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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CESITLI DENiZ ALGLERININ ANTIOKSIDAN BILESENLERININ ve
TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITELERININ BELIRLENMESI

Ozge KARAKAS

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Sema DEMIRCI CEKIiC
II. Damisman: Dog. Dr. Sibel YALCIN

Deniz alglerinin antioksidan aktiviteleri, basta polifenoller (fenolik asitler, flavonoidler,
izoflavonlar, hidroksi benzoik asitler) olmak {izere igerdikleri polisakkaritler, pigmentler
(klorofiller,karotenoidler) ve vitaminlerden ileri gelmektedir. Deniz alglerinin bu
ozelliklerinden yararlanilarak antioksidan iceriklerinin belirlenmesi ve karsilastirilmast ile
sentetik antioksidanlar yerine kullanilabilecek dogal antioksidanlari elde etmek i¢in antioksidan
kapasitelerinin tayin edilmeleri amaglanmaktadir.

Bu ¢alismada H. Musciformis, J. Rubens, C. Spongiosum, C. Sinuosa, C. Racemosa, C. Fragile
alglerinin toplam antioksidan kapasiteleri ve antioksidan 6zelligine sahip bilesenleri incelendi.

Deniz yosunlarinin toplam polifenol igerikleri spektrofotometrik Folin-Ciocalteu yontemi ile
belirlendi. Alglerin, gerek polifenolik gerekse karotenoid ve klorofil bilesenlerinden ileri gelen
toplam antioksidan kapasiteleri spektrofotometrik CUPRAC (Cu(ll) iyonu indirgeyici
antioksidan kapasite) ve ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asid)/TEAC
(troloks esdegeri antioksidan kapasite) yontemleri ile belirlendi. Her bir bilesenin toplam
antioksidan kapasiteye olan katkisini belirlemek icin ters faz HPLC yontemi kullanildi.
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Karotenoid igerigi en yiiksek olan alglerden C. Fragile ve C. Sinuosa i¢in TAK degerleri (umol
TR/g) CUPRAC yo6ntemi ile 4,26 + 0,04 ve 2,67 + 0,01, ABTS yontemi ile ise 2,85 +0,01 ve
1,44 + 0,01 olarak belirlendi. Fenolik bilesence zengin olan algler C.Spongiosum ve J.Rubens
icin TAK degerleri (umol TR/g) CUPRAC yontemi ile 7,97+ 0,02 ve 7,36 = 0,02 , ABTS
yontemi ile 4,87 + 0,04 ve 4,42 + 0,01 olarak belirlendi.

Karotenoid bilesiklerin belirlenmesi i¢in HPLC yontemi uygulandi. Kirmizi alglerden H.
Musciformis’in fukoksantin, klorofil a, klorofil b, zeaksantin ve fenofitin a , diger kirmizi alg
J. Rubens’in Kklorofil a, fukoksantin, klorofil b, fenofitin a, zeaksantin, lutein icerdigi
belirlenmistir. Kahverengi alglerden C.Sinuosa’da fukoksantin, 3-karoten,klorofil a, fenofitin
a, zeaksantin ve oa-karoten bilesikleri, C.Spongiosum ’'da fukoksatin, lutein, klorofil a ve -
karoten bilesikleri belirlendi.Yesil alglerden C.Racemosa’da fukoksantin, klorofil a ve b, a-
karoten ve B-karoten, C.Fragile 'de fukoksantin, violaksantin, klorofil b ve a-karoten bilesikleri
belirlendi. H.Musciformis, J.Rubens, C.Spongiosum, C.Sinuosa, C.Fragile, C.Racemosa
HPLC-CUPRAC toplam antioksidan degerleri (umol TE /g alg) sirastyla 0,20, 0,36, 0,20, 1,24,
5,49,1,53 olarak bulundu. HPLC yonteminde orneklerde belirlenen fenolik bilesenler
C.spongiosum ve C.racemosa da floroglusinol, H.musciformis ve C.sinuosa da ise katesin’dir.

Mayis 2019, 82 sayfa.

Anahtar kelimeler: Deniz algleri, Antioksidan, CUPRAC, ABTS, HPLC
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The antioxidant activities of marine algae are mainly as a result of the presence of
polysaccharides (phenolic acids, flavonoids, isoflavones, hydroxy benzoic acids), pigments,
chlorophylls, carotenoids and vitamins. The aim of this study is to determine the antioxidant
contents of marine algae and to determine their antioxidant capacity in order to obtain the
natural antioxidants that can be used in place of synthetic antioxidants.

In this study, the total antioxidant capacity and antioxidant properties of H. Musciformis, J.
Rubens, C. Spongiosum, C. Sinuosa, C. Racemosa, C. Fragile algae were investigated.

The total polyphenol content of seaweeds was determined by spectrophotometric Folin-
Ciocalteu method. The total antioxidant capacity of algae, including polyphenolic, carotenoid
and chlorophyll components was determined using spectrophotometric CUPRAC (Cu (Il) ion-
reducing antioxidant capacity) and ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) / TEAC ( trolox equivalent antioxidant capacity). Reverse phase HPLC method was used
to determine the contribution of each component to total antioxidant capacity.
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Among algae samples, carotenoid compounds found to have the highest total antioxidant
capacity value (umol TR / g) includes C. Fragile and C. Sinuosa with 4,26+ 0,04 and 2,67 +
0,01 (CUPRAC), 2,85+ 0,01 and 1,44 + 0,01 (ABTS), respectively. TAC values (umol TR/ g)
for algae C.Spongiosum and J.Rubens rich in phenolic component were determined by
CUPRAC method 7,97+ 0,02 and 7,36 = 0,02 by ABTS method 4,87 + 0,04 and 4,42 +0,01.

The HPLC method was used to determine carotenoid compounds. In the red algae H.
Musciformis algae sample, fucoxanthine, chlorophyll a, chlorophyll b, zeaxanthin and fenofitin
were found. However, in red algae J. Rubens sample, chlorophyll a, fucoxanthine, chlorophyll
b, fenofitin a, zeaxanthin and lutein were found. Brown algae C.Sinuosa fukoksantin, f-
carotene, chlorophyll a, fenofitin a, zeaxanthin and a-carotene compounds, C.spongiosum algae
fucoxatin, lutein, chlorophyll a and [-carotene compounds were found. Green algae
C.Racemosa, Fucoxanthine, chlorophyll a and b, a-carotene and B-carotene. In C.Fragile,
fucoxanthine, violaxanthin, chlorophyll b and a-carotene compounds were comfirmed. The
HPLC-CUPRAC total antioxidant values (umol TE / g algae) of H.musciformis, J.rubens,
C.Spongiosum, C.Sinuosa, C. Fragile, C.Racemosa were found as 0.20, 0.36.0.20, 1.24, 5.49,
1.53, respectively. Using HPLC method, the phenolic compound found in C.Spongiosum and
C.Racemosa was floroglusinol while Catechin was found in H.Musciformis and C.Sinuosa.

May 2019, 82 pages.

Keywords: Algae, antioxidant, CUPRAC, ABTS, HPLC
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1. GIRIS

Reaktif oksijen tiirlerinin organizmada bulunan veya gida olarak alinan antioksidanlarla
dengelenememesi durumunda olusan oksitatif stres, biyolojik yapilarin oksidatif hasarina sebep
olmaktadir. Bu olusan hasarlar kalp-damar hastaliklari, kanser ve seker hastaligi gibi

hastaliklara neden olmaktadir (Fang ve dig., 2002).

Antioksidanlar, viicudu bu reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hasara karsi korumada
etkilidirler. Genel olarak lipit igeren gidalarda kullanilan butillenmis hidroksianisol (BHA) ve
butillenmis hidroksitoluen (BHT) gibi sentetik antioksidanlarin zararli etkilerinden dolay:
kullanimi siirlandirilmaktadir, bunlarin yerine dogal antioksidanlar tercih edilmektedir (Duan
ve dig., 2006). Bitkiler, basit fenolikler, fenolik asitler, antosiyaninler, hidroksisinamik asit
tirevleri ve flavonoidler gibi gesitli fenolik bilesikler grubunu igerirler. Bitkilerde bulunan
tokoferol, fenolikler ve p-karoten gibi dogal antioksidanlar, gida endiistrisinde lipid
peroksidasyonunu engellemek i¢in kullanilir ve insan viicudunu serbest radikallerden

koruyabilir ve birgok kronik hastaligin ilerlemesini engelleyebilirler (Qi ve dig., 2005).

Algler, insanlarin ve hayvanlarin beslenmesinde kullanilan ©6nemli biyoaktif madde
kaynaklaridir. Dogal antioksidanlar arasinda bulunan fenolik antioksidanlar deniz yosunlarinda
da yaygin olarak bulunur (Duan ve dig., 2006). Klorofiller, karotenoidler, E vitamini gibi
tokoferol tiirevleri ve bitki kaynakli antioksidanlarla yapisal olarak iliskili olan ilgili
izoprenoidler bazi deniz organizmalarinda bulunmugtur. Katesinler (epigallokatesin, epikatesin
ve katesin gallat gibi), flavonoller ve flavonol glikozitler gibi polifenolik bilesik, kirmizi ve
kahverengi alglerde tanimlanmistir (Yoshie ve dig., 2000; Santoso ve dig., 2002; Y oshie-Stark
ve dig., 2003). Astaksantin, fukoksantin, 3-karoten, lutein ve zeaksantin gibi alglerden elde
edilebilen karotenoidler de dogal antioksidan kaynaklar1 olarak kullanilabilirler. Gida,
kozmetik ve eczacilik gibi bir¢ok alanlarda uygulamalar bulunmaktadir (Christaki ve dig.,
2012).



Bu calismada deniz alg 6rneklerinin toplam antioksidan kapasitesi, CUPRAC (bakir (II) iyonu
indirgeyici antioksidan kapasite) ve ABTS (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik
asid) yontemleri ile belirlenerek sonuclar karsilastirildi. Toplam fenolik madde miktari igin ise

Folin-Ciocalteu yontemi uygulandi.

Calisilan alglerin igerdigi fenolik blesenler ve karotenoidler yiiksek performansli sivi
kromatografisi yontemleri ile belirlendi. Standart maddeler ve PDA (Foto diyot dizisi) dedektor
kullanilarak gergeklestirilen HPLC analizleri sonucunda alg oOrneklerindeki antioksidan

bilesenleri kalitatif ve kantitatif olarak belirlenerek degerlendirildi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDANLAR

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip molekiiller
olarak tanimlanir. Genellikle kararsiz ve ¢ok reaktiflerdir. Serbest radikaller oksijen ve azot
kaynakl1 olabilirler, bunlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) olarak
ifade edilmektedir. Insanlarda ve hayvanlarda fizyolojik ve patolojik kosullarda olusan serbest
radikalllerden; reaktif oksijen tiirlerini siiperoksit (Oze-), peroksil (ROO¢), hidroksil (OHe),
hidroperoksil (HO2¢), alkoksi (RO¢) radikalleri olusturmaktadir. Reaktif azot tiirlerini ise azot
oksit (NOe), Azot dioksit (NO2¢) olusturmaktadir. Genellikle oksidanlar olarak adlandirilan
hidrojen peroksit (H202), ozon (O3), singlet oksijen (*Oz), hipoklordz asit (HOCI), peroksinitrit
(ONOO-), nitrik asit (HNOz) ve diazot trioksit (N203) ise serbest radikaller arasinda
gosterilmezler (Fang ve dig., 2002).

Yiiksek konsantrasyonlarda ROS hiicre yapilarinda, niikleik asitlerde, lipitlerde ve proteinlerde
hasara yol agmaktadir ve bu olusan hasarlar kanser, kalp damar hastaliklar1 gibi ¢esitli
hastaliklara sebep olmaktadir. Bazi serbest radikaller metabolik reaksiyonlar sirasinda agiga
cikabildigi gibi kirlilik, radyasyon, sigara dumani gibi ¢evresel faktorler de serbest radikal
olusumuna neden olabilir (Kaur ve Kapoor, 2001).

Potansiyel biyolojik hasara neden olan serbest radikallerin zararl etkisi oksidatif stres olarak
adlandirilir. Biyolojik sistemde serbest radikal artisinda, endojen glutatyon (GSH), glutatyon
peroksidaz (GPO), glutatyon reduktaz (GRx), glutatyon s transferaz (GST), siiperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve diger antioksidanlar (A,C,E vitaminler, flavonoidler)
oksidanlar1 notralize etmede yetersiz kalir ise antioksidan ve oksidan arasindaki denge bozulur.
Bu dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasi oksidatif stres olarak ifade edilir ve bu durum doku

hasarlarina yol agmaktadir.

Antioksidanlar radikal olusumunu Onleyen ve olusan radikalleri etkisiz hale getiren
molekiillerdir. Antioksidanlar gidalarin bozunmasimi 6nlemek ve besin degerini korumak
amaciyla da kullanilir. Ayrica yaglarda, havadaki oksijenin neden oldugu otooksidasyonu
yavaslatmak i¢in kullanilarak kalitesi ve raf omrii uzatilir. Sebze ve meyveler igerdikleri

antioksidanlar sayesinde ¢esitli hastaliklara kars1 koruma saglarlar.



2.2. DOGAL ANTIOKSIiDANLAR
2.2.1. C vitamini

C vitamini diger bir ifadeyle askorbik asit bitkilerde yaygin olarak bulunan, suda ¢oziinebilen
vitamindir. Birgok bitki ve bazi hayvanlar tarafindan sentezlenebilmekte olup insanlar
tarafindan sentezlenememektedir. Dogada bir¢ok sebze ve meyvelerde bulunmaktadir. C
vitamini limon, portakal, greyfurt, cilek, kivi gibi meyvelerde, 1spanak, lahana, karnabahar, tere
turp gibi sebzelerde bulunmaktadir. C vitamini bag dokusu olusumunda ve ayni zamanda
gostermis oldugu antioksidan o&zelliginden dolay1 serbest radikallerin neden oldugu

oksidasyonlarin 6nlenmesinde de rol oynamaktadir (Giiglii ve dig., 2005).

Sekil 2.1: C vitamininin kimyasal yapisi

2.2.2. E vitamini

Dogada a, B, y, ve 6-tokoferol ile a, B, y, ve d tokotrienol olmak iizere 8 tip Vitamin E bulunur.
Biyolojik olarak etkisi en fazla olan alfa tokoferoldiir. Tokoferoller bitkisel organizmalar
tarafindan sentezlenebilir. Tokoferollerin antioksidan etkileri 6 numarali karbon atomuna bagli
-OH grubundan ileri gelmektedir En 6nemli E vitamini kaynaklar bitkisel yaglar, ceviz, findik
ve kurubaklagiller’dir (Rizvi ve dig., 2014).

Sekil 2.2: a-tokoferol’iin kimyasal yapis1



2.2.3. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler 8000’den fazla ¢eside sahip meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan
bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin gosterdikleri antioksidan etkilerden dolay1 kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, seker hastalig1 ve norodejeratif hastaliklara kars1 koruyucu rolleri
bulunmaktadir (D'Archivio ve dig., 2007).

Fenolik bilesikler flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik polimerler (tanenler) olmak iizere {i¢

gruba ayrilirlar.
2.2.3.1. Flavonoidler

Flavonoidler difenilpropan (C6-C3-C6) iskeletine sahip on bes karbon atomundan olusan
diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir Flavonoidler dogada yaygin olarak bulunan fenolik
bilesiklerdir. Flavonoidler antosiyaninler ve antoksantinler olarak siniflandirilir. Antoksantinler
ise Flavonlar, flavonollar, flavanoller, flavanlar, izoflavonlar ve dihidrokalkonlar olarak 6

gruba ayrilirlar.

Sekil 2.3: Flavonoidlerin genel yapisi.

Flavonlar, C, ve Cz karbonlar1 arasinda cift baga sahip ve C3 konumunda hidroksil grubu
icermeyen molekiil yapisina sahiptir. Flavonlar gidalarda aglikonlar1 olarak bulunurlar ve
yaklasik olarak 100 flavon tanimlanmistir. Flavonlar en ¢ok maydanoz, enginar ve kerevizde

bulunmaktadir. Baslica flavonlar apigenin, luteolindir



R

Rz
Ri Rz R
HO o Apigenin H oH H
Ry Luteolin OH OH H

Sekil 2.4: Flavonlarin kimyasal yapilari.

Flavonoller, C; ve Cs karbonlar1 arasinda ¢ift baga sahip ve Cs konumunda ise bir hidroksil

grubu igeren flavonoidlerdir. Flavonoller birgcok meyve ve sebzede yaygin olarak bulunurlar.

Kuarsetin, mirisetin, kamferol ve izoramnetin en 6nemli flavonollerdendir. Yaban mersini,

sogan, kirmizi liziimde bulunmaktadirlar.

R
Rz
HO o Ry Rz Rz
Rs Kuarsetin OH on H
Kamferol H OH H
Mirisetin OH OH OH
OH

OH 0

Sekil 2.5: Flavonollerin kimyasal yapilari.

Flavanonlar, Cz ve Cs arasinda doymus bir hidrokarbon zinciri bulunduran flavanonlar ayni

zamanda dihidroflavonlar olarak adlandirilirlar. Flavanonlar en yaygin olarak portakal, greyfurt

gibi meyvelerde bulunur. Baslica flavanonlar naringenin, hesperidin ve eridicitol’dur.
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Sekil 2.6: Flavanonlarin kimyasal yapilari.

Flavanoller ayn1 zamanda flavan-3-ol olarak bilinirler. Hem flavan-3-ol hem de flavan 3,4-
dioller olarak dogada bulunabilirler, flavan 3,4-diol genellikle agaglarda bulunur nadiren
meyvelerde bulunur. Flavan-3-ol ayrica proantosiyanidinler, flavan-3,4-dioller de
l6koantosiyanidinler olarak da adlandirilir. Flavanoller bir¢ok meyve de 6zellikle iiziim, elma
bogiirtlen gibi meyvelerde bulunur. En 6nemli flavanoller katesin ve epikatesin’dir ve

cogunlukla yesil gay, seftali, kirmiz1 sarap ve elmada bulunurlar.

3 5 7 3 4 5

e (+)- Katesin BOH OH OH OH OH -
(-} Epikatesin «OH OH OH OH OH -
(-} Epigallokatesin «OH OH OH OH OH OH

Sekil 2.7: Flavanollerin kimyasal yapilari.

izoflavonlar, flavonlarin izomeridirler ve ¢ogunlukla baklagillerde ozellikle de soya

fasulyesinde bulunmaktadir. izoflavonlarm en nemli olanlar1 genistein ve daidzein’dir.



Ri
Daidzein H
Genistein 0OH

Sekil 2.8: izoflavonlarm kimyasal yapilar1.

Antosiyaninler meyvelerin, ¢igeklerin ve sebzelerin kirmizi, mavi, ve mor renginden
sorumludurlar. Antosiyaninler kirmizi sarapta, bazi sebzelerde (lahana, fasulye, sogan, turp)
bulunur ancak en ¢ok meyvelerde bulunmaktadir. Besin igerikleri genellikle renk
yogunluklariyla orantilidir ve meyveler olgunlastik¢a besin degerleri de artmaktadir (Manach
ve dig., 2004).

Ry

OH
HO 0+ Ry Rz
AN Ry Sivanidin OH H
Delfinidin OH OH
Pelargonidin H H
/’

OH

Sekil 2.9: Antosiyanidinlerin kimyasal yapilari.

2.2.3.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler olmak iizere iki gruba

ayrilirlar.

Hidroksisinnamik asitler, C6-C3 fenilpropan yapisinda olup yapisindaki aromatik halkaya

baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore adlandirilirlar. Kafeik asit, ferulik asit



p-kumarik asit ve sinapik asitler en ¢ok bilinen hidroksisinnamik asitlerdir. Birgok meyve ve
sebzede, sinamik asitler (0zellikle kafeik asit), antioksidanlar kadar yiiksek bir potansiyel
sergileyen ester tlirevleri (klorojenik asit, sinnamoil kinik asitler) halinde bulunur (Manach ve

dig.,2004; Ignat ve dig., 2011).

R4
R, R> R;
p- Kumarik asit H OH H
Rz Kafeik asit OH OH H
\ COOH Ferulik asit OCH3; OH H
Sinapik asit OCH OH OCH3
Rs

Sekil 2.10: Hidroksisinnamik asitlerin kimyasal yapilari.

Hidroksibenzoik asitler, C6-C1 fenilmetan yapisindadir. Bunlardan birkagi; gallik asit, vanilik
asit ve salisilik asit’tir. Hidroksibenzoik asitler hidrolize edilebilir tanenler gibi yapilarin
bilesenlerini olusturur. Hidroksibenzoik asitler bitkilerde kirmizi meyveler,sogan haricinde

genellikle diisiik miktarlarda bulunur. Cay ise 6nemli bir gallik asit kaynagidir.

Ry
Ry Rz Rz
p- Hidroksibenzoik asit H OH H
R, COOH Protokatesuik asit OH OH H
Vanilik asit OCHj; OH H
Gallik asit OH OH H
Ra

Sekil 2.11: Hidroksibenzoik asitlerin kimyasal yapilari
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2.2.3.3. Fenolik polimerler (Tanenler)

Fenolik polimerler (Tanenler) yiiksek molekiil agirlikli bilesikler olup yapilarina gére hidrolize
olan ve hidrolize olmayan (kondanse tanenler) olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar. Hidrolize
olabilen fenolik gruplarla esterlenmis hidroksil gruplart ile merkezi bir ¢ekirdek olarak
karbonhidratlar (genellikle D-glukoz) icerir. Kondanse tanenler ise merkezi bir karbonhidrat
¢ekirdegine sahip degildir ve karbon-karbon baglariyla baglanmis oligomerler ve flavanoid

birimlerinin kompleksleridir (Goel ve dig., 2005).

OH

OH

OH

Sekil 2.12: Prosiyanidinlerin genel kimyasal yapisi

2.2.4. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkiler, algler ve fotosentetik bakteriler tarafindan sentezlenebilen dogal
pigmentlerdir; ¢esitli meyve ve sebzelerde sari, turuncu ve kirmizi renklerden sorumludur
(Namitha ve Negi, 2010). Karotenoidler, genellikle 8 izopren bilesiginin bir araya gelmesiyle
olusmus izoprenoitlerdir. Genel formiilleri CaoHse’dir. Dogada 600°den fazla karotenoid
bulunmakta olup bunlar yagda ¢oziinebilen renk pigmentleridir. Karotenoidlerin yapilarinda
cok sayida konjuge cift bag bulunur. Karotenoidlerin renk verme oOzellikleri yapilarinda

bulunan bu konjuge cift baglardan kaynaklanmaktadir ve konjuge bag sayis1 artikca renk
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yogunlugu da artmaktadir. Ayn1 zamanda bu konjuge ¢ift baglar1 antioksidan etkilerini
belirlemektedir. Karotenoidler oksijen, pH, su aktivitesi ve siilfitlerin etkisiyle oksidatif olarak
parcalanmaktadir. Oksijen konjuge cift baglari okside ederek bag sayisini ve buna bagl olarak

da renk yogunluklarinin azalmasina neden olur (Bagdatlioglu ve Demirbiiker, 1999).
Karotenoidler 2 ana gruba ayrilirlar. Bunlar (Britton,2008):

1- Karoten, yapisinda karbon ve hidrojen atomlar1 bulunduran karotenoidler; likopen, a-
karoten [3-karoten vb.
2- Ksantofiller, yapisinda hidroksil, keton, metoksi gibi en az bir oksijen atomu igeren

karotenoidler; Lutein, zeaksantin vb.

Karotenoidler gii¢lii antioksidanlardir. Kahverengi deniz algleri 6zellikle fukoksantin
violaksantin,  karoten bakimindan zengindir. Kirmiz1 alglerdeki karotenoidler B karoten, a
karoten ve dihidroksil tiirevleri: lutein ve zeaksantin’dir. Yesil alglerde bulunan baslica
karotenoidler ise B karoten, lutein, violaksantin, neoksantindir. (Okuzumi ve dig. 1993; Yan ve
dig., 1999) Karotenoidlerin yem, gida, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde gesitli kullanim alanlar1

vardir.

2.2.4.1. p- karoten

B-karoten dogada en yaygin olarak bulunan ve yagda ¢oziinen pigmenttir. Vucuttaki kan ve
dokulardaki en 6nemli karotenoidlerden biridir. B-karoten yesil yaprakli sebzelerin yani sira
turuncu ve sart meyve ve sebzelerde de bulunur. (Krinsky ve Johnson, 2005). -karotenin en
¢ok bulundugu temel besin kaynaklar1 olarak basta havu¢ olmak {izere maydanoz, mango,

patlican sayilabilir.

A vitamini olarak metabolize edilebilen 50 karotenoidden biri olan B-karoten en yiiksek
provitamin A aktivitesine sahiptir. Diger karotenoidlerden farkli olarak zincir yapisinin iki

ucunda da B iyonon halkas1 bulunur (Woutersen ve dig., 1999).
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Sekil 2.13: B-karotenin kimyasal yapisi

2.2.3.2. Zeaksantin ve Lutein

Lutein ve zeaksantin retinanin makuler pigmentlerinin iki ana bilesenini olusturan
ksantofillerdir. Makuler pigmentler (sar1 pigment) goézii 151k ve retinal zararlara karsi
korumaktadir. Bu pigmentler 1spanak, lahana, brokoli gibi koyu yesil sebzelerde
bulunmaktadirlar (Krinsky ve dig.,2003). Ayrica bogiirtlen, mandalina ve yumurta sarisinda da
bulundugu bilinmektedir. Zeaksantince zengin en 6nemli besin kaynagi misirdir.  Zeaksantin
gida endstrisinde kuslar, baliklar i¢in yem katki maddesi ve renklendirici olarak kullanilir.

Zeaksantin ve lutein birbirinin izomeridirler (Hadden ve dig., 1999).

Sekil 2.14: Zeaksantin’nin kimyasal yapis1
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Sekil 2.15: Lutein’nin kimyasal yapisi

2.2.4. Klorofiller

Klorofiller bir¢ok bitkide ve alglerde bulunan yagda ¢oziinebilen yesil pigmentlerdir. Klorofil
bilesikleri bir¢ok endiistri alaninda pigment olarak kullanilmaktadir. Klorofilin bilinen ¢ok
fazla tiirevi olmasina karsin bunlardan en 6nemli olanlar1 mavi-yesil renkli klorofil a ve sari-
yesil renkli klorofil b’dir. Klorofil a bitkilerin fotosentez yapan kisimlarinda yer alirlar. Klorofil
b de klorofil a ile birlikte bazi yosunlarda bulunurlar. Dogada, bitkilerde klorofil a ve b
baskindir, ancak klorofil ¢, d ve e tiirevleri kahverengi, kirmizi ve sari-yesil algler dahil ¢esitli
fotosentetik algler ve diatomik tiirlerde bulunur (Sheer, 1991). Klorofil, porfirin halkasi ve fitol
grubuyla iki temel kisimdan olusur. Porfirin halkasinin merkezinde Mg atomu bulunur. Klorofil

1yi bir antioksidan kaynagidir ve viicuda zarar veren serbest radikallerin olusmasini engellerler

(Inang, 2011).

CH2

CH3

Sekil 2.16: Klorofil a kimyasal yapisi
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2.3. DENiZ ALGLERI
2.3.1. Alglerin Genel Ozellikleri ve Simiflandirilmasi

Algler basit yapili ve klorofil igeren organizmalardir. Algler yapisal olarak mikroalg ve
makroalg olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Mikro algler mavi-yesil algler (Cyanophyta) olarak
bilinir. Makroalgler ise yesil algler (Chlorophyceae), kahverengi algler (Phaeophyceae),
kirmiz1 algler (Rhodophyceae), diyatomerler (Chrysophyceae) ve kamgili algler (Flagellatae)
olarak simiflandirilmaktadir (Gamal, 2010).

Kloroplastlari, sitoplazma igerisinde serbest olarak degil, graniiler endoplazmik retikulum
tizerinde bulunur ve plazmalemma ad1 verilen bir membran ile ¢evrilidir. Ayrica, klorofile ek
olarak, bitkilerde bulunmayan baska pigment maddeleri de tasirlar. Cesitli gruplara 6zel
renkleri de, bu pigment maddeleri verir. Bitkilerdeki gévde elemanlarina benzeyen, ancak
damar (vaskiiler) dokusu tagimayan, 6zellesmemis viicut boliimlerine "tallus" adi verilir.
Vakuoller, sitoplazmada bulunan hiicre i¢i 6zsuyu ile dolu bosluklardir. Vakuollerin sayis1 sekli
ve hiicrede bulundugu yerler alg gruplarina gére degisiklik gostermektedir (Cirik ve Cirik,
2011).

Alglerin hiicre ¢eperlerinde farkli oranlarda seliiloz vardir. Alglerin hiicreleri arasindaki dolgu
maddesi yesil alglerde genellikle ksilan ve mannan, kahverengi alglerde aljinik asit, kirmizi
alglerde ise agar-agar ve karragendir. Hiicre ¢eperlerinde bazi mineral maddeler birikebilir.
Hiicredeki ¢ekirdek sayilar1 degiskendir. Genellikle tek oldugu halde iki ya da daha ¢ok sayida
da olabilir. Plastidler fotosentez olayinda en 6nemli yapilardir. Kloroplast, kromoplast ve
16koplast olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir. Klorofilin bityiik ¢ogunlugunu klorofil a ve daha
az olarak klorofil b olusturmaktadir. Kloroplastlarda bulunan diger renk maddeleri ise

karotenoidlerdir (Cirik ve Cirik, 2011; Aktar ve Cebe, 2010).

Deniz alglerinde lireme eseysiz (sporla) veya eseyli (gamet meydana getirerek) olur; ilkel
gruplarinda iireme hiicreleri (sporlar, gametler) kamg¢ilidirlar. Eseysiz tireme dogrudan dogruya
hiicrelerinin ikiye boliinmesiyle; eseyli iireme ise ¢ogunlukla izogami ile (sekil ve biiyiikliik

olarak ayni olan gametlerle) olur (Tanker ve dig., 2004).
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2.3.1.1 Kahverengi Alglerin (Phaeophyceae) Genel Ozellikleri

Kahverengi algler, s1g sularda veya kiy1 seridi kayaliklarinda yasar ve dalgalarin siirekli
carpmasina dayanmalarini saglayan cok esnek gdvdelere sahiptir (Ghosh ve dig., 2012). Ipliksi
yapida basit ve dallanmis olanlar1 yaninda, agacsi, yapraksi yapida oldukga biiyiik talluslara
sahip olan tiirleri de bulunmaktadir. Hiicrelerinde ya biiyiik tek vakuol ya da birkag kiigiik
vakuol bulunur. Ayaga benzer bir yap1 ile bir yere tutunarak yasarlar. (Colakoglu, 1999;
Yurdakulol ve dig., 2004). Kahverengi algler, bazi tiirleri i¢in uzunlugu 35-45 m'ye kadar olan
ve ¢ok degisken olan en biiylik yosunlardir. En yaygin cins Ascophyllum, Laminaria,
Saccharina, Macrocystis, Nereocystis ve Sargassum'dur (Murty ve Banerjee, 2012).

Phaeophyceae sinifinin 240 cinsi 1500’den fazla tiirii bilinmektedir (Colakoglu, 1999).

Hiicre ¢eperleri seliiloz ve pektinden meydana gelir. Pirenoidler kloroplastlarin disindadir.
Genellikle kloroplastlar klorofil a, az miktarda klorofil ¢, B karoten , ksantofillerden diger renkli
maddelerini O6rten esmer renkli pigment fukoksantin ihtiva ederler. Bu pigmentlerden
fukoksantin klorofile baskin geldigi i¢in koyu renklidirler. Besin depo iiriinleri nisasta yerine
dekstrini andiran bir polisakkarit olan laminarin, mannit alkolii, fukosan ve yag maddeleridir.
Bazi tiirleri alginat bakimindan ¢ok zengindir. Bu yapilarindan dolay: talluslari endiistride
islenerek c¢esitli sanayi kollarinda kullanilabilecek aljinat ¢esitleri elde edilmektedir

(Colakoglu, 1999; Yurdakulol ve dig., 2004).

Eseyli ve eseysiz olmak iizere her iki tip lireme de goriiliir. Eseysiz iiremeleri tek odacikli
sporangiyumlarda olusan zoosporlarla, eseyli lireme ise izogami, anizogami ve oogami iledir.
Genellikle biitiin esmer su yosunlarinda heterofazik dol almasi vardir (Yurdakulol ve dig.,

2004).

Kahverengi deniz algleri genel olarak biyolojik aktiviteye sahip onemli biyoaktif bilesik
kaynaklar1 olarak kabul edilir (Gupta ve Abu-Ghannam, 2011). Bu biyoaktif bilesikler;
polisakkaritler (fukoidler, aljinatlar ve laminarinler), polifenoller (florotanninler) ve
karotenoidler (fukoksantin)’dir. Ek olarak omega 3 (¢oklu doymamis yag asitleri) igerirler
(Holdt ve Kraan, 2011). Bu bilesiklerin 6zellikle antioksidan, prebiyotik, antibakteriyel,
antidiyabetik, kanser oOnleyici ve antikoagiilan gibi etkileri nedeniyle deniz alglerine ilgi

artmaktadir (O’sullivan ve dig., 2010).
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2.3.1.2. Kermuzi Alglerin (Rhodophyceae) genel ozellikleri

Rhodophyceae sinifinin yaklasik 500 cinsi ve 4000 kadar da tiiri vardir. Bu sinifin ¢ogunlugu
kirmizi, menekse rengi, esmer pembe, kirmizi kahve renkte goriiniirler ve kromotoforlari
rodoplastlardir (Colakoglu, 1999). Kromotoforlarinda klorofil-a,c, B-karoten ve ¢ok az
miktarda a-karoten bulunur. Ksantofillerden ise lutein, fikobilinlerden de kirmizi renkli
fikoeritrin, mavi renkli fikosiyanin bulunur. Tiim tiirlerde goriinen kirmizi renkli fikoeritrin
Klorofiller ile karotenleri maskeler. Bu sebeple bitkiler ¢esitli tonlarda kirmizi goriiniir. Kirmizi
deniz algleri genellikle denizlerde yasarlar. Phacophyceae sinifinin iiyelerine gére daha derin
ve 1lik sularda yaygindirlar (Colakoglu, 1999; Yurdakulol ve dig., 2004).

Talluslar ipliksi, silindirik, yapraksi ya da disk seklinde yass1 olup etli yapidadir. Hiicreler tek
¢ekirdeklidir. Tallusu tek hiicre dizisinden olusuyorsa monosifon, paralel hiicre siralarindan
olusuyor ise polisifon adini alir. Hiicre ¢eperi iki tabakadan meydana gelir ve i¢ tabaka seliiloz,
dis tabaka musilajlasan pektinden olusmaktadir. Bazi tiirlerinde geperlerinde CaCOz birikebilir.
Kirmizi1 alglerin fotosentez {iriinii olarak gercek nisasta goriilmez, nisasta ile glikojen arasinda
bir yap1 gosteren ve bir polisakkarit olan floride nisasta meydana gelir. Floride nisastas1 iyotla
kirmizi renk verir (Colakoglu, 1999; Yurdakulol ve dig., 2004). Eseysiz iireme aplanosporlarla
eseyli tireme ise oogami iledir. Spor ve gametler kamgisiz oluslarindan dolay: aktif hareket
edemezler, bu su yosunlarinin iiremelerinde dikkati ¢eken en 6nemli 6zellikleri olmaktadir

(Colakoglu, 1999).

Kirmiz1 alg tiirlerinden kappaphycus ve betaphycus gidalarda kullanilan 6zelikle yogurt,
cikolatali siit ve pudinglerde yaygin olarak kullanilan bilesen karragenin Onemli
kaynaklarindandir. Kirmizi1 alglerden Gracilaria, Gelidium, Pterocladia basta olmak tizere diger
kirmiz1 alglerden de elde edilebilen agar-agar pektin yapili hiicre zarlarindan cikarilir.
Mikrobiyolojide kiiltiir elde etmek i¢in Kullanilan agar-agar ayn1 zamanda tip, eczacilik ve
endiistride alanlarinda da kullanilir (E1 Gamal, 2009). Diger kirmiz1 alglerden olan porphyra

cinsi ise Japonya’da nori olarak bilinen besin maddesi olarak kullanilir.
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2.3.1.3. Yesil Alglerin (Chlorophyceae) Genel Ozellikleri

Yesil algler hem tathh sularda hem de denizlerde bulunabilirler. Cok azi denizlerin sig
bolgelerinde yasadigi halde, ¢ogu tath sularda rutubetli topraklar tizerinde bulunur. Ayrica
yiiksek bitkiler lizerinde epifit yasayanlari oldugu gibi mantar ile simbiyoz teskil ederek
likenlerin yapisina girenleri de vardir. Bu alglerin hiicre ¢eperleri seliillozdandir. Besin depo
irlinleri nigastadir. Tek veya cok hiicreli, ipliksi veya c¢esitli sekillerde dallanmis yesil alglerdir.
Tiirlerin bazilarinda hiicreler bir niikleus, bir kromatofor igerdigi halde; bazilar1 ¢ok sayida
niikleus ve kromatofor i¢ebilir (Colakoglu, 1999; Yurdakulol ve dig., 2004).

Eseysiz lireme aplanosporlar ve zoosporlarla, eseyli lireme izogami, anizogami ve oogami ile
olur. Chlorophyceae simifinin 450°den fazla cinsi 8000 kadar da tiiri bulunmaktadir.
(Colakoglu, 1999; Yurdakulol ve dig., 2004).

2.3.2. Alglerin Kullanim Alanlari

Deniz alglerinden gida, tip, tarim, kozmetik, eczacilik gibi ¢esitli endiistri dallarinda
faydalanilmaktadir. Niifusun hizli bir sekilde artmasindan dolay1 ortaya ¢ikabilecek gida
sorunlarinin 6nlenmesi adina yosunlarla ilgili birgok ¢aligsmalar yapilmaktadir (Aktar ve Cebe,
2010). Cin, deniz yosunlarinin en biiyiik iireticisidir ve bunu Japonya ve Kore izlemektedir.
Japonya, Kore ve Cin’de deniz algleri ¢ok uzun siirelerden beri gida olarak kullanilmaktadir.
Japonya’da yosun, susi hazirlanmasinda kullanilan kurutulmus yosun yapragi olan porphyta
tiirlerinden nori yapmak i¢in kullanilmaktadir. Yunanistan’da eski ¢aglarda deniz algleri uzun

yillar boyunca hayvan yemi olarak kullanilmistir (Tiwari ve Troy, 2015).

Hollanda’da siit iiretimi ve siitteki A vitamini orani yosun unu karigtirtlmis yemlerle saglanmis,
kuzularin yiin ve et miktar1 da %20 oraninda arttirilmistir. Bunun nedeni deniz yosunlarinin
besin degerinin yiiksek olmasidir ayrica mineral tuzlari, oligoelementler ve vitaminler

yoniinden zengin olduklar1 da bilinir. (Aktar ve Cebe, 2010; Cirik ve Cirik 2004).
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Deniz yosunlarindan elde edilen jelatin adi da verilen agar-agar, karragenan, aljinat gibi
maddeler jellestirici, dengeleyici ve koyulastirct maddeler olarak gesitli endiistrilerde yaygin
olarak kullanilir (EI-Din ve EI-Ahwany, 2015). Gida ve farmasétik endiistrisinde
hidrokolloidler (agar- agar, stabilizatorler, koyulastirict ve dolgu maddeleri olarak kullanilan
alijinatlar), pigmentler, vitaminler, mikro mineraller (selenyum, krom, nikel), prebiyotik
maddeler, kompleks karbonhidratlar (alijinatlar, fukoz i¢eren polimerler, minnitol ve laminarin)

ve florotanninler gibi sayisiz bilesen kaynaklaridirlar (Evans ve Critchley, 2014).

Deniz yosunlarinin tipta ve eczacilikta ise sayillamayacak kadar kullanim alani vardir. Algler
tipta antikoagiilan olarak kullanimlarinin yani sira iyot eksikliginden kaynaklanan guatr,
hipertiroit ve hipokolesterolemi gibi birgok hastaligin tedavisinde, bagisiklik siteminin
dengelenmesinde, kullanilir (EI Gamal, 2012). Agar-agar, karragenan ve aljinat“tan disgilikte
ve eczacilikta yararlanilmaktadir. Ornegin Aljinat ve Agar dis macunlarinin hazirlanmasinda,

dis kaliplarinin alinmasinda protezlerde dolgu maddesi olarak kullanilir (Cirik ve dig., 2003).

Topragi havalandiric1 ve nem tutucu olmasi, azot yoniinden ciftlik giibresi kadar zenginlik
gostermesi, ayrica degisik oranlarda iz elementleri, potasyum, fosforik asidi biinyelerinde
bulundurma 6zellikleri ile deniz yosunlar1 giibre olarak bir¢ok tilkede degerlendirilmektedir
(Cirik ve dig.,2003). Deniz algleri entegre su iriinleri sistemlerinde, sularin arittiminda
kullanilmaktadir (Troell ve dig., 2009). Alglerde bulunan fenolik bilesenler antioksidan
aktiviteden ve serbest radikal siipiiriicii etkiden sorumludur. Alg ekstreleriyle yapilan
calismalarda bulunan polifenollerin antioksidan etkisi gosterdikleri belirtilmistir. Son yillarda
algler, deriyi rejenere etme ve zengin mineral igerme 6zelliklerinden otiirii giizellik enstitiileri
tarafindan “thallassoterapi” uygulamalar1 amaciyla Tiirkiye’de de oldukga yaygin olarak

kullanilmakta, alg i¢eren kozmetik iiriinlerin gesitliligi artmaktadir (Aktar ve Cebe, 2010).
2.4. TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE TAYIN YONTEMLERI

2.4.1. CUPRAC (Cupric Reducing Antioksidant Capacity; Cu(II) iyonu indirgeme

Antioksidan Kapasite ) Yontemi

Apak ve ark. tarafindan bulunan bu yontemde 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neocuproin-Nc)’in
Cu (I1) ile olusturdugu bakir (II)- neokuproin kompleksinin (Cu(l1)-Nc) bakir(I)-neokuproin [
Cu(l)-Nc] kelatina indigenme Ozelliginden faydalanilarak antioksidan kapasitesi

belirlenmektedir. Bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc] kelati 450 nm’ de maksimum absorbans
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vermektedir. Ayn1 zamanda bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasite yontemi olarak da
belirtilmis ve kisaca CUPRAC metodu olarak adlandirilmistir (Apak ve dig., 2004; Ozyiirek ve
dig., 2011).

CUPRAC yontemi, flavonoidler, fenolik asitler, hidroksisinamik asitler, tiyoller, sentetik
antioksidanlar ve C ve E vitaminleri [5] i¢in basit ve yaygin olarak uygulanabilir bir antioksidan
kapasite belirleme yontemidir. Hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlara uygulanabilir
bir yontemdir (Apak ve dig., 2013).

- - 24 B .
Q @ IO < Q @
H,C \Cu/ CH3 M _ | HsC \C/ CHs e
HC /N fHs HC SN\ CHs |
Acik mavi CUPRAC reaktifi Sari-turuncu iirtin
2.1)

CUPRAC reaksiyonlart ¢ogunlukla 30 dk igerisinde tamamlanir. Gelistirilen CUPRAC
yonteminin  kromojenik oksitleyici reaktifi, yani Cu(ll)-Nc, n-elektron indirgeyici

antioksidanlarla (AOx) reaksiyonu:

nCu(Nc), 2* + n-elektron indirgen (AOX) — nCu(Nc),* + n-elektron yiikseltgen iiriin + nH* (2.2)

2.4.2. TEAC ( Trolox Equivalent Antioxidant Capacity; Troloks Esdegeri Antioksidan
Kapasitesi) / ABTS Yontemi

Miller ve ark. tarafindan gelistirilen bu yontem, antioksidan varliginda ¢ozeltide ki ABTS
radikalinin (ABTS:+) absorbansinda ki azalmanin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. ABTS radikal

katyonu, H20: ile metilmiyoglobinin tepkimesi sonucu olusan ferrilmiyoglobin ile 2,2’-
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azinobis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) arasinda ki etkilesimden meydana
gelmektedir. ABTS radikal katyonu 660, 734, 820 nm’lerde maksimum absorpsiyon
gostermektedir (Re ve dig., 1999; Miller ve dig., 1993).

Sekil 2.17: ABTS-+ radikal katyonunun yapisi

4.4 3. Folin-Ciocalteu Yontemi

Bu yontem; Singleton ve ark. tarafindan antioksidanlarin toplam fenolik i¢erigini dlgmek i¢in
gelistirilmis olup temeli fenolik bilesiklerin folin-ciocalteu reaktifi (FCR) ile bazik ortamda
reaksiyon vermesine dayanmaktadir. Folin ciocalteu reaktifi (fosfomolibdik fosfotungstik asit)
kullanilan bu yontem gergekte 6rnegin indirgeme kapasitesini tayin etmektedir. Mavi renkli

kompleks olusumu 750 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir.

Mo(VI)(sar1) + e-(antioksidan) — Mo(V)(mavi)
(2.3)
Fenolik olmayan bir¢ok bilesik tarafindan (vitamin C, Cu(l) vb.) indirgenebilecegi i¢in fenolik
bilesikler i¢in spesifik degildir. Yontem sonuglar1 genellikle gallik asit esdegeri olarak (mg/L)

ifade edilir. Ayn1 zamanda Folin-Ciocalteu yontemi lipofilik bilesiklere uygulanamamaktadir
(Prior ve dig.,2005; Huang ve dig.,2005).
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2.5. DENiZ ALGLERINDE TOPLAM ANTIiOKSIDAN KAPASITE TAYINi VE
FENOLIK BILESIKLERIN BELIRLENMESI ILE ILGILi YAPILAN
CALISMALAR

Yumiko ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, Japonya’dan elde edilen 27 ayr1 deniz
yosunu tiiriinde bulunan flavonoid bilesenleri incelenmistir. Deniz alglerde ki bilesenler rutin,
kuarsetin, mirisetin, hesperidin, morin, kuersitrin, luteolin, apigenin, kamferol, kafeik asit,
baicalin ve katesol miktarlari hidroliz isleminden sonra HPLC ile analiz edilmistir. Biitiin deniz
alglerinde kuarsetin, apigenin, kamferol ve baicalin tespit edilememistir. Hesperidin tiim
kirmizi deniz alglerinde 0,626-119 mg/g kuru agirlik degerleri arasinda belirlenmistir. Katesol
tim kirmizi ve yesil alglerde 1,660-777 mg/g arasinda bulunurken yine morin de tiim deniz alg
orneklerinde tespit edilmistir. Kuarsitrin ve mirisetin yalnizca iki alg 6rneginde sirasiyla 202-
466 ve 270-346 pg/g kuru agirlik degerleri arasinda tespit edilmistir. Genel olarak kirmizi
alglerde, kahverengi ve yesil alglere gore daha fazla miktarlarda bilesenler bulunmustur
(Yoshie-stark ve dig., 2003).

Ling ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bu ¢alismada, Malezya bdlgesinde elde edilen gesitli
ticari yenilebilir deniz alglerinin antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik igerikleri
belirlenmistir. U¢ ¢esit Kappaphycus alvarezii (yenilebilir bir tiir kirmiz1 alg) kullanilmustur.
Tiim alg 6rnekleri %80 metanol ¢oziiciisliyle ekstrakte edilmistir. Beyaz deniz yosunu olarak
belirtilen tiir 49.04 + 6.05mg GAE / 100g kuru agirlik ve 15.54 + 1.68mg CE / 100g kuru agirlik
degerleri ile diger analiz edilen tiirlere gore en yiiksek toplam fenolik ve toplam flavonoid
icerigine sahip bulunmustur. Bu c¢alismada deniz yosunlarinin serbest radikal siipiiriicii
aktivitesi 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), ABTS yontemi ve demir (111) iyonu indirgeyici
toplam antioksidan aktivitesi FRAP (Demir (III) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Giicii)
yontemleriyle tayin edilmistir (Ling ve dig., 2013).

Farvin ve Jacobsen tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada, Danimarka kiyilarindan toplanan
16 deniz alg tiiriiniin su ve etanol ile ekstraksiyon islemi sonrasinda deniz alglerinin antioksidan
aktiviteleri radikal siipiiriicii (DPPH), indirgeme giicii, demir kelatin1 olusturma ve lipozom
model sistemi seklinde dort ayr1 deneme ortaya konulmustur. Etanol’iin polifenolik bilesikler
icin sudan daha etkili bir ¢oziicii oldugu goriilmiistiir. Polysiphonia fukositleri ve test edilen
tiim Fucus tiirlerinin fenolik igerikleri yiiksek bulunmustur. Bu deniz yosunlarinin, yiyeceklerin

oksidasyona kars1 korunmasi ic¢in potansiyel olarak zengin dogal antioksidan kaynaklar
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olabilecegi belirtilmistir. Antioksidan aktivite gosteren bilesenlerin tayinleri i¢in HPLC analiz

yonteminden faydalanilmistir (Farvin ve Jacobsen, 2013).

Audibert ve arkadaslarinin yaptigi bu ¢alismada, fenolik bilesikler sivi-sivi ekstraksiyonu ve
ultrafiltrasyon ile ayrilip, saflagtirilmistir. Ascophyllum nodosum kahverengi deniz alginin
ektraksiyon islemi sonrasinda elde edilen fenolik bilesenlerinin dagilimlari ve radikal siipiiriicii
aktiviteleri Folin—Ciocalteu reaktifi, DPPH ve ABTS yontemleri ile belirlenmistir. Analiz

yontemi olarak ters faz HPLC sistemi kullanilmistir (Audibert ve dig., 2010).

De Quiros ve arkadaslari tarafindan yapilan bu g¢alismada, Galigya’daki Atlantik kiyi
bolgesideki kirmizi ve kahverengi makroalglerin (Palmaria spp., Porphyra spp., Himanthalia
elongata, Laminaria ochroleuca ve Undaria pinnatifida) polifenolleri analiz etmek i¢i ters faz
HPLC yo6ntemi uygulanmistir. En uygun ekstraksiyon kosullarini belirlemek i¢in farkli ¢oziicii
hacmi (10,20 ve 30 ml), farkli sicakliklarda (25°C, 40 °C, 70 °C, 80 °C ve 85 °C), farkl
stirelerde (10,20,40,50 ve 60 dk), farkli miktarlarda (0,1, 0,2 ve 0,3 g) denemeler yapilmustir.
Yapilan denemeler sonucunda fenolik bilesiklerin 0,1 g ve 10 ml ¢oziicii ile 70 °C’ de 50 dakika
da en yiiksek ekstraksiyon verimine ulasilmistir. Analiz edilen bes alg 6rneginin dordiinde
epigallokatesin bulunmustur ve konsantrasyonu 252,5 + 9,5- 760,2 + 5,2 pg/g kuru agirhik
araligindadir. Epikatesingallat sadece kahverengi alglerde tespit edilmistir ve kahverengi alg
L.ochroleuca katesinlerde en yiiksek miktara sahiptir. Katesin yalnizca porphyra spp. de tespit
edilmistir (Rodriguez-Bernaldo de Quirés ve dig., 2010).

Rajauria yaptig1 bu ¢alismada, kahverengi yosun Himanthalia elongata fenolik bilesiklerin
tanimlanmas1 ve miktarinin belirlenmesi i¢in diyot array dedektdr ve elektro-sprey kiitle
spektrometresi yontemiyle baglantili ters faz yiiksek performansh sivi kromatografisi (RP-
HPLC) gelistirilmistir. H. Elongata ekstraksiyonu i¢in %60 metanol ¢oziiciisii se¢ilmistir ve
SPE (kat1 faz ekstraksiyonu) kartusu kullanilarak saflastirilmistir. Alg Orneginin icerdigi
bilesiklerin kantitatif analizi yapilmistir. Floroglusinol (394,1+4,33 pg/g), gallik asit (96,3
+3,12 ng/g), klorojenik asit (38,8 + 1,94 ng/g), kafeik asit (44,4 + 2,72 ng/g), ferulik asit (17,6
+ 0,85 ug/g ), mirisetin ( 8,6 £ 0,85 ng/g), kuarsetin ( 4,2+ 0,15 ug/g) tespit edilen fenolik
bilesiklerdir. Tim bu fenolik antioksidan bilesiklerin H. Elongata ekstresinde bulunmasi,
gelistirilen yontemin yeterince hassas ve tekrar iretilebilir oldugunu ve deniz alginde Ki
polifenollerin kalitatif ve kantitatif degerlendirilmesinde kullanilabilecegini gostermistir

(Rajauria, 2018).
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Ortiz ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu g¢alismada, yenilebilir yosunlar Codium fragile,
Gracilaria chilensis ve Macrocystis pyrifera’ nin aminoasit, tokoferol ve karotenoid igerikleri
belirlenmistir. Sonuglar, iic yosunun yliksek oranda protein, aminoasit, diisiik lipid icerdigini
gostermistir. C. Fragile ve G. Chilensis de linolenik, oleik ve linoleik asitler en ¢ok bulunan
yag asitleridir. C. Fragile alg 6rneginde 6-tokoferol ve a-tokoferol (sirasiyla 677.8 ve 453.5
ug/g), G. Chilensis ve M. Pyrifera da y-tokotrienol ve a-tokoferol (263.5 ve 1327.7 pg/g) en
yiiksek miktarda belirlenen bilesenlerdir. Ug alg arasinda en yiiksek lutein degerini G. Chilensis
(2.0 pg/g, kuru agirlik) vermistir. Bunlara ek olarak C. Fragile ve G. Chilensis’in p-karoten
icerikleri sirasiyla 197.9 ve 113.7 pug/g kuru agirlik olarak belirlenmistir. Bu degerler M.
Pyrifera’nin B karoten igerigine gore daha ytiksektir (Ortiz ve dig., 2009).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIHAZLAR

Bu caligmada, alg 6rneklerini ve kimyasal maddeleri tartmak i¢in Shimadzu AUX320 analitik
terazi, ekstraksiyon islemleri ve kimyasallarin ¢oziinmesine yardimci olmasi igin Wiseclean
ultrasonik banyo, Simpak1 Synergy 185 ultra saf su sistemi, ¢oziicii uzaklastirmak ve drnekleri
derisiklendirmek i¢in Buchi evaporator, Memmert su banyosu, ekstraksiyon islemleri i¢in Wisd
WiseCube inkiibatorlii  galkalayici, absorbans Olgtimleri igin Cary 100 Bio UV-vis
spektrofotometresi, , HPLC sonuglart i¢in zorbax eclipse plus C18 kolon (4.6x250 mm, 5um) ,
Waters 1525 Binary HPLC pompa, In-Line degazerden, 2998 PDA detektorden olusan HPLC cihazi

kullanilmastir .

3.2. KIMYASAL MADDELER

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ; Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit) (Aldrich), neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Sigma-Aldrich),
bakir(IT) kloriir dihidrat (CuCl..2H20) (Merck), amonyum asetat (Riedel-de Haén), folin
reaktifi (Sigma), sodyum karbonat (Sigma-Aldrich), bakir (IT) siilfat (Riedel-de Haén), sodyum
potasyum tartarat (Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit (Sigma-Aldrich), ABTS (2,2’-azinobis[3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat]) (Sigma-Aldrich), potasyum persiilfat (K2S20g) (Sigma-Aldrich),
metanol (Sigma-Aldrich), asetonitril (Sigma-Aldrich), aseton (Sigma-Aldrich), etanol (Sigma-
Aldrich), fukoksantin (Sigma-Aldrich), violaksantin (Sigma-Aldrich), neoksantin (Sigma-
Aldrich), astaksantin (Sigma-Aldrich), lutein (extrasynthere), zeaksantin (Sigma-Aldrich), a-
karoten (Sigma-Aldrich), p-karoten (Sigma-Aldrich), klorofil a (Sigma-Aldrich), klorofil b
(Sigma-Aldrich), floroglisinol (Sigma-Aldrich), gallik asit (Sigma-Aldrich), katesin (Sigma),
epikatesin (Sigma), hesperidin (fluka), morin (Sigma-Aldrich), p-kumarik asit (sigma), kafeik
asit (sigma) , chromafil PP/GF/PET-45/25 mikro filtre (Macherey-Nagel) “dir.
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3.2.1. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Troloks, gallik asit, floroglusinol, katesin, epikatesin, kafeik asit, p-kumarik asit, rutin standart
maddelerin stok ¢ozeltileri metanolde, hesperidin (bazik ortamda ¢oziindiigiinden) KOH ve
bidistile su karistminda; morin (bazik ortamda ¢oziindiignden) KOH ve metanol karigiminda
hazirlandi. Karotenoid ve klorofil standartlar1 aseton ile hazirlandi. Tiim stok ¢6zeltiler analiz

suresine kadar -20 °C’de saklanarak kullanildi.

CUPRAC yénteminde; 1.0x102 M Cu (II) kloriir ¢ozeltisi ve 1 M amonyum asetat tampon
¢ozeltisi (pH 7.0) ultra saf suda, 7.5x10° M 2,9-Dimetil-1,10-fenantrolin (neokuproin: Nc)
¢oOzeltisi %96’lik etanolde hazirlandi.

Etanolli CUPRAC yénteminde 0.5 x102 M Cu (II) kloriir ¢dzeltisi ultra saf suda, 1 M
amonyum asetat tampon cozeltisi (pH 7.0) ve 7.5x10° M 2,9-Dimetil-1,10-fenantrolin

(neokuproin: Nc) ¢ozeltisi etanolde hazirlandi.

ABTS yonteminde; ABTS radikal ¢6zeltisi 7 mM ABTS (2,2’-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonat]) ve 2.45 mM potasyum persiilfatin suda ¢oziilmesiyle elde edilen karisimin 12-16 saat

stireyle karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmesiyle hazirlandi.

Folin-Ciocalteu yonteminde; Lowry A ¢ozeltisi igin 0.1 N NaOH ¢ozeltisi distile suda, %2’lik
Na;COs ¢ozeltisi 0.1 N NaOH c¢ozeltisinde hazirlandi. Lowry B ¢ozeltisi igin %]1°lik
NaKC4H1Os ¢ozeltisi distile suda, %0,5’lik CuSOs ¢ozeltisi %1°lik NaKCsH4Os ¢ozeltisinde
hazirlandi. Lowry C ¢ozeltisi i¢cin 50 mL Lowry A ¢ozeltisine 1 mL Lowry B ¢ozeltisi ilave
edildi.

3.3. DENiZ ALG ORNEKLERININ ANALIZE HAZIRLANMASI
3.3.1. Alg Orneklerinin Temin Edilmesi

Kahverengi, kirmizi ve yesil alg gruplarindan cesitli alg tiirleri Canakkale ve Antalya
bolgelerinden konusu uzman kisiler tarafindan temin edildi. Ornekleme caligmalari, 0-40 m
derinlikler arasinda SCUBA ve serbest dalislar ile su altinda dikey ve yatay taramalar seklinde
yapildi. Ornekleme esnasinda makroalglerin sualti fotograflart “Olympus OM-DE-M5”
fotograf makinesi ile ¢ekildi. Toplanan 6rneklerin bir kismi, tayin ve tanimlari daha sonra

laboratuvarda yapilmak {lizere, deniz suyu ile hazirlandi %4-6’lik nétralize formaldehit
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¢ozeltisinde kavanozlarda belirlendi. Materyallerin tanimlama g¢alismalari Olympus marka

SZX16 model stereo zoom ve BX51 model binokiiler 1s1tk mikroskoplari ile gerceklestirildi.

Tablo 3.1: Kahverengi, kirmizi ve yesil alg gruplarindan toplanan cesitli alg tiirlerinin listesi ve temin
edilme kosullari

Algler Yer Derinlik Tarih

KAHVERENGI ALGLER
Cladostephus spongiosum f. Canakkale 0-1m 19.07.2016
Verticillatum (lightfoot) Prudhomme

Van reine 1972

Colpemenia sinuosa (mertens ex Canakkale 0-1m 27.02.2017

Roth) Derbés&soler in castagne

1851

KIRMIZI ALGLER

Jania rubens (linnaeus) Antalya 1-2m 6.09.2016

J.V.Lamouroux 1816

Hypnea musciformis Canakkale 0-1m 19.07.2016

(wulfen) J.V.Lamouroux 1813

YESIL ALGLER
Caulerpa racemosa var.cylindracea Canakkale 22m 25.08.2017
(Sonder) verlaque, Huisman &

Boudouresque 2003

Codium fragile (Suringar) Hariot Canakkale 0-Im 25.08.2017

1889
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3.3.2. Alg Orneklerinin Kurutulmasi

Kurutma islemi gergeklestirilene kadar -80 °C sogutma kosularinda muhafaza edilmis 6rnekler
liyofilizator kullanilarak kuruldu. Kurutma islemi her bir 6rnek icin yaklasik olarak 1-3 giin

surdi.

Sekil 3.2:Hypnea Musciformis
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Sekil 3.3: Codium Fragile

Sekil 3.4: Caulerpa Racemosa var. Cylindracea

Sekil 3.5: Colpemenia Sinuosa
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3.3.3. Alg Orneklerinin Ekstraksiyonu
3.3.3.1. Alglerdeki Karotenoid ve Klorofil Bilesenlerinin Ekstraksiyonu

Karotenoid ve klorofil bilesenlerinin ekstraksiyonu icin aseton ¢oziiciisii kullanildi. Agzi
kapakli cam erlenlere alinan liyofilize alglerin 1.0 g’1 10 dk siire ile 10 mL aseton ¢oziiciisii ile
oda sicakliginda ultrasonik banyoda ekstrakte edildi. Ust faz dekante edilerek alindiktan sonra
ayni islem ¢oziicii olarak 10 mL aseton ¢dziiciisli ve daha sonra Sml daha ¢oziicii katilarak {i¢
asamada ekstrakte edildi. Ekstraktlar birlestirilerek 25 mL ye tamamland: ve tiim ekstraklar
once adi slizgeg kagidi daha sonra GF/PET mikro filtre kullanirak siiziildii. Ekstraktlar genel
olarak taze kullanildi, fakat gerektiginde daha sonra kullanilmak iizere -20 °C de saklandi
(Baskan ve dig., 2013). Ekstrakte edilen 6rnekler HPLC cihazina verilmeden dnce evaporatdrde

uygun oranda derisiklendirildi.
3.3.3.2. Alglerdeki Polifenolik Bilesenlerin Ekstraksiyonu

Uygun ¢6ziictiniin belirlenmesi i¢in deniz alg d6rnekleri %100 metanol, metanol-su (%80 ve 70,
v/v), etanol-su (%80, 70 ve 100, v/v) ve %100 aseton kullanilarak ekstraksiyon denemeleri

gergeklestirildi.

Agz1 kapakli cam erlenlerde liyofilize edilen ve ogiitiilen alg 6rneklerinden 2 g tartildi ve
lizerine 25 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii eklendi. Inkiibatérlii galkalayicida, oda sicakliginda,16
saat boyunca, 100 rpm’de ¢alkalandi. Elde dilen ekstrakt dnce adi stizgeg kagidi ile sonra mikro
filtre ile siiziildii. Son hacim 25 mL’ye tamamlandi ve analiz 6ncesi -20 °C de saklandi
(Harborne,1998; Yildiz ve dig., 2011). Ekstrakte edilen 6rnekler HPLC cihazina verilmeden

once evaporatorde uygun oranda derigiklendirildi.
3.3.3.3 Alg Orneklerinin Hidrolizi

15 ml %80 metanollu alg ekstrakt: + 0.5 mL metanol + 7 mL su + 2.5 mL HCI igeren karisim
80 °C de 2 saat hidroliz edildi (son derisim 1.2 M HCI ve %50 metanol) (Y1ldiz ve dig., 2008).

Hidrolizatlar HPLC cihazina verilmeden 6nce evaporatérde uygun oranda derisiklendirildi.
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3.4. UYGULANAN YONTEMLER
3.4.1. Spektrofotometrik Yontemler
3.4.1.1. CUPRAC Yéntemi

Normal CUPRAC

Bir deney tiipii igerisine sirasiyla 1 mL 1.0x102 M Cu(Il) ¢ozeltisi, 1 mL 7,5%10° M
neokuproin (Nc¢) , ve 1 mL amonyum asetat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ilave edildi. Daha sonra
x ml 6rnek ve (1-x) ml ¢oziicii ilave edilerek son hacmi 4 ml ye tamamlandi. Cozeltiler
karistirildi ve tiipler oda sicakliginda agzi kapali olarak 30 dakikada bekletildi. Siire sonunda

icerisinde 6rnek bulunmayan referans ¢ozeltiye karsi 450 nm’deki absorbanslari 6l¢iildii.

Etanollii yontem (CUPRACE);

Bir deney tiipii igerisine sirastyla 0.5 ml 2.0 x102M Cu (II) ¢ozeltisi, 0.5 ml destile su, 1 ml
7,5x10°% M neokuproin (Nc) ve Iml amonyum asetat tampon ¢ozeltisi (pH 7.0) ilave edildi.
Daha sonra x ml alg 6rneginden ve (1-x) ml ¢oziicii ilave edilerek son hacmi 4 ml’ye
tamamlandi. Tipler oda Sicakliginda agzi kapali olarak 30 dk bekletildikten sonra icersinde

ornek bulunmayan referans ¢ozeltiye kars1 450 nm’deki absorbanslar1 6l¢iildii.
3.4.1.2. ABTS Yontemi

Bir deney tiipti icerisine (3-x) ml ekstrakt ¢oziiciisinden ve x ml antioksidan standart
¢ozeltisinden veya alg 6rneginden ilave edildi. Bu sekilde hazirlanan 6rnek ¢o6zeltileri {izerine
ve sadece 3 ml ¢oziicli igeren referans iizerine 1:50 (v/v) oraninda seyreltilmis ABTS<+ radikal
cozeltisinden 1’er mL eklendi (Re ve dig., 1999). Cozeltiler karistirildiktan sonra altinci dakika
sonunda etanole kars1 734 nm’deki absorbanslar 6lgiildii. Radikal ¢ozeltisinin absorbansindan
ornek iceren ¢ozeltinin absorbansi ¢ikarilarak AA absorbans degerleri hesaplandi. Troloks(TR)
standardi ile olusturulan kalibrasyon dogrusundan yararlanilarak alg orneklerinin toplam

antioksidan kapasiteleri pmol TR/g kuru madde (alg) olarak hesapland.
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3.4.1.3. Folin Ciocalteu Yontemi (Toplam Fenolik Madde Tayini)

Bir deney tiipii igerisine sirasiyla x mL ornek ¢ozeltisi, (2-x) ml destile su ve 50 mL Lowry A
¢ozeltisine (0.1 M NaOH iginde %2 Na>COz) 1 mL Lowry B ¢ozeltisi (%1 NaKC4H4Os i¢inde
%0,5 CuSOs) eklenmesiyle olusan Lowry C ¢ozeltisinden 2.5 mL ilave edildikten 10 dakika
sonra folin reaktifi ilave edilip tiipler oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Daha sonra 6rnek

igermeyen referansa karst 750 nm’de absorbanslari 6l¢iildii.
3.4.2. Kromatografik Yontemler
3.4.2.1. Karotenoid ve Klorofillerin HPLC Analizi ile Belirlenmesi

Alg orneklerinin karotenoid bilesenlerinin belirlenmesinde %100 aseton ekstrakti kullanildi.
Karotenoid ve klorofillerin analizi i¢in iki farkli mobil faz (metanol/asetonitril) (50:50, v/v) %
0.1(v/v) TEA (trietilamin) (A) ve aseton(B) c¢oziiciilerinin kullanildig1 gradient elusyon
programi uygulandi. Analizler 200-800 nm dalga boyu araliginda PDA (photodiode array)
dedektor kullanilarak 20 pL 6rnek enjeksiyonu ile gerceklestirildi. Sabit faz olarak Waters C30
kolon kullanildi. Kolon sicakligi 35 °C ve akig hiz1 1.5 mL/dk olarak uygulandi. (Baskan ve
dig., 2013).

Tablo 3.2: Karotenoid bilesenlerin analizi i¢in belirlenen HPLC metodu

Zaman (Dakika) (%) A (%) B Egim
0 100 0 0
15 100 0 6
25 30 70 4
55 0 100 6
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3.4.2.2. Fenolik Bilesenlerin HPLC Analizi ile Belirlenmesi

Belda ve ark.’nin kullanmis oldugu yontem modifiye edilerek uygulandi. % 0.2 (v/v) H3PO4
iceren bidistile su (A) ve metanol (B) ikili ¢oziicii sisteminden olusan hareketli fazin
kullanildig1 gradient eliisyon programi uygulandi. Toplam siire 45 dk, akis hizt 1 mL/dk ve
dedeksiyon dalga boyu 270 nm.

Tablo 3.3: Fenolik bilesenlerin analizi i¢in belirlenen HPLC metodu

Zaman (Dakika) (%) A (%) B Egim
0 95 5 0
10 80 20 6
15 60 40 4
30 50 50 6
45 95 5 6




33

4. BULGULAR

4.1. UYGUN EKSTRAKSIYON COZUCUSUNUN SECILMESI

Alg ornegine sirasiyla %70 MeOH-su (v/v), %80 MeOH-su (v/v) ve %100 MeOH ile ayni
oranlarda EtOH iceren ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstraklarin UV-goriiniir bolge spektrumlari
Jania rubens 6rnegi igin sekil 4.1 ve 4.2°de ve C.spongiosum f.v alg 6rnegi igin sekil 4.4 ve 4.5

‘te goriilmektedir.

Absorbans
(%]

-
0

U T T T j\l
200 300 400 500 600 T00
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Sekil 4.1: Jania rubens alg 6rneginin (1:10 seyreltilmis) farkli oranlarda MeOH-su i¢eren ekstraklarinin
spektrumlari (a: %100 MeOH, b: %80 MeOH, c: %70 MeOH).
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Sekil 4.2 : Jania Rubens alg 6rneginin (1:10 seyreltilmis) farkli oranlarda EtOH-su i¢eren ekstraklarinin
spektrumlari. (a: %70 EtOH b: %80 EtOH c: %100 EtOH).

0.4

0.3
= 0.2+
=
=
2
= 0.1
-

0.0+

T T T T T
200 300 400 500 600 700
Dalgaboyu , nm

Sekil 4.3: Jania rubens alg 6rneginin aseton ekstraktinin spektrumu.
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Sekil 4.4: C.Spongiosum f.v alg orneginin (1:10 seyreltilmis) farkli oranlarda MeOH-su igeren
ekstraklarinin spektrumlari.  (a: %80 MeOH b: %70 MeOH c: %100 MeOH).
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Sekil 4.5: C. Spongiosum f.v alg 6rneginin (1:10 seyreltilmis) farkli oranlarda EtOH-su ekstraktlarinin
spektrumlari. (a: %70 EtOH b: %80 EtOH c: %100 EtOH).

%80 MeOH ve %80 EtOH arasinda arasinda biiyiik bir fark olmamakla birlikte literetiirde
metanolun koruyucu rolu oldugu ve fenolik bilesiklerin fenoloksidaz gibi enzimlerle
yiikseltgenmesini engelledigi belirtildiginden dolay1 %80 MeOH tercih edildi. Ayrica metanoliin
fenolik yapidaki antioksidanlar i¢in HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) ile

gerceklestirilen analizleri igin koruyucu bir niteligi oldugu bilgisi verilmistir (Harborne, 1998;



Yildiz ve dig., 2008). Diger taraftan alglerde farkli oranlarda bulundugu bilinen karotenoid,

Klorofil grubu bilesenlerin (a, B karoten, Klorofil a, klorofil b vb.) ekstraksiyonu igin aseton
tercih edildi (Baskan ve dig., 2013; Rao ve dig., 2009).

4.2. CUPRAC YONTEMININ BAZI

ANTIOKSIDAN STANDARTLARINA

UYGULANMASI, TEAC KATSAYILARININ VE B-KAROTEN ESDEGERI
ANTIOKSIDAN KAPASITE (B-CEAC) KATSAYILARININ BELIRLENMESI

Fukoksantin, violaksantin, neoksantin, astaksantin, lutein, zeaksantin, o-karoten, [-karoten,

klorofil a ve klorofil b standart antioksidanlarin CUPRAC yontemine goére kalibrasyon

dogrulart ¢izildi. Bu kalibrasyon denklemlerinden elde edilen molar absorplama katsayisi ile

troloksun molar absorplama katsayisina boliinmesiyle (epigment/eTr) elde edilen troloks esdegeri

antioksidan kapasitesi (TEAC) ve B-karoten’nin molar absorplama katsayisina boliinmesi ile -

Karoten esdegeri (- CEACcurrac) katsayilar1 hesaplandi. Elde edilen degerler Tablo 4.1°de

verildi.

Tablo 4.1: Karotenoid ve klorofil pigmentlerinin CUPRAC yontemi ile elde edilen dogru denklemleri
ve f-karoten esdegeri (- CEACcurrac), troloks esdegeri (TEACcurrac) katsayilar.

Pigment Dogru denklemi Korelasyon  TEACcurrac ~ B-CEACcuprrac
katsayisi
(r)
Fukoksantin y = 0,35x10°c - 0.030 0,9986 2,19 0,67
Violaksantin y = 0,14x10%c + 0.001 0,9993 0,88 0,27
Neoksantin y =0,25x105¢ + 0.003 0,9993 1,56 0,47
Astaksantin y =0,32x10° ¢ - 0.050 0,9970 1,95 0,61
Lutein y =0,75x10° ¢ - 0.020 0,9996 4,58 1,44
Zeaksantin y =0,31x10° ¢ - 0.050 0,9990 1,89 0,59
a-karoten y =0,81x10° ¢ - 0.040 0,9990 4,96 1,55
B-karoten y =0,52x10°c - 0.010 0,9991 3,18 1,00
Klorofil a y =1,20x10°c - 0.010 0,9991 7,34 2,30
Klorofil b y =1,04x10%¢c - 0.010 0,9980 6,36 2,00
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Tablo 4.2°de verilen fenolik antioksidan maddelerin standartlar1 i¢in uygulanan CUPRAC
yontemi sonrasinda, absorbans ve derisim arasinda ¢izilen kalibrasyon grafiginin egiminden
molar absorplama katsayilar1 (&fenolik) bulundu. Ilgili bilesenlerin efenolik degerleri, troloksun
molar absorplama katsayisina (etr) boliinerek troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC)

katsayilar1 hesaplandi.

Tablo 4.2 : Fenolik standartlarin CUPRAC yontemi ile elde edilen molar absorplama katsayilart (€fenolik,
L mol™ cm™) ve TEAC katsayisi degerleri.

Molar Absorplama Katsayisi

Antioksidan TEACcuprraAC
(L / mol.cm)
Floroglusinol 3,50 x10* 2,23
Gallik asit 4,27 x 10* 2,72
p-Kumarik asit 8,96 x 10° 0,57
Kafeik asit 4,92x 10* 3,14
Katesin 5,40x 10* 3,44
Epikatesin 4,61x104 2,94
Rutin 4,28 x 10* 2,73
Hesperidin 1,62 x 10* 1,03

Morin 3,20 x 10* 2,04
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4.3.1. Karotenoid ve Klorofil Standartlarimin HPLC ile Kalibrasyon Sonuglari

Tablo 4.3°de belirtilen karotenoid ve klorofil standart antioksidanlarmin HPLC de belirlenen

metodla elde edilen, pik alanlar1 ile derisimleri arasinda ¢izilen dogru denklemleri

goriilmektedir.

Tablo 4.3°de yer alan y: pik alani, c: derisim, ve r: korelasyon katsayisini belirtmektedir.

Tablo 4.3: Bazi karotenoid ve Klorofil bilesiklerinin HPLC ile elde edilen dogru denklemleri ve

korelasyon katsayilari.

Korelasyon
Karotenoid standartlar Dogru denklemi katsayisi
(n
Fukoksantin y =1,43 x10%¢ - 9,6x10* 0,999
Violaksantin y =5,14x10%c + 9,6x10* 0,996
Neoksantin y = 1,90x10"¢c — 5,0x10* 0,999
Astaksantin y = 1,86x10c — 6,9x10* 0,999
Lutein y = 2,08x10"¢ — 7,9x10* 0,999
Zeaksantin y = 2,36x10"¢c — 4,9x10* 0,999
a-karoten y = 1,67 x10'%c — 2,8x10* 0,999
B-karoten y = 4,40 x10°% — 1,3x10° 0,999
Klorofil a y = 3,20 x10%% + 5,7x10° 0,999
Klorofil b y = 5,10 x10% -5,7x10* 0,998
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Karotenoid standart karisiminin sekil 4.5’de 450 nm’ deki, sekil 4.6’da ise klorofillerin 650 nm

deki kromatogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.6: Karotenoid bilesenlerinin 450 nm de elde edilen kromatogramlari: (1) Fukoksantin, (2)
Violaksantin, (3) Neoksantin, (4) Astaksantin, (5) Lutein, (6) Zeaksantin, (7) a-karoten, (8) B-

karoten.
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Sekil 4.7: Klorofil bilesenlerinin 650 nm’deki kromatogramlari: (1) Klorofil b, (2) Klorofil a standart
karisimlarinin kromatogramlari.
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4.3.2. Calisilan Fenolik Standartlarimin HPL.C ile Kalibrasyon Sonuglari

Tablo 4.4°de belirtilen fenolik antioksidan standartlarinin HPLC de belirlenen metodla elde

edilen, pik alanlar1 ile derisim arasinda ¢izilen dogru denklemleri goriilmektedir.

Tablo 4.4’de yer alan y: pik alani, ¢: derigim, ve r: korelasyon katsayisini belirtmektedir.

Tablo 4.4: Cesitli antioksidan standartlarinin HPLC ile elde edilen dogru denklemleri ve korelasyon

katsayilari.
Korelasyon
ANTIOKSIDAN Dogru Denklemi Katsayisi
(r)
Floroglusinol y = 5,33 x10% + 9,2x10° 0,9998
Gallik asit y =1,27 x10'% + 2,7x10° 0,9998
Katesin y = 4,06 x10°% + 2,0x10° 0,9998
Epikatesin y =3,89x10% + 1,9x10° 0,9998
Kafeik asit y =9,24x10% + 7,9x10° 0,9997
p-kumarik asit y =1,26 x10'% + 3,2x10° 0,9997
Rutin y =1,88 x10'% + 3,4x10° 0,9998
Hesperidin y = 9,56 x10°% + 4,4x10° 0,9999
Morin y = 8,06x10% + 6,3x10° 0,9996
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Sekil 4.7°de fenolik standart karistminin 270 nm ‘deki kromatogrami gériilmektedir.
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Sekil 4.8: Fenolik bilesenlerinin 270 nm’deki kromatogramlari:(1) Floroglusinol, (2) Gallik asit, (3)
Katesin, (4) Epikatesin, (5) Kafeik asit, (6) p-Kumarik asit, (7) Rutin (8) Hesperidin, (9) Morin.

4.4. ALG ORNEKLERININ SPEKTROFOTOMETRIK ANALiZ SONUCLARI

Alg orneklerinin toplam fenolik miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan Folin-Ciocalteu
yontemi igin gallik asit (GA) standardi ile toplam antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde
kullanilan CUPRAC ve ABTS yontemleri icin troloks (TR) standardi ile olusturulan
kalibrasyon dogru denklemleri Tablo 4.5’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.5: Referans maddeler (GA ve TR) igin belirlenmisi dogru denklemleri

Spektrofotometrik

o Standart madde Dogru denklemi (n
yontem
y = 15653c + 0,0011 0,9995
CUPRAC Troloks
y* =16346¢ — 0,0354 0,9992
y = 30756¢ — 0,0053 0,9992
ABTS Troloks
y* = 14726¢ — 0,0605 0,9998
FOLIN- S _
CIOCALTEU Gallik asit y =6108c - 0,0912 0,9983

*Pigment bilesenlerin analizi i¢in TR standardi aseton ¢oziiciisii kullanilarak olusturulmus dogru denklemleri

Tablo 4.5°de verilen dogru denklemlerinden yararlanilarak alglerin %80 MeOH-su (v/v)
ekstraktlar1 i¢in elde edilen toplam antioksidan kapasite degerleri umol TR/g alg (troloks
esdegeri) ve toplam fenolik madde igerikleri pmol GA/g (gallik asit esdegeri) olarak tablo
4.6’da verildi.

Tablo 4.6: Alg 6rneklerinin %80 MeOH-su ekstraktlarinin CUPRAC, ABTS yontemleri ile belirlenmis
TAK degerleri (umol TR/g) ile Folin yontemi ile belirlenmis (umol GA/g) toplam fenolik

igerikler.

noomwal | Suec | amre || el cioat
J.rubens 7,36 +0,02 4,42 +£0,01 16,36 + 0,01
H.Musciformis 6,72 +0,02 4,32 +0,04 19,45 +0,01
C.Fragile 7,08 £0,04 3,77 £0,04 16,89 £ 0,04
C.racemosa var.Cylindracea 4,37 £0,01 2,02 +0,01 12,36 + 0,004
C.Sinuosa 6,80 + 0,03 7,90 + 0,06 14,84 + 0,02
C.Spongiosum f.v 7,97 £0,02 4,87 +£0,04 18,56 + 0,01
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C.Sinuosa ve C.Fragile normal CUPRAC yonteminde bulaniklik olustugundan etanollu
CUPRAC yontemi uygulandi. Tablo 4.6 ‘da verilen sonuglardan alg ekstraktlarinin FC yontemi
ile elde edilen degerleri CUPRAC ve ABTS yontemleri bulgularina gére genel olarak daha
yiiksek bulunmustur. Bunun sebebi folin reaktifinin fenolik olmayan pek ¢ok bilesik tarafindan
indirgenebilmesinden dolay1 sadece fenolik bilesiklere karsi belirleyici olmamasidir.FC metodu
gercekte bir Ornegin indirgeme kapasitesini Olgmektedir. Kahverengi alg grubundan
C.spongiosum ve kirmizi alglerden J.Rubens CUPRAC degerleri diger alg tiirlerine gore daha
yiiksek bulunmaktadir.C.Fragile tiiriiniin toplam fenolik igerigi, Yildiz ve ark. tarafindan FC
yontemi ile analizlenmis ve elde edilen sonug 0,27 mg GA /g alg olarak verilmistir. C.Fragile
ayn1 yontemle analizlenen ve tablo 4.6’da ayni1 birim cinsinden ifade edildiginde yaklasik olarak
2,87 mg GA/g alg olarak bulundu. Bu ¢alismada bulunan sonuglar ile diger arastirmacilar
arasinda yaklasik 10 kat fazlalik oldugu goriilmektedir. Bu durumun alglerin temin edilme

zamanlarinin ve cografi konumlarinin farkl olusundan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Alglerin karotenoid ve klorofil bilesenlerinden ileri gelen spektrofotometrik toplam antioksidan

kapasite degerleri troloks esdegeri pmol TR/g ve B-karoten esdegeri olarak belirlendi.

Tablo 4.7: Alg 6rneklerinin aseton ekstraktlarinin CUPRAC, ABTS yontemleri ile belirlenen troloks
esdegeri toplam antioksidan degerleri (umol TR/Q) ile B-karoten esdegeri olarak belirlenen toplam
antoksidan kapasite degerleri

TAK (TE) TAK (B-CE)

Alg ornegi CUPRAC ABTS CUPRAC
J. Rubens 0,87+ 0,01 0,46 + 0,01 0.25 + 0,009
H. Musciformis 0,72 + 0,01 0,60 + 0,01 0.2 +£ 0,007
C.Fragile 4,26 + 0,04 2,85+ 0,01 3.33 £0,020
C.Racemosavar. 1,31 +0,02 0,59+0,01 0.39+ 0,007
cylindracea

C.Sinuosa 2,67+0,01 1,44 + 0,01 0.85+0,010
C.Spongiosum f.v 1,67 +£0,01 1,31+0,01 0.48 = 0,009
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4.5. ALG ORNEKLERININ HPLC ANALIiZi VE HPLC-CUPRAC YONTEMIi
SONUCLARI

45.1. Karotenoid ve Kilorofil Bilesiklerinin HPLC Analizi ve HPLC-CUPRAC

Sonuc¢lan

HPLC ile miktar tayinleri karotenoid bilesenleri i¢in maksimum absorpsiyon dalga boyu 450
nm’de ve klorofil bilesenleri i¢in 650 nm de yapildi. Alglerde bulunan feofitin a’nin teshisi ve
analizi literatiire dayali olarak gergeklestirildi. Feofitin a deniz alglerinde 6nemli miktarlarda
bulundugu tespit edilen klorofil a pigmentinin baslica tiirevidir (Indrawati ve dig., 2015).
Feofitin a nin olusmasi zamanla ve 1s1 gibi ¢evre etkileriyle kismen artar. Bitkilerin ekstraksiyon
islemi sirasinda da 6nemli oranlarda klorofil a dan, feofitin a maddesine doniisiim gergeklesir.
Bu doniisiim porfirin halka yapisi seklinde olan klorofil a molekiiliinde bulunan Mg merkez
atomunun uzaklasmasi ile olur. Bu yiizden genel olarak basitge Mg merkez atomsuz klorofil
olarak tanimlanir (Milenkovic ve dig., 2012). Feofitin a maddesinin standartt olmadigindan
teshisi i¢in asil ayirt edici 6zellik olan PDA spektrumlarinin literatiirlerde verilenlerle 6rtiismesi

bu bilesenin tayini i¢in yeterli veri olusturdu (Heriyanto ve dig., 2017; Wright ve dig., 1991).

Sekil 4.8- 4.19 arasinda kirmizi alglerden J.Rubens, H.Musciformis, kahverengi alglerden
C.Spongiosum f.v., C.Sinuosa ve yesil algler C.Racemosa, C. Fragile érneklerinin % 100
aseton ile hazirlanmig ekstraklarinim 450 ve 650 nm’ deki kromatogramlar1 gériilmektedir. J.
Rubens kirmizi alg 6rneginde fukoksantin, lutein, zeksantin, klorofil a, 3-karoten, Pheophytin
a, H.Musciformis kirmizi alg 6rneginde fukoksantin, klorofil b, zeksantin, klorofil a, a. -karoten,
B-karoten tespit edildi. Kahverengi alglerden C.Spongiosum f.v. fukoksantin, lutein, klorofil a,
B-karoten ,diger kahverengi alg 6rnegi C.Sinuosa ise fukoksantin, zeaksantin, klorofil a, B-
karoten, pheophytin a bulundu. Yesil alglerden C.Racemosa da fukoksantin, klorofil b, klorofil
a, a-karoten, B-karoten, pheophytin a ve C. Fragile da fukoksantin, violaksantin, klorofil a, a-

karoten bulundu.
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Sekil 4.9: Jania rubens alg 6rneginin (1:15 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 450 nm’deki
kromatogrami (1) Fukoksantin, (2) Lutein, (3) Zeaksantin, (4) Klorofil a, (5) p karoten)
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Sekil 4.10: Jania rubens alg 6rneginin (1:15 derisiklendirilen ) aseton ekstraktinin 650 nm’deki
kromatogram (1) Klorofil a, (2) Feofitin a.
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Sekil 4.11: H. Musciformis alg orneginin (1:20 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 450 nm’deki
kromatogrami (1) Fukoksantin, (2) Klorofil b, (3)Zeaksantin,(4) Klorofil a, (5) a karoten,
(6) B karoten.
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Sekil 4.12: H. Musciformis alg orneginin (1:20 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 650 nm’deki
kromatogrami (1) Klorofil b, (2) Klorofil a.
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Sekil 4.13: C.Spongiosum f.v alg 6rneginin (1:10 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 450 nm’deki
kromatogrami (1) Fukoksantin, (2) Lutein, (3) Klorofil a, (4) p-Karoten.
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Sekil 4.14: C.Spongiosum f.v alg 6rneginin (1:10 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 650 nm’deki
kromatogrami (1) Klorofil a
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Sekil 4.15: Colpemenia sinuosa alg 6rneginin (1:5 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 450 nm’deki
kromatogrami (1)Fukoksantin, (2) Zeaksantin, (3) Klorofil a, (4) B karoten , (5) a-karoten .
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Sekil 4.16: Colpemenia sinuosa alg 6rneginin (1:5 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 650 nm’deki

kromatogrami (1)Klorofil a, (2) Feofitin a
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Sekil 4.17: Caulerpa racemosa alg 6rneginin (1:10 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 450 nm’deki
kromatogrami (1)Fukoksantin, (2) Klorofil b, (3) Klorofil a, (4)a karoten, (5) B-karoten.
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Sekil 4.18: Caulerpa racemosa alg 6rneginin (1:10 derisiklendirilen) aseton ekstraktinin 650 nm’deki
kromatogram (1) Klorofil b, (2) Klorofil a, (3) Feofitin a.
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Sekil 4.19: Codium Fragile alg 6rneginin aseton ekstraktinin 450 nm’deki kromatogrami (1) Fukoksantin,
(2) violaksantin, (3) Klorofil a (4) a-karoten.
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Sekil 4.20: Codium Fragile alg 6rneginin aseton ekstraktinin 650 nm’deki kromatogrami (1,2) Klorofil
b, (3) Klorofil a.
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HPLC’de pik alanlariyla madde derisimleri arasinda gizilen grafiklerden belirlenen ve tablo
4.3.’te verilen kalibrasyon dogrular1 yardimiyla, alg orneklerinde bulunan karotenoid ve

klorofil bilesenlerinin miktarlar1 (ug-pigment/g alg) olarak hesaplandi.

Tablo 4.8: Alg o6rneklerinde bulunan karotenoid ve klorofil bilesenlerinin HPLC ile belirlenen

miktarlar1 (ng/g alg).

Alg 6rnegi Fks Vks Lt Zks a-kar B-kar Klfil a KIfil b Ffa
J. Rubens 6,36 - 0,66 0,25 - - 36,31 1,97 1,73
H.Musciformis 5,01 - - 0,19 - - 17,66 1,94 2,38
C. Racemosa 5,78 - - - 1,76 34,27 79,59 59,77 22,73
C.Fragile 139,46 | 32,45 - - 10,84 - 255,22 | 381,00
C.Sinuosa 183,0 - - 1,30 0,54 85,36 12,21 - 587,87
C.Spongiosum 12,35 - 0,36 - - 5,97 14,77 - 4,25

Alglerde bulunan karotenoid ve klorofil pigmentlerinin HPLC ile analizlenen ve Tablo 4.8 *de
verilen pg-pigment/g alg cinsinden miktarlari ilgili bilesenin mol tartisina boliinerek pmol-
pigment/g alg cinsinden miktarlar1 ile elde edildi. Elde edilen bu degerler toplanarak,
spektrofotometrik CUPRAC yontemi ile elde edilen dogru denklemlerinden troloks esdegeri
(TEACcurrac) Ve p-karoten esdegeri ( f- CEACcurrac) katsayilar ( Tablo 4.1 ( (€pigment/€TR)
Ve (&pigment/Ep-karoten) ) ile carpildl ve bulunan degerler toplandi. Boylece alg orneklerindeki
bilesenlerin kuramsal olarak gosterdikleri TAK degerleri TR ve S-CE esdegeri olarak HPLC ile
belirlendi (Tablo 4.9). Bu sekilde, bilesenlerin HPLC ile bulunan ve spektrofotometrik
yontemlerle belirlenen katsayilardan yararlanilarak elde edilen bireysel kapasiteleri toplanarak

TAK degerleri hesaplanda.
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Tablo 4.9: HPLC-CUPRAC yontemleri ile belirlenmis teorik TAK degerleri (umol TE /g alg ve pmol

B-CE /g alg)
Alg ornegi HPLC-CUPRAC (TE) HPLC-CUPRAC (B-CE)
J. Rubens 0,36 0,11
H. Musciformis 0,20 0,06
C.Fragile 5,49 1,68
C.Racemosavar. cylindracea 1,53 0,47
C.Sinuosa 1,24 0,38

C.Spongiosum f.v 0,20 0,06
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4.5.2. Fenolik Bilesiklerin HPLC Analizi

Kahverengi, kirmiz1 ve yesil alg gruplarindan bir kisminda tespit edilen fenolik bilesenleri
gosteren kromatogramlar (270 nm) verildi. Alg 6rnekleri kromatogramlart metanol ekstraktlar

ve hidrolizatlar1 olarak iki asamada degerlendirildi.

Alglerde yaygin olarak bulunan tannik yapilar ¢ok kompleks yapida polimerik maddeler
oldugundan bir¢ok bilesenin biraraya gelmesinden olustuklar1 i¢in kromatografik olarak
tanimlanmalar1 ¢ok zordur. Fenolik asit tiirevlerinden olusan hidrolize edilebilir tanenler,
hidrolizden sonra olusan fenolik bilesenler olarak alg ekstraktlarinda analiz edilebilen bir bagka
onemli fenolik bilesik sinifidir (Oszmianski ve dig., 2007). Bunlardan bir kismu elajik, gallik,
p- kumarik, kafeik asitlerdir. H. Musciformis ve C. Sinuosa alglerinde katesin bilesigi,
C.Spongiosum f.v ve C.Racemosa alglerinde floroglusinol bilesigi tespit edildi. C. Sinuosa nin
hidrolizatinda Kkatesin belirlendi.

1.20
1.00
0.50+

3 0.60 1.Pik

0.40 278.4

1 250.00 nm 30 0.00
0.204

1

-—-r-r— T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Zaman (Dakika)

Sekil 4.21: H. Musciformis alg 6rneginin %80 MeOH ekstraktinin 270 nm’deki kromatogrami (1:20
derisiklendirilen) (1) Katesin.
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Sekil 4.22: C.Spongiosum f.v alg 6rneginin % 80 MeOH ekstraktinin 270 nm’deki kromatogrami (1:20
derisiklendirilen) (1) Floroglusinol.
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Sekil 4.23: C.Spongiosum f.v alg 6rneginin % 80 MeOH ekstrakt hidrolizinin 270 nm’deki

kromatogrami (1:20 derisiklendirilen) (1)floroglusinol.
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Sekil 4.24: Colpemenia sinuosa alg 6rneginin % 80 MeOH-su ekstraktinin 270 nm’deki kromatogrami
(1:20 derisiklendirilen) (1) Katesin.
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Sekil 4.25: Colpemenia sinuosa alg drneginin %80 MeOH ekstraktin hidrolizinin 270 nm’deki
kromatogrami (1:20 derisiklendirilen) (1) Gallik asit.
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Sekil 4.26: Caulerpa racemosa alg drneginin %80 MeOH-su ekstraktinin 270 nm’deki kromatogrami
(1:20 derisiklendirilen) (1) floroglusinol.
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Sekil 4.27: Caulerpa racemosa alg orneginin %80 MeOH ekstraktin hidrolizinin 270 nm’deki
kromatogrami (1:20 derisiklendirilen) (1) Floroglusinol.
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HPLC analizler sonucu belirlenen pik alanlartyla madde derisimleri arasinda ¢izilen
kalibrasyon dogrular1 yardimiyla, alg 6rneklerinde bulunan fenolik bilesenlerinin miktarlar
(wmol-fenolik bilesen/g alg) hesaplandi. Alglerde bulunan fenolik bilesenlerin HPLC ile
belirlenen miktarlart CUPRAC yo6ntemi ile belirlenmis TEAC katsayilari (gfenaiik/eTr) (Tablo.
12) ile garpildi. Boylece alg 6rneklerinde belirlenen bilesenlerin miktarlar (troloks esdegeri)

toplanarak alg orneklerinin kuramsal olarak gosterdikleri TAK degerleri hesaplanmis oldu.

Tablo 4.10:Alg orneklerinde HPLC ile belirlenen fenolik bilesenlerin (hidroliz 6ncesi ve sonrasi)
HPLC-CUPRAC yontemi ile hesaplanmis teorik (bireysel ve toplam) antioksidan kapasite
degerleri (umol TE /g alg).

Metanol ekstraksiyonu Hidroliz

Alg ornegi Floroglusinol ~ Gallik Katesin ~ HPLC-  Floroglusinol ~ Gallik Katesin ~ HPLC-

asit TAK(TE) asit TAK(TE)
H. musciformis - - 0,22 0,22 - - - -
C.racemosavar 0,76 - - 0,76
. cylindracea
C.sinuosa 1,73 1,73 - - - -
C.spongiosum 18,18 - - 18,18 13,44 - - 13,44
fv

H.Musciformis ve C.Sinuosa alg 6rneklerinde katesin bilesigi tespit edildi.C.Racemosa ve
C.Spongiosum alglerinde floroglusinol tespit edildi.Alglerde en ¢ok rastlandigi belirtilen morin
ve hesperidin bilesenleri tespit edilmedi. Ayn1 sekilde alglerde bulundugu belirtilen bir diger
fenolik bilesikler flavanollerdir (katesin, gallokatesin, epikatesin, epigallokatesin) (Yoshie ve
dig., 2000). Ayrica fenolik bilesenlerin antioksidan Ozellik gostren fenolik polimerlerden

(tanen) olustugu literatiirlerde belirtilmistir (Audibert ve dig., 2010; Koivikko ve dig., 2007)
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5. TARTISMA VE SONUC

Algler, igerdikleri fenolik bilesenler, pigmentler, vitaminler ( C, B12, folik asit, pantotenik asit,
B1, B2, E, K), lipitler, mineraller, proteinler ile olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Algler dogal
antioksidan kaynaklar1 olarak bilinmektedir. Ayrica alglerin sentetik antioksidanlar yerine

kullanilabilecek dogal antioksidanlarin 6nemli bir kaynagi oldugu da belirtilmektedir.

H. Musciformis, J. Rubens, C.Spongiosum, C.Sinuosa, C.Racemosa ve C.Fragile deniz
alglerinin toplam antioksidan kapasitesini belirlemek icin CUPRAC ve ABTS yo6ntemi, toplam
fenolik madde miktar1 i¢in ise Folin-Ciocalteu yontemleri uygulandi. Antioksidan

bilesenlerinin belirlenmesi ve miktarlandirilmasi igin ise HPLC yontemi kullanildi.

Alg 6rneklerinin karotenod ve klorofil bilesenlerinin ekstraksiyonu igin ¢oziicli olarak aseton
kullanildi. Ekstraksiyon iglemi ultrasonik banyoda gergeklestirildi. Karotenoid ve klorofil
bilesenlerinin toplam antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi icin CUPRAC ve ABTS
yontemleri uygulandi. Her iki yontem bulgularina gore yiiksek toplam antioksidan kapasite
degerine (umol TR/g) sahip alglerin C. Fragile ve C. Sinuosa olarak belirlendi. Bu alglerin
CUPRAC yontemiyle belirlenen TAK degerleri 4,26 + 0.04 ve 2,67 = 0.01, ABTS yontemi ile
belirlenen TAK degerleri ise 1,01 + 0,01 ve 1,08 + 0,01’dir. Karotenoid ve klorofil
bilesenlerinin belirlenmesi i¢gin HPLC yontemi belirlendi ve alg 6rneklerine uygulandi. HPLC
yontemiyle genel olarak drneklerde fukoksantin ve klorofil a pigmentleri bulundu. Deniz algleri
genel olarak icerdikleri pigmentlere ve bunlarin miktarlarina bagl olarak farkli renklerde
goriinmektedirler. Kromatogramlardan da goriilecegi gibi kahverengi alglerde bulunan baslica
bilesenler fukoksantin, klorofil a ve B-karoten’dir. Bu bilesenlerin yani sira bazi kahverengi
alglerinde lutein ve zeaksantin tespit edildi. C.Sinuosa algi ve ekstrakti yaklasik %21 Fks, %
10 B-Kar, % 1,4 KIfil a ve Zks igermektedir.

Kirmizi alg gruplarinda bulunan bilesenler baslica Klfil a, Fks ve olmakla birlikte miktarlarinin,
kahverengi alglere gore genel olarak ¢cok daha az oldugu belirlendi. J. rubens alginin baglica
bilesen miktarlari yaklasik olarak %76,8 Klfil a, %13,5 Fks, az miktarda %4,2 KiIfil b, %1,4 Lt
bulundu. H. musciformis alginde bulunan baslica bilesenler ve miktarlar1 %18 Fks, %65 KIfil

a, %7 KIfil b olarak belirlendi ayrica her iki algde de az miktarda Zks bulundu.
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Alglerde bulunan karotenoid tiirii bilesenler alg tiirlerine gore degisebildigi gibi, mevsimsel
dongiilere, toplandig1 bolgeye ayni zamanda algin iireme donemine yani gelisme evresine
biiyiik dl¢iide baglidir. Biitiin bu etkilere bagli olarak ayni alg tiirliniin icerdigi bilesenler ve
bunlarin miktarlar1 degiskenlik gostermektedir. Calismamizda yer alan yesil alg grubundan
analizlenen tiirlerin agirlikli olarak KIfil a, Klfil b, kismen Fks bilesenlerinden daha zengin
oldugu belirlendi. Ozellikle, KIfil b bileseninin miktarinin kahverengi ve kirmizi alglere oranla

oldukca fazla oldugu saptandi.

C. fragile alginin yaklasik %17 fukoksantin, %4 violaksantin, klorofil b ve a-karoten igerdigi
tespit edildi. C. Racemose alginde fukoksantin, %1,3 o- Kar, %31,2 KIfil a, %46,5 KIfil b
bilesenlerinin oldugu belirlendi. Iki yesil alg érneginde Zks ve Lt bilesenleri bulunmadi. Yesil
alg gruplarinda bulunan pigmentlerin profilini literatiire gore degerlendirdigimizde bu alg
grubuna yesil rengini veren Klorofil ve tiirevlerinin baslica bilesenler olarak rapor edildigi

goriilmektedir (Hegazi ve dig., 1998; Haryatfrehnia ve dig., 2015).

Alg orneklerinde fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in uygun ¢oziiciiyili belirlemek amaciyla
%100 MeOH ve EtOH ile %80 (v/v) ve %70 (v/v) sulu ¢ozeltileri uygulandi. Ekstraksiyon
islemi inkiibatorlii calkalayicida gerceklestirildi. Sonugta metolun fenolik bilesikler i¢in
koruyucu etkisi de dikkate alinarak ekstraksiyon verimi i¢in en uygun %80 (v/v) MeOH-su
olarak belirlendi.

Fenolik bilesikler i¢in toplam antioksidan kapasite tayini i¢in CUPRAC ve ABTS yontemleri
ve toplam fenolik madde miktari igin iSe Folin-Ciocalteu yonremi uygulandi. En yiiksek toplam
antioksidan kapasite degerine sahip algler C.Spongiosum ve J.Rubens olarak belirlendi. Bu
alglerin CUPRAC yontmiyle belirlenen TAK degerler sirasiyla 7,97+ 0.02 ve 7,36 + 0.02 (umol
TR/g)’dir. Folin- Ciocalteu yontemi ile daha yiiksek degerler elde edildi. Bunun nedeni, bu
yontemin fenolik olmayan pek ¢ok madde ile indirgenebilmesidir. Alglerde fenolik maddeler
disinda indirgen ozellikte pek ¢ok madde bulundugundan bu degerlerin yiiksek bulundugu

distintilmiistiir.

Deniz algleri, belirlemis oldugumuz biyoaktif bilesenlerinin yan sira literatiirde verilen diger
biyoaktif bilesenleri agisindan 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Ayrica gesitlilikleri ve bol
bulunabilirlikleri, bu kaynak i¢in ekonomik anlamda onemli bir avantaj teskil etmektedir.

Alglerin kiiltlirlerinin yapilarak {iretilebilirlikleri dikkate alindiginda, biyoaktif bilesenler
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acisindan zengin ekstraktlarin hazirlanabilecegi ve bu dogal kaynagin daha verimli olarak

degerlendirilebilecegi ifade edilebilir.
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