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Bir Dunaliella Tiiriiniin Gelisimine ve 8-karoten Uretimine
pH ve Tuz Konsantrasyonlarimin Etkisi
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Abstract : Effect of pH and Salt Concentrations on Growth and f-carotene Accumulation by
Dunaliella sp. The growth and -carotene accumulation of Dunaliella sp. which was isolated
from Lake Tuz (Konya-Turkey) was studied in baich culture under different pH values and
varying concentrations of NaCl (10, 15 and 20 %) in Johnson Medium. These changes have a
significant effect on cell count and S-carotene accumulation. A comparison of its growth in four
different pH values ranging from 6 to 9 revealed a higher growth at pH 9. In all of the tested NaCl
concentrations, maximum cell numbers of 1.2-4.4x10° ml™ were reached at this pH value. The
strain grows optimally at 15 % NaCl concentration, The cellular S-carotene content increased in
parallel with increasing salt concentrations. At high salt concentrations, the maximum amount of
B-carotene (5,381 pg per cell) was accurnulated.
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Ozet : Tuz Goli’'nden (Konya-Tiirkiye) izole edilen bir Dunaliella tiiriintin geligimi ve S-karoten
tiretimine farklt pH ve tuz konsantrasyonlarinm-{% 10, 15 ve 20} etkisi, Johnson besiyerinde
kesikli kitltiirlerde gahsilmstir. pH ve tuz konsantrasyonlarindaki degisimin hicre sayis ve -
karoten ilretimini dnemli oranda etkiledigi belirlenmigtir. Dunaliella tiirtinin dort farkh pH (6, 7,
8 ve 9)'daki gelisimieri kiyasiandsginda, en yitksek hilcre konsantrasyonuna pH 9'da ulagildif
belirlenmistir. Denenen tiim tuz konsantrasyonlarinda en fazla hiicre saysst {1.2-4.4x10° mi” ) bu
pH'da elde edilmigtir. Optimum c¢ofalmast igin %15 NaCl’a gereksinim duyan Dunaliella
hiicrelerindeki B-karoten birikiminin artan tuz konsantrasyonlart ile birlikte arttf belirlenmigtir.
En viiksek S-karoten birikiminin ( hiicre basma 5,381 pg ) viiksek tuz konsantrasyonlarinda
oldugu saptanrmstir.

Anahtar Ketimeler : Dunaliella sp., halofil, §-karoten, Tuz G&Hl,

Giris yillardan beri kimyasal olarak sadece all-

trans izomeri halinde elde edilmektedir.
Kuru  agrhbklarmmn  yaklagtk %10°a Mikrobial yolla tretilen B-karoten’de ise
oramnda P-karoten Ureten Dunaliella  hem all-trans hem de 9-ciss P-karoten
titrlerinin itk kez 1970'lerin sonunda Ol izomerleri hemen hemen esit oranda
Deniz’den ( Israil ) izole edilmesi  bulunmaktadir. 9-ciss B-karoten, ali-trans

mikrobial yolla f-karoten iiretimine olan  B-karotene gdre hayvansal yaglarda daha
ilgiyi artirmistir.  B-karoten, 1950°li  ¢ok eridiginden hayvan dokularinda etkili
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bigimde biriktiriimektedir { Leach ve ark.,
1998; Ben-Amotz, 1988; Borowitzka ve
ark., 1992).

B-karoten, ortada doymanus bir zincir ve
bunun iki ucunda bulunan iki halkadan
meydana gelmistir. P-karoten besinlerle
birlikte canhlar tarafindan alindi3: zaman
ortadan  kesilerek iki molekill A
vitaminine donigtirdlir. Bu nedenle
B-karoten’e provitamin-A da
denilmektedir, B—karoten serbest
radikalleri toplamada, hiicreyi zararh
winlara  karst  korumada bafisikhjm
diizenlenmesinde ve dzellikle potansiyel

bir  antioksidant  olarak  kanserin
engellenmesinde iy gbrmektedir  (
Margalith, 1999; Ben-Amotz, 1991;

Leach ve ark, 1998; Amnon ve ark,
1990; Wilson ve ark., 1997),

Gida sektdriinde B-karoten, besinlerin
renklendirilmesinde ve meyve sularmn
renklerinin korunmasinda
kullanilmaktadir. 1989 yilinda diinyada
bu amagla 100 tondan fazla B-karoten
kullantdlmugtir.  Ayrica, P-karoten balik
giftliklerinde salmon, alabalik, kabukiu
deniz {irlinlerinin ve kiimes hayvanlarimn

etlerinin = ve  yumurta  sanlarmm
renklendirilmesi amaciyla yemlere de
karnistinlmaktadir  { Margalith, 1999,

Borowitzka ve ark., 1990; Schlipalius,
1991),

Dunaliellz tek hiterell, kamgih, giplak,
Okaryot  bir  algdir  (Chlorophyta,
Chlorophyceae). Bu cins ilk kez 1905'te
Teodoresco tarafindan  tammlanmustir,
Teodoresco Dunaliella’yt itk
tammilandifindan beri ¢ok genis habitat
dizisinde ¢ok sayida tiirh tanymiayarak bu
gine kadar 29 Dunalielle tiril teshis
edilmistir (A. Borowitzka ve ark., 1992).
Dunaliella tiirleri tath sulardan { <0.1M
NaCl) yiiksek miktarda tuz igeren { >5M
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NaCl) ortamlara kadar
cevrelerde yagamaktadir. Bazi tiirleri
tuzlu  ortamlarda dominant olarak
bulunmaktadir ( Jimenez ve ark., 1991;
Borowitzka ve ark., 1992; Ginzburg ve
ark., 1993).

olan ¢egithi

Dunaliella cinsinin en tnemli morfolojik

ozelligi  Volvocales ordosunun  diger
cinslerinden farkli olarak sert hiicre
duvarlarindan ~ yoksun  olmalanidir.
Dunaliella morfolojik olarak
Chlamydomonas’a  benzemekte ancak
hiicre  duvanmn  bulunmamas: e
Chlamydomonas 'tan farklilik
gostermektedir.  Dunaliells  cinsinin
Chlamydomonas’tan daha gok

Asteromonas’a  benzedii belirlenmistir
(Borowitzka ve ark., 1992). Dunaliella
tiirlerinin  hitcreleri elastik bir plezma
membram ile c¢evrilmistir. Bu durum
hiticre geklinin degismesinde ve osmotik
degisimiere  uymada  bir  avantsj
saglamaktadir. Hiicre disi osmotik basinca

kars: hiicre icindeki gliserol
konsantrasyonunu arttirarak
osmoregiilasyon saglamaktady

(Borowitzka ve ark., 1992; Jimenez ve
ark., 1991).

Ginlimtizde Dunaliella tirlerinden p-
karotenin ticari tiretimi Israil, ABD,
Avusturalya, Ispanya ve Cin'de
vapilmaktadir  (Ben-Amotz, 1991).
Endistriyel Oneme sahip B-karoten ve
gliserol fireten bu organizmanin biyolojisi
ile ilgili ¢ok sayida caligma yiirittiilmigtir
(Jimenez ve ark.,, 1991). Tiirkiye'de ise
dzellikle endiistriyel amaclarla mikrobial
yolla P-karoten iiretimine  yonelik
cahgmalar yok denecek kadar azdir.
Ulkemiz  ekonomisine ¢ok  Snemli
katkilart olan Tuz Golii'ade bulunan
Dunaliella tirlerinin ~ endiistliriyel
amaclarla yine g6l sulaninda tiretimi g8liin
kulamum potansiyelini artiracaktir. Ancak
oncelikle gdlde  bulunan  Dunaliella
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tiirlerin izole edilip saflagtiridmasi ve B-
karoten iiretim kapasitelerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Bu amagla
planlanan bu ¢alismada, Tuz Gélii'nden
izole edilen bir Dunaliella tiriintin farkl
tuz ve pH lardaki P-karoten {iretimi
belirlenmigtir,

Materyal ve Yintem
Izolasyom:Tuz Golii'nden ahman toprak

ve su Ornekleri seyreltilerek sivi ve kat
Johnson besiyerine ekilmigtir. Johnson

besiyeri agagidaki maddeleri
icermektedir:  NaCl %10-20 g/,
MgClhx6H,0 1,5 g/, KCl 02 g/l

CaCix2H,0 0,2 gff; NaNO; 1,5 g/l
NaHCO, 0,043 g/l; KH2PO, 0,035 g/k;
Fe Solusyonu 10 mi/l (Na,EDTA 189
mg/l; FeCi3x6H20 244 mg/l);, eser
element solusyonu 10 mi/l (H;BO;  61.0
mg/l; (NH,)Mo;0x4H;0  38.0 mg/h;
CaSO4x5H,O 6.0 mgfl; CoClx6H0
5.1mg/ly ZnCl, 4.1mg/l; MnClx4H,0O
4. 1mg/t); distile su 980 ml/l (Borowitzka
ve ark., 1992). Johnsan besiyerindeki
kimyasallar ayr1 ayrt hazirlanibip otoklav
ile sterilize edilmigtir. Ekim yapilan
besiyerleri 2022°C’de stirekli 15tk altinda
iki hafta boyunca inkilibe edilmistir.
Inkitbasyon sonrasi gerek s1vi
besiyerinden pastdr pipeti ile mikroskop
altinda alinan tek hiicreler gerekse agarh
besiyerlerinde  siirme metoduyla elde
edilen tek  koloniler, tekrar kati
besiyerlerine aktarilarak saflagtirilmustir.

identifikasyon: Saflagtinlan tek koloniler
% 25 g NaCl igeren sivi Johnson
besiverinde gelstirilmigtir, Mikroskobik
incelemne sonucu  kiiltiirler morfolojik
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yapilarmna  ve renklerine gére teghis
edilmigtir,

B-karoten iiretim kosullari: Izolatlar -
arasmndan segilen Dunaliella sp., 250
ml’lik erlenler icinde 100 ml, pH's: 6, 7,
8 ve 9’a ayarlanmug ve % 10, 15 ve 20 g
NaCl igeren Johnson besiyerlerine
ekilmigtir. Hazirlanan erlenler 2042 °C’de
ve stirekli ik altinda (floresan 151k 2000
liks) 39 giin boyunca inkiibe edilmigtir.

Analiz Yéntemleri: Inkilbasyon siiresi
boyunca erlenlerden alinan &rneklerdeki
hiicre sayis1 Thoma lanu ile belirlenmistir.
Belirlenen hiicre sayismna es zamanl
olarak [-karoten miktar1 saptanmugtr,
Kiltiivden 2ml o6rnek ahmparak 4000
pm’de 12 dakika  santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrast elde edilen ¢okeltideki
B-karoten miktari %80’lik aseton ile
ekstrakte edildikten sonra 455 nm dalga
boyunda spektrofotometrik  (Shimatzu
2001) olarak belirlenmistir (Ben-Amotz
ve Avron, 1983),

Bulgutar

Calismada elde edilen 14 izolat arasindan
degisken sekildeki (oval, elipsoid yada
armut seklinde) hiicrelere sahip, bityitk
fincan seklinde bir kloroplast: olan, iki
uzun esit flagelial ve % 25 g NaCl iceren
besiyerinde sar-kirmmz: renkte geligen bir
izolat secilerek Dunaliella sp. olarak
teshis edilmigtir,

Dunaliella  tirlinin %10, 15 ve 20 g
NaCl  konsantrasyonundaki  Johnson
besiyerindeki gelismesi ve P-karoten
tiretimi fizerine pH'nm etkisi tablo 1’de
ghsterilmigtir.
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Tablo 1. Farkh tuz ve pH’ larda inkiibasyon siiresi sonunda (39. giin) belirlenen hiicre

says1 ve f—karoten miktar,

10 15 20
o Nacy | Hiiere | B-Karoten | Hilcre | B-Karoten | Hijere | p-Karoten

Sayis miktar1 | Sayisi mikian Sayis1 miktary

Adet/ml | mg/ml ;Adet/ml| mp/ml |Adet/ml| mg/mi

pH6 | 1,2x10° | 3,043 141x10°] 17,548 | 3.,5x10° | 13,652
pH7 | 3,1x10° | 10913 [3,6x10°| 14,739 | 3,0x10° | 14,239
pH8 | 17x10° | 4956 [4,1x10°| 18,500 |3,1x10°| 12,130
pHY | 4,0x10° | 15783 [42x10°| 19,783 | 4,ix10°| 22,062

Tablo 1’de goriiidtigii gibi hem en fazla

hiicre sayist hem de en fazla B—karoten
miktarr 8¢ tuzda da pH 9da elde

almugtir. En fazla hiicre %15 NaCl iceren
besiyerinde ve pH 9'da sayilmigtr. pH
7de %15 ve %20 NaCl iceren ortamlarda

edilmigtir. Bu pH'da tuzluluk artttkga birbirine yakin  oranlarda (swastyla
B~karoten miktar1 artmgtir. Dunaliella  14,739-14,230 mg/ml) B-karoten
sp'de hiicrede PB-karoten birikiminin  Uretilmigtir.
artmas: ile kiiltiir sarimsit turuncu renkler
18
E 16 -
& 14
£
E 10 - ~g—pH: 6
x - pH: ¥
= 8- —&—pH: 8
g 61 ~—&—pH: 9
g 4
L
0 = ¥ r T
1] 10 20 30 40 50
Zaman (giin}

Sekil 1. %10 NaCl'lik Johnson besi yerinde pH’in Dunaliella sp. tirinde B-karoten

tiretim kapasitesine etkisi.
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25

Karoten Miktan mg / ml

—e—pH: &
- pH: 7
O H: 8
——pH: 9

20

30

Zaman (giin}

40 50

Sekil 2. %15 NaCl'lik Johnson besi yerinde pH'in Dunaliella sp. tiiriinlin P-karoten

iiretim kapasitesine etkisi.

Karoten Miktan mgfmi

—4—pH: 6
—H—-pH: 7
—&—nH: 8
i pH: 8§

10 20

30
Zaman (atin)

40 50

$ekil 3. %20 NaCl'lik Johnson besi yerinde pH'in Dunaliella sp. tlirliniin f-karoten

ilretim kapasitesine etkisi.

Sekillerde inkitbasyon peryodu boyunca
{iretilen P-karoten miktarlar: gekil 1 2
3’de gosterilmistir, Sekilierde gortildigi
gibi, 16. ginden somnra B-karoten
miktarinda artis olmus ve 20. ginden
itibaren bu artis daha da belirginlesmistir.
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Ancak en fazla f-karoten iretimi, tim
denemelerde de 30. giinde olmustur. %10
ve %20 NaCl iceren ortamlardan farkh
olarak %15 NaCl'lik ortamlarda tiim
pH'larda P-karoten miktan benzer
deperler gostermektedir.
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Karoten Miktari ug / hiicre

—&— %10 NaCi
O %15 NaCl
—&— %20 NacCl

Zaman {Giin)

50

Sekil 4. Johnson besiyerinde pH 7’de tuz konsantrasyenlaninm Dunaliella sp. tirtiniin
hiicre bagma PB-karoten iiretim kapasitesine etkisi.

RN W s G O

-l

—& %10 NaCl
-0 %45 NaCi
—8— %20 NaCl

Karoten Miktan ug / hiicre

Zaman (Giin)

50

Sekil 5. Johnson besiyerinde pH 9'da tuz konsantrasyonlarimn Dunaliella sp. fliriiniin
hiicre bagina B-karoten liretim kapasitesine etkisi.

En fazla P-karoten'nin tiretildigi pH 9ve
7'de, hiicre bagina iiretilen B-karoten
mikiarma tz konsantrasyonlanmn etkisi
Sekil 4 wve 5°de gosterilmistir. Bu
pH'larda hiicre bagina en fazla P-karoten
miktar: %20 NaCl iceren ortamiarda elde
edilmigtir, Her iki pH'da da tuzluluk

artik¢a hiicre bagina retilen B-karoten
miktar artrmgtr, 8-—karoten miktarmdaki
en bilyikk artig ise her iki pH'da da 20.
giinde olmustur.



Bir Dunaliella Tiiriiniin Geligimine ve B-karoten Uretimine pH ve Tuz Konsantrasyonlarinmn Etkisi

Tartisma ve Sonug

Yiiksek tuz

Dunaliella salina
sari-karmuzy renkli killtiirler olugturdugu
ve fazla miktarda f-karoten irettigi
bilinmektedir. Benzer ozellikler gosteren
Dunaliella bardawil Teodoresco da D.
salina tirit i¢inde degerlendirilebilecepi
bu  konuda  vapilan  calismalarda
belirtitmektedir (Borowitzka wve ark.,
1992). Bu caligmada ise morfolojik
dzellikleri ve pigmentasyon durumuna

konsantrasyonlarinda

gbre  teshis edilerek  denemelerde
kullandan  Dunalielle  tirlintin, D
salina’mn gzelliklerine benzerlik

gosterdigi saptanmustir.

Sonuglar degerlendirildiginde, gol
sularindan izole edilen bu titriin en yiiksek
hiicre sayisina pH 9'da ve %15 NaCl
iceren Johnson besi yerinde ulastift en
yitksek f—karoten’in ise 22,062 mg/mi
olarak yine pH 9'da ve %20 NaCl’de elde
edildigi belirlenmistir. Caligmanin

Teodoresco tiriiniin .
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yapdift  sartlarda ik 20 ginlik
inkitbasyon sliresinde gelismenin g¢ok az
oldupu daha sonraki yaklagik virmi
glinlitk inkiibasyon periyodunda ise hiicre
sayissmn  ve buna paralel olarak da
B-karoten miktarinn arttyfi saptanmugtir.

Yapilan gdzlemler sonucu Tuz Gioli’nde
yaz aylanmda buharlagma nedeniyle tuz
konsantrasyonumun artift  ve bu
sartlarda tuz toleranst yitksek olan
Dunaliella tirlerinin - vogun olarak
gelisip goliin renginin  sar-komuz
tonlarinda goriitmesin sagladift
belirlenmigtir. Benzer gozlemler Israil
Olii Deniz’de de yapiimustir (Ben-Amotz,
1982; Borowitzka ve ark,, 1992),

Yitksek miktarda tizun bulundugu yaz
aylaninda, izole ettifimiz  Dunaliella
tirintin, yiksek tuzluluk nedeniyle
kontaminasyon problemi olmaksizin, gol
sularinda endiistrivel amaglarla tiretiminin
uygun olacaf: sonucuna varlmgter,
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