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OZET

Doktora Tezi

Spirulina platensis’ten Farkli Ortam Kosullarinda Biyokiitle ve Gama-Linolenik
Asit Uretimi

Oya Irmak SAHIN CEBECI

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Doc. Dr. Arzu AKPINAR BAYIZIT

Bu tez calismasinda azot sinirlamasinin (%25, %50, %75 ve %100 N
konsantrasyonu) ve sicaklik degisiminin (25°C ve 30°C) Spirulina platensis
tiriinde biyokiitle verimi, protein, lipid, toplam fenolik madde ve antioksidan
kapasitesi ile yag asidi profili lizerine etkisi arastirilmistir.

Sicaklik artisiyla genel anlamda biyokiitle miktar: artarken kuru agirlikta azalma
meydana gelmistir. Bununla birlikte, en yiiksek lipid miktarinin elde edildigi 25°C
%25 N konsantrasyonlu Spirulina besi ortami Orneklerinin disinda (A50Lipid;
%12,3141,72) tiim orneklerde sicakligin 30°C’ye yiikselmesi ile protein, lipid,
toplam fenolik madde ve toplam karotenoid miktarlar1 en yiiksek diizeyde
bulunmustur. En yiiksek protein C100: %80,0419; C75: %78,8284; C25:
%77,8715, lipid C75: %4,3393; C25: %3,5714, toplam fenolik madde C25:
1,4717+0,30 mg g GAE; C75: 1,4536+0,07 mg g* GAE, toplam karotenoid C75:
0,1194+0,02 mg gl D75: 0,0953+3,35 mg g’ olarak 30°C’de gelistirilen
orneklerde ulagsmislardir.

Bununla birlikte en yiiksek PUFA degerleri D75: %42,6098; D100: %41,3657;
D50: %36,3536 ile 30°C’de en yiiksek degerlere ulasirken, GLNA B100:
%24,7354; B75: %23,7851; D75: %23,2055 ile hem 25°C’de hem de 30°C’de
yiiksek degerler vermistir.

Anahtar kelimeler: Spirulina platensis, yag asidi, GLNA, N siirlamasi, sicaklik
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ABSTRACT

PhD Thesis

Biomass and Gamma-Linolenic Acid Production by Spirulina platensis under
Different Growth Conditions

Oya Irmak SAHIN CEBECI

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu AKPINAR BAYIZIT

In this thesis, the limitation of nitrogen (25%, 50%, 75% and 100% N
concentration) and temperature fluctuations (25°C and 30°C) on Spirulina
platensis biomass yield, protein, lipids, total phenolic and antioxidant capacity
with fatty acid profile were investigated.

The temperature increase has occurred in general decrease in the amount of
biomass with an increase of dry weight. Besides the sample 25°C + 25% N
Spirulina medium that gave the highest level of the lipid accumulation (AS50 lipid;
% 12,31 &+ 1,72), for all growth trials, with rising the temperature to 30°C, protein,
lipid, total phenolic and total carotenoid contents were also reached its highest
value. The highest protein content was determined in samples C100: 80,0419%,
C75: 78,8284% and C25: 77,8715%, with lipid in C75: 4,3393% and C25:
3,5714%); total phenolics in C25: 1,4717 + 0,30 mg g-! GAE and C75: 1,4536 +
0,07 mg g GAE; and total carotenoids in C75: 0,1194 + 0,02 mg g and D75:
0,0953 + 3.35 mg gat 30°C.

Consequently, the highest PUFA values were found in D75: 42,6098%, D100:
41,3657% and D50: %36,3536 at 30°C, whereas GLNA was in B100: 24,7354%,
B75: 23,7851% and D75: 23,2055%. GLNA values were significantly high both
during growth at both 25°C and 30°C.

Keywords: Spirulina platensis, fatty acid, GLNA, N limitation, temperature

2015, x + 82 pages
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1. GIRIS

Karbonhidratlar ve azotlu maddeler ile birlikte temel besin maddelerinin makro
molekiil grubu i¢inde yer alan lipidler (yaglar), yapilarinda hidrojen, karbon,
oksijen, azot, fosfor ve kiikiirt elementleri ile amid, fosfat esterleri, primer ve
sekonder alkol gruplari, serbest ya da esterlesmis karboksil gruplart ve amin

gruplar1 bulunan organik maddelerdir.

Lipidler, hiicre yapisinda ve dokularda bulunabildikleri gibi, bunlarin enerji
gereksiniminin karsilanmasinda da rol oynamaktadir. Yaglarin oksidasyonu i¢in
protein ve karbonhidrat gibi diger organik maddelere gore daha fazla oksijenin
harcanmas1 gerekmekte ve boylece daha yiliksek miktarda enerji agiga
cikmaktadir. Bu nedenle yaglar hayvansal organizmalar i¢in onemli bir enerji
kaynagi, bitkisel organizmalar i¢in ise depo maddesi olarak degerlendirilmektedir
(Gunstone 1997, O’Keefe 2008). Ayrica yagda ¢oziinebilen A, D, E ve K
vitaminleri ile dogal ya da sentetik pigmentleri kapsayan diger besin maddelerinin

emilimi i¢in tastyici olarak gérev yapmaktadirlar (Bilgliven 2002).

Canli organizmalarda pek ¢ok 6nemli rol oynayan lipidler iki ana grup altinda
toplanabilirler: nonpolar lipidler (agilgliseroller, steroller, serbest yag asitleri,
vakslar ve steril esterler) ve polar lipidler (fosfolipidler, glikolipidler) (Anonim
2013). Diger bir smiflandirmaya gore ise, basit (sabunlasabilir/yag asitlerinin
esterleri: yaglar ve mumlar), bilesik (sabunlasamaz/yag asitlerinin yani sira alkol
gibi gruplar igeren) ve tiiremis (hidrokarbon ve buna bagl hidrokarbon yan zinciri
iceren) lipidler olarak isimlendirilmektedirler (Murray ve ark. 2006,
Satyanarayana ve Chakrapani 2013) (bkz. Sekil 1.1). Bazi1 kaynaklar ise lipidleri
notral yaglar ve lipoidler (yaglarla birlikte bulunan ve yaga benzer 6zellikler

gosteren maddeler) olarak gruplandirmaktadir (Culling 2013).



Notral Lipidler
(Depo Lipid)

Polar Lipidler (Membran Lipid)

Sekil 1.1 Lipidlerin siniflandirilmasi

Yag asitleri serbest ya da triagilgliseroller gibi daha karmasik molekiillerde yag
asidi esterleri olarak bulunan ve 4’ten 36’ya kadar karbon igeren hidrokarbon
yapili karboksilik asitlerdir (Andersson ve Wynn 2001). Molekiillerindeki karbon
sayisina gore; <6 karbon: “kisa”, 6-10 karbon: “orta”, >12 karbon: “uzun” zincirli
yag asitleri olarak adlandirilmaktadirlar. Hidrokarbon zincirindeki baglara gore
doymus ve doymamis olmak {iizere iki grupta altinda da incelenebilirler (Nelson
ve Cox 2013). Doymus yag asitlerinin yapisinda hi¢ ¢ift bag bulunmazken,
doymamis yag asitleri en az bir ya da daha fazla cift bag icermektedir (Kaya ve
ark. 2004).

Yag asitlerinin sentezinde ilk reaksiyon ACP-agiltransferaz tarafindan katalize
edilmektedir. Asetil-CoA'nin asetil grubu yag asidi sentetaz sisteminin spesifik
sistein amino asidine baglanmaktadir. Ikinci reaksiyon ise malonil-CoA’nin
malonil grubu fosfopentatein'in siilfidril grubuna taginmasidir. Reaksiyon ACP-

maloniltransferaz tarafindan katalize edilmektedir. Kondenzasyon basamagina



gegmeye hazir olan sistemde asetil grubu sisteinin -SH grubuna ve malonil grubu
da fosfopentateinin -SH grubuna bagli durumdadir (Sekil 1.2). Yedi malonil-CoA
ve bir asetil CoA'nin reaksiyona girerek dort yag asidi sentez basamaginda yedi
defa tekrar etmesi ile 16 C’lu palmitil-ACP sentezlenmektedir. Bazi
organizmalarda yag asidi sentezi zincir uzamasi ile olusan 16 C'lu palmitik asit ile
son bulmaktadir. Sentez sonunda olusan palmitil ACP, palmitil ACP deacilaz
enzimi araciligi ile koparilmakta ve palmitik asit serbest kalmakta ve C zinciri

uzamaya devam edebilmektedir (Tvrzicka ve ark. 2011).

e O
. N\ I
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O ! I
Aklgrp Y ‘
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Sekil 1.2 Yag asidi sentezinde baslangi¢ ve zincir uzama reaksiyonlari

Yag asidi sentetaz sisteminin normal {iriinii olan palmitik asit uzun zincirli yag
asitlerinin onctil (prekiirsor) molekiiliidiir. Bu molekiile iki karbon daha ilave
edilerek 18 karbonlu stearik asit, daha fazla karbon ilave edilerek de daha uzun
zincirli yag asitleri meydana gelebilmektedir. Yag asidi zincir uzatma (elongaz)
sistemi endoplazmik retikulum ve mitokondride bulunmaktadir. Palmitik ve

stearik asit monoenoik yag asitlerine de doniisebilmektedir (Grashorn 1995).



Organizmanin birden fazla ¢ift bagl (polienoik) yag asitlerine de ihtiyact vardir.
Insan organizmasi icin esansiyel yag asitleri linoeik asit ve a-linolenik asittir
(Watkins 1991). Organizma i¢in gerekli diger bir polienoik yag asidi,
prostaglandinlerin 6n maddesi olan arasidonik asit ise linoleik asitten
sentezlenebilmektedir. Bu biyosentez esnasinda a-linolenik asit ara madde olarak
meydana gelmektedir (Sekil 1.3). Sonug olarak, insan organizmasi i¢in gergek
anlamda esansiyel olan yag asidi linoleik asit olarak karsimiza g¢ikmaktadir

(Suddaby 1992, As1 1996, Anonim 2006, Nelson ve Cox 2013).
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Sekil 1.3 Palmitik asitten diger yag asitlerinin sentezlenmesi (Reis ve ark. 2011)

Insan viicudu doymus ve tekli-doymamis yag asitlerini metabolizmasinda
sentezleyebildigi halde, sentezleyemedigi uzun zincirli ¢oklu doymamis yag
asitlerini besinler ile disaridan almak zorundadir. Bu durumda ortaya ¢ikan
“esansiyel yag asitleri (EFA)” kavrami vitamin gibi gidalarla viicuda alinan,
metabolizmada sentezlenemeyen nutrientler igin kullanilmaktadir. Organizma igin
iki tane “temel esansiyel yag asidi vardir. Bunlardan bir tanesi linoleik asit (LA;
18:2n-6; 9,12-oktadekadienoik asit), digeri de a-linolenik asit (ALNA; 18:3n-3;

9,12,15-oktadekatrienoik asit)’tir. Desatiiraz ve elongaz enzimleri ile bu iki yag



asidinden daha uzun zincirli yag asitleri ya da tiirevleri sentezlenebilmektedir
(Suddaby 1992, Tvrzicka ve ark. 2011).

Ancak metabolizmada gozlenen bozulmalardan dolay1 y-Linolenik asit (GLNA;
C18:3 A6,9,12), arasidonik asit (ARA, C20:4 -6 A5,8,11,14-eikozatetraenoik
asit), eikozapentaenoik asit (EPA; C20:5 A5,8,11,14,17) ile dokozahekzaenoik
asit (DHA; C20:6 A4,7,10,13,16,19) yeterli miktarda sentezlenememekte ve bu
yag asitleri “sartli esansiyel yag asidi" olarak nitelendirilmektedir (Suddaby
1992). Coklu doymamis yag asitleri karbon zincirlerinde iki ya da daha fazla ¢ift
bag bulundurmakta ve metil ugtan baglayarak cift bagin oldugu ilk karbon
atomuna goére “omega (®-) 3” ve “omega (w-) 6” yag asitleri olarak da

gruplandirilabilmektedirler (Tvrzicka ve ark. 2011).

®-3 yag asitleri keten tohumu, ceviz, yesil yaprakli sebzeler ve ozellikle
planktonlar ile yagl baliklarda bol miktarda bulunmaktadir. Grubun en 6nemli
yag asitleri; EPA ve DHA kanin pithtilagsmasini 6nlemede, bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesinde, anne ve bebek sagligini olumlu diizeye ¢ikarmada, kemik
yapisinin giiclendirilmesinde, beyin ve goz sagligi iizerinde oldukca biiytik etkileri

vardir (Horrobin 1992, Drevon ve ark. 1993, Simopoulos 1999).

®-6 grubunun temel yag asidi “linoleik asit” olup, en 6nemlisi GLNA’dir. -6
grubunun viicutta 4 Onemli rolii bulunmaktadir; 1) hiicre membran yapisin
olusturulmasi, ii) prostalandin (PG) ve leukotrien (LT) gibi eikozanoidlerin
sentezlenmesi, iii) termoregiilasyon sisteminin diizenlenmesi ile gastrointestinal
sistem ve kan-beyin bariyerinde gegirgenligin saglanmasi, iv) kolesterol sentezi ve
tasiniminin  regiilasyonu (Horrobin 1992, Crawford 2000, Uauy ve Dangour
2006).

GLNA viicut i¢in gerekli olan ®-6 ¢oklu doymamus bir karboksilik asit’tir. Yag
asitlerinin karacigerde eikonazoidlerin dncii maddesi olan ARA metabolizasyonu
sirasinda, LA’dan A6 desatiiraz enziminin aktivasyonu ile olusan ilk metabolit

GLNA’dir. Boraj tohumu yagi, ¢uha ¢icegi yagt ve siyah kus iiziimi yaginda



yiilksek miktarda bulunmaktadir. Disaridan alinan GLNA organizmada, elongaz
enzimi ile dihomo-gama-linolenik asite (DGLNA) dondstiiriillmektedir. Bu
doniisiimiin  gergeklesebilmesi i¢in ise magnezyum, c¢inko ile C, B3 ve B6
vitaminlerinin organizmada yeterli miktarda bulunmasi gerekmektedir (Fan ve
Chapkin 1998, El-Badry ve ark. 2007). GLNA atopik ekzema, diyabetik néropati,
romatoit artrit, kanser, yiliksek tansiyon, menapozal semptomlar, egzema, viral
enfeksiyonlar, osteoporoz, menopoz ve alkolizm gibi hastaliklarin tedavisinde
Oneme sahiptir. Saglik {izerine olumlu etkilerinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen ¢aligmalarin sayis1 glin gegtikce artmaktadir, bu nedenle de ilgi
yeni GLNA kaynaklarinin belirlenmesi ve GLNA’nin saflastirilmasina yonelik
caligmalar iizerinde yogunlagsmaktadir (Horrobin 1992, Ehrlich 2011).

GLNA anne siitii disindaki yiyeceklerde sadece kiigiik miktarlarda bulunmaktadir.
Bu nedenle metabolizma igin gerekli ve yeterli GLNA miktarmin gilinlik
beslenme aligkanliklari ile gida maddeleri ile karsilamak miimkiin olmamaktadir.
Kesinlesmis bir giinliik alim miktar1 olmamasina ragmen, literatiirde ortalama 90-
270 mg, besin agisindan faydali bir katki saglamak icin giinliik en az 25-50 mg,
iyilestirici katk1 saglamak amaciyla ise ortalama 100-150 mg GLNA’nin disaridan
besin maddeleri ile alinmasi gerektigi bildirilmekte ve bu dozun 300 mg diizeyini

asmamasi vurgulanmaktadir (Erhlich 2011).

“Lipid” ve “yag asidi” kaynag1 olarak bitkilerin yani sira “mikroorganizmalar’in
kullanim1 uzun yillardir arastirilmaktadir. Mikrobiyel yaglar 6zellikle 1. ve 2.
Diinya savaslar1 sirasinda kitliga, geleneksel yag hammaddelerinin azalmasina ve
diinya niifusunun artmasina kars1 19. ylizyildan bu yana pek ¢ok gelismis iilkede
endiistriyel diizeyde arastirilmis olup bu arastirmalar uzun donemler boyu
gizlilikle stirdiirilmistir (Weete 1980, Becker 1994, Ratledge 2004, Ratledge
2006, Gunstone ve ark. 2007).

Mikroorganizmalardan elde edilen ve tek hiicre yagi (THY, SCO: single cell oil)
olarak adlandirilan mikrobiyel yaglar giinlimiizde endiistriyel liretimden ¢ok

icermis olduklar1 terapotik ve nutrasotik Ozellikteki PUFA’lar nedeniyle tiim



diinyada yogun ilgi gormektedir. Mikrobiyel yolla yag eldesi prosesinin
endiistriyel diizeyde “verimli” olarak degerlendirilebilmesi i¢in sentezlenen yag
ve yag asitlerinin yiiksek verimlilikte ya da yiiksek degerlilikte (PUFA
bakimindan zengin) olmasi gerekmektedir (Ratledge 2005, Ratledge ve Cohen
2008). Endistriyel verimliligi etkileyen en Onemli faktdrler kuru biyokiitle
miktari, kuru biyokiitledeki yag oranm1 ve yagm istenen yag asidi

kompozisyonunda olmasidir (Griffiths ve Harrison 2009).

Pek ¢ok mikroorganizma grubu (maya, kiif, bakteri ve mikroalgler) belli bazi
spesifik kosullar altinda nétral yag biriktirme 0Ozelligine sahiptir. Bu
mikroorganizmalar hiicrelerinde %25 ya da daha fazla lipid biriktirebilmekte olup,
“yagli (olejindz — oleaginous) olarak nitelenmektedir (Weete 1980, Ratledge
2006, Vance ve Vance 2008).

Algler, deniz ve tatli su ortamlari, ¢l ortami, kaplicalar, buzul ortamlar1 gibi pek
cok farkl ekosistemde yasayabilmektedir. Alglerin sistematigi farkli algal tiirlerde
bulunan fotosentetik pigmentlerin ¢esit ve bunlarin kombinasyonlarma gore
belirlenmektedir. Bu siniflandirmaya gore okaryotik algler 2 ana grup altinda
incelenmektedir; birinci grup prokaryotlar olarak adlandirilan mavi-yesil algler’dir
ve klorofil a pigmentini icermektedir; ikinci grup ise klorofil a, klorofil b, B- ve a-
karoten ile ksantofiller gibi bir¢ok pigmente sahip olan yesil algler’dir. (Tomaselli

2004).

Mavi-yesil algler smifina ait olan Spirulina yetistiriciligi yapilan en 6nemli
mikroalg tiirlerinden birisidir. Ozellikle Spirulina platensis ve Spirulina maxima

ticari degere sahip ve aragtirmalara en ¢cok konu olan tiirlerdir (Richmond 1986).

Spirulina ipliksi mikroskobik bir alg tiridir. Adin1 filamentlerinin spiral
yapisindan almaktadir (bkz. Sekil 1.4). Spirulina’nin biiylimesi i¢in yiiksek bazik
ortam gerekmektedir (Zarrouk 1966). Kiiltiir i¢cin optimum pH aralign 8,5-11
arasindadir. Bu bazikligin sebebi besi ortaminda bulunan bikarbonat ve karbonatta

mevcut olan COz’den kaynaklanmaktadir. Cok c¢esitli sularda yasayabilen



Spirulina kiiltiirlerinin optimum gelisme sicaklig ise 30-35°C, minimum 18°C ve
maksimum 39°C olarak belirlenmistir (Richmond 1988, Richmond 1992, Fox
1996).
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Sekil 1.4 Spirulina platensis (a) ve Spirulina maxima (b)’nin mikroskobik
goruntisu

Spirulina’nin dort yiiz yil kadar Once Aztek uygarlifinda besin olarak
degerlendirildigine dair belgeler bulunmaktadir. Giiniimiizde Cad Golii civarinda
yasayan Kanembru kabilesi tarafinda “kurutulmus ekmek” olarak adlandirilan
“dihe” seklinde tiiketilmektedir. Son 30 yildir ise besin ve 6zel yem halinde ticari
olarak ftiretilmektedir (Belay 2002). Spirulina’nin besin olarak giivenirliligi ¢ok
sayida toksikolojik ¢alisma ve yiizyillar boyu insanlar tarafindan kullanilmasiyla

kanitlanmistir (Chamorro 1980, Salazar ve ark. 1998).

Spirulina iizerinde c¢alismalarin yogunlasmasinin nedeni igeriginde bulunan
protein, vitamin (6zellikle B12 vitamini ve provitamin-A), esansiyel aminoasit,
mineral maddeler (6zellikle Fe) ve esansiyel yag asitleri (6zellikle GLNA) gibi
gida bilesenleri i¢in zengin bir kaynak olmasidir (bkz. Cizelge 1.1). Spirulina’nin
kuru agirligimin %60-70’1 protein olup toplam yagin en az %20’si de GLNA’dan
olusmaktadir (Otles ve Pire 2001, Belay 2002, Colla ve ark. 2007)



Cizelge 1.1 Spirulina tozunun genel 6zellikleri (Fox 1996)

Fiziksel Ozellikler Kimyasal Ozellikler
Kompozisyon %100 Spirulina Protein %55-70
Goriiniis Saf toz Karbonhidrat %15-25
Renk Koyu mavi-yesil Yag %6-8
Koku ve Tat Hafif deniz yosunu  Kiil %7-13
Filament uzunlugu 64 u Lif %8-10

Spirulina’nin hiicre duvarinin %86’s1 sindirilebilir polisakkaritlerden olusmustur.
Bu nedenle insanlar tarafindan sindirimi kolaydir ve Spirulina polisakkariti
bagisiklik giiclendirici olarak kullanilabilmektedir. Ayrica biyokiitleden ekstrakte
edilebilen mavi renkli bir pigment olan fikosiyanin, kozmetik ve besinler igin

dogal bir renklendirici olarak degerlendirilmektedir (Li ve Qui 1997).

Gilinlimiizde algal biyoteknoloji alaninda yapilan pek ¢ok ¢alisma, mikroalglerin
endiistriyel olgekte iiretiminin gergeklestirilmesine yoneliktir. Spirulina dis ortam
kosullarinda, 6zellikle sicak ve giinesli iklimlerde yiiksek biyokiitle verimliligi ile
yetistirilebilmektedir. Uretim maliyeti, tiim mikrobiyel iiretimlerde oldugu gibi
Spirulina’nin da kullanimini smirlamaktadir. Maliyeti olusturan en Onemli
parametre besin girdileridir. Bu zamana dek yapilan ¢alismalarda verimli iiretim
icin kullanilacak besi ortami kompozisyonlari belirlenmistir. Degisen besi ortami
kompozisyonlarinda ve sicakliklarda gelistirme sonucubiyokiitle verimi ve elde
edilen metabolitlerin degisimi kaginilmaz olmakta, bu nedenle hedef metabolite

yonelik gelisme kosullarinin tanilanmasi ve optimizasyonu 6nem kazanmaktadir.

Bu tezin birincil amaci; iki farkli gelisme ortami kullanilarak gelistirilen Spirulina
platensis’in biyokiitle ve yag asidi kompozisyonunun, 6zellikle nutrasotik ve
terapotik degeri olan GLNA’nin, belirlenmesidir. Calismada ikincil amag
biyokiitle oran1 ile yag asidi kompozisyonu iizerine farkli azot
konsantrasyonlarinin ve sicakligin etkilerinin incelenmesidir. Bunun yani sira en
diisiik maliyetle ve en yiiksek miktarda esansiyel yag asidi igeren biyokiitle

iretiminin optimizasyonunu gerceklestirmek de amaglanmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. Algler

Algler morfolojik, sitolojik ve lireme cesitlilikleri bakimindan diger bitkilerden
farklilik gostermektedir. Ancak klorofil-a yapilar1 ve bu pigmentler yoluyla
calisan fotosentetik sistemleri, besin ihtiyaglar1 gibi basit biyokimyasal

mekanizmalarimin yiiksek bitkilere benzer 6zelliktedirler.

Ekolojik olarak algler buzla kapli alanlarda bulunabildikleri gibi 70°C ya da daha
yiiksek sicakliktaki kaynak sulari ile karasal, sucul ve buzul alanlarda da aktivite
gosterebilmektedir. Bazilar1 ¢cok tuzlu su ortamlarinda bile gelisebilirler. Gollerde
ve denizlerde yiizeyden 100 m asagida ya da daha disiik 151k yogunlugu ve
yiiksek basing altinda yasayabilmektedirler (Elliot ve ark. 1992).

Algler su ortaminda primer iiretici canlilardir. Yapilarindaki pigmentleri
sayesinde fotosentez yaparak karbondioksidi karbonhidratlara ¢evirme yetenegine
sahiptirler. Su ortamindaki besin degerinin ve ¢Oziinmiis oksijen oraninin
artmasin1  saglayarak kendi gelisimleri ig¢in besin zincirinin ilk halkasini

olusturmaktadirlar.

Alglerin tretimleri 151k, sicaklik ve ortamin besin konsantrasyonu gibi cevresel
faktorlerle sinirlanmigtir. Bu sinirlayict faktorlerin iyilestirilmesi ile gelisim ve
metabolit tiretim diizeyleri artis gostermektedir. Ancak gelisim hizinin belli bir
diizeyi agmasmin dogal sonucu olarak ¢evresel dengeleri bozulmakta ve
otrofikasyon meydana gelmektedir. Otrofik bir ortamda besin madde girdisinin
fazlaligindan dolayi, 6zellikle azotlu bilesikler ve fosfat gibi alglerin gelisimini
arttiran bilesiklerin varliginda alg ve bakteri faliyetleri sonucu gelisim ortaminda

bulaniklik artmakta ve 1s181n suyun alt kisimlarina ge¢gmesi engellenmektedir.

10



2.1.1 Alglerin simiflandirilmasi

Algler i¢in kabul edilebilir ve kolaylikla tanimlanabilecek bir siniflandirma
sistemi olusturmak, her gecen giin yeni tiir ve siniflarin ortaya ¢ikmasi sebebiyle
karmaliktir. Ancak polifiletik yapilarina gore taksonomide yer almislardir.
Barsanti ve Gualtieri (2006) algal gruplari taksonomik olarak siniflandirmaya

calismuslardir (bkz. Cizelge 2.1).

2.1.2. Genel ozellikleri

Algler, gerek yapisal olarak gerekse de dis goriiniisleri bakimindan oldukca
farklhidir. Yapisal olarak okaryotik (gelismis hiicre tipi) ve prokaryotik (basit
yapili hiicre tipi) olmak tizere iki biiylik gruba ayrilirlar. Buna gore mavi-yesil
algler gdstermis olduklar1 hiicre organizasyonlar1 bakimindan prokaryot hiicre
ozelligi tasimaktadirlar. Belirgin bir hiicre ¢ekirdeginin olmamasi ve ¢ok basit
olan  kromatofor yapisindaki pigmentlerin  dagilimi  diger alglerden

ayrilmaktadirlar (Barsanti ve Gualtieri 2006, Graham ve ark 2009).

Bugiine kadar degisik adlarla anilan Cyanobacteria, Archaebacteria ile birlikte
prokaryotlar1 olusturan Eubacteria grubuna bagli olan algler onceleri mavi-yesil
algler, mavi-yesil bakteriler ve Cyanophyta olarak isimlendirilen bu canlilar igin
son yillarda Cyanobacteria adi Onerilmis ve kabul gérmiistiir. Cyanophyta ile
Cyanobacteria bu mikroorganizmalar igin es anlamli isimler olarak
kullanilmaktadir (Van den Hoek 1995).

Cyanobacteria insanlar ve hayvanlar i¢in protein, karbonhidrat, lipit, vitamin,
enzim ve diger biyoaktif bilesikler acisindan 6nem arz etmektedir (Pinotti and
Segato 1991). Bakterilere 06zgii olan bir polimer olan polimer poli-p-
hidroksibiitirat (PHB) besin maddesinin smirlt oldugu durumlarda enerji depo
maddesi olarak sentezlenmekte ve PHB ile depolanan enerji besin maddelerinin
kisitlandigr durumun devam etmesiyle lipid sentezine katkida bulunmaktadir.

Lipid biyosentezinde 6nem tasiyan PHB cok az sayidaki Cyanobacteria tiirlerinde

11



belirlenmis  olup  genel
sentezleyebilme kabiliyetinde oldugu bildirilmistir (Allen 1984, Philippis ve ark.

1992).

olarak Cyanobacteria’nin bu tiir

Cizelge 2.1 Alglerin siniflandirilmasi (Barsanti ve Gualtieri 2006)

Alem

Sube

Simf

Prokaryota eubacteria

Cyanophyta
(mavi-yesil algler)

Cyanophyceae

Prochlorophyta

Prochlorophyceae

Eukaryota

Glaucophyta Glaucophyceae
Bangiophyceae
Rhodophyta Florideophyceae
Chrysophyceae
Xanthophyceae
Eustigmatophyceae
Heterokontophyta Bacillariophyceae
Raphidophyceae
Dictyochophyceae
Phaeophyceae
Haptophyta Haptophyceae
Cryptophyta Cryptophyceae
Dinophyta Dinophyceae

Euglenophyta

Euglenophyceae

Chlorarachniophyta

Chlorarachniophyceae

Chlorophyta (yesil algler)

Prasinophyceae

Chlorophyceae

Ulvophyceae

Cladophorophyceae

Bryopsidophyceae

Zygnematophyceae

Trentepohliophyceae

Trebouxiophyceae

Charophyceae

Klebsormidiophyceae

Dasycladophyceae

12

poliesterleri




Cyanobacteria antibiyotikler, algisitler, toksinler, farmasotik olarak aktif bilesikler
ve bitki gelisimi diizenleyici gibi biyolojik aktiviteye sahip bircok bilesigi
icermektedir (Metting 1986). 1970’1 yillardan baslayan incelemelerin sonucu bu
alg grubunun antineoplastik, antimikrobiyal ve antiviral aktiviteye sahip oldugu

gosterilmistir (Patterson ve ark. 1994).

Cyanobacteria’nin Diinya lizerinde ilk oksijen olusturan fototrofik organizmalar
oldugu, bu sayede de diinyanin atmosferinin oksijensiz halden oksijenli hale
gectigi diisiiniilmektedir. Gergek bir zarla gevrili ¢ekirdekleri bulunmamasi nedeni
ile bakteri, fotosentetik Ozellikte olmalar1 nedeniyle de alg olarak
siniflandirilmaktadir. ipliksi ya da tek hiicre halindeki formlar1 mevcuttur. Hiicre
duvarlarinin yapis1 gram (-) bakterilerin hiicre duvarina benzer, az miktarda
peptidoglikan ile klorofil-a ve fikobilin denilen karakteristik pigment g¢esidi
icermektedirler. Fikobilinlerin, fikosiyanin ad1 verilen bir sinifi mavi renklidir ve
yesil renkli klorofil pigmentleri ile birlikte bu canlilara mavi-yesil renk

vermektedir (Barsanti ve Gualtieri 2006).

Mikroalgler organik madde sentezini gergeklestirmek i¢cin Karbon (C), Azot (N)
ve Fosfor (P) gibi temel elementlerine gereksinim duyarlar (Davis 1977). N,
C’dan sonra canli kiitle iiretimi i¢in en 6nemli besin maddesidir. Azot alg tiirlerine

bagl olarak kuru agirligin %]l ile %10’unu olusturmaktadir.

Azotun bazi formlar1 mikroalg kiiltiirleri i¢in uygundur. Kiiltiirlerde hiicreler
tarafindan kullanilabilen en 6nemli inorganik N kaynaklari NO3z (NO3™-N), NH4
(NHs™-N) ve iire (NH2)2CO-N)’dir (Gokpmar 1991). Fitoplankton biiyiimesini
sinirlayan en 6nemli besleyici elementlerin 6zellikle dogada baskin halde bulunan
NHs+ ve NOs- gibi inorganik N kaynaklar: oldugu saptanmistir (Gékpinar 1991,
Gokpinar 1994). Tiim N kaynaklar1 hiicrenin yapitaglari olan aminoasitlerin ve
dolayisiyla proteinlerin yapisina girmesinden dolay1 yasamsal degere sahiptir.
Ayrica N’un yag asitleri iizerinde ¢ok biiylik etkisi oldugu bilinmektedir. N,
enzim ve proteinlerin yapitas1 oldugu icin, yag asitleri sentezi, algal hiicrelerin

protein fonksiyonlar1 ve yapilasmasinda gereklidir. N kaynaklar1 ve
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konsantrasyonlari, alg kiiltiirlerinde biiylimeyi ve biyokimyasal kompozisyonu
etkilemekte ve Ozellikle yag asitleri degerlerinde ve karotenoid miktarinda
degisikliklere neden olmaktadir. N smirlamasi hiicresel yag asitleri ve hiicresel
bliylime ile iligkili oldugundan, biyokiitlenin yag asitleri bakimindan
zenginlestirilmesinde N  smirlamasi  onemlidir. Mikroalg kiiltiirlerinde N
sinirlamasi, biyokiitle ve klorofil-a miktarlarinda azalmaya neden olurken,
biyokimyasal yapisindaki yaglar gibi organik karbon bilesiklerini artirmaktadir
(Shifrin ve Chisholm 1981, Sukenik ve ark. 1989).

2.1.3. Alglerin kullanim alanlari ve alglerden elde edilen iiriinler

Akuakiiltiir, ¢ok hizla biliyliyen gida tretim dallardan birisidir. Baliklar,
krustaseler ve ticari olarak 6nemli yumusakgalarin gidast olarak canli ya da 6lii
mikroalgler akuakiiltiir i¢in kullanilmaktadir. Mikroalgler sadece gida olarak degil
ayrica bakterilerle birlikte ortamdaki karbondioksit ve oksijen dengesinde de

onemli rol oynamaktadirlar.

Mikroalgler kiimes hayvanlarinin, domuzlarin, ruminantlarin ve bdceklerin

beslenmesinde de yem katki maddesi olarak kullaniimaktadir.

Mikroalgler tarimda baslica iki sekilde kullanilmaktadirlar. Giibre olarak,
ozellikle azot fikse eden siyanobakteriler piring tarimi yapilan bolgelerde
kullanilmaktadir. Diinyanin birgok sahil yoresindeki yosunlar, fosfor, potasyum
ve bazi iz elementlerin varligindan dolay1 giibre olarak kullanilmaktadir. Toprak
iyilestiricisi olarak ise, erozyonu azaltmak, havalandirmayr saglamak, su
hareketini kolaylagtirmak, kok gelisimini, topragin siiriilmesini kolaylagtirmak ve

bitki gelismesini diizenlemek gibi ¢esitli fonksiyonlar: vardir.

Evsel ve endiistriyel kaynaklardan gelen atiklar, ¢6ziinmiis ya da askidaki organik
ve inorganik bilesiklerin aritilmasinda kullanilmaktadirlar. Bu atiklarin
temizlenme prosesleri oksijenli bir ortamda gergeklesmekte ve bu oksijenlendirme

bazi algler tarafindan saglanmaktadir. Ayrica temizlenmesi gii¢ olan azot ve fosfor
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gibi bilesikler alglerin bulundugu tanklara alinip, algler tarafindan besin kaynagi

olarak kullanilmalar1 saglanarak ortamdan uzaklastirilabilmektedirler.

Bu kullanim faydalarinin yan1 sira sentezledikleri vitaminler, pigmentler,
polisakkaritler, farmasotikler ve diger biyolojik aktif bilesikler endiistriyel
calismalarda mikroalglere olan ilgiyi arttirmaktadir. ~ Mikroalglerin birgok
vitamini 6zellikle, B12 ve E vitamini, sentezleyebildigini ve vitamin igeriklerinin

bakteri ve mayalar ile rekabet edebilir miktarlarda oldugu bildirilmistir.

Mikroalgler klorofil yaninda fikobiliproteinler ve karotenoidler gibi pek ¢ok
pigment de sentezlerler. Baz tiirlerde bu pigmentler primer pigmentlerden daha
yiiksek konsantrasyonda bulunabilir. A vitamini, B karoten, E, K ve K>

vitaminlerinin sentezinde 6nciil madde olan fitolleri sentezleyebilmektedirler.

Mikroalgler ¢ok énemli bir protein kaynagidir. Proteinlerinde genellikle sistein ve
metionin  yoktur ancak aminoasitlerin ozellikle serbest aminoasitlerin
kompozisyonu tiirler arasinda c¢ogalma kosullarina ve fazina bagli olarak

degismektedir.

Mikroalgler hem nisasta ve glikojen gibi depo iiriinleri hemde gliserol, mannitol
ve sorbitol gibi ozmotik diizenleyicileri tiretebilmektedirler. Bunlarin potansiyel
gida kaynaklar1 ya da etanol, metan {iiretimi i¢cin mikrobial substrat olmalari

yaninda en 6nemli uygulamalar1 yapay tatlandiricilar tiretiminde kullanilmalaridir.

Mikroalglerin ¢ogu bilesimi bitkisel yaglara benzeyen kati ve sivi yaglar
icermektedir. Bu yaglar bazi kosullarda kuru agirliklarinin = %85’ini
olusturabilmektedir. Genellikle mikroalglerin ortalama lipid icerikleri kuru

agirliklarinin %20-40’1 arasinda degigmektedir.
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2.1.4. Spirulina platensis’in 6zellikleri

Spirulina platensis en fazla kiiltiiri yapilan, kozmetik, tip, insan ve hayvan gidasi
gibi gesitli sanayi alanlarinda yaygin olarak kullanilan Cyanophyceae (Mavi-yesil
algler) sinifindan prokaryotik bir mikroalgdir (Khan ve ark. 2005).

Spirulina’nin kimyasal bilesimi protein, esansiyel yag asitleri, karbonhidratlar,
vitaminler, Ca, Mg, Fe, F, Zn gibi 6nemli mineraller, karotenler, fikosiyanin,

klorofil a gibi yapilardan olusur (Tokusoglu ve Unal 2003).

Yiiksek protein igerigi (%55-65) nedeniyle insan ve hayvan gidasi olarak
kullanilan Spirulina gida maddelerine besleyici degeri artiran destek materyal
olarak da ilave edilmektedir. Bu igerigin %10,9’unu lisin, %7,5’unu valin ve
%06,8’ini izolisin gibi esansiyel amino asitler olusturmaktadir. Ekstraksiyon
metodlar ile elde edilen Spirulina tozundaki yiiksek protein gida maddelerinde
katki olarak kullanilmaktadir. Kuru agirhiginin %6-7 oranminda lipit igeren
Spirulina, linoleik asit (LA) ve y-linolenik asit (GLNA) gibi esansiyel yag
asitlerini biinyesinde tasimaktadir. Spirulina en zengin mikroalgal GLNA kaynagi
olarak bilinmektedir (Richmond 2004).

GLNA baz1 hayvanlarda biliylimeyi uyararak cilt ve saglarda parlaklik ve
yumusaklik saglamaktadir. GLNA’nin ayrica bir antiinflamatuar olarak islev
gosterdigi ve bazi eklemsel rahatsizliklarin semptomlarini azalttig1 bilinmektedir.
Belay ve ark. (1993) Spirulina’nin kolesterolii diisiiriicti etki gosterdigi ve bunun
da icerdigi GLNA’nin prostaglandin E (PGE) sentezini stimule ederek kolesterol

diizeyini azaltmasindan kaynaklandig1 vurgulanmistir.

Son 10 y1l i¢inde yapilan in vitro ve in vivo deneyler sonucunda, Spirulina’nin
antikanser, antiviral, immun sistemi giiclendirici, antioksidan, radyasyona karsi
koruyucu, kolestrol disiiriicii etkilerinin oldugu gosterilmistir (Khan ve ark.
2005).
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Ticari olarak Spirulina iireten ilk ¢iftlik, 1982 yilinda Amerika’da Kalifornia
eyaletinde kurulmustur. Bugiin, diinya lizerinde hektarlarca alanda Spirulina
yetistiren isletmeler tirlinii degisik sekillerde isleyerek pazara sunmaktadir. Diinya
tizerinde en yogun lretime sahip iilke toplam 95 000 metrekare iiretim alani ve
yilda 450 ton kuru agirlik tiretimi ile Amerika Birlesik Devletleri’dir. Bu tilkeyle
birlikte Tayland, Japonya, Tayvan, Hindistan ve Meksika’da yogun iiretim
yapilmaktadir.

Ulkemizde ¢ogunlukla ithal yolla temin edilen Spirulina konusunda iiretim
calismalart da baslamistir. Bu baglamda 2000 yilinda Ege Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi ile sanayi isbirligi olarak ilk Spirulina iiretim isletmesi
kurulmustur. Sonraki yillarda, izmir’in Menderes ilgesinde Ecolife Spirulina
olarak ikinci bir isletme kurulmasi ve bunu takip eden girisimlerin olmasi,
Tirkiye’de  Spirulina  iretiminin  yayginlasmasi  bakimindan  sevindirici
gelismelerdir. Glinlimiizde ticari Spirulina tiretimi yillik 150 milyon dolar gelirle,
birkag tlilkede kurulu sirketler vasitasiyla yilda 3000 ton ve iizerinde iiretimle
devam etmektedir. Genel olarak tablet, kapsiil ve kurutulmus toz tiriin seklinde 70
tilkede eczanelerde, marketlerde, aktarlarda ve giizellik merkezlerinde tliketime
sunulmaktadir. Spirulina’dan 6ziitlenen ve ticari olarak “lima mavisi” olarak da
adlandirilan protein yapisindaki fikosiyanin, gida ve kozmetik sanayinde yaygin
olarak kullanilan bir renklendiricidir. Bununla birlikte Spirulina sahip oldugu
zengin protein, mineral ve vitamin igeriginden dolayr besin olarak da
tikketilmektedir (Giiler ve Giilmez 2008).

2.2. Onceki calismalar

Mikroalgler farkli kimyasal ve biyolojik bilesikleri iiretme 6zelligi nedeniyle
onemli organizmalardir. Alg gelismesini diizenleyen en Onemli parametreler;
besin kalitesi ve miktari, 151k, pH, havalanma (tiirbiilans), tuzluluk ve sicakliktir.
Optimum parametreler ile tolerans araliklari tiire 6zgilidiir (Kargin Yilmaz ve Duru

2011).
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Isik miktarinin artmasi ile fotosentetik organizmalarin biiylime hizlarinin arttigi,
ancak belirli bir noktadan sonra, doygunluk seviyesine ulasildig1 i¢in gelisimin
sinirlandigl, yiiksek 151k seviyelerinin devam etmesi durumunda organizmanin
iiretilen yiliksek miktarda enerji nedeniyle gelismesinin inhibe oldugu (geri

doniistimsiiz fotoinhibisyon) bildirilmistir (Torzillo ve Vonshak 2003).

Genis sicaklik araliklarinda gelisebilen siyanobakterilerin metabolizmalar1 ve
fizyolojik aktiviteleri dogrudan sicaklik degisimlerinden etkilenmektedir. Bu
nedenle, optimal sicaklik araliginin belirlenmesi elde edilecek tiriin/iirlinlerin ¢esit
ve miktar1 lizerinde etkili olmaktadir. Sicaklik arttiginda solunum hizi artarak,
artan solunum biyokiitle kayiplarin1 arttirmaktadir. Sicaklik, mikroalglerin
kimyasal kompozisyonlar1 iizerinde de etkili olur. Torzillo ve ark. (1991)
Spirulina platensis M2 susu ile agik alanda termostatli fotobiyoreaktorlerde
yaptiklar1 caligmada, sicakligin verimlilik ve kimyasal kompozisyon iizerinde
etkili oldugunu belirtmislerdir. Sicaklik 6zellikle hiicre solunumu iizerinde etkili
olmakta; sicakligin artmasi solunum hizini artirmakta ancak biyokiitle olusumunu

azaltmaktadir.

Havalandirma, mikroalg kiltiirlerinde, sicaklik, 1s1k gibi parametrelerin ortamda
optimum seviyelerde saglanmasinda en 6nemli rollerden birini iistlenmektedir.
Havalanma, alglerin sedimentasyonunu onleyerek besi ortaminda hiicrelerin
homojen olarak dagilmas1 ile 151k ve besin maddelerinden esit oranda
yararlanmasina yardimci olmaktadir. Hava igerisindeki CO2 konsantrasyonu
(%0,03), optimum gelisme ve yiiksek biyokiitle ya da {irlin verimi igin yeterli
olmamaktadir. Bu nedenle Spirulina gelisimde ortama CO2 ya da tuz formunda

karbonat ve bikarbonat ilavesi yapilmalidir (Becker 1994).

Mikroalgler organik madde sentezini gergeklestirmek i¢in karbon (C), azot (N) ve
fosfor (P) gibi temel elementlere gereksinim duymaktadir (Davis 1977). Canli
kiitle iiretimi i¢in azot, C’dan sonra en 6nemli besin maddesidir. Azot alg tiirlerine
bagli olarak kuru agirhgin %1 ile %10’unu olusturmaktadir. Alg gelisiminde

hiicreler tarafindan kullanilabilen en 6nemli inorganik N kaynaklar1 NOs azotu
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(NO3--N), NHs azotu (NHs"™-N) ve iire azotu (NH2).CO-N)’dur (Borowitzka
1999).

Alglerin gelisimde en 6nemli smirlayici besin maddelerinin, 6zellikle dogada
baskin halde bulunan, NH4* ve NOs gibi inorganik azot kaynaklari oldugu
belirtilmistir (Gokpmar 1991, 1994). Azot, aminoasit, enzim ve proteinlerin
yapitast oldugu icin, yag asitleri sentezi, algal hiicrelerde protein fonksiyonlar1 ve
yapilanmasinda mutlak gerekli olmaktadir. Bu nedenle, gelisme ortamindaki N
kaynak ve konsantrasyonlari, algal gelismeyi ve biyokimyasal kompozisyonu
etkilemekte, Ozellikle karbonhidrat, yag asitleri ve karotenoid miktarinda
degisikliklere neden olmaktadir. N siirlamasi, biyokiitle ve klorofil a
miktarlarinda azalmaya neden olurken, karotenoid ve yaglar gibi organik karbon
bilesiklerinde artisa neden olmaktadir (Shifrin ve Chisholm 1981, Sukenik ve ark.
1989, Lubian ve ark. 2000).

Khozin-Goldberg ve ark. (2002) PUFA ve AA bakimindan ¢ok zengin oldugu
bilinen Chlorophyta filumuna ait Parietochloris incisa’yt N eksikliginin yapildigi
ortamda kiiltiire alarak yag asitleri degisimine bakmislardir. Azot acliginin oldugu
ortamda yag asitleri miktar1 kuru agirlikta %35’in iistiine ¢ikmig, AA miktar ise
yag asitleri iginde %60’a ulagsmistir. Biyokiitle miktarmin artmasiyla birlikte hem

yag asitleri hem de AA miktarinin arttig1 belirlenmistir.

Rousch ve ark. (2003) tarafindan P.tricornutum ve C.muelleri tiirleri 2 saat
boyunca 24°C, 30°C, 35°C, 40°C’lik; 24 saat boyunca 24°C, 30°C ve 35°C’lik
1stya maruz birakilmis ve yag asitleri degisimine bakilmistir. 2 saatlik uygulama
sonucunda P.tricornutum’da sicaklik arttikga PUFA oraninda azalma (%55’den
%49’a), doymus yag asitlerinde (SFA) artma (%27°den %32’ye) gézlenmistir.
Aynt durum C.muelleri i¢in de gegerli olup; PUFA oran1 %56’dan %38’e
diiserken, SFA ise %19’dan %34’e yiikselmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda
P.tricornutum’da PUFA oraninin %57°den %54’e ve C.muelleri’de ise %40’dan
%35’e dustiigi belirlenmis ve her iki uygulama sonucunda da yag asitlerinin

sicaklik degisimlerinden etkilendigi saptanmustir.
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Koru ve Cirik (2003) vyirttikleri bir calismada laboratuar kosullarinda
S.platensis’in 2000 lux. 1sik siddetinde ve 28-45°C arasi sicakliklarda biiyiime ve
metabolizma etkilerini arastirmiglardir. Suyun sicakligi 43°C oldugunda, protein
iceriginde %20 gibi 6nemli bir azalma oldugu, 35°C’nin ise biyokimyasal yap1 ve

biiylime i¢in en uygun oldugunu saptamislardir.

Abd El Baky (2003) S.platensis ve S.maxima’y1 farkli azot ve tuz oranlar1 igeren
besin ortaminda kiiltiire almislardir. Pigmentlerin kompozisyonu, tuz stresi ve
azot igeriklerindeki degisimlere gore R-fikosiyanin 9%5,75’den %12,35¢,
allofikosiyanin  %2,53’den 9%6,11°e ve C-fikosiyanin %1,65’den %4,02’e
degistigi saptamislardir. Spirulina maxima ve Spirulina platensis’de protein ve
fikosiyanin igeriklerinin 6nemli derecede besi ortamindaki NaCl diizeylerinden
etkilendigi ve her iki alg tiirinde de NaCl ve N eksikligi stresi altinda

fikosiyaninin en yliksek miktarinin tiretildigi bildirilmistir.

Chojnacka ve Noworyta (2004) Spirulina sp.’nii fotoototrafik, heterotrofik ve
miksotrofik olarak gelistirmisler ve miksotrofik kosullarda 2,5 g L glikoz
ilavesinin yapildig1 kosullarda spesidik gelisme oranini 0,555 s olarak tespit
etmiglerdir. Spirulina’ da gergeklesen miksotrofik gelisimin tam anlamiyla
fotoototrofik ve heterotrofik gelisimin bir kombinasyonu olmadigini, diisiik 151k
siddetinde ve glikoz gibi substrat ilaveli gelisim kosullarinda gelisim verilerini

yiikselttigini bildirmislerdir.

Costa ve ark. (2004) yaptiklari ¢alismada S.platensis’in iiretim maliyetini
azaltmak ve verimlilik elde edebilmek icin alternatif besin kaynaklar
gelistirmislerdir. Mangueira Lagiinlinden aldiklar1 su ile besi ortam1 yaratmiglar
ve bu besi ortamina azot kaynag olarak iire (0,9 g L) ve karbon kaynag1 olarak
sodyum bikarbonar (16,8 g L™) ilave etmislerdir. En yiiksek biyokiitle
verimliligini karbon kaynag ilave edilmeden 1,125 g L azot kaynag: ilave edilen

orneklerde elde edildigini bildirmislerdir.
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Sanchez-Luna ve ark. (2004) S. platensis’i 25°C, 28°C ve 30°C’de 12-15-18
giinliik stirekli ve kesikli tire ilavesi ile gelistirerek hiicre kiiltiirii
konsantrasyonunu ve hiicre kiiltiirli verimliligini incelemislerdir. En iyi sonuglari
28°C’de 15 giin siirekli olarak iire ilavesinin yapildig1 érneklerde 1231+0,86 mg

L hiicre konsantrasyonu ve 69,5+5,1 mg L hiicre verimliligi ile elde edilmistir.

Miihling ve ark. (2005) Zarrouk besi ortaminda 30°C’de 30 pmol foton m2s? 11k
siddetinde gelistirilen 35 S. platensis susunda Cis doymamis yag asitlerini
incelemiglerdir. Palmitik, linoleik ve y-linolenik yag asitlerinin, toplam yag
asitlerinin % 88-92’sini olusturdugunu tespit emislerdir. Susa bagli olarak,
linoleik asit % 13,1-31,5, y-linolenik asit % 12,9-29,4 ve palmitik asit % 42,3-
47,6 arasinda degisim gosterdigi bildirilmistir. Miihling ve ark. (2005) sicakligin
30°C’den 20°C’ye diisiiriilmesi ya da 30°C’de 151k siddetinin 70 umol foton m
s ¢ikarilmas1 ya da heterotrofik kosullarda glikoz ilavesi ile karanlik kosullarda
gelisimin  Cig  ¢oklu doymamis yag asitlerinin  miktarin1  arttiracagin

sOylemislerdir.

Zhila ve ark. (2005) Botryococcus braunii tiiriini %75 N miktarinda, 10:14
giindiiz:gece periyodu uygulayarak ve ortama %1 CO2 vererek kiiltiire alarak;
bliylime ve lipid kompozisyonunu gozlemislerdir. Yirmi giinliik ¢alismanin
sonunda kontrol ortamiyla kiyaslandiginda, giinliik biyokiitle %6,8’den %?2,9’a
diiserken, lipid orani ise %21’e yiikselmistir. Oleik asit miktar1 %1,1-1,2’den
%17,1-24,4’¢ yiikselirken, toplam yag asidi mikar1 %52,8-57,2’den %19,5-24,7
degerlerine, polienoik asitlerin ise %64,1’den %6,8’e ciddi bir diisiis gosterdigini

saptamiglardir.

Khozin-Goldberg ve Cohen (2006) tatli su algi Monodus subterraneus’a 175
umol’den 52,5 pmol’e ve 175 pmol’den 0 pmol’e 2 farkli P smirlamasi
uygulayarak kiiltiire almislardir. Lipid ve yag asitleri degisimi gozlemlendiginde
PUFA ve EPA oranlarinda sirasiyla %28,2°’den %20,8’e¢ ve %19,4’den %15,5’¢
azalmalar oldugu ancak lipid oraninda ve buna bagli olarak da triagilgliserol

oraninda artig saptamislardir.
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Colla ve ark. (2007) S.platensis ile yaptiklari ¢alismada, farkli sicaklik ve azot
rejimlerinde biyokiitle ile nutrosétik bilesenlerin tiretimini incelemislerdir. 1,875
ya da 2,5 gL' sodyum nitrat iceren Zarrouk besiortaminda protein, lipid ve
fenolik bilesikler iiretiminde artis oldugu, en yogun biyokiitle konsantrasyonunun
30°C’de gelistigini ve sicakligin direk olarak kimyasal kompozisyon iizerinde
etkili olmadigin1 bildirmislerdir. Bunun yaninda en yiiksek protein, lipid ve
fenolik madde miktarm1 35°C’de 1,875 g L' NaNOs igeren besi ortamu
orneklerinde sirastyla, %70,15+0,82, %10,37+£0,03 ve %4,99+0,37 olarak tespit
etmislerdir. 30°C’de ise, 2,500 g L' NaNOs’li ortamda %8,16+0,23 ve
%3,78+0,30 degerleri ile en yiiksek yag ve fenolik madde miktart saptamislardir.

Li ve ark. (2007) 23 mikroalg tiirliniin antioksidan kapasitesi ve fenolik madde
miktarini incelemislerdir. Calisma hegzan, etil asetat ve su ¢ozgenlerini igeren iig
asamali ekstraksiyon yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. En yiiksek
antioksidan kapasitesi sirasiyla, Synechococcus sp. FACHB 283 ve
Clamydomonas nivalis suslarinda, sirasiyla 29,56+1,24 umol Troloks g? ve
24,13+0,47 pmol Troloks g olarak, toplam fenolik madde miktarini ise
60,35+2,27 mg GAE g ile Nostoc ellipsosporum CCAP 1453/17 ve 19,03+0,14
mg GAE gile Chlorella pyrenoidosa #3 suslarinda tespit edilmistir. Antioksidan
kapasitesi ile fenolik madde miktar1 arasinda korelasyon iligkisi incelenmis ve
birbirileri ile iligkilendirilememis, buna bagli olarak antioksidan kapasitesini

olusturan major bilesiklerin fenolik bilesenler olmadigini bildirmislerdir.

Silveira ve ark. (2007) Zarrouk besi ortaminda ve agik havuzlarda gelistirdikleri
S.platensis’in farkli ¢dzgenler kullanarak fikosiyanin icerigindeki degisimi
incelemislerdir. Su, fosfat tamponu, asetat tamponu, NaCl ve CaCl; ile elde edilen
ekstraktlarda sirasiyla, 3,73+0,12, 4,20+0,72, 1,84+0,23, 3,32+0,26 ve 3,48+0,74
mg mL? fikosiyanin miktar1 belirlemislerdir. Asetat tamponu ile elde edilen
ekstrakt disinda diger ¢ozgenlerin etkisi istatistiki olarak onemsiz bulunmustur.

Cozgen olarak su kullaniminin maliyetsiz oldugu biyokiitle: ¢cozgen oraninin 0,08
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mg mL?! kullamldigi 25°C’de 4 saatlik ekstraksiyonun ideal fikosiyanin
ekstraksiyon metodu oldugu bildirilmistir.

Kaushik ve ark. (2008) Spirulina platensis’i BG-11 besi ortaminda gelistirdikten
sonra yas biyokiitle tizerinden hegzan, etil asetat, diklorometan ve metanol
kullanarak ekstraksiyon gerceklestirmisler ve elde edilen ekstraktlarin in vitro
kosullarda antibakteriyel aktivite varligini aragtirmiglardir. Tiim ekstraktlarin
Staphylococcus aureus’a karsi aktivite gosterdigini, bunun yaninda yalnizca
metanollii ekstraktlarin Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa ve Salmonella
typhi bakterilerine karsi aktivite varligini tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda besi
ortami atiginin  (spent media) da E.coli'ye kars1 aktivite gosterdigini

saptamislardir.

Celekli ve ark. (2009) Spirulina platensis’i Schlosser besi ortaminda, farkli fosfat
konstrasyonlari (0,25-0,50-0,75,1,0 g L) ve farkli pH diizeylerinde (pH 9,0-9,5-
10,0) gelistirerck  biyokiitle {retimini etkisini arastirmiglardir.  Fosfat
konsantrasyonu degistirilmeden 0,020 g L7 olan biyokiitle miktar1 degisen
konsatrasyonlarda sirasiyla, 2,630, 2,213, 1,532 ve 0,797 g L olarak
kaydedilmistir. En yiiksek biyokiitle iiretimi ise 0,50 g L7 fosfat
konsantrasyonunda pH 10,0 seviyesinde 3,099 g L olarak tespit edilmistir.
Bunun sonucunda biyokiitle verimliligi i¢in pH’1n 9,5 seviyesinin lizerinde ve N:P

oraninin diisiik oldugu kosullarda elde edilebilecegini bildirmislerdir.

Rodolfi ve ark. (2009) 30 farkl: tiirii laboratuvar ortaminda panel reaktorlerde N
eksikliginde biyokiitle ve lipid oranini belirlemek amaciyla kiiltiire almiglardir.
Lipid miktar1 denizel mikroalglerden Chaetocenos calcitrans CS178’de %39,8 ve
tatli su mikroalglerinde Scenedesmus sp. DM’de %21,1 olarak kaydedilmistir.
Ancak denizel mikroalg tiirlerinden olan Nannochloropsis sp.'nin N eksiltmesi
yapilan ortamda lipid iiretkenligi diger tiirlere gére daha fazla olmus ve bu deger
60 mg L? giin? olarak belirlenmistir. SFA ve MUFA igerigi yogun olan bu tiiriin
biyodizel i¢in uygun oldugu bildirilmistir.
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Damiani ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Haematococcus pluvialis’i farkli
stres kosullar altinda (yiiksek 151k, yiiksek 151k-N eksikligi) kiiltiire aldiklarinda,
lipid oraninin N eksikligi ve yiiksek 151k yogunlugunda %15°den %32,99’a
yiikseldigini tespit etmislerdir. N simirlamasi ya da 1sik siddeti gibi stres
kosullarinin lipid igerigini arttirdigin1 ancak biyodizel olarak kullanimi i¢in yeterli

derecede lipid igeriginin elde edilemedigini belirtmislerdir.

Satoh ve ark. (2010) yeni bir mikroalg tiirii olan Pseudochoricytis ellipsoidea
(Trebouxiophyceae)’yt 5-10 gilin boyunca Zarrouk besi ortaminda kiiltiire alarak
maksimum hiicre yogunlugunu elde etmis ve sonra N smirlamasinin oldugu
ortamda 8 gilin boyunca kiiltiire alarak lipid ve yag asitleri degisimine
bakmislardir. Normal besi yerinde kiiltlire alinan tiiriin lipid orant %32, N
siirlamasi yapilan ortamda ise %26 oldugunu ve ayni zamanda N siirlamasi
yapilan ortamda hidrokarbon ve trigliserid miktarinda artislar oldugunu

bildirmislerdir.

Rodrigues ve ark. (2010) Spirulina platensis igin NH4CIl ve KNO3 kullanarak besi
ortamindaki azot kaynaklarinin miktarmi degistirmisler ve bu degisikligin
biyokiitle kompozisyonuna olan etkisini incelemislerdir. Ortamda tek bagina
kullanilan amonyak bazli azot kaynagmin biyokiitle miktarmi olumsuz
etkiledigini, en iyi kloroifl-a, lipid ve protein degerlerinin NH4Cl yaninda KNO3
kullanildig1 kosullarda elde edildigini bildirmislerdir. Kontrol grubu olarak
degerlendirilen Zarrouk besi ortami kullanilarak gelistirilen 6rneklerde 9,15 mg
g klorofil-a, %9,3 lipid ve %39,5 protein elde edilirken, NH4CI ve KNO3’1n esit
molaritede (15 nM) olarak kullamldig1 &rneklerde 22,42-22,82 mg g* klorofil-a,
%19,6-22,0 lipid ve %48,2-52,0 protein igerigi tespit etmislerdir.

Bulut Mutlu ve ark. (2011) C.vulgaris’i laboratuvar kosullarinda 5 farkli besi
ortaminda (%50 N eksiltmesi, %100 N eksiltmesi, %50 N-P eksiltmesi, %50 P
eksiltmesi ve besin farkliliginda Kkiiltiire alarak lipid, biyokiitle ve protein
miktarlarindaki degisimi incelemislerdir. En yiiksek lipid %35,6 ile %100 N

eksiltmesi uygulanan grupta bulunurken, en diisiik protein de %13,01 ile bu

24



grupta ve en diisiik biyokiitle ise 0,12 gL ile NO2 grubunda saptanmustir. P
eksiltilmesinin yani sira N simirlamasiin klorofil miktart ile lipid miktarinin da
arttirdigini ve bu verimliligin heterotrofik gelisimde elde edilebilecegini

bildirmiglerdir.

Uslu ver ark. (2011) S.platensis’i laboratuvar kosullarinda %50 ve %100 N
eksiltmesi yapilan ortamlarda kiiltlire alarak lipid, biyokiitle ve protein degisimine
bakmislardir. %100 N eksiltmesi yapilan grupta en yiiksek lipid %17,05 ile
bulunurken; protein %35,6 ve biyokiitle 1,00 g L olarak belirlenmistir. Azot
siirlamasinin algal lipid miktarii arttirdigin1 ancak biyokiitle miktarini énemli

Olciide degistirmedigini bildirmislerdir.

Sharathchandra ve Rajeshekhar (2011) Giiney Karnataka habitatindan izole
ettikleri 13 tathh su mikroalgini 26°C de BG-11 besiortaminda kiiltiire alarak
toplam lipid ve yag asidi kompozisyonunu incelemislerdir. Toplam lipidin %60°1
PUFA olarak saptanirken C16:0 ve C18:2 yag asitleri tiim tiirlerde saptanmuistir.
En yiiksek lipid orani toksik bir tiir olan Microcystis aeroginosa’da %28,15+0,21
olarak belirlenmis ve ayni zamanda o-linolenik asit ile y-linolenik asitlerin

saptandigi tek tiir olmustur.

Walter ve ark. (2011) 1sik siddetlerini  degistirerek Spirulina platesis’in
fikosiyanin igerigindeki degisimi gézlemlemislerdir. En iyi biyokiitle verimliligini
standart 151k altinda 0,059 g L giin? olarak tespit etmisler ve 1700 lux 1s1k

siddetinde fikosiyanin miktarini 0,237 mg mL™* olarak saptamislardir.

Goiris ve ark. (2012) 32 farkli okaryotik mikroalgal biyokiitlenin fenolik ve
karotenoid igeriklerini incelemislerdir. Cogu biyokiitlenin karotenoid igerigi
oldukga yiiksek bulunurken, en fazla karotenoid Isochrysis tiiriine ait biyokiitlede
saptanmustir. I1sochrysis ve Phaeodactylum biyokiitleleri fenolik icerigi en yiliksek

ornekler olarak bildirilmistir.
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Ronda ve ark. (2012) S.platensis sus 21.99’u bikarbonatla zenginlestirilmis Spirit
of Texas (SOT) besiyerinde li¢ farkli (%41,9, %88,4, %108) doygunluktaki
havalandirilmis ortamda kiiltiire almislardir. Havalandirma oranindaki 0,2-2,5
vvm artigin biiyiime hizi ve GLA miktarin1 arttirdigi, 6 kat artista ise GLA

oraninin %69,64 oranina kadar yiikseldigini saptamislardir.

Tibbetts ve ark. (2014) farkli mikroalg tiirlerini optimum kosullarinda gelistirerek
kimyasal kompozisyon ve besleyici niteliklerini incelemislerdir. Esansiyel
olmayan aminoasitler aspartik ve glutamik asit miktarlar tiirlerde baskin olarak
saptanmig, bunun yaninda esansiyel amino asit (EAA) profilinin de yiiksek
oranlarda (0,9-1,2 g 100g* protein) oldugu bildirilmistir. Porphyridium
aerugineum 16sin (11,9 g 100g™ protein), Nannochloropsis granulata lisin (8,5 g
100g™* protein) ve Botryococcus braunii arginin (20,5 g 100g™* protein) ile en
yiikksek EAA degerlerini gostermistir. Ancak tiirlerden yalnizca Tetraselmis chuii
‘de 20 mg GAE g ile yiiksek toplam fenolik madde igerigi saptanmis, diger tiirler
oldukga diisiik miktarda (6-13 mg GAE g*) fenolik igerik gdstermistir.

Choochate ve ark. (2014) Chlorella E53 ve ED53 suslarinin ham ekstraktlarimi
sicak su ve etanol ile muamele ederek fenolik icerik ve antioksidan aktivite
analizlerini gergeklestirmislerdir. Etanollii eksraktlarda Chlorella ES3 35,5+0,14
mg GAE g*' ve %68,18+0,38 DPPH degeri ile en yiiksek orani vermistir.
Chlorella ED53 ise %47,78+1,48 ile en yiiksek demir iyonu kenetleme aktivitesi
ve %89,96+0,59 ile en yiiksek lipid peroksidasyon inhibisyonunu gostermistir.

Ali ve ark. (2014) 10 mikroalg tiirtiniin DPPH ydntemi ile antioksidan aktivite,
fenolik igerik ve karotenoid miktart agisindan incelemislerdir. Oscillatoria
tirlinlin etanolik ekstrakti %69,1 ile en yliksek antioksidan aktiviteyi verirken,
Chlorella tiirii en yiiksek fenolik madde miktarmi (39,1 mg GAE g*) gdstermistir.
Scenedesmus tiiriin de ise 3,73 mg L ile en yiiksek karotenoid icerigi

saptanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Kiiltiire alinan tir

Spirulina platensis UTEX kiiltiir koleksiyonu laboratuvarindan temin edilmistir.

Kullanilan tiire (Sekil 3.1) ait sistematik siniflandirma asagida verilmistir.

Ust Alem : Monera

Alem : Prokaryota

Sube : Cyanophyta

Sinif : Cyanophyceae

Takim : Oscillatoriales

Aile : Oscillatoriaceae

Cins : Spirulina (Arthrospira)
Tiir : platensis

Sekil 3.1 Denemede kullanilan Spirulina platensis
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3.1.2. Kiiltiir ortamlari

Denemede Spirulina platensis gelisimini degerlendirebilmek i¢in daha Onceki
calismalarda yiiksek biyokiitle ve iiriin veriminin gergeklestigi “Spirulina besi
ortam1” ile “Zarrouk besi ortami” kullanilmistir. Besi ortamlarinda sinirlayici
besin maddesi olarak azot ve azot kaynagi olarak da “NaNOs3” tercih edilmistir.
%100 N-kontrol grubu Spirulina besi ortaminda (Cizelge 3.1) azot kaynaginin
konsantrasyonu 29,4 mM iken Zarrouk besi ortaminda (bkz. Cizelge 3.2) 20,58
mM’dir.

Cizelge 3.1 Spirulina besi ortam1 bilesimi

g 500 mL dH.0

Soliisyon 1 |

NaHCOs 13,61
Na>,COs 4,03
KoHPO4 0,5
Distile Su 500 mL
Soliisyon 2
NaNOs; 2,5
K>S0, 1
MgS0O,4.7H.0 0,2
CaCl,.2H0 0,04
FeSO,4.7H,0 0,01
EDTA 0,08
Mikronutrient 5 Ml
Distile Su 500 mL
Mikronutrient Soliisyonu
g 100 mL™*?
ZnS04.7H.0 0,1
MnSQO4.4H,0 0,1
H:BO3 0,2
Co(NO3),.6H.0 0,02
Na;M004.2H,0 0,02
CuS04.5H,0 0,0005
Distile Su 981 mL
FeSO4.7H.0 0,79
EDTA 08¢

B 1, vitamini | 5x10°g L*?
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Cizelge 3.2 Zarrouk besi ortami bilesimi

NaHCO3
NaNOs
K2HPO4
K2SO4

NaCl
MgSQ..7H20
CaC|2.2Hzo
FeS04.7H,0
Na.EDTA

Mikronutrient
Distile Su
Mikronutrient Soliisyonu

ZnS04.7H,0
MnCl;.4H,0
HsBOs
NH4(NO3),.6H,0
CuS0O4.5H,0

3.1.3. Gelisim kosullari

| 9500 mLdH,0O
9,0
1,75
0,5
1
0,5
0,1
0,02
0,005
0,04
1mL
500 mL

g 1000 mL*dH0
0,022

1,80

2,86

0,02

0,08

Alg kiltiiriiniin gelistirilmesi i¢in iki farkli gelisme sicakligi, 25+2°C ve 30+2°C,

kullanilmistir. Denemeler siiresince liretim tesisinin sicakligl iklimlendirme cihazi

kullanilarak sabit tutulmustur.

Bununla birlikte, denemeler 14:10 saat aydinlik-karanlik periyodu saglanarak

gerceklestirilmistir. Isik kaynagi olarak floresan (Philips, TL-M Rapid Start Super

80) lambalar kullanilarak ve 32-40 pmol foton m2 s? 1s1k siddeti uygulanmustir.

Ortamin 151k siddeti 1sikmetre (Licor, LI-250) ile 6l¢tilmiistiir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kiiltiir ortamlarimin hazirlanmasi

Gelisim gruplan Cizelge 3.3’te belirtildigi sekilde tasarlanmistir. Bu kosullar
saglanarak 25+2°C ve 30+2°C olmak tizere iki farkli sicaklik uygulamasi ile

gelisim incelenmistir.

Cizelge 3.3 Gelisim gruplarinin adlandirilmasi

%100 Azot %25 Azot %50 Azot %75 Azot
Kaynag Kaynag Kaynag Kaynag
Iceren Iceren Iceren Iceren
25°C Spirulina AKontrol A25 A0 AT5
Besiortami
29°C Zarrouk BKontrol B25 B50 B75
Besiortami
30°C Spirulina CKontrol Cc25 C50 Cc75
Besiortami
30°C Zarrouk DKontrol D25 D50 D75
Besiortami

3.2.2.Denemenin yiiriitiilmesi

UTEX laboratuvarindan temin edilen S. platensis oncelikle 15 mL’lik tiiplerde
sirastyla 500 mL, 1000 mL, 2000 mL’lik erlenlerde ve 10 L ile 30 L hacimli
pleksi malzemeden yapilmis minyatiir havuzlarda gelistirilmistir. Deneme
stiresince her giin optik yogunluk (ODsgo) Ve biyokiitle miktarmin belirlenmesi

amaciyla kiiltiir ortamindan 6rnekler alinmistir (bkz. Sekil 3.2).

3.2.3. Optik yogunluk (ODeso)

Deneme boyunca optik yogunlugun Olgiilmesi amaciyla giinliik olarak
kiiltiirlerden steril kosullarda 3 mL 6rnek almmistir. Ornekler kuartz kiivetlere
konularak Optizen Pop UV-Vis Spektrofotometre’de 680 nm dalga boyunda

okuma yapilmistir.
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Sekil 3.2 Yiirttiilen ¢alismanin goriintiileri

3.2.4.S. platensis’in hasat edilmesi ve biyokiitle miktarinin belirlenmesi

Kiiltirler optik yogunluga gore logaritmik fazin bitimi ve duraklama fazinin
baslamasiyla birlikte 0,45 p g6z agikhigindaki Whatman membran filtre
kagitlarindan vakumlu siizme diizenegi kullanilarak hasat edilmistir. Elde edilen
yas biyokiitleler Xianou XO 106 model liyofilizatérde -68°C’de 30-40 Pa basing
altinda 18-24 saat kurutulmustur. Kurutma isleminin ardindan 0,0001 g hassasiyet
ile tartilarak kuru biyokiitle miktari belirlenmistir.

3.2.5. Toplam protein analizi
Orneklerin protein icerigi Kjeldahl metodu ile belirlenmistir. Ornek (0,5 g)
kjeldahl sindirim tiipleri igerisine yerlestirilerek, tiipler igerisine 1 adet Kjeldahl

katalizor tableti ve 15 mL siilfiirik asit (H2SO4) eklenmistir. Kjeldahl tiipleri ilk
once 250°C de 30 dakika, ardindan da 380°C de 75 dakika yakilmistir. Behr S3
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distilasyon {initesinde distile su ve nétralize edilmis %40’lik sodyum hidroksit
(NaOH) ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. Orneklerdeki inorganik amonyum 25 mL
doymus ortoborik asit ¢ozeltisine metilen kirmizisi ve yesilinden olusan indikator
eklenerek Orneklerdeki inorganik amonyum toplanmistir. Ornekler 0,1 M
hidroklorik asit (HCI) ile pembe renk olusana kadar titre edilmistir. Analiz
sonucunda kuru &rneklerdeki azot miktar1 asagida verilen formiile gére g 100 g

olarak hesaplanmustir.

V1-V0)xN Xmeq

Ham Azot Miktar1 = 5

x 100 (3.1)

Burada;

V1 = Titrasyonda harcanan HCI ¢ozeltisi miktar1 (mL)

Vo = Kor deneme titrasyonunda harcanan HCI ¢ozeltisi miktar: (mL)
N = Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0,1 N)

meq = Azotun mili ekivalent agirligi

O = Alinan 6rnek miktari (g)

Kjeldahl yontemiyle belirlenen azot miktarinin 6,25 faktor degeri ile ¢arpilmasiyla

“g 100 g ham protein degeri hesaplanmigtir (AOAC 2005).

3.2.6. Toplam yag analizi

Orneklerin yag iceriklerinin belirlenmesi amaciyla Soxhlet metoduyla ¢alisan
BEHR ED otomatik yag tayin cihazindan yararlanilmistir. 3 gram kuru 6rnek
kartus i¢ine tartilmistir. Daha sonra etlivde kurutulup sogutulan balonlarin darasi
alinarak cihazin ayristirict kismmna konulmustur. Ornekler petrol eteri ile
sifonlama islemine (150 mL, yaklagik 1,5 sifon hacim) tabi tutularak petrol eteri
yag balonunda toplanmis ve yaklasik 70 dakika sirkiilasyon devam ettirilmistir.
Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra yag balonunda kalan c¢ozelti
buharlasma yoluyla uzaklastirilmis, yag balonlar1 sabit agirhiga geldikten sonra

agirlik degisiminden “g 100 g™ olarak yag miktar1 hesaplanmistir (AOAC 2005).
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Toplam Yag Miktar: = % x 100 (3.2)

M = Balondaki yag agirligi (g)
O = Kartusa tartilan drnek miktar1 (g)

3.2.7.Yag asitleri kompozisyonu analizi

Liyofilize biyokiitleden 0,5 g tartilarak 150 mL kloroform/metanol/asetik asit
(2:1:%1, v/v/v) karisimina aktarilmis ve 18 saat boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Bu siire sonunda organik fazin ayrilmasi igin filtrasyon
gerceklestirilmistir. Filtre edilen karigim 500 mL’lik ayirma hunilerine aktarilarak
ve iki defa 100 mL distile su ile yikanmistir. Her yikama isleminin ardindan
anorganik faz ortamdan uzaklastirilmis, organik fazda kalan su, susuz MgSO4
yardimui ile baglandiktan sonra ¢oziicii vakum altinda buharlastirtlmistir (Folch ve
ark. 1957). Yag ekstraksiyonu yapilan biyokiitleye [IUPAC metoduna gore soguk
esterlestirme uygulanarak yag asidi metil esterlerleri olusturulmus ve Gaz
Kromatografi ile yag asidi kompozisyonu belirlenmistir. Yag asidi
kompozisyonlarinin belirlenmesinde Agillent marka Gaz Kromotografisi, Alev
Iyonizasyon Dedektorlii (FID) kullanilmistir. Calisma kosullart cizelge 3.4’te
belirtilmistir.

Cizelge 3.4 GC-FID ¢alisma kosullar1

Kolon DB WAX 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
Kolon Sicakhgi 220°C, isotermal

Akis Hizi 1 ml dk*

Split Oram 1/25

FID Sicakhik 300°C

Enjektor Sicakhgr  250°C

Enjecksiyon hacmi 1 pl
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3.2.8. Toplam fenolik madde analizi

Toplam fenolik madde, karotenoid ve antioksidan kapasite i¢in 6rnek hazirlama
asamalar1 aymdir. Farkli sicaklik ve azot rejimlerinde gelistirilmis liyofilize
Spirulina platensis biyokiitlesinden 0,2 g tartilmig ve iizerine 2 mL etanol ile 2
mL su ilave edilmistir. Karigim oda sicakliginda 30 dakika calkalandiktan sonra,
10 dakika boyunca 4 500 g hizinda santrifiijlenmis, bu islem 2 kez tekrar edilmis
ve siipernatantlar birlestirilmistir. Ornek filtre edildikten sonra toplam fenolik
madde, karotenoid ve antioksidan aktivite tayinlerinde kullanilmistir (Goiris ve
ark. 2012).

Spirulina platensis ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktari, Colla ve ark.
(2007) tarafindan bildirilen Folin—Ciocalteu kolorimetrik metoduna gore
belirlenmigtir. Ortamda bulunan fenolik maddeler Folin—Ciocalteu ayiracini
indirgemis, kendileri oksitlenmis forma doniismiistiir. Reaksiyon sonunda
indirgenmis ayiracin olusturdugu mavi renk spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
200 pL seyreltilmis 6rnek iizerine 1:10 oraninda seyreltilmis 1 mL Folin-
Ciocalteu reaktifi ilave edildikten 4 dakika sonra da 800 pL doymus Na>COz (75
g LY ilave edilmistir. 2 saat siiren inkiibasyonun ardindan 765 nm dalga boyunda
absorbans  degeri okunarak gallik asit kalibrasyon egrisine  gore

degerlendirilmistir.

Kalibrasyon egrisini belirlemek icin drnekler etanol/asetik asit ¢ozeltisi (1:20, v/v)
ile seyreltilmistir. Etanol/asetik asit ¢ozeltisi %2,5’luk sulu asetik asit ve %98’lik
etanoliin hacimsel olarak 10:90 oraninda karistirilmasiyla elde edilmistir. 0,25 mL
eksraksiyon ornegi kapakli cam tiipe alinmis, tizerine 2,3 mL saf su ile 0,15 mL
Folin-Ciocalteu (FC) ayiraci (1 birim FC : 5 birim saf su, v/v) eklenmis ve karigim
15 saniye siireyle vorteks’te karistirilmistir. 5 dakika sonra iizerine 0,3 mL
%35°1ik Na,COs ¢ozeltisi ilave edilen tiip icerigi ¢alkalanmis ve karanlik ortamda
2 saat bekletilmistir. Siire sonunda tiipten alinan Ornegin absorbansi, ekstrakt
yerine damitik suyla hazirlanan tanik 6rnege karsi 725 nm’de okunmus ve sonug

500 mg L’lik stok gallik asit ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
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gallik asit kurvesi (Sekil 3.3) yardimiyla elde edilen formiilden “mg GAE 100 g*!
(Mg gallik asit esdegeri 100 g1)” olarak hesaplanmustir.

y = 0,0038x
R? = 0,9903

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans

0 50 100 150 200
mg gallik asit

Sekil 3.3 Standart gallik asit egrisi

3.2.9. Toplam karotenoid analizi

Hazirlanan ekstraktlardan 0,2 mL %90°lik metanolle 1:150 oraninda seyreltilerek
470, 652 ve 665 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur. Sonuglar
Lichtenthaler ~ denklemlerine gore degerlendirilmistir  (Lichtenthaler ve
Buschmann 2001).

Ca = 16,82 x A665 — 9,18 x A652 (3.3a)
Cb = 34,09 x A652 — 15,28 X A665 (3.3b)
C(x+c)=1000 x A470 — 1,63 X Ca — 14,96 X Cb (3.3¢)
Denklemlerde;
Ca : Klorofil a
Ch : Klorofil b

C(x + c): Ksantofil ve Karotenoid

A470: 470 nm’deki absorbans degeri

A652: 652 nm’deki absorbans degeri

A665: 665 nm’deki absorbans degerini ifade etmektedir.
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3.2.10. Antioksidan kapasite analizi

Spirulina platensis ekstraktlarinda antioksidan kapasite analizi Burit ve Bucar
(2000)’1n belirttigi gibi gergeklestirilmistir. Bu amagla elde edilen ekstraktlardan
0,2 mL alinarak 1 mL DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) reaktifi (% 0,002 (w/v)
metanol) ile karanlik ortamda 30 dakika muamele edilmistir. Ardindan 515 nm’de
radikalin ve 6rnegin okumalar1 yapilmistir. Kararli bir organik azot radikali olan
DPPH olan, koyu menckse renktedir ve maksimum absorbsiyonu 515 nm’de
gerceklesmektedir. Ornekte mevcut olan serbest radikallerin antioksidan maddeler
tarafindan bir redoks reaksiyonuna bagli olarak siipiiriilmesi ile meydana gelen
renk degisiminin spektrofotometrik olarak belirlenmesi DPPH radikal siipiirme

aktivite yonteminin temelidir.

Abs - Absy
kontrol ornek % 100 (34)
AbSkontrol

% Inhibisyon =

Yukarida verilen denklem ile “% inhibisyon” degerleri hesaplanmustir.

Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri troloks kalibrasyon grafiginden (Sekil 3.4)

-1s

faydalanilarak “umol Troloks g™~ olarak hesaplanmustir.

y =4448,7x - 3,6706
R2=0,9992
60

50 ;
40
30
20 :
10
0 =
0,00E+00 5,00E-03 1,00E-02 1,50E-02
pM Troloks

inhibisyon (%)

Sekil 3.4 DPPH radikalinin Troloks standardina ait % inhibisyon egrisi

36



3.2.11. istatistik analizi

Arastirmada elde edilen verilere ait tanitici istatistikler ve veriler arasindaki
korelasyonlar JMP (Versiyon 7.0, SAS, Institute Inc. Comp., NC, USA) ile
yapilmustir. Sonuglar 4 tekerriirlii 6l¢timlerin ortalamasi + standart sapma olarak

gosterilmistir.
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4.  BULGULAR ve TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda Oscillatoriaccae familyasina ait Spirulina platensis
mikroalginde GLNA igeriginin farkli sicaklik ve N kaynagi smirlamasi karsisinda
degisimi ile ayn1 zamanda bu mikroalg tiiriine ait biyoaktif bilesenlerin miktarlarindaki

degisimler arastirilmistir.

4.1. S. platensis’in Gelisimi

4 farkli grup seklinde kiiltiire alinan S. platensis’te duragan faza ulasincaya dek optik
yogunluk (ODego) ve kuru agirlik (DW; 24 saatlik gelisim sonunda) analizleri
gerceklestirilmistir. Duragan faza ulasan kiiltiirler hasat edildikten sonra kurutulmus ve
kuru biyokiitle miktarlar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.1). Gelisim siiresince tiim gruplar
icin elde edilen optik yogunluk degerleri Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’te ve Orneklere ait
spesifik gelisme oranlar grafigi Sekil 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.1 S. platensis’e ait gelisim degerleri

ODson ODmaksimum DWson Biyokiitle Spesifik Gelisme Orani
L gin ™) Miktar ()
(g™
A Kontrol 0,409 0,495 1,3904 0,2522 0,1847
A25 0,410 0,443 1,4298 0,4152 0,3653
A50 0,380 0,485 1,4072 0,2842 0,2295
A75 0,397 0,443 1,3830 0,2053 0,1829
B Kontrol 0,979 1,043 1,3950 0,3138 0,1145
B25 0,848 0,988 1,4358 0,4182 0,2908
B50 0,747 0,942 1,3840 0,3685 0,0631
B75 0,936 1,073 1,3540 0,2177 0,0545
C Kontrol 0,609 0,714 1,3265 0,3877 0,1861
C25 0,641 0,688 1,3114 0,2830 0,0824
C50 0,655 0,740 1,3242 0,3967 0,1383
C75 0,614 0,717 1,2882 0,4462 0,3285
D Kontrol 1,365 1,471 1,2826 0,5112 0,4498
D25 1,033 1,185 1,3307 0,4281 0,2253
D50 1,036 1,151 1,3561 0,3322 0,3226
D75 1,265 1,365 1,3446 0,3031 0,1488

ODson : hasat giiniindeki optik yogunluk,
ODmaksimum: gelisim boyunca elde edilen maksimum optik yogunluk,
DWson : hasat giiniindeki kuru agirlik miktarini ifade etmektedir.
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Sekil 4.5 Spirulina platensis'e ait kuru biyokiitle (g L) ve spesifik gelisme orani (SGO)
korelasyonu

Spirulina besi ortaminda 25°C’de N oranindaki azalma ile optik yogunluk degerlerinde
artts gozlenirken (R=-0,4770), 30°C’de maksimum ODego degerinde diisiis oldugu
saptanmistir (R=0,5905). Zarrouk ortaminda ise N oranindaki degisimler ODmax
degerleri tizerinde etkisiz olmustur (R25°C=-0,2220, R30°C=0,2550). Budiyona ve ark.
(2013) Spirulina platensis igin C:P:N oranlarinin 76,3:11,7:1 oldugu besi ortaminda en
yilksek OD degerini kaydetmisler ve C ile N oranlar1 azaldik¢a elde edilen OD
degerlerinin diistiigiinii bildirmislerdir. Bununla birlikte P orani sabit oldugu halde C ve
N oranlarmin degisimi gelisimi etkilemis ve spesifik gelisme orant 0,005’ten 0,168’¢

kadar artis gostermistir.

Daha once yapilan caligmalarda (Pandey ve ark. 2010, Pandey ve Tiwari 2010)
Spirulina’ya ait kuru biyokiitle miktar1 0,72 ile 0,78 g 500 mL™? degerleri arasinda
bulunmustur. Colla ve ark. (2004) ise 30°C’de NaNO3z miktarlarin1 degistirerek
gerceklestirdikleri calismada, 2,5 g 500 mL* NaNO; kullanilan Zarrouk besi ortaminda
spesifik gelisme oranimi 0,074+0,005 olarak tespit etmislerdir. Baska bir calismada
farkl1 besi ortamlarinda 30 giinliik gelisme sonunda 0,362 g L™ degeri elde edilirken
(Jitendra ve ark. 2012), Devanathan ve Ramanathan (2013) 30°C’de 0,81 g 250 mL
degerini elde etmislerdir. Bu gozlemler yiiriitiilen ¢alismada elde edilen gelisme verileri

ile uygunluk gostermektedir. Biyokiitle degerlerindeki sapmalarin kullanilan 151k
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siddetinin (4 500 lux) diger calismalarda uygulanan 5 000 lux degerinden diisiik

olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Hasat sonrasi biyokiitle miktarlarina bakildiginda, Spirulina besi ortaminda sicaklik
artisiyla spesifik gelisme oraninda az miktarda diisme gozlenmekle birlikte, biyokiitle
miktarinda artma olmustur. 25°C’de en yiiksek p orani 0,3653 ve kuru biyokiitle miktari
0,4152 g L™ olarak %25 N konsantrasyonuna sahip kiiltiirde saptanmustir. Sicaklik
30°C’ye yiikseltildiginde ise, 0,3285 p degeri ve 0,4462 g L kuru biyokiitle miktar ile

%75 N konsantrasyonuna sahip kiiltiir en iyi sonuglar1 vermistir (bkz. Cizelge 4.1).

Zarrouk besi ortaminda ise 25°C’de en yiiksek p oran1 0,2908 ve kuru biyokiitle miktari
0,4182 g L? olarak %25 N konsantrasyonuna sahip kiiltiirde saptanmus, 30°C’de ise
0,4498 p degeri ve 0,5112 g L kuru biyokiitle miktar1 ile %100 N konsantrasyonuna

sahip kontrol kiiltiir grubu en iyi sonuglar1 vermistir (bkz. Cizelge 4.1).

Besi ortamlar1 sicaklik bazinda kiyaslandiginda ise 25°C’de Spirulina ortamindaki
kiiltiir gruplar1 daha yiliksek SGO degerlerine ulasmiglardir. Bununla birlikte, azot
siirlamasinda ayni azot icerigine sahip 6rneklerde Spirulina ortaminda elde edilen p

degerleri Zarrouk ortamina gore daha yiiksektir.

Sicakligin yilikselmesiyle genel olarak biyokiitle miktarinin arttig1 ve en ytiksek degere
Zarrouk ortaminda ulastig1 belirlenmistir (bkz. Cizelge 4.1). Besi ortamlar1 ayr1 ayri
degerlendirildiginde sicakligin yiikselmesiyle azot kullanimmmin ve dolayisiyla,
biyokiitle miktarinin da yiikseldigi goriilmektedir. Spirulina ortaminda en yliksek
biyokiitle 25°C + %25 N konsantrasyonu ile 30°C + %75 N konsantrasyonu
kosullarinda belirlenmistir. Ancak Spirulina platensis gelisiminde en yiiksek biyokiitle
25°C + %25 N konsantrasyonu ile 30°C + %100 N konsantrasyonu kosullarina sahip

Zarrouk besi ortaminda gergeklesmistir.
Elde edilen gelisim verileri kiyaslandiginda, sicakligin artmasi ile duragan faza ulasma

hiz1 ve hasat sonu kuru biyokiitle miktarinda (DWson) artis oldugu goézlenmistir. Her iki

besi ortaminda bilesimdeki maddeler benzer olmasina ragmen, Spirulina ortaminda
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temel nutrientlerin miktarlariin daha yiiksek olmasi ve mikronutrientlerin daha gesitli
olmasi nedeniyle maliyet yiikselmektedir. Bu besi ortamlarini karsilastirdigimizda,
Spirulina besi ortamindaki gelismenin daha uygun maliyetli olan Zarrouk ortamina gore

daha diisiik oldugu saptanmustir.

4.2. S. platensis’in Kimyasal Ozellikleri

Hasat edilen yas biyokiitle dondurarak kurutma islemine tabi tutularak “liyofilize kuru
biyokiitle” elde edilmistir. Liyofilize edilmis kuru biyokiitlede toplam protein, toplam
yag, toplam karotenoid, toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite degerlerinin yani
sira yag asidi profili de belirlenmistir. Genel bilesim sonuglart Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.

4.2.1 Toplam protein degerleri

Azot proteinler ve fikosiyanin gibi diger hiicresel bilesenlerin yapisinda bulunan
aminoasitlerin sentezi icin gerekli olan bir elementtir. Bu nedenle besi ortaminda
yilksek miktarda bulunmasi ile protein sentezinin artmasi beklenmektedir. S.
platensis’in farkli azot kaynaklari iizerinde gelistirilmesi ile biyokiitle ve kimyasal
bilesenlerin degisimi iizerine etkisi farkli arastirmacilar tarafindan incelenmistir (Costa

ve ark. 2001, Danesi ve ark. 2002, Sassano ve ark. 2007, Rodrigues ve ark. 2010)

Uslu ve ark. (2011) yaptiklart ¢aligmada, laboratuvar kosullarinda S. platensis’in %50
ve %100 azot eksikliginde gelistirilmesinin protein ve lipid igerigi lizerine etkisini
incelemislerdir. Azot miktarinin azalmasi hiicre gelisimi iizerinde etkili bulunmazken,

lipid igeriginin arttig1 ancak protein miktarnin azaldigi saptanmistir (Illman ve ark.
2000).
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Cizelge 4.2 S. platensis'e ait kimyasal analiz sonuglart

AKontrol
A25
A50
A75
BKontrol
B25
B50
B75
CKontrol
C25
C50
C75
DKontrol
D25
D50
D75

Protein Yag Fenolik Madde Miktar Toplam Karotenoid Antioksidan Kapasite
% % mg GAE g* mg g* uM Troloks g*
55,7584¢ 0,94529 1,3384+0,02%° 0,0812% 11,2589+0,18°%
55,0653% 2,1779°f 1,1363+0,08%f 0,0803+0,63% 10,1494+0,66
53,9848+0,4597¢f 12,3100+1,72432 1,3568+0,012 0,0938+0,03" 11,9897+0,05
53,1311+2,3315f 2,9644¢cde 1,1225+0,01%f 0,0824+3,71°f 12,4875+0,32°
56,1326¢ 1,5905 1,2357+0,14bcd 0,0853+0,68% 11,1986-+0,02¢%
70,1600+0,9412°¢ 3,5587" 1,391440,142 0,0841+0,22¢ 10,9985-+0,07%f
54,0895¢f 2,8846°% 1,2032+0,04¢de 0,0894-£0,08° 11,1045+1,98¢
50,9493¢ 3,7624% 0,9682+0,149 0,0776%0,059 10,7528+0,61¢%f
80,0419° 3,2819¢ 1,1764+0,07% 0,0881+0,01¢ 10,6338+0,18%f0
77,8715° 3,5714¢t¢ 1,4717+0,302 0,0722+0,16" 10,3502-+0,61¢%
49,7915+0,94489 2,5974¢% 1,0051+0,07% 0,0678+0,12 11,5430+0,44°cd
78,8284% 4,3393° 1,4536+0,072 0,1194+0,022 10,9913+1,08%f
52,9898+1,5318f 1,5598 0,6062" 0,0585+0,08! 14,7877+0,472
56,6889¢ 3,1189« 1,0609+0,04° 0,0888+0,05% 9,8222+0,479
49,7159+0,22539 0,95249 1,3754+0,04% 0,0833+0,21¢f 11,1170+0,22¢d
53,9633¢f 1,4414% 1,0089+0,10% 0,0953+3,35° 10,8195+0,09%f
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Madkour ve ark. (2012) S. platensis’in endiistriyel diizeyde iiretimi ig¢in maliyeti
azaltilmis bir besiyeri gelistirmek iizere Zarrouk besi yerindeki azot miktarini
degistirmislerdir. Azot miktar1 ve kaynagiin mikroalg gelisimini 6nemli diizeyde
etkiledigini; inorganik azot kaynaginin gelisme igin tercih edildigini; amonyum nitratin
tireye gore daha etkin kullanildigini, gelismenin daha hizli oldugunu ve biyokiitle
miktarinin arttirdifini ve tdrenin belirli diizeyden sonra toksik etki gosterdigini
gbzlemlemislerdir. Inorganik azot kaynagi olan nitrat ve amonyum iyonlar1 Spirulina
platensis gibi alkalofilik tiirlerde hiicre i¢ine pasif difiizyon ile alinmakta (Boussiba
1990, Baldia ve ark. 1991, Rodriguez ve ark. 1994) ve fotosentez ile meydana gelen
enerji gelisme i¢in kullanilabilmektedir (Rhee ve Lederman 1983).

Fagiri ve ark. (2013) Zarrouk besi ortamindaki yiiksek miktardaki NaNO3’1 iire ile
degistirerek farkli pH, sicaklik ve 1siklanma diizeylerinde S. platensis’in gelisimini
inceledikleri ¢alismada, iire ilave edilen besi ortaminda gelismenin kontrol (Zarrouk
ortami) ile NaNOgs igeren ortamlara gore daha yavas oldugu ve uzun siirdiigiinii ifade
etmislerdir. Colla ve ark. (2007) ise Zarrouk ortaminda NaNOs (2,5 g L™ ) miktarmnin
biyokiitle miktar1 degismeden azaltilabilecegini ve boylece endiistriyel boyutlu iiretim
icin maliyetin azaltilabilecegini belirtmislerdir. Ancak, protein miktarinin azalan azot

miktari ile dogrusal olarak azaldigi saptanmustir.

Schubert (1988) S. platensis’e ait protein oraninin %40-60 (g 100 g* kuru agirlik)
arasinda degisim gosterdigini ifade ederken ortalama %51-68 olarak bildirilmektedir.
Bu farkliliklar kiiltiir gelisimi i¢in kullanilan besi ortamlarin degisik olmasindan ileri

gelmektedir.

Sandeep ve ark. (2015) deniz suyunu besi ortami olarak kullandiklar1 ¢alismada, S.
platensis’e ait protein oranimi %55,70+£0,82 olarak saptamiglardir. Deniz suyundaki
gelisme ile ilgili diger ¢aligmalarda protein oraninin %55,4 ile %59,4 arasinda degistigi
ve protein oraninin besi ortamindaki tuz konsantrasyonu arttik¢a azaldigi goriilmektedir.

(Materassi ve ark. 1984, Vonshak 1997, Belay 2002, Henrikson 2009, Falquet 2012).
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Oliviera ve ark. (1999) farkli sicakliklarda S.platensis’e ait protein oranini 25°C’de
%68,0443,82 olarak belirlerken 30°C’de %64,35+1,24 olarak tespit etmislerdir. Colla
ve ark (2007) ise, 30°C Kkiiltire aldiklar1 S.platensis’in kuru biyokiitledeki protein
oranint %25 N konsantrasyonunda %59,76+£2,07, %50 N konsantrasyonunda
%57,36+1,13, %75 N konsantrasyonunda %60,82+1,88 ve %100 N konsantrasyonunda
ise %57,61+1,16 olarak bildirmislerdir.

Kuru biyokiitle ile protein arasindaki iligski grafikleri Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve
4.9°da verilmistir. Besi ortamlar1 karsilastirildigi zaman, en yiiksek protein oran1 25°C +
%25 N Spirulina besi ortami1 (70,1600+0,9412) ile 30°C + %100 N Zarrouk besi ortami
(80,0419) gruplarinda saptanmistir (bkz. Cizelge 4.2).

Deneme gruplari arasinda degerlendirme yapildiginda, 30°C’de gelistirilen kiiltiirlere ait
protein oranlar1 25°C’deki gelismeye gore daha yiiksek olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte, N konsantrasyonun sinirlanmasinin protein degerleri iizerindeki etkisi farkl

bulunmustur (bkz. Cizelge 4.2).

Biyokiitle ve protein arasindaki korelasyon katsayis1 bulgular1 Cizelge 4.3°te verilmistir.
Buna gore 25°C sicaklik ve Zarrouk besi ortami kosullarinda biyokiitle ve protein
arasinda orta diizeyde ve pozitif yonde bir korelasyon bulunmustur. Deneme gruplari
arasinda yalnizca 30°C’de Zarrouk besi ortami grubunun protein verileri degisen N
konsantrasyonu ve elde edilen biyokiitle miktarlar1 ile yiiksek derecede iliskilidir
(R=0,897). S.platensis’e uygulanan sicaklik ve besi ortami konsantrasyonu degisimi

istatistiksel olarak belirlenmis ve farklilik oldugu tespit edilmistir (p < 0,05).

Cizelge 4.3 Biyokiitle ile protein korelasyonuna ait R tablosu

Biyokiitle | Protein (R)

Sicaklik
25°C 0,623
30°C -0,084
Besi ortami
Spirulina 0,339
Zarrouk 0,636
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4.2.2 Toplam yag degerleri

Mikrobiyal yag iiretiminde iki asama gdzlenmektedir. Ilk asama dengeli
gelismenin gozlendigi biitlin besin elementlerinin ortamda yeterli miktarda
bulundugu siirectir. Besin maddelerinin azalmasi 6zellikle de azot kisitlamasinin
basladigr durumda ikinci asama olarak mikroorganizmanin yag sentezlemeye
basladig lipogenik faz baslamaktadir. Bu asama lipid tiretimi i¢in gerekli olan tiim
besin kaynaklar tiikenene dek devam etmekte ve ortama yeniden ilave edilen
besin kaynaklari ile lipogenik faz olduk¢a yiiksek diizeyde devam etmektedir.
Boylece biyokiitleden yiliksek verimli yag eldesi miimkiin olmaktadir.
Mikroorganizmalarin yag sentezleme kapasiteleri bazi parametreler tarafindan
simirlanmaktadir. Oncelikle lipid iiretimi birincil besin maddelerinin varhig: ile
dogrudan iliskili olup, ortamdaki azot kaynaginin azalmasi ile lipid iretimi
indiiklenmektedir. Benzer sekilde karbon kaynagi miktarindaki artis da lipid
sentezini hizlandirarak miktarin1 artirmaktadir. Azot kaynagindaki azalma lipid
sentezinde artisa neden olurken, protein ve niikleik asit sentezinde yavaslamaya
neden olmaktadir. Bu metabolizma faaliyetlerinde, azot esansiyel element olarak
karsimiza ¢ikmakta ve azotun azalmasina bagli olarak protein ve niikleik asit
metabolizmasinin durmasi sonucu hiicre gelisimi sinirlanmaktadir (Ratledge 1978,
Denli ve Tekin 2000, Ratledge ve Wynn 2002, Keskin 2005, Ratledge ve Cohen
2008, Ratledge 2008).

S. platensis’e ait yag orani 0,9452 ile 12,3100+0,4597 degerleri arasinda tespit
edilmis olup ve en yiiksek deger 25°C + %50 N Spirulina besi ortam1 6rneklerinde
gozlenmistir. S. platensis’in kuru biyokiitlesinin %6.,4 ile %14,3’inii yagin
olusturdugu bildirilmektedir (Ortega-Calvo ve ark. 1993, Badzhanov ve ark. 2004,
Kachroo ve ark. 2006). Bununla birlikte, yag icerigi diisiik olmakla birlikte ®-3
ve -6, ozellikle de GLNA icin iyi bir kaynak oldugu da ifade edilmektedir
(Burtin 2003, Sanchez-Machado ve ark. 2004, Dawczynski ve ark. 2007, Habib ve
ark. 2008, Polat ve Ozogul 2013).
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Colla ve ark. (2007), 30°C ve 35°C’de 4 farkli N konsantrasyonunda
gelistirdikleri S. platensis i¢in yag oranlarinin %6,69+0,27 ile %10,37+0,63
arasinda degistigini ve besi ortaminda NaNOs konsantrasyonunun artmasi ile yag
birikiminin de arttigim1  bildirmislerdir. Piorreck ve ark. (1984) ise
siyanobakterilerde  toplam  lipid miktarmin  besi  ortamindaki  azot
konsantrasyonuna bagli olmadigini, azotu daha ¢ok okaryot alglerde lipit sentezini

sinirlayict gelisme parametresi olarak belirtmislerdir.

Yapilan yag oranim optimize edici calismalarda %5,21+0,1 ile %18,02+0,4
arasinda degisen degerler bulunmustur (Xue ve ark. 2010, Uslu ve ark. 2011,
Madkour ve ark. 2012, Azgin ve ark. 2014).

Griffiths ve ark. (2011)’nin 10 mikroalg ile yaptiklar1 ¢alismada, N oranlarindaki
azalma ile biyokiitledeki yag oranmin artis gosterdigi bulunurken sadece S.
platensis i¢in yag orani degisiminin N igerigi ile orantili olmadig bildirilmistir.
Yapilan tez ¢aligmasinda elde edilen veriler bu ¢alisma ile uyum gostermekte, yag
oraninin degisen N konsantrasyonu, sicaklik ve biyokiitle miktarlar ile iligkisi net
olarak belirlenememistir (Cizelge 4.4). S. platensis’e uygulanan sicaklik ve besi
ortam1 konsantrasyonu degisimi istatistiksel olarak belirlenmis ve biyokiitledeki

yag orani verilerinde farklilik oldugu tespit edilmistir (p < 0,05).

Cizelge 4.4 Biyokiitle ile yag korelasyonuna ait R tablosu

Biyokiitle/ Yag (R)
Sicaklik
25°C -0,105
30°C 0,129
Besi ortami
Spirulina -0,113
Zarrouk -0,063

Mikrobiyel gelisimde sicaklik diistiikce ve besi ortaminda yiiksek C varliginda N
konsantrasyonu azaldik¢a lipid miktarinda artis olmasi beklenmektedir (Wynn ve
Ratledge 2005, Rodolphi ve ark. 2009, Dean ve ark. 2010). Bu durumda en iyi
lipid sentezi 25°C + %50 N Spirulina besi ortaminda gerceklesmistir
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(%12,3100+1,7243, bkz. Sekil 4.10). Ay sicakliktaki Zarrouk besi ortaminda ise
en iyi lipid degerini %75 N’lu ortam saglamistir (%3,7624, bkz. Sekil 4.11). Bu
durumun Spirulina besi ortamindaki C konsantrasyonunun Zarrouk besi
ortamindan daha fazla olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Benzer sekilde

30°C’de iki besi ortamu karsilastirildiginda, Spirulina ortaminda lipid sentezinin

daha yiiksek oldugu goriilmektedir (bkz. Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).

4.2.3 Toplam fenolik madde, toplam karotenoid ve antioksidan kapasite

degerleri

Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre Kkirleticileri, radyasyon,
pestisitler, stres, c¢esitli tibbi tedaviler gibi bircok etken dis atomik orbitallerinde
bir ya da daha fazla ¢ift olusturmamis elektron igeren yiiksek enerjili, serbest
radikallerin olusumuna yol agmaktadir. Bu serbest radikaller stabil olmayan
bilesiklerdir ve ciftlenmemis elektron serbest radikallere biiylik bir reaktiflik
kazandirmakta, protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik
materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Sonug olarak, yasamsal yapilarda
biitiinlik bozulmakta ve patolojik olaylarin gelismesi s6z konusu olmaktadir

(Halliwell ve Gutteridge 1990, Diplock 1998, Anderson 2007).

Antioksidan maddeler radikal metabolit {iretiminin dnlenmesi, olusan radikallerin
temizlenmesi (detoksifikasyon), hiicre deformasyonunun onarilmasi, sekonder
radikal ireten zincir reaksiyonlarinin engellenmesi, endojen antioksidan
kapasitesinin artirilmasini engellemekte ya da yavaslatabilmektedir (Sarikaya ve

ark. 2008).

Meyve ve sebzeler basta olmak {izere tahillar, kuru baklagiller, baharatlar ve
caylar gibi bir¢ok bitkisel kaynakli gida askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler
ve fenolik bilesikler gibi farkli miktar ve nitelikte antioksidan bilesenleri
icermektedirler. Bu dogal antioksidatif bilesikler, tat, aroma ve renk olusumu

tizerinde de etkili olmaktadir (Kaur ve Kapoor 2001, Pellegrini ve ark. 2003,
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Kahlon ve Smith 2004, Tsao ve Deng 2004, Perera ve Yen 2007, Rop ve ark. 2012,
Okan ve ark. 2013, Machu ve ark. 2015).

Bitkilerde sekonder metabolit olarak bulunan ve benzen halkas1 igeren organik maddeler
“Fenolik Bilesikler” olarak adlandirilmaktadir. Genellikle tat, koku ve renk gibi 6nemli
kalite oOzelliklerinin olusumunda etkili olan fenolik bilesikler antioksidan ve
antimikrobiyel Ozellikleri ile insan sagligi {izerine de olumlu etkiler gostermektedir
(Kraovicova ve Simko 2000, Naczk ve Shahidi 2004, Misurcova 2011, Thomas ve ark.
2011). Fenolik maddeler basit fenolik maddeler ve polifenoller olmak iizere iki ana
gruba ayrilmakla beraber, fenolik asitler (hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit),
flavonoidler (flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanononlar, flavanoller, katesinler,
antosiyaninler), izoflavonoidler (izoflavonlar, kumarinler), stilbenler, lignanlar ve
fenolik polimerler (proantosiyanidinler/lokoantosiyanidinler, tanenler) gibi alt gruplara
ayrilmaktadir (Ribéreau-Gayon ve ark. 2000, Manach ve ark. 2004, Vermerris ve
Nicholson 2006, Giada 2013).

Fenolik bilesikler pek ¢ok hastalifa karsi etkin olan flavonoid yapilar gibi yiiksek
antioksidan kapasitesi olusturan bilesiklerdir (Wildman 2001, Casaburi ve ark. 2013).
Ikincil metabolit olarak fenolik bilesiklerin solunum, fotosentez ya da besin-besi ortami
degisiminden direk olarak etkilenmedigi bildirilmektedir (Blumberg ve Block 1994,
Wildman 2001).

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi yapisindaki fonksiyonel gruplar ile iligkilidir
ve OH gruplar igeren fenoliklerin daha iyi antioksidan nitelik gosterdigi bildirilmistir

(Heijnen ve ark. 2001, Heim ve ark. 2002, Gee ve ark. 2002).

Fenolik bilesikler gibi karotenoidler de, molekiiler yapilarinda bulunan konjuge cift bag
nedeni ile serbest radikal reaksiyonlarmin olusmasini1 6nleyici ve/veya lretilen serbest
radikalleri ya da reaktif oksijen Triinlerini baskilayarak dokular1 oksidatif ve
fotooksidatif hasarlara kars1 koruyucu 6zellik gdsteren dogal antioksidan bilesiklerdir
(Tee 1992, Otles ve Atli 1997, Uylaser 2000, Handelman 2001, Akdogan ve ark. 2008).

Karotenoidler hemen hemen tiim yiiksek bitkilerde, mikroorganizmalar da, kirmiz1 ve
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yesil alglerde, fotosentetik bakterilerde, mantarlarda ve hayvanlar aleminin biitiin
familyalarinda degisik miktarlarda bulunan ve onlara sari-kirmizi renklerini veren
pigmentlerdir (Goodwin ve Britton 1988, Delgado-Vergas ve ark. 2000, Mortensen
2006, Giuliano ve ark. 2008, Tanaka ve ark. 2008, Fiedor ve Burda 2014).

Spirulina ve ekstraktlarinin insanlarda ve hayvanlarda kanser olusumunu engelledigi ya
da Onledigine dair birgok ¢alisma bulunmaktadir. Spirulina’nin in vitro ¢alismalarda
hiicre cekirdek enzim aktivitesini ve DNA hasarinin onarilmasini1 destekleyici rol
oynadigi belirlenmistir (Qureshi ve ark. 1995, Qureshi ve Ali 1996, Pang ve ark. 1998).
Ayrica, humoral (viicut sivilar) ve seliiler (hiicresel) bagisiklik mekanizmalarinin
olusumuna, T lenfosit hiicrelerin fonksiyonlarinin artmasina ve viicut savunma
sisteminin giiclenmesine neden oldugu da bildirilmektedir (Qureshi ve ark. 1996,

Estrada ve ark. 2001, Lu et al. 2006).

S.platensis’e ait bildirilen tim bu o6zelliklerin nedeni olarak icerdikleri biyoaktif
maddelerin varlig1 gdsterilmistir. Biyoaktif bilesikleri {izerine pek ¢ok calisma yapilmias,
Miranda ve ark. (1998) S. maxima’dan ekstrakte edilen fenolik bilesikleri (kafeik asit,
trans-sinnamik asit, Kklorojenik asit) antioksidan aktivitenin sorulusu olarak ifade
ederken, Estrada ve ark. (2001) Spirulina biyokiitlesindeki fikobiliproteinler,

fikosiyaninler ve allofikosiyaninleri antioksidan aktivitenin kaynagi olarak bildirmistir.

S.platensis’e ait toplam fenolik madde degerleri 0,6062 ile 1,4717+0,30 mg GAE g*,
toplam karotenoid degerleri 0,0585+0,08 ile 0,1194+0,02 mg g™ ve DPPH metodu ile
antioksidan kapasite degerleri 0,00098+0,47 ile 0,00148+0,47 mg ¢! arasinda
saptanmistir (bkz. Cizelge 4.2).

Colla ve ark. (2007) farkli azot rejimlerinde gelistirdikleri S. platensis i¢in fenolik
madde degerlerinin 2,42+0,21 ile 4,99+0,29 mg GAE g arasinda degistigini ifade
etmektedir. Kepekci ve Saygideger (2012) ise, Schlosser besi ortaminda isiklanma
diizeyleri degistirilerek oksidatif stres yaratilarak gelistirilen S. platensis’in fenolik

madde icerigini 49,83+5,56 mg GAE g? degerine kadar arttirdigimi bildirmislerdir.
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Fenolik bilesenlerin antioksidan aktivite {izerinde en dnemli etken oldugu ve aralarinda

istatistiksel olarak %99 diizeyinde (p< 0,01) iligski oldugunu gozlemlemislerdir.

Salamatullah (2014) etanol, metanol, aseton, etanol+HCI, metanol+HCL ve aseton+HCI
ile ekstrakte ettigi S.platensis’in toplam fenolik madde miktarinin 0,25+0,01 ile
8,61+0,44 mg GAE g degerleri arasinda degistigini bildirmistir. Ayn1 zamanda mevcut
fenolik bilesiklerin apolar yapida olmasi ya da polar bagdan yoksun olmasi nedeniyle
aseton ekstraklarinin toplam fenol geri kazaniminda daha etkili oldugunu ifade etmistir.
Antioksidan kapasite degerlerinin ise 1,17+0,05 ile 61,92+7,63 pM Troloks g arasinda
degistigini saptamistir. Gozlenen degisimlerin kullanilan solventlerin farkli serbest
radikal baglama aktivitesi gosteren bilesenleri ekstrakte etmesinden kaynaklandigini

belirtmistir.

Cepoi ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada, farkli etanol konsantrasyonlar1 kullanarak
ekstrakte ettikleri S. platensis’in TEAC yontemi ile belirledigi antioksidan aktivite
degerlerinin 1,28+0,06 ile 2,82+0,08 mM Troloks g arasinda degistigini tespit
etmislerdir. Etanol konsantrasyonunun antioksidan aktivite {izerinde etkili olmadigini,
ancak biyokiitleden hem suda hem de lipid i¢inde ¢dziinebilen biyoaktif bilesiklerin
etkin olarak ekstrakte edilmesini sagladigi igin antioksidan aktivite analizlerinde

kullanilmasini 6nermislerdir.

Shlaby ve Shanab (2013), S. platensis’in su, metanol ve metanol+su (50:50, v/v)
cozgenlerini kullanarak toplam fenolik bilesen ile DPPH ve ABTS yoOntemleriyle
antiradikal ve antioksidan aktivitesini belirlemeye ¢alismiglardir. En yiiksek antiradikal
aktivite fenolik miktarinin en yiiksek oldugu metanol ekstraktinda saptanmis ve ABTS

yontemi ile %99,55 antiradikal ve antioksidan aktivite gostermistir.
Abd EI-Baky ve ark. (2009) S.platensis’e gelisme siiresince H2O> ile oksidatif stres

uygulamislar ve kontrol grubunda 4,61 mg g? olarak saptanan toplam karotenoid

degerini 8 mMol H20; igeren besi ortami grubunda 35,25 mg gt olarak bildirmislerdir.
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Toplam fenolik madde, toplam karotenoid ve antioksidan aktivite analiz sonucu
verilerine ait korelasyon grafikleri Sekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19 ve
4.20’de goriilmektedir. Cizelge 4.5’te toplam fenolik madde ile toplam karotenoid
arasinda sicaklik ve besi ortami degisimi kosullarinda orta diizeyde ve pozitif yonde bir

korelasyon oldugu goriilmektedir.

Besi ortamlar1 karsilastirildigl zaman, en yiiksek toplam fenolik madde degeri 30°C +
%25 N Spirulina besi ortam1 (1,4717+0,30 mg GAE g!)’nda belirlenmistir. En diisiik
toplam fenolik madde (0,6062 mg GAE g?) ile toplam karotenoid (0,0585+0,08 mg g
degerlerinin saptandig1 30°C + %100 N Zarrouk besi ortaminda en yiiksek antioksidan
kapasite (0,00148 £0,30 mg Troloks g) gézlenmistir (bkz. Cizelge 4.2).

Sicaklik ve azot miktarindaki degisimler toplam fenolik madde ve karoenoid miktari
tizerinde etkili olmaktadir. Antioksidan kapasite ise fenolik madde miktar1 ile negatif

yonde bir iliski olusturmaktadir; sicaklik artis1 ile antioksidan kapasite azalmaktadir.

Cizelge 4.5 Protein, toplam fenolik madde, toplam karotenoid ve antioksidan kapasite
korelasyonuna ait R tablosu

Protein / T.F.M T.F.M/ Toplam T.F.M / Antioksidan
Karotenoid Kapasite

Sicaklik |
25°C 0,646 0,583 0,219
30°C 0,528 0,552 -0,710

Besi ortanu |
Spirulina 0,573 0,504 -0,235
Zarrouk 0,121 0,645 -0,654
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4.2.4 S. platensis’in yag asitleri kompozisyonu

Sabunlasabilen lipidlerin yapitaslar1 olan yag asitleri hiicrelerde nadir olarak serbest
halde bulunmaktadirlar. Cift sayida karbon atomu igeren alifatik ve monobazik organik
asitler olarak tanimlanmakla birlikte uglarinda —COOH grubu bulunan uzun zincirli

hidrokarbonlar olarak da ifade edilmektedirler.

Yag asitlerinin fiziksel, kimyasal ve beslenmedeki rollerini molekiildeki karbon atomu
sayisi, doymusluk derecesi, karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag sayist ve karbon
atomlarma bagli hidrojenlerin pozisyonu belirlemektedir. Besin kaynagi olarak yag
asitleri, doymus yag asitleri (SFA), tekli doymamis yag asitleri (MUFA) ve coklu
doymamis yag asitleri (PUFA) olarak smiflandirilmaktadirlar. Organizma viicut
icerisinde SFA ve MUFA sentezini gerceklestirebilmekte ancak {igiincii ve altinci
karbon atomunda c¢ift bag bulunan coklu doymamis yag asitlerini ya tamamen
sentezleyememekte ya da yeterli miktarda sentezleyememektedir. Bu nedenle, insan
beslenmesinde PUFA’lar esansiyel aminoasitlere benzer sekilde “esansiyel yag asitleri”

olarak ifade edilmektedir (Grofova 2010, Misurcova ve ark. 2012).

Alglerin insan beslenmesindeki dnemi yapisinda yiiksek miktarlarda bulunan protein,
vitamin, amino asit ve mineral maddelerden kaynaklanmaktadir (Southgate 1990,
Lahaye 1991, Dawes 1998, Pal ve ark. 1998). Alg kiiltiirlerinde biyokimyasal 6zellikler
tiir, yetistigi bolge, mevsim, su sicakligi, 1s1k siddeti ve 1siklanma siiresi gibi
parametrelere bagli olarak degisim gostermektedir. Diger deniz driinleri ile
karsilagtirildiginda alglerin yag icerikleri diisiik olup, genellikle %1-5 arasinda
degismektedir (Aguilera-Morales ve ark 2005, Dawczynski ve ark. 2007, Polat ve
Ozogul 2013). Yesil alglerde yag miktar1 %0,6 ile %4,3 arasinda degisiklik gésterirken,
diger mikroalgler i¢in bu oran %2-12,3 olarak belirtilmektedir (Siron ve ark. 1989,
Sallal ve ark. 1990, Wada ve Murata 1990, Chernova ve ark. 2001, Bigogno ve ark.
2002).
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Tiirlere gore degismekle birlikte, toplam yag icinde EPA, ARA, ALNA ve GLNA’nin
ozellikle S. platensis’de oranlari belirgin olarak yiiksektir (Burtin 2003, Habib ve ark.
2008).

Son yillarda alglerin 6nemi diger bitkisel ve hayvansal kaynakli yag asitlerine benzer ya
da alternatif olan esansiyel yag asitleri bilesimi ile de iliskilendirilmektedir (Darcy-
Vrillon 1993, Vazhappily ve Chen 1998, de Swaaf ve ark 1999, Rosa ve ark 2005,
Mendes ve ark 2007).

S.platensis’e ait yag asitlerinin %17’si sabunlagsmayan nitelikte olan esansiyel
pigmentler, parafin, sterol ve terpen alkollerden meydana gelmektedir (Hoseini ve ark.
2013). Toplam yag asitlerinin yarisint olusturan sterol yapidaki -6 yag asitleri algal

hiicre duvarlarinin galaktolipid yapisinda bulunmaktadir (Certik ve Shimizu 1999).

S. platensis yaklasik olarak %49 GLNA icermektedir ve bu anne siitii ile guha ¢igegi ve
boraj yaglarinin ardindan Spirulina’yr en iyi GLNA kaynagi yapmaktadir (Petkov ve
Furnadzieva 1988).

Cizelge 4.6’da tim deneme gruplarina ait kuru biyokiitledeki yag asitleri orani
verilmistir. Buna gore SFA degerleri %24,24 ile 50,66 (bkz. Cizelge 4.7) arasinda

degisim gostermekte olup en baskin yag asidi palmitik asit olarak gozlenmistir.

Yalnizca 25°C’de Spirulina besi ortaminda gelisen S. platensis 'in SFA degerleri degisen
N konsantrasyonu ile belirgin degisim gostermistir. Diger gruplarda ise sicaklik ve azot
konsantrasyonu degisimleri SFA degerleri Tlizerinde Onemli diizeyde etkili
bulunmamistir. Calismada elde edilen SFA degerleri, Durmaz ve Gokpmar (2006)’1n
26°C’de gelistirdikleri kiiltiire ait %70,3 ve Ambrozova ve ark. (2014)’nin giines 15181
altinda fotobiyoreaktorde gelistirdikleri kiiltlire ait %63,18 degerlerinden daha diisiik
olarak tespit edilmistir. Otles ve Pire (2001) piyasada satisa sunulan Spirulina tozlarina
ait analiz sonuglarinda SFA oranlarin1  %55,72, %51,64 ve %51,96 olarak
bildirmislerdir.
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Cizelge 4.6 Farkli stres kosullarinda gelistirilen S. platensis'e ait yag asitleri degisimleri

Biyokiitle Yag SFA MUFA  PUFA GLNA

gL? % % % % % %
PUFA

AKontrol | 0,2522 0,94529 46,0174 18,4361 29,1027 17,5870 60,43
A25 | 0,4152 2,1779¢ 27,2406 364759 29,8142 05102 171
A50 | 0,2842 12,3100+1,7243¢ 495632 29,9760 13,3895 2,9708 22,19
A75 | 0,2053 2,9644c 39,9265 20,2658 27,0313 14,8036 54,76
BKontrol | 0,3138 1,590519 472354 17,2283 33,8090 24,7354 73,16
B25 | 0,4182 3,5587b¢ 49,1379 17,4337 30,4756 11,8786 38,97
B50 | 0,3685 2,8846 437688 18,6664 352013 229781 65,27
B75 | 0,2177 3,7624 50,6654 14,8445 34,4891 237851 68,96
CKontrol | 0,3877 3,2819 433146 20,0218 34,5266 17,5000 50,68
C25 | 0,2830 3,5714b¢ 50,5795 145819 30,2302 122392 40,48
C50 | 0,3967 2,5974% 49,9195 134685 34,1784 157208 45,99
C75 | 0,4462 4,3393° 48,1816 21,1087 22,8356 9,3783 41,07
DKontrol | 0,5112 1,5598¢ 46,7663 12,0572 41,3657 22,1429 53,53
D25 | 0,4281 3,1189¢ 50,0586 14,2326 357114 20,1894 56,53
D50 | 0,3322 0,95249 482824 153605 36,3536 19,1043 52,55
D75 | 0,3031 1,44140 45,7287 11,6411 42,6098 232055 54,46

Yiriitillen tez calismasinda orneklerin MUFA degerleri (bkz. Cizelge 4.8) sicaklik
yiikseldik¢e birbirine yakin degerlere ulasmistir. Spirulina besi ortaminda MUFA
sentezinin hizlandig1 yiiksek sicaklik ve diisiikk azot konsantrasyonunda GLNA
birikimin oldukga diigiik degerlerde oldugu tespit edilmistir (bkz. Cizelge 4.9). Benzer
sonuglar Piorreck ve ark. (1984) ile Griffiths ve ark. (2012) tarafindan da bildirilmistir.

PUFA ve GLNA iiretimi sicaklik ve besin kaynagi disinda besi ortaminda ¢oziinmiis
olarak bulunan oksijen varlig1 ile de yakindan iligkilidir. Ronda ve ark. (2012) kis
doneminde gergeklestirilen algal gelismede 10 mg L™ (%115 Oz doygunlugu) olan O
¢oziiniirliigiinii, yaz aylarinda ise 30 mg L' (%375 O, doygunlugu) olarak
bildirmislerdir. Calkalama ve su sirkiilasyonun olmadigi ortamlarda O. doygunlugu
%3500 degerlerine ulasabilecegini ve fotosentez ile alg gelisiminin inhibe olabilecegini

ifade edilmektedir (Marquez ve ark. 1995, Singh ve ark. 1995, Vonshak 1997).
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Sicakligin azalmasi ile PUFA veriminin artacagi Knothe (2005) tarafindan bildirilmistir.
Ancak yiiriitiilen ¢alismada, 25°C + %75 N Spirulina besi ortaminda gelisen ornekler
disinda diger alg gelisimlerinde sicaklik 25°C’den 30°C’ye yiikseldigi zaman PUFA
veriminin arttig1 gozlenmistir. PUFA verimindeki bu artis 6zellikle Spirulina besi

ortaminda %50 N 6rneginde daha belirgin olarak bulunmustur (bkz. Cizelge 4.6).

Ramadan ve ark. (2008) 25+2°C’de 4 000 lux 1sik siddetinde 15 giin boyunca
gelistirdikleri S. platensis’te GLNA (%23,4+0,07)’nin ardindan %18,7+0,07 degeriyle
LA’nin en baskin yag asidi oldugunu ifade etmislerdir. Ambrozova ve ark. (2014)
fotobiyoreaktorde gelistirdikleri S. platensis’te %10,44 degeriyle GLNA ve %18,42
degeriyle LA olarak tespit etmislerdir.

Olguin ve ark. (2001) Spirulina tiirinde gelisim boyunca 2 farkli 1s1k siddeti
uygulamiglar ve kimyasal kompozisyona etkisini incelemislerdir. Buna gore 66 umol
foton m?s? 151k siddetinde 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 18:3 yag asitlerinin miktar1 sirasiyla
%43,98+0,96, %1,63+0,25, %6,32+0,28, %16,84+0,28 ve %31,20+0,74, 144 pmol
foton m2s? 151k siddetinde ise 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 18:3 yag asitlerinin miktarim
sirasiyla %43,17+3,14, %4,60+0,22, %5,33+0,75, %16,12+1,03 ve %30,69+4,67 olarak
bildirmislerdir.

Tiim orneklerde en baskin yag asidi olarak palmitik asit ve GLNA saptanmistirr. Diger
arastirmalardan (Roughan 1989, Otles ve Pire 2001, Ramadan ve ark. 2008) farkli
olarak LA yerine oleik asit ii¢lincii en baskin yag asidi olmus ve bu biyosentez
degisikliginin kullanilan besi ortami ile N sinirlamalar1 ve sicaklik uygulamalarindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmistiir. Piorreck ve ark. (1984) ile Griffiths ve ark. (2012)
tarafindan da belirtildigi tizere GLNA miktariin diisiik oldugu gruplarda LA degerinin
yiikseldigi gozlenmistir (bkz. Cizelge 4.9).

Durmaz ve Gokpinar (2006) GLNA sentezinin kiiltiir sicakligindan etkilenmedigini

bildirirken, Colla ve ark. (2004) ise sicakligin yag asidi sentezini direkt etkiledigini ve

en iyt GLNA miktarinin 30°C’de gelisim ile elde edilebilecegini ifade etmislerdir.
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GLNA degerleri 30°C’deki Orneklerde 25°C’de gelisime gore daha yiiksek
bulunmustur. En yiiksek GLNA degeri toplam yag asitlerinin %24,7354’1 ve PUFA’nin
%73,16’s1 ile Zarrouk besi ortam1 25°C + %100 N 6rnek grubunda gozlenmistir (bkz.
Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.7 Doymus yag asitleri oranlar1 (%)

C12:0 C13:0 C14:0 C16:0 C17:0 C18:0 C20:0 C22:0
AKontrol | 0,4156+0,001°  0,7344+0,021¢  0,6025+0,004%® 27,5579+0,057%  0,7488+0,220* 3,0678+0,007°  12,2820+0,027® nd
A25 nd 0,1442+0,020 0,2463+0,011%"  11,1274+0,094"  nd 7,3370+0,068°  1,6920+0,066' 2,6790+0,194°
A50 0,1662+0,006"  0,2267+0,033%™ 0,7143+0,413*  22,4005+10,323%  0,3079+0,061° 9,1557+3,896%  2,7182+2,335™  5,4460+2,880?
A75 nd 1,0534+0,131°  0,3049+0,006% 22,7856+0,078°  0,7447+0,254* 2,3583+0,012%  12,6796+0,251* nd
BKontrol | nd 0,4192+0,008¢  0,3862+0,008°  28,5784+0,480° nd 2,4499+0,048%  14,5085+0,257*° nd
B25 0,1695+0,002F  0,2794+0,011°7  0,2245+0,004%"  38,5876+0,049  0,2174+0,012°° 2,2382+0,019°¢  6,7300+0,027°"  0,4386+0,015°
B50 0,1427+0,0029  0,3484+0,019¢F  0,3833+0,002°¢  29,5209+0,06°%  0,3311+0,075° 1,8594+0,009°%¢ 11,1831+0,027* nd
B75 nd 0,3990+0,005¢  0,2096+0,002°F  33,3785+0,005%°¢ 0,2927+0,011%° 1,8756+0,01°®  14,5100+0,004% nd
CKontrol | 0,0842+0,002'  1,0013+0,027¢  0,2185+0,012%f 33 .4864+0,234%°4 (,1849+0,008" 2,2718+0,125% 5,7762+0,073% nd
C25 0,0747+0,0010  1,6892+0,093°  0,1856+0,015°"  39,8828+0,054*  0,1670+0,032°° 1,4567+0,017%  6,7949+0,181°  0,3288+0,047°
C50 0,0420+0,0003% 1,1566+0,022%  0,1390+0,001F  35,8443+0,081% 0,1857+0,012%° 0,9839+0,004°  11,5139+0,032%° nd
C75 0,1073+£0,001"  2,8443+0,193%  0,1898+0,002°"  36,9423+0,101%  0,1718+0,011°° 1,8785+0,006° 4,9875+0,466%"  0,3103+0,001°
DKontrol | 0,3107+0,0028¢ nd 0,2762+0,003%"  35,5616+0,103* nd 1,8731+0,006%®  8,7447+0,045%  nd
D25 0,2660+0,005¢ nd 0,3524+0,003%%€  37.1778+0,082%  0,5991+0,183% 2,8622+0,013%  8,8011+0,018%  nd
D50 0,4974+0,0032 nd 0,5239+0,003>  35,3008+0,068*° nd 2,5257+0,0172%  9,4346+0,175°  nd
D75 nd nd 0,3089+0,035%  35,5360+0,099°¢ nd 1,9857+0,007°%  7,4941+0,022%"  nd
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Cizelge 4.8 Tekli doymamis yag asitleri oranlar1 (%)

Cl4:1 C15:1 Cl6:1 Cl7:1 C18:1 C22:1n9
AKontrol | AK nd nd 4,4701+0,0065% nd 13,9660+0,0264%f nd
A25 A25 0,5009+0,02432 nd 0,2986+0,0044¢ nd 35,0085+0,27682 0,6679+0,0130%
A50 A50 0,3073+0,0582° 0,1130+0,06572 1,0492+1,5065¢ 0,0856+0,1482° 19,7633+4,7544° 0,6029+0,3482°
A75 A75 nd nd 3,8608+0,0013¢ nd 16,4050+0,0622¢ nd
BKontrol | BK nd nd 6,2278+0,12582 nd 10,9945+0,1535¢" nd
B25 B25 nd nd 5,5135+0,0817%¢ 0,3501+0,00712 11,5700+0,0245fn nd
B50 B50 0,1687+0,0974° nd 5,6743+0,0148%® 0,2123+0,0037° 12,6112+0,1089¢ nd
B75 B75 nd nd 6,1133+0,00542 0,2285+0,0048° 8,5028+0,0094% nd
CKontrol | CK nd nd 4,7300+0,0354° 0,2918+0,0074%® 15,0000+£0,1042¢ nd
C25 C25 nd nd 5,7795+0,3540% 0,3465+0,00742 8,4559+0,014 1 nd
C50 C50 nd nd 5,1533+0,0125%¢ 0,3461+0,0026% 7,9691+0,02224 nd
C75 C75 0,1016+0,0055¢ nd 4,7425+0,0043bd 0,2951+0,0039% 15,9695+0,0534°% nd
DKontrol | DK nd nd 4,7483+0,1200° nd 7,3089+0,2361K nd
D25 D25 nd nd 5,1709+0,02622¢ nd 9,0618+0,0306% nd
D50 D50 nd nd 5,3605+0,0076%° nd 10,0000+£0,1279h4 nd
D75 D75 nd nd 4,8240+0,0186 nd 6,8171+0,0252K nd
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Cizelge 4.9 Coklu doymamis yag asidi oranlar1 (%)

C18:2 n6 C18:3 n6 (GLA) C20:3n6 C20:5n3 C22:2
AKontrol | AK  9,0845+0,0274°f 17,5870+0,0412% nd nd 2,4313+0,0385°
A25 A25  25,2282+0,11342 2,9708+5,1456' nd 3,1143+0,0533" 2,6053+0,0086"
A50 A50  4,7664+7,02579 0,5102+0,0025' nd 8,8343+4,86912 1,0989+0,1131
A75 A75  8,6368+0,09321 14,8036+0,0497' nd nd 3,5908+0,04192
BKontrol | BK  9,0736+0,1592°f 24.,7354+0,42452 0,8931+0,01912 nd
B25 B25  16,9192+0,0197" 11,8786+0,01319" nd 0,3933+0,0061¢ 1,2846+0,0143¢
B50 B50  10,6664+0,0295¢ 22,9781+0,0513% 0,5804:£0,0069° nd 0,9765+0,10229"
B75 B75  10,7041+0,0073¢ 23,7851+0,00722 nd nd nd
CKontrol | CK  16,1395+0,1158°« 17,5200+0,1213% nd nd 0,8671+0,0128"
C25 C25  17,0183+0,0190" 12,2392+0,01339" nd nd 0,9727+0,0145%
C50 C50  17,5914+0,0503° 15,7208+0,0472¢f 0,1187+0,0136° nd 0,7476+0,0136'
C75 C75  12,2709+0,0418%f 9,3783+0,02909" nd nd 1,1865+0,0119¢f
DKontrol | DK  16,1299+0,2223b¢ 22,1429+0,0566° nd nd 3,0929+0,0170°
D25 D25  15,5220+0,0244° 20,1894-£0,0294° nd nd nd
D50 D50  17,2487+0,0864% 19,1049+0,0269°% nd nd nd
D75 D75  17,6662+0,0393° 23,2055+0,0623% nd nd 1,7382+0,2686°




5.  SONUCLAR

Mavi yesil alg grubundan olan Spirulina platensis tiiriiniin yag ve GLNA igeriginin
arttirtlmasi1 amaciyla N eksikligi ve sicaklik degisimi gibi stres kosullarinda gelisimi

laboratuvar ortaminda c¢aligilmistir.

S. platensis (UTEX-LB 2340) gelisiminde sicaklik rejimi olarak 25°C, 30°C ve 35°C
denenmistir. 35°C’de S. platensis hizli bir gelisim sergileyerek 72 saat sonunda 6liim
fazina gegmistir. Bu sebeple biyoaktif bilesen ve yag asidi profili analizleri 25°C ve
30°C’de gelistirilen kiiltiirlerde gerceklestirilmistir.

Sicaklik rejimi ile birlikte Spirulina besi ortami ile Zarrouk besi ortamlari
degerlendirilmis ve azot kaynagi olan NaNO3 %25, %50, %75 ve %100 oranlarinda

ayarlanarak kullanilmistir. Bunun sonucunda;

1. En yiiksek biyokiitle miktar1 Zarrouk besi ortammin 25°C + %100 N
konsantrasyonunda gelistirilen drnekler, en diisiik biyokiitle miktar: ise Spirulina
besi ortaminda 25°C + %75 N konsantrasyonundaki 6rneklerde,

2. En yiiksek spesifik gelisme oran1 25°C + %25 N konsantrasyonundaki Zarrouk
besi ortaminda, en diisiik sonug¢ yine Zarrouk besi ortaminda 30°C + %100 N
konsantrasyonunda,

3. Protein sentezlenmesinde en yiiksek miktar 25°C’de Spirulina besi ortaminda
%100 N konsantrasyonlu oOrneklerde, en diisiik miktar 30°C + %50 N
konsantrasyonlu Zarrouk besi ortam1 drneklerinde,

4. En yiiksek miktarda yag eldesi 25°C + %50 N konsantrasyonundaki Spirulina
besi ortaminda, en disik miktarda yag eldesi 25°C + %I100N
konsantrasyonundaki Spirulina besi ortaminda,

5. Toplam fenolik madde igerigi en yiiksek Spirulina besi ortaminda %25 N
konsantrasyonunda ve 30°C’de elde edilirken, en diisiik fenolik madde miktari

30°C’de Zarrouk besi ortaminda %100 N konsantrasyonundaki drneklerde,
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6. Toplam karotenoid igerigi %75 N konsantrasyonlu Spirulina besi ortaminda
30°C’de en yiiksek miktarda bulunurken, en diisiik karotenoid igerigi %75 N
konsantrasonunda Zarrouk besi ortaminda 25°C’de,

7. Antioksidan kapasite ise en yiiksek 30°C + %100 N konsantrasyonunda Zarrouk
besi ortaminda, en disik ise Zarrouk besi ortaminda 30°C + %25 N
konsantrasyonunda,

8. PUFA degerleri en yiliksek oranda Zarrouk besi ortaminda 30°C + %75 N
konsantrasyonunda elde edilirken, en disik PUFA iretimi Spirulina besi
ortaminda 25°C + %50 N konsantrasyonunda,

9. GLNA sentezinin en yiiksek oranda gerceklestigi Ornekler Zarrouk besi
ortaminda 25°C + %100 konsatrasyonda ve en diisiik olarak Spirulina besi

ortaminda 25°C + %50 N konsantrasyonunda tespit edilmistir.

Spirulina uzun yillardir diyet takviyesi olarak insan beslenmesinde ve akuakiiltiirde
yiiksek protein ve diyet lif icerigi nedeniyle kullanilmaktadir. Bununla birlikte son
yillarda igermis oldugu GLNA gibi esansiyel yag asitleri nedeniyle de
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Spirulina’dan elde edilen metabolitlerde
gerceklestirilen analizlerde toksikolojik acidan giivenilir oldugu aymi zamanda

ekstrakte edilen protein ve yagin higbir alerjen etkisinin olmadigi bildirilmistir.

Olejindz mikrrorganizmalarin = optimum gelisme sicakliklarinin ~ altinda, N
sinirlamasi ve besi ortaminda yiiksek miktarda bulunan C kaynag1 varlifinda hiicre
icerinde PUFA igerigi yiiksek olan lipid birikimine yoneldigi bilinmektedir. Ancak
yiriitillen ¢alismada bu mikroorganizmalarin aksine N sinirlamasindan bagimsiz
olarak  biyokiitledeki PUFA  degerlerinin  sicaklik artisiyla  yiikseldigi
gozlemlenmemistir. Diisiik sicakliklarda her iki besi ortaminda algal gelisme yiiksek
sicakliga gore daha uzun stirmistiir ( tasec : 25 giin, ( tsoec : 12 gilin) ve olusturulan

metabolitler gelisim i¢in kullanilmistir.
25°C’deki gelisme sirasinda fotosentez aktivitesi protein sentezinden ziyade

karbonhidrat sentezine yonelmektedir. Yiiksek sicakliklarda (>35°C) ise tam tersi

gozlenmektedir. Karbonhidrat igerigi algal gelisim i¢in kullanildigindan protein
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sentezi hizlanmakta, ayni zamanda solunum hiz1 artarak biyokiitle miktarinda
azalma gozlenmektedir. Yapilan ¢alismada benzer sekilde yalnizca C kaynaginin
fazla (Spirulina besi ortami) ve azot smirlamasinin yiliksek oldugu (%25 N)
kosullarda sicaklik artisiyla biyokiitle miktart %50 oraninda azalma gosterirken,

protein ve yag miktar1 artig gostermistir.

Besi ortami kompozisyonunun yani sira 1s1k siddeti, gelisme ortamindaki O2,CO> ve
tuz miktarmin da p-karoten ve klorofil gibi pigmentler ile fenolik madde igerigini
etkiledigi bilimektedir. Onceki ¢alismalarda, fosfor sinirlamasi altinda gelistirilen
alglerde fotosentezde rol oynayan tilakoid membranlarin islevlerini uzun siire
koruduklar1 ancak N sinirlamasi altinda tilakoidlerin kisa siirede yok olmasi ile
fotosentezin de sinirlandigr vurgulanmistir. Yiriitiilen tez ¢alismasinda fenolik
madde ve karotenoid miktarlarinin literatiirde belirtilen degerlere nazaran daha
diisiik ¢ikmasinin sebebinin bu sinirlamdan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte
tilakoid membranin yok olmasiyla sentezlenen PUFA gibi metabolitlerin zarar
gormesi ya da parcalanmasi s6z konusu olmaktadir. 25°C’de 25 giin siiren
gelismedeki orneklerin PUFA igeriklerinin diisiik olmasinin nedeninin de bu oldugu

distiniilmektedir.

Sonug olarak, Spirulina platensis pek ¢ok biyoaktif bileseni sentezleyebilmektedir.
Gelisme kosullar1 ayarlanarak PUFA, protein ve esansiyel amino asitler, fenolik
bilesik ve pigmentler gibi insan beslenmesinde ve gida endiistrisinde kullanilabilir
spesifik metabolitlerin yiiksek miktarda elde edilmesi miimkiindiir. Bu ¢alisma baz
alinarak ileride yapilacak arastirmalarda hedeflenen metabolitlerce, 6zellikle GLNA,
zenginlestirilmis gida iiretiminin gerceklestirilmesi ve yeni {Uretilen gidanin

giivenirliliginin belirlenmesi planlanmaktadir.

68



KAYNAKLAR

Aguilera-Morales, M., Casas-Veldez, S., Carrilo-Domingez, S., Gonzalez-Acosta,
B., Perez-Gil, F. 2005. Chemical Composition and Microbiological Assays of Marine
Microalgae Enteromorpha spp. as a Potential Food Source. Journal of Food
Composition and Analysis, 18(1): 79-88.

Akdogan, E. K., Kerman, K., Abazari, M., & Safari, A. 2008. Origin of High
Piezoelectric Activity in Ferroelectric Os Ceramics. Applied Physics Letters, 92(11):
2908.

Ali, H.E.A., Shanap, S.M.M., Abo-State, M.A.M., Shalaby, E.A.A., Demerdash,
U.M.N.E., Abdullah, M.A. 2014. Screening of Microalgae for Antioxidant Activities,
Carotenoids and Phenolic Contents. Applied Mechanics and Materials, 625: 156-159.
Allen, M.M. 1984. Cyanobacterial Cell Inclusions. Annual Reviews of Microbiology,
38: 1-25.

Ambrozova, J. V., Misurcova, L., Vicha, R., Machu, L., Samek, D., Baron, M.
Jurikova, T. 2014. Influence of Extractive Solvents on Lipid and Fatty Acids Content
of Edible Freshwater Algal and Seaweed Products, the Green Microalga Chlorella
kessleri and the cyanobacterium Spirulina platensis. Molecules, 19(2):2344-2360.
Anderson, D.R. 2007. Model Based Inference in the Life Sciences: A Primer on
Evidence. Springer Science & Business Media, pp:181.

Andersson, A.J., Wynn, J.P. 2001. Microbial Polyhydroxyalkanoates, Polysaccharides
and Lipids. In: C. Ratledge and B. Kristiansen (eds.) Basic Biotechnology, Cambridge
University Press, Cambridge. pp.325-348.

Anonim 2006. www.mustafaaltinisik.org.uk/67-1-2-03.ppt

Anonim 2013. Lipid Chemistry, Biology, Technology & Analysis. Online at:
www.lipidlibrary.co.uk

AOAC International. 2005. Official Methods of Analysis of AOAC International.
AOAC International.

Asi, T. 1996. Lipidler: Tablolarla Biyokimya-1, Ed.: As1,T., Dokuz Eyliil Universitesi
Ders Notlar1, pp: 129-199.

Azgm, C., Isik, O., Uslu, L., Ak, B. 2014. A Comparison the Biomass of Productivity,
Protein and Lipid Content of Spirulina platensis Cultured in the Pond and
Photobioreactor. Journal of Biological and Environmeantal Sciences, 8(24): 183-187.
Badzhanov, A.S. Abdusamatova, N. Yusupova, F.M. Faizullaeva, N. Mezhlumyan,
L.G. Malikova, M.K. 2004. Chemical Composition of Spirulina platensis Cultivated in
Uzbekistan. Chemistry of Natural Compounds, 40: 276-279.

Baldia, S.F., Nishijima, T., Hata, Y. 1991. Effects of Physico-Chemical Factors and
Nutrients on the Growth of Spirulina platensis Isolated from Lake Kojima, Japan.
Nippon Suisan Gakkaishi, 57(3): 481-490.

Barsanti, L., Gualtieri, P. 2006. Algae: Anatomy, Biochemistry and Biotechnology.
CRC Press, Boca Raton, New York.

Becker, E.W. 1994. Microalgae: Biotechnology and Microbiology (Vol.10):
Cambridge University Press.

Belay, A. 2002. The Potential Application of Spirulina (Arthrospira) as a Nutritional
and Therapeutic Supplement in Health Management. The Journal of the American
Nutraceutical Association, 5(2): 27-48.

Belay, A., Ota, Y., Miyakawa, K., Shimamatsu, H. 1993. Current Knowledge on
Potential Health bBenefits of Spirulina. Journal of applied Phycology, 5(2): 235-241.

69


http://www.mustafaaltinisik.org.uk/67-1-2-03.ppt

Bigogno, C., Khozin-Goldberga, I., Boussiba, S., Vonshaka, A., Cohena, Z. 2002.
Lipid and Fatty Acid Composition of the Green Oleaginous Alga Parietochloris incisa,
The Richest Plant Source of Arachidonic Acid. Phytochemistry, 60: 497-503.

Bilgiiven, M. 2002. Yemler bilgisi, Yem Teknolojisi ve Balik Besleme. Akademisyen
Yaymevi, Mersin, 446 pp.

Blumberg, J., Block, G. 1994. The Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene Cancer
Preventing Study in Finland. Nutritional Reviews, 52:242-245.

Borowitzka, M.A. 1999. Commercial Production of Microalgae: Ponds, Tanks, Tubes
and Fermenters. Journal of Biotechnology, 70(1): 313-321.

Boussiba, S. 1990. Nitrogen Fixing Cyanobacteria: Proceedings of the Fifth
International Symposium on Nitrogen Fixation with Non Legumes, Ed.: Polsinelli, M.,
Materassi, R., Vincenzini, M. Kluwer Academic Publishers, Florence, Italy, pp: 487-
491.

Budiyono, I.N., Syaichurrozi, 1., Sumardiono, S. 2013. Biogas Production from
Bioethanol Waste: The Effect of pH and Urea Addition to Biogas Production Rate.
Waste Technology, 1(1): 1-5.

Bulut Mutlu, Y., Isik, O., Uslu, L., Ko¢, K., Durmaz, Y. 2011. The Effects of
Nitrogen and Phosphorus Deficiencies and Nitrite Addition on the Lipid Content of
Chlorella vulgaris (Chlorophyceae). African Journal of Biotechnology, 10(3): 453-456.
Burit, M., Bucar, F. 2000. Antioxidant Activity of Nigella sativa Essential Oil.
Phytotherapy Research, 14: 323-328.

Burtin, P. 2003. Nutritional Value of Seaweeds. EJEAFChe, 2(4): 498-503.

Casaburi, 1., Puoci, F., Chimento, A., Sirianni, R., Ruggiero, C., Avena, P., Pezzi,
V. 2013. Potential of Olive Oil Phenols as Chemopreventive and Therapeutic Agents
Against Cancer: A Review of in vitro Studies. Molecular Nutrition and Food Research,
57(1): 71-83.

Cepoi, L., Rudi, L., Miscu, V., Cojocari, A., Chiriac, T., Sadovnic, D. 20009.
Antioxidative Activity of Ethanol Extracts from Spirulina platensis and Nostoc linckia
Measured by Various Methods. Fascicula Biologie, 16(2):43-48.

Certik, M., Shimizu, S. 1999. Biosynthesis and Regulation of Microbial
Polyunsaturated  Fatty =~ Acid  Production. Journal  of  Bioscience  and
Bioengineering, 87(1):1-14.

Chamorro, G. 1980. Toxicological Research on the Alga Spirulina. Report: United
Nations International Development Organization (UNIDO) UF: MEX/78/048.
Chernova N.J., Kiselova, V.S., Chernov, N.M. 2001. Nutritional Value of Spirulina
platensis. Russian Agricultural Science, 6: 60-63.

Chojnacka, K., Noworyta, A. 2004. Evaluation of Spirulina sp. Growth in
Photoautotrophic, Heterotrophic and Mixotrophic Cultures. Enzyme and Microbial
Technology, 34(5): 461-465.

Colla, L.M., Bertolin, T.E., Costa, J.A.V. 2004. Fatty Acids Profile of Spirulina
platensis Grown Under Different Temperatures and Nitrogen Concentrations. Zeitschrift
fur Naturforschung C, 59(1/2): 55-59.

Colla, L.M., Oliveira Reinehr, C., Reichert, C., Costa, J.A.V. 2007. Production of
Biomass and Nutraceutical Compounds by Spirulina platensis Under Different
Temperature and Nitrogen Regimes. Bioresource Technology, 98(7): 1489-1493.

Colla, L.M., Reinehr, C.O., Reichert, C.J., Costa, A.V. 2007. Production of Biomass
and Nutraceutical Compounds by Spirulina Platensis Under Different Temperature and
Nitrogen Regimes. Bioresource Technology, 98: 1489-1493.

70



Costa, J.A.V., Colla, L.M., Duarte, P.F. 2004. Improving Spirulina platensis Biomass
Yield a Fed-Batch Process. Bioresource Technology, 92: 237-241.

Costa, J.AV., Cozza, K.L., Oliveira, L., Magagnin, G. 2001. Different Nitrogen
Sources and Growth Responses of Spirulina platensis in Microenvironments. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, 17(5): 439-442

Crawford, M. 2000. Placental Delivery of Arachidonic and Docosahexanoic Acids:
Implication of Preterm Infants. American Journal of Clinical Nutrition, 71:275-284.
Culling, C.F.A. 2013. Handbook of Histopathological and Histochemical Techniques:
Including Museum Techniques. Butterworth-Heinemann, 693 pp.

Celekli, A., Yavuzatmaca, M., Bozkurt, H. 2009. Modeling of Biomass Production by
Spirulina platensis as a Function of Phosphate Concentrations and pH Regimes.
Bioresource Technology, 100:3625-3629.

Damiani Cecilia, M., Popovich, C.A., Constenla, D., Leonardi, P.l. 2010. Lipid
Analysis in Haematococcus pluvialis to Assess Its Potential use a Biodiesel Feedstock.
Bioresource Technology, 101(11): 3801-3807.

Danesi, E.D.G., Rangel-Yagui, C.D.O., Carvalho, J.C.M.D., Sato, S. 2002. An
Investigation of Effect of Replacing Nitrate by Urea in the Growth and Production of
Chlorophyll by Spirulina platensis. Biomass and Bioenergy, 23(4): 261-2609.

Danesi, E.D.G., Rangel-Yagui, C.O., Sato, S., Carvalho, J.C.M.D. 2011. Growth and
Content of Spirulina platensis Biomass Chlorophyll Cultivated at Different Values of
Light Intensity and Temperature Using Different Nitrogen Sources. Brazilian Journal of
Microbiology, 42(1): 362-373.

Darcy-Vrillon, B. 1993. Nutritional Aspects of the Developing Use of Marine
Microalgae for the Human Food Industry. International Journal of Food Science, 44:
23-55.

Davis, A.R. 1977. Principles of Oceanography. University of South Florida Aquafarms,
Inc., Florida, 126p.

Dawczynski, C., Schubert, R., Jahreis, G. 2007. Amino Acids, Fatty Acids and
Dietary Fibre in Edible Seaweed Products. Food Chemistry, 103(3): 891-899.

Dawes, C. J. 1998. Marine botany. John Wiley & Sons.

de Swaaf, M.E., De Rijk, T.C., Eggink, G., Sijtsma, L. 1999. Optimisation of
Docosahexaenoic Acid Production in Batch Cultivations by Crypthecodinium cohnii.
Progress in Industrial Microbiology, 35: 185-192.

Dean, A.P., Sigee, D.C., Estrada, B., Pittman, J.K. 2010. Using FTIR Spectroscopy
for Rapid Determination of Lipid Accumulation in Response to Nitrogen Limitation in
Freshwater Microalgae. Bioresource Technology, 101(12): 4499-4507.
Delgado-Vargas, F., Jiménez, A. R., Paredes-Lopez, O. 2000. Natural Pigments:
Carotenoids, Anthocyanins, and Betalains—Characteristics, Biosynthesis, Processing,
and Stability. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 40(3): 173-289.

Denli, Y., Tekin, A. 2000. Oil Production and Microorganisms. Gida Dergisi, 25(4):
265-270.

Devanathan, J., Ramanathan, N. 2013. Research Article Utilization of Seawater as A
Medium for Mass Production of Spirulina platensis—A Novel Approach. International
Journal of Recent Scientific Research, 4:5, pp. 597-602.

Diplock, A.T. 1998. Defence AAgainst Reactive Oxygen Species. Free Radical
Research, 29(6): 463-467.

Drevon, C.A., Baksaas, I., Krokan, H.E. 1993. Omega-3 Fatty Acids: Metabolism and
Biological Effects. Birkhauser Verlag. Basel, Switzerland.

71


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB4QFjAAahUKEwi02KTOgrbHAhUBWCwKHdaTDHY&url=http%3A%2F%2Fwww.sciencedirect.com%2Fscience%2Fbookseries%2F00796352&ei=uOvUVbScA4GwsQHWp7KwBw&usg=AFQjCNHgweVEX9Zk5c1RiQVsJTRGelNdDg&sig2=JtIPNcRujCHw3ugjmWAXjQ&bvm=bv.99804247,d.bGg

Durmaz, Y., Gokpinar, S. 2006. a-tocopherol and Fatty acids of Spirulina platensis
Biomass in Glass Panel Bioreactor. Pakistan Journal of Biological Sciences, 9: 2901-
2904.

Ehrlich, S. 2011. Omega-3 Fatty Acids. University of Maryland Medical Center:
Complementary and Alternative Medicine Guide.

El-Badry, A.M., Graf, R., Clavien, P.A. 2007. Omega 3—-Omega 6: What is right for
the liver?. Journal of Hepatology, 47(5): 718-725.

El-Baky, H.H.A. 2003. Over Production of Phycocyanin Pigment in Blue Green Alga
Spirulina sp. and It's Inhibitory Effect on Growth of Ehrlich Ascites Carcinoma Cells.
Journal of Medical Sciences, 3(4): 314-324.

Elliot, W., Stoching C.R., Barbour, M.G., Rost, T.L. 1992. Botany, An Introduction
to Plant Biology, 6™ ed., John Wiley and Sons, Singapure.

Estrada, E., & Uriarte, E. 2001. Recent Advances on the Role of Topological Indices
in Drug Discovery Research. Current Medicinal Chemistry, 8(13):1573-1588.

Fagiri, Y.M.A., Salleh, A., EI-Nagerabi, S.A.F. 2013. Impact of Physico-Chemical
Parameters on the Physiological Growth of Arthrospira (Spirulina platensis) Exogenous
Strain UTEXLB2340. African Journal of Biotechnology, 12(35): 5458-5465.

Falquet, J. 2012. The Nutritional Aspects of Spirulina. Antenna Technologies,
http://antenna.ch/en/documents/AspectNut_UK.pdf.

Fan, Y.Y., Chapkin, R.S. 1998. Importance of Dietary y-Linolenic Acid in Human
Health and Nutrition. The Journal of Nutrition, 128(9): 1411-1414.

Fiedor, J., Burda, K. 2014. Potential Role of Carotenoids as Antioxidants in Human
Health and Disease. Nutrients, 6(2):466-488.

Folch, J., Lees, M., Sloane-Stanley, G. 1957. A Simple Method for the Isolation and
Purification of Total Lipids from Animal Tissues. Journal of Biological Chemistry,
226(1), 497-509.

Fox, D. 1996. Spirulina: Production and Potential, La Calade. RN, 7, 13090.

Gee, G. W., Or, D. 2002. 2.4 Particle-size Analysis. Methods of Soil Analysis.
Part, 4(598): 255-293.

Giada, M.D.L.R. 2013. Food Phenolic Compounds: Main Classes, Sources and Their
Antioxidant Power. Oxidative Stress and Chronic Degenerative Diseases—A Role for
Antioxidants, InTech, Rijeka, Croatia, 87-112.

Giuliano, A. R., Tortolero-Luna, G., Ferrer, E., Burchell, A. N., de Sanjose, S.,
Kjaer, S. K., Bosch, F. X. 2008. Epidemiology of Human Papillomavirus Infection in
Men, Cancers Other Than Cervical and Benign Conditions. Vaccine,26, K17-K28.
Goiris, K., Muylaert, K., Fraeye, I., Foubert, I., De Brabanter, J., De Cooman, L.
2012. Antioxidant Potential of Microalgae in Relation to Their Phenolic and Carotenoid
Content. Journal of Applied Phycology, 24(6): 1477-1486.

Goodwin, T. W., & Britton, G.1988. Plant Pigments p. 93. London: Academic Press.
Gokpmar, S. 1991. Akuakiiltirde Onemli Bes Deniz Flagellatinin Inorganik N
Alinmmlar1 Uzerine Sicaklik Degisimlerinin Etkisi. Dokuz Eyliil Universitesi Deniz
Bilimleri ve Teknolojisi Enstitiisii, Doktora Tezi, izmir, 88p.

Gokpmar, S. 1994. Nannochloris sp. Butcher(Chlorophyceae)'de Inorganik Azot
Kaynaklarini Kullamimi Uzerine Sicaklik Degisimlerinin Etkisi. E.U. Fen Fakiiltesi
Dergisi, 16(1): 1169-1178.

Graham, J.E., Wilcox, L.W., Graham, L.E. 2009. Algae. 2"¢ Ed. Benjamin
Cummings.

72



Grashorn, M.A. 1995. Instrumental Methods for Measuring Meat Quality Features. XII
European Symposium on Quality Poultry Meat, Zaragoza, Spain.

Griffiths, M.J., Garcin, C., van Hille, R.P., Harrison, S.T. 2011. Interference by
Pigment in The Estimation of Microalgal Biomass Concentration by Optical Density.
Journal of Microbiological Methods, 85(2): 119-123.

Griffiths, M.J., Harrison, S.T. 2009. Lipid Productivity as a Key Characteristic for
Choosing Algal Species for Biodiesel Production. Journal of Applied Phycology, 21(5):
493-507.

Grofova, Z. 2010. Fatty acids. Medicina Pro Praxi, 7: 388-390.

Gunstone, F.D. 1997. Fatty Acids and Lipid Structure: Lipid Technologies and
Applications, Ed.: CRC Press, New York, pp: 1-18.

Gunstone, F.D., Harwood, J.L., Dijkstra, A.F. 2007. The Lipid Handbook, 3rd ed.
Taylor and Francis, Boca Raton, 793 pp.

Giiler, F., Giilmez, B. 2008. Spirulina sp. ve Kullanim Alanlar1 Uzerine bir Arastirma.
Erzincan Universitesi Aqua Club Su Uriinleri Arastirma ve Gelistirme Bilim Kuliibii,
Kemaliye 5.Geleneksel Su Uriinleri Bilimsel ve Kiiltiirel Platformu, 31 Mayis-1
Haziran 2008, Erzincan, Kemaliye.

Habib, M.A.B., Parvin, M., Huntington, T.C., Hasan, M.R. 2008. A Review on
Culture, Production and Use of Spirulina as Food for Humans and Feeds for Domestic
Animals and Fish. Food and Agriculture Organization of the United Nations, p: 33.
Halliwell, B., Gutteridge, J. 1990. Role of Free Radical and Catalytic Metal lons in
Human Disease: An Overview. Methods in Enzymology, 186: 1-85.

Handelman, G. J., Walter, M. F., Adhikarla, R., Gross, J., Dallal, G. E., Levin, N.
W., & Blumberg, J. B. 2001. Elevated Plasma F2-Isoprostanes in Patients on Long-
Term Hemodialysis. Kidney International, 59(5):1960-1966.

Heijnen, C.G.M, Haenena, G.R.M.M, Vekemansb J.A.J.M, Aalt Basta A. 2001.
Peroxynitrite Scavenging of Flavonoids: Structure Activity Relationship. Environmental
Toxicology and Pharmacology. VVolume 10, Issue 4, Pages 199-206

Heim, K.E., Tagliaferro, A.R., Bobilya, D.J. 2002. Flavonoids Antioxidants:
Chemistry, Metabolism and Structure-Activity Relationships. Journal of Nutritional
Biochemistry.13: 572-584.

Henrikson, R. 2009. Earth Food Spirulina. Ronore Enterprises, Inc., Hawaii,
http://ww.spirulinasource.com/PDF.cfm/EarthFoodSpirulina.pdf

Horrobin, D. 1992. Nutritional and Medical Importance of Gamma-Linolenic Acid.
Progress in Lipid Research, 31(2): 163-194.

Hoseini, S. M., Khosravi-Darani, K., Mozafari, M. R. 2013. Nutritional and Medical
Applications  of  Spirulina  Microalgae. Mini Reviews in Medicinal
Chemistry, 13(8):1231-1237.

Iliman, A.M., Scragg, A.H., Shales, S.W. 2000. Increase in Chlorella Strains Calorific
Values when Grown in Low Nitrogen Medium. Enzyme and Microbial Technology, 27:
631-635.

Jitendra, M., Priyanka, S., Madhulika, J., Mohsina, S., Komal, M., Neha, K. 2012.
Impacts of Different Physical and Chemical Environment for Mass Production of
Spirulina platensis-An Immunity Promoter. International Research Journal of
Biological Sciences, 1(6): 49-56.

Kachroo, D., Singh Jolly, S.M., Ramamurthy, V. 2006. Modulation of Unsaturated
Fatty Acids Content in Algae Spirulina platensis and Chlorella minutissima in
Response to Herbicide SAN 9785. Electronic Journal of Biotechnology, 9(4):0-0.

73



Kahlon, T.S., Smith, G.E. 2004. Health Benefits of Grains, Fruits, and Vegetables and
the USDA Food Guide Pyramid. Cereal Foods World. 49(5): 288-291.

Kargin Yilmaz, H., Duru, M.D. 2011. Syanobakteri Spiulina platensis’in Besin
Kimyas1 ve Mikrobiyolojisi. Tiirk Bilimsel Derlemeler Dergisi, 4(1): 31-43.

Kaur, C., Kapoor, H.C. 2001. Antioxidants in Fruits and Vegetables—the Millennium’s
Health. International Journal of Food Science and Technology, 36(7): 703-725.
Kaushik, P., Hauhan, A. 2008. In vitro Antibacterial Activity of Laboratory Grown
Culture of Spirulina platensis. Indian Journal of Microbiology, 48(3): 348-352.

Kaya, A., Ciledag, A., Gulbay, B.E., Poyraz, B.M., Celik, G., Sen, E., Savas, I.
2004. The Prognostic Significance of Vascular Endothelial Growth Factor Levels in
Sera of Non-Small Cell Lung Cancer Patients. Respiratory Medicine, 98(7): 632-636.
Kepekei, R. A., Saygideger, S.D. 2012. Enhancement of Phenolic Compound
Production in Spirulina platensis by Two-Step Batch Mode Cultivation. Journal of
Applied Phycology, 24(4):897-905.

Keskin, A. 2005. Tall Yag Esash Biyodizel ve Yakit Katki Maddesi Uretimi ve
Bunlarin Dizel Motor Performansi Uzerindeki Etkileri. Gazi Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Doktora Tezi, Ankara.

Khan, M.J., Castle, P.E., Lorincz, A.T., Wacholder, S., Sherman, M., Scott, D.R.,
Rush, B.B., Glass, A.G., Schiffman, M. 2005. The Elevated 10-year Risk of Cervical
Precancer and Cancer in Women with Human Papillomavirus (HPV) Type 16 or 18 and
the Possible Utility of Type-Specific HPV Testing in Clinical Practice. Journal of the
National Cancer Institute, 97: 1072-1079.

Khozin-Goldberg, 1., Bigogno, C., Shrestha, P., Cohen, Z. 2002. Nitrogen Starvation
Induces the Accumulation of Arachidonic Acid in the Freshwater Green Alga
Parietochloris incisa (Trebuxiophyceae). Journal of Phycology, 38: 991-994.
Khozin-Goldberg, 1., Cohen, Z. 2006. Effect of Phosphate Starvation on Lipid and
Fatty Acid Composition of Monodus subterraneus. Phytochemistry, 67: 696-701.
Knothe, G. 2005. Dependence of Biodiesel Fuel Properties on the Structure of Fatty
Acid Alkyl Esters. Fuel Processing Technology, 86(10):1059-1070.

Koru, E., Cirik, S. 2003. Spirulina platensis Mikroalginin Biiylimesine ve Bazi
Biyokimyasal Ozelliklerine Sicakligin Etkisi. E.U. Su Uriinleri Dergisi, 20(3-4): 419-
422.

Kraovicova, J., Simko, P. 2000. Determination of Synthetic Phenolica Antioxidants in
Food by High-Performance Liquid Chromatography. Journal of Chromatography, 888:
271-281.

Lahaye, M. 1991. Marine Algae as Sources of Fibres: Determination of Soluble and
Insoluble Dietary Fibre Contents in Some ‘Sea Vegetables’. Journal of the Science of
Food and Agriculture, 54(4):587-594.

Li, A.H,, Cheng, K., Wong, C., King-Wai, F., Feng, C., Yue, J. 2007. Evaluation of
Antioxidant Capacity and Total Phenolic Content of Different Fractions of Selected
Microalgae. Food Chemistry, 102: 771-776.

Li, D., Qi, Y. 1997. Spirulina Industry in China: Present Status and Future Prospects.
Journal of Applied Phycology, 9: 25-28.

Lichtenthaler, H.K., Buschmann, C. 2001. Chlorophylls and Carotenoids:
Measurement and Characterisation by UV-VIS: Current Protocols in Food Analytical
Chemistry. John Wiley & Sons Inc., New York, F4.3.1-F4.3.8.

Lubian, L.M., Montero, O., Moreno-Garrido, l., Huertas, 1.E., Sobrino, C.,

74



Gonzalez-del Valle, M., Parés, G. 2000. Nannochloropsis (Eustigmatophyceae) as
source of commercially valuable pigments. Journal of Applied Phycology, 12(3-5): 249-
255.

Machu, L., Misurcova, L., Vavra Ambrozova, J., Orsavova, J., Mlcek, J., Sochor,
J., Jurikova, T. 2015. Phenolic Content and Antioxidant Capacity in Algal Food
Products. Molecules, 20(1): 1118-1133.

Madkour, F.F., Kamil, A.E.W., Nasr, H.S. 2012. Production and Nutritive Value of
Spirulina platensis in Reduced Cost Media. The Egyptian Journal of Aquatic Research,
38(1): 51-57.

Manach, C., Scalbert, A., Morand, C., Rémésy, C., Jiménez, L. 2004. Polyphenols:
Food Sources and Bioavailability. The American Journal of Clinical Nutrition, 79(5):
727-747.

Materassi, R., Tredici, M., Balloni, W. 1984. Spirulina Culture in Sea-Water. Applied
Microbiology and Biotechnology, 19(6): 384-386.

Mendes, A., Guerra, P., Madeira, V., Ruano, F., Da Silva, T.L., Reis, A. 2007.
Study of Docosahexaenoic Acid Production by the Heterotrophic Microalga
Crypthecodinium cohnii CCMP 316 Using Carob Pulp as a Promising Carbon Source.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, 23: 1209-1215.

Metting, B. 1986. Biologically Active Compounds from Microalgae. Enzyme and
Microbial Technology, 8: 386-394.

Miranda, M. S., Cintra, R. G., Barros, S. B. M., Mancini-Filho, J. 1998. Antioxidant
Activity of the Microalga Spirulina maxima. Brazilian Journal of Medical and
Biological Research, 31(8):1075-1079.

Misurcova, L. 2011. Handbook of Marine Macroalgae: Biotechnology and Applied
Phycology; John Wiley & Sons: Chichester, UK, pp. 173-192.

MiSurcova, L., Skrovankova, S., Samek, D., AmbroZova, J., Machu, L. 2012. 3
Health Benefits of Algal Polysaccharides in Human Nutrition. Advances in Food and
Nutrition Research, 66, 75.

Mortensen, A. 2006. Carotenoids and Other Pigments as Natural Colorants. Pure and
Applied Chemistry, 78(8):1477-1491.

Murray, A.E., Grzymski, J.J. 2006. Diversity and Genomics of Antarctic Marine
MicroOrganisms. Phylosophical Transactions B, 362(1488): 2259-2271.

Miihling, M., Belay, A., Whitton, B.A. 2005. Screening Arthrospira (Spirulina)
Strains for Heterotrophy. Journal of Applied Phycology, 17(2): 129-135.

Naczk, M., Shahidi, F. 2004. Extraction and Analysis of Phenolics in Food. Journal of
Chromatography A, 1054(1): 95-111.

Nelson, D.L., Cox, M.M. 2013. CourseSmart International E-Book for Principles of
Biochemistry. Palgrave Macmillan, 1159 pp.

Okan, O. T., Varhbas, H., Mehmet, O.Z., Deniz, I. 2013. Antioksidan Analiz
Yontemleri ve Dogu Karadeniz Bolgesinde Antioksidan Kaynagi Olarak
Kullanlabilecek Odun Dis1 Bazi Bitkisel Uriinler. Kastamonu Universitesi Orman
Fakiiltesi Dergisi, 13(1): 48-59.

O'Keefe, S.J. 2008. Nutrition and Colonic Health: The Critical Role of the Microbiota.
Current Opinion on Gastroenterology, 24(1): 51-58.

Olguin, E.J., Galicia, S., Angulo-Guerrero, O., Hernandez E. 2001. The Effect of
Low Light Flux and Nitrogen Deficiency on the Chemical Composition of Spirulina sp.
(Arthrospira) Grown on Pig Waste. Bioresource Technology, 77:19-24.

Oliveira, M., Monteiro, M., Robbs, P., Leite, S. 1999. Growth and Chemical

75



Composition of Spirulina maxima and Spirulina platensis Biomass at Different
Temperatures. Aquaculture International, 7(4): 261-275.

Ortega-Calvo, J. J., Mazuelos, C., Hermosin, B., Saiz-Jiménez, C. 1993. Chemical
Composition of Spirulina and Eukaryotic Algae Food Products Marketed in Spain.
Journal of Applied Phycology, 5(4): 425-435.

Otles, S., Ath, Y. 2011. Karotenoidlerin Insan Sagligi Acisindan Onemi. Pamukkale
University Journal of Engineering Sciences, 3:(1).

Otles, S., Pire, R. 2001. Fatty Acid Composition of Chlorella and Spirulina Microalgae
Species. Journal of AOAC International, 84(6): 1708-1714.

Pal, P. K., Samii, A., Calne, D. B. 1998. Manganese Neurotoxicity: A Review of
Clinical Features, Imaging and Pathology. Neurotoxicology, 20(2-3):227-238.

Pandey, J.P., Pathak, N., Tiwari, A. 2010. Standardization of pH and Light Intensity
for the Biomass Production of Spirulina platensis. Journal of Algal Biomass Utilization,
1(2): 93-102.

Pandey, J.P., Tiwari, A. 2010. Optimization of Biomass Production of Spirulina
maxima. Journal of Algal Biomass Utilization, 1(2):, 20-32.

Pang, L., Close, M., Noonan, M. 1998: Rhodamine WT and Bacillus subtilis transport
Through an Alluvial Gravel Aquifer. Ground Water, 36:112-122.

Patterson, G.M.L., Larsen, L.K., Moore, R.E. 1994. Bioactive Natural Products from
Blue-Green Algae. Journal of Phycology, 29(39): 14.

Pellegrini, N., Serafini, M., Colombi, B., Del Rio, D., Salvatore, S., Bianchi, M.,
Brighenti, F. 2003. Total Antioxidant Capacity of Plant Foods, Beverages and Oils
Consumed in Italy Assessed by Three Different in vitro Assays. The Journal of
Nutrition, 133(9): 2812-2819.

Perera, C.O., Yen, G.M. 2007. Functional Properties of Carotenoids in Human Health.
International Journal of Food Properties, 10(2): 201-230.

Petkov, G. D., Furnadzieva, S. T.1988. Fatty-Acid Composition of Acylolipids from
spirulina platensis. Dokladi Na Bolgarskata Akademiya Na Naukite, 41(1):103-104.
Philippis, R.D., Ena, A., Guastini, M., Sili, G., Vincenzini, M. 1992. Factores
Affecting PHB Accumulation in Cyanobacteria and Purple Non-Sulfur Bacteria. FEMS
Microbiology Reviews, 103: 187-194.

Pinotti, M.H.P., Segato, R. 1991. Economic Importance of Cyanobacteria. Semina
Londrina, 12(4): 179-211.

Piorreck, M., Baasch, K.H., Pohl, P. 1984. Biomass Production, Total Protein,
Chlorophylls, Lipids and Fatty Acids of Freshwater Green and Blue-Green Algae under
Different Nitrogen Regimes. Phytochemistry, 23(2): 207-216.

Polat, S., Ozogul, Y. 2013. Seasonal Proximate and Fatty Acid Variations of Some
Seaweeds from the Northeastern Mediterranean Coast. Oceanologia, 55: 375-391.
Qureshi, A. A., Bradlow, B. A., Brace, L., Manganello, J., Peterson, D. M., Pearce,
B. C., Elson, C. E. 1995. Response of Hypercholesterolemic Shjects to Administration
of tTocotrienols. Lipids, 30(12):1171.

Qureshi, M. A., Ali, R. A. 1996. Spirulina platensis Exposure Enhances Macrophage
Phagocytic Function in Cats. Immunopharmacology and Immunotoxicology, 18(3):457-
463.

Qureshi, M. A., Garlich, J. D., Kidd, M. T. 1996. Dietary Spirulina platensis
Enhances Humoral and Cell-Mediated Immune Functions in  Chickens.
Immunopharmacology and Immunotoxicology, 18(3):465-476.

Ramadan, M.F., Asker, M.H.S., Ibrahim, Z.K. 2008. Functional Bioactive

76



Compounds and Biological Activities of Spirulina platensis Lipids. Czech Journal of
Food Science, 26: 211-222.

Ratledge, C. 1978. Degradation of Aliphatic Hydrocarbons. Developments in
Biodegradation of Hydrocarbons, 1: 1-46.

Ratledge, C. 2004. Fatty Acid Biosynthesis in Microorganisms Being Used for Single
Cell Oil Production. Biochimie 86: 807-815.

Ratledge, C. 2005. Single Cell Oils for the 21st Century. Single Cell Oils, 1-20.
Ratledge, C. 2006. Microbial Production of y- Linolenic Acid: Handbook of Functional
Lipids, Ed: Akoh, C.C. CRC Press, Boca Raton. pp:19-46

Ratledge, C. 2008. Microbial Lipids. Biotechnology Set, Second Edition, 133-197.
Ratledge, C., Cohen, Z. 2008. Microbial and Algal Oils: Do They Have a Future for
Biodiesel or as Commodity Oils? Lipid Technology, 20(1): 55-60.

Ratledge, C., Wynn, J.P. 2002. The Biochemistry and Molecular Biology of Lipid
Accumulation in Oleaginous Microorganisms. Advances in Applied Microbiology, 51:1-
51.

Reis, R.S., Xu, L., Lee, H., Chae, M., Thaden, J.J., Bharill, P., Tazearslan, C.,
Siegel, E., Alla, R., Zimniak, Ayyadevara, S. 2011. Modulation of Lipid Biosynthesis
Contributes to Stress Resistance and Longevity of C. elegansmutants. AGING, 3(2):
125-147.

Rhee, G., Lederman, T.C. 1983. Effects of Nitrogen Sources on P-Limited Growth of
Anabaena Flos-Aquael. Journal of Phycology, 19(2): 179-185.

Ribéreau-Gayon, P., Dubourdieu, D., Doneche, B., Lonvaud, A. 2000. Handbook of
Enology: The Microbiology of Wine and Vinifications, Vol. 1. Wiley, Sussex, England.
Richmond, A. 1986. Handbook of Microalgal Mass Culture. CRC Press, Boca Raton.
Richmond, A. 1988. Spirulina: Micro-algal biotechnology, Ed.: Borowitzka, M.A.,
Borowitzka, L.J., Cambridge University Press, pp: 85-121.

Richmond, A. 1992. Open Systems for the Mass Production of Photoautotrophic
Microalgae Outdoors: Physiological Principles. Journal of Applied Phycology, 4(3),
281-286.

Richmond, A. 2004. Handbook of Microalgal Culture; Biotechnology and Applied
Phycology. Blackwell Science, Oxford.

Rodolfi, L., Zittelli, G.C., Bassi, N., Padovani, G.,Biondi, N., Bonini, G., Tredici,
M.R. 2009. Microalgae for Oil: Strain Selection, Induction of Lipid Synthesis and
Outdoor Mass Cultivation in a Low-cost Photobioreactor. Biotechnology and
Bioengineering, 102(1): 100-112.

Rodrigues, M.S., Ferreira, L.S., Converti, A., Sato, S., Carvalho, J.C.M. 2010. Fed-
batch Cultivation of Arthrospira (Spirulina) platensis: Potassium Nitrate and
Ammonium Chloride as Simultaneous Nitrogen Sources. Bioresource Technology,
101(12): 4491-4498.

Rodriguez, R., Guerrero, M.G., Lara, C. 1994. Mechanism of Sodium/Nitrate
Symport in Anacystis nidulans R2. Biochimica et Biophysica Acta, 1187: 250-254.
Ronda, S.R., Kethineni, C., Parupudi, L.C.P., Thunuguntla, V.B.S.C., Vemula, S.,
Settaluri, V.S., Kandala, C.V. 2012. A Growth Inhibitory Model with SO Influenced
Effective Growth Rate for Estimation of Algal Biomass Concentration Under Flue Gas
Atmosphere. Bioresource Technology, 152: 283-291.

Rop, O., Balik, J., Reznitek, V., Jurikova, T., Skardova, P., Salag, P., Sochor, J.,
Miéek, J., Kramaiova, D. 2011. Chemical Characteristics of Fruits of Some Selected
Quince (Cydonia oblonga Mill.) Cultivars. Czech Journal of Food Science, 29, 65-73.

77



Rosa, A. Deidda, D., Serra, A., Deiana, M., Dessi, M.A., Pompei, R. 2005. Omega-3
Fatty Acid Composition and Biological Activity of Three Microalgae Species. Journal
of Food, Agriculture and Environment, 3(2): 120-124.

Roughan, P. G. 1989. Spirulina: A Source of Dietary Gamma-Linolenic Acid. Journal
of the Science of Food and Agriculture, 47(1): 85-93.

Rousch, J.M., Bingham, S.E., Sommerfeld, M.R. 2003. Changes in Fatty Acid
Profiles of Thermo-Intolerant Marine Diatoms During Temperature Stres. Journal of
Experimental Marine Biology and Ecology, 295: 145-156.

Salamatullah, A. 2014. Characterization of Extraction Methods to Recover Phenolic-
Rich Antioxidants from Blue Green Algae (Spirulina) Using Response Surface
Approaches. Yiiksek Lisans Tezi, University of Nebraska, Lincoln, Nebraska, 2014.

Salazar, M., Martinez, E., Madrigal, E., Ruiz, L., Chamorro, G. 1998. Subchronic
Toxicity Study in Mice Fed Spirulina maxima. Journal of Ethnopharmacology, 62(3),
235-241.

Sallal, A.K., Nimer, N.A., Radwan, S.S. 1990. Lipid and Fatty Acid Composition of
Freshwater Cyanobacteria. Journal of Genetic Microbiology, 136: 2043-2048.
Sanchez-Luna, L.D., Converti, A., Tonini, G.C., Sato, S., de Carvalho, J.C. 2004.
Continuous and Pulse Feedings of Urea as a Nitrogen Source in Fed-Batch Cultivation
of Spirulina platensis. Aquacultural Engineering, 31(3): 237-245.

Sanchez-Machado, D.I., Lépez-Hernandez, J., Paseiro-Losada, P. 2004. Fatty
Acids, Total Lipid, Protein and Ash Contents of Processed Edible Seaweeds. Food
Chemistry, 85:439-444.

Sandeep, K.P., Shukla, S.P., Vennila, A., Purushothaman, C.S., Manjulekshmi, N.
2015. Cultivation of Spirulina (Arthrospira) platensis in Low Cost Seawater Based
Medium for Extraction of Value Added Pigments. Indian Journal of Geo-Marine
Sciences, 44(3):

Sarikaya, A.O., Ulusoy, E., Oztiirk, N., Tuncel M., Kolayli, S. 2008. Antioxidant
Activity and Phenolic Acid Content and Chestnut Honey and Propolis, Journal of Food
Biochemistry, 33: 470-481

Sassano, C.E.N., Gioielli, L.A., Almeida, K.A., Sato, S., Perego, P., Converti, A.,
Carvalho, J.C.M. 2007. Cultivation of Spirulina platensis by Continuous Process
Using Ammonium Chloride as Nitrogen Source. Biomass and Bioenergy, DOI:
10.1016/j.biombioe.2007.04.001

Satoh, A., Kato, M., Yamato, K., Ishibashi, M., Sekiguchi, H., Kurano, N.,
Miyachi, S., 2010. Characterization of the Lipid Accumulation in a New Microalgal
Species, Pseudochoricystis ellipsoidea (Trebouxiophyceae). Journal of the Japan
Institute of Energy, 89: 909-913.

Satyanarayana, U., Chakrapani, U. 2013. Essentials of Biochemistry. Books and
Allied Private Limited, Kolkata.

Schubert, L.E. 1988. The use of Spirulina (Cyanophyceae) and Chlorella
(Chlorophyceae) as Food Sources for Animals and Humans: Progress in Phycological
Research. Ed.: Round, F.E., Chapman, V.J. pp: 237-254.

Sharathchandra, K., Rajashekhar, M. 2011. Total Lipid and Fatty Acid Composition
in Some Freshwater Cyanobacteria. Journal of Algal Biomass Utilization, 2: 83-97.
Shifrin, N.S., Chisholm, S.W. 1981. Phytoplankton Lipids: Interspecific Differences
and Effects of NOs, Silicate and Light-Dark Cycles. Journal of Phycology, 17: 374-384.
Shlaby, E., Shanab, S. 2013. Antioxidant Compounds, Assays of Determination and
Mode of Action. African Journal of Pharmacy and Pharmacology, 7(10):528-539.

78


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBsQFjAAahUKEwjckOPsgrbHAhVIBBoKHc8gB10&url=http%3A%2F%2Fwww.speciation.net%2FDatabase%2FJournals%2FJournal-of-Food-Agriculture-and-Environment-%3Bi2895&ei=9-vUVZy5PMiIaM_BnOgF&usg=AFQjCNE2t9deILjKG8B9RlEtP_VNeU0yvA&sig2=RB4lUg3ySC59wgkoRQazxg&bvm=bv.99804247,d.bGg
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBsQFjAAahUKEwjckOPsgrbHAhVIBBoKHc8gB10&url=http%3A%2F%2Fwww.speciation.net%2FDatabase%2FJournals%2FJournal-of-Food-Agriculture-and-Environment-%3Bi2895&ei=9-vUVZy5PMiIaM_BnOgF&usg=AFQjCNE2t9deILjKG8B9RlEtP_VNeU0yvA&sig2=RB4lUg3ySC59wgkoRQazxg&bvm=bv.99804247,d.bGg

Silveira, S. T., Burkert, J. F. M., Costa, J.A.V., Burkert, C.A.V., Kalil, S.J. 2007.
Optimization of Phycocyanin Extraction from Spirulina platensis Using Factorial
Design. Bioresource Technology, 98(8): 1629-1634.

Simopoulos, A.P. 1999. Essential Fatty Acids in Health and Chronic Disease. American
Journal of Clinical Nutrition, 70(3): 560-5609.

Singleton, V., Rossi, J. A. 1965. Colorimetry of Total Phenolics with
Phosphomolybdic-Phosphotungstic Acid Reagents. American Journal of Enology and
Viticulture, 16(3): 144-158.

Siron, R., Giusti, G., Berland, B. 1989. Changes in Fatty Acid Composition of
Phaeodactylum tricornutum and Dunaliella tertiolacta During Growth and Under
Phosphorus Deficiency. Marine Ecology Progress Series, 55: 95-100.

Southgate, D.A.T. 1990. Dietary Fiber and Health: Dietary Fiber; Chemical and
Biological Aspects, Ed.: Southgate, D.A.T., Waldron, K., Johnson, I.T., Fen-wick, G.R.,
The Royal Society of Chemistry, Cambridge, pp: 10-19.

Suddaby, D. 1992. Essential Fatty Acids—A Review of Their Biochemistry, Function,
Interaction and Clinical Applications. Croda Universal, Hull, 230 pp.

Sukenik, A., Carmeli, Y., Berner, T. 1989. Regulation of Fatty Acid Composition by
Irradiance Level in the Eustigmatophyte Nannochloropsis sp. Journal of Phycology, 25:
686-692.

Tanaka, Y., Teramoto, H., Inui, M., Yukawa, H. 2008. Regulation of Expression of
General Components of the Phosphoenolpyruvate: Carbohydrate Phosphotransferase
System (PTS) by the Global Regulator SugR in Corynebacterium glutamicum. Applied
Microbiology and Biotechnology, 78(2):309-318.

Tee, E. S., Lee, C. Y. 1992. Carotenoids and Retinoids in Human Nutrition.Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 31(1-2):103-163.

Tibbetts, S.M., Milley, J.E., Lall, S.P. 2014. Chemical Composition and Nutritional
Properties of Freshwater and Marine Microalgal Biomass Cultured in Photobioreactors.
Journal of Phycology, 27(3): 1109-11109.

Tokusoglu, O., Unal, M.K. 2003. Biomass Nutrient Profiles of Three Microalgae :
Spirulina platensis,Chlorella vulgaris and Isochrisis galbana. Journal Food Science,
68(4)1144- 1148.

Tomaselli, L. 2004. The Microalgal Cell. Handbook of Microalgal Culture:
Biotechnology and Applied Phycology, 3.

Torzillo, G., Sacchi, A., Materassi, R. 1991. Temperature as an Important Factor
Affecting Productivity and Night Biomass Loss in Spirulina platensis Grown Outdoors
in Tubular Photobioreactors. Bioresource Technology, 38(2): 95-100.

Torzillo, G., Vonshak, A. 2003. Biotechnology of Algal Mass Cultivation. Recent
Advances in Marine Biotechnology, 9: 45-77.

Tsao, R., Deng, Z. 2004. Separation Procedures for Naturally Occurring Antioxidant
Phytochemicals. Journal of Chromatography B, 812(1): 85-99.

Tvrzicka, E., Kremmyda, L.S., Stankova, B., Zak, A. 2011. Fatty Acids as
Biocompounds: Their Role in Human Metabolism, Health and Disease—A Review. Part
1: Classification, Dietary Sources and Biological Functions. Biomedical Papers, 155(2):
117-130.

Uauy, R. and A. D. Dangour. 2006. Nutrition in Brain Development and Aging: Role
of Essential Fatty Acids. Nutritional Reviews, 64(5 Pt 2):24-33.

Uslu, L., Isik, O., Kog¢, K., Goksan, T. 2011. The Effects of Nitrogen Deficiencies on
the Lipid Contents of Spirulina platensis. African Journal of Biotechnology, 10(3): 386-

79



380.

Uylaser, V. 2000. Karotenoidler ve Baz1 Ozellikleri. Gida (Diinya Yayinlari),6:(12),
79-84.

Van den Hoek, C., Mann, D.G., Jahns, H.M. 1995. Structure and Characteristics of
the Cyanophyta. In: Algae: An Introduction to Phycology. Cambridge University Press,
Cambridge, p. 24-32.

Vance, J.E., Vance, D.E. 2008. Biochemistry of Lipids, Lipoproteins and Membranes.
Elsevier. 639 pp.

Vazhappilly, R., Chen, F. 1998. Eicosapentaenoic Acid and Docosahexaenoic Acid
Production Potential of Microalgae and Their Heterotrophic Growth. JAOCS 75(3):
393-397.

Vermerris, W., Nicholson, R. 2006. Families of Phenolic Compounds and Means of
Classification. In: Phenolic Compound Biochemistry., Springer Netherlands, pp: 1-34.
Vonshak, A. 1997. Spirulina platensis (Arthrospira) Physiology, Cell-biology and
Biotechnology. Taylor & Francis, London.

Wada, H., Murata, N. 1990. Temperature-Induced Changes in the Fatty Acid
Composition of the Cyanobacterium Synechocystis PCC6803. Plant Physiology, 92:
1062-1069.

Walter, A., de Carvalho, J.C., Soccol, V.T., de Faria, A.B.B., Ghiggi, V., Soccol,
C.R. 2011. Study of Phycocyanin Production from Spirulina platensis Under Different
Light Spectra. Brazilian Archieves of Biology and Technology, 54(4): 675-682.
Watkins, B.A. 1991. Importance of Essential Fatty Acids and Their Derivatives in
Poultry. The Journal of Nutrition, 121(9):1475-85.

Weete, J.D. 1980. Lipid Biochemistry of Fungi and Other Organisms. Plenum Press.
London.

Wildman, R.E.C. 2001. Nutraceuticals; A Brief Review of Historical and Teleological
Aspects: Handbook of Nutraceuticals and Functional Foods, CRC Press, Boca Raton,
FL. pp: 2-12.

Wynn, J.P., Ratledge, C. 2005. Oils from Microorganisms. Bailey's Industrial Oil and
Fat Products. 3:5.

Xue, F., Miao, J., Zhang, X., Tan, T. 2010. A New Strategy for Lipid Production by
Mix Cultivation of Spirulina platensis and Rhodotorula glutinis. Applied Biochemistry
and Biotechnology, 160(2): 498-503.

Zarrouk, C. 1966. Contribution a L'etude D'une Cianophycee: Influence de Divers
Facteurs Physiques Et Chimiques Sur la Croissance Et la Photosynthese de Spirulina
Maxima (Setch. Et Garndner) Geitler: Faculte des Sciences, Universite de Paris.

Zhila, N.O., Kalacheva, G.S. Volova, T.G. 2005. Effect of Nitrogen Limitation the
Growth and Lipid Composition of the Green Algae Botryococcus braunii Kiitz IPPAS
H-252. Russsian Journal of Plant Physiology, 52(3): 357-365.

80



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Oya Irmak SAHIN CEBECI
Dogum Yeri ve Tarihi : Ankara, 17.01.1985
Yabanci Dili : Ingilizce

Egitim Durumu

Lise : Bursa Gazi Anadolu Lisesi, 1995-2002
Lisans : Ege Universitesi, 2002—2007
Yiksek Lisans : Uludag Universitesi, 2007—-2010
Doktora : Uludag Universitesi, 2011-2015
Calistign Kurum : Yalova Universitesi, 2011-
[letisim : oyairmak@gmail.com, isahin@yalova.edu.tr
Yayinlar

Aka Kayguluoglu, A., Akpinar Bayizit, A., Sahin Cebeci, O.l. 2014. Evaluation
of physicochemical and sensory properties of green olive pastes. Indian Journal of
Traditional Knowledge, 13(4): 654-658.

Sahin, O.1., Akpinar Bayizit, A., Canan, B. 2013. Determination of Fatty Acids
from Spirulina platensis under Different Extraction Methods. Current Opinion in
Biotechnology, 24(1): 91-92.

Ozcan, T., Akpinar Bayizit, A., Sahin, O.I.,, Yilmaz Ersan, L. 2011. The
Formation of Polycyclic Hydrocarbons during Smoking Process of Cheese.
Mljekarstvo, 61(3): 193-198.

Yilmaz Ersan, L., Akpinar Bayizit, A., Ozcan, T., Sahin, O.l., Aydinol, P.
2011. Assesment of Some Microbiological and Chemical Properties of Pismaniye
Sweet. African Journal of Microbiology Research, 5(9): 1119-1122.

Akpinar Bayizit, A., Ozcan, T. Sahin, O.l,, Yilmaz Ersan, L. 2010. The
Utilisation of Microbial poly-hydroxyalkanoates (PHA) in Food Industry.
Research Journal of Biotechnology, 5 (3): 76-79.


mailto:oyairmak@gmail.com
mailto:isahin@yalova.edu.tr

Ozcan, T., Yilmaz Ersan, L, Akpinar Bayizit, A., Sahin, O.1., Aydinol, P. 2010.
Viability of Lactobacillus acidophilus LA-5 and Bifidobacterium bifidum BB-12 in
Rice Puding. Mljekarstvo, 60 (2): 135-144.

Sahin, O.I.,, Aka, A., Akpinar-Bayizit, A., Baltas-Minas, E. 2010. Piyasada
Satilan Yesil Zeytin Ezmelerinin Kimyasal ve Duyusal Ozellikleri. U.U. Ziraat
Fakiiltesi Dergisi, 24 (1): 11-24.

Aka, A., Sahin, O.I.,, Akpmar-Bayizit, A. 2009. Nanokompozit Filmlerin Gida
Sanayi Uygulamalari. TMMOB Gida Miihendisligi Dergisi, 13 (29): 54-61.

82



