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Bu tez kapsaminda, Chlorella vulgaris mikroalginden ana karotenoidlerin ekstraksiyonu
icin ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) yontemi uygulanmistir. Ekstraksiyon
zamani, etanol hacmi, ekstraksiyon sicakligi ve sivi/kati orani gibi ekstraksiyon
faktorleri ve kombinasyonlar1 yanith yilizey analiz yontemi (RSM) kullanilarak optimize
edilmistir. Optimal verim elde etmek icin bes seviyeli dort faktorlii merkezi kompozit
dizayn (CCD) kullanilmistir. Ekstraksiyon zamani (15-155 dk), etanol hacmi (%35-95,
v/v), ekstraksiyon sicakligr (15-75°C) ve sivi/kati orani (30-150 mL/g) dahil olmak
lizere dort bagimsiz faktor optimize edilmistir. Chlorella vulgaris mikroalginin
ekstraksiyon kosullar1 spektroskopik ve kromatografik yanit degerleri kullanilarak
optimize edilmistir. Spektroskopik yontem altinda toplam fenolik madde ve antioksidan
kapasite (ABTS ve CHROMAC yontem) miktarlar1 yanit degeri olarak alinirken
ekstraksiyon zamani, etanol hacmi, ekstraksiyon sicakligi ve sivi/katt orani etkileri
incelenmistir. Bu spektroskopik yonteminde optimum ekstraksiyon kosullarini optimize
etmek i¢in ¢ok yanith yiizey analiz yontemi kullanilmistir. Kromatografik yontem
altinda ise karotenoidler (lutein, B-karoten, a-karoten gibi) HPLC analiz ile nicel olarak
tespit edilmis ve optimum ekstraksiyon kosullarini optimize etmek i¢in tek yanith yiizey
analiz yontemi kullanilmistir. Calismalarimiz, gelecekteki mikroalglerin antioksidan
iyilesmesini degerlendirmek icin yeni gelistirilmis yontemimizin (CHROMAC)
kullanilmasi1 ve karotenoid analizi i¢in temel ¢alismalar olarak kabul edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Chlorella vulgaris, karotenoid, ultrasonik destekli ekstraksiyon,
HPLC, merkezi kompozit dizayn, yanith ylizey analizi
2017, x + 63 sayfa.
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In this thesis, ultrasonic-assisted extraction (UAE) was applied on the extraction of
main carotenoids from the microalgae Chlorella vulgaris. The extraction parameters
such as extraction time, ethanol volume, extraction temperature and liquid/solid ratio
and their combinations were optimized using response surface methodology (RSM). A
five-level-four factors experiment central composite design (CCD) was employed in
order to achieve optimal output. Four independent parameters were optimized,
including extraction time (15-155 min), ethanol volume (35-95%, v/v), extraction
temperature (15-75°C) and liquid/solid ratio (30-150 mL/g). Chlorella vulgaris has been
optimized in term of spectroscopic and chromatographic methods. Under spectroscopic
method, total phenolic content and antioxidant capacity (ABTS and CHROMAC
method) were considered response parameters while the effects of extraction time,
ethanol volume, extraction temperature and liquid/solid ratio were studied.
Multiresponse surface methodology was employed to optimize the optimum extraction
conditions in this spectroscopic method. Under chromatographic method, carotenoids
such as lutein, P-carotene and o-carotene was quantitatively determined by HPLC
method and response surface methodology was employed to optimized the optimum
extraction conditions. This thesis can be considered as the foundation studies for
analysis of carotenoid and the use of our new developed method (CHROMAC) to
evaluate the antioxidant recovery of microalgae in the future.

Keywords: Chlorella vulgaris, carotenoids, ultrasonic-assisted extraction, HPLC,
central composite design, response surface methodology
2017, x + 63 pages.
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1. GIRIS

flag, gida ve kozmetik endiistrilerde dogal maddelere ihtiya¢ olundugundan
mikroalglere biiylik talep olmustur. Mikroalgler, antik bir gegmise sahiptir ve simdi ise
yesil kalabilen yenilenebilir bir kaynak olarak gelismistir. Herhangi bir zor ortamda
hayatta kalabilmek icin bu yeteneklerinden dolayr mikroalglere yiiksek talep olmustur.
Mikroalgler, hem deniz hem de tatli sularda bulunabilir. Giines 15181 veya glines enerjisi
yardimiyla mikroalgler fotosentez ve hatta yesil biyokiitle atik su doniisiimii
gerceklestirmistir (Batista ve ark. 2013). Sicak, soguk, tuzluluk, foto-oksidasyon,
anaerobiosis, ozmotik basing ve ultraviyole gibi ¢evresel stres faktorlerinin g¢esitliligine
karsilik olarak mikroalglerin dinamik hiicresel homeostazisi uyum saglamaktadir
(Tandeau de Marsac ve Houmard 1993). Bu yetenek, dogal antioksidanlar gibi biyoaktif
bilesiklerin tiretilmesi i¢in mikroalgleri belirgin bir hedef yapmaktadir (Castro-Puyana
ve ark. 2013). Stres sartlar1 altinda mikroalglerde fenolik bilesikler, sekerler, vitaminler
ve karotenoidler dahil olmak iizere antioksidan bilesikleri iiretilmistir (Briick ve ark.

2012).

Chlorella vulgaris, zengin protein, yag, polisakkaritler, boyar madde, vitaminler ve
antioksidan bilesikleri icerir; ve insanlarin tiiketimi ic¢in tipik olarak yetistirilen
mikroalglerden biridir (Chen ve Jiang 1999). Antioksidanlar arasinda ilag¢ endiistrisinde
antioksidan olarak siirekli kullanim nedeniyle karotenoidler 6zel bir dnem tagimaktadir
(Silberstein ve Parsons 2010). Chlorella vulgaris biyoaktif bilesiklerin yiiksek miktarda
tiretilebilmesi i¢in Onemli bir mikroalgtir. Chlorellacea familyasindan Chlorella
vulgaris 1980 yilinda Martinus Willem Beijerinck tarafindan kesfedilmistir (Beijerinck
1890). Chlorella vulgaris mikroalginin sekli ise g¢ekirdek gibidir ve kiireye benzer.
Hiicre duvart sert oldugundan dis ortamlardan kendini koruyabilmektedir. Chlorella
vulgaris, aseksiiel ve yeniden hizli iireyebilen bir autosporedir. Bu nedenle, her bir stres
kosullar1 altinda biiyliyebilir. Chlorella vulgaris, Japonya, Almanya ve Tayvan’da

popiiler bir fonksiyonel gida olarak tiiketilmektedir (Brennan ve Owende 2010).

Chlorella vulgaris igerisinde ¢ok fazla klorofil ve karotenoid bilesikler bulunmaktadir.

Karotenoidler, lipofilik ve isoprenoit molekiiller, deniz hayvanlari, ¢icekler, cesitli



meyve ve sebze renklerinden sorumlu bilesiklerdir (Ben-Amotz ve Fishler 1998,
Gouveia ve Empis 2003). Karotenoidler organik pigmentler olup kloroplast, bitkilerin
kromoplastlar ve diger baz1 fotosentetik organizmalarinda da bulunabilirler.
Karotenoidler ¢ift baglarin sayisina gore pek c¢ok cis-trans izomerini igerirler.
Karotenoid bilesiklerinin yapilarinda bulunan konjuge cift baglarinin sayist ne kadar
fazlaysa karotenoidlerin renkleri o kadar koyu olabilir. Ancak karotenoid yapilarindaki
konjuge ¢ift baglar; oksijen, 1s1, UV 1smlart ile pargalanabilir ve renklerini
kaybedebilirler (Cohen 2002). Karotenoidler (oksijen iceren) ksantofiller ve karotenler
olarak (oksijensiz) iki gruba ayrilir. Ksantofiller (lutein ve zeaksantin gibi) hiicresel
fotosentetik bilesenleri olarak birincil karotenoidler seklinde bilinmektedirler.
Karotenoidler igerisinde antioksidan ve yaglanma karsitt 6zellikleri bulunan biyoaktif

bilesikler olarak kabul edilmektedirler.

Bu ¢aligmanin amaci; mikroalglerde bulunan karotenoidlerin analizi i¢in spektroskopik
ve kromatografik yontem gelistirme c¢alismalarinin yapilmast ve karotenoidlerin
ekstraksiyonu i¢in optimum kosullarin yilizey analiz yontemi ile belirlenmesidir. Bu
sebeple, Chlorella vulgaris, en uygun mikroalg olarak tercih edilmistir. Karotenoid
maddelerin kalitatif ve kantitatif tayinleri yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) teknik ile gergeklestirilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi

icin de merkezi kompozit dizayn kullanilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Alg

Algler, tath ve tuzlu sularda yasayan organizmalardir. Cogunlukla tek hiicrelidir, kok,
govde ve yapraklar1 yoktur. Fotosentez yapabilir, boyut ve sekil bakimindan farklilik
gosterirler. Algler, bircok ekosistemde Onemli bir rol oynamaktadirlar. Bunlar,
okyanuslar ve i¢ bdlgelerdeki tiim balik¢ilik faaliyetlerini destekleyen, su firiinleri
zincirlerinin temelini olusturan, ve nefes aldigimiz havanin yaklasgitk %70 inin
tiretiminde etkilidirler (Barsanti ve Gualtieri 2006). Yapilarindaki pigmentleri sayesinde
karbondioksit ve suyu 15181n etkisiyle karbohidratlara gevirirler, bdylece su ortamindaki
besin degerinin ve ¢ozlinmiis oksijen oraninin artmasini saglarlar ve kendi gelisimlerini
saglayarak besin zincirinin ilk halkasini olustururlar. Algler, makroalgler ve mikroalgler

olmak tizere iki gruba ayrilabilir.

2.1.1. Makroalg

Makroalgler, alg kralliginin bir alt bolimidiir ve bazen deniz yosunlar olarak ifade
edilmigstir. Birkag¢ istisna diginda, makroalgler kesinlikle bentik bitkilerdir. Yani her
zaman deniz tabanina baglanirlar. Alglerin gozle ayirt edilebilen makroskobik
boyutlarda olanlar1 makroalg olarak tanimlanmaktadir. Boyutlar1 genelde 2 cm’den

fazladir.

2.1.2. Mikroalg

Alglerin gozle gorilemeyen mikroskobik boyutlarda olanlar1t mikroalg olarak
tanimlanmaktadir. Boyutlar1 pm ile ifade edilen canlilardir. Mikroalgler, diinyadaki
kiiresel zorluklar, iklim degisiklikleri, yenilenebilir kaynaklardaki kitlik ve artan niifus
gibi durumlarla kars1 karsiya oldugunda biyoaktif bilesikler iiretebilirler. Mikroalgler,
tek hiicreli mikroskopik fitoplankton ve sudaki besin zincirinin birincil {ireticisidir.
Mikroalgler giines 15181 yardimiyla H2O ve COz’i biinyelerine alip karmasik organik

bilesiklere doniistiirebilme, bu bilesikleri biinyelerinde muhafaza edip hiicre disina



salabilme oOzelligine sahip mikroorganizmalardir (Chacon-Lee ve Gonzalez-Marifio
2010, Batista ve ark. 2013). Mikroalgler, protein, karbohidrat ve yag igeriginin yani1 sira
cok farkli antioksidan oOzellige sahip olan karotenoid bilesikleri tretirler. Genis
spektrumlu cevresel etkilere (cevresel 1s1, soguk, kuraklik, tuzluluk, foto-oksidasyon,
anaerobiosis, ozmotik basing ve UV i1sinlarina maruz kalma) kars1 uyum saglayarak
yasamsal aktivelerini siirdiirebilmektedirler (Tandeau de Marsac ve Houmard 1993). Bu
yetenekleri, mikroalgleri biyoaktif bilesiklerin {iretimi i¢in 6nemli hale getirmistir.
(Castro-Puyana ve ark. 2013). Stres sartlar1 altinda mikroalglerde fenolik bilesikler
ve/veya karotenoid lretiminin arttif1 bilinmektedir (Briick ve ark. 2012). Mikroalgal
antioksidanlar arasinda ilag, kozmetik ve fonksiyonel gida endiistrisinde antioksidanlar
olarak stirekli kullanim1 nedeniyle karotenoidler 6zel bir dneme sahiptir (Silberstein ve
Parsons 2010, Batista ve ark. 2013, Gouveia ve ark. 2010). Bu mikroorganizmalar
diinya ¢apinda yaygin olarak bulunmaktadirlar. Diinyada mikroalg tiirlerinin sayisinin
200.000’den fazla oldugu tahmin edilmektedir (Norton ve ark. 1996). insan hayat: icin
gerekli olan dogal maddelerin genis bir yelpazede potansiyel Tlireticileri olmasina
ragmen, mikroalgler biyoteknolojinin gelisimi ile aragtirma kaynag:i olmuslardir (Goyal
ve Goyal 1998). Pek ¢ok mikroalg tiirii (Spirulina, Chlorella, Scenedesmus) uzun
yillardir besin kaynagi olarak kullanilmaktadir ve hala Cin, Fiji gibi iilkelerde
kullanildigr belirtilmistir (Prasad ve Gupta 2007).

2.1.3. Mikroalgler kullanim alanlar

Mikroalgler biyokiitle olarak ¢esitli alanlarda kullanilabilir. Bunlar:
- Insan ve hayvan besleme

- Su kiiltiirii

- Terapotik uygulama

- Biyoyakat tiretimidir

2.2. Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris, tek hiicreli bir mikroalgdir. Protein, vitamin, polisakkarit, klorofil ve

karotenoid gibi bir¢ok biyoaktif bilesikleri igermektedir. Hiicre duvari, hemikeliiloz



(%25) ve alkali ¢oziinmez sert duvar olarak iki ana boliimden olugmaktadir (Abo-Shady
ve ark. 1993, Sui ve ark. 2012). Chlorella vulgaris, %51-58 protein, %12-17
karbohidrat ve %14-22 yag igermektedir.

2.3. Karotenoidler

Karotenoidler, organik pigmentlerdir. Kloroplast, bitkilerin kromoplastlar ve diger bazi
fotosentetik organizmalarda da bulunabilirler. Giinlimiizde, 700'lin tiizerinde bilinen
karotenoid vardir. Karotenoidler ¢ift baglarin sayisina gore pek c¢ok cis-trans izomerini
icerirler. Ancak karotenoid yapilarindaki konjuge ¢ift baglar, oksijen, 1s1, UV 1simlart ile
parcalanabilir ve oksidasyona ugrayabilirler (Cohen 2002). Karotenoidler yapilarina
gore iki temel gruba ayrilirlar:

® Ksantofiller: Karotenlerin oksijenli tiirevleri olup, epoksi, hidroksi, keton,

karboksilik, glikozid, allenik, ya da asetilen gruplari icermektedir.
® Karotenler : Oksijensiz hidrokarbonlardan olusan pigmentlerdir.

Bazi karotenoidlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.3.1°de verilmektedir.
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2.3.1. Karotenoidlerin Onemi

Hastaliklarin  Onlenmesinde karotenoid ve karotenoid metabolitlerinin roliiniin

anlasilmasi ¢ok zordur. Ciinkii karotenoidlerin biyoyararlilik 6zellikleri pek ¢ok faktore
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(absorpsiyon, dagilim, ulasim ve depolama vb.) bagh olarak degismektedir (Yeum ve
Russell 2002). Renk pigmenti igeren sebze ve meyveler, baglica karotenoid besin
kaynaklaridir. Sari-turuncu sebzeler ve meyveler B-karoten ve a-karoten agisindan,
turuncu meyveler a-kriptoksanthin agisindan, koyu yesil sebzeler ise lutein ve domates,
domates tiriinleri de likopen agisindan zengindirler (Rao ve Rao 2007). Son yillarda
yapilan caligmalar karotenoidlerin hastalik onleme 0Ozelliklerini belirlemek igin

yapilmaktadir.

B-karoten ve bazi karotenoidlerin insan saglig iizerine etkileri Mayne tarafindan 1996
yilinda arastirilmistir. Cesitli reaktif oksijen tiirleri, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler
gibi dejeneratif hastaliklarin olusumuna sebep olmaktadirlar (Ariga 2004). Yapilan
calismalarda B-karoten icerigi zengin olan gidalarin tiiketilmesi ile kardiyovaskiiler
hastalik risklerinin azaldigi belirlenmistir (Kardinaal ve ark. 1993, Gaziano 1994).
Karotenoidlerin singlet molekiiler oksijenini giderme oOzelligi ¢ok iyi bilinmektedir
(Conn ve ark. 1991, Edge ve ark. 1997). Karotenoidler, bir¢cok radikal ile tepkimeye
girerek, elektron transferi ile radikal karotenoid katyonunu olustururlar (Mortensen ve
ark. 2001). Yapilan ¢alismalarda likopenin belirli organlar1 kemokoruyucu etkisi hayvan
modellerinde akciger ve prostat koruyucu etkisi seklinde uygulanmaktadir (Conn ve ark.

1991).

2.3.2. Karotenoidlerin Analizi

Karotenoidlerin analizi i¢in genel prosediir 6rnek alma, 6rnek hazirlama, ekstraksiyon,
saponifikasyon, kromatografik ayirma, tanimlama (identifikasyon) ve kantitatif tayinidir

(Rodriguez-Amaya ve Kimura 2004).

2.3.2.1. Ornek alma

Horwitz (1988) ornek almayi, laboratuvara gonderilen herhangi birsey Ornekleme
slirecinin bir parcasi olarak laboratuvar numunesinin bir test numunesine indirgenmesi
olarak tanimlandi. Ornek almanin amagi, maddenin tiimiiniin tatmin edici bir bigimde

temsil edilebilmesidir (Pomeranz ve Meloan 1994).



2.3.2.2. Ornek hazirlama

Numune hazirlama isleminin amaci, laboratuvarda bulunan biiylikk numuneyi
homojenlestirmek ve daha sonra, analiz i¢in boyutu ve miktar1 azaltmaktir (Pomeranz

ve Meloan 1994).

2.3.2.3. Ekstraksiyon

Karotenoidlerin mikroalglerden ekstrakte edilmesi i¢in gereken maddelerin kimyasal ve
fiziksel Ozelliklerine dikkat edilmelidir. Iyi bir ekstraksiyon islemi icin tiim
karotenoidleri gida matrisinden alip onlar1 degismeden ¢ozelti ortamina alabilmek
onemlidir. Karotenoidler dogal iiriinler oldugu i¢in ekstraksiyon yontemi, analiz
edilecek mikroalglere uyacak sekilde uyarlanmalidir. Maddenin dogasina, ekstraksiyon
¢oziiclislinlin kolayligina, ekstrakte edilen bilesiklerin 6zelliklerine gore ekstraksiyon
yontemi se¢ilmektedir. Karotenoidlerin alglerden ekstraksiyonu durumunda verimli
ekstraksiyon i¢in mekanik bir bozulma veya 6n isleme tutulmasi gerekmektedir.
Ultrasonik destekli, siiperkritik akiskan ve mikrodalga ekstraksiyonu gibi cesitli
ekstraksiyon teknikleri getirilmistir. Bunlarin arasinda, ultrasonik destekli ekstraksiyon
(UAE), endiistriyel iiretim i¢in ucuz, ekonomik ve uygun teknik olup dogal biyoaktif
bilesiklerin ekstrakte edilmesi i¢in yararli oldugu kanitlanmistir (Sahin ve ark. 2013).
UAE’nin etkinligi, klasik ekstraksiyona kiyasla biyoaktif bilesiklerin, Ornegin
antioksidanlarin ekstraksiyonu i¢in daha yiliksek geri kazanim verimi sagladigi

bi¢iminde gosterilmistir (Pingret ve ark. 2012).

Ozellikle ultrasonik destekli ekstraksiyon, yiiksek verimlilik ve ektraksiyon orani
acisindan antioksidanlarin ekstraksiyonu ic¢in yaygin olarak uygulanmistir (Galvan
D’Alessandro ve ark. 2012, Jacotet-Navarro ve ark. 2015, Chen ve ark. 2015).
Karotenoidlerin alglerden ekstrakte edilmesi i¢in asetona (etil alkol veya aseton: etil
alkol) kiyasla daha polar c¢oziicliler kullanilabilir. Etanol ve etanol/su ¢oziiciisii
kullanilarak karotenoidlerin ekstraksiyonu i¢in sayisiz ¢aligsmalar yapilmistir (Arvayo-
Enriquez ve ark. 2013). Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak etanol kullanilmasinin daha etkili,

diisitk maliyetli, erisim kolaylig1 ve gida, ilaglarda dogrudan kullanimi igin giivenligi



oldugu kanitlanmistir (Albu ve ark. 2004, Xu ve Bao 2014, Dailey ve Vuong 2015).
Karotenoidlerin analizi i¢in diisiik kaynama noktast olan organik c¢oziiciiler segilir.
Etanol, metanol, aseton ve kloroform en ¢ok tercih edilen organik ¢oziiciilerdir. Segilen
¢Oziici ile verimli bir sekilde numunede bulunan tiim karotenoidler ekstrakte
edilmelidir. Ornek, genellikle 1-2 dakika ile uygun bir mekanik karigtiricida bir ¢oziicii
ile ya da havanda homojenize edilir. Bagka bir alternatif yol vorteks kullanilabilir.
Ancak bu yontem yalnizca ince 6gitiilmiis numuneleri kolayca ekstrakte etmek i¢in

kullanilmalidir.

2.3.2.4. Saponifikasyon

Saponifikasyon, klorofiller ve istenmeyen lipidlerin uzaklastirilmasinda etkili bir
yontemdir. Cogu meyve ve sebze i¢in orta diizeyde saponifikasyon kosullar1 kullanilir.
Azot veya argon gibi inert bir atmosfer altinda ekstraktlarin alkollii potasyum veya
sodyum hidroksit (etanol veya metanolde 9%5-10 w/v) ile karistirilmasiyla
gerceklestirilir. Ayrica saponifikasyon da yag esterleri hidrolize edilir ve karotenoidler

serbest kalir.

Saponifikasyon islemi, klorofil ve istenmeyen lipidlerin ortamdan uzaklastirmak igin
yapilir. Elde edilen organik ¢oziiciiye % 10 metanol-KOH karisimi belirli hacimlerde
eklenir. Elde edilen karisim, oda sicakliginda karanlikta gece boyunca birakilir, ve daha
sonra alkali ortamdan uzaklastirmak iizere su ile yikanir. Ozellikle yikama suyuna daha
fazla polar olanlardan karotenoidler olabilir bu nedenle yikama isleminde daha dikkatli
olunmalidir. Saponifikasyondan sonra ortamdaki suyu gidermek ic¢in susuz sodyum

sulfat ile kullanilir.

2.3.2.5. Kromatografik ayirma

Kromatografi (kompleks karigimlarin ayristirilmasi veya analizi i¢in tasarlanmis
teknikler), biyolojik bilesenlerin kolondan eliisyonla ayrilmasiyla saflagtirma icin
uygulanmaktadir. Karotenoid ayirma i¢in en Onemli yodntem olan kolon

kromatografisinin yerini yakin zamanda ince tabaka kromatografisi almistir.
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Karotenoidlerin tayin edilmesi i¢in genellikle terz faz HPLC cihazi tercih edilmektedir.
C18 ve C30 HPLC kolonlarmin karotenoid tayinlerinde siklikla kullanilmaktadir. Mobil

faz olarak da hem gradient hem izokritik ¢oziicii sistemleri kullanilmaktadir.

2.3.2.6. Tammlama (identifikasyon)

Herhangi bir maddenin tanimlanmasi fiziksel yontemlerle (spektral) ve/veya kimyasal
yontemlerle yapilabilir. Fiziksel yoOntemler, genis uygulanabilirlik, numunenin
biitiinliigiinlin korunmasi, hizli tespitler, milkemmel sonug tekrarlanabilirligi ve yiiksek
hassasiyet gibi sayisiz avantajlar saglamistir. Karotenoidler, belirli reaktifler ile farkl
fonksiyonel gruplara karsi reaksiyon karakteristigi gosterir. Karotenoidler i¢in yapilan
kimyasal arastirmalar, uzun siire (saat, giin), biiylik miktarlarda madde gerektiren, geri
doniisiimsiiz tiiketen ve sinirl yapisal bilgiler gibi bazi dezavantajlara sahiptir. Bunun
icin karotenoidlerin kimyasal yapisinin belirlenmesi icin fiziksel yontemler kullanilir.
Karotenoidlerin en 6nemli 6zelligi karotenoid kromoforunun bir fonksiyonu olan
absorpsiyon Ozelligidir. Karotenoidlerin en énemli tanimlama siireci, farkli solventlerle
yapilan absorpsiyon spektrumunun belirlenmesidir. Absorpsiyon o6zellikleri kolon
kromatografisi veya TLC ile aragtirllmaktadir. Karotenoidlerin tanimlanmasi, pigment

molekiiliindeki farkli fonksiyonel gruplar1 bulgulayan kimyasal testlerle de yapilabilir.

2.3.2.7. Kantitatif tayini

Cozeltide bulunan karotenoidler Lambert-Beer yasasina uyumlu olacak sekilde
spektroskopik olarak tayin edilebilir. Bdylece karotenoidlerin absorbansi dogrudan
konsantrasyon ile orantili olacaktir. Ancak istenen ¢oziicii igindeki molar absorpsiyon
katsayilar1 elde edilmelidir. HPLC ile nicel analizde asagidaki gercekler géz oniinde
bulundurulmalidir:

® Karotenoidler farkli dalga boyunda absorpsiyon yapabilir ve farkli absorpsiyon

katsayisina sahiptir.
® Absorpsiyonda ¢oziicii etkisi 6nemlidir. Absorpsiyon katsayilart ve Amaks degerleri

¢ozlicli ortamina baglhdir.
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® Kalibrasyon i¢in gerekli olan karotenoid standartlarin elde edilmesi ve temini

zordur.

2.3.3. Karotenoidlerin tayin edilmesi

Karotenoidlerin ilk analizi, ince tabaka kromatografisi (TLC) ile nitel bir bigimde
belirlenmistir. Fakat en 6nemli sorun bir ayirmaya ihtiya¢ duyulmasidir (Hodisan ve ark.
1997). Bu nedenle, kiitle dedektorlerini kullanmak karotenoidlerin analizi i¢in zaman
kazandirdig1 icin diger tekniklerden daha biiyiik avantajlar saglamistir (Sander ve ark.
1994). Bununla birlikte, karotenoidleri tanimlamak i¢in kullanilan en yaygin teknik
HPLC-UV/VIS’dir. Ancak, B-kriptoksantin ve zeaksantin gibi karotenoidlerin yapisal
benzerlikleri nedeniyle HPLC-UV/VIS analizlerinde sikinti yasanabilir. Dolayisiyla,
diger tamamlayici saptama yontemlerini kullanmak gereklidir (Su ve ark. 2002). LC-
MS (Wang ve ark. 2010), SFE (Kadam ve ark. 2013), HPLC-DAD (Cha ve ark. 2010,
Castro-Puyana ve ark. 2013, Zou ve ark. 2013, Aman ve ark. 2005) ve UHPLC (Pacini
ve ark. 2015, Suzuki ve ark. 2015) ile karotenoidlerin belirlenmesine iliskin bir ¢ok

calisma yapilmaistir.

Karotenoid tanimlama, kiitle spektrumu ile yayinlanan iyon pargaciklarinin veya kiitle
spektrumunun karsilagtirilmasiyla kiitle spektrometrisine bagli sivi kromatografi ile
teyit edilebilir. Bilinmeyen tepe noktalarinda ise ¢evrimigi fotodiod serili (PDA) veya
UV-Vis dedektoriiniin ve LC-MS/MS’nin birlesimi, tanimlanmalar1 i¢in degerli verileri
saglayabilir. Karotenoidlere goriiniir bolgede 15181 absorbe edilmesi 6zelligini verdigi
icin diger pratik sonucglar1 da vardir. Kromatogramlar her bilesenin Amas’inda ve her
bilesigin absorpsiyon spektrumu eszamanli olarak izlenebilir. Bunun i¢in HPLC
calismasi sirasinda ¢evrimigi olarak tespit edilebilen tanimlama i¢in ilk kriterdir. Belirli
bir bilesik i¢in izleme dalga boyundaki absorbansin, absorpsiyon katsayilarinin
bilinmekte oldugu Amaks’daki absorbansa orani bir karisimdaki farkli bilesenlerin nicel

analizine izin verir.

Karotenoidler genellikle hidrofobik molekiillerdir. Diger bilesik siniflarinda oldugu gibi

kutupsal fonksiyonel gruplarin varligi, HPLC iizerindeki davranisin 6nemli bir
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belirleyicisidir. Son gruplarin dogasi, molekiiliin genel boyutunu ve seklini degistirir.
Doygunlugun derecesi de etkidir ve farkli sekillere sahip olan E/Z izomerleri, bazi
sistemlerde iyi ¢Oziilmistiir. Son olarak, bazi optik izomerler kiral faz kolonlari

tizerinde ¢oziilebilir.

Uygun bir HPLC prosediirii segerken iyi bir baslangi¢ noktasi, dnce benzer bilesenlerin
ayrilmasi i¢in yayinlanan bir metodu kullanmak veya gerektiginde uyarlanabilen tanidik
bir genel yontem kullanmaktadir. Tercih edilen bir yontem optimize edilip standardize
edildiginde bunu rutin bir yontem olarak kullanmak biiyilik bir avantajdir. Daha sonra

farkli analizlerle karsilastirilabilir ve birbiriyle iliskilendirilebilir.

2.3.3.1. HPLC-DAD ile karotenoidlerin tayini

C18 kolonlar, ozellikle kisa zincirler ve diisiik molekiil agirlikli olan ¢ok ¢esitli
analitler i¢in iyi bir ayrim saglamaktadir. Ancak daha uzun alkil zincirleri olan C30
kolonlar1, uzun zincirli analitler i¢in daha 1yi segicilik saglamaktadir. Bu nedenle C30
sabit fazlar, klasik C8 ve C18’e gore molekiiler sekil ayriminda ve segicilikte dnemli ve
¢ogu zaman daha istiin genel iyilestirme gostermektedir. C30 kolonlar, daha az polar
karotenlerin geometrik izomerlerinin daha iyi ayrilmasi ve yiiksek ¢ozlnirligi i¢in
daha avantajlidir. Ancak gidalardan ksantofiller ve karotenler dahil olmak {izere
karotenoidlerin genel analizine uygulandiginda, polimerik C30 paketlemeleri geleneksel
C18 kolonlarla elde edilenlere benzer profiller verir, fakat kromatografik siireler daha
uzundur (Daood ve ark. 2014). Genel olarak, terz faz C8, C18 veya C30 bagh faz
kolonlar1 kullanilan HPLC yontemi, biyolojik ortamdan saflagtirilan basit Oziitlerde

karotenoidlerin ayrilmasi i¢in tercih edilen bir tekniktir.

2.4. Yanith yiizey analiz yontemleri

Yanith yiizey analiz yontemleri (RSM), cok degiskenli bir sistem igin en uygun
kosullar1 elde etmek i¢in deneysel bir tasarim ve optimizasyon iceren etkili bir tekniktir.
Bu yontem bitkilerin antioksidan bilesiklerinin optimizasyonunda basariyla

uygulanmistir (Sahin ve ark. 2013). Optimizasyon tizerine yapilan aragtirma
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calismalarinin ¢ogu, yalnizca bir faktoriin oldugu yerde odaklanmig (Lai ve ark. 2014)
fakat bu yaklasim zaman alici, pahali ve degiskenler arasindaki etkilesimin
degerlendirilmesine izin vermemektedir (Matshediso ve ark. 2015). Cok yanith yiizey
yontemi ise birden fazla bireysel parametrenin ve etkilesimlerinin degerlendirilmesi i¢in
etkili bir yontem olarak diistiniilmiistiir (Bas ve Boyac1 2007). Bu teknik, bir takim ilgili
yanitlarin ¢esitli parametrelerden etkilendigi siirecleri gelistirme, iyilestirme ve optimize
etme konusunda yardimci olur (Bas ve Boyaci 2007). RSM, birgok literatiir
arastirmasinda basariyla uygulanmistir (Aybastier ve ark. 2011, Kong ve ark. 2012,
Sahin ve ark. 2013).

2.4.1. Deneysel dizayn

Merkezi kompozit dizayn (CCD), yanith yiizey analiz yontemlerinden biri olup;
optimizasyon, genis yelpazedeki faktorlerin hizli bir sekilde taranmasina izin verdigi
gibi her faktoriin roliinii de gostermektedir (Aybastier ve ark. 2011). CCD, analitik
prosediirlerin gelistirilmesi i¢in en ¢ok kullanilan simetrik ikinci dereceden deneysel
tasarimdir (Bezerra ve ark. 2008). Merkezi kompozit dizayn (CCD), bir dizi ‘yildiz
noktas1’ ile zenginlestirilen tam faktoriyel veya kesirli faktoriyel tasarimdan olusan
deneysel tasarimdan biridir. RSM ile CCD, degiskenleri optimize etmek ve tatmin edici
sonuclar vermek i¢in en gilivenilir ve verimli tekniklerden biridir (Aybastier ve Demir
2010). Boylece karotenoidlerin ultrasonik destekli ekstraksiyonu ile optimize edilmesi,

RSM ve CCD ile gergeklestirilebilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan aletler

3.1.1.1. Mor otesi-goriiniir bolge (UV/VIS) spektrofotometresi

Calismada Varian marka Cary 50 (Avustralya) model UV/VIS spektrometre
kullanilmistir. Olgiiler 1 ¢cm kuvartz hiicreler kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz

sirasindaki ¢alisma sartlart Cizelge 3.1.1.1.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1.1.1.1. Varian marka Cary 50 cihazinin ¢alisma sartlar

Ol¢iim birimi Absorbans

Olciim arahg Alt deger:0,0 Ust deger:3,0
Dalgaboyu araligi (nm) 200-800

Tarama hizi 0,5 nm aralikli

Ornekleme arahg Otomatik

3.1.1.2. Yiiksek performansh sivi kromatografi-diod serili dedektor (HPLC-DAD)
Chlorella vulgaris mikroalginde bulunan karotenoid bilesikleri HPLC-DAD ile analiz
edilmistir. Karotenoid bilesiklerin HPLC-DAD ile analizinde, Agilent Technology
Series 1200 HPLC sistem (Waldbronn, Almanya) model kullanilmistir.

3.1.1.3. pH metre

Calismada HANNA HI 221 model pH metre kullanilmistir.
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3.1.1.4. Analitik terazi

Deneysel c¢alismalar sirasinda ¢ozelti hazirlama islemleri i¢in Radwag Wagi

Electroniczne AS220/C/2 marka analitik terazi kullanilmstir.

3.1.1.5. Saf su cihazi

Analizler sirasinda kullanilan su, ELGA DV25 marka saf su cihazindan (su safligi

18,2MQ % cm) saglanmistir.

3.1.1.6. Isitic1 karistirici

Deneysel ¢alisma sirasinda ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in VELP SCIENTIFICIA marka

1sitict karistiricr kullanilmastar.

3.1.1.7. Ultrasonik banyo

Deneysel calismalar sirasinda Orneklerin ekstrakte edebilmesi i¢in United marka

ultrasonik banyo kullanilmistir.

3.1.1.8. Liyofilizator

Deneysel calismalar sirasinda 6rneklerin liyofilize edilebilmesi i¢gin LABCONCO

marka liyofilizator kullanilmastir.

3.1.2. Calismada kullanilan mikroalg tiirii

Bu calismada mikroalg olarak Chlorella vulgaris analiz edilmistir.

3.1.3. Cahismada kullanilan kimyasallar ve cozeltiler

3.1.3.1. Kimyasallar
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3.1.3.1.1. Analitik safhiktaki kimyasallar

- Merck, Metanol

- Merck, Etanol

- Merck, Aseton

- Sigma-Aldrich, Trimetil amin

- Merck, Tert-biitil metil eter

- Sigma-Aldrich, Sodyum karbonat
- Riedel-de Haen, Sodyum hidroksit
- Merck, Sodyum potasyum tartarat
- Merck, Bakir siilfat

- Merck, Potasyum persiilfat

- Merck, Sodyum dihidrojen fosfat
- Merck, Fosforik asit

- Merck, Potasyum dikromat

- Merck, 1,5-difenilkarbazit

- Merck, Monosodyum hidroksit

- Merck, Hidroklorik asit

- Merck, Sitrik asit

3.1.3.1.2. Diger kimyasallar

- Sigma-Aldrich, Gallik Asit

- Sigma-Aldrich, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi

- Sigma-Aldrich, ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-siilfonik asit))

- Acros, Troloks (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
- Sigma-Aldrich, B-karoten

- Sigma-Aldrich, Lutein

- Sigma-Aldrich, a-karoten
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3.1.3.1.3. Sarf malzemeler

- 10-100puL aralikli mikropipet (Eppendorf)
- 100-1000pL araliklt mikropipet (Eppendorf)
- 500-5000puL araliklt mikropipet (Eppendorf)

3.1.3.2. Cozeltiler

3.1.3.2.1. Toplam fenol, toplam antioksidan kapasite tayinlerinde kullanilan

cozeltiler

® Lowry A ¢ozeltisi (0,1 M NaOH - %2 Na>COs (w/v)): 0,4 g NaOH ve 2 g NaxCO:s
suda c¢oziilerek hacmi saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmuistir.

® Lowry B ¢ozeltisi (%1 NaKC4H4O¢ ve %5 CuaSO4 (W/v)): 1 g NaKC4H4O6 ve 0,5 g
Cuz2SO4 suda ¢oziilerek hacmi saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmustir.
Lowry C: 50 mL Lowry A ve 1 mL Lowry B ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanmistir.

® 7 mM ABTS stok ¢ozeltisi: 0,1920 g ABTS tartilip saf su ¢oziilmiis, 0,0331 g
K>S,0s ilave edilerek karistirilmig ve sonra hacmi saf su ile balon jojede 50 mL’ye
tamamlanmis, karanlikta 12-16 saat bekletilmistir.

® pH 2,8 tamponu: 6,24 g NaH>PO4.2H>0 tartilip 0,68 mL H3PO4 (%85, w/v) ilave
edilerek hacmi saf su ile balon jojede 1L’ye tamamlanmastir.

® 3.4x 10*M Crf gozeltisi: 0,005 g KoCr207 tartilip hacmi pH 2,8 tamponu ile 100
mL’ye tamamlanmuistir.

® 34 x 10*M 1,5-difenilkarbazit ¢ozeltisi: 0,1 g 1,5-difenilkarbazit, 70 mL aseton,
30 mL tampon ilave edilerek hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 20,63 mL
alinip pH 2,8 tamponu ile hacmi 250 mL’ye tamamlanmuistir.

® (0,1 M sitrik asit ¢ozeltisi: 1,0507 g sitrik asit tartilip 10 mL 0,1 N NaOH ilave
edilerek hacmi su ile balon jojede 50 mL’ye tamamlanmistir.
6 M HCI ¢ozeltisi: 6,44 mL %35 HCI’den alip saf su ile 100 mL’ye tamamlanmaistir.
pH 1,2 tamponu ¢ozeltisi: 1,45 mL 0,1 M sitrik asit ve 8,55 mL 6 M HCI

karigtirilarak hazirlanmistir.
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3.1.3.2.2. Standart karotenoid bilesikleri ile kalibrasyon cozeltilerinin hazirlanmasi

Yiiksek performansli sivi kromatografi-diod serili dedektor (HPLC-DAD) cihazi igin
standart karotenoid bilesikleri ile kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir standart

karotenoidlerin derisimi 0-10 mg/L standart ¢ozeltileri hazirlanmagtir.
3.2. Yontem

Bu calismada yontemler dort ana baglikta toplanabilir. Bunlar;

Ornek hazirlama islemleri,

Spektroskopik yontemler,

Kromatografik yontemler,

Kemometrik yontemler.

3.2.1. Ornek hazirlama islemleri

Tez kapsaminda Chlorella vulgaris mikroalgi ile ¢alisiimistir. Bu mikroalg Istanbul
Medeniyet Universitesi'nde bulunan Dog¢. Dr. Turgay CAKMAK tarafindan temin
edilmistir. Chlorella vulgaris mikroalgi belirli kosullarda kiiltiire edilmistir (Nasir ve
ark. 2017). Kiiltiir edilen mikroalg hasat edildikten sonra ekstraksiyon islemleri
yapilmistir.

3.2.1.1. Chlorella vulgaris ESP-6 izolasyonu, tanimlama ve biyokiitle iiretimi

Chlorella vulgaris mikroalginin izolasyon, tanimlama ve biyokiitle iiretimi Dog. Dr.

Turgay CAKMAK tarafindan yapilmistir (Nasir ve ark. 2017).

3.2.1.2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon calismalar:

Chlorella vulgaris kiiltire edildikten sonra ornekler liyofilize edilmistir. Liyofilize

edilen  Orneklerden  belirli  miktarlarda  tartilarak  ¢Ozilici  ekstraksiyonu
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gerceklestirilmistir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon, sicaklik kontrollii ultrasonik banyo
kullanilarak yapilmistir. Ayni1 zamanda ekstraksiyon sicakligi termometre ile kontrol
edilmigtir. Her bir ekstraksiyon caligsmasi karanlikta yapilmistir. Ekstraksiyon caligsmasi

Sekil 3.2.1.2.1°de verilmistir.

0,1 g mikroalg 6rnegi
tartilir

20 mL ¢oziicii ilave edilir
N J

!

N
40°C’lik ultrasonik banyoda

-

2 saat sure ile ekstrakte edilir

) T
Ekstrakte edildikten
sonra ekstraktlar siizuliir
J
Sekil 3.2.1.2.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon ¢aligmasi

3.2.1.3. Ekstraksiyon i¢in ¢oziicii secimi

Chlorella vulgaris ekstraksiyonu islemlerinde uygun ¢oziiciiniin se¢imi i¢in farkli
derisimlerde metanol, etanol ve aseton (%100, %80, %60 (v/v)) ¢ozeltileri kullanilmistir.
Coziicii se¢imi i¢in uygulanan ekstraksiyon c¢alismast Boliim 3.2.1.2°de agiklanmustir.
3.2.2. Spektroskopik yontemler

3.2.2.1. Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde miktarinin tayin edilmesi ic¢in standart gallik asit kalibrasyon

grafigi ile karsilastirarak gergeklestirilmistir. Orneklere (0,2 mL) 1,8 mL saf su ve 2,5
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mL Lowry C c¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra 0,25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi
eklenmistir. Karisim, 30 dakika boyunca karanlikta bekletilmis ve 750 nm dalga
boyunda absorbanslar1 6lgiilmiistiir. Ornekler igin toplam fenolik madde miktarlart
hesaplanan kalibrasyon denklemi kullanilarak “mg gallik asit esdegeri (GAE)/g
liyofilize alg” seklinde hesaplanmistir (Giiclii ve ark. 2006, Sahin ve ark. 2013).

3.2.2.2. ABTS yontemi ile antioksidan kapasite tayini

Chlorella vulgaris tiiriinden elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasite tayini ABTS
yontemi kullanilarak yapilmistir (Apak ve ark. 2008, Sahin ve ark. 2013). Hazirlanan 7
mM ABTS c¢ozeltisi etanolle 1:10 oraninda seyreltilmistir. ABTS yonteminde bu
seyreltilmis ABTS ¢ozeltisi kullanilmistir. Kor 6rnek i¢in 4 mL etanol ve 1 mL ABTS
karistirilarak 6 dakika sonunda 734 nm dalga boyunda absorbans degeri okunmustur
(Axsr). Ekstraktlara (0,2 mL) 3,8 mL etanol ve 1 mL ABTS c¢ozeltisi ilave edilerek
karigtirllmig, 6 dakika sonunda 734 nm de absorbans degeri okunmustur (Asmek).

Olgiimler sonucunda ekstraktlar igin % inhibisyon degerleri hesaplanmistr.

Akb'r - Aé’rnek

% Inhibisyon="————x 100 (3.2.2.2.1)

kor

ABTS yonteminde standart madde olarak troloks kullanilmigtir. Her bir standart troloks
¢ozeltisinin 734 nm dalga boyunda absorbansi dlgiilerek troloks derisimine karsi grafige
gecirilmistir. Ekstraktlar i¢in antioksidan kapasite degerleri hesaplanan kalibrasyon
denklemi kullanilarak “mg troloks esdegeri (TE)/g liyofilize alg” seklinde

hesaplanmustir.

3.2.2.3. CHROMAC yontemi ile antioksidan kapasite tayini

Chlorella vulgaris ekstraktlarmin antioksidan kapasite tayini CHROMAC yontemi
kullanilarak yapilmistir (Sahin ve Demir 2013). Analiz tiiplerine 0,2 mL ekstrakt, 0,3
mL saf su, 3,5 mL tampon ¢ozeltisi (pH 2,8 fosfat tamponu) ve 0,5 mL K>Cr,0O7 (3,4 x
10*M) eklenmistir. 1 dk inkiibasyondan sonra yaklagik 0,5 mL 1,5-difenilkarbazit
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(3,4 x 10* M) eklenip iyice kanstirilmistir. 50 dakika karanlikta reaksiyonun
tamamlanmas1 igin bekletilmistir. Ornegin absorbans1 540 nm dalga boyunda
Ol¢iilmiistiir (Asmek). Daha sonra analiz tiipiine 0,5 mL saf su, 3,5 mL tampon ¢ozeltisi
(pH 1,2 tamponu) ve 0,5 mL K>Cr207 (3,4 x 10 M) eklenmistir. 1 dk inkiibasyondan
sonra yaklasik 0,5 mL 1,5-difenilkarbazit (3,4 x 10* M) eklenip iyice karigtirtlmigtir. 50
dakika karanlikta reaksiyonun tamamlanmasi igin bekletilmistir. Kor ¢ozeltinin

absorbansi 540 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir (Axsr).

Absorbans = Aksr - Asmek (3.2.2.3.1)

Standart olarak farkli derisimlerdeki troloks ¢ozeltileri kullanilarak Sl¢lim alinmis ve
yukaridaki esitlige gore absorbans degerleri ile kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
Kalibrasyon grafiginden yararlanarak ekstraktlarin antioksidan kapasite degerleri “mg

troloks esdegeri (TE)/g liyofilize alg” seklinde hesaplanmuistir.
3.2.2.4. Klorofil a ve b tayini
Klorofil @ ve b miktarinin tayin edilmesi i¢in UV/VIS spektrofotometre kullanilarak

ekstraktlarin 665,2 nm ve 652,4 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Wellburn

(Wellburn 1994) tarafindan onerilen asagidaki denklemler kullanilarak hesaplamalar

yapilmistir:
Ca=16.72 X Ases2—9.16 X Aes2.4 (3.2.24.1)
Cs =34.09 x Ass24—15.28 x Aess2 (3.2.2.4.2)

Ca, klorofil a derisimi, Ases2, 665,2 nm dalga boyundaki absorbansi, Aesz4, 652,4 nm
dalga boyundaki absorbansi ve Cs, klorofil & derisimidir. Klorofil a ve b miktarlari
“mg/g liyofilize alg” seklinde hesaplanmistir.
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3.2.2.5. Toplam karotenoid tayini

Biehler gore (Biehler ve ark. 2010) toplam karotenoid tayini gerceklestirilmistir.

C(M)=A450XFXd (3.2.2.5.1)
135310

(A4s0, 450 nm deki absorbans; F, seyreltme faktorii; 135310: Molar soniim katsayist; d,
151k yolu (cm))

3.2.3. Kromatografik yontemler

3.2.3.1. Yiiksek performansh sivi kromatografi-diod serili dedektor (HPLC-DAD)

Hazirlanan C. vulgaris ekstraktlar1 Agilent Technology Series 1200 HPLC sistem
(Waldbronn, Germany) ile kromatografik olarak analiz edilmistir. Kromatografik
ayirma i¢in YMC Carotenoid C30 (250x4.6 mm, Sum, YMC Co., Ltd) kolon
kullanilmistir. Analizde 20 pL’lik enjeksiyon hacminde 1,0 mL/dk akis hizi ile
calisilmistir. Mobil faz olarak %95 metanol-%35 H>O (H20: %0,05 trimetilamin igeriyor)
(¢ozlicii A) ve tert-biitil metil eter (¢oziicii B) c¢oziiciileri kullanilmistir. Standart
karotenoid bilesiklerinin 450 nm deki alikonma siireleri ve UV spektrumlari
karsilastirilarak Orneklerdeki karotenoid miktarlart bulunmustur. HPLC-DAD igin

analiz ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.2.3.1.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.2.3.1.1. HPLC-DAD i¢in analiz ¢alisma kosullar1
Siire (dk) % B

0 5

15 20

20 30

30 40

40 75

45 5
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3.2.4. Kemometrik yontemler

Chlorella vulgaris mikroalginin ekstraksiyon sartlarinin  optimizasyonu igin
spektroskopik ve kromatografik degerler icin yanitli ylizey analiz yontemleri (Response
surface methodology) kullanilmistir. Kemometrik yontemler de genel olarak yapilan
caligmalarda bir tek yanit degeri icin optimum kosullar belirlenirken bu g¢alismada
spektroskopik yanit degerleri i¢in ortak optimum kosullar belirlenmistir. Kromatografik
yanit degerleri icin tek yanith yiizey analiz teknigi kullanilmistir. Buna gore her bir
kromatografik yanit deger icin optimum kosullar belirlenmistir. Optimizasyon

calismalari i¢in 5 seviyeli merkezi kompozit dizayn kullanilmistir.

3.2.4.1. Yanith yiizey analiz yontemi (Response surface methodology)

3.2.4.1.1. Merkezi kompozit dizayn

Chlorella vulgaris Orneklerinin ekstraksiyon sartlarinin optimizasyonu ig¢in yanith

ylizey analiz yontemlerinden biri olan merkezi kompozit dizayn yontemi kullanilmistir.

Yanith ylizey analiz yontemlerinde, matematiksel ve deneysel veriler istatistiksel teknik
ile arastirilir. Nicel veri kullanilarak ¢oklu regresyon analizi yapilir. Calismada optimum
kosullarin belirlenmesi icin faktér olarak ekstraksiyon zamani, etanol hacmi,
ekstraksiyon sicakligi ve sivi/kati orani segilmistir. Merkezi kompozit dizayn igin

kullanilan faktorler ve kodlanmis seviye degerleri Cizelge 3.2.4.1.1.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.2.4.1.1.1. Merkezi kompozit dizayn i¢in faktorler ve kodlanmis seviye
degerleri
Faktor Kodlanmis seviyeler

-2 -1 0 1 2
Ekstraksiyon zamani (dk) 15 50 85 120 155
Etanol hacmi (%, v/v) 35 50 65 80 95
Ekstraksiyon sicaklig1 (°C) 15 30 45 60 75
Sivi/katt orani (mL/g) 30 60 90 120 150
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Merkezi kompozit dizaynda faktorler ve 5 seviye araligi belirlendikten sonra deney

sayist (N) hesaplanir:

N=2k+2k+xp (3.2.4.1.1.1)

k, faktor sayisi ve xo, tekrarlanan deney sayisini ifade eder. Caligmada bes seviyeli dort
faktorli merkezi kompozit dizayn uygulanmigtir. Ekstraksiyon kosullarinin
optimizasyonu i¢in 30 deney (k=4; x=6) yapilmustir. Formiildeki 2* full faktoriyel veya
fraksiyonlu faktoriyel dizayndaki deney sayilarini, 2k star dizayn deney sayisini ve 1 ise
orta seviyedeki deney sayisini gosterir. 2¥°daki seviyeler (-1) ve (+1), 2k’dakiler =+a,
1’deki ise (0) dir. a degeri dairesel ve ortagonal dizayna gore farkli seviyeler alir.

Dairesel dizaynda a asagidaki formiile gére hesaplanir.

o=+32" (3.2.4.1.1.2)

Kodlanmis seviyeler i¢in merkezi kompozit dizayn Cizelge 3.2.4.1.1.2°de verilmistir.
Merkezi kompozit dizaynda her bir faktoriin parabolik etkileride incelenebilir. Cizelge
3.2.4.1.1.2°de verilen ¢izelgede son alt1 deney orta seviyede tekrarlanan deneylerdir. Bu
deneyler merkezi kompozit dizaynda tekrarlanan deneylerin hatasmnin bulunmasini

saglar. Diger deneysel dizayn yontemlerinde tekrarlanan deneyler yoktur.

Cizelge 3.2.4.1.1.2°de verilen cizelgedeki seviyelere gore hazirlanan 30 ekstrakt igin
toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite miktarlar1 spektroskopik yontemlerle
belirlenmistir. Ayrica 30 tane ekstraktta bulunan karotenoid bilesikleri kromatografik
yontemle tayin edilmistir. Yapilan 30 ekstrakt i¢in elde edilen spektroskopik ve
kromatografik yanit degerleri icin Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programi
kullanilarak ANOVA analizi yapilmistir. Spektroskopik yanit degerleri i¢in ¢ok yanith
ylizey analiz yoOntemi, kromatografik yanit degerleri i¢in tek yanith ylizey analiz

hesaplamalar1 yapilmaistir.
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Deneysel verilerde ANOVA analizi yapilarak asagidaki ikinci dereceden denklem ile

spektroskopik ve kromatografik tahmin degerleri hesaplanmaistir.

4 4 3 4
y=b, +iZ=1:bixi +§bﬁx? +2, 2 byxx, (3.2.4.1.1.3)

i=1 j=i+l

v, yanit; by, sabit terim; b;, dogrusal etkilesim sabiti; bii, parabolik etkilesim sabiti; bjj,

parametre etkilesim sabiti, x; ve x; bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir.
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Cizelge 3.2.4.1.1.2. Kodlanmis seviye degerleri i¢cin merkezi kompozit dizayn

Faktorler

X1 X2 X3 X4

Deney Ekstraksiyon Etanol hacmi Ekstraksiyon sicakhign ~ Sivi/kati oram

zamani (%, VIV) (°O) (mL/g)
(dk)
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 2 0 0 0
18 2 0 0 0
19 0 -2 0 0
20 0 2 0 0
21 0 0 -2 0
22 0 0 2 0
23 0 0 0 2
24 0 0 0 2
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 0 0 0
30 0 0 0 0
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada sunulan arastirma bulgulari ii¢ ana baslikta toplanabilir. Bunlar;
® Spektroskopik yontemler,

® Kromatografik yontemler,

® Kemometrik yontemler

4.1. Spektroskopik yontemler

Chlorella vulgaris tiiriiniin toplam fenolik madde, toplam karotenoid, klorofil a ve b,

antioksidan kapasite miktarlar1 tayini spektroskopik yontemlerle yapilmistir.

4.1.1. Toplam fenolik madde miktarlari

Chlorella vulgaris tirtin toplam fenolik madde miktar1 tayininde kullanilan kalibrasyon

grafigine ait sonuclar Cizelge 4.1.1.1°de verilmektedir.

Cizelge 4.1.1.1. Toplam fenolik madde tayini i¢in kalibrasyon denklemi

Yontem  Gallik asit derisimi Kalibrasyon Regresyon
(mg/L) denklemi katsayisi
Folin 0-30 y=0,0132x - 0,0145 0,9900

4.1.2. Antioksidan kapasite miktarlari

Chlorella vulgaris tiriin antioksidan kapasite tayinlerinde kullanilan kalibrasyon

grafiklerine ait sonuglar Cizelge 4.1.2.1°de verilmektedir.
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Cizelge 4.1.2.1. Antioksidan kapasite tayinleri i¢in kalibrasyon denklemleri

Yontem Troloks derigimi Kalibrasyon Regresyon
(mg/L) denklemi katsayisi

ABTS 0,3-1,0 y =8,9183x - 1,0785 0,9995

CHROMAC 10-100 y =0,0034x + 0,0321 0,9906

4.1.3. Ekstraksiyon ¢oziicii secimi

Chlorella vulgaris ekstraksiyonu islemlerinde uygun c¢oziiciiniin se¢imi icin farkh
derisimlerde metanol, etanol ve aseton (%100, %80, %60 (v/v)) ¢ozeltileri kullanilmistir.
Elde edilen ekstraktlarin klorofil a ve b, toplam karotenoid, toplam fenolik madde ve

antioksidan kapasite miktarlar1 Sekil 4.1.3.1°de gdsterilmistir.

4.2. Kromatografik yontemler

HPLC-DAD cihaz1 igin standart karotenoid bilesikleri ile kalibrasyon c¢ozeltileri
hazirlandi. HPLC-DAD cihazinda 450 nm dalga boyunda odlgiilen pik alan degerleri ile
karotenoid derisimleri arasinda kalibrasyon grafikleri c¢izilmistir. Bu grafiklere ait

degerler Cizelge 4.2.1°de verilmistir.

Cizelge 4.2.1. HPLC analizi i¢in karotenoidlerin kalibrasyon grafikleri

Karotenoid Derisim Kalibrasyon Regresyon katsayisi
(mg/L) denklemi

B-karoten 0,25-10 y =154,46x - 19,5 0,998

Lutein 0,25-10 y=71,224x - 1,9159 0,998

o-karoten 0,25-10 y=118,09x - 17,225 0,999
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4.2.1. Ekstraksiyon ¢oziicii secimi

Chlorella vulgaris mikroalginde bulunan karotenoidlerin ultrasonik  destekli
ekstraksiyonda uygun coziiciilerin se¢imi i¢in farkli derisimlerde metanol, etanol ve
aseton (%100, %80, %60 (v/v)) ¢ozeltileri kullanilmistir. Elde edilen ekstraktlarda

bulunan lutein, B-karoten ve a-karoten miktarlart Sekil 4.2.1.1°de verilmistir.

(A)

1.00 4

Lutein miktart, (mg/g liyofilize alg)
w w &

= 0 B

0.00 -

Coziicti, %6 (v/v)

(B)

0.15 +

0.10 o

o l I

0.00 -

Karotenoid miktarlari (mg/g liyofilize alg)

24100 Metanol 2480 Metanol 25100 Etanol 2480 Etanol 26100 Aseton 2680 Aseton
Coziicii, %o (v/v)

B o-karoten B-karoten

Sekil 4.2.1.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda a)lutein b)a-karoten ve B-karoten i¢in
uygun ¢oziiciilerin se¢imi.
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4.3. Kemometrik yontemler

4.3.1. Spektroskopik ol¢iimler icin optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi

Cizelge 3.2.4.1.1.1 ve 3.2.4.1.1.2°de verilen seviyelere gore hazirlanan 30 ekstrakt i¢in
toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite miktarlar1 spektroskopik yontemlerle
belirlenmistir. Yapilan 30 ekstrakt i¢in elde edilen spektroskopik yanit degerleri icin
Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programi kullanilarak ANOVA analizi
yapilmustir.  Spektroskopik yanit degerleri i¢in ¢ok yanitli ylizey analiz yontemi
hesaplamalar1 yapilmistir. Deneysel verilerde ANOVA analizi yapilarak Cizelge
4.3.1.1°de verilen ikinci dereceden denklemler ile spektroskopik ve tahmini degerler

hesaplanmustir.

Cizelge 4.3.1.1. Kuadratik polinom denklemleri (ekstraksiyon zamani; x;, etanol hacmi;
x2, ekstraksiyon sicakligi; x3, sivi/kati orani; xy)

Yamtlar Kuadratik polinom denklemleri

Toplam fenolik y=68,97 +4,21x> - 12,56x4 +10,31x;x2 — 6,65x x4 +
madde (mg GAE/g)  5,39x/°+ 6,50x2° +7,41x5° — 7,08x4

ABTS y=59,61 —3,93x>+ 3,77x3 + 5,60x:x2 — 4,69x2x4—
(mg TE/g) 7.25x3x4 + 4,82x° + 4,75x2° + 2,67x3°— 4,20 x/°
CHROMAC y=211,26 — 16, 38x2 + 20,51x3 — 17,94x4+ 28,97x:x
(mg TE/g) —14,99x x4 - 18,49x2x3+ 16,53x2x4 + 9,36x2° — 21,80x4

Buna gore spektroskopik yontemlerle bulunan deneysel degerler ve ANOVA analizi

sonucu bulunan tahmini degerler Cizelge 4.3.1.2°de verilmistir.
Spektroskopik yanit degerleri i¢in Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programi

kullanilarak ANOVA analizi yapildiginda bulunan sonuglar Cizelge 4.3.1.3’de

verilmistir.
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Cizelge 4.3.1.2. Spektroskopik dl¢limler i¢in deneysel ve tahmini degerler

Toplam fenolik madde  Antioksidan kapasite miktar1 (mg TE/g liyofilize alg)

miktari
Deney (mg GAE/g liyofilize ABTS CHROMAC
alg)

Deneysel Tahmini Deneysel Tahmini Deneysel Tahmini
1 71,76 77,62 58,24 61,08 235,73 230,45
2 79,32 77,08 58,03 52,26 229,64 210,89
3 69,81 77,75 58,16 54,25 160,26 143,67
4 124,43 118,43 62,90 67,82 217,31 240,01
5 113,53 104,54 92,62 87,64 313,36 296,65
6 93,55 92,71 70,90 75,43 279,68 297,36
7 79,50 86,21 72,48 75,14 116,70 135,90
8 118,04 115,61 87,70 85,32 272,97 252,50
9 73,97 77,47 78,08 81,52 167,19 189,82
10 54,20 50,33 72,65 70,69 126,37 110,30
11 67,72 71,41 59,75 55,93 183,73 169,17
12 75,45 85,50 61,45 67,49 186,69 205,55
13 78,41 87,25 83,31 79,10 278,92 259,34
14 55,70 48,82 59,91 64,88 181,35 200,09
15 59,43 62,73 41,00 47,83 143,82 164,72
16 68,54 65,53 58,14 56,00 212,97 221,37
17 102,88 89,40 77,76 79,23 199,23 206,87
18 82,09 91,65 81,80 78,58 256,86 243,95
19 82,29 86,55 84,99 86,45 270,15 281,47
20 111,56 103,39 73,96 70,75 232,56 215,97
21 102,64 95,13 62,76 62,75 186,58 192,75
22 98,48 102,08 79,59 77,83 286,22 274,77
23 63,81 65,76 45,30 47,23 148,19 159,94
24 21,39 15,53 42,06 38,36 105,20 88,18
25 74,59 68,97 58,87 59,61 217,61 211,26
26 69,09 68,97 61,21 59,61 224,99 211,26
27 70,26 68,97 57,42 59,61 198,22 211,26
28 68,54 68,97 54,59 59,61 198,93 211,26
29 59,30 68,97 64,04 59,61 194,48 211,26
30 72,06 68,97 61,54 59,61 233,31 211.26
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Cizelge 4.3.1.3. Spektroskopik yanit degerleri icin ANOVA analizi sonuglari

Yontem Folin (R?>= 0,9160) ABTS (R?>=0,9201) CHROMAC (R?=0,9049)
DF  SS ms F . P pF s MS F P pr ss MS Foop
degeri degeri degeri  degeri degeri  degeri
Model 14 12662,26 904,45 11,69  <0,0001 14 4623,18 330,23 12,34 <0,0001 14 73002,51 5214,47 10,19 <0,0001

Lackof fit 10 1024,09 102,41 3,75 0,0787 10 344,88 34,49 3,05 0,1148

Pure error 5 136,52 27,30 5 56,45 11,29

10 6354,74 63547 241 0,1720
5 1318,91 263,78

DF Serbestlik derecesi, SS karelerin toplami, MS ortalamalarin karesi
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4.3.1.1. Spektroskopik ol¢iimler icin yiizey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktorlerin (ekstraksiyon zamant,
etanol hacmi, ekstraksiyon sicakligi ve sivi/katt oran1) ANOVA analizine gore
toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite sonuclari iizerindeki etkisini
gosteren ylizey analiz grafikleri Sekil 4.3.1.1.1 (toplam fenolik madde) ve
4.3.1.1.2°de (antioksidan kapasite) verilmistir.
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Sekil 4.3.1.1.1. Toplam fenolik madde miktar i¢in ili¢ boyutlu ylizey analiz
grafikleri a)ekstraksiyon zamani ve etanol hacmi etkisi, b)ekstraksiyon zamani
ve sivi/kat1 orani etkisi.
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Sekil 4.3.1.1.2. Antioksidan kapasitesi i¢in li¢ boyutlu yiizey analiz grafikleri
a)ekstraksiyon sicakligt ve sivi/katt oranminin ABTS yontemine etkisi,
b)ekstraksiyon zamani ve sivi/kati oraninin CHROMAC yontemine etkisi.
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4.3.1.2. Spektroskopik ol¢iimler icin optimum kosullarin gecerliligi

ANOVA analizine gore spektroskopik oOl¢iimler i¢in bulunan optimum
ultrasonik destekli ekstraksiyon kosullar1 Cizelge 4.3.1.2.1°de, tahmini/deneysel
toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite degerleri Cizelge 4.3.1.2.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.3.1.2.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon optimum kosullar1 (¢ok
yanith yiizey analiz teknigi kullanilmistir)

Yamt Optimum ultrasonik destekli ekstraksiyon kosullar:

Ekstraksiyon Etanol  Ekstraksiyon Sivi/kati

Zzamani hacmi sicakhigi orani
(dk) (%,v/v) O (mL/g)
Folin 146 71 72 62
ABTS
CHROMAC

Cizelge 4.3.1.2.2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon tahmini/deneysel toplam
fenolik madde ve antioksidan kapasite degerleri

Yanit Maksimum degerler
Tahmini Deneysel

Toplam fenolik madde (mg GAE/g 135,01 133,70+3,84

liyofilize alg)

ABTS (mg TE/g liyofilize alg) 101,79 101,19+1,82

CHROMAC (mg TE/g liyofilize alg) 325,66 325,26+1,93

4.3.2. Kromatografik ol¢ciimler icin optimum ektraksiyon kosullarinin

belirlenmesi

Cizelge 3.2.4.1.1.1 ve 3.2.4.1.1.2°de verilen seviyelere gore hazirlanan 30
ekstrakt icin karotenoid miktarlar1 kromatografik yontemle belirlenmistir.

Yapilan 30 ekstrakt i¢in elde edilen kromatografik yanit degerleri i¢in Design
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Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programi kullanilarak ANOVA analizi
yapilmistir. Kromatografik yanit degerleri i¢in yanith ylizey analiz yontemi
hesaplamalar1 yapilmistir. Deneysel verilerde ANOVA analizi yapilarak
Cizelge 4.3.2.1°de verilen ikinci dereceden denklemler ile kromatografik ve

tahmini degerler hesaplanmustir.

Cizelge 4.3.2.1. Kuadratik polinom denklemleri (ekstraksiyon zamant; x;,
etanol hacmi; x2, ekstraksiyon sicakligi; xs, sivi/katt orani; x4)

Yanit Kuadratik polinom denklemleri

Lutein y=1,15+0,81x2 + 0,31x; + 0,30x4 - 0,23x x4 + 0,44x203+ 0,25x2x4
-0,27x3x4 + 0,16x5°

B-karoten v = 0,023 + 0,020x> + 0,015x; + 0,0069x4 + 0,0095x.x> -
0,0070x x4 + 0,022x2x3 - 0,013x3x4 + 0,028x2° + 0,006x3°

a-karoten y = 0,030 + 0,035x2 + 0,024x3 + 0,0072x4 + 0,010x,x2 + 0,013x;x3
- 0,013xx4+ 0,032x2x3 - 0,0079x3x4 + 0,025x2° + 0,0085x5°

Buna gore kromatografik yontemle bulunan deneysel degerler ve ANOVA

analizi sonucu bulunan tahmini degerler Cizelge 4.3.2.2°de verilmistir.
Kromatografik yanit degerleri i¢in Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA)

programi kullanilarak ANOVA analizi yapildiginda bulunan sonuglar Cizelge
4.3.2.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3.2.2. Kromatografik 6l¢iimler i¢in deneysel ve tahmini degerler

Deney Lutein miktari a-karoten miktari B-karoten miktar:

(mg/g liyofilize alg) (mg/g liyofilize alg) (mg/g liyofilize alg)

Deneysel Tahmini Deneysel Tahmini Deneysel Tahmini

1 0,650 0,380 0,030 0,033 0,032 0,039
2 0,510 0,740 0,014 0,012 0,032 0,023
3 0,780 0,640 0,014 0,012 0,010 0,005
4 0,860 0,980 0,025 0,031 0,026 0,027
5 0,260 0,410 0,025 0,007 0,070 0,046
6 1,040 1,290 0,031 0,037 0,028 0,039
7 2,140 2,410 0,100 0,110 0,090 0,100
8 3,570 3,270 0,200 0,180 0,140 0,130
9 1,440 1,500 0,078 0,082 0,089 0,082
10 1,140 0,930 0,018 0,010 0,040 0,038
11 2,940 2,750 0,077 0,075 0,072 0,069
12 2,550 2,160 0,032 0,042 0,055 0,063
13 0,500 0,440 0,026 0,024 0,030 0,037
14 0,490 0,390 0,010 0,003 0,013 0,002
15 3,900 3,440 0,150 0,140 0,120 0,110
16 3,040 3,370 0,160 0,160 0,110 0,120
17 1,230 1,460 0,022 0,025 0,022 0,030
18 1,810 1,760 0,022 0,023 0,017 0,018
19 0,096 0,001 0,050 0,059 0,086 0,096
20 2,900 3,200 0,200 0,200 0,180 0,180
21 0,860 1,170 0,023 0,016 0,016 0,017
22 2,530 2,400 0,100 0,110 0,069 0,076
23 0,920 0,680 0,010 0,012 0,008 0,013
24 1,480 1,900 0,038 0,040 0,037 0,040
25 1,600 1,150 0,026 0,030 0,018 0,023
26 0,980 1,150 0,023 0,030 0,021 0,023
27 0,990 1,150 0,034 0,030 0,019 0,023
28 1,090 1,150 0,033 0,030 0,018 0,023
29 1,090 1,150 0,025 0,030 0,031 0,023
30 1,160 1,150 0,036 0,030 0,031 0,023
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Cizelge 4.3.2.3. Kromatografik yanit degerleri i¢in ANOVA analizi sonuglar1

Yontem Lutein (R?2= 0,9406) B-karoten (R2= 0,9657)

a-karoten (R*= 0,9834)

DF SS MS F p DF SS MS F p

degeri degeri degeri  degeri

DF SS MS

F 4

degeri degeri

Model 14 27,71 198 16,96 <0,0001 14 0,052 0,0037 30,16 <0,0001
Lackof fit 10 1,49 0,15 2,84 0,1305 10 0,0017 0,00017 4,28 0,0612
Pure 5 0,26 0,052 5 0,00019 0,000039

error

14 0,086 0,0062
10 0,0013  0,00013
5 0,00015  0,000029

63,36  <0,0001
4,53 0,0547

DF serbestlik derecesi, SS karelerin toplami, MS ortalamalarin karesi
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4.3.2.1. Kromatografik olciimler icin yiizey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktorlerin (ekstraksiyon zamani, etanol hacmi,
ekstraksiyon sicaklig1 ve sivi/kat1 oran1) ANOVA analizine gore karotenoid miktarlarin
sonuclar1 lizerindeki etkisini gosteren yiizey analiz grafikleri Sekil 4.3.2.1.1 (lutein

miktart), 4.3.2.1.2 (B-karoten miktar1) ve 4.3.2.1.3te (a-karoten miktar1) verilmistir.
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Sekil 4.3.2.1.1. Lutein miktar1 i¢in ii¢ boyutlu ylizey analiz grafikleri a)etanol hacmi ve
ekstraksiyon sicakligi etkisi, b)etanol hacmi ve sivi/kati orani etkisi.
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(A)

B- karoten miktari
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Sekil 4.3.2.1.2. B-karoten miktari i¢in ii¢ boyutlu yiizey analiz grafikleri a)ekstraksiyon
zamani ve s1vi/kat1 orani etkisi, b)etanol hacmi ve ekstraksiyon sicakligi etkisi.

42



(A)

T T,
o S e
e T
SRR TR
T T
g SN
= o s
E ‘:‘ “““ “““‘
= =
o o
2
% o0 e e
STt
—_— S S A
ol SomaaE
0.41
_ . 032075
i Bo
£®
=
= 0205
[T =]
s = T
oo
£ S5 ©0.1025
;
& B

95 15

Sekil 4.3.2.1.3. o-karoten miktar1 i¢in {i¢ boyutlu yiizey analiz grafikleri a)etanol hacmi
ve ekstraksiyon zamani etkisi, b)etanol hacmi ve ekstraksiyon sicaklig etkisi.
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4.3.2.2. Kromatografik oélciimler icin optimum kosullarin gecerliligi
ANOVA analizine gore kromatografik Ol¢imler icin bulunan optimum ultrasonik
destekli ekstraksiyon kosullar1 Cizelge 4.3.2.2.1°de, tahmini/deneysel karotenoid

miktarlarinin degerleri Cizelge 4.3.2.2.2°de verilmistir.

Cizelge 4.3.2.2.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon optimum kosullari

Yanit Optimum ultrasonik destekli ekstraksiyon kosullar:

Ekstraksiyon Etanol Ekstraksiyon Sivi/kati

Zamani hacmi sicakhigy orani
(dk) (%vlv) O (mL/g)
Lutein 81 88 69 114
B-karoten 85 94 66 103
a-karoten 88 87 71 108

Cizelge 4.3.2.2.2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon tahmini/deneysel karotenoid
miktarlariin degerleri

Yant Maksimum deger (mg/g liyofilize alg)
Tahmini Deneysel
Lutein 4,828 4,844+0,780
B-karoten 0,260 0,258+0,020
o-karoten 0,274 0,275+0,040
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu caligmada sunulan bulgularin tartigma ve sonug¢ boliimii iki ana baslikta 6zetlenebilir.
Bunlar;

® Spektroskopik yontemler,

® Kromatografik yontemler,

5.1. Spektroskopik yontemler

Chlorella vulgaris mikroalginin toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite
Olglimleri  swrastyla  Folin, ABTS, CHROMAC yontemleriyle basartyla
gerceklestirilmistir. Bu yontemler icin c¢izilen kalibrasyon grafikleri Cizelge 4.1.1.1-
4.1.2.1°de verilmistir.

5.1.1. Ekstraksiyon ¢oziicii secimi

Elde edilen ekstraktlarin klorofil a ve b, toplam karotenoid, toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasite miktarlar1 Sekil 4.1.3.1°de gosterilmistir. Test edilen ¢oziiciide
Chlorella vulgaris ekstraktlarinin antioksidan kapasite, klorofil a ve toplam karotenoid
miktar1 i¢in %100 metanol en verimli ¢dziicii olarak belirlenmistir. Ayni1 zamanda
sirasiyla klorofil b ve toplam fenolik madde miktar1 i¢in %60, %80 metanol en verimli
¢coziicii olarak belirlenmistir. Ancak farkli derisim araligina bakildiginda en iyi
ekstraksiyon ¢oziiciisii Chlorella vulgaris igin ilk olarak %100 metanol ve ikinci en iyi
ekstraksiyon ¢oziiclisii %80 etanoldiir. Coziicli derisiminin artmasiyla ekstraksiyon

verimi de artmistir (Nasir ve ark. 2017).

Literatiirde (Jespersen ve Christoffersen 1987) klorofilin ekstrakte edilmesi igin
etanoliinde metanol kadar etkili oldugu gdosterilmistir. Aseton, hekzan, su ve farkl
derisimlerdeki etanol c¢oziiglileri (%50-100 (v/v)) karsilastirildiginda en yiiksek
ekstraksiyon verimini %90 etanol ¢oziiclistiniin verdigi bildirilmistir (Cha ve ark. 2010).
Wright ve Mantoura (1997) rutin deniz 6rnekleri i¢in aseton yerine metanolii daha tercih

edilmigtir (Jeffrey ve ark. 1997). Hammadde olarak Chlorella vulgaris klorofil
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ekstraksiyonu i¢in etanol, en iyi yesil ¢oziiciidiir (Kong ve ark. 2012). Ancak gida katki
maddelerindeki ¢Oziiclin emniyetini dikkate alarak ve metanolun daha yliksek
toksisiteye sahip olmasit nedeniyle ekstraksiyon c¢oziiclisii olarak ¢alismalarimizda

etanol ¢Oziiclisii tercih edilmistir.

5.1.2. Kemometrik yontemler

5.1.2.1. Spektroskopik olciimler icin optimum ekstraksiyon kosullarinin

belirlenmesi

Chlorella vulgaris mikroalginden ultrasonik destekli ekstraksiyon iizerinde faktorlerin
etkisini arastirmak icin ¢ok yanith yiizey analiz yontemi kullanilmistir. Toplam fenolik
madde ve antioksidan kapasite miktarlar1 agisindan ekstraksiyon faktorlerinin

optimizasyonu i¢in merkezi kompozit dizayn kullanilmistir (Nasir ve ark. 2017).

Chlorella vulgaris mikroalginden toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite
miktarlar1 en uygun kombinasyon faktorlerini belirlemek icin ekstraksiyon faktorleri
incelenmistir. Faktor olarak ekstraksiyon zamani (15-155 dk), etanol hacmi (%35-95,
v/v), ekstraksiyon sicakligi (15-75°C) ve sivi/kat1 orant (30-150 mL/g) kullanilmigtir.
Bu faktorler igin belirlenen seviye degerleri Cizelge 3.2.4.1.1.1’de verilmistir. Bu
seviye degerleri belirlenirken literatiirde yapilan ¢alismalara gére uygun ¢alisma araligi
secilmigtir (Singh ve ark. 2015, Kong ve ark. 2012, Deenu ve ark. 2013). Toplam
fenolik madde ve antioksidan kapasite miktarlarinin deneysel ve tahmini degerleri

Cizelge 4.3.1.2°de gosterilmistir.

Kemometrik yontemlerde yapilan 30 deney arasinda (Cizelge 4.3.1.2), deney 4’te
(ekstraksiyon zaman1 120 dk, etanol hacmi %80 (v/v), ekstraksiyon sicakligi 30°C ve
stvi/katt orant 60 mL/g) en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 (124,43 mg GAE/g)
elde edilmistir. Deney 24’te (ekstraksiyon zamani 85 dk, etanol hacmi %65 (v/v),
ekstraksiyon sicakligi 45°C ve sivi/katt orant 150 mL/g) en diisiik toplam fenolik madde
miktar1 (21,39 mg GAE/g) elde edilmistir. Deney 5°te ise (ekstraksiyon zamani 50 dk,
etanol hacmi %50, (v/v), ekstraksiyon sicakligi 60°C ve sivi/katt oran1 60 mL/g) ABTS
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yontemi (92,62 mg TE/g) ve CHROMAC yontemi i¢in (313,36 mg TE/g) en yliksek
antioksidan kapasite miktarlari, ayrica deney 15°te (ekstraksiyon zamani1 50 dk, etanol
hacmi %80, (v/v), ekstraksiyon sicakligit 60°C ve sivi/kati orant 120 mL/g) ABTS
yontemi (41 mg TE/g) ve deney 24’te (ekstraksiyon zamani 85 dk, etanol hacmi %65,
(v/v), ekstraksiyon sicaklig1 45°C ve sivi/katt oran1 150 mL/g) CHROMAC yo6ntemi igin
(105,20 mg TE/g) en diisiik antioksidan kapasite miktarlar1 elde edilmistir (Nasir ve ark.
2017).

Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programi kullanilarak toplam fenolik madde
ve antioksidan kapasite miktarlarinin ANOVA analizi sonuglart Cizelge 4.3.1.3°de
verilmistir. Yanitlar ve faktorler arasindaki gergek iliskiyi tanimlamak i¢in kullanilan p-
degeriyle (Folin, ABTS ve CHROMAC i¢in <0,0001) kuadratik polinom modelinin
biiyilk 6nemi oldugunu ve %95 giiven seviyesinde anlamli oldugu bulunmustur. F-
degeri de (Folin, ABTS ve CHROMAC yontemleri icin sirasiyla 11,69, 12,34 ve
10,19) %95 giiven diizeyinde anlamlidir.

5.1.2.2. Spektroskopik ol¢iimler icin yiizey analiz grafikleri

5.1.2.2.1. Toplam fenolik madde miktar1 i¢in yiizey analiz grafikleri

Chlorella  vulgaris mikroalginde antioksidan bilesiklerin ultrasonik destekli
ekstraksiyon tiizerine ekstraksiyon zamani, etanol hacmi, ekstraksiyon sicakligi ve
stvi/katt orant etkisi arastirilmistir. Cizelge 4.3.1.3°de listelenen F-degerleri ve p-
degerleri, her biri katsayisi belirtecek sekilde belirlenmistir. Tahmini toplam fenolik
madde miktar ile 6l¢iilen fenolik madde miktarlar1 arasinda yiiksek bir dogrusal iliski

(R?=0,9160) gozlenmistir (Nasir ve ark. 2017).

Toplam fenolik madde miktar1 i¢in kuadratik polinom denklemi Cizelge 4.3.1.1°de
verilmistir. F-degerinin biiyiikliigii ne kadar biiyiikkse ve p-degeri ne kadar kiiciikse
(p<0,05) karsilik gelen katsay1 daha etkilidir. Buna gore x: (etanol hacmi), x4 (sivi/katt

oran1), xix2, xixs, X°, x2°, x3* ve x4, en onemli faktorler bulunmustur. Ancak x;
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(ekstraksiyon zamani), x3 (ekstraksiyon sicakligi), x;x3, x2x3, x2x4, x3x4 ise daha az etkiye

sahiptir.

Toplam fenolik madde miktarlar1 yiizey analiz grafikleri Sekil 4.3.1.1.1°de verilmistir.
Grafige bakildiginda etanol hacmi artik¢a toplam fenolik madde miktar1 artiyor ve
ekstraksiyon zamani artikca toplam fenolik madde miktar1 azaliyor (Sekil 4.3.1.1.1.a).
Sekil 4.3.1.1.1.a’ya gore yiiksek etanol hacmi kullanildiginda antioksidan maddeler
daha yiiksek verimle ekstrakte edildigi i¢in toplam fenolik madde miktar1 da artmistir.
Sekil 4.3.1.1.1.b’de gosterilen ekstraksiyon zamani ve sivi/kati oraninin etkisine
bakildiginda sivi/katt oran1 90 mL/g degerine ulasinca toplam fenolik madde miktari
artmistir. Ekstraksiyon zamani azaldik¢a toplam fenolik madde miktar1 da azalmstir.
Sekil 4.3.1.1.1.b’de ise daha yliksek sivi/kat1 orani kullanildiginda ise hedef bilesiklerin
difiizyonunu saglamak uygulanan ultrasonik kavitasyon azalacagi i¢in toplam fenolik

madde miktar1 da azalmaktadir (Tsiaka ve ark. 2015).

5.1.2.2.2. Antioksidan kapasitesi icin yiizey analiz grafikleri

Cizelge 4.3.1.3°deki verilere gore antioksidan kapasite yontemleri i¢in ANOVA
sonuglar1 yiiksek regresyon degerleri (R? = 0,9201 ABTS igin ve 0,9049 CHROMAC
icin) gostermistir. Antioksidan kapasitesi yontemleri i¢in kuadratik polinom denklemleri
Cizelge 4.3.1.1°de verilmistir. x2, x3, x1x2, X2X4, X3x4, X1, X2, x3°, x47 ABTS i¢in ve x2, x3,
X4,X1X2, X1X4, X2X3, X2x4X2°, x4 CHROMAC i¢in, en dnemli faktorler bulunmustur. Ancak
X1, X4, X1x3, X1X4, X2x3 ABTS 1i¢in ve x;xx3, x3x4, x/°, x> CHROMAC i¢in, ultrasonik

destekli ekstraksiyonun antioksidan kapasite degerleri iizerinde 6nemsiz faktorler olarak

bulunmustur (Nasir ve ark. 2017).

Antioksidan kapasitesi i¢in yiizey analiz grafikleri Sekil 4.3.1.1.2°de verilmistir. ABTS
yontemi i¢in ikili etkilesim olarak ekstraksiyon sicakligi ve sivi/kati oraninin etkisi
Sekil 4.3.1.1.2.a’da gosterilmistir. Tiim sivi/kat1 oranlarinda ekstraksiyon sicakliginin
artmasi ile antioksidan kapasitesinde bir artis gozlenmistir. Yiiksek sicaklikta (75°C) ve
yiiksek sivi/kati oraninda (65 mL/g) en yiikksek antioksidan kapasite gozlenmistir.

CHROMAC yontemi i¢in ekstraksiyon zamani, sivi/kati oranmnin etkisi Sekil
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4.3.1.1.2.b’°de gosterilmistir. Daha yiiksek ekstraksiyon zamaninda en yiiksek
antioksidan kapasitesi gozlenmistir. Stvi/kat1 oran1 arttik¢a (eksponensiyal) antioksidan
kapasite degeri giderek artmakta (170 mg TE/g liyofilize alg) fakat daha sonra azalis
gostermektedir. Sicakligin arttirilmasiyla kiitle aktarim hizi da artacagi i¢in yiiksek
antioksidan maddelerinin ¢6ziiniirliigii de artacaktir (Yolmeh ve ark. 2014). Elde edilen

ylizey analiz grafiginde de sicaklik arttik¢a antioksidan kapasite degeri artmaktadir.

5.1.2.3. Ekstraksiyon parametrelerin optimizasyonu ve modelin validasyonu

Chlorella vulgaris mikroalgi i¢in yiiksek toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite
miktarlar1 elde edilmesi i¢in bulunan optimum ultrasonik destekli ekstraksiyon sartlari
Cizelge 4.3.1.2.1’de verilmektedir. Maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve
antioksidan kapasite miktarlar1 i¢in ekstraksiyon zamani (x;) 146 dakika, etanol hacmi
(x2) %71, vlv, ekstraksiyon sicakligi (x3) 72°C ve sivr/katt orant (x4) 62 mL/g
bulunmustur. Belirlenen optimum kosullarda ekstraksiyon c¢aligsmasi yapildiginda en
yiiksek optimum tahmini sonu¢ (toplam fenolik madde i¢in; 135,01 mg GAE/g
liyofilize alg ve ABTS i¢in, 101,79 mg TE/g liyofilize alg; CHROMAC i¢in, 325,66 mg
TE/g liyofilize alg) hesaplanmistir. Deneysel olarak toplam fenolik madde miktar
133,70 mg GAE/g liyofilize alg ve antioksidan kapasite miktarlart 101,19 mg TE/g
liyofilize alg (ABTS), 325,26 mg TE/g liyofilize alg (CHROMAC) bulunmustur.
Bulunan tahmini degerler deneysel degerler karsilastirildiginda uyumlu bulunmustur

(Nasir ve ark. 2017).

Literatiirde verilen baska bir calismada toplam fenolik madde miktar1 227-689 mg
GAE/g ve antioksidan kapasite miktar1 455-756 mg TE/g bulunmustur (Hernandez-
Carranza ve ark. 2016). Bildigimiz kadariyla mikroalglerden antioksidan bilesiklerin
spektroskopik caligsmalar1 ile ilgili literatiirde yayin bulunmamaktadir. Ancak farkl
matris iceren farkli karotenoidler i¢in bu degerlerin uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Dolayisiyla ¢ok yanith yiizey analizi ile bulunan optimum ekstraksiyon kosullarinda
tahmin edilen degerler ile elde edilen deneysel degerler arsinda yiiksek korelasyon
degerleri bulunmustur. Sonug¢ olarak Chlorella vulgaris mikroalginin toplam fenolik

madde ve antioksidan kapasite miktarlarini i¢in optimum ekstraksiyon kosullarini
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belirlemek i¢in merkezi kompozit dizayn modeli dogru ve giivenilir olarak kabul

edilmigtir.

5.2. Kromatografik yontemler

Chlorella vulgaris mikroalginden karotenoid miktarlarinin tayini i¢in HPLC analizi
basariyla gerceklestirilmistir. Bu yontem icin ¢izilen kalibrasyon grafikleri Cizelge

4.2.1°de verilmistir.

5.2.1. Ekstraksiyon ¢oziicii secimi

Chlorella vulgaris mikroalginde bulunan karotenoidlerin ultrasonik destekli
ekstraksiyonda uygun coziiciilerin se¢imi i¢in farkli derisimlerde metanol, etanol ve
aseton (%100, %80, %60 (v/v)) g¢ozeltileri kullanilmistir. Elde edilen ekstraktlarda

bulunan lutein, B-karoten ve a-karoten miktarlar1 Sekil 4.2.1.1°de verilmistir.

Lutein (Sekil 4.2.1.1.a) ve oa-karoten (Sekil 4.2.1.1.b) icin daha yiiksek karotenoid
miktarlart %100 metanol ile elde edilmistir. Ancak B-karoten igin en iyi %100 etanol ile
ekstrakte edildigi Sekil 4.2.1.1.b’de gosterilmistir. HPLC analizi sonuglarma gore
Chlorella vulgaris mikroalginde yliksek miktarda lutein ve ardindan [-karoten
bulunmustur. Yapilan bu tez ¢alismasinda Chlorella vulgaris mikroalginde o-karoten
ilk defa yiiksek miktarda belirlenmistir. Literatiirde boyle bir calismaya rastlanmamastir.
Ancak bir literatiir ¢alismasinda (Yuan ve ark. 1997) a-karoten miktar1 (0,02 mg/g) ¢ok
diisiik bir miktarda bulunmustur. Sekil 4.2.1.1.a’ya gore metanol, Chlorella vulgaris
mikroalginden tiim karotenoid bilesenlerin ekstrakte edilmesi icin c¢ok etkili bir
¢oziictdiir. B-karoten ve a-karoten ekstraksiyonu i¢in %60 metanol, etanol veya aseton
kullanildiginda kromatografik olarak bu karotenoidler tayin edilememistir. a-karoten
icin ikinci en yiiksek ekstraksiyon ¢oziiciisii %100 etanoldiir. Bu sonuclar, literatiir
calismasiyla (Cha ve ark. 2010) karsilastirildiginda uyumlu bulunmustur. Bu literatiir
calismasinda en yiiksek karotenoid ekstraksiyon verimi %90 etanol ile elde edilmistir.
Diger ¢oziiciilere kiyasla etanol, hidrofobik karotenoidlerin ekstrakte edilmesi i¢in ¢ok

uygun bir ¢oziiciidiir. Chlorella vulgaris, orta derecede yliksek polariteli bilesiklere
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sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle daha az toksik olan etanol en uygun

ekstraksiyon ¢oziiclisii segilmistir.

5.2.2. Kemometrik yontemler

Chlorella vulgaris mikroalginden temel karotenoidlerin ekstraksiyonu i¢in optimum
ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi i¢in merkezi kompozit dizayn yontemi
kullanilmigtir. Yapilan 30 deney icin kromatografik yontemle bulunan deneysel degerler
ve ANOVA analizi sonucu bulunan tahmini degerler Cizelge 4.3.2.2°de verilmistir.
Deneysel yanitlara gore lutein miktar1 0,096 mg/g’dan 3,90 mg/g’a, a-karoten 0,010
mg/g’dan 0,20 mg/g’a ve P-karoten 0,008 mg/g’dan 0,180 mg/g’a kadar degisiklik
gostermistir. Cizelge 4.3.2.2°ye bakildiginda maksimum lutein miktar1 (3,90 mg/g) i¢in
ekstraksiyon zamani 50 dk, etanol hacmi %80 (v/v), ekstraksiyon sicakligi 60°C ve
stvi/katt oran1 120 mL/g oldugu bulunmustur. Bu arada, en az lutein miktar1 ise (0,096
mg/g) ekstraksiyon zamani 85 dk, etanol hacmi %35 (v/v), ekstraksiyon sicakligi 45°C
ve stvi/kat1 oran1 90 mL/g’da elde edilmistir. Bu sonuglar, lutein veriminin ekstraksiyon
zamanina, etanol hacmine, ekstraksiyon sicakligina ve sivi/katt oraninina olan
duyarliligini yansitmaktadir. a-karoten icin ekstraksiyon zamani1 85 ve 120 dk, etanol
hacmi %80 ve 95 (v/v), ekstraksiyon sicakligi 45°C ve 60°C, ve sivi/katt oran1 60, 90
mL/g’de sirastyla en yiiksek verim gozlenmistir (0,2 mg/g). Etanol hacmi ve sivi/kat
orani azaldikca en diisiik a-karoten degeri elde edilmistir (0,010 mg/g). B-karoten i¢in
ise ekstraksiyon zamani 85 dk, etanol hacmi %95 (v/v), ekstraksiyon sicakligi 45°C ve
stvi/katt oran1t 90 mL/g’da ¢alisildiginda en yiiksek verim elde edilmistir (0,140 mg/g).
Etanol hacmi ve sivi/kati oran1 azaldik¢a en diisliik B-karoten degeri elde edilmistir

(0,008 mg/g).

Cizelge 4.3.2.3’de lutein, B-karoten ve a-karoten verimleri igin p-degeri <0,0001
bulunmustur. Kuadratik polinom modelinin yanit ve degiskenler arasindaki gercek
iligkiyi tanimlamak i¢in anlamli oldugu bulunmustur. Modelin F-degerleri (sirasiyla,
lutein, B-karoten ve a-karoten i¢in 16,96, 30,16 ve 63,36) %95 giiven araliginda anlamli
bulunmustur. Sirasiyla, lutein, B-karoten ve a-karoten icin lack-of-fit p-degerleri 0,1305,

0,0612 ve 0,0547 bulunmas1 modelin gegerliligini gostermektedir.
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5.2.2.1. Lutein icin yiizey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktorlerin (ekstraksiyon zamani, etanol hacmi,
ekstraksiyon sicakligi ve sivi/kati orani) ANOVA analizine gore lutein miktarlar
tizerindeki etkisini gosteren yiizey analiz grafikleri Sekil 4.3.2.1.1°de verilmistir. En
yiiksek lutein miktar1 yiliksek sicaklik ve yiliksek etanol hacmi kullanildiginda elde

edilmigtir.

Cizelge 4.3.2.3’de lutein igin yiiksek regresyon katsayist (R? = 0,9406) bulunmustur.
Cizelge 4.3.2.1°¢ bakildiginda x: (etanol hacmi), x3 (ekstraksiyon sicakligi), x4 (sivi/katt
orani), XXy, X2X3, X2X4, X3X4, ve x3° en anlamli degiskenler olarak bulunmustur (p <0,05).
Ancak x; (ekstraksiyon zamani), xx2, xix3, x/°, x2° ve x4 en az etkili degiskenler olarak
bulunmustur (p >0,05). Ekstraksiyon sicakligi arttiginda, karotenoid verimi de
artmaktadir. Optimizasyon kosullarinin belirlenmesinde etanol hacmi 6nemli bir
faktordiir. Haematococcus pluvialis mikroalginde bulunan karotenoidlerin geri
kazaniminda etanol hacmi en fazla etkili faktér olarak bulunmustur (Reyes ve ark.

2014).

5.2.2.2. B-karoten icin yiizey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktorlerin (ekstraksiyon zamani, etanol hacmi,
ekstraksiyon sicakligi ve sivi/katt orani) ANOVA analizine gore P-karoten miktarlar
tizerindeki etkisini gosteren ylizey analiz grafikleri Sekil 4.3.2.1.2°de verilmistir.
Cizelge 4.3.2.1°de B-karoten miktar1 i¢in x> (etanol hacmi), x; (ekstraksiyon sicakligy),
x4 (sivi/katt orani), xix2, XiXs, X2X3, X3X4, X2°, x3° en Onemli degiskenlerdir. x;

(ekstraksiyon zamani), x;x3, xa2xs, x;° ve x4 degiskenlerinin ise B-karoten miktari

tizerinde ¢ok az etkisi vardir.
Sekil 4.3.2.1.2.a’de en yiiksek B-karoten miktar1 yiiksek sivi/katt orami ve diisiik

ekstraksiyon zamani kullanildiginda elde edilmistir. Sekil 4.3.2.1.2.b’de en yiiksek B-

karoten miktar1 yiiksek sicaklik ve yiiksek etanol hacmi kullanildiginda elde edilmistir.
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Yiiksek etanol hacmiyle birlikte yiliksek ekstraksiyon sicakligmin kullanilmas,
Chlorella vulgaris mikroalginden yiiksek miktarda karotenoid elde edilebilecegi

sonucuna varilabilir.

5.2.2.3. a-karoten icin yiizey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktorlerin (ekstraksiyon zamani, etanol hacmi,
ekstraksiyon sicakligi ve sivi/kati oran1) ANOVA analizine gore o-karoten miktarlar
tizerindeki etkisini gosteren ylizey analiz grafikleri Sekil 4.3.2.1.3°de verilmistir.
Cizelge 4.3.2.1°de a -karoten miktar1 i¢in x> (etanol hacmi), x3 (ekstraksiyon sicakligi),
x4 (stvi/kati orani), x;x2, XiX3, XiX4, X2X3, X3X4, X2°, x3° en onemli degiskenlerdir. Ayni
zamanda, x;, xox4, x/°, x7 degiskenlerinin ise a-karoten miktar1 ilizerinde gok az etkisi

vardir.

Sekil 4.3.2.1.3.a’da yiiksek ekstraksiyon zamani ve yiiksek etanol hacminde yliksek a-
karoten miktar1 elde edilmistir. Sekil 4.3.2.1.3.b’de yiiksek ekstraksiyon sicakligi ve

yiiksek etanol hacminde yiiksek a-karoten miktar1 elde edilmistir.

5.2.2.4. Ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu ve modelin validasyonu

Yiiksek sicaklik, ¢oziiniirliik ve c¢oziicii viskozitesinin karotenoid verimi iizerinde
olumlu etkileri vardir. Ancak yiiksek sicakliklarda karotenoidlerin izomerizasyonu ve
bozunmasi gergeklesebilir. a-karoten ve B-karoten i¢in 95°C ve 150°C’de izomerizasyon
ve bozunmanin gerceklestigi kesfedilmistir (Chen ve ark. 1994). 98°C’de sicaklikta
trans luteinin cis izomerlerine doniistiigii belirlenmistir (Aman ve ark. 2005). Buna gore
yilksek sicakliklarda c¢alisildiginda izomerizasyon ve bozunma etkileri ile
karsilasilabilmektedir. Ancak yapilan bu ¢alismada karotenoidler i¢in optimum sicaklik
araligir 66-71°C olarak bulunmus ve bu sicaklikta yapilan ekstraksiyon g¢aligsmasinin
HPLC analizinde izomer iirlinlere rastlanmamistir. Yapilan literatiir ¢alismasinda
belirledigimiz optimum sicaklik degerlerinin karotenoidlerin izomerlesmesine veya
bozunmasina neden olmadigi ¢linkii  karotenoidlerin  baskin  olarak trans

konfigiirasyonda oldugu ortaya koyulmustur (Von Doering ve ark. 1995).
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Deneysel sonuglara ve istatistiksel analizlere dayanarak istenen yanitlarla optimum
diizeydeki degiskenlerin belirlenmesi i¢in ekstraksiyon degiskenlerinin optimizasyonu
yapilmistir. En yiiksek ekstraksiyon verimini elde etmek i¢in optimum kosullar
belirlenmigtir. Luteinin ekstraksiyonu i¢in optimum kosullar1 sdyledir: ekstraksiyon
zamani, 81 dk; etanol hacmi, %88 (v/v); ekstraksiyon sicakligi, 69°C; sivi/kat1 orant,
114 mL/g, tahmin edilen maksimum lutein verimi 4,828 mg/g’dir. Luteinin deneysel
degeri, 4,844+0,780 mg/g’dir. PB-karotenin ekstraksiyonu i¢in optimum kosullar:
ekstraksiyon zamani, 85 dk; etanol hacmi, %94 (v/v); ekstraksiyon sicakligi, 66°C;
stvi/kat1 orani, 103 mL/g, tahmin edilen maksimum [B-karoten verimi 0,260 mg/g’dir. -
karotenin deneysel degeri ise 0,258+0,020 mg/g bulunmustur. a-karoten i¢in optimum
kosullar: ekstraksiyon zamani, 88 dk; etanol hacmi, %87 (v/v); ekstraksiyon sicakligi,
71°C; stvi/kat1 orani, 108 mL/g, tahmin edilen maksimum verimi 0,274 mg/g’dir. o-
karotenin deneysel degeri, 0,275+0,040 mg/g’dir. Deneysel degerler ve tahmini degerler
uyumlu bulunmustur. Mitkemmel bir korelasyon (%95 giiven araliginda) tahmin edilen
ve deneysel degerler arasindaki model validasyonunu dogrulamistir. Dolayisiyla,
merkezi kompozit dizayn ile temel karotenoidlerin (lutein, PB-karoten, a-karoten)
maksimum verimle ekstraksiyonu i¢in optimum kosullar dogru ve giivenilir olarak

belirlenebilir.

5.3. Sonug¢

Bu tez c¢aligmasi, mikroalglerden spektroskopik ve kromatografik yontemlerle
ekstraksiyon kosullarin1  optimize etmeyi amaglayan oOzglin bir caligsmadir.
Spektroskopik olarak antioksidan miktarlar1t ABTS ve CHROMAC yontemleriyle tayin
edilmigstir. Karotenoid miktarlar1 ise HPLC analizi ile tayin edilmistir. Chlorella
vulgaris mikroalginden ultrasonik destekli ekstraksiyon kullanarak antioksidan
miktarlarin optimize edilmesi i¢in ¢ok yanith ylizey analizi basariyla incelenmistir.
Karotenoid miktarlar1 i¢in optimizasyonda ise tek yanith yiizey analizi basariyla
incelenmistir.  Merkezi  kompozit dizayn, ultrasonik destekli ekstraksiyon
parametrelerinin optimizasyonu icin etkili bir dizayn yontemi olarak bulunmustur. En

yiiksek antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde miktarlar1 i¢in en uygun kosullar

54



Cizelge 4.3.1.2.1°de verilmistir. En yiiksek karotenoid verimi elde etmek igin ise en

optimum kosullar Cizelge 4.3.2.2.1°de verilmistir.

Elde edilen sonuclara gore UAE yOntemi, mikroalglerden karotenoid ekstrakte edilmesi
icin etkili yontemidir. Istatistiksel dizayn metodolojisi, zaman siiresinin kisalmasina ve
ekstraksiyon optimizasyonu i¢in esneklesmesine yardimci olmustur. Karotenoid
bilesiklerinin belirlenmesi i¢in Chlorella vulgaris tlizerinde daha fazla ¢alisma
yapilabilir. Ancak, Chlorella vulgaris mikrolalginde bulunan karotenoidler hakkindaki
sinirli bilgilerimizle en ¢ok aranan ii¢ ana karotenoid (lutein, P-karoten, a-karoten)
basaril bir sekilde bulunmustur. Bu kosullarda Chlorella vulgaris tiiriinde a-karoten ilk
defa yiiksek miktarlarda tayin edilmistir. Bununla ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma
ile karsilagilmamistir. Bu calisma ayn1 zamanda Chlorella vulgaris mikroalginin 6nemli
karotenoid ve antioksidan bilesigi igerdigi icin iyi ve yenilenebilir bir kaynak olarak

diisiiniilebilecegini gostermektedir.
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