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KAROTENOIDLERIN ANALIZI

Cigdem YUKSEL

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Kimya Anabilim Dali

Damsman: Dog. Dr. Saliha SAHIN

Mikroalgler, tek hlcreli mikroskobik ve fotosentetik mikroorganizmalardir. Yapilarinda
protein, yag, karbohidrat, aminoasit ve karotenoid gibi biyoaktif bilesenleri igerdigi
bilinmektedir. Bu biyoaktif bilesenlerden biri olan karotenoidlerin antioksidan etki
gostermesi, antioksidanlarin kanser, alzheimer, kalp hastaliklar1 gibi hastaliklart
onlemesi ve mikroalglerin besin piramidinde enerjinin ve besinin kullanilabilirliginde
onciil olmasi nedeniyle ¢alismada Chlorophyta grubuna ait Chlamydomonas reinhardtii
mikroalgi ile ¢alisilmigtir. Farkli oksidatif stres kosullarinda (1, 5 ve 20 uM H20y)
karotenoid miktarlari, bunlarin toplam fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/g drnek) ve
antoksidan kapasite degerleri (mg troloks/g 6rnek) arastirtlmistir. Uygulanan oksidatif
stres miktar1 sabitken karotenoid miktarlarinda inkiibasyon siirelerininde etkili oldugu
gozlenmis ve karotenoid miktarlarinda bu siralama 2>24>72 saat oldugu tespit
edilmistir. Ayni inkiibasyon siiresinde HPLC-DAD analizi sonuglarinda ise 1 uM H20>
oksidatif stresine maruz birakilan mikroalg 6rneklerinde en yiiksek karatenoid miktarlari
elde edilmis olup ve 20 uM doz uygulanan mikroalg Orneklerinde ise toksik doz
olabilecegi diistiniilmiistiir. Oksidatif stres kosullar1 degistirildiginde karotenoid
miktarlarmin ve karotenoidin yapisinin degisebildigi tespit edilmistir. Spektroskopik ve
kromatografik ¢alismalar kemometrik calismayla da desteklenmistir. Mikroalg
orneklerinde karigim halinde bulunan karotenoid bilesiklerini ayirma islemi gerekmeden
ve ¢ok sayida deney yapmadan c¢ok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden kismi en
kiigiik kareler regresyonu (PLS) ve temel bilesen regresyonu (PCR) kullanilarak
karotenoid miktarlar1 basariyla tahmin edilmistir.

Anahtar kelimeler: Mikroalg, Chlamydomonas reinhardtii, karotenoid, oksidatif stres,
Folin, CHROMAC, PLS, PCR

2018, x + 72 sayfa
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ANALYSIS OF CAROTENOIDS IN MICROALGAE UNDER DIFFERENT
OXIDATIVE STRESS ENVIRONMENTS
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Microalgae are unicellular microscopic and photosynthetic microorganisms. They
contain bioactive components such as protein, fat, carbohydrate, amino acid and
carotenoid. Because of the antioxidant capacities of these bioactive compounds, which s
are used to prevent diseases such as cancer, Alzheimer's disease and heart diseases and
also because Chlamydomonas reinhardtii belonging to the Chlorophyta group is the
precursor of energy and nutrients in food pyramid, this microalgae has been studied in
the this study. The amounts of carotenoid, total phenolic contents (mg gallic acid/g
sample) and antioxidant capacities of samples (mg trolox/g sample) were investigated
under different oxidative stress conditions (1, 5 and 20 uM H20). Carotenoids were
observed to be more effective at the same incubation time when carotenoid amounts
level was detected to be 2 h>24 h >72 h. In the same incubation period, HPLC-PDA
results showed highest amounts of carotenoids in microalgae exposed to 1 uM H202
oxidative stress and it was thought that toxic dose might be 20 uM H.O> for
Chlamydomonas reinhardtii. It has been determined that the amounts of carotenoids
structures can change when oxidative stress conditions are changed. Spectroscopic and
chromatographic studies have also been supported by chemometric studies. Carotenoid
quantities were estimated using partial least squares regression (PLS) and principal
component regression (PCR) analysis without separation mixtures of carotenoid
compounds and without extensive experimentation in microalgae samples.

Key words: Microalgae, Chlamydomonas reinhardtii, carotenoid, oxidative stress,
Folin, CHROMAC, PLS, PCR

2018, xi + 72 pages.
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1. GIRIS

Sucul ortamlarda birincil dretici konumunda olan algler makro ve mikro olmak dzere
ikiye ayrilmaktadir (Rodriguez ve ark. 2017). Makroalg ile ilgili ilk bilgiler M.O.
2700’ yillarda Cinli Shen-Nung’un “Materia Medica” adli eserinde eski
medeniyetlerde Yunanli Dioscorides’in algleri ila¢ olarak kullandigindan bahsetmesiyle
elde edilmistir. Mikroalgler ise II. Diinya Savasi’nin ardindan yasanan kitlik sebebiyle
1948 yilinda Standford, Essen ve Tokya’da kullanilmaya bagladig1 goriilmiistiir (Becker
2007). Daha sonra Romalilar ve Misirlilarda kozmetik amagli kullanilmis olup,
glinimuzde mikroalglerin baslica gida, biyoteknoloji, enerji, Kimya sanayi gibi pek ¢ok

alanda yaygin kullanima sahip oldugu goriilmektedir (Dufosse” ve ark. 2005).

Mikroalgler, tek hiicreli mikroskopik ve fotosentetik mikroorganizmalar olmalar
sebebiyle sucul ortamlarda giines 15181 yardimi ile farkli formlardaki organik bilesikler
sentezleyebilirler (Uslu 2011, Guedes ve ark. 2011). Bu organik bilesiklerin protein,
yag, karbohidrat, aminoasit ve karotenoid gibi biyoaktif bilesenleri icerdigi
bilinmektedir (Abd El Baky ve El-Baroty 2013, Hamed 2016). Icerdigi biyoaktif
bilesenlerden biri olan karotenoidler meyve ve sebzelerde de bulunmaktadir (Edge ve
ark. 1997). Karotenoidler; antioksidan etki gostermesi bakimindan pek ¢ok arastirmanin

konusu haline gelmistir.

Antioksidanlar, vicudumuzdaki kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan veya dis etkenler
tarafindan olusan hiicrelere zarar veren serbest radikalleri etkisiz hale getirerek kanser,
alzheimer, kalp hastaliklar1 gibi hastaliklari 6nleyen molekiillerdir (Gaparovic ve ark.
2010). Vucudumuzda ise oksidan - antioksidan dengesi bulunmaktadir. Bu nedenle
viicudumuzdaki antioksidan savunma mekanizmasi yetersiz kaldiginda bu hastaliklar
meydana gelmektedir ve bunlart 6nlemek iginde karotenoidlerin  kullanildigi
bilinmektedir. Yapilan galismalarda likopenin meme (MCF-7), akciger (NCI-H226) ve
diger baz1 kanser hiicrelerini inhibe ettigi, lutein’in kolon kanseri riskini azalttigi, lutein
ve zeaksantin ise goz sagligina iyi geldiginden bahsedilmistir (Gokbulut ve Sarer 2008).
Karotenoidler dogal yollarla alglerden, sebze ve meyvelerden izole edilebildigi gibi
sentetik yollarla da Uretilebilmektedir (Varela ve ark. 2015). Son yillarda yapilan



calismalarda hastaliklara kars1 koruyucu etki gostermesi sebebiyle karotenoid Gretiminin

arttirilmasi 6nem kazanmastir.

Kiiltir ortaminda oksidatif stres etkisi icin kullanilan besleyici elementler ve
konsantrasyonlari mikroalgal biiylime ve biyokimyasal yapi iizerinde degisikliklere
neden olabilmektedir (Minhas ve ark. 2016). Bu g¢alismadaki amacimiz artan siddette
oksidatif stres uygulandiginda mikroalglerdeki karotenoid miktarlarinda degisim olup
olmayacagini gostermek ve hem spektroskopik hem kromatografik yontem ile tayin
ettigimiz karotenoid miktarlarin1 daha az ¢6zelti ve mataryel kullanarak kemometrik
yontem ile de tayininin gerceklestirilebilir oldugu gostermektir. Yapilan bu calismada
bu amacla, besin piramidinde mikroalglerin Uretici olarak enerjinin ve besinin
kullanilabilirliginde 6nciil olmasi nedeniyle ve de kullanilabilirliginin artmasi igin bu

calismada Chlorophyta familyasina ait C.reinhardtii mikroalgi ile ¢aligilmistir.

Chlamydomonas reinhardtii mikroalgine logaritmik biylme evresinde iken kontrol
grubu haricinde farkli kosullarda oksidatif stres (1, 5 ve 20 uM H202) uygulanmaya
baslanilmis ve uygulamadan sonraki 2, 24 ve 72. saatlerde hasat edilen mikroalg

ornekleri kullanilmistir.

Tum ekstrakte edilen mikroalg oOrneklerinin toplam fenolik madde miktar1 ile
antioksidan kapasite miktarlarina Folin-Ciocalteu yontemi ve CHROMAC yontemi
kullanilarak bakilmistir. Daha sonra oOrneklere HPLC-DAD cihazinda gelistirilen
gradient ¢oziicii programi uygulanarak var olan karotenoidler ve miktarlar1 tayin
edilmistir. Yapilan spektroskopik ve kromatografik caligmalar kemometrik ¢aligmayla
da desteklenmistir. Karotenoidlerin kantitatif tayininde, st tiste ¢akisan spektrumlarin
ya da kromatogram piklerinin bulunmasi nedeniyle ¢ok degiskenli kalibrasyon
teknikleri ile karisim icindeki bilesenlerin miktar1 tahmin edilebilmektedir. Yaptigimiz
bu calismada da karisim halindeki karotenoid bilesiklerinin ve Ornekte bulunan
karotenoid bilesenlerini ayirma islemi gerekmeden ¢ok degiskenli kalibrasyon
tekniklerinden kismi en kiigiik kareler regresyonu (PLS) ve temel bilesen regresyonu

(PCR) kullanilarak icerigindeki karotenoid miktarlari tahmin edilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Alg

Algler, fotosentetik organizmadir. Algler, karmagik {ireme sistemleri olmayan
prokaryotik ya da okaryotik ilkel bitkisel organizmalar olarak da tanimlanmaktadir

(Dufosse” ve ark. 2005).

Algler sucul ortamlarda birincil iretici canlilardir. Yapilarinda bulunan fotosentetik
pigmentler sayesinde karbondioksit ve suyu kullanarak 1sik enerjisini kimyasal bag
enerjisine cevirirler. Bdylece su ortaminda besin zincirinin ilk halkasini olustururlar.
Algler; karbonhidratlari, proteinleri, esansiyel aminoasitleri, vitaminleri ve biyoaktif
molekiilleri igerdigi ve irettigi i¢in bircok canlinin besin kaynagi olarak da

kullanilabilmektedir (Duan 2013).

Algler genellikle icerdikleri renk pigmentlerine gore altiya ayrilirlar (Aktar ve Cebe
2010);

1. Pyrophyta (Ates rengi algler)
2. Euglenophyta (Kamgili algler)
3. Phaeophyta (Kahverengi algler)
4. Chlorophyta (Yesil agler)

5. Rhodophyta (Kirmizi algler)

6. Chryophyta (Altin saris1 algler)

Yapilan bu galismada kullanilan Chlamydomonas reinhardtii mikroalgi Chlorophyta
(Yesil Algler) grubuna girmektedir. Chlorophyta, hem tatli hem de tuzlu sularda
yasayabilen, bir ya da ¢ok hiicreli organizmalar oldugu bilinmektedir. 2-8 mikrometre
boyutunda, kire ya da elips bicimindedirler. Klorofil tasidiklar1 ve fotosentez yaptiklar
icin bitkilere benzerler. Birgok bilim adami tarafindan, bitkiler alemindeki tiirlerin atasi
kabul edilmektedirler. Yesil alglerin klorofil a ve b, karoten, ksantofil ve lutein gibi

pigment maddeleri tasidig bilinmektedir.



Algler boyutlarina gore ise makroalg ve mikroalg olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.
Makroalgler alglerin gozle ayirt edilebilen makroskobik boyutta olanlari iken
mikroalgler ise alglerin gozle gorilemeyen mikroskobik boyutta olanlaridir (Rodriguez
ve ark. 2017). Makroalglerin boyutlar1 yaklasik 2 cm, mikroalglerin boyutlar1 pm ile
ifade edilmektedir (Christaki ve ark. 2013, Ejike ve ark. 2017).

Makroalg kullanimu ile ilgili ilk bilgiler M.O. 2700’1ii yillarda Cinli Shen-Nung’un
“Materia Medica” adl1 eserinde eski medeniyetlerde Yunanli Dioscorides’in algleri ilag
olarak kullandigindan bahsetmesiyle elde edilmistir. Daha sonralar1 Romalilar ve
Misirlilarda kozmetik amagli, Uzak Dogu iilkelerinde gida amacli, Avrupa iilkelerinde
ise glibre olarak kullanildigr bilinmektedir. Mikrolagler ise II.Diinya Savasi’nin
ardindan yasanan kitlik sebebiyle 1948 yilinda Standford (ABD), Essen (Almanya) ve
Tokya’da (Japonya) kullanilmaya basladigi goriilmiistiir (Becker 2007).

Gilintimiizde ise 221 alg tiirli ticari olarak 35 iilkede gida, biyoteknoloji, enerji, kimya

sanayi gibi birgok alanda kullanildig1 bilinmektedir (Ozdemir ve Erkmen 2013).

2.1.1. Mikroalg

Mikroalgler; tek hucreli  mikroskopik ve fotosentetik mikroorganizmalardir.
Fotosentetik 6zellige sahip olmalar1 nedeniyle de H.O ve COz2’1 biinyelerine alip giines
15181 yardimi ile farkli formlardaki organik bilesiklere doniistiirebilmektedir. Cogu
mikroalg okaryot olmasina ragmen, bazi1 prokaryot mikroalglerde bulunmaktadir (Uslu
2011, Guedes ve ark. 2011, Olasehinde ve ark. 2017). Bu mikroorganizmalar sucul her
yerde bulunabilmektedir. Tatli sularda (goletler, kanallar, su birikintileri ve goller),
denizlerde ve c¢ok tuzlu sularda bile uygun kosullar saglandiginda yasamlarin
sirdiirebilmektedir (Williams and Laurens 2010). Mikrolaglerin biyolojik ¢esitliligi cok
fazla ve diinyada yaklasik 800.000 mikroalg tiiri oldugu bilinmektedir. Fakat, bununla
birlikte bazi literatiirlerde de yaklasik 35.000 tiiriin var oldugu bildirilmistir (Ebenezer
ve ark. 2012, Olasehinde ve ark. 2017 ).



Mikroalglerin giines 15181 ve CO2’1 kullanmalar1 karada yasayan bitkiler ile benzerlik
gostermektedir. Fakat karada yagayan bitkilere gore mikroalglerin saatler icerisinde
boliinerek ¢ogalmalari ve yil boyunca tiretilebilmeleri sebebiyle iiriin verimliligi daha

fazla olmaktadir (Siaut ve ark. 2007).

Mikroalglerin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri ve gelisimleri ise cevresel
faktorlere (sicaklik, tuzluluk, pH, 1s1k, foto-oksidasyon, anaerobiosis ve ozmotik basing)
ve kiiltlir ortaminda kullanilan elementlere bagh olarak degismektedir (Sukenik 1991,
Brown ve ark. 1993). Mikroalgler iireyebilmeleri igin organik karbon bilesiklerine
gereksinim duymamaktadir. Uremeleri i¢in karbon kaynag: olarak karbondioksit ve
bikarbonat, azot kaynag1 olarak amonyum tuzlart ve lire gerekmektedir. Gelisimleri i¢in
ise fosfat, sodyum kloriir, magnezyum, bakir, klor ve siilfat iyonlar1 gerekmektedir.
Karbondioksit, su ve inorganik tuzlarin yaninda fotosentetik biiylime i¢in 151k ve ayni
zamanda ortamin sicakligi da 6nem kazanmaktadir. Bu durum karada yasayan bitkilerle

kiyaslandiginda daha maliyetli bir sistem ile {iretimi gerceklestigini gdstermektedir

(Grobbelaar 2004, Kim ve ark. 2016).

Mikroalglerin protein, yag, karbohidrat, aminoasit ve karotenoid gibi biyoaktif
bilesenleri igerdigi bilinmektedir (Abd El Baky ve El-Baroty 2013, Hamed 2016). Besin
kaynagi olarak kullanilan bazi mikroalglerin icerikleri Cizelge 2.1.’de verilmistir
(Spolaore ve ark. 2006).

izelge 2.1. Besin kaynagi olarak mikroalg igerikleri (% kuru agirlik
g ynag g g

Mikroalg turi Protein Karbonhidrat Yag
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas reinhardtii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina sp. 60-71 13-16 6-7
Synechococcus sp. 63 15 11




Tek htcreli alglerden ilk kez Chlorella vulgaris’in Beijerink (1890) tarafindan iiretilmis
ve tek hiicreli alg kiiltiirti kullanim1 Warburg tarafindan gelistirilmistir (Warburg 1919,
Yilmaz 2006). Daha sonra birgcok iilke tarafindan kullanilarak mikroalg endiistrisi
gelismeye baglamistir. Mikroalgler; icerdigi proteinler, besinler, mineraller, yag asitleri
ve karotenoidler nedeniyle bilesik sentezi i¢in genis bir dogal kaynak olmasi
biyoteknolojik Oneme sahip kilmistir. Ticari olarak bazi karotenoid bilesiklerinin
iretiminin ve irlin veriminin artisinin  saglanmaya c¢alisilmast bu durumu

desteklemektedir (Becker 2007, Cha ve ark. 2008, Goiris ve ark.2015).
Mikroalg kullanim alanlarin1 Dufosse” ve arkadaslar1 Cizelge 2.2.’de gosterildigi gibi
gida, farmasdétik, boyar madde ve ticari liretim olarak dort gruba ayirmaktadirlar

(Dufosse” ve ark. 2005).

Cizelge 2.2. Mikroalg kullanim alanlari

Gida Farmasotik
- Fonksiyonel gida - Antibiyotik
- Gida katki maddesi - Antibakteriyel
(Emiilgator, Kalinlastirict) - Dokme maddesi
- Tatlilar - Baglayici madde
- Sert ve yumusak
kapsiil kabugu
- Teshis ajanlan
Boyar Madde Ticari Uretim
- Yiyecek - Hidrokarbonlar
(Dondurmalar, (Yakat)
Joleler. - Adsorbentler
- Sekerleme - Enzimler ve
- Meyve Sulari diger arastirma
- Kozmetik (Rujlar, yapilan
Kremler, malzemeler
Losyonlar)
- Eczacilikla 1lgili
urunler

Mikroalglerin besin maddesi olarak kullanimin yaninda biyokiitlesinin de ©Onemi

bulunmaktadir. Bu durum;



- Glines enerjisini en etkili kullanan bir biyolojik sistem olan mikroalglerden
organik madde sentezlenmesi,

- Icerdigi biyoaktif bilesenler (protein, karbonhidrat, karotenoidler ve doymamis
yag asitleri) nedeniyle ticari dneme sahip olmasi,

- Her tiirlii ortama uyum saglayip ¢ok kolay ve hizli biiyliyebilmesi,

- Mikroalglerin antioksidan 6zellige sahip olan karotenoid bilesikleri liretmesi

seklinde 6zetlenebilir (Abd El Baky ve El-Baroty 2013).

2.1.1.1. Chlamydomonas reinhardtii mikroalgi

Tek hiicreli ve iki kamg¢ili Chlamydomonas reinhardtii mikroalgi yesil algler diye
bilinen Chlorophyta grubuna aittir. Genellikle 10 um boyutunda, 3 pm genisliginde oval
bir hiicre sekline sahip organizmadir (Sekil 2.1.). Bu organizmalar; Kkloroplast,
pirenoidler ve 15181 algilayan goz petleri igerir. Tatl suda, nemli topraklarda, denizde ve
kar altinda olmak tizere bir¢ok farkli ortamda yasayabilmektedir. Chlamydomonas
reinhardtii, yesil mikroalgler smifi iginde tiim genom haritasi ve bolinme dongiisii
cikartilmistir (Rochaix 1995, Sirisha ve ark. 2014, Erdogan ve ark. 2014, Cakmak ve
ark. 2015).

Sekil 2.1. Chlamydomonas reinhardtii mikroalgi (Nenninger,
https://web.mst.edu/~microbio/BI0221 2009/C_reinhardtii.html, 2009.)



https://web.mst.edu/~microbio/BIO221_2009/C_reinhardtii.html
https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj9h7HU5ZzUAhXELVAKHd-DAdUQjRwIBw&url=https://web.mst.edu/~microbio/BIO221_2009/C_reinhardtii.html&psig=AFQjCNE43i7PiLxjXezZfzoaeCAo0UVu1g&ust=1496411571473299

Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin yetistirilmesi i¢in uygun ortam kosullar1 su
sekildedir.

Hazirlanisi: 940 mL saf suya asagidaki bilesikler ilave edilir.

mL ...... Stok soliisyonu....... 0/400 mL H2O
10....... NaNO3 10,0
10....... CaCl2.2H20 1,0
10....... MgSQO4.7 H.0 3,0
10....... KoHPO4 3,0
10....... KH2PO4 7,0
10....... NaCl 1,0

Istege bagl olarak 15 g/L agar, 1 damla %1’lik FeCls soliisyonu ve 2 mL iz elementleri
solusyonu ilave edilebilir (Sukatar 2002). Uygun surelerde Chlamydomonas reinhardtii

mikroalgi biiylidiikten sonra ortamdan alinarak hasat edilir.

2.2. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkilerde ve hayvansal kaynakli sebze ve meyvelerde bulunan saridan
kirmiziya kadar degisen renklerden sorumlu dogal pigmentlerdir (Sander ve ark. 2000,
Tiirkcan ve Okmen 2012). Tiim fotosentetik organizmalarda sentezlenebilen ayrica bazi
fotosentetik olmayan bakteriler, mayalar ve funguslar tarafindan da sentezlenebilen
fakat hayvanlar tarafindan sentezlenemeyen dogal bilesiklerdir (Rao ve Rao 2007,
Cazzonelli 2011, Tirkcan ve Okmen 2012,Ye ve Bhatia 2012).

Yagda c¢oziinebilen renk pigmentleri olan sekiz Cs izoprenoid zincirinden olusan
karotenoidlerin genel formili CaoHss olup, yapilarinda fazla sayida ¢ift bag
bulundurmaktadir (Sekil 2.2.). Karotenoidler yapilarinda bulunan bu kromofor gruplar
nedeniyle renkli pigmentlerdir. Belirli bir renk olusumu i¢in en az yedi konjuge ¢ift bag
icermesi gerekmektedir. Yapilarinda bulunan konjuge cift bag sayis1 arttikca da
karotenoidin renk yogunlugu da artmaktadir. Bes konjuge ¢ift bag igeren fitoen renksiz,
on bir ¢ift bag iceren ve aynt zamanda domateste bulunan likopenin ise kirmizi renkli
oldugu bilinmektedir. Ayn1 sayida ¢ift bag iceren karotenoidler , siklizasyon nedeniyle

farkli renk tonlarinda bulunabilmektedir. Konsantrasyona ve molekiiliin yapisina bagli



olarak karotenoidlerin renkleri degisebilmektedir. Ayrica farkli karotenoid
karisimlarinin  bir arada bulunmasiyla da farkli renk tonlari elde edilmektedir
(Rodriguez-Amaya ve Kimura 2004, Aksan 2005, Ata 2013). Karotenoidler 400-500
nm dalgaboyu araliginda maksimum absorbsiyon yapabilmektedirler. Bu nedenle
ultraviyole- gorindr (UV-VIS) bolge spektrumlari oldukga karakteristiktir (Britton ve
ark. 2004, Erdogan ve ark. 2015).

CH,
/K/CHZ
b) izopren  izopren
CHj CHj CHg
CH
H3C\\\\\\\\\\\\\ X8
CHg CHg CHg CHj CHg

Sekil 2.2. a) izopren Unitesi b) Karotenoid Yapisi (Vargas ve ark. 2000, Aksan
2005)

Genel olarak karotenoidler karotenler, ksantofiller, karotenoid ketonlar ve karotenoid
asitler olarak dort grupta toplanmaktadir (Tiirkcan ve Okmen 2012, Butnariu 2016)
(Cizelge 2.3.). Karotenoidin yapisi oksijensiz hidrokarbonlardan olusuyorsa karoten,
eger yapisinda oksijen tiirevleri olup epoksi-, hidroksi-, keton-, karboksilik-, glikozid-,
allenik- ya da asetilen gruplar igeriyorsa ksantofil ad1 verilmektedir (Buszewski ve ark.

1999, Britton ve ark. 2004, Abd El Baky ve El-Baroty 2013).



Cizelge 2.3. Karotenoidlerin siniflandirilmasi

Karotenler
(Hidrokarbon yapililar)

o-karoten

[B-karoten

vy -karoten

o -karoten
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Cizelge 2.3. Karotenoidlerin siniflandirilmasi (devam)

Lutein

B_

kriptoksanin

a -
kriptoksanin

Ksantofiller
(Karotenoid alkoller)

Lutein

Flavoksantin
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Cizelge 2.3. Karotenoidlerin siniflandirilmasi (devam)

Violaksantin

Astaksantin

Karotenoid ketonlar

Kapsantin

Fukoksantin
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Cizelge 2.3. Karotenoidlerin siniflandirilmasi (devam)

Biksin

Karotenoid asitler

Krosetin HO N \ N \ N\ \ N\

H OH

Karotenoidler yagda c¢oziinebilen pigmentler olduklart icin lipofiliktir. Suda
coziinmemektedir. Aseton, benzen, tetrahidrofuron, kloroform gibi yag1 ¢dzen
coziiciilerde ¢oziinmektedir. Ozellikle petrol eteri ve hekzanda daha hizli ¢dziinmekte

oldugu bilinmektedirler. Ksantofiller ise , metanol ve etanolde iyi ¢bzinmektedirler.

Karotenoidler uyarilmis oksijeni baglayip serbest radikallerin olusumunu o6nleyerek
oksidatif strese cevap vermekte ve pek c¢ok hastaliga karsi Onlem amacgh
kullanilmaktadir. Karotenoidler oksijen, sicaklik, 151k, pH, su aktivitesi ve siilfitlerin
etkisiyle oksidatif olarak parcalanarak kolayca izomerize ve okside olmaktadir. Dolay1si
ile coklu doymamis bir yapiya sahip olan karotenoidler proses ve depolama sirasinda

izomerizasyona ugramaktadir (Van Breeman 1996, Yafeai ve ark. 2018).

Son yillarda artan hastaliklar (Alzheimer, kanser, kardiovaskiiler hastalik, ve yasa bagl

makuler bozulma gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesinde vb.) nedeniyle karotenoidlerin
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antioksidan ozellik gostermesi birgok calismanin ilgi odagi haline gelmistir. Provitamin
A; bliylime, embriyo gelisimi ve gorme fonksiyonlarmi diizenlemede rol aldig
bilinmekte ve [B-karoten, zeaksantin, P-kriptoksantin gibi terminal B-halka gruplar
igeren kisithi sayida karotenoid bu etkiden sorumlu olarak gérilmektedir. Bu nedenle -
karotenin ticari iiretiminin yiiksek oldugu goriilmektedir (Mon Elbe ve Schwartz 1996,
Edge ve ark. 1997, Gokbulut ve Sarer 2008). Kaynaklarda 600’den fazla karotenoidin
var oldugu ve besinlerde en yaygm bulunanlarinin B-karoten, likopen, lutein ve
kriptoksantin karotenoidlerinin oldugu belirtilmistir. Karotenoidlerin besin yoluyla ya
da ilag yoluyla alinmasi ile bazi hastaliklar 6nlenmeye g¢alisilmaktadir (Olasehinde ve
ark. 2017).

Karotenoidlerin ticari potansiyelinin yiiksek oldugu 2011 yilinda BBC arastirmasi
tarafindan raporlanmistir. Bu aragtirmaya gore 2010-2018 yillar1 arasinda en biiyiik
ticari 0oneme sahip olacak karotenoidler sirayla B-karoten > lutein > kapsantin >
zeaksantin olarak belirtilmistir. Bu Kkarotenoidler gerek dogal kaynaklardan gerekse
sentetik olarak ticari olarak tretilmeye baslanmustir. Ticari olarak Dunaliella salina
mikroalginden iiretilen B-karoten en bilinen karotenoidlerden biri olmustur (Arvela ve

ark. 2014).

Baglica karotenoid besin kaynaklar1 sebze ve meyvelerdir. Sebze ve meyvelerde en
yaygin bulunan karotenoidler, fitofluen, likopen, y-karoten, B-karoten, a-karoten, &-
karoten, B-kriptoksantin, a-kriptoksantin, zeaksantin, lutein, violaksantin ve
astaksantin’dir. Bitkilerde ise yaygin olarak, zeaksantin, lutein antheraksantin,
violaksantin ve neoksantin bulunmaktadir (Aksan 2005). Sari-turuncu sebze ve
meyveler B-karoten ve a-karoten bakimindan, koyu yesil sebzeler lutein bakimindan
zengin oldugu bilinmektedir. Yesil yaprakli sebzelerde bulunan karotenoidlerin rengi
klorofil tarafindan maskelendigi i¢in sari, turuncu ve kirmizi renk pigmentleri

gorilmemektedir (Ata 2013).
Karotenoidler bitkilerden sentezlenebildigi gibi alglerden ve mikroorganizmalardan da

sentezlenebilen dogal pigmentlerdir. Karotenoidler, mevalonik asit (MVA) araciliiyla

sentezlenmektedir. Mikroalglerden sentezlenen karotenoidlerin ¢ogu 40 karbonlu polien
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zincirli yapiya sahiptirler. Tiim izoprenoid bilesiklerinde sentezin ilk basamaginda, iki
molekil geranilgeranil difosfat (GGDP) molekulinden prefitoen difosfat (PPDP)
araciligiyla fitoen olugmaktadir ve her mikroalge 6zgili olan karotenoidler gerekli
enzimler kullanilarak sentezlenebilmektedir (Britton 2004, Turkcan ve Okmen 2012).
Mikroalglerin biyosentez semasi Sekil 2.3.’de gosterilmektedir (Cordero ve ark. 2011,
Varela ve ark. 2015).

3 IPP + DMAPP

|

GGPP Diger Isoprenoidler

GGPP ‘l PSY

Fitoen
PDS
Z-1SO
ZDS
CRTISO

Likopen
LC LCYb
LCYb \4 BKT

a-karoten B-karoten—® Kantaksantin
P450b-CHY CHYDb
P450e-CHY P450b-CHY CHYbD
BKT
Lutein Zeaksantin———Astaksantin

ZEP ¢ 4 VDE
Violaksantin

Sekil 2.3. Mikroalglerden karotenoid biyosentezi (PSY: fitoen sentaz, IPP: isopentenil
pirofosfat, DMAPP: dimetilalil pirofosfat, GGPP: geranil geranil pirofosfat, PDS: fitoen
disaturaz, Z-1SO: 15-cis-(-karoten izomeraz, ZDS: (-karoten desaturaz, CRTISO:
karoten izomeraz, LCYDb: likopen B-siklaz, LCYe: likopen e-siklaz, P450b-CHY:
sitokrom P450: B-hidroksilaz, P450e-CHY: sitokrom P450e¢: e-hidroksilaz, CHYb:
karoten B-hidroksilaz, BKT: B-karoten oksijenaz, ZEP: zeaksantin epoksidaz, VDE:
violaksantin de-epoksidaz

Cizelge 2.4.°de birka¢ mikroalgde bulunan bagslica karotenoidler verilmistir. Ayrica
yapilan ¢aligmalarda farkli mikroalg tiirlerinin karotenoid igeriklerinin de farkli oldugu

gorulmektedir (Olasehinde ve ark. 2017).
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Cizelge 2.4. Bazi mikroalglerde bulunan baslica karotenoid bilesikleri

Mikroalg turi Karotenoid bilesigi Referans
Dunaliella salina B-karoten Pisal ve Lele 2004
Haematococcus pluvialis Astaksanu?u,t;?‘ntaksantln, Akin 2005

Chlorella vulgaris

Kantaksantin, astaksantin

Cha ve ark. 2008

Scenedesmus almeriensis

Lutein, B-karoten

Macias-Sanchez ve ark.
2010

Coelastrella striolata

Astaksantin, kantaksantin, f3-

Abe ve ark. 2007

karoten
Chlorella ellipsoidea Zeaksantin Koo ve ark. 2012
Phormidium autumnale Neoksantllrllj,t‘\alilr?laksantln, Rodrigues ve ark. 2014
Spirulina pacifica p-karoten, B—krlptoksantln Careri ve ark. 2001
zeaksantin

Neochloris oleoabundans

Lutein, kantaksantin,
zeaksantin, astaksantin
monoesterleri

Puyana ve ark. 2013

Chlamydomonas
acidophila

Violaksantin, lutein,
zeaksantin, B-karoten

Cuaresma ve ark. 2006

2.2.1. Karotenoidlerin tayin edilmesi

Karotenoidlerin antioksidan 6zellik gostermesi ve hastaliklarin 6nlenmesinde payinin
olmasi nedeniyle giiniimiizde biiyiikk 6neme sahip oldugu bilinmektedir. Bu amacla
bir¢ok arastirmaci tarafindan meyve, sebze ve mikroorganizmalar (alg, bakteri, fungi)
kullanilarak  karotenoidlerin tayini  gerceklestirilmistir.  Karotenoidlerin  tayini
kromatografik ve kemometrik yontemler ile gergeklestirilebilmektedir. Kromatografik
yontemle gerceklestirilen karotenoid miktar analizlerinde HPLC (yiiksek basingli sivi
kromatografisi), LC-MS/MS (sivi kromatografisi-tandem kutle spektroskopisi) ve
UHPLC (ultra yiiksek basingli sivi kromatografisi) kullanilmakta oldugu goriilmektedir
(Van Breeman 1996, Pupin ve ark. 1999, Rivera ve ark. 2011, Mitrowska ve ark. 2012,
Maurer ve ark. 2014,). Kromatografik analizin gerceklestirilebilmesi i¢in Oncelikle
numunenin analize hazir hale getirilmesi daha sonrada analite uygun bir kolon ve mobil
faz se¢imi gerekmektedir. Bu kisimda numunede bulunan karotenoidin kayipsiz bir

sekilde analize hazirlanmasi oldukc¢a 6nemli olmaktadir.
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Portakal suyunda karotenoid analizi yapilan bir calismada oOncelikle Ornekler iyice
karistirtlip homojenize edilmis ve metanol (% 0,1 2,6-di-ter-bitil-p-kresol (BHT)
iceren) ilave edilerek ektrakte edilmistir Daha sonra saponifikasyon islemi
gergeklestirilmistir. S1vi haldeki bu ¢6zeltiden 1,5 mL alinarak filtreden (13 mm x 0,45
pum) gecirilerek HPLC (Hawlett-Packard 1100 sistemi, Fotodiot array dedektoru
(DAD),USA) analizi gergeklestirilmistir. 20 pL numune enjekte edilip dakikada 1
ml/dakika akis hiziyla C30 YMC kolonundan (5 pum, 250 x 4,6 mm) gegcirilerek
numunede bulunan karotenoidlerin ayirimi yapilmistir. Mobil faz olarak; 0 dakika: % 90
MeOH + % 5 MTBE+ % 5 su, 12 dakika: % 95 MeOH + % 5 MTBE, 25 dakika: %
89MeOH + % 11 MTBE, 40 dakika: % 75 MeOH + % 25 MTBE, 60 dakika: % 50
MeOH + % 50 MTBE, 62 dakika: % 90 MeOH + % 5 MTBE + % 5 su kullanilarak
gradient eliisyon gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada karotenoidlerin bazilarinin daha
apolar yapida olmasi nedeniyle kolonda tutulmasini saglamak i¢in metanol % 0,1 BHT
icermekte , TMBE ise % 0,05 trietilamin i¢ermektedir. Yapilan analiz 62 dakika siirmiis
olup, 31 tane karotenoid (apokarotenoid ve izomerleri, neoksantin ve izomerleri, cis-
violaksantin ve izomerleri, violaksantin, luteoksantin, mutatoksantin, lutein, zeaksantin,
alfa ve beta kriptoksantin, a-karoten, f-karoten, &-karoten ve cis-p-karoten) tayini

yapilmistir (Melendez-Martinez ve ark. 2005).

Yapilan bagka bir ¢alismada brokoli (Brassica oleracea), havu¢ (Daucus carota), marul
(Lactuca sativa), domates (Solanum lycopersicum) ve misirda (Zea mays) karotenoid
tayini UHPLC (Agilent Technologies, DAD) sistemi kullanilarak yapilmistir.
Numuneler yaklasik 100 g olacak sekilde tartilmis ve iizerlerine saf su (1:1, w/w) ilave
edilerek blenderdan gecirilmistir. Mobil faz olarak; ¢oziicii A, asetonitril: su: heksan
(75:23:2, viviv) ve ¢ozlcu B, asetonitril: butanol: heksan (90:8:2, viviv, % 0,1 asetik
asit v/v) kullamilmistir. Yapilan kantitatif analizde gradient sistemle c¢alisilmstir.
Gradient program; 0,5 dakika % 100 cozelti A, 1 dakika % 80 cozelti A, 8,5. dakikaya
kadar 100% cozelti B ve 13,5. dakikaya kadar % 100 ¢ozelti A olarak uygulanmistir.
Kolon sicakligi 40°C olup Waters C18 kolonu (1,8 pm, 2,1 x 100 mm) kullamlmis ve
0,5 mL/dakika akis hizinda ¢alisma gerceklestirilmistir. Brokolide lutein, B-karoten ve

violaksantin; havugta a-karoten, B-karoten ve lutein; misirda B-kriptoksantin, lutein ve
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zeaksantin; domateste ise P-karoten, likopen, fitoen ve fitofluen karotenoidleri tayin
edilmistir (Maurer ve ark. 2014).

Tarimsal atiklar kullanilarak iiretilen mikroalgler iizerinde karotenoid analizi yapilan bir
calismada ise Oncelikle mikroalgler kiiltiire edilmis ve daha sonra karotenoidler i¢in
ekstraksiyon iglemi gergeklestirilmistir. Karotenoid analizi i¢in HPLC-DAD-MS/MS
(Shimadzu) sistemi kullanilmig olup C30 YMC kolon (5 um, 250 x 4,6 mm) ile
analizler yapilmistir. Mobil faz olarak metanol (¢6ziicti A) ve ter-butil metil eter (¢coziicl
B) kullanilmis ve gradient program ile calisilmigtir. Karotenoid analizinin sonunda

lutein, B-karoten ve zeaksantinin izomerlerine rastlanmistir (Rodrigues ve ark. 2014).

Yapilan bagska bir ¢alismada HPLC sistem kullanilarak kolonun ve mobil fazin
karotenoid analizleri {izerine olan etkisine bakilmistir. Analizler Agilent Technologies
1100 serisi HPLC sistemi, UV-VIS dedektor ve 15 tane farkli ozellikte C18 kolonu
kullanilarak analizler gergeklestirilmistir. Karotenoidlerden bazilarinin daha az polar
olmasi nedeniyle oOzellikle C18 kolonda tutunmasi zor oldugu ve iyi bir ayirimin
gerceklestirilemeyecegine deginilmistir. Bu nedenle sabit fazda bulunan silanol
gruplarin aktivitesi diistiriilerek daha az polar yapida olmasi saglanmistir. Bunun i¢in de
mobil faz olarak kullanilan ¢o6ziiciiye % 0,05 trietilamin eklenerek sabit fazin
hidrofobikligi arttirilmis yani silanol gruplarin aktivitesi diisiiriilerek kolon daha apolar
hale getirilmis, B-karoten ve likopen gibi karotenoidlerin tayini gergeklestirilmistir

(Ligor ve ark. 2014).

2.3. Kemometrik Yontemler

Kromatografik yontemler kullanilarak yapilan karotenoid analizlerinde genellikle
polarligi daha az ¢oziciiler kullanilmakta ve sulu iriinlerde liyofilizasyon islemine
gerek duyulmaktadir. Ters faz kromatografi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda iyi bir
aymrimin saglanabilmesi igin hidrofobi, silanol aktivite, molekiillerin yapilar1 ve polar
secicilige dikkat edilmektedir. Karotenoidlerin yapilar1 nedeniyle apolar yapida 6zellik
gostermesi nedeniyle kullanilan C18 kolonlar1 bazi karotenoidleri tayin etmede yetersiz

kalmaktadir. Boyle durumlarda silanol aktiviteyi en aza indirebilmek i¢in sabit (durgun)
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faza uygun modifierler secilerek ilave edilmektedir. Kolonun yizeyi daha kiguk
silanlarla  degistirilerek  silanol gruplarin  aktivitesi  diistiriilmektedir. Uygun
modifierlerin ilave edilmesi demek silanol aktivitesini diisiirmek yani ayni zamanda
sabit fazin hidrofobikligini arttirmak demektir. Bunun i¢in ¢ogunlukla mobil faza
trietilamin, amonyum tuzlart ve dimetiloktilamin (DMOA) eklenerek sabit fazin silanol
aktivitesi disliriilmiis ve daha apolar olan karotenoidlerin tayini biraz daha miimkiin
kilimmustir. Genellikle C30 kolonu kullanilarak karotenoidlerin analizlerinin &zellikle
izomerlerin daha iyi ayirimi yapildigi da goriilmektedir (Mitrowska ve ark. 2012, Aral

2013, Ligor ve ark. 2014).

Karotenoid tayinleri kemometrik yontemler kullanilarak da yapilabilmektedir.
Kemometrik yontemlerin gelismekte olan uygulama alanlarindan birisi de ¢ok
degiskenli kalibrasyon teknikleri olmustur. Kemometrik yontemlere gore; HPLC-DAD,
GC-MS, LC-MS, UV/VIS gibi cihazlardan elde edilen verilerin ¢ok degiskenli olmasi
sebebiyle de yapilacak kalibrasyonun da gok degiskenli olmas1 gerekmektedir. Ozellikle
kantitatif tayinlerin yapilmasi gerektiginde, iist liste ¢akisan kromatogram piklerinin ya
da spektrumlarmin bulunmasit durumunda (Sekil 2.4.) cok degiskenli kalibrasyon
teknikleri ile karisim i¢cinde bulunan bilesenlerin miktarlar1 tahmin edilebilmektedir. Bu
tekniklerin en 6nemli avantajlarindan biri karisimdaki bilesenlere herhangi bir ayirma
gerceklestirmeden analizi gerceklestirebilmesidir. Cok degiskenli kalibrasyon metotlari
olarak kismi en kiigiik kareler regresyonu (PLS) ve temel bilesen regresyonu (PCR)

yaygin olarak kullanilmaktadir (Sahin ve Demir 2016).
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Sekil 2.4. Yapilan bu arastirmada kullanilan karotenoidlerin UV-VIS spektrumu

Turung meyvesinde karotenoid analizi gerceklestirilen baska bir kemometrik ¢calismada
FTIR-HPLC verileri kullanilarak PLS ile karotenoid miktarlar1 tahmin edilmistir. Bu
calismada meyve numunelerinin aylik FTIR analizleri yapilmistir. Baz1 absorpsiyon
bolgelerinde aylik olarak bakildiginda artma ve azalma gozlenmis ve buna gore
calismada meyve numunelerinde aylik olarak karbonhidrat, organik asitler,
karotenoidler ve fenolik maddelerin miktarlarinda degisme oldugu diisiiniilmektedir.
Meyve numunelerinin HPLC analizleri yapildiginda da karotenoid miktarlarinda da
degisimler oldugu gbézlenmis. Meyve numunelerinden elde edilen ¢ok degiskenli FTIR
verileri kalibrasyon ve validasyon olmak {izere iki dizayn grubuna ayrilmistir.
Kalibrasyon dizayni i¢in FTIR verisi (X matrisi) ve HPLC analizleri sonucunda bulunan
karotenoid miktarlari (y) kullanilarak PLS modeli olusturulmustur (y= X b). Validasyon
dizayni i¢in FTIR verisi kullanilarak karotenoid miktarlar1 PLS ile tahmin edilmistir.
Elde edilen alfa-karoten, anteraksantin, beta-karoten, beta-kriptoksantin, lutein,
violaksantin ve zeaksantin degerleri PLS modeli ile kiyaslandiginda yaklasik % 90
oraninda (her bir karotenoid i¢in ayr1 hesaplanmistir) tahmin edilebilmistir. (Kim ve ark.

2015).
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2.3.1. Cok degiskenli kalibrasyon teknikleri

Cok degiskenli kalibrasyon teknikleri i¢in hesaplamalarda ilk 6nce optimum bilesen
sayis1 belirlenir. Optimum bilesen sayis1 yapilan deneylerde karisim ortaminda kag tane
bilesen oldugunu belirtir. Boliim 3.2.4’te aciklandig1 gibi hazirlanan kalibrasyon seti
cozeltileri boliim 3.2.3.1°de belirtildigi gibi HPLC ile analiz edilir. Daha sonra elde
edilen kromatogram verileri (Xe7s0x25) kullanilarak temel bilesen sayisi belirlenir. PLS
ve PCR kalibrasyon tekniklerinde temel bilesen sayisi ¢apraz validasyon (cross-
validation) yontemi ile belitlenir. Capraz validasyon isleminde i. Ornek verisi
kullanilmadan PCR ve PLS algoritmalar1 kullanilarak c¢apraz validasyon ortalama
karekok hatalar1 (Root mean square error of cross-validation; RMSECV, M; kalibrasyon

orneklerinin sayist, Yi; 1. 6rnegin Ol¢iilen degeri, yi; 1. 6rnegin tahmini degeri) hesaplanir.

> —y)?
M

RMSECV = j (1)

2.3.2. Verilerin analize hazirlanmasi

Elde edilen ham kromatogram verileri merkezilestirme islemi yapilarak PCR ve PLS
analizi uygun hale getirilir. Merkezilestirme isleminde her bir kolonun ortalama degeri
alinir ve her bir deger bu ortalama degerinden ¢ikartilir.

2.3.3. PCR kalibrasyon teknigi

PCR kalibrasyon teknigi i¢in kullanilan algoritma ayrintili olarak literatiirde verilmistir
(Brereton 2003). Cok degiskenli kalibrasyon tekniginde amag temel bilesen sayisini
kullanarak karisimda bulunan bilesenlerin konsantrasyonlarinin hesaplanmasidir.

2.3.4. PLS Kkalibrasyon teknigi

PLS teknigi, ¢cok degiskenli kalibrasyon teknikleri i¢inde en fazla tercih edilen tekniktir.
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PLS hesaplamalarinda NIPALS (nonlinear iterative partial least squares) algoritmasi

kullanilir.(Van Nederkassel ve ark. 2005, Christin ve ark. 2008).

2.4. Oksidatif stres

Serbest radikaller (reaktif oksijen tiirleri, ROS); immunolojik reaksiyonlar, UV isinlari,
ilaglar, yag oksidasyonu, radyasyon, sigara, alkol, stres ve biyokimyasal redoks
reaksiyonlar1 gibi pek ¢ok yolla olusabilmektedir. Viicudumuzda kimyasal reaksiyonlar
sonucu veya dis etkenler sebebiyle olusan bu serbest radikaller kararsiz yapida
bulunmaktadir. Kararli hale gelebilmek i¢in bu molekiiller lipit, protein ve DNA gibi
hiicre bilesenlerine saldirarak hasara neden olmaktadir (Marxen ve ark. 2007). Serbest
radikal olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu kararsiz molekiillerin zararl etkilerine
engel olmak iizere organizmalarda antioksidan savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Antioksidanlar, hicrelere zarar veren serbest radikalleri etkisiz hale getirerek kanser,
kalp hastaliklari, diyabet, akut renal yetmezlik, akciger hastaliklari, bronsit ve alkolik
karaciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastalia neden olabilecek zincir reaksiyonlarini
onleyen molekullerdir. Fakat bazi1 durumlarda viicudun var olan antioksidan savunma
mekanizmasi serbest radikallerin etkisini tamamen 6nleyememekte ve oksidatif stres
diye adlandirilan durum meydana gelmektedir. Kisacasi, viicudumuzda oksidan -

antioksidan dengesi bulunmaktadir (Y1lmaz 2010, EI-Bahr 2013).

Reaktif oksijen tirleri (ROS), superoksit anyon radikali (O2 ) , hidrojen peroksit (H205)
ve hidroksil radikalinden (OH) olusmaktadir. Tokoferol, askorbik asit, karotenoid gibi
enzimatik olan veya olmayan kuclik molekiller ise serbest radikallere kendi
elektronlarmi vererek radikalleri siipiiriir ve okside olmalari engellerler (Liu ve ark.
2007, Khalil ve ark. 2010, Chang ve ark. 2013). Oksidatif hasara engel olmalari
sebebiyle antioksidan maddeler igeren gidalar giiniimiizde pek ¢ok calismanin arastirma
konusu olmustur. Karotenoidlerin antioksidan ozellik gosterdikleri, bitkilerde ve
hayvansal kaynakli sebze ve meyvelerde bulundugu bilinmektedir. Ayrica bazi
mikroorganizmalardan sentezlenebilmekte ve karotenoid miktarlarinin arttirilmasina
yonelik caligmalar yapilmaktadir. Mikroalgler, icerdikleri karotenoid nedeniyle dogal

antioksidanlarin umut verici kaynaklarindan biri olarak goriilmektedir. Mikroalglerin
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giinimiizde en Onemli kaynaklart Chlorophyceae ailesine ait Dunaliella ve
Haematococcus iki tiir mikroalgi sirayla [-karoten ve astaksantin karotenoidlerinin
ticari olarak tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Goiris ve ark. 2015). Son zamanlarda yapilan
calismalarda mikroalglerde antioksidan igerigini arttirabilmek i¢in 151k, pH ve besin
stresi  gibi oksidatif strese neden olan faktorlerin karotenoidler (zerindeki etkisi

incelenmistir.

Hedef mikroalg olarak Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis suecica ve Chlorella
vulgaris segilen baska bir ¢alismada ii¢ mikroalg tiiriiniin kiltiir ortamina besin stresi
(azot ve fosfor etkisi) uygulanmistir. Bdylece mikroalglerde antioksidan iiretimini
optimize etmek i¢in azot ve fosfor varliginda antioksidan aktivite, toplam fenolik igerik,
karotenoid miktari, vitamin E ve C miktarinda kiyaslamalar yapilmistir. Bunun i¢in
oncelikle 1 MM N ve 1 mM P igeren mikroalgler kiiltiir ortaminda bes giin gelistirilip
icerisinden 100 mL alinmis ve farkli derigsimlerde azot ve fosfor (5 mM N ve 0,25 mM
P; 0,2 mM N ve 0,05 mM P; 1 mM N ve 0,01 mM P) eklenerek 8 giin kiltlire edilmistir.
Tiim veriler ii¢ hedef mikroalg icin kontrol grubu ile kiyaslandiginda azot ve fosfor
stresi uygulanan numunelerde 6zellikle azot stresine maruz birakilan mikroalglerde
antioksidan aktivitesi, toplam fenol miktar1 ve toplam karotenoid miktarinda azalma
oldugu gorilmiistiir. Karotenoidler antioksidan 0Ozellik gostermesi nedeniyle hem
karotenoid hem de fenolik igeriklerinin de azaldigr gozlenmistir. Tokoferoller ve
askorbik asit seviyeleri ise 0zelikle fosfor besin sinirlamasinda daha yiiksek degerlere

ulastig1 sonucuna varilmistir (Goiris ve ark.2015).

Gergeklestirilen baska bir calismada ise hedef mikroalg olarak denizel diatom
Phaeodactylum tricornutum se¢ilmis ve alleokimyasal hidrokinonun (HQ) biiylime,
fotosentez ve diger fizyolojik diizeyler iizerindeki etkileri incelenmistir. Algal
patlamalarin Oniine gecebilmek ve kontroliinii saglamak amaciyla bircok farkl
alleokimyasal izlole edildigi belirtilen ¢aligmada hidrokinon ile oksidatif strese maruz
birakilan denizel algdeki etkisi arastirilmistir. Aragtirma dort farkli inkiibasyon
siiresinde (24, 48, 72 ve 96 saat) gercgeklestirilmis ve ayni zamanda hidrokinon
miktarlarida arttirilmistir. Hidrokinon miktarmm artis1 (6zellikle 3 x 107 mol/L

Uzerinde) butln inklbasyon surelerinde fotosentezi ve solunumu engellemesi sebebiyle
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alglerde Oldiiriicii potansiyele sahip oldugu gozlenmistir. Yine gergeklestirilen bu
calismada 72 ve 144 saat hidrokinon miktari arttirilarak inkiibasyona maruz birakilan
denizel algde klorofil a, karotenoid ve karotenoidin klorofil a’ya oran1 karsilagtirilmistir.
Hidrokinon miktar arttik¢a karotenoid ve klorofil a miktar1 miktar1 azalmasina ragmen
inkiibasyon siiresi arttik¢a karotenoid ve klorofil a miktarinin arttigr goriilmektedir.
Karotenoidin klorofil a’ya orani da hidrokinon miktar arttikca azalma gostermektedir

(Yang ve ark. 2013).

Mikroalglerin yiiksek 151k yogunlugu, ytliksek tuz derigimi, artan pH ve besin stresi gibi
belli kosullara maruz birakildiginda yiiksek antioksidan igerigine sahip bir birikimi
oldugu bilinmektedir. Hedef mikroalg olarak Dunaliella bardawil ve Chlorella
ellipsoidea mikroalgleri kullanilan bir ¢alismada ise oksidatif stres kaynagi olarak pH
etkisinin biiylime ve pigment igerigini nasil etkiledigi incelenmistir. Calismada kiiltiir
ortaminda alglerin biiyiimesini etkileyen en 6énemli faktorlerden birinin hidrojen iyon
derisimi oldugu ve bu sebeple mikroorganizmalardan sentezlenen biyoaktif bilesenlerin
biyosentezinin de etkilenecegi diisiiniilmiistiir. Bu ¢alismada Dunaliella mikroalg turi
ticari olarak f-karoten Gretiminde kullanilmasi, Chlorella mikrolaginin ise ticari olarak
gida tlretiminde kullanilmasi sebebiyle secilmistir. Mikroalgler on giin boyunca kiiltiir
ortaminda 78 pE m? s! sk yogunlugunda ve 28+2 °C’de inkiibe edilmistir.
Mikrolagler (D. Bardawil 4-9 ve C. ellipsoidea 4-10) genis bir pH araliginda test
edilmistir. D. bardawil mikroalginde pH 7,5’de biyoaktif bilesenlerin miktar1 biyiik
olgiide artmistir. C. Ellipsoidea mikrolalginde ise pH 4’de en yiiksek protein igerigine
sahipken, pH sirayla 4, 6 ve 7,5 olarak arttirildiginda da pigment iceriginin de arttirdigi
gortilmiistiir. D. bardawil mikroalgi pH 9 ortaminda iken f-karoten, E ve C vitamini
birikiminin en yiksek degere ulastigi sonucuna varilmig olup, C. Ellipsoidea
mikrolalginde ise pH 6 da en yuksek miktarlar elde edilmistir. pH 10’da ise
mikroalglerin biiyiimesinin inhibe oldugu goriilmektedir. Mikroorganizmalar tarafindan
kullanilan karbonun formu karbonat iyonu ve bikarbonat iyonu oldugu belirtilmektedir.
Yiiksek alkali ortamda ise mikroalglerin kullanacagi karbon formunun kalmayisi ile

ortamda serbest serbest radikallerin artmasina neden olmakta ve bu durum hicreleri

oksidatif strese maruz kaldigin1 gostermektedir (Khalil ve ark 2010).
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Yesil alglerden Haematococcus lacustris mikroalgi ile calisilmis olan ¢alismada
mikroalgden astaksantin iiretiminde sodyum ortavanadatin etkisi aragtirilmistir.
Astaksantin liretimini besin eksikligi (azot ve fosfor), yliksek 1sik ve yiiksek tuz
derisimlerine bagli stresler uygulanarak yaygin bir sekilde iiretimi degistirilebildigi
bilinmektedir. Bu ¢alismada ise protein tirozin fosfatazlarin (PTPaz) nonspesifik bir
inhibitord olan sodyum ortovanadat (SOV) ile oksidatif stresin astaksantin retimindeki
etkisi incelenmistir. 24°C’de 40 uE/m?s 151k yogunlugunda ortamin pH’si 6.5 + 0.5
olacak sekilde oksidatif stres kaynagi olarak kullanilan SOV derisimi kiiltiir ortaminda 2
ve 5 giin i¢inde arttirllarak Haematococcus lacustris alginde biiylime miktart ve toplam
karotenoid miktari incelenmistir. 2.giinde algde biliylime miktar1 ve toplam karotenoid
miktarinda artis gozlenmesine ragmen, 5.giinde bu artisin daha fazla oldugu sonucuna
vartlmistir. Test edilen konsantrasyon araliinda , sodyum ortovanadat (SOV)
konsantrasyonlari arttirildik¢a Haematococcus lacustris alginde belirli bir miktara kadar
(5,0 mM SOV) buyume gozlenirken daha yuksek miktarlarda (>5,0 mM SOV) ise
inhibisyon etkisi yaratmaktadir. Yapilan bu g¢alismada SOV derisimi arttirildikca
Haematococcus lacustris alginde toplam karotenoid miktarinin arttigi belirlenmistir. Bu
durumda ayn1 zamanda toplam karotenoid miktarinin % 80’ini astaksantinin olusturmasi
nedeniyle de astaksantin miktarida arttigi belirtilmistir. Cevresel oksidatif strese ek
olarak SOV derisiminin arttirilmasi ile PTPaz’in astaksantin tiretimini uyarabilen bir

oksidatif stres faktorii olabilecegi diisiiniilmektedir (Tran ve ark. 2009).

Yapilan baska bir calismada ise oksidatif stres kaynagi olarak farkli derisimlerdeki azot
kaynaklar1 kullanilmis olup hedef mikroalg ise yesil alglerden Nannochloropsis oculata
secilmistir. Bu mikroalg tiirli genellikle balik ¢iftliklerinde baliklarin beslenmesinde
kullanilmaktadir. Azot kaynaklarinin alg Kkiiltlirlerinde biiyiimeyi ve biyokimyasal
yapty1 etkiledigi yapilan arastirmalarda belirtilmektedir. Bu amagla yapilan bu
caligmada da icerdigi pigmentler nedeniyle azot ile oksidatif stres uygulandiginda
karotenoidlerin ve klorofil a iiretiminin nasil etkilenecegi incelenmistir. N. Oculata turt
mikroalgi F/2 kiiltiir ortamu ile zenginlestirilmis deniz suyunda 18+1°C sabit sicaklikta
882 ve 441 umol/Lderisimindeki azot kaynaklar1 kullanilarak toplam karotenoid (j-
karoten, violaksantin, kantaksantin, astaksantin, vokeriyaksantin ve zeaksantin) ve

klorofil a dizeyleri TLC (ince tabaka kromatografisi) yontemi ile belirlenerek
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kargilastirilmistir. Mikroalg kiiltiirleri i¢cin en onemli azot kaynaklarindan NaNO3
(Nitrat-N), NH4Cl (Amonyum-N) ve (NH2).CO (Ure-N) kullamlmistir. Toplam
karotenoid ve klorofil a diizeyleri bakimindan en yiiksek degerler 882 pumol/L nitrat
azotu (NOs3 ™ -N) ile hazirlanan 6rneklerde elde edilmistir. NH4™-N (amonyum azotu) ve
NOs -N (nitrat azotu) ile elde edilen biiylime ve biyokimyasal yap1 agisindan benzer
sonuclar bulunmustur. Fakat yapilan bu ¢aligmada iire azotunun bu tiir i¢in uygun bir

kaynak olmadig1 anlasilmistir (Durmaz 2006).

Bagka bir doktora ¢alismasinda hedef mikroalg olarak denizel diatom Fragilariopsis
cylindrus segilmistir. Oksidatif stres kaynagi olarak 1sik ve demirin pigment {izerine
olan etkisi incelenmistir. Calismada denize vuran giines 1sinlar1 ve bazi besinler sonucu
alg patlamasi olayinin meydana gelmesi nedeniyle 15181n etkisinin pigmente etki edecegi
diisiiniilmiis ve belirli siire boyunca (0, 1, 4, 12 ve 24 saat) mikroalgler kiiltiir ortaminda
tic farkl1 siddette 15132 (50 pE/m?s, 150 pE/m?s ve 500 pE/m2s) maruz birakilmistir.
Pigment igerigi olarak Klorofil a, c1, c2, c3, fukosantin, diadinoksantin (DD), cis-
fukosantin, diatoksantin (DT) ve B-karoten miktarlar1 kiyaslandiginda 150 pE/m?s ve
500 pE/m?s’de en yiiksek sonuglar elde edilmistir. Farkli derisimdeki demir formuna (0
— 1000 nM Fe-EDTA) maruz birakilan mikroalgde ise 60 mM derisime kadar
antioksidan madde olan pigment miktarlarin1 arttirip oksidatif hasar1 onleyebilmekte

oldugu sonucuna varilmistir (Bennett 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan aletler

3.1.1.1. Mor 6tesi-gorunur bolge (UV/VIS) spektrofotometresi

Bu caligmada Varian marka Cary 50 UV/VIS spektrofotometre modeli (Avustralya)

kullanilmigtir. 1 cm’lik  kuvartz  kiivet  kullanilarak  numune  Olgtmleri

gerceklestirilmistir. Analizin ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Varian marka Cary 50 UV/VIS spektrofometre cihazinin ¢alisma kosullari

Olciim birimi Absorbans

Olgiim araligs Alt deger:0,0 ‘ Ust deger:3,0
Dalgaboyu araligi (nm) 200-800

Tarama hiz1 0,5 nm/s

Ormekleme aralif Otomatik

3.1.1.2. Yiiksek performansh sivi kromatografi-diod serili dedektér (HPLC-DAD)
Bu ¢alismada Chlamydomonas reinhardti mikroalginde bulunan karotenoidlerin HPLC-
DAD ile kromatografik analizi icin Agilent Technology Series 1200 HPLC system
(Waldbronn, Almanya) modeli YMC Carotenoid C30 (250x4,6 mm, 5 um, YMC Co.,
Ltd) kolonu kullanilarak yapilmistir.

3.1.1.3. Liyofilizator

Calismada Chlamydomonas reinhardtii mikroalg numunelerinin liyofilize edilebilmesi

icin Labconco marka Freezone 2.5 Plus model liyofilizatdr kullanilmistir.
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3.1.1.4. pH metre

Bu ¢alismada HANNA HI 221 model pH metre kullanilmistir.

3.1.1.5. Analitik terazi

Yapilan galismalar esnasinda ¢ozelti hazirlamak i¢in Mettler Toledo marka MS105DU

model + 0,00001 g hassasiyetli analitik terazi kullanilmistir.

3.1.1.6. Saf su cihazi

Yapilan ¢alismalarda kullanilan saf su Elga Purelab marka Option Q DV25 model saf su

cihazi kullanilarak (su saflig1 18,2 mQ x cm) temin edilmistir.

3.1.1.7. Ultrasonik banyo

Gergeklestirilen deneyler esnasinda mikroalg numunelerinin ekstraksiyonu icin

termostat ayarli United marka ultrasonik banyo kullanilmistir.

3.1.1.8. Isitic1 karistirica

Yapilan ¢alismalar sirasinda ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin VELP SCIENTIFICIA marka

1sitict karistirier kullanilmastir.

3.1.1.9. Santrifuj

Bu ¢aligmada Hermle marka Z 206 A model santrifiij kullanilmistir.

3.1.1.10. Vorteks karistirici

Yapilan c¢alismalar sirasinda Wisd marka VM-10 model vorteks karistirici

kullanilmastir.
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3.1.2. Caliymada kullamlan mikroalg tiirii

Bu ¢alismada mikroalg olarak Chlamydomonas reinhardtii kullanilmustir.

3.1.3. Calismada kullamlan kimyasallar ve c¢ozeltiler

3.1.3.1. Kimyasallar

Analitik safliktaki kimyasallar

Bu deneysel ¢caligmada kullanilan kimyasallar Cizelge 3.2.'de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Firma Katalog Numarasi
Etanol Merck 100983
Metanol Merck 106007
Aseton Merck 100013
Diklorometan Merck 106044
Ter-butil metil eter Merck 101845
Trimetil amin Sigma-Aldrich 808352
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich 13418
Sodyum hidroksit Riedel-de Haen S181200
Sodyum potasyum tartarat | Sigma-Aldrich 217255
Sodyum dihidrojen fosfat Merck 141677
Bakir siilfat Sigma-Aldrich 12849
Potasyum dikromat Sigma-Aldrich 209244
1,5-difenilkarbazit Merck 64271
Sitrik asit Merck 100244
Hidroklorik asit Merck 100314
Fosforik asit Merck 100563
Folin-Ciocalteau reaktifi Sigma-Aldrich F9252

Diger kimyasallar

Bu deneysel ¢alismada kullanilan diger kimyasallar Cizelge 3.3.'de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan diger kimyasallar

Kimyasal Adi Firma Katalog Numarasi
Gallik asit Sigma-Aldrich G7384
Troloks (6-hydroxy-2,5,7,8 Sigma-Aldrich 238813
tetramethylchroman-2-

carboxylic acid)

Lutein Extrasynthese 0306 S
Astaksantin Dr.Ehrenstorfer GmbH CA10307000
Neoksantin Sigma-Aldrich 54764
Zeaksantin Dr.Ehrenstorfer GmbH CA17947500
B-karoten Sigma-Aldrich C4582
a-karoten Sigma-Aldrich 40395
B-kriptoksantin Extrasynthese 0317 S

Sarf malzemeler

Bu deneysel ¢calismada kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Malzeme adi Marka Model
Mikropipet (10-100 pL) Eppendorf Research
Mikropipet (100-1000 puL) Eppendorf Research
Mikropipet (500-5000 pL) Eppendorf Research

3.1.3.2. Cozeltiler

Toplam fenol tayininde kullanilan ¢ozeltiler

-Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi: Folin-Ciocalteau reaktifi kullanilarak 1/3 (%v/v) oraninda

saf su ile seyreltme yapilarak hazirlanmistir.

-Lowry A ¢ozeltisi: 0,4 g NaOH ve 2 g Na.COs az miktarda saf suda ¢ozlerek hacmi

balon jojede 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

-Lowry B c¢ozeltisi: 0,5 g CuSO4 ve 1 g NaKC4H4Os az miktarda saf suda c¢ozllerek

hacmi balon jojede 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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-Lowry C ¢ozeltisi: 50 mL Lowry A ¢ozeltisi ve 1 mL Lowry B ¢ozeltisi karistirilarak

hazirlanmistir.

Toplam antioksidan kapasite tayinlerinde kullanmilan ¢ozeltiler

- pH 2,8 tamponu c¢ozeltisi: 6,24 g NaH2P04.2H>O tartilip az miktarda saf suda
cozilerek 0,68 mL H3PO4 (%85, w/v) ilave edilerek hacmi saf su ile balon jojede 1L’ye
tamamlanmuistir.

-Sitrik asit ¢ozeltisi (0,1 M): 1,0507 g sitrik asit tartilip, 10 mL 0,1 N NaOH ilave
edilerek hacmi balon jojede 50 mL’ye saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

-HCI ¢ozeltisi (6 M): 6,44 mL %37 HCI’den (d: 1,19 g/mL) alinip kullanilarak hacmi
saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmustir.

- pH 1,2 tamponu ¢ozeltisi: 1,45 mL 0,1 M sitrik asit ve 8,55 mL 6 M HCI karistirilarak
hazirlanmastir.

- Cr%" ¢ozeltisi (3,4 x 10* M): 0,005 g K2Cr20y7 tartilip pH 2,8 tamponu kullanilarak
hacmi balon jojede 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

- 1,5-Difenilkarbazit ¢ozeltisi (3,4 x 10 M): 0,1 g 1,5-difenilkarbazit tartilip iizerine 30
mL tampon ve 70 mL aseton ilave edilerek hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiden
20,63 mL almarak pH 2,8 tamponu ile hacmi 250 mL’ye tamamlanarak 3,4 x 10 M’lik

¢Ozelti hazirlanmustir.

Standart karotenoid bilesikleri ile kalibrasyon cozeltilerinin hazirlanmasi
Kromatografik yontem ile numune analizinde kullanilmak iizere standart karotenoid
bilesikleri ile kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir standart karotenoid bilesigi
diklorometan ile ¢oziilerek derisimi 0,25- 0,5- 1- 2- 4- 6- 8-10 mg/L olacak sekilde
kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmastir.

Kemometrik calismada kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

Kemometrik yontem ile numune analizinde kullanilmak {izere diklorometan ile

coziilerek standart bilesiklerden 5 mg/L’lik bir karisim hazirlanmistir. Daha sonra 5
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mg/L’lik karisimdan seyreltmeler yapilarak kalibrasyon ve validasyon setlerinde
kullanilacak olan 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 - 1 mg/L 3 mL karisimlar hazirlanmigtir. Bu

¢Ozelti karisimlarinin hazirlanis1 boliim 3.2.4°te ayrintili olarak anlatilmastir.
3.2. YOntem

Bu calismada yontemler dort ana baslikta toplanabilir. Bunlar;
® Ornek hazirlama islemleri

® Spektroskopik yontemler

® Kromatografik yontemler
o

Kemometrik yontemler
3.2.1. Ornek hazirlama islemleri

Tez kapsaminda Chlamydomonas reinhardtii mikroalgi ile ¢alisilmistir. Bu mikroalg
Istanbul Medeniyet Universitesi’nde bulunan Dog. Dr. Turgay CAKMAK tarafindan
temin edilmistir. Chlamydomonas reinhardtii mikroalgi TAP (Tris-acetate-phosphate)
ortaminda kiiltiire edilmistir. Mikroalglerin farkl: siirelerde sayimi i¢in kontrol ortaminda
inkiibasyona birakilan 5 giinliik mikroalg kiiltiirinden bir miktar alinarak Aggo=0.1
olacak sekilde stok kiiltiirden belli miktarlarda alg kiiltiirii alinarak yeni kiiltiir
baglatilmigtir. Steril kabinde ekim isleminden sonra yeni ekimi yapilmis 6rnekler 100
pumol foton/m?s siddetinde siirekli 151k altinda 120 rpm hizda 23°C sicaklikta
calkalamali inkiibatorde kiiltiire almmistir. Icerisinde 100 mL sivi bilyiitme kiiltiirii
bulunan 250 mL erlen igerisinde kiiltiire alinan mikroalglerin biiyiimeleri Asgo=1.0
absorbans degerine ulastiklarinda ti¢ tekrarli ti¢ gruba ayrilmistir. Kontrol grubunun
yaninda kiiltiirlere 1 mM, 5 mM ve 20 mM konsantrasyonda H>O> uygulamasi
yapilmistir ve uygulamadan sonraki 2, 24 ve 72. saatlerde hasat edilmistir. Mikroalgin
hasat edilme iglemleri Dog¢. Dr. Turgay CAKMAK tarafindan yapilmistir. Elde edilen

ornekler liyofilize edilinceye kadar -24°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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3.2.1.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Chlamydomonas reinhardtii mikroalgine ait numuneler yaklasik bir saat liyofilize
edilmistir. Liyofilize edilen numunelere 2 mL etanol ilave edilip vorteks kullanilarak
karigtirma iglemi gerceklestirilmistir. Daha sonra sicaklik kontrollii ultrasonik banyo
kullanilarak ekstraksiyon ¢alismasi tamamlanmigtir. Ekstraksiyon ¢alismasi esnasinda
termometre ile sicaklik kontrol edilmis ve caligma karanlikta yapilmistir. Ekstraksiyon

calismasi Sekil 3.1.’de verilmistir.

Liyofilize edilen mikroalg 6rnegine

2 mL etanol ilave edilir.

Numuneler vorteks yardimiyla }

karigtirilir.

!

40°C ultrasonik banyoda 2 saat

boyunca ekstrakte edilir.

!

[ Ekstrakte edilen numuneler stizilir. ]

Sekil 3.1. Ultrasonik destekli ekstraksiyon ¢alismasi

3.2.2. Spektroskopik yontemler

3.2.2.1. Folin-Ciocalteu yontemi

Sekil 3.1.°de gosterildigi gibi ekstrakte edilen drneklerden 200 pL tiipe alinip, iizerine

1,8 mL saf su konulmustur. Kor 6rnek hazirlanirken ise bu kisimda tiipe sadece 2 mL
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saf su konulmustur. Daha sonra deneysel calisma Oncesi taze hazirlanan Lowry C
cozeltisinden (50 mL Lowry A +1 mL Lowry B c¢0zeltisi) 2,5 mL ilave edilip, tip
karistirtlmistir. Karistirtlan tiiplere 0,25 mL Folin-Ciocalteu reaktifinden konulduktan
sonra tekrar karistirma islemi gergeklestirilmistir. 30 dakika boyunca karanlikta
reaksiyonun tamamlanmasi beklenmis ve UV-VIS spektrofotometresinde 750 nm
dalgaboyunda ol¢iimler yapilmistir. Toplam fenolik madde miktarini tayin edebilmek
icin standart madde olarak gallik asit kullanilmistir. Gallik asit ¢ozeltileri hazirlanmis
(0,1-0,5-1-5-10-15-20-30-40-50-60 mg/L) ve Folin-Ciocalteu yontemi uygulanmustir.
Her bir standart c¢ozelti icin degeri grafige gegirilerek kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Kalibrasyon denklemi kullanilarak o6rnekte bulunan toplam fenolik

madde miktar1 ‘mg gallik asit/g 6rnek’ olarak hesaplanmustir.

3.2.2.2. CHROMAC yontemi

Bu ¢alismada mikroalg orneklerinin antioksidan kapasite degerlerini tayin etmek icin
CHROMAC yontemi kullanilmistir (Sahin ve Demir 2013). Sekil 3.1°de gosterildigi
gibi ekstrakte edilen Orneklerden 200 pL tiipe alinip, iizerine 0,3 mL saf su
konulmustur. Daha sonra deneysel g¢alisma oOncesi taze hazirlanan 3,5 mL pH 2,8
tamponu konulup karigtirilmistir. Kor 6rnek hazirlanirken ise 0,5 mL saf su konulup,
3,5 mL tampon cozeltisi (pH 1,2 tamponu) eklenmistir. Uzerine taze hazirlanmis
K2Cr,0; ¢ozeltisinden (3,4 x 104 M) 0,5 mL ilave edilip 1 dakika bekledikten sonra 0,5
mL taze hazirflanms olan 1,5-difenilkarbazit (3,4 x 10* M) cozeltisi eklenip,
kanigtinnlmigtir. 50 dakika boyunca karanlikta reaksiyonun tamamlanmasi beklenir ve
UV-VIS spektrofotometresinde reaksiyon sonucu olusan kompleksin maksimum
absorbsiyon yaptig1 540 nm dalgaboyunda 6l¢iimler yapilmistir. Kor 6rnegin absorbansi

540 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Axksr).
Absorbans = Ayer - Asmek (1)
Antioksidan kapasite miktarlarin1 belirlemek i¢in standart madde olarak troloks

kullanilmistir. Troloks ¢ozeltileri hazirlanmig (5-10-15-20-30-40-50-60-70 mg/L) ve
CHROMAC yontemi uygulanmistir. Her bir standart ¢ozelti i¢cin degeri grafige
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gecirilerek kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Kalibrasyon denklemi kullanilarak

ornekte bulunan antioksidan kapasite degeri ‘mg troloks/g drnek’ olarak hesaplanmuistir.

3.2.3. Kromatografik yontemler

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

Ekstrakte edilen Chlamydomonas reinhardtii mikroalg numunelerinin kromatografik
analizleri icin Agilent 1200 HPLC system (Waldbronn, Almanya) model kullanilmistir.
Karotenoidlerin kromatografik analizi YMC Carotenoid C30 (250x4.6 mm, Sum, YMC
Co., Ltd) kolonu kullanilarak yapilmistir. 1,0 mL/dk akis hiz1 ile 20 pL’lik enjeksiyon
hacminde gradient ¢oziicii programi uygulanarak analiz gerceklestirilmistir. Hareketli
faz olarak %95 metanol-%5 H20 (H20: %0,05 trimetilamin icermektedir.) (¢6zlcu A)
ve tert-biitil metil eter (¢oziicti B) ¢oziiciileri kullanilmistir. Uygulanan HPLC-DAD
analiz ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.5.’de verilmistir. Standart karotenoid bilesiklerinin
UV-VIS spektrumlar1 ve alikonma zamanlari karsilastirilarak  mikroalg
numunelerindeki karotenoid bilesiklerinin varligi tespit edilmistir. Standart karotenoid
bilesiklerinden olusturulan kalibrasyon grafikleri yardimiyla da karotenoid miktarlar

belirlenmistir.

Cizelge 3.5. HPLC-DAD ig¢in analiz ¢alisma kosullari

Zaman (dakika) %B %A
0 5 95
15 20 80
20 30 70
30 40 60
40 75 25
45 5 95

3.2.4. Kemometrik yontemler
Ekstrakte edilen Chlamydomonas reinhardtii mikroalg numunelerinde diisiik

seviyelerde bulunan ve spektroskopik olarak ayirimi  gergeklestirilemeyen

karotenoidlerin miktarlari kemometrik yoéntemler kullanilarak belirlenmistir. Oncelikle
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25 ornek (standart maddeler kullanilarak farkli derisimde karisimlardan olusan)
kullanilarak ¢ok degiskenli kalibrasyon dizayni hazirlanmistir. -2’den +2’ye kadar
kodlanmis degerlerden olusan 5 seviyeli bir kalibrasyon dizaynmi olusturulmustur.
Kalibrasyon ve validasyon setleri B-karoten, zeaksantin, neoksantin, lutein ve a-karoten
standart maddeleri kullanilarak farkli derisimlerde her bir tlipte son hacim 3 mL olacak
sekilde hazirlanmistir. Olusturulan -2, -1, 0, 1 ve 2 seviyeleri 0,2- 0,4- 0,6- 0,8 ve 1
mg/L derisimleri ile kodlanmustir (Cizelge 3.6. ve Cizelge 3.7.). Bu kalibrasyon
dizayninin kolonlar arasi korelasyon katsayisi sifirdir (Cizelge 3.8.). Kalibrasyon
dizayni i¢in fark vektorii [2013] ve dairesel iiretici -2 — 1— 2 — -1 secilmistir.
Karotenoid miktarlarin1 tahmin edebilmek i¢in iki bagimsiz validasyon set dizayni
olusturulmustur (Cizelge 3.9, Cizelge 3.10, Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13). iki
validasyon set dizayni 25 kromatogram icermektedir. I. validasyon set dizayninin
(Cizelge 3.11) kolonlar arasi1 korelasyon katsayisi r12=0, II. validasyon set dizayninin
(Cizelge 3.14) ise rip=1’dir. I. validasyon set dizayninin fark vektorii [3102] ve
dairesel Uretici -2 — 1— 2 — -1 segilerek olusturulmustur. II. validasyon set dizayni,
kalibrasyon dizayni tablosunun birinci siitunu secilerek uygulanmistir. Tasarlanan ¢ok

degiskenli kalibrasyon dizayni literatiirdeki gibi tanimlanmustir (Sahin ve Demir 2016).
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Cizelge 3.6. Kalibrasyon dizayni (Kodlanmis degerler)

Neoksantin Lutein a-karoten

B-karoten  Zeaksantin

Deney

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
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Cizelge 3.7. Kalibrasyon dizayn1 (Gergek derisim degerleri, mg/L)

Deney B-karoten Zeaksantin  Neoksantin Lutein a-karoten
1 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
2 0,6 0,2 1,0 1,0 0,4
3 0,2 1,0 1,0 0,4 1,0
4 1,0 1,0 0,4 1,0 0,6
5 1,0 0,4 1,0 0,6 0,8
6 0,4 1,0 0,6 0,8 0,4
7 1,0 0,6 0,8 0,4 0,4
8 0,6 0,8 0,4 0,4 0,2
9 0,8 0,4 0,4 0,2 0,4
10 0,4 0,4 0,2 0,4 0,6
11 0,4 0,2 0,4 0,6 1,0
12 0,2 0,4 0,6 1,0 0,2
13 0,4 0,6 1,0 0,2 0,2
14 0,6 1,0 0,2 0,2 0,8
15 1,0 0,2 0,2 0,8 0,2
16 0,2 0,2 0,8 0,2 0,6
17 0,2 0,8 0,2 0,6 0,4
18 0,8 0,2 0,6 0,4 0,8
19 0,2 0,6 0,4 0,8 0,8
20 0,6 0,4 0,8 0,8 1,0
21 0,4 0,8 0,8 1,0 0,8
22 0,8 0,8 1,0 0,8 0,6
23 0,8 1,0 0,8 0,6 0,2
24 1,0 0,8 0,6 0,2 1,0
25 0,8 0,6 0,2 1,0 1,0

Cizelge 3.8. Kalibrasyon dizayninin korelasyon katsayilari
B-karoten  Zeaksantin  Neoksantin  Lutein a-karoten

B-karoten 1

Zeaksantin 0 1

Neoksantin 0 0 1
Lutein 0 0 0 1

a-karoten 0 0 0 0 1
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Cizelge 3.9. 1. validasyon set dizayni1 (Kodlanmis degerler)

[-karoten Zeaksantin ~ Neoksantin  Lutein a-karoten

Deney

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
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Cizelge 3.10. I. validasyon set dizayn1 (Gergek derisim degerleri, mg/L)

Deney  B-karoten Zeaksantin ~ Neoksantin  Lutein a-karoten

1 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
2 0,6 0,2 0,4 0,2 0,2
3 0,2 0,4 0,2 0,2 1,0
4 0,4 0,2 0,2 1,0 0,6
5 0,2 0,2 1,0 0,6 0,8
6 0,2 1,0 0,6 0,8 0,2
7 1,0 0,6 0,8 0,2 0,8
8 0,6 0,8 0,2 0,8 0,8
9 0,8 0,2 0,8 0,8 0,4
10 0,2 0,8 0,8 0,4 0,6
11 0,8 0,8 0,4 0,6 1,0
12 0,8 0,4 0,6 1,0 0,8
13 0,4 0,6 1,0 0,8 1,0
14 0,6 1,0 0,8 1,0 1,0
15 1,0 0,8 1,0 1,0 0,2
16 0,8 1,0 1,0 0,2 0,6
17 1,0 1,0 0,2 0,6 0,4
18 1,0 0,2 0,6 0,4 1,0
19 0,2 0,6 0,4 1,0 0,4
20 0,6 0,4 1,0 0,4 0,4
21 0,4 1,0 0,4 0,4 0,8
22 1,0 0,4 0,4 0,8 0,6
23 0,4 0,4 0,8 0,6 0,2
24 0,4 0,8 0,6 0,2 0,4
25 0,8 0,6 0,2 0,4 0,2

Cizelge 3.11. 1. validasyon set dizayninin korelasyon katsayilari

B-karoten Zeaksantin ~ Neoksantin  Lutein a-karoten

B-karoten 1
Zeaksantin 0 1
Neoksantin 0 0 1
Lutein 0 0 0 1
a-karoten 0 0 0 0 1
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Cizelge 3.12. II. Validasyon set dizayn1 (Kodlanmis degerler)

Zeaksantin  Neoksantin  Lutein a-karoten

[-karoten

Deney

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25

41



Cizelge 3.13. I1. Validasyon set dizayni (Gergek derisim degerleri, mg/L)

Deney B-karoten  Zeaksantin  Neoksantin  Lutein a-karoten

1 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
2 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
6 0,4 04 0,4 0,4 0,4
7 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
9 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
10 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
11 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
12 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
13 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
14 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
15 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
16 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
17 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
18 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
19 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
20 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
21 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
22 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
23 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
24 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
25 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

Cizelge 3.14. 11. Validasyon set dizayninin korelasyon katsayilari

B-karoten  Zeaksantin  Neoksantin  Lutein a-karoten

B-karoten 1
Zeaksantin 1 1
Neoksantin 1 1 1
Lutein 1 1 1 1
a-karoten 1 1 1 1 1
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4. BULGULAR

Bu c¢aligmada elde edilen bulgular dort ana baslikta toplanabilir. Bunlar;
® Spektroskopik yéntemler

® Kromatografik yontemler

® Kemometrik yontemler

4.1. Spektroskopik yontemler

4.1.1. Folin-Ciocalteu yontemi

Bu calismada ekstrakte edilen (Sekil 3.1.) Chlamydomonas reinhardtii mikroalg
numunelerinin Folin-Ciocalteu yontemi ile igeriginde bulunan toplam fenolik madde
miktar1 belirlenmistir. UV-VIS spektrofotometresinde 750 nm dalgaboyunda olgtimler
yapilmistir. Toplam fenolik madde miktarini tayin edebilmek i¢in standart madde olarak
gallik asit kullanilarak (0,1-60 mg/L gallik asit derisimi araliginda) kalibrasyon grafigi
olusturulmustur (Cizelge 4.1.). Kalibrasyon denklemi kullanilarak farkli oksidatif strese
maruz birakilan mikroalg numunelerinde bulunan toplam fenolik madde miktar1 ‘mg

gallik asit/g ornek’ olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.1. Folin-Ciocalteau yontemi i¢in kalibrasyon grafigi

Gallik asit derisimi y=mx+b R?
(mg/L)
Toplam fenolik 0,1-60 y = 0,0289x - 0,0185 0,9973

madde miktar1
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Cizelge 4.2. Farkli oksidatif strese maruz birakilmis olan Chlamydomonas reinhardtii
mikroalg numunelerinde bulunan toplam fenolik madde miktar1 (mg gallik asit/g 6rnek)

Zaman Ornekler Toplam fenolik madde
miktari

(mg gallik asit/g 6rnek)
Kontrol 0,33+0,01
1uM H202 0,46+0,01
2 saat 5UM H20; 0,3240,01
20uM H20: 0,30+0,01
Kontrol 0,36+0,02
1uM H20; 0,41+0,01
245t 5 TH,0; 0,37+0,01
20uM H20: 0,35+0,01
Kontrol 0,34+0,01
1uM H20: 0,47+0,02
725t e M HL0; 0,3520,01
20uM H20: 0,31+0,01

Ortalama * standart sapma

4.1.2. CHROMAC yontemi

Tez kapsaminda yapilan bu calismada Sekil 3.1°de gosterildigi gibi ekstrakte edilen
mikroalg numunelerinin CHROMAC yontemi ile antioksidan kapasite degerlerini tayin
edilmistir. UV-VIS spektrofotometresinde 540 nm dalgaboyunda 6l¢timler yapilmustir.
Antioksidan kapasite miktarlarin1 belirlemek i¢in standart madde olarak troloks
kullanilarak (5-70 mg/L) kalibrasyon grafigi olusturulmustur (Cizelge 4.3.).
Kalibrasyon denklemi kullanilarak oksidatif strese maruz birakilan mikroalg
numunelerinde bulunan antioksidan kapasite degeri ‘mg troloks/g ornek’ olarak

hesaplanmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.3. CHROMAC yontemi i¢in kalibrasyon grafigi

Troloks derisimi y=mx+b R?
(mg/L)
Antioksidan 5-70 y = 0,0035x + 0,0964 0,9923

kapasite degeri
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Cizelge 4.4. Farkli oksidatif strese maruz birakilmis olan Chlamydomonas reinhardtii
mikroalg numunelerinde bulunan antioksidan kapasite degerleri (mg troloks asit/g
ornek)

Zaman Ornekler Antioksidan kapasite degeri
(mg troloks asit/g 6rnek)
Kontrol 6,86 +0,10
1uM H20, 7,55%0,40
2 saat 5UM H20; 6,95+0,06
20uM H20- 5,47+£0,59
Kontrol 6,76x0,37
1M Hz0 7,07+0,24
24 saat : :
SMM H:0: 6,93+0,11
20uM H20- 6,58+0,05
Kontrol 7,49+0,05
1uM H-0; 9,17+0,16
72 saat : :
SuM R0, 8,52+0,60
20uM Hz0, 7,49+0,07

Ortalama * standart sapma

4.2. Kromatografik yontemler

4.2.1. HPLC -DAD sonuclan

Yapilan bu g¢alismada farkli oksidatif strese maruz birakilmis olan Chlamydomonas
reinhardtii mikroalg numunelerinde bulunan bazi karotenoidlerin varligi belirlenmig
olup, miktarlar tayin edilmistir. Oncelikle karotenoid tayini i¢in dnce mobil faz se¢imi
yapilmis ve temin edilen standart maddeler ile HPLC-DAD cihazinda yontem
gelistirilmistir. Analiz sirasinda gradient ¢6ziicii programi uygulanmis ve karotenoidler
450 nm dalgaboyunda tayin edilmistir. Standart bilesiklerden olusturulan belirli
derisimdeki (10 mg/L) karisima HPLC-DAD cihazinda gradient ¢oziicii programi
uygulanarak kromatogram olusturulmustur (Sekil 4.1.). Standart karotenoid
bilesiklerinin UV spektrumlar1 ve alikonma zamanlar1 karsilastirilarak mikroalg
numunelerindeki karotenoid bilesiklerinin varlig tespit edilmistir. Daha sonra standart
karotenoid bilesikleri kullanilarak kalibrasyon grafikleri olusturulmustur (Cizelge 4.5.).

Farkli oksidatif strese maruz birakilmis olan Chlamydomonas reinhardtii mikroalg
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numunelerinde bulunan karotenoid miktarlar1 kalibrasyon denklemleri yardimiyla

hesaplanmistir (Cizelge 4.6.).

160 - 3
140 ~
120 ~
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80 ~

mAU

60 ~

5
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.
0 T 1
30 40

0] 10 20

Alikonma zamam (dk)

Sekil 4.1. 2 saat boyunca 1 pM H20> oksidatif stres altindaki C. reinhardtii mikroalg
ekstraktinin HPLC-DAD kromatogrami. Dedeksiyon 450 nm’de gergeklestirildi. Pik
siralamast 1.Neoksantin, 2.Lutein, 3. Zeaksantin, 4. a-karoten, 5. B-karoten
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Cizelge 4.5. Karotenoidlerin HPLC-DAD cihazi ile analizi i¢in belirlenen analitik parametreler

. 40 . , | LOD | LOQ | Peak purity | Kapasite faktort | Segicilik faktort
Karotenoidler Derisim (mg/L) y=mx+b R (mg/L) | (mg/L) (%) (k") @)
Astaksantin 0,25-10 y =153,6x-86,365 |0,995| 0,01 | 0,07 99,87 4,19 1,12
Lutein 0,25-10 y=71224x-1,9159 |0,998| 0,02 | 0,06 99,88 5,04 1,19
Kantaksantin 0,25-10 y=277,49x - 148,09 ]0,994| 0,02 | 0,05 99,91 6,03 1,31
B-kriptoksantin 0,25-10 y =57,735x - 22,287 |0,997 | 0,02 0,06 99,98 7,94 1,17
B-karoten 0,25-10 y = 154,46x - 19,5 0,998| 0,06 | 0,21 99,99 10,56 1,04
a-karoten 0,25-10 y =118,09x -17,225 |0,999| 0,02 | 0,06 98,52 9,53 1,11
Zeaksantin 0,25-10 y = 265,7x-23,055 0,998 | 0,04 0,12 99,50 6,00 1,06
Neoksantin 0,25-10 y = 35,158x+2,4447 10,997| 0,01 0,02 96,89 3,15 1,15
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Cizelge 4.6. Chlamydomonas reinhardtii mikroalg numunelerinde bulunan karotenoid miktarlar1 (mg/g 6rnek)

Zaman Ornekler Neoksantin Lutein Zeaksantin a-karoten p-karoten

Kontrol 0,87£0,01 2,63+0,22 0,02+0,01 0,11+0,01 0,15+0,01

1 pM H202 1,990,14 5,75+0,37 0,10+0,01 0,2510,01 0,29:0,01

iy 5 uM H.0; 1,34+0,05 4,03+0,19 0,0520,01 0,17+0,01 0,19+0,01

20 uM H:0; 1,02+0,05 3,2510,28 0,03+0,01 0,10+0,01 0,11+0,01

Kontrol 0,52+0,03 1,76+0,16 0,010,01 0,09+0,01 0,100,01

1 pM H202 1,63+0,14 3,8510,34 0,08+0,01 0,17+0,01 0,20£0,02

24 saat 5 M H.0> 0,05+0,01 2,27+0,21 0,02+0,01 0,08+0,01 0,11+0,01

20 UM H-02 0,8420,03 1,99+0,16 0,02+0,01 0,05:0,01 0,09:+0,01

Kontrol 0,58+0,01 1,82+0,02 0,020,01 0,10+0,01 0,11:0,01

1 pM H20; 0,370,02 1,22+0,08 0,02+0,01 0,07+0,01 0,09+0,01

72 saat 5 UM H202 0,24%0,01 0,55+0,02 X X 0,0620,01
20 UM H-02 0,13%0,01 0,10+0,01 X X X

Ortalama * standart sapma, x: Tayin edilemedi.
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4.3. Kemometrik yontemler

Kemometrik yontemler i¢in ¢ok degiskenli kalibrasyon teknigine gore hazirlanan
kalibrasyon ve validasyon setlerinde bulunan 25 adet ¢6zeltinin HPLC kromatogramlari
alindi. Elde edilen kromatografik veriler, 6n islem teknikleri ile analize hazirlandiktan
sonra cok degiskenli kalibrasyon tekniklerinden kismi en kiiclik kareler regresyonu
(PLS) ve temel bilesen regresyonu (PCR) analizleri ile her bir ¢ozeltide bulunan
karotenoid miktarlart bulunmustur. PCR ve PLS analizleri i¢cin MATLAB version
8.1.0.604 (R2013a) (MathWorks, Inc., Natick, MA, USA) programi kullanilmigtir. PCR
ve PLS algoritmalarinda karisim iginde bulunan maddelerin kantitatif tayininde énemli
bir faktér olan optimum bilesen sayis1 degeri hesaplandi. Sekil 4.2°de kalibrasyon
dizayni i¢in secilen optimum bilesen sayis1 degeri PCR i¢in 6 ve PLS i¢in 5 olarak
secilmistir. Her bir karotenoid icin ortalama karekok hata degerleri hesaplandi ve PCR
ve PLS sonuglar karsilagtirildi. Kalibrasyon dizayni i¢in PCR ydntemi ile bulunan
tahmini karotenoid derisimleri Cizelge 4.7°de, PLS yontemi ile bulunan tahmini
karotenoid derisimleri Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Cizelge 4.9.’de ise kalibrasyon ve
validasyon setleri i¢in PCR ve PLS ile hesaplanan ortalama karekok hata degerleri
verilmistir. Daha sonra farkli H20: konsantrasyonlarinda oksidasyona ugratiimis
Chlamydomonas reinhardtii mikroalginde bulunan karotenoidler HPLC ile analiz
edilmistir. Ayrica bu gergek Orneklerde bulunan karotenoid miktarlar, PCR ve PLS
yontemleri ile tahmin edilerek gergcek ve tahmini derisim degerleri karsilastirilmistir

(Cizelge 4.10).

49



0.45
0.4
0.35

——PCR
——PLS

o
w
1

0.25

0.15

RMSECV (mg/L)
o
N

©
[
1

0.05

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Temel bilesen sayisi

Sekil 4.2. Kalibrasyon dizayni i¢in se¢ilen optimum PCR ve PLS bilesen sayisi

50



Cizelge 4.7. PCR yontemi ile bulunan tahmini karotenoid derisimleri (mg/L)

Deney B-karoten Zeaksantin Neoksantin Lutein a-karoten
1 0,63 0,60 0,59 0,63 0,60
2 0,55 0,18 0,99 0,99 0,40
3 0,21 0,98 0,99 0,40 1,02
4 1,00 0,98 0,39 0,98 0,60
5 1,03 0,43 0,98 0,62 0,76
6 0,41 0,99 0,59 0,81 0,36
7 1,01 0,59 0,82 0,39 0,36
8 0,60 0,82 0,40 0,41 0,26
9 0,74 0,43 0,40 0,19 0,36
10 0,39 0,43 0,20 0,41 0,61
11 0,45 0,19 0,40 0,62 1,01
12 0,23 0,43 0,59 0,97 0,23
13 0,42 0,58 0,99 0,19 0,24
14 0,55 0,98 0,21 0,21 0,81
15 1,04 0,18 0,20 0,81 0,23
16 0,21 0,18 0,82 0,18 0,59
17 0,23 0,82 0,20 0,61 0,34
18 0,73 0,18 0,59 0,40 0,78
19 0,22 0,58 0,39 0,80 0,76
20 0,61 0,43 0,83 0,82 1,04
21 0,38 0,81 0,82 0,98 0,79
22 0,76 0,81 0,99 0,80 0,58
23 0,78 0,99 0,83 0,62 0,22
24 1,06 0,82 0,59 0,17 1,01
25 0,76 0,58 0,20 0,98 1,02
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Cizelge 4.8. PLS yontemi ile bulunan tahmini karotenoid derigimleri (mg/L)

Deney B-karoten Zeaksantin Neoksantin Lutein a-karoten
1 0,62 0,60 0,59 0,63 0,61
2 0,58 0,19 0,99 1,00 0,38
3 0,20 0,98 1,00 0,39 0,99
4 1,00 0,98 0,39 0,98 0,60
5 1,01 0,43 1,00 0,62 0,80
6 0,41 0,99 0,59 0,81 0,37
7 1,00 0,59 0,81 0,40 0,37
8 0,59 0,82 0,39 0,41 0,22
9 0,80 0,43 0,39 0,19 0,38
10 0,40 0,43 0,21 0,41 0,62
11 0,40 0,18 0,39 0,62 1,00
12 0,20 0,43 0,59 0,97 0,21
13 0,40 0,58 0,99 0,19 0,22
14 0,59 0,99 0,20 0,21 0,81
15 0,99 0,18 0,21 0,81 0,21
16 0,19 0,19 0,81 0,18 0,61
17 0,21 0,82 0,21 0,60 0,36
18 0,80 0,18 0,59 0,40 0,82
19 0,20 0,59 0,39 0,80 0,80
20 0,59 0,43 0,81 0,82 1,00
21 0,41 0,82 0,81 0,98 0,80
22 0,81 0,81 1,00 0,80 0,61
23 0,80 0,98 0,82 0,61 0,21
24 1,01 0,81 0,59 0,18 0,99
25 0,80 0,58 0,21 0,98 1,00
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Cizelge 4.9. Kalibrasyon ve validasyon setleri i¢in PCR ve PLS ile hesaplanan ortalama karekok hata degerleri

Karotenoid derisimleri i¢in ortalama karekok hata (RMSE) degerleri (mg /L)

B-karoten Zeaksantin Neoksantin Lutein a-karoten
Kalibrasyon seti 0,0348 0,0201 0,0136 0,0168 0,0300
PCR Validasyon seti 1 0,2656 0,2822 0,2901 0,2856 0,2701
Validasyon seti 2 0,2009 0,2850 0,3057 0,2607 0,2895
Kalibrasyon seti 0,0083 0,0189 0,0107 0,0155 0,0166
PLS Validasyon seti 1 0,0083 0,0189 0,0107 0,0155 0,0166
Validasyon seti 2 0,0084 0,0194 0,0130 0,0122 0,0136
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Cizelge 4.10. Gergek ornekler icin PCR ve PLS ile hesaplanan ortalama karekok hata degerleri

Karotenoid derisimleri icin ortalama karekok hata (RMSE) degerleri (mg /L)

p-karoten Zeaksantin Neoksantin Lutein a-karoten
PCR Gercek ornekler 0,5812 1,4323 0,1579 0,1866 0,1535
PLS Gercek ornekler 0,0500 0,4300 0,0252 0,2800 0,1320
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5. TARTISMA VE SONUC

Vicudumuzda oksidan - antioksidan dengesi bulunmaktadir. Bu denge; kimyasal
reaksiyonlar sonucu veya dis etkenler sebebiyle olusan serbest radikallerin kararli hale
gelebilmek igin lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine saldirarak hasar
vermesiyle bozulabilir ve var olan antioksidan savunma mekanizmasi dnleyemediginde
oksidatif stres diye adlandirilan durum meydana gelir (Gaparovic ve ark. 2010). Bu
durumda disaridan alinan tokoferol, askorbik asit, karotenoid gibi antioksidan 6zellige
sahip molekiiller serbest radikallere kendi elektronlarin1 vererek radikalleri siipiiriir ve
okside olmalarini engeller (Liu ve ark. 2007, Khalil ve ark. 2010, Noori 2012, Chang
ve ark. 2013). Oksidanlarin organizma {izerindeki etkisi ise, oksidanin tiiriine,
yogunluguna, cesitli antioksidanlarin bilesimine, aktivitelerine ve onarim sistemlerinin
yetenegine baglidir (Rahal ve ark. 2014). Antioksidan maddelerin oksidatif hasari
engelleyici etkisi olmasi giinlimiizde gergeklestirilen pek ¢ok calismanin da arastirma

konusu olmustur.

Yapilan ¢aligmalarda antioksidanlarin tayini; Folin—Ciocalteu, DPPH, ABTS, FRAP,
CUPRAC ve CHROMAC tayin metodu ile spektroskopik, kromatografik ve
kemometrik yontemlerle gerceklestirilebilmektedir. Yaban mersini ile gergeklestirilen
bir ¢aligmada antioksidan tayinleri spektroskopik yontemler kullanilarak toplam fenol
tayini (Folin—Ciocalteu yontemi) ile ABTS ve DPPH o&l¢umleri FT-IR ve Raman
spektroskopisi ile yapilmistir (Zheng ve ark. 2017). Phlomis armeniaca bitkisinde
bulunan antioksidan Ozellige sahip fenolik bilesenler kromatografik yontemlerden
HPLC kullanilarak tayin edilebilmistir (Sarikiirk¢ii ve ark. 2015). Kayimn agaci kabugu
(Fagus sylvatica L.) ile gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise HPLC-MS/MS ile
ABTS, DPPH ve FRAP metodu kullanilarak antioksidan bir madde olan polifenol
miktarlar1 ¢ok fazla deney yapmadan kemometrik yontemlerle tahmin edilmeye

calisilmistir (Hoffman ve ark. 2017).
Mikroalgler, igerdikleri karotenoid nedeniyle dogal antioksidanlarin umut verici

kaynaklarindan biri olarak goriilmektedir (Goiris ve ark. 2015). Besin piramidinde

mikroalgler iiretici sinifina girdigi i¢in yani enerjinin ve besinin kullanilabilirliginde
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onciil olmasi nedeniyle ve de kullanilabilirliginin saglanabilmesi i¢in bu calismada

Chlorophyta familyasina ait C.reinhardtii mikroalgi ile ¢aligiimistir.

Mikroalglerin karotenoid sentezlemesi sirasinda oksidatif stres (1s1k, pH, azot, fosfor
gibi) uyguladiginda biyosentezinde farkliliklar meydana gelmektedir. Mikroalglerden
karotenoid biyosentezinin ilk asamasinda izopentenildifosfat (IPP), dimetilallildifosfata
(DMAPP) izomerize olmakta ve sonra geranilgeranildifosfatsentaz (GGPPsentaz)
enzimi ile 20 karbonlu geranilgeranildifosfat (GGPP) meydana gelmektedir. GGPP’nin
fitoen sentaz (PSY) enzimi kondenzasyonu ile fitoen olusmaktadir. Fitoen
denatlirasyona ugrayarak likopeni olusturmakta ve diger karotenoidlerin olusumu
sirasinda da iki farkli halkalagsma reaksiyonuna ugramaktadir. Halkalagsma reaksiyonu
olusan karotenoidler ise oksidatif strese ugratildiginda yapilarinda bulunan enzimler
araciligiyla birbirine dontismektedir. C. reinhardtii, Volvox carteri veya Chlorella
vulgaris genomlarinda benzersiz bir PSY kodlayan gen bulunmustur, ancak diger bazi
Chlorophyta grubuna ait mikroalglerde (D. salina gibi) stres kosullarina karsi farkli
olarak diizenlenmis bir tepkinin sonucu olarak PSY gen ailelerinin iki siifi mevcut
oldugu goriilmektedir. Kisaca bahsetmek gerekirse, her mikroalge 0zgii olan
karotenoidler gerekli enzimler kullanilarak sentezlenebilmektedir (Britton 1992,
Tiirkcan ve Okmen 2012). Mikroalglerin biyosentez semasina gore bakildiginda bu
karotenoidlerden a-karotenin luteine, B-karotenin de zeaksantin ve neoksantine
dontigebildigi goriilmektedir (Sekil 5.1.) (Cordero ve ark. 2011, Varela ve ark. 2015,
Butnariu 2016).

Likopen
a-karoten B-karoten ——> Kantaksantin
Lutein Zeaksantin ——> Astaksantin
Neoksantin

Sekil 5.1. C.reinhardtii mikroalginde bulunan karotenoidlerin olusumu
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Bu ¢alismada C.reinhardtii mikroalgi farkli konsantrasyonlarda farkli zamanlarda H,O>
ile oksidasyona ugratilip karotenoid bilesikleri tayin edilmistir. Karotenoid
bilesiklerinin tayin edilmesinde kullanilan yontemler ii¢ baslikta toplanabilir. Bunlar;

® Spektroskopik yéntemler

® Kromatografik yontemler

® Kemometrik yontemler

Farkli konsantrasyonlarda (1, 5 ve 20 uM H203) oksidatif strese ugratilan ve ekstrakte
edilen Chlamydomonas reinhardtii mikroalg ornekleri spektroskopik ydntemlerden
Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak iceriginde bulunan toplam fenolik madde miktari
ile CHROMAC yontemi kullanilarak antioksidan kapasite miktarlari tayin edilmistir.
Toplam fenolik madde miktari ile antioksidan kapasite miktarlar1 verilerinin korelasyon
katsayist 0,58 bulunmustur. Bu durum sonuglarin birbiriyle uyumlu oldugunu
gostermektedir. Zaman sabitken H>O» derisimi arttirildiginda toplam fenolik madde
miktar1 ile antioksidan kapasite miktarlar1 azalmistir (Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.4.). En
yiiksek miktarlar ise 72 saat boyunca 1 pM H20: oksidatif stres uygulanan érneklerden
elde edilmistir. Bu durum 72 saat sonunda hiicre yikimida oldugu icin karotenoid

maddelerin ortamda fazla oldugunu gostermektedir.

Kromatografik olarak antioksidanlarin tayininin gergeklestirilebilmesi i¢in Oncelikle
HPLC-DAD cihazinda yontem gelistirme ¢alismalar1 yapilmistir. Bunun i¢in daha 6nce
yapilan calismalar incelenmistir. Ters faz kromatografi kullanilarak yapilan
caligmalarda 1yi bir ayirimin saglanabilmesi i¢in hidrofobi, silanol aktivite, molekiillerin
yapilar1 ve polar segicilige dikkat edilmektedir. Oncelikle analite uygun bir kolon ve
hareketli (mobil) faz secimi gerekmektedir. Yapilan birka¢ calismada karotenoidlerin
daha az polar yapida olmasi nedeniyle genellikle polarligi daha az c¢oziiciiler
kullanilmakta ve sulu f{riinlerde liyofilizasyon islemine gerek duyulmaktadir
(Rodriguez-Amaya 2014). Karotenoid tayini i¢in kolonlar iizerinde yapilan bir
calismada kolonlarin silanol aktiviteleri ve hidrofobikligi karsilastirilmistir. Silanol
aktivite arttikca hidrofobiklik azalmaktadir. P—karoten ve likopen, luteinden daha
hidrofobik olmasi nedeniyle C18 kolonu ile yapilan tayinlerde alikonma siireleri daha

kisa olmaktadir ve bu durum bazi C18 kolonlarda ¢ok iyi bir ayirma saglayamadig:
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pikin simetrisinin bozuldugu, pik kuyruklanmasina neden oldugu goriilmiistiir. C30
kolonlarinda ise kolonda karotenoidlerin ozelliklede daha az polar yapidakilerin
tutunmasi saglanacagindan alikonma stireleri daha fazla ve analizlerin daha uzun oldugu
gorilmistir (Ligor ve ark. 2014). Yapilan c¢alismalarda silanol aktiviteyi en aza
indirebilmek igin sabit (durgun) faza uygun modifierler ilave edilmektedir. Kolonun
yiizeyi daha kiigiik silanlarla degistirilerek silanol gruplarin aktivitesi diigiirilmektedir.
Bunun i¢in c¢ogunlukla mobil faza trietilamin (TEA), amonyum tuzlarn ve
dimetiloktilamin (DMOA) eklenerek sabit fazin silanol aktivitesi diisiiriilmekte ve daha
az polarliktaki karotenoidlerin daha iyi ayrilmasmmi yani pik kuyruklanmalarini
engellemektedir (Aral 2013, Ligor ve ark. 2014). Yaptigimiz bu ¢alismada ise ilk etapta
XBridge C18 (3,5 um, 4,6x250 mm; Waters) kolonu ile denemeler yapilmistir ama
daha iyi ayirimlarin saglanabilmesi icin YMC Carotenoid C30 kolonu (5 um, 4,6x250
mm) ile calisgilmig ve pik kuyruklanmalarmin oOniine gecebilmek i¢in mobil faza

modifier olarak TEA eklenmistir.

Hareketli faz seciminde ise ters faz kromatografi kullanildig1 icin polar ¢oziiciiler
kullanilmistir. Karotenoidlerin etkili bir sekilde ayrilmasi i¢in yapilan aragtirmalardan
HPLC-DAD cihaz1 ve YMC kolonu kullanilarak yapilan bir ¢calismada hareketli faz
olarak; %3 (v/v) su ve 0,05 M amonyum asetat iceren metanol (¢cozici A) ile %100
TBME (¢oziicii B, %0,05 TEA veya %0,1 BHT igeren) kullanilmistir. Bu yontem ile
trans-neoksantin, trans-violaksantin, cis-neoksantin, trans-zeaksantin, trans-lutein, trans-
[B-karoten ve cis-pB-karoten gibi bir¢ok karotenoid tayin edilebilmistir (Taylor ve ark.
2006). Yapilan baska bir ¢alismada ise yine hareketli faz olarak; metanol (%0,1
amonyum asetat iceren) ve TBME kullanilmistir ve 39 tane karotenoidin ayrimi
gerceklestirilmistir (Melendez-Martinez ve ark. 2013). Gergeklestirilen bu gibi
arastirmalardan faydalanarak bu c¢alismada da karotenoid bilesiklerinin tayini ig¢in

HPLC-DAD cihazinda yontem gelistirilmistir.

Bu calismada 1,0 mL/dk akis hiz1 ile 20 pL’lik enjeksiyon hacminde gelistirilen yontem
ile gradient ¢oziicii programinda c¢alisilmistir (Cizelge 3.5.) ve karotenoidler 450 nm
dalgaboyunda tayin edilmistir. Hareketli faz olarak %95 metanol- %5 H20 (H20: %0,05

trimetilamin icermektedir.) (¢cozuct A) ve tert-bltil metil eter (¢ozicu B) ¢Oziculeri
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kullanilmistir. Standart bilesiklerden olusturulan belirli derisimdeki (10 mg/L) karisima
HPLC-DAD cihazinda gradient ¢oziicii programi uygulanarak analiz edilmistir (Sekil
4.1.). HPLC-DAD yonteminin dogrusalligt 0,25-10 mg/L derisim araliginda
karotenoidlerin tayini i¢in arastirilmistir. Farkli karotenoid bilesikleri kullanilarak
cizilen kalibrasyon grafiklerinden her biri i¢in regresyon katsayilar1 elde edilmistir.
Cizelge 4.5’de goriildiigii gibi C.reinhardtii mikroalginde bulunan bazi karotenoidlerin
(Lutein, B-karoten, a-karoten, zeaksantin, neoksantin) tayin limiti (LOD) ve 6l¢im
limiti (LOQ) degerleri hesaplandi. Bu yontemle olusturulan kromatogramda farkl
karotenoid piklerinin en az % 96,89 oraninda saf olarak ayrildigi goriilmektedir. Elde
edilen bu degerler karotenoid bilesiklerinin HPLC-DAD metodu ile ayiriminin basarili
oldugunu gostermistir. Daha sonra farkli oksidatif stres ortamlarinda iiretilen
C.reinhardtii mikroalginde bulunan karotenoidlerin uygun ekstraksiyon kosullari
saglanarak analizi gerceklestirilmigtir. Sekil 5.2.-5.6.’de karotenoid miktarlarinin H20»
derisimi ve zamana bagl degisimi gosterilmistir. Mikroalge oksidatif stres olarak
uygulanan H>O2 miktar1 inkiibasyon siiresi ayniyken arttirtldiginda karotenoid miktari
azalmaktadir. Fakat bu miktarlarin mikroalgin oksidasyona ugramamis halindeki
karotenoid derisiminden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. H2O> miktar1 sabitken ise
karotenoid miktarlarindaki siralama 2>24>72 saat oldugu tespit edilmistir. Burada 72
stireyle inkiibasyona birakilan karotenoid miktar1 en fazla 2. Saatte oldugu gortilmiistiir.
H202, toksik hiicre metaboliti olmasinin yani siraoksidatif strese karsi hiicre savunma
mekanizmasina uyarict etkisi olan sinyal verici bir molekildir (Chang ve ark.2013).
Normal kosullarda hiicre ortaminda uM seviyesinde H>O», 12 saatte pargalanmaktadir
(Koman ve ark. 2015). Buna gore mikroalgde bulunan antioksidan savunma
mekanizmasininda devreye girmesiyle karotenoid miktarlar1 artmaktadir. 72 saatten
sonra hiicre yikimi baslamasi nedeniyle de karotenoid miktarlarinda azalmalar

g6zlenmektedir.
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Sekil 5.2. C. reinhardtii mikroalginde bulunan neoksantin miktarlarina H>O> etkisi

7 -

6 .
4
Es
O
247
c 2 saat
23
5 m 24 saat
= 2 - m 72 saat

1 |

0 T T T

Kontrol 1uM 5 uM 20 uM
Uygulanan H,O, oksidatif stres derisimi

Sekil 5.3. C. reinhardtii mikroalginde bulunan lutein miktarlarina H2Oz etkisi
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Sekil 5.6. C. reinhardtii mikroalginde bulunan B-karoten miktarlarina H,O etkisi

Yapilan spektroskopik ve kromatografik calismalar kemometrik ¢alismayla da
desteklenmistir. Ozellikle kantitatif tayinlerde, iist iiste ¢akisan spektrumlarin ya da
kromatogram piklerinin bulunmast durumunda ¢ok degiskenli kalibrasyon teknikleri ile
karisim i¢indeki bilesenlerin miktar1 tahmin edilebilmektedir. Yaptigimiz bu ¢aligmada
karistm halindeki  Sekil 5.7.’deki karotenoid bilesiklerinin ve Ornekte bulunan
karotenoid bilesenlerini ayirma islemi gerekmeden c¢ok degiskenli kalibrasyon
tekniklerinden kismi en kiigiik kareler regresyonu (PLS) ve temel bilesen regresyonu
(PCR) kullanilarak igerigindeki karotenoid miktarlari tahmin edilmistir. Bunun icin
oncelikle ¢ok degiskenli kalibrasyon teknigine gore 5 tane standart karotenoid
bilesiklerinden farkli konsantrasyonlarini igeren kalibrasyon ve validasyon setlerinde
bulunan 25 adet c¢ozeltinin HPLC kromatogramlari alinmistir. PLS ve PCR
algoritmalarinda karisim iginde bulunan maddelerin kantitatif tayini igin optimum
bilesen sayisi1 degeri hesaplandi. Elde edilen kromatografik veriler, 6n islem teknikleri
ile analize hazirlandiktan sonra PLS ve PCR analizleri ile her bir ¢ozeltide bulunan
karotenoid miktarlart bulunmustur (Cizelge 4.7.-4.8.). Her bir karotenoid i¢in % hata
degerleri hesaplanmistir. Tahmini konsantrasyonlar i¢in % hata degerlerine bakildiginda
kalibrasyon seti icin PLS hata degerleri PCR hata degerlerinden daha diisiik

bulunmustur.
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Sekil 5.7. Yapilan bu arastirmada 6rnekte bulunan karotenoidlerin UV-VIS spektrumu

PLS ve PCR sonuglarmin gecerliligi iki validasyon seti (I. validasyon ve II. Validasyon
seti) hazirlanarak kontrol edilmistir. Bilinen konsantrasyonlarda hazirlanan 25 adet
karotenoid ¢ozeltisinin absorbans degerleri kullanilarak PLS ve PCR kalibrasyon
modeline uygulandi ve her iki validasyon set i¢in ger¢ek degerden sapmayi gdsteren
hata degerleri hesaplanmistir. Test 1 ve test 2’nin hata degerleri karsilastirildiginda test
I’hatalarinin daha az oldugu goriilmistiir. Buna gore basarili bir kemometrik tayin
yapabilmek icin korelasyon katsayisi 1 olan test kullanilmalidir. Ayrica test setler i¢in
PLS hata degerleri PCR hata degerlerine gore daha diisiiktiir. Elde edilen sonuglara
gore; mikroalglerde bulunan karotenoidlerin  miktar tayinlerinin  kemometrik

yontemlerle belirlenmesinde en uygun metod PLS metodudur.

Son zamanlarda yapilan literatiir caligmalarina bakildiginda mikroalglerde antioksidan
igerigini arttirabilmek i¢in 151k, pH ve besin stresi gibi oksidatif strese neden olan
faktorlerin karotenoidler Gzerindeki etkisi incelenmektedir ve alglere oksidatif stres
uygulandiginda hucre blyume profilleri, klorofil tayinleri (spektroskopik), yag icerik
tayinleri (spektroskopik) , spektroskopik toplam karotenoid tayinleri yapilmistir. Fakat;
oksidatif stres uygulandiginda kromatografik ve kemometrik olarak karotenoid tayini
yapilmamistir. Biz de bu calismada farkli oksidatif stres kosullarinda mikroalglerdeki
karotenoidlerin Uzerine etkisi spektroskopik ve kromatografik olarak incelenmistir ve

cok sayida deney yapmadan kemometrik yontemlede karotenoid miktarlarinin tahmin
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edilebildigi ortaya konulmustur. Ayrica mikroalge oksidatif stres uygulayarak istenen

karotenoid bilesiginin daha ¢ok sentezlenmesinin saglanabilecegi goriilmektedir.
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