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Oz: Siyanobakterilerden elde edilen onemli pigmentler; klorofil a, P-karoten, asta-ksantin,
fikosiyanin, ksantofil ve fikoeritrin'dir. Fikosiyanin mavi renkli, kokusuz, toksik olmayan, suda
¢oziinebilen, giiclii floresan 6zellige sahip dogal bir renk maddesidir. Bu pigmentler gida, eczacilik,
tekstil ve kozmetikte, kanserojen oldugundan siiphe edilen sentetik pigmentlerin yerine, dogal
pigmentler olarak kullanilabilmektedir. Floresan &zelliklerinden dolayr mikroskopi, sitometri,
bagisiklik, doku kimyasi ¢aligmalarinda floresan prob olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica, antioksidan
ve radikalleri uzaklastirict etkilerinden dolay:, nutrasdtik ve farmasdtik olarak kullanilma
potansiyeline de sahiptirler. Bu baglamda fikosiyanin tiretimine ve kullanimima olan ilgi son yillarda
giderek artmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Siyanobakteriler, fikosiyanin, pigment maddeleri.

Pigment Substances and Usage Areas from Cyanobacteria

Abstract: Important pigments from Cyanobacteria are chlorophyll a, B-carotene, asta-xanthine,
phycocyanin, xanthophylls and phycoerythrin. Phycocyanin which is a natural colour substance, blue
coloured, odourless, nontoxic, soluble in water, high fluorescent. These pigments can be used as
natural pigments instead of synthetic pigments which are suspected carcinogens in food, pharmacy
and cosmetic. They are used as fluorescence probe in microscopy, cytometry, immunology,
histochemistry studies because of their fluorescent property. Additionally, they have potentials of
usage as nutraceutical and pharmaceutical because of their effects of antioxidant and removing
radicals. In this context, interest to production and usage of phycocyanin is increasing in recent years.

Key Words: Cyanobacteria, phycocyanin, pigment substances.
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Giris

Mavi-yesil algler olarak bilinen siyanobakteriler, silindirik hiicrelerden olusan ipliksi
yapida, gaz vakuolleri igeren prokaryotik yapida bir algdir (Richmond, 1986). Ayrica, ticari
degerli baz1 metabolitleri biriktirme 6zelligi gosteren mikroskobik canlilardandir. Algler;
karbonhidratlari, proteinleri, esansiyel aminoasitleri, vitaminleri ve biyoaktif molekiilleri
icermekte ve Uretmektedir. Syanobakterilerden Spirulina platensis’in (Resim 1.) pigment
icerigi genel olarak tek kolorofil, klorofil-a’dir ve miktar1 kuru agirhikta 0.8%-1.5%
arasinda degismektedir. Sogukta kurutulmus (freze-dried) Spirulina’da ksantofil igerigi
oldukca onemli diizeydedir (6.9 gkg—1). Diger baslica karotenoidleri, miksoksantofil
(37%), p-karoten (28%), zeaksanthin (17%)’dir (Paoletti ve ark., 1980). Spirulina’nin
proteinleri iginde en yiiksek ekonomik degere sahip olanlar1 biliproteinlerdir. Spirulina C-
fikosiyanin ve allofikosiyanin olmak tzere iki tip biliprotein icermektedir. Bu mikroalgin
protein fraksiyonunun yaklagik 20%’si, suda ¢Oziinen mavi bir pigment olan C-
fikosiyaninden olugmaktadir. Fikosiyaninin maksimum absorbsiyonu 620 nm’dir (Cohen,
1997). Urettikleri 6nemli pigmentler; klorofil a, B-karoten, astaksantin, fikosiyanin,
ksantofil, fikoeritrosin'dir. Bu pigmentler gidada, eczacilikta, tekstilde, kozmetikte ve dogal
bir pigment olarak, kanserojen oldugundan siiphe edilen sentetik pigmentlerin yerine
kullanilabilmektedir (Cohen, 1997; Sarada ve ark., 1999).

Bitkilerde fotosentez gibi 151k ile ilgili olaylart gergeklestiren gesitli renk maddeleri
(pigmentler) bulunur. Pigmentlerin bir bolimi plastidler icerisindeki zar sistemlerine
(tilakoid membranlara) yerlesmis olarak bulunurken; bir kismi vakuolde ¢ozlinmiis
durumdadir. Pigmentler 151k enerjisinin bitkiler tarafindan kullanilabilmesini sagladig: gibi,
bitkilerin siddetli 1siktan zarar gdrmesini de Onlemektedirler (Oncel ve ark., 2004).
Fotosentetik organizmalardaki pigmentler asagidaki (Tablo 1.) verilmistir.

Cizelge 1. Fotosentetik Organizmalardaki pigmentler (Oncel ve ark. 2004).

Organizma P_rimer Aksesuar pigmentler Absorbe ettigi
pigment dalgaboyu (nm)
. - b klo.a Mavi, mor-kirmizi 470-750
Mor bakteriler |b.klo.a b klo.b Mavi, mor-kirmizi 400-1020
Yesil kiikiirt b.klo a b klo.c Mavi-kirmizi
Bakterileri ' Clorobium klo. 470-750
Turuncu 630
Mavi-yesil alg  |klo.a** fikosiyanin fikoeritrin allofikosiyanin |Yesil 570
Kirmizi 650
Turuncu 630
Kirmiz alg klo.a fikosiyanin fikoeritrin allofikosiyanin |Yesil 570
Kirmizi 650
'l:iigverengl klo.a klo.c Mor, mavi-kirmizi
Yiksek Klo.a Klo.b Mavi, mor-turuncu, kirmizi
Bitkiler ) ) 454-670
Cogu yiiksek avel3
bitki alg ve karotenoidler Mavi-yesil 450
bakteri ksantofiller

* Bakteriyoklorofil-a

** Klorofil- a
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Syanobakteri (mavi-yesil alg)

Mavi-yesil ~algler, prokaryotik dogast nedeniyle "siyanobakteri” olarak
isimlendirilirler. Fotosentetik 6zellige sahip syanobakteriler ilk kez fosillerde saptanmistir.
Koyu yesilimsi-mavi pigmentlerinden dolay1 mavi-yesil algler olarak adlandirilirlar.

Sekil 1. Spirulina platensis

Texcoco goli kiyisinda yasayan Aztekler’in XVI. y.y Spirulina’yt besin olarak
kullanmis ve XX. y.y Cad G6li’niin kuzey kiyisinda yasayan insanlarin golden topladiklari
Spirulina algini yiyecek olarak kullandiklari bilinmektedir. 1959 yilinda Brandily, yaptig
gbzlem ve aragtirmalarinda Kadjidi kabilesinin Cad géliinde ¢ok yogun bulunan Spirulina
alginden elde ettikleri yesilimsi unu yiyeceklerine kattiklarini; bu nedenle diger bdlgelerde
yasayan yerlilere gore daha uzun boylu ve saglikli olduklarim bildirmistir. Arastirmacilar,
laboratuvarlarinda trettikleri Spirulina’da 60%-70% oraninda protein tespit ettiklerini
belirtmiglerdir. NASA, uzay arastirmalarinda Spirulina’dan besin tabletleri yapmak icin
konuyu sahiplenmistir. Sonraki c¢alismalar, iiretim kapasitesini arttirma ve kullanim
alanlarini gelistirme amagl yogunluk kazanmistir (Dalay ve ark., 2001). Mavi-yesil algler
icerisinde Spirulina, Oscillatoria ve Anabaena gibi hizli gelisen siyanobakteriyel cinsler;
pigmentler, yag asitleri, karbonhidratlar, proteinler ve diger bir¢cok besin bilesiklerini
tiretmeleri nedeniyle besin ve besleme c¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Yamada,
1994). Syanobakterilerden elde edilebilen mavi pigment fikosiyanin, kozmetik ve besinler
icin dogal bir renklendirici olarak kullanilir. Syanobakteriler fikosiyaninler, karotenoidler
ve gamma-linoleik asit gibi yiliksek katma degerli kimyasallart yiiksek miktarlarda
biriktirdigi fark edildiginden beri, 6zellikle S. platensis’in potansiyel {iretimi yogunluk
kazanmugtir (Dalay ve ark., 2008).

Syanobakterilerin Yapisi

Siyanobakterilerin hiicre duvarinin yapisinda peptidoglikan mevcuttur ve bu nedenle
gramnegatif Bacteria’lara benzerlik gosterirler. S. platensis’in elektron mikroskobu ile
gozlenen hiicresel organizasyonunda da morfolojik olarak sinirlandirilmis bir nukleus ve
plastid mevcut olmadig1 ve dista gram negatif tipte bir zara sahip oldugu bildirilmistir
Dalay ve ark., 2008). Klorofil ve karotenoid pigmentler “lamella” ad1 verilen hiicre yiizeyi
membraninda, fikosiyanin ve fikoeritrin gibi pigmentlerde fikobilisomlarda bulunur.
Fikobilisomlar tilakoid membran yiizeyinde bulunurlar.

e Fikosiyanin Yesil 15181 absorblar (615-620A).
e Allofikosiyanin Turuncu 15181 absorblar (650-670A)
e Fikoeritrin Yesil 15181 absorblar (495-570A)
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Syanobakterilerin (Mavi-yesil alglerin) Biyoteknolojik Onemi

Spirulina ilk kez 1927 yilinda Turpin tarafindan izole edilmistir. 1962 yilinda Fransiz
Petrol Arastirma Enstitiisii (IFP)’niin mavi-yesil algler grubundan Spirulina’nin ¢ok zengin
bir gida maddesi oldugunu belirtmesi ile 6énemi anlagilmistir (Fox, 1996). Spirulina’nin
koyu yesil rengi, karotenoid (turuncu), fikosiyain (mavi) ve klorofil (yesil) pigmentlerinden
kaynaklanmaktadir (Tablo 2.). Spirulina hiicrelerinin makromolekiiler yapisiyla sicaklik
arasinda da iliski vardir. Spirulina kiiltirlerinde sicaklik artisginda, klorofil a’daki
fikobiliprotein orani da artar. Bu sebeple 42-43°C sicaklikta, Spirulina flamentlerinde
klorofil a ve fikobiliproteinlerin bozulmasindan ve karotenoidlerin artmasindan dolay1
35°C’deki karakteristik mavi-yesil renk, yesile doniisiir (Cohen, 1997; Sarada ve ark.,
1999; Becker, 1995). Plazmanin ¢evreye yakin kisminda serbest halde klorofil a
bulunurken, klorofil b pigmentini igermez. Klorofil a yardimiyla organizma fotosentez
yapabilir (Bourrelly, 1970; Yildiz, 2001).

Cizelge 2. Dogal Bitkisel Besleyiciler

Pigmentler Renk Her 10 g Spirulina %
Fikosiyanin Mavi 1400 mg 14.0
Klorofil Yesil 100 mg 1.00
Karotenoid Turuncu 47 mg 0.47

mg: Miligram, pg: Mikrogram, 1U: Internasyonel Unite

Syanobakterilerin icerdigi Pigmentler

Mavi-yesil alglerde pigmentler protoplastin  dis kisminda  yogunlasmustir.
Kromatoplazma olarak adlandirilan bu bélgede yer alan tilakoidlerin, elektron mikroskop
caligmalarinda hiicre zarmma paralel uzanan serbest sitoplazmik bilesenler oldugu
goriilmiistiir. Tilakoid membranlar yagda ¢oziinen klorofil-a ve karotenoidleri icerir. Suda
¢ozunen fikobiliproteinler ise tilakoidlerin dig yiizeylerine tutunmus kiigiik bolmelerde yer
alirlar.  Ayrica tilakoid bosluklar igerisinde silindir seklindeki gaz vezikiilleri bulunur.
Bunlar Spirulina’ya yiizebilme 6zelligini verir. Bunun disinda vezikiil i¢ermezler
(Tomaselli, 1997).

Klorofil

Fotosentetik organizmalar bulunduklar1 siniflara goére farkli yardimer (aksesuar)
pigmentler icermektedirler. Klorofil-a tim alglerde temel fotosentetik pigmenttir. (Tunail,
2009). Siyanobakterilerdeki klorofil-a ve fikobiliprotein konsantrasyonlari kiiltiriin
bulundugu ortam kosullarina baghdir. Hiicrelerin gelistigi 151k rengi fikosiyanin
(PC)/Klorofil-a (Kl-a) oraninin saptanmasinda onemlidir. Govindjee ve Yang, 1966;
siyanobakteri olan Anacystis nidulans’in farkli 1gik rejimlerinde (farkli 11k yogunlugu ve
farklt 151k renklerinde) pigment miktar1 ve pigmentler arasi enerji aktarimi {izerine
yaptiklari ¢aligmada algin yetistigi 151k yogunlugunun, fikosiyaninden klorofil-a’ya enerji
aktariminda 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Denemelerinde yogun beyaz isikta

142



yetigtirilen kiiltlirlerde (PC)/(Kla) oranit 0.74 olurken diisiik yogunluktaki beyaz 1sikta
(PC)/(KI-a) oran1 1.05 olmustur.

Schagerl ve Miiller, 2006; ise, parlak 151k altinda gelisen siyanobakterilerde
zeakstantin/klorofil-a orammin arttigin1  belirtmislerdir. Ekstraksiyon yodntemi olarak
genellikle sonikasyon, 6glitme ve dondurma-¢6zdirme yontemlerinden biri tercih edilir
(Akoglu, 2012). Burada amag, kloroplastin pargalanarak pigment kaybi olmadan renk
maddelerinin ¢ozuciye ge¢cmesidir. Cozlcu olarak ise genellikle pigment yapisina zarar
vermeyen 90%’lik aseton kullanilir. Hiicreler pargalandiktan sonra tam ekstraksiyonun
saglanmast ve yabanct maddelerin uzaklastirilmast icin santrifiij iglemi uygulanir.
Santrifiijiin ardindan iistte kalan siipernatant ¢oziinmiis saf pigment ekstrakti olarak
kullanilir. Bu ekstrakt gerek floriimetre (klorofil floresaninin belirlenmesi igin), gerek
spektrofotmetre (klorofil absorbansinin saptanmasi igin), gerekse diger fitoplankton
pigmentlerinden klorofilin ayrilmasi i¢in kromatografide kullanilabilir (Newton, 2002).

Ekstraksiyon yonteminde kullanilan derisik HCl ¢o6zeltisi klorofil pigmentinin
degredasyonuna yol agmaktadir. Hiicrelerin  asit ile hidrolizinin  ardindan
spektrofotometrede 664.5, 606 ve 534 nm dalga boylarinda en yiiksek absorbans degerleri
elde edilmektedir (Newton, 2002; Shan, 1998). Siyanobakteriler Klorofil pigmentleri
icerisinde yalnizca klorofil-a igerir. Bu nedenle siyanobakterilerde 90%’lik metanol
icerisindeki klorofil-a miktar1:

Klrofil-a (Wg/mL) = 13.9 * A665
esitligi ile hesaplanir (Macias-Sanchez ve ark., 2007).

Karotenoidler

Mikroalglerin karotenoidleri sentezi tiirlere, algin yasina ve c¢evresel kosullarin
degisimine bagli olarak, 6rnegin normal tuz degerlerinde sapmalar, sicaklik, agir metal
konsantrasyonu, ortamdaki azotun kullanilabilirligi ve 1sitk yogunlugunda artig, hiicreler
lizerinde stres yaratarak karotenoid sentezinin artmasina neden olurlar (Gouveia ve ark.,
1996). Siyanobakterilerdeki karotenoid miktari, baskin pigmentlerin miktar1 sabit kalirken
gelisme kosullarma gore degiskenlik gosterir. Z- karoten, zaeksantin, ketokarotenoidler
(ekinenon ve kantaksantin) ve glikozidli karotenoid miksoksantofil siyanobakterilerde
bulunan karotenoid maddelerdir. Miksoksantofiller yalnizca siyanobakterilere 6zgilidiir
(Schagerl ve Miller, 2006).

Goodwin, 1957; mavi-yesil algler tarafindan Z-karoten, ekinenon ve miksoksantofil
olmak tizere 3 temel karotenoid sentezlendigini tespit etmistir. Zeaksantin ise ¢ok az
miktarda bulunmakta olup, toplam karotenoidlerin 30%-60%’mm1 Z- karotenin
olusturdugunu bildirmistir. Siyanobakterilerin sahip oldugu toplam karotenoid miktar
90%’lik metanol igerisinde ¢oziindiiriilerek,

Toplam karoten (Wg/mL)= 4.5 * A475

formiili ile hesaplanir (Zou ve Richmond, 2000). Burada A 90%’lik metanol igerisinde
¢Oziinmiis karotenoidlerin 475 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degeridir.
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Fikobiliproteinler

Siyanobakteri ve kirmizi alglerde tilakoid membranin sitoplazmaya doniik kismina
yerlesik 6zel yapilar olan fikobilizomlar, iginde fikobiliproteinleri bulunduran yardimet
pigmentlerdir. Fikobilinler fikoeritrobilin, fikosiyanobilin gibi protein olmayan bilesiklerin,
proteinlerle birlesmesi ile meydana gelirler (Abalde ve ark., 1998; Tunail, 2009).

Fikobiliproteinlerin 75%?’ini fikosiyaninler, 12%’sini allofikosiyaninler, 12%’sini de
fikoeritrinler ile pigmentsiz polipeptidler olustururlar (Tunail, 2009). Fikobilizomlar
merkezinde allofikosiyanin bulunan, fikosiyaninle ¢evrilmis olup ve (eger varsa) en dis
katmanda fikoeritrinden olusurlar. Fikosiyanin temel bilesen olup, allofikosiyanin ise
fikobilizomlar ve fotosentetik lameller arasinda baglayici pigment gorevindedir (Sarada ve
ark., 1999). Fikobiliproteinleri fikobilizoma ve fikobilizomlar: tilakoid membrana baglama
gorevini renksiz polipeptidler Ustlenirler (Abalde ve ark., 1998). Pigment—protein
kompleksleri genellikle 550-650 nm dalga boylar1 arasindaki 15181 absorblar. Bu
pigmentlerin amaci goriiniir 15181in daha genis sinirlar arasinda kullanilmasini saglamaktir
(Tunail, 2009).

Fikosiyanin Pigmenti

Fikosiyanin; kokusuz, toksik olmayan, suda ¢ozulebilen, yiksek antioksidan ve gucli
floresan Ozelligine sahip, mavi renkli bir toz olup ticari adi "lina mavisi” bir pigment
maddesidir (Resim 2.). Siyanobakterilerde yiiksek miktarda bulunan ve ekonomik anlamda
en Onemli fikobiliprotein ¢esididir. Bu pigment 1g13a olan hassasiyeti ile bilinmektedir. Bu
sebeple pigmentin rengini kaybetmemesi i¢in Urliniin 1s1ktan korunmasi: 6nemlidir.

Sekil 2. Spirulina platensis’ den elde edilen C-Fikosiyanin pigmenti

Fikosiyaninin protoplazma i¢inde hiicre kuru agirhgmimn yaklasik 20%’sine varabilen
oranlarda bulunabildigi bildirilmistir (Santiago-Santos ve ark., 2004). Fikosiyanin yapisi ise
bagli bulundugu mikroorganizma ¢esidine ve ortam kosullarina gore farklilik
goOstermektedir. Fikosiyaninin prostetik grubu olarak kabul edilen ve proteinin karakteristik
mavi renginden sorumlu olan fikosiyanobilin kromoforu farkli bdlgelerden sistein
aminoasitine baglanarak fikosiyanin yapisinin olusumunu saglamaktadir (Santiago-Santos
ve ark., 2004; Stec ve ark., 1999; Contreras-Martel ve ark., 2007). Siyanobakteriler arasinda
en 6nemli fikosiyanin Ureticisi fototrofik bir siyanobakteri tirii olan Spirulina platensis’tir.
Ancak son zamanlarda yapilan c¢aligmalar fikosiyanin iiretimi acgisindan birgok
siyanobakteri tlrinin  (Spirulina maxima, Spirulina fusiformis, Anabaena sp.,
Synechococcus sp., Aphanothece halophytica, Nostoc sp., Oscillatoria quadripunctulata,
Phormidium ceylanicum) S. platensis’e alternatif olabilecegini gostermistir (Eriksen, 2008)
(Resim 3, 4, 5,6,7,8,9).
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Sekil 3. Spirulina maxima Sekil 4. Anabaena spp.
LA R "1 |
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Sekil 5. Spirulina fusiformis Sekil 6. Oscillatoria spp.

Sekil 9. Aphanothece halophytica
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Fikobiliproteinler suda ¢dziinen protein-pigment kompleksleri halinde kolaylikla izole
edilebilirler (Abalde ve ark., 1998). S. platensis’te fikosiyanin miktar1 hiicre kuru
agirhiginin 20%’sini olusturmaktadir (Chaiklahan ve ark., 2011).

Fikosiyanin 6zellikle Uzakdogu’da gida ve kozmetik sanayiinde genis kullanim alam
bulmaktadir. Ancak fikosiyaninin 1518a ve sicakliga karst duyarli olmasi yaygin olarak
kullanilmasini kisitlamaktadir. Fikosiyanin kullanim alanini daraltan termal stabilitesinin
diisiik olmasi, ortama ¢esitli karbonhidratlarin eklenmesi ile giderilebilmektedir (Furuki ve
ark., 2003). Bir siyanobakteri veya kirmizi algin sahip oldugu fikosiyanin konsantrasyonu,

C-PC (mg/mL) = (A620 - 0.47A652)/5.34

esitligi ile hesaplanir (Moraes ve ark., 2011). Birim gramdan elde edilen fikosiyanin
miktarini belirlemek amaciyla verim hesaplamasi da;

Verim (mg/g) = (C-PC * V) /KM
formiili ile yapilir (Moraes ve ark., 2011).

Fikosiyaninin kullanim alanimi belirleyen saflik derecesi onemli bir parametredir.
Saflik oraninin belirlenmesi amaciyla fikosiyanine ait dalga boyu 620 nm’de elde edilen
aborbans degerinin, 280 nm’de elde edilen toplam proteine ait absorbans degerine oranidir
(Moraes ve ark., 2011).

Saflik = A620 / A280

Dondurma-¢6zme metoduyla pargalanmus hiicreler aseton igerisinde ¢6ziildiikten sonra
yapilan spektrum taramasinda karotenoidlere 6zgii spesifik dalga boyu saptanamamustir.
Santrifiij yardimiyla hasat edilmis ve 0.1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7) ile sulandirilmis
orneklere -21°C’de dondurma, ardindan, 95°C” deki su banyosunda 2 dakika siireyle ¢6zme
islemi arka arkaya 5 kez tekrarlanarak hiicre duvarinin pargalanmasi saglanmalidir.

Prokaryot bir siyanobakteri olan S. platensis’in peptidoglukan yapisindaki hiicre
duvarinin parg¢alanmasi i¢in yukarida belirtilen, 5 tekrarli dondurma (-21°C), ¢ézdirme (95
°C’de 2 dakika) islemi uygulanmalidir.

Fikosiyanin Ekstraksiyonu

Ticari a¢idan son derece 6nemli oldugu bilinen fikosiyaninden faydalanabilmek i¢in bu
maddeyi fikobilizomlardan uygun sekilde ekstrakte etmek ve saflagtirmak gerekmektedir
(Sekar ve Chandramohan, 2008). Siyanobakterilerden fikobiliproteinlerin ektraksiyonu
hiicre duvarinin asirt dayanikli olmasi nedeniyle oldukg¢a zordur (Steward ve Farmer, 1984).
Fikobiliproteinlerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi igin ¢ok ¢esitli teknikler denenmis olsa
da henuz standart bir teknik belirlenmemistir. Fikobiliproteinlerin, ekstraksiyon ve
saflagtirmadaki zorluklari nedeniyle pigmentler oldukca pahalidir ve bu pigmentleri saf
olarak elde etmek ilgi ¢eken bir ¢aligma alanidir (Reis ve ark., 1998).

Fikosiyanin hem kuru hem de islak biyokiitleden ekstrakte edilebilmektedir. Kuru
biyokiitleden ekstraksiyon yonteminde hiicre kiiltiirii farkli sicakliklarda ve farkli kurutma
yontemleri ile kurutulmakta ve ¢esitli tamponlarla ¢oziindiirilerek C-PC agiga
¢ikartilmaktadir (Doke, 2005; Oliveira, 2008). Kuru biyokitleden fikosiyanin
ekstraksiyonunda yiiksek sicaklik uygulamasi fikosiyanin kaybina neden olmakta bu
nedenle kurutma iglemi diisiik sicakliklarda yapilmaktadir (Eriksen, 2008). Ancak genel
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anlamda kuru biyokiitleden yapilan ekstraksiyon verim ve safligimin diisilk olmasi
nedeniyle tercih edilmemektedir. Sarada vd., (1999); yapmis olduklar1 fikosiyanin
ekstraksiyon ¢aligmalarinda, kurutulmus Spirulina sp.’nin yaklagik 50% oraninda
fikosiyanin kaybina ugradigini, bu yizden islak biyokiitle kullaniminin daha uygun
oldugunu bildirmiglerdir.

Islak biyokutleden C-PC ekstraksiyonu igin fiziksel ve kimyasal bircok yontem
kullanilmistir. Bu yontemlerden bazilari; —25°C, —18°C veya sivi azotta dondurma, 4°C
veya 30°C’de ¢dzme (Abalde ve ark., 1998; Doke, 2005; Zhang ve Chen, 1999; Minkova
ve ark., 2003; Soni ve ark., 2006), homojenizasyon (Abalde ve ark., 1998; Doke, 2005;
Boussiba ve Richmond, 1979; Schmidt ve ark., 2005), yliksek basing uygulamasi (Patil ve
ark, 2006, Patil ve Raghavarao, 2007), sonikasyon (Abalde ve ark., 1998), asit uygulamasi
(Sarada ve ark, 1999), lizozim uygulamasi (Boussiba ve Richmand, 1979) ve Klebsiella
pneumonia ile ekstraksiyon (Zhu ve ark., 2007) yontemleridir. Tiim bu yontemlerin diginda
stiper kritik karbondioksit teknigi iizerinde yapilan c¢aligmalarla siyanobakterilerden renk
maddelerinin ekstraksiyonunda gelismeler saglanmigtir (Macias-S&nchez ve ark., 2007
Herrero ve ark., 2006).

Genel olarak her yontemin kendine gore avantaj ve dezantajlart vardir ve bu nedenle
ekstraksiyon sirasinda harcanan siire, maliyet, elde edilen verim ve saflik gibi faktorler de
dikkate alinarak calisilan susa ait en uygun ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi
gerekmektedir. Endiistriyel agidan diisliniildiigiinde segilen ekstraksiyon yonteminin 6lgek
biyiltmeye uygun ve ekonomik olmasi gerekmektedir.

Fikosiyaninin Saflastiriimasi

Siyanobakterilerden C-PC saflagtirilmasi i¢in amonyum siilfatla ¢oktiirme/diyaliz,
ultrafiltrasyon, iyon degisim kromatografisi gibi birgok kromatografik teknik ve bu
tekniklerin birbiri ile kombinasyonlar1 denenmistir (Santiago-Santos ve ark., 2004; Reis ve
ark., 1998;Soni ve ark., 2006; Macias-Sanchez ve ark., 2007). Bu y&ntemlerin temel
siirlayicr unsurlart; saflastirma igsleminin uzun vakit almasi, pahali olmasi, yiiksek
hacimlerde c¢alisilamamasi ve saflik oraninin diisiik olmasidir (Soni ve ark., 2006).
Saflagtirma islemi sirasinda fikosiyanin safligit 620 nm’deki absorbans degerinin 280
nm’deki absorbans degerine orant (A620/A280) ile tespit edilmektedir. Elde edilen bu
saflik oranina gore fikosiyaninin kullanim alani belirlenmektedir. Buna gore, fikosiyaninin
saflik oran1 0.7 ve fistiinde ise gidaya uygun, 3.9 ise reaktif, 4 ve {izerinde ise analitik
saflikta oldugu kabul edilmektedir (Chen ve ark., 2006).

Fikosiyanin Miktarinin Belirlenmesi

S. platensis yas biyokiitlesinin (25 mL) hasat edilmesinin ardindan, ardi ardina 5 kez -
21°C’de dondurma ve 95°C’deki su banyosunda ¢ézdiirme isleminden sonra fikosiyaninin
0.1 M sodyum fosfat (pH 7) tamponunda ¢dzlinmesi amaciyla +4°C” de 18-20 saat stireyle
bekletilen ornekler santrifiij edilmis ve berrak, mavi siipernatantin fikosiyanin igerigi
spektrofotometrede Sl¢iilmiistiir. Fikosiyanine ait en yiiksek absorbansin saptandigi dalga
boyu 620 nm olarak belirlenmistir. Fikosiyanin konsantrasyonu (C-PC) (mg/mL) 652 ve
620 nm’deki optik yogunluk degerlerini kullanarak asagidaki esitlikle hesaplanir (Moraes
ve ark., 2011).
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C-PC (mg/mL) = (A620 - 0.47A652)/5.34

Bu denklemde A620 fikosiyanine 6zgii dalga boyundaki absorbans degerini, A652 ise
fikoeritrine ait spesifik dalga boyunda olusturdugu absorbans degerini ifade etmektedir.
Saflik faktorii, fikosiyaninin 620 ve 280 nm’deki absorbans degerlerinin birbirine orani
(A620/A280) ile belirlenmistir (Abalde ve ark., 1998). Birim gram S. platensis kuru
maddesinin sahip oldugu fikosiyanin miktarinin mg/g cinsinden belirlemek igin,

Verim (mg/g) = (C-PC * V) /KM

esitligi  kullamlmigtir (Moraes ve ark.,, 2011). Bu esitlikte C-PC fikosiyanin
konsantrasyonunun mg/mL olarak degerini, V kullanilan tampon hacmini (mL) ve KM
gram olarak kuru madde agirligini belirtmektedir.

Syanobakterilerin Kullanim Alanlari

Syanobakteriler icerdigi yiiksek miktarda protein, pigmentler ve GLA (gamma
linolenik asit) gibi tiriinler bakimindan éneme sahip olan bir alg tiiriidiir. Syanobakterilerin
iceriginde bulunan B-karotenin kanser riskini azalttigi bildirilmektedir. Mide ve deri
kanserinde de etkili oldugu arastirmalarla kanitlanmistir (Niu ve ark.,, 2007).
Syanobakterilerden Spirulina’nin sentetik pigment maddeleri ile karsilastirildiginda en
carpict Ozelliginin dogal bir renklendirici oldugudur. Spirulina’min igerdigi pigment
maddeleri; Fikobiliproteinlerin 75%’i fikosiyaninler, 12%’si allofikosiyaninler, 12%’si de
fikoeritrinler ve pigmentsiz polipeptitler olusturur (Tunail, 2009).

Fikoeritrin; kirmiz1 renkli phycobiliproteinler; fikoeritrin, mavi phycobiliproteinler de;
fikoksiyanin olarak isimlendirilmektedir. Bu pigmentler suda eriyebilirler ve gidalarda
dogal renklendirici olarak, ayrica kozmetik ve eczacilik alaninda kullanilirlar.
Porphyridium sp.; floresan pembe renk veren pigment kaynaklari olarak bilinmekte olup,
bu mikroalgler biyoreaktorlerde giines 15181 ya da yapay 1sikla karbondioksit ve tuz
ortaminda gelistirilmekte ve en cok pigment 20-30 C' de ve orta siddete 151k altinda
saglanmaktadir. Bu mikroalglerden elde edilen 6nemli fikobiliproteinler, B-fikoeritrin ile b-
fikoeritrin olarak tamimlanmaktadir. Bu pembemsi-kirmizi renkli pigmentler; konfeksiyon
giyimde, jelatin iceren tatlilarda ve siit iriinlerinde renklendirici olarak kullanilmakta,
gidalara katilma oranlar ise gida g¢esidine gore farklilik gostermekte ve ortalama 50-100
mg/kg olmaktadir. 60 °C'de 30 dk sabit olan pigment, pH 6-7 arasinda tazeligini ve
etkinligini korumaktadir. Kirmizi fikoeritrin sar1 floresana sahip olmasi nedeniyle gidalara
baz1 spesifik ozellikler kazandirmaktadir. Bu amagcla lolipoplarda, alkollii ve alkolsiiz
igeceklerde kullanmilmaktadir (Rito-Palomares ve ark., 2001; Fedkovic ve ark., 1993).

Porphyridium-Fikosiyanin; Porphyridium aeugineum kirmizi alginden elde edilen
mavi bir pigmenttir. En 6nemli fikosiyanin C- fikosiyanindir. Porphyridium aeugineum
biyomasindan 60% oraninda iiretilen mavi pigmentin gidalarda ya da iceceklerdeki
kullanilan dozu 140-180 mg/kg arasinda degismektedir. igerdigi polisakkaritler iiriiniin
rengine, stabilitesine katki saglamak yaninda gidaya fonksiyonel besleyici o6zellik
saglamaktadir.

Mikroalgden elde edilen pigment; pH ile degismemekte ve 60 °C'de 40 dk' da stabil
kalmaktadir. Ozellikle asidik igeceklerde ve konfeksiyon giyimde kullanilan bu renk
maddesi Pepsi® (sicaklik uygulanmayan) ve Bacardi Breezer® igeceklerine ilave
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edilmektedir. Dondurmalarda da siklikla kullanilan pigmentin gidalarda kullanimi ticari
olarak uretilmedigi i¢in yeteri kadar agik degildir (Fedkovic ve ark., 1993).

Fikosiyaninin Kullamim Alanlari
Renklendirici Olarak Kullanimi

Gida boyalari, irilinlerin renk kalitesini artirmak amaciyla kullanilan gida katki
maddeleri olarak bilinmektedir. Gidalarda kaybolan dogal rengi vermek, zayif olan dogal
rengi kuvvetlendirmek, gercekte renksiz olan gidalara renk vermek, cezp edici iiriinler elde
etmek amaciyla kullanilir. Sentetik renk maddeleri daha sabit olmalari, kuvvetli renk
vermeleri gibi bir¢ok avantaja sahip olmalarina karsin, toksik ve alerjik etkilerinin olmasi
dogal renk maddelerine olan ilginin artmasina neden olmustur. Tiim bu nedenler, iireticileri
dogal renk maddelerini kullanmaya yoneltmistir (Arad ve Yaron, 1992; Karaali, 1993).

Giiniimiizde gida sanayisinde ozellikle icecek ve sekerleme sanayisinde sentetik mavi
renkli boyalarin kullanimi kisitlanmakta ve dogal mavi renkli boyalarin kullanimina olan
ilgi giderek artmaktadir (Karaali, 1993). Dogal pigment maddesi fikosiyanin, gida, ilag ve
kozmetik sanayinde, kanserojen oldugundan siiphe edilen sentetik pigmentlerin yerini
alabilecegi bildirilmistir (Sarada ve ark., 1999). Fikosiyanin diinyada g¢esitli firmalar
tarafindan ticari olarak iretilmektedir. Japonya’da “Dainippon Ink. & Chemicals Inc.”
sirketi “Lina mavisi” adiyla ticari olarak fikosiyanin iiretimi yapmakta ve kg fiyatin1 130
dolardan satmaktadir (Yentiir ve ark., 1998; Jespersen ve ark., 2005).

S. platensis’den elde edilen C-PC, fermente sut Urunleri, dondurma, alkolstiz ickiler,
tatlilar, sakizlar, buzlu sekerler, dekorasyon fliriinleri gibi bir¢ok gida iiriiniinde renklendirici
olarak ¢zellikle de C-PC, Japonya’da kullanilmaktadir (Resim 13.). Ancak mavi renkli
gidalarin smurl tiiketimi bu maddenin gidalarda renklendirici olarak kullanimina olan ilgiyi
azaltmaktadir. Fikosiyaninin, sicakliga ve 1s18a karsi stabilitesi zayif olmasina ragmen
indigo ve gardenya mavisinden ¢ok daha elverisli oldugu kabul edilmistir. Kirmizi
mikroalg tlr( olan Phorphyridium aerugineum’dan elde edilen fikosiyaninin renginin 1s18a
ve pH degisimlerine kars1 sabit kaldig1 ancak sicakliga karst duyarli oldugu bildirilmistir.
Fikosiyaninin farkli kosullardaki stabilitesinin belirlenmesi gida proseslerindeki kullanim
olanaklarinin tespiti agisindan olduk¢a énemlidir. Uretimleri sirasinda 1s1l islem gérmeyen
iceceklere (Pepsi® ve Bacardi Brezzer®) ilave edilmesi halinde oda sicakliginda 1 ay
boyunca renk kaybi olmadigi tespit edilmistir. Kuru gidalarda kullanilmasi durumunda renk
stabilitesi ¢ok yiiksek oldugu, kek dekorasyonunda kullanilan sekerli igeceklerin renklerinin
bir y1l boyunca sabit kaldig1 belirlenmistir (Eriksen, 2008; Sekar ve Chandramohan, 2008).

Floresan Prob Olarak Kullaninu

Fikobilizomlar sulu ¢ozeltiden ekstrakte edildiklerinde fikobiliproteinler uyarilma
enerjilerinin dogal alicilarim kaybederler ve boylece yiiksek floresan 6zellige sahip olurlar.
Diger floresan maddelerle karsilastirildiklarinda fikobiliproteinler yiiksek molar
ekstinksiyon (soniim) katsayisina, yiliksek oligomer stabilitesine ve yiiksek floresan
kuantum verimine sahiptir ve bu 6zellikleri onlarin giiclii ve yiiksek duyarlilikta floresan
etken olarak kullanimlarin1 saglamaktadir (Herrera ve ark., 1989; Henrikson, 2011).

Floresan 6zelligi etkileyen en 6nemli degiskenlerden biri kuantum verimidir. Floresan
prob olarak en yaygin kullanilan fikobiliprotein, 82%-98% floresan kuantum verimi ile
fikoeritrindir (Herrera ve ark., 1989; Glazer, 1994). Fikosiyaninin ve allofikosiyaninin
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kuantum verimlerinin diisitk oldugu (sirasiyla 68% ve 50%) belirlenmistir (Glazer, 1994).
Stabilize edici bazi1 etkenlerin polipeptit =zincirine baglanmasi sonucu kimyasal
stabilizasyon saglanmis ve bu sayede fikosiyaninin histokimya, floresan mikroskobi, akis
sitometrisi, bagisiklik testleri gibi bircok alanda floresan prob olarak kullanimi olanakli
hale getirilmistir (Herrera ve ark., 1989; Henrikson, 2011; Glazer, 1994). Bunun yan1 sira,
fikosiyaninin floresan 6zelliginden faydalanarak, siyanobakterilerin gelisimi es zamanli
olarak takip edilebilmekte, igme sularindaki toksik siyanobakteriler tespit edilebilmekte ve
dogal su kaynaklarinda siyanobakteri varlig1 uzaktan belirlenebilmektedir (Eriksen, 2008).

Gida Katkisi ve Fonksiyonel Gida Olarak Kullanimi

Siyanobakterilerin fonksiyonel gida olarak tiiketimi fikosiyaninin kullanim
alanlarindan bir digerini olusturmaktadir. Kurutulmus S. platensis’in fonksiyonel gida
olarak tiiketiminde fikosiyaninin fonksiyonunu gosteren bir dizi ¢alisma bulunmaktadir.
Son zamanlarda ilgi fikosiyaninin fonksiyonel bilesenler igeren kurutulmus S. platensis ile
almmasima dogru kaymaktadir (Resim 10, 11, 12). Besinsel degerlerinin 6tesinde tim
siyanobakterilerin  fikosiyanin igerikleri nedeniyle, bagisiklik sistemini uyardigi,
antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, antikanser ve kolesterol diisiiriicii etkiler gdsterdigi
One siiriilmiistiir. Siyanobakteriler biyolojik olarak birgok aktif bilesik icerdiginden,
siyanobakterinin tliketilmesi ile olusan bu saglik etkilerinin yalnizca fikosiyanin igerigi ile
iliskilendirilmesi tam olarak miimkiin degildir (Eriksen, 2008; Erdal ve Okmen, 2013).

Sekil 12. Spirulina’nin hasat1 ve kurutulmasi

Bathe G s 5208

Sekil 13. Kek ve pastacilikta ve igeceklerde gida renklendiricisi olarak kullanimi

150


https://www.google.com.tr/imgres?imgurl=http://tk.noblogs.org/gallery/5476/moringa_4.png&imgrefurl=http://tk.noblogs.org/post/2009/09/24/growing-spirulina-algae-in-pet-bottles-2/&docid=Xr74-YlO6LjGsM&tbnid=vn6AnLlUEKGWFM&w=478&h=393&ei=VIEZU5nrJsmGswaa7oGIBg&ved=0CAcQxiAwBQ&iact=c
https://www.google.com.tr/imgres?imgurl=http://tk.noblogs.org/gallery/5476/moringa_4.png&imgrefurl=http://tk.noblogs.org/post/2009/09/24/growing-spirulina-algae-in-pet-bottles-2/&docid=Xr74-YlO6LjGsM&tbnid=vn6AnLlUEKGWFM&w=478&h=393&ei=VIEZU5nrJsmGswaa7oGIBg&ved=0CAcQxiAwBQ&iact=c�

Nutrasotik ve Farmasotik Olarak Kullanimi

Farkli siyanobakterilerden elde edilen saf fikosiyanin antioksidan ve radikal
uzaklastirict aktivitesi oldugu ve bu baglamda saflastirilmig C-PC’nin nutrasétik ve
farmasotik olarak kullamilma potansiyeline sahip oldugu birgok aragtirici tarafindan
bildirilmistir (Soni ve ark., 2006; Spolaore ve ark., 2006; Oi ve ark., 1982).
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Sekil 14. Spirulina tableti Sekil 15. Spirulina kapsil ~Sekil 16. Spirulina ilaci

Bir dizi bozulmus fizyolojik durumun C-PC uygulamasi ile diizeltilebildigi ve birgok
vakadaki saglik iizerine olan bu olumlu etkinin, C-PC’nin antioksidan ve radikal pargalayici
etkisi araciligiyla olustugu ifade edilmistir. C-PC’nin NADH oksidaz gibi diger bazi
enzimleri de inhibe ederek, memeli hiicrelerinde ve deney farelerinde gen diizenlenmesini
etkiledigi, hiicre ¢ogalmasini 6nledigi ve kanserojenik hiicrelerde apoptozisi (programli
hiicre 6liimii) uyardig1 gozlenmistir. Bu gézlemler nutrasotik veya farmasotik olarak C-PC
kullanimina olan ilginin giderek artmasina neden olmaktadir (Eriksen, 2008).

Bousibba ve Richmond, 1980; fikosiyaninin Spirulina’da depo besin maddesi olarak
gorev yaptigim belirtmislerdir. Fikosiyanin ticari olarak Uretilmektedir. Japonya’da dogal
renk maddesi olarak yemlerde ve kozmetik alaninda kullaniimakta ve 600 kg/ay oraninda
Uretilmektedir. Fikosiyanin’in esas kullamm alani gida boyas: olarak kullanimidir.
Bagisiklik ile ilgili denemelerde biyokimyasal izotop olarak kullaniimaktadir. Bu pigmentin
sahip oldugu flioresan Ozellikten dolayr mikroskopi ve sitometri calismalarinda
yararlaniimaktadir. Seker, dondurma, ginluk drdinler ve iceceklerin renklendirilmesinde
kullanmlmaktadir. Fikosiyaninin genel anlamda bagisiklik sistemini destekledigi ve gesitli
hastaliklara kars: koruma sagladig: belirtilmistir.

Fikosiyanin diinyada cesitli firmalar tarafindan ticari olarak Uretilmektedir. Baslca,
sakizlar, sit Grdnleri, jole vb. gidalarda renklendirici olarak kullanilmaktadir. Japonya,
Tayland ve Cin’de kozmetik Uriinlerinde kullanilmaktadir. Mavi renkli bu pigment
kozmetikte far, g6z kalemi ve rujlarda da kullanilmaktadir (Benedetti ve ark., 2006).

Fikobilinler gida ve kozmetik alanlar1 disinda biyoteknolojik anlamda teshis ve
ilaglarda kullanilmaktadir. Siyanobakterilerden elde edilen fikosiyanin kendi besin degeri
disinda, bagisiklik sistemini arttirici, kolesterol diistrtcl, antioksidan, antiimflamatuar,
antiviral ve antikanser 6zellikler de gostermektedir (Boussiba and Richmond, 1980, Resim
14, 15, 16).

Giinlimiizde miimkiin oldugunca az islem gormiis, besleyici degeri yiiksek insan
sagligina zarar vermeyen dogal besin maddelerine, renklediricilere, antioksidantlara ve gida
katki maddelerine ragbet artarak devam etmektedir. Siyanobakterilerden elde edilen
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fikosiyanin kendi besin degeri disinda, bagisiklik sistemini arttirici, kolesterol diisiiriicti,
antioksidan, antiimflamatuar, antiviral ve antikanser dzellikler de gostermektedir (Cornejo,
1997). Tim bu dstiin oOzelliklerinden dolayr fikosiyanin genis bir kullanim alani
bulmaktadir. Daha yiiksek saflikta ve verimde fikosiyanin elde edebilmek, dolayisiyla
birgok alanda daha rahat kullamm potansiyeli yaratabilmek icin, fikosiyanin dreticisinin
yeni suslarin belirlenmesi, etkili saflagtirma tekniklerinin gelistirilmesi, genetik ve protein
mithendisligi ¢aligmalari ile {iretim potansiyelinin ve fikosiyanin stabilitesinin arttirtlmasi
gerektigi disiiniilmektedir (Akoglu, 2012).
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