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Abstract: Comparison of the growth characteristics in two different Spirulina platensis strains. The cultivation of Spirulina
platensis, which is often used in microalgal biotechnology, has successfully been carried out in our country as well. In this study, the
growth characteristics of two Spirulina strains in straight and spiral forms were investigated. In addition, spectrophotometric
measurements, which make the measurements of chlorophyll and dry weight more practical, were studied. It was found that all the
parameters except the cell count were similar during the experiment. While the spiral/straight form ratio was 2.43 at the beginning of
the experiment, it increased up to 5.53 at the end. Spectrophotometric measurements are of importance in terms of practicality in
the monitoring of the growth in the cultures. In this respect, a strong correlation was determined between the absorbance values at
680 nm and the amounts of dry weight and chlorophyll (p<0.05). As a result, though there was not a significant difference between
the growth parameters of the both forms, the use of straight one would be better due to the problems encountered during
harvesting.
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Ozet: Mikroalgal biyoteknoloji kapsaminda sikiikla kullanilan tilerden Spirulina platensis'in iiretimi son yillarda ilkemizde de
basariyla gerceklestiriimektedir. Bu galismada, diiz ve spiral formda olan iki farkli Spirulina susunun biiylime karakteristikleri
incelendi. Ayrica, klorofil ve kuru agirlik dlgtimlerinde pratiklik saglayacak spektrofotometrik dlgimler galisildi. Deneme siiresince,
hiicre sayilari haricinde tiim parametrelerin birbirine benzerlik gdsterdigi saptandi. Denemenin basinda spiral/diiz form orani 2.43
iken bu oran deneme sonunda 5.53'e yikseldi. Spektrofotometrik dlctimler, kiiltiirlerde bliyimenin izlenmesinde pratiklik saglamasi
bakimindan énemlidir. Bu kapsamda, 680 nm'de élgiilen absorbans degeri ile kuru agirlik ve klorofil a miktarlari arasinda énemli bir
iliski oldugu saptandi (p<0.05). Sonug olarak, her iki formun blyime parametreleri arasinda énemli bir fark olmasa da spiral formun
hasadinda yaganan problemlerden dolayi diiz formun kullaniimasinin daha uygun olacagr diistiniimektedir.

Anahtar Kelimeler: Spirulina, sus, diiz form, spiral form, biyiime.

Girig

Mikroalgler protein, yag asitleri, vitaminler, mineraller,
pigmentler ve daha pek cok degerli hlcresel metabolitler
bakimindan zengin bir igerije sahip olmalari nedeniyle son
yillarda (izerinde en cok caligilan organizmalardan biri
durumuna gelmigtir. Ulkemizde de mikroalgal biyoteknoloji
uzerine gerceklestirilen galismalarda artis gozlenmektedir. Bu
calismalar kapsaminda &zellikle dretiminin ve hasadinin kolay
olmasi nedeniyle mavi-yesil alglerden Spirulina platensis
tdrlndn dretimi populer hale gelmistir.

Spirulina platensis igerdigi yiksek miktarda protein,
pigmentler ve GLA (gamma linolenik asit) gibi CGrinler
bakimindan éneme sahip olan bir siyanobakteri tiiridir (Cirik,
1989, Chen ve dig., 1996; Glazer, 1999). Bu ozelliklerinden
Otlrl S. platensisiin bir besin destedi olarak ticari yigin
kiltlrleri 1970Q’lerin  sonunda baslamistir (Ciferri, 1983).
Yiksek protein igeriginden dolayl insanlar igin bir besin
destegi olarak kullaniminin yaninda, hayvan yemi olarak
akuakultirde ve kanatll hayvan endistrisinde yogun sekilde
kullanimi mevcuttur (Belay ve dig., 1996; Wikdors ve Ohno,
2001).

Spirulina Uretiminde Kultlrin blyime parametrelerini
izlemek ve bunlari yorumlayip kiltirin gidisine yon vermek
Uretim verimliligi acisindan onemlidir. Ancak biyime
parametrelerinin izlenmesi zaman alici iglemleri gerektirir.
Rutin kiiltir ¢alismalarinda parametrelerin pratik yontemler ile
izlenmesi, kiltirlerde maliyetin dusuriilmesi ve zamandan
tasarruf saglanmasi bakimindan oénemlidir. Bu galisma ile
Spirulina kiltlrlerinde spektrofotometrik Glgiimler sayesinde
biyimenin tespiti amaglandi. Bu nedenle, Spirulina
platensis’in M2 ve Parachas suslari ile gergeklestirilen kiltir
denemelerinde kuru agifik ve klorofil a degerleri Glctilerek,
optik yogunluklariyla aralarindaki iliskiler saptandi.

Materyal ve Yontem

Denemelerde kullanilan Spirulina platensisiin M2 (dliz form)
ve Parachas (spiral form) suslari G. Torzillo’dan saglandi
(Culture Collection of Centro Studio dei Microrganismi
Autotrofi del CNR, italya). M2 susu Mombolo Géliinden (Cad)
izole edilmistir. Denemelere baslamadan dnce suslar floresan
lambalar ile 100 pmol foton m2 sn-'lik isik siddetine adapte
edildi. Kltrler icin 1 L'lik erlenler kullanildi ve denemelere
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esit hiicre yogunluklar ile baslandi. Sdrekli aydinlatma
uygulanan deney gruplari, iginde termostatll bir isiticisi
bulunan ve kismen su ile doldurulmus 25 cm x 50 cm
ebatlarindaki akvaryum iginde (Ben-Marie yontemi) 25 + 1
°C'ta sabit sicaklikta tutuldu. Zarrouk (1966) biyime ortami
kullanilan klltiirlere strrekli havalandirma uyguland.

Algal blyimeye iligkin parametrelerden klorofil a, kuru
agirik (DW), % gegirgenlik, optik yogunluk ve filament sayilari
izlendi. Optik yodunluk degerleri spekirofotometrede 680 nm’de
olculdl. Klorofil a tayini saf metil alkol ile Bennet ve Bogorad
(1973)'a gdre gerceklestirildi. Spektrofotometrik dlglimler Jasco
UVNVIS model 530 marka spektrofotometrede yapildi. Kuru
agirlik tayinleri 20’'ser ml drnek alinarak Torzilo ve dig.
(1993)'ne gore yapildi.

Spesifik bliylime hizinin (u) tespiti kuru agirlik degerleri
baz alinarak gerceklestirildi. u (gin) ve ikilenme hizi (d.t.)
parametrelerinin hesaplanmasinda asagidaki forml kullanildi
(Vonshak 1997). Formiilde X: ve Xi, sirasiyla t2 ve t
zamanlarinda alinan kuru agirlik drneklerini temsil eder;

_InX,-InX, . _In2_ 0693

-t H M
Filament sayisinin hesaplanmasinda tek damla yontemi
kullanildi. Kiltdrin yogunluguna bagli olarak sayilacak drnekler
seyreltildi. Her dmek en az 5 tekrar ile sayildiktan sonra 1
ml'deki ortalama filament sayisi hesapland.

Bulgular

iki farkli Spirulina susunun biyiime 6zelliklerinin karsilagtirildigi
bu denemede, kiltlrlerin gelisimi 19 gln boyunca gdzlendi.
Kiiltirlerde biyomas degisimleri Sekil 1'de verildi. Hucrelerin
ortama adaptasyonlari agamasinda, li¢ gunliik bir gecikme fazi
yasandi. Deneme basinda diiz ve spiral formlar icin sirasiyla 70
ve 80 mg L' olarak bulunan degerler, deneme sonunda 1750
ve 1640 mg L"lik deGerlere ulasti. Her iki denemede de kuru
agirlik degerlerindeki artis 16. gunden itibaren yavaslamaya
bagladi. Grafikten, hucrelerin 4. ve 15. glinler arasinda
logaritmik blylime

fazinda oldugu gérlda.

Klorofil a degerleri de kuru agirliga benzer bir sekilde ilk t¢
gin oénemli bir degisim gostermedi. Klorofil miktarinin 7-11.
gunler arasi hizla arttigi, daha sonra bu artig hizinin yavasladig
gozlendi (Sekil 2). Yaklasik 0.5 mg L-"lik bir konsantrasyon ile
baslayan denemelerde klorofil a miktarlari, deneme sonunda
her iki susta da 33.5 mg L-"'lik bir degere ulasti.

Denemelerde kullanilan iki sus morfolojik olarak
birbirlerinden dnemli farkliliklar gostermekteydi. Diiz form spiral
forma gbre daha uzun idi. Hiicrelerde gorilen bu morfolojik
degisiklik, baslangic hiicre sayilarinin da farkli olmasina neden
oldu. Denemelere spiral ve diiz formlar igin sirasiyla 3.40 x 104
ve 1.40 x 10 filament/ml hiicre sayilari ile bagland. Spiral/diz
orani baglangicta 2.43 iken bu oran deneme sonunda tedrici
olarak artarak 5.53 oldu. Deneme sonunda spiral ve diz formlar
icin ulagilan filament sayilari sirasiyla 94 x 104 ve 17 x 10¢
olarak bulundu (Sekil 3).
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Sekil 1. Spiral ve diiz Spirulina suslarinin kuru agirliklarinda meydana gelen
degisimler.
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Sekil 2. Spiral ve diiz Spirulina suslarinin klorofil a miktarindaki degisimler.
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Sekil 3. Spiral ve diiz Spirulina suglarinin filament sayisinda meydana gelen
degisimler.

Her iki susun da spesifik blylime hizlarina (u)
bakildiginda ayni egriyi verdikleri gortildu (Sekil 4). En yiksek
biyime hizlarina 4. ve 9. glinler arasi (7. giinde en ylksek)
ulasildi ve daha sonra diismeye basladi. Spiral ve diiz formlar
icin en yiksek u degerleri 7. glinde sirasiyla 0.30 ve 0.33
bdllinme/giin, ikilenme zamanlari ise 2.10 ve 2.31 gln-! olarak
bulundu.

Kiltirlerin dogrudan spektrofotometrede 6lgilmesi ile
bulunan degerler % Gegirgenlik ve Abs es0 degerlerinin egrileri
asagida Sekil 5 ve Sekil 6'da verildi. 680 nm'de dlgllen
absorbans degerlerine bakildiginda her iki Spirulina formunun
da benzer sekilde arttigi izlendi (Sekil 5). Deneme sonunda
spiral ve diz formlar igin ulagilan degerler sirasiyla 3.20 ve
2.85 olarak bulundu. Ornekten gegen isik miktarini belirten %
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Gegirgenlik degerinde ise 151k gegirgenliginin 6zellikle 505 mg
L-"lik kuru agirlik miktarina denk gelen 7. giinden itibaren ani
bir sekilde diistigl gordldi (Sekil 6).

o
~

(=}

w

»

*

on
on

:
L

o
i

# Spiral
mDuz

Spesifik Bilyiime Hizi
(Boliinme giin 1)
o
N

o

10 15 20
Zaman (Giin)

o
(&)

Sekil 4. Spiral ve diiz Spirulina suslarinin spesifik biylime hizlarinin
karsilastiriimasi.
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Sekil 5. Spiral ve diz Spirulina suslarinin Optik yogunluk (680 nm)
degisimleri.
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$Sekil 6. Spiral ve diiz Spirulina suslarinin % Gegirgenlik degerleri.

Rutin bir kiltir sirasinda zaman alici ve masrafll
islemlerden en onemlileri arasinda kuru agirlik 6lcimd ve
klorofil a tayinleri bulunmaktadir. Bu tip islemlerde pratiklik
sadlamasi ve vyaklasik degerin tahmin edilmesinde
spektrofotometrik yontem (izerinde ¢aligildi. Bu ydntem
sayesinde alg Orneklerinin sadece spektrofotometrede
okutulmasi ile yaklagik sonu¢ tahmin edilebilecektir. Bu
nedenle 6rneklerin her giin 680 nm’de absorbans degderleri
okunarak, kuru agirhk ve Kklorofil a arasindaki iligki
saptanmaya calisildi. Abssso ile kuru agirlik ve klorofil a

arasindaki iligkiler sirasiyla Sekil 7 ve Sekil 8'de gésterildi.
Buna gore, spektrofotometrede okunan Abs ss0 degeri ile kuru
agirlik ve klorofil a miktarlari arasinda énemli bir iligki oldugu
saptandi (p<0.05).
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Sekil 7. Spiral ve diiz Spirulina suglarinda DW ile Abs ego arasindaki iligki.
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Sekil 8. Spiral ve diiz Spirulina suslarinda Klorofil a ile Abs eso arasindaki
iligki.

Tartigma ve Sonug

Laboratuvar kosullarinda iki farkli Spirulina platensis susunun
biyime 0Ozelliklerini karsilastirmayr ve spektrofotometrik
olglimlerle pratik bazi sonuglara ulagmaylr amaglayan bu
denemede, kuru agirlik (Sekil 1), klorofil a (Sekil 2), spesifik
biyime hizi (Sekil 4), Abs eso (Sekil 5) ve % Gegirgenlik (Sekil
6) dederlerinin birbirine gok yakin oldugu gorildi. Tim bu
parametreler dogrultusunda, iki susun blylmeleri arasinda
herhangi bir fark olmadigi séylenebilir.

Spesifik blylime hizinin (u) en yiiksek oldugu 4. ve 9.
gunler arasinda diiz Spirulina formunda t’nin daha yliksek
oldugu gorildi. Hem diz hem de spiral suslarda en yiiksek
biyime hizi 7. ginde ulasilirken, diz formda p (0.33
béllinme giin'), spiral forma nazaran (0.30 bélinme gin-")
daha yuksek idi. Benzer sekilde, bliylimenin en hizli oldugu bu
periyotta diiz formda ulasilan kuru agirhk ve Kklorofil a
miktarlari da spiral forma gére nispeten daha yiksekti (Sekil 1
ve Sekil 2). Fakat elde edilen sonuglara goére iki sus
arasindaki farkin énemsiz oldugu tek yonli ANOVA ile
gosterildi (p<0.05).

Denemenin  sonuglarina  gore, ticari  Uretimde
kullanilabilen bu iki Spirulina susu arasindaki tek dnemli fark
birim hacimdeki hiicre sayisindan kaynaklanmaktadir. Genel
olarak bakildiginda, blyimeleri arasinda biyomas miktar
bakimindan fark olmamasina ragmen, birim hacimdeki hiicre
sayisi spiral formda Onemli derecede daha fazla idi.
Denemenin baginda spiral/diz form orani 2.43 iken bu oran
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deneme sonunda 5.53'e ylkseldi. Bunun nedeni, spiral
formun Kiltir sirasinda uzun trikomlar olusturamamasina
baglandi. Denemenin basindan sonuna kadar diz formun
uzunlugu 6nemli derecede degisim gostermedi (341 + 28
pm). Spiral formun uzunlugu ise denemenin baginda 149 + 21
pm’den deneme sonunda 120 + 18 um’ye dsti.

Mikroalg Uretimi genelde maliyetli bir islemdir ve
mikroalglerin hasadi toplam Uretim maliyetinin % 20-30 gibi
kismini olusturabilir (Gudin ve Therpenier, 1986). Fakat
Spirulina igin durum farkli olup, sahip oldugu filament yapisi
nedeniyle rahatlikla sizilip hasat edilebilir. Spirulina’nin
hasadinda genelde 50-100 um arasi géz agikligina sahip
plankton bezleri kullaniimaktadir (Duerr ve dig., 1996;
Vonshak, 1997). Fakat Uretim hacmi arttikga, birim zamanda
stiziilmesi gereken biyomas miktari da artacagindan, filtrelerin
stizme verimliligi belli bir sire sonra dismeye baslayacak ve
tikanmalar meydana gelecektir. Bunun Online geg¢mek
amactyla, Spirulina'nin slzllebilecedi sinirlar igindeki en
biyik géz agikhiginin kullaniimasi avantaj sadlayacaktir. Bu
nedenle denememizde 100 um’lik plankton bezi kullanild.
Suzme iglemi sonucunda, diz form olan M2 susunun
tamamina yakin kisminin hasat edilebildigi, spiral form olan
Parachas susunun ise ancak yariya yakin (% 45) kisminin
stiziilebildigi gorildi. Bu durum spiral form agisindan biyomas
uretiminde problem teskil etmese de hasat islemi sirasinda
guclik cikaracaktir. Dalay ve dig. (2001) tarafindan
gergeklestirilen galismada ise S. platensis'in M2, Parachas ve
Tulear suslar ¢alisilimis ve stizme verimliliginde tam tersi bir
sonuca ulagiimistir. Hem 30 ym hem de 150 pm goz
acikligina sahip plankton bezleri ile gergeklestirilen denemede
dlz form olan M2'nin en az, spiral form olan Parachas’in ise
en fazla suzilen sus oldugu belirtimistir. Diz filamentlerin V
seklinde kivrilarak 30 ve 150 um’lik gbzlerden gectigi belirtilse
de yaklasik 300 um uzunluga sahip diz filamentlerin bu
sekilde kivriimasi zor gdrlinmektedir. Deneysel Olgekte
laboratuvar  kogullarinda  gergeklestirilen  denememizde
bulduumuz sonug, Uzeri sera ile kapli ve bir cark yardimiyla
dondiiriilen havuz kiltiirlerinde de degismemistir. ki calisma
arasindaki bu farkliigin, Kkiltirlerin fizyolojik durumundan
dolay1 kaynaklandigi diistiniimektedir. Saglikli bir Spirulina
kiltirinde pH degerinin, herhangi bir miidahalede
bulunulmadidinda (CO: ilavesi gibi) yiksek fotosentez hizi
nedeniyle 10’un Uzerine gikmasi normaldir. Ayrica pH'in 9.5'in
altina inmemesi  Chlorella  kontaminasyonunu onlemek
agisindan bir zorunluluktur (Belay, 1997). Dalay ve dig.
(2001)'nin galismalarina bakildiginda ise pH degerinin bes
aylk deneme sirecinde 9.3Un Uzerine cikmadigl
gorilmektedir. Bunun yaninda, M2 ve Parachas suslarinda pH
degerinin Haziran ayindan baslayarak, sicaklarin en siddetli
oldugu Agustos ayina kadar tedrici olarak dUstugi
gortiimektedir. Bu da kltirlerin biyimesinin 1sik ve sicaklik
gibi  bir takm faktdrler tarafindan  sinirlandigini
dusundlrmektedir. Bu olumsuz kosullarin diz filamentlerin
boyunda bir kisalmaya veya kirilmalara neden olabilecegi, bu

nedenle  de  sizme  verimliligini  etkileyebilecegi
dustnilmektedir. Ayrica yilksek sicakliklara daha direngli olan
M2 susunda en yiiksek blyime elde ediimesine ragmen en
disik pH degerine ulasimasi da bu gorisimiizii
desteklemektedir.

Bu calismada, ticari olarak en ¢ok Uretime alinan
turlerden Spirulina platensis’in iki farkli susu, laboratuvar
kosullarinda buyime 6zellikleri bakimindan karsilastiriimis ve
biylime parametreleri arasinda ¢ok onemli bir fark
gorilmemistir. Bu ylzden her iki susun da laboratuvar
kosullarinda retime uygun oldugu bulunmustur. Ancak siizme
calismalarinda denememizde kullandigimiz spiral formun
(Parachas) hasat verimliliginin yiksek olmamasi nedeniyle,
diz formun (M2) kullaniimasinin daha uygun olacagi
dustnilmektedir.
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