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Abstract: In this study, the effects of red, blue, and yellow LED lights on cell number, growth rate,
pigment, and crude oil contents of the green algae, Dunaliella salina Teodoresco, isolated from Ayvalik
(Balikesir) saltworks, were investigated. The highest cell number and growth rate were found algae grown in
the red LED treatment as 335.3 x 10* cell mI™ and 4.30 days™, respectively. The highest chlorophyll a and -
carotene contents of D. salina cells were determined in the control group as 10.70 and 3.49 mg I%,
respectively. The highest crude oil content was determined as 18% in the yellow LED treatment. Our results

showed that LED lamps positively affect the growth and biochemical composition of D. salina.

Farkhh LED Isik Kaynaklarmmin Dunaliella salina Teodoresco (Chlorophyceae)
Biiyiime ve Pigment I¢erigine Etkisi

Oz: Bu caligmada Ayvalik (Balikesir) tuz iiretim tesisinden izole edilen yesil alglerden D. salina
Teodoresco’nin kirmizi, mavi, sar1 LED (Light Emitting Diode) 151k kaynaklar1 kullanilarak Degistirilmis
Johnson (DJ) ortaminda yetistiriciligi yapilmistir. Deneme gruplarimin biiyiime hizi, pigment ve yag
iceriklerinde meydana gelen degisimler izlenmistir. Denemeler siiresince en yiiksek hiicre sayis: ve bilyiime
hiz1 kirmizi LED lamba altinda sirastyla 335,3 x 10* hc ml? ve 4,30 giin™ olarak elde edilmistir. Dunaliella
salina hiicrelerinin en yiiksek klorofil a ve B-karoten igerikleri sirastyla 10,70 ve 3,49 mg I"* olarak kontrol
grubunda tespit edilmistir. En yiiksek ham yag igerigi ise, sart LED lamba uygulamasinda %18 olarak
bulunmugtur. Yapilan ¢aligma sonucunda LED lambalarin D. salina’nin bilylimesi ve biyokimyasal
kompozisyonu iizerine olumlu etkilerinin oldugu saptanmustir.

Giris

Tek hiicreli yesil alg (Chlorophyta) olan Dunaliella salina
B-karoten, gliserol ve yag asitleri bakimindan zengin,
ozellikle tuzlalar ve tuz géllerinde dagilim gosteren bir alg
tirtidir. (Ben-Amotz ve Avron, 1983; Dudu vd., 2001;
Ben-Amotz, 2004; Oren, 2006; Ak vd., 2008). Dunaliella;
flagellatlara sahip, dkaryotik ve hiicre ¢eperi olmayan bir
cins olma ozelligi ile Volvocales ordosunun diger
cinslerinden ayrilmaktadir. Hiicrelerinin elastik bir plazma
membrani ile g¢evrili olmasi Dunaliella tiirlerinin hiicre
seklinin degismesinde ve osmotik degigsimlere karsi
adaptasyonunda bir avantaj saglamaktadir.
Osmoregiilasyon ile hiicre dis1 osmotik basinca kars1 hiicre
icindeki gliserol konsantrasyonu degisim gostermektedir
(Jimenez vd., 1991; Borowitzka ve Borowitzka, 1992).
Dunaliella tiirlerinin stres kosullar1 altinda kuru agirliginin
%10’u kadar S-karoten sentezlemesi nedeniyle énemli bir
antioksidan kaynagi olarak iretimi yapilmaktadir.
Ekonomik degere sahip Dunaliella tiirlerinin yetistiriciligi
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sonucu elde edilen S-karoten gida endiistrisinde, eczacilik,
kozmetik, tip alanlarinda ve biyomedikal arastirmalarda
kullanilmaktadir (Bosma ve Wijffels, 2003). p-karotenin
endiistriyel iiretimdeki ihtiyaci biiylik oranda laboratuvar
kosullarinda  sentetik  yollarla iretilen formundan
karsilanmaktadir. Ancak dogal karotenlere olan talebin
artmasi, arastirmacilart farkli dogal kaynaklardan p-
karoten iiretimine yonlendirmistir (Vega vd., 1996).

LED; 151k yayan diyotlarin (light emitting diodes)
kisaltilmig tanimidir. LED'ler, ¢ok dar bir emisyon tepe
noktasi ile 151k iireten kat1 hal yari iletkenlerdir. ileri akim
uygulandiginda, iki yari iletken katman arasinda fotonlar
iiretilir. Bu katmanlarda kullanilan malzemeye bagli olarak
fotonlar farkli enerjilere ve dolayisiyla farkli dalga
boylarina sahiptir (Glemser vd., 2016). LED lambalar
floresan lamba ile karsilagtirildiginda, uyumlu 151k {iretmek
icin uygun bir armatiire sahip floresan lambalar igin
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gereken ekipman mekanik olarak daha karmasiktir, daha
biiylik boyut gerektirir ve bu nedenle aydinlatilan alanin
Olceginin kiiciiltiilmesine izin vermemektedir. Ayrica,
floresan lambalarda civa igerigi goriilmektedir ve LED
kaynaklarinin agilip kapanma esnasinda titresim etkisi
gostermedigi ¢esitli ¢alismalar sonucunda saptanmistir
(Orug, 2011; Glemser vd., 2016). Kim vd. (2019) LED
lambalarinin avantajlarini, 1siya duyarli mikroalglerin
maksimum biiyiimesini kolaylastirmak igin yeterli 151k
emisyonu ile diisiik enerji tiiketimi ve disiik 1s1 iiretimi
olarak bildirmislerdir.

Istk kaynagi olarak LED lambalarin dalga boyu,
bitkilerin klorofil iiretmesini karsilayacak diizeyde oldugu
Paudel vd. (2008) tarafindan bildirilmistir. Mikroalglerin
biliylime pigment igerikleri iizerine 1s1k kaynaklarmin ve
151k siddetlerinin etkisi lizerine caligmalar
gergeklestirilmigtir (Cuaresma vd., 2009; Chen vd., 2015;
Wu vd., 2016). Yapilan ¢alismalarda optimum biiyiime ve
pigment birikimi igin gerekli olan 151k kaynaginin ve 151k
siddetinin mikroalg tiirline bagli olarak degistigi
belirlenmistir (Li vd., 2020; Xi vd., 2020).

D. salina alg B-karoten birikimi {izerine 151k, sicaklik,
tuzluluk ile ortamda bulunan azot ve fosfat
konsantrasyonlarina  etki ettigi farkli c¢aligmalarda
bildirilmektedir (Wu vd., 2016; Singh vd., 2016; Durmaz
ve Piring, 2017; Han vd., 2019). Ayrica, D. salina hiicre i¢i
osmotik basinci saglamak i¢in fotosentez yoluyla gliserol
biriktirmektedir (Ben-Amotz vd., 1982). Uretilen gliserol
mikroalglerin depo yagi olarak bilinen triagilgliseridlerin
sentezlenmesinde kullanilmaktadir (Sharma vd., 2012).
Yiiksek miktarda gliserol biriktirme yetenegine sahip olan
Dunaliella tiirleri o nedenle yag iiretimi i¢in de uygun
olabilecegi ¢esitli calismalarda bildirilmistir. Jin vd. (2012)
aydinlatic1 olarak farkli veya tek LED 1sik kaynaginin
kullanilmasinin yiiksek yag igerigine sahip D. salina

biyomasi  iiretmek  amaciyla  kullanabilecegimizi
bildirmistir.
Dunaliella kiiltiiriiniin ~ kapali  fotobiyoreaktorlerde

fizibilitesini arastirmak igin yapilan ¢esitli ¢aligmalarda,
fotobiyoreaktorlerin Dunaliella'nin biiyiimesi ve B-karoten
birikimi asamasi i¢in karotenoidlerin tiretiminde énemli bir
rol oynamaya baglayacagini bildirilmektedir (Prieto vd.,
2011; Xu ve Harvey 2019). Fotobiyoreaktorlerde, yapay
1s18in - yogunlugu ve kalitesi, oOzellikle mikroalglerin
ototrofik biiylimesi igin tasarimecr tarafindan dikkate
alinmasi gereken iki kritik faktordiir. Blanken vd. (2013)
¢esitli spektral niteliklere sahip floresan lambalarin en ¢ok
tercih edilen 151k kaynagi oldugunu bildirmesine karsin
gelisen teknoloji ile birlikte alg kiiltiirlerinde algin
biliylimesini destekleyen ve enerji gideri floresan lambalara
gore daha az olan 1s1k kaynaklarin  kullanimina
yonelinmistir. Onemli bir antioksidan kaynagi olan D.
salina’nin ~ strese  girmeden biiyiime kosullarmin
iyilestirilmesi tretim maliyetinin azaltilmas: agisindan
onem tagimaktadir. Alg kiiltiirlerinde en onemli maliyet
giderlerinden biri besin tuzlarindan sonra enerji
maliyetidir. Bu maliyeti azaltmak amaciyla, LED
teknolojisi alg iiretiminde kullanimina yonelik ¢aligmalar
yapilmaktadir (Xi vd., 2020; Oztaskent ve Ak, 2021). Bu

nedenle, giinimiizde 151k yayan diyotlar (LED'ler) en
onemli 151k kaynaklarindan biri haline gelmistir. Kirmizi,
mavi ve beyaz gibi farkli 151k spektrumlarina sahip
LED'lerin alg yetistiriciliginde kullanilmasina ydnelik
calismalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calisma kapsaminda Ayvalik tuzlasindan izole edilen
D. salina’nin (Chlorophyceae, Volvocales)
yetistiriciliginde farkli renkteki LED lambalar kullanilarak
algin bliylime hizi, pigment ve ham yag icerikleri lizerine
olan etkisi aragtirilmigtir.

Materyal ve Yontem
Mikroalg ortamu ve yetistiriciligi

D. salina algi Ayvalik tuz golinden izole edilmistir
(Balikesir, Tirkiye). Algin tanimlamasi Borowitzka ve
Siva (2007)’e gore yapilmustir.

Deneme kiiltiir kosullar

D. salina’min bilyime hizi, pigment ve ham yag
igeriklerine LED lambalarin  etkilerini  belirlemek
amaciyla; 151k kaynagi olarak kirmizi, mavi, sar1t LED
lambalar kullanilmistir. Floresan lambalar ise kontrol
grubu olarak tercih edilmistir. Denemelerde kiiltiir ortanu
olarak Degistirilmis Johnson (DJ) ortamu kullanilmis ve
tuzluluk 2M olacak sekilde ayarlanmustir. Degistirilmis
Johnson ortami (Johnson vd., 1968); ana maddeleri 1,5 g I’
1 MgCl,-6H,0, 0,035 g I K;HPO4, 1,5 g I NaNOs, 0,2 ¢
I CaCl,-2H0, 0,043 g I'* NaHCOs3, 0,2 g KCl ile 10 ml I
! demir soliisyonu (189 mg 1?NaEDTA, 244 mg I
! FeCl3.6H,0) ve 1 ml I'* iz element soliisyonundan (1,215
g I'CoCl.6H0, 3,426 g I*H3BOs 0432 mg I
1 MnCI2.4H20, 31,19 mg It (NH4)6MO7024.4H20), 31,5
mg ZnS04.7H20 olusmaktadir.

Denemeler steril 1 litrelik cam kaplarda, 3 tekrarh
olarak gerceklestirilmistir. Kiiltirler 24:0 (A/K) saat
fotoperiyotta aydinlatilmigtir.  Kullanillan tim 151k
kaynaklar1 icin 151k siddeti 100 umol foton m? s* olarak
151k Olger yardimiyla (LiCor, Li-250) ayarlanmustir.
Denemeler 25,00 = 1,00 °C sicakligina ayarlanmis kiiltiir
dolab1 igerisinde gergeklestirilmis olup gruplar siirekli
hava ile karistirilmastir.

Analizler

Yapilan ¢alisma siiresince hiicre sayisi, biiylime hizi,
klorofil a ve B karoten degerleri giinlik olarak analiz
edilmistir. Kuru agirlik degerleri Zhu ve Lee (1997)’ye
gore hesaplanmigtir. Hiicre sayilart 3 tekrarli olarak
Neubauer sayma lami ile gergeklestirilmistir.

Biiyiime hiz, iceriklerinin
belirlenmesi

pigment ve yag
Spesifik biliylime hizi (p) logaritmik biiyiime fazinda
asagidaki formiiller uygulanarak hesaplanmistir.
p=In Xi- InXao/t; —t2

Formiilde X; ve Xj, sirasiyla t; ve t; zamanlarindaki
kuru agirlik degerlerini belirtmektedir.
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Pigment ve ham yag igeriklerinin belirlenmesi

Klorofil a igerigi % 90’lik aseton kullanilarak Scor-
Unesco (1966) yontemine gore tespit edilmistir. -karoten
icerigi ise Ben-Amotz ve Avron (1983)’a gore
hesaplanmuistir.

Alglerin toplam yag igerigi Folch vd. (1957) yontemi
ile belirlenmistir.

istatiksel analiz

Elde edilen veriler SPSS paket programi yardimiyla
ANOVA kullanilarak degerlendirilmistir (Ozdamar, 1997).
Tim sonuglar ortalama + standart sapma sekilde ifade
edilmis olup farklar P<0,05 oldugunda anlamli kabul
edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Calismalar siiresince Kkiiltiirlerden alinan 6rneklerin
hiicre  sayilart  izlenmistir  (Sekil 1). D. salina
kiiltiirlerindeki en yiiksek hiicre sayis1 kirmizi LED dalga
boyu kullanilan gruplarda 335,3 x 10* hc ml?! olarak
belirlenmistir. En diisiik hiicre sayist ise sart LED dalga
boyu kullanilan gruplarda 250,7 x 10* hc ml** olarak tespit
edilmistir. Deneme sonunda gruplarin ulastigi hiicre
sayilar1 arasinda istatistiksel farkliliklar belirlenmistir
(P<0,05).

400
350

300

o T »

200 4

150 4

Hiicre Says: (x 10* hiicre mL-)

100 4

50 4

0 3 8 13 17
Zaman (giin)

——MAVI —#—KIRMIZI —%-KONTROL —+—SARI

Sekil 1. Farkli LED lambalar kullanilarak yetistirilen D.
salina kiiltiirlerinin hiicre sayilarinda meydana
gelen degisimler (Farkli harfler (a-b) istatistiksel
yonden farkliligi gostermektedir (P<0,05) (£
standart hata) (n=3))

LED lambalarin D. salina kiiltiirlerinin biyiime hizi,
pigment ve yag igeriklerine etkilerinin arastirildig:
¢alismada en yiiksek biiylime hiz1 kirmizi LED dalga
boyuna sahip lambalarin kullamldigi grupta 4,30 giin
olarak belirlenmistir (Sekil 2). En diisiik bliyiime hiz1 ise
floresan lambamin kullamldig kontrol grubunda 4,17 giin®
olarak tespit edilmistir. Caligma sonucunda, deneme
gruplarinin biiylime hizlar1 arasinda istatistiksel yonden
anlamli farkliliklarin oldugu belirlenmistir (P<0,05).

D. salina’nin biyokimyasal igerikleri ve biiylime hizi
tuzluluk, sudaki besin tuzu yogunlugu ve sicaklik gibi

cevresel faktorlerden etkilenmektedir (Can vd., 2016;
Lamers vd., 2012; Singh vd., 2016). Ayrica, 1518in da
alglerin biliyiime hizin1 etkileyen en onemli ¢evresel
faktorlerden biri oldugu bildirilmistir (Oztaskent ve Ak,
2021). Yapilan ¢aligmalarda kiiltiirlerde kullanilan 15181
siddeti ve cinsinin alglerin biiyiime hizini, pigment ve yag
kompozisyonunu degistirdigi belirlenmistir (Ben-Amotz
ve Shaish, 1992; Ak vd., 2008; Fu vd., 2012). Farkli kiiltiir
kosullarinda gergeklestirdikleri denemelerde D. salina’nin
bilyiime hizi degerlerini 0,7-1,0 boliinme giin? olarak
bildirmiglerdir (Ben-Amotz vd., 1982; Ginzburg ve
Ginzburg, 1981). Denemelerde elde edilen biiyiime hizi
sonuglarinin yukarida belirtilen ¢aligsmalardan daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Dunaliella tiirlerinin  biiyiime
ozellikleri cografik bolgelere, tiire ve susa gore farklilik
gosterebilecegi  Borowitzka ve Borowitzka (1992)
tarafindan bildirilmistir. D. salina tiirtiniin de dahil oldugu
yesil algler sinifindaki baskin pigmentler klorofil a ve
klorofil b’dir (Han vd., 2019). Chappelle vd. (1992) bu
klorofiller, belirli dalga boylarinda ana anten pigmentleri
olan Klorofil-a ve klorofil-b tarafindan  absorbe
edilmektedir. Han vd. (2019), kirmizi LED lambalarin D.
salina'nin biiylimesi i¢in diger dalga boylarindan daha

etkili oldugunu bildirmistir.
ab
SARI '

Sekil 2. Farkli LED lambalar kullanilarak yetistirilen D.
salina kiiltiirlerinin biiyiime hizlarinda meydana
gelen degisimler (Farkli harfler (a-b) istatistiksel
yonden farkliligni gostermektedir (P<0,05) (+
standart hata) (n=3))
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Denemeler siiresince kontrol grubu olarak kullanilan
floresan lambalarin klorofil a ve B karoten igerikleri 10,70
mg It ve 3,49 mg I olarak tespit edilmistir. En diigiik
klorofil a ve B karoten igerikleri ise mavi LED dalga boyu
kullanilan grupta sirastyla 7,31 mg 1" ve 2,50 mg I* olarak
belirlenmistir (P<0,05). Moulton vd. (1987) ve Borowitzka
ve Borowitzka (1992) ile benzerlik gostermektedir. Isik
siddeti ile klorofil a icerikleri arasinda ters bir iliskinin
bulundugu Falkowski (1983) ve Garcia vd. (2007)
tarafindan  bildirilmistir. Fu vd. (2013), yiksek
yogunluktaki kirmizi LED (660 nm) 118, D. salina
kloroplastlarina hasar vermesi nedeniyle hiicrelerin
karotenoid miktarinin da buna baglh olarak yiikselmedigi
diistintilmektedir (Coesel vd., 2008; Lamers vd., 2008; Fu
vd., 2013).
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Sekil 3. Farkli LED lambalar kullanilarak yetistirilen deneme gruplarinin klorofil a ve B-karoten miktarlarinda meydana
gelen degisimler (Farkli harfler (a-C) istatistiksel yonden farkliligi géstermektedir (P<0,05) (+ standart hata) (n=3))

Denemelerde en yiiksek yag igerigi sar1 LED
lambalarin kullanildigi deneme grubunda %18 olarak
tespit edilmistir. En diisiik yag igerigi ise mavi LED
lambalarin kullanildigtr grupta %9,8 olarak saptanmustir.
Deneme gruplarimin ham yag igeriklerinin istatistiksel
olarak anlamli  farkliliklarin  oldugu  belirlenmistir
(P<0,05). D. salina ile ilgili farkli caligmalarda ham yag
icerigi %15-45 arasinda degistigi, azotun smirlandig
durumlarda ise algin yag igeriginin %55’lere yiikseldigi
bildirilmektedir (Weldy ve Huesemann, 2007; Chen vd.,
2015). Mikroalgin yag ve B-karoten igerikleri arasinda bir
iliski oldugu Ben-Amotz (2004) tarafindan bildirilmistir.
Calisma sonucunda elde ettigimiz ham yag degerlerinin
Weldy ve Hussemann (2007) bildirdigi %16 ile %44
degerleri igerisinde oldugu saptanmis.
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c
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Mavi Kontrol

Ham Yag (%)

Kirmizi San
Sekil 4. Deneme gruplarinin ham yag miktarinda meydana
gelen degisimler (Farkli harfler (a-c) istatistiksel yonden
farklilig1 gostermektedir (P<0,05) (+ standart hata) (n=3))

Sonug

Bu ¢alismada mavi, kirmizi ve sart LED lambalarin D.
salina’nin  bilylimesi, pigmenti ve biyokimyasal
kompozisyonuna etkileri degerlendirilmistir. Florasan
lamba ve LED 1sik kaynaklar1 enerji tiiketimine ve
maliyetine gore farkliliklar gostermektedir. Ekonomik
oneme sahip olan mikroalglerin yetistiriciliginde etkili 151k
kaynaginin kullanimi algin iiretimin maliyetini diigiirmesi
nedeniyle 6nem tasimaktadir. Diisiik kurulum maliyetleri
ve uzun Omiirlii 6zellikleri nedeniyle LED 151k kaynaklar1
tercih  edilmelidir. Calisma sonucunda D. salina
yetigitiriciliginde kirmizi LED lamba kullaniminin algin
biiylime hizzmi  sart LED’lerin ise ham yag icerigini
arttirdigr, LED lamba kullanilan deneme gruplarinin
pigment igeriklerinin floresan lamba kullanilan kontrol
grubuna gore daha disiik oldugu belirlenmistir. Caligma
sonucunda D. salina tiretiminde alg hiicrelerinin biiyiime
hizin1 arttirmak ve kiiltlir siiresini  kisaltarak {iretim
maliyetlerinin azaltilmast amaciyla LED lambalarin
kullanilabilecegi saptanmuistir.

Tesekkiir

Bu ¢alisma, COMU BAP tarafindan FYL-2014-419
numarali proje kapsaminda desteklenmistir. Calisma,
ilknur AK’1n damigmanliginda yiiriitiilen ve Koray BENAS
tarafindan hazirlanan “Farkli LED Isik Kaynaklarmin
Dunaliella salina Teodoresco (chlorophyceae) Biiyiime ve
Pigment igerigine Etkisi” baslikli yiiksek lisans tezi
kapsaminda ger¢eklestirilmistir.
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