
 

 

 

 

T. C. 

SİVAS CUMHURİYET ÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 
 

 

 

YENİ KİTOSAN MODİFİYE ÜRÜNLERİNİN ELDESİ VE BİYOLOJİK 

AKTİVİTELERİNİN BELİRLENMESİ 

 

 

 

 

DOKTORA TEZİ 

  

 

Samet KOCABAY 

(201592022177) 

 

 

 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Birnur AKKAYA 

 

 

SİVAS 

MAYIS 2020 



 

Samet KOCABAY’ın hazırladığı ve “YENİ KİTOSAN MODİFİYE ÜRÜNLERİNİN 

ELDESİ VE BİYOLOJİK AKTİVİTELERİNİN BELİRLENMESİ” adlı bu çalışma 

aşağıdaki jüri tarafından MOLEKÜLER BİYOLOJİ VE GENETİK ANA BİLİM DALI’nda 

DOKTORA TEZİ olarak kabul edilmiştir.        

  

 

 

 

 

 

Bu tez, Sivas Cumhuriyet Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü tarafından DOKTORA TEZİ 

olarak onaylanmıştır. 

 

Tez Danışmanı Prof. Dr. Birnur AKKAYA   

………………  Sivas Cumhuriyet Üniversitesi 

Jüri Üyesi Prof. Dr. Ekrem ATALAN    

………..………  İnönü Üniversitesi 

Jüri Üyesi  Doç. Dr. Recep AKKAYA     

………..……...   Sivas Cumhuriyet Üniversitesi 

Jüri Üyesi Doç. Dr. Fethi Ahmet ÖZDEMİR    

……….………  Bingöl  Üniversitesi 

Jüri Üyesi  Dr. Öğr. Üyesi  Irmak İÇEN TAŞKIN    

………….……   İnönü Üniversitesi  

Prof. Dr. Özlem Pelin CAN 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ MÜDÜRÜ 



iii 

 

 

 

 

 

Bu tez, Sivas Cumhuriyet Üniversitesi Senatosu’nun 20.08.2014 tarihli ve 7 sayılı kararı ile kabul 

edilen Fen Bilimleri Enstitüsü Lisansüstü Tez Yazım Kılavuzu (Yönerge)’nda belirtilen kurallara 

uygun olarak hazırlanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bu tez, Sivas Cumhuriyet Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri (CÜBAP) Komisyonu 

tarafından F-575 Nolu proje kapsamında desteklenmiştir. 

 

 



iv 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Bütün hakları saklıdır 

Kaynak göstermek koşulu ile alıntı ve gönderme yapılabilir 

 © Samet KOCABAY, 2020 

 

 

 

 



v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çalışmalarım süresince maddi ve manevi destek olan Babam’a ve her şeye rağmen “ Durmak yok 

yola devam” diyen Annem’ e teşekkür ederim. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 

 

ETİK 

Sivas Cumhuriyet Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Tez Yazım Kılavuzu (Yönerge)’nda 

belirtilen kurallara uygun olarak hazırladığım bu tez çalışmasında: 

 Bütün bilgi ve belgeleri akademik kurallar çerçevesinde elde ettiğimi, 

 Görsel, işitsel ve yazılı tüm bilgi ve sonuçları bilimsel ahlak kurallarına uygun olarak 

sunduğumu, 

 Başkalarının eserlerinden yararlanılması durumunda ilgili eserlere, bilimsel normlara 

uygun olarak atıfta bulunduğumu ve atıfta bulunduğum eserlerin tümünü kaynak olarak 

gösterdiğimi, 

 Bütün bilgilerin doğru ve tam olduğunu, kullanılan verilerde herhangi bir değişiklik 

yapmadığımı, 

 Tezin herhangi bir bölümünü, Sivas Cumhuriyet Üniversitesi veya bir başka üniversitede, 

bir başka tez çalışması olarak sunmadığımı: beyan ederim. 

 

 

 

 

 

                                                                                                                      11.05.2020 

                                                                                                                Samet KOCABAY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 

 

TEŞEKKÜR VE KATKI BELİRTME  

 

Öncelikle bu çalışmamda bana güç, kuvvet veren Allah’a hamd ediyorum. 

Bilgi ve deneyimlerinden sürekli yararlandığım, tezin her aşamasında yardımlarını esirgemeyen 

danışman hocam sayın Prof. Dr. Birnur AKKAYA’ya çok teşekkür ederim. 

Hücre kültür çalışmalarında katkılarından dolayı Tıp Fakültesi Biyofizik Ana bilim dalı Öğretim 

Üyesi Sayın Doç. Dr. Recep AKKAYA hocama teşekkür ederim. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 

 

 

ÖZET 

 

YENİ KİTOSAN MODİFİYE ÜRÜNLERİNİN ELDESİ VE BİYOLOJİK 

AKTİVİTELERİNİN BELİRLENMESİ 

 

Samet KOCABAY 

Doktora Tezi 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dalı 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. Birnur AKKAYA  

2020, 71+ xviii sayfa 

 

Kitosan (Cs) doğada en çok bulunan polisakkaritlerden birisidir. Kaynak olarak yengeç, 

böceklerin dış iskeleti, mantarlar, bazı fungus ve yeşil alglerin hücre duvar yapılarında bulunan 

kitinden elde edilmektedir. Biyouyumluluk, antimikrobiyal, antifungal, antikoagülant ve 

antikanser özelliklerinden dolayı ilaç sanayisinden gıda endüstrisi uygulamaları için ilgi odağıdır. 

Bu nedenle metastazı önlemeye yönelik oleik asit sülfatlanmış kitosan (OlcShCs) hazırlanarak 

biyolojik ve kimyasal karakteristik özellikleri araştırıldı ve orijinal kitosan ile karşılaştırıldı. 

Bunun için kitosan ve türevi FTIR, NMR, DSC, TGA ve DTA analizleri yapıldı ve kimyasal 

karakterizasyonu yapıldı. Akabinde kitosan türevinin antimikrobiyal, antifungal ve antikanser 

aktiviteleri araştırıldı. 

CS ve OlcShCs’nin FT-IR spektrumları karşılaştırıldığında CS’nin karakteristik spekrumları; 

1646 cm−1 C=O amide-I gerilmesi (stretching)), 1568 cm−1 N-H amide-II bağlanması ve 1374 

cm−1 C-N amide-III gerilmesini göstermektedir. Modifikasyon sonrası açil olmayan birincil amin 

grubuna karşılık gelen 1568 cm−1 pik kaybolurken, 1634 cm-1’de açığa çıkmaktadır. Bu durum 

modifiye kitosanda amid bağının varlığını göstermektedir. Ayrıca 1732 cm-1 ester bağının 

karbonil grubunun karakteristik pikidir. Bu bağ kitosanın hidroksil grubu ile oleik asitin karboksil 

grubu arasında açığa çıkmaktadır. Dolayısıyla yapıda N-açilasyonun açığa çıktığını 

göstermektedir. 788 ve 1207 cm-1’de yeni açığa çıkan FT-IR bantları ise sırasıyla sülfo 
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gruplarının C–O–S and O-S–O bağ gerginliğine karşılık gelmektedir. H1 NMR analiz sonucuna 

bakıldığında 2.4 ppm’deki pik N-asetil glukozamin grubunun N-asetil protonlarına karşılık 

gelmektedir. 3.6 ppm’deki pik ise deasetile glukozamin kalıntılarının H-2 protonuna denk 

gelmektedir. Kitosanın oleik asit ile kimyasal modifikasyonu [-CH2-CO] 1.4 ppm’deki pik ile 

doğrulandı. Cs molekülünün E. coli CICC 21524, B. subtilis ATCC 21332, S. epidermidis ATCC 

12228, C. albicans ATCC 60193  türlerine karşı sırasıyla %99.18±3.09, %87.50 ± 0.48, %100 ± 

0, %12.90 ±3.4 antimikrobiyal etkiye sahip olduğu görüldü. Aynı konsantrasyonda OlcShCs 

molekülünün E. coli CICC 21524, B. subtilis ATCC 21332, S. epidermidis ATCC 12228, C. 

albicans ATCC 60193 türleri üzerine sırasıyla antimikrobiyal etkisi  %0 ±6.69, %6.66 ±1.25, 

%59.13 ±4.97, %21.26 ±2.17 olarak saptandı. HeLa kanser hücrelerine karşı sitotoksik etkisi 24 

saat için IC50 değeri 81.57±5.30 μg/ml bulundu. Sonuç olarak yeni sentezlediğimiz kitosan 

türevi molekül kitosana göre genel anlamda daha düşük antimikrobiyal etki gösterdiği, HeLa 

hücrelerine karşı kitosan türevinin sitotoksik etki gösterdiğinden dolayı potansiyel ilaç adayı 

olabilir.  

 

Anahtar kelimeler: Kitosan sülfat, sülfatit, yağ asitleri, antimikrobiyal, sitotoksisite.  
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ABSTRACT 

 

PREPARATION OF NEW CHITOSAN PRODUCTS AND INVESTIGATION OF THEIR 

BIOLOGICAL ACTIVATIONS  

 

Samet KOCABAY 

PhD Thesis 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Prof. Dr. Birnur AKKAYA 

2020, 71+ xviii pages 

 

Chitosan is one of the most abundant polysaccharide in nature. It is derived from chitin which is 

found in crustaceans, insects, mushrooms and cell walls of certain fungi and green algae and their 

mainly skeleton structures. Because of its functional properties such as biocompatibility, 

antimicrobial, antifungal, research scientists are interested to increasing the application area from 

medicine, drug to food industry. 

We have prepared oleic acid sulfated chitosan (OlcShCs) to determine its characteristic properties 

such as chemicals and biologicals. Medium molecular weight chitosan was used to synthesis   the   

oleic acid sulfated chitosan. The structure of the products was characterized using various 

spectroscopic and analytical methods such as FTIR, NMR, DTG, DSC and TGA. The new 

molecule was investigated in terms of antimicrobial, antifungal and anticancer activities.  

We can compare the FT-IR spectra of chitosan (Cs) and OlcShCs. The FT-IR spectrum of Cs 

exhibited characteristic bands of 1646 cm−1 (C=Ostretching of amide-I), 1568 cm−1 (N-H bending 

of amide-II) and 1374 cm−1 (C-N stretching of amide-III). After modification, the vibrational 

band corresponding to the non-acylated primary amine group at 1568 cm−1 disappeared and the 

peak at 1634 cm−1 appeared which shows the presence of amide bond in the modified Cs. 

Furthermore, the peak which was observed at 1732 cm−1 is the characteristic peak of carbonyl 

group of ester, which is formed between carboxyl groups of oleic acid and hydroxyl groups of 

Cs. That means N-acylation occurred in the structure. The new FT-IR spectrum bands at 788 and 

1207 cm−1, are due to sulfo groups (C–O–S and O-S–O bond stretching, respectively). These 
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results show that the sulfate groups, oleic acid are introduced into chitosan successfully. The H1 

NMR spectrum peak at 2.4 ppm was due to N-acetyl protons of N-acetyl glucosamine while the 

peak at 3.6 ppm was due to an H-2 proton deacetylated glucosamine residues. The chemical 

modification of chitosan by oleic acid was confirmed by the peaks at 1.4 ppm [-CH2-CO]. The 

chitosan showed 99.18%±3.09, 87.50% ±0.48, 100%± 0, 12.90% ±3.4 antimicrobial activity at 

1% concentration for E. coli CICC 21524, B. subtilis ATCC 21332, S. epidermidis ATCC 12228, 

C. albicans ATCC 60193 strains respectivelly. The modified chitosan also showed 0% ±6.69, 

6.66% ±1.25, 59.13% ±4.97, 21.26% ±2.17 antimicrobial activity at 1% concentration for E. coli 

CICC 21524, B. subtilis ATCC 21332, S. epidermidis ATCC 12228, C. albicans ATCC 60193  

respectivelly.  The IC50 value was found 81.57±5.30 μg/ml at 24 hours for HeLa cancer cell line. 

The new synthesed molecule showed anticancer effect to HeLa cell line and showed 

antimicrobial activity. Depend on these properties, ıt can be candidate for drug in future.   

 

 

Key Words: Chitosan sulfate, sulphatid, fatty acids, antimicrobial, cytotoxicity. 
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1. GİRİŞ  

 

1.1 Kitin ve Kitosan 

 

1.1.1 Kitosan 

 

Kitosan (CS) [(C6H11NO4)n (C8H13NO4)m], 1811 yılında ilk kez Bradconnot [1] tarafından 

tanımlanan kitinin β-(1→4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz ve  β-(1→4)-2- asetamido-2-

deoksi-D-glukopiranoz birimlerinin rastgele dağılan katyonik linear polimerik yapıda olan 

polisakkarit dizisidir. Bu oran D-glukozamin için yaklaşık %80 iken N-asetil-D-glukozamin için 

yaklaşık %20’dir [1]. Kitosan doğal yollarla yıkılabilen, vücudumuza uyum gösteren, toksik 

olmayan, bilinen en iyi polimerlerden birisidir. Kitosanın kitin molekülünden farkı kitinin 

deasatile olmuş formudur. Kitosan yüksek nitrojen konsantrasyonundan dolayı ticari olarak ilgi 

odağıdır. Kitin ise doğal olarak bol miktarda bulunan bir mukopolisakkarittir. Yengeç ve 

böcekler gibi pek çok omurgasız canlıların iskelet yapısını oluşturmaktadır. 2-asetamido-2-

deoksi-d-glukopiranoz kalıntılarının β-(1→4) bağıyla bağlı homopolimer yapıdan oluşmaktadır. 

Yapısında nitrojen molekülü olmasına rağmen ümmin sistemi alarma geçirmesi bakımından 

oldukça zayıftır. Kitosan oldukça suda çözünmez bir maddedir ve kapalı kimyasal yapısından 

dolayı kimyasal reaktivitesi ve çözünürlüğü açısından selülozu andırmaktadır. Günümüz 

polimerlerinin pek çoğu sentetik materyallerdir ve doğal polimerler (selüloz, kitin, kitosan ve 

türevleri) ile karşılaştırdığımızda biyouyumluluk ve biyoçözünürlük açısından dezavantajlara 

sahiptir. Fakat doğal polimerlerinde reaktivite ve işlenebilirliliği bakımından bazı 

sınırlandırmaların olduğu bilinmektedir [2]. 

Selülozdan sonra doğada en çok bulunan doğal bir polisakkarit olan kitin yengeç, böcek, mantar 

ve bazı fungi ve yeşil alglerin hücre duvarlarının dış iskeletlerinin temel bileşenidir. Kuru 

ağırlığına oranla kitin miktarı en çok yengeç canlılarında bulunduğu için kimya endüstrisi için bu 

canlılar kitin kaynağı olarak göz önünde bulundurulurlar. Kitin pek çok organik çözücülerde, asit, 

baz, nötral sıvı çözeltilerinde ve suda çözünmeyen bir polisakkarittir [3]. 

Kitosan [poli-β-(1→4) N-asetil-D-glukozamin], kitin polisakkaridinin N-deasetile olmuş 

formudur. Kitosanın moleküler zincir yapısında düzenli dağılmış serbest amino grup yapılarından 

dolayı kitin ile kıyaslandığında kimyasal ve biyokimyasal reaktivitesi daha yüksektir [4]. 
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1.1.2 Kitosanın kaynakları 

 

Kitin karides kabuklarından, yengeçten ve mantar misellerinden elde edilebilir. Kitinden kitosan 

eldesi ise kitinin alkali uygulamaları ile N-deasetilasyonu sonucu elde edilmektedir. Alkali 

uygulamalar ise uygulanan sıcaklık, süre ve alkalinin konsantrasyonuna bağlı olarak farklı 

deasetilasyon derecesine sahip kitosan oluşmasına sebep olmaktadır. Örneğin 100℃’de 1 saat 

süre zarfında %50’lik NaOH çözeltisi ile kitin muamele edildiğinde deasetilasyon derecesi 

yaklaşık %70’dir. Ancak %80 deasetilasyon derecesine ulaşması için 5 saate daha ihtiyaç 

duyulduğu rapor edilmiştir [6]. 

  

 

Şekil 1.1: Selüloz kitin ve kitosanın yapıları [5] 

 

 
Şekil 1.2: Kitin molekülünden kitosan molekülünün sentezlenme şeması [7] 
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1.1.3 Kitosanın kimyası 

 

Temelde kitosanın asetilasyonu derecesi moleküler ağırlık ve çözünürlük bakımından kimyasal 

karakterizasyonu yapılır. Çünkü bu karakterler biyolojik aktivitelerinde, kimyasal 

modifikasyonlarında ve kitosanın türevlerinde önemli etkilere sahiptirler.  

Kitosanın deasetilasyon derecesi (DD) 2-asetamido-2-deoksi- D-glukopiranoz birimlerinin 2-

amino-2-deoksi-D-glukopiranoz birimlerine oranı ile hesaplanır. Deasetilasyon derecesinin bazı 

bakteri türleri üzerinde önemli anatimiktrobial etkilere sahip olduğu saptanmıştır [8]. Örneğin 

yüksek deasetilasyon derecesine sahip kitosanın Staphylococcus aureus ve Escherichia coli 

türlerine karşı yüksek antimikrobiyal aktivite gösterdiği rapor edilmiştir [8]. 

Kitosanın moleküler ağırlığı 50 kDa’dan küçük olanlar düşük (low) moleküler ağırlıklı, 50-150 

kDa aralığında olanlar orta (medium), 150 kDa’dan daha büyük olanlar yüksek (high) moleküler 

ağırlıklı olarak bilinmektedir [9]. Kitosanın moleküler ağırlığıda antimikrobiyal, hemostasi, ilaç 

taşınımı, antioksidan özellik bakımından önemlidir [10]. Kitosan asidik ortamlarda amin 

gruplarının protonlanmasından dolayı çözünür olur. Örneğin suda, organik çözücülerde, nötral ve 

alkali pH’larda kitosan çözünmezken asetik asit, formik asit, laktik asit ve seyreltik organik asit 

solüsyonlarında çözünür [5]. 

Protonasyon derecesi %50 oranını geçtiğinde kitosan tamamen çözünür. Ve sitokiometrik oran 

([AcOH]/[Chit-NH2])  0.6 olmaktadır [11]. Kitosan molekülünün çözünme probleminden dolayı 

bazı araştırmacılar çeşitli modifikasyonlar ile suda çözünür kitosan elde etmeyi başarmışlardır 

[12]. 

 

1.1.4 Kitosanın kimyasal özellikleri 

 

Kitosan nötral ve bazik pH çözeltilerinde çözünmez iken asetik asit, formik asit, hidroklorik asit, 

glutamik asit gibi organik aisitlerde ve inorganik asitlerde çözünür. Kitosan fizikokimyasal ve 

biyolojik özellikleri açısından çeşitli farklılık gösterdiği için, yenilebilir (edible) film endüstrisi, 

yiyeceklerin besinsel değerini artırmak için eklenti, besinlerden katı materyallerin geri 

kazanılması, atıkların işlenmesi, suyun saflaştırılması gibi pek çok alanda kullanılmaktadır. 

Kitosanı ticari olarak önemli kılan biyolojik olarak yıkılabilmesi, hem bitki hem hayvan dokuları 

için biyouyumlu olması, non-toksik olması, jellere, boncuk yataklarına, filimlere, tozlara, 
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kapsüllere dönüştürülebilme özelliklerinin olmasıdır [13]. Kitosanın diğer bir mükemmel özelliği 

onun sindirilemez olması ve tatsız bir tadının bulunması, düşük kalorili besinlerin 

hazırlanmasında besin katkı malzemesi olarak kullanılması için iyi bir sebeptir. 

1.1.5 Kitosanın biyolojik özellikleri 

 

Kitosan biyolojik açıdan toksik olmayan, biyouyumluluk özelliğe sahip ve biyolojik olarak 

yıkıma uğrayabilen bir amino polisakkarittir. Bu nedenle klinik uygulamalardan besin 

endüstrisine kadar pek çok alanda uygulamaları bulunmaktadır. Örneğin yara iyileştirilmesinde, 

ümmin sistemin güçlendirilmesinde, ilaç taşınımlarında, antimikroabiyal çalışmalarda çok sık 

kullanılmıştır. Ayrıca fungusitlere karşıda önemli bir antifungal etki gösterdiğinden besinlerin 

funguslara karşı korunması amacıyla besin endüstrisine yönelik pek çok çalışmaları 

bulunmaktadır [14]. 

 

1.1.6 Kitosan ve türevlerinin antimikrobiyal özellikleri 

 

Kitosan, bakterilerin büyük bir çoğunluğunun büyümesini inhibe etmektedir. Yani yüksek 

antimikrobiyal aktiviteye, geniş spekrumlu bir aktiviteye, yüksek öldürme hızına, memeli 

hücrelerine karşı düşük toksisite özelliğine sahiptir [15]. 

 

Çizelge 1.1: Farklı bakteri türlerinin kitosanın farklı konsantrasyonlarına karşı inhibisyonu [3] 

Bakteri Türü  Kitosan Konsantrasyonu Sonuç 

Bacillus cereus ≥ 0.02% İnhibisyon  

Escherichia coli ≥ 0.0075% İnhibisyon 

Proteus vulgaris ≥ 0.0075% İnhibisyon 

Staphylococcus aureus ≥ 0.01% İnhibisyon 

Pseudomonads ≥ 0.2% İnhibisyon 

Salmonella typhimurium ve  

P. morganii  

≥ 0.01% İnhibisyon 

Lactobacillus plantarum ve  

P. pentosaceus 

≥ 0.1% İnhibisyon 
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1.1.7 Antimikrobiyal ajan olan kitosanın etki mekanizmaları 

 

Kitosanın bakteri türlerine karşı olan etkisi ortamın pH değeri, sıcaklık, kitosanının etki süresi, 

kitosanın elde edildiği kaynak, moleküler ağırlığı ve kitosanın çözündüğü organik veya inorganik 

çözücüler gibi faktörlerinde bakteri türleri üzerinde büyümelerini azaltıcı etkileri vardır (Çizelge 

1.1) [3]. Kitosan molekülünün bazı bakteri ve fungus türlerine antimikrobiyal etkisi 

bulunmaktadır (Çizelge1.2) [7]. Kitosanın antimikrobiyal etkisinin aydınlatılması için çeşitli 

mekanizmalar öne sürülmektedir.  

Çizelge 1.2: Bazı bakteri ve fungus türlerine karşı kitosan molekülünün antimikrobiyal etkisi [7] 

Bakteri                                             MIC (ppm)                       Mantar                                MIC (ppm)                                                         

 

Agrobacterium tumefaciens 100 Botrytis cincerea              10 

Bacillus cereus  1000 Fusarium oxysporum                                     100 

Corynebacterium michiganese 10 Drecheslera sorokina                                       10 

Erwinia sp. 500 Micronectriella nivalis                                         10 

Erwina carotovora subsp. 200 Piricularia oryzae                                      5000 

Escherichia coli (E. coli)  20 Rhizoctonia solani                                        1000 

Klebsiella pneumoniae  700 Trichophyton equinum           2500 

Pseudomonas fluorescens  500   

Staphylococcus aureus  20   

Xanthomonas compestris  500   
 

 

Polimerik bir makro molekül olan kitosan gram negatif bakterilerin dış membranından geçiş 

yapamaz. Ancak pH 6.3 değerinden daha düşük pH ortamlarında kitosanın C-2 pozisyonunudaki 

amino gruplarından dolayı pozitif yüke sahip olacaktır ve gram negatif bakterilerin hücre 

yüzeyinde yer alan negatif yüklü lipopolisakkarit yapı ile reaksiyon verecektir. Polikatyonik 

moleküllerin gram negatif bakterilerin dış yüzeyine bağlanması bu yapının bütünlüğünün 

bozulmasına sebep olacak ve bakterinin dış yapısının koruyucu özelliğinin kaybolmasına sebep 

olacaktır [16]. Polikatyonik moleküllerin bağlanması bakteri hücrelerinin dış mebranının 

bütünlüğünü bozduğundan bariyer fonksiyonunun kaybolmasına sebep olabilir ancak doğrudan 

bakterisit etkisi eksiktir. Gram negatif bakterilerin dış mebranına bağlanarak bu yapının 

bozulmasına sebep olan alifatik ve katyonik polimer bileşeni polyethyleneimine (PEI) de içinde 

bulunduğu aktif bileşenler organizmaların deterjan indüklü parçalanmasına ve hidrofobik 

antibiyotiklere veya problara karşı duyarlı hale getirmektedir [17].  
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Genel anlamda bir katyonik antimikrobiyal ajan olan kitosan bakteri hücre yüzeyinde 

makromoleküllerin negatif yüklü kalıntıları ile etkileşmesi yoluyla hücre geçirgenliğinde 

değişime sebep olur. Kitosanın antimikrobiyal aktivitesinin mekanizması bakterinin yüzey 

bileşenlerine kitosanın amino gruplarının bağlanmasını içermektedir. Böylelikle onların 

çoğalmasını inhibe etmektedir. Düşük konsatrasyonlarda (0.1 mg/ml) kitosan, bakteri hücre 

mebranını parçalamak için negatif yüklü bakteri hücre yüzeyine bağlanabilir ve hücre içi 

bileşenlerin sızmasından dolayı hücre ölümüne sebep olur. Yüksek konsantrasyonlarda ise (2 ve 5 

mg/ml) kitosan bakteri yüzeyini ekstra kaplayıcı bir özelliğe sahip olduğundan hücre içi 

bileşenlerin sızmasını engeller ve aynı zamanda hücre bariyeri boyunca madde transferini 

alıkoyar [18].  

Kitosanın antimikrobiyal mekanizması farklı faktörler tarafından etkilendiği için, altında yatan 

mekanizmayı aydınlatmak oldukça güçtür. En önemli faktörler ise mikroorganizmaların çeşitleri, 

moleküler ağırlık ve deasetilasyon derecesidir [19]. Mikroorganizmalar kabaca 4 gruba 

ayrılabilir; gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler, kitosan duyarlı fungi ve kitosan 

dirençli fungi [20]. Fungi ve bakterilerin hücre yüzeylerinde çok reaktif olan kitosan geçirgenliğe 

sebep olmaktadır [21]. Bu etkileşim genellikle elektrostatik olarak değerlendirilir [20] ve 

bakterilerin hücre yüzeyinde negatif yüklü moleküller ile kitosanın protonize olan amino 

gruplarının pozitif yükleri arasında meydana gelmektedir. Genelde hücre yüzeyinin geçirgenliği 

hücre içeriği materyallerinin dışarıya sızması ile hücre ölümüne sebep olmaktadır. 

Kitosanın nükleik asitlere bağlanarak DNA ekspresyonunu etkileyerek hücre ölümlerine sebep 

olması da bir diğer etkendir [22]. Ancak kitosan DNA ekspresyon mekanizmasına etki etmeden 

önce plasma mebranına bağlanmak zorundadır. Bu ise mikroorganizmanın çeşidine ve kitosanın 

moleküler ağırlığına bağlıdır. Elektrostatik etkileşimler çok önemli olmasına rağmen kitosan 

kovalent olmayan bağlanmalar ile kolestrole de bağlanabilmektedir [23]. Bu durum diğer 

kovalent olmayan etkileşimlerin de elektrostatistik etkileşimlere ek olarak antimikrobiyal 

aktivitede rol aldığını göstermektedir. Kitosan fungi ve bakterilere karşı bir antimikrobiyal ajan 

gibi kullanılabilir, fakat kitosanın aktivitesi pek çok faktörler tarafından belirlenmektedir.  

Genellikle kitosan hücre yüzeyinde oldukça aktiftir.  Mikroorganizmaların türüne bağlı olarak, 

moleküler ağırlık, diğer antimikrobiyal aktiviteler DNA/RNA sentezinin inhibisyonunu veya 

protein sentezinin yıkımını tetikleyebilir [24]. 
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 Şekil 1.3: Kitosan ve kito oligomerlerin antifungal etkisi [24] 

 

Şekil 1.4: Kitosan ve kito oligomerlerin gram(+) bakterilere karşı antimikrobiyal etkisi [24] 

 

Şekil 1.5: Kitosan ve kito oligomerlerin gram(-) bakterilere karşı antimikrobiyal etkisi [24] 
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1.1.8 Kitosan ve türevlerinin antioksidan özellikleri 

 

Antioksidan çalışmalarında “2-thiobarbituric acid” rakatif maddesi (TBARS) testi 

kullanılmaktadır. Shahidi ve arkadaşları [25] tarafından lipid oksidasyonunda kitosanın etkinliği 

çalıştılar. Onlar pişirilmiş morina balığının 12 gün +4℃’de depolandıktan sonra TBARS 

değerlerini gözlemlemişler. Pişirme öncesi kitosan uygulamasının bir sonucu olarak TBARS 

değerinin düştüğünü gözlemlemişler. Kitosanın üç farklı konsantrasyonu ve üç farklı viskozitesi 

bu çalışmada kullanılmış. Konsantrasyonlar 50, 100, 200 ppm ve viskoziteler 14, 57, 360 cp 

Morino balığı oksidasyon kontrolünde en etkili 200 ppm ve 14 cp değerine sahip kitosan 

örneğinin olduğunu rapor etmişleridir. 

Kitosanının antioksidan aktivitesi bu nedenle onların metal şelatlayıcı kapasitesi ile 

ilişkilendirilmiştir. Farklı moleküler ağırlıkları ile birlikte kitosanın Atlantik Morina ve Ringa 

balıklarının lipid oksidayonu üzerine etkisi Jeon ve arkadaşları [26] tarafından çalışılmıştır. 

Çeşitli kitosan örnekleri ile kaplanmış Morina ve Ringa balığı örneklerinin her ikisinde TBARS 

içerikleri 12 gün +4℃’de kaplanmamış örneklere göre istatistiksel olarak (p ≤ 0.05) düşük 

olduğu saptanmıştır. 360 cp kullanılan balıkların çeşitliliğine bakılmaksızın TBARS değerlerini 

düşürmede en etkili değer olarak belirlenmiştir. Bu durumun altında yatan temel mekanizma 

ionik fonksiyonel grupların çok sayıda varlığıdır.  Bu fonksiyonel gruplar çok güçlü etkileşimler 

oluşturarak yüksek viskositeli kitosanlarda zincir hareketliliğini kısıtlamışlardır. Bu durumda iyi 

bir oksiyen bariyeri oluşturma özelliği ortaya koymaktadır. 

 

1.2. Kitosan Modifikasyonları Ve Uygulamaları 

  

1.2.1 Kitosanın parçalanması ve oligomerleri 

 

Kitosanın modifikasyonları içerisinde farklı moleküler ağırlığa sahip kitosan elde etmek için 

parçalama işlemi gerçekleştirilir. Güçlü asitler veya alkali uygulama ile gerçekleştirilen 

parçalama işlemini kimyasal hidroliz olarak ifade edilmektedir.  Kimyasal hidroliz geride 

bırakmış olduğu kimyasal kalıntılar veya bu kalıntılardan kurtulmak için yapılan ekstra 

saflaştırma işlemi maliyet ve süreci artırmaktadır.  Yine kimyasal hidroliz sert hidrolitik şartlar 

gerektirmektedir. Glikoz halkalarının kimyasal modifikasyonları açığa çıkabilmektedir. Ayrıca 

bazı toksik bileşenlerin açığa çıkması çevre kirliliği açısından risk taşımaktadır. Bütün bu 
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olumsuz durumlara karşı verim ise düşüktür. Enzimatik hidroliz ise ılıman reaksiyon şartlarına 

ihtiyaç duyar. Glikoz halkası modifikasyonları açığa çıkmaz. Verim ise oldukça yüksektir.  

Enzimatik hidroliz oluşabilecek olumsuz modifikasyonları miniminize etmektedir [27]. Kitinaz 

ve kitosanaz kitosan oligomerlerinin üretimi için pahalı enzimler olsa bile gelişen enzim 

teknolojisi ile araştırmalar sonucunda alternatif ucuz enzimler bulunabilmektedir. Fakat bulunan 

altermatif enzimler non spesifik olduğu için kullanım miktarı fazladır. Bu nedenle kullanımını 

azaltacak araştırmalar da yapılmıştır [28]. Enzimatik olarak kitosan glukozamin-glukozamin, 

glukozamin-N-asetilglukozamin ve N-asetil-glukozamin-N-asetil-glukozamin bağlarını 

parçalayan enzimler ile hidroliz edilebilmektedir. Deasetilasyon derecesine bağlı olarak canlı 

mikroorganizmalar tarafından kitosanın parçalanma hızı değişmektedir ve hızla deasetilasyon 

derecesi zıt orantılıdır [29]. Kitosanın enzimatik hidrolizini araştıran çalışmalar litaratürde çok 

fazla bulunmaktadır. Genellikle kullanılan enzimler kitinaz, kitosanaz, lizozim ve selülazdır [30]. 

Kitosan oligosakkaritler (CSOS) N-asetilglukozamin ve D-glukozamin’nin homo veya 

heteroolimomerleridir [31]. Polimerizasyon dercesi 20’den daha küçük ve 3.9 kDa moleküler 

ağırlıktan daha küçük kitosan birimleri kitosan oligosakkarit veya oligomer olarak adlandırılır. Yine 

literatürde polimerizasyon derecesi 55’den daha küçük ve moleküler ağırlığı 10000 daltonda küçük 

olan birimler oligomer olarak adlandırılmaktadır [32]. CSOS kitin veya kitosanın enzimatik, kimyasal 

veya bu metotların kombinasyonu ile üretilebilmektedir. Kitosanın kimyasal hidrolizi deasetile 

formundan dolayı yüksek sıcaklık gerektirmektedir. Kitosan ve kitosan oligomerlerin 

antibakteriyel aktivitesi üzerine günümüzde yapılan çalışmalarınsonuçları, kitosanın kitosan 

oligomerlerine göre bakteriler üzerinde daha iyi etki gösterdiğini ifade eden çalışmalar 

bulunmaktadır [33].  

 

 

Şekil 1.6: Kitosanın fonksiyonel grupları [34] 
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Kitosan oligosakkaritler fizikokimyasal bakımdan kitosan ve kitini andırmaktadır. İlk olarak 

kitosan oligosakkaritler toksik olmayan, biyouyumlu ve biyobozunurdur. İkinci olarak kitin çoğu 

solventte güçlükle çözünmekte iken kitosan yüksek viskosite ile birlikte zayıf çözünürdür ve 

düşük absorblanma kapasitesine sahiptir. Bu nedenle çözünürlük, viskozite, absarbsiyon olabilme 

insan faydalı CSOS için biyomedikal uygulamalar da ve pek çok alanda ayırt edici 

özelliklerdendir. Yani düşük moleküler ağırlıklı CSOS hem suda hemde fizyolojik şartlar altında 

tamamen çözünür ve gasrointestinal sistem ve diğer mukozal mebranlar tarafından neredeyse 

tamamı absorbe edilebilmektedir. Üçüncü olarak N-asetil glukozamin (GlcNAc) birimleri uzun 

bir zincir oluşturmak için tekrar etmektedir. Kitin genelde çok sayıda GlcNAc birimleri içerirken, 

kitosan N-glukozamin (GlcN) birimlerini içermektedir. Bu durum CSOS içinde benzerdir. Benzer 

pH değerlerinde kitosanın yapısında yer alan (GlcN) birimleri kolay protonlaştığı için kitosanın 

çok daha fazla pozitif yüklenmesini sağlar ve bu durumda birtakım özellikleri beraberinde 

getirmektedir. Aynı durum CSOS içende benzerdir. Sonuç olarak CSOS biyolojik ve kimyasal 

özellikleri için gerekli olan üç tane genel fonksiyonel reaktif grup içermektedir. Bu reaktif 

fonksiyonel gruplar; 1) Amino/asetamido (amino/asetamido grup); 2) C-2, -3, C-6 

pozisyonlarında yer alana birincil ve ikincil hidroksil grupları; 3) N-glukosamin birimleri 

arasındaki (β(1–4)) glikozidik bağdır [34]. 

Kitosan oligomerlerinin çeşitlenmesinde polimerizasyon derecesi önemli bir yer tutmaktadır. 

Hemokitooligosakkaritler GlcN (D unit) veya GlcNAc (A unit) birimlerinin oligomerleridir. 

Heterooligosakkaritler ise hem D hem de A birimlerinden oluşmaktadır. Polimerizasyon derecesi 

10’dan daha küçük olan heterokitooligosakkaritler suda çözünürdür. Ancak 10’dan daha büyük 

ise sudaki çözünürlüğü çözeltinin pH değerine ve N asetilasyon derecesine bağlıdır. Besin 

endüstrileri, ilaç endüstrileri ve bilim insanları tercihsel olarak heterokitooligosakkaritler 

tarafından kullanmaktadırlar. Birkaç monomer biriminden oluşan CSOS oligomer olarak 

adlandırılır ve bir oligomerdeki monomerik birimlerin sayısı polimerizasyon derecesi (DP) olarak 

görülür [32]. 

1.2.2 Yağ asitleri ve sülfatitler 

 

Yağ asitleri genellikle ya bir gliserol molekülüne yada bir sifingozin molekülüne bağlıdır. 

Gliserol üzerindeki her bir alkol grubuna bağlı yağ asitleri enerji bakımından önemli olan 

trigliseridleri oluşturmaktadır. Lipaz enzimi tarafından parçalandığında digliserid, monogliserid, 
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gliserol ve yağ asitleri açığa çıkmaktadır. Yağ asitlerinin sınıflandırılmasında 6 karbondan daha 

küçük olanlar kısa zincirli, 7-12 karbon arası olanlar ise orta zincirli, 13 ve daha fazla sayıda 

karbon zinciri içeren yağ asitleri ise uzun zincirli olarak tanımlanır [35]. Karbon zincir 

uzunluğunun yanı sıra karbon zincirinin doygunluk seviyesi de molekülün fiziksel özelliğini 

etkiler. Doymuş yağ asitleri karbon zincirinde çift bağ içermeyenlere denir. Eğer tek bir 

doymamış çift bağ varsa tekli doymamış yağ asitleri, daha fazla ise çoklu doymamış yağ asitleri 

denir. Çift bağın birden fazla olması geometrik ve konfügüral izomerlerin (cis veya trans 

izomerler) açığa çıkmasına sebep olur. İki molekülün arasındaki fiziksel özellikler oldukça 

faklıdır. Trans form molekülü daha düz yaparken cis form molekülü bükülmüş hale 

getirmektedir. Bu durum molekülün paketlenmesini engeller ve erime sıcaklığını düşürür. 

Yağ asitleri karboksil grubuna bağlı doymuş veya doymamış karbon zincirlerinden oluşan 

amfifilik moleküllerdir. Karboksil grup hidrofilik, karbon zinciri kısım ise hidrofobiktir. Bu 

durum non polar ve polar sıvılar arasında bir arayüzde düşük yüzey gerilimleri gibi davranır. Yağ 

asitlerinin sudaki çözünürlüğü non polar karbon zincirinin uzunluğu ile belirlenir. Uzun zincirli 

olan yağ asitleri daha az çözünürdür. Doğal olarak var olan yağ asitleri karbon zinciri çift 

sayılıdır. Fakat yapay üretilen yağ asitleri karbon zinciri tek olabilmektedir.  

Yağ asitlerinin antimikrobiyal mekanizmalarını aydınlatmak için yapılan çalışmalar 

bulunmaktadır. Yağ asitlerinin gram negatif ve gram pozitif bakterilere karşı antimikrobiyal 

özellikleri incelendiğinde doymuş yağ asitleri içerisinde laurik asit en fazla antimikrobiyal 

potansiyele sahipken doymamış yağ asitleri içerisinden ise lineloik ve linolenik yağ asitlerin en 

fazla antimikrobiyal aktivite potansiyeli gösterdiği rapor edilmiştir. [36]. 

Yağ asitlerinin bakterilere karşı olan etkinliği kültür besiyeri bileşenleri, pH ve sıcaklık gibi 

faktörler tarafından etkilenmektedir. Yağ asitlerinin antimikrobiyal mekanizması 10 mM 

araşidonik asit ile muamele edilen N. gonorrhoeae ve Haemophilus influenzae türlerinde iç ve dış 

mebranların ayrımı, hücre şeklinin kaybı, hücre yıkımı ve organisasyon bozukluğu gibi sonuçlar 

açığa çıkmaktadır [37]. Bu durum yağ asitlerinin ve monogliseritlerin amfifilik doğasından 

kaynaklanmaktadır. Yüksek konsantrasyonlarda yağ asitleri bakteri bakterilerin mebranlarındaki 

lipidlerin çözünmesini kolaylaşatıran bir deterjan gibi davranmaktadır. Bu durum hücrenin liziz 

olması anlamına gelmektedir. Bakteriyel lipit tabakası üzerinde florasan mikroskopi ile inceleme 

yapıldığında laurik asit, lauril sülfat ve kaprik asit tübül oluşturduğu, lauril sülfat ve monolaurin 
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tamamen fosfolipit tabakayı çözdüğü, momokaprin ise tübüllere veya tomurcuklanmaya sebep 

olduğu görülmüştür.  Bu sonuçlara göre hiçbir yağ asiti aynı karbon sayısına sahip olsa bile 

bakteriyel mebranları aynı mekanizma ile parçalamaz [38]. Ayrıca yağ asitleri evrensel olarak 

bulunabilirliğinden dolayı, doğal yollarla vücudumuzda yıkılabilmesi, ucuz olması gibi 

etkenlerden dolayı polimerik materyallerin sentezlenmesi için akademik ve endüstriyel 

uygulamaların ilgi odağıdır. Bitkisel kaynaklı yağ asiti polimerleri (VOBP) biyomateryal 

sentezlemede oldukça ilgi odağıdır. Bitkisel yağlar (ayçiçeği, pamuk, mısır) çeşitli kaynaklardan 

elde edilebildiğinden dolayı çeşitli polimerlerde sentezlenebilmektedir. Karbonhidrat ve protein 

gibi diğer temelli polimerler ile karşılaştırıldığında bitkisel temelli polimerler miçel oluşturabilme 

ve hidrofobik yapıları bol miktarda bulundurma özelliklerinden dolayı daha ilgi çekici olduğu 

bilinmektedir. 

 

Şekil 1.7: Laurik asit ve mololaurin yağ asitinin çeşitli bakteri türlerine karşı antimikrobiyal    

aktivitesi [35] 

 

 

Uzun hidrofobik zincirler ve büyük hidrofobik gruplar misel yapıların bozulmadan kalmasında 

yardımcı olurlar ve çevreye karşı ilaç bileşenlerini korurlar [39]. Hidrofobik merkez ve hidrofilik 

dış kabuk biyobozunur olduğu ve toksik olmadığı için hidrofobik polimer üzerine araştırmacıların 

çoğu doğal biyomateryallere odaklanmaktadırlar [40]. 

Sülfatitler ise özellikle hücrelerin birbirlerini tanımasında, yapışmada rol alan glikozaminoglikan 

gruplarında (hyaluronik asitler, heparin/heparin sülfatlar, kontrotin/dermatan sülfatlar, keratan 

sülfatlar) yer alarak onlara çeşitli biyolojik özellikler kazandırdıkları için oldukça önemlidir. Bu 
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nedenle sülfatit temelli polimerlerin sentezlenmesi kanser hücrelerinin yapışmasını 

engellemekten hücreler arası boşluk doldurmaya kadar pek çok uygulaması mümkün olacaktır 

[41].  

 

1.2.3 Kitosan sülfat polimerleri ve kanser tedavisi 

 

Kitosan doğal yollarla yıkılabilen, vücudumuza uyum gösteren, toksik özelliği olmayan bilinen 

en iyi polimerlerden birisidir [42]. Bu bakımdan kitosan pek çok polimer sentez çalışmalarının 

odağı hükmündedir. Yağ asitleri ve monogliseritlerin bakterilere karşı öldürücü etkilerini ifade 

etmektedir (Çizelge 1.3) [35]. Bilim insanları bu doğal polimerleri kullanaraktan onlarda küçük 

değişiklikler yapmak suretiyle pek çok yeni polimerik bileşikler sentezlemişlerdir. Bunlardan 

biriside sülfat kullanılarak yapılan modifikasyonlardır. Kitosanın kimyasal modifikasyonunda 

yeni biyolojik moleküller oluşturmak için sülfatın kullanılması ilgi odağıdır. Çünkü sülfat ile 

yapılan kimyasal modifikasyon kitosanın temel kimyasal ve iskeletsel yapısında değişiklik 

meydana getirmediğinden kullanılması oldukça avantajlıdır. Bu sayede kullanıma elverişli yeni 

biyolojik malzemeler sentezlenmektedir. Sülfat kullanılarak modifiye edilen kitosanın metal 

iyonlarının adsorplanmasından, ilaç taşıyıcı sistemlerin geliştirilmesine, kan ve doku 

uyumluluğuna ve antibakteriyel alanlar olmak üzere pek çok kullanımı bulunmaktadır [43, 44]. 

Kitosanın amino ve hidroksil gruplarının spesifik kimyasal modifikasyonları farmasotik 

uygulamalar için yeni ürünler oluşturabilir. Çünkü doğal kan çökelmesini engelleyen heparinin 

en yakın yapısal analoğu gibi davranan sülfatlanmış kitosanın yapısı anti-viral aktiviteler ve 

antisclerotic veya antikoagülant aktivitenin biomoleküler mekanizmasını gösterir. Çok 

fonksiyonlu polisakkaritlerin sülfanasyon reaksiyonları polimer zincirlerinde yapısal heteronije 

oluşturması kaçınılmazdır. Dolayısıyla bu durum bir belirsizliğe sebep olmaktadır. Fakat bu rast 

gelelik bazen de önemli bir karakter oluşmasına sebep olabileceği için de avantajlı olabilmektedir 

[45]. 
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Çizelge 1.3: Yağ asitleri ve monogliseritlerin bakterilere karşı öldürücü etkileri [35] 

Organizma En etkili yağ asitleri ve 

monogliseridleri 

Bakteri öldürme gösteren log 

azaltma test sonuçları 

Chlamydia trachomatis              Kaprik asit                              5 dk için 20 mM 

Laürik asit          10 dk için 10 mM 

Monokaprin 5 dk için 5mM 

Helicobacter pylori                        Laürik asit                              1 saat için 1 mM 

Monokaprin            1 saat için 1 mM 

Monolaürin 1 saat için 1 mM 

Monokaprilin                        1 saat için 5 mM 

Laürik asit                              40 dk için 1 mM 

Linolenik asit                          40 dk için 0.5 mM 

Monolaürin                            40 dk için 0.5 mM 

Monomiristin  40 dk için 0.9 mM 

Laürik asit                10 dk için 1.25 mM 

Palmitoleik asit                       10 dk için 1.25 mM 

Monokaprin              1 dk için 1.25 mM 

Monolaürin                                            1 dk için 1.25 mM 

 

Listeria monocytogenes              Laürik asit                              24 saat için 20 µg/ml 

Linolenik asit                          24 saat için 10µg/ml 

Monolaürin                                24 saat için 10 µg/ml 

24 saat için20µg/ml 

24 saat için 10µg/ml 

24 saat için 10µg/ml 

 

Mycobacterium smegmatis        Laürik asit                              24 dk için 0.2 mM 

Miristik asit                                                           20 dk için 0.2 mM 

Palmitoleik asit                       20 dk içn 0.2 mM 

Oleik asit                                                            20 dk için 0.1 mM 

 

Neisseria gonorrhoeae                 Laürik asit                              1 dk için 2.5 mM 

Palmitoleik asit                       1 dk için 2.5 mM 

Monokaprin                            1 dk için 2.5 mM 

Monolaürin                             1 dk için 2.5 mM 

Miristoleik asit                       2 dk için 0.5 mM 

Palmitoleik asit                       2 dk için 0.5 mM 

Linolenik asit                          2 dk için 0.5 mM 

Monokaprin                                         2 dk için 0.5 mM 

 

Stapylococcus aureus                    Laürik asit                              24 saat için 0.25 mM 

Monolaürin                                                          24 saat için 0.25 mM 
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Şekil 1.8: Kitosan sülfatın kimyasal yapısı [45] Şekil 1.9: Lineloik asit ile sentezlenmiş 

kitosanın yapısı [46] 

 

Sulfonat grupları serbest amino grupları üzerine doğrudan eklenerek sulfamate ürünlerinin (−NH-

SO3−) açığa çıkmasını sağlarken, sulfonat grupları içeren (R-SO3−) bileşikler aracılığı ile 

eklenmesi sulfonat ürünlerin (−NH-R-SO3−) açığa çıkmasına sebeb olur. Sülfonasyon reaksiyonu 

hidroksil grupları üzerinde olması sülfatit ürünlerin (−O-SO3−) olduğunu gösterir [47]. 

3-O-Sulfogalactosylceramide (3-sulfatide) insan beyni ve diğer dokulardan ilk izole edilen 

sulfolipiddir. 3-Sulfatit sinir sistemi, bakteriyal enfeksiyon ve immün sistem gibi pek çok 

biyolojik fonksiyonlara sahiptir. 3-Sulfatit laminin, trombospondin, antistatin ve insan immün 

sistem yetersizliğine sebep olan HIV-1 gibi pek çok proteinle etkileşim göstermektedir. 3-Sulfatit 

kanser hücrelerinin yüzeyi üzerine kan dolaşımında bulunan selektin proteinleri için doğal bir 

ligand gibi hizmet etmektedir. Selektin proteinleri ise metastaz için kolaylaştırıcı fonksiyonu 

vardır. Yapılan bir araştırmada 3-Sulfatit ile muamele edilen karsinoma hücrelerini lamin ve 

vitronektin proteinlerine bağlanması incelendiğinde metastaz potansiyelini azalttığı görülmüştür. 

Kötü huylu tümör hücrelerinin başlangıç tümörden farklı bölgelere yayılması çoğalmayı, istila 

etmeyi, göçü, yapışmayı içeren karmaşık bir süreçtir [48].  

Metestatik göğüs kanserlerinde endotel hücre bölünmesi ve yeni damar yollarının oluşumu 

heparin bağımlı büyüme faktörleri ile ilişkilidir. Düşük afiniteli reseptör olan heperan sülfat (HS) 

ile fibroblast büyüme faktörleri-2 (FGF-2)’nin etkileşimi FGF-2’nin daha yüksek afinite 

resöptörü tirozin kinaza (FGFR) bağlanması için konformasyonel değişim götermesi bakımından 

önemlidir. Bu nedenle HS, FGF-2 ve hücre yüzeyinde vaskular endotel büyüme faktörü (VEGF) 
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gibi diğer HS bağlı büyüme faktörlerinin düzenli salınımı ve depolanması için önemlidir. Nihai 

olarak göğüs kanserelerinde kanserin oluşumu süresince HS değişimleri FGF-2 bağlanmasında ve 

fibroblast büyüme faktörü-resöptörü (FGFR) üçlü kompleks bağlanmasında değişime sebeb olur.  

 

 

 

Şekil 1.10: Sülfatlanmış kitosanın kullanım alanlarını göstermektedir [50] 

 

Mundhenke ve arkadaşları [49] sonuçlarına göre doğal sülfatlı polisakkaritler (pentosan 

polysulphate, tecogalan ve fucoidan) FGF-2 ile bağlanabilir ve FGF-2’nin HS ile etkileşimine 

engel olurlar ve hücre göçü (metastaz) ve çoğalmasını inhibe edebildiğini rapor etmişlerdir. 

Patolojik damarlaşma (anjiyojenez) tümör büyümesi ve metastaz gibi kompleks hastalıkların 

gelişiminde rol almaktadır. Damar ağları ile ilişkli tümörleri inhibe etmekle, oksijen, besinler ve 

metabolizmanın artık ürünlerinin veilmesi engellenebilir. Tümör büyümesi sürecinde kontrolsüz 

damarlaşma büyüme faktörlerinin salınımı kontrolsüz yeni damar yollarının oluşumuna sebeb 

olmaktadır. Tüm bilinen damarlaşma faktörleri arasında damar endotel büyüme faktörleri 

(VEGF) yeni damarlaşma oluşumu süresince damar gelişiminin kritik düzenleyicileridirler. 

Damar endotel büyüme faktör resöptör -2 (VEGFR2) bağlanması ile dimerleşir ve oto posforile 

olarak alt kademedeki sinyal yolağını başlatır ve bu durum nihai olarak tümör damarlaşmasına, 

damar geçirgenliğinde artışa, hücre çoğalmasına ve göçe sebeb olmaktadır. Bu nedenle 

VEGF/VEGFR2 sinyal yolağının inhibisyonu tümör için yeni damarlaşmanın inhibisyonunda 

önemli bir çalışma konusu olmaktadır. Klinik olarak ilgili yolağı inhibe eden “bevacizumab” ve 
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“sorfenib” gibi ilaçlar bulunmaktadır. Fakat pahalı olmaları nedeni ile diğer kullanım alanlarını 

sınırlandırmaktadır. Bilim insanları bu nedenle daha ucuz ve alternatifleri çok olan ilaçları 

araştırma eğilimindedirler [51]. Yapısında oldukça sülfat grupları bulunduran heparin uzun 

süeredir antikoagülan ilaç olarak kullanılmaktadır. Antikoagülan özelliğine ek olarak 

VGFF/VEGFR2 sinyal yolağınıda inihibe edici bir ajan olduğu bazı deneysel çalışmalar ile 

gösterilmiştir [52, 53].  

Güçlü antikoagülan özelliğinden dolayı tümör tedavisinde heparinin klinik uygulamaları 

kısıtlıdır. Bu nedenle araştırmacılar heparinin güçlü antikoagülan özelliğini azaltacak ve VEGF 

ile daha çok fazla afinite göstermesi bakımından kimyasal modifikasyonlar yapmaktadırlar. 

Kitosan sülfat grupları eklendikten sonra heparinin aktif birimleri ile birlikte karşılatırıldığında 

1,4-β-glukosamin’nin daha çok benzer yapısına sahiptir. Bu nedenle kitosan sülfat yeni 

damarlaşmayı inihibe etmek ve heperinin yan etkilerini azaltmak için aday olarak 

gösterilmektedir [51]. Geçen on yıl süresince glikomiks ve glikoproteomiks teknolojilerindeki 

gelişmelerin bir sonucu olarak anormal hücre yüzey glikolizasyonu hücresel onkogenez ve tümör 

ilerlemesinin önemli bir belirtisi olarak dikkate alınmaktadır. Kanserin bazı tiplerinde tümör 

mikroçevresi ve serum glikoproteinleriyle ilişkili olarak kanser hücre yüzey glikoproteinlerinin eş 

zamanlı olarak değişimleri glikobiyomarker olarak potensiyel göstermektedirler. Aynı zamanda 

glikolipidler ve glikoamioglikanlarda (GAGs) meydana gelen değişimlerden dolayı tümör ilişkili 

yüzey antijenleri (TASA) olarak adlandırılmaktadırlar.  

C tip transmebran lektinler tümör hücrelerinin endotel hücreler, plateler ve lökositler ile spesifik 

yapışma etkileşimlerine aracılık etmektedir. Bu lektinler endotel hücrelerinde (E-Selektin) 

trombosit (platelet) hücrelerinde (P-Selektin) ve lökosit hücrelerinde (L-Selektin) olarak 

bulunmaktadırlar ve glikoepitopları ile etkileşim göstermektedirler. Tümör mikroçevresinde 

(TME) selektinler lökosit gereksinimlerinde, tümör enflamasyonunda ve metastatik potansiyel 

kazanımıyla ilişkilidir.   
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Şekil 1.11: Sülfatit kitosanın VEGF/VEGFR2 yolağı inhibisyon mekanizması [51] 

 

 

 

Şekil 1.12: Sulfatit polisakkaritlerin ümmin sistem üzerine etkisi [54] 

 

P–Selektinler (CD62P) tümör büyümesinde ve metastazında rol almaktadır. Çünkü CD62P 

kanser hücreleri ile plateler arasındaki etkileşimleri kolaylaştırarak tümörün oluşumuna katkı 

sağlarlar. E-Selektin (CD62E) de kanser hücre yapışmasında rol almaktadır. L-Selektin (CD62L) 

ise, tümör lökosit etkileşimlerini düzenler ve hücre yapışmasını ilerletir. Selektinlerin kanserdeki 

kritik fonksiyonlarından dolayı pek çok araştırmacı selektin –glikan etkileşimlerini bozacak 

şekilde çalışmalarını sürdürmektedir [55, 56]. 
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Şekil 1.13: Selektinlerin tümör adezyonundaki rolü [57] 

 

Melanoma hücrelerinin kan damarlarına yapışması selektin ve ligandlarının bağlanmasıyla 

tetiklenmektedir. Bu sonuçlar dış yapılı sülfatitlerin metastazını baskılayabildiğini ileri 

sürmektedir.  

 

1.2.4 Antikoagülant ajanlar olarak kitosan 

 

Heparin pahalı bir ürün olmasına rağmen kanda çökelmeyi önleyici olarak en çok kullanılan 

bileşiktir. Bu nedenle teşebbüsler yeni sentetik antikoagülantların sentezi üzerine olmuştur. Fakat 

sentezlenen moleküllerin hiçbirisi heparin kadar az toksik değildir. Selüloz ve nişasta sülfürik asit 

esterleri toksik olmasına rağmen kitin disülfürik asit daha az toksiktir. Kitosanın sülfatlanmış 

türevleri heparin gibi yapıların elde edilmesinde en önemli uygulamalardan biridir. Kitosandaki 

sülfür içeriğinin artmasına bağlı olarak sülfatlanmış kitinin antikoagülant özelliği artmakta 

olduğunu ileri süren çalışmalar da bulunmaktadır. Örneğin; düşük moleküler ağırlıklı N-

carboxymethyl chitosan 3,6-disulfonate heparine benzer antikoagülant özelliği sergilediği ve 

kana eklendiğinde hücresel yapılar üzerinde hiçbir yan etkinin gözlemlenmediğini rapor eden 

çalışmalar bulunmaktadır. Bu nedenle bu sentezlenen polimer kanı depolamada kullanışlı olabilir 

[48, 58]. 
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1.2.5 Metal iyonlarının absorblanması 

 

Kitosan türevlerinin büyük bir bölümü kitosanın temel iskeleti üzerine yeni fonksiyonel grupların 

bağlanmasıyla metal iyonlarını absorblamada önemli rol oynamaktadır. Yeni fonksiyonel 

grupların kitosan ile birlikte bağlanmasından çeşitli amaçlar düşünülmektedir; 

1. Bağlama bölgelerinin yoğunluğunu artırmak. 

2. Metal bağlanması için pH aralığını değiştirmek 

3. Hedef metaller için bağlanma seçiciliğini artırmaya yönelik bağlanma bölgelerini 

değiştirmek olarak sıralanabilir. Kitosan üzerine sülfür bileşenlerinin eklenmesi şelatlayıcı 

kitosan bağlı resinlerin tasarımları için pek çok çalışmaların konusudur. Bu şekilde 

sülfatlanmış türevler civanın geri kazanılması ve özel metallerin tutulması için başarılı 

şekilde test edilmiştir. Bu durum metal iyonları için sülfür bileşiklerinin şelatlayıcı 

afinitesine dayanmaktadır. 

Asidik çözeltilerde metal iyonları için bağlanma kapasitesini arttırmak için kitosana sülfonik 

gruplar da ilave edilmektedir. Furan halkası üzerine bir sülfonik asit grubunun varlığı; 

1. Çözünürlüğü arttırdığı 

2. Çoklu amfolit davranış sergilediği 

3. Şelatlama kapasitesini etkilediği 

4. Biyolojik aktivitesi gibi parametrelerde etkili olduğu bilinmektedir.  

N-sulfofurfuril kitosanın metal şelatlama gücü sırasıyla Cu(II) > Pb(II) > Ni(II) > Cr(III) > 

Co(II)’dır. N-sulfofurfuril kitosan metal iyonlarının uzaklaştırılması için en etkili bileşendir [59]. 

Diğer doğal polimerler ile kitosan kıyaslandığında kitosanın şelatlama yeteneğinin daha etkili 

olduğu bazı araştırmacılar tarafından ileri sürülmüştür [5, 60]. Doğal olarak bulunan 

polimerlerden selüloz, agar, agaroz, aljinik asit, dekstran, karagenan yine doğal bir polimer olan 

kitosan ile karşılaştırldığında kitosan bazik bir polimer iken diğerleri asidik polimerlerdir. Bu 

nedenle kitosanın bazik olması diğer bahsi geçen asidik polimerlere göre bazı avantajlar 

sunmaktadır. Bu avantajlardan biri metal iyonlarını şelatlayıcı özelliği kazandırmasıdır [5]. 

 

1.2.6 Antimikrobiyal ajanlar 

 

Eşsiz polikatyonik doğasından dolayı kitosan ve onun türevleri antimikrobiyal ajanlar olarak da 

kullanılmaktadır. Kitosanın fungal büyümesini inhibe ettiğini rapor eden çalışmalar 
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bulunmaktadır. Bu durum kitosanı potansiyel olarak moleküler ağırlık bağımlı antifungal bir ajan 

yapar. Ek olarak günümüz çalışmalarının kitosan ve onun türevlerinin mikroorganizmalara karşı 

antigonistik etkisi besin endüstrisinde çeşitli endişelere sebep olmaktadır. Ayrıca bu materyallerin 

antimikrobiyal besin koruyucusu gibi potansiyel olarak kullanımı da bulunmaktadır. Kitosan ve 

onun türevleri ile bazı mikrobiyal türlerle (Candida albicans, Trichophyton rubrum ve 

Trichophyton violaceum) yapılan antimikrobiyal çalışmalarında eklenen grupların yoğunluk ve 

çeşidi önemli olmakla birlikte pH değişimleri de ayrıca önemlidir. Staphylococcus aerus ve 

Pseudomonas aeruginisa üzerine yapılan antimikrabiyal çalışmada sülfanasyon oranının önemli 

olduğuna dikkat çeken çalışmalar bulunmaktadır [61]. 

 

1.2.7 İlaç taşıma uygulamaları 

 

Kitosan çeşitli asitlerin sulu ortamlarında çözünmez ve su içerisinde miçel yapılar oluşturmazlar. 

N-Alkil-O-sulfatit kitosan uzun zincir alkil gruplarına sahip olmakla birlikte hidrofobik karakter 

sergilerken sülfat grupları ise hidrofilik karakter sergilemesine neden olur. Bu durum amfoterik 

olarak bilinmektedir ve su ortamlarında miçel yapıların oluşmasına neden olur ve oluşan miçel 

hacmi 100-400 nm büyüklüğündedir. Taksol suda çözünmeyen antikanser ajandır. Bu şekilde 

fiziksel olarak hapsetme ile polimerik miçeller içerisinde çözündürülebilmektedir. Sonuçta N-

Alkil-O-sulfatit kitosan miçelleri içerisinde taksol konsantrasyonu su içerisindeki 

konsantrasyonundan daha fazla olduğu deneysel uygulamalar ile gösterilmiştir. Bu nedenle N-

Alkil-O-sulfatit kitosan potansiyel olarak anti kanser ilaç veya sadece ilaç taşımada 

kullanılabilinir [62]. 
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2. MATERYAL ve METOT  

 

EKLER kısmında kullanılan kimyasallar (EK-1), cihazlar (EK-1) ve mikroorganizmalar (EK-2) 

verilmiştir. 

 

2.1 Orta Dereceli Moleküler Ağırlıklı Kitosanın (Cs) Modifikasyonu 

 

1 gram kitosan (medium molecular weight (Sigma ürün kodu: 448877), deasetilasyon derecesi 

%75-85) %1’lik 100 ml asetik asitte çözündü (Şekil 2.1 A). Oda sıcaklığında 15 saat süresince 

karıştırıldı. Üzerine 85 ml metanol eklendi. 0.172 g EDC ve 0.57 ml oleik asit 15 ml metanolde 

çözüldü ve 2 saat oda sıcaklığında karıştırıldı. Yağ asiti aktive edildikten sonra (Şekil 2.3) kitosan 

üzerine damlatma yöntemi ile eklendi. 24 saat oda sıcaklığında reaksiyon devam edildi (Şekil 2.1 

B ve Şekil 2.4). Üzerine 40 ml methanol /amonyak (7:3 v/v) karışımı eklendi. Filtreden süzüldü. 

10 dk. 5000 g’de +4℃’de santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Sırasıyla metanol dietileter, distile 

su ile yıkama işlemleri yapıldı (Şekil 2.5 A, B). 5 dk. 5000 g’de +4℃’de santrifüj edildi. 

Süpernatant döküldü. Üzerine metanol eklendi. Tekrar santrifüj edildi. Süpernatant döküldü. 

Üzerine dietil eter eklendi. Tekrar santrifüj edildi. Süpernatant döküldü. Pelet distile su ile 

yıkandı. Santrifüj edildi. 24 saat 30℃’de vakumlu etüvde kurutuldu. Kurutulan örnek daha 

önceden buz içerisinde soğutulmuş H2SO4 ve HCISO3 (1:2 V/V) 45 ml içerisine eklendi. 12 saat 

oda sıcaklığında karıştırıldı (Şekil 2.2 C). 4 katı soğuk dietileter eklendi ve örnekler çöktürüldü. 

Liyafilizatörde eksi (-) 60℃’de kurutuldu (Şekil 2.5 C, D) (OlcShCs ile gösterildi) [46, 63-66].  

  

Şekil 2.1: Kitosan molekülünün oleik asit ile reaksiyonu 



23 

 

 

Şekil 2.2: Kitosan ile oleik asit ve sülfatın reaksiyonu 
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Şekil 2.3: Oleik asit ile EDC molekülünün etkileşimi. 3D yapısı (sağ) (Chemdraw 3D) 

 

 

 
Şekil 2.4: Kitosan oleik asit ve sülfatit kompleksi. 3D yapısı (sağ) (Chemdraw 3D) 
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Şekil 2.5: Sentez aşamasında labaratuvarda kullanılan evaparatör (A, B), liyafilizatör (C, D), 

sitotoksisite deneylerinde kullanılan hücre kültür labaratuvarı (E) 
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2.2 Modifiye Kitosanın Kimyasal Karakterizasyonu 

 

2.2.1 FT-IR analizi  

 

Sentezlenen modifiye kitosan (OlcShCs) IR spektrumu Cumhuriyet Üniversitesi Teknolojik 

Araştırma Merkez (CÜTAM) Laboratuvarında hizmet alımı karşılığında BRUKER Tenson II 

marka spektrofotometresi ile FT-IR analizi gerçekleştirildi. 2 mg OlcShCs doğrudan cihaza 

konularak 4000 cm-1 ile 400 cm-1 aralığında spektrum taraması gerçekleştirildi. Kitosan 

molekülünün (Cs) FT-IR analizine de bakılaraktan karşılaştırma yapıldı. OlcShCs molekülünde 

yeni bağların oluştuğunu gösteren pikler belirlendi. 

 

2.2.2 H1 NMR analizi 

 

H1 (Hidrojen) NMR analizi için (JEOL (400 MHz) JNM-ECZ400S/L1) kullanıldı. Kitosan ve 

modifiye kitosan 5 mg miktarı 0.5 ml triflora asetik asit içerisinde çözündü. İlgili cihazda ölçüm 

proton analizi gerçekleştirildi. 

 

2.2.3 DSC, TGA ve DTA analizi 

 

Kitosan molekülüne yağ açil zinciri ve sülfat grubunun bağlanmasının termal etkisi SHIMADZU 

TA60 DSC termal analiz sistemi kullanılarak gerçekleştirildi. OlcShCs ve Cs örnekleri (3-5 mg) 

hava geçirmez kapalı alüminyum pan (tava) içerisine konuldu. Nitrojen atmosferi altında sabit 

10℃/dakika artış oranı ile 500℃’ye kadar ısıtıldı. Boş bir aliminyum pan ise referans olarak 

kullanıldı.  

2.3 Modifiye Kitosanların Biyolojik Karakterizasyonu 

 

2.3.1 Antibakteriyal aktivite 

 

Antimikrobiyal analiz için petri sayma metodu uygulandı. Antimikrobiyal aktivite daha önceki 

çalışmalarda antimikrobiyal duyarlılık için kullanılmış olan E. coli CICC 21524 (gram-), Bacillus 
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subtilis ATCC 21332 (gram +), Staphlococcus epidermidis ATCC 12228 (gram+) türlerine karşı 

petri sayma yöntemi kullanılarak test edildi [67]. Her bir bakteri türü için bir tek koloni yaklaşık 

10 ml steril Lauril Broth (LB) besiyerinde taze olarak inoküle edildi ve gece boyu 115 rpm 

çalkalamalı su banyosunda inkübe edildi. Elde edilen bakteriyal süspansiyon steril fizyolojik 

tuzlu su (%0.85 (w/v)) içerisinde seri sulandırma yöntemi ile ortamda 102-103 CFU/ml koloni 

olacak şekilde (ortalama 106 kat seyreltme) sulandırmaları yapıldı [68]. Farklı konsantrasyonlarda 

(%0 (kontrol), %0.01, %0.05, %0,20, %0.50, %1.0 (w/v)) Cs %0.5 (v/v) asetik asit içerisinde 

hazırlandı. Solüsyonların pH'ı 1M NaOH kullanılarak 5.5'e ayarlandı. Benzer şekilde modifiye 

kitosan (OlcShCs pH 5.5) örnekleri de hazırlandıktan sonra tüm solüsyonlar 121℃’de 20 dakika 

otoklav edildi. 50 µl seyreltilmiş bakteriyal solüsyonlardan alınarak steril ependorf tüp içerisine 

ayrı ayrı konuldu. Üzerine 100 µl Cs ve OlcShCs solüyonlarından da konularak karıştırıldı. LB 

agar plate üzerine 150 µl inokulum ekim yapıldı. Steril deney tüpleri kullanılarak agar plate 

üzerine yayma yapıldı. Ters çevrilerek 37℃’de gece boyu inkübe edildi. Kontrol olarak steril 

distile su kullanıldı. Büyüyen koloniler sayıldı. Aşağıdaki formül uygulanarak inhibisyon oranları 

(IR) yüzdelik olarak hesaplandı (Eşt: 1). 

IR (%) = (N1 −N2) / N1× 100                                                                                                      (1) 

N1: Distile su kullanılarak elde edilen bakterilerin aritmetik ortalama koloni sayısı 

N2: Cs ve OlcShCs örneklerinden elde edilen bakterilerin aritmetik ortalama koloni sayısı [69]. 

 

2.3.2 Antifungal aktivite  

 

Antifungal analiz için petri sayma metodu uygulandı. Antifungal aktivite daha önceki 

çalışmalarda antifungal duyarlılık için kullanılmış olan Candida albicans ATCC 60193 türüne 

karşı petri sayma yöntemi kullanılarak test edildi [67]. Candida albicans türü için bir tek koloni 

yaklaşık 10 ml steril LB besiyerinde taze olarak gece boyu 37℃’de 115 rmp çalkalamalı su 

banyosunda çoğaltıldı. Elde edilen bakteriyal süspansiyon steril fizyolojik tuzlu su (%0.85 (w/v)) 

içerisinde seri sulandırma yöntemi ile ortamda 102-103 CFU/ml koloni olacak şekilde (genel 

olarak 1010 kat seyreltme) sulandırmaları yapıldı [68]. Farklı konsantrasyonlarda (%0 (kontrol), 

%0.01, %0.05, %0,20, %0.50, %1.0 (w/v)) Cs %0.5 (v/v) asetik asit içerisinde hazırlandı. 
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Solüsyonların pH'ı 1M NaOH kullanılarak 5.5'e ayarlandı. Benzer şekilde modifiye kitosan 

(OlcShCs pH 5.5) örnekleri de hazırlandıktan sonra tüm solüsyonlar 121℃’de 20 dakika otoklav 

edildi. 50 µl seyreltilmiş solüsyonlarından alındı. Steril ependorf tüp içerisine ayrı ayrı konuldu. 

Üzerine 100 µl Cs ve OlcShCs solüyonlarından da konularak karıştırıldı. LB agar plate üzerine 

150 µl inokulüm döküldü ve steril deney tüpleri kullanılarak agar plate üzerine yayılarak ekim 

yapıldı. Ters çevrilerek 37℃’de gece boyu inkübe edildi ve kontrol olarak steril distile su 

kullanıldı. Büyüyen koloniler sayıldı. Aşağıdaki formül uygulanarak inhibisyon oranları (IR) 

yüzdelik olarak hesaplandı (Eşt: 2). 

IR (%) = (N1 −N2) / N1× 100                                                                                                      (2) 

N1: Distile su kullanılarak elde edilen Candida albicans türünün aritmetik ortalama koloni sayısı 

N2: Cs ve OlcShCs örneklerinden elde edilen Candida albicans türünün aritmetik ortalama 

koloni sayısı [69]. 

 

2.3.3 Antikanser aktivite 

 

Canlı kanser hücrelerinin sayısı MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5 diphenyltetrasodium 

bromide) testi ile belirlendi [70]. İlgili kanser hücreleri MTT moleküllerini parçalar ve renkli 

farmozon kristalleri oluştururlar. HeLa (ATCC® CCL-2 ™) hücre hattı sırasıyla %10 (v / v) fetal 

bovine serum (FBS), 100 Unit/ml Penicillin ve 100 μg/ml Streptomycin içeren DMEM Medium 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (ATCC® 30-2002 ™) içerisinde 37℃’de %5 CO2 

inkübatöründe çoğaltıldı. HeLa hücreleri %70-80 büyüme oranlarına ulaşıncaya kadar pasaj 

edildi (Şekil 2.5 E). Daha sonra 105 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96-well plate içerisine ekildi. 

24 saat hücrelerin yüzeye tutunması için bekletildi. 10-1000 µg/ml OlcShCs örnekleri ile HeLa 

hücre hattı 24, 48, 72 saat süresince etkileştirildi. 5 mg/ml konsantrasyonuna sahip 10 µl MTT 

solüsyonu her bir well içerisine eklendi ve 2 saat 37℃’de %5 CO2 inkübasyona bırakıldı. Daha 

sonra MTT ve medium aspire edildi. 100 µl DMSO eklendi ve oda sıcaklığında 15 dakika 

karıştırılarak inkübe edildi ve 570 nm dalga boyunda absorbans değerleri okundu. Her bir örnek 3 

kez okuma ile tekrar edildi ve en az 3 farklı pasaj için test edildi. Absorbans değerleri 

kullanılarak her bir örnek için GraphPad Prism7 aracılığı ile IC50 değerleri tespit edildi. 
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3. BULGULAR  

 

3.1 Cs ve OlcShCs Örneklerinin Kimyasal Karakterizasyonu 

 

3.1.1 Cs ve OlcShCs örneklerinin FTIR analizi 

 

Kitosan ve modifiye kitosanın fonksiyonel gruplarını değerlendirmek için FT-IR analizi 

kullanıldı. Şekil 3.1 ve 3.2’de Cs ve OlcShCs’nin FT-IR spektrum sonuçlarına bakıldığında 

Cs’nin spekrumları; 3280 cm-1, 2876 cm-1, 1646 cm−1, 1568 cm−1 ve 1374 cm−1, 1150 cm-1, 1026 

cm-1 dalga boylarında keskin pikler açığa çıktığı görülmektedir. Modifiye kitosan (OlcShCs) için 

bu değerler ise 2987 cm-1, 1732 cm-1,  1634 cm−1, 1526 cm−1, 1445 cm−1, 1207 cm-1, 1026 cm-1, 

1107 cm-1, 1007 cm-1, 919 cm−1, 788 cm−1 dalga boylarında keskin pikler açığa çıktığı 

görülmektedir.  

 

 

Şekil 3.1: Cs ve OlcShCs örneklerinin FTIR analizi 
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3.1.2 H NMR analizi 

 

H1 NMR analiz sonucuna bakıldığında (Şekil 3.3) Cs için 11.5 ppm, 2.4 ppm, 3.6 ppm, 3.8-4.5 

ppm, 5.0 ppm, 5.2 ppm bölgelerinde spektrum pikleri açığa çıktığı anlaşılmaktadır. OlcShCs için 

bakıldığında (Şekil 3.4) Cs için açığa çıkan spektrum piklerine ek olarak 1.4 ppm noktasında da 

pik yine görülmektedir. Kitosan ile modifiye kitosanın H1 NMR sonuçları üst üste 

çakıştırldığında (Şekil 3.5) açığa çıkan yeni pik 1.4 ppm noktasında görülmektedir. Ayrıca H1 

NMR (400 Mhz) analiz sonucuna bakıldığında OlcShCs için (Şekil 3.6) 1.4 ppm noktasında pik 

yine detaylı olarak görülmektedir.  

 

 

 
Şekil 3.2: Cs ve OlcShCs örneklerinin sadece ilgilenilen piklerin FTIR analizi. a) 1642 cm-1, 

b)1565 cm-1, c)1372 cm-1, d)2986  cm-1, e)2904  cm-1, f)1732  cm-1, g)1634  cm-1, h)1207  cm-1, 

k)782cm-1 
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Şekil 3.3: Kitosanın (Cs) H1 NMR (400 MHZ) analizi 

 

 

 

 
 

Şekil 3.4: Modifiye kitosanın (OlcShCs) H1 NMR (400 MHZ) analizi 
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Şekil 3.5: Cs ve OlcShCs’nin H1 NMR elle çakıştırma analizi 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.6: OlcShCs için elde edilen H1 NMR odaklanılan bölgenin büyütülmüş analizi 
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3.1.3 DSC, DTA ve TGA analizleri 

 

Cs ve OlcShCs’nin Şekil 3.7’de gösterildiği üzere DSC termogram analizi sonuçlarına bakıldığında 

hem Cs hemde OlcShCs için bir çift endotermik ve ekzotermik pikler görülmektedir. Kitosanın 

DSC termogramında 90-100°C aralığında geniş bir endotermik pik görülmektedir. OlcShCs’nin 

DSC termogramında ise kitosanda olduğu gibi 90-100°C ve 240°C’de küçük ekzotermik pikler 

bulunmaktadır.  

3.2 Biyolojik Karakterizasyon  

 

3.2.1 Antibakteriyal aktivite 

 

Kitosanın (Cs) E. coli’ye karşı antibakteriyal etkisi (Çizelge 3.1 ve Şekil 3.8) konsantrasyon 

bağımlı olarak E. coli’ye karşı antibakteriyal etki göstermektedir. Çizelge 3.1’de verilen 

sonuçlara bakıldığında %1’lik kitosan 99.18 ±3.09, %0.5’lik kitosan 99.25 ±0.48, %0.2’lik 

kitosan 95.62 ±4.11, %0.05’lik kitosan 93.05 ±13.48, %0.01’lik kitosan 83.59 ±9.75 oranında E. 

coli bakterilerine karşı inhibisyon sonuçlarını göstermektedir. Modifiye kitosanın (OlcShCs) E. 

coli’ye karşı antibakteriyal etkisi değerlendirildiğinde (Çizelge 3.1 ve Şekil 3.9) %1’lik modifiye 

kitosan 0 ±6.69, %0.5’lik modifiye kitosan 0 ±5.32, %0.2’lik modifiye kitosan 0 ±58.34, 

%0.05’lik modifiye kitosan 0 ±6.79 sonuçları elde edilirken %0.01’lik modifiye kitosan 

uygulamasından sonuç alınamadı.  

Çizelge 3.2 ve Şekil 3.10’a bakıldığında %1’lik kitosan 87.50 ±0.48, %0.5’lik kitosan 88.75 ±0.5, 

%0.2’lik kitosan 82.50 ±2.06, %0.05’lik kitosan 80 ±1.25, %0.01’lik kitosan 75 ±1.25 oranında 

Bacillus subtilis bakterilerine karşı inhibisyon sonuçları gösterirken Çizelge 3.2 ve Şekil 3.11’e 

bakıldığında negatif kontrol olarak kullanılan distile su ile kıyaslandığında %1’lik modifiye 

kitosan 6.66 ±1.25, %0.5’lik modifiye kitosan 0 ±2.63, %0.2’lik modifiye kitosan 0 ±4.79, 

%0.05’lik modifiye kitosan 0 ±2.63, %0.01’lik modifiye kitosan 0 ±0 yüzdelik oranlarında 

Bacillus subtilis bakterilerine karşı antibakteriyal etki göstermektedir. 

Çizelge 3.3 ve Şekil 3.12’de verilen sonuçlara göre  %1’lik kitosan 100 ±0, %0.5’lik kitosan 

99.31 ±0.48, %0.2’lik kitosan 97.21 ±0.95, %0.05’lik kitosan 69.24 ±2.06, %0.01’lik kitosan 

54.55 ±1.25 oranında Staphylococcus epidermidis bakterilerine karşı inhibisyon oranları 
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gösterirken, yine Çizelge 3.3 ve Şekil 3.13’de ifade edilen sonuçlara göre; negatif kontrol olarak 

kullanılan distile su ile kıyaslandığında %1’lik modifiye kitosan 59.13 ±4.97, %0.5’lik modifiye 

kitosan 54.50 ±4.36, %0.2’lik modifiye kitosan 55.79 ±8.96, %0.05’lik modifiye kitosan 20.83 

±79.04, %0.01’lik modifiye kitosan 54.76 ±5.25 oranlarında Staphylococcus epidermidis 

bakterilerine karşı antibakteriyal aktivite göstermektedir. 

 

Çizelge 3.1: Kitosan ve modifiye kitosanın E. coli türüne karşı antibakteriyal etkisi 

Örnek konsantrasyonu (%) 

(w/v) %0 %0.01 %0.05 %0.20 %0.50 %1 

Cs 0 83.59 ± 9.75 93.05 ± 13.48 95.62 ± 4.11 99.25 ± 0.48 99.18 ± 3.09 

OlcShCs 0 ND 0 ± 21.18 0 ± 58.34 0 ± 5.32 0 ± 6.69 
(ND: Belirlenemedi) 

 

 

Çizelge 3.2: Kitosan ve modifiye kitosanın Bacillus subtilis türüne karşı antibakteriyal etkisi 

Örnek konsantrasyonu (%) 

(w/v) %0 %0.01 %0.05 %0.20 %0.50 %1 

Cs 0 75 ± 1.25 80 ± 1.25 82.50 ± 2.06 88.75 ± 0,5 87.50 ± 0.48 

OlcShCs 0 0 ± 0 0 ± 2.63 0 ± 4.79 0 ± 2.63 6.66 ± 1.25 

 

 

Çizelge 3.3: Kitosan ve modifiye kitosanın Staphylococcus epidermidis türüne karşı     

antibakteriyal etkisi 

 

Örnek konsantrasyonu (%) 

(w/v) %0 %0.01 %0.05 %0.20 %0.50 %1 

Cs 0 54.55 ± 1.25 69.24 ± 2.06 97.21 ± 0.95 99.31 ± 0.48 100 ± 0 

OlcShCs 0 54.76 ± 5.25 20.83 ± 79,04 55.79 ± 8.96 54.50 ± 4.36 59.13 ± 4.97 
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Şekil 3.7: Cs ve OlcShCs’nin termogravemetrik analizi 
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Şekil 3.8: Kitosan (Cs) molekülünün Luria-Bertani (LB) agar besi ortamında 37℃’de gece 

boyunca inkübe edilen E. coli bakterisine karşı antibakteriyal etkisi. dH2O kontrol, A) %1, B) 

%0.5, C) %0.2, D) %0.05, E) % 0.01 kitosan konsantrasyonu 

 

 

Şekil 3.9: Modifiye kitosan (OlcShCs) molekülünün Luria-Bertani (LB) agar besi ortamında 

37℃’de gece boyunca inkübe edilen E. coli bakterisine karşı antibakteriyal etkisi. dH2O 

kontrol, A1) %1, B1) %0.5, C1) %0.2, D1) %0.05, E1) %0.01 modifiye kitosan konsantrasyonu 
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Şekil 3.10: Kitosan molekülünün Luria-Bertani (LB) agar besi ortamında 37℃’de gece 

boyunca inkübe edilen B. subtilis bakterisine karşı antibakteriyal etkisi. dH2O kontrol, A) %1, 

B) %0.5, C) %0.2, D) %0.05, E) % 0.01 kitosan konsantrasyonu 

 

 

Şekil 3.11: Modifiye kitosan (OlcShCs) molekülünün Luria-Bertani (LB) agar besi ortamında 

37℃’de gece boyunca inkübe edilen B. subtilis bakterisine karşı antibakteriyal etkisi. dH2O 

kontrol, A1) %1, B1) %0.5, C1) %0.2, D1) %0.05, E1) % 0.01 modifiye kitosan konsantrasyonu 
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Şekil 3.12: Kitosan (Cs) molekülünün Luria-Bertani (LB) agar besi ortamında 37℃’de gece 

boyunca inkübe edilen S. epidermidis bakterisine karşı antibakteriyal etkisi. dH2O kontrol, A) 

%1, B) %0.5, C) %0.2, D) %0.05, E) % 0.01 kitosan konsantrasyonu 

 

 

Şekil 3.13: Modifiye kitosan (OlcShCs) molekülünün Luria-Bertani (LB) agar besi ortamında 

37℃’de gece boyunca inkübe edilen S. epidermidis bakterisine karşı antibakteriyal etkisi. dH2O 

kontrol, A1) %1, B1) %0.5, C1) %0.2, D1) %0.05, E1) % 0.01 modifiye kitosan konsantrasyonu 
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3.2.2 Antifungal aktivite  

 

Kitosanın antifungal etkisi Çizelge 3.4 ve Şekil 3.14’te verilen sonuçlara bakıldığında  %1’lik 

kitosan 12.90 ±3.4, %0.5’lik kitosan 6.40 ±11.96, %0.2’lik kitosan 5.83 ±4.55, %0.05 ’lik kitosan 

10.62 ±63.15, %0.01’lik kitosan 0 ±5.36 oranında Candida albicans’a karşı inhibisyon oranları 

gösterirken, yine Çizelge 3. 4’te ve Şekil 3.15’te gösterilen sonuçlara göre negatif kontrol olarak 

kullanılan distile su ile kıyaslandığında %1’lik modifiye kitosan 21.26 ±2.17, %0.5’lik modifiye 

kitosan 21.68 ±80.2, %0.2’lik modifiye kitosan 19.92 ±13.1, %0.05’lik modifiye kitosan 7.46 

±27.79, %0.01’lik modifiye kitosan 7.10 ±40 oranınlarında Candida albicans’a karşı antifungal 

aktivite elde edilmiştir.  

 

Çizelge 3.4: Kitosan ve modifiye kitosanın Candida albicans türüne karşı antifungal etkisi 

 

 

 
Şekil 3.14: Kitosan (Cs) molekülünün Luria-Bertani (LB) agar besi ortamında 37℃’de gece 

boyunca inkübe edilen C. albicans’a karşı antifungal etkisi. dH2O kontrol, A) %1, B) %0.5, C) 

%0.2, D) %0.05, E) % 0.01 kitosan konsantrasyonu 

 

Örnek konsantrasyonu 

(%) (w/v) %0 %0.01 %0.05 %0.20 %0.50 %1 

Cs 0 0 ± 5.36 10.62 ± 63.15 5.83 ± 4.55 6.40 ± 11.96 12.90 ± 3.4 

OlcShCs 0 7.10 ± 40 7.46 ± 27.79 19.92 ± 13.1 21.68 ± 80.2 21.26 ± 2.17 
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Şekil 3.15: Modifiye kitosan (OlcShCs) molekülünün Luria-Bertani (LB) agar besi ortamında 

37℃’de gece boyunca inkübe edilen C. albicans’a karşı antifungal etkisi. dH2O kontrol, A1) 

%1, B1) %0.5, C1) %0.2, D1) %0.05, E1) % 0.01 modifiye kitosan konsantrasyonu 

 

 

Çizelge 3.5: Cs molekülünün E. coli, B. subtilis, S. epidermidis, C. albicans’a karşı 

antimikrobiyal etkisi 

Örnek 

konsantrasyonu 

(%) (w/v)  %0 %0.01 %0.05 %0.20 %0.50 %1 

       

E.coli 0 83.59 ± 9.75 93.05 ± 13.48 95.62 ± 4.11 99.25 ± 0.48 99.18 ± 3.09 

B. subtilis 0 75 ± 1.25 80 ± 1.25 82.50 ± 2.06 88.75 ± 0.5 87.50 ± 0.48 

S. epidermidis 0 54.55 ± 1.25 69.24 ± 2.06 97.21 ± 0.95 99.31 ± 0.48 100 ± 0 

C. albicans 0 0 ± 5.36 10.62 ± 63.15 5.83 ± 4.55 6.40 ± 11,96 12.90 ± 3.4 

 

 

Çizelge 3.6: OlcShCs molekülünün E. coli, B. subtilis, S. epidermidis, C. albicans’a karşı 

antimikrobiyal etkisi 

Örnek 

konsantrasyonu 

(%) (w/v)  %0 %0.01 %0.05 %0.20 %0.50 %1 

       

E.coli 0 ND 0 ± 6.79 0 ± 58.34 0 ± 5.32 0 ± 6.69 

B. subtilis 0 0 ± 0 0 ± 2.63 0 ± 4.79 0 ± 2,63 6.66 ± 1.25 

S. epidermidis 0 54.76 ± 5.25  20.83 ± 79.04 55.79 ± 8.96 54.50 ± 4.36 59.13 ± 4.97 

C. albicans 0 7.10 ± 40 7.46 ± 27.79 19.92 ± 13.1 21.68 ± 80.2 21.26 ± 2.17 
(ND: Belirlenemedi)  
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3.2.3 Antikanser aktivite 

 

Çizelge 3.7’de verilen bilgiler HeLa kanser hücresine karşı OlcShCs molekülünün IC50 

değerlerini göstemektedir. Bu verilere göre 10 µg/ml- 1000 µg/ml konsantrasyonlarında modifiye 

kitosan ortama ilave edildiğinde HeLa hücreleri için IC50 değerleri sırasıyla 24 saat sonra 

81.57±5.30 iken, 48 saat sonra 74.43±4.61 ve 72 saat sonra 51.52±0.37 μg/ml olduğu 

görülmüştür.  

 

 

Şekil 3.16: HeLa kanser hücresine karşı OlcShCs molekülünün stotoksik etkisi 

 

 

Çizelge 3.7: HeLa kanser hücresine karşı OlcShCs molekülünün IC50 değerleri 

 

Time 

OlcShCs  

IC50 ( μg/ml±SD*) 

 24h 81.57±5.30 

HeLa 48h 74.43±4.61 

 72h 51.52±0.37 
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4. TARTIŞMA ve SONUÇLAR 

 

Kitosan ve modifiye kitosanın fonksiyonel gruplarını değerlendirmek için FT-IR analizi 

kullanıldı. Şekil 3.1 ve 3.2’de kitosan (Cs) ve modifiye kitosan (OlcShCs)’nın FT-IR 

spektrumları karşılaştırıldığında Almeida ve arkadaşları [71] yapmış oldukları çalışma 

sonuçlarına göre Cs’nın karakteristik spekrumları; N–H ve O–H gerilme titreşimleri 3200–3500 

cm−1 bölgesindeki geniş bant ile karakterize edilmektedir. Wang ve arkadaşları [72] yapmış 

oldukları çalışma sonuçlarına göre 1646 cm−1 (C=O amide-I gerilmesi (stretching)), 1568 cm−1 

(N-H amide-II bağlanması) ve 1374 cm−1 (C-N amide-III gerilmesi) olarak değerlendirilmektedir. 

890-1100 cm-1 titreşim aralığı ise kitosan sakkarin yapısının ether grupları ile ilişklidir (C–O–C 

bağlanması) [73]. Yine Şekil 3.1 ve 3.2’de kitosan molekülünün modifikasyon sonrası açil 

olmayan birincil amin grubuna karşılık gelen 1568 cm−1 pik kaybolurken, 1634 cm-1’de açığa 

çıkmaktadır. Bu durum modifiye kitosanda amid bağının varlığını göstermektedir [74]. Noor ve 

arkadaşları [75] çalışma sonuçları ile uyumlu olaraktan Şekil 3.1 ve 3.2’de görüldüğü gibi kitosan 

molekülüne yağ asitlerinin bağlanması sonucu 2900 cm-1 ve 2987 cm-1 pik yoğunluğundaki artış 

kitosanın yapısına oleik asit grubunun bağlanması ile -CH2 titreşimlerinden kaynaklanmaktadır. 

Ayrıca 1732 cm-1 ester bağının karbonil grubunun karakteristik pikidir. Bu bağ kitosanın 

hidroksil grubu ile oleik asitin karboksil grubu arasında açığa çıkmaktadır. Dolayısıyla yapıda N-

açilasyonun açığa çıktığını göstermektedir [76]. Sülfonasyon kitosanın diğer önemli kimyasal 

modifikasyonlarından birisidir. Bu nedenle sülfat grubunun nereden bağlandığı önemlidir. 

Örneğin sulfonate grup kitosanın amino grubuna doğrudan bağlanarak sulfamate ürünlerin 

(−NH–SO3−) açığa çıkmasına sebep olabilir [53] veya sülfat grupları içeren bileşenler (R–SO3−) 

ile kitosan amin grubuna bağlandığında sülfonat bileşikler (–NH–R–SO3−) oluşabilir [77, 78]. 

Ayrıca sülfatlanma işlemi kitosan hidroksil grupları ile de reaksiyon gösterebilir. Bu reaksiyon 

sonucunda ise sülfatlanmış ürünler elde edilir [79]. Şekil 3.1 ve 3.2’de görüldüğü gibi modifiye 

kitosan molekülü için 788 ve 1207 cm-1’de yeni açığa çıkan FTIR bantları ise sırasıyla sülfo 

gruplarının C–O–S and O-S-O bağ gerginliğine karşılık gelmektedir ve Vongchan ve arkadaşları 

[80] sonuçları da desteklenmektedir. 837 ve 820 cm-1 bant yoğunlukları sırasıyla 2. ve 6. C 

atomundan sülfatlanma olduğunu Falshaw ve arkadaşları [81] ve Yang ve arkadaşları [82] 

yapmış oldukları çalışmalarda belirtmişlerdir. Tüm bu sonuçlar oleik asit ve sülfo grupların 

kitosan yapısına başarılı bir şekilde bağlandığını göstermektedir [83-89]. 
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Şekil 3.3’e bakıldığında H1 NMR analiz sonucuna göre 11.5 ppm’deki spektrum piki d.TFA 

çözücüsüne aittir ve Skorik ve arkadaşları [90] ve Queiroz ve arkadaşları [91] yapmış oldukları 

deneysel verilerin sonuçları ile paralellik göstermektedir. 2.4 ppm’deki pik N-asetil glukozamin 

grubunun N-asetil protonlarına karşılık gelmektedir. 3.6 ppm’deki pik ise deasetile glukozamin 

kalıntılarının H-2 protonuna denk gelmektedir. 3.8-4.5 ppm arasındaki dirençler ise halka 

protonları ile eşleşmektedir (H2, H3, H4, H5 ve H6). 5.0 ve 5.2 ppm’deki pikler ise sırasıyla N-

asetil glukozamin ve deasetile glukozamin kalıntılarının H-1 olarak dikkate alınmaktadır. 

Modifiye kitosanın Şekil 3.4’te H1 NMR sonucuna bakıldığında ve Şekil 3.5’te kitosan ile 

modifiye kitosanın H1 NMR sonuçları üst üste çakıştırılıp incelendiğinde ve Şekil 3.6’da 

modifiye kitosanın büyütülmüş H1 NMR sonucuna bakıldığında; kitosanın oleik asit ile kimyasal 

modifikasyonu [-CH2-CO] 1.4 ppm’deki açığa çıkan yeni pik ile doğrulanmaktadır [92].  

Cs ve OlcShCs’nin DSC termogram analizi karşılaştırıldığında (Şekil 3.7) hem Cs hem de 

OlcShCs için bir çift endotermik ve ekzotermik pikler görülmektedir. Kitosanın DSC 

termogramında 90-100°C aralığında geniş bir endotermik pik görülmektedir. Bu durum bağlı su 

moleküllerinin kaybını belirler. Ayrıca 240 keskin bir endotermik pik örneğin termal yıkımını 

gösterir [93]. 300°C’deki ekzotermik pik ise kitosandaki glukozaminin (GlcN) bozulmasıyla 

ilişkilendirilebilir [94, 95]. OlcShCs’nin DSC termogramında ise kitosanda olduğu gibi 90-100°C 

ve 240°C’de küçük endotermik pikler bulunmaktadır. Kitosanın kimyasal modifikasyonu sonrası 

ekzotermik pikleri kaybolmaktadır [96]. 

Kitosan (Cs) %1’lik konsantrasyonunun antimikrobiyal etkisi dört farklı bakteri türüne karşı 

değerlendirildiğinde (Çizelge 3.5) Staphlococcus epidermidis ve E. coli’ye karşı neredeyse 

tamamen antimikrobiyal etki gösterirken Bacillus subtilis bakterisini tamamen inhibe 

etmemektedir. Candida albicans türüne karşı ise oldukça az etki etmektedir. Modifiye kitosanın 

(OlcShCs) %1’lik konsantrasyonunun inhibisyon oranı etkisi dört farklı bakteri türüne karşı 

değerlendirildiğinde (Çizelge 3.6) E. coli’ye karşı hiçbir inhibisyon göstermezken, Staphlococcus 

epidermidis ve Bacillus subtilis için oldukça düşüktür ve Candida albicans için antifungal 

özelliği yine düşük olmasına rağmen Cs’ye göre yaklaşık 2 kat artmıştır.  Bu durum pH, 

moleküler ağırlık, kitosanın konsantrasyonu, kitosanın türevi, mikroorganizmaların çeşitleri, 

belirli mataryallerle oluşturulan kompleksler, besin bileşenleri, kitosanın deasetilasyon derecesi, 
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kitosanın elde edildiği kaynak, bakteri hücre duvarı yüzey morfolojisi, iyon yükü ve modifiye 

grupların çeşidi gibi farklı etkenden dolayı kaynaklanmaktadır [97-99]. 

pH’ın olası etkileri değerlendirildiğinde; Kitosan pH 6’dan (kitosanın pKa değeri yaklaşık 6.3) 

küçük olduğu ortamda polikatyonik doğasından dolayı C2 pozisyonunda bulunan NH2 grubu 

protonize olacağından pozitif yüklü hale gelecektir (NH3
+). Bu grup negatif yüklü bileşenler olan 

proteinler, anyonik polisakkaritler, yağ asitleri, safra asitleri ve posfolipitler gibi bileşenler ile 

reaksiyon verecektir. Dolayısıyla hücre bileşenlerinin sızmasına sebep olacak ve 

mikroorganizmaları öldürecektir.  

Younes ve arkadaşları [100] yapmış olduğu bir çalışmada bakteri hücre duvarına kitosanın pH 

azaldıkça daha çok yapışdığını göstermiştir. Bu durum NH2 grubunun protonlaşmasına bağlı 

olarak açıklanmıştır. Devlieghere ve arkadaşları [101] yapmış olduğu çalışmada doğal kitosanın 

Candida lambica türüne karşı pH 6 ile kıyaslandığında pH 4’de daha etkin antifungal etki 

gösterdiği ifade edilmiştir. Bu bilgilere göre Cs’nin E. coli, B. subtilis, S. epidermidis, Candida 

albicans türlerine karşı göstermiş oldukları antifungal aktivite sonuçları Devlieghere ve 

arkadaşları [101] sonuçları ile göre uyumludur. Çünkü Cs pH 5.5 olan ortamda çalışıldığında ve 

Cs % 0.5’lik asetik asitte çözündüğünde asidik ortamda C2 pozisyonunda bulunan -NH2 grubu 

daha fazla protonize olarak pozitif yüklü -NH3
+ reaktif grupların sayısı artacağı için gram negatif 

bakterilerin yüzeyinde yer alan negatif yükler ile daha sıkı etkileşim sergileyeceklerdir. Bu 

nedenle E. coli bakterileri %1’lik Cs konsantrasyonunda neredeyse tamamen inhibie edilmiştir 

(Çizelge 3.1). Gram pozitif bakterilerde bulunan teikoik asit posfat yükleri nedeni ile genel 

anlamda negatif yüklü olduğu için %1’lik Cs konsantrasyonunda S. epidermidis tamamen inhibie 

edilmiştir (Çizelge 3.3). Ayrıca S. epidermidis gram pozitif bakteri olduğu için yüksek moleküler 

ağırlıklı kitosan peptidoglikan tabakayı kolaylıkla delmekte iken, gram negatif bakterilerin dış 

yüzyinde yer alan lipopolisakkarit tabaka yine yüksek moleküler ağırlıklı kitosana karşı bariyer 

özelliği göstermektedir [102]. Bu nedenle bizim sonuçlarımıza bakıldığında %1’lik Cs 

konsantrasyonunda S. epidermidis’e karşı E. coli’den daha iyi antimikrobiyal özellik 

sergilemektedir (Çizelge 3.5). Fernandez-Saiz ve arkadaşları [103] tarafından yapılan 

antimikrobiyal çalışmada sentezledikleri kitosanyum asetat film türevlerinin düşük pH (6.2)’da 

Staphylococcus aureus türüne karşı daha az antimikrobiyal etki gösterdiğini, pH 7.4’te daha iyi 

antimikrobiyal aktivite gösterdiğini bulmuşlardır. Bu durum kitosanın antimikrobiyal etkisi 
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açısından zenginliğini göstermektedir. Çözücünün antimikrobiyal etkisinin bakteri türleri 

üzerinde etkili olduğunu ifade edebiliriz. Çünkü yapılan bir çalışmada 200 ppm 

konsantrasyonundaki asetik asit çözeltisinin E. coli bakterisine karşı antimikrobiyal etki 

göstermede sınır olduğu ifade edilmektedir. 200 ppm'den yüksek konsantrasyonlarda E. coli 

bakterileri ölmektedir [104]. Bizim çalışmalarımızda ise kullandığımız asetik asit konsantrasyonu 

5250 ppm’dir.  

Antimikrobiyal özelliği etkileyen önemli faktörlerden birisi de moleküler ağırlıktır. Yüksek 

moleküler ağırlıklı kitosan (HMW) mikrobiyal mebranı geçemez ve bu nedenle hücre duvarına-

yüzeyine yapışmaktadır. Bu durum mikrobiyal hücre mebranınından besin geçişlerini 

engellemektedir ve hücrenin parçalanmasına sebep olmaktadır. Diğer bir ifade ile çözünmüş 

kitosan oligomerleri migroorganizmanın hücre içerisine girebilmektedir ve DNA ile bağlanarak 

mRNA sentezini inhibe etmektedir ve hücrenin olümüne sabep olmaktadır. Kitosanın nükleik 

asitlere bağlanarak DNA expresyonunuu etkilediğini gösteren çalışmalar da bulunmaktadır [22]. 

Çözünmüş HMW kitosan ise hücre mebran yapısıyla reaksiyon göstererek hücrenin 

geçirgenliğini değiştirmektedir. Li ve arkadaşları [105] tarafından yapılan çalışmada 3, 50 ve 

1000 kDa moleküler ağırlığa sahip kitosanın E. coli türüne karşı antimikrobiyal aktivitesine 

bakıldığında 50 kDa moleküler ağırlığa sahip kitosanının en iyi aktivite gösterdiğini rapor 

etmişlerdir. No ve arkadaşları [100] %0.1 kitosan (MW: 1671, 1106, 746, 470, 224 ve 28 kDa) 

genel olarak gram negatif negativebakterilerden ziyade gram pozitif bakterilere karşı daha etkili 

antimikrobiyal etki gösterdiğini rapor etmişlerdir. E. coli ve Pseudomonas fluorescens türlerine 

karşı 746 kDa, Salmonella typhimurium ve Vibrio parahaemolyticus türlerine karşı 470 kDa 

moleküler ağırlıklara sahip kitosan test edildiğinde 746 kDa  daha etkili olduğu rapor edilmiştir.  

28 kDa ise Salmonella typhimurium için hiçbir antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadığını da 

ifade etmektedirler. 0.73, 1.52, 2.09, 5.98, 8.39, 9.69, 15.06, 19.99, 70 and 600 kDa oligomer 

kitosanların Candida albicans türlerine karşı oldukça yüksek antifungal etki gösterdiğini rapor 

eden çalışmalar vardır [107]. Bizim yapmış olduğumuz çalışmada Cs Candida albicans türüne 

karşı oldukça düşük antifungal etki sergilemiştir (Çizelge 3.4). 3.3, 7.1, 29.2, 72.1, 156, 300 kDa 

kitosan örnekleri Escherichia coli, Staphylococcus aureus bakteri türlerine karşı antimikrobiyal 

özellikleri asidik ortamda moleküler ağırlık artıkça antimikrobiyal özelliğinde arttığı rapor 

edilmektedir ve pH 7 ortamında moleküler ağırlık arttıkça antimikrobiyal özellik 29.2 kDa 

kitosana kadar artarken, daha yukarısında antimikrobiyal aktivitenin aşırı şekilde düştüğü ifade 
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edilmektedir [108]. Bu bilgilere göre Kitosan (Cs) %1’lik konsantrasyonunun inhibisyon oranı 

etkisi dört farklı bakteri türüne karşı değerlendirildiğinde (Çizelge 3.5) Staphlococcus 

epidermidis ve E. coli’yi neredeyse tamamen inhibe ederken Bacillus subtilis bakterisini kısmen 

inhibe etmektedir. Bu durum kitosanın (Cs) asidik bölgede çözünmesinden dolayı daha fazla 

anitimkrobiyal etikiye sahip olduğu ile uyumludur [109]. Oysa Candida albicans türüne karşı 

oldukça az etki etmektedir (Çizelge 3.5). Yüksek moleküler ağırlıklı kitosan molekülü ile kitosan 

oligomerlerinin çeşitli fungi türleri üzerine antifungal etkileri araştırıldığında Pyricularia oryzae 

türünün inhibe olmadığı rapor edilmiştir [109]  

Yine aynı çalışmada 1 mg/ml konsantrasyonunda pH 5.6 ortamında çalışıldığında Fusarium 

oxysporum f. sp. melonis türü için düşük moleküler ağırlıklı kitosan daha iyi antigungal etki 

gösterirken, yüksek moleküler ağırlıklı kitosan ise hiçbir antifungal etki göstermemektedir. Bu 

durum yüksek moleküler ağırlıklı kitosanın aşırı viskos olması nedeni ile agar plate iyi difüze 

olamaması ile ilişkilendirilmiştir.  Rhizopus nigricans türü içinse sadece kitosan oligosakakritleri 

kısmı antimikrobiyal aktivite gösterirken yüksek ve düşük moleküler ağırlıklı kitosanların 

antifungal etki göstermediği rapor edilmiştir [109]. Bu sonuçlar Cs’nin antifungal etkisinin düşük 

olması ile uyumludur (Çizelge 3.4).  

Kitosanın konsantrasyonu da anti mikrobiyal etkiyi değiştirmektedir. Genel anlamda bir katyonik 

antimikrobiyal ajan olan kitosan bakteri hücre yüzeyinde makromoleküllerin negatif yüklü 

kalıntıları ile etkileşmesi yoluyla hücre geçirgenliğinde değişime sebep olur. Sudarshan ve 

arkadaşları [18] göre kitosanın antimikrobiyal aktivitesinin mekanizması bakterinin yüzey 

bileşenlerine kitosanın amino gruplarının bağlanmasını içermektedir. Böylelikle onların 

büyümesini inhibe etmektedir.  

Elektron mikroskobu kullanarak E. coli, P. aeruginosa ve S. typhimurium bakterileri ile 

gerçekleştirilen deneylerle gram negatif bakteriler üzerine kitosanın antimikrobiyal özelliği 2001 

yılında Helander ve arkadaşları [17] tarafından gerçekleştirildi. Yapılan deneyler ile elde edilen 

sonuçlar kitosanın gram negatif bakterilerin dış mebranının bariyer özelliğini nasıl bozduğunu 

aydınlatmak için deliller sunmaktadır. Elektron çalışma mikrogörüntüleri kitosanın işlev yerinin 

bakterinin dış mebranında olduğunu göstermiştir.  Bakteri dış mebrandaki bozulmalar hidrofobik 

prob 1-Nphenylnaphthylamine (NPN)’nin geçirgenliğinin arttırılması ile doğrulanmış ve anyonik 

deterjanlar boyalar ve safra asitleri gibi deneysel ajanların biyosidal ve inhibitör etkinliğine karşı 
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duyarlılığını artırmıştır. Gram negatif bakteriler için 2000-5000 ppm konsantrasyonundaki 

kitosan miktarının gram negatif bakteriler için öldürücü etkiye sahip olduğu belirlenmiştir [18]. 

Düşük konsantrasyonlarda kitosan hücre yüzeyine bağlanarak geçirgenliği bozar. Oysaki yüksek 

konsantrasyonda kitosan hücreyi elbise gibi kapatır ve hücre içi bileşenlerin sızmasını engeller. 

Yapılan bir çalışmada farklı moleküler ağırlıklara (5.5 × 104–15.5 × 104 Da ) sahip kitosanın 

farklı konsantrasyonları (20, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm) hazırlanarak E. coli bakterisine 

karşı antimikrobiyal aktivitesi incelendiğinde  200 ppm ve fazlası tüm kitosan çeşitleri için iyi 

antimikrobiyal sonuçlar verdiğini, 20 ppm konsantrasyonunda ise  E. coli bakterisinin ürediğini 

rapor eden çalışmalar bulunmaktadır [104]. Bu durum yüksek konsantrasyondaki kitosan 

örneklerinin bakterileri yumak haline getirip öldürdüğü, düşük konsantrasyondaki kitosanın ise 

böyle bir etkisinin olmadığı ile ilişkili olabileceği vurgulanmaktadır. Pamuk kumaşları üzerine 

yapılan farklı kitosan (1.5- 5 kDa) konsantrasyonları ile antimikrobiyal aktivite, %0.5-0.75 

konsantrasyon aralığında maksimum iken, %1’lik konsantrasyonda ise antimikrobiyal aktivitenin 

kaybolmasına sebep olmuştur [110]. Yüksek moleküler ağırlıklı, düşük moleküler ağırlıklı ve 

oligomer kitosan moleküleri ile yapılan bir antifungal çalışmada konsantrasyon bağımlı 

inhibisyon oranının arttığı rapor edilmektedir [96]. Bu bilgilere göre kitosan (Cs ve OlcShCs) 

konsantrasyonlarının etkisi dört farklı bakteri türüne karşı genellikle konsantrasyon bağımlı 

inhibisyon oranı artmakta olduğu saptanmıştır (Çizelge 3.5 ve Çizelge 3.6). Sonuçlarımız 

önceden yapılan birçok çalışmanın bulguları ile uyumluluk göstermektedir [17, 18,104,109,110].  

Antimikrobiyal etkiyi değiştiren önemli faktörlerden bir diğeri ise kitosanın türevleridir. Amino 

grupların yetersizliğinden dolayı antimikrobiyal aktivite pozitif yüklü grupların kitosana entegre 

edilmesiyle başarılabilinir. Ayrıca kitosanın kullanılarbilirliği için suda çözünen kitosan türevleri 

elde etmekte bir o kadar önemlidir. Kitosan (pKa 6.3-6.5) protonlanmış amino gruplarından 

dolayı düşük pH’da en iyi antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Bu nedenle quaternize edilmiş 

kitosan modifikasyonları kitosanın kendisine göre daha fazla antimikrobiyal etkiye sahiptir [111]. 

Karboksimetil kitosan, dört bileşenli karboksimetil kitosan, kitosan –N-arjinin, N-Alkil disakkarit 

kitosan ve suda çözünür kitosan oligosakkaritler başlıca örnekleridir. Kitosana hidrofobik 

grupların eklenmesi hem gram pozitif hemde gram negatif bakterilerde hücre geçirgenli üzerinde 

olumlu etkleri olmuştur [112]. Hidrofobik zincir uzunluğunun artışı ile antimikrobiyal etkinin 

arttığını ifade eden çalışmalar da bulunmaktadır [113].  Molibdat di sülfit kitosanın E. coli ve S. 
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aeurus üzerine yapılan antimikrobiyal çalışmada, doğal kitosana göre daha iyi bir antimikrobiyal 

ajan olan molibdat di sülfit E. coli türlerini oldukça inhibe etmektedir [114]. Yapılan bir 

çalışmada [115] kitosan, kitosan sülfat ve karboksimetil kitosanın hidroksibenzensulfonail 

türevlerinin S. aureus, Sarcina, E. coli ve P. aeruginosa türlerine karşı antimikrobiyal etkisinin 

olduğu belirtilmiştir. Ancak hidroksibenzensulfonail türevleri ise kitosan, kitosan sülfat ve 

karboksimetil kitosan moleküllerin antimikrobiyal etkisinden istatistiksel olarak daha büyüktür. 

Ve kitosan türevlerinin moleküler ağırlığı azaldıkça antimikrobiyal etkinin arttığını Zhong ve 

arkadaşları [115] ifade etmişlerdir.  Hidroksibenzensulfonail türevleri E. coli ve P. aeruginosa 

türlerine karşı daha iyi antimikrobiyal etki sergilemesi gram negatif bakterilere karşı daha güçlü 

antimikrobiyal etki gösterdikleri fikrini ortaya koymaktadır. Hidroksibenzensulfonail türevlerinin 

antifungal etkisi ise orjinal kitosan (kitosan, kitosan sülfat ve karboksimetil kitosan) 

moleküllerine göre daha güçlü antifungal etki sergilediği yine Zhong ve arkadaşları [115] ifade 

edilmektedir. Konsantrasyon arttıkça antifungal etkinin arttığı, moleküler ağırlık arttıkça 

antifungal özelliğin azaldığı ifade edilmektedir. 500 ppm konsantrasyonuna sahip 

hidroksibenzensulfonail türevlerinin antifungal etkisi P. asparagi için %58.51, A. solani için 

%65.98, F. oxysporum f. sp. Vasinfectum için %50.50, C. gloeosporioides (Penz.) Saec için 

%42.78, ve P. zingiberi için %45.58 maksimum inhibitor oranı kaydedilmiştir [115]. Bu 

bulgulara göre bizim yapmış olduğumuz çalışmada sentezlenen kitosan sülfatit türevleri Candida 

albicans türüne karşı kitosana (Cs) göre daha iyi antifungal etki göstermiştir (Çizelge 3.4 ve 

Çizelge 3.6). Konsantrasyon arttıkça antifungal etki genel anlamda artmıştır. 500 ppm 

konsantrasyona sahip kitosan ve türevlerinin Candida albicans türüne karşı antifungal etkisi 

değerlendirildiğinde Cs için %10 (Çizelge 3.4), OlcShCs için %7.46’dır. 10000 ppm 

konsantrasyonunda Cs için %12 (Çizelge 3.4), OlcShCs için %21’dir. Bu sonuçlar elde edilen 

kitosan türevinin Candida albicans türüne karşı kitosana göre daha iyi antifungal özelliğe sahip 

olduğunu göstermektedir ve Palma-Guerrero ve arkadaşları [20] ve Zhong ve arkadaşları [115] 

yapmış olduğu deneysel bulgular ile uyumludur. 

Test edilen mikroorganizmaların çeşitleri antimikrobiyal çeşitliliğe sebep olmaktadır. Gram 

pozitif bakterilerin kitosandan daha çok etkilendiğini ifade eden çalışmalar mevcuttur [105]. 

Gram pozitif bakterilerde yer alan teikoik asit posfat grupları tarafından negatif yüklü hale 

getirilmiştir. Bu nedenle pozitif yüklü kitosan amin grupları ile elektrostatik etkileşimler 
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sergilemektedirler. Devlieghere ve arkadaşları [101] ve Chung ve arkadaşları [116] bu bulguların 

aksine gram negatif bakterilerin kitosandan daha çok etkilendiklerini belirtmişlerdir. 

Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin aksine mayalara karşı antimikrobiyal aktivite, kitosan 

duyarlı ve kitosan dirençli mayalara arasındaki farlılıklar az duyulmaktadır. İlk olarak kitosan 

negatif yüklü posfolipitler ile elektrostatik etkileşimler aracılığı ile bağlanır [20]. Hücre mebranı 

parçalandıktan sonra kitosan hücre içerisine girebilmektedir. Bu durum DNA/RNA sentezinin 

inhibisyonuna sebep olmaktadır ve protein sentezini bozar [117].  

Kitosanın antimikrobiyal mekanizması farklı faktörler tarafından etkilendiği için, altında yatan 

mekanizmayı aydınlatmak oldukça güçtür. En önemli faktörler ise mikroorganizmaların çeşitleri, 

moleküler ağırlık ve deasetilasyon derecesidir [19]. Mikroorganizmaların çeşitleri kabaca 4 gruba 

ayrılabilir; gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler, kitosan duyarlı fungi ve kitosan 

dirençli fungi [20]. Fungi ve bakterilerin hücre yüzeylerinde çok reaktif olan kitosan geçirgenliğe 

sebep olmaktadır [21]. Bu etkileşim genellikle elektrostatik olarak değerlendirilir [20] ve 

bakterilerin hücre yüzeyinde negatif yüklü moleküller ile kitosanın protonize olan amino 

guruplarının pozitif yükleri arasında meydana gelmektedir. Genelde hücre yüzeyinin geçirgenliği 

hücre içeriği materyallerinin dışarıya sızması ile hücre ölümüne sebep olmaktadır. Ancak kitosan 

dirençli fungi türleri için hücre mebranının geçirgenliğini arttıramamaktadır ve dış yüzeyde 

kalmaktadır [20]. Kitosan duyarlı fungiler için bu durum aksinedir. Kitosan hücre mebran 

bütünlüğünü bağlanması sonucu bozmaktadır ve hücre içi materyallerin dışarı sızmasına sebep 

olmaktadır. Kitosanın hücre mebran bütünlüğünü dirençli fungi türlerinde bozamamasının sebebi 

hücre mebran içeriğindeki farklılıktan gelmektedir. Bu nedenle fungi türünün kendisinin hücre 

mebran bileşeni kitosanın antifungal aktivitesini belirleyici bir etkendir. Açıkçası kitosan dirençli 

ve duyarlı olmak üzere farklı bir fungi ailesine ait mayalar bulunmaktadır. Yağ asiti içeriğine 

bağlı olarak taksonomik bir sınıflandırma fungiler için bir kriter olarak ileri sürülebilir [118]. Bu 

tarz bir taksonami kitosanın anti fungal etkisini açıklamada veya tahmin etmede kullanılabilir.  

Gram pozitif bakteriler için kitosan peptidogligan tabakasına birleşik teikoik asit ile kovalent 

olmayan bağlanmalar gösterir. Bu teikoik asitler hücre bölünmesi ve gram pozitif bakteri 

fizyolojisinin diğer durumları için önemlidir. Hücre mebran boyunca mebran geçirgenliği ve 

reaktivite özelliği kitosanın moleküler ağırlığı ile ilişkilidir. Çünkü bazı bilim insanları kitosanın 

hücre mebranınıdaki porlardan daha büyük olduğu için mebranı etkilediğini düşünmez. Fakat 5 
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kDa moleküler ağırlığından daha düşük kitosan DNA sentezini bloke ettiği Raafat ve arkadaşları 

[119] tarafından rapor edilmiştir. Teikoik asitin etkisi Staphlococcus aureus bakteri türlerinde test 

edilmiştir. Bu çalışmaya göre teikoik asitin sentezinden sorumlu bazı genlerde mutasyon 

oluşturarak elde edilen mutant aureus ile yabanıl tip S. aureus kitosana karşı dirençliliği 

karşılaştırıldığında mutant tip daha dirençli olduğu saptanmıştır. Bu durum polikatyonik teikoik 

asitlerin gram pozitif bakterilere karşı antimikrobiyal aktiviteyi artırdığını göstermektedir [119]. 

Teikoik asitlerin fonksiyonları kabaca 3 büyük gruba bölünebilir, çevresel strese karşı koruma, 

enzim aktivitesinin ve hücre zarındaki katyonik konsantrasyonun kontrolü, resöptörlere ve 

yüzeylere hücrenin bağlanması. Büyük olasılıkla kitosan teikoik asitler ile birlikte elektrostatik 

etkileşimi teikoik asitlerin fonksiyonlarını bozar ve bu durum olasılıkla hücre fonksiyonlarının 

bozulmasına sebep olmaktadır. Diğer katyonik bakterisidler de anyonik teikoik asitlerden dolayı 

gram pozitif bakterilerde aktivite göstermektedirler. Tüm bu durumalar göz önünde 

bulundurulduğunda antimikrobiyal etkinin temel mekanizması teikoik asitlere ile birlikte 

elektrostatik etkileşimler ilişkilidir ve hücre ölümüne sebep olacak farklı fonksiyonların 

kaybolması anlamına gelmektedir.  

Gram negatif bakterilerde dış mebranda iki mekanizma aktif olduğuna Bassi ve arkadaşları [120] 

ve Mansilla ve arkadaşları [121] tarafından öne sürülmektedir. Mekanizmalardan birisi pH değeri 

pKa değerinden düşük olduğunda farklı katyonlarla birlikte kitosanın şelatlama özelliği ile 

ilişkilidir [120]. Bu durum hücre duvar bütünlüğünün dağılmasına sebep olabilir ve Ca+2, Mg+2 

gibi önemli besinlerin alınımını bozabilmektedir [19]. İkinci mekanizma ise dış mebrandaki 

lipopolisakkaritlerin anyonik kısımları ile kitosanın etkilişimini içermektedir. Bu mekanizmalar 

belirsizliğini sürdürmektedir. Günümüz çalışmaları kitosanın iç mebranı parçaladığını 

göstermektedir ki hücre içi materyallerin sızmasına sebep olmaktadır [121]. Ayrıca kitosanın 

gram negatif bakterilerin hücre mebranı boyunca geçebileceği gösterilmiştir [22, 121]. Bu durum 

kitosanın DNA/RNA sentezi ile birlikte girişim göstereceği ve hücre içerisinde hücresel yanıtları 

tetikleyeceğini göstermektedir. Sonuç olarak anyonik hücre yüzeyi ve kitosan arasındaki 

elektrostatik etkileşimler fungi ve bakterilere karşı kitosanın antimikrobiyal aktivitesini 

belirlemede temel faktörlerdir.  

Deasetilasyon derecesi önemli bir antimikrobiyal belirleyici faktördür. Kitosan kitinden asetil 

gruplarının uzaklaştırılması sonucu elde edilmektedir. Böylelikle serbest amin grupları açığa 
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çıkmaktadır. Bu durum antimikrobiyal aktivite ile ilişkilidir [122]. Byun ve arkadaşları [123] 

yapmış olduğu çalışmada %81.56 DD sahip kitosan ile % 62.71 DD sahip kitosanın 

antimikrobiyal etisi incelendiğinde yüksek DD kitosan daha iyi antimikrobiyal aktivite 

gösterdiğini rapor etmiştir. Fakat Park ve arkadaşları [124] yapmış olduğu çalışmada %75 DD 

kitosan % 90 DD ve %50 DD kitosana göre daha iyi antimikrobiyal aktivite gösterdiğini 

saptamışlardır. Ayrıca atmosferik şartlar altında elde edilen düşük DD kitosanın E. coli, S. aureus 

ve Candida albicans türlerine karşı daha iyi antifungal aktivite göstermiştir. Yine düşük DD 

kitosanın S. aureus için iyi bir inhibitor olduğunu ifade eden çalışmalarda bulunmaktadır [125, 

126]. Bu sonuçlar değerlendirildiğinde Cs %75-85 DD’ye sahipken, deasetilasyon derecesi 

serbest amino grubu ile doğru orantılı olacağından antimikrobiyal aktiviteyi artırıcı etki yapacağı 

ifade edilebilir. Fakat kitosanın antimikrobiyal etkisi tek başına deasetilasyon derecesi ile 

belirlenmediğinden bahsedilen diğer parametreler de antimikrobiyal etkisini değiştirmektedir. 

Yapmış olduğumuz çalışmada düşük DD sahip kitosanın (Cs) oldukça yüksek antimikrobiyal 

aktivtesi görülmüştür ve önceki çalışmalar ile uyumludur [124-126]. Deasetilasyon derecesindeki 

azalışın çeşitli fungi türlerinin inhibisyonunu azalttığı Hirono ve arkadaşları [109] tarafından 

bildirilmiştir. Bu durum inibitör ajanın N-asetilkitosan olmadığı, aksine katyonik amin grubunun 

ve karboksil grubunun inhbisyonda rol aldığı anlamına gelmektedir. 

Yapılan çalışmada modifiye kitosanın antitumor aktivitesi değerlendirildiğinde; kitosan türevinin 

antikanser çalışmaları MTT assay yöntemi ile 10-1000 µg/ml aralığında farklı konsantrasyonlar 

kullanılarak 24, 48, 72 saat inkübasyon süreleri için belirlendi. Şekil 3.16 HeLa kanser hücreleri 

üzerinde stotoksik etkisini göstermektedir.  Çizelge 3.7 ise Şekil 3.16’da elde edilen veriler 

kullanılarak IC50 değerleri hesaplandı. Artan inkübasyon süresine karşı azalan IC50 değerleri ve 

HeLa kanser hücreleri üzerinde modifiye kitosanın sistotoksisitesi hücre büyümelerinin zaman 

bağımlı ve konsantrasyon bağımlı inhibsyon sergilediğini göstermektedir. Mevcut çalışmamızda 

Çizelge 3.7’de görüldüğü gibi 24 saat sonrasında kitosan türevinin IC50 değeri 81.57 ± 5.30 

μg/ml olarak belirlenmiştir [127]. 

Wang ve arkadaşları [51] tarafından yapılan deneysel çalışmada kitosan temelli olmadan 

sentezlenen 3 ve 6- sülfatidin B16F10 kanser hücrelerinin adezyonunu, göç etme durumunu ve 

istila durumunu azalttığını ancak 25 μM ve 75 μM konsantrasyonlarında hiçbir sitotoksik etki 

göstermediği, FAK, Akt, Erk aktivasyonunu azalttığı, a5 ve B1 protein ekspresyon seviyelerini 
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azalttığı, deneyleri sülfat içermeden gerçekleştirildiğinde ise kanser hücrelerinin göç etmesi,  

yayılması ve tutunma durumlarında herhangi bir azalma olmayışın sülfatlamanın önemli rolünü 

ortaya koyduğu ve sülfatit yapıların kanserin göç etmesinin engellenmesinde önemli bir ilaç 

adayı olabileceğini Wang ve arkadaşları vurgulamaktadırlar. 

Abedian ve arkadaşları [128] yapmış oldukları çalışmada 600-800 kDa büyüklüğünde büyük 

moleküler ağırlıklı kitosan ve 100-300 kDa büyüklüğünde düşük moleküler ağırlıklı kitosan 

HeLa kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri incelendiğinde konsantrasyon bağımlı hücre 

biyokütlesinde azalma gözlemlemişlerdir. Kanser hücreleri normal hücreler ile kıyaslandığında 

görece olarak daha çok negatif yüklüdür ve kitosanının amino grupları ile kolay reaksiyon 

verebilmektedir [129]. Farklı kanser hücre hatları üzerinde kitosan türevlerinin etkisine litaratür 

[130] içerisinde bakıldığında kitosan temelli sentezlenen nanopartiküllerin HepG2 kanser 

hücreleri üzerine 100, 50, 25, 12.5, 5 µg/ml-1 uygulandığında sadece 100 µg/ml-1 konsantrasyonu 

48 saat sonra HepG2 hücrelerinin %12’si kadarını öldürmüştür ve IC50 değeri 239 µg/ml-1 olarak 

saptanmıştır.  

İster negatif yüklü ister pozitif yüklü olsun, artırılmış net yükün sitotoksik etkiyi artırdığını ileri 

süren Huang ve arkadaşları [131]  yapmış oldukları çalışmada, kitosan temelli sentezlenen dört 

faklı kitosan türevlerinin (COS (kitosan oligosakkarit), QCOS (Quarternize amino kitosan 

oligosakkarit), CCOS (karboksil kitosan oligosakkarit), SCOS (sülfatlanmkış kitosan 

oligosakkarit)) HeLa, Hep3B, SW480 hücre hatlarına karşı sergilemiş oldukları sitotoksik etkide 

QCOS ve SCOS türevleri HeLa ve SW480 hücreleri üzerine artan konsantrasyonlara bağlı olarak 

benzer sitotoksik etki sergilediklerini rapor etmişlerdir. HeLa hücre hattı üzerine QCOS ve SCOS 

türevlerinin IC50 değerleri sırayla 450 ve 200 µg/ml olarak belirlenmiştir. Kendi yaptığımız 

çalışmada ise bu değer 81 µg/ml olarak belirlenmiştir. Bu sonuçlara bakılarak bizim 

sentezlediğimiz sülfatit benzeri molekülün HeLa hücrelerine karşı daha çok toksik olduğu anlamı 

çıkarılmaktadır. 

Lee ve arkadaşları [132] yapmış oldukları çalışmada kitosan türevlerinin HeLa kanser hücreleri 

üzerinde etkileri incelendiğinde IC50 değerleri sırasıyla qNH2-chitosan, DEAE-chitosan, 

qDEAE-chitosan 118 ±15, 72 ±12, 31 ±4 μg/mL olarak belirlenmiştir. Bu durum net elektrik 

yükü ve hidrofobite sitotoksik aktivite ile ilişkili olduğunu söylemektedir. Lee ve arkadaşları 

[132] yapmış oldukları çalışmada artırılmış hidrofobitenin sitotoksik etkiyi artırmış olması, kendi 

deneyimizde sentezlemiş olduğumuz sülfatit benzeri molekülün de oleik asit içermesinden dolayı 
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hidrobobik bir karakteri vardır ve sitotoksik açıdan etkisinin olması Lee ve arkadaşları [132] 

tarafından rapor edilen sonuçlar ile uyumludur. Çünkü hidrofobik yapı kanser hücrelerinin 

yüzeyindeki fonksiyonel kalıntılarla reaksiyon vermesinden kaynaklanmaktadır. Bu tür 

hidrofobik etkileşimler polimer yüzeyindeki anyonların çökelmesine sebep olabilir. Her nekadar 

antitümör etkisinde pozitif yüklü polimer yüzeyi ile negatif yüklü kanser hücre yüzeyleri 

arasındaki elektrostatik iyonik etkileşimlerden kaynaklansa bile tümör hücre yüzeyi ve kitosan 

materyali arasındaki hidrofobik etkileşimleri gibi ikincil bağlanma güçleri de antitimör aktiviteyi 

etkilemektedirler.  

Sonuç olarak başarılı bir şekilde sentezlenmiş ve alanındaki öncül makalede yayınlanlanarak 

litaratürdeki [127] yerini alan kitosan türevi;  

1-Staphlococcus epidermidis ve Bacillus subtilis bakterilerine karşı antibakteriyal etki gösterdiği 

belirlenmiştir. 

2- Candida albicans türüne karşı antifungal etki gösterdiği belirlenmiştir. 

3- HeLa kanser hücrelerine karşı da sitotoksik etki gösterdiği belirlenmiştir. 

4-Avantajları ve dezavantajları belirlenmiştir. 

5- Kanserin metaztazını önlemek amacıyla ilk kez sülfatit yapıyı taklit eden kitosan temelli oleik 

asit sülfatitin sentezi başarılı bir şekilde gerçekleştirilmiştir. 
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KULLANILAN KİMYASALLAR KULLANILAN CİHAZLAR 

Kitosan Evaperatör 

HCISO3 Liyafilizatör 

EDC Santrifüj 

FA Otoklav 

Aseton Etüv 

Asetik Asit Hassas Terazi 

Dietileter Kaba Terazi 

Amonyak Çalkalamalı Etüv 

Metanol Spektrofotometre 

Etanol Ph Metre 

NHS Magnetik Karıştırıcı 

N,N- Dimetilformamid Buzdolabı 

Oleic Asit Buz Makinası 

Distile Su Distile Su Cihazı 

HCI NMR 

NaOH FTIR 

LB DSC 

Agar SEM 

Formamid Çeker Ocak (Kabin) 

DMEM Mikroskop 

RPMI Hücre Kültür Kabini 

Tripsin Sıvı Azot Tankı 

FBS Karbondioksit Etüvü 

Penicilin  

Gliserol  

H2SO4  

MTT  

NaCI  

DMSO  

CO2  

 

EK-2 

DENEYSEL ÇALIŞMADA KULLANILAN MİKROORGANİZMALAR 

E. coli Escherichia coli CICC 21524  

B. subtilis           Bacillus subtilis ATCC 21332 

C. albicans         Candida albicans ATCC 60193 

S. epidermidis    Staphlococcus epidermidis ATCC 12228 
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