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IRAN'IN TUZLU GOLLERINDEN iZOLE EDILEN Dunaliella TURLERINDEN
B- KAROTEN URETIM KOSULLARININ OPTiMiZASYONU

Faraz Arash Rad
0z

Dunaniella denizler ve tuzcul alanlarda bulunan, bol miktarda sentezledigi
karotenoidleri yolu ile antioksidan kapasitesi olan, yesil-turuncu renkli bir
mikroalgdir. Tuzlalar gibi ylksek tuz konsantrasyonlu alanlarda ancak az sayida
canl tart canh kalabilmektedir. Bu tip organizmalar yasamlarini strddrebilmek igin
B-karoten gibi siddetli 1siktan ve gliserol gibi osmotik basin¢ farkindan koruyucu
maddeler sentezlemektedirler. Bu maddeler de ticari agidan degerli ve 6nemli
bilesikler olup bu nedenlerle Uretimleri amaglanmaktadir. Dunaliella mikroalgi de
son yillarda (- karoten dretimi, beslenme, eczacilik, kozmetik ve genetik
mUhendisligindeki dnemi nedeniyle dikkatlerin ve calismalarin odagdi olmaktadir.
Bu nedenlerle ylksek Uretim kapasiteli yeni tdrlerinin identifikasyonu 6nem

kazanan c¢alismalar arasinda yer almaktadir.

Bu calismada iran’in tuzlu géllerinden elde edilen Dunaliella izolatlarinin B-karoten

aretimlerine etkili kiltlrel parametrelerin optimize edilmesi amaglanmistir.

Bu calismada Urummiye ve Mahurlu tuzlu gélleri ile Qum tuzlasi ve Gavkhuni
batakhgindan érnekler alinmis Modifiye Jonson besiyerinde 6n kalturleri yapilan ve
zenginlestirilen  érnekler, tuzluluk ve pH degerlerinin artirlmasi  yolu
kontaminasyondan korunmuslardir. Daha sonra tek koloni ekimleri ile saflastirilan
ornekler 1M NaCl iceren pH degeri 7.5 olarak ayarlanmis ortamlarda 100 pmol

foton.m?.s™ IsIk siddeti altinda 30 gun Gretilmislerdir.

Yukaridaki kosullar altinda en yiksek oranda (-karoten Ureten sus secilmis ve
cesitli stres kosullarinin (ydksek tuzluluk, yiksek sicaklik, siddetli i1sik, nitrat ve
fosfat icermemesi gibi) uygulanmasi ile GrGn artinmi igin caligsmalar yapiimis ve
uygun ortamda pH ve KNO3; konsantrasyonunun optimizasyonu gerceklestirilmistir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda B-karoten Uretiminin nitrat ve fosfat kaynagi kisitl,
pH degeri 7.0 olarak ayarlanan ve 3 M NaCl ile 2M KNOg3 iceren MJ ortaminda,

35°C inkiibasyon sicakliginda, siddetli isik altinda (400 pmol foton.m2.s™") 21 giin
i



inkibe edilen kiltirlerde optimal kosullarin saglanmadigi kultarlere kiyasla hicre
basina karoten miktari (HBKM) cinsinden olmak Uzere ylUksek oranda Grdn

eldesinin (63.26 p.g.hiicre™) miimkiin oldugu gézlenmistir.

Bu calismalar sirasinda ayrica ileride yapilacak bazi molekuler biyolojik
calismalarda daha saf ve temiz bantlar elde etmek igin gegerli olacak bir DNA

ekstraksiyon protokol modifikasyonu da yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dunaliella, (-karoten, tuzlu goéller, DNA ekstraksiyon,

stres,optimizasyon

Danigsman: Prof.Dr. Niliifer AKSOZ, Hacettepe Universitesi, Fen Fakilltesi, Biyoloji

BolGma, Biyoteknoloji Anabilim Dali



OPTIMIZATION OF THE CULTURAL PARAMETERS FOR B- CAROTENE
PRODUCTION BY Dunaliella ISOLATES FROM SALINE LAKES OF IRAN

Faraz Arash Rad
ABSTRACT

Dunaliella is a type of halophile green-orange microalgae especially found in sea
and salty fields and is known for its antioxidant activity because of its ability to
create large amount of carotenoids. Few organisms can survive in highly saline
conditions such as salt evaporation ponds. To survive, these organisms
synthesize high concentrations of B-carotene to protect against the intense light
and high concentrations of glycerol to provide protection against osmotic pressure.
This offers an opportunity for commercial biological production of these
substances. Nowadays microalga Dunaliella is under increasing attention for its 3-
carotene production, its applications in nutritional, pharmaceutical industries,
cosmetics and in research field such as genetic engineering. Hence identification

of this genus and high productive species has great importance.

In  this research  optimizaton of the cultural parameters for
B- carotene production by Dunaliella isolates from saline lakes of iran has been
studied.

For this purpose sampling was done from varying areas of Urumia salt lake,
Maharlu salt lake, Qum saltern and Gavkhuni lagoon. After enrichment of obtained
samples, culturation was carried out in modified Johnson media. By altering the
salinity concentration and pH during subcultures, contamination was eliminated.
After single colony isolation Dunaliella’ isolates were cultured in media containing
1 M NaCl, pH 7.5, with 100 pmol foton m? s™, for 30 days and best cultural

parameters were selected.

After this processes highest B- carotene producing Dunaliella sp. was isolated and
was treated under conditions mentioned above and new strength and stressful
factors such as high salinity, temprature stress, high light intensity stress, nitrat
and phosphate depletion stress and 2 molarities of KNO3 with CO,, was testedfor

their effects on B-carotene production. It was concluded that - carotene
ii



production was the higher in 3M salinity and at high light intensity. By adding the
stress conditions and lacking nitrate and phosphate nutritional supply, maximum 3-

carotene production for per cell was determined. This amount was 63.26 pg.cell ™.

Paralel to these studies a modified whole genomic DNA extraction protocol was

also suggested for obtaining more purified and clarifield bands.

Keywords: Dunaliella, B-carotene, hypersaline lakes , DNA extraction, stress

factors, optimization.

Advisor: Prof. Dr. Nilifer AKSOZ, Hacettepe University, Faculty of Science,
Department of Biology, Biotechnology section
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1. GIRiS
Algler fotosentetik 6karyotik organizmalar olup tek veya ¢ok hicrelidirler. Yapi ve
pigment iceriklerine bagl olarak bazen bitki bazen de protist olarak

isimlendirilmektedirler. (Borowitzka and Siva, 2007)

Algler sulu ortamlarin (deniz, g6l vs.) en 6nemli enerji kaynagi ve besin zincirini
olustururlar. Ureme sekilleri seksliel veya aseksiiel olabilmektedir, cogu
hareketsizdir ama hareket 6zelligi gésteren gruplar da vardir. Alglerin boyutlari
mikroskobik olabilecedi gibi, metrelerle de ifade edilebilir ve farkh sekil ve
organizasyonlardan olusurlar. Bilinen tim algler i¢cindeki en hizli blylme oranini
gOsteren Pasifik Denizi'nin dev su yosunu Macrocystis pyrifera’nin yapraklari,
celikleme sonrasi haftada 3 ile 4.5 Mt. arasi boy vermektedir. Cok yillik bu algler
yaklagsik 60 metre uzunlukta olabilirken, bazen 100 Mt. ylkseklige kadar
ulagabilirler, 6te yandan bu yosunlar yaklasik 100 kg'lik bir agirliga sahiptir.
(Borowitzka and Siva, 2007)

Algler, tim ekosistemlerin butinliginin korunmasinda énemlidirler. Okyanuslarda
bulunan diyatomlar ve diger mikroskobik algler (mikroalgler), tim dinyanin
fotosentetik karbon ihtiyacinin Gcte ikisini Uretirler. Sularda, algler tarafindan
gerceklestirilen fotosentez, canlilara oksijeni saglar, algler bunun yani sira suda
yasayan canhlarin besin ve korunma gibi ihtiyaclarini da karsilarlar. 17. yGzyilin
sonlarindan beri, kahverengi alglerin yakilmasiyla mineralce zengin kuillerinden
sabun, cam, soda ve gubre yapiminda kullanilan "potas" elde edilmektedir.
Kimyasal maddeler arasinda yer alan brom ve iyot ilk kez bu kilden izole edilmigtir
ve iyot hala Japonya'da deniz yosunlarindan elde edilmektedir. Algler yaygin bir
sekilde gubre olarak kullaniimaktadirlar. Dinyanin bazi kesimlerinde karin altinda
yasayabilen algler, karin baharda pembe goérilmesine sebep olurlar (Gualtieri and
Barsanti, 2006; Borowitzka and Siva, 2007).

Biyoteknolojik caligmalarda kif ve mantarlarin yani sira, algler de kullanilir.
Alglerin bu konuda tercih edilme nedenleriyse; ginde agirhklarini yaklasik iki
katina  ¢ikartabilmeleri, biyoteknolojik islemlerden gegiriime kolayliklari,
maliyetlerinin disik olmasi, ¢ok sayida yararli madde icermeleri ve c¢evresel

faktorlere direng gOstermeleri olarak 6zetlenebilir.



Mikroalglerin ilk kaltara pratik amagla yapilmigtir. Daha sonra Nobel 6dulinu
kazanmig Otto Warburg 1919'da yayinladigi calismasinda yesil mikroalg
Chlorella'y Gretebildigini bildirmistir (Gualtieri and Barsanti, 2006; Borowitzka and
Siva, 2007; Huseinzadeh, 2008). Alg kiltiirasyonundaki Grtin veriminin, tarimdaki
artin verimine gbére daha yuksek oldugu bilinmektedir (Huseinzadeh, 2008). Bir
diger avantaj ise, alglerin corak topraklarda tGreme ve kiltirasyon olasigidir; zira
algler kalitesiz ve az tuzlu sularda da treyebilirler (Huseinzadeh, 2008).

Mikroalgler, cesitli taksonomik gruplara ait, mikroskobik tek hicreli, ¢ok hicreli,
planktonik veya bentik alglerdir. Mikroalgler ¢ok kiguk su canhlaridir, ancak
mikroskop altinda gérilebilirler. Su iginde asili bulunurlar. Binlerce tirtne, tatl ve
tuzlu sularda ve denizlerde rastlanir. Fotosentez yapabildikleri igin ¢ok cesitli
cevrelerde yasam sOrdlrebilirler. Karada c¢ok nemli ortamlarda varlk
gOsterebilirler. Evrim sirasinda karada toplanan ilk mikroorganizmalar olduklari
kabul edilmektedir. Bu durum, yillar dnce meydana gelmis bir olayla kanitlanmistir.
1883'de Krakatoa daginin (Java ve Sumatra'nin arasindaki volkanik kiclik bir
ada), patlamasinin blytk bir okyanus alanindaki yagsami timuyle yok etmesinden
sonra kendi kendine yeniden olusan ilk mikroorganizma, algler olmustur (Kacka,
2003).

Gerek dogal ortamda gerekse laboratuar kosullarinda kultirli yapilan alglerin
ekonomideki O6nemi balydktir. Bu Onem, alglerin ¢ok c¢esitli alanlarda
kullanilmasindan ileri gelir. Mikroskobik alglerin akuatik ekosistemde O6nemli
biyolojik ve ekolojik rolleri vardir. Bunun yan sira mikroalgler gerek insan sagligi
gerekse akuakdiltirde yetistiriciligi yapilan canhlarin beslenmesi agisindan énemli
maddeler icerirler (Mikroalgler son derece zengin karbonhidrat, protein ve 6zellikle
yag asidi icerigine sahiptirler). Kontrolli kosullar altinda alglerin yogun dretimi
yapilarak, icerdikleri pigmetler, proteinler, vitaminler, yag asitleri ve minerallerden
otirt karasal ve sucul canlilarin beslenmesinde kullanilabildikleri bildirilmektedir
(Durmaz ve ark., 2006; Koray, 2002). Mikroalgler ayrica, toz yem ve canli yem
Uretiminde, glbre kaynagi olarak, sularin aritiimasinda, étrofikasyon kontroliinde,
gida endustrisinde, icerdikleri pigment maddeleri, antibiyotikler, vitaminler
nedeniyle de tip, eczacilik alanlarinda, kozmetik Grtnlerinde katki maddesi olarak

ve biyoyakit Uretiminde kullanilirlar (Borowitzka and Borowitzka 1992, 2007).



Basit yapili, tek hidcreli mikroalglerin bircogu gida sektérinde degerlendirilir.
Ozellikle de gelismekte olan (lkelerde besin kaynagi olarak tiiketilirler (Kargin,
2006). Asirn avlanma ve dinya balik stoklarinin bilingsizce kullanimi ticari éneme
sahip kabuklu deniz canlilarinin Uretiminde; yani akuakulltr ¢galigmalarinda 6nemli
artislarin meydana gelmesine neden olmustur. Bu sanayinin genelde blylUmesi
etkin alg Gretim sistemlerinin yetersiz olmasi nedeniyle de yavaslamistir. Tek
hicreli mikroalg, ticari 6Gneme sahip birgok su canlisinin, 6zellikle baliklarin larva
asamasinda 6énemli besin kaynagi ve rotiferin beslenmesinde kullanilan degerli bir
canli besindir; GUnki mikroalgler sucul sistemlerin ilk biyolojik C02/02

donustaraculeri, biokdtlenin en énemili Greticisidir (Kargin, 2006).

Mikroalgler, biyoteknolojinin gelecekteki en 6nemli kaynagidir (Borowitzka, 1992;
Tsoglin and Gabel, 2000; Pulz, 2001). Bu hususlar géz énliine alindiginda mikroalg
dretiminde glvenli, uygun bir Uretim sisteminin segilmesi gerekmektedir. Mikroalg
aretimi icin dnemli temel hususlar; 1sik ya da gines enerjisi, su, karbondioksit ve
inorganik zenginlestirici maddelerdir. Bu ihtiyaclar temin edildiginde alglerin yogun
miktarlarda UOretimi de mdmkin olmaktadir. Bazi Ulkeler mikroalg Gretiminin
6nemine deger vererek mikroalg konusunda genis ¢apta faaliyetlere girmislerdir;
su anda Dunalielladan alinan 3-karoten (nattrel B-karoten) Uretimi Hindistan, Cin,
Avustralya, Amerika ve ispanya’da yapilmaktadir (Deshpande, 2005; Borowitzka,
2005, 2007) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Ispanya’da Dunaliella kiiltiirasyonu ve B-karoten (Tredici, 2007).



Dunya capindaki natlrel B-karoten istegi yil basina 10-1000 ton tahmin edilmigtir,
bu Grln(n fiyati, kilo basina 1000-2000$'dir.

Bu calismada iran’in tuzlu géllerinden izole edilen Dunaliella mikroalglerinin
B-karoten Uretim kapasitelerin saptanmasi ve [-karoten Uretimi igin uygun
kosullarin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bir diger ifade ile Dunaliella tarafindan
B-karoten Uretim kosullarinin optimizasyonu gergeklestirilecektir. Bunun igin,
degdisik sucul ortamlardan izolasyonlar gergeklestirilecek, elde edilen en iyi
alg B-karoten Ureticisi secilecek ve dretime etkili bazi kuoltirel parametreler
saptandiktan sonra cesitli streslerin (degisik tuzluluk dereceleri, degisik 1Sk
siddetleri, Ureme ortamindaki bazi temel maddelerin eksikligi gibi), B-karoten
Uretimi ve Uremeye olan etkileri arastirilacaktir. Calisma sonucunda en Uretken
izole, en uygun dreme ortami ve bunlarin yani sira B-karoten Uretimi igin uygun
ISk siddeti belirlenecek ve endistriyel boyutta B-karoten Uretimi icin 6neride
bulunulacaktir. Galismada ayrica Dunaliella mikroalgine ait yeni DNA ekstraksiyon

protokolunun énerilmesi de amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Alg Terminolojisi

Alglerden s6z eden ilk kaynak Cin literatlriinde yer almakta ve bu kaynaklarda alg
“Tsao” olarak ifade edilmektedir. Yunanca ve Latincede alg icin sirasiyla Fikis ve
Fiyukis denildigi bildirilmektedir. Yunanca’'da “Fikis” alg yani sira denizin yabani
otunu da belirtmektedir. Turkgede gunlik konusmalarda alg “Yosun”, Farscada
“Colbak” ve ingilizcede seaweed denilmektedir. Uzun zamanlar boyunca Hawai
yerlileri algleri yemek olarak kullanmig ve “Limu” olarak isimlendirmiglerdir (Tredici,
2007). Bilimsel olarak alg bilimine “Phycology” denilir ve bazi kaynaklarda da

“Phycology” terimi Algaloji olarak da ifade edilmigtir (Kiyanmehr, 1997).

2.2. Canhlar Aleminde Alglerin Yeri

Su yosunlari ya da Algler, biyik cogunlugu fotosentetik olan ve bitkilere
benzemesine karsin, bitkiler alemiyle yakin akraba olmayan sucul canli bir
grubudur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Bazi mikroalg gruplari (Gualtieri and Barsanti, 2006).

"Yosun" tanimi ¢ogunlukla su yosunlari (algler) i¢in kullanilsa da; yosunlar, kara

yosunlari ve su yosunlari (algleri) gruplarini kapsayan genel bir terimdir.



Su yosunlari, bitkilerin aksine, fotosentez Urlnlerini nisasta formunda
depolamazlar. Kloroplastlari, sitoplazma igerisinde serbest olarak degil, grandller
endoplazmik retikulum Uzerinde bulunur. Klorofil-c tagirlar ve bitkilerde
bulunmayan bagka pigment maddeleri bulundururlar. Cesitli su yosunu gruplarina

Ozel renklerini bu pigment maddeleri verir.

Su yosunlarinda, bitkilerdeki yaprak, gévde gibi elemanlara benzeyen, ancak

damar dokusu tagimayan, 6zellesmemis vicut bélimlerine "tallus" denir.

Uremeleri, ikiye bélinme, tomurcuklanma, ana bitkinin blytmesi, spor hlcrelerinin
ya da esey hlcrelerinin Uretilmesi seklinde gerceklesir. Fotosentetik su yosunlari,

sucul ortamlarin birinci derecedeki Ureticileri olduklarindan énemlidirler.

Alglerin bir diger 6nemi de, bir¢ok sucul canlinin besin kaynagini olugturmalaridir.
Ayrica, cesitli endustri alanlarinda kullanilan bazi hammaddeler yine bu su
yosunlarindan elde edilmektedir. Yagami sona eren su yosunlarinin dis iskeletleri

dibe ¢okerek, denizel kayaglarin yapisina katilir.

Algler ve bitkiler bazi benzer depo bilesikleri Uretirler, parazitlere karsi ortak bir
savunma mekanizmasi gosterirler ve bazi algler ve bitkiler arasinda morfolojik
benzerlikler gbérilmektedir; ancak onlarin bu benzerligi, farkliliklarina gére daha
disik seviyededir. Algler yiksek ayirim gdstermezler; kék, gbvde, yaprak ve
belirgin iletim dokulari yoktur. Algler igin, farki siniflandirmalar yapilsa da genel
olarak, prokaryotik ve Okaryotik olmak Gzere iki ayri sinifa dahil edilebilirler. Alg

terimi hem mikro ve hem makroalgleri kapsamaktadir.

2.3. Alglerin Siniflandirmasi

Fikologlarin su anda alg siniflandirma konusundaki temel gorUsleri; alglerin
belirgin, kesin ve sistematik siniflandirma sisteminin olmadigi yénindedir; ¢clnku
hizla ortaya ¢ikan yeni genetiksel kanitlar yani sira, yeni kesfedilen alglerin
hicresel organel ve partikllleri sayesinde, alg siniflandirmasi strekli gbézden
geciriimekte ve degistiriimektedir (Gualtieri and Barsanti, 2006; Borowitzka and
Siva, 2007).



Gualtieri ve Barsanti tarafindan 2006 yilinda, algler igin gegici bir siniflandirma

Onerilmigtir; Buna gore, prokary6tik algler iki ve okaryotik algler ise dokuz filuma

ayriimaktadir (Cizelge 2.1) (Gualtieri and Barsanti, 2006).

Cizelge 2.1. Alg gruplarinin siniflandirma semasi (Gualtieri and Barsanti, 2006)

Alem Filum Sinif
Obakter Cyanophyta Cyanophyceae
Prokaryotler Prochlorophyta Prochlorophyceae
Okaryot Glaucophyta Glaucophyceae
Rhodophyta Bangiophyceae
Sorideophyceae
Heterokontophyta Chrysophyceae
Xanthophyceae
Eustigmatophyceae
Okaryot Bacillariophyceae
Rhaphidophyceae
Dictyochophyceae
Phaeophyceae
Haptophyta Haptophyceae
Chryptophyta Chryptophyceae
Dinophyta Dinophyceae
Euglenophyta Euglenophyceae
Chlorarachniophyta Chlorarachniophyceae

Chlorophyta’
(* bu tezde incelenecek alg

bu dizeye aittir)

Prasinophyceae

Chlorophyceae*

Ulvophyceae

Cladophorophyceae

Bryopsidophyceae

Zygnematophyceae

Trentepohliophyceae

Klebsormidiphyceae

Charophyceae

Dasycladophyceae




2.4. Alglerin Kullanim Alanlari

Algler Gzerinde bir¢cok calisma yapilmis olmakla birlikte, bunlardan en énemilileri,
blydime hormonlariyla (oksin, giberellin, sitokinin) ilgili olmaktadir. Alglerden elde
edilen bu Urinlerin, bitki gelisimini %23 artirdidi bildiriimektedir (Akbaba ve ark.,
2003). Ancak algler, daha pek cok alanda da kullaniimaktadir.

2.4.1. Alglerin tarimsal kullanim alanlar

Algler, tim dinyada, tarimsal alanda, biyogtbre olarak kullanim bulur. Eski
yillardan beri, alg glibreleri 6zel killtiirler icin kullaniimaktadir. Ornegin, Fransa’nin
Atlantik  kiyllarindaki  seralarda sebze  vyetigtiricileri  tarafindan  ¢ilek

gUbrelenmesinde mikroalglerden yararlaniimaktadir (Akbaba ve ark., 2003).

Gulbre olarak yalniz kahverengi algler degil, yesil ve kirmizi algler de
kullanilmaktadir. Brezilyali balik¢ilarin, sahillerinde bol bulunan alglerden biri olan
Hypnea tirlerini toplayip, bunlan hindistancevizi ve palmiyelerin kuvvetli kék
yapmalari igin gubre olarak degerlendirdikleri bilinmektedir. Yine Brezilya’da Ulva
ve Enteromorpha da ayni amaglar icin toplanip, kullaniimaktadir (Akbaba ve ark.,
2003).

Uzun yillardan beri, denizler tarafindan dogal olarak kiyiya atilan bazi deniz algleri,
tarlalarda gubre olarak kullaniimaktadir. Bu konuda Avrupa Ulkeleri genelde
Fucus, Ascophyllum ve Laminaria cinslerini, Amerika ise Macrocystis (esmer alg),
Nereocystis gibi blyuk tatl su kahverengi alglerini degerlendirmektedirler (Akbaba
ve ark., 2003).

Alg talluslari, toprakta uzun sire kaldiklari zaman, kolayca parcalanarak bol
miktarda azot ve kalsiyum ortaya ¢ikarirlar. Ayrica iz element olarak magnezyum,
mangan, bor, brom, iyot, cinko, bakir ve kobalt da icerirler. Dolayisiyla algler
bulunduklari ortamda toprak bakterilerinin (Rhizobium vb.) gelismesini kolaylastirir
ve etkinligini artirirlar. BOylece alg Urunleri, diger bitkilerin blylmesini tesvik
etmektedir (Akbaba ve ark., 2003; Gualtieri and Barsanti, 2006; Huseinzadeh,
2008).

Tarimsal savasimda, yararli bitkilere zarar veren bitki, bécek ve benzeri zararllarla

savasmak icin kullanilan ilaglara alg dGrGnlerinin  katilmasi, bOyOk yarar
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saglamaktadir. Bitkileri ilagclamak igin kullanilan %5’lik kalsiyumasetat ¢Ozeltisine
amonyum alginat (alglerden elde edilen bir yan Griin) eklenirse, asetatin zehirleme
etkisi artmakta ve ila¢ bozulmadan uzun bir sdre kalabilmektedir. Aljinik asitin de
(alglerde bulunan asit), bocek 6lduriculere karistirilmasiyla geng strginler zararli
bdceklerden arindirimaktadir. Ornegin, arpalardaki cizgi hastaligina ve bugday
yanmalarina kargi bu kahve rengi alglerin sulu ¢ézeltileri kullanilmaktadir (Gualtieri
and Barsanti, 2006).

2.4.2. Biyoyakit Uretiminde mikroalgler

Son yillarda bas gdsteren petrol bunalimi yeni enerji kaynaklarinin giindeme
gelmesine yol acmistir. Bu amacla biyogaz ve yenilenebilir yakit Gretimi gin
gectikce 6nem kazanmaktadir. Ginimiz ¢alismalari, mikroorganizma lipidlerinden
enerji elde edilmesi ve dizel yakitlarinin yerine bunlarin kullanimlari Gzerine
yogunlagmaktadir. Alglerin yapisindaki yag ve hidrokarbonlar, sitoplazmada depo
maddesi, hlcre icinde farkli organellerin zar bilesenleri; hiicre digi yapisina katilan

bilesenler olarak ¢ farkli bigimde organizma i¢inde bulundurulabilir.

Yapilan ¢aligmalar sonucu alglerden elde edilen bazi kuru lipid agirhklarinin, algin
toplam agirigina oranlari Scenedesmus %12-40, Chlorella %14-22, Dunaliella
%6-8, Synechococcus %11, ve Botryococcus %90 seklinde bildiriimektedir (Raja
et al,, 2008; Gualtieri and Barsanti, 2006). En ylksek degerlere sahip olan
Botryococcus’'un potansiyel yakitlarla kiyaslanmasi halinde bu algden diger
alternatif yakitlara gére daha fazla yenilenebilen sivi yakit elde edilebilecegi ileri
surtlmektedir (Raja et al., 2008). Yukarida da belirtildigi gibi Botryococcus yuksek
oranda hidrokarbon (lipit) icerir, Bu oran kuru agirhga gére Chlorophyceae ve
Cyanobacteria'larda %5 olurken, Botryococcus brauniide %90’a ulagmaktadir
(Chisti, 2007; Mousdale, 2008). Bu nedenle, Botryococcus, yakit arastirmalarinda

tercih edilen bir organizmadir.



2.4.3. Beslenmede mikroalgler

Mikroorganizmalarin timuU hcre iginde belirli miktarda protein icerirler; bu proteine
“Tek Hacre Proteini (THP)” denir. Patojen olmayan ve toksik madde olusturmayan
birgcok mikroorganizma grubundan bu proteinler elde edilmektedir Elde edilen bu
proteinler de, insan ve hayvan gidalarina protein kaynagi olarak eklenir. (Durmaz
ve GOkpinar, 2006; Gualtieri and Barsanti, 2006).

THP Gretmede kullanilan mikroorganizmalar olarak; algler, bakteriler, mayalar,
kifler ve mantarlar sayilabilir. Ancak mikroalgler, THP Uretiminde en ¢ok kullanilir
ve gunimizde, insan ve hayvanlarin beslenmesinde genis uygulama alani

bulurlar.

Mikroalglerin tercih edilme nedenlerden biri, fotosentez yapabilmeleridir, Bu da
THP eldesinde maliyetin disik olmasina yol acar. Alglerin Gretiminde g1k
gereklidir; 1s1gIn %12-20’si kimyasal bilesimde enerjiye dontisir. Géllerde kalsiyum
karbonat miktari yUksek oldugundan, THP Uretiminde géllerin kullaniimasi
uygundur. THP dretiminde dinyada en yaygin kullanilan alg turl ise Spirulina

maximadir (Sekil 2.2).

Mikroalgler Uremek igin organik karbon bilesiklerine gereksinim duymazlar.
Uremeleri icin karbon kaynagi (karbondioksit, bikarbonat), azot kaynagi (nitrat)
gerekir. Gelisimleri icin, fosfat, sodyum klorir, magnezyum, bakir, klor ve silfat
iyonlari gerekir. Bu da disik maliyetle Gretim avantaji saglar.Ototrofik algler
enerjilerini inorganik elementleri veya bilesikleri oksitleyerek karbon ihtiyacini
CO2'den, nitrojen ve diger mineralleri inorganik bilesiklerden saglayabilirler. Algler
cok kolay ve cabuk Urerler. Ornegin 10 litre icerisinde Uretilebilecek alg miktari,
tim dunya nifusunun gereksinimi olan proteinleri karsilayabilecek kapasitededir
(Gualtieri and Barsanti, 2006).

Alglerde ayrica pek ¢ok karotenoid bulunur. Karotenoidler, birgok bitkide, algde ve
fotosentez yapabilen bakteride bulunan, dogal ¢ézinebilen yag pigmentlerinin bir
sinifidir. Ozellikle B-karoten, likopen, zeoksantin, astaksantin ve litein pigmentleri,
besin renklendirmede ve gida katkisi olarak kullanilir. Isik ve oksijen radikallerinin

zararlarina karsi koruyucu olarak islev gorar.
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Sekil 2.2. Kossorom gélciginde (CAD, Afrika) mikroalglerle beslenme
(Tredici, 2007).
Alglerin kullanim avantajlarindan biri, gida atiklarinin giderimidir. Ginumizde
alglerin enduUstriyel dizeyde Uretimi igin, tath su ve kanalizasyon suyu ile
doldurulmus, derinligi 20-80 cm'ye kadar olan, Ustl acik, betondan yapiimis,
karistirici ve santrifijleme dizenekleriyle donatiimig havuzlar kullaniimaktadir.
Hazirlanmis havuzlara, farkli bir ortamda gelistirilmis alg kalttrleri asilanir. Havuz
ortamindaki pis su, algin gelisimi i¢in azot ve fosfor kaynagi saglarken, bakteriler
tarafindan parcalanan organik maddeler de algin vyararlanabilecegi kiglk
yapitaglarina donustardlurler. Boylece alglerin kolayca tUremeleri saglanir. Bu tip
havuzlarda, kanalizasyon sulari yerine endustriyel ve tarimsal atik maddeler de
kullanilir. Béylece bu atik maddeler proteine cevrilmis ve c¢evre kirliligi ortadan
kalkmis olur. Gereksinime uygun besin degeri olan Urilinlerle beslenmede de
mikroalgler 6nemlidir. Elde edilen alg Grindnin bilegsiminde degerli gida maddeleri
bulunur. Alg hlcreleri %60’a varan ham protein, %16-55 karbonhidrat (sellloz ve
nisasta), yagd ve vitaminleri icerirler. Ozellikle, igerdikleri vitaminler bakimindan

dikkat cekicidirler. A vitamini 6nclsU olan B-karoten ve astaksantin, alg Granadur.
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Bunun yani sira E, B¢ (tiyamin), B: (riboflavin), Bs (niasin), Bs, B2 vitaminleri de
mikroalgler tarafindan sentezlenmektedir (Durmaz ve Gdkpinar, 2006; Akbaba ve
ark., 2003; Zeb and Mahmood, 2004).

Alg Urlnleriyle beslenmek gelisimsel bakimindan da avantaj saglar. Ornegin
Spirulina'y1 et, yumurta ve soya fasulyesiyle, protein, karbonhidrat ve yag
iceriklerine gbére karsilastirildiginda; Protein: yumurtada %47, ette %43, soya
fasulyesinde %37, Spirulinada ise %60-71, Karbonhidrat: yumurtada %4, ette %1,
soya fasulyesinde %30, Spirulinada %13-16, Yag: yumurtada %41, ette %34,
soya fasulyesinde %20, Spirulinada %6-7'dir. GOrlldigu Uzere algler, bilinen
bircok besinden daha fazla oranda protein igerirler. Bu 6zellikleri onlarin kullanim
alanlarini artinr (Durmaz ve Gokpinar, 2006; Akbaba ve ark., 2003; Zeb and
Mahmood, 2004) (Sekil. 2.3).

Sekil 2.3. Merkezi Birmanya’da Spirulina hasatlamasi (Tredici, 2007) .

Bir diger alg olan Chlorellanin yapisinda; suda ve yagda ¢6zinen vitaminler (Bs,
B2, Bs, Bs,B12,C, D, E, K, vitaminleri, biotin, folik asit, inositol, pantotenik asit,
PABA), dogal renk maddeleri (klorofil a/b-bilinen bitkisel kaynaklar iginde en
yUksek oranda B-kroten, ksantofiller), mineral maddeler(aluminyum, ¢inko, demir,

fosfor, kalsiyum, mangnezyum, mangan, nikel, selenyum), cesitli enzimler, yiksek
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miktarda bitkisel protein, nikleik asitler (RNA, DNA) ve gesitli yag bilesenleri
bulunmaktadir (Altun ve Ark., 2006; Nakayama, 1992; Otles, 1999).

Algler yUksek oranda yag icermeleri nedeniyle vicutta yagin daha fazla
depolanmasina neden olurlar. Alglerin bilesiminde bulunan pigmentler (3-karoten,
astaksantin, ksantofil, fikobilin), yag, protein, karbonhidrat ve vitaminler sayesinde,
baliklarin deri ve ylzgeclerinde dengeli gelisim ve pigment miktarinda artis
olusmasina neden olmaktadir.

Algler birgcok gida maddesinin Uzerinde koruyucu zar olusturmalar nedeniyle
konservecilikte de kullaniimaktadirlar. Konserve edilecek madde, aljinat eriyigiyle
ince bir tabaka halinde kaplanir ve normal sicaklikta bile uzun sire bozulmamasi

saglanmis olur.

Mikroalglerden elde edilen Urlnlerden agar, katilasma 6zelliginden dolay! yiyecek
sanayiinde kullanim alani bulmaktadir. Ornegin, pasta, seker, marmelat, puding,
dondurma, mayonez, sos, dayanikli ekmek yapiminda, peynircilikte, salatalarda
dayaniklilik ve sabitlik vermek igin, sarap, bira ve likdr sanayiinde berraklastirici

olarak kullaniimaktadir.

Bu UstlnlUklerinin yani sira alg proteininin hayvan ve insanlarin beslenmesinde
kullanimi, sindirim gagligu, tat ve lezzet bakimindan fazla ilgi gérmemesi ve son
ariin maliyetinin yiksek olmasi nedeniyle sinirlidir. Ayrica hastalik etmeni birgok
mikroorganizmanin ortamda kolayca gelisebilmesi, alglerin gelisimini sinirladigi

icin, bir dezavantaj olarak goértlmektedir.

2.4.4. Tip Ve Eczacilikta Mikroalglerin Kullanimi

Mikroalglerin buyk Olgekli yigin kiltirlerinden elde edilen algal biyomasin yanisira
elde edilen proteinler, lipitler, nisasta, gliserol, dogal pigmentler ve biyopolimerler
gibi metabolitlere olan ticari ilgi giderek artmaktadir. Kirmizi alglerden (Gracillaria
sp. ve Gellidium sp.) elde edilen agar, kragen ve aljinatlar da tip ve eczacilikta
cesitli sekillerde kullaniimaktadir (Akbaba ve ark., 2003).

Kirmizi alglerden; Porphyridium cruentum (Rhodophyta), tek mukoid dizensiz

koloniler halinde birlesmis halde bulunabilir (Durmaz ve ark., 2002; Vonshak,

13



1988). Hulcreler yuksek duzeyde sulfatli sekerleri Gretirler (Durmaz ve ark., 2002;
Sing et al., 2000; Vonshak, 1988). Sekerler 6zellikle blylimenin durgunluk fazinda
ve azotun sinirh oldugu ortamda daha yiksek miktarda Uretilmektedir (Durmaz ve
ark., 2002; Ramus and Groves, 1972).

Zengin bir polisakkarit kaynagi olarak P. cruentum’un ticari potansiyeline ilk olarak
Golueke ve Oswald (1961) tarafindan deginilmis, ancak o yillarda algin biyokutle
kiltdri GOzerinde ¢alismalar olmadigindan degerlendiriimemistir. Son yillarda
P. cruentum'un acik havada tubular fotobiyoreaktérlerde, acgik havuzlarda,

polietilen ince borularda Uretim denemeleri yapiimaktadir (Durmaz ve ark., 2002).

P. cruentum doymamigs yag asitlerinden PUFA (Poly unsature fatty acids), EPA
(eicosapentaenoic asit) ve ARA (arachidonic asit) bakimindan zengindir. EPA son
zamanlarda kalp hastaliklarinda ve yiksek kolestrol tedavisinde, kandaki
kolestroll dusUrmede, romatizma riskinin azaltilmasinda kullaniimaktadir (Durmaz
ve ark., 2002; Dyerberg 1986; Simopuolus, 1991). Ayrica EPA ve ARA gibi bazi
coklu doymamig yag asitleri insan vucudunda prostaglandinlerin éncaltdir’udur ve
prostaglandinlerin yag metabolizmasi, kalp atis hizi, kan basinci Uzerinde etkin
oldugu bulunmustur. Astim, romatoid artrit gibi alevlenme dénemleri olan ategli
hastaliklarin tedavisinde, peptik Ulserlerde, yliksek tansiyonun kontrolinde, kan

basinci ve yag metabolizmasinin dizenlemesinde etkilidir (Durmaz ve ark., 2002).

70’li yillarin baglangicinda Danimarkali arastirmacilar Eskimo’larin ¢cok dusuk
oranda kalp hastaligina sahip olduklarini gbézlemlemisler ve enerji
gereksinimlerinin %60’'in1 diyetlerini olusturan yagdan karsilayan Eskimolarin
kanlarini  analiz  ettiklerinde  ylUksek dizeyde eikosapentaenoik ve
dokosahekzaenoik asit gibi diger insanlarin kanlarinda daha distk miktarda
gorulen yag asitlerine rastlamiglardir. Ayni tipte calismalar Norvegli ve Japon
balikgilar tzerinde de yapilmis ve bu calismalarda géstermistir ki 6zellikle soguk
sularda yasayan baliklari tliketenlerde kalp damar hastaligi daha disik oranda
gorilmektedir (Ohshima, 1998; Demirel ve Ozpinar, 2003; Kargin ve ark., 2006).

Kirmizi alglerden Uretilen agar, mikrobiyolojide besiyeri ortami hazirlamada, kolon
kromatografisinde ve laksatif fonksiyonel katki olarak kullaniimaktadir. Yine kirmizi
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deniz alglerden (Sagina subulata) Uretilen karagenan ve kondroitin stlfat kozmetik

drlnlerinde nemlendirici olarak kullaniimaktadir (Ohshima, 1998).

Aljinatlar, tip ve gereksinimi olan ilag sanayiinde, ilaglarin ana maddesi olarak da
kullanilmaktadir. Aljinat ilk olarak 1881 yilinda ingiliz kimyaci E.E.C. Stanford
tarafindan bulunmustur. Aljinat kurumaddesinin yaklagsik % 40’ini olusturdugu
kahverengi deniz alginden elde edilir. Hlcre igi matriksinde sodyum, kalsiyum,
magnezyum, stronsiyum ve baryum iyonlari igeren bir jel halinde bulunan aljinat,
alg dokularina dayaniklilik ve esneklik verir. Su tutma, jel olusturma, viskoziteyi
arttirma ve stabilize edici 6zelliklerinden dolay! aljinatin sanayide cok genis

kullanim olanaklari vardir (Smidsrad and Skjak-Braek, 1990).

Aljinatlar cilt UGzerine sdrllerek kullanildidr gibi, agizdan da alinabilirler.
Dermatolojik vakalarda kullanilan sarginin (bandaj) ana maddesini olustururlar.
Bunun yani sira baryum sulfatla sodyum aljinat, rontgen filmlerinin ¢ekiminde
kullanilir. Ayn1 zamanda Sodyum aljinat, belirli bir akicilikta sabit tutularak ve bazi
bitkisel yaglarla karistirihp sivi hale getirilen esas etkili kimyasal maddelerle
(insdlin, antibiyotik, hormon ve vitamin) ile kangtirilarak enjekte edilebilir ya da

icilebilir hale getirilerek kullanilabilir.

Sodyum aljinat, baska maddelerle karistirilarak a¢ kalmadan zayiflamak igin de
kullanilir. Kalorisi disik olan bu jelli madde, mide asidini koyulastirir ve bdylece
tokluk hissi olusturur. Cesitli aroma ve kalorisiz tat maddeleri eklenerek, zayiflama
rejimi icin ya da seker hastaliginda kalorisiz tok tutucu yiyecek olarak Uretilir.
Chlorella; vitaminler, amino asitler, ham lif, mineral maddeler, nikleik asitler,
enzimler ve CGF(Chlorella Gelisme Faktdrl) gibi bazi besin 6gdeleri ve saglik
Uzerine etkin maddeler acgisindan zengin oldugundan insan sagligi ve

beslenmesinde 6nem tasir (Sekil 2.4).

Mikroalgler diger mikrobiyal canllar gibi adsorbsiyon ya da absorpsiyon
mekanizmalariyla agir metal iyonlarini akimuile edebilmektedirler. Bu nedenle
algler atik sulardaki agir metallerin uzaklastirilmasi calismalarinda siklikla
kullaniimaktadirlar (Ozdis, 2005; Dénmez ve ark., 1999).
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Algler, adsorpsiyon, presipitasyon ve metabolizmaya-bagh proseslerle fiziksel,
kimyasal ve biyolojik mekanizmalarla dis ortamdakinden ¢ok daha yuksek
miktarlarda agir metal iyonlarini biriktirmektedirler (Ozdis, 2005; Gadd, 1988). Agir
metaller canli hdcreler, 6l0 hicreler ve hicre ylzeyinin yapisal elemanlari,
hicreden disari verilen metabolitler ve polisakkaritler gibi biyokimyasal GrlUnler
tarafindan konsantre edilebilmektedirler (Ozdis, 2005; Wong et al., 1984).

Sekil 2.4. Chlorella algi (a), Chlorella algindan (retilen bazi Grinler (b, c)
(Tredici, 2007).

Metabolizmadan-bagimsiz alinimda metallerin alinimi hicre duvari bilesenlerince

gerceklesmektedir. Alglerde metalin biyosorpsiyonu genellikle hizli, geri

dénisimli ve yaklasik 5-10 dakikada tamamlanmaktadir (Ozdis, 2005, Gadd,

1988; Zhang and Maijidi, 1994). Oldurilmis alg ya da metabolik olarak inaktive

edilmig algler, biyosorpsiyon miktarinin belirlenmesi amaciyla kullaniimaktadirlar.

Spirulina, sismanlik tedavisinde, krem ya da pomat olarak yaralarin kabuk
baglamasini hizlandirmada ve cilt metabolizmasinin gelisiminde kullanilir. Ayrica
hayvan ve insan tarafindan salgilanamayan bir yag asidi olan linolenik asit salgilar.
Bu yag asidi, baska bir yag asidi olan prostaglandinlerle birleserek; su
konsantrasyonu, insilin sentezi ve gastrik asit sentezini etkiler. Spirulinanin
icerdigi tim pigmentler buylmeyi tesvik edicidir. Taiyo baliklarindan sari kuyruklu
kiicUk alabaliklar Gzerinde yapilan ¢alismada, 60 gin boyunca %0.5 lik Spirulina
diyeti uygulanmis ve alinan sonuglara gére; 6lim oraninda %14 azalma, gelisimde

%19 artig, diger Urlinlerde %39’luk artis saptanmistir. Balik giftliklerinde Spirulina
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artnleriyle beslenen baliklarda karotenoid miktari 50. 000 ppm Gzerine gikmistir.
(Akbaba ve ark., 2003) (Sekil 2.5).

Dunaliella sp. gliserol ve B-karoten Ureticisi olarak bilinir. B-karoten, A vitamininin
6ncl maddesidir ve eksikliginde korlige kadar giden gdz rahatsizliklari ortaya
cikar .

Haematococcus sp., Alzhemier, Parkinson hastaliklarin tedavisinde, belkemigi
zedelenmeleri ve sinir sistemi incinmelerinde, zarar goérmds retinanin
iyilestirimesinde kullanilir (Akbaba ve ark., 2003). Goézdeki reseptorlerin
oksitlenmeyle gelisen hasarlardan korumada, damar sertligi, koroner rahatsizliklari
engellemede etkili bir gekilde yararlanilir. Anti timor ajani olarak ve bagishk
sisteminin  kuvvetlendiriimesinde etkilidir. Ayrica antioksidan ve afrodizyak
dzelliklerinden de faydalanilr.

MOLECULAR CARE
\\*,!imif_r
ESTHEDERM

r

ARIS

INTENSIF SPIRULINE

FORMULE CONCENTREE CREME
CONCENTRATED FORMULA CREAM

Sekil 2.5. Spirulina algi (a), Spirulina algindan Uretilen bazi Grinler (b, ¢ ve d)
(Tredici, 2007).

Scenedesmus sp. kadin hastaliklarinin tedavisinde, Ulser vyaralarinin ve

gocuklarda egzamanin tedavisinde kullanilir. Bu mikroalgle yapilan merhemlerin
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kullanilmasi1 sonucunda, varis, c¢iban ve iyilesmeyen yaralarda %90 oraninda

dizelme oldugu saptanmis durumdadir (Akbaba ve ark., 2003).

2.5. Karotenoidler

Karotenoidler, yagda cdzlnebilen renk maddeleridir. Karotenoidlerin merkezi
iskeleti 8 izoprenoid Unitesinin yan yana dizilmesiyle olusmustur. Genel formali
CsoHse'dir, yapilarinda ¢ok sayida cift bag bulunmaktadir (Turkkan, 2007) (Sekil
2.6).

a) CH;
|
H,C=C-CH=CH,
b , . , . , .
Isopren Isopren Isopren isopren Isopren Isopren isopren isopren
CH- CH. CH:
\l U 2 S D 2 = D = D S S
CH- CH- CH- CH3 CH:

Sekil 2.6. izopren Unitesi (a), Karotenoid yapisi (b) (Delgado-Vargas et al., 2000).

Bitkiler, bazi bakteri, alg ve funguslar tarafindan sentezlenen, meyve ve sebzelere
saridan kirmiziya kadar degisen renkleri veren karotenoidler; genis dagilhimiari,
yapisal farkliliklari, cok cesitli etki ve fonksiyonlariyla dogada bulunan en énemli
pigment  gruplarindan  birini  olusturmaktadir. Hayvanlar  karotenoid
sentezleyemedikleri igin diyet araciligiyla aldiklari karotenoidleri modifiye ederek
dokularinda depolamaktadir (Rodriguez-Amanya, 2001).

Gundmlze kadar 700°'den fazla karotenoid c¢esidi belirlenmistir (Astorg, 1997;
Britton et al., 2008).

2.5.1. Karotenoidlerin kimyasal ve fizikokimyasal 6zellikleri

Karotenoid pigmentler; metil gruplari baglanmis alifatik bir konjuge ¢ift bag
sisteminden olusmaktadir. Diger bir deyigle yapi, birbirine kovalent olarak

baglanmig izoblten birimlerinden olusmaktadir. Karotenoidler cesitli 6zelliklerine
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gbre farkl gruplar altinda toplanmigtir. Ancak genel olarak, karotenler, ksantofiller,
karotenoid ketonlar ve karotenoid asitler olarak dort ana grupta toplanmaktadirlar.
Karotenler, yapilarinda karbon bulunan karotenoidlerdir, oksijen bulunanlar ise
ksantofiller olarak adlandinlir (Bagdathoglu ve Demirbiker, 1999). Ksantofillere
ornek olarak B-kriptoksantin, zeaksantin ve lutein verilebilir. Karotenoidler ayrica
zincir uclarinda halka igerip icermemesine goére de siklik (halkal) ve asiklik
(halkasiz) karotenoidler olarak da gruplandiriimaktadir. Likopen, fitoen, fitofluen ve
C-karoten asiklik; a-karoten, B-karoten, &-karoten ve y- karoten siklik yapidaki
karotenoidlerdir (Rodriguez-Amanya, 2001) (Sekil 2.7).

CI\/L"VL/V Y */\*/\*/\*/VMW

B
Phytoene

Phytofluene

E/I\)vvkw\r\.w,\r

oMy
T “a /L/\*NWWY\/Y
p-Carotene )sporene
@-Carotene a

Sekil 2.7. Halkah (a) ve halkasiz (b) karotenler (b) (Rodriguez-Amanya, 2001).

Fotosentetik sistemlerde karotenoidler fotosentetik tepkime merkezinde dnemli bir
rol oynarlar; ya enerji transferine katilirlar, ya da reaksiyon merkezini oto-
oksidasyondan korurlar. Fotosentez yapmayan organizmalarda karotenoidlerin
oksidasyondan koruma mekanizmalariyla iligkilidirler.

Karotenoidler Uzerine yapilan arastirmalar onlarin dogal olusumu, biyolojik
aktiviteleri, biyomedikal uygulamalari, fotokimyasal ve elektrokimyasal 6zellikleri

Uzerine yogunlagmaktadir (Liu et al., 2000; Borowitzka and Siva, 2007).

Simdiye kadar Uzerinde en fazla calisilan karotenoid, B-karoten ve bunun iceren
provitamin A'dir, fakat son vyillarda yapilan arastirmalarla birlikte, diger

karotenoidlerin sahip olduklar farkh 6zelliklere ait bilgilerde hizl bir sekilde artis
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gbrilmektedir (Molnar et al., 2000; Borowitzka and Borowitzka, 2007). Algler

tarafindan sentezlenen karotenoidlerin cogu 40 C’ludur.

YUksek oranda karotenoid sentezleyen alg turleri Dunaliella bardawil ve Dunaliella
salina dir (Malgalith, 1992; Borowitzka and Siva, 2007) (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Mikrobiyal kaynakli ticari olarak Uretilen karotenoidler (Veiga-Crespo

et al., 2005).
Mikroorganizma Karotenoid Miktar
Haematococcus pluvialis Astaksanthin | 1.30 mg/|
Phaffia rhodozyma Astaksanthin | 30 mg/g
Halobacterium salinarium Astaksanthin | 265 mg/g
Dictyococcus cinnabarinus Kantaksanthin | 1 mg/g
Brevibacterium KY-4313 Kantaksanthin | 2 mg/I
Haloferax alexandrinus Kantaksanthin 219667

mg/g

Muriellopsis sp. Lutein 22.7 mg/g
Blakeslea trispora Likopen 40 mg/l
Flavobacterium sp Zeaksanthin 0.09 mg/I
Dunaliella salina B-karoten 2.12 mg/I
Dunaliella bardawil B-karoten 20.1 pg/cell

Karotenoidlerin  renk  &zellikleri  yapilarindaki  konjuge ¢ift baglardan
kaynaklanmaktadir. Karotenoidlerde belirli bir renk olusumu igin en az yedi
konjuge cift bag igermelidir. Konjuge bagd sayisi arttikga renk yogunlugu da
artmaktadir. Bes konjuge ¢ift bag iceren phytoene renksiz, onbir ¢ift bag iceren
likopen ise kirmizi renklidir. Ayni sayida ¢ift bag iceren karotenoidler, siklizasyon
nedeniyle, farkl renk tonlarinda bulunabilmektedir. Genel olarak karotenoidlerin
renkleri, konsantrasyona ve molekulin yapisina bagl olarak degismektedir. Ayrica
farkl karotenoidlerin karigim halinde kullaniimasiyla farkli renk tonlari elde
edilmektedir (Cizelge 2.3) (Astorg, 1997; Aksan, 2005).
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Cizelge 2.3. Farklh renkler icin énerilen karotenoid miktarlari (Astorg, 1997; Aksan,

2005).
Renk Kapsantin | Apokarotenal | B-karoten
(mg/l) (mg/l) (mg/l)
Sari 5.3 - 4.2
Turuncu 10.6 4.2 10.6
Turuncu-kirmizi 211 16.9 -
Gilek rengi 25.4 21.1 -
Ahududu rengi 31.7 25.4 -
Kiraz rengi 52.8 31.7 -

En iyi bilinen karotenoid B-karoten olmasina ragmen son dénemde daha ¢ok ilgi
ceken G¢ farkh karotenoid vardir; Astaksantin, lutein ve likopen. Astaksantin yeni
bilimsel ¢alismalarda dikkat ¢ekici hale gelmistir. Astaksantin birgok organizmada
dogal olarak bulunan kirmizi renkli bir pigmenttir. Ozellikle kabuklu deniz
drtnlerinde (karides, yengec, istakoz, balik yumurtalar) ve somonda bolca
bulunur. Astaksantin bu canlilarda blyimede rol oynar ve vitamin benzeri etkinlik
gosterir. (Torrissen and Christiansen, 1995). insanlarda ise antioksidan olarak rol
oynar. Astaksantin dider karotenoidlere nazaran yapisinda hem oksijenin
bulunmasi ve hem de lipofilik olmasi nedeniyle kan beyin bariyerini agarak
ozellikle santral sinir sistemi ve beyin hicrelerini korur. iki farkii hayvan
calismasinda vitamin E’den mahrum birakilmig hayvanlara astaksantin verilmis

sonug olarak da lipit peroksidasyonunun éniine gegilmistir (Kurashige et al., 1990).

Karotenoidlerin pek cok fizyolojik islevleri vardir. Yapilari geredi serbest radikalleri
etkili bir sekilde elimine ederler ve bagisiklik sistemini glglendirirler. Epidemiyolojik
calismalarda diyetinde ve kan plazmasinda yuksek oranda B-karoten bulunan
kisilerde akciger kanser riskinin ylksek oranda azaldigi bulunmustur (Larson,
1997; Duthie et al., 1989), 6te yandan sigara icenlerin yiksek dozda [-karoten

kullanmasinin kanser riskini artirdigi bulunmustur (Larson, 1997).
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Hayvanlar karotenoidleri sentezleyemezler ve onlari beslenme yoluyla elde etmek
zorundadirlar, buna ragmen bu bilegikler yaygin olarak ve genelde gbsteris amacli
kullanilirlar. Ornegin, flamingo ve somon baliklarinin pembe renkleri, istakozlarin

kirmizi renkleri karotenoidlere baghdir.

2.5.1.1. Karotenoidlerin aromatik kimyasallari
Karotenoid yikim drtnlerinden iyononlar, damaskonlar ve damaskenonlar, parfim

endustrisinde yaygin olarak kullanilan kokulu maddelerdir. B-damaskenon ve (-
iyonon gigceklerin kokusuna katkida bulunan baslica bilesiklerdir. Siyah cay, eski
totin, Gzim ve cogu meyvedeki tath cigcek kokulari karotenoid yikimi sonucu

olusan aromatik bilesikledir.

Tum karotenoidler, hidrofobik ve lipofilik molekillerdir ve suda ¢dzinmezler.
Aseton, alkol, etileter, tetrahidrofuron, kloroform gibi yag ¢6ztculerinde ¢ozunurler
(Schiedt and Liaaen-Jensen, 1995). Ozellikle petrol eteri ve hekzanda hizla
codzindrler (Craft and Soares, 1992). Ksantofiller ise, metanol ve etanolde en iyi
¢ozundrler. Bitkilerde ve hayvanlarda karotenoidler ya kristal ya amorf katilar ya da
yag ortaminda c¢6zinmus olarak, kolloidal olarak dagilmis veya proteinler ile
birlikte bulunmaktadir. Karotenoidler, proteinlerle birlikte bulunduklarinda daha
stabil bir 6zellik kazanirlar ve renk 6zellikleri degisir. Ornegin, karides, yengec ve
istakozda karotenoid-protein kompleksi olarak bulunan astaksantin mavi, yesil ve
pembe renklidir. Isil islem uygulamasi ile proteinler denatire oldugunda,
astaksantin protein kompleksinden ayrilir ve kirmizi renk ortaya ¢ikar (Rodriguez-
Amaya, 1997; Aksan, 2006 ). Sekil 2.8."de karotenoidlerin fiziksel ve kimyasal

Ozellikleri verilmigtir.

KAROTEN ODLER
1

] ] 1 L] 1
P Serbest Ao Hidrofobik 1 n
qu':"? el o radikallerin Lip °f'l"?'rf. yiizeylere el = SMCHES Isigi1absorbe eder
aglar o suda goziinir = ve okside olur
olusumunu @nler baglanmir

Sekil 2.8. Karotenoidlerin 6zellikleri (Rodriguez-Amaya, 1997).
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Karotenoidler pigment maddesi olmanin yani sira provitamin A aktivitesi ile de
dikkat cekmektedir. Ayrica, karotenoidlerin antioksidan aktiviteleri nedeniyle
DNA'da olusan hasarlarn azaltmakta ve bdylece vicudun bagisiklik sistemini

gUglendirerek hastalik olusum riskini distUrmektedir (Rodriguez-Amaya,1997).

Karotenoidler, oksijen, sicaklik, 11k, pH, su aktivitesi ve sulfitlerin etkisiyle oksidatif
olarak parcalanmaktadir. Oksijen, konjuge cift baglarin okside olmasina neden
olarak c¢ift bag sayisini azaltmakta ve azalan ¢ift bad sayisi ile birlikte
karotenoidlerin renk yogunlugu da azalmaktadir. Isik, organizmada pigment
olusum metabolizmasini etkilemektedir, bdylece 1s1gin etkisi ile birbirine
dénltsimind saglayarak karotenoid konsantrasyonunu degistirmekte ve ayrica
pigment parcalanmasini tesvik edici etki yaparak karotenoidlerin yapisini da
bozmaktadir. Isil islem uygulamasinda ise karotenoidlerde enzimatik olan ve
enzimatik olmayan degisiklikler olusmaktadir. Karotenoidler oksijensiz ortamlarda
1sil igslem uygulamalarina daha ¢ok dayaniklidir. Karotenoidlerin ayrica farkli pH
degerlerinde, farkl izomer yapi gosterdikleri belirlenmistir. Yuksek pH degerinde
poli-, cis- formlarinda olan karotenoidlerin disik pH degerinde cis- izomer
formunda artis oldugu saptanmistir. Ortamin nem orani ise, karotenoidlerin
stabilitesinin korunmasinda etkili olmaktadir. YUksek nem oraninda (%10-14)
karotenoid parcalanmasinin yavasladigi, disik nem oraninda (<%8) karotenoid
parcalanmasinin hizlandigi acgiklanmigtir. Nemin, ortamdaki serbest radikallere
dogrudan etki ederek karotenoidleri oksidasyondan korudugu belirtiimektedir.
Ortamda nem oraninin artmasiyla, serbest radikal sayisinin azaldigi ve bdylece
karotenoidlerin oksidasyonunun yavasladigi aciklanmigtir. Kikort dioksit ve
stulfitlerin, karotenoidleri oksidasyona karsi koruyan en etkili inhibitérler olduklar
belirtilmistir. Gidalarin karotenoid oraninin degismeden depolanmasi icin inert gaz
altinda ve 1sik gecirgenligi az olan ambalajlarda muhazafa edilmesi gerektigi

belirtilmistir (Bagdatlioglu ve DemirbUker, 1999).

2.5.1.2. Karotenoidlerin 1sik absorbsiyonu ve fotokimyasal 6zellikleri
Karotenoidler konjuge cift bag sayisina gére sari, turuncu veya kirmizi renk veren

bilesiklerdir. Karotenoidlerin maksimum absorbsiyonu konjuge cift bagd sayisina
baghdir ve 400-500 nm dalga boylarinda maksimum absorbansa sahiptirler
(Kuscu, 2002)(Sekil 2.9).
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Gorandr boélge spektrumlari, spesifik karotenoidlerin ilk tanimlanmasinda kullanilir.
Yapiy! olusturan bilesenlerin spektrumlar yardimiyla gercek yapiya ait ek bilgiler
saglanir. Karotenoidlerin cis izomerleri 320-360nm dalga boylar arasinda da
absorbsiyon 6zelligi gosterirler. Absorbsiyonun yogunlugu, cis bagr molekulin
ortasindaysa ¢ok kuvvetli, molekllin sonundaysa zayif ya da etkisizdir (Kusgu,
2002; Berg et al., 2000).
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Sekil 2.9. Petroliyum eterde likopen, y-karoten, B- karoten ve a- karoten
pigmentlerin absorbsiyon spektrumlari.

2.5.1.3. Karotenoidlerin biyosentezi
Karotenoidler; bitkiler, algler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen

ancak hayvanlar tarafindan sentezlenemeyen pigmentlerdir. Karotenoidler,
mevalonik asit (MVA) araciligi ile asetil koenzim A’dan sentezlenmektedir. Tim
izoprenoid bilesiklerinde biyosentez iz yolunun ilk basamaginda, 2 molekil
geranylgeranyl difosfat (GGDP) molekiliinden prefitoen difosfat (PPDP) araciligi
ile 40 karbonlu bir hidrokarbon olan fitoen olusmaktadir. Ug konjuge cift bag iceren
ve renksiz olan fitoenden, daha sonra her enzimatik basamakta molekule yeni bir
cift bag eklemek suretiyle bir dizi dehidrojenasyon reaksiyonu gecirdikten sonra 13
tane cift bag iceren simetrik bir molekll olan likopen olusmaktadir. Likopenden
sonraki basamak ise uc¢ gruplarda halka olusumudur (siklizasyon). Bunun
sonucunda da monosiklik (y-karoten ve ©&-karoten) ve bisiklik (a-karoten ve

B- karoten ) yapidaki karotenoidler olugsmaktadir. Ayrica, a-karoten ve 3- karotenin

24



hidroksilasyonu sonucunda da lutein ve zeaksantin gibi ksantofiller meydana
gelmektedir (Britton, 1992, Malgalith, 1992) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. karotenoid biyosentez yolu.

IPP= izopentilpirofosfat, DMAPP= Dimetilalilpirofosfat, FPP= Fornesylpirofosfat GPP=
Geranilpirofosfat ve GGPP= Geranilgeranilpirofosfat

2.5.2. Karotenoidler ve saglk

Saglik agisindan birgok 6nemli fonksiyonu bulunan karotenoidlerin baslica
fonksiyonu A vitamininin dncult olmasidir. Yapisinda iki B-iyonon halkasi bulunan
B- karoten en ylUksek provitamin A aktivitesine sahip olmakla birlikte a- karoten, y-
karoten ve B-kriptoksantin gibi diger bazi karotenoidler de bu aktiviteye sahiptir
(von Elbe and Schwartz, 1996).

Meyve ve sebzelerdeki provitamin A karotenoidlerinin insanlarda A vitamini
gereksiniminin %30-100°Gn0 karsiladidi bildiriimektedir. A vitamini i¢in gunlik
olarak alinmasi 6nerilen miktarin (RDA) ; kadinlar igin 700 pg, erkekler igin 900 ug
ve cocuklar icin ise ortalama 350 pg oldugu bildirilmektedir (von Elbe and
Schwartz, 1996).

Karotenoidler singlet oksijen yakalayici ve antioksidan olarak da oldukca etkilidir.
Son zamanlarda biyolojik antioksidan olarak karotenoidler birgok ¢alismanin ilgi
odag! olmustur. Ksenobiyotik adi verilen organizmaya yabanci maddeler (sigara,

halo hidrokarbonlar gibi ¢cevre kirleticileri, karsinojenler) ve ayrica ¢oklu doymamis
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yag asitlerince zengin bir diyet aracihgiyla olusabilen tekli oksijen (Oz), peroksil
radikali (ROQO") siperoksit anyonu (O.), hidrojen peroksit (H2O.) ve hidroksi
radikali (OH) gibi ¢esitli reaktif oksijen tirleri ve serbest radikaller viicutta normal
metabolizma sirasinda da olusabilmektedir. Bu radikaller; DNA, protein,
karbonhidrat ve lipitler gibi biyolojik agidan énemli materyallere zarar verebilmekte
ve kanser, kalp damar hastaliklari ve sinir hastaliklari gibi birgcok dejeneratif
hastaligin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Buna karsilik canlilar, serbest
radikallerin bu potansiyel yikici etkilerine karsi kendilerini korumak igin cesitli
enzimatik savunma sistemlerine (sUperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz,
glutation ve peroksidaz) sahiptir. Bu enzimatik savunma sistemlerinin etkinligi;
karotenoidler, fenolik bilesikler, E vitamini, C vitamini, gibi dogal antioksidan
bilesikleri ve esansiyel iz minerallerin (Se,Cu,Zn) gidalarla yeterince alinmasina
bagldir (Koca ve Karadeniz, 2003). Ozellikle meyve ve sebzeler hem yilksek
antioksidan aktiviteye sahip olmalari hem de iyi bir antioksidan karigsimi ve
kombinasyonunu temsil etmeleri agisindan c¢ok ©6nemli dogal antioksidan

kaynaklari arasinda sayilmaktadir (Karadeniz ve Koca, 2005).

Epidemiyolojik calismalar karotenoidce zengin meyve ve sebze tlketiminin kanser
kalp-damar hastaliklari ve g6z hastaliklari riskini azalttig1 bildirmektedir (Dietmar
and Bamedi, 2001). Nitekim B- karoten alimi ile akciger ve mide kanserleri gibi
bazi kanser tdrlerinin gérilme sikhgr arasinda zit bir iligki oldugu belirlenmis ve
karotenoidlerin antikarsinojenik Ozellikleri ortaya konmustur (Di Mascio et al.,
1991). Lutein ve likopenin akciger kanseri riskini azaltmada p- karotenden daha
etkili oldugu aktarilmaktadir. B- karotenin destek besin 0gesi olarak alinmasi
Ozellikle kanserin ilerleme asamasinda tumor hicrelerinin gelisimini engelleyen
veya timorl yok eden dogal éldartcl hicrelerin aktivitesini de tesvik etmektedir
(Astorg, 1997).

Karotenoidlerin glutation-S-transferaz ve glutation peroksidaz gibi karsinojenleri
detoksifiye eden enzimlerin aktivitelerini de artirdigi bildirilmektedir (Chidambara et
al.,, 2004; Hughes et al., 1997). Karotenoidlerin kanseri Onleyici etkisinin,
antioksidan Ozelliklerinin yani sira hlcreler arasi bosluk baglanti iletimlerini uyarici
ve bagisiklik sistemini glclendirici etkilerinden kaynaklandigi dastndlmektedir.

Buna ilaveten, karotenoidlerde polien zincirinin u¢ kisimlarinda bulunan halka
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yapisi, hucreler arasi bosluk baglanti iletimlerinin uyariimasinda etkilidir (Stahl and
Sies, 1996). Buna ilaveten, karotenoidlerde polien zincirinin u¢ kisimlarinda
bulunan halka yapisi, “konneksin” adi verilen proteinlerden olusan htcreler arasi
bosluk baglanti iletimlerinin uyariimasinda etkilidir (Stahl and Sies, 1996).

Kantaksantin ve likopen konneksini uyarmaktadir (Deming and Erdman, 1999).

Karotenoidler, aflatoksin Bi ve polisiklik aromatik hidrokarbon bileseni olan
benzo[a]piren gibi mutajenik ve Kkarsinojenik bilesiklerin aktivitelerini inhibe
etmektedir (Rauscher et al., 1998).

Cesitli karotenoidler bazi hastaliklarin énlenmesinde etkin rol oynamaktadirlar.
Karotenoidlerin bazi farmakolojik yararlari ve fonksiyonel 6zellikleri Gizelge 2.4.'de
verilmigtir. DlOsUk karotenoid iceren beslenme sekli ya da kandaki karotenoid
seviyesinin dislik olmasi, hastalik riskini artirmaktadir (Sies and Krinsky, 1995).
Bu hastaliklarin ¢gogunda serbest radikallerin vermis olduklari hasarlar hastaligin

patofizyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir (Diplock, 1991).

Karotenoidler disik yogunluklu lipo proteinler (LDL) Uzerinde tasindigindan,
LDL’yi oksidasyondan korumak suretiyle kalp-damar hastaliklarinin olugsma riskini
azaltmaktadir (Duthie et al., 1989). G&z retinasinda bulunan lutein ve zeaksantin,
g6zU serbest radikallerin ve 1s1gin zararli etkilerinden koruyarak (Deming and
Erdman, 1999) katarakt ve yasa bagli makula bozukluklari gibi gz hastaliklarinin

olusumunu engellemektedir (Sommerburg et al., 1998).

Cizelge 2.4. Karotenoidlerin bazi fonksiyonel 6zellikleri ve farmakolojik yararlari
(Dufosse” et al., 2005).

Karotenoidlerin fonksiyon ve yararlari | Ornek

Provitamin A aktivitesi B ve a-karoten, B-kriptoksantin
Antioksidan yarari Batan karotenoidler

Hucre iletisiminde rélleri B- karoten,kantaksantin, kriptoksantin
Bagisiklik sistemini guglendirici etkisi | B- karoten

UV'den cildi koruma kapasitesi B- karoten, likopen

Ciltte leke olugsumunu engelleme réll | Lutein, zeaksantin
Katarak olusumunu engelleme etkisi | B- karoten
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2.5.3. Karotenoid kaynaklari

Karotenoidler, meyve ve sebzelerde, bitkilerde, baliklarda, kuslarda, bakterilerde
ve alglerde pigment maddesi olarak bulunmakta ve organizmanin sari, turuncu ve
kirmizi renklerini olusturmaktadir. Bazi ylksek bitkilerin kloroplastlarinda yer
almakla birlikte Karotenoidlerin renkleri klorofil tarafindan baskilanmaktadir
(Rodriguez-Amaya, 1997). Dogada bir yilda yaklasik 100 milyon ton karotenoid
dretildigi belirtiimektedir (Rodriguez-Amaya, 1997; Britton et al., 2008).

Gida maddelerine isleme sirasinda katilan karotenoid grubu maddeler gidanin
hem rengini hem de besinsel degerini gelistirmektedir (Cizelge 2.5). Hayvan
yemlerine (ballk ve tavuk yemi) karotenoid katilarak bu yemlerin besleyici
degderinin artmasi saglanmaktadir (Turkkan, 2007).

Cizelge 2.5. Gida maddelerinde kullanilan bazi karotenoidler (Aksan, 2005; Britton

et al., 2008).
Gida Maddeleri Karotenoid
Sat drdnleri B- karoten
Et ve et Grlnleri %10 kapsantin
Domates Urtnleri %10 kapsantin
Dondurulmus ve kurutulmus yumurta Grtnleri | B- karoten
icecekler ve ickiler B- karoten
Donmus Grdnler B- karoten
Margarinler B- karoten
Tereyag B- karoten
Peynir Anotta
Patlamig misir B- karoten
islenmis peynirler B- karoten
Finincilik Granleri B- karoten ve

2.6. Antioksidan

Metabolizmanin igleyisi sirasinda dogal bir proses olan oksidasyon sonucunda,
organizmada cesitli hasarlar yaratan ve kanser, kalp gibi hayati 6neme sahip bazi
kronik hastaliklarin baslaticisi olan serbest radikallerin olusumu, bunlarla
mulcadele eden antioksidan bilesiklere olan ilgiyi artirmistir (Durmaz ve Gékpinar,

2006). Serbest radikallerin olusumu organizmada oksijen kullanimi sirasinda
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ortaya ¢ikar. Eslenmemis elektron igeren atom veya molekuller hicrelerin zarar

gbrdlgu reaksiyonlar dizisini baglatir.

Antioksidan bilegikler bakimindan, karasal kaynakli gidalarin yani sira mikroalg
tarleri de dnemli yere sahiptir. Bazi mikroalg tlrleri cesitli stres kosullar altinda
blyUttlirse (azot yetersizligi, yiksek isik siddeti, yiksek tuzluluk), hlcre icinde
beta-karoten, astaksantin, zeaksantin, lutein gibi kuvvetli antioksidan Ozelliklere
sahip pigment maddelerinin Dbiriktiriimesi saglanabilir. Bdylece mikroalgal
biyoteknoloji kapsaminda, kuiltir kosullarinda cesitli parametrelerle oynanarak
hicreler Gzerinde cesitli fizyolojik stresler yaratilabilir. Bu yolla kiltire alinan

hicrelerin istenen GrinG daha fazla Gretmesi saglanabilir.

Mikroalgler icerdikleri cesitli antioksidan vitaminler bakimindan da zengindir
(GOkpinar ve ark.,, 2006). Bu nedenle mikroalgler, son yillarda yapilan
arastirmalarda Uzerinde en ¢ok calisilan biyolojik materyallerden biri haine
gelmistir. Ayrica, mikroalglerden elde edilen antioksidan bilesiklerden bir kismi

gunimuzde ticari olarak da Uretilmekte ve blyUk talep gérmektedir.

2.6.1. Mikroalglerde antioksidan vitaminler ve pigmentler

Mikroalgler akuakiltirde sedef, kabuklu canlilar (Crustacea) ve balik tirlerinin
blyime safhalarinda kullanilan énemli bir besin kaynagidir. Bunun yani sira bazi
krustase ve balik tdrlerinin juvenil ve larva safhalarinda tukettikleri zooplankton
kaltirinde de besin kaynagi olarak kullanilir. Bu nedenle mikroalgler su Grtnleri

yetigtiriciliginin “olmazsa olmaz” basamaklarindan biridir.

Mikroalglerin besleyici degeri ile ilgili arastirmalar giderek artmakta ve halen ticari
olarak Uretimi yapilan birkag ture ilaveten biyokltle kiltire uygun alternatif yeni
tarlerin  kegfine caligiimaktadir. Bdylece akuakulltir yaninda insan saghgi

yéninden degerli olan yeni tarlerin Gretimi yapilabilecektir.

B-karoten yagda co6zinen bir pigmenttir ve yagda c¢6zinen vitamin A’nin
hammaddesidir. Oksidasyon ile olusan serbest radikalleri stpUrir ve
oksidasyonun neden oldugu hastaliklara kargi korur. Karotenoidler arasinda
lutein’in antioksidan aktivitesi a- veya [(-karoten kadar ylUksek degildir. Ancak
karotenoidlerin hicre igin antioksidan aktivitesi karisim ytzdelerine baghdir.
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Karotenoidlerin antioksidan aktivitelerine bagli olarak kanser olusumunu inhibe
ettikleri pek ¢ok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Gékpinar ve ark., 2006). Bazi
karotenoidlerin UV 1s1k ve kimyasallarin neden oldugu timérleri inhibe ettikleri ve
immun cevabi arttirdiklari, yiksek antioksidan aktiviteye sahip vitamim E ve a-
tokoferol’'in (vitamin E aktivitesine sahip olan kimyasal madde) ise cildi UV 1s1din

neden oldugu hasarlara karsi korudugu goésterilmistir (Gokpinar ve ark., 2006).

Radikalleri stpurme etkisi ile inhibe eden Chlorella ekstrakti, a-tokoferol ve
karotenoidler gibi lipofilik antioksidan bilesikler igerir. Chlorella sorokiniana H-
84’den izole edilen yuksek molekuler agirlikiaki fotosentetik pigmentler gibi
antioksidanlar kozmetik ve farmasétik alaninda kullanilabilecek dogal

antioksidanlardir (Gokpinar ve ark., 2006) .

Karotenoid biriktirme yetenegine sahip olan tirler arasinda Chlorella sorokiniana,
Chilorella zofingiensis, Dunaliella salinave Haematococcus pluvialis’i sayabiliriz.

Dunaliella salina (Chlorophyceae) daha ¢ok tuzla parsellerinde rastlanan ylksek
tuzluluga hicre disi gliserol salgisi ile osmoregulasyon saglayarak adapte
olabilmis, yiksek miktarlarda karotenoid biriktirme yetenegine sahip oldugu bilinen
bir ka¢ mikroalg tGrinden biridir. Dunaliella salina biyomasi kuru agirhgin %2.8
w/w diizeyinde karotenoid icerigine sahip bir mikroalg tlriddr. icerdigi major
karotenoid grubu B-karoten basta olmak lzere, a-karoten, lutein ve likopen igerir.
Total karoten iceriginin %86.5 kadari B-karoten’den olusur (Gokpinar ve ark.,
2006; Murthy et al., 2005).

B-karoten gibi yagda ¢dziinen pigmetler serbest radikalleri stpurir (scavengering
etki) ve lipofilik yapida olmalari nedeniyle 6zellikle ROS’un (Reaktif Oksijen Trleri)
hicre ici membran yapilari Gzerindeki oksidatif baskiyr azaltir. Ayrica katalaz,
peroksidaz ve super oksit dismutaz gibi karaciger enzimlerinin yeniden

onarilmasini saglar (Gokpinar ve ark., 2006).

Mikroalg tlrlerinin yani sira makroalgler de yUksek antioksidan etkiye sahip
bilesikler icermektedir. Alglerdeki yiksek antioksidan etki glutatyon, askorbik asit,
a-tokoferol, B-karoten, flavonoidler, hidrokinonlar, fikosiyaninler, prolin, mannitol,
myoinositol, fenolik bilegikler ve poliaminler gibi enzimatik olmayan antioksidan

bilesikleri ylksek dlizeyde icermesinden ileri gelir (Gékpinar ve ark., 2006; Mallick
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and Mohn, 2000). Ornegin kahverengi alglerden 11, yesil alglerden 1 ve kirmizi
alglerden 5 tir olmak Uzere toplam 17 makroalg turG Uzerinde yapilan bir
arastirmada Sargasssum spp.’nin en ylksek antioksidan etkiye sahip oldugu

ortaya cikariimistir (Gékpinar ve ark., 2006, Matsukawa et al., 1997).

2.7. Mikroalg Kiiltiirasyon ve Uretim Sistemlerin Cesidi

Mikroalg kdltarleri ile ilgili calismalar olduk¢a uzun bir gecmigse sahiptir.
GUnUmizde biyoteknoloji alaninda elde edilen gelismeler bu konuya da
yansimakta ve Uzerinde 6nemle durulmaktadir, yesil planktonik alg tirlerinden
Chlorella vulgarisin yodun Kkulttrleri ilk olarak 1919’da Warburg tarafindan
yapiimistir (Gékpinar ve Blylkisik, 1994). Bu arada diger tlrlerin klltUrleri de pek
¢ok arastirict tarafindan kullanilmaya baslanmigtir. Bu konuda yapilan ilk
caligmalar fizyoloji ve biyokimya alanlarinda olup, 6zellikle fotosentetik déngulerin
sirlarini agmaya ydneliktir. Daha sonraki yillarda yapilan c¢aligsmalarda cesgitli
tarlerin optimum kdltdr kosullarini saptamak pek ¢ok arastirmanin odak noktasi

olmustur (llgaz, 2003; Gékpinar ve Bliyiikisik 1994).

Ticari mikroalg Uretiminin basarisi bircok etmene dayanmaktadir; bunlardan biri
blyUk capl alg kultir sistemlerinde az harcamayla verimli Grin elde etme yolunun
geligtiriimesidir. Ancak bu gelisim yavas bir sirecte devam etmektedir. Blyudk
Olgekli kaltir sistemlerinde 1s1gin  etkin  kullanimi, sicaklik, alg kdltGrinde
hidrodinamik dengeyi saglama, kdltdrin devamini saglayabilme gibi ana
hususlarin kiyaslanmasi gerekmektedir. Sonugta ekonomik bir sonuca ulagsmak

temel hedeftir.

Mikroalglerin kiiltiir ortaminda gelisimi cesitli fazlarda gerceklesir (ilgaz, 2003;
Moretti et al. 1999);

1. Lag-fazi; asidan hemen sonra alg hicreleri, sayica degil boyut olarak artmaya

ve besin ortamini absorbe etmeye baglar,
2. Log-fazi; hicreler gok hizli Greyerek tssel populasyon blylmesine ulasir,
3. Gegis fazi (veya azalan blytume fazi); blyime hizi yavasca azalir,

4. Durgun faz; hiicre sayisi 6lim orani ve Greme orani esit oldugundan sabit kalir,
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5. Azalma fazi; 6lUm oraninin blylime oranindan fazla olmasiyla hicre sayisi

azalir.

Yeni kiltGr daha iyi GrGyebildiginden ve daha iyi durumda bir populasyon elde
edildiginden fitoplanktonik organizmalarin logaritmik faz stresince hasat edilmeleri

tavsiye edilmektedir. (De Pauw and Personne, 1988).

Alg tlrtne bagh olarak hlcre derisimi, logaritmik ,areme ilk safhalarinda yavas
degdisir. Ancak bu fazin sonlarina dogru hizla degismeye baslar. Baglangicta
ortamda mevcut olan nitrat kaynaginin %1’i asimile edilirken, log fazi sonunda
nitrat kaynaginin son %50’si kullanilir (ilgaz, 2003, Gékpinar ve Biyikisik, 1994).

Bunu bir durgunluk evresi izler ve ,ireme egrisinde diz bir hat ile ifade edilir.

Hucrelerin fizyolojik durumu logaritmik fazin baslangicinda sabite yakindir ve ani
degisimler gbstermez. Hicre fizyolojisi, durgunluk fazinin baslangicinda, hicre
bélinmesinin durmasindan hemen dnce bazi degdisiklikler gostermeye baslar.

Logaritmik fazdan durgunluk faza gegis genellikle yavas olur, ani gecisler daha ¢ok
istisnai durumlardir. Bu gegis, daha ¢ok Ureme hizi sifira dislnceye kadar yavas
ve kademeli olarak gerceklesir. Kualtir ortaminda inorganik besinlerin yiksek
dizeyde bulunmasi halinde, asir bir hicre artigi olacaktir. Bu durumda treme
hem ortama diflize olan CO; tarafindan, hem de hticrelerin birbirini gélgelemesiyle,
Isiktan yeterince yararlanamamasi sonucu sinirlanir. Bu kosullarda tGreme bazi
faktorlerin etkisi ile (besinlerin tikenmesi ve toksik hicre digi salgilarin birikmesi)
tamamen durduruncaya kadar, gittikce azalan hizlarda devam edecektir (ilgaz,
2003, Fox, 1983).

Her alg tirG en ideal gelisimi kendine 6zgU spesifik kosullarin saglandigr kalttr
ortamlarinda g0sterir. Buna gbre, Spirulina ylksek pH ve bikarbonat
yogunlugunda, Chlorella nutrientce zengin ortamda, Dunaliella salina ise ¢ok
yUksek tuzlulukta en iyi Gremeyi gOstermektedir (Kargin, 2006; Soong, 1980;
Belay, 1997).

GUndmlzde ticari mikroalg Uretiminde, genellikle insan gidasi olarak
degerlendirilen ve tip-eczacilik alaninda kullanilan Chlorella ve Spirulina gibi

mikroalgler tercih edilmekte ve yine mikroalglerden Dunaliella salina B-karoteni
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icin, Hematoccoccus pluvialis astaksantin pigmenti icin kullaniimakta, bunun gibi
bircok mikroalg turinden farkh GrOnleri icin 30 yildan fazla sdredir

yararlaniimaktadir (Dufosse et al., 2005)

Mikroalg dretiminde kullanilan sistemler genel olarak, agik ve kapal sistemler
olarak siniflandirilabilir. Agik sistemlere, ¢ok farkli amaglar igin dretilmis olan
yapay havuzlar ve dogal sular 6rnek olarak verilebilir. Teknik kompleksligi
bakimindan, yaygin olarak kullanilan kanal tipi havuzlarda agik sistem olarak
disunulmektedir. Mikroalg kualtirinde kapali sistemlerden en yaygin olarak
kullanilani ise, kapali fotobiyoreaktérlerdir. Sistemlerin birbirlerine goére tercih
edilmelerini etkileyen parametreler, 1990°li yillardan bu yana oldukca 6nem
kazanmigtir. Bir sistem segimi yapilirken dikkat edilmesi gerekli noktalardan biri,
alg kaltdrlerinin hangi alg Uretim sisteminde daha verimli olacaginin tespit edilmig
olmasidir. Bu sistemlerin birbirlerine gére avantajlari ve dezavantajlari Cizelge
2.6.da verilmektedir. Algal tretim igin belirli bir sistemin segimini etkileyen faktorler

ise; bélgenin iklim sartlari, toprak ve suyun maliyetleri, alglerin gevresel istekleridir.

Cizelge 2.6. Acik ve kapali algal sistemlerin avantajlari ve dezavantajlar (Naz ve
Godkegek, 2002).

Parametreler Acik Havuzlar Kapal Sistemler
Kontaminasyon riski | Asiri yiksek Disuk
Alan ihtiyaci YUksek Dusuk
Su kayiplari Asiri yiksek Hemen hemen yok
CO2 kayiplari YUksek Hemen hemen yok
Klltive edilen turlerin | Birkag alg tariyle YUksektir. Hemen hemen
cesitliligi sinirhdir. tim mikroalg trleri kaltive
edilebilir.
Standardizasyon MUOmkdin degil MUOmkundar
Hava sartlarina Yagis sirasinda tam | Kapali konfigirasyonlar
bagimlihk olarak Uretim ayni zamanda kot hava
muimkan sartlarinda da lretime
degildir. olanak sagladigi icin 6nemli
degildir.
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Cizelge 2.6. devam ediyor.

Uretim sirasindaki DusaOktdr. 0.1-0.2 g/l | YUksektir. 2-8 g/l

Biyomas konsantrasyonu

Muamele proseslerinin Dasguktar. Dusuk YUksektir. YUksek

randimani konsantrasyonlardan | Konsantrasyonlardan dolayi
dolay! blyuk kGgUk hacimler akar.

hacimler akar.

2.7.1. Acik hava sistemleri

Mikroalg kutle kdlturleri Gzerine yapilan ilk ¢alismalarin ¢gogu kapali sistemlerin
Uzerinde yogunlagsmis olmasina ragmen (Burlew, 1953), blyUk ticari sistemler
cogunlukla acik sistemlerdir. Bu tir sistemlerin kullanilmasindaki sebep ekonomik
olmalaridir. Kapali kdltir sistemleri ¢ok pahalidir ve bu sistemlerin ¢ogunu
genisletmek veya buyttmek zordur ve genellikle kapali sistemler yapay isik altinda
ic mekan kulttrl olarak kurulmaktadir. Bu durum, mikroalg tretiminin ylksek enerji

maliyetleriyle sonuclanmasina sebep olmaktadir.

Buna karsilik agik hava sistemleri, gines 1sigindan yaralanabilme 6zelliklerinden
dolay! fiyat bakimindan daha ekonomiktirler. Ancak, acik hava sistemlerinde
alglerin az sayida tiri, basarili olarak gelistirilebilir. GUnimuzde kullaniimakta
olan bazi ac¢ik hava sistemlerine; sig blytuk havuzlar, tanklar, dairesel havuzlar,

kanal tipi havuzlar, selale sistemleri érnek olarak verilebilir.

Acik hava havuz sistemlerinde verimlilik basarisi, teorik olarak mimkin olandan
azdir. CUnklO distan gelen cevresel etmenleri kontrol etmek zordur. Acik
sistemlerde basarili olabilmek icin, daha 6nce yapilmig olan ¢aligmalardan elde
edilen verilere gére; havuz derinligi, algal hucrelere yeterli 151§1 saglama, karigim
icin yeterli bir su derinligini koruma ve buharlasmadan dolayr iyonik
kompozisyondaki blyik degisimlerden sakinma konulari Gzerine bir ortak goérus
olusturulmustur. Bu ortak géris; cogu kanal tipi havuzlarin 20-30 cm arasinda bir
derinlige sahip olmasi seklindedir. Bltin Oretim sistemleri i¢in 1s1gin sinirlayiciligi
nedeniyle derinlikleri az olmasi gerekmektedir. Ayni zamanda, bu tir Gretim
sistemlerinde kirliligin ve kontaminasyonun surekli tehdidine ilave olarak, CO’in
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difiizyonu da agik havuz sistemlerinde gézlemlenen en énemli dezavantajlarindan
biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ancak, bdyle agik sistemlerin kullanildigi
havuzlara CO; ilave edilmesi randimansiz olmakta ve ekonomik gérinmemektedir.
Ayni zamanda bu tir sistemlerin kapali sistemlere gbre daha buydk bir alan

gereksinimi de bilinen bir gergektir (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Raceway ve sirkuler havuzlarinda (Ark seklinde 100 m boyunda 1-10 m
genisliginde, %2-1'2 m derinliginde olup igerisinden bol miktarda su akan ve
yetistiricilikte kullanilan beton ya da diger malzemeden yapilmis havuza
denmektedir.) Chlorella, Arthrospira, Dunaliella ve Haematococcus
mikroalglerin ticari Gretimi. (Tredici, 2007)

Acik sistemler icinde, yuksek hiicre yogunluklarinin sirekli olarak elde edildigi tek
aclk hava sistemi, selale tipi sistem olup birgok mikroalg kaltard igin
kullaniimaktadir (Setlik et al, 1970). Bu sistemde kiltir derinligi 1 cm’'den daha

azdir ve 10 g/I'ye kadar hiicre yogunluklari surekli olarak korunabilir.

2.7.2. Kapali sistemler

Acgik sistemlerin basar ile uygulanmasina ragmen, mikroalg kltle kdltGrinde
egilim kapali sistemler yontundedir. Bunun sebebi, ilag, insan ve hayvan tuketimi
gibi alanlarda kullanilan algler ve alg Granlerinin gogunun, agir metal ve potansiyel

mikroorganizmalardan bagimsiz gelismis olmalarindan dogan gereksinimdir,
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ancak son yillarda bu nedenle, kapali sistem kavrami her zaman akuakulttr
sektdéranin gindeminde kalmaya devam etmektedir. Buna karsilik bu sistemlerin
yuksek maliyetleri, yakin zamana kadar ticari uygulamalarini engellemektedir. Alg
kaltarG icin kapali fotobiyoreaktérlerin tasarlanmasi ve calistirilmasinda énemili
sayilabilecek ilerlemeler kaydedilmektedir. Bu reaktdr tasarimlarinda ana prensip,
IStk yolunu indirgemek ve bdylece her bir hlcreye ulasan i1s1din miktarini
arttirmaktir. Ayrica, gaz degisimini arttirici, hiicrelere optimum 11k mevcudiyetini
saglayict ve iyi karisgim saglayici fonksiyonlarinda ilave edilmis olmasi
gerekmektedir (Borowitzka, 2007).

En son gelismeler, daha genis bir alana 1s1g1 dagittig1 igin bu ana dizayn
prensiplerine ilaveten, bir tdbular konfigirasyon veya kompakt yassi tip
fotobiyoreaktorlere dogru bir egilimin oldugunu gdOstermektedir (Tredici ve
Materassi 1992 ; Tsoglin and Gabel, 2000). Kapali fotobiyoreaktérler, asagdida
bahsedilen yararlarina ilaveten, hemen hemen tium biyoteknolojik parametrelerin

kontroll ve dizenlenmesiyle karakterize edilirler (Pulz, 1992).
1-Temiz alg kaltdrd elde edilmesi.

2-Isiktan yararlanma randimaninin ylksek olmasindan dolay! yuiksek verimlilik

saglamasi.

3-Gin 1s1ginda kullaniima &zelligi, bircok tirl kontaminasyondan korudugu ve
reaktorlerin acik hava sistemleri gibi ¢ok genis bir iklim araliklarinda
calistirllabilmesinden dolayi, bir ¢cok mikroalg kdltGrinin yapilabilme avantajina
sahiptir. Buna kargilik tim alg turleri bu sistemde kultdr icin uygun olmayabilir.
Ozellikle, bazi hassas tiirler bu sisteme ait sirkiilasyon sistemi tarafindan zarar
gOrebilir.

4-Kapal sistemlerde acik sistemlere oranla, kultlr sartlari daha iyi kontrol edilebilir
ve elde edilen son Urinln daha iyi bir kompozisyona ve kaliteye sahip oldugu

g6zlenmektedir (Chrismadha ve Borawitzka, 1994).

Dis mekanlarda mikroalg Gretim sistemleri, dogal gblet, havuzlar ve tanklarda
yapilmaktadir. Bununla birlikte tdbiler fotobiyoreaktérler ve diz- levha

fotobiyoreaktérleri de mikroalg Uretiminde yeni tasarimlari olusturmaktadir.
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ic mekanlardaki mikroalg (retim sistemleri, ic mekanlarda kiigiik dlcekli torbalarda
mikroalg Uretim sistemleri, kapali ortam kosullarindaki blyik o6lcekli “Big Bag”
sistemler, tObdler fotobiyoreaktérler, duz-levha fotobiyoreaktorleri olarak

bilinmektedir.

Seffaf kaplarda ya da tanklarda mikroalg Uretimi

ic mekanlarda akuakultir amagh ve kiigik 6lgekli mikroalg dretimi, genelde
hacimce yaklasik 1000L’den klguk plastik torbalarda ya da 20-40L’lik kaplarda
kesikli Gretim yontemiyle uygulanir. Akuakulttrde kullanilan diger sistemler, genis
torbalar ve polyester tanklardir. Dis mekanlarda blylk 6lcekli olarak tasarlanmis
polyester tanklardan olusan sistemlerde dogal gines isigindan faydalanilarak
mikroalg Uretimi yapilmaktadir. Bu sistemlerin dezavantaji, Gretim performansi
garanti altinda olmadidi gibi, Gretimi énceden belirleme sansi yoktur. Yine kiguk
Olcekli ic mekanlarda seffaf kaplarda mikro alg UGretimi yapilabilmektedir. Etkin ig

glcu ve uUretim istenilen kalitededir (Kargin, 2006; Kargin, 2002).

Plastik torbalarda mikroalg Gretimi

Bu sistemlerde algler, starter kultirle doldurulmus plastik torbalarda (>1000) Uretilir
(Sekil 2.13). Kaltdr kesikli ydontem ile ic veya dis mekanlarda gerceklestirilir. Bu
sistemlerinde bazi dezavantajlari, Gretimin kesikli olmasi nedeniyle etkin isciligi
gerektirmesi ve sistemde hacmin goéreceli olarak arttirimasidir. Sistemin blyUk
Olcekte olmasi isiktan yararlanmayi kisitlar. Bu durumda Uretim arzu edilen
kalitede olmayabilir (Kargin, 2006; Kargin, 2002).

En yaygin kullanilan blydk ¢apli sistem (<1000) “big bag” sistemidir (Baynes et al.,
1979, Watson, 1979). Bu sistemlerde yaklasik 0.5m ¢apinda buyudk steril plastik
torbalar kullanmaktadirlar. Bu sistemlerde genellikle yari sdrekli Gretim yontemi
kullaniimaktadir. Cohen ve Arad (1989) tarafindan degisik bir tasarim yapilarak
daha dar torbalarda da denenmis olmakla birlikte; bu sistem ticari Gretim amaciyla
kullanilmamigtir (Kargin, 2006; Kargin, 2002).

“Big bag” sisteminin ana sorunu, blylk capli torbalarda yapay isik sinirlamasi
sonucu dusltk fotosentez olusumudur, sicakligin kontrol altinda tutulabilmesi igin
sistem i¢c mekanda olusturulmalidir (Sekil 2.12 ). Bu sistemde is glclne daha fazla

37



intiyac duyulmaktadir, kalttrler genelde buytk o6lcekli oldugundan yetersiz bir
karisim s6z konusudur. Batin bu hususlar alg Uretiminde maliyeti arttirir
unsurlardir (Fulks and Main 1991; Kargin, 2006).

—"'"
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Sekil 2.13. Torbalarda (bag) alg Gretimi (Tredici, 2007; Tredici, 1999).

Tubller fotobiyoreaktorler

Teorik olarak algal verimlilik 60 g/m®/giin’i asabilir (Kargin, 2006; Kargin, 2002;
Ben-Amotz, 1980; Weisman and Gobel, 1988). Ancak gercek urlin miktari, i1sik

sinirlamasindan dolay! cok daha disktir. ideal bir kiltir sistemi, alg hiicreleri

tarafindan 1sik enerjisinin maksimum absorpsiyonunu saglayacak sekilde olmalidir.
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Bunu gerceklestirmenin en iyi yollarindan biri ylzey ile hacim oranini maksimize
etmektir (S/V) (Kargin, 2006; Kargin, 2002).

Yiksek S/V oranlariyla mikroalg kiltir sistemleri iki kategoride incelenir.Bunlar :
1-Yassi paralel duvarli ince paneller
2-Tubular fotobiyoreaktérlerdir.

Fotobiyoreaktérlerin  cesitli tasarimlari dikkate alinarak Gretim verimliligi ve
ekonomik olarak uygulanabilirliligi arastirnimalidir. Son zamanlara kadar agik
havuz sistemleri mikroalg Gretimi igin en ¢ok kullanilan sistemlerdi, ancak eczacilik
ve kozmetik alanindaki uygulamalarda mikroalgden yiksek kalitede Urdnlerin

hazirlanmasina y6nelik tasarimlar sadece kapall fotobiyoreaktérlerle uygulanabilir.

Dis mekandaki fotobiyoreaktdr, mikroalg Uretimi igin tasarlanmig, glines i1siginin
yeterli oldugu dis mekanlarda, saydam silindirik borular iginde algin bulundugu,
surekli dolagim sistemine dayanan bir modeldir (Kargin, 2006; Kargin, 2002; Acien
Fernandez et al., 1998) (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. Acik ve kapali catilarda tUbuUler sistemlerde mikroalg kultGirasyonu

(Tomaselli, 1993 and Tredici, 1999).
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Diz-levha tip fotobiyoreaktorler
Levha seklindeki fotobiyoreaktérlerin baslica ilkesi veya ince c¢aph boru

fotobiyoreaktér tasariminda temel ilke, ylzey genisligini arttirarak 1s1gin etkin
kullanimini saglamaktir. Borulu fotobiyoreaktérlerin igindeki gap énemli bir bigimde
azaltilmig ve diz-levha seklindeki bicimler tercih edilmistir. Borulu ya da cubuk
reaktdr tasarimlari tamamen cam ve plastik borulardan olugsmustur. 1980'lerin
sonuna dogru yogunluk kazanan kapali fotobiyoreaktérlerin gelisimi 6nem
kazanarak, borulu sistemlerin levha tip sistemle benzer potansiyele sahip oldudu,
Ozellikle yatay ydnlendirilen borularin dikey durumda uyarlanmasi da &nemlidir
(Sekil 2.15).

Sekil 2.15. Dis ve i¢ ortamda surekli alg Uretimi igin Duz-levha tip
fotobiyoreaktdrler (Tomaselli, 1993 and Tredici, 1999).

2.8. Dunaliella’nin Tarihgesi, Genel Ozellikleri ve Siniflandirmasi

Dunaliella cinsi ilk olarak 1905 yilinda Romanya’nin tuzlu géllinden alhnmis
orneklerinden; Teodoresco tarafindan Dunaliella salina olarak tanimlanmistir.
Ancak bundan yaklasik 70 yil dnce mikroalg ilk olarak Dunal tarafindan
tanimlandiginda (1838), onun onuruna Teodoresco tarafindan Dunaliella adi
verilmigtir. Ayni yillarda Almanya’daki bilim adami; Clara Hamburger de makalesini
ayni konuda yayinlamistir. S6zi edilen iki yazar Dunaliella konusunda mikemmel

sekiller ¢izip ve morfoloji, hiicre yapisi, ¢cogalma ve ekoloji konusunda kapsamli
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bilgiler sundular (Sekil 2.16 ve 2.17). Dunaliella'nin yeni tarleri gogunlukla Nicolai
ve Baas-becking (1935), Lerche (1937) ve Butcher (1959) tarafindan belirlenmigtir
(Oren, 2005).

1983 yilina kadar Dunaliella cinsi, chlorophyta Uyesi olmasi i¢in chlorophyceae
sinifinda, Volvocales sirasinda, Polyblepharidaceae ailesinde yer almaktadir. Ettl
1983 yilinda degdisik siniflandirmayla Dunaliella'y yeni Dunaliellales sirasina
yerlestirdi. Simdilik Dunaliella cinsine ait 28 tlr tanimlanmaktadir ki bunlardan besi
tath sularda ve 23'0 tuzlu cevrelerde bulunmaktadir (Preisig, 1992 ve Borowitzka,

M.A. ve Siva, C.J., 2007). Bu siniflandirma &ézet olarak gizelge 2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.7. Dunaliella algin gincel siniflandirmasi (Borowitzka, M.A. ve Siva,

C.J., 2007)
Siniflandirma dizeyleri Duzeylerin adi
Alem Protista
Filum Chlorophyta
Sinif Chlorophyceae
Sira Dunaliellales
Aile Dunaliellaceae
Cins Dunaliella
D. salina, D. tertiolecta, D. parva, D. quartolecta,
Tar D. primolecta, D. viridis, D. bioculata, D. peircei,
D. euchlora, D. minuta ve D. polymorpha
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Sekil 2.16. C.Hamburger tarafindan 1905 yilinda ¢izinmis D. salina kirmizi alg; (1-
4), yesil alg; D. viridis; (5-8), buharlasma ile damladaki konsantrasyonun
yogunlagmasi ve ortaya cikan cesitli sekiller; (9-29), sulandirma ile ortaya

¢ikan kiresel algler; (30-31) ve hucre boélinmesinin baslamasi; (32-34),
(Oren, 2005).
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Sekil 2.17. Secilmis Dunaliella tirelerin ¢izimi (Massyuk 1973). (a) D. tertiolecta (2
m NaCl); (b) D. tertiolecta (5 M NaCl); (c) D. primolecta; (d) D. quartolecta;
(e-9). D. salina spp. salina f. salina; (h) D. salina spp. salina f. magna; (i) D.
salina spp. salina f. salina; (j) D. salina spp. salina f. oblonga; (k, |) D. viridis
var. viridis f. viridis; (m) D. viridis var. viridis f. euchlora; (n) D. minuta; (o) D.
carpatica; (p) D. granulata; (q) D. terricola; (r) D. media; (s) D. ruineniana;
(t) D. baasbeckingii; (u) D. gracilis; (v) D. peircei; (w) D. minutissima; (x) D.
turcomanica; (y) D. turcomanicave (z) D. asymmetrica (Oren, 2005).
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Bu kirmizi, iki flagellumlu ve salin ya tuzlu sularda yasayan algin kesifi Fransa’nin
akdeniz sabhilleri Montpellier tuz madenlerinde; 1838'de Dunal tarafindan
gerceklesmistir.

Dunal izledigi algleri Haematococcus salinus ve Protococcus olarak adlandirmigtir.
Bu kesif bir arastirma cercevesinde Paris’in Fen Akademisi tarafindan tuzlu
sulardaki kirmizi rengin nedenine arastirmak amaci ile gergeklestiriimistir.
Arastirma zamanindaki tahminler; kirmizi olan sularin fiziksel ve kimyasal
nedenlerle ortaya ciktigi seklindedir (Dubinsky ve Oren, 1994). Ondukuzuncu
ylzyilin ortasinda bu ¢ift flagelumlu ve Dunal olarak adlandirilmis alge, diger
biyologlar tarfindan da, tuzlu géllerde ve asiri tuzluluk derecesinde olan bdlgelerde
de mesela: Kirrm'da, Cezayir’de, Lorraine’de (Fransa) ve Romanya’da rastlanmis
ve degisik isimler ile adlandirilmistir. (Oren, 2005) (Sekil 2.18).

Sekil 2.18. Kizildeniz’indeki kiyasal tuzlu sularinda bulunan Dunaliella salina
(Oren, 2005)

Kizildeniz, Afrika ile Asya (Arap yarimadasi) arasinda yer alan, Hint Okyanusu'na
bagl bir denizdir. Kizildeniz'in adinin, mevsimlik olarak ¢ogalma patlamasi
yasayan Trichodesmium erythraeum adli alg tlrlerden kaynaklandigi

44



disunulmektedir. Ayrica c¢evresindeki kiyllarda yer alan mineral bakimindan

zengin kizil renkli daglardan dogmus olabilecegi tahmin edilmektedir.

Dunaliella ézellikle D. salina ekstraselller gliserol salgilamasi, hiicre icinde B-karoten
biriktirmesi ve yuksek protein icerigi bakimindan ©6nemli bir organizmadir.

Salgilanan gliserol dliizeyi ortamdaki tuz konsantrasyonu ile ilgilidir.

2.8.1. Morfoloji

Dunaliella tek huacreli halotolerant ve duvarsiz yesil mikroalg olarak
tanimlanmaktadir. iki kat uzunlugunda 6n tarafinda bulunan flageli vardir. Genelde
hicre sekli ovaldir (4-24 pm; Oliveira et al., 1993) buna ragmen Ureme
kosullardaki farkliliklar organizmanin seklini degistirebilir. Tipki asagidaki
fotograflara goére; oval, kiresel, armut ve konikal sekline kadar gdrulmektedir
(Sekil 2.19).

Dunaliella, Chlorophyta’nin diger Uyelerinin tersine kalin bir hiicre duvarina sahip
degildir. Hicre ince bir elastik membran ile gevrilidir. Bu ince membran, ortamdaki
ozmotik degisikliklere tepki olarak hicre sekli ve hacminde hizli degisimlere izin
verir ve hicrelerin ozmotik baski nedeni ile patlamasina engel olur (Ben-Amotz ve
Avron, 1981). Sert hlicre duvarsizligina ragmen genelde yash hcreler bir
musilagen (zamkli; glikokaliks) tabakasina sahiptir (Melkonian ve Preisig, 1984;
Leonardi ve Caceres, 1994); genelde musilajen tabaka elekiron mikroskop ile
gbrilmektedir (Sekil 2.20), ama Cin mirekkebi, mavi alisin ve kirmizi Roteniyum
boyalar ile boyalanirsa i1sik mikroskpu ile de gértnenebilir.

Hucrenin arka semtinde fincan seklinde blyUk bir pirenoidi olan kloroplast vardir.
Bu cinste basit g6z organeli (D. bioculata'da iki adet) gérilmektedir. Bazi tlrleri
yUuksek miktarda intertilakoid bogluklarinda karotenoidleri iceren yagli kirecikleri
biriktirip ve bu ylzden hiicrelere karotenin miktarina bagl olarak turuncu ya kirmizi

g6ranum verirler (Sekil 2.19 ve 2.21).
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Sekil 2.19. Dunaliella turlerinin 1s1k mikroskop ile mikroskobik resimleri ve hayat

() D.

(Illy D.

déngelerindeki asamalar (Borowitzka and Siva, 2007). (I) Dunaliella
thrlerinin temel morfolojisi: (a) Dunaliella quartolecta (MUR191=CCAP
19/10) (8 ym); (b) D. primolecta (MUR55=CCAP11/43) belirgin tek stigma
(6 um); (c) D. bioculata (MUR26) belirgin cift stigma (6 ym); (d) D. salina
(MUR9)(13 um); (e) D. salina (MUR9) (13 um); (f) Dunaliella sp.?
(MUR202) (12 pym) stigma yok; (g) D. salina (MUR10) (20 um); (h) D. salina
(MUR23) (24 pm); (i) D. salina (23 pm); (j) D. salina (MUR200=CCAP
19/30) (16 um).

salina'daki hicre bolinmesi: (k-m); (n) iki Dunaliella mikroalgin ayriimadan
son asamasi.

salina'nin hayat déngelerindeki asamalar: (0) erken ciftlesme asamasi (22 um);
(p) gametlerin birlesmesindeki orta agsama ve zigot hlcrenin olusumu (21
um); (q) sert duvarlar ile aplanosporler (22 um); (r) ortaya ¢ikan iki hicre ile
aplanosporun cimlenmesi hareket eden vejetatif asagidaki hiicre (vejetatif
hicrenin uzunlugu 24 pm); (s) palmella asamasi (~12 um); (t) D. viridis var.
palmelloides kiltirasyonundaki palmella asamasi (MUR203=CCAP 19/34)
(6 um) (Borowitzka and Siva, 2007).
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Sekil 2.20. A: Dunaliella viridis hucrelerinin palmella agamasindaki genis olcide
musilaj tabakalar ile gdmulmesi (elektron mikroskop mikrografi), B: lki adet
Dunaliella salina'nin farkl dizeylerde glikokaliks tabakasinin gelismesi
(elektron mikroskop mikrografi) (Borowitzka and Siva, 2007).

iki adet kamgi hiicrenin 6n kisminda bulunur ve uzunluklar tiirlerin arasinda da

degismektedir, kamg¢i ya hicre uzunlugu kadar ya da daha kisadir (Durmaz ve

Gdkpinar, 2006; Koray, 2002, Gualtieri and Barsanti, 2006) (Sekil 2.21).

Sekil 2.21. Dunaliella salina (1-17): pigment kristallar; (3), granduller; (8), b6linme
asamalari; (10-13), aplanosporler; (14-15), yesil hiicreler, (D. viridis?, 16-
17) ve skaning elektron mikroskop ile Dunaliella sp. mikrografi; (18),
(Hamburger, 1905, Gualtieri and Barsanti, 2006)

47



soESo=d -

Sekil 2.22. Cift flagellumlu D. salinanin yizme modeli (Gualtieri and Barsanti,
2006)

Bir arkada olan kloroplast hlcrenin buydk alanini igsgal etmektedir ve fincan
seklinde gorulmektedir. Bazi normal sularda yasayan algler hari¢, tim tdrler bir
adet pirenoid (nisasta sentez ve depolamasinda rol oynayan bazi alglerin

kloroplastinda bulunan protein cinsinden bir cisim) icermektedir (Sekil 2.23).

Cizelge 2.8. Bazi planktonik alglerin yiiziis ve kayis hizlari (Gualtieri and Barsanti,

2006)

isim Orta hiz

Gymnodinium gracilentum 500 pm sec -1
Symbiodinium sp. 250 pm sec -1
Tetraselmis suecica 180 um sec -1
Chattonella sp. 120 um sec -1
Cryptomonad 110 pm sec -1
Chlorarachnion reptans 110 pm sec -1
Euglena gracilis 100 pm sec -1
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Gizelge 2.8. devam ediyor

Dunaliella salina 95 pum sec -1
Ochromonas danica 80 pm sec -1
Bigelowiella natans 70 pm sec -1
Pavlova salina 50 pm sec -1
Oscillatoria spp. 10 pm sec -1
Leptolyngbya spp. 0.004 pm sec -1

Sekil 2.23. A: Dunaliella minuta (CCAP19/5) elektron mikroskop mikrografi;
Hlcrenin tepesinde papila (uzun ok), Blyldk nisasta (yildiz) taneler ile
cevrelenmis klguUk pirenoid, g¢ekirdek (n) ve vakuoller (kisa oklar), B:
Dunaliella salina, elekiron mikroskop ile c¢evrelenmis nisasta tanelerle
pirenoid mikrografi, C: Dunaliella viridis’deki pirenoidin(siyah boliim) detayi;
pirenoidin icine cift tilakoidlerin kismen girmesi (siyah oklar), D: Dunaliella
salina’'in egik kesimi; kloroplastin icindeki yliksek oranda [(-karoten («)
Kurecikler ve nisastalar (Borowitzka and Siva, 2007).
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Sekil 2.24. Dunaliella bardawifin elektron mikroskop mikrografi (Ben Amotz,
1991).

2.8.2. Habitat

Dunaliella tarleri farkh tuzluluk arahklarinda yagsamlarini devam ettirebilmektedirler.
Boylece bu tirler tath sulardan denize, tuz doygunlugu gdsteren tuz goéllerinden

buharlagsmanin yogun oldugu gdlctklere kadar genis alanlarda yasayabilmektedirler.

Dunaliella'nin  halotolerant Uyeleri doganin her tarafinda baslica astropikal

yOrelerde genis bir dagilima sahiptir.

Cesitli sularda 6rnegin: tath sularda (D. acidophila, D. lateralis, D. flagellata, D.

obliqua, D. paupera), deniz suyunda; 2-4% NaCl; (D. maritima, D. polymorpha, D.

primolecta, D. quartolecta, D. tertiolecta) ve hipersalin sularda; (>6% NaCl) D.
parva, D. pseudosalina, D. salina , D. baas-beckingii, D. bioculata, D. carpatica, D.
gracilis, D. granulata, D. media, D. minuta, D. minutissima, D. ruineniana, D.
terricola, D. viridis, D. assymetrica, D. peircei ve D. turcomanica) yasayabilme

kapasitesine sahiptir (Borowitzka and Siva, 2007).
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Dunaliella 1-12 arasinda genis pH arahdinda uyum saglayabilir (Loeblich, 1982;
Amotz and Avron, 1983; Amotz, 1987), hipertonik tuzlu sularda, ¢ogunlukla
D. salina algi hakimdir ama mezotrof ve oligotrof sularda az seviyede
gurblmektedir. Dunaliella cinsi bir 6karyotik canli olarak cevresel kosullara asiri
seviyede direng gb6stermektedir, Dunalielld'lar, tlrlerine bagh olarak disik
tuzluluklardan (<1% NaCl) doygun soliisyonlara (> 35% NaCl) kadar yasamlarini
koruyup ve JUrerler, yaklasik olarak deniz suyu tuz konsantrasyonu %3'tlr
(Borowitzka and Borowitzka, 1988) (Sekil 2.25).

Sekil 2.25. Uremiyye géluniin, iran’nin bati Azerbaycan’daki fotografi (Arash Rad.
F,2007;http://www. Dunaliella.org/dunabase/habitats/habitats.php?photo=8).
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D. salina tirinin %1 ila %35 NaCl konsantrasyonlarinda gelistikleri tespit
edilmistir. Daha ylksek konsantrasyonlarda ise besiyeri NaCl ile doygunluga
(satirasyona) ulasmaktadir ve bu kosullarda D. salina'nin diger birgok 6karyot ve

prokaryot mikroorganizmadan daha iyi bir gelisim gosterdigi goérulmustar.

Arastinlmis tUm Dunaliella tirlerinde, hicre igi gliserol konsantrasyonunun kalttr
ortaminda ¢6zinen maddelerin nitelik ve niceliklerine bagh oldugu ispatlanmistir
(Borowitzka and Borowitzka, 1988; Amotz and Avron, 1973).

Dunaliella tarlerinin bu yldksek tuz konsantrasyonlarina tolerans yetenegi veya
dedisen tuz konsantrasyonlarina uyumun, iginde biriktirdigi uygun bir ¢6zinen
madde ile, yani gliserol ile saglanmaktadir. Burada gliserol, osmoregtlasyonu
saglayan ¢6zinmis bir ajan olarak gérev yapmaktadir. Gliserol iyi ¢ézlinen bir
polihidrik alkol olup, diger ¢6zinen polihidroksi alkollerle karsilastirildiginda,
metabolik olaylari en az inhibe eden alkol olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Borowitzka and Borowitzka, 1988).

Dunaliella turlerinin dogal olarak gelistigi bircok ortamda NaCl'nin temel bir
¢6zinmis madde olarak rol oynadigi bilinmektedir. NaCl yerine slkroz kullanilan
besiyerlerinde de hlcredeki gliserol konsantrasyonunun besiyerindeki ¢6zlnen
madde konsantrasyonu ile dogru orantili olarak arttigi belirlenmistir (Borowitzka et
al. 1977).

Hucre igi gliserol konsantrasyonunun déntisimua (yapim ve yikim olaylari) esit bir
sekilde yapilmaktadir; fakat hicre ici gliserolin yikim veya yapimindaki dengenin
degismesi besiyerindeki maddelerin konsantrasyonlarinin degismesine baglidir.
Hucrelerden pasif sizintiyla veya aktif salgilamayla disari ¢ikan gliserol Dunaliella
tarlerinin normal olan osmoregulatér cevaplarinin bir sonucudur. (Borowitzka and
Borowitzka, 1988 ve Kacka, 2003).

Go6zinmis halde bulunan gliserole genelde hiicre membranlari ¢ok gegirgendir.
Dunaliella hucreleri 10* : 1 gradiyentinden yiiksek konsantrasyonlardaki ortama
karsin bile gliserolll muhafaza edebilirler, bu durum tuzluluk derecesi yliksek olan

ortamlarda osmoregllasyonun saglanmasi icin gereklidir. Strese maruz kalmamis
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Dunaliella populasyonlarinda genel olarak sinirli bir oranda gliserol sizintisi

gbrilmektedir. Bazi sizintilar yagh ve 6l0 hiicrelerden de kaynaklanmaktadir.

Gliserollin, Dunaliella salinada, lipit veziklllerinde ve domuz eritrositlerinde
sizdirilma kapasitesi yani gliserol difizyon permeabilitesi NMR (Nuklear Magnetik
Rezonans) ile arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére D.salina hicre zarlarinin
gliserole dislUk permeabilite gOsterdigi tespit edilmistir. 50°C’nin Gzerindeki
sicakliklarda membran permeabilitesi degismekte, gliserol hizli bir sekilde ortama

sizdiriimakta ve hicreler 6lmektedir (Borowitzka and Borowitzka, 1988).

Dunaliella donma noktasinin altindaki sicaklik derecelerinden 45°C’ye kadar olan
genis bir araliktaki sicakliklara tolerans gésterme yetenegindedir (Gordillo et al.,
2001; Durmaz ve Goékpinar, 2006).

Dunaliella 1-2 M NaCl iceren ortamlarda optimal tGremeyi géstermektedir (Amotz
ve Avron, 1981). Ayrica doygunluk tuz konsantrasyon sinirina kadar da yukseKk iyi
dreme gosterir. Halofilik ve halotolerant bakteriler, birkag siliat tart, Artemia salina,
birkag Amoeba ve bazi mantarlar diginda ¢odu organizma 2M’I gegen tuz

konsantrasyonlarini tolere edemez (Borowitzka and Borowitzka,1988).

2.8.3. Dunaliella turlerinin gelismesi icin gerekli olan hammaddeler ve
uretimini etkileyen cevresel faktorler

Dunaliella turlerinin gelisimi icin bircok inorganik madde ve faktorlerin gerekli
oldugu bilinmektedir. Bu konu ile ilgili de birgok arastirma yapilmistir (Johnson et
al. 1968; Borowitzka and Borowitzka, 1988; Aucken and Nulty 1973; Salagenau
1979; Spectrova et al. 1982). Dunaliella tlrlerinin gogalmasi ve gelismesi igin

gerekli olan bu maddeler ve ¢evresel faktdrler agsagida belirtilmistir.

2.8.3.1. Karbon
Tum Dunaliella tarleri fototrof olduklari i¢in inorganik bir karbon kaynagi olan

CO.’e ihtiyag duyarlar. CO, alimi akar su tirleri icin pek bir problem olusturmaz
(kacka, 2003) .

inorganik karbon miktari ve farkli pH degerlerindeki fotosentez hizi (indirekt olarak)
bircok arastirma ile élciimastir. Yapilan arastirmalar sonucunda D. tertiolecta ve
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D. salina tirlerinin (mihtemelen diger Dunaliella tirleri de) CO2’e inorganik karbon

kaynagdi olarak kullandigi tespit edilmistir (kagka, 2003).

2.8.3.2. Azot
D. salina, D. viridis ve D. tertiolecta igin en iyi azot kaynagi KNOz ve NaNOs'tir

(Borowitzka and Borowitzka, 1988; Milko, 1962; Grant,1968). Nitrit ve nitratlarin
hicre tarafindan alinmasi igin 1sik ve tampon sistem gereklidir (Borowitzka and
Borowitzka 1988; Grant,1967), diger amonyum tuzlari, 6rnegin; amonyum asetat,
amonyum nitrat, amonyum sitrat ve amonyum klorid genel olarak daha disuk azot
kaynaklari olarak bilinmektedir. Bunlarin ylksek konsantrasyonlarda (>2.5 M)
bulunmasi durumunda letal etki yapmaktadirlar. Nitrit ve nitratin hicreler
tarafindan alinmasi ortamin alkalinizasyonuna sebep olurken, besi ortamina
amonyum eklenmesi ise asidifikasyona sebep olmaktadir. Tamponlanma
yapilmamis sistemlerde ortam pH'nin kendi kendine degismesi, alg buylmesini

6nemli oranda etkilemektedir (Becker, 1994).

Acik hava Dunaliella kultirlerinde Urenin N kaynagi olarak kullaniimasiyla yiksek
biyomas elde edildigi bildirilmistir. D. tertiolecta’nin gelismesi icin, N sinirlamasi
sabit tutulan uzun sureli kdltGrlerde, nitrat. amonyum ve drenin ayni miktarda
kullanildigr ve her Gclyle de elde edilen verimin ayni oldugu belirlenmistir

(Borowitzka and Borowitzka 1988; Goldman and Reavey, 1979).

2.8.3.3. Fosfor
D.salina ve D.viridis’in gelismesi igin gerekli olan optimum fosfat konsantrasyonu

yaklasik olarak 0.02 — 0.025 g I'' Kz;HPO4'tlir (Borowitzka and Borowitzka, 1988'a
gbre; Gibor, 1956; Milko, 1962). Yiksek fosfat konsantrasyonu ise gelismeyi
inhibe etmektedir (> 5 g I'"). Eger D. tertiolecta'nin gelisme ortamina fosfat yerine
gliserofosfat eklenirse gelisme belirgin bir sekilde azalmaktadir (Borowitzka and
Borowitzka, 1988’a goére; Lachlan, 1964).

2.8.3.4. Magnezyum ve kalsiyum
Tum diger algler gibi Dunaliella tarleri de bluyUmeleri i¢in bu katyonlara gereksinim

duymaktadirlar (Becker, 1994). Dunaliella tirleri Ca*™ ve Mg*™ katyonlarinin
degisiklik gbsterdigi ortamlarda da bulunabilmektedirler. Dunaliella viridis'te ise
Ca™ : Mg*™ orani 0.8 ila 20 arasinda degisebilir ve bu degisiklikler Grimeye etki

etmemektedirler. Bu gibi degisiklikler deniz suyunun buharlagsmasi ile de
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olmaktadir. Denizde yasayan Dunaliella tertiolecta igin optimum Ca*™ : Mg*™ orani
4’tir ve yiksek Mg*™ konsantrasyonlarinda Ureme inhibe edilmektedir (Becker
1994; Borowitzka and Borowitzka, 1988’a gdre; Bass - Becking 1930).

2.8.3.5. Sodyum
Yapilan birgcok arastirmada Dunaliellanin birgok tlrlerinin gelismeleri icin sodyuma

ihtiyag duyduklari belirlenmistir (Becker, 1994). Yapilan bir arastirmada D.
primolecta ve D.tertiolecta tirlerinin gelisme ortamina NaCl yerine MgSOg4
eklenmesinin  bu tlrlerin gelismesinde herhangi bir engel olusturmadidi
belirlenmigtir. (Borowitzka and Borowitzka, 1988’a gére; Fuijii et al., 1983). Ortama
MgCl. veya LiCl gibi tuzlar eklendiginde, her ne kadar fotosentez devam etse de
dreme go6zlemlenmemistir. D. tertiolecta ve D. viridis'in gelisme ortamina NaCl

yerine stukroz konuldugunda biytmenin engellenmedigi géralmuastar.

2.8.3.6. Klor ve silfat
Dunaliella igin gerekli anyonlar hakkinda elimizde ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Klor

ve sillfat eksikliginde D.salinanin gelismesi inhibe olmaktadir. Eger SO4* yerine

CI eklenirse B-karoten akiimilasyonu tesvik edilmis olacaktir.

Borowitzka Michael ve Borowitzka Lesley 1988’a gbére Massyuk (1965)'un
bulgularinda D.salinanin iireme icin gerekli olan optimum CI" : SO, orani 3.2'dir.
Maksimum B-karoten birikimi icin ise gerekli olan oran 8.6’dir. Dolayisiyla buradan
da anlasildigina goére anyon ve katyonlarin besiyerindeki oranlari ve Kkalitesi
alglerin remesinin etkilemektedir. Ornegin: MgSO, Dunaliella tiilerin gelismesini

hizlandirirken, MgCl. hizlandirmamaktadir.

2.8.3.7. Demir
Dunaliella cinsinin buyumesi i¢in demirin disUk konsantrasyonlarda bulunmasi

gerekmektedir. Tuzla doymus bazi ortamlarda demir sinirlayict etken
olabilmektedir. Kellatlagsmis demir kaynaklari; demir sitrat, demir klorit ve demir
sulfitten daha etkilidir (Becker, 1994). D. salina ve D. viridis i¢in gerekli olan

optimum demir konsantrasyonu 1.25 — 3.75 mg | "dir.

YUksek demir konsantrasyonlari ise blylimeyi engellemektedir. Besiyerine kellat
ajan olarak Na-EDTA eklenmesi demirin hicre tarafindan alinmasini
saglamaktadir (Borowitzka and Borowitzka 1988’a gére Milko, 1962).

55



2.8.3.8. iz elementler
Her ne kadar bircok degisik iz elementler, érnegin, Zn, Cu, Mo ve Va gibileri

Dunaliella cinsinin blylme ortamina eklense de bu elementlerin gerekliligi
hakkinda hicbir bilgiye sahip dediliz. Yapilan bir arastirmada D. tertiolecta’nin
dremesi igin gerekli olan optimum Mn konsantrasyonu 0.105 ppm olarak
belirlenmigtir. Bunun altindaki degerler Gremegi engelledigi gibi ylksek
konsantrasyonlarda toksik etki géstermektedir (Borowitzka and Borowitzka, 1988).

Becker (1994)'e gbre Kobalt'in B4z vitaminine baglanmasi birgok alg igin gereklidir.

2.9. Alglerde Ureme
2.9.1. Vejetatif Gireme

Alglerde vejetatif ireme en yaygin goérlilen Greme tipidir. Bazi tlrlerde, hlcrenin
veya koloninin bdyUkligine bagl oldugundan normal blyime fonksiyonu ile
beraber meydana gelir. Yine bazi tlrlerde ana yapinin blylme siUreci devam
ederken tallustan parcalarin kopmasi, ayrilmasi seklinde goéralir. Ayrilan kisimlar
da tekrar cimlenir. Bazi tlrlerde de hcrelerin ikiye bdlinmesi seklinde
gbrilmektedir. Bu tip Uremede O6zellesmis Ureme organlarina rastlanmaz.
Dunaliella salinadaki hicre bélinmesi ¢ekirdek bélinmesinden sonra gergeklesir.
Bslangicta genel olarak algin 6n ve arka kisiminda bir aralik olusup, sonra da 6n
kisimin boslugu ileriye giderek, sonra da kloroplast ve pirenoid boélinip ve

hicreler birbirinden ayrilirlar (Borowitzka and Siva, 2007).

Dunaliella algi stres c¢evresel kosullara agik kaldigi zaman (6rn: tuzluluk ve
susuzlugun eksiklik ya bazen artmasi), bazi tirleri palmella asamasini olustururlar
(Sekil 2.26).

Dunaliella salina, D. viridis, D. minuta ve D. lateralisde palmella olugsumu
gériinmustir. Genelde palmella asamasinda alg, stigma (bir kirmizi g6z noktasi)
icerir ve flagellumunu kayb edip, daha yuvarlak olup ve digsarisinda da viskoz
tabakay! olustururlar, bu asamada htcrenin i¢ kisimi hizli sekilde bélinmektedir.
Ayrica Dunaliella algi kig kosullarinda (disuk tuzluluk, cok soguk ve kisa gundiz)
aplanospor’u olusum agamasina girebilir. Aplanospor : Kalinca bir ¢eperle gevrili,
kamgisi bulunmayan, hareket edemeyen sporlardir (Borowitzka and Siva, 2007)
(Sekil 2.27).
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Sekil 2.26. D. viridis’'de palmella asamasi; normal kosulda (sag) ve laboratuvarda
klltirasyonu yapilmis D. viridis érnegi (sol), (Borowitzka and Siva, 2007).

Leonardi ve Caceres (1997)de aplanospor olugsumunu yasl ve nitrojen’siz
kaltdrlerde gostermiglerdir (Sekil 2.27).

Sekil 2.27. Dunaliella salina’da aplanospor agsamasi (Borowitzka and Siva, 2007).

2.9.2. Eseysiz Gireme

Bu tip Gremede spor adi verilen eseysiz Ureme hiicreleri ile gogalma olur. Sporlar
farkilasmamig, herhangi bir 6zelligi olmayan veya farklilasmis hicrelerde
meydana gelebilirler. Sporlarin  meydana geldikleri yapiya sporangiyum
denilmektedir. Sporlar birlesme yapmadan, dogrudan ¢imlenerek yeni bir alg bireyi
meydana getirirler. Alglerde cesitli spor tipleri gbérilmektedir, bunlardan en sik
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rastlanilani zoosporlardir. Zoosporlarin 1-2-4 veya daha fazla sayida kamgilari
ayrica renkli g6z lekeleri bulunmaktadir. Siklikla olusturduklari ve ¢ok sayida
meydana getirdikleri icin sporla Uremede algler fazla sayida c¢ogalirlar, uzak
mesafelere yayilirlar. Hareketli olmalari da tdrlerin dagiimini saglar. Alglerde
g6rllen diger bir spor tipi de Aplanosporlardir. Aplanosporlar hareketsiz sporlardir.
Etrafi kalin bir ceperle gevirili olan aplanosporlara hypnospor denilmektedir. Baska
bir aplanospor tipi olan endosporlar ise bir hlcrenin iceriginin veya bir kisminin
parcalara ayriimasi ile olusmaktadirlar. Hareketsiz ve ciplaktirlar. Zoospor veya
Aplanosporlar gesitli alg gruplarinda meydana gelis sekillerine ve meydana
geldikleri yere gére de cesitli isimler alirlar. Ornegin diploit bir hiicrenin mayoz
bdlinmesi ile olugsan sporlara meiospor denilir. Bunlar hareketli veya hareketsiz
olabilir. Genellikle mayoz bélinme sonucu dértli gruplar halinde meydana gelen
sporlara tetraspor, bunlarin meydana geldigi sporangiyuma tetrasporangiyum
denilir. Rhodophyceae’nin bazi gruplarinda sporlar disi organ icinde olusur,

bunlara karpospor denilir, hareketsiz olup haploit veya diploit olabilmektedirler.

Bazi ipliksi formlarda bir vicut hicresinin kalin bir ¢eperle gevrilip, iginde besin
maddeleri Dbiriktirilerek olusturulan yapiya akinet denilir. Bu yapi dayanikli
oldugundan ana yapinin 8liminden sonra hayatta kalabilir ve yeni déli olusturur
(cok fazla sayida tanecik besin maddesi icerir ve koyu renklidirler). Buraya kadar
anlatilan vejetatif ve eseysiz Ureme tipleri her an her mevsimde

g6rulebilmektedirler. Belirli dénemlerde goértlebilen Greme tipi ise eseyli Gremedir.

2.9.3. Eseyli ireme

Eseyli treme alglerde ya Greme mevsimi sonunda ya da algin yagsama ortamindaki
degisiklikler sonucu veya uygun olmayan sartlar altinda kalmasi halinde goérulir.
Eseyli Greme ayni veya iki ayri fertten meydana gelen esey bakimindan farkli iki
Ureme hulcresi veya cekirdegin birlesip gelismesi ile olmaktadir. Eseyli Gremede
birlesen esey hiicreleri gamet, iki gametin birlesmesi ddllenme, ddllenme sonucu
olusan hiicre veya cekirdek zigot adini alir. Gametleri meydana getiren dél veya
fertlere gametofit, gametlerin icinde meydana geldikleri hicreye gametangiyum
denilir. Gametler gepersiz, bazen kam¢ili bazen kamg¢isiz hiicrelerdir, sporlardan

farkli olarak kendi baglarina ¢imlenip yeni bir birey meydana getiremezler.
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Eseyli Uremede birlegsen gametler sekil ve blyUkiik bakimindan birbirinin ayni ise
izogamet adini alir. Fiziksek davraniglari bakimindan (+) ve (-) olarak iki cinsiyete
ayrilirlar. Bu tip gametlerle UGreme tipine de izogami denilir. Gametler sekil ve
blydklik bakimlarindan birbirlerinden farkli iseler bu tip gametlere anizogamet
denilir. Anizogametlerin her ikisi de hareketlidir. Bunlardan daha blyUk ve nispeten
daha agir hareketli olan disi, daha kicik ve daha hareketli olan erkek gamet
olarak kabul edilir. Bu tip gametlerle gergeklesen Uremeye de anizogami
denilmektedir. Anizogaminin ilerlemis sekli ise oogamidir. Oogamide disi gamet
blyUk, ciplak ve hareketsizdir, plazmasinda bol yedek besin maddesi tagiyan bir
hdcredir. Yumurta hiicresi veya oosfer adini almaktadir. Erkek gamet ise kigik ve
hareketli olup spermatozoit adini alir. Oogamide disi gametlerin meydana geldigi
gametangiyuma anteridyum denir. Boélinmeyen bir ana hlcre icindeki iki
cekirdegin birlesmesi tarzindaki iremeye de otogami denilir. Diploitlere 6zgudir ve
diatomelerde gorulir. Eseysiz GUremede hicre ikiye bélintr ve yavru hicrelerden
biri daha kugUktir. Hayatini devam ettirebilmek i¢in otogamiye yoénelir. Mayoz
bdlinme ile cekirdeginden 4 adet haploit ¢ekirdek olusur, bunlarin ikisi dejenere
olur. Sitoplazma icersinde iki farkli ¢ekirdek kalir. Sitoplazma biyidiga igin
kabugunu atar. ki cekirdek birlesir ve diploit yeni fert olusur. Sonug olarak
hedeflenen organizmanin eski blyukligine ulagsmasidir. Béylece ¢cok klcllmesi
sonucu tehlikeye giren hayatini kurtarmis olur. Gametlerin  birlesmeleri  sonucu
meydana gelen zigot alg gruplari arasinda oldukga farkli sekillerde geligirler. Genel

olarak 3 yol s6z konusudur;

1. Zigot kalin bir geperle cevrili bir kist halini alir, bu bir istirahat hicresidir ve
zygospor adini tasimaktadir. Cimlenecegi zaman mayoz bélinme gegirerek

genellikle 4, bazen daha fazla spor meydana getiriler.

2. Zigot olusur olusmaz dinlenme sporu haline gelmeden hemen ¢imlenir, mayoz
bdlinme yaparak haploit bitkiyi olusturur.

3. Dinlenme evresi haline gegcmeyen zigot dogrudan cimlenerek gelisir ve diploit
bitkiyi olusturur. Ancak kromozom sayisi ikiye katlanarak gittiginden mutlaka bir
devrede mayoz bdlinme meydana gelir. Birlesen gametler bazi tlrlerde ayni
fertten meydana gelir ve bu turler homotallik adini alirlar. Ayri fertlerden gelen

gametlerin birlesmesiyle olusan tiirlere ise heterotallik tirler denilmektedir. Cinsel
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cdgalma ilk kez Teodoresco (1905, 1906) ve Lerche (1973) tarafindan
gbsterilmistir. Dunaliellada izogami arastirmacilar tarafindan detayh olarak
anlatilmistir. Cinsel ¢odalma sentetik tGreme kiltirlerinde nadiren gérlnebilir ve
genelde dogal ortamlarda olusmaktadir. Borowitzka and Siva 2007 yilinda
tuzlulugu azaltma ile Dunaliella salina’nin izogamik (iki ayri tipte esey hiicresi yok;
izogamik canlilarda erkek - disi ayrimi yapilamiyor) ve heterotalik oldugunu
ispatlamiglardir (Sekil 2.28 ve 2.29).

Sekil 2.28. Kirmizi ve yesil Dunaliella salina’nin yigisimi (sol) ve zigot olusumu
(sag) (Borowitzka and Siva, 2007).

2%

Sekil 2.29. Dunaliella salina'nin cinsel bdlinmesi; 1: ciftlesmenin ilk asamasi ve
ciftlesme kanalinin olusumu, 2: Gamet birlesme ve zigot olusumun orta
asamasl, 3: kalin duvari olan aplanosporlar ve 4: Aplanosporlarin
¢imlenmesi; iki yeni hiicre ve bir harketli vejtatif hiicre (ok), (Borowitzka and
Siva, 2007).

Ciftlesme farkh ciftlerde (+ / -) olusur, ilk olarak iki hicrenin flagellumlar ug

kisimlarindan birbirine yapisirlar (Sekil 2.30 ve 2.31) sonra pozitif gameti olan
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hicre ince ciftlesme tlneli olusturup ve pozitif gamet ile negatif gamet birlesirler,
sonu¢ olarak dort flagellumu planozigot (zigot) ortaya c¢ikar. Planozigotlar
flagellumlarini kayb edip ve bir ka¢ tabakali kalin duvar olugtururlar (Leonardi ve
Caceres, 1997). Cimlenmeden &nce zigotun igeridi yesilimsi olup ¢imlenme
sirasinda mayoz bélinmesi olugur ve 4-8 (nadiren: 16-32) hlcre ortaya ¢ikir, son
asamada da zigotun duvari kirilir ve hicreler serbest kalirlar (Sekiller 2.28 ve
2.29).

2.10. Dunaliella Uremesinde Fizkokimyasal Faktérlerin RéIii
2.10.1. pH

Bu faktor, algin metabolizma ve Gremesinde 6nemli etkiye sahiptir. D. tertiolecta’nin
en uygun (optimum) pH’si 6’dir, halbuki D. viridis'in uygun pH’si 9’dur. Dunaliella
algleri genis pH alanlarda dayanmaktalardir; 6rnegin: D. salina'nin tahamml ettigi
sinir 5.5-11 arasinda Urdyebilir (Kacka, 2003; Loeblich, 1982).

2.10.2. Sicakhk

Dunaliella tarleri genis sicaklik araliklarina toleranshdirlar. Halofilik bir tir olan
D.salinanin -35°C’den (Borowitzka Michael ve Borowitzka Lesley 1988’a goére
Teodoresco 1906, Massyuk 1966) yaklasik olarak 40°C’ye kadar (Borowitzka
Michael ve Borowitzka Lesley 1988’a gore Wegman, Ben-Amotz ve Avron 1980)
hayatta kalabildigi rapor edilmistir. Utah’taki Blaylk Tuz Géllindeki D.viridis ve
D.salinanin -3°C’de degismeden kalabildigi fakat -18°C’de hareketini kaybettigi
gOralmistir (Borowitzka Michael ve Borowitzka Lesley 1988’a gbre Post 1977).
Yapilan bir arastirmada D. salinanin fotosentezi -8°C’de aktif bir sekilde
azalmaktadir. Zorunlu psikrofilik olan Dunaliella spp. Antarktika’da da bulunmustur
(Kacka, 2003; Bunt, 1968).

Dunaliella parva ve D.tertiolectanin sicakhga bagli olan toleransinin, bulundugu
ortamdaki NaCl konsantrasyonuna bagli oldugu gériimustir (Borowitzka and
Borowitzka, 1988; Eppley and Mocins, 1963; Gimmler et al., 1978).

YUksek tuzluluga adapte olmus hlcrelerin sicakliga direng gésterdigi ve bunu da
mihtemelen intraselliler gliserol konsantrasyonunu arttirarak proteinleri
korumakla yapti§i saniimaktadir. intraselliiler gliseroliin yilksek diizeyde

biriktirilmesi yetenegdi de sicakliga baglidir. 40°C’nin Ustlindeki sicakliklarda ise
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tuzluluga toleransli olan Dunaliella tirleri ve deniz tirG olan D. tertiolecta gliseroll
digsariya sizdirarak kaybetmeye baslarlar. Bu olay mihtemelen plazma membran
komponentlerinin konformasyonel degisikligine baglh olabilir (Borowitzka and
Borowitzka, 1988).

TUre bagh olarak D.salinanin optimum sicaklik araligi 20°C ila 40°C oldugu rapor
edilmigtir. Yapilan bir arastirmada D. viridis i¢in optimum yasama siniri 14°C -
30°C oldugu ve hayatta kalabilmesi icin en Ust limitin ise 35°C oldugu tespit
edilmigtir (Borowitzka and Borowitzka, 1988; Gibor 1956; Borowitzka, 1981;
Kacka, 2003).

2.10.3. Isik

Isik Dunaliella Gremesinde gereklidir (Loeblich, 1982 ; Amotz, 1987), buna ragmen
Dunaliella algi karanlik sUresinin uzatilmasinda dayanabilmektedir. Wallen ve
Geen’e gore (1971) mavi isikta D. cyclotella ve D. salina beyaz 1s1da gére daha
cok Klorofil Gretebilir ve ysil 1sikta da klorofil Gretim orani beyaz 1s1ga gére daha
dasuktar.

2.10.4. Dunaliella tarafindan B-karoten tretimi

Dunaliella algi ekstraselller gliserol salgilamasi, hicre igcinde B-karoten biriktirmesi
ve ylUksek protein icerdigi bakimindan énemli bir organizmadir. Salgilanan gliserol
dlzeyi ortamdaki tuz konsantrasyonu ile ilgilidir. 3 M NaCl gibi ylksek tuz
konsantrasyonunda %40 oraninda gliserol bulunur (Amotz and Avron, 1980). Son
yilllarda biyo-organik bilesiklerin 6rnegin: B-karoten Uretimindeki gibi ilerlemeler
sonucunda ¢ogu Ulkelerde B-karoten Uretimi, en kullanilan biyoteknolojik stUregler
arasinda yer almaktadir, blyUk capta B-karoten Uretimi pek cok stres faktorlerin
6rnegdin: i1sik gicunun yuksekligi, asiri tuzluluk, i1s1 derecesi ve besliyici maddelerin
olasiligi gibi kontrol altindadir. EndUstride B-karoten Uretimindeki en yeni stratejiler
kapali ve kdltir ortammna indUkleyen faktorlerin eklenmesi ile birlikte
gerceklesmektedir (Raja, 2007) (Cizelge 2.9).
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(Raja et al., 2007).

Cizelge 2.9. Dunaliella salina'dan 6zUtlenmis B-karoten'in uygulama potansiyelleri

Onemli .
L lzomer | Uygulama alanlari Kaynaklar
ureticiler
1. Henkel-Cognis ) Gida ve besine renk verici
. 9-cis _ Berset, 1990
nutrition ve ajan
Health, Hutt all- Hayvan yemlerinde A
Lagoon and N y
trans vitamin kaynagi
Whyalla,
Australia Gomez ve
9-cis Yumurta sarisinin yetersiz Gonzalez,
2. Cyanotech ve all- olan A vitamin 2004
(Kona, Hawaii) orani olan civcivlerde artirici
trans -
USA réll
3. Inner Mongolia, | 9-cis Antioksidan faaliyeti,
Biological Eng. ve peroksiradikallarin ortamdan
) o Terao, 1989
(Inner Mongolia, all- kaldirimasi ve lipit
China); trans peroksidasyonun 6énlemesi
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Cizelge 2.9. devam ediyor
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ve
I cogaltilmasi ve yasli 2000; Kazi et
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Bertram and
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i o et al. 2000
aldehid ve epoksit gibi
karotenoidlerin metaboliti
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. Calisilan Goller

Tuzlu géllerin ve lagiinlerin gogunda gériilen kuraklik sonucunda iran’in sadece
dort goélinden alinan érnekler galisma kapsamina dahil edilmigtir. Bu géller:

1. Urumiyyeh gélii: (alan : 4750 - 6100 km?, tuzluluk derecesi: 10 - 350 g/l )

2. Qum tuzlasi: (alan : ~ 130 - 280 km?, tuzluluk derecesi: 150 - 250 g/l)

3. Gavhuni batakhgi: (alan :

~ 750 km?

, tuzluluk derecesi: 21,8 — 238 g/l)

4. Maharlu goélu: (alan : ~ 175 km?, tuzluluk derecesi: 120 — 280 g/l) golleridir.
(sekil 3.1)
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Sekil 3.1. Ornekleme mekanlari (http://maps.google.se/, 2006).

65



3.2. Ornek Alinmasi

Ornekler yazin son giinlerinde ve giiziin ilk ayinda alinmistir. Ornekleme icin 100
metrelik mesafelerde, ylzey ve sakin sularda ¢ukurlar olusturulmustur. Buralarda
bulunan tuz taslar kirilmis ve alt kisimlarinda toplanmis olan sulari ile kiyi sular
kaplara aktarilarak &rnek alim isi gerceklestiriimistir. Ornekleme islemi
tamamlaninca uygun havalandirma igin kaplar, sikica kapatiilmadan etiketlendi ve
sicaklik artis olasiligi nedeniyle buz icinde laboratuvara gétiiriildii.  Orneklerin

timdndn pH ve tuzluluk degeri de saptandi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Ornekleme (Foto : Arash Rad, 2007).

3.3. Mikroskobik Gézlemler ve incelemeler

Alinmig Orneklerin mikroskobik g&zlemlerinde tek hucreli, yesil renkte, kamgili,
Dunaliella cinsine ait olabilecek mikroalgler tesbit edildi, bunun ardindan tespit

edilen mikroalglerin morfolojik farkliliklari incelendi (Sekil 3.3).
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Preparatlarin hazirlanmasi i¢cin 995 pl mikroalg Ornekleri 5 pl Ligol ile
karistirdiktan sonra lam (zerine dokuldi ve lamel ile kapatiktan sonra x100

objektif mercek ile izlendi.

Sekil 3.3. Orneklerin 1sik mikroskop ile (x100) incelemesi (ZEISS, Germany;
Foto : Arash Rad, 2007).

3.4. Dogal Ortamin Tuzluluk ve pH Degerlerinin Saptanmasi

Laboratuvarda da her 6rnegin tuzlulugu, tuzluluk élcer (EC meter WTW) ve pH

degeri; pH metre ile (Mettler) saptanmistir .

3.5. Mikroorganizmalarin Ekim ve Ureme Kosullari
3.5.1. Orneklerin hazirlanmasi ve zenginlestirmesi

Her bdlgenin benzer tuzluluk ve pH degerine sahip olan érnekleri karigik olarak
kapakl kaplara aktariimistir. Laboratuara getirilen érneklerin her litresine 5 er ml
olacak sekilde 1M KNO;3; ve 0.1 M KH,PO4 eklenmis ve 6rnekler agizlar sikica
kapatilmadan belli bir peryodik rejimde 10 gun sureyle fitotronda (iklim odasi)
inklibasyona birakilmistir (25°C, statik fitotron, 100 pmolphoton.m?s™" ve 14 saat
aydinhk/10 saat karanlik). Bu kultirler ¢calisma boyunca stok olarak kullaniimis, ve

gereginde yenilenmigtir.

67



3.5.2. Kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasi

Bu asamada Modifiye Johnson besiyeri (MJ) besiyeri kullaniimigtir (Olmos and et
al., 2000). Besiyeri yapay deniz suyu olarak kullaniimaktadir ve igerigi ¢izelge
3.1’de gosterilmigtir.

Cizelge 3.1. Dunaliella kiltirasyonu icin modifiye Johnson besiyeri (Olmos and et

al., 2002)
Stok solusyon Miktar (litre’de)
NaCl 1M

MgCl, 6H,0 9.8¢g

CaCI2_2H20 0.53 g

NaxSO4 3.2¢

KQSO4 0.85 g
Tris-Base 12.11¢

KNO3 sollsyon (1M) 5¢

iz unsur ¢ozeltisi 5%

KH2PO, ¢ozeltisi (0.1M) | 5 °° (otoklav sonrasi)

Az miktarda kullanilan ¢ézeltiler (stok)

CoCl,.6H0 4 mg
MnCl,.4H,0 0.72mg
NaMoQ4.2H,0 0.25mg
Na,EDTA 4578 ¢
FeCI3_6HgO 1.259 g
CUSO4.7H20 10.4 mg

ZnS04.7H0 17 mg

Nitrat ve fosfat stok olarak sirasi ile 1 molar ve 0.1 M olarak hazirlanmis ve
besiyerine 5 er ml eklenmistir. Ayni sekilde iz elementlerde stok halindedir ve

hazirlanan ortama 5 ml olacak sekilde ilave edilir (Cizelge 3.1).

Tartim sonrasi kimyasallar 250°°’lik temiz erlenlere aktariimis ve damitik su ile 985
ml'ye tamamlanmigtir. iz elementler ve Nitrat belirtilen miktarlarda olmak lzere
stoklardan ortama eklenmis, sonra isitici Uzerinde manyetik karistirici ile

berraklagincaya kadar karistirilmig ve isitilmistir. Bu ortam pH 7.5’e ayarlarlanarak
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otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi steril fosfat ¢bzeltisi yine 5 ml
olacak gsekilde ortama steril sartlarda eklenerek besiyeri hazirlanmasi
tamamlanmistir. Fosfat ¢bzeltisinin ortama sterilizasyon sonrasi eklenme nedeni
otoklav iglemi sirasinda diger iyonlarla etkilesim olusmasi sonucunda olusabilecek

¢cokelmelerin 6nlemesi icindir.

3.5.3. Ortamlara ekim ve liretim

Yukarida anlatilan sekilde hazirlanan besiyerlerine ekilen algler, 10 gunlik
inklbasyon sonrasinda tekrar 250 ml. lik erlenlerde yer alan 100 ml MJ besiyerine
50 ml olacak sekilde ilave edildi (25°C, statik fitotron, 100 pmolphoton.m?s™ ve 24
saat aydinhk, Sekil 3.4). Mikroalglerin Ust kisma dogru ylzme ve toplanmalari

nedeniyle érnekler genelde ylzey tabakadan alinmistir.

Sekil 3.4. Ortamlara ekim ve Uretim (Foto : Arash Rad, 2007).
3.5.4. Tekrarh Kultirasyonlar

Mikroalglerin Uremesinden sonra tekrar klltGrasyonlari (pasaj) yapildi. Pasajlar
suresinde tuz konsantrasyonu kademeli olarak 1.5’ten 3 molara yUksetildi (2 ve 3
M NaCl, 7+7 giin, pH= 7.5, 25°C, statik fitotron, 100 umolphoton.m?s™" ve 24 saat
aydinlik), sonra da tekrar 1.5 M NaCl konsantrasyonuna distr0ldi (7 gin, 25°C,
statik fitotron, 100 pmolphoton.m?s™" ve 24 saat aydinlik). Sonraki agsamada da
ortamin pH’'s1 7.5 den 10’a yiksetildi (pH= 8, 9 ve 10, 7+7+7 giln, 25°C, statik

fitotron, 100 pmolphoton.m?s™" ve 24 saat aydinlik).
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Bltin bu islemlerin amaci kontaminasyonu elimine etmektir, zira bu pH ve
tuzlulukta Dunaliella disindaki mikrooganizmalarin yasam sanslari dusUktdr.
Sonraki asamada 6rneklerin 1.5 molar NaCl iceren ortamlarda (bes kere her 14
glnde bir; toplam 70 glin) tekrar kiltGrasyonlari yapildi (pH= 7.5, 25°C, statik

fitotron, 100 pmolphoton.m?s™" ve 24 saat aydinlik) .

Dunaliella’ya 6zgl olan Uretim ortaminda organik maddeler yer almadigindan
birkac pasaj sonrasi kontaminasyon olasiligi elemine olmaktadir. Kontaminasyon
kontrolU icin ortamlarda halofilik bakteri varligi arastiriimis ve bu amagla da halofil
bakterilere uygun LB (Luria-Bertani, Sigma. Ltd) besiyeri kullanilmistir (1.5 M
NaCl, pH= 7.5). Bu ortamlar ekim sonrasi statik inkiibatérde 37°C’de 24 saat

Uretime terk edilmigtir.

3.5.5. Tek koloni izolasyonu

LB besiyerlerinde dretim sonrasinda Dunaliellanin karisik populasyonlari yer
alabileceginden tek koloni izolasyonuna gidilmistir. Bu amagcla %1.7 agar ilavesi ile
hazirlanan MJ besiyeri kullaniimistir (1.5 M NaCl, pH= 7.5). Otoklav isleminden
sonra (20 dakika ve 121°C) besiyerleri 50°C’ye kadar sogutuldu ve her 100 ml
besiyeri basina, 50 pl olacak sekilde, steril fosfat ¢ézeltisi eklenen ortamlar steril

Petri plaklarinda kati ortam olarak kullanima sunuldu. (Sekil 3.5)

Bu asamadan sonra petrilere sivi stok kilturlerden alinan 2-5 pl 6rnek, tam steril
kosullar altinda ilave edilmis ve steril 6ze ya da steril Drigalski 6zesiyle besiyeri
ylizeyine yayillmistir. iklim odasina 15 giin tretime terk edilen ortamlar incelenmis
gerektiginde Uretim igin ilave slre taninmistir (25°C, pH= 7.5, statik fitotron,100

umolphoton.m?s™" ve 24 saat aydinlik).

Uretim sonrasi her bir tek koloniden érnek alinmis ve yatik MJ agarlara (1.5 M
NaCl) ekim yapilmigtir. Ekimin gerceklestirildigi yatik agarlar, dretimin
gerceklesmesi icin en az 15 gun iklim odasinda (fitotron) inkiibe edilmistir (25°C,
pH= 7.5, statik fitotron,100 umolphoton.m®s™ ve 24 saat aydinlik). (Sekil 3.6)
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Sekil 3.5. Tek koloni izolasyonu islemleri (Foto : Arash Rad, 2007)

Bu agsamadan sonra petrilere sivi stok kltarlerden alinan 2-5 pl 6rnek, tam steril
kosullar altinda ilave edilmis ve steril 6ze ya da steril Drigalski 6zesiyle besiyeri
ylizeyine yayillmistir. iklim odasina 15 giin tretime terk edilen ortamlar incelenmis
gerektiginde Uretim igin ilave slre taninmistir (25°C, pH= 7.5, statik fitotron,100

pmolphoton.m?s™" ve 24 saat aydinlik).

Uretim sonrasi her bir tek koloniden 6rnek alinmis ve yatik MJ agarlara (1.5 M
NaCl) ekim vyapilmistir. Ekimin gerceklestirildigi yatik agarlar, Uretimin
gerceklesmesi icin en az 15 gun iklim odasinda (fitotron) inkiibe edilmigstir (25°C,
pH= 7.5, statik fitotron,100 umolphoton.m?s™ ve 24 saat aydinlik). (Sekil 3.6)
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Sekil 3.6. Petriden yatik agara tek kolonilerin transferleri (Foto : Arash Rad, 2007)
3.5.6. Kiiltlrlerde Giremenin 6l¢lilmesi

Sivi besiyerlerinde Gremenin 6lgtimesi igin hlicre sayimlari yapiimis ve bu amagla

da Naubaeur (0.1 mm®) hemositometresi ile sayim gergeklestirilmistir. (Sekil 3.7)

Sekil 3.7. Hicre sayimina hazirlanma (Foto : Arash Rad, 2007)

Uremenin bu sekilde &lgiilmesi icin, sivi ortam calkalama ile (elle sallayarak)
homojen haline getirilmis, sonrasinda ortamlardan alinan 950 ul érnek ependorf
tiplere aktariimigtir. Bu drneklerin Gzerine 50 pl IUgol eklenerek algler 6lduralmis
ve lugol eklenmesi ile fiksasyon saglanmistir. Bu islem sonrasinda ise hazirlanan
ornekten alinarak lam ve lamel arasina aktariimis ve asagidaki formuller ile 1 ml

ornekteki sayilar hesaplanmigtir.

Hiicre sayim islemleri lamin tim dértgenlerinde 0.1 mm® hacminde 2 tekrarli
olarak yapildi.
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Alg sayisi 1 m'de=n.1000/0.1.X
n= TUm bily(ik dértgenlerde hiicre sayi ortalamasi (toplam hacim = 1 mm?)
X = Orneklerin uygulanan liigol ile konsantrasyon katsayisi (0.95)

3.5.7. Kiltlrlerde karotenoid 6lciimu

Toplam karoten miktarinin tespiti spektrofotometrik yénteme gbére asagida
belirtildigi sekilde yapildi: Normal ve stres altinda kalan tim kaltirlerden Gger adet
ornek alindi. Bu 6rnekler 15 ml’lik tUplere steril pipet aracigi ile 2 ml aktarildi ve
2500 rpm’'de 5 dakika santriflij (BECKMAN, NGB) edildi (Sekil 3.8). SUpernatant
dokildu ve kalan biyokitle Gzerine 5 ml %30 metanol'de ¢ézinilmis %5 KOH

eklenildi.

Sekil 3.8. Karotenoid konsantrasyonu 6lgimune hazirlik (Foto : Arash Rad, 2007).

Klorofilin ortadan kaldirmasi icin elde edilen soliisyon 55°C’de 5 dak. boyunca su
banyosunda tutuldu, sonra yine 5 dakika sure ile 5000 rpm’de santriftj edildi. Yesgil
stipernatant (klorofil) atildi ve turuncu ya sari renkte olan ¢dkeltiye de 2 ml heksan
- aseton (9+1) eklendi (Merck %100, Germany). Bu islem sonrasinda sollisyon
vorteks ile biyomas renksiz hale gelene kadar karotenoidi 6zutlemesi igin

calkalandi. Ornekler 5 dakika siire ile 2500 rpm’de santrifiije tabi tutulduktan
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sonra, solisyonun Ust kismi spektrofotometre (GENESYS 5), kivetlerine aktarildi
ve absorbans 447nm’de okunuldu (Borowitzka ve Siva, 2007) (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Karotenoid ekstraksiyonu islemleri (Foto : Arash Rad, 2007).
Karotenoid konsantrasyonu asagidaki formile gére hesaplanir:
K= As47 x 3.26 Hy/ Hg
K : Karoten konsantrasyonu (mg.l'1)
Ay447 : Karotenin 447 nanometrede absorbans orani
Hp : ik 6rneklemede mikroalg iceren besiyerin hacmi
Hs : C6zlcl ve karotenoid iceren solusyounun son hacmi

Deneyimizde ik érneklemede mikroalg iceren besiyerin hacmi ile ¢bziici ve
karotenoid iceren solusyounun son hacmi esit oldugundan dolayi (Hy, = Hs); formul

asagidaki sekilde basitlestirilebilir :
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Km = Ass7 x 3.26

Karotenoid miktarlar farkli tuzluluklarda Gretilen birim hiicre basina olacak sekilde

pikogram olarak hesaplandi.

Km = Karotenoid miktari : Kn (mg)
Hs = Hilcre sayisi (10° hiicre mi'de)

HBKM = Hiicre basina Karotenoid miktarlari (10°mg karotenoid her hiicrede=

pikogram.hiic™)

Km
HEEM = —
Hs

3.6. Karoten Uretimi icin Uygun Dunaliella Tiiriiniin Secimi

Bolim 3.1°de s6z edilen gbllerden elde edilen tim mikroalgler karotenoid Uretimi
yoninden taranmak amaci ile 1, 2 ve 3 M’h NaCl iceren MJ besiyerlerinde farkli
pH’larda (6, 7, 8 ve 9) ekildi ve 25°C’de, 100 umolphoton.m?s™ statik fitotronda 30
gun boyunca Uretildiler, sonra en Uretken suslarini 21 gun boyunca calkalamali
inklbatérde yiksek NaCl molarite, siddetli 1sik, karbon kaynagdi eklenmesi, nitrat
ve fosfat eksikligine maruz birakildi (3 M NaCl, pH=7, 35°C, 400 pumolphoton
.m?s7"). Ureme sirasinda fotometre (L1-250A) ile erlenlerin her tarfinda isik
siddetinin ortalama olarak 100 ve 400 pmolphoton.m®s™ olmasi sagland.
inkiilbasyon sonrasi (retim ortamlarindaki karotenoid miktarlari, hiicre sayisi ve
hicre basina karotenoid dretim miktarlari kiyaslanarak tekrar daha dretken

Dunaliella sp. secildi.

3.7. Dunaliellada Ureme ve Karoten Uretimini Etkileyen Faktorlerin
Arastiriimasi

Bir cok arastirma karotenoid Uretimindeki artigin farklh inklbasyon kosullarina gére
degisiklik gdsterdigine isaret etmektedir (Ben-Amotz and Avron, 1993; Borowitzka
and et al.,, 1984; Ramazanov, 1988; MironyuK and Einor,1968; Milko, 1963;
Borowitzka, 1989 ve Semenenko, 1980; Fazeli et al.,, 2006). Bu calismada,
Desphande (2005) ve Borowitzka (1989 ve 2007)'ye go6re hazirlanan
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besiyerlerinde izolatlarin Karoten Uretim miktarlari ve Uremeleri Gzerine degisik

tuzluluk, sicaklik, pH, 1sik ayri ayri hesaplandi.

3.7.1. Dunaliella tarafindan karotenoid (retimine uygun inkiibasyon
sliresinin saptanmasi

inkilbasyon siresinin karoten (iretimine etkisinin incelendigi bu calisma
sonrasinda inklbasyonun 28. gundnin en uygun karoten Uretim siresi oldugu
saptandi. Bu amacgla hazirlanan ortamlarda NaCl konsantrasyonu 1 M olarak
saglanmis ve inkibasyon bélim 3.5te anlatildigi sekilde olmak Gzere 30 glin
surdartdlmistir. Karotenoid miktari ve Gremenin 6lgilmesi amaciyla kiltirasyonun
10. gindnde ve bundan sonra da her iki giinde bir 6érnek alinmistir. Hiicre sayisi
her 6rnekleme yeri ve inklbasyon suresine gbre olmak lzere Sekil 4.10 da
gbrulmektedir. Karoten miktarlar da mg.l'1 olarak saptandiktan sonra Bélim 3.4.7
de anlatilan gsekilde HBKM olarak hesaplanmis ve Sekil 4.12 de gdésterilmisti
(incelendiginde 10. gine kadar yetecek kadar hlcre sayilari ve karotenoid Gretim

oranlarinda artig gbzlenmedir).

3.7.2. Karoten uretimi icin uygun pH degerinin saptanmasi

Disarida yapilan kilttrlerinde Dunaliella 7.0-9.0 arasinda genis bir pH aralidina
uyum saglayabilir (Durmaz ve Goékpinar, 2006; Ben-Amotz, 1987; Ben-Amotz ve
Avron, 1983). izole edilen Dunaliella tiirlerinin karotenoid Uretim ve hiicre cogalma
kapasitelerine pH'nin etkisini arastirmak icin, 1 M NaCl igceren pH’lar1 6, 7, 8 ve 9'a
ayarlanmis MJ besi ortami kullaniimistir (Celekli ve Dénmez, 2006). pH
ayarlamalarinda 1 N HCIl ya 1 N NaOH (Merck) kullaniimigtir. Dért farkli pH’da
hazirlanan 36 adet 100°° MJ besiyerlerine (1M NaCl) steril pipet araciyla 50 ml
zenginlestirmis 1 M NaCl'lu bir aylik stoklardan ekim yapildi, sonra da 30 gln
boyunca (1 M NaCl, 25°C,100 pmolphoton.m?s™") Gretim ortamlarinda Uretilerek

karoten miktarlari ve hicre sayilari ayri ayri hesaplandi.

3.7.3. Karoten uretimi icin uygun inkiibasyon sicaklik saptanmasi

iklim odasinda sicaklik Ben-Amotz (1982 ve 1989) Desphande (2005) ve Garcia
(2007)" ve Celekli ve D6énmez (2006)ya goére 20°C (1 M NaCl, pH=7.5,
100pmolphoton.m?s™,) ve galkalamali inkiibatérde 35°C’de (1 M NaCl, pH=7.5,
100pmolphoton.m®s™) 30 giin sabit tutulmus ve bu sicakliklardan hangisinin daha
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uygun bir inkibasyon sicakligi olacaginin goésterilmesi igin karotenoid Uretimi ve

hicre sayilari ayri ayri hesaplandi.

3.7.4. Karoten uretimi icin uygun tuz konsantrasyonun saptanmasi

Dunaliella tarlerinin Greme ve karotenoid Uretimine etkili NaCl konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla yapilan denemeler, her 6rnekten alinan ortam igin (bkz. 3.1)
1-3 M NaCl konsantrasyonlarinda 30 ginde gergeklestiriimistir (pH=7.5, 100
pmolphoton.m?s™, 25°C).

3.8. Stres Kosullarinin Karoten Uretiminde Etkisi

Milko (1963), Borowitzka (1989) ve Marin and et al. (1998)" go6re nitrojen ve
potasyum kisittamasinda  Dunalielladaki  karotenoid bilesiklerinde artis
gorilmektedir. Ayrica Stephens ve Gillespie (1976) ve Post (1977)e gére NOS3”
veya NH4" Dunaliella metabolizmasinda nitrojen kaynagi olarak yer almaktadir.
Stres asamasinda Uretim ortamina nitrojen ve potasyum kaynagi eklenmedi ve
nitrojen ve potasyum kaynaginin eksikliginin karotenoid Gretimindeki etkisi

incelendi.

3.8.1. Isik ve tuzluluk stresi

Stoklardan, 3 M NaCl iceren MJ besiyerlere ekim yapildi (150°° besiyer + 15
ornek), ve asagida anlatidigi gibi iki asamada, 1s1ga maruz birakildi (100 ve 400
umolphoton.m®s™, 25°C, 35°C ve pH=7)

Birinci asama Cizelge 3.2'de géruldigu gibi uygulandi.

Cizelge 3.2. ilk asamada uygulanan isik stresi

Gin | Isik Siddeti

Az (100 pmP.M2S™)
surekli floresan isik altinda, 25°C, pH=7

10
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On’uncu giintin sonunda:

1. Hucrelerin Greme hizlari saptandi.

2. Karotenoid Uretimi 6lguldd.

ikinci agsamadaki uygulama Cizelge 3.3'te gorilmektedir.

Cizelge 3.3. Birinci fazin ikinci asamasinda uygulanan isik stresi

Gln Isik Siddeti

Siddetli (400 umP.M2S™)
11-30 | 14/10 saat aydinlik/karanlik rejimi altinda,
inklbatér, 35°C, pH=7

Her iki ginde bir (gun asin):

1. Hacrelerin Greme hizlari saptandi.
2. Karotenoid miktari l¢uldi .
3. B-karoten konsantrasyon orani, hiicre sayisina gére hesaplandi ve hilcre

basina pikogram.hiicre™ ifade edildi.

ilk fazda elde edilen sonuglara gére optimize edilen ortamlardan nitrat ve fosfat

stresi etkisi arastirildi.

3.8.2. Nitrat ve fosfat stresi

1 M NaCl igceren MJ besiyerinde Uretilen stoklardan 25 ml alinarak 5 molar NaCl
iceren 25 ml'lik MJ besiyerine aktarim yapildi son NaCl konsantrasyonu 3 M olarak
gerceklestirilen bu ortamlar KNO3 eklenmeden Uretime terk edildi, rnekler 21 gln
siddetli 1s1da maruz birakarak, tger gun araliklarla Greme hizlari ve karotenoid

konsantrasyonu saptandi.
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Sekil 3.10. Nitrat ve fosfat stresin uygulanmasi (Foto : Arash Rad, 2007).

3.8.3. Dunaliella‘da karoten sentezine etkili KNO3; oraninin saptanmasi

Sekonder metabolitlerin Uretiminde uygun karbon-azot oraninin (C/N) tespiti 6nem
tasir (Escamilla et al., 2000; Karako¢ and Aks6z, 2004). Bu oranini saptanmasi
icin uygun C ve azot kaynaklarinin farkli konsantrasyonlari ortamda yer alir ve en
uygun konsantrasyonlarin saptanmasinin ardindan uygun oranin hesaplanmasi
s0z konusu olur (Jim’enez and Niell, 2003). Calismamizda B-karoten Uretimi icin
uygun C/N oraninin arastiriimasi amaclanmis olmakla birlikte, bu calismanin
kurulmasinda bazi sorunlar s6z konusudur. Soyle ki; bu alg tlrl zorunlu fototroftur
(Durmaz ve Gokpinar, 2006; Ben-Amotz, 1987; Ben-Amotz ve Avron, 1983), bu
nedenle ortamda CO, varligi gerekmekte ve bunun kaynagi da atmosferik CO,
olmaktadir (Gordillo et al., 2003). Dolayisiyla B-karoten dretimi igin gerekli C
kaynagini saptamak gibi bir calismanin yapilmasi gerekmemekte ve ortamda CO»
konsantrasyonunun degismesi gibi bir durum s6z konusu olmamaktadir (Zira bu
kaynak atmosferdir ve CO, konsantrasyonu bilindigi gibi atmosferde %0.035,
civarindadir, atmosferik oranindan daha yuUksek bir oranda &érnedin %1 oranda
CO. uygulamasinda karotenoid dretiminde disls goérGimistir (Gordillo et al.,
2003). GunumUzde Dunaliellanmn ticari tretimi ya sonsuz akish agik kanallarda ya
da dogal laglner alanlarda yapilir. Dunaliellanin heterotrofik blyime yetenegi
olmayip, bu tard karanlik bir ortamda asetat veya glikozda blyldtme tesebbusleri

basarisiz olmustur (Ben-Amotz, 1987; Browitzka et al., 1992).

Dunaliella spp. icin en iyi azot kaynagi KNOj3; ya NaNOg'tir (kacka, 2003,
Borowitzka Michael ve Borowitzka Lesley 1988’e gére Milko, 1962; Grant,1970).

Nitrit ve nitratlarin hicre tarafindan alinmasi igin isik ve tampon sistem gereklidir,
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diger amonyum tuzlari, 6rnegin; amonyum asetat, amonyum nitrat, amonyum sitrat
ve amonyum klorid genel olarak daha disuk azot kaynaklari olarak bilinmektedir
(Becker, 1994, Borowitzka and Lesley 1988, Grant,1967), bu kaynaklarin yiliksek
konsantrasyonlarda (>2.5 M) bulunmasi durumunda letal etki yaptiklari
bildirilmektedir.. Nitrit ve nitratin hdcreler tarafindan alinmasi ortamin
alkalinizasyonuna sebep olurken, besi ortamina amonyum eklenmesi ise
asidifikasyona sebep olmaktadir. Tamponlanma yapiimamis sistemlerde ortam

pH'Inin degismesi, alg Uremesini 6nemli oranda etkilemektedir (Becker, 1994).

Organik azot kaynaklarindan olan dre ve glutamin ise, inorganik azot
kaynaklarindan daha az etkilidir. (Kacka, 2003; Borowitzka and Lesley 1988;
Milko, 1962; Pristavu and Wegman, 1978).

D.tertiolecta’nin gelismesi igin, N sinirlamasi sabit tutulan uzun sdreli kiltarlerde,
nitrat. amonyum ve Urenin ayni miktarda kullanildigi ve her Gglyle de elde edilen
verimin ayni oldugu belirlenmistir (Kagka, 2003; Borowitzka and Lesley 1988;
Goldman and Reavey, 1979).

Bunun igcin kurulan diizenekte MJ sivi besiyeri 3M NaCl ile, 12 mM veya 1 M KNO3
icerecek sekilde hazirlandi (Mojaat et. al, 2008; Johnson and et al., 1968).
Hazirlanan bu ortamlara stoklardan ekim yapildi. Ekimler sonrasinda ortamlar
35'C'de, 14/10 isik/karanlik muamelesi ile, calkalamali inkiibatérde, 21 giin
inkibasyona birakildilar. Uretim sonrasinda ortamlarda karotenoid ve iireme
miktarlari hesaplandi. Her iki KNO3 konsantrasyonlarindaki degerler birbirleri ile

kiyasland.

3.9. Dunaliella DNA Ekstraksyonu icin Modifiye Yéntem Onerilmesi

Dunaliella mikroalglinin molekiler tanimlamalarinda DNA ekstraksiyonu igin
genellikle Olmos; 2002, protokolu kullaniimaktadir ancak bu bu protokolun bazi

dezavantajlari vardir :

1. Bakterilere ait bir yontemdir.
2. Mikroalgler icin, kalite (saflik) ve miktar agidan duguk Grin vermektedir ve
ve RFLP vs. gibi uygulamalarda kesin sonuglar vermeyebilir.

3. Zaman bakimindan da uzun suren bir yontemdir.
80

AFLP



Onerilen yontem :

Olmus’un protokoll bu nedenle calismamizda modifiye edilerek kullaniimistir ve

avantajlari asagida ifade edilmistir :

1. Mikroalglere 6zel bir protokoldur; 6zellikle Dunaliella algine 6zgul bir ydntemdir
(bu algde hucre duvari yok!) ve bakterilerde hicre duvarini ortadan kaidirmak
icin kullanmakta olan maddeler, bu Protokolde, etkisiz durumdadir. Sonugta
daha net bantlar verir; yani: DNA DAHA SAF ELDE EDILIR.

2. Zaman agisindan da daha kisa surelidir.

Ornekler tekrarli kiltiirasyonlardan sonra saf DNA ekstraksiyonuna hazirlandi
(Sekil 3.11). Iki hafta iklim odasina birakarak, 25°C, 100 umP.M3S™ ve 14/10 saat

aydinlik- karanhk rejimi uygulanarak tretildi.

Sekil 3.11. DNA ekstraksyonunda 6n hazirlanma malzemeleri (Foto : Arash Rad,
2007).

Bunun ardindan logaritmik Greme dénemindeki kiltirden (yaklasik 12 gunlik
kiltdrden) 1.5 ml. érnek alindi ve ependorf tlplerine aktarildi. 3 dakika sire ile
5000 rpm devirde santrifigasyonun ardindan (Sekil 3.12 ) sipernatant atildi ve
kalan persipitata hlcre zarlarin kaldirilmasi amaci ile 300 pl lizis tamponu eklendi.
Vorteks ile iyice homojenize edilen 6rnek daha sonra 10 dakika sire ile su
banyosunda tutuldu (65°C).
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Sekil 3.13. DNA ekstraksiyonunda hucre zarlarinin ortaliktan kaldirmasi (Foto :
Arash Rad, 2007).

Santrifljleme asamasi tekrar 10.000 devir/dakika hizda ve 5 dakika sire ile yapildi
sonrasinda suUpernatant baska tupe aktarildi. TUpe 100 pl fenol (proteinlerin
¢Oktirmesi icin) ilave ederek, 10 dakika beklendi, tipin agzi parafim ile
kapatarak, 12000 devir/dakika hizda 15 dakika sure ile santrif(ij edildi, bu asamada
iic faz gérintilendi (sekil 3.14). Ust kisim dikkatl seklide baska tiipe aktarildi.
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Sekil 3.14. DNA ekstraksiyonunda Ug¢ fazin gartlmesi (Foto : Arash Rad, 2007).

Siipernatan’a 100 pl izoamil alkol - kloroform (1:24) sollisyonu aktarildi, ve tlipler
3 - 4 kere altUst edildi.

Santrifijleme asamasi 10.000 devir hizi ile 5 dakika slre ile yapildi, sonra es
hacimda soguk izopropanol ilave edildi; bu agsamada DNA ipligi géruldi ve sonra
tpler derin dondurucuda -20°C’de 10 dakika sure ile birakildi.

Sekil 3.15. DNA ipligin gérinimt ve tlplerin derin dondurucuda birakilmasi
(Foto : Arash Rad, 2007).

Santrifljleme asamasi 12.000 devirde 10 dakika sireyle tekrar edildikten sonra,
Ust kisim atildi ve ¢okeltiye 100 ul %75 etanol ilave edildi. Tekrar santrifljleme

12000 devirde ve 5 dakika sure ile yapildi.
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Sekil 3.16. Santrifijleme ve ¢okeltiye 100 pl %75’lik etanol ilavesi (Foto : Arash
Rad, 2007).

Son asama :

0.5 pl RNase A eklenmeden Once tupler kurutma kagidina ters cevirilerek
kurumaya birakilmigtir, sonra 100 pl Tris- EDTA eklendi.

Sekil 3.17. Orneklerin kurutulmasi ve RNase’in kullanimi (Foto : Arash Rad, 2007).

Orneklere RNase ilave edildikten sonra pipetaj yolu ile iyice karisim sagland.
Ornekler ikiser pl olarak daha énce hazirladigimiz %1’lik agaroz jelde yirtillp,
10 kb’lik markir ile sonuglar kiyaslandi (Sekil 3.18) .

Sekil 3.18. Elektroforez agsamasi (Foto : Arash Rad, 2007).
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DNA miktari spektrofotometre ile 230/260 nm’lerde saptandi. Ancak DNA
ekstraktinin safligin géstermek igin 260/280 nm’ler arasinda da okuma yapildi ve

1.8-2 OD degerinin saptanmasi ile DNA’nin olduk¢a saf oldugu anlagsildi.
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4. BULGULAR

Dunaliella yiksek tuzluluklarda hicre icinde ©6nemli miktarda [B-karoten
biriktirebilen ve bu nedenle ekonomik deger kazanan bir klorofittir (Durmaz ve
Gokpinar, 2006). Bu calismada Dunaliellanin farkli tuz konsantrasyonlarinda ve
stres uygulamalar1 altinda kalttrleri yapildi ve ylUksek tuzluluklarda Dunaliella
hicre konsantrasyonlari saptandi, bunun yani sira hdcrelerin dnemli élctide [3-
karoten biriktirdikleri g6zlendi.

4.1. Ornekleme Bolgelerin Dis Goriinlsleri, Mikrokobik izlemeler,
Zenginlestirme ve izolasyon
4.1.1. Ornekleme bélgelerin dis goriiniisleri

Ornekleme sirasinda géllerin kenarlari ve batakhigin yataginda turuncu ve yesil
tabakalar goraldi (Sekil 4.1). Bu tabakalar alg varhigina delil olarak kabul

edilmigtir. Calisilan géllerin tuzluluk ve pH degerileri gizelge 4.1’de gértulmektedir.

Sekil 4.1. Urumiye gélunin turuncu renkte gol kiyilarindaki alglerin yigini (A ve C)
ve Gavhuni batakligin turuncu ve yesil bataklik yatagindaki tabakalarda
alglerin yigini (B) (Foto : Arash Rad, 2007).
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Cizelge 4.1. Farkh bataklik ve gollerden alinan érneklerin tuzluluk ve pH’lari

Gol ve Bataklik Tuzluluk pH
Urumiye golu 9.8-350¢9/1(0.16 —6 M) 2.7-76
Qum tuzlasi 105.6 -328.9¢/l (1.8—-5.62M) | 7.8-8.6
Gavhuni batakhg! | 21.8 -238 g/l (~0.4 -4 M) 6.82 — 8.45
Maharlu géli 119.5-279.9¢9/1 (2-~4.8 M) 6.6-7.3

4.1.2. Mikroskobik gozlemeler

Gollerden alinmis su érnekleri ile mikroskobik 6n incelemeler yapildi. Bu agsamada
mobil tek hicreli Dunaliella’larin populasyon yigini dasuktt (Sekil 4.2). Mikroskop

altinda bu mikroalgle beraber diger kiiguk canlilarda géralda.

Sekil 4.2. Toplnmis Dunaliella’larin mikroskobik gérinima (x40, Foto : Arash Rad,
2007).

Mikroalglerin sonraki kiltirasyonlarda farkl sekileri goérildi ve bagka cinslerin
olasigini ispatladi. Gavhuni batakligindan alinan alglerin ¢ogunlugu zeytin
yesilinden turucuya kadar géruldi, halbuki camurlardan alinan mikroalg érneklerin
cogunlugu yesil renktedirler. Hlcreler icerdikleri -karoten miktarlarina bagl olarak
sari-yesil ve sari-turuncu renklerde gézlenebilirler. S6z konusu renkler alglerin
icerdigi B-karoten sonucu ortaya ciktigi icin bu renkleri gbésteren érneklerin yer
aldigi ortamlar dikkatlice incelendi. Mikroskobik gézlemelerde Dunaliella hiicreleri
ovoid seklinden (armut seklinde) dairesel formlarina kadar goérildiler. Bu

hicrelerin iki adet kamgi icerdikleri ve bu kamgilar araciligiyla bazen hizh bazen
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de yavas hareket ettikleri saptandi, hiicrelerin hacimlarinin %40’1 kadarinin fincan
seklindeki kloroplasta ait oldugu goralda (Sekil 4.3).

Dunaliella hicreleri sert hiicre duvari olmamasi nedeni ile degisik I1s1k ve tuzluluk
kosullarinda gesitli formlara girdiler; Dunaliella’lar yuksek tuzluluk degerine sahip
olan sularda kamcilarini kaybeder ve dairesel sekline doéndsurler, eger ilk
ortamdaki kosullarina dénerlerse; kamgilarina sahip olup ve armut seklinde (ok)
gorandrler (Sekil 4.4).

4 . “ A@ ®: @@ p
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Sekil 4.3. Isik mikroskobunda ¢ekilmis Dunaliella hicrelerin fotografi, flagellumlar
(ok), degisik sekiller, renkler ve fincan seklinde (kirmizi ok) kloroplast
fotograflar (x40 ve x100; Foto : Arash Rad, 2007).

Sekil 4.4. Dunaliella’daki farkl tuzluluklarda sekil degismesi; A ve C : dislk

tuzlulukta, 1 molar ve B : yiksek tuzlulukta, (3 MnaCl, x100) (Foto : Arash
Rad, 2007).
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4.1.3. Dort bolgeden alinan 6rneklerin zenginlestirmesi

Zenginlestirme asamasinda; fosfat ve nitrat besin kaynaklarini eklemesinden
sonra mikroalgler gelisip cogdaldilar. On ginden sonra mikroalglerin ¢ogalma
nedeni ile kadltdrlerin rengi kademeli sekilde renksiz gériinimden karigik yesil ve
turuncu renklerde gérindu (sekil 4.5).

Sekil 4.5. Zenginlestirme asamasindaki mikroalg kdltirin renk degisim olgusu,
Mikroalglerin MJ sivi besiyerindeki kiltirasyonundan sonra; mikroalgler
iyice Urediler (sekil 4.6, Foto : Arash Rad, 2007).

Sekil 4.6. Dunaliella algin sivi ortamdaki kiltar ve Gremesi (Foto : Arash Rad,
2007).

4.1.4. Saf Dunaliella ve tek koloni eldesi

Mikrobiyal kontaminasyon incelemelerinde, kati LB kultrlerin Gzerinde sari renkte
olan mukoid koloniler géruldigi icin bakterilerin olasihgi Gram boyamayla

ispatlandi. NaCl ve pH konsantrasyonlarini kademeli olarak yiUkseltme ile (1 M
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NaCl'dan 3’e ve pH= 6’dan 9’a) tekrarli kiiltiirasyonlar yapilp (5’er gtin) bakterileri

ortamdan kaldirildi ve sadece kiltirlerde saf mikroalg kaldi (Sekil 4.7).

Sivi MJ besiyerlerinde 30 gtin Uretilip (1 M NaCl, pH= 7.5, 25°C, 100 pymol foton m’
2 s, slrekli aydinlatma ve statik fitotronda,), sonra agarli MJ besiyerlerinde
yapilan kdltirasyonlardan 15-30 gin sonra tek koloniler goéraldi (sekil 4.8). Tek
koloniler yatik agarl tlplere aktarildiktan yaklasik 30 gin sonra bol Greme tesbit

edildi ve stok olarak saklandi (Sekil 4.9).

Sekil 4.7. kati LB besiyerlerinde mikrobiyal kontaminasyon incelemesi (Foto :
Arash Rad, 2007).
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Sekil 4.8. Tek kuresel kolonilerin Gremesi (Foto : Arash Rad, 2007).
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Sekil 4.9. Yatik agardaki Dunaliella spp. kultrt (Foto : Arash Rad, 2007).

4.2. Karotenoid Uretimine Etkili Bazi Parametrelerin Saptanmasi

4.2.1. Dunaliella tarafindan karotenoid (retimine uygun inkibasyon
sliresinin saptanmasi

inkilbasyon siresinin karoten (iretimine etkisinin incelendigi bu calisma
sonrasinda inklbasyonun 28. gindnin en uygun karoten Uretim siresi oldugu
saptandi. Bu amacgla hazirlanan ortamlarda NaCl konsantrasyonu 1M olarak
saglanmig ve inklbasyon B6lim 3.6.1 de anlatildigi sekilde olmak Gzere 30 glin
surdartlmistir. Karotenoid miktari ve Gremenin 6lgilmesi amaciyla kiltirasyonun
10. gininde ve bundan sonra da her iki ginde bir érnek alinmistir. Hlcre sayisi
her 6rnekleme yeri ve inklbasyon suresine gbre olmak lzere Sekil 4.10 da
goriilmektedir. Karoten miktarlari da mg.I" olarak saptandiktan sonra Bélim 3.4.7

de anlatilan sekilde HBKM olarak hesaplanmig ve Sekil 4.11°de gdsterilmistir.

Sonuglara gére; tuzla, bataklik ve tuzlu géllerden alinmis érneklerin en ylksek
hiicre konsantrasyonu 26.’1 giinde, 1 M NaCl'de 2.21 x 10° hiicre ml™"'de ulasti, en
cogalan izole de Urumiyye goélinden izole edilmisti (Sekil 4.10), diger érnekler de
siraslyla :

Maharlu gélii érnekleri (28. giinde; 2.19 10° hiicre mli"de)
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Qum tuzlasi drnekleri drnekleri (26. giinde; 2.12 x 10° hiicre ml""de)
Gavhuni batakligi hiicre sayisini gdsterdiler (26. giinde; 1.97 x 10° hiicre ml™"de)

Sonuclara gobre; tuzla, bataklik ve tuzlu géllerden alinmis 6rneklerin en ylksek
karotenoid konsantrasyonu 28.’i ginde, 1 M NaCl iceren MJ besiyerinde 11.9
mg.lit"de ulasti, en fazla karotenoid Ureten érnek de Urumiye géliinden izole

edilmisti (Sekil 4.11), diger drnekler de sirasiyla :
Maharlu gélii drnekleri (28. giinde; 11.26 mg.lit "de)
Qum tuzlasi érnekleri drnekleri (28. giinde; 11.02 mg.lit "de)

Gavhuni batakligi toplam karotenoid konsantrasyonu gdsterdiler (28. gtinde; 10.35

mg.lit "de)

Sonra tim 6rneklerin Karotenoid konsantrasyon oranlari, hiicre sayilarina gére

hesaplandi ve hlicre basina pikogram olarak ifade edildi.

Bu kiyaslamada Dunaliella tarafindan en yuksek miktarda Uretilen karotenoid 1 M
NaCl iceren MJ besiyerinde hiicre basina 30.'u giinde 5.6 p.g.hiicre™ Urumiyye
g0lu izolesinde gbzlendi (Sekil 4.12), diger érnekler de sirasiyla :

Gavhuni batakligi érnekleri (30. giinde; 5.59 pg.hiicre™)
Qum tuzlasi érnekleri (30. giinde; 5.58 pg.hiicre™)

Maharlu géli érnekleri karotenoid gdsterdiler (28. giinde; 5.14 pg.hiicre™)
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m Urumiyye goli

B Maharlu goli
= Qum tuzlas

m Gavhuni batakhg

Hiicre sayisi (x10° hiicre.ml™)

Zaman {Guin)

Sekil 4.10. MJ besiyerinde gdl, tuzla ve batakliklardan alinan mikroalglerin hlcre
sayllarinda meydana gelen zamana bagh degisimler, (1M NaCl, pH=7.5,
25°C’de, 100 uymol foton m?s™, 30 giin).

14

12

10

co

m Urumiye golu

(mg.lit-")

B Maharlugoli

™ Qum tuzlas

m Gavhunibataklig

Toplam Karotenoid Konsantrasyonu

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Zaman (guin)

Sekil 4.11. MJ besiyerinde tuzla, g6l ve batakliklardan alinan mikroalglerin
karotenoid Uretim degerlerin zamana bagh degisimlerin kargilastirmasi, (1M
NaCl, pH=7.5, 25°C’de, 100 umol foton m?s™", 30 glin).
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B Urumiyyegolu

5 3 . mMaharlugdll

Qum tuzlasi

W Gavhunibatakligi

Hiicre basina karotenoid konsantrasyonu
( p.g. hiicre)

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Zaman (giin

Sekil 4.12. MJ besiyerinde tuzla, g6l ve batakliklardan alinan mikroalglerin hlcre
basina karotenoid Uretimindeki meydana gelen degerlerin zamana bagl
degisimlerin karsilastirmasi, (1M NaCl, pH=7.5, 25°C’de, 100 pmol foton m
25130 giin).

4.2.2. Dunaliella tarafindan karotenoid lretiminde en uygun pH degerinin
saptanmasi

Bolim 3.6.2'de anlatilan sekilde hazirlanan besi ortamlarina ekilen izolatlarin
ureme ve karoten Uretimlerine ortam pH degerlerinin arastirildigr ¢alisma
sonucunda en iyi Gremenin 4.89x10° hiicre.ml™ olarak Urummiye izolatinda ve
pH:9.0 a ayarlanan ortamda saptandidi gésterilmistir (Sekil 4.13). Diger izolatlarin
da ylksek tUreme gosterdigi ortamlar pH:9.0 degerine ayarlanan ortamlardir ve
remenin en iyi gdérildiga ikinci izolat 4.64x10° hiicre.ml” olmak (izere Maharlu
goli izolati olarak saptanmistir. Bu deder Qum tuzlasi icin 3.56x10° hiicre.ml”
olurken en disiik reme ise Gavhuni batakligi érneginde ve 3.81x10° hiicre.ml™
olarak gerceklesmistir. Benzer olarak yine pH:9.0 olan hazirlanan ortamlarda da
karotenoid Uretimi yliksektir ve bu deger 17.6 mg.I" olmak iizere yine Urummiye
o6rnedinde en yiksek dederine ulasmaktadir. Karotenoid Uretiminin en iyi
gorildigu ikinci izolat 15.97 mg.I"" olmak (izere Qum tuzlasi izolatidir. Karotenoid
dretimi Maharlu gélii izolati icin 14.1 mg.I" olurken en disik (ireme ise Gavhuni

batakhigi 6rneginde ve 12.6 mg.I"" olarak gergeklesmistir (Sekil 4.14).

Ureme ve Karotenoid iretim miktarlarinin hesaplanmasi ardindan Bélim 3.4.7 de

s6z edildigi gibi birim hlcre bagina karotenoid miktarlari (HBKM) da saptanmis ve
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Urummiye izolatinda pH:7 olarak hazirlanan ortamda HBKM degerinin 6.35 p.g
hiicre™ olarak en yilksek miktarda oldugu gdsterilmistir. Bu deger ayni izolatin
pH:9.0 ortami icin 3.59 p.g hiicre™ olarak hesaplanmaktadir. Diger tiim izolatlar
pH:7.0 ortamlarinda yiksek HBKM vermektedir (Gavhuni batakhdi izolati igin 4.26
p.g, Mahurlu gélii izolati igin 4.25 p.g ve Qum tuzlasi izolati icinse 4.6 p.g . hiicre™
olmak Uzere) (Sekil 4.15).

WpHGE

EMpH7
mpH8
WpHY

Hiicre sayisi (x10° hiicre.ml™)

Urumiyye golu Maharlu goli Qum tuzlasi Gavhunibatakhg

Sekil 4.13. MJ besiyerinde tuzla, gél ve batakliklardan alinan mikroalglerin farkli
pH'larin; pH=6, 7, 8 ve 9, hlicre sayilarindaki etkisi, (1M NaCl, 25°C’de, 100
umol foton m? s, 30 giin).
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Sekil 4.14. MJ besiyerinde tuzla, gél ve batakliklardan alinan mikroalglerin farkli
pH'larin; pH=6, 7, 8 ve 9, karotenoid Uretimindeki etkisi, (1 M NaCl,
25°C’de, 100 pmol foton m?s™, 30 giin).

WpHGE

WpH7

WpH8

(p.g.hucre ")

WpH9

Hucre basina karotenoid konsantrasyonu

Urumiyye golu Maharlu golu Qum tuzlas Gavhunihatakhg

Sekil 4.15. MJ besiyerinde tuzla, g6l ve batakliklardan alinan mikroalglerin farkli
pH'larin; pH=6, 7, 8 ve 9, hicre basina karotenoid Uretimindeki meydana
gelen degerlerin farkh pH'larin; pH=6, 7, 8 ve 9; etkisi, (1M NaCl, 25°C’de,
100 umol foton m?s™, 30 glin).

96



4.2.3. Karoten uretimi icin uygun inkiibasyon sicaklik saptanmasi

Bolim 3.6.3'de anlatilan sekilde hazirlanan besi ortamlarina ekilen izolatlarin
ireme ve karoten Uretimlerine 20 ve 35C olmak Uzere iki farkli inkiibasyon
sicaklik degerlerinin etkisinin arastinldigi ¢alisma sonucunda en iyi Uremenin
Urummiye izolatinda 30 giin inkilbasyonun siiresinde orantili olarak 35°C de
1.23x10° hiicre.ml olmak gerceklestigi saptandi (Sekil 4.17). Ayni sicaklikta
remenin en iyi gorildigd ikinci izolatin orantisi da 0.86x10° hiicre.ml olmak
lizere Mahurlu gélii izolati olarak saptanmistir. Bu deger Qum tuzlasi igin 0.84x10°
hiicre.ml™ olurken en diisiik Gireme ise Gavhuni batakligi érneginde ve 0.52x10°

hiicre.ml™" olarak gerceklesmistir.

En iyi Gremenin Urummiye izolatinda 30. giinde 20°C de 1.51x10° hiicre.ml”" olmak
gerceklestigi saptandi (Sekil 4.16). Ayni sicaklikta Gremenin en iyi géruldiga ikinci
izolatin orantisi da 1.03x10° hiicre.ml” olmak (izere Mahurlu gola izolatr olarak
saptanmistir. Bu deger Gavhuni batakligi icin 0.8x10° hiicre.ml™" olurken en diisiik

reme ise Qum tuzlasi érneginde ve 0.52x10° hiicre.ml” olarak gerceklesmistir.

inkiibasyon sicakhiginin 35°C ortamlarda 30 giin boyunca karotenoid Uretimi
degerlerine bakildiginda bu deger 3.58 mg.I" (30 giiniin ortalamasi) olmak lzere
yine Urummiye 6rneginde en yUksek degerine ulasti; en maksimum karotenoid
iretim degeri de yine Urummiye 6rneginde gdriildi (20. ginde 4mg.l") (Sekil
4.19). Karotenoid Uretiminin en iyi gdrildiga ikinci izolat 2.01 mg.I" (30 giinin
ortalamasi) olmak Uzere Maharlu g6lu izolatidir ve maksimum karotenoid Gretim
degeri de 24. giinde 2.18 mg.I"" ulasti. Karotenoid retimi Qum tuzlasi izolatr icin
1.44 mg.I" olurken (30 giiniin ortalamasi ve yiiksek degeri de 26. giinde de 1.8
mg.I""ye ulast)) en disik Oretim ise Gavhuni batakliginda 0.64 mg.I" olarak
gerceklesmistir (30 giiniin ortalamasi ve yiksek degeride 22. giinde 0.75 mg.I"'ye
ulagtr).

Ureme ve Karotenoid Uretim miktarlarinin hesaplanmasi ardindan birim hiicre
basina karotenoid miktarlari (HBKM) da saptanmis ve Urummiye izolatinda 35°C
ve 30. inkilbasyon giiniinde HBKM degerinin 4.39 p.g hiicre™ olarak en yiiksek
miktarda oldugu gdsterilmistir. Bu deger ayni izolatin 20°C inkilbasyonu igin 1.38

p.g hiicre” olarak hesaplanmaktadir. Diger tiim izolatlar 35°C inkiibasyonlarinda
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yliksek HBKM vermektedir (Gavhuni batakli§i izolati icin 2.36 p.g hiicre™’, Mahurlu
gdlli izolati icin 3.63 p.g hiicre™, Qum tuzlasi izolati icinse 2.74 p.g hiicre™ olmak
Uzere) (Sekil 4.20 ve Sekil 21).
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Sekil 4.16 ve Sekil 4.17. MJ besiyerinde tuzla, gbl ve batakliklardan alinan
mikroalglerin iki farkh sicaklikta; 20°C ve 35°C hicre sayilarindaki etkisi,
(1M NaCl, pH=7.5, 100 umol foton m?s™*, 30 giin) .
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Sekil 4.18 ve 4.19. MJ besiyerinde tuzla, gél ve batakliklardan alinan mikroalglerin
iki farkli sicaklikta; 20°C ve 35°C toplam karotenoid konsantrasyonlarina
etkisi, (1M NaCl, pH=7.5, 100 pmol foton m? s™, 30 giin).
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Sekil 4.20 ve 4.21. MJ besiyerinde tuzla, gél ve batakliklardan alinan mikroalglerin
iki farkh sicaklklarda; 20°C ve 35°C hiicre basina karotenoid Gretimindeki
etkisi, (1M NaCl, pH=7.5, 100 pmol foton m? s, 30 giin).
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4.2.4. Karoten Uretimi icin uygun tuz konsantrasyonun saptanmasi sonuclari

Bu calismada 1,2, ve 3M NaCl igerecek sekilde hazirlanan MJ besiyerlerinde
Uretilen alg 6rneklerinin Greme, karoten miktarlari ve HBKM saptanmistir. Bu
Uretimlerde besiyeri pH degeri 7.5 iken kullanilan 1sik siddeti 100 pmol foton

.m?s™, Gretim siresi ise 30 giin olmaktadr.

1M NaCl ilavesi ile hazirlanan ortamlardaki sonuglar incelendiginde; Gretimin 26.
gliniinde hiicre konsantrasyonunun 2.21x10° hiicre.ml” olmak (izere Urummiye
izolatinda en yuksek degerde oldugu gosterilmistir (Sekil 4.22) Ayni
konsantrasyonda tiremenin en iyi gériildiigi ikinci izolat 2.19x10° hiicre.ml” olmak
lizere Mahurlu gélii izolati olarak saptanmistir. Bu deger Qum tuzlasi igin 2.12x10°
hiicre.ml™" olurken en diisiik Gireme ise Gavhuni batakli§i érneginde de 1.97x10°

hiicre.ml” olarak gerceklesmistir.

1M NaCl ilavesi ile hazirlanan ortamlarda Uretimin 28. gininde karotenoid miktari
Urummiye izolatinda olmak lzere en yiiksek oranda saptanmistir (11.9 mg.I"
olmal). (Sekil 4.23). Bu ortamlarda HBKM saptandiginda da yine en yuksek
degere uretimin 30. gininde ve Urummiye izolatinda rastlandigi gézlemlenmistir
(5.63 p.g.hiicre™) (Sekil 4.24)

| mUrumiyyegoli
W Maharlugolu
Qum tuzlasi

m Gavhunibatakhgi

Hiicre sayisi (x10° hiicre.ml)
S

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Zaman (Giin)

Sekil 4.22. 1 M NaCl MJ besiyerinde tuzla, g6l ve batakliklardan alinan
mikroalglerini hlicre sayilarinda zamana bagh degisimler (1M NaCl, pH=7.5,
100 pmol foton m? s, 30 giin).
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Sekil 4.23. 1 M NaCl MJ besiyerinde tuzla, gél ve batakliklardan alinan
mikroalglerini toplam karotenoid miktarlarindaki zamana bagli degisimler
(1M NaCl, pH=7.5, 100 pmol foton m?s™, 30 giin).

W Urumiyye goli
m Maharlu goli
= Qum tuzlasi

W Gavhunibatakhg

Hiicre basina karotenoid konsantrasyonu
( p-g. hiicre')

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Zaman (glin

Sekil 4.24. MJ besiyerinde tuzla, g6l ve batakliklardan alinan mikroalglerin hlcre
basina karotenoid Uretimindeki meydana gelen degerlerin zamana bagh
degdisimlerin karsilastirmasi, (1M NaCl, pH=7.5, 25°C’de, 100 pmol foton m"
251,30 glin).

2M NaCl ilavesi ile hazirlanan ortamlardaki sonuglar incelendiginde; Uretimin 24.

gliniinde hiicre konsantrasyonunun 2.49x10° hiicre.ml™ olmak {izere Mahurlu géli

izolatinda en yuksek degerde oldugu gosterilmistir (Sekil 4.25) Ayni
konsantrasyonda (remenin en iyi gérildigi ikinci izolat 2.2x10° hiicre.ml™ olmak

izere Urummiye izolat olarak saptanmistir. Bu deder Qum tuzlasi icin 1.9x10°
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hiicre.ml” olurken en diistk Ureme ise Gavhuni batakhigi érneginde ve 1.7x10°
hiicre.ml” olarak gerceklesmistir.

2M NaCl ilavesi ile hazirlanan ortamlarda dretimin 30. gliniinde karotenoid miktari
Urummiye izolatinda olmak lzere en yiiksek oranda saptanmistir (13.8 mg.I™).
(Sekil 4.26). Bu ortamlarda HBKM saptandiginda da yine en ylksek degere
dretimin 30. gundnde ve Urummiye izolatinda rastlandigi gézlemlenmistir (6.42
p.g.hiicre™) (Sekil 4.27)
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Sekil 4.25 ve 4.26. 2 M NaCl MJ besiyerinde tuzla, gél ve batakliklardan alinan
mikroalglerini hlcre sayilari ve toplam karotenoid miktarlarindaki zamana

bagli degisimler (2 M NaCl, pH=7.5, 100 umol foton m?s™, 30 giin).
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Sekil 4.27. 2 Molar MJ besiyerinde tuzla, gol ve batakliklardan alinan mikroalglerin
hiicre basina karotenoid Uretimindeki meydana gelen degerlerin zamana
bagh degisimlerin karsilastirmasi, (2 M NaCl, pH=7.5, 25°C’de, 100 pmol
foton m?s™, 30 giin).

Bu kiyaslamada Dunaliella tarafindan en yuksek miktarda Uretilen karotenoid 2 M

NaCl iceren MJ besiyerinde hiicre basina 30. giinde 6.42 p.g.hiicre” Urumiyye

gdll izolesinde gdzlendi. (30 glin orantisi; 5.14 p.g.hiicre™)

Ortamlar 3 M NaCl ilavesi ile hazirlandiginda bu kere; Gremenin 24. guninde
hiicre konsantrasyonunun 1.29x10° hiicre.ml” olmak Ulzere Mahurlu gélii
izolatinda en yuksek degerde oldugu gosterilmigtir (Sekil 4.28). Ayni
konsantrasyonda tremenin en iyi gérildiiga ikinci izolat 1.21x10° hiicre.ml™ olmak
Uzere Gavhuni batakligi izolati olarak saptanmistir. Bu deger Qum tuzlasi igin
1.1x10° hiicre.ml™ olurken en disiik Greme ise Urummiye goli 6rnegdinde ve

0.98x10° hiicre.ml™ olarak gergeklesmistir.

3M NaCl ilavesi ile hazirlanan ortamlarda Uretimin 20. glininde karotenoid miktari
Urummiye izolatinda 9.95 mg.l'1olmak Uzere ikinci oranda saptanmigtir (Sekil
4.29). Bu ortamlarda HBKM saptandiginda da en yiksek degere uretimin 30.
gininde ve Urummiye izolatinda 10.7 p.g.hlicre’ olarak saptandigi

g6zlemlenmigtir (Sekil 4.30)
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Sekil 4.28 ve 4.29. 3 M NaCl MJ besiyerinde tuzla, gél ve batakliklardan alinan
mikroalglerini hlcre sayilari ve toplam karotenoid miktarlarindaki zamana
bagli degisimler (3 M NaCl, pH=7.5, 100 umol foton m?s™, 30 giin).

3 M NaCl iceren MJ besiyerinde en ylksek toplam karotenoid miktari da, Urumiye
géliinden saptandi ve 20. giinde 9.95 mg.lit "de ulasti (Sekil 4.30 ).

Sonra tim o&rneklerin Karotenoid konsantrasyon oranlari, hicre sayilarina gére

hesaplandi ve hiicre basina pikogram olarak ifade edildi.
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Sekil 4.30. 3 Molar MJ besiyerinde tuzla, gol ve batakliklardan alinan mikroalglerin
hicre basina karotenoid Uretimindeki meydana gelen degerlerin zamana
bagh degisimlerin karsilastirmasi, (3 M NaCl, pH=7.5, 25°C’de, 100 pmol
fotonm®s™, 30 giin).

Bu kiyaslamada Dunaliella tarafindan en yuksek miktarda Uretilen karotenoid 3 M

NaCl iceren MJ besiyerinde hiicre basina 30. giinde 10.7 p.g.hiicre Urumiyye

gdll izolesinde gdzlendi. (30 glin orantisi; 8.56 p.g.hiicre™)

4.2.5. Isik ve tuzlulk stresi bulgulan (1. Stres Fazi)

B6lim 3.6.7.1 de s6z edilen sekilde hazirlanan ve inklibe edilen izolatlarin Greme
ve karotenoid Uretimlerine 1sik stresinin etkisinin arastinldigr ¢alismada en lyi
Bkaroten Ureticisi olarak bir dnceki caligmalardaki verilere gbére tesbit edilen
Urummiye izolati kullaniimistir. pH:7, tuzluluk 3M NaCl olan ortamda 35°C de 400
umol foton.m? s 1sik iceren ortamlarda 10-30. giinler arasindaki 20. giin boyunca
yapilan dlctimlere gére en iyi (iremenin 0.86x10° hiicre.ml” olarak 20. {retim
gununde saptandidi gosterilmistir (Sekil 4.31). Benzer olarak yine 20. inklbasyon
glniinde karotenoid dretimi yliksektir ve bu deger 15.92 mg.I" olmak (zere
saptanmaktadir. (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31 ve 432 3 M NaCl MJ besiyerinde Urumiyye géliinden alinan
mikroalglerin hlcre sayilari ve toplam karotenoid miktarlarindaki zamana
bagh degisimleri (3 M NaCl, pH=7, 100 ve 400 pmol foton.m?s™, 30 giin,
statik ve Calkalamali inkibatér, 35°C’de).

Sonuglara gére; Urumiyye géllinden alinmis Orneklerin  en yliksek hicre

konsantrasyonu 20. giinde, 3 M NaCl'de 0.86 x 10° hiicre mlI'"de ulasti (Sekil

4.31) ve 3 M NaCl iceren MJ besiyerinde en yiiksek toplam karotenoid miktari da,

20. giinde 15.92 mg.lit "de ulasti (Sekil 4.32).
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Birim hiicre bagina karotenoid miktarlari (HBKM) Urummiye izolatinda Gretimin 30.
gliniinde 20.94 p.g hiicre’ olarak en yilksek miktarda oldugu gdsterilmistir (Sekil
4.33).
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Sekil 4.33. 3 M NaCl MJ besiyerinde Urumiyye gélinden alinan mikroalglerin
hiicre basina karotenoid Uretimindeki meydana gelen degerlerin zamana
bagli degisimleri (3 M NaCl, pH=7, 100 ve 400 umol foton m?s™, 30 giin,
statik ve galkalamali inklibatérde, 35°C’de).

Sonuglara gére Dunaliella sp. tarafindan en yuksek miktarda Uretilen karotenoid 3

M NaCl iceren MJ besiyerinde hiicre basina 30. giinde Urumiyye géli izolesinde

20.94 p.g.hiicre™ gdzlendi. (30 giin hiicre basina karotenoid iretim ortalamasi;

17.01 p.g.hiicre™).

4.2.6. Nitrat ve fosfat stresi bulgulari (2. Stresi fazi)

Calismada elde edilen verilere gbre optimize edilen MJ besiyeri bu ¢calisma icin
nitrat ve fosfat kaynaklari icermeyecek sekilde hazirlanmig ve ekim sonrasi 150
rom calkalamal kosullarda inkiibasyon saglanmistir (3M NaCl, pH:7, 400 [imol
foton.m? s 1sik, 14/10 saat aydinlik/karanlik rejimi, 35°C, 21 giin). Bu tip bir
ortamda Ornekler siddetli 11k altinda 21 gin Uretildi ve Gger gun araliklarla yapilan
Olcimlerle Ureme ve karotenoid miktarlari saptandi. En iyi karotenoid miktarinin

ise 18. glinde 36.15 mg.I" ye ulastigi gdsterilmistir (Sekil 4.35). Birim hiicre basina
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karotenoid miktarlari ise 21 ginliik inkilbasyonda 63.26 p.g. hiicre” olarak en
yUksek miktarda olarak saptanmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.34 ve 4.35. 3 M NaCl MJ besiyerinde Urumiyye gélinden alinan
mikroalglerin htcre sayilan ve toplam karotenoid konsantrasyonlarindaki
zamana bagli degisimleri (3 M NaCl, pH=7, 400 pmol foton.m®s™, 21 giin,
statik ve Calkalamali inklbatér, 35°C’de, nitrat ve fosfat eklenmeden
once).
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Sekil 4.36. 3 M NaCl MJ besiyerinde Urumiyye gélinden alinan mikroalglerin
hiicre basina karotenoid Uretimindeki meydana gelen degerlerin zamana
bagh degisimleri (3 M NaCl, pH=7, 400 pmol foton m? s, 21 gin,
¢alkalamali inkiibatérde, 35°C’de).

4.2.7. Dunaliella‘da karoten sentezine etkili KNO; oraninin saptanmasi
bulgulan

Bélim 3.7.3 de anlatilan sekilde hazirlanan ve 12mM KNOj iceren ortamlarda en
yuksek dremenin 1.51 hiicre.ml™ degerinde olmak Gzere Gremenin 21. gininde
gerceklestigi saptanmistir. En iyi karotenoid dretimi ise yine 21. glinde
saptanmistir (14.35 mg.I"). 12. giin degerlerine gére yapilan hesaplamada HBKM
ise 9.91 p.g. hiicre™ olarak gérilmektedir (Sekil 4.37-39).

1 M KNOjs igeren ortamlarda ise en yiiksek Uremenin 21. giinde 1.04 hiicre.ml
degerinde olmak Uzere gerceklestigi saptanmistir. En iyi karotenoid Gretimi 18.
giinde ve 6.2 mg.I"" ve HBKM ise yine 18. giinde olmak iizere 6.3 p.g. hiicre™
olarak gosterilmistir (Sekil 4.40-42)
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Sekil 4.37 ve 4.38. 3 M NaCl MJ besiyerinde Urumiyye gélinden alinan
mikroalglerin htcre sayilan ve toplam karotenoid konsantrasyonlarindaki
zamana bagh degisimleri (12 mM KNOz;, 3 M NaCl, pH=7, 400 pmol
foton.m?s™", 21 glin, calkalamali inkiibatér, 35°C'de,)
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Sekil 4.39. 3 M NaCl MJ besiyerinde Urumiyye gélinden alinan mikroalglerin
hiicre basina karoten miktarinin zamana bagl degisimleri (12 mM KNO3, 3
M NaCl, pH=7, 400 pmol foton.m®s™, 21 giin, calkalamali inkibatdr,
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Sekil 4.40. 3 M NaCl MJ besiyerinde Urumiyye gélinden alinan mikroalglerin
hiicre sayilarindaki zamana bagl degisimleri (1 M KNO3, 3 M NaCl, pH=7,
400 pmol foton.m3s™, 21 giin, calkalamali inkiibatér, 35°C’de,).
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Sekil 4.41. 3 M NaCl MJ besiyerinde Urumiyye gélinden alinan mikroalglerin
toplam karotenoid konsantrasyonlarindaki zamana bagli degisimleri (1 M
KNOs 3 M NaCl, pH=7, 400 pmol foton.m?s™, 21 giin, calkalamali
inklbatér, 35°C’de,).
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Sekil 4.42. 3 M NaCl iceren MJ besiyerinde Urumiyye goélinden alinan
mikroalglerin hicre bagina karoten miktarinin zamana bagh degisimleri (1
M KNOsz 3 M NaCl, pH=7, 400 pmol foton.m®s™, 21 giin, calkalamali
inkUbatdr, 35°C’de,)

Milko (1963)'e ve Borowitzka (1989)’e goére cesitli cevresel faktérler karotenoid

uretiminde etkisi oldugu ispatlanmil, 6zet olarak cizelge 4.2’de sonuglar verilmigtir.

Karotenoid Uretminde 1sik ¢ok gerekli fakidrlerdendir; ama hlcrede karotenoid
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dretim artisi, tuzluluk konsantrasyonyla paraleldir; yani ortamda tuzluluk
konsantrasyonu yulkseldigi zaman, karotenoid dretiminde artigi goéraltr (Loblich,
1982).

Cizelge 4.2. Dunaliella salina ortamindaki gesitli cevresel faktérlerin karotenoid ve
biyomas Uretiminde etkisi (Milko, 1963. ve Borowitzka, 1989)

Faktor Biyokitle B- Karoten
(biyokutle)

Tuzlulugun artisi - - -+

Tuzlulugun disusgu + -

Azot’'un eksikligi -- R

Fosfor'un eksikligi -- +

inorganik Karbon’un . 3

yukselisi

Isigin artisi + tt

Isigin disusa -

Isinin artigi + Tt

Isinin dagdsu - -

Oksijen’nin artis| -

4.2.8. . Dunaliella icin yeni bir DNA ekstraksyon yéntemin dnerilmesi

B6lim 3.9'da anlatilan yeni yénteme gére yapilan DNA ekstraksiyonu sonucunda
saf ve bol miktarda DNA eldesinin saglandidi ileri sardlebilir zira protokol
sonucunda elde edilen DNA miktari 230/260 nm deki 6lciimlere gbére 340 ng/ul
olarak saptanmig ve bunun oldukc¢a ytksek bir deger oldugu literattr taramalari ile
anlasilmistir (Chen and Ronald, 1999). 260/280 6l¢cimlerinin ise 1.8 ve 1.9 olarak
2 nin altinda bulunmasi da DNA safligi igin bir kanit olmaktadir. Ayrica Olmos
protokoliin sunucunda elde edilen bantlarin dnerilen protokol kadar saf sonuglar
gOstermedigi de goOzlemlendi (Sekil 4.43) Yeni protokolin Dunaliella i¢in 6zgin

olacagi varsayildi.
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Sekil 4.43. ki ydntemden Dunaliella DNA ekstraksiyonu karsilastirmasi; (A)
Olmos, 2002 protokolu ile ekstraksiyon ve (B) bu calismada Onerilen
yontemi ile DNA ekstraksiyonu.
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5. TARTISMA

Zorunlu fotoototrof olan Dunaliella sp. Uyeleri bazi stres kosullarinda htcre icinde
6nemli miktarda B-karoten biriktirebilir ve bu nedenle ekonomik degdere sahiptir.
Bazi arastiricilara gére bu mikroalgin B- karoten Uretiminde, ¢evresel kosullarin
6nemli bir rold vardir ve bu faktorlerin mikroalgin Greme ortamlarinda yer almasi
halinde B-karoten dretimi artmaktadir (Borowitzka, 1989; Milko, 1963; Celekli ve
Dénmez, 2006; Borowitzka, 2007; Ben-Amotz, 1983 ve 1996, Jiménez and Niel,
2003).

Bu calismada da gecmiste ve son zamanlarda yapilan arastirmalara dayanarak
iran’da dort boélgeden 6rnekler alinmis, bu 6rneklerden anlatildigi sekilde
Dunaliella mikroalgi dretilmis ve (- karoten dretimi icin 6zel bir besiyeri
hazirlanarak (MJ) Gretim kosullari optimize edilmigtir. Bundan sonra, bazi stres
kosullari uygulanan ortamlardaki - karoten Gretim kapasitesi belirlenmistir.

CGalismamizda Bélim 3.3'te s6z edilen mikroskobik incelemede alinan érneklerde,
o6rnekleme bdlgesine bagl olarak mikroalgin bazi morfolojik degigiklikler gosterdigi
saptanmistir. Ornegin kiyillardan alinan 6rneklerdeki mikroalgler daha ziyade
yuvarlak gorultrken, goéllerin ortasindan alinan 6rneklerde yer alanlar ise armut
seklinde bir morfoloji gdstermektedirler (Sekil 3.3). Bu olay ortamda NaClun
yUkselisine dogal yanit olarak, Borowitzka ve Siva, 2007’ nin ¢alismalarinda da
gbrilmistir ve hatta Dunaliellalarin morfolojik siniflandirmasinda kullaniimigtir
(Sekil 2.19).

Mikroorganizmalarin gesitli stres ya da ekstrem kosullar altinda bazi karakter ve
morfolojik degisiklikler gdsterebildikleri cok uzun yillardir bilinmektedir. Ornegin
Halofilik karakter tasimayan Salmonella enteritidis yliksek tuz veya karbonhidrat
konsantrasyonu iceren ortamlarda flaman olusturmaktadir (Baykal, 1976 a,b,c,d;
Baykal 1977). Benzer olarak B. subtilis 42°C de birka¢ kez pasaj edildiginde spor
olusturabilme yetenedini kaybederken kirmizi bir pigmenti olan Serratia
marcescens 30°C nin (zerindeki sicakliklarda pigment sentezlememektedir
(Aks6z, 2008). Sadece sicaklik degisikligi degil diger cevresel etmenlerin de
olusturduklar ekstrem kosullar nedeni ile morfolojik degismelere yol agtiklar da

bildirilmektedir. Ornegin bazi manyetik  alanlarin Magnetospirillum
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magnetotacticum bakterisinde morfolojik degisikliklere neden oldugu gértalmustir
(Sharma, et al. 2007).

Ornek alinan bélgelerde mikroskobik sayim sirasinda alg sayilarinin degiskenlik
gosterdigi de gézlemlenmistir. Bu durum, Ornekleme bélgesindeki bazi kosullarin
varligi ile iligkili olarak aciklanmistir. Ornegin bazi érnekleme bélgelerinde lagim
sularinin ortama desarj olmasi sbz konusudur ve bu tip yerlerde hcre
sayilarindaki artis dilusyon nedeniyle diisen NaCl konsantrasyonunun bir sonucu

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Galismamizda 6&rneklerden elde edilen ve MJ besiyerinde, farkli Gretim
kosullarinda yapilan Dunaliella kultirasyonlari sonrasinda Ureme miktari
degisiklikler gostermektedir. B6lim 4.2.1°in sonuclarina baktigimiz zaman 1 M
NaCl iceren MJ besiyerindeki kilttrlerde inkiibasyon siresinin artigina paralel
olarak mikroalg sayilarinda da artis goérllmektedir. Bu artig, o6rneklere gbre
degismekle birlikte (en uygun Urummiye izolatidir) 22-30 gunler arasinda en
yuksek degerinde (28. ginde maksimum olmak Uzere) ulagsmakta ve adeta sabit
kalmaktadir (Sekil 4.10). Bilindigi gibi mikroorganizmalarin Greme egrileri de
benzer sekilde bir plato olusumuna ulagip daha sonra azalmaktadir (Zwietering et
al., 1990). Aciktir ki, bir mikroalg olan Dunaliella da benzer modele uygunluk
gbsterecektir. Benzer olarak Durmaz ve Goékpinar (2006), Celekli ve Dénmez
(2001) ve Evren vd. (2001) Tuz Goélinden Dunaliella sp. tirind izole etmisler ve
Dunaliella sp. hiicre sayisinin zamana bagli olarak 1 M NaCl igeren besiyerinde

arttigini géstermiglerdir.

inkiibasyon siresine bagl olarak mikroorganizmanin sentezledigi karoten miktari
hesaplandiginda da Urummiye izolatinda Uremenin yiksek degderde oldugu 28.
giinde karoten miktarinin da yiiksek oldugu saptanmaktadir (11.9 mg.lit", Sekil
4.11). Bu bulgumuza benzer olarak Gomez et al.,, 2003 yilinda yaptiklari
calismada Ureme ile dogru orantili olarak B- karoten Uretiminin de arttigini

gbstermislerdir.

Urummiye izolatinin Gremenin 30. gundnde en yuksek HBKM gosterdigi de sekil
4.12.nin incelenmesi ile goérilmektedir (5.6 pg.hiicre™). Benzer galismada da
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hiicre basina - karoten miktarinin Gretim siresi ile arttigi gosterilmistir (Gomez et
al., 2003).

Ureme ortaminin baslangic pH degerlerinin Gireme, karoten sentezi ve HBKM
Uzerine olan etkisinin arastirildigi galisma sonucunda yine Urummiye izolatinin, pH
degeri 9.0 (Hs ve Tx) ve 7.0 (HBKM) olarak ayarlanan MJ besiyerinde ylUksek
miktarda Greme (4.89x10° ve karoten sentezi; 17.6 mg.lit", HBKM=6.35 pg.hiicre”
') gbsterdigi saptanmaktadir (Sekil 4.13-4.15). Dunaliellanin Gretimi ile ilgili
yapilan ¢aligmalar incelendiginde tire ve arastiriimakta olan 6zellige bagli olarak
optimal Gremenin pH 1.0- 9.0 arasinda degistigi gbérulmektedir. (Gimmler, H et. al.,
2006; F.Javier et. al. 2004). Bu nedenle arastirmamizda elde edilen sonug
literatdr bilgilerine uygunluk géstermektedir. Benzer olarak diger izolatlarimiz da
pH 9.0 da iyi reme ve ylksek karoten miktari degerleri vermektedirler (Sekil 4.14
ve 4.15). Ancak bu pH degeri ¢alismamizda kullanilmamigtir. Bunun nedeni ise
yuksek HBKM degerinin pH 7.0 olarak hazirlanan ortamlarda elde edilmesi ve
Urummiye izolati igin bu degerin 6.35 p.g.hiicre™ olmasidir. Oysa pH 9.0 olarak
ayarlanan ortamda ayni izolat icin HBKM ancak 3.59 p.g.h[]cre'1 olmaktadir
(Sekil.4.15). Daha 6nce de sz edildigi gibi Dunaliella tarlerinin Gretildigi ortamlarin
optimal pH degerleri tiire ve elde edilecek iriine gére degismektedir. Ornegin
Borowitzka and Borowitzka 1988’e gére Wegmann and Metzner (1971)’in yaptidi
arastirmada karotenoid Uretimi ve Uremenin yiksek oldugu pH degerinde genel
olarak fotosentez dusUktur. Ayrica, D. tertiolecta’nin optimum olarak ¢ogalmasi
icin gerekli olan pH'In 6.0, fotosentez icin ise gerekli olan pH’in ise 5.0 oldugu

g6rilmustr (Borowitzka and Borowitzka, 1988).

Mikroorganizmalarin iyi Ureme gosterdikleri sicaklik dereceleri ¢ok farkhliklar
gosterir.  Ornegin psikrofilik bir mikroorganizma 0-15 dereceler arasinda
gelisebilirken mezofiller 20-40 dereceler arasinda termofiller ise 45-55 derece
araliginda iyi gelisirler. (www.goktepe.net/mikrobiyoloji.html). Dunaliella sp.
dremesine inkibasyon sicakhgdinin etkisinin arastirildigi calismada karoten Uretimi
icin dngorulen iki farkll inkibasyon sicakligindaki gelisme degerleri kiyaslanmistir.
Elde edilen sonuclara baktigimiz inkibasyon sicakhginin hicre sayisina olan
etkisinin her Dunaliella sp. igin farklihk gosterdigi gértlmektedir (Sekil 4.16 ve Sekil

4.17), ancak Urummiye izolati 4 farkli bélgeden alinan érneklerden izole edilen
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tirler arasinda 20°C de olmak Uzere en yiksek degerde Uremektedir
(1.51x10%hiicre.ml™). Bu durum bu mikroorganizmanin mezofilik sinirda olduguna
isaret kabul edilebilir. Dogal bir ortamdan izole edilen bir mikroorganizma icin bu
sicaklik degerinde optimal olarak Greme beklenilen bir sonu¢ olmaktadir. D.viridis
icin optimum sicakliklarin 14°C - 30°C oldugu ve hayatta kalabilmesi icin en Ust
limitin ise 35 °C oldugu tespit edilmistir (Borowitzka and Borowitzka 1988’a gdre
Gibor 1956, Borowitzka 1981). Dunaliella tirleri genis sicaklik araliklarina
toleranslidirlar. Halofilik bir tir olan D. salinanin =35 °C’den (Borowitzka and
Borowitzka 1988’a gbre Teodoresko 1906, Massyuk 1966) yaklasik olarak 40
°C’ye kadar (Borowitzka and Borowitzka 1988’a gére Wegman, Ben-Amotz ve
Avron, 1980) canh kalabildigi rapor edilmistir. 40 °C’nin Gstlindeki sicakliklarda ise
tuzluluga toleransh olan Dunaliella turleri ve deniz tiri olan D. tertiolecta
yapilarindaki gliserolt disariya sizdirarak kaybetmeye baslarlar. (Borowitzka and

Borowitzka 1988’a gére Wegmann et al. 1980).

Karoten Uretimi ile inkUbasyon sicakligi arasindaki iligkiye bakildiginda ise
Urummiye izolatinda beklenenin aksine 35°C de inklbe edilen ortamlarda yiiksek
verim alindi§i saptanmaktadir (Sekil 4.18 ve 4.19). Bunun bir nedeni de 35°C nin
optimalden uzak olmasi nedeniyle bir nevi stres yaratmasi olarak dusunulebilir.
Zira Dunaliella da stres sartlari karoten Uretimini olumlu etkilemektedir (Sosik and
Mitchell, 1994). Stres kosullari altinda tGremenin azaldi§i ancak karoten Uretiminin
arttigr Borowitzka et al. (Borowitzka and kessly, 1990) tarafindan bildiriimektedir.
inkiibasyon sicakligi ile ilgili olan HBKM degerlerine baktigimiz zaman, 35°C’deki
degerlerin zamana bagh olarak artis gosterdigi saptanmaktadir. (Sekil 4.20 ve
Sekil 4.21). 35°Cde Ureme disUk karoten sentezi ise stres nedeniyle yiksek
oldugundan beklenildigi gibi bu sicaklikiaki inklbasyon sonucunda ylksek
degerde HBKM elde edilmektedir (Sekil 4.20-21).

Bolim 4.2.4 de gérildigi gibi NaCl konsantrasyonunun artisi Ureme (zerinde
kisitlayici sonug verirken karoten dretimi ise HBKM bazinda artirmaktadir (Sekil
4.24-4.27 ve 4.30). Bu sonuclar da yine stres sartlarinin karoten tretimine etkili
oldugu savini desteklemektedir (Shaish et al., 1991). Tuz konsantrasyonu ile ilgili
yapilan bazi ¢aligmalarda D. bardawil icin en uygun tuz derisiminin 1.71M NaCl
oldugu belirtiimektedir (Shaish et al., 1991) . Dunaliella spp.’de tuz
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konsantrasyonunun karoten Uretimi ile olan iligkisi yapilan bir ¢calismada yUksek
tuz konsantrasyonunun karotenoid Uretimini dislk konsantrasyonlu ortama
kiyasla 4-5 génden sonra 10 mg’dan 260 mg’a artmistir (Borowitzka and Kessly,
1990).

Calisma kapsaminda izole edilen Dunaliella tirlerinin Uretim ortamlarinda ylksek
tuz konsantrasyonu yani sira siddetli 1s1gin ve nitrat ve fosfat kisittanmasin da
ilave birer stres faktori olarak kullanilmasi sonucunda karoten Uretiminin arttigi
gbzlemlenmigtir (Sekil. 4.33 ve Sekil 4.36) Bolim 3.7'de karotenoid Uretimi igin
optimize edilmis tim faktérler ile hazirlanan 3 M NaCl igeren MJ besiyerinde
klltirler siddetli 1s1§a (400 pmol foton.m™?.s™) maruz birakildiktan sonra yapilan
incelemelerde karoten miktarinin artigi tespit edilmigtir. (Sekil. 4.33 ve Sekil 4.36).
Loeblich 1983’ gbre Dunaliella tarafinda yiksek miktarda karotenoid Uretiminde
yiksek NaCl molaritesi yani sira siddetli 1s1gin uygulanmasi da gerekmektedir,
baska degisle NaCl molaritesi ylkselirken (en uygun 3 M NaCl) karotenoid
dretiminde de artis goértlmektedir (Sekil 4.32 ve Sekil 4.33). Isik siddetindeki
yUkseligin olusturacagi zarardan korunmak amaciyla mikroalg karoten dretimini
artirmakta bir baska ifade ile stres nedeniyle Grinde artis olmaktadir. Nitrat ve
fosfat kisittanmasi ile hazirlanan ortamlarda da karoten Uretimi artmaktadir (Sekil
4.36). Milko (1963), Borowitzka (1989) ve Marin and et al. (1998)'yaptiklari
caligmalar sonucunda nitrojen ve potasyum Kkisitlamasi sonucunda Dunalielladaki
karotenoid bilesiklerinde artis oldugunu belirtmektedirler. Bu nedenle ¢calismamizin

bu kisminda alinan sonugclar da literatdr bilgileri ile uyum gbéstermektedir.

Yapilan calismalara gére Dunaliella spp. icin en iyi azot kaynagi KNOS3 ya da
NaNOs'dir (Kagka, 2003, Borowitzka Michael ve Borowitzka Lesley 1988’e gore
Milko, 1962; Grant,1968), Bu bilgiden hareketle B6lim 3.8.3. de anlatildigi gibi
ortamda yer alacak KNO3 konsantrasyonlari 12 mM ve 1 M olarak degistirilmis ve
distk konsantrasyonda KNOj; iceren ortamlarda karoten Uretiminin daha ylksek

oldugu gdsterilmigtir (Sekil 4.39 ).

Calismamizin bir béliminde ayrica Dunaliella icin yapilabilecek molekdler

biyolojik ¢calismalar icin gerekecek DNA ekstraksiyonu icin bir yéntem de énerilmis
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ve bu protokolin bu gine kadar kullanilan OLMOS protokoliine Ustin geldigi
gbsterilmistir (Sekil 4.43) (Olmos et al., 2002)
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6. SONUC ve ONERILER

Mikroskobik algler akuatik ekosistemde biyolojik ve ekolojik rollerinin yani sira
gerek insan sagligr gerekse akuakultirde yetistiriciligi yapilan canlilarin
beslenmesi agisindan 6nemli maddeler igerir. Kontrolli kosullar altinda alglerin
yogun Uretimi yapilarak, icerdikleri pigmetler, proteinler, vitaminler ve
minerallerden 6t0rU karasal ve sucul canlilarin beslenmesinde toz yem ve canli
yem dretiminde, sularin aritilmasinda, kozmetik sanayide, tibbi ve gida
endustrisinde ve glbre kaynagi olarak faydalanilir (Durmaz ve Gokpinar, 2006).
GlUndmizde dogal B- karoten’in kilo basina fiyati 300-3000 $ olmasina ragmen
halen dogal B- karoten Uretiminde yatirim yapilmamaktadir (Ben-Amotz, 2004). ig
su kaynaklarinda mevcut canli kaynaklarinin degerlendiriimesi ve ekonomiye
kazandirilmasi ancak karoten Uretimi U(Ozerinde vyapilacak arastirmalarla
mUmkuindur. Mikroalgler hicre iginde biriktirdikleri metabolitler bakimindan 6nemli
canl gruplarindandir. Bu bakimdan sucul ortamlarda dagihm g&steren
mikroalglerin tanimi, izolasyonu ve yidin (mass) Uuretimleri yapilmasi canli

kaynaklarinin degerlendiriimesi agisindan son derece 6nemlidir.

Turkiye (Tuz Géli; Konya'da) ve iran gibi iilkelerde ¢ok sayida tuzlu goller ve
batakliklar yer almaktadir. Bu nedenle dogal (- karoten Uretimi kolay, ucuz
maliyetli ve kazancl bir yatirrm olabilir. Bu c¢alisma ile de elde edilen verilerin
karoten dretimi ile ilgili yapilacak biyoteknolojik sureclerin optimizasyonuna
yardimci olabilecedi ileri suUrllmektedir.  Calhgsmamizda elde edilen veriler
Ozetlendiginde; nitrat ve fosfat kaynagi kisitli, pH degeri 7.0 olarak ayarlanan ve 3
M NaCl iceren MJ ortaminda, 35°C inkiibasyon sicakliginda, siddetli isik altinda
(400 pmol foton.m®?.s’) 21 giin inkiibe edilen kiltirlerde optimal kosullarin
saglanmadig kilttrlere kiyasla HBKM cinsinden olmak Uzere yliksek oranda trin
eldesinin (5.6 p.g.hiicre’ ya 11.9 mg.I"de yerine 63.26 p.g.hiicre” ya

36.15mg.I"" ) miimkiin oldugu gézlenmektedir.

Bundan ayri olarak calisma kapsaminda vyapilan DNA ekstraksiyon
modifikasyonunun da ileri molekiler biyolojik arastirmalar igcin bir avantaj
saglayabilecegi 6ngérilmektedir.

122



KAYNAKLAR

Acien Fernandez, F. G., Garcia Camacho, F., Sanchez Perez, J. A., Fernandez
Sevilla, J. M., & Molina Grima, 1998. Modelling of biyokiitle
productivity in tubular photobioreactors for microalgal cultures: Effects
of dilution rate, tube diameter and solar irradiance. Biotechnology and
Bioengineering, 58; 605—616.

Akbaba, G., Korkmaz, E., Selcuk, G'z. Cayirgan, F., ve Ayrim, A., 20083,
Biyoteknolojide Mikroalgler, AU Fen Fakultesi Biyoloji BOIGmU, Bilim ve
Teknik Dergisi, TUBITAK, 429: 28-30 ss.

Aksan, E., 2005, Cesitli Mayalardan Karotenoidlerin Elde Edilmesi ve Sucukta
Renklendirici Olarak Kullanim Olanaklarinin Arastiriimasi, DoktoraTezi,
Cukurova Universitesi fen Bilimler Enstitiisi, Gida Mihendisligi
Anabilim Dali, 15 s.

Aksdz, N: Mikrobiyoloji Ders notlari. 2008

Altun, T., Usta, F., Qelik_3 F., Danabas, D., 2006, Su Urdinlerinin insan Sagligina
Yararlari, C.U. Su Urlnleri Fakiiltesi, Balcali- ADANA, 12 s.

Astorg, P., 1997. Food carotenoids and cancer prevention: an overview of current
research. Trends Food Science & Techonology 8, 406—413.

Avron, M., Edelstein, S., Ben-Amotz, A., 1987, Feed supplement. UK Patent
Application Number 2189675A.

Bagdathoglu, N.; Demirblker, B.,1999. Gida islemede Karotenoidlerde Meydana
Gelen Gelismeler.Gida, 9: 48-51.

Baykal, M., 1976a, Sodyum Kklorlir etkisi ile Salmonella enteritidis’de filaman
olusumun saglanmasi. Mikrobiyoloji bulteni. 10: 169- 178.

Baykal, M., 1976b, Degisik tuzlarin ve bazi karbonhidratlarin etkisi ile Salmonella
enteritidisde filaman olusumun saglanmasi Mikrobiyoloji bulteni. 10:
293- 302.

Baykal, M., 1976c¢, Sodyum Kklorlir etkisi ile degisik bakterilerde filaman
olusumunun saglanmasi lll. Mikrobiyoloji bulteni. 10: 449- 457.

Baykal, M., 1976d, Normal S. Entritidis ve bundan tuz etkisiyle olusan filamanlarin
degisik yonlerden karsilaitirmasi IV. Mikrobiyoloji bilteni. 10: 459- 471.

Baykal, M., 1977, Normal S.entritidis ve bundan tuz etkisiyle olusan filamanlarin
degisik yonlerden karsilastirmasi. Mikrobiyoloji balteni. 10: 211- 221.

Baynes, S. M., Emerson, L., Scott, A. P., 1979. Production of algae for use in the
rearing of larval fish. Fisheries Re search Technical Report 53; 13—18.

123



Becker, E. W. 1994. Application of algae. In Baddiley, Sir J., Carey, N. H., Higgins,
l. J. Potter, W. G. Cambridge Studies in Biotechnology, Vol. 10,
Microalgae: Biotechnology and Microbiology. Cambridge University
Press, New York , pp. 250-75.

Belay, A., 1997. Mass culture of Spirulina outdoors. The Earthrise Farms
experience. In: Vonshak, A. (eds.), Spirulina platensis (Arthrospira):
Physiology, cell-biology and biotechnology. Taylor and Francis,
London; 131-158.

Ben-Amotz A 1996, Effect of low temperature on the stereocisomer composition of
B-carotene in the halotolerant alga, Dunaliella bardawil Chlorophyta,. J
Phycol 32:272-275.

Ben-Amotz A., 1995, New mode of Dunaliella biotechnology: twophase growth for
B-carotene production. J. appl. Phycol. 7: 6568

Ben-Amotz A., Avron M 1983, On the factors which determine the massive B-
carotene accumulation in the halotolerant alga Dunaliella bardawil.
Plant Physiol 72:593-597.

Ben-Amotz A., Avron M, 1990, The biotechnology of cultivating the halotolerant
algae Dunaliella for industrial products. Trends Biotechnol 8:121-126.

Ben-Amotz A., Fishler R, 1998, Analysis of carotenoids with emphasis on 9-cis--
carotene in vegetables and fruits commonly consumed in Israel. Food
Chem 62:515-520.

Ben-Amotz A., Gressel J, Avron M, 1987, Massive Accumulation of phytoene
induced by norflurazon in Dunaliella bardawil Chlorophyceae, prevents
recovery from photoinhibition. J Phycol 23:176—-181.

Ben-Amotz A., Katz A, Avron M, 1982, Accumulation of B-carotene in halotolerant
algae: purification and characterization of B-carotene rich globules
from Dunaliellabardawil Chlorophyceae,. J Phycol 18:529-537.

Ben-Amotz A., Shaish A, Avron M, 1989, Mode of action of the massively
accumulated B-carotene of Dunaliella bardawil in protecting the alga
against damage by excess irradiation. Plant Physiol 91:1040—-1043.

Ben-Amotz, A, 1999,, “Dunaliella B-carotene: From science to commerce” in:
Enigmatic Microorganisms and Life in Extreme Environments, J.
Seckbach, ed., Kluwer, Dordrecht 1999,, p. 399.

Ben-Amotz, A., Avron, M. 1982 "The potential use of Dunaliella for the production
of glycerol, B-carotene and high-protein feed". In: San Pietro A (ed)
"Biosaline research: A look to the future". Plenum, New York. PP.207-
214.

124



Ben-Amotz, A., M. Avron, 1981. Glycerol and B-carotene metabolism in the
halotolerant alga Dunaliella: a model system for biosolar energy
conversion. Trends Biochem. Sci.6: 297-9.

Berg, H. V. D., Faulks, R., Granado, H. F., Hirschberg, J., Olmedilla, B.,
Sandmann, G., Southon, S., Stahl, B., 2000. The Potential For The
Improvement Of Carotenoid Levels In Foods and the Likely Systemic
Effects. Journal of the Science of Food and Agriculture, 80, 880-912.

Berset, C., 1990, The research situation with regard to natural food colourants. Ind
Aliment Agric 107:1163—1166

Bertram, JS., Bortkiewicz, H., 1995, Dietary carotenoids in habit neoplastic
transformation and modulate gene expression in mouse and tumor
cells. Am J Clin Nutr 62:13275 -13365

Borowitzka A. Michael and Borowitzka J. Lesley, 1988, Micro-Algal Biotechnology,
Cambrige University Press. pp. 27 - 58

Borowitzka LJ, Borowitzka MA, Moulton TP, 1984, The mass culture of Dunaliella
salinafor fine chemicals: From laboratory to pilot plant. Hydrobiologia
116/117:115-121

Borowitzka LJ., 1981, The microflora. Adaptations to life in extremely saline lakes.
Hydrobiologia.;81:33—46.

Borowitzka M.A. 1992, Comparing carotenogenesis in Dunaliella and
Haematococcus: implications for commercial production strategies. In:
Villa T.G. and Abalde J. eds,, Profiles on Biotechnology. Servicio de
publicaciones. Universidad Santiago de Compostela, pp. 301-310.

Borowitzka M.A. 1999, Commercial production of microalgae: ponds, tanks, tubes
and fermenters. J. Biotechnol. 70: 313-321. Borowitzka M.A.,
Borowitzka L.J. and Kessly D. 1990. Effects of salinity increase on
carotenoid accumulation in the green alga Dunaliella salina. J. appl.
Phycol. 2: 111-119.

Borowitzka MA, Siva CJ 2007, The taxonomy of the genus Dunaliella Chlorophyta,
Dunaliellales, with emphasis on the marine and halophilic species. J
Appl Phycol 19:567-590.

Borowitzka MA., 1986, Micro-algae as sources of fine chemicals. Microbiol
Sci.;3:372-375.

Borowitzka, L.J., Borowitzka, M.A. and Moulton, T. 1984 "Mass culture of
Dunaliella: from laboratory to pilot plant'. Hydrobiologia. 116/117:115-
121.

Borowitzka, M. A., L. J. Borowitzka, 1988, Dunaliella In Microalgal Biotechnology.
Cambridge University Press, Cambridge, pp. 27-58.

125



Borowitzka, M.A., Borowitzka, L.J. and Kessly D., 1990, "Effects of salinity
increase on carotenoid accumulation in the green alga Dunaliella
salina". J Appl Phycol. 2:111-119.

Borowiztka L.J. 1992, Commercial Dunaliella production: history of development.
In: Villa T.G. and Abalde J. eds,, Profiles on Biotechnology. Servicio
de publicaciones. Universidad Santiago de Compostela, pp. 233-245.

Britton, G,Liaaen-jensen, H, Pfander, H., 2008, Carotenoids HandBook,2p.

Britton, G., 1992. Carotenoids Natural Food Colorants, Edited by G .A.F. Hendry
and J.D.Houghton, Published in USA, by avi. An Imprint of Van
Nosrand Rainhold New-York

Burlew, J.S., 1953, Algae culture, Carnegie Institution of Washington, Washington,
DC.

Butcher, R. W., 1959. An introductory account of the smaller algae of the British
coastal waters. |. Introduction and Ch lorophyceae. Fishery
Investigation Series no. 4, 1-74. London: HMSO.

Carlos Jiménez and F. X. Niell, 2003, Influence of high salinity and nitrogen
limitation on package effect and C/N ratio in Dunaliella viridis Volume
492, Numbers
1-3

Celekli, A. and Dénmez, G. , 2006,, Effect of pH, light intensity, salt and nitrogen
concentrations on growth and B-carotene accumulation by a new
isolate of Dunaliella sp., World Journal of Microbiology &
Biotechnology
222,:183-189

Gelekli, A., Donmez, G., 2001, Bir Dunaliella tirinln gelisimine ve beta karoten
Uretimine pH ve tuz konsantrasyonlarinin etkisi. Ege Universitesi Su
Urdnleri Dergisi, 1. Alg Teknoloji Sempozyumu p, 79-86.

Chen, D. H., and Ronald, P. C., 1999, A rapid DNA minipreparation method
suitable for AFLP and other PCR applications. Plant Mol Biol Reptr 17:
53-57.

Chidambara, K.N., Vanitha, A., Rajesha, J., Mahadeva Swamy, M., Sowmya, P.R.,
Ravishankar A., 2005, In vivo antioxidant activity of carotenoids from
Dunaliella salina— a green microalga, Life Sciences 76: 1381-1390.

Chrismadha, T., Borowitzka, M.A., 1994, Effect of cell density and irridiance on
growth, proximate composition and eicosapentaenoik acids production
of Phaeodactylum tricornutum grown in atubular photobioreactor, J.
Appl. Phycol. 6,67-74.

Cohen, E., Arad, S., 1989. A closed system for outdoor -cultivation of
Porphyridium. Biomass 18; 59—67.

126



Craft, N. E., Wise, S. A. & Soares, J. H. (1993) Individual carotenoid content of
SRM 1548 total diet and influence of storage temperature,
lyophilization, and irradiation on dietary carotenoids.J. Agric.Food
Chem. 41:208-218.

De Pauw, N. and Persoone, G. 1988. Micro-algae for aquaculture. In: Micro-Algal
Biotechnology. Borowitzka, M.A. and Borowitzska, L.J. (Editorler).
Cambridge University Press, 197-221, Cambridge.

Deming, D. M. & Erdman, J. W., Jr., 1999, Mammalian carotenoid absorption and
metabolism. Pure Appl. Chem. 71: 2213-2223.

Dietmar, E. B., & Bamedi, A. 2001. Carotenoid esters in vegetables and fruits: a
screening with emphasis on Db-cryptoxanthin esters. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 49, 2064e2067.

Diplock AT. Antioxidant nutrients and disease prevention: an overview. Am J Clin
Nutr 1991;53:189e93.

Dénmez, G. Cetinkaya, Aksu, Z., Oztiirk, A., Kutsal, T., 1999. A Comparative
Study on Heavy Metal Biosorption Characteristics of Some Algae.
Process Biochemistry., 34: 885- 892.

Dufossé, L., & de Echanove, C. 2005. The last step in the biosynthesis of aryl
carotenoids in the cheese ripening bacteria Brevibacterium linens
ATCC 9175 (Brevibacterium aurantiacum sp. nov.) involves a
cytochrome P450-dependent monooxygenase. Food Research
International, 38, 967-973.

Dufosse, L., Galaup P, Yaron A, Arad MS, Blanc P, Chidambara Murthy KN,
Ravishankar GA., 2005, Microorganisms and algae as source of
pigments for food use: a scientific oddity or an industrial reality?,
Trends in Food Science and Technology, 16 (389), 406.

Durmaz, Y., Gokpinar $., 2006, Dunaliella salina Dunal, Teodoresco
Chlorophyceae, Bliylimesi Uzerine Tuz Derigimlerinin Etkileri, E.U. Su
Uridnleri Dergisi, Cilt 23, Say1 1-2,: 121-124 ss.

Durmaz, Y., Isik, O., Bandarra, N., Cirik, S., Turan, G., Gdékpinar, S., 2002,
Porphyridium cruentum (Rhodophyceae) Yag Asitleri Kompozisyonuna
Kurutma Yéntemlerinin Etkisi, E.U. Su Uriinleri Dergisi, Cilt 19, Sayi
(1-2): 189 — 195 ss.

Duthie, G. G.. Arthur, J. R., James, W. P. T. & Vint. H. M., 1989, Antioxidant status
of smokers and nonsmokers: effects of vitamin E supplementation.
Annuls of the New York Acudemy of Scicwcees

Dyerberg, J., 1986. Linolenate-derived polyunsaturated fatty acids and prevention
of artherosclerosis. Nutr. Rev. ; 44:125-34.

127



Escamilla, S.E.M., Dendooven, L., Magana, I.P., Parra, S.R., Torre, M.D., 2000.
Optimization of gibberellic acid production by immobilized Gibberella
fujikuroi mycelium in fluidized bioreactor. J. Biotechnol. 76, 147-155.

Ettl, H., 1983. Chlorophyta I. Phytomonadina. In: Ettl, H., Gerloff, J., Mollenhauer,
D. (Eds.), SuBwasserflora von Mitteleuropa Bd. 9. Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart, p. xiv-807.

Evren, D., Ciraci, C., Dénmez, G., 2001,. Tuz Gél,’nden Konya-TuUrkiye, izole
edilen Dunaliella turlerinin gliserol Uretim kapasitesinin belirlenmesi.
Ege Universitesi Su Uriinleri Dergisi, 1. Alg Teknoloji Sempozyumu p,
225-232

Fazeli, M.R., Tofighi, H., Samadi, N., Jamalifar H., 2006, Effects of salinity on b-
carotene production by Dunaliella tertiolecta DCCBC26 isolated from
the Urmia salt lake, north of Iran. Bioresource Technology 97: 2453—
2456.

Fox, J.M. 1983. Intensive Algal Culture Techniques. In: CRC Handbook of
Mariculture. Vol. I. Crustacean Aquaculture, Vey, J.P. and Moore, J.R.,
(Editorler) CRC Press, Florida.

Fulks, W., Main, K. L., 1991. The design and operation of commercial-scale live
feeds production systems. In: Fulks, W., Main, K. L. (eds.), Rotifer and
Microalgae Culture Systems. The Oceanic Institute, Honolulu, H. I.; 3-
52.

Gabel B, Tsoglin L., 2000. The semi-industrial photobioreactor. Abstracts of the
4th European workshop on biotechnology of microalgae. Bergholz-
Rehbriicke, Germany

Gadd, G. M., 1988. Accumulation of Metals by Microorganisms and Algae. In
“Biotechnology” 60: 401- 434.

Garc’ia-Gonz’aleza M., Morenoa J., 2005, Production of Dunaliella salina
biyokltle rich in 9-cis-B-carotene carotene and lutein in a closed
tubular photobioreactor. Journal of Biotechnology 115: 81-90.

Garcia. F., Freile-Pelegri'n. Y., Robledo D. 2007, Physiological characterization of
Dunaliella sp. Chlorophyta, Volvocales, from Yucatan, Mexico,
Bioresource Technology 98: 1359-1365.

Gimmler, H., Schieder,M., Kowalski, M., Zimmermann, U., Pick, U., 2006,
Dunaliella acidophila: an algae with a positive zeta potential at its
optimal pH for growth Plant, Cell & Environment Volume 14 Issue
3, Pages 261 — 269

Go'mez P., A. Gonza'lez M., 2004, Genetic variation among seven strains of

Dunaliella salina Chlorophyta, with industrial potential, based on

RAPD banding patterns and on nuclear ITS rDNA sequences.
Aquaculture 233: 149-162.

128



Go’'mez, P., Gonza’'lez, M., 2003, Genetic polymorphism in eight Chilean strains
of the carotenogenic microalga Dunaliella salina Teodoresco
Chlorophyta,. Biol. Res. 34, 23— 30.

Go’'mez, P., Gonza’lez, M., Becerra, J., 1999, Quantity and quality of h-carotene
produced by two strains of Dunaliella salina Teodoresco 1905, from
the North of Chile. Bol. Soc. Chil. Qui'm. 44, 463— 468.

Gokpinar, $., Koray, T., Akgicek, E., Goksan, T., Durmaz, Y., 2006, Algal
Antlok5|danlar E.U. Su Urunlerl Derqisi, C|It 23, Ek. (1/1) 85-89.

Gokpinar, S.; Blyikisik, B. 1994. Mikroalg kiltGrleri: Il. Kdltlr yontemleri. Ege
Universitesi Su Uriinleri dergisi, 2 (42-43); 95-105.

Golueke, C. G., and Oswald, W.J., 1961, The mass culture of Porphyridium
cruentum, University of California Press, Berkeley.

Gomez PI, Gonzalez MA 2005, The effect of temperature and irradiances on the
growth and carotenogenic capacity of seven strains of Dunaliella
salina Chlorophyta, cultivated under laboratory conditions. Biol Res
38:151162.

Gomez, Pl., Gonzalez, MA., 2004. Genetic variation among seven strains of
Dunaliellasalina (Chlorophyta) with industrial potential, based on
RAPD banding patterns and on nuclear ITS rDNA sequences.
Aquaculture 233:149-162

Gordillo, F.J.L., Jimenez, C., Chavarria, J., Niell F.X., 2001. Photosynthetic
acclimation to photon irradiance and its relation to chlorophyll
fluorescence and carbon assimilation in the halotolerant green alga
Dunaliella viridis Photosynthesis Research 68: 225-235

Grant Bruce R, 1970, Nitrite reductase in Dunaliella tertiolecta: Isolation and
properties, Plant and Cell Physiology, Vol. 11, No. 1 55-64

Gualtieri, Paolo, Barsanti, Laura, Algae : Anatomy, Biochemistry, and
Biotechnology 2006,, ISBN: 0849314674, 47-61

Hosseinzadeh, N., 2008, Isolation and molecular identification of different species
of microalga Dunaliella from Gavkhuni lake, Thesis, Bu-Ali Sina
University Faculty of Agriculture Department of Biotechnology, 50-62

Hughes, D.A., Wright, A.J.A., Finglas, P.M., Peerless, A.C.J., Bailey, A.L., Astley,
S.B., Pindar, A.C., Southon, S., 1997. The effect of h-carotene
supplementation on the immune function of blood monocytes from
healthy male non smokers. Journal of Laboratory and Clinical
Medicine 129, 309-317.

iigaz, S., 2003, Farkli Tuzluluk Derisimlerinin Nannochloropsis oculata ve
Isochrysis galbana Turlerinin Buylime Hizlarina Etkileri, Yiksek Lisans
Tezi, Ankara Universitesi.

129



Jahnke, L.S., White, A.L., 2003, Long-term hyposaline and hypersaline stresses
produce distinct antioxidant responses in the marine alga Dunaliella
tertiolecta. J. Plant Physiol. 160, 1193—-1202.

Javier, F., Gordillo, L., Carlos Jiménez, Corzo, A., and Xavier Niell, F., 2004,
Optimized nitrate reductase assay predicts the rate of nitrate utilization
in the halotolerant microalga Dunaliella viridis. Journal of Applied
Phycology 99-106

Johnson, . K., Johnsone,. J., Macelroyr,. D., Speerh, . L. Bruffb, . S. 1968,. Effects
of salts on the halophilic alga Dunaliella viridis. Journal of Bacteriology
95, 146 1-1468.

Kacka, A., 2003, Halofil Dunaliella Trlerinin Gliserol Uretim Kapasitesinin
Belirlenmesi, Ankara University

Karadeniz, F., Burdurlu, H.S., Koca, N. and Soyer, Y. 2005. Antioxidant activity of
selected fruits and vegetables grown in Turkey. Turkish Journal of
Agriculture and Forestry, 29: 297-303.

Karako, $., Aksdz, A., 2005, Some Optimal Cultural Parameters for Gibberellic
Acid Biosynthesis by Pseudomonas sp., Turk J Biol, 30: 81-85.

Kargin, H., 2002. Mikroalg- Rotifer Kiltlir Sistemleri ve Tasarimlari, Yardimci ders
kitabi, ME. U. Yayinlari No. 5, Su UrUnleri Fakiiltesi Yayinlari No. 3;
ISBN 975-6900-08-3; 15-16.

Kargin, H., 2006, Mikroalg Uretimi Icin Fotobiyoreaktér Tasarimlari, E.U. Su
Urdnleri Dergisi, Cilt/Volume 23, Ek/Suppl. (1/2): 327-332

Kazi, N., Radvany, R., Oldham, T., Keshavarzian, A., Frommel TO., Libertin, C.,
Mobarhan, S., 1997, Immunomodulatory effect of B- carotene on T
lymphocyte subsets in patients with resected colonic polyps and
cancer. Nutr Cancer 28:140-145.

Koca, N., Burdurlu H.S., Karadeniz F. 2003. Kinetics of nonenzymatic browning
reaction in citrus juice concentrates during storage. Turkish Journal of
Agriculture and Forestry, 27 (6): 353-360.

Koray, T., 2002. Denizel fitoplankton (Ders kitabi), Ege Universitesi Su Uriinleri
Fakultesi Yayinlari No 32, p 147-148.

Kurashige, M.; Okimasu, E.; Inoue, M. and Utsumi, K., 1990. Inhibition of
oxidative injury of biological membranes by astaxanthin. Physiol.
Chem. Pys. & Med. NMR, 22: 27-38.

Kusgu, A., 2002, Surekli Sistemde Kurutma islemi_r_ﬂn Kirmizibiberde Kalite
Ozelliklerine Etkisi, Sileyman Demirel Universitesi Fen Bilimleri
Enstitlst, Gida Mihendisligi Anabilim Dali, Yiksek Lisans Tezi, 16-20
SS.

130



Kusgu, A., Sagdig, O., Kuglkéner, E., Ozcelik, S., 2002. Karotenoidlerin Bazi
Ozellikleri ve Insan Sagligi Acisindan Onemi. 22-24 Mayis 2002
Turkiye 7. Gida Kongresi Bildiriler Kitabi, sayfa: 646-656.

Larsen W. 1997, Human Embryology. Second Edition. Churchill Livingstone, New
York, NY,

Leonardi, P.l. and Caceres, E.J., 1994. "Comparative analysis of the fine structure
of young and adult individuals of Dunaliella  salina
(Polyblepharidaceae, Chlorophyceae) with emphasis on the flagellar
apparatus". J Phycol. 30:642-653.

Lerche,W., 1937. Untersuchungen uber Entwicklung und Fortpflanzung in der
Gattung Dunaliella. Archiv fur Protistenkunde 88, 236-268.

Liu, C., Wang, X-D., Bronson, R.T., Smith, D.E., Krinsky, N.I., Russell, R.M., 2000.
Effects of physiological versus pharmacological b-carotene
supplementation on cell proliferation and histopathological changes in
the lungs of cigarette-exposed ferrets. Carcinogenesis 21, 2245-2253.

Lobanova, A. M. Kerbalaeva, Zh. Zh. Tashpulatov, and T. G. Gulyamova , , 2008,,
carotene-forming activity of certain halophilic bacteria from

Barsakelmes saline soil, chemistry of natural compounds, Vol. 44, No.
3:306-307

Loeblich, L.A. 1982, "Photosynthesis and pigments influenced by light intensity
and salinity in the halophile Dunaliella salina Chlorophyta,". J Mar Biol
Ass, UK. 62:493- 508

Macias-Sancheza, C. Mantell a, M. Rodrigueza, E. Martinez de la Ossaa, L.M.
Lubianb, O. Monterob, 2009,, Comparison of supercritical fluid and
ultrasound-assisted extraction of carotenoids and chlorophyll a from
Dunaliella salina, Talanta 77 948—-952

Malgalith,P.Z.,1992. Pigment Microbilogy, Chapman & Hall, London, 152s.
MARTIN,A.M.; LU,C.; PATEL,T.R.,1993. Growth Parameters for the
Yeast Rhodotorula rubra Grown in Peat Extracts., Journal of
Fermentation and Bioengineering, 76(4): 321-325.

Mallick N., F.H. Mohn, 2000. Reactive Oxygen species: response of algal cells. J.
Plant Physiol. 157: 183-193.

Marin, N., Morales, F., Lodeiros, C. and Tamigneaux, E. 1998, "Effect of nitrate
concentration on growth and pigment synthesis of Dunaliella salina
cultivated under low illumination and preadapted to different salinities".
Journal of Applied Phycology. 10:405- 411.

Massyuk, N.P., 1973. "Morphology, Taxonomy, Ecology and Geographic

Distribution of the Genus Dunaliella Teod. and Prospects for its
Potential Utilization". Naukova Dumka, Kiev. PP.242.

131



Mathews-Roth, MM., 1987, Photoprotection by carotenoids. Fed Proc 46:1890—
1893.

Matsukawa R., E. Dubinsky, E. Kishimoto, Y. Masaki, T. Takeuchi, M. Chihara, Y.
Yamamoto, E. Niki, I. Karube, 1997. A comparison of screening
methods for antioxidant activity in seaweeds. J Appl.Phycol. 9: 29-35.

Melkonian, M. and Preisig, H.R., 1984. "An ultrastructural comparison between
Spermatopsis and Dunaliella (Chlorophyceae)". Pl Sys Evol. 164:31-
46.

Milko, E.S., 1963, "Effect of various environmental factors on pigment production
in the alga Dunaliella salina". Mikrobiologya. 32:299-307.

Milko, ES., 1962, Study of the requirements of two Dunaliella species in mineral
and organic components of the medium. Moscow University, Vestnik.
Biologia 6:21-23.

Molnar, J., Szabo, D., Pusztai, R., Mucsi, |., Berek, L., Ocsovski, |., Kawata, E.,
Shoyama, Y., 2000. Membrane associated antitumor effects of
crocine-, ginseniside and cannabinoid derivates. Anticancer Research
20, 861-867.

Moretti, A., Fernandez-Criado, M.P., Cittolin, G. and Guidastri, R. 1999. Manual on
Hatchery Production of Seabass and Gilthead Seabream. FAO, 194
s., Rome.

Murthy, K.N.C., A. Vanitha, J. Rajesha, M.M. Swamy, P.R. Sowmya, G.A.
Ravishankar, 2005. In vivo Antioxidant activity of carotenoids from
Dunaliella salina - a green microalga. Life Sci. 76: 1381-1390.

Nakayama R., 1992, The divers effects of chlorella, Japan chlorella treatment
association, Silpaque, Kyoto, Japan

Naz, M., Gokcek, K., 2002, Fototropik mikroorganizmalar igin alternatif Gretim
sistemleri, Mustafa Kemal Universitesi Su Urlnleri Fakultesi, Antakya,
Hatay

Nicolai E, Baas-Becking LGM, 1935, Einige Notizen Uber Salzflagellaten. Arch
Protistenk 85:319-328

Nievesa M., Voltolinab D., Pin P., 2005, Growth and biyokltle production of
Tetraselmis suecica and Dunaliella tertiolecta in a standard medium
added with three products of zeolitic nature. Aquacultural Engineering
32: 403—410.

Ohshima, K. Yoshida, H. Shimoda, M. Wakatsuchi, T. Endoh, and M. Fukuchi,
1998, Relationship between the upper ocean and sea ice during the
Antarctic melting season, Journal of Geophysical Research, 103,
7601-7616 pp.

132



Olmos-Soto, J., Paniagua-Michel, J., Contreras, P.R. and Trujillo, L., 2002,
"Molecular identification of "-carotene hyper-producing strains of
Dunaliella from saline environments using species-specific
oligonucleotides". Biotech Lett. 24:365- 369.

Oren, A., 2005, A hundred years of Dunaliella research: 1905-2005. Saline
Systems. 1: 2.

Otles S., 1999, Chlorella gelecegin besleyici ve saglikli gidasi, Ankara, Uzer
Matbaacilik, Turkiye

Ozdis, 0., 2005, Krom (VI) Birikiminin Chlorella Vulgaris’te Hiicre Sayisi, Klorofil,
Blylme Hizi, Protein Ve Seker Miktarlarina Etkileri, Yuksek Lisans
Tezi, Cukurova Universitesi, Turkiye

Patricia | Gémez, Alejandra Barriga, Ana Silvia Cifuentes and MARIELA A
Gonzalez, 2003,, Effect of salinity on the quantity and quality of
carotenoids accumulated by Dunaliella salina strain CONC-007, and
Dunaliella bardawil strain ATCC 30861, Chlorophyta, Biol Res 36:
185-192

Peto, R., Doll, R., Buckley, JD., Sporn, MB., 1981, Can dietary B-carotene
materially reduce human cancer rates? Nature 290:201-208.

Poppel, GV., Goldbohm, RA., 1995, Epidemiological evidences for - carotene
and cancer prevention. Am J Clin Nutr 62:1393s-1402s

Preisig HR., 1992, Morphology and taxonomy. In: Avron M, Ben- Amotz A (eds)
Dunaliella: Physiology, Biochemistry, and Biotechnology. CRC Press,
Boca Raton, pp 1-15

Pulz, O.,1992,Cultivation tecnigues for microalgae in open and closed ponds,
Procedings of the 1st European workshop on microalgal biotecnology,
Postdam, 61.

Raja R., Hema Iswarya Sh., Balasubramanyam D., Rengasamy R., 2006, PCR-
identification of Dunaliella salina Volvocales, Chlorophyta, and its
growth characteristics. Microbiological Research 162: 168—176.

Raja, S. Hemaiswarya, R. Rengasamy 2007, Exploitation of Dunaliella for
B-carotene production, Appl Microbiol Biotechnol, 74:517-523.

Ramazanov, Z., Klyachko-Gurvich, G., Ksenofontov, A. Semenenko, V.E. 1988.
Effect of suboptimal temperature on content of fl-carotene and lipids in
the halophi[ic alga Dunaliella salina. Soy. Plant Physiol., 35: 661-665.

Ramus, J. & Groves, S. T., 1972, Incorporation of sulfate into the capsular

polysaccharide of red alga Porphyridium. Journal of Cell Biology, 54;
399-407.

133



Rauscher R, Edenharder R., and Platt KL., 1998, /n vitro antimutagenic and in vivo
anticlastogenic effects of carotenoids and solvent extracts from fruits
and vegetables rich in carotenoids. Mutation Research 413:129-142.

Richard A. Larson; 1997, Naturally Occuring Antioxidants, Boca Raton CRC
Press, Lewis Publishers, c1997. 195 p.

Rodriguez-Amaya, D.B. 2002, Effects of processing and storage on food
carotenoids. Sight and Life Newsletter 3: 25-35.

Rodriguez-Amaya, D.B., 1997, Carotenoids and Food Preparation: The Retention
of Provitamin A Carotenoids in Prepared, Processed, and Stored
Foods. Opportunities for Micronutrient Intervention (OMNI), Arlington.

Salguero A., de la Morena B., Vigara J., M. Vega J., Vilchez C., Leo’'n R. 2003,
Carotenoids as protective response against oxidative damage in
Dunaliella bardawil. Biomolecular Engineering 20: 249-253.

Schiedt, K. and Liaaen-densen, S. 1995, Isolation and analysis. In Carotenoids,
Vol. 1A, Isolation and Analysis, eds G. Britton, S. Liaaen-Jensen and
H. Pfander, pp. 81-108. Birkhsiuser, Basel.

Semenenko, V.E. and Abdullaev, A.A. Parametric control of [-carotene
biosynthesis in Dunaliella salina cells under conditions of intensive
cultivation. Soviet Plant Physiology, 1980, vol. 27, no. 1, p. 22-30.

Setlik, 1., Veladimir, S., Malek, I., 1970, Dual purpose open circulation units for
large scale culture of algae in temperate zones, Algol. Stud., 1,11.

Shaish, A. , Ben-Amotz, A. Avron M., 1991, Production And Selection Of High B-
Carotene Mutants Of Dunaliella bardawil, Volume 27 Issue 5, Pages
652 - 656

Sharma, M; Naresh, M; Mittal, A., 2007, Morphological Changes in Magnetotactic
Bacteria in Presence of Magnetic Fields, Journal of Biomedical
Nanotechnology, Volume 3, Number 1, pp. 75-80(6)

Shivaji, S. and Ray, M. K. (1995) Survival strategies of psychrotrophic bacteria
and yeast of Antarctica. Ind. J.

Sies, H., Krinsky, N. L, eds., 1995, Antioxidant vitamins and B-carotene in disease
prevention. Am. J. Clin. Nutr. 62(Suppl): 1299 s.,1540s.

Sies, H., Stahl, W., 1997, Carotenoid and intracellular communications via gap
junction, Int J Vitam Nutr Res 67:364—-367

Sing, S., Aiad, S., Richmond, A., 2000, Extracellular polysaccharide production in

outdoor mass cultures of Porpyridium sp. In flat plate glass reactors. J.
appl. Phycol. 12;269-275.

134



Smidsrgd, O., Skja’k-Braek, G., 1990. Alginate as immobilization matrix for cells.
Tibtech 8, 71-78.

Sommerburg, O., J.E.E. Keunen, A.C. Bird and F.J.G.M. van K., 1998, Fruits and
vegetables that are sources for lutein and zeaxanthin: the macular
pigment in human eyes. Br. J. Opthalmol. 82: 907-910.

Soong, P., 1980. Productrion and development of Chlorella and Spirulina in
Taiwan. In: Shelef, G., Soeder, C. J. (Eds.), Algae Biomass.
Elsevier/North Holland Biomedical Pres, Amsterdam; 97—113.

Sosik, H. M. and B. G. Mitchell. 1994. Effects of temperature on growth and light
absorption in Dunaliella tertiolecta. J. Phycol. 30: 833-840

Stahl & Sies 1996, Bioavailability Of Lycopene, ISHS Acta Horticulturae 487: VI
International Symposium on Processing Tomato & Workshop on
Irrigation & Fertigation of Processing Tomato

Terao, J., 1989. Antioxidant activity of B-carotene-related carotenoid in solution.
Lipids 24:659-661

Tomaselli, L, Giovannetti, L., Torzillo, G., 1993. Physiology of stres response in
Spirulina, Spirulina, Algae of Life. In: Doumenge, F.; Durand- Chastel,
H. & Toulemont, A. (eds). Spiruline Algue de Vie. Bulletin de L'Institut
Océanographique, Monaco, n.12, p. 65-75, 1993.

Torrissen, O. J. and Christiansen, R. 1995, Requirements for carotenoids in fish
diets. J. Appl. Ichthyol., 11:225-230.

Tredici M.R., Materassi R., 1992. From open ponds to vertical alveolar panels: the
ltalian experience in the development of reactors for the mass
cultivation of phototrophic microorganisms. J. Appl. Phycol., 4, 221-
231.

Tredici, M.r., 1999. Bioreactors, photo. In: Flickinger M. C., Drew S.w., (Eds)
Encyclopedia of bioprocess technology: fermentation, biocatalysis and
bioseparation, vol 1. Wiley, New York; 395-419.

Tredici. M. R., 2007. Photobioreactors. Int. Workshop of Microalgal Biotechnology,
9-10 September 2007, Tabriz (Iran).

Turkkan, E., 2007, Rhodotorula glutinis ’den elde edilen karotenoidlerin bazi gida
patojenleri lizerine antibakteriyal etkisi, Yiksek Lisans Tezi, Gukurova
Universitesi, Turkiye

Urkit, Zomrit; Dag'bag’li, Seval; Goksungur, Yekta, 2007, Optimization of
pullulan production using Ca-alginate-immobilized Aureobasidium
pullulans by response surface methodology, Journal of Chemical
Technology & Biotechnology, Volume 82, Number 9, pp. 837-846(10)

135



Veiga-Crespo, P., Blasco; F.; Santos, R.; Poza, M.; Villa, G.; 2005, Influence of
culture conditions of Gordonia jacobaea MV-26 on canthaxanthin
production

von Elbe, J. H., & Schwartz, S. J. 1996. Colorants. In O. R. Fennema (Ed.), Food
chemistry (pp. 651-722). New York: Marcel Dekker.

Vonshak, a., 1988. Porphyridium. In Borowitzka M. A., Borowitzka L.J., (ED.).
Microalgal Biotechnology. Cambridge University Press. Pp: 122-134.

Watson, A. S., 1979. Aquaculture and Algae Culture. Process and Production.
Noyes Data Corporation, N. J.

Wegman, K., Pristavu, N. 1978, Influence of cycloserine on the photosynthetic
14C incorporation into amino acids in various algae. Biochem. Physiol.
Plant. 173, 86-90

Wegmann K, Metzner H., 1971, Synchronization of Dunaliella salina cultures.
Archiv flr Mikrobiologie, 78: 360-367

Williams A, Pryor BS, Wilhelm S, Cheryl L, Rock RD (2000) B- carotene from
biochemistry to clinical trials. Nutr Rev 1:39-53.

Wong, P. T. S., Maguire, R. J., Chau, Y. K., Kramar, O., 1984. Uptake and
Accumulation of Inorganic Tin by a Freshwater Alga, Ankistrodesmus
falcatus. Can. J. Fish. Aquat., Sci. 41: 1570- 1574.

Zeb, A., and Mahmood, S., 2004, Carotenoids Contents from Various Sources and
Their Potential Health Applications, Pakistan Journal of Nutrition 3 (3):
199-204

Zhang, W. X., Majidi, V., 1994, Monitoring the Cellular Response of Stichococcus
bacillaris to Exposure of Several Different Metals Using in vivo P- 31
NMR and Other Spectroscopic Techniques. Environ. Sci. Technol. 28:
1577- 1581. 199- 223.

Zwietering, M. H., Jongenburger, |., Rombouts and F. M., VAN 'T Riet K., 1990,
Modeling of the Bacterial Growth Curve, Appl Environ Microbiol.;
56(6): 1875-1881.

136



OzZGECMiS

Adi Soyadi : Faraz Arash Rad

Dogum Yeri : Bati Azerbaycan- Urumiyye - iran
Dogum Yil: 1975

Medeni Hali : Evli

Egitim ve Akademik Durumu:

Lise 1987-1991

Lisans 1993-1997, MIKROBIYOLOJI
Yiiksek Lisans 1997- 2000, MIKROBIYOLOJI
Yabanci Dil: INGILIZCE ve TURKCE

is Tecribesi:

137






