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Oz

Mikroalgler, sahip olduklar protein, lipid ve renkli pigmentler gibi dogal bilesikler sebebi ile biyoteknolojik uygulamalarda genis bir
kullanim alan1 bulmaktadir. Yesil algler sinifina dahil olan ve yiiksek tuz toleransi gosterebilen Dunaliella salina tiirii, dogal bir beta-
karoten kaynagi olmasi sebebi ile biyoteknolojik iiretimlerde 6ne ¢ikan mikroalg tiirleri arasindadir. Yiksek tuzluluk, yiiksek sicaklik,
yogun 1s1k miktar1 ya da besin kithg: gibi stres kosullar1 altinda D. salina hiicrelerinde beta-karoten birikimi gerceklesmekte, ancak bu
durum hiicre biiylimesini olumsuz etkilemektedir. Bu sebeple genellikle hazirlanan kiiltiirlerde once hiicre biiylimesinin tesvik
edildigi, ardindan stres kosulu uygulanarak pigment {iretiminin artirildig: iki fazh {iretim sistemi benimsenmistir. Bu ¢aligmada yerel
kaynaklardan izole edilen bir D. salina susu i¢in merkezi kompozit tasarim yonteminden faydalanilarak biyokiitle artig1 ve hiicre igi
karotenoid birikimini, iki fazli tretime gerek olmaksizin, es zamanli olarak tesvik edecek ortam kosullarimin belirlenmesi
amaglanmigtir. Hiicre i¢inde karotenoid birikimine sebep olan iki ortam bileseni; tuz (NaCl) ve nitrat (KNO3), deney tasarimi igin
kullanilacak faktorler olarak seg¢ilmistir. Faktorlerin {i¢ farkli diizeyinde gerceklestirilen denemeler sonucunda ortamdaki tuz
miktarini hem biyokiitle artis1 hem de karotenoid birikimi agisindan birincil etmen oldugu belirlenmistir. D. salina hiicreleri i¢in 1,75
M NaCl ve 1,2 mM KNOs igeren kiiltiir ortaminda biyokiitlenin, ve paralel olarak hiicre i¢i pigment miktarinin artigi igin optimum
kosul olarak belirlenmistir. Karotenoid birikimi, tuz konsantrasyonu agisindan 6nemli 6l¢iide etkilenirken, kullanilan nitrat miktarinin
secilen aralikta daha diigiik etki gosterdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Biyokiitle, Karotenoidler, Merkezi Kompozit Tasarim, Dunaliella salina

Identification of Optimal Conditions for Growth and Pigment
Production in indegenous Dunaliella salina strain Using Central
Composite Design Method

Abstract

Microalgae are widely used in biotechnological applications due to their natural compounds such as protein, lipid and colored
pigments. Dunaliella salina, a green algae tolerant to high salt concentrations, is a natural source of beta-carotene, and therefore it is
one of the microalgae species that is prominent in biotechnological productions. Beta-carotene accumulation occurs in D. salina cells
under stress conditions such as high salinity, high temperature, intense light or nutrient scarcity, but these conditions also negatively
affects the cell growth. A two-phase production system is usually applied to the cultures in which the cell growth is first promoted and
then the pigment production is increased by applying the stress condition. In this study, it was aimed to determine the culture
conditions that would simultaneously promote biomass growth and intracellular carotenoid accumulation without the need for two
phase production by using the central composite design method for a Dunaliella salina strain isolated from local sources. Two media
components that cause carotenoid accumulation in the cell; salt (NaCl) and nitrate (KNO3) were selected as the factors to be used for
experimental design. As a result of the experiments carried out at three different levels of factors, it was determined that the amount of

http://dergipark.gov.tr/ejosat 874



http://dergipark.gov.tr/ejosat

European Journal of Science and Technology

salt in the medium was the primary factor in terms of both biomass increase and carotenoid accumulation. For D. salina cells, culture
medium containing 1.75 M NaCl and 1.2 mM KNQOj3 was determined as the optimum condition for both increasing the amount of
biomass and pigment accumulation in parallel. Carotenoid deposition was significantly affected by salt concentration, while the
amount of nitrate used in the media was found to have a lower effect in the selected range.

Keywords: Biomass, Carotenoids, Central Composite Design, Dunaliella salina.

1. Giris

Mikroalgler, bitki benzeri protistalar grubuna dahil, ¢ogu tek hiicreli olan, genellikle sucul ortamlarda yasamlarimi siirdiiren
okaryotik, fotosentetik organizmalardir (Khan ve ark., 2018). igerdikleri protein, lipid ve pigmentler gibi dogal bilesikler sebebi ile
biyoteknoloji alaninda kullanimlart son yillarda dikkat ¢eken konular arasindadir (Osanai ve ark., 2017). Gida ve yem amagh
biyokiitle iiretiminden, biyodizel iiretimi ve biyoremediasyon gibi ekolojik uygulamalara kadar pek c¢ok alanda kullanimi olan
mikroalgler, zengin biyogesitlilikleri sebebiyle ¢ok ¢esitli degerli bilesigin iretimi igin timit vadeden dogal bir kaynak olarak
goriilmektedirler. (Pulz ve Gross, 2004).

Karotenoidler renkli pigmentler olup bitkiler, algler ve siyanobakterler gibi tiim fotosentetik canlilarda sentezlenmektedir. Yiiksek
antioksidan 6zellige sahip bu pigmentler genel olarak organizmalari serbest radikallere ve reaktif oksijen bilesiklerin zararlarina karsi
korumaktadir (Fujisawa ve ark., 2009). Karotenoidler kozmetik ve gida endiistrisinde dogal renklendirici olarak (Diler ve Dilek,
2002), ayrica hayvancilikta ve deniz kiiltiirlerinde yem olarak da genis bir kullanim alanina sahiptir (Del Campo ve ark., 2007).

Dunaliella salina tuzlu sularda yasamin: siirdiirebilen, yesil algler siifina dahil bir mikroalg tiiridiir. Ortam kosullarinda olusan
yiiksek sicaklik, yiiksek tuzluluk ya da belli besin maddelerinin azalmas1 Dunaliella hiicrelerinin strese girmesine ve hiicrenin bu stres
kosullarindan kendini korumasina yonelik olarak hiicre i¢inde beta-karoten iiretmesine neden olmaktadir. Beta-karoten hem turuncu
renkli bir pigment olmasi, hem de yiiksek antioksidan 6zellikleri sebebi ile biyoteknoloji alaninda ilag, boya ve yem sanayii gibi farkli
alanlarda kullanilan degerli bir iiriindiir. Bu bakimdan D. salina dogal beta-karoten tiretimi i¢in kullanilan 6nemli kaynaklardan birini
olugturmaktadir (Jin ve Melis, 2003; Hosseini Tafreshi ve Shariati, 2009).

Mikroalg hiicreleri iginde pigment birikimine sebep olan stres kosullar1 hiicre ¢ogalmasini olumsuz etkilemektedir. Bu problemi
asmak amaci ile yapilan ¢aligmalarda genellikle iki fazli tiretim yontemi benimsenmistir; ilk olarak {iretim hiicre biiyiimesi i¢in gerekli
optimum kosullarda gergeklestirilerek hiicre artig1 saglanmakta, ardindan belli yogunluga ulasan kiiltiir ortamina segilen stres kosulu
uygulanarak hiicre iginde pigment iiretimi tesvik edilmektedir (Guerin ve ark., 2003; Benavente-Valdés ve ark., 2016; Chen ve ark.,
2018)

Tepki Yiizeyi Analizi metodu iki ya da daha fazla faktoriin bir yanit tizerine ne sekilde etki ettigini belirlemek amaci ile kullanilan
etkin bir yontemdir. Bu yontem ile ¢ok sayida deneme seti, malzeme ve zaman harcanmasina sebep olan her seferinde tek faktoriin
denendigi klasik uygulamalara gore daha az sayida deneme seti ile istenilen yanitlara ulasilmaktadir (Khuri 2017, Degirmencioglu ve
Yazgi 2006). Merkezi Kompozit Tasarim metodu da bir Tepki Yiizeyi Analizi yontemi olup, belirlenen sinirlar dahilinde segilen
faktorlerin maksimum, minimum ve orta noktalar: kullanilarak olusturulan deneme setleri yolu ile faktorlerin yanit ile iligkisini
anlamaya imkan tanimaktadir.

Kiiltiir ortamindaki nitrat ve tuz miktar1 D. salina hiicrelerinde pigment olusumu tegvik eden iki 6nemli ortam bilesenidir (Marin
ve ark., 1998; Pisal ve Lele, 2005; Morowvat ve Ghasemi, 2016). Bu calismada Ulkemizin yerel kaynaklarindan izole edilen bir D.
salina susunda iki fazli iiretime gerek olmaksizin, ortam bilesenlerinden tuz ve nitrat konsantrasyonlarinin hiicre bilyiimesine paralel
olarak karotenoid birikimini de tegvik edebilecegi optimum araligin, Merkezi Kompozit Tasarimi yontemi kullanilarak belirlenmesi
amaclanmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Dunaliella salina Stok Hazirhg ve Kiiltiir Kosullar:

Calisma materyali olarak, yerel kaynaklardan izole edilerek Ege Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu'na (EGE-MACC) dahil edilen
Dunaliella salina susu (EgeMacc-24) kullanilmistir. Modifiye Johnson's ortamunda kiiltiir tiretimi gergeklestirilen (Johnson et al.,
1968; Borowitzka, 1988). D. salina hiicreleri ~7x10" hiicre.mL™* olana kadar cogaltilarak stok kiiltiir olarak kullanilmistir. Stoktan 1
mL alinarak Merkezi Komposit Tasarim deney semasi dogrultusunda hazirlanarak 13 adet 100 mL ortam iceren erlenlere inokiile
edilmistir. Ornekler 25 °C'de 30 pumol.photon m?.s™ 151k siddetinde beyaz florasan lamba ile siirekli olarak aydinlatilan, 110 rpm
hizinda ¢alkalama gerceklestiren bir galkalayiciya yerlestirilerek 7 giin boyunca bilyiimeleri takip edilmistir. Ortam kosullar1 7 giin
boyunca sabit tutulmus, boylelikle kiiltiir ortamlari {izerindeki tek stres kosulunun besin ortami1 kompozisyonu olmasi saglanmistir.

2.2. Merkezi Kompozit Tasarim Deney Diizenegi ve istatistiksel Analizler

Design Expert (version 7.0.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN) programi kullanilarak "iki faktorli" "yiiz merkezli"
"Merkezi Kompozit Tasarim" metodu ile belirlenen ortam kosullart her 6rnek i¢in ayr1 ayri hazirlanmustir. Deneysel tasarim yontemi
ile, tanimlanan yiizey i¢in minimum (-1) maksimum (+1) ve orta (0) olmak {izere her faktoriin ii¢ ayr1 diizeyinin degerlendirildigi 13
ayr1 deneme seti listelenmistir (Tablo 1 ve Tablo 2). Segilen diizlemin dig1 hakkinda da bilgi almaya yarayan "yildiz noktalari" deneme
setine dahil edilmeyip, diizlem, faktorlerin maksimum ve minimum degerleri ile sinirlandirilmistir.  Faktorlerin, biyokiitle artis1 ve
karotenoid birikimi {izerine anlamli bir etkisi olup olmadiginin belirlenmesi amaci ile ANOVA analizleri kullanilmistir.
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Tablo 1. Merkezi Kompozit Deneysel Tasarimi Ozeti

Faktor Madde Ismi ve Diizey Kodlar
Birimi
-1 0 +1
A KNO3 (mM) 1,20 7,80 14,40
B NaCl (M) 1,00 2,50 4,00

2.3. Biyokiitle ve Karotenoid Miktar Artislarinin Belirlenmesi

2.3.1. Hiicre sayimui

Hiicre sayilarinin belirlenmesi amaci ile Neubauer hemasitometre kullanilmigtir. Her 6rnekten 150 pL alinarak, hareketli olan
hiicreleri sabitlemek amaci ile 1 pL iyodin solusyonu eklenmistir. Sayma kamarasina yayilan 6rnekler Olimpus CX21 11k mikroskobu
ile (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) incelenerek sayma iglemi gerceklestirilmistir. Spesifik biiyiime hizi (p) ve kiiltiiriin
ikilenme siiresi (td) asagida verilen formiile gore belirlenmistir.

N2-N1
t2-t1

p=In( )

In2

td=1n (_P-)

Formiilde; N1 ve N2, sirasi ile t1 ve t2 zamanlarindaki hiicre sayilarini ifade etmektedir.

2.3.2. Optik Yogunluk Olciimleri

Biyokiitle artiginin optik olarak belirlenmesi amaci ile Unicam Helios alpha UV-Vis spectrofotometre kullamilarak 680 nm dalga
boyunda dl¢limler gerceklestirilmistir.

2.4. Toplam Karotenoid Analizi

Toplam karotenoid miktarinin belirlenmesi amaci ile pigment ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Her 6rnekten 2 mL alinarak 5000
rpm hizda %80 aseton iginde tekrar dagilmalari saglanan hiicreler maksimum devirde 1 dakika vorteks yardimi ile calkalanarak
pigmentlerin ¢oziinmesi saglanmistir. Tekrar 5000 rpm hizda 5 dakika santrifiij uygulanan 6rneklerin renksiz hiicre pelleti ile sivi
kisimlar1 birbirinden ayrilmigtir. Spektrofotometrik yontem kullanilarak sivi fazda pigment Ol¢iimleri gerceklestirilmis ve
Lichtenthaler ve Buschmann (2001) tarafindan belirtilen formiiller kullanilarak toplam karotenoid miktart hesaplanmustir.

2.5. Kontrol Denemeleri:

Merkezi Kompozit Tasarimi yontemi sonucu elde edilen bulgular dogrultusunda iki ortam bileseninin iki farkli diizeyi segilerek,
bir hafta siire ile iki kiiltiir ortaminin biyokiitle artis takibi ve pigment analizleri gergeklestirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Merkezi Kompozit Tasarim Analizleri

Merkezi Kompozit Tasarimi kullanilarak gergeklestirilen denemeler sonucunda elde edilen veriler Tablo 2'de Gzetlenmistir.
Design Expert programi kullanilarak olusturulan deneme setleri igin gerceklestirilen ANOVA analizleri sonucunda, "Biyokiitle Artis1"
ve "Toplam Karotenoid Miktar1"nin belirlenmesine ydnelik olusturulan model icin anlamli sonuglar elde edilmistir (p<0,05). Iki
bagimsiz degisken icin olusturulan iki modelin regresyon analizlerinden elde edilen R? degerleri sirast ile 0,80 ve 0,70 olarak
belirlenmistir. Biyokiitle artig1 i¢in quadratik bir egilim gozlenirken, karotenoid miktarinin daha ¢ok lineer bir yapida oldugu
goriilmektedir.

3.2. Secilen Faktorlerin Biyokiitle Artis1 ve Toplam Karotenoid Miktarina Etkisi

Biyokiitle artig1 ve karotenoid birikimine etkileri incelenmek lizere secilen tuz (NaCl) ve nitrat (KNOs3) bilesenleri igerisinde, tuz
miktarinin her iki yanit i¢in de daha etkin bir faktor oldugu belirlenmistir. Tuz miktarinm 2,5 M ve daha alti konsantrasyonda
kullanilmasinin biyokiitle artigini tegvik ettigi gézlenmis, ancak 2,5 M iizerinde bir tuzluluk oraninin biyokiitle artigin1 ve buna paralel
olarak birim hacimdeki karotenoid birikimini olumsuz etkiledigi goriilmiistiir (Sekil 1 ve 2).

Ortamdaki tuz ve nitrat bilesenleri arasinda belirgin bir interaksiyon gozlenmemisse de diisiik nitrat konsantrasyonlarinda (1,2 mM)
tuz toleransinin 3 M'in {izerine ¢ikabildigi goriilmistiir. 2,5 M tuz konsantrasyonunun daha altindaki degerler i¢in ortamdaki nitrat
miktarinin biyokiitle artisin1 ve karotenoid birikimini farkli sekillerde etkiledigi belirlenmistir. Aym tuzluluk seviyesinde nitratin
diisiik ve yiiksek konsantrasyonlari biyokiitle artisini tesvik ederken (Sekil 1), karotenoid miktar1 kismen esit kalmakla birlikte nitrat
konsantrasyonun artmasi dogrultusunda azalma egilimi gdstermektedir (Sekil 2).
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Genel olarak D. salina tiirleri 0,05 M ile 5,5 M arasinda degisen tuz konsantrasyonlarini tolere edebilmektedirler (Chen ve Jiang
2009). Daha once, Tiirkiye'de Tuz Goli'nden izole edilen bir Dunaliella sp. susu i¢in yapilan denemelerde en yiiksek hiicre
konsantrasyonu ve beta-caroten birikiminin %20'lik tuz konsantrasyonunda (yaklasik 3,5 M) elde edildigi bildirilmektedir (Celekli ve
Donmez 2006). Ancak genel olarak yiiksek oranda tuz toleransi gosterebilen D. salina suslari igin optimum tuz konsantrasyonu 100-
150 g L? (yaklagik 1,5-2,5 M) olarak ifade edilmektedir (Oren 2014). Calismamizda, secilen en diisiik nitrat konsantrasyonu igin
EgeMacc-24 D. salina susunun 3,5 M tuz konsantrasyonlarina tolerans gosterdigi, ancak optimum biyokiitle artigimnin 1,5-2,5 M
arasinda gerceklestigi belirlenmistir.

Tablo 2. Merkezi Kompozit Deneysel Tasarimi Ozeti

Deneme KNO3 NaCl  Biyokiitle Artist Toplam Karotenoid

Seti mM M 0D680 Miktar1
No ug/mL
1 14,4 1 0,285 4,631
2 7,8 2,5 0,196 3,608
3 14,4 4 0,103 2,054
4 7,8 4 0,132 2,696
5 1,2 1 0,293 5,033
6 1,2 2,5 0,288 3,620
7 14,4 2,5 0,278 4,043
8 7,8 1 0,223 3,790
9 7,8 2,5 0,289 5,143
10 7,8 2,5 0,196 4,091
11 7,8 2,5 0,265 4,656
12 1,2 4 0,157 2,715
13 7,8 2,5 0,197 3,649

biomass OD680

10132088}

~[0165718] R

R' NaCl

120 450 780 11.10 14.40

A: KNO3

Sekil 1: Secilen yiizey araliklarinda, tuz ve nitrat konsantrasyonlarinin biyokiitle artisina etkisi
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Carotenoids

4.00

3.08887

325
[ 345707

250

R NacCl

175

120 450 7.80 11.10 14.40

A: KNO3

Sekil 2: Segilen yiizey araliklarinda, tuz ve nitrat konsantrasyonlarinin karotenoid birikimine etkisi

3.3. Kontrol Denemeleri

Biyokiitle ve karotenoid birikiminin ayni ortamda es zamanli olarak tesvik edilmesine yonelik optimum tuz ve nitrat seviyelerinin
belirlenmesi amact dogrultusunda, merkezi kompozit tasarim metodunda elde edilen veriler 15181inda iki farkli yiizey noktasi segilerek
kontrol denemeleri gergeklestirilmistir. Tablo 3'de D1 ve D7 olarak belirtilen ortamlar hazirlanarak D. salina hiicreleri 1 hafta siire ile
kdiltiire edilerek, hiicre sayimlari ve karotenoid analizleri gerceklestirilmis ve kiiltlirlerin ikilenme siireleri hesaplanmusgtir.

Tablo 3: Kontrol ortamlarinda kullanilan ortam bilesenleri ve
ikilenme siireleri (td)

KNO3 (mM) NaCl (M) td(giin)
D1 1,2 1,75 3,61
D7 7,8 1,5 3,98
140 12,0 -
120
10,0 -
5 100
*g 8,0 -
£ 80
g ex$m»D] mean 6,0 | B D1 mean
5 °0 @=D7 mean D7 mean
.b 4,0 -
2 40
20 2,0 1
0 0,0 -
day0 day2 day4 dayé6 CarotT (ug/mL) Chla+b (ug/mL)
Grafik 1: DI ve D7 ortamlarinda gelistirilen kiiltiirler Grafik 2: DI ve D7 ortamlarinda gelistirilen kiiltiirler
icin mL'deki hiicre sayist artisi icin mL'deki karotenid ve klorofil miktar artist
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Kontrol denemeleri sonucunda elde edilen veriler Grafik 1 ve 2'de 6zetlenmistir. Segilen iki ortam karsilastirildiginda, her iki 6zellik
icin de birbirine yakin deger elde edilmis olmasina ragmen, 1,2 mM KNOs3 ve 1,75 M NaCl igeren D1 ortaminin, hem biyokiitle artig
hem de karotenoid birikimi agisindan daha olumlu sonuglar verdigi gézlenmistir.

4. Sonug

Dunaliella salina, dogal beta-karoten kaynagi olmasi sebebi ile yesil mikroalg tiirleri igiresinde ayri bir 6neme sahiptir. Hiicrenin
potansiyelinden maksimum seviyede faydalanmak acisindan hem kiiltiiriin gelisim hizi, hem de hiicrenin pigment iiretim miktari,
iiretimi etkileyebilecek 6nemli iki unsur olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Ortam parametrelerinin istenilen kiiltiir 6zelliklerine etkisini incelemek iizere klasik olarak uygulanan deneme setleri yerine,
ylizey analiz yontemleri kullanilarak yapilan taramalar, hem uygulanacak deney sayisi hem de deney igin harcanacak malzeme ve
zaman agisindan avantaj saglamaktadir.

Bir yiizey yanit analiz yontemi olam Merkezi Kompozit Tasarim Metodu kullanilarak gergeklestirilen denemeler sonucunda yerel
kaynaklardan elde edilen bir D. salina susu i¢in iki 6nemli ortam bileseninin biyokiitle artis1 ve pigment birikimine etkisi incelenmis
ve 1,75 M NaCl ve 1,2 mM KNOjs kullanilan kiiltiir ortaminda her iki 6zelligin pararlel olarak tesvik edildigi belirlenmistir. incelenen
iki ortam bileseninin segilen araliklari i¢in ortamdaki tuz miktarinin, ortama eklenen potasyum miktarindan daha etkili oldugu
gozlenmistir. Belirlenen degerlerde hazirlanan kiiltiir ortami kullanilarak gelistirilen D. salina kiiltiiriinde {iretim sisteminin
degistirilmesine veya ikincil bir stres kosulu uygulanmasina gerek olmaksizin etkin karotenoid iiretiminin saglanacagi
distiniilmektedir.
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