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ONSOz

Projede, gesitli mikroalglerdeki (Prochlorococcus sp., Scenedesmus protuberans ve
Nitzschia sp.) karotenoidlerin miktarinin artiriimasi, ekstraksiyonu, derisimlerinin belirlenmesi
ve Urunlerin karakterizasyonu hedeflenmistir. Bazi mikroalglerin farkh stres kosullarinda daha
fazla karotenoid Urettikleri, bazi karotenoidlerin ise sadece stres kosullarinda uretildigi
bilindiginden, mikroalgler farkl kiltlr kosullarinda yetistiriimis ve bu kosullarin Griin miktarina
etkisi arastirlmistir. Bu amagla, yuksek performans sivi kromatografi (HPLC), sivi
kromatografi-kutle spektrometri (LC-MS) gibi kromatografik teknikler ve UV-goérinir bdlge
spektrometri kullaniimistir. Oksijen ve 1siga karsi olduk¢a duyarli olan karotenoidlerin
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi icin HPLC ile bir akig-enjeksiyon analiz (FIA) sistemi

tasarlanmis ve igler hale getirilmistir.
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OZET

Mikroskobik canlilardan mikroalgler dnemli enerji kaynaklarindandir. Pigment ve
antioksidan kaynagi olan karotenoidler mikroalgler tarafindan Uretilen Grinlerdendir; saglk
amagh ve dogdal renklendirici olarak kullanilirlar. Cesitli karotenoidlerin dretilmesi i¢in yeni tur
organizmalarin bulunmasi &zel bir énem kazanmistir. Karotenoidlerin analitik olarak
kullanilmasi izolasyonuna yonelik yontemlerin geligtiriimesini de gerekli kilar.

Bu c¢alismada, karotenoidlerin mikroalgler tarafindan biyolojik yollarla utretimi,
drtnlerin  karakterizasyonu ve derigsimlerinin belirlenmesi hedeflenmisti. Bu amacgla,
mikroalglerden (Prochlorococcus sp., Scenedesmus protuberans and Nitzschia sp.)
karotenoidlerin biyosentezi ile elde edilen karotenoidlerin igerik ve seviyeleri belirlenmistir.
Bazi mikroalglerin farkl stres kosullarinda daha fazla karotenoid Urettikleri bilinmektedir. Bazi
karotenoidler ise sadece stres kosullarinda Uretilmektedir. Dolayisiyla, secilen mikroalglerden
yuksek miktarlarda veya yeni karotenoidlerin Uretilebilmesi icin kultir kosullari optimize
edilmigtir.

Liyofilize edilen mikrolagler ¢esitli organik ¢ozgenlerle ekstrakte edilmis ve karotenoid
icerikleri, yliksek performans sivi kromatografi (HPLC), sivi kromatografi-kitle spektrometri
(LC-MS) gibi diger kromatografik teknikler ve UV-gorinur bolge spektrometri ile belirlenmistir.

Calismada kullanilan yesil mikroalglerde (Prochlorococcus sp.'de 2.54 mg/g ve
Scenedesmus protuberans’da 2.45 mg/g) yuksek miktarda lutein, kahverengi mikroalgde
(Nitzschia sp.) ise yuksek miktarda fukoksantin (6.58 mg/g) bulunmustur. Cogu mikroalg turi
stres kosullarinda biyosentez mekanizmalarini degistirmektedir. Bu nedenle, farkli azot
kaynaklari, oksidatif stres kosullari ve farkli 1sik kaynaklarinin yesil mikroalglerde bulunan

lutein, kahverengi algde ise fukoksantin miktarina olan etkisi arastiriimistir.

Karotenoidler, antioksidan O&zellikleri sayesinde c¢esitli saglik sorunlarinda
koruyucu/tedavi edici olarak kullaniimaktadir. Bu nedenle, mikroalglerden elde edilecek
ekstrakt icindeki karotenoidlerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinin 6nemi agiktir.
Onerilen projenin bir bélimiini sdz konusu deneyler olusturulmustur. Ozellikle oksijen ve
ISIga karsi oldukga hassas ve bu nedenle kararsiz olan karotenoidlerin antioksidan aktivite
tayinlerinin 6zenle ve hizh bir sekilde gerceklestiriimesi gerekmektedir. Bu nedenle, HPLC ile

bir akis-enjeksiyon analiz (FIA) sistemi tasarlanmig ve igler hale getirilmistir.



ABSTRACT

Microalgae are the most important energy sources among microorganisms.
Carotenoids, as important pigments and antioxidants, are produced by microalgae and are
used both for health purposes and as natural colorants. There has been considerable
research for the development, identification and determination of new strains of organisms to
produce a variety of carotenoids. New methods for the isolation of carotenoids should be
developed also for analytical purposes.

This study aimed the biosynthesis of carotenoids from microalgae (Prochlorococcus
sp., Scenedesmus protuberans and Nitzschia sp.), their identification and quantification. It is
known that some types of microalgae can produce high amount of carotenoids under
different stress conditions while some others can produce carotenoids only under stress. For
this purpose, cultivation conditions were optimized for the production of new or high value of
carotenoids in the selected microalgal strains.

Freeze-dried microalgae were extracted using various organic solvents and their
carotenoid contents were investigated by high performance liquid chromatography (HPLC)
and other chromatographic techniques such as liquid chromatography-mass spectrometry
(LC-MS) in addition to UV-VIS spectrometry.

In green microalgae, lutein (2.54 mg/g for Prochlorococcus sp. and 2.45 mg/g for
Scenedesmus protuberans) is the most abundant carotenoid. On the other hand, in brown
microalgae, fucoxanthin (6.58 mg/g for Nitzschia sp.) is the highly accumulated carotenoid.
Under stress conditions, many microalgae alter their biosynthetic pathways for the formation
and accumulation of carotenoids. Therefore, the effect of different nitrogen sources, oxidative
stress conditions and different light sources on lutein content in green microalgae and on
fucoxanthin content in brown microalgae were investigated.

Due to their antioxidant properties, carotenoids are used for protection and/or
treatment purposes for solving some health problems. It is, therefore, very important to
investigate the antioxidant properties of carotenoids in organic extract obtained from
microalgae. A part of proposed reasearch covered these experiments. Determination of
antioxidant activities of carotenoids, which are air and light sensitive, has to be performed
rapidly and carefully to obtain reliable results. Therefore, a flow injection analysis (FIA)

system was designed to work with HPLC analysis.
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TURITAR

BOLUM 1

GIRIS

1.1. Mikroalgler ve Karotenoidlerin Onemi

Biyoteknolojik arastirmalarin gelisimi ile birlikte modern biyoteknolojinin uygulama
alanlari da genislemektedir. Basta tip ve tarim alanlarinda olmak (izere insanligin faydasina
sunulan Urdnlerin buylk bir kismi biyoteknolojik ydntemlerle ortaya ¢ikmaktadir. Ginimuzde
biyoteknolojik galismalarda kuf ve mantarlarin yani sira algler de kullanilir. Alglerin bu
konuda tercih edilme nedenleri, gunlik agirliklarini hizhh  bir gekilde artirabilmeleri,
biyoteknolojik islemlerden kolayca gegirilebilmeleri, tretim maliyetlerinin disik olmasi, ¢ok
saylda yararli madde icermeleri ve cevresel etkilere kisa slirede direng gostermeleri olarak
Ozetlenebilir. Alglerin bircogu gida sektdriinde de 6nemli bir yere sahiptir. GUnimuzde
Spirulina, Chlorella ve Dunaliella gibi mikroalgler besleyici degerleri yiksek oldugundan
yiyecek maddesi olarak da kullaniimaktadir. Mikroalglerden elde edilen metabolitler
mikroalgal biyoteknolojinin en ©nemli calisma alanidir. igerdikleri pigment maddeleri,
antibiyotikler, vitaminler nedeniyle tarim, tip, eczacilik alanlarinda ve kozmetik sektoriinde
genis yer bulur.

Pigmentler son yillarda 6nem kazanan metabolitlerdendir. Mikroalgler pigmentlerin
dretiminde potansiyel organizmalar olarak goérilmektedir (Wijffels 2007, Del Campo vd.
2007). Metabolizmanin igleyisi sirasinda oksidasyon sonucu organizmada gesitli hasarlar
yaratan kanser, kalp rahatsizliklari ve bazi kronik hastaliklara sebep olan serbest radikallerin
olusumu, bu radikallerle mucadele eden antioksidan bilesiklere olan ilgiyi artirmistir;
antioksidanlar serbest radikallerin olusumunu engeller (Sekil 1.1) (Rao A.V. ve Rao L.G.
2007). Alglerin fotosentetik pigmentleri arasinda yer alan karotenoidler de kuvvetli
antioksidan etkiye sahiptir. Karotenoidler sadece fitoplankton algler, bitkiler ve sinirli sayidaki
mantar ve bakteriler tarafindan Uretilebilen yag pigmentlerinin bir sinifidir. Yiksek sicaklik,
kuraklik, tuzluluk ve kimyasal toksisite gibi stres kosullari bu canlilardaki karotenoid birikimini
etkilemekte, stres kosullarinda genellikle daha yiksek miktarlarda Uretiimelerine neden
olmaktadir (Wijffels 2007).
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Sekil 1.1 Oksidatif stres, antioksidanlar ve kronik hastaliklar
(Rao A.V. ve Rao L.G. 2007)

1.2. Karotenoidlerin Genel Ozellikleri

Karotenoidler yagda ¢6zinen pigmentlerdir; c¢esitli sebze, meyve, icecek, cicek,
mantar, alg ve hatta kuslara rengini verirler. Agik saridan parlak turuncu ve kirmiziya kadar
degisen renkleri kimyasal yapilarina baghdir (Osganian vd. 2003). Genel anlamda
yiyeceklerde yer alan karotenoidler tetraterpenoidlerin (Ca40) bir kategorisidir; Sekil 1.2’de
gosterildigi gibi sekiz isoprenoid biriminden olusmaktadir (Delgado-Vargas vd. 2000).
Molekulun ortasindan itibaren bu yapi tersine donmus ve bdylece molekul simetrik bir yapi

kazanmistir.
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Sekil 1.2 Karotenoidlerin yapisi ve numaralandirma sistemi
(Delgado-Vargas vd. 2000)



Karotenoidlerin genel anlamda siniflandirilmasi Tablo 1.1’de gdsterilmistir (Delgado-
Vargas vd. 2000). Yiyeceklere rengini veren en iyi bilinen dogal pigmentler karotenoidlerdir
(Francis 1999). Yaygin olarak bulunan karotenoidlerin yapisi Sekil 1.3'de gdsterilmistir (Otles
ve Cagindi 2008, Francis 1985, Stahl ve Sies 1996). Yapisal olarak polien zincirlerden
olusan maddeler bazen halkalar ile sonlanabilir. Lutein ve zeaksantin gibi oksijen atomu
bulunduranlar ksantofil, alfa-karoten, beta-karoten ve likopen gibi oksijensiz karotenoidler ise
karoten olarak adlandirilir.

Tablo 1.1 Karotenoidlerin siniflandiriimasi (Delgado-Vargas vd. 2000)

Siniflandirma kriteri | Alt gruplar ve 6zellikleri Ornekler
Karotenler: Karbon ve hidrojenden a-karoten, 3-karoten, -
Element yapisina olusur. kriptoksantin
gore Ksantofiller: Karbon, hidrojen ve Lutein, zeaksantin, violaksantin,
oksijenden olusur. neoksantin, fukoksantin

B-karoten, B-kriptoksantin, lutein,
zeaksantin, violaksantin,
neoksantin, fukoksantin

Birincil: Fotosentetik slreg igin gerekli
. olanlar
Islevselligine gore

Meyve ve giceklerde bulunan
karotenoidler: a-karoten,
kapsantin, likopen, biksin,

ikincil: Bitkilerin yasamini siirdiirmesi
icin dogrudan gerekli olmayanlar
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Sekil 1.3 En bilinen karotenoidlerin kimyasal yapisi
(I. Baglica karotenler,__ll. Ksantofiller, Ill. Hayvansal karotenoidler
(Otles ve Cagindi 2008)




1.2.1. Fiziksel Ozellikleri

Karotenoidlerin 6nemli fiziksel o6zellikleri arasinda genelde pek c¢ok c¢bzgende
¢6zUunurliklerinin az olmasi ve kararsiz olmalari yer alir (Klaui 1981). Karotenoidler 1sik ve
oksijen varliginda kararsiz molekullerdir (Frickel 1984, Dawson ve Hobbs 1994, Isler ve
Gutmann 1971). Diger taraftan bu molekdller serbest radikaller ile ¢cok hizli reaksiyona girer
ve etkisiz hale gelmelerinde dnemli bir rol oynar. Ayrica lipid peroksidasyonunu da yavaglatir.
Dolayisiyla antioksidan 6zellik sergilerler.

Kimyasal yapilari nedeniyle suda ¢éziinmezler, ancak yagdda iyi ¢ézunurler. Genelde
lipofilik molekllerdir. Aseton, alkol, eter, diklorometan, kloroform ve etil asetat gibi organik
cobzgenlerde kolaylikla ¢gozunebilirler (Nguyen and Schwartz 1998).

Karotenoidlerle caligirken, deneyler sirasinda ¢ok sayida onlem alinmasi gerekir.
Isiksiz ortamda c¢alismak, ¢dzgenlerin ugurulmasi sirasinda azot gazi kullanmak, érnekleri
azot gazi gegirip karanlkta ve —20°C’de saklamak ve son olarak korunmalari igin askorbik
asit, BHT ve pyrogallol gibi bazi sentetik antioksdian maddeler eklemek bunlardan en

onemlileridir.

1.2.2. Kimyasal Ozellikleri

Karotenoidlerin gosterdigi ozelliklerin bu kadar énemli olmasinin nedeni kimyasal
yapilarindan ileri gelir. Trans yapida olan tim karotenoidler konjuge c¢ift bagli, diz ve sabit
molekdullerdir. Ancak cis yapilari duz (lineer) degildir. Dolayisiyla, hicrenin altyapisinda
bulunan kisimlara yerlesme sekilleri de degisir (Britton 1995b). Cesitli nedenlerle
izomerlesmeleri sonucunda yapilari katlanarak degisir ve trans yapiya gore farkllik gosterir.
Uzun konjuge zincirleri karotenoidleri kararsiz olmaya, izomerlesmeye ve oksitlenmeye
uygun hale getirir. Sicaklik, 151k ve asidik ortam nedeniyle kolaylikla izomerlesebilirler
(Falconer 1964).

1.2.3. Spektroskopik Ozellikleri

Karotenoidler uzun ve konjuge c¢ift bagh zincirleri nedeniyle UV-Gérunur bodlgede
karakteristik absorpsiyon bantlari verir. Maksimum absorbans verdigi dalga boyu, bahsedilen

uzun zincirde bulunan gift baglarla ilgilidir (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4 Karotenoidlerin UV-Gorinir boélgedeki genel absorpsiyon spektrumu (Hurst 2008)

En ylksek absorbans verdigi dalgaboylari genelde Roma rakamlari ile (I, 1l ve Ill)
belirtilir. Konjuge c¢ift baglh zincire yeni bir ¢ift bag eklendiginde olusan kromofor grubu
nedeniyle dalgaboyu (Amax), 20-22 nm kadar daha yiksek bir dalgaboyuna kayar
(bathochromic shift). Ancak bu yine de yapida bulunan diger fonksiyonel gruplarin varligina
da baghdir. Sekil 1.5'te karotenoidlerdeki kromofor grubunun absorpsiyona etkisi
gorulmektedir.

Karotenoidlerin absorpsiyon spektrumu ve en yuksek absorbans verdigi dalgaboyu,
molekulin ¢oézundugu ¢dzgene ve ¢bzgen icinde yer alan diger maddelere de baglidir.
Genelde, polaritesi dusuk olan ¢ozgenler en yuksek absorbans verdigi dalgaboyunu
etkilemez. Ornedin, Amax, hekzan, dietileter, methanol ve etanol gibi ¢ézgenlerin varliginda
degismezken durum polar ¢ozgenlerde farklidir. Bazen en ylksek absorbans verdigi

dalgaboyu 30-40 nm kadar daha yuksek dalgaboyuna (bathochromic shift) kayabilir.
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Sekil 1.5 Farkli karotenoidlerin spektral yapiya etkileri
Likopen (—), B-karoten (....) ve kapsantin (— —) ( Hurst 2008)

Karotenoidlerin absorpsiyon spektrumlari karsilastirilirken vyalnizca en yuksek
absorbans verdigi dalgaboyuna bakilmaz. Bunun diginda karotenoid yapisi da absorpsiyon

profili Gzerinde etkilidir. Sekil 1.6 ¢esitli karotenoid yapilarinin UV-Goérinlr bdlge absorpsiyon

spektrumlarina olan etkilerini gostermektedir. Bu bilgi karotenoidlerin yapi tayininde
kullanilan baglica 6zellikleridir (Britton 1995b).
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Sekil 1.6 Farkli kromofor ve fonksiyonel gruplarin, karotenoidlerin UV-Gorinir bélgedeki absorpsiyon
spektrumlarina olan etkileri. (A) Kromofor grubunun uzunlugu (B) Halkali yapinin etkisi, (C)
Hidroksil grubunun varligi (D) Epoksi yapinin bulunmasi (Hurst 2008).



Karotenoidlerin buyuk bir bolumu Ug farkli dalgaboyunda absorpsiyon verir. Konjuge
cift baglarin sayisi arttikgca bu dalgaboylarinin degerleri de artar. Herhangi bir karotenoidin
renk vermesi igin en az 7 konjuge cift bag bulundurmasi gerekir. Bu nedenle, halkali yapi
bulundurmayan ve 11 konjuge cift badi bulunan likopen kirmizidir ve ylksek dalgaboylarinda
(Amax: 444, 470 ve 502 nm) absorpsiyon verir (Sekil 1.7).

Daha once belirtildigi gibi, karotenoidlerin absorpsiyonu ¢dézgen c¢esidine baglidir.
Ancak, unutulmamasi gereken énemli bir unsur, HPLC-DAD analizi sirasinda gradient ya da
isokratik yontemlerde farkli ¢ézgen bilesimleri olacagindan, karotenoidlerin absorpsiyon

dalgaboylarinin bu farkliliklardan etkilenebilecegi ve degisebilecegdidir (Britton 1995).
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Sekil 1.7 Farkli karotenoidlerin petrol eterinde alinmig absorpsiyon spektrumlari:
likopen (__), y-karoten (- - -), -karoten (-.-.-.) ve a-karoten (....) (Hurst 2008)

1.2.4. Adsorpsiyon Ozellikleri

Karotenoidlerin yapilarindan ileri gelen bazi 6nemli 6zellikleri vardir. Bunlardan biri de
adsorpsiyondur. Adsorpsiyon, kromatografinin dayandigi prensiplerden biri oldugundan,
kromatografik yontemler kullanilirken bu 6zellik olduk¢a ise yarar ve karotenoidlerin yapisina
dair dnemli bilgiler verir. Konjuge ¢ift baglarin yapisi, halkali yapinin olmasi, hidroksil ya da
oksijen gruplarinin bulunmasi bunlarin baginda gelir. Ornegin, halkali yapinin bulunmasi
adsorpsiyon ilgisini azaltir; dyle ki, p-karoten ile likopen karsilastirildiginda 3-karoten daha

zayIf bir sekilde tutunur.



Diger taraftan oksijenli yapilarin varligi adsorpsiyonu arttirir; sayisi, yapisi ve
pozisyonu etkilidir. Hidroksil grubu karbonil grubu ile kiyaslandiginda adsorpsiyon agisindan
daha etkindir. Fonksiyonel gruplarin adsorpsiyon Uzerindeki etkisi sdyle siralanabilir: “OR <
7C=0 < 2 [C=0] < 7"OH < 7"COOH (Davies 1976).

GulnUmuzde analiz icin daha c¢ok ters faz kromatografi kullaniimaktadir. Yukarida
belirtilen etkiler normal faz kromatografi icin oldugundan, ters fazda durum bunun tam
tersidir. Yani, daha polar olan ksantofiller karotenlere gére daha o6nce gelirler. Ancak
karotenlerin tamami i¢in bu durum séz konusu degildir. Bu ayni zamanda kullanilan mobil faz

ve kolonun monomerik ya da polimerik olmasi ile de ilgilidir.

1.3. Karotenoid Analizinde Kullanilan Genel Yontemler

Karotenoid analizi genel anlamda dérnek hazirlama, ekstraksiyon, sabunlastirma, farkli
¢dzgen yardimiyla ayirma, yikama, ¢ézgenin ugurulmasi, kromatografik ayirim, yapi tayini ve
miktar belirleme gibi bazi basamaklarda olusur (Rodriguez-Amaya 1999a).

Bu basamaklarin her birinden hata gelebilecegi icin her basamakta titizlikle
galisiilmal, laboratuvarda calismaya baslamadan oOnce iyi bir plan yapilmali, 6érnekler
mumkiin oldugunca kisa sirede analiz edilmelidir. ilerleyen bélimlerde alinmasi gereken

Onlemlerle ilgili ayrintili bilgi verilmistir.

1.3.1. Numune Hazirlama

Numuneler genellikle kisitli miktarlardadir ve 6n hazirlik gerektirir; ekstraksiyon dncesi
zarar gormemelidir. Numune, Oncelikle homojen hale ve sonrasinda uygun parcacik
boyutuna getirilmelidir.

Numunenin Ozellikleri her asamada g6z o6nunde bulundurulmali ve kullanilacak
analitik yontem buna gore belirlenmelidir. Analiz hemen yapilmayacaksa numune
buzdolabinda ve mimkun oldugunca dusuk sicaklikta saklanmalidir. Ayrica, yuksek miktrada

su iceren orneklerin liyofilize edilmesinde yarar vardir (Pomeranz ve Meloan 1994).

1.3.2. Ekstraksiyon

Ekstraksiyon iglemi karotenoid analizindeki en kritik basamaklardan biridir; ¢unku iyi
bir ekstraksiyon iglemi sayesinde tum karotenoidler numune iginden yapilari bozunmadan
ekstrakte edilip gozgene alinir. Karotenoidler besinlerde bulundugu gibi bakteri ve alglerde

de vardir. O nedenle, 6rnedin yapisina uygun bir ekstraksiyon yontemi gelistiriimelidir.



Segilen ¢dzgen ya da ¢bzgenlerin numunedeki karotenoidlerin hepsini ¢ézip almasi
beklenir. Ayrica, sicakliga kargi hasass olan karotenoidlerin kaynama noktalari dusuk olan
¢ozgenlerle ekstrakte edilmesi 6nerilir.

Yuksek su iceriklerinden dolayi biyolojik numunelerden karotenoid ekstraksiyonu
yapilirken su ile karisabilen (etanol, metanol, aseton veya bunlarin karigimi gibi) ¢ézgenlerin
secilmesinde fayda vardir. Son olarak, karotenoidlerin ekstraksiyonu sirasinda aciga ¢ikan
asitlerin nétralize edilmesi ve isomerlesme ya da bozunmayi 6nlemesi agisindan MgCOs

veya benzeri bir maddenin kullaniimasi gerekir (Britton 1995a).

1.3.3. Sabunlastirma

Karotenoid analizinde diger bir énemli basamak sabunlastirmadir. Sabunlastirma
isleminin amaci, istenmeyen yaglarin ve klorofillerin ortamdan uzaklastirilip kromatografik
ayirim ve analizin kolaylastiriimasidir. istenmeyen pek cok maddenin uzaklastiriimasi hem
analizde meydana gelebilecek karisikligi dnler hem de kolonun émrinu uzatir.

Sabunlastirma islemi ayni zamanda yapida bulunan karotenoid ve karotenol
esterlerinin serbest karotenoidlere dénismesini de saglar; ancak bazen, bazi karotenoidlerin
(astaksantin, fukoksantin, keto-karotenoidler vb.) bozunmasina da neden olur. Bu nedenle
gerekmedigi slrece bu islemin yapilmamasinda fayda vardir. Eger sabunlastirma islemi
kaciniimaz ise, %10’luk metanolik KOH kullaniimalidir. Numunenin yapisina gére KOH orani
degisebilir. Karanlkta gergeklestiriimesi gereken sabunlastirma islemi sonunda alkali ortamin

uzaklastiriimasi i¢in bol su ile yikanmasi gerekir (Britton 1995a).

1.3.4. Farkli Cozgende Toplama

Ekstrakt genelde yuksek miktarda su icerdiginden bundan kurtulmak amaciyla
hekzan, dietileter, diklorometan ve bunlarin karisimi olabilecek bagska bir ¢b6zgene
alinmahdir. Dietileter bu ayirim icin en ¢ok kullanilan ¢oézgenlerin baginda gelir. Dietileter
fazina alinan ekstrakt altta kalan su fazindan bir ayirma hunisi yardimiyla ayrilir. Daha sonra
bu ¢dzgen de ugurulur ve son olarak analiz 6ncesinde uygun bir ¢dzgende ya da mobil fazda

cozulerek analize hazir hale getirlir.

1.3.5. Kromatografik Ayirrm

Karotenoid analizinde elde edilmek istenen bilgi kromatografik ayirnmin kapsamini da

belirler. Gida ve alg drnekleri genelde hem karotenleri hem de polar olan ksantofilleri igerir.
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Bu nedenle, kullanilacak olan kromatografik yontemin bu polarite farkliligi ile baga
cikabilmesi ve en kisa zamanda en iyi ayirimi gercgeklestirmesi gerekir.

Karotenoid analizinde genellikle 5-pum Cig (250 x 4.6 mm) kolonu kullanilir. Ancak
gunumuizde artik daha klguk parcacik boyutlu ve kisa kolonlar da kullanilirken en ¢ok Cso
kolon tercih edilmektedir. Monomerik kolonlarin yani sira geometrik izomerlerin ayrilmasina
yarayan polimerik kolonlarin kullanimi da revacgtadir (Craft 1990, Lesellier 1989,
Quackenbush ve Smallidge 1986, Bushway 1985). Acikta bulunan silanol gruplarinin
uclarinin kapatilmamasi sayesinde geometrik izomerler de ayrilabilmektedir.

Analitik kolonu koruma amaciyla gard kolonu mutlaka kullaniimalidir. Ayrica, metal
baglantilar yerine PEEK borularin kullaniimasi tavsiye edilir (Hart ve Scott 1995); c¢inki
metal aksam genelde karotenoidlerin yapisini bozar (Scott 1992).

Karotenoidlerin ayriimasinda kullanilan kromatografik yontemlerin basarili olabilmesi
icin ¢ozgen secimi diger dnemli bir etkendir. Cézgen seciminde; viskozite, uguculuk, polarite
ve toksik dzellikleri dGnemlidir. Karotenoid analizinde pek ¢ok ¢ézgen ve bilesimleri kullanilir;
ancak bunlarin baginda asetonitrii ve metanol gelir (Craft 1992). Asetonitril kullanilirken
amonyum asetat eklenmesinde, metanol kullanirken de trietilamin gibi ayirima yardimci bazi
maddelerin kullanilmasinda fayda oldugu belirtimektedir (Hart and Scott 1995). Hatta bazen
suyun kullaniimasi ile bile kromatografik ayirim daha iyi olabilir (Craft 1992).

Gradient yontem ancak isokratik yontem kullanilamadi§i zaman tercih edilmelidir.
CUnk(U isokratik ydéntem daha kolay ve hizhdir; Ustelik, tek bir pompa sistemi ile
gerceklestirilebilir. Genelde kararli bir sinyal verir.

Gradient ydntemin ylksek hassasiyet, daha iyi ayirnm gicu ve siki tutunan molekdilleri
surikleyebilmesi gibi bazi avantajlari vardir. Ayrica polar ve apolar karotenoidlerin bulundugu
bir numunede bu yontemin kullaniimasi kag¢inilmazdir. Ancak bazi dezavantajlari da vardir;
daha karmasiktir, pahali cihazlara ve bilesenlerine ihtiya¢g duyar, analizler arasinda dengeye
gelme suresi gerektirir, farkli dedektér sinyalleri verebilir ve tekrarlanabilirlik sorunu olabilir
(Craft 1992). Bunlar ve daha pek c¢ok nedenden dolayl karotenoidlerin kromatografik
yontemlerle yapi tayini ve miktarlarinin belirlenebilmesi icin belirli ve tek bir metot yoktur.

Onemli olan bir diger etken de enjeksiyon ¢dézgeninin mobil faz ile uyumlu olmasi
gerekliligidir. Eger karotenoidler enjeksiyon ¢b6zgeninde daha fazla ¢ozunuyorlarsa
enjeksiyon sonrasi mobil faz ile kariginca c¢okelme meydana gelebilir. Bu, piklerin
kuyruklanmasina, pik yariimalarina veya ayrismayan piklerin gérinmesine neden olabilir
(Craft 1992). Bu nedenle, genelde érneklerin mobil fazda ¢éziinmesi ya da en azindan mobil

faz ile seyreltiimesi daha uygundur.

10



1.3.6. Yapi Tayini ve Miktarin Belirlenmesi

Karotenoidlerin davranisi ve UV-Gorinur bodlgeden elde edilen absorpsiyon
spektrumlari onlarin yapi tayininde kullanilabilecek bilgilerin basinda gelir. En yuksek
absorbans verdikleri dalgaboylari, bunlarin konumu ve spektrumun sekli karotenoidlerin
yapisi hakkinda bazi ipuglari verebilir. Daha sonra bu bilgiler standartlardan elde edilen
verilerle karsilasgtirilir. Ayrica, allkkonma zamanlari da dnemlidir. Ancak tim bunlar tek basina
yeterli degildir. Ornegin, ayni kromofor grubuna sahip karotenoidler hemen hemen ayni
absorpsiyon spektrumuna sahiptir.

Buna benzer pek ¢cok nedenden kaynaklanan hatalari gidermek amaciyla baska
verilerin de olmasi istenir. Literatlrde, yapi tayini i¢in su kosullarin saglanmasinin gerekli
oldugu belirtiimektedir (Schiedt and Liaaen-Jensen 1995, Pfander 1994); UV-Goérunlr
bolgede bulunan absorpsiyon spektrumlarinin en az iki farkh ¢bézgende alinmasi,
kromatografik 6zelliklerinin iki farkli system icin de ayni sonuclari vermesi (TLC’de ayni Rg,
HPLC’de ayni tr'ye sahip olmak gibi), mimkinse kitle spektrumunun elde edilmesi. Yapi

tayini sonlandiginda, karotenoid derisimleri hem spektroskopik hem de kromatografik yollarla

belirlenebilir. Absorpsiyon katsayilari kullanilarak Al%1cm karotenoidlerin derisimlerinin
belirlenmesi mimkindur. Ancak, katsayilar cézgenden ¢oézgene degisir ve HPLC analizinde
kullanilan mobil fazlar da sonucu etkiler. Bu nedenle sadece bu yénteme glvenilemez ve
HPLC analizi igin karotenoid standartlarina ihtiyag duyulur. Derisimler, cesitli kalibrasyon

yontemleri kullanilarak belirlenebilir.

1.4. Karotenoid Analizinde Hata Kaynaklari

Karotenoidlerin analizi g¢esitli nedenlerden dolayi oldukga zordur (Rodriguez Amaya
1999a). Oncelikle, dogal halde gok sayida karotenoidin bulunmasidir ki, bu yapi tayinini ve
derigimlerin dogru bir sekilde belirlenmesini zorlastirir. Diger sebeplerden biri ise, ticari olarak
satilan karotenoid standartlarinin sinirli olmasidir. Ayrica hem gidalarda hem de alglerde,
bakterilerde bulunan karotenoidlerin yapisi ve igerigi farkli oldugundan her bir asamanin
numuneye gore yapilmasi gerekir. Bunlarin disinda, bazi karotenoidlerin digerlerine gore

daha kararsiz olmasi ve bu iglemler sirasinda bozunup izomerlegsmesi de sayilabilir.
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1.4.1. Karotenoid Analizi Sirasinda Yapilan Yaygin Hatalar

Karotenoidlerin analizinin her basamaginda hata yapilabilir ve bu tim sonugclari etkiler. En
yaygin yapilan hatalar sdyle siralanabilir: 6rneklemenin iyi yapillamamasi, eksik
ekstraksiyon/sabunlastirma islemi, cesitli asamalar sirasinda karsilagilan fiziksel kayiplar,
kromatografik ayirimin yapilamamasi, yanlig yapi tayini, miktar tayininin yanlig yapilmasi
veya hesap hatalari, analiz/saklama sirasinda karotenoidlerin bozunmasi veya
izomerlesmesi.

Bunlara ek olarak HPLC analizi sirasinda da su hatalar olabilir (Kimura and
Rodriguez Amaya 1999); enjeksiyon ¢6zgeninin mobil faz ile uyumlu olmamasi, yanls
tanimlama, o6rtlsen piklerden kaynaklanan hatalar, kullanilan HPLC kolonundan gelebilecek

hatalar ve kalibrasyon standartlarinin yanlis hazirlanmasindan kaynaklanan hatalar.

1.4.2. Karotenoid Analizinde Alinmasi Gereken Onlemler

Karotenoidler oldukga kararsiz maddeler oldugundan alinmasi gereken pek c¢ok
onlem soyle siralanabilir (Davies 1976, Britton 1991, Schiedt and Liaaen Jensen 1995):
analizin en kisa zamanda gergeklestiriimesi, ortamdaki oksijenin uzaklastiriimasi, isiktan ve
yuksek sicakliktan koruma, asidik ortamdan kacginma, ylksek saflikta ¢coézgen kullanimi ve

numune/standartlarin disuk sicaklikta saklanmasi.

1.5. Antioksidan Aktivite Tayini

Oksidanlar basta proteinler, lipitler, karotenoidler, DNA ve karbohidratlar olmak Uzere
biyomolekilleri dogrudan veya dolayli hasara ugratma yetenedi bulunan reaktif oksijen
turleridir (ROT). Superoksit anyonu (O), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH")
gibi ROT’lar gesitli in vivo kosullarda olusabilirler. Metabolizmanin normal isleyisi sirasinda,
gerek elektronlarin elektron transferi sirasindaki akisiyla, gerekse g¢esitli enzimlerin
aktivitesiyle olusan ROT’lar hicre ve dokulari biyolojik hasara ugratabilirler. Hicre ve dokular
ise bu hasari 6nlemek icin ROT’lar1 sipirmeye ve yok etmeye calisirlar. Genel olarak
antioksidan savunma olarak adlandirilan bu savunma sisteminde ¢esitli enzimler (katalaz,
superoksit dismutaz (SOD), peroksiredoksin, glutatyon peroksidaz, DNA tamir enzimleri) ve
antioksidan bilesikler [askorbik asit, tokoferoller, indirgenmis glutatyon (GSH), bilirubin,

karotenoidler, Urik asit, ubikinon vb.] gérev alir.
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ROT’larin yaslanma, ateroskleroz, kanser, iskemi reperfiizyon, inflamasyon, romatoid
artrit, nérodejeneratif hastaliklar, karaciger hastaliklari gibi birgok patolojik durumda etken rol
oynadigi kabul edilmektedir. Ginimiizde, organizmada olusam oksidatif strese kargi 6énlem
almak Uzere serbest radikallerin yer aldigi bilinen hastaliklarin tedavisi amaciyla
antioksidanlardan yararlaniimaktadir. Diyetle birlikte alinan polifenolik bilesikler, E vitamini ve
karotenoidlerin, oksidatif stres ile iligkili hastaliklarin énlenmesinde en etkili antioksidanlar
oldugu saptanmistir. Bu yizden son yillarda antioksidanlarla yapilan calismalarda artis
g6zlenmektedir.

Calismalar genellikle antioksidan kapasiteyi belirlemeye yoneliktir ve bu amagla
bircok yontem kullaniimaktadir. In vitro antioksidan aktivite deneyleri iki kategoride
degerlendirilebilir: 1) hidrojen atomu transfer reaksiyonlarini iceren aktivite testleri [ORAC
(oksijen radikali absorbans kapasitesi), linoleik asit oksidasyonu inhibisyonu, TRAP (total
radikal tutuklama antioksidan parametresi)], 2) elektron transfer reaksiyonu temelli aktivite
testleri [FRAP (demir iyonu indirgeyici antioksidan parametresi), DPPH (difenil-1-
pikrilhidrazil)].

Bilinen tim aktivite tayini protokollerinin tasimasi gereken &zellikler soéyledir;
biyolojik olarak bilinen bir substrati segmelidir; ¢esitli oksidasyon kosullarini test etmelidir;
hem basglangig¢, hem ikincil oksidasyon Urlnlerini 6lgmelidir; antioksidanlari, ayni derisimdeki
aktif yapitasi ile karsilagtirmalidir ve ylzde inhibisyonu veya ICsy (% 50 inhibisyona neden

olan antioksidan derigimi) belirleyebilmelidir.

1.5.1. DPPH Yontemi

DPPH stabil ve ticari olarak elde edilen azot radikalidir ve 515 nm’de maksimum
absorbansa sahiptir. Aktivite testi sirasinda, érnek aktifse (DPPH’nin indirgenmesine yola
aglyorsa) zamanla hazirlanan karisimin renginde agilma gergeklesir (Koleva vd. 2000).

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde veya kiyaslanmasinda c¢esitli yontemlere
basvurulmaktadir. Bu yontemlerde serbest radikali stipirme/temizleme amaciyla 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (¢DPPH) radikali, superoksit anyon radikali (¢O>), hidroksil radikali (¢OH) veya
peroksil radikali (ROOQOe) kullanilir. Bunlar arasinda en sik tercih edilenlerden biri oldukga
kararli olan DPPH radikalidir. Serbest DPPH radikalinde bulunan tek elektron 515 nm’de mor
renkte guclu bir absorbans verir. DPPH radikalinin tek elektronu serbest radikali temizleyen
antioksidan maddeden gelen hidrojenle eslesince DPPH radikalinin 515 nm’deki absorbansi

azalir (DPPH-H olugur) ve mor renk sariya doéner (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8 DPPH ydntemiyle antioksidan aktivitenin belirlenmesi

DPPH yontemi belirli bir antioksidan maddeye 6zgiu degildir ve tim antioksidan
maddelerin aktivitesini belirlemekte kullanilabilir. Dislk absorbans gugli antioksidan
aktiviteye isaret eder (Hu vd. 2008).

Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan bir redoks reaksiyonuna bagl
olarak sUpurtlmesi temeline dayanir. Metanolik DPPH ¢o6zeltisinin koyu menekse rengi agilir
ve absorbanstaki azalma UV-VIS spektrofotometre ile olgiltr. Metanolik DPPH ¢dzeltisindeki
daha fazla renk acilmasi, reaksiyon karisiminin absorbansinda daha fazla disme,
dolayisiyla yuksek radikal suplrme kapasitesi demektir. DPPH yontemi basit ve hizlidir.

Ayrica, dogru ve tekrarlanabilir sonuglar verir.
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BOLUM 2

GEREC ve YONTEM

2.1. Kimyasallar

Trans-lutein, trans-astaksantin Dr. Ehrenstorfer GmbH’den, trans-B-Apo-8'karotenal,
trans-fukoksantin, pyrogallol ve DPPH ise Sigma-Aldrich’ten temin edilmistir. Kullanilan diger
standartlar (trans-violoksantin, trans-neoksantin, trans-beta-karoten, trans-alfa-karoten ve 9-
cis-beta-karotene) ise Carotenature’den satin alinmistir. Ayrica, ¢alismada kullanilan tim

¢ozgenler HPLC kalite olup Merck firmasindan temin edilmistir.

2.2. Cihazlar

Karotenoidlerin kromatografik ve bazi spektroskopik analizleri igin Agilent 1200 Series
HPLC-DAD sistemi kullaniimistir. Analizlerden 6nce tim c¢obzgenler ultrasonik banyoda
(Elmasonic S80H) degaz iglemine tabi tutulmustur. LC-MS analizleri icin ise, AB Sciex Api
4000 Q-trap cihazi kullaniimistir.

Karotenoidlerin ayriimasi i¢in 6zel bir ters-faz kolonu olan YMC Carotenoid Czo, 250
mm X 4.6 mm, 5um (Waters, Milford, MA, USA) kullaniimigtir. Yesil mikroalglerde bulunan
karotenoidlerin ayirimi igin metanol, metil-tert-butil-eter ve sudan olusan ve herbiri % 0.10
(v/iv) TEA ve % 0.010 (v/v) pyrogallol igeren yeni geligtiriimis bir gradient program
kullanilmistir. Ancak kahverengi mikroalgde bulunan karotenoidlerin ayirimi igin ise yine
herbiri % 0.10 (v/v) TEA ve % 0.010 (v/v) pyrogallol iceren, metanol ve asetonitrilden olusan
isokratik sistem kullaniimigtir. DAD dedektori 450 nm’ye ayarlanmis ve kolon sicakhgi
25.0°C’de sabitlenmigtir. Deneme niteliginde ve sadece 6n bilgi olarak kullaniimasi amaciyla
300-600 nm’deki tum absorbans degerleri de DAD dedektorl ile kaydedilmigtir. Bu veriler
daha sonra karotenoidlerin kimliklendirilmesinde kullanilimigtir.

Karotenoidlerin ekstraksiyon iglemleri ultrasonik banyo ile yapilmig ve sonrasinda

¢ozgenler Heidolph Hei-VAP Advantage (rotary evaporator) ile ugurulmustur.
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2.3. Kullanilan Mikroalg Turleri ve Yetistiriimesi

Bu projede ¢ok sayida mikroalg tirt yetistirilmis ve karotenoid igerikleri belirlenmeye
calisiimistir. On denemeler sonucunda bazi mikroalglerin gok az miktarda karotenoid igerdigi,
bazilarinin ise Kirlilik nedeniyle aksenik olarak yetistirilemedigi belirlenmis, bu nedenle
optimizasyon calismalari yapilmamistir. Bunlara ait veriler Ek 2’de sunulmustur.

Scenedesmus protuberans, Prochlorococcus sp. ve Nitzschia sp. ile yapilan
calismalar oldukgca 6nemli sonuglar vermis ve projede bu mikroalgler ile ilgili planlar
gerceklestirilmistir. Tum mikroalgler Ege Universitesi Kiltir koleksiyonundan temin edilmis
ve en uygun kosullarda yetistiriimistir. Yesil mikroalgler icin BBM ortami (Bold’s Basal
Medium) kullaniimigtir. BBM ortaminin igerigi Tablo 2.1’de verilmistir. Diger taraftan,
Nitzschia sp. icin F/2 ortami kullaniimistir (Tablo 2.2). Secilen ortamlarda mikroalgler hizh bir
sekilde buyumustir. Hicreler 2.0 litrelik siselerde 2000 liks 1sik siddetinde floresan lamba
kullanilarak (Philips, 18W/54), 24.0°C’de yetistirilmistir. Her bir kaltdr icin havalandirma hizi
1.25 vwm’dir. Cam malzemelerin hepsi ve kultir ortami 121.0 °C’'de 20 dakika boyunca

otoklavlanmistir.

Tablo 2.1. BBM ortaminin igerigi

Kimyasallar Miktar
NaNOs (5.0 g/200 mL) 10.0 mL
CaCl2.2H20 (0.5 g/200 mL) 10.0 mL
MgS0.4.7H20 (1.5 g/200 mL) 10.0 mL
K2HPO4 (1.5 g/200 mL) 10.0 mL
KH2PO4 (3.5 g/200 mL) 10.0 mL
NaCl (0.5 g/200 mL) 10.0 mL
FeS04.7H20 (4.98 g/L) 1.0mL
HsBOs (11.42 g/L) 1.0mL
KOH c¢ozeltisi 1.0mL
Eser elementler 1.0 mL
Saf su ile seyreltme 10L
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Tablo 2.2. F/2 ortaminin icerigi

Kimyasallar g/1000.0 mL denizsuyu
NaNO, 0.075
Na,HPO,.7H,0 0.005
NaZSiOS.9H20 0.03
Tiamin-HCI 0.0001

Biotin 0.0005
Vitamin 512 0.00005

Eser elementler 1.0 mL

g/1000.0 mL saf su

Na EDTA 4.36
FeCI3.6H20 3.15
MnCI2.4H20 0.18
CuSO,.5H,0 0.01
ZnSO,.7H,0 0.022
CoCI2.6H20 0.01
NaMoO4.2HZO 0.006

2.4. Mikroalglerin Hazirlanmasi

Mikroalgler hasat icin hazir olduklarinda 0.45 um sellloz-asetat filtreden (Whatman)
suzllur. Filtre edilen biyomas besi ortamindan gelebilecek tuzlardan arindirilmasi icin saf su
ile yikanir. Son olarak elde edilen kutle liyofilize edilir (Christ Alpha 1-4 Ld Liyofilizator) ve
-20.0 °C’de saklanir. Daha sonra bu kutle havan yardimiyla parcacik boyutu kigulene dek
ezilir. Elde edilen biyomas ekstraksiyon islemine dek -20°C’de saklanir.

Ekstraksiyon iglemi oncesinde mikroalglerin optik (Olympus CH40) ve elektron
(Philips XL-30S FEG) mikroskop goruntileri alinmistir. Ayrica elementel analizleri (LECO-
932) de yapilmigtir. Buna goére, Prochlorococcus sp. kutlece % 47.06 C, % 6.92 N, % 7.05 H,
ve % 0.64 S; Scenedesmus protuberans kitlece % 43.12 C, % 5.21 N, % 6.51 H ve % 0.73
S; Nitzschia sp. ise kutlece % 23.2 C, % 3.5 N, % 3.5 H, ve % 0.6 S igcermektedir.

2.5. Standart Karotenoid Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Karotenoidler i1s1§a karsi hassas maddeler oldugundan cozeltileri sari 151k altinda
(Philips TLD 36W/16, 500-750 nm’'de 1sik veren sari lamba) ve oda sicakliginda en kisa
surede hazirlanmistir. Stok karotenoid standartlari hazirlanirken, her bir standarttan 1.0 mg

tartimis ve kloroformda ¢6zilip 10.0 mL’ye tamamlanmistir. Daha disik derisimler bu
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cozeltiler kullanilarak hazirlanmistir. i¢ standart kalibrasyon yéntemi kullanildigindan, tim
cozeltiler sabit miktarda i¢ standart icermistir. Standart ¢ozeltiler ve numuneler koyu renkili

balon jojelerde hazirlanip aliminyum folyo ile sarilarak muhafaza edilmigtir.

2.5.1. LOD ve LOQ Degerlerinin Hesaplanmasi

Bir analitik yontemin dogrulugunu ve hassasiyetini sinirlayan en buyuk etken,
gurdltidur. Yabanci ve istenmeyen bu tur sinyaller analitik sinyalin Uzerine binerler. Analitik
olarak guraltiinin blyUkligini 6lgmek amaciyla, belirli sayida kor ¢dzelti analiz edilip
standart sapma hesaplanir. Bu ¢alismada on adet kér ¢bzelti analiz edilerek ve standart
sapma hesaplanmis ve bu deger kullanilarak tayin siniri ve dlgim siniri belirlenmistir. Buna
gore, on adet koér ¢dzeltinin ortalama degeri arti G¢ kat standart sapmasi tayin siniri; on adet

kor ¢ozeltinin ortalama degeri arti on kat standart sapmasi 6lgiim siniri olarak kullanilimigtir.

2.5.2. Kalibrasyon Grafiklerinin Olusturulmasi

Farkli derisimlerde (0.010-5.0 mg/L) karotenoid ¢oézeltileri HPLC ile dl¢Uimustar.
Kalibrasyon grafikleri analit piklerinin i¢ standart pikine olan orani kullanilarak
olusturulmustur. Bu amagla trans-beta-apo-8'-karotenal yesil mikroalglerde bulunan
karotenoidlerin  analizinde, trans-astaksantin ise kahverengi mikroalgde bulunan

karotenoidlerin analizinde i¢ standart olarak kullaniimistir.

2.6. Mikroalglerden Karotenoid Ekstraksiyonu

Mikroalgler (0.25 g), CaCOs (0.25 g) eklendikten sonra farkli ¢bzgen sistemleri (10.0
mL) kullanilarak (% 0.010 (m/v) pyrogallol iceren) ekstrakte edilmigtir. Karigim ultrasonik
banyoya yerlestiriimis ve 15.0 dakika sureyle ekstraksiyon yapilmistir. Daha sonra ¢ozelti
6000 rpm’de santrifljj edilmis, kalintiya 10.0 mL yeni ¢dzgen eklenerek renk gorilmeyene
dek ekstraksiyon islemi sdrdurdimustiar. Suzdantuler biriktirilip ¢ézgenleri 35.0 °C’de vakum
altinda ugurulmustur. Yesil mikroalglerde bulunan karotenoidlerin analizi igin kalinti 10.0 mL
diklorometanda ¢6zullp sonrasinda 10 kat mobil faz kullanilarak seyreltilmis ve kromatografa
(20.0 pL) enjekte edilmistir. Kahverengi mikroalgde bulunan karotenoidlerin analizi igin ise bu

islem kloroformda ¢6zme ve yine mobil faz ile 10 kat seyreltilerek yapilmistir.
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2.7. Ekstraktlarin Sabunlastirilmasi

Sabunlastirma islemi sadece vyesil mikroalglerden elde edilen ekstraktlara
uygulanmistir. Bunun nedeni, kahverengi mikroalgte bulunan fukoksantinin bazik ortamda

fukoksantinole donusmesidir ki, bu istenmez (Sekil 2.1).

OCOCH,
HO

Z

_0O
HO” NN

0 Fukoksantin

KOH varhginda gerceklesen
hidroliz reaksiyonu

.OH

Fukoksantinol

Sekil 2.1. Bazik ortamda fukoksantinin fukoksantinole dénusumi

Yesil mikroalglerden elde edilen ekstraktlar ¢ézgenleri ugurulduktan sonra 10.0 mL
dietileter fazina alinir ve buna 10.0 mL %10.0’luk KOH (metanolik, % 0.010 (m/v) pyrogallol
iceren) c¢ozeltisi eklenir. Sabunlastirma islemi karanlikta ve azot gazi kullanilarak
gerceklestirilir. Sonra, tuz eklenerek sabunlastirma islemine son verilir. Kullanilan Na;SO.
(10.0 mL, % 10.0 (m/v)) ¢ozeltisi ile artik ortam asiri bazik degildir. Su ve eter fazi ayrilinca
toplanan ve karotenoidlerin bulundugu eter fazi, 0.20 yum naylon filtreden (Sartorius) vakum
filtrasyon ydntemiyle suzlllir. Daha sonra rotary evaporatér yardimiyla 400 mbar ve 25.0
°C’de ugurulur. Kalan su azot gazi yardimiyla uzaklastirihr. Kalinti 10.0 mL diklorometanda
¢bzulip analiz icin mobil faz ile on kat seyreltilir. Yesil ve kahverengi mikroalgler icin
kullanilan ekstraksiyon, (sabunlastirma) ve analiz islemleri sirasiyla Sekil 2.2 ve 2.3'de
Ozetlenmigtir.

Yapilan g¢aligmalarda sabunlastirma isleminin karotenoid analizi igin oldukga dnemli

oldugu bildirilmigtir (Britton 1995a). Clnku farkli yapilara sahip bu organizmalarin karotenoid
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icerikleri de farklidir. Bu islem sayesinde 6rneklerde bulunan yag ve yag asitleri, esterler ve
klorofiller ortamdan uzaklastirilir. Boylece, karotenoidlerin kromatografik ayirimi ve miktar
tayini de kolaylasmis olur. Her mikroorganizmanin farkli yapiya sahip oldugu dusdndlirse
bunun 6nemi daha iyi anlagilabilir.

Bu calismada kullanilan iki farkh yesil mikroalgin yapilari ve morfolojik 6zellikleri
birbirinden farkli oldugundan, sabunlastirma islemi her iki mikroorganizma icin ayri ayri

optimize edilmigtir.
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biyomas (0.25 g)

+ CaCO05;(0.25 )

+10.0 mL THF:DCM (%0.010 pyrogallol icerir)
—, ultrasonik ekstraksiyon

(37 kHz, 200 W)

santrifiiy (6000 rpm, 10.0 min)

biyomas stiziintii

kalintinin yeni ¢6zgen ile ekstraksiyonu
10.0 mL THF:DCM

¢dzgenin vakum altinda u¢urulmasi
kalint1 10.0 mL DEE ile ¢éziiniir

l

2610.0 metanolik KOH eklenir
N, karanhkta ve oda sicakhiginda

ekstrakt almr

10.0 mL Na:SO« ile yikanir
ve 10.0 mL DEE eklenir

-

l |
karotenoid ekstrakti su faz1

diisiik basincta kurutma (400 mbar, 25°C)

kalint1 10.0 mL DCM de ¢coZunir
1:10 mobil faz ile sevreltilir

0.20 mikron naylon filtre kagidi ile siiziiliir

HPLC enjeksiyonu 20.0 uL
*Bu sirada i¢ standart eklenir

Sekil 2.2. Yesil mikroalglerde (Prochlorococcus sp. ve Scenedesmus protuberans) bulunan
karotenoidlerin ekstraksiyonu, sabunlastirma islemi ve analizi
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biyomas (0.25 g)

+ CaC0;(0.25 g)
+10.0 mL THF:DCM (%00.010 pyrogallol icerir)

—, ultrasonik ekstraksiyon
(37 kHz, 200 W)

santrifiij (6000 rpm, 10.0 min)

| .
bivomas stiziintii

‘ vakum altinda kurutma,35°C

kalintmimn yeni ¢6zgen ile ekstraksiyonu kalt: 1010 mL_ Klorofor.rr}da goztntr
10.0 mL THF-DCM 1:50 mobil faz ile seyreltilir
0.20 mikron naylon filtre kagidi ile stiziilir

HPLC enjeksiyonu 20.0 pL
*Bu sirada i¢ standart eklenir

Sekil 2.3. Kahverengi mikroalgde (Nitzschia sp.) bulunan karotenoidlerin ekstraksiyonu ve analizi

2.8. Mikroalglerde bulunan Karotenoidlerin Ayrilmasi igin Yéntem
Geligtirme

Yesil mikroalglerde bulunan karotenoidlerin ayrilmasi igin gradient ydntem
geligtirilmistir; ¢cinkl bu d6rnekler icin isokratik yontem ¢ok uzun slirmekte ve hassasiyeti
azaltmaktadir. Gelistirilen ydonteme ait bilgi ve kosullar Tablo 2.3'te 6zetlenmistir. Kahverengi
mikroalg i¢in kullanilan ydntem ise daha kolaydir; % 70 (v/v) metanol ve % 30 (v/v)
asetonitril kullaniimig ve isokratik ¢aligiimistir.

Yontemlere ait dnemli parametreler Tablo 3.4, 3.5 ve 3.6’da verilmigtir. Buna gore,
¢alismada adi gecen mikroalglerdeki karotenoidlerin ayrilmasi igin gelistirilen her iki metodun

da hizli, kesin ve spesifik oldugu distnilmektedir.
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Tablo 2.3. Yesil mikroalglerde bulunan karotenoidlerin HPLC-DAD
ile analizi i¢in gelistirilen gradient program

Cozgenler % 0.10 TEA icermektedir

Siire (dakika) ~ MeOH MTBE  H.0O

0 70 25 5
5 60 35 5
10 45 55 0
15 25 75 0

*(Analizler Cso kolon kullanilarak 450 nm’de ve 1.0 mL/min akis hizi kullanilarak gergeklestirilmistir.)

2.9. Luteinin Onemi

Lutein ve onun kronik hastaliklari engellenmesine ait pek ¢cok calisma bildirilmistir.
Buna gore bazi kanser tirlerini iyilestirdigi (Astorg 1997, Demmig-Adams 2002, Heber and
Lu 2002), kalp hastaliklarina iyi geldigi (Dwyer, 2001) ve retinaya ait bozulmalari
engelledigine (Chiu and Taylor 2007 and Granado 2003) dair ¢alismalar kaydedilmistir. insan
vucudu luteini Uretemez ve bunu ancak digardan aldidi besinlerle saglayabilir. Lutein ayni
zamanda makula pigmenti olarak da adlandirilir. Lutein aliminin katarakt hastaligina iyi
geldigi bilinmektedir. Olduk¢a kuvvetli bir antioksidan oldugundan serbest radikallerin yol
actigi etkileri bertaraf edebilmektedir (Richmond 1990, Le Marchand 1993 and Ziegler 1996).

Dogal halde bulunan lutein bitkiler ve algler tarafindan Uuretiimektedir. Bitkilerle
kiyaslandiginda bu maddenin agler tarafindan Uretilmesi daha avantajlidir. Algler tarafindan
daha kisa slrede ve daha ylUksek miktarlarda Uretildigi bildirilmistir. (Shi 1997, Shi 1999, Shi
2000). Saf luteinin gunumuzde ticari olarak Uretimi sari kadife gicegi (Tagetes erecta L.) ile
saglanir. Ancak bu cicekte bulunan lutein mikroalglerde bulunan miktarla kiyaslandiginda
daha azdir. Bu da lutein igin alternatif dogal kaynaklarin aranmasina neden olmaktadir.

Mikroalglerin biyoteknoloji alaninda uygulamalari gunumuzde daha c¢ok dikkat
cekmektedir. Bunun nedeni mikroalglerin yapilarinda insan sagligina faydali pek ¢ok dogal
maddenin bulunmasidir. Bunlar arasinda karotenoidler de yer almaktadir. Hatta dogal
ortamlari diginda farkh g¢evresel faktorlere maruz kaldiklarinda farkli maddelerin Uretildigi ya
da varolan maddelerin miktarlarinin degistigi bildirilmistir (Jin , 2003).

Bu etkenlerin arasinda lutein miktarini en ¢ok etkileyenler isik, sicaklik, azot kaynagi,
tuz miktar1 ve oksidatif strestir. Bunlar hem lutein miktarina hem de biyomasin Greme hizina

olumlu ya da olumsuz anlamda etki edebilir. (Fernandez-Sevilla, 2010). Bu nedenle

23



mikroalglerden lutein elde edilirken mikroorganizmanin Ureme hizinin da yuksek olmasi
beklenir. Son yillarda, luteinin mikroalgler tarafindan Uretilmesinin tartisiimasi, bu ¢alismada
adi gecen mikroalglerden daha fazla lutein elde edilmesine yonelik bazi optimizasyon
¢alismalarinin yapilmasina da sebep olmustur. Ginimuzde pek ¢ok mikroalgin lutein Urettigi
bilinmektedir: Muriellopsis sp. (Del Campo 2001, Blanco 2007), Chlorella zofingensis (Del
Campo 2000), Chlorella protothecoides (Wei 2008), Scenedesmus almeriensis (Sancez
2008). Karotenoidlerin analizinde kesin ve tek bir yontem olmadigindan, her bir kaynak icin
ayri bir yontem gelistiriimesi gerekmektedir. Boylece bu kaynaklarda bulunan karotenoidlerin
yapilari ¢ozulip miktarlari belirlenebilir.

Bu calismada adi gegen yesil mikroalglerden (Prochlorococcus sp. ve Scenedesmus
protuberans) yiksek miktarlarda lutein elde edilmesi icin uygun ekstraksiyon kosullari
belirlenmis ve farkl i1sik kaynagi, farkli azot kaynaklari ve oksidatif stres kosullari gibi lutein
miktarini etkileyen degiskenler kullaniimigtir.

Ekstraksiyon islemi icin ultrasonik yontem kullaniimistir. Bu sayede hucre igindeki
maddelerin ¢dzgenler tarafindan etkin bir sekilde alinmasi saglanmistir. Karotenoidlerin

ayrilmasi igin 6zel Cso kolonu kullaniimis ve analizler HPLC-DAD ile gergeklestirilmigtir.

2.9.1. Ekstraksiyon Kosullarinin Lutein Miktarina Olan Etkisi

En yuksek lutein miktarina ulasmak igin olasi tim kosullar optimize edilmistir. Bu
amagcla; ¢ozgen bilesimi, ekstraksiyon ve sabunlastirma suiresi, sicaklik ve ekstraksiyon

sayisi gibi dGnemli etkenler incelenmistir.

2.9.2. Farkh Azot Kaynaklarinin Lutein Miktarina Etkisi

Literatirde yer alan c¢aligmalar farkli azot kaynaklarinin lutein miktarini degistirdigini
gOstermektedir (Shi 2000 ve Fernandez-Sevilla 2010). Bu nedenle, mikroalglerin
yetigtiriimesinde, esit miktarda azot igerecek sekilde nitrit, amonyum ve Ure gibi maddeler

kullaniimistir.

2.9.3. Farkh Isik Kaynaklarinin Lutein Miktarina Etkisi

Yesil mikroalglerde lutein biyosentezinde farkl dalgaboyuna sahip isik kaynaklarinin
etkilerini gérmek amaciyla surekli 11k veren floresan lambalar (6 W, beyaz, kirmizi ve mavi)

kullaniimistir.
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2.9.4. Farkh Oksidatif Stres Kaynaklarinin Lutein Miktarina Etkisi

Bu calismada BBM ortaminda yetistirilen yesil mikroalglerin oksidatif strese maruz
kaldiklarinda lutein miktarina olan etkileri arastiriimistir. Bunun icin demir Fe?* iyonu
varhginda H;O, ve NaOCI eklenmistir. Hidroksil radikali ve ("OH) ve singlet oksijen (*O.)
dogada bulunan en gugcli oksidatif turlerdir ve asagidaki denklemlerde (1-4) belirtilen

mekanizmalara gore olusmaktadirlar (Ip 2005 ve Shi 1999):

Fe?* + H,0, — Fe®* + OH™ + *OH (1)
NaClO + H.O — HOCI + Na* + OH"~ (2)
HOCI + Fe?* — Fe** +CI~ + «OH (3)
H20. + NaClO — H20 + NaCl + 'Oz 4)

2.10. Fukoksantinin Onemi

Fukoksantin kahverengi algler tarafindan uretilebilen sari-kahverenkli bir pigmenttir ve
insan saghgr uUzerindeki olumlu etkileri nedeniyle gunumuizde dikkat c¢ekmektedir.
Fukoksantinin kanser, yuksek tansiyon, inflamatuar ve obezite gibi bazi hastaliklar (izerinde
tedavi edici O6zelligi bulundugu bildiriimistir (Peng 2011). Bu o6zelliklerinin molekuler
yapisindan kaynaklandigi bilinmektedir (Nomura 1997). Yapisinda bulunan ¢ok sayida gift
bag ve igerdigi epoksi, hidroksil, karbonil ve karboksil gibi dnemli fonksiyonel gruplar
nedeniyle ylksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilir (Sachindra 2007).

Mikrolaglerden fukoksantin ekstraksiyonu ginimuzde ilgi ceken ancak henuz yeni bir
arastirma konusudur. Bugline kadar yapilan endulstriyel ¢alismalarin tamami kahverengi
deniz yosunlarina aittir (Fung 2013, Maeda 2005, Jaswir 2011, Zailanie 2011 ve Yan 1999).
Karotenoidlerin bu denli o6nemli olmalarina karsin, ekstraksiyonu ve igeriklerinin
belirlenmesine ydnelik calismalarin yeterince aydinlatici oldugu sdylenemez. Bu nedenle,
yeni calismalarin yapilmasi gerekmektedir (Peng 2011, Mise 2011 ve Jaswir 2011).
Morfolojik yapilarinin birbirinden farkli olmasindan dolayi, mikroalglerin ekstraksiyon

kosullarinin 6zellikle optimize edilmesi gerekmektedir.
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2.10.1. Ekstraksiyon Kosullarinin Fukoksantin Miktarina Etkisi

Kahverengi mikroalgten (Nitzschia sp.) fukoksantin ekstraksiyonu igin ¢bézgen
bilesimi, ekstraksiyon siresi, sicaklik ve ekstraksiyon sayisinin optimize edilmesi
gerekmektedir. Ayrica, fukoksantin biyosentezini arttirmak amaciyla farkli azot kaynaklari,

farkl dalgaboylarinda isik ve oksidatif stres gibi parametrelerin etkilerine bakiimistir.

2.10.2. Farkh Azot Kaynaklarinin Fukoksantin Miktarina Etkisi

Literatirde, farkl azot kaynaklarinin mikroalg yetistiriimesinde fukoksantin miktarina
olan etkilerine dair bir ¢galismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada, farkli azot kaynaklari olarak
nitrit, amonyum ve Ure kullaniimistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi azot miktari ayni kalacak

sekilde azot kaynaklari mikroalgin kultar ortamina eklenmistir.

2.10.3. Farkli Oksidatif Stres Kaynaklarinin Fukoksantin Miktarina
Etkisi

Oksitleme kabiliyetlerinin ¢ok glgcll olmasi, bazi maddelerin reaktif oksijen bilesikleri
(ROB) olarak isimlendiriimesine neden olmustur. Ormegin, hidrojen peroksit mikroalglerin
oksidatif metabolizmalari sayesinde c¢ikan bir Grindir. Nersedeyse tim canhlar dusuk
derigsimde olan hidrojen peroksiti su ve oksijene gevirir. Ancak bu madde yuksek derisimlerde
hiicrelere zarar verebilir. Ozellikle demir (Il) iyonu varliginda hidrojen peroksit bozunur ve
Fenton reaksiyonu adi verilen reaksiyonla oldukga reaktif olan hidroksil radikalini olusturur.
Mikroalgler de pek c¢ok organizma gibi buna karsi savunma mekanizmasi gelistirir ve

biyomas Uretiminde azalma meydana gelir (Fernandez-Sevilla 2010).

2.10.4. Farkh Isik Kaynaklarinin Fukoksantin Miktarina Etkisi

Farkh dalgaboyuna sahip 1sik kaynaklarinin fukoksantin tretimine etkisini incelemek
amaclyla, beyaz, kirmizi ve mavi i1sik veren 6W’lik floresan lambalar kahverengi mikroalgin
kalthr siselerinin igine yerlestiriimistir. Daha sonra her farkli kosulda, mikroalgin hem blyime

hizina hem de urettigi fukoksantin miktarina bakilmistir.
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2.11. DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Antioksidan aktivetinin belirlenmesinde kullanilan DPPH c¢ozeltisi (30uM), gerekKili
madde miktar tartiip metanolde ¢oézilerek balon jojede hazirlanmistir. Kahverengi siseye
aktarilan ¢ozeltinin isiktan etkilenmemesi icin sise ayrica aluminyum folyo ile de sarilmigtir.

Hazirlanan ¢ozelti mor renklidir ve 515 nm’de maksimum absorbans vermektedir.
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BOLUM 3

BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Mikroalglerin Morfolojik Yapilari ve Buyume Hizlari

Her bir mikroalg uygun kultir kosullarinda yetistirilmistir ve buna gére bliylime hizlari
Scenedesmus protuberans igin 0.110 gin?, Prochlorococcus sp. igin 0.419 giin? Nitzschia
sp. igin 0.134 glin? olarak hesaplanmistir. Bu hesaplar Becker'in (Becker 1993) asagida
verilen denklemine goére (1) vyapilmistir. Hesaplamalarda kultarlerin 450 nm’deki

absorbansina bakilmis ve blytume egrileri ¢cikariimistir (Sekil 3.1 ve 3.2).

Inx, —Inx,
SN @

M : spesifik blylme hizi

X2 : t; anindaki hicre derigimi
X1 : t1 anindaki hicre derigimi
Attty

Blyume egrilerinden de goéruldigu gibi mikroalgler farkli buyime hizlarina sahiptir.
Scenedesmus protuberans’in bayime hizi diger mikroalgler ile kiyaslaniginda daha
yuksektir. Buylime hizi biyomasin dretimi agisindan oldukg¢a énemli bir faktdrdir. Bir mikroalg
turinden onemli bir biyomolekil izole edilecekse hem blylime hizinin hem de Uretecegi bu
biyomolekilin miktarinin fazla olmasi istenir.

Diger bir 6nemli etken ise kullanilan mikroalgin morfolojik yapisidir. Sekil 3.3 ve Sekil
3.4’de goruldugu gibi mikroalglerin farkli morfolojik yapilari vardir ki bu, hicre duvarinin ya
da yapisinin farkli oldugunu gdésterir. Ayni zamanda icindeki maddelerin ekstraksiyonuna da
etki eder. Bunun nedeni, istenen maddelerin ekstraksiyonu i¢in hiicre duvarinin asilmasi yani
parcalanmasi gerekir ve sonrasinda iyi bir ¢ézgenin kullaniimasi ile tim maddeler elde

edilebilir. Bu nedenle ekstraksiyon igin ultrasonik banyo tercih edilmistir.

28



Absorbans (450nm)

Absorbans (450 nm)

e o o = =k
N (o)) (o] o N N~
[ I R B 1

©
N
1

o
o

0O Prochlorococcus sp.

O Scenedesmus protuberans o
o
m]
°f
o0
@)
m]
o ° ° o
[®) O O O 0o

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Inkiibasyon siiresi (giin)

Sekil 3.1. Yesil mikroalglere ait buyume egrileri

20

1.4

1.2 —
10-
0.8 —
0.6 —
041

0.2

0.0

A Nitzschia sp.

2 4 6 8 10 12 14 16 18

Inkiibasyon siiresi (giin)

Sekil 3.2. Kahverengi mikroalge ait buyiime egrisi

20

29



v Dot WD p——i S0

2 Ay
Sbow 20 O h 20020 D¢ TLD 49 YTEMAM

Sekil 3.3. (&) Scenedesmus protuberans (x6500), (b) Prochlorococcus sp .(x50000) ve (c) Nitzschia sp. (x10000) igin alinan SEM gérintuleri

Sekil 3.4. (a) Scenedesmus protuberans (x40), (b) Prochlorococcus sp. (x40) ve Nitzschia sp. (x40) i¢in alinan optik mikroskop goéruntuleri
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3.2. Yesil Mikroalglerde Bulunan Karotenoidlerin HPLC-DAD ile Analizi

DAD dedektori karotenoidler gibi karisik olan maddelerin ayriimasinda kullanilan énemli
bir aragtir. Tium spektrum kaydedilerek elde edilen veriler literatlr degerleri ve mevcut standart
maddeler ile kiyaslanir ve bu sayede bilinmeyen maddelerin tanimlanmasi saglanir. Bu
¢alismada HPLC-DAD ile elde edilen spektrumlar sayesinde tanimlanamayan karotenoidler
literatur degerleriyle (Britton 2004) kiyaslanmigtir. Scenedesmus protuberans ekstraktindan elde
edilen kromatogram (Sekil 3.6) Prochlorococcus sp. ekstraktinda bulunan karotenoidler ile ve
elde edilen kromatogramla bazi benzerlikler géstermektedir. Sadece, ikincisinde sabunlastirma
islemi daha kisa surdiginden dolayi klorofil b gézlenmektedir. Yine de geligtirilen yontem ile
karotenoidler birbirinden iyi bir sekilde ayriimistir ve ayirnrm karmasik degildir.

Absorpsiyon 06zellikleri karotenoidlerin tanimlanmasinda ilk sirada gelen 6nemli bir
unsurdur. Karotenoidler, yapilarinda bulundurdugu konjuge cift baglar sayesinde UV-Goérunur
bolgede kuvvetli ve siddetli absorpsiyon 6zelligi géstermektedir. Elde edilen spektrumdan, (1) en
yuksek absorbans verdigi dalgaboyu, (2) spektral sekil ve (3) absorpsiyon siddeti (Britton 2004)
elde edilir. Daha sonra bu veriler kitle sepktrumlari ile de desteklenir. Sekil 3.11, 3.12 ve 3.13,
mikroalg (Prochlorococcus sp., Scenedesmus protuberans ve Nitzschia sp.) ekstraktlarindan
elde edilen karotenoidlere ait absorpsiyon piklerini gostermektedir. Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3'de ise
adi gecgen karotenoidlerin absorpladigi karakteristik dalga boylarina ait bilgiler veriimektedir.
Veriler literatir degerleri (Britton 2004) ve mevcut standart maddelerle kiyaslandiginda,
degerlerin oldukga iyi eslestigi goriimustur.

Kullanilan kromatografik kosullar sayesinde yesil mikroalglerde bulunan karotenoidlerin
15.0 dakika gibi kisa bir zamanda basarili bir sekilde aynldigr gorular (Sekil 3.5 ve 3.6).
Ksantofiller ilk 10.0 dakikada gelirken karotenlerin daha sonra geldigi goézlenmistir. Kullanilan

gradient ydntem sayesinde karotenler son bes dakikalik zaman diliminde gérulebilmektedir.
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Sekil 3.5. Prochlorococcus sp.’nin HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami (gradient yontem, 450 nm,
1 mL/min akis hizi, 25°C kolon sicakhgi) (1) klorofil b, (2) neoksantin, (3) violaksantin, (4) 9- or
9-cis-violaksantin (5) lutein, (6) 9- or 9-cis-lutein, (7) trans-beta-apo-8'-karotenal, (8) a -karoten,
(9) B-karoten, (10) 9- or 9-cis-karoten.
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Sekil 3.6. Scenedesmus protuberans’in HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami (gradiyent yéntem,
450 nm, 1 mL/min akis hizi, 25°C kolon sicakligi) (1) loroksantin, (2) violaksantin, (3) 9- or 9-
cis-violaksantin (4) lutein, (5) 9- or 9-cis-lutein, (6) trans-beta-apo-8'-karotenal, (7) a -karoten,
(8) B —karoten, (9) 9- or 9-cis-karoten.
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3.3. Kahverengi Mikroalgde Bulunan Karotenoidlerin HPLC-DAD ile
Analizi

Kahverengi mikroalgte (Nitzschia sp.) bulunan karotenoidlerin analizi i¢in oldukca basit,
kisa ve izokratik bir yontem gelistirilmistir. Sekil 3.7 Nitzschia sp.’ye ait ekstraktan elde edilen
kromatogrami gostermektedir. Tum karotenoidlerin kolayca ve iyi bir sekilde birbirinden ayrildigi
acikca gorulmektedir. DAD dedektéri sayesinde elde edilen spektroskopik veriler
incelendiginde, ilk dakikalarda gelen piklerin mikroalgde bulunan klorofillerden kaynaklandigi

dusunulmektedir.

100 T T T T T T T T

80 2 -

60 .

0 | 5 1 15 20 2
Sure (dakika)

Sekil 3.7. Nitzschia sp.’nin HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami (izokratik ydntem, 450 nm, 1 mL/min
akis hizi, 25°C kolon sicakligi) (1) klorofil b (2) fucoxanthin, (3) fukoksantinol (4) neoksantin, (5)
astaksantin
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Sekil 3.8. Prochlorococcus sp.’den ekstrakte edilen karotenoidlere ve mevcut standartlarina ait absorbans spektrumlari
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Sekil 3.9. Scenedesmus protuberans’dan ekstrakte edilen karotenoidlere ve mevcut standartlarina ait absorbans spektrumlari
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Sekil 3.10. Nitzschia sp.’den ekstrakte edilen karotenoidlere ve mevcut standartlarina ait absorbans spektrumlari
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Tablo 3.1. Prochlorococcus sp.’deki karotenoidlerin deneme niteliginde tanimlanmasi

Pik no Madde A (literatur) A (g6zlenen) A (standartlar)
1 Klorofil b 452 453
2 Neoksantin 418 442 471 418 440 471 418 440 471
3 Violaksantin 419 440 470 417 440 470 418 440 470
4 9-or 9'-cis-violaksantin 414 436 464 418 440 470
5 Lutein 422 445 474 423 446 474 424 446 474
6 9-or 9'-cis-lutein 420 442 470 418 440 470
7 *|c standart 458 456 456
8 a -karoten 423 444 473 423 446 474 423 446 474
9 B -karoten 428 450 478 452 478 452 478
10 9- or 9-cis-karoten 422 448 474 423 446 474 423 446 474

" Britton 2004
" trans-beta-apo-8'-karotenal
Dalgaboyu (A) nm cinsinden verilmistir.

Tablo 3.2. Scenedesmus protuberans’daki karotenoidlerin deneme niteliginde tanimlanmasi

Pik no Madde A (literattir)”® A (g6zlenen) A (standartlar)

1 Loroksantin 446 474 446 474

2 Violaksantin 419 440 470 417 440 470 418 440 470
3 9-or 9'-cis-violaksantin 414 436 464 418 440 470

4 Lutein 422 445 474 423 446 474 424 446 474
5 9-or 9'-cis-lutein 420 442 470 418 440 470

6 *I¢ standart 458 456 456

7 o -karoten 423 444 473 423 446 474 423 446 474
8 B -karoten 428 450 478 452 478 452 478
9 9- or 9-cis-karoten 422 448 474 423 446 474 423 446 474

" Britton 2004
™ trans-beta-apo-8'-karotenal
Dalgaboyu (A) nm cinsinden verilmistir.

Tablo 3.3. Nitzschia sp.’deki karotenoidlerin deneme niteliginde tanimlanmasi

Pik no Madde A (literatir) A (g6zlenen) A (standartlar)
1 Klorofil b 452 453
2 Fucoxanthin 420 444 467 418 446 467 418 446 467
3 Fukoksantinol 452 438 452 438 452
4 g standart 478 478 478
5 Neoksantin 418 442 471 418 440 471 418 440 471

" Britton 2004
" astaksantin
Dalgaboyu (A) nm cinsinden verilmistir.
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3.4. Mikroalglerde Bulunan Karotenoidlerin LC/MS (APCI) ile Analizi

HPLC cihazlarinda UV-VIS dedektdrleri en sik kullanilan dedektorlerdir. Fakat
karotenoidlerin UV-VIS spektrumlari, 6zellikle yapisal olarak birbirine benzeyen karotenoidler
icin cok buylk benzerlikler gosterir. Bu da karotenoidlerin tanimlanmasinda zorluklara neden
olur. Bu nedenle bagka analitik tekniklerin de kullaniimasi ve bu verileri desteklemesi gerekir (Su
2002). UV-VIS dedektoru disinda kitle dedektérleri bu anlamda karotenoidlerin molekil kitlesi
ve pargalanma bigimleri hakkinda oldukga 6énemli bilgiler verir.

Karotenoidlerin kitle analizi icin kullanilan elektron iyonizasyon (El), hizli atom
bombardimani (FAB), matriks yardimli lazer iyonizasyon (MALDI), elektrosprey (ESI) ve
atmosferik basingh kimyasal iyonlastirmali iyonizasyon (APCI) gibi gesitli iyonlastirma teknikleri
vardir. iclerinden APCI teknigi karotenoid analizinde oldukg¢a hassas sonuglar verdigi icin éne
¢ikar (Rivera 2011, Hao 2005). Bu teknik sadece ksantofilleri dedil ayni zmanda karotenleri ve
karotenoid esterlerini de iyonlastirmak igin oldukga uygundur (Rezanka 2009, Kurz 2008 ve
Weller 2003).

Bazi iyonlar karotenoidlerin yapisi hakkinda oldukga onemli bilgiler verir. Mesela,
[M-106]*, [M-106]* ve [M+H-106]* uzun konjuge bagh zincirde ksilen molekilunin ayrilmasi ile
elde edilir. Ayrica, eger bir karotenoid hidroksil grubu igeriyorsa yine karakteristik olarak [M—-17]*
ya da [M+H-18]" iyonlarinin varhid bunun ispatidir. Bazi karotenoidler ayni parcalanma

iyonlarini verse bile bunlarin iyon giddetinin, yapilari ayirmada kullanilabilecegi bildirilmisgtir.
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Tablo 3.4. Prochlorococcus sp. ekstraktina ait LC-MS-APCI (pozitif mod) degerleri

Pik No Karotenoid m/z (g6zlenen) m/z (literatur)*
2 Neoksantin 601.5 [M+H]", 583.5 [M+H-H20]*, 565.4 [M+H-2H.0]* 600 [M]*, 582 [M-H20]*, 564 [M-2H.0]*
3 Violaksantin 601.5 [M+H]*, 583.5 [M+H-H20]*,509.4 [M+H-92]* 600 [M]*, 582 [M-H20]*,508 [M-92]*
4 9-or-9'cis-violaksantin 601.5 [M+H]* 600 [M]*
5 Lutein 569.5 [M+H]*, 551.5 [M+H-H-O]* 568 [M]*, 550 [M—-H-O]"
6 9-or 9'-cis-lutein 569.5 [M+H]* 568 [M]*
8 a-karoten 537.4 [M+H]*, 519.4 [M+H-H2QOJ* 536 [M]*, 518 [M-H2QO]*
9 B-karoten 537.4 [M+H]*, 519.4 [M+H-H20]* 536 [M]*, 518 [M-H20]*
10 9-or 9'-cis-B-karoten 537.4 [M+H]*, 519.4 [M+H-H2QOJ* 536 [M]*, 518 [M-H2QO]*
" Britton 2004
Tablo 3.5. Scenedesmus protuberans ekstraktina ait LC-MS-APCI (pozitif mod) degerleri
Pik No Karotenoid m/z (g6zlenen) m/z (literatir)*
1 Loroksantin 585.5 [M+H]*, 567.4 [M+H-H20]*, 549.5 [M+H-2H.0]* 584 [M]*, 566 [M-H20]*, 548 [M-2H.0]*
2 Violaksantin 601.5 [M+H]*, 583.5 [M+H-H20]*, 509.4 [M+H-92]* 600 [M]*, 582 [M-H20]*, 508 [M-92]*
3 9-or-9'cis-violaksantin 601.5 [M+H]* 600[M]*
4 Lutein 569.5 [M+H]*, 551.5 [M+H-H20]* 569 [M]*, 550 [M-H20]*
5 9-or 9'-cis-lutein 569.5 [M+H]* 568 [M]*
7 a-karoten 537.4 [M+H]*, 519.4 [M+H-H20]* 536 [M]*, 518 [M—-H20]*
8 B-karoten 537.4 [M+H]*, 519.4 [M+H-H20]* 536 [M]*, 518 [M—-H20]*
9 9-or 9'-cis-B-karoten 537.4 [M+H]*, 519.4 [M+H-H20]* 536 [M]*, 518 [M-H20]*

" Britton 2004

Tablo 3.6. Nitzschia sp. ekstraktina ait LC-MS-APCI (pozitif mod) degerleri

Pik No Karotenoid m/z (g6zlenen) m/z (literatlr)*
2 Fucoxanthin 658.7 [M+H]*, 640.7 [M+H-H20]*, 622.8 [M+H- 2H20]* 658 [M]*, 640 [M-H20]*, 622 [M-2H20]*
3 Fukoksantinol 617.6 [M+H]*, 599.6 [M+H-H20]* , 581.8 [M+H- 2H20]* 616 [M]*, 598 [M-H2Q]*, 580 [M-2H20]*
4 Neoksantin 601.6 [M+H]*, 583.5 [M+H-H20]*, 565.5 [M+H-2H20]* 600 [M]*, 582 [M-H2Q]*, 564 [M-2H20]*
" Britton 2004
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Bu c¢alismada, o&ncelikle DAD dedektdérinden elde edilen veriler ile mikroalg
ekstraktlarina ait kitle spektrumlarindan (Sekil 3.11, 3.12 ve 3.13) elde edilen kitle degerleri de
kullanilarak olasi karotenoidler saptanmis ve bu karotenoidlerin standartlari satin alinmigtir.
Mikroalglere ait (Prochlorococcus sp, Scenedesmus protuberans ve Nitzschia sp.) LC-MS-APCI
(pozitif mod) verileri (sirasiyla Tablo 3.4, 3.5 ve 3.6) literatir degerleriyle karsilastirilmistir.
Ancak, bazi cis-karotenoidlerin standartlari bulunmadigindan dolayi bunlar i¢in sadece deneme
niteliginde literatlir degerleri kullanilarak tanimlama yapilmistir. Son olarak, mikroalglerin analizi
icin geligtirilen ydntemlere ait validasyon ve sistem uygunluk parametre degerleri yesil
mikroalgler icin Tablo 3.7 ve 3.8, kahverengi mikroalge ait degerler ise Tablo 3.9'da

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.12. Scenedesmus protuberans ekstraktindan elde edilen kitle spektrumu
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Tablo 3.7. Prochlorococcus sp.’de bulunan karotenoidleri ayirmak igin énerilen LC yonteminin sistem uygunlugu testleri ve validasyon
parametreleri (gradiyent yontem: 70:25:5 MeOH:MTBE:H:20, 450 nm, akis hiz1:1.0 mL/dak)

Karotenoidler LOD (ug mL1)  LOQ (ug mL?) r2 E:?lrkfgr%? Peak safligi (%) Kapasi(tl((a,)f akiord Segicili(l;;‘aktérij Pfﬂ I;t/zr)
Neoksantin 0.0106 0.035 0.9997 y=221.5x-103.67 99.3 1.43 1.87 0.45
Violaksantin 0.0136 0.045 0.9998 y=128x-59.33 98.9 1.60 1.12 1.39
a(())I:aﬁsglrftm standart madde mevcut degil 97.5 2.10 1.31 TE
Lutein 0.0032 0.011 0.9998 y=301.94x-26.27 99.5 3.11 1.49 2.54
9-or 9'-cis-lutein standart madde mevcut degil 97.5 3.91 1.27 TE
a-karoten 0.0194 0.064 0.9997 y=696x-333.67 98.6 5.67 1.27 0.24
B-karoten 0.0221 0.073 0.9995 y=402.5x-194 99.1 5.99 1.06 0.3
9- or 9-cis-karoten 0.0297 0.098 0.9995 y=298.5x-144.33 97.6 6.25 1.04 0.13

TE: Tayin edilemedi

Tablo 3.8. Scenedesmus protuberans’ta bulunan karotenoidleri ayirmak i¢in énerilen LC ydnteminin sistem uygunlugu testleri ve validasyon
parametreleri (gradiyent yontem: 70:25:5 MeOH:MTBE:H20, 450 nm, akis hizi:1.0 mL/dak)

Karotenoidler LOD (ugmL?)  LOQ (ug mLY) 2 Eggrktleg%? Peal(< 0/so)afllgl Kapasi(tlc(a’ )faktéri] Se(;icili(l;)faktbru (l\r/lr:lgtg;
Loroksantin standart madde mevcut degil 98.9 1.43 1.00 TE
Violaksantin 0.0136 0.045 0.9998 y=128x-59.33 98.7 1.59 111 1.47
9-or 9'-cis-violaksantin standart madde mevcut degil 97.6 2.15 1.21 TE
Lutein 0.0032 0.011 0.9998 y=301.94x-26.27 99.5 3.15 1.47 2.45
9-or 9'-cis-lutein standart madde mevcut degil 97.4 3.97 1.26 TE
a-karoten 0.0194 0.064 0.9997 y=696x-333.67 98.6 5.68 1.27 0.093
B-karoten 0.0221 0.073 0.9995 y=402.5x-194 99.2 6.05 1.08 0.55
9- or 9-cis-karoten 0.0297 0.098 0.9995 y=298.5x-144.33 97.4 6.25 1.03 0.19

TE: Tayin edilemedi
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Tablo 3.9. Nitzschia sp.’de bulunan karotenoidleri ayirmak igin énerilen LC yonteminin sistem uygunlugu testleri ve validasyon parametreleri
(isokratik yontem: 70:30-MeOH:ACN, 450 nm, akis hiz1:1.0 mL/dak)

Rearevon Kapasite Segicilik Miktar
Karotenoidler ~ LOD (ug mLt) LOQ (ug mL?) r2 greyor Peak safligi (%) faktord faktord

denklemi (k) (@) (mg/qg)
Fucoxanthin 0.0017 0.0056 0.9998  y=181.02x+29.54 99.8 2.75 2.65 6.58
Fukoksantinol standart madde mevcut degil 96.1 2.90 1.05 TE
Neoksantin 0.0185 0.061 0.9995 y=234.5x+56.12 97.5 4.38 1.59 0.94

TE: Tayin edilemedi
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3.5. Yesil Mikroalglerden Lutein Ekstraksiyonu i¢in Uygun Kosullarin
Belirlenmesi

Mikroalgler yapisal olarak birbirinden tamamen farkli olduklarindan i¢erdikleri maddelerin
de farkli olmasi ya da en azindan bu maddelerin miktarinin ayni olmamasi beklenir. Her bir tur
yeni bir malzeme olarak degerlendiriimelidir. Bu nedenle, bir malzemeden spesifik bir madde
ekstrakte edilecek ise 0 maddeyi en ylksek miktarda almak icin bazi kosullarin optimize edilmesi
gerekir. Sekil 3.14°’de lutein ve analizinde kullanilan i¢ standarda ait absorbans spektrumlari
gorilmektedir. Elde edilen sonuglara goére luteinin maksimum absorbans verdigi dalgaboyu
446.0 nm olarak belirlenmistir. Bu nedenle lutein tayini i¢cin tim analizler bu dalgaboyunda
gerceklestiriimistir. Sekil 3.15’de ise bu dalgaboyunda lutein standardi ve i¢ standarda ait HPLC

kromatogrami bulunmaktadir.

] ——
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Sekil 3.14. Lutein ve trans-B-apo-8'-karotenale (i¢ standart) ait absorbans spektrumu
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Sekil 3.15. Lutein ve trans-beta-apo-8'-karotenale (i¢ standart) ait HPLC kromatogrami
(gradient yontem, 450 nm, 1 mL/min akis hizi, 25°C kolon sicakligr)

3.5.1. Cozgen Bilesiminin Lutein Ekstraksiyonuna Olan Etkisi

Literatirde karotenoidlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢ok sayida ¢dzgen
bulunmaktadir. Bu ¢dzgenler tek baslarina kullanilabilecegi gibi ikili, Ggli ve bazen doértli karigim
halinde de olabilmektedir. Karotenoidlerin ekstraksiyonu igin genelde tetrahidrofuran,
diklorometan, metanol, etanol, aseton, hekzan ve bunlarin farkli bilesimleri kullaniimaktadir
(Prasad 2011, Dias 2010, Wang 2010). Cozgen secimi daha ¢ok ekstraksiyonu yapilacak olan
malzemenin yapisina ve karotenoid bilesimine gore degisir (Britton 1995). Uygun ¢dzgen
secilmesi durumu istenilen maddenin etkin bir sekilde ekstrakte edilmesini saglar. Bu nedenle,
¢alisamada kullanilan yesil mikroalglerden en ylksek miktarda lutein elde etmek amaciyla farkh

bilesenli ¢dzgen sistemleri denenmigtir.
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Yapilan 6n denemelerde ¢bézgenler dncelikle tek bagslarina kullaniimig ve yeterli ayirma
yetkinligi elde edilememistir. Bu nedenle en iyi sonug verenler ikili ¢ozgen bilegsimi olarak
yeniden denenmistir.

Sekil 3.16, yesil mikroalglerden luteinin (1:1) THF/DCM (tetrahidrofuran/diklorometan),
MEOH/ACE (metanol/aseton), THF/MEOH (tetrahydrofurane/metanal), ACE/DCM
(aseton/diklorometan) ve HEX/DCM (hekzan/diklorometan) gibi farkli ¢ézgen bilesenleri ile olan
ekstraksiyonuna ait sonuglari géstermektedir. Belirtilen kosullarda yapilan deney sonuglarina
gore, en uygun ¢bzgen bilesimi THF/DCM olarak bulunmustur. Bunun, luteinin her iki ¢dzgende
olan yuksek cozunurligiunden kaynaklandigi dustnilmektedir (Craft and Soares 1992). Daha

sonra yapilan galismalarda ise bu ¢dzgen bilesimi kullaniimistir.

3.5.2. Sabunlastirma Suresinin Lutein Ekstraksiyonuna Etkisi

Sabunlastirma isleminin en 6nemli amaci ortamda bulunan yaglari ve klorofilleri
uzaklastirmasidir. Ayni zamanda mevcut karotenoid esterlerini de serbest hale getiren bu igslem,
ayirimi ve analizi de kolaylastirir (Britton 1995a, Bechtold ve Mussak 2009).

Mikroalglerin yapilari farkli oldugundan, igerdikleri yadlar, klorofiller ve karotenoid
esterleri de farkh olacaktir. Bu nedenle sabunlastirma islemi her bir 6rnek icin optimize
edilmelidir. Sekil 3.17 bu ¢galigmada kullanilan yesil mikroalglerin lutein ekstraksiyonu igin yapilan
sabunlastirma islemine ait deney sonuglarini gostermektedir. Elde edilen verilerden her iki
mikroalgde bulunan serbest ya da bagli karotenoidlerin farkli oldugu sonucuna variimistir. Bu
sonuglara gore Prochlorococcus sp.’de bulunan lutein blylk ihtimalle serbest haldedir. Clnku
bu mikroalg i¢in 5 dakika gibi kisa bir stire sabunlastirma islemi igin yeterli olmustur. Uzayan
surelerde lutein miktarindaki azalma luteinin bozunmus olabilecegini distindirmektedir. Diger
taraftan Scenedesmus protuberans’dan en yiksek verimle lutein elde etmek icin 2 saatlik bir
sabunlastirma siresi gerekmektedir. Bu bilgi, Scenedesmus protuberans’da bulunan luteinin

daha ¢ok ester formunda oldugunun isareti olabilir.
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Sekil 3.16. ikili gozgen bilesiminin lutein ekstraksiyonuna etkisi (a) Prochlorococcus sp. (b) Scenedesmus
protuberans. Deney kosullari : 0.25 g mikroalg, 10.0 mL ¢dzgen, 10.0 dakika ekstraksiyon x 3,

16.0 saat sabunlastirma, 25 °C.
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Sekil 3.17. Sabunlastirma suresinin lutein ekstraksiyonuna etkisi (a) Prochlorococcus sp.(b)Scenedesmus
protuberans. Deney kosullari : 0.25 g mikroalg, 10.0 mL THF/DCM ¢6zgen, 10.0 dakika
ekstraksiyon x 3, 25 °C.
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3.5.3. Ekstraksiyon Suresinin Lutein Eldesine Etkisi

Kati sivi ekstraksiyonlarinda sirasiyla bes énemli adimin etkili oldugu dusunalir: (i)
¢dzgenin kati ylzeyine temas etmesi; (ii) ¢coézgenin gbézenekli yapiya nifuz etmesi; (iii) istenen
maddenin ¢dzgen tarafindan ¢éziinmesi; (iv) maddenin kati ylizeyine diflizyonu; ve (v) ¢éziinen
maddenin tim ¢oézgene transferi. Bu basamaklarin her biri ekstraksiyon stiresini etkileyen ya da
sinirlayan bilesenler olarak disinUlebilir. istenen maddenin ¢dzgende g¢oziinebilmesi icin
ekstraksiyon suresinin mutlaka arastiriimasi gerekir (Strati ve Oreopoulou 2011). Bu amagla
25.0°C’de THF/DCM kullanilarak mikroalglerden lutein elde edilmesinde ekstraksiyon slresinin
etkisi irdelenmistir. Sekil 3.18'de gorildigu gibi, lutein ekstraksiyonu zamana bagh olarak
degismektedir. Ilk dakikalarda artan lutein miktari daha sonra dengeye ulagarak
sabitlenmektedir. Her iki mikroalg igin de 15.0 dakikalilk ekstraksiyon sulresi yeterli
gérinmektedir. Zaten 30 dakikanin Gzerine ¢ikan ultrasonik ekstraksiyonda sicaklik kontroli

yeterli olmadigindan, 15 dakikalik strenin uygun oldugu sonucuna variimistir.

3.5.4. Sicakhgin Lutein Ekstraksiyonuna Etkisi

Genelde, ¢ok yuksek olmayan sicakliklarin ekstraksiyon Uzerinde olumlu etkiye sahip
oldugu dasunudlur. Sicaklik belirli bir artistan sonra istenilen maddelerin bozunmasina neden
olabilir. Ekstraksiyon sicakliginin sec¢iminde g6z 6ninde bulundurulmasi gereken en 6nemli
unsur, kullanilan ¢ézgenlerin kaynama sicakliklaridir. Ayrica, karotenoidlerde bozunma ve
izomerlesme meydana geldiginden yuksek sicakliklara cikilmamig, 25, 40 ve 55 °C’de
denemeler yapilmistir. Her iki mikroalg icin elde edilen sonuglar Sekil 3.19'da verilmektedir.
Secilen sicaklik arahgina gbre karotenoidlerde herhangi bir bozunma oldugu
distnilmemektedir. Sonuglar sicakhk arttigi zaman her iki mikroalgte bulunan luteinin
miktarinda az da olsa bir artis meydana geldigini gostermistir. Ancak bu artis Prochlorococcus
sp. i¢cin daha barizdir. Bunun, mikroalgin ultrasonik ekstraksiyon sirasinda sicaklik artisiyla
beraber hicre duvarinin pargalanmasindan kaynaklandigi disunilmektedir. Bayuk ihtimalle,

hicre duvari yirtiimig ve boylece tum pigmentler ¢cézgende kolaylikla ¢bzunebilmigtir.
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3.5.5. Ekstraksiyon Sayisinin Lutein Eldesine Etkisi

Luteinin tamamini ekstrakte edebilmek amaciyla renk gorilmeyene dek ekstraksiyon
islemi surdlrdlmastir. Bu nedenle her bir mikroalg icin on kez ekstraksiyon yapilmistir. Sekil
3.20’de goruldigu Uzere ekstraksiyon sayisi oldukga 6nemlidir. Sonuglara goére Scenedesmus
protuberans’tan yedinci ekstraksiyon sonunda artik lutein elde edilemezken Prochlorococcus sp.
icin durum farkhdir. Hucrelerin parcalanip parcalanmadigini kontrol etmek amaciyla optik
mikroskop ile incelemeler yapilmistir. Yapilan gdézlemlerde Scenedesmus protuberans’in
tamamen parcalandigi ancak Prochlorococcus sp. hicrelerinin hala saglam oldugu goralmastar.
Ancak ekstraksiyon éncesindeki incelemelerle kiyaslandiginda Prochlorococcus sp hlcrelerinde
bosalma ve rengin 6nemli dlgide azaldigi da gdzlenmistir. Bu bilgiler 1s1ginda yesil mikroalglerin

ekstraksiyon grafikleri daha iyi anlasilabilir.
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Sekil 3.18. Ekstraksiyon siresinin lutein eldesine etkisi (a) Prochlorococcus sp. (b) Scenedesmus
protuberans. Deney kosullari : 0.25 g mikroalg, 10.0 mL THF/DCM, 15.0 dakika ekstraksiyon
x 3, 25°C (Prochlorococcus sp. igin 5.0 dakika ve Scenedesmus protuberans igin 2.0 saat
sabunlastirma)
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Sekil 3.19. Sicakhgin lutein ekstraksiyonuna etkisi (a) Prochlorococcus sp. (b) Scenedesmus protuberans.
Deney kosullari: 0.25 g mikroalg, 10.0 mL THF/DCM, 15.0 dakika ekstraksiyon x 3
(Prochlorococcus sp. icin 5.0 dakika ve Scenedesmus protuberans i¢in 2.0 saat sabunlastirma)
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Sekil 3.20. Ekstraksiyon sayisinin lutein eldesine etkisi (a) Prochlorococcus sp. (b) Scenedesmus

: 0.25 g mikroalg, 10.0 mL THF/DCM, 15.0 dakika ekstraksiyon,
icin 5.0 dakika ve Scenedesmus protuberans igin 2.0 saat

protuberans. Deney kosullari
250C (Prochlorococcus sp.

sabunlastirma)
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3.6. Metot Validasyonu

Literatirde yer alan galismalar, karotenoidlere ait ¢ok az sayida standart ya da sertifikali
referans madde oldugunu goéstermektedir. Bunlarin birgogu kullanilan malzemenin yapisi ve
icerigi bakimindan kisith oldugundan gercek 6rnegdi ¢ok iyi temsil etmemektedir (Kimura 2007,
Dias 2008). Ayrica bazilari artik ticari olarak Uretiimemektedir. Bitkilerin yapisi mikroalglere
benzer oldugundan mikroalglerden karotenoid elde edilmesine yonelik yontemlerin validasyonu
icin karisik sebze ekstraksti olan sertifikali bir referans madde secilmistir (BCR 485, CRM-Mixed
Vegetables). Yapilan analizlerin sonuglari Tablo 3.10'da 6zetlenmistir. Elde edilen dederler

sertifikall referans maddede bulunan karotenoid miktari ile oldukga uyumludur.

Tablo 3.10. Mikroalglerdeki karotenoid tayini igin sertifikall referans madde (BCR 485, CRM-Mixed
Vegetables) kullanilarak yapilan metot validasyon sonuglari

, BCR 485 (mg/kQg) Miktar (mg/kg)
Karotenoidler . .
Referans madde 5 dakikalik sabunlastirma 2 saatlik sabunlastirma
Lutein 125+0.8 125+ 01 126+ 0.2
a-karoten 105+ 0.6 10.5+0.3 10.5+£0.5
B-karoten 23.7+1.5 23.7+0.6 23.7+0.9

3.7. Farkli Azot Kaynaklarinin Yesil Mikroalglerde Bulunan Lutein
Miktarina Etkisi

Mikroalglerin yetistiriimesinde nitrat, nitrit, amonyum ve Ure gibi gesitli azot kaynaklarinin
kullanildigi bildirilmistir. Bunlarin arasinda, distk molekil agirlikh ve organik bir molekdl olan
ure (CO(NH,)2) énemli bir yere sahiptir (Becker 2004). Bunun nedeni drenin ayni zamanda hem
N hem de C kayna@i olmasidir. Literatirde bu 0Ozelligi nedeniyle yetistiriien S. Platensis,
Neochloris oleoabundans ve Chlorella sp. gibi ¢esitli mikroalgler bulunmaktadir (Li 2008, Becker
2004, Rangel-Yagui 2004, Sanchez-Luna 2004, Soletto 2005, Hsieh ve Wu 2009). Bu
c¢alismada, benzer sekilde farkli azot kaynaklari kullanilarak bunlarin Prochlorococcus sp. ve
Scenedesmus protuberans’in  bluyime hizina ve drettigi lutein miktarina olan etkileri

incelenmigtir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.11 ve 3.12°de gosterilmektedir.
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Azot kaynagi olarak Ure kullanildiginda mikroalgler daha ¢ok lutein Uretmigtir. Bazi
yayinlarda ise mikroalglerin yetistiriimesinde amonyumun mikemmel bir azot kaynag! oldugu
bildirilmistir (Goldman 1977, Stengel ve Soeder 1975). Diger yandan, Chlorella protothecoides
icin amonyumun uygun bir azot kaynagi olmadigi ve pH’nin hizli bir sekilde digsmesinden dolayi
hicrelerin 6ldiginden bahsedilmistir. Yesil mikroalglerde nitrat yerine kullanilan Grenin oldukca
olumlu sonuglar verdigi gortlmuastir (Shi 2000). Fakat dre kullanildiginda hicrelerin biylime
hizinda yavaglama oldugu da bildirilmistir. Bunun nedeninin, Grenin digerleri gibi anorganik degil
organik bir bilesik olmasi oldugu dusiniimektedir. Ayrica bu, organik azot kaynagi
kullanildiginda mikroalglerdeki biyosentez mekanizmasinin farkli olmasindan da kaynaklanabilir.
Diger bir neden, Urenin hem azot hem de karbon kaynagi olmasi olabilir. Azot kaynagi olarak
ure kullanildiginda, bu madde, amonyak ve bikarbonata hidrolize olmakta ve mikroalgler

yetisirken ortamdaki pH’da ¢ok blylk degisimler meydana gelmemektedir (Perez-Garcia 2011).

Tablo 3.11. Farkh azot kaynaklari ile yetistirilen Prochlorococcus sp.’nin blyldme hizi ve igerdidi lutein

miktari
Azot Log faz Mmax Lutein
kaynagi (giin) (giin™) (mg/g)
NaNOs 4-8 0.110 2.54 £ 0.13
NaNO: 4-8 0.376 1.82+0.10
NHa4ClI 3-9 0.262 0.42+0.11
CHaN20 4-8 0.122 3.31+£0.17

Tablo 3.12. Farkl azot kaynaklari ile yetistirilen Scenedesmus protuberans’inbiyime hizi ve igerdigi lutein
miktari

Azot Log faz Mmax Lutein
kaynag (giin) (giin) (mg/g)
NaNO3 1-30 0.419 2.45+0.16
NaNO; 1-30 0.108 2.17£0.20
NH4CI 1-11 0.173 0.70£0.15
CH4N20 1-30 0.080 3.86 + 0.11
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3.8. Farkh Isik Kaynaklarinin Yesil Mikroalglerde Bulunan Lutein
Miktarina Etkisi

Gorindr bolge elektromanyetik spektrumun 380 ve 750 nm arasindaki enerji bdlgesini
kapsar (Sekil 3.21). Bu bolge mikroalglerde gerceklesen fotosentetik olaylar icin oldukca
onemlidir (Kommareddy ve Anderson 2003). Bu bolgedeki enerji sayesinde, mikroalgler
fotosentez ile cesitli oranik molekilleri sentezleyebilirler. Fotosentetik organizmalarin
absorpsiyon enerjileri icerdikleri pigmentlere baglidir. Mikroalglerde bulunan baslica pigmentler
klorofiller, fikobilinler ve karotenoidlerdir. Adi gegen pigmentlerin fotonik ézellikleri Tablo 3.13’'de
verilmektedir (Masojidek 2004).
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Sekil 3.21. Elektromanyetik spektrum ve gorinir bélgedeki isigin 6zellikleri
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Tablo 3.13. Mikroalglerde bulunan baslica pigmentlerin fotonik 6zellikleri
(Kaynak: Masojidek 2004)

Pigment grubu  Renk Absorpsiyon bantlari (nm) Pigmentler
Klorofiller Yesil 450-475 Hidrofobik  Klorofil a
630-675 Klorofil b
Klorofil ¢, ¢z, d
Fikobilinler Mavi, kirmizi 500-650 Hidrofilik  Fikosiyanin
Fikoeritrin
Allofikosiyanin
Karotenoidler Sari, turuncu 400-550 Hidrofobik  B-Karoten
a-Karoten
Lutein
Violaksantin

Fukoksantin

Bu pigmentlerden en 6nemlisi klorofil a'dir. Bunlara ek olarak klorofil b, ¢ ve karotenoidler
de ayri bir 6nem tasir. Klorofil b ve klorofil c’nin gorevi 1$1§1 absorplayip bu enerjiyi klorofil a’ya
gecirmektir. Diger taraftan karotenoidler klorofilin yapisini ve butinlugini korumak amaciyla
fazla enerjiyi bertaraf eder. Karotenoidler kirmizi, sari ve turuncu renklidir; bu renkteki 1sigi
absorbe etmezler. Bunun yerine bu renklerin tamamlayicisi olan mor/mavi ve mavi/yesil bélgede
absorpsiyon yaparlar (Kommareddy ve Anderson 2003). Fikobilinler ise suda ¢6zlinen ve daha
¢ok mavi-yesil alglerde bulunan fikosiyanin gibi maddelerden olusan pigment grubudur.

Bu c¢alismada, mikroalglerde bulunan lutein miktarini artirmak amaciyla farkli dalga
boylarinda 1gik veren floresan lambalar (kirmizi ve mavi) kullaniimistir. Normal kosullarda beyaz
floresan lamba kullanilarak yetigtirilen mikroalgler belirli bir bolgede 1sik veren kaynaklar ile
yetistiriimistir. Tablo 3.14 ve 3.15teki veriler, kullanilan 1sik kaynaklarinin yesil mikroalglerde
bulunan lutein miktarinda ticari anlamda fark yaratacak Olgide artisa yol agmadigini

goOstermektedir.
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Tablo 3.14. Farkh dalgaboyunda i1sik kaynaklari ile yetistirilen Prochlorococcus sp.’nin
biyime hizi ve igerdigi lutein miktar

Isik Log faz Mmax Lutein
kaynagi (gtin) (giin™) (mg/g)
Kirmiz 1-6 0.347 1.73
Mavi 1-20 0.153 1.57
Beyaz 1-20 0.116 1.86

Tablo 3.15. Farkh dalgaboyunda i1sik kaynaklari ile yetistirilen Scenedesmus protuberans’in
biyime hizi ve igerdigi lutein miktar

Isik Log faz Mmax Lutein
kaynagi (giin) (giin) (mg/g)
Kirmizi 1-7 0.100 1.24
Mavi 1-20 0.090 2.04
Beyaz 1-20 0.099 1.36

3.9. Oksidatif Stres Kosullarinin Yesil Mikroalglerde Bulunan Lutein
Miktarina Etkisi

Mikroalglerde bulunan karotenoidlerin pek ¢ok goérevi vardir. Bunlarin basinda,
antioksidan ozellikleri sayesinde oksidatif stresle mucadele etmek gelir (Demming-Adams 2002).
Fernandez-Sevilla vd. (2010) H.O, ve NaClO’nun Fe?* iyonu varliginda blylme ortamina
eklenmesinin lutein Gretimini artirdigini bildirmistir. Bunun nedeni, Fenton Reaksiyonu adi verilen
bu reaksiyon sonucunda hidroksil radikalinin olugsmasi ve luteinin antioksidan 6zelligi sayesinde
bu etki ile micadele etmesidir. Lutein miktarindaki artisin savunma mekanizmasi tarafindan
gelistirildigi disunulmustar.

Bu ¢alismada Fe?* varliginda ortama NaOCI eklendiginde Prochlorococcus sp.’de lutein
birikiminin meydana geldigi gozlenmigtir. Tablo 3.16’da 6zetlenen sonuglara gore, bahsi gecen
maddelerin eklenmesi bu mikroorganizmada strese neden olmus ve lutein sentezini tetiklemis
olabilir.
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Tablo 3.16. Oksidatif stres kosullarinda yetistirilen Prochlorococcus sp.’nin
biyime hizi ve igerdigi lutein miktar

BBM ortaminda bulunan Log faz Mmax Lutein
oksidatif stres kaynaklari (giin) (giin?) (mg/g)
no -OH and 102 1-20 0.411 251+0.17
0.1 mM Hz202 + 0.1 mM Fe?* 1-20 0.137 1.92+0.12
0.1 mM NaClO + 0.1 mM Fe? 1-20 0.147 453 +0.22
0.1 mM H202+ 0.1 mM NaOCI 1-20 0.170 2.92+0.19
T

Tablo 3.17. Oksidatif stres kosullarinnda yetistirilen Scenedesmus protuberans’in
blylime hizi ve igcerdigi lutein miktari

BBM ortaminda bulunan Log faz Mmax Lutein
oksidatif stres kaynaklari (giin) (gin™) (mg/g)
no -OH ve 'Oz 1-30 0.116 247 +0.14
0.1 mM H202 + 0.1 mM Fe?* 1-20 0.107 2.06 +0.17
0.1 mM NaClIO + 0.1 mM Fe?* 1-20 0.097 2.06 £ 0.20
0.1 mM H202+ 0.1 mM NaOCI 1-20 0.077 2.21+0.13

Ancak Tablo 3.17'deki sonuglar incelendiginde durumun Scenedesmus protuberans igin
ayni olmadigi gbéze c¢arpmaktadir. Kullanilan oksidatif stres kaynaklari bu mikroalgdeki lutein
biyosentezini artirmamistir. Blyuk ihtimalle, Scenedesmus protuberans maruz kaldigi bu
kosullar ile basa ¢ikamamig, hem blyime hizi hem de lutein miktarinda azalma meydana
gelmigtir. Sonuglardan da anlagilacag! Uzere her 6rnek farkli yapiya sahip oldugundan farkh

kosullara degisik cevaplar vermesi olasidir.
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3.10. Kahverengi Mikroalgten Fukoksantin Ekstraksiyonu icin Uygun
Kosullarin Belirlenmesi

Fukoksantin ve astaksantin (i¢ standart) icin HPLC-DAD ile elde edilen absorbans
spektrumlari Sekil 3.22°de gorilmektedir. Analizler 450.0 nm’'de yapilmistir. Fukoksantin ve

astaksantin standartlarina ait HPLC kromatogrami Sekil 3.23’te verilmistir.

T T T T T T T
14 4 = Fukoksantinn
----- Astaksantin |4

T T T T T T T
300 400 500 600
Dalgaboyu (nm)

Sekil 3.22. Fukoksantin ve astaksantine (i¢ standart) ait absorbans spektrumlari

12

'fukoksantin

astaksantin

mAU

A

0 5 10 15 20 25
Sure (dakika)

Sekil 3.23. Fukoksantin ve astaksantine (i¢ standart) ait HPLC kromatogrami
(isokratik ydntem, 450 nm, 1 mL/min akis hizi, 25°C kolon sicakligr)
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Ekstraksiyonuna Etkisi

in

Fukoksant

iminin

3.10.1. Cozgen Biles

Nitzschia sp.’den fukoksantin ekstrakte edilmesi icin ¢ozgen bilegimi olarak (1:1)

THF/DCM

(metanol/aseton), = THF/MEOH

MEOH/ACE

(tetrahidrofuran/diklorometan),

HEX/DCM

ve

(aseton/diklorometan)

ACE/DCM
(hekzan/diklorometan) kullaniimigtir. Yesil mikroalglerin ekstraksiyonunda oldugu gibi en iyi

(tetrahydrofuran/metanol),

sonu¢ veren THF/DCM bilesimi, bu mikroalg icin de Sekil 3.24°te goéruldigu gibi benzer sonuglar

blaylk olasilikla, oldukga polar olan fukoksantinin bu c¢bzgen

Bunun nedeni,

vermigtir.

bilesiminde cok iyi ¢cézlinmesidir. Fukoksantin ekstraksiyonuna yoénelik daha sonraki deneylerde

bu ¢dzgen bilesimi kullaniimistir.
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Ekstraksiyon ¢dzgenleri

Sekil 3.24. ikili gdzgen bilesiminin Nitzschia sp.’den fukoksantin ekstraksiyonuna etkisi
(Deney kosullari : 0.25 g mikroalg, 10.0 mL ¢ézgen, 10.0 dakika ekstraksiyon x 3, 25 °C)
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3.10.2. Ekstraksiyon Siiresinin Fukoksantin Eldesine Etkisi

Nitzschia sp.’den fukoksantin ekstraksiyonunda surenin etkisini belirlemek amaciyla
kahverengi mikroalg THF:DCM (1:1) kullanilarak ve 25.0°C’de Ug¢ kez ekstrakte edilmistir. Sekil
3.25'te de goruldigu gibi 15 dakikalik ekstraksiyon sdresi fukoksantinin elde edilmesi igin
yeterlidir. Bu da, gerek ultrasonik ekstraksiyon agisindan gerekse sarfiyat bakimindan avantajli
bir durumdur. Ekstraksiyon siresinin kisa olmasi toplam islem suresini kisaltacaktir. Ayrica,
ultrasonik ekstraksiyon sirasinda otuz dakikadan sonra sicaklik kontroll, titresim nedeniyle
arttigindan, zor olmaktadir. Daha sonraki deneylerde ekstraksiyon on bes dakika sireyle

yapilmigtir.
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Ekstraksiyon suresi (dakika)

Sekil 3. 25. Ekstraksiyon stresinin Nitzschia sp.’den fukoksantin eldesine etkisi
(Deney kosullari: 0.25 g mikroalg, 10.0 mL THF/DCM x 3 ekstraksiyon, 25°C)
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3.10.3. Ekstraksiyon Sayisinin Fukoksantin Eldesine Etkisi

Elde edilen fukoksantin miktarini artirmak amaciyla renk goértlmeyene dek devam edilmis
ve arka arkaya alti kez ekstraksiyon yapilmistir. Sekil 3.26'da gdsterilen sonuglara gore
Nitzschia sp.’deki fukoksantinin % 95’inin ilk ekstraksiyonda c¢o6zeltiye gectigi bulunmustur.
Yapilan mikroskopik incelemelerde de hicredeki rengin ilk ekstraksiyon sonunda énemli élglide

azaldig1 goézlenmisgtir.
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Sekil 3.26. Ekstraksiyon sayisinin Nitzschia sp.’den fukoksantin elde edilmesindeki etkisi
(Deney kosullari: 0.25g mikroalg, 10.0 mL THF/DCM, 15 dakika ekstraksiyon, 25°C)
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3.10.4. Sicakhgin Fukoksantin Ekstraksiyonuna Etkisi

Genelde sicakhdin ekstraksiyona olumlu etkileri bulunmaktadir. Bunun nedeni sicakhgin
artmasiyla beraber molekullerin kinetik enerjisinin de artmasi ve ayni zamanda maddlerin
¢6zgen molekulleriyle olan etkilesiminin de artisi olabilir. Ancak, sicaklik yuksek oldugunda bu
defa bazi maddelerin bozunmasina ya da izomerlesmesine neden olur. Bu calismada,
kahverengi mikroalgten fukoksantin ekstraksiyonuna sicakligin etkisini belirlemek amaciyla Ug
farkli sicaklikta ekstraksiyon yapiimistir (25, 40 ve 55°C). Elde edilen sonuglara gore (Sekil 3.27)
sicaklik 40°C’ye yukseltildiginde ekstrakte edilen fukoksantin miktarinda 6nemli bir artis
gbzlenmezken daha yuksek sicakliga cikildiginda bu miktarin dustuga goézlenmistir. Blyuk bir

olasilikta fukoksantininn bir kismi bozunmakta ya da izomerlesmektedir.
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Sekil 3.27. Sicakhgin Nitzschia sp’den ekstrakte edilen fukoksantin miktarina olan etkisi
(Deneysel kosullar: 0.25g mikroalg, 10.0 mL THF/DCM, 15 dakika ekstraksiyon x 3)
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3.11. Farklhi Azot Kaynaklarinin Kahverengi Mikroalgdeki Fukoksantin
Miktarina Etkisi

Farkh azot kaynaklarinin mikroalglerde bulunan lutein Uzerindeki etkilerinden daha 6nce
bahsedilmigti. Ancak literatirde bu kaynaklarin fukoksantin miktarina olan etkisine dair herhangi
bir calisma bildirilmemistir. Bu amacla, fukoksantin dreten Nitzschia sp.’nin yetistiriimesinde
farkli azot kaynaklarinin mikroalgin buyime hizina ve Urettigi fukoksantin miktarina olan etkisi
arastiriimistir. Sonuclar Tablo 3.18’de 6zetlenmistir. Elde edilen sonuglara gére, ayni miktarda
azot iceren azot kaynaklarindan nitrit kullanildiginda mikroalgin buyime hizi sabit kalirken
fukoksantin miktarinda onemli bir degisiklik meydana gelmistir. Bunun nedeninin, nitritin
dogrudan -buna bagli olarak nitrat/nitrit cevrimine gerek duyulmadan- hazir olarak ortamda
bulunmasi oldugu dusunudlmektedir. Muhtemelen, daha az enerji gerektirdiginden sireg
kendiliginden olmakta ve sonug¢ olarak daha fazla miktarda fukoksantin Uretilmektedir (Perez-
Garcia 2011).

Tablo 3.18. Farkli azot kaynaklari ile yetistirilen Nitzschia sp.’nin
biyume hizi ve icerdigi fukoksantin miktar

Azot Log faz Mmax Fukoksantin
kaynag (giin) (giin) (mg/g)
NaNOs 1-17 0.134 6.58 + 0.14
NaNO2 1-20 0.134 9.85+0.19
NH4CI 1-17 0.167 3.74 £ 0.11
CH4N20 1-20 0.141 3.35+£0.10

3.12. Farklhh Azot Kaynaklarinin Kahverengi Mikroalgdeki Fukoksantin
Miktarina Etkisi

Oksidatif stres kosullarinnda yetistirilen Nitzschia sp.’nin Urettigi fukoksantin miktarlarina
ait sonuglar (Tablo 3.19) oldukga dikkat gekicidir. NaOCI ortamina eklenen Fe?*'nin varligi
sonucunda olusan oksitadif stres trlnleri bu mikroalgi strese maruz birakmistir. Bu hem buyime

hizinin dismesinden hem de fukoksantin miktarinin ¢arpici bir sekilde artmasindan anlasilabilir.
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Strese maruz kalan Nitzschia sp. hucrelerini korumak amaciyla fukoksantin biyosentezini
artirmis olmahdir. Buyuk olasilikla, mikroalg diger kosullari stres olarak algilamamig ve bu
nedenle bir savunma mekanizmasi gelistirmemistir. Bu konu hakkinda literatirde olgunlasmis
bilgi olmasa da, bu ¢aligsmanin sonuglari, belirtilen kosullar altinda Nitzschia sp.’nin strese girdigi

ve ylksek miktarda fukoksantin Urettigini gdstermistir.

Tablo 3.19. Oksidatif stres kosullarinnda yetistirilen Nitzschia sp.’nin
blylme hizi ve igerdigi fukoksantin miktari

F/2 ortaminda bulunan Log faz Mmax Fukoksantin
oksidatif stres kaynaklari (giin) (gin™) (mg/qg)
‘OH ve 102 yok 1-17 0.136 6.58 + 0.17
0.1 mM H202 + 0.1 mM Fe?* 1-17 0.171 6.62 +0.12
0.1 mM NaCIO + 0.1 mM Fe?* 1-20 0.118 10.19 £ 0.22
0.1 MM H202+ 0.1 mM NaOCI 1-17 0.178 7.79+0.19

3.13. Farkl Isik Kaynaklarinin Kahverengi Mikroalgdeki Fukoksantin
Miktarina Etkisi

Nitzschia sp.’nin yetistirimesinde farkli dalgaboyunda isik kullanildiginda (Tablo 3.20)
fukoksantin miktarinda énemli bir degisiklik olmamistir. Ancak dikkat ¢ekici olan, kirmizi isik
kullanildiginda bu mikroalgin buyime hizinda bir artis gorilmesidir. Blyuk Olcekli Uretimler
planlandiginda blyime hizinin énemli bir parametre oldugu dusinilurse, Uretim sirasinda

kirmizi 1sik kullaniimasinin daha avantajli olacagi sdylenebilir.

Tablo 3.20. Farkli dalgaboyunda 1sik kaynaklar ile yetistirilen Nitzschia sp.’nin
bldyume hizi ve igerdigi fukoksantin miktar

Isik Log faz Mmax Fukoksantin
kaynag (giin) (giin) (mg/g)
Kirmizi 1-10 0.316 597 +0.16

Mavi 1-12 0.260 5.49+0.19

Beyaz 1-12 0.238 5.67 £0.17
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3.14. Karotenoidlerin Antioksidan Aktivitelerinin DPPH Yontemiyle
Belirlenmesi

Bu calismada antioksidan aktiviteyi gézlemlemek amaciyla éncelikle DPPH ¢ozeltisinin
derisimine karar verilmigtir. Literatirde kullanilan degerler (Li vd. 2011) g6z 6énline alinmis ve
30uM DPPH c¢ozeltisi kullaniimistir. Lutein standardi (5.0 mg/L) kullanilarak spektrofotometre
(Varian Cary 50) ile zamana baglh DPPH absorbans olcimleri yapilmistir. Buradaki amag, akis
enjeksiyon sisteminde DPPH’nin absorbansinda fark edilebilir duzeydeki azalmayi

g6zlemlemektir. On denemelere ait sonuglar Tablo 3.21’de verilmigtir.

Tablo 3.21. DPPH ve luteine ait reaksiyonun zamana bagh absorbans degisimi

Reaksiyon siiresi (dakika) DPPH Absorbansi (515 nm)

0 0.942
0.5 0.887
1 0.865
0.806

5 0.794
10 0.783
15 0.765
30 0.508

Bu sonuglara gore, lutein ile reaksiyona giren DPPH’nin absorbansinda, yaklasik iki
dakika igerisinde azalma baslamistir. Sekil 3.29°daki mor renkli ¢ézelti (1) DPPH’ye, sari ¢ozelti
(2) ise lutein ile reaksiyona giren DPPH’ye aittir.
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antioksidan aktivitelerinin de belirlenmesi planlanmistir. Ozellikle oksijen, 1sik ve yiksek
sicakliklara karsi
beklemeksizin gerceklestirimesi gerekmektedir. Bu amagla, akis-enjeksiyon analiz (FIA) sistemi
kurulmus (Sekil 3.30) ve mikroalgden elde edilen organik ekstrakt HPLC’ye ve hat Uzerinde (on-
line) FIA sistemine gonderilmistir. PEEK (5 m x 0.25 mm ID) boru reaksiyon bobini olarak
kullanilmis ve karotenoidlerin absorbans degerlerinin DPPH ile reaksiyon verince dustigu

gorulmastur. Boylelikle, karotenoidlerin goéreceli olarak gdsterdigi antioksidan aktivite on-line

Bu calismada,

(1) DPPH ¢ozeltisi, (2) lutein ile reaksiyona giren DPPH ¢ozeltisi

olarak goérilmustar.

mikroalglerden elde edilen ekstraktlardaki

Sekil 3.28. DPPH'nin lutein ile reaksiyonu dncesi ve sonrasinda ¢ozeltinin rengi

karotenoidlerin

oldukca hassas olan karotenoidlerin antioksidan aktivitelerinin de

Gradiyent
A pompa

PEEK boru
Smx0251D

YA HPLC kolonu
ka (Karotenoid kolon)

PEEK bou
30cm 0.25mm ID

Ornek

B Peristaltik
pompa

DPPH

e

DAD

Reaksiyon bobini

515 nm

I
’H A

Sekil 3.29. Karotenoidlerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesinde
kullanilan HPLC - Akis Enjeksiyon Sistemi




Her mikroalg turd icin spesifik HPLC ydntemi kullaniimistir. Mobil faz 0.8 mL/min akis
hizina ayarlanmistir. Kolon g¢ikisinda bir peristaltik pompa yardimiyla T-hattina dahil edilen
DPPH (30uM) ise 0.2 mL/min akis hizinda tutulmus ve toplam akis hizi 1.0 mL/m,n olarak sabit

kalmistir. Buna gére, elde edilen kromatogramlar Sekil 3.31, 3.32 ve 3.33’te verilmigtir.
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Sekil 3.30. (A1) Prochlorococcus sp.’nin 450 nm’de HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami (Az2)
Prochlorococcus sp.’nin DPPH yéntemiyle 515 nm’de HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.31. (A1) Scenedesmus protuberans’in 450 nm’de HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami
(A2) Scenedesmus protuberans’in DPPH y6ntemiyle 515 nm’de HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami
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Sekil 3.32. (A1) Nitzschia sp.’nin 450 nm’de HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami
(A2) Nitzschia sp.’nin DPPH ydntemiyle 515 nm’de HPLC-DAD ile elde edilen kromatogrami



BOLUM 4

SONUGLAR

Son yillarda dnem kazanan caligma alanlarindan biri, gida drGnlerinde insan sagligi
acisindan 6nemli bir pigment grubu olan karotenoidlerin ¢esit ve derisimlerinin dogru bir sekilde
belirlenmesidir. Mikroalglerden karotenoid eldesi Uzerinde de ¢esitli arastirmalar yapiimaktadir.
Normal kosullar altinda da karotenoid Ureten bazi mikroalgler, ¢esitli stres kosullarina maruz
birakildiklarinda daha fazla karotenoid Uretmektedir. Bu durum, mikroalg biyoteknoloijisi
agisindan da incelenmesi gereken bir olguya isaret etmektedir. Mikroalglerin yapilari birbirinden
farkh oldugundan ve Uretilen karotenoidler ve/veya miktarlari da farkh olacaktir. Bahsedilen bu
degisiklikleri takip edebilmek icin pek c¢ok arastirmaci yeni analiz yontemlerine ihtiyac
duymaktadir.

Karotenoid analizlerinde karsilasilan énemli sorunlardan biri, birgcok karatenoid icin ticari
standart olmamasidir. Bu alanda yapilacak her katki, yeni turlerin bulunmasi/saflastiriimasi, yeni
turlerin saglik ve gida sektorlinde uygulama alani bulmasi ve analitik standart olarak kullaniimasi
baglamlarinda da dneme sahiptir.

Bu projede kullanilan yesil mikroalglerde (Prochlorococcus sp. igcin 2.54 mg/g ve
Scenedesmus protuberans i¢in 2.45 mg/g) 6nemli miktarda lutein oldugu goérilmus; diger
taraftan kahverengi (Nitzschia sp.) mikroalgte ise fazla miktarda fukoksantin (6.58 mg/qg)
bulunmustur. Cogu mikroalg tiri stress kosullarinda biyosentez mekanizmalarini
degistirmektedir. Bu nedenle, farkl azot kaynaklari, oksidatif stres kosullari ve farkh isik
kaynaklarinin yesil mikroalglerde bulunan lutein miktarina; kahverengi algte ise bu kosullarin
fukoksantin miktarina olan etkisi arastiriimistir. Kullanilan farkli kaynaklar ile veya uygulanan
bazi stres kosullari sayesinde bu miktarlar arttirlmigtir.

Proje ekibi, bu alandaki calismalarini bundan sonra da devam ettirecektir. Proje
kapsaminda elde edilen bulgular ve cesitli Ulkelerde, mikroalglerden karotenoid Uretiminin
endustriyel Olgcekte de yapiliyor olmasi, Proje ekibinin bundan sonraki calismalarina yol
gOsterecektir. Bu anlamda bazi ¢aligmalar tamamlanmis ve 6zellikle fukoksantinin ticarilesmesi
icin yeni bir proje 6nerisi hazirlamistir. Proke ekibi, bu amacla yeni bir proje ile basta KOSGEB
olmak Uzere cesitli kuruluglara basvurmak icin bazi girisimlerde bulunmustur. Kismi destek

saglanmasi amaciyla SOLGAR, GNC ve KEMIN Industries gibi bazi 6nde gelen kuruluslarla
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irtibata gecmistir. Fukoksantinin ticarilesmesi amaciyla Ulkemize 6zgu bazi endemic mikroalg
turlerinin izolasyonuna yonelik calismalar yapilacak ve bu tirlerden en ylksek miktarda

fukoksantin elde edilmesine ¢alisilacaktir. Son olarak, dnerilecek proje sonucunda uluslararasi

patent alinmasi hedeflenmigtir.
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EK A

Calismada Kullanilan Diger Mikroalg Turleri

Projede adi gecen mikroalgler disinda iki farkli mikroalg daha kullaniimistir. Bunlardan
biri yesil bir mikroalg tlrl olan Neochloris alveolaris, digeri ise kahverengi bir mikroalg olan
Cymbella sp.’dir. Bunlara ait optik mikroskop ve SEM gorintileri Sekil A1 ve Sekil A2'de

verilmigtir.

Sekil Al. Cymbela icin optik mikroskop (a,b x 40) ve SEM goruntileri (c x 23000, d x 25000)
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Mikroalgler stok kulturlerden oncelikle deneme amagh olarak, sadece yeterli miktarda
yetistirilmis ve karotenoid iceriklerine bakildiktan sonra yogun uretime gecilmigtir. Bu mikroalgler

onceden gelistirilen yontemler ile ekstrakte edilmis ve HPLC-DAD ile analizleri yapilmistir.

Sekil A2. Neochloris alveolaris icin optik mikroskop (a,b x40) ve SEM gorintuleri (c x10000, d x18500)

HPLC-DAD ile yapilan analizlerden elde edilen kromatogramlar Sekil A3 ve Sekil Ad’te
gosterilmistir. Ancak Neochloris alveolaris’te bulunan karotenoid igerigi ve miktari ¢ok az
oldugundan bu mikroalg ile diger yesil mikroalglerde yapildigi gibi optimizasyon calismalari
yapilmamigtir ve Uretime devam edilmemigtir.

Son olarak, segilen diger bir kahverengi mikroalg tirt olan Cymbella sp., Nitzschia sp.’ye
oranla daha az fukoksantin igermektedir. Buna ragmen kargilastirmali ¢alisma planlanmisg,
ancak bu mikroalgin yodun kudltir halinde yetigtiriimesinde basta kirlilik olmak Uzere 6nemli
sikintilar yaganmustir. Kirliligin giderilememesi ve kiltirin aksenik olarak yetistirilememesinden

dolay Gretim durdurulmustur.
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Sekil A3. Cymbella’nin HPLC-DAD kullanilarak elde edilen kromatogrami
(isokratik analiz, 70:30-Metanol:Asetonitril, 450 nm, akis hizi:1 mL/min)
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Sekil A4. Neochloris alveolaris’in HPLC-DAD kullanilarak elde edilen kromatogrami
(gradient analiz, 70:25:5-Metanol:Metil tert-butil eter:Su)
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Mikroskobik canlilardan olan mikroalglerin biyoteknolojisi, bu turlerin igerdigi cesitli faydali
bilesikler nedeniyle, hizla 6nem kazanmistir. Biyolojik gesitlilikleri g6z 6énline alindiginda
mikroalgler, pek ok yeni (iriin igin kaynak olarak distniilebilir. Ozellikle tip, farmakoloji,
kozmetik ve gida endiistrisinde cok gesitli uygulama alani bulabilir. Onemli bir pigment ve
antioksidan kaynagi olan karotenoidler, mikroalglerden Uretilen Urinlerin arasindadir.
Biyoteknolojik uriinlerin dogal Uretim teknolojileri, sentetik yollarla yapilan tretimlere gére
daha ¢ok tercih edilmektedir. Karotenoidlerin mikroalgler tarafindan Uretilmesi ise disuk
maliyet, kolaylik ve gesitlilik agisindan 6zellikle Avrupa, Avustralya, Amerika ve Uzakdodu?da
alternatif bir arastirma alani haline gelmistir. Cesitli karotenoidleri ve/veya bir karotenoidi fazla
miktarda Ureten yeni tur organizmalarin bulunmasina 6zel énem verilmektedir. Ancak,
Ulkemizde karotenoidlerin ya da belirli bir karotenoidin biyosentezi hakkinda bilgi ve
teknolojiler yetersizdir. Bu durum, bu alanda yapilacak arastirmalarin dnemini géstermektedir.
Bu projede, cesitli mikroalglerden karotenoid eldesine yoénelik galismalar yapiimigtir. Elde
edilen karotenoidler arasinda ticari 5neme sahip lutein ve fukoksantin ile daha ayrintili
deneyler gergeklestiriimistir. Elde edilen sonuglar, pek ¢cok yeni galismaya yon verebilecek
niteliktedir. Ornegin, giiniimiizde luteinin ticari olarak (iretimesine yénelik galismalar hala
devam etmektedir. Bu anlamda, bu ¢alismada lutein miktarini artirmak amaciyla bazi yollar
izlenmis ve olumlu sonuglara ulasiimistir.

Bunun diginda, fukoksantin ile ilgili yapilan denemeler sonucunda literatiirde daha énce yer
almayan veriler elde edilmistir. Mikroalglerden fukoksantin eldesine yonelik galismalar
oldukga kisitlidir. Ancak projede elde edilen sonuglarin gerek literatuire, gerekse ticari
anlamda uretime oldukga 6nemli katkilar saglayacagi dusuniimektedir.

Son olarak, karotenoidlerin antioksidan aktivitelerini, saflastirma islemlerine gerek kalmadan
gorebilmek amaciyla yeni bir akis enjeksiyon sistemi gelistirilmistir.
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