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OZET

Bu c¢alismada kirmiz1 bir makroalg olan Laurencia pyramidalis’den proteinlerin ultrases
destekli enzimatik ekstraksiyonunda, ekstraksiyon sartlarinin yanit yiizey metodolojisiyle
optimizasyonu amaglanmistir. Calismada 2 faktor 3 diizey olarak secilen bagimsiz
degiskenler ekstraksiyon zamani ve enzim/substurat oramdir. Bagimsiz degiskenlerin,
ekstraktlarin protein miktar1 (PM), toplam fenolik madde miktart (TFMM) ve antioksidan
aktiviteye (AOA) etkisi arastinilmustir. Ekstraksiyon oncesinde Laurencia pyramidalis’in
karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda kimyasal kompozisyonu, protein ¢oziintirliigii ve
zeta potansiyel 6lgtimleri gergeklestirilmistir. Ayrica, optimum kosullarda elde edilmis olan
protein ekstraktlarinda su tutma Kkapasiteleri (STK), yag tutma kapasiteleri (YTK),
emiilsiyon stabiliteleri (ES), emiilsiyon aktiviteleri (EA), kopiirme kapasiteleri (KK) ve
kopiirme stabiliteleri (KS) gibi teknofonksiyonel dzellikleri aragtirilmis ve sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid  jel elektroforez (SDS-PAGE) ile tanmimlanmasi c¢aligmalar
gergeklestirilmistir. Sonuglara gore, Laurencia pyramidalis makroalginin kuru agirhkta
protein igerigi %13,09+0,24, yag icerigi = %0,79+0,00, kil igerigi %726,43+1,37,
karbonhidrat igerigi %44,47+0,22 ve ham lif igerigi ise %15,22+0,09°dur. Optimum
ekstraksiyon kosullarinda (ultrases uygulama stire: 6 dak ve enzim/substurat: 2) elde edilen
protein ekstraktlarmin kuru agirlikta PM 224,69 mg protein/g, TFMM 341,10 mg gallik asit
esdegeri (GAE)/g ve AOA 171,24 mg Trolox esdegeri (TE)/g’dir. Optimum noktada elde
edilen protein ekstraktlarmin  STK  degeri  %97,8540,29, YTK %189+0,24,
EA %43,89+0,06, ES %5+0,00, KK %5,42+0,05 ve KS %1,44+0,01 olarak bulunmustur.
SDS-PAGE analizi sonucuna gore, protein ekstraktinda 11 kDa ve 25 kDa arasinda goriinen
birkag protein fraksiyonlar1 bulunmaktadir. Sonug olarak, yiiksek yag tutma kapasitesi ve
antioksidant aktivitesi ile Laurencia pyramidalis makroalginin gida tiriinlerinin yapisal ve
tekstiirel 6zelliklerini 1yilestirebilme potansiyeline sahip oldugu sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Makroalg, Laurencia pyramidalis, Algal Proteinler, Ultrases
Destekli Ekstraksiyon, Enzim Destekli Ekstraksiyon, Antioksidan Aktivite,
Teknofonksiyonel Ozelik.

Agustos, 2022; 50 sayfa
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to optimize the extraction conditions of ultrasound-assisted
enzymatic extraction of proteins from a red macroalgae Laurencia pyramidalis using
response surface methodology. The independent variables selected in the study were
extraction time and enzyme/substrate ratio with 3 levels. The effects of independent
variables on protein content (PC), total phenolic content (TPC) and antioxidant activity
(AOA) of the extracts were investigated. Before extraction, chemical composition,
protein solubility and zeta potential measurements of Laurencia pyramidalis were
carried out within the scope of characterization studies of the algae. In addition,
techno-functional properties such as water holding capacity (WHC), oil holding
capacity (OHC), emulsion stability (ES), emulsion activity (EA), foaming capacity
(FC) and foaming stability (FS) of the protein extracts obtained under optimum
extraction conditions were investigated. ldentification studies were carried out by
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). According
to the results, Laurencia pyramidalis macroalgae had a protein content of
13.09+0.24%, lipid content of 0.79+0.00%, ash content of 26.43+1.37% and crude
fiber content of 15.22+0.09% in dry weight (dw). The protein extracts obtained under
optimum extraction conditions (ultrasound application time of 6 min and
enzyme/substrate of 2) were found to be PC 224.69 mg protein/g dw, TPC 341.10 mg
gallic acid equivalent (GAE)/g dw and AOA 171.24 mg TE/g dw. The WAC, OAC,
EA, ES, FC and FS of the protein extracts obtained under optimum extraction
conditions were 97.85+0.29%, 189+0.24%, 43.89+0.06%, 5+0.00%, 5.42+0.05, and
1.44+0.01, respectively. According to the result of SDS-PAGE analysis, the protein
extract had a few protein fractions between 11 kDa and 25 kDa. As a result, Laurencia
pyramidalis macroalgae with high OAC and AOA can improve the structural and
textural properties of foods.

Key words: Macroalgae, Laurencia pyramidalis, Algal Proteins, Ultrasound Assisted
Extraction, Enzyme Assisted Extraction, Antioxidant Activity, Technofunctional
Property.

August, 2022; 50 pages
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1. GIRIS

Makroalgler, ipliksi yapida mikroskobik agidan birkag metre uzunluguna varan farkli
morfolojilerde gozlemlenebilen, seliiloz ¢eperi barindiran, basit yapida, ger¢ek kok,
govde ve yaprak yapisi bulundurmayan talluslu formda ve genelde 6karyotik olan
canlilardir (Sasa vd., 2020). Yapilarindaki pigmentler sayesinde karbondioksit ve suyu
151810 katkisi ile karbonhidrata doniistiirerek su ortamindaki besin degerinin artmasini
saglaylp ayn1 zamanda bir¢ok sucul canliya besin kaynagi olusturmaktadirlar. Ek
olarak suda bulunan ¢oziinmiis oksijeni artirmak suretiyle ekolojik dengeye katkida
bulunurlar. Makroalgler, diinyanin gereksinimi olan fotosentetik karbon ihtiyacinin
tigte ikisini karsilamalar1 sebebi ile de tiim ekosistemin biitiinligiinii korunmasi

bakimindan da oldukca énemlidirler (Ozdemir ve Erkmen, 2013).

Alternatif protein kaynaklarindan olan makroalglerin ¢evreye dost, siirdiiriilebilir ve
ucuz bir kaynak olmalar1 sebebi ile gelecekte ortaya ¢ikmasi muhtemel gida talebinin
karsilanmasinda 6nemli rol oynamalar1 beklenmektedir. Ayrica icerdikleri degerli
besin 0geleri ve biyoaktif dzellikler ile gida sanayisinde fonksiyonel gida iiretiminde
onemli bir potansiyele sahip olduklari diistiniilmektedir. Uygun kosullarda agirliklarini
bir giin i¢inde 2-3 Kkat artirabilmeleri, iiretilebilmelerinin zahmetsiz ve ekonomik
olmasi gibi nedenlerden dolay1r makroalglerin, gelecek yillarda gida gereksinimlerinin
karsilanmasi noktasinda olduk¢a 6nemli bir kaynak olacaklar1 6ngériilmektedir.
Ayrica, makroalglerin yetistirilmeleri igin karasal bitkiler gibi su ve ekim gerektiren
bir ortama gerek duymamasi agisindan da Onemli bir avantaja sahip oldugu
bilinmektedir (Bleakley ve Hayes, 2017).

Makroalgler su ortaminin primer iretici canlilar1 olup, besin zincirinin énemli bir
parcasini olusturmaktadirlar. Makroalgler doga tizerinde bulunan biyolojik aktivitesi
en yiiksek kaynaklar arasinda gosterilip, yapilarinda birgok biyoaktif bileseni
barindirmaktadirlar. Makroalglerin proteinler, aminoasitler, vitaminler ve cesitli
mineral maddeler bakimindan zengin olduklari ve ayni zamanda polisakkaritler,
steroller ve yag asitleri barindirdiklart ve bu sebeple de kullanim alanlarinin fazla
oldugu bilinmektedir (Akyil vd., 2016).

Antioksidanlar, oksidasyon zincir reaksiyonunun baglangicini ya da ilerlemesini

engelleyerek hiicresel substuratlarin oksidasyonunu oOnleyen ya da gecikmesini

1



saglayan maddelerdir. Bu maddeler genellikle oksidatif strese karsi organizmada
normal sartlarin  devamliligini  saglamak i¢in Onemlidirler. Bu nedenle,
antioksidanlarin tikketimi ve gida materyallerine eklenmesi gida tirtinleri igin dnem arz
etmektedir (Giimis vd., 2019). Cok sayida arastirma, makroalg ekstraktralarinin
yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Makroalglerdeki antioksidan
aktiviteye sahip bilesikler, oksidasyonun engellenmesine ya da geciktirilmesine katki
saglamaktadir. Bu durumun klorofil ve B-karoten benzeri pigmentler, a-tokoferoller,
niasinler, tiaminler ve askorbik asitler benzeri vitaminler, polifenolikler, flavonoidler
gibi fenol bilesikler, fosfolipitler, karotenoidler, terponoitler, siilfatlanmis
polisakkaritler, peptitler ve baska antioksidatif Gzellik gosteren bilesiklerden
kaynaklandigi rapor edilmistir (Glimiis, 2014; Kelman vd., 2012).

Proteinler, amfifilik Ozellikleri, su tutma kapasiteleri, yag tutma kapasiteleri,
emiilsifikasyon ve kopiirme 6zellikleri gibi fonksiyonel 6zellikleri ile gida {irtinlerine
olumlu yonde katkida bulunurlar. Makroalglerin gelecegin protein kaynaklar1 olarak
diisiniilmesinden dolay1, gelecekte protein ihtiyacinin karsilanmasinda, hatta zamanla
hayvansal ve bitkisel protein kaynaklarmin yerini almalari 6ngoriilmektedir. Bazi
makroalglerin protein oranlarinin, geleneksel protein kaynaklarindan olan et, siit,
yumurta ve soyada bulunan protein oranina yakin oldugu bildirilmektedir (Barka ve
Blecker, 2016; Bleakley ve Hayes, 2017). Makroalglerin protein icerigi bulundugu
renk sinifina gore farklilik gdstermektedir. Ornegin; kahverengi makroalglerin protein
iceriginin genel olarak diisiikken, yesil makroalglerin ve genelde kirmizi
makroalglerin (Porphyra spp., Pyropia spp., Palmaria palmata ve Ulva spp. gibi)
protein iceriklerinin daha yiiksek (kuru bazda %15°ten fazla) oldugu bildirilmektedir
(Fleurence, 1999). Diger taraftan Gajaria vd. (2017), Ulva lactuca’nin Kuru
agirhikta %114+2,12 oranida protein igerdigini bildirmistir. Benzer sekilde Irmouli vd.
(1999) tarafindan yapilan ¢alismada ise Palmaria palmata kirmizi makroalgi i¢in en
yiiksek protein igerigi kis ve ilkbahar mevsimlerinde %21,9 olarak tespit edilirken, yaz

ve sonbahar doneminde %11,9 olarak bildirilmistir.

Makroalgal proteinlerin basarili bir sekilde ekstraksiyonu i¢in hiicre duvarinin uygun
sekilde pargalanabilmesi gerekmektedir. Bu nedenle makroalg hiicre duvarlariin
karmasik yapisi, protein kaynagi olarak kullanilmasindaki ana zorluktur.

Makroalglerin bu karmasik hiicre duvar biitiinliigiinii bozmak icin ¢esitli ekstraksiyon



yontemleri uygulanmaktadir. Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinden olan mekanik
oglitme, ozmotik sok ve fiziksel islemler gibi protein ekstraksiyon yoOntemleri,
zahmetli ve zaman alicidir. Yeni protein ekstraksiyon yontemlerinden olan ultrases
destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan yontemi ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon gibi yontemler, bu zor agamalarin istesinden gelmenin bir yolu olarak
arastirtlmistir. Bu yontemlerin arasinda ultrases destekli ekstraksiyon (UDE), yiiksek
degerli bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in uygun maliyetli ve diisiik solvent tiiketimli bir

yontem olarak bilinmektedir (Bleakley ve Hayes, 2017; Gordalina vd., 2021).

Ultrases uygulamasi, ekstrakt elde etmede 1s1 kullanilmadan uygulanan alternatif
ekstraksiyon yontemleri arasindadir. Ultrases, ses dalgalarinin saniyede 20.000 veya
daha ¢ok titresim olusturmalar1 sonucu ile iiretilebilen bir enerji tirtdir. Ultrasonik
uygulama, hiicre duvarlarim1i mekanik olarak pargalar. Boylece, hiicre duvarinin
biitiinligliniin  bozulmasiyla hiicre icindeki bilesenler, hiicre disina kolayca
cikabilmektedir. Ultrases teknolojisi uygulananan iiriinlere hasar vermemesi,
uygulanabilir olusu ve ¢evre dostu olmasi gibi 6zellikleri sebebi ile gida sanayisinde

uygulanma potansiyeline sahip bir ekstraksiyon yontemidir (Ergilin vd., 2013).

Laurencia taksonomik olarak kabul edilen yaklasik 130 tiirden olusan 6nemli bir
kirmiz1 makroalgdir. Laurencia cinsi makroalglerin genis bir cografi dagilima sahip
oldugu bilinmektedir. Ozellikle 1liman ve tropik kiyilar1 olusturan tiim bolgelerde
floranin 6nemli bir boliimiini olusturmaktadirlar (Demirel vd., 2011). Silindirik
yapida ve asagidan yukariya dogru daralan bir piramit seklinde olan Laurencia
pyramidalis’in tallus boyu 10-15 cm ve ana ekseninin gap1 yaklasik olarak 1 mm’dir
(Tagkin ve Cakir, 2022).

Bu tez ¢alismasinin amaglari;

(i) Laurencia pyramidalis’in kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi,

(i) Laurencia pyramidalis’in zeta potansiyeli ve protein ¢oziiniirligiinii {izerine
pH’nin etkisinin belirlenmesi,

(iii) Laurencia pyramidalis’den proteinlerin ultrases destegi ile enzimatik
ekstraksiyonda ekstraksiyon sartlarinin yanit yiizey metoduyla optimizasyonu,

(iv) Ekstraksiyon sartlarinin fenolik madde, protein miktari1 ve antioksidan aktivite

uzerine etkisinin belirlenmesi,



(v) Uygun kosullardaki protein ekstraktlarinda yag ve su tutma kapasitesinin,
emiilsiyon aktivite ve stabilitesinin, kopiirme kapasite ve stabilitesi gibi
teknofonksiyonel 6zelliklerinin arastirilmasi,

(vi) Proteinlerde sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
destegiyle tanimlanmasi ¢aligmasinin yapilmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Makroalgler

Biyolojik ve ekolojik fonksiyonlari ile deniz ekosisteminin en Onemli canli
gruplarindan olan makroalgler, denizde yasayan farkli canlilarin beslenme, barinma
ve lireme gibi hayati ortamlarini olusturmaktadirlar. Ayn1 zamanda fotosentez yapma
Ozellikleri ile de ortamin oksijenasyonunu saglarlar. Makroalgler ¢ok hiicreli, cabuk
biiyiiyen, iri boyutlu, ¢iplak g6z ile goriilen bitki benzeri protistalarin farkli bir
grubudur. Genellikle kiyiya yakin alanlarda bulunan, boylari tiirlerine gore 1-2 cm ila
40-50 m arasinda degisebilen bitkisel organizmalardir. Diinya genelinde, 43 iilkede
tiretilen 28 milyon ton makroalgin, 800 bin tonluk kism1 dogadan toplanirken, % 94’1
kiiltire edilmesiyle yetistiricilik yoluyla elde edilmektedir (Ak, 2015). Makroalgler,
suda yasayan canlilarin gida zincirlerinin en 6nemli iireticileri olup pigment renklerine
gore 3’e¢ ayrlirlar: Kahverengi makroalgler (Phacophyta), kirmizi makroalgler
(Rhodophyta) ve yesil makroalgler (Chlorophyta). Boéliinme ile c¢ogalabilmeleri
sebebiyle oldukga hizli biyokiitle artis1 gosteren makroalglerden yag ve yag asitleri,
protein, karbonhidrat, pigment, mineral, vitamin, sterol, antioksidan ve biyoaktif
polifenolik maddeler gibi metabolitler tiretilebilmektedir (Aktar, 2010).

Kirmiz1 makroalgler yaklasik 6000 tiire sahip, ¢ogunlukla ¢ok hiicreli makroalglerden
olusan biiyiik bir gruptur. Deniz habitatlarinda bol miktarda bulunurken, tatl: sularda
nispeten bulunduklart bilinmektedir. Kirmiz1 makroalglerin renginin, alge kirmizi
rengi veren fikoeritrinlerden kaynaklandig: bildirilmistir (Ak, 2015; Algay, 2017).
Kirmiz1 makroalglerin govdeleri jel benzeri bir madde ile sarilmistir. Biinyelerinde
barindirdiklar1 farkli oranlarda mannan, ksilan, galaktan bulunan musilaj maddeler,
pektik madde ve seliiloz karisimlart hiicre c¢eperlerini olusturmaktadirlar. Bu hiicre
ceperleri kolayca jel kivamina doniisebildigi icin sanayide ¢esitli fikokolloidlerin elde

edilmesinde bu makroalglerden yararlanilabilmektedir (Fleurence vd., 2012).

2.1.1 Makroalglerin kimyasal kompozisyonu

Makroalglerin kimyasal kompozisyonu tiire, mevsime ve habitatina bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Makroalgler, proteinler, yagda ve suda ¢oziinebilen lif
igeriklerinin yani sira iz elementler (ginko, nikel, kobalt, demir, magnezyum,

potasyum), steroller, steroitler, yag asitleri, fenolik bilesenler (fenolik asitler,
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flavonoitler, antosiyaninler, kumarin, lignan, tanen, kinon), fitohormonlar (ksin,
giberellin), pigmentler, peptit, aminoasit, vitaminler (B12, folik asit, nikotinik asit,
pantotenik asit, B1, B2, E, K) ve ugucu bilesenler (asetik, akrilik, butirik, formik,
miristik, palmitik asit, aldehitler, alkoller, terpenler ve fenoller) agisindan zengindir
(Gressler vd. 2010). Ayrica makroalglerin esansiyel aminoasit igeriklerinin de
geleneksel kaynaklar ile karsilagtirilabilecek diizeyde oldugu, hatta daha yiiksek
oranlarda olabildigi bildirilmektedir (Barka ve Blecker, 2016). Kahverengi
makroalglerin protein igeriginin genelde diisiik (kuru bazda <%15), yesil ve kirmizi
makroalglerin (6rnegin Porphyra spp., Pyropia spp., Palmaria palmata, Ulva spp.) ise
daha fazla oldugu bildirilmistir (Skrede vd., 2011; Wells vd., 2017).

Makroalgler polisakkaritler bakimindan olduk¢a zengindir ve kuru agirlikta %4-76
arasinda degisebilen oranlarda polisakkarit icermektedir. Makroalg polisakkaritleri
olarak bilinen agar, aljinat, agaroz ve karragenan gibi hidrokolloidler bazi i¢ecek
tirtinlerine Ve et ve siit tirlinlerine katki maddesi olarak eklenmektedir (Connan vd.,
2004; Wells vd., 2017). Genelde yesil makroalgler siilfatlanmis polisakkarit,
stilfatlanmig galaktan ve ksilan igerip; kahverengi makroalgler aljinik asit, fukoidan ve
laminaran; kirmiz1 makroalgler ise agar, karragenan, ksilan, floridean-nisasta, suda
¢oziinebilen siilfatlanmig galaktan ve porfiran igerdikleri bilinmektedir. Ayrica
makroalglerin igerdikleri oligo ve polisakkaritler ile prebiyotik etki gosterip bagirsak
mikroflorasini iyilestirebildigi, bu bakimdan 6zellikle kahverengi makroalglerin
baridirdigi fukoidan, laminaran ve aljinatin olduk¢a onemli olduklar: bildirilmistir
(Gupta vd., 2013).

Makroalglerin iirettigi lipitler; fosfolipit, glikolipit ve sfingolipitler gibi polar ve
triagilgliserol, sterol, serbest yag asitleri gibi polar olmayan lipitler olarak ikiye
ayrilirlar (Kosanic vd., 2018; Kumar, 2014). Laurencia spp.’nin yag asitleri tizerinde
yapilan arastirmalar, bu tiirlerin baz1 yag asitleri acisindan zengin oldugunu
gostermistir. Ornegin, Gressler vd. (2010) tarafindan yiiriitiilen bir calismada,
Laurencia filiformis’de eikosapentaenoik asitin (EPA, C20:5) baskin yag asidi oldugu

rapor edilmistir.



2.1.2 Makroalglerin fonksiyonel 6zellikleri

2.1.2.1 Protein c¢oziiniirliigii

Protein ¢oziiniirliigli belirli kosullar altinda ¢oziiniir durumda olan bir protein
tirlinlindeki azot orani olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda, hammaddeden protein
yararlanabilirligini gosteren 6nemli bir parametredir (Torres vd., 2019). Proteinlerin
fonksiyonel ozelliklerini sergileyebilmeleri temel olarak ¢6ziinebilir olmalar1 ile
ilgilidir. Icecek iiriinlerinde, kdpiiklerde, emiilsiyonlarda proteinin fonksiyonel 6zellik
gosterebilmesi i¢in ¢oziiniir 6zellik tasimalar1 gerekir. Proteinlerin ¢oziiniirliigiiniin
ozellikle diisiik viskoziteli gidalar i¢in bulanikligi dnlemede 6nemli bir faktor oldugu

bilinmektedir (Sahoo ve Seckbach, 2015; Yavuz ve Ozcelik, 2016).

Makroalgler ile yapilan calismalar protein ¢oziiniirligiiniin iyonik gii¢, ¢dziicii tipi,
pH, sicaklik ve isleme kosullar1 gibi faktorlerden etkilendigi yoniindedir. Sicaklik
faktorii, protein denatiirasyonu nedeniyle protein ¢oziniirligiini azaltabilmektedir.
Soguk hava sartlarina (4 °C) adapte olan makroalglerin, sicak hava sartlarina (20 °C-
50 °C) gore ekstraksiyon veriminin daha az olacagimi ve buna bagli olarak yiiksek
sicakliga adapte makroalglerde yapilan deneylerin sonucunda daha yiiksek protein
¢ozliniirligi elde edilecegi bildirilmistir. Ayn1 zamanda diisiik pH (2-3) degerlerinde
ve kisa siireli (2-3 sa) osmotik sok etkisi ile yiiksek protein ¢oziiniirligii elde edilecegi

rapor edilmistir (Vilg ve Undeland, 2017).
2.1.2.2 Su tutma kapasitesi

Su tutma kapasitesi (STK), dis bir kuvvete bagl olmadan (yer ¢ekimi kuvveti veya
atmosfer basinci harici) baglanan su miktari olarak tanimlanmaktadir. Protein kaynakli
gidalarin  yapilarinda  barindirdiklart  su, gidalarin  tekstiirel ~ 6zelliklerini
tyilestirmektedir. Su tutma yoluyla protein, su alip siserek karakteristik yapiy1 ve

viskozite gibi gidalarin 6nemli reolojik 6zelliklerini ortaya ¢ikarir (Giizel, 2011).

Su tutma kapasitesi proteinler i¢in en 6nemli fonksiyonel 6zelliklerdendir. Yiiksek su
tutma kapasitesine sahip olan proteinler nem kaybini azaltmaya yardimci olarak
gidalarin raf 6mriinii artirirlar (Goksel, 2011; Yiicetepe, 2017). Buna bagl olarak su
tutma kapasitesi gida sanayisinde hazir muhallebi, sosis, hamur ve unlu mamuller gibi

viskoz gidalarda koyulasma ve viskozite sagladiklari, ayn1 zamanda nem dengesi
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saglayarak gida triinlerinin dokusunu iyilestirdikleri bildirilmistir (Dede vd., 2011;
Kovalenko vd., 2011).

Makroalglerin  su tutma kapasitesinin  diger yiiksek bilesenli gidalarla
karsilastirilabilecek kadar yiiksek oldugu calismalarda bildirilmistir. Makroalglerin
yiiksek oranda su tutma kapasitesine sahip olmasinin, yapilarinda bulunan yiiksek
miktardaki ¢oziinmez karbonhidratlardan kaynaklandigr rapor edilmistir (Grossman
vd., 2011; McHugh, 2003).

2.1.2.3 Yag tutma kapasitesi

Proteinler ve lipitler arasinda olusan etkilesimler gidalarin tekstiirel kalitelerini
belirlemektedir. Bu etkilesimler pH, iyonik gii¢, sicaklik ve sistemdeki bagka
parametrelerden etkilenebilmektedir. Coziiniirliigli diisiik olan ve yiiksek hidrofobik
ozellik tasiyan proteinlerin yiiksek oranlarda yag baglama yeteneklerinin oldugu
goriilmektedir (Giizel, 2011). Yag tutma kapasitesi (YTK), tiiketim i¢in formiile
edilmis gidalarda kullanilan gida bilesenlerinin bir fonksiyonel 6zelligidir. Yiiksek yag
absorblayabilme 6zelligi, su ve yag emiilsiyonlarinda stabilitenin saglanabilmesi
bakimindan son derece Onemlidir (Goksel, 2011). Proteinler ile yaglarin
etkilesimlerinin, gidalarin lezzet ve tekstiirel 6zelliklerinde etkili olmasi sebebiyle,
proteinlerin yag absorplama 6zellikleri gida sanayisi i¢in 6nemli bir 6zelliktir. Yiiksek
YTK degerlerine sahip bilesenler, gida emiilsiyonlarinin ve yiliksek yagh gidalarin
stabilizasyonuna destek olurlar. Bu faktorler goz Oniine alindiginda yag tutma
kapasitesinin gida sanayinde 6nemli bir yere sahip oldugunu ve bu baglamda sosis,
mayonez ve kek gibi lirlinler i¢in yag dengesi sagladigi bilinmektedir. Makroalglerin
istlin yag tutma kapasitesinin, gida tiirlinlerinde doku gelistirmede 6nemli olacag:
yapilan ¢alismalar ile rapor edilmistir (Bobrovskiy vd., 2021; Giizel, 2011; Rosemary
vd., 2019).

2.1.2.4 Emiilsiyon aktivitesi ve stabilitesi

Emiilsiyon; mekanik etki esliginde, emiilgator araciligi ile siirekli sivi fazda damlacik
formunda disperse olan siireksiz bir fazin bulundugu birbiri i¢inde ¢odziinmeyen
stvilardan olusan bir karigimdir. Emiilsiyon olusturma kapasitesi; belirli bir miktar

protein ile emiilsifiye edilecek olan maksimum yag miktar1 olarak tanimlanir ve g



yag/g protein olarak ifade edilir (Giindogan, 2019). Emiilsiyon aktivitesi (EA) bir
proteinin, su ve yag ara yiizeyinde bulunan yagi emerek emiilsiyon olusturmasi
seklinde ifade edilir. Emiilsiyon stabilitesi ise pH, damlacik boyutu, net yiik, arayiizey
gerilimi, viskozite ve protein yapis1 parametrelerinden etkilenebilmektedir (Benjama
ve Masniyom, 2012; Yiicetepe, 2017).

Gidadaki yap1 ve yapilart olusturan birimler arasindaki emiilsiyonlarin gida
sanayisinde O6nemli bir rolii vardir. Bu emiilsifiyer bilesenler gidanin tekstiirel
Ozelliklerini iyilestirici etkilere sahiptir. Emiilsiyon aktivitenin gida sanayisinde
mayonez, kahve, krema likorleri, meyveli igecekler, bazi et tirlinlerinde ve diger gida

tiriinlerinin yapisini iyilestirmede 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Bakkaloglu,

2021).

2.1.2.5 Kopiirme kapasitesi ve stabilitesi

Kopiik, gaz hiicrelerinin siirekli siv1 i¢inde dagildigr iki fazli bir sistemdir. Koptikler,
gidalarin hacim ve tekstiiriine katkida bulunur. Képiik olusturma 6zelliklerinin pH,
sicaklik ve diger bilesiklerin varligina bagli oldugu literatiirde bildirilmektedir. Kopiik
kapasitesi gidalarin fiziksel 6zelliklerini olumlu yonde etkilemektedir. Bu baglamda
kopiirme kapasitesinin gidalarin yapisindaki ince hava hiicrelerinin diizgiin dagilimina

katkida bulunan bir parametre oldugu s6ylenebilir (Madsen ve Chronakis, 2011).

Protein kopiikleri amfifilik davramisi ile ilgili olarak, elastik ve yogun bir yap:
olusturmada 6zel bir rol oynarlar. Genel olarak, bir proteinin iyi kdpiikler yapmasi i¢in
yiizeyinde hem hidrofobik hem de hidrofilik gruplar bulunan agik bir protein yapisi ve
iyi bir esneklik gereklidir (Anderson vd., 2008).

Proteinlerin kopiik olusturma o6zelligi gida sanayisinde olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Gida formiilasyonlarini, gidanin piiriizsiizligiini, hafifligini ve lezzetini
iyilestirebildikleri yapilan calismalarda bildirilmistir. Gidalarin lezzetini artirma
Ozelliginin, aromalarin u¢gmasina izin veren hava kabarciklarinin olusumu ile ilgili
oldugu bilinmektedir. Gida sanayisinde kopiik olusumunun bira, kremalar, salata
soslar1, ekmek, kek, kurabiye, donmus tatlilar ve diger unlu mamuller gibi tiriinlerin

tiretimlerinde 6nemli yere sahip olduklari bilinmektedir (Bleakley ve Hayes, 2021).



2.1.3 Makroalglerdeki biyoaktif bilesenler ve antioksidan aktivite

Biyoaktif bilesenler, fizyolojik ve hiicresel aktiviteleri etkilemek suretiyle saglik
acisindan pozitif etkiler yaratan ikincil metabolitlerdir. Bitkisel kaynaklar biyoaktif
bilesenlerce zengin gidalardir. Ekosistemin biitiinliigii i¢in biiyiikk 6nemi olan
makroalglerin, icerdigi yiiksek degerlikli biyoaktif bilesikler bakimindan diger
bitkilerle karsilastirilabilir diizeyde olduklar1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda, fenolik
bilesikler de dahil olmak iizere biyolojik olarak islevsel birgcok maddenin
kaynagidirlar. Makroalgler bir cok metaboliti sentezleme yeteneklerinden dolay: dogal
reaktorler olarak edilirler. Ayni zamanda igerdikleri yiiksek besin igerikleri ve

biyoaktif bilesenlerle fonksiyonel gida olarak degerlendirilirler (Ranga vd., 2009).

Makroalgler, karada yasayan bitkiler ile kiyaslandiginda daha zorlu, agresif ve
rekabetci cevrelerde bulunmalari, dogal yasam kosullar1 geregi yiiksek oksidatif ve
serbest radikallerin stresinden daha fazla etkilenmeleri, makroalgleri evrimsel agidan
ozellikle de pigmentler ve polifenollerin sentezleri basta olmak {izere gesitli biyoaktif
maddeler ve ikincil metabolitlerin tretilmesi gibi dogal koruma sistemlerini
olusturmaya yonektmistir. Makroalglerin dogal koruma mekanizmasi ile irettikleri bu
bilesenlerin tiiketildigi takdirde sagliga olumlu etkiler gosterebilen maddelerdir.
Makroalgler, pigment ve polifenoller haricinde uzun zincirli ¢oklu doymamis yag
asitleri, yiiksek lif igerikli bilesenler, sterol, protein, seker, vitamin, mineral gibi saglik

acisindan faydal 6geler icermektedirler (Bleakley ve Hayes, 2017).

Makroalgler, askorbat ve glutatyon gibi antioksidan molekiillerin yani sira
karotenoidler, mikosporin benzeri amino asitler, katesinler, florotanninler gibi daha
kararli molekiilleri sentezler (Demirel vd., 2011). Makroalglerde bulunan bu yiiksek
degerlikli bilesenlerin sagligi olumlu yonde etkiledigi kaynaklarda bildirilmistir.
Ornegin bagisiklig1 diizenledigi, diyabet, oksidasyon, iltihaplanma, yiiksek kolesterol
ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nledigi, obezite ve dengesiz beslenmeye karsi olumlu

etkiler gosterdigi bilinmektedir (Aky1l vd., 2016).

Antioksidanlar, oksijen radikallerinin ilgili dokular icinde sebep olabilecekleri
hasarlar1 engelleyebilen, geciktirebilen veya olasi bir hasar onariminda yer alan
bilesenlerdir. Antioksidanlarin peroksitlerle ilerleyen reaksiyonlari engelleyerek

oksidasyonun oniine gegtikleri de bilinmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

10



Makroalglerin, yiiksek antioksidan etkiye sahip bilesikler icermeleri nedeni ile zengin
bir antioksidan kaynagi olduklar1i rapor edilmistir. Makroalglerdeki yiiksek
antioksidatif etki glutatyon, askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten, flavonoid,
hidrokinon, fikosiyanin, prolin, mannitol, myoinositol, fenolik bilesenler ve
poliaminler gibi enzimatik olmayan antioksidan bilesikleri ileri seviyede

icermelerinden kaynaklanmaktadir (Mallick, 2002).

Makroalgler  karotenoid, fikobilin  pigmentleri, polifenoller, siilfatlanmis
polisakkaritler ve vitamin igermeleri sebebi ile hiicreleri reaktif oksijen tiirlerinin
etkisine kars1 koruyabilmektedir. Antioksidan 6zellikleri bakimmdan makroalglerin
dogrudan tiiketilmesinin, yapay antioksidan maddelere gére daha yararli olabilecegi
bilinmektedir. Makroalg kokenli antioksidan bilesenlerin antioksidan 6zellikli
fonksiyonel iiriinler elde edilmesini saglayabilecek nitelikte oldugu rapor edilmistir

(Kosanic vd., 2018; Ranga vd., 2009).

2.2 Protein Ekstraksiyon Yontemleri

Makroalgal proteinlerin basarili bir sekilde ekstraksiyonu, ¢ogu hiicre i¢i olarak
tiretildiginden, erisilebilirliklerine biiyiik 6l¢lide baglidir. Bu nedenle, makroalg hiicre
duvarlariin karmagik yapisi, alglerin protein kaynagi olarak kullanilmasindaki ana
zorluktur. Algal hiicreler birgok hiicre i¢i enzim ve proteine sahiptir. Hiicre duvarlari,
diger molekiillerin yan1 sira su ve metal katyonlar ile etkilesime giren polisakkaritler
olmak iizere yiiksek diizeyde entegre bir biyopolimer agindan olusur. Protein verimini
arttirmak i¢in ekstraksiyon yontemleri ve saflagtirma tekniklerinin kombinasyonu

gereklidir (Gordalina vd., 2021).

Makroalg proteinlerinin ekstraksiyonu geleneksel yontemlerle (osmotik sok ve
mekanik pargalama gibi) yapilabilmektedir. Ancak geleneksel prosediirlerle
ekstraksiyonun, karbonhidrat yapili hiicre duvari tarafindan engellenmesi nedeni ile
tercih edilmemektedir. Bunun yerine daha avantajli oldugu bilinen yeni ekstraksiyon
yontemleri (ultrases destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon gibi) tercih edilmektedir (Chronakis, 2001).

Makroalg proteinlerin basarili bir sekilde ekstraksiyonu, kahverengi makroalglerdeki

aljinatlar ve kirmizt makroalglerdeki karagenanlar gibi yiiksek viskozite ve anyonik
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hiicre duvart polisakkaritleri tarafindan biiyiik Ol¢lide engellenebilen protein
molekiillerinin ~ varligindan  etkilenebilir.  Bu nedenle, makroalg protein
ekstraksiyonunun verimliligini artirmak i¢in hiicre parcalama yontemleri ve segilen
kimyasal reaktiflerin 6nemli oldugu bildirilmistir (Harnedy ve Fitz, 2011; Fleurence,
1999).

2.2.1 Ultrases destekli ekstraksiyon

Ultrases dalgalar1 20 kHz'den daha yiiksek frekanslarda ses dalgalari araciligiyla
sitkisirma  ve a¢ma islemi olusturarak hareket etmektedir. Ultrases destekli
ekstraksiyonun (UDE), ozellikle biyoyararlanimi iyilestirmek igin bitki mikro
besinlerinin modifikasyonu, eszamanli ekstraksiyon ve kapsiilleme, biyoaktif
bilesiklerin bozulmasimi 6nleme ve fenoliklerin ve karotenoidlerin biyoaktivitesini

arttirma gibi amaglarla uygulanabilecegi rapor edilmistir (Gordalina vd., 2021).

Ultrases destekli ekstraksiyonda, akustik kavitasyon tarafindan olusturulan
kabarciklarin olusumu, biiylimesi ve patlamasi s6z konusudur. Bu kabarciklarin
siddetli patlamasi, hedef bilesigin partikiil pargalanmasini ve bozunmasini
kolaylastiran asir1 basing ve sicaklikta mikroskobik bolgeler yaratir. Ultrases
uygulamasinin mekanik aktivitesi, solventlerin dokuya yonelik olan dagilimini
hizlandirmaktadir. Mekanik agidan hiicre duvari yikildig i¢in hiicre igi bilesenler,
¢oziicii solvente kolayca gecebilmektedir (Vilkhu vd., 2008).

Ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin gelencksel yontemlere kiyasla daha
avantajl oldugu bilinmektedir. Bu yontemde geleneksel yontemlere gore daha diisiik
ekstraksiyon sicakliklar1 kullanilmasi ve daha kisa ekstraksiyon siiresine sahip olmasi
diger yontemlerden ayrilan en Onemli parametrelerdir. Ultrases destekli
ekstraksiyonda bu parametrelere bagli olarak yiiksek saflikta bir nihai iiriine daha az
alt islem uygulanir. Buna bagl olarak tercih edilen ekstraksiyon yontemleri arasinda

yer almaktadir (Ergiin vd., 2013).

Wang vd. (2015) kirmiz1 bir makroalg olan Porphyra yezoensis'ten taurinin ultrases
destekli ekstraksiyonunu gergeklestirmistir. Bu ¢alismada, ultrasonik islemin,
geleneksel ekstraksiyon yontemine kiyasla benzer bir verimle taurin elde etmek icin 9

kat daha az =zaman gerektirdigi gosterilmistir. Bu nedenle UDE’nun, P.
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yezoensis'ten taurinin geri kazanilmasi sirasinda kullanilan geleneksel ekstraksiyon

yontemine alternatif olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.
2.2.2 Enzim destekli ekstraksiyon

Makroalgler seliiloz, galaktanlar, ksilanlar, fukoidan, laminarin, aljinatlar,
karagenanlar ve florid nisastas1 dahil olmak {izere ¢esitli polisakkarit tiirleri agisindan
zengindir. Bu polisakkaritler, makroalg proteinlerinin mevcudiyetini etkileyebilir ve
protein ekstraksiyon verimliligini azaltabilirler. Bu durumun makroalg proteinlerinin
endiistriyel kullanimimi smirlandirdigi bilinmektedir. Enzim destekli ekstraksiyon
(EDE), proteinleri ve/veya bunlarin hidrolizatlarini algden ¢ikarmak igin tercih edilen
bir yontemdir (Gordalina vd., 2021). Makroalg proteinlerinin ekstraksiyonu ve
¢Oziinilirliglini iyilestirmek i¢in alternatif bir yontem olarak hiicre duvari
polisakkaritlerini par¢alayan enzimler kullanilabilir. Ornegin karbohidraz enzimler,
protein verimini arttirmak i¢in protein ekstraksiyonundan once hiicre duvarinin
pargalanmasi amaciyla uygulanabilir. Seliilozik hiicre duvarini bozmaya yoénelik bu
islemler, makroalg proteinlerini ve diger hiicre bilesenlerini daha erisilebilir hale
getirmeye yardimci olmaktadir (Barbarino ve Lourengo, 2005; Bleakley ve Hayes,
2017; Fleurence, 1999).

Sert hiicre duvar ile miicadele yontemi olarak kirmizi makroalg tiirleri Chondrus
cripus, Gracilaria verrucosa ve Palmira palmata'dan protein ekstraksiyonlarinda
birkag karbohidraz enzim (k-karragenaz, 3-agaraz, ksilanaz, seliilaz) kullanilmistir. Bu
ekstraksiyonda Chondrus cripus'un karagenaz ve seliilaz ile hidrolizi, protein verimini
enzimsiz isleme gore on kat artirirken, P. palmata'da en yiiksek verimin ksilanaz ile
elde edildigi gozlemlenmistir. Benzer sekilde, P. palmata'nin ksilanaz ve selillaz ile
hidrolizinin, mekanik ekstraksiyona kiyasla fikoeritrin pigment proteininde on kat artis

sagladig1 rapor edilmistir (Bleakley ve Hayes, 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Laurencia pyramidalis’in Toplanmasi ve Alg Orneklerinin Hazirlanmasi

Kirmizi makroalg Laurencia pyramidalis, 28.06.2019 tarihinde Canakkale’nin
40°19'1.80"K 26°13'6.21"D koordinatlarinda toplanmistir. Laurencia pyramidalis
makroalginin toplanmasi, 1190149 numarali TUBITAK projeleri dahilinde, T.C.
Tarim ve Orman Bakanlig1 Balik¢ilik ve Su Uriinleri Genel Miidiirliigii ve T.C. Orman
Su Isleri Bakanligi Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigiinden gerekli

izinler alinarak yapilmigtir.

Makroalglerin tanimlanmasi igin ¢aligmalar Olympus SZx16 marka stereo zoom ve
Bx51 model binokiiler 151k mikroskobuyla yapilmistir. Toplanmis olan makroalgler su
altinda plankton bezleri ile yapilmis olan (70x50 cm) agiz kismi biizgii seklinde
torbalara yerlestirilmistir. Sekil 3.1’de 1190149 nolu ve "Tiirkiye Denizlerinden
Toplanan Bazi Makroalg Orneklerinin ~ Alternatif Protein  Kaynagi Olarak
Degerlendirilmesi: Biyoaktif Peptit Eldesi, Biyoaktif ve Teknofonksiyonel
Ozelliklerinin Arastirilmasi, Enkapsulasyonu ve Stabilite Calismalar1” baslik
TUBITAK projesinde yer alan Dr. Emine Siikran Okudan aracilifi ile makroalg

ornekleri toplanmis ve fotograflarda gosterilmistir.

Sekil 3.1. Makroalg toplama galismalarindan goriintiiler.

Toplanan makroalg 6rneklerinin analizine baslanmadan 6nce epifitlerinden, i¢lerinde
bulunma ihtimali olan kaya, kum ve ¢camur benzeri maddelerden arindirilmasi igin
ayiklanarak tatli su ile yitkanma islemi tamamlanmistir. Ayiklanmis olan makroalg
ornekleri, dogrudan giines 15181na maruz kalmadan golge olan bir ortamda, yaklasik
30 °C sicaklikta kurutulmustur. Aksaray Universitesi Gida Miihendisligi

laboratuvarina transfer edilen kuru makroalgler, burada laboratuvar tipinde bir
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ogiitiicii (Waring 8011 Eb Blender, Cole-Parmer Instrument Company, Illinois, ABD)
kullanilip 6giitme islemi tamamlanip, 500 um mesh elek ile elenerek, elegin alt
kisminda kalmis olan partikiil boyutu <500 um toz formda partikiiller giinese veya
oksijene maruz kalmadan uygun kosullarda ambalajlanip analiz edilene dek -20 °C’de
saklanmistir (Rouxel vd., 2001). Sekil 3.2'de partikiil ¢apt <500 pm Ogiitiilmiis

Laurencia pyramidalis makroalgi sunulmustur.

Sekil 3.2. Partikiil ¢ap1 <500 um 6giitiilmiis Laurencia pyramidalis.

3.2 Kimyasal Kompozisyonun Belirlenmesi

Laurencia pyramidalis makroalginin kimyasal kompozisyonu ilgili AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) yontemleri ile saptanmustir. Algin nem
igerigi (AOAC 925.10, 1990), % kil miktar1 (AOAC 925.03, 1990), yag miktari,
Soxhlet ekstraksiyonu yontemi (AOAC 954.02, 1990) ve ham Ilif igerigi (AOAC
978.10) ilgili AOAC metotlar1 kullanilarak belirlenmistir. Protein igerigi, Kjeldahl
metodu (AOAC 950.48, 1990) ile belirlenmistir ve 6,25 ¢evirme faktorii ile protein
miktar1 belirlenmistir. Karbonhidrat icerigi; ham lif, yag, kiil, nem, protein igerigi
toplamlariin 100’den ¢ikarilmasiyla hesaplanmigtir. Tiim 6l¢tim islemleri 3 kez tekrar

edilerek yapilmastir.

3.3 Protein Coziiniirliigii ve Zeta ({) Potansiyel Ol¢iimii

Laurencia pyramidalis’in pH’st  2-13 aras1 degisen degerlerde protein
¢oziinlirliigiindeki degisimi belirlemek amaciyla Morr vd. (1985)‘nin metodu
kullanilmistir. Farkli pH’larda (pH 2’den 13’¢) hazirlanan ¢ozeltiler 4100 rpm ile
15 °C’de 10 dakika siire boyunca santrifiij edildikten sonra, tist fazin protein igerigi
Lowry metodu (Lowry, 1951) ile belirlenmistir. Orneklerin % protein miktar1

asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik 3.1):
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Supernatantin protein konsantrasyonu (mg/ml)x50
Ornegin protein miktari (%)
100

%Protein ¢oziunurlugi = x100 (3.1)

Ornegin agirhign (mg)x

L. pyramidalis makroalginin pH 2’den pH 13’e kadar hazirlanmis olan ¢ozeltilerinin
zeta potansiyellerinin olgiilmesi zeta potansiyelini 6lgen bir cihaz (Zetasizer

NanoZS90, Malvern Instruments, ingiltere) ile yapilmustir.
3.4 Proteinlerin Ultrases Destekli Enzimatik Ekstraksiyonu

Laurencia pyramidalis’den protein ekstraksiyonu igin ultrases uygulamasiyla
karhohidraz enziminin ilavesi ile olusan bir kombinasyon uygulanmustir. ilk olarak 0,5
g makroalg 6rnegine 50 ml sitrat tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH 4,5) ilave edilmistir.
Daha sonra karigim, ultrases cihazi (Sonopuls HD 2200 ultrasonic homogeniser,
Bandelin Electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Almanya) kullaniimak suretiyle deney
tasarimindaki siireler dogrultusunda %65 siddet ile 53 kHz frekansta ses dalgalarina
maruz birakilmistir.  Ultrases sonrast makroalglere, deney prosediiriindeki
enzim/substurat (E/S) oranini1 karsilayacak bi¢imde, hemiseliilaz ilavesi yapilmistir.
Ultrases uygulanip enzimin ilavesi yapilmis ornekler, 35 °C’deki galkalamali su
banyosu i¢inde (N-Biotek-303, Biotek Co., Ltd. Korea) 75 rpm c¢alkalama hizinda
ekstraksiyon islemi  uygulanmistir. Siirenin bitisinde enzim inaktivasyonunu
gerceklestirebilmek i¢in ornekler 85 °C’da su banyosunda 10 dakika siire ile
bekletilmistir. Enzim inaktivasyonu sonrasi, ekstrakte olan protein miktarini arttirmak
amagli, karigimin pH’s1, protein ¢6ziiniirligii deneyi sonucu belirlenen, algin protein
¢ozinlrliginiin yiiksek oldugu pH degerine ayarlanmistir. Sonraki islemde 6rnekler,
35 °C sicakliktaki calkalamali su banyosunda belirli bir siire tutulup, ikinci
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Ekstraksiyondan sonra érnekler 4100 rpm’de 4 °C
sicaklikta 15 dakika stire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonucu elde edilen {ist

faz alinip, karanlik bir ortamda -20 °C’de deneylere dek saklanmustir.

3.4.1 Protein ekstraktlarimin protein iceriginin ve ekstraksiyon veriminin

belirlenmesi

Ekstraksiyon sonucu elde edilmis proteinlerin ekstraktlarinin protein igerigininin
belirlenmesi amagli Barbarino ve Lourenco (2005)’nin uyguladigi modifiye edilmis
Lowry metodu (Lowry, 1951) kullanilmistir. Ekstraktlardaki protein igerigi kuru

agirlik bazinda mg protein/g 6rnek olarak belirlenmistir.

16



Ekstraksiyonun veriminin hesaplanisi i¢in Yiicetepe vd. (2018)’nin ¢aligmalarinda
kullandig1 asagidaki ekstraksiyon verimi esitligi kullanilmistir (Esitlik 3.2):

Ekstraksiyondan sonra ekstraktin protein miktarixekstraksiyondan sonra ekstraktin miktari

x100 (3.2)

Ekstraksiyon verimi, % = - — - — - - -
Ekstrasiyondan 6nce makroalgin protein mikarixEkstraksiyondan 6nce makroalg miktar1

3.4.2 Protein Eksraktlarimin Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Orneklerde bulunan toplam fenolik maddenin icerigi Toor ve Savage (2006)’un
yontemi ile bulunmustur. Absorbas 6l¢iimleri, UV-VIS spektrofotometre (Scilogex
Sci-UV1000 Spectrophotometer, Scilogex, ABD) araciligi ile gergeklestirilmistir.
Sonuglar kuru agirlik bazinda mg gallik asit esdegeri (GAE)/g ornek olarak
belirtilmistir (Toor ve Savage, 2006).

3.5 Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

3.5.1 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl radikal yakalama (DPPH) metodu

Protein ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaciyla DPPH yontemi
uygulanmistir. Absorbas  Olgiimleri, UV-VIS spektrofotometre kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sonuglar, kuru agirlik bazinda Trolox esdegeri (TE)/g olarak
belirlenmistir (Kumaran, 2006).

3.5.2 Bakar (IT) iyonu indirgenme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) metodu

Protein ekstraktlarinin antioksidan aktivitesininin belirlenmesi amaci ile CUPRAC
yontemi uygulanmigtir. Absorbas 6l¢iimleri, UV-VIS spektrofotometre kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sonuglar, kuru agirlikta Trolox esdegeri (TE)/g cinsinden
belirlenmistir (Apak vd., 2004).

3.6 Tekno-Fonksiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Optimum ekstraksiyonun kosullari ile iiretilen protein ekstraktlarinin su ve yag tutma
kapasiteleri, emiilsiyon aktivite ve stabilitesi, kopiirme kapasite ve stabiliteleri

belirlenmistir.
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3.6.1 Su tutma kapasitesi

Omneklerde su tutma kapasiteleri Kumar vd. (2014)’'nmin  yontemi ile
gerceklestirilmistir. Orneklerde su tutma kapasitesi asagida bulunan esitlik ile
belirlenmistir (Esitlik 3.3):

Su Tutma Kapasitesi (%) = % X 100 (3.3)
0

Bu denklemde; Wo: Protein ekstrakt agirligi, Wi: Protein ekstrakt ve tip agirlik
toplami, W2: Cokelti ve tiip agirlik toplama.

3.6.2 Yag tutma kapasitesi

Orneklerin yag tutma kapasiteleri (g yag/g protein ekstrakt) Kumar vd. (2014)’1n
yontemi ile yapilmistir. Orneklerde yag tutma kapasiteleri asagida bulunan esitlige
gore belirlenmistir (Esitlik 3.4):

Yag Tutma Kapasitesi (%) = 020_01 x 100 (3.4)
0

Bu denklemde; Oo: Protein ekstrakt agirliklari, O1: Protein eksrakt ve tiip agirliginin

toplamlari, O2: Cokelti ve tiip agirlik toplamlar.
3.6.3 Emiilsiyon aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi

Protein ekstraktlariin emiilsiyon aktivite ve stabilitesini belirlemek i¢in Tan vd.
(2014)’nin metodu kullanilmigtir. Emiilsiyon aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi

asagidaki esitlikler kullanilarak belirlenmistir (Esitlik 3.5 ve Esitlik 3.6):

Emiilsiye olmus tabakanin yiiksekligi
Y > Y £ % 100 (3.5)

Emiilsiyon aktivitesi (%) =
y ( /0) Tiip iceriginin ytksekligi

Y i1s . Kalan emiilsiye olmus tabakanin yiiksekligi
Emiilsiyon stabilitesi (%) = 100 3.6
y ( /0) Orijinal emiilsiye olmus tabakanin yiiksekligi ( )

3.6.4 Kopiirme kapasitesi ve kopiirme stabilitesi

Proteinlerin ekstraktlarinin kopilirme kapasite ve kopiirme stabilitesinin belirlenmesi
amagl Jarpa-parra vd. (2014)’in metodu kullanilmigtir. Kopiirme kapasitesi ve
stabilitesi asagidaki esitlikler kullanilarak belirlenmistir (Esitlik 3.7 ve Esitlik 3.8):
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iIrpma isleminden sonra hacim (ml)—Cirpma isleminden 6nce hacim (ml
Girpma is (ml)—-Cirpma ig ()x100 (3.7)

Koplirme kapasitesi (%) =
p p ( /0) Cirpma isleminden 6nce hacim (ml)

v s . Bekletme isleminden sonra hacim (ml)—Cirpma isleminden 6nce hacim (ml
Kopiirme stabilitesi (%) = d (mD)~Girprma s @D » 100 (38)

Cirpma isleminden 6nce hacim (ml)

3.7 Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ile
Tammlama Calismalari
Optimum kosullarda ekstrakte edilmis olan protein ekstraktlarinin sodyum
dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforez (Biorad, Hercules, CA, ABD) ile %12’lik
ayirma jeli, %5°lik istifleme jeli (25 mM Tris-HCI, pH 8.3, 0,18 M glisin ve %0,1
SDS), 80 Volt kosullarinda tanimlamasi ¢alismalar1 yapilmistir. Yapilan bu ¢alisma
icin 10-250 kDa molekiil agirliginda protein markerlari kullanilmistir. Yer degisiminin
devaminda, makroalg protein ekstraktlarinin protein bantlari coomassie boyasiyla

belirlenmistir.
3.8 Deney Tasarmm ve Istatistiksel Analiz

Ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu Yanit Yiizey Metodolojisi (Response surface
methodology, RSM) ile gerceklestirilmistir. Optimizasyonu i¢in 2 bagimsiz
degiskenin (ultrases uygulama zamani ve enzim/substurat orani) 5 seviyede (-a, -1, 0O,
1. +a) etkisi Merkezi Kompozit Dizayn (Central Composite Dizayn, CCD)
kullanilarak arastirilmistir. Sunulan tez ¢calismasinda, bagimsiz degiskenler olarak, X1
ve Xz olarak kodlanan ultrases uygulama zamani (1-6 dakika) ve enzim/substurat orani
(1,0 - 2,0) secilmistir. Deney tasarimi 4 faktoriyel nokta, 5 merkezi nokta ve 4 eksen
noktasi dahil toplam 13 kosul (run) ile yapilmistir. Ekstraksiyonun kosullari kodlanmis
degiskenler ile normalize edilmistir (Tablo 3.1). Yanit fonksiyonlari (Y) kuru agirlikta
ekstraktlarda bulunan protein miktari (mg protein/g 6rnek), toplam fenolik madde
miktart (mg GAE/g 6rnek) ve antioksidan aktivitedir (mg TE/g ornek). Yanit ile
bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in ikinci dereceden polinomyal
modeller kullanilmustir (Tekin vd., 2015). Iki degiskenli merkezi kompozit dizayn i¢in

kullanilan matematiksel model Esitlik 3.9’da verilmistir:
Y = Bo + BiX1 + BoXz + BriXi” + BooXo 4 BroXi X, + € (3.9)

Ikinci dereceden polinomsal modelin regresyon katsayisi olan Bo sabit terim, Bi lineer
etki, Bii kuadratik etki, Bij interaksiyon etki olarak tanimlanmaktadir. Modelin uyumu,

regresyon Kkatsayilart ve istatistiksel Onem varyans analizi (ANOVA) ile
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degerlendirilmistir. Yanitlar ve bagimsiz degiskenler arasinda olan iligkiyi
gorsellestirme amaciyla polinomsal regresyon esitliklerin yiizey yanitlari ve kontur
plotlar1 ve hedef yanitlar i¢in optimum sartlar Design Expert 7.1 yazilimmnin (Stat-
Ease, Inc., MN, ABD) deneme siiriimii ile elde edilmistir. Sonuglarin p=0,05
istatistiksel onem seviyesinde oldugu test edilmistir. Model uyumlulugu, model
analizi, belirleme katsayis1 (R?) ve model zayi1flig1 kullanilmak suretiyle belirlenmistir.
Arastirilmus biitiin yanitlar izerinde bir tek parametrenin ve/veya ¢oklu parametrelerde
interaksiyon etkisini tanimlanmasi amagli matematiksel modelleri elde edilmistir.
Cizelge 3.1°de merkezi kompozit dizayn icin bagimsiz degiskenlerin gercek ve

kodlanmis seviyeleri sunulmustur.

Cizelge 3.1. Merkezi kompozit dizayn icin bagimsiz degiskenlerin gercek ve
kodlanmis seviyeleri.

Bagimsiz degiskenler Kodlanmis seviyeler
x1; Ultrases uygulama zamani | i
(dakika) o 1 0 1 +a
X2; Enzim/substurat orani -0,04 1,00 3,50 6,00 7,04
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Kimyasal Kompozisyonu

Sunulan bu tez c¢alismasinda Laurencia pyramidalis makroalginin kimyasal

kompozisyonu aragtirilmistir. Cizelge 4.1°de sonuglar sunulmustur.

Cizelge 4.1. Laurencia pyramidalis makroalginin kimyasal kompozisyonu.

Bilesen Yas agirhkta, % Kuru agirhkta, %
Protein 12,24+0,24 13,09+0,24
Yag 0,74+0,00 0,79+0,00
Ham lif 14,23+0,09 15,22+0,09
Kiil 24,714+1,37 26,43+1,37
Nem 6,50+0,50 -
Karbonhidrat 41,58+0,22 44 47+0,22

Analiz sonuglarina gore, Laurencia pyramidalis’in nem igerigi %6,50+0,50, protein
icerigi  %12,24+0,24, yag igerigi %0,74+0,00, kil igerigi %24,71+1,37, ham
lif %14,23+0,09, karbonhidrat icerigi %41,58+0,22°dir. Kuru agirhikta ise protein
icerigi %13,09+0,24, yag icerigi %0,79+0,00, karbonhidrat igerigi 44,47+0,22, kiil
icerigi %26,43+1,37 ve ham lif icerigi ise %15,22+0,09 olarak bulunmustur. Bildigimiz
kadariyla literatirde bu makroalgin kimyasal kompozisyonu ile ilgili ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, elde edilen bulgular diger kirmizi1 makroalglerin bulgulart
ile kiyaslanmistir. Ornegin, Gressler vd. (2010) yaptiklart ¢alismada, Rhodophyta
filumuna ait dort makroalgin (Laurencia filiformis, Laurencia intricata, Gracilaria
domingensis ve G. birdiae) toplam lipit i¢eriginin kuru agirlikta %1,1 ila %6,2 arasinda
degistigini, kiil igeriginin ise %22,5-%38,4 araliginda oldugunu bildirmistir. Bu degerler
Laurencia pyramidalis makroalgi ile karsilastirildiginda verilerin birbirine yakin oldugu
soylenebilir. Robledo ve Pelegrin (1997)’in ¢alismasinda Codium isthmocladum’m ham
lif iceriginin %1,01 ile %9,07 arasinda degistigi bildirilmistir. Sunulan caligmada
Laurencia pyramidalis icin protein igerigi kuru agulikta %13,09+0,24, olarak
bulunmustur. Diger makroalgler ile ilgili yapilmis g¢alismalar ile kiyaslandiginda,
Eucheuma isiforme makroalginin %12,10 ve Codium isthmocladum’un %3,5 protein

icerigine sahip oldugu bildirilmistir (Robledo ve Pelegrin, 1997).
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Sunulan bu tez ¢alismasinda Laurencia pyramidalis makroalginde ham lif igerigi kuru
agirlikta %15,21+0,09 olarak bulunmustur. Chan ve Matanjun (2017) yaptig1 calismada
kirmiz1 bir alg olan G. changii'de yiiksek (%64,74+0,82) oranda ham lif bulundugunu
rapor etmistir. Yine makroalgler ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada, Lohrmann vd.
(2004) Chondrus crispus makroalginde ham lif oranmin1 %33,6 ve Porphyra tenera
makroalginde ise %50 oldugunu bildirmistir. Benzer olarak, Ordonez vd. (2010)
Mastocarpus stellatus ve Gigartina pistillata’in ~ ham lif igerigini sirasiyla %29,3

ile %37,4 olarak belirlemistir.

Sunulan ¢aligmada Laurencia pyramidalis makroalginde kiil igerigi kuru
agilikta 9%26,42+1,37 olarak bulunmustur. Benzer sekilde, Ashoush vd. (2017)’in
calismasinda, kirmiz1 bir makroalg olan Gelidium sp'nin kiil igerigi %26,45+0,74 olarak
bulunurken, Ordonez vd. (2010) iki kirmizi makroalg olan Mastocarpus
stellatus ve Gigartina pistillata ile yaptigi g¢alismada kiil oranlar1 sirasiyla %24,9
ve %36,4) olarak bulunmustur. Benzer sekilde, Gressler vd. (2010) Laurencia filiformis
ve L. intricata kirmizi makroalglerinde kiil igerigini incelemistir. L. filiformis, igin kiil
icerigi %38,4+0.1, L. intricata igin ise %33,5+1,0 olarak rapor edilmistir. Jeliani vd.
(2021) tarafindan gerceklestirilen baska bir calismada Hypnea flagelliformis kirmizi
makroalginin kiil igerigi %36 olarak bulunmustur.

4.2 Protein Coziiniirliigii ve Zeta () Potansiyeli

Laurencia pyramidalis’in farkli pH araliklarinda hazirlanan ¢ozeltilerinde, pH’ya baglh
degisen ylizey yiklerin degerlerini belirlemek amaciyla zeta potansiyel olgiimleri ve
protein ¢oztiniirliikleri arastirllmistir. Sunulan ¢alismada, Laurencia pyramidalis’in en
diisiik protein ¢oztintrligi degeri pH 2’de %11,91+0,81 iken, en yiiksek protein
¢oziintirligii degeri pH 12°de %24,41+0,37 olarak gerceklesmistir (Sekil 4.1). Bildigimiz
kadartyla, Laurencia pyramidalis makroalginin protein ¢oziiniirliigii ile ilgili literatiirde
calisma olmadigindan farkli makroalglerle ve diger bitkisel kaynaklarla ilgili yapilmis
calismalar kiyaslanmustir. Diger ¢alismalar ile kiyaslandiginda, Laurencia pyramidalis
makroalginin protein ¢oziintirliigiinin diger makroalglerle benzer veya yiiksek oranlarda
protein ¢oiiziiniirliigi elde edilen ¢alismalar saptanmustir. Bu farkliliklara sebep olarak;
yapida bulunan amino asitlerin hidrofobik ve hidrofilik gruplarinin dagilimi, sicaklik, pH
etkisi, iyonik kuvvet ve tuz konsantrasyonu gibi parametrelerdeki farkliliklar gosterilebilir
(Akyiiz ve Bilek, 2018). Ornegin, Abdollahi vd. (2019) pH 8-12 araliklarinda kahverengi
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bir makroalg olan H. elongata'dan izole edilen proteinin protein ¢oziiniirligi %65-96
arasinda degismistir. Kumar vd. (2014) ise kirmiz1 bir makroalg olan Kappahycus
alvarezii ile yaptiklar1 ¢alismada, pH 12'de maksimum protein ¢oziintirligiini %58
olarak belirlemislerdir. Gressler vd. (2010) ise Laurencia filiformis, Laurencia
intricata kirmizi makroalglerinin protein ¢oziiniirliiglini arastirdiklari ¢aligmalarinda,
Laurencia filiformis i¢in %18,3+0,4, Laurencia intricata i¢in %4,6+0,0 olarak
bulmuslardir. Diger taraftan, Lopez vd. (1991) tarafindan yapilan ¢alismada, iki farkli
nohut protein izolatinin ¢6ziiniirliik degerleri pH 7’de sirasiyla %7,5 ve %60,4 olarak
rapor edilmistir. Elde edilen bu degerlerin ticari soya protein izolat1 ¢ézilintirliigiinden
(%21,2) daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Wang vd. (2015) ise piring proteini ile
yaptig1 calismada, izolatlara alkali muamelesini takiben dondurma ve giitme islemleri
uygulayarak ¢oziiniirliik degerinin 42 kat arttigin1 saptamustir. Sekil 4.1°de Laurencia
pyramidalis’in pH’s1 2-13 araliginda degisen pH degerlerinde % protein ¢oziintirligii

ve zeta potansiyeli (mV) degerleri sunulmustur.
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Sekil 4.1. Laurencia pyramidalis’in pH’s1 2-13 araliginda degisen pH degerlerinde %
protein ¢oziiniirliigl ve zeta potansiyeli (mV) degerleri.

Laurencia pyramidalis’in zeta potansiyel degerileri biitiin pH araliklarinda negatif

degere sahiptir (Sekil 4.1). Buna sebep olarak hiicre duvarinda bulunan anyonik

polisakkaritler gosterilebilir (Kamiya vd., 2008). Laurencia pyramidalis i¢in en

yiiksek zeta potansiyeli pH 6’da -9,94+1,22 mV iken, pH 3’te ise degeri -19,63+0,33

mV olarak belirlenmistir.
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Bildigimiz kadariyla, literatiirde Laurencia pyramidalis makroalginin zeta potansiyeli
ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, diger makroalgler veya bitkisel
kaynaklar ile kiyaslamalar yapilmistir. Bu kiyaslamalarda Laurencia pyramdilalis
makroalgine benzer sonuglar bildirildigi goriilmiistiir. Ornegin, Schilp vd. (2009)
calismasinda yesil bir makroalg olan Ulva linza igin zeta potansiyeli -19,31 (mV)
olarak bildirmistir. Zeta potansiyeli degerleri; pH degerleri, kullanilan ¢dzeltilerin
iyonik mukavemetleri, 6l¢iim ve numune hazirlama yontemleri gibi parametrelere

bagl olarak degisiklik gosterilebilmektedir (Kamiya vd., 2008; Patil vd., 2007).
4.3 Modelin Yeterliligi

Ikinci dereceden polinomiyal modelde varyans analizleri ve R? degeri Cizelge 4.1,
Cizelge 4.2, Cizelge 4.3’te verilmistir. Protein igerigi, TFMM ve CUPRAC ile
antioksidan aktivitenin tayin edilmesi i¢in R? degerleri siras1 ile 0,87, 0,66, 0,61°dir.
Jouki vd. (2014), modelin uygun olmasi igin R? degerinin en az 0,80 olmasinin gerekli
oldugunu bildirmistir. Istatistiksel analiz sonucunda, CUPRAC, antioksidan aktivite
ve TFMM harici, protein igerigi i¢in polinom modellerin degiskenler arasindaki gergek
iliskiyi gostermeye uygun oldugu anlasilmaktadir. Varyasyon katsay1r (CV) degeri
protein igerigi, TFMM ve CUPRAC ile antioksidan aktivite igin sirasi
ile 9%19,01, %39,61 ve %19,71°dir. Modelin zayiflig1 (lack of fit) p degerleri protein
igerikleri i¢in 0,9697, TFMM igin 0,9952 ve CUPRAC i¢in 0,5916°dir. Modelin
zay1flig1 biitiin degerlerde 6nemsiz oldugu (p>0,05) anlasilmaktadir. Sonugta, bu
caligma kapsaminda protein igerigi i¢in elde edilmis olan modelde (p=0,0054),
Laurencia pyramidalis’ten protein ekstraksiyonu dahilinde kullanilmis olan

ekstraksiyon sartlarinin optimizasyon i¢in dogru olabilecegi dngoriilmektedir.
4.4 Protein I¢erigi ve Ekstraksiyon Verimi

Sunulan bu tez ¢alismasinda, Laurencia pyramidalis makroalginin ultrases destekli
enzimatik ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Calismanin sonuglarina gore, ultrases
uygulama siiresinin 3,5 dak ve E/S oraniin 2,21 oldugu ekstraksiyon kosullarinda
protein ekstraktlarinda en yiiksek (228,878 mg protein/g, yiizde ifade ile %22,89)
protein igerik; ultrases uygulama siiresinin 3,5 dak ve E/S oraninin 0,79 oldugu
kosullarda ise en diisiik (48,82 mg protein/g, %4,88) protein igerik elde edilmistir

(Cizelge 4.1). Ayni ultrases siirelerinde olusan bu deger farkliliklarinin sebebi olarak
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enzim kullanim oranlarindaki farklilik gosterilebilir. Bu bulgular, diger kirmizi
makroalgler ile ilgili yapilmis ¢alismalardaki bulgular ile kiyaslandiginda, 6rnegin
Glasson vd. (2022) Ulva ohnoi ’den elde edilen protein ekstraktlarinin protein igerigini
kuru agirlikta %22,2+0,4 ile %39.5+1,9 arasinda bildirmistir. Benzer sekilde, Gomes
vd. (2018) Ascophyllum nodosum'un protein igerigini %7 ve Palmira palmata
icin %17,2 bildirirken, Kumar vd. (2014) Kappahycus alvarezii makroalginden
protein ekstraktlarinin protein igerigini %62,3+%1,62 olarak bildirmistir. Sengdr
(2001) calismasinda protein igeriklerini, Palmira palmata makroalgi igin 18,3+5,9,
Ulva pertusa i¢in %17,5, Ulva fasitica i¢in %21,13, Codium fragile i¢in %15,6 ve
Glacilaria changii i¢in %6,940,1 olarak rapor etmistir.

Naseri vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada kirmizi bir makroalg olan Palmira
palmata’da enzim destekli ekstraksiyon gergeklestirmistir. Bu ekstraksiyon sonucunda
enzim destegi sayesinde Palmira palmata’dan %90 oraninda protein ekstrakte etmenin
miimkiin oldugunu bildirmigtir. Gora vd. (2018) ise ¢alismasinda Chondrus
crispus ve Porphyra tenera kirmizi makroalglerinde protein igerigini sirastyla %20,9-
29,8 ¢/100 g olarak bildirmistir. Benzer sekilde; Barbarino ve Lourenco (2005)
Palmira palmata ile yaptigi protein ekstraksiyonunda protein icerigini %11,57+0,08
9/100 g olarak bildirmistir. Bu caligmalar Laurencia pyramidalis makroalgiyle
karsilastirildiginda, Laurencia pyramidalis’in benzer oranlarda protein igerdigi
sOylenebilir. Cizelge 4.2°de dogal ve kodlanmis ekstraksiyon kosullarinda deneysel
olarak elde edilen yanitlarin degerleri, Cizelge 4.3’de ikinci dereceden polinomyal

modelin varyans analizi sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Dogal ve kodlanmis ekstraksiyon sartlariyla Box-Behnken deney tasarimi
ve deneysel olarak elde edilen yanitlarin degerleri.

Bagimsiz degiskenler Yanitlar
Run| A:Ultrases B PM (Mg TFMM AOACUPRAC
uygulama Kod Enzim/Substrat Kod protein/g) (mg (mg TE/g)
zamani, dak GAE/Q)
1 3,50 0 1,50 0 98,74 353,45 189,37
2 6,00 1 1,00 -1 50,25 204,48 150,34
3 3,50 0 1,50 0 103,33 316,92 193,84
4 3,50 0 0,79 -0 48,82 169,29 121,14
5 3,50 0 1,50 0 147,75 177,06 68,72
6 7,04 +o 1,50 0 165,54 25,70 58,78
7 3,50 0 1,50 0 179,93 290,47 145,17
8 3,50 0 2,21 +o 228,88 361,49 206,38
9 3,50 0 1,50 0 165,62 248,03 117,63
10 6,00 1 2,00 1 215,43 339,55 188,40
11 1,00 -1 2,00 1 214,43 282,85 57,556
12 -0,04 -0 1,50 0 193,04 225,20 43,44
13 1,00 -1 1,00 -1 133,01 184,52 65,27

PM: Protein miktari, TFMM: Toplam fenolik madde miktari, AOAcuprac: CUPRAC yontemiyle
antioksidan aktivite. Sonuglar kuru agirlikta verilmistir.

Cizelge 4.3. Ikinci dereceden polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Kaynak Kareler toplam DF Ortalama kare F - degeri p - degeri

Protein miktari

Model 37514,71 5 7501,94 9,28 0,0054*

Dogrusal

By 1819,80 1 1819,80 2,25 0,1772

B, 31405,31 1 31405,31 38,85 0,0004*

Kaudratik

Baa 242281 1 2422,81 3,00 0,1270

B2 16,91 1 16,91 0,021 0,8891

}S”teraks'y"” 175394 1 1753,94 217 0,1842
12

Artan 5658,87 7 808,41 - -

Modelin uyumsuzlugu 305,02 3 101,67 0,076 0,9697

Saf hata 5353,86 4 1338,46 - -

Toplam 43173,58 12 - -

R?=0,8689; C.V.(%)=19,01

*p>0,05 diizeyinden onemli.

Ekstraktlarin protein miktar1 tizerine E/S ve ultrasesin uygulanma siiresinde

interaksiyon etkileri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de goriilmektedir. Bu durumda, ortalama
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olarak 2,25 dak ile 6 dak arasinda ultrases uygulama siirelerinde ve E/S oraninin 1,00
ila 1,25 oldugu aralikta en disiik protein igerigi elde edilmigken, tiim ultrases
uygulama siirelerinde ve E/S’nin 1,75 ila 2,00 oldugu ekstraksiyon kosullarinda en
yiiksek protein igerigi elde edilmistir (Sekil 4.2-4.3).

Design-Expent® Software Protein content

[196.82]

Protein content
® Design Points

228.879
48.8205
X1 = A: ultrasound
X2 =B: E/S

175 —f

B: E/S
g
|

A: ultrasound

Sekil 4.1. Ekstraktlarin protein miktar1 lizerine E/S ve ultrases uygulama siiresiyle
arasinda olan  baglantiyi  gosteren 2D  kontur plot  grafigi.

Design-Expernt® Software

Protein content
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X1 = A: ultrasound
X2 =B: E/S

1825

87.5

Protein content

6.00

A: ultrasound

Sekil 4.2. Ekstraktlarin protein miktar1 tizerine E/S ve ultrases uygulama siiresiyle
arasinda olan baglantiy1 gosteren 3D kontur plot grafigi.

Laurencia pyramidalis makroalgi i¢in optimum noktada elde edilen protein

ekstraktlarinin ekstraksiyon verimi %81,73 olarak belirlenmistir. Wang vd. (2015) ise
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calismasinda kirmizi bir makroalg olan Porpyhra yezoensis’ten taurinin ultrases
destekli ekstraksiyonunu gergeklestirmistir. Bu yontemin diger geleneksel kati-sivi
uygulamalarina kiyasla daha hizli ve verimli bir yontem oldugunu bildirmistir.
Fleurence (1999) tarafindan yapilan ¢alismada ise kirmizi makroalglerden olan
Chondrus crispus makroalginde selillaz ve karragenaz, Gracilaria verrucosa
makroalginde seliilaz ve agaraz destekli enzimatik ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.
Bu c¢alisma sonucunda enzim kullaniminin ekstraksiyon verimini artirdigin
bildirmistir. Hmelkov vd. (2018) Fucus evanescens kahverengi makroalginde ultrases
destekli ekstraksiyon yontemini kullanmistir. Bu ¢alisma sonucunda polisakkaritlerin
diger yontemlere gore daha verimli olarak parcaladigini bildirmistir. Wang vd. (2020)
ise kirmizi1 bir makroalg olan Porphyra yezoensis seliilaz kullanarak enzim destekli
ekstraksiyon gergeklestirmistir. Bu enzim uygulamasi ile ekstraksiyon verimininin
arttigin1 bildirmistir. Barbarino ve Lourengo (2005) Palmira palmata ile yaptigi
protein ekstraksiyonunda polisakaridazlarin kullanimini ile %67 oraninda bir verim
elde ettigini bildirmistir. Ye vd. (2015) ise Grateloupia livida‘da gerceklestirdigi
protein ekstraksiyonunda, eckstraksiyon siiresinin ve ekstraksiyon sicakliginin
polisakkaritleri par¢alamada 6nemli bir faktor oldugunu bildirmistir. Ayni ¢alismada,
optimum kosullarda ekstraksiyon verimi ise 939,25 olarak rapor edilmistir.
Literatiirdeki diger c¢alismalara kiyasla Laurencia pyramidalis makroalginin
ekstraksiyon veriminin yiiksek oldugu sdylenebilir. Buna sebep olarak ekstraksiyon
yontemi, ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi ve enzim kullanim oranlari

gosterilebilir (Fleurence, 1999; Hmelkov vd., 2018; Ye vd., 2015).
4.5 Toplam Fenolik Madde

Sunulan bu tez ¢alismasinda Laurencia pyramidalis makroalginde toplam fenolik
341,10 mg gallik asit esdegeri (GAE)/g olarak bulunmustur. Literatiirde bu makroalgle
ilgili caligma bulunmayip, diger kirmizi makroalglerde yapilan ¢aligmalar mevcuttur.
Laurencia pyramidalis makroalgi diger ¢alismalara kiyaslandiginda yiiksek oranlarda
fenolik madde igerdigi tahmin edilmektedir. Cizelge 4.4’te ikinci dereceden

polinomyal modelin varyansin analizi sunulmustur.
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Cizelge 4.4. ikinci dereceden polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Kaynak Kareler toplanm DF Ortalama kare F - degeri p - degeri
Toplam fenolik madde miktar:

Model 36475,75 5 7295,15 2,72 0,1119
Dogrusal

By sl L | 102324 0,72 0,4247
B, ' 31904,36 11,92 0,0107*
Kaudratik

B1a 2209,53 1 2209,53 0,83 0,3938
B 259,16 1 259,16 0,097 0,7648
Interaksiyon

Bz 337,55 1 337,55 0,13 0,7330
Artan 18740,60 7 2677,23

Modelin uyumsuzlugu 293,14 3 97,71 0,021 0,9952
Saf hata 18447,46 4 4611,86

Toplam 55216,34 12

R?=0,6606; C.V.(%)= 19,71

*p>0,05 diizeyinden 6nemli.

Demirel vd. (2011) ¢alismasinda antioksidan L. Obtusa’da antioksidan aktivitelerini
incelemistir. Deney sonuglarinda L. obtusa ve L. obtusa'nin toplam fenolik
bilesiklerini sirasiyla 48,15+0,9 GAE mg/lg, 12,31+0,9 GAE mg/g olarak
belirlemistir. Benzer olarak, Heo vd. (2006) yaptigi ¢alismada, en yiiksek fenolik
aktiviteleri  Gracilaria textorii i¢cin  %87,50+6,61, Martensia denticulata
‘da %86,58+3,33, Ahnfeltiopsis flabelliformis %85,70+6,11 bulurken, en diisiik
fenolik aktiviteleri ise Sinkoraena lancifolia %12,50+0,50, Pterocladiella

capillacea %12,50+3,33 ve Grateloupia filicina %5,00+3,00 olarak bulmustur.

Ekstraktlarin fenolik madde miktar1 tizerine E/S ve ultrasesin uygulanma siiresinde
interaksiyon etkileri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te goriilmektedir. Sonuglara gore (Sekil 4.6)
tiim ultrases zamanlarinda E/S oranmin 1 ila 1,50 oldugu bodlgede en diisitk TPC mg
GAE/g dw elde edilirken, yaklasik olarak 2,25 ultrases uygulandiginda E/S oran1 1,75
ila 2,00 oldugunda en yiiksek TPC mg GAE/g dw elde edilmistir.
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Sekil 4.3. Ekstraktlarin fenolik madde miktar1 {izerine E/S ve ultrases uygulama
stiresiyle arasinda olan baglantiy1 gosteren 2D kontur plot grafigi.
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Sekil 4.4. Ekstraktlarin fenolik madde miktar1 {izerine E/S ve ultrases uygulama
sliresiyle arasinda olan baglantiy1 gésteren 3D kontur plot grafigi.

4.6 Antioksidan Aktivite

Sunulan bu tez c¢alismasi kapsaminda Laurencia pyramidalis makroalginin
antioksidan aktivitesi 171,24 mg TE/g olarak bulunmustur. Cizelge 4.5’te ikinci

dereceden polinomyal modelin varyans analizi sunulmustur.
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Cizelge 4.5. ikinci dereceden polinomyal modelin varyans analizi (ANOVA).

Kaynak Kareler toplanm DF Ortalama kare F - degeri p - degeri
Antioksidan aktivite (CUPRAC)

Model 26177,98 5 5235,60 2,19 0,1682
Dogrusal

By 7058,12 1 7058,12 2,95 0,1297
32 2846,31 1 2846,31 1,19 0,3117
Kaudratik

B1a 13424,29 1 13424,29 5,61 0,0498*
B2 1069,09 1 1069,09 0,45 0,5254
Interaksiyon

B12 523,94 1 523,94 0,22 0,6541
Artan 16759,27 7 2394,18

Modelin uyumsuzlugu 5858,80 3 1952,93 0,72 0,5916
Saf hata 10900,47 4 2725,12

Toplam 42937,24 12

R?=0,6097; C.V.(%)=39,61

*p>0,05 diizeyinden 6nemli.

Bu bulgular diger kirmizi makroalglerle karsilastirilmistir. Laurencia pyramidalis
makroalgi diger makroalglere gore yiiksek oranlarda antioksidan icermektedir. Ornek
olarak Blamo vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Laurencia intermedia’nin
yiiksek antioksidan aktivitelere sahip oldugundan bahsedilmistir. Optimum
ekstraksiyon kosullarinda TFMM verimi, DPPH siiplirme yetenegi ve ferrik indirgeme
antioksidan giicti sirasiyla 161,794+3,52 mg GAE/100 g, 32,30+1,20 mg TE/100 g ve
87,77+£3,17 mg TE/100g olarak bildirilmistir. Benzer sekilde; Monla vd. (2021)
caligmasinda kirmizi bir makroalg olan L. obtusa ekstraktlarinin yesil bir makroalg
olan U. lactuca ekstraktlarina gore daha giiclii antioksidan aktivite gosterdigini
belirtmistir. Laurencia obtusa'nin protein o6ziitiinde 500 pg/mL'de DPPH serbest
radikallerinin %60,81'ini inhibe ettigini gostermistir. Anggadiredja vd. (1997) ise
calismasinda Laurencia obtusa ve Sargassum polycystum ile yaptigi calismada
Laurencia obtusa’da karetenoid ve seskiterpenoid’lerin varligini tespit etmistir.
Laurencia obtusa’nin antioksidan aktivitesinin Sargassum polycystum’a gore daha
yiiksek oldugunu belirtmistir. Topuz vd. (2015) ise Laurencia obtusa’nin fenolik
icerik ve antioksidan aktivitesini test ettiginde degerleri sirastyla 26,23+0,75 mg
GAE/qg alg ve 120,89+0,81 TEAC olarak rapor etmistir.
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Matsukawa vd. (1997) toplam 17 makroalg tiiriinde yaptiklart bir arastirmada kirmizi
bir makroalg olan Sargasssum spp.’nin en yiiksek antioksidan etkide oldugunu
bildirmistir. Benzer sekilde; Buonomo vd. (2017) genel olarak akdenizde goriilen
Cystoseira genusuna ait 8 tiir ile yapilan ¢alismada, bu tiirler i¢inde Cystoseira
amentacea makroalg ekstraktlarinin en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
rapor etmistir. Diger bir 6rnekte; Kosanic vd. (2018) yaptigi ¢alismada Laurencia
obtusa’y1 incelemistir. Laurencia obtusa, Codium elongatum ve Cutleria multifida’nin
antioksidan aktivitesi, serbest radikal siiplirme, siiperoksit anyon radikal siipiirme ve
indirgeme giicii ile degerlendirilmistir. C. elongatum'dan elde edilen ekstrakt, L.
obtusa ve C. Multifida 'dan daha biiyiik antioksidan aktiviteler gostermistir. Yildiz vd.
(2014) ise c¢alismasinda, Ulva ridida, C. Agardh, Codium tomentusum,
S.coronopifolius Gracilaria gracilis'te toplam antioksidan igerigi ve toplam fenolik
icerigini incelemistir. En yiiksek biyoaktif bilesenleri U. Ridida’da bulurken bunu
sirastyla C.tomentusum, G.gracilis ve S.coronopifolius’un izledigini belirtmistir. Bu
caligma sonucunda U.ridida ve C.tomtentosum’un metanolik ekstraklarmin dogal

antioksidan kaynaklari olarak kullanilabilecegini belirtmistir.

Ekstraktlarin antioksidan aktivite miktar1 lizerine E/S ve ultrasesin uygulanma
stiresinde interaksiyon etkileri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de goriilmektedir. Sonuglara gore
(Sekil 4.4) yaklasik olarak 1,00 ila 2,25 ultrases uygulamasinda CUPRAC mg TE/g
en disiikken, 3,5 ila 6,00 ultrases uygulamasinda ve E/S oraninin 1,75 ila 1,00
oldugunda en yiiksek CUPRAC mg TE/g oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.5. Ekstraktlarin antioksidan aktivite miktari tizerine E/S ve ultrases uygulama
stiresiyle arasinda olan baglantiy1 gosteren 2D kontur plot grafigi.

Design-Expert® Software

Cuprac mg TE/g biomass dw
206.383

43.435
X1 = A: ultrasound

X2 =B:E/IS
167.5

Cuprac mg TE/g biomass dw

2.00 6.00

A: ultrasound

100 1.00

Sekil 4.6. Ekstraktlarin antioksidan aktivite miktari iizerine E/S ve ultrases uygulama
sliresiyle arasinda olan baglantiy1 gésteren 3D kontur plot grafigi.

4.7 Tekno-Fonksiyonel Ozellikler
4.7.1 Su tutma kapasitesi

Bu ¢alismada Laurencia pyramidalis makroalgi i¢in su tutma kapasitesi %97,85+0,29
olarak bulunmustur. Literatiirde bu makroalglerle ilgili ¢alisma olmay1p diger kirmizi

makroalgler ile ilgili galismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalar Laurencia pyramidalis
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ile karsilastirildiginda Laurencia pyramidalis’in yiiksek oranlarda su tutma kapasitesi

sergiledigi saptanmustir.

Song vd. (2022) galismasinda kirmizi bir makroalg olan Gracilariopsis lemaneiformis
ile yaptig1 ¢alismada su tutma kapasitesi %24,20 bulmustur. Buna bagl olarak bu
makroalg ile yapilacak ¢alismalarin gida endiistrisinde biiyiik bir potansiyele sahip
olabilecegini ifade etmistir. Mahardika vd. (2019) ise kirmizi1 bir makroalg
olan Kappaphycus alvarezii'nin ile yapmis oldugu ¢alismada bu makroalgin su tutma
kapasitesini %10,4 olarak bildirmistir. Benzer olarak; Chan ve Matanjun (2017)
yaptigi c¢alismada kirmizi bir makroalg olan Gracalaria changii'nin su tutma
kapasitesini incelemistir. Bu ¢alisma sonucunda G. Changii makroalginin bazi ticari
lif bakimindan zengin iriinlerle karsilastirilabilir nitelikte oldugunu rapor etmistir.
Kumar vd. (2020) ise Enteromorpha kompres, Enteromorpha linza ve Enteromorpha
tubulosa alglerinde su tutma kapasitesini sirasiyla 1,22+0,06 ila 1,53+0,07 ml H20O/g
olarak bildirmistir. Benzer sekilde; Kumar vd. (2014) Kappaphycus alvarez algi igin
su tutma kapasitesini (2,22+0,04 ml H.O/g) olarak bildirmistir. Muraguri (2017) ise
alglerle yaptig1 calismasinda su tutma kapasitesini Eucheuma denticulatum igin
8,42+0,84, Ulva fasciata i¢in 13,754+0,87ml/g araliginda rapor etmistir.

4.7.2 Yag tutma Kkapasitesi

Sunulan bu tez c¢alismasinda Laurencia pyramidalis i¢in yag tutma
kapasitesi %189,137+0,24 olarak bulunmustur. Bu deger diger kirmizi makroalglerle
karsilastirlldiginda oldukga yiiksektir. Yiiksek c¢ikan deger farkliliklarinin sebebi
makroalglerin tiirleri, makroalglerin toplanma mevsimleri ve deney prosediirlerinde
farkliliklar olabilmektedir (Kumar vd., 2014). Ornegin; Benjama ve Masniyom (2012)
calismasinda Gracilaria fisheri ve Gracilaria tenuistipitata kirmizi makroalglerini
incelemistir. Bu calismada yag tutma kapasitesinin 1,8 ila 2,3 g yag/g araliginda
oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde; Rosemary vd. (2019) Gracilaria edulis ve
Gracilaria corticata ile yaptigi ¢alismasinda yag tutma kapasitesini Gracilaria
corticata i¢in 1,84+0,40, Gracilaria edulis i¢in 1,91+0,18 olarak belirlemistir. Kumar
vd. (2020) E. kompres, Enteromorpha linza ve Enteromorpha tubulosa alglerinde yag
tutma kapasitesini 1,05+0,07 ila 1,34+0,10 ml yag/g PC olarak rapor etmistir. Bagka
bir ¢alismada, Song vd. (2022) kirmizi bir alg olan Gracilariopsis lemaneiformis‘te

yag tutma kapasitesini incelemistir. Bu ¢alisma sonucunda yag tutma kapasitesini
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(8,26 g/g) olarak bildirmistir. Benzer sekilde; Etemadian vd. (2017) kahverengi bir alg
olan olan Sirophysalis trinodis i¢in (2,26+£0,22g yag/g) degerlerini, ve
Polycladia myrica igin ise (2,65+0,11 g yag/g) degerlerini bildirmistir. Kumar vd.
(2014) ise Kappaphycus alvarez algi i¢in yag tutma kapasitesini (1,29+0,20 ml yag/g
PC) olarak bildirirken, Etemadian vd. (2017) kahverengi makroalgler ile yaptigi
calismasinda Sirophysalis  Trinodis i¢in (2.26+0.22) g yag g'! numunesi)
ve Polycladia myrica igin (2,65+0,11 g yag g ! numunesi) bildirmistir.

4.7.3 Kopiirme kapasitesi ve kopiirme stabilitesi

Sunulan bu tez c¢alismasinda Laurencia pyramidalis makroalginin kopiirme
kapasitesi %5,42+0,05, kopilirme stabilitesi ise %1,44+0,01 olarak saptanmuistir.
Literatiirde bu makroalglerle ilgili ¢alisma mevcut olmayip diger makroalgler ve
bitkisel kaynaklar ile kopiirme kapasitesi ve kopilirme stabilitesi karsilagtirmalari
yapilmistir. Bu karsilastirma sonucu Laurencia pyramidalis makroalginin kopiirme
stabilitesi diger makroalglere kiyasla diisiik oldugu goézlemlenmistir. Buna sebep
olarak kullanilan makroalg tiirleri, makroalglerin toplanma mevsimleri ve deney

prosediirlerindeki farkliliklar gosterilebilir (Kumar vd., 2014).

Ornek olarak; Etemadian vd. (2017) Sirophysalis trinodis ve Polycladia myrica
makroalg  ekstraktlarinin  kopilirme  kapasitesini  sirasiyla  (146,67+%37,86
ve %100+20,00) ve kopiik stabilitesini (136,67+%70,95) olarak rapor etmistir. Kumar
vd. (2014) ¢alismasinda Kappaphycus alvarez algi igin en diisiik (38+%2), en yiiksek
kopiirme kapasitesi (%53,33+%2,31) olarak kaydetmistir. Shao ve Kao (2014) soya
fasulyesi ile yaptig1 calismada sonuglar, yapilan kopiiklerin soya proteininin 164-1503
mL'de kopiik kapasitesine, 0,13-0,44'te maksimum yogunluga, %0-85'tc sivi
yiizdesine ve kopiik stabilitesinin ise %1-90 araliginda oldugunu bildirmistir. Wang
vd. (2015) piring kepegi ile yaptigi ¢alismasinda piring kepegi proteinlerinin kopiik
baglama kapasitesinin oldukca yiiksek oldugunu ve bununla beraber kopiik

stabilitesinin yumurta albiimini ile kiyaslanacak kadar fazla oldugunu rapor etmistir.
4.7.4 Emiilsiyon aktivitesi ve emiilsiyon stabilitesi

Sunulan bu tez caligmasinda Laurencia pyramidalis makroalginin emiilsiyon

aktivitesi %43,89+0,06, emiilsiyon stabilitesi ise %5+0,00 olarak saptanmistir. Bu
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degerlerin diger c¢alismalarla kiyaslanmasi sonucu benzer oranlarda emdiilsiyon
aktivitesi ve diisiik oranda emiilsiyon stabilitesi oldugu goriilmektedir. Buna sebep
olarak makroalg tiirli, makroalglerin toplanma mevsimi, kurutulma sartlari, deney
prosediirleri gosterilebilir (Etemadian vd. 2017; Muraguri, 2017). Ornegin; Etemadian
vd. (2017) galismasinda S. trinodis ve P. myrica alg ekstraktlarinin emiilsiyonlastirma
kapasitelerini sirasiyla %3,33+£%0,00 ve %3,33+%0,84 olarak bildirmistir. Muraguri
(2017) ise c¢alismasinda emiilsiyon aktivitesini Eucheuma denticulatum algi igin
59,19+0,97, Ulva fasciata algi icin 75,69+3 araliginda rapor etmistir. Karaca vd.
(2011) calismalarinda mercimek protein izolatinin nohut protein izolatina gére daha
yiiksek emiilsifiye etme kapasitesinde oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada,
mericmek protein izolatlarinin soya protein izolatlarina gore daha yiliksek degerde
emiilsifiye etme kapasitesi ve kararliligina sahip olduklarini rapor etmislerdir. Baska
bir drnek calismada; Aydemir ve Yemenicioglu (2013) nohut proteinin emiilsiyon
olusturabilme kapasitesini peynir alti suyu proteini ve soya proteiniyle benzer

miktarda oldugu saptanmistir.
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5. OPTiMiZASYON VE DOGRULAMA

Laurencia pyramidalis makroalginin protein ekstraksiyonu yanit yiizey metodolojisi
kullanilarak optimize edilmek suretiyle gerceklestirilmistir. Laurencia pyramidalis
makroalginin kuru bazda protein igerigi %13,09+0,24, yag igerigi %0,80+0,00, kiil
igerigi %26,42+1,37 ve ham lif igerigi ise %15,21+0,09 olarak bulunmustur. Optimum
ekstraksiyon kosullarinda (ultrases uygulama stire: 6 dak ve enzim/substurat: 2) elde
edilen protein ekstraktlarinin kuru agirlikta protein miktar1 224,69 mg protein/g,
toplam fenolik madde miktar1 341,10 mg gallik asit esdegeri (GAE) / g ve antioksidan
aktivitesi 171,24 mg TE / g’dir. Optimum kosullarda elde edilmis olan protein
ekstraktlarinda su tutma kapasitesi %97,85+0,29, yag tutma kapasitesi %189,14+0,24,
emiilsiyon kapasitesi %43,89+0,06, emiilsiyon stabilitesi %5+0,00, kopiirme
kapasitesi %5,42+0,05, koplirme kapasitesi ise %1,44+0,01 olarak bulunmustur.

Cizelge 5.1°de optimize edilmis ekstraksiyon kosullar1 goriilmektedir.

Cizelge 5.1. Arastirilmis olan yanitlarin hedef ve ongoriilen degerleriyle optimize
edilmis ekstraksiyon sartlari.

Isim Hedef | En En Ongoriilen
diisuk yiiksek

Ultrases zamani, dakika Aralikta | 1 6 6

Enzim/substrat orani Aralikta | 1 2 2

Protein miktar1, mg protein/g 6rnek En 48,82 228,88 | 224,69
yiiksek

Toplam fenolik madde miktari, mg | Aralikta | 169,29 361,49 | 341,10

GAE/g 6rnek

Antioksidan aktivite, g TE/g 6rnek Aralikta | 43,44 206,38 | 171,42

5.1 SDS-PAGE Elektroforez ile Tanimlama Calismasi

Sunulan bu ¢alismada Laurencia pyramidalis makroalgindene protein ekstraktlari,
SDS-PAGE sonucuna gore, 11 kDa ve 25 kDa arasinda goriinen belirsiz bir kag protein
fraksiyonu icermektedir. Literatiirde diger ¢aligmalar ile kiyaslamalar yapildiginda
farkli sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Sonu¢ farkliliklarinin sebebi olarak
makroalglerin farkli cografi konumlardan toplanmasi, yetisme kosullari, toplanan
mevsim farkliliklar1 ve ekstraksiyon kosullarindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir
(Kazir vd., 2019). Ornegin; Rouxel vd. (2001) Palmira palmata kirmizi makroalgi igin
59,6 kDa ile 15,2 kDa arasinda goriinen alt1 protein bandindan olustugunu, Gracilaria

verrucosa makroalginin 49,1 kDa ve 45,9 kDa arasinda goriinen sekiz protenin
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bandindan olustugunu, Chondrus crispus makroalgi i¢in 46,2 kDa ile 43,2 kDa
araliginda goriinen yedi protein bandindan olustugunu ve Porphyra umbilicalis
makroalgi i¢in 73,1 ile 15,9 kDa araliginda goriinen sekiz banttan olustugunu
bildirmistir. Yine Rouxel vd. (2001) baska bir ¢alismasinda, Ulva rotundata i¢in 69,9
kDa ve 15,5 kDa arasinda yer alan 7 banttan olustugunu, Ulva rida igin ise 68,5 kDa,
56,4 kDa ve 44,7 kDa olan {i¢ banttan olustugunu, Enteromorpha kompresi igin ise
65,8 kDa ve 19,8 kDa arasinda yer alan alt1 banttan olustugunu rapor etmistir. Lim ve
Teo (2015) Eucheuma cottonii kirmiz1 makroalgi igin 27 kDa ila 158 kDa arasinda
gozlemlenen birkag yogun protein bandi ile net protein profilleri gosterdigini rapor
etmistir. Souza vd. (2010) ise Georgiella confluens kirmzi makroalgi ile yaptig
caligmada 25,5 kDa ve 21,5 kDa araliginda tek bir protein bandi sergiledigini
bildirmistir. Sekil 5.1’de 80 V, %12 ayirma jeli, %5 istifleme jeli kosullarinda,

Laurencia pyramidalis protein ekstraktlarinin SDS-PAGE goriintiisii sunulmustur.

245 kDa
AR KD

135 KDa
180 kDa

Sekil 5.1. 80 V, %12 ayirma jeli, %5’lik yiiriitme jeli kosullarinda, Laurencia
pyramidalis protein ekstraktinin SDS-PAGE goriintiisii.
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6. SONUC VE ONERILER

Laurencia pyramidalis makroalgi icerdigi yiiksek oranda protein ve fonksiyonel
Ozellikleri sebebi ile onemli bir gida kaynagi olarak goriilmektedir. Bu tez
calismasinda Laurencia pyramidalis makroalginden proteinlerin ultrases destekli
enzimatik ekstraksiyonunda, ekstraksiyon kosullarinin ylizey yanit metodolijisi ile
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Laurencia pyramidalis kirmizi makroalgi tizerine
yapilan bu c¢alismada Kkuru bazda protein igerigi %13,09+0,24, yag
icerigi  %0,79+0,00, kiil icerigi %26,43+1,37, karbonhidrat icerigi %44,47+0,22 ve
ham 1if igerigi ise %15,22+0,09, su tutma kapasitesi %97,85+0,29, yag tutma
kapasitesi  %189,37+0,24, emiilsiyon aktivitesi = %43,89+0,06, emiisliyon
stabilitesi %5+0,00, kopiirme kapasitesi %5,42+0,05 kopiirme stabilitesi %1,44+0,01
olarak bulunmustur. Laurencia pyramidalis’ten elde edilen protein konsantreleri,
literatiirde bulunan baska makroalg tiirleri ve diger bitkisel kaynaklarla
kiyaslandiginda yiiksek oranlarda protein igerigi, su tutma kapasitesi ve yag tutma
kapasitesi igerirken, diger kaynaklara benzer oranlarda antioksidan aktivite, fenolik
icerik ve emiilsiyon aktivitesi sergilemistir. Laurencia pyramidalis‘in kopiirme
kapasitesi ve protein ¢ozinirligh ise literatiirdeki diger makroalglerle

karsilastirildiginda daha diisiik olarak saptanmistir.

Laurencia pyramidalis makroalginin protein igerigi, antioksidan aktivite, su tutma
kapasitesi ve yag tutma kapasitesinin yiiksek olmasi, gelecek calismalarda gida
sanayisinde kullanim potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Ornegin;
antioksidan aktivitesinin yliksek olmasi sebebi ile oksidasyona karst gidayi
koruyabilme o6zelligi olacagi diisiiniildiigiinden meyve sulari, meyve joleleri ve
kararma problemi yasanan diger gida liriinlerine katilmasinin olumlu sonuglar verecegi
ongoriilmektedir. Su tutma kapasitesinin yliksek olmasi sebebi ile muhallebi, sosis,
hamur et ve et tiriinleri gibi tirtinlere katilarak viskozite ve nem dengesini saglayacagi,
yag tutma kapasitesinin yiiksek olmasi sebebi ile de mayonez yer fistig1 yagi gibi
tiriinlere katilmasiin gidayr olumlu yonde etkileyecegi tahmin edilmektedir. Ayni
zamanda protein igeriginin yiiksek olmasi sebebi ile katildig1 gidanin protein 6zelligini

artiracagindan tercih edilebilir niteliktedir.

Protein c¢oziiniirligiiniin pH 2’de diisiik oldugu goz Oniine alindiginda gida

endiistrisinde asidik gidalarda kullanilamayacagi ongoriilmiistiir. Ancak daha bazik
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kosullarda bir gida irliniine katildiginda ¢oziilebilir oldugu diistiniilmektedir.
Kopiirme kapasitesinin diisilk olmasi sebebi ile yumurta ve bira gibi kdpilirme
faktoriiniin 6nemli oldugu gida {riinlerine katilmasimin olumsuz sonug¢ verecegi
ongoriilmiustiir. Kopiirme kapasitesi ve protein ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 sebebi
ile gelecek calismalarda ekstraksiyon kosullari farklilastirilarak bu 6zelliklerinin

iyilestirilebilir nitelikte oldugu diigiiniilmektedir.
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