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Tuz Géli’'nden (Konya-Tiirkiye) izole edilen Dunaliella
Tiirlerinin Gliserol Uretim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Ulkiiye Dudu Evren Cigdem Kanlitepe Ceren Ciract  Goniil Dénmez
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Abstract : The Determination of Glycerol Production in Dunaliella spp. Isolated from Lake
Tuz (Konya-Turkep), Some Dunaliella spp., green unicellular halophilic algae, were isolated
from some water and mud samples of Lake Tuz, a salt lake in Konya-TURKEY. The effect of pH
and NaCl concentrations on cell growth and glycerol production of Dunaliella spp. were
determined. lsolated Dunaliclla spp. incubated in Johnson Medium at NaCl concentrations
varying between 10-20 % and at pH values between 6-9, under continuous illumination (1500
Tux) at 20 = 2 °C for 40 days. According to results, one of the Dunaliella spp. (strain 7) produced
maximum glycerol (376,4 mg/1) at pH & and 20 % NaCl contained Johnson medium,
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Ozet : Tuz Golit’nden (Konya-Tirkiye) alinan toprak ve su drneklerinden, tek hiicreli halofilik
bir alg olan Dunaliella tirleri izole edilmigtir. Izole edilen Dunaliella tirlerinin gogalmas ve
gliserol dretimi iizerine pH ve NaCl konsantrasyonlarimn etkisi belirlenmigtir, Dunaliella tirleri,
%10 — 20 arasinda defiisen NaCl konsantrasyonlannda ve 6 ila 9 arasmda defiisen pH’lardaki
lohnson besiverinde 20 + 2°C’de siirekii 15tk altinda (1500 liks) 40 giin siire ile inkiibe edilmistir.
Sonuclara gire, Dunaliella tirlerinden birisinin (7 numarah tlirtin} pH 8’de ve %20 NaCl igeren
besiyerinde en fazla gliserol firettigi (376,4 mg/l) bulunmustur.

Anahtar Kelimeler : Dunaliella sp., {zolasyon, Tuz Golii, Glisero] Uretimi

Giris mikroalgler , yliiksek tuz

konsantrasyonlarinda hticre  icinde
Chlorophyceae simifina ait  olan  gliserol biriktirmektedirler (Ben-Amotz,
Dunaliella  tirleri, ytiksek oranda tnz 1987, Benemann, 1990;

iceren ortamlarda en fazla bulunan Borowitzka,1992; Schlipalius, 1991}).
dkaryotik  mikroorganizmalardir.  Bu

ortamiarda  Dunaliella salina, D. 1k olarak Craigie ve Mc Lachlan
bardawil, D. minuta, D. parva ve D. (1964) Dunaliella tiirlerinde dnemli bir
viridis olmek fizere baglica bes fotosentez rlind olarak  gliseroliin

Dunaliella tirt bulunmaktadir. Fototrof,  bulundufunu  gostermiglerdir.  Yiiksek
aerob , tek  hiicreli , hareketli , ¢ift konsantrasyonlarda herhangi bir toksik
kamgth ve hiicre duvar bulunmayan bu  etkisi  bulunmayan glisercl, enzim ve
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membran fonksiyonlan i¢in uygun bir
soliisyondur. Disiik molekiiler agirlikl,
vilksiiz bir bilegiktir. Yiksek gliserol
konsantrasyonlann Dunaliella hiicrelerinin
su kaybetmesini 6nlemektedir.

Endiistride halofil Dunalfiella tirleri,
provitamin A , gida boyast ve antioksidan
olarak kullanlan  beta karoten
yamnda gliserol tiretiminde de
kullamtmaktad, Halofil olmalan
kontaminasyon riski olmaksizin
biiyiik havuzlarda tiretimlerini
kolaylagtrmaktadir . Beta karoten ve
gliserol elde edildikten somra  kalan
biyomas, protein  bakimindan zengin
oldugu igin, insan gidast ve hayvan
verni  olarak da  kullamlmaktadir
(Borowitzka,1992).

Bu ¢alisma, endiistride pek ¢ok kullanim
alam olan Dunaliella tirlerinin iilkemiz
tuz iiretimine dnemi katkilan olan Tuz
Golit'nden izolasyonu ve gliserol iiretim
kapasitelerinin  belirlenmesi
yapilmustir.

Materyal ve Yontem

fzolasyon ve Teshis: Tuz Goli'nden
alman toprak ve su 6reklerinden gerekli
seyreltmeler yapildiktan sonra Johnson
besiyerinde tek koloniler elde ediimistir
(Borowitzka,1992), Izole edilen tek
kolonilerin safiik kontrolleri yapildiktan
sopra, koloni morfolojileri  farkhlik
gésterenler mikroskop altnda morfolojik
tzeiliklerine gore teshis editmigtir.

Gelisme Kosullary : Dunaliella tiirleri
3, 5 ve 7 numarah ), farkli tuz (%10,
%15, %20 wiv NaCli
konsantrasyonlarinda ve pt’da {6, 7, 8,
9), 150 ml'lik erlenlerdeki 50 mi'lik
Johnson besiverinde , 2042 °C de ve
sirekli gtk (1500 Hiks ) altnda
geligtirlmistir.

amaciyla -

Dunaliella tiirlerinin gelisimine pH’nmm
Etkisi: Dunaliella tirleri %10g NaCl
iceren pH 6, 7, 8 ve 9'a ayarlanmug
Johnson besiyerlerinde 30 giin
gelistirilmigtir,

Gliserol Uretimi :  Dunaliella
tirlerinin lirettigi gliserol miktarlarinn
belirlenmesi  igin tirler %10, %15 ve
%20 g NaCl  iceren pH 8’deki
Johnson besiyerlerinde 49 giin inkiibe
edilmigtir . Inkiibasyon igin  saymm
yapilarak aym sayida  hiicre igeren
0,1 mi'lik aktif kiittiir (1x107 adet/ml)
kullamilmgtir,

Analiz Yéntemi : Denemelerde
inkiibasyon siiresi boyunca Duneliella
tirlerinin gelisimi  Thoma lam ile
yapilan mikroskobik sayimla
belirlenmigtir, Gliserol miktarmn
belirlenmesi igin kiiltiirlerden 2 ml ahinip,
santrifiij edilerek (1500g 10°) 5mM fosfat
tamponu ile yikanmusgtir, Yikama sonucu

elde edilen ¢tkelek 15 mM  fosfat
tamponu e Iml'ye tamamlanmstir,
Daha sonra 1,5 saat 5000 liks‘de

bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
iistiine %30'luk 0,1m! Triklorasetik asit
konulup santriflij edilmistir. Siipernetanta
0,1m! 10N siilfirik asit ve 0,5ml 0,1M
sodyum  periodate ilave edilip,
kanstidarak 10 dakika bekletilmistir,
Ustine 0,4ml 1M sodyum arsenit
konulup, 10 dakika bekletilip, {istiine 5m}
kromotropik  asit ilave  edilmistir.
Hazirlanan omekler  yanm  saat
kaynatildiktan sonra spektrofotometrede
(Shimatzu 2001) 570nm dalga boyunda
okunmushir  (Ben-Amotz  ve Avron,
1973).

Bulgular

{zolasyon galigmalan: sonucu elde edilen,
koloni morfolojileri ve renkleri farkhilik
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gosteren ti¢ organizmanm Dunaliella

cinsinin dzelliklerini gsterdifi
belirlenmistir, Mikroskobik incelemeler
sonucy, vyesil tonlarmda  koloniler

olugturan bu organizmalarm oval yada
elipsoid yapida degisken hiicre sekilli ve
egit uzunlukta iki flageliaya sahip oldugu
saptanrmstir,

Dunaliella tirlerinin en iyi gelistigi
pH'nm belirlenmesi amaciyla kiiltiirler

- %10 NaCl iceren dort farklh pH’daki

Johnson besiyetlerinde 30 giin boyunca
inkibe  edilmigtir. Inkitbasyon siiresi
sonunda  kitltiirlerdeki  hiicre sayilan
Thoma larmyla  yapian direk sayim
sonucu  belirlenmistir,. Sonuclar Tablo
1’de giisterilmistir. '

Tablo 1. Farkh pH'da gelisen Dunaliella kiiltiirlerinin hiicre sayilar1 (adet/mi)

% 10NaCl
pH 6 7 8 9
3nolusus |2.08x107 §2.48x107  [3.13x107 1.34x10’
5nolusug |2.2%x107  [2.84x107 | 6.4x10’ 4x10’
7 nolu sus | 9.8x10° 1.8x107 22x107 - 12.25x107
Sonuglar incelendiginde, %10 gram tuz  geligtirilmistir.  Dunaliella tirlerinin

igeren besiyerlerinde denenen ii¢ tirtin pH

{irettigi glisero] miktarlan Sekil 1,2 ve 3’

8de en iyi geligim gosterdifi  de gosterilmistir. Bu suslarin inkiibasyon
belirlenmistir, boyunca Thoma lamm ile belirtilen hiicre
saylart ige Tablo 2 de wverilmistir.
Dunaliells tirlerinin  gliserol {iretim  Tabloda porildligi gibi dim  tuz
kapasitelerinin  belirlenmesi amaciyla, konsantrasyonlarinda 7 numaral
kitltiirler %10, %15 ve %20 g NaCl igeren  Dunaliella susn  en  yiiksek sayiya
pH 8'deki Johnson besiyerinde  ulagmustir.
Tablo 2. Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisen Dunaliella diltlirlerinin hilcre sayilar
{adet/ml)
Suglar | Gun |21 25 29 33 35 39 45 49
NaCl
2610 1 7.4x10° | 7.5x10° | 1.2%107 | 1.2x107 [ 1.0x107 [ 1.2x107 1 1.3x107 | 1.6x10°
3 %15 17.0x10° | 8.8x10° | 1.7x107 | 1.0x107 | 1.6x10" | 1.6x10" | 1.4x107 | 1.7x10
9,20 | 4.8x105 [0.5x107 | 1.2x107 | 2.1x10° | 1.1x107 1 2.1x107 [ 2.5x10" | 2.7x10
%10 | 6.4x10° [ 4.3x10% | 0.8x107 | 0.9x107 | 1.2x1¢7 [2.3x307 [ 2,6x107 | 3,0x107
5 %15 |3.0010%1 1.2x10° [ 0.9%107 | 1.0x107 [ 1.8x107 | 1.9x107 | 3.2x107 [ 4.9x10
620 | 5.4x10° 1 1.4x10° | 1.3x107 [ 0.9x107 [ 1.3x107 [ 1.4x107 | 4.0x10" | 4.0x107
0,10 | 5.2x10° 14.5x10° [ 0.8x107 [ 0.9x107 [ 2.8x107 [ 2.5x107 | 4.5x107 | 3.0x107
7 §15 1565100 L 0.1%10° | 1.5x107 | 1.6x107 | 2.6%107 1 4.5%107 | 6.5x107 | 7.5x10
%20 | 4.6x10° | 1.1x10° [ 0.9x10" | 1.8x10 2.1x107 {2.6x10° 1 5.6x107 | 6.0x10 |
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Sekil 1. Dunaliella sp. (3 numarals sug) tarafindan tretilen gliserol mikian
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Sekil 2. Dunaliella sp. (5 numarah sug) tarafindan iiretilen gliserol miktan
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Sekil 3. Dunaliella sp. (7 numarah sug) tarafindan iiretilen glisercl miktar

Sekil 1, 2 ve 3 de goruldigi gibi g
Dunaliella  tiirii de %10 gram NaCl
iceren besiyerinde az miktarda gliserol
iiretirken en fazla dretimin %20 gram
NaCl  iceren  besiyerinde  oldufu
saptanmugtir. Denemelerde, 3 numarah
Dunaliella tirtiniin %10 gram NaCl'de
21042ppm, %15 gram NaClP'de 254,6
ppm ve %20 gram NaCl’de 267,12 ppmy;
5 numaral tirlin %10 gram NaCl ‘de
230,0 ppm, %15 gram NaCl ‘de 2414
ppm ve %20 gram NaCl ‘de 245,72 ppm;

7 numarali tiriin ise, %10 gram Na(Cl
‘de 369,0ppm, %15 gram NaCl ‘de
3720 ppm ve %20 gram NaCl'de 376,4
ppm ghiserol ilrettifi belirlenmistir,

Dunalielln tirlerinin i farkh  tuz
konsantrasyonunda  Urettifi = glisero}
miktarlarn gekit 4, 5 ve G6°da
gOsterilmigtir. Tiirler arasmda tiim tuz
konsantrasyonlarmda en fazla gliserol
firetiminin - 7 numarah  tirde  oldugu
denemeler sonucu belirlenmisgtir,
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Sekil 4. %10 gram NaCl igeren besiyerinde Dunaliella tirlerinin Grettifi gliserol
miktar
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Sekil 5. %15 gram NaCl iceren besiyerinde Dunaliella tirlerinin Grettigi gliserol miktar
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Sekil 6, %20 gram NaCl igeren besiyerinde Dunaliella tirlerinin iirettigi gliserol miktari

Tartiyma ve Sonug

Dunaliella tiirleriyle yapilan ¢ahymalarda
gliserol iiretimi igin en vygun pH ‘nmn 8
oldugu belirlenmigtir (Goyal ve Gimmler,
1989; Thakur ve Kumar, 1997; Thakur ve
ark., 2000). Bu caligmada da %10 tuz
iceren Johnson besiyerinde, kiiltiirler en
iyi pH 8'de geligmistir,

Dunaliella  tlrlerinin hiicre  iginde
gliserol biriktirmesinde cesitli faktorlerin
etkii  oldugu belirtilmektedir. Farkl
nitrojen kaynaklarinin gliserol iiretimine
etkilerinin belirlendiii bir ¢alismada
potasyum nitratin  gliserol  miktarin

arttirdifs tesbit edilmistir (Thakur ve
Kumar, 1999a).Yapilan bir  diger
¢aliymada , gliserol (iretimine 1518m ve

cesitli karbon kaynaklarmin  etkisi
meelenmig, en ylksek glisero! firetiminin

fléresans 1gikta ve glikozlu ortamlarda
oldugu belirlenmigtir ( Thakuar ve Kumar,
1997). Agar, agaroz, karragen ve
kalsiyvam aljinatta hareketleri 6nlenen
Dunaliella  tirlerince Uiretilen gliserol
miktar1 aragtirildifinda en fazla {iretimin
agarda oldufu saptanmustir {Grizeau ve
Navarro, 1986; Thakur ve Kumar, 1999b).

Yapilan caligma sonucunda, izole edilen
Dunaliella tiitlerinin  gliserol iiretimine
pH ve tuz konsantrasyonlarmm etkisi
belirlenerek, 7 numarali Dunaliella
tiriinfin diferlerine pdre vilksek hiicre
sayilarina ulagmast ve fazla miktarda
gliserol {iretmesi nedeniyle cesitli amaclar
igin biiylik ¢apta tiretilebilecegi sonucuna
varilmagtir.  Yapilacak olan  diger
caligmalaria bu titriin gliserol {iretimine
etkili olan diger faktérler aragtinitacaktir.
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