T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

KARIDES ISLEME ARTIKLARINDAN ASTAKSANTIN EKSTRAKSIYON
KOSULLARININ OPTIMIiZASYONU: FARKLI POLARITEDEKI COZGENLERIN
ASTAKSANTIN VERIM VE KALITESINE ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Adem KAYA

FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
SU URUNLERI MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

ARALIK 2018

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

KARIDES ISLEME ARTIKLARINDAN ASTAKSANTIN EKSTRAKSIYON
KOSULLARININ OPTIMIiZASYONU: FARKLI POLARITEDEKI COZGENLERIN
ASTAKSANTIN VERIM VE KALITESINE ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Adem KAYA

FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
SU URUNLERI MUHENDISLIGIi
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

ARALIK 2018

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KARIDES iSLEME ARTIKLARINDAN ASTAKSANTiN EKSTRAKSiYON _
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU: FARKLI POLARITEDEKI COZGENLERIN
ASTAKSANTIN VERIM VE KALITESINE ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Adem KAYA
SU URUNLERI MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Bu tez T.C. Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan FYL-2017-2517 nolu proje ile desteklenmistir.

ARALIK 2018



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KARIDES ISLEME ARTIKLARINDAN ASTAKSANTIN EKSTRAKSIYON
KOSULLARININ OPTiMiZASYONU: FARKLI POLARITEDEKiI COZGENLERIN
ASTAKSANTIN VERIM VE KALITESINE ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Adem KAYA
SU URUNLERI MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

Bu tez 17/12/20118 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi / Oyg¢oklugu ile kabul
edilmistir.

Do¢.Dr. Osman Kadir TOPUZ (Danisman)
Prof.Dr. Pinar Yerlikaya KEBAPCIOGLU
Dr.Ogretim Uyesi Ilknur UCAK



OZET

KARIDES iSLEME ARTIKLARINDAN ASTAKSANTIN EKSTRAKSIYON
KOSULLARININ OPTIMIiZASYONU: FARKLI POLARITEDEKI COZGENLERIN
ASTAKSANTIN VERIM VE KALITESINE ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Adem Kaya
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi
Anabilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Osman Kadir Topuz
Aralik 2018; 54 Sayfa

Kirmiz1 karides (Aristacomorpha foliacea) isleme artiklarinda bulunan dogal
renk maddesi ve giiclii bir antioksidan olarak bilinen astaksantinin en uygun sartlarda
ekstrakte edilerek karides isleme artiklarmin degerlendirilmesi bu ¢aligmanin amacini
olusturmaktadir. Bu amagla Antalya Balik Halinden temin edilen Aristaeomorpha
foliacea soguk zincirle fakiilte laboratuvarina getirilip bas alma ve kabuk g¢ikarma
islemleri yapilarak karides isleme artigi elde edilmistir. Karides isleme artiklari
dondurarak kurutma yontemi ile kurutularak ardindan &giitiicii yardimi ile un haline
getirilmistir. Delik ¢apt 2 mm olan elek ile elenerek standardize edilen karides isleme
artiklar1 ultrasonik destekli ektraksiyon yontemine gore ekstrakte edilmistir. Astaksantin
ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu Cevap Yiizey Metodu, Box ve Behnken
deneme desenine gore yapilmistir. Optimizasyon en yiiksek astaksantin igerigi ve en
yiiksek antioksidan aktivite hedef alinarak yapilmistir.

Calismada astaksantin ekstraksiyonuna onemli etkileri olabilecegi diisiiniilen
ekstraksiyon sicakligi (30-70 C°), ekstraksiyon siiresi (30-90 dakika) ve biyokiitle
(karides artig1): ¢ozgen orani (1:10-1:30) gibi parametreler test edilerek karides igleme
artiklarindan astaksantin ekstraksiyon yontemi optimize edilmeye ¢alisilmistir. Cozgen
olarak hekzan kullanilarak optimizasyon yapildiktan sonra optimum kosullar
belirlenmis ve belirlenen optimum kosullar altinda hekzan, aseton, kloroform, metanol,
etanol ve izopropil alkol gibi farkli polaritedeki 6 ¢ozgenin ekstrakt igerigindeki
astaksantin miktarina ve kalitesine (antioksidan aktivitesi) etkisi test edilmistir.

Calisma sonunda kirmizi karides isleme artiklarindan  astaksantin
ekstraksiyonuna ekstraksiyon sicakligi (30-70 C°), biyokiitle:¢6zgen orani (1:10-1:30,
g/ml) ve ekstraksiyon siiresi (30-90 dakika) gibi parametrelerden ¢dzgen oraninin
onemli bir etkisinin oldugu tespit edilmistir. Calisilan sartlarda en yiiksek miktarda ve
kalitede astaksantin ekstraksiyonu i¢in optimum degerler: ekstraksiyon sicakligi: 41 °C,
ekstraksiyon siiresi: 88 dakika ve biyokiitle:¢6zgen orani: 1:30 g/ml olarak bulunmustur.
Belirlenen optimum kosullar altinda astaksantin igerigi ise 336.4+5.1 ppm olarak
saptanmigtir. Belirlenen optimum kosullarda farkli polaritedeki ¢ozgenlerle yapilan



ekstraksiyonlar sonucu en yiiksek astaksantin miktart ve en yiiksek antioksidan aktivite
degeri hekzan ile en diisiik oranlar ise aseton ile elde edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Aristacomorpha foliacea, astaksantin, cevap Yiizey
metodu, optimizasyon, ultrasonik destekli ekstraksiyon.
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF ASTAXANTHIN EXTRACTION CONDITIONS FROM
SHRIMP BYPRODUCTS: DETERMINATION OF ASTAXANTHIN EFFICACY
AND QUALITY OF DIFFERENT POLARIZED SOLVENTS

Adem KAYA
MSc Thesis in Seafood Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Osman Kadir TOPUZ
December; 54 pages

The aim of this investigate is to evaluate the shrimp processing residues by
extracting the natural coloring matter found in the red shrimp (Aristaeomorpha foliacea)
processing waste and astaxanthin known as a strong antioxidant under optimal
conditions. For this purpose, Aristaeomorpha foliacea shrimp is brought to the faculty
laboratory by cold chain firstly by taking the head and crusting process and obtaining
shrimp byproduct to be the raw material of study. The shrimp processing byproduct was
dried in freeze-dried and then ground with a hand-held blender. Then byproducts were
standardized with 2 mm a pore diameter of strainer and ultrasonic asisted extraction
method was done. Optimization of astaxanthin extraction conditions was made
according to the Box and Behnken trial design of Response Surface Methodology.
Optimization was done with the aim of maximal astaxanthin content and maximal
antioxidant activity.

In the study, it was tried to optimize astaxanthin extraction method from shrimp
processing residue by testing the parameters such as extraction temperature (30-70 °C),
extraction time (30-90 minutes) and biomass (shrimp increase): solvent ratio (1:10-1:
30). It has been determined that the biomass:solvent ratio has a significant effect. After
optimizing using hexane as solvent, the effect of astaxanthin content and quality
(antioxidative activity) in extracts of 6 solvents of different polarity such as hexane,
acetone, chloroform, methanol, ethanol and isopropyl alcohol under optimal conditions
determined was tested.

At the end of the study, it was determined that extraction parameters such as
extraction temperature, solvent ratio and extraction time for astaxanthin extraction from
red shrimp processing residues were not statistically significant. Optimum values for
astaxanthin extraction at the highest amount and quality: extraction temperature: 41 °C,
extraction time: 88 minutes and optimum solvent: biomass ratio: 1:30 g/ml. The highest
astaxanthin content under the determined optimum conditions was determined as 336.4
+5.1 ppm

Extracts made with different polarity solvents at the determined optimum
conditions resulted in the highest astaxanthin content and the highest antioxidant



activity rate was obtained with hexane, the lowest result was obtained by extraction
with acetone.

KEY WORDS: Aristaeomorpha foliacea, astaxanthin, optimization, response surface
methodology, ultrasonic asisted extraction.
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ONSOZ

Akdeniz’de ve 6zellikle iilkemiz kiyilarinda avciligi yapilan énemli bir karides
tiiri olan kirmiz1 karides Aristaeomorpha foliacea isleme artiklari igeriginde, dogal renk
maddesi ve antioksidan olarak gida sanayinde yaygin kullanim alanina sahip ayrica ilag
sektorii ve su triinleri yetistiricilik sektoriinde de kullanilmakta olan astaksantin bol
miktarda bulunmaktadir. Kirmizi karides isleme artiklarinin isleme tesislerinde
depolanmasi ve uzaklastirilmasi ekonomik kayiplarin yanisira ¢evresel problemlere de
yol agmaktadir. Bu projede kirmizi karides artiklarinda bulunan degerli bioaktif
maddelerden birisi olan astaksantinin en uygun kosullarda ekstraksiyonu ile hem
cevresel problemlerin azaltilmast hem de ekonomik bir kazanim elde edilmesi
amaglanmstir.

Bu calismanin birinci asamasinda kirmizi karides isleme artiklarinda bulunan
astaksantinin ekstraksiyon kosullar1 optimize edilmis, ikinci asamasinda ise elde edilen
optimum kosullar altinda farkli polaritelere sahip organik ¢ozgenlerin astaksantin
verimine etkileri belirlenmistir. Tez ¢alismasinin yapilacak benzeri akademik
calismalara 151k tutmasini ve topluma faydali olmasini temenni ederim.

Bu tez calismasinin karar asamasindan savunma asamasina kadar destegini ve
anlayisini benden esirgemeyen degerli danmigsman hocam Dog¢.Dr. Osman Kadir
TOPUZ’a, Saym Tez izleme Komitesi iiyelerine, Akdeniz Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi 6gretim iiyelerine, Dog.Dr. Yasar OZVAROL’a, Su Uriinleri Miihendisi Berru
ETLI’ye, Su Uriinleri Fakiiltesi Lisans &grencileri Gizem Nazli URAL, Ahmet Mesut
YILMAZ, Nazligiil CANLI, Zeynep ZABUN’a, Gida Yiiksek Miihendisi Dr.Hanife
Aydan YATMAZ a, abim ve is arkadasim Ertan SAGLAM’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Benim bu giinlere gelmemde maddi manevi en biiylik destek¢ilerimden sevgili
esim Ars.Gor. Ayla KAYA’ya ve kendilerine ayirmam gereken zamandan nazlanmadan
feragat ederek sevgileriyle beni destekleyen kizim Azra Aleyna KAYA ve oglum Arda
Ahmet KAY A’ya sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler

% : yiizde

cm  :santimetre

mg/g : miligram/gram

kq : etkisizlestirme yetenegi oran sabiti
mg  : miligram

$/kg : dolar/kilogram

kHz : kilohertz

f : frekans

g/ml : gram/mililitre

aw  :su aktivitesi degeri

dk : dakika

mm  : milimetre

KAM : karides artik miktar1

DHA : dokosahekzaenoik asit

EPA : eikosapentaenoik asit

ml - mililitre

um  :mikrometre

rpm  : dakikadaki devir sayis1 (Revolutions per Minute)
TEAC : trolox esdegeri antioksidan kapasite
ppm :mg/L

ABTS : 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
°C : santigrat derece

uM  : mikromolar

viii



um  :mikrometre

nm  :nanometre

L . parlaklik

a . kirmizi-yesil

b . sari-mavi

Kisaltmalar

UAE Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (Ultrasonic Assisted Exraction)
SAS Istatiksel Analiz Sistemi (Statistical Analysis System)

GC Gaz Kromatografisi (Gas Chromatography)

HPLC Yiiksek Performanslt S1vi Kromotografisi
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GIRIS A. KAYA

1. GIRIS

Demersal bir tiir olan kirmizi karides (Aristaeomorpha foliacea), nispeten dar bir
alan olan 250 ile 1300 metre derinliklerde yayilim gosterdigi halde Akdeniz ve Ege
Denizinin orta yamaglarinda yayilimi 400 ile 600 metre derinlikleri arasindadir (Cartes
1995). Mersin Korfezinde 400 metre derinlikte derin su trolii ile bol olarak avlanan
kirmiz1 karides (Aristaeomorpha foliacea), Antalya Korfezi’nde de baskin bir tiirdiir
(Bayhan vd. 2015).

Karides isleme teknolojisinin gelismesiyle birlikte karides artiklarmin
degerlendirilmesi de oldukc¢a onemli bir konu haline gelmistir. Isleme fabrikalarinda
etleri ayrilan biitiin Karideslerin artiklari, toplam {iriinin yaklasitk % 40-56’sim1
olusturmaktadir. Bas, kabuk ve kuyruk kisimlarindan olusan ve énemli besinsel igerige
sahip karides artiklar1 kolayca bozulabilmektedir. Karides artiklar1 uygun sartlarda
degerlendirilmedikleri takdirde onemli 6lgiide g¢evre kirliliginin yani1 sira ekonomik
kayiplara da neden olabilmektedir (Naznin 2005; Charoenvuttitham vd. 2006).

Diinya niifusundaki artigsa paralel olarak topraga dayali gida kaynaklarinda
daralma meydana gelmis, bu da gida iiretiminde alternatif yontemleri zorunlu kilmustir.
Bu nedenle, mevcut dogal kaynaklarin maksimum diizeyde kullanilip elde edilecek
iriiniin en iyi sekilde degerlendirilerek insan tiiketimine sunulmasi biiylik 6nem
tasimaktadir (Arica 2017; Kaya 2009). Bu yiizden; hayvansal artik olarak kabul edilen
ve igeriginde protein, coklu doymamis yag asitleri (PUFA), yagda ¢oziiniir vitaminler,
kitin, ayrica kalsiyum, fosfor gibi mineraller ve astaksantin gibi degerli maddeleri
icermekte olan karides isleme artiklari en iyi sekilde degerlendirilmelidir (Cira vd.
2002; Sachindra vd. 2007).

Karides, yengeg, kerevit isleme artiklarindan karotenoprotein ve astaksantin
pigmenti eldesine yonelik yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Yesilayer vd. 2008; Atar ve
Algigek 2009). Astaksantin dogal bir renk maddesi olmasi ve gii¢lii bir antioksidan
etkiye sahip olmasi nedeniyle fonksiyonel gida ve ilag sektoriinde yaygin sekilde tercih
edilmektedir. Ayrica su {riinleri yetistiriciligi  sektoriinde de yavru balik
yetistiriciliginde ve 6zellikle et renklerinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir.

Karides isleme artiklarindan astaksantin eldesinde en 6nemli islem ekstraksiyon
islemidir. Ekstraksiyon isleminin verimine ve elde edilecek {iriiniin kalitesine,
ekstraksiyonda uygulanacak yontem, kullanilacak ¢bdzgen tipi, ekstraksiyon sicakligi,
ekstraksiyon siiresi ve biyokiitle:¢6zgen orani gibi parametreler etki etmektedir.

Astaksantin ve karides yagi, yiiksek doymamis yapilari nedeniyle oksidasyona
duyarlidir. Oksijen konsantrasyonu, depolama sicakligi ve 1sik gibi gevresel faktorler
astaksantin ve yagin oksidasyonunu etkiler (Borsarelli ve Mercadante 2009). isleme,
depolama ve dagitim sirasinda gerceklesen oksidasyon, besleyici degeri azaltir,
astaksantin ve yagin kalitesini etkiler (Nawar 1996). Karides yaginin yiiksek PUFA
icerigi nedeniyle, lipit oksidasyonu kolaylikla gergeklesebilir, bu da alkil ve peroksil
radikalleri gibi reaktif tiirlerin olusumuna yol agabilir. Bu tiirler karotenoit gibi kolayca
oksitlenebilen bilesiklerin bozunmasini artirabilir (Lavecchia ve Zuorro 2008). Ayrica
Rao vd. (2007) vyiiksek isleme sicakliklarinda yapilan islemlerde astaksantin
konsantrasyonlarinda ciddi distisler bildirmistir.
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Bu tez calismasinda ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve karides artigi:
¢Ozgen orani gibi 6nemli parametreler test edilerek kirmizi karideslerden astaksantin
ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi ve belirlenen optimum sartlarda farkli polaritede
cOzgenlerin test edilerek kirmizi karideslerden astaksantin ekstraksiyonu i¢in en uygun
ekstraksiyon yonteminin ve ekstraksiyonda kullanilacak ¢6zgenin belirlenmesi
amagclanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Aristaeomorpha foliacea (Kirmzi1 Dev Karides)

Sistematik Siniflandirilmas;

Sube : Arthropoda

Simf : Crustacea

Altsimf : Malacostraca

Takim : Decapoda

Alttakim : Natantia

Boliim : Penaeidea

Familya . Aristaeidae

Tiir : Aristaeomorpha foliacea (Risso 1827) seklindedir.

Kirmiz1 karides (Aristaeomorpha foliacea), derin su (bentik) karidesi olup,
genellikle camurlu tabanlarda dagilim gosterir  (Fischer vd. 1987). Kitasal egim
boyunca denizalt: siperleri ve kanyonlarda kiimelenmekte olan bu tiir genis bir cografi
dagilima sahiptir (Ragonese vd. 1997). Akdeniz, Atlantik, Hint Okyanusu, Bat1 Pasifik
ve Giiney Afrika’da goriildiigii rapor edilmistir (Perez Farfante ve Kensley 1997;
Bianchini 1999).

Ulkemizde Akdeniz, Ege ve Marmara Denizinde yogun bir sekilde avlanan
kirmizi karidesin  bulundugu derinlikler 120 metreden 1300 metrelere kadar
varabilmektedir (Koukouras vd. 1992; Galil ve Goren 1994; d’Udekem d’Acoz 1999;
Kocatas vd. 2001).

Kirmizi karidesin bag kalkani (karapaksi) kisa tiiylerle kaplidir. Bag kalkaninin
her iki yanimin alt taraflarinda uzunlamasina egri ve uzun g¢ikintilar bulunmaktadir.
Kuvvetli bir hepatik dikeni vardir. Renkleri sarap kirmizisindan agik menekse rengine
kadar degismektedir. Ileriye uzanmis karina bélgesi, bas kalkanmin her iki alt yaninda
ve diger karina boyunca, hafif egik bir sekilde ve st tarafina dogru uzanir. Disi ve geng
bireylerde rostrum uzun ve asagiya dogru egiktir. Maksimum boylar1 22 cm’ye varan
uzunluklarda olabilen tiiriin yaygin bulunan boylari ise 15-18 cm civaridir (Artiiz 2005;
Mytilineou vd. 2006).

Son yillarda derin su tiirlerinin avlanmasina olan ilginin artmas: ile kirmizi
karidesin de ekonomik 6nemi artmistir. Avciligi genellikle Parapenaeus longirostris ve
diger tiirlerle birlikte oldugundan, bu tiiriin avlanma miktar1 ile ilgili kayit 2007 yilina
kadar bulunmamaktadir. 2007°de 150 ton olan kirmizi karides avlanma miktar1 2013
yilina gelindiginde 1363.6 ton’a yiikselmistir (Anonim 1) (Sekil 2.1). Akdeniz ve Ege
kiyillarimizdan dip trolii ile avlanan kirmizi karidesin bir kismi taze olarak tiiketime
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sunulurken o6nemli bir kismi ise isleme fabrikalarinda islenerek dis pazara
gonderilmektedir.

Kirmizi karidesin en 6nemli 6zelligi adindan da anlasilacag iizere koyu kirmizi
bir viicut rengine sahip olmasidir (Bono vd. 2012a). Bu da igerdikleri ve atiklarin1 da
degerli kilan dogal bir antioksidan olan astaksantinden kaynaklanmaktadir.

Ulkemizde onemli miktarlarda avcilign yapilan karides tiirlerinin isleme
teknolojisinin gelismesiyle birlikte artiklarinin degerlendirilmesi de olduk¢a énemli bir
konu haline gelmistir (Sekil 2.1). Su iriinleri isleme tesislerinde bas alma ve kabuk
¢ikarma islemlerine tabi tutulan karideslerin artiklari, toplam iiriiniin yaklasik % 40-
56’s1m olusturmaktadir (Ibrahim vd. 1999; Gildberg ve Stenberg 2001; Naznin 2005;
Sachindra vd. 2006). Yapilan bir ¢alismaya gore ortaya ¢ikan artik miktarinin yaklagik
% 35’1 bas, % 14’1 ise kabuk kisimlarindan olusmaktadir (Binsan vd. 2008).
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Sekil 2.1. 2009-2013 Yillari Arasinda Tiirkiye Kiyilarinda Avlanan Toplam Karides
Miktarlari (Ton) (Anonim 1)

Karides isleme artiklarinin ana bilesenleri (kuru agirlik bazinda) protein, kitin,
mineral maddeler ve karotenoitlerden olusmaktadir (Sachindra vd. 2006, 2007; Coward-
Kelly vd. 2006; Diaz-Rojas vd. 2006). Karides isleme artiklarindan kimyasal
bilesenlerin geri kazanimu ile ilgili ¢alismalar bu artiklardan sadece ekonomik deger
elde etmek icin degil ayn1 zamanda bu artiklarin ¢evreye olan etkilerini en aza indirmek
icin de yapilmaktadir. Kolayca bozulabilen karides artiklari ortadan kaldirilmadiklari
takdirde onemli bir c¢evre kirliligi etmeni olabilmektedirler (Naznin 2005;
Charoenvuttitham vd. 2006).

2.2. Astaksantin

Karotenoitler, lipofilik, biinyelerinde azot icermeyen ve esas olarak fitoplankton,
alg ve bitkiler tarafindan firetilen 700'in iizerinde pigmentten olusan bir gruptur.
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Karotenoitler en dikkat ¢ekicisi sar1 olmak {izere meyve, bitki yapraklart ve sucul
canlilarda goriilen turuncu ve kirmizi renkli pigmentlerdir. Fotosentez yapan
organizmalarin hepsinde rastlanmaktadir. Astaksantin, zeastaksantin, violaksantin,
3-karoten, lutein ve likopen karotenoitlerin baslicalaridir (Cohen 2000).

Astaksantin (3,3’-dihidroksi-p, p-karoten-4,4’-dione), diinya iizerinde birgok
tilkede salmonid ve kabuklu su tiriinleri beslemesinde kullanilan dnemli bir karotenoittir
(Bjerkeng vd. 2007; Tume vd. 2009; Wang vd. 2008; Stewart vd. 2008).

Astaksantinin kimyasal tanimi;

Kimyasal Ad1 : 3,3’-dihidroksi-p, p-karoten-4,4’-dione
Molekiiler Formiilii . C40H5204

Molekiiler Agirhg : 596.82

CAS Numarasi : 472-61-7

EINECS Numarasi : 207-451-4 (Lorenz 1999) seklindedir.

Kimyasal olarak - karotene ve A vitaminine benzeyen astaksantinin yapisi Sekil
2.2°de goriildiigi tizeredir.

Sekil 2.2. Astaksantinin Kimyasal Yapis1 (Fassett vd. 2011)

Astaksantin; mikroalg, maya-mantar (fungus) ve kabuklu yan triinler gibi dogal
kaynaklardan elde edilebilir veya kimyasal olarak sentezlenebilir. Kimyasal olarak
sentezlenen astaksantin yapisal izomerizm ve biyoaktivitede dogal formdan farklidir.

Ozellikle alg ve mantarlar tarafindan stres kosullari altinda iiretilip biriktirilen
astaksantinin baslica tiretim kaynaklar1 bir yesil alg tiirii olan Haematococcus pluvialis,
Haematococcus lacustris ve bir maya tiirii olan Xanthophyllomyces dendrorhous ‘dir
(Zhang vd. 2009; Storebakken vd. 2004).

Baz1 mikroorganizmalarin sentezledikleri astaksantin miktar1 (mgAstaksantin/g
kuru hiicre) asagida verilmistir (Cizelge 2.1) (Orosa vd. 2001).
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Cizelge 2.1. Bazi mikroorganizmalarin sentezledikleri astaksantin  miktar
(mgAstaksantin/g kuru hiicre)

Mikroorganizma tiirii mgAstaksantin/g kuru hiicre
Scenedesmus vacuolatus :3mg/g
Chlorella zofingiensis :6.8mg/g

Scotiellopsis oocystiformis  :10.9 mg /g

Protosiphon botryoides :14.3mg /g
Neochloris wimmeri :19mg /g
Haematococcus pluvialis :22.2mg /g

Hayvanlar ise astaksantini sentezleyemediklerinden tiikettikleri besinler
araciligiyla almaktadirlar. Yiiksek astaksantin icerikleriyle kabuklular beslenme yoluyla
astaksantin birikimine Ornek olarak verilebilir. Benzer sekilde somon ve alabalik
tirlerinden de astaksantin eldesi saglanmistir (Turujman vd. 1997).

Cok {istiin bir antioksidan etkisine sahip olan astaksantinin antioksidan etkisi
[-karotenoit’den 38 kat, E vitamininden ise yaklagik 500 kat daha yiiksektir (Shimidzu
vd. 1996). Dogal astaksantin esas olarak sentezlenmis astaksantin ile karsilastirildiginda
daha yiiksek biyoaktivite sergileyen (3S, 3'S) formundadir (Guerin vd. 2003; Higuera -
Ciapara vd. 2006; Yuan ve Chen 1997). Bu nedenle, dogal astaksantinin gida ve yem
katk1 maddeleri i¢in renklendirici ve takviye olarak uygulanmasina ilgi artmaktadir.

2.2.1. Astaksantinin etki mekanizmasi

Astaksantin diger karotenoitler gibi yapisinda bulunan konjuge ¢ift bag
sayesinde antioksidan etki gosterek tekli oksijen ve diger serbest radikalleri elektrondan
zengin polien zincirlerini olusturmak suretiyle uzaklastirarak hiicreyi korur (Packer
1995; Ziegler 1991).

Astaksantin 3 mekanizma ile hiicreleri korumaktadir:
1- Tekli oksijeni uzaklastirma ve enerjiyi 1s1 olarak dagitarak,

2- Zincir reaksiyonlarini 6nlemek veya sona erdirmek igin serbest radikallerin
uzaklastirilmasini saglayarak,

3- Membran lipid peroksidasyonunu inhibe ederek membran yapisini korumaktadir.
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Cizelge 2.2. Bazi karotenoitlerin tekil oksijen etkisizlestirme yetenegi (Gerster 1993)

Karotenoit Etkisizlestirme Yetenegi Oran Sabiti (kq)
Likopen 31
Astaksantin 24
Kantaksantin 21
Alfakaroten 19
Betakaroten 14
Zeastaksantin 10
Lutein 8
Kriptoksantin 6

Astaksantin keto-hidroksil gruplarmi igerdiginden bu 6zel molekiiler yapisindan
dolay1 hiicre zarina ¢ok iyi uyum saglamakta ve hiicrenin hem i¢ ve hem de dis
membraninda kalict olmakta, bu 6zelligi ile de sadece i¢ veya dis membranda lokalize
olabilen beta-karotene ve vitamin C’ye gore hiicreyi membran peroksidasyonundan daha iyi
korumaktadir (Miki 1991; Ekpe vd. 2018).

2.2.2. Astaksantinin canhlara etkileri

Astaksantinin yiiksek aktivite sergileyen antioksidan 6zelliginin insan sagligi ve
canlilar iizerine farkli olumlu etkileri su sekilde siralanabilir:

1)  Bagisiklik sistemini giiclendirir (Chen vd. 2003; Kobayashi vd. 1997,
Park vd. 2010).

i)  Antikanserojendir (Fabregas 2000; Rao vd. 2013).

iii) Canlilar igin zararli olan ultraviole 1sinlarindan deriyi korur (Hagen vd.
2001; O’Connor ve O’Brien 1998; Rao vd. 2013).

iv)  Yaslanmadan kaynakli cilt bozulmalarini tedavi edicidir (Yamashita 2005,
Arakane 2002).

v)  Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinin olusumunu 6nlemeye yardimcidir
(Grimmig vd. 2017, Anonymous 1).

vi)  Kolestrol diizeyini dengelemede aktiftir (Chen vd. 2015).

vii) GOz retinasini oksidatif etkilerden korur (Yeh vd. 2016).

viii) Karacigerin korunmasina yardimecidir (Turkez vd. 2013).

iIX) Mide bagirsak sistemini korur (Kamath vd. 2008; Bennedsen vd. 1999).

X)  Seker hastaligini 6nlemeye yardim eder (Gross ve Lockwood 2005; Chan
vd. 2012; Dong vd. 2013).

xi)  Enfeksiyon olusumunu engeller, iltihap dnleyicidir (Bhuvaneswari vd.
2013; Chew vd. 2013).
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2.2.3. Astaksantin kullanim alanlar1

Astaksantin, akuakiiltiir ve gida sanayilerinde renklendirici olarak ve besin
degeri artiric1 olmasindan dolayi, kozmetik ve ilag sanayilerinde de yiiksek antioksidan
aktivitesi nedeni ile olusan biyo-yararligindan dolayr uygulama alani bulmaktadir.
(Chen vd. 2003; Lorenz ve Cysewski 2000b; Fabregas 2001).

Astaksantin kullanimimin en yogun oldugu alan sucul yetistiricilik alanidir.
Astaksantin alabalik, karides, siis balig1 ve somon balig1 yetistiriciliginde renklendirici
olarak kullaniminin yaninda, baliklarin saglikli ve daha hizli gelisimi igin de
kullanilmaktadir (Torrisen ve Christiansen 1995).

Astaksantinin insan diyet katkis1 olarak kullaniminin Amerikan Ila¢ ve Gida
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis olmasindan 6tiirii gida ve ilag sanayisinde, besin
takviyesi ve antioksidan olarak kullanimi yayginlasmaktadir (Kistler vd. 2002;
Anderson 2001; Guerin vd. 2003).

Ayrica kiimes hayvanlart yumurtalarinin sarisinin renklendirilmesi i¢in yem
katkis1 olarak kullanilmaktadir (Elwinger vd. 1997; Inborr 1998).

2.2.4. Astaksantin pazari

Halihazirda dogal kaynaklardan astaksantin {retimi, biyoteknolojideki en
basarili faaliyetlerden biri haline gelmistir. Ilk dogal kaynakli astaksantin iiretimi
Hawai’de bulunan Cyanotech ve Aquasearch firmalari tarafindan baslatilmistir. Her iki
firma da astaksantin eldesi i¢in astaksantin icerigi zengin bir Yesil alg tiirii olan
Haematococcus pluvialis’i kullanmiglardir (Panis ve Carreon 2016; Olaizola vd. 2003).

2016 yilinda yapilan bir ¢alismada astaksantinin market satis fiyatinin kilogram
basina 2500 ile 7000 dolar ($/kg) arasinda degistigi bildirilmistir (Panis ve Carreon
2016).

Su iirlinler1 yetistiricilik sektoriinde pazarin % 95°lik kismina kimyasal sentetik
formdaki astaksantin sahipken, % 5’lik kismina alglerden ekstrakte edilen dogal
kaynakl1 astaksantin sahiptir (Delpech 2001).

Giintimiizde astaksantin i¢in gida, yem, nutrasotik (hastalik riski azaltici) ve
farmasotik (ilag gelistirme) uygulamalarinda biiyiik bir talep vardir. Giincel duruma
bakildigi zaman astaksantin pazarinda gesitli markalar altinda farkli ticari sekillere
rastlanmakta ve bu driinlerin bazilarinin, diger karotenoitler, multivitaminler, bitkisel
Ozler ve omega-3 ve omega-6 yag asitleri ile yapildigi goriilmektedir (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Cesitli firmalar ve farkli sekillerdeki tiriinleri (Ambati vd. 2014)

Marka Adi Uriin Formu Astaksantin ~ Uriin Amaci
Icerigi
Physician Yumusak jel 2-4mg Antioksidan
Formulas kapsiil
KriaXanthin Yumusak jel 1.5 mg Antioksidan
kapsiil
Astaxanthin Yumusak jel 4 mg Kardiyovaskiiler/sindirim
Ultra kapsiil sistemi
Astaxanthin Yumusak jel 4 mg Goz/eklem/ten/immiin sistem
Gold kapsiil
Best Yumusak jel 6 mg Hiicre zari/kan dolasimi
Astaxanthin kapsiil
Dr.Mercola Kapsiil 4 mg Yaslanma/kas sistemi
Solgar Yumusak jel 5mg Cilt saghgt
kapsiil
Astaxanthin Krem Verilmemis  Yiiz nemlendirici
astavita ex Kapsiil 8 mg Yaslilik bakimi
astavita Kapsiil 9 mg Sporcu gidast
SPORT
AstaREAL Yag ve toz halde  Verilmemis  Enerji igecegi/hayvan yemi
AstaTROL Yag Verilmemis  Kozmetik iiriinti
Pure Kapsiil Verilmemis  Antioksidan
Encapsulations
Zanthin Xp-3 ~ Yumusak jel 2-4mg Insan viicudunu destekleyici
kapsiil
Micro Algae Yumusak jel 4 mg Kalp/go6z/eklem fonksiyonlart
Super Food kapsiil
AstaFX Kapsiil Verilmemis  Cilt/Kardiyovaskiiler

fonksiyonlar
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2.3. Karides isleme Artiklarinin Kurutulmasinda Kullanilan Yoéntemler

Karides isleme artiklar1 yiiksek oranda nem igerdigi icin isleme artiklarinda
bulunan fazla suyun uzaklastirilarak, artiklarin kurutulmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Karides artiklari1 gibi farkli biyolojik materyallerin kurutulmasinda ‘Geleneksel kurutma
yontemi’, ‘Akiskan yatakli kurutma yontemi’ ve ‘Dondurarak kurutma yontemi’ gibi
yontemler kullanilmaktadir.

Bu c¢aligmada kurutma yontemi olarak dondurarak kurutma yontemi
kullanilmistir. Calismada kullanilan materyalin kurutulmasinda kullanilan dondurarak
kurutma tiim lezzet ve besin igerigini sabit birakarak sadece suyu uzaklastiran bir
yontemdir. Dondurarak kurutma 1siya duyarli iriinler igin genellikle en iyi kurutma
yontemi olarak kabul edilir (Irzyniec vd. 1995). Dondurarak kurutma suyun {iglii
noktasinin altindaki sicakliklarda calisilarak dondurulmus malzemelerin siiblimasyonu
yoluyla dehidrasyona dayanmaktadir. Suyun ti¢lii noktasi ise suyun ii¢ halinin de ayni
anda bir arada bulundugu noktadir. Suyu belirli basingta kati, sivi ve buhar hallerinde
bir arada tutmak miimkiindiir. Suyun 0.006 atm basingta ve 0.01 °C sicaklikta ii¢ halinin
de bulundugu nokta suyun {iglii noktasidir (Preston-Thomas 1990).

Dondurarak kurutma ile su aktivitesinin disiiriilmesi ve bu islemin diisiik
sicakliklarda gerceklesmesi nedeniyle bozulma ve mikrobiyolojik reaksiyonlarin ¢cogu
Onlenir. Ayrica hacmin de en aza indirilmesiyle miitkemmel kalitede nihai iiriin alinir
(Ratti 2001). Laboratuvar kullanimlarinda bunun gibi bir¢ok avantaj saglayan
dondurarak kurutma biiylik ¢apli kurutmalarda yiiksek maliyetler gerektirdiginden tercih
edilmemektedir (Mendes-Pinto vd. 2001).

Su aktivitesi degerinin 0.35 aw ve bu degerin altina diisiiriilmeye ¢alisilmasinin
sebebi gidalarin iceriginde varolan ve 0.35 aw su aktivitesi degeri lizerinde aktif hale
gecen pek ¢ok enzimin aktivasyonun Oniine gegilmesidir. Eger engel olunmazsa aktif
hale gegen bu enzimler gidada kalite kayiplarina sebep olmaktadir (Saldamli 2007).

2.4. Ekstraksiyon Teknolojisi ve Astaksantin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, 6rnek biyokiitlesinde yeralan bir veya daha fazla bilesenin uygun
bir ¢oziici yardimi ile izole edilmesi ya da saflagtirilmasi islemidir. Organik kimyada
kati-s1vi, sivi-sivi ve asit bazli ekstraksiyonlari kullanilir. Kati-sivi ekstraksiyonu ile
birden ¢ok bileseni olan bir kati hammaddenin bilesenlerinden birinin veya bir kisminin
bir ¢oziicli yardimi ile ¢ozdiiriilerek ayristirilmasi saglanir. Burada dikkat edilmesi
gereken hususlar sunlardir: Coziicli; ¢ikarilacak olan maddeyi kolayca ¢ozebilmelidir
(i); ekstrakte edilecek madde ile reaksiyona girmemelidir (ii); suyla karigmamali veya
suyla karigtirnlmamalidir (iii); diigiik bir kaynama noktasina sahip olmalidir, bdylece
tirtinden kolayca ayrilabilir (iv) (Anonim 2).

Karides isleme artiklarinda bulunan degerli besinsel maddelerin elde
edilmesinde fiziksel ve kimyasal pek cok ekstraksiyon yontemi kullanilmaktadir.
Astaksantin ekstraksiyonunda segilecek yontemin uygulanmasinda kolaylik, hizlilik,
verimlilik olmali ve yontem elde edilecek astaksantine zarar vermemelidir. Bu
calismada onemli ekstraksiyon yontemlerinden birisi olan ultrases destekli ekstraksiyon
yontemi kullanilmastir.
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2.4.1. Ultrasonik destekli ¢ozgen ekstraksiyonu

Tez caligmasinda, diger ekstraksiyon yontemlerine kiyasla daha fazla avantaj
sagladig1 yapilan calismalarla desteklenen, ultrasonik destekli ekstraksiyon teknigi
kullanilmistir.  Yapilan bir calismada ultrasonik destekli ekstraksiyon tekniginin
geleneksel ekstraksiyon yontemlerine kiyasla yaklagik 3 kat daha fazla yag verimi
sagladig bildirilmistir (Suganya ve Renganathan 2012).

Bu yontemde organik ¢dzgenlere tabi tutulan karides isleme artiklari daha sonra
ultrasonik ses dalgalarina maruz birakilarak hiicre bozunumu meydana getirilmekte ve
bilesenlerin salinmast saglanmaktadir (Pico 2013). Ultrasonik ekstraksiyon, ses
dalgalar1 destekli s1v1 ¢6zgen ekstraksiyonu olarak da adlandirilir. Bu yontemde 6rnege
20 kHz istiindeki frekanslarla akustik titresimler uygulanir. Bu titresimler sivi i¢inden
gecerken kavitasyon (bosluk olusumu) meydana getirir. Ultrasonik enerjinin neden
oldugu kavitasyon olarak bilinen bu etki ¢cok sayida ufacik kabarciklar iiretir ve katilarin
mekanik olarak sarsilmasina neden olarak partikiillerin kopmasini ve kabarciklarin
yiikksek kayma kuvveti yardimi ile hiicre duvarmin parcalanmasini saglamaktadir. Ses
dalgalar1 genellikle analitin iyi geri kazanimiyla sonuclanan kati ve ¢dzgen arasinda
etkin bir temas saglar (Capelo ve Mota 2005).

Ultrason yardimui ile ekstraksiyon, islem zamanindan tasarruf saglarken verimde
bir degisikligin olmadig1 aksine arttigi bir yontem olarak bilinmektedir. Verimin
artmasinin, ultrasonik dalgalarin olusturdugu titresimin hiicrelerin bir birine
carpigsmalarin1 saglamasi ile meydana geldigi bilinmektedir (Dos Santos vd. 2015).
Genel olarak ultrasonik destekli ekstraksiyon, calisma siirelerini onemli Ol¢iide
azaltirken, verimi yaninda ekstrakt kalitesini de artiran bir ekstraksiyon olarak bilinir
(Awad vd. 2012). Yapilan birka¢ c¢alismada ultrasonik ekstraksiyon ile bitkilerden
biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu, tohumlardan yag ve soyadan protein ekstraksiyonu
gibi farkli endiistriyel uygulamalar gozlemlenmistir. Boylece gida endistrisi igin ticari
onemi olan farkli matrislerde bir¢ok bioaktif bilesen ultrasonik ekstraksiyon ile elde
edilmistir (Mason vd. 2008; Soria Ve Villamiel 2010). Bunun gibi farkli bilesen
eldelerinde kullanilabilmesi, geleneksel ekstraksiyon tekniklerine goére zamandan
tasarruf saglamasi ve hedef iiriinde kimyasal bir etkiye sahip olmamas1 gibi avantajlar
nedeniyle ultrasonik destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiper
kritik akiskan ekstraksiyonu, hizlandirilmis ¢6zgen ekstraksiyonu gibi yeni ekstraksiyon
yontemleri popiilerlik kazanmaktadir (Menéndez vd. 2014; Topuz vd. 2015; Wang ve
Weller 2006).

Ultrasonik ekstraksiyonun yapilan c¢aligmalardaki avantajlari su sekilde
siralanabilir: ultrasonik dalgalar toksik olmayan, giivenli ve ¢evre dostudur (i); diger
termal olmayan yontemlerle kombinasyonu halinde ultrasonikasyon etkili mikrobiyal
inaktivasyon araglar1 olarak kabul edilir (ii); ultrasonikasyon, diisiik isletme maliyeti,
kullanim kolaylig1 ve verimli gii¢ ¢ikis igerir (iii), ultrasonikasyon, sofistike makineler
ve ¢ok cesitli teknolojilere ihtiyag duymaz (iv); ultrasonik kullanimi diger geleneksel
ekstraksiyon yontemlerine kiyasla daha fazla verim ve ekstraksiyon orani saglar (v);
ultrasonikasyon, en uygun kivamlilik (viskozite, homojenizasyon) ve lezzette minimum
kayiba sebep olurken enerji harcamalarinda Onemli tasarruflar saglar (vi);
ultrasonikasyon, isleme, ¢ikarma, emiilsifikasyon, koruma, homojenizasyon gibi gida
endiistrisi uygulamalarinda buyiik alanlar kazanmistir (vii) (Vercet vd. 2002;
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Balachandran vd. 2006; Chouliara vd. 2010; Gallego-Juarez vd. 2010; Chemat vd.
2011; Kentish ve Ashokkumar 2011).

Gida endiistrisinde ultrasonik dalga uygulamasi, diisiik yogunluklu yiiksek
frekansli (f> 100 kHz) ve yiiksek yogunluklu diisiik frekansli (20 kHz < f < 100 kHz)
olmak iizere iki farkli kategoride yapilagelmektedir. Diisiik yogunluklu ultrasonik dalga,
ultrasonik dalganin yayildigi malzemenin fiziksel veya kimyasal 6zelliklerini
degistirmez. Yiksek yogunluklu sok dalgasi, materyal i¢indeki ultrasonik etkilerin
c¢ogunu kavitasyon kabarciklart olusturmasi yiiziinden asir1 basing ve sicaklik
degisimleri meydana getirerek fiziksel, kimyasal ve mekanik etkiler yaratmaktadir
(Plaza vd. 2012).

Ekstraksiyon isleminin verimine ve ekstraktlarin kalitesine etki eden faktorler
izerine pek ¢ok calisma yapilmistir (Ma vd. 2008, Maran vd. 2017). Bu faktorler
baslica; ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi, ¢6zgen tipi ve biyokiitle:cozgen
orani seklinde siniflandirilmistir. Bunun disinda ekstraksiyon verimini etkileyen diger
parametreler; sonikasyon zamani, 6rnek partikiil boyutu, 6rnek miktar1 ve kullanilan
cihazdir.

Sicaklik 1siya duyarli bilesiklerin ekstraksiyonunda onemli bir faktordiir.
Sicakligin artirllmasi ile birlikte nesnel bilesenlerdeki ayrigma ¢oziicii difiizyon hizi ve
kiitle transfer yogunlagmasi ile sonuglanir. Bu durum ekstraksiyon verimini
artirmaktadir. Bu arada kirliliklerin ¢Ozlinmesi de artabilir ve bazi termal kararsiz
bilesenler ayrisabilir (Dong vd. 2010). Rhodobacter sp. igerigindeki karotenoitlerin
ultrases destekli ekstraksiyonunda 10 ile 30 °C'ler arasinda sicaklik artiginin
ekstraksiyon verimini artirdigini, 30-50 °C arasindaki sicakliklarda verimin azaldigini
ve 50 °C ve flizerinde sicakliklarda da ekstraksiyon veriminin 10 °C'dekinin altinda
oldugunu saptamislardir (Kaur vd. 2008).

Ekstraksiyon igleminin siiresi 2 dakika ile 8 saate varan siirelerde degisirken
stirenin uzunlugunu ekstraksiyon yontemi, kullanilan materyalin partikiil biiytikliigi ve
materyalin nem igerigi gibi faktorler belirlemektedir. Genel olarak, ekstraksiyon siiresi
ekstraksiyon verimini etkileyebilir. Ekstraksiyonun ilk baslarinda 6nce hiicrelerin i¢inde
ve disinda bulunan nesnel bilesenler igin bir denge noktasina kadar ekstraksiyon verimi
zamanla artarken denge noktasina ulasildiktan sonra sonra artmaz (Dong vd. 2010).
Yine farkli bir ¢alismada ekstraksiyon siiresinin artmasiyla ekstraksiyon verimi belli bir
noktaya kadar artip sonra sabit kaldig: bildirilmistir (Suganya ve Renganathan 2012).

Belirli miktardaki bir katinin ekstraksiyonunda ¢6ziicii miktarini artirmak yani
kati/stvi oranini azaltmak, ekstraksiyon verimini artirmakta ve ¢Oziinebilen tiim
maddelerin ¢ozeltiye gegmesini saglamaktadir. Ancak ekstraksiyon sonucu elde edilen
cok seyreltik ¢ozeltinin evaporasyonla konsantre edilmesi sirasinda ¢ok fazla enerji
harcanmasi bir dezavantaj olusturmaktadir. Bir dizi biyokiitle:cdzgen orani (1:5, 1:10,
1:15, 1:20, 1:25, 1:30 g/mL) , optimum bir deger elde etmek icin kullanilir. Genel
olarak, daha biiylik miktarlarda kullanilan ¢6zgen degerleri verimliligi pozitif olarak
etkilese de ekonomik olmamasi ve gereksiz yan {iriinlerin olusabilmesi ihtimalinin
artmasi sebebiyle istenmez. Mikroalglerle yapilan bir calismada biyokiitle:cozgen
oraninin 1:10’a kadar etkisiz kaldig1 1:10’dan biiyiik oranlarda ise verimi azalttig1 tespit
edilmistir (Wang vd. 2016).
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2.4.2. Ekstraksiyonda kullanilan ¢6zgen maddeler

Karotenoitler yagda ¢o6ziinebilen bir pigment grubudur. Bu yiizden bu
bilesenlerin ekstraksiyonunda genel olarak eter (Rios vd. 2013), etanol (Wang ve Wang
2012), izopropil alkol (Yao vd. 2012), kloroform, aseton ve metil alkol (Pragya vd.
2013) gibi farkli Ozellikte organik c¢oziicliler kullanilmaktadir. Genel olarak
ekstraksiyon ¢oziiciisii secilirken, kaynama noktasi, polarite, 6zgilil yogunluk (numune
matrisine niifuzu etkiler) ve ayrica toksisite (isyeri tehlikesi olusturur) gibi
fizikokimyasal Ozellikler g6z Oniinde bulundurulmalidir. Uygun bir ekstraksiyon
¢oOziiclisiinlin  se¢imi, ekstraksiyon yoOnteminin gelistirilmesindeki ilk zorluktur.
Ekstraksiyon giiclii bazlar ve asitler haricinde ¢esitli ¢ozgenler ile gerceklestirilebilir.
Metanol, su, toliien, diklorometan, etil asetat ve asetonitril gibi bir¢ok ¢oziicii, gida ve
yem Orneklerinin hazirlanmasi i¢in ekstraksiyonda kullanilmistir (Sun vd. 2012).

Cozgen ozelliklerinin su sekilde olmasi gerektigi bildirilmistir: ekstrakte edilen
katidan ve ekstrakte edilen ¢oziiciiden (¢Oziinent+goziicii) kolayca ayrilabilmeli (i),
temini kolay olmali (ii), kaynama noktasi diisiikk olmali (iii) ve ekonomik olmali (iv)
(Anonim 2).

Ayrica secilen ¢6zgen, materyalin 6zelligine uygun ¢ézme giiclinde olmalidir.
Coziiciiniin ¢ozme giicli ve ¢oziiclinliin materyale difiize olabilme giicii ile ¢oziiciiniin
sahip oldugu polarite, ¢dziiciiniin tabiati hakkinda bilgi verir. Segilen ¢dzgenin ¢esitli
kimyasal ozellikleri ve polaritesi antioksidan kapasitesini dogrudan etkiler ve bu da
ekstraktlar1 ¢oziinlir ya da ¢ozlinemez hale getirir (Metrouh-Amira vd. 2015). Cizelge
2.4.’de bu projede kullanilan ¢ozgenlerin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri verilmistir
(Reichardt ve Welton 2010). Biyokiitlenin yapisina bagli olarak mevcut biyoaktif yap1
degisiklik gdosterdigi i¢in tek tek her tiir i¢in uygun c¢oziicii secilmesi miimkiin
olmamaktadir (Drira vd. 2016).

Cizelge 2.4. Ekstraksiyonda kullanilan ¢dzgenlere ait bazi kimyasal 6zellikleri (José ve
Broekaert 2015; Reichardt ve Welton 2011)

Cozgen Adi  Yogunluk Kaynama  Parlama  Viskozite  Dieletrik Polarite

(g/ml) Noktasi Noktasi (cp, 20°C) sabiti indeksi
(°C) (°C) (20°C)

Aseton 0.791 56.2 -17 0.32 20.7 5.1
Dietil Eter 0.71 34.6 71 --- - 2.8
Ethanol 0.79 78.37 16 1.10 24.55 4.6
Hekzan 0.659 68 -22 0.31 1.89 0.1
isopropil 0.775 82.6 11 3.92
Alkol

Kloroform 1.492 61.2 0.58 4.81 2.7
Methanol 0.791 64.7 11 0.55 32.69 5.1
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2.5. Cevap Yiizey Metodu ve Optimizasyon

Bu c¢alismada Cevap yiizey metodu (Response surface methodology; RSM) Box
Behnken’s deneme deseni kullanilarak karides isleme artiklarinda bulunan astaksantinin
en verimli sekilde ekstrakte edilmesi saglanmistir. Ilk olarak 1951°de Box ve Wilson
tarafindan gelistirilen cevap yilizey metodu yine ilk olarak kimya endiistrisine
uygulanmistir.  RSM, teorik optimizasyonun deneysel calisma alaniyla matematik
olarak uydugu bir optimizasyon yaklasimidir. Bu deneysel yontemle matematik
modelleme bile olusturulabilmektedir (Wang vd. 2008). Cevap yiizey metodu (RSM),
siirecleri optimize etmek, gelistirmek ve iyilestirmek i¢in faydali istatiksel ve
matematiksel teknikler koleksiyonudur. RSM’nin endiistriye yonelik diinyadaki en
kapsamli uygulamalar1; 06zellikle bazi girdi degiskenlerinin potansiyel olarak
performans Olgiilerini veya {rliniin veya siirecin kalite 0Ozelliklerini etkiledigi
durumlardir. Cogu RSM uygulamas1 dogada ardardadir. Oncelikle ¢alismada cevap
yiizeyinde hangi faktorlerin veya degiskenlerin 6nemli olabilecegi ile ilgili fikirler
tiretilir. Bu genellikle 6nemsiz olanlarini elimine ederek bu faktorleri aragtirmak igin
tasarlanmis bir denemeye yol acar. Bu deneme tiirii genellikle tarama deneyi olarak
adlandirilir.  Genellikle bir cevap ylizey c¢alismasinin baglangicinda cevabin
aciklanmasinda 6nemli olabilecek uzun bir degisken listesi vardir. Faktor taramasinda
ama¢ aday degiskenlerin listesini goreceli olarak azaltarak sonraki deneylerin daha az
calisma veya test ile daha verimli hale getirmektir (Myers vd. 1995).

Cevap yilizey yontemleri genellikle su adimlart igerir; Deneycinin mevcut
kosullardan cevabin optimum kosullara yaklastig1 calisma kosullarina ulasabilmesi i¢in
eleme denemeleri yapmak (i), eleme denemeleri ile belirlenen bagimsiz degiskenlerin
maksimum ve minimum cevaplarinin en iyi ¢alisma kosullarina olan yakinliginin tespiti
(i1) ve elde edilen uygun modele gore optimizasyon saglanmasidir (ii1). Bir takim
cevaplarin aynt zamanda optimize edilmesi gerekebilir. Tiim cevaplar i¢in en uygun
degerleri veren dengeli bir ayar bulunmalidir (Anonymous 2, Kog¢ ve Ertekin 2010).
Optimum degerlere yaklasildiginda cevap yiizeyindeki egrilik daha belirgin hale
geleceginden egriligin tahminlenebilmesinde ikince dereceden polinomiyal modeller
kullanilir. Gida sektoriiyle ilgili yapilan ¢aligmalarda CCD (Central composite
circumscribed Dizayn (Merkezi Tiimlesik Sinirli Tasarim)), CCRD (Central Composite
Rotatable Tasarim) ve BBD (Box-Behnken Dizayn) modelleri kullanilagelmektedir.
Denemelerin dizayni, model gelistirilmesi (regresyon analizi), varyans analizi
(ANOVA) ve optimizasyon RSM’in baslica kisimlarini olusturmaktadir (Kog ve Ertekin
2010; Eren 2004).

Proses optimizasyonu sistemin performansini veya Uriiniin kalite Olgiitlerini
belirleyen yeterli sayida cevapla es zamanli olarak calisilan bir siiregtir. Bu cevaplarin
bazilar1 artirillirken bazilarimin da minimum seviyede tutulmasi gerekebilir. Bazi
cevaplarin yine bu siiregte hedeflenen degerler veya kabul edilebilir degerlerde olmasi
istenebilir. Dolayisiyla bir cevabin gelistirilmesi diger bir cevap tizerinde olumsuz bir
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etkiye yol agabilir. Bu yiizden, proses optimizasyonunda biitiin cevaplarin birlikte ele
alinmas1 gerekmektedir. Optimizasyon siirecinde; lineer olmayan programlama
yaklasimi, yanitlarin izohips egrileri ¢izilerek iist iiste yerlestirilmesi (superimposing)
ve desirability (istenilen hedefe ulasma, arzu edilebilirlik) fonksiyonu vb. ¢oziimlemeler
kullanilmaktadir. Arzu Edilebilirlik Fonksiyonu, arastirmacinin optimizasyondaki
cevaplar tizerinden onceliklerini ve hedeflerini Arzu Edilebilirlik Fonksiyonlar
olusturarak optimizasyon islemine dahil etmesini saglamaktadir. Arzu Edilebilirlik
Fonksiyonu, tiim yanitlarin bir araya getirildigi, O ile 1 arasinda degisen tek bir cevap
indeksidir ve bu degerin 1’¢ yaklagmasi arastirmacinin belirledigi kriterlerin
saglandigini belirtmektedir (Kog ve Ertekin 2010).

Bilesiminde bulunan yiiksek orandaki yag ve yag biyoaktif bilesenleri
bakimindan 6nemli bir gida maddesi olan findik yagi ekstraksiyonu adli Tung vd.
(2014) calismasinda, farkli sicaklik ve siirelerde pisirilen koftelerde heterosiklik hos
kokulu aminlerin olusumunun smirlandirilmasinda optimum tuz, askorbik asit ve yag
kullanim seviyelerinin belirlenmesi adli Diindar (2011) ¢alismasinda, tilkemizde kavak,
kayin ve istiridye mantari olarak bilinen Pleurotus ostreatus’tan mantar tozu iiretiminde
kurutma isleminin optimizasyonu adli Dogan vd. (2015) ¢alismasinda ve altin ¢ilek
cesnili zeytinyagi tiretiminde islem kosullarinin kalite parametreleri tizerine etkilerinin
incelenmesi ve optimizasyonu adli Dalgi¢ vd. (2016) ¢alismasi gibi {ilkemizde yapilan
caligmalar ile bugday ekmeginde yulaf tanecigi biiyiikligiiniin ve un ikamesinin
optimize edilmesi adli Marcin vd. (2016) calismasinda, puf boreklerinin yagmin
azaltilmasinin optimizasyonu adli Silow vd. (2017) ¢alismasinda ve sosislerin besinsel
ve dokusal ozellikleri tizerine brisket yagi, soya yagi izolat1 ve kornisonun etkilerinin
incelenmesi adli Wambui vd. (2017) calismas1 gibi yurtdisinda yapilan c¢alismalarda
cevap ylizey yontemi kullanilarak sonug elde edilmeye ¢alisilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Projede kullanilan kirmizi karides (Aristaecomorpha foliacea) Antalya Balik
Halinden temin edilmistir (Sekil 3.1). Karidesler yaprak buz ile yeterli olgilide
kaplanarak yaklasik yarim saat uzakliktaki Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Arastirma Laboratuvarina soguk zincir uygulanarak getirilmistir.

Sekil 3.1. Antalya Balik Hali.

Laboratuvara getirilerek saf su ile temizlenen karideslere bas alma ve kabuk
¢ikarma iglemi uygulanmistir. Bas ve kabuklardan olusan artik kisimlar tekrar saf su ile
yikanmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Karides Isleme Artiklart
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Yikamanin ardindan yikama suyunun siiziilmesi saglanarak analize kadar -80
°C’deki derin dondurucuya alinmistir. Daha sonra -80 °C’de dondurulan karides isleme
artiklari, 500 ml’lik balonlara aktarilarak dondurarak kurutucu (Telstar, Lyoquest -55,
Ispanya) yardimu ile su aktivitesi degeri aw: 0.35’in altina ininceye kadar kurutulmustur
(Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Dondurarak kurutucuda karides isleme artiklarinin kurutulmasi

Su aktivitesi Ol¢iim cihazi (Aqualab 4) kullanilarak su aktivitesi degeri
uygunlugu 6l¢iilen kurutulmus karides isleme artiklari, laboratuvar tipi 6giitiicii (Bosch
MKM6000) yardinu ile giitiilmiistiir. Ogiitiilmiis karides isleme artiklar1 delik ¢apr 2
mm olan elek yardimi ile standardize edildikten sonra tiim denemeler i¢in homojenligi
saglamak iizere harmanlanmis ve ekstraksiyon islemine kadar -80 °C derecede ultra
derin dondurucu (Dairei Europe, ULTF -80) igerisinde muhafaza edilmistir (Sekil 3.4).
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(c) (d)

Sekil 3.4. a) Kurutulmus karides; b) Ogiitme; ¢) Eleme (Standardizasyon);
d) Homojenizasyon

3.2. Metot

Kirmizi karides artiklarindan astaksantin ekstraksiyonlari Cevap Yiizey Metodu
Box-Benken (Box ve Behnken 1960) deneme desenine gore yapilmistir. Bu ¢alismada
iic bagimsiz degiskenli Box-Behnken deneme deseni kullanilmistir. Bagimsiz
degiskenler biyokiitle:cdzgen orani, ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresi olarak
belirlenmistir. On denemeler ve literatiir ¢alismas1 sonucu astaksantin ekstraksiyonu
igin biyokiitle (karides artigi):¢ézgen orami (1:10, 1:20 ve 1:30 g/ml), ekstraksiyon
sicakligr (30, 50 ve 70 °C) ve ekstraksiyon siiresi (30, 60 ve 90 dakika) kritik
ekstraksiyon parametreleri olarak 3 bagimsiz degisken bulunmustur. Birbirinden
bagimsiz ii¢ degiskenin galisilmasiyla (12+3) onbes deneyden olusan deneme deseni
elde edilmistir. Uygulanan ¢alismaya ait deneme desenindeki kosullar Cizelge 3.1°de
verilmistir. Deneme desenindeki kosullara gore optimum sartlar1 belirlemek igin ¢6zgen
olarak hekzan kullanilmstir.
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Cizelge 3.1. Kirmiz1 karides isleme artiklarindan ekstraksiyon kosullarinin
optimizasyonuna ait Cevap Yiizey Metodu Box-Behnken deneme deseni

Deneme (A) Max-Min nok. X X Xs
(°C) (dk) (g/ml)
Aq 0 -1 +1 50 30 30
Az -1 -1 0 30 30 20
As 0 0 0 50 60 20
A4 0 0 0 50 60 20
As +1 0 -1 70 60 10
As 0 0 -1 50 90 10
A7 -1 0 0 30 90 20
As -1 0 +1 30 60 30
Ag +1 0 0 70 90 20
A1 0 -1 -1 50 30 10
An +1 -1 0 70 30 20
A1 -1 0 -1 30 60 10
AVED +1 0 +1 70 60 30
Ay 0 0 0 50 60 20
Ass 0 +1 +1 50 90 30

Xi:ekstraksiyon sicakligi °C, Xa:ekstraksiyon siiresi (dakika), Xs:karides artigi/cozgen orani (gram/ml)

Karides isleme artiklarindan 500 ml’lik balonlar igerisine Cevap Yiizey Metodu
Box-Behnken deneme deseninde belirtilen miktarlara gore (15 adet farkli ve iki paralelli
olmak iizere) konulmus ve iizerlerine deneme deseninde belirtilen oranlarda hekzan
eklenip ultrasonik banyo yardimi ile ekstraksiyon yapilmistir (Sekil 3.5).
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(@) (b)

Sekil 3.5. a) Ekstraksiyon oncesi ¢6zgentkarides isleme artigi karigimi; b) Ultrasonik
destekli ekstraksiyon

Ekstraksiyon sonrasi ¢ozelti kaba filtre kdgidindan gegirilerek siiziilmiistiir (Sekil 3.6).

(€)) (b)

Sekil 3.6. a) Kaba filtre kagidi ile filtrasyon; b) Ekstraksiyon sonrasi ¢ézgen
+astaksantin igerikli ekstrakt

Elde edilen ekstraktlarin ¢ozgenleri (hekzan) rotary evaporatoér yardimi ile 45
°C’de ugurulmustur. Deneme deseninde belirtilen kosullarda hekzan ile yapilan
ekstraksiyonlar sonucu elde edilen ekstraktlarin astaksantin miktar1 ve antioksidan
aktiviteleri saptandiktan sonra elde edilen sonuglar bilgisayar programina (Design
expert 9.1) aktarilmigtir. Design expert programi yardimi ile optimum Kkosullar
(optimum sicaklik, siire ve biyokiitle:cozgen orani) belirlenmistir.
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Bundan sonraki asamada dondurarak kurutulmus karides isleme artiklar1 tespit
edilen optimum kosullara gére aseton, etanol, hekzan, isopropil alkol, kloroform ve
methanol olmak tiizere 6 farkli ¢ozgen vasitasi ile ekstrakte edilmis ve bu ¢dzgenlerin
optimum kosullar altinda ekstraksiyon verimine ve astaksantin kalitesine etkileri
hesaplanmustir.

Calismaya ait is akis diyagrami Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Kirmizi karides
Bas alma ve kabuk flkarma islemleri

Karides isleme artiklarinin dondurulmasi
(-80 °C Ultra Derin Dondurucu)

Karides igleme artiklariin kurutulmast.
(<aw:0.35) (Dondurarak kurutma -50 °C)

Biyokiitlenin (Karides artiklarinin) 6giitiilmesi

Biyokiitlenin standardize edilmesi
(2 mm ¢apl elek)

Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Filtrasyon
(Whatmaf no:4)

Cozgenin uzaklastirilmasi
(Rotary evaparftt')r, 45 °C)

Astaksantin igeren yagl ekstraktin eldesi
Analizler
(Kimyasal kompozisyon, astaksantin miktari,
Antioksidan aktivite analizi, toplam yag analizi,
Yag asitleri profili analizi

Sekil 3.7. Astaksantin ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonuna ait is akis semast
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3.3. Analizler
3.3.1 Karides artik miktari analizi (KAM)

Farkli boy ve agirliktaki temin edilen kirmizi karideslerin ilk olarak toplam
agirhgr (kg) tespit edilmistir. Bas alma ve kabuk ¢ikarma islemine tabi tutulduktan
sonra elde edilen karides isleme artiklar1 (A) ve et kismi (B) ayr1 ayr tartilmistir. Elde
edilen artik miktarmi (kg), toplam elde edilen Kkarides eti miktarina (kg) oranlayarak
yiizdesini hesaplamak suretiyle yiizde artik miktari asagidaki formiile gore tespit
edilmistir.

KAM = (g] X 100 (3.1)

3.3.2. Kimyasal kompozisyon analizi

Karides isleme artiklariyla kimyasal kompozisyon analizleri toplam kurumadde
ve kiil miktar1 Helrich (1990)’in belirttigi yonteme gore yapilmaistir.

3.3.2.1. Toplam kurumadde analizi

Temiz cam petri kaplar1 105 °C’de isitilmis etiivde 30 dakika kadar
bekletildikten sonra sogutulmak iizere desikatére alinip ardindan kaplarin darasi
Olgtilmiistiir (X). Kurutulup ogiitiilerek kapali bir kapta -80 °C’de saklanan Kkarides
isleme artiklarindan yaklasik 2 g almarak petri kaplarma tartilmistir (X1). Orneklerin
tartildig1 bu petriler sicakligi 100 °C’ye ayarlanmis etiivde yaklasik 8 saat tutulduktan
sonra agirliklart desikator ile sabit tartima getirildikten sonra tartimlari yapilmistir (X2).
Sonugta 6rneklerin kurumadde miktarlar1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

X
Toplam Kuru Madde = L‘(‘l X] % 100 (3.2)

aNem = 100 — Kuru Madde

3.3.2.2. inorganik madde analizi

Bos krozeler 550-590 °C’de kiil firininda 30 dakika kadar bekletilip ardindan
desikatore alinarak sabit tartima getirilmistir (X1). Her bir krozenin igerisine yaklasik 2
g kadar kurutulup 6giitiilmiis 6rnekten konularak tekrar tartimi yapilmistir (X2). 550
°C’de ayarh kiil firninda beyaz kiil olusuncaya kadar, yaklasik 8 saat bekletilerek
ardindan desikatore alinmigtir (X3). Krozelerdeki orneklerin kiil icerigi asagidaki
formiile gore hesaplanmustir.

0Kl = [(X3 — X1)/(X2 — X1)] x 100 (3.3)
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3.3.2.3. Toplam yag analizi

Kurutulmus karides isleme artiklarindan ekstrakte edilen toplam yagin miktari
Bligh ve Dyer (1959)’in belirttigi yonteme gore hesaplanmustir. Oncelikle 600 ml cam
beherlere yaklasik 40 g ornek tartilarak igcine 100 ml methanol ve 50 ml kloroform
eklenip ultratoraks (ika T25 digital Ultra Turrax) ile pargalama islemi yapilmistir.
Ardindan tizerine 50 ml kloroform ve 50 ml saf su eklenerek ultratoraks islemine devam
edilmistir.

! | 1 L "]‘/‘,

i Y

@ | (b)

Sekil 3.8. a) Ayirma hunisi ile siizme; b) Faz ayrimin ger¢eklesmesi

Ultratoraks yardimi ile homojenize hale getirilen ¢6zgen ve biyokiitle karisimi
ekstrakt filtre edilmek tizere ayirma hunisine alinmistir (Sekil 3.8.a). Faz ayriminin
gerceklesmesine miiteakip alt faz, darasi alinan 500 ml’lik balonlara alinarak (Sekil
3.8.b) ¢ozgenleri 50 °C’de ugurulmak iizere Rotary evoporatér islemine tabi
tutulmustur. Daha sonra azotla ugurma yapilan ekstraktin bulundugu balonlar 60 C’de
yarim saat etiiv de bekletilip desikatore alinmistir. Sonug tartimi yapilan ekstraktin yag
miktari1 agagidaki formiile gore hesaplanmustir.

Toplam Yag(%) = [(balon darast + vag) — balon daras1] [/ [drnek miktart x 100] (3.4

3.3.3. Ekstrakt veriminin hesaplanmasi

0.35 aw su aktivitesi degeri baz alinarak, 6nceden darasi alinmig balonlara
alinan karides isleme artiklarinin tarttmi yapilmig ardindan farkli ¢zgenlerle (etanol,
metanol, isopropil alkol, aseton, kloroform, hekzan) ultrasonik ekstraksiyona tabi
tutulmustur. Ekstraksiyonlar sonucunda elde edilen yagli ekstraklarin verimleri
asagidaki formiile gore hesaplanmustir.
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U4 Ekstrakt Verimi =

[M] « 100 (3.5)

X1 : Sabit tartima getirilmis balon agirlig1 (g)
X2 : Balonda tartimi1 yapilan 6rnek agirligi (g)
X : Elde edilen astaksantin igeren yagl ekstrakt agirligi (g)

3.3.4. Yag asitleri kompozisyon analizi

Bligh ve Dyer (1959)’in yontemine gore elde edilen lipidin yag asitleri metil
esterifikasyonunda; elde edilen yagdan alman 2-3 damla {izerine, metanolle
tamamlanarak elde edilen 2M KOH c¢ozeltisinden 4 ml ve 2 ml heptan ¢ézgeninden
eklenmesine dayali yontem kullanilmistir (Ozogul ve Ozogul 2007; Ichihara vd. 1996).
Daha sonra 2 dk boyunca vortekslenen metillendirilmis ekstrakt 4000 rpm’de 10 dk
boyunca santrifiiij (Hettich® Universal 320/320R centrifuge) edilerek elde edilen {ist
faz viallere alinarak kromatogram i¢in kullanilmistir.

Yag asitleri profili, gaz kromatografisi cihazi (GC, Perkin Labor, Clarus 500) ile
belirlenmistir. Kolon olarak BPx70 silika kolon (50 m x 0.22 mm, film kalinlig
0.25um; SGE Inc., Victoria, Avustralya) kullanilmistir. Tasiyict gaz olarak helyum
gazinin akis hiz1 1 ml/dk akis hizinda olup dedektor olarak alev iyonizsayon dedektorii
kullanilmistir. Ornekler GC’ye enjektdr yardimu ile 2.5 uL olarak enjekte edilmistir.
GC’nin analize dair firin sicaklik degerleri 140 °C’de 5 dk ile baslayacak, 4 °C/dk artigla
200 °C’ye ulasacak ve beklemeden 1 °C/dk artisla 220 °C’de son bulacak sekildedir.
Analiz stiresince dedektor sicakligr 280 °C, enjeksiyon portunun sicakligi ise 220 °C
olacak sekilde caligilmistir.

Yag asitleri metil esterlerinin standartlarina ait ¢ikis zamanlarinin elde edilen
¢ikis zamanlart ile kiyaslamasi sonucu oOrneklerdeki yag asitleri tanimlanmstir.
Sonuglar % gaz kromatografisi alani olarak verilmistir.

3.3.5. Antioksidan aktivite analizi

Troloks esiti antioksidan kapasite yontemi ilk defa Miller vd. (1993) tarafindan
uygulanmis olup sonrasinda Re vd. (1993) tarafindan da gelistirmeye tabi tutulmustur.
Bu calismada karides artiklarindan ekstrakte edilen astaksantinin antioksidan aktivitesi
Re vd. (1993)’de belirtilen yonteme gore spektrofotometre (Thermo Scientific
Evolution 160 UV-VIS) ile 734 nm’de yapilirken farkli olarak yontemde trolox yerine
BHT kullanilmistir. Yontem; 2,2’-azinobis (3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat) (ABTS)
radikal katyonunun referans antioksidanlar ile ekstrakte edilen antioksidanlar tarafindan
absorbansinin  engellenmesinin veya toplam radikal siliplirme kapasitelerinin
karsilastirilmasi temeline dayanmaktadir. Sonuglar BHT-trolox esitliginin saglanarak
gram Ornek bagina Troloks esdeger antioksidan kapasite cinsinden okunmaktadir
(TEAC/mg). ABTS radikal katyonu (ABTS.+), 5mg ABTS tabletleri 2,45 mM
Potasyum persiilfat ¢ozeltisi ile reaksiyona sokulup 12 ile 16 saat arasinda oda
sicakliginda karanlikta bekletilerek olusturulmustur.
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Sonugta elde edilen verilerle ¢izilen, karides isleme artiklari ekstraktlarina ait
egimin BHT konsantrasyonlarina ait egime oranlamasi sonucu incelenen antioksidan
maddenin 1 uM trolox karsiligi olarak gosterdigi antioksidan aktivitesi trolox-BHT
esitligi de saglanarak belirlenmistir.

(Ornege ait egim / troloxa ait egim) x seyreltme faktorii = TEAC degeri pM
troloxTEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

3.3.6. Astaksantin analizi

Aristaeomorpha foliacea karidesi isleme artiklarindaki astaksantin miktari
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) yontemi ile belirlenmistir (Gimeno
vd. 2007).

Astaksantin miktariin HPLC’de okunmasinda oncelikle kalibrasyon grafiginin
olusturulmasi i¢in standart stok astaksantin ¢ozeltisi metanol ile 5 farkli derisimde (5,
10, 25, 50 ve 100 ppm olmak iizere) hazirlanmistir. Uger kez tekrarlanan denemeler
sonucunda standartlarin kromatografta tutunma zamanlar1 tam olarak tespit edildikten
sonra kalibrasyon grafigi ¢izilmis ve buna gore de ultrasonik ekstraksiyona tabi
tutularak elde edilen karides isleme artiklar1 ekstraktlarinin astaksantin miktarlarinin
okunmasima gegilmistir. Instrument metot olarak enjeksiyon siiresi (injection time) 6
dakika kullanilmig, enjeksiyon miktari ise 20 pL olarak belirlenmistir. Mobil faz olarak
ultra saf su; methanol; dichloromethane; acetonitrile (4.5;28;22;45.5 v;v;v;v)
kullanilirken akis hiz1 olarak ta 1.75 ml/dk belirlenmistir (Lorenz ve Cysewski 2000;
Yuan ve Chen 1998).

Aristaeomorpha foliacea karidesi isleme artiklar1 ultrasonik ekstraksiyona tabi
tutularak, elde edilen ekstraktlardan 15 ml tiipler igerisine 0.5 g tartilip {izerine 1:10
(9/ml) oranini saglayacak sekilde 5 ml mobil faz eklenmistir. Ardindan kisa bir siire
ultrasonik banyoda da tutularak ¢oziindiiriilmesi saglanan ekstrakt 0,45 pm membran
filtreden (sekil 3.9.a) (Sartorius NY) siiziilerek HPLC viallerine alinmig ve bu vialler
HPLC cihazinda otomatik 6rnekleyici kismina yerlestirilmislerdir (sekil 3.9.b).

(b)

Sekil 3.9. a) Ekstraklarin filtrasyonu (0.45 um membran filtre); b) Viallerin oto
ornekleyiciye yerlestirilmesi
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Belirlenen metoda gore 2 tekrarli ve 3 farkli zamanda okumalar yapilmistir.
Orneklerdeki astaksantin miktar1 pg/L (ppm) cinsinden belirlenmistir.

3.3.7. Renk ol¢iimii

Aristaeomorpha foliacea karidesi isleme artiklarindan ultrasonik ekstraksiyon ile
elde edilen ekstraktlarin renk ol¢iimleri Konika Minolta, CR-400 cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Renk olgtimleri (L, a, b) iki tekerriirlii olarak yapilmistir. Buradaki
L degeri parlakhigi (beyazlik veya agiklik koyuluk); a degeri kirmizi ve yesil; b
degeri sar1 ve mavi renkleri temsil etmektedir.

3.3.8. istatiksel analizler

Design Expert 10.0.1.0 (Stat-Ease Inc. Minneapolis, ABD) kullanilarak
optimizasyon saglanirken, SAS 9.4 (Statistical Analysis System, Cary, NC, USA)
programi kullanilarak varyans analizi gerceklestirilmis ve onemli bulunan farkliliklar
Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile ortaya konulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Karides (Aristacomorpha foliacea) Isleme Artik Miktari

Calismada kullanilan Aristaeomorpha foliacea karidesinin isleme artik miktari
cizelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Aristaeomorpha foliacea karidesinin igsleme artik miktari (%)

Toplam Atik Oran (%)
Kabuk + Basg 51.54+ 1.53
Et 48.46+ 0.46

+ Standart sapmay1 gostermektedir, n=3

Arastirma sonucunda, Aristaeomorpha foliacea karidesinin toplam artik miktar
% 51.54 olarak bulunmustur. Et miktart ise % 48.46 olarak tespit edilmistir.
Aristaeomorpha foliacea karidesinin artik verimi ile ilgili yapilan bir baska ¢alismada
toplam artik miktar1 % 63.73 ve toplam et miktar1 da % 36.27 olarak bildirilmistir
(Kiglikgiilmez A., 2011).

Hindistan’da yapilan bir c¢alismada toplam islenen karideslerin artik
miktarlarinin % 48 ile % 56 arasinda degistigi bildirilmistir (Sachindra vd. 2006).
Gildberg ve Stenberg (2001) tarafindan, Norvegte islenen karideslere dair artik miktar
% 40 civarinda oldugu bildirilmis; Naznin (2005) tarafindan ise avlanan karideslerin
% 40-45°inin artik olarak aynldigi bildirilmistir.  Ibrahim vd. (1999) tarafindan
karidesin % 45’inin kabuk ve bastan olustugu; Binsan ve ark. (2008a) tarafindan da
karideslerin % 49’unun artik oldugu bildirilmis olup mevcut ¢alisma sonuglarina gére
daha yiiksek degerde ve-veya az miktarda artik miktarina ulagilmasinin genel sebebinin
secilen karides tiirlinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

4.2. Karides (Aristaeomorpha foliacea) Artiklarmmm  Kimyasal
Kompozisyonu

Calismada kullanilan Aristaeomorpha foliacea karidesine ait yag, kuru madde,
mineral madde (kiil) ve nem miktar1 Cizelge 4.2’de belirtilmistir. Su aktivitesi degeri,
0.32 aw degerine kadar kurutulan karides isleme artiginin nem igerigi % 76.68
seviyesinden ortalama % 6.01£0.8 seviyelerine kadar azalma gostermistir.
Aristaeomorpha foliacea karidesi artiklarina dair bir kompozisyon ¢alismasina
rastlanmasa da etine dair yapilan bir ¢alismada nem igerigi= 76.2+0.3 g/100 g; protein
icerigi= 19.9+0.3 g/100 g; yag igerigi= 0.7+0.1 g/100 g; kiil igerigi= 2.1+0.1 g/100 g;
karbonhidrat igerigi= 1.1+0.1 g/100 g olarak bulunmustur (Bono vd. 2012).
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Cizelge 4.2. Karides (Aristaeomorpha foliacea) artiklarinin kimyasal kompozisyonu

Ornek* Analizler
Nem Kurumadde Yag Kiil
Aristaeomorpha (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g)
foliacea
76.68+1.95 23.32+1.95 1.77+0.05 5.56+0.19

*Hesaplamalar kurumadde iizerinden yapilmustir.

4.3. Ekstrakt Veriminin Hesaplanmasi

Karides (Aristaecomorpha foliacea) artiklarmin farkli polaritedeki ¢ézgenlerle

ultrasonik ekstraksiyona tutularak elde edilen yag verimleri agisindan ethanol
(8.77+0.74) ilk siray1 almustir.

Cizelge 4.3. Karides (Aristaecomorpha foliacea) artiklarinin farkli ¢ézgenlerle yapilan
ekstraksiyonlarinin % Ekstrakt Verimleri

Aristaeomorpha Hekzan Kloroform Isopropil

foliacea Alkol Ethanol Methanol Aseton

*0p Ekstrakt

Verimi 8.67+0.95 8.32+0.87 8.47+1.10 | 8.77+0.74 | 8.54+0.88 | 8.30+1.25

*Astaksantin iceren yaglh ekstrakt.

4.4. Karides (Aristacomorpha foliacea) Artiklarimin Yag Asitleri Icerigi

Karides artiklarindan elde edilen yagli ekstraktin yag asitleri profili, gaz
kromatografisi cihazi (GC, Perkin Labor, Clarus 500) ile belirlenmis olup omega-3 yag
asitleri miktar1 hem karides eti hemde isleme artiklarinda ayr1 ayri degerlendirilmistir.
Karides isleme artiklarinin yiiksek EPA-DHA miktarina sahip olmalarinin sebebi olarak
bas alma ve kabuk ¢ikarma islemi sirasinda bas i¢inde bulunan ve kabukla birlikte gelen
et materyalinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.4. Karides (Aristaecomorpha foliacea) isleme artigi ve karides etinin yag
asitleri degerleri.

Yag Asitleri (%) Karides Eti (H*) Karides Artig1 (H*)
C14:0 (Laurik asit) 0.14+0.01 0.72+0.08
C15:0 (Pentadecanoik asit) 0.11+0.00 0.29+0.04
C16:0 (Palmitik asit) 18.47+0.88 18.51+1.01
C17:0 (Heptadecanoik asit) 0.35+0.03 0.71+0.07
C18:0 (Stearik asit) 2.94+0.23 6.32+0.45
C20:0 (Arashidik asit) 0.11+0.01 0.44+0.02
C21:0 (Henicosanoik asit) 0.96+0.07 0.83+0.11
C22:0 (Behenik asit) 0.00+0.00 0.03+0.00
C24:0 (Lignoserik asit) 0.17+0.01 0.13+0.01
LSFA** 23.24+0.16 27.97+0.23
C14:1 (Myristoleik asit) 0.01+0.00 0.07+0.00
C15:1 (cis-10-pentadecenoik asit) 0.03+0.00 0.04+0.00
C16:1 (Palmiteloik asit) 2.81+0.22 3.92+0.31
C17:1 (cis-10-heptadecenoik asit) 0.18+0.01 0.57+0.07
C18:1n-9 (Elaidik asit) 0.05+0.00 0.45+0.03
C18:1n-9 (Oleik asit) 8.07+0.65 21.58+1.02
C20:1n-9 (cis-11-eicosenoik asit) 1.62+0.08 5.17+0.44
C22:1 n-9 (Erucik asit) 0.29+0.02 0.31+0.02
C24:1 n-9 (Nervonik asit) 0.24+0.01 1.98+0.08
ZMUFA** 13.28+0.11 34.07+0.21
C18:2n-6 (Linoleaidik asit) 4.85+0.51 9.21+0.35
C18:2n-6 (Linoleik asit) 1.02+0.10 1.07+0.04
C18:3n-6 (y-Linolenik asit) 0.43+0.03 0.45+0.01
C18:3n-3 (ALA)*** 0.23+0.03 0.11+0.00
C20:2 (cis-11,14-eicosadienoik asit) 0.06+0.00 0.04+0.00
C20:3 n-3 (cis-11,14,17-eicosatrienoik 6.55+0.24 1.83+0.09
asit) 0.00::0.00 0.19+0.01
C20:4n-6 (Arashidonik asit) 18.18+0.88 8.07+0.73
C20:5 n-3 (EPA)*** 32.17£1.21 17.01£1.75
C22:6 n-3 (DHA)*** 63.48+0.30 37.97+0.32
2PUFA** 50.35+0.20 25.08+0.23
2DHA-EPA

*H: Hekzan ile ekstrakte edilerek elde edilen yagh ekstrak kullanilmigtir. **SFA: Doymus yag asitleri, MUFA: Tekli
doymamis yag asitleri, PUFA: Coklu doymams yag asitleri. ***ALA: Alfalinolenik asit, EPA: Eikosapentaenoik
asit, DHA: Docosahexaenoic asit.

4.5. Karides (Aristacomorpha foliacea) isleme Artiklariin Ekstraksiyonlarina Ait
Bulgular

Aristaeomorpha foliacea karidesi artiklarmin ekstraksiyonlarina ait astaksantin
miktar1 ve antioksidan aktivite degerleri Cizelge 4.5°de belirtilmistir. Deneme deseninde
belirtilen sartlarda yapilan ekstraksiyonlar sonucunda en yiiksek astaksantin miktarina
(339.33 pg/L veya ppm) ve en yiiksek antioksidan aktivite degerine (2.51 TEAC) 1:30
biyokiitle:¢ozgen oranina gore, 60 dakikada ve 30 °C’de yapilan ekstraksiyon sonucu
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ulagilmigtir. Bilgisayar programi ile yapilan analiz sonucu optimum kosullar
biyokiitle:c6zgen orani 1:30 g:ml, ekstraksiyon sicakligi 41 °C ve ekstraksiyon siiresi 88
dakika olarak bulunmus ve bu kosullara gore tahmini optimum astaksantin miktar
339.45 ppm ve tahmini antioksidan aktivite degeri de 2.54 TEAC olarak hesaplanmaistir.
Aristaeomorpha foliacea karidesinden astaksantin ekstraksiyonunun optimizasyonunda
maksimum astaksantin miktar1 ve antioksidan aktivite degerine biyokiitle:cozgen orani,
ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresinin etkileri bakimindan biyokiitle:czgen
orani; p degerinin 0.05’ten kii¢iik olmas1 (P<0.05) nedeniyle istatistiki olarak onemli
bulunmustur. Cozgen oraninin artirtlmasi astaksantin miktarin1 ve antioksidan aktivite
degerini de artirmaktadir.

Cizelge 4.5. Karides (Aristaeomorpha foliacea) isleme artiklarindan elde edilen
ekstraktlarin astaksantin igerigi ve antioksiadan aktivite degerleri

Ornek *X1 *X2 *X3 Astaksantin miktar1 | Antioksidan aktivite
°C) (dk) (g:ml) (ppm) degeri (TEAC)
A1 50 30 30 282.34 2.20
Az 30 30 20 122.59 1.01
Az 50 60 20 250.71 1.95
Aq 50 60 20 248.28 1.91
As 70 60 10 154.42 1.20
Ae 50 90 10 195.45 1.52
A7 30 90 20 333.44 2.47
Asg 30 60 30 339.33 2.51
Ao 70 90 20 256.92 1.97
Aio 50 30 10 186.39 1.43
An 70 30 20 214.92 1.67
A 30 60 10 174.21 1.35
Ais 70 60 30 296.84 2.27
Ay 50 60 20 251.36 1.96
Ais 50 90 30 273.92 2.11

* X1 ekstraksiyon sicakligi °C , Xa: ekstraksiyon siiresi (dakika) , Xa: karides artigi/¢6zgen orani (g/ml)
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Ekstraksiyon verimi i¢in Design Expert 10.0.1.0 in kuadratik denklemleri igin
ANOVA testi sonuglari ¢izelge 4.5 te verilmistir.

Cizelge 4.6. Astaksantin miktar1 Varyans (ANOVA) analiz Sonuglari

Kaynak Kareler Df Kareler p-Degeri
Toplamm Ortalamasi Prob>F
Model 45,337.57 9 5,037.51 0.1856
X1=s1caklik 269.93 1 269.93 0.7397
Xz=Zaman 8,032.15 1 8,032.15 0.1134
Xs=biyokiitle:cozgen mkt. 29,035.68 1 29,035.68 0.0148
X1X2 7,127.58 1 7,127.58 0.1308
X1Xs3 128.82 1 128.82 0.8179
XoXs 76.39 1 76.39 0.8591
X2 121.53 1 121.53 0.8230
X2? 568.84 1 568.84 0.6317
X3? 37.33 1 37.33 0.9011
Artik Deger 10,933.88 5 2,186.78
Uyum Eksiklig 10,928.61 3 3,642.87 0.0007
Hata 5.27 2 2.64
Dizeltilmis Toplam 56,271.45 14
R? 0.8057
R2adj 0.4559

df, Bagimsizlik Derecesi
Diizeltilmis Toplam, Ortalama igin diizeltilmis tiim bilgilerin toplamlari.
P>0.05 durumunda parametrenin 6nemsiz oldugunu gosterir.
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Cizelge 4.7. Ekstraklarin antioksidan aktivite degerleri Varyans (ANOVA) Analiz
Sonuglari

Kaynak Kareler Df Kareler p-Degeri
Toplam Ortalamasi Prob>F
Model 2.40 9 0.27 0.1568
X1=s1caklik 6.61 1 6.61 0.8111
Xzo=Zaman 0.39 1 0.39 0.118
Xs=biyokiitle:cozgen mkt. 1.61 1 1.61 0.0110
XXz 0.34 1 0.34 0.1323
X1Xs3 2.02 1 2.02 0.8946
XoXs 8.10 1 8.10 0.7916
X1? 0.019 1 0.019 0.6891
X2? 0.029 1 0.029 0.6199
X3? 4.85 1 4.85 0.8377
Artik Deger 0.52 5 0.10
Uyum Eksikligi 0.52 3 0.17 0.0040
Hata 1.40 2 7.00
Diizeltilmis Toplam 2.92 14
R? 0.8215
R2adj 0.5002

df, Bagimsizlik Derecesi
Diizeltilmis Toplam, Ortalama igin diizeltilmis tiim bilgilerin toplamlari.
P>0.05 durumunda parametrenin 6nemsiz oldugunu gosterir.

Varyans analizi (ANOVA) (Cizelge 4.5) modeldeki olasilik (probabilite)
degerlerinden biyokiitle:¢ozgen miktar1 p<0.0110 degeriyle ¢ozgen miktarinin
ekstraksiyon veriminde belirleyici olabilecegine isaret etmektedir. Buna gore ¢6zgen
miktari artirildik¢a verimin de artmasi beklenmelidir.

Ekstraklarin astaksantin miktar1 ve antioksidan aktivitesi ile ilgili 3 boyutlu
grafikler asagida (sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve sekil 4.4, 4.5, 4.6) gosterilmistir.

32



BULGULAR VE TARTISMA A. KAYA

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Astaksantin (ppm)

@® Design points above predicted value
@ Design points below predicted value
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X1 = A: Sicaklik
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Astaksantin (ppm)
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50
B: Zaman (dakika) A: Sicaklik (°C)

30 30

Sekil 4.1. Astaksantin miktarinin (ppm), sabit biyokiitle:¢6zgen oranina (g/ml) gore ti¢
boyutlu degisim grafigi

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Astaksantin (ppm)

@ Design points above predicted value
@ Design points below predicted value

I 339,33
122,59
400
X1 = A Sicaklik
X2 = C: ¢ozgen:biokitle

Actual Factor
B: Zaman = 60

Astaksantin (ppm)

C: ¢bzgen:biokutle (ml:g) '° 40 A: Sicaklik (°C)
10 30

Sekil 4.2. Astaksantin miktarinin (ppm), sabit zamana (dk) gore ili¢ boyutlu degisim
grafigi
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Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Astaksantin (ppm)

@ Design points above predicted value
@ Design points below predicted value

339.33
bl
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X1 =B: Zaman
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Sekil 4.3. Astaksantin miktarinin (ppm), sabit sicaklik faktoriine (°C) gore ti¢ boyutlu
degisim grafigi

Sekil 4.1.°de goriilecegi gibi biyokiitle:¢6zgen miktarini 1.20 (g:ml)’de sabitleyerek
ekstraksiyon siiresini artirmak astaksantin miktarinda lineer bir artisa neden olmustur.
Ekstraksiyon sicakligini artirarak elde edilen astaksantin miktarinda siirenin
artirilmasiyla elde edilene benzer artis goriilmistiir. Her iki degigkenin birlikte artilmasi
ile elde edilen astaksantin miktarinda yaklasik 50 °C ve 60 dk civarlarina kadar bir artis
gozlenmis daha sonra her iki degiskende meydana gelen artisin astaksantin miktarinda
bir azalis meydana getirdigi gozlemlenmistir.

Sekil 4.2.°de goriilecegi gibi ortalama ekstraksiyon siiresi olan 60 dakikada
biyokiitle:cozgen miktarmin artirllmasinin elde edilen astaksantin miktarin1 6nemli
derecede artirdigi gézlemlenmistir. Ekstraksiyon sicakliginin artirilmasinin astaksantin
miktarinda bir degisiklige neden olmadigi goriilmiis, her iki degiskenin birlikte
artirtlmasinin ¢ézgen oranimin artirilmasinda meydana gelen artisa benzer sekilde bir
artisa neden oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.3.’de goriilecegi gibi ekstraksiyon sicakligini 50 °C’de sabit tutarak yapilan
degerlendirmede ekstraksiyon siiresinin artirilmasinin astaksantin miktarint artirdig,
biyokiitle:gozgen miktarmin artirilmasimin astaksantin - miktarin1  yine artirdigini
gostermistir. Her iki degiskenin birlikte artisinda artista pozitif yonde bir ivmelenme
gbzlemlenmis, siire ve ¢ozgen oraninin maksimum oldugu boélgelerde astaksantin
miktarinin da maksimuma ulastig1 gériilmiistiir.
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Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Antioksidan Madde (teac)
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Sekil 4.4. Antioksidan aktivite degerinin (TEAC), sabit biyokiitle:c6zgen oranina
(9/ml) gore ti¢ boyutlu degisim grafigi
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Sekil 4.5. Antioksidan aktivite degerinin (TEAC), sabit zamana (dk) gore ti¢ boyutlu
degisim grafigi
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Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Antioksidan Madde (teac)

@® Design points above predicted value
@ Design points below predicted value
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Sekil 4.6. Antioksidan aktivite degerinin (TEAC), sabit sicaklik (°C) faktoriine gore {ig
boyutlu degisim grafigi

Sekil 4.4.°de goriilecegi gibi biyokiitle:¢ozgen miktarini 1.20 (g:ml)’de sabitleyerek
ekstraksiyon siiresini artirmak antioksidan aktivite degerinde lineer bir artisa neden
olmustur. Ekstraksiyon sicakligini artirarak elde edilen antioksidan aktivite degerinde
siirenin artirllmasiyla elde edilene benzer bir artis goriilmiistiir. Her iki degiskenin
birlikte artilmasinin antioksidan aktivite degerinde yaklasik 50 °C ve 60 dk civarlarina
kadar bir artisa yolactig1 g6zlenmis, daha sonra her iki degiskende meydana gelen
artisin antioksidan aktivite degerinde bir azalis meydana getirdigi goriilmiistiir.

Sekil 4.5.°de goriilecegi gibi ortalama ekstraksiyon siiresi olan 60 dakikada
biyokiitle:¢6zgen miktarinin artirilmasinin antioksidan aktivite degerini 6nemli derecede
artirdigl gézlemlenmistir. Ekstraksiyon sicakliginin artirilmasinin antioksidan aktivite
degerinde bir degisiklige neden olmadigr goriilmis, her iki degiskenin birlikte
artirtlmasinin ¢ézgen oranmin artirilmasinda meydana gelen artisa benzer sekilde bir
artisa neden oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.6.’da goriilecegi gibi ortalama ekstraksiyon sicakligi olan 50 °C’de sabit
tutarak yapilan degerlendirmede ekstraksiyon siiresinin artirilmasinin antioksidan
aktivite degerini artirdigl, biyokiitle:cozgen miktarinin artirilmasinin  antioksidan
aktivite degerini yine artirdigini gostermistir. Her iki deg§iskenin birlikte artisinda artista
pozitif yonde bir ivmelenme gdzlemlenmis, siire ve ¢dzgen oraninin maksimum oldugu
bolgelerde antioksidan aktivite degerinin de maksimuma ulastig1 goriilmiistiir.
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4.6. Karides (Aristacomorpha foliacea) Isleme Artiklarindan Astaksantin
Ekstraksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

Aristaeomorpha foliacea karidesi artiklar1 ekstraksiyonunda elde edilen
astaksantin miktarlar1 ve antioksidan aktivite degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir.
Yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen degerler ve Design Expert 10.0.1.0 istatistik
programi kullanilarak astaksantin miktar1 ve antioksidan aktivite degeri baz alinarak
ekstraksiyon kosullar1 optimize edilmistir.

Maksimum verim hedef alinarak yapilan hesaplamalar sonucu biyokiitle:¢6zgen
orant 1:30 g:ml, ekstraksiyon sicakligi 41 °C ve ekstraksiyon siiresi 88 dk optimum
kosullar olarak saptanmustir. Bilgisayar programi ile yapilan analizde tahmini elde
edilmesi gereken optimum astaksantin miktar1 339.45 ppm ve optimum antioksidan
aktivitesi degeri de 2.54 TEAC bulunmustur. Optimum kosullar altinda yapilan
deneysel ekstraksiyonlar sonucu astaksantin miktar1 336.4+5.1 ppm ve astaksantinin
antioksidan aktivitesi 2.48+0.07 TEAC olarak bulunmustur (Cizelge 4.8). Yapilan
istatistik analizinde bu degerler karsilastirllmis ve deneysel sonuglar ile tahmini
sonuglar arasinda istatiksel agidan fark olmadigi (p<0.05) tespit edilmistir. Bilgisayar
programi sonucu elde edilen tahmini degerler ve deneysel degerler arasinda fark
bulunmamast optimizasyonun dogrulugunu gostermektedir.

Cizelge 4.8. Optimum kosullar, maksimum astaksantin miktar1 ve maksimum
antioksidan aktivite degeri

Optimum Kosullar Astaksantin miktari Antioksidan aktivite
(ppm) degeri (TEAC)
Biyokiitle: | Ekstraksiyon | Ekstraksiyon | Deneysel Tahmini | Deneysel Tahmini
cOzgen sicakhigi (°C) siiresi (dk)
orani
1:30 41 88 336.4+ 5.1~ | 339.45~ | 2.48+0.074 2.54A
(n:3) (n:3)

*TEAC = Trolox esdeger antioksidan degeri pmol trolox/g karides ekstrakti. n:3: ekstraksiyon 3 defa
yapilmistir.

4.7. Farkh Cozgenlerin Karides (Aristacomorpha foliacea) isleme Artiklarindan
Astaksantin Ekstraksiyonuna Etkisi

Bu asamadan itibaren dondurarak kurutulmus karides isleme artiklari tespit
edilen optimum Kosullara gore aseton, etanol, hekzan, isopropil alkol, kloroform ve
methanol olmak tizere 6 farkli ¢6zgen vasitasi ile ekstrakte edilerek astaksantin miktart,
antioksidan aktivite degeri, renk Ol¢iimleri yapilmis ve bu ¢dzgenlerin ekstraksiyon
verimine ve astaksantin Kkalitesine etkileri SAS 9.4 (Statistical Analysis System, Cary,
NC, USA) paket programi kullanilarak hesaplanmistir.
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Optimum kosullar altinda etanol ile yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen
ekstraktin 198.85+6.62 ppm astaksantin i¢erdigi tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Etanol ekstresinin HPLC kromotogrami
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Metanol ekstresinin 190.91+7.15 ppm astaksantin i¢erdigi tespit edilmistir (Sekil 4.8).
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Isopropil ekstresinin 254.00+9.57 ppm astaksantin igerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Aseton ekstresinin 185.98+9.55 ppm astaksantin igerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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Kloroform ekstresinin 287.54+14.84 ppm astaksantin igcerdigi tespit edilmistir (Sekil

4.11).
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Hekzan ekstresinin 336.40+10.00 ppm astaksantin igerdigi tespit edilmistir

(Sekil 4.12).
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Cizelge 4.9. Aristacomorpha foliacea karidesi artiklari ekstraktlarinin kullanilan ¢6zgen
tiiriine gore astaksantin miktarlari, antioksidan aktivite degerleri ve renk degerleri

Cozgen Astaksantin  Antioksidan Renk (L) Renk(a) Renk (b)
Tiiri Miktari Aktivite
(ppm) Degeri

(TEAC)
Etanol 198.85+6.62° 1.46+0.07°¢ 49.06+1.40°  20.42+1.23>  13.46+1.16%
Metanol 190.91+7.15°¢ 1.43+0.04° 47.35£0.97% 21.74+0.57° 14.08+0.88°
isopropil Alkol 254.00+9.57° 1.93+0.05° 43.07£1.53  23.28+1.43%  14.07+1.272
Aseton 185.98+9.55¢ 1.38+0.04° 47.86+1.31% 20.05+1.33°  12.57+1.20°
Kloroform 287.54+14.84° 2.08+0.10° 41.40+£1.58% 23.92+1.38%2  14.42+1.27°
Hekzan 336.40+10.002 2.48+0.072 38.11+1.16%  25.24+1.45*  15.10+1.41°

Duncan ¢oklu karsilagtirma testine goére, hekzanin (336.40+10.00° ppm)
astaksantin miktarina gore en iyi ¢ozgen oldugu tespit edilirken en kotii oranlart
sirastyla etanol (198.85+6.62° ppm), metanol (190.91+07.15° ppm) ve aseton
(185.98+09.55° ppm) ¢o6zgenleri vermistir. Ayni harf degerine sahip ¢ozgenler arasinda
istatistiki fark bulunamamustir (Cizelge 4.9.).

Antioksidan aktivite degerine gore degerlendirildiginde hekzanin en iyi harf
degeri (2.48+0.07% TEAC) ile en iyi ¢bzgen oldugu goézlemlenirken, kloroform
(2.08+0.10° TEAC) ile isopropil alkolun (1.93+0.05° TEAC) ise aym harf degeriyle
ikinci siray1 paylastigi tespit edilmistir. Etanol (1.46+0.07° TEAC), metanol (1.43+0.04¢
TEAC) ve aseton (1.38+0.04° TEAC) c¢ozeltilerinin antioksidan aktivite degeri
acisindan istatistiki olarak bu ¢ozeltiler arasinda son siray1 aldiklari tespit edilmistir.

Renk ol¢iimlerine gore bir degerlendirme yapilmasi gerekirse dikkate alinmasi
gereken renk olan kirmizi rengi veren “a” ya gore hekzan ¢ozgeni en iyi degere
(25.24+1.45%) sahip oldugu goriiliirken kloroformun (23.92:1.38%), isopropil alkoliin
(23.28+1.43%) ve metanoliin (21.74+0.57°) ayni harf degeri ile ikinci siray1
paylastiklar: tespit edilmistir. Diger cozgenler ayni harf degeriyle, istatistiki olarak
aralarinda bir fark bulunmadigindan son siray1 paylasmislardir.
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5. SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda oncelikle Aristaeomorpha foliacea karidesi bas alma ve
kabuk c¢ikarma islemine tabi tutularak toplam elde edilebilecek isleme artigi miktar
tespit edilmistir. Elde edilen bulgulara gére 100 g Aristaeomorpha foliacea karidesinden
51.5441.53 g kadar igleme artig1 elde edilmistir.

Elde edilen bu isleme artiklar1 dondurarak kurutma (freeze dryer) ile kurutularak
elek yardimi ile standardize hale getirildikten sonra kimyasal kompozisyonu
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore 100 g kurutulmus, standardize hale getirilmis
Aristaeomorpha foliacea karidesi isleme artiginin kuru madde miktari: 23.32+1.95 g,
kil miktari: 5.56+0.19 g, yag miktar1: 1.77+0.05 g olarak belirlenmistir.

Ekstraklarda % 7.14+2.32 oraninda EPA, % 14.71+3.20 oraninda DHA olmak
lizere toplam % 21.85+5.30 omega-3 yag asidi igerigi tespit edilmistir. Isleme artigindan
bu kadar yiiksek omega-3 yag asidi eldesinin sebebi olarak bas alma ve kabuk ¢ikarma
islemleri sirasinda bas icinde bulunan ve kabukla beraber gelen et pargalarindan oldugu
distiniilmektedir.

Tez calismasinin birinci asamasinda; Kkarides isleme artiklarinin astaksantin
miktar1 ve antioksidan aktivite degeri gbzoniinde bulundurularak optimizasyon
yapilmistir. Hekzan ile yapilan optimizasyon c¢alismasina gbére optimum
biyokiitle:¢ozgen orani 1:30 g/ml, ekstraksiyon siiresi 88 dk ve ekstraksiyon sicakligi 41
°C olarak tespit edilmistir. Aristaeomorpha foliacea Kkaridesinden astaksantin
ekstraksiyonunun optimizasyonunda maksimum astaksantin miktar1 ve antioksidan
aktivite degerine biyokiitle:cozgen orani, ekstraksiyon sicakligt ve ekstraksiyon
stiresinin etkileri bakimindan biyokiitle:¢6zgen orani p degerinin 0.05’ten kiigiik olmasi
(P<0.05) nedeniyle istatistiki olarak oOnemli bulunmustur. Codzgen oraninin
artirilmasinin astaksantin miktarin1 ve antioksidan aktivite degerini de artirdigi tespit
edilmistir.

Ikinci asamada belirlenen optimum ekstraksiyon kosullarinda farkli polaritelere
sahip 6 adet ¢bzgen (etanol, metanol, isopropil alkol, aseton, kloroform, hekzan)
kullanilarak ekstraksiyonlar gergeklestirilmis ve bu ekstraktlarin astaksantin miktarlar
ve antioksidan aktiviteleri saptanmustir.

Optimum ekstraksiyon kosullarina gore astaksantin miktar1 igin hekzan
(336.40+10.00 ppm) en iyi ¢6zgen olarak bulunmustur.

Antioksidan aktivite degerleri agisindan bakildiginda optimum ekstraksiyon
kosullarina gore hekzan ¢ozeltisi (2.48+0.07 TEAC) en iyi ¢dzgen olarak bulunmustur.

Renk a degerleri acisindan hekzan (25.24+1.45) en iyi ¢ozgen olarak
bulunmustur.

Tez ¢alismasi sonucunda; Aristaecomorpha foliacea karidesi isleme artiklarindan,
saglik acisindan olduk¢a 6nemli olan ve gida endiistrisinde de bir ¢ok uygulama alam
bulunan astaksantinin eldesi ve maksimum verim igin ekstraksiyonda en uygun
¢ozgenin hekzan olacag diistintilmektedir.
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