ANV tesSex

1Za] eJ00q

GLo0Z NM

KIRIKKALE UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

BAZI MIKROALGLERDEN KAROTENOID EKSTRAKSIYONU VE
ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Yasar ALUC

ARALIK 2015



KIRIKKALE UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

DOKTORA TEZi

BAZI MIKROALGLERDEN KAROTENOID EKSTRAKSIYONU VE
ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Yasar ALUC

ARALIK 2015



Biyoloji Anabilim Dalinda YASAR ALUC tarafindan hazirlanan BAZI
MIKROALGLERDEN KARETONEOID EKSTRAKSIYONU VE
ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ BELIRLENMESI adli Doktora Tezinin

Anabilim Dali standartlarina uygun oldugunu onaylarim.

...... A Prof. Dr. ilhami TUZUN

Anabilim Dali Bagkani

Bu tezi okudugumu ve tezin Doktora Tezi olarak butln gereklilikleri yerine

getirdigini onaylarim.

Prof. Dr. ilhami TUZUN

Danisman
Juri Uyeleri
Baskan : Prof. Dr. Ahmet ALTINDAG
Uye (Danisman) : Prof. Dr. ilhami TUZUN
Uye : Prof. Dr. Siyami KARAHAN
Uye : Dog. Dr. Seyhan AHISKA
Uye : Dog Dr. Mustafa TURK

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii Yonetim Kurulu

Doktora derecesini onaylamistir.
Prof. Dr. Mustafa YiGITOGLU

Fen Bilimleri Enstittist Mudurt



AILEME;



OZET

BAZI MIKROALGLERDEN KAROTENOID EKSTRAKSIYONU VE

ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

ALUC, YASAR
Kirikkale Universitesi
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Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. ilhami TUZUN

Aralik 2015, 112 sayfa

Bu calismada, insan saglgl uzerinde etkili olan karotenoidlerin,
mikroalglerden elde edilme imkanlari ve olasi antioksidatif potansiyelleri
incelenmigtir.

Kirikkale ili cevresindeki sucul ortamlardan izole edilen 3 farkli
mikroalg turinin inverted mikroskop ve Scaning Elektron Mikroskop
goruntuleri gekilerek teshisleri yapilmigtir. Mikroalglerin blyime ortami olarak
Tris-Asetat-Fosfat besiyeri (TAP), Basal Bold Medium (BBM), Sager-Granick
(SG) ve BG-11 besiyerleri kullaniimig; uretim asamasinda gerekli sayim,
Klorofil a, kuru agirlik olgumleri yapilmigtir. Scenedesmus sp. (SCN),
Chlorella sp. (CHLR) ve Chlamydomonas sp. (CHLMY) turlerine ait

biyomaslardan yapilan ekstraksiyon islemini takiben, HPLC-TOF-MS cihazi



kullanilarak karotenoid turevlerinin kalitatif ve kantitatif dlgimleri yapilmistir.
Bu verilere gore; All Trans Lutein, All Trans Zeaksantin, Beta Kriptosantin, All
Trans Beta Karoten degerleri sirasiyla CHLR turG igin; 32.85 £1.04,1.16
+0.12,0.4 +0.06, 6.35 +1.56 pyg/mg’dir. CHLMY tiru igin; 15.60 +3.20, 1.71
+0.09, 0.20 +0.03, 4.18 £1.72 pg/mg. SCN tiru icin ise; 14.96 +0.62, 0.85
10.13, 0.45 +0.09, 7.16 +£1.23 ug/mg olarak bulunmustur. Bu tlrler arasinda
toplam karoten miktari en fazla 40.76 ug/mg olarak CHLR turl bulunmustur.
Tam tarlerde All Trans Lutein miktari en fazla bulunmustur.

Ayrica; bu calismada izole edilen 3 farkli mikroalg tlrlnin ekstraktlari
DPPH ve FRAP oOlcum metodu kullanilarak antioksidan aktiviteleri
deg@erlendirilmigtir. Tuarler arasinda SCN’ nin en ylksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu tespit edilmistir. Disk Difizyon ve Minimum
inhibisyon Konsantrasyon (MiK) metotlari kullanilarak antimikrobiyal aktivite
tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalarda Disk Diflizyon metodunda herhangi bir
aktiviteye rastlanmazken, MIK ydntemiyle tiirlerin hepsinde antimikrobiyal
aktivite saptanmistir. Staphylococcus aureus (S. Aerius) ve Enterococcus
faecalis (E. faecalis) bakterileri igin en dusuk inhibisyon konsantrasyonu 12.5
mg ile CHLMY, Escherichia coli (E coli) bakterisi icin en dusuk inhibisyon
konsantrasyonu 25mg ile CHLMY, Bacillus subtilis (B. subtilis) bakterisi igin
herhangi bir aktivite saptanmamis olup bir maya olan Candida albicans (C.
albicans) mikroorganizmasi igin ise 25 mg ile CHLMY tirG en fazla aktivite

gOstermigtir.

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Karotenoid, HPLC, DPPH, Frap yontemi

Antioksidan etki, Antimikrobiyal aktivite



ABSTRACT

Carotenoid Extraction from Some Algae and Antioxidant Activities of Extracts

ALUC, YASAR
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph.D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. ilhami TUZUN

December 2015, 112 sayfa

In this study, carotenoids, known to have health effects on human
being, are investigated to find out whether a yield of them from microalgae
might be obtained and, have probable antioxidative potantial.

Three different algal species, obtained from aquatic habitats in Kirikkale
province, were identified by using Inverted and Scanning Electron
Microscope. Growth media for microalga were Tris-Asetat-Fosfat (TAP),
Basal Bold Medium (BBM), Sager-Granick (SG) and BG-11. Cell counting,
Chlorophyll-a and dry biomass measurements were all made during growth
phases. Growth media for microalga were Tris-Asetat-Fosfat (TAP), Basal
Bold Medium (BBM), Sager-Granick (SG) and BG-11. Cell counting,
Chlorophyll-a and dry biomass measurements were all made during growth

phases. Following the extraction obtained from the biomasses belonging to



each algal species, namely, Schenedesmus sp. (SCN), Chlorella sp. (CHLR)
and Chlamydomonas sp. (CHLMY) qualitative and quantitative
measurements were made using HPLC-TOF-MS. The measured values of
All Trans Lutein, All Trans Zeaksantin, Beta Kriptosantin, All Trans Beta
Caroten were 32.85 +1.04,1.16 £0.12,0.4 +0.06, 6.35 +1.56 pg/mg.for CHLR;
15.60 +£3.20, 1.71 £0.09, 0.20 +0.03, 4.18 £1.72 pg/mg. for CHLMY and
14.96 10.62, 0.85 %0.13, 0.45 0.09, 7.16 +1.23 pg/mg for SCN.,
respectively. The amount of All Trans Lutein was the highest for all species.
Besides, antioxidant activities of each extract from 3 different algae
species was measured using DPPH and FRAP methods. Of all, SCN extract
showed the highest antioxidant activity. Disc Diffusion (DD) and Minimum
Inhibition Concentration (MiK) methods were applied to determine
antimicrobial activities of extracts. Whereas no activity was detected in the
DD method, MiK methods revealed some certain level of activities for all
extracts. While the lowest inhibition concentration to Staphylococcus aureus
(S. Aerius) and Enterococcus faecalis (E. Faecalis) was found to be 12.5 mg
for CHLMY extracts, the corresponding values to E. coli bacteria was 25 mg
for CHLMY extracts. No antimicrobial activity to Bacillus subtilis (B.subitilis)
was found for any extract. A yeast species, Candida albicans (C. albicans)

was deactivated by a highest value of 25 mg for CHLMY extracts.

Key words: Microalg, Carotenoid, Hplc, DPPH, Frap methods, Antioxidant

effect, Antimicrobial activity.



TESEKKUR

Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan finanse
edilen bu calismada 6ncelikle Kirikkale Universitesi Rektorliigi’ne tesekkuri
bir bor¢ biliim. Tezin hazirlanmasi esnasinda, her turlu bilgi ve deneyimleri
ile daima destegini aldigim tez ydneticisi hocam, Sayin Prof. Dr. ilhami
TUZUN’e tesekkir ederim. Laboratuvar ¢alismalari esnasindaki yardimlarini
esirgemeyen Baris Aydin ERGUNe ve Umit Haydar EROL’a ayrica;
antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda verdigi destek ve yardimlari igin Aytuna
Cerci'ye tesekklir ederim. Laboratuvar c¢alismalarindaki deneyim ve
tecrubelerini esirgemeyen ve maddi manevi katkilarindan dolayr Yrd. Dog.
Dr. Ozlem INCE YILMAZ a tesekkiir ederim. Hem laboratuvar calismalari
hem de tez yazim asamasinda ki buyuk katkilarindan dolaylr Dr. Gokben

BASARAN ve Uzman Biyolog Sibel OZKAN’a, tesekkir ederim.

Batin sabirlarindan dolayi esim Derya ALUC’a sliikranlarimi sunarim.



iCINDEKILER DIZiNi

Sayfa

(074 =5 OO i
AB ST R A CT e et e e e e aa s ii
TESEKKUR ........oooieeeeeeee e v
ICINDEKILER DiZINI............coooooiiiiieeieeeeeeeeeeeeee e vi
SEKILLER DIZINI.........cooviiiieeeeceeeeeeeeee e Xi
KISALTMALAR DIZINI.......cooooiiiiiiiieeeeee e Xiv
1.GIRIS ..o 1
2.LITERATUR OZETH .....ooovieieceeeeeeeeeee e, 3
2.1. MiKroalgler Ve ONEMi...........c.ocveueieeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar .............cccooeeeiii 7
2.3. Karotenoidlerin Yapisi V& ONeMi........c..cccooveevieeieieeeeceeee e 9
2.4. Alglerde Bulunan Bazi Karotenoid Cesitleri..........ccccccvvvviiiiiiiniinnnnn. 16
A T T ] (=T o 16

2.4.2. 0-KarOteN ....cooiiiiiiiiiiiiii 17

2.4.3. AStakSantin.........ooooieii i 18

244, LIKOPEN ..o 19

2.4.5. Lutein ve ZeaKSantin ..........coooeeeiiieieeeee 20

2.4.6. KantakSantin..........ooooiiie oo 21

2.4.7. FUKOSANTIN ....cooiiiieeieeeeeee e 22

2.5. Karotenoidlerin BiyOSENteZi .........cooeeveeeeiiiiiie 23
2.6. Karotenoidlerin Saglik Uzering EtKileri..........cccoeivieeeeeieeeeieeee e, 26

Vi



2.7. Antioksidan ve Antimikrobiyal AKEIVIte..............cvviiiiie e, 29

2.9. Calisilan Alglerin Taksonomisi ve Genel Ozellikleri.......................... 33
2.9.1.Chlorella sp. Genel OzelliKIEri ..........c..ccoeceeeeeeeceeeeeeseee e 33
2.9.2. Scenedesmus sp. Genel OzelliKIEri...........c.ccoeeeveeecrieecieenee. 34
2.9.3. Chlamydomonas sp. Genel OzelliKleri..............ccccceeeveeeennnne... 35

. MATERYAL VE YONTEM.........cooiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 38

3.1 KURUr Ortamlart ... 38

3.2. Klthr sistemleri (Fotobiyoreaktorler) ..........cccviiiiiiiiiiiie e 40

3.3. Stok KUltir Hazirlanmas! ...........ooceiiiiiiiiieiiicceeee e 43

3.4. Ekimi Yapilan Tirlerin Sayim ISlemi........ccccooviveiiiieeeceece e, 43

3.5. Ekimi Yapilan Tarlerin Klorofil a Tayini ..........cccooeeeiei 44

3.6. Ekimi Yapilan Turlerin Kuru AGirlik OlgumU.......ccooveeeeieeiieceeeeee 44

3.7. Ekimi Yapilan Tirlerin Hasat iSlemi..........ccccooviiiiiieecieeceeeeee e, 45

3.8. HPLC-MS Cihazi CaliSmasl............uuiiiiiieeiiiieiiee e 45
3.8.1. Alg Ekstraktlarinin Hazirlanmasi ..........cccccoooeviiiiiiiiiiinc e, 45
3.8.2. Karotenoid Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi ..................... 46

3.8.3. Karotenoidlerin Belirlenmesi icin Uygulanan HPLC Metodu.... 47
3.8.4. Karotenoid Piklerinin Tanimlanmasi Ve Hesaplanmasi........... 48
3.9. Antimikrobiyal Aktivite CaliSmasi ... 50

3.9.1. Antimikrobiyal Aktivite Tespitinde Kullanilan

Mikroorganizmalarin Uretimi............ccccceeveeeeeeeceeceeeeeen 50

3.9.2. Antimikrobiyal Aktivite igin Alg Ekstraksiyon Yéntemi.............. 51
3.9.3. Disk difuzyon metodu ..........cooevviiiiiiiiiiiiiiiee 52
3.9.4. Minimum inhibisyon Konsantrasyonu.............c.cccccceeeeeevenenn.. 52
3.10. Antioksidan Aktivite OICUMU ........ceeeeveeieee e, 53

Vi



3.10.1. DPPH Yontemiile OIGUM .......oooviieeeeeeeeeeeee e 53

3.10.2. FRAP YONtEMI...ccviiiiiiiiiiieeiieeeei e 56
3.11. Taramali Elektron Mikroskobu igin Numune Hazirlama.................. 58
4. BULGULAR. ..t e e e e e eenaas 59
4.1. Chlorella sp. Analiz SONUGIart ..........cooviiiiiiic 59
4.1.1. Chlorella sp.’nin Klorofil a Miktarindaki Degisim...................... 59
4.1.2. Chlorella sp. Isik Mikroskobu ve SEM Goruntileri .................. 60
4.1.3. Chlorella sp. Karotenoid Analizi..............cceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieiennnnnn. 62
4.1.4. Chlorella sp. Antioksidan Sonuglart ...............cvveveviiiiiiiieennnnn. 62
4.1.4.1. Chlorella sp. DPPH Sonuglart..........ccccoevveeiiiiiiiiinnnnnn. 62
4.1.4.2. Chlorella sp. Turune Ait FRAP Sonuglari................... 63
4.1.5. Chlorella sp. Minimum inhibisyon Konsantrasyon Test

SONUGIAI. ... e 64
4.2. Chlamydomonas sp. Analiz Sonuglart ..........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiinenn. 66
4.2.1. Chlamydomonas sp. Klorofil a Miktarindaki Degigim............... 66
4.2.2. Chlamydomonas sp. Isik Mikroskobu ve SEM Goruntuleri...... 67
4.2.3. Chlamydomonas sp. Turune Ait Karetenoid Analizi................. 69
4.2.4. Chlamydomonas sp. Turune Ait Antioksidan Sonuglari........... 69
4.2.4.1. Chlamydomonas sp. Turune Ait DPPH Sonuglari...... 69
4.2.4.2. Chlamydomonas sp. Turine Ait FRAP Sonuglari ...... 70

4.2.5. Chlamydomonas sp. Minimum inhibisyon Konsantrasyon
JLIC=ES 0 1o U T3 =1 o 71
4.3. Scenedesmus sp. Tartne Ait Analiz Sonuglari.........cccccvvvvvvvieiennnn.. 73

4.3.1.

Scenedesmus sp. Turinun Biyokutlesinin Zamana Bagh

DI M i 73

viii



4.3.2. Scenedesmus sp. Turune Ait Isik Mikroskobu ve SEM

GOFUNTUIETT ..cce et 74
4.3.3. Scenedesmus sp. Turlne Ait Karetenoid Analizi..................... 76
4.3.4. Scenedesmus sp. Turune Ait Antioksidan Sonuglari............... 76
4.3.4.1. Scenedesmus sp. Turune Ait DPPH Sonuglari.......... 76
4.3.4.2. Scenedesmus sp. Turune Ait FRAP Sonuglari .......... 77

4.3.5. Scenedesmus sp. Minimum inhibisyon Konsantrasyon Test
Yo 11 [ = T USSP 78

4.4. incelenen Turlere Ait Antioksidan Testlerinin (DPPH ve FRAP)

Zamana Bagll DegiSimi ......ccuuiiiiiiiiiiiieiiiiii e 80

4.6. Cahisilan Turlere Ait Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari ...................... 82
4.6.1 Disk Diflzyon Metodu.............ociiiiiiiiiiiiiii e 82

5. TARTISMA VE SONUG ......oiiiiiiiiiiiee ettt 84
5.1. Sonug ve Degerlendirme ...........ooovmiiiiiiii e 90
KAYNAKLAR e e e ena s 92
OZGECMIS ... .. .o, 111



CIZELGE
Sayfa

2.1. Alglerden elde edilen pigment gesitleri ve kaynak turleri................ 5
2.2. Bazi karotenoidlerin UV ve gorinir bolgedeki maksimum

absorbsiyon dalga boylari, Amax ...........cccoieiiiiiiiiiii 14
3.1. TAP DESIYEri iCeriGi ouvvuiiiiieiiiieiiiiii e 38
3.2. BG-11 beSIYeri iGeriQi....cccuuuuriiiiiiiiiii e 39
3.3. Sager And GraniCk DESIYEr .....cccceeiiieiiiiiiiii e, 39
3.4. Bold's Basal Medium .............cccccmimiiiiiiiiiiiiiiiieee 40
3.5. Karotenoid standart solisyon oranlari ...............ccccoiieiiiiiiiinceiiiinnn, 47
4.1. Chlorella sp karoten miktari pg/mg cinsinden derisimi..................... 62
4.2. Chlorella sp Minimum Inhibisyon Konsantrasyon sonuglari............. 66
4.3. Chlamydomonas sp karoten miktarlari ug/mg cinsinden derigimi .... 69
4.4. Chlamydomonas sp Minimum Inhibisyon Konsantrasyon sonuglari.. 73
4.5. Scenedesmus sp. karoten miktari yg/mg cinsinden derigimi ........... 76
4.6. Scenedesmus sp Minimum Iinhibisyon Konsantrasyon sonuglari..... 80
4.7. Analizi yapilan turlere ait disk difizyon antimikrobiyal sonuglari ...... 82

CiZELGELER DiziNi



SEKILLER DiZziNi

SEKIL Sayfa
2.1. Karotenoidlerin siniflandirilmasi..............ccccccimiiiiiiiiiiiiie 11
2.2, B-Karotenin YapISI ....ccoeeeeiiiiiiieee e 17
2.3. o-karotenin yapiISl ........ccoooiiiiiiiiiii e, 18
2.4, Astaksantinin YapISI..... ..o 18
2.5,  LIKOPENIN YAPIST ...uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei s 19
2.6, LULEININ YAPIST ..ttt e 20
2.7, ZeaKSANTiNIN YAPIST ....uuuuuuuiuiuiuiinniiiiiiiiiiiniiiinenainnssnseeeeneeeeeneneenaeenaae 21
2.8.  KantakSantinin YapISI...........uuuuuuuuuuueiiiniiiiiiininniennininiannnnnnnnnneeeneeaaaes 21
2.9.  FUKOSANTININ YAPIST ....uutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiieeeeeeeensnnneeeeeee 22
2.10. Karotenoidlerin biyosentezi (Britton 1992) ............cccccvvviiiiiiininnnnnns 24
2.11. Karotenoidlerin donusim ve biosentez agamalari. ...........ccc......... 25
3.1. Kulturlerde kullanilan fotobiyoreaktor semasi ve fotografi.............. 41
3.2.a. Deneylerde kullanilan asi kultar érnekleri ... . 41
3.2.b. Kultir odasinda fotobiyoreaktdrde alg Uretimi.............cccccvvvveinnnnes 42
3.3. All Trans Beta-Karoten Kalibrason Grafigi ...........ccccccccuvviiiiininnnnns 48
3.4. All Trans Lutein Kalibrason Grafigi.............ccccccuvmiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 49
3.5. Beta Kriptosantin Kalibrason Grafidi .............cccccouvmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 49
3.6. Zeaksantin Kalibrason Grafigi............cooooiiiiiiiiiiii 50
3.7. DPPH deneyi pozitif kontroli BHT’ nin kalibrasyon egrisi ............... 55
3.8. DPPH deneyi pozitif kontroli ASC’ nin kalibrasyon egrisi.............. 55

Xi



3.9. FRAP deneyi pozitif kontroli ASC’ nin kalibrasyon egrisi ................ 57

3.10. FRAP deneyi pozitif kontroli BHT’ nin kalibrasyon egrisi ............... 57
4.1. Chlorella sp. tirune ait klo a pigmentinin zamana baglh degisimi..... 60
4.2. Chlorella sp. 10x40 inverted mikroskop goruntusu .................ccee.... 61
4.3. Chlorella sp. elektron mikroskop goruntlsul ............ceeeeeeeeveeeiiinnnnnnn. 61

4.4. Chlorella sp. turine ait DPPH suplrme aktivitesinin

konsantrasyona bagli degiSimi...........cccoevvviiviiiiiiiie e 63
4.5. Chlorella sp. turtne ait FRAP indirgeme aktivitesinin

konsantrasyona bagli degiSimi.........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 64
4.6. Chlorella sp. tiiriine ait MIK testi fotograflari ...............cccccceeceeenenn.n. 65

4.7. Chlamydomonas sp. turtne ait klorofil a pigmentinin zamana

Bagl degiSIMi......cooieiiii 67
4.8. Chlamydomonas sp. 10x40 inverted mikroskop goruntisd.............. 68
4.9. Chlamydomonas sp. elektron mikroskop goruntisd ...........ccc...eeee.. 68

4.10. Chlamydomonas sp. turtine ait DPPH supurme
aktivitesinin konsantrasyona bagl degisimi.........cccccoooovviiiiiiiinnnnnnn. 70

4.11. Chlamydomonas sp. turtne ait FRAP indirgeme aktivitesinin

zamana bagh degiSimi...........oooiiiiii 71
4.12. Chimydomonas sp. tiriine ait MiK testi fotograflari .................... 72
4.13. Scenedesmus sp. Klorofil a pigmentinin zamana bagh degisimi ... 74
4.14. Scenedesmus sp. 10x40 inverted mikroskop goruntusd ............ 75
4.15. Scenedesmus sp. elektron mikroskop goruntusi ..................... 75

4.16. Scenedesmus sp. turtne ait DPPH supurme aktivitesinin
konsantrasyona bagli degiSimi .........ccccooviiiiiiiiiiiiiii 77

4.17.Scenedesmus sp. turune ait FRAP indirgeme

Xii



aktivitesinin konsantrasyona bagh degisimi .....................coooinn.
4.18. Scenedesmus sp. tiriine ait MIK testi fotograflari .....................
4.19. Calisilan alg turleri ve pozitif kontrollerin DPPH % inhibisyonun

zamana baglh degiSimi...........ooiiii
4.20. Cahsilan alg tarleri ve pozitif kontrollerin FRAP indirgeme

gucunun zamana bagli degisSimi ..........ccoviiiiiiiiii i
4.21. Antimikrobial ¢aligmalarda kullanilan mikroorganizmalarin

sonug fotograflart ...

Xiii



ROS

H202

OH*

MVA

GGDP

PPDP

FDA

HAT

ET

ORAC

TRAP

FCR

TEAC

FRAP

CUPRAC

KISALTMALAR DiZiNi

Reaktif Oksijen Turleri

Superoksit radikali

Hidrojen peroksit

Hidroksil radikali

Mevalonik asit

Geranilgeranil difosfat

Prefitoen difosfat

ABD Gida ve ilag Uygulamalari
Hidrojen atomu transferi
reaksiyonuna dayananlar

Tek elektron transferi reaksiyonlarina
dayananlar

Oksijen radikal absorbans kapasitesi
Total radikal yakalama antioksidan
kapasitesi

Folin-Ciocalteu reaktifi

Troloks esdegeri antioksidan
kapasite

Ferrik iyonu indirgeme antioksidan
gucu

(Bakir 1) indirgeyici antioksidan

kapasite yontemi

Xiv



DPPH 2,2-Diphenyl-1-picryrhydrazyl

IC50 Etkin konsantrasyon

MiK Minimum inhibisyon Konsantrasyonu
CHLR Chilorella sp.

SCN Scenedesmus sp.

CHLMY Chlmydomonas sp.

TAP Tris-Asetat-Fosfat besiyeri
BBM Bold’s Basal Medium

BG-11 Blue Green Algae besiyeri
S&G Sager ve Granick besiyeri

Mg Mikrogram

mg Miligram

L Litre

nm Nanometre

Klo-a Klorofil a

SA Staphylococcus aureus

E. coli Escherichia coli

CA Candida albicans

CN Gentamisin

TCA Trikloroasetik asit

SEM Taramali Elektron Mikroskobu

XV



1. GIRIS

Yasamimizi surdurebilmemiz igin gerekli olan oksijeni ve besinlerimizi
saglayan bitkilerin, tedavi amagh olarak da kullanimlari antik ¢aglara kadar
uzanmakta olup, M.O. 2700 yillarinda Kral Shen Nung, algleri ilk kullanan kisi
olarak bilinmektedir. M.S. ise, tip alaninda ve besin maddesi olarak, Cin,
Japonya ve Kore’de deniz algleri bliylik dneme sahip olmustur [1]. M.O. binli
yillardan beri tibbi amagclar igin olduk¢a yaygin olarak kullanilan bitkiler;
geleneksel, destekleyici ve alternatif tip kapsaminda dogrudan ilag yahut
ticari ila¢ yapiminda hammadde kaynagi olarak kullaniimaktadir [2].

Diinya Saglik Orguti tahminlerine gére dinya niifusunun % 80'i ilk
saglik ihtiyaclari igin bitkisel kokenli ilaglara bagimhdir [3]. Bir baska tahmine
gore ise, kullanilan ilaglarin gelismis Ulkelerde %25’i, gelismekte olan
ulkelerde ise %75’i bitki ve bitki tlrevlerinden elde edilmektedir [4].
GuUnumuzde kullandigimiz ¢ok dnemli ilaglarin kesfi 1800’lU yillardan itibaren
halk arasinda kullanilan bitkilerden biyoaktif organik bilesiklerin izolasyonu ile
mumkun olmustur. Bitkilerden izole edilen ilk aktif bilesikler striknin, morfin,
atropin ve kolsisin gibi alkoloitlerdir. Gunumuzde yaygin olarak kullanilan
ilaglardan birisi olan aspirin; ilk kez 1897 yilinda s6gut agacinin
kabuklarindan sentezlenerek ilag diinyasina sunulmustur.

Bitkilerden ekstrakte edilen baglica maddeler; primer metabolitler ve
sekonder metabolitler olarak ikiye ayrilirlar. Primer metabolitler;
karbonhidratlar, proteinler, yaglar ve nukleik asitler gibi yasamsal

metabolitlerdir. Sentezlenme tim organizmalarda benzer yollarla



gerceklestiginden primer metabolitler olarak adlandinilir [5]. Sekonder
metabolitler ise; organizmanin hayatta kalmasini ve gelismesini saglamada,
UV radyasyon ve ona benzer abiyotik stres faktorlerinin etkilerinin
azaltimasinda veya gideriimesinde, ayrica bakteri ve mantar
mikroorganizmalarinin  engellenmesinde de  gorevlidirler.  Sekonder
metabolitler tim organizmalarda bulunmamasindan dolayr kemosistematik
calismalar icin tercih edilen bilesiklerdir [6].

Sucul ortamlarda ¢ok o6nemli fonksiyonlari olan ve sekonder
metabolitler gibi maddelerin kolay ve hizl bir bicimde elde edilebildigi cesitli
gruplara sahip olan algler; Klo-a igermesi, tek hicreli eseysiz Ureme 6zelligi
sebebiyle mikroskobik canlilardan baliklara ve oradan da insana kadar
uzanan besin zincirinin ilk basamagini olusturmaktadir. Tatl, tuzlu, aci ve
sodall sulardan kayalara, c¢ollere hatta buzullara kadar yeryuzunun degisik
ekosistemlerine adapte olmus ve evrimsel olarak farkhlasmis fotoototrofik
organizmalardir. Cok zengin biyolojik cesitlilige sahip olan algler; sucul
ortamda oldukga dnemli bir yer isgal etmektedir. Tath ve tuzlu sularda, makro
ve mikro formlarda, ¢ok cesitli yapi ve sekillerde olabilen bu canlilar,
yeryuzunde yasamin surdurulebilmesinde anahtar rol oynamaktadirlar.
Ayrica, su sistemlerinde serbest azotun baglanmasindan, sudaki ve havada
bulunan serbest oksijenin buyuk bir kisminin Uretiminden sorumlu olan 6zel

mikroorganizmalardir [7].



2. LITERATUR OZETil

2.1. Mikroalgler ve Onemi

Mikroalgler; 1sik enerjisinden organik bilegikler Uretmeleri, yasam
dongulerinin hizli ve kolay olmasi, ¢evresel sartlara uyum saglayabilmeleri ve
yuksek miktarda protein, lipit, karbonhidrat, vitamin ve pigmentler icermeleri
nedeniyle yuksek ekonomik degere sahiptirler [8]. Mikroalgler; dunya
genelinde 26.000’'in Uzerinde tur ¢esidine sahip olup, taksonomik olarak 24
sinifa ayrilmaktadir. Ayrica icerdikleri renklere gore; mavi-yesil algler
(Cyanophyceae), yesil algler (Chlorophyceae), diatomlar (Bacillariophyceae),
sari yesil algler (Xanthophyceae), altin sarisi algler (Chrysophyceae), kirmizi
algler (Rhodophyceae), kahverengi algler (Phaeophyceae), dinoflagellatlar
(Dinophyceae) ve piko-plankton (Prasinophyceae ve Eustimatophyceae) gibi

siniflara ayriimistir [9].
Alg urunlerinin baglica ticari uygulamalari sirayla [10];

I- Gida: Yetersiz beslenen cocuk ve yetiskinlerin beslenmesinde

protein ilavesi olarak kullanimi

[I-Yem: Kimes, inek, domuz, balik ve bivallerin beslenmesinde protein

ve vitamin ilavesi olarak kullanimi

lI-Saghkli Beslenme Urlinleri: Saglikh besin Uriinlerinde algal

biyokutlenin katki ve destek amaciyla kullanimi.



I\V- Terapotik: Deri kanseri tedavisinde 3-karoten kullanimi.

Algal antibiyotikler tedavide, hidroksilazitlar deri metabolizmasini
yikseltmekte ve prostaglandin y-linoleik asit'i stimule etmektedir. isotropik

bilesikler kolesterol sentezini duzenlemektedir.

V- Pigmentler: B-karoten (Provitamin A) gida renklendiricisi olarak
gidalara ilave edilmektedir. Ksantofiller tavuk ve ballk beslenmesinde,
fikobilinler gida renklendirici, tani kiti, kozmetik ve analitik ayira¢c olarak

kullaniimaktadir.

VI- Kimyasal Kaynak Olarak: Gliserol gidalarda, farmasoétiklerde,
kozmetiklerde, mesrubatlarda kullanilimaktadir. Yag§ asitleri, lipidler, vakslar,
steroller, hidrokarbonlar, aminoasitler, enzimler, vitamin E ve C,

polisakkaritler, yapistirici ve iyon degistirici olarak uygulanmaktadir.

VII- Uzun zincirli hidrokarbonlar ve esansiyel yaglar, yanabilir yaglar,

yakitlar, hidrojen ve biyogaz olarak kullanimi
VIII- Hormonlar; Oksinler, giberellinler ve sitokinler olarak kullanimi

IX- Digerleri: Organik gubreler, toprak iyilestiriciler, atik aritiminda
kullanilabilmektedir. Mikroalglerin; gida, yem, vitamin, pigment, gubre ve
diger Ozel kimyasallarin hammadde kaynagi olarak kullanilabilecekleri
konusunda pek c¢ok akademik c¢alisma yapilmis ve bunlarin ¢ogunda
antibiyotik etkinligi incelenmistir. Bir tatlisu yesil algi olan Chlorella vulgaris
uzerinde ilk antimikrobiyal aktivite ¢alismasi 1940 yilinda Pratt ve Fong

tarafindan yayinlanmis ve alglerin bakteriyostatik ve bakterisidal aktiviteye



sahip oldugunun anlagiimasi ile geleneksel olarak tedavi amagcli kullanima

sahip olabilecegi birgok arastrimaci tarafindan éne surtulmagstir [11-15].

Makroalglerden yaklagik 3000 dogal urin elde edilmekte olup bu
kimyasallardan yaklasik %20’si denizel alglerden elde edilmektedir.
Makroalglerin disinda her yil en az 300 sekonder metobolit bilesik yesil
alglerden elde edilmektedir [16]. Baslica mikroalg pigmentleri; klorofil a, b ve
c, P-karoten, fikosiyanin, ksantofiller ve fikoeritrin’dir. Bu pigmentler
farmasotik ve kozmetik alaninda buylk bir kullanim alanina sahiptir [17].
Alglerden elde edilen dnemli sekonder metobolitlerden olan pigment ¢esit ve

kaynaklari Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Alglerden elde edilen pigment c¢esitleri ve kaynak turleri

Karotenoidler Kaynak Turler

B-karoten Dunaliella turleri
Astaksantin Haematococcus pluvialis
Lutein Bazi yesil algler ve mutant

Dunaliella turleri
Diger pigmentler
Fikosiyanin Spirulina ve diger mavi-yesil algler

Fikoeritrin Porphyra, Porphyridium ve diger kirmizi algler




1960’lardan itibaren laboratuvar deneyleri artmis %50’den fazla yeni
urin elde edilmistir. Bu sayi dizenli olarak yillik yaklasik %10 oraninda
artmaktadir [18]. 2000 yillarin basindan beri yapilan arastirmalarin %50’si
mavi-yesil alg ve mikroalg kimyasi Uzerine olmasina [16] ragmen bu
calismalar farmasoétik (etkin madde) ve antifouling (koruyucu madde)

uygulamalarina dogru kaymistir [19,20].

Bazi mikroalgler yuzyillardir Dogu Asya, Kuzey Amerika ve Orta
Afrika’nin bazi bdlgelerinde yodresel topluluklar tarafindan kurutulup besin
olarak tuketilmektedir [21]. Bu mikroalglerin basinda gelen Chlorella, tek
hicre proteini olarak gida destegi amaciyla insanlar tarafindan kullaniimakta
ayni zamanda akuakultirlerde yag asitleri ve vitaminlerin primer kaynagi
olarak balik yemlerine katilmaktadir. Yapilan bir arastirmada Chlorella
tabletinde %93,1 oraninda lutein, %2,6 oraninda B-karoten ve ayni oranda a-
karoten’e ve ayrica %1,3 zeaxantin ve %0,2 kriptosantin bulundugu tespit
edilmistir. HUcrenin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan 6nemli yapisal ve
islevsel bilesenlerden biri olan lutein, hem yasa bagli makuler dejenerasyona
karsi etkili olmakta, hem de kronik hastaliklarin geciktiriimesini
saglamaktadir. Ayrica erken aterosklerozun engellenmesinde o6nemli rol

oynamaktadir [22].

Algler arasinda en fazla sekonder metabolit elde edilen
Rhodophyta’dan basta phlorotanninler olmak lGzere 1500’den fazla bilesik
elde edilmigtir [18]. Phaeophyceae (Kahverengi algler) grubundan ise
yaklasik olarak 1140 adet sekonder metabolit elde edilmistir. Bu metabolitler

icerisinde diterpenler, phlorotanninler, asetogeninler baslicalaridir [16].



Phlorotanninler ~ kahverengi  alglerin ~ kuru  agirliginin ~ %10-20’sini

olusturmaktadir [23,24].

2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Bir veya birden fazla eslesmemis elektronu bulunan atom ya da
molekullere serbest radikaller denir. Bu tip maddeler, eslesmemis elektronu
olmasi sebebiyle oldukca reaktiftirler. Diger molekillerle ¢ok hizli reaksiyona
giren ve kimyasal olarak kararli hale gelebilmek icin elektron almaya
gereksinim duyan molekullerdir ve kararli halde bulunan bir bilegikten
elektron alarak, bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline dénustirir. Serbest
radikallerin baslattigi bu zincirleme reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar
tarafindan durduruluncaya kadar devam etmektedir. Biyolojik sistemlerde
serbest radikallerin (oksijen iyonu veya peroksit radikalleri), lipit, protein ve
nukleik asitler gibi temel ve onemli biyolojik birimler ile etkilesime girerek
onlarin  fizyolojik fonksiyonlarini bozdugu bilinmektedir [25,26]. Bu
calismalarin daha ¢ok gidalarda bulunan antioksidan maddelerin tespiti ve bu
gidalarin  antioksidan aktivite seviyelerinin  belilenmesine  yoneldigi

belirtilmigtir [27].

Oksidasyon olayi aslinda hayatin her evresinde yagsamakta oldugumuz
dogal bir suregtir. Oksijen, yasam icin vazgecilmez bir molekil olmasina
ragmen, metabolizmaya zarar verebilecek reaktif oksijen tiurlerin (ROS)

[sUperoksit radikali (O2-7), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OHe)]



olugsmasina neden olur. Hicre i¢ci ROS’'un %90’dan fazlasi aerobik solunum

reaksiyonlari zincirinde mitokondriyumun i¢ membraninda Uretilir [28].

Reaktif oksijen turlerinin yuksek dozlarda (oksidatif stres gibi) hucresel
zararlara yol acgtigi [29], oksidan ve mutajen 6zellikte olan bu metabolizma
yan urunlerinin DNA, proteinler ve diger makromolekullerde tahribata hatta
hdcrenin Olumine neden olarak kronik hastaliklara sebep olabildigi

bildirilmistir [30].

TUim canhlarda gbézlenebilen oksidatif stresin insanlarda cgesitli kalp
damar patolojileri (arterioskleroz ve hipertansiyon), diyabet, nérodejeneratif
surecler (6zellikle Alzheimer ve Parkinson hastaliklar), hiicre yipranmasi ve
yagslanma, kikirdak iltihabindan gelen patoloji, solunum yolu hastaliklar
(sistik fibroz ve astim), Down sendromu ve kanser gibi hastaliklarin

olusumuna etki ettigi bilinmektedir [31].

Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya c¢ikan serbest radikallere karsi
vlcutta dogal bir savunma mekanizmasi vardir. Bu savunma mekanizmasini
olusturan bilegiklere “antioksidanlar” denir. Antioksidanlar arasinda enzimler;
superoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT, glutation peroksidaz-GP, glutatyon
reduktaz,  sitokrom-C-oksidaz, hidroksiperoksidaz, makromolekdller;
seruloplazmin, transferrin,  ferritin,  miyoglobin,  haptoglobilin  ve
mikromolekdller icinde ise [(-karoten, A-vitamini, C-vitamini, E-vitamini,
tokoferoller, thiol igerenler, glutation (GSH), N-asetil sistein, metionin,

kaptopril, ubiguinon gibi bilesikler sayilabilir [32].

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler [27].



1. SuUpurme etkisi (Scavenging): Oksidanlari daha zayif yeni bir
molekule donusturerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekdiller

bu yolla etki eder.

2. Sondurme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak
inaktive etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu

sekilde etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seruloplazmin ve agir mineraller oksidanlari kendilerine baglar ve inaktive

eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar goérmis biyomolekuli

onarirlar.

2.3. Karotenoidlerin Yapisi Ve Onemi

Bitkiler saglik icin gerekli vitamin ve minerallerin yaninda; beslenmede
onem tasilyan baska bitkisel bilesenleri de icermektedir. Bu bilesenler
arasinda yer alan onemli gruplardan birisi ise karotenoidlerdir. Karotenoidler,
butin fotosentetik organizmalarda bulunan ve yagda ¢6zinen pigmentlerdir

[33].

Yesil alglerden elde edilen dogal bilesiklerin %85'den fazlasi
terpenlerdir [18]. Terpenlerin izopren birimleri duz zincir seklindedir veya

halkalasmistir. Biyolojik pigmentlerin, A, D, E ve K vitaminlerinin, elektron



tasiyicilarinin yapisinda bulunur; 4 izoprenden olusan fitol, porfirin halkasi ile
birlesmis olarak klorofilin yapisinda bulunur. 6 izopren halkasi iceren
skuvalen kolesterol sentezinde ara urundur. 8 izopren halkali; Hepen,
Likopen, Karotendir. Karotenlerde; 4 izopren zincir halinde; diger 4’U ise bu
zincirin iki ucunda ikiser izopren birimi olarak halkalagsmistir (iyonon halkasi).

Karotenoidlerin siniflandiriimasi $Sekil 2.1.'de verilmistir [34].

Karotenoidler, dogada genis bir dagihm gdsteren ve bircok o6zelligi
nedeniyle 6nemli bir pigment grubudur. Karotenoidler, ilk olarak 1831 yilinda
Weckenroder tarafindan havuglardan izole edilmistir [35]. ik defa 1837'de
Berzelius isimli arastirmaci sonbahar yapraklarindaki sari renkli bilesikleri

ksantofiller olarak adlandirmistir [36].

Onemli antioksidan maddeler arasinda yer alan karotenoidler;
fitoplankton, bitkiler ve sinirli sayidaki mantar ve bakteriler tarafindan
uretilmektedir. Birgcok ¢esidi bulunan, genis dagilimli, yapisal olarak farkl,
cok cesitli etki ve fonksiyonlariyla dogada bulunan en &énemli pigment
gruplarindan birini olusturmaktadir. Bunlardan yalnizca 40 kadarinin insan

besinleri arasinda yer aldigi 6nemli bir ailedir [37].

Karotenoidler siklikla halka yapilariyla sonlanan 35-40 karbonlu polien
zinciri ile karakterizedirler. Baglica biyokimyasal fonksiyonlari, renklerinden
de sorumlu olan uzun konjuge c¢ifte baglara dayanmaktadir. Bu baglarin
sayisi arttikga, konjuge sistemlerle etkilesen elektronlar daha ¢ok yer
degistirme olanadi bulmakta ve daha az enerji sarfetmektedir. Bu yolla daha
dusuk enerji seviyeli 1s1§1n absorblanmasi saglanir. Karotenoid bilesiklerinin

siklikla kirmizi renkte olmasi bu sekilde agiklanabilir [38].
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Karotenoidlerde yapi, birbirine kovalent olarak baglanmis izopiren
unitelerinden olusmaktadir. Karotenoidler, bes karbon igeren sekiz izoprenoid
birimden olusan alifatik ve alisiklik yapilarin; sari, turuncu veya kirmizi renkli
lipofilik pigmentleridir. Karotenoidler; oksijensiz hidrokarbonlardan olusan
karotenler ve karotenlerin oksijenli tlrevleri olup; yapisinda en az bir oksijen
atomu iceren, hidroksil ve keton gruplari icerebilen ksantofiller olarak
adlandirilabilir [39]. Ksantofiller, karotenlerden daha fazla polar 6zellikte olup
yapisinda metoksi, hidroksi, keto, karboksi ve epoksi formunda oksijen
icermektedir. Ksantofillere 6érnek olarak (B-kriptoksantin, zeaksantin ve lutein
verilebilir. Hidrokarbon karotenoidlerin baslicalari; a- karoten, B-karoten ve
likopendir. Karotenoidler ayrica zincir uglarinda halka igerip icermemesine
gbre de siklik (halkali) ve asiklik (halkasiz) karotenoidler olarak da
gruplandiriimaktadir. Likopen, fitoen, fitofluen ve {-karoten asiklik; a-karoten,

B-karoten, d-karoten ve y-karoten siklik yapidaki karotenoidlerdir [40].

Karotenoidlerin konjuge c¢ift baglarinin sayisi ne kadar fazla olursa
renkleri o kadar koyu olmaktadir. Fakat konjuge ¢ift baglar dayanikli olmayip,
havanin oksijeni, i1s1, UV 1sinlari ile parcalanmakta ve renksizlesebilmektedir
[41]. Cis izomerlerin Trans izomerlerine kiyasla genellikle daha az stabil
oldugu ve dusuk kristalizasyon egiliminden dolayi daha dusuk erime
noktasina sahip oldugu bilinmektedir [42]. Karotenoidler belirli bir renk
olusumu igin en az yedi konjuge c¢ift bag icermelidir. Konjuge bag sayisi
arttikga renk yogunlugu da artmaktadir. Bes konjuge ¢ift bag iceren phytoene
renksiz iken on bir ¢ift bag iceren likopen ise kirmizi renklidir. Ayni sayida gift

bag iceren Kkarotenoidler, siklizasyon nedeniyle farkli renk tonlarinda
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bulunabilmektedir. Genel olarak karotenoidlerin renkleri, konsantrasyona ve
molekulin yapisina bagl olarak degismektedir. Karotenoidlerin yapilan
calismalar sonucu cesitli formlarda kristalize oldugu ve kristallerin koyu
kirmizi ile siyaha yakin renklerden meydana geldigi saptanmigtir. Erime
noktalari genellikle yliksektir, molekller agirlik ve fonksiyonel grup sayisinin

artmasiyla artmaktadir [43].

Karotenoidler lipofilik bilegikler oldugundan; yagda ve kloroform,
benzen, petrol eter, karbon disulfir gibi apolar organik ¢odzUuculerde
¢ozlnmekte, alkolde ¢ozunmemektedir. Ksantofiller ise metanol ve etanolde
daha iyi ¢dzinmektedir. Karotenoidlerin organik ¢ozlculerde gostermis

oldugu absorbans dalga boylari Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cogu karotenoid, dogal olarak all-trans formda bulunmakla birlikte;
Isik, organik ¢ozlicl, asit ve is1 etkisi ile cis konfiglirasyona dontsmektedir.
Karotenoidlerin ¢ift bad sisteminde meydana gelen izomerizasyonlar ile
biyolojik ve fiziksel agidan farkhliklar gésteren ¢ok sayida konfirglirasyon s6z
konusu olabilmektedir. Karotenoidler ¢ift baglarin sayisina goére bircok cis-
trans izomerini icermektedir. Dogada tim trans formlari daha baskin olarak

bulunmustur Ornegin, B-karotenin 272 farkli cis-izomeri saptanmistir [44].

Karotenoidler hayvanlar tarafindan sentezlenememesine ragmen bir
¢ok hayvansal Urinde, 6rnegin; yumurta sarisi ve somon baligi derisinde
bulunmaktadir. Hayvanlar karotenoid sentezleyemedikleri icin diyet
araciigiyla  aldiklari  karotenoidleri  modifiye  ederek  dokularinda

depolamaktadir [45].
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Cizelge 2.2. Bazi karotenoidlerin UV ve gérunur bolgedeki maksimum

absorbsiyon dalga boylari, Amax [45].

Karotenoid Cozicl Amax M
Aseton 424 448 476
Kloroform 433 457 484
a-Karoten
Etanol 423 444 473
Hekzan, Petrol Eteri 422 445 473
Aseton 429 452 478
Kloroform 435 461 485
B-Karoten
Etanol 425 450 478
Hekzan
' 425 450 477
Petrol Eter
Kloroform 435 458 485
Lutein Etanol 422 445 474
Petrol Eter 421 445 474
Aseton 448 474 505
Kloroform 458 484 518
Likopen Etanol 446 472 503
Petrol Eter 444 470 502
Hekzan, 472
Fitoen Hekzan, Petrol Eter 276 286 297

Bitki ve hayvanlarda bulunan bazi karotenoidlerin proteinlerle iligkili
oldugu bilinmektedir. Karides ve istakozun dis kabugunda bulunan kirmizi

renkli bir pigment olan astaksantinin; proteinle kompleks olusturdugunda
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mavi renktedir, 1sitma ile kompleks bozulmakta ve pigment rengi maviden

kirmiziya donmektedir [44].

Bitkisel dokularda serbest halde veya yag asitleriyle esterlesmis, seker
ve proteinlerle kompleks halde bulunabilirler. Karotenoidlerin 430-480 nm
dalga boylarinda maksimum absorbans gosterdidi, 1SIk enerjisini depolama;
bitkiyi fazla 1siktan koruma ve ayrica bunun yaninda, buyume duzenleyici bir

bilesik olan absisik asidin 6n maddesi oldugu gdsterilmistir [44].

Bitkilerdeki karotenoid icerigi Uzerine pek cok faktor etki etmektedir.
Karotenoid olusumuna iklim, pestisit kullanimi, toprak cesidi gibi faktorlerin
etki ettigi bildirilmektedir. Bu faktoérlerin en ©6nemlilerinden olan isik,
karotenoidlerin biyosentezini tesvik ettiginden, bitkinin 1s1ga maruz kalma
derecesi karotenoid konsantrasyonunu etkileyen énemli bir faktérdir. Bazi
mikroalgler anormal ortam kosullari altinda 6énemli miktarda astaksantin,
canthaxanthin ve echineone gibi ikincil karotenoid sentezlemektedir

(carotenogenesis) [46].

Karotenoidler bitkilerin fotosentetik kisimlarinda, meyvelerde yag
damlaciklari igerisinde ¢6ziUnmus halde ya da havug ve domateste oldugu
gibi yar kristalize halde bulunurlar, bulunma yerleri kimyasal yapilarindan

daha 6nemlidir ve biyoyararlanimlarini da degistirmektedir [47].

Karotenoidlerin, dustuk sicakliktaki depolama kosullarinda da
izomerizasyona ugradiyi ve pargalandiyi bilinmektedir. Ornegin  bir
arastirmada likopen ve [-karoten igcin de bu durumun gecerli oldugu

saptanmistir [48]. B-karotenin ¢ok etkili bir zincir kirici antioksidan olarak
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fonksiyon gosterdigi, ancak oksijen basincinin artmasiyla [-karotenin
antioksidan etkisinin azaldigi belirtimektedir. Oksijen konsantrasyonu
dokudan dokuya farklilik gosterdiginden karotenoidler farkli dokularda farkl

rol oynamaktadirlar [49].
Karotenoidlerin genel dzellikleri [50].
Is1g1 absorbe ederler.
Uyarilmis oksijeni baglarlar.
Serbest radikallerin olusumunu énlerler.

v

v

v

v’ Lipofiliktirler, suda ¢ozlnrler.
v" Hidrofobik ylizeylere baglanirlar.
v

Kolay izomerize ve okside olurlar.

2.4. Alglerde Bulunan Bazi Karotenoid Cesitleri
2.4.1. B-karoten

B-karoten, dogada en yaygin bulunan pigmentlerdendir. Uzerinde en
fazla calisilan karotenoidlerden birisi olan B-karotenin en 6nemli 6zelligi A
vitaminine metabolize olmasidir. B-karoten zincir yapisinin her iki ucunda da
B-iyonon halkasinin bulunmasi onun diger karotenoidlerden daha yuksek
provitamin A aktivitesine sahip olmasina sebep olmaktadir [40]. B-karotenin

kimyasal yapisi Sekil 2. 2.’de gdsterilmigtir.
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Yagda c¢6zunen fakat sulu c¢ozeltilerde emdllsiye olan, sari turuncu
rengi veren bir pigmenttir. Ticari olarak alglerden elde edilirler [51]. Dunaliella
salina ve Dunaliella bardawil, yuksek isik hassasiyetiyle ¢ok tuzlu ve besin
stresi kombinasyonu altinda, yliksek miktarda [-karoten biriktirdikleri rapor

edilmigstir [52].

B-karotenin antioksidan ozellik gostererek, serbest radikallerin zararh
etkilerini azalttigi, kanser formlari, koroner arter rahatsizliklari, erken
yaslanma, artrit gibi hastaliklari ve yaklasik 60 zararli etmene karsi onleyici

etkisi gosterilmistir [53].

T e T A e Bt T e

Sekil 2.2. B-karotenin yapisi

2.4.2. a-karoten

Provitamin A aktivitesi olan a-karoten ise en fazla havug, domates ve

kirmizi biberde bulunmaktadir. Kimyasal yapisi Sekil 2.3.’de verilmistir.
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Sekil 2.3. a-karotenin yapisi

2.4.3. Astaksantin

Astaksantin; hayvanlar ve baliklar igin gida katkisi, insanlar i¢cin 6nemli gida

destekleyicisi olarak kullanilan ticari éneme sahip bir karotenoid tGradar.

Kimyasal yapisi Sekil 2.4.’te verilmigtir.

OH
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Sekil 2.4. Astaksantinin yapisi

Astaksantin’in diger karotenoidlere gore avantajlari [17]

o Diger karotenoidlere gére daha stabildir.
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o Daha yuksek antioksidan Ozellige sahiptir. Antioksidan ozelligi a-
tokoferolden 500 kat, B-karotenden 10 kat daha yuksektir.
o Kan beyin bariyerini daha kolay gegebilmektedir.

o Daha yuksek boyarliga sahiptir

Ozellikle alg ve funguslar stres kosullari altinda astaksantin
biriktirmektedir. Haematococcus lacustris, buylk miktarda igerdigi
astaksantin esterleri nedeniyle, guinumuzde astaksantinin potansiyel kaynagi

sayllmakta ve biyoreaktorler kullanilarak ticari Gretimi yapilmaktadir [54].

Astaksantin; immunoglobulin A, M, G ve yardimci T hucrelerinin

dretimini artirici ayrica antijen seviyesini azaltici 6zellik géstermektedir [55].

2.4.4. Likopen

Halka yapisi gostermeyen duz zincir yapida bir hidrokarbon bilesik
olan likopen 13 adet ¢ift bag icermektedir. Konjuge ¢ift bag sayisi 11 olan
likopenin, 21! adet geometrik konfiglirasyonu bulunmaktadir [56]. Kimyasal

yapisi Sekil 2.5.’te verilmigtir.

o aaaaaaaaaam/

Sekil 2.5. Likopenin yapisi
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insanlarda likopenin serum diizeyi yaklasik 0.22 - 1.06 ymol/mL’lik bir
degerde olup toplam serum karotenoidlerinin %21-43’UnU olusturmaktadir,
ayrica karpuz, kusburnu, pembe guava, papaya, pembe greyfurt, havug ve
balkabagi likopenin kaynaklari arasinda yer alirken Ozellikle domateste

bulunan pigmentlerin %80-90’ninI likopen olusturmaktadir [37].

2.4.5. Lutein ve Zeaksantin

Lutein ve stereoizomeri zeaksantin, ksantofil ailesinin Uyeleridir. Bu
pigmentler, koyu yesil yaprakli sebzelerde bulunmaktadir [57]. Lutein,
serumda en yaygin bulunan karotenoidlerden birisi olup lens ve sari bdlge
gibi okuler dokuda yogun olarak bulunmaktadir [58,59]. Lutein ve zeaksantin,
retinada makular pigment olarak belirtilen sari pigmentlerdir. G6zu 1siktan
korumada etkin rol oynamakta ve retinanin zarar gérmesini engelleyen sari
pigment olusumundan sorumlu olduklari bilinmektedir [33]. Kimyasal yapilari

siraslyla Sekil 2.6. ve Sekil 2.7.'de verilmistir.

LOH
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Sekil 2.6. Luteinin yapisi
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Sekil 2.7. Zeaksantinin yapisi

2.4.6. Kantaksantin

Kantaksantin Haematococcus lacustris’den ticari olarak elde edilen,
sari-turuncu rengi veren, Avrupa Birligi dlizenlemesine gore gida katki
maddesi olarak degerlendiriimemis bir pigmenttir. Tuz stresi altinda vitamin
A’ya donusmektedir. Kimes hayvanlarina sarimsi renk tonunu vermek igin,
kozmetikte, ballk ve et Urunleri, meyve urunleri, icecekler, gerez, bira ve
sarap gibi gida UrUnlerinde kullaniimaktadir. B-karotene goére i1siktan daha az

etkilenmektedir [60]. Kimyasal yapisi Sekil 2.8.’de verilmigtir.

Sekil 2.8. Kantaksantinin yapisi
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2.4.7. Fukosantin

Fukosantin, baslica denizel karotenoid tlridir. Kimyasal yapisi Sekil
2.9.’da verilmistir. Bircok arastirici tarafindan muikemmel antioksidan
potansiyele sahip oldugu belirtiimistir [61,62,63]. Kahverengi alglerden elde
edilen fukosantinin tekli oksijen seviyesini disurdigu ve bundan dolayi guglu

bir sondurme (Quenching) etkisinin oldugu gosterilmistir [64].

Bir kahverengi alg turl olan Sargassum siliquastrum’'den elde edilen
fukosantinin 6zellikle H202 hasarina karsi hicreyi korudugu (cytoprotective
effect) gosterilmistir [65]. Fukosantinin; hicre i¢i reaktif oksijen olusumunu,
DNA hasarini ve H202’nin sebep oldugu apoptozu engelledigi, ayrica insan
dermal fibroplastlarinin (HDF cells) UV-B isinlarina karsi potansiyel

koruyuculugunu artirdigi gosterilmistir [66].

OCH,
HO -

TR T T e TRy T

Sekil 2.9. Fukosantinin yapisi
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2.5. Karotenoidlerin Biyosentezi

Yuksek bitkilerde plastitlerde sentezlenen karotenoidler, mevalonik asit
(MVA) araciliiyla asetil koenzim A’dan sentezlenmektedir. TUm izoprenoid
bilegiklerinde biyosentez iz yolunun ilk basamaginda, iki molekul
geranilgeranil difosfat (GGDP) molekilinden prefitoen difosfat (PPDP)
aracihgiyla 40 karbonlu bir hidrokarbon olan fitoen olusmaktadir. U¢ konjuge
cift bag iceren ve renksiz olan fitoen, daha sonra her enzimatik basamakta
molekile yeni bir cift bag eklenmek suretiyle bir dizi dehidrojenasyon
reaksiyonu gecirdikten sonra 13 tane cift bag igeren simetrik bir molekil olan
likopen olusmaktadir. Likopenden sonraki basamak ise, u¢ gruplarda halka
olusumudur (siklizasyon). Bunun sonucunda da monosiklik (y-karoten, &-
karoten) ve Dbisiklik (a-karoten, [-karoten) vyapidaki karotenoidler
olusmaktadir. Ayrica a-karoten ve 3-karotenin hidroksilasyonu sonucunda da
lutein ve zeaksantin gibi ksantofiller meydana gelmektedir [67]. Bu surecin
sematize edilmis hali Sekil 2.10.’"da gosterilmis olup ayrica karotenoidlerin

donusum ve biosentez asamalari. Sekil 2.11.’de verilmistir.
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|| Mevalonik asit (MVA)

| Geranvlgeranyl difosfat (GGDP) ||

|

|| Fitoen (renksiz) | |
[\
| Fitofluen |
l\_, M\
Dehlidrojenasyon

l F o Siklizasyon
H p-karoten

|
f Hidroksilasyon

| Ksantofiller )

Sekil 2.10. Karotenoidlerin biyosentezi [17]
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phytoene
(1)

phytofluene
(1)

C-carotene
(1)
2) @
B-zeacarotene #——— neurosporene—-—P» c-zZeacarotene

(1 (1) (0
{3) (2} @ ¢

rubixanthin €—— y-carotene ———— lycjiene ~——P §-carotene

(2) (3} 2
" e 4
-carotene-3,6- i
[ - it -
cpoxide «4—— P-carotene lycoxanthin a-carotene
\L(4) ‘L(_’o) J,(3) \l,(3)
B-carotene-5,6, B-cryptoxanthin lycophyll a-cryptoxanthin or
5°,6’-diepoxide zeinoxanthin
(5 ¢(3) ) \L(3)
luteochrome zeaxanthin B-cryptoxanthin-5,6- lutein
epoxide
J,(S) J,(4) i(S) J,(4)
aurochrorme antheraxanthin cryptoflavin lutein-5,6-epoxide
(taraxanthin)
J,(4) (5 \l,(S)
violaxanthin mutatoxanthin flavoxanthin or
crysanthemaxanthin

,L (3)

neoxanthin luteoxanthin
do J®
neochrome auroxanthin

Sekil 2.11. Karotenoidlerin dontisim ve biosentez asamalari. Reaksiyonlar:
1) Desaturasyon, 2) Siklizasyon, 3) Hidrolikasyon, 4)

Epoksilasyon, 5) Epoxidefuranoxide duzenlenmesi [17]
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2.6. Karotenoidlerin Saghk Uzerine Etkileri

Kronik hastaliklar Gzerinde koruyucu ve tedavi edici potansiyele sahip
oldugu dusunulen ve son yillarda geligsmis teknikler kullanilarak da yapilan
calismalarda insan saglgi Uzerine birgok yeni etkileri saptanan
karotenoidlerin antioksidan etkisi, antikanser etkisi, provitamin A etkisi ve cilt

koruyucu gibi birgok yararlari saptanmigtir.

Memelilerde karotenoidlerin %10’dan daha az bir kisminin provitamin
A olarak islev yaptigi ve retinole metobolize edildigi bildirilmistir [68]. Bununla
birlikte kanserin gelismesine, kalp damar hastaliklarin olusmasina karsi

serbest radikalleri dnleme ve antioksidan etkisine sahiptir [69].

insanlarda plazma B-karoten diizeyi ile kanser ve kalp-damar
hastaliklari riskinde glcli bir iliski oldugu birgok arastirmada belirlenmistir.
Ornek olarak; yeterli miktarda domates, marul, kivircik, havug tiiketiminin
akciger kanseri gelisimini belirgin derecede engelledigi, fazla meyve
tuketiminin adenokarsinomlara etkisinin belirgin olmadigi ama yassi epitel
hicreli karsinom ile kiglk hucreli karsinomlardan koruyucu etkisi oldugu

vurgulanmaktadir [70].

Antioksidan  oncelikleri  (lipit  peroksidasyonunun inhibisyonu)
bakimindan karotenoidlerin; likopen, B-karoten ve lutein A vitamininden
oldukca fazla antioksidan aktivite gosterdikleri [68], karotenoidlerin ko-
oksidasyon reaksiyonlarinda yer aldiklari ve bir karotenoid ile g¢oklu bir
doymamis yag ko-oksidasyon reaksiyonuna girdiginde bunun daha etkili

oldugu in vitro olarak gosterilmistir [71].
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Karotenoidlerin en énemli fonksiyonlari, A vitamininin 6n maddesi
olmalari ve oksijen radikallerini yakalayarak organizmada oksidatif stresi
azaltmalaridir [72]. Provitamin A karotenoidleri; saglhklh epitel htcre
farkhlasmasini saglamakta, Greme ve gérme fonksiyonlarini dizenlemektedir
[33]. Oksidanlar; vicutta normal metabolizma slrecinde ve kimyasal ajanlara
kargl savunma sirasinda olusmakta ve DNA'yi, proteinleri ve hlicre dokularini
olumsuz yénde etkileyebilmektedir. Bu oksidatif yikim; yaslanma, bagisiklik
sisteminde azalma ve kataraktin temel nedeni olarak degerlendiriimektedir

[33].

Karotenoidlerin insanlarda %5-50 oraninda emildikleri, emilimlerinde
besinin yag ve protein igerigi ile safra tuzlarinin etkili oldugu, karotenoid
fazlah@inin emilimlerini azalttigi, emilme sonrasinda mukoza hucreleri
tarafindan burada retinale ve daha sonra da retinole donustugu, bir kisminin

ise emilme sonrasi dolasima karistigi rapor edilmektedir [70].

Likopen, a ve pB-karoten, Ksantofil, B-kriptoksantin, Lutein ve
Zeaksantin insan doku ve plazmasinda tespit edilebilen karotenoidlerdir. 1—
2mmol/L olan toplam plazma karotenoidlerinin neredeyse yarisini $-karoten,
likopen ve lutein olusturur [68,71]. insanlarda, karotenoidlerin en fazla
karacigerde ve ozellikle yag dokuda depolandigi; akciger, bobrek, serviks ve
prostat bezinde de diger dokulara oranla daha fazla bulundugu belirtiimigtir

[68,73].

insanlarda likopenin serum dizeyinin artigi ile meme, yumurtalik,

serviks, karaciger, prostat ve diger organlardaki birgok kanser riskinin
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azaltilmasi arasinda yakin bir iligkinin oldugu yapilan c¢alismalarla

belgelendirilmigtir [37].

Likopenin, osteoblast hicrelerinde hucre farklilagsmasi ve gelisiminde
uyarici etkilerinin oldugu, osteoklast sekillenmesi ve emiliminde de etkili
oldugu belirtiimektedir [74]. Oksidatif stresin osteoporozu hizlandirdigi, C ve
E vitamini ile B-karotenin bu riski azalttigi dusunulirse kemik saghgiyla ilgili

daha guvenli klinik galismalarin yapilmasi tavsiye edilmektedir [75].

Dolasimdaki karotenoidlerin lipoproteinlerle beraber bulunmasi,
dagilim ve plazma duzeylerinin kolesterola yakin benzerlik gostermesi birgok
arastirmaci tarafindan plazma karotenoid diizeylerinin 6n belirteci (predictive)

olarak kolesterolu da kullanmaktadir [68].

Likopen ve pB-karotenin kalp-damar hastaliklari ve bazi kanser
turlerinde faydal iken lutein ve zeaksantinin makula densa ve lenste biriken
baglica karotenoid oldugu, retinanin membran segmentlerinde ve lensin
korteksinde bu karotenoidlerin oldukga fazla bulundugu, gézde isiga bagl
gelisen oksidatif hasara karsi ve katarakt olusumu engelleyici olabilecegi

belirtilmigtir [76].

Bazi epidemiyolojik c¢alismalarda ise yuksek duzeyde karotenoid
alinmasiyla meme kanserinin tekrarlanmasinin 6nlenmesi, teshisi ve ylksek
dizeyde sagkalimda artis belirlenmis, fazla karotenoid alinmasinin higbir yan
etkisinin olmadigina vurgu yapilmis ayrica bundan dolayr ABD Gida ve ilag
Uygulamalar (FDA) dairesi renklendirici ve gida katki maddesi olarak (-

karotenoidlerin kullanilmasini guvenilir bulmustur [71]. Yine ayni ¢alismada
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karotenoidler ve immun cevap iligkisinin énemi, UV 1sigina maruz kalan ve
gecikmis tip fotosupresyonlularda [B-karoten ilaveli diyetle beslenen
insanlarda deri kanseri riskinde artisin ve immin cevaptaki gecikmenin

engellenebildigi gozlemlenmigtir.

2.7. Antioksidan ve Antimikrobiyal Aktivite

Bir veya birden fazla eslesmemis elektronu bulunan atom ya da
molekullere serbest radikaller denir. Bu tip maddeler, eslesmemis elektronu
olmasi sebebiyle oldukca reaktiftirler. Diger molekullerle ¢cok hizl reaksiyona
giren ve kimyasal olarak kararli hale gelebilmek icin elektron almaya
gereksinim duyan molekullerdir ve kararli halde bulunan bir bilesikten
elektron alarak, bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline dénusturir. Serbest
radikallerin baslattigi bu zincirleme reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar
tarafindan durduruluncaya kadar devam etmektedir. Biyolojik sistemlerde
serbest radikaller (oksijen iyonu veya peroksit radikalleri), lipit, protein ve
nukleik asitler gibi temel ve onemli biyolojik birimler ile etkilegsime girerek

onlarin fizyolojik fonksiyonlarini bozdugu bilinmektedir [25,26].

Karotenoidler yapilarindaki konjuge cift baglar sebebiyle yuksek
antioksidan aktivite gosterirler. Bu yapisal O6zellikleri dolayisiyla singlet
oksijen tuarlerini giderme ve dogrudan serbest radikalleri siplrme etkisine
sahiptirler [40]. Konjuge cifte bag sistemine sahip karotenoidlerin bazi

kosullar altinda lipid ve benzeri substratlarin oksidasyonunu hizlandirici
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aktivite de gosterdigi dusunilmektedir [77]. B-karoten fizyolojik kosullarda,
dusuk oksijen kismi basinci altinda serbest radikalleri stipirme 6zelligi
gOsterirken, ylksek oksijen basincinda ve 06zellikle ylksek derisimlerde

prooksidan etki gostermektedir [78].

Karotenoidlerin biyolojik sistemlerde antioksidan aktivitelerini etkileyen

bazi faktorler su sekilde siralanabilir;

o Karotenoidin yapi (boyut, dogasi, pozisyonu, grup sayisi vb.) ve

fiziksel formu (kimeli, monomerik vb.),

o Hucre iginde karotenoid molekulinin aktif bolgesi veya yerlesimi,
o Diger karotenoidler veya antioksidantlar ile etkilesim potansiyeli

o Ortamdaki karotenoidin konsantrasyonu,

o Ortamin oksijen basinci. [79].

2.8. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasite tayini, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan iki

temel sinifta toplanabilir:

i) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)
i) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)
HAT esasli analiz ydonteminde yarismali reaksiyon kinetigi izlenir ve
kantitasyon kinetik egrilerden turetilir. HAT esash yontemlerde serbest radikal
(peroksil radikali), yapisinda azo grubu bulunduran bir bilesik tarafindan isi

etkisiyle olusturulmakta ve peroksil radikalleri reaksiyona girerek floresan
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yogunlugu azaltiimaktadir. Ortama ilave edilen antioksidan, ortamda bulunan
probe ile yarismakta ve bu bilegigin oksidasyonunu geciktirmekte veya
Onlemektedir. ET esash yontemlerde renkli oksidan bir bilesik (radikal) ile
antioksidan maddenin redoks tepkimesi olusturulmaktadir. Oksidan bilesik
yani radikal, antioksidandan elektron almakta ve renk degisimine
ugramaktadir. Radikal rengindeki azalma, reaksiyon bitimini gostermektedir.
Absorbanstaki degisim, antioksidan konsantrasyonuna karsi grafige
gecirimekte ve dogrusal bir egri elde edilmektedir. Egrinin egimi
antioksidanin indirgeme kapasitesini gostermektedir. HAT ve ET esasli
yontemler bir oOrnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine radikal

supurucu kapasitesini 6lcmektedir

(1) HAT analiz yontemleri:
(a) indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu
(b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)
(c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)
(d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.
(2) ET analiz yontemleri
(a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde
analizi
(b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) 6l¢imu
(c) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan guct (FRAP)GIgUmU
(d) Cu (ll) kompleksini oksidan olarak kullanan “toplam

antioksidan potansiyel” 6lgim yontemi
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(e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” o6lgim
yontemi
() CUPRAC (Bakir II) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

olarak siralanabilir [80].

2.8.1. DPPH Sipiuricu Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Bu yontem Blois (1958) tarafindan ilk kez DPPH (2,2-Diphenyl-1-
picryrhydrazyl) radikallerinin antioksidan molekdllerin tayininde
kullanilabileceginin 6nerilmesi ile ortaya ¢ikmistir. DPPH radikali yakalama
kapasitesi yontemi de gidalarin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde
siklikla kullanilan yontemlerden bir tanesidir. Antioksidan aktivite dlgimlerinin
yogunlastigi yillarda Brand-Williams ve arkadaslari yontemi gelistirmis ve bu
yontem pek c¢ok arastirici tarafindan referans olarak kullaniimigtir. Yontemin
esasi DPPH igceren c¢oOzelti ile hidrojen atomu verme egilimi olan bir
molekllin (antioksidan) ¢dzeltisinin karistiriimasi sonucu DPPH radikalinin
indirgenmesine ve c¢o6zeltinin baslangigcta mor olan renginin kaybolmasina
dayanir. Mor renkli ¢ozeltinin 515-520 nm civarindaki absorbansinin
azalmasi olgulerek reaksiyon takip edilir. Antioksidan aktivite baslangigtaki
DPPH derisiminin %50’sinin azalmasi i¢in harcanan antioksidan miktarini

ifade eden IC50 (etkin konsantrasyon) degeri ile verilir [81].
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2.8.2. FRAP Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

Elektron trasferine dayal diger bir ydéntem olan FRAP yonteminin esasi;
Fe (Ill)Gn Fe (Il)’ye indirgenmesine dayanmaktadir. 1 FRAP birimi, 1 mol Fe
(Y Gn 1 mol Fe (1)’ ye indirgenmesini ifade etmektedir. Fe (ll1)’Gn Fe (Il)ye
indirgenmesi sonucunda renk artigi olmakta ve bu renk degisimi 593nm’de
spektrofotometrik olarak belirlenmektedir. TEAC ile FRAP ydntemleri
arasinda fark olmadigi sadece; TEAC vyontemi noétral ortamda
gerceklestirilirken, FRAP  yonteminin ise asidik (pH) kosullarda

gerceklestirildigi literartlrde belirtiimigstir. [82].

2.9. Calisilan Alglerin Taksonomisi ve Genel Ozellikleri

2.9.1.Chlorella sp. Genel Ozellikleri

Alem Plantae
Bolum Chlorophyta
Sinif Chlorophyceae
Takim Chlorococcales
Aile Oocystaceae
Cins Chlorella

Tar Chlorella sp.

Chlorella sp. Chlorophyta (Yesil algler) subesinde yer alan, 2-10

mikrometre boyutunda, tek hucreli, kire bigiminde, yesil tath su yosunudur.
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Kloroplastlarinda klorofil a ve klorofii b tasimakta olup fotosentez
yapmaktadirlar. Chlorella sp.'in tek hucreli yapisi, vitaminler, proteinler
(aminoasit, nukleik asit ve enzim), temel yag asitleri, mineraller ve
karotenoidlerin bir kaynagi olmasina buyUk bir avantaj saglamaktadir.
Chlorella vulgaris bu besinleri saf, katkisiz ve dogal olarak mikemmel bir

denge igerisinde barindirir ve tek basgina bile tam bir besindir.

Chlorella vulgaris, 20'den fazla vitamin ve mineralin yani sira bol
miktarda dogal B-karoten'de igermekte ve %50-60 oraninda proteinden
olusmakta olup klorofilin dogada bilinen en yuksek oranli kaynagidir. Sigir
karacigerinin icermekte oldugu Bi2 vitamininden daha fazlasini igermektedir.
Ayrica ilag sanayisinde, Chlorellin denilen antibiyotik Chlorella vulgaris’den

elde edilmektedir [83].

2.9.2. Scenedesmus sp. Genel Ozellikleri

Alem Plantae
Bolum Chlorophyta
Sinif Chlorophyceae
Takim Chlorococcales
Aile Scenedesmaceae
Cins Scenedesmus

Tar Scenedesmus sp.
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Chlorophyta (Yesil algler) subesinde yer alan, hucreleri mekik
seklinde, tek olarak ya da 2, 4, 8 veya 16’li koloniler halinde yasayan tatli su
yosunudur. Turlere gore yeri ve sayisi degisen, boynuza benzer ¢ikintilari
bulunur ve tath sularda yayilig gosterirler. Zengin protein igerdiginden son
yillarda kultura yapilmaktadir. SCN. karotenoidce ¢ok zengin olup, kuru
maddede 2,5 mg/g lutein, 0,5 mg/g zeaksantin ve 0,52 mg/g astaksantin

icermektedir [84,85].

2.9.3. Chlamydomonas sp. Genel Ozellikleri

Alem Plantae
Bolum Chlorophyta
Sinif Chlorophyceae
Takim Chlorococcales
Aile Chlamydomonadaceae
Cins Chlamydomonas

Tar Chlamydomonas sp.

Chlorophyta (yesil algler) subesinde yer alan tirler, koloni ya da tekil
sekilde bulunmaktadir. Ceperleri pektin ve selllozdur. Asimilasyon Uranleri
nisasta ve yaglardir. Cogu ototrof yasar. Eseysiz Ureme zoospor ve
aplanosporlarla olur. Zoosporlar armut biciminde ve esit uzunlukta 2 ya da 4
kamcgiya sahiptirler. Chlamydomonaceae familyasi Uyeleri  koloni

olusturmazlar, tek hucreli ve hucre bigimleri oldukga yuvarlaktir [86].
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2.10 CGahsmanin Amaci

insan saghgl agisindan faydalari uzun zamandir bilinen ve kronik
hastaliklar Uzerinde koruyucu ve tedavi edici potansiyele sahip olan
karotenoidler ginimuzde ilgi odagi durumundadirlar. Son yillarda, karotenoid
bilesikleri Gzerinde gelismis teknikler kullanilarak yodun calismalar yapilimis
ve insan saghgi tUzerine birgok yeni etkiler saptanmistir. Bu doktora ¢alismasi
ile Kirikkale ve cevresinde yer alan sucul ortamlardan elde edilen alg
orneklerinin karotenoid miktar ve gesit bakimindan karsilastiriimasi ayrica bu
alg turlerinin  antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin  dlgulerek

degerlendiriimesi amaclanmigtir.

Bu amaca uygun olarak;

»  Kirikkale ve gevresinde yeralan sucul ortamlardan elde edilen
alg oOrneklerinin laboratuvarda, uygun besiyeri secilerek ekimi yapiimis,
uretimi gerceklestirilen tdrlerin sedimentasyon teknigi kullanilarak ters
mikroskopta sayim ve on teshisleri yapilmis ve ¢ogaltiimistir. Bunlar, 6zellikle
Chlorophyta gruplari olmustur.

» Kati veya sivi ortamdaki saf kulturlerin, lag, blyume ve
durgunluk fazlar gunlik olarak takip edilmis ve buyume fazinda iken yeni
ortamlara ekimi yapilarak yari-devamli kdlttrlerin devamhih@r saglanmistir.
Kullanilacak sivi mikroalg kulturleri eksponansiyel buyume fazinin (log fazi)
ortalarinda iken santrifugasyon ve filtrasyon yontemleriyle toplandiktan sonra
kurutularak toz haline getiriimis ve ekstraksiyon iglemine kadar karanlik

ortamda, -80°C de saklanmistir.
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> Analize uygun olarak ekstraksiyonu yapilan numunelerin
karotenoid miktar ve cgesit analizleri HPLC-TOF-MS kullanilarak elde edilen
karotenoid gruplarin daha 6nceden galigilan karotenoid standartlarina uygun
olarak tanimlanmasi ve hesaplanmasi yapiimistir.

> Antioksidan aktiviteleri Tek elektron transferi reaksiyonlarina
dayanan (ET) analiz yontemine gére yapilmistir. Bu analiz yéntemde,
antioksidan maddenin indirgendiginde renk degistiren bir oksidan maddeyi
indirgeme kapasitesinin Olgumune dayanir. Renk degisiminin derecesi
ornekteki antioksidan derigimi ile baglantilandirilir. Antioksidan analiz yontemi
olarak, Ferrik iyonu indirgeme antioksidan gucu (FRAP) 6lcimi ve DPPH
kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” dlgim yontemi kullanilimistir.

> Antimikrobiyal aktivite yontemi olarak disk difizyon ve Minimum

inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) metodu kullanilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kiltiur Ortamlan

Yapilan g¢alismada kullanilan CHLR, CHLMY alg turlerini yetistirmek
amaciyla Tris-Asetat-Fosfat (TAP) besiyeri, SCN alg tirinla yetistirmek
amaciyla Bold’s Basal Medium (BBM) kullaniimistir. Blue Green Algae (BG-
11) ve Sager and Granick (SG) besiyerleri genel besiyeri olarak alglerin
izolasyonu asamasinda kullaniimistir. Butin besiyerlerine ait ortam
icerisindeki kimyasal maddeler ve oranlari sirasiyla Cizelge 3.1., Cizelge 3.2.,

Cizelge 3.3., Cizelge 3.4.’te verilmistir.

Cizelge 3.1. TAP besiyeri icerigi [87]

Stok sollisyon iz elementler

NH4CI 15.0 g/L EDTA disodium salt 50 g/250 mL
MgSOa4 7H20 4.0 g/L ZnS04 7 H20 22 g/100 mL
CaCl2 2H20 2.0¢g/L HsBO3 1.49/200 mL
K2HPO4 28.8 mg/mL  MnClz 4 H20 5.06 g/50 mL
KH2POa4 14.4 mg/mL CoCl2. 6 H20 1.61 g/50 mL
Tris 2.42 g/L CuS04.5 H20 1.57 g/50 mL
Glasial Asetik Asit 1.0 mL (NH4)6M07024. 4 H2O0  1.10g/50 mL

FeSOa. 7 H20 4.99 g/50 mL
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Cizelge 3.2. BG-11 besiyeri icerigi [88]

Stok sollisyon iz elementler
NaNOs 150 g/L ZnS04.7H20 0.0022 g/L
K2HPO4.3H20 40 g/L HsBOs3 0.286 g/L
MgS04.7H20 75 g/L MnCl2.4H20 0.181 g/L
CaCl2.2H20 36 g/L Co (NO3)2.6H20 0.002 g/L
EDTA 1g/L CuSOa4. 5H20 0.00004 g/L
Na2COs3 20 g/L NaMo004.5H20 0.0039 g/L
Ferric ammonium citrat 6 g/L

Cizelge 3.3. Sager ve Granick besiyeri [88]

Stok soliisyon iz elementler
Nas-citrate.2H20 50 g/L ZnS04.7H20 0,1g/L
MgS04.7H20 30 g/L HsBO3 0,1 gL
NH4NOs3 30 g/L MnSO4.H20 0,03 g/L
KH2PO4 10 g/L CoCl2.6H20 0,02 g/L
K2HPO4.3H20 10 g/L Na2Mo0O4.2H20 0,02 g/L
CaCl2.2H20 539g/L CuSOq4 0,004 g/L
FeCls.6H20 1,0 g/L
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Cizelge 3.4. Bold’s Basal Medium [89]

Makroelementler 60ml| Alkalin Edta Solisyonu 1ml
NaNOs3 EDTA 0,025 g/0,5ml
CaCL; 2H:0 0,025 g/10ml KOH 0,016 g/0,5ml
MgSO4 7H.O 0,075 g/10ml Asitli Demir Solisyonu 1ml
KoHPO4 0,075 g/10ml FeSO4 7H.0O 0,005 g /1ml
KH2PO4 0,175 g/10ml H2S04 Iml

NaCL 0,025 g/10ml Boron Soliisyonu 1ml
HsBO3 0,014 g/iml MoOs 0,071 g/100ml
Trace Soliisyonu Iml CuS04 5H:0 0,157 g/100ml
ZnSO, 7H,0 0,882 g/100ml Co(NOgz), 6H,0 0,049 g/100ml
MnCl, 4H,0 0,144 g/100ml

936 ml distile suya her solisyondan yukarida yazili kadar eklenerek 1litreye

tamamlanmis olup. pH. 6.6 olarak ayarlanmigtir.

3.2. Kiiltur sistemleri (Fotobiyoreaktorler)

Kalturt yapilan tarlerin besiyerleri 250 ml, 1 L, 2 L ve 20 Llik
otoklavlanabilen siselerde hazirlanarak, ¢ogaltiima iglemi sicakligi kontrol
edilebilen bir iklim odasinda gergeklestirilmistir. Kultlir siselerine; hava girisi
saglama ve 6rnek alma amaciyla sirasiyla 0,7 x 250 mm ve 0,7 x 400 mm’
lik, hava cikisini saglamak icin ise, 0,7 x 80 mm’lik 2 adet cam boru
eklenmistir. Ayni zamanda bu cam borularin uglarina dig ortamlardan

gelebilecek kontaminasyonu engellemek amaciyla 0,2 pm’lik PTFE filtreler
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takilmistir (Sekil 3.1.). Kuiltir ortamlarinin ekim islemi yapilmadan o6nce
121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilizasyonu saglanmistir. Uretimde
beslenen hava vyaklasik 1 L/dk’dir. Kuiltir odasinin yaklasik sicaklik
ortalamasi 25°C olacak durumda korunmustur ayrica 90 pmol/m?sn 1sik
siddetinde c¢ift tarafli aydinlatma uygulanarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.2.a,

3.2.b.).

M SY=———=" FiLTRE

:S HAVA GiRi$i VE ORNEK ALMA
;—_—\.~<HAVA CIKISI

S e

Sekil 3.1. Kultarlerde kullanilan fotobiyoreaktor semasi ve fotografi

Sekil 3.2.a. Deneylerde kullanilan agi kultar érnekleri
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Sekil 3.2.b. Klltir odasinda fotobiyoreaktdrde alg Uretimi
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3.3. Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

Stok kdltlrleri hazirlamak amaciyla Kirikkale Universitesi Kampisi
icerisinde bulunan goletten ve Kapulukaya Baraj suyundan 5 L su Ornegi
alinmis ve 3000 rpm’de 15 dk santriflj edilmigtir. Daha sonra, supernatan
kismi dokulerek pellet kismi 1ml gélet suyu ile karistirilarak sispansiyon elde
edilmistir. Literatirde yaygin olarak kullanilan S&G ve BG-11 besiyerlerine
steril edilmis 6ze yardimiyla bu suspansiyondan alinarak petrilerde (plak)
hazirlanan kati besi ortamina cizgi ekim metoduyla ekim gercgeklestirilmigtir.
Etrafi hava almayacak sekilde parafilmle kapatilan petriler ekim odasinda
uygun sicaklik (25°C) ve yeterli isik altinda (90 pmol/m?2sn) 30 cm mesafeden
cift tarafli florasan lambalarla, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olacak sekilde
aydinlatiima yapilmistir. Bu islemler monoalgal ve aksenik koloniler elde

edilinceye kadar devam ettirilmistir.

Daha sonra elde edilen turler otoklavlanarak steril edilmig, agizlar
pamuk ve aliminyum folyo ile kapatilan 250 ml’lik Erlen Mayerlerde
hazirlanan sivi besi yerlerine aktarilarak deneylerde kullanilacak asi kultarleri

elde edilmistir.

3.4. EKimi Yapilan Tiirlerin Sayim islemi

Ekimi yapilan turlerden CHLR turinin sayimi otomatik invitrogen

marka countess cell counter cihaziyla yapilmig, SCN, CHLMY turleri lugol

43



sollisyonuyla sedimantasyonu saglanmis ve Leica DM-IL marka inverted

mikroskopta sayimlari gercgeklestirilmigtir.

3.5. EKimi Yapilan Turlerin Klorofil a Tayini

Klo-a tayini Porra ve ark., (1989) [90] tarafindan dnerilen metoda goére
yapilmigtir. Kultirlerden alinan 5ml’lik 6érnek 3000 devirde 10 dk santrif(j
edilmis supernatan kismi dokulmustar. Pellet kismina %95’lik metanol
eklenerek vortekslenen 6rnek, 60°C de 5 dakika etlvde bekletiimis ve
sonrasinda santrifij edilmistir. Klo-a konsantrasyonu 665 ve 652 nm’deki
absorbanstan vyaralanilarak asagidaki esitlik Uzerinden hesaplanmistir.

Olglimler sirasinda metanol kér olarak kullaniimistir.

Chl-a = 16,29*A (665 nm) — 8,54* A (652 nm)

3.6. Ekimi Yapilan Tiirlerin Kuru Agirhk Olgiimii

Kuru agirhgin tespiti icin Del Campo ve arkadaslari (2004) [91]
tarafindan onerilen metot kullaniimistir. Buna gore; 6lgim oOncesinde
Whatman GF/C kagitlar 80°C 24 saat kurutulmus ve agirliklari not edilmistir.
Kurutulan Whatman GF/C kagidindan su trombu yardimiyla 5 ml 6rnek
suzilmus ve iki kez distile su ile yikanmistir ve daha sonra kurutulmak tzere
80°C de 24 saat etlivde bekletilerek tartimlari yapilmistir. ilk agirlik ile son

agirhk arasindaki fark kuru agirlik miktari olarak kaydedilmistir.
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3.7. EKimi Yapilan Tiirlerin Hasat islemi

Durgun faz durumuna gelen numuneler 3000 rpm’de 4 dakika santrifij
edilerek elde edilen ¢ékintl kisim 1,33 Pa altinda -83°C’de 48 saat boyunca
liyofilize edilmistir. Daha sonra deneylerde kullaniimak Uzere -80°C’de

saklanmistir [92].

3.8. HPLC-MS Cihazi Caligmasi

3.8.1. Alg Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Ekstraksiyon iglemi Chen ve ark. (1991) [93] tarafindan Onerilen
metoda goére yapilmistir. Yaklasik olarak 0,1 g alg 6rnegi, 3 ml Hexane—
Ethanol-Acetone-Toluene (10:6:7:7, v/v) karisimi ile 100 ml erlen igerisinde
1 saat calkalayicida karistinimistir. Karisima daha sonra saponifikasyonu
saglamak amaciyla 25°C’de karanlik ortamda 2 ml %40’lik methanolik KOH
ilave edilmis ve yaklasik 16 saat calkalayici etlivde bekletilmistir. Bekleme
zamani biten karisima karotenoidlerin ayrigmasini saglamak amaciyla 3 ml
hexane ilave edilmigtir. Solisyon 1 dk kadar calkalandiktan sonra %10
sodyum sulfat solisyonu ilave edilmigtir. Bu karisim iki faz birbirinden
ayriincaya kadar bekletiimig, Ustte kalan ve karotenoid igeren Kkisim
mikropipet yardimiyla alinmig, kalan tortu Uzerine tekrar 3 ml hexane ilave
edilmis ve karotenoid kalmayincaya kadar ayni ekstraksiyon iglemleri

tekrarlanmigtir. Elde edilen ekstrakt 40°C’de evaporator ile kurutularak
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agizlar parafilm ile ayrica tim yudzeyleri aliminyum folyo ile kapatilarak -
20°C’de saklanmistir. Bitlin ekstraksiyon islemi kisik 1sik ortaminda yapiimis
ve karotenoidlerin izomerizasyonunu ve degredasyonunu oOnlemek igin
ortama nitrojen gazi verilmigtir. Karotenoid ekstraktlari mobil fazda
¢6zunduralip 0,2 um’lik PTFE filtreden stzuldikten sonra HPLC’ye enjekte

edilmistir.

3.8.2. Karotenoid Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

B-karoten, lutein, B-apo-8'-Karotenal, Zeaksantinin, p-kriptosantin,
standartlari Extrasynthese firmasindan temin edilmistir. B-karoten, lutein
standartlarindan 1 mg alinip 10 mL metilen klor ile ¢dzulen standartlar.
25°C’de 2000—-3000Ix isikta (20 watthk 4 tane flioresan lamba) 24 saat
boyunca inkiibe edilmistir. inkiibe edilmis standartlar 40°C’de evapore
edilerek kurutulmustur. Tim standartlar HPLC’de kullaniimadan énce 1 mL
methanol-methylene chloride (50:50 v/v) ile ¢6zilip 0.2 pym membran
filtreden gecirilerek kullaniimistir. Hazirlanan bu stok c¢dzeltilerden uygun
miktarlarda alinarak belirli oranlarinda seyreltiimis ve karotenoid standart

serileri hazirlanmistir (Cizelge 3.5.).
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Cizelge 3.5. Karotenoid standart solliisyon oranlari

Standart Miktar
All Trans B-karoten 250, 500, 1000, 3000ppb
All Trans Lutein 250, 500, 1000, 3000ppb
Zeaksantin 25, 50, 100, 250, 500, 1000ppb
B-kriptosantin 25, 50, 100, 250, 500ppb

3.8.3. Karotenoidlerin Belirlenmesi igin Uygulanan HPLC Metodu

Karotenoidlerin HPLC ile analizi Inbaraj ve ark. (2006) [94] tarafindan
belirtilen yonteme goére yapilmistir. Analizde kullanilan HPLC cihazi; Waters
510 pompa (Millipore Co., Milford, USA), Waters 486 UV-VIS dedektor
(Millipore Co., Milford, USA) ve Millennium 2010 chromatography software
(Millipore Co., Milford, USA) kisimlarindan olusmaktadir. Karotenoidler YMC
C30 kolon (250mmx4.6mm I|.D., 5 ym) (Milford, MA, USA) ile gradient
sistemde ayristiriimistir. Mobil faz olarak Methanol-Acetonitrile—Su (84:14:2,
v/viv) kanisimi 1ml/dk akig hizinda kullaniimistir. Ornek enjeksiyon hacmi 20

uL'dir.
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3.8.4. Karotenoid Piklerinin Tanimlanmasi Ve Hesaplanmasi

Alglerde bulunan karotenoidler, elde edilen kromatogramda ki piklerin
gelis zamanlari ile karotenoid standartlarina ait piklerin gelis zamaninin
kargilastiriimasi, érneklere standart maddelerin ilave edilmesi suretiyle elde
edilen sonuglarin karsilastiriimasi ayrica literatirde saptanmis spektral
karakterlerinin kiyaslanmasi yoluyla tanimlama vyapilmistir. Karotenoid
madde miktarlari ise standart karotenoid maddelerden hazirlanan c¢alisma
solUsyonlari kullanilarak cizilen kalibrasyon egrilerinden elde edilen

denklemler kullanilarak hesaplanmistir.

HPLC-TOFF-MS cihazinda kullanilan karotenoid standartlarina ait
kalibrasyon grafikleri agagida gosterilmigtir (Sekil 3.3., Sekil 3.4., Sekil 3.5.,
Sekil 3.6.).

Beta-caroten - 7 Levels, 4 Levels Used, 7 Points, 4 Points Used, 0 QCs

® x10 6| y =3001.295235 * x + 38476.939188
2 R"2 = 0.99948137

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
Concentration (ng/ml)

Sekil 3.3. All Trans Beta-Karoten Kalibrasyon Grafigi
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Lutein - 7 Levels, 4 Levels Used, 7 Points, 4 Points Used, 0 QCs

® %106 | y = 2370.998344 * x + 159370.252136
® R"2 = 0.99844997

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600
Concentration (ng/ml)

Sekil 3.4. All Trans Lutein Kalibrasyon Grafigi

Cryptoxanthin - 7 Levels, 5 Levels Used, 7 Points, 5 Points Used, 0 QCs

9 %106y =5271.599273 * x - 44958.100700 ®
2 1 R"2=0.99341399
2.25+

2
1.75
1.5+

Respon

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
Concentration (ng/ml)

Sekil 3.5. Beta Kriptosantin Kalibrasyon Grafigi
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Zeaxanthin - 7 Levels, 6 Levels Used, 7 Points, 6 Points Used, 0 QCs

@ %106 | y=2794.695129 * x +10396.676984
25 R"2=0.99854014

Respons

2

1.5

14

0.5

04

-0.54

50 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Concentration (ng/ml)

Sekil 3.6. Zeaksantin Kalibrasyon Grafigi

3.9. Antimikrobiyal Aktivite Galigmasi

3.9.1. Antimikrobiyal Aktivite Tespitinde Kullanilan Mikroorganizmalarin

Uretimi

Antimikrobiyal aktivitelerin belirlenmesi amaciyla Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Candida albicans ATCC 8459581, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis, Escherichia coli ATCC 20913 stok
kultarleri kullaniimistir. Bu kultarlerden 6ze yardimi ile alinan orneklerler 10
ml Nutrient Broth (Merck 105443) sivi besiyeri bulunan tiplere inokulum
metodu ile ekilerek 37°C 24 saat inkibasyona birakilmistir. Uremis olan
mikroorganizmali sivi  besiyerleri 0,5 Mcfarland Bulaniklik tupleriyle
karsilastirilmis ve bulaniklilik de@erleri Staphylococcus aureus 900x10%/ml,

Enterococcus faecalis; 600x10%/ml Candida albicans; 600x108/ml,
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Escherichia coli 600x108/ml, Bacillus subtilis; 900x108/ml olarak tespit
edilmistir. Bulaniklilik deg@erleri tim mikroorganizmalar igin 300x108/ml olacak
sekilde Nutrient Broth ile seyreltme islemi yapilarak ayarlanmigtir. Daha
sonra Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis bulunan tuplerden Mueller-Hilton Agar (Merck 1.05437)
besiyerine Candida albicans ise Sabouraud Dextrose Agar (Merck 105438)
besiyeri bulunan petrilere steril pipet uglariyla 100 pl alinarak inoktle edilmis
ve ekuvyon yardimiyla yuzeye tamamen yayilmasi saglanmigtir. Hazirlanan
petrilere alg ekstraktlari emdirilmis diskler yerlestiriimistir. Ekstraklarin
antimikrobiyal etkilerini karsilastirmak amaciyla kontrol grubu olarak tim
bakteriler icin Gentamisin (CN), antibiyotik diskleri kullaniimistir. Olusan

zonlari gézlemlemek igin petriler 37°C’de 24 saat inklibasyona birakilmistir.

3.9.2. Antimikrobiyal Aktivite i¢in Alg Ekstraksiyon Yoéntemi

Ekstraksiyon yontemi olarak Noemi Salvador ve ark. (2007) tarafindan
modifiye edilmis olan metot (Caccamese ve ark., 1981) [95] kullanilmigtir.
Buna gore liyofilize edilmis 1 g alg 6rnegdi 1ml methanol-toluene (3:1) karisimi
icinde homojen hale getirdikten sonra numuneler 3500 rpm’de 15 dakika
santrifij edilmistir. SUpernatan kisim 40°C’de evapore edilerek ¢okintl kismi
1 ml methanol ile ¢bzulmUs ve 20 uL’si disklere emdirilerek her bir diskte 20

mg/disk alg ekstrakti olmasi saglanmistir.
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3.9.3. Disk diflizyon metodu;

Antimikrobiyal aktivitenin belilenmesi amaciyla uygulanan disk
difizyon metodunda, Chlorella sp., Scenedesmus sp., ve Chlamydomonas
sp. tdrlerinin ekstraktlarindan 20 uL alinarak 6mm caph steril kagit filtre
disklerine (Schleicher and Schul, Nr 2668,Germany) emdirilmis ve 45°C
sicakhktaki kurutma firininda 15 dakika bekletilmigtir. Bekleme sonrasinda
diskler kurumus ve methanol uzaklagtirilmasi saglanmistir. Kuruyan diskler,
Mc Farland metodu kullanilarak konsantrasyonlari bilinen bakteri suslarinin
ekimi yapildigi petri kutularina 37%0,1°C de 48 saat inkibe edilmistir.
inkiibasyondan sonra petri kutularindaki diskler bakteri ve maya suslarinin
gelisimini inhibe ederek zon olusturmustur. Bu zonlarin ¢aplari milimetre

cinsinden Ol¢timustir [11-15].

3.9.4. Minimum inhibisyon Konsantrasyonu

Calismada minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) elde etme
calismalari, Eloffa gore [96] mikroplaka seri seyreltme ydntemi kullanilarak
yapimistir.  Bu  yOntemin  uygulanmasinda  antimikrobiyal aktivite
calismalarinda c¢ok siklikla kullanilan ve duyarli bulunan mikroorganizmalar
olan Staphyloccocus aereus (SA), Escherichia coli (E. coli), Candida albicans

(CA) turleri kullaniimistir.
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Doksanalti kuyucuklu mikroplate Uzerine soldan saga dogru 8 seri
dilisyon hazirlanmistir. Seri igin her bir kuyucuga 50 pl distile su eklenmis ilk
kuyucuk icerisine 100 ul ekstrakt eklenerek 1. kuyucuktan baglanarak alinan
her 50 pl ekstrakt siradaki kuyucuga eklenerek seri dilisyonlar hazirlanmistir.
Daha sonra her bir kuyucuk uzerine 100 pl mikroorganizma eklenerek
mikroplaka 37°C’de 1 gun sure ile inkibasyona birakilmis ve ertesi giin her
alg turu icin hazirlanmig seri dilusyonlu mikroorganizma karigimlari ayri ayri
petri kaplarina ¢izgi seklinde ekilerek 37°C’de 1 gln sire ile inkiibasyona
birakilmistir. Bekleme slresi sonunda fotograflari ¢ekilmis, hangi
konsantrasyonlarda uremeye devam ettikleri tespit edilerek

degerlendirilmistir.

3.10. Antioksidan Aktivite Olgiimii

3.10.1. DPPH Yéntemi ile Olgiim

Ekstraksiyon yontemi igin Caccamese ve ark. (1981) tarafindan
belirtlen metodunun modifiye edilmis hali olan Noemi Salvador ve ark.
(2007) [95]'nin 6nerdigi ekstraksiyon uygulamasi kullaniimistir. Buna gore
liyofilize edilmig 0,1 g alg 6rnedi 1 ml methanol-toluene (3:1) karisimi iginde
homejenizator ile homojen hale getirdikten sonra numuneler 13500 rpm’de
10 dk santrifuj edilmistir. Stpernatan kisim 40°C’de evapore edilerek ¢okuntu

kismi alinip 1Tml methanol ile gozulerek -20°C’de saklanmistir.
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DPPH deneyi igin stok alg ekstrakt konsantrasyonlari 2, 10, 25, 50 ve
100mg/ml olarak hazirlanmistir. Ayrica, pozitif kontrol olarak kullanilan BHT
icin 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,4 ve 0,8 mg/mL, ASC igin ise; 0,001; 0,02; 0,05;
0,01; 0,02 ve 0,05 mg/mL olarak stoklar hazirlanmistir. Deneyde kullaniimak
Uzere bu stoklardan 62,5 pL alinarak 125 pL methanol ile hizlica
karistinimistir. Gunlik olarak hazirlanan %0.004 konsantrasyondaki DPPH
cOzeltisinden 62,5 uL mikroplate gozlerine aktarilarak mikroplate calkalayici
ile 1050 rpm’de 15 sn karistiriimis ve 30 dk 25°C’de inklbe edilmis sure
sonunda bekletiimeden spektrofotometrede 515 nm dalga boyunda
absorbanslarindaki degisiklikler kaydedilmistir. Ayrica zamana karsi degigimi
belirlemek amaciyla tUm standartlarin ve alg ekstraktlarinin 0., 5., 15., 25,
dakikalarda ve 25. dakikadan sonra da 10 dk boyunca 1’er dakika araliklarla
ve son olarak 45. dakikadaki 6lgimleri yapilmistir. Bu dlgumler ile radikal
temizleme glici zamana karsi grafik cizilerek degerlendirilmistir. Ornek

miktarlarina karsilik gelen % inhibisyon degerleri belirlenmistir [81].

% INHIBISYON =( AKONTROL — AORNEK / AKONTROL)*100
Akontrol: numune olmayan 6rnek absorbansi
Adrnek: numunenin absorbansi

Antioksidan derigimlerine karsi hesaplanan % Inhibisyon degerleri ile
cizilecek grafikten %50 inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri (IC50)

hesaplanmigtir.

DPPH supurme aktivite deneyinde kullanilan pozitif kontrollerden
BHT’nin 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,10 mg/mL 0,4 mg/mL ve

0,8 mg/mL eksraktlarinda DPPH supurme aktivitesi sirasiyla %17,76+0,002,;
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%24,50+0,002; %47,96+0,004;, %61,27+0,003; %77.21+0,001 ve

%89,92+0,001 olarak hesaplanmistir.

BHT Kalibrasyon

. BHT - Dogrusal (BHT)
120,000
100,000 y=15,635x-2,1209 89920
c RZ=0,9911 77,207 ... i
8 soo000 T T e
K7 61,265 .-
= 60,000 A7 958  _..mmwm
‘E 47, 5'8 ..........
= 40,000 e aeet
= 24,506
20,000 14’i 56 e
0,000
0,01mg/ml 0,02mg/ml 0,05mg/ml 0,1mg/ml 0,4mg/ml 0,8mg/ml
Konsantrasyon

Sekil 3.7. DPPH deneyi pozitif kontroli BHT’nin kalibrasyon egrisi

DPPH sUpurme aktivite deneyinde kullanilan pozitif kontrollerden
ASC’nin 0,0005 mg/mL, 0,001 mg/mL, 0,002 mg/mL, 0,005 mg/mL
0,001mg/mL ve 0.08mg/mL eksraktlarinda DPPH siplrme aktivitesi sirasiyla
%2,77+0,001; %10,15+0,001; %20,69+0,001; %49,93+0,001, %82,22 +0,001

ve %91,28 £0,001 olarak hesaplanmistir.

ASC Kalibrasyon

—— ASC e Dogrusal (ASC)
120,000
100,000 y =19,658x - 25,966 91780
, R? = 0,9507 82,922 -

c 80000 — maa et
=
% 60,000
=
=
=
==

0,0005mg/mL 0,001lmg/mL 0,002mg/mL 0,005mg/mL 0,01lmg/mL 0,08mg/mL

Konsantrasyon

Sekil 3.8. DPPH deneyi pozitif kontroli ASC’nin kalibrasyon egrisi
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3.10.2. FRAP Yontemi

FRAP yonteminde de DPPH’da kullanilan alg ekstraktsiyon metodu
uygulanmigtir [95].

Indirgeme glicli aktivitesi i¢in daha 6nce hazirlanan stok alg tlrleri
kullanilarak 2, 10, 25, 50 ve 100 mg/ml g¢ozeltiler hazirlandi. Ayrica, pozitif
kontrol olarak kullanilan BHT igin 0,02; 0,05; 0,1; 0,4; 0,8 ve 1 mg/mL, ASC
icin ise; 0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 0,05 ve 0,08 mg/mL olarak stoklar
hazirlanmistir. Bu numune ve pozitif kontrol sollsyonlarina, fosfat tamponu
(pH=6,6; 0,2 M) ve %1’lik KsFe(CN)s'den 200uL eklenmig ve karigim 50°C 20
dk. inkibe edilmigtir. Bu slre sonunda karisima 200 pL %10’luk
Trikloroasetik asit (TCA) eklenmis, karisim 3750 rpm’de 10 dk santrif(j
edildikten sonra suUpernatan kismindan 125 uL alinarak 96’lik mikroplate
aktarilmigtir. Bu karisima 125 uL distile su ilave edilerek homojenizator
(heidolph marka Titromax 100) yardimi ile 1050 rpm’de karistiriimigtir.
Karisim Gzerine %0,1lik 20 pL FeCls ilave edilmis ve karisimlar
vortekslenmistir. Elde edilen karisimlar 655 nm’de maksimum absorpsiyon

gosteren Fes [Fe(CN)]; kompleksinin absorbanslari ol¢uldu ve sonuglar bu

Olculen absorbans degerlerine gore degerlendirilmigtir [97].
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Sekil 3.9. FRAP deneyi pozitif kontroli ASC’nin kalibrasyon egrisi

KONSANTRASYON
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Sekil 3.10. FRAP deneyi pozitif kontroli BHT’nin kalibrasyon egrisi
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3.11. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) icin Numune Hazirlama

Hasati yapilmisg ve liyoflize edilerek saklanmis orneklerin asagida
hazirlanigi verilen Trumps fiksatifi [98] ile sabitlenmigtir. SEM analizi igin
sabitlenen ornekler superkritik karbondioksit cihazinda dehidratasyon sonrasi
altin kaplanarak JSSM5600 30kV luk Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM)

fotograflari ¢ekilmigtir.
Trumps fiksatifi :

86 ml distile su

10 ml %37-40’lik formaldehit

4 ml %25’lik gluteraldehit

1.16 gr NaH2POa4

0.27 gr NaOH
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4. BULGULAR

Bu calismada, CHLR, CHLMY ve SCN mikroalg kulturlerinden
karotenoid ekstraksiyonu yapiimis ve elde edilen ekstraklarin antioksidan ve

antimikrobiyal aktiviteleri aragtiriimistir.

4.1. Chlorella sp. Analiz Sonuglari

4.1.1. Chlorella sp.’nin Klorofil a Miktarindaki Degisim

Yapilan c¢alismada mikroalg kultirlerinin hasat zamani yapisindaki
Klo-a miktarina goére belirlenmistir. CHLR tlrine ait fotobioreaktordeki
kiultarlerin  zamanina bagh Klo-a degisimleri Sekil 4.1. de verilmistir. Buna

gore CHLR igin hasat zamani 15. gun olarak bulunmustur.

Ekimi yapilan tlrlerden CHLR tart 15 gunlik UGretim periyodunda 8.
gunden itibaren kultir ortamlarinin hiucre Uremesine etkisi belirginlesmeye
baglamis olup 8. ginde hucre yogunlugu baslangica gore 4 kat artmistir. 12.
glinden itibaren durgunlasma fazina girdigi gorilmustir. Sekonder
metabolitlerin  Uretiminin  durgun fazda en vyuksek duzeye ulastig

bilinmektedir [99].
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Chlorella sp.
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Sekil 4.1. Chlorella sp. turine ait Klorofil a pigmentinin zamana bagl

degisimi

4.1.2. Chlorella sp. Isik Mikroskobu ve SEM Goriintiileri

Bu calismada kullanilan CHLR’ye ait 1s1k mikroskobu ve taramali

elektron mikroskop sekilleri Sekil 4.2. ve Sekil 4.3. de sirasiyla verilmigtir.
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Sekil 4.2. Chlorella sp. 10x40 inverted mikroskop goértntusu.

Sekil 4.3. Chlorella sp. elektron mikroskop gortntusu

61



4.1.3. Chlorella sp. Karotenoid Analizi

Analizi yapilan CHLR. tlrGne ait karoten miktarlarina ait ortalama ve
standart sapma degerleri Cizelge 4.1.’de verilmigtir. Buna gore en yuksek
karoten igerigi all trans lutein olup 32,85+1,04 pg/mg olarak bulunmus ve
siraslyla 6.35+1.56 ug/mg all trans beta karoten, 1,16+0,12 ug/mg, all trans

zeaksantin ve 0,4+0,06 pug/mg ile beta kriptosantin bulunmustur.

Cizelge 4.1. Chlorella sp. karoten miktari ug/mg cinsinden derisimi.

All Trans All Trans Beta All Trans
Lutein Zeaksantin Kriptosantin Beta Karoten
Chlr 32,85+1,04 1,16+0,12 0,4+0,06 6,35+1,56

4.1.4. Chlorella sp. Antioksidan Sonuglari

4.1.4.1. Chlorella sp. DPPH Sonuglari

Analizi yapilan CHLR tdrine ait DPPH sUpUrme aktivitesinin
konsantrasyona bagli degisimi Sekil 4.4.te verilmistir. CHLR turindn 2
mg/mL, 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL eksraktlarinda
DPPH slUpUrme aktivitesi sirasiyla  %4,36+0,001; %11,67+0,002;

%16,64+0,002; %28,49+0,001 ve %33,60+0,002 olarak gdzlenmigtir.
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Literatirde yaygin olarak DPPH aktivite belirteci olarak kullanilan 1C50

degeri, CHLR turU i¢in calismamizda 7,13 ug/mg olarak hesaplanmigtir.

45,000
40,000
35,000
30,000
25,000
20,000

15,000 11,674
10,000
5,000 ;
0,000

5000 2mg/mL 10mg/mL 25mg/mL 50mg/mL 100mg/mL
Konsantrasyon

y=7,5258x- 3,631
R?=0,9832

% inhibisyon

Sekil 4.4. Chlorella sp. turine ait DPPH slUplrme aktivitesinin

konsantrasyona bagli degisimi.

4.1.4.2. Chlorella sp. Turune Ait FRAP Sonugclari

Analizi yapilan CHLR turtne ait FRAP indirgeme aktivitesinin zamana

bagli degisimi Sekil 4.5.’te verilmigtir. CHLR tlrinde 2 mg/mL, 10 mg/mL, 25

mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL eksraktlarinda FRAP indirgeme aktivitesi

sirasiyla 1,35; 1,85; 2,27; 3,04 ve 4.04 mg/mL ASC ve 1,03; 1,43; 1,76; 2,37
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ve 3.16 mg/mL BHT esitligi olarak bulunmustur. Deneyde kullanilan pozitif
kontrollerde benzer egitlikler saptanmistir.

1,20
CHLR

1,00

y =0,1689x - 0,0649 0Ea
R?=0,9665 ’

0,80

0,60

Inhibisyon

0,40

0,20

0,00
2mg/mL 10mg/mL 25mg/mL 50mg/mL 100mg/mL

Konsantrasyon

Sekil 4.5. Chlorella sp. turine ait FRAP indirgeme aktivitesinin

konsantrasyona bagli degisimi

4.1.5. Chlorella sp. Minimum inhibisyon Konsantrasyon Test Sonuglari

Analizi yapilan CHLR turlnin; S. aerius, B.subtilis, C.albicans, E.
faecalis ve E. coli mikroorganizmalarina kargi gostermis oldugu Minimum
inhibisyon Konsantrasyon (MiK) sonuglari Sekil 4.6. ve Cizelge.4.1.2.de
verilmistir. Bu sonuglara gore en disiik MiK degeri olarak 25 mg/mL ile E.
faecalis ve E. coli mikroorganizmalarina karsi inhibisyon gostermistir.
Calisilan konsantrasyonlarda B. subtilis turtine karsi herhangi bir inhibisyon

gOrulmemigtir.
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B. subtilis )
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Sekil 4.6. Chlorella sp. tiiriine ait MiK testi fotograflari

65



Cizelge 4.2. Chlorella sp. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon sonuglari

CHLR 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
S. aerius 4 + - -

B.subtilis +

C.albicans. + + - -
E. faecalis @+ + +
E. coli + + + -

4.2. Chlamydomonas sp. Analiz Sonuglari

4.2.1. Chlamydomonas sp. Klorofil a Miktarindaki Degisim

CHLMY tiurlne ait kultar sartlarinda, Klo-a pigmentinin zamana bagl
degisimi Sekil 4.2.1.’de verilmistir. Grafikte goruldigu Uzere 6. glnden
itibaren etkili bir blylime saptanmis, 13. glinden itibaren durgunlasma fazina

gecildigi saptanmigtir.
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Sekil 4.7. Chlamydomonas sp. tlrtne ait klorofil a pigmentinin zamana bagli

degisimi.

4.2.2. Chlamydomonas sp. Isik Mikroskobu ve SEM Goriintuleri

Bu galismada kullanilan CHLMY’e ait i1sik mikroskobu ve taramali elektron

mikroskop goruntuleri Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.’da sirasiyla verilmistir.
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Sekil 4.8. Chlamydomonas sp. 10x40 inverted mikroskop goruntisa.

1rm KIRIKKALE

Sekil 4.9. Chlamydomonas sp. elektron mikroskop gorintusa.
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4.2.3. Chlamydomonas sp. Turiine Ait Karetenoid Analizi

Analizi yapilan CHLMY turune ait karoten miktarlarina ait ortalama ve
standart sapma degerleri Cizelge 4.3.’de gosterilmistir. Buna gore en yuksek
karoten igerigi all trans lutein olup 32,85+1,04 pg/mg olarak bulunmus ve
siraslyla 6,35+1,56 ug/mg, all trans beta karoten, 1,16+0,12 pg/mg, all trans

zeaksantin ve 0,4+0,06 pg/mg ile beta kriptosantin olarak bulunmustur.

Cizelge 4.3. Chlamydomonas sp. karoten miktarlari ug/mg cinsinden

derisimi.
All Trans All Trans Beta All Trans
Lutein Zeaksantin Kriptosantin Beta Karoten
Chlmy 15,60+3,20 1,71+0,09 0,20+0,03 4 18+1,72

4.2.4. Chlamydomonas sp. Turuine Ait Antioksidan Sonuglari

4.2.4.1. Chlamydomonas sp. Turiine Ait DPPH Sonuglan

Analizi yapilan CHLMY turine ait DPPH supurme aktivitesinin
konsantrasyona bagli degisimi Sekil 4.10.’da verilmistir. CHLMY turine ait 2
mg/mL, 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL eksraktlarinda

DPPH sUpurme aktivitesi sirasiyla  %7,83+0,001; %19,17+0,001,
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%25,69+0,001; %32,02+0,001 ve %42,69+0,001 olarak bulunmustur.
CHLMY tarG igin bu calismada IC50 degeri 5,97 upg/mg olarak

hesaplanmigtir.

CHLMY
60,000
<0000 y =8,2563x+0,7101
! R*=0,9876
c 40,000
=]
%
2 30,000
-E 19,170
-£ 20,000
10,000 7'i%9- """" '
0,000
2mg/mL 10mg/mL 25mg/mL 50mg/mL 100mg/mL

Konsantrasyon

Sekil 4.10. Chlamydomonas sp. tlrine ait DPPH suUpurme aktivitesinin

konsantrasyona bagli degigimi.

4.2.4.2. Chlamydomonas sp. Turiine Ait FRAP Sonuglar
Analizi yapilan CHLMY tlrine ait FRAP indirgeme aktivitesinin

zamana bagli degisimi Sekil 4.11.de verilmigtir. CHLMY tlrinde 2 mg/mL,

10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL eksraktlarinda FRAP
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indirgeme aktivitesi sirasiyla 1,27; 1,70; 2,08; 2,66; 3,43 mg/mL ASC ve 0,97;

1,31; 1,61; 2,06; 2,67 mg/mL BHT esitligi olarak bulunmustur.
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0,60
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0,00
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Sekil 4.11. Chlamydomonas sp. tlrine ait FRAP indirgeme aktivitesinin

zamana bagli degisimi

4.2.5. Chlamydomonas sp. Minimum inhibisyon Konsantrasyon Test

Sonuglari

Analizi yapilan CHLMY turinln; S. aerius, B.subtilis, C.albicans, E.
faecalis ve E. coli mikroorganizmalarina kargi gdstermis oldugu Minimum
inhibisyon Konsantrasyon (MiK) sonuglari Sekil 4.12. ve Cizelge 4.4'te
verilmistir. Bu sonuglara gére en diisiik MiK degeri olarak 12.5 mg/mL ile E.

faecalis, S. aerius ve C.albicans mikroorganizmalarina karsi inhibisyon
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gOstermigtir. uygulanan konsantrasyonlarda B.subtilis tirine karsi herhangi

bir inhibisyon gorulmemistir.

E. faecalis = Ve B. subtilis

Sekil 4.12. Chlamydomonas sp. tiiriine ait MiK testi fotograflari
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Cizelge 4.4. Chlamydomonas sp. Minimum Inhibisyon Konsantrasyon

sonuglari
CHLMY 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78
mg/mL | mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
S. aerius + + + + = - - -
B.subtilis
C.albicans. + + F +
E. faecalis + + + +
E. coli + + +

4.3. Scenedesmus sp. Turune Ait Analiz Sonugclari

4.3.1. Scenedesmus sp. Turiniin Biyokiitlesinin Zamana Bagl Degigimi

SCN tarune ait kualtir sartlarinda, biyokutlesinin zamanina bagl
degisimi Sekil 4.13.’te verilmigtir. SCN turinde 10. gunden itibaren kultar
ortamlarinin hlcre sayisi kayda deger oranda belirginlesmeye baglamis ve
sonraki 7 gun sonunda hicre yogunlugu yaklasik 6,5 kat arttigi saptanmistir.

17. glinden itibaren ise durgunlasma fazina gecildigi goralmustr.

73
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Sekil 4.13. Scenedesmus sp. biokutlesinin zamana bagli degisimi

4.3.2. Scenedesmus sp. Turune Ait Isik Mikroskobu ve SEM Goriintlileri

Bu calismada kullanilan SCN’ye ait 1sik mikroskobu ve taramal
elektron mikroskop goruntuleri Sekil 4.14. ve $ekil 4.15.de sirasiyla

verilmigtir.
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Sekil 4.14. Scenedesmus sp. 10x40 inverted mikroskop goruntusu.

Sekil 4.15. Scenedesmus sp. elektron mikroskop goruntisa.
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4.3.3. Scenedesmus sp. Turune Ait Karetenoid Analizi

Analizi yapilan SCN turune ait karoten miktarlarina ait ortalama ve
standart sapma degerleri Cizelge 4.5.’de verilmigtir. Buna gbre en yuksek
karoten igerigi all trans lutein olup 14,96+0,62 pg/mg olarak bulunmus ve
siraslyla 7,16+1,23 pg/mg all trans beta karoten, 0,85+0,13 ug/mg, all trans

zeaksantin ve 0,4510,09 ug/mg ile beta kriptosantin olarak bulunmustur.

Cizelge 4.5. Scenedesmus sp. karoten miktari ug/mg cinsinden derigimi

All Trans All Trans Beta All Trans
Lutein Zeaksantin Kriptosantin Beta Karoten
Scn 14.96+0.62 0.85+0.13 0.45+0.09 7.16+1.23

4.3.4. Scenedesmus sp. Turiine Ait Antioksidan Sonuglari

4.3.4.1. Scenedesmus sp. Turiune Ait DPPH Sonuglari

Analizi yapilan SCN tirine ait DPPH suplurme aktivitesinin
konsantrasyona bagl degisimi $ekil.4.16.’da verilmigtir. SCN turin 2 mg/mL,
10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL ksraktlarinda DPPH
supurme aktivitesi sirasiyla %19,37+0.001; %26,48+0,001; %36,05+0,001;
%47,23£0,002 ve %49,67+0,001olarak goOzlenmigtir. SCN tard igin

calismamizda IC50 degeri 4,75 pug/mg olarak hesaplanmigtir.

76



SCN

60,000

y=8,1423x+11,348

50,000 -
R?=0,9728

40,000
30,000 26,482

20,000 Ll

% Inhibisyon
=
o
(=)
o]

10,000

0,000
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Konsantrasyon

Sekil 4.16. Scenedesmus sp. turine ait DPPH slplrme aktivitesinin

konsantrasyona bagli degisimi

4.3.4.2. Scenedesmus sp. Turiune Ait FRAP Sonuglari

Analizi yapilan SCN turune ait FRAP indirgeme aktivitesinin zamana bagh
degisimi Sekil 4.17.’de verilmigtir. SCN turinde 2 mg/mL, 10 mg/mL, 25
mg/mL, 50 mg/mL ve 100 mg/mL eksraktlarinda FRAP indirgeme aktivitesi
sirasiyla 1,23; 1,54; 1,93; 2,27; 2,81 mg/mL ASC ve 0,94; 1,19; 1,49; 1,76;

2,19 mg/mL BHT esitligi olarak bulunmustur.
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Sekil 4.17. Scenedesmus sp. turine ait FRAP indirgeme aktivitesinin

konsantrasyona bagl degisimi.

4.3.5. Scenedesmus sp. Minimum inhibisyon Konsantrasyon Test

Sonuglari

Analizi yapilan SCN tirandn; S. aerius, B.subtilis, C.albicans, E.
faecalis ve E. coli mikroorganizmalarina kargi gdstermis oldugu Minimum
inhibisyon Konsantrasyon (MiK) sonugclar Sekil 4.18. ve Cizelge.4.3.2.'de
verilmigtir. Bu sonuglara gére SCN tiru, B.subtilis mikroorganizmasi harig
diger mikroorganizmalara karsi 50 mg/mL olarak ayni inhibisyon

konsantrasyonu gdstermistir.
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SREELES ; —— B. subtilis

‘-

C. albicans

Sekil 4.18. Scenedesmus sp. tirline ait MiK testi fotograflari
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Cizelge 4.6. Scenedesmus sp. Minimum inhibisyon Konsantrasyon sonuglari

SCN 100 50 25 12,5 6,25 3,13 1,56 0,78
mg/mL | mg/mL mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
S. aerius + + - - - - - -

B.subtilis

C.albicans. + + -
E. faecalis + +

E. coli + + -

4.4. incelenen Tiirlere Ait Antioksidan Testlerinin (DPPH ve FRAP)

Zamana Baglh Degisimi

incelenen tirlerin ve kontrollerin DPPH aktivitelerinin zamana bagli
degisimi Sekil 4.19.’da verilmistir. Bu sonuglardan da anlasilacagi gibi DPPH
supurme aktivitesi ASC pozitif kontroli hari¢ tum orneklerde 15 dakikadan
itibaren yavaslamaya baglamis olup 25 dakikadan itibaren DPPH supurme
aktivitesi hemen hemen en ylksek seviyeye ulagip sabit kalma egilimi

gOstermigtir.
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Sekil 4.19. Calisilan alg turleri ve pozitif kontrollerin DPPH % inhibisyonun

zamana bagl degisimi

—8—DBHTO0,8mg/mL  —@=—ASCO,08mg/mL  =—@— CHLMY25mg/mL
—8—SCN25mg/mlL  =—@=—CHLR25mg/mL  =—@— PHRMD25mg/mL
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N S e . S A S Sl A
Zaman

Sekil 4.20. Calisilan alg tarleri ve pozitif kontrollerin FRAP indirgeme

gucunin zamana bagli degisimi.
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4.6. Calisilan Turlere Ait Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Antimikrobiyal g¢alismalarda; Staphyloccocus aereus (SA) ve
Enterococcus faecalis (E. faecalis) bakterileri gram pozitif, Escherichia coli
(E. coli ) ve Bacillius subtilis (BA) gram negatif bakterileri olarak kullaniimig
olup maya kultari olarak Candida albicans (CA), mikroorganizmasi tercih

edilmistir.

4.6.1 Disk Difuzyon Metodu

Disk difuzyon metoduna gore turlerin sonug fotograflari Sekil 4.21.’de
ayrica olgum sonuglari Cizelge 4.7’ de verilmigtir. Bu tez kapsaminda Uretilen
dort mikroalg turiinden elde edilen ekstraktlar, kullanilan bakteriler ve maya
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etkinlik yoninden denenmis ancak

herhangi bir inhibisyon zonu gézlenememistir.

Cizelge 4.7. Analizi yapilan turlere ait disk diflizyon antimikrobiyal sonuglari

(mm)
Tarler SA B. subtilis E. faecalis E. coli CA.
CHLR o o O O O O O O O O O o o o0 o
CHLMY o o o O O O O O O O O o o0 o0 o
SCN O o0 O O O O O O O O O o0 o o0 o

Kontrol 20 18 19 39 38 36 14 18 18 14 16 15 24 22 22
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E. faecalis

C. albicans

Sekil 4.21. Disk difuzyon metodu kullanilarak elde edilen antimikrobiyal

aktivitenin fotograflar
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5. TARTISMA VE SONUG

Yeni antioksidan ve antimikrobiyal bilegenlerin ginumuz biyoteknolojisi
ile kesfetmek ve gelistirmek igin algler Uzerine yapilan c¢alismalarin, son
zamanlarda giderek arttigi gértlmuastur [100]. Bu ¢alismalarda; ototrofik kultir
sistemlerinde kultire alinan tur ile optimal buylUme hizi arasinda dogrusal
iligkiyi saglayabilmek icin kullanilan besin ortami, kullanilan sistemin ylzey
alani, materyalin ve 1s1gin su kolonunda aldigi yol, 1s1§in nifuz etme glcu
gibi etkenlerin biyomasi dolayh ya da direkt olarak etkiledigi ileri
surulmektedir. Bu kosullarin en uygun bigcimde saglanmasi ile uretiimesi
hedeflenen alg kultlrlerinin  verimliligi ve karotenoid gibi sekonder

metabolitlerin miktari maksimum dizeyde saglanmig olacaktir [101,102].

Bu baglamda oncelikli olarak uretilecek alg turlerine uygun besiyerleri
secilmesi gerekmektedir. Yapilan ¢calismada CHLR, CHLMY tirleri igin ¢cogu
fotosentetik mikroalgler igin uygun TAP besiyeri ¢ozeltisi [89] ve SCN tirl ise
BBM besiyeri [103] kullanilarak maksimum dizeyde verim alinmaya

calisiimistir.

Yapilan galigsmalarda alglerin yapilarinda yer alan énemli gruplardan
birisi olan karotenoidlerin belirlenmesi amaciyla farkli solvent sistemleri ve
farkli ekstraksiyon metodlari ortaya konulmustur. Ozellikle biyolojik drneklerin
ekstraksiyonunda yaygin olarak su ile karigim gosterebilen aseton, metanol,
etanol, THF gibi organik ¢ozuculer kullaniimaktadir. Ancak bu ¢ozuculer

kullanilarak yapilan ekstraksiyon ¢alismalarinda karotenoidlerin  batin
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fotosentetik organizmalarda bulunmasi ve yagda ¢oézinen pigmentler [33]
olmasi sebebiyle tespit miktarinda mevcut yag miktari ve diger bilesiklere
gbre dusukluk olabilecegi literatlirde belirtilmigtir. Bu sebeple kullanilan
ekstraksiyon iglemine sabunlasma asamasinin eklenerek karotenoidlerin
diger metabolitlerden ayrilmasinin saglanmasi gerektigi belirtimektedir.
Sabunlagsma; o6zellikle trigliseridler olmak Uzere lipidlerin ve klorofillerin
karotenoidlerden ayrilmasini saglayan onemli bir asama oldugu ortaya
konulmustur. Yapilan bu c¢alismada da ekstraksiyon asamasinda bu
sebeblerden dolayr Chen ve ark. (1991) [93] tarafindan &nerilen metod

kullaniimistir.

Ekstraklarin analiz edilmesinde OCC, TLC, GC gibi farkl
kromotografik metotlar kullanilabilmekle beraber gunumuzde farkli kolon ve
mobil faz secgeneklerinden dolayl yaygin olarak HPLC cihazi ile analiz
yapillmaktadir [104]. Normal ve ters faz sistemler ayrica izokritik veya
gradient elusyon sistemleri karoten analizinde kullanilmasina ragmen
literatirde en cok rapor edilen karoten analizi C18 ve C30 kolonlarin
kullanildigi1 ters faz HPLC sistemleridir. Karotenoidlerin geometrik
izomerlerinin ayiriimasinda genel olarak polimerik C30 kolonunun C18’ den
daha iyi sonuglar verdigi belirtilmistir [104]. Bu c¢alismada HPLC-TOF-MS

cihazinda gradient eliisyon ve C30 kolon sistemi kullaniimistir.

Literatlrde siklikla tespit edilen karoten turlerinden all trans 8 karoten,
all trans lutein, all trans zeaksantin ve all trans B kriptosantin [17-20,105]
yapillan bu calismada belirlenen karoten tiirleri olmustur. incelenen

Chlorophyta grubuna ait alg turlerinde (CHLR, SCN CHLMY) en yuksek
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dizeyde belirlenen karoten gesidi all trans lutein olarak belirlenmis [91,94] ve

bu durumun literatirle uyumlu oldugu gorulmustur.

Cha ve ark. (2010) [106] Chlorella vulgaris ile yaptiklari ¢alismada
farkh ekstraksiyon metodlari kullanmiglar ve tespit edilen karoten cgesitleri
icerisinde en fazla olanin lutein (2,97- 3,78 mg/g) oldugunu bildirmislerdir.
Yaptigimiz calismada ise; CHLR turu igin tespit edilen en ylksek lutein
miktari 32,85+1,04 mg/g olarak hesaplanmistir. Inbaraj ve ark. (2006) [94]
tarafindan Chlorella sp. tabletleri kullanilarak yapilan diger bir calismada
ekstraksiyon iglemleri bizim ¢alismamizla benzer sekilde gergeklestiriimis ve
lutein yine en fazla miktarda tespit edilen karoten olmustur. Bu ¢alismada all
trans lutein miktari 125,03 mg/g olarak belirtilmistir. Yine bu ¢alismada tespit
edilen zeaksantin ve B kriptosantin miktarlarinin ¢alismamizla benzer oldugu
ve lutein miktarina gore oldukga dusuk oldugu gorulmustar. Diger bir karoten
¢esidi olan all trans B karoten miktari Inbaraj ve ark. tarafindan yapilan
calismada 2,15 mg/g olarak verilirken, yaptigimiz ¢alismada ise 6, 35 mg/g
olarak bulunmustur. Yapilan galismalarda karoten miktarlarinda gézlemlenen
miktar farkhliklarinin kultire edilirken kullanilan ortam kosullari, ekstraksiyon
ve ayrilma iglemi sirasinda kullanilan metot farkhliklarindan kaynaklandigi
belirtiimistir [107,108]. Ayrica diger bir etkenin de izomerizasyon oldugu yine

literatrde dile getirilmistir [109].

GUnUimulzde antimikrobiyal ve antioksidan aktivite sergileyebilen yeni
bilesiklerin bulunmasi ve kullanimi ile ilgili calismalar ozellikle alglerden elde
edilen ve ticari Gneme sahip karotenler gibi metabolitlere olan ilgiyi artirmistir

[110].
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Bu amagla algler ile ilgili yapilan c¢aligmalarda alg ekstrelerin elde
edilmesinde kullanilmak Uzere farkl konsantrasyonlarda; etanol, hekzan,
dietileter, asetonitril, metanol, toluen gibi ¢ézgenler ve suyun, ayrica cesitli
oranlarda karistirilarak kullanildigi literatirde [111,112] gorulmektedir. Bu
calismada ekstraksiyon yontemi olarak Noemi Salvador ve ark., (2007)
tarafindan modifiye edilmis olan Caccamese ve ark. (1981) [95] metodu

kullaniimistir.

Alglerin son yillarda besin ve endustriyel olarak kullaniminin artmasi
sonucu alglerden elde edilen sekonder metabolitlerin antiviral, antifungal ve
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve bu etkinligin ortamda bulunan temel
bilesenlerden ve iklimsel degisiklikler gibi ¢cevresel parametrelerden oldukca
etkilenmekte oldugu bildirilmistir [112]. Yapilan antifungal ve antibakteriyel
etkinlik calismalarinda, farkh bdlgelerden ayni zaman aralidinda toplanan
ornekler igin aylik degisimlerin de goéruldugu bildirilmektedir [112].
Antimikrobiyal aktivitenin tespit edilmesi igin literatirde kuyu difizyon ve disk
difuzyon teknigi ayrica organizmalarin antibiyotiklere olan hassasiyetini
saptamada ‘altin standart’ olarak bilinen minimum inhibitér konsantrasyonu

(MIK) gibi test tekniklerin siklikla kullanildigi bilinmektedir [113].

Bu c¢alismada, disk difiizyon teknigi ve MK testi kullanilarak
Chlorophyta grubu alglerinden Ug farkh alg tirtinden elde edilen ekstraktlarin
3’0 gram(+), 1’i gram(-) bakteri suslarina ve 1 maya hlcresine karsi
antimikrobiyal etkileri belirlenmigtir. Disk difizyon testine gore yapilan
calisma kapsaminda, birgok literatur kaynak ayni alg turlerinin cesitli

cozgenlerde antimikrobiyal etkisini dogrulamasina [95,111] ragmen bu
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calismada incelenen 3 farkli mikroalg tarandn higbirinde antimikrobiyal
aktivite disk difizyon metoduna gére saptanamamistir. Bunun sebebi olarak
yeterli konsantrasyonda alg eksraktinin kullaniimamis olabilcegi ve ayrica
yontemin duyarliik hassasiyetinin dusuk oldugu dusundlmagtar. Daha
hassas oldugu bilinen MIK testi ayni alg ekstrelerinde uygulanmis ve elde
edilen sonuglara gore incelenen 3 farkli tirden CHLMY tirlntn de diger iki
tire karsi daha fazla etkisinin oldugu belirlenmistir. Priya (2012) [114]
Chlorella vulgaris ile yaptigi ¢alismada MIK testi dagilimini 25-40 pg/ml
olarak bildirmistir. Bu calismada CHL tiirine ait MIK testi 25-100 mg/ml
araliginda tespit edilmis olup bu aktiviteler arasindaki buyldk farkhhigin
besiortami ve 1sIk gibi ekolojik parametrelere bagli oldugu ayrica ornek
materyalin taze ya da liyofilize olarak kullaniminin da bu farklliklara neden

olabilecegi Marti ve ark. (2004) [115] tarafindan bildirilmistir.

Antimikrobiyal aktivitelerini tespit ettigimiz alg tlrlerinin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesi icin literatirde de siklikla uygulanan [81,82,116]
hidrojen atomu transferi reaksiyonuna (HAT) dayanan DPPH slUpurme
aktivite yontemi ve tek elektron transferi reaksiyonlarina dayanan (ET) analiz
yontemlerinden; Ferrik iyonu indirgeme antioksidan gucu (FRAP) dlgimu ile

test edilmistir.

DPPH deneyi numunede bulunan antioksidant bilegiginin DPPH
radikali ile reaksiyona girerek indirgenmesine dayanir. Kararli mor renge
sahip olan bu radikalin antioksidan maddelerle indirgenmesi sonucu radikalin
rengi sartya dogru degismekte bu renk degisimi 515 nm dalga boyunda

kaydedilebilmektedir. Trolox® ve Ascorbic asit solusyonlari standart olarak

88



kullanilabilmektedir [117,118]. Bu ¢alismada standart sollisyon olarak ASC
(Ascorbik asit) ve BHT (Butylated hydroxytoluene) antioksidantlari kullaniimis

sirasiyla %95 ve %99’luk korelasyon katsayisi elde edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda alinan alg numunelerinin sipurme aktivite
yuzdeleri %3,797 ile %36,053 arasinda tespit edilmis. TUm numune ve
standartlarda konsantrasyon ile dogru orantili olarak bir artig saptanmistir.
Orneklere ait IC50 hesaplamalari; SCN: 4,75 pug/mg, CHLMY: 5,97 ug/mg ve
CHLR: 7,13ug/mg olarak bulunmus, stipurme aktivite gucu sirasiyla SCN,
CHLMY ve CHLR seklinde tespit edilmistir. Choochote ve ark. (2014) [119]
chlorella tirlerinde DPPH radikal stptrme deneyinde 1,4 mg/mL’ de %68,18
ile %58.98 olarak bildirmis IC50 olarakta 0,81 ile 1,04 literaturde yaygin
olarak DPPH aktivite belirteci olarak kullanilan IC50 degeri, bu ¢alismada
CHLR tard igin 7,13 pug/mg olarak hesaplanmistir. DPPH radikal supurme
etkisi reaksiyon karisiminin pH’si, radikal sUpuridcunun kimyasal yapisi ve
reaksiyon ortaminin polaritesine bagl olarak etkilenmektedir [120].

Antimikrobiyal aktivitelerini tespit ettigimiz diger bir ET analiz yontemi
olan Ferrik iyonu indirgeme antioksidan gucu (FRAP), oksidan bilesik olan
radikalin, antioksidan maddeden elektron alarak renk degisimine ugramasina
bu degdisimin olgulmesi prensibine baglidir. Alg numunelerinin antioksidan
Ozellikleri diger bir yontem olan FRAP metoduna goére incelenmis ve farkh
konsantrasyonlarda alinan alg ektraktlarinin DPPH sonugclarina paralellik
gOsterdigi saptanmistir. Bu verilere gére bizim g¢alismamizda kullanilan alg

turlerinde indirgeme potansiyeli sirasiyla SCN, CHLMY ve CHLR olarak

89



bulunmus bu sonuglar DPPH slUplrme aktivite deneyi ile uyumluluk

gOstermisgtir.

5.1. Sonug ve Degerlendirme

Kirikkale ve gevresinde yer alan sucul ortamlardan izole edilen farkli
turlerin laboratuvar sartlarinda kultara yapilmig, Uretimi gerceklestirilen
turlerin karotenoid kompozisyonu ve miktarlari tespit edilmistir. Ayrica bu

turlerin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri farkli metotlarla élgGimustir.

incelenen alg tirleri kendi igerisinde ve literatirdeki ayni tirler ile
karotenoidlerin  dagihmi ve ayirimi  bakimindan birbirine benzerlik

gOstermisgtir.

incelenen tirler arasinda ve literatiirsel karoten miktar farkliliklari

g6zlenmis bu farkhliklarin;

i) Tursel (genetiksel) kaynakl
i) Metodik kaynakl

» Ekstraksiyon metodu

» Hplc 6lgum metodu
iif) Ortamsal kaynakli

» Besin kompozisyonu

» IsiI siddeti
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» Isik siddetinden kaynaklandigi literatirde de ¢okga ifade

edilmigtir.
incelenen tiirlerin hepsinde antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteler
tespit edilmig ve bu literatur bilgileriyle de uyum gostermigtir. Bu turler
arasinda karsilastirma yapabilecek duzeyde bilgiler edinilmis, bu galismada
kiltdre edilmis tlr arasindan CHLMY taru diger tlrlere goére daha yuksek
antimikrobiyal aktivite, SCN turi ise daha ylksek antioksidan aktivite

goOstermistir.

Bu calismanin devami niteliginde c¢alisilan turlerin gen analizinin
yapilarak sussal karsilastirmalarin yapilmasi, hedeflenen ticari Gneme sahip
sekonder metabolitler igin optimum sartlarin saglanmasi ile Ulkemiz igin
onemli bir cok sekonder metabolitin ithalatina karsi yerli kiltur Grtnlerinin ve
pazarin olugsmasini saglayacak c¢alismalar ve arastirmalar igin temel

olugturacaktir.
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