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Ozet: Spirulina cinsi lyelerinin, diger bir¢ok siyanobakteri tiirii gibi ¢ok sayida antimikrobiyal madde iiretme potansiyeline sahip
oldugu bilinmektedir. Calismamizda, ticari olarak satilan toz formundaki Spirulina platensis’in li¢ farkli ¢oziicii (aseton, hekzan,
metanol) kullanilarak elde edilen ekstraktlarnin yedi bakteri susu (Bacillus cereus ATCC 10987, Bacillus subtilis ATCC 6623,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70060,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) ve iki fungus tiirtine (Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404) kars1 bes
farkl konsantrasyonda (30 mg/ml, 15 mg/ml, 6 mg/ml, 3 mg/ml ve 1 mg/ml) disk difiizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal
aktivitesinin belirlenmesi amag¢lanmistir.Sonuglarimiza gore, kullanilan ¢oziiciiler arasinda en iyi sonucu metanolden elde edilen
ekstraktin verdigi goriilmiistir. Metanolden elde edilen ekstrakt Bacillus cereus ATCC 10987, Bacillus subtilis ATCC 6623, Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70060 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 suslarina karsi antimikrobiyal aktivite
gosterirken, hekzandan elde edilen ekstrakt Bacillus cereus ATCC 10987 ve Bacillus subtilis ATCC 6623 suslarina karsi aktivite
gostermis, asetondan elde edilen ekstrakt ise sadece Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susuna karsi antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Metanol, aseton ve hekzandan elde edilen ekstraktlar kullanilan funguslara kars: aktivite gostermemistir.
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Determination of Antimicrobial Activity of Commercially Sold Spirulina platensis Extracts Obtained with Three
Different Solvents against Selected Pathogen Bacteria and Fungi

Abstract: Members of the genus Spirulina, like many other species of cyanobacteria, are known to have the potential to
produce numerous antimicrobial substances. In our study, extracts of the commercial powder form of Spirulina platensis were
tested using three different solvents (acetone, hexane, methanol) against seven bacterial strains (Bacillus cereus ATCC 10987,
Bacillus subtilis ATCC 6623, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70060, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) and two fungal species (Candida albicans
ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404) at five different concentrations (30 mg/ml, 15 mg/ml, 6 mg/ml, 3 mg/ml and 1
mg/ml) using the disc diffusion method. According to our results, it was observed that the extract obtained from methanol gave the
best result among the solvents used. The extract obtained from methanol showed antimicrobial activity against Bacillus cereus ATCC
10987, Bacillus subtilis ATCC 6623, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 70060 and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 strains, The extract obtained from hexane showed activity against Bacillus cereus ATCC 10987 and Bacillus subtilis ATCC
6623 strains, while the extract obtained from acetone showed antimicrobial activity only against Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
strain. The extracts obtained from methanol, acetone and hexane did not show activity against the fungi used.
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1. Giris

Artan bakteriyel enfeksiyonlar yiliksek oranda oliime
neden olmaktadir (Kandhasamy ve Arunachalam, 2008).
Hastalik salginlarinin 6nlenmesi, hastaligin ilaglarla
tedavi edilmesi veya tedavi edici aktiviteye sahip
bilesiklerin se¢ilmesine ydnelik tarama programlarinin

uygulanmasi bu soruna ¢déziim sunmaktadir. Bir diger
¢6ziim olarak antimikrobiyal aktiviteye sahip dogal
bilesiklerin ~ arastirilmasi,  antibiyotige  direngli
mikroorganizmalarin  enfeksiyon oranindaki artisi
nedeniyle diinya ¢apinda son yillarda olduk¢a 6nem

kazanmistir. Dogal bilesiklerin yan etkilerinin sentetik

BSJ Eng Sci / Aysel VEYISOGLU ve ark.

BV N

1031

@ ® & | This work is licensed (CC BY-NC 4.0) under Creative Commons Attribution 4.0 International License



Black Sea Journal of Engineering and Science

ilaglardan daha az olmasi kimyasal {iriinler yerine dogal
tiriinlere yonelimi artirmaktadir (Muteeb ve ark., 2023).
Spirulina platensis yenilebilir mavi-yesil bir algdir. insan
gidast ve evcil hayvan yemindeki faydalh roli
nedeniyle Spirulina, son yillarda bir¢ok disiplinde

artarak ilgi gormektedir (Abdel-Moneim ve ark,
2022). Tum esansiyel amino asitleri, esansiyel
yag asitlerini, mineralleri, pigmentleri,

karotenoidleri ve vitaminleri iceren yiiksek protein
seviyelerini icermektedir (Mendiola ve ark, 2007;
Abdel- Moneim ve ark., 2022).

Son zamanlarda Spirulina platensis, , yalnizca beslenme
amaciyla degil, ayni zamanda rapor edilen tibbi
ozellikleri nedeniyle de genis ¢apta arastirilmakta olup,
bir¢cok ¢alisma Spirulina veya ekstraktlarinin insanlarda
ve hayvanlarda kanseri onleyebildigini veya inhibe
edebildigini gdstermistir (Hirahashi ve ark, 2002;
Subhashini ve ark, 2004) ve son yillarda yapilan
calismalarda kolesteroliin azaltilmasi ve agir metallerin
nefrotoksisitesini, antikanser oOzelliklerini, radyasyona
kars1 korumayr ve bagisiklik sistemini giiglendirmeyi
iceren terapotik etkilerinin arastirilmasina daha fazla
onem verilmistir (Belay ve ark., 1994; El-baz ve ark,
2013).

Cogu Spirulina tilirlinlin, antialgal, antibakteriyel,
antifungal ve antiviral aktivite gibi cesitli biyolojik
aktivitelere sahip hiicre ici ve hiicre disi metabolitler
trettigi bilinmektedir (Noaman ve ark., 2004; El-Sheekh
ve ark., 2008). Spirulina cinsi, saghkl gida, yem ve
medikal endiistrilerinde uluslararasi bir talebe sahiptir
(Becker, 1994). Spirulina sp.'nin  farmakolojik
aktiviteleri antiviral (Hernadndez-Corona ve ark. 2002),
antibakteriyel (Ozdemir ve ark, 2004), antiplatelet
(Hsiao ve ark., 2005), antikardiyotoksik (Khan ve ark.,
2005), hipokolesterolemik (Nagaoka ve ark., 2005),
antinefratoksik (Khan ve ark., 2006) ve antihepatoksik
etki sergiledigi cesitli arastirmacilar tarafindan daha
once incelenmistir (Mohan ve ark., 2006).
Calismamizda, ticari olarak satilan Spirulina platensis’in
toz formundan g farkli ¢oziicii (metanol, aseton ve
hekzan) ile ekstrakt elde edilip, ekstraklarin yedi
bakteri susu ve iki fungus tiiriine karsi antimikrobiyal
aktivitesinin arastirilmasi amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

2.1.1. Spirulina platensis materyali

Calismada kullanilan Spirulina platensis’in toz halindeki
formu ticari olarak yerel firmadan satin ahnmistir (Sekil
1) Toz numune c¢alisma yapilincaya kadar oda
sicakliginda serin ve kuru ortamda muhafaza edilmistir.
2.1.2. Bakteriyel suslar

Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda kullanilan patojen
mikroorganizmalar Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonundan (ATCC) temin edilmistir. Gram-pozitif
bakterilerden dort sus Bacillus cereus ATCC 10987,
Bacillus subtilis ATCC 6623, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Gram negatif

bakterilerden ti¢ sus Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 70060, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, funguslardan ise iki sus
Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus niger ATCC
16404 olmak tizere dokuz patojen antimikrobiyal
aktivite ¢alismasinda kullanilmistir.

Sekil 1. Spirulina platensis’in toz formu.

2.2. Yontem
2.2.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinmis S. platensis’in toz formundan
40 g alind1 ve 200 ml solvent (metanol, aseton ve
hekzan) ile karismasi icin ¢alkalamal inkiibatdrde 180
rpm’de bir gece bekletildi. Hassanin ve ark. (2020)'nin
onerdigi yontem modifiye ekstraksiyon
yapimistir. Ekstraktlar, doéner vakumlu evaporator
kullanilarak kadar
buharlastirildi ve elde edilen macun kivamindaki
ekstraktlar %25’lik dimetil stlfoksit (DMSO) ile
seyreltilerek antimikrobiyal aktivite c¢alismasina uygun
hale getirildi (Hassanin ve ark, 2020, Saad ve ark,
2020).

2.2.2. In vitro antimikrobiyal aktivitenin saptanmasi
Disk difiizyon metodu

S. platensis'in antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir (Collins ve ark,,
1989; Bradshaw,1992). Bakteri kiltiirlerini
aktiflestirmek icin Muller Hinton Agar (MHA) ve
funguslar i¢cin Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Difco)
kullanild1 ve

edilerek

azaltlmis basingla kuruyana

calismadan oOnce mikroorganizmalar,

Muller Hinton Broth'a (MHB) ve
funguslar (Difco) i¢in Sabouraud Dextrose Broth'a
(SDB) aktarilmis ve gece boyunca 37 °C’de (fungus icin
28 °C) gelismeye birakilmistir. Test suslarinin hazirlanan
slispansiyonlarinin bulanikligi 0.5 McFarland'a esdeger

bakteriler igin

(1,5x108 kob/ml) ayarlanmistir ve agar plakasinin
yluzeyine 100 pl steril ekiivyonlarla patojen
mikroorganizmalar yayilmistir ve bes dakika Laminar
Flow'da kurumasi i¢in bekletilmistir. Coziiciiler
(metanol, aseton ve hekzan) kullanilarak elde edilen
Spirulina platensis ekstraktlari (30 mg/ml, 15 mg/ml, 6
mg/ml, 3 mg/mlve 1 mg/ml), 1 ml %25 dimetil siilfoksit
(DMSO0) ile kanistirilmistir. Filtre kagidi diskleri (6
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mm)’'ne ekstraktlar (30 mg/ml, 15 mg/ml, 6 mg/ml, 3
mg/ml ve 1 mg/ml) antimikrobiyal aktivitelerini
kontrol etmek i¢in 25 pl emdirilmistir ve Laminar
Flow’da icin bes dakika bekletilmistir.
Kuruduktan sonra bakteri petriler gece
boyunca 37 °C’de, fungus ekimi yapilan petriler 28 °C'de
inkiibasyona birakilmigtir. Koér kontrol olarak %25
DMSO, pozitif kontrol icin Amfisilin (AM10), Polimiksin
B (PB300) ve funguslar icin Nistatin (NS100)
kullanilmigtir. Inhibisyon bélgesi gdzlemlenmis ve
milimetre (mm) cinsinden Ol¢iilmiistiir. Calisma ii¢ kez
tekrarlanmis ve elde edilen sonuglarin ortalamalar:
alinmistir.

kurumasi
bulunan

3. Bulgular ve Tartisma

Spirulina, terapotik ozellikleri ve biyoaktif bilesiklerin
varligl nedeniyle son yillarda ilgi odag: olmustur (Belay
ve ark, 1994). Bitkilerde antimikrobiyal bilesiklerin
varligl calismalarla gosterilmistir
bilesiklerin  biyolojik antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Spirulina ile

bilimsel ve bu

sistemlerde
beslenen hiperkolesteremik hastalarda kolesterol
seviyelerinin azaldigr  bildirilmistir Spirulina
platensis'ten ¢ikarilan fikobiliproteinlerin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu c¢alismalarla
belirlenmistir (Usharani ve ark., 2015).

Metanol, aseton ve hekzan ¢oziiciileri daha 6nce yapilan
cok sayida g¢alismada kullanilmis olup etkili olduklari
tespit edilmistir (Giimiis ve ark.,2018).

S. platensis’in toz formunun ti¢ farkl ¢6ziicii kullanilarak

ve

hazirlanan ekstraktlarin disk difiizyon metodu ile
belirlenen antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 1'de
verilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde en iyi
antimikrobiyal aktiviteyi elde
ekstrakt gostermistir. Metanolden elde edilen ekstrakt

metanolden edilen
kullanilan yedi bakteriden besine (B. cereus, B. subtilis,
E. coli, K pneumoniae ve P. aeruginosa) Karsi
antibakteriyel etki gostermistir. Asetondan elde edilen
ekstrakt aeruginosa bakterisine Kkarsi
antibakteriyel etki gosterirken hekzandan elde edilen

sadece P.

ekstrakt B. cereus ve B. subtilis bakterisine karsi
antibakteriyel etki gdstermistir. Ug farkl ¢oziicii ile elde
edilen ekstraktlardan hig¢birinin A. niger ve C. albicans
funguslarina kars1 antifungal

gorilmistir.

aktivite gostermedigi

inhibisyon zon caplar1 degerlendirildiginde S. platensis
ekstraktlarinin bakterilere karsi inhibisyon zonu 30
mg/ml'de 12 mm ile 10 mm arasinda degismistir.
Metanol ekstraktinin 15 mg/ml'de inhibisyon zonu
olusturdugu (S. aureus ve E. faecalis hari¢) ancak daha

diisik  konsantrasyonlarda etki olusturmadigi
goriilmistiir. Asetondan elde edilen ekstrakt yalnizca P.
aeruginosa bakterisi tlizerinde (1 mg/ml harig)

antibakteriyel etki gostermis ve 30 mg/ml'de 10 mm
inhibisyon zonu olusturmustur. Hekzandan elde edilen
ekstraktise B. cereus (30 ve 15 mg/ml icin) ve B. subtilis
(30, 15 ve 6 mg/ml icin) bakterilerine karsi
antibakteriyel etki gostermis, inhibisyon zon c¢ap1 B.
cereus’a 15 mg/ml'de 9 mm iken B. subtilise 6
mg/ml'de 9 mm olarak belirlenmistir (Sekil 2).

Kullanilan standart antibiyotiklerle karsilastirildiginda
elde ekstrakt 30 mg/ml
konsantrasyonda standardindan  diisiik,
polimiksin B standardindan ise daha iyi antimikrobiyal
aktivite sergilemistir. Hekzan ve asetondan elde edilen

metanolden edilen

amfisilin

ekstraktlar ise polimiksin B ile esit aktimikrobiyal
aktivite gostermistir.

Usharani ve ark. (2015) yaptig1 ¢calismada S.platensis’'in
bes farkl ¢oziicii ile (metanol, aseton, etanol, hekzan ve
petrol eteri) hazirladiklari ekstraktlarinin on bir bakteri
(Staphylococcus Streptococcus
Streptococcus Bacillus
mirabilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Vibrio  cholerae, typhi, Klebsiella
pneumoniae ve Shigella flexneri) ve alti fungusa
(Aspergillus  flavus, Aspergillus Aspergillus
fumigatus, Candida tropicalis, Candida albicans
Candida glabrata) karsi antimikrobiyal aktivitesini
disk minimum inhibisyon
konsantrasyonu ile belirlemistir.

aureus,
pyogenes,

epidermidis,
cereus, Proteus
Salmonella

niger,
ve

difiizyon ve

Tablo 1. Metanol, aseton ve hekzan ¢oziiciileriyle hazirlanan Spirulina platensis ekstraktlarinin antimikrobiyal

aktivitesi

Spirulinaplatensis ekstraktlarinin (mg/ml) konsantrasyonlari ve ortalama inhibisyon zonlar1 (mm)

Metanol Aseton Hekzan Pozitif kontrol NK
Mikroorganizmalar 30 15 6 3 1 30 15 6 3 1 30 15 6 Amfisilin Polimiksin  Nistatir % 25
(AM10) B (PB300) (NS100 DMSO
Bacillus cereus 2 9 - - - - - - - 10 9 - - 30 10 - -
Bacillus subtilis 12 10 - - - - - - - 100 9 9 - 30 10 - -
Staphylococcus aureus - E - - - - - - 30 10 - -
Enterococcus faecalis - - - - - - - - - - - - 30 10 - -
Escherichia coli 2 9 - - - - - - - - - - 22 15 - -
Klebsiella pneumoniae 12 10 - - - - - - - - - - 40 20 - -
Pseudomonas
geruginosa 12 10 - - 10 10 10 9 - - - 30 15 - -
Candida albicans - N - - - N - - 20 -
Aspergillus niger - S - - - - - - 30 -
NK= negative kontrol
BSJ Eng Sci / Aysel VEYISOGLU ve ark. 1033
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7,
15mg/ml  30mg/ml

15 mg/mi
RN 5£

B.subtilis

Sekil 2. Metanol ve hekzan coziiciileriyle Spirulina’dan elde edilen ekstraktlarin Bacillus cinsi iyelerine karsi

olusturdugu inhibisyon zonlari.

Bes farkli ¢6zlici ile hazirlanan  ekstraktlar
degerlendirmede kullanilan on bir bakteri ve alti
fungusa karsi iyi antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Rania ve ark. (2008), S. platensis iist sivisini, metanol
ve hekzan ekstraktlarini doért fungus tiiriine karsi
(Candida kefyr, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger ve Aspergillus fumigatus) degerlendirmisler ve
funguslarin gelisimini
engellemedigi gozlemlemislerdir. Bizim ¢alismamizda
da metanol, aseton ve hekzan ekstraktlar1 A niger
ve C. albicans funguslarinin gelisimini engellememistir.
El-Baz ve ark. (2013)nin yaptig1 bir c¢alismada S.
platensis'in etanol ekstraktlarinin antibakteriyel ve
antiviral etkisi test edilmis ve S. platensis'in etanol
ekstraktlarinin farkh bakteri suslarina (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi ve Enterococcus
faecalis) kars1 antibakteriyel etkisini gostermek i¢in disk
difiizyon yontemi kullanilmistir. Escherichia coli ve
Salmonella typhi (Enterobacteriaceae familyasindan
Gram negatif bakteriler) ve Staphylococcus aureus
(Micrococcaceae familyasindan Gram pozitif bakteri) ile

hekzan ekstraktinin

inhibisyon  bdélgeleri olusturmamasina  ragmen
Enterococcus faecalis ve Candida albicans’a karsi
belirgin inhibisyon bolgeleri olusturdugunu
gozlemlemislerdir.

4. Sonug¢

Calismamizdan elde edilen sonuglar ile diger

arastirmacilarin elde ettikleri sonuglar (Elnabris ve ark.,
2013; Ramalingam ve Amutha, 2013; Gimis ve
Unliisayin, 2016) farkliigin nedenleri
arasinda ekstraktin elde edilme yontemi, ekstraktin
kimyasal icerigindeki bilesenler, ¢oziici cesitliligi,
kullanilan patojen mikroorganizma tiiriiniin veya ayni
tirtin  farkhh  suslarinin  kullanilmas1  gibi  olasi
sebeplerden dolay1  Spirulina farkli
antibakteriyel ve antifungal aktivite
sergileyebilmektedir. Calismamizda kullanilan
ekstraktlarin, pozitif kontrol olarak kullandigimiz
antibiyotiginden diisiik, polimiksin B
antibiyotiginden daha iyi, esit veya diisiik aktivite
gostermesi diger c¢alismalarda ifade edildigi gibi
oziitlerin  aktivitesinin  ekstraksiyon
kullanilan doz artisina bagh olarak degisebileceginden,
Spirulina ekstraktlarinin antibiyotiklere ve geleneksel

arasindaki

ozitleri

amfisilin

yontemi ve

kimyasal ilaglara alternatif olarak kullanilabilecegini
umut ediyoruz.

Katki Orani Beyani
Yazar(lar)in katki yilizdesi asagida verilmistir. Tim
yazarlar makaleyi incelemis ve onaylamistir.

AV. AY. D.T.
K 50 10 40
T 60 20 20
Y 60 20 20
VAY 50 50
KT 30 40 30
YZ 70 30
KI 50 50
GR 70 30
PY 80 20
FA 80 10 10

K= kavram, T= tasarim, Y= yonetim, VAY= veri analizi ve/veya
yorumlama, KT= kaynak tarama, YZ= Yazim, Kl= kritik
inceleme, GR= génderim ve revizyon, PY= proje yonetimi, FA=
fon alimi.

Catisma Beyam
Yazarlar bu c¢alismada higbir ¢ikar iliskisi olmadigini
beyan etmektedirler.

Etik Onay Beyani

Bu arastirmada hayvanlar ve insanlar tizerinde herhangi
bir c¢alisma yapimadigi i¢in etik kurul
alinmamistir.

onay1

Destek ve Tesekkiir Beyani
Bu calisma, TUBITAK 2209-A proje kapsaminda
desteklenmis olup, TUBITAK a tesekkiir ederiz.
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