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OZET

KUZEYDOGU AKDENIZ’DEN iZOLE EDIiLEN FARKLI MiKROALG TURLERININ
ANTIOKSIDAN PROTEIN VE SEKER ICERIKLERININ INCELENMESI

Kuzeydogu Akdeniz’den izole edilmis bes mikroalg tiiriinlin; Helicotheca tamesis, Haslea silbo
Gastineau, Nitzschia navis-varingica, Asterionellopsis glacialis ve Spirulina cf. platensis toplam
antioksidan kapasitesi, klorofil a’s1, marker pigment, protein, glikoz ve fruktoz igerikleri arastirilmistir.
Ayni sartlar altinda yetistirilen bu tiirlerden en yiiksek klorofil a, fukokasntin, toplam antioksidan
kapasitesi, askorbat ve askorbat peroksidaz aktivitesine sahip olaninin N. navis-varingica oldugu tespit
edilmistir. Mevcut ¢alismada tespit edilen en yiiksek toplam antioksidan kapasite, N. navis-varingica’da
57 mg g askorbik asit esdegeri olarak bulunmustur ve bu deger, literatiirde verilen en yiiksek degerden
yaklasik 20 kat daha yiiksek bulunmustur. Spirulina cf. platensis 'in en yiiksek fenol ve protein icerigine
sahip tlir oldugu goriilmiistiir. Fakat bu degerler literatiir degerlerinden fazla degildir. H. silbo en yiiksek
CUPRAC radikal siiplirme kapasitesine sahip olmustur. H. tamesis en yiiksek glikoz igerigine sahip
tiirken, H. silbo tiirler arasinda en yiiksek fruktoz konsantrasyonuna sahip tiir olarak dl¢iilmiistiir. Fenol
icerigi, radikal siiplirme kapasitesi, glikoz ve fruktoz miktar1 bakimindan ikinci en 6nemli tiir gene N.
navis-varingica olmustur. Toplam siiperoksit dismutaz aktivitesi en yiiksek olan tiiriin A. glacialis
oldugu tespit edilmistir. Bu deger de literatiirde bulunan en yiiksek degerden daha fazla bulunmustur.
Bulunan degerler literatiirdekiler ile karsilastirildiginda klorofil a miktarlarinin goreceli olarak diistiik
sayilabilecek seviyelerde oldugu, fenol miktarlarimin orta seviyelerde oldugu, toplam antioksidan
kapasitesi agisindan yiiksek oldugu, askorbik asit miktarlarinin literatiir degerlerinin iizerinde oldugu,
glikoz ve friiktoz degerlerinin bu ¢alismada maksimum degerden diisiik oldugu goriilmiistiir. Protein
konsantrasyonu literature gore daha diisiik bulunmustur. Calismamizda kullanilan besin elementi
miktarinin (F/2 Medyum) baska ¢alismalarda kullanilan Zarrouk medyum gibi besi yerlerine gore diigiik

olmasi protein oranlarinin diisiilk olmasina neden olmus olabilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, pigmentler, protein, glikoz, fruktoz, klorofil a

Damsman: Prof. Dr. Elif EKER DEVELI, Prof. Dr. Yiiksel KELES, Mersin Universitesi, Matematik

ve Fen Bilgisi Egitimi Anabilim Dal1, Mersin.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROTEIN AND SUGAR CONTENT OF
MICROALGAL SPECIES ISOLATED FROM THE NORTHEASTERN MEDITERRANEAN
SEA

Antioxidant capacity, chlorophyll @, marker pigment, protein, glucose and fructose content of five
microalgal species, Helicotheca tamesis, Haslea silbo, Nitzschia navis-varingica, Asterionellopsis
glacialis and Spirulina cf. platensis isolated from the northeastern Mediterrancan Sea have been
investigated. The species having the highest total antioxidant capacity, ascobate and ascorbat peroxidase
activity was detected as N. navis-varingica. The highest antioxidant capacity, which was found in N.
navis-varingica as 57 mg g ascorbic acid equivalent, is about 20 times higher than the maximum value
given in literature. Spirulina cf. platensis was observed to have the highest phenol and protein levels.
However, the values are not higher than literature values. H. silbo had the highest CUPRAC radical
scavenging activity. H. tamesis was the species having the highest levels of glucose concentration while
H. silbo had the highest fructose content among other species. N. navis-varingica was the secont most
important species in terms of phenol content, radical scavenging capacity, glucose and fructose
quantitiy. The species having the highest total superoxide dismutase activity was A. glacialis. This value
is higher than maximum total SOD activity value given in literature. When these values were compared
with the ones in the literature, chlorophyll a concentrations were relatively low, phenol concentrations
were at moderate levels, total antioxidant capacity was high, ascorbic acid concentrations were also
relatively high, glucose and fructose was low. Protein concentrations were found low compared to the
ones recorded in literature. This can be due to the culture medium (F/2 medium) used in the present
study has much lower concentrations of nutrients compared to the medium such as Zarrouk used in other

studies.

Key words: Antioxidants, pigments, protein, glucose, fructose, chlorophyll a
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1. GIRIS

Mikroalgler ¢evrelerindeki stres faktorlerine milyarlarca yildir essiz bir sekilde adapte olabilmis,
evrimsel olarak en yagh bitkilerdir (Raja vd., 2008). Zor yasam kosullarina (yiiksek veya diisiik sicaklik,
yiiksek veya diisiik 151k siddeti, besin elementi eksikligi, predasyon, parazitizm, diger tiirler ile rekabet
vb.) dayanabilmek icin farkli adaptasyon ve savunma mekanizmalar gelistirmislerdir (Gigova vd.,
2016). Bumekanizmalar arasinda hiicrelerin yapisal ve islevsel igeriklerinin (protein, karbonhidrat, yag
ve pigment) oran ve kompozisyonunun degistirilmesi, enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
sistemlerinin aktivasyonu, sitotoksik, antibakteriyal ve c¢esitli sekonder metabolitleri (isoprenoids,
toksinler vb.) iceren alelokimyasal etkiler gelir (Gigova vd., 2016). Yiizyillardir bilinmesine karsin
mikroalgler son yillarda insanlarin dogal, giivenilir ve ¢evre dostu kaynaklara olan talebinin artmasi ile
tekrar ilgi odagi haline gelmistir (Spolaore vd., 2006; Gigova vd., 2016). Zengin ¢oklu doymamis yag
asitleri, polisakkarit, protein, vitamin, mineral, antioksidan ve pigment icerikleri nedeniyle mikroalgler
gida takviyesi olmanin yaninda giliniimiizde saglik, tip ve eczacilik alanlarinda, kozmetik, tekstil ve
tarim endiistrilerinde de kullanilmaktadir (Spolaore vd., 2006; Raja vd., 2008; Gigova vd., 2016).
Mikroalgler zengin ¢esitlilige sahiptir. Tahmini olarak ~72,500 civarinda tiir oldugu (Guiry, 2012),
ancak bunlardan sadece ~20 tiirin biyoteknoloji calismalarinda aktif olarak kullanildig1 goériilmektedir
(Raja vd., 2008; Gigova ve Marinova, 2016). Ticari olarak en ¢ok kullanilan ve yetistirilen tiirler
Spirulina, Chlorella, Haematococcus, Dunaliella, Botryococcus, Phaeodactylum, ve Porphyridium’dur

(Raja vd., 2008).

1.1. Calismanin Onemi ve Amaci

Mikroalgler zengin ¢esitliligi ve icerdigi faydali antioksidanlar, amino asit, yag asitleri ve
karbonhidratlar ile insanlar ve pek ¢ok canli i¢in 6nemli ve gelecek vaadeden gida kaynag olabilir. Ayni
zamanda mikroalgler hali hazirda tip, eczacilik, kozmetik, tekstil ve besicilik alanlarinda da
kullanilmaktadir (Spolaore vd., 2006; Raja vd., 2008; Gigova vd., 2016). Fakat ticari olarak kullanilan
tiir sayisi1 sinirlidir. Farkli aragtirmalar ile yiiksek verim alinabilecek ve degerli kimyasal bilesenlere
sahip yeni tiirlerin kesfi bu devaml kullanilan tiirlere alternatif tiirlerin bulunmasin1 saglayacaktir.
Mikroalglerin antioksidan 6zellige sahip oldugu bilinmesine ragmen literatiirde mikroalglerin fenolik
birlesiklerinin tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesi ile ilgili olduk¢a sinirh sayida ¢aligmanin
oldugu belirlenmistir (Herrero vd., 2006; Cirulis vd., 2013; Safafar vd., 2015). Ticari olarak satilan
antioksidanlarin hemen hepsi kara bitkilerinden elde edilmektedir (Rong 2010; Safafar vd., 2015).
Oysaki mikroalglerin ¢ok daha ¢esitli dogal antioksidan kaynagi olduguna inanilmaktadir (Li vd., 2007).
Mikroalglerin biyoteknolojik kullanim agisindan yiiksek bitkilere ve meyvelere gore avantaji hizl
biiylimeleri, tek hiicreli olmalar1 ve fazla miktarlarda tretim i¢in az yer kaplamalari seklinde

siralanabilir. Kuru agirlik basina diisen antioksidan miktarlar karsilastirildiginda da mikroalglerin kara
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bitkilerine benzer, hatta daha yiiksek oranlarda antioksidan miktarina sahip oldugu gézlemlenmistir

(Sansone ve Brunet, 2019).

Bu caligmada arastirilan mikroalg tiirleri siyanobakterilerden Spirulina cf. platensis ile
diyatomlardan Haslea silbo, Nitzschia navis-varingica, Helicotheca tamesis ve Asterionellopsis
glacialis’1 igermektedir. Spirulina harig¢ diger tiirlerin antioksidan kompozisyonu ve miktarlarn ile ilgili
literatiirde herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Calismada kullanilacak olan Spirulina cf. platensis ve
diger tiirler denizden izole edilmistir ve yiiksek tuzluluk seviyesinde {iretilmektedir. Tatli su
kaynaklarinin azaldig1 giiniimiizde deniz suyunda yetistirilen mikroalgler su kaynaklarmin simirl
kullanimini da saglayacaktir. Ayrica elimizdeki Spirulina izolatinin literatiirde bulunan diger veriler ile

karsilastirilmasi saglanacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Antioksidanlar

Oksijen aerobik yasam i¢in gerekli bir atom olsa da hiicrelerde metabolik faaliyetler sonucunda
molekiiler oksijenden iiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROT) eger organizmalarin antioksidan savunmasi
tarafindan etkisiz hale getirilmezse oksidatif strese neden olabilmektedir (Halliwell, 1994, 2007,
Assuncdo vd., 2017). ROT dokularda hasara ve sonug¢ olarak da kanser, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi rahatsizliklara yol agmaktadir (Li vd., 2007; Sansone ve Brunet 2019;
Goiris vd., 2012).

Bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip molekiil reaktif olarak adlandirilir ve buna serbest
radikal ismi verilir (Birben vd., 2012, Assuncdo vd., 2017). Reaktif oksijen tiirleri siiper oksit anyonu
(O2—-), hidroksil radikali (*OH), hidrojen peroksit (H202), ve singlet oksijeni (102) icerir (Carocho ve
Ferreira 2013).

ROT’un ana hedefi lipitler, niikleik asitler (RNA ve DNA) ve proteinlerdir (Hultqvust vd., 2009;

Sansone ve Brunet 2019).

Antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerini siipiiren, oksidatif zarar1 engelleyen ve tamir eden ve
dolayisiyla hedef dokular1 veya molekiilleri oksidatif hasardan koruyan maddelerdir (Halliwell, 2007,

Sansone ve Brunet 2019).

Insan viicudu enzimatik (katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz)
ve enzimatik olmayan (0rnegin glutatyon, melatonin, bilirubin, albumin) dogal endojen antioksidan
savunma mekanizmasina sahiptir (Benzie 2000; Huang vd., 2005; Ndhlala vd., 2010; Assuncdo vd.,
2017; Karabulut ve Giilay, 2016). Bunun yaninda insan viicudu kendisi i¢in gerekli bazi antioksidanlari
(6rnegin C vitamini, E vitamini, B-karoten, folik asit) liretememektedir ve bu ylizden bunlar

yiyeceklerden temin etmek zorundadir (Benzie 2000; Holt vd., 2009; Karabulut ve Giilay, 2016).

Antioksidanlar temel olarak vitaminleri (Vitamin B, D, E ve C), karotenoidleri (karoten, ksantofil)

ve polifenolleri (flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar ve stilbenler) icerir (Oroian ve Escriche 2015).

Hem sentetik hem de dogal antioksidanlar yiyeceklerin raf Omriinii uzatmak i¢in kullanilmaktadir
(Goiris 2012). Fakat sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen olmasi siipheleri (Pokorny 1991)
nedeniyle dogal olanlarinin kullanilmasi yoniinde ¢alismalar siirmektedir (Goiris vd., 2012). Pek ¢ok
antioksidan kara bitkilerinden (bibriye, ¢ay, iiziim ¢ekirdegi, kakao vb.) elde edilse de tek hiicreli
mikrolgler antioksidanlar i¢in iimit vaadeden bir kaynaktir (Li vd., 2007; Hajimahmoodi vd., 2010).
Ciinkii mikroalg cesitliligi, fotosentetik aktivitesi, biiyiimesi, liretkenligi ve kiiltiirde degistirilebilen
metabolik esnekligi fazladir (Coulombier vd., 2021).
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Mikroalgler reaktif oksijen tiirlerini kloroplastlarda ve mitokondride elektron tagima zincirinde
oksidaz ve peroksidaz gibi enzimlerin aktivitesi ve klorofil gibi bazi1 fotosentezleyicilerin aktivitesi
sonucunda liretir (Saed-Moucheshi vd., 2014). Yani ROT 6nemli dlgiide kloroplast ve mitokondride
iretilirken peroksizomlarda da iiretilir (Cirulis vd., 2013; Coulombier vd., 2021). Alg antioksidanlari
enzimleri, yagda ¢Oziinlir birlesikleri (karotenoid, Vitamin E) ve C vitamini, fikobiliproteinler,

polifenoller gibi suda ¢6ziiniir bilesikleri igerir (Shalaby 2015; Assungdo vd., 2017).

Asitlilik, metaller, UV 1sinlar1 ve besin sinirlamasi, pek ¢ok yesil mikroalg ve siyanobakteri tiiriinde

antioksidan iiretimini tetiklemektedir (Gauthier vd., 2020).

Antioksidanlar farmasétik ve nutrasétik endiistrilerinde, kozmetik sanayinde kullanilmaktadir

(Natrah vd., 2007; Sansone ve Brunet 2019; Bulut, 2020).
2.2. Siiperoksit Anyonu

Hiicrelerde siiperoksit (O2.-) kloroplastlar, peroksizomlar, apoplast, mitokondri elektron tagima
zinciri ve plazma zari gibi farkli hiicresel kompartimanlarinda olusur (Lamb ve Dixon, 1997). Siiperoksit
anyonunun en 6nemli kaynagi Mehler reaksiyonu sonucunda kloroplastlardir. Bu reaksiyon sirasinda
02 fotosentetik elektron tasima zincirinde elektronlar tarafindan azaltilir (Allen ve Hall, 1973).
Olusturulan O2.- sonra ¢ogunlukla Cu-Zn SOD’un faliyetiyle hidrojen peroksite (H202) doniistiiriiliir
(Asada, 2006). Boylece, SOD, O2.-’nin hiicrelerde ve biyokimyasal siire¢lerde yer alma olasiligini ve
omriinii belirler. Kloroplastlar O2.- ‘lerin meydana geldigi tek yer degildir. O2.-, peroksizomlarda 2
farkli kaynaktan meydana gelir, ksantin oksidaz enziminin etkisiyle peroksizomal matrikste (Sandalio,
vd., 1998) ve elektron tagima zinciri (ETC) tarafindan peroksizomal membranda olusturulur (Sairam ve
Saxena, 2000). Peroksizomlar sinyal molekiillerinin 6énemli bir kaynag1 olarak diisiiniilebilir ¢iinkii bu
organel icerisindeki bir¢ok antioksidanin varligindan dolay1 O2.- ve H202 ‘yi hizla iiretme ve ortadan
kaldirma kapasitesine sahiptir Son olarak, O2.- sitozolde ksantin dehidrogenaz ve aldehit oksidaz

enzimlerinin faaliyetiyle sitozolde meydana getirilir (Zarepour vd., 2010).

Strese bagl olarak hiicrelerde olusan siiperoksit radikalleri SOD enziminin katildig1 reaksiyonla
H202’ ye donistiiriilir (Robatzek ve Somssich, 2001). SOD antioksidatif stres savunma
mekanizmasinin anahtar enzimidir ve O2.- serbest radikalini O2 ve H202’ ye doniistiirdiigiinden O2.-
ve H202 nin hiicre igerisindeki derisimlerini dogrudan belirler. SOD enzimi; bakir-¢inko (Cu/Zn SOD),
demir (Fe SOD) ve manganez (Mn SOD) iceren izoenzimler olarak metal kofaktdrlerine gore
siniflandirilirlar (Asada, 2006).

SOD

202 + 2H+ — 2 H202 + O2
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2.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit hiicrelerde stres kosullar1 altinda farkli fizyolojik siireclerde gorev alan bir sinyal
molekiilii olarak dnemli roller oynar (Quan vd., 2008). Bunlar senesens siirecinin diizenlenmesi, patojen
saldinlaria kars1 korunma, diisiik 151k altinda stres yogunlugunun azaltilmasi ve kuraklik stresinin
azaltilmasidir (Ishibashi vd., 2011). Hidrojen peroksit hiicrelerde iki olas1 yolakla meydana gelir: SOD
enziminin katalizlemesiyle siiperoksit radikalinin degismesi ve amino, oksala oksidazlar gibi oksidazlar
yoluyla (Hu vd., 2003). Hidrojen peroksit diizeyi hassas ayarli bir ag gibi enzimatik yolla ve
antioksidanlar tarafindan kontrol altinda tutulur ve asir1 miktardaki birikimi 6nlenir. Hiicre igerisinde
SOD’lar ve farkli hidrojen peroksit siipiiren enzimler arasindaki dengenin kararli haldeki hidrojen
peroksit  diizeyinin  belirlenmesinde  O6nemli oldugu diislinlilmektedir. Diger ROT’larla
karsilastirildiginda hidrojen peroksit en stabil ve en az reaktif olan ROT tur, ve membranlar1 kolayca
gecebilir, bu 6zellikleri hidrojen peroksiti iyi bir sinyal molekiilii yapar. Hidrojen peroksit bitkilerde
degisken roller oynar; cesitli biyotik ve abiyotik streslerin diizenlenmesi (Quan vd., 2008) ve yiiksek
konsantrasyonlarda, hiicre degredasyonuna katkida bulundugu zaman hiicre 6liimii ve senesensin son

asamalari sirasinda onemli rollere sahiptir.

Farkli abiyotik ve biyotik streslere karsi tolerans kazanmada hidrojen peroksitin énemli rollerini
gosteren bir¢cok ¢alisma vardir (Ishibashi vd., 2011). Son zamanlarda, hidrojen peroksit uygulanmasiyla
antioksidan enzimlerin aktiviteleriyle yiiksek sicaklik ve diisiik 151k ile uyarilan oksidatif strese karsi
koruma sagladigi gosterilmistir. Diisiik 151k oksidatif stresi uyarir (Sielewiesiuk, 2002), boylece
ROT’lar artirir ve lipit peroksidasyonuna neden olur. Hidrojen peroksitin disaridan uygulanmasi bitkide
kuraklik stresine karsi tolerasyonunda rol oynadigi bilinen oligosakkaritlerin biyosentezinde gorev alan

anahtar enzimlerin mRNA seviyelerinde artisa neden olmustur.

Katalaz (KAT), SOD’un katalizledigi reaksiyon sonucunda olugan ve kuvvetli bir antioksidant olan
H202’nin hiicrede birikimini 6nleyen etkili bir enzimdir (Dixit vd., 2001). Katalaz enzimi H202’yi su
ve molekiiler oksijene doniigtiirmektedir. Bu enzimin, substrata ilgisi diisiik olmasina karsin yiiksek

katalitik aktiviteye sahiptir.
KAT

2 H202 — 02 +2H20

H202’nin yikilmasinda alternatif diger bir yol ise peroksidazlarin aktivasyonu ile
gergeklestirilmekte ve H202’nin suya indirgenmesini saglamaktadir (Beyer, 1994). Askorbat
peroksidaz (AP), askorbat- glutatyon dongiisiinde hidrojen peroksiti suya indirgemekle gorevlidir. Bu
sirada askorbat, monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) tarafindan monodehidroaskorbata (MDHA)

okside olur.
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AP
AsA+2H202 — MDHA + 2H20

Bununla birlikte MDHA ’1n iki molekiilii enzimatik olmayan yol ile MDHAya ve dehidroaskorbata
(DHA) oransiz olarak doniistiiriilir. DHA, dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz
(GR) tarafindan askorbata (AsA) indirgenir. Bu reaksiyondan sonra ise rediikte glutatyon (GSH),
DHATr’1n etkisi ile okside glutatyona (GSSG) doniisiir ve GSSG, GR tarafindan GSH’ye geri indirgenir
(Shalata vd., 2001).

2.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen ¢ok yiliksek diizeyde reaktiftir, uyarilmis durumda molekiiler oksijenin yiiksek
diizeydeki reaktif formudur oksijen ve klorofilin triplet hali arasindaki bir tepkime ile olusturulabilir
(Krieger-Liszkay, 2005). Hidrojen peroksit ve siiperoksit radikalinin olusumundan farkli olarak, singlet
oksijenin olusumunda oksijene bir elektron taginmasi eslik etmemistir. Bunun yerine, paylasilmamis
elektronlardan birisi daha yiiksek enerjili bir yoriingeye ¢ikmasi icin tesvik edilmistir (Gill, 2010).
Singlet oksijen ayrica farkli abiyotik stresler altinda da olusturulur. Diger ROT lara benzer olarak singlet
oksijen de ikili etkiye sahiptir. Bir oksitleyici ajan olarak ¢esitli biyolojik molekiillerle reaksiyona
girebilir, zarara sebep olup buna bagli olarak hiicre 6liimiine sebep olabilir (Op den Camp vd., 2003).
Ayrica, farkli genlerin ifadeleri aktive edilmesinde sinyal gorevi de olabilir. Yiiksek reaktivite ve saf su
icindeki yar1 dmriiniin 3,1 ile 3,9 us gibi kisa olmas1 (Krasnovsky, 1998), sonucu olarak singlet oksijen
cogunlukla yakin ¢evresindeki molekiillerle etkilesime girebilecek niteliktedir ve bu 6zelligi bir sinyal
molekiilii olarak rol oynamasini miimkiin kilar. Fotosentez siirecinde ortaya ¢ikan singlet oksijen dnemli
Olciide karotenoidler ile etkileserek ortadan kaldirilir. Bu nedenle karotenoidlerin fotosentetik yapilarin
korunmasindaki rolii kritik 6neme sahiptir. Singlet oksijen bir toksin olarak hareket etmekten ziyade
bircok stres tepki yolunu aktive eden bir sinyal molekiilii olarak hareket eder. Son zamanlarda, singlet
oksijenin Arabidopsis bitkisinde -siklositralin etkilemesi yoluyla singlet oksijenin fotooksidatif strese

kars1 artan toleranstan sorumlu olabilecegi rapor edilmistir
2.5. Askorbik Asit

Askorbik asit ya da C vitamini bitkiler tarafindan sentezlenen ve suda ¢oziiniir bir antioksidandir
(Coulombier vd., 2021). Sitosol ve kloroplastlarda bulunur. Siiperoksit, hidroksil ve singlet oksijen
tiirlerini electron transfer ederek notralize eder. Bunun yaninda askorbat-glutatyon dongiisiinde hidrojen
peroksiti detoksifiye eder. Pek cok enzimde kofaktdr olarak gorev yapar (Del Mondo vd., 2020) ve
fotosentezde, hormone biyosentezinde ve antioksidan rejenerasyonunda gorev alir. Askorbik asit
fotoprotektif ksantofil dongiisiinde de-epoksidaz enziminin kofaktorii oldugu i¢in bitkinin yiiksek

1siktan korunmasina yardimei olur (Smerilli vd., 2017).
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2.6. Karotenoidler

Karotenoidler dogada en yaygin olarak bulunan pigmentlerdir. Alglerde, bitkilerde, mantarlar ve
bakterilerde 1100 den fazla bu gruba giren molekiil tanimlanmistir (Takaichi,vd., 2011; Novoveska vd.,
2019). Terpenoid ailesinden yagda ¢oziinlir molekiillerdir. Karotenoidler temel olarak tilakoid
membranlarda pigment-protein kompleksi i¢cinde yer alir fakat baz1 mikroalg tiirlerinde kloroplastlarin
stromasinda lipit globiilleri i¢inde (astaksantin ve beta-karoten) birikebilir (Coulombier vd., 2021). Baz1
karotenoidler mikroalg gruplarmin kemotaksonomik smiflandirmasinda marker pigment olarak

kullanilir.

Karotenoidlerin bir gorevi 151k enerjisini klorofil a ya transfer etmek iken diger bir gorevi reaktif
oksijen tiirlerini inaktive ederek ve bunlar1 olusumunu engelleyerek fotosentetik sistemi korumaktir
(Huang, vd., 2017). Karotenoidlerin hiicreleri korumasi triplet klorofili kuen¢ ederek membrani fiziksel
olarak stabilize etmesi ile gergeklesir (Novoveska vd., 2019). Karotenoidler singlet oksijeni direk olarak
deaktive edebilmektedir [Edge vd., 1997]. Aym zamanda serbest radikallerle de reaksiyona
girebilmektedir.

Karotenoidler (Astaksantin, zeaksantin, lutein, (-karoten ve fukoksantin) insan sagligi icin
antioksidan ve antienflamatuar olarak kullanilabilir (Zhang vd., 2014; Gigova vd., 2016; Novoveska
vd., 2019). Fukoksantinin kanser onleyici ve antiproliferatif etkisi bilinmektedir (Kumar vd., 2013b).
Ayrica bagisiklik sistemini uyarmakta ve cesitli hastaliklara kars1 dayaniklilik saglamaktadir. Ozellikle
astaksantin kronik enflamasyon hastaliklari, kanser, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, metabolik sendrom,
diyabet, mide-bagirsak hastaliklar1 ve karaciger bozuklugu, nérodejeneratif hastaliklar, goz ve cilt
rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilma potansiyeline sahiptir (Ambati vd., 2014). C-Fikosiyanin
Spirulina tarafindan sentezlenir ve antibakteriyel, antiviral, antikanser, antienflamatuar, antidiyabetik

ve antikanser 6zelliklere sahiptir (Gardeva vd., 2014; Gigova vd., 2016).

2.7. Fenolik Birlesikler

Fenolik birlesikler kara bitkilerinde antioksidanlarin 6énemli bir sinifidir ve bunlar goreceli olarak
kompleks flavonoidlerdir (Goiris vd., 2012). Flavonoidler direk OH, HOCI, singlet oksijen ve lipit
peroksil radikallerini metal selatlama ile siipiirerek ve lipoksijenazi inhibe ederek, lipit
peroksidasyonunu engellemektedirler (Pietta, 2000). Fakat mikroalglerde bulunan fenolik birlesikler ile
ilgili literatiirde ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Goiris vd., 2012). Simdiye kadar mikroalglerde tespit edilen
ana molekiiller phloroglucinol ve fenolik asitlerdir. Haslea cinsi tarafindan salgilanan marennin de
ilging serbest olmayan radikal ve antioksidan bir polifenoldiir (Coulombier vd., 2021). Toplam fenolik

birlesik miktar1 mikroalglerde kara bitkilerine gore diisiik seviyelerde bulunmus olsa da (Cai vd., 2004)
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karotenoid miktar1 olarak karsilagtirilabilir seviyede bulunmustur. Fenoller enzimatik olmayan

antioksidanlar sinifina girmektedir (Shebi vd., 2013).
2.8. Protein

Mikroalgler %70’e varan protein, %70’ varan karbonhidrat ve %50’ye varan lipit igerigine sahip
olabilmektedir (Debnath, 2021; Becker, 2007; Das, 1998). Yaklasik 20 mikroalg tiirline ait (klorofit,
diyatom, siyanobakteri ve kirmiz1 alg) farkli suslar da dahil edilerek ortalamalar alindiginda protein,
karbohidrat ve lipit igerikleri sirasiyla %44, %18 ve %14 olarak hesaplanmistir (Debnath, 2021; Becker,
2007; Das, 1998). Baz1 alg gruplar (6rnegin Spirulina) proteince zenginken bazilar1 daha fazla oranda

karbohidrata ve lipite sahiptir (6rnegin; Dunaliella, Chlorella, Porphyridium).
2.9. Glikoz

Glikoz en bol bulunan monosakkarittir ve karbonhidratlarin yapi tagidir (Hantzidiamantis ve
Lappin, 2021). Biitiin organizmalar i¢in en énemli enerji kaynagidir. Insan kaninda glikoz kan sekeri
olarak dolagir. Bitkilerde glikozun depo formu nigasta ve amilopektin iken hayvanlarda glikojendir.

Bitkiler ve algler tarafindan fotosentez sonucu karbondioksit ve sudan giines 15181 kullanilarak {iretilir.

Mikroagler iki amagla karbohidrat tiretir: hiicre duvar1 yapiminda yapisal bilesen olarak ve hiicre
ici depo maddesi olarak (Cheng vd., 2017). Depo maddesi olarak karbohidratlar mikroalglere enerji
saglar ve gecici siireligine ihtiya¢ durumunda karanlikta hayatta kalmasia yardimet olur (Khan vd.,
2016). Mikroalgal karbohidratlar biyoyakit, 6zellikle biyohidrojen iiretiminde kullanilmaktadir (Pragya
vd., 2013). Mikroalglerin karbohidrat i¢erigini etkileyen faktorlerin besin miktari, tuz stresi, 151k siddeti,
sicaklik ve metabolizma oldugu belirtilmektedir (Andreeva vd., 2021; Corréa vd., 2018).

Stres sartlar1 altinda 6rnegin besin elementi sinirlamasi ve yiiksek 151k, mikroalglerin fikse edilen
fazla karbonu glikoz olarak disar1 salabildigi rapor edilmistir (Kennedy vd., 2022). Bu sartlarda
mikroalgerin protein miktarinin azaldigi, yag asiti ve karbonhidrat oranlarinin ise arttigi, glikozun ana

karbonhidrat haline gegtigi belirtilmistir (Suarez Ruiz vd., 2020).

Glikoz konsantrasyonlarinin fotosentezi bloke etmek i¢in 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea

(DCMU) ile muamele edilen 6rneklerde denenen tiim 151k siddetlerinde diistiigii gézlemlenmistir.

Karbonhidratlarin bir sinifi olan ekstraseliiler polimerik maddelerin (EPS) hiicre hareketi, biryere
yapisma ve bilylik organizmalarin avlamasindan kacginma gibi ¢esitli rollerde gorev aldigi
belirtilmektedir (Underwood ve Kromkamp 1999; Staats vd., 2000; Cook vd., 2007; Kennedy vd.,
2022). Bu EPS ler polisakkaritleri, uronik asiti ve siilfath sekerleri icermektedir (Underwood ve Paterson

2003; Bellinger vd., 2009; Oakes vd., 2010; Rivaro vd., 2021).
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2.10. Fruktoz

Fruktoz pekg¢ok bitkide ve mikroalgde var olan bir monosakkarittir (Johnson ve Conforti, 2003; El-
Naggar vd., 2016). Bitkilerde cogunlukla bir molekiil glikoza bir molekiil fruktozun baglanarak
olusturdugu sakkaroz (siikroz) formunda bulunur. Ticari olarak seker kamisi, misir ve seker pancarindan
elde edilir. Fruktozun goreceli olarak tatlilig1 ¢ay sekerinden yani siikrozdan 1.2-1.8 kat daha fazladir
(Hanover ve White, 1993). Karacigerde fruktoz kullanimi insulin ile diizenlenememektedir (Basciano
vd., 2005). Asir fruktoz tiiketiminin insulin direncine sebep oldugu ¢esitli kaynaklarda belirtilmektedir
(Basciano vd., 2005; Malik ve Hu, 2015).

Kuzey Denizi’nin kuzeyinde bir fitoplankton patlamasi esnasinda 6l¢iilen glikoz:fruktoz oraninin

1.8 ile 2 arasinda degistigi rapor edilmistir (Ittekkot vd., 1981).

2.11. Cahsmada Kullamlan Mikroalg Tiirleri ve Heterotrof Tiirler le ilgili Ge¢miste Yapilan

Arastirmalar
2.11.1. Diyatomlar
2.1.1.1. Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round

Arafit pennat bir diyatomdur. Denizel, kozmopolit, planktonik bir tiirdiir (Hasle ve Syvertson
1997). Asterionella japonica Cleve ile sinonimdir. Hem valva (6n yiizey) hem de girdle (kusak veya yan
taraf) agisindan bakildiginda hiicrelerin u¢ kisimlarmin farkli olduklar1 goriiliir. Hiicreler birbirine
genislemis valva ylizeyi tarafindan baglanarak yildiz seklinde spiral zincirler olusturur. Bu genislemis
uc¢ taraf girdle acisindan bakildiginda t{iggen seklinde, valve agisindan bakildiginda az ¢ok
yuvarlagimsidir (Hasle ve Syvertson 1997). Bazal kisimda bir iki kloroplast bulunur ve zaman zaman

yiiksek bolluk seviyelerine (>1 milyon hiicre L) ulasir (Cupp 1943).
2.11.1.1. Haslea silbo Gastineau, Hansen ve Mouget

Bu tiir Kanarya adalar1, Kuzey Karolina, Napoli Korfezi ve Gliney Adriatik Denizi ve kuzeydogu
Akdeniz kiyilart gibi ¢esitli cografik bolgelerde bulunmus ve ilk defa 2021 yilinda isimlendirilmistir
(Gastineau vd.,2021). Haslea ostrearia (Gaillon) Simonsen (Gastineau vd., 2014b) gibi bu tir de
marennin adi mavi renkte suda ¢6ziinebilir, antibakteriyel ve antiviral 6zellikte bir pigment {iretmektedir
(Gastineau vd., 2012a; Gastineau vd., 2014b). Literatiirde mevcut baska mavi Haslea tiirleri de yer
almaktadir. Bunlar H. provincialis (Gastineau vd., 2016), H. karadagensis (Gastineau vd., 2012b) ve
Haslea nusantara’dir (Prasetiya vd., 2019). Marennin serbest radikal temizleme &zelligine de sahip
alelopatik bir birlesiktir (Pouvreae vd.,2006a). pH artisi ile pigmentin rengi maviden yesile donmektedir
(Robert vd., 2002). Marennin ilk defa Haslea ostrearia tiriinde Fransa’min batisinda istiridye

ciftliklerinde istiridyelerin mavi-yesil renkte goriilmesi ve arastirilmasi neticesinde bulunmustur
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(Gaillon, 1820, Gastineau vd., 2012a; Poulin vd., 2019b). Mavi-yesil renkteki istridyeler insanlar
tarafindan daha fazla begenilmekte ve digerlerine gore daha yiiksek iicretle alict bulmaktadir (Poulin
vd., 2019). Tiirlin kullanim alanlar1 kozmetik, akuakiiltiir, besin ve saglik olarak siralanabilir.
Marenninin yiiksek konsantrasyonlarda bazi omurgasiz canlilarin tiremesini yavaslattigi, larva
geligimini geciktirdigi ama yetiskin bireyleri etkilemedigi rapor edilmistir (Falaise vd., 2019). Bunun
yaninda balik solungag hiicre dizileri iizerine herhangi bir negatif etki bulunamamistir (Falaise vd.,

2019). Haslea cinsi mavi olmayan tiirleri de icermektedir (Massé vd., 2001).

2.1.1.2. Helicotheca tamesis (Shrubsole) Ricard

Helicotheca tamesis (Shrubsole) Ricard tropik ve iliman kiy1 sularinda bir tiirdiir (Hernandez-
Becerril vd., 2013). Helicotheca Ricard cinsi tek bir tiire sahiptir, Helicotheca tamesis orjinalinde
Shrubsole tarafindan Streptotheca tamesis olarak adlandirilmig, daha sonra Helicotheca olarak
siniflandirtlmistir (Ricard, 1987). Kurdela seklinde zincir olugturan bir tiirdiir. Zincirler DNA ipligi gibi
helezon seklinde pervalvar aksis boyunca kivrilir. Cok sayida kloroplast icerir. Lineer veya oblong, orta

kismu sigkin valvaya sahiptir (Hasle ve Syvertson, 7997).
2.1.1.3. Nitzschia navis varingicia Lundholm et Moestrup

Nitzschia navis varingica Lundholm et Moestrup domoik asit (DA) ve domoik asit izomerlerinini
tiretebilen bentik bir diyatomdur. DA {iretmeyen suslar1 da bulunmaktadir (Bates vd., 2018). Ilk defa
Viyetnam’da 1997 yilinda karides havuzlarinda tespit edilmistir (Lundholm ve Moestrup, 2000). Daha
once Viyetnam, Avustralya, Japonya, Taylve, Filipinler, Malezya ve Endonezya gibi ¢esitli bat1 Pasifik
bolgelerinde gozlemlenmisken (Kotaki vd., 2000; Kotaki vd., 2004; Kotaki vd., 2008; Tan vd., 2016,
Higgins vd., 2003; Romero vd., 2008; Thoha vd., 2012) Akdeniz’de ilk defa 2016 senesinde, Tiirkiye
kiyilarinda kaydedilmistir (Ayaz vd., 2018). Domoik asit mikroalglerden bir diger diyatom cinsi olan
Pseudo-nitzschia’da da bulunabilmktedir ve besin zincirinin iist basamaklarina beslenme ile artan
miktarlarda tasinmasi sonucu memelilerde zehirlenmeler gergeklesebilmektedir. Bu toksin hafiza kaybi

ve yon bulamama gibi saglik problemlerine, hatta 6liime neden olabilmektedir (Bates vd., 2018).
2.1.2. Siyanobakteri
2.1.2.1. Spirulina cf. platensis (Gomont) Geitler

Spirulina (=Arthrospira) filament olusturan spiral sekilli bir siyanobakteri tiiriidiir. 1000 yildan
fazla bir siiredir besin maddesi olarak kullanilmaktadir (Koru ve Cirik, 2003; Stanic-Vucinic vd., 2018).
Tanmmmlanmis 53 tane Spirulina tiri bulunmaktadir (Guiry ve Guiry 2019). En yaygin ve en c¢ok
arastirma yapilan tiirii S. platensis’dir (Habip vd., 2008). Alkalin tal1 su, ac1 su ve tuzlu su gibi pek cok
ortamda bulunabilmekte, daha ¢ok tropik ve subtropik alanlarda yaygin olarak gézlemlenmektedir

(Stanic-Vucinic vd., 2018). Faydalar1 arsinda bagisiklik sistemini diizenleyici, anti-enflamatuar,

10
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antioksidan, antiviral, kanser 6nleyici 6zelliklere sahip olmasi, kalp damar hastaliklar1 i¢in yararl olmasi
gelmektedir (Khan vd., 2005; Capelli ve Cysewski, 2010; Asghari vd., 2016; Demirel vd., 2018). Bu
nedenle tip ve kozmetik sektdriinde ayn1 zamanda, insan ve hayvan gidasi olarak biyoteknoloji alaninda
en ¢ok kullanilan tiirlerden biridir (Koru ve Cirik, 2003; Asghari vd., 2016). Bu siyanobakteri tiirii
esansiyel amino asitlerin tiimiine sahiptir ve yiiksek oranda sindirilebilir protein igerir (Capelli ve
Cysewski, 2010). Spirulina’nin protein icerigi %65°tir (Moorhead ve Capelli, 2011). Bu oran pek ¢ok
gida maddesine kiyasla oldukca yiiksektir. Ornegin kurutulmus siitiin protein icerigi %36, soya ununun
%37, tavugunki %24, baliginki %24, dana etinin %22 ve yer fistiinin %26 olarak bulunmustur
(Moorhead ve Capelli, 2011; Barka ve Blecker, 2016). Ayrica Spirulina A, K ve B vitaminlerine,
minerallere, yag asitlerine, klorofile, karotenoidlere, fikosiyanine, siilfolipitlere, glikolipitlere ve ¢esitli
enzimlere de sahiptir Stanic-Vucinic vd., 2018; Capelli ve Cysewski, 2010; Asghari vd., 2016).

Spirulina, besin igerigi bakimindan muazzam goriinmektedir. Siitten %180 daha fazla kalsiyum,
tofudan (soya peyniri) %670 daha fazla protein, havugtan %3100 daha faza beta karoten ve 1spanaktan
%5100 daha yiiksek demir bulunmaktadir (Capelli ve Cysewski, 2010). NASA Spirulina’nin uzayda iyi
bir besin kaynagi olmasi ile ilgili arastirmalar gerceklestirmistir (Capelli ve Cysewski, 2010). 2004
yilinda Cin’de Spirulina iiretimi ile (41 570 ton) 16,6 milyon dolarlik bir gelir saglanmistir (Habip vd.,
2008).

Bu tiiriin farkli ortam sartlarinda 3-5 mg g! fenolik igerigine sahip oldugu belirtilmistir (Al-Rashad
vd., 2016). Bir derleme ¢alismasinda Spirulina’nin 1 gram kuru agirliginda 30 mg klorofil, 15 mg toplam
karotenoid, 519 mg toplam fikosiyanin, 1080 U SOD dismutaz oldugu rapor edilmistir (Asghari vd.,
2016). Spirulina platensis tiriiniin C vitamini icerigi kis doneminde subtropik bir iklimde havuzlarda

yaza gore daha yliksek 39.31 + 3.63 mg/100 g olarak bulunmustur (Isik vd. 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Mikroalg Ornekleri

Mikroalg tiirleri 2016-2019 arasinda Erdemli (36°36° N, 34°19” E) ve Mersin (36°47° N, 34°35°
E) kiyisindan alman &rneklerden izole edilmistir. Ornekler 100 ml’lik Erlenler i¢inde F/2 Medyum
kullanilarak, 20°C sicaklik ve ~30-40 pmol foton m s™! 151k sartlarinda 12:12 gece giindiiz dongiisii ile
yetistirilmistir. F/2 Medyum 0.45 pum selliiloz asetat filtre ile siiziilmiis deniz suyu ile hazirlanmis ve

otoklavlanarak sterilize edilmistir. Kullanilan deniz suyunun tuzlulugu ~38’dir.

Calismada Kuzeydogu Akdeniz kiy1 sularindan izole edilen ve aksenik olmayan mikroalg
tiirlerinden diyatom Helicotheca tamesis (Shrubsole) M.Ricard, Haslea silbo Gastineau, Hansen ve
Mouget, Nitzschia navis-varingica Lundholm ve Moestrup, Asterionellopsis glacialis (Castracane)
Round, ve siyanobakteri Spirulina cf. platensis (Gomont) Geitler antioksidan, protein ve glikoz-fruktoz

analizinde kullanilmigtir (Tablo 3.1, Sekil 3.1-3.7).

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan tiirler.

Ilk kez 1886’da Asterionella glacialis
olarak tanimlanmus, 1990 yilinda
Asterionellopsis glacialis olarak degistirilmistir.
Asterionella japonica Cleve sinonim olarak
kabul edilir. Soguk ve 1liman bolgelerde bulunan
kozmopolit bir tiirdiir.

Ik kez yeni bir tiir olarak 2021 yilinda
tanimlandi. Marennin adi verilen sekonder bir
metabolizma iiriinii olan mavi renkte pigment
salgilamaktadir. Kuzey Karolina, Adriatik
Denizi, Napoli Kiyis1 ve Mersin kiy1 sularinda
bulunmustur.

Ik olarak 1891°de Streptotheca tamesis
olarak tanimlanmis, 1987°de Helicotheca tamesis
olarak ismi degistirilmistir. Sicak ve 1liman
bolgelerde yaygindir.

1-Asterionellopsis glacialis (Diyatom)

2-Haslea silbo (Diyatom)

3-Helicotheca tamesis (Diyatom)

Nitzschia navis varingica Lundholm et
Moestrup domoik asit iiretebilen, bentik bir
diyatom. Bati Pasifik’te yaygin bir tlrdiir.
Akdeniz’de ilk 2016 yilinda Erdemli kiyisinda
tespit edilmigitir.

Spirulina (=Arthrospira) ipliksi, spiral
sekilli bir siyanobakteri cinsidir. Genellikle biitiin
5-Spirulina cf. platensis (Siyanobakteri) | kitalarda tropikal ve subtropikal bolgelerde
mineralce zengin alkalin gollerde bulunsa da
oldukga tuzlu (40-45) sularda da
bulunabilmektedir.

4-Nitzschia navis-varingica (Diyatom)
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EHT=10.00 k¥ wb - signal A= SEZ2  Mag KX EU\P2Z

Sekil 3.2. Haslea silbo 151k mikroskopu ve SEM fotograflar
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Sekil 3.3. Haslea silbo kiiltiiriiniin erlen i¢gindeki goriintiisii.

Sekil 3.4. Helicotheca tamesis 131k mikroskobu goriintiisii.

Sekil 3.5. Nitzchia navis-varingica 11k mikroskobu goriintiileri.
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T ey T T THE

Sekil 3.6. Nitzchia navis-varingica SEM mikroskobu goriintiileri.

Sekil 3.7. Spirulina cf. platensis’in 151k mikroskobu goriintiisii
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Sekil 3.9. Santrifiijlenen 6rneklerin liyofilizator ile kurutulmasi.

16



Halil YAMAN, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

3.2. Mikroalg Orneklerinin Hazirlanmasi

Kiiltiir ortaminda yetistirilen mikroalg drnekleri yetisme ortamu ile birlikte 10 dakika boyunca 4000
g de santrifiij edilmis ve siipernatan atilmigtir. Kiiltiir ortamindaki tuzu uzaklagtirmak i¢in ¢okelti
iizerine 10 ml saf su koyularak tekrar santrifiij edilmis ve siipernatan atilmistir. Konsantre edilen
mikroalg hiicreleri 24 saat boyunca -80°C de depolandiktan sonra liyofilizatérde kurutulmustur (Sekil

2.7). Dondurularak kurutulan 6rnekler analize kadar -20°C de korunmustur.

3.3. Analitik Yontemler
3.4. Toplam Klorofil

Liyofilizatérde kurutulmus mikroalg hiicrelerinden alman 50 mg Iik Orneklerde klorofil
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon islemi i¢in érnekler iizerine 3 ml soguk metanol ilave
edilmis ve homojenizator ile yiiksek devirde 30 s siireyle par¢alanmustir (Sekil 3.7). Elde edilen ekstrakt
4 °C sicaklikta 4000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ekstraktan 100 pL alinip 2.9 ml methanol ile
sulandirilmis ve metanol ile sifirlanmis spektrofotometrede 665 ve 652 nm’lik dalga boylarinda 3
tekrarli olarak dl¢iilmiistiir. Orneklerin toplam klorofil ve klorofil @ miktari Porra vd. (1989)’nin 22.12A
652 + 2.71A 665 ve 16,29*A665.2-8,54*A652 esitligi kullanilarak pg g -1 kuru agirlik olarak

hesaplanmustir.
3.5. Karotenoidler

Karotenoid (B-karoten ve ksantofil) kompozisyonunu belirlemek i¢in 50 mg kuru 6rnek 3 ml
methanol kullanilarak homojenize edilmistir. Daha sonra 4 °C’ta 4000 g’de santrifiij edilmistir. Ekstrakt
rotari evaporator balonlarina konularak, vakum altinda yogunlastirilan 6rnekler 1 ml kloroformda
coziilerek ependorf tiiplerine alinmugtir. Ornekler silica jel tabakalara mikropipetle 100 ul yiiklenmistir.
Silika jel tabakalar 20 kisim aseton, 30 kisim dietil eter, 60 kisim n-hexan’dan olusan ¢dzelti igerisine

yerlestirilmis, bir saat yiiriitiilerek bantlar tamamen ayristirilmistir (Sekil 3.10). (Moore, 1974).
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Sekil 3.10. Karatoneidlerin jel kromotografisi

Marker Pigmentlerin Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) ile incelenmesi

F/20 ortaminda, 20°C sicaklik ve ~30-40 pmol foton m? s™! 1g1k sartlarinda 12:12 gece giindiiz
dongiisii ile yetistirilen Orneklerin pigment analizi ODTU-Deniz Bilimleri Enstitiisii tarafindan
DEKOSIM projesi katkistyla 6l¢iilmiistiir. 9 ml 5rnek Whatman 25 mm @ GF/F filtreler ile siiziilmiistiir.
Daha sonra %90’lik HPLC grade aseton ile ekstrakte edilmis ve 1 dk sonikasyona tabi tutulmustur
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(Barlow vd., 1997, modifiye edilmistir). Daha sonra -20 °C derecede bir gece bekletilerek santrifiij
edilmistir. Ornekler cam kahvreengi vialler igine alinarak HPLC cihazinin otomatik drnekleyicisi i¢ine
yerlestirilmistir. Otomatik drnekleyici drnekler i¢ine 200 pL ekstrakt ve 200 uL 1 M amonyum asetat
iyon esleme soliisyonu koymaktadir (Mantoura ve Llewellyn, 1983). Tamponlanan ekstrakt (100 pL)
Thermo Hypersil MOS-2 C8 kolonu (150 x 4.6 mm, 3 pum partikiil boyu, 120 A por ¢apli ve 6.5% karbon
igeren) igindeki dongiiye katilmaktadir. Burada pigmentlerin ayrimi Yiicel vd., (2017) ve Barlow vd.,
(1997)’da anlatildig: gibi binary hareketli faz sistemi kullanilarak lineer gradient ile hesaplanir. 13 farkli
mikroalg pigmenti 440 nm absorbans kullanilarak Agilent variable wavelength detektor ile tespit
edilmistir (Mantoura ve Llewellyn, 1983). Pigment konsantrasyonlar1 eksternal standart eigitligi
kullanilarak hesaplanmistir (Jeffrey vd., 1997). Kullanilan 13 farkli standart klorofil «, klorofill b,
klorofil ¢2, peridinin, 19-butanoyloxyfucoxanthin, fucoxanthin, 19-hexanoyloxyfucoxanthin,
diadinoxanthin, alloxanthin, lutein, zeaxanthin, divinyl klorofil-a ve B-karotendir (DHI company,

Denmark). Incelenen 6rneklerde bu pigmentlerin hepsi bulunmamaktadir.
3.6. Toplam Coziiniir Fenolikler

Suda ¢oziiniir fenoliklerin miktarlarin1 belirlemek i¢in 50 mg 6rnek 3 ml metanol igerisinde
homojenize edilip, 15 dakika boyunca kaynatilmistir. Daha sonra 4 °C’ta 4000 g’de 10 dakika santrifiij
edilip, siipernatant evaporatérde buharlastirilmis ve ornekler 10 ml saf su iginde ¢dziilmiistiir. Bu
ekstraktin 0,2 ml’lik alikotu 5 ml su bulunan bir tiipe eklenmis, iizerine 0.2 ml Folin- Ciocalteu’dan ve
1 ml %20’1lik Na,CO; ilave edilip (pH 7), ilave edilerek karistirilacaktir. Standartlara da 0.2 ml Folin-

Ciocalteu ve 1 ml NaxCOs eklenmistir.

Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrede 650 nm’deki absorbans

degerleri okunmus ve gallik asit standart1 (20, 40, 60, 80 ppm) kullanilarak hesaplama islemi yapilmustir.
3.7. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK)

Liyofilize materyalden tartilan 50 mg lik kisim 3 ml soguk metanol i¢inde homojenize edilmistir.
Ekstrakt 4 °C’ta 4000 g’de 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatan toplam antioksidan kapasiteyi
belirlemek iizere analiz edilmistir. Igerisinde 0,6 M H 2 SO4, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum
molibdat (50 ml su, 1.75 ml H 2 SO 4, 0.25 mg NaPO,) bulunan belirte¢ ¢ozelti hazirlanir. Ekstraktin
200 pl si iizerine 2.8 ml belirteg ¢ozelti eklenerek tiip karistirict ile karistirilmistir. Ornekler ve askorbik
asit standartlar1 birlikte 90°C de 90 dakika inkiibasyondan sonra oda sicakligina sogutulmus ve 695 nm
dalgaboyunda absorbanslart belirlenmistir. Toplam antioksidan kapasite askorbik asit esdegeri olarak

standart egriden hesaplanmistir (Prieto vd., 1999).
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3.8. CUPRAC (kuprik iyon radikal siipiirme kapasitesi)

Santrifiijlenerek deniz suyundan ayrilan ve liyofilize edilerek kurutulan mikroalgler (50 mg) 3 ml
metanol ile siispanse edilmistir. Daha sonra homojenizator ile pargalanmis ve 24 saat buzdolabinda
bekletilmistir. Radikal siiplirme kapasitesinin belirlenmesi igin soliisyon 1 (Cu(II) 0.01 M (0.170gr/100
ml) 0.426 gr CuCl 2 :2H 2 O 250 ml suda ¢oziiliir), soliisyon 2 (Amonyum asetat tamponu pH: 7),
soliisyon 3 (Neocuprion (Nc) soliisyonu 0.039 gr Nc %96 lik 25 ml alkolde ¢6ziiliir), 1 ml saf su ve 0.1
mL ekstrakt karistirilmigtir. Oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra 50°C de 20 dk inkiibasyondan
sonra sogutulmustur (Apak vd., 2004). Gallik asit standartlart kullanilarak 450 nm dalgaboyunda

absorbans ol¢iimleri gerceklesmistir.
3.9. Askorbik asit

40 mg kurutulmus mikroalg hiicreleri 4°C’ye sogutulmus 2 ml %10 (w/v) trikloroasetik asit i¢inde
homojenize edildi ve 4000 g de 5 dk santrifiijlenmistir. Berraklasan ¢ozeltiden alinan 200 ul lik bir kisim
500 pl fosfat tampon (pH 7, 150 mM + 5 mM EDTA) ve 100 ul ditiothreitol (10 mM) ile karistirilmigtir.
Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Karigimin 50 pl si 2.95 ml diklorfrnol indolfenol (DCPIP)
cozeltisine (13 mg/g DCPIP + 3 g/L sodyum asetat) eklendi. Spektrofotometrede 520 nm deki
absaorbans azalmasi dl¢iilmiistiir. Askorbat igerigi strandart egriden hesaplandi ve sonuglar mg/g kuru

agirlik olarak ifade edilmistir.
3.10. Antioksidan enzimlerin ekstraksiyonu

Mikroalg hiicreleri 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek toplanmistir. Deniz suyundan ayrilan
hiicreler, diisiik basing altinda liyofilize edildi. 40 mg kurutulmus mikroalg 6rnegi 5 mL 0.1 M fosfat
tamponu (pH 7) ile homojenize edilmistir. Tampon 0,1 mM EDTA ve 100 mg PVP igermektedir. Saf
ekstrakt +4°C’de, 5 dk, 4500 g’de santrifiij edilmis ve siipernatant aktivite Slglimler i¢in -20 °C de

saklanmugtir.
3.11. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC.1.15.1.1) Aktivite Tayini

300 pl drnek tizerine 2,4 mL fosfat tamponu, 1 mL sodyum karbonat, 200 pL. L-Methionin, 100
uL nitro blue tetrazolium (NBT), ve 100 uL ribofilavin eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Ornekler 10
dk siireyle 25 °C 151k altinda tutulmustur. Spesifik enzim aktivitesi U/mg-1 protein olarak belirlenmistir.
Bir birim SOD aktivitesi 560 nm’de spektrofotometrede Olgiillen NBT rediiksiyon hizimin %50
inhibisyonuna neden olan enzim miktar1 olarak belirlenmistir. Bir birim (Unit), 25 °C’de 1 dk 1 pumol

substrati lirtine doniistiiren enzim (SOD) miktarim gostermektedir (Beyer ve Fridovich, 1987).
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3.12. Askorbat Peroksidaz (APX, EC.1.11.1.11) Aktivite Tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi i¢in 2.6 mL potasyum fosfat tamponu (pH:7), 30 uL EDTA (0.1
nM), 150 pL askorbik asit (0.5 mM), 30 uL. H2 O 2 (0.5 mM) ve son olarak 200 pL enzim ekstraktinin
eklenmesi ile reaksiyon baslatilmistir. 290 nm de askorbik asitin oksidasyonundan kaynaklanan

absorbans azalmasi 10-30 sn arasinda kaydedilmistir (Bonnet vd., 2000).
3.13. Glikoz analizi

50 mg 6rnek 3 ml metanol igerisinde homojenize edilip 4000 devirde 10 dk santrifiijlenmistir.
Ornekten alian 100 pl lik kisim iizerine 900 ml saf su konmustur. Uzerine 2 ml soguk antron ¢ozeltisi
(50 ml H,SOj4 icinde 75 mg antron ¢oziliir) basingh olarak eklenip ve tiip karistiricida kuvvetle
karistirilmigtir. 90°C de 5 dk inkiibe edilip, 1sitilmis ve 620 nm de absorbaslar lgiilmiistiir. Glikoz
standartlar1 ile ¢izilen standart egriden glikoz miktar1 hesaplanmistir. Bu yontemde serbest glikoza ek

olarak sakkaroz glikozu da belirlenmektedir.
3.14. Fruktoz analizi

50 mg o6rnek 3 ml metanol icerisinde homojenize edilip 4000 devirde 10 dk santrifiijlenmistir.
Ornekten alinan 100 pl lik kisim iizerine 900 ml saf su konulmustur. Uzerine 2 ml soguk antron ¢ozeltisi
(50 ml H>SO4 icinde 75 mg antron ¢oziiliir) basmg¢h olarak eklenip tlip karstiricida kuvvetle
karistirtlmistir. 40°C de 30 dk inkiibe edilmistir. Isitilmis ve 620 nm de absorbaslar1 6l¢iilmiistiir.
Fruktoz standasrtlar ile ¢izilen standart egriden fruktoz miktar1 hesaplanmistir. Bu yontemde serbest

fruktoza ek olarak sakkaroz fruktozu da belirlenmistir (Halhoul ve Kleinberg 1972)
3.15. Protein analizi

50 mg kuru 6rnek iizerine 5 ml %80 aseton eklenmistir ve 10 dk ¢alkalanmistir. 4000 g ile 5 dk
santrifiijlenmistir. Stipernatant atilmistir. Kalint1 {izerine 0.1 mM tris-HCI tamponundan (pH 8) 2 ml
konulmustur. Calkalanarak siispanse edilmistir. 4000 g de 5 dk santrifiijjlenip siipernatant alinmistir
(Jordan vd., 1992). Ekstraktin protein igerigi BSA ile hazirlanan standartlarin kullanimi ile Lowry vd.

(1951) yontemine gore belirlenmistir.
3.16. Antioksidan Enzimlerin Aktivitesi

Mikroalg hiicreleri 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek toplanmistir. Deniz suyundan ayrilan

hiicreler, diisiik basing altinda liyofilize edilmistir. Kuruyan 6rnekler tartilip sogukta saklanmistir.
3.17. Askorbat Peroksidaz (APX, EC.1.11.1.11) Aktivite Tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi i¢in 2.6 mL potasyum fosfat tamponu (pH:7), 30 uL EDTA (0.1
nM), 150 pL askorbik asit (0.5 mM), 30 uL. H2 O 2 (0.5 mM) ve son olarak 200 pL enzim ekstraktinin
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eklenmesi ile reaksiyon baslatilmistir. 290 nm de askorbik asitin oksidasyonundan kaynaklanan

absorbans azalmasi 10-30 sn arasinda kaydedilmistir (Bonnet vd., 2000).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Klorofil a

Incelenen bes mikroalg tiiriinden; Helicotheca tamesis, Haslea silbo, Nitzschia navis-varingica,
Asterionellopsis glacialis ve Spirulina cf. platensis en yiiksek yogunlukta klorofil a’ya sahip olan tiiriin

Nitzschia navis-varingica oldugu gorillmiistiir (Sekil 4.1).

Klorofil a
S. cf. platensis
N. navis-varingica
A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
0 04 08 12 16

mg/gr kuru agirhik

Sekil 4.1. Dondurularak kurutulan mikroalg 6rneklerinin klorofil @ miktarlari.

Spirulina cf. platensis —h

Nitzschia navis-varingica

Asterionellopsis glacialis ([

Haslea silbo

Helicotheca tamesis

pg Lt

Kloc3 mKloc2 ®Fuco mDiadino mKloa mBeta Carotene M Zea

Sekil 4.2. Calismada kullanilan kiiltiirlerdeki indikator pigmentlerin miktarlar:
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Spirulina cf. platensis —h

Nitzschia navis-varingica

Asterionellopsis glacialis (S
Haslea silbo [N
0

Helicotheca tamesis

200 400

x10° hiicre L1

Sekil 4.3. Calismada kullanilan kiiltiirlerin ayn1 yetistirme sartlarinda bolluk degerleri.

Spirulina cf. platensis |

Nitzschia navis-varingica s |

Asterionellopsis glacialis | |

Haslea silbo | [
Helicotheca tamesis .

0 2 4 6
pg pigment cell?!
Kloc3 mKloc2 ®Fuco mDiadino mKloa i Beta Carotene MZea

Sekil 4.4. Calismada kullanilan kiiltiirlerdeki indikator pigmentlerin hiicre basma diisen

miktarlari.

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi yontemi ile dlciilen pigment miktarlar incelendiginde,
spektrofotometrik dl¢timde oldugu gibi en yiiksek pigment konsantrasyonuna sahip tiirlin N. navis-
varingica oldugu goriilmiistiir. Baz1 6rneklerdeki Fukoksantin miktarinin klorofil @ miktari gectigi
goriilmiistiir. En disiik pigment konsantrasyonuna sahip tiir Spirulina cf. platensis olarak bulunmustur.
Haslea silbo’da Klo ¢2’ye ek olarak Klo ¢3’iin de bulundugu tespit edilmistir. Her bir tiiriin hacmi ve
litredeki kosantrasyonu farklidir. En yiiksek bolluk degerine sahip olan tiir A. glacialis’tir. Tkinci yiiksek
bolluga sahip tiir H. silbo’dur. Pigment konsantrasyonu hiicre sayisina boliindiigiinde de hiicre basina
diisen en yliksek pigment orani N. navis-varingica’ya ait oldugu goriilmiistiir. Bu tlirden sonra en yliksek

hiicre bagina pigmente sahip tiir. H. tamesis olmugtur.

24



Halil YAMAN, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

4.1.2. Toplam Coziiniir Fenolikler

Toplam ¢ozliniir fenol miktarlar1 incelendiginde en yiiksek konsantrasyonlara Spirulina cf.

platensis ve N. navis-varingica’nin sahip oldugu anlagilmistir (Sekil 3.2).

Fenol

S. cf. platensis

N. navis-varingica

HI“

A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
0 5 10
mgg*!

Sekil 4.5. Dondurularak kurutulan mikroalg 6rneklerinin fenol miktarlar.

4.1.3. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK)

Toplam antioksidan kapasitesi incelendiginde en yiiksek antioksidan konsantrasyonuna sahip olan

tiirlin gene N. navis-varingica oldugu saptanmustir (Sekil 4.6).

TAK

S. cf. platensis

N. navis-varingica

iy

A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
(I) 4I0 8IO
mgg*

Sekil 4.6. Dondurularak kurutulan mikroalg 6rneklerinin toplam antioksidan kapasitesi.
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4.1.4. CUPRAK Radikal Siipiirme Kapasitesi

Radikal siipirme kapasitesi CUPRAK yontemi ile arastirildiginda Haslea silbo ve N. navis-

varingica 'nin birbirine benzer derecede yliksek kapasitelere sahip oldugu izlenmistir (Sekil 4.7.).

CUPRAC radikal stipirme kapasitesi

S. cf. platensis

N. navis-varingica

H. silbo

H. tamesis

T
A. glacialis |GGG —
T

o
2
o
=
o
o

Sekil 4.7. Dondurularak kurutulan mikroalg drneklerinin CUPRAC radikal siipiirme kapasitesi.

4.1.5. Askorbik Asit Konsantrasyonu

En yiiksek askorbik asit konsantrasyonu N. navis-varingica’da Ol¢iilmiistiir. Spirulina cf.

platensis ve Helicotheca tamesis tirleri N. navis-varingica’y1 izlemistir (Sekil 4.8.).

Askorbik asit

Spirulina ticari

S. cf. platensis

N. navis-varingica
A. glacialis

H. silbo

H. tamesis

o
N
S
()}
0o
S

12

Sekil 4.8. Askorbik asit konsantrasyonlari.
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4.1.6. APX (Askorbat Peroksidaz) Analizi

Tiirlerin askorbat peroksidaz aktiviteleri goreceli olarak birbirine yakin bulunmustur. En yiiksek
askorbat peroksidaz aktivitesine N. navis-varingica’nmn (1250 U g!) sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.9.).

Askorbat Peroksidaz
Spirulina ticari

S. cf. platensis

N. navis-varingica

A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
CI) 5(I)O 10IOO 15I00 ZOIOO
U/g

Sekil 4.9. Dondurularak kurutulan mikroalg drneklerinin askorbat peroksidaz aktivitesi.

4.1.7. S.0.D. (Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi)

En yiiksek toplam SOD aktivitesine sahip olan tiirlin Asterionellopsis glacialis oldugu
gozlemlenmistir. Bunu takip eden tiiriin Helicotheca tamesis oldugu goriilmiistiir. H. silbo’nun en diisiik
toplam SOD aktivitesine sahip oldugu anlasilmistir. 4. glacialis’in Mn SOD ve Cu/Zn SOD aktiviteleri
de en yiiksek olarak bulunmustur (Sekil 4.10 a-c).
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Toplam SOD (Cu/Zn, Mn, Fe)

S. cf. platensis

N. navis-varingica

’IU

A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
(I) 2(I)O 4(I)0
unit gr ka!

Sekil 4.10a. Dondurularak kurutulan mikroalg 6rneklerinin toplam SOD aktivitesi.

Mn SOD AKTIVITESI

S. cf. platensis

N. navis-varingica

A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
(I) 4IO 8I0 1&0 16I‘>0
unit gr ka!

Sekil 4.10b. Dondurularak kurutulan mikroalg 6rneklerinin Mn SOD aktivitesi.
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Cu/Zn SOD
S. cf. platensis
N. navis-varingica
A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
(I) 1(I)O Z(I)O 3(I)0
unit gr ka!

Sekil 4.10¢c. Dondurularak kurutulan mikroalg 6rneklerinin Cu/Zn SOD aktivitesi.

4.1.8. Toplam Glikoz Miktari

En yiiksek glikoz konsantrasyonuna sahip tiir Helicotheca tamesis olarak bulunmus, bu tiirii

siralama olarak N. navis-varingica ve Asterionellopsis glacialis izlemistir (Sekil 4.11.).

Glikoz

S. cf. platensis

N. navis-varingica

i

A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
(I) 1I0 2I0
mgg*

Sekil 4.11. Dondurularak kurutulan mikroalg drneklerinin glikoz miktarlari.
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4.1.9. Toplam Fruktoz Miktari

Toplam fruktoz konsantrasyonu en fazla olan tiirler H. silbo ve N. navis-varingica olarak

bulunmustur (Sekil 4.12.).

Fruktoz

S. cf. platensis

N. navis-varingica

A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
0 s 8
mgg*!

Sekil 4.12. Dondurularak kurutulan mikroalg 6rneklerinin fruktoz miktarlari.
4.1.10. Protein Konsantrasyonu
Protein konsantrasyonlar1 incelendiginde en yiiksek toplam proteine sahip olan tiiriin S. cf.
platensis oldugu goriildii. Bu tiirii H. tamesis ve A. glacialis izledi (Sekil 4.13.).
Protein

Spirulina ticari
S. cf. platensis

N. navis-varingica

A. glacialis
H. silbo
H. tamesis
0 500 1000
mgg*

Sekil 4.13. Dondurularak kurutulan mikroalg érneklerinin protein miktarlari.
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4.2. Tartisma

Incelenen Helicotheca tamesis, Haslea silbo, Nitzschia navis-varingica, Asterionellopsis glacialis
ve Spirulina cf. platensis tiirleri arasinda en yiiksek klorofil a ve ¢ igerigine sahip olan tiirlin Nitzschia
navis-varingica oldugu belirlenmistir. Kuru agirlik basia diisen klorofil @ miktar1 1,23 mg olarak
hesaplanmustir. Spirulina cf. platensis en diisiik klorofil a’ya sahip tiir olarak bulunmustur. Farkl
mikroalg tiirlerinde dlgiilen klorofil a degerinin literatiirrde 0.2 ile 18 mg g arasinda degistigi rapor
edilmistir (Gao vd., 2017; Kumar Saha vd., 2013; Yusof vd., 2021). Klorofil @ miktarinin 1s1k siddeti ile
ters orantili olarak, besin elementi miktar ile ise dogru orantili olarak degistigi bilinmektedir (Geider,

1987; Laws ve Bannister, 1980). Ayrica klorofil a miktarlar farkli taksonomik siniflarda ve tiirlerde de

farklilik gosterebilir (Sathyendranath vd., 2009).

Bu caligmada en yiiksek toplam ¢oziiniir fenol miktarma sahip tiirler Spriulina cf. platensis ve N.
navis-varingica olarak dl¢lilmiistiir. Fenol miktarlari sirastyla 7 ve 6 mg GAE g! olarak bulunmustur.
Literatiirde ¢cok sayida mikroalg tiirtinde toplam fenolik degerlerinin 0.1 mg GAE ka ile 45 mg GAE ka
arasinda degistigi rapor edilmistir (Ahm vd., 2014; Bulut 2020; Demirel vd., 2018; Goiris vd., 2012;
Hemalatha vd., 2013; Li vd., 2007; Lopez-Hernandez 2020; Roy vd., 2021; Yiiksel vd., 2021).
Literatiirde en yliksek fenol icerigine sahip olan cinsler yesil alglerden Chlorella, Desmodesmus ve
Hindakia tetrachotoma, siyanobakterilerden Nostoc olarak kaydedilmistir. Bu tiirler disinda fenol

miktarlarinin genellikle 1-5 mg GAE g arasinda degistigi goriilmiistiir.

Calismamizda N. navis-varingica’nin en yiiksek toplam antioksidan kapasitesine sahip tiir oldugu
gozlemlenmistir. Bu tiirde 57 mg g' TAK degeri 6lgiilmiistiir. Helicotheca tamesis (38 mg g') ve
Haslea silbo (25 mg g'!) tiirleri N. navis-varingica’y1 takip ederek ikinci ve tigiincii yiiksek TAK ’a sahip
olmusglardir. Literatiirde farkli tiirlere ait TAK degerlerinin gram kuru agirlik basina 1.4-2.58 mg
askorbik asit es degeri arasinda degistigi rapor edilmistir (Assungdo vd., 2017; Hemalatha vd., 2013;
Saranya vd., 2014; Abdel-Karim 2020). Literatiir degerleri ile karsilastirildiginda bu tiirlerin antioksidan

kapasitelerinin oldukga yiliksek oldugu goriilmektedir.

Haslea silbo ve N. navis-varingica’nin benzer oranlarda CUPRAK radikal siipiirme kapasitesine
sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu iki tiirin ~90 mg g' Gallik Asit esdegerinde radikal siipiirme
kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Arguelles (2021) Chlorella minutissima tiiriniin CUPRAC
yontemi ile radikal siipiirme kapasitesini 13.9 pg ml! olarak askorbik asitinkini ise 46.3 pg ml'! olarak

rapor etmistir (Zaharieva vd., 2022, Arguelle vd., 2017, Akar vd., 2019).

En yiiksek askorbik asit konsantrasyonuna sahip tiir 8.85 mg g! degeriyle N. navis-varingica olarak
bulunmustur. H. tamesis ikinci en yiiksek askorbat icerigine sahip tiir olarak tespit edilmistir. Literatiirde

farkli tiirlere ait askorbik asit konsantrasyonunun 0.1-18 mg g' arasinda degistigi rapor edilmistir
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(Brown ve Miller, 1992; Isik vd., 2006; Del Mondo vd., 2020; Running, 1984; Yusof vd., 2021).

Calismamizda bulunan degerler literatiir degerlerine benzer araliktadir.

En ytiksek askorbat peroksidaz aktivitesine sahip tlir N. navis-varingica olarak bulunmustur (1250
U g). Ikinci en yiiksek degere sahip tiir 4. silbo olmustur. Diger tiirlerin APX degerleri de birbirine
yakin bulunmustur. Literatiirde askorbat peroksidaz degerlerinin 0.2-5 U mg protein (200-5000 Ug
protein) arasinda degistigi kaydedilmistir (Al-Rashed vd., 2016; Cakmak vd., 2015; Janknegt vd., 2009;
Mishra ve Jha 2011). Bu degerler ¢calismamizda bulunan degerler ile uyumludur.

En yiiksek SOD aktivitesine sahip olan tiir 291 U g'! KA degeriyle Asterionellopsis glacialis olarak
bulunmustur. Bu tiir ayni1 zamandan en yiiksek Mn SOD ve Cu/Zn SOD aktivitesine de sahip olan tiirdiir.
Literatiirde mikroalg tiirlerinde SOD aktivitesi degerlerinin 10 U mg protein ile 220 U mg protein
arasinda degistigi kaydedilmistir (Janknegt vd., 2007; Al-Rashed vd., 2016; Cakmak vd., 2015; Gao vd.,
2017; Lei vd., 2006; Lopez-Hernandez vd., 2020; Roy vd., 2021; Santiago-Morales vd., 2018). En
yiiksek deger bir yesil alg tiirii Scenedesmus quadricauda (Gao vd., 2017) ve Antarktika’da bir diyatom
tiriinde (Chaetoceros brevis) tespit edilmistir. Calismamizda bulunan en yiiksek deger literatiirdekinden

daha ytiksektir.

Glikoz konsantrasyonu en yiiksek bulunan tiir 14 mg g degeri ile H. tamesis olarak bulunmustur.
N. navis-varingica ve Asterionellopsis glacialis tiirleri glikoz igerigi bakimindan ikinci ve {i¢iincii sirada
yer almustir. Literatiirde mikroalglerde glikoz konsantrasyonu ile ilgili smirh sayida bilgi
bulunabilmistir. Chlorella vulgaris tiriinde 6lgiilen glikoz 283 mg g™ olarak kaydedilmistir (El-Naggar
vd., 2016). Bahsedilen ¢aligmada kullanilan besi yeri BG11 olup bu kiiltiir ortaminda var olan nitrat ve
fosfat konsantrasyonu mevcut calismada kullanilandan (F/2 Medyum) sirasiyla 20 kat ve 8 kat daha
fazladir. Hernandez vd., (2015) {i¢ mikroalg tiirlinde (Chlorella sorokiniana, Nannochloropsis gaditana
ve Scenedesmus almeriensis), asit ile muamele, NaOH ekleme glikoz ve otoklavlama sonucunda ortama
salinan toplam monosakkarit miktarinin 3-150 mg g! arasida degistigini rapor etmistir. Phaeodactylum
tricornutum, Nannochloropsis sp. ve Chlorella vulgaris tiirlerinin glikoz konsantrasyonlar1 sirasiyla 27,
42 ve 48 mg g! olarak belirtilmistir (Templeton vd., 2012). Bu degerler ile karsilastirildiginda,

calismamizdaki seker miktarinin diisiik siralarda oldugu goriilmektedir.

Fruktoz konsantrasyonu en yiiksek bulunan tiir H. silbo oldugu goriilmiistiir (6 mg g!). N. navis-
varingica bu tiirii takip eden oranda ikinci en yiiksek fruktoz konsantrasyonuna sahip oldugu tespit
edilmistir. Glikozda oldugu gibi mikroaglde fruktoz 6l¢timii yapan sadece iki adet yayin bulunabilmistir
(El-Naggar vd., 2016). Chlorella vulgaris tiiriinde 6lgiilen fruktoz konsantrasyonu 13 mg g'! olarak
kaydedilmistir. Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis sp. ve Chlorella vulgaris tirlerinin
fruktoz konsantrasyonlar1 sirasiyla 21, 4, 3 mg g' olarak Olgiilmiistiir (Templeton vd., 2012).

Calismamizda Glgiilen sonuglar literatiir degerleri ile karsilastirilabilir seviyelerdedir.
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Protein miktar1 en yiiksek tiir litertiir bilgileri ile uyumlu olarak Spirulina cf. platensis (369 mg g
") olarak bulunmustur. Ikinci en yiiksek tiir /. tamesis ve A. glacialis’tir. Literatiirde mikroalglerin
protein igeriginin kuru agirlik bagina 60-700 mg g arasinda degistigi kaydedilmistir (Debnath vd.,
2021; Becker vd., 2007; Guerrini vd., 2000; Spolaore vd., 2006). Bu calismalarda genellikle Spirulina

cinsinin protein i¢eriginin géreceli olarak diger tiirlerden daha yiiksek 6l¢iildiigli goriilmiistiir.

Ulkemizde bu alanda yapilan galismalar incelendiginde denizel mikroalgler iizerine yapilan higbir
arastirma olmadig1 goriilmektedir. Tiirkiye’de daha 6nce mikroalgler ve antioksidanlar ile ilgili yapilan
calismalar asagidaki gibi 6zetlenebilir. Bir ¢alismada yiiksek bir dag goliinden izole edilen bir tatli su
tiiriiniin, Microspora sp., antioksidan igerigi farkli yontemler kullanilarak incelenmistir (Akar vd.,
2019). 3 termotolerant mikroalg tiiriiniin, Scenedesmus sp., Hindakia tetrachotoma ve Micractinium sp.
antioksidan kapasitesi, toplam fenolikleri, karotenoid ve flavonoid igerikleri bir doktora tezi olarak
arastirilmistir (Bulut, 2020). En yiiksek fenol igerigine (18.30 & 0.72 mg gallik asit esdegeri g-1 KA) ve
antioksidan kapasiteye (12.42 + 1.21 and 67.98 &+ 3.45 umol troloks esdegeri g-1 KA) sahip tiir Hindakia
tetrachotoma olarak bulunmustur. Bir baska calisma Chlamydomonas reinhardtii tirinin besin
elementi siirlandiginda verdigi antioksidan cevap iizerine yapilmistir (Cakmak vd., 2015). Bu
bahsedilen calismada besinlerin sinirlandirilmasinin klorofil a¢ mikatrinda azalmaya, antioksidan
kapasitede diisiise, karotenoid ve nétral lipit miktarinda ise artisa neden olmustur. Bir bagka ¢aligmada
Desmodesmus protuberans tiriinin farkli sicaklik ve kiiltlir ortamlarinda (besi yerleri) biiylime,
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi incelenmistir (Demirel vd., 2018). 3 siyanobakteri tiiriinde,
Spirulina platensis, Synechococcus nidulans ve Pseudanabeana sp., sliperoksit dismutaz aktivitesi
arastirilmistir (Giines vd., 2015). Bu ¢alismada maksimum spesisifk SOD aktivitesi 50.4 U/mg olarak
S. nidulans tiiriinde tespit edilmistir. ki farkli herbisitin Spirulina platensis ve Chlorella vulgaris’in
gelisimi ve antioksidan parametreleri lizerine etkisi doktora tezi olarak arastirilmistir (Er, 2019). H>O,
oksidasyon stresinin Chlamydomonas reinhardtii tiriiniin karotenoid iiretimi ve antioksidan aktivitesi

tizerine etkisi arastirilmigtir (Yiiksel vd., 2021).

Ulkemiz disinda yapilan ¢aligmalar incelendiginde denizel tiirler ile ilgili de yaymlarin bulundugu
goriilmiistiir (Banskota vd., 2019; Brown ve Miller, 1992; Janknegt vd., 2009; Goiris vd., 2012). Bu
yayinlarda bulunan sonuglara ve mevcut ¢alisma ile karsilastirmalara yukarida tartigma boliimii iginde

yer verilmistir.
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5. SONUCLAR

Mevcut ¢alismada N. navis-varingica tiriniin pigment icerigi, toplam antioksidan kapasitesi,
askorbik asit miktar1 ve askorbat peroksidaz enzimi diger tiirlerden daha yiiksek oranda bulunmustur.
Ticari olarak yetistirilen Spirulina gibi tiirlere gore daha yiiksek bulunan bu 6zellikler bu tiiriin ileride
biyoteknolojik amaclar ile kullanilabilirligini gostermektedir. Antioksidanlar giiniimiizde paketli
gidalarin raf 6mriinii uzatmak (Byrd, 2001), kozmetik alaninda yaslanma karsiti olarak (Silva vd., 2019),
gida boyasi olarak (FDA, CFR), kanser tedavisinde (Kumar vd., 2013), radyolojik goriintiilemede
fliioresan boya olarak (Zheng vd., 2019) kullanilmaktadir. Sentetik antioksidanlarin yiiksek dozda
kullanim1 DNA hasari, erken yaslanma (Kornienko vd., 2019) ve kanserojenik (Botterweck vd., 2000;
Ferdous ve Yusof, 2021) etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle dogal antioksidanlara ve dogal
besin iceriklerine ihtiya¢ bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan N. navis-varingica kiiltiiriinde bir
norotoksin olan domoik asit bulunmamustir. Fakat, bu toksine sahip olan suslart mevcuttur. Bu nedenle

Ol¢timleri yapilarak kullanilmalidir.

N. navis-varingica fenol miktari, glikoz ve friiktoz konsantrasyonu ve CUPRAK radikal siipiirme
kapasitesine sahip olarak da ikinci en yiiksek tiir olmustur. Bu 6zellikler tiiriin antioksidan tiretimi i¢in

elverisli bir tiir oldugunu gostermektedir.

Calismizda SOD miktar1 en yiiksek tiir Asterionellopsis glacialis olmustur. Bu deger literatiirde
bulunan en yliksek degerden daha fazla bulunmustur. Siiperoksit anyon radikallerine karsi en énemli
antioksidan savunma sistemi olan bu enzimin A. glacialis tarafindan biyoteknolojik olarak

iiretilebilecegi gosterilmistir.

CUPRAC radikal siiplirme kapasitesi ve frilktoz miktar1 en yiiksek tiir Haslea silbo olurken en
yiiksek glikoz degerlerine Helicotheca tamesis ulasmistir. Protein ve fenol miktar1 en yiiksek olan tiir

Spirulina cf. platensis olarak bulunmustur.
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