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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SPIRULINA'NIN TOPLAM FENOLIK BiLESENLERININ, ANTIOKSIDAN
KAPASITESININ VE ANTIOKSIDAN BILESENLERIN
BIYOALINABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Ceren SEN GENC

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Ozan GURBUZ

Spirulina platensis antioksidan, antibakteriyel, antidiyabetik, antiviral, antikanserojen
vb. gibi pek cok saglik yonii ile dikkat ¢cekmektedir. Bu ¢alismada, tiilkemizde, ticari
olarak satisa sunulmus, 3 farkli markaya ait (Egert, Shiffa Home ve Hana) Spirulina
platensis toz oOrneklerinin ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir ve biyoalinabilir
fenoliklerinin antioksidan kapasite (DPPH, ABTS, CUPRAC) ve toplam fenolik bilesen
analizleri yapilmistir. En yiiksek toplam fenol igerigi degerinin Hana markali {iriiniin
hidrolize edilebilir fenoliklerine ait oldugu saptanmustir (7200,38+1,01* mg/100 g GAE
km). Ornekler arasindan en yiiksek TEACagTs degerinin Hana markali {iriiniin hidrolize
edilebilir fenoliklerine ait oldugu (132,03+2,60% umol TE/g), en yiiksek TEACpppH
degerinin Shiffa Home markali iiriinin hidrolize edilebilir fenoliklerine ait oldugu
(129,01+0,04* umol TE/g), en yiikksek TEACcuprac degerinin de Hana markali iirtiniin
hidrolize edilebilir fenoliklerine ait oldugu (206,15+2,11% umol TE/g) bulunmustur.

Spirulina platensis toz orneklerine ait hidrolize edilebilir fenoliklerin antioksidan
kapasiteleri ve toplam fenol igerikleri, ekstrakte edilebilir fenoliklerin antioksidan
kapasiteleri ve toplam fenol igeriklerinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Tim
orneklerde toplam fenol igeriklerinin biyoalabilirlik degerleri %77,0-87,18 arasinda
bulunmustur. Biyoalinabilir TEACagTs degerinin, %55,90-92,87 arasinda, TEACcuprrac
degerinin, %20,57-34,31 arasinda, TEACpppH degerinin %3,59-16,31 arasinda oldugu
belirlenmistir. Toplam fenol igeriginin % biyoalinabilirlik degerinin en yliksek oldugu
irtin Shiffa Home markali {iriin olarak tespit edilmistir (%87,18+4,33), ayrica %
biyoalinabilir TEACagTs degerinin en yiiksek oldugu iiriin yine Hana markali iiriin
olarak bulunmustur (%92,87+0,05). % biyoalinabilir TEACcurrac (%34,31+0,84) ve
TEACprpH (%16,3141,42) degerlerinin en yiiksek oldugu iriin ise Egert markali iiriin
olarak saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan kapasite, biyoalinabilirlik, fenolik bilesikler, Spirulina
platensis.

2019, vii + 46 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF PHENOLIC COMPOUNDS, ANTIOXIDANT CAPACITIES
AND BIOACCESSIBILITY OF SPIRULINA

Ceren SEN GENC

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Ozan GURBUZ

Spirulina platensis draws attention with its healthy aspects like antioxidant, antidiabetic,
antibacterial, antiviral, anticancer. In this study, Egert, Shiffa Home and Hana branded
Spirulina platensis powder products which commercially sold in Turkey were compared
and the changes in total phenol content, antioxidant capacity of extractable,
hydrolyzable abd bioaccessible phenolics of these products were investigated. In this
study, Hana branded Spirulina powder (7200,38+1,01% mg/100 g GAE dm) showed the
highest total phenol content value of Spirulina platensis powder products.

In this study, when it compared with other samples, hydrolysable Hana branded
Spirulina platensis powder showed highest TEACagts value (132,03+2,60* umole
TE/g), hydrolysable Shiffa Home branded Spirulina powder showed highest TEACpppH
value (129,01+0.04* umole TE/g) and hydrolysable Hana branded Spirulina powder
showed highest TEACcurrac value (206,15+2,11% umole TE/g). Antioxidant capacity
and total phenol content of hydrolyzable phenolics of Spirulina platensis powder
products were higher than antioxidant capacity and total phenol content of extractable
phenolics of Spirulina platensis powder products. In the all of samples,
bioaccessibilities of total phenol contents was range of 77,0-87,18 %. Bioaccessibility
of TEACasTs Was in the range of 55,90-92,87 %, bioaccessibility of TEACcuprac Was
in the range of 20,57-34,31 %, bioaccessibility of TEACpepH is in the range of 3,59-
16,31 %. Shiffa Home branded product (87,18+4,33 %) showed the highest
bioaccessibility (%) of total phenol content value. Otherwise, Hana branded product
(92,87+0,05 %) showed the highest bioaccessibility (%) of TEACasts value. Egert
branded product showed the highest bioaccessibility (%) of TEACcurrac (34,31+0,84
%) and TEACopppH Values (16,31+1,42 %).

Key words: antioksidan kapasite, biyoalinabilirlik, fenolik bilesikler, Spirulina
platensis.

2019, vii + 46 pages.
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1. GIRIS

Mikroalgler icerdikleri yiiksek besin degerleri bakimindan son yillarda iizerinde en ¢ok
durulan canlilardir. Ulusal ve uluslararasi diizeyde mikroalg tiirleri iizerinde yapilan
calismalar yogun bir sekilde devam etmekte, bu alanda hizmet veren ticari isletmelerin
sayis1 da giderek artmaktadir. Mikroalg tlrlerinin ticari iiretimi konusundaki
arastirmalar, 6zellikle 1980'li yillarda siyanobakteri tiirleri ile gergeklestirilen ¢alismalar
ile hiz kazanmis olup, biyoteknolojik olarak son yillarda ©Onemli gelismeler
kaydedilmigtir. Mikroalg tiirlerinin yetistirilme kosullarinin genis araliklara sahip
olmast ve yiiksek besin icerikleri nedeniyle gelecegin gida kaynaklar1 olarak
goriilmektedir. Mikroalglerin biyokiitle kaynagi olarak yetistirilmesinin bir¢ok avantaji
vardir. Bu temel avantajlar sunlardir:

Mikroalglerin, fotosentetik isleme yoluyla organik bilesenlerin {iretimi igin giines
enerjisinin kullanildigi en verimli biyolojik sistemler oldugu bilinmektedir. Mikroalgler
kompleks {ireme organlari olmayan mikroorganizmalardir. Bu durum, biitiin
biyokiitlenin hasatina ve kullanilmasina olanak saglamaktadir. Mikroalglerin bir¢cok
tiirii, proteinler, karbonhidratlar, lipitler ve pigmentler gibi ticari degeri olan ve istenen
bilesenlerin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda firetilmesinde kullanilabilmektedir.
Tatl su eksikliginden veya fakir topraklardan dolay1 verimin az oldugu birgok bodlgede,
verimliligi arttirmanin ve basit protein iiretimini giivence altina almanin yolu, degersiz
topraklarda deniz suyu veya aci su kullanilarak yetistirilen mikroalglerin tiretilmesidir.
Mikroalgal biyokiitle liretim sistemleri, yogun emek harcanan iiretim birimlerinden
yiksek yatirimlar gerektiren tam otomatik sistemlere kadar ¢esitli islemsel veya

teknolojik yetenek seviyelerine kolaylikla uyum gosterebilmektedir.

Bugiin yetistiriciligi yapilan en onemli alg tiirlerinden biri Spirulina’dir. Spirulina ilk
kez 1827°de Turpin tarafindan izole edilmistir (Vonshak 1997).

Spirulina platensis’in saglik tizerine olumlu etkileri birgok ¢alisma ile kanitlanmis olup
bu etkilerinden faydalanabilmek i¢in ¢esitli kullanim tiirleri mevcuttur. Bunlardan biri
gida takviyesi olarak kullanimidir. Bu takviyeler kapsiil, tablet veya toz seklinde

tiretilebilmektedir. Ayrica son yillarda Spirulina platensis’in fonksiyonel gida olarak



kullanimi1 da artmistir. Biskiivilere, krakerlere, keklere, unlara, meyve ve sebze sularina
vb. gidalara ilave edilebilmekte, yeni {iriin gelistirme ¢alismalarina da devam

edilmektedir.

Spirulina’nin  fenolik maddeler igerdigi ¢esitli arasgtirmalar sonucunda ortaya
koyulmustur. Fenolik maddeler genellikle meyve ve sebzelerde ¢ok az miktarlarda
bulunmakta ve bitkisel kaynakli besinlerin rengine ve agizda buruk bir tat birakarak
lezzetine etki etmektedirler. Fenolik maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla
hidroksil grubu igeren bilesiklerdir (Shahidi ve Naczk 1995). Bu yiizden en basit
fenolik maddenin bir tane hidroksil grubu igeren benzen yani fenol oldugu ve diger
fenolik maddelerin de buradan tiiredigi bilinmektedir. Fenolik maddeler basit fenolik
maddeler ve polifenoller olmak iizere kabaca iki gruba ayrilmaktadir. Meyve ve
sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik maddeler hidroksibenzoik asitler,
hidroksisinamik asitler ve flavonoidler olmak iizere ti¢ kisima ayrilirken, flavonoidler
ise katesinler, antosiyanidinler, flavonoller, flavanonlar ve proantosiyanidinler
(16ykoantosiyanidinler) olmak {iizere bes alt grupta incelenmektedir (Cemeroglu ve

Acar, 1986).

Spirulina platensis mikroalginin, toplam fenol igeriginin, antioksidan kapasitesinin ve
biyoalinabilirliklerinin belirlenerek besleyici 6zelliginin ortaya konulmasi bu tez
calismasinin konusunu olusturmaktadir. Tiirkiye’de ticari olarak satisi1 yapilan ti¢ farkl
markaya ait Spirulina platensis tablet ve kapsiillerinin antioksidan kapasitelerini
belirlemede ABTS, DPPH ve CUPRAC metotlar1 kullanilmis ve farkli metotlarin
analitik performanslar1 degerlendirilmistir. Ayrica Spirulina platensis mikroalginin

biyoalinabilirlik analizleri gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Spirulina platensis’in Tarihcesi

Spirulina yiiksek protein igerigi, yiliksek sindirilebilirligi ve icerdigi dengelenmis
zorunlu aminoasitler nedeniyle yillardir besin maddesi olarak kullanilmakta,
Kanembular (Afrika) ve Aztekler (Meksika) gibi yerliler tarafindan yiizyillardir
tiiketilmektedir. Kanembular’in goéllerin kiyilarindan toplanan bu mikroalgleri secerek

daha sonra gilineste kuruttuklar1 ve kiiclik tabletler halinde sekillendirdikleri, benzer

sekilde, Azteklerin de tiiketmeden Once bunlar1 ince tabakalar halinde kuruttuklar

bilinmektedir (Lupatini-Luize ve ark. 2016).

Sekil 2. 1. Spirulina'nin hasat edilmesi, bir tiir kum filtresinde geleneksel yontemle
kurutulmasi ve yerel pazarda satilmasi (Batello ve ark. 2004)

Spirulina giiniimiizde, Cad Cumbhuriyeti’nde Cad Go6li bolgesinde yasayan Kanembu
kabilesi tarafindan besin maddesi olarak kullanilmakta ve “dihe” adiyla kurutulmus
ekmek olarak satilmaktadir (Abdulgader ve ark. 2000, Belay 2002). Bugiin ticari olarak
ABD, Tayvan, Tayland, Kaliforniya, Meksika, Israil ve Cin’de Spirulina farkl
amaglarla, farkli 6lgtilerde tiretilmektedir (Kendirli 2010).



Fransiz Petrol Arastirma Enstitiisii 1962 yilinda Spirulina hakkinda dikkat gekici
bilgiler yayinladiktan sonra bilimsel ¢alismalar artmistir. Bu bilgide arastirma yapanlar,
laboratuvarlarinda trettikleri Spirulina’da % 60-70 oraninda protein tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Daha sonra NASA (Ulusal Havacilik ve Uzay Dairesi), uzay
aragtirmalarinda kullanmak {izere besin tabletleri yapmak icin konuyu sahiplenmistir.
Bu tarihten sonra caligsmalar, iiretim kapasitesini arttirma ve kullanim alanlarimni

gelistirme yolunda hiz kazanmistir (Conk-Dalay 2001).

2.2. Spirulina platensis’in Morfolojisi ve Siniflandirilmasi
Mikroalg Spirulina platensis, Arthrospira olarak da adlandirilmakta olup,
Cyanobacteria subesine, Cyanophyceae sinifina, Oscillatoriaceae ailesine aittir. S.

platensis cinsin en 6nemli tiiriidiir ve onu S. fusiforme ve S. maxima takip etmektedir.

Cizelge 2. 1. Spirulina platensis’in morfolojisi ve siniflandiriimasi

Alem Bakteri
Sube Cyanobacteria
Sinif Cyanophyceae

Takim Oscillatoriales
Aile Oscillatoriaceae
Cins Spirulina
Tiir S.platensis

S. platensis uzunlugu 200-300 um’ye genisligi 5-10 um’ye ulasan sarmal yapidadir,
adin spiral sekilli bu yapidan almaktadir. Bazik pH’ya tolerans1 yiiksek olup, kolaylikla
kirilabilen yumusak hiicre duvarina dahasi, cok asamali ve ipliksi yapiya sahiptir. Suda
kolaylikla yetistirilebilmekte, giines 1s18inda, yliksek sicakliklarda ve alkali kosullar
altinda giiglii bir sekilde treyebilmektedir. Bu mikroorganizmalar birlestirilmemis
dikenler iiretmekte, yeni bir lif {iremesine yol agmakta ve c¢apraz ikili fisyon ile
cogalmaktadirlar. Hiicre membran1 polisakkarit bir hiicre kapsiilii ile ortiilen, seliiloz
icermeyen ve S. platensis’in organizmalar tarafindan absorbsiyonuna ve sindirimine
olanak saglayan ¢ok katmanli hiicre duvar1 tarafindan gevrelenmistir. S. platensis’in

ozellikleri, hiicre duvari bariyerini kirma olanagi ve bilesenlerine kolaylikla erisim



saglanabilmesi nedeniyle arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir (Lupatini-Luize ve ark.

2016).

Spirulina kiltiirleri igin optimum pH degeri 8,5-11 arasindadir. Bu pH’nin degeri
ortamdaki bikarbonat ve karbonatta mevcut olan COz’den kaynaklanmaktadir
(Richmond 1988). Spirulina, akarsular, bulanik durgun sular, tatli ve aci sular gibi
cesitli ortamlarda yasayabilmektedir ve yasayabildigi optimum sicaklik degeri 30-35
°C’dir. Uyum gosterebildigi minimum sicaklik degeri 18°C iken, maksimum sicaklik

degeri 39°C olarak belirtilmistir (Richmond 1992).

Optimum kiiltiir kosullar1 altinda Spirulina platensis hiicreleri Sekil 2.3.’te goriildigi
gibi spiral bir morfolojiye sahiptir. Optimum kosullarin digina ¢ikildiginda (ytiksek 1s1k
ve sicaklik gibi stres kosullar1 altinda) hiicrelerin kivrimli yapisinda bozulmalar
meydana gelmekte ve kiiltiirler uzun siire bu kosullara maruz kaldiginda ise yapisinda

diizlesmeler goriilmektedir (Gilines 2009).
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Sekil 2. 2. Spirulina platensis'in 15 giinliik iiretim sirasinda ¢ekilmis olan mikroskobik
goriintiisii (x200) (Giines 2009)

2.3. Spirulina platensis’in Bilesimi

Spirulina’nin zengin ve dogal bilesimi, besin olarak kullanilmasinda 6nemli bir
nedendir. Spirulina nin genel bilesimi Cizelge 2.2.’de gosterilmistir. Spirulina kiltiiri
ile yarim dekar alandan 15.000 kg protein iiretilebilirken, bu alandan sadece 750 kg
soya proteini iiretilebilmektedir. Ayrica Spirulina’dan doniim basina soya fasulyesinden
20 kat, musirdan 40 kat, sigir etinden 200 kat fazla protein iretildigi belirlenmistir.
Spirulina yiiksek diizeylerde f-karoten, demir ve ¢inko igerirken, selenyum, mangan,

bakir, krom minerallerini; C ve E vitaminlerini de yapisinda bulundurmaktadir. Bu



antioksidan mineral ve vitaminlerin viicudu serbest radikal denen zararli molekiillerden
arindirdigi, bagisiklik sistemini uyardigi, yaslanmay: yavaslattigi ve ozellikle kansere
kars1 korumada rol oynadigi belirlenmistir. (Henrikson 1994). Spirulina, iyi bir bitkisel
protein kaynagi ve Bz vitamini agiSindan diinyanin en zengin dogal kaynagi olmasi
sebebiyle vejeteryanlar i¢in de 6nemli bir yere sahiptir (Richmond, 2004). B1, vitamini
acisindan en yakin takipgisi dana cigerine gore 2-6 kat daha fazla Bi» i¢cermektedir.
Ayrica, dogadaki en zengin organik demir oranina sahiptir. Demir igerigi 1spanaktan 58
kat, dana cigerinden 28 kat daha fazladir. Ayrica ¢alismalar Spirulina’daki demirin

demir takviyelerinden %60 daha fazla emildigini gostermistir (Ortega, 1972).

Karoten maddelerinin (f-karoten) tiiketilmesi ile kanser olusumu arasinda negatif iligki
vardir. Ayrica dogal karotenler sentetiklerden daha kolay metabolize edilmekte ve
viicutta birikerek toksik etkiye sebep olmamaktadir. Spirulina’ya 6zgii olan mavi renkli
fikosiyanin pigmentinin kansere karst koruyucu oldugu ve bagisiklik sistemini
gliclendirdigi rapor edilmistir. Dogadaki en zengin E vitamini igeren besindir ve
kendisine en yakin bugday filizinden 3 kat daha fazla E vitamini igermektedir. Sentetik
E vitaminine gore, biyolojik aktivitesinin %49 daha fazla oldugu bilinmektedir (Ortega,
1972). Spirulina enzimlerce zengindir ve iyi bir dogal enzim kaynagidir (Seshadri ve
Umesh 1993). Kuvvetli bir antioksidan olan siiper oksit dismutaz enziminin en énemli
kaynaklarindan biridir. Insan viicudu icin esansiyel bu enzim sayesinde aminoasitler
protein yapimi igin kullanilabilir hale gelmektedir. Ayrica sindirimi zorlastirici seliiloz
yapida hiicre duvarinin olmamasi nedeniyle alinan protein %95 oraninda sindirilebilir
Ozelliktedir (Seshadri ve Umesh 1993). Ayrica Spirulina polisakkariti bagisiklik
gliclendirici olarak kullanilabilmektedir (Li ve Qi 1997). Klorofil Spirulina’nin iginde
bulunan dogal bir pigmenttir ve hiicreleri toksik maddelerden ayirma o6zelligi ile
bilinmektedir. Yapi itibariyle, hemoglobin molekiiliine benzemekte, hemoglobin
yapisinda demir elementi tasiyarak kanin kirmizi rengini, Klorofil ise magnezyum
tasiyarak yesil rengi olusturmaktadir (Henrikson 1994). Fikosiyanin, Spirulina’dan
ekstrakte edilebilen mavi bir pigmenttir ve bu pigment kozmetik iiriinlerinde ve
besinlerde dogal renklendirici olarak kullanilabilmektedir (Li ve Qi 1997). Bununla
birlikte linoleik asit hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenemeyen bir yag asitidir.

Bunun bir tiirii olan gamalinoleik asit (GLA) viicut islevlerini denetleyen temel



hormonlardan prostoglandin sentezinin uyarilmasi ile iligkilidir. Spirulina GLA
bakimindan giiglii bir kaynaktir ve agirliginin %1°1 kadarin1 GLA olusturmaktadir. GLA
igcerigi, kendisine en yakin ¢uha cice8i yagindan 3 kat daha yiiksektir. GLA, ayrica
diisiik kan kolestroliiniin ve yiliksek kan basincinin ayarlanmasina yardimci olan bir

bilesendir (Henrikson 1994).

Cizelge 2. 2. Spirulina tozundaki genel igerik, vitaminler, mineraller ve renk maddeleri

(Belay 1997)

Genel Kompozisyon Miktar (100 g kuru agirhkta)
Nem 3540
Protein 63,59
Yag 9,50

Lif 3,009
Kiil 6,709
Serbest azot ekstrakti 159

Renk Maddeleri

Fikosiyanin 156 ¢
Karotenler 456,00 mg
Klorofil-a 1,30 ¢
Vitaminler

Provitamin A 213,00 mg
Tiamin (V. By) 1,92 mg
Riboflavin (V.By) 3,44 mg
Vitamin Be 0,49 mg
Vitamin B12 0,12 mg
Vitamin E 10,40 mg
Niasin (V. Bs) 11,30 mg
Folik Asit (V. Bo) 40 ug
Pantotenik Asit (V. Bs) 0,94 mg
Inositol 76,00 mg
Mineraller

Fosfor 916,00 mg
Demir 53,60 mg
Kalsiyum 168 mg
Potasyum 1,83 mg
Sodyum 1,09 mg
Magnezyum 250 mg




2.4. Spirulina platensis Uretimi

Spirulina, genellikle kalsiyum miktar1 yiiksek olan gollerde yetisen bir algdir.
Ulkemizde; Spirulina’nin dogal olarak yetistigi bolge olarak Denizli Act Gl tespit
edilmistir ve goliin Spirulina yetisen bolgelerinde tuzluluk orani %0,2-0,8, pH 8,6 ve
suyun sertlik derecesi 10 Fransiz Sertligi degerinde bulunmustur ve ¢ok sert bir su
ortami oldugu goriilmektedir. Bu nedenle yetistirme ortaminin algin isteklerine gore

ayarlanmasi gerektigi anlasilmustir.

Spirulina tiretimi akis semasi Sekil 2.4.’te gosterilmistir. Tank ya da havuzlar igerisinde
yapilan Spirulina yetistiriciliginde Yyetistirme suyunun sicakliginin olduk¢a yiiksek
olmasi istenir. Bu sebepten dolay1 iilkemizdeki Spirulina yetistirme ¢aligmalari igin Sera
i¢i liretim tesislerinin planlanmasi gerekmektedir. Spirulina’nin sicaklik istegi 35-38
°C’dir. Yetistirmede uyum gosterdigi minimum sicaklik 18 °C maksimum sicaklik ise
39 °C olmalidir. Nitrat miktarinin 100 mg/L’den az oldugu, iire miktarinin ise 1,5
g/L’den az oldugu ortamlarda yetistirme yapilmasi gerekmektedir. Ayrica iiremeyi
durduran faktorler arasinda potasyum ve azot oranmin 5'in iizerinde olmasi
bulunmaktadir. Ortamin alkali olmasi agisindan pH 8,3-10,0 degerlerinde olmalidir. Bu
yiizden sulara sodyum karbonat eklenerek pH degeri yikseltilebilir. Kiiltiir
yogunluguna bagh olarak 11k miktar1 arttirilip azaltilabilir Ayrica biitiin alglerin esit

sekilde 151k almasi i¢in havalandirmanin etkin olarak yapilmasi gerekmektedir.
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Sekil 2. 3. Spirulina Uretimi Akis Semas1 (Giildas 2017)

Spirulina nin yetistirildigi yerler genel olarak kanal ve elips seklinde olan ¢ok biiyiik
havuz ftniteleridir. Giinesli gilinlerin yogun oldugu mevsimlerde daha fazla iiretim
saglanmaktadir. Havuzlarda su yavas¢a dondiiriiliirken su igerisine kimyasal besi
maddeleri (kimyasal giibreler) eklenir. Havuzlarda yetisen Spirulina’lar motopomp ile
hasat edilmekte ve piiskiirtme yoluyla kurutulmaktadirlar. Baz1 bolgelerde giines 15181
da kurutma islemi i¢in kullanilabilmektedir. Spirulina pompa ile hasat edildikten sonra
genel bir siizme isleminden gegirilmekte ve eger insanlarin tiikketimine sunulacaksa
hijyen kosullarma dikkat edilmektedir. Spirulina’lar iyi bir sekilde temiz su ile
yikandiktan sonra kurutulmaktadirlar. Ozel olarak yapilan makinalarda iiriinler usuliine
uygun kurutuldugunda Spirulina’nin kendine has koyu yesil rengi canli bir sekilde
korunmaktadir. Bu ydntemde kurutma siiresi yaklasik 3 saniyedir. Uretilen iiriinlerin
kalitesinin korunabilmesi igin 06zel paketleme yontemlerine gereksinim vardir.
Paketleme i¢in kahverengi cam siseler ve 151k gecirmeyen folyo kagitlar
kullanilabilmekte, nemsiz ortamda saklandiginda uzun siire bozulmadan muhafaza
edilebilmektedir (Alpbaz 2013).



2.5. Spirulina platensis’in Kullanim Alanlari

Spirulina tirtinleri, diyetlerde fonksiyonel gida olarak tiiketilmektedir (Richmond 2004).
Insanlar igin besin destegi olarak kullanilirken ayn1 zamanda hayvan yemi olarak kanatl

hayvan endiistrisinde ve akuakiiltiirde aktif sekilde kullanimi mevcuttur (Kilig¢ ve ark.
2006).

Yiiksek protein igeriginden dolayr akuakiiltiirde yem maddesi olarak kullanilmaktadir.
Bu 6zelligi ile Spirulina, diger hayvan orijinli yem maddelerinden daha ekonomiktir.
Spirulina’dan ekstrakte edilen fikosiyanin gida sanayinde renklendirici, dondurmalarda
boyar madde ve kozmetik endiistrisinde dogal boya olarak kullanilmaktadir. Fakat bu
madde 1s18a duyarli oldugundan agarmasindan korumak igin 6zen gosterilmelidir

(Gtines 2009).

Icerigindeki besin degerlerinin yaninda biitiin siyanobakterilerde bulunan fikosiyanin
nedeniyle, bagisiklik sistemini uyardigi, antioksidan, antikanser, antiinflamatuar,
antiviral ve kolesterol disiiriicii etkiler gosterdigi bildirilmistir. Fakat siyanobakterinin
tiiketilmesi sonucunda ortaya c¢ikan bu saglik etkilerinin sadece fikosiyanin icerigi
nedeniyle degil ayn1 zamanda siyanobakterilerin igeriginde bulunan birgok aktif bilesik
ile ilgili oldugu da dikkate alinmalidir (Eriksen 2008, Erdal ve Okmen 2013). Spirulina
Oonemli bir besin kaynagi olmanin disginda aymi zamanda endiistriyel kullanim
(emiilsifiye edici, kivam arttirici, jellestirme ajani ve mavi pigment vs.) i¢in de yaygin
sekilde tiretilmektedir (Giines 2009).

Son 10 yil iginde, arastirmalar Spirulina’nin potansiyel terapotik etkileri iizerine
yogunlagmistir. Preklinik ve klinik ¢alismalar, biyokiitlenin, nefrotoksisitenin ve
kolesteroliin azalmasi, c¢esitli patojenik viriislerin replikasyonunun inhibisyonu ve
immun sistemi gliclendirici gibi bir takim saglik ve terapdtik etkilerini ortaya
koymustur. Ornegin, S. platensis’ten siilfatlanmis polisakkarit elde edilmekte ve
kalsiyum Spirulinan, Herpes simplex viriis tip 1, Influenza A viriisii ve HIV-1 gibi bazi

zarfli virtislerin replikasyonunu inhibe etmektedir (Richmond 2004).
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Bazi mikroalg tiirleri cilt bakim {iriinlerinde yerini almistir ki bunlardan baslicalar
Spirulina (Arthrospira) ve Chlorella’dir. Spirulina’dan (Arhrospira) elde edilen
proteince zengin ekstraktlar erken cilt yaslanmasinin belirtilerini onarmaktadir, cildi

sikilastirict etki gostermektedir ve kirisikliklarin olusumunu 6nlemektedir (Spolaore ve
ark. 2006).

Spirulina'nin besin olarak giivenilirligi ¢ok sayida titiz toksikolojik c¢alismayla ve
yiizyillar boyu insanlarin kullanimindan geg¢mesiyle kanitlanmistir (Belay 2002).
Spirulina’nin fonksiyonel gida olarak kullanimi ig¢in ¢esitli {irlin denemelerinde
uygulanan duyusal analizler sonucunda kullanilan Spirulina platensis miktari
sinirlandirilabilmektedir. Ayrica Spirulina’nin agir metalleri baglama yeteneginden
dolay: tiikketiminden 6nce agir metal analizleri yapilmali ve bu konudaki galismalar

arttirilmalidir.

Mikroalgler icerdikleri cesitli antioksidan bilesenler bakimindan da zengindir. Bu
nedenle mikroalgler, son yillarda yapilan arastirmalarda {izerinde en ¢ok calisilan
biyolojik materyallerden biri haline gelmistir. Ayrica, Spirulina gibi mikroalglerden
elde edilen antioksidan bilesiklerden bir kismi1 glinlimiizde ticari olarak da iiretilmekte

ve biiyiik talep gérmektedir (Gokpinar ve ark. 2006).

2.6.Antioksidanlar

Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallere karsi viicutta dogal bir
savunma mekanizmasi bulunmaktadir. Bu savunma mekanizmasini olusturan bilesikler

“antioksidanlar” olarak isimlendirilmektedir.

Oksidanlarin etkisiz hale getirilmesi baglica dort yolla gergeklesir:
I. Sondiirme etkisi: Etki mekanizmasi, oksidanlara bir hidrojen aktararak
inaktive etmesi seklindedir. Bu yolla etki eden bilesikler vitaminler,

flavanoidler, timetazidin ve mannitoldiir.
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ii. Siipiirme etkisi: Etki mekanizmasi, oksidanlari daha zayif yeni bir molekiile
doniistiirmesi seklindedir. Bu yolla etki eden bilesikler antioksidan enzimler
ve mikromolekiillerdir.

iii. Onarma etkisi: Etki mekanizmasi oksidatif hasar gormiis biyomolekiilleri
onarmasi seklindedir.

Iv. Zincir reaksiyonlarmm kirma etkisi: Etki mekanizmasi, hemoglobin,
seriiloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglayarak inaktive

etmesi seklindedir (Gokpinar ve ark. 2006).

2.7. Spirulina platensis’in Antioksidan Aktivitesi

Spirulina, igerdigi makro ve mikronutrientler ile degerli bir gida katki maddesi haline
gelmistir. Basta gida katki maddesi olarak kullanilan Spirulina, protein ve esansiyel
nutrientler agisindan zengin bir mavi-yesil algtir. Spirulina antioksidan 6zellik
gosterdigi bilinen fenolik asitler, tokoferol (E vitamini onciil maddesi) ve f-karoten
icermektedir (Chopra ve Bishnoi 2008). In-vivo ve in-vitro caligmalarin sonuglari
Spirulina’nin antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle hem in-vitro hem de
in-vivo sistemlerde antioksidan koruma sagladigini gostermistir (Miranda ve ark. 1998).

Spirulina’nin birgok alanda kullanimi cazip hale gelmistir.

Spirulina’nin bu 6zelliklerini ona i¢erdigi bilesenler kazandirmaktadir:
e - 3 Ve w-6 yag asitleri
e p-karoten
e q-tokoferol
e Fikosiyanin
e Fenolik bilesikler
e Ca-spirulan (Chopra ve Bishnoi 2008).

Gilintimiizde gida ve kozmetik gibi iriinleri oksidatif bozulmadan korumak ve canli

hiicreler lizerindeki oksidatif hasar1 minimize etmek i¢in bitkisel materyaller gibi dogal

kaynaklardan elde edilen yeni ve giivenli antioksidanlarin bulunmasina yonelik bir ilgi
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olugmustur. Sentetik antioksidanlarin karsinogenezi tetikledigi diisiiniilmektedir ve bu

yiizden kullanim1 azalmaktadir (Miranda ve ark. 1998).

Spirulina platensis’in farkli ekstraktlari, basingli solvent teknigi (PLE) ve 4 farkli
solvent kullanilarak elde edilmistir. Tim ekstraktlar Onemli Ol¢lide antioksidan

aktivitesi gostermislerdir (Chopra ve Bishnoi 2008).

Spirulina’nin Antioksidan Mekanizmalarn

Spirulina’nin antioksidan etki mekanizmasi ii¢ yolla ger¢eklesmektedir:

1. Serbest Radikalleri Uzaklastirarak: Siiperoksit anyonu, hidroksil, alkoksil ve
peroksil radikali gibi zararli serbest radikaller, mitokondride oksijen
molekiillerinin kismi rediiksiyonu nedeniyle ¢esitli dokularca tiretilmektedir.
Hepatoksik, nefrotoksik ve mnorotoksik kimyasallar, serbest radikallerin
tretimine neden olmakta, Spirulina ekstrakti ve Onemli bir bileseni olan
fikosiyanin ise olusan bu serbest radikalleri uzaklastirmaktadir (Chopra ve
Bishnoi 2008).

2. Lipit Peroksidasyonunun inhibisyonu: Serbest oksijen radikalleri tarafindan
yonlendirilen lipit peroksidasyonunun hiicre membranlarindaki zarar ve yikimin
onemli bir nedeni oldugu belirtilmistir. Basit bir baslangic, ylizlerce yag asidinin
yan zincirlerinin lipit peroksitlerine doniisiimii ile sonuglanabilmektedir. Olusan
bu lipit peroksitler, hiicresel membranlarin yapisal biitlinliigli ve biyokimyasal
fonksiyonlarini degistirmektedir. Spirulina’nin 6nemli bir antioksidan bileseni
olan fikosiyaninin, Fe*2-askorbik asit veya serbest radikal onciisii AAPH ile
muamelesi sonrasinda rat karaciger mikrozomlarinda meydana gelen lipit

peroksitlerinin artigin1 inhibe ettigi bulunmustur (Chopra ve Bishnoi 2008).
3. Detoksifikasyon Enzimleri ile: Spirulina, ilag metabolizmasi ve antioksidan

enzimlerin yanisira detoksifikasyon enzimleri iizerinde diizenleyici bir etkiye

sahiptir. Antioksidan enzimlerle iligkili olarak, siiperoksit dismutaz, katalaz,
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glutatyon reduktaz ve glutatyon peroksidaz, Spirulina’nin belirli se¢ilmis dozlar1

ile 6nemli 6l¢lide artmistir (Chopra ve Bishnoi 2008).

2.8. Spirulina platensis ile ilgili Literatiir Calismalari

Chlorella vulgaris, oksidatif stresin etkilerini azaltan, antioksidan aktivite gosteren bir
diger mikroalg tiriidiir. Yapilan g¢alismada Spirulina ve Chlorella ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesi karsilastirilmigtir. Bu g¢alismanin sonucu, Spirulina’nin toplam
fenolik igeriginin Chlorella’dan 5 kat daha fazla oldugunu gdstermistir ve Spirulina’nin
antioksidan aktivitesinin Chlorella’dan daha fazla oldugu saptanmistir (Chopra and
Bishnoi 2008).

Yapilan bir ¢alismada gesitli stres kosullart altinda {iretilen bazi mikroalg tiirlerinin
(azot yetersizligi, yliksek 151k siddeti, yiiksek tuzluluk v.b.), hiicre i¢erisinde astaksantin,
lutein, zeaksantin, karoten gibi pigment maddelerinin antioksidan 6zellige sahip

olanlarini biriktirebildigi saptanmistir (Gokpinar ve ark. 2006).

Desai ve Sivakami (2007), Spirulina platensis’in siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz,
askorbat peroksidaz gibi antioksidan enzimleri eksprese ettigini bildirmistir. Ayrica
yapilan c¢alismalarda Spirulina’nin yiiksek SOD aktivitesi gosterdigi belirtilmistir.

Yapilan bir caligmaya goére Spirulina platensis’in 8 U/mL volumetrik SOD aktivitesine

sahip oldugu saptanmustir (Giines 2009).

Spirulina’da yaklasik %@4,6 oraninda bulunan tirosinin, hiicrelerin yaslanmasini

geciktirdigi ve giines 1s1nlarina kars1 koruma sagladig: belirtilmistir (Tietze 2004).

Giines (2009) yaptigi calisma sonucunda, %1,125 Spirulina platensis ham ekstrakt
igeren cilt kreminin yara iyilesmesini olumlu yonde gelistirdigini, hiicre gocii ve
¢ogalmasini arttirdigini saptanmistir. Ayrica yapilan in-vitro genotoksisite testleri ile de

genetik materyalde herhangi bir kalic1 hasar olusturmadigi belirlenmistir.

14



Okkiran (2009) yaptigi bir arastirmada, Spirulina’nin fizyolojik ve biyokimyasal
islevler tizerine krom ve kursunun toksik etkisinin algdeki krom ve kursun birikimiyle
dogrudan iligkili oldugunu, algdeki krom ve kursun miktar: arttik¢ca bu parametrelerdeki
inhibisyonun arttigin1 belirlenmistir. Spirulina’nin krom ve kursuna hassas oldugu ve
ortamdaki krom ve kursunun toksik etkilerini degerlendirmek i¢in uygun bir tiir olarak

kullanilabilecegi belirtilmistir.

Nalimova ve ark. (2005), bakir ve ¢inko metallerinin Spirulina platensis’in bliytimesi ve
akiimiilasyon yetenegi {izerine etkilerini arastirmislardir. Sonugta; Spirulina platensis’in
agir metallere toleransinin kiiltiir gelisim fazma bagli oldugu ortaya g¢ikmistir. S.
platensis’in agir metallere tolerans mekanizmasi hem hiicre duvarimin absorbsiyonu

hem de metallerin kiiltiir ortamina sekresyonu ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir.

Solisio ve ark. (2008) yaptiklar1 g¢alismada, Spirulina platensis {izerine gesitli
konsantrasyonlarda kadmiyum (100-800 mg/L) uygulamislardir. Sonugta bu deger
araliklarinda kadmiyum absorbsiyonunun, biyokiitle miktarina goére degisiklik

gosterdigi saptanmugtir.

Conk-Dalay ve ark. (2001) bir ¢alismalarinda S. platensis tiiriiniin ii¢ farkli gélden
alian ti¢ farkli susunu karsilastirmislardir. Cad golii’'nden elde edilen M2 susunun izole
edilmis en eski sus oldugu, yillardir kiiltiire alinmasindan dolayr mutasyona ugradigi ve
diizlestigi belirlenmis, bu susun kontaminasyona ve degisen faktorlere karst dayanikl
oldugu fakat degisen sekli yiiziinden hasadinin zor oldugu tespit edilmistir. Tulear
susunun ise sicaklik degisimleri ve kontaminasyona karsi hassasiyeti, yavas gelismesi
gibi nedenlerden dolayr uyumlu olmadigi, Parachas susunun, M2 susuna yakin bir
gelisim gosterdigi ve kolay hasat edildigi icin tercih edilebilir oldugu anlasilmistir. Elde
edilen bilgiler dogrultusunda M2 ve Parachas suslarinin kiiltiirlerinin karistirilmasiyla

en verimli sonucun alinabilecegine karar verilmistir.

Seker ve ark. (2008) arastirmalar1 kapsaminda, Spirulina platensis’in kursun (II),

kadmiyum (II) ve nikel (II) iyonlarinin sulu soliisyonlardan biyosorpsiyonunu zaman,
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konsantrasyon, sicaklik ve reaktivite olarak ¢alismislardir. Yapilan 6l¢timler sonunda S.

platensis’in bu {i¢ metale kars1 biiyiik bir absorbans kapasitesinin oldugunu gostermistir.

Mazinani ve ark. (2015) yaptiklari ¢alismada Spirulina platensis’in probiyotik beyaz
peynirdeki Lactobacillus acidofilus’un yasayabilirligi ve fizikokimyasal ozellikleri
tizerine etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢aligmanin sonucunda toz siyanobakteri Spirulina
platensis ilavesinin, peynirdeki protein ve demir seviyesini arttirdigi, bu mikroalgin
yeni bir besin maddesi kaynagi olarak fonsiyonel gida {iretiminde kullanilabilecegi
belirtilmistir ve S. platensis eklendiginde L. acidophilus’un canliliginmi arttig1 agikca

gosterilmigtir.

Crampon ve ark. (2016) siiper kritik karbondioksit kullanarak zenginlestirilmis
Spirulina platensis mikroalginden yag ekstraksiyonu yaptiklari bir ¢aligma yiiriitmiisler,
bu calisma sonucunda basincin ekstraksiyon kinetigi ve verimi iizerinde, sicakligin ise
antioksidan igerik tizerinde en 6nemli ve etkili parametreler oldugunu, daha yiiksek
sicakligin, daha yiiksek antioksidan igerigi demek oldugunu belirtmislerdir. Ayrica

ekstrakt analizleri yag ekstraktlarinin klorofil a, b ve karoten icerdigini gostermistir.

Esquivel-Hernandez ve ark. (2017) Spirulina platensis’ten elde edilen biyoaktif
metabolitlerin mikrodalga destekli ekstraksiyonu ile biyoaktif gelisimini arastirmislar,
yesil ¢Oziicli ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin kullaniminin daha hizl
ekstraksiyon, yiiksek tekrarlanabilirlik, azalan ¢ozgen tiiketimi, azaltilmis sicaklik
gradyanlar1 gibi temel karakteristikler ilizerine faydalar1 nedeniyle miikemmel bir
secenek olarak tercih edilebilecegini belirtmisler, buna dayanarak mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi ile ekstraksiyonun, S. platensis’ten biyoaktif bilesenlerin elde

edilmesi i¢in uygun bir prosediir oldugunu kanitlamislardir.

Shabana ve ark. (2016) Arthrospira (Spirulina) platensis’in gama 1smnina tepkisinin
biyokimyasal kompozisyonunu ve antioksidan aktivitelerine olan etkilerini
aragtirmiglardir. Elde edilen veriler fenolik ve pirolin igeriginin, gama 1sin1 dozunun 2,0
kGy’ye artmasiyla 6nemli Glgiide arttigini, daha iizerinde ise bir diisiis gozlendigini,

baz1 N-asimilasyon ve antioksidan enzimlerinin aktivitelerinin de 1ginlama dozunun 2,0
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kGy’ye ylikselmesiyle oOnemli Olclide arttigmi gostermistir. Bu calismayla, A.
platensis’in antioksidan aktivitesinin ve besin degerinin yiikseltilmesi i¢in uyarict bir

151n olarak gama 1s1n1 kullanimi desteklenmistir.

Khosravi-Darani ve ark. (2017) Arthrospira platensis’in turtanin raf 6mrii, duyusal ve
reolojik ozellikleri iizerindeki etkisini arastirmiglardir. Mevcut sonuglar turtalarin A.
platensis ile zenginlestirilmesinin (en yiiksek konsantrasyonda) maya ve kiiflerin
sayisini azalttigin1 ortaya c¢ikarmistir, aynt zamanda daha yiiksek kalite, raf omr,
protein icerigi ve daha az oksidasyona neden olmast nedeniyle %21,0-1,5
konsantrasyonda A. platensis turtalarin zenginlestirilmesi i¢in tercih edilmis, fakat %1,5
A. platensis igeren turtalar panelistler tarafindan tercih edilmemis, bu yilizden turta

zenginlestirmek i¢in onerilen A. platensis konsantrasyonu %1,0 olmustur.

Lupatini ve ark. (2016) mikroalg Spirulina platensis’in protein kaynagi olarak
potansiyel kullanimimi aragtirmiglar, S. platensis’ten ekstrakte edilmis proteinin,
hayvansal ve bitkisel kaynakli proteinlerle karsilastirildiginda yiliksek besin kalitesine
sahip oldugunu ve bu yiizden birgok iilkedeki insanlarda protein eksikligi gbz Oniine
alindiginda, alternatif protein kaynagi olarak bu mikroalgin kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

Okuyama ve ark. (2017) Spirulina lipopolisakkaritlerinin tiimor biiyiimesini
engellemesi  lizerine ¢aligsmalar  yiiriitmiisler ve sonu¢ olarak, Spirulina
lipopolisakkaritlerinin 1L-17/IL-23 serumunun azaltilmasiyla IFN-y’nin es zamanl
indiiksiyonu ile TLR4 yoluyla tiimor biiyiimesini 6nledigini bulmuslar ve bunun da

kanser immiinoterapisi i¢in yeni bir bakis a¢is1 sagladigini belirtmislerdir.

Seyidoglu (2015) doktora tezinde tavsanlarda Spirulina platensis ve canli maya kiiltiirii
Saccharomyces cerevisiae’nin bagisiklik sistemi ve biiylime performansi {izerine
etkisini arastirmistir. Bu ¢alismada istatistik bakimdan énemli fark bulunmasa da SC ve
Spirulina platensis’nin canli agirhik artigini, hem ayri ayri hem de birlikte verildigi
gruplarda arttirdigr gortiilmiustiir. Et kalitesi {izerinde ise SP ve SC ilavesinin et protein,

yag, ham kiil ve kuru madde bakimindan bir etkisi olmadigi, bununla beraber, SP ve SC
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‘nin ayr1 ayr1 ya da birlikte verildigi gruplarda, et proteininde istatistik olarak dnemli
olmasa da bir artis gézlendigi ve ayrica et yag miktarinda da yine istatistiksel olmasa da

azalma oldugu belirtilmistir.

Bhattacharya ve Shivaprakash (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada ayni ortam kosullari
altinda S. platensis, S. laxissima ve S. lonar in biyokimyasal ve biiylime 6zeliklerine
bakmuglardir. Tirler arasinda S. platensis’te en yiiksek biliylime oran1 ve en kisa
yarilanma siiresi elde edilmis, fenolik madde bakimindan ise diisilk bir miktar
tiretilmistir. Biyokiitle ve pigment miktar1 bakimindan ise en yiliksek degerler alinmistir.
Buna bagli olarak da biyiik O6l¢ekli kiiltiirlerde en iyi sonucun S. platensis’te

alinabilecegi sonucuna varilmistir.

S. platensis ve S. fusiformis’in biyokimyasal 6zellikleri ve biiylimesi iizerine pH, 1sik,
sicaklik gibi ¢evresel faktorlerin etkileri incelenmistir. S. platensis i¢in pH 9, 151k 2500
likks, sicaklik 32,0°C’ye ayarlanirken, S. fusiformis i¢in pH 10, 151k 2500 liiks, sicaklik
37°C’ye ayarlanmistir. Sonug olarak protein miktar1 S. fusiformis igin %61,2 ve S.
platensis i¢in %58,6 bulunmustur. Elde edilen verilere gore Spirulina spp. kiiltiirlerinde
cevresel faktorlerin yiiksek biyokiitle ve protein liretimi {lizerinde etkili olabilecegi

belirtilmistir (Rafiqul ve ark. 2005).

Giildas ve Irkin (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada Spirulina platensis tozunun yogurt ve
stit asidi mikrofloras1 ilizerine etkisini arastirmislar, ¢alismanin sonucunda Spirulina
platensis tozu eklenmis yogurdun 30 giinliik buzdolabr depolama siireci boyunca laktik
asit bakterileri i¢in iyi bir ortam olusturdugu, duyusal analiz sonucunda ise %0,5
Spirulina platensis tozu eklenmis yogurdun %1,0 Spirulina platensis tozu eklenmis

yogurttan daha iyi puan aldig1 belirtilmistir.

Layam ve Reddy (2007) Spirulina’nin antidiyabetik 6zelligi tizerinde c¢alismiglardir.
Bulgular normal, diyabetik ve Spirulina takviyesi yapilmis diyabetik fareler arasinda
karsilastirilmistir.  Spirulina takviyesi yapilmis diyabetik farelerde parametrelerin
onemli 6l¢iide normale dogru geldigi goriilmiistiir. Spirulina’nin etkisi 15 mg/kg viicut

agirhginin 5 mg/ kg viicut agirligr ve 10 mg/kg viicut agirhigindan 6nemli bir seviyede
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daha yiiksek oldugu goriilmistiir. Diyabetik farelerde Spirulina ile tedavide glikoz-6-

fosfataz aktivitesinin azaldig1, hegzokinaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir.

Farelerde Spirulina ve peynir alti suyu tozu proteinlerinin antioksidan aktivite ve
hepato-koruyucu etkileri tizerinde calisilmistir. Yapilan in-vitro ¢alismada peynir alti
suyu tozu ve Spirulina’nin doza bagimli olarak antioksidan aktivite, radikal temizleme
ve metal selatlama aktivitelerini gosterdigi ortaya koyulmustur. In-vivo ¢alismada ise
her iki ajanin da CCls’lin sebep oldugu karaciger hasarini engellemede basariya ulastigi
goriilmiistiir. Bu engellemenin peynir alti suyu tozu-Spirulina kombinasyonu alan
farelerde daha belirgin oldugu saptanmistir (Gad ve ark. 2011).

Colla ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada farkli sicaklik ve nitrojen rejimleri altindaki
Spirulina platensis’in antioksidan 6zelliklerini incelemislerdir. 35°C’de ve 1,875 g.L™*
veya 2,5 g.L! sodyum nitrath kiiltiir ortaminda yetistirilen Spirulina platensis
biyokiitlesinin daha yiiksek konsantrasyonda fenolik bilesen ortaya ¢ikardigi

belirlenmistir.

Zhou ve ark. (2005) Spirulina platensis’ten elde edilen C-fikosiyaninlerin antioksidan
aktivitesini etkileyen faktorleri arastirmislardir. Calisma aydinlatmanin ve protein
konsantrasyonlarinin C-fikosiyaninin antioksidan aktivitesini dogrudan etkiledigini
gostermistir. Denatiirasyonun farkli kosullar1 altinda, pH degisiminin, C-fikosiyaninin
spektrumlarin1 ve yapisini biiyiik Olclide etkilemedigini gostermistir.  Fakat, bu
prosediiriin C-fikosiyaninin kromosforlar: etrafinda sadece elektrik yiikiinii etkilemedigi
ayni zamanda kromosforlar ve apoproteinler arasindaki ve kromosforlar arasindaki
etkilesimi etkiledigi goriilmiistir. Bu degisimlerin, en sonunda C-fikosiyaninin

radikalleri temizleme yetenegini etkiledigi belirlenmistir.

Spirulina platensis’ten elde edilen fikosiyanin ve fikosiyanobilin tarafindan
peroksinitritin temizlenmesi ve DNA’nin oksidatif hasara karsi korunmasi iizerine
caligmalar yapilmistir. Fikosiyanin ve fikosiyanobilinin her ikisinin de etkili bir sekilde
peroksinitrit temizledigi ve fikosiyanobilinin peroksinitrit araciligiyla olan DNA

hasarin1 inhibe ettigi gosterilmistir. Fikosiyaninin antienflamatuar 6zelliginin, endojen
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peroksinitrit ve aynt zamanda inflamasyonla iliskili hastaliklar i¢in patolojik
kosullardan biri olan oksidatif stresten sorumlu reaktif oksijen tiirlerini temizleme

yetenegine dayandirilabilecegi belirlenmistir (Bhat ve ark. 2001).

Hirata ve ark. (2000) yaptiklar1 calismada Spirulina platensis’ten hazirlanan
fikosiyanobilinlerin antioksidan aktivitelerini arastirmislardir. Spirulina platensis’ten
elde edilen fikosiyanobilinin antioksidan aktivitesi, hidrofobik bir sistemde veya
fosfotidilkolin lipozomlar ile metil linoletin oksidasyonuna karsi degerlendirilmistir.
Sonuglar, fikosiyaninin en biiyiik antioksidan aktivitesinden fikosiyanobilinin sorumlu
oldugunu ve yasayan insan viicudunda etkili bir antioksidan olarak rol oynadigini 6ne

stirmiistiir.

Herrero ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada Spirulina platensis’ten elde
edilen antioksidanlarin dort farkli ¢oziicii ile (hegzan, petrol eteri, etanol ve Su)
hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu kullanarak ekstraksiyonunu optimize etmek igin bir
deney tasarimi kullanilmistir. Optimum kosullar olarak maksimuma ¢ikarilan
ekstraksiyon verimi ve minimuma indirilen ekstraksiyonlari gergeklestirmek icin
kullanilan solvent polaritesine bagimli ECsg gozlemlenmistir. Ekstraksiyon siiresinin
etkisi hemen hemen yok sayilirken ekstraksiyon sicakliginin her iki yanitta biiylik bir
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Etanoliin ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak genellikle
giivenilir olarak kabul edildigi ¢linkii orta antioksidan aktiviteler ile daha ytiksek verim
sagladig1 belirlenmistir. Bu calismada kolay ve hizli bir proses kullanilarak, mikroalg
gibi dogal kaynaklardan dogal antioksidanlarin geri doniisiimiiniin miimkiin oldugu

gosterilmistir.

Huang ve ark. (2007) Spirulina platensis’ten izole edilen selenyum igerikli
fikosiyaninin antioksidan aktivitesini ve karakterizasyonunu incelemislerdir. Se-
fikosiyaninin, onun kiimelerinin ve alt tiirlerinin antioksidan aktivitesinin farkli serbest
radikallere karsi, degisken oldugu bulunmustur. Se bagli olmayan fikosiyanin
karsilastirildiginda, DPPH Se-fikosiyanin, onun alfa ve beta alt tiirlerinin ve saf
fikosiyanin temizleme aktiviteleri arasinda higbir farklilik olmamasina ragmen Se-

fikosiyanin 1, Se-fikosiyanin 2 ve Se-fikosiyanin 3’{in siiperoksit ve hidrojen peroksit
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radikal temizleme aktivitelerinin 6nemli derecede daha yiiksek oldugu ve Se igerigi ile

pozitif korelasyon oldugu kanitlanmigstir.

Wang ve ark. (2005) yaban mersini, 1spanak veya Spirulina’nin diyete eklenmesiyle
iskemik beyin hasarmin azaltilmasi lizerinde ¢aligmislardir. Yetiskin erkek Sprague-
Dawley fareleri ayni miktardaki diyetlerle (yaban mersini, 1spanak, spirulina) veya
kontrol diyetleri ile beslenmislerdir. Beslenmeden 4 hafta sonra tiim hayvanlar kloral
hidrat ile uyutulmus ve beyinleri incelenmistir. Calismanin sonucunda, ortaya ¢ikan
veriler, yaban mersini, 1spanak ve Spirulina ile kronik tedavinin iskemik kaynakli

apoptoz ve serebral infarktiisii azalttigini géstermistir.

Aksay ve ark. (2018) Spirulina’dan (Spirulina platensis) klorofil-a ve fikosiyanin
pigment ekstraksiyonuna ultrasonikasyon = siiresinin  etkisini  arastirmiglardir.
Arastirmanin  sonucunda sadece ¢ozgen ekstraksiyonuna gore ultrasonikasyon
uygulamasi ve ardindan ¢6zgen ekstraksiyonuyla daha yiiksek pigment ekstraksiyonun
elde edilebildigi gézlenmistir. En yiliksek antioksidan aktivite 60 dakikalik sonikasyon
uygulamasinda elde edilmis fakat ¢6zgen ekstraksiyonu dncesi klorofil-a i¢cin 30 dakika,

fikosiyanin ekstrasiyonunda 45 dakika sonikasyonun yeterli olabilecegi belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan toz Spirulina platensis iiriinleri Egert Dogal Uriinler Uretim
Ltd. Sti., Shiffa Home Dogal Bitkisel Uriinler A.S. ve Isko¢ Organik Giibre Tarim
Hayvancilik Enerji Uretim Danismanlik San. Ve Tic. Ltd. Sti. (Hana) sirketlerinden
temin edilmistir (Sekil 3.1., Cizelge 3.1).

‘I.|

Sekil 3. 1. Calismada kullanilan Spirulina platensis tablet ve kapsiil 6rnekleri (a-Egert,
b-Shiffa Home, c-Hana)

Egert Dogal Uriinler Uretim Ltd. Sti. iiretimini Ege Universitesi’nde insa edilen tesisler
icerisinde gerceklestirmektedir. Shiffa Home Dogal Bitkisel Uriinler A.S., Istanbul
fabrikasinda GMP, ISO 22000:2005, ISO 9001:2008 standartlarina gore tiretim
yapmaktadir. Isko¢ Organik Giibre Tarim Hayvancilik Enerji Uretim Danismanlik San.
Ve Tic. Ltd. $ti. ise Hana markasiyla Seydikemer/Mugla tesislerinde Gida Tarim ve

Hayvancilik Bakanligi izni ile Spirulina iiretimi yapmaktadir.

llgili analizler Bursa Uludag Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Enstriimental

Analiz Laboratuarinda gerceklestirilmistir. Hazirlanan 6rnekler, analiz edilinceye kadar

-24 °C’ de saklanmustir.
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Cizelge 3. 1. Spirulina platensis 6rnekleri

NO ORNEK KOD TUR

1 Egert S Spirulina platensis
2 Shiffa Home P Spirulina platensis
3 Hana R Spirulina platensis

Ekstraksiyonda kullanilan etanol Fluka (Sigma-Aldrich Co. LLC, USA)’dan;
antioksidan kapasite tayinlerinde kullanilan 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik
asit) (ABTS) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma-Aldrich Co. LLC’den,
potasyum persiilfat Merck Co. (Darmstadt, Almanya)’den; spektrofotometrik toplam
fenol analizinde kullanilan folin-ciocalteu reaktifi ve Na,COs Merck Co. (Darmstadt,

Almanya)’dan temin edilmistir.

Kullanilan Cihazlar:

Calismada, orneklerin hazirlanma asamasinda c¢alkalamali su banyosu (Julabo SW22,
JULABO Labortechnik GmbH, Seelbach, Almanya), santrifiij (Heracus Megafuge 40R
Centrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc., USA), hassas terazi (Radwag PS 2100.R2)
ve pH metre (Hanna PH 211LB.5.015) kullanilirken, antioksidan kapasite ve toplam
fenolik bilesen analizi 6lgtimleri spektrofotometre (Optizen 3220UV, Optizen Labs
LLC, Warsaw, Polonya) ile yapilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3. 2. Calismada kullanilan cihazlar (a- hassas terazi (Radwag PS 2100.R2), b- pH
metre (Hanna PH 211LB.5.015), c- santrifiij (Heracus Megafuge 40R Centrifuge,
Thermo Fisher Scientific Inc., USA), d- spektrofotometre (Optizen 3220UV, Optizen
Labs LLC, Warsaw, Polonya))

3.2. Yontemler

3.2.1. Ekstraksiyon

Spirulina platensis 6rneklerinin ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir, biyoalinabilir
fenolik madde ekstraksiyonlar1 hazirlandiktan sonra, toplam fenolik bilesen ve

antioksidan kapasite analizleri gergeklestirilmistir.

Ekstrakte Edilebilir Fenolik Madde Ektraksiyonu:

Spirulina platensis 6rneklerinin ekstrakte edilebilir fenolik madde ekstraksiyonu, Vitali
ve ark. (2009)’nin yontemleri uygulanarak gerceklestirilmistir. Yontem dogrultusunda
homojen haldeki oOrneklerden 0,5 g tartilmis ve {izerine 1:80:10 oraninda 20 mL
HCl/methanol/su ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ornek ve ¢dzelti karisimi calkalayicili su

banyosunda 20°C’de 2 saat siireyle ¢alkalanmistir. Elde edilen karigim siire sonunda
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3500 rpm hizda 10 dk boyunca santrifiijlenmistir. Bu islemden sonra siipernatantlar

ayrilmis ve analizler gergeklestirilinceye kadar -24°C’de muhafaza edilmistir.

Hidrolize Edilebilir Fenolik Madde Ektraksiyonu:

Spirulina platensis 6rneklerinin hidrolize edilebilir fenolik madde ekstraksiyonu igin
Vitali ve ark. (2009)’nin gelistirdigi yontemler kullanilmistir. Serbest fenolik madde
ekstraksiyonunda, santrifiij isleminden sonra kalan tortu (residu) agzi teflon kapakli
pyrex tiiplere konulmus ve ilizerine 20 ml 10:1 oraninda methanol/H2SOscot ¢Ozeltisi
ilave edilmistir. Karisim ¢alkalayicili su banyosunda, 85°C’de 20 saat calkalanmis ve
stire sonunda karigim 10 dk 3500 rpm hizda santrifiijlenmistir (Sigma 3K 30, Germany).
Islem sonras: elde edilen berrak kisimlar analizler gergeklestirilinceye kadar -24°C’de

muhafaza edilmistir.

Biyoahnabilir Fenolik Madde Ektraksiyonu:

Antioksidan bilesenlerin biyoalinabilirliginin belirlenebilmesi i¢in yapay kosullarda
mide ve bagirsak ortami olusturulmustur. Analizde Vitali ve ark. (2009)’nin gelistirdigi

yontem kullanilmistir.

Mide Ortam: 500 mg homojenize edilmis ornek tlizerine 10 mL saf su ve 0.5 mL
pepsin ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ortamin pH degeri, 5 mol/L HCI ¢o6zeltisi kullanilarak
pH 2 olacak sekilde ayarlanmistir ve karisim 37°C’de 1 saat boyunca ¢alkalamali su

banyosunda bekletilmistir.

Pepsin ¢ozeltisi; 2 g pepsin tartilmis ve 100 mL &l¢ii balonuna konulmustur. Cizgisine

kadar 0,1 mol/L HCI asit ¢ozeltisi eklenerek hazirlanmistir.
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Bagirsak Ortamn: Ornek 37°C’de 1 saat boyunca calkalamali su banyosunda
bekletilmis, saf su ve pepsin karisimi lizerine 1 M NaHCOs ilave edilmis ve pH 7,2°ye
getirilmistir. Uzerine 2,5 mL safra/pankreatin soliisyonu ve 2,5 mL NaCI/KCI eklenerek
37°C’de 2,5 saat siiresince bekletilmistir. Ornekler 10 dk 3500 rpm’de santrifiijlenmis

ve lizerine x mL trikloroasetik asit (%20 w/w) eklenmistir.

Safra/pankreatin soliisyonu; 3 g safra tuzu ve 0,5 g pankreatin tartilip, 250 mL’lik dlgii
balonunda 0,1 M NaHCO3 ¢ozeltisiyle ¢izgisine kadar tamamlanarak hazirlanmistir.
NaCl/KClI; 100 mL i¢in 0,7 g NaCl ve 0,04 g KCl tartilmis ve ayr1 ayr1 olacak sekilde

cizgilerine kadar saf su eklenerek tamamlanmistir.

3.2.2. Toplam Fenol iceriginin Belirlenmesi

Spirulina platensis 6rneklerinin toplam fenolik madde miktari, Vitali ve ark. (2009)’nin
gelistirdigi yontem uygulanarak belirlenmistir. Yontemde Folin Ciocalteu ¢ozeltisi

kullanilarak, 750 nm dalga boyunda spektrofotometrik analiz yapilmaisir.

Analizde Lowry A ¢ozeltisi ve Lowry B ¢ozeltisi hazirlanmistir. Lowry A ve Lowry B
cozeltileri oran 50:1 (v/v) olacak sekilde karnistirlmis ve Lowry C c¢ozeltisi

olusturulmustur (Sekil 3.4.).

Lowry A ¢ozeltisi; %?2’lik Na,COs, 0,1 mol/L NaOH iginde olacak sekilde
hazirlanmustir.
Lowry B c¢ozeltisi; %0,5 CuSOs, %1’lik NaKC4HsOs icinde olacak sekilde

hazirlanmastir.
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Sekil 3. 3. Lowry A, Lowry B, Lowry C ve gallik asit ¢ozeltileri

Deney tiiptine 1:4 seyreltilmis Spirulina platensis ekstraktlarindan 100 L koyulmus ve
lizerine 2 mL’ye tamamlayacak sekilde saf su ¢ozeltisi ve 2,5 mL Lowry C eklenerek
kanistinnlmistir. Karistirma islemi ardindan 10 dk karanlikta bekletilmis ve siire
bitiminde 1:3 oraninda su ile seyreltilerek hazirlanmis Folin Ciocalteu reaktifinden 0,25
mL eklenmistir. Karigtirma islemi sonrasinda karisim karanlikta ve oda sicakliginda
olacak sekilde 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda olusan mavi renk i¢in standartlarin ve
orneklerin absorbans degerleri spektrofotomerede (Optizen 3220UV, Optizen Labs
LLC, Warsaw, Polonya) 750 nm dalga boyunda okunmustur. Folin Ciocalteu yontemi
ile li¢ tekrarli olarak toplam fenolik madde tayini gerceklestirilmistir.

Toplam fenolik madde tayininde gallik asit standart madde olarak kullanilmistir.
Kalibrasyon grafigi i¢in 5-50 mg/L. konsantrasyon araliginda gallik asit ¢ozeltileri
hazirlanmistir.  Spirulina platensis ekstraktlarinin = spektrofotometrik okumalarinin
yapilmasi sirasinda gerceklestirilen iglem basamaklar1 gallik asit standartina uygulanmis
ve en kii¢iik kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir. Hesaplanan kalibrasyon
denklemi kullanilarak ekstraktlar i¢in toplam fenol miktarlart mg gallik asit/100 g 6rnek

seklinde ifade edilmistir. Analiz her bir ekstrakt i¢in en az ti¢ kez tekrarlanmustir.
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3.2.3. Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Spirulina platensis 6rneklerinin fenolik bilesenlerinin antioksidan kapasitesi ekstrakte
edilebilir, hidrolize edilebilir ve biyoalinabilir fenolikler agisindan ABTS (2,2'-azinobis-
(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve CUPRAC
(bakir iyon indirgeme antioksidan kapasitesi) metotlar1 olmak tizere ii¢ farkli yontem
kullanilarak belirlenmistir. Analizlerde Vitali ve ark. (2009) tarafindan gelistirilen
analitik yontemler kullanilmistir. Analizler ii¢ paralelli yapilmis olup sonuglar g agirlik

basina umol troloks esdegeri (TE) olarak hesaplanmustir.

ABTS Yontemi ile Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi:

ABTS yo6nteminin ilkesi, ABTS ve potasyum persiilfat arasinda gergeklestirilen tepkime
sonucu olusan mavi/yesil renkli ABTS. + radikal katyonu tarafindan tutulan
antioksidatif maddelerin miktarinin sentetik bir antioksidan olan troloksun standart
miktartyla karsilastirilarak bagil 6l¢iimiinlin saglanmasina dayanmaktadir (Cemeroglu
2010). Analizde kullanilan ABTS ¢o6zeltisi, 7 mM ABTS (2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6- siilfonik asit) ile 2,45 mM K2S20g’ 1n karistirilarak karanlikta 12-16
saat boyunca bekletilmesiyle elde edilmistir. Cozelti % 96’lik etanolle 1:10 oraninda

seyreltilerek ABTS ¢o6zeltisi analize hazir hale getirilmistir (Sekil 3.5.).

ABTS ¢ozeltisi i¢in; 38,4 mg ABTS ve 6,6 mg K2S,0s tartilmis olup 10 mL balon

jojede ¢izgisine kadar hacme tamamlanmuistir.
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Sekil 3. 4. ABTS ¢ozeltisi

Analizde 1 mL ABTS ve 4 mL etanol karistirilarak 6. dk sonunda 734 nm dalga
boyunda kor 6rnek igin absorbans degeri okunmustur (Axsr). Ardindan her bir Spirulina
platensis tiirii i¢in x mL ekstrakt alinmis tizerine (4-X) mL etanol ve 1 mL ABTS
cozeltisi eklenerek karistirllmis ve 6. dk sonunda 734 nm’de absorbans degeri

okunmustur (Asmek)-

(Aksr) — (Asrner)
Akbr

%inhibisyon =

% inhibisyon degerleri olgtimler sonucunda ekstraklar ve fenolik bilesikler igin
hesaplanmistir. ABTS yontemi ile antioksidan kapasitenin belirlenmesinde standart
olarak troloks kullanilir. 0,00625-0,05000 mg araligindaki troloks ¢ozeltileri ile
kalibrasyon grafigi ¢izilmistir ve bu grafikten faydalanilarak ekstraktlarin antioksidan

aktivite tayinleri umol troloks/g 6rnek olarak hesaplanmuistir.
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DPPH Yontemi ile Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi:

Bu yontem, mor renkli stabil bir bilesik olan DPPH radikalini antioksidan bilesiklerin
indirgeme yetenekleri ile iligkilidir. Mor renkli DPPH radikali, 515-517 nm
dalgaboyunda kuvvetli bir absorbsiyon gostermekte ve bu durum spektrofotometrede
kolaylikla belirlenebilmektedir (Sanchez-Moreno 2002; Prior ve ark., 2005). Yontem
temel olarak, metanol ya da ctanolde hazirlanan DPPH radikal ¢6zeltisi iizerine test
bilesiginin eklenmesi sonucu radikal ¢ozeltisinin mor renginde meydana gelen
azalmanin spektrofotometrede 515-517 nm dalgaboyunda Ol¢iilmesine dayanmaktadir

(Cemeroglu 2010).

DPPH c¢ozeltisi; 0,0394 ¢ DPPH, 100 mL’lik bir 6l¢ii balonunda metanol ile ¢izgisine
kadar tamamlanmistir. 1 mM konsantrasyona sahip bu ¢ozeltiden 6 mL alinip 100
mL’ye tamamlanarak 6x10° M konsantrasyonunda DPPH ¢ézeltisi hazirlanmustir (Sekil
3.5).

Sekil 3. 5. DPPH ve Troloks ¢ozeltileri
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0,1 mL metanol (kontrol) ve Spirulina platensis 6rnekleri tizerine 3,9 mL DPPH (6 x10-
5 M) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Tiipler 30 dk siire boyunca karanlik bir ortamda, oda
sicakliginda bekletilmistir. Tiip igeriklerinin absorbans degerleri spektrofotometrede
(Optizen 3220UV, Optizen Labs LLC, Warsaw, Polonya) 515 nm dalgaboyunda

okunmustur ve % inhibisyon degeri agsagidaki formiil ile hesaplanmustir.

% Inhibisyon = [1- (Ar/AbprH) ] X 100
Ap: 515 nm dalga boyunda 6rnegin absorpsiyonu
AopppH: 515 nm dalga boyunda kontroliin absorpsiyonu

CUPRAC Yontemi ile Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi:

Spirulina platensis &rneklerinin antioksidan kapasitesinin CUPRAC yontemi ile
belirlenmesinde Vitali ve ark. (2009)’nin gelistirdigi yontem izlenmistir. Analizde

CuCly, neokuproin, amonyum asetat ¢ozeltileri asagidaki sekilde hazirlanmistir (Sekil

3.6.).

e Cu(II) kloriir ¢ozeltisi: 0,4262 g CuCl, tartilmis, 100 mL 6l¢ii balonuna alinmig
ve saf su ile ¢izgisine kadar tamamlanarak hazirlanmstir.

e Neokuproin ¢ozeltisi: 0,0390 g neokuproin tartilmis ve 25 mL’lik 6l¢ii balonuna
alimmustir, % 96°lik etil alkolle ¢izgisine kadar tamamlanarak hazirlanmistir.

e Amonyum asetat ¢ozeltisi: 7,708 g amonyum asetat 100 mL &lgii balonuna

alinmis ve saf su ile ¢izgisine kadar tamamlanarak hazirlanmstir.

CUPRAC yonteminde standart olarak troloks c¢ozeltisinden yaralanilmaktadir. Cozelti
hazirlanirken 0,0256 g troloks tartilmis ve 100 mL metanolde ¢6zdirilmistiir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden 10, 25, 50, 100, 150 ve 300 uL konsatrasyonlarinda alinmis ve

saf su ile toplam hacim 1 mL olacak sekilde tamamlanmustir.
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Sekil 3. 6. Cu(Il) kloriir, neokuprain, amonyum asetat ve troloks ¢ozeltileri

Hazirlanan saf su, troloks ¢ozeltisi karisimina toplam hacim 4 mL olacak sekilde 1’er
mL CuClz, neokuproin ve amonyum asetat ¢ozeltilerinden ilave edilmistir.
Karnstirildiktan sonra 30 dk karanlikta bekletilmistir. Antioksidan igermeyen Ornege
kars1 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Kalibrasyon grafigi i¢in
0,0073-0,0430 mg araligindaki troloks standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve en kiigiik
kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplanmustir. Ekstraktlar i¢in antioksidan aktivite
degeri, hesaplanan kalibrasyon denkleminin kullanilmasiyla gmol troloks/g 6rnek olarak

hesaplanmustir.

3.2.4.Toplam Fenol icerik ve Antioksidan Kapasite Analizlerinin %

Biyoalinabilirliginin Belirlenmesi

Biyoyararlilik teorikte, matristen serbest kalarak, bagirsakta emilerek ve dokular
tarafindan alinarak veya pratikte kanda ya da idrarda antioksidan konsantrasyonu olarak
etkisini gosterdikten sonra sistem dongiisiine katilabilen ve dnemli kisimlara yerlesip

kullanilabilen bilesen miktar1 olarak tanimlanmaktadir.
Biyoalmabilirlik ise hastaliklara kars1 diyet antioksidanlarinin potansiyel etki gosterdigi

in vitro c¢alismalarin 6lgiim sonucudur (Porrini ve Riso 2008). Sekil 3.7.’de

biyoalinabilirlik ve biyoyararlilik arasindaki farklar gosterilmistir.
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Sekil 3. 7. Biyoalinabilirlik ve biyoyararlilik arasindaki farklar (Perello 2016)

Spirulina platensis 6rneklerine ait ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir, biyoalinabilir
fenolik madde ekstraksiyonlarinin toplam fenolik bilesen ve DPPH, CUPRAC ve ABTS
yontemlerine gore antioksidan kapasite analizleri sonuglarimin % biyoalinabilirligi
Anson ve ark. (2009)’na gore, biyoalinabilir fenolik madde ekstraksiyon sonuglarinin,
ekstrakte edilebilir ve hidrolize edilebilir fenolik madde ekstraksiyon sonuglarinin

toplamina “%” olarak oranlanmasi ile hesaplanmistir.

3.3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Spirulina platensis orneklerine ait analiz sonuglardan elde edilen veriler istatistiksel
olarak JMP IN 7.0.0 (Statistical Discovery from SAS 2005. Institue Inc.) programi
kullanilarak varyans analizi ile degerlendirilmistir. LSD (Least Significant Differance)
testi uygulanarak elde edilen ortalama degerler arasindaki istatistiksel fark gruplarinin

belirlenmistir.
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4 BULGULAR ve TARTISMA

4.1.Toplam Fenol Bilesen Analiz Sonug¢lari

Spirulina platensis orneklerine ait ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir, biyoalinabilir
fenolik maddelerin toplam fenolik bilesen analiz sonuglar1 ve bunlarin %

biyoalinabilirlikleri Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4. 1. Spirulina plantensis drneklerinin ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir ve
biyoalinabilir fenolik maddelerinin toplam fenol icerikleri

Ekstrakte Hidrolize Biyoalinabi
Edilebilir Edilebilir lir %
Marka Kod Fenolikler Fenolikler Fenolikler | Biyoalnabilirlik
(mg/100 g (mg/100 g (mg/100 g
GAE km) GAE km) GAE km)
Egert S | 400,29+0,08° | 2200,64+0,03° | 25,34+0,40 85,040,902

ShiffaHome | P 1200,41+0,24% | 6400,82+0,67° | 66,28+1,49° 87,18+4,33%

Hana R 1400,28+0,18% | 7200,38+1,01% | 67,44+0,48? 77,00£2,47°

Analiz edilen Spirulina platensis 6rneklerinin toplam fenol igerigi bu ¢alismada 400,29-
1400,28 mg/100 g GAE km (ekstrakte edilebilir) ve 2200,64-7200,38 mg/100 g GAE
km (hidrolize edilebilir) olarak saptanmistir. Ekstrakte edilebilir ve hidrolize edilebilir
Spirulina platensis fenollerinin toplam fenol igerigi arasinda 6nemli farkliliklar oldugu
gozlenmistir ve diger orneklere kiyasla hidrolize edilebilir Hana markali Spirulina
platensis tozu fenoliklerinin toplam igeriginin (7200,38+1,01 mg/100 g GAE km)
oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir. Orneklerin toplam fenol igeriginin %
biyoalinabilirligi %77,00-87,18 olarak tespit edilmistir. Fenoliklerin toplam igeriginin
biyoalinabilirliginin Shiffa Home markasina ait Spirulina platensis 6rneginde oldukca
yiiksek oldugu goriilmiistir (% 87,18+4,33%). Ornekler arasindaki bu farkliliklarin
sebepleri, ortam kosullarindaki farkliliklar, iklim ve ekstraksiyon siireclerinin ¢esitliligi

(¢Ozlicii tipi, bitki materyali, ¢oziicii orani) olarak diisiiniilmektedir.
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4.2.Antioksidan Kapasite Analiz Sonuclar

Spirulina platensis orneklerine ait ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir, biyoalinabilir

fenolik madde ekstraksiyonlarinin  TEACagts, TEACcurrac Ve TEACpppH analiz

sonuglari ve bunlarin % biyoalinabilirlikleri Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4"de verilmistir.

Cizelge 4. 2. Spirulina plantensis drneklerinin ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir ve
biyoalinabilir fenolik maddelerinin ABTS yontemiyle antioksidan kapasitelerinin

belirlenmesi
Ekstrakte Hidrolize Bivoalmabilir
Edilebilir Edilebilir genonkler o
Marka Kod | Fenolikler Fenolikler . o
(umol TE/g (umol TEg (umol TE/g | Biyoalnabilirlik
km) km) km)
Egert S | 165¢002¢ | 272#016° | 209440100 | 74,5442 15
shiffaHome | P | 50410000 | 758+021° | geri111b | 550904722
Hana R 297+0.06> | 132,03+2,60° | 195 9813 282 |  92,87+0,05

Cizelge 4. 3. Spirulina plantensis 6rneklerinin ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir ve
biyoalinabilir fenolik maddelerinin DPPH yontemiyle antioksidan kapasitelerinin

belirlenmesi
Ekstrakte Hidrolize Bivoalmabilir
Edilebilir Edilebilir Fyenonkler Y
Marka Kod | Fenolikler Fenolikler . o
(umol TE/g (umol TE/g (umol TE/g | Biyoalinabilirlik
km) km) km)
Egert S | 11,09+0,74° | 50,84+1,16° | 10,39+0,40° 16,31£1,422
ShiffaHome | P | 108,56+2,92% | 129,01+0,04* | 1326+2,51? 3,59+1,43°
Hana R | 103,77+3,00® | 125,00+0,54% | 8,59+1,70° 3,65+0,82P
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Cizelge 4. 4. Spirulina plantensis orneklerinin ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir ve
biyoalinabilir fenolik maddelerinin CUPRAC yo6ntemiyle antioksidan kapasitelerinin

belirlenmesi
Ekstrakte Hidrolize Bivoalnabilir
Edilebilir Edilebilir Iglenolikler %
Marka Kod | Fenolikler | Fenolikler (umol TElg | Biyoalmabilirlik
(umol TE/g | (umol TE/g
km) km) km)
Egert S 11,59+0,30° | 82,64+2,43° 32,14+0,41° 34,140,842
Shiffa Home 37,38+3,50° | 181,31+1,10° | 44,99+0,12° 20,57+0,17¢
Hana R | 52,63+0,982 | 206,15+2,11% | 62,22+1,81° 24,00+0,27°

ABTS, CUPRAC ve DPPH metotlar1 elektron transfer 6l¢iimlerinde aynt mekanizma
reaksiyonuna sahiptir (Apak ve ark. 2008; Fidrianny ve ark. 2013) fakat bu ¢alismanin
sonuglari, ekstrakte edilebilir Shiffa Home ve Hana markali toz Spirulina 6rnekleri
haricinde, diger toz Spirulina 6rneklerinde, CUPRAC yonteminin ABTS ve DPPH
yontemlerinden daha yiiksek antioksidan kapasite degerleri ortaya koydugunu
gostermistir. Toz Spirulina 6rneklerinde, CUPRAC yo6ntemi degerleri 11,59-52,63 umol
TE/g (ekstrakte edilebilir fenolikler) ve 82,64-206,15 umol TE/g (hidrolize edilebilir
fenolikler) deger araliginda bulunmustur. Bu durum, fenolik asitlerin (hidroksisinnamik
asit) yapisal ozelliklerinin, normal olarak, iki -OH grubu tasiyan kafeik ve klorojenik
asitlerin, monofenolik (tek -OH grubu tasiyan) ferulik ve p-kumarik asitlerden daha
fazla TEAC katsayilar1 sergilemesi gerektigi gergegi ile agiklanabilir. Bu nedenle,
yapisal gereklilikler, hidroksisinnamik asitlerin, ABTS yontemi ile degil, TEAC
diizenine sahip CUPRAC yontemi ile dl¢iilmesi gerektigini belirtmektedir (Apak ve ark.
2008).

Zainoddin ve ark. (2018)’nin yaptiklar1 ¢alismada, Nannochloropsis sp. ve Spirulina
sp.’den elde edilen mikroalg ekstraktlarinin kimyasal profillerini incelenmistir.
Nannocholoropsis sp.’nin Spirulina sp.’den belirgin sekilde daha yiiksek toplam fenol
icerigine (58,43+0,85 mg GAE/ g km vs. 19,64+0,52 mg GAE/g km) sahip oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen Spirulina sp.’nin toplam fenol igerigi degerinin

(19,64+0,52 mg GAE/g km) bizim c¢alismamizdaki ekstrakte edilebilir Spirulina
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platensis orneklerinin toplam fenol igerigi degerleriyle (4,29+0,08 mg GAE/ g km,
12,41+0,24 mg GAE/g km, 14,28+0.18 mg GAE/g km) benzerlik gosterdigi

gorilmistiir.

Herrero ve ark. (2005)’nin yaptigi ¢aligmada ise Spirulina’nin etanol ile hazirlanan
ekstraktinin DPPH yontemiyle elde edilen antioksidan kapasite sonuglar1 100,50 x#g/mL,
98,80 ug/mL, 84,20 ug/mL seklinde bulunmustur. Bu sonuglarin bizim buldugumuz
ekstrakte edilebilir 6rneklerin antioksidan kapasite sonuglarindan daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (108,56+2,92 umol TE/g km ve 103,77+3,00 umol TE/g km).

Bolanho ve ark. (2014)’nin yaptig1 bir ¢alismada, lif kaynaklar1 ve Spirulina platensis
ile zenginlesirilmis kurabiyelerin antioksidan ve besin degeri potansiyeli arastirilmistir.
Bu c¢alismada kullanilan Spirulina platensis 6rneginin toplam fenolik bilesen degeri
12,2+0,1 g.kg?! olarak saptanmistir. Antioksidan kapasite degerleri ise, DPPH
yontemiyle 74,9+0,3 mmol.kg?, ABTS yéntemiyle 4,5£0,1 mmolkg?, FRAP

yontemiyle 41,4+0,2 mmol.kg? olarak bulunmustur.

Shalaby ve Shanab (2013)’in yaptigi bir calismada Spirulina platensis’in su ve
metanollii ekstraktlarinin antioksidan potansiyelinin belirlenmesi icin DPPH ve ABTS
yontemleri karsilagtirilmigtir.  Kullanilan Spirulina platensis 6rneginin  metanollii
ekstraktinin toplam fenolik igerigi %1,23 olarak bulunmustur. Ayni 6rnegin metanolli
ekstraktinin 200 ug/mL konsantrasyonda DPPH yontemiyle belirlenen antioksidan
kapasite degeri %89,61 iken ABTS yoOntemiyle belirlenen antioksidan kapasite degeri
999,55 olarak saptanmustir.

Anbarasan ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 bir c¢alismada mavi-yesil alg Spirulina
platensis’in antioksidan aktivitesinin in-vitro gelisimini incelemislerdir. Spirulina
platensis orneginin etanollii ekstraktinda DPPH yoOntemiyle belirlenen antioksidan

aktivite degeri 100 ug/mL konsantrasyonda %27,88+1,21 olarak bulunmustur.
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Sindirim sirasinda, polifenoller hem indirgenmis diger yiyecekler (ince bagirsaktaki
antosiyaninler gibi) ile etkilesimde bulunabilirler hem de hidroliz tepkimeleriyle
metabolize edilebilirler. Bu yapisal degisiklikler hem onlarin ileriki alimlarini hem de
biyoaktivitelerini etkileyebilir. Ornegin; bagimsiz fenollerin antioksidan aktiviteleri
onlarin glikozit ve demir-fenol baglarindan daha yiiksektir (Bouayed ve ark. 2012).
Gida polifenolleri ile ilgili birgok literatiir verileri sadece sulu organik ekstraktlarda
¢cOziinen bilesiklerle ilgilidir (ekstrakte edilebilir polifenoller) fakat bazi polifenoller,
Ozellikle yiiksek polimerizasyon derecesine sahip ve yiiksek molekiil agirlikli
bilesiklerle (ekstrakte edilemeyen polifenoller) baglantili polifenoller, kullanilan
standart ekstraksiyon yontemlerinden kacabildiginden, bu yaklasim ekstraktsiyon
teknikleri ile sinirlandirilabilir. Bu gida polifenol fraksiyonu, insan bagirsaginda, ince
bagirsakta sindirim enzimleri ve kalin bagirsakta bakteriyel bozulma etkisi ile gida

matrisinden serbest birakildiktan sonra biyoaktif hale gelebilir (Jenner ve ark. 2005).

TEACasTs, TEACcurrac Ve TEACpppH ise Orneklerin biyoalnabilirligi, % 55,90-
92,8743, % 20,57-34,31 ve % 3,59-16,31°dir. Shiffa Home markali Spirulina platensis
tozunun toplam fenolik igeriginin biyoalinabilirliginin diger Spirulina 6rneklerine gore
daha yiiksek olmasina karsin, Hana markali Spirulina platensis tozunun, ABTS yontemi
ile belirlenen antioksidan kapasitesi daha yiiksek biyoalinabilirligine sahiptir. Bu
farkliligin nedeni, bitki materyali, yetistirilme kosullar1 ve Olgiimler icin kullanilan
sartlar ile ilgili birka¢ faktorle baglantili olabilir. Biitiin bu sonuglar, farkli Spirulina
orneklerinin, toplam fenoliklerin ve antioksidan kapasitelerinin ortaya cikmasinda
etkiye sahip oldugunu kanitlamakta ve bu nedenle, biyolojik olarak kullanilabilir i¢erigi

etkilemektedir.
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5. SONUC

Bu ¢alismanin amaci Tiirkiye’de satis1 yapilan {i¢ farkli marka Spirulina platensis
tozunun toplam fenol igeriklerini, antioksidan kapasitesini ve biyoyararhiliklarin
aragtirarak gida takviyesi olarak kullaniminin insan sagligina faydalarin1 somut olarak
tespit etmektir. Ayrica bu caligma hicbir 6zel sanayi kurulusuyla isbirligi yapilmadan

yuritilmistir.

Bu calisma kapsaminda, ticari olarak satisa sunulan ii¢ farkli markadan temin edilen
Spirulina platensis tozu Orneklerinin ekstrakte edilebilir, hidrolize edilebilir ve
biyoalinabilir fenoliklerinin ABTS, CUPRAC, DPPH yontemlerine goére antioksidan
kapasiteleri ve Folin Ciocalteu metodu ile toplam fenol igerigi belirlenmistir. Ornekler;
Shiffa Home, Hana, Egert Egert markalar1 biinyesinde ticari olarak tiiketime sunulmus

Spirulina platensis tozu 6rnekleridir.

Omneklerin toplam fenolik bilesen icerikleri incelendiginde, farkli markalar igin
igeriklerin degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Shiffa Home markali Spirulina plantensis
tozu ve Hana markali Spirulina platensis tozu 6rneklerinin ekstrakte edilebilir toplam
fenol igeriklerinin benzer olmasina karsilik Egert markali Spirulina platensis tozunda,
belirgin olarak daha diisiik bir sonug¢ elde edilmistir. Fakat hidrolize edilebilir toplam
fenol miktarlarinda Shiffa Home markali Spirulina plantensis tozu ve Egert markali
Spirulina platensis tozu 6rneklerinde daha diisiik sonuglar elde edilirken Hana markali

iriinde daha yiiksek bir sonug¢ bulunmustur.

Ekstrakte edilebilir antioksidan kapasite sonuglarina baktigimizda TEACagts Ve
TEACpppH degerlerinde en yiiksek sonuglarin Shiffa Home markali tirtiniin oldugu, en

yiiksek TEACcuprac degerinin ise Hana markali {irliniin oldugu bulunmustur.
Hidrolize edilebilir 6rneklerin antioksidan kapasite sonuglarima baktigimizda ise en

yiiksek TEACasTs Ve TEACcurrac degerlerinin Hana markali iiriine, en yiiksek

TEACpppH degerinin Shiffa Home markali iiriine ait oldugu bulunmustur.

39



Bu farkliliklar mensei cografi ¢esitlilik (toprak kompozisyonu ve iklim) ve ekstraksiyon
siireclerinin ~ gesitliligi  (¢ozlicii  tipi, bitki materyali, ¢oziici oran1) ile

aciklanabilmektedir.

ABTS, CUPRAC ve DPPH metotlar1 elektron transferi deneyleri olarak ayni
mekanizma reaksiyonlarina sahiptir fakat bu metotlar farkli reaktif gruplar i¢in farklh
mekanizmalara, redoks potansiyellerine, pH ve ¢oziicii baglarina ve hassasliga sahiptir.
Bu c¢alismanin sonuglar1 gostermistir ki Spirulina platensis’in hidrolize edilebilir
orneklerinin CUPRAC denemesi genel olarak ABTS ve DPPH denemelerinden daha

yiiksek antioksidan kapasite degerleri sergilemistir.

Biyoalinabilirlik degerlerine baktigimizda sonug¢larin daha farkli oldugu goriilmiistiir.
Toplam fenol igerigi bakimindan biyoalinabilirligi en yiiksek tirtin Shiffa home’dur.
Antioksidan  kapasitenin  biyoalinabilirligi CUPRAC ve DPPH metotlariyla
incelendiginde ise en yiiksek sonuglar Egert markali Spirulina platensis tozu 6rnegine
aittir. Ug iiriinde de antioksidan kapasitenin biyoalinabilirligini en yiiksek ¢ikaran

yontem ise ABTS yontemi olmustur.

Sonug olarak toplam fenol igerigi, antioksidan kapasite ve biyoalinabilirlikler agisindan
genel olarak en yiiksek degerlere sahip {irin Hana markali Spirulina platensis tozu
olarak tespit edilmistir. Fakat en yliksek toplam fenol igerigi biyoalinabilirlik sonucunun
Shiffa Home markali {iriine ait oldugu, ABTS yontemiyle tespit edilen en yiiksek
antioksidan kapasite biyoalinabilirlik sonucunun ise Hana markali iiriine ait oldugu

gorilmiistiir.

Insan saglhig1 ve beslenmesinde 6nemi ve kullanimi giin gectikce artan Spirulina’nin
toplam fenolik bilesik igeriklerinin, Spirulina platensis’in yetistirildigi iklim kosullarina
ve yetistirme yontemlerine bagli olarak degistigi saptanmistir. Sonug olarak, Spirulina
platensis mikroalgi, tiiketicilere fenolik ve antioksidan igeriklerinden ve bu bilesiklerin

biyoalinabilirliklerinden dolay1 6nemli saglik faydalar1 saglayacak potansiyele sahiptir.
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