Su Uriinleri Dergisi (2011)
Ege J Fish Aqua Sci 28(4): 137-141 (2011)

ISSN 1300 - 1590

http://lwww.egejfas.org
Derleme / Review

Siyanobakterilerden Elde Edilen Fikosiyaninin Kullanim Alanlari

*Aylin Akoglu, M. LUtfG Cakmakg!

Ankara Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida Mihendisligi Béliimii, Diskapi, 06110, Ankara
*E-mail: aylinsen61@yahoo.com

Abstract: Usage of phycocyanin obtained from cyanobacteria. Phyocyanin obtained from cyanobacteria is a natural blue pigment is
oderless, non-toxic, water soluble and strong fluorescent. It is used as a colorant in food, pharmaceutics and cosmetic industries. Apart
from natural coloring, it used as fluorescent probe in microscopy, cytometry, immunology, tissue chemistry studies due to its flourescent
property. In addition there is also potential for use as nutraceuticals and pharmacuticals owing to antioxidant and radical scavenging
activities. In context, there has been inceasing interest in production and potential uses of phycoyanin. This review provides information
about structure, exraction, purification and areas of usage of phycocyanin.
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Ozet: Siyanobakterilerden elde edilen fikosiyanin mavi renkli, kokusuz, toksik olmayan, suda goziinebilen, giilii floresan ézellige sahip
dogal bir renk maddesidir. Gida, ilag ve kozmetik sanayilerinde renklendirici olarak kullaniimaktadir. Dogal renk maddesi dzelliginin
disinda sahip oldugu floresan 6zellikten dolayl mikroskopi, sitometri, bagisikiik, doku kimyasi calismalarinda floresan prob olarak
kullaniimakta ayrica antioksidan ve radikal uzaklastirici etkisinden dolayl nutrasétik ve farmasoétik olarak kullanilma potansiyeli de
bulunmaktadir. Bu baglamda fikosiyanin Cretimine ve kullanimina olan ilgi son zamanlarda giderek artmaktadir. Bu derleme

siyanobakterilerden elde edilen fikosiyanin yapisi, ekstraksiyonu ve kullanim alanlari hakkinda bilgi vermektedir.
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Siyanobakteriler ve Fikobiliproteinler

Siyanobakteriler, anaerobik metabolizmaya sahip, fototrof
mikroorganizmalardir. Yagayabilmeleri icin su, CO2, inorganik
bilesikler ve 1s13a ihtiya¢ duyarlar. Enerji mekanizmalarinin
temelini fotosentez olusturmakta ancak bazi tlrleri hig
fotosentez yapmaksizin kemoheterotrof olarak da karanlikta
uzun slre yasayabilmektedir (Mur vd., 1999). Fotosentez
sistemi fotosistem | ve fotosistem |l olmak uzere iki
fotoreaksiyon merkezinden olusmakta ve bu sistemin tim
elemanlari tilakoid membranda yer almaktadir. Tilakoid
membranda iki grup anten pigmentleri vardir. Klorofil a ve
karatenoidler birinci grubu olustururken fikobilizomlar iginde
yer alan fikobiliproteinler ikinci grupta yer almaktadir. Birinci
grup anten pigmentleri absorbe edilen 1Sk enerjisini
fotosistem I'e g6nderirken, ikinci grup anten pigmentleri olan
fikobiliproteinler de ayni sekilde absorbe ettikleri 1sik enerjisini
fotosistem II'ye transfer eder (Tunail, 2009). Fikobiliproteinler
absorbsiyon dzelliklerine gdre; fikoeritrinler (C-PE, Amak. 540-
570 nm), fikosiyaninler (C-PC, Amak. 615-640) ve
allofikosiyaninler (C-APC Amak. 650-655) olmak Uzere 3 ana
sinifa ayrirlar (Bermejo vd., 2006). Fikobiliproteinlerin %75'ini
fikosiyaninler, %12'sini  allofikosiyaninler, %12'sini de
fikoeritrinler ve pigmentsiz polipeptitler olusturur (Tunail,
2009).

Fikosiyanin

Fikosiyanin, suda cozilebilen, yliksek antioksidan ve gigli
floresan Ozelligi sahip, toksik olmayan, mavi renkli,
fotosentetik bir pigment maddesidir.  Siyanobakterilerde
yiksek miktarda bulunan ve ekonomik anlamda en Gnemli
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fikobiliprotein gesididir. Fikosiyaninin protoplazma iinde hiicre
kuru agirhdinin  yaklasik %20’sine varabilen oranlarda
bulunabildigi bildiriimistir (Santiago-Santos vd., 2004, Eriksen
2006). Fikosiyanin yapisi ise badli bulundugu mikroorganizma
gesidine ve ortam kosullarina gore farklilik gdstermektedir.
Fikosiyaninin prostetik grubu olarak kabul edilen ve proteinin
karakteristk mavi renginden sorumlu olan fikosiyanobilin
kromoforu farkli bdlgelerden sistein aminoasitine baglanarak
fikosiyanin yapisinin olusumunu saglamaktadir (Stec vd.,
1999; Santiago-Santos vd., 2004; Contreras-Martel vd., 2007).
Yapilan calismalar fikosiyaninin molekil agiriginin 44-260
kDa araliginda oldugunu ve mevcut yapilarin monomer, kendi
icinde agregatlar yaparak trimer, hatta disk seklini alan
hegzamer yapisina da dénusebildigini gdstermistir (Boussiba
ve Richmond, 1979; Hilditch, 1991; MacColl, 1998; Stec vd.,
1999). Proteinin agregasyon seviyesi ortamin pH’sina, iyonik
guctne ve protein konsantrasyonuna karsi ¢ok duyarlidir.
Notral pHda, optimum iyonik giigte ve protein
konsantrasyonunda en ¢ok karsilagilan agregasyon formu ise
trimer yapidir (Bermejo vd., 2006). Siyanobakteriler arasinda
en onemli fikosiyanin (reticisi fototrofik bir siyanobakteri turd
olan Spirulina platensistir ancak son zamanlarda yapilan
galismalar fikosiyanin Uretimi agisindan birgcok siyanobakteri
tirlndn (Spirulina maxima, Spirulina fusiformis, Anabaena
sp., Synechococcus sp., Aphanothece halophytica, Nostoc
sp., Oscillatoria quadripunctulata, Phormidium ceylanicum) S.
platensis’e alternatif olabilecegini gostermistir (Eriksen, 2008).
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Fikosiyanin ekstraksiyonu

Ticari agidan son derece énemli oldugu bilinen fikosiyaninden
faydalanabilmek icin bu maddeyi fikobilizomlardan uygun
sekilde ekstrakte etmek ve saflastirmak gerekmektedir (Sekar
ve Chandramohan, 2008). Siyanobakterilerden
fikobiliproteinlerin ektraksiyonu hiicre duvarinin agiri dayanikii
olmasi nedeniyle oldukga zordur (Stewart ve Farmer, 1984).
Fikobiliproteinlerin ekstraksiyonu ve saflastiriimasi igin cok
cesitli teknikler denenmis olsa da henlz standart bir teknik
belirlenmemistir. Bir organizma grubu igin iyi sonug veren bir
yontem baska bir organizma igin uygun olmayabilmektdir
(Ranjitha ve Kaushik, 2005). Kapsamli bir ekstraksiyon igin,
hizli ve etkili bir ayrim saglanmali ve acgiga ¢ikan pigmentler
ortamdan kolayca ayrilabilmelidir (Stewart ve Farmer, 1984).
Fikobiliproteinlerin, ekstraksiyon ve saflastirmadaki zorluklari
nedeniyle pigmentler oldukga pahalidir ve bu pigmentleri saf
olarak elde etmek ilgi ¢eken bir ¢alisma alanidir (Reis vd.,
1998).

Fikosiyanin hem kuru hem de 1slak biyokitleden
ekstrakte edilebilmektedir. Kuru biyokutleden ekstraksiyon
yonteminde hicre kiiltiir(i farkli sicakliklarda ve farkli kurutma
yontemleri ile  kurutulmakta ve gesitli tamponlarla
¢Ozindrllerek C-PC agiga ¢ikartiimaktadir (Doke, 2005;
Oliveira vd., 2008). Kuru biyokiitleden fikosiyanin
ekstraksiyonunda ylksek sicaklik uygulamasi fikosiyanin
kaybina neden olmakta bu nedenle kurutma iglemi disik
sicakliklarda yapiimaktadir (Eriksen, 2008). Ancak genel
anlamda kuru biyokiitleden yapilan ekstraksiyon verim ve
safliginin diisik olmasi nedeniyle tercih edilmemektedir.
Sarada vd., (1999) yapmis olduklari fikosiyanin ekstraksiyon
calismalarinda, kurutulmus Spirulina sp.’nin yaklasik %50
oraninda fikosiyanin kaybina ugradigini, bu yiizden fikosiyanin
ekstraksiyonunda 1slak biyokutle kullaniminin daha uygun
oldugunu bildirmiglerdir.

Islak biyokiitleden C-PC ekstraksiyonu icin fiziksel ve
kimyasal birgok yontem kullaniimigtir. Bu ydntemlerden
bazilari; -25°C, -18°C veya sivi azotta dondurma, 4°C veya
30°C'de ¢dzme (Abalde vd., 1998; Zhang ve Chen, 1999;
Minkova vd., 2003; Doke, 2005; Soni vd., 2006),
homojenizasyon (Boussiba ve Richmond, 1979; Abalde vd.,
1998; Doke, 2005; Schmidt vd., 2005), yiksek basing
uygulamas! (Patil vd., 2006; Patil ve Raghavarao, 2007),
sonikasyon (Abalde vd., 1998), asit uygulamasi (Sarada vd.,
1999), lizozim uygulamasi (Boussiba ve Richmond, 1979) ve
Klebsiella pneumonia ile ekstraksiyon (Zhu vd., 2007)
yontemleridir. Tim bu yéntemlerin disinda siper kritik
karbondioksit ~ teknigi  Uzerinde yapilan c¢alismalarla
siyanobakterilerden renk maddelerinin  ekstraksiyonunda
gelismeler saglanmistir (Valderrama vd., 2003; Herrero vd.,
2006; Macias-Sanchez vd., 2007).

Genel olarak her ydntemin kendine gdre avantaj ve
dezantajlari vardir ve bu nedenle ekstraksiyon sirasinda
harcanan sure, maliyet, elde edilen verim ve saflik gibi
faktorler de dikkate alinarak calisilan susa ait en uygun
ekstraksiyon ~ yonteminin  belirlenmesi  gerekmektedir.
Endustriyel agidan dlsundldiginde segilen ekstraksiyon

yonteminin dlgek blylUtmeye uygun ve ekonomik olmasi
gerekmektedir. Ancak fikosiyanin ile ilgili yapilan ¢alismalarin
biyik  bir  godunlugu fikosiyaninin  ekstraksiyonu,
saflastiriimasi ve karakterizasyonu (izerine yogunlasmaktadir.
Moraes vd. (2010), faktdriyel dizayn yontemi ile matematiksel
olarak Olcek blyltmeye olanak saglayacak ekstraksiyon
yontemi calismasi yapmiglardir. Bunun diginda literatirde
Olgek blyitme ve ekonomik kullanim ile ilgili ¢alismaya
rastlanmamaktadir.

Fikosiyaninin saflagtiriimasi

Siyanobakterilerden C-PC  saflagtinimasi igin  amonyum
stiifatla  goktlirme/diyaliz, ultrafiltrasyon, iyon  degisim
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi, hidroksiapatit
kromatografisi, genisletilmis yatakli adsorbsiyon
kromatografisi (EBAC) gibi bir¢ok kromatografik teknik ve bu
tekniklerin birbiri ile kombinasyonlari denenmistir (Reis vd.,
1998; Bermejo vd., 2003; Minkova vd., 2003; Santiago-Santos
vd., 2004; Soni vd., 2006; Chen vd., 2006). Bu ydntemlerin
temel sinirlayici unsurlari; saflastirma isleminin uzun vakit
almasl, pahali olmasi, yiksek hacimlerde calisilamamasi ve
saflik oraninin diisik olmasidir (Niu vd., 2007). iste tim bu
nedenlerden dolayr aragtiricilar  fikosiyanin  eldesi ve
saflagtirimasi icin yeni ve ucuz ydntemler (izerinde
yogunlasmiglardir (Patel vd., 2005; Singh vd., 2009).
Saflastirma iglemi sirasinda fikosiyanin safligi 620 nm'deki
absorbans degerinin 280 nm’deki absorbans degerine orani
(A620/A280) ile tespit ediimektedir. Elde edilen bu saflik
oranina goére fikosiyaninin kullanim alani belirlenmektedir.
Buna gdre, fikosiyaninin saflik orani 0.7 ve Ustiinde ise gidaya
uygun, 3.9 ise reaktif, 4 ve lzerinde ise analitik saflikta oldugu
kabul edilmektedir (Rito-Palomares vd., 2001).

Fikosiyaninin kullanim alanlan

Renklendirici olarak kullanimi

Gida boyalari, driinlerin renk kalitesini artirmak amaciyla
kullanilan en &nemli gida katki maddeleri arasinda vyer
almaktadir. Gidalarda cesitli islemler ve depolama sirasinda
kaybolan dogal rengi vermek, zayif olan dogal rengi
kuvvetlendirmek, gercekte renksiz olan gidalara renk vermek
ve bdylece cazip ve kabul edilebilir drlinler elde etmek
amactyla  kullaniimaktadir.  Yapay renk maddelerinin
kesfedilmesi ve Uretimine baslanmasiyla beraber dogal renk
maddelerinin yerini almigtir. Yapay renk maddeleri daha stabil
olmalari, kuvvetli renk vermeleri gibi birgok avantaja sahip
olmalarina karsin toksik ve alerjik etkilerinin olmasi ve
kullaniminda yasal sinirlamalar getirilmesi tiketicilerin sentetik
renklendiricilerin glvenligi ile ilgili endiseler duymasina ve
yapay renk maddelerine olan ilginin giderek azalmasina yol
acmistir. TUm bu nedenler, Ureticileri tekrar dogal renk
maddelerini kullanmaya yoneltmistir. (Karaali ve Ozgelik,
1993; Yentir vd., 1998).

Ginimizde gida sanayisinde &zellikle icecek ve
sekerleme sanayisinde yapay mavi renkli boyalarin kullanimi
kisitlanmakta ve dogal mavi renkli boyalarin kullanimina olan
ilgi giderek artmaktadir (Jespersen vd., 2005). Fikosiyaninin,
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gida, ilag ve kozmetik sanayilerinde, dogal bir pigment olarak,
karsinojen oldugundan stiphe edilen sentetik pigmentlerin
yerini alabilecedi bildirilmistir (Sarada vd., 1999). Bu baglamda
siyanobakteriden elde edilen, dogal ve mavi renkli bir pigment
olan fikosiyanin Uretimi dikkat cekmektedir.

Fikosiyanin dlinyada gesitli firmalar tarafindan ticari
olarak Uretilmektedir. Japonya’da “Dainippon Ink. & Chemicals
Inc.” sirketi “Lina mavisi” adlyla ticari olarak fikosiyanin tretimi
yapmakta ve kg fiyatini 130 dolardan satmaktadir (Herrera
vd., 1989; Henrikson, 2011) S. platensis'den elde edilen C-
PC, Japonya’'da gida ve kozmetik alaninda renklendirici olarak
kullanilmasina ragmen Avrupa yasal kisitlamalar nedeni ile bu
tip kullanimi hentiz onaylanmamigtir. C-PC, fermente st
Urlinleri, dondurma, alkolstiz igkiler, tatllar, sakizlar, buzlu
sekerler, dekorasyon Urlnleri gibi birgok gida Urininde
renklendirici olarak kullaniimaktadir. Ancak mavi renkli
gidalarin sinirli tiketimi bu maddenin gidalarda renklendirici
olarak kullanimina olan ilgiyi azaltmaktadir. Fikosiyaninin,
sicaklija ve 1si§a karsi stabilitesi zayif olmasina ragmen
indigo ve gardenya mavisinden ¢ok daha elverigli oldugu
kabul edilmistir. Kirmizi mikroalg tiri olan Phorphyridium
aerugineum'dan elde edilen fikosiyaninin renginin 1si3a ve pH
degisimlerine karsi stabil kaldigi ancak sicaklia karsi duyarli
oldugu bildiriimistir. ~ Fikosiyaninin ~ farkli  kosullardaki
stabilitesinin  belirlenmesi gida proseslerindeki kullanim
olanaklarinin tespiti agisindan oldukga énemlidir. Uretimleri
sirasinda 1sil islem gérmeyen igeceklere (Pepsi® ve Bacardi
Brezzer®) ilave edilmesi halinde oda sicakliginda 1 ay
boyunca renk kaybi olmadidi tespit edilmistir. Kuru gidalarda
kullaniimasi durumunda renk stabilitesi gok yiksek oldudu,
kek dekorasyonunda kullanilan sekerli giceklerin renklerinin bir
yil boyunca stabil kaldigi belirlenmistir (Eriksen, 2008; Sekar
ve Chandramohan, 2008).

Floresan prob olarak kullanimi

Fikobilizomlar ~ sulu  ¢Ozeltiden ekstrakte edildiklerinde
fikobiliproteinler uyariima  enerjilerinin  dogal  alicilarini
kaybederler ve boylece ylksek floresan dzellige sahip olurlar.
Diger floresan maddelerle karsilastirildiklarinda
fikobiliproteinler ~ yliksek  molar  ekstinksiyon  (sdniim)
katsayisina, ylksek oligomer stabilitesine ve yliksek floresan
kuantum verimine sahiptir ve bu &zellikleri onlarin glgli ve
yiksek duyarlilikta floresan etken olarak kullanimlarini
saglamaktadir  (Glazer, 1994; Spolaore vd., 2006).
Fikobiliproteinlerin hegzamer yapisi trimer ve monomerlerine
ayristigi zaman uyarim (eksitasyon) katsayisi ve floresan
kuantum verimi azalmakta, denatiirasyonu sonucunda ise
floresan 6zelligi tamamen kaybolmaktadir (Fukui vd., 2004;
Kupka ve Scheer, 2008).

Floresan ozelligi etkileyen en 6nemli degiskenlerden biri
kuantum verimidir. Kuantum verimi, Iiminesans yapan
molekdllerin sayisinin toplam uyarilmis molekiil sayisina orani
olarak ifade edilir ve floresan &zellik artikga bu oran bire
yaklagir. Floresan prob olarak en yaygin kullanilan
fikobiliprotein, %82-98 floresan kuantum verimi ile fikoeritrindir
(Oi vd., 1982; Glazer, 1994). Fikosiyaninin ve allofikosiyaninin

kuantum verimlerinin disik oldugu (sirasiyla %68 ve %50)
belirlenmistir (Oi vd., 1982). Stabilize edici bazi etkenlerin
polipeptit zincirine baglanmasi sonucu kimyasal stabilizasyon
sadlanmis ve bu sayede fikosiyaninin histokimya, floresan
mikroskobi, akis sitometrisi, bagisiklik testleri gibi birgok
alanda floresan prob olarak kullanimi olanakli hale getirilmistir
(Oi vd., 1982; Glazer, 1994; Spolaore vd., 2006). Bunun yani
sira, fikosiyaninin  floresan  zelliginden  faydalanarak,
siyanobakterilerin  gelisimi es zamanli olarak takip
edilebilmekte, igme sularindaki toksik siyanobakteriler tespit
edilebilmekte ve dogal su kaynaklarinda siyanobakteri varlig
uzaktan belirlenebilmektedir (Eriksen, 2008).

Gida katkisi ve fonksiyonel gida olarak kullanimi
Siyanobakterilerin  fonksiyonel gida  olarak  tliketimi
fikosiyaninin kullanim alanlarindan bir digerini olugturmaktadir.
Kurutulmus S. platensis'in fonksiyonel gida olarak tiiketiminde
fikosiyaninin  fonksiyonunu g6steren bir dizi galisma
bulunmaktadir. Son zamanlarda ilgi fikosiyaninin fonksiyonel
bilesenler iceren kurutulmus S. platensis ile alinmasina dogru
kaymaktadir.  Besinsel  degerlerinin  otesinde  tim
siyanobakterilerin fikosiyanin igerikleri nedeniyle, badisiklik
sistemini uyardi§l, antioksidan, antiinflamatuar, antiviral,
antikanser ve kolesterol disirlcl etkiler gdsterdigi 6ne
siirliimistlr. Siyanobakteriler biyolojik olarak birgok aktif
bilesik icerdiginden, siyanobakterinin tiiketilmesi ile olusan bu
saglik etkilerinin yalnizca fikosiyanin igeridi ile iliskilendiriimesi
tam olarak miimkiin degildir (Eriksen, 2008).

Nutrasétik ve farmasétik olarak kullanimi

Farkli siyanobakterilerden elde edilen saf fikosiyanin
antioksidan ve radikal uzaklastirici aktivitesi oldugu ve bu
baglamda saflastirimis C-PC'nin nutrasétik ve farmasotik
olarak kullaniima potansiyeline sahip oldugu birgok arastirici
tarafindan bildirilmistir (Benedetti vd., 2006; Bermejo vd.,
2008; Soni vd., 2008). Hidroksil radikallerinin yok olmasinda
fikosiyaninin buayik bir kismini olusturan fikosiyanobilinlerin
sorumlu  olduu  belirlenmistir ~ (Zhou  vd.,  2005).
Fikosiyanobilinlerin  kimyasal yapisi glglli bir antioksidan
oldugu bilinen bilirubinin  kimyasal vyapisi ile benzerlik
gostermektedir (Romay vd., 2003). Bilurubin, plazmada
biliverdin redtiktaz enzimi tarafindan biliverdinden sentezlenen
ve lipitleri oksidasyondan koruyan bir maddedir. Diger yandan
antioksidan aktivitenin asil sorumlusunun fikosiyanobilinin
indirgenmis formu olan fikosiyanorubin olabilecedi de ifade

edilmigtir.  C-PC’nin  denatlrasyonu veya tripsin ile
pargalanmasi sonucunda antioksidan aktivitesi artmakta ve
peroksit radikallerinin  par¢alanmasi  sirasinda  rengini

kaybetmektedir (Zhou vd., 2005).

Bir dizi bozulmus fizyolojik durumun C-PC uygulamasi
ile dizeltilebildigi ve birgok vakadaki saglik izerine olan bu
olumlu etkinin, C-PC'nin antioksidan ve radikal parcalayici
etkisi araciligiyla olustugu ifade edilmistir. C-PC’'nin NADH
oksidaz gibi diger bazi enzimleri de inhibe ederek, memeli
hiicrelerinde ve deney farelerinde gen diizenlenmesini
etkiledigi, hicre ¢ogalmasini dnledi§i ve kanserojenik
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hiicrelerde apoptozisi (programli hlcre 0dlimd) uyardigi
gbzlenmigtir. Bu gbzlemler nutrasétik veya farmasotik olarak
C-PC kullanimina olan ilginin giderek artmasina neden
olmaktadir (Eriksen, 2008).

Sonug olarak; tim bu Ustiin O6zelliklerinden dolay!
fikosiyanin genis bir kullanim alani bulmaktadir. Ozellikle son
10-15 yildir fikosiyanin kullanimina ve Uretimine olan ilgi
giderek artmaktadir. Daha yiksek saflikta ve verimde
fikosiyanin elde edebilmek ve dolayisiyla birgok alanda daha
rahat kullanim potansiyeli yaratabilmek igin; fikosiyanin
Ureticisi yeni suglarin belirlenmesi, yeni ve etkili saflagtirma
tekniklerinin gelistirimesi, genetik ve protein muhendisligi
calismalari ile tretim potansiyelinin ve fikosiyanin stabilitesinin
arttinimasi gerektigi disiniimektedir.
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