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BESLEYICI ELEMENT KOMPOZISYONUNDAKI
DEGISIKLIKLERIN MIKROALGLERDE LIPID
ICERIGINE ETKISI

Leyla Uslu®, Oya Isik, Yasemin Mutlu

Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi, Adana

Ozet: Bu caligmada Isochrysis affinis galbana (Prymnesiophyceae), Phaeodactylum tricornutum
(Bacillariophyceae) ve Porphyridium cruentum (Rhodellophyceae) tiirlerinde azot sinirlamasi-
nin biiyiime, lipid ve klorofil a igerikleri lizerine etkisi arastirtlmistir. Caligmada azot sinirla-
masiin |. affinis galbana ve P. tricornutum’da lipid igeriginin yiikselmesine sebep oldugu
saptanmig, %50 azot eksiltmesi yapilan c¢aligmada I. affinis galbana’da %30.91 lipid ve
0.755+0.03 gI™* biyomas, P. tricornutum’da %30.18 lipid ve 0.9780.02 gl™ biyomas belirlen-
migtir. Azotun tamamen ¢ekildigi (%100 N(-)) ¢calismada, P. cruentum’da lipid orani (%11.23),
diger iki tiire gore daha diisiik bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Isochrysis affinis galbana, Phaeodactylum tricornutum, Porphyridium
cruentum, Lipid, N sinirlamasi

Abstract: The Effects of the Changes in the Composition of
Nutrient on Lipid Content of Microalgae

In this study, the effects of nitrogen deficit 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. tricor-
nutum. In the study subjected to 50% of nitrogen reduction, 30.91% lipid and 0.755+0.03 gl
dry matter were detected in 1. affinis galbana, and 30.18% lipid and 0.978+0.02 g™ 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.

Keywords: Isochrysis affinis galbana, Phaeodactylum tricornutum, Porphyridium cruentum,
Lipid, N starvation
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Giris
Son yillarda mikroalgal biyoteknolojiye gide-
rek artan ilgi, baz1 mikroalg tiirlerinin hiicre

icinde yiiksek miktarda biriktirmis oldugu meta-
bolitlerden kaynaklanmaktadir.

Algler ¢ok uzun yillardan beri farkli alanlarda
kullanilmakta olup; hiicrelerinde biriktirdikleri
protein, vitamin, yag asitleri, karbohidrat, mineral
ve pigment, hidrokarbon, polisakkarit, antibiyotik
ve daha bir¢cok metabolitleri nedeniyle insanlar
tarafindan baglica besin destegi olmak {izere de-
gisik amaglarla kullanilmaktadirlar. Bu nedenle
II. Diinya savasindan buyana Amerika Birlesik
Devletleri, Japonya, Ingiltere, Almanya ve Nor-
veg gibi gelismis llkelerde mikroalglerin besinsel
zenginliklerinden yararlanilmaktadir (Becker,
1994).

1970’li yillarda degisik enerji kaynaklar ara-
yist ile birlikte giines enerjisi, diinyanin ilgisini
iizerinde toplamustir. Algler, giines enerjisini en
etkin kullanan canlilardir ve bu nedenle de farkli
mikroalg tiirlerinde yeni bilesenlerin kesfedilmesi
amactyla mikroalg iiretim teknolojisine ilgi gide-
rek artmaktadir.

Temel fitoplankton gruplarindan alinan 6rnek
tiirlerin kiiltlirleri yapilarak, biiylimeleri iizerine
farkl fiziksel ve kimyasal faktorlerin etkilerinin
saptanmasi, bu gruplarin dogal populasyonlarinin
biiylimeleri i¢in gerekli olan sicaklik, CO, du-
zeyi, besin kaynaginin kalitesi ve diizeyi, 1518in
yogunluk ve siiresi gibi kritik faktorlerin saptan-
masi agisindan da 6nemlidir (Cirik ve Gokpinar,
1999).

Mikroalgler deniz baliklar1 yetistiriciligi ve
kabuklularin iiretiminde larva beslemede canli
yem olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
ile mikroalglerin protein, lipid, polisakkarit, pig-
ment, karotenoid, vitamin, sterol, enzim, antibi-
yotik ve daha pek ¢ok kimyasal maddeler agisin-
dan zengin olduklar1 belirlenmis ve biyokimyasal
iceriklerinden yararlanma amaciyla son 20 yildir
biiyiikk miktarlarda alg kiiltiirleri yapilmaya bas-
lanmistir (Becker, 1994).

Mikroalglerin biiyiik 6l¢ekli yigin kiiltiirlerin-
den elde edilen biyomas ile bundan elde edilen
protein, lipid, nisasta, gliserol, dogal pigment ve
biyopolimer gibi metabolitlere olan ticari ilgi gi-
derek artmaktadir. Bir¢ok bilim adami, mikro-
algleri, uzun zincirli doymamis yag asitleri kay-
nag1 (PUFA), vitamin E, pigmentler ve steroller,
protein ve aminoasit gibi diger metabolitlerin

kaynagi oldugunu kabul etmislerdir (Bandara ve
ark., 2003).

Algal biyoteknolojideki gelismelere ragmen
mikroalg tiirlerinin kiiltiirlerinde ¢esitli gligliik-
lerle karsilagilmaktadir. Mikroalg kiiltlirlerinde
canl kiitlenin biyokimyasal kompozisyonu, ¢ev-
resel faktorler, besi ortamu, sicaklik, tuzluluk, pH
ve 1s1k gibi biiyiime kosullarina baghdir (Suke-
nik, 1991).

Mikroalgler organik madde sentezini gercek-
lestirmek i¢in Karbon (C), Azot (N) ve Fosfor (P)
gibi temel elementlere gereksinim duyarlar (Da-
vis, 1977). Azot, enzim ve proteinlerin yapitasi
oldugu icin, yag asitleri sentezi, algal hiicrelerin
protein fonksiyonlar1 ve yapilagmasinda gerekli-
dir. Azot kaynaklari ve konsantrasyonlari, alg
kiltarlerinde buyumeyi ve biyokimyasal kompo-
zisyonu etkilemekte ve Ozellikle yag asitleri de-
gerlerinde ve karotenoit miktarinda degisikliklere
neden olmaktadir. Azot atomu karbohidratlar ve
yaglar iizerinde etkilidir. Bunun yani sira N si-
nirlamas1 hiicresel yag asitleri ve hiicresel bii-
yliime ile iligkili oldugundan, yag asitleri baki-
mindan zenginlestirmede N simirlamasi etkilidir.
Mikroalg kiiltiirlerinde N sinirlamasi, biyomas ve
klorofil a miktarlarinda azalmaya neden olurken,
mikroalglerin biyokimyasal yapisindaki yaglar
gibi organik karbon bilesiklerinde artisa neden
olmaktadir. Bu durumda mikroalglerin klorofil a
oranmi1 azalirken, karotenoitlerde artis olmaktadir
(Shifrin ve Chisholm, 1981; Sukenik ve ark.,
1989).

Son yillarda, tek hiicreli alglerden elde edilen
yag ve yag asidi tiriinleri oldukca dikkat ¢ekmis-
tir. Ilk olarak Solar Enerji Arastirma Enstitiisii
biyoyakit olarak algal yaglarmm kullanimi iize-
rinde durmustur (Neenan ve ark., 1986).

Enerji kaynagi olarak yenilenebilir, toksik ol-
mayan, biyodizel yakit kaynagi mikroalglerden
yararlanma olanaklar1 konusunda calismalar siir-
diiriilmektedir. Bu amagla yag icerigi ve biiyliime
hiz1 yiiksek mikroalg tiirlerinin belirlenmesi ¢a-
lismalarinin yaninda, hiicre i¢inde mevcut yag
iceriginin arttirilmasini uyaran stres kosullarinin
belirlenmesi arastirmalar1 pek cok iilkede siirdii-
rilmektedir (Converti ve ark., 2009; Damiani ve
ark., 2010, Uslu ve ark., 2011).

Azot kaynag1 ve diizeylerinin, algal kiiltiir-
lerde buylme ve biyokimyasal kompozisyonu
etkileyen en 6nemli faktdrlerden biri oldugu bi-
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linmektedir (Xu ve ark., 2001). Bu g¢alisma,
Prymnesiophyceae sinifina ait Isochrysis affinis
galbana, Bacillariophyceae smifina ait Phaeo-
dactylum tricornutum ve Rhodellophyceae sini-
fina ait Porphyridium cruentum tiirleri ile ¢ali-
stlmigtir. 1. affinis galbana iki kamgis1 bulunan,
haptonemas1 bulunmayan, sari-kahverenkli tek
bir kloroplasti olan, tek hiicreli denizel bir tardar
(Hoff ve Snell, 1987). Yuksek miktarda PUFA
icermesinden dolay1 akuakiiltiirde O6zellikle bi-
valvia larvalarmin beslenmesinde canli yem kay-
nag1 olarak kullanilmaktadir (Sanchez ve ark.,
2000). Tek hiicreli olan Phaeodactylum tricor-
nutum oval ve fusiform hiicre sekilleri olan pen-
nat bir diyatom turudur (Lewin, 1958). P. tricor-
nutum %30-45 arasinda PUFA icermekte ve bu-
nun da %20-40’1n1 EPA olusturmaktadir (Fajardo
ve ark., 2007). EPA’nin kalp hastaliklarinda,
yiiksek kolestrol tedavisinde, kandaki kolestroli
diisiirmede ve romatizma riskinin azaltilmasinda
kullanildigini ileri siirmiiglerdir (Dyerberg, 1986;
Simopuolus, 1991; Durmaz, 2002’den). Rhodel-
lophyceae smifina ait Porphyridium cruentum
hiicreleri tek basina ya da yigm bir sekilde dii-
zensiz koloniler olusturarak musilaj bir kilifin
icinde bulunurlar (Vonshak, 1988). Mikroalgal
hiicre metabolitleri daha ¢ok dinlenme fazinda
uretilmektedir (Schlegel, 1985). Bu metabolitler
organik asitler, karbohidrat, aminoasit, pestisit,
vitamin, organik madde, antibiotik, enzim ve tok-
sik bilesenlerdir. P. cruentum’un kuru agirliginin
yaklasik %28-39’unu protein, %40-57’sini Kkar-
bohidrat ve %9-14’0inu de lipid olusturur. Ayrica
tocopherol, K vitamini ve biytk miktarda da ka-
rotenoid igermektedir (Becker, 1994). Huicrelerin
karakteristik kirmizi rengi, icermis olduklar fi-
koeritrinden kaynaklanmaktadir (Gantt, 1981).
Sinirlayici kosullar altinda kiiltiir viskoz bir yap1
alir ve polisakkarit tiretmeye baslar (Ramus ve
ark., 1989).

Bu tiirlerde N sinirlamasinin biiylime, lipid ve
Klorofil a Uzerine etkisini belirlemek ve mikro-
alglerden yenilenebilir, toksik olmayan biyoyakit
eldesine kaynak olusturmak amaciyla yiir(itul-
miustur.

Materyal ve Metot

Calismada kullanilan Isochrysis affinis gal-
bana ve Phaeodactylum tricornutum UTEX kiil-
tir koleksiyon laboratuarindan, Porphyridium
cruentum Ege Universitesi Su Urlinleri Fakilte-
sinden temin edilmistir.
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Denemede, denizel tirler icin F/2 ve diatom
thrd icin Si-F/2 kiiltir ortam1 (Guillard, 1973)
modifiye edilerek kullanilmistir. Denemede kul-
lanilan deniz suyunun tuzlulugu salinometre
(Orion 3 Star) ile dlculdikten sonra %030 olacak
sekilde saf su ile ayarlanmigtir. Deneme kurul-
madan Once besi ortamlar1 121°C’de 30 dakika
stre ile otoklavda (Hirayama-HV-50L) steril
edilmistir.

Denemenin yiiritiildiigi laboratuarda sicaklik,
iklimlendirme cihazi (Argelik, 24001) kullanila-
rak 22+2°C’de tutulmustur. Deneme siiresince
kiltirlerde 80umolphotonm™?s™ 151k siddeti kul-
lanilmis, 16:8 saat aydinlik-karanlik periyodu
uygulanmistir. Uygulanan 1s1k siddeti 151k metre
(Licor, LI1-250) ile dlglilmiistiir. Isik kaynagi ola-
rak floresan (Tekfen, TLD36 watt) lambalar kul-
laniimustr.

Arastirmada kullanilan denizel tiirlerde lipid
miktarlar arasindaki farkliligi gérmek amaciyla
uygulanan muamelelerde besin eksikligi ¢aligil-
mis, bu amagla F/2 ve Si-F/2 kiiltiir ortaminda
baz1 degisiklikler yapilmistir. Besin eksikligi uy-
gulamasinda N elementi kiiltiir ortamindan bi-
rinci deney grubunda tamamen (%100) ve ikinci
deney grubunda %50 oraninda azaltilmistir. F/2
besi ortaminda 0.075gl* NaNO; bilesiginde
882umoll™* N elementi bulunmaktadir. Kurulan
muamele gruplarinda  882umoll™  (kontrol),
441umoll™ (%50 N(-)) ve Oumoll™ (%100 N(-))
konsantrasyonunda N elementi olacak sekilde
besi ortami1 hazirlanmustir.

Denemeler 8I’lik cam kavanozlarda 7I’lik
kiiltiir hacminde %20 asilama yapilarak 3 tekrarl
olacak sekilde kurulmustur. Denemenin baslangic
optik yogunluk (OD), biyomas ve Klorofil a de-
gerini belirlemek amaciyla deneme kaplarindan
ornekler alinmigtir.

Gunluk olarak klorofil a (Parsons ve Strick-
land, 1963), biyomas miktar1 (Boussiba ve ark.,
1992) ve optik yogunluk belirlenmistir. Optik
yogunluk |. affinis galbana tlrd igin 680nm (Lin
ve ark., 2007), P. tricornutum tdrd icin 625nm
(Acién Fernandez ve ark., 2003) ve P. cruentum
icin 680nm (Kusmiyati, 2007) dalga boyunda vi-
sible spektrofotometre (Shimadzu, UV mini
1240) ile degerlendirilmistir.

Deneme, kultirlerin duraklama fazininin so-
nunda bitirilmistir. Uygulanan muamelelere gore,
deneme . affinis galbana tlrd igin kontrol grubu
11, %50 N(-) ve %100 N(-) grubu 7 gin devam
etmistir. P. tricornutum tird icin kontrol, %50
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N(-) ve %100 N(-) grubu 9’ar giin ve P. cruen-
tum tard icin kontrol grubu 18, %50 N(-) grubu
12 ve %100 N(-) grubu 7 giin stirmiistiir.

Deneme sonunda geriye kalan kltdrlerin ta-
mami1 7500rpm donme hizindaki sogutmali sant-
rifij (Heraeus, Suprafuge 22) ile 10 dakika bo-
yunca ¢oktlrildi. Elde edilen ¢oktiiriilmiis hiic-
reler 55°C’de (Wenticell-111) 4 saat sireyle ku-
rutularak lipid analizi i¢in -21°C’de (Bosch-Dy-
namic No-Frost A) 15 giin siireyle saklanmustir.
Lipid degerleri ylizde biyomas oranina gore he-
saplanmistir. Lipid analizi Bligh ve Dyer
(1959)’un uyguladigr yonteme gore yapilmustir.

Denemede uygulanan muamelelerden elde
edilen verilerin kiltirde OD, biyomas, klorofil a
ve lipid degeri tizerine farklilik olusturup olus-
turmadigini belirlemek amaciyla, tek yonlii var-
yans analizi (ONE-WAY ANOVA) ve bu anali-
zin sonucuna bagli olarak farklilik olugmas1 du-
rumunda farkliligi saptamak amaciyla Duncan
¢oklu karsilastirma testi SPSSX 14.0 paket prog-
ram1 kullanilarak yapilmistir (Zar, 1999).

Bulgular ve Tartisma

Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Algal Biyoteknoloji Laboratuvarindalki farkli
besi ortaminin |. 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 farkl: siirelerde tamamlanmigtir.

I. affinis galbana kontrol grubu ve 2 farkli
besi ortaminda kiiltiire alinmis ve her gruba ait

biliylime parametreleri belirlenmistir. Uygulanan
muamelelerin OD, biyomas, klorofil a ve lipid
degeri {izerine etkisi istatistiksel olarak belirlen-
mis ve farklilik oldugu saptanmustir (p<0.05)
(Tablo 1). Son giin elde edilen optik yogunluk ve
biyomas miktarlarina gore en yiiksek deger kont-
rol grubunda elde edilmis ve diger 2 grup birbi-
riyle istatistiki olarak benzerlik gostermistir. Klo-
rofi a miktar1 ise %100 N eksiltmesi yapilan
grupta en diisiik, en yiiksek kontrol grubunda tes-
pit edilmistir. Denemenin son giinii elde edilen
lipid degerleri de istatistiki olarak farkli bulun-
mus; en yiiksek lipid eldesi %50 N eksiltmesi ya-
pilan gupta %30.91+1 olarak tespit edilmistir.

P. tricornutum kontrol grubu ve 2 farkli
besi ortaminda kiiltiire alindiginda uygulanan
muamelelerin OD (izerine etkisi istatistiksel
olarak farklilik yaratmamig ancak, biyomas,
klorofil a ve lipid degerleri iizerine etkisi is-
tatistiksel ~ olarak  farklilikk  yaratmistir
(p<0.05) (Tablo 2). Elde edilen son gin ve-
rilerine gore optik yogunluklar 3 grupta da
istatistiki olarak benzerlik gosterirken; biyo-
mas miktarlar karsilastirildiginda en ylksek
biyomasin kontrol grubunda elde edildigi ve
diger 2 grupta ise istatistiki olarak benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Klorofil a mik-
tarlart N eksiltme orani arttikca azalmalar
gostermis ve 3 grup birbirinden istatistiki
olarak farkli bulunmustur. En yiiksek lipid
orani %30.18+1 ile %50 N eksiltilen grupta
saptanmuistir.

Tablo 1. I. affinis galbana biiyiime degerleri ve lipid igeriklerinin karsilastirilmasi

Table 1. Comparison of the growth values and lipid contents of I. affinis galbana

Kontrol %50 N(-) %100 N(-)
Parametre
(Son gun)
ODéso 0.381+0.02° 0.137+0.005° 0.129+0.004°
Biyomas (gl ™) 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°

2P.¢ harfleriyle sembolize edilen siitunlar ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0.05), (n=3).
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Tablo 2. P. tricornutum biiyiime degerleri ve lipid igeriklerinin karsilastirilmasi

Table 2. Comparison of the growth values and lipid contents of P. tricornutum

Kontrol %50 N(-) %100 N(-)
Parametre
(Son giin)
ODgys 0.370+0.01° 0.33620.02° 0.332+0.01°
Biyomas (gI™) 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°

&P.¢ harfleriyle sembolize edilen siitunlar ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0.05), (n=3).

P. cruentum tlrinde uygulanan muamelelerin
OD, biyomas, klorofil a ve lipid degeri iizerine
etkisi istatistiksel olarak belirlenmis ve farklilik
oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 3). Son
gin elde edilen verilere gére en yiiksek OD, bi-
yomas ve Kklorofil a degerlerinin Kkontrol gru-
bunda, en diisiik degerlerin ise %100 N eksilt-
mesi uygulanan grupta elde edildigi saptanmustir.
Lipid miktar1 %100 N eksiltmesi uygulanan
grupta en yiiksek ¢ikarken, en diisiik kontrol gru-
bunda ¢ikmustir (p<0.05).

I. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cru-
entum tiirlerinin farkli N konsantrasyonlarina
gore biiylimeleri birbirinden farkli olup; biyomas
verimlilikleri ve lipid icerikleri de birbirinden
farkli bulunmustur. |. affinis galbana turtinde bi-
yomas ve lipid miktarlari, uygulanan muamele

gruplarina gore farklilik gostermistir. En fazla
lipid oran1 %30.91 ve 0.755+0.03gl™ biyomas ile
%50 N(-) uygulanan grupta elde edilmistir. En
diisiik biyomas miktar1 0.703+0.04gl™ ile %100
N(-) uygulanan muamele grubunda gézlenirken;
lipid oran1 %23.90 olarak bulunmustur. En fazla
biyomasa sahip olan kontrol grubunda ise lipid
orani %15.05 olarak bulunmustur (Sekil 1).

P. tricornutum’da en yiksek lipid diizeyi %50
N(-) uygulanan grupta %30.18 ile bulunurken,
biyomas miktari 0.978+0.02gl™ olarak tespit
edilmistir. En diisik biyomasin (0.922+0.05gl™)
tespit edildigi %100 N(-) uygulanan muamele
grubunda lipid oran1 %24.03 olarak bulunmustur.
Kontrol grubunda ise biyomas en yiksek, lipid
ise en diisiikk bulunmustur (Sekil 2).

Tablo 3. P. cruentum kiiltiirlerinde biiyiime degerleri ve lipid igeriklerinin karsilastiriimasi

Table 3. Comparison of the growth values and lipid contents of P. cruentum

Kontrol %50 N(-) %100 N(-)
Parametre
(Son giin)
ODsso 0.577+0.08" 0.469+0.05" 0.346+0.01°
Biyomas (gl ™) 1.327+0.06° 1.177+0.01° 0.938+0.04°
Klorofil a (ugl™)  298.23+4 159.71+7° 68.40+0.7°
Lipid (%) 7.44+0.2° 9.50+0.9" 11.23+0.4°

2P.¢ harfleriyle sembolize edilen siitunlar ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0.05), (n=3).
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P. cruentum tirinde en fazla lipid oram
%11.23 ile %100 N(-) uygulanan muamele gru-
bunda tespit edilirken, en diisiik biyomas
0.938+0.04g1™ ile yine aym grupta belirlenmistir.
%50 N(-) yapilan grupta lipid orani %9.50 ve
biyomas 1.177 +0.01 gl™* olarak bulunmustur. En
diisiik lipid miktar1 %7.44, 1.327 +0.06gl™ ile en
yiksek biyomasa sahip olan kontrol grubunda
tespit edilmistir (Sekil 3).

I. affinis galbana, P. tricornutum ve P. cru-
entum tdrlerine uygulanan muamelelerin tlrler

arasinda istatistiki olarak karsilagtirilmas1 yapil-
mis olup, Tablo 4 ve Tablo 5°te verilmistir. Tiir-
lerin kontrol grubuna ait biyomas miktarlar1 bir-
birinden farkli olup, en yiiksek biyomas P. cru-
entum’da bulunurken; en diisiik biyomas I. affinis
galbana’da bulunmustur. Azot eksiltme orani
arttikga biyomas miktar1 tiim tiirlerde azalma
gostermis olup, en diisiik biyomas %50 N(-) ya-
pilan grupta I. affinis galbana’da tespit edilmistir.
Bu muamele grubu; tiirlerin biyomas miktarlar
iizerine istatistiksel olarak farklilik yaratmis; en
yiksek biyomas P. cruentum’da belirlenmistir.
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%100 N(-) uygulanan grupta biyomas miktarlari
istatistiksel olarak farklilik yaratmis olup; en dii-
stik biyomas I. affinis galbana’da tespit edilirken;
P. tricornutum ve P. cruentum’da biyomas mik-
tarlar1 benzerlik géstermektedir (p>0.05).

Tirlere uygulanan muameler sonucunda elde
edilen lipid miktarlar tiim tiirlerde kontrol gru-
bunda diisiik ve farkli ¢ikarken p<0.05); %50 N(-

P. cruentum

) uygulamasi yapilan tiirlerde en yiiksek lipid
orani |. affinis galbana ve P. tricornutum tlrinde
benzer bulunmustur (p<0.05). P. cuentum tdrtne
ait en yiiksek lipid orani ise %100 N(-) yapilan
grupta bulunmus ancak, diger 2 tiire gore lipid
orant bu muamele grubunda en diisiik olarak tes-
pit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 3. P. cruentum’a ait lipid ve biyomas miktarlari
Figure 3. The lipid and biomass amounts to P. cruentum
Tablo 4. Tiirlere ait biyomas miktarlarinin karsilagtirilmasi
Table 4. Comparison of biomass amounts of the species
Biyomas miktarlari (gl ™)
Tar Kontrol %50 N(-) %100 N(-)
. affinis galbana 0.900+0.02 0.755+0.03* 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"

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

Tablo 5. Tiirlere ait lipid miktarlarinin karsilastirilmasi

Table 5. Comparison of lipid contents of the species
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° 9.500.9" 11.23+0.4

2P.¢ harfleriyle sembolize edilen satirlar ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark vardir (p<0.05), (n=3).
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Fiziksel kosullar ile birlikte kiiltlir ortaminda
kullanilan besleyici elementler ile bunlarin kon-
santrasyonlar1 mikroalgal bliylime ve mikroalgin
biyokimyasal yapisi iizerinde degisikliklere ne-
den olabilir. Biiyiimeyi, besi ortamlarinda kulla-
nilan besleyici elementin ¢esidinin yan1 sira kon-
santrayonlar1 da etkilemektedir (Brown ve ark.,
1989). Bu calismada bir¢ok mikroalg tiirii i¢in
uygun olan F/2 besi ortami kullanilmustir.

Farkli N kaynaklar1 ve konsantrasyonlarmin
mikroalglerin biiylime ve biyokimyasal yapila-
rinda etkili oldugu bilinmektedir (Gdkpinar,
1991; Fidalgo ve ark., 1995). F/2 besi ortaminda
N kaynag1 olarak NO3z-N’u kullanilmaktadir. Bu
calismada 882pmoll™ NO3-N’u temel alinmis
(Guillard, 1973), bununla birlikte besi ortamina
eklenen N kaynaginda %50 oraninda (441 pmoll
') ve %100 oraninda (Oumoll™) azaltma yolu ile
N sinirlamasi gergeklestirilmistir. Ortamdaki N
dizeyleri 1. affinis galbana, P. tricornutum ve P.
cruentum’da buyimeyi etkileyen parametrelerden
olmustur. Azot siirlamasimin %50 ve %100 ya-
pildig: her ii¢ tiirde de OD ve biyomas miktarla-
rinda diistislerin oldugu gozlenmistir. Yapilan bir
calismada diisik N konsantrasyonunun N. ocu-
lata’da biiytime hizimi diistirdiigii, C. vulgaris’te
ise etkilemedigi belirlenmistir (Converti ve ark.,
2009). Xu ve ark. (2001), Ellipsoidion sp.’yi
farkli N kaynaklar1 ve azotsuz ortamda kiiltiire
almislardir. Calismada azotsuz ortamdaki kiil-
tiirde biiyiimenin diisiik oldugunu belirtmislerdir.

Alglerin lipid icerikleri ile birlikte elde edilen
biyomas miktarlari da 6nem tagimaktadir. Azot
eksikligi uygulanan kiiltiirlerde genellikle biyo-
mas diismektedir. Thomas ve ark. (1984), P. tri-
cornutum’u hcrelere yetecek kadar N bulunan
bir ortamda ve N eksikliginin yapildigi bir or-
tamda kiiltiire almis ve biyomas miktarinin N ek-
sikligi uygulanan besi ortaminda diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan benzer ¢aligmalarda da N
sinirlanmasinin  tlirlerde  hiicre  yogunlugunun
diismesine ve biyomas miktarlarinda azalmalara
neden oldugu belirtilmistir (Kilham ve ark.,
1997; Pruvost ve ark., 2009). Bu ¢alismada I. af-
finis galbana’da en diisiik biyomas miktar1 %23.9
lipid elde edilen %100 N(-) uygulanan grupta
0.703J_r0.04gl'1 olarak, P. tricornutum’da en di-
sik biyomas %100 N(-) uygulanan grupta
0.922+0.05g1™ olarak, P.cruentum tiriinde de en
diisiik biyomas en fazla lipid oranina sahip olan
%2100 N(-) uygulanan grupta 0.938+0.04gl™" ola-
rak belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar ile bu ca-
lismadan elde edilen biyomas miktarindaki azal-

malar benzerlik géstermekte olup; N sinirlamasi-
nin tiirleri strese sokup biiylimeyi yavaslattigi so-
nucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Azot eksikligi uygulamasi birgok tiirde lipid
oranint artirmaktadir. Yapilan bu calisma stres
faktorlerinden N eksikliginin |. affinis galbana,
P. tricornutum ve P. cruentum tirlerinde hucresel
yag igerigine etkisini belirlemek iizere planlanmus
ve kultiirlerde blyiime peryodu sonunda ortalama
lipid miktarlar1 karsilastirilmuistir.  Kdltlrlerde
muamelelere gore belirlenen ortalama % lipid
degerleri arasinda 6nemli bir fark oldugu belir-
lenmistir. Muamelelerden elde edilen sonuglara
gore uygulanan N eksikligi ile stres olusturulmasi
tiirlerde lipid miktarinda artisa neden olmustur.
Yapilan bu ¢aligmada %50 N(-) uygulanan grup-
larda I. affinis galbana %30.91, P. tricornutum
%30.18 ile en yuksek lipid elde edilirken; P. cru-
entum tirtnde en yuksek lipid %11.23 ile %100
N(-) yapilan grupta bulunmustur. Yiiriitiilen bazi
calismalarda N eksikliginde P. tricornutum’un
yliksek miktarda lipid biriktirdigi (Thomas ve
ark., 1984); I. galbana’da N miktarinimn yiikseltil-
diginde lipid oraninin %22’den %16.9’a distigii
(Utting, 1985); azot aghiginda Porphyridium cru-
entum’un lipid icerigini 2 katina ¢ikardigi (Pior-
reck ve Pohl, 1984) bildirmislerdir.

Azot sinirlamasinin biiylimeyi yavaglattigi an-
cak lipid oranini1 artirdigi Dunaliella tertiolecta,
N. Oloeabundas, 1. affinis galbana, B. braunii, D.
salina, Nannochloropsis sp, N. oculta, C. vulga-
ris, P .tricornutum, Chaetoceros sp., |. galbana,
P. lutheri, N. atomus, Tetraselmis sp. ve Gymno-
dinum sp, H. pluvialis ve S. platensis gibi pek
¢ok mikroalg tiiriinde 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; Con-
verti ve ark., 2009; Reitan ve ark., 1994; Damiani
ve ark., 2010; Uslu ve ark., 2011). Bu ¢alismada
da benzer sekilde azot siirlamasi biiylime hizini
yavaslatmis, bununla birlikte hiicresel lipid ora-
nim artirmistir. Ancak burada 6nemli olan artan
yag iceriginin ekonomik olarak degerlendirile-
bilmesi amactyla biyomas oraninin makul dii-
zeylerde elde edilebilmesidir.

Lipid Gretimine etki eden faktorlerden biri de
uygulanan aydinlanma siiresidir. Aydinlanma sii-
resi uzadik¢a hiicre yogunluklar1 artmaktadir. 18
saatlik aydinlanma siiresi ile 12 saatlik aydin-
lanma siiresi karsilastirildiginda, hiicre konsant-
rasyonlar1 arasinda farkin fazla olmadig1 ve mak-
simum hiicre yogunluguna ulasildig: bildirilmistir
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(Oh ve ark., 2009 ). Bu calismada kiiltiirlere 16:8
aydinlik-karanlik periyodu ve 80 pmol photon m’
?s™ 151k siddeti uygulanmustir. Oh ve ark., (2009)
P. cruentum tiiriinii farkli biliylime kosullarinda
kiiltiire alarak en fazla yag oranmm %19.3 ile
12:12 aydinlk-karanlik peryodu uygulanan
grupta saptamiglardir. Renaud ve ark. (2002),
Isochrysis sp., Chaetoceros sp., Rhodomonas sp.
ve Cryptomonas sp. tiirlerini 12:12 aydinlik-ka-
ranlik peryodu uygulayarak kiiltiire almiglar ve
en yiksek lipid oramim %21.7 ile lsochrysis
sp.’de belirlemislerdir. Bandarra ve ark., (2003)
yaptiklart ¢aligmada I. galbana’y: 2 farkl aydin-
lanma zamaninda (24 saat devamli 151k ve 16:8
aydinlik-karanlik peryodu) kiiltiire almis ve en
yiiksek PUFA oraninin 8 saatlik aydinlanma ya-
pilan kiiltiirlerde meydana geldigini bildirmisler-
dir. Arastiricilarin bildirimiyle yapilan bu ¢alis-
malar ile uygulanan aydinlik-karanlik peryodu-
nun yag artisint olumlu yonde etkiledigi sonu-
cuna vartlmigtir.

Alg kiiltiirlerinin farkli fazlarinda elde edilen
biyomasin biyokimyasal igerikleri farkliliklar
gostermektedir. Lipid miktart kiiltiiriin yasiyla
artig gostermektedir. Durgunluk fazinda elde
edilen lipid miktar1 diger fazlara gore daha yiik-
sektir (Liang ve ark., 2002). Bu ¢alismada tiirler
durgunluk fazinin sonunda hasat edilmistir. Ya-
pilan ¢aligmalarda Cylindrotheca tiriinde (Liang
ve ark., 2002) ve |. galbana (Fidalgo ve ark.,
1998)’da en yiiksek lipid miktarlar1 duraklama
fazinda elde edilmistir.

Mikroalg kiiltiirlerinde N sinirlamasinin me-
tabolitler tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir
calismada, hiicre sayis1 ve klorofil a miktarla-
rinda azalma saptanirken, yag gibi organik kar-
bon bilesikleri oranlarinda artis kaydedilmistir.
Bununla birlikte kiiltiirlerde karoten miktarinin
artmasina bagli olarak renkte sararma gozlenmis-
tir (Shifrin ve Chisholm, 1981; Sukenik ve ark.,
1989). Yiiriitiilen bu calismada her tg tiirde de
%50 N ve %100 N(-) yapilan kiiltiirlerde klorofil
iceriginde azalmalar meydana gelmistir. En dii-
stik klorofil a dlzeyi her Ug¢ turde de %100 N(-)
grupta bulunmus, |. affinis galbana’da 36.9 pgl™,
P. tricornutum’da 248.1 pgl™ve P. cruentum’da
da 68.4 ugl™ olarak belirlenmistir. N sinirlamasi
yapilan tiim kiltiirlerde renkte sararma gozlen-
mistir.

Kiiltiirlerden elde edilen OD degerlerine bak-
tigimizda, |. affinis galbana tiriinde en yiksek
OD degeri kontrol grubunda belirlenirken, diger
2 grupta istatistiki olarak benzerlik bulunmustur.
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Ancak gozlem degeri en diisiik bulunan grup
%100 N(-) yapilan grup olmustur. P. tricornutum
tiiriinde ise 3 grupta da elde edilen OD degeri is-
tatistiksel olarak benzer olmasina ragmen, goz-
lem degeri en yiiksek kontrol grubu olurken, en
diisiik grup yine diger tiirde oldugu gibi %100
N(-) yapilan grup olmustur. P. cruentum tlrlinde
en yuksek OD kontrol grubunda en diisiik ise
%100 N(-) yapilan grupta tespit edilmistir. Bu
durum bize diger parametrelerde oldugu gibi, N
eksiltmesi yapilan gruplarda optik yogunlugun
daha diisiik oldugu sonucunun elde edilmesini
saglamgtir.

Sonug

Elde edilen bulgulara gore, 6zellikle P. tricor-
nutum tarandn kaltdrinian kolay, biyomas mik-
tar1 ve yag iceriginin yiiksek olmasi nedeniyle
endiistriyel boyutlara taginmasi kuvvetle onerile-
bilir. Bu amagcla P. tricornutum’un disar1 ortamda
fotobiyoreaktor sistemde ve agik havuzlarda sii-
reklilik caligmalar1 Onerilmekte ve elde edilen
biyomasin biyoyakita donistiriilerek alternatif
yakit kaynagi olarak degerlendirilmesi arastiril-
malidir.
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