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KISALTMALAR VE SIMGELER

A: Absorbans

UV-VIS: Ultraviyole Visible Spektroskopisi

GK: Geri kazanim

CH3COCHs: Aseton

CHCls: Kloroform

CsHaa: n-Hekzan

LC-APCI-MS: Sivi kromatografi-atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon-kiitle
spektrometresi

IgA: Bagirsaklar igerisinde tiretilen antikor tiirtidiir
LDL: Kétii kolesterol

HDL: Tiyi kolesterol

VHDL: Yiiksek yogunluklu kolesterol

VLDL: Diisiik yogunluklu kolesterol

NWL: Dogal somon

IECL: Ekolojik kiiltiirlenmis somon baligi
NECR: Ekolojik kiiltiirlii gokkusag1 alabalig
NCR: Geleneksel kiiltiirlii gokkusagi alabaliginda
BSA: Konjugat antijeni

Gly-BSA: Glisin konjugat antijeni

HSI: b-Hepatosomatik indeksi

GSI: Gonadosomatik indeksi

LPO: Lipid peroksidasyonu, yaglarin yiikseltgenmesi sonucu bozulmasi
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Tiirkiye'de ve Norvec'te Uretilen Somon Baliklarindaki Astaksantin Miktarmin
Tayini

Ogrencinin Adi: Tolgahan AYDIN
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Giilbin Erdogan
Anabilim Dali: Analitik Kimya Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Astaksantin, ticari olarak biiylik 6nem tasiyan mikroalglerden {iretilen
antioksidan 6zelligi giiclii, bu nedenle insan sagligi lizerinde olumlu etkiler yapan
karotenoid tiirtidiir. Karotenoidler hayvanlar tarafindan sentezlenemedigi icin, besin
aracilig1 ile alinmalari gerekmektedir. Astaksantin besin takviyesi ve antioksidan
olarak kullanilan kirmizims1 renkli olup, alglerde ve yosunlarda bulunan pigmenttir.
Birtakim alglerde ve yosunlarda dogal olarak bulunmaktadir. Astaksantin’ in bir¢ok
hastaligin tedavi ve Onlenmesinde etkili oldugu saptanmistir. Yapilan c¢aligmalar
sonucunda yeterli miktarda karotenoid alimi ile kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt,
makuler dejenerasyon, bazi kanser tiirlerine karsi azaltict ve Onleyici oOzelligi
belirlenmistir. Bu tez calismasinda somon beslenmesinde kullanilan astaksantinin
Tiirk ve ithal somon balik etlerindeki miktarlarmin belirlenerek karsilastirilmasi
amaclanmastir.

Gerec ve Yontem: Piyasadan temin edilen somon baliklarindan 6rnek alma ve
hazirlama yontemlerine gore drnekler alinarak tiiplere konuldu. Uzerlerine Na2SO4
eklenerek homojenize edildi. Homojenizasyon sonrasi 3 farkli ¢oziicii ilavesi ile
(aseton, n-hekzan ve kloroform) drnekler vortex’de 5 dakika karistirildi. Astaksantinin
¢oziicliye gegmesi igin tiipler aliminyum folyo ile sarilarak 48 saat +4°C de bekletildi.
Daha sonra ornekler siiziilerek, astaksantin miktarlart UV-VIS spektrofotometre
kullanilarak tayin edildi.

Bulgular: Analiz edilen Norve¢ Somonundaki astaksantin miktar1 literatiirlerde
verilen degerler ile kiyaslandiginda, yeterli miktarda astaksantin igerdigi belirlenmis
olup Tiirk Somonunda ise daha az astaksantin bulundugu belirlenmistir.

Sonug: Sonug olarak, somon baliginin astaksantin igerigi bakimindan zengin olmast,
beslenmede antioksidan 6zelligi olan astaksantin iceren somonunun tercih edilmesi,
sentetik tirlinlerden uzak durulmasi 6nerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Astaksantin, Norve¢ ve Tirk Somonu, UV-VIS
Spektrofotometre, Antioksidan.



Determination of the Amount of Astaxanthin Salmon produced in Turkey and
Norway

Student: Tolgahan AYDIN

Supervisor: Assist. Prof.Dr. Giilbin Erdogan

Department: Analytical Chemistry Department

2. ABSTRACT

Aim: Astaxanthin is a carotenoid type which is produced from commercially
important microalgae with strong antioxidant properties and therefore positively
affects human health. Since carotenoids cannot be synthesized by animals, they must
be taken through food. Astaxanthin is a reddish pigment that has been widely used in
salmon feeds, preserving the colors of trout, lobster, shrimp, tropical ornamental fish,
coloring egg yolks, and as a nutritional supplement and antioxidant in recent years. It
occurs naturally in some algae and mosses. Astaxanthin has been found to be effective
in the treatment and prevention of many diseases. As a result of the studies, it has been
determined that with sufficient amount of carotenoid intake, its reducing and
preventive properties against cardiovascular diseases, cataracts, macular degeneration,
some types of cancer. In this thesis, it was aimed to compare and compare the amount
of astaxanthin used in salmon feeding in Turkish and imported salmon fish meat.

Materials and Methods: Samples were taken from commercially available salmon
according to the sampling and preparation methods and placed in tubes. They were
homogenized by adding Na>SO4. After homogenization, the samples were mixed in
vortex for 5 minutes with the addition of 3 different solvents (acetone, n-hexane and
chloroform). Tubes were wrapped with aluminum foil and kept at + 4°C for 48 hours
in order for astaxanthin to pass into the solvent. Then the samples were filtered and
the amount of astaxanthin was determined using UV-Visible spectrophotometer.
Results: When the amount of astaxanthin in analyzed Norwegian Salmon was
compared with the values given in the literature, it was determined that it contained
sufficient amount of astaxanthin, and less astaxanthin was found in Turkish Salmon.
Conclusion: It is recommended that salmon be rich in astaxanthin, prefer salmon
containing astaxanthin, which has antioxidant properties, and avoid synthetic products.
Keywords:  Astaxanthin, Norwegian and  Turkish  Salmon, UV-VIS

Spectrophotometer, Antioxidant.



3. GIRIS VE AMAC

Astaksantin ilk defa, 1942’de Richard Kuhn tarafindan istakozdan saptanmig ve izole
edilmistir. Astaksantin bilinen en eski karotenoidlerden biridir. Astaksantinin hayvan
sagligimi ve canliligmi arttirdig: tespit edildiginde, daha fazla bilimsel caligmalar
ortaya ¢cikmustir. Astaksantin, karotenoidler olarak bilinen yap1 sinifina ait kirmizimsi
bir pigmenttir ve besin olarak kullanilan bir karatenoid tiirevidir. Ozellikle de
bitkilerin (mikroalg ve yosunlarin) giines 1s18indan aldiklar1 enerjiyi pigment haline

doniistiirmeleri sonucu olugsmaktadir. Besin zinciri sonucu hayvanlara gegmektedir.

Astaksantin pigmentinin icerigi, somon baliklarinin kendilerine has olan rengini
(turuncu-kirmizi) saglamaktadir (Tejera ve ark., 2008). Bu pigmentasyon, dogada
yasan hayvanlarin beslenmelerinde dogal olarak bulunan karotenoidlerden
kaynaklanirken, kiiltiirlenmis baliklarda, tatmin edici taze renklenme saglamak i¢in
(turuncu-kirmizimsi renk somon baliklariin tazeliklerini belirlemede 6nemli bir yer
tutmaktadir) beslenme planlamalarina pigmentler eklenmelidir (Bent ve Ewen, 2001).
Astaksantin dogada yetismeyen, kiiltiire edilmis baliklarin beslenmesinde endiistriyel
bir gida kaynagi olarak kullanildigi gibi bir¢ok tibbi ¢alismada ve giiclii antioksidan
etkisi sebebi ile gida takviyesi olarak da kullanilmaktadir. Antioksidan 6zelliginin C
ve E vitamininden daha fazla oldugu, kansere karsi olumlu yonde etki gosterdigi

belirlenmistir (Cross ve ark., 1987).

Bu ¢aligmada ithal edilen somon baliklarindaki astaksantin miktar1 ile Tirkiye’de

yetistirilen somon baliklarinin astaksantin igeriginin kiyaslanmasi amacglanmastir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 Somon Bahgimin Tarihgesi

Somon balig1 ya da diger bir tanimla som balig1 {ilkemiz denizlerinde dogal olarak
yetismeyen, Atlantik ve Pasifik kiyilarinda soguk iilke denizlerinde bulunan besin
degeri olduk¢a yiiksek bir baliktir. Somon tatli sularda (akarsu ve nehirlerde)

yumurtlayan ve ardindan biiylimek i¢in denizlere go¢ eden bir baliktir.

Resim 4.1.1 Norve¢ Somon Balig1 fotografi

Resim 4.1.2 Yerli Somon Balig1 fotografi

Somon yiizyillardir Avrupalilarin beslenmelerinin temel bir pargasi olmustur. Bunun

nedeni, Atlantik Somonunun habitatinin Avrupa kiyilarmin ¢ogunda, Ispanya'nin en



giineyine yayilmasindan kaynaklanmaktadir. Paleolitik zamanlardan beri bu alanlarda
avlanmistir. Bu baligin 6nemi, MS 1030'dan beri somon stoklarini1 korumaya yonelik
diizenlemelerin mevcut olmasiyla anlasilabilmektedir. Somon popiilasyonlarindaki
genel diisiis ilk olarak MS 1215'te, nehirler arasindaki aglarin (6zellikle Thames nehri)
Somonun dogal yumurtlama alanlarina donmesini durdurdugunda fark edilmistir. Bu,
yumurtlama somonu sayisinin onemli 6l¢iide azalmasina neden olmustur. Sanayilesme
ve modern balik¢ilik teknolojisinin gelismesiyle Somon tiirleri azalmaya devam
etmistir. Konserve ve buzlanma seklinde et koruma yontemlerinin kullanilmasi, somon
talebini diinya capinda arttirmis ve Atlantik popiilasyonlarini asagi ¢ektmistir. Bu
diisiis, Avrupa Atlantik Somonu stoklarinin ¢ogunun asir1 tikketim ve gesitli diger
faktorler nedeniyle ¢oktiigli 1960'lara kadar hizla azalmistir. Atlantik Somonun daha
onceleri Kuzey Amerika'daki nehirlerin %84'tinde bulundugu gézlemlenmistir. Bu dik
diislis egilimleri akabinde Kuzey Amerika Kitasi i¢in degil, ayn1 zamanda Avrupa'da

da 6nemli 6l¢iide somon popiilasyonlari diismiistiir.

Atlantik Somon popiilasyonlar1 1970'lerden beri 6nemli 6l¢iide azalmistir. Bu 6zellikle
izinsiz avlanmanin oldugu, %50'nin {izerinde azaldigi Kuzey Atlantik (Baltik Denizi)
popiilasyonlar i¢in gegerlidir. Bu sebeplerle tehlikeli boyuta ulagsmasa da Atlantik

somonunun genel niifusu 6nemli 6l¢iide azalmistir.

Pasifik somonu Oncorhynchus ailesindendir. Bu ailede 5'i Kuzey Amerika'da bulunan
7 somon tiirli vardir. Kuzey Amerika’daki Pasifik Somon balik¢iligi muhtemelen 9000
yil énce baglamistir. {1k balikgilik yéntemleri normalde dip aglar kullanarak, denizden
yumurtlamak i¢in dénen somon baliklarimi yakalamakti. ilk basta somon, Kuzey
Amerika yerlilerinin beslenmelerinde ¢ok onemli degildi. Ancak zaman gectikge,
bircok topluluk temel gida kaynagi olarak somon baligina bagimli hale geldi. Bazi
topluluklarin gida kalintilarinin %90'indan fazlasinin somondan olustugu ve bazi

alanlarda asir1 6nem tasidigi belgelenmistir (Lichatowich, 2001).

Somon Amerika Birlesik Devletleri'nin bati kesiminde kiiltiir ve ekonomilerin
gelismesinde dnemli bir rol oynamistir. Somon kurutularak veya igilerek, y1l boyunca
stabil bir protein kaynagi elde edilebilmektedir. Bu kararli protein kaynag: gida igin
kullanilmistir. Bu ekonomilerin ¢esitlendirilmesine ve kiiltiirel gelismeye yol agmastir.

Somon, uzun yillardir bat1 kiyisinda yasayan yerli halk tarafindan kapsamli bir sekilde



avlanmistir, ancak sanayilesmenin ve batiya dogru gog etkisiyle balikgilik isletmeleri
cok daha hedefli ve verimli hale gelmistir. 1860'larda konserve isletmeleri Kuzey
Amerika Kitasmin bati kiyilarinda iiretime baslamislardir. Bu sirketler Pasifik
somonunun daha fazla sevk edilmesini ve daha fazla insan tarafindan tiiketilmesini
saglayarak talebi arttirmistir. 1890'larin sonlarinda, giinde 20.000 kilo somon alabilen
oldukga etkili balikgilik yontemleri bulunmustur. Somonu kolay avlayabilmek igin
biiyiik teknelerle, okyanuslara agilan nehirlerin agizlarina yakin yerlere genis naylon
aglar doseyerek baliklar1 bu yolla yakalayarak somon endiistrisine katki saglamak i¢in
ugragsmislardir. Naylon aglar solungaglarin arkasina kayarak somonu aga dolastirip
kolaylikla avlanmasini saglamis oldu. Siirekli biiyiimeye dayali bir ekonomik sistem
altinda acik erisimli bir balik¢ilik piyasast géz oOniline alindiginda, bu balik¢ilik
teknikleri hasadi en iist diizeye ¢ikarmak i¢in kullanilmistir ve yabani somon baliginin
azalisint  siirdiirmeye neden olmustur. Bugilin, Kuzeybati Pasifik'teki Somon
popiilasyonlarinin sadece %16'sinin kararl oldugu diisiiniilmektedir (Stefano ve ark.,
2014).

Somon balig1 giiniimiizde bir¢ok tehditle karsi karsiyadir. Bunlardan en acil olanlar1
genetik varyasyon kaybi ve habitat bozulmasidir. Somon biiyltimek, yumurtlamak ve
geri donebilmek i¢in el degmemis ortamlara giivenmektedir. Okyanuslarda zaman
gecirdikten sonra, dogmak i¢in orijinal akislarina geri donebilmeleri zorunludur. Eger
bataklik veya habitat yikimi nedeniyle geri donemezlerse yumurtlamayacaklar ve
gelecek nesillere katkida bulunmadan o6lmektedir. Hem Atlantik hem de Pasifik
bolgelerinde yapilan barajlar bu konu 6zelinde biiylik sorunlara neden olmustur.
Columbia nehir havzasi, diinyanin en agir baraj havzalarindan biridir ve tahmini
somon yasam alaninin 1/3'i tamamen engellenmistir. Bununla birlikte ormanlardan
tomruk elde etme cabalari, iklim degisikligi ve genel yasam alan1 bozulmasi diinya
capindaki somon ortamlarinin kalitesini biiylik Ol¢lide azaltmistir. Cesitli baliklarin
yakalanmasi sirasinda mevcut giinliik kriterler, suyun temizligi ve sicaklig, riizgar,
hava sicakligi, tarith ve saat, yem tiiri somonun kalitesini belirleyen 6nemli
parametreler olarak kayitlara girmistir. Ticari olarak gilincel kayitlarin alinmasi
basladigindan beri balik popiilasyonunun negatif etkileri takip edilmistir. 19. yilizyilin
baslarindan ortalarma kadar, bataklik ve gilincel kayit tutma sonucu olarak, New

England bolgesindeki somon popiilasyonlarinin azalmasina habitat bozulmasinin



onemli olgiide etki ettigi belirlenmistir. Dogrudan yasam alani bozulmasi tehdidine ek
olarak, iklim degisikligi dogal ortamda yetisen somonlar i¢in de endise vericidir.
Diisiik kar seviyeleri, ilkbahar ve sonbaharda yumurtlamaya geri donen somon igin
suda daha diisiik akigkanliklar olup yumurtlama ve kulucka yavrulari i¢in daha az
yumurtlama habitatinin mevcut oldugu anlamina gelmektedir. Iklim degisikliginin bir
sonucu olarak artan su sicakligi da dnemli bir konudur ve 6nemli miktarda yumurtlama
bolgelerinin azalmasina neden olmaktadir. Kuzeybat1 Pasifik'te, vahsi somon
stoklarindan daha ¢ok kuluckahanede yetistirilmis kiiltiir somonlar1 bulunmaktadir
(Stefano ve ark., 2014). Kiiltiir baliklari ilk olarak vahsi stoklarin kaybina ek olarak
onlem amaciyla denizlere birakilmiglardir. Kiiltiir somonu, birgok farkli faktore karsi
direncli olmalarin1 saglayan somonun genetik varyasyonundan ziyade hastalik ve
cevresel tehditler dahil olmak {izere, ayn1 zamanda vahsi balik 6liim oranini artiran
sorunlarina da neden olmaktadir. Yabani balik 6liimlerindeki artislar, ayn1 zamanlarda
salinan ¢ok sayida kiiltiir baligindan kaynaklanir ve bu da okyanuslara biiyiik bir niifus
akisina neden olmaktadir. Bu kadar yiiksek stok yogunluguna sahip kaynaklardaki
sinirlamalardan dolay1 okyanus kaynakli 6lim oranlar1 artmaktadir (Lichatowich,
2001). Giiniimiizde artan ve diinya ¢apinda olusan somon taleplerini karsilamak adina
bircok bolgede somon iiretim ciftlikleri kurulmustur. Tiirkiye’de basta Karadeniz
bolgesi olmak iizere 1990’11 yillarin baslarindan itibaren somon iiretimi gergeklestiren
birgok isletme bulunmaktadir. Bu isletmeler vasitasi ile somon balig1 ihtiyacinin bir
kism1 karsilanmis olup, yurt disindan ithal edilen somon baliklarina da alternatif bir

gida temin edilmistir.

4.2 Astaksantin

Astaksantin, CsHg molekiiliinden olusturulan (Sekil 4.2.1 de gosterildigi gibi molekiil
formiilii: CsoHs204) tetraterpenoidler olarak bilinen fitokimyasal smifina ait bir
karotenoiddir. Bu karotenoidi olusturan temel yapi taglar1 olarak izopentenil difosfat
(veya IPP) ve dimetilalil difosfat (veya DMAPP) bulunmaktadir. Birgok karotenoid
gibi, astaksantin renkli, yagda ¢ozlinen bir pigmenttir. Renk, bilesigin merkezindeki
genisletilmis konjuge (alternatif ¢ift ve tek) cift bag zincirinden kaynaklanmaktadir
(Dalei ve Sahoo 2015).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C40H52O4

Sekil 4.2.1 Astaksantinin molekiil formiilii

Kan kirmizis1 gibi renge sahip bir pigment olan astaksantin, dogal bir sekilde yagmur
suyunda bulunan mikroalglerde; “Xanthophyllomyces Dendrorhous”
“Haematococcus Pluvialis” ve maya mantar1 olarak bilinen “Phaffia” da
bulunmaktadir. Astaksantinin olusumunda, sudaki tuz oraninin artisi, giines 1sinlarinin
fazlalig1 ve yetersiz beslenme gibi bir veya birden daha fazla etkenin bir araya gelerek
alglerin tlizerinde basing etkisi gostermesine neden olur. Basing iceren bu tatli su
mikroalgleri ile beslenen; kirmiz1 alabalik, somon, kizil ¢ipura, flamingo, kerevit,
ayrica karides, 1stakoz ve yenge¢ gibi kabuklu tiirlerin goriiniimlerinde turuncu-
kirmizi renklerinde pigment olusumuna neden olmaktadir. Astaksantinin besin olarak
kullanim1  yetiskin ~ kisilerde  gilinlik 40 mg/giin  olarak  verilmistir

(http://www.vitaminler.com, Erisim tarihi: 19 Eyliil 2019).

Karotenoidler, sadece fitoplankton, algler, bitkiler ve sinirli sayida mantar ve bakteri
tarafindan tiretilen 700'den fazla dogal lipitte ¢oziinlir pigmentten olusan bir ailedir.
Karotenoidler, dogada sagladiklar1 ¢ok cesitli renklerden sorumludur, en onemlisi
meyve, sebze ve yapraklarin parlak sar1 ve kirmizi renklerin olusumudur. Bitkilerde
ve alglerde, karotenoidler, klorofil ve diger pigmentleriyle birlikte fotosentetik islemde
hayati bir katilimcidir. Baz1 hayvanlar karotenoidleri diger formlara doniistiirebilirken,
yine de onlart diyetlerinden almalidirlar. Pembe Flamingo, 6rnegin, Spirulina veya
diger algleri su kiitlelerinden filtreler ve sar1 karotenoidleri, beta-karoten ve
zeaksantin, pembemsi-kirmiz1  karotenoidlere, astaksantin ve kantaksantine
dontistiirir. Bu kirmiz1 karotenoidler daha sonra tiiylerde etkisini gosterir ve kusun
carpici rengini ortaya ¢ikarir. Karotenoidler ve 6zellikle astaksantin, tekli oksijen ve

serbest radikaller olarak bilinen kimyasal olarak reaktif oksijen tiirleriyle etkilesime


http://www.vitaminler.com/

girme kapasiteleri ile ayirt edilebilmektedir. Ilging bir sekilde, karotenoidlerin giiglii
antioksidan 6zelliklerinin hayvanlar tizerinde faydalari ¢ok fazladir. Bilinen bir 6rnek,
diyetlerinden astaksantin biriktirerek ve lipit dokularini zararli bir oksidasyon olan
peroksidasyondan korumak i¢in astaksantini ete birakan soguk su baliklarinda
goriilmektedir. Bu da somon ve alabalik etinde saglikli pembemsi-kirmizi parlak bir
renk olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Bilimsel literatiirler, astaksantinin, beta-karoten,
zeaksantin, kantaksantin, C vitamini ve E vitamininin antioksidan faydalarini1 astigina
dair O6nemli kanitlar ortaya koymaktadir. Yasa bagli makula dejenerasyonunu
tyilestirir, kimyasal kaynakli kanserlere kars1 korur, yiiksek yogunluklu lipoproteinleri

arttirir ve bagisiklik sistemini gii¢lendirir (Cross ve ark., 1987).

Insan viicudunda her hiicresine oksijen bakimindan zengin kan vermek ve diizenlemek
icin gelismis arter, damar ve kilcal sistemler mevcuttur. Oksijen molekiilii, hiicrelere
ciddi zorluklar yaratan diger formlara da doniisebilmektedir. Tekli oksijen, siiperoksit,
peroksil ve hidroksil radikalleri gibi zararli reaktif oksijen tiirleri genellikle
fotooksidasyon, fizyolojik stres ve normal bagisiklik sistemi fonksiyonlarinin bir
sonucu olarak olusmaktadir. Ornegin tekli oksijen, normal biyolojik reaksiyonlar
sonucu olusan aktif bir oksijen seklidir. Oldukga reaktiftir ve nispeten uzun omiirliidiir
ve oksijenin temel durumuna dénmek i¢in aldig1 fazla enerjiyi baska bir molekiile
aktarmalidir. Astaksantin, tekli oksijenden fazla enerjiyi emme, onu 1s1 olarak serbest
birakma ve oksijeni ve kendisini 2 yer durumuna geri dondiirme egilimi 6zellikle
yiiksektir. Tekli oksijenin bu ndtralizasyonu 'sondiirme' olarak bilinmektedir (Ji,
1995).

Serbest radikaller, kararli bir molekiiler yapiy1 yerine getirmek i¢in gerekli olan
eslenmemis veya eksik elektronlar1 olan yiiksek derecede reaktif ve kararsiz
molekiillerden olusan baska bir ailedir. Bu onlar yetersiz elektronlarini elde etmek
icin diger hayati hiicresel molekiillerden elektronlar1 almaya itmektedir. Bu, serbest
radikalleri stabilize eder ve daha fazla elektron arayan serbest radikal haline
doniistiirmektedir. Bu elektron alma olaylar1 ¢ogu zaman en kritik hiicresel bilesenleri
icerir ve protein bozulmasi, oksitlenmis lipitler ve DNA hasar1 gibi hiicresel
yaralanmalara yol agabilmektedir. Ne yazik ki serbest radikaller, hiicre zarlarinin temel
bileseni olan elektronca zengin doymamis yag asitlerine saldirmak i¢in asir1 bir

afiniteye sahiptir. Bu peroksidize yag asitleri daha sonra bir antioksidan veya baska



bir uyumlu molekiil "diisen domino" etkisini kesene ve durdurana kadar zincir
reaksiyonunda daha fazla yag asidi radikali olusturmaktadir. Baz1 teoriler, lizgiin bir
oksidatif dengenin romatoid artrit, kalp hastaligi, Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastalig1, kanser ve inme gibi durumlarda katkida bulunan bir faktér olabilecegini
ortaya koymaktadir. Normalde, serbest radikaller dengesi ve bunlara kars1 koymak igin
stiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimleri gibi bir antioksidan cephanemiz
bulunmaktadir. Bununla birlikte zayif beslenme, stres, hava kirliligi, sigara i¢me,
ultraviyole 1s1k veya hastalik gibi bir dizi kosul bu dengeyi bozabilmektedir. Zorlu
fiziksel egzersiz bile oksidatif strese ve hiicrelere serbest radikal hasarina neden olan
reaktif oksijen ve azot tiirlerinde bir artisa yol agabilmektedir. Enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan sistemler, dokularin egzersiz sirasinda asir1 oksidatif hasardan
korunmasinda hayati bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte, antioksidan sistemlerin
tilkenmesi, dokularin savunmasinin asir1 reaktif oksijen tiirleri tarafindan boguldugu
ve daha sonra hasara karsi savunmasiz oldugu bir duruma neden olabilmektedir.
Yorucu egzersiz sirasinda olusan reaktif oksijen ve azot tiirleri, iskelet kasi hasari,
iltihaplanma ve lipit peroksidasyonunun aracilari olabilir ve ayrica yorucu egzersiz
sonrast hiicrelerdeki kalsiyum homeostazinin kaybina katkida bulunan bir faktor
olabilmektedir. Oksidatif egzersiz stresi tarafindan iiretilen serbest radikallerin de
bagisiklik fonksiyonunu bozdugu ve enflamatuar bir yanita yol acti§1 gosterilmistir.
Bagisiklik sisteminin bir¢ok bileseni, uzun siireli, yogun efordan sonra olumsuz
degisiklik gostermektedir. Bagisiklik o6lgiisiine bagl olarak, zayiflamis bir bagisiklik
stiresi 3 ile 72 saat siirebilmektedir. Asir1 egzersizin bir sonucu olarak uzun siireli stres,
salgi-IgA'nin  dogal Oldiiriici  hiicre sitotoksisitesi gibi bagisiklik  sistemi
fonksiyonunun bazi yonlerinde azalmaya yol agabilmektedir. Arastirmacilar, egzersiz
sirasinda olusan oksidatif maddelere karsi koymak i¢in diyet antioksidanlarinin
kullanilmasini 6nermektedir. Yapilan ¢aligsmalar, karotenoidler ve E ve C vitaminleri
gibi antioksidan vitaminlerle diyet takviyesinin, egzersiz sonrasi lipit peroksidasyonu
tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Sigan mitokondrisinde lipit
peroksidasyonunu dnlemede astaksantin E vitaminden 100-500 kat daha gii¢lii oldugu
gosterilmistir. Ateroskleroz, kan damarlarinda yag asidi ve kolesterol plaklarinin
birikmesinden gelisir ve kan damarlarinin daralmasina ve sertlesmesine yol

acmaktadir. Sonugta bu hastalik koroner kalp hastaligi, kalp krizi veya felce yol
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acmaktadir. Yag asitleri ve kolesteroliin lipoprotein tasiyicilar1 genellikle LDL (kotii
kolesterol), HDL (iyi kolesterol), VHDL ve VLDL olarak siniflandirmaktadir. LDL
lipoproteinlerin (kotii kolesterol) oksidasyonu, gelisiminde temel bir faktor olarak
gosterilmistir.  Bununla birlikte, klinik kanitlar diyet karotenoidlerinin LDL
oksidasyonunu azaltabildigini ve bu nedenle bu tip kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
savunmaya yardimei1 olabilecegini gostermektedir. Astaksantinin, HDL'de biraz daha
disiik bir konsantrasyona sahip, esas olarak kan plazmasi LDL ve VLDL
lipoproteinlerinde biriktigi ve bodylece oksidasyona karst koruma sagladigi

gosterilmistir (Osterlie ve ark., 1999).

Karotenoidlerin antioksidan potansiyelinin, viicudun saglikli bir halini korumasina
yardimci olmak icin serbest radikalleri ve oksidatif yiikii dnemli dl¢lide azaltabilecegi
goriilmiistiir. Karotenoidler ve 6zellikle astaksantin, 1) tekli oksijeni sondiirmek ve
enerjiyi 1s1 olarak dagitmak ve 2) zincir reaksiyonlarini dnlemek ve sonlandirmak igin
serbest radikalleri atmak suretiyle hiicreleri oksidasyona karsi korumaktadir. Ozel
molekiiler yapisi nedeniyle, astaksantin son derece giiclii bir antioksidan gdrevi goriir.
Tekli oksijene kars1 ¢ok etkili bir sondiirme etkisine sahiptir, lipit ve serbest radikaller
icin giiclii bir temizleme kabiliyetine sahiptir ve peroksit zincir reaksiyonlarini etkili

bir sekilde kirmaktadir (Kurashige ve ark., 1990).

Aragtirmacilar, karotenoidlerin antioksidan kapasitesini 6lgmek igin ¢esitli yontemler
gelistirdiler. Bu tahlillerin bazilar test tiiplerinde (in vitro) daha iyi kontrol kosullarina
veya hiicrelerin kendilerine (in vivo) yapilir. Tipik olarak, serbest radikaller veya
peroksitler lireten bir kimyasal, kolayca oksitlenebilen bir yag asidi gibi bir substrat ile
karistirilmaktadir. Reaksiyon hizi belirlendiginde, yag asidinin peroksidasyon hizini
nasil sondiirdiigiinii veya yavaglattigin1 belirlemek icin karotenoidler veya diger
antioksidanlar ilave edilebilmektedir (Haila ve ark., 1997). Astaksantinin gii¢lii radikal
siptiriici ve tekli oksijen sondiirme oOzelliklerini gosteren ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Astaksantinin serbest radikalleri nétralize etmede beta-karoten' den
onemli Olgiide daha etkili oldugu ve doymamis yag asidi metil esterlerinin
kantaksantin, beta-karoten veya zeaksantin' den daha iyi peroksidasyona kars1
korudugu gosterilmistir. Aslinda, Astaksantin antioksidan aktivitelerinin, zeaksantin,
lutein, cantaksantin ve beta-karoten gibi diger karotenoidlerden yaklasik 10 kat daha

giicli oldugu gosterilmistir. Astaksantinin diger karotenoidlere kiyasla iistiin singlet
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oksijen sondiirme yetenegini ifade etmek icin bir kemiliiminesan teknik kullanilmistir.
Ayrica, Astaksantin etkinliginin ve giiciiniin, normal olarak in vitro kosullarla
kullanilan daha yiiksek oksijen konsantrasyonlarinin aksine, dokularda bulunan diisiik
oksijen konsantrasyonlarinda daha iyi ifade edildigi sonucuna vardi. Arastirmacilar
farkli test sistemleri kullansa da astaksantinin, zeaksantin, lutein, beta-karoten ve
kantaksantin gibi diger karotenoidlerin antioksidan aktivitesini agtigi gosterilmistir.
Sekil 4.2.2’de gosterildigi gibi, astaksantin, E vitamini olarak da bilinen
alfatokoferolden 500 kat daha fazla bir tekli oksijen sondiirme aktivitesine sahiptir. E
Vitamini (tokoferol), viicut icin lipitte ¢dziinen bir baska antioksidandir. ilging bir
sekilde, E vitamini eksikligi olan sicanlarda, Astaksantin eksikligin geri kazanilmasina
ve lipit peroksidasyonunun neden oldugu hasara karsi korumaya yardimci
olabilmektedir. Sigan mitokondrilerinin homojenatin1 kullanarak, astaksantin, lipit
peroksidasyonunu inhibe etmek i¢in E vitaminden 100 kat daha biiyiik bir aktiviteye
sahiptir. Baska higbir bilesik bu kadar giiglii bir aktivite gostermedi. Yazarlar, hiicresel
lipidlerin in vivo peroksidasyona karsi korunmasinda “siiper E vitamini” olarak

astaksantin roliinii 6nermektedirler (Kurashige ve ark., 1990).

1
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Sekil 4.2.2 Cesitli Antioksidanlarin etkinliklerinin kiyaslanmasi (Kurashige ve ark., 1990).

Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda, benzer sonuglar Astaksantinin bir antioksidan olarak
peroksil radikallerine karsi etkinligini gostermektedir. Membran fosfolipidlerinin
peroksidasyondan korunmasinda astaksantin  beta-karoten, zeaksantin veya
kantaksantinden daha etkili oldugu gosterilmistir. Baska bir raporda, tavuk embriyo

fibroblastlarinin (CEF) birincil kiiltiirleri, herbisit, parakuat, radikal iiretici olarak
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maruz birakilarak oksidatif olarak vurgulanirken, antioksidan etkiyi belirlemek i¢in
cesitli astaksantin seviyeleri ilave edilmistir. Antioksidan enzimler siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon peroksidazin aktiviteleri, oksidatif stres
endeksleri olarak Ol¢lilmistiir. Astaksantin olmadan, paraquat SOD ve Kkatalazin
aktivitelerini iki kattan fazla arttirmis ve glutatyon peroksidaz aktivitesini %50'den
fazla azaltti ve yiiksek oksidatif stres gostertirmistir. Test edilen tiim astaksantin
seviyelerinde parakuat ile indiiklenen oksidatif strese kars1 koruma gozlendi ve bu
modelde beta-karoten veya E vitaminden onemli Ol¢iide daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir (Lawlor ve O’ Brien., 1995). Diger ¢alismalar, astaksantin radikalle
baslatilan lipit peroksidasyonuna ugrayan sican karaciger mikrozomlarina beta-

karoten veya E vitamininden daha fazla koruma sagladigini1 gostermektedir.

4.3. Astaksantin hakkinda yapilan ¢calismalar

Dhankhar ve ark., 2017, tarafindan yapilan g¢alismada astaksantinin en Onemli
aktiviteleri ile ilgili mevcut literatiir gozden gegirip, karotenoidlerin kimyasal yapisi,
astaksantinin farkli kimyasal formlari, astaksantinin bioyararliligi ve giivenligi,
astaksantinin saglik agisindan faydalari (antioksidan o6zellikler ve oksidatif stres, bir
fotograf koruyucu olarak astaksantin, astaksantin ve goz sagligi, astaksantin ve
antidiyabetik aktivite, astaksantin ve cilt sagligi, astaksantin ve iltihap, astaksantin ve
hiicresel saglik astaksantinin anti-kanser o6zellikleri, detoksifikasyon ve karaciger
fonksiyonunda astaksantin, astaksantin ve norodejeneratif hastaliklar) ile ilgili detayli
bir bilgi sunulmustur. Calisma sonucunda astaksantinin faydalar1 vurgulanmis olup
astaksantin iceren kabuklu deniz canlilar1 ve somon baliklarmin tiiketilmesi ya da gida

takviyesi olarak kullanilmas1 onerilmistir.

Tejera ve ark., 2008, tarafindan yapilan galismada astaksantinin Pagrus baliginin
(Sparidae ailesine bagli bir balik tiiriidiir.) rengine etkisi arastirilmistir. Kiyaslama ve
maliyet analizi yapabilmek adina, 2 farkli astaksantin i¢eren yem kullanilarak 3 kez 6
diyet tedavisi ile beslenen baliklarinin renkleri gézlemlenmis ve HPLC cihaz ile
analiz edilmistir. Kullanilan yem cesitleri sirasiyla; karidesten elde edilen (yaklasik

astaksantin icerigi: 33 mg/kg), yesil alglerden (Haematococcus pluvialis) elde edilen
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(yaklasik astaksantin igerigi: 25-50 mg/kg) yemlerdir. HPLC analizi, astaksantin
diesterlerinin pembe baliklarin derisindeki ana karotenoidler oldugunu gostermistir.
Maliyeti diisiirmek adina daha diisiik astaksantin igeren yemler kullanilmis olup

sonucunda renk degisimi olsa da istenilen rengin elde edilmedigi gozlemlenmistir.

Nakano ve ark., 1999, tarafindan Astaksantin bakimindan zengin kirmizi mayanin
(Phaffia rhodozyma) gokkusagi alabaliklarinda oksidatif stres iizerine etkisi
arastirilmistir. Astarsantin bakimindan zengin olan kirmizi mayasinin antioksidan
biyolojik etkisi, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tizerinde incelenmistir.
Ozellikle kirmizi mayay1 besleyen baligin serum trigliserit diizeyi kontroliinki kadar
diisiik oldugu goriilmiistiir. Kirmizi maya ile beslenen baliklar ile kontrol arasinda kas
LPO diizeylerinde anlaml1 bir fark olmadig1 da gézlenmistir. Mevcut sonuglar, ilk kez
diyet kirmizi mayasinin LPO doku olusumunu etkili bir sekilde baskiladigini ve
alabalik kas pigmentasyonunu gelistirmenin yani sira karaciger fonksiyonunu
normallestirdigini gdstermektedir. Bu nedenle, kirmizi maya, baliklarda okside olmus
yag kaynakli oksidatif stres iizerinde azaltici bir etkiye sahip oldugu sonucuna

varilmistir.

Tolasa ve ark., 2005, tarafindan gergeklestirilen calismada, toplam karotenoid
(astaksantin, kantaksantin) icerigi, geleneksel olarak kiiltiirlenmis somonda (ICL,
N1CL, N2CL), dogal somonda (NWL), ekolojik kiiltiirlenmis somonda (IECL),
ekolojik kiiltiirlii gokkusagi alabaliginda (NECR) (Oncorhynchus mykiss), geleneksel
kiltirlii gokkusagi alabaliginda (NCR) (O. mykis) incelenmistir. Nicel ve nitel
karotenoid tayini sirasiyla spektrofotometrik yontem ve ince tabaka kromatografi
yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Pigmentasyon igin astaksantin en onemli
karotenoid olarak belirlenmistir. Geleneksel kiltiirlii somondaki karotinoid
konsantrasyonu, dogal somon ve ekolojik kiltiirli somondaki karotenoid
konsantrasyonundan daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. En diisiik karotenoid

konsantrasyonu ekolojik kiiltiirlii gokkusagi alabaliginda (O. mykiss) belirlenmistir.
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Lu ve ark., 2010, tarafindan astaksantin ve karotenoid onciillerinin kirmizi mayadan
(Phaffia rhodozyma ya da Xanthophyllomyces dendrorhous) yiiksek performansli Sivi
kromatografisi ile analizi ¢alismasi yapilmistir Bu ¢alismada, Maya Mantarindaki
astaksantinin ve karotenoid onciillerinin eszamanli analizi i¢in bir HPLC yontemi
kullanilmistir. Astaksantin, 480 nm 'de tespit edilerek Ol¢iilmiis olup karotenoid
onciileri LC-APCI-MS ve UV-VIS absorpsiyon spektrumlari ile tanimlanmustir.

Régnier ve ark., 2015, tarafindan yapilan ¢calismada, bir mikroalg’den (Haematococcus
pluvialis) elde edilen astaksantinin antioksidan aktivitesini sentetik astaksantin ile
karsilastirmislardir. Dogal ekstreler ¢oziicii veya stiperkritik ekstraksiyon yontemleri
ile elde edilmistir. Her iki dogal ekstraktin UV, HPLC-DAD ve (HPLC- (atmosferik
basingli kimyasal iyonizasyon ((APCI) + iyon tuzagi-MS) cihazlar1 kullanilmistir. Bu
dogal ekstraktlarin karakterizasyonlari, benzer karotenoid bilesimleri fakat serbest
astaksantin ve ester tlirevlerinde farkli yiizdelerde oldugu bulunmustur. Trolox
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) tayininde, ester igeren dogal ekstraktlarin
serbest astaksantinden daha giiglii antioksidan aktiviteler sergiledigini gdstermistir.
Dogal ekstraktlardaki hiicre ici antioksidan aktivite sentetik astaksantinden (5 pM)
yaklagik 90 kat daha yiiksektir. Calisma sonucunda, toksisite olmadan kardiyovaskiiler

hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavisinde kullanilmasi 6nerilmistir.

Moretti ve ark., 2006, tarafindan gerceklestirilen caligma, gokkusagi alabaligi
pigmentasyonu ic¢in kullanilan sentetik ve dogal kaynaklardan astaksantin optik
izomerlerinin oranlarimi arastirmak icin yapilmistir. Kirmizi maya (Phaffia
rhodozyma), yosun (Haematococcus pluvialis), Antarktika krili unu, krill yagi ve
karides unu gibi farkli bilesenler analiz edilmistir. Daha sonra, farkli karotenoid
kaynaklar1 ile beslenen balik etlerindeki astaksantin izomer oranlarimi aragtirmak
amactyla, 60 giin boyunca 60 mg. kg™ astaksantin sentetik kaynaktan, yosun ve kirmizi
maya iceren diyetler ile beslenmistir. Kuzey Italya'nmn farkli su iiriinleri
yetistiriciliginde yetistirilen farkli pigmentli gokkusagi alabaligi drnekleri de yerel
perakendecilerden satin alinip analiz edilmistir. Calisma sonucunda goriilmiistiir ki
sentetik astaksantin ile beslenen baliklara nazaran kirmizi maya ve yosundan imal

edilen yemlerle beslenen baliklardaki astaksantin varligi 4-5 kat fazla olmaktadir.
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Dong ve ark., 2014, tarafindan astaksantinin Yesil Alg ‘den (Haematococcus pluvialis)
cikarilmak i¢in dort farkli yontem ¢alismasi yapilmistir. Sirastyla HC1-ACE
ekstraksiyonu ve HCI-ACE yéntemiyle astaksantin ekstraksiyonu, HEX-IPA ikili
¢oziiciiler ekstraksiyonu ve EX-IPA ikili ¢o6ziiciiler ¢ikarma yontemi (10 mg 6rnek, 2
mg hekzan/izopropanol (6/4 v/v) ikili organik ¢oziiciilere 20 dakika boyunca buzlu su
banyosunda ultrasonik olarak ekstrakte edildi) astaksantin ekstraksiyonu, MET-ACE
2 Adimli Ekstraksiyon ve (bu prosediirde, on miligram 6rnek 15 mL'lik cam siseye
tartildi ve sirayla 5 dakika boyunca 1 mL metanol ve aseton ile buzlu su banyosunda
ultrasonik olarak ekstrakte edildi) astaksantin ekstraksiyonu, MET-ACE 2 Adiml
Ekstraksiyon ve (bu prosediirde, on miligram 6rnek 15 mL'lik bir cam siseye tartildi
ve sirayla 5 dakika boyunca 1 mL metanol ve aseton ile buzlu su banyosunda
ultrasonik olarak ekstrakte edildi) astaksantin ekstraksiyonu yontemleri kullanilmistir.
Dort farkli metodun uygulanmasi sonucunda en verimli metodun HCI-ACE

yontemiyle astaksantin ekstraksiyonu metodu oldugu belirlenmistir.

Bjerkeng ve ark., 1992, tarafindan gergeklestirilen ¢alismada baliklarin baslangig
evrelerinden cinsel olgunlagma evrelerine kadarki zaman zarfinda astaksantin ile
beslenme sonucundaki renk ve Astaksantin miktarlarinin tayini caligmalari yapilmistir.
Gokkusagr alabaligina 100 mg astaksantin ve kantasantin /kg igerige sahip diyetler
verilmistir. Karotenoidler ile beslenen olgunlasmamis alabaliklarin etindeki
karotenoid konsantrasyonu, 20 mg/kg nihai seviyesine ulagmistir. Olgunlagsmamis
alabaliklarda karotenoid ile besleme yontemi sonucunda derisindeki karotenoid
konsantrasyonu ilk 49 hafta boyunca artmig ve daha sonra azalmistir. Astaksantin ile
beslenen alabalik derisindeki karotenoid konsantrasyonu, kantaksantin ile beslenen
baliklardan daha yliksek olma egilimindeyken, karaciger i¢in tersi bulunmustur. Cinsel
olarak olgunlasmis disi ve erkeklerin toplam karotenoid igerigi, olgunlagsmamis
baliklardakinin sirastyla %73-79'u ve %18-19 olarak goriilmiistiir. Disi baliklardaki
karotenoid igerigi cinsel olgunlasma ile orta derecede artmistir ve erkeklerin

derisindeki karotenoid igerigi giiglii bir sekilde artmistir.
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Dissing ve ark., 2011, tarafindan somonlarda astaksantin konsantrasyonunun
belirlenmesinde multispektral goriintiileme ¢aligmasi yapilmistir. Deney igin 2 yasina
kadar astaksantin igeren yem ile beslenmis baliklar fileto haline getirilerek orta
kisimlardan alinan numuneler multispektral goriintiileme cihazinda analize tabi
tutulmustur. Goriintii yakalamadan hemen sonra her numune kiyilmig ve daha sonra
da dondurulmustur. 14 giinlik depolamadan sonra astaksantin konsantrasyonlarini
belirlemek amaci ile klorofrm ile ekstrakte edilip HPLC de analiz edilmistir. Elde

edilen sonuglar multispektral metot ile edilen goriintiilemeyle uyusmustur.

Nur ve ark.,, 2019, tarafindan astaksantin antioksidan aktivitesinin, lipit
peroksidasyonuna karsi E vitamininden 100 kat daha fazla oldugu ve tekli oksijen
sondiirmede E vitamininden yaklasik 550 kat daha gii¢lii oldugu bildirilmistir. Bu
calismanin amaci, UV-VIS spektroskopisi kullanilarak glikasyona tabi tutulmus
BSA'dan UV absorbansini azaltmak i¢in en iyi astaksantin konsantrasyonunu
bulmaktir. Astaksantin, farkli konsantrasyonlarda (1x10°— 1x10° mol/L) metanol ile
¢Oziiliip ardindan BSA glikozatli 100 mM ve 500 mM'ye eklendi ve ardindan UV-VIS
spektroskopisi ile gozlemlendi. 284 nm dalga boylarindaki UV-VIS spektroskopi
gdzlemlerinden, astaksantin konsantrasyonu igin en iyi sonuglar 0.2x 10 ve 1x1071°

mol/L oldugu belirlenmistir.

Tizkar ve ark., 2016, tarafindan gergeklestirilen bu ¢alisma, Japon baliginin (Carassius
auratus) hepatosomatik indeksi (HSI) ve gonadosomatik indeksi (GSI) iizerinde iki
kaynak karotenoidin etkilerini arastirmistir. Bu deney ig¢in, 50, 100 ve 150 mg
karotenoid kg igeren diyetler ile sentetik astaksantin ve B-karoten konsantrasyonlari,
temel bir sazan diyetine ilave edilirken, bir grup balik, bir kontrol diyeti ile
beslenmistir (karotenoid eklenmemis). Hepatosomatik (HSI) ve gonadosomatik (GSI)
indeksleri, disi Japon balig1 anaclarmin yumurtaliklarinda ve karacigerlerindeki
toplam karotenoid seviyeleriyle birlikte aylik olarak incelenmistir. Hem karaciger hem
de yumurtalik dokularindaki toplam karotenoidler ile GSI arasinda deneyin 90 ve 120.

giinlerinden sonra anlamli bir pozitif korelasyon gozlendi.
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HSI, karotenoidle zenginlestirilmis diyetlerden etkilenmemistir. Bununla birlikte,
karotenoidle zenginlestirilmis diyetler, gonadlarda daha fazla karotenoid birikmesine
neden oldu. B-karotenle zenginlestirilmis diyetler (B150), 90 giin sonra karacigerde
daha fazla karotenoid birikimine yol agti. Son olarak, daha yiiksek seviyelerde
astaksantin igeren diyetlerin vep-karoten, Japon balig1 anaglarinda GSI'yi iyilestirdigi

belirlenmistir.

4.4 UV-VIS Spektrofotometre

Spektrofotometre, bir 151k demeti numune ¢ozeltisinden gegerken 15181n yogunlugunu
Olcerek kimyasal bir maddenin 15181 ne kadar emdigini 6l¢en bir yontemdir. Temel
ilke, her bilesigin 15181 belirli bir dalga boyu araliginda emmesi veya iletmesidir. Bu
Olciim ayn1 zamanda bilinen bir kimyasal maddenin miktarini 6lgmek icin de

kullanilabilmektedir.

Spektrofotometre kimya, fizik, biyokimya, malzeme ve kimya miihendisligi ve klinik
uygulamalar gibi ¢esitli alanlarda kantitatif analizin en kullanigli yontemlerinden
biridir.

Her kimyasal bilesik, 15181 (elektromanyetik radyasyon) belirli bir dalga boyu
araliginda emer iletir veya yansitir. Spektrofotometre, bir kimyasal maddenin ne kadar
emdigini veya ilettiginin bir Ol¢limiidiir. Spektrofotometre ¢esitli alanlarda (orn.
Kimya, fizik, biyoloji, biyokimya, malzeme ve kimya miihendisligi, klinik
uygulamalar, endiistriyel uygulamalar, vb.) Kantitatif analiz i¢in yaygin olarak
kullanilir. Kimyasal maddeler veya malzemelerle ilgili herhangi bir uygulama bu
teknigi kullanabilir. Ornegin biyokimyada, enzimle katalize edilen reaksiyonlart
belirlemek icin kullanilir. Klinik uygulamalarda, klinik tani i¢in kan veya dokulari
incelemek i¢in kullanilmaktadir (Werner ve Deniz, 2017). Atomik absorpsiyon
spektrofotometresi ve atomik emisyon spektrofotometresi gibi spektrofotometrenin

cesitli varyasyonlar1 da vardir.

18



Spektrofotometre, numune c¢ozeltisinden gectikten sonra emilen fotonlarin (1s1k
yogunlugu) miktarin1 6lgen bir aractir. Spektrofotometre ile bilinen bir kimyasal
maddenin miktar1 (konsantrasyonlar) tespit edilen 1518in yogunlugu olgiilerek de
belirlenebilir. Isik kaynagmin dalga boyu araligina bagh olarak, iki farkli tipte

smiflandirilabilir;

o UV-goriilebilir spektrofotometre: ultraviyole araligi (185-400 nm) ve
goriiniir araligi (400-700 nm) elektromanyetik radyasyon spektrumu
tizerinde 151k kullanir.

o IR spektrofotometre: elektromanyetik radyasyon spektrumunun
kizil6tesi araliginda (700-15000 nm) 151k kullanir.

Goriiniir spektrofotometrede, belirli bir maddenin emilimi veya iletimi gdzlenen
renkle belirlenebilir. Ornegin, tiim goriiniir araliklardaki 15181 emen bir ¢dzelti Srnegi
(yani, goriiniir dalga boylarinm higbirini iletmez) teoride siyah goriiniir. Ote yandan,
tiim gorlniir dalga boylari iletilirse (yani higbir sey emmezse), ¢ozelti 6rnegi beyaz
goriintir. Bir ¢ozelti 6rnegi kirmizi 15181 (~ 700 nm) emerse, yesil goriiniir, ¢linkii yesil,
kirmizinin tamamlayic1 rengidir. Goriiniir spektrofotometreler, pratikte, belirli 151k
huzmesini (diger dalga boylarmn filtrelemek i¢in) daraltmak igin bir prizma kullanir,
boylece  belirli 151k demeti  bir ¢6zelti  O6rneginden  gegirilmektedir
(https://www.chem.libretexts.org, Erisim tarihi: 2 Ocak 2020).

Sekil 4.4.1°de, spektrofotometrelerin temel yapisi gosterilmektedir. Bir 151k kaynagi,
bir kolimatdor, bir monokromatdr, bir dalga boyu se¢ici, numune ¢dzeltisi i¢in bir kiivet,
bir fotoelektrik dedektor ve bir dijital ekran veya bir sayacgtan olusmaktadir. Ayrintil

mekanizma asagida agiklanmaktadir.
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Sekil 4.4.1 Spektrofotometrelerin temel yapist

Bir spektrofotometre, genel olarak, iki cihazdan olusur; bir spektrometre ve bir

fotometre. Spektrometre 15181 iireten, tipik olarak dagitan ve 6lgen bir cihazdir. Bir

fotometre 15181 yogunlugunu 6l¢en fotoelektrik dedektorii gosterir.

Spektrometre: Madde renginin yogunlugunun olgiilmesiyle madde miktarinin veya

konsantrasyonunun bulunmasini saglayan cihazlardir.

Fotometre: Istenen dalga boyu araliginda fotonlar, kiivet icindeki bir numunenin

cozeltisinden gectikten sonra, fotometre emilen foton miktarini tespit eder ve daha

sonra bir galvanometreye veya dijital ekrana bir sinyal gonderir.
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Resim 4.4.1 UV-VIS Spektrofotometre cihazi

Farkli dalga boylar iiretmek i¢in bir spektrometreye (1sik cihazdaki monokromator
sayesinde istenilen dalga boylarin ayrilir) ihtiyacimiz vardir ¢linkii farkli bilesikler
farkli dalga boylarinda en iyi emilir. Resim 4.4.1°de UV-VIS Spektrofotometre cihazi
ornegi gosterilmistir. Ornegin, p-nitrofenol (asit formu), yaklasik 320 nm'de

maksimum absorbansa sahiptir ve p-nitrofenolat (temel form), 400 nm 'de emer.

Absorbans ve dalga boyunu Olgen grafige bakildiginda izobestik bir nokta da
goriilebilir. izobestik bir nokta, iki veya daha fazla tiiriin absorbansmin ayni oldugu

dalga boyudur.

Sekil 4.4.1 'e bakildiginda, kiivetten ve dedektdre gegen fotonlarin miktar: kiivetin

uzunluguna ve numunenin konsantrasyonuna baglhidir.

Kivetten gegirilip 1s18in yogunlugu o6grenildikten sonra, Gegirgenlik (T) ile
iliskilendirebilir. Gegirgenlik, numuneden gegen 1s18in fraksiyonudur. Bu denklem

kullanilarak hesaplanabilir:
Gegirgenlik (T) = 1 /lo

lo 151k demeti kiivetten gectikten sonraki 1s1k yogunlugunu ifade eder. I, ise 1s1k demeti

kiivetten gegmeden onceki 151k yogunlugudur. Gegirgenlik, 1s1gin emilimi ile ilgilidir:

Absorbans (A)=—log(T)=—log(l/1o)
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Absorbans emilen foton miktarini ifade eder. Yukaridaki denklemden bulunabilen
absorbans miktar1 ile, Lambert-Beer Yasasi'mi kullanarak numunenin bilinmeyen

konsantrasyonunu belirlenebilmektedir.

Lambert-Beer Kanunu

Lambert- Beer Yasasi (Beer Yasasi olarak da bilinir), bir numunenin absorbansi ve
konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iligski oldugunu belirtir. Bu nedenle, Beer Yasasi
yalnizca dogrusal bir iligki oldugunda uygulanabilir. Sekil 4.4.2°de bir 6rnek i¢inden

15181n gegirgenligini gosterir.

| Uzunluk asagida agiklanan Lambert-Beer Yasasi i¢in kullanilir.

Sekil 4.4.2 Gegirgenlik

Beer Kanununa gore:
T=1/lo
A=-logT=logl/T=1log 100/ %T
A =log 100 - log %T
A=2-log %T

A=log(lo/I) — A =¢lc seklinde ifade edilir
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o A absorbans dl¢iistidiir (birim yok),
o € molar sonme katsayisi veya molar emicilik (veya emilim katsayist),
o | numune uzunlugu ve

o ¢ konsantrasyon.

Molar sonme katsayisi (€) sabit olarak verilir ve her molekiil i¢in degisir. Absorbans
herhangi bir birim tasimaz. Uzunluk ve konsantrasyon birimleri (L - cm™) birbirlerini
gotlirerek hesaplanan konsantrasyonun birimi mol cinsinden olur. Yol uzunlugu
santimetre cinsinden 6l¢iiliir ve standart bir spektrometre 1 cm genisliginde bir kiivet
kullandigindan, uzunlugun (I) daima 1 cm oldugu varsayilir. Molar sonme katsayisi
(€) sabit oldugundan absorbans Olgiildiigiinde s6z konusu denklem vasitasi ile
konsantrasyon (c) hesaplanabilmektedir (https://www.chem.libretexts.org, Erisim
tarihi: 2 Ocak 2020).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

Cizelge 5.1.1 Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Marka

Elektronik terazi Scaltec SBA 31

UV-VIS Spektrofotometre Cihazi Shimadzu
Mixer & Vorteks
Su Sistemi Millipore, Milli-Q Rg, ABD

Cesitli boyda pipetler, balon jojeler,
tiipler
Santrifiij Cihazi

Cizelge 5.1.2 Calismada kullanilan kimyasal ve sarf malzemeleri

Cihaz Marka
Kloroform (CHCIs) Merck
Sodyum Siilfat (Na2S0O4) Merck
Aseton (C3Hs0) Merck
n-Hekzan (CeH14) Merck
Stizge¢ Kagidi
Astaksantin (C4oHs204) AstaReal Oil L10

5.2. Balik orneklerinin temin edilmesi ve saklanmasi

Yapilan ¢alismada balik &rnekleri Istanbul’da balikgilar carsisindan ve balik satan
marketlerden bizzat iiretim yerleri ve cinsleri sorularak, etiketlerine bakilarak temin

edilmistir. Alinan drnekler analize kadar +4°C de saklanmustir.
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5.3 Kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi ve kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi

Piyasadan temin edilen %10’luk astaksantin yaginin {i¢ ayr1 ¢oziiciide ¢oziilerek igin
(aseton, n-hekzan, kloroform) 6n denemeleri yapilarak konsantrasyon araliklari
belirlenmistir. Baliklardaki astaksantin konsantrasyonunun ayni sekilde tahmini olarak
bulunabilecegi araligin tespiti i¢in balik drnekleri de ¢oziiciilerle muamele edilerek 6n
denemelere tabii tutulmustur. Denemelerden elde edilen sonuglara bakilarak tespit
edilen konsantrasyon araliklarinda hazirlanan standart astaksantin ¢ozeltilerinin
absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon degerleri kullanilarak kalibrasyon

egrileri olusturulmustur.

5.3.1. Coziicii olarak asetonun kullamldig: astaksantine ait kalibrasyon egrisinin

olusturulmasi

Astaksantinin 0.08 mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.20 mg/mL, 0.24 mg/mL ve 0.32 mg/mL
olarak 5 farkli konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltilerinin 4 tekrarh
olacak sekilde 476 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Konsantrasyon
degerlerine karsilik gelen absorbans Olctimleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Kalibrasyon egrisine ait veriler ve dogru denklemi asagida Sekil 5.3.1 de

vermistir.
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Sekil 5.3.1.1 Aseton ¢6ziiciisii kalibrasyon grafigi
Dogrusal Kalibrasyon Denklemi | R? Geri Kazanim, %
y = 2577,5x-0,0525 0,9996 99,0

5.3.2. Coziicii olarak n-hekzamin kullamldigr astaksantine ait kalibrasyon

egrisinin olusturulmasi

Astaksantin 0.08 mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.20 mg/mL, 0.24 mg/mL ve 0.32 mg/L olarak
5 farkli konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan astaksantin ¢ozeltilerinin 4 tekrarh
olacak sekilde 468 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Konsantrasyon
degerlerine karsilik gelen absorbans 6l¢iimleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Kalibrasyon egrisine ait veriler ve dogru denklemi asagida Sekil 5.3.2 de

vermistir.
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Absorbans
Y

0 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002 0,00025 0,0003 0,00035

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 5.3.2.1 Hekzan ¢oziiciisii kalibrasyon grafigi

Dogrusal Kalibrasyon Denklemi | R? Geri Kazanim, %

y =2111,1x+0,0171 0,9986 97,00

5.3.3. Coziicii olarak Kkloroformun kullanildigi astaksantine ait kalibrasyon

egrisinin olusturulmasi

Astaksantin 0.08 mg/mL, 0.16 mg/mL, 0.20 mg/mL, 0.24 mg/mL ve 0.32 mg/L olarak
5 farkli konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanan astaksantin ¢ozeltilerinin 4 tekrarh
olacak sekilde 476 nm dalga boyunda absorbans degerleri dlciildii. Konsantrasyon
degerlerine karsilik gelen absorbans 6lgiimleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi
olusturuldu. Kalibrasyon egrisine ait veriler ve dogru denklemi asagida Sekil 5.3.1 de

vermistir.

27



o ©o o
=~ oo o
A\
€

.

g 05 -
2 -
g o
S 0,4 &
< i

0,3 -

0,2 -~

0,1 -

0
0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006 0,0007 0,0008 0,0009
Konsantrasyon mg/L

Sekil 5.3.3.1 Kloroform ¢dziiciisii kalibrasyon grafigi

Dogrusal Kalibrasyon Denklemi | R? Geri Kazanim, %
y =1007,3x+0,0078 0,9999 97,0
5.4 Analiz Yontemi

5.4.1 Numunelerin hazirlanmasi ve ekstraksiyon

Norveg somonu ve yerli somondan alinan (fileto haline getirilerek) 1,5 gram balik
numuneleri tiipe alindi. Uzerine 0,5 gram Na2SOs (sodyum siilfat) eklenerek, bigakli
homojenizator ile homojen hale getirildi. Daha sonra iizerine 7,5 ml CHCIs
(kloroform) eklenerek agzi kapatildi. Ayni islemler tiim 6rneklere ¢oziicii olarak ayri
ayr1 7,5 ml CH3COCHj3 (aseton) ve CeH14 (n-hekzan) eklenerek tekrarlandi. Deney 5
dakika boyunca vortekslendi. Daha sonra tiipler tamamen karanlik ortam olmasi i¢in

aliminyum folyo ile kaplanip 2 giin buzdolabinda bekletildi.
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1.5 gram balik numunesi tartilir ve tiipe alnir

3

Uzerine 0.5 gram Na2S04
eklenir ve bigakli
homojenizator ile
homojen hale getirilir

U

Coziicii eklenerek vorteks ile
5 dakika kanstirildiktan
sonra 2 giin 4 °C'de bekletilir

U

Ekstraklar stizge¢ kagidindan
stiziildiikten sonra
UV-Spektrofotometre
cihazinda analiz edilir

Sekil 5.4.1.1 Astaksantin ekstraksiyonu akis semast

Deney calismasinda Norveg (3 farkli numune) ve Tiirk somunu (5 farkli numune) i¢in
3 er adet tekrar numunesi hazirlanmis olup kloroform, hekzan ve aseton olmak tizere

3 farkl1 ¢oziicii ile toplam 72 adet ekstraksiyon yapilarak numuneler analiz edilmistir.

5.4.2 UV-VIS Spektrofotometre Cihaz ile Analizin Yapilmasi

Aseton, hekzan ve kloroform ¢o6ziiciileri kullanilarak hazirlanan ekstraktlar
buzdolabinda +4 °C karanlikta 2 giin bekletildikten sonra astaksantinin rengi olan
somon rengini almig olup Resim 5.3.2.1°de goriildiigii gibi daha sonra siiziilerek

spektrofometrede analiz edilmislerdir.
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Resim 5.4.2.1 UV-Spektrofotometre cihazt numune kaplarinda mevcut olan kloroform ve Norveg somonu
ekstrakti

Coziicii olarak aseton kullanilan Norveg somonu ve Tiirk somonu numunesinin UV-
VIS spektrumu Sekil 5.4.2.1 de verilmis olup grafik verileri her bir 6rnek i¢in alinan
3 absorbans Ol¢iimiiniin ortalama degerleri alinarak hazirlandi. Grafikte goriilecegi

iizere aseton ¢oziiciisiinde maksimum absorbans degeri 476 nm de alindi.
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Sekil 5.3.2.1 Coziicii olarak aseton kullanilan Norveg somonu ve Tiirk somonu igin astaksantin spektrumu
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Coziici olarak kloroform kullanilan Norve¢ Somonu ve Tirk somonu numunesinin
UV-VIS spektrumu Sekil 5.3.2.2 de verilmis olup grafik verileri her bir 6rnek i¢in
aliman 3 absorbans oOlglimiiniin ortalama degerleri alinarak hazirlandi. Grafikte

goriilecegi lizere aseton ¢oziiclisiinde maksimum absorbans degeri 484 nm de alindi.
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Sekil 5.3.2.2 Coziicii olarak kloroform kullanilan Norveg Somonu ve Tiirk Somonu Astaksantin Spektrumu

Coziicii olarak n-hekzan kullanilan Norve¢ somonu ve Tiirk somonu numunesinin UV-
VIS spektrumu Sekil 5.3.2.3 de verilmis olup grafik verileri her bir 6rnek i¢in alinan
3 absorbans Ol¢limiiniin ortalama degerleri alinarak hazirlandi. Grafikte goriilecegi

lizere aseton ¢oziiclistinde maksimum absorbans degeri 466 nm de alindu.
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Sekil 5.3.2.3 Coziicii olarak n-hekzan kullanilan Norveg somonu ve Tiirk somonu astaksantin spektrumu
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6. BULGULAR

Yapilan deneysel calismalar 3 tekrarli olarak yapilmis, elde edilen verilerin
ortalamalar1 alinarak, yapilan hesaplamalar sonucu balik numunelerinin igerdigi
astaksantin miktarlari bulunmustur. Somon baligi numunelerinin igerdigi astaksantin

miktarlar Cizelge 6.1, Cizelge 6.2 ve Cizelge 6.3 de verilmistir.

Cizelge 6.1 Aseton ¢oziiciisii i¢in deney sonug verileri

K quunedeki astaksantin Porsiyonda bulunan (150

Numune Adi onsantrasyon, M.lk..ta.r.l’ me (7.5 ml g) astaksantin miktari,
mg/mL ekstrakt ¢oziiciideki) mg

N1 2,27x10* 0,00171+0,000096 1,70x107

N> 2,05x10* 0,00154+0,000096 1,54x107

N3 2,36x10* 0,00177+0,000096 1,77x107

T, 1,76x10* 0,00132+0,000068 1,32x10?

T 1,80x10* 0,00135:+0,000068 1,35x107

Ts 1,93x10* 0,001454+0,000068 1,45x107

T, 1,91x10* 0,00143+0,000079 1,43x107

Ts 2,1x10* 0,00158+0,000079 1,58x1072

Te 2,07x10* 0,00155+0,000079 1,55x107

Ts 1,79x10* 0,00135+0,000114 1,35x107

Ts 1,83x10* 0,00138+0,000114 1,38x107

To 2,07x10* 0,00156+0,000114 1,56x107
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Cizelge 6.2 Kloroform ¢oziiclisii i¢in deney sonug verileri

Numunedeki astaksantin

Porsiyonda bulunan

Numune Adi r}](qg?;a[] t(;i?[/rzrll:[ gﬁig(’ien;(%a’s ml (150 g) astaksantin
miktari, mg
N1 6,33x10* 0,00474+0,000115 4,74x107?
N2 6,09x10* 0,00457+0,000115 4,57x10?
N3 6,03x10° 0,00452+0,000115 4,52x10?
T, 4,15x10* 0,00311+0,000052 3,11x1072
T 4,14x10* 0,00311+0,000052 3,11x102
T3 4,26x10* 0,00320+0,000052 3,20x107
T, 4,09x10* 0,00307+0,000036 3,07x102
Ts 4,19x10* 0,00314+0,000036 3,14x10?
Te 4,16x10* 0,00312+0,000036 3,12x10?
T 4,18x10* 0,00314+0,000032 3,14x10
Ts 4,10x10* 0,00308+0,000032 3,08x10
Ty 4,12x10* 0,00309+0,000032 3,09x107
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Cizelge 6.3 n-Hekzan ¢6ziiciisii i¢in deney sonug verileri

Konsantrasyon,

Numunedeki astaksantin
miktar1, mg (7,5 ml

Porsiyonda bulunan

Numune Adi mg/mL ekstrakt ¢oziiciideki) (150 ) astaksantin
miktar1, mg
N1 9,85x10° 0,000739+0,000052 7,39x10°
N> 1,04x10* 0,000781+0,000052 7,81x10°
N3 1,12x10* 0,000842+0,000052 8,42x10°%
T, 5,54x10° 0,000415+0,000009 4,15x10°°
T, 5,63x10° 0,000422+0,000009 4,22x10°3
T3 5,40x10° 0,000405+0,000009 4,05x10°°
Ta 5,44x10° 0,000408+0,000007 4,08x10°°
Ts 5,63x10° 0,000422+0,000007 4,22x10°
Te 5,54x10° 0,000415+0,000007 4,15x10°
T7 5,49x10° 0,000412+0,000006 4,12x10°
Ts 5,63x10° 0,000422+0,000006 4,22x10°°
To 5,63x10° 0,000422+0,000006 4,22x10°°
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Bent ve Ewen 2001, tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada gokkusagi alabaligindaki
astaksantin miktarmin tayinini UV-VIS spektrofotometre ile yapmislardir. Caligmada
kullanilan baliklar 2-3 yas araliginda olup dogumlarindan itibaren astaksantin i¢eren
yem ile beslenmistir. Bu yemler standartlara (Ecolife 18, Biomar A/S, Brande,
Denmark) uygun olarak 75-80 mg/kg astaksantin seklinde baliklara verilmistir.
Baliklar fleto haline getirilip 6rnekler alindiktan sonra, numuneler 1050C’de 20-24
saat kurutulmustur. Yag ve karotenoidler kloroform ve metanol kullanilarak ekstrakte
edilip saf suyla karigtirmiglardir. Daha sonra numune bir sogutuculu santrifiijde
santrifiij edildikten sonra, metanol fazi, protein katmani, yag ve karotenoidleri iceren
kloroform fazlar1 ayrilmistir. Yapilan oOl¢iimlerde karotenoidlerin geri kazanim
yilizdesi ekstraksiyondan once gokkusagi alabaligi orneklerine 2 mL astaksantin
standart ¢ozeltisi (40 mg/L) eklenerek belirlenmistir. Ayrica yagin kendisi absorbansa
etkide bulunabileceginden numunelerinde kloroform/metanol  ekstraksiyonu
yapilmistir. Kloroform igerisinde iki astaksantin spektrumu 492 nm ‘de maksimum
absorbans gostermistir. Ayrica, numunelerdeki toplam karotenoid igerigi astaksantin-
esdegerleri (mg astaksantin-esdeger.kg-1) olarak ifade edilmistir. Yapilan calismalar
151g¢inda yontem diger metotlarla karsilastirildiginda veriminin son derece yiiksek

oldugu ve kullanilabilir oldugu goériilmustiir.

Coban ve Kelestemur 2011, tarafindan yapilan bir ¢alismada alabalik yetistirilirken
diyetlerine yapilan etkiler sonucunda baliklarin yetisme safhalarma gore
simiflandirilip, toplam karotenoid ve lipid peroksidasyon miktarlart UV-VIS
spektrofometresi ve HPLC ile elde edilmesi amaglanmistir. Calismada toplam 189 adet
gokkusag1 alabaligi kullanilmistir. Baglangigtaki karotenoid miktarlarini belirlemek
adina her gruptan 3'er adet balik tesadiifi olarak alinip fileto haline getirildikten sonra
B-karoten analizini yapilmistir. Balik filetosunda karotenoid Ol¢limii igin alinan
ornekler deney tiiplerinde mikserle kiyilarak ornegin tlizerine susuz NaOH (sodyum
hidroksit) ve aseton ilave edilerek ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir ve 4°C’de 2
giin bekletilmistir. Tiipler 1siktan etkilenmemesi i¢in etrafi aliiminyum folyo
kullanilarak sarilmistir. Daha sonra tiipler 5000 devirde 5 dakika santrifiij edilip
spektrofotometre ile analiz edilmistir. Numunelerin spektrofotometrede okunmasinda,

kontrol ¢ozeltisi olarak aseton kullanilmig olup 475 nm de absorbans Ol¢limleri
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yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda baliklarin yetistirilme sathasinda kullanilan, 70 mg
/ kg B-karoten takviyesi balik derisi lizerinde renk degisimi ve astaksantin miktarinda

bliyiik dl¢giide artis saglamistir.

Tokarz ve ark., 2014, tarafindan yapilan ¢alismada yesil alg de (Haematococcus
pluvialis) bulunan astaksantin igeriginin polarizasyon bagimli harmonik mikroskop ile
tayini amaclanmistir. Bu metodun kullanilabilir oldugunu denetlemek amaciyla
ornekler uygun ¢oziictilerle ekstrakte edilip UV-VIS. spektrofotometre ile analiz
edilerek astaksantin icerigi belirlenmistir. Endiiktif (endiiktif etki, bir kimyasal bagin
bir molekiil i¢indeki bitisik baglar tlizerindeki yonelimi lizerindeki etkisidir) ve
endiiktif olmayan kosullar altinda yesil alg ve kirmizi aplanosporlar ayni odak
hacminden ti¢iincii harmonik (THG) ve ¢ok tonlu uyarma floresans1 (MPF) veya ikinci
harmonigin (SHG) eszamanli tespiti mikroskopi aletleri ile goriintiilenmistir.
Kullanilan cihazlar vasitasi ile alglerin farkli 6zelliklerini belirlenerek, kloroplastlarda
Klorofil ve karotenoidlerin varligi ve astaksantin miktar1 belirlenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda Ol¢iimler kiyaslandiginda uygulanan metodun yapilabilirliginin olumlu

oldugu goriilmiistiir.

Amiri ve ark.,, 2017, tarafindan gergeklestirilen bu calismada (Haematococcus
pluvialis) yosun ile beslenen gokkusagi alabaliklarin (Oncorhynchus mykiss) et rengi
lizerine etkisi arastirilmast amaclanmigtir. Deney i¢in 450 gokkusagi alabaligi
yetistirilmis olup yetistirilmeleri sirasinda astaksantin igeren yosundan elde edilmis
yem verilmistir (baliklar 3 farkli havuzda farkli yogunlukta astaksantin igerikli
yemlerle beslenmistir). 3 farkli havuzdan rastgele segilen 3 er balik uygun sekilde
eksilerek fleto haline getirildikten sonra renkleri Ol¢iildii ve daha sonra Grnekler,
homojen hale getirilerek 50 ml metanol (CH3OH, Merck) ilave edildikten sonra
numune, 30 saniye boyunca bir santrifiij 2200 rpm kullanilarak karigtirllmistir. Daha
sonra 25 ml kloroform (CHCIs, Merck) eklenerek ekstraksiyon islemi iki kez
tekrarlanmistir. Ekstraksiyon islemi sonrasinda astaksantin i¢eren kloroform ekstrakti
UV-VIS Spektrofotometre cihaz1 ile analiz edilerek astaksantin miktarlart

gozlemlenmistir. Analiz sonucunda yemdeki oranin artisi ile baliklardaki astaksantin
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miktarlarmin da arttigi gozlemlenmis olup bu farkin baliklarin renklerinde gozle

goriiliir bir etkisi olmadig1 gozlemlenmistir.

Lee ve ark., 1999, tarafindan gergeklestirilen c¢alismada proteolitik enzimler
kullanarak karideslerden astaksantin pigmentinin ekstraksiyonu amaglanmistir. Bu
calisma, astaksantinin karides atiklarindan fonksiyonel bir gida katki maddesi olarak
kullanilmasi i¢in etkin ekstraksiyon kosullarini aragtirmaktir. Pigmentlerin stabilitesini
arttirmak icin, karoteinoprotein olarak astaksantin ekstraktina proteolitik enzimler
uygulanmustir. Ayrica, ekstraksiyon islemini optimize etmek i¢in 6rneklerin, EDTA
cozeltisi kullanilarak ve cesitli enzimlerin eklenmesi gibi ¢esitli kosullara maruz
birakilmistir. Ekstraksiyondan sonra, tiim ekstraktlar ayr1 bir huniye boliinmiis ve her
bir astaksantin icerigi UV-VIS spektrofotometresi kullanilarak analiz edilmistir.
Karotenoprotein, EDTA ortam1 ve bir proteolitik enzim kullanilarak asitli olmayan
silajli karides atiklarindan etkili bir sekilde ekstrakte edilmistir. Bu durumda,
kirmizims1 (astaksantin igeren eksrakt kismi) st tabaka %91,9 geri doniisiim
gostermist ve siyahimsi alt tabaka (astaksantin harici maddeler) %2,3 ve ayirma orani
yaklagik 0.2 (v/v) idi; bu nedenle kirmizimsi iist tabakanin konsantrasyonu ve
saflagtirilmast biitiin ekstrakttan daha verimli olmustur. Islemin geri kazanim orani

dikkate alindiginda basarili oldugu ve kullanilabilir oldugu bulunmustur.

Literatiir aragtirmasinin 1s18inda yapilan deneyler sonucunda Norve¢ somonundan elde
edilen astaksantin varligi kabul edilen sinirlarda olup, Tirk somonundaki analiz
sonucunda astaksantin varligi da Norve¢ somonundaki kadar olmasa da dogal ve
faydali beslenme diyetlerinde Yerli Somon baligimin da tercih edilebilecegi

anlasilmaktadir.

38



7. TARTISMA VE SONUC

Gilintimiizde sentetik pigment kullaniminin dogal pigment kullanimina tercih edilmesi
kolay elde edilebilir olmasi nedeniyle iireticiye kolaylik saglamaktadir. Sentetik olarak
iiretilen pigmentlerden astaksantin balik beslenmesinde kullanilan yemlere katki
maddesi olarak, yumurtalarda renk verici ve siis baliklarinin renklendirilmelerinde
ticari olarak kullanilmaktadir. Sentetik olan her seyin canlilara zarar1 oldugu
diistintildiigiinde iireticilerin oncelikli tercihi dogal kaynaklar olmalidir. Son yillarda
saglikla ilgili ortaya ¢ikan hastaliklar ve kanser gibi tedavisi zor olan tiirlerin alternatif
tedavi olarak antioksidan maddeleri iceren dogal kaynaklarla tedaviye de
yonlenmelerine yol agmistir. Bundan dolay1 sentetik renklendiricilerin yerine dogal
renklendiricilerin arastirilarak yeni tiriinlerin bulunmasi, bunlarin baliklarin ve
yumurtalarin renklendirilmesinde, beslenmede Onemli bir yere sahip bu gida
maddelerinin antioksidan 06zelliklerinin arttirllmasinda faydali olacagi goz ardi

edilmemelidir.

Yapilan ¢aligmalar esnasinda balik numunelerinin ekstraksiyon islemlerinden sonra
UV 151k etkisinde kalmamasina son derece Onem verilmis olup 151k almasi
engellenmistir. Ciinkii yapilmis ¢alismalarda baliklarin astaksantin depolamalar1 ve
gelisimlerinde dahi UV 1giklarinin olumsuz etkisi oldugu belirlenmistir (Tejera ve ark.,
2008). Kullanilan ¢oziiciiler arasinda (CHCls-kloroform, CH3COCH3 -aseton, CeHas-
n-hekzan) en yiiksek etkiyi gosteren ve en yiiksek absorbans degerini aldigimiz
¢oziiclinlin kloform oldugu belirlenmistir. Metodun glivenilirligi yapilan geri kazanim
caligmalarina gore yiiksek geri kazanimla giivenilir sinirla icinde bulunmustur. Balik
icerisinden astaksantin elde edilmesinde yaklasik olarak asetona gore 2,8 kat, n-
hekzana gore 5,8 kat daha iyi verim alinmistir. Astaksantin i¢erigi bakimindan Norveg
somonu Tirk somonlarma gore kiyaslandiginda ise %47 daha fazla astaksantin
igerdigi belirlenmistir. Tiirk somonunun astaksantin igeriginin ithal somona gore daha
az olmasina karsin ortalama bir porsiyon tliketimde (yaklasik 150 gram fleto olarak)
alinan astaksantin miktar1 (ortalama 0,0312 mg astaksantin) yeterli olmaktadir. Burada
dikkat edilmesi gereken onemli bir konuda piyasada satilan yerli somonlarin olusan
bilgi kirliliginden sik¢a Karadeniz Alasi ile karsilastirilmasidir. Karadeniz Alasinin

astaksantin icerigi eser miktardadir, renk ve dig goriiniimiinden kolayca ayirt edilebilir.
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Sonug olarak saglikli yasamin birinci sartt dengeli ve saglikli beslenmedir. Baliklar
icerigindeki vitaminler ve mineraller géz oniine alindiginda besin degeri yiiksek olan
bir saghkli gidadir. Ozellikle somon balig1 diger balik tiirlerine gdre séz konusu
vitamin ve minerallerin yaninda igerigindeki karotenoid tiirevi olan astaksantinden
dolay1 antioksidan 6zellik gosteren protein acisindan da zengin bir baliktir. Bu nedenle
calismamizin sonucuna gore tikketimde somon baliginin tercih edilmesi ve ozellikle
astaksantin igeriginin yliksek olmasi nedeniyle Norve¢ somonun diger baliklara gore
tercih edilmesi Onerilmektedir. Ayrica beslenme i¢in aldigimiz {irtinlerin, 6zellikle
renklendirilmesinde dogal renklendiricilerin yani dogal pigmentlerin kullanilmasinin

tercih edilmesi gerektigi 6nem arz etmektedir.
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