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TUBITAK

ONSOz

Artemia, akvaryum balik¢iiginda ve balik yetistiriciligi yapilan kulugkahanelerde
yavru baliklarin beslenmesinde kullanilan degerli bir canli yemidir. Cesitli mikroalgler ile
beslenen Artemia’nin besinsel 6zellikleri, beslendigi mikroalglerin besinsel 6zellikleri ile
yakin iligkilidir.

Bu arastirma projesi kapsaminda, Ulkemizde daha 6nce yaptigimiz saha
calismalariyla saflastirilarak kultire ahinmis 20 farklh mikroalg ve siyanobakteri tird
Artemia beslenmesi agisindan degerlendiriimis, 6ne ¢ikan tlrler igerisinde stres
uygulamalari ile besinsel ozellikleri degistiriimis mikroalglerin kullanim potansiyellerinin
tanimlanmasi ve boylece besinsel icerigi zenginlegtiriimis Artemia’larin Uretimi igin
yenilikgi bir organik yaklasim getiriimesi yonunde ¢alismalar yurGtulmastar. Yapilan
¢alismada kullanilan mikroalg tirleri icerisinde 6zellikle tuz stresi uygulanmis olan
Dunaliella tertiolecta, Isochrysis galbana ve Phaeodactylum tricornutum mikroalgleri ile
beslenen Artemia franciscana’nin yapilan analizlerle gosteriimis olan besleyici

Ozelliklerinin dikkate deger oranda artabilecedi degerlendirilmistir.

Bu arastirma projesi TUBITAK tarafindan “3001-Baslangic Ar-Ge Projeleri
Destekleme Programi” kapsaminda 15 Mart 2017 - 15 Mart 2019 tarihleri arasinda iki yil
sure ile desteklenmisgtir.
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OZET

Bu projede, ullkemizde saflastirilarak kultire alinan 20 farkhi mikroalg ve siyanobakteri
turinudn Artemia franciscana beslenmesinde kullanim potansiyeli degerlendiriimistir. Bu
amagla kullanilan mikroalg ve siyanobakterilerin ikiye katlanma sureleri, nisbi kuru
agirliklari, protein, karbohidrat ve lipid icerikleri ve bu tirlerle beslenen Artemia’nin
hayatta kalma stresi, boy uzunluklari, nisbi kuru agirlik, protein, lipid ve karbohidrat
icerikleri belirlenmigtir. Boylece elde edilen tum veriler degerlendirildiginde 6zellikle
denizel tlrlerin  Artemia beslenmesinde 06n plana c¢iktigi, Dunaliella tertiolecta,
Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis oculata, Isochrysis galbana, Tetraselmis
chuii, Tetraselmis suecica ve Chlamydomonas reinhardtii tirlerinin Artemia’nin besinsel
iceriklerini diger turlere kiyasla yuksek duzeyde artirdigi sonucuna variimis ve takip eden
calismalar bu turler kullanilarak strdartlmastir.

Secilen mikroalglere N-acligi, S-aghgi, P-acligi ve tuz stresi uygulandiginda mikroalglerin
toplam protein iceriginde azalma ve c¢ogunun toplam lipid Gretiminde o6nemli artislar
belirlenmigtir. Tuz stresi uygulanan mikroalglerin gogunda lipid ile birlikte karbohidrat
icerigi de artmistir. Ozellikle N-achigi uygulanan tim mikroalglerde toplam protein
icerigindeki duslUsu lipid Uretimindeki artis takip etmis, azot varligina bagl olarak
mikroalglerin yag asidi metil ester icerikleri tire 6zgu farkliliklar sergilemistir.

Takip eden calismalarda N-ac¢ligi ya da tuz stresi uygulanan D.tertiolecta ile beslenen
Artemia’larin toplam protein icerikleri, D.tertiolecta ve l.galbana ile beslenen Artemia’larin
lipid icerikleri, P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin da karbohidrat icerikleri ylksek
diizeyde belirlenmistir. Ote yandan P.tricornutum ile beslenen Artemialarin ¢oklu
doymamis yag asidi icerikleri diger iki mikroalge kiyasla daha ylksek oldugu tespit
edilmistir. Bu artista 6zellikle P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin Eikosapentaenoik
asit (EPA) icerigindeki farkhihk éne ¢ikmistir. Bununla birlikte tuz stresi uygulamasi da bu
u¢ mikroalg ile beslenen Artemia’larin EPA igerigini artirmistir.  Yine bu mikroalglerle
beslenen Artemia’larin aminoasit profilleri dederlendirilmigtir. D.tertiolecta ile beslenen
Artemia’larda arginin, l.galbana ile beslenen Artemia’llarda glisin, P.tricornutum ile
beslenen Artemia’larda ise glutamik asit Uretimi diger gruplara kiyasla daha ylUksek
dlzeyde belirlenmisgtir.

Sonu¢ olarak bu calismada Ozellikle tuz stresi uygulanan D.tertiolecta, l.galbana ve
P.tricornutum ile beslenen A.franciscana’nin  besinsel degerinin  artabilecegi
degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Artemia, Beslenme, Mikroalg, Siyanobakteri

viii
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ABSTRACT

In this project, 20 indigenous microalgae and cyanobacteria were evaluated for their
potential use as Artemia feed. With this aim, doubling time, relative dry weight, total
protein, carbohydrate and lipid contents of the microalgae, and change in the survival
rate, body length, relative dry weight, total protein, lipid and carbohydrate contents of
Artemia fed by different microalgae and cyanobacteria were determined. When all
measured growth and nutritional parameters were evaluated alltogether, marine
specimens were found more pronounced and thus Dunaliella tertiolecta, Phaeodactylum
tricornutum, Nannochloropsis oculata, Isochrysis galbana, Tetraselmis chuii, Tetraselmis
suecica and Chlamydomonas reinhardtii microalgae were selected for further studies.

When selected microalgae were incubated in N-depleted, S-depleted, P-depleded, and
salt stress conditions, decrease of total protein content and increased lipid production was
common in most of the species. Total starch contents were also increased when the
strains were incubated in increased salt concentrations. In particular, rapid decrease of
protein production was accompanied by increased lipid production in N-deprived strains,
and fatty acid methyl esters production content showed strain-specific differentiation
responses.

Following studies showed that total protein content of Artemia was highest when it was
fed by D.tertiolecta. Besides, D.tertiolecta and l.galbana induced total lipid content of
Artemia at higher ratios than other microalgae. Lastly, P.tricornutum diet induced total
carbohydrate content of Artemia at the highest level when compared to others. Moreover,
P.tricornutum diet improved polyunsaturated fatty acid production rate of Artemia. The
increase in Eicosapentaenoic acid (EPA) production was most pronounced in Artemia fed
by P.tricornutum. Salt stress application of microalgae improved EPA production of
Artemia too. The aminoacids profile of Artemia fed by those three microalgae were also
analyzed. Specifically, arginine content of Artemia extract was highest when it was fed by
D.tertiolecta, Glycine was highest when it was fed by l.galbana, and glutamic acid content
was highest when it was fed by P.tricornutum.

To conclude, results show that nutritional properties of A. franciscana can be increased

when salt stress applied D.tertiolecta, l.galbana, and P.tricornutum are used as food
source.

Keywords: Artemia, Nutrition, Microalgae, Cyanobacteria
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1. GIRIS

Dinyada 2010 yiinda toplam su Urlnleri Gretim miktari 148.200.747 ton iken bunun
yaklasik %601 avcilik, %40’ da yetigtiricilikle saglanmig, 2016 yilinda toplam 170.995.437
ton yillik su GUrtinleri Gretiminin %530 avcilik, %47’si de yetistiricilikle saglanmigtir (TUIK
2018). Ulkemizde 2000 yilinda toplam su Grinleri Gretim miktari 582.376 ton iken bunun
yaklasik %86,4’U avcilik ve %13,6’s1 da yetigtiricilik sayesinde elde ediliyordu. 2010 yilina
gelindiginde 653.080 ton olan toplam su Urdnleri Uretiminin %74,4’G avcilik ve %23,6 si
yetistiricilikten; 2017 yilinda Uretilen toplam 630.820 ton toplam su UrlUnleri Uretiminin
ancak vyaklagik %56’sinin avcilikla ve %44’Gnin de yetistiricilikle saglandigi
anlasilmaktadir (TUIK 2018). Béylece zaman icerisinde avcilikla elde edilen toplam su
drtnlerindeki azalmanin yetistiricilikle karsilandigi ve yetistiricilikle su Grlnleri Uretiminin
ulkemizde de giderek 6nem kazandidi ve ancak gunumuizde dinya Uretim oranlarina
yaklastigi anlasilmaktadir. Boylece uUlkemizde de dunya ile paralel olarak artan nufusa
bagli olarak ortaya ¢ikan gida ihtiyacini karsilamak Gzere su UrUnleri Uretiminin eldesinde

yetigtiricilige verilen dnem de giderek artacak gibi gézikmektedir.

GUnUmuzde yogun olarak su Urunleri yetistiriciligi yapan isletmelerin giderlerinin dnemli
bir kismini yem ve yemleme giderleri olusturmaktadir. Larval beslenme su Grinleri
yetistiriciligindeki en énemli asamalardan bir tanesidir (Korkut ve Altan, 2002). Larval
beslenmede zooplankton Rotifer (Brachionus plicatilis) ve Artemia salina (Chakraborty ve
Paulraj., 2007); kladoseralardan Moina macrocorpa, ve Daphnia sp.; kopepodlardan ise
Euterpina acutifrons ve Tigriopus japonicus kullaniimaktadir (Conceigao vd., 2006).
Artemia ise besin degeri ve kalitesi bakimindan akvaryum baliklari, tath su balklar ve
deniz baliklari Gretiminin larva besleme ve blyltme basamaklarinda en ¢ok tercih edilen
canlidir. Larval beslenmede Artemia ginumuz kosullarinda hem ulkemizin hem de
dinyanin muhtag oldugu bir canli haline gelmistir. Ornegin, gipura yetistiriciliginde larva
basina 80 adet Artemia’ya ihtiyac vardir (Saka ve Firat, 2008). Artemia’ya olan bu ihtiyac
karsisinda hem birim fiyat artisi olmakta hem de Artemia’nin dogal stoklari tehlike altina

girmektedir.

Tuzla karidesi (brine shrimp) olarak bilinen Artemia, 6rihalin ve driterm bir canlidir. Ergin
bireyler %0.1-%23.5 tuzluluk ve 10-35°C sicaklik araliklarinda yasayabilirler. Artemia balk
kiltdrlerinde canli yem olarak 1920°’den beri kullaniimaktadir. Artemia’hin yasam devri
boyunca dayanikli kistler olusturmasi ve bu kistlerin inklibasyon ile 24 saat i¢erisinde canli
yem haline gelebilmesi akuakiltirdeki kullanimini yayginlastiran bir diger 6nemili
faktordur. 1970’lerin sonlarina dogru ticari deniz balidi yetistiriciliginin gelismesiyle birlikte

Artemia kistlerine olan talep yilda birka¢ tondan yaklasik olarak 800 tona kadar ulasmistir.
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Son yillardaki kist fiyatlari ise hem talebe hem de kistlerin kalitesine gére degisiklik
g6stermektedir (Lavens ve Sorgeloos, 2000). Uretim kolayh@i ve besin degeri bakimindan
¢ok 6nemli bir canli yem olan Artemia, tGm su Urunleri yetigtiriciliginde 6zellikle yavru
Uretim doénemlerinde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir (Alpbaz vd., 1992). Ayrica,
Artemia kolay bulunabilmesi, kullaniminin kolay ve hizli olusu, saklanmasinin masrafsiz
olmasi, su Urunleri Gretiminin hemen hemen her safhasinda kolaylikla kullanilabilmesi gibi
Ozelliklerden dolayi, akuakultirde en yaygin olarak kullanilan canli yemlerdendir. Halen
yetistiriciligi yapilan deniz tlrlerinin  %85den fazlasinda Artemia yaygin olarak
kullaniimaktadir (Merchie,1996; Sorgeloos vd., 2001). Artemia kabuklular ve balik
larvalari agisindan mikemmel bir besin kaynagidir. Artemia naupliileri ve yetigkinleri ¢esitli
sucul turlerin besin ihtiyaglarini karsilamalarindan dolay! blylk bir avantaja sahiptirler
(Sorgeloos, 1980; Léger vd., 1986; Sorgeloos vd., 1998, 2001).

Artemia’nin taksonomik siniflandirmasi;

Alem: Animalia
Sube: Arthropoda
Alt sube: Crustacea
Sinif: Branchiopoda
Takim:  Anostraca

Aile: Artemiidae
Cins: Artemia
Tar: A. salina (nauplii) (Linnaeus,1758)
- Dormant
3 'kistler
3 ° . o Yumurtlama
> G
Disi
Erginler Aktif geng bt
Erkek
3
Naupli evresi
Yavrular
7 Disi

Erkek

Sekil 1. Artemia’nin yasam déngusu (Casanova, 2011)
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Ulkemizde izmir Camalti Tuzlasi basta olmak Uzere i¢ gdllerimizin birkaginda Artemia
dogal olarak bulunabilmektedir. Buna ragmen Ulkemiz her yil 50-70 ton arasinda Artemia
ithal etmektedir. Dinyada su drunleri yetistiriciligi bakimindan 6n sirada bulunan Japonya
ve Cin gibi Ulkelere baktigimizda ise Artemia’nin kendi Uretim ciftliklerinde Uretildigini
gormekteyiz. Bu nedenle Turkiye'deki mevcut Artemia uretim alanlarinin tespiti ve bu
alanlar ile ilgili yapilacak ¢alismalar su urlnleri sektériiniin geleceg@i bakimindan 6énem arz
etmektedir. Artemia’nin dinyada en fazla dretildigi gollerden birisi ABD’deki Great Salt
Lake ve San Franscisco Korfezi'dir (Uren, 2011). Son zamanlarda ise ekolojik nedenlerle
bu gollerden elde edilen Artemia miktarlarinda azalma meydana gelmig ve yeni Artemia

kaynaklari aranmaya baslanmistir.

Dinyada 30.000'ni askin mikroalg turinin tanimlanmasina ragmen bu mikroalg
turlerinden ¢ok azinin guvenilir olup ticari olarak degerlendirildigi bilinmektedir (Christaki
vd., 2011; Guedes vd., 2011). Mikroalgler protein, pigmentler, polisakkaritler, vitamin,
hidrokarbonlar ve yag asitleri gibi ekonomik olarak degerli kabul edilen bircok metaboliti
hicre icerisinde biriktirebilme 6zellikleri sayesinde son yillarda akademik ¢alismalarda ilgi
¢eken canlilar haline gelmiglerdir. Bu 6zellikleri sayesinde mikroalgler basta insan gidasi
olarak kullaniimasinin yanisira akuakultdr, tarim, eczacilik, kozmetik, atik su aritimi gibi
bircok alanda da kullanilabilmektedir. Mikroalgler icerdikleri yuksek protein degeri, hizl
Ureyebilme ve kolay Uretilebilmelerinden dolayi 6zellikle Glkemizde ve dinyada su Urlnleri
yetistiriciliginde alternatif bitkisel bir hammadde olarak kullaniimaktadir (Guedes ve
Malcata, 2012). Yaklasik olarak 2-20 mikron buyukllkleri arasinda degisebilen mikroalg
turleri kabuklularin, karides, rotifer, kopepod tirlerinin ve larval baliklarin beslenmesinde
kullaniimaktadir (Korkut ve Altan, 2002). Artemia’lar ise suyu filtre ederek beslenirler ve
gerek dogal yasamlarinda gerek kualtir kosullarinda igerdikleri besin kompozisyonlarindan

oturu oncelikli olarak fitoplanktonlari tercih ederler (Mohebbi, 2010).

Mikroalgler, kabuklu su canlilarinin ve bazi balik larvalarinin ilk besinidir. Ayrica, balik
beslemede kullanilan rotifer, cladocera veya copepodlarin besinini olusturmasi dolayisiyla
fitoplankton Uretimi blyuk 6nem tagimaktadir. Mikroalg yerine hazir yemler kullaniimasina
yonelik tim calismalara ragmen ticari éneme sahip balik, yumusakca ve kabuklularin
cogunun yetistiriciligi, hala canli yem olarak mikroalg kullanimi ve Uretimine baghidir. Su
artnleri Uretiminde mikroalgler, yumusakg¢a ve kabuklu larvalarinin beslenmesinde direkt
olarak kullanilirken, balik vyatistiriciliginde ilk yem olan zooplankton beslenmesinde
kullanilirlar. Dolayisiyla su Urdnleri yetistiriciliginde ilk Grlin olarak kullanilan besinin
(mikroalg) besinsel degeri tim zincirin besinsel degerlerini etkileyen dnemli bir faktérdur.
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Bu arastirma projesi kapsaminda, Ulkemizde saha c¢alismalariyla saflastirilarak kalttre
alinmis Dunaliella, Isochrysis, Phaeodactylum, Tetraselmis, Nannochloropsis, Spirulina,
Synechocystis, Synechococcus, Chlamydomonas, Chlorella ve Scenedesmus ve
Haematacoccus cinslerine ait 20 farkli mikroalg ve siyanobakteri tird kullanilarak
ulkemizde Artemia yetigtiriciligi i¢in bu turlerin; saf ve karisik kulttrler halinde, ve/veya
yapilan stres uygulamalari ile besinsel o6zellikleri degistiriimis mikroalglerin kullanim
potansiyellerinin tanimlanmasi ve bdylece besinsel iceridi zenginlestiriimis Artemia’larin

aretimi icin yenilikgi bir organik yaklasim getiriimesi amacglanmistir.
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2. LITERATUR OZETi

Entansif balik ve kabuklu yetigtiriciliginde yumurta kesesi ¢ekilmig larvalar (kefal, sazan,
mersin, ¢ipura, levrek, mercan, karides, yengec vs.) ilk beslenme periyodunda canli yeme
gereksinim duymaktadir. Canli yemle beslenme sirelerinin ise balik ve kabuklu
larvalarinda tlrlere gore farkliliklar gosterdigi bilinmektedir (Atay, 1994; Alpbaz, 2005).
Baliklarin yani sira gunumizde ¢ift kabuklu su canhlarinin beslenmesinde kullanilan tek
hicreli alglerin yerine tam olarak gecebilecek bir besin bulunamamistir (Bayne 1965;
Babinchak ve Ukeles 1979; Pechenik vd., 1990). Kabuklularin metabolik faaliyetleri ve
gelisip buyuyebilmeleri icin ihtiyagc duydugu natrientlerin algal besinler ile saglanmasi
fitoplanktonun kabuklu beslemesindeki énemini agik¢ca ortaya koymaktadir (Fidalgo vd.,
1994; Hindioglu vd., 2001).

Artemialar, nauplii safhasinda %52+8.8 protein, %18.9+4.5 lipit, %14.8+4.8 karbohidrat
ve %9.7+4.6 kul icerirken yetigkin Artemialar ise 56.4+5.6 protein, %11.815.0 lipit,
%12.1+4.4 karbohidrat ve %17.4+6.3 oraninda kul igermektedir (Leger vd., 1986). Ayvalik
tuzlasinda bulunan Artemia naupliileri ise canli yemlerde bulunmasi istenen palmitik asit
(16:0), palmitoleik asit (16:1), stearik asit (18:0), oleik asit (18:1), linoleik asit (18:2),
linolenik asit (18:3), Arasidonik asit (ARA, 20:0), Dekosahekzaenoik asit (DHA, (20:5),
nervonik asit (24:1)’e sahiptirler (Koru, 2006).

Denizlerde ve tath sularda slspanse maddenin canli kismini olusturan planktonik
organizmalar, kendi baslarina hareket edemeyen ancak su hareketleriyle (rizgarlar,
akintilar vb.) yer degistirebilen canhlardir. Planktonik formlarin bitkisel Gyelerini teskil eden
fitoplankton tirleri ise akuatik habitattaki en énemli organik madde Ureticileridir (Oswald,
1980). Besin zincirinin temelini olusturan bu organizmalarin verimliligi, besin zincirinin
diger halkalarini etkiler ve daha Ust beslenme duzeylerindeki Gretimin sinirlarini belirler
(Cirik ve Gokpinar, 2008).

Mikroalgler hicrelerinde biriktirdikleri protein, vitamin, yagd asitleri, karbohidrat, mineral,
pigment, hidrokarbon, sterol, enzim, antibiyotik ve polisakkaritler nedeni ile ginimizde
basta insan beslenmesi olmak Uzere, tip, eczacilik, tarim, kozmetik, atik su aritimi ve
akuakaltir gibi birgok alanda kullaniimaktadir (Grinstead vd., 2000; Atay, 1984).

Su drunleri Uretiminde mikroalgler, yumusakga ve kabuklu larvalarinin beslenmesinde
direkt olarak kullanilirken, balik yetigtiriciliginde ilk yem olan zooplankton beslenmesinde
indirekt olarak kullanilirlar. Balik larvalarinin beslenmesinde kullanilan mikroalglerde, balik
larvalari i¢in yuksek besin degerinin olmasi, algin boyutu ve sindirilebilirligine uygun

olmasi, kolayca yetistirilebilmesi, yapay ortamda ylksek bir Greme hizina sahip olmasi,
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yogun Uretime uygun olmasi ve zehirli madde Uretmemesi &zelliklerinin bulunmasi
gereklidir (Moretti vd., 1999).

Artemialarin beslenmesinde genellikle Dunaliella (Mason, 1963; Persoone ve Sorgeloos,
1975; Vanhaecke ve Sorgeloos, 1989), Isochrysis (Wickins, 1972) ve Chaetoceros
(Juarez Carrillo, 1995) canh olarak kullaniimaktadir. Spirulina ve Scenedesmus gibi
mikroalgler ise (Person Le Ruyet, 1976; Claus vd., 1979) kurutulmus olarak Artemia
beslenmesinde kullaniimaktadir. Bu mikroalglerin yanisira Bacillariophyceae sinifina ait
Phaeodactylum, Haptophyceae sinifina ait Coccolithus, Chrysophyceae sinifina ait
Pavlova (Monochrysis), Prasinophyceae sinifina ait Tetraselmis, Chlorophyceae
sinifindan ise Brachiomonas, Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus,
Nannochloropsis turleride Artemia beslemesinde kullaniimaktadir (De Pauw ve Persoone,
1988).

Akdeniz Ulkelerinde deniz baliklarinin, 6zellikle ¢ipura ve levrek baliklarinin
yetistiriciliginde yaygin olarak Uretimi yapilan mikroalg tirleri ise Chaetoceros calcitrans,
Skletonema costatum, Isochrysis galbana, Isochrysis sp.(Tahiti hatti), Pavlova
(Monochrysis) lutheri, Tetraselmis suesica, Tetraselmis chuii, Tetraselmis tetrathele,
Chlorella sp., Dunaliella tertiolecta, Nannochloropsis gaditana ve Nannochloropsis oculata
turleridir (Moretti vd., 1999).

Ulkemizdeki balik giftliklerinde ise genellikle Tetraselmis sp., Nannochloropsis sp. ve
Isochrysis sp. kullaniimaktadir. Tum bu mikroalg turleri boyutlarinin uygunlugu, besin
degerlerinin yuksekligi, dretimin kolayligi, toksisite gibi negatif yan etkileri bulunmamasi
nedeniyle tercih edilmektedirler (Moretti vd., 1999).

Ozellikle Tetraselmis, deniz canlilarinin beslenmesinde uyarici bir amino asit
icermesinden dolay! Artemianin beslenmesinde tercih edilmektedir. Isochrysis ise Artemia
beslenmesinde, uygun buylklikte oldugu igin tercih edilmektedir. Nannochloropsis ise
yuksek EPA degerinden dolayi Artemia besini olarak tercih edilmektedir (Apt ve Behrens,
1999). Ayrica, Chaetoceros ve Dunaliella bazi karides ciftliklerinde vitamin miktarini
arttirmak igin kullanilmaktadir (Hirayama vd., 1979; Herawati vd., 2014).

Duniella salina ile beslenen Artemia sp. ylksek miktarda protein ve karbohidrat icerirken
Chaetoceros calcitrans ile beslenenlerde ise yuksek miktarda lipit birikimi gozlenmigtir.
Ayrica D. salina ile beslenen Artemialar yliksek miktarda beta-karoten ihtiva etmektedir

(Hannah vd., 2013). Artemia, Isochrysis galbana’nin farkli konsantrasyonlari ile beslenmis
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ve fazla besin konsantrasyonu Artemia’nin biyimesinde artig saglamamistir (Evjemo ve
Olsen,1999).

Artemianin CDYA igeriginin artirlmasinda uygun besin maddeleri ve miktarinin ortaya
konulmasi, hedef balik tiriinin larva dénemindeki biyimeye etkisi dnemlidir. Ozellikle
yetigtiriciligi zor ve yasama orani disik olan su Urinlerinde segilen besin kaynaklarinin
esansiyel yag asidi bakimindan zengin olmasi veya zenginlestirilmis yemlerin kullaniimasi
basariyr artirmistir (Aras vd., 2002).

Herbir mikroalg turinin besin dederi onun bilesimi,organizmanin metabolik tiketimi ve
besinsel ihtiyaclar arasindaki iligkiye baglidir ve mikroalglerin besinsel 6zellikleri, 6zellikle
lipid, karbohidrat ya da protein igerikleri basta makroelement a¢ligi olmak Uzere harici bir
stres faktorine tepkide dinamik olarak degisiklik gosterir (Elibol Cakmak vd.,
2014).Artemia larvalariyla algal Grin protein igerigi arasinda pozitif bir korelasyon vardir
(Claus vd.,1979). Bu arastirma projesi ile de mevcut literatir bilgisine dayanarak
calismaya konu olan mikroalglerin protein, yad ve karbohidrat iceriginin degistiriimesi ile
bu mikroalglerin Artemialar tarafindan beslenmesi sonucu Artemialarin besinsel

Ozelliklerinde meydana gelen degisimlerin bildirilmesi hedeflenmistir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1 Mikroalg Kultlirleri

Proje kapsaminda Artemia bireylerini beslemede kullanilan ve istanbul Medeniyet
Universitesi mikroalg kiltir kolleksiyonunda muhafaza edilen 20 farkli mikroalg tirinin
uygun sivi kiltir ortamlarina asilanmasi saglandi ve bdylece mikroalg tirleri igin stok
kalturler hazir duruma getirildi. Mikroalg ve siyanobakteri turlerinin buyutme ortamlari ve

izole edildikleri yerler Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Proje calismasinda kullanilan mikroalg ve siyanobakteri tirleri

Bliyiitme Izole edildigi |lzolasyon
Divizyo Cins Tiir ortami yer tarih
Chlorophyta Dunaliella tertiolecta JM Meke Maar 05.10.13
Chlorophyta Dunaliella salina JM Meke Maari 05.10.13
Chromista Isochrysis galbana F2 izmir Kérfezi 12.05.13
Chromista Isochysis sp. F2 izmir Korfezi 12.05.13
Chlorophyta Tetraselmis chui F2 Acigdl 03.07.13
Acigdl, lzmir
Chlorophyta Tetraselmis saueica F2 Korfezi 03.07.13
Heterokontophyta Nannochloropsis occulata F2 Acigél 05.04.13
Cyanobacteria Spirulina platensis Zarrouck Nemrut Golu 10.07.13
Cyanobacteria Synechocystis sp. BG11 Acigél 15.01.13
Cyanobacteria Synechococcus sp. BG11 Acigél 15.01.13
Acigél, Edremit |03.07.13
Heterokontophyta Phaeodactylum tricornutum F2 korfezi 21.06.2013
reinhardtii
Chlorophyta Chlamydomonas CC-124 TAP Narlgél 03.07.13
Chlorophyta Chlamydomonas reinhardtil CC1690| TAP Narligol 03.07.13
Chlorophyta Chlorella sp. ARM0029B BG11 Aygir Golu 12.10.13
Chlorophyta Chlorella variabilis BG11 Narligél 05.04.13
vulgaris

Chlorophyta Chlorella c-27 BG11 Nemrut Goéll 10.04.13
Chlorophyta Haematococcus pluvialis BG11 Narligol 05.04.13
Chlorophyta Scenedesmus obliguus BBM Golciitk 14.01.13
Chlorophyta Scenedesmus acutus BBM Narligol 05.04.13
Chlorophyta Scenedesmus dimorphuus BBM Narligol 05.04.13
Artemia bireylerinin beslenmesinde kullanilan mikroalg tirleri stok kdlturlerinden

belirlenen miktarlarda alinarak 1 It'lik erlenmayerler igerisinde bulunan 500 mllik uygun
kiultdr ortamlarina (Tablo 1’de gosterilen) asilandi. Dunaliella tertiolecta ve Dunaliella
salina JM (Johnson vd., 1968); Isochrysis galbana, Isochrysis sp., Tetraselmis chuii,
Tetraselmis suesica, Nannochloropsis oculata ve Phaeodactylum tricornutum tirleri F2
(Guillard ve Ryther 1962; Guillard, 1975); Chlamydomonas reinhardti CC-125 ve
Chlamydomonas reinhardtii CC-1690 turleri TAP (Andersen, 2005; Harris, 1989);
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Spirulina  platensis turt  Zarrouck (Dineshkumar vd., 2016); Synechocystis
sp.,Synechococcus sp., Chlorella sp. ARM0029B, Chlorella variabilis, C. vulgaris C27 ve
Haematacoccus pluvialis turleri BG-11 (Kuhl ve Lorenzen, (1964), Scenedesmus
obliquus, Scenedesmus acutus, Scenedesmus dimorphus tirleri ise BBM (Bischoff ve
Bold (1963) kultlr ortamlarina agilanmigtir. Mikroalg kultirleri, igerisinde 100ml buyutme
ortami bulunan 250ml erlenlerde, 120rpm devir hizina ayarlanmis sicaklik-ayarli (251 °C)
calkalayicida (Sartorius, Certomat BS-T, USA) sirekli 1sik altinda (100 pE/(m?/s))
yetistirilmistir.

Mikroalg ve siyanobakterilerin buyume degerlerinin belirlenmesi icin tek hucreli
mikroalglerin bluyume egrisinin ¢ikariimasinda kati ortamdan sivi ortama ekilerek 4 gun
boyunca inkidbasyona birakilmig sivi hicre kuiltirinden hicreler Neubauver sayma
kamarasi kullanilarak sayilmis ve yeni kiltir 250ml‘lik erlen mayer’lerde 3x10# hiicre ile
toplam 125 ml hacimde olmak Gzere ilgili blylitme ortamlari kullanilarak baglatiimigstir.
inkl']basyonun 1., 3., 5., 7., 10., 15., 20., 30., gunlerinde 3 ml mikroalg 6rnegi alinarak
680 ve 720 nm dalga boylarinda absorbans dl¢cimleri yapiimis ve degerler kaydedilmigtir.
iki dalga boyundan daha iyi absorbans degerleri kaydedilen veriler kullaniimistir. Béylece
tek hiicreli mikroalg ve siyanobakteriler icin biyiime egrileri cikariimistir. Olglimler ile elde
edilen absorbans verileri, agsagidaki formulasyonda kullanilarak ikiye katlanma sireleri ve

spesifik buyime hizlari (ginlik buyime hizi) hesaplanmigtir.

3.2 Mikroalg Tirlerine Ait Spesifik Bluylime Hizlarinin Belirlenmesi

Mikroalg ve siyanobakterilerin ikiye katlanma sireleri, blyume oranlari ve bdlinme
hizlarinin belirlenmesi amaciyla net olarak en ylksek buyume hizinin goruldagu iki dar
zaman araliginda alinan degerleri kullanmak yerine eksponensiyal blyimenin gorildigu
3-10. gunlerde alinan veriler kullaniimistir. Boylece genel olarak eksponensiyal evrede

meydana gelen biylime degisimleri daha agik sunulmustur.

ikiye katlanma stiresi = (ty-t,)/logz (Ny/Ny)
Biiyime orani (u)=(InNy-InNy)/(ty-ty)
Béliinme hizi= p/In(2)

*Formulde Ny ve Nx ; absorbans degerleri; ty ve tx ise dlgimin alindigi son ve ilk zamani
gosterir (Wood vd., 2005; Elibol Cakmak vd., 2014).
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3.3 Mikroalg ve Siyanobakterilerin Artemia franciscana’nin Beslenmesinde

Kullanilmak Uzere Hazirlanmasi

Artemia beslenmesi i¢in yukarida belirtilen kosullarda kultire alinan mikroalg ve
siyanobakteriler eksponensiyal biylime evresinde iken (inkibasyonun 5-10. gunleri)
kullaniimak Uzere hlcre sayilari Neubauer sayma kamarasi ile 3 tekrarl olarak sayildi.
Mikroalg kultirlerinden belirli miktarlarda hlicre alinarak etiketlenmis santrifij tlplerine
aktarildi ve 3000 rpm’'de 5 dakika 2 kez yikama yapilarak santrifijj edildi. Ust kismindaki
supernatant dokulerek pellet kisim Artemia bireylerinin beslenmesinde kullaniimak lzere
ya dogrudan kullanildi ya da ilerleyen ginlerde kullaniimak Uzere belli hiicre sayilarina
karsilik gelecek hacimde mikroalg/siyanobakteri sollisyonu alinarak -86°C’de muhafaza
edildi. Muhafaza edilen mikroalgler besin olarak kullanilacaklari zaman dondurucudan
¢lkarilarak oda kosullarina gelmesi beklendi ve deneme gruplari bu mikroalg turleri ile

beslenmigtir.

3.4 Mikroalg ve Siyanobakterilerin Kuru Agirlik, Toplam Lipid, Nisasta ve Protein

igeriklerinin Analizi

3.4.1 Kuru Agirhk

Mikroalglerin kuru agirhklarinin belirlenmesinde ture gore farklilik gdstermek Uzere
inkibasyonun 5-10. gunlerinde sivi kultirden santrifijlenerek elde edilen 1gr yas mikroalg
orneginin 80°C’de 48 saat kurutulmasi sonrasi elde edilen tartim degerleri belirlenerek
hesaplanmis, her érnek icin en az Ug¢ tekrar olmak Uzere toplamda en az 9 tekrar ile elde

edilen sonuglarin ortalamasi olarak alinan degerler sunulmustur
3.4.2 Toplam Lipid

Toplam lipid miktarlari Bligh ve Dyer (1959)'a gore tespit edilmistir. 500 mg mikroalg
ornedi 10 ml metanol igerisinde vortekslenerek, 5 ml kloroform ve 1 ml ddH-O ilave edilip
1 dakika boyunca vortekslendi. Daha sonra santriflj edildi (5000 rpm, 15dk) ve Ust
kisimda bulunan metanol/su tabakasi uzaklastirildi. Alt kisimdaki metanol/kloroform
tabakasi ise temiz bir tipe aktarildi. Elde edilen lipid sivist Whatmann no 1 filtre kagidi
kullanilarak filtrelendi ve rotary evaporator kullanilarak (50°C sicaklik ve dusuk basing
altinda) metanol ve kloroformun buharlastiriimasi saglandi. Tlpler tekrar tartilarak lipid
miktari agirliksal olarak hesaplandi. Ornekte bulunan lipid miktarinin yiizde olarak
hesaplanmasinda ise asagidaki formal kullanildi
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Lipid yiizdesi = (ekstrakt edilen lipid miktari (gr) / mikroalg 6rnek agirligi (g)) x 100

3.4.3 Toplam Nigasta

Sivi kultirden toplanarak santrifijlenmis ve 80°C de 48 saat kurutulmus olan mikroalg
orneklerinden 50 mg tartilarak alinmis nisasta ekstraksiyonu icin érnekler Gzerine 10 kat
hacimde etanol ilave edilerek 90°C’ye ayarlanmis su banyosu igerisinde, inkibasyon
sureleri degismekle birlikte 6rnekler timuiyle homojenize olup, mikroalg/etanol ¢ozeltisi
tumuyle renksiz bir hal alincaya kadar inkuibe edilmistir (sure érnede gore 10 dk ile 70 dk
arasinda degismistir). inkiilbasyondan sonra esit hacimde %35'lik perklorik asit ilave
edilmig, 5 dk vortekslendikten sonra 2 ml H>SO, ilave edilerek 3 dk daha karigtirilan
ornekler suzilerek 490 nm dalga boyunda absorbans odl¢gUmleri yapilmistir. Elde edilen
degerler glukoz standartlari (Sekil 2) kullanilarak % nisasta % kuru agirlik olarak
sunulmustur. (Rose vd., 1991).

25
.".
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0. y = 0,0045x 40,072
05 o R?= 0,997
e
0e
0 100 200 300 400 500 600

Glukoz (pg/mL)
Sekil 2. Toplam karbohidrat tayini igin kullaniimig olan standart grafik.
3.4.4 Toplam Protein

Bu amacla liyofilize edilmis mikroalg drnekleri liziz tamponu (50 mM Tris—HCI pH 8.0, 2%
SDS, 10 mM EDTA, ve protease inhibitor mix) icerisinde yeniden suspanse edilmis, 1 dk
boyunca sonikasyona maruz birakiimis (%60 gu¢ 7W/pin) ve 4°C sicaklikta 13000rpm
devir hizinda santrifijlenmistir. Orneklerdeki protein miktari Bichinconinic asit (BCA)
metodu kullanilarak belirlenmistir (Smith, 1985). Calisma solusyonu karigimi olarak 1 kat
%4 bakir silfat / 50 kat Bicinchoninic asit solisyonu (Sigma) oda sicakliginda karanlikta
saklandi. Standart icin 0,5 mg/ml Bovin Serum Albumin c¢o6zeltisinden kuyucuklara
sirastyla 0, 1.5, 3, 5, 7.5 ve 10 pl ilave edilerek son hacim saf suyla 10 pl'ye tamamlandi.
Mikroalg ekstraktlarindan 5 pl alinarak 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarildi ve son hacim
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10 pl'ye tamamlandi. Hazirlanmig olan galisma solisyonundan 190 ul alinarak érnekler ve
standartlarin (izerine ilave edildi. icerisinde standart ve érnekler bulunan 96 kuyucuklu
mikroplaka 60°C de 30 dk boyunca inkibasyona birakilmis ve inkibasyon sonunda
ornekler 5 dk oda sicakliginda bekletiimis ve meydana gelen renk degisimi 562 nm de
okunmustur. Elde edilen degerler, Bovin serum albumin ile hazirlanmis olan standart
grafikten yola cikilarak (Sekil 3) mikroalg Orneklerinin protein degerleri mg protein/gr

ornek olacak sekilde hesaplandi.

1,6 -
1,4 -
1,2 -

1 4
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

ug protein

A562

y=0,0727x+ 0,0692
R? =0,9909

Sekil 3. Protein tayini igin hazirlanmig standart grafik

3.5 Artemia Kistlerinin Agilmasi Ve Kulugkalanmasi

Proje kapsaminda kullanilan Artemia franciscana kistleri ticari bir firmadan temin edildi ve
kistlerin dekapsulasyon islemi gergeklestirildi. Kistler saf suda 25°C sicaklikta 60-90
dakika bekletildikten sonra sodyum hipoklorit solisyonu igerisine atildi. Kistlerin rengi
turuncuya dénmeye basladiginda sodyum hipoklorit igerisinden alinarak istanbul-Maltepe
sahilden alinan deniz suyu ile yikandi. Yikanan kistler % 0.1’lik sodyum tiyosulfat
icerisinde 1 dakika bekletilerek kistlerin etrafinda kalan klor nétralize edildi (Cirik ve
Gokpinar, 2008). Kistler tekrar yikandiktan sonra kulugkalandi.

Kulugkalama islemi igin 4 litrelik kap igerisinde %034 tuzluluga 3 It'lik ortama 9 gr Artemia
kisti eklendi. Kistlerin oldugu kaplarin bir hava motoru ile kuvvetli bir sekilde surekli olarak
havalandiriimasi ve surekli olarak aydinlatimasi saglandi. Su sicakhigini 28°C ‘de
sabitleyebilmek icin ise su banyosu kullanildi. Kistler bu sartlar altinda kulugkalandiktan 1
glin sonra nauplilerin kistlerin igerisinden ¢iktigi gozlendi (Sekil 4). Nauplilerin hasadi igin
erlenmayerde bulunan ortam Artemia c¢ikartma kabina aktarilarak acgilmayan Kkistlerin

nauplilerden ayriimasi saglandi (Sekil 5).
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i

Sekil 4. Artemia franciscana turindn kistten gikma safhalarinin mikroskobik gértntlisu

Sekil 5 Nauplileri ayirmada kullanilan Artemia ¢ikartma kabi

Kistten ¢ikan nauplilere sirasi ile agagidaki islemler uygulanmistir;

1. Nauplilerin pozitif fototaksi 6zelliklerinden faydanilarak énceden hazirlanmis %o 34
tuzluluk ve 26°C sicakliga sahip ortam iceren bir kaba nauplilerin bir hortum
yardimi ile sifonlanarak aktariimasi saglandi. Bdylece mikroalg ile besleme
denemelerinde kullanilacak stok nauplilerin yeni ortama transferleri gerceklestirildi
(Sekil 6).
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Sekil 6. Artemia franciscana bireylerinin fototaksi 6zelligi

2. Kistten ¢ikan nauplilere 24 saat boyunca hig¢ bir besin takviyesi yapilmadan besin
keselerini tuketmeleri saglandi.

3. Bu sirada nauplileri iceren kabin bir hava motoru ile havalandiriimasi saglandi.

24 saatin sonunda stok naupli miktarini belirlemek amaci ile havalandirmanin
oldugu kisimdan Uger defa 1 ml érnek alinarak ependorf tlplere aktarildi. Her bir
epondorf tipe 2 damla lugol ¢ozeltisi damlatilarak Artemia nauplilerinin dibe
¢okmesi icin birkag¢ dakika beklenildi (Makridis ve Vadstein, 1999).

5. Naupliler sedgewick rafter sayma kamarasina bir pipet yardimi ile aktarilarak tg¢
tekrarli olarak sayildi ve mililitredeki naupli sayisi hesaplandi.

6. Stok nauplilerden 10 adet birey alinarak goéruntl analiz sisteminde boy él¢cimleri
yapildi.

7. Ayrica stoktan belirli miktardaki naupli yagsam déngusu analizi igin %034 tuzluluga
sahip 26°C’deki ortama aktarildi ve ortama higbir besin ilavesi yapilmadi. Artemia
bireylerinin 12 saatte bir boy 6lcimu yapildi. Higbir besin takviyesi yapilmayan
Artemia bireylerinin 72.saatten sonra 6ldugu belirlendi.

3.6 Artemia’larin Gesitli Mikroalg Ve Siyanobakteri Tiirleri ile Beslenmesi

1. Farkli beslenme gruplarini olusturabilmek icin mlI’de 35 naupli bulunan stoktan
ml'de 2 naupli olacak sekilde deneme gruplari olusturuldu.
2. Denemeler 4L hacme sahip, igerisinde 3L %034 tuzlulukta yetistirme ortami iceren

kaplarda gergeklestiriimistir (Sekil 7).
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Deneme gruplarina 24 saat boyunca higbir besin verilmedi. Bu strede nauplilerin
sahip olduklari besin keselerini tliketmeleri sadlandi.

Deneme gruplarinin surekli olarak havalandiriimasi ve aydinlatiimasi saglanirken
oda kosullarida 26°C olacak sekilde ayarlandi. Denemeler 3 tekrarli yarttulda.

24 saat sonunda Artemia bireylerini beslemek igin farkli mikroalg turleri Artemia
bireylerinin bulunduklari kaba bir pipet yardimi ile eklendi.

Mikroalg miktari Artemia bireyi basina ginlik 6000 mikroalg olacak sekilde
eklendi (Wickins, 1972; Thinh vd., 1999; Chakraborty vd., 2007).

Diger gunler ise Artemia bireylerinin hayatta kalma oranlarina ve mikroalg tiketme
miktarlarina gore hesaplanarak ilave edildi.

Artemia bireylerinin beslenmesi sabah ve aksam olmak Uzere 12 saatte bir
gerceklestirildi.

Gunde bir defa deneme kaplarinin dip kisimlari bir pipet yardimi ile atik ve 6lu
bireylerden temizlendi. Eksilen yetistirme ortami belirlenerek %034 tuzluluktaki taze
ortam ilavesi gerceklestirildi.

10. Deneme gruplarina besin ilave edilmeden énce boy dlgimleri igin her bir gruptan

10 adet Artemia bireyi ependorf tlplere konulup (zerlerine 2-3 damla lugol
¢Ozeltisi damlatildi ve géruntu analiz sisteminde boy uzunluklari él¢ulda.

11. iki giinde bir yetistirme ortaminin bir kismi taze ortam ile degistirildi ve Artemia

bireylerinin mI’deki sayisi belirlendi ve hayatta kalma oranlar % olarak hesaplandi.

.

Sekil 7. Artemia franciscana besleme denemelerinin gercgeklestirildigi kaplar
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3.7 Artemia’larin Kuru Agirhk, Toplam Lipid, Karbohidrat Ve Protein igeriklerinin

Belirlenmesi

Biyomas miktarlarinin saptanmasi igin “glass fibre” filtre kagitlar (GF/C), suzme duzenegi
ve bir su trombu ile Artemialar ortamdan ayrilarak yogunlastinimistir. Filtre kagitlan
etivde 105°C’de 1 saat tutulduktan sonra desikatorde 30 dakika bekletilerek sabit tartima
gecilmis, 0,0001 g duyarli analitik terazide daralari dlgulmastur. Her kiltir denemesinden
en az 10 drnek alinarak darasi alinan filtre kagitlarindan siztlmuas ve etivde 105°C’de 2
saat tutulmustur. Daha sonra filtre kagitlari desikatérde bekletiimis ve 0,0001 g duyarh
terazide tartimlarn yapilmigtir. Kuru agirhk tartimlarindan filtre kagitlarinin darasi

cikarilarak kuru madde miktarlari mg/g olarak hesaplanmistir (Vonshak, 1997).

Artemia bireylerinin icerdikleri toplam lipid miktarlari her bir deneme grubuna ait 6nceden
hazirlanmis ve sivi azotta dondurulmus 1’er gr érnek Uzerinden yukaridaki prosedur
izlenerek Bligh ve Dyer (1959)a gore yapildi.

Toplam karbohidrat igerigini belirlemede fenol silfirik asit yontemi kullanildi. 1 gr Artemia
homojenizati deney tupune alindi ve 1 ml %95’lik fenol ¢dzeltisi eklendi. Daha sonra vortex
ile karistinlarak 10 dakika beklendi ve 5 ml silfirik asit eklendi. Reaksiyon sunucu olusan
sicakligin dismesi icin bir sire beklendi ve tlp ters gevrilerek karisimin gergceklesmesi
saglandi. 25 dakika sonra olugsan renk 490 nm’de odlglldi. Olgiim igin gerekli olan

kalibrasyon D-glikoz-monohidrat ile yapildi (Dubois vd., 1956).

Artemia’larin toplam protein igeriklerinin belirlenmesi amaciyla sivi azot igerisinde
homojenize edilen 0,5 gr Artemia biomasi 5ml'lik %10’ luk TCA (Trikloroasetik asit) ile
calkalanip santrifij edildi ve supernatant %10’luk SDS (Sodyum dodesilsilfat) ile
karistinlarak ve santrifljlenerek sipernatant baska bir tipe aktarildi. Supernatanttaki
protein miktari yukarida belirtildigi sekilde BCA kiti kullanilarak gergeklestirildi (Smith,
1985).

3.8 Calismada Kullanilan Artemia Franciscana’nin Beslenmede Tercih Ettigi

Tiirlerin Besinsel igeriklerinin Degistiriimesine Yénelik Uygulamalar

Calisilan turler igerisinde Artemia franciscana’nin beslenmede tercih ettigi halofilik

D.tertiolecta mikroalgi JM besiyerinde, tatli su mikroalgi olan C.reinhardtii CC-1690 tiru
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TAP blyime ortaminda, diger denizel tlrler de F/2 blyime ortaminda kdiltlre
alinmiglardir. Kontrol ortaminda kiltiire alinan mikroalgler logaritmik blylime evresinde
iken (A680=1.0) dusuk hizda (2000 rpm, 3dk) santrifljlenmis ve esit miktarda bes gruba
ayrilmistir. Kontrol grubu, N-eksik, S-eksik, P-eksik, ve ylksek tuz uygulanmis gruplar
olarak ayirilan mikroalgler 5 gun boyunca kultire alinmig ve 5 gunun sonunda
mikroalglerin igerdikleri toplam protein, nisasta ve toplam lipid i¢erikleri belirlenmigstir. N-
eksik, S-eksik ve P- eksik ortamlarin hazirlanmasinda ilgili ortamlardaki N-, S- ve P-
kaynaklari c¢ikarilirken tatli su mikroalgi olan C.reinhardtii CC-1690 igin 0,2M halofil
mikroalg D.tertiolecta i¢in 3M, diger denizel tirler icin de 1M yogunlukta NaCl blylime
ortamina ilave edilmigtir.

3.9 Yag asidi Metil Esterleri (YAME) Analizi

Mikroalg ve Artemia’larin yagd asidi profillerinde meydana gelen degisimin belirlenmesi
amaciyla yag asitlerinin ekstraksiyonu, metillegtiriimesi ve analizi icin Xu vd. (2010),
tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Bu amacla liyofilize edilmis
100mg mikroalg ya da Artemia biyomas érnekleri kullaniimistir.

icerisinde 100mg biyomas bulunan vida kapakli tiiplere 300 ul ekstraksiyon soliisyonu
(metanol igerisinde hazirlanmis %2lik H.SO, ¢dzeltisi) ilave edilmistir. internal standart
olarak, kér numune dahil her tiipe 30 ug nonadecanoic acid ilave edilmistir. Ornekler 2
saat boyunca 80 °C sicaklikta termomikser yardimi ile 750 rpm devir hizinda surekli
calkalanarak hiicrelerin pargalanmasi ve lipidlerin agiga ¢cikmasi saglanmistir. inkiibasyon
sonrasinda ornekler 10 dk oda sartlarinda bekletimis ve sicakhgin diasmesi
saglanmigtirTUplerin igerisine 300 pl %0,9 konsantrasyonda NaCl ve 300 ul hekzan ilave
edilmistir. Boylece metanolde bulunan lipidlerin hekzan fazina gegmesi i¢in érnekler 30 sn
boyunca vortekslenmis ve 10 dk boyunca da nutating mikser Gzerinde calkalanmistir.
Daha sonra 6rnekler 3 dk boyunca 20 °C sicaklikta 3000 g devir hizinda santrifijlenmigtir.
Son olarak Ustteki hekzan tabakasindan 150 pl 6rnek alinarak GC-MS tiplerine
aktariimistir. Tlplere aktarilan oOrnekler analiz icin Agilent marka GC-MS cihazina
yerlestiriimistir. Olglim igin cihaza 130°C baslangi¢ sicaklik, 240°C ye kadar her 5°C de 5
dk beklenmesi talimati islenmistir. Standart olarak 37 komponentli YAME (Supelco FAME-
37) karigimi kullaniimistir. Olglim sonucu elde edilen pikler analiz edilmis, alan

hesaplamasi yapilarak belirlenen metil esterlerin ylzdeleri oransal olarak sunulmustur.

3.10 Orneklerin Aminoasit Kompozisyonlarinin Belirlenmesi

Orneklerin aminoasit kompozisyonlarinin belirlenmesi icin Dimova (2003) ve Yust vd.,
(2004) tarafindan onerilen yaklasimlardan yararlanilmistir. Yaklasik 300mg liyofilize
edilmis 6rnek 50 ml'lik agzi kapall analiz sisesi icerisine alinmis ve 6 N hidroklorik asit
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¢ozeltisinden 20 ml ilave edilmigstir, sise icine azot gazi verilerek agzi sikica kapatiimistir
ve 24 saat 110°C etiivde hidroliz edilmistir. Ornek, oda sicakhigina getirilerek adi filtre
k&gidindan stzulmastir. Sizintiden 0,2 ml deney tlplne alinarak azot gazi altinda
50°C’de ugurulmus ve lzerine 0,5 ml asetonitril konarak ugurma islemi tekrarlanmistir.
Tlp icindeki kalintiya yaklasik 0,5 ml asetonitril:metanol:trietilamin karisimi ve 0,1 ml
tirevlendirme c¢ozeltisinden ilave edilerek 40°C etivde 30 dakika sureyle
turevlendirilmigtir. Azot gazi altinda 40°C’de ugurulduktan sonra Uzerine 0,2 ml asetonitril
ilave edilmis ve azot gazi altinda tekrar ugurulmustur. Uzerine 5 ml 0,02 M amonyum
asetat ¢ozeltisi ilave edilmistir. 0,2 pm filtreden suzilerek Ultra hizli sivi kromatografisi
cihazina (UFLC) enjekte edilmistir (10 pl). Standart olarak 18 komponentli aminoasit
karisimi (Supelco AAS18) kullanilmistir. UFLC kolon sicakhdr 40°C, akis hizi 1 mi/dakika,
UV dedektor kullaniimis ve 250-450nmde aminoasit yodunluklari belirlenmistir. Mobil Faz
A (0,78 g/L NaH:PO4 + 0,88g/L Na:HPO., pH=6,8) ve Mobil Faz B (Asetonitril) kullanilan

kolonun tipine gore asagidaki sekilde akis programlari uygulanmistir.

Agilent, Eclipse XDB-C18.5 pm, 4x6x150 mm kolon
kullaniliyorsa Gradient Program

Zaman (dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)

0.01 100 0
13.00 85 15
22.00 75 25
26.00 70 30
28.00 40 60
38.00 100 0

ACE 5 C18, 250x4.6mm, 5 pm kolon kullaniliyorsa
Gradient Program

Zaman (dakika) Mobil Faz A(%) Mobil Faz B (%)

0.01 96 4
15.00 84 16
22.00 65 35
26.00 60 40
28.00 40 60
30.00 40 60
33.00 40 60
33.01 96 4
40.00 96 4

3.11 Istatistiksel Hesaplamalar

Grafiklerde belirtilen degerler en az 3 farkh kiltirden iki farkli zamanda alinmis verilerin
ortalamasidir (n=6). Uygulamali gruplar arasindaki istatistiksel farklihklar Student ttest
(2;2) analizi ile belirlenmistir. Bazi durumlarda ¢oklu uygulamalar arasindaki farkliligin
karsilastiriimasi icin tek yonli ANOVA ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir
(P<0,05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Saf Mikroalg Kiiltiirlerinin Biiyiime Degerleri (ikiye Katlanma Siiresi, Biiyiime

Orani Boliinme Hizlan)

Proje kapsaminda kullanilan 20 adet mikroalgin gelisimi optik yogunluk olgcimleri ile
belirlenmigtir. Optik yodunluk verilerinden yararlanarak mikroalglerin ikiye katlanma
sureleri, spesifik biylme oranlari ve bdlinme hizlari hesaplandi. Mikroalg kultarleri
logaritmik blUyime evresinde iken (5-10. gulnlerde) Artemia franciscana’nin
beslenmesinde kullaniimak UGzere hasat edildi. Mikroalglerin logaritmik evrede ikiye
katlanma sureleri ve glnlik spesifik biylime oranlar ile boélinme hizlari Tablo 2'de

sunulmustur.

Tablo 2. Mikroalg turlerine ait logaritmik evrede ikiye katlanma sureleri, glnlik spesifik
bdylme oranlari ile bdlinme hizlarl. (en az 3 farkli élgimden elde edilen sonugclarin
ortalamalar tstandart sapma degerleri ile birlikte sunulmustur).

ikiye Katlanma | Spesifik Biiyiime Boliinme
Tiirler Siiresi (Saat) orani (4) hizi/giin
Chlamydomonas reinhardtii CC-125 21,4+2,3 0,78 1,12
C.reinhardtii CC-1690 20,2+0,9 0,82 1,19
Scenedesmus obliquus 26,1+1,3 0,64 0,92
Scenedesmus acutus 27,6+0,7 0,60 0,87
Scenedesmus dimorphuus 28,2+0,7 0,59 0,85
Dunaliella tertiolecta 32,6+0,2 0,51 0,74
Dunaliella salina 37,4+0,5 0,44 0,64
Chlorella sp. 21,2+1,8 0,78 1,13
Chlorella variabilis 19,4+0,2 0,86 1,24
Chlorella vulgaris C-27 21,6+0,9 0,77 1,11
Synechocystis sp. 23,1+0,9 0,72 1,04
Synechococcus sp. 21,5+2,4 0,77 1,12
Spirulina platensis 22,6+0,9 0,74 1,06
Haematococcus pluvialis 35,4+0,6 0,47 0,68
Phaeodactylum tricornutum 26,8+1,2 0,62 0,90
Tetraselmis chui 38,4+0,5 0,43 0,63
Tetraselmis suecica 42,3+0,5 0,39 0,57
Nannochloropsis oculata 33,2+0,6 0,50 0,72
Isochrysis galbana 35,8421 0,46 0,67
Isochrysis sp. 36,2+0,6 0,46 0,66
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Mikroalglerin ikiye katlanma sureleri ayni zamanda asagida sekil olarak da sunulmustur
(Sekil 8). Caligilan mikroalglerin bolinme hizlarini dinamik olarak sergileyen ikiye
katlanma sureleri ortalama 28,5 saat olarak belirlenmistir. Calismaya konu olan
mikroalgler icerisinde en ylksek buyume hizini 19,4 saatlik ikiye katlanma siresi ve 1,24
kat/glin bolinme hizi ile Chlorella variabilis, en distk buyime hizini da 42,3 saat olan
ikiye katlanma suresi ve 0,57 kat/gun bolunme hizi ile Tetraselmis sauceica turl

gOstermistir.
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Sekil 8. Calismada kullanilan mikroalglerin ikiye katlanma sureleri.

4.2 Mikroalglerin Kuru Agirlik, Protein, Nisasta Ve Lipid Igerikleri

Mikroalglerin kuru agirliklarinin belirlenmesinde tire gére farkliik gostermek Uzere
inkiibasyonun 5. gindnde sivi kiltirden santrifijlenerek elde edilen 1gr yas mikroalg
orneginin 80°C’de 48 saat kurutulmasi sonrasi elde edilen tartim degerleri belirlenerek
hesaplanmis, her érnek icin en az ¢ tekrar olmak lzere toplamda en az 9 tekrar ile elde

edilen sonuglarin ortalamasi olarak alinan degerler sunulmustur. Orneklerin kuru agirlik
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bazinda ylzde olarak sunulan nisasta ve lipid iceriklerinin belirlenmesinde de ayni
ornekler kullaniimig, hesaplama da ortalama kuru agirhga goére yapilmistir. Calisilan

mikroalg ve siyanobakterilerin nisbi kuru agirliklari, protein, nisasta ve lipid iceriklerinin
bildirildigi veriler Tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 3. Mikroalg turlerine ait kuru agirlik, protein, nisasta ve lipid miktarlari (en az 3 farkli
Olcimden elde edilen sonuclarin ortalamalari tstandart sapma degerleri ile birlikte
sunulmustur).

Kuru agirhik |Protein |Karbohidrat | Lipid
Tarler (% Taze (% Kuru | (% Kuru (% Kuru
Agirhik) agirhk) |agirhk) agirhk)

Chlamydomonas reinhardtii CC-125 10,9+1,1 |52,5¢5,4| 6,440,4 |20,241,1
C.reinhardtii CC-1690 11,641 50,848 | 5,80,6 |18,8%0,8
Scenedesmus obliquus 13,24¢0,7 |99,16,4| 7,6£0,4 |26,4£0,6
Scenedesmus acutus 13,840,7 |58,5¢8,1| 8,204 |23,9+0,8
Scenedesmus dimorphuus 14,1+1,2 |48,417,8| 7,610,6 |24,2£0,8
Dunaliella tertiolecta 13,711 |95,7%8,9| 7,7£¢0,5 |33,240,9
Dunaliella salina 12,8+1,1 |61,3t7,5| 4,6+0,6 |28,5£0,7
Chlorella sp. 12,1411 62,1+7,6 6,4+0,6 25,1+0,8
Chlorella variabilis 14,0+0,7 |56,619,5| 6,2¢0,4 |21,441,1
Chlorella vulgaris C-27 11,840,6 |97,76,7| 5,440,3 35,41
Synechocystis sp. 14,2+05 |67,1#4,7| 4,603 |12,6+15
Synechococcus sp. 14,6206 |69,216,7| 4,240,3 7,8+0,7
Spirulina platensis 154412 |71246,2| 3,4+0,6 | 83+1,6
Haematococcus pluvialis 14,2+¢12 |50,5¢9,3| 4,8+0,7 17,8412
Phaeodactylum tricornutum 15,1422 |42,16,1| 7,5#1,2 119,4+0,6
Tetraselmis chui 13,6+0,6 |46,65,6| 6,8£0,3 |18,4+0,6
Tetraselmis suecica 13,4+15 |52,6¢83| 7,440,8 |22,641,1
Nannochloropsis oculata 13,7¢0,6 |62,149,1| 7,2#¢0,3 |23,941,2
Isochrysis galbana 13,5+1,3 56,116 6,8+0,7 |26,5+0,6
Isochrysis sp. 14,1+0,9 57,01£8,9 7,2+0,7 28,2+1,7

Caligilan siyanobakterilerin nisbi kuru agirliklarinin %14,2-15,4 arasinda degigmistir.
Okaryot yapida olan diger mikroalglerin nisbi kuru agirliklar ise %10,9-15,1 arasinda
degisiklik sergilemistir. Genel olarak c¢ahlsilan turler igerisinde kuru agirhigr %15’in
Uzerinde olan Spirulina platensis ve Phaeodactylum tricornutum tirlerinde en fazla,
%11’in altinda olan Chlamydomonas reinhardtii CC-125 mikroalginin kuru biyomas miktari
da en dusik degerde bulunmustur (Sekil 9). Mikroalglerin kuru agirliklari, icerebilecekleri
katma degeri yuksek Urin eldesi bakimindan énemli bulunmaktadir. Zira nisbi kuru agirhk
icerigi diger tirlere kiyasla yiksek bulunan S.platensis’in  besinsel 6zellikleri ve
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P.tricornutum’un da lipid ve karbohidrat gibi makromolekul Uretiminin yaninda sekonder

metabolit tretimi Uzerine ¢ok sayida ¢alisma rapor edilmistir (Sharma, 2012).
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Sekil 9. Mikroalglerin nisbi kuru agirliklar.

Mikroalglerin icerdikleri protein, nigasta ve lipid miktarlarinin bilinmesi, herhangi bir stres
durumunda depo materyali olarak bu U¢ temel 6geden hangisini oncelikli olarak
biriktirebilecedi sorusuna isik tutabilir. Bu sebeple éncelikli olarak saflastirilarak kilttire
alinmis olan ¢ok sayida mikroalgin protein, nigasta ve lipid icerikleri belirlenmistir. Genel
olarak c¢alisilan siyanobakterilerin toplam protein icerikleri mikroalglere kiyasla yulksek,

karbohidrat ve lipid igerikleri de digtk bulunmustur (Sekil 10).
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Sekil 10. izolatlarin kuru adirlik bazinda yiizde olarak hesaplanmis toplam protein, toplam

lipid, ve toplam karbohidrat igerikleri.

Yapilan galismada calisilan mikroalglerin protein icerikleri kendi iginde ciddi farkliliklar
sergilemistir (Sekil 10). Calisilan siyanobakterilerin toplam protein icerikleri genel olarak
kuru agirhgin %70’ dolaylarinda belirlenmistir. Okaryot mikroalglerin toplam protein
icerikleri de genel olarak %50-62 duzeylerinde belirlenmigtir. Mikroalgler igerisinde
Phaeodactylum tricornutum, Scenedesmus dimorphuus ve Tetraselmis chui
mikroalglerinde %50’nin altinda kaydedilmistir. Okaryot yapida mikroalgler igerisinde
protein igeridi en ylksek turler %62,1 ile Chlorella sp. ve Nannochloropsis occulata, en
diguk tur ise %42,1 ile Phaeodactylum tricornutum olarak kaydedilmigstir.

Calisilan turlerin nisasta igerikleri de degdiskenlik gostermistir (Sekil 10). Nisasta
iceriklerinin belirlenmesinde glukoz referans molekil olarak kullaniimis ve elde edilen
standart grafik kullanilarak 06lgim sonuglari elde edilmistir. Spirulina platensis,
Synechoccoccus sp. ve Synechocystis sp. siyanobakterlerinde nisasta orani hiicre kuru
agirhginin %3,4-%4,6 arasinda belirlenmistir. Diger taraftan 6karyot yapili mikroalglerin
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nisasta icerikleri kuru agirligin %4,8-%8,2 arasinda degismistir. Calisilan mikroalgler
icerisinde nisasta icerigi en yuksek tur %8,2 ile S. acutus olsa da S.obliquus,

S.dimorphuus, D.tertiolecta ve P.tricornutum turlerinde de %7,5 dolaylarinda nigasta
icerigi kadedilmigtir.

Calisilan siyanobakterilerin toplam lipid icerikleri diger mikroalglere kiyasla disuk olarak
belirlenmigtir. Siyanobakterilerin lipid icerikleri kuru agirlik bazinda %7,8-%12,6 arasinda
degisirken Okaryot yapida mikroalgler igerisinde en dusuk lipid icerigi %17,8 ile
H.pluvialis, en yuksek lipid icerikleri de %33,2 ve %35,4 ile D.tertiolecta ve C.vulgaris C-
27 turlerinde kaydedilmistir (Sekil 10). Mikroalgler, ge¢ Ussel buylime evresinde genel
olarak %30-60 protein, %10-40 lipid ve %5-15 karbohidrat intiva ederler (Fuijii vd., 2010).
Cogu diazotrofik olan siyanobakterilerin protein icerikleri dkaryot yapida mikroalglerin
bircoguna kiyasla yuUksek, lipid ve karbohidrat icerikleri de daha dusuk dizeydedir
(Angermayr vd, 2015).

4.3 Farkli Mikroalglerle Beslenen Artemia franciscana

Artemia franciscana bireylerini ¢esitli mikroalg turleri ile beslerken ayrica kistten gikan
naupliilerden belirli miktarda alinarak ayri bir kapta higbir besin takviyesi yapilmayan bir
deneme grubu da olusturulmustur. Herhangi bir sekilde beslenmeyen Artemia’larin 72
saat hayatta kalabildikleri tespit edilmigtir (Sekil 11).

Herhangi bir sekilde beslenmeyen ve 72 saat hayatta kalabilen Artemia’larin boy
uzunluklarindaki degisim olgulmustur. Nauplilerin baslangi¢ boy uzunluklari ortalama 450
pm olarak belirlenmistir. Beslenmeyen Artemia’larin 3 ginidn sonunda boy uzunluklarinda

da istatistiksel olarak 6nemli bir degisim kaydedilmemistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Besin ilave edilmeyen Artemia franciscana’nin hayatta kalma ytzdesi ve boy

uzunluklari.
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Gunlere bagli olarak farkli mikroalglerle beslenen Artemia’larin 12 gin boyunca hayatta
kalma oranlari kaydedilmigtir (Sekil 12). En yuksek hayatta kalma orani 12. gunin
sonunda Isochrysis turleri ve Dunaliella tertiolecta ile beslenen Artemialarda belirlendi.
Isochrysis sp.,, l.galbana, ve D.tertiolecta ile beslenen Artemialar 12 gunluk beslenme
sonrasinda sirasiyla ortalama %32, %30, ve %27 oranlarinda hayatta kalma durumu
sergilemislerdir. 12 gln boyunca beslenme yapilabilen diger turler (D.salina, T.chui
T.suecica, N.occulata, P.tricornutum, ve C.reinhardtii) ile hayatta kalma orani %20’nin
altinda kamistir. Chlorella sp., Chlorella variabilis, C. vulgaris C27, Haematacoccus
pluvialis, Scenedesmus obliquus, Scenedesmus acutus, Scenedesmus dimorphus,
Synechocystis sp. ve Synechococcus sp. turleri ile besleme sonrasi ise 6. giinden sonra
Artemia bireylerinde 6lim oldugu icin hayatta kalma oranlari en son 5. ginde
hesaplanabilmistir. Spirulina platensis ile beslenen Artemia bireylerine ait hayatta kalma

oranlari ise en son olarak 7. gun olgulebilmistir.
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Sekil 12. Farkh mikroalg ve siyanobakteri tirleri ile beslenen Artemia franciscana’nin
glnlere bagl hayatta kalma oranlari
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Zaman igerisinde farkh mikroalglerle beslenen Artemia’larin boy uzunluklarinda meydana
gelen degisimler Sekil 13'de sunulmustur. Yapilan calismada, 6zellikle denizel mikroalg
turleri ile beslenen Artemia’larin tath su mikroalgleri ile beslenenlere kiyasla daha uzun
boy uzunluklarina sahip olduklari ve daha iyi buyudikleri kaydedilmistir. Calisilan ttrler
icerisinde Chlorella sp., Chlorella variabilis, C. vulgaris C27, Haematacoccus pluvialis,
Scenedesmus obliquus, Scenedesmus acutus, Scenedesmus dimorphus, Synechocystis
sp. ve Synechococcus sp. tarleri ile beslenen Artemialardan 6 gunlik veri alinabilmistir.
Bu ginden sonra bu tirler ile beslenen Artemia bireylerinin 6ldigu tespit edildi. Spirulina

platensis turd ile beslenen A. franciscana’nin ise 7 gunluk blylimesi gozlenebilmigtir.

Proje kapsaminda kullanilan diger turlerden ise 12 gunlik dl¢gim yapimistir (Sekil 13). En
yuksek boy uzunlugu Isochrysis sp. tlrd ile beslenen Artemia bireylerinde 12. gindn
sonunda ortalama 2582 pm olarak tespit edilmistir. En ylksek boy uzunlugu Isochrysis
sp.’den sonra siraslyla Nannochloropsis oculata, Dunaliella tertiolecta ve Tetraselmis
suecica ile beslenen Artemia bireylerinde goézlendi. En disik boy uzunlugu ise
Scenedesmus acutus turu ile beslenen Artemia bireylerinde 6.gunun sonunda ortalama
706 um olarak belirlenmigtir. Bu turler genel olarak Artemia beslenmesinde 6nerilen tirler
olmakla birlikte D.tertiolecta ile beslenen Artemia’larin hayatta kalma streleri ile boy
uzunluklarinin T.suecica, N.occulata, Chlorella sp, ve Spirulina sp. tirlerine kiyasla daha
yuksek oldugu kaydedilmistir (Mohebbi vd. 2016).

3000

2500

___ 2000
1500
1000 I I
I I B 5

500

Boy uzunlugu (um

] @ @ = w o e =] ©v © ] © o] 2} ©v
§ £ § 3 8 8 588 ¢ 8 & g£ § 35 § 2 3
L2 ' 3 o O & I S L= B e B g ® & =S T 3 =
S 2 T ‘@ . =3 8 E L ¢ ¥ B & = = 3 3 3 ®8 &
=T a o = k= o 3 s © 8 | 2 8 [ < = Q2 8 v S
a . = - - o = - * Q 3] S ] (&) - ) I
d — G [ = = = = %] [=3 =2 (@] wr =
[ <] = BT 3 = S = S
5 o’ s B S = O o3

= © b S

£ £ s g2

[ = (%) =,

s 2 ©@

O

=0 1. Gan 2. Gun 3. GUn m4. GUn =5, Gun m6. GUn =m7. GOn = 8. Gun =9. Gun =10. Gi4n =11. Gun 12. Gan

Sekil 13. Farkh mikroalg turleri ile beslenen Artemia franciscana’nin guinlere bagh boy
uzunluklarindaki degisimler.
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Farkl mikroalglerle beslenen Artemia franciscana’ nin toplam protein, karbohidrat ve lipid
icerikleri belirlenmistir. Bazi mikroalglerle beslenen Artemia’lar 6 giin yasayabildiklerinden
dolayi, tim mikroalglerle beslenen Artemia’nin protein, karbohidrat ve lipid i¢eriklerindeki
degisimin sunulabilmesi icin en uygun dénem beslenmeden sonraki ilk 5 glin olarak
degerlendiriimis ve bdylece 5 gunin sonunda hasat edilen Artemia’lara ait degerler

sunulmustur (Tablo 4).

Tablo 4. 5 glin boyunca farkh mikroalg turleri ile beslenen Artemia franciscana’ya ait nisbi
kuru agirlik, toplam protein, lipid ve karbohidrat icerikleri. (en az 3 farkli élgimden elde
edilen sonuglarin ortalamalar £standart sapma degerleri ile birlikte sunulmustur).

Mikroalg tiirleri Kuru agirlik Lipid Karbohidrat
(% Taze Protein (% (% Kuru (% Kuru
Agirlik) Kuru agirhik) | agirlik) agirhk)
Dunaliella tertiolecta 17,141,2 48,613,5 24,1412 18,1+1,3
Dunaliella salina 16,2+0,9 41,2+3,4 20,2+1,9 24,6+1,9
Isochrysis galbana 18,642,1 30,542,2 25,4+1,3 20,6%1,5
Isochrysis sp. 18,9+1,4 31,742,4 26,312,3 20,8+1,9
Tetraselmis chuii 15,3+1,2 26,6+3,6 18,9+2,9 21,8+1,8
Tetraselmis suecica 18,2+1,1 37,6£3,5 19,1+1,1 19,6%2,1
Nannochloropsis oculata 13,6+0,9 33,943,5 8,31+2,8 14,3+1,7
Phaeodactylum tricornutum 15,2+1,1 29,3+2,1 12,6+0,9 36,5+2,4
Spirulina platensis 11,3+1,6 52,313,2 6,2+1,1 12,5+1,8
Synechocystis sp. 12,4+0,5 46,1+3,4 12,8+0,4 14,6%2,4
Synechococcus sp. 10,610,8 47,643,2 5,1+1,1 17,8+1,6
Chlamydomonas reinhardtii CC125 12,5+0,6 28,1+£3,3 14,3+1,2 25,1+1,5
Chlamydomonas reinhardtii CC1690 11,1421 29,543,2 11,9+2,2 16,6+1,8
Chlorella sp. ARM0029B 12,3+0,8 33,6+2,1 20,4+2,3 18,9+1,6
Chlorella variabilis 10,5+1,4 32,612,4 15,8+2,1 26,4+1,4
Chlorella vulgaris C27 13,6+0,5 34,2+3,2 16,2+1,9 20,7+1,3
Haematacoccus pluvialis 10,4+0,8 23,5%3,1 17,5+1,3 34,94+2,6
Scenedesmus obliquus 12,6+1,3 30,143,1 18,6+1,1 11,4421
Scenedesmus acutus 12,140,6 32,5£3,1 16,9+2,5 24,3+1,4
Scenedesmus dimorphus 10,8+1,4 34,442,9 7,242,5 28,8+2,7
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Yukarida sunulan tablonun yaninda kuru agirlik, protein, karbohidrat ve lipid dederleri
ayrica sekil olarak da sunulmustur. Yapilan dlgimlere goére farkli mikroalglerle 5 gun
boyunca beslenen Artemia’larin kuru agirhklarn genellikle %10,4-18,9 arasinda
degismistir. Ozellikle denizel mikroalglerle beslenen Artemia’larin kuru agirliklari %15'in
Uzerinde tespit edilmistir. Bu durumun beslenmeden kaynaklandigi anlasiimaktadir. Diger
turlerle beslenen Artemia’larin kuru agirliklar %10,4-13,6 arasinda degismistir (Sekil 14).
Farkli mikroalglerle beslenen Artemia’larin nisbi kuru agirliklarindaki azalmanin besin
tiketimi ile dogrudan ilgili oldugu, Artemia’nin tiketmedigi Nitzchia sp. kullanildiginda
duguk kuru agirhk ve Navicula sp., Rhabdonema sp. ve Schizochytrium sp. kullanildiginda
yuksek kuru agirhk kaydedilen degerli bir calismada gosterilmistir (Pacheco-Vega vd.,
2015). Bu calismada da Artemia’da diger turlere kiyasla daha yuksek hayatta kalma
suresi ve boy uzunlugunu saglayan denizel turlerle beslenen Artemia’larin nisbi kuru

agirliklarinin daha yuksek duzeylerde oldugu kaydedilmigtir.
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Sekil 14. Farkli mikroalglerle beslenen Artemia’larin nisbi kuru agirliklarinda meydana

gelen degisimler.
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Protein icerigi yuksek olan siyanobakterilerle beslenen Artemialarin protein icerikleri diger
mikroalglerle beslenenlere kiyasla yiiksek diizeyde belirlenmistir (Sekil 15). Ote yandan
Dunaliella tdrleri ile beslenen Artemialarin da protein igerikleri diger ékaryot mikroalglerle
beslenen gruplara kiyasla ylksek bulunmustur. Dunaliella tirleri ve siyanobakteriler ile
beslenen Artemialarin protein igerikleri %40’in Gzerinde belirlenmis, en dusik protein
icerigi de %30’un altinda belirlenen Chlamydomonas turleri ile T.chuii, H.pluvialis ve
P.tricornutum ile beslenen Artemia’larda kaydedilmistir (Sekil 15). Dunaliella ile beslenen
Artemia’nin protein icerigindeki artis daha énce de bildirilmistir (Ownag vd., 2014).

Artemia’larin ortalama karbohidrat igerikleri, beslendikleri mikroalg tirine bagh olarak
onemli oranda degiskenlik gostermistir. H. pluvialis ve P.tricornutum ile beslenen Artemia
bireylerinde en ylksek karbohidrat degeri %34,9-%36,5 olarak tespit edilirken, Isochrysis
turleri ile %20,6-%20,8 ve Scenedesmus obliquus ile beslenen Artemia bireylerinde en
duguk karbohidrat degeri %10-11 duzeylerinde belirlenmistir (Sekil 15).

Calsilan tirler icerisinde Dunaliella tertiolecta tiri ile beslenen Artemialarin yliksek
protein iceriklerinin yani sira diger gruplara kiyasla yuksek lipid igerigine de sahip oldugu
belirlenmistir. Isochrysis tlrleri veya D.tertiolecta ile beslenen Artemia’larin lipid icerikleri
kuru agirlik temel alindiginda %24’Gn (izerinde kaydedilmigtir. Ote yandan, 6zellikle
siyanobakteriler ile beslenen Artemialarin lipid iceriklerinin de dusuk oldugu
kaydedilmistir. Calisilan tirler igerisinde en dusik lipid orani %5,1 ile Synechococcus sp.
ile beslenen grupta belirlenmistir (Sekil 15). Bu durumda muhtemelen Artemia bu
siyanobakterileri yem olarak tercih etmemistir. ClUnkl hayatta kalma sidresi ve boy
uzunluklari da disiik dizeylerde belirlenmistir. Ote yandan Ulloa ve Olea (2004) yaptiklari
¢alismada Spirulina ve Synechococcus siyanobakterilerinin Artemia beslenmesinde canl

olarak dedgil, kurutulmus halde toz olarak kullaniimalarini énermistir.
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Sekil 15. 5 gun boyunca farkli mikroalglerle beslenen A.franciscana’nin toplam protein,

lipid ve karbohidrat iceriklerinde meydana gelen degisimler.

Mikroalglerin balik kulugkahanelerinde kullanimi hem canl yem Uretiminde hemde
yetistirme ortaminin kalitesinin korunmasinda &énemlidir (Spolaore vd., 2006). Zira
mikroalgler, balik ve larvalarinin beslenmesinde kullanilan zooplankton besin iceriklerinin
zenginlestiriimesinde blydk bir rol oynarlar (Chakraborty ve Paulraj, 2007). Farkli
mikroalg ve siyanobakteriler ile beslenen Artemia’larin protein, lipid ve karbohidrat
iceriklerindeki degisimin yaninda hayatta kalma ve blylime oranlari Artemia igin
kullanilabilecek en uygun algal besinin belirlenmesi agisindan 6nemlidir (Maldonado-
Montiel & Rodriguez-Canché, 2005). Bu asamaya kadar yapilan calismalar 1siginda
Artemia’larin beslenme ve kullanilan mikroalglerin genel besinsel 6zelliklerinin yaninda
Artemia’nin hayatta kalma siresi ve blyume oranlari degerlendirildiginde c¢alismanin
ilerleyen asamalarina D. tertiolecta, |. galbana, N. oculata, P. tricornutum, T. chuii, T.
suecica ve bir de tath su mikroalgi C. reinhardtii CC-1690 tirleri ile devam edilmesi
kararlastiriimigtir.
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Asagidaki tabloda, secilen tirler ile beslenen Artemia franciscana’nin 3., 5., 7. ve 10.
gunlerde c¢ekilmis mikroskop goruntuleri sunulmustur (Tablo 5). Denizel turlerle iyi
beslenen A. franciscana’nin C.reinhardtii ile ¢ok iyi beslenemedigi anlasiimaktadir. Ote
yandan Konya ovasinda bulunan Meke maar golinden saflastinlarak kaltlre alinan
D.tertiolecta ile beslenen Artemia’larin etkili blyime gdsterdikleri de kaydedilmistir.

Tablo 5. Secilen mikroalgler ile beslenen A.franciscana’nin 10 glnlik gelisimini gésteren
mikroskop goruntuleri

Artemianin
beslendigi
mikroalg tirii

D.tertiolecta

P.tricornutum

N. occulata

1. galbana

T.chuii

T. suecica

C.reinhardtii

32



TUBITAK

4.4 Artan Tuz Yogunlugu Ve Makroelement A¢ligina Tepkide Mikroalglerin Toplam
Protein, Lipid Ve Toplam Karbohidrat Igeriklerinde Meydana Gelen Degisiklikler

Genel olarak nétral lipid ve karbohidrat Uretimlerinde artis ile protein Uretiminde azalma
mikroalglerin abiyotik stres uygulamalarina verdikleri genel cevaplar olarak ifade edilmigtir
(Paliwal vd., 2016). Boylece Artemia icin besin olarak kullanilacak olan mikroalglerin
besinsel iceriklerindeki genel degisikliklerin gozlemlenebilmesi amaciyla mikroalgler
yuksek tuz yogunlugu, N-, S-, ya da P-eksik ortamlarda kiltire alinmiglardir.  Calisilan
turlerden halofilik D.tertiolecta mikroalgi JM besiyerinde, C.reinhardtii tirt TAP besiyeri ve
diger denizel turler de F2 buyume ortaminda kadltire alinmiglardir. Kontrol ortaminda
kdltire alinan mikroalgler logaritmik blylime evresinde iken (A680=1.0) dusik hizda
(1000 rpm) santriflijlenen mikroalgler esit miktarda bes gruba ayriimistir. Kontrol grubu,
N-eksik, S-eksik, P-eksik, ve yuksek tuz uygulanmis gruplar olarak ayrilan mikroalgler 5
gun boyunca kultire alinmis ve 5 gunun sonunda mikroalglerin icerdikleri toplam protein,
nisasta ve toplam lipid igerikleri belirlenmistir. N- eksik, S-eksik ve P- eksik ortamlarin
hazirlanmasinda ilgili ortamlardaki N-, S- ve P- kaynaklari c¢ikarilirken halofil mikroalg
D.tertiolecta i¢in 3M, C.reinhardtii icin 0,2M ve diger denizel tarler i¢cin de 1M yogunlukta
NaCl, bliylime ortamina ilave edilmistir.

4.4.1 Dunaliella tertiolecta Mikroalginin Toplam Protein, Lipid Ve Karbohidrat
igeriklerinde Meydana Gelen Degisiklikler

D.tertiolecta mikroalginin toplam protein icerigi yapilan tim stres uygulamalarina tepkide
istatistiksel olarak dnemli oranda azalmistir (Sekil 16a). En fazla disis N- ve S-agligina
birakilan mikroalglerde %42 ve %54 azalma olarak kaydedilmistir. Diger taraftan P-acligi
bu mikroalglerde yaklasik olarak %25, 3M tuz stresi de toplam protein igeriginde yaklagik

olarak %29 oraninda azalmaya sebep olmustur.

Protein igerigindeki azalmanin aksine stres uygulamalari bu mikroalgin toplam lipid
uretiminde dnemli artiglar tegvik etmistir (Sekil 16b). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda P-
acligina birakilan mikroalglerde lipid icerigi ortalama %33 dizeyinde artmigken S-achgi
toplam lipid Uretiminde ortalama %45 ve tuz stresi de %42 dolaylarinda artis saglamistir.
Diger taraftan mikroalgin toplam lipid iceriginde en yiksek artis ortalama %58 ile N-
achgina birakilan mikroalglerde

D.tertiolecta’nin toplam karbohidrat icerikleri 5 glnlik stres uygulamasina tepkide artiglar
sergilese de yalnizca P-agligina tepkide kaydedilen yaklasik %34 oranindaki artig

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 16c).
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Artan tuz yogunluguna (0,5M-2M) tepkide D.tertiolecta’nin toplam lipid Uretiminde ve
triacilgliserol iceriginde artiglari protein Uretimindeki azalmalarin takip ettigi bildirilmistir
(Takagi ve Yoshida, 2006). Bu calismada da 3M tuz yogdunlugunda kultire alinan
D.tertiolecta’nin toplam lipid Uretimi ile birlikte karbohidrat Uretiminde artis ve toplam
protein Uretiminde de azalma kaydedilmistir. Benzer sekilde D.tertiolecta ve D.salina’da
artan tuz yogunlugu ve N achdina cevapta nétral lipid, B-karoten ve toplam karbohidrat
uretiminde artiglar bildirilmistir ( Zhi vd., 2008; Elibol Cakmak, 2019)
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Sekil 16. 5 glin boyunca N-acligi, S-a¢hgi, P-a¢hgi ve 3M tuz yogunlugu bulunan ortamda
kiltire alinan D.tertiolecta mikroalginin (a) Toplam protein, (b)Toplam lipid, (c)Toplam
karbohidrat iceriklerinde meydana gelen degisimler ve (d) mikroalgin toplam protein, lipid
ve karbohidrat icerigindeki degisimin karsilastirmali sunumunu gésteren grafik.
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4.4.2 Phaeodactylum tricornutum Mikroalginin Toplam Protein, Lipid Ve

Karbohidrat igeriklerinde Meydana Gelen Degisiklikler

P.tricornutum mikroalginin toplam protein igerikleri N- ve S- acligi ile tuz stresine tepkide
onemli oranda azalmis, P acghdina tepkide kayda deger bir degisim sergilememigtir.
Toplam protein igerigi N- achgi, S-acligi ve tuz stresine tepkide sirasiyla yaklasik olarak
%48, %29 ve %35 oraninda azalma gostermistir (Sekil 17a).

P.tricornutum mikroalginin toplam lipid icerigi uygulanan tim stres uygulamalarina tepkide
dikkate deger artislar sergilemigstir. Lipid icerigindeki en ylksek artis N-acligi ile %102
oraninda saglanan grupta kaydedilirken S- ve P-aghdi ile tuz stresi uygulanmis gruplarda
toplam lipid igerigi sirasiyla %46, %60 ve %72 dizeylerinde belirlenmigtir (Sekil 17b).

Son olarak P.tricornutum mikroalginin toplam karbohidrat i¢erikleri makroelement agligina
tepkide onemli bir degisim sergilemezken tuz stresi uygulamasi bu mikroalgin toplam
karbohidrat igerigini yaklasik %34 oraninda artirmistir (Sekil 17c).

Makroelement achgi altinda kultire alinan P.fricornutum’da metabolik aktivitenin
fotosentezde azalma ile birlikte basta sitoplazmik nétral lipid Uretimi olmak Uzere depo
metabolitleri tretimi seklinde yéneldigi bildirilmistir (Levitana vd., 2015). Bu ¢alismada da
yukarida ifade edildigi gibi tuz stresi ve element aclidr uygulamalari P.tricornutum’da

toplam lipid ve karbohidrat Uretimini artirmistir.
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Sekil 17. 5 gun boyunca N-aghgi, S-achgi, P-achgi ve 1M tuz yogunlugu bulunan ortamda
kdltire alinan P.tricornutum mikroalginin (a) Toplam protein, (b)Toplam lipid, (c)Toplam
karbohidrat igeriklerinde meydana gelen degisimler ve (d) mikroalgin toplam protein, lipid
ve karbohidrat igerigindeki degisimin karsilastirmali sunumunu gdsteren grafik.

4.4.3 Nanochloropsis oculata Mikroalginin Toplam Protein, Lipid Ve Karbohidrat

igeriklerinde Meydana Gelen Degisiklikler

N.oculata mikroalginin toplam protein icerigi P-aghdina tepkide &6nemli bir degisim
sergilememigtir. Diger taraftan N-ac¢higi, S-acligi ve tuz stresi uygulamalari bu mikroalgin
toplam protein iceriginde sirasiyla yaklasik %43, %37 ve %44 oraninda azalmaya sebep
olmustur (Sekil 18a).

N.oculata mikroalginin toplam lipid igerigi yapilan tim stres uygulamalarina tepkide énemli
artiglar sergilemigtir. Genel olarak makroelement acghgi uygulamalarn tuz stresi
uygulamasina kiyasla lipid iceriginde daha ylsek dizeyde artisi uyarmistir. Toplam lipid
icerigindeki artiglar N-, S-, P- achg ile tuz stresi uygulamalarina tepkide sirasiyla yaklasik
olarak %95, %76, %47 ve %38 oranlarinda kaydedilmistir (Sekil 18Db).
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Ozellikle P- acghgi ile tuz stresi uygulamalari bu mikroalgin toplam karbohidrat igeriklerinde
istatistiksel olarak 6nemli artiglari uyarmisken N- ve S-aghdi uygulamalari énemli bir
degisime sebep olmamigtir. Mikroalgin toplam karbohidrat igerigi P- aghgina tepkide
ortalama %44, tuz stresi uygulamasina tepkide ise ortalama %83 civarinda artmistir (Sekil
18c).

N.occulata’da artan tuz yodunlugunun (13-81g/L) hiicre blylumesi, klorofil icerigi ve
fotosentez hizinda %70’e varan azalma ile lipid Uretiminde %80 diizeylerinde artig
bildirilmigtir. Bu proje galismasinda da 1M (58.5g/L) tuz uygulamasi bu mikroalgin lipid
tiretiminin yaninda karbohidrat Uretiminde de kaydadeger artislar saglamistir. Ote yandan
Ozellikle N elementi basta olmak Uzere makroelement agligina tepkide N.occulata’nin lipid

Uretiminin uyarildigi ¢cok sayida g¢alisma ile bildirilmistir (Pal vd., 2011; Banarjee vd.,
2017).
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Sekil 18. 5 giin boyunca N-agligi, S-agligi, P-a¢hgi ve 1M tuz yodunlugu bulunan ortamda
kiultire alinan N.oculata mikroalginin (a) Toplam protein, (b)Toplam lipid, (c)Toplam
karbohidrat igeriklerinde meydana gelen degisimler ve (d) mikroalgin toplam protein, lipid
ve karbohidrat igerigindeki degisimin karsilastirmali sunumunu gésteren grafik.

37



v

TUBITAK

4.4.4 l|sochrysis galbana Mikroalginin Toplam Protein, Lipid Ve Karbohidrat
igeriklerinde Meydana Gelen Degisiklikler

Isochrysis galbana mikroalginin toplam protein igerigi S-aghgina tepkide 6nemli bir
degisim sergilememistir. Diger taraftan N-achgi, P-acliyi ve tuz stresi uygulamalari bu
mikroalgin toplam protein igeriginde sirasiyla yaklasik %40, %14, ve %31 oraninda
azalmaya sebep olmustur (Sekil 19a).

Lipid icerigindeki degdisim acisindan degerlendirildiginde P-achgi 6nemli bir degisime
sebep olmazken N-aclidi, S-aclidi ve tuz stresi uygulamalari sirasiyla %55, %44 ve %37
dizeyinde artiglara sebep olmustur (Sekil 19b). Son olarak l.galbana mikroalginin toplam
karbohidrat icerigi yapilan stres uygulamalarina tepkide istatistiksel olarak 6nemli
degisimler sergilememistir (Sekil 19c). Son zamanlarda yapiimig bir galismada N- aghg,
tuz stresi veya yesil 1sik uygulanmis D.tertiolecta, P.tricornutum, ve l.galbana’nin her ¢
mikroalgin de lipid verimini %60’a varan oranda artirdigi belirtiimistir (Jang vd., 2019).
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Sekil 19. 5 gin boyunca N-aghgi, S-achgi, P-acligi ve 1M tuz yodunlugu bulunan ortamda kiltire
alinan l.galbana mikroalginin (a) Toplam protein, (b)Toplam lipid, (c)Toplam karbohidrat
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iceriklerinde meydana gelen degisimler ve (d) mikroalgin toplam protein, lipid ve karbohidrat

icerigindeki degisimin karsilastirmali sunumunu goésteren grafik.

4.45 Tetraselmis chuii Mikroalginin Toplam Protein, Lipid Ve Karbohidrat
igeriklerinde Meydana Gelen Degisiklikler

Tetraselmis chuii mikroalginin toplam protein icerigi yapilan tum stres uygulamalarina
tepkide azalmigtir. En sert dusus N-acligina tepkide yaklasik %58 ile gerceklesirken S-
achgi, P-achgi ve tuz stresi uygulamalarina tepkide sirasiyla yaklasik olarak %34, %20 ve
%38 oraninda kaydedilmistir (Sekil 20a).

Tolam protein igerigindeki dislse ragmen T.chuii mikroalginin toplam lipid icerikleri
yapilan tim uygulamalara tepkide onemli dizeyde artislar sergilemistir. Mikroalglerin
toplam lipid iceriklieri N-, S-, P-a¢ligi ile tuz stresi uygulamalarina tepkide sirasiyla %98,
%72, %97, ve %54 oranlarinda artiglar sergilemistir (Sekil 20b).

T.chuii mikroalginin oélgllen toplam karbohidrat icerikleri makroelement acghidina tepkide
sayisal olarak artmis olsa da bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Diger
taraftan tuz stresi uygulanmig tirlerin toplam karbohidrat igerikleri yaklasik olarak %56

oraninda artis sergilemistir (Sekil 20c).
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Sekil 20. 5 gun boyunca N-aghgi, S-achgi, P-achgi ve 1M tuz yogunlugu bulunan ortamda
kdltire alinan T.chuii mikroalginin (a) Toplam protein, (b)Toplam lipid, (c)Toplam
karbohidrat igeriklerinde meydana gelen degisimler ve (d) mikroalgin toplam protein, lipid
ve karbohidrat i¢erigindeki degisimin karsilastirmali sunumunu gdsteren grafik.

4.4.6 Tetraselmis suecica Mikroalginin Toplam Protein, Lipid Ve Karbohidrat

igeriklerinde Meydana Gelen Degisiklikler

T. suecica mikroalginin toplam protein icerigi P-acligina tepkide istatistiksel olarak énemli
bir degisim sergilememigstir. Diger taraftan N-aghgi, S-aghgi ve tuz stresi uygulamalari
sirasi ile bu mikroalgin toplam ¢dzulebilir protein iceriginde sirasiyla yaklasik %48, %44,
ve %49 oranlarinda azalmalara sebep olmustur (Sekil 21a).

T.suecica mikroalginin toplam lipid icerigin N-acligi ve tuz stresi uygulamalarina tepkide
artis gosterirken S- ve P-aghgina tepkide o6nemli bir degisim sergilememistir. Bu
mikroalgin toplam lipid icerigi N-aclhigi ve tuz stresi uygulamasina tepkide yaklasik olarak
siraslyla %67 ve %39 oraninda artmistir (Sekil 21b).
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T.suecica’nin toplam karbohidrat icerigi makroelement ac¢ligi uygulamalarina tepkide
onemli bir degisim gdstermemis, ancak tuz stresi uygulamasina tepkide yaklasik olarak
%54 oraninda artmistir (Sekil 21c). icerdikleri biyoaktif bilesikler bakimindan zengin olan
Tetraselmis tlrlerinin tuzluluk stresine yanitta karotenoid Uretimi, yad asidi Uretimi ve
kompozisyonunda degisiklik ile karbohidrat Gretiminde artiglar daha dnce de bildiriimigtir
(El-Kassa vd., 2016). Bununla birlikte, N-aghdina yanitta yalnizca lipid Uretiminde degil,
ilag hammaddesi olarak biyoteknolojik agidan kullanilabilecek biyoaktif Griin tretiminin de
mumkin olabildigi T.suecica mikroalginde son zamanlarda yapilan kapsamli bir calisma
ile gdsterilmigtir (Lauritano vs., 2019). Dolayisiyla Tetraselmis tirlerine N-acligi ve tuz
stresi uygulamalarinin yalnizca Artemia beslenmesinde degil, bunun yaninda kozmetik ve
tip alaninda da katma degeri ylksek urin Uretimi agisindan de@erlendirilebilecegi
anlagiimaktadir. Nitekim 2017 yihinda yapilan kapsamli bir diger ¢calismada T.suecica’dan
elde edilen biyoaktif bilesiklerin insan hicrelerinde tamir mekanizmasini artirarak
antioksidan etki gosterdigi bildiriimistir (Sasonne vs., 2017).
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Sekil 21. 5 glin boyunca N-acligi, S-a¢hgi, P-achgi ve 1M tuz yogunlugu bulunan ortamda

kiltire alinan T.suecica mikroalginin (a) Toplam protein, (b)Toplam lipid, (c)Toplam
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karbohidrat igceriklerinde meydana gelen degisimler ve (d) mikroalgin toplam protein, lipid

ve karbohidrat icerigindeki degisimin karsilastirmali sunumunu gésteren grafik.

4.4.7 Chlamydomonas reinhardtii Mikroalginin Toplam Protein, Lipid Ve
Karbohidrat igeriklerinde Meydana Gelen Degisiklikler

C. reinhardtii mikroalginin toplam protein igerigi yapilan stres uygulamalarina tepkide
onemli oranda azalmistir. 5 giin boyunca N-achgi, S-acligi, P-aghdi ve 0.2M tuz stresi
uygulanan mikroalglerin toplam protein icerikleri sirasiyla %61, %54, %20, ve %43

oranlarinda azalma sergilemistir (Sekil 22a).

Yapilan stres uygulamalarina tepkide mikroalglerin toplam lipid igerikleri, protein
icerigindeki azalmanin aksine 6nemli oranda artis sergilemistir. Makroelement agligina
tepkide mikroalglerin lipid icerikleri 2 katin Gzerinde artig gostermistir. Sirasiyla N-achgi,
S-acligi ve P-acligi uygulamalarina tepkide mikroalglerin toplam lipid icerikleri sirasiyla
yaklasik olarak %124, %105, ve %120 oraninda artis gdsterirken tuz stresine tepkide da
yaklasik olarak %73 oraninda artmistir (Sekil 22b).

C.reinhardtii mikroalginin toplam karbohidrat igcerigi N- ve S-acligina tepkide sirasiyla
yaklagik olarak %45 ve %47 oranlarinda artmis, P-acligi ve tuz stresi uygulamasina

tepkide 6nemli bir degisim sergilememistir (Sekil 22c).

C.reinhardtii  mikroalg biyoteknolojisi ¢alismalarinda model olarak kullanilan
organizmalardan birisidir. Bu mikroalgin makroelement agligina tepki olarak nétral lipid,
triacilgliserol, karotenoid ve karbohidrat Uretiminde artis ile bluyime, fotosentez aktivitesi
ve protein Uretimindeki dusus ve antioksidant yanitta gézlemlenen dramatik degisiklikler
daha onceleri yaptigimiz ¢calismalarda kapsaml olarak gdsterilmistir (Elibol Cakmak vd.,
2014, 2015).
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Sekil 22. 5 giin boyunca N-agligi, S-a¢hgi, P-a¢hgi ve 1M tuz yogunlugu bulunan ortamda
kdltire alinan C. reinhardtii mikroalginin (a) Toplam protein, (b)Toplam lipid, (c)Toplam
karbohidrat igeriklerinde meydana gelen degisimler ve (d) mikroalgin toplam protein, lipid
ve karbohidrat igerigindeki degisimin karsilastirmali sunumunu gdsteren grafik.
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4.5 Caligmada Kullanilan Mikroalglerin Yag Asidi Profilleri
Artemia beslenmesinde kullanilacak mikroalglerin besinsel igeriklerinin
degerlendiriimesinde yad asidi profilleri 6nem arz etmektedir. Yapilan stres
uygulamalarina tepkide genel olarak protein, lipid ve karbohidrat igerigindeki degisim
acisindan benzer duzenleme Ornekleri sergilediginden dolayi yapilan stres uygulamasina
tepkide mikroalglerin yag asidi profillerinde meydana gelen degisimlerin gdézlemlenmesi
amaciyla mikroalglerin lipid igeriginde dramatik artis saglayan N-aghgi uygulamasi tercih
edilmistir. Literatlirde simdiye kadar yayinlanmis ¢ok sayida calismada 6zellikle N acligina
birakilan mikroalglerin yag asidi profillerinde dramatik degisiklikler oldugu bildiriimigtir
(Sharma, 2012). Bu sebeple kontrol ortaminda yetistirilen mikroalglerin yaninda 5 glin
boyunca N-aghdina maruz birakilmig mikroalglerin de yag asidi profilleri ¢ikariimistir
(Tablo 6).
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Tablo 6. 5 gun boyunca kontrol ortami ve N-eksik ortamda kiltiire alinan mikroalglerin
yag asidi profilleri.

C. reinhardtii D. tertiolecta I. galbana N. oculata

Yag asidi adi Kontrol  -N Kontrol  -N Kontrol  -N Kontrol  -N
C4:0 (Butirik asit) 1,66 0,86 1,14 0,92 1,23 1,63 2,32 2,21
C6:0 (Kaproik asit) o 0,62 0,51 - 0,84 -
C8:0 (Kaprilik asit) 0,87 0,24 0,11
C10:0 (Kaprik asit) 0,13 0,33 0,51
C14:0 (Tetradekanoik asit) 0,32 0,22 0,72 0,85 6,10 4,80 0,78 0,82
C14:1 (Miristoleik asit) 0,09 0,19 0,63 0,26 - - -
C15:0 (Pentadekanoik asit) 0,14 0,11 - - - - 0,46 0,41
C15:1 (cis-10-pentadekenoik asit) 0,18 0,13 0,41
C16:0 (Palmitik asit) 24,31 26,76 28,65 26,10 26,70 19,33 29,27 29,20
C16:1 (Palmitoleik asit) 1,53 1,35 12,64 13,22 14,73 13,65 2,22 2,76
C17:0 (Heptadekanoik asit) 0,27 - - - - 0,16
C17:1 (cis 10 heptadekenoik asit) 1,37 1,13 0,86 1,24 - - 2,63 2,08
C18:0 (Stearik asit) 5,12 5,19 18,24 12,45 6,84 14,25 5,96 3,64
C18:1 trans (Elaidik asit) 5,41 4,98 5,80 7,62
C18:1 cis (Oleik asit) 27,99 26,37 9,64 10,26 11,87 9,42 10,35 7,80
C18:2 trans (Linolelaidik asit) - 2,43 4,26 - - -
C18:2 cis (Linoleik asit) 19,97 23,82 884 9,62 12,25 14,76 12,30 13,17
C20:0 (Arasidik asit) 0,67 0,24 0,45
C18:3 n3 (Linolenik asit) 3,07 0,70 4,18 7,22 6,47 8,26 3,61 3,47
C20:1 (cis -11- eicosenoik asit) 8,25 7,38 5,22 4,84 9,17 8,65 20,35 25,49
C21:0 (Heneikosanoik asit)
C20:3n6 (cis-8,11,14-eicosatrienoik asit) 1,22 1,69
C20:3n3 (cis-11,14,17-eicosatrienoik asit)  ---- 0,22 0,67 2,22 1,15 0,87 0,47 0,79
C20:4 (Arasidonik asit) 0,16 0,14 0,27 0,25
C23:0 (Trikosanoik asit) 0,06
C22:2 (cis 13,16 —dokosadienoik asit)
C20:5 (eikosapentaenoik asit) - 1,87 2,35 2,27 3,16 -
C24:0 (Lignocerik asit) 0,11 0,11 o - o - 0,76 0,52

C24:1(Nervonik asit)

ZDYA 31,79 33,58 68,20 43,73 40,87 40,85 40,28 36,81
ITDYA 44,81 41,53 21,45 33,93 3577 31,72 41,34 4575
IGDYA 2320 24,87 10,34 22,33 22,41 27,30 16,37 17,44
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Tablo 6 (Devami). 5 glin boyunca kontrol ortami ve N-eksik ortamda kdiltlire alinan
mikroalglerin yag asidi profilleri.

P. tricornutum T. chuii T. suesica
Yag asidi adi Kontrol  -N Kontrol  -N Kontrol  -N
C4:0 (Butirik asit) 2,52 196 6,60 2,99 5,49 5,41
C6:0 (Kaproik asit) 1,08 0,27 0,32 0,15 1,01 0,88
C8:0 (Kaprilik asit) 0,21 0,18 0,19 0,18 0,72 1,26
C10:0 (Kaprik asit) 0,12 0,21 0,15 0,40 0,77
C14:0 (Tetradekanoik asit) 5,42 3,03 0,55 0,52 0,93 0,83
C14:1 (Miristoleik asit) 0,18 0,09 0,38
C15:0 (Pentadekanoik asit) 0,33 0,07 -
C15:1 (cis-10-pentadekenoik asit)
C16:0 (Palmitik asit) 24,65 21,90 24,46 28,52 30,69 26,71
C16:1 (Palmitoleik asit) 25,28 27,24 1,73 2,18 10,89 11,66
C17:0 (Heptadekanoik asit) 1,65 0,68 0,58 0,39 -
C17:1 (cis 10 heptadekenoik asit) 0,81 - 0,45 - 0,74
C18:0 (Stearik asit) 10,85 7,82 4,85 4,31 18,38 12,14
C18:1 trans (Elaidik asit) 1,14 - 0,39 0,38
C18:1 cis (Oleik asit) 11,45 12,76 9,37 20,18 7,63 16,06
C18:2 trans (Linolelaidik asit) 9,26 7,21 6,56 4,49
C18:2 cis (Linoleik asit) 6,85 7,62 3,67 3,75 2,26 3,68
C20:0 (Arasidik asit) 0,62 0,86 0,80 0,68 0,67
C18:3 n3 (Linolenik asit) 3,47 512 4,42 2,80 1,67 1,39
C20:1 (cis -11- eicosenoik asit) 13,32 10,70 7,46 5,98
C21:0 (Heneikosanoik asit) 4,34 3,00 - 2,97
C20:3n6 (cis-8,11,14-eicosatrienoik asit)
C20:3 n3 (cis-11,14,17-eicosatrienoik asit) 2,26 2,13 T - - 1,37
C20:4 (Arasidonik asit) 0,83 131 184 1,68
C23:0 (Trikosanoik asit) 0,62 0,43 -
C22:2 (cis 13,16 —dokosadienoik asit) 0,83 0,36
C20:5 (eikosapentaenoik asit) 2,76 4,19 8,58 8,13 4,48 3,66
C24:0 (Lignocerik asit) - 0,24 o
C24:1(Nervonik asit) 1,68 0,43 -

2 DYA 46,99 37,15 39,19 38,63 5829 47,99
2TDYA 36,73 42,13 26,10 34,42 16,74 24,43
2CDYA 16,17 20,37 28,59 23,93 14,96 14,60

Yukaridaki tabloda belirtilen veriler igerisinden toplanarak mikroalglerin toplam doymus
yag asidi (DYA), tekli doymamis yag asidi (TDYA) ve ¢oklu doymamis yag asidi (CDYA)
icerikleri sekil halinde sunulmustur (Sekil 23).
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C.reinhardtii mikroalginin yag asidi profili genel olarak yaklasik %31,7 DYA, %44,8 TDYA

ve %23,2 CDYA olarak belirlenmistir. 5 gin boyunca uygulanan N-acligina tepkide bu
mikroalgin lipid profilinde dnemli bir degdisim kaydedilmemistir (Sekil 23a).

D.tertiolecta mikroalginde %68,2 dizeyinde olan DYA orani 5 ginlik azot acghginin
sonunda %43,7’ye dismis, %21,4 olan TDYA orani %34 dolaylarina ¢ikmis, %10,3
dizeyinde belirlenen CDYA orani da %22,3 duzeyine ¢ikmistir (Sekil 23b). Bu mikroalgin
Olctlen CDYA igerigi dislk olsa da stres uygulamasina cevapta 2 katin Gzerinde artis
kaydedilmesi bu mikroalgi Artemia beslenmesi icin 6nemli kilar. Zira Artemia CYDA

ihtiyaci bakimdan besine bagimhidir (Eryalgin, 2018)

I. galbana mikroalginin yaklasik %41 civarinda belirlenen DYA orani azot agligina tepkide
degismemis, yaklasik %35,8 olan TDYA orani azot agligina tepkide %31,7’ye dismus,
buna karsin %22,4 olarak belirlenen CDYA orani da %27,3’e kadar ¢ikmistir (Sekil 23c).
Yuksek CDYA igeriginden dolay Isochrysis tlrleri Artemia ve rotifer beslenmesinde tercih
edilen tirlerdir (Concepcion vd., 2004)

N.oculata mikroalginin %40 dolaylarinda olan DYA, %41 civarinda TDYA, ve yaklasik
%16 dolaylarinda olan CDYA igerikleri azot agligina tepkide da 6nemli bir degisim
sergilememistir (Sekil 23d).

P.tricornutum mikroalginde yalasik %47 olarak belirlenen DYA igerigi 5 gunlik azot
achgina tepkide %37,2’ ye dusmis, %36,7 olarak dlgilen TDYA icerigi énemli oranda
artarak %42,1’e ¢ikmis ve %16,2 olarak olgilen CDYA igeridi %20,4’e kadar yUkselmigstir
(Sekil 23e).

T.chuii mikroalginin %39 dolaylarinda olan DYA icerigi azot acligina tepkide degismemis,
%26,1 olarak dlgilen TDYA igerigi %34,4’e kadar yukselmis ve yine %28,6 dolaylarindaki
CDYA icerigi azot acligina tepkide %23,9’a kadar gerilemigtir (Sekil 23f).

Son olarak, T.suecica mikroalginin %58 civarindaki DYA icerigi azot achdina tepkide
%48’e kadar dusmuis, %16,7 olarak dlgilen TDYA igerigi artarak %24,4 dizeylerine
yukselmis, %15 dizeylerinde belirlenen CDYA igeriginde o6nemli bir dedisiklik
kaydedilmemistir (Sekil 23g).
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Sekil 23. FAME analiz sonuclarina gore kontrol ortaminda kdultire alinan ve 5 gun
boyunca azot aghdina birakiimis mikroalglerin doymus (DYA), tekli doymamis (TDYA) ve
coklu doymamis yag asidi (CDYA) icerikleri. Grafik mikroalglerin icerdikleri toplam yag
asidi icerisindeki %oranlara gore cikariimistir.
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4.6 Stres Uygulanmis Mikroalglerle Beslenen A.franciscana’nin Toplam Protein,

Lipid Ve Karbohidrat igeriginde Meydana Gelen Degisimler.

Calisilan mikroalglerin 5 gun boyunca makroelement acligina (N-, S-, P-achgi) tepkide
toplam protein, lipid ve karbohidrat igeriklerinde benzer degisimler belirlenmistir. Genel
olarak mikroalglerin toplam protein iceriklerindeki azalmay lipid Uretiminde daha belirgin
olmak Uzere lipid ve karbohidrat tretiminde artislar takip etmistir. Bu sebeple takip eden
calismalarda Artemia’larin beslenmesi icin 5 gin boyunca N-agligi ya da tuz stresine
maruz birakilmis mikroalglerin yine 5 gunin sonunda Artemia’nin besinsel iceriklerinde
sebep oldugu degisimler takip edilmistir. Bu amacla 5 gun boyunca N-acligi ya da tuz
stresine maruz birakilmis olan mikroalgler sayilarak Artemia’larin ginlik besin ihtiyaci
olarak uygulanan 6000 mikroalg igeren hacimde mikroalg ¢ozeltisi disik hizda
santrifijlendikten sonra 1ml’lik hacimde vyetistirildigi ortamda dondurulmus ve -86°C’de
muhafaza edilmigtir. Bdylece Artemialarin beslenmesi icin dondurulmus olan bu
mikroalgler her gin Artemia ortamina besin olarak ilave edilmistir. Kistten cikarildiktan
sonra bu sekilde beslenen Artemia’larin toplam protein, lipid ve karbohidrat icerikleri

5.gunln sonunda degerlendirilmigtir.

4.6.1 Stres Uygulanmis Mikroalglerle Beslenen Artemia’larin Toplam Goziilebilir

Protein igeriginde Meydana Gelen Degisiklikler

Kontrol ortaminda kilttire alinan mikroalglerin yaninda 5 giin boyunca N-ac¢ligi ya da tuz
stresi uygulanmig olan mikroalglerle beslenen A.franciscana’da buyumenin 5. gininde

toplam ¢oézilebilir protein igeriginde meydana gelen degisiklikler Sekil 24’de sunulmustur.
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Sekil 24. Kontrol ortaminda kiiltire alinan, N-aghgi ve tuz stresi uygulanmis mikroalglerle
beslenen Artemia’larin 5 giin sonunda protein iceriklerinde meydana gelen degisiklikler.
Gruplar icerisinde %95 glven araliginda istatistiksel olarak anlamh bulunan degisiklikler
icin (*) imgesi kullaniimigtir.

D.tertiolecta mikroalgi ile beslenen Artemia’larin toplam protein igerikleri diger
mikroalglerle beslenenlere kiyasla daha yuksek duzeyde belirlenmistir. Kontrol ortaminda
kiltire alinan D.tertiolecta ile beslenen A.franciscana’nin toplam protein icerigi kuru
agirhk bazinda %48,6 olarak belirlenirken bu deger N-aghgl ve tuz stresine maruz
birakiimig D.tertiolecta ile beslenen A.franciscana’da sirasiyla %36,2 ve %38,4’e distugu
kaydedilmistir (Sekil 24).

Kontrol ortaminda kultire alinan N.oculata ile beslenen Artemia’larin toplam protein
icerikleri kuru agirhik bazinda %33,9 olarak oOl¢ilmis, N-achdi uygulanmis N.oculata ile
beslenen Artemia’larda bu deger %25,3'e kadar dismdistiur. Tuz stresi uygulanmis
N.oculata ile beslenen Artemia’larin protein igeriklerinde ©6nemli bir degisim

belirlenmemisgtir.

T.chuii mikroalgi ile beslenen Artemia’larin toplam protein igerikleri %26,6 olarak
belirlenmig, N-aghgi uygulanmig T.chuii ile beslenen Artemia’larda onemli bir degisim
olmasa da tuz stresine maruz birakiimis T.chuii ile beslenen Artemialarda bu deger

%32,5 olarak kaydedilmisgtir.

T.suecica mikroalgi ile beslenen Artemia’larin toplam protein icerikleri %37,6 olarak
belirlenmig, tuz stresi uygulanmig T.suecica ile beslenen Artemialarda kaydadeger bir
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degisim gériilmemistir. Ote yandan N-aghdi uygulanmis T.suecica ile beslenmis olan

Artemia’larin toplam protein icerikleri 6nemli dizeyde azalmis ve %28,5 olarak

belirlenmisgtir.

P.tricornutum, l.galbana veya C.reinhardtii ile beslenen Artemia’larin toplam protein
icerikleri %30 duzeylerinde kaydedilmis, N-achgi ya da tuz stresi uygulanmis olan
P.tricornutum, l.galbana veya C.reinhardtii ile beslenen Artemia’larda protein miktar

bakimindan énemli bir degisiklik belirlenmemistir (Sekil 24).

Artemia beslenmesinde kullanilacak olan mikroalgin 6zellikle protein, sterol, karbohidrat
ve vitamin igeriginin yaninda doymamig yag asidi igeriginin de zengin olmasi aranan
Ozelliklerin basinda gelir (Hemaiswarya vd., 2011). Bununla birlikte kullandigi besinin
Artemia icinde dénlsimi, bu organizmanin metabolizmasina hangi yénde yansidigi da
onemlidir (Patil vd.,2007). Bu ¢alismada kullanilan mikroalgler icerisinde D.tertiolecta’nin
Artemia’daki protein icerigini diger turlere kiyasla en ylksek duzeyde artirdigi
kaydedilmistir. Ote yandan stres uygulanan D.tertiolecta’daki protein Uretiminde
kaydedilen disuUs, stres uygulamis Artemia’da da kendini gdéstermistir. Calisilan tdrler
icerisinde D.tertiolecta hlcre duvari olmayan (Oliveria vd., 1980) ve protein icerigi
bakimindan daha zengin bir tir olarak géze ¢carpmaktadir. Dolayisiyla Artemia beslenmesi
agisindan bu tdriin hem sindirimi daha kolay ve bdylece besin donusimiu de daha hizli
olabilir.

4.6.2 Stres Uygulanmis Mikroalglerle Beslenen Artemia’larin Toplam Lipid
igeriginde Meydana Gelen Degisiklikler

Kontrol ortaminda kilture alinan mikroalglerin yaninda 5 gin boyunca N-ac¢ligi ya da tuz
stresi uygulanmis olan mikroalglerle beslenen A.franciscana’da blylimenin 5. gininde

toplam lipid igeriginde meydana gelen degisiklikler Sekil 25’de sunulmustur.
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Sekil 25. Kontrol ortaminda kdltiire alinan, N-aghgi ve tuz stresi uygulanmis mikroalglerle
beslenen Artemia’larin 5 gin sonunda lipid iceriklerinde meydana gelen degisiklikler. Gruplar
icerisinde %95 gliven araliginda istatistiksel olarak anlamli bulunan degisiklikler igin (*) imgesi
kullaniimigtir.

D.tertiolecta ve l.galbana ile beslenen Artemiallarin toplam lipid igerikleri diger
mikroalglere kiyasla yUksek duzeyde belirlenmistir (Sekil 25). I.galbana mikroalgine stres
uygulamasi bu mikroalgle beslenen Artemia’larin toplam lipid iceriginde 6nemli bir
degisime sebep olmamistir. Ote yandan tuz stresi uygulanmis D.tertiolecta ile beslenen
Artemia’larin toplam lipid igerigi kontrol ortaminda kultire alinan D.tertiolecta ile beslenen
Artemialara kiyasla daha disik dizeyde belirlenmistir. Uygun buyuklikte olmasinin
yaninda Artemia’nin lipid ve karbohidrat igeriklerinde artisi uyaran Isochrysis turleri
Artemia yetigtiriciligine siklikla tercih edilmektedir (Herawati vd., 2014). Bu g¢alismada
l.galbana ile birlikte D.tertiolectanin da Artemiada lipid Uretimine katki sagladidi

gorulmustar.

P.tricornutum ve N.oculata ile beslenen Artemia’larin toplam lipid icerikleri diger
mikroalglerle beslenenlere kiyasla daha dugik duzeyde belirlenmigtir. Bunun yaninda, tuz
stresi uygulanan P.tricornutum ve N-ag¢hginda kiltire alinan N.oculata ile beslenen
Artemialarda kontrol gruplarina kiyasla daha yuksek duzeylerde lipid igerigi belirlenmistir.

Tetraselmis tirleri ile beslenen Artemia’larin olgilen toplam lipid icerikleri 5 gunlik
beslenmenin sonunda yaklasik olarak %19 dizeylerinde o6lglimustir. Stres uygulanmis

olan T.suecica ile beslenmede bu deger 6nemli oranda dedismemis, ancak N-aghgina
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maruz birakilmig T.chuii ile beslenen Artemia’larin toplam lipid icerigi %24,2’ye kadar
clkmistir.

Son olarak C.reinhardtii ile beslenen Artemia’larin %11,9 olarak 6élcllen toplam lipid igerigi
N-acligl ve tuz stresi uygulanmis C.reinhardtii ile beslendiginde sirasiyla %16,5 ve
%18,1’e kadar yukselmistir (Sekil 25).

4.6.3 Stres Uygulanmis Mikroalglerle Beslenen Artemia’larin Toplam Karbohidrat

iceriginde Meydana Gelen Degisiklikler

Kontrol ortaminda kilttre alinan mikroalglerin yaninda 5 giin boyunca N-ac¢ligi ya da tuz
stresi uygulanmis olan mikroalglerle beslenen A.franciscana’da blylimenin 5. giuninde

toplam karbohidrat iceriginde meydana gelen degisiklikler Sekil 26 'de sunulmustur.

A.franciscana-Toplam Karbohidrat
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Sekil 26. Kontrol ortaminda kultire alinan, N-acligi ve tuz stresi uygulanmis mikroalglerle
beslenen Artemia’larin 5 gun sonunda karbohidrat iceriklerinde meydana gelen
degisiklikler. Gruplar icerisinde %95 glven araliginda istatistiksel olarak anlamli bulunan
degisiklikler igin (*) imgesi kullaniimigtir.

P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin toplam karbohidrat icerikleri diger mikroalgler ile
beslenen gruplara kiyasla daha ylksek dizeyde belirlenmistir. Kontrol ortaminda kltire

alinan P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin toplam karbohidrat icerikleri yaklasik
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olarak %36,5 dizeylerinde dlgilmis, N-achgl ya da tuz stresi uygulanan P.tricornutum ile

beslenen Artemialarin toplam karbohidrat igerigi kayda deger bir degisim sergilememistir
(Sekil 26).

Kontrol ortaminda kiiltire alinan D.tertiolecta mikroalgi ile beslenen Artemia’larin toplam
karbohidrat icerigi %18,1 olarak belirlenmis, tuz stresi uygulanan Dunaliellalarla beslenen

Artemialarda bu deger %24,5 olarak dlglimustur.

N. oculata ile beslenen Artemia’larin toplam karbohidrat igcerikleri %14,3 olarak dlgtlirken
N-achgi uygulanmis N.oculata ile beslenen Artemia’larin toplam karbohidrat icerikleri

%19,5’e kadar yukselmistir.

I.galbana mikroalgi ile beslenen Artemia’larin toplam karbohidrat icerikleri yaklasik olarak
%20,6 dizeylerinde iken N-a¢hgl ya da tuz stresi uygulanmis olan mikroalglerle beslenen
Artemia’larda bu oran sirasiyla %25,4 ve 25,1’e kadar yukselmistir.

Son olarak T.chuii, T.suecica veya C.reinhardtii ile beslenen Artemialarin toplam
karbohidrat icerikleri sirasiyla ortalama %21 , %19 ve %16 duzeylerinde belirlenmis ve bu
mikroalglere N-acligi ya da tuz stresi uygulanmasi Artemialarin toplam karbohidrat

iceriklerinde 6nemli bir degisiklige sebep olmamistir.
4.6.4 Stres Uygulanmis Mikroalglerle Beslenen Artemia’larin Yag Asidi Profilleri

Bu asamaya kadar yapilan galismalarda A.franciscana’nin toplam protein, lipid ve
karbohidrat iceriginin artirimasina yoénelik uygulanan mikroalg diyetinde o6ne c¢ikan

bulgular su sekilde degerlendirilmistir:

Artemia’larin toplam protein iceriginin artirilmasina yonelik uygulanan mikroalg diyeti
verileri de@erlendirildiginde; D. tertiolecta mikroalgi ile beslenen Artemia’larin toplam
protein icerigi diger mikroalglerle beslenen gruplara kiyasla yalasik olarak 1,3-1,8 kat
daha yuksek duzeyde kaydedilmistir. D.tertiolecta mikroalgine N-acligi ya da tuz stresi
uygulandiginda Artemia’larin toplam protein igerikleri kontrol grubu ile beslenenlere
kiyasla dugse de hala diger mikroalglerle beslenen gruplara kiyasla nispeten yuksek

dizeyde belirlenmisgtir.

Artemia’larin toplam lipid igeriginin artirlmasina yonelik uygulanan mikroalg diyeti verileri
degerlendirildiginde; D.tertiolecta ve Il.galbana mikroalgleri ile beslenen Artemia’larin
toplam lipid icerigi diger mikroalglerle beslenen gruplara kiyasla dikkate deger oranda

ylksek olarak belirlenmistir.
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Artemia’larin toplam karbohidrat iceriginin artirnlmasina yonelik uygulanan mikroalg diyeti
verileri degerlendirildiginde; P.tricornutum mikroalgi ile beslenen Artemia’larin toplam

karbohidrat igerikleri diger tum mikroalglerle beslenen Artemia’lara kiyasla ortalama 1,3-

2,5 kat daha ylksek dizeyde bulunmustur.

Bdylece, takip eden ¢alismalarda 5 gin boyunca kontrol ortaminda kiltlre alinan, N-eksik
ortamda kultire alinan ya da tuz stresi uygulanmis olan D.tertiolecta, l.galbana ve
P.tricornutum mikroalgleri, A.franciscana’nin yag asidi ve aminoasit profillerinde meydana
gelen degisimin belirlenmesi amaciyla kullaniimistir. Kistten ¢ikarilan Artemia’lar 5 gln
boyunca kontrol ortaminda yetistiriimis ve stres uygulanan mikroalglerle (6000 alg/gun)
beslenmis ve 5. gliniin sonunda hasat edilen Artemia’larin Yag Asidi Metil Ester (YAME)
ve Aminoasit profilindeki dedisimler belirlenmistir. Asagida Artemia’larin YAME profilinde

meydana gele degisimler sunulmustur (Tablo 7)

Tablo 7. Kontrol ortami, N-eksik ortamda ya da tuz stresi uygulanmis mikroalglerle
beslenen Artemia’larin YAME profilleri. Tabloda sadelik adina ¢ok distk olan hata

degerleri islenmemigtir.

D. tertiolecta . I. galbana ~ P.tricornutum
Yag asidi adi ile beslenen Artemia lle beslenen Artemia lle beslenen Artemia
Kontrol  -N Tuz (3M)  Kontrol  -N Tuz (IM)  Kontrol  -N Tuz (1M)
C14:0 (Tetradekanoik asit) 3,20 3,58 2,72 2,15 1,65 1,40 2,68 2,81 1,75
C16:0 (Palmitik asit) 15,25 16,35 14,49 14,25 12,50 15,50 8,35 11,70 8,70
C16:1 (Palmitoleik asit) 17,20 19,25 15,82 12,65 14,50 10,80 18,20 16,10 14,10
C17:0 (Heptadekanoik asit) 1,30 1,59 1,43 3,22 2,70 2,80 6,70 4,65 2,25
C18:0 (Stearik asit) 6,70 7,17 8,44 9,23 10,65 11,30 8,75 10,25 9,40
C18:1 trans (Elaidik asit) 11,50 12,19 10,10 9,25 8,25 9,50 10,45 9,60 11,50
C18:1 cis (Oleik asit) 15,60 17,47 12,40 22,50 19,24 16,65 8,65 9,25 7,65
C18:2 cis (Linoleik asit) 8,53 7,15 9,80 9,85 13,80 12,50 5,85 6,74 6,45
C18:3 n3 (Linolenik asit) - - 0,78 0,40 0,35 0,40
C20:1 (cis -11- eicosenoik asit) 0,30 0,40 0,30 -
C20:3n6 (cis-8,11,14-eicosatrienoik asit) 0,20 - 0,40 0,80 0,50 0,40
C20:3n3 (cis-11,14,17-eicosatrienoik asit) 0,60 - 0,70 0,50 0,30 0,50 0,20
C20:4 (Arasidonik asit) 2,80 2,55 3,30 3,45 4,31 4,55 4,15 3,65 5,25
C20:5 (eikosapentaenoik asit) 16,20 12,15 19,10 10,25 9,65 12,60 25,30 24,70 31,40
C21:0 (Heneikosanoik asit) . - 0,70 08 0,40 0,20 0,2
C22:2 (cis 13,16 —dokosadienoik asit) 0,50 . 0,30 0,20 0,2
C22:5 (cis 13,16 —dokosadienoik asit) 0,40 0,30
IDYA 2645 2869 27,08 2955 2830 31,40 2648 2961 22,30
ITDYA 460 4931 3862 44,40 41,99 36,95 37,30 3495 3325
ICDYA 5383 21,85 33,60 2563 2896 30,75 36,05 3509 4420
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Stres uygulanmig D.tertiolecta, l.galbana ve P.tricornutum mikroalgleri ile 5 glin boyunca
beslenen Artemia’larin yag asidi profilleri incelendiginde 6zellikle P.tricornutum mikroalgi
ile beslenen Artemia’larin CDYA icerikleri diger iki mikroalge kiyasla daha yuksek
dizeyde belirlenmistir (Tablo 7). D.tertiolecta ve l.galbana ile beslenen Artemia’larin
CDYA igerikleri sirasiyla %28,83 ve %25,63 olarak belirlenmigken P.tricornutum ile

beslenen Artemia’larda bu oran % 36,05 olarak kaydedilmigtir.

Yine tUm tdrler icin N-acligina birakilan mikroalglerle beslemenin Artemia’larin yag asidi
profillerinde kayda de@er bir degisime sebep olmazken o6zellikle tuz stresi uygulanan
mikroalglerle beslenen Artemia’larin CDYA igeriklerinde artisa sebep oldugu anlagiimistir
(Tablo 7). Bu durum mevcut proje calismasinda ¢ok dikkate deger ve 6ne ¢ikan bir bulgu
olarak kaydedilmistir. Tuz stresi uygulanmis D.tertiolecta ile beslenen Artemia’larin CDYA
icerikleri %28,8'den %33,6'ya l.galbana ile beslenen Artemia’larin CDYA igerikleri
%25,63’ten %30,75’e ve P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin CDYA igerikleri
%36,05'den %44,20’ye cikmistir. Balik larvalarinin beslenmesinde kullanilan rotier ve
Artemia’larin esansiyel aminoasitleri Uretemedigi ve CDYA bakimindan da fakir olduklari
bilinmektedir (Eryalcin, 2018). Diger taraftan Artemia larvalari balik ve karidesler icin de
esansiyel PUFA kaynagidirlar (Balachandar ve Rajaram, 2019). Dolayisiyla CDYA icerigi
artirdlmis Artemia’lar balik ve karides uretimi icin tercih edilirler. Zira levrek larvalarinin
beslenmesinde ¢oklu doymamis yag asidi bakimindan zenginlestirilien Artemialarin

kullaniimasi yasama oranini %24’ten %64’e yukseltmisdir (Lemm ve Lemaire, 1991).

Aragidonik asit (ARA; C20:4n-6), Eicosapentaenoik asit (20:5n-3, EPA), ve
Dekosaheksaenoik asit (DHA; 22:6n-3) gibi CDYA’in deniz baliklari ve kabuklularinin
Ozellikle erken gelisim donemlerinde hicre zarinin yapisi ve dokularin fonksiyonu
acisindan 6nemli metabolik fonksiyonlara sahip oldugu ve enerji kaynagd: olarak rol
oynadiklari bildirilmistir (Tocher, 2003; Izquierdo, 2005). Bu calismada, Artemia’larin
CDYA igerigindeki degisime igerdikleri ARA ve EPA igerigindeki artisin 6n plana ¢iktigi
anlagilimaktadir. Ozellikle tuz stresi uygulanmis D.tertiolecta ile beslenen Artemia’larin
EPA icerikleri %16,2’den %19,1’e l.galbana ile beslenen Artemia’larin CDYA igerikleri
%10,25ten %12,60’a ve P.tricornutum ile beslenen Artemiallarin CDYA igerikleri
%25,30’dan %31,40’a ¢iktig1 kaydedilmistir.

Asagidaki sekilde stres uygulanmis mikroalglerle beslenen Artemia’larin DYA, TDYA ve
CDYA igeriklerindeki degisimin gorsel olarak daha iyi anlagiimasi igin sekil olarak da
sunulmustur (Sekil 27).

56



v

TUBITAK

Bl DYA (%) 3 TDYA (%) BB CDYA (%)

000

D.tertiolecta D.tertiolecta (N-a¢hgi) D.tertiolecta (3V NaCl)
ile beslenen Artemia ile beslenen Artemia ile beslenen Artemia

El DYA (%) [ TDYA(%) @B CDYA (%)

000

l.galbana l.galbana (N-achgi) lL.galbana (1M NaCl)
ile beslenen Artemia ile beslenen Artemia ile beslenen Artemia

Bl DYA (%) 3 TDYA (%) @@ CDYA (%)

00

P.tricornutum P.tricornutum (N-a¢hgt) P.tricornutum (1M NaCl)
ile beslenen Artemia ile beslenen Artemia ile beslenen Artemia

Sekil 27. Kontrol ortami, N-eksik ortamda ya da tuz stresi uygulanmis mikroalglerle
beslenen Artemia’larin YAME profillerinde meydana gelen degisimler.

4.6.5 Stres Uygulanmig Mikroalglerle Beslenen Artemia’larin Aminoasit Profilleri

Farkl mikroalglerle beslenen Artemia’larin aminoasit profilleri beslendigi mikroalgin tlriine
bagh olarak farkli reglilasyon ornekleri sergilemistir. Bununla birlikte bu durum ayni tirin
N-eksik ya da tuz stresi uygulanmis gruplari ile beslenen Artemia’larda da oransal
farkhhklar gostermistir (Tablo 8).
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Tablo 8. Kontrol ortami, N-eksik ortamda ya da tuz stresi uygulanmis mikroalglerle
beslenen Artemia’larin aminoasit profilleri. Tabloda sadelik adina ¢ok dislk olan hata

degerleri islenmemistir. Farkli uygulamalar arasindaki farkhhigin karsilastiriimasi icin tek
yonli ANOVA ve Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir (P<0.05).

D. tertiolecta I. galbana ‘ P. tricornutum
Kontrol  N- Tuz Kontrol  N- Tuz Kontrol N- Tuz

Treonin 4,61b 4,75p 4,264 5,162 4,15b 5,822 4,65 4,226 4,600

Valin 4,78b 5,682 5120 4,86bP 4,936 5,24 5,24b 5,782  4,26¢

& | Methionin 1,32¢ 1,90¢ 1,709 1,33 2,650  2,45b 2,85b 2,20¢ 3,152
-§ isolésin 2,87¢ 4,352 4552 4,102 3,660 4,262 4,452 2,94¢ 4,202
% Losin 8,16" 9,26 7,85 7,62¢ 9,502 10,302 7,26° 8,26 9,182
g Fenilalanin 4,85d 4,834 5,65¢ 5,26° 7,15 8,252 5,22¢ 7,220 4,504
5 Histidin 1,12¢ 1,45¢ 2,150  1,44¢ 1,62¢ 2,34b 1,65¢ 3,152 1,20¢

ﬁ Lizin 5,172 3,65¢ 6,102 4,65 5462 2,474 5922 420> 5,202
Arginin 14,902 16,122 13,702 9,60P° 8,95  8,15p 6,12¢ 7,12¢  5,62¢
Triptofan 1,32b 1,802 1,752 1,812 1,056 1,802 2,152 1,702 1,15
Aspartik Asit 8,10¢ 8,26¢ 8,25¢ 11,308 10,522 8,50¢ 9,80 9,76° 10,662

c Serin 5,102 4,126 4,952 4,652 431> 4,652 5152 4,822 4,602
% 5 Glutamik Asit 14,202 9,244 11,30¢ 13,10° 12,60 13,20 15,202 13,802 14,202
% % Prolin 5,70 6,72 6,50° 4,25¢ 5,00¢ 4,26° 6,70° 8,262 9,162
_g 2 | Glisin 4,96 6,15 5,90° 8,302 6,752 7,852  512b 4,55  4,83b
% % Alanin 8,222 7,862 7,302 7,502 6,80° 535> 695> 8,222 8,362
i Sistein 1,33b 1,16 1,12b 1,21b 1,652 1,31b 1,652 1,05¢ 1,502
Tirozin 2,750 2,356 1,70¢ 3,122 3,252 3,452 3542  266P 3,202

2 Esansiyel 49,102 53,792 52,832 4583> 49,022 51,082 4551b 46,79 43,06°
ZNonesansiyel |50,36a 4586 47,02® 53,432 50,882 48,57 54,112 53,122 56512

Canli organizmalarda aminoasitler proteinlere bagli olarak polimerize halde ya da
genellikle hucre sitoplazmalarinda serbest aminoasitler halinde bulunurlar. Protein sentezi
ve nikleik asit, nérotransmitterler ve bazi metabolik enzimlerin Uretimi icin hicresel
aminoasit kaynaginin surekli olmasi ve cesitliliginin de korunmasi gereklidir (Halver ve
Hardy, 2002). Baliklarda protein sentezi icin kullanilan 20 farkli aminoasidin yukaridaki
tabloda belirtilen yarisi esansiyal, diger yarisi da esansiyal olmayan aminoasitlerden
ibarettir (Wilson, 2002). Sistein ve tirozin aminoasitleri sirasiyla metionin ve fenilalanin
aminoasitlerinden sentezlenebildikleri igin bu aminoasitler yari-esansiyal aminoasitler
olarak kabul edilirler. Proteinlerin temel yapi taslari olmasinin yaninda aminoasitler,
¢ogunlukla deaminasyon reaksiyonlari ile karbon iskeletlerine katilarak enerji Gretimi,

lipogenez ve glukoneogenez reaksiyonlarinda kullanilirlar (Ballantyne, 2001). Erken
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biyldme ddéneminde baliklarin kas gelisimi agisindan balik yemlerinin icerdikleri
aminoasitlerin (serbest ve protein bagli aminoasitler) miktari ve cesitliligi bakimindan
zengin olmasi istenir (Carter ve Houlihan, 2001). Bu galismada genel olarak mikroalglerle
beslenen Artemia’larin esansiyel aminoasitlerden Arginin, Ldsin, Fenilalanin, Valin,
Treonin ve Lizin aminoasitleri; esansiyel olmayan aminoasitlerden Glutamik asit, Aspartik
asit, Alanin, Prolin, Glisin ve Serin aminoasitleri baskin formdaki aminoasitler olarak

belirlenmisgtir.

Glutamik asit genel olarak Artemia’da en yiksek oranda bulunan aminoasit olsa da
D.tertiolecta mikroalgi ile beslenen Artemia’lardaki Arginin aminoasiti l.galbana ve
P.tricornutum mikroalgleri ile beslenen Artemia’lara kiyasla sirasiyla ortalama 1,7 ve 2,4
kat daha fazla duzeyle belirlenmigtir. Diger taraftan l.galbana mikroalgi ile beslenen
Artemia’larda Glisin aminoasiti D.tertiolecta ve P.tricornutum mikroalgleri ile beslenen
Artemia’lara kiyasla sirasiyla ortalama 1,35 ve 1,6 kat daha fazla dizeyle belirlenmistir.
Serbest aminoasitlerden arginin, glisin, sistein ve alaninin c¢upra larvalarinin
beslenmesinde biylime ile besin tiketiminde hazmi kolaylastirici etkileri oldugu
bildirilmistir (Kolkovoski vd., 1997).

Glutamik asit icerigi P.tricornutum mikroalgi ile beslenen Artemia’larda diger mikroalglerle
beslenen Artemia’lara kiyasla daha ylksek diizeyde belirlenmistir. Genel olarak esansiyel
ve esansiyel olmayan aminoasit oranlari birbirine yakin bulunsa da P.tricornutum
mikroalgi ile beslenen Artemialarda toplam esansiyel olmayan aminoasitlerin esansiyel
aminoasitlere kiyasla ortalama %21 daha yiksek dizeyde belirlenmistir. Protein sentezi
icin esansiyal aminoasitlerin uygun oranlarda bulunmasi gereklidir (Carter ve Houlihan,
2001). Diger taraftan hicredeki aminoasitlerin oranlari ¢evresel faktérlere ya da canli
tirunin metabolik aktivitesine bagl olarak dinamik degisiklikler sergileyebilir (Wilson,
2002).
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5. SONUG ve ONERILER

Bu arastirma projesi kapsaminda, Ulkemizde daha dnce yaptigimiz saha calismalariyla
saflastinlarak kdltire alinmig Dunaliella, Isochrysis, Phaeodactylum, Tetraselmis,
Nannochloropsis, Spirulina, Synechocystis, Synechococcus, Haematococcus,
Chlamydomonas, Chlorella ve Scenedesmus cinslerine ait 20 farkli mikroalg ve
siyanobakteri turinin oncelikle ikiye katlanma sureleri ve besinsel degerlerini gosteren
nisbi kuru agirlik, toplam protein, karbohidrat ve lipid igerikleri belirlenmisgtir.

Daha sonra s6z konusu mikroalg ve siyanobakteri tlrleri ile beslenen Artemia
franciscana’larin 12 gin boyunca hayatta kalma oranlari ve zamana gdre boy
uzunluklarinda meydana gelen degisimler belirlenmigtir. Yapilan calismada, 6zellikle
denizel mikroalg tlrleri ile beslenen Artemia’larin tath su mikroalgleri ile beslenenlere
kiyasla daha uzun boy uzunluklarina sahip olduklari ve daha iyi buyudukleri
kaydedilmistir. Calisilan tirler igerisinde Chlorella sp., Chlorella variabilis, C. vulgaris C27,
Haematacoccus pluvialis, Scenedesmus obliquus, Scenedesmus acutus, Scenedesmus
dimorphus, Synechocystis sp. ve Synechococcus sp. turleri ile beslenen Artemia’lardan 6
gunlik veri alinabilmigtir. Bu glnden sonra bu turler ile beslenen Artemia bireylerinin
oldugu tespit edilmigtir. Spirulina platensis tlrl ile beslenen A. franciscana’nin ise 7
gunlik buyumesi gozlenebilmigtir. Yine de projeye konu olan tim mikroalglerle beslenen
Artemia’larin genel besinsel 6zelliklerinin degerlendirilebilmesi amaciyla 5 giin boyunca
projeye konu olan mikroalg ve siyanobakterilerle beslenen Artemia’larin nisbi kuru agirlik,
toplam protein, lipid ve karbohidrat icerikleri analiz edilmistir. Yapilan 6lgtimler sonucunda
denizel mikroalg turlerinin genel olarak Artemia’larin yalnizca buyumesinde degil, toplam
protein, lipid ve karbohidrat icerigi bakimindan da yuksek degerler sergiledigi

anlasiimigtir.

Bdylece Artemia’larin beslenme ve kullanilan mikroalglerin genel besinsel o6zellikleri
degerlendirildiginde calismanin ilerleyen asamalarina Dunaliella tertiolecta, Isochrysis
galbana, Nannochloropsis oculata, Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis chuii,
Tetraselmis suecica ve bir de tath su mikroalgi Chlamydomonas reinhardtii CC-1690

turleri ile devam edilmesi kararlastiriimistir.

Calismanin  sonraki asamasinda secilen mikroalglerin artan tuz yogunlugu ve
makroelement acligina (N-eksik, S-eksik, P-eksik) tepkide genel besinsel 6zelliklerini
yansitan toplam protein, lipid ve karbohidrat iceriklerinde meydana gelen degisiklikler
belirlenmistir. Genel olarak ifade etmek gerekirse, stres uygulamasi calisilan tim

mikroalglerin toplam protein iceriginde azalmaya, bircogunun toplam lipid Uretiminde
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onemli artiglara sebep olmus, mikroalglerin toplam karbohidrat icerikleri de tlre 6zgu
degisiklikler sergilemistir. Ozellikle N-ac¢hgi uygulanan tiim mikroalglerde toplam protein
icerigindeki sert dususu lipid Uretimindeki dnemli artis takip etmigstir. Yine N- ve S-acligi
uygulamalari denizel mikroalglerin toplam karbohidrat iceriklerinde énemli bir degisimi
tetiklemezken, bir tatlisu mikroalgi olan C.reinhardtii mikroalginde istatistiksel olarak
anlamli artiglara sebep olmustur. Ote yandan S-aghdi uygulamasi D.tertiolecta,
N.occulata, l.galbana, T.chuii ve C.reinhardtii mikroalglerinin toplam lipid dretiminde
onemli artislara sebep olmustur. Fosfor acghdi uygulamasi genel olarak diger stres
uygulamalarina kiyasla protein igeriginde nispeten daha disik oranda azalmaya sebep
olsa da mikroalglerin lipid ve karbohidrat icerikleri Gzerine diger stres uygulamalari kadar
etkili olmamistir. Fosfor acligi uygulanan D.tertiolecta ve N.oculata mikroalglerinde hem
toplam lipid ve hem de toplam karbohidrat iceriklerinde anlamli artislar kaydedilirken
P.tricornutum, T.chuii ve C.reinhardtii mikroalglerinde yalnizca lipid Uretiminde 6nemli
artisa sebep olmustur. Son olarak tuz stresi uygulamasi c¢alisilan tim tirlerde toplam lipid
dretimini 6nemli oranda uyarmig, l.galbana ve C.reinhardtii diginda c¢alisilan tim
mikroalglerde karbohidrat icerigini de 6nemli diizeyde uyarmistir.

Calisilan turlerin toplam lipid Gretimleri 6zellikle N-aghdina tepkide en yiksek dizeylerde
artmigtir. Bu sebeple kontrol ortami ve 5 gun boyunca N-acligi uygulanmis mikroalglerin
Yag asidi metil ester (YAME) profillerinde meydana gelen dedisiklikler belirlenmistir.
Genel olarak kontrol ya da N-agligi uygulanan tirlerin doymus yag asidi (DYA) igerikleri
yaklasik %32-%68, Tekli doymamis yag asidi icerikleri yaklasik %17-%46, Coklu
doymamis yag asidi igerikleri ise vyaklasik olarak %10-%29 arasinda degisiklik
sergilemistir.

Besinsel icerikleri acgisindan degerlendirildiginde Artemia’nin beslenmesinde stres
uygulanan mikroalglerin kullaniimasi igin segilen tirlerin N-a¢hgi ve tuz stresi uygulanan
gruplar takip eden galismalar igin kullanilmistir. Clnki ¢ahsilan ¢gogu mikroalgde bu iki
stres uygulamasinda verilen cevaplar calisilan ¢ogu mikroalg icin net cevaplar olarak
tanimlanmistir. Takip eden calismalarda 5 giin boyunca N-ac¢hgi ya da tuz stresine maruz
birakilmis olan mikroalglerle beslenen Artemia’larin toplam protein, lipid ve karbohidrat
icerikleri 5.gunin sonunda degerlendirilmistir.

Dunaliella tertiolecta mikroalgi Artemia’nin toplam protein igerigini ¢alisilan diger turlere
gore en yuksek duzeyde artirmig, N-agligi ya da tuz stresi uygulanan D. tertiolecta ile
beslenen Artemia’larda kontrole kiyasla disis olsa da hala ¢ogu tlre kiyasla yiksek
dizeyde belirlenmigtir. Bdylece Artemia’nin toplam protein iceriginin artirimasi
bakimindan bu tir 6n plana ¢ikmistir.
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D.tertiolecta ve l.galbana ile beslenen Artemiallarin toplam lipid igerikleri diger
mikroalglere kiyasla ylksek dizeyde belirlenmistir. l.galbana mikroalgine stres
uygulamasi bu mikroalgle beslenen Artemia’larin toplam lipid iceriginde énemli bir
degisime sebep olmamistir. Ote yandan tuz stresi uygulanmis D.tertiolecta ile beslenen
Artemia’larin toplam lipid igerigi kontrol ortaminda kultire alinan D.tertiolecta ile beslenen
Artemialara kiyasla daha disik dizeyde belirlense de l.galbana disindaki diger
mikroalglere kiyasla hala daha yuksek dizeyde belirlenmigtir. Sonug olarak Artemia’nin
toplam lipid igeriginin artirimasi agisindan D.tertiolecta ve l.galbana mikroalgleri diger

turlere kiyasla éncelikli olarak degerlendirilmigtir.

P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin toplam karbohidrat icerikleri diger mikroalgler ile
beslenen gruplara kiyasla daha ylksek dizeyde belirlenmistir. Kontrol ortaminda kalttre
alinan P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin toplam karbohidrat icerikleri diger
mikroalglerle beslenen Artemia’lara kiyasla ¢cok daha yuksek duzeyde belirlenmis, N-acligi
ya da tuz stresi uygulanan P.tricornutum ile beslenen Artemialarin toplam karbohidrat
icerigi kayda deger bir degisim sergilememistir. Bu sebepe Artemia’nin toplam karbohidrat

iceriginin artirlmasi bakimindan P.tricornutum mikroalgi 6n plana ¢ikmistir.

Bdylece, takip eden c¢alismalarda 5 giin boyunca kontrol ortaminda kiiltire alinan, N-eksik
ortamda kultire alinan ya da tuz stresi uygulanmis olan D.tertiolecta, l.galbana ve
P.tricornutum mikroalgleri A.franciscana’nin yag asidi ve aminoasit profillerinde meydana

gelen degisimin belirlenmesi amaciyla kullaniimigtir.

Stres uygulanmig D.tertiolecta, I.galbana ve P.tricornutum mikroalgleri ile 5 giin boyunca
beslenen Artemia’larin yag asidi profilleri incelendiginde 6zellikle P.tricornutum mikroalgi
ile beslenen Artemia’larin CDYA icerikleri diger iki mikroalge kiyasla daha yiksek
duzeyde belirlenmigtir. Bu artigta 6zellikle P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin
Eikosapentaenoik asit (EPA) igerigindeki farkliik 6éne g¢ikmistir. Ote yandan tuz stresi
uygulamasi da bu ug¢ mikroalg ile beslenen Artemia’larin EPA igerigini dikkate deger
oranda artirmigtir.  Oyle ki kontrol ortaminda kiltire alinan ve tuz stresi uyglanmis
P.tricornutum ile beslenen Artemia’larda EPA igerigi %25,30-%31,40 olarak
kaydedilmisken bu deger kontrol ortaminda kiltire alinan ve tuz stresi uygulanmis
D.tertiolecta ve l.galbana ile beslenen Artemialarda sirasiyla %16,20-%19,10 ve %10,25-

%12,60 olarak belirlenmistir.

Kontrol ortaminda kulture alinan, N-aghgi ya da tuz stresi uygulanmig olan D.tertiolecta,
I.galbana ve P.tricornutum ile beslenen Artemia’larin aminoasit profilleri olduk¢a karisik

regulasyon oOrnekleri sergilemigtir. Esansiyel aminoasitlerden Arginin aminoasiti
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D.tertiolecta ile beslenen Artemia’larda, esansiyel olmayan aminoasitlerden Glisin

aminoasidi l.galbana mikroalgi ile beslenen Artemia’larda ve yine esansiyel olmayan

aminoasitlerden Glutamik asit ise P.tricornutum mikroalgi ile beslenen Artemia’larda diger

gruplara kiyasla net bir sekilde daha yliksek diizeyde belirlenmistir.

Sonug olarak yukarida aciklandigi sekliyle bu proje calismasinda &zellikle tuz stresi

uygulanmis olan D.tertiolecta, l.galbana ve P.tricornutum mikroalgleri ile beslenen

Artemia franciscana’nin yapilan analizlerle gosterilmis olan besleyici 6zelliklerinin dikkate

deger oranda artabilecedi degerlendirilmistir.

Oneriler;

1.

Bu calismada akvaryum balik¢iiginda ve balik yetistiriciligi yapilan
kulugkahanelerde yavru baliklarin beslenmesinde kullanilan degerli bir canli yemi
olan Artemia’nin besleyici degerlerinin, beslendigi mikroalglerin besinsel 6zellikleri
ile dogrudan iligkili oldugu anlasiimistir. Dolayisiyla bu c¢alisma kapsaminda
degerlendirilen tlurlerin disinda baska diger tirler de kullanilarak Artemia’nin
besinsel iceriginin degistirilebilecegi, istenilen &zelliklere sahip Artemia’larin da

bdylece Uretilebilecegi dederlendirilmigstir.

Bu calismada ulkemiz i¢ sularindan izole edilmis olan 20 farkli mikroalg ve
siyanobakteri tiri Artemia beslenmesi agisindan degerlendirilmis, ancak tatli su
mikroalgleri ile siyanobakterilere nazaran Ozellikle denizel mikroalg turlerinin
Artemia beslenmesinde tercih edilebilecegi anlasiimigstir.

Calgilan tdrler icerisinde Ozellikle D.tertiolecta, l.galbana ve P.tricornutum
turlerinin A.franciscana’nin blyUimesi ve besleyici 6zelliklerini farkli dogrultuda
artirdigi kaydedilmistir. Ornegin, Artemia Uretiminin yapildi§i kulugkahanelerde
protein ve lipid igerigi artirlmis A.franciscana uretimi igin D.tertiolecta, lipid Uretimi
artinlmis  A.franciscana Uretimi i¢cin l.galbana, karbohidrat igerigi artiriimis

A.franciscana uretimi icin ise P.tricornutum besin kaynagi olarak tercih edilebilir.

Yine D.tertiolecta, l.galbana ve P.tricornutum ile beslenen A.franciscana’nin
sirasitya Arginin, Glisin ve Glutamik asit Uretiminin artinldid1 disundldiginde
yalnizca makromolekul Uretimi acisindan degil aminoasit igerigi zenginlestiriimis
A.franciscana uretiminde de bu tlrlerin besin kaynagi olarak tercih edilebilecegi

anlasiimaktadir.
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5. Son olarak yapilan ¢alismalarda tuz stresi uygulanmig D.tertiolecta, l.galbana ve
P.tricornutum ile beslenen A.franciscana’nin EPA basta olmak Uzere c¢oklu
doymamis yag asidi bakimindan zengin oldugu anlasiimistir. Bdylece tuz stresi
uygulanmis olan D.tertiolecta, l.galbana veya P.tricornutum ile beslenen
A.franciscana’nin lipid, protein, karbohidrat ya da aminoasit icerigi bakimindan
besleyici Ozelliklerini gelistirilebilecedi, Artemia Uretimi yapilan kulugckahanelerde

bu durumun dikkate alinmasinin faydali olabilecegi dugunulmektedir.
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