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ÖZET

Yüksek Lisans Tezi

MİKROALGLERDE BULUNAN KAROTENOİDLERİN TAYİNİ

Nur Tsiqah BINTI MOHD NASIR

Uludağ Üniversitesi
Fen Bilimleri Enstitüsü
Kimya Anabilim Dalı

Danışman: Doç. Dr. Saliha ŞAHİN

Bu tez kapsamında, Chlorella vulgaris mikroalginden ana karotenoidlerin ekstraksiyonu
için ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) yöntemi uygulanmıştır. Ekstraksiyon
zamanı, etanol hacmi, ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranı gibi ekstraksiyon
faktörleri ve kombinasyonları yanıtlı yüzey analiz yöntemi (RSM) kullanılarak optimize
edilmiştir. Optimal verim elde etmek için beş seviyeli dört faktörlü merkezi kompozit
dizayn (CCD) kullanılmıştır. Ekstraksiyon zamanı (15-155 dk), etanol hacmi (%35-95,
v/v), ekstraksiyon sıcaklığı (15-75°C) ve sıvı/katı oranı (30-150 mL/g) dahil olmak
üzere dört bağımsız faktör optimize edilmiştir. Chlorella vulgaris mikroalginin
ekstraksiyon koşulları spektroskopik ve kromatografik yanıt değerleri kullanılarak
optimize edilmiştir. Spektroskopik yöntem altında toplam fenolik madde ve antioksidan
kapasite (ABTS ve CHROMAC yöntem) miktarları yanıt değeri olarak alınırken
ekstraksiyon zamanı, etanol hacmi, ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranı etkileri
incelenmiştir. Bu spektroskopik yönteminde optimum ekstraksiyon koşullarını optimize
etmek için çok yanıtlı yüzey analiz yöntemi kullanılmıştır. Kromatografik yöntem
altında ise karotenoidler (lutein, β-karoten, α-karoten gibi) HPLC analiz ile nicel olarak
tespit edilmiş ve optimum ekstraksiyon koşullarını optimize etmek için tek yanıtlı yüzey
analiz yöntemi kullanılmıştır. Çalışmalarımız, gelecekteki mikroalglerin antioksidan
iyileşmesini değerlendirmek için yeni geliştirilmiş yöntemimizin (CHROMAC)
kullanılması ve karotenoid analizi için temel çalışmalar olarak kabul edilebilir.

Anahtar kelimeler: Chlorella vulgaris, karotenoid, ultrasonik destekli ekstraksiyon,
HPLC, merkezi kompozit dizayn, yanıtlı yüzey analizi
2017, x + 63 sayfa.
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ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF CAROTENOIDS IN MICROALGAE

Nur Tsiqah BINTI MOHD NASIR

Uludağ University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Saliha ŞAHİN

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, β-carotene and α-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. GİRİŞ

İlaç, gıda ve kozmetik endüstrilerde doğal maddelere ihtiyaç olunduğundan

mikroalglere büyük talep olmuştur. Mikroalgler, antik bir geçmişe sahiptir ve şimdi ise

yeşil kalabilen yenilenebilir bir kaynak olarak gelişmiştir. Herhangi bir zor ortamda

hayatta kalabilmek için bu yeteneklerinden dolayı mikroalglere yüksek talep olmuştur.

Mikroalgler, hem deniz hem de tatlı sularda bulunabilir. Güneş ışığı veya güneş enerjisi

yardımıyla mikroalgler fotosentez ve hatta yeşil biyokütle atık su dönüşümü

gerçekleştirmiştir (Batista ve ark. 2013). Sıcak, soğuk, tuzluluk, foto-oksidasyon,

anaerobiosis, ozmotik basınç ve ultraviyole gibi çevresel stres faktörlerinin çeşitliliğine

karşılık olarak mikroalglerin dinamik hücresel homeostazisi uyum sağlamaktadır

(Tandeau de Marsac ve Houmard 1993). Bu yetenek, doğal antioksidanlar gibi biyoaktif

bileşiklerin üretilmesi için mikroalgleri belirgin bir hedef yapmaktadır (Castro-Puyana

ve ark. 2013). Stres şartları altında mikroalglerde fenolik bileşikler, şekerler, vitaminler

ve karotenoidler dahil olmak üzere antioksidan bileşikleri üretilmiştir (Brück ve ark.

2012).

Chlorella vulgaris, zengin protein, yağ, polisakkaritler, boyar madde, vitaminler ve

antioksidan bileşikleri içerir; ve insanların tüketimi için tipik olarak yetiştirilen

mikroalglerden biridir (Chen ve Jiang 1999). Antioksidanlar arasında ilaç endüstrisinde

antioksidan olarak sürekli kullanım nedeniyle karotenoidler özel bir önem taşımaktadır

(Silberstein ve Parsons 2010). Chlorella vulgaris biyoaktif bileşiklerin yüksek miktarda

üretilebilmesi için önemli bir mikroalgtir. Chlorellacea familyasından Chlorella

vulgaris 1980 yılında Martinus Willem Beijerinck tarafından keşfedilmiştir (Beijerinck

1890). Chlorella vulgaris mikroalginin şekli ise çekirdek gibidir ve küreye benzer.

Hücre duvarı sert olduğundan dış ortamlardan kendini koruyabilmektedir. Chlorella

vulgaris, aseksüel ve yeniden hızlı üreyebilen bir autosporedir. Bu nedenle, her bir stres

koşulları altında büyüyebilir. Chlorella vulgaris, Japonya, Almanya ve Tayvan’da

popüler bir fonksiyonel gıda olarak tüketilmektedir (Brennan ve Owende 2010).

Chlorella vulgaris içerisinde çok fazla klorofil ve karotenoid bileşikler bulunmaktadır.

Karotenoidler, lipofilik ve isoprenoit moleküller, deniz hayvanları, çiçekler, çeşitli
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meyve ve sebze renklerinden sorumlu bileşiklerdir (Ben-Amotz ve Fishler 1998,

Gouveia ve Empis 2003). Karotenoidler organik pigmentler olup kloroplast, bitkilerin

kromoplastlar ve diğer bazı fotosentetik organizmalarında da bulunabilirler.

Karotenoidler çift bağların sayısına göre pek çok cis-trans izomerini içerirler.

Karotenoid bileşiklerinin yapılarında bulunan konjuge çift bağlarının sayısı ne kadar

fazlaysa karotenoidlerin renkleri o kadar koyu olabilir. Ancak karotenoid yapılarındaki

konjuge çift bağlar; oksijen, ısı, UV ışınları ile parçalanabilir ve renklerini

kaybedebilirler (Cohen 2002). Karotenoidler (oksijen içeren) ksantofiller ve karotenler

olarak (oksijensiz) iki gruba ayrılır. Ksantofiller (lutein ve zeaksantin gibi) hücresel

fotosentetik bileşenleri olarak birincil karotenoidler şeklinde bilinmektedirler.

Karotenoidler içerisinde antioksidan ve yaşlanma karşıtı özellikleri bulunan biyoaktif

bileşikler olarak kabul edilmektedirler.

Bu çalışmanın amacı; mikroalglerde bulunan karotenoidlerin analizi için spektroskopik

ve kromatografik yöntem geliştirme çalışmalarının yapılması ve karotenoidlerin

ekstraksiyonu için optimum koşulların yüzey analiz yöntemi ile belirlenmesidir. Bu

sebeple, Chlorella vulgaris, en uygun mikroalg olarak tercih edilmiştir. Karotenoid

maddelerin kalitatif ve kantitatif tayinleri yüksek performanslı sıvı kromatografisi

(HPLC) teknik ile gerçekleştirilmiştir. Optimum ekstraksiyon koşullarının belirlenmesi

için de merkezi kompozit dizayn kullanılmıştır.
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI

2.1. Alg

Algler, tatlı ve tuzlu sularda yaşayan organizmalardır. Çoğunlukla tek hücrelidir, kök,

gövde ve yaprakları yoktur. Fotosentez yapabilir, boyut ve şekil bakımından farklılık

gösterirler. Algler, birçok ekosistemde önemli bir rol oynamaktadırlar. Bunlar,

okyanuslar ve iç bölgelerdeki tüm balıkçılık faaliyetlerini destekleyen, su ürünleri

zincirlerinin temelini oluşturan, ve nefes aldığımız havanın yaklaşık %70’inin

üretiminde etkilidirler (Barsanti ve Gualtieri 2006). Yapılarındaki pigmentleri sayesinde

karbondioksit ve suyu ışığın etkisiyle karbohidratlara çevirirler, böylece su ortamındaki

besin değerinin ve çözünmüş oksijen oranının artmasını sağlarlar ve kendi gelişimlerini

sağlayarak besin zincirinin ilk halkasını oluştururlar. Algler, makroalgler ve mikroalgler

olmak üzere iki gruba ayrılabilir.

2.1.1. Makroalg

Makroalgler, alg krallığının bir alt bölümüdür ve bazen deniz yosunlar olarak ifade

edilmiştir. Birkaç istisna dışında, makroalgler kesinlikle bentik bitkilerdir. Yani her

zaman deniz tabanına bağlanırlar. Alglerin gözle ayırt edilebilen makroskobik

boyutlarda olanları makroalg olarak tanımlanmaktadır. Boyutları genelde 2 cm’den

fazladır.

2.1.2. Mikroalg

Alglerin gözle görülemeyen mikroskobik boyutlarda olanları mikroalg olarak

tanımlanmaktadır. Boyutları µm ile ifade edilen canlılardır. Mikroalgler, dünyadaki

küresel zorluklar, iklim değişiklikleri, yenilenebilir kaynaklardaki kıtlık ve artan nüfus

gibi durumlarla karşı karşıya olduğunda biyoaktif bileşikler üretebilirler. Mikroalgler,

tek hücreli mikroskopik fitoplankton ve sudaki besin zincirinin birincil üreticisidir.

Mikroalgler güneş ışığı yardımıyla H2O ve CO2’i bünyelerine alıp karmaşık organik

bileşiklere dönüştürebilme, bu bileşikleri bünyelerinde muhafaza edip hücre dışına
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salabilme özelliğine sahip mikroorganizmalardır (Chacón-Lee ve González-Mariño

2010, Batista ve ark. 2013). Mikroalgler, protein, karbohidrat ve yağ içeriğinin yanı sıra

çok farklı antioksidan özelliğe sahip olan karotenoid bileşikleri üretirler. Geniş

spektrumlu çevresel etkilere (çevresel ısı, soğuk, kuraklık, tuzluluk, foto-oksidasyon,

anaerobiosis, ozmotik basınç ve UV ışınlarına maruz kalma) karşı uyum sağlayarak

yaşamsal aktivelerini sürdürebilmektedirler (Tandeau de Marsac ve Houmard 1993). Bu

yetenekleri, mikroalgleri biyoaktif bileşiklerin üretimi için önemli hale getirmiştir.

(Castro-Puyana ve ark. 2013). Stres şartları altında mikroalglerde fenolik bileşikler

ve/veya karotenoid üretiminin arttığı bilinmektedir (Brück ve ark. 2012). Mikroalgal

antioksidanlar arasında ilaç, kozmetik ve fonksiyonel gıda endüstrisinde antioksidanlar

olarak sürekli kullanımı nedeniyle karotenoidler özel bir öneme sahiptir (Silberstein ve

Parsons 2010, Batista ve ark. 2013, Gouveia ve ark. 2010). Bu mikroorganizmalar

dünya çapında yaygın olarak bulunmaktadırlar. Dünyada mikroalg türlerinin sayısının

200.000’den fazla olduğu tahmin edilmektedir (Norton ve ark. 1996). İnsan hayatı için

gerekli olan doğal maddelerin geniş bir yelpazede potansiyel üreticileri olmasına

rağmen, mikroalgler biyoteknolojinin gelişimi ile araştırma kaynağı olmuşlardır (Goyal

ve Goyal 1998). Pek çok mikroalg türü (Spirulina, Chlorella, Scenedesmus) uzun

yıllardır besin kaynağı olarak kullanılmaktadır ve hala Çin, Fiji gibi ülkelerde

kullanıldığı belirtilmiştir (Prasad ve Gupta 2007).

2.1.3. Mikroalgler kullanım alanları

Mikroalgler biyokütle olarak çeşitli alanlarda kullanılabilir. Bunlar:

- İnsan ve hayvan besleme

- Su kültürü

- Terapötik uygulama

- Biyoyakıt üretimidir

2.2. Chlorella vulgaris

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

karotenoid gibi birçok biyoaktif bileşikleri içermektedir. Hücre duvarı, hemikelüloz
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(%25) ve alkali çözünmez sert duvar olarak iki ana bölümden oluşmaktadır (Abo-Shady

ve ark. 1993, Sui ve ark. 2012). Chlorella vulgaris, %51-58 protein, %12-17

karbohidrat ve %14-22 yağ içermektedir.

2.3. Karotenoidler

Karotenoidler, organik pigmentlerdir. Kloroplast, bitkilerin kromoplastlar ve diğer bazı

fotosentetik organizmalarda da bulunabilirler. Günümüzde, 700'ün üzerinde bilinen

karotenoid vardır. Karotenoidler çift bağların sayısına göre pek çok cis-trans izomerini

içerirler. Ancak karotenoid yapılarındaki konjuge çift bağlar, oksijen, ısı, UV ışınları ile

parçalanabilir ve oksidasyona uğrayabilirler (Cohen 2002). Karotenoidler yapılarına

göre iki temel gruba ayrılırlar:

 Ksantofiller: Karotenlerin oksijenli türevleri olup, epoksi, hidroksi, keton,

karboksilik, glikozid, allenik, ya da asetilen grupları içermektedir.

 Karotenler : Oksijensiz hidrokarbonlardan oluşan pigmentlerdir.

Bazı karotenoidlerin kimyasal yapıları Şekil 2.3.1’de verilmektedir.

Lutein

β-karoten

Şekil 2.3.1. Bazı karotenoidlerin kimyasal yapıları
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α-karoten

Zeaksantin

Likopen

β-kriptoksantin

Kapsantin

Şekil 2.3.1. Bazı karotenoidlerin kimyasal yapıları (devamı)



7

Kantaksantin

Violaksantin

Anteraksantin

Fukosantin

Şekil 2.3.1. Bazı karotenoidlerin kimyasal yapıları (devamı)

2.3.1. Karotenoidlerin Önemi

Hastalıkların önlenmesinde karotenoid ve karotenoid metabolitlerinin rolünün

anlaşılması çok zordur. Çünkü karotenoidlerin biyoyararlılık özellikleri pek çok faktöre
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(absorpsiyon, dağılım, ulaşım ve depolama vb.) bağlı olarak değişmektedir (Yeum ve

Russell 2002). Renk pigmenti içeren sebze ve meyveler, başlıca karotenoid besin

kaynaklarıdır. Sarı-turuncu sebzeler ve meyveler β-karoten ve α-karoten açısından,

turuncu meyveler α-kriptoksanthin açısından, koyu yeşil sebzeler ise lutein ve domates,

domates ürünleri de likopen açısından zengindirler (Rao ve Rao 2007). Son yıllarda

yapılan çalışmalar karotenoidlerin hastalık önleme özelliklerini belirlemek için

yapılmaktadır.

β-karoten ve bazı karotenoidlerin insan sağlığı üzerine etkileri Mayne tarafından 1996

yılında araştırılmıştır. Çeşitli reaktif oksijen türleri, kanser, diyabet, kardiyovasküler

gibi dejeneratif hastalıkların oluşumuna sebep olmaktadırlar (Ariga 2004). Yapılan

çalışmalarda β-karoten içeriği zengin olan gıdaların tüketilmesi ile kardiyovasküler

hastalık risklerinin azaldığı belirlenmiştir (Kardinaal ve ark. 1993, Gaziano 1994).

Karotenoidlerin singlet moleküler oksijenini giderme özelliği çok iyi bilinmektedir

(Conn ve ark. 1991, Edge ve ark. 1997). Karotenoidler, birçok radikal ile tepkimeye

girerek, elektron transferi ile radikal karotenoid katyonunu oluştururlar (Mortensen ve

ark. 2001). Yapılan çalışmalarda likopenin belirli organları kemokoruyucu etkisi hayvan

modellerinde akciğer ve prostat koruyucu etkisi şeklinde uygulanmaktadır (Conn ve ark.

1991).

2.3.2. Karotenoidlerin Analizi

Karotenoidlerin analizi için genel prosedür örnek alma, örnek hazırlama, ekstraksiyon,

saponifikasyon, kromatografik ayırma, tanımlama (identifikasyon) ve kantitatif tayinidir

(Rodriguez-Amaya ve Kimura 2004).

2.3.2.1. Örnek alma

Horwitz (1988) örnek almayı, laboratuvara gönderilen herhangi birşey örnekleme

sürecinin bir parçası olarak laboratuvar numunesinin bir test numunesine indirgenmesi

olarak tanımlandı. Örnek almanın amaçı, maddenin tümünün tatmin edici bir biçimde

temsil edilebilmesidir (Pomeranz ve Meloan 1994).
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2.3.2.2. Örnek hazırlama

Numune hazırlama işleminin amacı, laboratuvarda bulunan büyük numuneyi

homojenleştirmek ve daha sonra, analiz için boyutu ve miktarı azaltmaktır (Pomeranz

ve Meloan 1994).

2.3.2.3. Ekstraksiyon

Karotenoidlerin mikroalglerden ekstrakte edilmesi için gereken maddelerin kimyasal ve

fiziksel özelliklerine dikkat edilmelidir. İyi bir ekstraksiyon işlemi için tüm

karotenoidleri gıda matrisinden alıp onları değişmeden çözelti ortamına alabilmek

önemlidir. Karotenoidler doğal ürünler olduğu için ekstraksiyon yöntemi, analiz

edilecek mikroalglere uyacak şekilde uyarlanmalıdır. Maddenin doğasına, ekstraksiyon

çözücüsünün kolaylığına, ekstrakte edilen bileşiklerin özelliklerine göre ekstraksiyon

yöntemi seçilmektedir. Karotenoidlerin alglerden ekstraksiyonu durumunda verimli

ekstraksiyon için mekanik bir bozulma veya ön işleme tutulması gerekmektedir.

Ultrasonik destekli, süperkritik akışkan ve mikrodalga ekstraksiyonu gibi çeşitli

ekstraksiyon teknikleri getirilmiştir. Bunların arasında, ultrasonik destekli ekstraksiyon

(UAE), endüstriyel üretim için ucuz, ekonomik ve uygun teknik olup doğal biyoaktif

bileşiklerin ekstrakte edilmesi için yararlı olduğu kanıtlanmıştır (Şahin ve ark. 2013).

UAE’nin etkinliği, klasik ekstraksiyona kıyasla biyoaktif bileşiklerin, örneğin

antioksidanların ekstraksiyonu için daha yüksek geri kazanım verimi sağladığı

biçiminde gösterilmiştir (Pingret ve ark. 2012).

Özellikle ultrasonik destekli ekstraksiyon, yüksek verimlilik ve ektraksiyon oranı

açısından antioksidanların ekstraksiyonu için yaygın olarak uygulanmıştır (Galvan

D’Alessandro ve ark. 2012, Jacotet-Navarro ve ark. 2015, Chen ve ark. 2015).

Karotenoidlerin alglerden ekstrakte edilmesi için asetona (etil alkol veya aseton: etil

alkol) kıyasla daha polar çözücüler kullanılabilir. Etanol ve etanol/su çözücüsü

kullanılarak karotenoidlerin ekstraksiyonu için sayısız çalışmalar yapılmıştır (Arvayo-

Enríquez ve ark. 2013). Ekstraksiyon çözücüsü olarak etanol kullanılmasının daha etkili,

düşük maliyetli, erişim kolaylığı ve gıda, ilaçlarda doğrudan kullanımı için güvenliği
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olduğu kanıtlanmıştır (Albu ve ark. 2004, Xu ve Bao 2014, Dailey ve Vuong 2015).

Karotenoidlerin analizi için düşük kaynama noktası olan organik çözücüler seçilir.

Etanol, metanol, aseton ve kloroform en çok tercih edilen organik çözücülerdir. Seçilen

çözücü ile verimli bir şekilde numunede bulunan tüm karotenoidler ekstrakte

edilmelidir. Örnek, genellikle 1-2 dakika ile uygun bir mekanik karıştırıcıda bir çözücü

ile ya da havanda homojenize edilir. Başka bir alternatif yol vorteks kullanılabilir.

Ancak bu yöntem yalnızca ince öğütülmüş numuneleri kolayca ekstrakte etmek için

kullanılmalıdır.

2.3.2.4. Saponifikasyon

Saponifikasyon, klorofiller ve istenmeyen lipidlerin uzaklaştırılmasında etkili bir

yöntemdir. Çoğu meyve ve sebze için orta düzeyde saponifikasyon koşulları kullanılır.

Azot veya argon gibi inert bir atmosfer altında ekstraktların alkollü potasyum veya

sodyum hidroksit (etanol veya metanolde %5-10 w/v) ile karıştırılmasıyla

gerçekleştirilir. Ayrıca saponifikasyon da yağ esterleri hidrolize edilir ve karotenoidler

serbest kalır.

Saponifikasyon işlemi, klorofil ve istenmeyen lipidlerin ortamdan uzaklaştırmak için

yapılır. Elde edilen organik çözücüye % 10 metanol-KOH karışımı belirli hacimlerde

eklenir. Elde edilen karışım, oda sıcaklığında karanlıkta gece boyunca bırakılır, ve daha

sonra alkali ortamdan uzaklaştırmak üzere su ile yıkanır. Özellikle yıkama suyuna daha

fazla polar olanlardan karotenoidler olabilir bu nedenle yıkama işleminde daha dikkatli

olunmalıdır. Saponifikasyondan sonra ortamdaki suyu gidermek için susuz sodyum

sülfat ile kullanılır.

2.3.2.5. Kromatografik ayırma

Kromatografi (kompleks karışımların ayrıştırılması veya analizi için taşarlanmış

teknikler), biyolojik bileşenlerin kolondan elüsyonla ayrılmasıyla saflaştırma için

uygulanmaktadır. Karotenoid ayırma için en önemli yöntem olan kolon

kromatografisinin yerini yakın zamanda ince tabaka kromatografisi almıştır.
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Karotenoidlerin tayin edilmesi için genellikle terz faz HPLC cihazı tercih edilmektedir.

C18 ve C30 HPLC kolonlarının karotenoid tayinlerinde sıklıkla kullanılmaktadır. Mobil

faz olarak da hem gradient hem izokritik çözücü sistemleri kullanılmaktadır.

2.3.2.6. Tanımlama (İdentifikasyon)

Herhangi bir maddenin tanımlanması fiziksel yöntemlerle (spektral) ve/veya kimyasal

yöntemlerle yapılabilir. Fiziksel yöntemler, geniş uygulanabilirlik, numunenin

bütünlüğünün korunması, hızlı tespitler, mükemmel sonuç tekrarlanabilirliği ve yüksek

hassasiyet gibi sayısız avantajlar sağlamıştır. Karotenoidler, belirli reaktifler ile farklı

fonksiyonel gruplara karşı reaksiyon karakteristiği gösterir. Karotenoidler için yapılan

kimyasal araştırmalar, uzun süre (saat, gün), büyük miktarlarda madde gerektiren, geri

dönüşümsüz tüketen ve sınırlı yapısal bilgiler gibi bazı dezavantajlara sahiptir. Bunun

için karotenoidlerin kimyasal yapısının belirlenmesi için fiziksel yöntemler kullanılır.

Karotenoidlerin en önemli özelliği karotenoid kromoforunun bir fonksiyonu olan

absorpsiyon özelliğidir. Karotenoidlerin en önemli tanımlama süreci, farklı solventlerle

yapılan absorpsiyon spektrumunun belirlenmesidir. Absorpsiyon özellikleri kolon

kromatografisi veya TLC ile araştırılmaktadır. Karotenoidlerin tanımlanması, pigment

molekülündeki farklı fonksiyonel grupları bulgulayan kimyasal testlerle de yapılabilir.

2.3.2.7. Kantitatif tayini

Çözeltide bulunan karotenoidler Lambert-Beer yasasına uyumlu olacak şekilde

spektroskopik olarak tayin edilebilir. Böylece karotenoidlerin absorbansı doğrudan

konsantrasyon ile orantılı olacaktır. Ancak istenen çözücü içindeki molar absorpsiyon

katsayıları elde edilmelidir. HPLC ile nicel analizde aşağıdaki gerçekler göz önünde

bulundurulmalıdır:

 Karotenoidler farklı dalga boyunda absorpsiyon yapabilir ve farklı absorpsiyon

katsayısına sahiptir.

 Absorpsiyonda çözücü etkisi önemlidir. Absorpsiyon katsayıları ve λmaks değerleri

çözücü ortamına bağlıdır.
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 Kalibrasyon için gerekli olan karotenoid standartların elde edilmesi ve temini

zordur.

2.3.3. Karotenoidlerin tayin edilmesi

Karotenoidlerin ilk analizi, ince tabaka kromatografisi (TLC) ile nitel bir biçimde

belirlenmiştir. Fakat en önemli sorun bir ayırmaya ihtiyaç duyulmasıdır (Hodisan ve ark.

1997). Bu nedenle, kütle dedektörlerini kullanmak karotenoidlerin analizi için zaman

kazandırdığı için diğer tekniklerden daha büyük avantajlar sağlamıştır (Sander ve ark.

1994). Bununla birlikte, karotenoidleri tanımlamak için kullanılan en yaygın teknik

HPLC-UV/VIS’dir. Ancak, β-kriptoksantin ve zeaksantin gibi karotenoidlerin yapısal

benzerlikleri nedeniyle HPLC-UV/VIS analizlerinde sıkıntı yaşanabilir. Dolayısıyla,

diğer tamamlayıcı saptama yöntemlerini 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 ilişkin bir çok

çalışma yapılmıştır.

Karotenoid tanımlama, kütle spektrumu ile yayınlanan iyon parçacıklarının veya kütle

spektrumunun karşılaştırılmasıyla kütle spektrometrisine bağlı sıvı kromatografi ile

teyit edilebilir. Bilinmeyen tepe noktalarında ise çevrimiçi fotodiod serili (PDA) veya

UV-Vis dedektörünün ve LC-MS/MS’nin birleşimi, tanımlanmaları için değerli verileri

sağlayabilir. Karotenoidlere görünür bölgede ışığı absorbe edilmesi özelliğini verdiği

için diğer pratik sonuçları da vardır. Kromatogramlar her bileşenin λmaks’ında ve her

bileşiğin absorpsiyon spektrumu eşzamanlı olarak izlenebilir. Bunun için HPLC

çalışması sırasında çevrimiçi olarak tespit edilebilen tanımlama için ilk kriterdir. Belirli

bir bileşik için izleme dalga boyundaki absorbansın, absorpsiyon katsayılarının

bilinmekte olduğu λmaks’daki absorbansa oranı bir karışımdaki farklı bileşenlerin nicel

analizine izin verir.

Karotenoidler genellikle hidrofobik moleküllerdir. Diğer bileşik sınıflarında olduğu gibi

kutupsal fonksiyonel grupların varlığı, HPLC üzerindeki davranışın önemli bir
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belirleyicisidir. Son grupların doğası, molekülün genel boyutunu ve şeklini değiştirir.

Doygunluğun derecesi de etkidir ve farklı şekillere sahip olan E/Z izomerleri, bazı

sistemlerde iyi çözülmüştür. Son olarak, bazı optik izomerler kiral faz kolonları

üzerinde çözülebilir.

Uygun bir HPLC prosedürü seçerken iyi bir başlangıç noktası, önce benzer bileşenlerin

ayrılması için yayınlanan bir metodu kullanmak veya gerektiğinde uyarlanabilen tanıdık

bir genel yöntem kullanmaktadır. Tercih edilen bir yöntem optimize edilip standardize

edildiğinde bunu rutin bir yöntem olarak kullanmak büyük bir avantajdır. Daha sonra

farklı analizlerle karşılastırılabilir ve birbiriyle ilişkilendirilebilir.

2.3.3.1. HPLC-DAD ile karotenoidlerin tayini

C18 kolonları, özellikle kısa zincirler ve düşük molekül ağırlıklı olan çok çeşitli

analitler için iyi bir ayrım sağlamaktadır. Ancak daha uzun alkil zincirleri olan C30

kolonları, uzun zincirli analitler için daha iyi seçicilik sağlamaktadır. Bu nedenle C30

sabit fazlar, klasik C8 ve C18’e göre moleküler şekil ayrımında ve seçicilikte önemli ve

çoğu zaman daha üstün genel iyileştirme göstermektedir. C30 kolonlar, daha az polar

karotenlerin geometrik izomerlerinin daha iyi ayrılması ve yüksek çözünürlüğü için

daha avantajlıdır. Ancak gıdalardan ksantofiller ve karotenler dahil olmak üzere

karotenoidlerin genel analizine uygulandığında, polimerik C30 paketlemeleri geleneksel

C18 kolonlarla elde edilenlere benzer profiller verir, fakat kromatografik süreler daha

uzundur (Daood ve ark. 2014). Genel olarak, terz faz C8, C18 veya C30 bağlı faz

kolonları kullanılan HPLC yöntemi, biyolojik ortamdan saflaştırılan basit özütlerde

karotenoidlerin ayrılması için tercih edilen bir tekniktir.

2.4. Yanıtlı yüzey analiz yöntemleri

Yanıtlı yüzey analiz yöntemleri (RSM), çok değişkenli bir sistem için en uygun

koşulları elde etmek için deneysel bir tasarım ve optimizasyon içeren etkili bir tekniktir.

Bu yöntem bitkilerin antioksidan bileşiklerinin optimizasyonunda başarıyla

uygulanmıştır (Şahin ve ark. 2013). Optimizasyon üzerine yapılan araştırma
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çalışmalarının çoğu, yalnızca bir faktörün olduğu yerde odaklanmış (Lai ve ark. 2014)

fakat bu yaklaşım zaman alıcı, pahalı ve değişkenler arasındaki etkileşimin

değerlendirilmesine izin vermemektedir (Matshediso ve ark. 2015). Çok yanıtlı yüzey

yöntemi ise birden fazla bireysel parametrenin ve etkileşimlerinin değerlendirilmesi için

etkili bir yöntem olarak düşünülmüştür (Baş ve Boyacı 2007). Bu teknik, bir takım ilgili

yanıtların çeşitli parametrelerden etkilendiği süreçleri geliştirme, iyileştirme ve optimize

etme konusunda yardımcı olur (Baş ve Boyacı 2007). RSM, birçok literatür

araştırmasında başarıyla uygulanmıştır (Aybastier ve ark. 2011, Kong ve ark. 2012,

Şahin ve ark. 2013).

2.4.1. Deneysel dizayn

Merkezi kompozit dizayn (CCD), yanıtlı yüzey analiz yöntemlerinden biri olup;

optimizasyon, geniş yelpazedeki faktörlerin hızlı bir şekilde taranmasına izin verdiği

gibi her faktörün rölünü de göstermektedir (Aybastier ve ark. 2011). CCD, analitik

prosedürlerin geliştirilmesi için en çok kullanılan simetrik ikinci dereceden deneysel

tasarımdır (Bezerra ve ark. 2008). Merkezi kompozit dizayn (CCD), bir dizi ‘yıldız

noktası’ ile zenginleştirilen tam faktöriyel veya kesirli faktöriyel tasarımdan oluşan

deneysel tasarımdan biridir. RSM ile CCD, değişkenleri optimize etmek ve tatmin edici

sonuçlar vermek için en güvenilir ve verimli tekniklerden biridir (Aybastier ve Demir

2010). Böylece karotenoidlerin ultrasonik destekli ekstraksiyonu ile optimize edilmesi,

RSM ve CCD ile gerçekleştirilebilir.
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3. MATERYAL ve YÖNTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Çalışmada kullanılan aletler

3.1.1.1. Mor ötesi-görünür bölge (UV/VIS) spektrofotometresi

Çalışmada Varian marka Cary 50 (Avustralya) model UV/VIS spektrometre

kullanılmıştır. Ölçüler 1 cm kuvartz hüçreler kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Analiz

sırasındaki çalışma şartları Çizelge 3.1.1.1.1’de verilmektedir.

Çizelge 3.1.1.1.1. Varian marka Cary 50 cihazının çalışma şartları

Ölçüm birimi Absorbans

Ölçüm aralığı Alt değer:0,0 Üst değer:3,0

Dalgaboyu aralığı (nm) 200-800

Tarama hızı 0,5 nm aralıklı

Örnekleme aralığı Otomatik

3.1.1.2. Yüksek performanslı sıvı kromatografi-diod serili dedektör (HPLC-DAD)

Chlorella vulgaris mikroalginde bulunan karotenoid bileşikleri HPLC-DAD ile analiz

edilmiştir. Karotenoid bileşiklerin HPLC-DAD ile analizinde, Agilent Technology

Series 1200 HPLC sistem (Waldbronn, Almanya) model kullanılmıştır.

3.1.1.3. pH metre

Çalışmada HANNA HI 221 model pH metre kullanılmıştır.
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3.1.1.4. Analitik terazi

Deneysel çalışmalar sırasında çözelti hazırlama işlemleri için Radwag Wagi

Electroniczne AS220/C/2 marka analitik terazi kullanılmıştır.

3.1.1.5. Saf su cihazı

Analizler sırasında kullanılan su, ELGA DV25 marka saf su cihazından (su saflığı

18,2MΩ × cm) sağlanmıştır.

3.1.1.6. Isıtıcı karıştırıcı

Deneysel çalışma sırasında çözeltilerin hazırlanması için VELP SCIENTIFICIA marka

ısıtıcı karıştırıcı kullanılmıştır.

3.1.1.7. Ultrasonik banyo

Deneysel çalışmalar sırasında örneklerin ekstrakte edebilmesi için United marka

ultrasonik banyo kullanılmıştır.

3.1.1.8. Liyofilizatör

Deneysel çalışmalar sırasında örneklerin liyofilize edilebilmesi için LABCONCO

marka liyofilizatör kullanılmıştır.

3.1.2. Çalışmada kullanılan mikroalg türü

Bu çalışmada mikroalg olarak Chlorella vulgaris analiz edilmiştir.

3.1.3. Çalışmada kullanılan kimyasallar ve çözeltiler

3.1.3.1. Kimyasallar
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3.1.3.1.1. Analitik saflıktaki kimyasallar

- Merck, Metanol

- Merck, Etanol

- Merck, Aseton

- Sigma-Aldrich, Trimetil amin

- Merck, Tert-bütil metil eter

- Sigma-Aldrich, Sodyum karbonat

- Riedel-de Haen, Sodyum hidroksit

- Merck, Sodyum potasyum tartarat

- Merck, Bakır sülfat

- Merck, Potasyum persülfat

- 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. Diğer kimyasallar

- Sigma-Aldrich, Gallik Asit

- Sigma-Aldrich, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi

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

- Acros, Troloks (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)

- Sigma-Aldrich, β-karoten

- Sigma-Aldrich, Lutein

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

- 10-100μL aralıklı mikropipet (Eppendorf)

- 100-1000μL aralıklı mikropipet (Eppendorf)

- 500-5000μL aralıklı mikropipet (Eppendorf)

3.1.3.2. Çözeltiler

3.1.3.2.1. Toplam fenol, toplam antioksidan kapasite tayinlerinde kullanılan

çözeltiler

 Lowry A çözeltisi (0,1 M NaOH - %2 Na2CO3 (w/v)): 0,4 g NaOH ve 2 g Na2CO3

suda çözülerek hacmi saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmıştır.

 Lowry B çözeltisi (%1 NaKC4H4O6 ve %5 Cu2SO4 (w/v)): 1 g NaKC4H4O6 ve 0,5 g

Cu2SO4 suda çözülerek hacmi saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanmıştır.

 Lowry C: 50 mL Lowry A ve 1 mL Lowry B çözeltisi karıştırılarak hazırlanmıştır.

 7 mM ABTS stok çözeltisi: 0,1920 g ABTS tartılıp saf su çözülmüş, 0,0331 g

K2S2O8 ilave edilerek karıştırılmış ve sonra hacmi saf su ile balon jojede 50 mL’ye

tamamlanmış, karanlıkta 12-16 saat bekletilmiştir.

 pH 2,8 tamponu: 6,24 g NaH2PO4.2H2O tartılıp 0,68 mL H3PO4 (%85, w/v) ilave

edilerek hacmi saf su ile balon jojede 1L’ye tamamlanmıştır.

 3,4 x 10-4 M Cr6+ çözeltisi: 0,005 g K2Cr2O7 tartılıp hacmi pH 2,8 tamponu ile 100

mL’ye tamamlanmıstır.

 3,4 x 10-4 M 1,5-difenilkarbazit çözeltisi: 0,1 g 1,5-difenilkarbazit, 70 mL aseton,

30 mL tampon ilave edilerek hazırlanmıştır. Daha sonra bu çözeltiden 20,63 mL

alınıp pH 2,8 tamponu ile hacmi 250 mL’ye tamamlanmıştır.

 0,1 M sitrik asit çözeltisi: 1,0507 g sitrik asit tartılıp 10 mL 0,1 N NaOH ilave

edilerek hacmi su ile balon jojede 50 mL’ye tamamlanmıştır.

 6 M HCl çözeltisi: 6,44 mL %35 HCl’den alıp saf su ile 100 mL’ye tamamlanmıştır.

 pH 1,2 tamponu çözeltisi: 1,45 mL 0,1 M sitrik asit ve 8,55 mL 6 M HCl

karıştırılarak hazırlanmıştır.
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3.1.3.2.2. Standart karotenoid bileşikleri ile kalibrasyon çözeltilerinin hazırlanması

Yüksek performanslı sıvı kromatografi-diod serili dedektör (HPLC-DAD) cihazı için

standart karotenoid bileşikleri ile kalibrasyon çözeltileri hazırlanmıştır. Her bir standart

karotenoidlerin derişimi 0-10 mg/L standart çözeltileri hazırlanmıştır.

3.2. Yöntem

Bu çalışmada yöntemler dört ana başlıkta toplanabilir. Bunlar;

 Örnek hazırlama işlemleri,

 Spektroskopik yöntemler,

 Kromatografik yöntemler,

 Kemometrik yöntemler.

3.2.1. Örnek hazırlama işlemleri

Tez kapsamında Chlorella vulgaris mikroalgi ile çalışılmıştır. Bu mikroalg İstanbul

Medeniyet Üniversitesi’nde bulunan Doç. Dr. Turgay ÇAKMAK tarafından temin

edilmiştir. Chlorella vulgaris mikroalgi belirli koşullarda kültüre edilmiştir (Nasir ve

ark. 2017). Kültür edilen mikroalg hasat edildikten sonra ekstraksiyon işlemleri

yapılmıştır.

3.2.1.1. Chlorella vulgaris ESP-6 izolasyonu, tanımlama ve biyokütle üretimi

Chlorella vulgaris mikroalginin izolasyon, tanımlama ve biyokütle üretimi Doç. Dr.

Turgay ÇAKMAK tarafından yapılmıştır (Nasir ve ark. 2017).

3.2.1.2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon çalışmaları

Chlorella vulgaris kültüre edildikten sonra örnekler liyofilize edilmiştir. Liyofilize

edilen örneklerden belirli miktarlarda tartılarak çözücü ekstraksiyonu
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gerçekleştirilmiştir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon, sıcaklık kontrollü ultrasonik banyo

kullanılarak yapılmıştır. Aynı zamanda ekstraksiyon sıcaklığı termometre ile kontrol

edilmiştir. Her bir ekstraksiyon çalışması karanlıkta yapılmıştır. Ekstraksiyon çalışması

Şekil 3.2.1.2.1’de verilmiştir.

Şekil 3.2.1.2.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon çalışması

3.2.1.3. Ekstraksiyon için çözücü seçimi

Chlorella vulgaris ekstraksiyonu işlemlerinde uygun çözücünün seçimi için farklı

derişimlerde metanol, etanol ve aseton (%100, %80, %60 (v/v)) çözeltileri kullanılmıştır.

Çözücü seçimi için uygulanan ekstraksiyon çalışması Bölüm 3.2.1.2’de açıklanmıştır.

3.2.2. Spektroskopik yöntemler

3.2.2.1. Folin-Ciocalteu yöntemi ile toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde miktarının tayin edilmesi için standart gallik asit kalibrasyon

grafiği ile karşılaştırarak gerçekleştirilmiştir. Örneklere (0,2 mL) 1,8 mL saf su ve 2,5

0,1 g mikroalg örneği
tartılır

Ekstrakte edildikten
sonra ekstraktlar süzülür

20 mL çözücü ilave edilir

40oC’lik ultrasonik banyoda

2 saat süre ile ekstrakte edilir
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mL Lowry C çözeltisi eklenmiştir. Daha sonra 0,25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi

eklenmiştir. Karışım, 30 dakika boyunca karanlıkta bekletilmiş ve 750 nm dalga

boyunda absorbansları ölçülmüştür. Örnekler için toplam fenolik madde miktarları

hesaplanan kalibrasyon denklemi kullanılarak “mg gallik asit eşdeğeri (GAE)/g

liyofilize alg” şeklinde hesaplanmıştır (Güçlü ve ark. 2006, Şahin ve ark. 2013).

3.2.2.2. ABTS yöntemi ile antioksidan kapasite tayini

Chlorella vulgaris türünden elde edilen ekstraktların antioksidan kapasite tayini ABTS

yöntemi kullanılarak yapılmıştır (Apak ve ark. 2008, Şahin ve ark. 2013). Hazırlanan 7

mM ABTS çözeltisi etanolle 1:10 oranında seyreltilmiştir. ABTS yönteminde bu

seyreltilmiş ABTS çözeltisi kullanılmıştır. Kör örnek için 4 mL etanol ve 1 mL ABTS

karıştırılarak 6 dakika sonunda 734 nm dalga boyunda absorbans değeri okunmuştur

(Akör). Ekstraktlara (0,2 mL) 3,8 mL etanol ve 1 mL ABTS çözeltisi ilave edilerek

karıştırılmış, 6 dakika sonunda 734 nm de absorbans değeri okunmuştur (Aörnek).

Ölçümler sonucunda ekstraktlar için % inhibisyon değerleri hesaplanmıştır.

100 x  İnhibisyon %  
A

AA
kör

örnekkör 
 (3.2.2.2.1)

ABTS yönteminde standart madde olarak troloks kullanılmıştır. Her bir standart troloks

çözeltisinin 734 nm dalga boyunda absorbansı ölçülerek troloks derişimine karşı grafiğe

geçirilmiştir. Ekstraktlar için antioksidan kapasite değerleri hesaplanan kalibrasyon

denklemi kullanılarak “mg troloks eşdeğeri (TE)/g liyofilize alg” şeklinde

hesaplanmıştır.

3.2.2.3. CHROMAC yöntemi ile antioksidan kapasite tayini

Chlorella vulgaris ekstraktlarının antioksidan kapasite tayini CHROMAC yöntemi

kullanılarak yapılmıştır (Şahin ve Demir 2013). Analiz tüplerine 0,2 mL ekstrakt, 0,3

mL saf su, 3,5 mL tampon çözeltisi (pH 2,8 fosfat tamponu) ve 0,5 mL K2Cr2O7 (3,4 x

10-4 M) eklenmiştir. 1 dk inkübasyondan sonra yaklaşık 0,5 mL 1,5-difenilkarbazit
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2.6654.652  x 28.15 x 09.34 AACb 

4.6522.665  x 9.16  x 72.16 AACa 

(3,4 x 10-4 M) eklenip iyice karıştırılmıştır. 50 dakika karanlıkta reaksiyonun

tamamlanması için bekletilmiştir. Örneğin absorbansı 540 nm dalga boyunda

ölçülmüştür (Aörnek). Daha sonra analiz tüpüne 0,5 mL saf su, 3,5 mL tampon çözeltisi

(pH 1,2 tamponu) ve 0,5 mL K2Cr2O7 (3,4 x 10-4 M) eklenmiştir. 1 dk inkübasyondan

sonra yaklaşık 0,5 mL 1,5-difenilkarbazit (3,4 x 10-4 M) eklenip iyice karıştırılmıştır. 50

dakika karanlıkta reaksiyonun tamamlanması için bekletilmiştir. Kör çözeltinin

absorbansı 540 nm dalga boyunda ölçülmüştür (Akör).

Absorbans = Akör - Aörnek (3.2.2.3.1)

Standart olarak farklı derişimlerdeki troloks çözeltileri kullanılarak ölçüm alınmış ve

yukarıdaki eşitliğe göre absorbans değerleri ile kalibrasyon grafiği elde edilmiştir.

Kalibrasyon grafiğinden yararlanarak ekstraktların antioksidan kapasite değerleri “mg

troloks eşdeğeri (TE)/g liyofilize alg” şeklinde hesaplanmıştır.

3.2.2.4. Klorofil a ve b tayini

Klorofil a ve b miktarının tayin edilmesi için UV/VIS spektrofotometre kullanılarak

ekstraktların 665,2 nm ve 652,4 nm dalga boyunda absorbansları ölçülmüştür. Wellburn

(Wellburn 1994) tarafından önerilen aşağıdaki denklemler kullanılarak hesaplamalar

yapılmıştır:

(3.2.2.4.1)

(3.2.2.4.2)

Ca, klorofil a derişimi, A665.2, 665,2 nm dalga boyundaki absorbansı, A652.4, 652,4 nm

dalga boyundaki absorbansı ve Cb, klorofil b derişimidir. Klorofil a ve b miktarları

“mg/g liyofilize alg” şeklinde hesaplanmıştır.
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3.2.2.5. Toplam karotenoid tayini

Biehler göre (Biehler ve ark. 2010) toplam karotenoid tayini gerçekleştirilmiştir.

c (M) = A450 x F x d (3.2.2.5.1)

135310

(A450, 450 nm deki absorbans; F, seyreltme faktörü; 135310: Molar sönüm katsayısı; d,

ışık yolu (cm))

3.2.3. Kromatografik yöntemler

3.2.3.1. Yüksek performanslı sıvı kromatografi-diod serili dedektör (HPLC-DAD)

Hazırlanan C. vulgaris ekstraktları Agilent Technology Series 1200 HPLC sistem

(Waldbronn, Germany) ile kromatografik olarak analiz edilmiştir. Kromatografik

ayırma için YMC Carotenoid C30 (250x4.6 mm, 5μm, YMC Co., Ltd) kolon

kullanılmıştır. Analizde 20 μL’lik enjeksiyon hacminde 1,0 mL/dk akış hızı ile

çalışılmıştır. Mobil faz olarak %95 metanol-%5 H2O (H2O: %0,05 trimetilamin içeriyor)

(çözücü A) ve tert-bütil metil eter (çözücü B) çözücüleri kullanılmıştır. Standart

karotenoid bileşiklerinin 450 nm deki alıkonma süreleri ve UV spektrumları

karşılaştırılarak örneklerdeki karotenoid miktarları bulunmuştur. HPLC-DAD için

analiz çalışma koşulları Çizelge 3.2.3.1.1’de verilmektedir.

Çizelge 3.2.3.1.1. HPLC-DAD için analiz çalışma koşulları

Süre (dk) % B

0 5
15 20

20 30
30 40

40 75
45 5
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3.2.4. Kemometrik yöntemler

Chlorella vulgaris mikroalginin ekstraksiyon şartlarının optimizasyonu için

spektroskopik ve kromatografik değerler için yanıtlı yüzey analiz yöntemleri (Response

surface methodology) kullanılmıştır. Kemometrik yöntemler de genel olarak yapılan

çalışmalarda bir tek yanıt değeri için optimum koşullar belirlenirken bu çalışmada

spektroskopik yanıt değerleri için ortak optimum koşullar belirlenmiştir. Kromatografik

yanıt değerleri için tek yanıtlı yüzey analiz tekniği kullanılmıştır. Buna göre her bir

kromatografik yanıt değer için optimum koşullar belirlenmiştir. Optimizasyon

çalışmaları için 5 seviyeli merkezi kompozit dizayn kullanılmıştır.

3.2.4.1. Yanıtlı yüzey analiz yöntemi (Response surface methodology)

3.2.4.1.1. Merkezi kompozit dizayn

Chlorella vulgaris örneklerinin ekstraksiyon şartlarının optimizasyonu için yanıtlı

yüzey analiz yöntemlerinden biri olan merkezi kompozit dizayn yöntemi kullanılmıştır.

Yanıtlı yüzey analiz yöntemlerinde, matematiksel ve deneysel veriler istatistiksel teknik

ile araştırılır. Nicel veri kullanılarak çoklu regresyon analizi yapılır. Çalışmada optimum

koşulların belirlenmesi için faktör olarak ekstraksiyon zamanı, etanol hacmi,

ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranı seçilmiştir. Merkezi kompozit dizayn için

kullanılan faktörler ve kodlanmış seviye değerleri Çizelge 3.2.4.1.1.1’de verilmektedir.

Çizelge 3.2.4.1.1.1. Merkezi kompozit dizayn için faktörler ve kodlanmış seviye
değerleri

Faktör Kodlanmış seviyeler

-2 -1 0 1 2

Ekstraksiyon zamanı (dk) 15 50 85 120 155

Etanol hacmi (%, v/v) 35 50 65 80 95

Ekstraksiyon sıcaklığı (oC) 15 30 45 60 75

Sıvı/katı oranı (mL/g) 30 60 90 120 150
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Merkezi kompozit dizaynda faktörler ve 5 seviye aralığı belirlendikten sonra deney

sayısı (N) hesaplanır:

N = 2k + 2k + x0 (3.2.4.1.1.1)

k, faktör sayısı ve x0, tekrarlanan deney sayısını ifade eder. Çalışmada beş seviyeli dört

faktörlü merkezi kompozit dizayn uygulanmıştır. Ekstraksiyon koşullarının

optimizasyonu için 30 deney (k=4; x0=6) yapılmıştır. Formüldeki 2k full faktoriyel veya

fraksiyonlu faktoriyel dizayndaki deney sayılarını, 2k star dizayn deney sayısını ve 1 ise

orta seviyedeki deney sayısını gösterir. 2k’daki seviyeler (-1) ve (+1), 2k’dakiler ±α,

1’deki ise (0) dır. α değeri dairesel ve ortagonal dizayna göre farklı seviyeler alır.

Dairesel dizaynda α aşağıdaki formüle göre hesaplanır.

α = ± 4 2k (3.2.4.1.1.2)

Kodlanmış seviyeler için merkezi kompozit dizayn Çizelge 3.2.4.1.1.2’de verilmiştir.

Merkezi kompozit dizaynda her bir faktörün parabolik etkileride incelenebilir. Çizelge

3.2.4.1.1.2’de verilen çizelgede son altı deney orta seviyede tekrarlanan deneylerdir. Bu

deneyler merkezi kompozit dizaynda tekrarlanan deneylerin hatasının bulunmasını

sağlar. Diğer deneysel dizayn yöntemlerinde tekrarlanan deneyler yoktur.

Çizelge 3.2.4.1.1.2’de verilen çizelgedeki seviyelere göre hazırlanan 30 ekstrakt için

toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite miktarları spektroskopik yöntemlerle

belirlenmiştir. Ayrıca 30 tane ekstraktta bulunan karotenoid bileşikleri kromatografik

yöntemle tayin edilmiştir. Yapılan 30 ekstrakt için elde edilen spektroskopik ve

kromatografik yanıt değerleri için Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programı

kullanılarak ANOVA analizi yapılmıştır. Spektroskopik yanıt değerleri için çok yanıtlı

yüzey analiz yöntemi, kromatografik yanıt değerleri için tek yanıtlı yüzey analiz

hesaplamaları yapılmıştır.
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Deneysel verilerde ANOVA analizi yapılarak aşağıdaki ikinci dereceden denklem ile

spektroskopik ve kromatografik tahmin değerleri hesaplanmıştır.

(3.2.4.1.1.3)

y, yanıt; b0, sabit terim; bi, doğrusal etkileşim sabiti; bii, parabolik etkileşim sabiti; bij,

parametre etkileşim sabiti, xi ve xj bağımsız değişkenleri temsil etmektedir.
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Çizelge 3.2.4.1.1.2. Kodlanmış seviye değerleri için merkezi kompozit dizayn

Deney

Faktörler

x1 x2 x3 x4

Ekstraksiyon

zamanı

(dk)

Etanol hacmi

(%, v/v)

Ekstraksiyon sıcaklığı

(oC)

Sıvı/katı oranı

(mL/g)

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 çalışmada sunulan araştırma bulguları üç ana başlıkta toplanabilir. Bunlar;

 Spektroskopik yöntemler,

 Kromatografik yöntemler,

 Kemometrik yöntemler

4.1. Spektroskopik yöntemler

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

antioksidan kapasite miktarları tayini spektroskopik yöntemlerle yapılmıştır.

4.1.1. Toplam fenolik madde miktarları

Chlorella vulgaris türün toplam fenolik madde miktarı tayininde kullanılan kalibrasyon

grafiğine ait sonuçlar Çizelge 4.1.1.1’de verilmektedir.

Çizelge 4.1.1.1. Toplam fenolik madde tayini için kalibrasyon denklemi

4.1.2. Antioksidan kapasite miktarları

Chlorella vulgaris türün antioksidan kapasite tayinlerinde kullanılan kalibrasyon

grafiklerine ait sonuçlar Çizelge 4.1.2.1’de verilmektedir.

Yöntem Gallik asit derişimi

(mg/L)

Kalibrasyon

denklemi

Regresyon

katsayısı

Folin 0-30 y = 0,0132x - 0,0145 0,9900
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Çizelge 4.1.2.1. Antioksidan kapasite tayinleri için kalibrasyon denklemleri

Yöntem Troloks derişimi

(mg/L)

Kalibrasyon

denklemi

Regresyon

katsayısı

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 çözücü seçimi

Chlorella vulgaris ekstraksiyonu işlemlerinde uygun çözücünün seçimi için farklı

derişimlerde metanol, etanol ve aseton (%100, %80, %60 (v/v)) çözeltileri kullanılmıştır.

Elde edilen ekstraktların klorofil a ve b, toplam karotenoid, toplam fenolik madde ve

antioksidan kapasite miktarları Şekil 4.1.3.1’de gösterilmiştir.

4.2. Kromatografik yöntemler

HPLC-DAD cihazı için standart karotenoid bileşikleri ile kalibrasyon çözeltileri

hazırlandı. HPLC-DAD cihazında 450 nm dalga boyunda ölçülen pik alan değerleri ile

karotenoid derişimleri arasında kalibrasyon grafikleri çizilmiştir. Bu grafiklere ait

değerler Çizelge 4.2.1’de verilmiştir.

Çizelge 4.2.1. HPLC analizi için karotenoidlerin kalibrasyon grafikleri

Karotenoid Derişim

(mg/L)

Kalibrasyon

denklemi

Regresyon katsayısı

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

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

α-karoten 0,25-10 y = 118,09x - 17,225 0,999
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4.2.1. Ekstraksiyon çözücü seçimi

Chlorella vulgaris mikroalginde bulunan karotenoidlerin ultrasonik destekli

ekstraksiyonda uygun çözücülerin seçimi için farklı derişimlerde metanol, etanol ve

aseton (%100, %80, %60 (v/v)) çözeltileri kullanılmıştır. Elde edilen ekstraktlarda

bulunan lutein, β-karoten ve α-karoten miktarları Şekil 4.2.1.1’de verilmiştir.

Şekil 4.2.1.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda a)lutein b)α-karoten ve β-karoten için
uygun çözücülerin seçimi.

(A)

(B)
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4.3. Kemometrik yöntemler

4.3.1. Spektroskopik ölçümler için optimum ekstraksiyon koşullarının belirlenmesi

Çizelge 3.2.4.1.1.1 ve 3.2.4.1.1.2’de verilen seviyelere göre hazırlanan 30 ekstrakt için

toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite miktarları spektroskopik yöntemlerle

belirlenmiştir. Yapılan 30 ekstrakt için elde edilen spektroskopik yanıt değerleri için

Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programı kullanılarak ANOVA analizi

yapılmıştır. Spektroskopik yanıt değerleri için çok yanıtlı yüzey analiz yöntemi

hesaplamaları yapılmıştır. Deneysel verilerde ANOVA analizi yapılarak Çizelge

4.3.1.1’de verilen ikinci dereceden denklemler ile spektroskopik ve tahmini değerler

hesaplanmıştır.

Çizelge 4.3.1.1. Kuadratik polinom denklemleri (ekstraksiyon zamanı; x1, etanol hacmi;
x2, ekstraksiyon sıcaklığı; x3, sıvı/katı oranı; x4)

Buna göre spektroskopik yöntemlerle bulunan deneysel değerler ve ANOVA analizi

sonucu bulunan tahmini değerler Çizelge 4.3.1.2’de verilmiştir.

Spektroskopik yanıt değerleri için Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programı

kullanılarak ANOVA analizi yapıldığında bulunan sonuçlar Çizelge 4.3.1.3’de

verilmiştir.

Yanıtlar Kuadratik polinom denklemleri

Toplam fenolik

madde (mg GAE/g)

y = 68,97 + 4,21x2 - 12,56x4 +10,31x1x2 – 6,65x1x4 +

5,39x12 + 6,50x22 +7,41x32 – 7,08x42

ABTS

(mg TE/g)

y = 59,61 – 3,93x2 + 3,77x3 + 5,60x1x2 – 4,69x2x4 –

7,25x3x4 + 4,82x12 + 4,75x22 + 2,67x32 – 4,20 x42

CHROMAC

(mg TE/g)

y = 211,26 – 16, 38x2 + 20,51x3 – 17,94x4 + 28,97x1x2

– 14,99x1x4 - 18,49x2x3 + 16,53x2x4 + 9,36x22 – 21,80x42
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Çizelge 4.3.1.2. Spektroskopik ölçümler için deneysel ve tahmini değerler

Deney

Toplam fenolik madde

miktarı

(mg GAE/g liyofilize

alg)

Antioksidan kapasite miktarı (mg TE/g liyofilize alg)

ABTS CHROMAC

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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Çizelge 4.3.1.3. Spektroskopik yanıt değerleri için ANOVA analizi sonuçları

DF Serbestlik derecesi, SS karelerin toplamı, MS ortalamaların karesi

Yöntem Folin (R2= 0,9160) ABTS (R2= 0,9201) CHROMAC (R2= 0,9049)

DF SS MS F
değeri

p
değeri DF SS MS F

değeri
p

değeri DF SS MS F
değeri

p
değeri

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

Lack of fit 10 1024,09 102,41 3,75 0,0787 10 344,88 34,49 3,05 0,1148 10 6354,74 635,47 2,41 0,1720

Pure error 5 136,52 27,30 5 56,45 11,29 5 1318,91 263,78
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4.3.1.1. Spektroskopik ölçümler için yüzey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktörlerin (ekstraksiyon zamanı,

etanol hacmi, ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranı) ANOVA analizine göre

toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite sonuçları üzerindeki etkisini

gösteren yüzey analiz grafikleri Şekil 4.3.1.1.1 (toplam fenolik madde) ve

4.3.1.1.2’de (antioksidan kapasite) verilmiştir.

(A)

(B)

Şekil 4.3.1.1.1. Toplam fenolik madde miktarı için üç boyutlu yüzey analiz
grafikleri a)ekstraksiyon zamanı ve etanol hacmi etkisi, b)ekstraksiyon zamanı
ve sıvı/katı oranı etkisi.
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(A)

(B)

Şekil 4.3.1.1.2. Antioksidan kapasitesi için üç boyutlu yüzey analiz grafikleri
a)ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranının ABTS yöntemine etkisi,
b)ekstraksiyon zamanı ve sıvı/katı oranının CHROMAC yöntemine etkisi.
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4.3.1.2. Spektroskopik ölçümler için optimum koşulların geçerliliği

ANOVA analizine göre spektroskopik ölçümler için bulunan optimum

ultrasonik destekli ekstraksiyon koşulları Çizelge 4.3.1.2.1’de, tahmini/deneysel

toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite değerleri Çizelge 4.3.1.2.2’de

verilmiştir.

Çizelge 4.3.1.2.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon optimum koşulları (çok
yanıtlı yüzey analiz tekniği kullanılmıştır)

Çizelge 4.3.1.2.2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon tahmini/deneysel toplam
fenolik madde ve antioksidan kapasite değerleri

4.3.2. Kromatografik ölçümler için optimum ektraksiyon koşullarının

belirlenmesi

Çizelge 3.2.4.1.1.1 ve 3.2.4.1.1.2’de verilen seviyelere göre hazırlanan 30

ekstrakt için karotenoid miktarları kromatografik yöntemle belirlenmiştir.

Yapılan 30 ekstrakt için elde edilen kromatografik yanıt değerleri için Design

Yanıt Optimum ultrasonik destekli ekstraksiyon koşulları

Ekstraksiyon

zamanı

(dk)

Etanol

hacmi

(%,v/v)

Ekstraksiyon

sıcaklığı

(ºC)

Sıvı/katı

oranı

(mL/g)

Folin 146 71 72 62

ABTS

CHROMAC

Yanıt Maksimum değerler

Tahmini Deneysel

Toplam fenolik madde (mg GAE/g

liyofilize alg)

135,01 133,70±3,84

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

CHROMAC (mg TE/g liyofilize alg) 325,66 325,26±1,93
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Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programı kullanılarak ANOVA analizi

yapılmıştır. Kromatografik yanıt değerleri için yanıtlı yüzey analiz yöntemi

hesaplamaları yapılmıştır. Deneysel verilerde ANOVA analizi yapılarak

Çizelge 4.3.2.1’de verilen ikinci dereceden denklemler ile kromatografik ve

tahmini değerler hesaplanmıştır.

Çizelge 4.3.2.1. Kuadratik polinom denklemleri (ekstraksiyon zamanı; x1,
etanol hacmi; x2, ekstraksiyon sıcaklığı; x3, sıvı/katı oranı; x4)

Buna göre kromatografik yöntemle bulunan deneysel değerler ve ANOVA

analizi sonucu bulunan tahmini değerler Çizelge 4.3.2.2’de verilmiştir.

Kromatografik yanıt değerleri için Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA)

programı kullanılarak ANOVA analizi yapıldığında bulunan sonuçlar Çizelge

4.3.2.3’de verilmiştir.

Yanıt Kuadratik polinom denklemleri

Lutein y = 1,15 + 0,81x2 + 0,31x3 + 0,30x4 - 0,23x1x4 + 0,44x2x3 + 0,25x2x4

- 0,27x3x4 + 0,16x32

β-karoten y = 0,023 + 0,020x2 + 0,015x3 + 0,0069x4 + 0,0095x1x2 -

0,0070x1x4 + 0,022x2x3 - 0,013x3x4 + 0,028x22 + 0,006x32

α-karoten y = 0,030 + 0,035x2 + 0,024x3 + 0,0072x4 + 0,010x1x2 + 0,013x1x3

- 0,013x1x4 + 0,032x2x3 - 0,0079x3x4 + 0,025x22 + 0,0085x32
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Çizelge 4.3.2.2. Kromatografik ölçümler için deneysel ve tahmini değerler

Deney Lutein miktarı

(mg/g liyofilize alg)

α-karoten miktarı

(mg/g liyofilize alg)

β-karoten miktarı

(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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Çizelge 4.3.2.3. Kromatografik yanıt değerleri için ANOVA analizi sonuçları

DF serbestlik derecesi, SS karelerin toplamı, MS ortalamaların karesi

Yöntem Lutein (R2= 0,9406) β-karoten (R2= 0,9657) α-karoten (R2= 0,9834)

DF SS MS F

değeri

p

değeri

DF SS MS F

değeri

p

değeri

DF SS MS F

değeri

p

değeri

Model 14 27,71 1,98 16,96 <0,0001 14 0,052 0,0037 30,16 <0,0001 14 0,086 0,0062 63,36 <0,0001

Lack of fit 10 1,49 0,15 2,84 0,1305 10 0,0017 0,00017 4,28 0,0612 10 0,0013 0,00013 4,53 0,0547

Pure

error
5 0,26 0,052 5 0,00019 0,000039 5 0,00015 0,000029
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4.3.2.1. Kromatografik ölçümler için yüzey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktörlerin (ekstraksiyon zamanı, etanol hacmi,

ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranı) ANOVA analizine göre karotenoid miktarların

sonuçları üzerindeki etkisini gösteren yüzey analiz grafikleri Şekil 4.3.2.1.1 (lutein

miktarı), 4.3.2.1.2 (β-karoten miktarı) ve 4.3.2.1.3’te (α-karoten miktarı) verilmiştir.

Şekil 4.3.2.1.1. Lutein miktarı için üç boyutlu yüzey analiz grafikleri a)etanol hacmi ve
ekstraksiyon sıcaklığı etkisi, b)etanol hacmi ve sıvı/katı oranı etkisi.

(A)

(B)
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Şekil 4.3.2.1.2. β-karoten miktarı için üç boyutlu yüzey analiz grafikleri a)ekstraksiyon
zamanı ve sıvı/katı oranı etkisi, b)etanol hacmi ve ekstraksiyon sıcaklığı etkisi.

(A)

(B)
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Şekil 4.3.2.1.3. α-karoten miktarı için üç boyutlu yüzey analiz grafikleri a)etanol hacmi
ve ekstraksiyon zamanı etkisi, b)etanol hacmi ve ekstraksiyon sıcaklığı etkisi.

(A)

(B)
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4.3.2.2. Kromatografik ölçümler için optimum koşulların geçerliliği

ANOVA analizine göre kromatografik ölçümler icin bulunan optimum ultrasonik

destekli ekstraksiyon koşulları Çizelge 4.3.2.2.1’de, tahmini/deneysel karotenoid

miktarlarının değerleri Çizelge 4.3.2.2.2’de verilmiştir.

Çizelge 4.3.2.2.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon optimum koşulları

Çizelge 4.3.2.2.2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon tahmini/deneysel karotenoid
miktarlarının değerleri

Yanıt Optimum ultrasonik destekli ekstraksiyon koşulları

Ekstraksiyon

zamanı

(dk)

Etanol

hacmi

(%v/v)

Ekstraksiyon

sıcaklığı

(oC)

Sıvı/katı

oranı

(mL/g)

Lutein 81 88 69 114

β-karoten 85 94 66 103

α-karoten 88 87 71 108

Yanıt Maksimum değer (mg/g liyofilize alg)

Tahmini Deneysel

Lutein 4,828 4,844±0,780

β-karoten 0,260 0,258±0,020

α-karoten 0,274 0,275±0,040
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ

Bu calışmada sunulan bulguların tartışma ve sonuç bölümü iki ana başlıkta özetlenebilir.

Bunlar;

 Spektroskopik yöntemler,

 Kromatografik yöntemler,

5.1. Spektroskopik yöntemler

Chlorella vulgaris mikroalginin toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite

ölçümleri sırasıyla Folin, ABTS, CHROMAC yöntemleriyle başarıyla

gerçekleştirilmiştir. Bu yöntemler için çizilen kalibrasyon grafikleri Çizelge 4.1.1.1-

4.1.2.1’de verilmiştir.

5.1.1. Ekstraksiyon çözücü seçimi

Elde edilen ekstraktların klorofil a ve b, toplam karotenoid, toplam fenolik madde ve

antioksidan kapasite miktarları Şekil 4.1.3.1’de gösterilmiştir. Test edilen çözücüde

Chlorella vulgaris ekstraktlarının antioksidan kapasite, klorofil a ve toplam karotenoid

miktarı için %100 metanol en verimli çözücü olarak belirlenmiştir. Aynı zamanda

sırasıyla klorofil b ve toplam fenolik madde miktarı için %60, %80 metanol en verimli

çözücü olarak belirlenmiştir. Ancak farklı derişim aralığına bakıldığında en iyi

ekstraksiyon çözücüsü Chlorella vulgaris için ilk olarak %100 metanol ve ikinci en iyi

ekstraksiyon çözücüsü %80 etanoldür. Çözücü derişiminin artmasıyla ekstraksiyon

verimi de artmıştır (Nasir ve ark. 2017).

Literatürde (Jespersen ve Christoffersen 1987) klorofilin ekstrakte edilmesi için

etanolünde metanol kadar etkili olduğu gösterilmiştir. Aseton, hekzan, su ve farklı

derişimlerdeki etanol çözüçüleri (%50-100 (v/v)) karşılaştırıldığında en yüksek

ekstraksiyon verimini %90 etanol çözücüsünün verdiği bildirilmiştir (Cha ve ark. 2010).

Wright ve Mantoura (1997) rutin deniz örnekleri için aseton yerine metanolü daha tercih

edilmiştir (Jeffrey ve ark. 1997). Hammadde olarak Chlorella vulgaris klorofil
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ekstraksiyonu için etanol, en iyi yeşil çözücüdür (Kong ve ark. 2012). Ancak gıda katkı

maddelerindeki çözücün emniyetini dikkate alarak ve metanolun daha yüksek

toksisiteye sahip olması nedeniyle ekstraksiyon çözücüsü olarak çalışmalarımızda

etanol çözücüsü tercih edilmiştir.

5.1.2. Kemometrik yöntemler

5.1.2.1. Spektroskopik ölçümler için optimum ekstraksiyon koşullarının

belirlenmesi

Chlorella vulgaris mikroalginden ultrasonik destekli ekstraksiyon üzerinde faktörlerin

etkisini araştırmak için çok yanıtlı yüzey analiz yöntemi kullanılmıştır. Toplam fenolik

madde ve antioksidan kapasite miktarları açısından ekstraksiyon faktörlerinin

optimizasyonu için merkezi kompozit dizayn kullanılmıştır (Nasir ve ark. 2017).

Chlorella vulgaris mikroalginden toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite

miktarları en uygun kombinasyon faktörlerini belirlemek için ekstraksiyon faktörleri

incelenmiştir. Faktör olarak ekstraksiyon zamanı (15-155 dk), etanol hacmi (%35-95,

v/v), ekstraksiyon sıcaklığı (15-75°C) ve sıvı/katı oranı (30-150 mL/g) kullanılmıştır.

Bu faktörler için belirlenen seviye değerleri Çizelge 3.2.4.1.1.1’de verilmiştir. Bu

seviye değerleri belirlenirken literatürde yapılan çalışmalara göre uygun çalışma aralığı

seçilmiştir (Singh ve ark. 2015, Kong ve ark. 2012, Deenu ve ark. 2013). Toplam

fenolik madde ve antioksidan kapasite miktarlarının deneysel ve tahmini değerleri

Çizelge 4.3.1.2’de gösterilmiştir.

Kemometrik yöntemlerde yapılan 30 deney arasında (Çizelge 4.3.1.2), deney 4’te

(ekstraksiyon zamanı 120 dk, etanol hacmi %80 (v/v), ekstraksiyon sıcaklığı 30oC ve

sıvı/katı oranı 60 mL/g) en yüksek toplam fenolik madde miktarı (124,43 mg GAE/g)

elde edilmiştir. Deney 24’te (ekstraksiyon zamanı 85 dk, etanol hacmi %65 (v/v),

ekstraksiyon sıcaklığı 45oC ve sıvı/katı oranı 150 mL/g) en düşük toplam fenolik madde

miktarı (21,39 mg GAE/g) elde edilmiştir. Deney 5’te ise (ekstraksiyon zamanı 50 dk,

etanol hacmi %50, (v/v), ekstraksiyon sıcaklığı 60oC ve sıvı/katı oranı 60 mL/g) ABTS
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yöntemi (92,62 mg TE/g) ve CHROMAC yöntemi için (313,36 mg TE/g) en yüksek

antioksidan kapasite miktarları, ayrıca deney 15’te (ekstraksiyon zamanı 50 dk, etanol

hacmi %80, (v/v), ekstraksiyon sıcaklığı 60oC ve sıvı/katı oranı 120 mL/g) ABTS

yöntemi (41 mg TE/g) ve deney 24’te (ekstraksiyon zamanı 85 dk, etanol hacmi %65,

(v/v), ekstraksiyon sıcaklığı 45oC ve sıvı/katı oranı 150 mL/g) CHROMAC yöntemi için

(105,20 mg TE/g) en düşük antioksidan kapasite miktarları elde edilmiştir (Nasir ve ark.

2017).

Design Expert 7.0.0 (Stat-Ease inc. USA) programı kullanılarak toplam fenolik madde

ve antioksidan kapasite miktarlarının ANOVA analizi sonuçları Çizelge 4.3.1.3’de

verilmiştir. Yanıtlar ve faktörler arasındaki gerçek ilişkiyi tanımlamak için kullanılan p-

değeriyle (Folin, ABTS ve CHROMAC için <0,0001) kuadratik polinom modelinin

büyük önemi olduğunu ve %95 güven seviyesinde anlamlı olduğu bulunmuştur. F-

değeri de (Folin, ABTS ve CHROMAC yöntemleri için sırasıyla 11,69, 12,34 ve

10,19) %95 güven düzeyinde anlamlıdır.

5.1.2.2. Spektroskopik ölçümler için yüzey analiz grafikleri

5.1.2.2.1. Toplam fenolik madde miktarı için yüzey analiz grafikleri

Chlorella vulgaris mikroalginde antioksidan bileşiklerin ultrasonik destekli

ekstraksiyon üzerine ekstraksiyon zamanı, etanol hacmi, ekstraksiyon sıcaklığı ve

sıvı/katı oranı etkisi araştırılmıştır. Çizelge 4.3.1.3’de listelenen F-değerleri ve p-

değerleri, her biri katsayısı belirtecek şekilde belirlenmiştir. Tahmini toplam fenolik

madde miktarı ile ölçülen fenolik madde miktarları arasında yüksek bir doğrusal ilişki

(R2 = 0,9160) gözlenmiştir (Nasir ve ark. 2017).

Toplam fenolik madde miktarı için kuadratik polinom denklemi Çizelge 4.3.1.1’de

verilmiştir. F-değerinin büyüklüğü ne kadar büyükse ve p-değeri ne kadar küçükse

(p<0,05) karşılık gelen katsayı daha etkilidir. Buna göre x2 (etanol hacmi), x4 (sıvı/katı

oranı), x1x2, x1x4, x12, x22, x32 ve x42, en önemli faktörler bulunmuştur. Ancak x1



48

(ekstraksiyon zamanı), x3 (ekstraksiyon sıcaklığı), x1x3, x2x3, x2x4, x3x4 ise daha az etkiye

sahiptir.

Toplam fenolik madde miktarları yüzey analiz grafikleri Şekil 4.3.1.1.1’de verilmiştir.

Grafiğe bakıldığında etanol hacmi artıkça toplam fenolik madde miktarı artıyor ve

ekstraksiyon zamanı artıkça toplam fenolik madde miktarı azalıyor (Şekil 4.3.1.1.1.a).

Şekil 4.3.1.1.1.a’ya göre yüksek etanol hacmi kullanıldığında antioksidan maddeler

daha yüksek verimle ekstrakte edildiği için toplam fenolik madde miktarı da artmıştır.

Şekil 4.3.1.1.1.b’de gösterilen ekstraksiyon zamanı ve sıvı/katı oranının etkisine

bakıldığında sıvı/katı oranı 90 mL/g değerine ulaşınca toplam fenolik madde miktarı

artmıştır. Ekstraksiyon zamanı azaldıkça toplam fenolik madde miktarı da azalmıştır.

Şekil 4.3.1.1.1.b’de ise daha yüksek sıvı/katı oranı kullanıldığında ise hedef bileşiklerin

difüzyonunu sağlamak uygulanan ultrasonik kavitasyon azalacağı için toplam fenolik

madde miktarı da azalmaktadır (Tsiaka ve ark. 2015).

5.1.2.2.2. Antioksidan kapasitesi için yüzey analiz grafikleri

Çizelge 4.3.1.3’deki verilere göre antioksidan kapasite yöntemleri için ANOVA

sonuçları yüksek regresyon değerleri (R2 = 0,9201 ABTS için ve 0,9049 CHROMAC

için) göstermiştir. Antioksidan kapasitesi yöntemleri için kuadratik polinom denklemleri

Çizelge 4.3.1.1’de verilmiştir. x2, x3, x1x2, x2x4, x3x4, x12, x22, x32, x42 ABTS için ve x2, x3,

x4,x1x2, x1x4, x2x3, x2x4,x22, x42 CHROMAC için, en önemli faktörler bulunmuştur. Ancak

x1, x4, x1x3, x1x4, x2x3 ABTS için ve x1,x1x3, x3x4, x12, x32 CHROMAC için, ultrasonik

destekli ekstraksiyonun antioksidan kapasite değerleri üzerinde önemsiz faktörler olarak

bulunmuştur (Nasir ve ark. 2017).

Antioksidan kapasitesi için yüzey analiz grafıkleri Şekil 4.3.1.1.2’de verilmiştir. ABTS

yöntemi için ikili etkileşim olarak ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranının etkisi

Şekil 4.3.1.1.2.a’da gösterilmiştir. Tüm sıvı/katı oranlarında ekstraksiyon sıcaklığının

artması ile antioksidan kapasitesinde bir artış gözlenmiştir. Yüksek sıcaklıkta (75°C) ve

yüksek sıvı/katı oranında (65 mL/g) en yüksek antioksidan kapasite gözlenmiştir.

CHROMAC yöntemi için ekstraksiyon zamanı, sıvı/katı oranının etkisi Şekil
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4.3.1.1.2.b’de gösterilmiştir. Daha yüksek ekstraksiyon zamanında en yüksek

antioksidan kapasitesi gözlenmiştir. Sıvı/katı oranı arttıkça (eksponensiyal) antioksidan

kapasite değeri giderek artmakta (170 mg TE/g liyofilize alg) fakat daha sonra azalış

göstermektedir. Sıcaklığın arttırılmasıyla kütle aktarım hızı da artacağı için yüksek

antioksidan maddelerinin çözünürlüğü de artacaktır (Yolmeh ve ark. 2014). Elde edilen

yüzey analiz grafiğinde de sıcaklık arttıkça antioksidan kapasite değeri artmaktadır.

5.1.2.3. Ekstraksiyon parametrelerin optimizasyonu ve modelin validasyonu

Chlorella vulgaris mikroalgi için yüksek toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite

miktarları elde edilmesi için bulunan optimum ultrasonik destekli ekstraksiyon şartları

Çizelge 4.3.1.2.1’de verilmektedir. Maksimum toplam fenolik madde miktarı ve

antioksidan kapasite miktarları için ekstraksiyon zamanı (x1) 146 dakika, etanol hacmi

(x2) %71, v/v, ekstraksiyon sıcaklığı (x3) 72°C ve sıvı/katı oranı (x4) 62 mL/g

bulunmuştur. Belirlenen optimum koşullarda ekstraksiyon çalışması yapıldığında en

yüksek optimum tahmini sonuç (toplam fenolik madde için; 135,01 mg GAE/g

liyofilize alg ve ABTS için, 101,79 mg TE/g liyofilize alg; CHROMAC için, 325,66 mg

TE/g liyofilize alg) hesaplanmıştır. Deneysel olarak toplam fenolik madde miktarı

133,70 mg GAE/g liyofilize alg ve antioksidan kapasite miktarları 101,19 mg TE/g

liyofilize alg (ABTS), 325,26 mg TE/g liyofilize alg (CHROMAC) bulunmuştur.

Bulunan tahmini değerler deneysel değerler karşılaştırıldığında uyumlu bulunmuştur

(Nasir ve ark. 2017).

Literatürde verilen başka bir çalışmada toplam fenolik madde miktarı 227-689 mg

GAE/g ve antioksidan kapasite miktarı 455-756 mg TE/g bulunmuştur (Hernández-

Carranza ve ark. 2016). Bildiğimiz kadarıyla mikroalglerden antioksidan bileşiklerin

spektroskopik çalışmaları ile ilgili literatürde yayın bulunmamaktadır. Ancak farklı

matris içeren farklı karotenoidler için bu değerlerin uyumlu olduğu tespit edilmiştir.

Dolayısıyla çok yanıtlı yüzey analizi ile bulunan optimum ekstraksiyon koşullarında

tahmin edilen değerler ile elde edilen deneysel değerler arsında yüksek korelasyon

değerleri bulunmuştur. Sonuç olarak Chlorella vulgaris mikroalginin toplam fenolik

madde ve antioksidan kapasite miktarlarını için optimum ekstraksiyon koşullarını
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belirlemek için merkezi kompozit dizayn modeli doğru ve güvenilir olarak kabul

edilmiştir.

5.2. Kromatografik yöntemler

Chlorella vulgaris mikroalginden karotenoid miktarlarının tayini için HPLC analizi

başarıyla gerçekleştirilmiştir. Bu yöntem için çizilen kalibrasyon grafikleri Çizelge

4.2.1’de verilmiştir.

5.2.1. Ekstraksiyon çözücü seçimi

Chlorella vulgaris mikroalginde bulunan karotenoidlerin ultrasonik destekli

ekstraksiyonda uygun çözücülerin seçimi için farklı derişimlerde metanol, etanol ve

aseton (%100, %80, %60 (v/v)) çözeltileri kullanılmıştır. Elde edilen ekstraktlarda

bulunan lutein, β-karoten ve α-karoten miktarları Şekil 4.2.1.1’de verilmiştir.

Lutein (Şekil 4.2.1.1.a) ve α-karoten (Şekil 4.2.1.1.b) için daha yüksek karotenoid

miktarları %100 metanol ile elde edilmiştir. Ancak β-karoten için en iyi %100 etanol ile

ekstrakte edildiği Şekil 4.2.1.1.b’de gösterilmiştir. HPLC analizi sonuçlarına göre

Chlorella vulgaris mikroalginde yüksek miktarda lutein ve ardından β-karoten

bulunmuştur. Yapılan bu tez çalışmasında Chlorella vulgaris mikroalginde α-karoten

ilk defa yüksek miktarda belirlenmiştir. Literatürde böyle bir çalışmaya rastlanmamıştır.

Ancak bir literatür çalışmasında (Yuan ve ark. 1997) α-karoten miktarı (0,02 mg/g) çok

düşük bir miktarda bulunmuştur. Şekil 4.2.1.1.a’ya göre metanol, Chlorella vulgaris

mikroalginden tüm karotenoid bileşenlerin ekstrakte edilmesi için çok etkili bir

çözücüdür. β-karoten ve α-karoten ekstraksiyonu için %60 metanol, etanol veya aseton

kullanıldığında kromatografik olarak bu karotenoidler tayin edilememiştir. α-karoten

için ikinci en yüksek ekstraksiyon çözücüsü %100 etanoldür. Bu sonuçlar, literatür

çalışmasıyla (Cha ve ark. 2010) karşılaştırıldığında uyumlu bulunmuştur. Bu literatür

çalışmasında en yüksek karotenoid ekstraksiyon verimi %90 etanol ile elde edilmiştir.

Diğer çözücülere kıyasla etanol, hidrofobik karotenoidlerin ekstrakte edilmesi için çok

uygun bir çözücüdür. Chlorella vulgaris, orta derecede yüksek polariteli bileşiklere
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sahip olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle daha az toksik olan etanol en uygun

ekstraksiyon çözücüsü seçilmiştir.

5.2.2. Kemometrik yöntemler

Chlorella vulgaris mikroalginden temel karotenoidlerin ekstraksiyonu için optimum

ekstraksiyon koşullarının belirlenmesi için merkezi kompozit dizayn yöntemi

kullanılmıştır. Yapılan 30 deney için kromatografik yöntemle bulunan deneysel değerler

ve ANOVA analizi sonucu bulunan tahmini değerler Çizelge 4.3.2.2’de verilmiştir.

Deneysel yanıtlara göre lutein miktarı 0,096 mg/g’dan 3,90 mg/g’a, α-karoten 0,010

mg/g’dan 0,20 mg/g’a ve β-karoten 0,008 mg/g’dan 0,180 mg/g’a kadar değişiklik

göstermiştir. Çizelge 4.3.2.2’ye bakıldığında maksimum lutein miktarı (3,90 mg/g) için

ekstraksiyon zamanı 50 dk, etanol hacmi %80 (v/v), ekstraksiyon sıcaklığı 60oC ve

sıvı/katı oranı 120 mL/g olduğu bulunmuştur. Bu arada, en az lutein miktarı ise (0,096

mg/g) ekstraksiyon zamanı 85 dk, etanol hacmi %35 (v/v), ekstraksiyon sıcaklığı 45oC

ve sıvı/katı oranı 90 mL/g’da elde edilmiştir. Bu sonuçlar, lutein veriminin ekstraksiyon

zamanına, etanol hacmine, ekstraksiyon sıcaklığına ve sıvı/katı oranınına olan

duyarlılığını yansıtmaktadır. α-karoten için ekstraksiyon zamanı 85 ve 120 dk, etanol

hacmi %80 ve 95 (v/v), ekstraksiyon sıcaklığı 45oC ve 60oC, ve sıvı/katı oranı 60, 90

mL/g’de sırasıyla en yüksek verim gözlenmiştir (0,2 mg/g). Etanol hacmi ve sıvı/katı

oranı azaldıkça en düşük α-karoten değeri elde edilmiştir (0,010 mg/g). β-karoten için

ise ekstraksiyon zamanı 85 dk, etanol hacmi %95 (v/v), ekstraksiyon sıcaklığı 45oC ve

sıvı/katı oranı 90 mL/g’da çalışıldığında en yüksek verim elde edilmiştir (0,140 mg/g).

Etanol hacmi ve sıvı/katı oranı azaldıkça en düşük β-karoten değeri elde edilmiştir

(0,008 mg/g).

Çizelge 4.3.2.3’de lutein, β-karoten ve α-karoten verimleri için p-değeri <0,0001

bulunmuştur. Kuadratik polinom modelinin yanıt ve değişkenler arasındaki gerçek

ilişkiyi tanımlamak için anlamlı olduğu bulunmuştur. Modelin F-değerleri (sırasıyla,

lutein, β-karoten ve α-karoten için 16,96, 30,16 ve 63,36) %95 güven aralığında anlamlı

bulunmuştur. Sırasıyla, lutein, β-karoten ve α-karoten için lack-of-fit p-değerleri 0,1305,

0,0612 ve 0,0547 bulunması modelin geçerliliğini göstermektedir.
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5.2.2.1. Lutein için yüzey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktörlerin (ekstraksiyon zamanı, etanol hacmi,

ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranı) ANOVA analizine göre lutein miktarları

üzerindeki etkisini gösteren yüzey analiz grafikleri Şekil 4.3.2.1.1’de verilmiştir. En

yüksek lutein miktarı yüksek sıcaklık ve yüksek etanol hacmi kullanıldığında elde

edilmiştir.

Çizelge 4.3.2.3’de lutein için yüksek regresyon katsayısı (R2 = 0,9406) bulunmuştur.

Çizelge 4.3.2.1’e bakıldığında x2 (etanol hacmi), x3 (ekstraksiyon sıcaklığı), x4 (sıvı/katı

oranı), x1x4, x2x3, x2x4, x3x4, ve x32 en anlamlı değişkenler olarak bulunmuştur (p <0,05).

Ancak x1 (ekstraksiyon zamanı), x1x2, x1x3, x12, x22 ve x42 en az etkili değişkenler olarak

bulunmuştur (p >0,05). Ekstraksiyon sıcaklığı arttığında, karotenoid verimi de

artmaktadır. Optimizasyon koşullarının belirlenmesinde etanol hacmi önemli bir

faktördür. Haematococcus pluvialis mikroalginde bulunan karotenoidlerin geri

kazanımında etanol hacmi en fazla etkili faktör olarak bulunmuştur (Reyes ve ark.

2014).

5.2.2.2. β-karoten için yüzey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktörlerin (ekstraksiyon zamanı, etanol hacmi,

ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranı) ANOVA analizine göre β-karoten miktarları

üzerindeki etkisini gösteren yüzey analiz grafikleri Şekil 4.3.2.1.2’de verilmiştir.

Çizelge 4.3.2.1’de β-karoten miktarı için x2 (etanol hacmi), x3 (ekstraksiyon sıcaklığı),

x4 (sıvı/katı oranı), x1x2, x1x4, x2x3, x3x4, x22, x32 en önemli değişkenlerdir. x1

(ekstraksiyon zamanı), x1x3, x2x4, x12 ve x42 değişkenlerinin ise β-karoten miktarı

üzerinde çok az etkisi vardır.

Şekil 4.3.2.1.2.a’de en yüksek β-karoten miktarı yüksek sıvı/katı oranı ve düşük

ekstraksiyon zamanı kullanıldığında elde edilmiştir. Şekil 4.3.2.1.2.b’de en yüksek β-

karoten miktarı yüksek sıcaklık ve yüksek etanol hacmi kullanıldığında elde edilmiştir.
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Yüksek etanol hacmiyle birlikte yüksek ekstraksiyon sıcaklığının kullanılması,

Chlorella vulgaris mikroalginden yüksek miktarda karotenoid elde edilebileceği

sonucuna varılabilir.

5.2.2.3. α-karoten için yüzey analiz grafikleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyonda etkili faktörlerin (ekstraksiyon zamanı, etanol hacmi,

ekstraksiyon sıcaklığı ve sıvı/katı oranı) ANOVA analizine göre α-karoten miktarları

üzerindeki etkisini gösteren yüzey analiz grafikleri Şekil 4.3.2.1.3’de verilmiştir.

Çizelge 4.3.2.1’de α -karoten miktarı için x2 (etanol hacmi), x3 (ekstraksiyon sıcaklığı),

x4 (sıvı/katı oranı), x1x2, x1x3, x1x4, x2x3, x3x4, x22, x32 en önemli değişkenlerdir. Aynı

zamanda, x1, x2x4, x12, x42 değişkenlerinin ise α-karoten miktarı üzerinde çok az etkisi

vardır.

Şekil 4.3.2.1.3.a’da yüksek ekstraksiyon zamanı ve yüksek etanol hacminde yüksek α-

karoten miktarı elde edilmiştir. Şekil 4.3.2.1.3.b’de yüksek ekstraksiyon sıcaklığı ve

yüksek etanol hacminde yüksek α-karoten miktarı elde edilmiştir.

5.2.2.4. Ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu ve modelin validasyonu

Yüksek sıcaklık, çözünürlük ve çözücü viskozitesinin karotenoid verimi üzerinde

olumlu etkileri vardır. Ancak yüksek sıcaklıklarda karotenoidlerin izomerizasyonu ve

bozunması gerçekleşebilir. α-karoten ve β-karoten için 95oC ve 150oC’de izomerizasyon

ve bozunmanın gerçekleştiği keşfedilmiştir (Chen ve ark. 1994). 98oC’de sıcaklıkta

trans luteinin cis izomerlerine dönüştüğü belirlenmiştir (Aman ve ark. 2005). Buna göre

yüksek sıcaklıklarda çalışıldığında izomerizasyon ve bozunma etkileri ile

karşılaşılabilmektedir. Ancak yapılan bu çalışmada karotenoidler için optimum sıcaklık

aralığı 66-71oC olarak bulunmuş ve bu sıcaklıkta yapılan ekstraksiyon çalışmasının

HPLC analizınde izomer ürünlere rastlanmamıştır. Yapılan literatür çalışmasında

belirlediğimiz optimum sıcaklık değerlerinin karotenoidlerin izomerleşmesine veya

bozunmasına neden olmadığı çünkü karotenoidlerin baskın olarak trans

konfigürasyonda olduğu ortaya koyulmuştur (Von Doering ve ark. 1995).
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Deneysel sonuçlara ve istatistiksel analizlere dayanarak istenen yanıtlarla optimum

düzeydeki değişkenlerin belirlenmesi için ekstraksiyon değişkenlerinin optimizasyonu

yapılmıştır. En yüksek ekstraksiyon verimini elde etmek için optimum koşullar

belirlenmiştir. Luteinin ekstraksiyonu için optimum koşulları şöyledir: ekstraksiyon

zamanı, 81 dk; etanol hacmi, %88 (v/v); ekstraksiyon sıcaklığı, 69oC; sıvı/katı oranı,

114 mL/g, tahmin edilen maksimum lutein verimi 4,828 mg/g’dır. Luteinin deneysel

değeri, 4,844±0,780 mg/g’dır. β-karotenin ekstraksiyonu için optimum koşullar:

ekstraksiyon zamanı, 85 dk; etanol hacmi, %94 (v/v); ekstraksiyon sıcaklığı, 66oC;

sıvı/katı oranı, 103 mL/g, tahmin edilen maksimum β-karoten verimi 0,260 mg/g’dır. β-

karotenin deneysel değeri ise 0,258±0,020 mg/g bulunmuştur. α-karoten için optimum

koşullar: ekstraksiyon zamanı, 88 dk; etanol hacmi, %87 (v/v); ekstraksiyon sıcaklığı,

71oC; sıvı/katı oranı, 108 mL/g, tahmin edilen maksimum verimi 0,274 mg/g’dır. α-

karotenin deneysel değeri, 0,275±0,040 mg/g’dır. Deneysel değerler ve tahmini değerler

uyumlu bulunmuştur. Mükemmel bir korelasyon (%95 güven aralığında) tahmin edilen

ve deneysel değerler arasındaki model validasyonunu doğrulamıştır. Dolayısıyla,

merkezi kompozit dizayn ile temel karotenoidlerin (lutein, β-karoten, α-karoten)

maksimum verimle ekstraksiyonu için optimum koşullar doğru ve güvenilir olarak

belirlenebilir.

5.3. Sonuç

Bu tez çalışması, mikroalglerden spektroskopik ve kromatografik yöntemlerle

ekstraksiyon koşullarını optimize etmeyi amaçlayan özgün bir çalışmadır.

Spektroskopik olarak antioksidan miktarları ABTS ve CHROMAC yöntemleriyle tayin

edilmiştir. Karotenoid miktarları ise HPLC analizi ile tayin edilmiştir. Chlorella

vulgaris mikroalginden ultrasonik destekli ekstraksiyon kullanarak antioksidan

miktarların optimize edilmesi için çok yanıtlı yüzey analizi başarıyla incelenmiştir.

Karotenoid miktarları için optimizasyonda ise tek yanıtlı yüzey analizi başarıyla

incelenmiştir. Merkezi kompozit dizayn, ultrasonik destekli ekstraksiyon

parametrelerinin optimizasyonu için etkili bir dizayn yöntemi olarak bulunmuştur. En

yüksek antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde miktarları için en uygun koşullar
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Çizelge 4.3.1.2.1’de verilmiştir. En yüksek karotenoid verimi elde etmek için ise en

optimum koşullar Çizelge 4.3.2.2.1’de verilmiştir.

Elde edilen sonuçlara göre UAE yöntemi, mikroalglerden karotenoid ekstrakte edilmesi

için etkili yöntemidir. İstatistiksel dizayn metodolojisi, zaman süresinin kısalmasına ve

ekstraksiyon optimizasyonu için esnekleşmesine yardımcı olmuştur. Karotenoid

bileşiklerinin belirlenmesi için Chlorella vulgaris üzerinde daha fazla çalışma

yapılabilir. Ancak, Chlorella vulgaris mikrolalginde bulunan karotenoidler hakkındaki

sınırlı bilgilerimizle en çok aranan üç ana karotenoid (lutein, β-karoten, α-karoten)

başarılı bir şekilde bulunmuştur. Bu koşullarda Chlorella vulgaris türünde α-karoten ilk

defa yüksek miktarlarda tayin edilmiştir. Bununla ilgili literatürde herhangi bir çalışma

ile karşılaşılmamıştır. Bu çalışma aynı zamanda Chlorella vulgaris mikroalginin önemli

karotenoid ve antioksidan bileşiği içerdiği için iyi ve yenilenebilir bir kaynak olarak

düşünülebileceğini göstermektedir.
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