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Mikroalglere olan ilgi protein, elzem yag asitleri, vitaminler ve pigmentler gibi besinsel bilesenler yoniinden oldukga
zengin olmalari nedeniyle giderek artmaktadir. Spirulina platensis’in rengi mavi fikosiyanin ve yesil klorofil
pigmentlerinden ileri gelmekte olup bu pigmentler sit Urlnleri, jole ve sakiz gibi gida Urinleri ile eczacilikta
renklendirici olarak kullanilabilmektedir. Spirulinadan pigment ekstraksiyonunda ¢dzgenlerle ekstraksiyon, slperkritik
akiskan, dondurma/gozdirme, sonikasyon ve enzimasyon gibi farkli ydntemler kullanilmaktadir. Bu galismada farkli
surelerde ultrasonikasyon uygulamasinin (1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45 ve 60 dakika) metanol ve sulu sodyum nitrat
cozeltisiyle (%1.5 NaNOs) klorofil-a ve fikosiyanin ekstraksiyonuna ve elde edilen pigmentlerin antioksidan aktivitesine
(FRAP: Ferrik indirgeme Antioksidan Potansiyel) etkisi incelenmistir. Ultrasonikasyon sonrasi metanol ve sodyum
nitratla ¢ézgen ekstraksiyonu 120 dakika boyunca manyetik karistiriciyla ortam sicakliginda gergeklestiriimistir.
Klorofil-a derisimi kontrol drneginde 6.75 mg/g kuru spirulina olarak bulunurken; sonikasyon uygulama suresiyle
artarak 30. dakikada 7.70 mg/g kuru spirulina derisime ulasmis ve sonrasinda sabit kalmigtir. Kontrol drneginin
fikosiyanin derisimi 34.52 mg/g spirulina bulunurken, sonikasyon uygulama suresiyle artarak 45. dakikada 51.83 mg/g
kuru spirulina derigsime ulasmis ve sonrasinda sabit kalmistir. En yiksek antioksidan aktivite 60 dakika sonikasyon
ardindan ¢6zgen ekstraksiyonda elde edilmis ve klorofil-a ile fikosiyanin icin sirasiyla 15.74 mg/g ve 11.98 mg/g
olarak bulunmustur. Sonug olarak klorofil-a metanol ekstraksiyonu 6ncesi 30 dakika ultrasonikasyon, fikosiyanin
sodyum nitrat ekstrasiyonu éncesi 45 dakika ultrasonikasyon islem sureleri 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Spirulina platensis, Ultrasonikasyon, Klorofil-a, Fikosiyanin, Antioksidan aktivite

Effects of Ultrasonication Time on Chlorophyll-a and Phycocyanin Pigment Extraction from
Spirulina platensis

ABSTRACT

Interest on microalgae has increased in food, pharmacy and cosmetic industries because of their high nutrient
contents such as proteins, essential oils, vitamins and pigments. Phycocyanin and chlorophyll, which are responsible
for blue and green pigments in Spirulina, are used as colorants in foods such as dairy products, chewing gums and
jellies, and pharmacy. For pigment extraction from Spirulina, various methods are used such as solvent extraction,
supercritical solvent, freezing/thawing, sonication and enzymation. In this study, the effect of ultrasonication process
time on the extraction of phycocyanin and chlorophyll-a prior to the application of solvent extraction with methanol and
aqueous sodium nitrate solution (1.5% NaNOg), and the antioxidant activity (FRAP, Ferric Reducing Ability of Plasma)
of extracts were determined. Ultrasonication for 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45, and 60 minutes were applied prior to
methanol and NaNOs solvent extraction for 120 minutes at room temperature. Chlorophyll-a concentration with 6.75
mg/g dry spirulina for control sample increased to 7.70 mg/g dry spirulina by 30 minute sonication process, and it
remained constant at further sonication times. Moreover, phycocyanin concentration with 34.52 mg/g dry spirulina for
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control sample increased to 51.83 mg/g dry spirulina up to 45 minute sonication process and remained constant at
further sonication. Antioxidant activity of chlorophyll-a and phycocyanin were 15.74 mg/g and 11.98 mg/g, respectively
for 60 minutes sonic application followed by solvent extraction. In conclusion, prior to solvent extraction, 30 minute
sonication process is recommended for chlorophyll-a while 45 minute process for phycocyanin.

Keywords: Spirulina platensis, Ultrasonication, Chlorophyll-a, Phycocyanin, Antioxidant activity

GiRIiS

Mikroalgler zengin besin icerigi ve saglk Uzerindeki
etkileri nedeniyle farkli alanlarda kullaniimakta olup,
insanlar tarafindan ylzyillardir gida ve gida katkisi
olarak tuketilmektedir. Mikroalglerin besin
kompozisyonu, karbonhidratlar, proteinler, vitaminler,
lipidler, antioksidanlar ve dider iz elementler gibi farkli
kimyasal ve biyolojik bilesiklerden olusmaktadir.
Mikroalglerin icerdikleri bilegiklerin biyoaktif 6zellikleri
sayesinde, saglik Uzerindeki yararlarn etkileri; antiviral,
antikanser, antidiyabetik, antibiyotik, antioksidan,
prebiyotik, probiyotik, bagisiklik sistemi guglendiricisi,
kardivaskiiler sistem koruyucusu, hipokolesterolomik ve
antialerjik seklinde siralanabilir. Bunlarin yaninda,
antibiyotik ve antibakteriyel olarak kullanilan farkl
urinler de alglerden elde edilebilmektedir [1].
Endustriyel agidan degerli olan birgok bilesigin 6zellikle
pigmentlerin elde edilmesinde, gida endlstrisinde saglk
amagli, proteince zengin ve fonksiyonel besleyici
Ozellige sahip, dusuk kalorili gida dretiminde de
mikroalglerin  kullanimi  bulunmaktadir [2-4]. Ayrica
mikroalglerin toprak zenginlestirme, hayvan yemi, atik
su aritim, biyodizel uretimi, hidrojen Gretimi, losyon, cilt
kremi, pigment dretimi gibi  kullanimlari  da
bulunmaktadir [5-8].

Mikroalgler (Chlorella, Dunaliella ve Spirulina gibi)
sadece gida uretimi icin degil, ayni zamanda pigment
gibi ticari 6nemi olan kimyasallarin elde edilmesi
acisindan da énemli canlilardir. Uretilen pigmenler tiire
gore degiskenlik goOsterirken, genel olarak mikroalg
hicre kuru agirhiginin %0.5-1.5’i kadar klorofil, %0.1-
0.2’si kadar karotenoid ve %14-20’si kadar fikobiliprotein
gibi pigmentleri Uretebilmektedirler. Yalniz Dunaliella
tird kuru agirhginin yaklasik %14’Gne kadar B-karoten
Uretebilmektedir.  Ticari olarak Uretimi  yapilan
mikroalgler Dunaliella salina ve Scenedesmus
acutus’tan B-karoten, Spirulina sp.’den fikosiyanin,
Haematococcus pluvialis’ten astaksantin,
Nannochloropsis oculata’dan ksantofil. Muriellopsis
sp.’den Lutein ve Porphyridium cruentum’dan Fikoeritrin
uretilebilmektedir. Spirulina platensis’ten elde edilen
mavi renkli fikosiyanin pigmenti, bir antioksidan olarak
bagisiklik sistemini gulglendirici ve anti-inflamatuar
etkiye sahiptir.  Fikosiyanin, stabilitesi nedeniyle
kozmetik formulasyonlarda ve gida renklendiricisi olarak
da kullanilabilecegi belirtilmistir [2, 9-11].

Spirulina  platensis, genellikle birkag  milimetre
uzunlugunda ve c¢api 3-12 pm silindirik htcrelerden
olusan, spiral sekilli bir prokaryotik organizma olup,
yuksek sicakliklarda (35-38°C) ve ylksek alkali ortamda
ireyebilmektedir. Ozellikle Asya, Giiney Amerika ve
Afrika kitalarinda beslenme amaciyla ve besin destek
maddesi  olarak  kullanilan  Spirulina, = modern
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biyoteknolojik yontemler kullanilarak dinyada ticari
anlamda en fazla Uretimi yapilan bir siyanobakteridir.
Spirulina platensis %55-70 protein oraninda igeren,
esansiyel aminoasit ve yag asitleri, Fe ve Ca
minerallerince ve vitamince zengin, biyoaktif 6zellikteki
klorofil, karoten ve mavi renkli fikosiyanin pigmentlerini
yuksek miktarlarda yapilarinda  bulundurmaktadir.
Spirulinadan pigment ekstraksiyonunda ¢bzgenlerle
ekstraksiyon, superkritik akiskan, dondurma/gézdiirme,

sonikasyon ve enzimasyon gibi farkli ydntemler
kullanilmaktadir [4, 5, 12, 13].
Bu c¢alismada farkli  slrelerde ultrasonikasyon

uygulamasinin (1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45 ve 60 dakika)
metanol ve sulu sodyum nitrat ¢ozeltisiyle (%1.5 NaNOz)
klorofil ve fikosiyanin ekstraksiyonuna ve elde edilen
pigmentlerin antioksidan aktivitesine (FRAP: Ferric
Reducing Ability of Plasma) etkisi incelenmistir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Calisma materyali olarak, CN Lab Nutrition Asian Group
(Shaanxi, Cin) isletmesinden temin edilen %2100
Spirulina platensis tozu kullanilmistir. Toz spirulina
materyali kullanim suresince -20°C derin dondurucuda
saklanmistir.

Pigment Ekstraksiyonu

S. platensis’den klorofil-a ekstraksiyonu Macias-
Sanchez ve ark. [14] 6nerdigi saf metanol, fikosiyanin
ekstraksiyonu Boussiba ve Richmond [15] Onerdigi
%1.5'lik sodyum nitrat sulu ¢ozeltileri kullanilarak
yapilmigtir. Kontrol  olarak  kullanilan  ¢dzgen
ekstraksiyonu uygulamasinda 0.5 g toz Spirulina
tartilarak 50 mL ¢bzgen igerisinde (kati/sivi orani 1/100
olarak  kullanilmistir)  suUspansiyon  hazirlanmistir.
Slspansiyon ortam sicakliginda 2 saat manyetik
karistiricida karistirma igleminden sonra 20°C sicaklikta
5000 rpm’de santrifij (J.P. Selecta Medifriger BL-S,
ispanya) edilmistir. Klorofil-a derisimi berrak metanol
pigment cozeltisi filtre edildikten sonra
spektrofotometrede (Agilent Cary 60 UV-Vis, Malezya)
666 nm dalga boyundaki absorbans degeri dlgulerek
hesaplanmistir (Klorofil-a (mg/g) 13.9 X  Aees).
Fikosiyanin derisimi ise santrifij sonrasi berrek sodyum
nitrat ¢ozeltisinin spektrofotometrede 620 nm dalga
boyundaki absorbans degeri Ol¢lUlerek hesaplanmistir
(Fikosiyanin (mg/g) = 137 X Ae). Ultrasonikasyon
surelerinin pigment ekstraksiyonun etkisini incelemek
icin hazirlanan Spirulina suspansiyonu 1, 3, 5, 10, 15,
20, 30, 45 ve 60 dakika sureyle 53 kHz ultrasonik
banyoda (Kudos, Ultrasonic Cleaner, SK1200H, 53 kHz,
50W) tutulmustur. Ultrasonikasyon sonrasinda g¢dzgenle
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manyetik kanistiricida karistirma islemi 2 saate
tamamlanarak kontrol &rnekleriyle ayni iglemler
uygulanmis, klorofil-a ve fikosiyanin  derigimleri

hesaplanmistir. Ekstraksiyon ve pigment analizleri ikiser

tekrar ve iki parallel olarak yapimistir. Sekil 1'de Toz
Spirulina platensis’ten ¢bzgen ve ultrasonikasyon
islemiyle pigment ekstraksiyonu akim semasi verilmistir.

TOZ SPIRULINA

}

Siipansiyon Hazirlama
Spirulina/Cézgen (Metanol, %1.5 NaNOs)
(1/1200)

}

Kontrol

!

Ultrasonikasyon

(1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 45 ve 60 dakika)

Cozgen Ekstraksiyonu
Manyetik karigtiricida 2 saat

!

Santrifilj
(20°C, 5000 rpm’de 10 dakika)

!

Filtrasyon

PIGMENT EKSTRAKTI

(Pigment derisimi ve Antioksidan aktivite analizleri)

Sekil 1. Toz Spirulina platensis’ten gozgen ve ultrasonikasyon uygulamalariyla pigment ekstraksiyonu

Antioksidan Aktivite

Antioksidan aktivite tayini Benzie and Strain [16]
onerdikleri FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma)
yontemine goére yapilmistir. 0.3 M asetat tamponu (pH
3.6), TPTZ gozeltisi (23.4 mg 2,4,6-tripiridil-s-triazin 7.5
mL 40 mM HCI igerisinde ¢ozdurilerek hazirlanan) ve
20 mM Ferrik ¢ozeltisi (0.541 g FeCls-6H20 tartilip distile
suyla 100 mlL’ye tamamlanmistir) 10:1:1 oraninda
olacak sekilde karigtiriip FRAP ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
FRAP codzeltisi analiz antioksidan aktivite belirlenmesi
sirasinda gunlik olarak taze hazirlanmistir. Uygun
oranda seyreltilmis pigment ekstraktlarinin antioksidan
aktivite analizi igin, 200 pyL 6rnek ve 1.8 mL FRAP
cozeltisi karistirildiktan sonra 10 dakika 37°C’deki su
banyosunda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
suresi sonunda o&rneklerin, 593 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Agilent Technologies, Cary 60-UV-
Vis, Malezya) absorbanslari 6lgulmustiur. Sonuglar 0-
100 ppm ile hazirlanan standart grafik yardimiyla ppm
FeSO4-7H20O  cinsinden  hesaplanarak  verilmigtir.
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Antioksidan  aktivite analizleri olarak

yapimistir.

3 paralel

BULGULAR ve TARTISMA

Ultrasonikasyon uygulamadan saf metanol kullanarak
manyetik karistiricida iki saatlik karistirma sonunda
6.751+0.094 mg/g spirulina klorofil-a ekstrakte edilmistir.
Ultrasonikasyon uygulama suresiyle orantili olarak sonik
uygulama ve ardindan metanol ekstraksiyonunda
klorofil-a derisimi artmis ve 30. dakikada yaklasik
7.70+0.035 mg/g spirulina degerine ulagsmistir (Sekil 2).
Bu slreden sonra 45 ve 60 dakika ultrasonikasyon
uygulamalarinda derisim 7.70 mg/g spirulina civarinda
sabit kalmistir. Saf metanol kullanilarak yapilan Saf
metanol kullanilarak yapilan kontrol ektraksiyonuna gore
30 dakikalik ultrasonikasyon ile klorofil-a derisimi
yaklasik %14 daha fazla bulunmustur. Farkli spirulina
turlerinde yapilan ekstraksiyon calismalarinda klorofil-a
derisiminin 9.26-13 mg/g spirulina arasinda oldugu, yas
orneklerde ekstraksiyon veriminin kuru oérneklere gore
daha dusuk oldugu belirlenmistir [4, 13, 17].
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Sekil 2. Ultrasonikasyon siresinin ekstrakte edilen klorofil-a derisimine etkisi

Sodyum  nitrat  ¢Ozeltisiyle 2 saatlik  kontrol
ekstraksiyonunda fikosiyanin derigsimi 34.52+0.169 mg/g
spirulina olarak bulunmustur. Fikosiyanin derigimi
ultrasonikasyon uygulama slrene paralel olarak artis
gOstermis ve 10 dakika sonikasyon ve ardindan ¢ézgen

ekstrasyonu uygulamasinda 41.78310.068 mg/g
spirulina  degerinin  ulagsmistir.  Otuz  dakikalik
ultrasonikasyon  sonrasinda  48.221+0.023  mg/g

spirulina derigsimine ulasirken ekstraksiyondaki artis
yavaslamig, 45. dakikada 51.831+0.207 mg/g spirulina
derigsime, 60 dakika sonikasyonda c¢ok fazla artis
olmamis ve 52.096+0.096 mg/g spirulina derisimde
yataya gelmigtir. Sekil 3'de goruldigi gibi 45 dakika
ultrasonikasyon sonrasinda sodyum nitrat ¢ozeltisiyle
yapilan ekstraksiyon sonrasinda derisimde onemli bir

60

artis olmadigi1 ancak kontrol ekstraksiyonuna gore sonik
uygulamada fikosiyanin derigsiminin yaklasik %50 daha
yuksek oldugu soylenebilir. Sonikasyon uygulamasi
sonrasinda spirulinadan klorofil-a ekstraksiyonu yaklasik
%0.77 civarinda literaturdeki ortalama %1 degerinden
daha az bulunurken fikosiyanin miktari literattrde verilen
%4.26’dan daha ylksek vyaklasik %5.2 civarinda
bulunmustur. Moraes ve ark. [18] dondurma
¢ozindirme, sonikasyon, enzimasyon ve asit
uygulamalarinin  fikosiyanin ekstraksiyonuna etkisini
inceledikleri galismada benzer olarak en ylksek verimi
sonik uygulamada dondurma ¢ozindirme
uygulamasina goére yaklasik %57 verim artisi oldugunu
rapor etmislerdir.

Fikosiyanin derisimi (mg/g)
N w iy al
o o o o

Iy
o

0 1 2 3 5 10 15 20 30 45 60

Sonikasyon siiresi (dakika)

Sekil 3. Ultrasonikasyon siresinin ekstrakte edilen fikosiyanin derisimine etkisi

Ultrasonikasyon suresinin ekstrakte edilen klorofil-a ve
fikosiyanin pigmentlerinin antioksidan aktivitelerine etkisi
Sekil 4'de gosterilmistir. Kontrol olarak kullanilan ¢ézgen
ekstraksiyonlarinda klorfil-a ve fikosiyanin pigmentlerinin
antioksidan aktiviteleri sirasiyla 10.365+0.025 mg/g ve
6.749+0.121 mg/g olarak bulunmustur. Sonikasyon
suresiyle dogru orantili olarak antioksidan aktivite artis
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gOstermis ve 60 dakika sonikasyon sonunda klorofil-a
15.74510.094 mg/g, fikosiyanin pigment
ekstraksiyonunda  11.977+0.267 mg/g  degerine
cikmistir. Heriki kontrol ve sonik uygulamasinda da
klorfil-a pigmentinin  fikosiyanine goére antioksidan
aktivite degerinin daha ylUksek oldugu soylenebilir.
Kuatrakul ve ark. [19] taze Spirulina érnegini kullanarak



S. Aksay, R. Arslan Akademik Gida 16(3) (2018) 307-312

sicak hava ve mikrodalga vakumlu kurutma sonrasinda
antioksidan aktiviteleri 5.17-9.65 mg FeSO4-7H20/g kuru
agirhk  oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizda

18

sonikasyon etkisiyle doku pargalanmasina bagl olarak
daha fazla pigment ekstraksiyonunun antiokasidan
aktiviteyi de arttirdigi séylenebilir.
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Sekil 4. Ultrasonikasyon suresinin ekstrakte edilen klorofil-a ve fikosiyanin
pigmentlerinin antioksidan aktivitelerine etkisi

SONUG

Sadece ¢bzgen ekstraksiyonuna gore ultrasonikasyon
uygulamasi ve ardindan ¢dzgen ekstraksiyonuyla daha
yuksek pigment ekstraksiyonun elde edilebildigi
gbézlenmistir. Sonikasyon uygulama slresi ile pigment
ekstraksiyon verimi ve elde edilen pigmentlerin
antioksidan aktiviteleri orantili olarak artis gdstermigtir.
En ylksek antioksidan aktivite 60 dakikallk sonikasyon
uygulamasinda elde edilmis olsa da ¢bézgen
ekstraksiyonu oncesi klorofil-a igin 30 dakika, fikosiyanin
ekstrasiyonunda 45 dakika sonikasyonun yeterli
olabilecegi sdylenebilir.
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