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Ozet

Phaeodactylum tricornutum denizel ortamda yasayan tek hiicreli bir diatomdur. Degisen ¢evre kosullari ile birlikte igsi, oval ve Y
seklinde morfotipler gosterebilen bu mikroalg, tim genom dizisi bilinen ikinci diatom olmasindan dolayr model mikroorganizma olarak
kullanilmaktadr. Igeriginde bulunan protein, karbonhidrat ve yag bilesenlerinin yani sira fukoksantin pigmenti P.tricornutum’un ticari amagla
iretimi ve kullanimi i¢in 6nemli faktorlerdendir. Mevcut ¢alismada temel amag, P. tricornutum mikroalgi ile gergeklestirilecek fukoksantin
iretiminde F/2 besin ortaminda bulunan bilesenlerin eksikliginin (azotsuz ve fosfatsiz F/2 besin ortami) fukoksantin iiretimi iizerine etkisinin
arastirilmasidir. Bu amagla hiicreler 13 giin boyunca azotsuz, fosfatsiz, azotsuz-fosfatsiz ve normal F/2 ortamlarinda kiiltive edilmislerdir.
Denenen besin ortamlarinda maksimum spesifik biiytime hizi ( 0,2137 giin™') azot icermeyen besin ortaminda gézlenmistir. Ancak fukoksantin
tretimi g6z 6niine alindiginda maksimum verimlilik degeri 3,01 mg.L'.giin"' olup bu degere normal F/2 besin ortaminda ulasilmistir. Hiicrelere
besin kithgmimn uygulanmasi sonucu fukoksantin miktarinda azalma olmustur. Sonug olarak, primer metabolit olan fukoksantinin {iretimi
hiicre artistyla dogru orantilidir ve pigment miktarinin arttirtlmasi igin stres ortami uygulanmasi hiicre miktarini ve fukoksantin miktarini
azaltmustir.
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The Effect of Different Culture Media on Production of Phaeodactylum tricornutum

Abstract

Phaeodactylum tricornutum is a marine, unicellular diatom. This microalga can exist in different morphotypes (fusiform, triradiate, and
oval), and changes in cell shape can be stimulated by environmental conditions. Furthermore, P. tricornutum is the second diatom for which a
whole genome sequence has been generated. In addition to protein, carbohydrate and lipid content, fucoxanthin pigment is one of the important
factors for the production and usage of P.tricornutum commercially. The main objective of the current study, was to investigate the effect of
component deficiency (nitrogen free and phosphate free F/2 media) in F/2 culture medium on the production of fucoxanthin by P. tricornutum.
With this aim, the cells were cultivated in five different culture media as the nitrogen free, phosphate free, nitrogen-phosphate free and normal
F/2 culture media at 24 °C with the air flow rate of 3 vvm during 13 days of the cultivation period. It was recorded that, maximum specific
growth rate of 0.2137 day™' was obtained in the nitrogen free medium at 24 °C with the air flow rate of 3 vvm.. However, when the fucoxan-
thin production was considered, the maximum product yield of 3.01 mg. L-".day"! was found in F/2 culture medium. Important point to note
here is that fucoxanthin content reduced under the condition of nutrient starvation. Consequently, fucoxanthin content, as a primer metabolite,
increased with increasing the growth rate, and the application of stress conditions reduced the cell growth and fucoxanthin content.
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GIRIS atomdur. Yapisi kuru agirlik bazinda 36,4% protein, 26,1%
karbonhidrat, 18% yag ve 15,9% kiil igermektedir. [1,4].
Fotosentetik mikroalgler arasinda P. tricornutum en g¢ok
caligilan tiirlerden biridir. Tiim genom dizisi bilinen ikinci
diatom olmasi dolayisiyla model mikroorganizma olarak di-
atom ¢alismalarinda yaygin olarak yer almaktadir. Ayrica op-
timum kosullar altinda yiiksek biiyime hizina sahip olmasi
ve eikosapentaenoik asit (EPA), fukoksantin ve doymamis
coklu yag asitleri agisindan zengin bir igerige sahip olmasi
sayesinde gida, farmasoétik, biyoyakat, akuakiiltiir ve kozme-
tik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. [4,5].
Fukoksantin, turuncu renkte olup kahverengi deniz al-
gleri, diatomlar ve dinoflagellatlarda bulunan bir pigment-
tir. Klorofil a, klorofil ¢ ve bir apoprotein ile olugturduklari
fukoksantin-klorofil a/c kompleksi sayesinde fotosentezde
15181 toplayan merkez olarak onemli bir role sahiptir [6].
Fukoksantin pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir. Yapilan
caligmalar bu pigmentin giicli bir antioksidan ve etkili
yag yakma potansiyeli sayesinde anti-obezite etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Ayrica fukoksantinin anti-enfla-
matuvar, anti-diyabetik, anti-kanser, kardiyovaskiiler siste-

Mikroalgler genel olarak denizel ve tatli sularda yasayan
tek hiicreli mikroorganizmalardir. Yiiksek bilyiime hizina
sahip, farkli boyutlarda fotosentetik canlilardir. Dogadaki
ekolojik dengenin korunumunda biiyiik Oneme sahip
olmasinin yani sira igerdigi yag asitleri, steroller, fenolik
bilesenler, terpenler, enzimler, polisakkaritler, alkaloidler,
toksinler ve pigmentler sayesinde mikroalgler ile ilgili pek
cok calisma yiiriitiilmektedir[1].

Okaryotik fitoplanktonda bulunan mikroalgler arasinda
denizel iretimin %40 oranla bilyiik ¢ogunlugu diatomlar
tarafindan gerceklestirilmektedir. Diatomlar kahverengi, tek
hiicreli ve karakteristik olarak silisli hiicre ¢eperine sahip
okaryotik mikroorganizmalardir[2]. Yeryiiziindeki yillik bi-
yokiitle tiretiminin yaklasik %25’ini saglamalarina ragmen
sadece birkag tiirii akuakiiltiir ve biyoteknolojik iirlin iireti-
minde kullanilmaktadir[3]. Bu tiirlerden biri de Phaeodacty-
lum tricornutum’dur.

P. tricronutum mikroalgi yaygin olarak tuzlu ve deni-
zel ortamlarda yasayan, yetistirilmesi kolay, igsi, oval ve
Y seklinde olmak tizere farkli sekillerde bulunabilen bir di-
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mi koruyucu etkilerinin bulundugu da bilinmektedir[7].

Fukoksantin ilk olarak 1914 yilinda yenilebilir kahveren-
gi deniz algi olan Fucus, Dictyota ve Laminaria tiirlerinden
izole edilmistir[7]. Bu asamadan sonra yapilan ¢alismalarda
fukoksantin genel olarak Laminaria japonica, Eisenia bicy-
clis ve Undaria pinnatifida makroalglerinden elde edilmistir.
Ozellikle L. japonica kahverengi makroalginin {iretimi
sirasinda olusan atiklar fukoksantinin endiistriyel alanda
kullanim i¢in tretiminde siklikla kullanilmaktadir[1]. Fu-
koksantin agisindan zengin olan kahverengi makroalglerin
ekolojik sistemde biiyiik bir 6neme ve yere sahip oldugu
diisiiniildiigiinde bu karotenoid i¢in alternatif kaynak arayisi
uzun siiredir devam etmektedir. Ana karotenoidi fukoksan-
tin olan P. tricornutum diatomu ideal bir alternatif olmasina
ragmen bu konuda yapilan ¢aligmalar smirl sayidadir.

Bu yilizden mevcut calismada, P tricornutum mik-
roalgi ile gergeklestirilecek fukoksantin iiretiminde besin
ortaminda bulunan bilesenlerin eksikliginin biyokiitle ve
iiriin Giretimi tizerine etkisi incelenmistir.

Calismada kullanilan P, tricornutum mikroalgi Ege
Universitesi Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu (EGEMACC-
70)’ndan temin edilmistir. Hiicreler 2 L’lik siselerde F/2
besin ortaminda 14 giin siiresince stok kiiltiir olugturmak
amactyla  kiiltivasyona  birakilmislardir.  Kiiltivasyon
kosullar1 18 + 2 °C sicaklik, 45 uE m?s! 1g1k siddeti ve 2 vvm
havalandirma hizi olacak sekilde ayarlanmistir. Inokulasyon
i¢in hiicreler stok kiiltiirden santrifugasyon ile toplanip 100
ml F/2 ortami igeren 250 mL’lik erlenlere alinmistir. 4 giin
boyunca ayni kosullarda kiiltivasyona devam edildikten son-
ra bu hiicreler toplam hacmin 10%’u oraninda inokulasyon
i¢in kullanilmistir.

Inokulasyon i¢in hazirlanan hiicreler 900 mL steril besin
ortami igeren 1000 mL’lik siselere aseptik kosullarda inokiile
edilmistir. Besin ortaminda meydana gelecek stresin iiriin
tretimi lizerine etkisinin goriilmesi i¢in F/2 besin ortami;
azotsuz (N-Free), fosfatsiz (P-Free) ve azotsuz-fosfatsiz
(NP-Free) igerikleriyle hazirlanmis ve kontrol olarak da nor-
mal F/2 besin ortam1 kullanilmigtir. Bu amagla hiicreler 45
wE m?s! 11k siddeti altinda 3 vvm havalandirma hizinda 18
°C’de 13 giin boyunca kiiltive edilmislerdir.

Kiiltiirlerden 6rnekler giiniin belirlenen saatinde alinarak
analizler iki paralel olacak sekilde gergeklestirilmistir. Hiicre
biiylimesinin izlenmesi i¢in Neubauer hemositometre lami
ile hiicre sayim1 yapilmistir. Ayrica hiicresel tiirbiditenin be-
lirlenmesi i¢in UV/VIS spektrofotometrede 600 nm’de optik
yogunluk Ol¢iilmiistiir. Biiylime egrisinin gézlenmesi adina
yapilan kuru agirlik analizinde 5 ml 6rnek dnceden agirligi
tartilmig GF/C filtre kagitlarindan filtre edilerek 65 °C’de 24
saat boyunca kurutulmuslardir. Hiicre igeriginde bulunan
klorofil-a, klorofil-c ve fukoksantin pigmentinin ekstraksi-
yonu dimetil siilfoksit (DMSO) ile gerceklestirilmistir [8].

Yapilan analizler sonucunda spesifik biiyiime hizi,
ikilenme siiresi, biyokiitle verimliligi ve fukoksantin birikim
hiz1 gibi bazi kinetik parametreler hesaplanmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Hicreler farkli igeriklere sahip besin ortamlarinda (N-
Free, P-Free, NP-Free ve normal F/2) 13 giin boyunca kiil-
tive edilmistir.

Sekil 1’de goriildiigii lizere iiretimin baslangicindan
itibaren hiicre sayisi, ortam stresi bulunmayan normal F/2
besin ortaminda digerlerinden yiiksek farkla maksimum
degere ulagmistir. Normal F/2 igeren besin ortaminda son
giin elde edilen hiicre miktar1 10+£0,02x107 hiicre/ml iken,

azot eksikligi stresi uygulanan siselerde maksimum hiicre
sayist 1,7+0,04x107 hiicre/ml’dir. Prestegard ve arkadaslari
[9] P. tricornutum hiicrelerini 20 °C’de herhangi bir stres
uygulanmayan Walne’s besin ortaminda 249 pE m?s?! 1g1k
siddeti altinda 14 giin boyunca kiiltivasyona birakmislar ve
maksimum 4x107 hiicre sayisina ulagmislardir.

Hiicre yogunlugundaki degisimi gormek amaciyla 600
nm’de gergeklestirilen spektrofotometrik Olglimde nor-
mal F/2 besin ortami 2,12+0,26 degerini gostererek en
yiiksek tlirbiditeyi vermistir(Sekil-1.b). Hiicre sayisindaki
degisimde goriildiigii gibi kiiltiir ortamimin yogunlugu da
stres uygulanan siselerde son derece diisiik degerlerdedir.
Ayrica, klorofil-a degeri ise en yiiksek 5,8+0,21 mg/L,
klorofil-c degeri ise 1,17+0,71 mg/L olarak normal F/2 besin
ortaminda elde edilmistir (Sekil-2). Sicakligin P. tricornu-
tum {iretimi tizerine etkisinin incelendigi bir ¢aligmada F/2
besin ortaminda 20 °C sicaklik kosulu ile 40 uE m2s?! 151k
siddeti uygulanarak elde edilen maksimum klorofil-a kon-
santrasyonu 2,5 mg/L’dir[10].

Uretim sirasinda hiicre morfolojileri incelendiginde
normal F/2 iceren besin ortamindaki hiicrelerin daha uzun
ve igsi yapilara sahip olduklari, stres uygulanan hiicrel-
erde ise oval ve kisa yapilarin belirginlesmeye bagladigi
gbzlemlenmistir.
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Sekil 1. Farkli stres ortamlarinda P. tricornutum hucrelerinin
biiylime profili: a) Hiicre Sayimi, b) Tirbidimetrik analiz (m) N-

Free, (#) P-Free, (A )NP-Free, (®) Kontrol.

Caligsmanin temel amac1 olan fukoksantin tiretimi tizeri-
ne stres ortamlarinin etkisi incelendiginde, en yiiksek fukok-
santin miktar1 3,9+0,42 mg/L ile normal F/2 besin ortami
iceren sisede elde edilmistir. Stres uygulanan sigelerde ise
bu deger birbirine ¢ok yakin olup ortalama 0,4 mg/L’dir
(Sekil-3). Besin ortaminda bulunan bilesenlerin eksikligi ile
fukoksantin miktarinda meydana gelen biiyiik diisiis stres
kosullarmin fukoksantin tiretimini indiiklemedigini goster-
mektedir. Sonug olarak, fukoksantinin fotosentetik aktivite
ile dogrudan iliskili oldugu diisiiniildiigiinde hiicre biiyiime-
sinin maksimum oldugu evrede fukoksantin {iretiminin de en
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yiiksek degere ulastigi belirlenmistir.
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Sekil 2. Farkli stres ortamlarinda P. tricornutum hiicrelerinin kloro-
fil-a ve klorofil-c miktarlarindaki degisim: (m) N-Free, (¢) P-Free,
(A) NP-Free, (®) Kontrol.
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Sekil 3. Farkli stress ortamlarinda P, tricornutum hiicrelerinden elde

edilen fukoksantin miktari: (m) N-Free, (#) P-Free, (A) NP-Free,
(@) Kontrol.

Uretim siiresince yapilan analizler ile elde edilen kinetik
parametreler Tablo-1’de gosterilmistir. Maksimum spe-
sifik biiylime hizina 0,155 giin! degeri ile normal F/2 be-
sin ortaminda ulagilmistir. Hiicrelerin maksimum ¢ogalma
gosterdigi bu ortamda fukoksantin ve biyokiitle miktarlari
da en yiiksek degerdedir.

Tablo 1. Farkli stres ortamlarinda Phaeodactylum tricornu-
tum tretimi i¢in elde edilen kinetik degerler.
Uretim | Kuru | Biyokiitle Spesifik

Kosullar1 | Agirlik | Verimliligi | biiylime
(gL | (gL'gin™) hiz1

Fukoksantin
miktar1 (mg/L)

(1, giin")
18 °C 3,18 0,244 0,225 2,515
24 °C 2,98 0,229 0,156 3,702
28°C 3,31 0,254 0,161 3,967

SONUC

Primer bir metabolit olan fukoksantinin insan sagligina
olumlu etkileri, elde edilebilirliginin kolay olmasi1 ve katma
degeri yiiksek ticari bir {irlin olmast nedeni ile dnemli bir
pigmenttir. Bu metabolitin iiretiminde alternatif kaynak

arayiglart sonucunda karsilasilan P.tricornutum mikroalgi
zengin fukoksantin igerigine sahip oldugundan tercih edile-
bilir bir tiirdiir. Bu ¢alismada, pigment miktarinin arttirilmasi
i¢in denenen stres uygulamasi mevcut tiretimde iiriin tireti-
mini negatif etkilemistir. Uretim sirasinda besin eksikligi
uygulanarak olusturulan stres kosullarinda P. tricornutum
hiicrelerinde hem biyokiitle hem de iriin artigi olmamustir.
Maksimum fukoksantin miktart 3,94+0,42 mg/L olup bu
degere normal F/2 besin ortaminda ulasilmistir. Sonug
olarak, fukoksantin iiretiminin hiicre biiyimesiyle dogrudan
iliskili oldugu belirlenmistir.

TESEKKUR

Bu ¢alisma, ES1408 COST aksiyonu kapsaminda olup
TUBITAK 115M014 proje kapsaminda finansal olarak
desteklenmektedir.

KAYNAKLAR

[1] KimS.M., JungY.J.,,Kwon O.N., ChaK. H., Um
B. H., Chung D., Pan C. H., 2012. A Potential Commercial
Source of Fucoxanthin Extracted from the Microalga Phaeo-
dactylum tricornutum. Applied Biochemistry and Biotech-
nology, 166: (7)1843-1855.

[2] Gundermann K., Schmidt M., Weisheit W., Mittag
M., Biichel C., 2013. Identification of several sub-popula-
tions in the pool of light harvesting proteins in the pennate
diatom Phaeodactylum tricornutum. Biochimica et Bio-
physica Acta (BBA) — Bioenergetics, 1827: (3)303-310

[3] Benavides A. M. S., Torzillo G., Kopecky J., 2013.
Productivity and biochemical composition of Phaeodacty-
lum tricornutum (Bacillariophyceae) cultures grown out-
doors in tubular photobioreactors and open ponds, Biomass
and Bioenergy, 54: 115-122¢

[4] Kwak H. W., Kang M. J., Bae J. H., Hur S. B.,
Kin I. S., Park Y. H., Lee K. H., 2014. Fabrication of Pha-
eodactylum tricornutum extract loaded gelatin nanofibrous
mats exhibiting antimicrobial activity, International Journal
of Biological Macromolecules, 63:198-204.

[5] PerezE.B., Pinal. C., Rodriguez P., 2008. Kinetic
model for growth of Phaeodactylum tricornutum in inten-
sive culture photobioreactor, Biochemical Engineering Jour-
nal, 40: (3) 520-525.

[6] XiaS., Wang K., Wan L., LiA., HuQ., Zhang C.,
2013. Production, Characterization, and Antioxidant Activ-
ity of Fucoxanthin from the Marine Diatom Odontella aurita,
Marine Drugs, 11: 2667-2881.

[7] Juan P, Yuan J. P, Wu C. F., Wang J., H., 2011. Fu-
coxanthin, a Marine Carotenoid Present in Brown Seaweeds
and Diatoms: Metabolism and Bioactivities Relevant to Hu-
man Health, Marine Drugs, 9: 1806-1828.

[8] Duncan M. J., Harrison P. J., 1982. Comparison of
Solvents for Extracting Chlorophylls from Marine Macro-
phytes. Botanica Marina, 25: 445-447.

[9] Prestegard S. K., Erga S. R., Steinriicken P., Mjos
S. A., Knutsen G., Rohloff J., 2015. Specific Metabolites in
a Phaeodactylum tricornutum Strain Isolated fromWestern
Norwegian FjordWater, Marine Drugs, 14 (9).

[10] Bojko M., Brzostowska K., Kuczynska P., Latows-
ki D., Pajor M. O., Krzeszowiec W., Waloszek A., Strzalka
K., 2013. Temperature effect on growth, and selected param-
eters of Phaeodactylum tricornutum in batch cultures, Acta
Biochimica Polonica, 60 (4): 861-864.



