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OZET

CERRAHI iPLIKLERIN ANTIMIKROBIYAL AKTIiVITE GOSTEREN
MIKROALG EKSTRAKTI iLE KAPLANMASI

TOKGOZ, Merve

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danmigsmani: Dog. Dr. Suphi S. ONCEL
Agustos, 2019, 87 sayfa

Cerrahi iplikler (sutdrler), bakterilerin yaralara niifuz etmesine olanak saglayan
kapiler etkilerinden dolay1 zorlu cerrahi alan enfeksiyonlarina neden olabilmektedir.
Cerrahi iplikler, mikrobiyal yapisma ve ardindan kolonizasyon, biyofilm olusumu ve
cerrahi alanda enfeksiyon igin miikemmel yiizeyler olarak iglev gorirler. Cerrahi
ipliklerden kaynakli cerrahi alan enfeksiyonunu 6nlemek igin ¢esitli antimikrobiyal
cerrahi iplikler gelistirilmistir. Bununla birlikte, cerrahi bdlgeye bagli olarak,
antimikrobiyal cerrahi iplikler etkisiz kalabilmekte wve hatta Uzerlerindeki
antimikrobiyal ajanlarin sakincalari olabilmektedir. Mikroalgler, oldukca ilgilenilen
biyolojik olarak aktif bilesiklerin dogal bir kaynagidir. Bu bilesikler, farkli yasam
bilimleri  alanlarindaki  potansiyel uygulamalar1 nedeniyle son yillarda
arastirmacilardan ve sirketler tarafindan ¢okega ilgi gérmiistiir. Uygulamalar, gida ve
yem i¢in biyokiitle {iretiminden tip ve ila¢ endiistrisi i¢in biyoaktif bilesiklerin

Uretilmesine kadar uzanmaktadir.

Bu ¢alismada antimikrobiyal aktivite gosteren mikroalg kaynakli ekstraktlar ile
cerrahi iplik materyalinin kaplanmasiyla cerrahi alan enfeksiyonlarinin 6nlenmesi,
kimyasallara direncgli  bakterilerin  0niine gecilmesi, antibakteriyel etkinin
devamliliginin saglanmasi ve bdylece sanayi arayisina fayda saglanacak olmasi

amagclanmistir. ilk olarak farkli sgoziiciiler ve sonikasyon ile elde edilen Spirulina



platensis, Haematacoccus pluvialis, Chlorella minutissima, Botryococcus braunii ve
Nostoc muscorum ekstraktlari ile cerrahi iplikler kaplanip Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli bakterilerine kars1 disk diflizyon testi ile antibakteriyal etkileri test

edilmistir. Biyouyumluluk sitotoksisite testi ile degerlendirilmistir.

Tim kaplanmis cerrahi iplikler antibakteriyel etki gosterirken Amerika Birlesik
Devletleri Farmakopesi'nin ¢ap ve diigim kopma mukavemeti degerlerini de
karsilamistir. Biyouyumluluk agisindan Spirulina platensis ve Nostoc muscorum
esktraktlari ile kaplanan cerrahi iplikler 1ISO 10993-5'e gore kabul edilebilir sitotoksik
seviyeler sergilemistir. Insan uygulamasi igin en yiiksek potansiyeli Spirulina platensis
ekstrakti gostermistir. Sonug¢ olarak, antimikrobiyal aktiviteye sahip mikroalg
ekstraktlari ile kaplanmig cerrahi iplikler cerrahi alan enfeksiyonlarinin kontrolii ve

onlenmesi i¢in yeni alternatif malzemeler olarak diistiniilebilir.

Anahtar sozcukler: Mikroalg, Spirulina platensis, Haematacoccus pluvialis,
Chlorella minutissima, Botryococcus braunii, Nostoc muscorum, antibakteriyel

aktivite, cerrahi iplik, antibakteriyel cerrahi iplik, cerrahi alan enfeksiyonlari



ABSTRACT

COATING OF SURGICAL SUTURES WITH MICROALGAE
EXTRACT WITH ANTIMICROBIAL ACTIVITY

TOKGOZ, Merve

MSc in Bioengineerig
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Suphi S. ONCEL

August, 2019, 87 pages

Sutures can cause surgical site infections due to capillary effects that allow
bacteria to penetrate wounds. Sutures serve as excellent surfaces for microbial adhesion
followed by colonization, biofilm formation, and surgical site infection. Various
antimicrobial sutures have been developed to prevent surgical site infection from
sutures. However, depending on the surgical site, antimicrobial sutures may be
ineffective and may have drawbacks of antimicrobial agents on them. Microalgae are
a natural source of highly active biologically active compounds. These compounds
have received much attention from researchers and companies in recent years due to
their potential applications in different life sciences. Applications include the
production of biomass for food and feed, and the production of bioactive compounds

for the medical and pharmaceutical industries.

In this study, it was aimed to prevent surgical side infections by coating the
suture material with microalgae-derived extracts showing antimicrobial activity, to
prevent the bacteria resistant to chemicals, to ensure the continuation of the
antibacterial effect and thus to benefit the industry search. Firstly, sutures were coated
with  Spirulina platensis, Haematacoccus pluvialis, Chlorella minutissima,

Botryococcus braunii and Nostoc muscorum extracts obtained by different solvents and



sonication and antibacterial effects were tested against Staphylococcus aureus and

Escherichia coli bacteria. Biocompatibility was evaluated by cytotoxicity test.

All coated sutures showed antibacterial effect and met the diameters and knot
breaking strength values of the United State Pharmacopoeia. In terms of
biocompatibility, sutures coated with Spirulina platensis and Nostoc muscorum
extracts have acceptable cytotoxic levels according to ISO 10993-5. Spirulina platensis
extracts have shown the highest potential for human application. As a result, sutures
coated with microalgae extracts with antimicrobial activity can be considered as new

alternative materials for the control and prevention of surgical site infections.

Keywords: Microalgae, Spirulina platensis, Haematacoccus pluvialis, Chlorella
minutissima, Botryococcus braunii, Nostoc muscorum, antibacterial activity, suture,

antibacterial suture, sugical site infection
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1. GIRIS

Mikroalgler, biyolojik olarak aktif bilesiklerin dogal bir kaynagidir. Bu bilesikler,
farkl1 yasam bilimleri alanlarindaki potansiyel uygulamalar1 nedeniyle son yillarda
aragtirmacilar ve sirketler tarafindan da ilgi gérmiistiir. Uygulamalar, gida ve yem i¢in
biyokiitle tiretiminden tip ve ilag¢ endiistrisi i¢in biyoaktif bilesiklerin iiretilmesine
kadar uzanmaktadir (Harun, et al., 2010). Mikroalglerin biyolojik ¢esitliligi ve genetik
miihendisligindeki son gelismeleri g6z oniine alindiginda bu mikroorganizma grubu,
yeni drtnler ve uygulamalar icin en umut verici kaynaklardan biridir (Ibafiez &
Cifuentes, 2013). Giiniimiizde yapilan ¢alismalar mikroalgal metabolizma tirtinlerinin
yalnizca dogasinmi arastirmakla kalmayip aynmi zamanda farkli alanlardaki olas1

uygulamalarini aragtirmak i¢in de yapilmaktadir (Morais et al., 2015)

Cerrahi alan enfeksiyonlar1 cerrahi islemlerden sonra ortaya c¢ikan
komplikasyonlardir (Chen et al., 2015). Giiniimiizde biyomalzemelerin kullanimina
bagli komplikasyonlarin artisi nedeniyle cerrahi alan enfeksiyonlar1 dikkat ¢ekici bir
konu haline gelmistir (Rouhollahi et al., 2018). Cerrahi cerrahi iplik malzemesine
bakteri yapigsmasi, cerrahi alan enfeksiyonlarina yol agabilecek biyofilm olusumundaki
ilk adimdir. Bu nedenle, bu donemde bakteriyel yapismanin ve / veya yapisan
bakterilerin 6nlenmesi, cerrahi alan enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde 6nemlidir. Cerrahi
alan enfeksiyonlarini 6nlemek i¢in antimikrobiyal yikli cerrahi iplikler gelistirilmistir
(Ercan et al., 2018).

Antimikrobiyal aktiviteye sahip mikroalglerin arastirilmasi, son yillarda
antibiyotige diren¢li mikroorganizmalarin enfeksiyon oranindaki artigla ilgili endise
duyulmasiyla 6nem kazanmustir. Biyolojik olarak aktif maddelerin mikroalgler
tarafindan sentezlendigi kanitlanmistir.  Mikroalglerin antibakteriyel, antifungal,
sitotoksik, algosit, immunosupresif ve antiviral etkiler gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri
olan hiicre i¢i ve hiicre dis1 metabolitleri tirettigi bilinmektedir (Kaushik & Chauhan,
2008).



Yapilan galigma ile literatiirde antibakteriyel aktivitesi belirtilmis olan S. platensis,
H. pluvialis, C. minutissima, B. braunii ve N. muscorum mikroalg ekstraktlarinin
cerrahi alan enfeksiyonlarinin 6nlenmesinde gelistirilebilecek antibakteriyel aktiviteye

sahip cerrahi ipliklerin eldesinde kullanilip kullanilamayacaginin belirlenmesi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikroalgler ve Ozellikleri

Algler genellikle klorofil ve diger pigmentler yoluyla fotosentez
gerceklestiren; yesil, kirmizi, kahverengi gibi ¢esitli renklerde ¢ok hiicreli veya tek
hiicreli olabilen organizmalardir. Algler sucul bitkiler olarak goriinseler de yapraklari,
kokleri ve embriyolar1 olmadigi ve gercek bir bitki 6zelligi gostermedikleri igin ayri

bir sinifa aittirler (Eloka-Eboka & Inambao, 2017).

Alg grubu, MAKROALG olarak bilinen cok hicreli organizmalara ve
MIKROALG olarak bilinen tek hiicreli organizmalara ayrilir. Makroalgler genellikle
hizli biiylir ve 60 m uzunluga ulasir. Makroalgler igin pigmentlerine gore ¢ gruba
ayirarak standart bir siniflandirma belirlenmistir: 1) kahverengi deniz makroalgi
(Phacophyceae); ii) kirmizi makroalgi (Rhodophyceae) ve iii) yesil makroalgi
(Chlorophyceae). Yosunlar, temel olarak gida {iretimi ve hidrokolloidlerin ¢ikarilmasi

i¢in kullanilir.

Mikroalgler normalde siispansiyon halinde yetisen, bazilar1 bakteri 6zelligine sahip
mikroskobik canlilardir. Bu algler deniz suyunda, 1s181n girdigi bolgede (fiziki bolge),
temel olarak 200 metre derinlige kadar biiyiir (Pina-Pérez et al., 2017). Mikroalgler,
hemen hemen tiim ekosistemlerde bulunan ve yaklasik 3-10 um ¢apinda veya ¢esitli
boyda degisik sekillere sahip tek hiicreli mikroorganizmalardir (Falaise et al., 2016;
Morais et al., 2015). Mikroalg terimi, prokaryotik ve 0karyotik organizmalar1 igerir
(Morais et al., 2015). Mikro algler dort gruba ayrilir: siyanobakteriler (mavi-yesil
algler), rhodofitler (kirmiz1 algler), klorofitler (yesil algler) ve kromofitler (diger tim
algler).

Her grup yiizlerce tiir igerir ve bu tiirlerin her birinin binlerce susu vardir. Fayda
i¢in bu ¢esitlerin sadece kiiciik bir kismi ¢alisilmistir. En yaygin kullanilan mikroalgler,

Cyanophyceae (mavi-yesil algler), Chlorophyceae (yesil algler), Bacillariophyceae



(diatomlar dahil) ve Chrysophyceae (altin algler)’ dir(Mobin & Alam,
2017).Siyanobakteriler ve bakteriler cok benzer yapisal 6zelliklere sahiptir; bununla
birlikte, klorofil a ve fotosentezle ilgili bilesikler icerdikleri i¢in mikroalg olarak
smiflandirilirlar (Morais et al., 2015).

Mikroalgler, yaklasik 30.000'inin belgelendigi 300.000'den fazla tiire sahiptir.
Karmagik dogal ortamlarda yasarlar ve asir1 kosullara (6rnegin degisken tuzluluk,
sicaklik, besin maddeleri, UV 1s1masi) hizla adapte olabilirler (Mobin & Alam, 2017).
En genis ototrofik mikroorganizma grubu olan mikroalgler hizli biiylime oranina
sahiptir. Dogal 151k kaynag giinesi veya yapay 1sik kaynaklarimi kullanarak, makro ve
mikro elementleri fotosentez prosesiyle,bitkilere benzer olarak ancak onlardan 10-50
kat daha verimli sekilde CO2’yi biyoenerjiye doniistiiriirler ve stres faktdrlerinin
oldugu zorlu kosullarda dahi yetisebilirler (Tandon & Jin, 2017). Bu nedenle,
genellikle diger organizmalarda bulunmayan yeni yapilari ve biyolojik aktiviteleri olan
cok cesitli sekonder metabolitleri (biyolojik olarak aktif) tretebilirler (Mobin & Alam,
2017).

Mikroalgler son derece rekabetgi ortamlarda gelisip, ¢ok gesitli tiiketiciler
arasindan biiyiik 6l¢iide s1yrilip ve bakteri, viriis ve mantar gibi mikrobiyal patojenlere
maruz kalip hayatta kalabilmek igin tolerans ya da savunma stratejileri gelistirmek
zorunda kalmiglardir. Bu mekanizmalarin cesitliligi, ¢esitli metabolik yollardan

sentezlenen yiiksek ¢esitlilikte bilesiklerle sonuglanmistir (Falaise et al., 2016).

Mikroalgler, lipitler, proteinler, karbonhidratlar, pigmentler ve polimerler gibi
yiikksek beslenme degeri ve terapotik islevleri olan biyobilesikleri gelistirmek ve
sentezlemek igin 151k enerjisi ve inorganik besleyicileri (karbondioksit, azot, fosfor vb.)
kullanan ototrofik mikroorganizmalardir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar,
mikroalglerin, karotenoidler, fikobilinler, ¢oklu doymamis yag asitleri, proteinler,
polisakaritler, vitaminler ve steroller gibi farkli biyolojik aktivitelerde farkli kimyasal
bilesikler tiretebildigini bildirmistir (Bhagavathy et al., 2011; Markou & Nerantzis,



2013). Bu tiir bilesikler antibakteriyel, antiviral, antifungal, antialgal, antienzimatik
veya antibiyotik etki gosterebilirler (Volk, 2008). Bircok mikroalg icin bu biyoaktif
bilesikler biyokiitlede toplanir. Baz1 durumlarda ise biyoaktif metabolitler ortama atilir
ve bu metabolitlere de ekzo metabolitler denir. Mikroalgal kaynakli biyoaktif
metabolitler tibbi, farmasotik, kozmetik ve gida endiistrisi i¢in yeni iriinlerin
gelistirilmesine yardimci olabilmektedir (Morais et al., 2015). Ekstraktlarin eldesi veya
farkli mikroalglerden metabolitlerin izolasyonu, bu bilesenlerin biyolojik aktivitesini
belirlemek igin kullanilan yaygin bir yontemdir (Morais et al., 2015). Bu bilesiklerin
bir probiyotik, nutrasotikler, kemopreventif ajan veya antimikrobiyal ila¢ kaynagi
olarak kullanilmas1 arastirilmis ve iimit verici sonuglar ortaya koymustur (Falaise et

al., 2016).

2.2. Mikroalglerin Antibakteriyel Aktivitesi

Son on yilda, patojenik bakterilerin antibakteriyel maddelere karsi direncinde
onemli bir artis gériilmiistir (Amaroet al., 2011). Patojenik bakterilerin antibiyotige
kars1 artan direnci insan sagligi i¢in endise kaynagi olusturmus ve yeni antibakteriyel
madde bulma g¢abalarini zorlagtirmistir (Mayer et al., 2013; Shannon & Abu-Ghannam,
2016). Bu nedenle, antimikrobiyal direncin altinda yatan mekanizmalarin daha ayrintili
bir sekilde anlasilmasina dikkat edilmistir. Bunlar direnci saptamak i¢in gelistirilmis
yontemlerin yani sira, direngli mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisi i¢in yeni antimikrobiyal secenekler ve ilk basta direncin ortaya ¢ikmasini ve
yayllmasint Onleyen yontemlerdir. Cabalarin ¢ogu, cesitli nedenlerden dolay1
bakterilerde antibiyotik direnci arastirmasina adanmuistir: (i) bakteriyel enfeksiyonlar
toplum kokenli ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin ¢ogundan sorumludur; (i1) biiytlik
ve genisleyen antibakteriyel siniflarin sayisi daha ¢esitli direng mekanizmalari sunar;
ve (iii) bakteriyel direng¢ belirleyicilerini standart, iyi karakterize edilmis bakteri
suslarina tasiyabilmek, altta yatan molekiiler mekanizmalarin daha ayrintili

calisilmasini kolaylastirmaktadir (Amaro et al., 2011) .



Yesil alg Chlorella’ nin gesitli Gram-pozitif (G +) ve Gram-negatif (G—) bakterilere
kars1 aktivitesini gosteren 1944'teki Pratt'n Oncii ¢alismalari, mikroalglerden anti
bakteriyel bilesiklere duyulan ilgiyi arttirmistir. Mikroalglerde antibakteriyel
aktiviteye sahip bilesikleri tespit etmek, bakteriyel enfeksiyonlara karsi yeni ilaglar
gelistirmek veya gida koruyucular igin katki maddeleri gelistirmek icin ¢ok sayida
calismalar yapilmistir (Falaise et al., 2016).

Bu nedenle, ¢esitli mikroalg ekstraktlarinin patojenik ve gida kaynakl
bakterilere kars1 potansiyel antibakteriyel aktivitesini degerlendirmek i¢in genis tarama
programlar1 uygulanmistir. Cesitli bolgelerden, 6zellikle deniz ortamindan, ayrica tatl
su ortamindan ve hatta topraktan kaynaklanan hem (G +) hem de (G—) bakterilere kars1
etkili antibakteriyel aktivite gésteren sayisiz mikroalg tiiriiniin bulundugu gortlmistiir
(Falaise et al., 2016). 1953 yilinda yapilan calismalarda mikroalglerin antibiyotik
urettigi ve daha sonra cok sayida mikroalg ekstrakti ve ekstraseliiler iiriiniin
antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal) aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
1988'de yapilan bir ¢alismada 300 tatli su alginin %10 unda antibakterial aktivite, 532
deniz ve tatll su alginin ise %5'inde antifungal aktivite saptanmigtir (Borowitzka,
1999).

Mikroalgal tiirlerinin yanmi sira, mikroalg Oziitlerindeki antibakteriyel
bilesiklerin varlig1 ekstraksiyon sirasinda kullanilan c¢oziiciiye de biiylik oOlgiide
baglidir. Biyolojik aktivite nadiren sulu ekstraktlarda bulundugundan, mikroalglerde
gida kaynakli ve insan patojenik bakterilerine karsi etkinlige sahip bilesiklerin
cogunlukla hidrofobik oldugu ve organik solventlerle daha kolay ekstrakte
edilebilecegi goriilmektedir (Falaise et al., 2016). Baz1 ¢alismalar antibakteriyel
aktivitenin genellikle metanolik ekstraktlarda bulundugunu (Mudimu et al., 2014),
diger bazi1 ¢aligmalar ise aseton (Walter, 2016), benzen ve etil asetat (Bhagavathy et
al., 2011) veya petrol eteri ve hekzan (Herrero et al. , 2006) kullanilarak daha iyi bir

ekstraksiyon tanimlamistir.



2.2.1. Mikroalglerden elde edilen antibakteriyel bilesik cesitliligi

Bazi c¢alismalarda, organik ekstraktlarda bulunan antibakteriyel bilesikler
tanimlanmistir. Bu biyoaktif bilesikler, fikobiliproteinler (Najdenski et al., 2013) veya
Klorofil turevleri (Bruce&Duff, 1967) gibi pigmentler olabilir, ancak ¢ogu zaman
serbest yag asitleridir. H. pluvialis'ten (Rodriguez-Meizoso et al., 2010) kisa zincirli
yag asitleri ve Scenedesmus obliquus'tan (Guedes et al., 2011) uzun zincirli yag asitleri
E.coli ve S.aureus'a kars1 antibakteriyel aktivite gosterir. Chlorococcum susu HS-101
ve Dunaliella primolecta'dan gelen ¢oklu doymamis yag asitleri, yilda binlerce 6lime
neden olan ve geleneksel antibiyotiklere karst oldukg¢a direngli olabilecek bir bakteri
olan metisiline direngli S. aureus'a (MRSA) kars1 antibakteriyel aktivite géstermistir
(Ohta et al., 1995). Desbois ve arkadaslar1 ayrica MRSA'ya karsi ¢ok kuvvetli bir
antibakteriyel aktiviteye sahip olan diatom Phaeodactylum tricornutum'dan elde edilen
yag asitlerini de bulmustur ve antibakteriyel aktiviteye katilan ii¢ farklt doymamis yag
asitini karakterize etmistir: ¢oklu doymamis yag asidi eikosapentaenoik asit, tekli
doymamig yag asidi palikotoik asit ve nispeten siradigi ¢oklu doymamis yag asidi

heksadekatrienoik asittir (Desbois et al., 2008; Desbois et al., 2009).

Dogal ortamlarda, mikroalg hiicresi biitiinliiglinii kaybettiginde yag asitleri
salmir ve bir alg popiilasyonunu avcilara karst korumak igin “aktif” bir savunma
mekanizoasi sergilenir (Smith et al., 2010). Ayrica, yag asitlerinin, ¢esitli bakteri
cesitlerine karsi bakteri oldiiriicii 6zelliklere sahip oldugu daha 6nce gosterilmistir
(Kabara, et al., 2013). Biyoaktif bilesiklerin antibakteriyel aktivitesinin kesin
mekanizmas1t henliz tam olarak acgiklanamamistir, ancak bakteriyel hiicre
membranlarinin ana etki boélgesi oldugu goriilmektedir. Hiicre kagagi, besin aliminin
azalmasi ve hiicresel solunumun azalmasina yol acan, yag asitlerinin bakteriyel zardaki
zararl etkilerine dair bazi kanitlar vardir (Smith et al., 2010). Yag asitlerinin
antibakteriyel etkisine bakteri yag asidi sentezinin inhibisyonu da aracilik edebilir

(Falaise et al., 2016).



Antimikrobiyaller genellikle karmasik, ¢ok katmanli hiicre duvari yapilar
nedeniyle Gram (-) bakterilere kars1 daha az etkilidir, bu da aktif bilesigin bunlara
niifuz etmesini zorlastirir; siipernatantlarin antibakteriyel aktivitesinin Gram (+) ‘a
kars1 Gram (-) bakterilerden daha gii¢lii olmasinin nedenini hakli ¢ikarir(Amaro et al.,
2011). Bu mekanizmalarda neden Gram (+) bakterilerin mikroalg biyoaktif bilesiklere
Gram (—) bakterilerden daha duyarli olduklarini agiklayabilir. Aslinda, mikroalg Gram
(—) bakterilere kars1 test edildiginde bakteriyel iireme inhibisyonu genellikle daha
diisiiktiir ve bazi durumlarda test edilen ekstraktlar herhangi bir antibakteriyel etki
gostermez. Dolayisiyla, bakterilerin hassasiyetleri arasindaki fark, karmasik zar
gecirgenligi nedeniyle olabilir ve bu da bilesigin niifuz etmesini ve antibakteriyel

etkilerini daha da zorlastirir (Falaise et al., 2016).

2.2.2. Mikrolglerden antimikrobiyal aktiviteyi elde etme teknikleri

Antimikrobiyal bilesiklerce zengin mikroalglerin istenilen, secici 6zlerini elde
etmek icin gesitli ekstraksiyon teknolojileri uygulanmaktadir (Dai & Mumper, 2010).
70'lerin sonlarindan bu yana, kati-s1vi ekstraksiyonuna dayanarak, genel olarak organik
coziiciiler, Ornegin [kloroform: metanol] karisimlar1 veya aseton kullanilarak,
mikroalglerden antimikrobiyal aktiviteyi elde etmek i¢in ¢esitli islemler gelistirilmistir
Ek olarak, seciciligi artirmak icin ultrafiltrasyon islemleri gibi bazi1 islemler
eklenmektedir. Diger yontemler, proteini ¢okeltmek igin birinci asamada etanol,
ardindan hekzan, biitanol veya etil asetat ile ikinci asama bir 6ziitleme kullanir. Son
zamanlarda yapilan calismalar, homojen bir ¢ozelti olusturmak igin Ugll ¢Ozucu
karisimlart kullanmanin miimkiin oldugunu, 6ziitleyici i¢indeki bilesiklerin yiiksek
cOziinlirliigline dayanarak, tek bir evre ile ekstrakte edilen bilesiklerin ekstraksiyon
verimini ve safligini1 6nemli 6l¢glide arttirmanin avantajini gostermistir(Parniakov et al.,

2015).

Mikroalglerin antimikrobiyal potansiyeli, ¢6zliclniin bazi biyoaktif bilesikleri

cozme kapasitesine ve ayrica segici olarak oOziitlenen bilesiklere bakteri veya



mantarlarin duyarliligina baghidir (Al-Saif et al., 2014). Genel olarak, Soxhlet, kati-sivi
ekstraksiyonu veya sivi-sivi ekstraksiyonu gibi bu geleneksel ekstraksiyon teknikleri,
yiiksek miktarda solvent kullanan ve diisiik ekstraksiyon verimleri elde eden zaman

alic1 prosediirlerdir (Pina-Pérez et al., 2017).

Mikroalglerden biyoaktif bilesikler elde etmek igin temiz teknolojilerin kullanimi1
konusundaki c¢alismalar, uluslararasi bilim camiasinin ve Ar-Ge mihendislerinin
siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, yiiksek yogunluklu darbeli elektrik alanlari
kullanarak t-ultrasonik destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve
hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu, ekstrakte edilen bilesiklerin kalitesini ve
biyolojik aktivitesini mimkin oldugunca korumak i¢in basing ve sicaklik kullanarak
ekstraksiyon gibi teknolojilere yatirim yapmalarini saglamistir. Hiicre duvarlarinin
enzimatik bir yolla bozulmasi da mikroalg muamelesinde (6rnegin Chlorella
vulgaris'de) kullanilmistir, ancak endiistride yaygin olarak uygulanmasi hala ¢ok
pahalidir (Hammed et al., 2013).

CO> kullanarak siiper kritik akiskan ekstraksiyon islemi, alglerden biyoaktif
bilesikler elde etmek i¢in en gelismis tekniklerden biridir. Arzu edilen fonksiyonel
bilesikler bakimindan yiiksek saflikta ve zengin 6ziitler elde etmenin yiiksek verimli
ve hizli bir yoludur, ancak endiistriyel 6lgekte bir yontem olarak nispeten pahali

kalmaktadir (Mendiola et al., 2017).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon, alg hiicresi duvarlarma uygulanan mekanik
akustik kavitasyon etkilerine dayanmaktadir. Baslica avantajlar1 arasinda, ekstraksiyon
isleminin oda sicakliginda etkinligi ve asgari diizeyde biyolojik olarak aktif bilesik
kayb1 vardir. Mikro alglerde, ultrasonik destekli ekstraksiyon kullanimi iyi sonuglarla

yaygin sekilde kullanilmaya baglanmis ve devam etmektedir (Adam et al., 2012).

Yiiksek yogunluklu elektrik atimlarinin kullanimi, yiiksek voltaj atimlarinin

uygulanmasinin hiicresel materyali bozdugu, proteinler, klorofiller ve karotenoidler
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gibi bilesenlerin serbest birakilmasini kolaylastirdigi bir yontemdir. Spirulina ve
Chlorella tiirlerinden biyoaktif Oziitlerde basariyla uygulanmistir.  Metod,
elektroporasyon teorisine dayanmaktadir, ¢iinkii hiicre zarinda meydana gelen
iletkenlik ve gecirgenlik degisiklikleri, hiicre ici bilesenlerin ¢evreye salinmasina izin

veren kii¢iik gozeneklerin olusumunu desteklemektedir (Parniakov et al., 2015).

Bu tez kapsaminda segilen 5 farkli mikroalg tiiriinde antimikrobiyal aktiviteyi

elde etmek icin solvent kullanimi ve ardindan sonikasyon yontemi uygulanmuistir.

2.3. Spirulina platensis

Spirulina platensis, 3 milyon yil 6nce ortaya ¢ikan, mevcut oksijen atmosferini
olusturan Cyanophyta'ya ait prokaryotik siyanobakteridir ve gezegenin biyosferinin

diizenlenmesinde 6nem tasimaktadir(Morais et al., 2015).

Spirulina (Arthrospira) havadan azot kullanan simbiyotik, ¢cok hucreli ve filamentli
mavi-yesil bir mikroalgdir. Iki farkli sekli vardir: spiral cubuk veya disk benzeri.
Spirulina fotosentetiktir ve ikili bélinme ile Grerler. Spirulina'nin ana fotosentetik
pigmenti fikosiyanindir (mavi renk). Spirulina ayrica klorofil-a ve karotenoidleri icerir.
Bazilari, mikroalgin rengini kirmizi veya pembelestiren pigment fitoyrin igerir. (Mobin

& Alam, 2017).

Spirulina; proteinler, vitaminler, esansiyel amino asitler, mineraller ve esansiyel
coklu doymamis yag asidi ve fikosiyanin, ksantofil ve zeaksantin dahil pigmentler
bakimindan zengindir (Mobin & Alam, 2017). Yiiksek besin degeri ve aktif biyolojik
bilesiklerin varlig1 gibi 6zellikler nedeniyle, bu mikroorganizma diinya ¢apinda en ¢ok
calisilan mikroalglerden biridir. Spirulina kuru agirliginin % 50 ila 70'ini protein
icerigi, % 10 ila 20'sini karbonhidrat igerigi ve % 5 ila% 10'unu lipit icerigi olusturur
(Morais et al., 2015). Spirulina’nin temel amino asitleri 16sin, izoldsin ve valindir.

Ayrica goreceli olarak yiiksek provitamin A, B12 vitamini, K vitamini ve -karoten
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konsantrasyonu igerir. Spirulina'nin yag asitleri linolenik ve y-linolenik asit ve ©-3 ve
®-6 poli doymamis yag asitleri igerir. Sprirulina platensis, toplam yag asitlerinin%
9.1'ini olusturan dogal bir dokozahekzaenoik asit (DHA) kaynagidir (Mobin & Alam,
2017).

Spirulina, biiyiik 6lgekli dig mekan kiiltiirii i¢in iyi ¢alisilmis alglerden biridir. En
iyi yuksek pH (9-11) ve yiiksek bikarbonat konsantrasyonlarinda biiyiir. Sicakligin
Spirulina’'min verimliligi iizerinde biiyiik etkisi vardir. 35 °C ile 37 °C arasindaki
sicakliklarda optimum biiyiime sicakligina sahiptir (Mobin & Alam, 2017). Spirulina
'nin mineral igerigi, i¢cinde biiyiidiigii suya baglidir ve demir, kalsiyum ve magnezyum

igerigi yiiksek besin degeri saglar (Mobin & Alam, 2017)

Bu mikroalg, B1, B2, B12 ve E vitamini bakimindan zengindir (6zellikle vitamin
B12). Ayrica, Spirulina demir, kalsiyum, magnezyum, fosfor ve potasyumdan en
yiilksek pigment, mineral ve oligoelement igerigine sahiptir. Bazi caligmalar,
antioksidan 6zelliklerinden 6turi  pigmentlerin - Gretimi icin  bu mikroalgin
kullanildigin1 gostermistir. B-Karoten, Spirulina’ da bulunan karotenoidlerin yaklasik
% 80'ini temsil eder ve tokoferoller, fikosiyanin ve fitoeritrin gibi diger bilesenler de

bilesiminin bir parcasidir( Priyadarshani & Rath, 2012).

Siyanobakterilerin, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitumér, anti-
inflamatuar, antioksidan, herbisit ve bagisiklik bastirici etkiler gibi potansiyel biyolojik
aktivitelerle hiicrei¢i ve hiicre disi metabolitleri tirettigi bilinmektedir (EI Semary,
2011; Rastogi & Sinha, 2009). Spirulina’ nin terapotik 6nemi bir¢ok g¢alismada
bildirilmistir. Bunlara kanser, HIV, seker hastaligi, obezite ve hipertansiyonun
tedavisinde, agir metallere ve ilaglara karst korumada bagisiklik tepkisinin
gelistirilmesinde ve digerlerinin yaninda serum ve lipid dizeylerinde azalma da
dahildir (Colla et al., 2008; Colla et al., 2007).
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2.4. Heamatococcus pluvialis

Yesil mikroalg Haematococcus pluvialis, chlorophyceae grubuna aittir (Ba et al.,
2016). Biiylime asamalarinda hem hareketli hem de hareketli olmayan formlara
sahiptir. Birincisinde, armut bi¢imli bir hiicrenin ¢ap1 8 ila 50 pm arasinda
degismektedir. Bu evrenin hiicresel yapist diger aile tiyelerinin ¢oguna benzerdir; ¢ok
sayida ve dagmik pirenoid ile fincan seklinde bir kloroplast, protoplastin yiizeyinin
yakininda siklikla sayisiz ve goriiniiste diizensiz bir sekilde dagilmis olan kasilma
vakuolleri, bir ¢ekirdek ve seliiloz ¢eperi genis agili olarak perfore eden 6n papilladan

¢ikan esit uzunlukta 2 kamei bulunur (Boussiba, 2000).

Yapimin benzersizligi, kuvvetli bir sekilde kalinlasmis, jelatinli ve genellikle
basit veya dalli kamgilar ile protoplastina baglanan hiicre duvari ile isaretlenmistir (Ba
et al., 2016; Boussiba, 2000). Bu tatli su organizmasi, klorofiller ve proteinler
bakimindan zengin bir bitkisel hiicre durumundan stres altinda bulunan kapali bir
duruma gecebilmesi nedeniyle atipik bir yasam dongiisiine sahiptir (Ba et al., 2016).
Hareketsiz formunda, "palmella" adi verilen asama olan kiiresel protoplast, siki bir
sekilde yapisan bir palmella zarinin igine sarilir ve flagella harig, hiicresel yapi,
hareketli formuyla ayni kalir. Biiylime kosullar1 elverisli hale gelince, hiicreler
hacimlerini bliyiik 0Olglide arttirir ve hiicrenin, kismen sporopolinine benzer
maddelerden olusan agir direngli bir seliilloz ceperi ile ¢evrili oldugu bir dinlenme
asamasina girer. Bu genel siire¢ “ele gegirme” olarak adlandirilir. Protoplast daha sonra
sekonder bir karotenoid, (astaksantin) olarak belirlenen belirgin bir kirmizi renk
almaktadir. (Boussiba, 2000).

Haematococcus pluvialis yetistiriciligi i¢in fotoototrofik, heterotrofik ve

miXotrofik (biilylime durumuna bagl olarak), agik veya kapali kanal havuzlar veya

fotobiyoreaktorler kullanilir(Mobin & Alam, 2017).
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Haematococcus pluvialis gevresel stres altinda, kuvvetli antioksidan ozelliklere
sahip astaksantin iiretim yetenegine sahiptir (Rodriguez-Meizoso et al., 2010).
Astaksantin, Haematococcus'taki baslica karotenoiddir ve esas olarak ¢esitli yag
asitlerinin astaksantin esteri olarak bulunur. Haematococcus pluvialis kuru agirlik
bazinda%2-3’e kadar astaksantin biriktirebilir( Mobin & Alam, 2017; Rao et al.,
2010). Astaksantin, yaygin olarak kullanilan somon ve alabalikta pigmentasyon
kaynagi olarak kullanilir (Rao et al., 2010). Ayrica, son yillarda dikkat ¢eken
astaksantin dahil olmak tizere yiiksek miktarda sekonder metabolitler tretebilir (Ba et
al., 2016). Astaksantin birikimi, 151k, sicaklik, pH, tuz konsantrasyonu ve beslenme
stresleri gibi cevresel fakttrlerden etkilenir. Haematococcus pluvialis’in hicresel
bilesimi, Ozellikle “yesil” ve “kirmiz1” yetistirme asamalar1 arasinda degismektedir

(Mobin & Alam, 2017)

Astaksantin nutrasétik olarak ve yasa bagli makiiler dejenerasyon, inflamasyon,
Helicobackter pylori enfeksiyonunun 6nlenmesi icin kanser gibi dejeneratif
hastaliklara karsi tibbi bir bilesendir (Rao et al., 2010). Ayrica, astaksantin ile
antibakteriyel, antiviral ve / veya antifungal aktiviteye sahip farkli bilesikler de bu
mikroalgde bulunmaktadir (Rodriguez-Meizoso et al., 2010).

Miki ve dig. (1998), insan deneklerde astaksantinin serum diisiik yogunluklu
lipoprotein lzerindeki antioksidan etkisini bildirmistir. Ayrica hayvanlarda ve insanda
onemli  metabolik  fonksiyonlarin  gergeklestirilmesi, bagisiklik  tepkisinin
guclendirilmesi ve oksijen radikallerini temizleyerek dejeneratif hastaliklardan

korunma gibi etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Rao et al., 2010).

2.5. Botryococcus braunii

Tek hicreli fotosentetik mikroalga Botryococcus braunii Chlorophyceae sinifina
ait bir trdur ve tiim kitalarin taze ve aci sularinda yaygindir (Banerjee et al., 2002).

Koloni olusturan ve lipit iireten bir organizmadir. Botryococcus braunii radyal



14

boliinme sonucu olusan 4-8 adet otosporla eseysiz olarak Uremekte ve koloni
biiyiikligi 30 pum ile 2 mm arasinda degismektedir (John et al., 2002). Lipit degeri
yaklagik %25-75 arasinda degismekle birlikte kuru agirliginin %80' ine varan oranlarda
hidrokarbonca zengin yaglar1 sentezler. Biiyliime i¢in optimum sicaklik 25°C’dir.
Botryococcus braunii biyokiitle artist ve lipit miktari; sicakliga, ortamdaki 11k
yogunluguna, tuzluluga, pH’a, azot ve fosfor miktarina bagh olarak degismektedir

(Lupi et al., 1991).

Fosil yagina benzeyen yiiksek miktarlarda hidrokarbon iiretme kabiliyeti ile
polisakkaritler, polyaldehitler ve siv1 hidrokarbonlardan olusan hiicre dig1 bir matris
(extracellular matrix) ile bir araya gelen tek tek hiicrelerin kolonilerini olusturur

(Arévalo-Gallegos et al., 2018).

Bu alg esas olarak hidrokarbon, ekzopolisakkarit ve karotenoid tiretimi ile taninir
Karotenoidlerin varhigt B ve L suslarinda daha belirgindir. Biiylimenin dogrusal
asamasinda, her iki sus da neredeyse esit miktarlarda Lutein bu suslarin lineer fazindaki
ana karotenoiddir (% 22-29) (Rao et al., 2010). Ayrica Botryococcus. braunii'nin
karotenoid bilesimi ve antioksidan 6zellikleri Rao ve ark. tarafindan raporlanmistir

(Rao et al., 2006).

2.6. Nostoc muscorum

Nostoc, filamentler olarak birbirine baglanan kiiresel kolonileri olusturan
Nostocaceae familyasinin nitrojen sabitleyici siyanobakteri ailesinin bir cinsidir ve
toplu nitrojen mevcut olmadiginda atmosferik nitrojen kullanma yetenegine sahip
yenilebilir bir mikroalgadir (Anshuman et al., 2013; Quan et al., 2015). Bu mikroalg,
homojen bir hiicre modeli ve filament olusturan hiicreler arasinda diizenli bir uzaklik
olan heterosistlere sahiptir (Anshuman et al., 2013). Heterosistler, mikroalgal
biyokitlede amino asit sentezi igin atmosferik azotu duzenler. Mikroalgal ekim
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sirasinda bir azot kaynagiin yoklugunda, heterosistler olusur ve bu besin maddesinin

hiicre biiyiimesi i¢in sinirlandirilmasini 6nler (Morais et al., 2015)

Nostoc mikroalgal biyokdtlesi tip alaninda protein, vitamin ve yag asidi i¢eriginden
dolay1 diyet ilave maddesi olarak kullanilmaktadir. Bu mikroalgin tibbi degeri, fistiil
tedavisinde ve bazi kanser tiirleri i¢in kullanildigi kanitlanmistir (Temina et al., 2007).
Bircok ¢alisma, Nostoc'un antimikrobiyal, antiviral ve antikanser aktivitesi olan birkag
bilesik trettigini one surmektedir. Bu sonugclar, Gretimini genis capta tesvik etmistir
ayrica beslenme ve farmasotik dnemi nedeniyle de buyik bir ekonomik potansiyele
sahiptir (Morais et al., 2015).

2.7. Chlorella minutissima

Chlorella tiirleri, tek hiicreli, kiiresel sekilli (~ 2 ila 10 um ¢apinda) ve flagel
icermeyen fotoototrofik yesil mikroalglerdir. Chlorella, kloroplastinda yesil
fotosentetik pigmentler klorofil-a ve -b icerir. Sadece CO, su, giines 15181 ve az sayida
mineral ile hizla ¢ogalir. Chlorella, baglangigta i¢ mekanlarda kiiltiir siselerinde tiretilir
ve bu kiiltlirler daha sonra dis mekan tanklar1 ve goletler i¢in inokiilasyon olarak
kullanilir. Ticari olarak en yaygin kullanilan iiretim sekli fotobiyoreaktorlerde ve agik
havuzlardir (Mobin & Alam, 2017).

Chlorella suslari, kiiltiirde nispeten hizli biiylime oranlar1 ve yiiksek lipid igeriginden
dolay1 antibakteriyel aragtirmalarinda biiyiik ilgi ¢ekmektedir (Aremu et al., 2016).
Ayrica, farkli stres faktorlerinin yetistirilen Chlorella minutissima'nin yari-surekli
kiiltirlerinde biyokimyasal degisiklikler iizerindeki etkisi vurgulanmistir (Ordog et al.,
2012).

2.8. Mikroalglerin Uretimini Etkileyen Parametreler

Ortam igerigi ve tiretim kosullar1 gibi biyotik ve abiyotik faktorler mikroalg tretimi

sirasinda hiicre biiyiimesinde 6nemli rol oynamaktadir (Tandon & Jin, 2017). pH, su,
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sicaklik, 1g1k, nutrient konsantrasyonu, havalandirma, CO2 ve O2 konsantrasyonu,
hiicre yogunlugu, akis hizi, fotosentetik verim, karistirma, tuzluluk, agir metal ve
toksik kimyasallarin varligi gibi biiyiimeyi dogrudan veya dolayli olarak etkileyen
cesitli fiziksel ve kimyasal abiyotik parametreler bulunmaktadir (Salama et al., 2018;
Singh & Singh, 2014). Biylmeyi dogrudan veya dolayli olarak etkileyen biyotik
faktorler ise patojenler, kontaminasyona neden olan yarismaci diger mikroalglerdir
(Salama et al., 2018; Tandon & Jin, 2017).

2.8.1. Isik

Mikroalglerin yetistirilmesinde kullanilan en yaygin yontem fotoototrofik
kiltivasyondur. Fotoototrofik Gretim strecinde mikroalgler, karbondioksit ve 15181
kullanarak fotosentez yaparlar ve 151k kaynagina bagli olarak absorbe edilen enerjiyi
ATP ve NADPH:2 iiretiminde kullanirlar. Mikroalglerin fotoototrofik kiiltivasyonu
onemli Olgiide 151k enerjisine baghdir. Isik, mikroalglerin fotosentetik etkinligini
dogrudan etkilemektedir ve fotosentetik etkinlik, fotoototrofik gelisim siiresince 151k
enerjisinin kimyasal enerjiye doniistiiriilmesi olarak ifade edilmektedir. Fotosentetik
etkinlik, 151k spekturumuna gore farklilik gostermektedir. Mikroalgler genellikle
fotosentez icin 400-700 nm dalga boyundaki 15181 kullanirlar. Ayrica absorbe edilen
dalga boyu mikroalg tiirline bagli olarak degisebilmektedir. Mikroalglerin biliyiime hiz1
ve lipit iiretimleri de aydinlatma diizeyine gore degisebilmektedir. Asirt 151k yogunlugu
fotooksidasyona ve fotoinhibisyona sebep olabilirken diisiik 151k seviyeleri biiyiime
smirlayict olabilmektedir. Bu sebeple, mikroalg gelisiminde, 15181n hangi siddetinde
yeterli doygunluga ulastigi, 151k kullanim verimliliginin belirlenmesinde 6nemli bir

faktordur (Elcik & Cakmakct, 2017).

Isik kullaniminin verimini kdltir hacmi, hicrelerin spesifik konumu ve hicre
pigmentasyonu gibi bircok parametre de etkilemektedir. Isik gecirgenligi hiicre
yogunluguna baglhdir. Fazla mikroalgal yogunluk nedeni ile fotosentetik verimlilik

diigebilir. Ayrica uygun 1sik dagilimi saglanmalidir; kapali sistemlerde floresan
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lambalarla kontrollii ve esit 1siklandirma saglanirsa daha yiiksek biyokiitle verimliligi
saglanabilir. Fotobiyoreaktorlerin dogal 1siklandirmaya gore daha pahali olmasina
ragmen yapay 1siklandirmasi teknik olarak miimkiindlr. Ozellikle yiiksek degerli
tirlinlerin biiyiik Olgek iiretimlerinde yapay isiklandirma kullanilmaktadir (Chisti,
2017). Ayrica arastirmacilar tarafindan 151k parametreleriyle optimizasyon c¢aligmalari
yapmaktadir. Farkli 1s1k kaynaklari; kirmizi LED, kirmizi-mavi LED, beyaz LED,
halojen tungsten gibi tiretimlerde kullanilabilmektedir (Razzak et al., 2017; Salama et
al., 2018).

2.8.2. Besin maddesi

Mikroalg metabolizmas1 fotoototrofik veya heterotrofik olabilir. Fotoototrofik
mikroalgler COa, tuzlar ve giines enerjisi gibi inorganik bilesiklere ihtiyag duyarken
heterotrofik fotosentetik degildir, bir besin maddesi ve enerji kaynagi olarak
kullanilmak tizere disaridan bir organik bilesik kaynagina ihtiya¢ duyarlar. Bazi
fotosentetik turler mixotrofiktir; fotosentez yapma ve digsal organik kaynaklari ayni

anda kullanma becerisine sahiptirler (Morais et al., 2015).

Karbon, azot ve fosfor mikroalglerin yetistirilmesinde gerekli olan baglica besin
maddeleridir. Mikroalgler hem organik hem de inorganik karbon kaynaklarini
kullanabilmektedir. Ototrof mikroalgler inorganik karbonu kullanirken, heterotrof
mikroalgler organik karbonu kullanmaktadir. Mikroalgler azotu nitrat, nitrit, amonyum
ve lire formunda kullanmaktadir. Mikroalglerin hangi azot formunu kullanacagi tiire
gore degismekle birlikte, biliyiik ¢cogunlugu azot kaynagi olarak amonyumu tercih
etmektedir. Azot eksikligi, mikroalgler i¢in kimyasal bir stres faktoriidiir. Fosfor, hiicre
gelisimi ve mikroalg metabolizmasi igin gerekli bir besin maddesidir. Enerji transferi,
hlcresel sinyal iletimi, fotosentez ve solunum gibi hticresel metabolik streclerde
onemli rol oynamaktadir (Elcik & Cakmakei, 2017; Rashid et al., 2014) .
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Magnezyum, sodyum ve kalsiyum da diger makro nutrientlerdendir. Mangan, klor,
siilfiir, bor, kobalt, nikel, molibden, bakir, ¢inko, silikon ve demir gibi iz metal olarak
kullanilan mikro nutrientler de bulunmaktadir. Demir PSI ve PSII enzimatik
reaksiyonlarinda onemlidir. Bu tiir besinler de yiiksek miktarlarda kullanilirsa

mikroalgler i¢in toksik etki olusturabilir (Razzak et al., 2017; Salama et al., 2018).

Mikroalgler, dis ortamlarindaki degisikliklere, hiicre i¢i ortamlarindaki
degisikliklerle tepki verirler ve bdylece Kkiiltiir kosullarinin manipiilasyonu veya
besinlerin varligir veya yoklugu, spesifik bilesiklerin biyosentezini uyarirlar. Kultir
ortami, mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ve / veya hayatta kalmasi i¢in gerekli besinleri
icerecek sekilde formiile edilmis kimyasal ortamlardir. Kiiltiir ortama,
mikroorganizmanin beslenme ihtiyaclarim1 karsilamali, proses kontroliine yardimci
olmali ve makul bir sekilde sabitlenmis bir bilesime sahip olmalidir (Morais et al.,
2015).

2.8.3. Sicakhik

Sicaklik mikroalg gelisimini etkileyen en 6nemli unsurlardan biridir. Sicaklik
metabolik prosesi, biyokimyasal igerigi, hiicre boyutunu, biyolojik reaksiyon hizini ve
nutrient tiiketimini etkiledigi i¢in mikroalg biliylimesinde 6nemli etkileri vardir.
Ozellikle diisiik sicakliklar mikroalgal biiyiimeyi engellemektedir ve ortam sicakliginin
gereginden fazla azalmasi hiicrelerin akiskanligini ve mikroalglerdeki doymamis
lipitlerin derecesini arttirmaktadir. Yiiksek sicaklik ise hiicrelerin metabolizma hizini
arttirmaktadir. Sicakligin artmasi buharlasmaya neden oldugundan hacim kayb1 sorunu
da ortaya c¢ikarmaktadir. Dis ortam {iiretimlerinde hava ve mevsimsel kosullarda
bulunan dalgalanmalar sicaklik kontroliinii zorlastirmaktadir. Mikroalglerin genellikle
gelisebildikleri sicaklik araligi 5-35°C’dir. Fakat bircok mikroalg tlrinin optimum
biliylime sicakligi 20-30°C’arasindadir. Sicaklik ayni zamanda mikroalg hiicreleri i¢in
bir stres faktorii olarak degerlendirilebilir. (Banerjee et al., 2002; Eloka-Eboka &
Inambao, 2017; Rashid et al., 2014; Salama et al., 2018).
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2.8.4. pH

Mikroalg Uretiminde pH biiyiimeyi etkileyen onemli bir faktordiir. Farkli
mikroalg tiirlerinin farkli pH toleranslar1 bulunmaktadir. Cogu mikroalg nétral pH’da
yasarken bazi tiirler diistik ve yiiksek pH’a karsi daha dayaniklidir (Salamaetal., 2018).
Mikroalglerin Greyebilmesi icin 7-9 pH aralig1 uygun goriilmektedir. Uygun olmayan
pH seviyelerinin biiylime {izerinde olumsuz etkileri olabilir. Uygun pH’nin
saglanmamas1 durumunda hiicreler parcalanarak ortama geg¢mekte ve Oliimle
sonuclanmaktadir. Besin ortamindan CO2 ve nitrat alimi, pH degerini yukseltirken,
amonyak aliminda pH degeri diiser (Rashid et al., 2014; Zhao et al., 2011).

2.8.5. Kanistirma

Karigtirma, mikroalgler i¢in biiylimeye etki ede énemli bir parametredir. Isik,
sicaklik ve gazlarin (02 ve CO2) homojen dagilimi i¢in optimum karistirma
gerekmektedir. Besin maddelerinin dagilimini ve kullanimini artirmak i¢in ve ayrica
mikroalglerin ¢okmesini 6nlemek icin uygun karistirma gereklidir Karistirma islemi
yavas olursa, mikroalgal kiiltiir i¢erisinde karanlik bolgeler olusabilir ve anaerobik
bolgeler olusarak, mikroalglerin biylmesini etkileyebilir. Karistirma hizli olursa,
kesme gerilmesinden dolay1 mikroalgal hiicreler zarar gorebilir (Elcik & Cakmakei,
2017; Rashid et al., 2014)

2.9. Cerrahi Iplikler

Hizla artan tibbi teknolojilere ragmen, ameliyatlar hala modern tibbin kaginilmaz
bir parcasidir. Cerrahi zimbalar gibi yeni cerrahi insizyon kapatma ydntemlerinin
kullanilmasina ragmen, cerrahi iplikler (s) hala cerrahi insizyonlarin kapatilmasinda en
sik kullamlan yéntemdir, ancak ilk kullanimlarmdan bu yana, M.O 3500 yilina kadar
dayanir, cerrahi islemlerin degismez bir pargasini olusturur (Kjaergard, 2001,

Rothenburger et al. , 2002). Cerrahi cerrahi iplik, yaranin agik uglarini bir arada tutan
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ve yaranin kapatilmasi i¢in yeterli mekanik destek saglamak icin normal fizyolojik
mekanik stres seviyelerine dayanmasi gereken filaman seklinde bir tibbi aragtir

(Kjaergard, 2001)

Cerrahi iplikler, dokular1 bir araya getirmek veya yara iyilesmesi siirecinde kan
damarlarin1 baglamak icin yaygin olarak kullanilan ipliklerdir (Chen et al., 2018).
Yaygin kullanimlar1 nedeniyle, cerrahi iplikler insanlarda implante edilen en biylk
tibbi cihaz gruplarindan biridir (Ciraldo et al., 2019). Bu biyomedikal tekstil
malzemesi, ge¢misi en az 4.000 yil olan en eski tibbi cihazlardan biridir. Cerrahi
iplikler dogal veya sentetik malzemeler kullanilarak Uretilebilir ve emilebilir veya
emilemeyen olabilir (Chen et al., 2018; Ciraldo et al., 2019). Cerrahi iplikler biyolojik
olarak parcalanabilirliklerine gére emilebilir veya emilemeyen olarak siniflandirilabilir
ve iplik tiplerine bagli olarak monofilament veya multifilament (veya orgiilil) olarak
smiflandirilabilir (Grigoras et al., 2016.). Yillar boyunca, 6zellikle emilebilir olanlar
gibi c¢esitli sentetik cerrahi iplikler dikkat ¢ekmis ve cerrahi iplik pazarina hakim
olmustur(Chen et al., 2018).

2.9.1. Antibakteriyel cerrahi iplikler

Cerrahi cerrahi iplikler, yarayr kapali tutarak yarali dokunun iyilesmesine ve
rehabilitasyonuna yardimci olmak i¢in tasarlanmistir. Bununla birlikte, cerrahi iplikler,
doku iyilesmesini Onleyecek patojenlere ve enfeksiyonlara neden olan
mikroorganizmalarla kirlenmis olabilir (Rouhollahi et al., 2018). Yabanc1 bir cihazin
insan viucuduna implante edilmesi inflamasyonlara neden olabilir ya da yerinde
enfeksiyonlara neden olabilecek patojenleri ortaya ¢ikarabilir (Ciraldo et al., 2019). EkK
olarak, cerrahi iplikler, antibiyotiklere ve konak¢1 bagisiklik sistemine karsi bakteri
direncine neden olan bakterilerin biyofilm olusumuna yol agabilmektedir. (Rouhollahi
et al., 2018). Bir yara bolgesinde cerrahi ipliklerin varligi enfeksiyon riskini yaklagik
10.000 kat arttirir (Justinger et al., 2009). Cerrahi bir yara bolgesinde enfeksiyon,

sadece istenen yara iyilesme siirecini tehlikeye atmakla kalmaz, ayni zamanda,
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ozellikle kritik hastalarda, hayati tehdit edici kosullara doniisebilir (Justinger et al.,
2009; Edmiston et al., 2013). Calismalar, tiim ameliyatlarin % 2-5'inde, cerrahi alan
enfeksiyonlarinin (CAE) ortaya ¢ikabilecegini gostermistir (Chen et al., 2015; Ciraldo
et al.,, 2019), iyilesmede gecikmelere, hasta igin rahatsizliklara, hatta bazi asirt
durumlarda 6lime bile yol agmaktadir. Ek olarak, CAE’lerin sadece ABD'de 1,5
milyar dolarlik ekstra saglik masraflarina neden oldugu tahmin edilmektedir (Ciraldo
etal., 2019). Aslinda, cerrahi iplik varliginda, bir dizi fakt6r enfeksiyona neden olabilir;
normal cildin bazi patojenik olmayan mikroorganizmalara sahip olmasinin da cerrahi
iplik varliginda patojenik mikroorganizmalara doniigme olasilig1 vardir. Bu nedenle,
bir enfeksiyon olusturmak igin gerekli olan kritik mikroorganizma sayisi,
biyomalzemelerin varliginda artacaktir (Rouhollahi et al., 2018). Son ¢alismalar,
ameliyat sonrasi bakteriyel enfeksiyonu sinirlamak i¢in yerel ilag dagitim sistemlerinin

kullanilmasini 6nermistir (Dennis et al., 2016).

Cerrahi cerrahi ipliklerde biyofilm olusumu, dikis malzemesi iizerine patojenlerin
yapismasi ile baslayan karmasik bir siiregtir. Cerrahi ipliklerin cerrahi yaraya
implantasyonunu izleyen ilk 6 saatte bakteri yapigmasi, biyofilm olusumu ve buna
bagl olarak cerrahi iplikle ilgili CAE'lerin gelisimi igin kritiktir (Yang et al., 2017).
Ayrica, biyofilm olusumunun bir pargasi olarak yabanci bir cisim tizerinde ilk bakteri
yapismasi, E.coli ve S. aureus‘un en onemli viriilans faktorleri olarak bildirilmistir
(Bozic, et al., 2014; Oliveira et al., 2014). Bu nedenle, cerrahi bir cerrahi ipligin
implantasyonundan kisa bir stire sonra ilk kez bakteriyel yapigmanin ve / veya kolayca
yapisan bakterilerin etkisiz hale getirilmesinin 6nlenmesi, cerrahi iplike iliskin
CAE’lerin 6nlenmesi i¢in kritik bir girisim olarak kabul edilir. Patojenlerin virulans
faktorlerine ek olarak, cerrahi iplik materyallerinin fiziksel Ozellikleri ve kimyasal
bilesimi bakteri yapigsmasi {izerinde karsilikli olarak etkilidir (Katz et al., 1981; Masini
etal., 2011).

CAE’ler icin ¢ok yonlu cerrahi risk faktorlerinden biri cerrahi iplik materyalleri,

Ozellikle 6rgul cerrahi iplikler ve cerrahi iplik diigtimleridir. Yabanci bir cisim olarak,
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cerrahi iplik materyalleri bakteriler igin biyolojik olarak baglanma potansiyeline
sahiptir ve cerrahi insizyonlarda mikrobiyal kolonizasyona neden olur.
Mikroorganizmalar cerrahi iplike kolonize olmakta ve daha sonra yapiskan bir
biyofilm olusturarak ¢cogalmaktadir. Biyofilm olustuktan sonra, CAE’lerin riski daha
yiiksektir ve mikro popiilasyonun ortadan kaldirilmasi daha zordur (Chang et al.,
2012).

Antimikrobiyal cerrahi iplikler, bakterileri inhibe etmek ve cevreleyen tkaryotik
doku hucrelerine biyo-uyumlulugu siirdirmek arasinda bir dengeleme eylemi
gerceklestirmelidir (Obermeier et al., 2014). Alexander ve arkadaslar1 antibakteriyel
islemli cerrahi iplik materyallerinin, yaralardaki bakteri Gremesini inhibe etme ve

enfeksiyon oranini azalttigina dikkat gekmistir (Alexander et al., 2011).

2.9.2. Antibakteriyel cerrahi iplikler icin kullanilan ajanlar

Triklosan kapli antimikrobiyal cerrahi iplikler gelistirilmis ve cerrahi alan
enfeksiyonlarin 6nlenmesi i¢in cerrahi iplik ylizeyinde bakteriyel yapismay1 6nlemek
icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Justinger et al., 2009). Triklosan, hem Gram (+)
hem de Gram (-) patojenlerde etkinligi gosterilmis gii¢lii bir antimikrobiyal ajandir
(Edmiston et al., 2006). CAE’lerin dnlenmesinde triklosan kapli cerrahi ipliklerin
antimikrobiyal etkinligi ve basarili klinik performansi c¢esitli yazarlar tarafindan
bildirilmistir (Marzo et al., 2008). Bununla birlikte, triklosan kapli dikislerden elde
edilebilecek klinik faydalar, ameliyatin tipine ve anatomik bdlgesine biiyiik dl¢lide
baglidir. Sternal cerrahide triklosan kapli cerrahi ipliklerin kullanimi abdominal duvar
kapanmasi ve beyin omurilik sivisi sant operasyonlarinda CAE’lerin énlenmesi igin
yeterliyken, apandisit, meme kanseri ve kolorektal ameliyatlarin ardindan CAE’lerin
onlenmesinde yeterli olmamigtir (Obermeier et al., 2015). Antimikrobiyal cerrahi
ipliklerde triklosanin yaygin ve gereksiz kullanimi ve degradatif enzimlerin asiri
ekspresyonu da dahil olmak iizere cesitli mekanizmalarla bakteri direncinin

gelismesine yol agmustir (Li et al., 2012). Ayrica, insan siitiinde, gébek kordon kaninda,
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yag dokusunda ve idrarda triklosanin biyoakiimiilasyonu bildirilmistir. Triklosanin
insan vicudundaki biyoakiimulasyonu, immin, endokrin ve Greme sistemleri tizerinde

istenmeyen etkilerle iliskilendirilmistir (Clayton et al., 2011).

Bugiine kadar agirlikli olarak kullanilan antimikrobiyal triklosanin ana dezavantaji,
kozmetik, hijyen ve ev iiriinlerindeki tibbi olmayan kullanimudir. Ilk arastirma gruplari,
bakterilerin triklosana kars1 direng goOsterdigini ve potansiyel patojen sec¢imlerinin
uyarildigin1 bildirmistir (Obermeier et al., 2014; Yazdankhah et al., 2006). Bununla
birlikte, triklosanin tibbi olmayan genis kullanimi antibiyotiklerle potansiyel bakteri ve
triklosana uyarlanmis ¢apraz direng se¢imine katkida bulunabilmektedir (Yazdankhah
et al., 2006). Ayrica, gogiis kiigiiltme ameliyatinda triklosan kombine cerrahi ipliklerle

cerrahi iplik agilma potansiyeli oldugu bildirilmistir (Chang et al., 2012).

Benzer sekilde, klorheksidin kapli cerrahi iplikler, genis spektrumlu ve etkili
antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle CAE’lerin 6nlenmesine alternatif olabilir. Bununla
birlikte, kisa siireli antimikrobiyal etki ve kloroheksidinin sinirli biyouyumlulugu,
CAE'lerin 6nlenmesi i¢in kloroheksidin kapli cerrahi ipliklerin klinik sonuglarini

siirlandirabilmektedir (Obermeier et al., 2015).

Giimiis gibi antimikrobiyal aktiviteye sahip metalik maddeler, CAE’lerle micadele
etmek icin antimikrobiyal cerrahi iplikler gelistirmek i¢in dikkate alinmistir. Bununla
birlikte, topografyaya bagl olarak bakteri yapismasinin énlenmesi ve giimiis ile arzu

edilen doku uyumu heniiz tam olarak anlagilmamis ve kanitlanmamigtir (Yang et al.,

2017).

Bu nedenle, cerrahi iplik ile ilgili CAE’lerin énlenmesi icin cerrahi iplik yuzeyine

patojenlerin ilk yapismasini 6nleyebilen yeni ve etkili bir cerrahi iplik ihtiyaci vardir.
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2.9.3. Mikroalglerin cerrahi ipliklerde kullamim potansiyeli

CAE’ler cerrahide biiyiik bir komplikasyon teskil etmektedir. Cerrahi ipliklere,
yapisan patojenlerin ¢ogalmasi ile indiiklenen cerrahi iplik ile iliskili enfeksiyonlara
neden olabilmektedir. Bakteriler kilcal hareket ile yaralara girip, enfeksiyoz
biyofilmler olusturarak kronik enfeksiyonlara yol acabilmektedir. Cerrahi cerrahi
iplikler icin antimikrobiyal kaplamalar, bakteri Gremesini engelleyerek cerrahi iplikleri

koruyarak bu sorunu ¢ozebilir (Obermeier et al., 2014).

Cerrahi alan enfeksiyonlarint Onlemek i¢in antimikrobiyal (triklosan ve
klorheksidin gibi) yikli cerrahi iplikler gelistirilmistir. Triklosan kapli cerrahi
ipliklerin in vitro ve klinik uygulamalardaki basarili sonuglarina ragmen, bazi
ameliyatlarda etkinligi yetersiz kalabilmektedir. Ayrica, triklosanin insanlarda ve
cesitli hayvan modellerinde iireme sistemi lizerindeki potansiyel toksik etkileri
bildirilmistir. Triklosan ayrica atim pompasi sisteminin aktivitesinin artmasina neden
olur ve bu da coklu ilag direncinin desteklenmesine neden olabilmektedir (Ercan et al.,
2018). Klorheksidinin bilinen spektrumu agiz ve cilt i¢in antiseptik olarak kullanilmasi
ve medikal aletlerin kaplanmas1 gibi cesitli medikal uygulamalarda kanitlanmistir
(Obermeier et al., 2014). Ancak klorheksidinin de yara iyilesmesine yavaslatici etkisi
oldugu tespit edilmistir (Sanchez et al., 1988). Bu nedenle antibakteriyel etkili cerrahi

iplik gelistirmek icin alternatifler aranmaktadir.

Mikroalglerde antibakteriyel aktiviteye sahip bilesikleri tespit etmek, bakteriyel
enfeksiyonlara karst yeni ilaglar gelistirmek veya gida koruyucularn igin katki

maddeleri gelistirmek i¢in ¢ok sayida ¢alismalar yapilmistir (Falaise et al., 2016).

Bu tez kapsaminda mikroalg ekstraktlarindaki antibakteriyel aktivitenin cerrahi
iplik kaynakli CAE’lerin onlenmesi i¢in kullanilabilecek antibakteriyel aktiviteye

sahip cerrahi iplik gelistirmek i¢in kullanimina iliskin ¢alismalar yapilmistir.
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Bu ¢aligma ile cerrahi iplik kaynakli CAE’lerin 6nlenmesi, ticari olarak kullanilan
triklosan ve klorheksidine direncli bakterilerin 6nline gecilmesi, antibakteriyel etkinin
devamliliginin  saglanmas1 ve bodylece sanayi arayisina fayda saglanamasi

amaglanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Mikroalg tarleri

Tez kapsaminda Ege Universitesi Alg Kiiltiir Koleksiyonu’ndan saglanan asagidaki
4 sus ve Ege Universitesi Biyomuhendislik bolimii ile is birligi icinde olan Egert

firmasindan temin edilen biyokutle kullanilmstir.

Nostoc muscorum 1453-12b
Chlorella minutissima UTEX- 2341
Botryococcus braunii 807-1

Haematococcus pluvialis SAG-4698

o~ w D P

Spirulina platensis (Egert frimasindan biyokiitle olarak temin edilmistir)

3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Cizelge 3-1'de belirtilmistir

Cizelge 3-1 Kullanilan Kimyasallar

Kimyasal Ismi

NaNOs3

K2HPO4

MgSO4-7H.0

CaCl,-2H,0

Citric Acid-H,O

Ammonium Ferric Citrate
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Na:EDTA-2H,0

Na>,CO3

Trace Metals

Agar Agar

Mdiller Hinton Broth

Maller Hinton Agar

Etanol

Metanol

Kloroform

Etil Asetat

Klorheksidin

DMSO
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3.1.3. Cihaz ve ekipmanlar

Calismada kullanilmis olan cihaz ve ekipmanlar marka ve kullanim amaclariyla

birlikte Cizelge 3-2'de sunulmustur.

Cizelge 3-2 Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Cihaz ve Ekipman Marka Kullamim Amaci
Ismi
Otoklav Hirayama, HV-50L Sterilizasyon

Fotosentetik Aktivite

Fotosentetik aktivite

. Hansatech
Olgiim Cihaz1 6l¢limu
] Absorbans 6l¢limuniin
Spektrofotometre Optizen Pop, Mecasys
yapilmasi
WiseStir MSH-20A, Cozeltilerin homojen
Manyetik Karistirict

Gerhardt MAG-H

karigiminin saglanmasi

Calkalamali Karigtirici

Zhicheng, Zhwy-2112B

Kltarlerin uygun
sicaklikta, uygun hizda
calkalanarak
karigtirilmasinin

saglanmasi

60 °C’de kurutma

Etuv WiseVen, Won-105
isleminin yapilmasi
pH metre Hanna, HV-2211 pH 6lctim
Laminar Akigli Steril Steril ortamda kilturlerin
] Heal Force
Kabin aktarilmasi islemi
Hiicrelerin ortamlarindan
Vakum Pompasi Knf ) _
ayrilmasi islemi
Thoma Lam1 Marienfeld Hucre sayimm
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Santrifugasyon yaparak

Santrifij Nove, NF 400 farkli fazlarin elde
edilmesi
) ] ) Hiicre gorinttlenmesi ve
Mikroskop Micros Austria

hiicre sayimi

Kdlttrlerin Gerekli havanin
Hava Pompasi
havalandirilmasi saglanmasi
o Christ, Alpha 1-2 LD Kiltdrlerin dondurularak
Liyofilizator
plus kurutulmast

Hassas Terazi

Ohaus, Explorer Pro

Kuru hiicre agirliklan

6lcima

Santrifiij sonras1 dipte

Vortex Karigtiric ViseMix, VM10 kalan hiicrelerin
kaldirilmasi
Evaporator Stuart RE 300 Cozgenin uzaklastirilmasi

Ultrasonic Temizleyici

Lab Companion UC-10

Cozdiirme isleminin

tamamlanmasi
Antibakteriyal duyarlilik ] Antibakteriyal etkinin
] ] Bioanalyse .
test diskleri tespiti
37°C’de bakteri
Etuv Memmert
inkiibasyon islemi
Etilen oksit sterilizasyon Cerrahi ipliklerin steril
Teknomar
cihazi edilmesi islemi
Mikrometre Mitutoyo Cerrahi iplik ¢ap 6lcumi
Cerrahi iplik diigiim
Cekme Basma Test
Devotrans kopma mukavemet
Cihaz1
6l¢limu
Bakterilerin Mller Hinton
Vorteks Wisd stv1 tiip i¢inde homojen

dagilmas1
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3.2. YOontem

3.2.1. Mikroalgal besi ortaminin hazirlanmasi

Blue Green Algae (BG-11) kultlr ortami hazirlanirken 500 mL distile suyun

uzerine Cizelge 3-3'de yer alan stok solusyonlardan belirtilen miktarlarda koyulmus ve

toplam hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmuistir. pH ortalama ~7 olarak ayarlandiktan
sonra besi ortami 121°C sicaklikta 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Agar
ortam hazirlanirken ise BG-11 ¢ozeltisine %2 agar agar eklenerek besi ortaminin kati
hale getirilmesi saglanmistir. pH 6l¢iimii agar eklemesinden 6nce yapilmistir. BG-11

agar yatik agar ve petri hazirlanmasinda kullanilmstir.

Cizelge 3-3 BG-11 Besi Ortanu Igerigi

(Dayananda et al., 2005)

Bilesen Konsasr:)tr;asyon St(okLao(Ij[I]_sl,yg : Ifg::\uélggflzlr:ll
(MM) o.L7dH0) | \ikear/Litre
1 NaNOs 17,6 - 159
2 KoHPO, 0,22 40 1 mL
3 MgSO,-7H,0O 0,03 75 1 mL
4 CaClz-2H,0 0,2 36 10 mL
5 Citric Acid-H.0 0,03 6 10 mL
6 Ammonjum Ferric 0,02 0.6 10 mL
Citrate
7 Na,EDTA-2H,0 0,002 01 10 mL
8 Na,COs 0,18 2 10 mL
9 Iz Element Soliisyonu Cizelge 3-4’de bulabilirsiniz. 1 mL
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iz element soliisyonun hazirlanmasi

Cizelge 3-4 iz element soliisyonu igerigi

1 litre icin
Metal eklenen miktar

@
1 HsBO3 2,86
2 MnCI2-4H,0 1,81
3 ZnS04-7H0 0,22
4 Na;MoO4-2H.0 0,39
5 CuS04-5H,0 0,08
6 Co(NOs3)2-6H20 0,05

3.2.2. Mikroalgal kulttrlerinin hazirlanmasi ve devamhhgi

Haematococcus pluvialis (H. pluvialis), Chlorella minutissima (C.

minutissima), Botryococcus braunii (B. braunii) ve Nostoc muscorum (N. muscorum)

stok kdltarleri BG-11 ortaminda 26+1 °C sicaklik ve siirekli aydinlatma kosullarinda

klltive edilmistir. Agar ortaminda bulunan bu suslar aseptik kosullarda éncelikle agar
besi ortami iceren tiplere ve petrilere ekilmistir (Sekil 3-1). Agar lzerinde reme
gorilen mikroalgler daha sonra 5 ml sivi ortam igeren tuplere gegirilerek gogaltilmastir.
Uygun biyimeye gelen mikroalg kulturleri 6lgek buyuttlerek 25 mL, 50 mL, 100 mL
(erlenler), 1 L ve 2 L (tubdiler fotobiyoreaktor) Gretim hacimlerine ulastirilmastir (Sekil
3-2). Erlen kulturler calkalamali karistiricida 1sik altinda, 120 rpm hizinda ve 23°C
sicaklikta karistirilarak dibe ¢cokmeleri engellenmistir. Erlenlerde bulunan kulturler
daha blylk hacimli Gretimler igin as1 kaltir olarak kullanilmak Uzere ¢ogaltilmaya
devam edilmistir. Inokulasyon oram %10 olarak secilmistir. 1 L ve 2 L (retim

denemelerinde ise 1 vvm’ lik havalandirma icin akis Olcerlerle beraber pompalar
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kullaniimigtir ve tretim sicakligi 23 °C iken 151k siddeti ise ~70 uEm-2s-1'dir (Sekil 3-

3).

Denemeler sirasinda kullanilan S. platensis iiretimi gerceklestirilmeyip
biyokutle olarak EGERT firmasindan temin edilmistir. Bu nedenle mikroalg Gretim

¢alismalar1 bulunmamaktadir.

Sekil 3-1 Petride N. muscorum (a)ve B. braunii (b) retimi
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Sekil 3-2 Erlen gapinda mikroalg tretimi

Sekil 3-3 1 L ve 2 L kabarcik kolon reaktérlerde mikroalg tretimi



34

3.2.3. Mikroalg iiretim caliymalari

3.2.3.1. pH 6lcimu

Kolon fotobiyoreaktorlerden iki glinde bir alinan Orneklerin  pH’s1
laboratuvarda bulunan Hanna, HV-2211 pH-metre cihazi ile 6lgiilmiis ve okunan

degerler kaydedilmistir.

3.2.3.2. Kuru agirhk 6lctimi

Kuru agirlik dl¢timleri GF/C Whatman filtre kagitlariyla yapilmistir. 1 gece

onceden 60°C etiivde kurutulup, islem oncesi desikatdrde sogutularak sabit tartima

getirilen filtre kagitlarinin dara degerleri belirlenip kaydedilmistir. Vakum pompasinin
izerine yerlestirilen filtre kagitlarindan sirastyla 1 mL distile su, 1 mL kiiltiir 6rnegi ve
tekrar 1 mL distile su gegirilmistir. Bu filtre kagitlar1 1 gece kurumak Uzere 60°C
etiivde bekletilmistir. Kuruyan filtre kagitlarina sonraki gilin tekrar tartim yapilmistir
ve tartim sonucu okunan degerler kaydedilip mikroalg kuru agirliklar1 hesaplanmstir.
Ornekleri bulunduran kuru filtre kagitlarnin agirlik miktarlar: onceki giin kaydedilen
dara agirlik miktarlarindan ¢ikarilarak gram cinsinden elde edilen sonuglar 1 mL

ortamdaki kuru mikroalg kiiltiirii olarak belirlenmistir.

3.2.3.3. Hicre yogunlugu dlcimu

Hiicre yogunlugu 6l¢iimii i¢in her bir mikroalg kiiltiiriinden alinmis olan 1 mL
ornekler spektrofotometre kuvetlerine konularak 560 nm dalga boyunda absorbans
olgiimleri yapilmistir. Olglimlerde kor olarak distile su kullanilmistir. Olgiimler

sonucunda okunan degerler kaydedilmistir.
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3.2.4. Mikroalg hasat islemi

Uretimi yapilan H. pluvialis, C. minutissima, B. braunii ve N. muscorum
kalturlerinin Gretimi stasyoner fazda sonlandirilmis ve hasat islemi gercgeklestirilmistir.
Reaktorlerdeki kalturler toplanarak 50 mL falkon tuplere esit olarak paylastirilip,
santrifiije yerlestirilmis ve 4000 rpm de 10 dk santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifij
isleminden sonra slipernatantlar uzaklastiriimis ve biokdtleye steril distile su ile iki kere
yikama islemi (4000 rpm 3 dk) gerceklestirilmistir. Elde edilen biokutlelere
liyofilizasyon islemi uygulanarak kurutulmus ve +4°C de muhafaza edilmistir.

3.2.5. Antibakteriyel aktivite denemeleri

3.2.5.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Ekstraktlarin hazirlanmas: igin belirlenen mikroalg tirlerine gore literatlirde
maksimum antibakteriyel etki gosterdigi belirtilen ¢ozgenler kullanilmistir. S.platensis
ekstraktinin hazirlanmas: icin metanol (Kaushik & Chauhan, 2008), H.pluvialis
ekstraktinin hazirlanmasi igin kloroform (Rao et al., 2010), B.braunii ekstraktinin
hazirlanmasi igin etil asetat (Rao et al., 2010), C.minutissima ekstraktinin hazirlanmasi
icin etanol (Orddg et al., 2004), N.muscorum ekstraktinin hazirlanmas icin etanol
(Najdenski et al., 2013) kullanilmastir.

Liyofilizasyon ile kurutulmus mikroalgal biyokutlelerden 2 g tartilarak
uzerlerine belirlenen solventlerden 40 ml eklenmistir. Karigim 5 saat oda sicakliginda
bekletildikten sonra 10 dk sonikasyon islemi uygulanmistir. Sonikasyondan sonra 4000
rpm’de 10 dk santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Santrifiijden sonra toplanan
stipernatant (Sekil 3-4) daha 6nceden 60°C etlivde kurutulan ve tartilan balonlar (50
mL) igine alinmigtir ve evorparasyon iglemi ile solventlerin tamamen uzaklastirilmasi
saglanmistir (Sekil 3-4). Ugurma isleminden sonra elde edilen ekstraktlar Sekil 3-5’de

gosterilmistir. Elde edilen ekstrakt miktarinin belirlenebilmesi icin balonlar tekrar
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tartilmigtir. Antibakteriyel etkinin belirlenebilmesi icin elde edilen ekstraktlar distile
su ile stispanse edilip (0,06 g/mL ekstrakt) 0,22 um filtreden gecirilmis ve denemeye
kadar +4°C’ de saklanmistir (Kaushik & Chauhan, 2008).

Sekil 3-4 C. minutissima igin santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant(a) ve evaporasyon ile solventin

uzaklastirilmasi islemi (b)

a b c

Sekil 3-5 Evaporasyon sonrasi elde edilen S. platensis(a), H. pluvialis(b) ve B. braunii (c) ekstraktlar:
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3.2.5.2. Test mikroorganizmalari

Antibakteriyel analizlerde kullanilan mikroorganizmalar, Ege Universitesi
Biyomuhendislik Bolima  Endustriyel Mikrobiyoloji  Laboratuvart tarafindan

saglanmistir. Kullanilan turler Gram (+) bakteri Staphylococcus aureus (ATCC-6538)

ve Gram (-) bakteri Escherichia coli (ATCC-10535)dir. Bakteriyel suslarin

ekilebilmesi icin Miller Hinton agar besi yeri kullanilmigtir. Hazirlanan Miller Hinton
agar tuplere 5 mL olacak sekilde paylastirilip besi yeri 121°C’ de 15 dk otoklavlanarak
steril edilmistir. Bakteriyel suslar steril Muller Hinton yatik agar tzerinde inokile
edilip etiketlenerek 24 saat streyle 37 °C' de inkibe edilmistir. EKimi 24 saat 6nce
yapilmis olan Escherichia coli (E.coli) ve Staphylococcus aureus (S.aureus)
bakterileri Mc Farland metodu kullanilarak bakteri suslarinin konsantrasyonlarinin 1,0
x 107-1,0 x 10® mL™" ve 1,0x 10°-1,0 x 10°mL"* olmasi saglanmistir (Ozdemir et al.,
2004). Bu islem sirasinda bakteri hiicrelerinin homojenizasyonu vorteks karistirici ile
saglanmistir. Bu islemde hiicrelerin tiip kapagina gelmemesine ve zarar gérmemesine

dikkat edilmistir.

3.2.5.3. Disk diflizyon yontemi

Farkli mikroalg akstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri, agar disk diflizyon

yontemi ile belirlenmistir (Ozdemir et al., 2004).

Disk diflizyon yontemi i¢in Miiller Hinton agar besi yeri kullanilmistir.
Hazirlanan Miiller Hinton agar besi yeri 121°C’de 15 dk otoklavlanarak steril
edilmistir. Steril edilen ortam steril petrilere yaklasik 20 mL hacim icerecek sekilde
paylastirilip katilagsmasi beklenmistir. 6 mm ¢apli disklere her bir mikroalg
akstraktindan 20 pL emdirilmistir. Klorheksidin( 4pg/mL(Htun, et al., 2019)) ve steril
distile su 6 mm ¢apindaki disklere 20 pL emdirilerek pozitif ve negatif kontrol olarak

kullanilmuistir.
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Hazirlanan petrilere igerisinde 10° bakteri/mL bulunan ttplerden 100’er pL
eklenerek etanol ve atesle steril edilen L baget yardimiyla petri yiizeyine yayilmaistir.
Bakteri yayma islemi tamamlandiktan sonra hazirlanan diskler etiketlenerek petrilere
yerlestirilip 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Tiim islemler laminer akigli kabin iginde

aseptik kosullarda gergeklestirilmistir. Denemeler 3 tekrarli olarak yapilmistir.

3.2.5.4. Cerrahi ipliklerin mikroalg ekstraktlari ile kaplanmasi

Kaplama isleminin ger¢eklestirilmesi icin KATSAN Katgiit San ve Tic. A.S
firmasindan temin edilen multiflament ALCALACTINE (Poli (glikolid (90%) — ko —
laktid (10%) (PGLA)) ve monofilament ALCALACTONE (Polidioksanon (PDO))
USP (Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi) 1 (metric 4) cerrahi iplikleri tercih
edilmistir. Distile su ile suspanse edilen ekstraktlar 3 ¢cm uzunlugunda kesilerek
hazirlanan PGLA ve PDO cerrahi ipliklere daldirma yontemi ile emdirilmistir (Sekil
3-6). Cerrahi iplikler ekstraktlar igcinde 5 dk bekletilip, ekstraktlar ortamdan
uzaklastirilarak cerrahi iplikler kurumaya birakilmistir ve gorsel olarak goézlem
yapilmustir (Sekil 3-7). Cerrahi iplikler kurutulduktan sonra KATSAN Katgiit San ve
Tic. A.S bunyesinde bulunan etilen oksit sterilizasyon cihazi ile steril edilmistir.
Kaplama yapilan cerrahi ipliklerin mikroalg ekstrakt igeriginin hesaplanabilmesi igin
cerrahi iplikler kaplanmadan oOnce ve kaplanip kurutulduktan sonra agirliklari
Olgiilmiistiir. Degerler kaydedilerek 3 cm’lik kaplanmis PGLA ve PDO cerrahi
ipliklerinin ilk ve son agirliklar1 arasindaki farktan yaklasik olarak i¢erdikleri mikroalg

ekstrakt miktar1 belirlenmistir
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Sekil 3-6 Cerrahi ipliklerin mikroalg ekstraktlar: ile kaplanmasi (a) ve kurutma sonras: S. platensis kaph
PGLA cerrahi ipligi (b)

Sekil 3-7 Kurutma sonrasi H. pluvialis kapl: PDO ve PGLA cerrahi iplik
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3.2.5.5. Kaplanmus cerrahi ipliklerin antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi

S. platensis, H. pluvialis, B. braunii, C. minutissima ve N. muscorum

ekstraktlar1 ile kaplanan PGLA ve PDO cerrahi iplikler hazirlandiktan sonra tizerine E.
coli ve S. aureus yayilmis icerisinde Mulller Hinton agar besi yeri bulunan petrilere 5’

er adet olacak sekilde yerlestirilip 24 saat boyunca 37°C’ de inkibe edilmistir (Sekil 3-

9). Iplik zon caplarinin belirlenmesi igin 1SO-20645- Textile fabrics- Determination of

antibacterial activity-Agar diffusion plate test standardinda belirtilen Sekil 3-8" deki

formal kullaniimastir.

H : inhibisyon zon buyukligii (mm)
— D : 6rnegin ve inhibisyon zonunun toplam ¢api(mm)

d: érnegin capi(mm)

Sekil 3-8 1SO-20654 'e gore inhibisyon zonu hesaplama formali
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Sekil 3-9 Inkiibasyon oncesi E.coli emdirilmis petrilere yerlestirilen PGLA cerrahi iplik ve disk
ornekleri(a), ve 37°C etlive yerlestirilen cerrahi iplik ve disk érnekleri (b)
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3.2.6. Cerrahi iplik ¢cap ve maksimum dayanim kuvveti 6lcimu

Denemeler sirasinda Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi’ne (USP) gore
belirlenen cap araliklarini ve maksimum dayanim kuvvetini saglayan KATSAN Katgut
San. ve Tic. A.S’ den temin edilen ALCALACTINE ve ALCALACTONE USP 1
cerrahi iplikleri kullanilmistir.  Olgiimlerin  yapilabilmesi yaklastk 75 cm
uzunlugundaki PGLA ve PDO cerrahi iplikleri hazirlanan 5 farkli mikroalg ekstraktlari
KATSAN Katgiit San. ve Tic. A.S blinyesinde bulunan mikrometre ile ¢cap 6lglimu ve
mukavemet 6l¢iim cihazi ile maksimum dayanim kuvveti 6lglimleri yapilmistir (Sekil
3-10). Kaplama kaplanan iplik boyu ile orantili olarak yiiksek hacimli ekstraktlarla
yapilmistir.

Sekil 3-10 Maksimum dayanim kuvveti testi yapmak iizere Devotrans cihazina yerlestirilen PDO (a) ve
PGLA (b) cerrahi iplikleri
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3.4.7. Sitotoksisite testi

Belirlenen mikroalglerle hazirlanan ekstraktlarin emdirildigi cerrahi ipliklere
ISO 10993 standardina gore sitotoksisite testi yapilmistir. Sitotoksisite testinin
yapilabilmesi i¢cin PGLA ve PDO cerrahi iplik drnekleri 5 farkli mikroalg ekstrakti ile

kaplanmis ve kaplanan cerrahi iplikler steril edilmistir.

Testlerde 1SO 10993- 5 tarafindan tavsiye edilen hiicre hatlarindan biri olan ve
memeli sistemini temsil etmeye uygunlugu dolayisi ile segilen L929 fare fibroblast

hiicre hatt1 kullanilmistir.

Farkli igeriklere sahip numunelerden yeterli miktarda alinarak ekstraksiyon
islemine baglanmigtir. Bunun igin ISO 10993- 12°de belirtilmis olan standartlar
kullanilmis olup, yiizeyler PGLA numuneler i¢in 6 cm?mL ve PDO numuneler igin
3cm?/mL olacak sekilde 37°C’ de 24 saat boyunca, serum icermeyen besi yeri icinde
ekstrakte edilmistir. Kontroller i¢in hi¢bir prosediir uygulanmamis serum igeren taze
besi yeri Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM -F12)
ve dimetil stilfoksit (DMSO) (100% v/v) kullanilmistir.

Ekstraksiyon prosediiriinde anlatildigi sekilde hazirlanan 6rnek ekstraktlar
kullanilmis besi ortamlar1 ¢ekildikten sonra hiicrelerin tizerine eklenmis ve 24 saat
37°C, %5 CO’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda %10 (v/v)
Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) ajani i¢eren besi ortamlari gozlere eklenip 3 saat
sonra 37°C, %5 COz’de inkiibe edilmistir. 3 saatin sonunda canlilik testi icin MTT
iceren besi ortami c¢ekildikten sonra gozlere DMSO eklenerek olusan formazan
kristallerinin ¢oziilmesi saglanmis ve mikroplate okuyucuda 570 nm ve 690 nm

referans dalga boyunda absorbans 6l¢iimii gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikroalg Uretim Calismalar:

4.1.1. pH o6lcimu

Mikroalg kiiltiir ortaminin pH degeri besin alimi ile dogrudan iligkilidir ve
mikroalglerin metabolik aktivitelerini degistirmektedir. pH degisimleri, mikroalglerin
besin maddelerinden biyolojik olarak yararlandifinin bir gostergesidir. pH
karbondioksit ve nitrat aliminda ytikselirken, amonyak aliminda diismektedir. Genel
olarak, pH 10- 11’in tizerinde, mikroalglerin gelisimini olumsuz etkilemektedir. Birgok
alg tiirlinlin gelisimi i¢in uyun olarak degerlendirilen aralik degerleri pH 7-9
arasindadir. Ancak, bazi tilirler asidik veya alkali sartlarda da optimum gelisim

gosterebilirler (Elcik & Cakmakci, 2017).

pH kiltir  takibinde 6nemli  bir parametre oldugu igin iretim

stresince de kontrol edilmesi gerekmektedir.

Uretimi yapilan H. pluvialis, C. minutissima, B. braunii ve N. muscorum
mikroalglerinin {iretim siireleri boyunca iki giinde bir pH 6l¢timleri yapilmistir. Sekil
4-1’de yer alan grafikde genel olarak tiretim uygun zamanda sonlandirilincaya kadar
pH degerlerinin yaklasik olarak 7,5’ten 10 seviyelerine kadar ¢iktigr goriilmiistiir.
Sadece B. braunii mikroalgi igin Uretim boyunca pH degeri yaklasik 7,5 ‘dan 9
seviyesine kadar cikmistir. pH degerlerinde iiretim sonunda en fazla azalma H.

pluvialis mikroalginde gézlemlenmistir.

B. braunii mikroalginde iiretim siiresince pH degerinin ¢ok fazla artmamasi ise

biyokdtle Uretiminin gorece daha az olmasi ile iliskilendirilebilir..
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PH GRAFIGI
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amipe B Braunii H.pluvialis C.minutissima N.muscorum
Sekil 4-1 Uretimi gergeklestirilen mikroalgler i¢in pH 6l¢iim grafigi

4.1.2. Kuru agirhik 6lgtimu

Hiicre biiylimesinin takip edildigi analizlerden biri de kuru mikroalg biyokiitle
artisinin gozlemlendigi kuru agirlik dl¢ctimleridir. Biyokiitle takibi i¢in iiretimi yapilan
H. pluvialis, C. minutissima, B. braunii ve N. muscorum mikroalglerinin tretim streleri
boyunca iki giinde bir kuru agirlik Slgiimleri yapilmistir. Uretimler siiresince kuru
agirlik miktarlart iiretimi gergeklestirilen mikroalg cesitleri i¢in pH artis1 ile arttigt
gozlemlenmistir. Bu baglamda en yiiksek biyokiitle degeri 0,001908 g olarak C.
minutissima mikroalginde goriilmiistiir. Uretim ortamindan alinan 1 mL &rnekler besi
ortamindan ayrilarak kurutuldugu i¢in Sekil 4-2’de yer alan grafikte kuru hiicre

agirhiklart mL basina olan degerleri ifade etmektedir.
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KURU AGIRLIK GRAFIGI
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Sekil 4-2 Uretilen mikroalgler igin kuru agirlik grafigi

4.1.3. Hiicre yogunlugu 6l¢ctimi

Mikroalg hiicre biiylimesinin takip edildigi analizlerden biri olan hiicre
yogunlugu 6l¢iimi 560 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Spektrofotometre ile
okunan degerler tlirbidite degeri olarak adlandirilmaktadir. Tirbidite degeri canlh
hiicrelerle beraber 6lii hiicreleri ve hiicrelerin lirettikleri metabolitlerin de neden oldugu

bulanikliklarin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi ile hesaplanir.

Olgiimler sonucunda okunan degerler kaydedilip iiretimi yapilan her mikroalg
icin elde edilen verilerle Sekil 4-3’deki grafik elde edilmistir. Fazlar arasindaki gegis
net olmamakla birlikte Uretimler hiicreler stasyoner fazdayken sonlandirilmistir. C.
minutissima mikroalginin kuru agirlikla paralel olarak en fazla hiicre yogunluguna
sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4-3). 22. gilinden itibaren stasyoner faza girdigi

belirlenen mikroalgin {iretimi 26. giinde sonlandirilmistir.
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Sekil 4-3 ‘den B. braunii mikroalginin 12-20 giinleri arasinda logaritmik faza
girdigi ve 20.giinden itibaren stasyoner faza girdigi goriilmektedir. B. braunii Uretimi
24. Giinde sonlandirilmistir. Uretimi yapilan diger mikroalglere gére daha kisa siire
stasyoner faza girdigi tespit edildiginden daha kisa siirede iiretim sonlandirilip hasat

islemi gerceklestirilmistir.

H. pluvialis mikroalginin tretimi 28. giinde sonlandirilip hasat islemi
gerceklestirilmistir. Mikroalgin 24.giinde stasyoner faza girdigi goriilmektedir (Sekil
4-3).

Sekil 4-3°de grafigi verilen N. muscorum mikroalginin fazlar aras1 gegisleri net
olmamakla birlikte 24. giinde stasyoner faza girdigi tespit edilmistir. Mikroalg iiretimi
28. gunde sonlandirilip hasat islemi gergeklestirilmistir. Tirbidite degerlerinin diger

mikrolglere gore daha az oldugu goriilmektedir.

HUCRE YOGUNLUGU GRAFiGI
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0
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Sekil 4-3 Uretimi yapilan mikroalglerin hiicre yogunlugu grafigi
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4.2. Antibakteriyel Aktivite Denemelerinin Sonuclari

4.2.1. Disk difiizyon testi sonuclari

Bu c¢alismada S. platensis, H. pluvialis, C. minutissima, B. braunii ve N.
muscorum mikroalg ekstraktlarinin Gram (+) ve Gram (-) bakteriler Gzerine olan
etkilerini saptamak amaciyla disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Ekstraktlarin
kullanilan bakteri suslarina karsi olusturduklari inhibisyon zonlari Sekil 4-4 ‘de
verilmistir. Inhibisyon zonlar1 diskler ile beraber inhibisyon zonunun siirlar1 lgiilerek

kaydedilmistir. Olgiilen zon boyutlar1 Cizelge 4-1 gdsterilmistir.

b

Sekil 4-4 E. coli (a) ve S. aureus (b) bakteri suglarina karsi disk difiizyon yontemi ile belirlenen
antimikrobiyal aktivite

K: Klorheksidin S: S. platensis, H: H. pluvialis, C: C. minutissima, B: B. braunii, N: N. muscorum

Disk difiizyon testi sonucunda genel olarak denemelerde kullanilan
ekstraktlarin antibakteriyel aktivitelerinin S. aureus’ da E. coli ’ye gore daha yuksek
oldugu tespit edilmistir. Bu durumda daha 6nce bahsedilen Gram (-) bakterilerin sahip
oldugu karmasik, cok katmanli hiicre duvari yapilari nedeniyle genellikle aktif bilesigin
niifuz etmesini zorlastirdigindan antibakteriyel aktivitenin Gram (-) bakterilerde Gram

(+) bakterilere gore daha az etkili oldugunu hakli ¢ikarmaktadir.
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Cizelge 4-1 Denemelerde kullanilan mikroalglerin antibakteriyel aktiviteleri

inhibisyon Zonlar1 (mm)

Disk S. aureus (ATCC-6538) E. coli (ATCC-10535)
Su 0 0
Klorheksidin 21,3+1.15 19,3+0,58

S. platensis 20,7115 18,7+1,15

H. pluvialis 14.3+1.15 14+
C.minutissima 18,3:0,58 15,3+1,15

B. braunii 18,7+0,58 16,3+0,58

N. muscorum 19,3058 15,7+1,53

Denemelerde kullanilan Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi en fazla
inhibisyon zonunu S. platensis S. aureus’ a (20,7 mm) kars1 géstermistir. S. platensis
mikroalginin E. coli’de 6l¢iilen zon biiyiikliigii ise 18,7mm’dir. S. aureus’ a kars1 ikinci
en buyik inhibisyon zonu N. muscorum (19,3 mm) olustururken E. coli’ye kars1 ikinci

en buyik inhibisyon zonunu B. braunii (16,3 mm) olusturmustur.

Denemeler sirasinda negatif kontrol olarak antibakteriyel aktivitesi olmadigi
bilinen distile su kullanilmis ve denemeler sonunda zon olusumu gozlemlenmemistir.
Pozitif kontrol grubu olarak kullanilan klorheksidinin de antibakteriyel etkisi

g0zlemlenmistir.

Kaushik & Chaunan (2008) S. platensis ile yaptiklari ¢alismada mikroalg
uretimini stasyoner fazda (23 giin) sonlandirip kiiltiir hasatin1 gergeklestirmislerdir.
Hasat1 gergeklestirilen biyokiitleyi hekzan, etil asetat, diklormetan ve metanol ile 5 saat
oda sicakliginda bekletip ardindan 10 dk sonikasyon ve 4000 rpm de 10 dk santrifij
gerceklestirip slipernatant1 agirliklart bilinen tiiplere alip kurutmuslar ve sonra uygun

solventlerle tekrar siispanse etmislerdir. Calismalarin sonucunda S. platensis- metanol
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ekstraktinin E. coli (12,42 mm) ve S. aureus (15,21 mm) bakterilerine kars en yiiksek

zonu olusturdugu tespit edilmistir.

Rao et al. (2010), S. platensis, H. pluvialis ve B. braunii mikroalgleri ile
yaptiklari calismada hasat1 gergeklestirilip kurutulan biyokiitlelerden 2 g alinarak 10’ar
mL aseton, metanol, kloroform ve etil asetat solventleri ile havan ve tokmak
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon sonunda solventler evaporasyon ile
uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstraktlar antibakteriyel aktivitenin belirlenebilmesi
icin etanol i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir. Antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan
caligmalarin sonucunda S. platensis- metanol ekstraktinin S. aureus bakterisine karsi
en yiksek zonu (15,20+0,16mm) olusturdugunu belirlemislerdir. B. Brauni-etil asetat
ekstrakti denemesi yapilan diger solvent ekstraktlarina gore S. aureus bakterisine karsi
ek ylksek zonu (14,09:0.41mm) olusturdugunu tespit etmislerdir H. pluvialis-
kloroform ekstraktinin ise diger solvent ekstraklarina gore S. aureus (13,75+0,31mm) ve
E. coli (15,87+0,2 mm) bakterilerine karsi ek yiiksek zonlari olusturduklarini tespit
etmislerdir. Ayrica S. platensis ve H. pluvialis’ in klinik a¢idan 6nemli patojenik
bakterilere karsi antibakteriyel etkisi, antibakteriyel maddeler olarak bilinen saglik
yararlar1 ve gida sisteminde kullanimi1 igin tercih edilen bir tamamlayici
olabileceklerini ve bu alglerin biyolojik aktivitesini incelemek icin daha ileri
arastirmalarin devam ettigini belirtmislerdir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada ise
S. platensis, H. pluvialis ve B. braunii mikroalg ekstraktlar1 biyokutlelerden 2g
tartilarak bu ¢alismada en yiiksek zonu olusturdugu belirtilen solventlerle 5 saat
stispanse edilip sonikasyon metodu ile elde edilmislerdir ve bu ekstraktlar kullanilarak
elde edilen zonlar Rao et al. (2010) ¢alismasina gore daha biiylik olmustur. Bu sonuclar
solvent ve sonikasyon yoneminin birlikte kullanilmasinin havan kullanimina goére daha

etkili bir yontem oldugunu yoniinde yorumlanabilir.

Ordog et al (2004), yaptiklar1 ¢alismada disk diflizyon yontemi ile yaklasik iki
yiliz mikroalgal susu (174 Klorofit ve 23 Siyanobakteri) bazi bakterilere, filamentli

mantarlara ve mayalara kars1 taramiglardir. Bu ilk taramadaki yiiksek antimikrobiyal
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aktivitelerinden dolay1r {i¢ cinsten (Desmococcus, Chlorella ve Scenedesmus) C.
minutissima’ nin da iginde bulundugu 10 Chlorophyta susu secilmis ve 10 soy kismen
saflagtirllmis ve antimikrobiyal minimum inhibisyon konsantrasyonu (Minimum
Inhibitory Concentration -MIC) ve mikrotitre yari maksimum inhibitér konsantrasyon
(IC50) antikanser deneyleri kullanilarak test edilmistir. Bu onceden sec¢ilmis alg
suslart, hem Gram (+) (10 tlrden 9'u) hem de Gram (-) (10 tiirden 7'si) bakterilerinee
kars1 yiiksek oranda antibakteriyel aktivite gostermistir. Ekstraktlar bazi tiimor hiicre

soylarina kars1 da etkili olmustur.

4.2.2. Cerrahi ipliklerin mikroalg ekstraktlari ile kaplanmasi

Destile su ile siispanse edilerek hazirlanan mikroalg ekstraktlarinin PGLA ve
PDO cerrahi ipliklere emdirilmesi ile PDO cerrahi ipliginde renk olarak farklilik
gOzlemlenmezken, PGLA cerrahi ipliklerinin renklerinde degisimler gozlemlenmistir.
PGLA cerrahi ipligi multifilament iplik yapisina sahip oldugundan kaplama isleminden
sonra renkli mikroalg ekstraktlarindan monofilament PDO cerrahi ipliklerine gore daha
fazla etkilendigi diisiiniilmektedir. Sekil 4-5 de gosterildigi gibi B. braunii ekstrakti ile
kapli olan PGLA cerrahi ipliginiin renginde soluklasma gozlemlenirken, PDO cerrahi
ipliginde herhangi bir degisiklik yoktur. Cerrahi ipliklerde goérsel olarak renk

degisiminden baska farklilik gézlemlenmemistir.
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a b

Sekil 4-5 B. braunii ekstrakt1 ile kaplanmig PGLA (a) ve PDO (b) cerrahi ipliklerinin goruntuleri

Kaplama yapilan cerrahi ipliklerin ne kadar mikroalg ekstrakt igerdiginin
hesaplanabilmesi igin cerrahi iplikler kaplanmadan once ve kaplanip kurutulduktan
sonra agirliklar1 dl¢tilmistiir. Degerler kaydedilerek 3 cm’lik kaplanmis PGLA ve PDO
cerrahi ipliklerinin ilk ve son agirliklar1 arasindaki farktan yaklasik olarak icerdikleri
mikroalg ekstrakt miktar1 belirlenmistir (Cizelge 4- 2). Genel olarak PGLA cerrahi
ipliklerin igerdigi mikroalg ekstrakt miktar1 PDO cerrahi ipliklerin igerdigi mikroalg
ekstrakt miktarina gore daha fazladir. Bu durum PGLA cerrahi ipliginun multifilament
iplik yapisina sahipken PDO cerrahi ipliginin monofilament iplik yapisina sahip olmasi
ve multiflament yapiya bagli olarak PGLA’n1 PDO’ya gore daha biiyiik yiizey alanina

sahip olmasi ile aciklanabilir.
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Cizelge 4-2 Cerrahi ipliklerin igerdikleri mikroalg ekstrakt miktarlar

Mikroalg Kaplama Cerrahi iplik Kaplama Miktari(mg)

S. platensis PGLA 0,00812
PDO 0,00577

H. pluvialis PGLA 0,00911
PDO 0,00461

C. minutissima PGLA 0,00796
PDO 0,00604

B. braunii PGLA 0,00812
PDO 0,00645

N. muscorum PGLA 0,00923
PDO 0,00619

Bu calismada cerrahi iplik kaplama metodu 6rnek alinan Obermeier et al.
(2015) yaptiklart ¢alisma ile cerrahi iplikler igin bir kaplama maddesi olarak
antimikrobiyal ila¢ oktenidini arastirmis ve tibbi cihazlar i¢in yiiksek antimikrobiyal
etkinlik ve gerekli biyouyumluluk elde etmek i¢in, yag asitlerine dayali oktenidin
kaplamalarinin optimize edilmesine odaklanmistir. Bu amacla palutik / laurik aside
dayali ii¢ farkli konsantrasyonda cerrahi cerrahi ipliklerin antimikrobiyal hale
getirilmesi i¢in yeni oktenidin kaplamalar1 gelistirilmis ve analiz edilmistir. Cerrahi
iplikler (40 cm) hazirlanan antimikrobiyal kaplama ¢dzeltilerinde 150 rpm'de 35 °C' de
2 dakika boyunca bir termo-cgalkalayici kullanilarak kaplanmistir. Hazirlanan cerrahi
iplikler oda sicakliginda 2 saat kurutulmustur. Tiim yeni kaplamalar, S. aureus‘a kars1
yiksek uzun siireli antimikrobiyal etkinlik gdstermistir. Bu tlir kaplamalarin

giivenlikleri ve etkinlikleri bakimindan klinik testlere aday oldugu belirtilmistir.
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4.2.3. Kaplanmus cerrahi ipliklerin antibakteriyeletkinliginin belirlenmesi

Bu caligsmada disk diflizyon yontemi ile antibakteriyel etkinlikleri belirlenen S.
platensis, H. pluvialis, C. minutisima, B. braunii ve N. muscorum mikroalglerinin
distile su ile siispanse edilmis ekstraktlarinin kaplanmasi ile elde edilen kaplanmig
PGLA ve PDO cerrahi ipliklerinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenebilmesi
amaclanmistir. Denemeler sonucunda elde edilen zon biiyiikliikleri belirlenmistir
(Sekil 4- 6,7). Negatif kontrol grubu olarak herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmayan PGLA ve PDO cerrahi iplikleri kullanilmustir. Pozitif kontrol grubu olarak ise
klorheksidin emdirilmis PGLA ve PDO cerrahi iplikleri kullanilmistir.
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Sekil 4-6 Kaplanmis PDO cerrahi ipliklerinin antibakteriyel aktivitelerinin géruntist

a: S. platensis-E.coli b: H. pluvialis -S. aureus c:H. pluvialis-E.coli d: N.muscorum- S.aureus
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Sekil 4-7 Kaplanmis (a,b,c) ve kaplanmamig(d) PGLA cerrahi ipliklerinin antibakteriyel aktivite
gorantaleri

a: S. platensis-E.coli b: C.minutissima -S. aureus c: H. Pluvialis-S. aureus d: PGLA- S.aureus
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Cizelge 4-3’de denemeler sonucunda elde edilen kaplanmamis, klorheksidin
kaplanmis ve 5 farkli mikroalg ekstrakti ile kaplanmis PGLA ve PDO cerrahi

ipliklerinin belirlenen inhibisyon zonlarinin biiytikliikleri verilmistir.

Kaplanmamig cerrahi ipliklerde zon olusumu gozlemlenmezken kaplanmis
cerrahi ipliklerden S. aureus’a kars1 en yiiksek inhibisyon zonunu klorheksidin kapli
PGLA cerrahi ipligi (11,68+0,58mm) ikinci olarak ise N. muscorum kapli PGLA cerrahi
ipligi (11,18+0,54mm) olusturmustur. S. aureus bakterisine kars1 en diisiik inhibisyon

zonunu H. pluvialis kapli PDO cerrahi ipligi (6,01+0,58mm) olusturmustur.

E. coli’ye karsi1 en yiiksek inhibisyon zonunu N. muscorum kapli PGLA cerrahi
ipligi (10,68+058mm) ikinci olarak ise klorheksidin kapli PGLA cerrahi ipligi
(10,52+0,58mm) olusturmustur. E. coli bakterisine kars1 en diisiik inhibisyon zonunu H.

pluvialis kapli PDO cerrahi ipligi (5,01+0,58mm) olusturmustur.

Caligma sirasinda multifilament iplik yapisina sahip olan PGLA ipliklerinde
zon ¢aplarinin monofilament iplik yapisina sahip PDO cerrahi ipligine gére daha biylk
olmas1 beklenmistir. Elde edilen verilerde bazilarinda kii¢iik farklar olsa da bu hipotezi
dogrulamis bulunmaktadir. Ornegin; S. aureus bakterisine kars1 S. platensis ekstrakt
kapli PGLA cerrahi ipligi 9,52+1,15 mm zon olustururken, S. platensis ekstrakti kapli
PDO cerrahi ipligi 8,84+0,58 mm zon olusturmustur. Ayn1 sekilde E. coli bakterisine
karst C. minutissima ekstrakti kapli PGLA cerrahi ipligi 6,52+058 mm zon
olustururken, C. minutissima ekstrakti kapli PDO cerrahi ipligi 5,51+0,58mm zon
olusturmustur. PGLA iplikleri PDO ipliklerine gore multiflament yapiya sahip
oldugundan kaplama sirasinda iplikler tarafindan emilen miktar daha fazla olacagindan

zon ¢aplariin daha biiyiik oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4-3 Kaplanan cerrahi ipliklerin inhibisyon zon boyutlari(mm)

KAPLAMA CERRAHI IPLIK| BAKTERI ZON (mm)
Kaplamasiz PGLA PGLA E. coli 0,0
PGLA S. aureus 0,0
Kaplamasiz PDO PDO E. coli 0,0
PDO S. aureus 0,0
PGLA E. coli 10,52+0,58
Klorheksidin PGLA S. aureus 11,68+0,58
PDO E. coli 9,37+0,58
PDO S. aureus 10,37+0,58
PGLA E. coli 8,02+0,58
S. platensis ekstrakti PGLA S. aureus 9,52+1,15
PDO E. coli 6,01+0,58
PDO S. aureus 8,84+0,58
PGLA E. coli 8,52+0,56
H. pluvialis ekstrakti PGLA S. aureus 9,18+1,15
PDO E. coli 5,01+0,58
PDO S. aureus 6,01+0,58
PGLA E. coli 6,52+1,53
C.minutissima ekstrakti PGLA S. aureus 8,18+1,15
PDO E. coli 5,51+0,58
PDO S. aureus 7,84+0,58
PGLA E. coli 6,18+1,15
B. braunii ekstrakt: PGLA S. aureus 8,18+1,15
PDO E. coli 6,34+0,58
PDO S. aureus 8,84+153
PGLA E. coli 10,68:+0,58
N. muscorum ekstrakti PGLA S. aureus 11,18+0,54
PDO E. coli 6,34+0,58
PDO S. aureus 7,51+0,58
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Olusan cerrahi iplik zonlar1 ve ekstrakt emdirilmis disk zonlari
karsilastirildiginda S. aureus’ da disklerde en yiiksek zon ¢apini olusturan S. platensis
ekstraktiyken (20,7+1,15smm) cerrahi iplik kaplama islemiyle elde edilen zonlardaki en
yiiksek zon ¢ap1 N. muscorum ekstrakti kapli PGLA cerrahi ipliginde (11,68+0,54mm)
goriilmiistiir. Ayni sekilde E. coli ’de disklerde en yiiksek zon g¢apini olusturan S.
platensis ekstraktiyken (28,7+1,15mm) cerrahi iplik kaplama islemiyle elde edilen
zonlardaki en yiiksek zon ¢apina N. muscorum ekstrakti ile kapli PGLA cerrahi ipligi
(10,68+0,58mm) sahiptir. Bu farklilik disklere emdirilen mikroalg ekstrakt miktarlarinin
sabit (20 pl) olmasi ancak cerrahi ipliklerin emdigi mikroalg ekstrakti miktarimin farkli
olmasi ile agiklanabilir (Cizelge 4-2). Kaplanan cerrahi ipliklerden N. muscorum kapli
PGLA cerrahi ipliginiin ekstrakt miktarinin yaklasik olarak 0,00923 mg, S. platensis
kapli PGLA cerrahi ipliginiin ekstrakt miktarinin yaklasik olarak 0,00812 mg olmasi
N. muscorum ekstrakti kapli cerrahi iplik zonunun S. platensis ekstrakti kapli cerrahi

iplik zonundan fazla olmasi ile iliskilendirilebilir.
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4.3. Cerrahi iplik Cap ve Maksimum Dayanim Kuvveti Ol¢iim Sonuclar

5 farkli mikroalg ekstrakti ile kaplanan PGLA ve PDO cerrahi ipliklerinin ¢aplari
olgiildiigiinde Amerika Birlesik Devletleri Farmakope standardini sagladigi
gorilmistiir (Cizelge 4-4). Standarda gore PGLA USP 1 cerrahi ipliginiin ¢ap araligi
0,4-0,499 mm arasinda, PDO USP 1 cerrahi ipliginiin ¢ap araligi ise 0,5-0,57 mm
arasinda olmalidir. Her iki cerrahi iplik icin de maksimum dayanim kuvveti 50,8

Newton’dan esit veya biiyiik olmalidir (European Pharmacopoeia-8™" Edition).

Cizelge 4-4 Kaplanan cerrahi ipliklerin ¢ap ve diigiim kopma mukavemeti degerleri

“iic | Mikroalg | Gap 040459 et 0508
tipi (Newton)
S. platensis 0,46 69,1
o H. pluvialis 0,46 70,4
% C.minutissima 0,46 64,95
5 B. braunii 0,46 64,85
& N. muscorum 0,46 66,8
Kontrol 0,45 69,9
Cerrahi Mikroalg Cap (0,5-0,57) Maksimum Dayamim
iplik (mm) Kuvveti (>50,8)
tipi (Newton)
S. platensis 0,53 58,2
. H. pluvialis 0,53 58,55
% C.minutissima 0,53 57,32
8 B. braunii 0,53 56,5
e N. muscorum 0,53 56,7
Kontrol 0,52 59,45




62

Maksimum dayanim kuvveti 6l¢iimleri sonucuna test cihazi tarafindan Sekil 4-
8 raporu ve grafigi elde edilmistir. Kaplanan cerrahi ipliklerin mukavemeti
etkilemedigi gorilmektedir. Cap ve diigiim mukavemetindeki degismeler kaplamasiz
cerrahi ipliklerin testlerinde de meydana geldigi icin elde edilen degerlerdeki
farkliliklar g6z ard1 edilebilirdir.
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Sekil 4-8 Maksimum dayamim kuvveti testi sonucu PGLA (a) ve S. platensis ekstrakti kapli PGLA
cerrahi ipligi (b) raporu
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4.4. Sitotoksisite testi sonuclari

Test materyalleri ile hazirlanan ekstraktlar kullanilarak yapilan MTT testi ile L929
hiicre kiiltlirlerinin canliliklar1 tespit edilmis ve materyal ekstrsitotoksisiteleri
belirlenmistir. Materyal ekstrakti kullanilarak yapilan bu MTT testleri, kolorimetrik
spektrofotometrede 570 ve 690 nm absorbans degerinde Olciilmiis ve elde edilen
sonuclar istatiksel veriler haline getirilerek grafiklerle gosterilmistir. (Sekil 4-9-10).
ISO 10993- 5’e gore test edilen malzemelerin, yiizde canlilig1 hiicre kontrol grubuna
gore %70 veya daha altina indirmesi o malzemenin sitotoksik potansiyeline isaret eder.
Bu sebepten dolayr grafiklerde yiizde canliliklardaki istatistiksel olarak anlamli

degisikler, sadece canliligin 70%’in altina diistiigli durumlarda yildizlarla belirtilmistir.

PDO malzemenin 1929 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini incelemek {izere
elde edilmis hiicre canlilig1 grafigi ile 24 saat sonunda tiim gruplarin hicre kontrol
(HK) grubuna gore canliligi bir miktar diisiirdiigii gériilmektedir (Sekil 4-9). Ancak (¢
gruptaki bu diistisiin toksik olmadigi kabul edilebilir. Bunun yaninda PDO/Cmin
grubundaki canliligin %70 in biraz altinda oldugu goz ardi edilmemekle birlikte
PDO/BB grubunun toksik oldugu sonucuna varilmistir. (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001)

150 — .
— HK: Hucre kontrol,
i PK: Pozitif kontrol (DMSO),
e
= 100- ! Cmin: C. minutissima,
c L
g Hplu:H. pluvialis,
@ BB:B. braunii,
=
:E 50 Nostoc: N. muscorum,
> SP:S. platensis
o=

O a0 o R
LS B 3

Gruplar
Sekil 4-9 5 farkli mikroalg ekstrakti ile kaplanan PDO cerrahi ipligi L929-MTT (24.saat) grafigi
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PGLA malzemenin 1929 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisini incelemek
iizere elde edilmis hiicre canlilig1 grafigi ile 24 saat sonunda her grupta canlilikta bir
miktar diisiis gdzlendigi goriilmektedir (Sekil 4-9). Ug grupta toksik etkiye
rastlanmamistir bunun yani sira PGLA/Hplu’daki canliligin %70’in biraz altinda
oldugu goriilmiistiir ancak PGLA/BB grubunda toksik etkiye rastlanmistir. (*p<0.05,
*%p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001)

15&_ * WA

- |: HK: Hiicre kontrol,

= 100 _ PK: Pozitif kontrol (DMSO),

©

(& Cmin: C. minutissima,

= Hplu: H. pluvialis,

S 50 BB: B. braunii

= : B. braunii,
Nostoc: N. muscorum,
SP:S. platensis

0_

A o R
I E S Q;bo‘}c ‘-'-b

Gruplar

Sekil 4-10 5 farkli mikroalg ekstrakti ile kaplanan PGLA cerrahi ipligi L929-MTT (24.saat) grafigi

Sonug olarak, MTT testinden elde edilen veriler incelendiginde; PDO ve PGLA
malzemelerle, L929 hiicre hattinda yapilan testlerde 24 saat sonunda olusturulan bes
tip grupta da B. braunii grubunun iki tip malzeme igin de toksik oldugu tespit edilmistir.
Her iki cerrahi iplik tipi i¢in de sitotoksik etki gdstermeyen kaplamalarin S. platensis
ve N. muscorum mikroalg ekstraktlari oldugu belirlenmistir.

Uretim ve hasat kosullari, antibakteriyel etki boyutu ve sitotoksisite sonuglar
degerlendirildiginde S. platensis mikroalginin metanol ekstraktinin cerrahi iplikle
iligkili cerrahi alan enfeksiyonlarini azaltmak icin kullanimi gelecek g¢alismalar i¢in

umut vadetmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda cerrahi alan enfeksiyonlarini 6nlemek i¢in cerrahi ipliklerin
literatiirde antibakteriyel aktiviteleri kanitlanan S. platensis (metanol), H. pluvialis
(kloroform), C. minutissima (etanol), B. braunii (etil asetat) ve N. muscorum (etanol)
mikroalglerinin  ekstraklariyla kaplanarak antimikrobiyal etkinin saglanmasi
amaglanmistir. Mikroalglerin icerdikleri metabolitler ile antioksidan ve antimikrobiyal
Ozellik gosteren maddelere sahiptir. Bu metabolitlerin 6zelliklerinin ve Uretim
yontemlerinin laboratuvar calismalar1 ile belirlenmesi sonucunda olusacak bilgi
birikimi iiniversite ve sanayi is birligi yeni, yiiksek katma degerli {irtinlerin ekonomiye

kazandirilabilmesine olanak saglayabilecektir.

Sonuglar, bazi mikroalglerin faydali ikincil metabolitler igerdigini ve kitle
kiiltiiriinde nispeten kolay bir sekilde biiyiidiiklerinden farmasotik endustrilerinde
potansiyel uygulamaya sahip bir biyolojik malzeme kaynadi sagladigim

gOstermektedir.

Bu ¢alisma ile mikroalglerin sadece ham ekstraktlari incelenmistir. Bu nedenle,
sonuglar antibakteriyel maddeyi gostermemekte veya tanimlamamaktadir. Ancak elde
edilen sonuglar, S. platensis, H. pluvialis, C. minutissima, B. braunii ve N. muscorum
geleneksel kullanimlarinin bir kismina destek saglayan bir antibakteriyel aktivite
spektrumunu ve mikroalglerin antibakteriyel cerrahi iplik eldesinde potansiyel
kullanim tagidigin1 gostermektedir. Mikroalgler, iimit vaat eden yiliksek degerli tirtinler
kaynagidir ve bunlarin antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasi sadece baslangi¢

asamasindadir.

Bu tez kapsaminda mikroalg ekstraktlarinin cerrahi cerrahi ipliklerde bakteri
uremesini inhibe ettigi gosterilmistir. Antibakteriyel etki gosteren mikroalg cerrahi
iplik ekstraktlarii ile kaplanan cerrahi iplikler, cerrahi ipliklerle ilgili cerrahi alan

enfeksiyonlarinin énlenmesi ve kontrolii i¢in olas1 bir alternatif olarak diistiniilebilir.
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Bu calisma, daha detayli ¢aligmalarin yapilip iizerinde yogunlasilmasi gereken bazi
mikroalgleri de tespit etmistir. Ozellikle S. platensis mikroalginin cerrahi ipliklerde

antibakteriyel etki saglayici ajan olarak sanayi ihtiyacini karsilamasi umut vadedicidir.
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