik kosullarda petri kaplarina dokiilmiistiir.
Sogumasi ve katilagmasi beklendikten sonra +4°C’de saklanmustir,

3.1.3.3. Tripton soy broth (TSB) s1v1 besiyeri

Aeromonas sp. fliretimi igin ticari olarak satin aliman TSB (BD, Fransa)
besiyerinden 40g/L. olacak sekilde distile su igerisinde manyetik karistiricida
karistirllarak ¢dziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edilmistir. Hazirlanan besiyeri aseptik kosullarda steril deney tiiplerine dagitilarak
+4°C’de saklanmustir.

3.1.3.4. Kullanillan c¢éziiciiler
Nannochloropsis sp.’in antibakteriyel etkisinin arastirilmasi i¢in ¢dzgen olarak

metanol (Merk, Almanya) ve etanol (Merk, Almanya) kullanilmustir. Ayrica pozitif
kontrol olarak penisilin (BD, Fransa) kullaniimgtir.
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3.1.3.5. Yararlanilan alet ve ekipmanlar

Laboratuvarda mevcut olan cam melzemeleri ve demirbasglar; buzdolabi (Beko,
Tiirkiye), derin dondurucu (Senocak, Tiirkiye), pH metre (Hanna instruments, ABD),
termal kangtirict (Biosan, Letonya), manyetik kanstirict (Stuart-Bibby Scientific,
Ingiltere), mikrodalga firn (Arcelik, Tiirkiye), mikroskop (Olympus, Japan), etiiv
(Niive, Tirkiye), otoklav (Hirayama, Japan), vortex (VWR International, ABD),
santrifiij (Heraeus, Almanya), otomatik mikropipetler (Eppendorf, Almanya), orbital
calkalayici (Biosan, Letonya), UV-VIS spektrofotometre (Thermo Scientific Evoluation
160 (USA)) kullanilmisgtir.

3.2. Metot

3.2.1. Nannochloropsis sp.’in iiretilmesi

Nannochloropsis sp. Uretiminde Walne besiyeri (3 mL/L) kullanilmigtir
(Surendhiran 2014). Alg kiiltiirti, 1 L’lik erlenlerde % 0,26 tuzlulukta, pH 7,5 - 8
arasinda, 25+2°C su sicakhiginda, siirekli aydinlatma altinda ve sirkiilasyonu saglayacak
yeterli havalandirma ile gergeklestirilmistir. Kiiltiirlerin biiylime hizi, 40 giin boyunca
bes giin arayla Grnekler alinarak 680 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre
cihazinda optik yogunluk (OD) &lgiilerek belirlenmigtir.

Sekil 3.1. Walne besiyerinin goriintiisii
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Sekil 3.2. Nannochloropsis sp.’in stv1 ve kat1 walne besiyerinde iiretilmesi a), b), ¢)

3.2.2. Test edilecek mikroorganizmalarin iiretilmesi ve saklanmasi

Uygun aseptik kosullar altinda hazirlanmis TSA kat1 besiyeri, petrilere uygun
miktarda dokiilmiistiir ve katilagmaya birakilmigtir. Aymi sartlar altinda TSB sivi
besiyeri hazirlanarak kapakli cam siselere ve deney tiiplerine dagitilarak
otoklavlanmigtir.

A. salmonicida ve A. hydrophila stok kiiltiirinden steril ekiivyon ¢ubuk yardmm
ile kat1 ve siv1 besiyerlerine ekim yapilmistir ve 22-25°C’de 24-48 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Ureyen kiiltiirler +4 °C’de kullanilincaya kadar saklanmustir.

3.2.3. Nannochloropsis sp.’in ekstraktlarinin hazirlanmasi ve disklere uygulanmasi

Nannochloropsis sp. biyokiitlesinin eldesi igin yeterli hiicre sayisina (~10x10°
hiicre/mL) sahip Kkiiltiirlerden 15 mL’lik tiiplere almarak 5000 rpm’de 5 dk
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santrifiijlenerek alg kiitlesi ¢oktiirtilmiistiir. Elde edilen peletler iizerine uygun ¢dzgenler
(etanol ya da metanol) 1 mg 6rnege 10 mL olacak sekilde eklenmistir. Hazirlanan
slispansiyonlar mikrodalgada isitilarak homojenize edilmistir. Elde edilen ekstraktlar
5000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmigtir. Berrak stipernatantlar yeni steril tiipe aktarilarak
daha sonra kullanilmak iizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

Nannochloropsis sp.’in, A. salmonicida ve A. hydrophila lizerine antibakteriyel
etkisinin belirlenmesi igin disk diflizyon yontemi kullanilmigtir (Collins ve Lyne 1989;
Bradshaw 1992; Navarro 1996). Hazirlanan ekstraktlar 6 mm ¢apindaki (Oxoid) steril
disklere 40 pl olacak sekilde pipetlenerek emdirilmistir. Bakterilerin - ekimleri
yapildiktan hemen sonra diskler petrilerin {izerine yerlestirilmigtir. 22°C’de 24 saat
inkiibasyonun ardindan olusan zon gaplar1 6l¢iilerek kaydedilmistir. Deneyler ii¢ tekrarli
olacak gekilde gergeklestirilmistir.

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda pozitif kontrol
olarak 0,01 mg/mL konsantrasyonunda penisilin emdirilmis diskler kullanilmigtir,
Negatif kontrol olarak saf metanol ve etanol emdirilmis diskler kullanilmistir. Deneyler
sonucunda elde edilen verilerin standart sapmalari hesaplanarak sonuglar tartisilmistir.
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Sekil 3.5. Nannochloropsis sp.’in ekstraktlarinin hazirlanmasi ve disklere uygulanma
asamalari a), b), ¢), d)
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, Nannochloropsis sp.’in, balik hastalik etkeni olan 4. salmonicida
ve A. hydrophila tizerine antibakteriyel etkisinin belirlenmesi igin disk diflizyon
yontemi kullanilmigtir. Elde edilen ekstraktlarin bakteri suglarina karsi olusturduklar
inhibisyon zonlari $ekil 4.10-4.13 arasinda verilmistir. Inhibisyon zonlari, disk ile
beraber inhibisyon zonunun ttim smnir1 6lgiilerek milimetrik olarak kaydedilmistir.

Nannochloropsis’in iretilmesi icin Walne Besiyeri kullanilmistir. Laboratuvar
ortaminda 45 giin boyunca iiretilen mikroalglerden 5 giin aralikli olarak alinan &rnekler
spektrofotometrede (680 nm) Glgiimler yapilmigtir. Ekim yapildign giin (kiiltiiriin
hazirlandigr giin) absorbans degeri 0,227 olarak ol¢lilmiistiir. Otuzuncu giine
gelindiginde maksimum absorbans degeri 2,584’¢ ulasmistir. Otuzbesinci giinden
itibaren absorbans degerleri azaldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Nannochloropsis sp.’in zamana bagh lireme egrisi

Ureyen Kkiiltir ortamindan ahnan o6meklerde ayrica mikroskop altinda
mikroorganizma sayimi yapilmigtir. 100 kat seyreltmis drnekte, her birim karede 3-10
hiicre sayllmig ve hesaplamalar yapilarak kiiltiirdeki ortalama hiicre sayis1 8,9x10’
olarak saptanmigtir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Nannochloropsis sp. hiicrelerinin hemasitometre lami iizerinde sayimi

Ekstraktlarin hazirlanmasi i¢in yeterli hiicre sayisina (yaklagik 8,9x107
hiicre/mL) sahip 1 L kiiltiirlerden ¢oktiiriilen her 2.5-3.0 mg biyokiitleye sahip 6rnek
etanol ve metanol ¢oziiciileriyle ayri ayr1 muamele edilmistir. Bu rnekler steril tiipe
aktarilarak daha sonra disklere emdirilinceye kadar +4°C’de muhafaza edilmistir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3. Nannochloropsis sp. ekstraktlarin hazirlanmasi agamalari a), b), c), d)

Calismada kullanilan Gokkusagi alabaligi hastalii etkeni olarak test edilen A.
salmonicida ve A. hydrophila bakterileri TSA katt ve TSB sivi besiyerlerinde 22-
25°C°de 24-48 saat siireyle inkiibe edilmis ve tiretilmistir (Sekil 4.4 - 4.5). Uretilen kati
besiyerleri antimikrobiyal test denemeleri igin kullanilmistir.
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Sekil 4.4. A. salmonicidia® nm a) TSA katt ve b) TSB sivi besiyerlerindeki iireme
goriintiileri

Sekil 4.5. A. hydrophila’ nin a) TSA katt ve b) TSB siv1 besiyerlerindeki iireme
goriintiileri

4.1. Kontrol Coéziiciilerinin Antimikrobiyal Bulgular

Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda kontrol olarak
penisilin, metanol ve etanol ¢bzegenleri kullanilmistir. Kontrol olarak Penicilin
antibiyotigi secilmis ve farkli konsantrasyonlar denenmis ve 0,01 mg/mL emdirilmis
disklerde uygun zonlar elde edilmistir ve zon capilari1 A.salmonicida’da 14,1+1,66 iken
A. hydrophila’da 15,1+1,28 mm) olarak bulunmustur (Sekil 4.6-4.7). Antibiyotik
denemelerin tamamu {glii tekrarlar seklinde yapilmistir ve ortalamalar1 alinmistir
(Cizelge 4.1).
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Sekil 4.6. A. salmonicida petrileri fizerinde denenen penisilin (0,01mg/mL) inhibisyon
zonlarinin goriintiisii

Sekil 4.7. A. hydrophila petrileri lizerinde denenen penisilin (0,0lmg/mL) inhibisyon
zonlarinin goriintlisii

Kontrol olarak penisilin diginda ekstrakt hazirlamada da kullanilan saf metanol
ve etanol ¢oziiciilerine emdirilmis diskler kullanilmis. Bu ¢6zegenler her iki hastalik
etkeni Uizerinde de denenmistir. Her bir ¢dziicli igin olugan inhibisyon zonlari,
milimetrik olarak Ol¢lilmiis ve A.salmonicida’da metanol 12,2+1,62 mm, etanol
11,842,29 mm iken A. hydrophila’ da ise metanol 11,9+2,37 ve etanol 10,6+1,43 olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.8- 4.9). Denemeler tiglii tekrarli sekilde yapilmis ve ortalamalari
alinmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.8. A. salmonicida petrileri iizerinde a) Etanol ve b) Metanol emdirilmis
disklerinin inhibisyon zonlarinin gériintiisii

Sekil 4.9. A.hydrophila petrileri lizerinde a) Etanol ve b) Metanol emdirilmis
inhibisyon zonlarinin gériintiisii

4.2. Nannochloropsis Ekstraktlarimn Antimikrobiyal Bulgular

Hazirlanan ekstraktlar 6 mm ¢apindaki steril disklere 40 pl emdirildikten sonra
A. hydrophila’nin ve A. salmonicidia’ nin ekiminin yapildifi petrilerin {izerine
yerlestirilmigtir. 22°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan olusan zon ¢aplar1 dlgiilerek
kaydedilmistir. Deneyler ti¢ tekrarli olacak gekilde gergeklestirilmistir.

Test edilen her iki bakterilerinin de (4. hydophila ve A. salmonicida) hem etanol
hem de metanol ekstraktina kars1 yakin duyarlilikta oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10-
4.11).
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Sekil 4.10. Nannochloropsis sp.’in ekstraktinin TSA besiyerinde iiretilen A.
salmonicidia lizerindeki antimikrobiyal etkilerinin gériintiileri

Sekil 4.11. Nannochloropsis sp.’in ekstraktinin TSA besiyerinde liretilen A.hydrophila
lizerindeki antimikrobiyal etkilerinin gériintiileri

Metanol kullanilarak elde edilen ekstraktinn 4. salmonicida'ya karsi
olusturdugu antimikrobiyal aktivite zon ¢ap1 ortalama 12,7+1,49 mm, etanol ekstratinin
zon gapt ise 12,0+1,24 mm oldugu bulunmustur. 4. hydrophila’da ise metanol
ekstraktinin  olugturdugu zon ¢ap1 ortalama 14,6+2,27 mm, etanol ekstratinin
olusturdugu zon gap1 ise 11,4+0,97 mm oldugu bulunmugtur. Sonug olarak metanol
¢oziiclisiyle elde edilen ekstraklarda daha yilksek antimikrobiyal aktivite
gozlemlenmistir. Cizelge 4.1.”de ise yapilan denemelerin sonuglar1 gériilmektedir.
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Cizelge 4.1. Nannochloropsis sp. ekstraklarinin ve kontrollerin 4. salmonicida ve A.
hydrophila tizerinde antimikrobiyal etkisi

Test Metanol Etanol Penisilin Metanol Etanol

Mikroorganizmalari (mm) (mm) (mm) ekstrakt ekstrakt
(mm) (mm)
14,0 12,0 16,0 15,0 12,0
12,0 10,0 13,0 12,0 13,0
15,0 12,0 16,0 14,0 12,0
12,0 13,0 13,0 12,0 12,0
A. salmonicida 11,0 15,0 12,0 11,0 10,0
12,0 13,0 13,0 12,0 14,0
11,0 10,0 12,0 15,0 12,0
14,0 14,0 15,0 11,0 10,0
10,0 7,0 15,0 12,0 12,0
11,0 12,0 16,0 13,0 13,0

Ortalama | 12,2+1,62 | 11,842,29 | 14,1+1,66 | 12,7+1,49 | 12+1,24
12,0 11,0 13,0 16,0 11,0
13,0 [ 11,0 16,0 13,0 11,0
12,0 13,0 13,0 13,0 10,0
14,0 12,0 16,0 18,0 10,0
] 10,0 9.0 15,0 14,0 13,0
A. hydrophila 14,0 10,0 17,0 17,0 12,0
12,0 11,0 15,0 13,0 12,0
15,0 11,0 15,0 17,0 11,0
10,0 10,0 15,0 14,0 12,0
7,0 8,0 16,0 11,0 10,0

Ortalama 11,9+2,37 | 10,6+1,43 | 15,1+1,28 | 14,6+2,27 | 11,4+0,97
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5. TARTISMA

Hizla artis gOsteren diinya niifusunun hayvansal protein ihtiyacimin
kargilanabilmesi amaciyla diinyada su iriinleri yetistiriciligi énemli bir gida tiretim
sektorii haline gelmektedir. Yetistiricilik sektdriinde karsilasilan en $nemli sorunlardan
biri balik hastaliklardir. Geleneksel tedavi yontemlerinden asi ve antibiyotik
uygulamalari zaman igerisinde direng gelistirmeleri ve yiiksek maliyetli yontemler
olmalar nedeniyle yeni ve siirdiirebilir hastalik tedavi yontemleri gelistirilmesi
gerekmektedir. Son yillarda insan patojenlerinin tedavisi i¢in kullamilan antimikrobiyal
yeni ve dogal kaynaklarin (mikroorganizma, bitki, alg vb.) diger hayvan patojenleri i¢in
de kullanilmasiyla ilgili ¢calismalar artmaktadir.

Mikroalgler, zengin besin igerigine sahip olmalar1 nedeniyle su iiriinleri
yetistiricilik sektoriinde Gnemli bir besin kaynagi olarak tercih edilmektedir. Igerdikleri
protein, yag, PUFA (Coklu doymamus yag asitleri), By, vitamini, karotenoid ve gesitli
metabolik Urlinlerden dolay1 rotifer (Brachionus plicatilis) gibi zooplanktonlarin ve
balik larvalarinin beslenmesinde kullanilmaktadir (Okauchi 1991; Hoff ve Snell 1997).
Su iirinleri yetistiriciligi i¢in 6nemli bir besin kaynagi olmasmin yani sira yiiksek
oranda yag icermesi nedeniyle biyodizel iiretim c¢aligmalarinda yaygm olarak
kullamlmaktadir. Azot fiksasyonu yapan siyanobakteriler ve bitki gelisiminde Snemli
rollere sahip olan elementleri (fosfor ve potasyum gibi) depolayan mikroalgler giibre ve
toprak iyilestiricisi olarak, erozyonu azaltmak ve kok gelisimini hizlandirmak amaciyla
tarim alaninda kullaniimaktadir (Demiriz 2008). Ayrica mikroalgler, baca gazi ve atik
sularm biyolojik aritim siireclerinde azot ve fosfor gibi bilegiklerin giderilmesi icin
kullanilmaktadir. (Lubia'n 1982; Rodolfi vd. 2009; Jiang vd. 2011; Cai vd. 2013; Dong
vd. 2014). Son yillarda bazi mikroalglerin, atiksularda var olan birgok boya maddesi ve
agr metaller gibi endiistri atiklarini giderebilme 6zelligine sahip olduklar1 yapilan
¢alismalarda gosterilmistir (Jo-Shu vd. 1989; Ibrahim vd. 1996; Marco 2000; Aksu ve
Dénmez 2003; Chen vd. 2003; Toh vd. 2003).

Mikroalglerin kimyasal ve farmosstik pek gok galismada potansiyel kaynaklar
olduklar gosterilmektedir (Chen ve Zhang 1997; Scheuer 1990). Mikroalglerden elde
edilen ekstraktlar fenolik bilesikler bakimindan olduk¢a zengindir. Sz konusu
bilesiklerin konsantrasyonu ilgili mikroalgin antimikrobiyal etki giiciinii belirledigine
dair ¢aligmalar mevcuttur (Abd El-Baky vd. 2009; Bhagavathy vd. 2011).
Mikroalglerden elde edilen fenolik bilesiklerin yapisal 6zlelikleri ve ortamdaki
miktarina gore, bakteri metabolizmas: ve ¢ogalmasi iizerinde aktive ya da inhibe edici
etkisi oldugu bildirilmigtir (Vijayabaskar ve Vaseela 2012).

Bu calismada, Nannochloropsis sp. uygun kosullarda 45 giin siireyle, Walne
besiyerinde tiretilmis ve biyokiitleleri toplanmigtir. Metanol ve etanol ¢oziiciileriyle
hazirlanan mikroalg ekstraktlarmin antimikrobial aktivitesi test edilmistir. Calismanin
sonunda Nannochloropsis sp.’in denenen iki farkh balik hastalik etkeni olan bakteriye
karg1 oldukga yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi gézlenmistir.

Test edilen bakterilerden 4. hydophila ve A. salmonicida’nin her ikisininde de
hem etanol hem de metanol ekstraktina kargi duyarh oldugu tespit edilmistir. Methanol
ekstratmin 4. hydophila kars1 olusturdugu antimikrobiyal aktivite zon gap1 ortalama
14,6+2,27 mm iken, etanol ekstraktinin zon ¢ap1 daha diisiiktiir ve 11,4+0,97 mm
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civarinda oldugu olglilmistiir. Methanol ekstratinin 4. salmonicida kars: olusturdugu
antimikrobiyal aktivite zon ¢ap1 ortalama 12,7+1,49 mm, etanol ekstraktinin zon capi
ise 12,0+£1,24 mm civarinda oldugu bulunmustur. Sonug olarak tez calismasinda
metanol ¢oziiciisiiyle elde edilen ekstraklarda daha yiiksek antimikrobiyal aktivite
gozlemlenmistir.

Mikroalgler ile ilgili yapilan ¢ahigmalarda algal biyokiitlenin verimli bir sekilde
elde edilebilmesi olduk¢a Snemlidir. Ayrica mikroalglerin besin ve kimyasal icerigi
yetistirildigi kiiltlir ortaminin sartlarindan etkilenmektedir (Ben-Amotz ve Shaish 1992;
Asulabh 2012). S6z konusu parametreler her mikroalg tiirii i¢in farkli olabilmektedir
(Utting 1985; Coutteau 1996). Bu nedenle mikroalg kiiltiiriinii etkileyen 151k, besin
miktari, pH, kangtirma-havalandirma, tuzluluk ve sicaklik gibi parametrelerin
optimizasyonu igin yapilmis bircok ¢aliyma mevcuttur. Bu calismalara érnek olarak:
Bartley vd. (2013) yaptiklan ¢alismada, Nannochloropsis salina’nmin biyomas iiretiminin
%022 ve %034 tuzlulukta en yiiksek oldugunu tespit edilmistir.

ligaz (2003), Nannochloropsis oculata ile gergeklestirdigi ¢alismada, en yiiksek
hiicre sayis1 %020, en fazla kuru madde miktar1 ise %025 tuzluluga sahip kiiltiirlerden
elde edildigini bildirmisgtir.

Durmaz ve Piring (2017) yaptiklar1 ¢alismada, farkh 1s1k kaynaklar1 ve farkl
tuzluluk derigimlerinin hiicre sayisinda, beta karoten ve klorofil a diizeylerinde
degisiklere neden oldugunu ve g¢alismada kullanilan her alg tiirii igin farkli sonuglar elde
edildigini belirtilmistir. Tuzluluk derisiminin Nannochloropsis oculata kiiltiirlerinde
%020-30, Tetraselmis chuii kiiltiirlerinde ise %030-40, Dunaliella salina kiiltiirlerinde ise
%040 olarak ayarlanmasi dnerilmistir.

Das vd. (2011) yaptiklan ¢aligmada, farkli dalga boylarina sahip isiklarin
(kirmiz1 (680 nm), beyaz, mavi (470 nm) ve yesil led (550 nm) Nannochloropsis
oculata kiltirli Uzerine etkileri arastinlmistir. Calisma sonucunda en etkili 1sik
kaynagmin mavi dalga boyuna sahip 151k oldugunu belirtirken etkisi en az olan 1s1k
kaynaginin ise kirmizi 151k oldugu bildirilmistir.

Teo vd. (2014), mavi-kirmiz1 led 1giklar ve beyaz floresan lamba kullanarak
yaptiklar ¢alismada, Nannochloropsissp ve Tetraselmis sp.’in {iretimi iizerine en etkili
1511n mavi dalga boyuna sahip 151k kaynag: oldugu tespit edilmistir. Blair vd. (2014),
yaptiklar ¢aligmada, farkh dalga boylarina sahip 1giklarin (mavi, parlak beyaz, yesil ve
kirmizi) Chlorella vulgaris’in biiylimesi iizerine olan etkisi arastinlmis ve mavi 151k
kaynaginda daha yliksek bitylime orani gézlendigi ve daha fazla biyomas iiretimi
gerceklestigi bildirilmigtir.

Piring (2014), yaptig1 ¢alismada, Nannochloropsis oculata, Tetraselmis chuii,
Dunaliella salina ve denizel Chlorella sp. tiretiminde farkli 191k kaynaklarinin (floresan
lamba, sari, beyaz, kirmizi, mavi led ve ekonomik ampul) etkisi incelenmis ve en
yiiksek hiicre yogunlugu, Nannochloropsis oculata igin, floresan lamba ve ekonomik
ampul 151k kaynaklarinda, Tetraselmis chuii igin sar1 led ve floresan lamba, Dunaliella
salina igin, ekonomik ampul, denizel Chlorella sp. igin, floresan lamba ve ekonomik
ampul 151k kaynaklarinin kullanildig: sistemlerden elde edildigi bildirilmistir.
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Bu tez c¢alismasinda Nannochloropsis sp. iiretimi, literatiirde verilen {iretim
kogullarma pararlel olarak gergeklestirilmistir. %026 tuzlulukta, Walne besiyerinde
tiretim gergeklestirilmistir. Isik kaynag olarak beyaz LED lamba kullanilmis olup 24
saat siireyle aydinlatma saglanmistir. Aym zamanda kiiltiir ortamina yeterli miktarda
havalandirma saglanarak kiiltiirin dibe ¢Skmesi engellenmistir. Kiiltiiriin sicaklik
degisimleriniden etkilenmemesi igin ortam sicaklig1 26°C’de sabit tutulmustur.

Deniz ve tath su makro ve mikro alglerinden elde edilen ekstraktlarinm insan
patojenleri {izerindeki antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinin hizla arttig1 gériilmektedir
(Ozdemir vd. 2004; Abo State vd. 2015). Bunlara 6rnek olarak: Eid (2016) yaptig1 bir
calismada Enferomorpha compressa, Ulva lactuca ve Chaetomorpha'nin Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus  pneumoniae, Fusarium oxysporum ve Candida albicans gibi insan
patojenlerine kars: antimikrobiyal aktiviteyi degerlendirmek ve karsilagtirmak amaciyla
metanol, hekzan ve kloroform ekstraktlar1 kullanmig ve metanol ekstraktlarimin, diger
¢oziiclilerle hazirlanan ekstraktlara kiyasla test edilen bakteri ve mantar tiirlerine karsi
glicli aktivite gosterdigini belirtmistir.

Karabay vd. (2007)’nin Jania rubens ile yaptifi ¢alismada ¢oziicli olarak
metanol, diklorometan, hekzan, kloroform kullanilmis ve Streptococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
Jaecalis, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium’a kars1 antibakteriyal aktiviteleri belirlenmistir. Calisma sonucunda
metanol ve kloroform ekstraktlarinin hekzan ve diklorometan ekstraktlarindan daha
fazla antibakteriyal aktivite gosterdigi bulunmustur.

Scheuer (1990), Chlorophyta, Rhodophyta ve Phodophyta cinsine ait alglerle
yaptig1 calismada metanol ekstraktinin n-hekzan ve etilasetat ekstraktlarindan daha fazla
antimikrobiyal aktivite g&sterdigini belirtmistir.

Ozdemir vd. (2004) yaptiklari c¢alismada Spirulina platensis’den metanol
kullamlarak elde edilen ekstraktlarm Candida albicans, Streptococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis’e kars, etil asetat ve diklorometan ekstraktlarina gére daha
fazla antibakteriyal aktivite gosterdigi belirtilmistir. Tez c¢alismasinda metanol
¢oziiciisiiyle ilgili elde edilen bulgularin, yukarida yer alan literatiir ¢alismalariyla
uyumlu oldugu gériilmiistiir.

Katircioglu vd. (2006)’nin mikroalglerle yaptigi ¢alismada ¢oziicii olarak
metanol, kloroform, aseton, etanol, eter kullamlmis ve Bacillus megaterium, B.
thuringiensis, B. cereus, B. subtilis, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli,
Micrococcus luteus, M. flavus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa’ya
kars1 antibakteriyal aktiviteleri belirlenmis olup aseton ve eter ekstraktlarmin gram(-)
bakterilere, metanol ekstraktlarinin ise gram(+) bakterilere, etanol ekstraktlarinin ise
hem gram(-) hemde gram(+) bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir.

Krishnika vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada ¢esitli ¢6zgenlerle hazirlanan
ekstraktlar arasindan etanol ekstraktlarmin, en giiclii antibakteriyel etkiyi gosterdigi
belirtilmistir. Chowdhury vd. (2015) yaptiklart galismada, on tath su ve deniz
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alglerinden, iki gram pozitif, dort gram negatif bakteri ve bir mantara kars1 etanol
ekstraktlarmin metanol ve kloroform ekstraktlarina gore daha fazla antimikrobiyal
aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Elde ettigimiz bulgular bu referanslardaki
bulgularla uyumlu degildir.

Mikroalglerden bazilarmmn bazi balik patojenlerine karsi olan antimikrobiyal
aktivitelerini inceleyen az sayida ¢alismaya rastlanmgtir: Bhuvaneswari vd. (2013)
yaptigi bir c¢alismada siyonobakteri olan Arthospira platensis’in balik hastalik
etkenlerinden olan A. hydrophila, Bacillus subtilis, B. cereus, Micrococcus luteus,
Vibrio alginolyticus, V. parahemolyticus ve Edwardsiella tarda’ya karst olan
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Aseton ekstraktinin yiiksek antibakteriyal etki
gosterdigi bildirilmistir.

Selvendran (2013) yaptign bir ¢alismada, Nannochloropsis oculata ve
Chaetoceros calcitrans alglerinden n-biitanol, n-hekzan, aseton, metanol ve
kloroform:metanol (2:1) ¢6zgenlerini kullanarak elde etti3i ekstraktlarin insan patojeni
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa’nin yam sira balik hastalik
etkenlerinden Vibrio harveyi, V. parahemolyticus ve A. hydrophila lzerine olan
antimikrobiyal aktivitesini incelemistir. Calisma sonucunda &zellikle kloroform:metanol
(2:1) ekstraktlarinin tiim balik patojenlerine kars1 etkili oldugunu vurgulamastir.

Bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz metanol ekstraktinin daha yitksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulgusu yukarida verilen literatiir bulgulariyla
desteklenmektedir.
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6. SONUCLAR

Bu tez calismasinda denenen Nannochloropsis sp. alg tiirline ait metanol ve
etanol ¢bzgenleri kullanilarak elde edilen eckstraktlarin test edilen bakterilere (4.
hydophila ve A. salmonicida) kars1 birbirine yakin antibakteriyal etkileri oldugu
sonucuna varilmigtir.

Bu ¢alismanin sonuglari, antimikrobiyal etkiye sebebiyet veren etken maddelerin
biyokimyasal igerigi, alg {iretim kosullarinin daha biiyiik endiistriyel 6lgekte
optimizasyonu, karakterizasyonu ve etki mekanizmasinin aydinlatilmasi gibi yapilacak
aragtirmalara oncii olmast agisindan 6nem tagimaktadir. Bu bulgular ile su iiriinleri
sektoriinde Nannochloropsis sp. ve Spirulina sp. gibi mikroalglerin ekstraktlar
kullanlarak balik hastaliklarini 6nleme calismalari ve/veya besleme denemelerinin
yapilmasi gelecekte mikrobiyal, maliyeti diigiik siirdiiriilebilir kaynaklarin alternatif
olarak kullanimi akuakiiltiir i¢in yeni ufuklar acacaktir.
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