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SAMMENDRAG

I forsgket ble fglgende algearter benyttet: Chaetoceros calcitrans, Chaetoceros miielleri,
Skeletonema costatum, Pavlova lutheri, Isochrysis galbana (klon T-Iso), Nannochloropsis

oculata og Tetraselmis sp.

Batchkultur (1 1 mélesylinder) ble benyttet for & karakterisere algene ved ulik temperatur og
pH. Veksthastigheten (dag'l) til de forskjellige artene ble bestemt, og klorofyllinnholdet hos S.
costatum, C. miielleri, I. galbana og Tetraselmis sp. ble malt. Cellestgrrelsen gjennom
vekstfase, celleantall, pHtoleranse, karbon-, fosfat-, og nitrogeninnhold ble beregnet fra

kulturer dyrket ved 20°C.

C. calcitrans, C. miielleri, I. galbana og N. oculata ble i tillegg dyrket semikontinuerlig i 200
1 sylindere. Dyrkingen ble gjennomfgrt ved 4%, 40% og 60% av Hmaks for & studere effekten
av vekstbegrensning pa lipid og karbohydrat innhold, samt biomasseproduksjon og stabilitet
frem til kulturen skulle hgstes. C. calcitrans ble ikke dyrket ved 4% av [ da det oppstod

problemer med ciliaten Euplotes sp. Alle forsgk ble gjort med kontinuerlig belysning.

I bade batch- og semikontinuerligkultur var veksten begrenset av fosfor, og mikroalgenes

biokjemiske respons til gkt begrensning var artsavhengig.

Med unntak av P. lutheri og N. oculata viste mikroalgene stor variasjon i spesifikk
veksthastighet (dag™) i omréadet 16°C - 24°C. Det var bare Tetraselmis sp. og C. miielleri som
hadde vekst ved temperaturer >27°C. Det ble ogsa vist at kun C. miielleri, N. oculata og
Tetraselmis sp. hadde vekst ndr kulturene ble innokulert ved pH 6. Ved nevnte pH var
maksimal veksthastighet (dag™) lavere enn ved pH 7.5-8.5, og da spesielt for C. miielleri. Ved
forsgk uten tilsats av ekstra CO, var biomassen ved vekststagnasjon opptil 3 ganger lavere

enn nar CO, ble tilfgrt.

Hos I. galbana og P. lutheri (Haptophyceae) gkte karboninnholdet per celle med tettheten pa
kulturen, mens nitrogeninnholdet avtok. Hos de andre artene minket bdde karbon og

nitrogeninnholdet med gkt celletetthet. Med unntak av N. oculata viste forholdet mellom



nitrogen og karbon en avtagende tendens ved gkt celletetthet. Hos A oculata gkte N/C-

forholdet for deretter & avta ved hgyere cellekonsentrasjoner.

Artene som var >10pm hadde stgrst karbon:klorofyll a forhold (vekt).

Nar veksthastigheten til de semikontinuerlige kulturene gikk ned gkte totalt lipidinnhold hos
samtlige arter. Sett under ett rommet N. oculata mest lipid (mg/g TV), mens C. calcitrans
inneholdt minst. Hos I galbana minket kvantitativt innhold av HUFA ved nedgang i
veksthastighet, mens det gkte for de andre algeartene. Av artene som ble dyrket
semikontinuerlig inneholdt N. oculata mest (mg/g TV) EPA (20:5w3). Mengden av denne
fettsyren var noe lavere i C. miielleri og C. calcitrans (Bacillariophyceae) og manglet nesten
helt i I. galbana. I. galbana rommet desidert mest DHA (22:6w3), mens Bacillariophyceae
kun hadde smé mengder, og N. oculata manglet denne fettsyren. AA (20:4m6) ble funnet i
samtlige arter, men i sveert sma mengder hos C. calcitrans. Bacillariophyceae inneholdt lite

3 fettsyrer (mg/g TV).

Sett under ett inneholdt Bacillariophyceae mest karbohydrat. N. oculata og C. miielleri
rommet mest karbohydrat ved 4% av ks, meN det var bare C. miielleri som hadde en
systematisk gkning fra 60% - 4% av Wmaks. I galbana og C. calcitrans lagret ikke karbohydrat
ved gkt neringsbegrensning, og inneholdt mest karbohydrat ved 60% av [maks- B-1,3-glucan
fulgte samme mgnster som totalt karbohydrat. Hos I galbana, C. miéelleri og C. calcitrans
utgjorde B-1,3-glucan mer enn 40 prosent av totalt karbohydrat uansett veksthastighet, og ved
60% av Pmaks utgjorde B-1,3-glucan nesten all karbohydrat i C. calcitrans. Hos N. oculata

utgjorde B-1,3-glucan mindre enn 12 prosent av totalt karbohydrat

Produksjonen av karbon og lipid var stgrst ved 40% av Miaks. Totalt produserte C. calcitrans
mest karbon (g dag), mens I. galbana produserte mest lipid. C. calcitrans hadde stgrst

produksjon av karbohydrat, og av dette var mer enn 95% B-1,3-glucan.
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Havard Y. Jorgensen. INnledning.

1. INNLEDNING

1.1 Mikroalger og akvakultur

Mikroalger (ogsé kalt «alger» i oppgaven) brukes som for i kommersiell akvakultur. Algene
anvendes i tidlige stadier av produksjonen av fisk, i larvefasen av enkelte krepsdyrarter og ved
oppdrett av skjellyngel (Pillay, 1990). Alger blir ogsd brukt som for i produksjonen av
zooplankton (rotatorier, copepoder og Artemia) som igjen brukes i startforingen av krepsdyr

og fiskelarver (Brown m.fl., 1989; Pillay, 1990).

Per dags dato har bruken av mikroalger i Norge fgrst og fremst vert knyttet til oppdrett av
marine fiskearter. Det er vist stgrre overlevelse av fiskelarver ved tilsats av alger til vannet
(Reitan m.fl., 1993), og algene inngdr bdde direkte og indirekte som for til yngel. Algene tas
opp direkte ved at fiskeyngel aktivt furasjerer pa algeceller (Reitan m.fl., 1994a; Tytler m.fl.,
1997), indirekte ved at yngel furasjerer pa rotatorier/Artemia som filtrerer alger som er tilsatt
yngeldyrkingstanken (Reitan m.fl., 1993). Hypoteser som prgver 4 forklare gkt overlevelse av
fiskelarver inkluderer oppfgrsel (Naas m.fl., 1992), mikrobiologisk aktivitet (Nicolas m.fl.,
1989) og erneringsmessige forhold (Moffat, 1981; Reitan m.fl., 1993).

Under produksjon av kamskjellyngel (Pecten maximus) er det ngdvendig med alger som for i
to faser: Den fgrste fasen er fra klekking (80 um), gjennom larve og post-larvestadiet, til yngel
(15 mm), og den andre fasen er ved kondisjonering av stamdyr. Innpumpet naturlig sjgvann
kan vare et alternativt foringssystem, men problemer kan oppstd pid grunn av ustabil
produksjon i sjgen (Strand og Mortensen, 1995). Nér yngelen har nadd en stgrrelse pd omtrent
15 mm, settes de ut i nett eller kasser i sjgen (mellomkultur). I mellomkultur og bunnkultur vil
skjell livnzre seg av blant annet frittlevende mikroorganismer i vannmassene. I disse fasene
vil det derfor ikke vere ngdvendig med kultivert for, og dette gjgr kamskjellproduksjonen
miljgvennlig (Strand og Mortensen, 1995). I 1993 og 1995 ble det produsert henholdsvis 0,2
og 1,5 millioner kamskjellyngel (15 mm) per ar (Magnesen, 1996). 1 1996 og 1997 gkte ikke
produksjonen, men stabiliserte seg rundt 1,5 millioner (Magnesen, 1998). Fra dette avsnitt vil
betegnelsen yngel innbefatte alle stadier fgr kamskijellet settes ut i mellomkultur (15 mm).

Det hgstes i dag over 1 million tonn kamskjell &rlig i verden, og fisket pa naturlige bestander

utgjgr bare en fjerdedel av denne produksjonen. Pi grunn av overfiske er det innfgrt

1



Havard Y. Jgrgensen. Innledning .

reguleringer pa hgsting av naturlige bestander i de fleste fiskerier i verden, og produksjon fra
fiskerier og akvakultur klarer idag ikke & dekke den store etterspgrselen pa markedene (Strand
og Mortensen, 1995). For & imgtekomme etterspgrelsen har det i Norge vert gjort flere forspk
pd 4 samle inn vill kamskjellyngel med yngelsamlere i den perioden det finnes pelagiske
larver i sjgen. Men bruken av samlere har si langt ikke vert sarlig vellykket, og dette har

gjort det ngdvendig med kunstig produksjon av yngel (Strand og Mortensen, 1995).

I naturlig miljg bestar fgden til skjell (Patinopecten yessoensis Jay) av bide planteplankton,
detritius (dgdt organisk materiale), sporer, egg, bakterier og andre mikroorganismer. Avhengig
av lokalitet og arstid vil enten detritus eller planteplankton vare viktigste fgde (Mikulich og
Tsikhon-Lukanina, 1981). For 4 dekke skjellyngelens komplekse ernzringsbehov bruker
mange oppdrettere en blanding av to eller tre algearter ved oppdrett av skjell. Dette har vist &
gi bedre vekst og overlevelse enn forsgk med en algeart (Gruffydd og Beaumont, 1972). Det
benyttes mange ulike algearter ved oppdrett av skjellyngel. Noen av disse er: Chaetoceros
calcitrans, Chaetoceros gracilis, Skeletonema costatum, Thalassiosira pseudomonas, Paviova
lutheri, Isochrysis galbana, Chlorella sp. og Nannochloropsis oculata (Brown m.fl., 1989;
Pillay, 1990).

1.2 Produksjon av mikroalger
Mikroalger dyrkes ved forskjellige metoder. Felles for produksjonsmetodene er at kulturene

bobles med luft, eller en blanding av luft og CO,, og tilsettes naringsstoffer. Neeringsstoffene
kan tilsettes i bade organisk og uorganisk form. I utviklingsland er den organiske formen
lettest tilgjengelig og brukes derfor mest (Pillay, 1990). Det finnes flere former for uorganisk
neringsmedium, men i de fleste tilfeller inngér makronaringsstoffene fosfat og nitrat, og ogsa
silikat hvis det dyrkes Bacillariophyceae (Pillay, 1990). Mange produsenter bruker lite
raffinerte metoder ved dyrking av alger. Dette resulterer ofte i at kulturene bestér av flere
arter, og i varmere strgk (gsten) har store utendgrstanker/dammer med 8-40 tonns kapasitet
blitt benyttet med stort hell (Pillay, 1990). Vannet til dammene hentes i overflaten pd
nerliggende vannkilder, tilsettes uorganisk eller organisk gjgdsel og blir ofte boblet med
trykkluft (Pillay, 1990). Mange av algeartene som brukes i akvakultur vokser raskest rundt 16-
24°C, og i Norge er det derfor vanskelig & benytte utendgrstanker pd helérsbasis uten kunstig

oppvarming (Reitan, 1997). I stedet benyttes det kunstig oppvarmet vann (200-800 1) som er



Hivard Y. Jgrgensen. Innledning .

filtrert, og/eller behandlet med klor og tilsatt neringsstoffer. Vannet i algekulturen behandles
og oppskaleres gradvis for 4 unngé oppblomstring av ugnskede algearter, ciliater og bakterier
(Reitan, pers. med.). I Norge dyrkes det monokulturer og det satses pa enkelte kvalitetsarter
hvor neringsinnholdet er forholdsvis godt kjent. Monokultur gjgr det lettere & kontrollere det
erneringsmessige innholdet til foret, men selv om hovedkomponentene i mikroalgene er
kartlagt, ligger det en utfordring i & finne ut nér algene skal hgstes for & gi optimalt innhold av
neringsstoffer og hgy produksjon. Opplysninger om den enkelte arts respons til neringsstatus
i algecellene (Fig. 1.1), lysbegrensning eller pH i dyrkingsmediumet (mangel pd karbon)

inngar som viktige faktorer for mer effektivisert produksjon av mikroalger.

1.2.1 Neeringsbegrensning:

Nir biomassen i en algekultur gker vil N/C og P/C per algecelle gi ned. Ved naringsmangel
vil det kun vare et neringsstoff som er begrensende ved et gitt tidspunkt (Droop, 1974). I
tilfeller hvor det samtidig er flere neringsstoffer med suboptimal konsentrasjon, vil den
begrensende nering vere den som resulterer i lavest veksthastighet. Ved nzringsbegrensning
vil alger kunne lagre lipider og/eller karbohydrater (Siron m.fl, 1989; Sukenik og Livne,
1991; Sukenik m.fl., 1993; Brown m.fl., 1993; Reitan m.fl., 1994b; Brown m.fl., 1996).
Denne responsen skyldes mest sannsynlig at algene pa grunn av neringsmangel ikke er i stand
til & fortsette proteinsyntesen. Dette hindrer celledelingen og fotosynteseprodukter hopes

dermed opp i algecellene (Sukenik og Livne, 1991).

Det optimale N/P-forhold (vekt) er artsavhengig, og et eksempel pd dette er Skeletonema
costatum som har optimalt N/P - forhold pa 3,7, sammenlignet med Emiliania huxleyi som har
optimal N/P - forhold pd 8,1 (Sakshaug m.fl., 1983). Ved gjpdsling av polykulturer kan
forskjellene i optimalt N/P - forhold utnyttes til 4 styre artssammensetningen i algesamfunnet
(Reitan, 1997). Normalt vil de fleste marine arter ha et optimalt N/P-forhold p& omtrent 7,1
2,6 (Olsen og Jensen, 1989). Generelt antas det at N/C og P/C forholdet (vekt) for nitrogen-
og fosformettede celler henholdsvis ligger mellom 0,163 - 0,186 og 0,016 - 0,044. N/P forhold
(vekt) fra 11,76 og oppover tilsvarer P begrensning for de fleste arter (Sakshaug og Olsen,
1986).
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I ferskvann er det som oftest fosfor som er begrensende faktor, mens alger som lever i havet
vanligvis er begrenset av nitrogen (Haug og Myklestad, 1973). Pd laboratorium er
begrensende faktor avhengig av hvilket medium som benyttes. Hvis det for eksempel benyttes
£/2 medium (Guillard og Ryther, 1962), med N/P-forhold pa 11/1 (vekt), vil veksten til de
fleste marine alger mest sannsynlig veere fosforbegrenset. Dette skyldes at f/2 mediumet sin
N/P-sammensetning er hgyere enn optimalt N/P-forhold hos de fleste alger (Reitan m.fl,
1994b). Da mange algearter kan lagre fosfor (Sakshaug m.fl., 1983), trenger ikke lavt N/P-
forhold & indikere nitrogenbegrensning. Bade N/P, P/C og N/C-forholdet ma vere kjent fgr en
kan fastsld hvorvidt N eller P er begrensende faktor (Olsen og Jensen, 1989).

pP/C

Qpo umax

C/P

Figur 1.1: Viser veksthastigheten (1) som funksjon av P/C- og C/P-forholdet. Qy, er det minste P/C-forhold som

gir vekst (Olsen, pers. med.).

1.2.2 Lysbegrensning:

Ved dyrking av alger kan en i tilfeller med lite lys (tette kulturer) fa lysbegrenset vekst. Dette
betyr at algene har tilstrekkelig tilgang pé neringsstoffer, men for lite lys til & opprettholde
veksten. Lysforhold som produserer stgrst mengde essensielle fettsyrer er artsspesifikke, og
Nannochloropsis sp. har vist seg & inneholde relativt mer av fettsyren EPA (20:5®w3) nar den
dyrkes ved lysbegrensing (Sukenik og Carmeli, 1989). I kulturer med lite lys vil en finne
algeceller med hgyt klorofyll a og lavt karbohydrat innhold (Renaud m.fl., 1991; Brown m.fl.,
1996). Innholdet av klorofyll a kan ogsa gke med stigende temperatur (Molina m.fl., 1991;
Thompson m.fl., 1992), eller vare uavhengig av temperatur (Sigaud og Aidar, 1993). En
mulig mite & sjekke om en har lysbegrensning er & tilsette mer nering til kulturen etter at

veksten har stagnert. Hvis de andre abiotiske forholdene er tilfredsstillende, og kulturen da
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ikke fortsetter & vokse er produksjonen sannsynligvis begrenset av lys (Fig. 1.2) (Harrison

m.fl., 1990).

I tillegg til lysstyrken har ogsd lysregimet betydning for biokjemisk innhold. Det er vist at S.
costatum inneholder mer B-1,3-glucan og har stgrre biomasseproduksjon nér den er dyrket ved

12t dag/natt, enn nar den vokser under kontinuerlig belysning (Varum m.fl,, 1986; Brunet

m.fl., 1996).

N Lysbegrensning

@ringsbegrensning

Tid

Figur 1.2: Viser biomasse (N) som funksjon av tid ved lysbegrensning og naringsbegrensning.

1.2.3 pH og/eller karbon begrensing:

I tillegg til lys og nzring kan veksten til alger ogsd bli begrenset av hgy pH eller mangel pa
karbon (Reitan, pers. med.). Vanlig sjgvann har pH mellom 8,0-8,5, og ved denne pH
foreligger karbon i stor grad i form av. HCOj' (bikarbonat). Da algene fgrst og fremst tar opp
karbon i form av CO, (Kaplan m.fl., 1986), vil likevekten i CO; - H,CO; - HCO5 - CO32'
systemet forskyves, og det produseres OH'. Dette gjgr at pH stiger, og ved pH 9,0-10 er den
vanligste karbonforbindelsen COgZ' (karbonat). CO32' omdannes til CO, ved hydrolyse, og nir
algene tar opp CO, heves pH ytterligere (Kaplan m.fl., 1986). For 4 unnga hgy pH kan
algekulturen tilfgres ekstra CO,, pulsvis eller kontinuerlig, eventuelt bobles med luft (Reitan,

pers. med.).
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1.3 Lipid og karbohydrat i mikroalger.

1.3.1 Lipid:

Lipider er en gruppe stoffer som har til felles at de er ulgselige i vann, men lgselige i
ikkepolare 1gsningsmiddel slik som Kloroform, hydrokarboner og alkoholer (Gurr og
Harwood, 1991). Lipider deles inn i polare- og upolare lipider. De polare lipidene deles videre
inn i fosfolipider og glykolipider, mens de viktigste upolare lipidene er triglyserider og
hydrokarboner (Pohl og Zurheide, 1979). Lipidene har bide en strukturell, lagrende og
metabolsk funksjon. De spiller ogsa en viktig rolle i biologiske membraner som har som
oppgave & beskytte organismen mot miljget rundt seg (Stryer, 1995). Lipidets funksjon i
membranene er & hindre vann og andre molekyler i & trenge gjennom overflaten (Gurr og

Harwood, 1991).

Basal enheten i mange lipider er fettsyrer (Fig. 1.3). Dette er kjeder som inneholder opptil 26
karbon atomer. PUFA (polyunsaturated fatty acids) symboliserer alle fettsyrer med mer enn en
dobbeltbinding, mens HUFA (highly unsaturated fatty acids) inkluderer de fettsyrer som har 4
eller flere dobbeltbindinger, og 20 eller flere karbonatomer. Karbon-karbon dobbeltbindingene
er stive og fgrer til at molekylene har «knekkpunkter». Med flere dobbeltbindinger fér
fettsyrene en irregulaer form, og kan ikke krystallere pa en enkel mate slik som mettede

fettsyrer (Mauseth, 1995).

HiC U m AN COOH

Figur 1.3 Viser eicosapentaenoic syre (fettsyre), ogsa kjent som EPA. EPA har kjemisk formel 20:503, hvor 20
star for antall karbon, 5 for antall dobbeltbindinger og @3 for at karbon nummer tre, fra metylgruppen (CHs), har
fgrste dobbeltbinding festet til seg.

Alger syntetiserer alle fettsyrer fra grunnen (Moreno m.fl., 1979; Kayama m.fl., 1989).
Enzymene som blir benyttet ved desaturering betegnes med Ax, hvor X forteller hvilket
karbonatom dobbeltbindingen blir plassert etter, regnet fra karboksylsyregruppen (Stryer,
1995). Hos alger blir fettsyrer som ikke er mer umetted enn 18:1m9 syntetisert i kloroplaster.
Fra kloroplasten transporteres 18:109 til cytosoliske deler og inkorporeres i
phosphatidylcholine (fosfolipid), hvor den videre umettingen av fettsyrene skjer (Kayama

m.fl., 1989). T eksponentielt voksende kulturer av P. tricornutum (Bacillariophyceae), er
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18:109 rapportert & veere en forlgper for biosyntesen av flerumettede fettsyrer, bdde innen ®3
og 06 familien (Moreno m.fl., 1979). 18:109 blir desaturert til 18:2m6 ved hjelp av enzymet
A12 desaturase, og 18:2w6 blir desaturert til 18:3m3 av Al5 desaturase (Fig. 1.4; Moreno
m.fl., 1979; Gurr og Harwood, 1991). Den videre forlenging og desaturering av bade 18:2m6
og 18:3m3 utfgres av A5- og A6- desaturaser. Dette resulterer i biosyntesen av 20:406 (AA),
20:5@3 (EPA) og 22:6m3 (DHA). Dyr har A9 og A6 desaturase, men mangler enzym (Al2 og
A15 desaturase) for 4 introdusere dobbeltbindinger til karbonatomer utenfor C9 i kjeden (fra
COOH). I motsettning til alger kan dyr derfor ikke syntetisere linoleat (18:2w6) og linolenate
(18:3m3), som er viktig for dannelsen av de langkjedete @6 og @3 fettsyrene, og disse fettsyrer
m4 tilfgres med kosten (Moreno m.fl., 1979; Stryer, 1995). Skjellyngel kan til en hvis grad
desaturere og forlenge 18:2w6 og 18:3003, men disse reaksjonene skjer for sakte til &
opprettholde vekst (Brown m.fl., 1989). For & optimalisere veksten bgr derfor yngelen fores
med mikroalger som inneholder PUFAene AA, EPA og DHA (Langdon og Waldock, 1981;
Delaunay m.fl., 1993).

Acetat

1
d
14:0
A
16:0 —22 5 161
N
18:0 — 2295 16100 —22 5 18206 A s 53w
LA 6 des L AGdes
18:306 18:403
d l
20:306 20:403
LA 5 des L A5 des
20:406 20:503
4
22:503
1
22:603

Figur 1.4: Viser mulige veier for desaturering, forlenging og forkorting av fettsyrer i marine alger (Moreno m.fl.,

1979).
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1.3.2 Karbohydrat:

I tillegg til lipid er karbohydrat en av hovedkomponentene i algecellene. Karbohydrater er
aldehyder eller ketoner med flere hydroksylgrupper. Hos dyr og planter har karbohydrat flere
hovedfunksjoner: (1) Karbohydrater finnes som energireserver, brennstoff og metabolske
mellomprodukter. ATP er et fosforylert sukkerderivat, og det er ogsd mange coenzymer. (2)
Sukkerene ribose og deoxyribose inngir som en del av strukturen i henholdsvis RNA og
DNA. (3) Karbohydrat er lenket til mange protein og lipider. (4) Karbohydrat inngér som

strukturelle elementer i cellevegger hos bakterier og planter (Stryer, 1995).

Karbohydrater dannes via lysreaksjonen som omdanner lysenergi til kjemisk energi ved hjelp
av ATP og NADPH. Calvinsyklusen, som finner sted i stroma i kloroplasten, bruker ATP og
NADPH fra lysreaksjonen for & omdanne CO; til karbohydrat (Campell, 1993). Det direkte
produktet fra «en runde» i Calvinsyklusen er ett molekyl glyceraldehydfosfat. Dette sukkeret
kan inngd i glukoneogenesen i cytoplasma og danne glukose (Mauseth, 1995), eller videre i
syntetiseringen av protein, lipid og andre produkter. Sukker fra Calvinsyklusen utgjgr

rAmaterialet for all cellulzr respirasjon (Campell, 1993).

Monosakkarider, disakkarider og polysakkarider utgjgr totalt karbohydrat (Duffus og Duffus,
1984). Algenes polysakkarider kan videre deles inn i tre hovedgrupper avhengig av funksjon:
(1) Fiberaktige glykaner, som inkluderer cellulose, chitin, mannaner, glucomannaner og
xylaner. (2) Matrix, eller dekkende materialer, som tilsvarer hemicellulose (binder cellulose
mikrofibriller sammen) i hgyere planter. (3) Polysakkarider som brukes som lager eller
matreserve, her inkluderes stivelse og B-1,3-glucan (Duffus og Duffus, 1984, Myklestad,
1989; Campbell, 1993; Mauseth, 1995). Lagringsformen til algene artsavhengig (Hoek m.fl.,
1995).

Ved mangel pa karbohydrat kan dyr giennom gluconeogenesen syntetisere sukker fra
melkesyre, enkelte aminosyrer og glycerol (Stryer, 1995). Denne prosessen koster energi og
det er derfor viktig at kosten inneholder tilstrekkelig karbohydrat. For at skjellarvene skal
kunne utnytte karbohydrat mé disse foreligge i en fordgybar form. Bivalver inneholder et
aktivt laminarase enzym, og dette gjgr dem istand til & fordgye og utnytte energi fra
polysakkaridet $-1,3-glucan (chrysolaminaran; Onishi m.fl., 1985). Algens innhold av 3-1,3-

glucan er derfor et viktig mél pd lett tilgjengelige karbohydrater. Den kjemiske strukturen til

8
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B-1,3-glucan kan beskrives som en (1,3)-lenket 3-D-glucopyranan med tilfeldige forgreininger
fra posisjon 2 og/eller 6. Molekylet varierer i stgrrelse fra 6000 til 13.000 dalton og bestar av
glukosekomponenter (Myklestad, 1989).

1.4. Mal for oppgaven

I store deler av verden brukes marine mikroalger som forkilde ved kultivering av marine
herbivorer. Til tross for stadige forsgk pa 4 erstatte mikroalger med kunstig for, er de fortsatt
en primear forresurs til skjell-, kreps- og fiskeyngel. Den biokjemiske sammensetningen til
algen pévirkes av kultiveringsforholdene, og det er tidligere rapportert at hgyt innhold av
karbohydrat (B-1,3-glucan) og enkelte essensielle fettsyrer i algecellene kan ha en positiv
effekt ved oppdrett av skjellyngel. Kontroll med faktorer som lys og neringstilgang (N og P) i
medium, er derfor viktig for & manipulere neringsinnholdet til mikroalgene i gnsket retning. 1
tillegg til biokjemiske ulikheter varierer ogsé algeartene i stgrrelse, og algeceller fra ulike arter
vil tilfgre forskjellig biomasse til yngelkarene. Kjennskap til karboninnholdet (biomassen) 1
algecellene er derfor viktig for 4 unngd overforing og sult. I tillegg til kontroll av
neringsinnholdet i algen, er stabiliteten til algekulturen av stor betydning ved produksjonen
av marin yngel. Sammenbrudd i algeproduksjonen vil g@delegge grunnlaget for
yngelproduksjon, og det er derfor viktig & ha kunnskap om hvilke faktorer som pavirker
stabilitet og produksjon i algekulturene. Viktige parametere i denne sammenheng er pH og
temperatur, og kunnskap om mikroalgenes respons pa variasjon i disse abiotiske faktorer er

avgjgrende for effektiv produksjon av alger.

P4 bakgrunn av litteratur om biokjemisk innhold og dyrkbarhet, ble 7 algearter (C. miielleri,
C. calcitrans, S. costatum, I. galbana, P. lutheri, N. oculata og Tetraselmis sp.) valgt ut som
potensielle foralger for kamskjellyngel. Det ble i utgangspunktet valgt & studere artene i
smikultur med hensyn pa temperatur, pH, karbon, nitrogen og fosfor. Et viktig mal for
oppgaven var ogsd 4 kartlegge klorofyll a innhold for & undersgke hvorvidt en faktor for

beregning av algebiomasse kan brukes pa tvers av algeartene

Etter studiet i smakultur, ble det gjennomfgrt en utvidet analyse av neringskomponenter i4
(C. miielleri, C. calcitrans, 1. galbana, og N. oculata) av de’7 utvalgte artene. For & oppné de

samme forhold og resultater/problemer som en eventuell oppdretter, ble denne delen av
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forsgket gjort i 200 1 kulturer. De 4 artene ble valgt ut av forskjellige arsaker: (1) C. calcitrans
har gitt bra resultater som foralge, men det har vert knyttet problemer til dyrkingen. For denne
arten gnsket en derfor spesielt 4 se nermere pa ulike dyrkingsstrategier i storkultur. (2) C.
miielleri er en forholdsvis ny art i oppdrettssammenheng, og det er derfor et generelt behov for
gkt kunnskap om arten. (3) N. oculata ble valgt da det foreligger fa rapporter hvor arten er
dyrket under kontinuerlig belysning, mens (4) I. galbana ble dyrket da biokjemisk innhold kan

variere mye mellom ulike kloner (Lopez m.fl., 1992).
Algene i storkultur ble analysert med hensyn pa fettsyresammensetning, totallipid og

karbohydratinnhold (B-1,3-glucan) ved ulike veksthastigheter. Produksjonsutbytte (dag™) og

produksjonsstabilitet frem til hgsting skulle ogséa undersgkes.

10
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2. MATERIALER OG METODER

2.1 Organismer
I forsgket ble fplgende algearter benyttet (opphav i parentes): Chaetoceros calcitrans (Skall

pro), Chaetoceros miielleri (Skall pro), Skeletonema costatum (NIVA), Pavilova lutheri
(Institutt for mikrobiologi, Bergen), Isochrysis galbana (klon T- Iso; Institutt for
mikrobiologi, Bergen), Nannochloropsis oculata (Cambridge) og Tetraselmis sp. (Eget isolat)

(Tab. 2.1).

Tabell 2.1: Algene som ble brukt i oppgaven (Hoek m.fl., 1995; Reitan, pers. med.).

WW Skeletonema Nannochloraj)sis Pavlova Isochryszs f‘eiraselniis sp.
calcitrans mijelleri costatum oculata lutheri galbana
Stgrrelse (Lm) 3-4 8-12 5-6 2-4 4-5 4-5 12-16
Forkortelse C.c. Cm. S.c. N.o. Pl Lg. Tetra.

Algene ble holdt i stamkulturer i Erlenmeyerkolber (250 ml) og pa agarskaler. For & forlenge
levetiden til stamkulturene ble de oppbevart ved omtrent 10°C i et kjgleskap med lys, og
fortynnet omtrent en gang i méaneden. Stamkulturene ble regelmessig kontrollert for

kontaminering.

2.2 Generelle vekstbetingelser
I oppgaven ble algene dyrket bade i batch- og semikontinuerligkultur. Det ble brukt 11

mélesylindere ved dyrking 1 batchkultur, mens 200 1 sylindere ble benyttet ved
semikontinuerlig dyrking. For & kontrollere pH ble kulturene boblet kontinuerlig med luft
iblandet omtrent 0,2% CO,. Forholdet mellom mengde luft og CO, ble holdt konstant ved
hjelp av et Purge Rotameter (modell nummer 10 A 6100). Alle forsgk ble utfgrt med konstant
belysning, og alt vann som ble benyttet ble hentet fra omtrent 80 m dyp. Fgr bruk ble vannet
filtrert gjennom 2 sandfiltere (partikkelstgrrelse 0,8 - 1,2 mm og 0,6 - 0,8 mm) og et 10 um
patronfilter (WP5P10 GENUINE AMETEK PRODUCT). Kulturer som ble hgstet i

11
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stasjonzrfase ble i praksis hgstet nar veksten var <4 prosent dag™. Dyrking av alger ble

gjennomfgrt i perioden april - september.

2.2.1 f/2-medium:

Algene ble dyrket i et neringsmedium som var basert pa f/2-medium (Guillard og Ryther,
1962). f/2 medium er sjgvann pluss neeringsstoffer (Tab. 2.2). For & kunne lage f/2 medium pé
en rask og lettvint mate, ble det blandet sterkt konsentrerte neringsmedium (Tab. 2.3).
Konsentrert mikromineralblanding ble laget ved & lgse 3,15 g FeCly*6H,O og 4,36 g
NaEDTA i 900 ml ionebyttet vann. Videre ble 1 ml av hver av spormetallgsningene (Tab. 2.3)
tilsatt en malekolbe og fortynnet til 100 ml. Innholdet i mélekolben ble si blandet med 900 ml
av  FeCl;*6H,0 og NaEDTA lgsningen. Den konsentrerte vitaminlgsningen 0g
makron@ringsstoffene ble laget som beskrevet i tabell (2.3). Med unntak av
spormetallgsningene, ble samtlige oppkonsentrerte neringsstoffer laget litervis. Alle
fortynninger ble gjort med ionebyttet vann og neringsstoffene ble oppbevart pa 11
erlenmeyerkolber i kjgleskap (10°C). Totalt ble det ble kun laget 100 ml av hver av
spormetallgsningene, disse ble oppbevart pa medisinflasker i kjgleskap (10°C).

For 4 lage selve f/2 mediumet, ble det til 11 sjgvann tilsatt 1 ml av hver av de oppkonsentrerte
makronzringslgsningene (silikat til Bacillariophyceae), 1 ml mikromineralblanding og 0,1 ml
av vitaminblandingen (Tab. 2.3). Vitaminblandingen ble alltid tilsatt etter at vannet var
autoklavert og avkjglt. Vitaminlgsningen som ble brukt gir et medium med omtrent 2x mer

vitamin enn ordinart f/2 medium.

12
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Tabell 2.2; Neeringsinnholdet i 1 1 moderert £/2-medium (Guillard og Ryther, 1962).

Nzringsstoff Kjemikalie mg/l Kons.(ptM)
Makronzering NaNO; 75,0 883
NaH,PO,*H,0 5,0 36,3
Na,Si105*9H,0 15-30 54-107
Mikromineraler NaEDTA 4,07 11,7
FeCl3*6H,0 3,15
Spormetaller CuSO4*5H,0 0,01 0,04
ZnSO,*7TH,0 0,022 0,08
CoCl,*6H,0 0,01 0,05
MnClL*4H,0 0,18 0,9
NaMoO4*2H,0 0,006 0,003
Vitaminer Tiamin B 0,1
Biotin By 0,0005
Cobalamin Bi» 0,0005

Tabell 2.3: Innholdet i de oppkonsentrerte nzringsblandingene som ble brukt som basis for f/2 medium.

Nzeringsstoff Kjemikalie g/dl

Makronzringsstoffer NaNOs3 7,5
NaH,PO4*H,0 0,5
Na,Si0;*9H,0 3,0

Mikromineraler Se tekst

Spormetaller CuS0,4*5H,0 0,98
ZHSO4*7H20 2,2
COC12*6H20 1,0
MnCl,*4H,0 18,0
NaMoQ,*2H,0 0,63

Vitaminer Tiamin B, 0,2
Biotin B, 0,001
Cobalamin  Bjy 0,001

13
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2.3 Batchkultur

Batchkultur (1 1 malesylindere) ble benyttet for 4 karakterisere algene ved ulik temperatur og
pH. Veksthastigheten (dag™) til de forskjellige artene ble bestemt ved 16, 20, 24, 27 og 32°C,
og klorofyllinnholdet hos S. costatum, C. miielleri, 1. galbana og Tetraselmis sp. ble mélt ved
20 og 24°C. Klorofyllinnholdet i de to sistnevnte artene ble ogsd malt ved 27°C.
Cellestgrrelsen  gjennom  vekstfase, celleantall, pHtoleranse, karbon-, fosfat-, og
nitrogeninnhold ble beregnet fra kulturer dyrket ved 20°C. Ved temperaturer over 20°C ble
malesylinderene plassert i 25 1 akvarier (Akva-Stabil) og varmet opp ved hjelp av 3
varmekolber (VISI-THERM 75W). Kulturene hadde kontinuerlig belysning, og i luften var
irradiansen 140 pmol fotoner m?s™ (uEinstein m2s™!). Det ble benyttet fire lysrgr av typen
Phillips TLD58W/965 Natural Daylight 6500, alle pa samme side av kulturene. For & unngd
fordampning ble dpningen pa malesylinderene dekket med aluminiumsfolie, og en 5 ml
pipette ble brukt som «boblestein». Vannet som ble brukt i 1 1 batchkulturer ble autoklaver
ved 120°C i 20 minutter.

Absorbansen til batchkulturene ble malt hver dag ved 750 nm i et spektrofotometer av typen
«Perkin-Elmer, Lambda 15, UV/VIS». For 4 beregne maksimal veksthastighet (Wmaks dag‘l),
ble verdiene fra absorbansmalingene plottet pa en logaritmisk skala som funksjon av tid
(timer). Det ble tatt utskrift av kurvene, og intervallet med stgrst stigningstall ble funnet ved
hjelp av linjal og gyemal (Vedlegg 14). Absorbansverdiene (N) fra dette intervallet ble brukt
for & regne ut maks (Lig.2.1; Reitan m.fl, 1989).

Hmaks = In (

Vi @.1)

hvor N, star for biomasse (OD7s0) ved tid 0, t for tid (timer) Og }imaks for maksimal spesifikk

veksthastighet (dag'l).
Ligning (2.1) gav veksthastiget per time, og for 4 f& veksthastighet per dggn ble denne verdien

multiplisert med 24 t. I oppgaven er lmaks et mal pd den maksimale biomasseendring per dggn

ved en gitt temperatur og art.
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2.3.1 Behandling av hgstet algekultur:

Fra batchkulturene ble det daglig tatt prgver (50 ml) fra lagfase til stasjonzrfase. For at
prgvene skulle gi et rett bilde av produksjonen, ble bunnslammet rgrt opp med «boblestaven»
fgr prgvene ble tatt. For analyse av batchkulturenes nitrogen-, karbon-, fosfat- og klorofyll a
innhold, ble en kjent mengde algekultur filtrert ned pa 24 mm Whatman GF/F filter, med en
porestgrrelse pd 0,7 pm. Filteret ble brettet to ganger og plassert i Pony vial H/I
scintillasjonsglass av polyetylen. Fgr bruk ble scintillasjonsglass til fosfatprgver syrevasket i
10% HCL. GF/F filtrene var pa forhand glgdet ved 450°C i over 2 timer for & fjerne
karbonrester. Prgvene ble frosset ned ved -80°C. For telling av algeceller ble omtrent 2 ml av
hver algekultur daglig fiksert med «phytofix» (Vedlegg 1). Prgvene til celletelling ble

oppbevart ved romtemperatur pé Pony vial H/I scintillasjons glass av polyetylen.

2.3.2 Oppskalering:

Batchkulturene ble startet ved 4 tilsette 10 - 15 ml algekultur fra en stamkultur. Mengden ble
justert ut fra variasjonen i tettheten til stamkulturene. Stamkulturene ble alltid sjekket for
kontaminering i mikroskop fgr de ble benyttet. 24 timer etter start av batchkulturene 18

absorbansen (OD7s0) 1 kulturene mellom 0,005 og 0,01.

2.4 Semikontinuerligkultur
C. calcitrans, C. miielleri, I. galbana og N. oculata ble dyrket semikontinuerlig ved 20°C i

200 1 polyetylen sylindere med radius p& 40 cm. Dyrkingen ble gjennomfgrt ved ulike
veksthastigheter (fortynningsgrader) for % studere effekten av vekstbegrensning pé lipid og
karbohydrat innhold, samt biomasseproduksjon og stabilitet frem til kulturen skulle hgstes.
Fgr hgsting ble artene dyrket semikontinuerlig i minimum to dager etter at
absorbansen/biomassen hadde stabilisert seg. Absorbansen ble malt hver dag fgr fortynning av
algekulturen, og kulturene ble daglig kontrollert i mikroskop for kontaminering. Hver tank ble
kontinuerlig belyst med fire lysrgr av typen Phillips TLD58W/965 Natural Daylight 6500, to
pd hver side. Irradiansen ble malt 10 cm under overflaten, midt i vannsgylen og 30 cm over
utlgpet. Gjennomsnittet av disse mélinger var 22 pmol fotoner m2s!. Kulturene ble boblet

med omtrent 9 1 luftblanding i minuttet.
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Mengden daglig fortynning (AV) ble beregnet slik at veksthastigheten dag’ () fér hgsting
stabiliserte seg pa 4%, 40% eller 60% av Hmaks. Stgrrelsen pd p ved de ulike
fortynningsgradene ble bestemt ut fra ligning (2.2).

0=10F e (2.2)

hvor n vil vere lik 0,4 hvis en gnsker & finne stgrrelsen pa 1 ved en fortynningsmengde som

tilsvarer 40% av Wmaks (Mmaks €T tidligere beregnet i 1 1 batchkulturer).

Etter 4 ha bestemt L ble tiden (t) mellom hver fortynning (Lig. 2.6) satt lik 1, sé bade p og t
var kjente verdier. Det totale volum (Vi) var ogsd kjent (200 1), og dermed kunne Vo
bestemmes (Lig. 2.6). AV ble bestemt ut fra ligning (2.5). Ligning (2.6) ble utledet ved &
kombinere ligning (2.3) med (2.5). Ligning (2.3-2.5) og (2.7) er hentet fra Reitan m.fl. (1989).

AV
In(—+1) nt
n= V(t’ eller AV=Vo(e" -1) (2.3)(2.4)

AV er det volum som tappes ut og erstattes hver dag, Vo er volum etter fortynning, fgr nytt

medium er tilsatt, pL er spesifikk veksthastighet og ter tiden i dggn.

Sammenhengen mellom Vi, AV og V vises av ligning (2.5):

Viot. = AV + Vo (2.5)

hvor Vi er det totale volum til kulturen.

Vokan ogsa uttrykkes : Vo= —V%B (2.6)
exp.

hvor exp.(ut) er lik et
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Daglig produksjonsutbyttet ble beregnet ved hjelp av ligning (2.7):

P=NV Q2.7

hvor N er biomasse (tgrrvekt/l, karbon/l, lipid/l eller karbohydrat/l) og V er daglig hgstet

volum.

Vannet til de semikontinuerlige kulturene (200 1) ble klorert med 10% natriumhypokloritt
(NaClO) i forholdet 25 ml hypokloritt per 100 1 vann. Kloret fikk virke i omtrent 24 t fgr
avklorering. Til avklorering ble det brukt natriumtiosulfat (Na,S,03), 3 gram per 100 1 vann.
Natriumtiosulfaten ble tilsatt vannet og fikk lgse seg opp 1 5 minutter. Fgr start av forsgk ble
kulturen kraftig boblet med luft i 5-10 minutter. For & overfgre ferdigkloret/avkloret vann til
dyrkingstankene, ble det benyttet en drillpumpe av typen Piranha super (Piranha von B.B.W.,
D-94124 Biichlberg, Passau Germany). Det ble ikke tilsatt neringsstoffer direkte til tanken
hvor behandlingen av vannet ble gjort. Dette for 4 hindre ungdvendig oppblomstring av
bakterier og alger i vannbehandlingstanken. Neeringsstoffer ble istedet tilfgrt dyrkingstankene

etter at nytt vann var pumpet over.

2.4.1 Behandling av hgstet algekultur:

For analyser av lipid, fettsyre, B-1,3-glucan og totalt karbohydrat ble algebiomasse fra de store
kulturene sentrifugert ned (omtrent 3-4 gram vatvekt per kultur). Med unntak av N. oculata
ble samtlige av algekulturene sentrifugert ved 3000 rpm i 15 minutter (Wifug 4000 E). N.
oculata ble pi grunn av liten stprrelse sentrifugert ved 5000 rpm i 15 minutter (Heraeus
Cryofuge 8000). Algebiomassen ble frosset ned i nitrogenatmosfare ved -80°C, og senere
frysetgrket fgr analysene ble gjennomfgrt. Den frysetgrkede biomassen ble ogsd oppbevart i

nitrogenatmosfaere ved -80°C.

2.4.2 Oppskalering:

Oppskalering til 200 1 ble startet ved & dyrke en ti-liters algekultur i autoklavert f/2 medium.

Nar absorbansen ved 750 nm var over 0,4, ble ti-literen helt over i 90 1 ferdigkloret/avkloret
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£/2 medium. 100 literen med alger fikk std i omtrent 24 timer fgr de resterende 100 1

Kloret/avkloret sjgvann ble pumpet over, deretter ble naringsstoffer tilsatt.

2.4.3 Produksjonsstabilitet og produksjon:

Artens evne til & unnga kontaminering fra andre algearter, sopp, cyanobakterier, bakterier og
ciliater ble brukt som mél p& produksjonsstabilitet. Kulturene ble fulgt gjennom
inkuberingsperioden og frem til biomassen hadde stabilisert seg. For & undersgke
ngdvendigheten av vannbehandling, ble C. calcitrans ogsa forsgkt dyrket uten & klore/avklore
dyrkingsmediumet. Vekstforholdene var ellers som beskrevet i avsnitt (2.4).

Absorbansen til kulturene ble mélt hver dag fgr hgsting (Vedlegg 12). Produksjonen av
karbon i semikontinuerligkultur ble beregnet ved hjelp av ligningene i tabell (3.1) og tabell
(3.4). Produksjonen av' totallipid og totalt karbohydrat ble beregnet ut fra produksjonen av

karbon og antakelsen om at:

TS = 2,62 * karbon (2.8)

hvor TS er tgrrstoff (frysetgrket) og 2,62 er beregnet ut fra forholdet mellom TS og karbon i
I galbana (Vedlegg 13). Data for beregning av 2,62 ble hentet fra hovedfagsoppgaven til
Kjell Inge Reitan (1988). Mengden av totalt karbohydrat og totallipid er kjent som mg/g TV

algebiomasse, og ut fra dette kan produksjonen beregnes.

2.5 Analyser

2.5.1 Biomasseberegninger:

Absorbansen til batchkulturene ble méalt hver dag ved 750 nm i et spektrofotometer. Det ble
benyttet en kyvette med 1 cm lysvei, og spektrofotometeret ble nullstilt med springvann.
Antall timer mellom hver observasjon ble notert. Det ble brukt to metoder for & maéle
biomasse (N): I metode (1) ble celletall telt hver dag i Biirkers tellekammer (Avsnitt 2.5.2).
Celletallene ble deretter plottet mot absorbansen til kulturen for den enkelte dag, og ut fra
dette ble det laget regresjonslinjer. Ligningen for regresjonslinjen gav antall celler som en

funksjon av absorbansen ved 750 nm (Tab. 3.1). I metode (2) ble et bestemt volum algekultur
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filtrert ned pa et glgdet GF/F filter (0,7 um) og analysert for karbon (Avsnitt 2.5.5). Deretter
ble mg karbon/l plottet som funksjon av absorbans ved 750 nm. Regresjonsligningene fra

plottene er gjengitt i tabell (3.1).

2.5.2 Telling av algeceller:

For telling av algeceller ble Biirkers tellekammer benyttet. Dekkglass ble lagt ovér
tellekammeret og algeprgven ble tilfgrt ved hjelp av en pipette. Algene ble telt i lysmikroskop
ved 100X forstgrrelse. For & fa rimelig ngyaktighet, ble det telt omtrent hundre algeceller per
pregve. Avhengig av tettheten pa algekulturen, kan en benytte seg av de store eller sma rutene i
tellekammeret (Fig. 2.1). I oppgaven ble 0,04 mm?® rutene benyttet (rute D). Prgvene ble
fortynnet med ionebyttet vann nér tettheten ble sé stor at telling i rute D ble vanskelig.

Dybden pa Biirkner kammeret er 0,1 mm. Volumet (V) for stiplet omrade (Fig. 2.1) er:
V =0,1 * 0,04 = 0,004 mm° = 0,004 pl (2.9)

En kan altsa telle algecellene i en stiplet rute (Fig. 2.1) for & estimere hvor mange mikroalger
som finnes i 0,004 pl. For at alge/volum forholdet skal bli s korrekt som mulig teller en de
algecellene som er i kontakt med side a, og utelukke algene som er i kontakt med side b (Fig.
2.1). For 4 gke ngyaktigheten i metoden ble det telt minst ti 0,004 mm® volum og

giennomsnittet av disse ble beregnet. Ligning (2.10) viser omregning til algeceller/ml.

Antall algeceller/ml. = 5% x1000 (2.10)
0,004m m

hvor snitt er lik gjennomsnittet av de telte 0,004 mm® volum.
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Figur 2.1: Stgrrelsen til de ulike rutene i Biirkner kammeret som ble benyttet ved telling av algeceller. Et

Biirkner tellekammer inneholder 2 rutekompleks (9 ruter) av typen som er nederst til hgyre pd figuren.

2.5.3 Maling av algeceller:

Tetraselmis sp. og C. miielleri ble dyrket i 1 1 batchkulturer for & undersgke cellestgrrelse
gjennom vekstfasen. Det ble daglig tatt prgver og mélt absorbans (OD7s0) av begge kulturene.
100 ul av algeprgven ble plassert pa et objektglass, og fikk st i omtrent 20 minutter. Dette ble
gjort for at Tetraselmis sp. skulle ligge rolig. Selve mélingen av cellestgrrelse ble gjort ved
hjelp av et rutenett i et mikroskop av typen «Leitz». Ved 400x forstgrrelse var avstanden
mellom enhetene i rutenettet 2,05 um. Det ble malt 15 algeceller per dag og gjennomsnittet av

disse ble beregnet. Stgrrelsen til C. miielleri ble beregnet som den stgrste lengden av de
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synlige sidene. Volumet til Tetraselmis sp. ble beregnet ut fra en forenklet antakelsen om at

algen var sylinderformet.

2.5.4 pH forsgk:

For 4 undersgke effekten pa vekst ved hgy og lav pH i vekstmediumet, ble kulturen
henholdsvis tilfgrt luft uten ekstra CO; og med mye CO,. pH ble méalt med et «744 pH Meter,
Metrohm Ltd., Herisau, Switzerland». For 4 male algenes overlevelse ved lav pH, ble
kulturmediumet tilsatt mye CO, slik at pH stabiliserte seg pa omtrent 6, deretter ble algene
tilfgrt. Artenes evne til 4 vokse ble registrert, og algekulturer som ikke viste vekst etter 5 dggn
ble avsluttet. De artene som overlevde pH 6 fikk vokse til stasjonzrfase, og maksimal
veksthastighet og biomasse ved vekststagnasjon ble beregnet. For 4 registrere algenes evne til
& overleve ved hgy pH ble kulturene boblet med ren luft uten ekstra tilfgrsel av CO,. Da
biomassen i algekulturen gkte steg pH (Avsnitt 1.2.3). Artenes evne til 4 tale hgy pH ble

beregnet ut fra den pH som kulturen hadde i stajonzrfase.

2.5.5 Karbon og nitrogen:

Et kjent volum algekultur ble filtrert ned pa glgdet 24 mm Whatman GF/F filter. Filtrene med
algebiomasse ble klippet til slik at kun den delen som inneholdt alger ble igjen. Denne delen
ble delt i to og pakket i tinnbater med dimensjon 4/6 mm, og volum pa 0,07 ml. Pakkingen ble
gjort med pinsett, og filteroppsats, saks og pinsett ble vasket i aceton fgr bruk. Tinnbétene
med filter ble plassert i tgrkeskap ved 60°C i 48 timer og deretter bearbeidet til smé kuler.
Aluminiumsfolie ble benyttet som underlag ved pakkingen. Under selve analysen blir
tinnbatene forbrent ved 1061°C i et kvartsrgr. Ved denne temperaturen vil alt nitrogen bli
omdannet til nitrogenoksid, mens karbonet omdannes til karbondioksid. Videre blir
forbrenningsgassene ledet over kopper ved 650°C, dette reduserer nitrogenoksidet til nitrogen.
Nitrogen og karbondioksid blir s& separert med en kromatografisk kolonne og detektert ved
hjelp av en varmetraddetektor, (TCD). Kvantifiseringen skjedde ved hjelp av ekstern standard

metode, og acetanilid (CgHoNO) ble brukt som standard i analysen.
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Karbon utgjgr 71,09% og nitrogen 10,36% av tgrrvekten til acetanilid. For 4 lage
standardkurver ble arealutslaget pd analysatoren plottet som funksjon av mengde karbon og
nitrogen. For & finne den reelle mengden karbon og nitrogen ble acetanilid, som var veid inn
som standard, multiplisert med henholdsvis 0,7109 og 0,1036. Hver analysedag ble det laget
ny standardkurve med minst 7 acetanilidstandarer mellom 80 og 700 pg. Prgvene ble fordelt
utover analyseperioden. Halve rene filter ble kjgrt som nullprgver. Verdiene av disse ble
trukket fra karbonarealet til samtlige prgver (Vedlegg 15). Analyse av «tomme hull», gav ikke
noe utslag i nitrogen eller karbon omradet. Analysene ble gjort pﬁ en CARLO-ERBA NA
1500 CHN + O/S analysator. Det ble kjgrt 2-3 paralleller.

Eksempler pé ligninger for omregning fra areal (Y) til pg N (Lig. 2.11) og ug C (Lig. 2.12)

Yy = 668.63X+ 2561.5 (2.11)
Yo =2231.4X- 18111 (2.12)
2.5.6 Fosfor:

Fosfor ble analysert etter en modifisert metode utarbeidet av Koroleff (1976). For & lgse
organisk knyttede fosforfraksjoner, ble filtrene med algebiomasse autoklavert i en halv time.
Mengden frigjort PO,> ble deretter mélt ved hjelp av en reaksjon av ionene med en sur
molybdat reagent. Dette gav et fosformolybdatkompleks som deretter ble redusert til et farget
blatt stoff. Reduksjonen skjer med antimonioner. Antimonioner reagerer hurtig med
fosfationer og gir et blatt kompleks som inneholder antimon i et 1:1 forhold (atomer) til fosfor

(Lig. 2.13). Det ble kjgrt 3 paralleller.

Uorganisk fosfat __Molybdatreagent _, Bosformolybdatkompleks Re duksjon(antimon)_, B1at¢ antimonkompleks (2.13)

Et kjent volum algekultur ble filtrert ned pé glgdet 24 mm Whatman GF/F filter. Utstyret var
syrevasket i HCl (10%) for & fjerne eventuelle fosfatrester. Filtrene ble overfgrt til 100 ml
polypropylen flasker med skrukork (Kartell), tilsatt 50 ml ionebyttet vann, og deretter 4 ml av
en kalium persulfatlgsning (Vedlegg 2). Flasken ble lukket og plassert i autoklaven ved 110°C

{ 30 minutter. Beholderne ble s tatt ut, og fikk kjgle seg ned til romtemperatur. Innholdet ble
filtrert (24 mm Whatman GF/F filter) fgr det ble overfgrt til nye rene flasker. Tilsatte sé 1 ml
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askorbinsyremiks (ristet). Ventet i et halvt minutt og tilsatte 1 ml av mikset reagens (ristet).

Etter ytterlige 5 minutter ble absorbansen malt ved 880 nm.

For a beregne mengden fosfor i prgven (Lig. 2.16) matte en faktor F bestemmes (Lig. 2.14). F
varierer ved bruk av ulike forsgksoppsett, og i gjeldende forsgk fikk F verdien 5,092.

F = 1/(ODgsostandard-ODsgoblank) *9,82 (2.14)
hvor ODggostandard €F gjennomsnittlig absorbans fra en standard som inneholdt 1,0 pmol fosfat
I'" (Vedlegg 2) og ODggobiank €f gjennomsnittlig absorbans av blank prgve. Da ligningen er

konstruert for 10 cm kyvette matte absorbansmélingene fra 1 cm kyvette korrigeres med en

faktor pd 9,82 (Dahle, 1994). Det ble kjgrt tre paralleller.

Mengde fosfat (umol/l) regnes ut fra formel (2.15):

pmol P/l = F(ODggoprgve-ODgsgoblank) (2.15)

Hvor ODggoprgve € gjennomsnittlig absorbans av prgvene og ODsggoblank €I gjennomsnittlig

absorbans av blank prgve med rent filter.

Total mengde (ug) fosfor i prgven ble beregnet ut fra ligning (2.16).

Total mengde (11g) fosfor i prgven = ((ODpyye-ODpjani) * 5,092)mikromol/l * 30,97 g/mol * 0,05 1 (2.16)

2.5.7 Kvantitativ bestemmelse av klorofyll a:

Analyse av klorofyll a ble utfgrt for & kunne beregne klorofyll a per celle ved ulike
temperaturer og i forhold til karboninnhold. Det ble benyttet en modifisert metode, hvor
hovedtrekkene tidligere er beskrevet av Parsons m.fl. (1984). Prgvene ble tatt fra 1 1

batchkulturer i stasjon@rfase.
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En kjent mengde algekultur ble filtrert ned pa glgdet 24 mm Whatman GF/F filter. Filteret
med algebiomasse ble deretter benyttet til kvantitativ bestemmelse av klorofyll a. I selve
analysen ble GF/F-filteret lagt i 4,5 ml kald (isbad 0°C) aceton (100%) som var nitrogenboblet
i 60 minutter. Prgven ble ekstrahert mgrkt i kjgleskap (4°C) i 24 timer. Deretter ble det tilsatt
0,5 ml destillert vann for & fortynne prgven til 90% aceton. Til slutt ble prgven refiltrert
giennom GF/F filter, og den optiske tettheten til ekstraktet ble malt spektofotometrisk ved
630, 647 og 664 nm i en 1 cm kyvette. Referansen var 90% aceton og spektrofotometeret ble

nullstilt for hver bglgelengde.

Konsentrasjonen av klorofyll a (Ca) ble bestemt etter ligning (2.17) og (2.18).

C,= 11,85 X ODgs4 - 1,54 X ODg47 - 0,08 X ODs30 (2.17)
hvor ODy er optisk tetthet ved bglgelengde x.

Korrigering for filtrert volum og ekstraheringsvolum ble gjort ved hjelp av ligning (2.18)

Cll X Vaceton
ugChlaL'=mgChlam®=————~ (2.18)
Vkultur X l

hvor Vaeeton € ekstraheringsvolum i ml (i dette tilfelle 5 ml), Viuler €F volum filtrert kultur 1

Jiter og 1 er kyvettebredde, det vil silysvei i cm (i dette tilfelle 1 cm).

2.5.8 Total karbohydrat:

Total karbohydrat mengde ble bestemt ved hjelp av en fenol-svovelsyre metode (Dubois
m.fl., 1956). Metoden er basert pd en hydrolyse av polysakkarider og dehydrering av
monosakkarider for 4 danne furfuraler fra pentoser og hydroksymetylfurfuraler fra heksoser.
Konsentrert H,SO4 blir benyttet for hydrolyse og dehydrering. Lgsningen av furfuraler og
hydroksymetylfurfuraler behandles deretter med en reagent (phenol) for 4 produsere en farget

lgsning i form av kromogener. Fargen er stabil i flere timer.
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Metoden maler ikke alle sukkerarter i algecellene like ngyaktig. Dette skyldes at karbohydrat-
gruppene har ulike bglgelengder hvor absorpsjonen er maksimal, og forskjellig evne til &
danne kromogener. Pentoser og uronsyre har et absorbansmaksimum ved 480 nm. Heksoser
og deres metylerte derivater har absorbsjonsmaksimum ved 485-490 nm, mens trioser og
tetroser ikke gir kromogener i det hele tatt. Da mélingene i metoden ble gjort ved 488 nm, og
standardkurven ble laget med glukose (Vedlegg 3), medfgrer dette en mulig underestimering
av sakkarider med kjemiske egenskaper som avviker fra glukose. Metoden ble likevel valgt da
den gir et bra estimat pd total karbohydrat i celler som inneholder 10% eller mer heksose

polymerer (Gerhardt m.fl., 1994).

2-3 mg frysetgrket prgvemateriale ble overfgrt til tykkveggede Pyrex prgvergr. Volumet ble
justert til 1 ml med ionebyttet vann og ristet. Prgven ble deretter tilsatt 1 ml av en fenol
reagent (Vedlegg 3) og ristet. Til slutt ble det tilsatt 5 ml konsentrert svovelsyre (95-97%)
under kontinuerlig omrgring. Etter tilsats av svovelsyre, fikk prgvene std 10 minutter ved
romtemperatur, og ble s overfgrt til vannbad (25°C) i 15 minutter. Det ble tatt hensyn til
eventuell «bakgrunnsstgy» i forsgket ved & kjgre blanke prgver (1 ml ionebyttet vann, 1 ml
phenol og 5 ml konsentrert svovelsyre) og trekke absorbansverdiene til disse fra
prgveabsorbansen (Lig. 2.20). Absorbansen ble malt ved 488 nm og konsentrasjonen av
glukose ble bestemt ved hjelp av en standardligning (Lig. 2.19 og 2.20). Standardkurven ble
laget ved & plotte absorbans ved 488 nm som funksjon av en kjent glukose konsentrasjon. For
4 fa ngyaktige absorbansmélinger, ble prgvene fortynnet slik at absorbans verdiene 14 under 1
(Myklestad, pers. med.). Prgvene ble fortynnet med ionebyttet vann, fgr phenol og svovelsyre
ble tilsatt. Det frysetgrkede prgvematerialet ble veid pi en «Precisa, 180 A», med minste

méleenhet p& 0,1 mg. Det ble kjgrt 2 paralleller.

Standardkurve for glukose gav regresjonsligningen:

y = 0,0102x+ 0,0721 (2.19)

hvor y er absorbans ved 488 nm og X er Ug glukose per ml.

For & regne ut den reelle konsentrasjonen av glukose i prgven, ble méalingene korrigert med en

blank prgve (Lig. 2.20).
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(0D, — 0D, ) = 00721)

0,0102

prove

ug glukose i prgven = n (2.20)

Ligning (2.19) gir pg glukose per ml. Derfor ma brgken i ligning (2.20) multipliseres med n
ml for & beregne hvor mye glukose som totalt finnes i prgven. I de fleste tilfellene var n =7 ml
(1 ml ionebyttet vann, 1 ml phenol og 5 ml konsentrert svovelsyre). Ved fortynning av prgven

maétte n korrigeres.

2.5.9 Betta-1,3-glucan:

Kvantitativ bestemmelse av B-1,3-glucan ble gjort ut fra en metode beskrevet av Myklestad og
Haug (1972). Metoden er basert pd at ekstrahering av frysetgrket materiale med 0,IN

svovelsyre (Vedlegg 3) fjerner et polysakkarid som hovedsakelig bestar av glukoseenheter.

Frysetgrket prgvemateriale (10-20 mg) ble ekstrahert to ganger med 10 ml 0,1N svovelsyre i
tykkveggede Pyrex pr@vergr. Ekstraheringen ble gjort ved & blande (riste) syren med det
frysetgrkede materialet. Hver ekstrahering foregikk i to timer. Mellom ekstraheringene ble
prgvene filtrert (24 mm Whatman GF/F-filter). Filtratet og filteret fra den fgrste filtreringen
ble tatt vare pa, og filteret med algebiomassen ble ekstrahert pa nytt (andre ekstraksjon). Etter
2 timer ble ogsd denne prgven filtrert, og de to filtratene ble blandet til slutt; totalt 20 ml.
Poenget med to ekstraheringer var & fa en mest mulig fullstendig ekstraksjon. Til slutt ble 1 ml
av ekstratet analysert i total karbohydrat metode (fenolmetode; Dubois m.fl., 1956).
Absorbansresultatene fra denne analysen ble satt inn i ligning (2.21), og total mengde B-1,3-

glucan i prgven ble regnet ut. Det ble kjgrt 2 paralleller.

((ODprgve — (f)?gfggk) —00720) o (2.21)

ug B-1,3-glucan i prgven =

For & beregne hvor mye (3-1,3-glucan som det totalt var i ekstratet ble brgken i ligning (2.21)

multiplisert med 20 ml.
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2.5.10 Lipid og fettsyrer:

Lipider ble ekstrahert fra frysetgrket materiale etter en modifisert metode av Blight og Dyer
(1959) som beskrevet av Rainuzzo (1988). Frysetgrket materiale ble ekstrahert med kloroform
(CHCL;): metanol (CH;OH): og destillert vann (HxO) (2:2:1,8). Kjent volum av
kloroformfasen ble overfgrt til sma glassrgr (veid pd forhdnd) som etter avdamping ble veid
pa nytt og total lipidinnhold ble bestemt gravimetrisk som mg/g tgrrvekt. Intern standard,
(21:0 metyl ester; Nuchek Prep, Minn., USA), ble tilsatt 1 kjent mengde (10% av
lipidinnholdet i prgven) fgr lipidekstraksjonen. Lipidekstratet ble metylert med 12% BF3 i
metanol etter alkalisk hydrolyse (0,5M NaOH) etter en metode beskrevet av Metcalfe m.fl.
(1966). Fettsyre metyl estere ble analysert med gass kromatograf (Carlo Erba HRGC 5160
utstyrt med glass kapillar kolonne (PAGTM 30M * 0,32 med 0,25 pum film) med «on column»
injeksjon. Kromatografiske topper ble registrert med en Shimadzu Chromatopac C-3RA
integrator, identifisert ved sammenligning med kjente standarder (Nu-Chek Prep, Minn.,
USA) og kvantifisert i henhold til responsfaktoren til den interne standarden. Med unntak av

C. miielleri (60% av Unas) ble det kjgrt to paralleller.

Bade totalt lipidinnhold og fettsyresammensetningen ble analysert av Cand. scient. Ingrid

Overrein ved SINTEF Havbrukssenter.

2.6 Statistikk:
Gjennomsnittsverdier ( X ) ble beregnet ved hjelp av ligning (2.22):

Sx

n

X = (2.22)

hvor ¥, x er summen av alle x verdiene og n er antall x verdier.
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Det ble kun brukt STDAYV i oppgaven. Standardavvikene (STDAV) ble beregnet ved ligning
(2.23):

_|n v xt -2 x)’
STDAV —\[ 1) (2.23)

2 . .
hvor Y'x” er summen av de kvadrerte x verdiene, (Zx)2 er summen av x verdier som er

kvadrert og n er antall x verdier.

STDAV anslar standardavvik basert pa et utvalg. Standardavviket er et méal pad hvor mye
verdier avviker fra en gjennomsnittsverdi. Hvis prgvedataene er normalfordelt, vil 68,26% av
observasjonene ligge innenfor + standardavviket for gjennomsnittet, 31,34% vil falle utenfor

(Sazther, 1998).

Korrelasjonskoeffisienten (r?) ble beregnet ved minste kvadraters metode for & ansla hvor naert
punktene 14 regresjonslinjen. * = 0,83 angir at 83 prosent av variasjonen til punktene
gjenspeiles av regresjonslinjen. Typen regresjonslinje ble valgt slik at 1 ble s& nert opptil 1,0

som mulig.

Statistisk analyse av signifikansnivéer ble utfgrt ved en student t-test (Larsen og Marx, 1986) .

Signifikansnivaet (p) ble satt til 0.05.

Alle data/figurer ble behandlet/tegnet i Bxcel 7,0 (Microsoft). Tekst og tabeller ble
skrevet/laget i Word 7,0 (Microsoft).
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3. RESULTAT

3.1 Batchkultur

3.1.1 Maksimal veksthastighet ved ulike temperaturer:

—e— S. costatum
—1— C. calcitrans
—— C. mielleri
—>¢—P. lutheri
—6—|. galbana
—e— Tetraselmis sp.
—+— N. oculata

Veksthastighet (dag™)

I

16 18 20 22 24 26 28 30 32

Temperatur

Figur 3.1: Maksimal veksthastighet (dag™) som funksjon av temperatur hos de ulike algeartene (pH 7,5-8,5).

Maksimal veksthastighet (Imaks dag'l) hos de ulike algeartene varierte med temperaturen (Fig.
3.1). Optimal temperatur var den temperaturen som totalt gav hgyest vekst. Tetraselmis sp., C.
miielleri, 1. galbana og P. lutheri hadde optimal temperatur ved 24°C, 0g Wmaks var da pé
henholdsvis 2.29, 2.1, 1.73 og 0.87 dag'l. S. costatum hadde maksimal veksthastighet ved
20°C (2,36 dag'l), mens C. calcitrans og N. oculata vokste hurtigst ved 16°C (henholdsvis 1,6
og 0,78 dag!). Samtlige algearter hadde en nedgang i veksthastighet nar temperaturen gkte
mellom 24°C og 27°C, og det var kun Tetraselmis sp. 0g C. miielleri som overlevde ved

temperaturer over 27°C. P. lutheri og N. oculata hadde smi endringer i veksthastighet i

temperaturomradet 16°C-24°C.
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3.1.2 Antall celler/ml og mg karbon/l som funksjon av absorbans ved 750 nm:

Sammenhengen mellom optisk tetthet (OD) ved 750 nm (x) og henholdsvis antall celler per

ml og mg karbon per liter (y) er gjengitt i tabell (3.1). Ligningene i tabell (3.1) ble beregnet

som beskrevet i avsnitt (2.5.1).

Tabell 3.1: Sammenheng mellom optisk tetthet (OD) ved 750 nm (x) og henholdsvis antall celler per ml og mg
karbon per liter (y) (pH 7.5-8.5, 20°C). 1 = korrelasjonskoeffisient.

Y= antall celler (mill)/ml Gyldig Y=C(mg)/1 Gyldig

X= absorbans *  omrdde (OD)|X=absorbans ¢ omréde (OD)
S. costatum y = 10,741x - 0,4968 0,8264 0,015-0,8 |y=215,05x - 13,68 . 0,945 0,015 -0,7
C. calcitrans y=19,943x - 0,144 0,9503 0,015-0,8 |y=131,36x + 16,615 0,5545 0,015-0,8
C. miielleri y = 8,14806x - 0,6662 0,8909 0,015-1,0 |y =200,51x - 13,246 09795 0,015-1,0
P. lutheri y = 13,947x - 0,3925 0,9918 0,015-1,5 |y =199,67x-0,5223 0,9901 0,015-1,0
I galbana y =10,941x - 0,032 0,9835 0,015-1,5 |y=133,55x - 2,8055 0,9553 0,015-10
Tetraselmis sp. y =4,0433x - 0,2375 0,9955 0,015-14 ly= 271,66x + 2,0642 0,9543 0,015-1,2
N. oculata y =26,313x - 0,2026 0,9493 0,015-0,8 |y =143,66x - 1,8992 0,9672 0,015-0,7
3.1.3 pH:

Toleransen for pH endringer varierte mellom de ulike arter og innad i klassene (Tab. 3.2).

C. calcitrans, S. costatum (Bacillariophyceae), P. lutheri og 1. galbana (Haptophyceae) hadde

ingen vekst ved pH 6, mens C. miielleri (Bacillariophyceae), Tetraselmis sp. 0g N. oculata

hadde mus P2 henholdsvis 1.03, 1.18 og 0.43. Veksten ved pH 6 var lav i forhold til

veksthastigheten ved pH 7,5-8,5. I basisk miljg utpekte C. calcitrans og P. lutheri seg som de

artene som talte hgyest pH fgr veksten stagnerte. Veksten for disse to stagnerte fgrst nar pH

nermet seg 9,8. S. costatum, C. miielleri og N. oculata talte ikke hgyere pH enn omtrent 9,2,

mens I. galbana og Tetraselmis sp. hadde toleranseniva pa henholdsvis 9,6 og 9,4.
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Tabell 3.2: Effekten av hgy og lav pH i dyrkingsmediumet pa vekst av de aktuelle algeartene (20°C).

Art Wmaks ved pH 6 Umaks ved pH 7,5-8,5 pH som gir stans i vekst
S. costatum Ingen vekst 2,36 9,1-9,2

C. calcitrans Ingen vekst 1,20 9,7-9,8

C. miielleri 1,03 1,87 9,1-9,2

P. lutheri Ingen vekst 0,83 9,8

L galbana Ingen vekst 1,42 9,6
Tetraselmis sp. 1,18 1,28 9,3-9,4

N. oculata 0,43 0,61 9,1-9,2

Nar algene ble dyrket uten tilfgrsel av ekstra CO,, stagnerte veksten ved lavere biomasse enn
nar CO, ble tilfgrt (Tab. 3.3). Med unntak av C. miielleri hadde samtlige arter dobbelt sa stor
biomasse i stasjonerfasen nar pH ble holdt konstant rundt 8. Biomassen til I. galbana og S.

costatum ble mer enn tredoblet.

Tabell 3.3: Biomassenivd (mg karbon/l) ved vekststagnasjon og forholdet mellom biomassen for algekulturer

dyrket med (m) og uten (u) CO, (20°C).

Art mg karbon/l (N) uCO, mg karbon/l (N) mCO, Ninco2/Nucoz
S. costatum 57,3 1734 3,03
C. calcitrans 58,7 119,1 2,03
C. miielleri 135,1 187,3 1,39
P. lutheri 219,1 418,8 1,91
I galbana 74,7 264,3 3,54
Tetraselmis sp. 197,7 382,4 1,93
N. oculata 130,1 315,8 2,43

3.1.4 Forholdet mellom nitrogen, fosfor og karbon i stasjoncerfase:

Det var et stort sprang mellom hgyeste og laveste verdi for forholdet (vekt) mellom fosfor og
karbon (Fig. 3.2). P/C verdiene varierte fra 0,004 (I. galbana og P. lutheri) og opp til 0,011

(C. calcitrans).
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Tilsvarende trend fantes ogsd for forholdet (vekt) mellom nitrogen og karbon (Fig. 3.3).

Verdiene for Bacillariophyceae varierte fra 0,051 (L galbana) til 0,126 (C. calcitrans).

Nitrogen/fosfor forholdet (vekt) 14 mellom 10,674 (Tetraselmis sp.) og 18,001 (S. costatum)
(Fig. 3.4).

0,011

P/C-forhold

S.c. C.c. c.m. P.l. lg. Tetra. N.o.

Figur 3.2: Forholdet (vekt) mellom fosfor og karbon (P/C) i stasjonarfase (pH 7.5-8.5, 20°C).
S.c. = Skeletonema. costatum, C.c. = Chaetoceros calcitrans, C.m. = Chaetoceros miielleri, P.l. = Paviova

lutheri, Lg. = Isochrysis galbana, Tetra. = Tetraselmis sp. og N.o. = Nannochloropsis oculata.

0,14 + 0,126

0,053 0,051 0,052 0,053

N/C-forhold

S.c. Cc. Ccm. P.L lg. Tetra. N.o.
Art

Figur 3.3: Forholdet (vekt) mellom nitrogen og karbon (N/C) i stasjonzrfase (pH 7.5-8.5, 20°C).
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20 - 18,001

N/P-forhold

S.c. Cc. c.m. Pl lg. Tetra. N.o.
Art

Figur 3.4: Forholdet (vekt) mellom nitrogen og fosfor (N/P) i stasjonarfase (pH 7.5-8.5, 20°C).

3.1.5 Karbon og nitrogeninnhold som funksjon av algetetthet:

Mengden karbon og nitrogen per algecelle varierte som funksjon av celletettheten i
algekulturen. Hos . galbana og P. lutheri (Haptophyceae) gkte karboninnholdet per algecelle
med gkende tetthet (Fig. 3.5a), mens karboninnholdet i de andre artene minket (Fig. 3.5b,c).
Hos samtlige arter avtok nitrogeninnholdet per algecelle med tettheten i kulturene. Maksimalt
karboninnhold varierte fra 83,19 pg/celle (Tetraselmis sp.; Fig. 3.5¢) til 9,53 pg/celle (N.
oculata; Fig. 3.5¢), mens nitrogeninnholdet varierte fra 16,86 pglcelle (Tetraselmis sp.) til
1,08 pg/celle (N. oculata). Trendlinjene i figur (3.5abc) ble beregnet ved minste kvadraters

metode gjennom punkter ved hjelp av formeleny = ¢ * log x + b, hvor ¢ og b er konstante.
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I. galbana
25 T 20
118
y=1,4144L0(x) +9,8846
2 1 & R?=0,4212 116
o g | g
412
+ 10
0
O = o + 8
¥ y=-01246Lr(x) +1,2895 @ T ©
0,5 + @ R?=0,344 44
e
+2
— 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Antall celler{mill.)/ml.
8- P. lutheti _ 18
& ?3; gg
7 T _— T 16
6 l i A T6U) 47,8812 T 14
o et 2_
R?=0,7314 11
k) 5 o &
= o &
8 4 VA 71
= 31 e
16
y=-03268Ln(x) +1,7888 | 4
R?=0,3484
% © o o4 2
! : } . 0
20 25 30 35 40

Antall celler(mill.)/ml.

C(pg)/celle

C(pg)/celle

o N(pg)/celle
C(pg)/celle

Logg. (N(pg)/celle)

o N(pg)/celle

@ C(pg)/celle
Logg. (N(pg)/celle)
e LOGQ. (C(pg)/eelle)

Figur 3.5a: Innhold av karbon (C) og nitrogen (N) per algecelle i pikogram (pg), ved gkende celletetthet hos

L galbana og P. lutheri (pH 7.5-8.5, 20°C).
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16 ¢ T
144+ U
i C. muelleri
12 4
10 4+
o 87
)
ﬁ 6 + y=-9,8551Ln(x) +38,544
> R?=0,8245
> 47 .4
2 v =-2,0909Ln(X) +5,351
R?=0,9132
: : { f , : f } i | 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Antall celler(mill.)/ml.
5 -
45 +
4 4 1! C. calcitrans
3,6 +
Io)
g 37
/E\: 2,5 1 R
Z 27
. o y=-2,162L0(x) +11,7
1,5 + e S R?=0,36
05+ § Q) -0,7247Ln(x) +2.463
| | 1 { R2=9'6957 1 1 i I Il
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Antall celler (mill.)/ml.
12 +
10+ |
r S. costatum
8 | G
@
8
g °1
S N y =-6,616Ln(x) +27,634
4l T~ o =0,8063
2+ o o o110
y=-1,7505Ln(x) +4.6761 O
R?=0,8865
0 1 2 3 4 5 6 7

Figur 3.5b:

Antall celler(mill.)/ml.

C(pg)/celle

C(pg)/celle

C(pg)/celle

o N(pg)/celle
@ C(pg)/celle

Logg. (N(pg)/celle)
e L OGQ. (C{pQ)/celle)

o N(pg)/celle
s  C(pg)/celle

Logg. (N(pg)/celle)
e | 0GQ. (C(pg)/celle)

o N(pg)/celle
& C(pg)/celle
Logg. (N(pg)/celle)

Innhold av karbon (C) og nitrogen (N) per algecelle i pikogram (pg), ved gkende celletetthet hos C.

miielleri, C. calcitrans og S. costatum (pH 7.5-8.5, 20°C).
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1,1 710
\ N. oculata +9
1+ s\
T y=-1.2965L0() +8.7504 T8
. o] S - @ | 6 ©
2 08+t - ‘ ] =| o N(pg)/cele
O e p— 2
= % 5 S| = Clpg)cele
g 1 £
= 07 y=-0.1 é&r‘(x)gO,QWB 14 O Logg- (N(pg)/celle)
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0,5 + ° 1
04 | : | : 4 | : | | Y
0 2 6 8 10 12 14 16 18 20
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(LR 79
16+ "\ T8
1l R y =-14,285Ln(x) + 78,55 L70 O Nipg)/celle
o R? = 0,9331 160 & C(pg)celle
° 2
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4+ R-09%22 o O T2
2 4 + 10
0 , 1 : : : ; = 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Antall celler(mill.)/ml.

Figur 3.5¢: Innhold av karbon (C) og nitrogen (N) per algecelle i pikogram (pg), ved gkende celletetthet hos
N. oculata og Tetraselmis sp. (pH 7.5-8.5, 20°C).

3.1.6 Forholdet mellom nitrogen og karbon (N/C) som funksjon av algetetthet:

Med unntak av N. oculata (Eustigmatophyceae) hadde nitrogen/karbon forholdet i algeartene
en avtagende tendens ved gkt celletetthet (Fig 3.6a,b). I N. oculata gkte forholdet noe i starten,

og avtok deretter ved hgyere tettheter (Fig. 3.6a). Trendlinjene i figur (3.6a,b) ble beregnet ut
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fra minste kvadraters metode, og trendmgnsteret varierte mellom de ulike artene. Hos arter
innen Bacillariophyceae endret N/C-forholdet seg etter et geometrisk mgnster (Fig. 3.6a),
mens Haptophyceaene hadde en linezr trend (Fig. 3.6b). Tetraselmis sp. hadde en logaritmisk

tendens, og nedgangen hos N. oculata ble representert med en polynom.

C. calcitrans

0,3 +
(o]
0,25 + §=0,1766x%15%
2 _
% 0’2 1 R*=0,5961
<
g 0,15 +
[&]
> 01+
0,05 +
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Antall celler (mill.)/ml.
S. costatum
C. mtielleri
0,2 T 0,25 +
- 1408 0,2 +
- 0,15 + 5 Y Igilg é§g4 - y=0,138%1
_g ' g 0,15 1 R?=0,944
S 01+ 5
o O 01+
Z 0,05 + Z
0,05 +
o 2 4 6 8 10 12 0 5 4 6 8

Antall celler (mill.)/m. Antall celler(mill.)/mi.

Figur 3.6a: Forholdet (vekt) mellom nitrogen og karbon (N/C) ved gkende celletetthet hos C. calcitrans,
S. costatum og C. miielleri (pH 7.5-8.5, 20°C).
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P. lutheri

y=-0,0034x+0,1617

2 ° R?=0,7488
£
Ke]
o
4
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Antall celler (mill.)/ml.
N. oculata
0,2 ¥ = -0,0008% + 0,0146x + 0,0946
2_

% 0,15 R*=0,8983
<
S ot
[&]
5 0,05

8 1012141618 20

02 46
Antall celler(mill.)/ml.

N/C-forhold

I. galbana

y =-0,0061x +0,1889
R?=0,767

Antall celler (mill.)/ml.

Tetraselmis sp.

N/C-forhold

0,25 y =-0,0539Ln(x) + 0,1494
R? = 0,9537

Antall celler (mill.)/ml.

Figur 3.6b: Forholdet (vekt) mellom nitrogen og karbon (N/C) ved gkende celletetthet hos P. lutheri, I galbana,

N. oculata og Tetraselmis sp. (pH 7.5-8.5, 20°C).
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3.1.7 Cellestgrrelse gjennom vekstfasen:

Ved gkt celletetthet gikk gjennomsnittsstgrrelsen (um) til C. miielleri celler forst opp for
deretter 4 avta (Fig. 3.7). Volumet (um®) til en Tetraselmis sp. celle viste den samme
tendensen (Fig. 3.8). Nedgangen i stgrrelse var ikke signifikant; p = 0,51 og 0,29 for
henholdsvis C. miielleri og Tetraselmis sp. Trendlinjene i figur (3.7) og (3.8) ble beregnet ut
fra minste kvadraters metode gjennom en linje representert ved formel y =b + C;X + '

hvor b og Cer konstanter.

11 4

10,5 - 1

o}
® 10+
£
g 9,5
X
= O i
9T y =-0,0438)¢ + 0,2827x + 9,2404
R? = 0,4784
8,5 } } } —
0 2 4 6 8

Celler (mill.)/ml.

Figur 3.7: Stgrrelsen til algeceller av arten C. miielleri som funksjon av celletetthet i kulturen (pH 7.5-8.5,
20°C).

Volum
(mikrometer)
w
(3,

o

y =-4,777¢ + 27,927x + 325,39
R?=0,5188

N
o
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Antall celler (mill.)/ml.

Figur 3.8: Volumet (nm®) til algeceller av Tetraselmis sp. som funksjon av celletetthet i kulturen (pH 7.5-8.5,
20°C).
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3.1.8 Klorofyll a:

0,45 ¢
04+

0,35 +
0,3 + —aA— S. costatum

0,25 + —1— C. mielleri
0,2 + —e—|. galbana
g 0,15 1 —0— Tetraselmis sp.
0,1 +
0,05 +
0 : f } . !
18 20 22 24 26 28

Chl a/celle

Temperatur

Figur 3.9: Innhold av klorofyll a (pikogram) per algecelle som funksjon av temperatur (pH 7.5-8.5).

Hos C. miielleri (0,12-0,16 pg), S. costatum (0,17-0,27 pg) og Tetraselmis sp. (0,09-0,1 pg),
gav en gkning av temperaturen fra 20°C til 24°C gkt innhold av klorofyll a per celle (Fig. 3.9).
I det samme temperaturintervallet minket innholdet i I. galbana fra 0,28 pg til 0,08 pg. Ved
27°C inneholdt C. miielleri og Tetraselmis sp. henholdsvis 0,4 pg og 0,25 pg klorofyll a per

celle.

700 T
600 + ® 6036
500 +
400 +

300 +

C/Chl a (vekt)

200 +
@ 140,2 ® 1603 ® 130

100
? 709 ® 47
0 : f } f
S. costatum  C. calcitrans C. mielleri P. lutheri l. galbana Tetraselmis
sp.

Art

Figur 3.10: Forholdet (vekt) mellom karbon og klorofyll a (C/Chl a) for de forskjellige artene (pH 7.5-8.5,
20°C).

Forholdet mellom karbon og klorofyll a (vekt) varierte mellom de ulike artene (Fig. 3.10).

Innen klassen Bacillariophyceae hadde C. miielleri og C. calcitrans relativt likt C/Chl a
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forhold, mens forholdet var lavere i S. costatum. P. lutheri og I. galbana (Haptophyceae)

hadde forskjellige verdier. Tetraselmis sp. (Prasinophyceae), som er den stgrste av algeartene,
hadde hgyest C/Chl a forhold (604).

3.2 Semikontinuerligkultur

De fire algeartene Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata, Chaetoceros miielleri og
Chaetoceros calcitrans ble ogsa dyrket i semikontinuerligkultur i 200 1 skala. P4 grunn av
problemer med kontaminering av ciliater ble ikke Chaetoceros calcitrans dyrket ved 4% av

Wmaks (Tab. 3.4).

Tabell 3.4; Daglig fortynning (liter) og antall celler (millioner/ml) ved hgsting, ved 4%, 40% og 60% av
maksimal veksthastighet (k) 1 200 1 kultur.

4% av Wiaks 40% av Wiaks 60% av Wmaks
Art liter mill./ml liter mill./ml liter mill./ml
L galbana 11 7,74 87 4,13 115 2,05
N. oculata 5 24,79 43 11,11 62 5,85
C. mijelleri 14 3,49 105 1,30 135 0,80
C. calcitrans 76 6,83 103 3,25
3.2.1 Lipidinnhold:
350 —‘- o
300 1 o °
250 + 0 ° o 1 Total mettede
> 500 L ° B Total enumettede
g o 1 Total PUFA
E ‘ o |oTotallpid

4% 40% 60% 4% 40% 60% 4% 40% 60% 40% 60%

lg. Lg. Lg. Cm. Cm. Cm. N.o. N.o. N.o. Cc. Cc.
Art og veksthastighet

Figur 3.11: Kvantitativt innhold av total lipid, mettede-, enumettede- og flerumettede fettsyrer (PUFA), ved ulike

veksthastigheter.
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Graden av endring var avhengig av art og type fettsyre (Fig. 3.12). Samtlige arter viste en

gkning i totalfettsyrer og totallipid innhold ved avtagende veksthastighet (Fig. 3.11).

Ved 4% av Pmas hadde N. oculata hgyest innhold av fettsyrer per gram tgrrstoff (165,5 mg/g |
TV; Fig. 3.14). C. miielleri hadde noe lavere innhold (140,8 mg/g TV; Fig. 3.13), etterfulgt av
I galbana (95,2 mg/g TV; Fig. 3.12) og C. calcitrans (67,8 mg/g TV; Fig. 3.15). Detaljert
oversikt av fettsyrer i alger er gitt i vedlegg (4-11).

3.2.2 Fettsyre- og lipidinnhold:

I galbana

300 T 289,6

250,1

250 ¥ _—‘ 222,6

M Total mettede

B Total enumettede
Total PUFA
HTotal fettsyre
OTotal lipid

79,6

4% l.g. 40% l.g. 60% l.g.
% av maksimal veksthastighet

Figur 3.12: Endring i kvantitativt fettsyre og lipid innhold hos Isochrysis galbana ved ulike veksthastigheter.

I kulturer med I. galbana gkte innholdet av totallipid ved redusert veksthastighet (fra 60% til
4% av Pmas; Fig. 3.12). Total mengde fettsyre gkte ogsd med avtagende veksthastighet, mens
innholdet av mettede fettsyrer var relativt konstant ved overgang fra 4% - 60% av [maks- Ved
samtlige veksthastigheter var innholdet av sum PUFA hgyere enn enumettede- og mettede
fettsyrer. Forholdet mellom PUFA og sum mettede + enumettede fettsyrer minket ved redusert

veksthastighet. Ved 60% var forholdet omtrent 1,3 mens det var 1,1 ved 4% (Fig. 3.16). Dette
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skyldes en stor kvantitativ gkning i enumettede fettsyrer, spesielt 16:1. 1. galbana inneholdt

mye av fglgende PUFA; 18:206, 18:3(3, 18:4w3 og 22:6®3.

C. miielleri:

350 +

313,4
300 + [ |
250 +

M Total mettede

E Total enumettede
Total PUFA
ETotal fettsyre

O Total lipid

17,2 16 19,2

4% C.m. 40% C.m. 60% C.m.
% av maksimal veksthastighet

Figur 3.13: Endring i kvantitativt fettsyre og lipid innhold hos Chaetoceros miielleri ved ulike veksthastigheter.

I kulturer med C. miielleri gkte innholdet av totallipid fra 106,8 til 313,4 mg/g TV (60% til
4% av. lmaks) ved redusert veksthastighet (Fig 3.13). @kningen av lipid og fettsyrer var svert
stor mellom 40% og 4% av mxks Kvantitativt innhold av mettede-, enumettede- og
flerumettede fettsyrer gkte ogsd ved redusert veksthastighet. Ved 4% av [mas hadde C.
miielleri en stgrre kvantitativ mengde enumettede- og mettede fettsyrer enn PUFA. Ved 60%
av Wmaks var forholdet mellom PUFA og sum mettede + enumettede fettsyrer omtrent 0,6 mens
det ved 4% var cirka 0,45 (Fig. 3.16). Dette skyldes en stor kvantitativ gkning i mettede og
enumettede fettsyrer, spesielt 16:0 og 16:1. C. miielleri inneholdt mye av fglgende PUFA;
16:204, 20:4w06 og 20:5m3.
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N. oculata:

335,1

271,1

M Total mettede

B Total enumettede
ETotal PUFA

O Total fettsyre

O Total lipid

4% N.o. 40% N.o. 60% N.o.
% av maksimal veksthastighet

Figur 3.14: Endring i kvantitativt fettsyre og lipid innhold hos Nannochloropsis oculata ved ulike

veksthastigheter.

I kulturer med N. oculata gkte det totale lipidinnhold fra 237,9 mg/g TV til 335,1 mg/g TV
ved nedsatt veksthastighet fra 60% til 4% av Mmas (Fig. 3.14). Kvantitativt innhold av
mettede-, enumettede- og flerumettede fettsyrer gkte ved redusert veksthastighet. Ved
samtlige veksthastigheter inneholdt N. oculata mer PUFA enn enumettede- og flerumettede
fettsyrer. Forholdet mellom PUFA og sum av mettede + enumettede fettsyrer minket fra
omtrent 1,0 til 0,75 ved overgang fra 60% til 4% av [maks (Fig. 3.16). Dette skyldes en stor
¢gkning i mengden mettede- og enumettede fettsyrer, spesielt 16:0 , 16:1 og 18:109. N. oculata
inneholdt mye av fglgende PUFA; 20:4w6 og 20:5@3.
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C. calcitrans:

180 1 167,3
160 +
140 +
118,8
120 + =
M Total mettede
£ 100 +
> B Total enumettede
g’ HATotal PUFA
515 ETotal fettsyre

O Total lipid

40% C.c. 60% C.c.
% av maksimal veksthastighet

Figur 3.15: Endring i kvantitativt fettsyre og lipid innhold hos Chaetoceros calcitrans ved ulike veksthastigheter.

I kulturer med C. calcitrans var det totale lipidinnhold 118,8 mg/g TV og 167,3 mg/g TV ved
henholdsvis 60% og 40% av Umas (Fig 3.15). Det var bare de enumettede fettsyrene som ikke
gkte kvantitativt ved overgang fra 60% til 40% av maksimal veksthastighet. Ved begge
veksthastigheter inneholdt C. calcitrans mer PUFA enn enumettede- og mettede fettsyrer.
Forholdet mellom PUFA og gjennomsnittet av mettede + enumettede fettsyrer gkte fra 0,8 til
1,25 ved minkende veksthastighet (Fig. 3.16). C. calcitrans  inneholdt mye av fglgende
PUFA; 20:5m03 og 16:304.
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3.2.3 Forholdet mellom PUFA og sum mettede + enumettede fettsyrer:

15 ¢
14 4
13 4
12+
114

14
09+
08 1
07+

—o— 1. galbana
—m— N. oculata
—e— C. calcitrans
—>— C. mielleri

011
0,6 + ¢

PUFA/mettede + enumettede F¢

0,5 + o,W

0,4 } ¢ | : } |
0% 10 % 20 % 30 % 40 % 50 % 60 %

% av maksimal veksthastighet

Figur 3.16: Forholdet (vekt) mellom PUFA og sum mettede + enumettede fettsyrer (FS) ved ulike
veksthastigheter. Standardavvik (STDAV) er oppgitt i figuren.

Hos samtlige arter var forholdet (vekt) mellom PUFA og sum mettede + enumettede fettsyrer

stgrst ved 40% av Wmaks (Fig. 3.16). Ved 4% av [maks var forholdet minst.

3.2.4 @3 fettsyrer:

Kvantitativt innhold
50+ B
ol \ —. ga]bana
s 6—/——"‘"’0\0 —B—N. oculata
2 30 + —@— C. calcitrans
€

—>— C. muelleri

0 t } } t t {
0% 10 % 20 % 30 % 40 % 50 % 60 %
% av maksimal veksthastighet

Figur 3.17: Kvantitativt innhold av @3 fettsyrer ved ulike veksthastigheter.

Med unntak av I. galbana gkte den kvantitative mengden av @3 fettsyrer for samtlige arter nar
veksthastigheten gikk ned. C. calcitrans og C. miielleri inneholdt lite ®3, mens N. oculata

rommet mest (Fig. 3.17).
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Kvalitativt innhold

60 +

50 +
© —
§ 40 + —o—|. galbana
Q£ —m— N. oculata
< 30 -+
ko] —e— C. calcitrans

K20

& 204 // ~ —%¢ »— C. mielleri
R

10 +

0 { f : } : !
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% av maksimal veksthastighet

Figur 3.18: Kvalitativt innhold av w3 fettsyrer ved ulike veksthastigheter.

Hos samtlige arter gkte relativt (prosent av total fettsyre) innhold av @3 fettsyrer fra 60%-40%

av Umaks (Fig. 3.18). Sett under ett var relativt innhold minst ved 4% av tmaks.

Tabell 3.5: Stigningstall for @3 fettsyrer ved overgang fra 60%-40% av Hmas.

mg/g TV % av total fettsyre
L galbana 6,7x 2x
N. oculata 9,8x 3,3x
C. calcitrans 9,3x 7,6x
C. miielleri 2,6x 2%

Den absolutte stigningen mellom 60%-40% av Umaks Var stgrre for kvantitativ (mg/g TV)

mengde w3 fettsyrer, enn kvalitativ (prosent av total fettsyre) mengde.
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3.2.5 Innhold av HUFA:

Kvantitativt innhold

70 T

60 -

50 +
E4O .
o 022:6w3 (DHA)
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lg. Lg. Lo C.m. Cm. Cm. N.o. N.o. N.o. C.c. Cu.c.
Art og veksthastighet

Figar 3.19: Kvantitativt innhold av fettsyrene DHA (22:6m3), EPA (20:503) og AA (20:4w6) ved ulike
veksthastigheter. Sgylene er merket med tall som angir mengden av DHA (gverst), EPA (midten) og AA
(nederst).

Innholdet av individuelle HUFA varierte sterkt med veksthastighet og art. Med unntak av 1.
galbana viste algeartene en tendens til gkning i DHA, EPA og AA innhold (kvantitativt) nér
veksthastigheten avtok (Fig. 3.19).

Hos I. galbana minket det totale innholdet av HUFA ved redusert veksthastighet. Mengden
HUFA var 18,6 mg/g TV ved 60% og 12,7 mg/g TV ved 4% av Wmaks. I. galbana var den arten

som hadde desidert stgrst kvantitativt innhold av DHA.

Fra 40% til 4% av Umas Viste C. miielleri stor kvantitativ forandring i AA innhold. Mengden
20:406 ble endret fra 2,3 mg/g TV til 15 mg/g TV. Ved 4% av Wmaks inneholdt C. miielleri lite
DHA, men mye EPA og AA. Av artene som ble brukt i forsgket var det C. miielleri som
hadde stgrst kvantitativt innhold av AA (4% av Umaks)-
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Terrstoff fra kulturer med N. oculata manglet DHA, men var rik pA AA og EPA. Av artene i
forsgket hadde N. oculata desidert hgyest innhold av HUFA (60,9 mg/g TV (4% av Mmaks)), OF
EPA utgjorde 81,4 prosent av dette.

Terrstoff fra kulturer med C. calcitrans inneholdt lite DHA og enda mindre AA. EPA var den
dominerende HUFA. C. calcitrans hadde ikke spesielt hgyt kvantitativt innhold av hverken
DHA, EPA eller AA.

Kyvalitativt innhold

N e
o o O
f —

O22:6w3 (DHA)
20:5w3 (EPA)
W 20:4w6 (AA)

W W
[T}
I I

% fettsyre av total fettsyre
n
[9,}

20 -

15 4

10 -

5 -

0 .
4%  40% 60% 4% 40% 60% 4% 40% 60% 40% 60%
l.g. l.g. l.g. Ccm. Cm. Cm. N.o. N.o. N.o. C.c. C.c.

Art og veksthastighet

Figur 3.20: Kvalitativt innhold (prosent av total fettsyre) av fettsyrene DHA (22:603), EPA (20:503) og AA

(20:406) ved ulike veksthastigheter. Sgylene er merket med tall som angir mengden av DHA (gverst), EPA
(midten) og AA (nederst).

Hos I. galbana, minket det kvalitative innholdet av de aktuelle fettsyrer ved en nedgang i
veksthastighet (Fig. 3.20). Ved 60% av Lmaks vtgjorde HUFA 27,1 prosent av total fettsyre,

mens de ved 4% utgjorde 13,3 prosent.

C. miielleri inneholdt omtrent like mye HUFA ved 4%, 40% og 60% av WPmaks (25 prosent av
total fettsyre). Fra 40% til 4% av [imaks var det en stor gkning i AA og nedgang i EPA (Fig.
3.20).
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Hos N. oculata avtok HUFA innholdet ved overgang fra 40% til 4% av [mas. Endringen

skyldtes primert en kvalitativ nedgang i fettsyren EPA, mens innholdet av AA var tilnermet

konstant (Fig. 3.20).

Som C. miielleri hadde C. calcitrans en gkning i kvalitativt innhold av DHA og EPA ved
overgang mellom 60% og 40% av [maks. Innholdet av AA var stabilt.

3.2.6 Karbohydrat:

Totalt karbohydrat

B4 % [140 % 060 %

250 ~

200 ~

150 -

mg/g TV

50 A

Figur 3.21: Totalt karbohydratinnhold (mg/g tgrrvekt) ved ulike veksthastigheter.

C. miielleri var den eneste arten som hadde en systematisk gkning av totalt karbohydrat
innhold ved overgang fra 60% til 4% av Wmas (Fig. 3.21). C. miielleri inneholdt 0gsa mest
karbohydrat av de studerte algeartene (235,0 mg/g TV ved 4% av Wmas). C. calcitrans, 1.
galbana og N. oculata hadde stgrst innhold av karbohydrat ved henholdsvis 60%, 60% og 4%

av umaks-
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B-1,3-glucan

(@4 % D40 % 060 % |

mg/g TV

Figur 3.22: Innholdet av polysakkaridet B-1,3-glucan (mg/g tgrrvekt) ved ulike veksthastigheter.

Innholdet av polysakkaridet B-1,3-glucan viste omtrent samme tendens som innholdet av
totalt karbohydrat ved endring av veksthastigheten (Fig. 3.21 og 3.22). En forskjell var at
tgrrstoff fra N. oculata inneholdt svert lite B-1,3-glucan i forhold til de andre artene. Det var
C. miielleri som inneholdt mest karbohydrat totalt (Fig. 3.21), men som figur (3.22) viser var

det C. calcitrans som rommet mest B-1,3-glucan (178,8 mg/g TV ved 60% av Wmaks)-
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3.2.7 Produksjon av karbon, totallipid og totalkarbohydrat i stor kultur:
Daglig produksjon av karbon i 200 1 kulturene varierte med veksthastigheten (Fig. 3.23). C.

calcitrans, 1. galbana, C. miielleri og N. oculata hadde stgrst produksjon ved 40% av [yaxs.

Produksjonen var pa henholdsvis 4.9, 4.1, 3.7 og 3.3 g karbon dag™.

Produksjonen av lipid avvikte noe fra produksjonen av karbon (Fig. 3.23 og 3.24). Mest
markant var det at C. miielleri produserte lite lipid i forhold til de andre artene i forsgket ved
40% og 60% av Wmaks, Totalt var det I. galbana som hadde stgrst produksjon av lipid; 2,7
g/dag (40% av Lmaks)-

Sett 1 forhold til de andre artene produserte C. miielleri relativt mer karbohydrat enn lipid ved
samtlige fortynningsgrader (Fig. 3.24 og 3.25). Av artene i forsgket hadde C. calcitrans stgrst
karbohydratproduksjon med 1,89 g/dag (60% av [maks).

Produksjon av C (g)/dag 0 Volum (liter) somtas ut og erstattes hver 24t

5+ 49 140
457 120
4 4
100
_ 35}
&
he] 80
5 %7 5
S 254 60
T
¥ 2 A
40
15
20

-

05 - 1~ . . lo
4% 40% 60% 4% 40% 60% 4% 40% 60% 40% 60%
lg. lg. g Cm. Cm. Cm. N.o. No. N.o. Cc. Cuc.

Art og veksthastighet

Figur 3.23: Produksjonsutbytte av karbon per dggn i 200 1 kultur ved forskjellige veksthastigheter.
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( Produksjon av lipid (g)/dag 1 Volum (liter) somtas ut og erstattes hver 24t.
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Art og veksthastighet

Figur 3.24: Produksjonsutbytte av totallipid per dggn i 200 I kultur ved forskjellige veksthastigheter.
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Figur 3.25: : Produksjonsutbytte av totalkarbohydrat per dggn i 200 1 kultur ved forskjellige veksthastigheter.

53



Havard Y. Jgreensen. Resultater,

3.2.8 Produksjonsstabilitet:

Nar mediumet var kloret forlgp dyrkingen av N. oculata, I. galbana og C. mijelleri uten stgrre
vansker ved samtlige veksthastigheter. Det gikk ogsa bra & dyrke C. calcitrans ikloret
medium ved 40% og 60% av [imaks, men det oppstod problemer ved veksthastighet lik 4% av
Umaks- Problemet ved sé lav fortynningsrate var fgrst og fremst en stor oppblomstring av

ciliaten Euplotes sp.

Det gikk ikke & dyrke C. calcitrans uten & klore vannet. Selv ved daglig veksthastighet lik
60% av [lmaks ble kulturen i Igpet av noen dager infisert med ciliaten Euplotes sp. For 4 kunne
dyrke C. calcitrans ved 4% av Wmaxs ble det ogsé gjort forsgk med fordoblet klormengde,

resultatet var negativt, og problemet var fortsatt ciliater.
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4. DISKUSJON

4.1 Dyrking av mikroalger

4.1.1 Temperatur:

Ser en vekk fra resultatene til N. oculata og P. lutheri, viste det seg at veksthastigheten til den
enkelte algeart var sveert forskjellig ved ulike temperaturer (16-32°C; Fig. 3.1). Tetraselmis
sp., C. miielleri, I. galbana og P. lutheri hadde optimal temperatur ved 24°C. S. costatum
hadde maksimal veksthastighet ved 20°C, mens C. calcitrans og N. oculata vokste hurtigst
ved 16°C. Samtlige algearter hadde en nedgang i veksthastighet nr temperaturen gkte mellom

24°C og 27°C, og det var bare C. miielleri og Tetraselmis sp. som hadde vekst ved 27°C.

Algeartene alternerte om & ha hgyest veksthastighet ved de forskjellige temperaturer, men det
er viktig & vare oppmerksom pa at hgy veksthastighet ikke ngdvendigvis betyr at en art har
hgy produksjon av gnskede neringsstoffer. Resultatene forteller derfor at valg av
dyrkingstemperatur er svert viktig for 4 optimalisere veksthastighet, og dermed
produksjonspotensiale til den enkelte algeart. Veksthastigheten til N. oculata og P. lutheri var
lite pavirket av temperatur, og med tanke pa produksjon vil valg av temperatur i omradet 16-
24°C vare av mindre betydning. Ved 30°C var det bare Tetraselmis sp. og C. miielleri som
hadde vekst. Hvis C. miielleri kontamineres av andre algearter (av de som ble brukt i forsgket)
enn Tetraselmis sp., kan det derfor veere mulig & rense kulturene ved & dyrke dem ved omtrent

30°C.

Ved 24°C vokste 1. galbana (1,73 dag‘l) dobbelt sa fort som P. lutheri (0,87 dag™), mens
Tetraselmis sp. hadde veksthastighet pd 2,29 dag™. Resultatene stemmer lite overrens med
tidligere observasjoner (Reitan m.fl., 1994b). Reitan (1994b) fant at veksthastighetene for 1.
galbana og P. lutheri 14 rundt 1,15 dag™! ved 23-25°C, mens Tetraselmis sp. 14 pi 1,66 dag™. 1
gieldende forsgk ble bunnfallet i kulturene rgrt opp f@r prgvetaking, og forskjell i resultatene
kan skyldes ulik hgstemetode. Det er ogsa verdt & merke seg at veksthastigheten til alger 1
gieldende forsgk kun er et mal basert pd absorbansmalinger ved 750 nm. N. oculata har rask
celledeling (Flynn m.fl., 1993), og dersom det hadde blitt malt gkning i antall celler per dag
vil resultatene blitt annerledes. Ved bruk av denne metoden er det tidligere rapportert at N.

oculata har hgyere veksthastighet enn 1. galbana (Flynn m.fl., 1993).
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4.1.2 Klorofyll a innhold:

C. miielleri, S. costatum og Tetraselmis sp. fikk gkt klorofyll a innhold per celle nar de ble
dyrket med gkende temperatur (Fig. 3.9). @kning av klorofyll a innhold ved gkt temperatur er
tidligere vist av Molina m.fl. (1991) og Thompson m.fl. (1992), men klorofyll a mengden per
celle var i disse tilfeller stgrst nar temperaturen var optimal. Resultatene var derfor noe
uventet da veksthastigheten til S. costarum gér ned mellom 20°C og 24°C, mens
veksthastigheten til C. miielleri og Tetraselmis sp. avtar fra 24°C til 27°C. Skygging kan ikke
ha vart en arsak til de hgye klorofyll a mengdene per celle, da tettheten ved hgsting var
mindre ved temperaturer over optimal temperatur. I. galbana inneholdt mer klorofyll a per
celle ved 20°C enn 24°C. Dette er ikke i samsvar med Thompson m.fl. (1992), og mitt resultat
skyldes nok at tettheten til 1. galbana var stgrst ved 20°C. I stedet for a hgste i stasjonerfase,
skulle prgver til klorofyll a analyser blitt tatt ut ved en bestemt cellekonsentrasjon, da dette

ville gitt bedre sammenligningsgrunnlag mellom de ulike temperaturer.

Klorofyll a brukes ofte som en parameter for & beregne biomassen i naturlige algesamfunn
(Parson m.fl., 1984; Odate m.fl., 1993). Bruk av metoden har vist seg & vare problematisk da
forholdet mellom karbon og klorofyll a varierer hos alger (Odate m.fl., 1993). Resultatene
viser at det i stasjonarfasen var stor variasjon i karbon:klorofyll a forholdet (vekt) mellom de
forskjellige klasser og arter (Fig. 3.10). Forholdet varierte fra 49,7 (I. galbana) til 140,2 (C.
calcitrans) for arter mindre enn 10 um, og fra 160,3 (C. miielleri) til 603,6 (Tetraselmis sp.)
for arter stgrre enn 10 pm (Tab. 2.1). Dette er i samsvar med resultater rapportert av Furuya
(1990) hvor det ogsé ble vist at sma algearter (2-10 wm) har lavere karbon:klorofyll a forhold
enn arter >10 pm. Som tidligere rapportert av Strathmann (1967), bgr en derfor ved utregning

av biomasse fra klorofyll a konsentrasjon ta hensyn til stgrrelsen til algeartene.

4.1.3 pH:

Uten noen form for pH kontroll i algekulturene vil basisiteten 1 vekstmediumet gke fra
eksponentiell til stasjonrfase. I forsgket ble surhetsgraden i kulturene regulert ved tilsats av

ekstra COa.

Nér kulturene ble innokulert ved pH 6, var det kun C. miielleri, N. oculata og Tetraselmis sp.

som hadde vekst (Tab. 3.2). For disse artene var maksimal veksthastighet (dag'l) lavere enn
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ved pH 7.5-8.5, og da spesielt for C. miielleri. Ved forsgk uten tilsats av ekstra CO, fikk ingen
av algekulturene vekststans fgr pH 9,1. P. lutheri og C. calcitrans talte pH helt oppimot 9,8

fgr veksten stagnerte.

Vekst i kulturer uten ekstra tilfgrsel av CO, var karakterisert ved lav biomasse i stasjonrfase
(Tab. 3.3). Kulturer som ble dyrket uten tilsats av CO, hadde mellom 1,39 (C. miielleri) og
3,54 (I. galbana) ganger mindre biomasse i stasjonzrfase enn kulturer hvor pH ble holdt
mellom 7,5 og 8,5. Dette indikerer at hgy pH eller mangel pé karbon begrenset veksten, og
ikke fosfor.

Resultatene tilsier at pH bgr holdes i omradet 7,5-8,5 for 4 optimalisere vekstforholdene til
mikroalgene og dermed produksjonen. Ved dyrking av S. costatum, C. calcitrans, P. lutheri
og I. galbana er det viktig & vere oppmerksom p4d at pH ned mot 6 vil kunne drepe
algecellene. Hvis man benytter pulsvis tilsettning av CO, ved produksjon av de nevnte arter,
bgr en bruke sveert smi mengder CO, i innokuleringsfasen, og gke suksessivt med tettheten pé
kulturen. Hvis det ikke tilsettes CO, vil veksten i kulturen stagnere ved en lavere biomasse, og
produksjonen i kulturene blir mindre pd grunn av pH eller karbonbegrensning. Med andre ord
utnyttes produksjonspotensialet til dyrkingsvolumet darlig, og ved bruk av kunstig oppvarmet
vann er dette svert lite gkonomisk. For 4 unng lav biomasse og celledgd som fglge av store
svingninger i pH, kan det vare bedre d benytte kontinuerlig innblanding av CO, ved hjelp av

et rotameter. Denne metoden vil kunne gi mer stabil pH, men forbruket av CO, kan bli stgrre.

4.1.4 Nitrogen, fosfor og karbon:

Bade N/C og P/C forholdet (vekt) i stasjonzrfase i smakultur var lavere enn hva som er antatt
for nitrogen (0,163 - 0,186) og fosfor (0,016 - 0,044) mettede celler (Fig. 3.3 og Fig. 3.2;
Sakshaug og Olsen, 1986). N/P forholdene var 10,7 hos Tetraselmis sp. og 11,18 hos C.
calcitrans, mens de resterende artene 14 fra 12,8 og oppover (Fig. 3.4). For Tetraselmis sp. og
C. calcitrans var N/P forholdene noe lavere enn det som er beregnet for fosforbegrensende
alger (11,76; Sakshaug og Olsen, 1986), men samtidig hgyere enn N/P nivaet som er antatt for
neringsmettede alger (7,1£2,6; Olsen og Jensen, 1989). P4 grunnlag av dette det antas det at

ogsé Tetraselmis sp. og C. calcitrans var begrenset av fosfor. De lave P/C og hgye N/P
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forholdene i algene i stasjonerfase tilsier at mikroalgene som ble dyrket i smédkultur trolig var

fosforbegrenset.

Karbon og nitrogeninnholdet per celle endret seg som en funksjon av tetthet i kulturene. Hos
I. galbana og P. lutheri (Haptophyceae) gkte karboninnholdet per celle med tetthet i kulturen,
mens nitrogeninnholdet avtok (Fig. 3.5a). Nar det gjelder 1. galbana er det tidligere vist en
lignende tendens, mens P. lutheri er rapportert & ha stgrst biomasse i logaritmisk fase (Brown
m.fl., 1993). I de andre artene minket bade karbon og nitrogeninnholdet med gkt celletetthet
(Fig. 3.5bc), og i samsvar med resultatene er det rapportert at N. oculata rommer mest
biomasse per celle i logfasen (Brown m.fl., 1993). Ved gkt fosforbegrensning ble det ikke
funnet noen signifikant endring i stgrrelsen til C. miielleri og Tetraselmis sp. (Fig. 3.7 og Fig.
3.8). Men da karboninnholdet ved fosforbegrensning endret seg fra 80 til 20 pg/celle hos C.
miielleri, og fra 83 til 45 pg/celle hos Tetraselmis sp., er det likevel sannsynlig at
cellestgrrelsen gir ned. De motstridende resultatene kan skyldes at metoden som ble brukt ved

méaling av cellestgrrelse ikke var ngyaktig nok.

Ser en endringen i karboninnhold (biomasse) per celle i sammenheng med anbefalt formengde
for skjellyngel, fir resultatene stor betydning. Yantian og Norman (1996) anbefalte en
formengde pa 10-20 algeceller ul'l dag™ for skjellyngel (Argopecten irradians concentricus
Say). 1 nevnte forsgk dreide det seg om I galbana, dyrket ved cirka 30% av maks i
semikontinuerligkultur. I gjeldende forsgk varierte innholdet i 1. galbana og P. lutheri
(Haptophyceae) mellom 7 og 15 pg Cleelle, og da med stgrst karboninnhold ved hgy
celletetthet. Nér karbonmengden i algecellene varierer si mye med grad av begrensning, er det
viktig 4 skille mellom biomassen i algeceller som er hentet fra kulturer med hgy eller lav
tetthet. Hvis for eksempel 1. galbana hgstes ved stor tetthet, vil 10 algeceller tilsvare en stgrre
biomasse enn nér hgstingen skjer ved lavere tetthet. I forsgket varierte karbonmengden fra 8
pglcelle (N. oculata) til 80 pg/celle (Tetraselmis sp.), og det vil derfor heller ikke vare rett a
overfgre forkonsentrasjonen for I. galbana til andre mindre eller stgrre arter. Da det er vist at
skjellvekst er en funksjon av karboninnhold (mg/g TV) i algecellene (Thompson m.fl., 1994),
anbefales det for fremtiden & opplyse om kvantitativ mengde karbon/mikroliter i
skjelldyrkingstanken, istedet for antall celler/mikroliter. Dette vil gi en bedre oversikt over

faktisk tilbudt neringsmengde.
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Minkende N/C forhold er et resultat av konstant lipid og/eller karbohydratsyntese kombinert
med redusert celledelingsrate og proteinsyntese pé grunn av redusert tilgang pé nxringsstoffer
(Siron m.fl., 1989; Sukenik og Livne, 1991). Avtagende N/C forhold tilsier at proteinmengden
per gram tgrrvekt avtar ved gkt celletetthet (Harrison m.fl., 1990; Molina m.fl., 1991; Sukenik
m.fl., 1993). For alger som ikke var naringsbegrenset 14 N/C forholdet (vekt) i gieldende
forsgk mellom 0,25 (C. calcitrans og Tetraselmis sp.; Fig. 3.6ab) og 0,1 (N. oculata; Fig.
3.6b). For de fleste artene var dermed N/C forholdet noe hgyere enn hva som tidligere er
rapportert (0,163-0,186;Sakshaug og Olsen, 1986). Med unntak av N. oculata viste forholdet
mellom nitrogen og karbon en avtagende tendens ved gkt celletetthet. I klassen Haptophyceae
viste artene en lineer avtagende trend, mens arter fra Bacillariophyceae hadde en geometrisk
minkende trend. En lineer trend er tidligere vist for I. galbana (Dahle, 1994). Ved gkt
celletetthet minket ogsda N/C-forholdet hos Tetraselmis sp., men her ble tendensen best
beskrevet med en logaritmisk funksjon. Hos N. oculata gkte N/C-forholdet for deretter & avta
ved hgyere cellekonsentrasjoner, og trendlinjen som passet best var en polynom. Resultatene
for N. oculata tilsvarer de som ble funnet av Flynn m.fl. (1993). Méten N. oculata tar opp

nitrogen pa kan muligens tyde pa at denne arten kan lagre tilgjengelig nitrogen.

4.2 Veksthastighet og forkvalitet

4.2.1 Totallipid:

Samtlige av de undersgkte artene hadde en gkning i totallipidinnhold med avtagende
veksthastighet (Fig. 3.11). Lignende resultat er tidligere rapportert for C. calcitrans, I.
galbana og N. oculata (Whyte, 1987; Brown m.fl., 1993; Reitan m.fl., 1994b). Totalt var det
N. oculata som inneholdt mest lipid (335,1 mg/g TV ved 4% av Wmaks)s mens C. miielleri
hadde et minimum innhold pa 106,8 mg/g TV (60% av Was). Imidlertid hadde C. miielleri en
svart stor gkning av totallipid ved overgang mellom 40% og 4% av nas. I gjeldende forsgk
inneholdt N. oculata mer totallipid enn hva som tidligere er blitt rapportert (Brown, 1991;
Brown m.fl., 1993). Brown (1991) og Brown m.fl. (1993) gjorde forsgkene under forhold med
12t lys:mgrke, og forskjellen i resultat kan skyldes de ulike lysregimene. Lipidnivéet som ble
funnet hos I galbana og C. calcitrans samsvarer med tidligere forsgk (Whyte, 1987; Reitan
m.fl., 1994b).
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4.2.2 Fettsyrer

Fettsyresammensetningen varierte mellom algeartene (Fig. 3.12-3.15). N. oculata hadde et
hgyt kvantitativt innhold av PUFA (>50 mg/g TV) ved samtlige veksthastigheter, mens C.
miielleri inneholdt serlig lite PUFA ved hgy veksthastighet. Hos samtlige arter var forholdet
(vekt) mellom PUFA og mettede + enumettede fettsyrer i algecellene stgrst ved 40% av Waks
og avtok nér veksthastigheten gikk ned til 4% av pmas (ikke C. calcitrans; Fig. 3.16). Ved
40% av Umas var forholdet hgyest hos 1. galbana (1,36) og minst hos C. miielleri (0,58). En
nedgang i innhold av PUFA og gkt innhold av mettede og enumettede fettsyrer ved nedgang i
veksthastigheten er tidligere rapportert ved fosforbegrenset vekst (Reitan m.fl., 1994b). Dette
kan tyde pa at algene som ble dyrket semikontinuerlig i storkultur var fosforbegrenset. Ut fra
hva som ble funnet hos C. miielleri og tidligere rapporter om Chaetoceros sp. (Reitan m.fl.,

1994b), antas det at ogsa C. calcitrans var fosforbegrenset i storkultur.

Med unntak av 1. galbana, hadde tgrrstoff fra algene minst kvantitativt innhold av @3 fettsyrer
ved hgy veksthastighet (60% av Mmaks; Fig. 3.17). Det er tidligere rapportert at ogsa I. galbana
inneholder minst @3 fettsyrer ved hgy veksthastighet (Dahle, 1994; Reitan m.fl., 1994). De
ulike resultatene kan muligens skyldes ulike lysforhold. Av artene i forsgket var det N.
oculata som inneholdt mest @3 fettsyrer (50,6 mg/g TV ved 60% av Wmaks). Den kvantitative

mengden 3 fettsyrer var forholdsvis liten (mellom 8,7 til 24,0 mg/g TV) i Bacillariophyceae.

Hos I. galbana minket kvantitativt innhold av HUFA (DHA (22:6m3), EPA (20:5m3) og AA
(20:406)) ved nedgang i veksthastighet, mens det gkte for de andre algeartene (Fig. 3.19).
Lignende tendens er rapportert av Reitan m.fl. (1994b). Av artene som ble dyrket
semikontinuerlig, inneholdt N. oculata mest EPA. Mengden av denne fettsyren var noe lavere
i klassen Bacillariophyceae og manglet nesten helt i I. galbana. I. galbana hadde derimot
desidert stgrst innhold av DHA, mens C. miielleri og C. calcitrans kun hadde sma mengder og
N. oculata manglet denne fettsyren. AA ble funnet i samtlige arter, men i svaert sma mengder
hos C. calcitrans. Tidligere er det rapportert lignende resultater (Delaunay m.fl., 1993; Reitan

m.fl., 1994b; Zhukova og Aizdaicher, 1995).
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Relativt (prosent av total fettsyre) innhold av ®3 fettsyrer var stgrst ved 40% av [pas hos
samtlige arter (Fig. 3.18). Dette indikerer at enzymene som inngdr i desaturering ikke er
spesielt pavirket av n@ringsbegrensning ved 40% av [maks, 0g kan ogsa forklare at innholdet
av kvantitativt @3 fettsyre gker fra 60% til 40% av [maks. Men som tabell (3.5) viser er den
absolutte stigningen for mg/g TV stgrre enn prosent av total fettsyre, og dette tilsier at kun
deler av den kvantitative gkningen kan relateres til gkt relativt innhold. Dette kan bety at
enzymer som inngér i celledeling og/eller proteinsyntese er mer pavirket av fosforbegrensning
enn desaturasene. Relativt innhold av @3 fettsyrer var lavest ved 4% av s, 0g tidligere er
det vist at fosforbegrensning sannsynligvis reduserer syntesen av ®3 fettsyrer (Reitan m.fl.,
1994b). Dette underbygger og stgtter antakelsen om at algene som ble dyrket semikontinuerlig

1 storkultur var fosforbegrenset.

Nar veksthastigheten gikk ned, varierte det relative innholdet av HUFA forskjellig hos de
ulike algeartene (Fig. 3.20). I. galbana hadde en jevn nedgang av DHA og AA nir
veksthastigheten gikk ned. Hos C. calcitrans, C. miielleri og N. oculata gkte derimot det
relative innholdet av EPA og DHA (ikke N. oculata) nér veksthastigheten sank til 40% av
Wmaks, 0g dette stgtter antagelsen om at desaturasene ikke er pdvirket av naringsbegrensing
ved 40% av Pmaks. Videre hadde N. oculata og C. miielleri en stor relativ nedgang av EPA da
veksthastigheten ble endret fra 40% til 4% av [maks, mens det bare var I. galbana som hadde
en markert kvalitativ nedgang av AA (w6) nér veksthastigheten gikk ned til 4% av Lpaxs. Hos
de andre algeartene var nivaet av AA enten stabilt eller gkte med grad av vekstbegrensning.
Som nevnt hadde N. oculata en relativ nedgang i EPA fra 40% til 4% av [maks. Forsgk har vist
at Nannochloropsis sp. har en sterk gkning av relativt EPA innhold nar den blir dyrket under
lysbegrensende forhold (Sukenik og Carmeli, 1989). Dette stgtter og understreker antagelsen

om at algene i storkultur var neringsbegrenset.

Nar veksthastigheten gikk ned fra 60% til 4% av |mas, hadde algene som ble dyrket i
semikontinuerligkultur en gkning i relativt innhold av 18:1w9 og 18:2w6, og viste samtidig en
nedgang i relativt innhold av 18:3w3 (Vedlegg 5,7,9 og 11). Dette kan bety at 18:1m9 og
18:2w6 er forlgpere for de langkjedete ®3 fettsyrene. 18:1w9 er péstitt 4 vare et
mellomprodukt i fettsyrebiosyntesen hos Bacillariophyceae (Moreno m.fl., 1979), hvor

18:1m9 er antatt a bli forlenget og desaturert til bade ®3 og w6 fettsyrer. Nedsatt biosyntese av
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3 fettsyrer, som vist for semikontinuerligkulturene, kan bli resultatet av nedsatt dannelse og
aktivitet av enzymet A15 desaturase (Reitan m.fl., 1994b). Ser en vekk fra I. galbana, virket
det ikke som at syntetiseringen av de langkjedete @6 fettsyrene ble pavirket i sd stor grad av
neringsbegrensing som ®3 fettsyrene. I samsvar med Reitan m.fl. (1994b) antyder dette at det
ikke er A5 og A6 desaturasene som er begrensende for dannelsen av langkjedete @3 fettsyrer,
men Al15 desaturase (Fig. 1.4). Hos I. galbana minker ogsa relativt innhold av 20:4®6 med
gkende neringsbegrensning, og det kan derfor virke som at ogsd AS desaturase er pavirket av

fosforbegrensning hos denne arten.

4.2.3 Karbohydrat:

Mengden av totalt karbohydrat varierte bade mellom algeartene og med veksthastigheten til
algecellene. Generelt var det Bacillariophyceae som hadde mest karbohydrat, og innholdet 1a
mellom 10 og 24 prosent av tgrrvekten (Fig. 3.21). f-1,3-glucan fulgte det samme mgnsteret
som totalt karbohydrat, untatt i V. oéulata hvor innholdet av -1,3-glucan var lavt i forhold til

de andre artene (Fig. 3.22).

Med avtagende veksthastighet var det bare C. miielleri (Bacillariophyceae) som hadde en
systematisk gkning av totalt karbohydratinnhold (Fig. 3.21). Akkumulering av karbohydrat
med gkt grad av neringsbegrensning er tidligere vist i denne klassen (Myklestad og Haug,
1972; Whyte, 1987; Myklestad, 1989). Som C. miielleri inneholdt ogsd N. oculata mest
karbohydrat ved 4% av mas, mens C. calcitrans og I. galbana rommet mest ved 60% av
lmaks: Resultatene antyder altsd at hverken I. galbana eller C. calcitrans akkumulerer
karbohydrat med gkende vekstbegrensning. Tidligere studier har gitt lignende resultater, men
karbohydratinnholdet hos C. calcitrans og I. galbana ble funnet & vere hgyere i gjeldende
forsgk enn hva som er rapportert av andre (Whyte, 1987; Brown, 1991). Hos N. oculata
tilsvarte mengden karbohydrat ved 60% av [maks omtrent det som er rapportert av Brown
(1991) og Brown m.fl. (1993). I samsvar med gjeldende forsgk er det ogsa tidligere
dokumentert at N. oculata rommer mest karbohydrat ved lave veksthastigheter (Brown m.fl,,

1993; Sukenik m.fl., 1993).
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Ved ulike veksthastigheter viste innholdet av 3-1,3-glucan omtrent samme mgnster som totalt
karbohydrat (Fig. 3.22). Hos 1. galbana, C. miielleri og C. calcitrans utgjorde B-1,3-glucan
mer enn 40 prosent av totalt karbohydrat uansett veksthastighet, og ved 60% av Hmaks utgjorde
B-1,3-glucan nesten all karbohydrat i C. calcitrans. Resultatene er i overensstemmelse med
Whyte (1987). N. oculata inneholdt minst andel B-1,3-glucan; under 12 prosent av totalt
karbohydrat. Tidligere er det rapportert at N. oculata inneholder opptil 70-88 prosent
polysakkarid, hvor hoveddelen er glukose (Brown, 1991; Volkmann m.fl., 1993). Bade Brown
(1991) og Volkmann m.fl. (1993) dyrket N. oculata under forhold med 12t lys:mgrke, og pa
samme mate som S. costatum kan det tenkes at N. oculata er avhengig av diurnalt lysregime
for & opprettholde glucanmetabolismen (Vérum m.fl.,, 1986). I forsgket ble algene dyrket
under kontinuerlig belysning, og dette kan forklare at innholdet av B-1,3-glucan var sépass

lavt hos N. oculata.

4.2.4 Produksjon:

Hos samtlige arter var produksjonen av karbon og lipid stgrst ved 40% av Wmaks (Fig. 3.23 og
3.24). I samsvar med dette har tidligere forsgk vist at produksjonen av karbon er stgrst rundt
50% av Pmaks (Reitan m.fl., 1989; Dahle, 1994). Totalt produserte C. calcitrans mest karbon
49 g dag'l), mens 1. galbana produserte mest lipid (2,7 g dag™). C. miielleri hadde en
forholdsvis lav maksimal produksjon av lipid i forhold til karbonproduksjon. Dette skyldes at
arten inneholder lite lipid ved 40% og 60% av Wmaks. I. galbana og C. calcitrans inneholdt
mest karbohydrat ved 60% av Hmaus Og dette gjenspeiler seg ved at produksjonen av
karbohydrat for disse artene var stgrst ved 60% av [maks (Fig. 3.25). Av samtlige arter var det
C. calcitrans som hadde stgrst produksjon av karbohydrat (1,89 g dag'l), og av dette var mer

enn 95% B-1,3-glucan.

4.3 Valg av mikroalger som for til skjell
Innholdet av lipid og karbohydrat i algeceller varierer med art og kultiveringsmetode (Siron

m.fl., 1989; Sukenik og Livne, 1991; Sukenik m.fl., 1993; Brown m.fl., 1993; Reitan, m.fl.,
1994b; Brown m.fl., 1996). Det er derimot usikkert hvorvidt totalniviet av disse biokjemiske

hovedkomponenter er relatert til ernaringskvalitet hos mikroalger. For skjellyngel kan istedet
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nivaet av spesifikke fettsyrer og sukker vare avgjgrende for overlevelse (Webb og Chu, 1982;

Brown m.fl., 1989; Soudant m.fl., 1998).

Webb og Chu (1982) rapporterte at hgy konsentrasjon av lipid, kombinert med enkelte
essensielle fettsyrer i algecellene, var relatert i stgrre grad enn protein til bra matkvalitet for
bivalve skjellyngel. I samsvar med dette viste forsgk av Enright m.fl. (1986a,b) at total protein
var mindre viktig for juvenile gsters (Ostrea edulis L). Den beste veksten ble her observert
ved bruk av dietter med mye karbohydrat, sd fremt det samtidig ogsd var hgyt nivad av de
flerumettede fettsyrene 22:603 (DHA) og 20:5w3 (EPA). Senere har Enright m.fl. (1986a,b)
fatt stptte fra Whyte m.fl. (1989) i sine antagelser om betydningen av karbohydrater i tillegg til
HUFA. Whyte m.fl. (1989) fant ut at skjellyngel av Patinopecten yessoensis (Jay) hadde
hgyest neringsinnhold nér den var foret med algedietter som inneholdt mye karbohydrat og
PUFA. I motsettning til Whyte m.fl. (1989), har Thompson m.fl. (1994) vist at skjellyngel
(Patinopecten yessoensis Jay) har stgrst vekst nar den blir foret med alger som inneholder mye
mettede fettsyrer. I tillegg til fettsyrene DHA og EPA har studier ogsa vist at skjellyngel aktivt
tar opp langkjedete w6 fettsyrer (20:406 (AA); Trider og Castell, 1980; Delaunay m.fl., 1993).
Som nevnt er karbohydrat en viktig férkomponent, og da bivalver inneholder et aktivt
laminarase enzym, bgr det foretrekkes alger hvor en stor del av karbohydratet utgjgres av {3-
1,3-glucan (Onishi m.fl., 1985). Sprikende resultater gjgr det vanskelig & oppsummere hvilke
ernzringsemner som er mest viktig for skjellyngel. Som en fglge av dette kan en helgardere
slik at skjellyngel fores med en blanding av algearter som sammen gir et hgyt innhold av
HUFA, mettede fettsyrer og karbohydrat (B-1,3-glucan). Ut fra tilgjengelig litteratur kan det

virke som om proteininnhold bgr prioriteres i mindre grad (Brown m.fl., 1989).

Ingen av artene i forsgket hadde hgyt innhold av bade DHA, EPA, AA, mettede fettsyrer og B-
1,3-glucan (Fig. 3.11, Fig. 3.19 og Fig. 3.22). For 4 dekke erneringsbehovet hos kamskjell
anbefales det derfor 4 bruke en blanding av artene. En optimal blanding kan vere I. galbana
(60% av Wmaks), C. miielleri (4% av Pmas) og N. oculata (4% av Pmaks). Ser en pa fettsyrer vil
da I galbana gi et stort tilskudd av DHA, C. miielleri tilfgrer mye AA, EPA og mettede
fettsyrer, mens N. oculata tilfgrer mye EPA, AA og mettede fettsyrer. Nér algene dyrkes ved
de angitte veksthastigheter, utgjgr tilskuddet av B-1,3-glucan fra I. galbana og C. miielleri

henholdsvis 108,8 mg/g TV og 151,3 mg/g TV. N. oculata inneholder svert lite §-1,3-glucan
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(12,4 mg/g TV), og gnskes det en diett som er rikere pd polysakkaridet, kan N. oculata byttes
ut med C. calcitrans (60% av Umas)- 1 et slikt tilfelle bgr C. miielleri dyrkes ved 4% av [paks,
slik at dietten ogsé inneholder mye AA. C. calcitrans bgr ikke erstatte [ galbana, da I

galbana er den eneste store kilden til DHA.
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5. KONKLUSJON OG PERSPEKTIVER

Ingen av artene bgr dyrkes ved temperaturer > 24°C, da dette hemmer veksten. For & utnytte
vekstpotensialet maksimalt bgr C. calcitrans og N. oculata dyrkes ved 16°C, mens
Tetraselmis sp., C. miielleri, I. galbana og P. lutheri krever 24°C. S. costatum vokser raskest

ved 20°C.

Det gikk ikke & dyrke C. calcitrans 1 storkultur uten & klore vannet. Nér vannet var kloret
oppstod det, med unntak av C. calcitrans, ingen problemer. C. calcitrans ble forsgkt dyrket i
kloret/avkloret vann ved 4% av [mas, men pa grunn av stadige oppblomstringer av ciliaten
Euplotes sp. ble dette gitt opp. P4 bakgrunn av resultatene anbefales det ikke & dyrke C.

calcitrans ved lav veksthastighet.

Veksthastighet og produksjon hos mikroalger viste seg & vere avhengig av pH. Ved pH 6
hadde S. costatum, C. calcitrans, P. lutheri og 1. galbana ingen vekst, mens C. miiellers,
Tetraselmis sp. og N. oculata vokste saktere enn ved pH 7,5-8,5. Hos samtlige arter stagnerte
algeveksten ved et lavere nivé nér det ikke ble tilfgrt CO,. Konklusjonen er derfor at kontroll
med pH er avgjgrende for & ha en hgy og stabil produksjon av alger, og ved pulsvis tilsetning

av CO, ma det vises stor forsiktighet i innokuleringsfasen.

Artene som var >10um hadde stgrre karbon:klorofyll a forhold (vekt) enn artene som var

<10um. Dette m4 det tas hensyn til ved beregning av biomasse fra klorofyll a malinger.

Karboninnholdet til algeceller varierer mellom arter, og med grad av nzringsbegrensing. Pa
grunn av dette bgr f6ringsmengdeﬁ til kamskjellyngel oppgis som kvantitativ mengde

karbon/mikroliter i stedet for antall celler/mikroliter.

Resultatene viste at totallipid, fettsyresammensetning og karbohydratmengde i algene varierer
med art og veksthastighet. C. miielleri og N. oculata lagret karbohydrat og lipid ved gkt

neringsbegrensning, mens 1. galbana og C. calcitrans kun lagret lipid.

For & kombinere hgy produksjon og dyrkbarhet med bra biokjemisk innhold, anbefales det &
fore kamskjellyngel med C. miielleri, I. galbana og N. oculata dyrket ved 40% av [maks. C.
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miielleri vil da produsere store mengder karbohydrat dag™, og B-1,3-glucan utgjgr en stor del
av dette. I. galbana vil produsere spesielt mye mettede fettsyrer og DHA (22:6w3), mens N.

oculata produserer store mengder AA (20:4w6) og EPA (20:5@3).

Tidligere er det vist at I. galbana og C. calcitrans er bra som for til skjellyngel (Le og Rangel,
1985; Delaunay m.fl., 1993; Lu og Blake, 1996), men generelt er det gjort sveart lite forsking
pa fordgyelse til kamskjellyngel. P& grunn av dette vet man ikke om den mélte biokjemiske
sammensetningen i N. oculata og C. miielleri er representativt for hva skjellyngelen faktisk tar
opp. For & oppna stgrre sikkerhet rundt opptaket fra disse algeartene bgr det gjennomfgres

forasjeringsforsgk.
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Lugols fytofiks-lgsning:

Ionebyttet vann (200 ml)
Iseddik 99-100% (20 ml)
Kaliumjodid (KI; 20 g)
Jod (I; 10 G)

1. Tilsett iseddik til vannet.
2. Lgs opp kaliumjodid.

3. Lgs opp jod. M4 rgres en god stund, da jod er tungtlgselig.

VEDLEGG 1



VEDLEGG 2

Reagenser til fosfatanalyse:

Svovelsyre 9 N (antall mol H'/liter) (4,5 molar):
I en 1000 ml malekolbe tilsettes 250 ml konsentrert svovelsyre til 750 ml ionebyttet vann.

(Hell syra i vannet, ikke motsatt!). Lagres i polypropylenflaske.

Kalium persulfatlgsning:

5 ml svovelsyre (9 N).

Blandes i 95 ml ionebyttet vann (Hell syra i vannet, ikke motsatt!).
Tilsett og lgs 5 gram kaliumperoxodisulfat (K,S,0s), rist.

Stabilt omtrent 1 uke, lagres mgrkt i polyethylenflaske.

Askorbinsyremiks:

10 gram askorbinsyre (CsHgOg) lgses i 50 ml vann.

Tilsett 50 ml svovelsyre (9 N).

Stabilt i uker, kan brukes sa lenge det er fargelgst. Lagres i kjgleskap pa glass.

Mikset reagens:
Lgs 12,5 gram ammoniumheptamolybdattetrahydrat ((NH4)sM07024x4H>0) i 125 ml
ionebyttet vann.
Lgs ogsi 0,5 gram kaliumantimonytatrate (K(SbO)C4H4O¢, med eller uten %2 H,0) 120 ml
ionebyttet vann.
Tilsett molybdatlgsningen til 350 ml svovelsyre (9 N), rgr kontinuerlig. Ha i tatrate lgsningen

og bland godt. Lagres pé glassflaske.

Fosfat standardlgsning:

Kaliumdihydrogenfosfat (KH,PO,) tgrkes i ovn ved 110°C i 24 timer.

Tonebyttet vann, som har blitt tilsatt 0,2 ml svovelsyre (9 N), blandes med ngyaktig 136,1 mg
KH,POy4,

Tynn ut til 1 dl med ionebyttet vann.

Standardlgsninger inneholder 10 pmol PO, /ml.



VEDLEGG 3

Reagenser til karbohydratanalyse:

Total karbohydrat:

Standard glukoselgsning:

100 mg glukose tgrkes ved 103°C i 24 timer og Igses i 100 ml 0,15% benzosyre. Lagret ved
5°C er lgsningen stabil i flere méneder. Fgr bruk fortynnes Igsningen 1:10 i jonebyttet vann.

Dette gir en Igsning som inneholder 100 pg glukose/ml.

Fenol Igsning:

Lgs 5 g reagentgradert fenol i 100 ml ionebyttet vann

B-1,3-glucan:
Svovelsyre 0,1 N:
Til 89 ml ionebyttet vann tilsettes 1 ml 9 N svovelsyre.



Lipid- og fettsyresammensetning (mg/g tgrrvekt) i semikontinuerligkultur.

Art

Prgve
mg/g TV
14:0
16:0
18:0
20:0
22:0

16:1
18:1n-9
18:1n-7
20:1
22:1

16:2n-4
16:3n-4
16:4

18:2n-6
18:3n-6
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6

18:3n-3
18:4n-3
20:4n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6n-3

Sum sat
Sum mono
Sum poly

Sum n-6
Sum n-3
Hufa n-3
n-3/n-6
DHA/EPA
non Hufa n-3

totalt lipid
Sum FS
FS/totalt lipid

C.calcitrans
40 % av Pyaks

Al

73
7,9
0,2
0,0
0,0

2,7
0,4
0,9
0,0
0,0

3,0
9,5
14

0,2
0,1
0,0
0,0
0,1

0,4
1,1
0,0
20,7
0,0
1,4

15,4
4,0
37,9

0,4
23,6
22,1
59,0

0,1

1,5

168,3
57,3
0,3

A2

6,8
7,8
0,2
0,2
0,0

24,2
0,3
0,9
0,0
0,0

2,8
9,1
1,3

0,2
0,1
0,0
0,0
0,1

0,4
1,1
0,0
20,2
1,3
1,3

15,0
25,4
37,9

0,4
24,3
22,8
60,8

0,1

1,5

166,3
78,3
0,5

Snitt

71
7,9
0,2
0,1
0,0

13,5
0,4
0,9
0,0

0,0

2,9
9,3
14

0,2
0,1
0,0
0,0
0,1

0,4
1,1
0,0
20,5
0,7
14

15,2
14,7
37,9

0,4
24,0
22,5
59,9

0,1

1,5

167,3
67,8
0,4

STDAV

0,4
0,1
0,0
0,1
0,0

15,2
0,1
0,0
0,0
0,0

0,1
0,3
0,1

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,4
0,9
0,1

0,3
15,1
0,0

0,0
0,5
0,5
1,2
0,0
0,0

1,4
14,8
0,1

C.calcitrans
60 % av Himaks

A3

4.4
6,7
0,2
0,0
0,1

15,8
0,3
0,9
0,0
0,0

1,9
53
1,3

0,2
0,0
0,0
0,0
0,1

0,2
0,9
0,0
12,3
0,0
0,8

11,4
17,0
23,0

0,3
14,2
13,1
473

0,1

1,1

120,3
514
0,4

A4

4,3
6,9
0,2
0,1
0,0

14,4
0,4
0,9
0,0
0,1

1,9
5,4
1,4

0,2
0,1
0,0
0,0
0,1

0,2
0,9
0,3
12,7
0,0
1,0

11,5
15,8
24,2

0,4
15,1
14,0
37,8

0,1

1,1

117,2
51,5
0,4

Snitt

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

15,1
04
0,9
0,0
0,1

1,9
5,4
1,4

0,2
0,1
0,0
0,0
0,1

0,2
0,9
0,2

12,5
0,0
0,9

11,5
16,4
23,6

0,4
14,7
13,6
42,5

0,1

1,1

118,8
51,5
0,4

VEDLEGG 4

STDAV

0,1
0,1
0,0
0,1
0,1

1,0
0,1
0,0
0,0
0,1

0,0
0,1
0,1

0,0
0,1
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,2
0,3
0,0
0,1

0,1
0,8
0,8

0,1
0,6
0,6
6,8
0,0
0,0

2,2
0,1
0,0



VEDLEGG 5

Lipid- og fettsyresammensetning (% av total fettsyre) i semikontinuerligkultur.

Art C.calcitrans C.calcitrans
40 % av ks 60 % av maks

Snitt STDAV Snitt STDAV
Prgve Al A2 A3 A4
% av sum FS
14:0 12,740 8,685 10,7 2,9 8,560 8,350 8,5 0,1
16:0 13,787 9,962 11,9 2,7 13,035 13,398 13,2 0,3
18:0 0,349 0,255 0,3 0,1 0,389 0,388 0,4 0,0
20:0 0,000 0,255 0,1 0,2 0,000 0,194 0,1 0,1
22:0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,195 0,000 0,1 0,1
16:1 4,712 30,907 17,8 18,5 30,739 27,961 294 2,0
18:1n-9 0,698 0,383 0,5 0,2 0,584 0,777 0,7 0,1
18:1n-7 1,571 1,149 1,4 0,3 1,751 1,748 1,7 0,0
20:1 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0
22:1 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,194 0,1 0,1
16:2n-4 5,236 3,576 4,4 1,2 3,696 3,689 3,7 0,0
16:3n-4 16,579 11,622 14,1 3,5 10,311 10,485 10,4 0,1
16:4 2,443 1,660 2,1 0,6 2,529 2,718 2,6 0,1
18:2n-6 0,349 0,255 0,3 0,1 0,389 0,388 0,4 0,0
18:3n-6 0,175 0,128 0,2 0,0 0,000 0,194 0,1 0,1
20:2n-6 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0
20:3n-6 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0
20:4n-6 0,175 0,128 0,2 0,0 0,195 0,194 0,2 0,0
18:3n-3 0,698 0,511 0,6 0,1 0,389 0,388 0,4 0,0
18:4n-3 1,920 1,405 1,7 0,4 1,751 1,748 1,7 0,0
20:4n-3 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,583 0,3 0,4
20:5n-3 36,126 25,798 31,0 7,3 23,930 24,660 24,3 0,5
22:5n-3 0,000 1,660 0,8 1,2 0,000 0,000 0,0 0,0
22:6n-3 2,443 1,660 2,1 0,6 1,556 1,942 1,7 0,3
Sum sat 26,9 19,2 23,0 5,5 22,2 22,3 22,3 0,1
Sum mono 7,0 32,4 19,7 18,0 33,1 30,7 31,9 1,7
Sum poly 66,1 48.4 57,3 12,5 44,7 47,0 45,9 1,6
Sum n-6 0,7 0,5 0,6 0,1 0,6 0,8 0,7 0,1
Sum n-3 41,2 31,0 36,1 7,2 27,6 29,3 28,5 1,2
Hufa n-3 38,6 29,1 33,8 6,7 25,5 27,2 26,3 1,2
non Hufa n-3 2,6 1,9 2,3 0,5 2,1 2,1 2,1 0,0

Sum FS 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0



VEDLEGG 6

Lipid- og fettsyresammensetning (mg/g tgrrvekt) i semikontinuerligkultur.

Art C. miielleri C. miielleri C. miielleri
4 % av Pmaks 40 % av ks 60 % av Wyaxs
Snitt STDAV Snitt STDAV
Prygve Al A2 A3 A4 A5
mg/g TV
14:0 10,9 12,7 11,8 1,3 52 43 4,8 0,6 3,2
16:0 32,0 38,3 35,2 4,5 12,7 9,9 11,3 2,0 8,9
18:0 2,6 2,6 2,6 0,0 1,0 1,0 1,0 0,0 0,6
20:0 0,2 0,2 0,2 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
22:0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
16:1 39,4 45,8 42,6 4,5 16,7 13,4 15,1 2,3 15,0
18:1n-9 1,2 1,2 1,2 0,0 0.4 0,4 0.4 0,0 0,3
18:1n-7 2,6 2,6 2,6 0,0 0,5 0,5 0,5 0,0 0,3
20:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
22:1 0,5 0,5 0,5 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0
16:2n-4 5,8 34 4,6 1,7 3,2 1,0 2,1 1,6 0,8
16:3n-4 0,5 0,0 0,3 0,4 0,1 3,2 1,7 2,2 2,6
16:4 0,1 0,2 0,2 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1
18:2n-6 1,2 1,2 1,2 0,0 0,4 0,4 0,4 0,0 04
18:3n-6 2,9 2,9 2,9 0,0 1,3 1,3 1,3 0,0 0,9
20:2n-6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
20:3n-6 0,5 0,5 0,5 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1
20:4n-6 14,8 15,2 15,0 0,3 2,2 2,4 2,3 0,1 2,6
18:3n-3 0,2 0,2 0,2 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
18:4n-3 0,7 0,7 0,7 0,0 0,8 0,8 0,8 0,0 04
20:4n-3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
20:5n-3 16,5 16,5 16,5 0,0 9,0 9,1 9,1 0,1 7,4
22:5n-3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
22:6n-3 2,2 2,1 2,2 0,1 1,3 1,2 1,3 0,1 0,9
Sum sat 45,7 53,8 49.8 57 19,0 15,3 17,2 2,6 12,7
Sum mono 43,7 50,1 46,9 4,5 17,6 14,4 16,0 2,3 15,6
Sum poly 454 42,9 44,2 1,8 18,6 19,8 19,2 0,8 16,2
Sum n-6 19,4 19,8 19,6 0,3 4,0 42 4,1 0,1 4,0
Sum n-3 19,6 19,5 . 19,6 0,1 11,3 11,3 11,3 0,0 8,7
Hufa n-3 18,7 18,6 18,7 0,1 104 10,4 104 0,0 8,3
n-3/n-6 1,0 1,0 1,0 0,0 2,8 2,7 2,8 0,1 2,2
DHA/EPA 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1
non Hufa n-3 0,9 0,9 0,9 0,0 0,9 0,9 0,9 0,0 0,4
totalt lipid 313,1 313,7 3134 04 125,1 123,0 124,11 1,5 106,8
Sum FS 134,8 146,38 140,8 8,5 552 49,5 524 4,0 44,5

FS/totalt lipid 0,4 0,5 0,4 0,0 0,4 0,4 0,4 0,0 0,4



Lipid- og fettsyresammensetning (% av total fettsyre) i semikontinuerligkultur.

Art

Prgve

% av sum FS
14:0

16:0

18:0

20:0

22:0

16:1
18:1n-9
18:1n-7
20:1
22:1

16:2n-4
16:3n-4
16:4

18:2n-6
18:3n-6
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6

18:3n-3
18:4n-3
20:4n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6n-3

Sum sat
Sum mono
Sum poly

Sum n-6
Sum n-3
Hufa n-3
non Hufa n-3

Sum FS

C. miielleri

4 % av Hmaks

Al

8,086
23,739
1,929
0,148
0,000

29,228
0,890
1,929
0,000
0,371

4,303
0,371
0,074

0,890
2,151
0,000
0,371
10,979

0,148
0,519
0,000
12,240
0,000
1,632

33,9
32,4
33,7

14,4
14,5
13,9

0,7

100,0

A2

8,651
26,090
1,771
0,136
0,000

31,199
0,817
1,771
0,000
0,341

2,316
0,000
0,136

0,817
1,975
0,000
0,341
10,354

0,136
0,477
0,000
11,240
0,000
1,431

36,6
34,1
29,2

13,5
13,3
12,7

0,6

100,0

Snitt STDAV

8.4
24,9
1,8
0,1
0,0

30,2
0,9
1,8
0,0
0,4

3,3
0,2
0,1

0,9
2,1
0,0
04

10,7

0,1
0,5
0,0
11,7
0,0
1,5

35,3
33,3
31,5

13,9
13,9
13,3

0,6

100,0

0,4
1,7
0,1
0,0
0,0

1,4
0,1
0,1
0,0
0,0

1,4
0,3
0,0

0,1
0,1
0,0
0,0
0.4

0,0
0,0
0,0
0,7
0,0
0,1

1,9
1,2
3,2

0,6
0,9
0,9
0,0

0,0

C. miielleri

40 % av Pmaks
A3 Ad
9,420 8,687
23,007 20,000
1,812 2,020
0,181 0,202
0,000 0,000
30,254 27,071
0,725 0,808
0,906 1,010
0,000 0,000
0,000 0,202
5,797 2,020
0,181 6,465
0,000 0,202
0,725 0,808
2,355 2,626
0,000 0,000
0,181 0,202
3,986 4,848
0,181 0,202
1,449 1,616
0,181 0,202
16,304 18,384
0,000 0,000
2,355 2,424
34,4 30,9
31,9 29,1
33,7 40,0
7,2 8,5
20,5 22,8
18,8 21,0
1,6 1,8
100,0 100,0

Snitt STDAV

9,1
21,5
1,9
0,2
0,0

28,7
0,8
1,0
0,0
0,1

3,9
33
0,1

0,8
2,5
0,0
0,2
4,4

0,2
1,5
0,2

17,3
0,0
2,4

32,7
30,5
36,8

79
21,6
19,9

1,7

100,0

0,5
2,1
0,1
0,0
0,0

2,3
0,1
0,1
0,0
0,1

2,7
44
0,1

0,1
0,2
0,0
0,0
0,6

0,0
0,1
0,0
1,5
0,0
0,0

2,5
2,0
4,5

0,9
1,7
1,5
0,1

0,0

VEDLEGG 7

C. miielleri
60 % av Wmaks

A5

7,191
20,000
1,348
0,000
0,000

33,708
0,674
0,674
0,000
0,000

1,798
5,843
0,225

0,899
2,022
0,000
0,225
5,843

0,000
0,899
0,000
16,629
0,000
2,022

28,5
35,1
36,4

9,0
19,6
18,7

0,9

100,0



VEDLEGG 8

Lipid- og fettsyresammensetning (mg/g tgrrvekt) i semikontinuerligkultur.

Art L galbana L galbana I galbana
4 % av Himaks 40 % av Hmaks 60 % av Mmaks

Snitt STDAV Snitt STDAV Snitt STDAV
Prgve Al A2 A3 A4 A5 A6
mg/g TV
14:0 18,2 13,7 16,0 32 123 12,0 12,2 0,2 10,5 8,8 97 1,2
16:0 1,4 1,3 14 0,1 1,1 8,0 4,6 49 74 75 1,5 0,1
18:0 0,1 0,2 02 0,1 178 02 4,0 54 03 03 03 0,0
20:0 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 01 01 0,1 0,0
22:0 0,0 01 0,1 0,1 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
16:1 14,3 14,0 14,2 0,2 81 66 174 L1 29 35 32 0,4
18:1n-9 12,0 12,2 12,1 0,1 15 7,8 4,7 45 83 83 83 0,0
18:1n-7 2,2 2,0 2,1 0,1 01 1,8 1,0 1,2 11 1,2 1,2 0,1
20:1 0,0 0,0 0,0 00 00 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
22:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
16:2n-4 0,6 0,6 0,6 00 1,0 1,0 1,0 0,0 0,6 0,6 0,6 0,0
16:3n-4 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1 01 0,1 0,1 0,0
16:4 0,9 09 09 0,0 00 1,1 0,6 0,8 0,6 0,7 0,7 0,1
18:2n-6 15,2 16,0 15,6 0,6 35 35 35 0,0 2,3 23 23 0,0
18:3n-6 0,9 09 09 0,0 03 03 03 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0
20:2n-6 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1
20:3n-6 0,0 0,0 00 0,0 0,0 00 00 0,0 0,1 0,0 0,1 0,1
20:4n-6 1,3 1,5 14 01 19 1,9 1,9 0,0 28 27 2,8 0,1
18:3n-3 8,3 85 84 01 172 74 1,3 0,1 4,0 40 4,0 0,0
18:4n-3 10,0 10,3 10,2 0,2 16,7 16,5 16,6 0,1 11,9 12,0 12,0 0,1
20:4n-3 0,0 02 0,1 0,1 0,0 01 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
20:5n-3 0,4 05 05 0,1 07 0,7 0,7 0,0 02 0,6 04 0,3
22:5n-3 0,0 00 00 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,1 0,1 0,1
22:6n-3 9,9 11,6 10,8 1,2 14,0 13,6 13,8 0,3 152 15,6 154 0,3
Sum sat 19,8 15,3 17,6 32 21,3 20,3 20,8 0,7 18,3 16,7 17,5 1,1
Sum mono 28,5 28,2 284 02 97 16,3 13,0 4,7 12,3 13,0 12,7 0,5
Sum poly 475 51,0 493 2,5 453 46,2 45,8 0,6 37,9 38,9 384 0,7
Sum n-6 17,4 18,4 17,9 0,7 57 57 5,7 0,0 53 52 53 0,1
Sum n-3 28,6 31,1 29,9 1,8 38,6 38,3 38,5 0,2 31,3 32,3 31,8 0,7
Hufa n-3 10,3 12,3 11,3 1,4 14,7 14,4 14,6 02 154 16,3 15,9 0,6
n-3/n-6 1,6 1,7 1,7 0,0 68 6,7 6,7 0,0 59 62 6,1 0,2
DHA/EPA 248 232 24,0 1,1 20,0 19,4 19,7 04 76,0 26,0 51,0 35,4
non Hufa 18,3 18,8 18,6 04 239 23,9 23,9 0,0 159 16,0 16,0 0,1
n-3
totalt lipid 292,9 286,3 289,6 4,7 250,1 250,0 250,1 0,1 223, 222.,2 222,6 0,6

0

Sum FS 95,8 94,5 952 09 76,3 82,8 79,6 4,6 685 68,6 68,6 0,1
FS/totalt 0,3 03 03 0,0 03 03 03 0,0 03 03 03 0,0

lipid



VEDLEGG 9

Lipid- og fettsyresammensetning (% av total fettsyre) i semikontinuerligkultur.

Art L galbana L galbana L galbana
4% av Hmaks 40 % av Hmaks 60 % av Mmaks

Snitt STDAV Snitt STDAV Snitt STDAV
Prgve Al A2 A3 A4 A5 A6
% av sum FS
14:0 18,998 14,497 16,7 3,2 16,121 14,493 153 1,2 15,328 12,828 14,1 1,8
16:0 1,461 1,376 14 0,1 1,442 9,662 5,6 5,8 10,803 10,933 10,9 0,1
18:0 0,104 0,212 0,2 0,1 10,223 0,242 52 7,1 0438 0437 04 0,0
20:0 0,104 0,000 0,1 0,1 0,131 0,121 0,1 0,0 0,146 0,146 0,1 0,0
22:0 0,000 0,106 0,1 0,1 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0
16:1 14,927 14,815 14,9 0,1 10,616 7971 93 1,9 4234 5,102 4,7 0,6
18:1n-9 12,526 12,910 12,7 0,3 1,966 9420 57 5,3 12,117 12,099 12,1 0,0
18:1n-7 2,296 2,116 2,2 0,1 0,131 2,174 1,2 1,4 1,606 1,749 1,7 0,1
20:1 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,121 0,1 0,1 0,000 0,000 0,0 0,0
22:1 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0
16:2n-4 0,626 0,635 0,6 0,0 1,311 1,208 1,3 0,1 0,876 0,875 0,9 0,0
16:3n-4 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,121 0,1 0,1 0,146 0,146 0,1 0,0
16:4 0,939 0952 09 0,0 0,000 1,329 0,7 09 0,876 1,020 0,9 0,1
18:2n-6 15,866 16,931 16,4 0,8 4,587 4227 44 0,3 3,358 3,353 34 0,0
18:3n-6 0,939 0952 0,9 0,0 0393 0362 04 0,0 0,146 0,146 0,1 0,0
20:2n-6 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,146 0,1 0,1
20:3n-6 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,146 0,000 0,1 0,1
20:4n-6 1,357 1,587 1,5 0,2 2,490 2295 24 0,1 4,088 3936 4,0 0,1
18:3n-3 8,664 8995 838 0,2 9436 8937 9,2 0,4 5,839 5,831 5,8 0,0
18:4n-3 10,438 10,899 10,7 0,3 21,887 19,928 20,9 1,4 17,372 17,493 174 0,1
20:4n-3 0,000 0,212 0,1 0,1 0,000 0,121 0,1 0,1 0,000 0,000 0,0 0,0
20:5n-3 0,418 0,529 0,5 0,1 0917 0845 09 0,1 0292 0,875 0,6 0,4
22:5n-3 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,146 0,1 0,1
22:6n-3 10,334 12,275 11,3 1,4 18,349 16,425 174 1,4 22,190 22,741 22,5 0,4
Sum sat 20,7 16,2 184 32 279 245 26,2 24 267 243 255 1,7
Sum mono 29,7 29,8 29,8 0,1 12,7 19,7 16,2 49 18,0 19,0 18,5 0,7
Sum poly 49,6 54,0 51,8 3,1 594 558 57,6 2,5 553 56,7 56,0 1,0
Sum n-6 18,2 19,5 18,8 0,9 7,5 69 72 0,4 7,7 76 1,79 0,1
Sum n-3 29,9 329 314 22 50,6 46,3 484 3,1 457 47,1 464 1,0
Hufa n-3 10,8 13,0 11,9 1,6 193 174 18,3 1,3 22,5 238 23,1 0,9
non Hufa n-3 19,1 19,9 19,5 06 31,3 289 30,1 1,7 23,2 233 233 0,1

Sum FS 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0



Lipid- og fettsyresammensetning (mg/g tgrrvekt) i semikontinuerligkultur.

Art N. oculata

4 % av tmaks

Prgve Al A2
mg/g TV

14:0 11,0 9,7
16:0 41,6 29,5
18:0 0,9 0,9
20:0 0,0 0,1
22:0 0,0 0,0
16:1 412 31,4
18:1n-9 9,3 9,7
18:1n-7 1,2 1,6
20:1 0,0 0,0
22:1 0,0 0,0
16:2n-4 0,6 0,6
16:3n-4 0,2 0,2
16:4 0,4 0,2
18:2n-6 4,6 5,0
18:3n-6 0,9 0,9
20:2n-6 0,0 0,1
20:3n-6 2,5 2,8
20:4n-6 10,5 12,1
18:3n-3 0,8 0,9
18:4n-3 0,0 0,1
20:4n-3 0,0 0,2
20:5n-3 50,6 48,6
22:5n-3 0,0 0,0
22:6n-3 0,0 0,0
Sum sat 53,5 40,2
Sum mono 51,7 42,7
Sum poly 71,1 71,7
Sum n-6 18,5 20,9
Sum n-3 514 49,8
Hufa n-3 50,6 48,8
n-3/n-6 2,8 2,4
DHA/EPA 0,0 0,0

non Hufa n-3 0,8 1,0

totalt lipid 326,6 343,6
Sum FS 176,3 154,6
FS/totalt lipid 0,5 0,4

Snitt STDAV

10,4
35,6
0,9
0,1
0,0

36,3
9,5
1,4
0,0
0,0

0,6
0,2
0,3

4,8
0,9
0,1
2,7

11,3

0,9
0,1
0,1

49,6
0,0
0,0

46,9
472
71,4

19,7
50,6
49,7
2,6
0,0
0,9

335,1
165,5
0,5

0,9
8,6
0,0
0,1
0,0

6,9
0,3
0,3
0,0
0,0

0,0
0,0
0,1

0,3
0,0
0,1
0,2
1,1

0,1
0,1
0,1
14
0,0
0,0

9,4
6,4
0,4

1,7
1,1
1,3
0,3
0,0
0,1

12,0
15,3
0,1

N. oculata

40 % av Himaks

A3 Ad
54 5,6
19,3 18,5
0,2 0,2
0,0 0,0
0,0 0,0
28,1 25,0
1,5 1,5
0,8 0,7
0,0 0,0
0,0 0,0
1,2 1,1
0,1 0,1
0,2 0,2
2,1 2,1
0,7 0,7
0,0 0,0
0,5 04
8,5 8,4
1,1 1,0
0,1 0,1
0,0 0,0
48,9 474
0,0 0,0
0,0 0,0
249 243
304 27,2
634 615
11,8 11,6
50,1 485
489 474
4,2 4,2
0,0 0,0
1,2 1,1
271,8 2703
118,7 113,0
0,4 0,4

Snitt

5,5
18,9
0,2
0,0
0,0

26,6
1,5
0,8
0,0
0,0

1,2
0,1
0,2

2,1
0,7
0,0
0,5
8,5

1,1
0,1
0,0

48,2
0,0
0,0

24,6
28,8
62,5

11,7
49,3
48,2
4,2
0,0
1,2

271,1
115,9
0,4

STDAV

0,1
0,6
0,0
0,0
0,0

2,2
0,0
0,1
0,0
0,0

0,1
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,1
0,1

0,1
0,0
0,0
1,1
0,0
0,0

0,4
2,3
1,3

0,1
1,1
1,1
0,0
0,0
0,1

1,1
4,0
0,0

VEDLEGG 10

N. oculata

60 % av Wnaks

AS A6
5,7 54
19,2 152
0,3 0,2
0,0 0,0
0,0 0,0
26,9 20,8
2,5 2,0
0,8 0,5
0,0 0,0
0,0 0,0
0,2 1,5
0,3 0,2
0,1 0,2
3,2 3,0
0,5 0,5
0,0 0,0
0,3 0,3
6,2 5,9
1,0 1,0
0,0 0,3
0,0 0,0
41,8 349
0,0 0,0
0,0 0,0
252 20,8
30,2 233
53,6 47,8
10,2 9,7
42,8 36,2
41,8 349
4,2 3,7
0,0 0,0
1,0 1,3
234,9 2409
109,0 91,9
0,5 0,4

Snitt STDAV

5,6
17,2
0,3
0,0
0,0

23,9
2,3
0,7
0,0
0,0

0,9
0,3
0,2

3,1
0,5
0,0
0,3
6,1

1,0
0,2
0,0
384
0,0
0,0

23,0
26,8
50,7

10,0
39,5
38,4
4,0
0,0
1,2

237,9
100,5
04

0,2
2,8
0,1
0,0
0,0

4,3
0,4
0,2
0,0
0,0

0,9
0,1
0,1

0,1
0,0
0,0
0,0
0,2

0,0
0,2
0,0
4,9
0,0
0,0

3,1
4,9
4,1

0,4
4,7
4,9
0,3
0,0
0,2

4,2
12,1
0,1



VEDLEGG 11

Lipid- og fettsyresammensetning (% av total fettsyre) i semikontinuerligkultur,

Art N. oculata N. oculata N. oculata
4 % av Pmus 40 % av Pmaks 60 % av Umas

Snitt STDAV Snitt STDAV Snitt STDAV
Prgve Al A2 A3 A4 A5 A6
% av sum FS
14:0 6,239 6,274 6,3 0,0 4,549 4956 4,8 0,3 5,229 5,876 5,553 0,5
16:0 23,596 19,082 21,3 3,2 16,259 16,372 16,3 0,1 17,615 16,540 17,077 0,8
18:0 0,510 0,582 05 0,1 0,168 0,177 0,2 0,0 0,275 0,218 0,246 0,0
20:0 0,000 0,065 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,000 0,0
22:0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,000 0,0
16:1 23,369 20,310 21,8 2,2 23,673 22,124 229 1,1 24,679 22,633 23,656 1,4
18:1n-9 5275 6,274 58 0,7 1,264 1,327 1,3 0,0 2,294 2,176 2,235 0,1
18:1n-7 0,681 1,035 09 0,3 0,674 0,619 0,6 0,0 0,734 0,544 0,639 0,1
20:1 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,000 0,0
22:1 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,000 0,0
16:2n-4 0,340 0,388 0.4 0,0 1,011 0,973 1,0 0,0 0,183 1,632 0,908 1,0
16:3n-4 0,113 0,129 0,1 0,0 0,084 0,088 0,1 0,0 0,275 0,218 0,246 0,0
16:4 0,227 0,129 0,2 0,1 0,168 0,177 0,2 0,0 0,092 0,218 0,155 0,1
18:2n-6 2,609 3,234 29 04 1,769 1,858 1,8 0,1 2,936 3,264 3,100 0,2
18:3n-6 0,510 0,582 0,5 0,1 0,590 0,619 0,6 0,0 0,459 0,544 0,501 0,1
20:2n-6 0,000 0,065 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,000 0,0
20:3n-6 1,418 1,811 1,6 0,3 0421 0354 04 0,0 0,275 0,326 0,301 0,0
20:4n-6 5,956 7,827 6,9 1,3 7,161 7434 73 0,2 5,688 6,420 6,054 0,5
18:3n-3 0,454 0,582 0,5 0,1 0927 0,885 0,9 0,0 0,917 1,088 1,003 0,1
18:4n-3 0,000 0,065 0,0 0,0 0,084 0,088 0,1 0,0 0,000 0,326 0,163 0,2
20:4n-3 0,000 0,129 0,1 0,1 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,000 0,0
20:5n-3 28,701 31,436 30,1 1,9 41,196 41,947 41,6 0,5 38,349 37,976 38,162 0,3
22:5n-3 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,000 0,0
22:6n-3 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,0 0,0 0,000 0,000 0,000 0,0
Sum sat 30,3 26,0 28,2 3,1 21,0 21,5 21,2 04 23,1 22,6 22,9 0,3
Sum mono 29,3 27,6 28,5 1,2 25,6 24,1 24,8 1,1 27,7 254 26,5 1,7
Sum poly 40,3 464 43,4 43 534 544 539 0,7 49,2 52,0 50,6 2,0
Sum n-6 10,5 13,5 12,0 2,1 9,9 10,3 10,1 0,2 9,4 10,6 10,0 0,8
Sum n-3 29,2 322 30,7 2,2 42,2 429 42,6 0,5 393 39,4 39,3 0,1
Hufa n-3 28,7 31,6 30,1 2,0 412 41,9 41,6 0,5 38,3 38,0 38,2 0,3
non Hufa n-3 0,5 06 0,6 0,1 1,0 1,0 1,0 0,0 0,9 1,4 1,2 0,4

Sum FS 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 100,0 100,0 0,0



VEDLEGG 12

Absorbans (OD7so) ved hgsting av semikontinuerligkultur:

% av Umaks I galbana N. oculata C. miielleri C. calcitrans
4 0,71 0,95 0,51
40 0,38 0,43 0,24 0,35

60 0,19 0,23 0,18 0,17




VEDLEGG 13

Produksjon av lipid for I. galbana ved 4% av Mmaks:
ODys5 ved hgsting = 0,71

C(mg) I'' = 133,55%(0Dyso) - 2,8055 = 90,6795 mg C11  (Tabell 3.1)

Produksjon av karbon = AV * mg C ! = 111 * 90,6795 mg C 1" = 997.4745 mg C

Torrvekt (TV) = 2,62 * karbon

Produksjon av TV = 2,62 * 997,4745 =2,613383 ¢ TV

Ved 4% av Pk utgjgr totallipid 0,2896 g lipid g ' TV
Daglig produksjon av lipid blir:

2,613383 g TV * 0,2896 g lipid g TV = 0,7568 g lipid

Lignende fremgangsmate ble brukt for karbohydrat,



Beregning av Mpaks:

Timer

0
23
37
61
85
110
134
158
182

OD75s9

0,002
0,011
0,03
0,17
0,475
1,0
1,175
1,273
1,302

Hunaks dag™ = ((In 0,17 - 1n 0,03)/24) * 24 = 1.73

l. galbana, 24 C

VEDLEGG 14



VEDLEGG 15

Karbon og nitrogen:

CHANNEL A INJECT 44-01-00 01:04:21 STORED TO BIN # 126
AZ 1

N 1 o2

ER @
DATA SAVED TO BIN # 126

BJOERN 44~01-00 01:04:21 CH= "A" P8= 1.
FILE 1. METHOD ©. RUN 126 INDEX 126 BIN 126
PEAK# AREAY RT AREA BC

1 4,756 1.92 21152 02 Alejm

2 95.244 3.49 423594 03 Koebow
TOTAL 100 . 444746

CHANNEL £ INJECT 44-01-80 01:28:21 STORED TO BIN # 2
AZ 1

3 .52
Tranbat =/J Liltev.

ER @
DATA SAVED TO BIN & 2

BJOERN 44-01-00 01:28:21 | CH= "A" PS= 1.
FILE 1. METHOD @. RUN 13@ INDEX 130 BIN 2
PEAKit AREAX RT AREA BC

1 160. 3.52 2169 01

TOTAL 189 . ¢169



