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Bu galismada besleyici 6geler acisindan zengin, farkh fonksiyonel gidalarda kullanimi giderek yayginlasan Chlorella
vulgaris tird mikroalglerde bulunan B vitamini igeriklerinin 125°C sicaklikta ve 35 dakikalik pisirme kosullari altinda
degisimi incelenmigtir. Ultra ylksek performansli sivi kromatografisi-yliksek ¢ozUnurlUkli kitle spektrometresi
(UHPLC-HR/MS) kullanilarak gerceklestirilen olgimlerde 35 dakikalik pisirme suresi sonrasi B+ (tiamin), B2
(riboflavin), Bs (niasin), ve Bs (piridoksin) vitaminlerinin pisirme islemine maruz birakilmayan kontrol grubuna kiyasla
istatistiki olarak anlamli sekilde (p<0.05) arttigi belirlenmistir. B7 (biyotin) ve B12 (metilkobalamin) miktarlarin ise 35
dakikalik pisirme islemi sonrasi kontrol grubuna gére bir miktar arttigi, ancak aradaki farkin istatistiki olarak anlamli
olmadigi (p>0.05) gézlenmistir. Otuz bes dakikalik uzun isil islemlerinin, kalin bir hiicre ¢eperine sahip Chlorella
vulgaris mikroalg tirinde daha fazla B vitamini agida ¢ikmasina yardimci olabilecegi; boylelikle isil islemlere karsi
hassas olan ve pisirme sonrasi bozundugu bilinen B vitaminlerinin, Chlorella vulgaris tiri mikroalglerde pisirme
sirasinda korunarak fonksiyonel gida urtnlerinde kullanilabilecedi degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Chlorella, Fonksiyonel gida, B vitaminleri

Changes in Vitamin B Complex of Chlorella vulgaris during Long Term Baking Conditions
ABSTRACT

In this study, Chlorella vulgaris microalgae, commonly used in functional foods due to its rich nutritious compounds,
have been subjected to 35-min cooking durations at 125°C to determine changes in its vitamin B content. Using Ultra-
Performance Liquid Chromatography—High-Resolution Mass Spectrometry (UHPLC-HR/MS), long-term 35-min
cooking caused significant increases (p<0.05) in vitamins B+ (thiamine), B2 (riboflavin), Bs (niacin) and Bs (pyridoxine)
compared to raw (non-baked) samples. Vitamins Bz (biotin) and B12 (methylcobalamin) were both higher in 35-min-
baked samples although these changes were statistically insignificant (p>0.05). These observations were attributed to
the fact that long-term heat treatment during cooking might help breakage of thicker cell walls present in Chlorella
vulgaris leading to higher vitamin B concentrations compared to raw samples. As such, it was concluded that cooking
processes might help preserve vitamin B-rich content of Chlorella vulgaris and contribute to their use in functional
food products.
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GiRiS

Farkli alg turleri Aztek ve Maya gibi kadim topluluklara
kadar varan doénemlerden beri gida tiketiminde
kullanilmakta olup, besleyici karakterlerine yodnelik
calismalarin artmasi ile birlikte son donemlerde
fonksiyonel gida Uretiminde One ¢ikmaktadir [1-4].
Algler, alternatif protein [5, 6], gida boyalari [7], aljin ve
aljinat turevleri [8, 9], karagenan [10], karotenoidler [11],
omega-3 ve diger doymamis yag asitleri [12] gibi cesitli
gida bilesenlerinin Uretiminde yayginca kullaniimaktadir.
Kuresel iklim krizi sebebiyle etkileri ve sikliklari giderek
artan kuraklik, sel, yangin gibi asin iklim olaylari ve
afetler, tarrm ve hayvancilik faaliyetlerini olumsuz
etkilerken, artan dinya nifusu karsisinda givenli ve

saglikl besin kaynaklarina  erisimin giderek
zorlagmasindan dolayl, alglerin gida Urunlerinde
kullaniminin Ondmuizdeki dénemlere artmasi

beklenmektedir [13-15].

Makroalglere gbre boyutlari ¢ok daha kiguk olan
Chlorella vulgaris tirl yesil mikroalgler ise “Spirulina”
genel ismi ile bilinen Arthrospira mavi-yesil alg tirleri gibi
tam biyokiitle (ing. whole biomass) olarak dogrudan
veya farkli gida drlnlerine kuru ve/veya sivi formda
eklenerek kullanilabilmektedir [16-18]. Amerikan Gida ve
flagc Kurumu (US FDA) ile Avrupa Gida Giivenligi
Kurumu (EFSA) tarafindan “Genellikle Guvenilir Kabul
Edilen (ing. Generally Recognized as Safe - GRAS)
statisinde bulunmasi sebebiyle gida drinlerinde
kullanimi ve tuketimi hizla yayginlasmaktadir [19].
Chlorella vulgaris tiri mikroalgler, beta-karoten [20],
lutein [21], zeakzantin gibi karotenoidler ile g¢esitli
proteinler [22, 23], A, E, B vitamin kompleksleri [24],
esansiyel amino asitler [25], polisakkaritler [16], omega-
3 vb. ¢oklu doymamis yag asitleri ve gesitli mineraller
icermektedir [26, 27]. Ps6do-kobalaminden farkl olarak
dogal biyolojik formu olan metil-kobalamin igerdiginden
dolayi Chlorella vulgaris, 6énemli bitkisel B12 vitamin
kaynaklari iginde gosterilmektedir [28, 29].

iceriklerindeki yiiksek besi 6gelerine ragmen, gida
pisirme proseslerinin mikroalglerde vyarattig1 etkilerin
arastinldidr calismalar literatirde oldukga sinirlhidir.
Ornek olarak, antioksidan 6zelligi oldukga yiiksek, dogal
mavi gida boyasi (Lina Blue®) olarak yayginca kullanilan
ve farkli alg tirlerinden elde edilebilen fikosiyanin
pigmentinin 70°C ve Ustu sicakliklarda denatire oldugu
bilinmektedir [30, 31]. Benzer sekilde C vitaminin 70°C
ve Ustl sicakliklarda bozuldugu bildirilirken [32]; B
(tiyamin), Bz (riboflavin), Be (piridoksin) ve Bs (folik asit)
vitaminlerinin 1siya karsi duyarl olduklari raporlanmistir
[33, 34].

Gergeklestirilen bu calismada ise, B vitaminleri igerigi
acisindan zengin Chlorella vulgaris tiri mikroalglerin,
125°C sicakhkta uzun sureli (35 dakika) pisirme
kosullarina  maruz  birakildiklarinda B vitamini
konsantrasyonlarinin nasil bir degisim gosterdikleri
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sorusu arastinimig, analitik &lgiimler ultra ylksek
performansli sivi kromatografisi-yliksek ¢6zinurlikli
kutle spektrometresi (UHPLC-HR/MS) kullanilarak
gercgeklestirilmigtir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Bu calismada, Chlorophyceae sinifina ait Chlorella
vulgaris yesil mikroalg turinin, Culture Collection of
Algae and Protozoa (iskogya, Birlesik Krallik)
koleksiyonundan temin edilen CCAP 211/11B susu
kullanilmistir. Besi yeri olarak bu turdn kultirlenmesinde
yaygin olarak tercih edilen Modified Bold’s 3N (MB3N)
kullaniimistir [35]. Besi yeri hazirlanmasinda kullanilan
tim kimyasallar ve analitik standartlar, Merck KGaA
(Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Mikroalg Kiiltiirlenmesi

Mikroalg kultirleri 2-L hacimli Erlen siseler kullanilarak
tasarlanan fotobiyoreaktorlerde (Sekil 1), 110 pmol
foton/m?/s fotosentetik foton aki yogunluguna sahip
beyaz LED isik altinda, 14 saat aydinlk, 10 saat
karanlik gevrimine maruz birakilarak, 25+2°C sicaklikta
buyutilmustur. Reaktérler 0.2 uym filtreden gegirilen ve
400 mL/dk akis oranl kuru hava ile beslenmis ve reaktor
pH seviyesi 8+0.5 olarak sabit tutulmustur. Kesikli
(batch) besleme modunda calistirilan
fotobiyoreaktorlerde, mikroalg  biyokltle  blylime
degerleri gunlik olarak spektrofotometrik (680 nm dalga
boyunda) ve standart 1sik mikroskobu altinda
hemositometrik hicre sayim teknikleri kullanilarak
Olcllmastir. Sekiz ginlik biylime sonrasi orta-katsal
faza gelen mikroalg kdltirleri santrifij yardimiyla
(3140xg, 10 dk) nem oranlari %18-20 seviyesinde
olacak sekilde hasatlanmigtir. Kuru hucre agirliklari,
alikotlanan birim hacimli mikroyosun biyokutlesinin daha
Onceden darasi alinmis 0.44 pm gbézenek capl
membran filtrelerden gegirilerek, 105°C firinlarda 4 saat
kurutulma islemini takiben 2 saat desikatorde nem
oranlari %4-6 seviyesinde tutularak hassas terazi
yardimiyla belirlenmistir.

Pigsirme Kosullar

Mikroalg kulturleri 35 dakikalik uzun sureli pigirme
kosulu olarak 125°C sicaklikta tutulan firinlarda (ON-
105, Daihan, G. Kore), Pyrex® cam petri kaplari (Merck,
Almanya) kullanilarak pisirilmistir [36]. Karsilastirma
yapilan kontrol grubu ise herhangi bir pisirmeye maruz
birakilmamistir (Sekil 2). Mikroalg 6rneklerinin pisirme
Oncesi ve sonrasi nem tayinleri yakin kizilalti (NIR)
analizorii (SpectraStar XT, Unity Scientific, Brookfield,
ABD) kullanilarak yapilmigtir.
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Sekil 1. Calismada kullanilan mikroalg turlerinin kiltirlendigi fotobiyoreaktor sistemi
Figure 1. Fotobioreactor system used to cultivate microalgae species for the stud
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Sekil 2. Calismada kullanilan mikroalg 6rnekleri (C1, C2 ve C3 pisirme islemine tabi tutulan
biyolojik tekrar érneklerini; B1, B2 ve B3 pisirme islemine tabi tutulmayan gruba ait biyolojik

tekrar 6rneklerini ifade etmektedir)

Figure 2. Microalgae samples used for the study (C1, C2 and C3 represent biological
replicates of the baked group; B1, B2, and B3 represent biological replicates of the no-

bake group)

Homojenizasyon Vitamin

islemleri

ve Ekstraksiyon

Kontrol grubu ve 35 dakikalik pisirme islemine tabi
tutulan mikroalg kiltirlerinden alindan nem orani %4-6
olan 250 mg'lik 6rnekler, 1 mL 4:5 kloroform:metanol
(v/v) solvent karisimi igerisinde 0.1 mm ve 0.5 mm
¢aplarinda cam bilyeler kullanilarak homojenize
edilmistir. Homojenizasyon islemleri, bilyeli 6gutme
sistemi (Precellys, Bertin, Fransa) yardimiyla 2500
rom’'de 1 dakikalik 6gutme ve 2 dakikalik buz Ustiinde
sogutma adimlarinin 8 kez tekrar edilmesi ile
gerceklestiriimistir. Homojenizasyon sonrasi drnekler,
amber renkli koyu vialler kullanilarak 4 mL asetonitril ve
80 pL formik asit iceren ekstraksiyon sollisyonuna
alinarak 1 dk boyunca vorteks yardimiyla karistiriimistir.
Karanlik bir odada 10 dk boyunca roller tip karistirici

169

kullanilarak tekrar karistirilan 6rneklerin santrifijleme
islemi sonrasi (3140xg, 15 dk) ust fazlari cam Pastor
pipetler yardimiyla cam viallere alinmistir. Son adimda,
0.22 ym gozenek acikhgina sahip filtreler kullanilarak
elde edilen 6rneklerden toplam 900 pL’lik kisim, 100 pL
ic standart (Biac-siyanokobalamin) ile karistirilarak
analitik 6lgiimlere hazir hale getirilmistir.

Analitik islemler ve Vitamin Analizleri

Orneklerin kromatografik ayirma islemi Ultimate 3000
UHPLC sistemi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) kullanilarak gerceklestiriimistir. Ayirma kolonu
olarak 15 cm Thermo Scientific kolon (Accucore RP-MS,
150X2.1mm, 2.6um) kullaniimis olup kolon firin sicakligi
50°C olarak ayarlanmigtir. Her ikisi de 0.1% formik asit
iceren su (A) ve metanol (B) ¢bzuculerinden olusan ikili
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mobil faz sistemi, Tablo 1’de verilen gradyan ellisyon

gercgeklestirilmistir.

programi uygulanarak kromatografik ayirma islemi
Tablo 1. Kromatografik ayirma islemi sirasinda
kullanilan gradyan eliisyon programi
Table 1. Gradient elution program for the
chromatographic separation of samples
No Zaman  Akis (mL/dakika) %A  %B
1 -2.000 Dengelenme
2 0.000 Baslangig
3 0.000 0.400 98 2
4 5.500 0.400 50 50
5 8.000 0.400 20 80
6 8.100 0.400 2 98
7 8.100 0.600 2 98
8 11.000 0.600 2 98
9 11.100 0.600 98 2
10 14.400 0.600 98 2
11 14.500 0.400 98 2
12 15.000 Bitis

Vitaminlerin kromatografik ayirma islemini takiben akis hizi, 1 AU; kapiler sicakhgi, 380°C; kurutma gazi

kantitatif analizleri icin Ultimate 3000 UHPLC sistemiyle
birlikte calisan Q  Exactive™  Orbitrap  kiitle
spektrometresi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
ABD), pozitif modda isitiimis elektrosprey iyonizasyon
(HESI) kaynagi kullanilarak, ylksek ¢ozunurlikte veri
toplama islemi gergeklestirilmistir. HESI parametreleri
sprey voltaji, 3 kV; gaz akis hizlari; sprey gazi akis hizi,
50 AU; kurutma gazi akis hizi, 15 AU; suplrme gazi

sicakhigi, 350°C olacak sekilde ayarlanmigtir.

Ornekler paralel reaksiyon izleme (PRM) modunda
Tablo 2’'de verilen inkliizyon listesi kullanilarak kantitatif
analiz gerceklestiriimistir. Analiz parametreleri 35000
¢6zinurlik; normalize carpisma enerjisi 35, AGC hedefi
10000, Maximum IT 100 ms ve analiz siresi 15 dk.
olarak ayarlanmigtir.

Tablo 2. Kutle spektrometri paralel reaksiyon izleme inkluzyon listesi
Table 2. Mass spectrometry parallel reaction monitoring inclusion list

Molekdil Ismi Molekil Formula [M] Kitle [m/z] Polarite  Baslangic (dk.)  Bitis (dk.)
Niasin CsHsNO2 124.03930 Pozitif 0.07 1.80
Piridoksin CsH11NOs 170.08117 Pozitif 0.60 1.25
D-pantotenik asit)  CoH17NOs 220.11795 Pozitif 3.00 4.80
Biyotin C10H16N203S 245.09544 Pozitif 5.55 6.00
Tiamin C12H17N4OS 265.11176 Pozitif 0.50 0.95
Riboflavin C17H20N40s 377.14556 Pozitif 5.75 6.20
Folik asit Ci19H19N70s 442.14696 Pozitif 4.95 5.40
Metilkobalamin Ces3Hg1CoN13014P 673.79121 Pozitif 4.35 5.60
Siyanokobalamin Ces3HgsCoN14014P 678.29098 Pozitif 5.41 5.85
istatistiksel Analizler raporlanmigtir. Rickman ve ark. [38] ise 0zellikle

Calisma kapsamindaki tim deney setleri tgerli bagimsiz
biyolojik tekrarlar seklinde gergeklestiriimis  olup,
sonuglar ortalama + standart sapma olarak
raporlanmistir. istatistiksel degerlendirmeler SPSS
Statistics (v25, IBM, Chicago, IL, ABD) programi
kullanilarak iki uclu bagimsiz érneklem t-testi ile %95’lik
guven araliginda belirlenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Besinlerde vitamin igeriklerinin sicaklik temelli gida
hazirlama (pastérizasyon, vb.) ve/veya pisirme iglemleri
sirasinda gosterdigi degisikliklerin arastiriimasi, gida
sektériinde 6nem tasiyan konulardandir. Lee ve ark.
[37] tarafindan gercgeklestirilen calismada kaynatma,
bugulama, mikrodalga gibi farkli pisirme islemlere maruz
birakilan sebzelerde bulunan vitaminlerden agirlikli
olarak Vitamin C ve yagda ¢6ziinen vitaminlerin (A, D)
korundugu, bazilarinin ise kayboldugu (K vitamini gibi)
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konserveleme oncesi Isil isleme birakilan meyve ve
sebzelerde B ve C vitaminlerinin azaldigini belirlemistir.
Kaynatma isleminin sit igerisinde bulunan B12 vitamin
icerigini oldukga duslirdigu [39]; benzer sekilde
kavurma igleminin fistik Grtinlerinde B+ vitamini icerigini
azalttigr raporlanmistir [40].

B vitamini icerikleri agisindan oldukga zengin C. vulgaris
tirt mikroalglerin ekmek [41], makarna [42], kurabiye
[36], vb. gida Urlnlerinde kullanimi yayginlagmaktadir.
Bu cergevede, farkli gida drlnlerin pisirme surelerini
kapsayacak sekilde 125°C sicakhkta 35 dk’hik uzun
pisirme suresinin B vitamini igeriklerine olan etkisinin
arastinldig1 bu ¢calismada, C. vulgaris tiri mikroalglerde
By (folik asit) diginda tespit edilen tim diger B vitamin
iceriklerinin, pisirme islemine tabi tutulamayan kontrol
grubuna goére korundug@u ve pisirme isleminin daha fazla
B vitamini gikmasina yardimci olabilecegi belirlenmistir
(Tablo 3).
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Tablo 3. Otuzbes dakikalik pisirme islemine maruz birakilan mikroalg 6rneklerindeki B vitamini

iceriklerinin kontrol grubuna goére degisimi

Table 3. Changes in Vitamin B contents of 35-min baked microalgae samples compared to no-bake

control group

Vitamin tard Kontrol grubu (ug/100g kuru agirlik) 35 dk. Pisirme (ug/100g kuru agirlik)
B1 (Tiamin) 579.04+19.34 680.66+62.15"

B2 (Riboflavin) 1.82+0.45 63.20+17.27

Bs (Niasin) 4814.64+390.06 7973.80+2022.08

Bs (Pantotenik asit) 127.65+£12.96 127.57+0.41

Be (Piridoksin) 2.084+0.19 7.05+0.07

B7 (Biyotin) 8.47+0.33 9.78+1.02

Bs (Folik asit) ND ND

B12m (Metilkobalamin) 243.39+25.91 264.98+18.24

“Istatistiksel olarak kontrol grubundan farkli (p<0.05) (n=3).

UHPLC-HR/MS kullanilarak gergeklestirilen analizlerde
B+ (tiamin), B2 (riboflavin), Bs (niasin), ve Bs (piridoksin)
vitaminlerinin 35 dk pisirme strelerine maruz birakilan
orneklerde kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak
anlaml  sekilde (p<0.05) daha fazla bulundugu
belirlenmistir (Cizelge 3). Vitamin Bz (biyotin) ve Biam
(metilkobalamin) konsantrasyonlari incelendiginde ise
35 dk pisirme islemine tabi tutulan &rneklerin kontrol
grubuna gore bir miktar fazla konsantrasyonda olduklari
ancak bu farkin istatistiki olarak anlamli olmadigi
(p>0.05) gobzlenmistir. Vitamin Bs (pantotenik asit)
iceriklerinde ise 35 dk pisirme sonrasinda kontrol
grubuna gore degisim goézlenmemigtir (Tablo 3).

Yakin zamanda yayinlanan bir derleme c¢alismada,
mikrodalga kullanilarak pisirilen makroalglerde vitamin
ve diger metabolit icerikleri daha fazla korunurken,
kaynatma  yontemi tercih  edilerek  hazirlanan
makroalglerde ise daha fazla metabolit kaybi oldugu
degerlendirilmigtir [44]. Literatirde genel olarak B
vitaminlerinin  1sil  iglemlere tabi  tutulduklarinda
bozulduklar belirtiimekle birlikte, 6zellikle B4 (tiamin), Bs
(pantotenik asit), Bs (piridoksin), Bg (folik asit) ve Biam
(metilkobalamin) vitaminlerinin diger vitaminlere kiyasla
Islya kargl daha fazla hassas olduklari raporlanmaktadir
[33, 43, 45]. Bu calisma kapsaminda ise bu yaygin
gorusun tersine 125°C sicaklikta 15 dk ve 35 dk'lik
surelerde pisirilen C. vulgaris turi mikroalg érneklerinde
B vitaminlerinin kontrol grubuna goére daha yuUksek
konsantrasyonlarda oldugu belirlenmistir (Tablo 3). Bu

sonuglar, bitkisel hicre yapisina benzer kalin hicre
ceperlerine sahip C. vulgaris turi mikroalglerin [46],
pisirme islemi sirasinda sicakliga maruz birakilmasiyla
birlikte daha fazla B vitamini elde edilmesine sebep
olabilecedi degerlendiriimistir. Bu goérisin dayanagi
olarak, B vitaminlerinin ekstraksiyonu sonrasinda ve
analitik 6lgimlerden hemen 6nce alinan goérintulerde 35
dk pisirme iglemine maruz birakilan érneklerin baglangig
biyokitle miktarlari ayni olmasina ragmen daha koyu
lizatlarin elde edildigi gozlenmigtir (Sekil 3).

Sekil 3’den goruldigu Gzere pisirme isleminin mikroalg
hicre duvarinin pargalanmasina yardimci olabilecegi,
boylelikle 1sil isleme tabi tutulmayan kontrol grubundan
daha fazla B vitamini kompleksinin elde edilebilecegdi
degerlendirilmigtir. Literatirde isil isleme tabi tutulmayan
ham ve pigirilen O&rnekler ile yapilan ¢alismalar
karsilastirildiginda, 1zgara yapilan Afrika Kedi Baligr'nin
pisiriimeyen baliklara gére daha fazla B2 (riboflavin) ve
Bs (niasin) vitamini icerdigi gézlenmistir [47]. Benzer ve
kapsamli bir baska c¢alismada ise ballkk ve balik
drtnlerinin bugulama, 1zgara ve tava gibi farkli pisirme
kosullarinda B2 ve Bz vitaminlerin, pisirilmemis Urlnlere
gore daha fazla oldugu kaydedilmistir [48]. Bu durum,
literatirdeki yaygin orneklere kiyasla bazi gida
drtnlerinin  pisirme yontemi ile sl igleme tabi

tutulduklarinda B vitamini igeriklerinin daha fazla agiga
cikabilecegi ihtimalini dogurmakla birlikte, bu alanda
ve

daha kapsaml kontrolll

duyulmaktadir.

calismalara ihtiyag

Sekil 3. Mikroalg 6rneklerinin ekstraksiyon islemi sonrasi gortntileri [Kontrol grubu (sol), 35 dk. pisirme (sag)]
Table 3. Images of microalgae samples following extraction process [No-bake control group (left), 35-min baked group

(right)]
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SONUG

Ozetle, bu c¢aligmada B vitaminleri igerigi agisindan
zengin olan ve son doénemlerde farkli fonksiyonel
gidalarda kullanimi yayginlasan Chlorella vulgaris tiri
mikroalglerin, karistirilarak kullanildigi Grdnler itibariyle
ekmek, kurabiye, vb. Urunlerin pigirme yontemi ile isil
islemlere maruz birakildiginda bazi B vitaminlerinin
pisirimeyen orneklere gore daha fazla acgida ciktidi,
digerlerinin ise maruz kaldiklar 1sil isleme ragmen
korundugu belirlenmigtir. Isil iglemlere kargi hassas
oldugu bilinen vitaminlerin mikroalg hiicre ¢eperi iginde
korundugu, isil islemin pisirme sonucu gidada korunan
B vitamini iceriklerine olumlu katkida bulunabilecegi
raporlanmistir.
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