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OZET

ULVA TURLERININ AKTIF BILESIKLERININ ELDESI ICIN
EKSTRAKSIYON KOSULLARININ OPTIMIZASYONU

ODER, Gizem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Prof. Dr. Oguz Bayraktar

Agustos 2023, 97 sayfa

Yesil bit makroalg olan Ulva sp. kolay ve bol miktarlarda bulunabilme
ozellikleri ve degerli kimyasal icerikleri sayesinde onemli bir aragtirma konusu
haline gelmistir. Deniz marulu olarak da adlandirilan bu yosunlar yiiksek miktarda
polisakkarit ve protein igerigine ek olarak bir¢ok mineral ve biyoaktif dogal
bilesikleri icermektedir. Igeriginde bundurduklar1 biyoaktif bilesikler sayesinde
antimutajenik, antikoagiilan, antikanser, anti-inflamatuar, antibakteriyel vb. gibi
bir¢ok biyoaktivite gosterme potansiyeline sahiptir. Alg endiistrisinin biiylimesiyle
alglerden ekstrakte edilen biyoaktif bilesiklerin uygulamalarina olan ihtiyag
artmaktadir. Alglerden elde edilen biyoaktif bilesikler 6zellikle kozmetik {iriinler ve
takviye edici gidalar olmak tizere bir¢ok fonksiyonel tiriinlerin formiilasyonlarinda

kullanilmaktadir.

Ege kiyilarinda bolca bulunan ve ekosisteme zarar veren Ulva sp. atik olarak
bertaraf edilmektedir. Atik olarak nitelendirilen Ulva sp.’nin katma degeri yiiksek
trlinlere doniistiirilmesi i¢in daha fazla c¢alismaya ihtiyac vardir. Bu tez
calismasinda Ulva sp. igeriginde bulunan biyoaktif dogal bilesiklerin elde
edilmesinde  kullanilabilecek ekstraksiyon kosullar1 optimize edilmistir.
Optimizasyon isleminde yilizey yanit metodolojisi kullanilmig, bagimsiz
degiskenler olarak etanol (%), kati/sivi oran1 ve zaman (saat) segilmistir.
Optimizasyon sonucunda verim (%), toplam polisakkarit (%), toplam protein (mg
BSA/ g kuru ekstre), toplam fenol (mg GAE/ g kuru ekstre), toplam antioksidan

(mg Trolox/ g kuru ekstre), antidiyabetik aktivite (alfa-glukozidaz enzimi
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inhibisyon aktivitesi) ve maya hiicresi glukoz alim inhibisyonu yanitlar olarak

degerlendirilmistir.

Bu tez kapsaminda, Ulva sp.'den degerli bilesiklerin ve antidiyabetik
biyoaktivite gosteren bilesiklerin elde edilmesi i¢in ekstraksiyon kosullar1 optimize
edilerek, yesil siirdiiriilebilir bir yontem sunulmustur. Bu calisma, atik olarak
goriilen bu makroalgin degerlendirilmesi ve ¢evre dostu bir yontemle yararlt

bilesiklerin elde edilmesi agisindan 6nemli bir katki saglayabilir.

Anahtar soézciikler: Ulva sp., yiizey yanit metodolojisi, optimizasyon,

biyoaktivite, karakterizasyon



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF EXTRACTION CONDITIONS FOR
OBTAINING ACTIVE COMPOUNDS OF ULVA SPECIES

ODER, Gizem

MSc in Bioengineering.
Supervisor : Prof. Dr. Oguz BAYRAKTAR

August 2023, 97 pages

Ulva sp., which is a green macroalgae, has become an important subject of
research due to its ease of availability and valuable chemical. Also known as sea
lettuce, these seaweeds contain high amounts of polysaccharides and proteins,
along with numerous minerals and bioactive natural compounds. Thanks to the
bioactive compounds they contain, such as antimutagenic, anticoagulant,
anticancer, anti-inflammatory, antibacterial, and various other nutraceutical
activities, they have significant potential. With the growth of the algae industry,
there is an increasing need for the application of bioactive compounds extracted
from algae. Bioactive compounds obtained from algae are utilized in the
formulations of various functional products, especially in cosmetics and dietary
supplements.

Ulva sp., which is abundant along the coasts of the Aegean Sea and can be
harmful to the ecosystem, is currently being disposed of as waste. More research is
required to convert waste Ulva sp. into high-value products. In this thesis, the
extraction conditions for obtaining chemical and bioactive compounds present in
Ulva sp. have been optimized. The optimization process utilized the response
surface methodology, with ethanol (%), solid/liquid ratio, and time (hours) selected
as independent variables. The optimization process evaluated yield (%), total
polysaccharides (%), total protein (mg BSA/g dry extract), total phenol (mg GAE/g
dry extract), total antioxidant (mg trolox/g dry extract), alpha-glucosidase enzyme
inhibitory activity for antidiabetic activity determination, and yeast cell glucose
uptake test.



This thesis presents a green method by optimizing the extraction conditions
for obtaining valuable and antidiabetic bioactive compounds from Ulva sp. This
study could contribute significantly to the assessment of this macroalgae,
considered waste, and the extraction of beneficial compounds through an eco-

friendly approach.

Keywords: Ulva sp., response surface methodology, optimization,

bioactivity, characterization
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ONSOZ

Bu tez, diinya niifusunun hizla artmasiyla birlikte kaynaklarin hizla azalmasi,
atiklarin yol actig1 ekolojik zararlar ve ekonomik kayiplarin 6nlenmesi i¢in atiklarin
geri kazaniminin ulusal ve uluslararasi alanda 6nemli bir konu olarak ele alindigi

giiniimiiz kosullarinda yiiriitiilen ¢aligmalara bir katki sunmay1 hedeflemektedir.

Deniz ekosisteminde bulunan makro alglerin ekolojik zararlarinin 6nlenmesi
ve bu alglerden elde edilebilecek yiiksek katma degerli iirlinlerin potansiyelinin
degerlendirilmesi, ulusal olarak biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu tez c¢alismasi,
ozellikle Ege kiyilarinda bulunan ve yilin bazi déonemlerinde popiilasyonu artan
yesil bir makro alg olan Ulva sp.'ye odaklanmistir. Atik olarak siniflandirilan Ulva
sp.’nin igerisinde bulunan degerli kimyasal bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in optimize
bir yontem gelistirilmesi hedeflenmistir Bu tezin ana hedefi, Ulva sp. nin icerdigi
polisakkarit, protein, fenol ve antoksidan kapasite gibi degerli bilesenlerin
arastirilmasi ve bu alg tiirliniin potansiyel antidiyabetik Ozelliklerinin ortaya
cikarilmasidir. Yapilan calismalarin sonuglari, Ulva sp.'nin degerlendirilmesi ve

biyoaktivitelerinin incelenmesi konusunda 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Bu tezin bilimsel arastirmalarin gelisimine katki saglayacagi ve Ulva sp. gibi
onemli bir deniz kaynaginin siirdiiriilebilir kullanimi i¢in yol gosterici olabilecegi,

diistiniilmektedir.

[ZMIR
15/08/2023

Gizem ODER
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1. GIRIS

Denizler, igerisinde yasayan organizmalarin cesitliligi sayesinde tip,
kozmetik ve gida gibi alanlarda kullanilabilecek 6nemli malzemeler agisindan
olduk¢a zengindir. Deniz yosunu olarak da bilinen algler, denizlerin en 6nemli
bilesenlerindendir. Alglerin, ticari uygulamalari glinden giline artmaktadir.
Halihazirda Asya'da gida maddesi olarak yaygin kullanima sahip deniz yosunu
biyokiitlesi, bat1 diyetlerine giderek daha fazla dahil edilmekte ve ¢esitli gida ve
farmasotik uygulamalarda kullanilmaktadir. Besleyici ve tedavi edici nitelikleri,
stirdiiriilebilir olmalar1 ve dogal birer besin kaynagi olmalar1 nedeniyle alglerin

gastronomi alanlarina dahil edilmesine yonelik ilgi son yillarda artmstir.

Bir deniz yosunu tiirii olan ve deniz marulu olarak da bilinen Ulva sp. bir¢ok
faydal1 bilesik icerir. Deniz yosunlar1 ayrica kartenoidler ve polifenoller gibi yiiksek
antioksidan Ozelliklere sahip bilesiklere sahiptir. Bu bilesikler antimutajenik,
antikoagiilan, antikanser, anti-inflamatuar, antibakteriyel vb. gibi say1siz nutrasotik
aktivite potansiyeline sahiptir. Yesil alglerden elde edilen bilesiklerin verimi ve
spesifik bilesimi toplandiklart mevsim (Audrey Robic vd., 2009) ve kullanilan
ekstraksiyon yontemi (A Robic vd., 2008) gibi ¢evresel faktorlere baghdir.

Alg endiistrisinin biiylimesi ve alg biyorafinerisinin gelismesiyle, alglerden
ekstrakte edilen biyoaktif bilesiklerin uygulamalarina olan ihtiyag artmaktadir. Son
zamanlarda Ege bolgesinde ciddi bir alg patlamasi meydana gelmistir. Bu tiir alg
patlamalar1, denizdeki diger organizmalarin besin bulmasini zorlastirarak go¢
etmelerine, kaldiklar1 takdirde Glmelerine sebep olabilir. Ekosisteme verdikleri
bliylik zararlarin yanisira goriintii ve koku kirliligi de olusturmaktadir. Denizin
tizerinde kalin, camurumsu, yesil bir tabaka olustururak rekreasyonu, isletmeleri ve
miilk degerlerini olumsuz etkileyebilirler. Bu tarz zararl etkilerinden 6tiirii toplanip
imha edilmektedirler. Bir atik olarak goriilen ve sayisiz faydasi ve kullanim alani
olan bu alg tiiriiniin katma degeri yiiksek bilesiklere doniistiiriilmesi konusunda

daha fazla calisma gereklidir.



2. GENEL BIiLGILER

Makroalgler, fotosentez yapabilen ve az ya da ¢ok farklilasmis dokulara sahip
farkli organizma tiirlerini kapsayan cesitli ve polifiletik bir gruptur. Ug¢ ana
taksonomik grubu bulunur. Bunlar, Chlorophyta ("yesil algler" olarak bilinir),
Rhodophyta (kirmiz1 algler) ve Ochrophyta'dir (6zellikle Phaeophyceae sinifi-
kahverengi algler). Deniz makroalgleri diyet lifi, proteinler, vitaminler ve
mineraller agisindan zengin kaynaklardir. Ayrica, bazilar1 karasal bitkilerle
karsilastirildiginda benzersiz olan proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve
karotenoidler gibi degerli biyolojik aktivitelere sahip ¢ok ¢esitli ikincil
metabolitlere sahiptir (Milchakova, 2011). Denizdeki yasam formlarinin, gesitli
amino asitler, peptitler, proteinler, yag asitleri, steroller, vitaminler, oligosakkaritler
ve mineraller de dahil olmak iizere degerli dogal biyoaktif bilesiklerin kaynagi olan
kiiresel bir biyolojik c¢esitlilik olusturdugu bilinmektedir. Her yil deniz
organizmalarindan binlerce yeni bilesik izole edilmekte ve kanser, iltihapl
hastaliklar ve viral hastaliklar dahil olmak {izere insan hastaliklarini teshis veya
tedavi etmek icin potansiyel ilag molekiilleri kesfedilmektedir (Pal ve Nayak,
2021). Bu nedenle, makroalglerin insan sagligi acisindan ¢esitli yararlari olan
biyoaktif bilesiklerin kaynag1 olarak potansiyel uygulamasi giderek artan bir ilgi

gormektedir.

Makroalglerin oziitleri ¢esitli farmakolojik kullanimlara sahip olabilir.
Simdiye kadar, diinya ¢apinda yaklasik 83 tiiriin farmakolojik olarak etkili oldugu
kanitlanmistir (49 kirmiz1 alg, 20 kahverengi alg ve 14 yesil alg). Uygulamalar1 son
derece cesitlidir; bazilar1 antiviral (soguk algmnhigi, grip vb. karsi), bazilar
antibakteriyel (6rnegin, tiiberkiiloza kars1) ve bazilar1 da antifungal ajanlar olarak
islev goriir. Algal polifenollerin, 6zellikle de kahverengi alglerde bulunan
klorotanninlerin (polifloroglukinoller) olaganiistii antioksidan o6zelliklere sahip
oldugu vurgulanmistir. Ayrica yine alglerde bulunan siilfatli polisakkaritler,
astaksantin ve fukoksantin gibi karotenoidler, steroller, alg proteinlerinin yapisinda
bulunan peptitler ve mikosporin benzeri amino asitler (MAA'lar) farkli oranlarda

antioksidan potansiyeli oldugunu gostermektedir (Plaza vd., 2008).



Ulva cinsinden (Phylum Chlorophyta, Class Ulvophyceae, Order Ulvales,
Family Ulvaceae) yesil makroalg tiirleri, diinyanin dort bir yanindaki kiy1
topluluklarinda her yerde bulunan en bol deniz yosunu tiirleri arasindadir (Wichard
vd., 2015). Ulva, tiibiiler monostromatik (tek hiicre tabakasi) veya yapraksi
distromatik (iki hiicre tabakasi) olmak tizere iki ana morfoloji sunan ¢esitli tiirlerden
olusur (Rybak ve Gabka, 2018). U. compressa gibi bazi tiirler her iki morfotipi de
sunmaktadir (Steinhagen vd., 2019). Dolayisiyla, bu morfolojik gesitlilik yalnizca
genetik degiskenlikle degil, aym1 zamanda c¢evresel kosullara ve iliskili
mikrobiyomdaki varyasyonlara yanit olarak 6nemli morfolojik esneklikle de
aciklanmaktadir (Alsufyani vd., 2020). Bu nedenle, Ulva tiirlerini dogru bir sekilde
tanimlamak icin morfolojik karakterlere dayali yontemler yeterli olmayabilir.
Genetik bilgiye dayali yontemler gereklidir. Su anda, tanimlanan 400 Ulva tiirti
arasinda sadece yaklasik 40 tiir genetik bilgi kullanilarak taksonomik olarak

taninmustir (Fort vd., 2022).

2.1.  Ulva sp. icerigi

Ulva cinsi yesil deniz yosunlari, kolay erisilebilirlikleri ve bolluklarmin yani
sira degerli kimyasal icerikleri nedeniyle yogun bir sekilde incelenmistir. Bu da
onlar1 ekonomik agidan cazip bir dizi endiistriyel uygulama i¢in potansiyel ham
madde haline getirmektedir (Trivedi vd., 2016). Ulva sp. biyokiitlesi proteinler,
karbonhidratlar, polisakkaritler, mineraller ve lipitler gibi yiliksek diizeyde besin
ogeleri igerir (Holdt ve Kraan, 2011; Rasyid, 2017). Ancak tiim bu bilesiklerin
miktari tlirler ve popiilasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin yani sira sicaklik,
tuzluluk, 151k (UV) ve suyun besin bilesimi gibi cevresel kosullara gore

degismektedir.

Ulva tiirlerinde protein igerigi kuru agirligin (DW) %9 ila %29'u arasinda
degismektedir (Fleurence vd., 2018). En yiiksek protein igerigi, %29 (DW), Birlesik
Krallik'taki Kuzey Yorkshire'dan toplanan Ulva lactuca'da kaydedilmistir
(Marsham vd., 2007) ve en diisiik protein igerigi yaz aylarinda Tunus'ta toplanan
aym Ulva tiirinde rapor edilmistir (Yaich vd., 2011). Bu farklilik kara bitkilerine

benzer sekilde protein igeriginin diizenlenmesinde sicakligin bir rolii oldugunu



gostermektedir (Pyl vd., 2012; Stitt ve Hurry, 2002). Aspartik ve glutamik asitler
en bol bulunan amino asitlerdir ve birlikte ele alindiginda U. rigida ve U.
rotundata'daki toplam amino asitlerin sirastyla %26 ve %32'sini temsil edebilir
(Shuuluka vd., 2013). Hayvan ve insan beslenmesi i¢in gerekli olan diger temel
amino asitler de Ulva'da bol miktarda bulunur. Valin, 16sin, lizin ve treonin birlikte

U. lactuca'daki toplam amino asit igeriginin %42'sini temsil eder.

Ulva, tiirlere ve biiyiime kosullarina baglh olarak %14 ila %52 DW arasinda
nispeten yiiksek kil icerigi ile dnemli bir mineral kaynagi olarak da kabul edilir
(Pefia-Rodriguez vd., 2011; Van den Burg vd., 2013). Potasyum, magnezyum,
sodyum ve kalsiyum Ulva biyokiitlesindeki baslica minerallerdir (Abirami ve
Kowsalya, 2011; Khairy ve El-Sheikh, 2015).

Ulva sp. biyokiitlesi, diisiik lipit igerigi (%1 ila 12 DW) ve yiiksek
karbonhidrat icerigi (%41 ila 50 DW) nedeniyle enerji bakimindan nispeten
diistiktir (Echave vd., 2021; Shanmugam ve Palpandi, 2008). Karbonhidratlar ti¢
ana gruba ayrilir: suda ¢dziinen ulvanlar (%8-29 DW) (Morelli vd., 2017; Audrey
Robic vd., 2009), yapisal suda ¢éziinmeyen seliiloz (%9 DW) (Prabhu vd., 2020)
ve yapisal olmayan suda ¢oziinmeyen nisasta (%10 DW) (Fort vd., 2019). Ulvanlar
esas olarak siilfatlanmis ramnoz, lironik asitler (glukuronik asit ve iduronik asit) ve
ksilozdan olusur ve hiicre duvarinda bulunan baslica polisakkaritlerdir (Sekil 2. 1)
(Lahaye ve Robic, 2007). Yiiksek karbonhidrat igerigi ve degerli polisakkaritlerin
varligi, Ulva tiirlerini farmasétik diriinler ve biyoyakit {iretimi igin ilgi cekici

kilmaktadir.
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Sekil 2. 1 Ulvan’in ana disakkaritlerinin yapilari. Yukaridan asagiya: p(1,4)-D-GlcA-a (1,4)-L-Rha
3 siilfat, B(1,4)-L-idoA-a (1,4)-L-Rha 3 siilfat, B(1,4)-D-xyl-o. (1,4)-L-Rha 3 siilfat, p(1,4)-D-xyl 2-
siilfat-o(1,4)-L-Rha 3 siilfat.

Mineraller, proteinler ve lifler (Ulvanlar ve seliiloz) Ulva biyokiitlesini gida
ve yem endiistrileri i¢in uygun hale getirir. Asya iilkelerinde Ulva popiiler olarak
gida maddesi olarak tiiketilmektedir. Ayrica gida takviyelerinde ekstrakt olarak
kullanilabilmektedir (Kasimala vd., 2015). Ancak, Ulva tiirlerinin insanlar i¢in gida
olarak  kullanilmasina gida giivenligi  diizenlemeleri agisindan  dikkat
gosterilmelidir. Ulva sp. faydali bilesiklerin dogal akiimiilatorleri olabilirken, agir
metaller (6rnegin civa, arsenik, kursun ve kadmiyum) gibi toksik elementleri de
biriktirebilirler (Almela vd., 2002; Haritonidis ve Malea, 1999; Villares vd., 2002).
U. lactuca tizerine yapilan bir ¢alismada 0,017 ppm civa, 2,008 ppm arsenik, 0,045
ppm kadmiyum ve 0,452 ppm kursun igerdigi bildirilmistir (Abirami ve Kowsalya,
2011).

Ulva tiirlerinin flavonoid ve fenolik bilesikler i¢erdigi de bilinmektedir. U.
lactucanin su ile ekstraksiyonu sonucunda c¢ikan Oziitii lizerine yapilan bir
calismada toplam fenol igerigi 27,29 mg GAE/g ve toplam flavonoid igerigi 10,22
mg QE/g olarak bulunmustur (Benitez-Garcia vd., 2020). Ayrica Ulva sp’nin diger
igerikleri gibi fenolik bilesiklerinin de mevsimsel olarak farklilik gdsterdigi, en
yiiksek fenolik bilesik igeriginin yaz aylarinda bulundugu bildirilmistir (Khairy ve
El-Sheikh, 2015).



2.2. Ulva sp. Biyolojik Aktiviteleri

Yesil deniz yosunu insanlarin giinlik besin ihtiyaglarini karsilama
potansiyeline sahiptir. Ayrica saglhiga faydali biyolojik aktivitelere sahiptir ve

nutrasotik ve farmasotik endiistrilerinde kullanilabilir (Cizelge 2. 1).

Cizelge 2. 1. Ulva sp.’nin farkli biyoaktiviteleri

Biyoaktivite Kaynak
(S. Hassan vd., 2011) (Khairy ve El-
Antioksidan Sheikh, 2015) (Meenakshi vd., 2009) (Alagan
vd., 2017)(Leelavathi vd., 2015)
Antikoagiilan (Mao vd., 2006)
Antibakteriyel (Alghazeer vd., 2013)
Anti-enflamatuvar (Awad, 2000; Margret vd., 2009)
Anti-timor (Lee vd., 2004)
hiperlipi'g:r;l}k (Pengzhan vd., 2003)
Hipokolestrolemik (S. Hassan vd., 2011)
Hepatoprotektif (Devaki vd., 2009; Sathivel vd., 2008)
Sitotoksik (Alves vd., 2013)
Antifungal (Tiiney vd., 2006)
Antiviral (Chiu vd., 2012)
Anti-parazitik (Spavieri vd., 2010)
Bocek dldiiriicii (Abbassy, 2014)

Bitki Bityiimesi (S. M. Hassan ve Ghareib, 2009)

2.2.1. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, algler dahil olmak iizere hayvanlardan ve bitkilerden elde
edilebilir. Ulva sp. igeriginde bulunan antioksidanlarin lipid peroksidasyonunu
inhibe ederek ve antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak radikal karsiti bir
etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Calismalar, ulvan'in giiglii antioksidan
aktivitesinin, polimerik omurga boyunca siilfat gruplarinin ikame derecesi ile

iliskili oldugunu bildirmistir (Massironi vd., 2019).



2019 ve 2020'de Ulva sp'den elde edilen gesitli ulvan kaynaklarinin
antioksidan etkiye sahip oldugu bulunmustur; bunlar arasinda U. lactuca, U.
australis, U. rigida ve U. ohnoi bulunmaktadir (Fernandes vd., 2019; Prabhu vd.,
2020; Trentin vd., 2020). Ulva tiirlerinden elde edilen ulvan polisakkaritlerinin
stilfat igeriginin ve molekiiler agirhiginin antioksidan etkilerinde 6nemli bir rol
oynadig1 bildirilmistir (Guedes vd., 2013; Kellogg ve Lila, 2013; Kosani¢ vd.,
2015).

Ulvan'in antioksidan mekanizmasi1 siilfat ve diisiik molekiil agirlikli
polisakkaritlerinden kaynaklandigi diisiiniillmektedir (Abou ElI Azm vd., 2019;
Hussein vd., 2015; Tariq vd., 2015). Ulva igeriginde bulunan polisakkaritler ve
oligosakkaritlerin bilesenleri glutatyon peroksidaz (GSH), siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), telomeraz ve toplam antioksidanlari artirabilir ve
malondialdehit seviyesini azaltabilir (Li vd., 2018; Wathoni vd., 2019). Ulva
tirlerinde antioksidan aktiviteye sahip diger bilesenler pigmentler (klorofil,

karotenoidler) ve ugucu yaglardir.

Ekstraksiyon prosediirii de ulvanin antioksidan etkisini degistirebilir. Bu
durum antioksidan aktiviteye sahip bilesenleri ekstrakte etmek igin kullanilan
¢ozliciiniin polaritesi ile ilgilidir. Metanol ekstraktindan {iretilen inhibisyon
yiizdesi, su ekstraktinin inhibisyon yiizdesinden daha yiiksektir (Al-Amoudi vd.,
2009). Ayrica, enzimatik ekstraksiyon, asit ekstraksiyonuna kiyasla daha yiiksek
inhibisyon yiizdesi saglar (Yaich vd., 2017).

In vitro antioksidan testlerinin yani sira in vivo ¢calismalar da yapilmistir. Bu
calismalarda asir1 strese maruz kalan farelere Ulvan uygulanmasi anormal lipid
metabolizmasini 6nlemis, karaciger antioksidan savunma sistemlerini modiile etmis

ve lipid peroksidasyonunu azaltmistir (Nunes vd., 2017; Wang vd., 2013).



2.2.2. Anti-Inflamatuar AKktivite

Enflamasyon, organizma boyunca go¢ eden dokulardan ve hiicrelerden
kimyasallarin salinmasindan kaynaklanir. Enflamasyon ile iligkili reseptorler
prostaglandin (PG), 16kotrienler (LTS), histamin, bradikinin, trombosit aktive edici
faktor (PAF) ve interlokin-1'dir (Vane ve Botting, 1987). Ulvan, D-Gal (500 mg/kg)
gibi radikallerin enjekte edildigi fareler (Liu vd., 2019; Sathivel vd., 2008) ve
topikal enflamasyonun fare kulak 6demi modeli (Awad, 2000) dahil olmak tizere
cesitli hayvan tiirlerinde in vitro olarak test edilen anti-enflamatuar aktiviteye

sahiptir.

Ulvan anti-enflamatuar mekanizmasi karacigerdeki graniilom ile ilgilidir.
Siilfath polisakkaritlerin 24 hafta boyunca uygulanmasi karaciger enflamasyonunu
ve nekrozunu 6nemli 6l¢iide azaltir ve apoptozu indiikler. Siilfathi polisakkaritler
hafif siniizoid dilatasyonu yoluyla karaciger lobiillerinin hacmini artirir. Biyolojik
etkiler yanit1 degistirir, splenositler ve makrofajlar yoluyla bagisiklik sistemini
uyarir ve kanser hiicrelerinin biiylimesini baskilayabilen anti-enflamatuar
sitokinlerin salimini indiikler (Hussein vd., 2015). Ayrica Ulvan, enflamasyonun
kronik semptomlarini azaltma potansiyeline sahiptir (Zhu vd., 2017). Yapilan bir
calismada siilfatlanmig polisakkaritlerin, cesitli Japon ensefalit virlisii (JEV)
suslariyla enfekte olmus birincil glial hiicrelerde pro-enflamatuar sitokin tiretimini

etkili bir sekilde azalttigi bildirilmistir (Chiu vd., 2012).

2.2.3. Sitotoksisite ve Antikanser Aktivite

Ekonomik ve gevresel faydalar1 olan yeni biyomalzemelere ihtiyag vardir. Bu
baglamda, stabilite ve etkinlik belirlenirken toksisite belirlenmeli ve dikkate
almmalidir. Ulvan'in  bir takviye, nutrasotik ve terapdtik ajan olarak
kullanilabilecegi géz Oniine alindiginda, potansiyel sitotoksisiteyi ve
kullanilabilecek terapotik doz araligini belirlemek igin test edilmelidir. Sitotoksisite
testleri hiicrelerle in vitro olarak veya deney hayvanlari kullanilarak in vivo olarak

gerceklestirilir. Son yillarda, ulvan'in antikanser etkisi U. lactuca, U. australis, U.



rigida ve U. ohnoi'de gosterilmistir (Al-Malki, 2020; Sanjivkumar vd., 2020;
Trentin vd., 2020).

HepG2 (hepatoseliiler karsinom), MCF7 (insan meme kanseri) ve Hela
(servikal kanser) hiicrelerinden elde edilen sonuglar, artan ulvan konsantrasyonuyla
dogru orantili olarak hiicre canliliginin azaldigini gostermistir (Thanh vd., 2016).
Ulvan oziitleri, test edilen en yiiksek konsantrasyonda bile sitotoksisiteye (yari
maksimal inhibitor konsantrasyon [IC50] 90 mg/mL'den az) neden olmadig icin
memeli L6 hiicreleri i¢in kontrol olarak giivenli bulunmustur. Ulvan, 3T3

hiicrelerinde 10.000 mg/mL'de toksisite gdstermemistir (Botta vd., 2014).

Kanser, hiicrelerin ve viicut dokularinin anormal biiyiimesi nedeniyle ortaya
cikar. Kanser, genellikle DNA'da oksidatif hasara neden olan ¢esitli endojen ve
eksojen faktorler tarafindan baslatilir; bu siireg, hiicre cogalmasi, farklilasmasi ve
apoptoz yollarinin normal diizenlemesini bozan mutasyonlar {ireten bir siirectir.
Cesitli calismalar, ulvan't toksisite ve hiicre canlilig1 acisindan arastirarak, 6zellikle
anti-meme kanseri (Abd-Ellatef vd., 2017; Al-Malki, 2020), anti-kolon (Arsianti
vd., 2016; Gonzalez-Ballesteros vd., 2019) ve anti-servikal kanser aktivitesi (Thanh

vd., 2016) i¢in antikanser aktivitesini test etmistir.

In vitro olarak ulvan, HepG2 (Al-Malki, 2020; Fractionation vd., 2019) Caco-
2 (insan kolon kanseri) (Arsianti vd., 2016), LS174 (insan kolon kanseri), A549
(insan akciger karsinomu), Fem-x (malign melanom) K562 (kronik miyelojendz
16semi) (Kosani¢ vd., 2015), HEp-2 (laringeal epidermoid karsinom), NCI-H292
(insan akciger mukoepidermoid karsinomu) (Guedes vd., 2013) ve HeLa (servikal
kanser) (Thanh vd., 2016) gibi ¢esitli kanser hiicre hatlar1 tizerinde test edilmistir.
Ayrica dietilnitrozamin (DENA, 200 mg/kg, intraperitoneal) (Hussein vd., 2015)
ve 7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) (Abd-Ellatef vd., 2017) gibi karsinojenler

enjekte edilen sicanlarda da test edilmistir.
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2.2.4. Antibakteriyel Aktivite

Zararli bakterilerin biiyiimesini kontrol etmek icin antibakteriyel bilesikler
kullanilabilir. Bu bilesiklerin kullanimi, hastalik ve enfeksiyonun yayilmasini
onlemeyi, enfekte olmus konag1 ortadan kaldirmay1 ve bir materyalin bakteriler
tarafindan c¢iirlimesini ve tahrip edilmesini dnlemeyi amacglamaktadir. Farmasotik
ilaglara kars1 bakteriyel direng artmaktadir; bu nedenle dogal kaynaklardan yeni
ilaglarin taranmasina acil ihtiya¢ vardir. Deniz ekosisteminden elde edilen deniz
yosunlari, biyoaktif bilesiklerin 6nemli bir kaynagidir ve ¢esitli farmasétik ilaglarin
i¢in potansiyel tasimaktadir (Mahady, 2005; Valko vd., 2004).

Bir¢ok calisma ulvan'in antibakteriyel potansiyelini incelemis ve ytiksek, orta
ve zayif potansiyel dahil olmak iizere bir dizi sonug¢ elde edilmistir. Ulvan,
Clostridium perfringes, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Enterecoccus,
Staphylococcus gibi gesitli bakterilere karsi test edilmistir (Alghazeer vd., 2013;
Fouda vd., 2022; Radhika ve Mohaideen, 2015; Ravikumar vd., 2016).
Ekstraksiyon prosediirii, kullanilan ¢6ziicii ve Ulva sp'nin fizyolojik kosullar1 gibi
cesitli faktorler antibakteriyel aktiviteyi etkilemektedir. Antibakteriyel etki hasat

doneminden de etkilenir.

2.2.5. Antidiyabetik Aktivite

Metabolik bir hastalik olan diabetes mellitus, kiiresel olarak en biiyiik {i¢iincii
oliim nedenidir. Etkili bir dogal antidiyabetik tedavi arayisi, diyabetle ve mevcut
antidiyabetik ilaglarin olumsuz yan etkilerinden kaynaklanan sonuclarla miicadele
etmek i¢in ¢ok Onemlidir. Diyabetin kontrolii i¢in alglerin olasi avantajlarim
bulmak, dogal ilaglarin olusturulmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Alglerin metabolik
siireclerinin birgogu, alglere cesitli kimyasal ve biyolojik o6zellikler kazandiran
biyoaktif ikincil metabolitler iiretir. Cok sayida ¢alisma, gogunlukla a-amilaz ve -
glukozidaz gibi karbonhidrat hidrolize edici enzim aktivitesini bloke ederek alglerin
antioksidan ve antidiyabetik faydalarini gostermistir. Ayrica, alglerden elde edilen

biyoaktif bilesenler in vivo diyabetik semptomlari azaltabilir.
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Belhadj ve arkadaglari bir ¢alismada U. lactuca'dan elde edilen
polisakkaritlerin diyabet {lizerindeki etkisini arasgtirmigtir. Calisma i¢in Wistar
siganlar kullanilmustir. Diyabet olusturmak icin taze hazirlanmis alloksan ¢ozeltisi
enjekte edilmistir. Bir ayin sonunda sicanlarin kanlar1 ve dokular1 toplanmistir.
Daha sonra siganlarin alfa amilaz, lipaz ve maltaz aktiviteleri, kan glukoz
seviyeleri, nisasta, glikoz ve glukoz toleranslari 6l¢tilmiistiir. Ulva ekstraktinin kan
glukoz seviyesini diisiirdiigiinii géstermistir. Ayrica yapilan enzim inhibitor aktivite
testleri bu sonuglar1 ve birbirini dogrulamistir. Sonug¢ olarak, U. lactuca
polisakkaritlerinin diyabete karsi kesinlikle etkili oldugu sonucuna varilmistir
(Belhadj vd., 2021). Bagka bir grup, albiimin nanopartikiillerine yiiklenen Ulva
ekstraktinin anti-diyabetik etkisini arastirmistir. Siganlar alloksan ile diyabetik hale
geldikten 6 hafta sonra kan Ornekleri toplanmis ve analiz edilmistir.
Nanopartikiillere yiiklenen Ulva ekstraktlarinin anti-enflamatuvar ve hipoglisemik
etkileri bildirilmistir (L. Al-Malki vd., 2019).

Labbaci ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada Ulva’nin su-etanol ektraktlarmnin
diyabetik farelerin insiilin direncine etkisini arastirmistir. Kan serumu, karaciger ve
fekal lipid seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Ayrica kan glukoz seviyeleri ve kolesterol
konsantrasyonlar1 incelenmistir. Calismanin sonucunda Ulva oziitiinlin instilin
direncini azalttig1, kolesterol seviyelerinde diislis sagladigi belirtilmistir. Bu
sebeple hem anti-diyabetik hem de anti-aterosklerotik etkileri vurgulanmistir
(Labbaci ve Boukortt, 2020).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Calismada Kullamlan Alg Materyali

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda izmir Korfezi’nden 1 Ekim 2022 Cumartesi
giinii Karsiyaka/Izmir sahilinden tekne ile acilarak 38°27°48.0°’N 27°04°03.4”’E
koordinatlarindan deniz marulu toplanmistir. Toplanan deniz marullar hizlica
laboratuvara getirilerek 6nce ¢esme suyuyla sonra saf su ile yikanmistir. Ardindan
filtre kagitlarina serilerek kurutma islemi gerceklesmistir. Toplanan kiyinin

goriintiileri Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Deniz marullarinin su igerisindeki goriintiisii.

Aglarla toplanan Ulva’larin goriintiileri Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2.Toplama esnasinda ¢ekilen goriintiiler.

Marullar kovalarin igerisinde ezilip yirtildigindan dolay: saglam iki marulun
boyutlar1 dlglilmistiir (Sekil 3.3 ve Sekil 3.4). Tek parga halinde bulunabilen en
uzun marul 71 cm uzunlugudadir. En kisa marul ise 30 cm civarlarindadir. Diger

marullar da bu araliktadir.

Sekil 3.3.71 cm uzunlugundaki deniz marulu
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Sekil 3.4.30 cm uzunlugundaki deniz marulu.
Toplanan Ulva orneklerinden rastgele numune alinarak 11,5x mikroskopta

incelenmistir (

Sekil 3.5). Inceleme sonucunda tiim o&rneklerin morfolojik benzerlikleri

oldugu goriilmistiir. Ancak tiir tayini i¢in genetik testlere ihtiya¢ vardir.




15

Sekil 3.5.Alinan numunelerin 11,5x’lik biiyiitme altindaki yatay (a, b ve c) ve dikey kesitlerinin
(d) mikroskop goriintiileri.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Shimadzu marka ATX22U hassas terazi ¢alismada kullanilan kimyasallarin
tarttminda kullanilmistir. Tiim deneyler siiresince kimyasallarin ve Orneklerin
hazirlanmasinda Lab Companion marka MS-52M model 1sitmali manyetik
karistiric1, Eutech Instruments marka pH 700 model pH-metre, ildam marka saf su

cihazi, XH-C Model vorteks kullanilmistir.

N-Biotek marka NB-T205LF model sogutmali karistirmali inkiibator
ekstraksiyonlarin sabit kosullarda tutularak calkalanmasi i¢in kullanilmistir.
LabTech marka vakumlu doner buharlastirici ekstraktlardan etanoliin
uzaklastirilmas: i¢in  kullanilmigtir. Telstar Lyoquest marka liyofilizator
ekstraktlarin dondurularak kurutulmasi i¢in kullanilmistir. Thermo Scientific marka
Genesys 10S model spektrofometre icerik analizleri ve biyoaktivite testleri igin

kullanilmistir.

Centurion Scientific marka K2015 model santrifiij cihazt 6rneklerin kati
kisimlarinin ¢oktiiriilerek ayristirilmast i¢in kullanilmistir. JSR marka JSOF-050
model etiiv kurutma iglemleri i¢in kullanilmigtir. Lab Copmanioni marka UCP-02
model ultrasonik banyo cam malzemelerin temizligi ve 6rnek homojenizasyonu
amact ile kullanilmigtir. N-BioTek marka NB-503CIR model vakumlu

buharlastirici solventlerin uzaklastirilmasi amaci ile kullanilmistar.

3.1.3. Kullamilan Kimyasallar

Ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan etanol Honeywell’den (ABD) satin
alinmistir. Toplam polisakkarit ve maya hiicresi glukoz alim inhibisyonu deneyinde
kullanilan D ( + ) Glucose anhydrous, Carlo Erba, (Almanya)’dan alinmistir. Yine
toplam polisakkarit analizlerinde kullanilan fenol, Riedel de Haen’den (Almanya)
temin edilmistir. Bu analiz i¢in kullanilan siilfirik asit ise Merck&Co’ten (ABD)
satin alinmistir. Toplam protein analizi i¢in Bicinchonic Acid Kiti (BCA Assay Kkit,

Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD) kullanilmistir. Toplam fenol igerigi
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analizinde kullanilan Folin-Ciocalteus Merck&Co’ten (ABD) temin edilmistir.
Toplam fenol analizlerinde kullanilan diger kimyasallar; gallik asit monohidrat,
Carlo Erba’dan (Almanya), sodyum karbonat anhydrous Riedel de Haen’den
(Almanya) ve metanol, Honeywell’den (ABD) satin alinmistur.

Toplam antioksidan kapasitesi analizinde kullanilan kimyasallar;
ABTS’ (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit)) Sigma Chemical
Co.'dan (St. Louis, MO, ABD), potasyum persiilfat Carlo Erba’dan (Almanya),
trolox (%97) Acros Organics’ten (Belgika) ve sodyum klorit, Merck&Co’ten
(ABD) satin alinmistir. Alfa-glukozidaz enzim inhibisyonu analizi i¢in kullanilan
kimyasallar; dimetil-siilfoksit (DMSO) Amresco’dan (ABD), substrat olarak
kullanilan 4-Nitrophenyl-alpha-D-glucopyranoside, AFG Bioscience’tan (ABD),
alfa-glukozidaz enzimi (a-glucosidase from Saccharomyces cerevisiae) Sigma-
Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir. Son olarak maya hiicresi glikoz
alim inhibisyonu testinde kullanilan maya hiicreleri Pakmaya’dan (Tirkiye), 3,5-
Dinitrosalicylic acid AFG Bioscience’tan (ABD) ve pozitif kontrol olan akarboz
(95%) Acros Organics’ten (Belgika) satin alinmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Ulva sp. Ekstraksiyonu

Karsiyaka’dan toplanan deniz marullar1 yikanip 1yice temizlenmistir.
Sonrasinda etiivde kurutularak ekstraksiyona hazir hale getirilmistir.
Ekstraksiyondan once bir kahve ogiitiici yardimi ile pargalara ayrilmistir.
Ekstraksiyon deney dizayni, Design-Expert® programi kullanilarak ti¢ farkli
parametreye gore yapilmistir: ekstraksiyon siiresi (8/16/24 saat), kati-sivi orani
(1/20:1/40), etanol-su oran1 (0-100%). Parcacik boyutu, sicaklik (25°C) ve
karistirma hizi (150 rpm) sabit tutulmustur. Ekstraksiyon islemleri sogutmali
calkalamali inkiibatorde gergeklestirilmistir. Ekstraktlarin daha konsantre hale
gelmesi ve liyofilizasyon Oncesi igerisindeki alkoliin ugurulmasi i¢in doner vakum
buharlagtirict  kullanilmistir. Konsantre edilmis ekstraktlar liyofilizatorde

dondurularak kurutulmustur.
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3.2.2. Tasarimin Uygulanmasi

Deneysel tasarim icin Design Expert 13.0.5.0 (Stat-Ease Inc.) programi
kullanilmistir. Ekstraksiyon igsleminin amaci optimizasyondur bu yiizden yiizey
yanit metodolojisi (YYM) (Response Surface Methodology) olan “Box Behnken
Design (BBD)” uygulanmistir. Box-Behnken metodu 3 bagimsiz degisken ve bu
bagimsiz degiskenlerin 3 seviyede inceleme yapilmast ic¢in seg¢ilmistir.
Ekstraksiyon asamasinda incelenen bagimsiz degiskenler; A: Ekstraksiyon stiresi
(saat), B: Kati/siv1 orani, C: Etanol (%) olarak belirlenmistir. Deney tasariminda
Box-Behnken metodu uygulanarak 3 bagimsiz degisken, 5 merkez nokta icin 17
“run” yani deneme veren tasarim matrisi elde edilmistir. Replikasyon ve bloklama

yapilmamastir.

3.2.3. Verimin Hesaplanmasi

Liyofilizatorden ¢ikan toz haldeki kat1 Ulva ekstraktlari toplanarak agirliklar
Olgiilmiistiir. Verim hesab1 elde edilen oziitiin ekstrakte edilen Ulva miktarina

boliiniip 100 ile carpilmasi ile yapilmistir.

3.2.4. Toplam Fenolik Bilesik Miktarinin Belirlenmesi

Fenol igerigi gallik asidin standart olarak kullanilacagi Folin-Ciocalteu
kolorimetrik ydntemi ile hesaplanmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Ornekler
belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Sonrasinda 96 kuyucuklu plakalara
20’ser pl olarak ekilmistir. Kontrol grubunun kuyucuklarina ise yine 20’ser pl
olacak sekilde metanol ekilmistir. Ardindan 100 upl Folin-Ciocalteu reaktifi
eklenerek 5 dakika boyunca karanlik ortamda inkiibe edilmistir. 5 dakikanin
sonunda 80 ul doymus sodyum karbonat ilavesi yapilmistir. Plaka tekrardan
karanlik ortama almarak 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon biter bitmez 725
nm’de absorbans Sl¢liimii yapilmistir. Toplam fenolik igerik gallik asit esdegeri
(GAE) cinsinden ifade edilmistir. Gallik asit standart egrisi sekilde verilmistir
(Sekil 3.6)
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Gallik asit standart egrisi y =5/436x +0,0095
R?=0,9992

Absorbans
o o o o = = =
N B o ™ -, N A o

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.6. Gallik asit standart egrisi.

3.2.5. Toplam Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Trolox esdegeri antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in Miller ve ark.
bildirdigi yontem izlenmistir (Miller vd., 1993). ABTS-Potasyum persiilfat
¢Ozeltisi 16 saat inkiibe edilerek reaksiyona sokulmustur. Spektrofotometrede
ABTS c¢ozeltisinin absorbanst 0,7 olarak ayarlanmistir. Ayn1 konsantrasyonda
ayarlanan ekstraktlar 96 kuyucuklu plakalara 10’ar pl ekilmistir. Ardindan 200 pl
ABTS cozeltisi eklenerek karanlik ortamda yarim saat inkiibe edilmistir. Yarim
saatin sonunda 734 nm’de absorbans 6l¢timii alinmistir. Kalibre edilmis standardin
absorbansi ile oksitlenmis ¢ozeltinin absorbansi karsilastirarak Trolox Esdegeri
Antioksidan Kapasitesi (TEAC) hesaplanmistir. Trolox standart egrisi sekilde
verilmistir (Sekil 3.7).

0,3
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Trolox Kalibrasyon Grafigi
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Trolox Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.7. Trolox standart egrisi.

3.2.6. Toplam Protein iceriginin Belirlenmesi

Toplam protein igerigi Bicinchoninic Asit Protein (BCA Assay kit, Sigma-
Aldrich) kiti ile belirlenmistir. BSA standart egrisi Sekil 3.8’de verilmistir.

BSA Standart Egrisi
1,4
1,2 y =0,0011x + 0,0314
R?=0,9938
1 .

[%2]
F08
o]
206
<

o
~

o
N

o

0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.8. BSA Standart Egrisi.
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3.2.7. Toplam Polisakkarit Iceriginin Belirlenmesi

Toplam polisakkarit i¢eriginin belirlenmesi He ve ark. (Juan He vd., 2018)
onerdigi metod ile yapilmistir. Referans glukoz ¢o6zeltisi (103 pg/mL) ile standart
egrisi olusturulduktan sonra (Sekil 3.9) drnekler hazirlanmistir. Ornekler %5°lik
fenol ¢ozeltisi ve siilfirik asitle muamele edildikten sonra kaynar suda 20 dakika
bekletilmistir. Buz banyosunda 5 dakika sogutulmustur. Ardindan 488 nm’de

absorbansi Ol¢iilmiistiir.

Glukoz Standart Egrisi
14

y =11,478x + 0,0449
R?*=0,9986

Absrobans
o o o o =
I - " S N

o

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.9. Glukoz standart egrisi.

3.2.8. Alfa-Glukozidaz Enzim Inhibisyon Testi

Ornekler %5°lik DMSO igerisinde ¢dzdiiriilmiistiir. Alfa-glukozidaz enzimi
(1 U/ml) ve 5 mM 4-Nitrophenyl-alpha-D-glucopyranoside substrati 0,1 M fosfat
tamponu icerisinde (pH 6,9) ¢ozdiiriilmiistiir. Akarboz ve 6rnekler 50 pl hacimde 3
paralel olacak sekilde 96’11k plakaya ekilmistir. Her bir 6rnek ve kontroliin {izerine
10 pl enzim eklenmistir. Sonrasinda 50 pl 0,1 M fosfat tamponu eklenerek 37°C 30
rpm’de karanlik ortamda 15 dakika siireyle inkiibe edilmistir. On inkiibasyondan
sonra, 20 pl hacimde substrat her bir kuyucuga ilave edilmistir. Substrat ilave
edildikten sonra 37°C 30 rpm’de karanlik ortamda 10 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan 50 pl 0,1 M sodyum karbonat ¢ozeltisi ile reaksiyon

0,12
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durdurulmustur. 405 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda absorbans
okumalar gergeklestirilmistir (Etsassala vd., 2020; Lankatillake vd., 2021; Telagari
ve Hullatti, 2015).

3.2.9. Maya Hiicresi Glukoz Alm Inhibisyonu Testi

Yikanan maya hiicrelerinin son hacmi %10 v/v’ lik olacak sekilde saf su ile
stispanse edilir. Her standart konsantrasyonu i¢in falkon tiiplerine 2 ‘ser ml glukoz
coOzeltisi eklenir, iizerine 200 pL maya ¢o6zeltisi ilave edilir. Falkon tiiplerinin
tizerine farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltileri eklenir. Pozitif kontrol igin
falkon tiiplerine 2 ‘ser ml glukoz ¢ozeltisi eklenir, tizerine 200 pL maya ¢ozeltisi
ilave edilir. Falkon tiiplerinin {iizerine farkli konsantrasyonlardaki akarboz
cozeltileri eklenir. Hazirlanan falkon tiipleri ¢alkalamali inkiibatorde 37°C’de 100
rpm’ de 60 dakika boyunca belli bir egiklikte inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda
tipler 4°C 3800 rpm ’de 5 dakika santrifiij edilir. Stipernatant kisimlar deney
tiiplerine alinir. Deney tiiplerinin {izerine 1 ml 0,05 M (pH 4,8) asetat tamponu ilave
edilir. Sonrasinda tiiplerin iizerine 3 ml DNS c¢o6zeltisi eklenir. Tiipler su
banyosunda kaynar suyun iginde 10 dakika inkiibasyona birakilir. Orneklerin biraz
sogumasi beklenir. Orneklerin spektrofotometre ile 540 nm’de absorbans degerleri

okunur. Sekil 3.10°da akarboz standart egrisi verilmistir.

Akarboz standart egrisi
0,35

0,3 y =0,0597x - 0,0033
R>=0,9831
0,25

o
)

0,15

Absrobans

o
i

0,05

0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.10. Akarboz standart egrisi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Cizelge 4. 1°de verilen degerlerde ekstraksiyon islemi uygulanmistir.
Uygulanan ekstraksiyon sonunda verim (%) (R1), toplam polisakkarit igerigi (%)
(R2), toplam fenol igerigi (mg GAE/g Kuru Ekstre) (R3), toplam protein (mg
BSA/g Kuru Ekstre ) (R4), toplam antioksidan kapasitesi (mg Trolox/g Kuru
Ekstre) (R5), alfa-glukozidaz inhibitor etki (mg/ml) (R6) ve maya hiicresi glukoz
alimi inhibitor etki (10 mg/ml) (R7) yanitlar1 i¢in degerlendirilmistir. Hata! B
asvuru kaynag bulunamadi.’de ise ekstraksiyon i¢in incelenen degerlerin

kodlanmis halleri verilmistir.

Cizelge 4. 1. Bagimsiz ekstraksiyon degiskenlerinin deneysel araliklar1 ve seviyeleri

Faktor Faktor seviyeleri
- 0 +
A: Ekstraksiyon Siiresi (saat) 8 16 24
B: Kat1/Sivi Oram 20 30 40
C: Etanol Yiizdesi 0 50 100

Cizelge 4.2. Bagimsiz ekstraksiyon degiskenlerinin deneysel araliklari ve seviyelerinin kodlanmig

Faktor Faktor seviyeleri
- 0 +
A: Ekstraksiyon Siiresi (saat) -1 0 +1
B: Kat/Sivi Oram -1 0 +1
C: Etanol Yiizdesi -1 0 +1
degerleri

Design-Expert programinin  Onerdigi iizere, belirlenen kosullarda
ekstraksiyonlar yapilmistir. 17 farkli ekstrakt elde edilmistir. Elde edilen
ekstraktlarin verimleri hesaplanmistir. Ardindan igerik tayinleri ve istenilen

biyoaktivite testleri yapilmaistir. Tiim sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4. 3. Bagimsiz ekstraksiyon degiskenleri i¢in olusturulan deney tasarim

Run | Factor 1 Factor 2 | Factor 3 | Response | Response 2 | Response 3 Response 4 Response 5 | Response 6 | Response 7
A:Zaman | B:Kati/siv1 | C:Etanol | 1 Verim Toplam Toplam Toplam Antioksidan Alfa- Maya
saat % polisakkarit fenol protein Glukozidaz Hiicresi
inhibitor Glukoz
etki Alimi
1 16 30 50 6,074 73 52,51 59,76 52,82 1,2 39,68
2 24 30 100 1,68 424 58,2 106,88 37,25 0,82 36,84
3 8 30 100 1,064 1,03 70,14 74,82 28,22 0,61 34,05
4 24 20 50 9,2 7,025 53,38 90,42 57,27 0,8 42,13
5 16 40 0 19,09 13,2 2491 53,1 55,46 1,28 12,47
6 8 30 0 22,47 11,09 18,4 75,67 42,6 0,65 14,02
7 16 40 100 0,94 6,13 70,39 103,628 34,1 0,64 23,65
8 24 30 0 22,254 12,54 24,38 80,25 56,36 1,6 25,81
9 16 30 50 6,36 7,35 4781 68,42 47,88 1,67 35,81
10 8 20 50 7,734 6,88 53,72 62,78 45,07 0,45 28
11 16 30 50 6,658 7,1 44,52 56,77 46,13 1,1 38,3
12 16 20 100 0,856 6,93 82,15 69,1 51,96 1,2 38,12
13 16 20 0 15,532 15,42 29,17 94,07 63,63 1,46 18,91
14 16 30 50 6,208 7,5 48,61 56,82 49,98 1,3 36,55
15 8 40 50 8,786 6,34 47,37 49,19 42,63 0,17 26,12
16 16 30 50 4,889 5,08 45,63 60,82 44,12 1,18 353
17 24 40 50 9,284 9,96 58,6 90,16 49,71 0,35 18,58

Hata! Bagvuru kaynagi bulunamada. ‘te yapilan ekstraksiyon sonunda elde e

dilen yanit degiskenleri ve bunlarin maksimum minimum degerleri, ortalamalar1 ve

standart sapmalar1 verilmistir.

Cizelge 4. 4. Yanit tablosu

Response Name Units Observations | Minimum | Maximum | Ortalama S;:Erizrt Ratio
RI Verim % 17,00 0,856 22,47 8,77 705 | 2625
R2 Toplam % 17,00 1,03 15,42 7,95 3,53 | 14,97

polisakkarit
R3 Toplam fenol | M& GAF/g 17,00 18,4 82,15 48,82 17,29 | 4,46
Kuru Ekstre
R4 Toplam | Mg BSA/g 17,00 49,19 10688 | 7369 | 1792 | 2,17
protein Kuru Ekstre
RS Antioksidan | Mg Trolox/g 17,00 28,22 63,63 4736 8,94 | 225
Kuru Ekstre
R6 Alfa- IC50 (mg/ml) 17,00 0,17 1,67 0,9694 | 04462 | 9,82
glukozidaz
Maya
Hiicresi | 6 1o ml igin
R7 Glukoz meg/miIe 17,00 12,47 42,13 29,67 947 | 338
%Inhibisyon
Alimi
Inhibisyonu
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4.1. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Optimizasyon ¢alismasinda sec¢ilen bagimsiz degiskenlerin tek tek bireysel
etkileri ve aralarindaki interaksiyonlar, YYM ile lineer, kuadratik ve kiibik model
kullanilarak analiz edilmistir. En uygun modelin secilmesi amactyla; modelin
anlamlilik derecesi (p <0,05), model uygunsuzlugu (Lack of fit ) (p>0,05),
regresyon katsayis1 (R?), diizeltilmis regresyon katsayis1 (Adj-R? ), tahminlenmis
residual hata kareler toplam1 (PRESS) ve tahminlenmis ¢oklu belirleme katsayisi

(Pre-R?) istatistiksel parametreleri kullanilmustir.

Regresyon sonucu ortaya ¢ikan varyasyonun %95 giiven araliginda anlamli
(significant) durumda goriilmesi ve model uygunsuzlugu degerinden kaynaklanan

hatanin anlamsiz (not significant) olmas1 modelin uygunlugunu gostermistir.

41.1. Verim

Ekstraksiyon verimleri incelendiginde en yiiksek verimin %22,47 ile %100
su, 1/30 kati-sivi oram1 ve 8 saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde edildigi
gorlilmiistiir. En diisiik verim ise %0,85 ile %100 etanol 1/20 kati-s1v1 orani ve 16
saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. Biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyon
verimi solvent tipi, solventin katiya orani, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi gibi farkl
kosullara bagl olarak degisir. Ekstraksiyon verimi ve biyoaktiviteyi en {ist diizeye
cikarmak icin bu kosullarin optimize edilmesi gerekir (Suchinina vd., 2011). Genel
olarak sonuglar incelendiginde etanoliin ekstraksiyon verimini disiirdiigi
gozlemlenmistir. Bunun sebebi Ulva sp. igeriginde polisakkaritler gibi suda
coziinen apolar bilesiklerin yiiksek miktarda (%49,9) bulunmasidir (Strati ve
Oreopoulou, 2011). Literatiire bakildiginda Ulva sp. olan U. lactuca’ nin etanol-su
karigimlarinin ekstraksiyon veriminin %10-15 oldugu goériilmiistiir (Pappou vd.,
2022). Diger ektrasiyon kosullar1 incelendiginde ekstraksiyon verimlerinin

literatiir ile uyumlu oldugu sonucuna varilmistir.

Verim (%) i¢in ardisik model kareler toplami1 ve model uygunsuzlugu testi
sonuclar1 incelendiginde, optimizasyon ¢alismasinda model olarak kuadratik model

sec¢ilmistir.
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Kuadratik modelde ekstraksiyon verimi (%) cevabi i¢in anlamli terimler
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlenmistir (p<0,05). Optimizasyon
caligmasinda belirlenen her bagimsiz degiskenin yanit iizerindeki etkisinin
degerlendirilmesinde istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi ifade eden F ve
p-degerleri incelenmistir. Her bir bagimsiz degiskenin ana etkileri, interaksiyonlar1
ve ikinci dereceden ifadelerinden p degeri 0,05' ten kiigiik olanlarin anlamli oldugu
kabul edilmistir. Model uygunsuzlugunun ise %95 giiven seviyesinde onemsiz
ciktig1 goriilmiistiir. Cizelge 4.5’te rapor edilen ANOVA’da Model F degeri
58,38’dir. Bu kadar biiyiik bir F degerinin olusma olasilig1 %0,01 oldugu i¢in model
onemlidir (significant). Model uygunsuzlugunun F degeri 6,29°dur, bdyle biiylik bir
uyum eksikliginin meydana gelme olasilig1 %5,13tiir. Tek tek faktorlerin etkisine
bakilip incelendiginde anlamli olan ifadelere gore sadelestirilen model denklemi

model uygunsuzlugu degerinin anlamsiz ¢ikmasi ile kullanilabilir.

Cizelge 4.5. Verim i¢in indirgenmis kuadratik model icin ANOVA ¢izelgesi

ANOVA for Reduced Quadratic model

Response 1: Verim

Serbestlik Kareler
Kaynak Kareler toplamu derecesi F-degeri | p-degeri
ortalamasi
(df)
Model 782,61 8 97,83 58,38 <0.0001 anlamli
A-Zaman 0,6986 1 0,6986 0,4169 0,5366
B-Kati/s1v1 2,85 1 2,85 1,70 0,2282
C-Etanol 699,49 1 699,49 417,41 <0.0001
AB 0,2343 1 0,2343 0,1398 0,7182
AC 0,1731 1 0,1731 0,1033 0,7562
BC 3,02 1 3,02 1,80 0,2165
A2 31,62 1 31,62 18,87 0,0025
c? 40,32 1 40,32 24,06 0,0012
Artik (Hata) 13,41 8 1,68
Model 11,57 4 2,89 6.29 0,0513 anlamsiz
uygunsuzlugu
Saf Hata 1,84 4 0,4596
Toplam 796,01 16
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Regresyon katsayis1 (R?) modelin deneysel veriyi ne &lgiide karsiladigini
gostermekle birlikte birden fazla bagimsiz degiskeni igeren modellerde, diizeltilmis
regresyon katsayis1 (Adj-R?) ve varyasyon katsayisina (C.V.) da bakilarak modelin
deneysel veriyi hangi Ol¢iide karsiladigimi sagladigin1 gostermektedir. Segilen

kuadratik model i¢in hesaplanan degerler Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Verim icin model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan degerler

Standart Sapma 1,29 R2 0,9832
Ortalama 8,77 Adj-R? 0,9663
C.V.% 14,76 Pred- R? 0,8510
Adeq Precision 23,1413

Optimizasyon calismasinda secilen model i¢in R? degeri 0,9832, Adj-R?
degeri ise 0,9663 tiir. R? degerinin 1°e yakin olmasi istenmektedir. Bu yanit i¢in R?
degeri smrlar igerisindedir. Pred-R* ve Adj-R? degerlerinin arasindaki farkin
0,2’den kiiclik olmasi istenir, verim yanit1 i¢in bu degerlerin farkinin 0,2°den kiigiik
oldugu goriilmektedir. Bu da modelin istatistiksel olarak ©nemsiz terimleri
icermedigini gdstermektedir. Mevcut modelin bir tahminleme modeli olarak
kullanilmasinda dikkat edilecek bir diger deger “Adeq Precision” degerinin 4‘ten
biiyiik olmasidir (Myers and Montgomery, 1995). Mevcut se¢ilen modelde bu deger
23,1413’tiir. Bu tasarimdan elde edilen model denklemi tasarim sinirlart igindeki
tim bagimsiz degisken degerleri i¢in yanit degeri olan verim hakkinda tahminde

bulunmak i¢in kullanilabilir.

Design-Expert ® yazilimi, varsayilan olarak, asagidaki formiile gore her
faktor icin en diisiik -1'e ve en yliksek +1'e ayarlandigi1 kodlanmis 6l¢egi kullanarak

regresyon hesaplamalar1 gerceklestirir.

2 * (Gergek deger — Ortalama gercek deger)

Kodl =
odlanmis ( Disiik ve ylksek gercek degerler arasindaki aralik)

Ornegin, bir faktoriin diisiik degeri 30 ve yiiksek degeri 50 ise, ortalama 40
ve aralik 20'dir. Bir calismada 35 degeri kullanilirsa, kodlanan deger;

(35-40)/(20/2) = — 5/10 = — 0,5 olur.
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Design-Expert, hem kodlanmis hem de ger¢ek 6l¢ekli modeller denklemleri
olusturur. Kodlanmis bir modelden gercek bir modele doniisiim i¢in tiim gercek

faktor araliklarinin ve kodlanmis modelin bilinmesini gerekir.

Yapilan ardisik model kareler toplami ve model uygunsuzlugu testi
sonucunda ekstraksiyon verimi (%) iizerinde etkili olan bagimsiz degiskenler i¢in
kullanilan kuadratik model ile olusturulmus esitlikler asagida kodlanmis ve gergek

degiskenler cinsinden asagidaki verilmistir.

Kodlanmis bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi i¢in elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Verim % = 6,03 + 0,2955*4 + 0,5973*B - 9,35*C - 0,242*4B + 0,208*AC -
0,8685*BC + 2,74*4° + 3,09*C?

Gergek bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi icin elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Verim % = 23,39018 — 1,26659*Zaman + 0,194975*Kati/Sivi — 0,266827 *Etanol
—0,003025*Zaman*Kati/sivi + 0,000520*Zaman *Etanol -
0,001737*Kati/Sivi*Etanol + 0,042759*Zaman’ + 0,001236*Etanol’

Artik hata analizi, model uygunlugunun ve varsayimlarin test edilmesi igin
Onem tasiyan bir baska parametredir. Bu amagcla, tahminlenen degerlere kars1 artik
grafigi Sekil 4.1°de verilmistir. Artik hata modeli beklenen ve tahmin edilen
arasindaki farktir. Bu grafikte degerlerin 0 ¢izgisi ¢evresinde bir bant olusturmast

beklenir. Grafikte tek bir u¢ deger bulunmasi grafigin uyumlu oldugunu gosterir.
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Sekil 4.1. Verim i¢in artik hataya kars1 model tahminleri grafigi.

Ekstraksiyon verimi i¢in model denklemi ile tahminlenen degerler ile
deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.2°de gosterilmistir. Sekil 4.2°de
grafikteki noktalarin lineer dogruya yakin yani tahmin edilen ve deneysel degerlerin
birbirine yakin, iist liste Ortlismesi istenir. Bu tasarim i¢in gozlenen ve beklenen

degerlerin birka¢ deger hari¢ birbiriyle ortiistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Verim i¢in tahmin edilen degerlere karsi deneysel degerler grafigi.

Factor Coding: Actual
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Sekil 4.3. Bagimsiz degiskenlerin verim iizerindeki etkilerinin perturbation grafigi.

Sekil 4.3’te faktorler orta noktada kesismektedir. Verim i¢in en etkili olan
faktor etanol yilizdesidir (C). Ekstraksiyon siiresi (B) ve kati/sivi oran1 (C)

etkilerinin biiylikliigli ve yanit iizerindeki etkileri birbirine benzerdir.
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Yapilan analizler sonucunda elde edilen model kullanilarak verimin (%) 3
boyutlu ylizey egrileri ¢izilmistir. Mevcut ¢alismaya ait analiz sonucunda elde
edilen grafikler Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir. Bu grafikler,
faktorlerden birinin deneysel tasarimin merkez noktasinda (0) sabit tutulup, diger
iki degiskenin kombinasyonunun verim iizerindeki etkisini gostermektedir. Sekil
4.4 ekstraksiyon siiresinin ve kati/s1vi oraninin verime olan etkisini gdstermektedir.

Verim i¢in her iki parametre de yakin etki géstermistir.

Factor Coding: Actual

Verim
Design Points:

@ Above Surface 3D Surface

Below Surface

0,856 [ 2247

X1=A 25,
X2=8

Actual Factor 15|
C=50

Verim
wv

40

24

30 20

B: Kati/sivi 25 12 16

20 8 A: Zaman (saat)

Sekil 4.4. Verim i¢in zaman (saat) ve kati/sivi etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.5 etanol oran1 ve zamanin verim lizerine etkisini gdstermektedir. Bu
grafige bakildiginda etanoliin zamana gore verim lizerinde ¢ok daha etkili oldugu
goriilmektedir. Ekstraksiyon zamaninin artmasinin bagimli degisken olan ekstrakt

verimi lizerine etkisinin en az oldugu sonucu Pappou vd. (2022) yaptig1 ¢alisma ile

uyumlu bulunmustur.
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Factor Coding: Actual

Verim
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Sekil 4.5. Verim i¢in etanol (%) ve zaman etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.6, etanol oran1 ve kati/s1vi oraninin verim lizerindeki etkisini ifade
etmektedir. Ug grafik incelendiginde etanol yiizdesinin en etkili faktdr oldugu
gOriilmiistiir.

Factor Coding: Actual

Verim
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@ Above Surface 3D Surface

Below Surface

0856 [ 2247

X1=8 25
X2=C

Actual Factor
A=16

Verim

20
20 40 25

0
C: Etanol (%) 80 B: Kati/sivi

Sekil 4.6. Verim icin etanol (%) ve kati/sivi etkilesiminin 3D grafigi.
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4.1.2. Toplam Polisakkarit

Kuru agirlik basmma % polisakkarit miktar1 incelendiginde en yiiksek
polisakkarit iceriginin %15,4 ile %100 su, 1/20 kati-sivi oran1 ve 16 saatlik
ekstraksiyon kosullarinda elde edildigi gortiilmiistiir. En diisiik polisakkarit igerigi
ise %1,03 ile %100 etanol 1/30 kati-s1v1 oran1 ve 8 saatlik ekstraksiyon kosullarinda
elde edilmistir. Genel olarak sonuglar incelendiginde etanol oraninin artmasi ile %
polisakkarit igeriginin diistiigli gozlemlenmistir. Bunun sebebi Ulva sp. igeriginde
polisakkaritlerin suda ¢oziinen apolar bilesiklerin yiiksek miktarda bulunmasidir.
Ulva sp. nin birgok farkl: tiirii bulunur. Ulva tiirlerinden ulvan polisakkaritlerinin
cikarilmasma yonelik bircok ¢alisma yapilmistir. Bu calismalar incelendiginde
ulvan ekstraksiyon verimi, ekstraksiyon yontemine bagli olarak %0,1 ile %90
araliginda degismektedir (Yaich vd., 2013). Ancak izmir kiyilarinda daha sik
bulunan U. lactuca ve Ulva rigida gibi tiirlerde polisakkarit igerigi sirastyla
ortalama %16,6 ila %10,9 civarinda degistigi goriilmiistiir (Yaich vd., 2013). Yine
U. lactuca ile yapilan bir calismada karbonhidrat igerigi %16,19 olarak
bildirilmistir (Benitez-Garcia vd., 2020). Bu sonuclar deney bulgulari ile paraleldir.

Toplam polisakkarit (%) icin ardistk model kareler toplami ve model
uygunsuzlugu testi sonuglari incelendiginde, optimizasyon calismasinda model

olarak kuadratik model secilmistir.

Kuadratik modelde toplam polisakkarit (%) cevabi i¢in anlamli terimler
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlenmistir (p<0,05). Optimizasyon
calismasinda belirlenen her bagimsiz degiskenin yanit iizerindeki etkisinin
degerlendirilmesinde istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi ifade eden F ve
p-degerleri incelenmistir. Her bir bagimsiz degiskenin ana etkileri, interaksiyonlari
ve ikinci dereceden ifadelerinden p degeri 0,05' ten kii¢iik olanlarin anlamli oldugu
kabul edilmistir, model uygunsuzlugu ise %95 giiven seviyesinde 6nemsiz ¢iktigi
goriilmistiir. Cizelge 4.7’ de rapor edilen ANOVA ’da Model F degeri 20,34 tiir. Bu
kadar biiytik bir F degerinin olugsma olasilig1 %0,01 oldugu i¢in model anlamlidir
(significant). Model uygunsuzlugunun F degeri 1,29°dur, bodyle bir uyum
eksikliginin meydana gelme olasilig1 %40,55 tir. Tek tek faktorlerin etkisine bakilip
incelendiginde anlamli olan ifadelere gore sadelestirilen model denklemi model

uygunsuzlugu degerinin anlamsiz ¢ikmasi ile kullanilabilir.
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Cizelge 4.7. Toplam polisakkarit (%) i¢in indirgenmis kuadratik model igin ANOVA ¢izelgesi

ANOVA for Reduced Quadratic model

Response 2: Toplam Polisakkarit

Serbestlik Kareler
Kaynak Kareler toplamu derecesi F-degeri | p-degeri
ortalamasi
(df)
Model 189,55 8 23,69 20,34 0,0002 significant
A-Zaman 8,87 1 8,87 7,62 0,0247
B-Kati/s1v1 0,0488 1 0,0488 0,0419 0,8429
C-Etanol 143,82 1 143,82 123,47 | <0.0001
AB 3,02 1 3,02 2,59 0,1461
AC 0,7744 1 0,7744 0,6648 0,4385
A? 6,63 1 6,63 5,69 0,0441
B? 15,85 1 15,85 13,61 0,0061
C? 10,97 1 10,97 9,41 0,0154
Artik (Hata) 9,32 8 1,16
Model 5,25 4 1,31 1,29 0,4055 | not significant
uyumsuzlugu
Saf Hata 4,07 4 1,02
Toplam 198,87 16

Optimizasyon calismasinda secilen model i¢in R? degeri 0,9531, Adj-R?
degeri ise 0,9063’tiir.R? degerinin 1’e yakin olmas istenir ve toplam polisakkarit
(%) yanit1 igin R? degeri smrlar igerisindedir. Pred-R® ve Adj-R? degerlerinin
arasindaki farkin 0,2°den kiiglik olmasi istenir, toplam polisakkarit yaniti i¢in bu
degerlerin farkinin 0,2’den kii¢iik oldugu goriilmektedir. Bu da modelin istatistiksel
olarak Onemsiz terimleri icermedigini gostermektedir. Mevcut modelin
kullanilmasi i¢in “Adeq Precision” degerinin 4 ‘ten biiyiik olmalidir. Mevcut secilen
modelde bu deger 16,8681°dir (Hata! Yer isareti basvurusu gecersiz.). Bu
tasarimdan elde edilen model denklemi tasarim sinirlart i¢indeki tiim bagimsiz
degisken degerleri icin yamit degeri olan toplam polisakkarit (%) hakkinda

tahminde bulunmak i¢in kullanilabilir.




34

Cizelge 4.8. Toplam polisakkarit icin model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan degerler

BT 1,08 R? 0,9531

sapma
Ortalama 7,95 Adj-R? 0,9063
CV. % 13,58 Pred-R? 0,7163
Adeq Precision 16,8681

Yapilan ardisik model kareler toplami ve model uygunsuzlugu testi
sonucunda toplam polisakkarit (%) iizerinde etkili olan bagimsiz degiskenler i¢in
kullanilan kuadratik model ile olusturulmus esitlikler asagida kodlanmis ve gergcek

degiskenler cinsinden asagidaki verilmistir.

Kodlanmis bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi icin elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Toplam polisakkarit (%) = 6,87 + 1,05*%4 — 0,0781*B — 4,24*C + 0,8687*4B +
0,44*AC — 1,25%4° + 1,94*B° + 1,61*C?

Gergek bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi i¢in elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Toplam polisakkarit (%) = 29,38213 + 0,378297*Zaman — 1,34564*Kat1/Stvi —
0,166955*Etanol + 0,010859*Zaman*Kati/Stvt + 0,0011*Zaman *Etanol —
0,019607* Zaman’ + 0,019401* Kati/Sivi’ +0,000646* Etanol’
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Sekil 4.7. Toplam polisakkarit i¢in artik hataya karsi model tahmin edilen degerler grafigi.

Artik analizi, model uygunlugunun ve varsayimlarin test edilmesi i¢in 6nem
tagiyan bir baska parametredir. Bu amagla, tahminlenen degerlere kars1 artik hata
grafigi $Sekil 4.7. Toplam polisakkarit igin artik hataya karsi model tahmin edilen degerler
grafigi.Sekil 4.7°de verilmistir. Artik hata modeli beklenen ve tahmin edilen
arasindaki farktir. Bu grafikte degerlerin 0 ¢izgisi ¢evresinde bir bant olusturmast

beklenir. Grafikte u¢ deger bulunmamasi grafigin uyumlu oldugunu gosterir.
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Toplam polisakkarit
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Sekil 4.8. Toplam polisakkarit icin edilen degerlere karsi1 deneysel degerler i¢in tahmin grafigi.

Toplam polisakkarit i¢in model denklemi ile tahminlenen degerler ile
deneysel degerler arasindaki iligki Sekil 4.8’te gosterilmistir. Sekil 4.8°te grafikteki
noktalarin lineer dogruya yakin yani tahmin edilen ve deneysel degerlerin birbirine
yakin, iist liste Ortligmesi istenir. Bu tasarim icin gozlenen ve beklenen degerlerin

birka¢ deger harig birbiriyle ortiistiigli goriillmektedir.
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Factor Coding: Actual
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Sekil 4.9. Bagimsiz degiskenlerin toplam polisakkarit iizerindeki etkilerinin perturbation grafigi.

Sekil 4.9°da faktorler orta noktada kesismektedir. Toplam polisakkarit (%)
i¢in en etkili olan faktor etanol yiizdesidir (C). Ekstraksiyon siiresi (A) ve kati/sivi

orani (B) etkilerinin biiyiikliigii ve yanit lizerindeki etkileri birbirine benzerdir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen model kullanilarak toplam
polisakkaritin (%) 3 boyutlu ylizey egrileri c¢izilmistir. Mevcut ¢aligmaya ait
optimizasyon sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de
gosterilmistir. Bu grafikler, faktorlerden birinin deneysel tasarimin merkez
noktasinda (0) sabit tutulup, diger iki degiskenin kombinasyonunun toplam

polisakkaritin (%) iizerindeki etkisini gdstermektedir.
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Sekil 4.10 incelendiginde etanol (%) azalmasi toplam polisakkarit (%) yanitt
izerinde olumlu etki yapmaktadir. Ayni sekilde zamanin (saat) artmasi ile de toplam

polisakkarit (%) orani artmaktadir.

Factor Coding: Actual

Toplam polisakkarit
Design Points:

@ Above Surface 3D Surface

Below Surface

103 [ 1542

X1=A ; ‘ |
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B =30

Toplam polisakkarit

100 24

16

C: Etanol (%) A: Zaman (saat)

Sekil 4.10. Toplam polisakkarit i¢in Etanol (%) ve Zaman etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.11 kati/s1vi oran1 ve zamanin toplam polisakkarit yiizdesi iizerindeki
etkisi incelenmektedir. Bu grafige gore kati/sivi orant ve zaman parametrelerinin
¢ozgen polaritesine oranla toplam polisakkarit {izerinde daha az etkili oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.11. Toplam polisakkarit icin Kati/Sivi Orani ve Zaman etkilesiminin 3D grafigi.

4.1.3. Toplam Fenol Kapasitesi

Gallik asit esdegeri (mg/g kuru ekstre) olarak hesaplanan toplam fenol
miktar1 incelendiginde en yiiksek fenol iceriginin 82,15 mg GAE/g kuru ekstre ile
%100 etanol, 1/20 kati-siv1 oran1 ve 16 saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde
edildigi gortilmiistiir. En diistik fenol icerigi ise 18,4 mg GAE/g kuru ekstre ile
%100 su, 1/30 kati-s1v1 oran1 ve 8 saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir.
U. lactuca nin 3 saat 1/10 oraninda su ile ekstraksiyonu sonucu toplam fenol igerigi
27,29 mg GAE/g kuru ekstre olarak bildirilmistir (Benitez-Garcia vd., 2020). Bagka
bir c¢alismada ise U. rigidanin %80 etanol igeren ¢oOziicii ile yapilan
ekstraksiyonlarinda toplam fenol kapasitesi 0,53 g GAE/100 g ekstrakt olarak
bulunmustur (Neto vd., 2018). Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in organik
coziiciiler ve genellikle su kullanilir (Ferndndez-Agull6 vd., 2013). Ancak, fenolik
bilesiklerin en 1yi ¢oziiclisii hakkinda belirsizlikler vardir. Literatiir, fenol ¢ikarmak
i¢in en 1yi ¢Oziicii olmadigin1 gosterse de, genellikle daha yiiksek polariteye sahip
¢oziiciilerin daha iyi performans gosterebilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢oziiciilerin
etkinligi, ¢oziinen maddenin yapisinin ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigiinii etkileyen

onemli bir faktor oldugu belirtilmektedir (Borjan vd., 2020). Optimizasyon i¢in
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yapilan deneyler ile karsilagtirildiginda sulu ekstraktlarin  toplam fenol

kapasitesinin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Toplam fenol kapasitesi (mg GAE/g Kuru Ekstre) i¢in ardisik model kareler
toplam1 ve model uygunsuzlugu testi sonucglari incelendiginde, optimizasyon

caligmasinda model olarak kuadratik model se¢ilmistir.

Kuadratik modelde toplam fenol (mg GAE/g Kuru Ekstre) cevabi igin
anlamli terimler varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlenmistir (p<0,05).
Optimizasyon calismasinda belirlenen her bagimsiz degiskenin yanit iizerindeki
etkisinin degerlendirilmesinde istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi ifade
eden F ve p-degerleri incelenmistir. Her bir bagimsiz degiskenin ana etkileri,
interaksiyonlar1 ve ikinci dereceden ifadelerinden p degeri 0,05' ten kiigiik olanlarin
anlamli oldugu kabul edilmistir. Model denkleminin gelistirilmesi i¢in anlamsiz
olan ifadeler denkleme eklenmistir. Model uygunsuzlugu ise %95 giiven
seviyesinde dnemsiz ¢iktig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.9). Cizelge 4.9°da rapor edilen
ANOVA ’da Model F degeri 34,54’tiir. Bu kadar biiyiik bir F degerinin olusma
olasilig1 %0,01 oldugu i¢in model anlamlidir (significant). Model uygunsuzlugunun
F degeri 2,52°dir, boyle biiyiik bir uyum eksikliginin meydana gelme olasiligi
%19,68°dir. Tek tek faktorlerin etkisine bakilip incelendiginde anlamli olan
ifadelere gore sadelestirilen model denklemi model uygunsuzlugu degerinin

anlamsiz ¢ikmasi ile kullanilabilir.
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Cizelge 4.9. Toplam fenol kapasitesi i¢in indirgenmis kuadratik model icin ANOVA ¢izelgesi

ANOVA for Reduced Quadratic model

Response 3: Toplam fenol

Serbestlik

Kaynak Kareler toplam1 | derecesi Kareler F-degeri p-degeri
ortalamasi
(df)
Model 4650,43 8 581,30 34,54 <0.0001 significant
A-Zaman 3,04 1 3,04 0,1805 0,6821
B-Kati/sivi 36,77 1 36,77 2,18 0,1777
C-Etanol 423292 1 423292 251,49 <0.0001
AB 33,47 1 33,47 1,99 0,1962
AC 80,28 1 80,28 4,77 0,0605
BC 14,06 1 14,06 0,8355 0,3874
B? 211,24 1 211,24 12,55 0,0076
c? 49,22 1 49,22 2,92 0,1256
Artik (Hata) 134,65 8 16,83
Model 4 96,34 4 24,09 2,52 0,1968 not significant
uyumsuzlugu
Saf Hata 38,31 4 9,58
Toplam 4785,08 16

Optimizasyon calismasinda secilen model i¢in R? degeri 0,9719, Adj-R?

degeri ise 0,9437°dir.R? degerinin 1’e yakin olmasi istenmektedir. Bu yanit i¢in R?

degeri sinirlar igerisindedir. Pred-R?> ve Adj-R* degerlerinin arasindaki farkin

0,2’den kii¢lik olmasi istenir, toplam fenol yaniti i¢in bu degerlerin farkinin 0,2’den

kiiciik oldugu goriilmektedir. Bu da modelin istatistiksel olarak dnemsiz terimleri

icermedigini gostermektedir. Mevcut modelin kullanilmasi i¢in “Adeq Precision”

degerinin 4‘ten biiyiik olmalidir. Mevcut se¢ilen modelde bu deger 20,8348’dir

(Hata! Yer isareti basvurusu gecersiz.).
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Cizelge 4.10. Toplam fenol i¢in model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan degerler

Standart sapma 4,10 R? 0,9719

Ortalama 48,82 Adj-R? 0,9437

C.V.% 8,40 Pred-R? 0,7915
Adeq Precision 20,8348

Yapilan ardisik model kareler toplami ve model uygunsuzlugu testi sonucunda
toplam fenol kapasitesi (mg GAE/g Kuru Ekstre) iizerinde etkili olan bagimsiz
degiskenler i¢in kullanilan kuadratik model ile olusturulmus esitlikler asagida

kodlanmis ve ger¢ek degiskenler cinsinden asagidaki verilmistir.

Kodlanmis bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi i¢in elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Toplam fenol igerigi (mg GAE/g Kuru Ekstre) =47,1 + 0,6163*4 — 2,14*B +
23*C + 2,89*%AB — 4,48*%AC — 1,88*BC + 7,07*B° — 3,41*C”

Gergek bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi icin elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Toplam fenol icerigi (mg GAE/g Kuru Ekstre) = 92,30559 — 0,447656*Zaman —
4,84927*Kat/Sivi + 0,888324*Etanol + 0,036156*Zaman*Kati/Sivi —
0,0112*Zaman*Etanol — 0,00375*Kati/Swvi* Etanol + 0,070732* Kati/Sivi° —
0,001366* Etanol’
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Sekil 4.12. Toplam fenol i¢in artik hataya karsi model tahminleri grafigi.

Artik analizi, model uygunlugunun ve varsayimlarin test edilmesi i¢in 6nem

tagiyan bir bagka parametredir. Bu amacla, tahminlenen degerlere kars1 artik grafigi

Sekil 4.12°de verilmistir. Artik hata modeli beklenen ve tahmin edilen arasindaki

farktir. Bu grafikte degerlerin 0 ¢izgisi ¢evresinde bir bant olusturmasi beklenir.

Grafikte tek bir u¢ deger bulunmasi grafigin uyumlu oldugunu gosterir.
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Sekil 4.13.Toplam fenol i¢in edilen degerlere karsi deneysel degerler igin tahmin grafigi.

Toplam fenol kapasitesi i¢in model denklemiyle tahmin edilen degerler ile
deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.13°te gosterilmistir. Sekil 4.13°te
grafikteki noktalarin lineer dogruya yakin yani tahmin edilen ve deneysel degerlerin
birbirine yakin, {ist iiste Ortiismesi istenir. Bu tasarim i¢in gézlenen ve beklenen

degerlerin lineer dogruya yakin oldugu ve birbiri ile ortilistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.14. Bagimsiz degiskenlerin toplam fenol tizerindeki etkilerinin perturbation grafigi.

Sekil 4.14’te faktorler orta noktada kesigsmektedir. Toplam fenol igin en
etkili olan faktor etanol yiizdesidir (C). Ekstraksiyon siiresi (A) ve kati/sivi orani

(A) etkilerinin biiytikliigii ve yanit lizerindeki etkileri birbirine benzerdir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen model kullanilarak toplam fenoliin
(%) 3 boyutlu yiizey egrileri ¢izilmistir. Mevcut calismaya ait optimizasyon
sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Zaman (saat) ve kati/siv1 etkilesiminin 3D grafigi.

Bu grafikler, faktorlerden birinin deneysel tasarimin merkez noktasinda (0)
sabit tutulup, diger iki degiskenin kombinasyonunun toplam fenol iizerindeki

etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.16. Etanol (%) ve zaman etkilesiminin 3D grafigi.
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Sekil 4.17. Etanol (%) ve kati/siv1 etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.16 ve Sekil 4.17 incelendiginde kati/s1v1 ve zamandaki degisim benzer

olsa da etanol ylizdesinin en etkili faktdr oldugu goriilmiistiir.

4.1.4. Toplam Protein

Toplam protein miktar1t BSA esdegeri (mg/g kuru ekstre) olarak hesaplanan
Olclilmiistiir. En yiiksek protein igeriginin 106,88 mg BSA/g kuru ekstre ile %100
etanol, 1/30 kati-sivi oran1 ve 24 saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde edildigi
gorililmiistiir. En diisiik protein igerigi ise 49,2 mg BSA/g kuru ekstre ile %50 etanol,
1/40 kati-stvi oran1 ve 8 saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir.
Ulva sp.’nin diinya c¢apinda farki bolgelerden toplanan 6rneklerinin protein icerigi
kuru agriliginin %7-33 arasinda oldugu rapolanmistir (Garcia-Vaquero vd., 2019).
Bu protein seviyeleri ile Ulva sp. umut verici bir biyokiitledir. Literatiire
bakildiginda Ulva’nin ekstrakte edilebilir protein igerigi ve protein profilinin
ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziici, Ulva’nin hangi mevsimde ve nereden
toplandigina gore degisir (Costa vd., 2012; Jinzhe He vd., 2016; Postma vd., 2018;
Yaich vd., 2014). U. lactuca’nin etanol/su oraninin %70 (h/h), ekstraksiyon
stiresinin 3-6-12-16-24 saat, ekstraksiyon sicaklifinin 25-40-60°C ve kati/sivi

00

oraninin 1/10-1/20-1/40 (a/h) degistigi kosullarda ekstraktlarin protein igeriginin
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gravimetrik olarak belirlendigi calismada protein icerigi kuru agirhigin %3,5 ile

%38,4 olarak degismistir (Pappou vd., 2022).

Toplam protein (mg BSA/g Kuru Ekstre ) i¢in ardisik model kareler toplami
ve model uygunsuzlugu testi sonuglari incelendiginde, optimizasyon c¢aligmasinda

model olarak kuadratik model se¢ilmistir.

Kuadratik modelde ekstraksiyon toplam protein (mg BSA/g Kuru Ekstre )
cevabi i¢in anlamli terimler varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlenmistir
(p<0,05). Optimizasyon c¢alismasinda belirlenen her bagimsiz degiskenin yanit
izerindeki etkisinin degerlendirilmesinde istatistiksel olarak model agisindan
onemliligi ifade eden F ve p-degerleri incelenmistir. Her bir bagimsiz degiskenin
ana etkileri, interaksiyonlar1 ve ikinci dereceden ifadelerinden p degeri 0,05' ten
kiigiik olanlarin anlamli oldugu kabul edilmistir ve model denklemini desteklemek
icin anlamsiz olan birka¢ deger denkleme dahil edilmistir. Model uygunsuzlugu
%095 giiven seviyesinde dnemsiz ¢iktig1 goriilmistiir. Cizelge 4.11°de rapor edilen
ANOVA ’da Model F degeri 18,11°dir. Bu kadar biiyiik bir F degerinin olugma
olasilig1 %0,01 oldugu i¢in model anlamlidir (significant). Model uygunsuzlugunun
F degeri 2,20°dir, boyle bir uyum eksikliginin meydana gelme olasiligi %23,26’dur.
Tek tek faktorlerin etkisine bakilip incelendiginde anlamli olan ifadelere gore
sadelestirilen model denklemi model uygunsuzlugu degerinin anlamsiz ¢ikmasi ile

kullanilabilir.
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Cizelge 4.11. Toplam protein (mg BSA/g Kuru Ekstre ) i¢in indirgenmis kuadratik model icin

ANOVA ¢izelgesi

ANOVA for Reduced Quadratic model

Response 4: Toplam protein

Serbestlik Karcler
Kaynak Kareler toplami derecesi F-degeri | p-degeri
ortalamasi
(df)
Model 4794,75 7 684,96 18,11 0,0001 significant
A-Zaman 1384,70 1 1384,70 36,60 0,0002
B-Kati/s1v1 51,47 1 51,47 1,36 0,2734
C-Etanol 329,45 1 329,45 8,71 0,0162
AC 188,79 1 188,79 4,99 0,0524
BC 1424,99 1 1424,99 37,67 0,0002
A? 322,56 1 322,56 8,53 0,0170
c? 1024,56 1 1024,56 27,08 0,0006
Artik (Hata) 340,47 9 37,83
Model 249,64 5 49,93 2,20 0,2326 not significant
uyumsuzlugu
Saf Hata 90,83 4 22,71
Toplam 513522 16

Optimizasyon calismasinda segilen model i¢cin R? degeri 0,9337, Adj-R>

degeri ise 0,8821°dir.R? degerinin 1’e yakin olmas1 beklenmektedir. Bu yanit igin

R? degeri smurlar igerisindedir. Pred-R? ve Adj-R? degerlerinin arasindaki farkin

0,2’den kiiclik olmasi istenir, toplam protein (mg BSA/g Kuru Ekstre ) yanit1 i¢in

bu degerlerin farkinin 0,2°den kiiciik oldugu goriilmektedir. Bu da modelin

istatistiksel olarak anlamli ve Onemsiz terimleri icermedigini gostermektedir.

Mevcut modelin kullanilmasi i¢in “Adeq Precision” degerinin 4‘ten biiyiik

olmalidir. Mevcut secilen modelde bu deger 14,9344°dir (Cizelge 4.12). Bu

tasarimdan elde edilen model denklemi tasarim sinirlart i¢indeki tiim bagimsiz

degisken degerleri i¢in yanit degeri olan Toplam protein icerigi (mg BSA/g Kuru
Ekstre) hakkinda tahminde bulunmak igin kullanilabilir.
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Cizelge 4.12. Toplam protein (mg BSA/g kuru ekstre ) icin model uygunlugunun test edilmesinde
kullanilan degerler

Sst:;jglft 6,15 R® 0,9337

Ortalama 73,69 Adj-R? 0,8821

CV. % 8,35 Pred-R? 0,6877
Adeq Precision 14,9344

Yapilan ardisik model kareler toplami ve model uygunsuzlugu testi
sonucunda Toplam protein igerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) iizerinde etkili olan
bagimsiz degiskenler i¢in kullanilan kuadratik model ile olusturulmus esitlikler

asagida kodlanmig ve gercek degiskenler cinsinden asagidaki verilmistir.

Kodlanmis bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi i¢in elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Toplam protein igerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) = 62,24 + 13,16%4 — 2,54*B +
6,42*C + 6,87*AC + 18,87*BC + 8, 74*47 + 15,58*C*

Gergek bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi icin elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Toplam protein icerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) = 158,02475 — 3,58447*Zaman —
2,1411*Kati/Swvi — 1,90202*Etanol + 0,017175*Zaman*Etanol +
0,037749*Kati/Sivi* Etanol + 0,136570* Zaman® + 0,006231%* Etanol’
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Sekil 4.18. Toplam protein igerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) i¢in artik hataya kargi model
tahminleri grafigi.

Artik analizi, model uygunlugunun ve varsayimlarin test edilmesi igin Artik
analizi, model uygunlugunun ve varsayimlarin test edilmesi i¢in 6nem tagiyan bir
baska parametredir. Bu amacla, tahminlenen degerlere karsi artik grafigi Sekil
4.18’de verilmistir. Artik hata modeli beklenen ve tahmin edilen arasindaki farktir.
Bu grafikte degerlerin O ¢izgisi ¢evresinde bir bant olusturmasi beklenir. Grafikte

tek bir u¢ deger bulunmasi grafigin uyumlu oldugunu gdsterir.
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Sekil 4.19. Toplam protein igerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) i¢in edilen degerlere karsi deneysel
degerler i¢in tahmin grafigi.

Toplam protein icerigi i¢cin model denklemi ile tahminlenen degerler ile
deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.19°da gosterilmistir. Sekil 4.19’da
grafikteki tahmin edilen ve deneysel degerlerin birbirine yakin, iist iiste Ortiismesi
istenir. Bu tasarim i¢in gozlenen ve beklenen degerlerin birkag deger hari¢ lineer

dogruya yakin oldugu ve birbiriyle ortiistiigii goriilmiistiir.
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Sekil 4.20. Bagimsiz degiskenlerin toplam protein igerigi iizerindeki etkilerinin perturbation
grafigi.
Sekil 4.20°de faktorler orta noktada kesismektedir. Toplam protein icerigi (mg
BSA/g Kuru Ekstre) i¢in en etkili olan faktorler etanol yiizdesi (C) ve ekstraksiyon

stiresi (A)’dir. Kati/s1vi oraninin (B) artmasinin yanit {izerindeki etkisi olumsuzdur.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen model kullanilarak toplam protein
icerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) 3 boyutlu yiizey egrileri ¢izilmistir. Mevcut
calismaya ait optimizasyon sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.21, Sekil 4.22
ve Sekil 4.23’de gosterilmistir. Bu grafikler, faktorlerden birinin deneysel tasarimin
merkez noktasinda (0) sabit tutulup, diger iki degiskenin kombinasyonunun toplam
protein igerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) iizerindeki etkisini gostermektedir. Sekil
4.21 incelendiginde kati/sivi oraninin en diisiikk ve etanol (%) nin maksimum
oldugu noktada toplam protein igerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) en yiiksek degere

ulagmustir.
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Sekil 4.21. Etanol (%) ve kati/siv1 etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.22 incelendiginde kati/sivi oraninin toplam protein igerigi lizerinde

neredeyse etkisiz oldugu goriilmektedir. Buna karsilik ekstraksiyon siiresi arttikca

protein miktari artmistir.
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Sekil 4.22. Zaman (saat) ve kati/stv1 etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.23 incelendiginde ise ekstraksiyon siiresi ve etanol (%) oraninin

maksimum oldugunda yine toplam protein igerigi (mg BSA/g Kuru Ekstre) en
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yiksek degere ulagsmistir. Literatiirde protein ekstraksiyonu icin yapilan
calismalarda ¢oziicii olarak genellikle su kullanilmasina ragmen ekstraksiyonda
etanol oraninin artmasiyla ekstraksiyon igeriginin arttig1 goriilmektedir. Aslinda
burada en etkili faktor ekstraksiyon siiresi oldugu i¢in etanol ylizdesine bagli olarak

degil ekstraksiyon siiresine bagli olarak protein oraninin arrtig1 diisiiniilmektedir.

Factor Coding: Actual
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Sekil 4.23. Etanol (%) ve zaman etkilesiminin 3D grafigi.

4.1.5. Toplam Antioksidan Kapasite

Toplam antioksidan kapasite Trolox esdegeri (mg/g kuru ekstre) olarak
hesaplanan Ol¢iilmiistiir. En yiiksek antioksidan kapasite 63,6 mg Trolox/g kuru
ekstre ile %100 su, 1/20 kati-s1vi oran1 ve 16 saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde
edildigi goriilmiistiir. En diisiik antioksidan kapasite ise 28,2 mg Trolox /g kuru
ekstre ile %100 etanol, 1/30 kati-s1v1 oran1 ve 8 saatlik ekstraksiyon kosullarinda
elde edilmistir. Literatiire bakildiginda U. lactuca’nin su ile homojenize edilmis
ekstraktlarinda antioksidan kapasite 89,77 ng TE/g kuru ekstre olarak bulunmustur
(Vaghela vd., 2023). U. rigida igin yapilan baska bir calismada ise %80 etanol ve
%50 etanol igeren ¢oziiciilerin antioksidan kapasiteleri incelenmistir, sirasiyla 3,53

+0,30 ve 1,37 £0,13 pmol Trolox/g kuru ekstre olarak bulunmustur (Monteiro vd.,
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2020). Literatiirdeki farkli c¢alismalar Ulva sp.’nin antioksidan etkilerini
gostermistir. Le vd., (2019) yaptig1 calismada ise ulvan polisakkaritlerinin
antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Bu calismada polisakkarit konsantrasyonu
0,025'ten 0,800 mg/mL'ye ¢ikarildiginda, ulvan polisakkaritlerinin ABTS
radikallinin inhibisyonu %5,61'den %46,51'e yiikselmistir.

Toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) i¢in ardisik model
kareler toplami1 ve model uygunsuzlugu testi sonuglar1 incelendiginde,

optimizasyon ¢alismasinda model olarak kuadratik model se¢ilmistir.

Kuadratik modelde ekstraksiyon toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g
Kuru Ekstre) cevabi i¢in anlamli terimler varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
belirlenmistir (p<0,05). Optimizasyon ¢alismasinda belirlenen her bagimsiz
degiskenin yanit iizerindeki etkisinin degerlendirilmesinde istatistiksel olarak
model agisindan 6nemliligi ifade eden F ve p-degerleri incelenmistir. Her bir
bagimsiz degiskenin ana etkileri, interaksiyonlar: ve ikinci dereceden ifadelerinden
p degeri 0,05' ten kiiciik olanlarin anlamli oldugu kabul edilmistir, model
uygunsuzlugu ise %95 giliven seviyesinde onemsiz ¢iktig1 goriilmiistiir. Cizelge
4.13’te rapor edilen ANOVA ’da Model F degeri 13,92°dir. Bu kadar biiyiik bir F
degerinin olusma olasilig1 %0,01 oldugu i¢cin model 6nemlidir (significant). Model
uygunsuzlugunun F degeri 0,883 tiir, boyle biiyiik bir uyum eksikliginin meydana
gelme olasiligi %54,63’tir. Tek tek faktorlerin etkisine bakilip incelendiginde
anlaml olan ifadelere gore sadelestirilen model denklemi model uygunsuzlugu

degerinin anlamsiz ¢ikmasi ile kullanilabilir.
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Cizelge 4.13.Toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) i¢in indirgenmis kuadratik
model igcin ANOVA ¢izelgesi

ANOVA for Reduced Quadratic model

Response 5: Antioksidan

Serbestlik Karcler
Kaynak Kareler toplami derecesi F-degeri p-degeri
ortalamasi
(df)
Model 1194,04 8 149,25 13,92 0,0006 significant
A-Zaman 221,24 1 221,24 20,63 0,0019
B-Kati/s1v1 162,27 1 162,27 15,13 0,0046
C-Etanol 553,11 1 553,11 51,58 <0.0001
AC 5,59 1 5,59 0,5216 0,4907
BC 23,47 1 23,47 2,19 0,1773
A? 98,96 1 98,96 9,23 0,0161
B? 119,71 1 119,71 11,16 0,0102
c? 20,95 1 20,95 1,95 0,1997
Artik (Hata) 85,79 8 10,72
Modeilg 40,24 4 10,06 0,8835 0,5463 not significant
uyumsuzlugu
Saf Hata 45,55 4 11,39

Optimizasyon calismasinda secilen model i¢in R? degeri 0,9330, Adj-R?

degeri ise 0,8659°dur. R? degerinin 1’e yakin olmasi beklenmektedir. Bu yanit igin

R? degeri sinirlar icerisindedir. Pred-R? ve Adj-R? degerlerinin arasindaki farkin

0,2’den kiicilik olmasi istenir. Toplam antioksidan icerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre)

yanitt i¢in bu degerlerin farkinin 0,2’den kiiciik oldugu goriilmektedir. Bu da

modelin istatistiksel olarak anlamli oldugunu goéstermektedir. Model denkleminin

tahminleme modeli olarak kullanilmasi icin “Adeq Precision” degerinin 4‘ten

bliyiik olmas1 gerekmektedir. Secilen modelde bu deger 13,8365°tir (Cizelge 4. 14).

Bu tasarimdan elde edilen model denklemi tasarim sinirlart igindeki tiim bagimsiz

degisken degerleri icin yanit degeri olan toplam antioksidan kapasite hakkinda

tahminde bulunmak i¢in kullanilabilir.
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Cizelge 4. 14. Toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) i¢in model uygunlugunun
test edilmesinde kullanilan terimler

R o R? 0,9330

sapma
Ortalama 47,36 Adj-R? 0,8659
C.V. % 6,91 Pred-R? 0,6606
Adeq Precision 13,8365

Yapilan ardistk model kareler toplami ve model uygunsuzlugu testi
sonucunda Toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) {izerinde etkili
olan bagimsiz degiskenler icin kullanilan kuadratik model ile olusturulmus

esitlikler asagida kodlanmis ve gergek degiskenler cinsinden asagidaki verilmistir.

Kodlanmis bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi i¢in elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) = 48,19 + 5,26*4 — 4,5*B
— 8,32%C — 4,85%4% + 5,33*B> — 2,23*C?

Gergek bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi icin elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) = 8586025 -
3,08134*Zaman — 3,64957*Kat/Stvi — 0,07708*Etanol — 0,075750* Zaman’
+0,05332* Kati/Swvi? - 0,006231%* Etanol’
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Sekil 4.24. Toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) i¢in artik hataya karsi model

tahminleri grafigi.

Artik analizi, model uygunlugunun ve varsayimlarin test edilmesi i¢in 6nem
tasiyan bir bagka parametredir. Bu amagcla, tahminlenen degerlere kars1 artik grafigi
Sekil 4.24’te verilmistir. Artik hata modeli beklenen ve tahmin edilen arasindaki
farktir. Bu grafikte degerlerin O ¢izgisi ¢evresinde bir bant olusturmasi beklenir.

Grafikte u¢ deger bulunmamasi grafigin uyumlu oldugunu gosterir.
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Sekil 4.25. Toplam antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) i¢in edilen degerlere karsi

deneysel degerler igin beklenen degerler grafigi.

Toplam antioksidan igerigi i¢in model denklemi ile tahminlenen degerler ile
deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.25°te gosterilmistir. Sekil 4.25°te
grafikteki noktalarin lineer dogruya yakin yani beklenen ve gozlenen degerlerin
birbirine yakin, {ist {iste Ortlismesi istenir. Bu tasarim ic¢in deneysel ve tahminlenen

degerlerin birka¢ deger hari¢ birbiriyle Ortiistiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.26. Bagimsiz degiskenlerin toplam antioksidan igerigi {izerindeki etkilerinin perturbation

grafigi.

Sekil 4.26°da faktorler orta noktada kesismektedir. Toplam antioksidan icerigi
i¢in en etkili olan faktor etanol yiizdesidir (C). Ekstraksiyon siiresi (A) ve kati/sivi
orani (B) etkilerinin biiyiikliigii ve yanit iizerindeki etkilerinin biiyiikliigii birbirine

benzer siddette ve zittir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen model kullanilarak toplam
antioksidan igerigi (mg Trolox/g Kuru Ekstre) 3 boyutlu ylizey egrileri ¢izilmistir.
Mevcut ¢alismaya ait optimizasyon sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.27,
Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da gosterilmistir. Bu grafikler, faktorlerden birinin
deneysel dizaynin merkez noktasinda (0) sabit tutulup, diger iki degiskenin
kombinasyonunun verim tlizerindeki etkisini gostermektedir. Sekil 4.27°de etanol
ylizdesinin ve kati/sivi oranimmin minimum oldugu noktada toplam antioksidan

iceriginin maksimum oldugu gdriilmiistiir. Bu noktada etanol yiizdesi azalarak
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antioksidan kapasite artmistir ve ayn1 zamanda ortamdaki polisakkarit miktarida
artis gostermistir. Ortamdaki polisakkarit miktarinin artmasinin anitoksidan
kapasitesini olumlu yonde etkiledigi ve polisakkaritlerin antioksidan etkisi oldugu

distintilmistiir (Le vd., 2019).

Factor Coding: Actual
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Sekil 4.27. Etanol (%) ve kati/siv1 etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.28’de ise etanol yiizdesinin azalmasina ragmen ekstraksiyon siiresinin
maksimum olmasiyla toplam antioksidan igeriginin olumlu etkilendigi

belirlenmistir.



63

Factor Coding: Actual
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Sekil 4.28. Etanol (%) ve zaman etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.29’da incelendiginde kati/sivi oraninin azalmasimin ve zamanin

artmasinin toplam antioksidan icerigini artirdig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.29. Zaman (saat) ve kati/siv1 etkilesiminin 3D grafigi.
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4.1.5. Alfa-Glukozidaz Enzimi inhibitor Etki

Alfa-glukozidaz enzim inhibisyonu testlerinin sonuglar1 IC50 olarak
hesaplanmistir. En yiiksek alfa-glukozidaz aktivite %50 etanol, 1/40 kati-s1v1 orani
ve 8 saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde edilmis olup IC50 degeri 0,17 mg/ml
olmustur. En diisiik aktivite ise %50 etanol, 1/30 kati-sivi orani ve 16 saatlik
ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. Bu ekstraktin IC50 degeri 1,67 mg/ml
olarak Ol¢iilmiistlir. Nazarudin vd.(2020) yaptig1 calismada Ulva intestinalis 'in 1/20
(a/h) metanol ekstraksiyonundan elde edilen eksraktlarin alfa-glukozidaz enzimi
inhibitor etki i¢in IC50 degeri 0.2 mg/ml bulmuslardir (Nazarudin vd., 2020). Ulva
sp.’nin %70 aseton ile yapilan farkli ekstraksiyonlarinin alfa-glukozidaz enzimi i¢in
IC50 degeri 0,408 -0,597 mg/ml araliginda bulunmustur (Vega-Gaélvez vd., 2022).
U. rigida’nin 1/20 oraninda 4 farkl ¢oziicii ile (oda sicakliginda 24 saat deiyonize
su; 90 °C'de 30 dakika deiyonize su; oda sicakliginda 24 saat boyunca %80 (h/h)
etanol; oda sicakliginda 24 saat boyunca %70 (h/h) aseton) ekstraksiyonu
sonundaki ekstraktlarinin alfa-glukozidaz enzimi iizerine inhibe edici 6zelligi tespit
edilememistir (Neto vd., 2018). Yapilan calismanin mevcut literatiir ile uyumlu

oldugu goriilmiistiir.

Alfa-glukozidaz inhibitér aktivite (mg/ml) i¢in ardigik model kareler toplami1
ve model uygunsuzlugu testi sonuglar1 incelendiginde, optimizasyon ¢alismasinda
model olarak kuadratik model secilmistir. Kuadratik modelde ekstraksiyon alfa-
glukozidaz inhibitor aktivite (mg/ml) cevabi i¢in anlamli terimler varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak belirlenmistir (p<0,05). Optimizasyon c¢alismasinda
belirlenen her bagimsiz degiskenin yanit iizerindeki etkisinin degerlendirilmesinde
istatistiksel olarak model agisindan Onemliligi ifade eden F ve p-degerleri
incelenmistir. Her bir bagimsiz degiskenin ana etkileri, interaksiyonlar1 ve ikinci
dereceden ifadelerinden p degeri 0,05' ten kiiciik olanlarin anlamli oldugu kabul
edilmistir, model uygunsuzlugu ise %95 giiven seviyesinde anlamsiz ¢iktig
goriilmistiir. Cizelge 4.15°de rapor edilen ANOVA *da Model F degeri 9,09°dur. Bu
F degerinin olugsma olasiligi %0,01 oldugu i¢in model 6nemlidir (significant).
Model uygunsuzlugunun F degeri 0,3348’dir, bdyle biiyiik bir uyum eksikliginin
meydana gelme olasihigi %380,23°tiir. Tek tek faktorlerin etkisine bakilip
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incelendiginde anlamli olan ifadelere gore sadelestirilen model denklemi model

uygunsuzlugu degerinin anlamsiz ¢ikmasi ile kullanilabilir.

Cizelge 4.15. Alfa-glukozidaz inhibitor aktivite icin indirgenmis kuadratik model icin ANOVA

cizelgesi

ANOVA for Quadratic model

Response 6: Alfa-glukozidaz Enzim inhibisyonu

Serbestlik

Kaynak Kareler toplami1 derecesi Kareler F-degeri | p-degeri
ortalamasi
(df)
Model 2,93 9 0,3261 9,09 0,0041 significant
A-Zaman 0,3570 1 0,3570 9,95 0,0161
B-Kati/s1vi 0,2701 1 0,2701 7,53 0,0288
C-Etanol 0,3698 1 0,3698 10,30 0,0149
AB 0,0072 1 0,0072 0,2013 0,6672
AC 0,1369 1 0,1369 3,81 0,0918
BC 0,0361 1 0,0361 1,01 0,3493
A? 1,21 1 1,21 33,74 0,0007
B2 0,4079 1 0,4079 11,37 0,0119
C? 0,1164 1 0,1164 3,24 0,1148
Artik (Hata) 0,2512 7 0,0359
Model 0,0504 3 0,0168 03348 | 0,8023 not significant
uyumsuzlugu
Saf hata 0,2008 4 0,0502
Toplam 3,19 16

Optimizasyon calismasinda secilen model i¢in R? degeri 0,9211, Adj-R?

degeri ise 0,8198°dir.R? degerinin 1’e yakin olmasi beklenmektedir. Bu yanit igin

R? degeri sinirlar igerisindedir. Pred-R? ve Adj-R? degerlerinin arasindaki farkin

0,2’den kiiciik olmasi istenir. Alfa-glukozidaz inhibitor aktivite (mg/ml) yaniti i¢in

bu degerlerin farkinin 0,2’den kiiciik oldugu goriilmektedir. Bu da modelin

istatistiksel olarak Onemsiz terimleri

icermedigini

gostermektedir.

Model

denkleminin bir tahminleme modeli olarak kullanilmasi i¢in “Adeq Precision”
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degerinin 4‘ten biiylik olmasi gerekmektedir. Mevcut segilen modelde bu deger

9,9193tiir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Alfa-glukozidaz inhibitdr aktivite i¢in model uygunlugunun test edilmesinde
kullanilan terimler

Standart | | g9 R? 0,9211

sapma
Ortalama 0,9694 Adj- R? 0,8198
CV.% 19,54 Pred-R? 0,6483
Adeq Precision 9,9193

Yapilan ardistk model kareler toplami ve model uygunsuzlugu testi
sonucunda alfa-glukozidaz inhibitor aktivite (mg/ml) tizerinde etkili olan bagimsiz
degiskenler i¢in kullanilan kuadratik model ile olusturulmus esitlikler asagida

kodlanmis ve gercek degiskenler cinsinden asagidaki verilmistir.

Kodlanmis bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi i¢in elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Alfa-glukozidaz inhibitor aktivite (mg/ml): 1,29 + 0,2112%4 — 0,1838*B —
0,215%C — 0,0425*4*B — 0,185*4*C — 0,095*B*C — 0,5363*4% — 0,3113*B> +
0,1663*C?

Gergek bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi icin elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Alfa-glukozidaz inhibitor aktivite (mg/ml): - 4,05625 + 0,333594*Zaman +
0,186375*Kati/Stvi + 0,00215*Etanol — 0,00053 1 *Zaman *Kati/Sivi —
0,000462*Zaman*Etanol — 0,00019*Kati/Sivi*Etanol — 0,008379*Zaman® —
0,003113*Kati/Sivi’ + 0,000067*Etanol’
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Sekil 4.30. Alfa-glukozidaz inhibitor aktivite (mg/ml) igin artik hataya karsi model tahminleri
grafigi.
Artik analizi, model uygunlugunun ve varsayimlarin test edilmesi i¢in 6nemli
bir parametredir. Bu amagla, tahminlenen degerlere karsi artik grafik Sekil 4.30
verilmistir. Artik hata modeli beklenen ve gézlenen arasindaki farktir. Bu grafikte
degerlerin 0 ¢izgisi ¢evresinde bir bant olusturmasi beklenir. Grafikte tek bir ug

deger bulunmasi grafigin uyumlu oldugunu gosterir.
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Sekil 4.31. Alfa-glukozidaz inhibitor aktivite (mg/ml) i¢in edilen degerlere karsi deneysel degerler
icin tahmin grafigi.

Alfa-glukozidaz inhibitdr aktivite (mg/ml) icin model denklemi ile
tahminlenen degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.31°de
gosterilmistir. Sekil 4.31°de grafikteki noktalarin lineer dogruya yakin yani
tahminlenen ve gbzlenen degerlerin birbirine yakin, iist iiste Ortligmesi istenir. Bu

tasarim i¢in gozlenen ve tahminlenen degerlerin bir deger harig birbiriyle Ortiistiigii

goriilmektedir.
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Sekil 4.32. Bagimsiz degiskenlerin alfa-glukozidaz inhibitor aktivite izerindeki etkilerinin
perturbation grafigi.
Sekil 4.32°de faktorler orta noktada kesismektedir. Alfa-glukozidaz
inhibitér aktivite (mg/ml) yanit1 i¢in degiskenlerin etkilerinin siddeti benzerdir

fakat etkileri birbirinden farklidir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen model kullanilarak alfa-glukozidaz
inhibitoér aktivite (mg/ml) i¢in 3 boyutlu yilizey egrileri ¢izilmistir. Mevcut
caligmaya ait optimizasyon sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.33, Sekil 4.34
ve Sekil 4.35’te gosterilmistir. Bu grafikler, faktorlerden birinin deneysel tasarimin
merkez noktasinda (0) sabit tutulup, diger iki degiskenin kombinasyonunun verim

tizerindeki etkisini gostermektedir.

Sonuglar programa IC50 degerine ulasilan deger cinsinden girilmistir. Bu
nedenle alfa-glukozidaz enzimi inhibitoér aktivite yanitt minimum deger istenen
sonuctur. Sekil 4.33 incelendiginde kati/s1vi oraninin (B) ve etanol yiizdesinin (C)

artmasi cevap degeri lizerinde olumlu etki yapmaktadir.
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Factor Coding: Actual
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Sekil 4.33. Etanol (%) ve kati/s1v1 etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.34’te ise zaman (A) ile etanol yiizdesinin (C) minimum oldugu

noktada cevap degeri i¢in olumlu etki gortilmektedir.
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Sekil 4.34. Etanol (%) ve zaman etkilesiminin 3D grafigi.
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Sekil 4.35 incelendiginde kati/sivi oranin arttif1 ve ekstraksiyon siiresinin
minimum oldugu degerde alfa-glukozidaz enzimi inihibitor aktivite i¢in olumlu etki

yaptig1 belirlenmistir.

Factor Coding: Actual

Glikozidaz

Design Points:

@ Above Surface
Below Surface

017 | 167

X1=A
X2=8B

3D Surface

Actual Factor 1 g S

- L] .
c=50 1 \

Glikozidaz
=)
v

40 24

16
12 A: Zaman (saat)

B: Kati/sivi 25

20 8

Sekil 4.35. Zaman (saat) ve kati/sivi etkilesiminin 3D grafigi.

4.1.6. Maya Hiicresi Glukoz Ahm InhibisyonuTesti

Maya hiicresi glikoz alimi1 deneylerinde tiim ekstraktlar 10 mg/ml
konsantrasyonda hazirlanmistir. Sonuglar, ekstrakstin 10 mg/ml konsantrasyonda
glikoz alimin1 ne kadar inhibe ettigini ifade etmektedir. En yiiksek inhibisyon %42
inhibisyon ile %350 etanol, 1/20 kati-sivi oran1 ve 24 saatlik ekstraksiyon
kosullarinda elde edilmistir. En diisiik inhibisyon ise %12,47 ile %100 etanol, 1/40

kati-s1vi orani1 ve 16 saatlik ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir.

Maya hiicresi glukoz alim inhibisyonu testi i¢in ardisik model kareler toplami
ve model uygunsuzlugu testi sonuglari incelendiginde, optimizasyon c¢alismasinda

model olarak kuadratik model secilmistir.

Kuadratik modelde Maya hiicresi glukoz alim inhibisyonu testi i¢in anlamli

terimler varyans analizi (ANOVA) kullanilarak belirlenmistir  (p<0,05).



Optimizasyon ¢aligmasinda belirlenen her bagimsiz degiskenin yanit iizerindeki

etkisinin degerlendirilmesinde istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi ifade

eden F ve p-degerleri incelenmistir. Her bir bagimsiz degiskenin ana etkileri,

interaksiyonlari ve ikinci dereceden ifadelerinden p degeri 0,05' ten kiigiik olanlarin

anlaml1 oldugu kabul edilmistir, model uygunsuzlugu ise %95 giiven seviyesinde

anlamsiz ¢iktig1 goriilmiistiir. Cizelge 4.17°de rapor edilen ANOVA ’da Model F

degeri 45,93 tiir. Bu kadar biiyiik bir F degerinin olugma olasilig1 %0,01 oldugu i¢in

model onemlidir (significant). Model uygunsuzlugunun F degeri 1,06’dir, boyle

bliylik bir uyum eksikliginin meydana gelme olasiligt %45,84°tiir. Tek tek

faktorlerin etkisine bakilip incelendiginde anlamli olan ifadelere gore sadelestirilen

model denklemi model uygunsuzlugu degerinin anlamsiz ¢ikmasi ile kullanilabilir.

Cizelge 4.17. Maya hiicresi glukoz alim testi i¢gin indirgenmis kuadratik model ig¢in ANOVA
cizelgesi

ANOVA for Quadratic model

Response 7: Maya Hiicresi Glukoz Alim1

Serbestlik Kareler
Kaynak Kareler toplam1 derecesi F-degeri | p-degeri
ortalamasi
(df)
Model 1410,83 9 156,76 45,93 <0.0001 significant
A-Zaman 56,02 1 56,02 16,42 0,0049
B-Kati/s1v1 268,42 1 268,42 78,65 <0.0001
C-Etanol 472,01 1 472,01 138,31 <0.0001
AB 117,40 1 117,40 34,40 0,0006
AC 20,25 1 20,25 5,93 0,0450
BC 16,12 1 16,12 4,72 0,0663
AA2 17,08 1 17,08 5,00 0,0603
BA2 172,81 1 172,81 50,64 0,0002
CA? 232,69 1 232,69 68,18 | <0.0001
Artik (Hata) 23,89 7 3,41
Model 10,59 3 3,53 1,06 0,4584 | not significant
uygunsuzlugu
Saf Hata 13,30 4 3,32
Toplam 1434,71 16
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Cizelge 4.18. Maya hiicresi glukoz alim testi icin model uygunlugunun test edilmesinde kullanilan

degerler
Standart Sapma 1,85 R2 0,9833
Ortalama 29,67 Adj- R? 0,9619
CV.% 6,23 Pred- R? 0,8674
Adeq Precision 21,6977

Optimizasyon ¢alismasinda segilen model igin R? degeri 0,9833, Adj-R>
degeri ise 0,9619°dur.R? degerinin 1’e yakin olmas1 beklenmektedir. Bu yanit igin
R? degeri smnrlar igerisindedir. Pred-R? ve Adj-R? degerlerinin arasindaki farkin
0,2’den kiiciik olmas1 istenir, Maya hiicresi glukoz alim testi yaniti i¢in bu
degerlerin farkinin 0,2’den kiiciik oldugu goriilmektedir. Bu da modelin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu gostermektedir. Mevcut model denkleminin tahminleme
yapilirken kullanilmasinda dikkat edilecek bir diger deger “Adeq Precision”
degerinin 4‘ten biiyiik olmas1 gerekmektedir. Secilen modelde bu deger 21,6977 dir
(Cizelge 4.18).

Yapilan ardistk model kareler toplami ve model uygunsuzlugu testi
sonucunda Maya hiicresi glukoz alim inhibitor aktivite (10 mg/ml) lizerinde etkili
olan bagimsiz degiskenler i¢in kullanilan kuadratik model ile olusturulmus

esitlikler asagida kodlanmis ve gergek degiskenler cinsinden asagidaki verilmistir.

Kodlanmis bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi i¢in elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Maya hiicresi glukoz alim inhibitor aktivite (10 mg/ml): 37,13 + 2,65%4 — 5,79*B
+ 7,68%C — 5,42*%4*B — 2,25%4*C — 2,01 *B*C — 2,01 *4° — 6,41*B° + 7,43*C°
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Gergek bagimsiz degiskenler cinsinden model denklemi icin elde edilen

katsayilar su sekildedir;

Maya hiicresi glukoz alim inhibitor aktivite (10 mg/ml): - 74,64425 +
3,65059*Zaman + 4,5489*Kati/Sivi + 0,661435*Etanol —
0,067719*Zaman*Kati/Sivi — 0,005625 *Zaman*Etanol —
0,004015*Kati/Stvi*Etanol — 0,031469*Zaman’ — 0,064065 *Kati/Sivi’ +
0,002974*Etanol’

Maya Hiicresi Glikoz Alimi inhibisyonu

Color points by value of

Maya Hiicresi Glikoz Alimi: Residuals VS. Predicted
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Sekil 4.36. Maya hiicresi glukoz alim i¢in artik hataya karst model tahminleri grafigi.

Sekil 4.36°daki grafikteki degerlerin dagilimi modelin maya hiicresi glukoz

alim i¢in uyumlu oldugunu gostermektedir.
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Maya Hiicresi Glikoz Alimi inhibisyonu

Color points by value of

Maya Huicresi Glikoz Alimi: Predicted vs. Actual
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Sekil 4.37. Maya hiicresi glukoz alim inhibisyonu testi i¢cin beklenen degerlere karsi deneysel
degerler i¢in tahmin grafigi
Maya hiicresi glukoz alim inhibisyonu testi i¢in esitlik ile tahminlenen
degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.37°de gosterilmistir. Sekil
4.37°de grafikteki noktalarin lineer dogruya yakin yani tahmin edilen ve deneysel

degerlerin birbirine yakin, st liste Ortlistiigii goriilmektedir.
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Factor Coding: Actual Perturbation

Maya Hiicresi Glikoz Alimi
o 50 —
inhibisyonu
Actual Factors
A=16
B=30

40 —

Maya Huicresi Glikoz Alimi
8
|

20 —

-1.000 -0,500 0.000 0.500 1,000

Deviation from Reference Point (Coded Units)

Sekil 4.38. Bagimsiz degiskenlerin Maya hiicresi glukoz alim inhibisyonu testi iizerindeki
etkilerinin perturbation grafigi.

Sekil 4.38’te bagimsiz degiskenler orta noktada kesismektedir. Maya hiicresi
glukoz alim testi i¢in en etkili bagimsiz degiskenler etanol yiizdesi (C) ve kati/s1vi
oran1 (B)’dir. Bu iki degiskenin yamit {tizerindeki etkileri birbirine zittir.
Ekstraksiyon siiresi (A) ve etanol yiizdesi (C) etkilerinin yanit lizerindeki etkileri

birbirine benzerdir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen model kullanilarak Maya hiicresi
glukoz alim inihibsyonu testi 3 boyutlu yiizey egrileri ¢izilmistir. Mevcut ¢aligsmaya
ait optimizasyon sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.39, Sekil 4.40 ve Sekil
4.41°de gosterilmistir. Bu grafikler, faktorlerden birinin deneysel dizaynin merkez
noktasinda (0) sabit tutulup, diger iki degiskenin kombinasyonunun verim

tizerindeki etkisini gostermektedir.

Maya hiicresi glukoz alim inhibisyonu testi icin sonuglar tek bir
konsantrasyonda glukoz aliminin %inhibisyonu seklinde hesaplanmistir. Sekil 4.39
incelendiginde ekstraksiyon siiresinin ve etanol yiizdesinin artmasinin cevap

iizerinde olumlu etki yaptig1 goriilmiistiir.
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Factor Coding: Actual

Maya Hiicresi Glikoz Alimi
Design Points:

@ Above Surface 3D Surface

Below Surface

1247 | 4213

X1=A 50,
X2=C

Actual Factor
B =30

Maya Hiicresi Glikoz Alimi

20

A: Zaman (saat}6 20

40

60
C: Etanol (%)

8 100 By

Sekil 4.39. Etanol (%) ve zaman etkilesiminin 3D grafigi.

Sekil 4.40°da ekstraksiyon siiresinin artmasinin kati/sivi oranindan daha

biiyiik bir etki yaptig1 ve olumlu oldugu belirlenmistir.

Factor Coding: Actual

Maya Hiicresi Glikoz Almi
Design Points:

@ Above Surface 3D Surface

Below Surface

12,47 | 4213

X1=A
X2=8B

Actual Factor
C=50

10 ,

Maya Huicresi Glikoz Alimi

40 24

30

B: Kati/sivi 25 12 A: Zaman (saat)

20 8

Sekil 4.40. Zaman (saat) ve kati/sivi etkilesiminin 3D grafigi.
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Sekil 4.41 incelendiginde kati/sivi oranin azalmasi ve etanoliin en diigiik

seviyelere geldiginde cevap lizerinde olumsuz etki gosterdigi gozlemlenmistir.

Factor Coding: Actual

Maya Hiicresi Glikoz Alimi
Design Points:

@ Above Surface 3D Surface
Below Surface
12,47 | 4213
X1=8 50,
G E 4,
= 1
N
Actual Factor g 30
A=16 Y
s 20
@ )}
i
£ 10,
©
>
(©
>

100

40
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20 30

0 20 B: Kati/sivi

Sekil 4.41. Etanol (%) ve kati/siv1 etkilesiminin 3D grafigi.

4.2. Optimizasyon

Optimizasyonda 7 farkli yanit incelenmistir. Bu yanitlardan antioksidan
kapasitesi troloks esdegeri cinsinden hesaplandigi i¢in maksimum oldugu, alfa
glukozidaz inhibitor etki IC50 cinsinden hesaplandigi i¢in minimum oldugu ve
verimin %15 (en yiiksek desirability sonucunun bulundugu verim noktasi) oldugu
kosullar i¢in tasarim optimize edilmistir. Optimizasyon asamasinda toplam protein,
toplam fenol miktari, toplam polisakkarit miktar1 ve maya hiicresi glikoz alimi elde
edilen yanit degerleri arasinda birakilmistir. Cizelge 4.19°da seg¢ilen araliklar tablo

halinde verilmistir.



Cizelge 4.19. Faktorler ve yanit degerleri igin secilen kosullar ve maksimum-minimum degerleri
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Isim Arahk En Diisiik En Yiiksek
A:Zaman Aralikta 8 24
B:Kati/s1v1 Aralikta 20 40
C:Etanol Aralikta 0 100
Verim 15 0 22,47
Toplam Polisakkarit Aralikta 1,03 15,42
Toplam Fenol Miktar1 Aralikta 18,4 82,15
Toplam Protein Miktar1 Aralikta 49,19 106,88
Toplam Antioksidan Kapasite Maksimize 28,22 63,63
A'fa'?r'lihkigizsisgflf””m Minimize 0,17 1,67
Maya Hilcresi Glikoz Alim Aralikta 12,47 42,13
Inhibisyonu

Belirlenen kosullar i¢in program 58 farkli ¢6ziim 6nermistir. Bu sonuglardan
toplam polisakkaritin %11,39, alfa glukozidaz inhibitor etkinin 0,41 mg/ml (IC50);
maya hiicresi glukoz alim inhibisyonunun 10 mg/ml konsantrasyon i¢in %14,825;
toplam antioksidan kapasitesinin 52,55 mg Trolox/g kuru ekstre; toplam proteinin
80,811 mg BSA/g kuru ekstre; toplam fenol i¢eriginin 36,96 mg GAE/g kuru ekstre
ve verimin %15 oldugu 1. ¢6zlim se¢ilmistir. Secilen ¢oziimiin “desirability” yani
arzu edilebilirligi 0,859’dur. Arzu edilebilirlik sifirdan hedef deger 1’e kadar
degisen bir amag fonksiyonudur. Bu optimizasyon kosullari i¢in elde edilebilen en
1yl arzu edilebilirlik seviyesidir. Cizelge 4.20’de 1 numarali ¢6ziim Onerisi i¢in

faktor degerleri verilmistir.

Cizelge 4.20. Secilen ¢6ziim Onerisi i¢in faktdr degerleri.

Faktor Isim Seviye Alt Sinir Ust Sinir
A Zaman 8 8 24
B Kat1/Sivi 20 20 40
C Etanol 15,87 0 100
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Secilen 1.Coziim igin ramp grafikleri Sekil 4.42°de verilmistir.

| T [ [

8 24 20 40 0

A:Zaman = 8,00001 B:Katy/sivi = 20 C:Etanol = 15,8738

100

[ ]

IR U R I e I R

0856 2247 1.03 1542 184

Verim = 15 Toplam palisakkarit = 11,391 Toplam fenol = 36,9607

8215

_
:

4919 106,88 2822 63,63 017

Toplam protein = 80,8107 Antioksidan = 52,5511 = 0405585

T

167

o
@
J Desirability = 0,859

1247 1213 Solution 1 out of 54

Maya Hucresi Glikoz Alimi = 14,8247

Sekil 4.42. 1.C6ziim Onerisi i¢in olusturulan ramp grafikleri.

Cozliim segildikten sonra optimizasyonun tamamlanmasi i¢in validasyon
deneyleri yapilmali ve sonuglar kontrol edilmelidir. Yanit degerleri ¢ok kiigtiktiir ve
her deneyde birebir ayni sonucu elde etmek miimkiin degildir. Bu nedenle program,
secilen ¢oziim i¢in “confirmation” kisminda deney i¢in %95°lik giiven araliginda
kabul edilebilir degerler verir. Seg¢ilen ¢oziim Onerisindeki faktdr degerleri ile
validasyon deneyleri yapildiktan sonraki sonuglar verilen giliven araliginda ise

optimizasyon tamamlanmis olur.

Cizelge 4.21°de “confirmation” tablosu goriilmektedir. Validasyon
deneyleri sonunda ulasilmak istenen, tahmin edilen degerdir. Ama bunun olmasi
cok zor oldugu i¢in %95’lik giiven araliginda sonuglar elde edilmesi yeterlidir.
Cizelge 4.21’de goriildiigli lizere programin Onerdigi ekstraksiyon kosullar
uygulandiginda biyoaktiviteler ve icerik analizleri yine programin tahmin ettigi
araliktadir. Tiim sonuglar incelendiginde yapilan optimizasyonun validasyonu

basariyla gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.21. Programdan alman "Confirmation" tablosu

. 95% PI | Ortalama | 95% PI
. Tahmin Std .
Analiz Edilen | Sapma En Validasyon En
P Diisiik Sonucu Yiiksek
Verim 15,00 1,29 11,45 12,10 18,55
Toplam
Polisakkarit 11,39 1,08 8,49 11,33 14,29
Toplam 3696 | 4,10 | 25,70 38,15 48,22
Fenol
Toplam 80,81 | 6,15 | 65,78 80,74 95,84
Protein
Toplam
Antioksidan 52,55 3,39 45,03 49,17 60,08
Alfa-
Glikozidaz | 41 | 19 | -0,14 0,53 0,95
Enzim
Inhibisyonu
Maya
Hiicresi
Glikoz Alim 14,82 1,85 9,52 16,11 20,13
Inhibisyonu

Bu tez ¢alismasinda farkli polaritedeki ¢oziiciilerin, ekstraksiyon siiresinin
ve kati/sivi orant parametrelerinin Ulva sp. ekstraktinin verimi; fenol, protein ve
polisakkarit igerikleri; antidiyabetik ve antioksidan aktiviteleri tizerindeki etkisi
arastirllmistir.  Sonug¢ olarak, optimize edilmis bir ekstraksiyon yontemi
sunulmustur. Ancak ekstraktin igerdigi siilfatli polisakkaritler, proteinler ve fenoller
gibi bilesiklerin tiirleri ileri kromatografik analizler ile detayli sekilde
aydinlatilmalidir. Ayrica test edilen biyoaktivitelerin kozmetik ve farmasotik

amaglar i¢in kullanilmasi i¢in daha ileri arastirmalara ihtiyag vardir.
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