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Bu caismada Isochrysis affinis galbana (Prymnesiophyceag),
Phaeodactylum tricornutum (Bacillariophyceae) ve Porphyridium cruentum
(Rhodellophyceae) turlerinde azot simirlamasinin biyume, lipid ve klorofil a
icerikleri Uzerine etkisi arastirilmistir. Calismada azot simirlamasinin 1. affinis
galbana ve P. tricornutum'da lipid iceriginin yikselmesine sebep oldugu
saptanmis, %50 azot eksiltmesi yapilan calismada |. affinis galbana’ da %30.91
lipid ve 0.755+0.03 gl™* biyomas, P. tricornutum’ da %30.18 lipid ve 0.978+0.02
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In this study, the effects of nitrogen limitation on the growth rates, lipid

and chlorophyll a contents of the species of Isochrysis affinis galbana
(Prymnesiophyceae), Phaeodactylum tricornutum (Bacillariophyceae) and
Porphyridium cruentum (Rhodellophyceae ) were examined. It was observed that
nitrogen limitation increased the lipid content of I. affinis galbana and P.
tricornutum. In the study subjected to 50% of nitrogen reduction, 30.91% lipid
and 0.755+0.03 g™ dry matter were detected in I. affinis galbana, and 30.18%
lipid and 0.978+0.02 gI™ dry matter in the P. tricornutum. The study in which the
nitrogen starvation (100% of nitrogen reduction) applied to P. cruentum, the lipid

content(11.23%) was lower than the other two species.
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1.GIRIS LeylaUSLU

1.GIRIS

Son yillarda mikroalgal biyoteknolojiye giderek artan ilgi, bazi mikroalg
trlerinin  hicre icinde yiksek miktarda biriktirmis oldugu metabolitlerden
kaynaklanmaktadhr.

Algler ¢ok wuzun yillardan beri farkli alanlarda kullanilmakta olup;
hiicrelerinde biriktirdikleri protein, vitamin, yag asitleri, karbohidrat, mineral ve
pigment, hidrokarbon, polisakkarit, antibiyotik ve daha birgok metabolitleri
nedeniyle insanlar tarafindan baslica besin destegi olmak Uzere degisik amaclarla
kullanilmaktadirlar. Bu nedenle 11. Dinya savasindan buyana Amerika Birlesik
Devletleri, Japonya, ingiltere, Almanya ve Norvec gibi gelismis Ulkelerde
mikroalglerin besinsel zenginliklerinden yararlamilmaktadir (Becker, 1994).

1970'li yillarda degisik enerji kaynaklar1 arayisi ile birlikte gines enerjisi
dinyanin ilgisini Uzerinde toplamustir. Algler, gines enerjisini en etkin kullanan
canlilardir ve bu nedenle de farkli mikroalg tirlerinde yeni bilesenlerin kesfedilmesi
amaciyla mikroalg uretim teknolojisine ilgi giderek artmaktadr.

Temel fitoplankton gruplarindan alinan 6rnek tirlerin kiltarleri yapilarak,
blytmeleri Uzerine farkl fiziksel ve kimyasal faktorlerin etkilerinin saptanmasi, bu
gruplarin dogal populasyonlarimin biytmeleri icin gerekli olan sicaklik, CO, dizeyi,
besin kaynaginin kalitesi ve diizeyi, 1s1g1in yogunluk ve stiresi gibi kritik faktorlerin
saptanmasi agisindan da 6nemlidir (Cirik ve Gokpinar, 1999).

Mikroalgler deniz baliklar: yetistiriciligi ve kabuklularin Uretiminde larva
beslemede canli yem olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar ile mikroalglerin
protein, lipid, polisakkarit, pigment, karotenoid, vitamin, sterol, enzim, antibiyotik ve
daha pek cok kimyasal maddeler acisindan zengin olduklarr belirlenmis ve
biyokimyasal igeriklerinden yararlanma amaciyla son 20 yildir biyik miktarlarda alg
kulturleri yapilmaya baslanmustir (Becker, 1994).

Mikroalglerin blyuk o6lgekli yigin kilttrlerinden elde edilen biyomas ile
bundan elde edilen protein, lipid, nisasta, gliserol, dogal pigment ve biyopolimer gibi
metabolitlere olan ticari ilgi giderek artmaktadir. Birgok bilim adami, mikroalgleri,
uzun zincirli doymamis yag asitleri kaynagi (PUFA), vitamin E, pigmentler ve
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steroller, protein ve aminoasit gibi diger metabolitlerin kaynagi oldugunu kabul
etmislerdir (Bandara ve ark., 2003).

Gerek dogal ortamda yasamlarini stirdiren, gerekse laboratuar kosullarinda
kilturleri yapilan denizel ve tatl su alglerinin ekonomideki 6nemi buyuktir. Bu
Onem alglerin c¢esitli alanlarda kullaniimasindan ileri gelmektedir. Besin kaynagi
olarak degerlendirilmelerinin yam sira, atik su aritimn ve tarim alamnda da
kullamlImaktadir. Diger taraftan canli kitleden metan gazi, antibiyotik, karragen, agar
gibi bazi kimyasal maddelerin Uretiminde de yararlamlabilmektedir (Goldman,
1979).

Akuakiltir caligmalarinda ve tek hicre proteini (SCP) elde etme amacina
yonelik tim alg kaltor calismalarinda temel amag, fotosentez isleminde inorganik
maddenin organik maddeye donisimindeki verimliligi en yuksek seviyeye
ulastirmak ve organik maddeyi yani canli kitleyi en verimli sekilde Uretmektir.

Algal biyoteknolojideki gelismelere ragmen mikroalg tdrlerinin kultdrlerinde
cesitli  gucluklerle karsilasiimaktadir. Mikroalg kulturlerinde canli  kitlenin
biyokimyasal kompozisyonu, cevresel faktorler, besi ortami, sicaklik, tuzluluk, pH
ve 151k gibi blytme kosullarina baglidir (Sukenik, 1991).

Mikroalgler organik madde sentezini gerceklestirmek icin Karbon (C), Azot
(N) ve Fosfor (P) gibi temel elementlere gereksinim duyarlar (Davis, 1977). Azot
C'dan sonra canli kitle Uretimi igin en 6nemli besin maddesidir. Azot ag tirlerine
bagl1 olarak kuru agirligin %1 ile %10 unu olusturur. Azotun bazi formlart mikroalg
kaltdrleri icin uygundur. KultUrlerde hticreler tarafindan kullamlabilen en 6nemli
inorganik N kaynaklar1 NOs azotu (NOs-N), NH4 azotu (NH4-N) ve iire azotu
((NH2)2CO-N)’ dur (Gokpinar, 1991). Fitoplankton blyumesini sinirlayan en 6nemli
besleyici elementlerin 6zellikle dogada baskin halde bulunan NH4" ve NOs™ gibi
inorganik N kaynaklar: oldugu saptanmustir (Gokpinar, 1991; Gokpinar, 1994). TUm
N kaynaklar1 hicrenin yapitaslari olan aminoasitlerin ve dolayisiyla proteinlerin
yapisina girmesinden dolay: yasamsal degere sahiptir. Ayrica N'un yag asitleri
Uzerinde ¢ok biyik etkisi oldugu bilinmektedir. Azot, enzim ve proteinlerin yapitasi
oldugu icin, yag asitleri sentezi, algal hicrelerin protein fonksiyonlar1 ve
yapilasmasinda gereklidir. Azot kaynaklar1 ve konsantrasyonlari, alg kilturlerinde
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blyimeyi ve biyokimyasal kompozisyonu etkilemekte ve Ozellikle yag asitleri
degerlerinde ve karotenoyit miktarinda degisikliklere neden olmaktadir. Azot atomu
karbohidratlar ve yaglar Uzerinde etkilidir. Bunun yam sira N sinirlamasi hiicresel
yag aditleri ve hicresel buyume ile iliskili oldugundan, yag asitleri bakimindan
zenginlestirmede N sinirlamast etkilidir. Mikroalg kilturlerinde N sinirlamast,
biyomas ve klorofil a miktarlarinda azalmaya neden olurken, mikroalglerin
biyokimyasal yapisindaki yaglar gibi organik karbon bilesiklerinde artisa neden
olmaktadir. Bu durumda mikroalglerin klorofil a oram azalirken, karotenoyitlerde
artig olmaktadir (Shifrin ve Chisholm, 1981; Sukenik ve ark., 1989).

Son yillarda, tek hicreli alglerden elde edilen yag ve yag asidi Urdnleri
oldukca dikkat cekmistir. 1k olarak Solar Enerji Arastrma Engtitiisii biyoyakit
olarak algal yaglarin kullanim tGzerinde durmustur (Neenan ve ark., 1986).

Enerji kaynag: olarak yenilenebilir, toksk olmayan, biyodizel yakit kaynag:
mikroalglerden yararlanma olanaklar1 konusunda calismalar strdirilmektedir. Bu
amacla yag icerigi ve blylme hizi yilksek mikroalg tirlerinin belirlenmesi
calismalarinin yaninda, hticre iginde mevcut yag iceriginin arttirilmasim uyaran stres
kosullarinin belirlenmesi arastirmalar: pek ¢ok tlkede strdirilmektedir.

Mikroalgler kara bitkileri ile glines 15181 ve karbondioksiti kullanarak organik
madde Uretmeleri bakimindan benzerlik gosterirken, saatler igerisinde bolunerek
cogalmalar1 ve yil boyunca Uretilebilmeleri sebebiyle kara bitkilerinden daha fazla
Urin verimliligine sahip organizmalardir (Siaut ve ark., 2007). Bu fotosentetik
canlilar fotosentez sonucu ortama oksijen vermektedirler ve olumsuz cgevre
kosullarina (yuksek 151k, yuksek sicaklik gibi) kars: tepki olarak metabolizmalarinda
degisiklikler yapabilmektedirler. Chlorophyceae simifina ait Chlorella ve Neochloris
tirlerinin N eksikligi olan ortamda kiltire ainmalari durumunda kuru hiicre
agirliklarinda yag oranlarint %60’ a gikardiklar: belirlenmistir (Siaut ve ark., 2007).

Mikroalgal kitleden yag eldesi konusunda dunyamin pek cok Ulkesinde
calismalar gizlilik igerisinde surdirilmektedir. Yag icerigi yuksek tir arayisinmin
yaninda mevcut tlrler icerisinde yag icerigini yiUkseltme olanaklari da
arastirilmaktadir. Mikroalg Uretiminin ve hasadinin nispeten maliyetli olmasina

ragmen, kara bitkilerine gore avantgjlarinin olmasi ve suyu en verimli kullanan
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sistemler olmalari, arastiricilarin konuya ilgisini artirmaktadir. Buyik hacimlerde
mikroalgal Uretim, verimsiz arazilerde gerceklestirilebilmektedir. Enerji kaynagi
depo Urlnleri, hiicre geperi bilesenleri gibi fonksiyonel lipidler ve yag asitleri tim
bitki hicrelerinin bilesenleridir. Alglerde lipid sentezi yiksek bitkilerdeki lipid
sentezi ile benzerdir (Sawayama ve ark., 1995).

Lipidler (Yaglar) hayvansal ve bitkisel dokularda yer alan, yapilarinda
hidrojen, karbon, oksijen, azot, fosfor ve kiukirt elementleri ile primer ve sekonder
alkol gruplari, serbest ya da esterlesmis karboksil gruplari, amid, fosfat esterleri ve
amin gruplart bulunan organik maddelerdir. Lipidler, hticre yapisinda ve dokularda
bulunabildikleri gibi, bunlarin enerji gereksiniminin karsilanmasinda da rol oynarlar.
Y aglarin oksidasyonunda protein ve karbohidrat gibi diger organik maddelere gore
daha fazla oksijen harcanmasi gerekmekte ve boylece daha yiuksek bir enerji agciga
¢cikmaktadir. Bu nedenle yaglar hayvansal organizmalar icin 6nemli bir enerji
kaynagi, bitkisel organizmalar icgin ise depo maddesi olarak gorev yapmaktadir.
Ayricayagda eriyebilen A, D, E ve K vitaminleri ve dogal ya da sentetik pigmentleri
kapsayan diger besin maddelerinin emilimi igin tasiyici olarak gorev yapmaktadirlar
(Bilguiven, 2002).

Besinsel ve gevresel faktorler, lipid igerigi kadar yag asitlerinin birbirlerine
gore oranlarim da etkileyebilmektedir. Azot simirlamasi ile biiytyen birgok mikroalg
turinde artan lipid igerigi gbzlenmistir. 1940’1 yillarin sonlarinda N agligimin yag
deposu Uzerinde etkili oldugu saptanmis ve kuru agirlikta %70-85 yag diizeyi rapor
edilmistir. Dunaliella sp. ve Tetraselmis suesica gibi bazi alg turleri ise dusik lipid
icermekte ve genellikle lipidden ¢ok karbohidratlar: Gretmektedirler. Azotun disinda
diger baz1 besin eksiklikleri de lipid iceriginde artisa neden olabilmektedir. Ornegin
diyatomlarda lipid miktar1 silikon agligi sirasinda artabilir. Farkli N rejimlerinin
Scenedesmus  obligus, Chlorella wulgaris, Anacystis nidulans, Microcystis
aeruginosa, Oscillatoria rubescens ve Spirulina platensis gibi bazi alg tdrlerinin
lipid icerigi ve blylumesi Uzerine etkileri calisilmistir. Bu calismalarda, disik N
seviyelerinde Chlorophyceae’ nin yiksek dizeyde lipid (biyomasnin %45'i) icerdigi
ve bunun %70’inin triagilgliseroller (TAG) gibi (baslica 16:0 ve 18:1 yag asitlerini
iceren) notral yaglardan olustugu belirlenmistir. Yiksek N seviyelerinde lipid
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ylzdesinin %20 civarina distigi ve bunun da doymamis C16 ve C18 yag asitlerini
iceren polar yaglardan olustugu belirlenmistir. Blytmenin ilk asamalarinda algler,
polar yaglar1 ve doymamis yag asitlerini fazla miktarlarda Gretmektedirler (Piorreck
ve Pohl, 1984).

Azot achginda Porphyridium cruentum'un lipid icerigini 2 katina ¢ikardigi
rapor edilmistir. Azot sinirlamasindan baska alglerde lipid Gretimine etki eden diger
faktorler de tammlanmustir. Ornegin artan 151k siddetinin Chlorella’da tek ve
digalaktozildigliseridler kadar doymamis C16 ve C18 yag asitlerinin olusumunu
arttirdig1 bilinmektedir. Yag asidi kompozisyonu Uzerine degisen CO, miktarinin
etkisi Chlorella fuska igin tammmlanmistir. Havadaki %1 CO. ile muamele edilen ve
ototrofik olarak blyiyen hiicrelerde 16:0, 16:3, 16:4, 18:2 ve 18:3 karbonlu yag
asitleri  gozlenmistir. Glukoz eklenen kiltirlerde 16:4 karbonlu yag asidi
kaybolurken; 18:3 karbonlu yag asidi azalmis ve digerleri artmistir (Piorreck ve Pohl,
1984).

Azot kaynagi ve dizeylerinin, algal kilturlerde biyume ve biyokimyasal
kompozisyonu etkileyen en dnemli faktorlerden biri oldugu bilinmektedir (Xu ve
ark., 2001). Bu calisma, Prymnesiophyceae sinifina ait 1sochrysis affinis galbana,
Bacillariophyceae simifina ait Phaeodactylum tricornutum ve Rhodellophyceae
sinifina ait Porphyridium cruentum tirlerinde N simirlamasimin biyome, lipid ve
klorofil a tzerine etkisini belirlemek ve mikroalglerden yenilenebilir, toksik olmayan
biyoyakit eldesine kaynak olusturmak amaciyla yuritilmistor.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Mikroalgler denizel ve tathh su ortaminda bulunan ve besin piramidinin
temelini olusturan canli organizmalardir. Gerek dogal ortamda yasamlarin
sirdiren, gerekse laboratuar kosullarinda kultirleri yapilan denizel ve tath su
alglerinin ekonomideki ©6nemi buyuktir. Bu Onem alglerin ¢esitli alanlarda
kullamlmasindan ileri gelmektedir. Mikroalglerin protein, lipid, polisakkarit,
pigment, karotenoid, vitamin, sterol, enzim, antibiyotik ve daha pek ¢ok kimyasal
maddeler acisindan zengin olduklar1 belirlenmis ve biyokimyasal iceriklerinden
yararlanma amaciyla, son yillarda buyik miktarlarda alg kdlturleri yapilmaya
baglanmustir.  Kadltor ortaminda bazi  fiziksel ve kimyasal faktorlerin
degistirilmesiyle, mikroalglerde varolan dnemli metabolitlerin hiicre iginde artisi
yada azalmasi sbzkonusudur.

Yapilan bu calismada da Isochrysis affinis galbana, Phaeodactylum
tricornutum ve Porphyridium cruentum tdrlerinde N simirlamasinin biyume, lipid
ve Klorofil a Uzerine etkisini belirlemek amaciyla yUritilmastiar. Mikroalg
trlerinin yag icerigini artirmaya yonelik yUritilmis calismalarin bazilar
Ozetlenmeye calisilmistir.

Richardson ve ark. (1969), yaptiklari calismada, N eksiltmesinin algin
yapisi ve buyumesi Uzerindeki etkisini ortaya cikarmislardir. Azot ekskligi
sonucunda hiicre igerigi kalori degerleri, klorofil yapisi ve lipid igerigi incelenmis,
Chlorella sp'de %3 oraninda N eksiltmesiyle 6'inc1 glinde maksimum yag asidi
eldesinin mumkdin oldugu belirlenmistir.

Tornabene ve ark. (1983), yaptiklar: bir calismada, tatl su algi Neochloris
oleoabundas turind farkl: oranlarda N eksikligi bulunan ortamlarda kilttre almis
ve lipid oramnin degisimine bakmuslardir. Azot eksikligi uygulanan gruplarda
lipid oraninin kuru agirlikta %35-54 arasinda arttigini belirlemislerdir.

Ben-Amotz ve ark. (1984), yaptiklar1 bir ¢alismada, kontrollt kosullar
altinda buyutilen tek hicreli 0karyotik yedi mikroalg turtnin lipid profili, yag
Uretimi, hidrokarbonlar ve yag asitlerini arastirmuslardir. Yesil htcreli yavas
blylme gdsteren Botryococcus braunii, N eksikliginde en yiksek miktarda lipid

icermistir (%45). Ankistrodesmus sp., Dunaliella spp. Isochrysis sp. Nannochloris
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sp. ve Nitzschia sp. yeterli N kosullar: altinda ortalama %25 lipid icermistir. Azot
eksikligi, butin tdrlerde lipid iceriginde 6nemli artisa neden olmustur.

Thomas ve ark. (1984), P. tricornutum tirind yeterli diizeyde N bulunan
bir ortamda ve N eksikliginin yapildigi bir ortamda kultire almis ve protein,
karbohidrat, lipid, kil ve biyomas miktarlarim saptamuslardir. Protein oran
%55’ den %25’ e, karbohidrat %10’ dan %15’ e, lipid %20’ den %30’ a, kil %12’ den
%16'ya degisim gostermistir. Lipid orammnmin %30'a ¢ikmasinin  biyomas
miktarinin azalmasindan dolay: 6nemli bulunmadigini bildirmislerdir.

Siron ve ark. (1989), P. tricornutum ve D. tertiolecta turlerini P
sinirlamasinin yapildig: ortamda kilttre almis ve buylme fazlarindaki yag asidi
degisimlerini incelemiglerdir. P. tricornutum'da kultdrin yaslanmasiyla yani
blyime periyodunun sonunda palmitik ve palmitoleik asitlerin arttigim ancak
EPA (Eicosapentaenoic asit)’'in ise zarar gorduginu belirlemislerdir. Aym
zamanda fosfor simnirlamasimin P. tricornutum ve D. tertiolecta hiicrelerinde yag
asitleri diizeylerini 6nemli miktarda artirdigi gozlenmistir.

Harrison ve ark. (1990), gerceklestirdikleri calismalarinda, 3 deniz tirind
(I. galbana, Chaetoceros calcitrans ve Thalassiosira pseudonana) 4 farkli ortam
kosullarinda (N, P, Si eksikligi ve 1sik sinirlamasi)) kiltire amuglar ve
biyokimyasal kompozisyonunu incelemislerdir. Azot eksiltmesi yapilan 3 kiltirde
2'inci gunde lipid oraminda bir degisim olmazken, karbohidrat oraninda arts,
protein oraninda azalislar gozlenmistir. Silisyum eksiltmesi yapilan kultirlerde de
6'1inct saatin sonunda lipid, protein ve karbohidrat oramnda bir degisim
olmamustir. Ancak P sinirlamasimin yapildigi kiltirlerden T. pseudonana’da
20:503 ve 22:6w3 yag asitlerinde dnemli dizeyde azalmalar tespit edilmistir.
20:503 yag asidi |I. galbana tlriinde diger 2 ture gore 6nemli diizeyde az
bulunmustur. Isik sinirlamasinin yapildig: 3 tirde ise lipid oraminda bir tutarlik
gbzlenmedigi belirlenmistir.

Tsuzuki ve ark. (1990), yaptiklar1 ¢calismalarinda, C. vulgaris'e uygulanan
farklt CO, diizeylerinin yag asitleri igerigine olan etkilerini arastirmislardir. Buna
gore; CO, miktart artisiin yag asitleri oramni arttirdigi ve linoleik asit ile a-
linoleik oraninin 6nemli derecede degistigi saptanmustur.
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Sukenik ve Wahnon (1991), 1. affinis galbana’ da farkl: cevresel kosullarin
lipid miktarina etkisini belirlemek amaciyla yiksek 151k ve N sinirlamast
uygulamalar1 yapmuslardir. Yiksek 151k siddeti altinda karbohidrat birikiminin
oldugu ve lipid miktarinda distk bir oranda azalma meydana geldigi; N
sinirlamasinda ise hem karbohidrat hem de lipid oraninda artis oldugu
belirlenmistir.

Y ongmanitchai ve Ward (1991), farkli N kaynaklarinin (NOs-N, NH4-N ve
Ure-N) P. tricornutumiun yag asitleri kompozisyonu Uzerine etkisini
arastirmislardir. EPA bakimindan zengin bir tir olan P. tricornutum igin NO3z-N
ve Ure-N ile hazirlanan besin ortamlarinda en yiiksek degerleri sirasiyla %24.6 ve
%37.8 olarak elde edildigini rapor etmislerdir.

Thompson ve ark. (1992), sicakligin 8 farkli deniz tirinin yag asitleri
Uzerine etkisini calismiglar ve turleri 10°C, 15°C ve 25°C’de kultire almuglardir.
Sicaklik dlzeylerinin yag asitleri miktarlar1 Uzerine etkisinin gok buyuk
farkliliklar gosterdigini belirtmislerdir. Yag asitlerinin yaklasik %4’ [tk kismini
olusturan 14:0 (Miristik asit) yag asiti 25°C’ye gore 10°C’de %20 oram ile C.
smplex ve |. galbana’da en yuiksek bulunurken, P. tricornutum'da azalis
gostermistir. T. pseudonana hari¢ bitin tirlerde PUFA dizeyi 10°C’de daha
yuksek bulunmustur. Sonug olarak bu arastirmacilar sicaklik ile PUFA arasinda
ters bir iliski oldugunu belirtmislerdir.

Brown ve ark. (1993a), Isochrysis sp., P. lutheri ve N. oculata’ y1 kesikli ve
yar1 surekli kultdr sistemiyle kiltire almiglar ve btyimenin farkl: fazlarinda hasat
ederek lipid, protein ve karbonhidrat seviyelerini belirlemislerdir. Kesikli
sistemde logaritmik evrede tum tdrlerin protein oram yiksek (%25.2-41.1),
karbohidrat (%7.1-10.3) ve lipid (%8.8-14.9) oram disuk bulunurken; dinlenme
fazinda Isochrysis sp. ve N. oculata’ da protein (sirasiyla %21.8 ve %20.3) dnemli
miktarda dismis, P. lutheri’de lipid (%16.6) oram arthus ve tum tdrlerde
karbohidrat miktarinda artis olmustur. Yar: sirekli kiltirde ise logaritmik artis
fazina gore logaritmik fazin sonunda tim kilturlerde karbohidrat orani artis
gosterirken, Isochrysis de protein oram dismis ve P.lutheri’ de ise lipid oran artis
gostermistir.
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Brown ve ark. (1993b), denizel mikroalg Isochrysis sp. turtne 12:12
aydinlik peryodu uygulayarak 50pE.m?s™dan 1000uE.m?s"ya kadar 5 farkli
151k yogunlugunda kiltire almiglar ve logaritmik fazin sonunda hasat ederek
biyokimyasal kompozisyonunu incelemislerdir. Isochrysis sp. biyokimyasal yapisi
151k siddetlerine bagli olarak degisim gostermis ve en yiksek protein oranm 100 ve
250pE.m?st 151k siddetinde, en duistik karbohidrat ve lipid oram S0pE.m?s™ isik
siddetinde kaydedilmistir.

Flynn ve ark. (1993), yaptiklari ¢alismada, |I. galbana'yr iki farkli N
kaynag1 kullanarak (NOs; ve NH, azotlari) kilture almiglar ve sonra ortamdan N
kaynagim cekerek yag asitlerine bakmuglardir. NOs-N'u ile blydyen kdltir ile
NH4-N'u ile blyldyen kiltirler arasinda yag asitleri dizeyleri bakinundan
farkliliklar belirlenmistir. NH4-N'u ile blylyen kaltirde yag asitleri hizli bir
sekilde artis gostermis ve NOs-N'u ile kiltlre alinanlara gore iki kat daha fazla
bulunmustur.

Reitan ve ark. (1994), P. tricornutum, Chaetoceros sp., |. galbana, P.
lutheri, N. atomus, Tetraselmis sp. ve Gymnodinum sp. turlerini farkli besin
sinirlamasinin oldugu ortamlarda kiltre alip; lipid ve yag asitleri iceriklerine
bakmiglardir. Lipid oram kuru agirlikta %8.3-29.5 arasinda degisim gostermis ve
en fazla lipid miktar1 1. galbana ve P. lutheri’ de belirlenmistir. Fosfor sinirlamasi
artinldiginda 1. galbana, P. lutheri, P. tricornutum ve Chaetoceros sp.’de lipid
oram artarken; N. atomus, Tetraselmis sp.’de lipid oram dusmustir. Besin
sinirlamasinin yapildig: kulttrlerde PUFA sentezinin azaldig: tespit edilmistir.

Kilham ve ark. (1997), yesil alg Ankistrodesmus falcatus tlrind nitrient
sinirlamasi yapilan ortamda kilttre alarak, biyokimyasal icerigindeki degisime
bakmiglardir. Azot sinirlamasi yapilan kilttrdeki hticrelerin biydkIGgt ve hticre
yogunlugu kontrol grubuyla karsilastirildiginda daha kiicik ve yogunlugunu az, P
sinirlamasi yapilan kiltirdeki hiicrelerin ise daha biiyik ve daha yogun oldugunu
bildirmislerdir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda N sinirlamasi  yapilan
kultdrlerde protein oram dustik, P simirlamas: yapilan kilttrlerde ise karbohidrat
ve lipid oram yuksek bulunmustur. Fosfor sinirlamasi yapilan kaltdrlerde lipid
orant N sinirlamasi yapilan kilturlerden daha ytksek bulunmustur. Protein:lipid
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orant N sinirlamasi yapilan kultirde 0.38 olarak en dusik, P sinirlamast yapilan
kiltdrde 0.44 ve kontrol grubunda ise 1.14 olarak bildirilmistir.

Zhu ve ark. (1997), |. galbana'y1 kapal: tubuler fotobioreaktor sistemde
kilture ahip; lipid, karbohidrat, protein ve yag asidi profilini ¢ikarmislardir.
Kultdrde canli kitle hizli bir seklide artis gosterirken; 1s1k yogunlugu ve sicakliga
bagl1 olarak protein orani, karbohidrat ve lipid miktarlarimin degisim gosterdigi
belirtilmistir. Yag asitlerinden C18:0 ile C18:1'in gin icinde, PUFA’lar (C18:2,
C18:3, C18:4, C20:5 ve C22:6) ve doymus yag asidi C16:0’ min ise karanlikta artis
gosterdigi bildirilmistir.

Fidalgo ve ark. (1998), I. galbana’y1 N kaynagi olarak NOs;, NO; ve Ure
kullanarak kulttre alip; biyokimyasal kompozisyonunu incelemislerdir. Buyume
oram agisindan NOs;, NO, ve dre ile kiltire alinan tirler arasinda bir fark
bulunmazken; en yuksek lipid oram duraklama fazimin baginda tre ile (%42.05)
ve duraklama fazinin sonunda NO; ile (%41.61) bulunmustur. PUFA (%62.27),
EPA (%27.66) ve DHA (Docosahexaenoic asit; 22:6w3) (%14.13) duraklama
fazimin basinda Ure ile yapilan kilttrde en yuksek bulunmustur. En yiksek protein
orant ise %44.96 ile Ure ile yapilan kulturlerde logaritmik fazda bulunmustur.

[llman ve ark. (2000), distk N uygulamasi sonucunda fakli Chlorella
turlerindeki klorofil degerlerin degisimini incelemislerdir. Buna gore; hem normal
kosullarda hem de disik N uygulamasinda C. vulgaris'in diger dort tire gore en
iyi gelisme gosterdigi belirlenmistir. Calismada N eksiltmesi, 5 tlrin yetistirildigi
biyoreaktor sistemde uygulanmis ve kontrol guruplariyla karsilastirilmustir. C.
emersonii’ nin bu uygulamadan diger tirlere gore daha fazla etkilendigi ve hiicre
sayisindaki artisin diger turlere gore en fazla oldugu ortaya cikartilmistir. Ayrica
farkl: Chlorella tirtinde dlgulen yiizde lipid degerlerinin C. sorokiniana digindaki
diger dort turde (C. vulgaris, C. minutissma; C. emersonii, C. protothecoides)
yaklasik olarak 2'ser kat arttigi belirlenmistir. C. sorokiniana’da ise bu deger
hemen hemen kontrol gurubu ile aym diizeyde kal mistir.

Xu ve ark. (2001), Ellipsoidon sp.’de 3 farkli N kaynagimin (NOs-N, NH4-
N ve Ure-N) etkisini arastirmislardir. N kaynaklart NOs-N'u ile NH4-N arasinda
blyime acgisindan farklilik tespit edilmezken; Ure-N ile hazirlanan besin
ortaminda daha diistk oranda bir blyime kaydetmislerdir. Yag asitleri agisindan
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PUFA, EPA ve ARA (Arachidonic asit; 20:4w6) degerlerinin N konsantrasyonu
ile dogru orantili bir sekilde arttigini, en yiksek degerlerin ise NOs-N'u ve NHg-
N’u ile hazirlanan besi ortamlarinda elde ettiklerini bildirmislerdir.

Khozin-Goldberg ve ark. (2002), PUFA ve ARA bakimindan ¢ok zengin
oldugu bilinen Chlorophyta filumuna ait Parietochloris incisa’y1 N eksikliginin
yapildigi ortamda kultire alarak yag asitleri degisimine bakmuslardir. Azot
acliginin oldugu ortamda yag asitleri miktar: kuru agirlikta %35’ in Gsttine gikmis,
ARA miktar1 ise yag asitleri icinde %60'a ulagmistir. Biyomas miktarinin
artmastyla birlikte hem yag asitleri hem de ARA miktarinin arttig: belirlenmistir.

Cylindrotheca sp.’nin dort farkli susu ( B156, B164, B196, B200) Liang
ve ark. (2002) tarafindan kiltire alinmis ve blytme evrelerinin farkl: fazlarinda
hasat edilerek yag ve yag asitleri kompozisyonuna bakilmistir. Lipid oran en
fazla duraklama fazinin sonunda B156'da %24, B164'de %26.6 ve B200'de
%17.3 olarak saptanirken, logaritmik artis fazinda B196’ da %15.5 ile en yiksek
bulunmustur.

Renaud ve ark. (2002), Isochrysis sp., Chaetoceros sp., Rhodomonas sp.
ve Cryptomonas sp. turlerini 5 farkli sicaklik derecesinde (25°C, 27°C, 30°C,
33°C ve 35°C), %025 tuzluluk, pH 8.3 ve 80umolphotonm?s? 151k yogunlugunda,
12:12 aydinlik-karanlik peryodu uygulayarak kiltire alip; kimyasal kompozisyon
ile yag asitleri kompozisyonunu incelemislerdir. 25°C’ de Chaetoceros sp. %16.8
ile en yliksek lipid oramna sahipken, 27-30°C’ lerde en yiksek lipid oram %21.7
ile Isochrysis sp.’ de saptanmustir.

Bandarra ve ark. (2003), 1. galbana’y: 2 farkli aydinlanma periyodunda
(24 saat devamli 151k ve 16:8 aydinlik-karanlik peryotu) kilttre alip; yag asitleri
ve sterol oranlarina bakmuslardir. En yiksek PUFA oram 8 saat aydinlatma
yapilan kiltirde belirlenirken, stirekli aydinlatma yapilan kiltirlerde sterol oran
artis gostermistir.

Rousch ve ark. (2003) tarafindan, P. tricornutum ve C. muelleri torleri 2
saat boyunca 24°C, 30°C, 35°C, 40°C'lik; 24 saat boyunca 24°C, 30°C ve
35°C'lik 1stya maruz birakilmis ve yag asitleri degisimine bakilmstir. 2 saatlik
uygulama sonucunda P. tricornutum’ da sicaklik arttikca PUFA oramnda azalma
(%55'den %49'a), doymus yag asitlerinde (SFA) artma (%27 den %32'ye)
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gbzlenmistir. Ayni durum C. muelleri icinde gegerli olup; PUFA oram %56’ dan
%38'e duserken, SFA ise %19'dan %34’'e yiukselmistir. 24 saatlik uygulama
sonucunda P.tricornutum’da PUFA oraninin %57 den %54’ e ve C.muelleri’de ise
%40 dan %35'e dustigu belirlenmis ve her iki uygulama sonucunda da yag
asitlerinin sicaklik degisimlerinden etkilendigi saptanmustir.

Fabregas ve ark. (2004), Nannochloropsis sp. tirint farkli 151k
yogunluklarinda (40, 60, 80, 220 ve 480pmolquantam?s?®) kiiltire alip;
biyokimyasal yapisini incelenmistir. En yuksek protein orani, 220pmolquantam
st 151k siddetinde %42.76 olarak belirlenirken, en yiksek lipid (%660.71) ve
karbohidrat (%629.02), 40umolquantam?s® 151k siddetinde saptanmustir. Diisik
151k siddetinde (40umolquantams™) %28.9 olan EPA degerinin 1sik siddetinin
480pmolquantams™ e cikarildig1 zaman %8.02' ye duistiigii belirlenmistir.

Xu ve ark. (2004), Nannochloropsis sp.’yi miksotrofik olarak beslemisler
ve denemelerinde N kaynagi olarak NOs'1, karbon kaynag: olarak da glukozu
kullanmiglardir. Nannochloropsis sp.’nin yigin kaltirta yapildiginda EPA oran
%23.6 iken, NO3; uygulamasinda %30.9, glukoz eklemesi sonucunda ise EPA
orant %20.1 olarak saptanmustr.

Zhila ve ark. (2005), B. braunii torinid %75 N sinirlamasinda, 10:14
aydinlik-karanlik peryodu uygulayarak ve %1 CO, vererek kilture alip; blytime
ve lipid kompozisyonunu goézlemislerdir. Yirmi gunlik calismamin sonunda
kontrol ortamiyla karsilastirildiginda, guinlik biyomas %6.8 den %2.9 a diserken,
lipid orant ise %21’ e yikselmistir.

Hu ve Gao (2006) tarafindan, Nannochloropsis sp. farkli N, P, sicaklik ve
tuzluluk seviyelerinde kiiltire alinmis ve CO, oran: ise 2.800 pll™ olacak sekilde
ayarlamisti. Bu calismada, N ve P miktarlarint artirdikga protein ve PUFA’larin
artis gosterdigi ancak karbohidrat, lipid ve yag asitlerinin azaldigi sonucuna
varmiglardir. Tuzlulugun azaltiimasiyla yag asitlerinin ve PUFA’larin arttigs,
sicakligin artisiyla da yag asidlerinin arttigi; PUFA’larin ise azalis gosterdigi
belirtilmistir.

Khozin-Goldberg ve Cohen (2006), tatli sularda bulunan Monodus
subterraneus' a P sinirlamasi uygulamislar ve P diizeyi 175umol’den 52.5umol’e
ve 175umol’ den Opmol’ e azalttiklar: 2 farkli ortamda kdltire almiglardir. Lipid ve
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yag asitleri degisimi gbzlemlendiginde PUFA ve EPA oranlarinda sirasiyla
%28.2" den %20.8' e ve %19.4' den %15.5' e azalmalar oldugu ancak lipid oramnda
artis ve buna bagli olarak datriagilgliserol oraninda artis saptanmustir.

Liang ve ark. (2006), P. tricornutum ve C. muelleri‘yi NOs, NH, ve Ure
gibi Gg farkli azot kaynag: iceren ortamda ve 4 farkli UV 151k yogunlugunda 2 giin
sireyle kiltire almiglardir. Her iki tirde buytme tzerine farkli N kaynaklarinin
etkisi olmazken, yag asitlerinin timt farkli N kaynaklarindan etkilenmistir. Her
iki tirde de maksimum doymus yag asitleri NH, iceren ortamda, tekli doymamis
yag asitleri (MUFA) NOs iceren ortamda ve PUFA ise Ure eklenen kilttirde
saptanmustir. Tum N kaynaklarinda ve her iki tirde de UV PUFA’nin artising;
SFA’ nin azalmasina neden olmustur.

Xu ve ark. (2006), C. protothecoides in heterotrofik ve ototrofik yetistirme
sartlarinda biyodizel olarak kullanim olanaklarim karsilastirmiglardir. Buna gore
C. protothecoides'in ototrofik olarak kiltire alindiginda, hiicre icerisindeki
protein oraninin hetetrofik beslemeye gore 5 kat arttig1 (54.64 (0t.)/10.28 (Het.)),
ancak lipid oraminin 4 kat (14.57 (Ot)/55.20(Het)) ve karbohidrat oramnin 1.5 kat
(10.62 (Ot)/15.43 (Het)) daha dusik oldugu ortaya konmustur.

Weldy ve Huesemann (2007), D. salina'y1 iki farkl 151k yogunlugunda
(200 ve 800pmolphotonm™s™) ve N sinirlamasi yaparak fotobiyoreaktér sistemde
kiltire alip; lipid orammin degisimine bakmglardir. Yiksek 151k ve N
eksiltmesinin oldugu kulttirde blyime fazinin basinda %16 olan lipid oramnin
durgunluk fazimin basinda %44 e yikseldigini ve sadece yiksek 1sik altinda bu
oranin %38’ lerde kaldigini bildirmiglerdir.

Raghavan ve ark. (2008), C. calcitrans'1 laboratuar kosullarinda farkl:
sicaklik (20-25°C), farkli tuzluluk (%025-30) ve CO, ile havalandirma
kosullarinda kiltore alip; buyime, karbohidrat, lipid ve protein degerlerini
belirlemislerdir. Bu arastrmada biyomas degerleri karbondioksit ilavesinden
etkilenirken, tuzluluk ve sicaklik degisiminden c¢cok az etkilenmistir.
Karbondioksit eklemesi protein degerini artirirken, karbohidrat: dustrmds, lipid
orammn degistirmemistir. Y Uksek tuzlulukta karbohidrat artis gostermis, protein ve
lipid oranlarinda dusUsler olmustur. DusUk sicaklhikta da lipid ve karbohidrat
degerleri artarken, protein etkilenmemistir.
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Li ve ark. (2008), N. oleoabundans'1 farkli N kaynaklar1 (NOs, Ure ve
NH,) kullanarak kiltire alarak hiicre biytmesi ve lipid birikimi Uzerine etkisini
calismislardir. En fazla biyomas NO; ile 2.5g1™" olarak bulunurken, en diisiik
biyomas ise 1.1gl™ ile NH4’ da bulunmustur. En yiiksek lipid oraminin da %38 ile
NOj3 uygulamasinda elde edilmistir.

Converti ve ark. (2009), biyodizel Uretimi icin N. oculata ve C. vulgaris'i
farkli N konsantrasyonlari ve farkli sicakliklarda kiltire alarak yaptiklar
calismada, N. oculata’da sicakligi 20°C’den 25°C'ye yukselttiklerinde lipid
oraninin %7.9'dan %14.92'ye arttigimi ve C. wulgarisde sicakligi 25°C’den
30°C’ye yukselttiklerinde ise lipid orammn 9%714.71'den %5.9'a dustiginu
belirtmislerdir. Aym zamanda N oramm %75 oramnda azalttiklarinda lipid
oramnmn N. oculata’ da %7.9' dan %15.31'e ve C. vulgaris de %5.9'dan %16.41'e
yukseldigini bildirmiglerdir.

Gouveia ve ark. (2009), N. oleoabundans turtini biyoyakit elde etmek
amaciyla farkli kdltor kosullarinda kiltire alarak, biyomas ve lipid miktarim
incelemislerdir. Ortalama biyomas Uretimi 30°C’de, yeterli N bulunan ve CO,
ilavesi yapilan ortamda ve ikilenme zaman 1.4 giin olan ortamda saptanmistir. En
yuksek biyomas miktar1 30°C'de ve yeterli N bulunan ortamda saptanmustir.
Maksimum lipid orant %56 ile 6 giin N sinirlamast yapilan ve 30°C’ deki kultirde
saptanmis, bunu %52 lipid oran: ile N eksiltmesi yapilan 30°C deki ve CO. ilavesi
yapilan kaltdr izlemistir.

Oh ve ark. (2009), P. cruentum'u farkli blydme kosullarinda (12:12
aydinlik-karanlik peryodu ve CO; karbon kaynagi, 6:18 aydinlik-karanlik peryodu
ve CO; karbon kaynagi, 18:6 aydinlik-karanlik ve CO, karbon kaynagi, 24 saat
karanlik ve glukoz karbon kaynagi, 24 saat karanlik ve gliserol karbon kaynagi
olarak kullanarak) kilttre alip; lipid miktarinin degisimine bakmislardir. En fazla
lipid oram %19.3 ile 12:12 aydinlik-karanlik peryodu uygulanan grupta
bulunurken; en dusik lipid %2.2 ile karanlik ortamda gliserol eklenen grupta elde
edilmistir. Maksimum biyomas ise 2.1gl™ ile 12:12 ve 18:6 aydinlik-karanlik
uygulanan gruplarda bulunmustur.

Tathh su algi N. oleoabundas fotobiyoreaktor sistemde N eksiltmesi
yapilarak ve normal bes yerinde Pruvost ve ark. (2009) tarafindan kultire
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alinmig; biyomas ve lipid degisimine bakilmistir. Normal besi ortaminda biyomas
16.5 gm?guin™ ve lipid %23 iken, N eksikligi uygulanan grupta biyomas diismiis
ancak lipid oram %37’ ye ulagmustir.

Rodolfi ve ark. (2009), 30 farkl:i turd laboratuar ortaminda lipid ve
biyomas miktarim belirlemek amaciyla kultire almiglar; bunlardan biyomas ve
lipid oram yUksek olan 4 tirt (2 denizel ve 2 tath su tord) dis ortamda 20 L’lik
duz alveolar panel reaktorde N eksikliginde kiltire alarak biyomas ve lipid
oramim incelemislerdir. Denizel tirlerden Nannochloropsis sp.'nin N eksiltmesi
yapilan ortamda lipid igerigini %60’ a ¢ikardigin belirlemislerdir.

Widjaja (2009), C. wulgaris turint farkli buyime kosullarinda kiltire
alarak biyomas ve lipid miktarim belirlemeye calismistir. Calismada ilk olarak
normal besi ortaminda tirG kultdre almis ve logaritmik artis evresinin sona
ermesiyle N'u tamamen c¢ekilmis ortamda 7 ve 17 gun sireyle kiltire alarak
biyomas ve lipid miktarint belirlemistir. Biyomas ve lipid oran: 17 giin boyunca N
eksiltmesi uygulan ortamda daha fazla bulunmustur. ikinci grup calismada farkl:
oranlarda CO, (0, 20, 50 ve 200 midakika®) ilavesi yaparak biyomas ve lipid
miktart belirlenmistir. 0 ve 20 midakika™ CO.’in biyiimeyi arttirdigi, 50 ve 200
midakika™ COin ise bilyiimeyi yavaslattigi belirlenmistir. Aym sekilde normal
besi ortami ve 17 giin N eksiltmesi yapilan kiiltirlere verilen 20 midakika™ CO; in
lipid oranini artirdig: bildirilmistir.

Zhao ve ark. (2009), Skeletonema costatum ve Prorocentrum donghaiense
turlerini farkli miktarda N ve P igeren ortamlarda 12:12 aydinlik-karanlik peryodu
uygulayarak kidltire almis ve lipid, karbohidrat ve protein degisimine
bakmiglardir. Calismanmin sonunda S costatum P sinirlamast yapilan besi
ortaminda lipid miktarim artirirken; hem N hem de P sinirlamasi yapilan ortamda
karbohidrat miktarint artirmigtir.  Toplam protein ise N-P iceren ortamda
biyomasda yiksek oranda saptanmistir. P. donghaiense hicrelerinde N ve P
sinirlamasinin yapildigi ortamda lipid ve karbohidrat miktar1 artis gosterirken;
besin sinirlamasimin  yapildigr  ortamlarda  toplam  proteinde  degisim
gbzlenmemistir. Ayrica S costatum’un bu U¢ biyokimyasal yapiyi1 biriktirme
yeteneginin P. donghaiense’ ye gore daha yiksek oldugu belirlenmistir.
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Damiani ve ark. (2010), yaptiklar1 calismada Haematococcus pluvialis'i
farkli stres kosullar1 altinda (yUksek 1sik, yiksek 1s1k-N eksikligi) kdltire
aldiklarinda, lipid oranimin N eksikligi ve yiksek 151k yogunlugunda %15 den
%32.99' a yukseldigini belirtmislerdir.

Satoh ve ark. (2010), yeni bir mikroalg tiri olan Pseudochoricytis
ellipsoidea (Trebouxiophyceae)'y1 5-10 giin boyunca normal besi yerinde kiltire
alarak maksimum hicre yogunlugunu elde etmis ve sonra N sinirlamasinin oldugu
ortamda 8 gun boyunca kultire alarak lipid ve yag asitleri degisimine
bakmiglardir. Normal besi yerinde kiltire alinan torin lipid oram %32, N
sinirlamast yapilan ortamda ise %26 oldugunu ve ayni zamanda N sinirlamasi
yapilan ortamda hidrokarbon ve trigliserid miktarinda artislar  oldugunu
bildirmislerdir.

Bulut Mutlu ve ark. (2011), C. vulgarisi laboratuar kosullarinda 5 farkl
besi ortaminda (%50 N eksiltmesi, %100 N eksiltmesi, %50N-P eksiltmesi, %50
P eksiltmesi ve besin farklilig: (N kaynagi NOy)) kilture alip; lipid, biyomas ve
protein miktarlarindaki degisimi incelemislerdir. En yuksek lipid %35.6 ile %100
N eksiltmesi uygulanan grupta bulunurken, en disik protein de %13.01 ile bu
gruptave en diisiik biyomasise 0.12g1™ ile NO, grubunda saptanmustir.

Uslu ver ark. (2011), S platensis'i laboratuar kosullarinda %50 ve %100 N
eksiltmesi yapilan ortamlarda kiltire alarak lipid, biyomas ve protein degisimine
bakmiglardir. %100 N eksiltmesi yapilan grupta en yutksek lipid %17.05 ile
bulunurken; protein %5.6 ve biyomas 1.00gl™ olarak belirlenmistir.
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3.MATERYAL VEMETOD

3.1.Materyal

3.1.1. Kultire Alinan Fitoplankton Turleri

Isochrysis affinis galbana ve Phaeodactylum tricornutum UTEX Kkuoltdr
koleksiyon laboratuarindan, Porphyridium cruentum Ege Universitesi Su Uriinleri
Fakiltesinden temin edilmistir.

Isochrysis affinis galbana’ ya ait sistematik siniflandirma asagidaki gibidir
(http://sn2000.taxonomy.nl/Taxonomicon/TaxonT ree.aspx1d=122600).

Ust Alem . Eukaryota - eukaryotes

Alem : Chromista T. Cavalier-Smith, 1981 — chromists
Alt Alem : Chromobiota Cavalier-Smith, 1991

Asag1 Alem : Haptista

Sube : Haptophyta™ Hibberd ex Cavalier-Smith, 1986
Simf . Prymnesiophyceae D.J. Hibberd, 1976

Takim . Isochrysidales Pascher, 1910

Aile . Isochrysidaceae™

Cins . Isochrysis™ M. Parke, 1949

Tar . Isochrysis affinis galbana

Denemede kullamilan tirlerden biri olan I. affinis galbana iki kamgisi
bulunan, haptonemas: bulunmayan, sari-kahverenkli tek bir kloroplast: olan tek
hicreli denizel bir torddr. Hucre buydkligl 4-8 pm'dir (Hoff ve Snell, 1987).
Yiksek miktarda PUFA icermesinden dolayr akuakiltirde o©zellikle bivalvia
larvalarinin beslenmesinde canli yem kaynag: olarak kullanilmaktadir (Sanchez ve
ark., 2000).
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Sekil 3.1. Denemede Kullanilan Isochrysis affinis galbana (Foto: Leyla Uslu; 2011).

Phaeodactylum tricornutum’ a ait sistematik siniflandirma asagidaki gibidir
(http://sn2000.taxonomy.nl/Taxonomicon/TaxonTree.aspx2d=127554& tree=0.1)

Ust Alem  : Eukaryota —eukaryotes

Alem : Chromista T. Cavalier-Smith, 1981 — chromists

Alt Alem : Chromobiota Cavalier-Smith, 1991

Asagi Alem :Heterokonta (Cavalier-Smith, 1986) Cavalier-Smith, 1995—
heterokonts

Sube : Ochrophyta (Cavalier-Smith, 1986) T. Cavalier-Smith, 1995

Alt Sube : Diatomeae (Dumortier, 1821) Cavalier-Smith, 1995 - diatoms
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Simf : Bacillariophyceae Haeckel, 1878 - raphid. pennate diatoms
Alt Simif : Bacillariophycidae™ (Haeckel, 1878) Mann, 1990
Takim : Naviculales Bessey, 1907

Alt Takim  : Phaeodactylineae J. Lewin, 1958

Aile . Phaeodactylaceae™ Silva, 1962

Cins : Phaeodactylum™ Bohlin, 1897

Tur : Phaeodactylum tricornutum Bohlin

Tek hicreli olan Phaeodactylum tricornutum, tatl su tirt olmasina ragmen,
denizel ortamda da yasayan bir diatom tdriddr. Hicre merkezinde gogunlukla
kahverengi kromotoforu ve ¢ok buytk bir golgi cisimcigi bulunmaktadir. Genisligi
3um olan tdrin uzunlugu 8-20um’'ye kadar degisim gostermektedir. Oval ve
fusiform hicre sekilleri olan pennat bir diyatom turtdir (Lewin, 1958). P.
tricornutum %30-45 arasinda PUFA icermekte ve bunun da %20-40'1n1 EPA
olusturmaktadir (Fajardo ve ark., 2007). EPA’mn kalp hastaliklarinda, yuksek
kolestrol tedavisinde, kandaki kolestrolii disirmede ve romatizma riskinin
azaltilmasinda kullanildigini ileri sirmuslerdir (Dyerberg, 1986; Simopuolus, 1991,
Durmaz, 2002’ den).
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Sekil 3.2. Denemede Kullanilan Phaeodactylum tricornutum (Foto: Leyla Uslu;
2011).

Porphyridium cruentunt a ait sistematik siniflandirma asagidaki gibidir.
(http://sn2000.taxonomy.nl/Taxonomicon/TaxonTree.aspx2d=127579& tree=0.1).

Ust Alem  : Eukaryota - eukaryotes

Alem . Plantae Haeckel, 1866 — plants

Alt Alem . Biliphyta Cavalier-Smith, 1981

Sube : Rhodophyta Wettstein, 1922 - red algae
Alt Sube : Rhodellophytina Cavalier-Smith, 1998
Sinif : Rhodellophyceae™ Cavalier-Smith, 1998
Takim : Porphyridiales

Aile . Porphyridiaceae™

Cins : Porphyridium™ Négeli, 1849, nom. cons.
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Tar : Porphyridium cruentum (S.F. Gray) Néageli

Rhodellophyceae sinifina ait Porphyridium cruentum, denizlerde bulunan tek
hicreli kirmizi alglerdendir. 4-9um capinda kiresel hicrelere sahip olan P.
cruentum'da hiicre duvari yoktur. Hucreler tek basina ya da yigin bir sekilde
diizensiz koloniler olusturarak musilaj bir kilifin i¢cinde bulunurlar (Vonshak, 1988).
Mikroalgal hiicre metabolitleri daha ¢cok dinlenme fazinda Uretilmektedir (Schlegel,
1985). Bu metabolitler organik asitler, karbohidrat, aminoasit, pestisit, vitamin,
organik madde, antibiotik, enzim ve toksik bilesenlerdir. P. cruentum'un kuru
agirhigimn yaklasik %28-39'unu protein, %40-57'sini karbohidrat ve %9-14’inl de
lipid olusturur. Ayrica tocopherol, K vitamini ve blylk miktarda da karotenoid
icermektedir (Becker, 1994). Hicrelerin karakteristik kirmizi rengi, icermis olduklari
fikoeritrinden kaynaklanmaktadir (Gantt, 1981). Sinirlayici kosullar altinda koltir
viskoz bir yap1 alir ve polisakkarit tretmeye baglar (Ramus ve ark., 1989).

Sekil 3.3. Denemede Kullanilan Porphyridium cruentum (Foto: Leyla Uslu; 2011).
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3.1.2.Kultdr Ortam

Denemede, denizel tirler igin F/2 ve diatom turt igin Si-F/2 kiltdr ortam
(Guillard, 1973) modifiye edilerek kullanilmustir. Kultlr ortaminin igerigi (Cizelge
3.1; Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3)'te verilmistir. Denemede kullanilan deniz suyunun
tuzlulugu salinometre (Orion 3 Star) ile dl¢uldikten sonra %030 olacak sekilde saf su
ile ayarlanmigtir. F/2 kiltor ortamimin hazirlanmasinda kullanilan deniz suyu 0.45
pm goz agikhiginda GFC (Whatman 0.47) filtre kagidindan stzdlmus, Si-F/2
ortamimin hazirlanma asamasinda da ayni islemler tekrarlanmis; Si eklemesi pH
metre (Hanna, pH211) ile besi ortaminin pH'1min 3-4'e dustrilmesinden sonra
yapilmistir. Denemede kullanillacak tim besi ortamlarimn pH'1 8 olarak
ayarlanmistir. Deneme kurulmadan 6nce besi ortamlar: 121°C’de 30 dakika sire ile
otoklavda (Hirayama-HV-50L) steril edilmistir.

Cizelge 3.1. F/2 Kultdr Ortamu (Guillard, (1973)'ten)

Miktar Eklenen Madde Stok Sollisyon Molar Konsantrasyon
imil™* NaNO; 75g1™ 882umolL™

imliit NaH,PO,-H,0 5gl™ 363pmolL™

imliit f/2 metal soliisyonu  Cizelge 3.2

0.5mll™ f/2 vitamin solisyonu  Cizelge 3.3

Cizelge 3. 2. F/2 Metal Solusyonu

FeCls-6H,0 3.15g
Na,EDTA-2H,0 4.36g
CuS0,-5H,0 0.0098g
Na,Mo0,-2H,0 0.0063g
ZnS0,4-7H,0 0.022g
CoCl,-6H,0 0.01g
MnCl,-4H,0 0.18g
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Cizelge 3.3. F/2 Vitamin Solusyonu

Vitamin By, (1.0gl™ dH,0) 0.001g
Biotin (0.1gl™ dH,0) 0.001g
Thiamine HCI 200mg

3.1.3. Deneme K osullary

Denemenin  yarataldugt  laboratuarda  sicaklik, iklimlendirme cihazi
kullamilarak 22+2°C’ de tutulmustur. Deneme stiresince kdilttrlerde 80pmol photonm
st 151k siddeti kullarlmis, 16:8 saat aydinlik-karanlik periyodu uygulanmustir.
Uygulanan 1s1k siddeti 11k metre (Licor, LI-250) ile dl¢tlmustdr. Isik kaynagi olarak

floresan (Tekfen, TLD36 watt) lambalar kullanilmistir.

3.2.Metod

3.2.1. Modifiye F/2 Kultir Ortaminin Hazirlanmas

Arastirmada kullanilan denizel tirlerde lipid miktarlar1 arasindaki farkliligi
gormek amaciyla uygulanan muamelelerde besin eksikligi calisilmis, bu amacla F/2
ve Si-F/2 kudltir ortamnda bazi degisiklikler yapilmistir. Besin  eksikligi
uygulamasinda N elementi kdltir ortamindan birinci deney grubunda tamamen
(%100) ve ikinci deney grubunda %50 oraninda azaltilmustir. F/2 besi ortaminda
0.075gI7 NaNO; bilesiginde 882umoll* N elementi bulunmaktadir. Kurulan
muamele gruplarinda 882umoll™ (kontrol), 441pmoll™ (%50 N(-)) ve Opmoll™*
(%100 N(-)) konsantrasyonunda N elementi olacak sekilde besi ortam
hazirlanmustir.

Deneme Gruplary: Isochrysis affinis. galbana, Phaeodactylum tricornutum ve
Porphyridium cruentum icin asagida verilen sablondaki gibi deneme gruplar:

olusturulmustur.
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I. affinis galbana
P. tricormutum
P. cruentum

Kontrol %50 N(-)
(882pmoll* NaNQs) {44 Tpmoll-’ NaMO,

56100 N(-)
(Opmol* NaNQ-

3.2.2. Denemenin Kurulmas ve Y Uritilmes

Denemeler 8I'lik cam kavanozlarda 71'lik kdltor hacminde %20 asilama
yapilarak 3 tekrarli olacak sekilde kurulmustur (Sekil 3.4). Denemenin baslangic
optik yogunluk (OD), biyomas ve klorofil a degerini belirlemek amaciyla deneme
kaplarindan drnekler alinmstir.
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3! _,,___1."_"*. " wed

ok o o e

102007

Sekil 3.4. Turlere Ait Deneme Dizenegi
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Optik yogunluk icin 5ml ve klorofil a analizi i¢in 5ml 6rnek alinmustir. Optik
yogunluk |. affinis galbana tird igin 680nm (Lin ve ark., 2007), P. tricornutum trd
icin 625nm (Acién Fernandez ve ark., 2003) ve P. cruentum icin 680nm (Kusmiyati,
2007) dalga boyunda visible spektrofotometre (Shimadzu, UV mini 1240) ile
degerlendirilmistir

Klorofil analizi icin alinan 5ml’lik 6rnek, su trombu yardimi ile GFC filtre
kagidindan stiziilmils ve 15ml’lik deney tiiplerine konmustur. Uzerine 10ml %90’ l1k
aseton ilavesi yapilmistir. Asiditenin artmasi ve pigmentin zarar gérmesini 6nlemek
amaciylafiltre sirasinda 2 damla %1’ lik MgCOs; eklenmistir. Agizlari mantar tipaile
kapatilan deney tupleri calkalandiktan sonra buzdolabinda (+4°C) 24 saat karanlikta
birakilmis ve ekstraksiyon siresi sonunda Ustteki berrak kisim alinarak visible
spektrofotometrede 630, 645, 665 ve 750nm’ de absorbsiyon degerleri 6lcUlmistar.
750nm’ de okunan degerler bulaniklik dizeltme faktorl olarak kullamlimustir. Bu
amacla 750nm’de okunan absorbans degerleri diger dalga boylarinda okunan
degerlerden cikartilmis ve klorofil a konsantrasyonlart asagidaki  esitlikler
kullanmlarak hesaplanmistir (Formil 3.1 ve Formil 3.2), (Parsons ve Strickland,
1963).

Klorofila=11.6 x D665 —1.31 x D645 — 0.14 x D630 3.1
ugl™ =C x E XV (3.2

C= Birinci esitlikte hesaplanan klorofil miktari
V= filtre edilen su 6rnegi (1)

v= kullanilan asetonun hacmi (ml)

|= kivetten gegen 151k yolu (cm)

Denemenin basladigi gunden itibaren tim tdrlerde her gin biyomas analizi
icin 20ml Ornek alinmistir. Biyomas miktarlarimin saptanmasi igin, 0.45um g6z
acikhigindaki “glass fibre” filtre kagitlar1 (GFC), sizme dizenegi ve bir su trombu
kullanilarak olusturulan vakum pompa ile sizildi. Filtre kagitlari etivde
(Medcenter, Venticell 111) 105°C’de 1 saat tutuldu ve desikatorde saklandi. 0.001g

28



3.MATERYAL VE METOD LeylaUSLU

duyarl1 terazide (Denver, TP214) dara agirliklart alinmustir. Yogunlastirilmis
biyomas etlivde 105°C’'de 2 saat tutulmustur. Bu sire filtre kagitlari desikatore
konularak, oda sicakligina kadar sogumalar1 saglanmis ve daha sonra 0.001g duyarli
terazide tartimlari yapilarak biyomas miktari hesaplanmistir (Boussiba ve ark.,
1992).

Biyomas degisimlerini belirlemek amaciyla, ginlik olarak 6lglilen biyomas
miktarlar1 kullanilarak, ilk gine gore hacimsel biyomas c¢ikis oram (PV)
hesaplanmistir (Formul 3.3), (Qiang ve Richmond, 1994).

PV(gl 'giin"!) =X, — ii; —t, (3.3)

X1= t; zamanindaki kuru biyomas agirligi,
Xo= tp zamanindaki kuru biyomas agirlig,
t= zaman ifade etmektedir.

Deneme, kltirlerin duraklama fazimnin sonunda bitirilmistir. Uygulanan
muamelelere gore, deneme |. affinis galbana turt igin kontrol grubu 11, %50 N(-) ve
%100 N(-) grubu 7 giin devam etmistir. P. tricornutum tdrd icin kontrol, %50 N(-) ve
%100 N(-) grubu 9ar gin ve P. cruentum tdrt icin kontrol grubu 18, %50 N(-)
grubu 12 ve %100 N(-) grubu 7 giin sirmtstr.

Deney sonunda biyomas tayini, optik yogunluk ve klorofil a analizi igin
ornekler alinmistir. Deneme sonunda geriye kalan kdltdrlerin tamami 7500rpm
dénme hizindaki sogutmali santriflj (Heraeus, Suprafuge 22) ile 10 dakika boyunca
¢okturdldi. Elde edilen ¢oktirilmus hticreler 55°C de kurutularak lipid analizi igin -
21°C’ de saklanmustur.

Lipid degerleri yluzde biyomas oramna gore hesaplanmistir. Lipid analizi
Bligh ve Dyer (1959)'un uyguladigi yonteme gore yapilmistir. 0.2g homojenize
edilmis Ornek, Uzerine 120ml metanol/kloroform (1/2) eklendikten sonra Warring
blender ile karistirilmstir. Daha sonra bu drnekler Gzerine 20ml %0.4’ Itk CaCl,
soliisyonundan eklenerek siizme kagidindan (Scleicher&Schuell, 5952 185mm)
siiziilen 6rnekler, 105°C’ de 2 saat etiivde bekletilip daras: alinmis olan balon jojelere
aktarilmistir. Bu balonlar agizlari hava almayacak sekilde kapatilip, 1 gece karanlik
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bir ortamda bekletilmis ve ertesi giin metanol-sudan olusan Ust tabaka bir ayirma
hunisi yardimiyla alinmigtir. Balonlarin iginde kalan kloroform-lipid kismindan
kloroform 60°C’ de su banyosunda rotary evaparator kullanmilarak ucurulmustur. Daha
sonra balonlar etiivde 1 saat siireyle 60°C’ de bekletilerek icerisindeki kloroformun
tamaminin ucmasi saglanmis ve bir desikator icerisinde oda sicakhigina kadar
sogutulup 0.001g duyarli hassas terazide tartilmustir (Sekil 3.5). Lipid oramnin
hesaplanmasinda asagidaki formal kullamilmstir (Formal 3.4).

(balon darasi+lipid)—{balon daras:)
ormek miktar

Lipid (%) = X 100 (3.4)

Sekil 3.5. Turlere Ait Lipid Analizi

Denemede uygulanan muamelelerden elde edilen verilerin kiltirde OD,
biyomas, klorofil a ve lipid degeri Uzerine farklhilik olusturup olusturmadigini
belirlemek amaciyla, tek yonll varyans analizi (ONE-WAY ANOVA) ve bu analizin
sonucuna bagli olarak farklilik olusmasi durumunda farkliligi saptamak amaciyla
Duncan ¢oklu karsilastirma testi SPSSX 14.0 paket program kullanilarak yapil mistir
(Zar, 1999).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

Iki farkli besi ortaminin I. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cruentum
kiiltiirlerinde optik yogunluk (OD), biyomas miktar1 (gl™), klorofil a (ugl™) ve lipid
(%) igerigine etkilerini belirlemek amaciyla kurulan deneme, uygulanan muamele
gruplarina gore birbirinden farkli siirelerde tamamlanmistir. Kdlttire alma sireleri 1.
affinis galbana kontrol grubunda 11 gtin, %50 N(-) ve %100 N(-) grubunda 7 giin
olmustur. P. tricornutum kontrol grubunda, %50 N(-) grubunda ve %100 N(-)
grubunda 9’ ar giin ve P. cruentum icin kontrol grubunda 18 giin, %50 N(-) grubunda
12 guin ve %100 N(-) grubunda 7 giin stirmustr.

4.1.1. I sochrysis affinis galbana

4.1.1.1. 1. affinis galbana K ontrol Grubu Biiyiime Degerleri ve Lipid icerigi

Denemede F/2 besi ortamu kullanilmis ve 1. affinis galbana biylime
Ozellikleri saptanmustir. 680nm optik yogunluklarina gore blyime fazlar1 tespit
edilmistir. Buna gore kontrol grubuna ait deneme 11 giin devam etmis ve baslangi¢
optik yogunlugu 0.173+0.005 ODeggy oOlarak belirlenmistir. Optik yogunluklari
degisimine bakildiginda denemenin 9’ uncu giintine kadar dizenli bir artis olurken, 9
ve 10'uncu gunlerde kiltor duraklama evresine girmis ve 11'inci gunde optik
yogunlukta azalma olmustur. Deneme 11’inci gunde bitirilmis ve koltir hasat
edilmistir. Elde edilen en yiksek optik yogunluk 9'uncu giinde 0.419+0.009 ODggo
iken; son giin 0.381+0.02 ODgg Olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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0.45 -
0.40
0,35 4
0.20
D.25

020 -

Optik Yoquniuk{OD;680nm)

015

010

12 o3 4 5 & 7 8 9 00 1
Zaman (Gin})
Sekil 4.1. Kontrol Grubu I. affinis galbana Optik Y ogunluk Degisimi

Denemenin baslangicinda biyomas miktar: 0.723+0.02g1™ iken, en yiksek
biyomas miktar1 9’ uncu giinde 0.915+0.02g1™ ile elde edilmistir. Deneme 8'inci giine
kadar artis gostermis ancak bu gunden itibaren artis olmamus; koltir duraklama
fazina girmistir. Son giin biyomas miktar1 0.900£0.02gl™ olarak bulunmustur
(Sekil.4.2).

1.00
085
020
DES

C.E0

Biyoemas (gl

B3

070

Zaman (Giin)
Sekil 4.2. Kontrol Grubu I. affinis galbana Biyomas Miktar1 Degisimi
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Kontrol grubuna ait olan denemede klorofil a degerleri deneme boyunca artis
gbstermis olup, baslangic klorofil a degeri 444.5+5ugl™ iken, son giin 1894.9+1ugl™
tespit edilmistir. Deneme boyunca elde edilen klorofil a degerleri, kiltirin 8'inci
gunden itibaren duraklama fazina girdigini gostermektedir. En yuksek klorofil a
degeri 1902+7ugl™ ile denemenin 9" uncu giini tespit edilmistir (Sekil 4.3).

2000
1800 -
1600 -
1400 -
1200

1000 4
800
00 -
400
200 A

Chl a (pgi)

1 2 3 4 ) -] 7 g 2] 10 11
Zaman {Giin)

Sekil 4.3. Kontrol Grubu I. affinis galbana Klorofil a Degerleri Degisimi

Denemede kontrol grubuna ait biyomas miktarlar: kullanilarak ilk giine gore
PV oranlar1 hesaplanmistir. Buna gore en yiksek PV ¢ikis oram denemenin 2’inci
giiniinde 0.042gl™guin™ olarak tespit edilirken, son giin PV 0.017gl*gin™ olarak
bulunmustur (Sekil 4.4).
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E
=2
2
2
=
.
Zaman(Gin)
Sekil 4.4. Kontrol Grubu I. affinis galbana Hacimsel Biyomas Cikis Oranlari

Degisimi

4.1.1.2. 1. affinisgalbana’ min %50 N Eksiltilen K dlttrinde Buylme Degerleri ve
Lipid Icerigi

Bu deneme grubunda besi yeri olarak F/2 kilttr ortam kullanilmis ancak,
besi yerindeki N kaynagi olan NaNO3; %50 oranminda azaltilarak besi yeri hazirlanms
ve |. affinis galbana kiltire alinmistir. 680nm optik yogunluklarina gére buylime
fazlar: tespit edilmistir. Buna gore %50 N eksiltmesi yapilan grupta deneme 7 giin
sirmistdr. Denemenin ilk 3 ginunde logaritmik artis gdzlenmis, 3'Uncl gunden
itibaren azalmalar meydana gelmistir. Denemenin baslangicinda optik yogunluk
0.171+0.001 ODsggo iken, 3'Unct gun en yiksek optik yogunluga (0.252+0.003
ODeggo) ulasilmistir. Son gun optik yogunluk 0.137+£0.005 ODegp olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.5).
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043 -
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023 -
C20 -

C15

Qptik Yodunluk (OD;630nm)

C.10

1 2 3 4 g & 7
Zaman (Gin)

Sekil 4.5. %50 N Eksik Ortamda |. affinis galbana Optik Y ogunluk Degisimi

Denemeye 0.747+0.04gl™ biyomas miktar: ile baslanmistir. En yilksek
biyomas 3'iincii giinde 0.833+0.05gl™ ile elde edilmistir. Denemenin 3 Uncii
guniinden itibaren biyomas miktarinda azalmalar meydana gelmis; son gin elde
edilen biyomas miktar: 0.755+0.03gl™ olmustur (Sekil 4.6).

1,00 -
0,25

090 -
085 -

020

Bivomas (gl')
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070
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Sekil 4.6. %50 N Eksik Ortamda |. affinis galbana Biyomas Miktar1 Degisimi

Baslangic klorofil a degeri 465.87+2ugl™ iken, denemenin 3'iincli gunii
586.06+4ugl™ ile en yiiksek degere ulasmis ve denemenin sonuna kadar azalis
gbgtermistir. Denemenin 6’1inct ve 7’inci gunlerinde klorofil a degerlerinde fazla bir
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degisim olmamis ve kiltir duraklama fazina girmistir. Son giin tespit edilen klorofil
a degeri 180.25+3ugl™ olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).

2000
1800
1600 -
1400
1200
1000 4
800

00 -
400
200 -

1 2 3 4 s = T
Zaman (Gun)

Chl a {pgl")

Sekil 4.7. %50 N Eksik Ortamdal |. affinis galbana Klorofil a Degerleri Degisimi

Denemede %50 N eksiltilen gruba ait biyomas miktarlart kullamlarak ilk
guine gore PV oranlar1 hesaplanmis; buna gére en yiksek PV orani denemenin 3 ve
4'incli giiniinde 0.043g1™giin™ olarak tespit edilirken son giin PV degeri 0.001gl"
Tgun™ olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8).

0,05 -
0,04
2,03 1

0,02

PY [gl'gln™)

2,01 -

0,00 T T T

1 2 3 Zama#[sijn} ® © 7

Sekil 4.8. %50 N Eksik Ortamda I. affinis galbana Hacimsel Biyomas Cikis Oranlari
Degisimi
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4.1.1.3. 1. affinisgalbana’ min %100 N Eksiltilen K tltirinde Blytume Degerleri
ve Lipid Igerigi

Bu deneme grubunda besi yeri olarak F/2 kultdr ortam kullamilmig ancak besi
yerindeki N kaynagi NaNOs besi yerinden tamamen uzaklastirilarak |. affinis
galbana kdiltire alinmistir. 680nm optik yogunluklarina gére biyume fazlar
belirlenmistir ve deneme 7 gun sirmustdr. 0.171+0.002 ODsgo optik yogunlugu ile
denemeye baslanmistir. Bu grup denemede elde edilen degerler, diger deneme
gruplarindan elde edilen degerlerden oldukc¢a distk bulunmustur. En yiksek optik
yogunluk 0.190+0.005 ODego ile denemenin 3'Uncu gini tespit edilmistir. Son gun
elde edilen deger 0.129+0.004 ODego Olarak bulunmustur (Sekil 4.9).

0,45 -
0,40
0,35
0,30
0,25 -
0.20 -
0,15 - WMH\‘\*
C.10 ! | | | | |

1 2 3 4 5 6 7
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Sekil 4.9. %100 N Eksik Ortamda I. affinis galbana Optik Y ogunluk Degisimi

Optik Yodqunluk (OD;680nm)

Denemenin baslangicinda biyomas miktar1 0.765+0.02g1™" iken en yilksek
biyomas miktar1 0.772+0.04gl™ ile denemenin 3'lincii giiniinde tespit edilmistir.
Deneme boyunca biyomas miktarinda ¢ok fazla bir degisim olmamis, son gin elde
edilen biyomas miktar: 0.703+0.04gl™ olarak bulunmustur. 3'incii giinden itibaren
6’ 1nc1 gune kadar azalmalar meydana gelmis; 6'i1nci giinde kdltdr duraklama fazina
girmistir. Denemenin 6’inc1 ve 7'inci gunlerinde elde edilen biyomas miktarlar
denemenin, ilk gini elde edilen degerden distk bulunmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. %100 N Eksik Ortamda l. affinis galbana Biyomas Miktar1 Degisimi

Denemenin baslangicinda 416.86+2ugl™ olan klorofil a denemenin en yilksek
degerini gostermekte olup, denemede 6’1nci gline kadar dizenli bir sekilde azalma
meydana gelmis; 6'inc1 gunde kidltir duraklama fazina girmistir. Denemenin son
gini klorofil a 36.19+1ugl™ olmustur (Sekil 4.11).

Chla (pgi)
o
L ]
[

Zaman (Gun)

Sekil 4.11. %100 N Eksik Ortamda l. affinis galbana Klorofil a Degerleri Degisimi

Ik guin elde edilen biyomas miktarlar: kullanilarak PV oranlari hesaplanmus,
en yiksek PV degerleri denemenin 3'iincli guni 0.003gl™giin® olarak tespit
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edilmistir. Denemenin 4’Uncli  guninden itibaren kdltirde bir  blytme
gerceklesmemis yani Uretim meydana gelmemistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. %100 N Eksik Ortamda |. affinis galbana Hacimsel Biyomas Cikis
Oranlar1 Degisimi

|. affinis galbana kontrol grubu ve 2 farkli besi ortaminda kilttire alinmis ve
her gruba ait biyime parametreleri belirlenmistir. Uygulanan muamelelerin OD,
biyomas, klorofil a ve lipid degeri Uzerine etkisi istatistiksel olarak belirlenmis ve
farklilik oldugu saptanmistir (p<0.05) (Cizelge 4.1). Son gun elde edilen optik
yogunluk ve biyomas miktarlarina gore en yiksek deger kontrol grubunda elde
edilmis ve diger 2 grup birbiriyle istatistiki olarak benzerlik gostermistir. Klorofi a
miktar: ise %100 N eksiltmesi yapilan grupta en disuk, en yiuksek kontrol grubunda
tespit edilmistir. Denemenin son gunu elde edilen lipid degerleri de istatistiki olarak
farklt bulunmus; en yiksek lipid eldesi %50 N eksiltmesi yapilan gupta %30.91+1
olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. 1. affinis galbana Kultirlerinde Buytime Degerleri ve Lipid iceriklerinin
Karsilastirilmasi

Kontrol %50 N(-) %100 N(-)
Parametre
(Son gin)
ODéso 0.381+0.02% 0.137+0.005" 0.129+0.004"
Biyomas (gI™) 0.900+0.02% 0.755+0.03" 0.703+0.04"
Klorofil a (ugl™) 1894.90+1% 180.25+3" 36.19+1°
Lipid (%) 15.05+0.6% 30.91+1° 23.90+1°

D¢ harfleriyle sembolize edilen siitunlar ortalamalar arasinda istatistiksal olarak fark vardir (p<0.05),
(n=3).

4.1.2. Phaeodactylum tricornutum

4.1.2.1. P. tricornutum Kontrol Grubu Bilyime Degerleri ve Lipid Igerigi

Bu denemede Si-F/2 besi ortamu kullanilmis ve P. tricornutum buyime
Ozellikleri aragtirilmistir. 625nm optik yogunluk degerlerine gore blytime fazlar
belirlenmeye calisiimis ve kontrol grubuna ait deneme 9 guin sirmustr. 0.132+0.001
ODeg2s optik yogunluk ile denemeye baslanmistir. Optik yogunluklar1 degisimine
bakildiginda kiltir denemenin 5'inci gunune kadar artmis; 5 ve 6'inci gunlerde
duraklamaya girmis ancak 7'inci ginde tekrar bir artis meydana gelmistir. 7’inci
gunden 9’uncu gune kadar optik yogunluk degerlerinde fazla bir degisim olmamus,
en yuksek optik yogunluk denemenin 8’inci giini 0.376+0.03 ODg_s ile elde edilmis
ve denemenin son gini 0.370+0.01 ODeys olarak tespit edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Kontrol Grubu P. tricornutum Optik Y ogunluk Degisimi

Denemenin baslangicinda biyomas miktar: 0.688+0.02g1™ iken, en yiksek
biyomas 5 ve7’inci giinde 1.143+0.04gl™ ile elde edilmistir. Deneme boyunca artis
gbsteren biyomas miktar1 5’'inci ginde duraklama fazina girmistir. Denemenin 8 ve
9'uncu gunlerinde azalmalar gostermis olup, son gun elde edilen biyomas miktari
1.061+0.02g1™ belirlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Kontrol Grubu P. tricornutum Biyomas Miktar: Degisimi
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Kontrol grubuna ait olan denemede klorofil a degerleri denemenin 5'inci
giiniine kadar artis géstermis olup, baslangic klorofil a degeri 270.13+3ugl™ iken, en
yiksek deger 751.57+9ugl™ ile 7. giinde tespit edilmistir. Son giin 719.87+1ugl™
olarak bulunmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Kontrol Grubu P. tricornutum Klorofil a Degerleri Degisimi

Denemede kontrol grubuna ait ilk gin biyomas miktarlar1 kullanilarak PV
oranlar1 hesaplanmistir. Buna gore en yiksek PV ¢ikis oram denemenin 4 ve 5’inci
giiniinde 0.114gl™giin™ olarak tespit edilmistir. Son giin elde edilen PV degeri
0.047glguin™ olarak bulunmustur (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Kontrol Grubu P. tricornutum Hacimsel Biyomas Cikis Oranlar:

Degisimi
4.1.2.2. P. tricornutum’un %50 N Eksiltilen K ultirinde Buyime Degerleri ve
Lipid Icerigi

Bu deneme grubunda besi yeri olarak Si-F/2 kultdr ortami kullamlmis ancak,
besi yerindeki N kaynagi olan NaNO3; %50 oranminda azaltilarak besi yeri hazirlanms
ve P. tricornutum kultdre alinmistir. Deneme 9 gin sirmistir. 625nm optik
yogunluklarina gore buyime fazlar1 belirlenmis ve denemeye 0.136+0.003 ODegs
optik yogunluk ile baslanmistir. Optik yogunluklar1 bakildiginda denemenin 7’inci
gunune kadar artis gozlenerek en yuksek optik yogunluga (0.347+£0.01 ODeps)
ulasilmig ve 7’inci guinden itibaren azalislar meydana gelmistir. Son giin elde edilen
optik yogunluk 0.336+0.02 ODsys5 olarak bulunmustur (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. %50 N Eksik Ortamda P. tricornutum Optik Y ogunluk Degisimi

Denemenin baslangicinda biyomas miktar: 0.680+0.02gl™ iken en yiiksek
biyomas 5'inci giinde 1.135+0.03gl™ ile elde edilmistir. Denemenin 5'inci giiniine
kadar artislar olmus; bu ginden itibaren biyomas miktarinda azalmalar meydana
gelmis, son giin biyomas miktar1 0.978+0.02g1™ olarak bulunmustur (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. %50 N Eksik Ortamda P. tricornutum Biyomas Miktar: Degisimi
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Denemenin baglangicinda klorofil a miktar1 262.79+2ugl™ iken denemenin
4'unct gini en yiksek klorofil a degerine ulagsmustir (590.02+3ugl™). 4'Unci
gunden itibaren klorofil a degerlerinde azalmalar meydana gelmis; 8 ve 9 uncu
giinde duraklama fazina girmistir. Son giin klorofil a degeri 306.45+3ugl™ olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. %50 N Eksik Ortamda P. tricornutum Klorofil a Degerleri Degisimi

Ilk gline ait biyomas miktarlar1 kullanilarak hesaplanan PV cikis oranlar
siirekli artis gostererek en yiksek degerine 0.114gl™*gin™ ile denemenin 5'inci
gununde ulasiimistir. Denemenin 6’inci gunidnden itibaren GOretimde dusUsler
meydana gelmis ve son giin PV degeri 0.037gl™giin™ olarak bulunmustur (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20. %50 N Eksik Ortamda P. tricornutum Hacimsel Biyomas Cikis Oranlari
Degisimi
4.1.2.3. P. tricornutum’un %100 N Eksiltilen K Ulttrtnde Baytime Degerleri ve
Lipid Icerigi

Bu deneme grubunda besi yeri olarak Si-F/2 kultdr ortami kullamlmis ancak,
besi yerindeki N kaynagi olan NaNOz; %100 oraninda azaltilarak besi yeri
hazirlanmis ve P. tricornutum kiltire alinmistir. 625nm optik yogunluk degerleri
belirlenerek buyume fazlari belirlenmeye calisilmis; baslangic optik yogunluk
0.138+0.003 ODsgy5 olan deneme 9 guin stirmustir. Optik yogunluklarina bakildiginda
denemenin 6'1inct guni en yuksek degerine (0.344+0.02 ODegys) ulasilmis ve 6.
gunden itibaren azalislar meydana gelerek kultir duraklama fazina girmistir. Son giin
elde edilen optik yogunluk 0.332+0.01 ODgys olarak bulunmustur (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. %100 N Eksik Ortamda P. tricornutum Optik Y ogunluk Degisimi

ilk giin biyomas miktar1 0.678+0.02gl™ olan denemede en yiiksek biyomas
5'inci giinde 1.079+0.04gl™ ile elde edilmistir. 5'inci giinden itibaren azalmalar
meydana gelmis ve son giin biyomas miktar: 0.922+0.05g|™ olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. %100 N Eksik Ortamda P. tricornutum Biyomas Miktar1 Degisimi

Baslangic klorofil a degeri 281.94+2ugl™ olan deneme grubunun en yilksek
klorofil a degerine 545.92+3ugl™ ile 2’inci giinde ulasilmistir. 2’inci giinden itibaren
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diizenli bir azalis gosteren grupta, 6'1inci gun kiltdr duraklama fazina girmistir. Son
giin klorofil a degeri 248.13+5ugl™ olarak bulunmustur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. %100 N Eksik Ortamda P. tricornutum Klorofil a Degerleri Degisimi

Denemede %100 N eksiltilen gruba ait ilk gun biyomas miktarlar:
kullarularak hesaplanan PV en yiiksek ¢ikis orani 5'inci giinde 0.100g1 ™ giin™ olarak
bulunmustur. Denemenin 6inct guninden itibaren PV degerlerinde azalmalar
meydana gelmis ve son giin PV cikis oram 0.031gl™giin™ olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.24).

012
0,10 -
006 -

0.06 -

PV [gl'glnT)

0,04 -

0.02 -

0,00

1 2 3 4 =) & 7 & 9
Zaman (Giln)

Sekil 4.24. %100 N Eksik Ortamda P. tricornutum Hacimsel Biyomas Cikis Oranlari
Degisimi
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P. tricornutum kontrol grubu ve 2 farkli besi ortaminda kiltire alinmis ve her
gruba ait blyime parametreleri belirlenmistir. Uygulanan muamelelerin OD Uzerine
etkis istatistiksel olarak farklilik yaratmams ancak, biyomas, klorofil a ve lipid
degerleri Uzerine etkisi istatistiksel olarak farklilik yaratmstir (p<0.05) (Cizelge 4.2).
elde edilen son gun verilerine gore optik yogunluklar 3 grupta da istatistiki olarak
benzerlik gosterirken; biyomas miktarlar1 karsilastirildiginda en yiksek biyomasin
kontrol grubunda elde edildigi ve diger 2 grupta ise istatistiki olarak benzerlik
goserdigi tespit edilmistir. Klorofil a miktarlart N eksiltme orani arttikga azalmalar
gostermis ve 3 grup birbirinden istatistiki olarak farkli bulunmustur. En yiksek lipid
orant %30.18+1 ile %50 N eksiltilen grupta saptanmustr.

Cizelge 4.2. P. tricornutum Kaultirlerinde Buylme Degerleri ve Lipid igeriklerinin
Karsilastirilmasi

Kontrol %50 N(-) %100 N(-)
Parametre
(Son gin)
ODs2s 0.370%0.01° 0.336x0.02° 0.332+0.01°
Biyomas (gl™) 1.061+0.02° 0.978+0.02° 0.922+0.05"
Klorofil a (ugl™) 719.87+1% 306.45+3" 248.13+5°
Lipid (%) 20.50+0.7° 30.18+1° 24.03+0.1°

2P.¢harfleriyle sembolize edilen siitunlar ortalamalar arasinda istatistiksal olarak fark vardir (p<0.05),
(n=3).

4.1.3. Porphyridium cruentum

4.1.3.1. P. cruentum Kontrol Grubu Biiyiime Degerleri ve Lipid igerigi

Bu denemede F/2 besi ortam kullamlmis ve P. cruentum biyume 6zellikleri
arastirilmistir.  Kontrol grubuna ait deneme 18 gun sSlrmustir. 680nm optik
yogunluklar: degisimine bakildiginda deneme boyunca dizenli bir artis meydana
gelmis, baslangic optik yogunlugu 0.167+0.007 ODego iken, denemenin son guni
0.577+0.08 ODsggo Olarak tespit edilmistir. En yiksek optik yogunlugu 0.578+0.08
ODggo ile denemenin 17’inci gunt elde edilmistir. Denemenin 17 ve 18'inci
gunlerinde kultir duraklama fazina girmistir (Sekil 4.25).
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Sekil.4.25. Kontrol Grubu P. cruentum Optik Y ogunluk Degisimi

0.737+0.02gl™ ile baslayan kontrol grubuna ait biyomas miktar: diizenli bir

artis gostermis ve denemenin son gunii biyomas miktar: 1.327+0.06gl™ olarak

bulunmustur. Denemenin 16, 17 ve 18'inci gunlerinde deneme duraklama fazina
girmistir (Sekil 4.26).

140 -

1.20 4

[}
=}

=
s 2]
]

Biyomas {gl-')
L]
[s]
]

D.DE LI | | e . [ | [ |
1 2 2 4 5 € 7 &8 9 10 11 12 13 14 15 18 17 18

Zaman (Giln)

Sekil 4.26. Kontrol Grubu P. cruentum Biyomas Miktar1 Degisimi

Baslangic klorofil a miktar1 44.58+9ugl™ olan denemede kismen diizenli bir
artis gozlenmis olup; denemenin son ginii bu degser 298.23+4ugl™ olarak
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bulunmustur. En yilksek degser 303.57+2ugl™ ile denemenin 15'inci giinii elde

edilmis ve kultdr duraklama fazina girmistir. (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Kontrol Grubu P. cruentum Klorofil a Degerleri Degisimi

Ilk gin elde edilen biyomas miktarlar1 dikkate alinarak hesaplanan kontrol
grubuna ait PV cikis oranlart en yiksek 0.069gl™ giin™ olarak denemenin 3'iincii
giiniinde elde edilmistir .Son giin PV ¢ikis orani 0.035g1*giin™ olarak belirlenmistir
(Sexil 4.28).
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Sekil 4.28. Kontrol Grubu P. cruentum Hacimsel Biyomas Cikis Oranlar1 Degisimi
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4.1.3.2. P. cruentum’un %50 N Eksiltilen Kdlttrinde Buyime Degerleri ve

Lipid Icerigi

Bu deneme grubunda besi yeri olarak F/2 kilttr ortam kullanilmis ancak,
besi yerindeki N kaynagi olan NaNO3; %50 oranminda azaltilarak besi yeri hazirlanms
ve P. cruentum kultire alinmistir. 680nm optik yogunluklarina gore blyime fazlari
belirlenmis ve %50 N eksiltmesi uygulanan deneme 12 gin sirmuistir. Baslangic
optik yogunlugu 0.161+0.001 ODegp olan denemenin ilk 5 gtint nisbeten daha hizli
bir artis gozlenmis ve son gin optik yogunlugu 0.469+0.05 ODggy oOlarak
bulunmustur. Deneme 9’ uncu giinde duraklama fazina girmis olup; en yiksek optik
yogunluk 0.470+0.05 ODsgg ile denemenin 11’ inci guini elde edilmistir. (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. %50 N Eksik Ortamda P. cruentum Optik Y ogunluk Degisimi

Denemenin ilk giin biyomas miktar1 0.732+0.03gl™ iken; 5'inci giine kadar
daha diizenli bir artig gbstermis ve 12 giinlik denemenin sonunda en yiiksek biyomas
miktarina 1.177+0.01gl™ ile ulasilmistir. Denemenin 10’uncu giiniinde kiiltdr
duraklama fazina girmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. %50 N Eksik Ortamda P. cruentum Biyomas Miktar1 Degisimi

Baslangic klorofil a degeri 46.37+2ugl™ olan deneme grubunda diizenli bir
artis olmus, denemenin son guinii bu deger 159.71+7ugl™ olarak bulunmustur. En
yilksek klorofil a degerine denemin 11’inci guinii 161.51+7ugl™ ile ulasilmstir (Sekil
4.31).
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Sekil 4.31. %50 N Eksik Ortamda P. cruentum Klorofil a Degerleri Degisimi

Denemeden elde edilen ilk gin biyomas miktarlar1 dikkate alinarak PV
degerleri hesaplanmistir. Denemede elde edilen en yiksek PV degeri denemenin
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2’inci gunii 0.112gl™gun™ ile elde edilmistir. Son giin PV degeri 0.040glgun™
olarak belirlenmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. %50 N Eksik Ortamda P. cruentum Hacimsel Biyomas Cikis Oranlari

Degisimi
4.1.3.3. P. cruentum’un %100 N Eksiltilen K ltiriinde Biyume Degerleri ve

Lipid fcerigi

Bu deneme grubunda besi yeri olarak F/2 kilttr ortam kullanilmis ancak,
besi yerindeki N kaynagi olan NaNOz; %100 oraninda azaltilarak besi yeri
hazirlanmig ve P. cruentum kilture alinmistir. Deneme 7 guin slrmustir. Baslangig
optik yogunlugu 0.165+0.001 ODsgg olan denemenin son giin yogunlugu 0.346+0.01
olarak bulunmustur. Deneme 5’ inci glinde duraklama fazina girmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. %100 N Eksik Ortamda P. cruentum Optik Y ogunluk Degisimi

Baslangic biyomas miktar1 0.733+0.07gl™ olan deneme grubunda elde edilen
en yiiksek biyomas miktar: 0.950+0.005g1™ ile 5'inci giinde tespit edilmis ve kdiltir
duraklama fazina girmistir. 7 gln siiren denemenin sonunda ise biyomas miktari
0.938+0.04g!™ olarak bulunmustur (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. %100 N Eksik Ortamda P. cruentum Biyomas Miktar1 Degisimi

%100 N eksiltilen gruba ait klorofil a miktar1 denemenin ilk guninden
(45.65+1pgl™) sonuna kadar fazla bir degisim gostermemis ve deneme sonunda bu
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deger 68.40+0.7ugl™ olarak bulunmustur. En yilksek deger denemenin 6 inci gunii
70.34+0.3ugl ™ ile elde edilmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. %100 N Eksik Ortamda P. cruentum Klorofil a Degerleri Degisimi

Biyomas miktarlar1 dikkate alinarak hesaplanan PV degerleri denemenin
2'inci gunii en yiiksek degerine ulasmis ve 0.095gI*giin™ olarak elde edilmistir.
Deneme sonunda bu deger 0.034gl ™ giin™ olarak belirlenmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. %100 N Eksik Ortamda P. cruentum Hacimsel Biyomas Cikis Oranlari
Degisimi
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P. cruentum kontrol grubu ve 2 farkli besi ortaminda kuiltire alinmis ve her
gruba ait biylme parametreleri belirlenmistir. Uygulanan muamelelerin OD,
biyomas, klorofil a ve lipid degeri Uzerine etkisi istatistiksel olarak belirlenmis ve
farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Cizelge 4.3). Son gun elde edilen verilere
gore en yuksek OD, biyomas ve klorofil a degerlerinin kontrol grubunda, en distk
degerlerin ise %100 N eksiltmesi uygulanan grupta elde edildigi saptanmstir. Lipid
miktart %100 N eksiltmesi uygulunan grupta en yiksek cikarken, en dusik kontrol
grubunda gikmistir (p<0.05).

Cizelge 4.3. P. cruentum Kdilttrlerinde Buyume Degerleri ve Lipid igeriklerinin
Karsilastirilmasi

Kontrol %50 N(-) %100 N(-)
Parametre
(Son gin)
ODsgo 0.577+0.08° 0.469+0.05" 0.34620.01°
Biyomas (gI™) 1.327+0.06° 1.177+0.01° 0.938+0.04°
Klorofil a (ugl™) 298.23+4% 159.71x7° 68.40+0.7°
Lipid (%) 7.44+0.2° 9.50+0.9" 11.23+0.4%

aP.¢harfleriyle sembolize edilen siitunlar ortalamalar arasinda istatistiksal olarak fark vardir (p<0.05),
(n=3).

4.1.4.1. affinisgalbana, P. tricornutum ve P. cruentum Turlerinde Biyomas ve
Lipid igeriklerinin Karsilastirilmas

|. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cruentum tdrlerinin farkli N
konsantrasyonlarina gore buyumeleri birbirinden farkli olup; biyomas verimlilikleri
ve lipid igerikleri de birbirinden farkli bulunmustur.

|. affinis galbana turtinde biyomas ve lipid miktarlari, uygulanan muamele
gruplarina gore farklihik géstermistir. En fazla lipid oram %30.91 ve 0.755+0.03gl™
biyomas ile %50 N(-) uygulanan grupta elde edilmistir. En distk biyomas miktari
0.703+0.04g!™ ile %100 N(-) uygulanan muamele grubunda gézlenirken; lipid oran:
%23.90 olarak bulunmustur. En fazla biyomasa sahip olan kontrol grubunda ise lipid
oram %15.05 olarak bulunmustur (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. 1. affinis galbana’ya Ait Lipid ve Biyomas Miktarlari

P. tricornutum’ da en ytiksek lipid diizeyi %50 N(-) uygulanan grupta %30.18
ile bulunurken, biyomas miktar1 0.978+0.02gl™ olarak tespit edilmistir. En dusiik
biyomasin (0.922+0.05g1™) tespit edildigi %100 N(-) uygulanan muamele grubunda
lipid oram %24.03 olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise biyomas en yiksek,
lipid ise en distk bulunmustur (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. P. tricornutum’ a Ait Lipid ve Biyomas Miktarlari
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P. cruentum turiinde en fazla lipid oram %11.23 ile %100 N(-) uygulanan
muamele grubunda tespit edilirken, en diisiik biyomas 0.938+0.04gl™ ile yine ayni
grupta belirlenmistir. %50 N(-) yapilan grupda lipid oram %9.50 ve biyomas
1.177+0.01gl™ olarak bulunmustur. En diistik lipid miktar: %7.44, 1.327+0.06gl™ ile
en yuksek biyomasa sahip olan kontrol grubunda tespit edilmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. P. cruentum’ a Ait Lipid ve Biyomas Miktarlari

|. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cruentum tdrlerine uygulanan
muamelelerin tirler arasinda istatistiki olarak karsilastirilmast yapilmis olup, Cizelge
4.4 ve Cizelge 4.5'te verilmigtir. Turlerin kontrol grubuna ait biyomas miktarlar:
birbirinden farkli olup, en yiksek biyomas P. cruentum’da bulunurken; en dusuk
biyomas |I. affinis galbana’da bulunmustur. Azot eksiltme orant arttikga biyomas
miktar: tim tdrlerde azalma gostermis olup, en dusik biyomas %50 N(-) yapilan
grupta |. affinis galbana’da tespit edilmistir. Bu muamele grubu; tirlerin biyomas
miktarlar1 Uzerine istatistiksel olarak farklilik yaratmus; en yiksek biyomas P.
cruentum'da belirlenmistir. %100 N(-) uygulanan grupta biyomas miktarlar
istatistiksel olarak farklilik yaratmis olup; en disik biyomas I. affinis galbana’da
tespit edilirken; P. tricornutum ve P. cruentum'da biyomas miktarlari benzerlik
gostermektedir (p>0.05).
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Cizelge 4.4. Uygulanan Muamelelerde Turlere Ait Biyomas Miktarlarinin
Karsilastirilmasi
Biyomas miktarlari (g™

Tar Kontrol %50 N(-) %2100 N(-)
|. affinis galbana 0.900+0.02° 0.755+0.037 0.703+0.04%
P. tricornutum 1.061+0.02" 0.978+0.02° 0.922+0.05"
P. cruentum 1.327+0.06° 1.177+0.01° 0.938+0.04°

2P harfleriyle sembolize edilen satirlar ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0.05),
(n=3).

Tlrlere uygulanan muameler sonucunda elde edilen lipid miktarlar1 tim
turlerde kontrol grubunda distik ve farkli ¢ikarken p<0.05); %50 N(-) uygulamas:
yapilan tirlerde en yiksek lipid oram |. affinis galbana ve P. tricornutum tirinde
benzer bulunmustur (p<0.05). P. cuentum tirine ait en yiksek lipid oram ise %100
N(-) yapilan grupta bulunmus ancak, diger 2 tire gore lipid oram bu muamele
grubunda en disuk olarak tespit edilmistir (p<0.05).

Cizelge 4.5. Uygulanan Muamelelerde Turlere Ait  Lipid Miktarlarinin

Karsilastirilmasi
Lipid icerikleri (%)

Tar Kontrol %50 N(-) %100 N(-)
I. affinis galbana 15.05+0.6" 30.91+1° 23.90+1°
P. tricornutum 20.50+0.7° 30.18+1°% 24.03+0.1%
P. cruentum 7.44+0.2° 9.50+0.9" 11.23+0.4°

2P harfleriyle sembolize edilen satirlar ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0.05),
(n=3).

4.2. Tartisma

Bu arastirma kapsaminda, Prymnesiophyceae sinifina ait Isochrysis affinis
galbana, Bacillariophyceae simifina ait Phaeodactylum tricornutum ve
Rhodellophyceae simifina ait Porphyridium cruentum turlerinde lipid igeriginin
artirnlmast amaciyla, N sinirlamasinin, biytime, lipid ve klorofil a igerikleri Uzerine
etkisi aragtirilmstir.

Fiziksel kosullar ile birlikte kiltir ortaminda kullanilan besleyici elementler
ile bunlarin konsantrasyonlart mikroalgal buyime ve mikroalgin biyokimyasal yapis
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Uzerinde degisikliklere neden olabilir. Blyumeyi, besi ortamlarinda kullanilan
besleyici elementin ¢esidinin yam sira konsantrayonlar: da etkilemektedir (Brown ve
ark., 1989). Bu calismada bircok mikroalg ttri icin uygun olan F/2 besi ortam
kullanl mastur.

Farkli N kaynaklar1 ve konsantrasyonlarimin mikroalglerin biyume ve
biyokimyasal yapilarinda etkili oldugu bilinmektedir (Gokpinar, 1991; Fidalgo ve
ark., 1995). F/2 besi ortaminda N kaynagi olarak NOs-N'u kullamimaktadir. Bu
calismada 882umoll™ NOs-N'u temel alinmus (Guillard, 1973), bununla birlikte besi
ortamina eklenen N kaynaginda %50 oraninda (441 pmoll™) ve %100 oraninda
(opmoll™) azaltma yolu ile N sinirlamast gerceklestirilmistir. Ortamdaki N diizeyleri
|. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cruentumda biytmeyi etkileyen
parametrelerden olmustur. Azot sinirlamasinin %50 ve %100 yapildigr her Gg tirde
de OD ve biyomas miktarlarinda disuslerin oldugu gozlenmistir. Yapilan bir
calisgmada distk N konsantrasyonunun N. oculata’ da blyime hizimi disdrdigi, C.
vulgaris'te ise etkilemedigi belirlenmistir (Converti ve ark., 2009). Xu ve ark.
(2001), Ellipsoidion sp.’yi farkli N kaynaklari ve azotsuz ortamda kultire
amislardir. Calismada azotsuz ortamdaki kiltirde biydmenin distk oldugunu
belirtmiglerdir.

Alglerin lipid igerigine bagl1 olarak elde edilen biyomas miktarlar1 da 6nem
tasimaktadir. Azot eksikligi uygulanan kiltirlerde genellikle biyomas dismektedir.
Thomas ve ark. (1984), P. tricornutum'u hiicrelere yetecek kadar N bulunan bir
ortamda ve N eksikliginin yapildig1 bir ortamda kiltlre almis ve biyomas miktarinin
N eksikligi uygulanan besi ortaminda dusik oldugunu bildirmislerdir. Yapilan
benzer calismalarda da N sinirlanmasinin tirlerde hiicre yogunlugunun diismesine ve
biyomas miktarlarinda azalmalara neden oldugu belirtilmistir (Kilham ve ark., 1997;
Pruvost ve ark., 2009). Bu calismada |. affinis galbana’ da en diistik biyomas miktar:
%23.9 lipid elde edilen %100 N(-) uygulanan grupta 0.703+0.04gl™ olarak, P.
tricornutum’'da en diisik biyomas %100 N(-) uygulanan grupta 0.922+0.05gl™
olarak, P.cruentum tUrinde de en diisik biyomas en fazla lipid oramna sahip olan
%100 N(-) uygulanan grupta 0.938+0.04gl™ olarak belirlenmistir. Y apilan calismalar
ile bu ¢alismadan elde edilen biyomas miktarindaki azalmalar benzerlik gostermekte
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olup; N sinirlamasinin tirleri strese sokup blylimeyi yavaslattigi sonucunu ortaya
cikarmaktadr.

Azot eksikligi uygulamasi birgok turde lipid oramm artirmaktadir. Y apilan bu
calisma stres faktorlerinden N eksikliginin |. aff galbana, P. tricornutum ve P.
cruentum tarlerinde hticresel yag icerigine etkisini belirlemek Uzere planlanmis ve
kiltdrlerde biyime peryodu sonunda ortalama lipid miktarlart karsilastirilmistur.
Kulturlerde muamelelere gore belirlenen ortalama % lipid degerleri arasinda 6nemli
bir fark oldugu belirlenmistir. Muamelelerden elde edilen sonuglara gére uygulanan
N eksikligi ile stres olusturulmas tirlerde lipid miktarinda artisa neden olmustur.
Y apilan bu calismada %50 N(-) uygulanan gruplarda I. affinis galbana %30.91, P.
tricornutum %30.18 ile en yuksek lipid elde edilirken; P. cruentum tdriinde en
yuksek lipid %11.23 ile %100 N(-) yapilan grupta bulunmustur. Ydritilen bazi
calismalarda N eksikliginde P. tricornutum’un yuksek miktarda lipid biriktirdigi
(Thomas ve ark., 1984); 1. galbana’da N miktarinin yikseltildiginde lipid oraninin
%22’ den %16.9'a duisttigti (Utting, 1985); azot aclhiginda Porphyridium cruentum’un
lipid icerigini 2 katina gikardigi(Piorreck ve Pohl, 1984) bildirmislerdir.

Azot sinirlamasinin  blyldmeyi yavaslattigi ancak lipid oramni artirdigi
Dunaliella tertiolecta, N. Oloeabundas, |. affinis galbana, B. braunii, D. salina,
Nannochloropsis sp, N. oculta, C. wulgaris, P .tricornutum, Chaetoceros p., |I.
galbana, P. lutheri, N. atomus, Tetraselmis sp. ve Gymnodinum sp, H. pluvialisve S
platensis gibi pek cok mikroalg turinde belirlenmistir (Fabregas ve ark., 1989;
Tornabene ve ark. 1983; Sukenik ve Wahnon 1991; Zhila ve ark., 2005; Weldy ve
Huesemann, 2007;Rodolfi ve ark., 2009; Converti ve ark., 2009; Reitan ve ark.,
1994; Damiani ve ark., 2010; Uslu ve ark., 2011). Bu calismada da benzer sekilde
azot sinirlamasi blyime hizint yavaslatnus, bununla birlikte hiicresel lipid oranini
artirmigtir. Ancak burada 6nemli olan artan yag icgeriginin ekonomik olarak
degerlendirilebilmesi  amaciyla biyomas oramnin  makul dizeylerde elde
edilebilmesidir.

Lipid Uretimine etki eden faktdrlerden biri de uygulanan aydinlanma
siresidir. Aydinlanma sliresi uzadikga hiicre yogunluklar: artmaktadir. 18 saatlik
aydinlanma siresi ile 12 saatlik aydinlanma siresi karsilastirildiginda, hticre
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konsantrasyonlar: arasinda farkin fazla olmadigi ve maksimum hiicre yogunluguna
ulasildig1 bildirilmistir (Oh ve ark., 2009 ). Bu ¢alismada kulturlere 16:8 aydinlik-
karanlik periyodu ve 80 pmol photon m?s™ 1s1k siddeti uygulanmustir. Oh ve ark.
(2009), P. cruentum turina farkli biytime kosullarinda kiltire alarak en fazla yag
oranint %19.3 ile 12:12 aydinlik-karanlik peryodu uygulanan grupta saptamuslardir.
Renaud ve ark. (2002), Isochrysis sp., Chaetoceros sp., Rhodomonas sp. ve
Cryptomonas sp. turlerini 12:12 aydinlik-karanlik peryodu uygulayarak kaltire
amislar ve en yuksek lipid oranim %21.7 ile Isochrysis sp.’de belirlemislerdir.
Bandarra ve ark., (2003) yaptiklar1 calismada |I. galbana’yr 2 farkli aydinlanma
zamaninda (24 saat devamli 151k ve 16:8 aydinlik-karanlik peryodu) kdiltire almis ve
en yiuksek PUFA oramnin 8 saatlik aydinlanma yapilan kdltirlerde meydana
geldigini  bildirmiglerdir. Arastiricilarin  bildirimiyle yapilan bu calismalar ile
uygulanan aydinlik-karanlik peryodunun yag artistmi olumlu yonde etkiledigi
sonucuna varilmstir.

Alg kdltdrlerinin farkli fazlarinda elde edilen biyomasin biyokimyasal
icerikleri  farkliliklar gOstermektedir. Lipid miktarn kdltorin  yasiyla artis
gostermektedir. Durgunluk fazinda elde edilen lipid miktar: diger fazlara gore daha
yuksektir (Liang ve ark., 2002). Bu ¢alismada tirler durgunluk fazimin sonunda hasat
edilmistir. Yapilan galigmalarda Cylindrotheca tiriinde (Liang ve ark., 2002) ve I.
galbana (Fidalgo ve ark., 1998)’ da en yuksek lipid miktarlar: duraklama fazinda elde
edilmistir.

Mikroalg kultirlerinde N sinirlamasinin metabolitler tzerindeki etkilerinin
arastirllchigr  bir calismada, hiicre sayist ve klorofil a miktarlarinda azalma
saptanirken, yag gibi organik karbon bilesikleri oranlarinda artis kaydedilmistir.
Bununla birlikte kiltirlerde karoten miktarinin artmasina bagli olarak renkte sararma
gozlenmistir (Shifrin ve Chisholm, 1981; Sukenik ve ark., 1989). Y Urittlen bu
calismada her U¢ tirde de %50 N ve %100 N(-) yapilan kultlrlerde klorofil
iceriginde azalmalar meydana gelmistir. En dusuk klorofil a dizeyi her Gg turde de
%100 N(-) grupta bulunmus, |. affinis galbana'da 36.9 ugl™, P. tricornutum da
248.1 pglve P. cruentum’'da da 68.4 pgl™ olarak belirlenmistir. N sinirlamasi

yapilan tim kultlrlerde renkte sararma gozlenmistir.
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Kulturlerde ilk giin elde edilen biyomas miktarina gore hesaplanan hacimsel
(PV) biyomas cikis oranlar1 belirlenmistir. |. affinis galbana tirinin kontrol
grubunda elde edilen PV oranlar1 %50 ve %100 N(-) yapilan gruplara gore daha fazla
bulunmus, %50 N(-) yapilan grupta son gin elde edilen degerin ilk gin elde edilen
degere gore daha distk, %100 N(-) yapilan grupta ise 0Oretimin olmadig:
belirlenmistir. Ayni durum P. tricornutum turd icinde gecerli olup, en yiksek PV
degerleri kontrol grubunda, en dusitk degerler ise %100 N(-) yapilan grupta tespit
edilmistir. Ancak bu grupta Uretim eksi degerlere ulasmamus, tam aksine ilk giin elde
edilen biyomas miktarinin Gzerinde biyomas elde edilmistir. P. cruentum tirinde
kontrol grubu PV biyomas artis hizi degeri, %50 N(-) yapilan gruptan daha dustk
bulunmus, en distik PV %100 N(-) yapilan grupta tespit edilmistir. Bu durum sadece
birim hacimdeki biyomas artis hizint belirleyip, elde edilen biyomas miktarim temsil
etmemektedir. Her g tirde de en fazla biyomas kontrol grubunda tespit edilirken, en
distk biyomas %100 N(-) yapilan grupta saptanmistir. Scragg ve ark., 2002 yilinda
0.63msn™ hizda calisan tubular fotobiyoreaktor sistemde yaptiklar: calismada, diisiik
N konsantrasyonunda C. wulgaris ve C. emorsonii tlrlerinde elde ettikleri PV
degerlerinin kontrol grubundan daha disik oldugunu bildirmislerdir. Bu durum N
eksiltmesi yapilan gruplarda biyomasnin  daha diUsik oldugu sonucunu
aciklamaktadr.

Kultirlerden elde edilen OD degerlerine baktigimizda, |. affinis galbana
tirinde en yiksek OD degeri kontrol grubunda belirlenirken, diger 2 grupta
istatistiki olarak benzerlik bulunmustur. Ancak gézlem degeri en distk bulunan grup
%100 N(-) yapilan grup olmustur. P. tricornutum tirtinde ise 3 grupta da elde edilen
OD degeri istatistiksel olarak benzer olmasina ragmen, gbzlem degeri en yiksek
kontrol grubu olurken, en distik grup yine diger tirde oldugu gibi %100 N(-) yapilan
grup olmustur. P. cruentum tirinde en yiksek OD kontrol grubunda en dustk ise
%100 N(-) yapilan grupda tespit edilmistir. Bu durum bize diger parametrelerde
oldugu gibi, N eksiltmesi yapilan gruplarda optik yogunlugun daha distik oldugu
sonucunun elde edilmesini saglamustir.
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Bu calismada, I. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cruentum tdrlerinin,
laboratuar ortaminda 22+2°C’de, 80umolphotonm?s™ 1sik siddeti ve 16:8 saat
aydinlik-karanlik periyodu uygulamasi yapilarak farkli N konsantrasyonlarinda
hazirlanan F/2 ve Si-F/2 besin ortamlarinda kaltort yapilmistir. Uygulanan N
konsantrasyonlari, tim tdrlerin biyokimyasal yapisinda degisikliklerin meydana
gelmesine neden olmustur. N eksikliginin tim tirlerde biyomas miktari, OD ve
klorofil a degerlerinde azalmaya; ancak, lipid oraninda ise artisa neden oldugu
belirlenmistir. Denemede en fazla lipid elde edilen tirlerin, %50 N eksiltmesi yapilan
muamele gruplarinda %30.91 lipid ve 0.755+0.03gl™ biyomas ile I. affinis
galbana’ da, %30.18 lipid ve 0.978+0.02gl™ biyomas ile P. tricornutum’ da olduklar:
saptanmistir. En fazla biyomasnin elde edildigi P. cruentum’'da lipid oran diger 2
ture gore oldukca diisik bulunmustur.

Y apilan bu calisma 15181 atinda, denemede kullanilan tdrlerin denizel tirler
olmast nedeniyle besi ortami olarak F/2 ve Si-F/2 besi ortamlarinin kullamimas:
Onerilmektedir.

Ozellikle hiicre ici yag icerigini arttirma calismalarinda, besi ortaminda N
elementinin azaltiimasi veya tamamen uzaklastirilmasi lipid miktarim arttirdigindan,
yag iceriginin artirilmast igin stres faktori olarak N sinirlamasi dnerilmektedir.

N sinirlamasi sonucunda I. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cruentum
turlerinin buyimesinde ve biyokimyasal yapisinda degisiklikler meydana gelmistir.
N sinirlamasi, |I. affinis galbana ve P. tricornutum’da yiksek miktarda lipid elde
edilmesini saglamustir.

|. affinis galbana turt ©zellikle deniz baliklar1 vyetitiriciliginde larva
beslemede, zooplankton rotifer kiltlrlerinde canli yem olarak ve P. tricornutum tard
de hem lipid hem de biyomas miktarindaki verimliligi yoniinden uygun olmasi
acisindan kuluckahanelerde karides beslemede kullanmimasi 6nerilmektedir.

Ayni zamanda |. affinis galbana ve P. tricornutum’ dan elde etigimiz biyomas
miktarlart yiksek degerlere cikartilabilmistir. Bu amagla denemeden elde edilen
veriler dogrultusunda |. affinis galbana ve P. tricornutum'u %50 N eksiltmesi ile
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hazirlanmis besi ortaminda kaltirinin stirekliligi, endustriyel boyutta yag elde etme
calismalarinin yapilabilirligini; boylece, diinyada halen devam eden mikroalglerden
biyoyakit eldesi ¢calismalarina katki saglayacag: disunilmektedir.

Denemede kullanilan P. cruentum’un biyomas miktarinin yiksek ancak yag
igeriginin dustk olmasi bu turin yag calismalar: igin uygun bir tar olmadigim
gostermistir.

Azot, enzimlerin ve proteinlerin yapisinda kaynak olusturdugu igin N
konsantrasyonlarinin 1. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cruentum’da protein
yapisinda ve aym zamanda N simirlamasi, tirlerin yag asitleri profilinde ne gibi
degisikliklere sebep oldugu arastirilmalidir.

Akuakiltir calismalarinda, protein, lipid, pigment, sterol gibi degerli
metabolitlerce zengin olan tdrler kullanilmaktadir. Mikroalglerde N sinmirlamasi
yaparak yag icerigi artarken, pigment miktar1 azalmaktadir. Mikroalglerde yag
miktarin artirirken, ayni zamanda pigment miktarim artirma galismalar: yapilabilir.

| affinis galbana’ da havalandirma orani ¢cok 6nemlidir. Degisik havalandirma
oranlar1 denenerek, biyokimyasal yapisindaki degisiklik incelenehbilir.

Farkli 151k siddetleri kullanlarak, N simirlamasi yapilan ortamlarda . affinis
galbana, P. tricornutun’ da ne gibi hiicresel degisikliklerin oldugu belirlenebilir.

Elde edilen bulgulara gore, Ozellikle P. tricornutum tOrinin KoltGrinin
kolay, biyomas miktar1 ve yag igeriginin yuksek olmasi nedeniyle endustriyel
boyutlara tasinmasi kuvvetle onerilebilir. Bu amagla P. tricornutum'un disari
ortamda fotobiyoreaktor sistemde ve agik havuzlarda sireklilik calismalart
Onerilmekte ve elde edilen biyomasin biyoyakita donuUstirtlerek alternatif yakit
kaynag1 olarak degerlendirilmesi arastirilmalidir.
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