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OZET

FARKLI KORUYUCULARLA MUHAFAZA EDILMIS Pseudanabaena sp. VE
Arthrospira maxima’DAN URETILEN C-FIKOSIYANININ STABILITESI
UZERINE SICAKLIGIN ETKIiSi

Fatih ICTEN

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Dog¢.Dr. Ali GUNLU
Temmuz 2021, 70 Sayfa

Bu ¢alisma ile Pseudanabaena sp. ve Arthrospira maxima tiirlerinden saf su ve fosfat
tamponu ile oziitlenen fikosiyanin (C-PC) koruyucular ile sicaklik dayanimini
amaglanmigtir. Ayrica, +4 °C ve +25 °C’de liyofilize fikosiyanin (C-PC)’in
stabilitesi ilizerine secilmis yenilebilir koruyucular olan sitrik asit, siikroz, kalsiyum
Kloriir ve kalsiyum kloriirtsiikrozun etkileri sulu ¢ozeltilerde ¢alisilmistir. Calisma
sonuglaria gore en yliksek C-PC igerigi 0,36 mg/ml ile fosfat tamponunda 6ziitlenen
Pseudanabaena sp. tiiriinde tespit edilmistir. Orneklerin C-PC safligin1 (620/280)
artirmak i¢in 10 ve 50 kDa kesme kapasitesi olan ultra santrifiij tlipi ile
santrifiijlenmis ve en yiiksek saflik derecesi 1,60 ile saf suda Pseudanabaena sp.
tiiriinden oziitlenen grubunda belirlenmistir. Her iki mikroalg tiirlinde de C-PC’nin
farkli sicakliklarda depolamaya bagli koruyucularla muamelesi sonucu en iyi
koruyuculuk kalsiyum Kkloriirt+siikroz kombinasyonu ile siikroz grubunda tespit
edilmistir. Ayrica C-PC’nin dayanimi iizerine depolama sicakliginin artiginin
olumsuz etkisi oldugu saptanmistir. Sonug olarak, Pseudanabaena sp. ve Arthrospira
maxima’nin 6nemli C-PC kaynagi oldugu, saf su ve fosfat tamponunda
oziitlenebilecegi, diisiik sicaklikta (+4 °C) kalsiyum kloriir ve siikroz varliginda
stabilitesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pseudanabaena sp., Arthrospira maxima, C- Fikosiyonin,
Sicaklik Dayanimi, Koruyucular,



ABSTRACT

THE EFFECT OF TEMPERATURE ON THE STABILITY OF THE C-
PHYCOCYANIN, WHICH IS PRODUCED FROM Pseudanabaena sp. AND
Arthrospira maxima PRESSERVED WITH DIFFERENT PRESERVATIVES

Fatih ICTEN

Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ali GUNLU
July 2021, 70 pages

The aim of this study was to extract phycocyanin (C-PC) with distilled water and
phosphate buffer from Pseudanabaena sp. and Arthrospira maxima species. Also,
the effect of selected edible preservatives, citric acid, sucrose, calcium chloride, and
chloride+sucrose on the stability of lyophilized C-phycocyanin (C-PC) at 4 °C and
25 °C was studied in aqueous solution. According to the results of the study, the
highest C-PC content was detected in Pseudanabaena sp, which is extracted in the
phosphate buffer with 0,36 mg/ml. Centrifuged with the ultracentrifugal tube with a
cutting capacity of 10 and 50 kDa to increase C-PC purity (620/280) of samples and
the highest degree of purity was determined in the group extracted in distilled water
of the Pseudanabaena sp species with 1,60. In both types of microalgae, the best
protection was detected in the Sucrose group with a combination of calcium
chloride+sucrose as a result of the treatment of C-PC with storage-related
preservatives at different temperatures. In addition, it was determined that the
increase in storage temperature on the strength of the C-PC had a negative effect. As
a result, it has been determined that Pseudanabaena sp and Arthrospira maxima are
important sources of C-PC, can be extracted in distilled water and, phosphate buffer,
have high stability at low temperatures (+4 °C) and in the presence of calcium
chloride and sucrose.

Keywords: Pseudanabaena sp., Arthrospira maxima, C-Phycocyanin, Temperature
Resistance, Preservatives
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Umut Termal Otel” isletme sahibi Kadir BASOGLAN a tesekkiir ediyorum.
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1.GIRIS

Doganin bir¢ok alaninda yaygin olarak bulunan renk pigment tireten mikro alglerden
giiniimiizde fikosiyanin, ksantofil ve fikoeritrin gibi renk pigmentelerinin iiretimi
yapilmaktadir. Bu mikrobiyal canlilar bircok metabolitleri ihtiva ettiginden dolay1
ticari olarak bliylik degere sahiptir. Bu ihtiva ettigi metabolitler ise protein,
karbonhidrat, yag, esansiyel aminoasit, pigment maddeleri ve biyoaktif molekiiller
maddelerdir. Gegmisten gilinlimiize uzun yillardir mikro algler gida olarak
tiikketilmekte olup insan organizmasi lizerinde olumlu etkilerinin oldugu bilinmekte

ve bu algler yaygin sekilde kullanilmaktadir (Celikel vd., 2006).

Giiniimiiz yapay (sentetik) mavi renk boyalarin igcecek ve sekerleme sanayinde
kullanim1 diizenlemelerle kisitlanmakta ve bu yapay renk pigmentinin yerine dogal
mavi renkli (fikosiyanin) renk pigmentlerinin kullanimi artmaktadir (Herrera vd.,
1989; Henrikson, 2011). Fikosiyanin renk pigmenti basta kozmetik, gida ve ilag
sanayilerinde olmak iizere bir¢ok firlinlerde kullanimi yayginlasan dogal bir renk
pigmenttir. Bu kapsamda dogada bulunan dogal ve mavi renkli bir pigment olan
fikosiyanin igeren bu mavi yesil alglerden fikosiyanin tiretimi dikkat ¢ekmektedir.
Bu sebeple ticari olarak diinyada bir¢ok firma tarafindan ekonomik olarak iiretimi
yapilan bir boyar maddedir. “Dainippon Ink. & Chemicals Inc.” sirketi “Lina
Mavisi” adiyla fikosiyanin ticari agidan iiretimini Japonya’da iiretmekte olup bu
fikosiyaninin birim kg fiyatin1 130 dolardan piyasada alici bulmaktadir (Akoglu ve
Cakmakei, 2011).

Gida endiistrisinde bu mikro alglerin en 6nemli 6zelligi ise dogal olmasindan dolay1
insan sagligina faydali ve cezbedici 6zelliginin olmast ile gida iiriinlerinde zamanla
kullanim1 artmaktadir. Bu renklendiriciler gida endiistrisinde dogal katki maddesi
olarak kullanilmasi nedeniyle basta tiiketiciler olmak iizere ireticiler agisindan da
son derece olumlu sonuclar dogurmaktadir. Son yillarda piyasada dogal renk
maddeleri olarak gidalarda kullamimindaki artisina paralel olarak piyasada satis
olanaklar1 gelismistir. Bu nedenle tiiketicilerin dogal maddelere egilim gostermekte

ve bu iirtinlere olan ilgi dikkat ¢eken bir sekilde artis gostermistir. Diinya ¢apinda



sentetik (yapay) renklendiricilerin zararli yan etkilerininin ortadan kaldirilmasi igin
dogal maddelerin iiretimine ve siirdiiriilebilir sekilde bu maddelerin gelistirilmesine

yonelik arastirmalar (AR-GE) hizli bir sekilde artmistir (Akoglu, 2012).

Alg; Vitamin, pigment, protein, mineral, lipit ve polisakkarit gibi farkli kimyasal ve
biyolojik bilesenleri ihtiva etmesinin yanisira bu bilesikleri iiretme 6zelliginede sahip
olduk¢a Onemli bir organizmadir. Gelismis iilkeler; bir¢cok oncelikli konularin
basinda gida, kozmetik ve ilag¢ endiistrisinin gereksinimini karsilama nedeniyle ile
yiiksek katma degere sahip olan ve igeriginde fikosiyanin (PC) ve fikoeritrin (PE)
gibi pigment proteinlerini ihtiva eden mikroalgler kullanilmaktadir. Mavi yesil
alglerin yiiksek yogunlukta besinsel iceriginin yani sira fikobilinproteinlerini de
icerdigi son yillarda yapilan bir¢ok arastirmlarda ortaya c¢ikmistir. Bu
fikobilinproteinlerinin viicut bagisiklik sitemini destekleyen antioksidant, antiviral,
anti-inflamatuar, anti-kanser ve anti-diabetik etkilerinin yine ayni ¢aligmalarla ortaya
ciktigr bildirilmistir (Gustafson vd., 1989; Hayashi vd., 1994; Qureshi ve Ali,
1996a,b; Romay vd ., 1998; Liu vd ., 2000; Gantar vd., 2012).

Akuatik ekosistemlerdeki mikroalglerin biyolojik rolleri basta olmak iizere ekolojik
rollerinin yanisira hem insan sagligina faydalari hemde akua kiiltiirlerinde yetistirilen
sucul canlilarin yasamlar1 i¢in olduk¢a énemli besin maddelerini igerirler. Mikroalg
tirlerinin birgogu gliniimiizde yiiksek protein basta olmak iizere beta-karoten,
doymamis yag asiti, vitamin ve pigment ihtiva ettiklerinden dolay: sanayi amacgh
biyoteknolojik galismalarda kullanilmaktadirlar. 1950°1i yillardan beri bu ¢aligmalar
ozellikle Chlorella, Scenedesmus, Dunaliella, Spirulina ve Haematococcus
cinslerine ait tiirlerle yapilmaktadir. Akuakiiltiir ortaminda yetistirilen siis baligi,
karides, alabalik ve somon gibi su iriinlerinin pigment kaynagi olarak mikroalg
kullanilmaktadir. Protein kaynakli bu pigment maddelerinin basta renk verici
0zelliginin yam sira, baliklarin 6liim oranlarinin azaltilmasi ve gelisimlerini ¢abuk
tamamlamalarin saglanmasi nedeniyle bu maddeler biiyiilk 6neme sahiptir. Pigment
Iceriginde pigment maddeleri bulunduruan mikroalgler dogada genis alanlarda
bulunmakta ve bu mavi-yesil alglerden fikosiyanin (PC), fikoeritrin (PE), B-karoten,

astaksantin ve ksantofil gibi maddeler tiretilmektedir (Duru ve Yilmaz, 2013).

Fikosiyonin, anlasilacagi tizere birgok alanda gesitli etkilere ve Gzellige sahip bir
madde oldugu bir¢ok arastirmada ve ¢alismada ortaya konulmustur. Bu ¢alisma ile

oncelikle Arthrospira maxima ve Pseudanabaena sp.’den gida katki maddesi olarak



kullanilabilecek saflikta dogal mavi renk pigmenti C-fikosiyanin oziitlenmesi ve
oziitlenen C-fikosiyanine 4 °C ve 25 °C’de depolama sartlarinda farkli koruyucularin

ilavesi ile C-PC  iizerindeki  etkilerinin  belirlenmesi  amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETi

2.1. Cyanophyceae (Mavi-Yesil Alg-Cyanophyta-Cyanobacteria)

Cyanobacteriler igeriginde fotosentetik pigmentler bulundurmasi nedeniyle mavi
yesil alg olarak adlandirlirlar (Kahraman ve Kiiplilii, 2012). Mavi-yesil algler
yapilarinda farkli kimyasal ve biyolojik bilesikleri tirettiklerinden dolayr oldukga
onemlidirler (Borowitzka, 1988; Cohen, 1997). Ozelliklede ¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFA), gamma linoleik asit (GLA), allofikosiyanin, C-fikosiyanin ve
fikoeritrin gibi pigmentler canli kaynaklarla kiyaslandiginda alglerde oldukca zengin
sekilde bulunurlar (Koru ve Cirik 2003). Basta baliklar olmak iizere ve diger sucul
organizmalarin en Onemli besin maddesini olusturduklarindan dogadaki besin

zincirinin baslangi¢ noktasinda yer alirlar (Dalay vd., 2008).

Mavi-yesil alglerle ilgili en 6nemli tartisma konusu ise bakteri sinifinda m1 (Stanier
vd., 1978) yoksa okaryotik alg (Lewin, 1976) sinifinda m1 olup olmadigidir (Ishiura
vd., 1998, Graham vd., 2004, Keeton vd., 2004). Mavi-yesil algler her iki grubunda
ozelliklerini ihtiva eden (alg ve bakteri) ototrof prokaryot organizmalardir. Botanik
bilimciler fotosentezi gergeklestirdikleri ve atmosferik azotu bozarak diger
organizmalarin kullanacagi tiirdeki azota g¢evirdikleri igin mikroalg ve siyanofit
olarak isimlendirmislerdir. Mikrobiyologlar ise 16S rRNA tasidiklarin1 ve molekiiler
biyolojilerinden dolay1 ise bakteri olarak isimlendirilmislerdir. Bu canlilar basit
yapidaki sarmal gene sahip olduklarindan dolay1 yapisal olarak en basit canlilardir

(Kahraman ve Kiipliilii, 2012).

Mavi-yesil algler anaerobik metabolizmaya sahip mikroorganizmalardir (Mur vd.,
1999). Yasamsal faaliyetlerini devam ettirmeleri i¢in karbondioksit (CO>), su (H20),
inorganik bilesiklere ve 1s18a ihtiya¢ duymaktadirlar. Enerji saglamalarinin temel
kosulu fotosentez yapmaktir. Ancak tiirlerin bazilar1 ise karanlik (1s1ks1z) ortamda hig
fotosentez yapmadan kemoheterotrof olarak yasamlarini uzun siire devam ettirirler
(Akoglu ve Cakmakgei, 2011).



Sicak su kaynaklarindan Antartika’da kisa siireli donan su habitatlarina kadar genis
bir alan1 kapsayan ortamlarda alglerin yasamlarini siirdiirdiigii goriilmustiir (Hitzfeld
vd., 2000). Karbondioksit (CO2) ve suyu (H20) yapisinda ihtiva eden pigmentler
sayesinde 1sik enerjisinin etkisi ile karbonhidratlara dontstiiriirler. Bu sekilde akua
ortamindaki ¢6ziinmiis oksijen(O2) oraninin ve karbonhidrat igeren besin miktarinin

artmasina yardimei1 olurlar (Kahraman ve Kiipliild, 2012).

Mavi-yesil algler ¢ok hiicreli veya tek hiicreli koloni olmak tizere iki farkli koloni
olusturabilmektedirler. Bunun yaninda ise ipliksi yapida da olabilirler. Uremeleri iki
sekilde olmaktadir; bunlarin ilki vejetatif bolinmeyle, ikincisi ise kokospor,
hormogon vb. gibi spor hiicreleriyle olmaktadir. ipliksi yapilarin birkaginda ipligi
olusturan hiicrenin arasinda tek bir hiicreden olusan akinet (dayanikli hiicre) olarak
bilinen yapilara rastlanilmaktadir. Tallus, uygun kosullar saglandiginda ipliksi
govdeden ayrilarak yeni bir tallus meydana getirir. Heterosist adi1 verilen hiicreler;
tallusu olusturan hiicrelerin arasinda akinetten daha kalin ve saydam goriintsli,
havanin serbest azotunu absorbe edebilen, fotosentez yapma 6zelligini kaybetmis ve
organizmanin sistematikteki yerinin belirlenmesinde etkili olmaktadir (Graham ve

Wilcox, 2000).

Cyanophyceae olarak isimlendirilen mavi-yesil algler plastidleri bulunmayan ve
gercek cekirdekleri zar ile ¢evrelenmemis organizma grubudur. Sitoplazma i¢inde
DNA ve pigment maddeleri ¢ekirdek zarlari bulunmadig: i¢in gelisigiizel (daginik)
halde bulunmaktadir. Peptidoglikan yapisinda hiicre duvar1 bulunur fakat prokaryot
gruplara 6zgili 70S ribozom yerine 80S ribozom bulundururlar. Karotenoid yoniinden
zengin olmasinin nedeni ise miisilajli ve ¢ift ¢ceperden olusan ince bir kin ile hiicreleri

cevrili olmasidir (Cirik ve Cirik, 2004).

Diinya yasinin 4,6 milyar yil oldugu ve giiniimiizden 3,7 ile 3,85 milyar y1l once
yerkiiredeki ilk yasamin da meydana geldigi bilinmektedir (Graham vd., 2004).
Fotosentetik (Cyanobacteria: Cyanophyta) mavi-yesil algler; bu dénemin en eski
organizmalarina ait bulgular 3,5 milyar yil once denizlerde yasayan prokaryotik
hiicre yapisinda ve fotosentez yapabilme 6zelligine sahip ilk canlilardir. Diinyada
taninan bu organizmalar en eski oksijen(O.) iireten ve fotosentez yapan organizma
grubu olarak bilinir. Bu ototrof canlilar; fotosentezin farkli formlar1 olan klorofil a ve
Klorofil b ile beraber yardimci birgok fotosentetik pigmentle beraber birincil tiretimi
yapmaktadir (Tas ve Tas, 2007).



Ekonomik, evrimsel ve ekolojik getirisine olduk¢a 6nem verilen canli grubu mavi-
yesil alglerdir. Heterosist olan mavi-yesil alglerle fotosentezin tam olarak
gerceklesmesi ve azotun tespit edilmesi gerceklestirilmistir. Mavi-yesil algler
atmosferde bulunan oksijenin yaklasik en az %50’sini agiga ¢ikartmakta olup geri

kalan orani ise diger algler tarafindan saglanmaktadir (Tas ve Tas, 2007).

Proteini, pigment maddeleri, ¢esitli etkin maddeler, yag asitleri, antibiyotiki,
polisakkariti ve daha birgok metaboliti ise mikroalglerden olan mavi-yesil algler
yapilarinda dogal olarak bulundurduklarindan ve bu maddeleri yapilarinda yiiksek

miktarda i¢erdiklerinden dolay1 saglik i¢in faydalidirlar (Cirik vd., 2008).

2.1.1. Arthrospira maxima (Setchell&N.L.Gardner, 1917)

Tiirlin sistematikteki yeri:

Classis: Cyanophyceae

Ordo: Oscillatoriales

Familya: Phormidiaceae

Subfamilya: Phormidioideae

Genus: Arthrospira

Tiir: A. maxima (Setchell&N.L.Gardner, 1917)

Synonim: Spirulina maxima (Setchell & N.L.Gardner) Geitler, 1932
(https://inpn.mnhn.fr/espece/cd nom/829990/tab/taxo?lg=en)

Arthrospira cinsi diinyanin ¢ok farkli bolgesinde uzunca bir siiredir gida olarak
kullanilmaktadir. Bu cinsin pek c¢ok tiiri gida takviyesi ve katki maddeleri
tiretiminde kullanilmak {izere farkli kiiltiir arasinda en detayli ¢aligilan kiiltiir oldugu
belirtildi (Nowicka-Krawczyk vd., 2019). Arthrospira cinsinin en belirgin morfolojik
ozelliklerinden biri, kolayca goriilebilen capraz duvarlara sahip c¢ok hiicreli
trikomlarin sarmal kivrimlaridir. Arthrospira cinsi i¢inde 23 tiir taksonomik olarak
kabul edilmektedir. Deniz tiirlerinden ticti yliksek pH ve/veya elektrik iletkenligine
sahip sularda bulunmaktadir ve geri kalanlar ise tatl su tiirleridir. Tiirler, Antarktika

hari¢ tiim kitalarda kaydedilmistir. Daha sicak bolgelerde, planktik tiirler genellikle


https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/829990/tab/taxo?lg=en

yogun alg patlamalar1 gosterir ve geleneksel olarak yerel halk tarafindan dogrudan
tiketim icin hasat edilir. Cogu endiistriyel uygulamalarda, Arthrospira, telaffuz
edilmesi ve hatirlanmas1 daha kolay olan ve dolayisiyla pazarlama agisindan daha
uygun goriinen “Spirulina” ortak adi altinda kullanilmaktadir. Ancak gercek
Spirulina ile sadece uzaktan akrabadir ve biiyiik cabalara ragmen diinyanin higbir
yerinde bu cinsin herhangi bir tiirlinii iireten herhangi bir tesis tespit etmek miimkiin
olmamustir. Pazarlama degerinin yani sira, adi tarihsel nedenlerle kullanilmaktadir
(Nowicka-Krawczyk vd., 2019). Arthrospira cinsi, Arthrospira platensis ve A.
maxima gibi bir grup fotosentetik, filamentli ¢ok hiicreli siyanobakteri (mavi-yesil
mikroalg) igerir (Nuhu, 2013; Pelizer vd., 2020). Arthrospira spp. kiiltiir kosullarina
bagli olarak kuru agirlhiginin %50-70 oraninda protein ile zengin vitamin ve mineral
icerigine sahiptir (Borowitzka 2018; Pelizer vd., 2020). Arthrospira spp. hiicre
duvarinda seliiloz eksikligi nedeniyle mikroalg ve makroalglere kiyasla sindirimi
kolayldir. Ayrica, Arthrospira spp. antiviriis, antitimor, antioksidan, antienflamatuar,
antialerjik, antidiyabetik ve antibakteriyel oOzellikler gibi terapotik(tedavi edici)
ozellikleri icerdigi ve cesitli hastaliklar1 tedavi etme kabiliyeti oldugu bildirilmistir
(Finamore vd., 2017). Arthrospira spp. dinyanmn ¢esitli bolgelerinde yetersiz
beslenen insanlar icin yenilebilir besin, protein ve aminoasit kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, Arthrospira biomaslari, Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
tarafindan genel olarak giivenli olarak kabul edilen gida sinifindadir (Matos 2020).
Arthrospira spp. alkali kiiltiir kosullar1 altinda dogal olarak gelisir. Gelisen
trikomlari, birka¢ milimetre uzunlugunda ve 3-12 pum capinda silindirik hiicreler
igerir. Trichome tipik olarak siki bir sarmal olarak yonetilir ve gelisen trikomun
belirli interkalar hiicrelerinin parcalanmast yoluyla daha kisa filamanlara
dontismesiyle ¢ogalir (Borowitzka 2018). Arthrospira spp. fotoototrofik (enerji
olarak 151k ve karbon kaynaklari olarak CO: kullanilarak), heterotrofik (organik
karbon bilesikleri iizerinde) ve miksotrofik (ayn1 anda hafif ve anorganik karbon
bilesikleri iginde) dahil olmak {izere ¢esitli kosullar altinda biiyiiyebilir.
Fotoototrofik, mikroalglerin biiyiikk olgekli ticari yetistiriciligi ekonomik olarak
uygun bir yontemdir. Acik havada ototrofik yetistirme yoOntemleri, enerji
gereksinimlerini en aza indirmek i¢in yaygin olarak uygulanmaktadir (Aishvarya vd.,
2012). Ayrica, basglangigta Arthrospira'nin ticari kiiltiirii i¢in kullanilan agik kanalli
havuz sistemi simdi baska mikroalgal suslarin toplu biyokimyasal iiretimi igin

kullanilmaya baslamistir (Sun vd., 2016). A¢ik sistemler, kapali fotobiyoreaktorlere



kiyasla diisiik tiretim maliyetleri, diisiik giic ihtiyaglari, uygun dlgek biiylitme ve
kolay temizleme siiregleri nedeniyle biiyiik 6lgekli mikroalg kiiltiirleri i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Furmaniak vd., 2017). A. platensis hakkinda ¢ok sayida
calisma bulunmakla birlikte A.maxima ile ilgili ¢alisma sayisi ¢ok azdir. Farkli
Cyanobacteria tiirleri arasinda, protein iceriginin en yiiksek oldugu tiir A. maxima
oldugu bildirilmistir (Ghosh vd., 2015). A. maxima' da bulunan proteinler arasinda,
fikobiliproteinler, fotosentezde verimli enerji transfer zincirine katilan aksesuar
fotosentetik pigmentlerdir. Bu proteinler, emicilik 6zelliklerine ve dogal renklerine
bagli olarak ii¢ ana grupta smiflandirilan parlak renkli, hidrofilik ve stabil floresan
protein pigmentleri; C-fikosiyanin (koyu mavi), A-pfikosiyanin (mavimsi yesil) ve
fikoeritrin (koyu kirmizi)’dir (Raja vd., 2008). Arthrospira sp.’da bulunan C-
fikosiyanin rapor edilen ¢ok sayida faydast bulunmaktadir. Ornegin
hipokolesterolemik etki (Nakaya vd., 1988), antioksidan immiinomodiilator aktivite
(Kulshreshtha vd., 2008), antiherpes simpleks viriis aktivitesi (Hernandez-Corona at
al. 2002), viicut agirligi azaltma yetenegi (obez popiilasyon i¢in) (Vo vd., 2015)
antimutajenik potansiyel (Chamorro-Cevallos vd., 2014) antikoagiilatif ve

antitrombotik aktivite gibi etkileri bulunmaktadir (Kamble vd., 2013).

2.1.2. Pseudanabaena sp.’nin Genel Ozellikleri

Pseudanabaena sp. ilk olarak Lauterborn tarafindan 1915 tarihinde tiir tanimi
yapilmugtir. Ilk zamanlar sadece P. catenata ve P. constricta (Szafer) tiirleri
tanimlanirken, daha sonra yapilan detayli aragtirmalarla 1985’de Chang ve ekibi
tarafindan 33'ten fazla tiir ve alt tiir tanimlamas1 yapmuslardir (Kling ve Watson,
2003).

Tiirlin sistematikteki yeri:
Classis: Cyanophyceae

Ordo: Oscillatoriales

Familya: Pseudanabaenaceae
Subfamilya: Pseudanabaenoideae

Genus: Pseudanabaena (Ulcay vd., 2007)



Pseudanabaena sp. dallanma gostermeyen, basit, ipliksi yapidaki alg hiicreleridir.
Sekilleri silindirik olup merkeze yakin bdlgelerinde vakuoller igerirler. Hiicreler
birbirlerine miisilaj kopriilerle baglanmistir ve hiicrelerin ¢evresinde miisilaj kilif
yoktur. Spor ve heterosist olusumu gorilmez (Cirik ve GoOkpinar, 2006).
Pseudanabaena sp. ilimli termofilik bir mavi-yesil alg tiirtidiir (Seckbach, 2007).
Tallus olusturmayan tek tek bulunan trikomlara(tilyiimsii ¢ikinti) sahiptir. Trikomlar1
koyu yesilden mavi-yesile doniik renktedir. Pseudanabaena sp. tiirleri filament6z
mavi-yesil algler arasinda az bilinen, gollerde ani alg ¢ogalmalarina neden olan mavi
yesil alglerdir. Pseudanabaena sp. tiirleri ¢ok farkli habitatlarda bulunabilmektedir.
Morfolojik gesitlilikleri ve ekolojik gereksinimleri ise tam olarak bilinmemektedir.
Birgok goliin planktonik igeriginde Pseudanabaena tiirleri sayica az miktarda
bulunmaktadir (Kling ve Watson, 2003). Termal (sicak) sularda, deniz sularinda ve
tatl su kaynaklarinda Pseudanabaena sp. canlilik gosterirler. Anaerobik ve siilfit
igeren sedimentlerde ise bol miktarda bulunurlar. Tatli suda bulunan bazi formlarinda
planktonik siyanobakterilerin miisilajinin igerisinde yer alirlar (Bergey ve Hold,
1994). Pseudanabaena sp., filamentoze sahip bir mavi-yesil algdir. 1- 3 pm olan
geniglige sahiptir. Trikomlar1 kisa ve silindirik yapilariyla karakterizedir. Boylari
hiicre genisliklerinden daha fazladir. Paryetel tilakoidlere ve polar gaz vezikiillerine

sahiptirler ayrica ¢apraz duvarlari belirgin sekilde daralmistir (Castenholz vd., 2001).

Heterosist yapisi bulunmayan Pseudanabaena sp., bazi tiirlerinde tamamlayici
kromatik adaptasyonu barindiran mavi-yesil alg tirtidiir. Organizmaya yardimci
fotosentetik fikosiyanin(PC) ve fikoeritrin(PE) gibi renk pigmentlerinin oranlarinin
diizenlemesini bu 6zellik saglar. Pseudanabaena sp. tiiriinii bu 6zelliginden dolay1
diger mavi-yesil alg tiirlerinden daha istiin kilmaktadir. Anaerobik azot fiksasyonu

yapma yetenegine sahip bazi kiiltiir edilmis suslar bulunmaktadir (Acinas vd., 2009).

Ulkemizde termal mavi-yesil alg icerigine yonelik Cirik vd., (2008) ve Tamburaci
(2009) tarafindan yapilan ¢alismalarda Pseudanabaena sp. nin baskin tiirler arasinda

bulundugunu bildirilmistir.



2.2. Mavi-yesil Alglerin Pigment Proteinleri

Fotosistem | ve fotosistem Il olarak iki fotoreaksiyon merkezi, mavi-yesil alglerde
fotosentez olayini gergeklestirmektedir. Tilakoid membranda ise bu merkezin tiim
bilesenleri yer almaktadir ve tilakoid membranda bulunan iki tane grup anten
pigmenti mevcuttur. Birinci grupta yer alan klorofil a ve karatenoidler, ikinci grupta
ise fikobilizomlar igerisinde yer alan fikobiliproteinlerdir. Birinci grupta bulunan
anten pigmentler; emilen 151k enerjisini fotosistem I’e génderirken, ikinci grup anten
pigmentleri ise aym sekilde emdikleri 151k enerjisini fotosistem II’ ye gonderirler
(Sekil 2.1.) (Tunail, 2009).

2H0; O; + 4H"

Sekil 2.1. Fikobiliproteinlerin yapisal organizasyonu PE: Fikoeritrin, PC: Fikosiyanin, APC:
Allofikosiyanin, PSI: Fotosistem I, PSII: Fotosistem 11 (Hsieh-Lo vd., 2019)

Fikobiliproteinlerin yiizdesel dagiliminda %75’ini fikosiyaninler (PC), %12’sini
fikoeritrinler (PE), %12’sini ise allofikosiyaninler (APC) ve pigmentsiz polipeptit
yapilar olusturmaktadir (Tunail, 2009). Bu alglerde bulunan fikoeritrin (PE) ve
fikosiyanin (PC) spektroskopik ozelliklerine ve kromofor miktarina gore izole
edildiginde, sentez sirasinda fikoeritrisiyonin 151k yogunlugundan etkilendigi
belirlenmistir (Bryant, 1982). Fikobiliproteinler emilim &zelliklerine fikosiyaninler
(C-PC, Amak. 615-640 nm), fikoeritrinler (C-PE, Amak. 540-570 nm) ve
allofikosiyaninler (C-APC Amak. 650-655 nm) olmak {izere 3 ana gruba ayrilirlar
(Sekil 2.1.) (Bermejo vd., 2006).
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2.2.1. C-Fikosiyanin

Fikosiyanin, mavi renkli fotosentetik bir pigment maddesidir. Suda ¢6ziilebilmesinin
yan1 sira yiiksek miktarda anti-oksidan ve giiglii floresan (1s1ma) 6zelligine sahip bu
pigment toksik olmayan bir bilesiktir. Siyanobakterilerde fazla miktarda bulunan
fikosiyanin renk pigmenti ekonomik anlamda en 6nemli fikobiliprotein gesitlerinden
biri olarak gosterilmektedir. Fikosiyanin protoplazmas: igerisinde ise hiicre kuru
madde agirhgmin yaklasik %20’sine kadar yiiksek miktarlarda bulunabildigi
bildirilmistir (Santiago-Santos vd., 2004, Eriksen 2005).

Bagli bulundugu mikroorganizma g¢esidine ve ortam kosullarina gore fikosiyanin
yapisi farklilik gostermektedir. Fikosiyanobilin kromoforu; fikosiyaninin prostetik
grubu olarak kabul edilmekte olup proteine karakteristik mavi rengi veren bu
kromoform farkli bolgelerden sistein aminoasitine baglanarak fikosiyanin yapisinin
olusumunu sagladig1 yapilan ¢alismalardada belirtilmistir (Stec vd.,1999; Santiago-
Santos vd., 2004; Contreras-Martel vd., 2007; Akoglu ve Cakmake1, 2011).

Kozmetik, ilag ve gida sanayilerinde dogal bir pigment olarak fikosiyanin,
kanserojen oldugundan siiphe edilen sentetik pigmentlerin yerini alabilecegi
konusunda birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Mishra vd., 2010; Ramos vd.,
2010; Mishra vd., 2011; Mishra vd., 2012; Serensen, vd., 2013). Bu nedenden dolay1
siyanobakteriden oziitlenmis hem dogal hemde mavi renkli bir pigment olan
fikosiyanin tiretimi oldukea ilgi gormektedir (Akoglu ve Cakmaket, 2011). Bu renk
pigmentinin 1s1k hassasiyeti ¢ok yiiksek oldugundan dolay: renginin korunabilmesi
ancak 1siktan korunmasiyla miimkiin olabilmektedir. Giineste dogal olarak
kurutularak elde edilen iriiniin pigment (fikosiyanin) icerigi diisiik olmaktadir
(Vonshak, 1997). Giiniimiizde baslica icecek sanayinde ve sekerleme sanayinde
olmak tiizere yapay mavi renkli boyalar yerini dogal mavi renkli boyalara
birakmaktadir (Jespersen vd., 2005). Fikosiyaninin kullanim alanlarindan bir digeride
siyanobakterilerin fonksiyonel gida olarak tiiketilmesidir. Serbest radikallerin
hiicrelere verdigi zararlar1 engellemek amaciyla antioksidanlar, insan besinlerine
eklenmektedir. Hidroksil radikallerinin yok olmasinda fikosiyaninin biiyiikk bir

kismin1 olusturan fikobilinin gérev aldigi belirlenmistir (Zhou vd., 2005).

Fikosiyaninin (C-PC) molekiiler agirligi1 44-260 kDa araliklarinda oldugu ve mevcut

yapilar1 ¢esitlilik gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢esitlilikler ise monomerin kendi
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icinde agregatlar yaparak trimer, disk seklini alan hegzamer yapis1 (Sekil 2.2.) olmak
tizere li¢ ¢esittir (MacColl, 1998).

Sekil 2.2. Fikosiyaninin trimer ve hegzamer yapilari

Fikosiyanin a ve B olmak iizere iki alt zincirden olusur ve bu iki alt zincir birbiriyle
karsilikli durumdadir. Fikosiyaninin a zincirinde, fikosiyanobilin (PCB) 84. Sistein
(CYS) aminoasitine B zincirinde ise iki adet fikosiyanobilin (PCB) 84. ve 155.
Sistein (CYS) aminoasitlerine baglanmistir (Sekil 2.3.) (MacColl, 1998).

84
a NH, cYs COOH
PCB

84 155
B NH, CYS CTS COOH
I
PCB PCB

Sekil 2.3. Fikosiyanin zincir goriiniimii

Fikosiyanin igeriginde fikosiyanobilin kromoforu ihtiva ettiginden dolay1 bu adla
adlandirilmaktadir. Kimyasal 6zelligi bakimindan fikosiyanobilin, hiicre i¢inde giiglii
radikal uzaklastiric1 etkisinden dolayr bilirubin ile benzerlik gosterdigi ve bu
sebepten dolay1 fikosiyanobilinlerin bilirubin gibi radikal uzaklastirict etkilerinin
oldugu bildirilmistir (Benedetti vd., 2006).

Ortam sartlarma ve kiiltlirii yapilan tiire gore fikosiyaninin yapist farklilik
gostermektedir. Prostetik gruba sahip olan ve proteine mavi rengi veren

fikosiyanobilin kromoforu farkli yerlerden sistein aminoasitine baglanarak
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fikosiyanin yapisinin (Sekil 2.4.) olusmasmi saglamaktadir (Santiago-Santos vd.,
2004; Contreras-Martel vd., 2007).

COOH COOH
! 1

CH3 (;_',Hz (IZHZ ?H3
CH3 CHz CHp c CHp

CH3 S\(I:H CH3 H3
l A l ll B ll l c | l D l
Q ‘N \C N C/ N/ C/ N (8]
H H H

Sekil 2.4. Fikosiyanin genel yapis1

2.2.2. Fikoeritrin

Fikoeritrin (PE); kirmiz1 renkli fikobiliprotein ihtiva etmektedir. Genellikle kirmizi
alglerde bulunmakla birlikte mavi-yesil alglerdede bulunan kirmizi renkli
kromoprotein renk pigmentidir. Kirmizi alglere kirmizi rengin verilmesini yanisira
kisa dalga boyundaki 1siklar1 absorbe etmesini saglayan proteik boya maddesidir (Bat
vd.,2014). a ve B olmak iizere fikoeritrin iki alt zincirden olusmaktadir (Sekil 2.5.) ve
bu zincirler birbirine paralel sekilde durmaktadir. o zincirinde, fikosiyanobilin 84. ve
143. Sistein (CYS) aminoasitine B zincirinde ise dort adet fikosiyanobilin 50. 61. 84.
ve 155. Sistein (CYS) aminoasitlerine bagli sekilde bulunmaktadir (Sekil 2.5. ve
Sekil 2.6.) (MacColl, 1998).

84 143
o NH, C‘I(S CYS COOH
PEB PEB
50 61 84 155
B NHz-—CY\S—EYS CTS C\](S COOH
PEB PEB PEB

Sekil 2.5. Fikoeritrinin zincir goriiniimii

Terapotik (tedavi edici) 6zellige sahip fikoeritrin pigmenti, suda eriyebilmesinin
yanisira bircok gidalarda dogal renklendirici olarak, kozmetik ve eczacilik

alanindada kullanilmaktadir. Fikoeritrin bircok farkli gidalara dogal renk verici
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olarak uygulanmasindan ayr1 konfeksiyon, jelatin igeren tatlilar ve siit iiriinleri gibi
triinlerdede  kullanilmaktadir. Gidalarin  farklhiliklarina  gdre katilma oranlar
degisiklik gostermekte ve bu ortalama 50-100mg/kg olarak ayarlanmaktadir.
Stailitesini 60°C' de 30 dk koruyan bu pigment, etkinligini ve tazeligini ise 6-7 pH
araliginda korumaktadir. Biyoreaktorlerde giines 15181 veya yapay 1sikla besleyici
ortamlarda gelistirilen bu mikroalgler igeriginde ki ~maksimum pigment
konsatrasyonunu 20-30°C’de ve orta siddet 151k altinda saglanmaktadir. Gidalara bazi
spesifik 6zellik kazandirmasinin sebebi ise kirmizi fikoeritrinin sar1 floresana(1sima)
sahip olmasidir. Bu nedenden dolay1 lolipoplarda, alkollii iceceklerde ve alkolsiiz
iceceklerde kullanim alanlar1 yayginlasmistir (Celikel vd., 2006). Fikoeritrin
floresan(i1sima) 151k altinda parlak turuncu renk gosteren kirmizi renkli, 490- 570 nm
dalga boyu araliginda maksimum absorbans(sogurma) degeri olan renk pigmentidir
(Erdal ve Okmen, 2013).

Cys COoOH  COOH
- - 1
| chz CHz cHz
S ]
CHz CH2 CH3 CH
N c N
H H

CH2
1 I
CH CH3 CH2 CH3
1 1 = T
o) X N = N c o)
H

Sekil 2.6. Fikoeritrinin genel yapisi

2.2.3. Allofikosiyanin

Fikosiyanin veya fikoeritrin molekiilleri ile gevrili olan Allofikosiyanin ve trimerin
en yiksek piki 650 nm dalga boyunda, monomeri ise 614 nm dalga boyunda
vermektedir (Sekil 2.7.) (MacColl, 1998). Fikobilizomlar1 ve fotosentetik lamelleri
baglayici pigment islevini allofikosiyaninler yiiklenirler (Sarada vd., 1999).
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Sekil 2.7. Allofikosiyanin trimer goriiniimii

a ve B olmak tzere allofikosiyaninlerinde fikosiyanin gibi iki alt zincirden
olusmaktadir ve bu zincirler birbirlerine paralel sekilde durmaktadir. o zincirinde
fikosiyanobilin (PCB) 84. Sistein (CYS) aminoasitine, B zincirinde ise 84. Sistein
(CYS) aminoasitine bagli oldugu goriilmektedir (Sekil 2.8) (MacColl, 1998).

Allophycocyanin

84
a NH, cys COOH

PCB

84
B NH, CYS COOH

|
PCB

Sekil 2.8. Allofikosiyaninin zincir gériiniimii

2.3. Konuyla flgili Yapilan Calismalar

Besinsel degerlerinden daha Onemlisi tiim siyanobakterilerin fikosiyanin igerikleri
sebebiyle, basta bagisiklik sistemini uyardigini, antioksidan, antiinflamatuar,
antiviral, antikanser ve kolesterol diisliriicii etkiler gosterdigi iddia edilmistir.
Japonya ve Cin'in sakiz, seker, siit liriinleri, recel, dondurma, alkolsiiz icecekler gibi
gida friinlerinde ve ayrica kozmetikte fikosiyanin dogal renklendirici olarak
kullanildig1 bilinmektedir (Sekar ve Chandramohan, 2008; Okmen ve Tiirkcan 2013).
Fikosiyanin gardenya ve indigodan daha parlak mavi bir renklendirici olarak son
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yillarda yapilan bir ¢aligmalarda kabul edilmis olup bunun jole, sakiz ve kaplamali
yumusak serkerlemlerde parlak mavi rengin saglanmasi amaci ile kullanildigt
bilinmektedir (Jespersen vd., 2005; Okmen ve Tiirkcan 2013). Bryant (1982),
siyananobakterilerde  bulunan fikosiyanin ve fikoeritrinlerin  6zelliklerini
aragtirmsitir. Fikoeritrosiyaninler spektroskopik 6zellikler ve kromoform miktarina
gore izole ve karakterize edilmislerdir. Fikoeritrosiyonin sentezinin 151k

yogunlugundan etkilendigi belirlenmistir.

Canto de Loura vd., (1987) nitrojen eksikliginin siyanobakterilerdeki lipit ve
pigmentlerin iizerine etkisini aragtirmiglardir. Gelismis bitkiler ve 6karyotik alglerin
aksine siyanobakterilerden Pseudanabaena sp. (M2susu) ve Oscillatoria splendida
(L3susu)’nin  biiylime sirasinda nitrojen eksikligi, pigment kompozisyonunda
degisikliklere yol actig1 gibi hiicrede bulunan lipit ve yag asidi kompozisyonunda ilk
haline gore bir degisik gozlenmemistir. Kloforil-a pigmentini nitrojen eksikliginin
etkilemedigi ancak fikobiliproteinlerde zayiata sebep oldugu anlasilmistir.
Pseudanabaena sp.’nin yapilan ¢aligmalar sonucunda parinarik asit, a-linolenik asit
ve v-linolenik asit miktarinca zengin oldugu saptanmistir. Chen ve Zhang, (1997)
yaptiklar1 arastirmada ise Spirulina platensis’in kesikli kiiltiirii 30°C’de tutulmus ve
80-160 pmol m2?s?’de siirekli aydimlanma saglanmistir. Calismanin devaminda
fotoototrofik kesikli kiiltirde en yiiksek fikosiyanin miktar1 280 mgL™? olarak

saptanmis olup biyomas yogunlugu ise 2.0gL™ olarak belirlenmistir.

Serensen vd., (2013) Fotosentetik pigment olan C-fikosiyanin Galdieriasulp
huraria'dan saflagtirllmistir. Diger mavi-yesil alg fikosiyanini ile G. huraria'dan
ekstrakte edilen C-fikosiyanin aymi 6zellikleri gosterdigi ve baglangigta az miktarda
olan saflik derecesi amonyum siilfatla ¢oktiirme yontemini takiben sulu iki faz
ekstraksiyonu, ultra filtrasyon ve iyon degisim kromatografisi gibi yontemlerden

sonra daha yiiksek seviyelere ulastigi goriilmistiir.

Mavi-yesil algler islenmemis gida, zengin karotenoit, klorofil, fikosiyanin aminoasit,
mineral ve daha bir¢ok biyoaktif bilesik icerigi nedeniyle ilgi ¢ekmektedir. Mavi-
yesil algler, izole edilebilecek biyokimyasal olarak aktif dogal iiriinler agisindan
gelecek vaat eden organizmalardir. Mavi yesil alglerin besin igerikleri bulunduklari
yasam alanlarina ve ¢evresel kosullara gore degisim gdstermektedir (Singh vd.,
2009). Kirmizi mikroalg tiirii olan Porphyridium aeugineum alginden elde edilen

pigment olan fikosiyanin renginin 1s18a ve pH ya bagl degisimlerine karsi stabil
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kaldig1 ancak sicakliga karsi duyarli oldugu bildirilmistir. Fikosiyanin farkli ortam
kosullarinda  satabilitesinin  belirlenmesi  ile hangi gida  proseslerinde
kullanilabileceginin tespiti acgisindan onemli yere sahiptir. Ozellikle asidik
iceceklerde ve konfeksiyon iiriinlerinde Kullanilan bu renk maddesi ayrica Pepsi®
(sicaklik uygulanmayan) ve Bacardi Breezer® igeceklerine ilave edilmektedir ve 1
ay boyunca renk kaybinin olmadig1 goriilmiistiir. Kuru gidalarda kullanildiktan sonra
irlinlin renk stabilitesinin maksimum oldugu, kek dekorasyonlarinda kullanilan
sekerli ¢igeklerin renklerinin ise yil boyunca stabil kaldig1 belirtilmektedir (Eriksen,
2008; Sekar ve Chandramohan, 2008).

Moraes vd., (2011) yaptig1 calismada gidalarda dogal mavi renk olarak C-
fikosiyaninin pigmentinin kullanilabilecegini bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismalarda
en basit ve en etkili bir metot olan 6 cesitli kimyasal ve fiziksel metodlar
uygulanmislardir. Ekstraksiyonda en etkili metodun ultrasonik banyoda cam bilyeler
ile oldugu ve bu metodun diger metodlara kiyasla % 56 oranda daha etkili oldugu

anlasilmis ve verimin 43.75 mg.g olarak saptanmustir.

Uriinlerin renk kalitesini artirmak amaciyla kullamlan en etkin gida katki maddeleri
arasinda gida boyalar1 yer almaktadir. Gidada farkli islemlerden sonra, depolama
kosullar1 nedeniyle depolama sirasinda kaybolan dogal rengi vermek ya da zayif olan
dogal rengi gii¢clendirmek veya dogal halinde renksiz durumda olan gidalara renk
vererek gidalarin daha cezbedici olmasini saglamanin yanisira piyasada kendini
kanitlamis veya kabul edilebilir iiriinler iiretmek sebebiyle bir¢gok kullanim nedeni
bulunmaktadir. Sentetik (yapay) renk maddesinin piyasaya girmesi ve seri tiretimine
baslanmas1 sebebiyle dogal olarak iiretilen renk maddelerinin yerini yapay renk
maddeleri almistir. Bu yapay renk pigmentlerinin bir¢ok avantajlarinin olmasinin
yan1 sira alerjik ve toksik etkileride mevcuttur. Bu nedenlerden dolay: iiriinlerinde
yapay renk maddesi kullanan {ireticiler tekrar dogal renk maddelerini kullanmaya

yoneltmistir (Karaali ve Ozgelik, 1993; Yentiirk vd., 1998).

Siyanobakterilerin yapisinda bulunan fikosiyanin igeriginin aslinda besinsel
degerlerinin Gtesindeki en dnemli 6zelligi bagisiklik sistemini uyarmasinin yanisira
antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, antikanser etki gibi tedavi edici ozellik
gostermesi ile birlikte kolesteroliide diistirdiigii kayitlara ge¢cmistir. Biyolojik olarak

birgok aktif bilesik iceren siyanobakteriler, gida olarak tiikketilmesi ile olusan birgok
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saglik iizerine etkilerinin sadece fikosiyanin igerigi ile bagdastirilmasinin miimkiin

olmayacagini belirtmektedir (Eriksen 2008).

Birbirinden farkli siyanobakterilerden iiretilen saf fikosiyanin igeriginde antioksidan
ile beraber radikal uzaklastiric1 aktivitesi 6zelligininde oldugu ve bu baglamda
saflagtirllmig C-PC’nin farmasétik ve nutrasotik olarak uygulanma potansiyeline
sahip oldugunu birgok arastirmaci tarafindan belirtilmektedir (Benedetti vd., 2006,
Bermejo vd., 2006, Soni vd., 2008). Hidroksil radikallerinin ortadan kaybolmasinda
sorumlu ve etkili olan maddenin, fikosiyanininde biiylik miktarin1 olusturan

fikosiyanobilin oldugu belirlenmistir (Zhou vd., 2005).

C-PC yapisi, protein molekiillerine kovalent olarak bagli bir agik zincirli tetrapirol
kromoforundan (fikobilin) olusmaktadir. Kromofor yapisi iizerindeki degisiklikler,
renk kaybi ve antioksidan aktivite kayiplarina neden olmaktadir. Bu nedenle oksijen,
serbest radikaller ve asitler gibi tetrapirol yapisi ile reaksiyona giren bilesikler, C-PC
bozunmasini tesvik etmektedirler. Bu reaksiyonlar yiiksek sicakliklarda ve 1siga
maruz kalindiginda daha hizli gergeklesmektedir (Stanic-Vucinic, vd., 2018).

C-PC stabilitesini etkileyen ana parametreler pH, sicaklik ve 1siktir (Jaeschke vd.,
2021) C-PC, 5 ile 7.5 arasinda degisen pH'da heksamerik formun baskin olmasi
nedeniyle daha kararlidir. Proteinlerin izoelektrik noktasina yakin bir yerde,
kiimelenme ve ¢okelme meydana geldiginden dolay1 bulaniklik, renk solmasi ve C-

PC igerigi kayiplarina neden olmaktadir (Sarada vd., 1999).

C-PC kararlilig1 iizerine diger kritik faktor ise sicakliktir. Sicakligin 50 °C'nin
tizerine ¢iktig1 kosullarda C-PC bozunma oranlart artmaktadir. Chaiklahan vd.,
(2012) C-PC’nin bozunma oraninin 26 °C — 43 °C (pH 5-7) arakliklarinda daha
diisiik oldugunu ve pigmentlerin 47 °C'den 64 °C'ye 1sitildiginda bozulma oranin
arttigim1  bildirmistir. Daha yiiksek sicakliklarda renk kayb1 proteininlerin
¢Okelmesine baglanmis, daha diisiik sicakliklarda C-PC’nin nispeten kararli oldugu,
bununla birlikte ortam sicakliginda 10 giinliik inkiibasyondan sonra C-PC igeriginde
%20'lik kayiplar olustugu rapor edilmistir (Chaiklahan vd., 2012).

C-PC 15182 maruz kaldiginda fotokimyasal bozulmaya pH 7'de pH 5'den daha
duyarlidir. Yapilan ¢aligmada 24 saat boyunca yogun 1s1k maruziyeti (3x105 lux)
altinda, pH 7'de yaklasik %80 ve pH 5'te ise yaklasik %65'lik kayiplar gozlenmis, her

iki kosulda da protein denatiirasyonunu gosteren bir c¢okelti gozlemlenmistir
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(Jespersen vd., 2005). Isiga kisa siireli maruz kalma bile renk kayiplarina neden
oldugu (5 saat boyunca sar1, beyaz, UV-A ve UV-B 1s18a maruz kalma, %13 C-PC
kayib1) bildirilmistir (Munawaroh vd., 2020).

Gida formiilasyonlarinda C-PC uygulamasi asitlere, 1siya ve 1siga duyarliligi
nedeniyle kullanimi simirhidir. Bu problemlerin istesinden gelmek ve C-PC
molekiiliinii korumak i¢in stabilize edici ajanlar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda,
kiiglik sakkaritler, proteinin dogal yapisin1 ve C-PC rengini koruyarak pozitif bir
katki gostermektedir. Tercihli dislama teorisi, sekerin protein yapisi ilizerindeki
etkilerini agiklamak icin Onerilmektedir. Sekerler, protein-¢oziicii etkilesimlerinin
modifikasyonlarini tesvik ederek, sistemin serbest enerjisini arttirarak ve protein
katlanma durumunu destekleyerek yardimci madde gorevi gormektedirler (Faieta
vd., 2020). Seker tipi ve konsantrasyon C-PC stabilitesini etkiler. C-PC
ekstraktlarinin stabilitesini uzatmak i¢in siikroz (%20, w/w) ve glukoz (%20, w/w)
ilavesinin uygun oldugu disiiniilmektedir (Stanic-Vucinic vd., 2018). Siikroz (%20,
w/w) ayni konsantrasyonda trehalozdan daha olumlu bir etkiye sahip oldugu, farklh
sakaroz konsantrasyonlarini karsilastirirken, %70'1 %20'den daha iyi bir koruyucu

etki gosterdigi bildirilmistir (Faieta vd., 2020).

Sekerlerin yan1 sira sodyum azid ve ditiyotreitol gibi koruyucular da analitik
kullanimlar i¢in C-PC stabilize edici ajanlar olarak kullanilmaktadir. Ancak bu
bilesikler toksiktir ve gida veya farmasotik uygulamalar i¢in uygun degildir (Mishra
vd., 2008). Ilave olarak, protein capraz baglama ajanlari olan formaldehit ve
glutaraldehit de C-PC stabilitesinin korunmasi i¢in kullanilmaktadir. Capraz
baglayicilar, polimer zincirleri ve proteinler arasinda aglar olusturarak alt birimlerde
protein ayrigmasin1 onleyebilmektedir. Bazi olumlu sonuglar sunmasina ragmen bu
bilesiklerin ¢ogu toksiktir ve gida uygulamalarinda kullanilmayabilirler (Sun vd.,

2006).

Son zamanlarda, dogal polimerler C-PC korumasi i¢in degerlendirilmistir. Pek cok
yazar, gida isleme kosullar1 altinda diisiik pH degerlerinde C-PC yapisin1 korumak
icin proteinlerin kullanilmasini 6nermislerdir. Calisilan bu bilesikler arasinda peynir
alt1 suyu proteininin diisiik pH degerlerinde (3-7), yiiksek sicaklikta (80 °C) ve
yiiksek basing kosullarinda mavi renk stabilitesine katkida bulundugu goriilmiistiir

(Panutai vd., 2018; Zhang vd., 2020). Bununla birlikte, bu bilesiklerin farkli isleme
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kosullar1 altinda C-PC yapis tlizerindeki etkisini anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya

ihtiya¢ bulunmaktadir (Jaeschke vd. 2019).

Kannaujiya ve Sinha (2016) tarafindan gida sinifi koruyucularin fikosiyanin (PC) ve
fikoeritrin (PE) tizerine termokinetik etkileri belirlenmistir. Bu ¢alismada, bir kaplica
siyanobakterisinden, Nostoc sp.'den ekstrakte edilen PC ve PE’nin sirasiyla 3.18
(A615/A280) ve 7.2 (A563/A280) saflikta izole edilmistir. Saflastirilmis PC ve
PE'nin termokinetik stabilitesi, +4, +25 ve +40 °C'de 30 giinliik inkiibasyon boyunca
benzoik asit, sitrik asit, sakaroz, askorbik asit ve kalsiyum kloriir gibi yenilebilir
koruyucularin varliginda incelenmistir. PC/PE'nin bozunma hizi kontrol grubunda
(koruyucu ilave edilmeyen) artarken, koruyucularin ilave edildigi gruplarda azaldig1
belirlenmistir. Bozulma hizi (1.glin), +4 °C'de kontrole kiyasla benzoik asitle
muamele edilmis grupta PC/PE degeri en diisiik bulunmugtur. Ayrica bozunma hizi
40°C'de benzoik asitle muamele edilmis PC ve PE'de kontrol ile karsilastirildiginda
distigli goriilmiustiir. Sitrik asit ve sukrozun ayni sicaklikta hem PC hem de PE'nin
stabilitesini korudugu saptanmuistir. Kalsiyum kloriir (CaClz) ve askorbik asit,
calisilan diger koruyuculara kiyaslandiginda PC ve PE'nin en az stabilitesini
destekleyen koruyucular oldugu bildirilmistir. Calisma sonuglarina gore, benzoik
asidin 4 °C'de hem PC hem de PE i¢in en iyi koruyucu oldugu bulunmustur
(Kannaujiya ve Sinha 2016).

Wu vd., (2016) tarafindan S. platensis'ten elde edilen gida sinifi fikosiyanin iizerine
yenilebilir koruyucularin (siikroz, glukoz, sodyum klorid), pH ve sicakligin
etkilerinin spektrofotometrik yontemle belirlemislerdir. Calisma sonuclar1 gida sinifi
fikosiyaninin stabilitesini korumak i¢in en uygun kosullarin pH 5.0-6.0, diisiik
sicaklik, karanlik ve yenilebilir stabilize edici ajanlarin eklenmesi oldugunu
gostermistir. Bhattacharya vd., (2018) tarafindan dogal koruyucu e-Polylisin ve
kimyasal koruyucu sitrik asidin +4 &+ 2 °C'de C-PC ve C-PE'nin stabilitesi tizerindeki
etkisi incelenmistir. Sekiz giinliik depolama sonucunda PC ve PE’de renk ve pH’da
sitrik aside gore g-polilisin (w/v) nin %0.02 daha iyi oldugu bulunmustur. g-polilisin
iceren soliisyonda C-PC ve C-PE miktar1 sirasiyla %90.5 ve %95.24 oraninda
korundugu bildirilmistir. Bu sonuca gore kimyasal veya sentetik koruyucularin dogal
koruyucu e-polilisin ile degistirilmesi gerektigi, ¢linkii bu kimyasal veya sentetik

koruyucularin uzun siireli tliketimi sagliga zararli oldugu, mevcut caligma ile
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kimyasal veya sentetik koruyucularin dogal koruyucu olarak ¢-polilisin ile

degistirilmesi i¢in etkili bir segenek sundugu bildirilmistir (Bhattacharya vd., 2018).

Safari vd., (2018) tarafindan S. Platensis’ten oOziitlenen fikosiyaninin stabilitesi
tizerine sicaklik, siire ve pH’nmin etkileri ¢alisilmistir. Fikosiyaninin stabilitesi,
sicaklik (-18, 4 ve 10°C), pH (4.5, 5.5 ve 7) ve stire (15, 30 ve 45 giin) olmak {izere
tic faktore dayali tamamen rastgele bir tasarimda boliinmiis faktoriyel deney ile
belirlenmistir. Ham o6ziitteki fikosiyanin konsantrasyonu ve safligi sirasiyla 1,815
mg/ml ve 0,825 iken, saflastirilmis Oziitteki fikosiyanin konsantrasyonu ve safligi
sirastyla 3,751 mg/ml ve 1,135 olarak bulunmustur. Bu degerler, ¢esitli sicakliklarda
depolama siiresinin artmasiyla fikosiyaninin stabilitesinin nispeten azaldigim
gostermistir. Bununla birlikte, fikosiyaninin en yiiksek stabilitesi, -18°C'de ve daha
sonra 4°C'de gozlenmistir. Depolama sicakliginin 10°C'ye yiikseltilmesiyle, 6zellikle
5.5k bir pH'da fikosiyaninin stabilitesi biiyiik Olgiide azaldigr ve
absorbansin(sogurma) 30 giinde sifira distigii tespit edilmistir. Fikosiyaninin
minimum konsantrasyon kaybi i¢in en iyi kosullar, -18 °C'de 4,5 pH'da ve 30 giinliik
depolama siiresinde oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, siit tiriinleri ve
dondurma gibi soguk veya dondurucu sicakliklarda saklanan gida {iriinlerinde
fikosiyanin kullanmak miimkiin oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Safari

vd., 2018).

Khandual vd., (2021) tarafindan Meksika’da Arthrospira platensis’den fikosiyanin
oziitlenmesi ve stabilitesi degerlendirilmistir. En yiiksek fikosiyanin igerigi ¢oziicii
olarak su kullanarak ultrasonikasyon ile kuru biyokiitleden oziitlenmistir. Kuru
biyokiitle i¢in optimum ekstraksiyon kosulu 1:50 biyokiitle/¢coziicii orani1 olarak
belirlenmig, 20 dakika dondurma/¢éziindiirme yontemi iki kez tekrarlanmis ve
ardindan 120 rpm'de 24 saat ¢alkalanarak gerceklestirilmistir. Biyomasin fikosiyanin
icerigi 48,88 mg/g ve saflik ise 0,47 olarak tespit edilmistir. Fikosiyanin stabilitesi en
iyl pH 7'de, —20 °C’de 35 giinliik depolama sonucu elde edilmistir. Coziicii olarak
suyun kullanildig1 ekstarksiyon isleminin sonucunda maksimum fikosiyanin verimi
elde edilmesi ise yazarlar tarafindan ilging olarak yorumlanmistir (Khandual vd.,
2021).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Calismamizda kullanilan tiirler

Calismamizda daha oOnce liyofilize edilerek buzdolabi sartlarinda cam sisede
saklanan ham Pseudanabaena sp. ve ticari olarak pazarlanan Arthrospira maxima
(HANNA Spirulina, Tiirkiye) 6rnekleri kullanilmistir.

3.1.2. Stabilite testlerinde kullanilan tamponlar ve hazirlanisi

3.1.2.1. Fosfat tamponu

NaH2P04.2H.0 (Sodyum dihidrojenfosfat) 15,601 g (1 mmol) tartilarak bir miktar
saf su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve son hacim 1 L’ye tamamlanarak hazirlanmistir
(Anonim, 2011). Stabilite testlerinde 0,02 g PC o6rnegi 50 ml fosfat tamponu
icerisinde ¢oziindiiriilerek yapilmigtir (pH: 6,95) (Sekil 3.1.). Ornegin saf su

igerisinde ¢oziindiiriilen ¢ozeltinin pH degeri ise 6,80 olarak 6l¢tilmiistiir.

Sekil 3.1. Fosfat tampon ¢ozeltinin hazirlamisi (Orijinal)
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3.1.2.2. Sitrik asit tamponu

CeHsO7.H20 (Sitrik Asit Monohidrat)’tan 0,2 g tartilarak 0,02 g PC 6rnegi igerisinde
¢oziilmiis ve son hacim 50 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir (pH: 2,30) (Sekil 3.2.)
(Anonim, 2011).

Sekil 3.2. Sitrik asit tampon ¢6zelti hazirlama (Orjinal)

3.1.2.3. Siikroz (Sakkaroz) tamponu

C12H22011 (Siikroz)’dan 0,2g tartilarak 0,02 g PC 6rnegi igerisinde ¢oziilmiis ve son
hacim 50 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir (pH: 7,03) (Anonim, 2011).

3.1.2.4. Kalsiyum klorid tamponu

CaCl, (Kalsiyum Kloriir)’den 0,2g tartilarak 0,02 g PC o6rnegi igerisinde ¢6ziilmiis ve
son hacim 50 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir (pH: 6,25) (Sekil 3.3.) (Anonim,
2011).
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Sekil 3.3. Kalsiyum Kloriir tampon ¢ézeltisinin hazirlams1 (Orjinal)

3.1.2.5. Kalsiyum Kloriir ve Siikroz tamponu

CaCl> (Kalsiyum kloriir)’den ve Ci12H2011 (Siikroz)’dan 0,2g (Toplam 0,49)
tartilarak 0,02 g PC 6rnegi icerisinde ¢oziilmiis ve son hacim 50 ml’ye tamamlanarak

hazirlanmistir (pH: 6,32) (Anonim, 2011).

3.2. Metot

3.2.1. Oziitleme 6ncesi 6rneklerin nem tayini

Pseudanabaena sp. ve A. maxima orneginden belirli bir miktar otomatik nem tayin
cihazinin (Infrared Moisture Analyzer MA35,Cin) haznesine koyularak ii¢ (3)
tekrarli analiz sonucunda kurutulmus 6rneklerin nem igerikleri belirlenmistir (Sekil

3.4.).
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Sekil 3.4. Orneklerin nem tayini (Orijinal)

3.2.2. C-Fikosiyaninin oziitlenmesi

Liyofilize edildikten sonra buzdolabi sartlarinda cam kavanozda saklanan ham
Pseudanabaena sp. ornekleri ve orijinal ambalajinda kurutularak ambalajlanmis toz
halindeki A. maxima ornekleri C-fikosiyanin oziitlenmesinde kullanilmistir.
Fikosiyaninin oziitleme iglemi daha 6nce yapilmis c¢alismalarda en ideal yontem
olarak tespit edilmis olan termal sok (dondurup/¢éziindiirme) yontemi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Liyofilize Pseudanabaena sp. ve kurutulmus toz A. maxima 6rneklerinin 6ziitlenmesi
saf su ve fosfat tamponu ile gergeklestirilmistir. Her iki gruptan ornekler falkon
tiiplerine hassas terazide 0.5 gr tartilmis (Sekil 3.5.) ve tizerlerine 25 ml saf su veya
25 ml fosfat tamponu ilave edilmistir. Takiben ornekler vortekslenerek (Velp, ZX3
Advanced Vorteks 3000 rpm, italya) (Sekil 3.6.) homojen karisimlar1 saglanmustir.
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Sekil 3.6. Orneklerin vortekslenmesi (Orijinal)

Vortekslenerek homojen karigimi saglanmig 6rnekler -20°C de minimum 5 saat
dondurulmustur. Takiben dondurulmus 6rnek tiipleri, buz akiileriyle sogutularak
sicakligin  30°C’nin istiine ¢ikmasi engellenecek sekilde ultrasonik banyoda
(Elmosonic, Elma S120H, Almanya) 30’ar dakika siireyle toplamda 1 saat
¢oziindiriilmistiir (Sekil 3.7.). Ultrasonik banyo kullanilarak ¢6zilindiiriilen 6rnekler

orbital karigtiriciya yerlestirilmis, takiben 30°C oda sicakliginda ve karanlikta 1 gece
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100 rpm de calkalayicida (Digital Ortital Shakers, WiseShake SHO-2D, Kore)
tutulmustur (Sekil 3.8.). Takiben o&rnekler 8.000 X g’de sogutmali santrifiij
kullanilarak (Hanil Supra 22K, Kore) +4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir (Sekil
3.9.). Santifiij sonras1 mavi renkli {ist faz (siipernatant) temiz bir falkon tiipiine

aktartlmistir.

Sekil 3.8. Orneklerin karistiric1 kullamlarak ¢oziindiiriilmesi (Orijinal)
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Sekil 3.9. Orneklerin yiiksek hizh sogutmah santrifiij cihazinda santrifiij islemi (Orijinal)

Spektrofotometrik 6l¢iim Oncesi falkon tiipiine ayrilmis olan koyu mavi renkli st
faz, ¢oziinmeyen kaba partikiillerin tamaminin uzaklastirilmas: amaci ile mikrofiltre
siringa (25mm 0.45 pm) kullanilarak stizme islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.10. ve
Sekil 3.11.).

Sekil 3.10. Orneklerin filtrasyon (25mm 0.45 pm) islemi (Orijinal)
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Sekil 3.11. Orneklerin filtrasyon (25Smm 0.45 pm) islemi (Orijinal)

3.2.3. C-Fikosiyaninin i¢eriginin hesaplanmasi

Pseudanabaena sp.’nin ve A. maxima Orneklerindeki fikobiliproteinlerin
hesaplanmasinda Patil vd. (2008)’1n bildirdigi esitlikler kullanilmistir. Mavi-yesil alg
orneklerinin ekstraktlarint 8 000 x g’de +4 °C de 30 dk yiiksek hizli sogutmali
santrifiijde  santrifiij  edildikten sonra alimman siipernatantlar UV-VIS
spektrofotometrede (PG Instruments, T80 UV-VIS Spektrofotometre, Cin) C-
fikosiyaninin maksimum optik yogunluk gosterdigi dalga boylarinda ki (280, 620 ve
652 nm) absorbanslar1 kore kars1 olgtilmiis (Sekil 3.12. ve Sekil 3.13.) ve elde edilen
absorbans verilerinden PC igerikleri (mg/mL), verim (mg/g) ve safliklar

hesaplanmustir.
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Sekil 3.12. Orneklerin UV-VIS spektrofotometrede absorbans él¢iimii (Orijinal)

Patil vd., (2008) tarafindan bildirildigi gibi PC igerigi asagida 1 nolu esitlikte verilen
formiile gore hesaplanmistir. PC’nin saflik derecesi ise maksimum absorbans
gosterdigi degerin, toplam proteinlerin absorbans degerine boliimiiyle elde edilmistir
(OD620/0D280). PC’nin oziitleme verimi ise 2 nolu esitlikte verilen formiil

kullanilarak yapilmistir.
1. PC (mg/mL) = (ODs20-0,474(0ODs¢52)/5.34

2. PC verim (mg/g) =[PC (mg/ml) x V]/ liyofilize biomas (g)
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Sekil 3.13. Orneklerin UV-VIS spektrofotometrede absorbans él¢iimii (Orijinal)

3.2.4. Ultra santrifiij islemi

Mikrofilter siringa kullanilarak siiziilmiis 6rnekler Amicon Ultra Santrifiij tiipleri
kullanilarak santrifiij edilmistir. Siiziilmiis PC igeren 6rneklerden 8 ml 10K ve 50K
Amicon Ultra santrifiij tiiplerine aktarilmistir (Sekil 3.14.). Yiiksek Hizli Sogutmali
Santrifiijde 5000 g de + 4°C de 30 dakika santrifiij islemi gergeklestirilmis ve PC
konsantre hale getirilmistir (Sekil 3.15. Sekil 3.16.).
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Sekil 3.15. Ultra santrifiij tiipleriyle 6rneklerin yiiksek hizh sogutmah santrifiijde santrifiij

islemi (Orijinal)
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Sekil 3.16. Santrifiij sonrasi yiiksek safliktaki C-fikosiyanin iceren érnek (siipernatant)
(Orijinal)
Amicon Ultracel 10K ve 50K santrifiij tiipleri ile konsantre edilen drneklerden 50 pl
alinarak 1950 pl saf su ile tamamlayarak 40 kat seyreltme islemi uygulanmistir.
Omneklerin spektrofotometrik absorbans &lgiimleri yapilmis ve daha 6nce verilmis

olan esitlikler kullanilarak PC igerigi, verim ve saflik hesaplamalart yapilmistir.

3.3. Cesitli koruyucularin PC’nin sicakhk dayanim iizerine etkisinin

belirlenmesi

Cesitli koruyucularin PC’nin sulu ¢o6zeltilerindeki etkilerinin belirlenmesi igin
liyofilize haldeki Pseudanabaena sp. drneginden ve kuru toz A. maxima 6rneginden
16g alinmis ve iizerine 800 ml safsu ya da fosfat tamponu ilave edilmistir. Ornekler
vortekslendikten sonra -20 °C de minimum 5 saat dondurulduktan sonra oda
sicakligina ayarlanmig ultrasonic banyoda 30ar dakikalik 2 tekrar sonucunda ¢6ziinen
ornekler karanlikta 1 gece 100 rpm de ¢alkalayarak tutulmustur. Gece sonunda

ornekler tekrar -20 °C minimum 5 saat dondurulmus, takiben tekrar 30ar dakikalik 2
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tekrar ile ultrasonik su banyosunda ¢oziindiiriilen 6rnekler tekrar karanlikta 1 gece

100 rpm de ¢alkalama islemine tabi tutulmustur.

-

5 -
g A=

Sekil 3.18. Orneklerin ultra sogutmah santrifiij sonrasi olusan iist faz (Orijinal)

Takiben ornekler 8000 g de + 4°C de 30 dakika yiiksek hizli sogutmali santrifiijde
santrifiij islemi gerceklestirilmistir (Sekil 3.17. ve Sekil 3.18.). Santrifiij sonrast PC
igeren berrak mavi renkli {ist faz dikkatlice ayrilarak liyofilize edilmek tizere -80 °C
de dondurulmustur. PC oziitleme islemi gergeklestrilmis olan o6rnekler Thermo

Liyofilizator kullanilarak tamamen kuruyuncaya kadar liyofilize edilmistir (Sekil

3.19.).
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Sekil 3.19. Liyofilize edilmis C-PC o6rnekleri (Orijinal)

C-PC’nin stabilitesi lizerine farkli sicakliklarda koruyucularin etkisi Kannaujiya ve
Sinha (2016) tarafindan bildirilen yontem kullanilarak yapilmistir. Liyofilize PC
ornekleri hassas terazide 3 paralel toplam 72 tiipe 20 mg C-PC ve lizerlerine ayr1 ayri
0,2 gr ¢esitli koruyucu (Sitrik Asit, Kalsiyum klortir, Siikroz) tartilmig ve 50 ml saf
su ilave edilmistir. Siikroz+Kalsiyum Kloriir tiiplerine ikisinden 0,2 gr olmak tizere
0,4 gr tartilmis ve 50 ml saf su ilave edilmistir. Kontrol tiiplerine herhangi bir
koruyucu ilave edilmeden sadece 20 mg C-PC ile 50 ml saf su veya fosfat tamponu
ilave edilmistir. Karisimlar 4 °C ve 25 °C’de 80 giin karanlik ortamda tutulmustur.
Ornekler 5 er giinliik araliklarla UV-VIS Spektrofotometre kullanilarak C-PC verimi

daha once anlatilan esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.

C-PC igeriginde farkli sicakliklarda depolama sonucu ortaya c¢ikan kayiplar
Chaiklahan vd., (2012) tarafindan bildirilen yontemle hesaplanmistir. Burada t
zamaninda hesaplanan C-PC igeriginin (Ct), baslangig¢ C-PC igerigine (Co) boliiniip
100 ile garpilmasi ile kayip orani hesaplanmistir (Chaiklahan vd., 2012). Tim
deneme gruplarinda hesaplanan 0. giin C-PC degeri 100 kabul edilmis % kayiplar
belirlenmistir. Hesaplamanin yani sira tiim gruplarin spektrofotometrik 6lgtim

giinlinde fotograflanarak kayit altima alinmistir.
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3.4. istatistiki analizler

Farkli tampon ¢ozeltiler kullanilarak 6ziitlenen C-PC’de, verim ve saflik denemeleri
6 tekrarli, diger tim denemeler ise 3 tekrarli ¢alisilmis olup analiz sonuglar
ortalamalar ve standart sapma ile birlikte verilmistir. Elde edilen analiz verileri SPSS
20,0 paket programinda tek yollu varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmus ve
onemli goriilen varyans kaynaklarinda Duncun testi uygulanmistir. Istatistiki

analizlerde %95°lik giiven seviyesine gore yapilmistir (p<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Orneklerin Nem Icerik Analiz Sonuclar:

Liyofilize Pseudanabaena sp. 6rneginin ve Kurutulmus toz halindeki A. maxima
orneginin % nem igerikleri otomatik nem tayin cihaz1 kullanilarak belirlenmis olup
sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelge 4.1°e gore liyofilize edildikten sonra
buzdolabi sartlarinda cam siselerde depolanan Pseudanabaena sp.’nin nem igerigi
6,93+0,68 kurutulmus toz halinde orijinal ambalajindan ¢ikarilan A. maxima’nin ise

9,55+0,87 degeri ile 6nemli (P<0,05) oranda yiiksek tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Orneklerin nem icerikleri (% Kuru Agirhk)

Nem
ORT#SS
Pseudanabaena sp. 6,93+0,68°
A. maxima 9,550,872

SS= Standart Sapma (+) , n=3
Ay satirda farkli harflerle gOsterilen degerler arasindaki farklar istatistiki olarak énemlidir (P<0,05)

4.2. Orneklerin Fikosiyanin, Verim ve Saflik Analiz Sonuclar

Pseudanabaena sp. ve A. maxima orneklerinin saf su ve fosfat tamponu kullanilarak
yapilan C-PC oziitleme islemi sonucunda ve 6ziitlenmis orneklerde iki farkli ultra
santrifiij tiipii (Amicon 10kDa ve Amicon 50kDa) kullanilarak yapilan santrifiij
islemi sonucunda spektrometrik 6lgtim sonucu hesaplanan C-Fikosiyanin (mg/ml),
verim (mg/g) ve saflik degerleri Cizelge 4.2’de verilmistir. En yiiksek C-PC igerigi
fosfat tamponunda 6ziitlenen, saf suda oziitlendikten sonra 10 kDa’da ultra santrifiij
yapilan Pseudanabaena sp. ve saf suda oziitlendikten sonra 10 kDa’da ultra santrifiij
yapilan A. maxima oOrneklerinde tespit edilmistir. En diisiik C-PC igerigi ise fosfat
tamponu ile oOziitlendikten sonra 50 kDa’da ultrasantrifiij yapilan Ornekte

bulunmustur. Saf su ile oOziitlendikten sonra 10 kDa’da ultra santrifiij edilen
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Pseudanabaena sp. 6rneginin C-PC saflig1 diger gruplardan énemli (P<0,05) oranda

yiiksek belirlenmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. iki farkh tampon kullanilarak oziitlenen 6rneklerin C-Fikosiyanin, verim ve saflik

deger sonuclar

Oziitleme Yéntemi C-Fikosiyanin Verim Saflik

ORT4SS (mg/ml) ORT4SS (mg/g) ORT4SS
Saf Su 0,29+0,01%¢ 14,36+0,42" 1,16+0,02%

% Fosfat Tamponu 0,36+0,012 17,78+0,352 1,05+0,01¢
% Saf Su,10kDa,40x 0,33+0,04%® 16,34+2,13% 1,60+0,09°
‘g Fosfat Tamponu,10kDa,40x 0,21+0,11¢ 10,6445,52¢ 1,22+0,18"
é Safsu,50kDa,40x 0,29+0,05%¢ 14,39+2,52 1,18+0,11°
o Fosfat Tamponu,50kDa,40x 0,15+0,03¢ 7,54+1 558 1,07+0,05¢
Saf Su 0,26+0,00°¢ 13,05+0,08°¢ 1,17+0,01%

Fosfat Tamponu 0,26+0,00¢ 13,1940,01¢ 1,07+0,01¢

_§ Saf Su,10kDa,40x 0,33+0,03% 16,45+1,46% 1,29+0,18°
€  Fosfat Tamponu,10kDa,40x 0,28+0,03 13,80+1,39%¢ 1,18+0,08b<
< Safsu,50kDa,40x 0,29+0,02b¢ 14,28+1,16" 1,16+0,14%
Fosfat Tamponu,50kDa,40x 0,2740,02¢ 13,47+0,87¢ 1,1440,01%

S.S.= Standart Sapma (+), n=6
Ay satirda farkli harflerle gOsterilen degerler arasindaki farklar istatistiki olarak énemlidir (P<0,05)

4.3. C-PC nin Farkh Koruyucularla Muhafazasindaki Renk Degisimleri

Pseudanabaena sp. ve A. maxima’dan elde edilmis olan liyofilize C-PC ornekleri
farkli koruyucu ¢o6zeltiler (sitrik asit, kalsiyum kloriir, siikroz ve kalsiyum
Kloriirtsiikroz) igerisinde ¢oziindiiriilerek 4 °C ve 25 °C’de depolanmis ve C-PC
icerigindeki degisimler spektrofotometrik Olglim ile belirlenmistir. Depolama
baslangicindaki (0. Giin) C-PC igerigi 100 kabul edilerek renk degisimine bagl
igerikteki % oransal azalma hesaplanarak Cizelge 4.3-6 ve Sekil 4.1;4.8;4.15;4.22°de
verilmistir. A. maxima orneklerin den elde edilen C-PC’nin farkli koruyucularin
ilavesi ile 4 °C’de depolama sonucu ortaya ¢ikan kayip %40’1n altina kontrol, fosfat
tamponu, sitrik asit, kalsiyum klortir, siikkroz ve kalsiyum kloriir + siikroz gruplarinda

sirastyla depolamanin 30., 25., 50., 45., 65. ve 75. giliniin de diigmistiir. Tiim deneme
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gruplarin da depolama ilerledikge C-PC igeriginde istatistiki olarak 6nemli (P<0,05)

kayiplar belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Farkh koruyucularin +4 °C’de A. maxima’nin C-PC igerigi iizerine etkisi

Giin Kontrol Fosfat Tam. Sitrik Asit CaCl. Siikroz CaCl>+Siikroz
ORT+ SS ORT+ SS ORT+ SS ORT+ SS ORT+ SS ORT+ SS

0 1002 100 100 100 100 100

5 93,18+0,86*  9530+1,11°  77,19+2,15°  96,78+0,56°  93,13+0,37°°  91,09+0,70°
10 95,69+0,65°  96,18+0,28°  76,24+3,06°  98,02+0,61°  91,69+0,70¢  91,54+0,55¢
15 95,52+1,79°  68,43£0,57° 69,97+£0,71%  93,47+£0,94¢  93,64+0,57°°  93,68+0,65
20 72,60+1,36%  41,97+3,63¢ 87,89+17,92°  88,64+0,40°  96,21+0,91®®  9520+0,64°
25  51,02+0,10°  32,25+2,86° 64,96+3,31%  84,55+1,000 99,18+1,04°  98,42+0,652
30 28,340,337 24,050,437 57,34+546%  76,32+0,219  95,04+1,18"  91,71+0,06°
35 21,770,299  21,67+0,179  5421+6,06"  65,15+2,31"  93,09+1,50*  86,87+0,18¢
40  21,55+0,509  18,62+1,65"  48,62+6,89"  42,51+0,00' 82,21+3,17¢ 78,57+0,22¢
45  17,33+0,17"  22.63+0,117 42,657,779  26,56+0,66'  69,51+5,49¢ 71,67+0,55f
50  18,13+2,77"  20,85+0,109  35,41+6,45"  19,81+0,62K  53,1743,71F  59,89+1,439
55  17,22+1,74"  21,67+0,059  35,41+6,45"  18,40+0,63'  44,19+0,009 54,26+2,28"
60 19,79+3,739  12,92+0,26' * * 43,76+2,249 48.76+2,12!
65  11,44+3,56'  16,60+0,28" * 39,36+2,76"  44,86+2,46)
70  6,62+0,91 * X % 36,36+2,73"  40,43+2,49k
75 6,45+1,210 X & & 34,17+2,214 37,16+2,70'
80 6,771,711 = * & 30,63+2,00 31,4242,39M

* Mavi renk kaybolunca spekturum okuma yapilmamistir. S.S.= Standart Sapma (+), n=3
Ayni satirda farkl harflerle gosterilen degerler arasindaki farklar istatistiki olarak énemlidir (P<0,05)

120 -
0 =¢—Kontrol
) == Fosfat Tamponu
1001 Lot ——Sitrik Asit
=== Kalsiyum Klorir
80 1 Stikroz
Kalsiyum Kloriur+Sikroz
X 60 A
40 +
20 -
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Sekil 4.1. Farkhli koruyucularin +4 °C’de A. maxima’nin C-PC icerigi iizerine etkisi
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Sekil 4.3. A. maxima’dan 6ziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi (Fosfat
tamponu)

Sekil 4.4. A. maxima’dan oziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi (Sitrik Asit)
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Sekil 4.5. A. maxima’dan o6ziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi (CaCly)

Sekil 4.6. A. maxima’dan oziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi (Siikroz)

Sekil 4.7. A. maxima’dan o6ziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Siikroz+CaCly)
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Pseudanabaena sp. orneklerin den elde edilen C-PC’nin farkli koruyucularin ilavesi

ile + 4 °C’de depolama sonucu ortaya g¢ikan kayip %40’un altina kontrol, fosfat

tamponu, sitrik asit, kalsiyum klortir, siikroz ve kalsiyum kloriir+siikroz gruplarinda

sirastyla depolamanin 25., 25., 20., 20., 70. ve 55. giiniin de diistiigii belirlenmistir.

Tim deneme gruplarm da depolama ilerledik¢e C-PC igeriginde istatistiki olarak

onemli (P<0,05) kayiplar belirlenmistir (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Farkh koruyucularin +4 °C’de Pseudanabaena sp.’nin C-PC ic¢erigi iizerine etkisi

Giin Kontrol Fosfat Tam. Sitrik Asit CaClz Siikroz CaCl+Siikroz
ORT= SS ORT= SS ORT=+ SS ORT=+ SS ORT=+ SS ORT= SS
0 100 100 100 100 100 100
5 99,89+1,10°2 99,97+1,192 73,00+1,65°  95,89+2,80P 89,82+0,01° 99,94+2,612
10  94,12+0,30P 99,301,202 55,80+0,85¢  92,49+2,63¢  91,25+0,57% 97,36x1,102
15  75,49+1,23° 39,912,770 42,17+0,199  85,75+3,17¢ 94,11+0,712 97,17+1,892
20  54,59+0,86%  51,59+29,48P 36,81+0,31F  30,11+4,26°  94,98+1,76? 96,10+22,352
25  32,35+0,55¢ 21,38+0,93°¢ 37,80+1,45¢ 19,06+1,88f 98,28+1,40° 79,98+0,25°
30 5 * * * 75,34+12,38% 69,27+1,05¢
35 * * * wd 67,86+21,18%  64,52+0,26%
40 * * * E 57,74+21,88¢ 55,50+0,59%
45 * X * * 53,16+24,80% 51,65+0,69¢
50 ! F * * 66,37+ 1,45% 40,68+ 1,66
55 * * - * 55,42+ 1,27% 32,81+ 0,991
60 * * * * 49,86+ 0,14% 25,10+ 1,229
65 * * * * 40,93+ 0,04¢f 21,78+ 0,31™
70 * * * * 30,85+ 0,03f 19,64+ 0,34
75 * * 30,97+ 0,03f 17,14+ 0,44M
80 * * * * 25,19+ 327f 12,67+ 0,41
* Mavi renk kaybolunca spekturum okuma yapilmamustir. S.S.= Standart Sapma (), n=3
Ayni satirda farklr harflerle gosterilen degerler arasindaki farklar istatistiki olarak énemlidir (P<0,05)
120 - === Kontrol
=3¢=Fosfat Tamponu
100 + = Sitrik Asit
Kalsiyum Klorir
80 -
Stikroz
L 60 - Kalsiyum Klorir+Sikroz
40 A ){/
Y
20 -
0

0

10 15 20 25

30 35 40 45
Giin

50 55 60 65 70 75 80
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Sekil 4.8. Farkli koruyucularin +4 °C’de Pseudanabaena sp.’nin C-PC icerigi iizerine etkisi



Sekil 4.9. Pseudanabaena sp.’dan éziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Kontrol)

Sekil 4.10. Pseudanabaena sp.’dan o6ziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Fosfat tamponu)

Sekil 4.11. Pseudanabaena sp.’dan éziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Sitrik asit)
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Sekil 4.12. Pseudanabaena sp.’dan éziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi
(CaCly)

Sekil 4.13. Pseudanabaena sp.’dan éziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Siikroz)

Sekil 4.14. Pseudanabaena sp.’dan éziitlenen C-PC’nin +4 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Siikroz+CaCly)

44



A. maxima orneklerin den elde edilen C-PC’nin farkli koruyucularm ilavesi ile +25

°C’de depolama sonucu ortaya ¢ikan kayip %40’un altina kontrol, fosfat tamponu,

sitrik asit, kalsiyum kloriir, siikroz ve kalsiyum kloriir+siikroz gruplarinda sirasiyla

depolamanin 5., 5., 20., 10., 20. ve 40. giiniin de distigi belirlenmistir. Tiim deneme

gruplarin da depolama ilerledik¢e C-PC igeriginde istatistiki olarak énemli (P<0,05)

azaliglar belirlenmistir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Farkh koruyuculari +25 °C’de A. maxima C-PC icerigi iizerine etKkisi

Giin Kontrol Fosfat Tam. Sitrik Asit CaCl: Siikroz CaCl; +Siikroz
ORT= SS ORT= SS ORT= SS ORT= SS ORT=+ SS ORT= SS
0 100 100 100 100 100 100
5 39,34+0,43° 36,87+0,80°  60,34+0,28°  47,88+4,02° 84,21+1,65° 99,19+1,272
10 23,21£1,27°¢ 20,701,569  57,58+13,03% 24,02+3,22¢ 59,41+5,25¢ 51,24+1,67°
15 * * 63,97+1,41° * 44.29+4, 14% 31,64+1,76%
20 * * 36,37+0,45% * 38,8443,73%F  45,23+13,09*
25 & @ 35,72+6,584% * 38,28+5,73¢F  42,69+12,880
30 o s 47,16+5,68% * 35,12+9,33f 30,88+6,02¢
35 * * 37,43+9,86% pr 47,95+6,85¢  39,31+15,330cde
40 * 3 39,25+4,86% d * 28,41+4,64%
45 * F 29,87+4,93¢ * e 26,11+0,05¢
* Mavi renk kaybolunca spekturum okuma yapilmamustir. S.S.= Standart Sapma (), n=3
Aynu satirda farkl harflerle gosterilen degerler arasindaki farklar istatistiki olarak énemlidir (P<0,05)
120 -+
=—¢—Kontrol
== Fosfat Tamponu
100 4 &£
== Sitrik Asit
=== Kalsiyum Klorir
80 - Siikroz
Kalsiyum Klorur+Sikroz
X 60 + %
40 - \ /\ \-,’\
20 -+
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Giin

Sekil 4.15. Farkh koruyucularin +25 °C’de A. maxima C-PC igerigi iizerine etKisi
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Sekil 4.17. A. maxima’dan o6ziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi (Fosfat

Tamponu)

Sekil 4.18. A. maxima’dan éziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi (Sitrik asit)
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Sekil 4.19. A. maxima’dan éziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi (CaCl.)

Sekil 4.20. A. maxima’dan 6ziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi (Siikroz)

Sekil 4.21. A. maxima’dan éziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Siikroz+CaCl)
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Pseudanabaena sp. orneklerin den elde edilen C-PC’nin farkli koruyucularin ilavesi
ile +25 °C’de depolama sonucu C-PC igerigindeki kayip %40’un altina kontrol,
fosfat tamponu, sitrik asit, kalsiyum kloriir, siikroz ve kalsiyum kloriir+siikroz
gruplarinda sirastyla depolamanin 5., 5., 5., 10., 15. ve 15. giiniin de distigi
belirlenmistir. Tim deneme gruplarm da depolama ilerledik¢e C-PC igeriginde

istatistiki olarak onemli (P<0,05) azalislar belirlenmistir (Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Farkh koruyucularin +25 °C’de Pseudanabaena sp. C-PC ic¢erigi iizerine etkisi

Giin Kontrol Fosfat Tam. Sitrik Asit CaCl, Siikroz CaCl. + Siikroz
ORT=+ SS ORT= SS ORT=+ SS ORT=+ SS ORT=+ SS ORT= SS
0 100 100 100 100 100 100

5  28,50+0,54> 27,88+1,11° 28,34+0,94" 87.444+8,94° 69,04+1,07° 68,78+1,55°
10  24,93+1,05¢  21,77+0,55° 16,00+2,31¢ 19,15+1,42° 70,03+1,55P 46,36+0,38¢
15 * * 8,89+8,33¢ * 56,34+1,97¢ 41,30+4,20¢

* Mavi renk kaybolunca spekturum okuma yapilmamigtir. S.S.= Standart Sapma (£), n=3
Aynu satirda farkl harflerle gosterilen degerler arasindaki farklar istatistiki olarak énemlidir (P<0,05)

120 - === Kontrol
=3¢=Fosfat Tamponu
Sitrik Asit
100 + Kalsiyum Klortr
Siuikroz
80 - Kalsiyum Kloriir+Siikroz
X 60 -
‘0 \\
——
20 - %
0
0 5 10 15
Gin

Sekil 4.22. Farkl koruyucularin +25 °C’de Pseudanabaena sp. C-PC icerigi iizerine etkisi
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Sekil 4.23. Pseudanabaena sp.’dan o6ziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Kontrol)

Sekil 4.24. Pseudanabaena sp.’dan oziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Fosfat Tamponu)

Sekil 4.25. Pseudanabaena sp.’dan o6ziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Sitrik Asit)
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Sekil 4.26. Pseudanabaena sp.’dan o6ziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi
(CaCly)

Sekil 4.27. Pseudanabaena sp.’dan oziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi
(Siikroz)

Sekil 4.28. Pseudanabaena sp.’dan oziitlenen C-PC’nin +25 °C’de depolamaya bagh degisimi
(CaCl+Siikroz)

50



5. TARTISMA VE SONUCLAR

Pseudanabaena sp. ve A. maxima’nin nem degerleri sirasiyla %6,93+0,68 ve
%9,5510,87 olarak ol¢iilmiistiir. Liyofilize 6rnegin dogal olarak kurutulmus ornege
gore nem igeriginin onemli (P<0,05) oranda diisiik oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.1.). Saf su ve fosfat tamponu kullanilarak yapilan C-PC 6ziitleme islemi sonucunda
Pseudanabaena sp. orneginde C-PC igerigi fosfat tamponundan 6ziitlenene
(0,35+0,01 mg/mL) gore saf suda oziitlenen (0,2940,01 mg/mL) 6nemli (P<0,05)
oranda yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2.). A. maxima’dan saf su ve fosfat tamponu
kullanarak yapilan C-PC o6ziitleme islemi sonuglarma gore ise her iki tamponda da
ayn1 C-PC igerigi (0,262+0,00 mg/mL) elde edilmistir (Cizelge 4.2.). Miirsid Kovanci
(2016) tarafindan termal su siyanobakterisi Pseudanabaena sp.’den C-PC’nin
Oziitlenmesinde farkli tamponlarin kullanildig1 (saf su, kalsiyum kloriir, sodyum
fosfat, sodyum asetat ve sodyum kloriir) tez ¢aligmalarinda baslangigta C-PC igerigi
saf su da 0,274 mg/mL ve fosfat tamponunda ise 0,116 mg/mL olarak bulunmustur.
Benzer sekilde, deniz orjinli Pseudanabaena sp.’den yiiksek saflikta C-PC’nin
oziitlenmesine yonelik yapilan bir calismada da ham o6ziitin PC igerigi bizim
bulgularimizdan oldukca diisiik olarak 0,013 mg/mL seviyesinde bulunmustur
(Mishra, Shrivastav and Mishra, 2011). Deniz orjinli Pseudanabaena sp.’nin PC
igerigi lizerine 151k kalitesinin etkisinin ¢alisildig1 bir arastirmada PC igerigi 0,0021-
0,014 mg/mL araliginda bulunmus, en yiliksek deger kirmizi 151k kaynaginda elde
edilmistir (Mishra vd., 2012).

Calisma sonuclarimizdan daha diisiik degerler, Tamburact (2009) tarafindan termal
sulardan izole edilmis Pseudanabaena sp. tiiriiniin C-PC igerigi fosfat tampon ile
oziitleme sonucunda ham o6ziitte 0,150 mg/mL, liyofilize 6rnekte ise 0,158 mg/mL
olarak tespit edilmistir. Elde edilen bulgularimizla mevcut calismalar arasinda
goriilen farkliliklarin sebepleri olarak oOziitleme sartlari, yontem farklililari,
organizmanin tUretimi sirasinda uygulanan farkliliklar ve hasat yoOntemindeki
farkliliklardan kaynaklaniyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Her iki mavi-yesil algin
PC igerigi lizerine saf su ve fosfat tamponun etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan
calismamiz da, saf su tamponu ile Pseudanabaena sp.’den 6ziitlenen C-PC’nin

verimi 14,36+0,42(mg/g) iken 10K ve 50K Amicon Ultra Santrifiij ile santrifiijleme
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sonrasi istatistiki olarak 6nemli olmayan (P>0,05) artiglarla 16,34+2,13 (mg/g) ve
14,3942,52(mg/g)’a yiikselmistir (Cizelge 4.2.). Fosfat tamponunda ise verim
17,78+0,35(mg/g) iken 10K ve 50K Amicon Ultra Santrifiij ile santrifiijleme sonrasi
istatistiki olarak onemli (P<0,05) azalislarla 10,64+5,52 (mg/g) ve 7,54+1,55(mg/g)’a
diistiigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2.). Moraes vd., (2011) tarafindan S. platenses’in
yas biomasindan 50 kHz’lik 40 dk’lik ultrasonik banyoda yapilan PC 6ziitlenmesine
yonelik ¢aligmalarinda PC verimi 0,57 mg/g (ultrasonik banyoda) 43,75 mg/g (cam
bilye ile birlikte ultrasonik banyoda) araliginda belirlenmistir. Akoglu (2012)
tarafindan yapilan ¢alismanin ilk asamasinda ¢esitli siyanobakteri suslari fikosiyanin
verimleri agisindan karsilastirilmis ve Anabaena affinis susu 110 mg/g fikosiyanin
miktar1 ile en verimli sus olarak belirlenmistir. Kovanci (2016) tarafindan
Pseudanabaena sp.’nin PC igerigine yonelik yaptigi ¢alismada ise maksimum verim
180. dk’da saf su ile 6ziitlenen 6rneklerde 86,314 mg/g olarak bulunmustur. Demirel
vd., (2012) tarafindan Oscillatoria amphibia ve S. platensis’in PC igerigi iizerine
yapilan c¢alismada, 25 kat 0,15 M NaCl ise ¢oziindiriilmiis liyofilize ornekler
dondurulmus, 1 saat ultrasonik banyoda ¢oziindiiriildiikten sonra 1 gece +4°C’de
bekletilmistir. Orneklerin C-PC igerigi sirastyla 140 mg/mL ve 71,35 mg/mL olarak
tespit edilmistir. Ekstraksiyonun baslangicindan saflagtirmanin sonuna kadar gegen
stiredeki tiim veriler degerlendirildiginde, 40 mL 6rnekten (0,68 mg/mL kuru agirlik)
0,66 mg saf fikosiyanin elde edildigi diger bir ifade ile 1 g kuru hiicreden 24,44 mg
saf fikosiyanin elde edildigi belirlenmistir. Soni vd., (2006) yaptiklar1 saflastirma
calismasinda 1 g kuru hiicreden 2 mg saf fikosiyanin elde edebilmislerdir. Bu
sonuclar gerek sus secimi, gerek ekstraksiyon yontemi ve sartlarinda yapilan
degisiklikler, gerek kiiltiiriin gelisme kosullarinda yapilan degisiklikler ve gerekse
saflagtirma isleminde yapilan optimizasyon ¢aligmasmin fikosiyanin verimini
artirmada basariyla sonuclandigini gostermektedir. Elde edilen bulgular, bugiine
kadar yapilan saflastirma ¢alismalarindan elde edilen bulgularin birgogu ile benzerlik
gostermektedir. C-PC’nin dziitlenmesi islemi sirasinda saflik derecesi 620 nm’deki
absorbans degerinin 280 nm’deki absorbans degerine oran1 (A620/A280) ile tespit
edilmektedir. Elde edilen bu saflik oranina gore fikosiyaninin kullanim alani
belirlenmektedir. Fikosiyanin, saflik oran1 0,7 ve iistiinde ise gidaya uygun saflikta,
3,9 ise reaktif saflikta, 4 ve lizerinde ise analitik saflikta olarak kabul edilmektedir

(Rito-Palomares vd., 2001). Bugiin saflig1 0,7 olan fikosiyaninin mg fiyati yaklasik

52



0,13 dolar iken saflig1 4 ve lizerinde olan analitik kullanima uygun fikosiyaninin mg
fiyat1 15 dolar’in iistiindedir (Rito-Palamares vd., 2001, Niu vd., 2006). Bu durum
arastiricilar1 daha az maliyette, daha kisa siirede, daha yiiksek verimde ve saflikta
fikosiyanin elde etmeye tesvik etmektedir. Bu amagla calismada ¢esitli saflagtirma
tekniklerinin birbiri ile kombinasyonlari denenerek en uygun saflastirma yontemi
belirlenmeye c¢alisilmaktadir. Calismamizda, Pseudanabaena sp.’den saf su ile
Oziitlenen C-PC’ninin saflig1, fosfat tamponundan oziitlenene goére onemli (P<0,05)
oranda yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2.). C-PC’ninin safligin1 artirmak igin
uygulanan 10K Amicon Ultra Santrifiij islemi sonrasi saflik degerinin sirasiyla
1,60£0,09 ve 1,2240,18’ye dnemli (P<0,05) oranda yiikseldigi tespit edilmistir. 50K
Amicon Ultra Santrifiij islemi sonrasi ise daha diisiik saflik degerleri bulunmustur
(Cizelge 4.2.). A. maxima’dan elde edilen C-PC igeriginin safligin1 artirmak igin
yapilan ultra santrifiij islemi sonucunda ise benzer sekilde yiiksek saflik dereceleri
10K Amicon Ultra Santrifiij ile yapilan islem sonucunda elde edilmistir (Cizelge
4.2.). Sonug olarak tim deneme gruplarinda elde edilen C-PC’nin saflik degeri 1,05
ile 1,60 arasinda degismekte olup gidaya uygun saflikta C-PC iiretiminin
gerceklestirildigi sdylenebilmektedir.

Mevcut ¢alisma ile Pseudanabaena sp. ve A. maxima orneklerinden 6ziitlenen C-
PC’nin farkli gida smifi koruyucular (Sitrik Asit, Kalsiyum Kloriir, Siikroz ve
Kalsiyum Kloriir+Siikroz) varliginda farkli sicakliklardaki (+4°C ve +25°C)
stabilitesi belirlenmistir (Cizelge 4.3., Cizelge 4.4., Cizelge 4.5., ve Cizelge 4.6.). A.
maxima’dan elde edilen C-PC’nin farkli koruyucularla +4 °C’de depolanmasi sonucu
C-PC igeriginde 6nemli (P<0,05) kayiplar ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.1.). Kontrol,
fosfat tamponu, sitrik asit, CaCl,, Siikroz ve CaClx+Siikroz ilave edilmis gruplarda
C-PC igerigindeki kayiplar %40’1n altina sirastyla 30., 25., 50., 45., 65. ve 75. giinde
diismiistiir (Cizelge 4.3.). Benzer sekilde Pseudanabaena sp.’den elde edilen C-
PC’nin farkli koruyucularla +4 °C’de depolanmasi sonucu C-PC igeriginde de
onemli (P<0,05) kayiplar ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.4.). C-PC igerigindeki kayiplar
%40’1n altina sirasiyla 25., 25., 20., 15., 70. ve 55. giinde diismiistiir (Cizelge 4.4.).
Sonug olarak +4 °C’de depolanmasi sonucu en iyi koruyuculuk her iki tiir de

CaClytsiikroz ve siikroz gruplarinda tespit edilmistir.

A. maxima’dan elde edilen C-PC’nin farkli koruyucularla +25 °C’de depolanmasi

sonucu C-PC igeriginde 6nemli (P<0,05) kayiplar ortaya c¢ikmustir (Sekil 4.15.).
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Kontrol, Fosfat tamponu, Sitrik asit, CaCly, Siikroz ve CaCl>+Siikroz ilave edilmis
gruplarda C-PC igerigindeki kayiplar %40’ altina sirasiyla 5., 5., 20., 10., 15. ve
25. giinde diusmiistiir (Cizelge 4.5.). Benzer sekilde Pseudanabaena sp.’den elde
edilen C-PC’nin farkli koruyucularla +25 °C’de depolanmasi sonucu C-PC
iceriginde de oOnemli (P<0,05) kayiplar ortaya c¢ikmustir (Sekil 4.22.). C-PC
icerigindeki kayiplar %40’ altina sirastyla 5., 5., 5., 10., 20. ve 20. giinde
dismistiir (Cizelge 4.6.). Sonu¢ olarak +25 °C’de depolanmasi sonucu en iyi

koruyuculuk her iki tiir de CaCl+Siikroz ve Siikroz gruplarinda tespit edilmistir.

C-PC stabilitesini etkileyen ana parametreler pH, sicaklik ve 1siktir (Jaeschke vd.,
2021). Sarada vd., (1999) yaptiklar ¢alismada C-PC’nin 5 ile 7,5 arasinda degisen
pH'da heksamerik formun baskin olmasi nedeniyle daha kararli oldugu bildirilmisti.
C-PC kararlilig1 tizerine diger kritik faktor sicakliktir. Sicakligin 50 °C'nin iizerine
¢iktig1 durumlarda C-PC bozunma oranlari artmaktadir. Chaiklahan vd., (2012) C-
PC’nin bozunma oraninin 26°C - 43°C'de (pH 5-7) araliginda daha diisiik oldugunu
ve pigmentlerin 47°C'den 64 °C'ye 1sitildiginda bozulma oranin arttigini bildirmistir.
(Chaiklahan vd., 2012). Gida formiilasyonlarinda C-PC uygulamasi asitlere, 1s1ya ve
1518a duyarliligi nedeniyle smirlidir. Bu problemlerin iistesinden gelmek ve C-PC
molekiiliinii korumak i¢in stabilize edici ajanlar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda,
kiigiik sakkaritler, proteinin dogal yapisin1i ve C-PC rengini koruyarak pozitif bir
katki gostermektedir. Sekerler, protein-¢oziicli etkilesimlerinin modifikasyonlarini
tesvik ederek, sistemin serbest enerjisini arttirarak ve protein katlanma durumunu
destekleyerek yardime1r madde gorevi gormektedirler (Faieta vd., 2020). Seker tipi ve
konsantrasyon C-PC stabilitesini etkiler. C-PC ekstraktlarinin stabilitesini uzatmak
icin siikroz (%20, w/w) ve glukoz (%20, w/w) ilavesinin uygun oldugu
disiiniilmektedir  (Stanic-Vucinic vd., 2018). Siikroz (%20, w/w) aym
konsantrasyonda trehalozdan daha olumlu bir etkiye sahip oldugu, farkli sakaroz
konsantrasyonlarimi karsilagtirirken, %70'1 %20'den daha 1yi bir koruyucu etki

gosterdigi bildirilmistir (Faieta vd., 2020).

Sekerlerin yani sira sodyum azid ve ditiyotreitol gibi koruyucular da analitik
kullanimlar i¢in C-PC stabilize edici ajanlar olarak kullanilmaktadir. Ancak bu
bilesikler toksiktir ve gida veya farmasotik uygulamalar i¢in uygun degildir (Mishra,
vd., 2008). Ilave olarak, protein capraz baglama ajanlari olan formaldehit ve

glutaraldehit de C-PC stabilitesinin korunmasi i¢in kullanilmaktadir. Capraz
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baglayicilar, polimer zincirleri ve proteinler arasinda aglar olusturarak alt birimlerde
protein ayrigmasini onleyebilmektedir. Bazi olumlu sonuglar sunmasina ragmen bu
bilesiklerin ¢ogu toksiktir ve gida uygulamalarinda kullanilmayabilirler (Sun vd.,
2006). Son zamanlarda, dogal polimerler C-PC korumasi i¢in degerlendirilmistir.
Pek cok yazar, gida isleme kosullar1 altinda diisiik pH degerlerinde C-PC yapisini
korumak i¢in proteinlerin kullanilmasint 6nermisglerdir. Calisilan bu bilesikler
arasinda peynir alt1 suyu proteininin diisiik pH degerlerinde (3-7), yiiksek sicaklikta
(80 °C) ve yiiksek basing kosullarinda mavi renk stabilitesine katkida bulundugu
goriilmiistiir (Panutai, vd., 2018; Zhang vd., 2020). Bununla birlikte, bu bilesiklerin
farkli isleme kosullar1 altinda C-PC yapisi lizerindeki etkisini anlamak i¢in daha fazla

calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir (Jaeschke vd., 2019).

Wu vd., (2016) tarafindan S. platensis'ten elde edilen gida sinifi fikosiyanin iizerine
yenilebilir koruyucularin (siikroz, glukoz, sodyum klorid), pH ve sicakligin
etkilerinin  spektrofotometrik  yontemle belirledikleri c¢alismalarinda  bizim
bulgularimiza uyumlu sekilde gida smifi fikosiyaninin stabilitesini korumak i¢in en
uygun kosullarin pH 5.0-6.0, diisiik sicaklik, karanlik ve yenilebilir stabilize edici

ajanlarin eklenmesi oldugunu bildirmistir.

Kannaujiya ve Sinha (2016) tarafindan gida sinifi koruyucularin fikosiyanin (PC) ve
fikoeritrin  (PE) tzerine termokinetik etkilerini belirledikleri ¢alismalarinda
saflastirilmis PC ve PE'nin termokinetik stabilitesi, +4, +25 ve +40 °C'de 30 giinliik
inkiibasyon boyunca benzoik asit, sitrik asit, sakaroz, askorbik asit ve kalsiyum
klortir gibi yenilebilir koruyucularin varliginda incelenmistir. Bulgularimizla uyumlu
sekilde PC/PE'nin bozunma hizi kontrol grubunda (koruyucu ilave edilmeyen)
artarken, koruyucularin ilave edildigi gruplarda azaldig: belirlenmistir. Bozulma hizi
en diigiik 4 °C'de inkiibasyon sonucu tespit edilmistir. Sitrik asit ve sukrozun ayni
sicaklikta hem PC hem de PE'nin stabilitesini korudugu saptanmistir. Kalsiyum
kloriir ve askorbik asit, ¢alisilan diger koruyuculara kiyasla PC ve PE'nin en az
stabilitesini destekleyen koruyucular oldugu bildirilmistir. Caligma sonuglarina gore,
benzoik asidin 4 °C'de hem PC hem de PE i¢in en iyi koruyucu oldugu bulunmustur

(Kannaujiya ve Sinha 2016). Bu sonuglar bulgularimizi destekler niteliktedir.

Bhattacharya vd., (2018) tarafindan dogal koruyucu e-Polylisin ve kimyasal
koruyucu sitrik asidin 4 + 2°C'de C-PC ve C-PE'nin stabilitesi iizerindeki etkisi

inceledikleri c¢aligmalarinda 8 giinlik depolama sonucunda PC ve PE’de renk ve
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pH’da sitrik aside gore %0,02 e-polilisin (w/v) nin daha iyi oldugu bildirmislerdir. &-
polilisin igeren soliisyonda C-PC ve C-PE miktart sirastyla %90,5 ve %095,24
oraninda korundugu belirlenmistir. Bu sonuca gore kimyasal veya sentetik
koruyucularin dogal koruyucu e-polilisin ile degistirilmesi gerektigi, ¢linkii bu
kimyasal veya sentetik koruyucularin uzun siireli tiiketimi saglhiga zararli oldugu,
mevcut ¢alisma ile kimyasal veya sentetik koruyucularin dogal koruyucu olarak e-
polilisin ile degistirilmesi i¢in etkili bir segenek sundugu bildirilmistir (Bhattacharya
vd., 2018).

Safari vd., (2018) tarafindan S. Platensis’ten o&ziitlenen fikosiyaninin stabilitesi
tizerine sicaklik, siire ve pH’nin etkileri calisilmistir. Fikosiyaninin stabilitesi,
sicaklik (-18, +4 ve +10°C), pH (4.5, 5.5 ve 7) ve siire (15, 30 ve 45 giin) olmak
tizere li¢ faktore dayali tamamen rastgele bir tasarimda boliinmiis faktoriyel deney ile
belirlenmistir. Sonuglar, ¢esitli sicakliklarda depolama siiresinin  artmasiyla
fikosiyaninin stabilitesinin nispeten azaldigin1 gdstermistir. Bununla birlikte,
fikosiyaninin en yiiksek stabilitesi, -18°C'de ve ardindan +4°C'de goézlenmistir.
Depolama sicakliginin +10°C'ye yiikseltilmesiyle, ozellikle 5.5'likk bir pH'da
fikosiyaninin stabilitesi biiyiik olgiide azaldigi ve absorbansin 30 giinde sifira
distiigii tespit edilmistir. Fikosiyaninin minimum konsantrasyon kaybi i¢in en iyi
kosullar, -18 °C'de 4,5 pH'da ve 30 giinliik depolama siiresinde oldugu belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore, siit iiriinleri ve dondurma gibi soguk veya dondurucu
sicakliklarda saklanan gida iiriinlerinde fikosiyanin kullanmak miimkiin oldugu
arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Safari vd., 2018). Bu ¢alisma sonuglarida

bulgularimizi destekler niteliktedir.

Bulgularimizi destekler nitelikte, Khandual, vd., (2021) tarafindan Arthrospira
platensis’den fikosiyanin dziitlenmesi ve stabilitesi iizerine yaptiklari ¢aligmalarinda
fikosiyanin stabilitesi en iyi pH 7'de, -20 °C’de 35 giin depolama sonucu elde
edildigi bildirilmistir.

Sonug¢ olarak;

o Pseudanabaena sp. ve A. maxima’ nin 6nemli C-PC kaynag1 olduklari,
o Her iki tirden C-PC’nin oziitlenmesinde saf su ve fosfat tamponunun
kullanilabilecegi,
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o C-PC’nin saflik degeri onun kullanim alanini belirledigi, yiiksek saflik

isteniyorsa 6zellikle 10K Amikon ultra santifiij islemi ile safligin 6nemli derece

artirllabilecegi,

o C-PC’nin stabilitesini etkileyen ana parametrelerin pH, sicaklik ve 1sik
oldugu,

. C-PC’nin gida isleme proseslerinde 1siya maruz kaldiginda énemli kayiplar

olustugu, bu kayiplarin 6nlenmesinde gida sinfi koruyucularin kullanilmasi gerektigi,

. Her iki tiirden elde edilen C-PC’nin de +4 ve +25 °C’de depolam sirasinda

en iyi kuruyucunun CaCl; + Siikroz ve siikroz oldugu,

o Ulkemizde mikroalglerden C-PC iiretimine yonelik smirli sayida calisma
bulunmasi, Pseudanabaena sp. gibi yerel bir sustan elde edilen fikosiyaninin ve

fikosiyanin kullanimi ile elde edilecek yeni {irlinlerin 6neminin artirdigi,

. Sanayi ve Teknoloji Bakanhigmin fasillara gore diizenlenen TUIK

(Www.tuik.gov.tr) ithalat verilerine gore; organik kimyasal {riinler, eczacilik

tiriinleri, ugucu yaglar ve rezinoitler, parfiimeri, kozmetik {irtinleri i¢in 2000 yilinda
3.342,989 milyon dolarlik ithalat yapilmisken, 2020 yilinda 12.007.154 milyon
dolara yiikselmistir. Bu rakam 2017 yili i¢in toplam %4,72° sinden 2018 yilinda
%18,66 ya yiikselmistir ve 2020 yilinda %5,47 seviyelerinde kalmistir. Son olarak
Mart 2021 verilerine gore 3.862.364 milyon dolar oldugu goriilmiis ve giiniimiizde
yasanan Covid-19 salgmina ragmen ithalatimizda 9%6,32’lik biiyiikk bir bolimii
olusturmaktadir. C-PC gida, ilag, tekstil ve kozmetik sanayisinde kullanim olag1 olan
dogal pigment proteginidir. Bu ve bunun gibi calismalar basarili bir sekilde
sonuglanip sanayiye aktarilabildigi takdirde belirtilen alanlardaki aramali ithalatimizi
azaltilabilecek ve boylece cari agik azaltilarak iilke ekonomisine onemli katkilar

saglayabilcegi tarafimizdan diisliniilmektedir.
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