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ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF GROWTH AND TOTAL CAROTENOID PRODUCTION
CHARACTERISTICS AT TWO Dunaliella sp. STRAINS ISOLATED FROM IZMIR
CAMALTI SALTERN AND TUZ LAKE

Gizem DONMEZ

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Hydrobiology

Supervisor: Prof. Dr. Siikran DERE (Bursa Uludag University)

Second Supervisor : Prof. Dr. Mete YILMAZ (Bursa Technical University)

Dunaliella species, which constitute the first ring of the food chain in salt production
plants, salty and soda lakes in our country, are able to exhibit rapid growth
characteristics and wide tolerance to environmental factors. Dunaliella sp. strain
AQUAMEB 9 was isolated from Izmir Camalt1 Saltern, while AQUAMEB 20 strain
isolated from Tuz Lake. All strains were obtained from BTU culture collection.
Plymouth Erd-Schreiber culture medium with a salinity of 165 ppt was used as culture
medium. AQUAMEB 9 and AQUAMEB 20 strains were subjected to experiments to
examine growth and beta carotene production at constant temperature (24 © C £+ 1), low
light (65 umol.foton.m?2.s) and high light (650 pmol.foton.m™2. s1) intensities, 2 and 3
repetitions, respectively. Growth experiments continued until the end of the stationary
phase. Cell growth was determined by using the Uthermohl method under the
microscope. Total carotenoids quantity were determined by spectrophotometric
methods. As a result of the study, the cell numbers and total carotenoid amounts of
AQUAMEB 9 and AQUAMEB 20 Dunaliella sp. strains were determined under high
light intensity. It was found that the number of cells and total carotenoid amounts
increased in repetitions. High light intensity has been found the have on effect on
increasing growth and pigment production. It was determined that high light intensity
had an effect on growth and pigment production, and AQUAMEB 9 and AQUAMEB
20 Dunaliella sp. strains have different pigment production potentials at different light
intensities.

Key words: Microalgae, Dunaliella, izmir Camalt1 Saltern, Tuz Lake, Total Carotenoid
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1. GIRIS

Besin zincirinde temel {iretici olan mikroalgler, ototrof veya heterotrof beslenen,
Okaryot ya da prokaryot yapida olan, farkli ekolojik sartlara adapte olabilen, su
ekosisteminde serbest azotu baglayan, su ve havadaki serbest oksijenin biiyiik
boliimiinii iireten mikroorganizmalardir (Van den Hoek ve ark. 1995). Mikroalgler, bazi
balik larvalarinin ve suda yasayan canlilarin ilk besinidir. Balik beslemede kullanilan

rotifer, cladocera ve copepod besini olarak da akuakiiltiirdede kullanilmaktadir.

Mikroalgler farkli kaynaklardan gelen besinleri 151k yardimiyla (dogal 1sik kaynagi
olarak giines enerjisi veya laboratuvar ortaminda yapay 1sik kaynagi) kullanarak
fotosentez yaparlar. Mikroalgler, fotosentez sonucunda hayati aktiviteleri igin ihtiyag

duyduklar1 besin molekiillerini olustururlar.

Mikroalglerin, gida, yem katki maddesi, organik giibre olarak, atiklarin biyolojik
aritiminda, kiiresel 1sinmayla miicadelede, farmasotik ve terapotik amagli, kimyasal
madde kaynagi olarak, antioksidan ve pigment kaynagi olarak potansiyel kullanim
alanlar1 vardir. Yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanilmalar ilgi ¢ekicidir (Chisti
2007). Biyoteknolojinin gelecekteki en 6nemli kaynagi mikroalglerdir (Borowitzka
1992, Pulz 2001).

Tiirkiyede, Dunalliella tiirleri tuzlalar ve tuz goéllerinde dagilim gostermektedir (Koru
ve Cirik 2001). Chlorophyta sinifindan olan Dunaliella tiirleri kat1 bir hiicre duvarina
sahip degildir. Yiiksek tuzluluk tolerasina sahip bu tiirler yiiksek beta karoten
iretebilme yetenegindedir (Borowitzka 2013). Kuru agirligimin %10’una kadar beta
karoten igerebilmektedirler. Sentetik beta karoten all-trans-pB-karoten formundadir.
Dunaliella ise yiiksek oranda 9-cis-p-karoten iiretir ve bu sentetik olana gore serbest
radikalleri daha iyi etkisizlestirir (Oren 2010). Karotenoid iiretimi yiiksek 151k, tuzluluk,
sicaklik ve besin tuzlarinin sinirlandig1 kosullar altinda olmaktadir Dunaliella’daki beta
karoten kloroplastta yag damlalar1 formunda birikir (Ben-Amotz 2004). Dunaliella
tuzlu su aritimi gibi biyoteknolojik islemlerde kullanilabilme potansiyeline de sahiptir
(Borowitzka ve Siva 2007).



Dogal olarak beta karoten iiretimi mikroalglerden, Dunaliella salina’dan, meyve ve
sebzelerden havug, tathi patates, balkabagindan, mantarlardan ve mikroorganizmalarin
fermentasyonundan elde edilir. Kiiresel beta karoten pazar biiyiikliigiiniin, 2015 yilinda
425 milyon ABD Dolari'nin {izerinde bir degere sahip oldugu ve 2023 yilinda 500
milyon ABD Dolarin1 asmasi1 beklenmektedir. Bu pazarda 2016'dan 2023 yilina kadar
% 3'liin tzerinde bir bilesik yillik biiylime orani beklenmektedir (Anonim 2019).
Mikroalg kaynakli beta karoten iiretimi ise 2015 yilinda toplam gelirin % 35’inden

fazlasini olusturmustur.

Bu tez ¢alismasinda Izmir Camalt1 tuzlasindan ve Tuz géliinden izole edilen Dunaliella
sp. susunun biyoteknolojide farkli 151k yogunluklarinda toplam Kkarotenoid {iretme
potansiyellerini belirlemek amaglanmistir. Ayni zamanda bu iki Dunaliella sp. susunun

biiylime oranlarini belirlemek, bu tez ¢alismasinin bir diger amacini olusturmustur.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mikroalgler

Mikroalgler,  denizlerde, okyanuslarda, tatli ve tuzlu sularda yasayan, hizl
biiyiiyebilen, farkli yasam sartlarina adapte olabilen, suyun hareketi ile pasif olarak yer
degistiren, filamentli, tek hiicreli kamgili, kamgisiz, kamgili ve kamgisiz koloni
seklinde prokaryotik veya okaryotik olan primer treticilerdir. Pigmentleri sayesinde
karbondioksiti, suyu, inorganik besin maddelerini 1s1k ile karbonhidratlara
dondstiirtirler. Sudaki organik besin degerini ve ¢oziinmiis oksijen degerini arttirirlar.
Besin zincirinin ilk zincirini olusturmasi, organik iiretime katkisindan dolay1 ve st
zincirdeki canlilarla olan iligkileri a¢isindan hayati 6nem tasimaktadirlar (Sharma 1986,
Sasson 1997).

Mikroalg biyokiitlesinin % 50’si karbondur ve tiim fotosentetik canlilardaki gibi ihtiyag
olan inorganik karbon formu CO2’dir ve mikroalgler giines 1s18in1 karasal bitkilere
kiyasla 10 kat daha verimli kullanmaktadir (Skjanes ve ark. 2007). Mikroalgler,
karotenoidler, yag asitleri ve vitaminler olmak iizere biyoteknolojik olarak uygun
bilesiklerin siirdiiriilebilir tiretimi i¢in umut vadedici bir kaynak olarak ilgi ¢ekmektedir

(Raposo ve Morais 2013).

Mikroalg tiirevlerinde seconder metabolitler, antioksidan, antiviral, antibakteriyel,
antifungal, antienflamatur, antitimor ve biyoaktif molekiilleri sentezlediklerinden

endiistriyel biiyiime ve gelisim igin genis bir perspektife sahiptir (Liu ve ark. 2016).

2.1.2. Mikroalg kiiltiiriiniin tarihgesi

Laboratuvar ortaminda mikroalglerin iiretimi yaklasik 140, ticari olarak iiretimi ise
yaklasik 60 yillik bir siireyi kapsamaktadir (Borowitzka 2013). Ilk kiiltiir calismasi
Haematococcus pluvialis tiirii yapilmistir (Cohn 1850). Ilerleyen zamanda, yesil
alglerden olan Desmococcus olivaceus ve Chlorococcum infusionum inorganik kiiltiir

ortaminda Famintzin tarafindan tretilmistir (Famintzin 1871, Borowitzka 2013). 1890



yilinda Beijerinck tarafindan Chlorella vulgaris ile ilk modern mikroalg kiiltiir
calismalar1 gergeklestirilmistir (Beijerinck 1890, Borowitzka 2013). Harder ve von
Witsch (1942) mikroalglerin yiiksek lipit igeriginin yakit ve besin tiretiminde
degerlendirilebilecegini onermislerdir (Harder ve von Witsch 1942). Yakit iiretiminde
mikroalglerin fizibilitesi ile ilgili ayrintili ¢alismalar Chlorella ile Aaach tarafindan
1952 yilinda yapilmis olup, arastirmalarin sonucunda, azot sinirlayici kosullarda kuru
agirh@inin - % 70° inden daha fazla oranda kuru agirliktan daha fazla lipit iirettikleri
tespit edilmistir (Aach 1952, Borowitzka 2013).

Stanford Arastirma Enstitlisti’'nde 1948-1950 yillarinda biiyiik 6lgekte, 1951 yilinda ise
Cambridge, ABD‘de pilot Olgekte agik sistemler kullanilarak Chlorella iiretimi
gerceklestirilmistir (Borowitzka 2013). 1960°larda Kaliforniya Universitesinde Oswald’
i bagkanliginda, atik su aritimi ve biyokiitle iiretimi i¢in biiyiikk 6lgekte caligmalar
gerceklestirilmistir (Oswald 1957, Oswald ve Golveke 1960). 1960’larin basinda
Kaliforniya’da 2700 m? alanda 1000 m?® kapasiteli kivrimli havuzlarda mikroalg
yetistiriciligi Richmond tarafindan kurulmustur (Farrar 1966). 1960-1970 yillarinda
besin kaynagi olarak kullanilmak {izere Chlorella tiiri Japonya ve Taiwan’da
tretilmistir.  1970°’li  yillarda Texcoco golinde (Meksiko) ilk Spirulina tesisi
kurulmustur. 1980 yilinda ABD’de raceway kiiltivasyon havuzlarinda Spirulina tiretimi

gerceklestirilmistir (Borowitzka 2013).

1980 yillarda, tuzlu sularda yaygin olarak yasayan, yesil mikroalg olan Dunaliella
salina tiiriinden, ticari amagl beta karoten iiretimi Avustralya, ABD ve Israil’de
gerceklestirilmistir. Giiniimiizde Israil ve Avusturalya’da yillik 1000 tondan fazla kuru
biyokiitle iiretimi gerceklesmekte olup elde edilen beta karoten tip alaninda

kullanilmaktadir (Borowitzka 2013).
2.1.3. Mikroalg kiiltiir koleksiyonlar:
Mikroalg kiiltiir koleksiyonlar1 belirli bolgenin fitoplanktonik mikrobiyal ¢esitliligini

korumak ve belgelemek amaciyla kurulur. Mikroalg kiiltir koleksiyonlari

biyoteknolojinin ¢esitli branglarinda kullanilabilecek tiirlerin kesfine de yardim eder.



Diinyanin farkli bolgelerinde farkli tiirlerin bulundugu alg kiiltiir koleksiyonlari
mevcuttur (Ozen ve ark. 2016). Ulkemizde ise kiiltiir koleksiyonlarinda bulunan tiir
sayilar1 kisithdir. Tirkiyede ilk mikroalg Kiiltiir koleksiyonu EGEMACC Ege
Universitesi Mikroalg Kiiltir Koleksiyonudur. Bursa Teknik Universitesi Alg ve
Siyanobakteri Kiiltiir Koleksiyonu olan AQUAMEB ise 50’ ye yakin monoalgal

mikroalg kiiltiiriiyle bulunmaktadir.

Diinyada yaygin olarak bilinen mikroalg kiiltiir koleksiyonlari, Cin’de bulunan FACHB,
Freshwater Algae Culture Collection, Chinese Academy of Sciences, Almanya’da
bulunan SAG, Sammlung von Algenkulturen at University of Goettingen ve CCAC,
Culture Collection of Algae at the University of Cologne, ve Avustralya’da bulunan
ANACC, Australian National Algae Culture Collection ve ABD’de bulunan CCMP,
Provasoli-Guillard National Center for Marine Algae and Microbiota ve UTEX, The
Culture Collection of Algae at the University of Texas Austin, Danimarka’da bulunan
SCCAP, Scandinavian Culture Collection of Algae - Protozoa ve Portekiz’de bulunan
ACOI, Coimbra Collection of Algae ve Japonya’da bulunan NIES, Microbial Culture
Collection at National Institute for Environmental Studies ve Ingiltere’de bulunan
CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa ve Kore’de bulunan KMMCC, Korea
Marine Microalgae Culture Center’dir (Elcik ve Cakmake¢1 2017)

2.2. Dunaliella sp’nin Sistematigi ve Tarihgesi

Diinyadaki hipersalin ortamlarda yasayan, tek hiicreli yesil alg olan Dunaliella 1838°de
Michel Felix Dunal tarafindan Fransa nin giineyinde Montpellier yakinlarinda
buharlasan tuz havuzlarinda parlak kirmizi renkte hiicreler olarak gozlenmistir.
Dunaliella salina, 1905 yilinda Romen botanik¢i Teodoresco tarafindan Michel Felix

Dunal serefine isimlendirilmistir (Oren 2005).

Tanimlanan Dunaliella tiirleri, Dunaliella bardawii, Dunaliella tertiolecta, Dunaliella
obliqua, Dunaliella minuta, Dunaliella pseudosalina, Dunaliella parva, Dunaliella
turcomanica, Dunaliella terricola, Dunaliella minutissima, Dunaliella granulata,

Dunaliella ruineina, Dunaliella percei, Dunaliella gracilis, Dunaliella jacobae,



Dunaliella media, Dunaliella Baas beckingii, Dunaliella acidophila, Dunaliella
quartolectai, Dunaliella paupera, Dunaliella maritima, Dunaliella bioculata,
Dunaliella polymorpha, Dunaliella carpatica, Dunaliella asymetrica, Dunaliella
primalecta, Dunaliella lateralis, Dunaliella flagellata, Dunaliella obliqua, Dunaliella

salina, Dunaliella viridis’dir (Avron ve Ben-Amotz 1992).

Dunaliella cinsinin sistematikteki yeri asagidaki gibidir:
Alem(Regnum): Plantae

Alt alem(Subregnum): Thallophyta

Boliim(Phylum): Chlorophyta

Simf(Classis): Chlorophyceae

Takim(Ordo): Chlamydomonoadales
Familya(Familia): Dunaliellaceae

Cins(Genus): Dunaliella sp.

2.3. Dunaliella sp.’nin Genel Ozellikleri

Dunaliella tiirlerinin hiicre morfolojileri farklilik gosterebilir. Dunaliella tiirleri ortam
sartlarina gore elipsoid, oval, kiiresel, asimetrik, fusiform, dorsoventral simetrili,
bilateral sekillerde olabilir. Genellikle hiicrelerin bas kismi dar, alt kismi genis
morfolojileri vardir (Avron 1992, Borowitzka ve Brown 1974, Koray 2002, Borowitzka
ve Siva 2007). Dunaliella hiicre uzunluklar1 5-25 pm arasinda, genislikleri 3-13 um
arasinda degismektedir (Ben-Amotz ve Avron 1980, Borowitzka ve Borowitzka 1988a,
Oren 2005).

Hiicrenin u¢ kisminda hiicre boyu kadar homodinamik 6zellige sahip 2 adet kamgci
bulunur (Vismara ve ark. 2004). Dunaliella tiirleri tiim hiicreyi kaplayan 1 adet
Kloroplasta, 1 adet niikleusa ve ¢ekirdekgige sahiptir. Dunaliella tiirleri, sert polisakkarit
yapidaki hiicre duvarina sahip olmayip, glikokaliks olarak adlandirilan mukoz yapidaki
ince elastik plazma membrana sahiptir. Plazma membrani, ortamdaki ozmotik
degisikliklere karsi, reaksiyon gostererek, hiicrelerin sekli ve hacminde ani farkliliklara

izin verir ve ozmotik basing etkisiyle hiicrelerin patlamasini 6nler (Ben—Amotz 2004,



Oliveira ve ark. 1980, Melkonian ve Preisig 1984, Leonardi ve Caceres 1994, Hatanaka
ve ark. 1998).

Kloroplastin 6n tarafinda 1-2 stigma (g6z noktasi) vardir. Mitokondri gesitli bolgelere
dagilmistir. 2-4 adet golgi aygiti bulunur. Her bir golgi aygitt 10-15 adet keseye
sahiptir. Endoplazmik retikulum stres sartlart altinda (Hiperozmatik) endoplazmik
retikulumun sayilar1 artmasiyla, membran materyalleri i¢in kaynak gorevi gordiigi
diigiiniilmektedir. Sicaklik, 151k ve tuz konsantrasyonu degisikligi kloroplast ve
endoplazmik retikulum organelinin yapisinda ve sayisinda degisiklige neden olmaktadir

(Ben Amotz 1989a).

Dunaliella hiicreleri stres sartlarinda ozmatik soka ugrayarak sekil degistirir, ekstrem
kosullar ortadan kalktiginda, tekrar eski haline geri doner. Diisiik sicaklikta ve yash
kiiltiirlerde diizensiz, dev, amoboid hiicreler formunda olabilir. Diisiik sicakligin
etkisiyle muhtemelen hiicre iskeleti mikrotiibiilleri yikilir ve pargalanir (Melkonian
1980). Dunaliella hiicreleri ozmatik strese cevap olarak gliserol ve beta karoten
biriktirme kabiliyetine sahiptir. Dunaliella tiirlerinde vejetatif tireme flagellali evrede
boyuna boliinme ile gerceklesir. Boliinme oncesinde mikroorganizmanin hacmi artar,
kamgilarinin sayist iki katina ¢ikar. Ortam kosullar1 degistiginde kiiresel, kalin
duvarlara sahip aplonospor (kist) formunda bulunabilirler. Dunaliella tiirlerinde eseyli
lireme ise esit boyuttaki gametlerin izogami ile sitoplazmik koprii (konjugasyon)
yoluyla olmaktadir. Zigot yesil ya da kirmizi renkte olup, kalin ve yumusak hiicre
duvart ile ¢evrilidir. Dinlenme evresinden sonra zigotun hiicre duvari patlayarak 2, 4, 8,

16 kardes hiicre meydana gelir (Borowitzka ve Siva 2007).

Dunaliella salina ve Dunaliella bardawil dogal beta karoten kaynagidir (Borowitzka ve

Borowitzka 1988, Gonzalez ve ark. 2009). Kuru agirliklarinin %10-14 arasi beta
karoten biriktirebilirler. Ayrica yigin Kkiiltlirlerinde abiyotik stres adaptasyonlari
uyarlamalar1 agisindan en kapsamli calisilan tiirlerdendir (Ben-Amotz ve Avron 1983,
Cifuentes ve ark. 1996, Oren 2005).



Yiksek tuz yogunluklarinda hiicrenin etrafini saran mukoz tabaka ve kamgisi ortadan
kalkarak, su kaybini tolere etmek ve kotii ortam sartlarindan korunmak amaciyla
dayanikli kist formu olusturur (Borowitzka ve Siva 2007). Stres sartlarinda hiicre
bliylimesini sinirlayici sartlarda kiiltiir kosullar ytliksek 1s1k yogunlugu, yiiksek sicaklik,
yiiksek tuzluluk ve besin eksikligini igerdiginde organizma cevap olarak (D. salina ve
D. bioculata) yiiksek miktarda beta karoteni kloroplastlarin tilakoid bosluklari
arasindaki yag globiilerinde biriktirir. Karotenoid pigmenti klorofil hasarini Onler.
Hiicrelerin renkleri, kirmizi, turuncu renk alir (Ben-Amotz ve Shaish 1992, Ben-Amotz
2004).

Dunaliella hiicrelerinin, yiiksek tuz yogunluklarinda, hiicre i¢i gliserol icerigi, % 50'yi
asar. Gliserol, enzimleri inaktivasyon ve inhibisyona kars1 koruyan 'uyumlu bir ¢oziinen'
olarak gorev yapar (Borowitzka ve Brown 1974). Hiicreler, ozmatik degisimlere hacim
ve sekil degistirerek adaptasyon saglar. Dunaliella salina, = Osmoregiilasyon
mekanizmasi sayesinde, %5-%35’e kadar NaCl derisimlerinde yasayabilmektedir (Ben-
Amotz ve Avron 1983, Borowitzka ve Borowitzka 1992). Dunaliella ayrica alglerin
farkli tuz yogunluklarinda kendini nasil adapte ettiklerini ve diizenledigini anlamada
¢ok 6nemli bir model organizma olarak hizmet eder. Aslinda, diger organik maddelerde
ozmotik dengeyi korumak i¢in ¢oziinen maddelerin gelistirilmesi fikri Dunaliella‘nin
osmoregiilasyon kabiliyetlerinden kaynaklanmaktadir (Oren 2005). Dunaliella tiirleri
farkli ortam sartlarina adaptasyonu ve toleranslariyla ilgi c¢ekicidir. Dunaliella
antarctica, sifir alti sicakliklarda biiyliirken, Dunaliella salina suslart yiiksek 151k
yogunluklarini tolere edebilirken, Dunaliella acidophila, pH (0-1) gibi asidik ortamda
biiyiiyebilir. Dunaliella tiirleri, diger mikroalglere oranla deniz araglarindan
kaynaklanan akaryakit kirlenmesine karsi daha toleranslidir (Brown ve Borowitzka
1979).

1980 yilindan itibaren, Avustralya, Cin, Israil, Hindistan gibi iilkelerde ticari dlcekte
beta karoten iiretimi yapilmaktadir. Sili, Ispanya, Iran, Kuveyt gibi iilkelerde de pilot
6lgekli projeler denenmektedir (Ben-Amotz ve Avron 1990, Borowitzka ve Borowitzka
1989, Borowitzka 1990, Garcia Gonzalez ve ark. 2003). 2003 yilinda, komiir yakitl

termik santrallerin karbondioksit salinimlarin1 mikroalg yetistiriciliginde degerlendiren
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ilk firma Israil’deki Seambiotic firmasidir. Dunaliella tiirleri salamura planktonu, tuzla
karidesi olan Artemia i¢in 6nemli bir besindir. Dunaliella popiilasyonlarindaki diisiisler,

Artemia popiilasyonlarindaki artiglarla siklikla iliskilidir (Oren 2014).

2.4. Mikroalglerin Biyoteknolojisi

2.4.1. Mikroalglerin gida olarak, besin takviyesinde ve aquakiiltiirde yem olarak
kullanim

Mikroalglerin gida olarak kullanimi binlerce yil Oncesine dayanmaktadir. Cinde
siyanobakterilerden Spirulina, Cat ve Meksika’da kitlik zamaninda hayatta kalmak igin
kullanilmigtir. Arthrospira (Spirulina) binlerce yildir insanlar tarafindan besin olarak
kullanilmaktadir (Spolaore 2006, Chisti 2006, Milledge 2011). Spirulina hiicreleri, %
60 oraninda protein, % 16-55 oraninda karbonhidrat (seliiloz ve nisasta), yag ve
vitaminleri ihtiva ederler. Mikroalgler E ve B12 gibi B vitamini tiirevlerini igerir. Algler
ticari olarak diyet takviyesi olarak kullanilir. Siyanobakteri olan Spirulina (Arthrospira
platensis) ‘siiperbesin’ olarak tanimlanir (Demirel ve Ozpinar, 2003). Cin’de aslinda
siyanobakteri olan yaklasik 70 alg tiiri Cin sebzesi olarak tiiketilmektedir. Japonya’da
yemeklerde yaklasik 20 alg tiirii kullanilmaktadir (Bigogno ve ark. 2002). Besin
degerleri sebebiyle kiiltiirleri yapilan diger alg tiirleri; yesil alg olan Chlorella tiirleri ve
beta karoten ve C vitamini miktar yiiksek alglerdir. Dunaliella salina besin degerleri

nedeniyle kiiltiirii yapilan bir mikroalg tiirtidiir (Kargin Yilmaz 2008).

Mikroalgler, 1s1k enerjisi kullanimmin verimliligini arttiran fikobiliproteinler
bakimindan ve fotosentetik pigmentleri foto oksidasyondan koruyan karotenoidler
bakimindan zengindir. Yiiksek besin degerine sahip mikroalg liriinleri ekstrakt, tablet
veya kapsiil olarak saf halde ayn1 zamanda, sekerleme ¢ubuklari, zamklar, makarnalar
ve igecekler gibi cesitli gida tirlinlerine katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Liang ve
ark. 2004). Mikroalglerden, Chlorella vulgaris ve Spirulina® nin igerigindeki proteinler,
peptidler, aminoasitler (Hamed 2016). ve Dunaliella salina’nin igerigindeki beta
karoten ve antioksidanlar (Sharma ve ark. 2016). gida endiistrisinde kullanilmaktadir.
Dunaliella ' dan gliserol ve beta karoten ¢ikarildiktan sonra kalan kuru agirhig: yaklasik

% 40 oraninda protein igerir (Ben-Amotz ve Avron 1990).



Dunaliella tiirlerinden iiretilen beta karoten ve ekstrakti, gida takviyesi i¢in Dunaliella
tozu ve kapsiilii, hayvan kullanimi i¢in liyofize edilmis Dunaliella hiicreleri olarak
piyasaya sunulmustur. Gida takviyesi endiistrisinde yumusak jelatin kapsiiller i¢in bir
dolgu maddesi olarak kullanilan % 4’liikk beta karoten ¢ozeltileri ve gida maddesi olarak
kullanilan beta karoten iriinleri mevcuttur. Renklendirici madde olarak margarin vs,
besin takviyesi, i¢ceceklerde kullanilan % 2' lik bir emiilsiyon olarak, karidesler ve bazi
diger tiirlerde su firiinleri yemi olarak kullanilmaktadir (Ben-Amotz ve Avron 1990,
Ben - Amotz 1993). Piyasada, karides ve siis baliklart gibi su hayvanlarinin et ve kabuk
renklerinin daha ¢ekici olmasi i¢in kullanilmaktadir (Pulz ve Gross 2004). Beta
karoten ile ksantin pigmenti karistirildiginda karideslerde pigmentasyon i¢in en etkili
madde olan astaksantine doniistiirebilir (Boonyaratpalin ve ark. 2001). Yapilan
calismalarda Dunaliella yemi ile beslenen karidesler kontrol grubuyla kiyaslandiginda
daha fazla kilo alimi ve hayatta kalma egilimi gostermistir (Supamattaya ve ark. 2005).

Yetistiricilik yapilan tesislerde, alglerle beslenme bivalv mollusklarin, (midye, istiridye
vs) tiim gelisim evrelerinde kullanilmaktadir. Bazi balik tiirlerinin ¢ok erken gelisim
evrelerinde ve bazi balik tiirlerinin  beslenmesinde kullanilan zooplanktonik
organizmalar, (rotifer, artemia, kopepod) i¢in besin ve protein kaynagi olarak
kullanilmaktadir (Kargin Yilmaz 2008).

2.4.2. Mikroalglerin, tip, eczacilik ve farmasétik alaninda kullanimi

Mikroalglerden Dunaliella tertiolecta tiirti antikarsinojenik o6zelliklere sahip olan beta
karoten {iiretimi yaygin olarak yapilmaktadir. Dunaliella bardawil ‘den alinan ilag
fibrati ve beta karoten bakimindan zengin toz ila¢ ile kombine bir tedavi
uygulandiginda, hastalarda HDL kolesterol diizeyleri lizerindeki etkisini artirabilecegi
gosterilmistir (Shaish ve ark. 2006). Dunaliella salina ve Dunaliella bardawil yaygin
olarak calisilan tiirlerden olup, biyofarmasétiklerde kullanilmaktadir. Dunaliella,
HBsAQ proteini iiretimine sebep olan doniisiimlere sahiptir. Bu protein, hepatit B viriisii
icin epidemiyolojik olarak dneme sahiptir. Dunaliella ayrica astim, egzama, katarakt ve
hatta kanser i¢in ilaglarinda kullanilir (Bafnuelos-Hernandez ve ark. 2015). Dunaliella

tertiolecta ekstraktlarinin in vitro olarak viral replikasyonu inhibe ettigi gézlenmistir
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(Fabregas ve ark. 1999). Dunaliella tiirleri Anti-HSV faktorii tireterek, viral saldirilar
bloke etmesiyle antiviral 6zellik gostermektedir. Dunaliella tertiolecta antihipertansif,
bronkodilator, antiseratonin, kas gevsetici, polisinaptik blok, analjezik, antiodem etkileri
vardir. Sulu ekstratlarinin Santral Sinir Sistemi depresani ve kas gevsetici etkileri de

bulunmaktadir (Borowitzka 1999).

Endiistriyel olarak yetistirilen siiperantioksidan olarak tanimlanan Haematococcus
pluvialis mikroalgi farmakoloji ve gida alaninda kullanimi igin tirettigi aktif madde olan
astaksantin  pigmenti  calistlmistir  (Shah  ve  ark.  2016).  Chlorella
pyrenoidosa ve Chlorella elipsoidae tiirleri, immiinostimiilator o&zelliklere sahip
kompleks  polisakkaritler  igermektedir (Bin ve ark. 2013). Yapilan
caligmalar  polisakkaritleri  sayesinde, antioksidan o6zellik  gostermekte ve
antienflamatuar ve analjezik yetencklerini kanitlamaktadir (Guzman ve ark. 2001,
Guzman ve ark. 2003).

2.4.3. Mikroalgerin tarimda biyogiibre ve iyilestirici olarak kullanimi

Mikroalgler, biyoremediasyon uygulamalarinda ve biyogiibre olarak kullanilmaktadir.
Serbest yasayan azot fikse edebilen siyanobakteriler piring tarimi yapilan bolgelerde
giibre olarak kullanilmaktadir (Kerby ve Rowell 1992).

Sahil kesimlerindeki makroalgler, fosfor ve potasyum gibi iz elementler ihtiva
ettiginden giibre olarak kullanilmaktadir. Toprak iyilestiricisi, kok ve bitki gelisimi
diizenleyicisi olarak da kullanilmaktadir. Erozyonu azaltmak, havalandimay1 saglamak

ve su hareketini kolaylastirmak gibi 6zellikleri vardir.

Tarimsal kokenli yliksek oranda gilibre igeren atiksular da mikroalg yetistiriciliginde
kullanilabilir. Tarimsal kdkenli atiksularda yetisen mikroalgler karbonhidrat ve protein
bakimindan zengin olmasiyla biyodizel disinda biyoyakit iiretimine de katkida bulunur

(Caliskan Eleren ve Oner, 2019).
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Tiirkiye de giibre ve tarim uygulamalarinda Mikroalg Gida Tarim Sanayi A.S Chlorella
sp. irlini olan TerraDoc adinda probiyotik 6zellikte mikroalg giibresi liretmektedir

(Anonim 2018).

2.4.4. Mikroalglerin atik su aritiminda kullanimi

Mikroalgler atik su aritiminda kullanilabilmektedir. Mikroalglerin, inorganik maddeleri
toplama  kapasiteleri  yiiksek  oldugundan  biyolojik aritma  yontemlerinde
kullanilmaktadir (Talbot ve de la Noue 1993). Aritma islemi, kaynaklardan gelen
atiklarin oksijensiz bir ortamda mikroalgler tarafindan oksijenlendirilerek gergeklesir.
Mikroalgler, bazi agir metalleri absorbe etmelerinin yani sira, petroliin alifatik ve
aromatiklerini, klorlu halokarbonlari ve pestisitleri biyotransforme ve biyogokeltme
ozelligine sahiptir (Portier ve Miller 1991).

Serbest ve immobilize mikroalg olarak atik su yonetim programlarinda Dunaliella
kullanilmistir. Dunaliella’nin NH 4* ve PO 43 gibi bilesikleri biriktirir ve atik su ve
atik bakir ve arsenik gibi agir metalleri absorbe etme kabiliyetleri vardir (Yamaoka ve
ark. 1999). Atiksu ortaminda N ve P gibi nutrient konsantrasyonlar1 yiiksektir. N” un
biiyiikk bir kismi, yiiksek yogunluklarinda alg biiyiimesini inhibe edebilen amonyak
formundadir (Wrigley ve ark. 1990).

Dunaliella tertiolecta, sudaki agir metallerin uzaklastirilmasi1 ve biyolojik olarak
temizlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Tsuji ve ark. 2002). D. tertiolecta ayni zamanda,
yiiksek azot ve amonyak seviyelerine sahip tuzlu atiksularin tersiyer aritimi igin ideal
bir aday olarak onerilmektedir (Belle 2007). D. tertiolecta deniz ortamindan inorganik
arsenik alabilir ve onu arsenoribozlara metabolize edebilir (Foster ve ark. 2008). D.
salina’ nin yiiksek bir N ve P giderim etkinligi oldugunu gosterilmistir (Thakur ve
Kumar 1999).

Dunaliella tertiolecta  benzeri algler, antropojenik bilesiklerin ortamlardaki
ekotoksisitesinin degerlendirilmesi i¢in biyoindikatorler olarak gérev yapmaktadir. Bu
tiir biyo-tahlillerin atik ve atiklar icin g¢evresel izlemeye entegrasyonuyla kirliligin

Onlenmesi ve c¢evrenin korunmasi saglanabilir. Hayvanlar gibi diger test

12


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b171
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b141
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b187
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b187
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b178
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b8
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b63
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b175
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b175

organizmalarina kiyasla algler belediyelerden ve endiistrilerden gelen ¢esitli atik sulara

kars1 daha fazla duyarliliga sahiptir (Lewis ve ark. 1998).

Ciddi kosullarda biiyiime kabiliyeti 6zelligiyle Dunaliella ¢evresel toksisiteyi test etmek
icin kullanilabilir. Ornegin, Dunaliella tertiolecta, bir biyo-tahlil organizmas: icin
kriterlerin ¢ogunu karsilayan bir gevresel biyosensor ve gosterge olarak segilmistir
(Reish ve Lemay 1988). Ayrica deniz suyu toksisitesinin test edilmesi i¢in standart bir
organizma olarak Onerilmistir (Anonim 1998). Arastirmacilar, deniz ortamlarindaki
herbisitler i¢in bir tahlil gelistirmek {izere yedi mikroalg cinsini test etmislerdir. Elde
edilen sonuglar, Dunaliella primolecta’ nin diger mikroalgler arasinda tanimlanmis ve
optimize edilmis bir ortamda alloksidim, sethoksidim, metamitron ve klopralid dahil
dort herbisitin  bir biyodetektorii olarak kullanilmasinda en iyi potansiyele

sahip oldugunu goéstermistir (Santin Montanya ve ark. 2007).

Mikroalglerin atiksularda iiretimi, azot fosfor giderimi ve mikroalg yetistiriciligi i¢in
onemli bir kazanim saglayabilir. Atiksu aritiminin, baca gazi kullaniminin ve biyoyakit
amactyla mikroalg yetistiriciliginin es zamanli yapilmasi; mikroalglerin biyoyakit
iretiminin enerji maliyetini azaltip, gaz emisyonu, nutrient ve su kaynak maliyetlerinin
azaltilmasi ile ilgili olarak cazip bir segenek olur. Atik sularda mikroalgler
yetistirilmesi, Sonucunda yiiksek biyokiitle verimi elde edilmektedir (Caligkan Eleren ve
Oner 2019).

2.4.5. Mikroalglerin, kozmetik ve thallasoterapi alaminda kullanim

Mikroalgler, kozmetik ve thallasoterapi alaninda da kullanilmakta olup, mikroalglerden
tiretilen aktif bilesenler, lekeleri 6nlemek, hasarli cildi onarmak ve iltihaplanma
stirecini  engellemek i¢in kullanilmaktadir. Mikroalglerden elde edilen ekstreler,
iyilesme siirecini hizlandiran ve cilt nemini koruyan ¢esitli biyoaktif maddelere sahiptir
(Kim 2008). Dunaliella tertiolecta ve Tetraselmis suecica mikroalgleri yiiksek
konsantrasyonlarda a-tokoferol ve E vitamini iretir. E vitamini etkili antioksidan
ozellige sahip oldugundan kozmetik formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Brown ve ark. 1999). Karotenoidlerden astaksantin en gii¢lii dogal antioksidan olarak
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kabul edilir, bu nedenle serbest radikallerin etkili bir temizleyicisidir. Insan
metabolizmasinda astaksantin, UV kaynakli foto oksidasyona kars1 cildin korunmasinda

ve dogal giines koruyucu kozmetiklerinde kullanilabilir (Koller 2014).

Mikroalglerdeki karotenoidler, antioksidanlar, foto koruma, antiinflamatuar ve anti-
alerjenik ozellikler gosterirken, yapisindaki biyoaktif bilesenlerde, cilt i¢in olumlu etki
gostermektedir (Heydarizadeh 2013). Mikroalg ekstreleri cilt bakim iriinlerinde,
yaslanma karsit1 kremler, koruyucu, canlandirici, yenileyici lriinler olarak, deodrant

gibi tahris edici iiriinlerde antioksidan olarak kullanilmaktadir.

Dunaliella salina'da, karotenoid kaynagi olan beta karotenin anti-enflamatuar 6zellikte
oldugu ve ayrica cilt nemlendirilmesinde glikozaminoglikan iceren bir hiyaliironik asit

sentezini indiikleyebildigi gézlenmistir (Tang ve Suter 2011, Sayo ve ark. 2013).

Mikroalglerden klorofil gibi diger pigmentler kozmetik iiriinlerinde kullanilir. Ornegin
deodorantlarda, kokulart maskeleme kabiliyetleri bulunur ve dis macunlar1 ve hijyen
tirlinlerinde kullanilir (Hoisikan ve ark. 2010). Chlorella vulgaris'ten elde edilen
ekstraktlarin cilt yaslanmasinda kolajen onarim mekanizmalarin1 destekledigi

bildirilmistir (Chandra ve ark. 2017).

Mikroalgler thalassoterapi alaninda da  kullanilmaktadir. Talaso  Atlantico
Thalassotherapy Center'da (Oia, Pontevedra, Ispanya) deniz suyunda bulunan
mikroalgleri bir takim islemlerden gegirerek mikroalgal pelloid uygulamasi

yapilmaktadir (Mourelle ve ark. 2017).

Sonug olarak, cilt bakimi i¢in dogal iiriinlere olan talebin artmasiyla spa ve talassoterapi
merkezlerinde tedavi amacli, kullanilan mikroalg kaynakli dirtinlerin cilt sagligi igin
yararlt etkileri bulunmaktadir. Mikroalglerin icerdigi, zengin polisakkaritler,
karotenoidler, doymamis yag asitleri, vitaminler ve UV radyasyonuna kars1 koruyan
diger antioksidanlar, kozmetik ve kozmesotikler ayni zamanda thalassoterapi tirtinleri

icin potansiyel hammaddelerdir (Mourelle ve ark. 2017)
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2.4.6. Mikroalglerin, biyoyakit, biyodizel, biyogaz iiretiminde kullanimi

Giliniimiizde, fosil yakitlarin hizlica tiiketilmesiyle artan karbondioksit seviyesinin
kiiresel 1sinmaya sebep olmasiyla ve petrol rezervlerinin hizl tiiketilmesine bagli olarak
meydana gelen sera gazlarinin ¢evre lizerinde olumsuz etkileri goriinmektedir. Bu
sebeple, toplum tiiketimi ve endiistriyel ekonomi i¢in ¢evreye zararsiz siirdiiriilebilir
kaynaklarin kullanimi 6n plana ¢ikmustir (Suganya 2016). Fosil yakitlarin yerini,
jeotermal, riizgar, giines, okyanus enerjisi, biyoyakit enerjisi almistir. Uluslararasi
isbirlik¢iler Amerika birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA) ve Dogal
Hayati Koruma Vakfi (WWF) verilerine gore, gelecekteki enerji talebini
karsilayabilmek, tarim alanlarinin  su ekosistemindeki zararlarmni, sera gazi
emisyonlarin1 azaltabilmek amaciyla mikroalglerden iiretilen g¢evre dostu biyoyakitlari
alternatif enerji kaynagi olarak diisiinmektedirler (Milano 2016; Chisti 2007) Giines
enerjisini biyokiitleye doniistiistiirme oran1 bitkilerde %1 den az iken mikroalgler giines

enerjisini % 2-4 oraninda biiyokiitleye donistiirebilir (Crocker ve ark. 2010).

Mikroalg biyokiitlesinden yenilenebilir yakit iiretimi amaciyla, mikroalgal lipidlerin seri
isleme girmesiyle biyodizel, mikroalglerin seker, seliiloz veya nisasta igeriginden
biyoetanol, ve biyohidrojen eldesi, algal biyokiitlenin anaeorobik pargalanmasiyla
biyogaz (biyometan) elde edilebilir (Hossain ve ark. 2008).

Mikroalglerden biyoyakit iiretimi eldesinde, biyodizel iretimi i¢in kullanilacaksa, yag
icerigi yiiksek tiirler, biyoetanol iiretimi i¢in Kkarbonhidrat igerigi yiiksek tiirler,
biyohidrojen iiretimi i¢in hidrojen iireten tiirler se¢ilmelidir (Elcik ve Cakmakg1 2017).
Algenol, Sapphire Energy ve Seambiotic gibi endiistriyel biyoteknoloji sirketleri ticari
o6lgekli biyoetanol iiretimi ile ugrasmaktadir (Duvall ve ark. 2009).

ABD Enerji Bakanligi (DOE), 1978’ten 1996’ya kadar Golden, Colorado’da Ulusal
Yenilenebilir Enerji Laboratuari’nda sucul tiirler programinda algal yakit
arastirmalarma 25 milyon dolar ayirmistir (Rojan ve ark. 2011). 1970-1990 yillar
arasinda ABD Ulusal Yenilenebilir Enerji Laboratuvari, mikroalglerin biyodizel

tiretiminde kullanilmasinin fizibilite ¢alismalar1 ve projeleri gergeklestirmistir (Mata ve
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ark. 2010, Deng ve ark. 2009). 1990’larin ortalarinda DOE benzin fiyatlariin diisiisiiyle
caligmalart sonlandirtlmistir. 2008 yilinda DOE yatirimini tekrar yenilemistir (Deng ve
ark. 2009). Algal yakitlarin ticarilestirilmesi igin birgok sirket arastirmalar yapmaktadir
(Chisti ve ark. 2011). Algal yakit iiretimi i¢in yatirim yapan sirketler Alganel biofuels,
Solix biofuels, Sapphire energy, Solazyme ve Seambbiotic sirketlerdir. Diinyadaki algal
yakit iiretimi iizerine c¢alisan firmalarin % 78’i ABD’de % 13’ Avrupa’da

bulunmaktadir (Singh ve Gu 2010).

2.4.7. Mikroalglerin elektrik iiretimi alaminda uygulanmasi

1 kg mikrolg biyokiitlesi ortalama 1,83 kg CO: tutabilmektedir (Akgiin 2014).
Atmosferdeki karbondioksit salinimlarini azaltmak ve mikroalg kiiltiiri tiretiminde
karbondioksidin maliyetini diistirmek i¢in, termik santrallerin baca gazinin kullanilmasi
onerilmistir (Haiduc ve ark. 2009). Alman kuruluslu elektrik firmasi olan RWE Power
AG, Forschungszentrum Jillich GmbH ve Phytolutions GmbH firmalari beraber
calisarak, linyit yakitli termik santral baca gazi kullanarak mikroalg iiretimi yapmislar
sonucunda 6 ton mikroalg biyokiitlesinin kullandigi karbondioksit miktart 12000 kg
olarak bildirilmistir. RWE alg projesi linyit yakithi gii¢ santralinden temin edilen
karbondioksit ile saf karbondioksit kadar basarili olmustur. Bir diger calisma Israil
Elektrik Sirketi tarafindan gerceklestirilen baca gazi kullanilarak yapilan mikroalg

tiretiminde normale kiyasla, liretim maliyetini diistiigiinii tespit etmislerdir.

Kanalizasyon atik suyu kullanilarak yapilan ¢alismalarda, Dunaliella tertiolecta ve
Chlorella vulgaris tiirlerinden elde edilen mikrobiyal yakit hiicrelerinden elektrik
tiretimi gerceklestirilmistir. Dunaliella fertiolecta’ nin elektrik iiretimi daha uzun stireli

oldugu goriilmiistiir (Lakanemi 2012).
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2.5. Mikroalg Kiiltiiriinii Etkileyen Parametreler

25.1. Isik

Mikroalg kiiltiirleri bir 151k kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Hiicreler 151k kaynagi oldugunda
fotosentez ile inorganik karbonu metabolize ederek ortamda bulunan nutrientlerle

organik madde sentezleyerek kimyasal enerjiye doniistiiriir.

Isik, mikroalglerin biiyiimesi i¢in simirlayict bir faktordiir. Mikroalglerin bulundugu
ortamda 151k yogunlugu azaldiginda hiicrelerindeki klorofil a ve 1sik tutucu
pigmentlerinin klorofil b, klorofil c, fikobilinlerin degerleri artar. Isik yogunlugu
arttiginda ise klorofil a ve diger pigmentleri azaldigindan fotosentez miktarinda artis
olur. Bu durumda, seconder karotenoidlerin tretimi artar. Karotenoidlerden, alfa
karoten, beta karoten, astaksantin, lutein, zeakantin degerlerinin artmasina sebep olur.
Karotenoidler, fotonlarin yakalanmasini saglar ve hiicrelerde 1518in zararli etkilerine
kars1 fotokoruyucu 6zellik gosterirler (Richmond 2004). Karotenoid indiiksiyonu dalga
boyundan bagimsiz, 1s1k yogunluguna bagimlidir (Ben —Amotz ve Avron 1989b).

Mikroalg kiiltlirlerinin aydinlatilmasinda dikkate alinmasi gereken faktorler; spektral
aralik, 15181 spektral kalitesi, 151k yogunlugu ve fotoperiyottur. 400-700 nm arasindaki
dalga boyuna sahip 151k fotosentez olayinda en etkili 151k olup, giines 151gmin spektral
kalitesi en fazladir. Mikroalg Kiiltiiriin yogunlugu ve derinligi arttik¢a 151k yogunlugu
arttirtlmalidir. Arttirilan 151k yogunlugu, belirli doygunluga ulastiktan sonra da devam
ederse hiicreler iirettikleri enerjiyi 1s1ya doniistiirtirler, yiiksek 151k diizeylerinin devami
durumunda organizmanin dengesi bozulur, iretilen yiiksek enerji sebebiyle fotosentez
inhibasyonu gergeklesir, geri doniisiimii olmayan zararlar meydana gelir. Isik
inhibisyonu etkisini 15-20 dakikada %50 yi asan hasarlar verebilir (Vonshak ve
Torzillo 2003). Diisiik 151k yogunluklariysa fotosentez olayini siirlandirir. Mikroalg
kiiltiirlerinde, fotoperiyot uygulanabilir veya siirekli aydinlatma da yapilabilir. Optimum
kosullarda hiicre yogunlugu artan kiiltiirlerde 1s181n alt katmanlara gegememesiyle,

hiicreler 1s1ktan istenilen sekilde faydalanamaz ve biyomas artis1 sinirlanir.
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Astaksanktin {ireten, Haematococcus pluvialis ile yapilan deneyde en uygun 1sik
konsantrasyonu araligin1 ve biiyiime performansini belirlemek amaciyla 50, 100, 200,
400, 600 umol foton m2sn? olarak farkli 151k yogunluklar1 uygulamislardir. Artan 151k
yogunluguyla, kuru agirlik ve toplam karotenoid miktarlar1 da dogru orantili sekilde
artmistir. Toplam klorofil miktarmi 200 pmol foton m2sn™! 1sik yogunluguna kadar
artarken, diger 151k yogunluklarinda degismemistir. Hiicrelerin vejetatif evrede kiiltiirii
icin en uygun 1sik yogunlugu 50-200 umol foton m™2sn? oldugu, 200 pumol foton
m2snt 1s1k  yogunluklarmin tizerindeki aydinlatmalarda astaksantin birikiminin
tetiklendigini, hiicre saymin azaldigini ve en iyi biiyiime gozlenmistir (Goksan ve

Gokpinar 2005).
2.5.2. Sicakhk

Dunaliella tirleri 0 °C altindaki sicakliklardan 45°C’ye kadar sicakliklara tolerans
gosterebilmektedir (Gordillo ve ark. 2001). Bati1 Avustralya'da bulunan Hutt lagiiniinde,
pilot 6l¢ekte mikroalg tiretim tesislerinde oldugu gibi diisiik gece sicakliklarinin, hiicre
verimini azaltarak biiyiime oranini diisiirdiiglinii géstermistir. Bir yandan ise, 40 °© C ve
tizeri sicakliklar hiicrelerin, karotenoid indiiksiyonunu arttirirken, biiylime hizini

yavaglatir (Borowitzka ve Borowitzka 1989).
2.5.3. pH

Her tiir spesifik olarak belirli bir pH araliginda tireyebilir. Bir ¢ok alg tiiriiniin kiiltiiriini
pH 7-9 araliginda yapilir. Optimum pH aralig1 ise 8,2 ile 8,7 arasindadir (Cirik ve
Gokpinar 1999) Dunaliella tiirlerinin optimum pH araligi 9-11°dir. Kiiltiir ortaminda
uygun pH degerinin saglanamamasi, hiicrelerin pargalanarak hiicre iceriklerinin kiiltiir

ortamina ge¢cmesine ve kiiltiiriin 6liimiine yol agmaktadir.
2.5.4. Karbon

Inorganik karbon kaynag1 eksikligi, yiiksek tuzluluk, yiiksek pH ve yiiksek sicaklik D.
salina kiiltiirlerinde mevcut kosullar altinda en yaygin biiyiime smirlayici faktordiir
(Borowitzka ve Borowitzka 1988a). Hizli c¢ogalan mikroalglerde ortamdaki
karbondioksit veya bikarbonatin hizli asimilasyonu mikroalgler tarafindan ortama

hidroksil iyonlarinin verilmesiyle ortam pH’1 artar. Mikroalg kiiltiirlerinde, kiltiirti

18


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-2672.2009.04153.x#b34

yapilan algin optimum sartlarda tutulmasi ve ortamdaki karbonun tiikenmesini

engellemek i¢in ortam pH’1 dengelenmelidir (Becker 1995).

Dunaliella tiirleri fotosentezde oncelikle inorganik karbon kaynagi olarak CO. ve HCO3
kullanir. Yiiksek tuz konsantrasyonu ve yiiksek sicaklikta karbon ¢oziiniirliigl azalir.
Dunaliella salina yiiksek tuz konsantrasyonu ve yiiksek pH degerlerinde karbon
kaynagi olarak CO. kullanir. Mikroalg kiiltiirinde pH degeri diistiigiinde, CO:.
konsantrasyonunu artar. Diisiik karbondioksit oranina sahip ortamlarda Dunaliella
salina karbonik anhidraz seviyesini ve intraselliiler aktivitesini arttirak adapte olurlar.
Inorganik NaHCO:; veya CO. eklenmesi gelisimi tesvik etmektedir. inorganik karbon

kaynaginin olmamasi biiyiimeyi sinirlandirict bir faktordiir (Becker 1994).
2.5.5. Azot

Azot karbondan sonra en 6nemli besin elementidir. Mikroalg hiicrelerinin azot orani
tiirden tiire degisiklik gostermekte olup, hiicre kuru agirliginin % 1 ile % 10 arasinda

degisir. Mikroalg kiiltlirlerinde hiicrelerin kullandigi en o6nemli inorganik azot
kaynaklar nitrat azotu (NO?’_-N), tre azotu ((NH,),CO-N) ve amonyum azotu (NHa+-

N)’dur.

Azot hiicrenin yapitast olan aminoasitlerin ve proteinlerin yapitasini olusturdugu i¢in
yasamsal Oneme sahiptir. Mikroalg kiiltiirlinde azot konsantrasyonu, biiyiimeyi ve
biyokimyasal yapisin1 etkilemekte olup, yag asitleri ve karetenoid miktarlarindaki

degisimine sebebiyet vermektedir (Xu ve ark. 2001).

Mikroalg kiiltiirlerinde, azot sinirlamasi, hiicre sayis1 ve klorofil a miktarlarini
azaltirken, biyokimyasal kompozisyonundaki yaglar gibi organik karbon bilesikleri
oranlarmi arttirmaktadir. Klorofil a miktar1 azalirken karotenoid miktart artar (Sukenik

1990).

Dunaliella tiirleri i¢in en iyi azot kaynagi NaNO3 olup, nitrit ve nitrati biinyelerine

almasi, 151k ve tampon sistemi ile gergeklesmektedir (Borowitzka ve Borowitzka
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1988a). Mikroalglerin, nitrit ve nitratin biinyelerine almasiyla kiiltlir ortaminin
baziklesmesine sebep olurken, amonyum ilavesi kiiltiir ortamin asitlesmesine neden

olmaktadir (Becker 1994).

2.5.6. Diger elementler

Dunaliella tiirlerinin biiyiime ve gelisiminde fosfat fonksiyonel yapiya katildigi igin
onemli bir elementtir. Dunaliella tiirlerinin biiylime ve gelisiminde yiiksek fosfat
konsantrasyonlar1 (>5 g/L) biiylimeyi smirlandirict etki yapmaktadir (Gibor 1956).
Yapilan arastirmalarda D. salina ve D. viridis’in gelisebilmesi igin ihtiyag duyulan
optimum fosfat miktarinin 0,02-0,025 g/L K2HPO4 oldugu tespit edilmistir (Borowitzka
ve Borowitzka 1988; Gibor 1956). Kiiltir ortamimna fosfat yerine gliserofosfat
eklenmesiyle D.tertiolecta’ nin gelismesini ve biiylimesini azaltmaktadir (Borowitzka
ve Borowitzka, 1988a).

Dunaliella tiirlerinin biiyiime ve gelisimlerinde magnezyum, kalsiyum ve sodyum
elementleri olduk¢a onemli elementlerdir (McLachlan ve ark. 1959). Optimum Ca*
IMg*? oraninin Dunaliella tertiolecta’da 4 oldugu tespit edilmistir (Becker 1994).

Yiiksek Magnezyum yogunluklarinda ise biiyiimeyi sinirlandirici etkisi olmaktadir.

D.salina ve D.viridis igin diisiik demir konsantrasyonlart olmalidir. Gelisimleri i¢in
ihtiya¢ duyulan optimum demir miktarinin 1,25 - 3,75 mg/L oldugu tespit edilmistir.
Daha yiiksek demir yogunluklarinda biiylimeyi smirlandirict bir etki gézlenmistir
(Borowitzka ve Borowitzka, 1988a). Kiikiirt, magnezyum, ¢inko, kalsiyum, molibden,
potasyum, kobalt, selenyum, nikel gibi iz elementler mikroalg kiiltiirinde

organizmalarin gelismelerinde gereklidir.
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2.5.7. Havalandirma ve karistirma

Mikroalg Kkiiltiirlerinin  karistirllmast  mikroalglerin - sedimentasyonunu onleyerek,
homojen dagilimini saglar. Karistirma ile hiicre popiilasyonundaki tiim hiicrelerin 151k
ve besin maddelerinden esit sekilde yararlanmasini ve kiiltiir ortam1 ve hava arasindaki
gaz transferini saglar. Mikroalg kiiltiir sisteminin 6l¢egine gore; kiiciik dlgekteki tiipler
ve erlenler elle, torbalar ve tanklar havalandirma ile, havuzlar ¢arkli pedallar veya

pompalar ile karistirma saglanir (Becker 1995).

25.8. Tuz

Dunaliella salina’nin 0,17 M NaCI konsantrasyonundan 4 M NaCl konsantrasyonuna
kadar genis tuzluluk araliginda yasayabildigini gozlenmistir (Hadi ve ark. 2008).
Celekli ve Donmez (2001) Dunaliella sp. ile yapmis olduklari ¢aligmada 3,42 M NaCl
konsantrasyonunda en yiiksek beta karoten iiretiminin oldugunu tespit etmislerdir. Dudu
ve ark. (2001) farkli %10- %15- %20 NaCl yogunluklarinda yapilan calismalarda
Dunaliella sp.’nin en iyi biiyimesi %10 NaCl konsantrasyonunda oldugunu tespit

etmislerdir.

2.6. Biiyiime kinetigi

Optimum fiziksel ve kimyasal sartlarda kiiltiir ortamina izole edilen mikroalg
hiicrelerinin ortama adapte olmalar1 zaman alir. Izolasyonun sonrasinda, ortama adapte
olup cogalmalarina kadar gegen siireye gecikme (lag, uyum) evresi denir. Lag uyum
evresi, izolasyondaki Olii sayisina ve hiicrelerin metabolik aktivitesine bagli olarak
ortaya ¢ikar. Gecikme fazinda yavas bir sekilde artan hiicre konsantrasyonu belirli bir
diizeye ulasir ve logaritmik {istel (eksponansiyel) evresine gelinir. Hiicre
konsantrasyonu iistel bir sekilde artar. Logaritmik biiylime evresi sabit hacimlerdeki
kesikli kiiltiirlerde besin elementleri tiikkeninceye kadar devam eder. Hiicre artis1 belirli
seviyeye ulasinca biliyiime daha fazla devam etmez. Biiylimeyi siirlandiric1 faktorler
meydana gelir. Yiiksek hiicre konsantrasyonunda, hiicreler birbirlerini golgelemeye

baglar, 151k sinirlamasi olur. Isik smirlamasi fazla 1sik enerjisini  kullanamayan
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hiicrelerin olusmasiyla da meydana gelir. Hiicre biiylimesi yavaslama (Duraklama)
evresine girer. Sabit fazda glikojen ve karbonhidrat orani, istel biiylime fazinda ise
protein orani yiiksektir (Mata ve ark. 2010). Duraklama evresini biiyiime hizinin sabit
oldugu Durgunluk (sabit) evre izler. Olii ve canli hiicreler esit hale gelmistir. Olii
hiicrelerin sayisinin giderek artmasiyla hiicre konsantrasyonunda azalma olur. Azalmay
takiben mikroalg kiiltiirii diisiis (6lim) evresine girer. Mikroalg kiiltiirlerinde biiyiime

kinetigi grafigi Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

Biiyiime evreleri:

1) Gecikme (lag, uyum) evresi
2) Ustel (eksponansiyel) evresi
3) Yavaslama(duraklama) evresi
4) Durgunluk (sabit) evresi

5) Diisiis (61im) evresi.

Yavaslama
" Dur
gunluk
3 ~
.?,, Hizl biylime Cokme
2,
g Uyum

/J

Zaman

Sekil 2.1. Mikroalg kiiltiirlerinde biiyiime kinetigi
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2.7. Karotenoidler

Pigmentler goriinlir dalga boyundaki 15181 absorblayan kimyasal bilesiklerdir. Her
pigmentin absorbe ettigi dalga boyu farklidir. Pigmentlerin ¢esitliligi; farkli kimyasal
kompozisyonlari ve spesifik kramatoforlarindan kaynaklanmaktadir (Raton 1997).

Farkli mikroalg tiirlerinde bulunan 3 g¢esit ana pigment bulunmaktadir. Klorofiller,
karotenoidler, fikobilinlerdir. Klorofiller, yesil rente olup, 450-475, 630-675 nm’de
absorbsiyona sahip, klorofil a, klorofil b ve Kklorofil ¢ pigmentlerinden olusmaktadir.
Karotenoidler, kirmizi, sar1, turuncu renkte oldugundan, 400-550 nm’de absorbsiyona
sahip, beta karoten, alfa karoten, lutein (ksantofil), viyaloksantin, astaksantin ve
zeaksantin pigmentlerinden olusmaktadir. Fikobilinler ise suda ¢6ziinebilen, mavi veya
kirmizi renkte olup, 500-650 nm’de mavi renkte olan Fikosiyanin kirmizi renkte olan
fikoeritrin ve allofikosiyanin pigmenterinden olusmaktadir (Masojidek ve ark. 2004,
Cohen 2000). Karotenoidler, yagda ¢oziinebilir molekiiller olup, uygun biiyiime
sartlarinda kloroplastta sentezlenmektedir. Ekstrem kosullar altinda farkli 11k tiirti
yiiksek 151k yogunlugu, N, P eksikligi gibi kloroplast diginda sitoplazmada sekonder
karetenoidler sentezlenmektedir. Seconder karotenoid sentezinde mikroalgin rengi

yesilden kirmiziya, turuncuya kadar renk degistirmektedir (Horrobin 1999).

Dogal olarak olusan 600'den fazla karotenoid pigmenti tanimlanmistir. 100°den fazlasi
mikroalglerden elde edilmistir. Beta karoten, Avustralya, ABD ve Israil’de gida katki
maddesi ve renklendirici olarak kullanilmaktadir. Dunaliella tiirlerinden iiretilen beta
karoten pigmenti, insan ve hayvan Dbesin takviyesinde, (Pulz ve Gross 2004).
Antioksidan ve renklendirici olarak farmasotik, gida, kozmetik alaninda
kullanilmaktadir (Dufosse ve ark. 2005, Borowitzka, 1992, Zhang ve ark. 2014).

Dunaliella salina mikroalgi diinyadaki tiim organizmalar arasinda en iyi dogal beta
karoten kaynagidir (Borowitzka 1995). Dunaliella salina hiicresinin kuru agirliginin %
14’inden fazla beta karoten iiretebilmektedir. Dunaliella hiicresi bir havug hiicresinin 1

ila 100 kat1 kadar beta karoten iiretebilir (Klausner 1986, Jayappriyan 2013)
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Dunaliella tiirleri, 151k hasarina karsi korunma stratejisi olarak beta karoten
tiretmektedir. Beta karoten 9-cis ve all trans formunda iki stereoizomerden meydana
gelmektedir. Isik diizeyi ve biiylime stresi beta karoten igerigini ve 9 cis/all-trans beta
karoten oranini etkilemektedir (Patil 2005). Dunaliella tiiriiniin beta karoten igeriginin
tipik kompozisyonu 9-cis (%41), all-trans (%42), 15-cis (%10) ve diger izomerleri
(%6) seklindedir (Borowitzka ve Borowitzka 1989). 9-cis izomerler yagda ¢oziiniir ve
kristalizasyonu kolaydir, all trans izomerleri ise yagda c¢oziinmez, Kristalizasyonu

zordur.

Beta karoten pigmenti, peynir, margarin, siit irinleri ve meyve sularinda, gida
renklendiricisi olarak, lutein pigmenti ise gidalarda dogal renklendirici olarak ve saglik
sektoriinde kullanilmaktadir. Astaksantin pigmenti ilag ve gida sanayinde renk pigmenti
olarak hayvanlarda, fikoeritrin pigmenti dogal renklendirici olarak gidalarda, kozmetik
ve eczacilik sektoriinde, fikosiyonin pigmenti ise, gida ilag ve kozmetik sanayilerinde
kullanilmaktadir (Celikel ve ark. 2006). Beta karotenin besinlerde belirli bir oranda
kullanimina izin verilmektedir. Giinliik iceceklerde, yogurtta, jellerde ve marmelatlarda
siit ve siit tozlarinda, izin verilen maksimum miktar1 1000 mg/kg kadardir. Taze et ile
krema tiirevlerinde izin verilen maksimum kullanim miktari ise 20 mg/kg kadardur.

Karotenoid pigmentinin hayvan yemlerine eklenmesiyle, balik etinin ve yumurta
sarisinin  rengini arttirdidi, beslenen sigirlarin saglhigini ve verimliligini arttirdigi
gozlenmistir (Borowitzka ve Borowitzka 1988b). Beta karoten preparatlarinin, melanom
(Comstock ve ark. 1991), bas ve boynun epidermoid kanserleri (Shklar ve ark. 1989).
gibi deri kanserlerini, insan ve hayvanlarda c¢esitli timor tiplerini inhibe ettigi
gosterilmistir. Gastrointestinal sistem kanserleri (Stich ve ark. 1988), pankreas
(Woutersen ve ark. 1988), gogiis kanseri ve sekresyon bezlerinin kanserlerinde (Van
Poppel 1993), kolesterol seviyelerini kontrol etmede ve miyokard enfarktiisii ve
koroner kalp hastaligi gibi kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmada etkilidir

(Riemersma ve ark. 1991, Tornwall ve ark. 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Ornekleme Alani
3.1.1. izmir Camalt: tuzlasi

Izmir Camalti tuzlasi, Tiirkiye’nin deniz menseili en biiyiik tuzlas1 ve miihim tuz iiretim
tesisidir. Izmir Camalti Tuzlasi, Gediz Nehri havzasina kurulan izmir Sasali Beldesi
Cigli’de bulunmaktadir. 38° 30 dk, 18 sn. Kuzey, 26° 54 dk. 55 sn. dogu
koordinatlarinda bulunmaktadir (Koru 2013).

[zmir Camalt1 tuzlasmin ge¢misi, MO 250-300 yillarina dayanmaktadir. 1671-1672
yillarinda Evliya Celebinin 'Seyahatname'sinde adi Tuzla-i Melemeniye olarak
gecmektedir. 2010 yilinda 6zellestirme kapsaminda Binbir Gida Tarim Uriinleri A.S. ne
devredilmis olup tuzlanin son kapasitesi 600.000.000 kg’dir (Anonim 2016).

Camalt: Tuzlas1 161.000 m? sahada buharlastirma havuzlari ve 3.158.000 m?’lik sahada
kristalizasyon havuzlarima sahiptir. Tuzla, 1. ve 2. tuzla, su depolama sahasi,
kristalizasyon havuzlar1 olarak 4 temel boliimden olusmaktadir (Koru 2013). Sekil
3.1’de Izmir Camalti Tuzlasinin goriintiisii verilmistir. Su depolama havuzlar1 3,5-5,
buharlastirma havuzlart % 5-15, kristalizasyon havuzlar1 % 15-30 tuzluluk oranlarina
sahiptir. Tuz tretim bdliimleri 0,5-1,0 m derinlikte, tuz havuzlann ise 1,5 m
derinliktedir. Tuz parsellerinin zemini topraktan olusmustur. Pompalarla tuzlanin denize
baglantis1 saglanmaktadir. Pompalar araciligiyla, deniz suyu asamali olarak tuz
kristalizasyon havuzlarina ve biitiin sahaya ulastirilmaktadir (Koru ve Cirik 2001, Koru

2004, Koru 2013).

Tuz iiretim isleminde; ardisik havuzlara pompalanan deniz suyunun giines ve riizgar
giiciiyle buharlasmasiyla tuz ¢oktiiriiliir. ilk énce, CaCO3 (100-120 ppt) ve CaSO4 (180
ppt) coker. Su hacmi 1/10 oraninda azaldiginda (300-350 ppt) NaCl ¢okmeye baslar ve
toplanir (Madkour ve Gaballah 2012). Havuzlardaki tuzluluk degisikligi sebebiyle,
ekolojik degisiklikler gozlenir. Artan tuzluluk degisimleri biyogesitliligin azalamasi ve
mikroskobik organizmalarin baskin hale gelmesiyle sonug¢lanmaktadir (Benlloch ve ark.
2002).
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Sekil 3.1. izmir Camalt: Tuzlas1 goriintiisii

3.1.2.Tuz Golii

Tuz Gélii, i¢ Anadolu Bolgesi’nde, Konya, Ankara ve Aksaray sehirlerininin sinirinda
yer alir. Tiirkiyenin en biiyiik ikinci géliidiir. Tiirkiye'nin tuz ihtiyacinin % 40' 1 Tuz
Goli’nden temin edilir. Tuz GOli siiziilen sularin daha 6nce bulunan tuz domlarini
eritmesi ve yiizeye tasinmasiyla meydana gelmektedir. Ortalama olarak 1-2 m derinlige,
80 km uzunluga, 100 m genislige, 1.665 km? alana, 11.900 km? havzaya sahiptir.
Cografik olarak 38°50" kuzey, 35°20" dogu koordinatlarindadir. Sekil 3.2°de Tuz

Goli’niin uydu goriintiisii verilmistir.

Sekil 3.2. Tuz Golii’niin uydu goriintiisii
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3.2. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi
3.2.1. Kiiltiir ortam hazirlanmasi

Bu tez ¢alismas1 2016 yilinda Bursa Teknik Universitesi Doga Bilimleri ve Mimarlik ve
Miihendislik  Fakiiltesi Merinos Yerleskesi Biyomiihendislik laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Her tiirtin ekolojik ihtiyaclarina uygun kiiltiir ortami hazirlanmstir.
Her tiirin ihtiyact olan autekolojik ortamlar sicaklik, aydinlatma, tuzluluk, ph,
havalandirma, oksijen seviyesi, su seviyesinin derinligi farkli oldugundan ideal sartlar

hazirlanmistir (Watanabe 1985).

3.2.1.1. Sterilizasyon

Mikroalg kiltiirii i¢in kullanilacak cam malzemeler fircalanarak ovulmus, iyice
durulanmistir. Cam malzemeleri yikama isleminden sonra %1 HCI igeren asit
soliisyonunda bekletildikten sonra saf suda bekletilerek durulama islemi yapilmustir.
Inkiibasyon ve mikroalg kiiltiir ortamin1 olusturmak i¢in kullanilan Marmara denizinden
alian kiiltiir ortam1 hazirlamak i¢in kullanilacak deniz suyu 0,45 p (whatman GF/c)
fiberglas filtreden siiziilmistiir. Kiiltiir ortam1 igin kullanicak cam kaplar ve deniz suyu
121°C’de 1,5 atmosfer basing altinda, minimum 15 dakika, ortalama 30 dakika sterilize
edilmistir (Guillard 1975).

3.2.1.2. Plymouth Erdscheriber ortam (PES)
3.2.1.2.1.Cozeltilerin hazirlanmasi

Plymouth Erdscheriber (PES) ortami Tompkins ve ark. (1995). metoduna gore
hazirlanmistir. Cizelge 3.1°de Plymouth Erdscheriber ortami verilmistir. Cozeltilerin
hazirlanmas1 asamasinda, cam kaplarda bulunan, stok 1, 2, 3, 4 ve filtre deniz sular1 ayri
ayr1 otoklavlanmis ve sogutulmustur. 3M’lik hazirlanan NaClI ¢6zeltisi ¢okme olmamast
icin buzdolabina konulmadan bekletilmistir. 50 ml steril falkon tiipii igerisinde 10 gr
Plant istanbul topragi, 20 ml saf su igerisine konulurak nce manuel calkalama
yapilmigtir. Ardindan, 121° C’de 15 dakika otoklavlanma, karistm Beckmann
Microfuge santrifijde (Beckman Kaliforniya, ABD) 4500 rpm’de 5 dakika
santiflirijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra, 2 kez 0,2 u (whatman GF/c) fiberglas
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filtrelerden geg¢irilmistir. Tekrardan 121 °C’de 15 dk otoklavlanarak toprak ekstrakti

hazirlanmistir.

Cizelge 3.1. Plymouth Erdscheriber ortami

Stok Bilesenler Miktarlar

Stok 1 NaNO3 10 gr

Stok 2 NaHPO4.2H20 0,497 gr

Stok 3 NaCl X

Stok 4 Toprak ekstrakti -

Stok 5 Filtre deniz suyu X
3.2.1.2.2. Ortam hazirlanmasi

PES ortami hazirlamak icin, Izmir Camalt: tuzlasindan alinan, deniz suyunun YSI
Professional plus portatif multiparametre olger ile tuzluluk oOlgiimii yapilmistr.
Marmara denizinden alinan deniz suyunun tuzluluk degeri 28 ppt’dir. Biyogiivenlik
kabini, (Telstar biovanguard Terrassa, Ispanya) islem oOncesi sterilizasyon igin, %
70°1ik etil alkolle temizlenmis, 40 dakika UV modunda bekletilmistir. 165 ppt’lik 1000
ml PES otami hazirlamak i¢in, ml’lik Kiiltiir ortamlarinin stok ¢ozeltileri birlestirme
islemi, Cizelge 3.2°de verilen miktarlarda yapilmistir. Kontaminasyonun onlenmesi
amaciyla her cam kapagin agilip kapanmasi bek alevi altinda gergeklestirilmistir.
Birlestirilen kiiltiir ortaminin pH’1 8 e ayarlanmistir. Kiiltlir ortami1 tuzlulugu 2,6 M

NaCl konsantrasyonunda ayarlanmustir.

Cizelge 3.2. Plymouth Erdscheriber ortam1 hazirlanmasi

Pes Deniz suyu | Stok 1 | Stok 2 Stok 3 Stok 4 Stok 5
(ppt) (ppt) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
165 ppt 28 ppt iml iml 631,64 ml | 50 ml 316,36 ml

28



3.3.0rnekleme ve Dunaliella izolasyonu

3.3.1.0rnekleme

Arazi calismasinda steril edilmis plastik kaplara toplanilan 6rnekler 2 giin icerisinde
hazirlanan kiiltir ortamina aktarilmistir. Eger araziden toplanilan materyaller
bekletilmek zorunda kalinirsa, karanlik veya az 1s1kl1 bir ortamda muhafaza edilmelidir
(Guillard 2004).

3.3.2. Arazi cahismasindan getirilen su 6rneklerinden mikroalg izolasyonu

Kiiltlir ortamina yani besi yerine iiretilmesi amaglanan tiire ait canli hiicrelerin ilavesine
ekim asilama denir. Ekim isleminin bakteriyolojik tekniklere uygun bir sekilde, aseptik

kosullarda yapilmasi gerekir (Cirik ve Gokpinar 1999).

Araziden getirilen steril edilmis plastik kaplardaki Izmir Camalti tuzlasi, tuz
havuzundan ve Tuz Goéliinden alinan 6rnekleme kaplart % 70’lik etil alkolle steril
edilmis bengteki Olympus CKX41 inverted mikroskopta (Olympus, Tokyo, Japonya)
steril lamel altinda incelenmistir. Izolasyonu yapilmak istenen mikroorganizmalardan
Dunaliella tiirleri teshis edilerek seyreltme yontemiyle veya tek hiicre izolasyon
yontemiyle mikroplakalara izole edilmistir. izolasyon ve seyreltme islemlerinde
Eppendorf mikropipetler (Eppendorf, Hamburg, Germany) kullanilmistir. Seyreltme
yonteminde ornekleme kabindan mikropipetle 1 ml alinip 9 ml kiiltiir ortam1 bulunan
tiplere aktarillarak % 10 oraninda seyreltme islemi yapilmistir. Tekrardan % 10
oraninda seyrettigimiz tiipteki sividan pastor pipetiyle 1 ml alinip 9 ml kiiltiir ortami
bulunan tiipe aktardigimizda % 0,1 oraninda seyreltmis oluruz. Bu seyreltmeler
mikroplakalara da yapilmistir. Bu islemlerin tekrarlanmasiyla % 0,1, % 0,01, % 0,001

seyreltilmis ornek sivilart gelismeye birakildiginda, birkag tiir gelisecektir.
Seyreltme yoOnteminin yaninda lamel iizerinde Dunaliella tiirleri teshis edilerek

mikroplakalara ve falkon tiiplere tek hiicre izolasyonu yapilmistir. Sekil 3.3°de Arazi

caligmasindan getirilen 6rnekleme kaplar1 ve 15 ml’lik falkon tiiplere ve mikroplakaya
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izole edilen mikroalg hiicreleri goriilmektedir. Kiiltiir ortamindaki bireylerin sicaklik
sokuna ugramamasi i¢in ve Kkiiltiir ortamimin da ayni sicaklikta olmasma dikkat

edilmelidir (Sukatar 2002).

Seyreltme yontemiyle izole edilen mikroalglerden bir ka¢ hafta igerisinde birden fazla
tiir baskin olarak cogalmistir. Mikroplakalardan yada 15 veya 50 ml’lik steril falkon
tiiplerinden alinan kiiltiir, lamel {izerine damlatilmistir. Mikroskopta istenilen
Dunaliella tiirlerinin tizerine 300 ul’lik 165 ppt taze PES kiiltiir ortami damlatilarak
kiiltiir ortaminda bulunan partikiillerden arindirilmistir. Kiiltiir ortami damlatilarak
temizlenen Dunaliella hiicreleri ve diger hiicreler birbirinden uzaklasmistir. Lamel
lizerine ortam damlatilarak temizleme isleminde kiiltiir seyrelltilmis, hiicre sayisi
azalmigtir. Hiicre sayisi azaldigindan Dunaliella hiicrelerini mikropipetle alma iglemi
daha kolay gergeklesmistir. 0,5 ul’lik Eppendorf mikropipet (Eppendorf, Hamburg,

Germany) araciligila tek hiicre izolasyonu yapilmistir.
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Sekil 3.3. Arazi calismasindan getirilen 6rnekleme kaplar1 ve 15 ml’lik falkon tiiplere
ve mikroplakaya izole edilen mikroalg hiicreleri
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3.3.3. Saf kiiltiir ve Stok Kkiiltiir eldesi

Laboratuvar sartlarinda amaca uygun izole edilip, istenilen hacimde c¢ogaltilip,
tiretilen, populasyonlara kiiltiir denir. Mikroalg kiiltiiriiniin igerisinde firetilmesi
hedeflenen tek tiir mikroorganizmay: barindiran kiiltire ise Saf kiiltiir denir.
Saf kiiltiir elde etmek amaciyla mikroplaka ve falkon tiiplere tek hiicre izolasyonlari
yapilmistir (Sekil 3.4). Tek hiicre izolasyonuyla mikroplakaya ekim yaptigimiz hiicreler
gelisim ve ¢ogalma gostererek biyokiitle artisi gozlenmistir. Saf kiiltiir elde etme
isleminde, 15 ml’lik falkon tiiplerinde ve mikroplakalarda tekrarli bir sekilde tek hiicre
kiiltiirti elde edilene kadar mikroskop altinda incelenip, belirlenmistir. 2-3 hafta boyunca
elle mekanik ¢alkalama ve vorteks ile karistirma islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen
yogun Dunaliella kiiltiirleri 250 ml’lik steril edilmis erlenlere aktarilmig olup, 24 °C+1
°C ’de biyoiklim kabininde inkiibasyona birakilmistir. Izole edilen tiipler stok
kiiltiirlerdir. Sekil 3.5.’de falkon tiiplerdeki stok kiiltiirlerin kopyalanmasi gosterilmistir.
Sekil 3.6’da Biyoiklim kabininde bulunan stok kiiltiirler gosterilmistir.

Sekil 3.4. Mikroplaka ve falkon tiiplere tek hiicre izolasyonlar1
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Sekil 3.6. Biyoiklim kabininde stok mikroalg kiiltiirleri
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3.4. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMERB 20 Suslarimin Biiyiime Deneyleri

Mikroalg biiylime deneyleri Subat 2017 ve Eyliil 2017 tarihleri arasinda yapilmistir.
Dunaliella suslarinda ekstrem sartlarda stres kosullarinda organizmanin Koruyucu
mekanizmasi olarak karotenoid iiretim miktar1 artmaktadir. Genetik ve gorsel olarak
farkli renk ve morfolojilere sahip olan AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 Dunaliella sp.
suslart PES kiiltiir ortaminda sabit sicaklikta 24 °C+1 ve diisiik 151k yogunluklarinda ve
(65 pmol.foton.m2.s?) yiiksek 151k yogunluklarinda, (650 pmol.foton.m2.s?) biiyiime
deneyleri yapilmistir. Isik kaynagi olarak beyaz LED lambalar kullanilmistir. Deney
diizenegindeki beyaz LED lambanin iizerini gozenekli perdelerle kapatilarak, diisiik 151k
yogunluklar1 elde edilmistir. Deney diizenegimizdeki 1sik yogunluklarini Li-Cor LI-
190SA kuantum sensorii (Li-Cor, Lincoln, Nebraska, USA) olglilerek belirlenmistir.
Karanlik ve aydinlik evre siireleri 12 saat periyotlar olarak ayarlanmistir (Lee ve ark.
2015). AQUAMEB 9 suslan diisiik 151k yogunluklari 3 ve yiiksek 11k yogunluklari 2
tekrarli olmak tizere 24 °C+1 ’de 49 giin boyunca, AQUAMEB 20 ise diisiik ve yliksek
151k yogunluklarinda 3 tekrarli olarak 24 °C+1’de 32 giin boyunca biiyiitiilmiistiir.
Dunaliella suslarinin biiylimesini belirlemek i¢in3 giinde bir alinan kiiltiir 6rneklerinin
hiicre sayimlar1 yapilmisti. AQUAMEB 9 suslarindan 0, 16, 32 ve 49. giinlerde,
AQUAMEB 20 suslarindan 0, 16 ve 32 giinlerinde total karotenoid ve klorofil pigment
Ol¢timleri i¢in 10 ml numune alinmistir. Alinan pigment numuneleri 4 °C’de, 4500
rpm’de 10 dk (Beckman Allegra, X 30R, Beckman Coulter, CA, USA) santrifiijlenerek,
peletler analizlere kadar — 20 °C’de dondurucuda saklanmustir.

3.4.1. Biiyiime deneylerinde kullamilan Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMEB
20 suslari

3.4.1.1. AQUAMEB 9
Tez calismasi deneylerinde kullamlan BTU Mikroalg Kiiltiir koleksiyonundan

Dunaliella sp. AQUAMEB 9 susunun mikroskop goriintiisii, Sekil 3.7’de tiir bilgileri

Cizelge 3.3 de verilmistir.
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Sekil 3.7. AQUAMEB 9, izmir Camalt1 tuzlasindan 285 ppt tuzluluktan izole edilen
halotolerant bir sus olan Dunaliella sp.’nin mikroskop goriintiisii (Y1lmaz 2016a).

Cizelge 3.3. BTU Mikroalg Kiiltiir koleksiyonundan AQUAMEB 9

Adlandirma numaras1 | AQUAMEB 9

Sinifi Chlorophyceae
Tiir Dunaliella
Cins Dunaliella sp.

Koleksiyon numaras1 | Camalt1 tuzlasi, Izmir-Tiirkiye, K1 kristalizasyon havuzu

Koleksiyon tarihi 27.04.2015
izole eden Mete Yilmaz / Gizem Donmez
Kiiltiir ortamm 165 ppt PES

3.4.1.2. AQUAMEB 20
Tez ¢alismasi deneylerinde kullamlan BTU Mikroalg Kiiltiir koleksiyonundan

Dunaliella sp. AQUAMERB 20 susunun mikroskop goriintiisii, Sekil 3.8’de tiir bilgileri
Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.8. AQUAMEB 20, Tuz Goliinden izole edilen halotolerant bir sus olan
Dunaliella sp.’nin mikroskop goriintiisii (Y1lmaz 2016b).

Cizelge 3.4. BTU Mikroalg Kiiltiir koleksiyonundan AQUAMEB 20

Adlandirma numaras1 | AQUAMEB 20

Sinifi Chlorophyceae

Tiir Dunaliella

Cins Dunaliella sp.

Koleksiyon numarasi Tuz Goli, Tirkiye
Koleksiyon tarihi 25.07.2015

izole eden Mete Yilmaz / Mihriban Ozen
Kiiltiir ortanm 165 ppt PES
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3.4.2. Dunaliella sp. AQUAMEDB 9 ve AQUAMERB 20 suslarinda Total karotenoid

Miktarinin belirlenmesi

Dunaliella suslarmin biiyiime deneyleri sirasinda beta karoten ekstraksiyonu igin 3
giinde bir steril falkon tiiplere alinan 10 m1’lik 6rnekler Sekil 3.9°da gosterilmistir.
—20°C’de dondurucuda muhafaza edilmis, drnekler deney esnasinda buz kalib1 iizerinde
bekletilmistir. Beta karoten ekstraksiyonu i¢in ¢6ziicli olarak saf aseton (Merck)
kullanilmistir. Ornek ve ¢dzgenin iyi bir sekilde niifus edebilesi icin vortekslenmistir.

4 °C’de 4000 xg’de 10 dk Beckman Allegra (Beckman, Kaliforniya, ABD) santifiirijde
coktlriilmusgtiir. Ksantofil miktar1 ve beta karoten miktarinin toplami Toplam
karotenoid miktarin1 verir. Toplam karotenoid miktar1 total pigment ekstraktindan
hesaplanmistir (Cizelge 3.5). Klorofil a ve klorofil b’nin maksimum absorbsiyon yaptigi
661,6 nm ve 644,8 nm dalga boylarindaki dl¢timleri ve karotenoid pigmentlerinin en iyi
absorsiyon yaptigi dalga boyunda 470 nm’ de o6l¢iim yapilmistir. 470 nm dalga
boyundaki absorbans degerinde karotenoidlerin absorbsiyonunun yanisira ¢ok diisiik
miktarda klorofil a ve klorofil b’nin absorsiyonu olmaktadir. Bu ylizden 470 nm’de
Olciilen klorofil a ve klorofil b degerlerinin belirli katsayilarla carpilmasiyla total
karotenoid miktar1 hesaplanmistir (Pisal ve ark. 2005). Ekstraksiyon sonrasinda,
stipernatantlar VWR UV-1600 PC Spektorofotometrede (VWR, Pensilvanya, ABD)
olgiilmiistiir. Olgiilen absorbans degerlerindeki miktarlar formiilde yerlerine yazilarak
total karotenoid miktarlar1 hesaplanmigtir. Denklem (3.1) (3.2) (3.3) (3.4) goriilecegi
tizere, Ca, klorofil a konsantrasyonunu (pg/mL), Cb, klorofil b konsantrasyonu (pug/mL),
C(x+b), total karotenoid konsantrasyonu (pug/mL) gostermektedir. Karotenoid
miktarlarmin ayni giindeki optik yogunluk degerlerine bdliinmesi birim biyomas basina

diisen total karotenoid miktarlarini vermektedir (Lichtenthaler 1987).
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Ca=11.24 x A661.6 — 2.04 x A644.8 (3.1)

Cb =20.13 x A644.8 —4.19 x A661.6 (3.2)
Cat+b =7.05x A661.6 — 18.09 x A644.8 (3.3)
Cx+c = 1000 x A470 - 1,90 x Ca— 63,14 x Cb (3.4)

Sekil 3.9. Beta karoten ekstraksiyonu i¢in alinan 6rnekler

3.4.3. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMERB 20 suslarimin biiyiime oranlarim

belirlemek icin hiicre sayim

Hiicre sayimi i¢in Dunaliella sp. AQUAMEB 9 suslart i¢in 4 defa, AQUAMEB 20
suslart i¢in ise 3 defa kiiltlir 6rnegi alinmistir. Hiicre sayimi ig¢in 2 ml’lik ependorf
tiiplere 1,5 ml 6rnek alinarak, 30 pl liigol soliisyonuyla hiicreler fikse edilmistir (Sekil
3.12). Ependorf tiipleri 6nce biyofilm ardindan aliiminyum folyo ve siyah platik ambalaj
ile sarilarak 151k gegirmeyen karanlik ve serin bir ortamda muhafaza edilmistir. Fikse
edilen Orneklerin hiicre sayimlart Olympus CKX41 inverted mikroskop (Olympus,
Tokyo, Japonya) altinda Utermohl metodla sayilmigtir. Her 6rnekten 1 ml numune
alinarak, 20 pl ligol soliisyonu eklenmesiyle kiiltiirler Utermohl haznelerinde

coktiiriilmiistir  (Sekil 3.12). Orneklerden mikroskopta 20 fotograf alinarak,
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AQUAMEB 9’dan 3000, AQUAMEB 20’ den 4800 fotograf olmak lizere Image J

programinda hiicre sayimlart yapilmistir (Hotzel ve Croomee 1999).

Orijinal kiiltiirlerin birim hacmine diisen hiicre sayis1 Sekil.3.10° da verilen formiille
hesaplanmustir.

(sayilan hiicre sayis: x Utermohl toplam taban alam)

Toplam hiicre sayis1 =
(Bi1r fotograf alani x sayim yapilan fotograf sayis: x ¢oktiritlen hacim)

Sekil 3.10. Kiiltiirlerin birim hacmine diisen hiicre sayis1 hesaplama formiilii
3.4.3.1. Liigol soliisyonu hazirlanmasi

1000 ml liigol soliisyonu hazirlamak i¢in, ¢ekerocakta 900 ml saf suya 100 gr KI ilave
edilmistir. Coziindiikten sonra 50 gr I ilavesiyle, 1-3 saat tamamen ¢oziinene kadar
manyetik karistiriciyla karistirilmistir. Cozlindiikten sonra 100 ml glasiyal asetikasit
ilave edilerek homojenizasyon olana kadar 1 saat karigtirilmistir (Cizelge 3.5).
Hazirlanan ligol ¢ozeltisi biyofilm, aliiminyum folyo ve siyah plastik ambalaja

gecirilerek serin ve karanlik ortamda muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.5. Liigol soliisyonu igerigi

Liigol soliisyonu 1000 ml

K1 (Potasyum iyodiir) 100 gr

| (iyodat) 50 gr

Glasiyal asetik asit 100 ml
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Sekil 3.12. Uthermohl goriintiisti
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4. BULGULAR

4.1. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 Suslarinda Hiicre Saymm ve
Bityiime Grafikleri

AQUAMEB 9 susunun yiiksek 151k ve diisiik 1s1k altindaki tekrarlarindan 16 giin
araliklarla alinan 6rnekleklerden hiicre sayimi yapilmistir ve hesaplanan hiicre sayilari
yardimiyla bliytime grafikleri olusturulmustur. Biiyltime grafikleri incelendiginde, diisiik
1s1ktaki tekrarlar 32. giine kadar dogrusal bir biiyliime gostermis ve 32. giinden itibaren
de artan bir ivmeyle dogrusal biiyiimeye devam etmistir. Yiiksek 1siktaki tekrarlar 16.
gine kadar dogrusal biliyime gostermis; 16 ile 32. giin arasinda azalan ivmeyle
bliylimeye devam edip 32. giinden itibaren ivmesini arttirarak biiylimeye devam
etmisti. AQUAMEB 9 Dunaliella sp. susunun (65 pmol.foton.m?.s?) diisiik 151k
yogunlugunda vyetistirilen kiiltiirlerinde hiicre sayis1 10,5x 10° hiicre/ ml?, (650
pmol.foton.m2.s?) yiiksek 151k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerinde, 11,05x 10°
hiicre/ mI™? olarak hesaplanmustir. 49 giinliik biiyiime periyodunda AQUAMEB 9’un
diisiik ve yiiksek 1siktaki tekrarlar1 karsilastirildiginda belirgin bir fark goriilmemistir
(Sekil 4.1).

14000000,0
12000000,0
10000000,0

8000000,0

6000000,0 s AQUAMEB-9-DI

— s
4000000,0 AQUAMEB-9-YI

ml'deki hiicre sayisi

2000000,0
0,0

2000000,0

Sekil 4.1. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 susunun diisiik (65 pmol.foton. m2.s?) ve
yiiksek (650 umol.foton.m?2.s?) 151k yogunluklarinda biiyiime egrileri. Hata cubuklari
tekrarlar arasindaki varyansi gosteren standart hatay1 belirtmektedir. (DI: diistik 151k, YT:
yiiksek 151k)
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AQUAMEB 20 susunun yiiksek 151k ve diisiik 151k altindaki tekrarlarindan 16 giin
araliklarla alinan Ornekleklerden hiicre sayimi yapilarak hesaplanan hiicre sayilari
yardimiyla biliyiime grafikleri olusturulmustur. AQUAMEB 20 susunun biiylime
grafikleri incelendiginde, diisiik ve yiiksek 1siktaki tekrarlar1 16. giine kadar her ikisi de
dogrusal bir bliylime gostermistir. 16. giinden itibaren AQUAMEB 20’nin diisiik 151k
altindaki tekrarlari, 32. giine kadar dogrusal biiylimeye devam etmistir. AQUAMEB
20’nin yiiksek 151k altindaki tekrarlar1 ise artan bir ivmeyle dogrusal biiyiime
gostermistir. AQUAMEB 20 Dunaliella sp. susunun hiicre sayilart diisik 151k (65
pmol.foton.m™2.sY) yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerinde 2,7x 10° hiicre/ ml™?, yiiksek
151k (650 pumol.foton.m-2.s-1) yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerinde, 4,1x 10° hiicre/
ml?  olarak hesaplanmistir. 32 giinliik bir bilyiime periyodunda AQUAMEB 20’nin
yiiksek 151k altindaki tekrarlarinin diisiik 1siktaki tekrarlariyla karsilagtirildiginda
AQUAMEB 20’nin yiiksek 1s1ik altindaki tekrarlarinin hiicre sayilari arasinda artan
belirgin bir fark gorilmiistir. AQUAMEB 20’nin yiiksek 1s1k yogunluklarindaki
suslarmin tekrarlarinda da daha iyi biiylime gelisme gosterdigini hiicre sayisindaki

artistan soyleyebiliriz (Sekil 4.2).

6000000,0
5000000,0
2]
§ 4000000,0 /
a
S 3000000,0 / T
z ' I / l —— AQUAMEB-20-I
-]
T 2000000,0 - AQUAMEB-20-DI
£
1000000,0 |
0,0 = T T 1
0 16 32
Giin

Sekil 4.2. Dunaliella sp. AQUAMEB 20 susunun diisiik (65 pumol.foton.m2s?) ve
yiiksek (650 pmol.foton.m2.s?) 151k yogunluklarinda bilyiime egrileri. Hata cubuklari
tekrarlar arasindaki varyansi gosteren standart hatay1 belirtmektedir. (DI: diisiik 151k, YI:
yiiksek 151k)
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Laboratuar sartlarinda gergeklestirilen deneyler sonucunda yiiksek 1sik ve diisiik 151k
tekrarlar1  karsilagtirlldiginda, AQUAMEB 9’un hem yiiksek hem diisiikk 151k
tekrarlarinin AQUAMEB 20’den daha iyi biiylime gosterdigi tespit edilmistir. Isik
siddetlerine gore tiirlerin biiylime 6zellikleri karsilastirildiginda ise yiiksek 151k altinda
her iki tiiriin tekrarlarinda diislik 151k tekrarlarina gére daha iyi bliylime gozlenmistir.
Yiiksek 151k yogunlugunin hiicre biiylimesi {izerine olumlu etkisinin oldugu

sOyleyebiliriz (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 susunun diisiik (65
pmol.foton.m?s?) ve yiiksek (650 pmol.foton.m?2.s?) 151k yogunluklarinda biiyiime
egrileri. Hata cubuklar1 tekrarlar arasindaki varyansi gosteren standart hatay1
belirtmektedir. (DI: diisiik 151k, YI: ytliksek 151k)

4.2. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMERB 20 suslarimin diisiik ve yiiksek 151k
yogunluklarindaki biiyiime o6zellikleri

Farkli genetik yap1 ve farkli pigment iiretimine sahip olan Dunaliella sp. AQUAMEB 9
ve AQUAMEB 20 suslarmin diisiik ve yiiksek 151k yogunluklarinda biiyiime 6zellikleri
incelenmistir. Kiiltiirlerin renk degisimleri incelendiginde, Dunaliella sp. AQUAMEB 9
susunun kiiltiirleri sar1, yesil renkte goriinmektedir (Sekil 4.4). Kiiltiirlerin, 16.
giinlerinde AQUAMEB 9’un diisiik 151k altindaki tekrarlar1 yesil renge donmeye
baslamistir, yiiksek 1s1k altindaki tekrarlarinda ise, sarimsi renge déonmeye basladigi

gozlenmistir (Sekil 4.5). Kiiltiirlerin, 32. giinlerinde AQUAMEB 9’ un diisiik 151k
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altindaki tekrarlar1 yesil renkte, yiiksek 1sik altindaki tekrarlarinda ise, sarimsi renk
gozlenmistir (Sekil 4.6). Kiiltiirlerin 49. giiniinde Sekil 4.7°de goriildiigi gibi diisiik 151k
altindaki tekrarlarinda koyu yesile dondiigii gozlenmistir. Dunaliella sp. AQUAMEB 9
susunun yiiksek 1s1k altindaki tekrarlarinin renkleri agilarak, sarimsi renge dondiigi

gbzlenmistir.

Sekil 4.5. Dunaliella sp. AQUAMERB 9 suslarinin 16. giiniindeki renk degisimleri
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Sekil 4.6. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 suslarinin 32. giiniindeki renk degisimleri

Sekil 4.7. Dunaliella sp. AQUAMERB 9 suslarinin 49. giiniindeki renk degisimleri

Kiiltiirlerin renk degisimleri incelendiginde, Dunaliella sp. AQUAMEB 20 susunun
tekrarlar, Sekil 4.8’de goriildiigii gibi sarimsi agik yesil renkli olarak deneye
baslanmigtir. 16. giiniindeki renk degisimlerine bakildiginda, AQUAMEB 20’nin diisiik
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1s1k altindaki tekrarlarinin daha net Koyulasarak yesil rengine donmeye basladigi,
yiiksek 151k altindaki tekrarlarinin sarimsi turuncu renge donmeye bagladigi gézlenmistir
(Sekil 4.9). Dunaliella sp. AQUAMEB 20 susunun diisiik 11k altindaki tekrarlarinin
koyu yesil renkte oldugu, AQUAMEB 20 susunun yiiksek 1sik altindaki tekrarlarinin

renkleri  karotenoid iiretiminden dolayr sarimsi, turuncu renge dondigi

gozlenmistir.(Sekil 4.10).

Sekil 4.9. Dunaliella sp. AQUAMEB 20 suslarinin 16. giiniindeki renk degisimleri
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Sekil 4.10. Dunaliella sp. AQUAMERB 20 suslarinin 32. giiniindeki renk degisimleri

Sekil 4.11.’de Dunaliella sp. AQUAMEB 20’nin diisiik 151k altindaki kiiltiiriin deneyin
son zamanlarindaki goriintiisti, Sekil 4.12. Dunaliella sp. AQUAMEB 20’nin yiiksek

151k altindaki kiiltiiriin goriintiisii deneyin son zamanlarindaki goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.11. Dunaliella sp. AQUAMERB 20’nin diisiik 151k altindaki kiiltiirtin gériintiisii
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Sekil 4.12. Dunaliella sp. AQUAMERB 20’nin yiiksek 1s1k altindaki kiiltiiriin goriintiisii

4.3. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 Suslarimin Diisiik ve Yiiksek
Isik Yogunluklarinda Pigment Uretimleri

4.3.1. Spektrofotometrik yontemlerle total karotenoid, klorofil a ve klorofil b
konsantrasyonlarmn belirlenmesi

Diisiik ve yiiksek 151k yogunluklarinda yetistirilen Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve
AQUAMEB 20 suslarindan biliylime deneylerinde AQUAMEB 9°dan 0, 16, 32, 49.
ginlerde AQUAMEB 20’den 0, 16, 32. giinlerde iiretilen pigment miktarlarim
belirlemek i¢in Ornekler alinmistir. Spektrofotometrik yontemlerle total karotenoid,
(chl-a)  klorofil a ve (chl b) klorofil b konsantrasyonlart belirlenmistir. Bu
konsantrasyonlarin numune alinan hiicre sayisina boliinmesiyle birim biyokiitle basina

diisen toplam pigment konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.
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Sekil 4.13. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 susunun diisiik (65
pmol.foton. m2.st) ve yiiksek (650 umol.foton.m?.s1) 151k yogunluklarinda hiicre
basina diisen total karotenoid miktarlarinin siitunlari. Hata ¢ubuklar: tekrarlar arasindaki
varyansi gosteren standart hatay1 belirtmektedir. (DI: diisiik 151k, YTI: yiiksek 1s1k)

Deney baglangicinda en diisiikk toplam karotenoid miktarina sahip olan AQUAMEB
9’un disiik 151k altindaki tekrarlar1 16. gline kadar hafif artan dogrusal biiyiime
gosterirken, 16. giinden 32. giine kadar hafif azalan dogrusal bir biiylime gostermistir.
AQUAMEB 9’ un diisiik 1s1k altindaki tekrarlarindan sonra en diisiik toplam karotenoid
miktarina sahip olan AQUAMEB 9’un yiiksek 1s1k altindaki kiltirleridir. AQUAMEB
9’un yiiksek 151k altindaki tekrarlari 32. giine kadar dogrusal biiylime gdstermistir.
AQUAMEB 9° un diisiik ve yliksek 1s1k altindaki kiiltiirleri 32. giinden 49. giine kadar
olan periyotta dogrusal biiyiimeleri ve toplam karotenoid miktarlar1 hemen hemen ayn
seviyededir. 32 giinlikk bir biiyiime periyodunda AQUAMEB 9’un yiiksek 1siktaki
tekrarlarmin  diigiik 1siktaki  tekrarlariyla karsilagtirildiginda  belirgin - bir  fark
goriilmemistir. Deney baslangicinda AQUAMEB 20°nin diisiik ve yiiksek 151k
tekrarlarinin toplam karotenoid miktarlari esitti. AQUAMEB 20’nin diisiik 151k
altindaki tekrarlar1 ilk giinden 32. giine kadar, sabit olarak artan dogrusal biiyiime
gostermistir. Deney baslangicinda en yiiksek total karotenoid miktarina sahip olan
AQUAMEB 20’nin yiiksek 151k altindaki tekrarlart 32 giinliik periyotlarda dogrusal
olarak artan bir ivmeyle en yiiksek total karotenoid miktarina sahip oldugu gorilmustiir

(Sekil 4.13).
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Hiicre basina diisen klorofil-a miktari

Sekil 4.14. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 susunun diisik (65
umol.foton. m?s?) ve yiiksek (650 umol.foton.m?2.s?) 151k yogunluklarinda hiicre basina
diisen total klorofil a (chl-a) miktarlarinin siitunlari. Hata ¢ubuklan tekrarlar arasindaki
varyansi gosteren standart hatayi belirtmektedir. (DI: diisiik 151k, YT: yiiksek 1g1k)

Deney baslangicinda hiicre bagina diisen en diisiikk klorofil a miktar1 AQUAMEB 9
yiiksek 151k altindaki tekrarlar1 ve onu takiben, AQUAMEB 9 diisiik 151k altindaki
tekrarlar1 olmustur. 49. giiniin sonunda ise AQUAMEB 9’un yiiksek ve diisiik 151k
altindaki tekrarlarinda hiicre basina diisen en diisiik klorofil a miktarlarina sahip oldugu
goriilmiistiir. AQUAMEB 20 diisiik 151k altindaki tekrarlar1 ve yiiksek 1s1ik altindaki
tekrarlart hemen hemen aynm seviyede en yliksek klorofil a miktarlarina sahip oldugu
goriilmustir. AQUAMEB 20 diisiik 1s1k altindaki tekrarlar1 0. glinden 16. giline kadar
hafif artan dogrusal biliylime gosterirken, 16. giinden 32. giine kadar artan bir ivmeyle
dogrusal biiylime gostererek hiicre basina diisen en yiiksek klorofil a miktarina sahiptir.
AQUAMEB 20 yiiksek 151k altindaki tekrarlar1 ise 0. glinden 16. giine kadar artan bir
ivmeyle dogrusal biiyiime gosterirken, 16. giinden 32. giine kadar, azalan bir ivmeyle
dogrusal biiylime gostermis olup AQUAMEB 20 yiiksek 1515k AQUAMEB 20 diisiik
1s1ktan sonra en yiiksek klorofil a miktarini sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.15. Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve AQUAMERB 20 susunun diisiik (65
umol.foton. m 2.5 ve yiiksek (650 pmol.foton.m?s?) 151k yogunluklarinda hiicre
basima  diisen total klorofil b (chl-b) miktarlarinin siitiinlari. Hata ¢ubuklari tekrarlar
arasindaki varyansi gosteren standart hatayi belirtmektedir. (DI: diisiik 151k, YT: yiiksek

151K)

Deney baslangicinda hiicre basina diisen en diisiik klorofil b miktart AQUAMEB 9
yiiksek 151k altindaki tekrarlari olup, 49. giinliik periyodun sonunda ise yine en diisiik
klorofil b miktarma sahip oldugu goriilmistir. AQUAMEB 9 yiiksek 1s1k altindaki
tekrarlar1 takiben, AQUAMEB 9 diisiik 151k altindaki tekrarlar1 49 giinliik periyodun
sonunda en diisiik klorofil b miktarina sahip oldugu goriilmistiir. AQUAMEB 20 diisiik
151k altindaki tekrarlari ise baslangicta en diisiik ikinci klorofil b miktarina sahipken, 49
giinliik periyod boyunca artan bir ivmeyle dogrusal biiylime gdstererek hiicre basina
diisen en yiiksek klorofil b miktarina sahip oldugu goriilmiistiir. AQUAMEB 20 yiiksek
151k altindaki tekrarlar1 ise 49 giinliik periyod boyunca diisiik miktarda azalan dogrusal
biiylime gostererek AQUAMEB 20 diisiik 151k altindaki tekrarlarindan sonra en yiliksek
ikinci klorofil b miktarina sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 4.15).
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TARTISMA ve SONUC

Mikroalg biyoteknolojisinde ticari oneme sahip olan Dunaliella sp. AQUAMEB 9 ve
AQUAMEB 20 suslarmi etkileyen g¢evresel faktorlerden biiyiime ve beta karoten
iiretim potansiyellerine etkilerini gozlemlemek amaciyla farkli 151k yogunluklarinda,
diisiik (65 pmol.foton. m2s?) ve yiksek (650 pmol.foton.m?.s?) yetistiriciligi
yapilmistir. Total karotenoid miktarlar1 spektrofotometrik yontemlerle, biiylime

ozelliklerinin tespiti i¢in hiicre sayimi yaplmstir.

Tez deneylerinin sonucunda AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 suslarinin yiiksek 151k
yogunlugunda (650 pmol.foton.m2.s?) tekrarlarmin diisiik 151k konsantrasyonunda (65
umol.foton.m2.st) tekrarlarna gore daha fazla karotenoid iirettikleri goriilmiistiir.
Biiyiime deneylerinin sonucunda diisiik 151k konsantrasyonunda ve yiiksek 151k
yogunlugunda en iyi biiylime o&zelligi Dunaliella sp. AQUAMEB 9 susunda
goriilmiistiir. Dunaliella sp. suslarinin biiyiime 6zellikleri karsilagtirildinda yiiksek 151k
yogunlugunda fazla miktarda beta karoten tireten AQUAMEB 20 susunun yiiksek 151k
yogunluklarinda daha 1iyi biyldigi tespit edilmistir. Laboratuar sartlarinda
gerceklestirilen deneylerde ulasilan hiicre sayilari, AQUAMEB 9 Dunaliella sp.
susunun (65 pumol.foton.m™2.s?) diisiik 151k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerde 10,5x
106  hiicre/ ml, (650 umol.foton.m?.s1) yiiksek 151k yogunlugunda yetistirilen
kiiltiirlerde, 11,05x 10° hiicre/ ml-1 olarak hesaplanmisti. AQUAMEB 20 Dunaliella
sp. susunun (65 pmol.foton.m2.s?) diisiik 151k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerde
2,7x 10° hiicre/ ml™, (650 umol.foton.m?2.s?) yiiksek 151k yetistirilen kiiltiirlerde, 4,1x
108 hiicre/ ml™? olarak hesaplanmistir. En yiiksek hiicre sayis1 Dunaliella sp. susunun
yiiksek 151k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerde, 11,05x 108 hiicre/ mI? olarak tespit

edilmistir.

Yapilan aragtirmalarda, yiiksek 151k yogunlugunun Dunaliella salina’ya etkisi
arastirilmistir. 250 ml’lik erlenlerde 100ml’lik kiiltiir ortami kullanilmistir. Deney
baslangicinda, 800 lux 1s1k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirler, 2300 lux 151k
yogunluguna kadar degistirilmistir. Isik kaynagi olarak, metal halide lambalar1 (Philiphs
BLW, 70W, 1200 lux) kullanilmistir. 10 giinliik siirenin sonunda, 800 lux 151k
yogunlugu altinda gerceklestirilen kiiltiirde, hiicre yogunlugu 2,31 x10° hiicre/ml, 2300
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lux 151k yogunlugunda gerceklestirilen kiiltiirde, 1,91 x10° hiicre/ml tespit edilmistir
(Pisal ve Lele 2005). Yapilan bu ¢aligmada 151k yogunlugu arttikga, hiicre sayilarinda
azalma goriilmiistiir. Tez calismasinda deneyler sonucu 151k yogunlugu arttikca, hiicre
sayilarinda artis goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alisma, tez ¢alismamizin sonucuyla farklilik

gostermektedir

Yapilan bir diger ¢alismada, iki fazli biyoreaktdrlerin fermentat ekstraksiyonunda, 151k
yogunlugunun Dunaliella salina da beta karoten ekstraksiyonu fizerine etkisi
arastirllmistir. (SYLVANIA CF-EL 55W / 840) aydinlatilmis floresan lambalar
kullanilarak, (850 umol.foton.m?2.s?) 1s1k yogunlugundan, (1150 umol.foton.m?2.s%) 'e
kadar degisen ii¢ farkli 151k yogunlugu kullanilmistir. Diisiik 151k yogunlugunda, 1,5 x
10 ~® hiicre, orta seviyede 151k yogunlugunda 2,7 x 10 8 hiicre, yiiksek 151k
yogunlugunda ise 4,5 x 10 ~® hiicre tespit edilmistir. Deneylerin sonucunda, hiicrelerin
beta karoten igerigi, 151k yogunlugu oranini artik¢a artmistir. Beta karoten ekstraksiyon
oraninin hiicrelerin B-karoten igerigi ile ilgili oldugunu ve temel olarak beta karotenin
hacimsel tiretimi ile iligkili olmadig: tespit edilmistir (Hejazi ve Wijffels 2003).Yapilan
bu calisma 151k yogunlugunun artmasiyla, hiicre sayilarinda artis tespit edilmistir. Bu

calisma tez ¢alismamizin onucuyla benzerlik géstermektedir.

Sicaklik, 151k ve tuzluluk degisikligi mikroalglerin biiylime ve biyokimyasal
kompozisyonlerin1 etkilemektedir ~ (Utting, 1985, Hu 2004). Tirlerin ekstrem
kosullarda, disiik 151k konsantrasyonlar1 veya yiiksek 151k konsantrasyonlari gibi
cevresel faktorlere tepki olarak beta karotenoid iiretimi tetiklenir. Tiirlerin stres
kosullarinda verdikleri tepkiler tiirler aras1 degisim gosterir. Mikroalglerin karotenoid
tiretimi, tlirden tlire farklilik gosterebilmektedir. Her tiiriin gerek biyokiyasal
kompozisyonu, gerek bulundugu habitat farklilik gosterdigi gibi gerekse, biinyelerinde

uirettikleri karotenoid miktarlar farklilik gostermektedir.

Yiiksek 151k yogunluklarinda yapilan kiiltiirlerde klorofil a ve pigment degerleri
azalmaktadir, dolayisiyla fotosentez orani azalmakta, beta karoten degerlerinde artis
gozlemlenmektedir (Sukenik ve ark. 1993). Hadi ve ark. (2008) yapmis oldugu
calismada, farkli tuz yogunluklarinda farkli seviyede karoten birikimi ve renk degisimi
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meydana gelmistir, ayni tuz yogunluklarinda bulunan farkli Dunaliella tiirleri de farkli
tepkiler vermistir. Farkli 151k yogunluklarinda da farkh tiirler farkli tepkiler verebilmesi
muhtemeldir. Canli hiicreler, metabolik reaksiyonlar sonucu serbest oksijen radikalleri
(ROS)’a  karst biinyenin  olusturdugu dogal savunma mekanizmasi olarak
antioksioksidan olarak adlandirilan bilesikler tretir. Karotenidler, antioksidan olarak
hiicre dokularimi zararl faktorlerden korumasi insan sagligi i¢cin 6nemlidir (Yanar ve
ark. 2004). Karotenoidleri, hastaliklara kars1 koruyucu etki gostermekte ve beta karoten,
lutein gibi karotenler kanser tedavisinde uygulanmaktadir (Richmond 2000) Beta
karoten provitamin A Onciisiidiir. Gidalarda gida katki maddesi olarak, gida, yem ve ilag
ve kozmetik sektoriinde kullanilmaktadir. Beta karoten dogal antioksioksidan olarak

adlandirilir

(Gokpmar ve ark. 2006). Mikroalgler gida, yem, kozmetik alaninda kullanilmaktadir.
Dunaliella sp. gibi bazi1 mikroalgler, antioksidan, beta karoten benzeri biyoaktif
bilesenleri iliretme potansiyaline sahiptir. Mikroalglerin tirettikleri biyoaktif metabolitler
farmasotik endiistrisinde kullanilmaktadir. Terdpotik amacla deri kanseri tedavisinde
beta karoten pigmenti kullanilmaktadir (Becker 1995). Tip alaninda beta karoten
pigmentinin dogal ve sentetik formlarinin prostat kanser hiicrelerinde yapilan ¢aligsmada,
dogal olarak iiretilen beta karotenin sentetik formlara oranla kanser hiicrelerinde yiiksek
apoptoz orani sagladig tespit edilmistir (Jayappriyan ve ark. 2013).

Karotenoid endiiksiyonunun dalga boyundan bagimsiz oldugu, 151k yogunluguna bagh

oldugu gozlenmistir (Ben - Amotz ve Avron 1989b).

Tez deneylerinin sonucunda AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 suslarinin yiiksek 1s1k
yogunlugunda (650 pmol.foton.m™2.s?) tekrarlarinin diisiik 151k konsantrasyonunda (65
pumol.foton.m2.sY) tekrarlarina gore daha fazla karotenoid iirettikleri goriilmiistiir.
Dunaliella sp. suslarmin hiicre basina diisen total karotenoid miktarlar1 karsilastirildinda
yiiksek 151k yogunlugunda fazla miktarda beta karoten iireten AQUAMEB 20 susunun
yiiksek 151k yogunluklarinda daha iyi biiytidiigii tespit edilmistir.

Laboratuar sartlarinda gerceklestirilen deneylerde ulasilan hiicre basina diisen total
karotenoid miktar;, AQUAMEB 9 Dunaliella sp. susunun (65 pmol.foton.m?.s) diisiik
151k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerde, 0,11 pg/hiicre, (650 pmol.foton.m2.s?)
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yiiksek 151k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerde, 0,10 pg/hiicre olarak hesaplanmuistir.
AQUAMEB 20 Dunaliella sp. susunun (65 upmol.foton.m?2s-1) diisik 151k
yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerde 0,25 pg/hiicre, (650 pmol.foton.m2.s?) yiiksek
151k yetistirilen kiiltlirlerde, 0,40 pg/ hiicre, olarak hesaplanmistir.

Tez deneylerinin sonucunda AQUAMEB 9 suslariin yiiksek 1s1k (650 umol.foton.m
25!y ve diisiik 151k yogunluklarindaki (65 umol.foton.m2.s?) tekrarlarinin hiicre
basina diisen klorofil b miktarlarinda da azalma gozlemlenmisti. AQUAMEB 9
Dunaliella sp. susunun (65 pmol.foton.m2.s?) diisiik 151k yogunlugunda yetistirilen
kiiltiirlerinde, hiicre basina diisen klorofil b miktar1 0,08 pg/hticre, (650 pmol.foton.m"
2.s1) yiiksek 151k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerde, hiicre basina diisen klorofil b
miktart ise 0,05 pg/hiicre olarak hesaplanmistir. AQUAMEB 9 suslarinin yiiksek 1s1k
(650 umol.foton.m?.st) ve diisiik 151k yogunluklarmmdaki (65 pmol.foton.m2.s?)
tekrarlarinin hiicre basina diisen klorofil b miktarlarinda da artma gézlemlenmistir.
AQUAMEB 9 Dunaliella sp. susunun (65 pmol.foton.m™2.s?) diisiik 151k yogunlugunda
yetistirilen tekrarlarinda, hiicre basina diisen klorofil b miktar1 0,26 pg/hiicre, (650
pmol.foton.m2.s?) yiiksek 151k yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerde, hiicre basina
diisen klorofil b miktari ise 0,15 pg/hiicre olarak hesaplanmustir.

Yapilan aragtirmalarda, yiiksek 131k yogunlugunin Dunaliella salina’ya etkisi
arastirmistir.  100ml’lik  kiiltir  ortamn  kullanilarak,  250ml’lik  erlenlerde
gerceklestirilmistir. Deney baglangicinda, 800 lux 151k yogunlugunda yetistirilen
kiltiirler yogunlugundan, 2300 lux 1sitk yogunlugune degistirilmistir. Isik kaynagi
olarak, metal halide lambalar1 (Philiphs BLW, 70W, 1200 lux) kullanilmistir. 10 giinliik
stirenin sonunda, 800 lux 151k yogunlugu altinda gerceklestirilen kiiltiirde, 10,25 + 0,30
pg/ hiicre, beta karoten miktar1, 1,51 + 0,04 klorofi b orami ise 0,14 g/g™ olarak, 2300
lux 151k yogunlugu altinda gerceklestirilen kiiltiirde, 6,81 + 0,17 pg/ hiicre, beta karoten
miktari, 2,72 + 0,07 klorofi b orani ise 0,41 g/g? olarak bulunmustur. Deney
calismalarimizda bulunan, total karotenoid miktarlarindaki artislarla benzerlik

gostermektedir (Pisal ve Lele 2004).

Yapilan ¢alismalarda, Dunalilella tertiolecta’nin yiiksek 151k yogunlugundan (700 umol
quanto m2s?) diisiik 15tk yogunluguna (70 pmol quanto m?st)’e direkt gegisinde

Dunalielle tertiolecta tiiriiniin hiicre yogunlugunun iki kat azaldigini, disiik 1sikta
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Klorofil a degeri artarken, klorofil b ve toplam karotenoid degerlerinin dengesiz bir
sekilde arttigini, klorofil a/klorofil b degerlerinin azaldigini1 gézlemlemislerdir (Sukenik
ve ark. 1990).

Yapilan bir diger ¢alismada, Urmia tuz go6liinden izolasyonu yapilan Dunaliella
tertiolecta’ nin (0,05-3,0 M NaCl) tuz yogunluklarinda biiyiime kinetikleri, total
karotenoid ve beta karoten degerleri lizerinde etkisi arastirilmistir. 25 °C sicaklikta, 14
saat aydinlik, 10 saat karanlik fotoperiyot uygulanmistir. 50 pmol m?2s? isik
yogunlugunda biiyiitiilmiistiir. Sonrasinda 151k yogunlugu 150 umol m?s? arttirilmis,
farkli tuz konsatrayonlarinda biiyiitiilmiis, 8. ve 28. gilinlerde 6rnekler alinip, karotenoid
degerleri belirlenmistir. Sabit biiylime evresinde, en yliksek karotenoid iiretimi, 11,73
mg/L olarak, 0,5 M NaCl tuz konsantrasyonunda, 28. giinde bulunmustur (Fazeli ve
ark. 2005).

AQUAMERB 9 Dunaliella sp. susu normal sartlar altinda, yesil renge sahip bir kiiltiirdiir.
AQUAMEB 9 kiiltiiriinde, hiicre basina diisen total karotenoid miktar1 ve dolayli yoldan
beta karoten tiretimi artmistir. Yiiksek 151k stresi total karotenoid liretimini tetiklemistir.
Deneylerimiz sonucunda, hiicre basina diisen en yiiksek total karotenoid miktari
Dunaliella sp. AQUAMEB 20 susunun (650 pmol.foton.m2s?) yiiksek 151k
yogunlugunda yetistirilen kiiltiirlerinde hiicre basina diisen total karotenoid miktari,
0,40 pg / hiicre olarak gdzlenmistir. Yiiksek 151k yogunlugu total karotenoid tiretimini
ve dolayli yoldan beta karoten tiretimini tetiklemistir. AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20
farkli suslar oldugundan, genel olarak AQUAMEB 20 AQUAMEB 9’dan daha yiiksek

oranda pigment iiretim potansiyeline sahiptir.

Karotenoid pigmentlerinden olan beta karoten, lipidte ¢oziinebilen turuncu renge sahip
olan bir pigment ve antioksidandir. Gida ve yiyeceklerde, renklendirici madde olarak,
Kozmetiklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikroalglerden, Dunaliella salina ve
Dunaliella bardawil dogal beta karoten kaynagidir (Borowitzka ve Siva 2007). Yiiksek
151k yogunlugu, yiiksek tuz yogunluklarinda, besin eksikiligi ve ekstrem sicakliklar gibi
ekstem ¢evresel sartlarda Dunaliella sp. hiicreleri, biinyelerinde kuru agirliginin
%10’una kadar beta karoten biriktirmektedir (Ben Amotz 1996, Ben Amotz ve Avron
1983, Kleinegris ve ark. 2009). Beta karotenin asir1 iiretiminin lipit globiillerinin

olusumundan kaynaklandigi hipotezi de dahil olmak {izere alternatif diizenleyicCi
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mekanizmalar da Onerilmistir (Rabbani ve ark. 1998). Beta karotenin asir1 iiretimi
Dunaliella sp.’nin hiicrelerinde fotoinhibasyona karsi korunmasinda rol oynamaktadir
(Ben Amotz ve ark.1989). Dunaliella sp.’de beta karoten birikimin kontrol eden
faktorler arasinda en Onemlisi 151k yogunlugudur. Iyi belirlenmis kontrollii bir 1s1k
rejiminde, stres sartlarina cevabiyla, Dunaliella sp. deneysel c¢alismalarin
vazgecilmezidir. Yiiksek 1gik yogunluguna gecisten hemen sonra hiicreler beta karoten
tiretmeye baslamistir. Dunaliella salina’da beta karoten birikimini etkileyen faktorler

arasinda en 6nemlisi yiiksek 151k yogunlugudur (Lamers ve ark. 2010).

Isik yogunlugu mikroalglerin, kimyasal kompozisyonunu belirlemede 6nemli bir
faktordiir, fotoperiyot ile uygulandigida, mikroalgal biiylimede kritik rol oynamaktadir.
Mikroalglerin tirettigi pigmentler, (klorofil, fikobilin, karotenoidler) biyoaktif bilenlere
sahip olmasiyla umut vericidir. Mikroalgler tarafindan tiretilen beta karoten, astaksantin,
lutein gibi pigmentlerin yaygin bir pazar potansiyeli vardir. Bu pigmentler, tilakoid
membranlarinda, fotosentezin temel ve fonksiyonel bilesenlerini olusturduklarindan
mikroalg hiicreleri i¢in hayati 6neme sahiptir (Guedes ve ark. 2011). Fotosentetik
organizmalarda, karotenoidlerin 6nemli bir gorevi vardir. Karotenoidler ya enerji
absorbe etmekte, ya da foto oksidatif hasarlara kars1 korumada 6nemli rol oynamaktadir
(Demming-Addams ve Addams 2002). Oksidatif stres arttikga, ROS (serbest reaktif
oksijen tiirleri) artar. ROS tiirlerine karg1 savunma mekanizmasi olarak karotenoidler
artar. Karotenoidler, singlet oksijeni yakalamada katalitik 6zellikleriyle rol alir. Yiiksek
151k yogunlugu, tuz stresi gibi stres kosullarinda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
karoteogenez artar (Kobayashi ve ark. 1993). Uygun olmayan gevresel kosullarda,
yiiksek 151k yogunlugu, besin eksikliginde, fotosentez asiri artar, elektron transfer orani
diiser, fotooksidatif hasarlar meydana gelir (Solovchenko ve ark. 2011). Bununla
birlikte, beta karoten gibi baz1 birincil karotenoidler ikincil metabolit olarak gorev yapar
ve bu nedenle stres kosullart altinda birikir (Rabbani ve ark 1998). Isik, ¢ogu
karotenoid, biyokiitle tiretimi i¢in en 6nemli siirlayici faktorlerden biridir (Cordero ve
ark. 2011).

Bursa Teknik Universitesi Biyomiihendislik béliimii Alg ve Siyanobakteri Kiiltiir
koleksiyonundan alinan, AQUAMEB 9 ve AQUAMEB 20 Dunaliella sp. suslarinin

farkli 151k siddetlerinde farkli karotenoid miktarlar: {iretimi sonucunda, farkli pigment
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iiretim potansiyellerine sahip oldugu, calismalarimiz sonucunda saptanmistir. Her
mikroalgin optimum yasam kosullari, farkli oldugundan, (1s1k, pH, sicaklik) gibi

cevresel faktorler degistirildiginde farkli sonuglar elde edilebilmektedir.

Baz1 tiirler ekstrem kosullarda stres sartlarinda bilinyelerinde iirettikleri pigment
maddelerine gore renk degistirir. Dunaliella sp. suslarinin bir kismi, turuncu, sari,
kirmizi1 renklere doniisiirken, Dunaliella sp. suslarinin bir kismi ise her zaman yesil
renkte bulunmaktadir. Ancak hiicre kiiltiiriiniin yaslanmasi durumunda bu yesil renk

koyulasir. (Borowitzka ve Siva 2007).

Ulkemizde genis bir mikroalg florasi bulunmaktadir, ne yazik ki mikroalglerin ticari
olarak iiretimi kisithdir. Ticari olarak Oneme sahip mikroalglerin belirlenmesi ve
mikroalglerin iirettigi pigmentlerin, biyoteknolojide kullanimina yonelik arastirmalar,
bu alanmn gelismesine katki saglamak amaciyla yapilmistir. Ulke ekonomisinede katk1

saglayacag diigiiniilmektedir.
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