BATIK KULTURDE STERIL OLMAYAN
KOSULLARDA FUNGAL KiTOSAN URETIMIi

Ozden CANLI TASAR

Doktora Tezi
Biyoloji Anabilim Dah
Genel Biyoloji Bilim Dah
Doc. Dr. Serkan ERDAL
2015
Her Hakki Sakhdir



ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

BATIK KULTURDE STERIL OLMAYAN
KOSULLARDA FUNGAL KiTOSAN URETIMIi

Ozden CANLI TASAR

BiYOLOJi ANABILIM DALI
Genel Biyoloji Bilim Dah

ERZURUM
2015

Her hakki sakhdir



T‘C. ..,\‘é\. FEN,,,%(
ATATURK UNIVERSITESI N %
FEN BILIMLERI ENSTITUSU e
“ -1932-050\)

TEZ ONAY FORMU

BATIK KULTURDE STERIL OLMAYAN
KOSULLARDA FUNGAL KiTOSAN URETIMi

Dog. Dr. Serkan ERDAL danigmanhiginda, Ozden CANLI TASAR tarafindan hazirlanan bu
¢aligma 06/01/2015 tarihinde asagidaki juri tarafindan Biyoloji Anabilim Dali — Genel
Biyoloji Bilim Dali’nda Doktora tezi olarak oybirligi ile kabul edjlmist/’ ;

Bagkan : Dog. Dr. Mesut TASKIN Imza

Uye : Dog. Dr. Serkan ERDAL Imza - ﬂ/ /
Uye  :Dog. Dr. Ozkan AKSAKAL mza (D CﬂM

Uye : Dog. Dr. Arzu GORMEZ Imza - A

Uye : Yrd. Dog. Dr. Mehmet Nuri AYDOGAN  Jmza & Cé/\’/égzc

Yukaridaki sonug;

Enstitii Yonetim Kurulu . O¥./ 0. / 20/4 tatihve ©7 /. / 1., molulammiie
onaylanmigtir.

Prof. Dr. ihsan EFEOGLU
Enstitii Miidiiri

Bu caligsma Bap projeleri kapsaminda desteklenmistir.
Proje No: 2013/309

Not: Bu tezde kullamlan 6zgiin ve baska kaynaklardan yapilan bildirislerin, gizelge, sekil ve fotograflarin kaynak olarak
kullanimt, 5846 sayilt Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.

FORM-9



OZET

Doktora Tezi
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Biyoloji Anabilim Dali

Genel Biyoloji Bilim Dali

Danigsman: Dog. Dr. Serkan ERDAL

Kitosan, gida ve beslenmede, materyal bilimlerinde, biyoteknolojide, eczacilikta, tarim
ve ¢evre korumasinda ¢esitli uygulama potansiyeline sahip ¢ok yonlii bir maddedir.
Ticari olarak deniz kabuklularinin kabuklarinda bulunan kitinin deasetilasyonu yolu ile
elde edilir. Ayrica Zygomycetes sinifi mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunmaktadir.
Bu calismada, karbon kaynagi olarak melasin kullanildigi, steril olmayan sartlar altinda
yeni bir izolat olan Rhizopus oryzae PAS17 susu ile kitosan tiretimi gergeklestirilmistir.
Taguchi deney dizayni1 (DD) metodu optimizasyon islemi i¢in kullanmilmigstir. Kitosan
liretimi iizerine Onemli etkileri olan bazi besinsel ve g¢evresel faktorler calisiimistir.
Oncelikle, steril olmayan kosullarin saglanmasi amaciyla fermentasyon ortamimin
sicaklik ve pH degerleri arastirilmistir. Ardindan, melas miktar1 (g/1), MgSO4.7H,0
(g/l), inokulum miktari, calkalama hizi1 ve fermentasyon siiresi optimizasyonda
kullanilacak faktorler olarak belirlenmistir. Optimal ¢alisma sicakligir 15°C ve pH 4,5
olarak belirlenmistir. Taguchi DD ile optimize edilmis fermentasyon ortaminda elde
edilen biyokiitle miktar1 11,07 g/l, ¢6ziinmeyen alkali materyal (C.A.M.) miktar1 4,77
g/l ve kitosan miktar1 1,59 g/1I’dir. Arastirma sonucunda, R. oryzae PAS17 susu ile steril
olmayan sartlar altinda, biyokiitle bakimindan %14,4 ve C.A.M. bakimindan %33,3
oraninda verimle kitosan iretimi gergeklestirilmistir. Optimizasyonda kullanilan
Taguchi D.D.’nin kitosan iiretimini gelistirmek icin uygun bir metod oldugu
goriilmiistiir. Steril olmayan sartlarin kullanimi ve karbon kaynagi olarak melasin
kullanimi1 ile daha diisiik maliyetli ve daha yiliksek verimli kitosan {iretimi
gergeklestirilmistir.

2015, 82 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kitosan, melas, Taguchi DOE, Rhizopus oryzae, steril olmayan
kosullar



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

FUNGAL CHITOSAN PRODUCTION IN SUBMERGED CULTURE
IN NON-STERILE CONDITIONS

Ozden CANLI TASAR

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Discipline of General Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serkan ERDAL

Chitosan is a versatile substance used in many different industries such as, food and
nutrition, material sciences, biotechnology, nanotechnology, pharmaceutics, agriculture
and environmental protection industries. It is commercially produced by deacetylation
of chitin of marine crustaceans. It also exists in cell walls of Zygomycetes class of
fungi. In this study, use of molasses as carbon source for chitosan production by a
newly isolate named Rhizopus oryzae PAS17 in non-sterile fermentation conditions was
investigated. Taguchi design of experiment (DOE) method was employed in
optimization process. Firstly, temperature and pH values of the fermentation medium
were studied to obtain non-sterile conditions. Then, the factors used in optimization
process were determined as molasses value (g/l), MgSO,.7H,0O value (g/l), inoculum
value, agitation speed and fermentation period. Optimum temperature and pH of the
fermentation medium were obtained as 15°C and 4,5 pH. Optimized fermentation
conditions by Taguchi DOE carried out 11,07 g/l of biomass, 4,77 g/l insoluble alkali
materials (I.LA.M.) and 1,59 g/l chitosan. Consequently, chitosan production was
achieved by R. oryzae PAS17 in non-sterile conditions as approximately about 14,4% of
yield in terms of biomass and about 33,3% of yield in terms of 1LA.M. It was suggested
that use of Taguchi DOE in optimization process is an appropriate method for
enhancement of chitosan production. Use of non-sterile conditions and molasses as
carbon source caused lower production cost with higher yield of chitosan production.

2015, 82 pages
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1. GIRIS

1.1. Kitosanin Tanimi

Son yillarda gida, ilag, kozmetik endiistrileri gibi pek ¢ok alanda uzun dénemde saglik
problemlerine sebep olan kimyasal koruyucularin etkisini azaltacak ve tekrar kullanim
saglayacak alternatif antimikrobiyal ve antifungal aktiviteye sahip olan ve dogal
yontemlerle tiretilen maddelerin arastirilmasi yaygin hale gelmistir. Bu amagla, dogada
en yaygin olarak bulunan polimerler {izerine yapilan arastirmalar siirekli artmaktadir.
Seliiloz, B-1,4 bagli D-gluko-piranozun polimeri, Kitin ise B-1,4-glukozidik bagiyla
bagl bir glukoz tiirevi olan N-asetil-D-glukozaminin yiiksek molekiiler agirlikli lineer
bir polimeridir. Seliiloz ve Kkitin yapisal olarak birbirlerine ¢ok benzeyen ancak
seliilozda C-2 pozisyonunda bulunan hidroksi grubun yerine kitinde asetamido grubu
bulunmaktadir. Seliiloz ve kitin sirastyla, yeryiiziinde bitki ve hayvanlarda bulunan ve
organizmay1 koruyucu etkisi biiyiik makromolekiillerdir (Kas 1997; Chatterjee et al.
2005; Kurita 2006; Honarkar and Barikani 2009). Kitin; algler, protozoonlar, bocekler,
halkali solucanlar, yumusakgalar, eklembacaklilar, yuvarlak solucanlar, su yosunlari,
killigeneliler, knitliler ve mantarlar gibi canlilarin yapisina katilmaktadir. Kitin yalnizca
ticari olarak deniz kabuklularinin dis iskeletlerinden elde edilmektedir. Ozellikle yengeg
ve karides gibi canlhilarin kabuklari, deniz kokenli gida endiistrisinde atik olarak
bulundugundan kolay ulasilabilen bir kitin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Kitin, o
kitin ve B kitin olmak {izere iki farkli formdan olugsmaktadir. Deniz kabuklularinin dig
iskeletinde %15-40 oraninda a Kitin bulunur. f Kkitin ise o kitinden daha azdir ve
sillilerin zirhlarinda ve diyatomlarin dikenlerinde bulunur. B Kitin genel olarak «o
kitinden az miktarda, sillilerin zirhlarinda ve diyatomelerin dikenlerinde bulunur. § kitin
cogunlukla miirekkep baliklarinin kalemlerinden iretilmektedir (Chaussard and Domard
2004; Kurita 1997, 2006). Kitin ayni zamanda mantarlarin hiicre duvarlarinin genel
bilesenlerinden biri olan ve sporlar ile misellerin yapisal zarlarina katilan bir

polisakkarittir.



Kitosan, yapisal olarak [B-1,4-D-glukozaminin N-asetil-D-glukozamine baglanmasiyla
olusan lineer bir polimerdir ve Kitinin deasetilasyonu ile elde edilmektedir. Rouget
tarafindan 1859 yilinda kesfedilen ve molekiiler agirligi 50-2000 kDa arasinda degisen
polikatyonik bir polisakkarittir (Lindahl and Hook 1978; Kas 1997; Chatterjee et al.
2005; Jiang 2011; Ugan ve Mercimek 2013). Kitin bazi bakteri ve mantarlarin hiicre
duvarinda alkalin uygulamasi sonucunda deasetile olarak kitosana doniismektedir.
Alkalin uygulamasindan sonra fungal hiicre duvari materyalleri Kitosan, glukan ve
kitosan ve glukanin kovalent bagli oldugu kitosan-glukan kompleksini olugturmaktadir.
Her ne kadar kitosan ve glukan, B-glukozidik yapisina sahip olsalar da, iki polisakkarit
arasindaki bag o-glukozidik bag tiirtindedir. Glukan, ayristirma isleminden sonra
sediment olusturarak kitosandan ayrilir. Kitosan ise serbest halde siipernatant igerisinde
bulunur (Nwe and Stevens 2002). Bazi mantarlar sahip olduklar1 Kitin-deasetilaz
enziminin aktivitesi ile hiicre duvarlarindan Kitosan izolasyonunda kullanilmaktadir

(McGahren et al. 1984; George et al. 2011).

Ticari Kkitin kaynagi olarak daha c¢ok deniz kabuklularmin atik kabuklart
kullanildigindan, bu yolla elde edilen Kitin i¢in mevsimsel sinirlama, tiretim siirekliligi,
tirlinlin kitosana donisiimii igin kullanilan kimyasal yontemlerin, iiretilen kitosan icin
sinirlt endiistriyel uygulama alani1 sunmasi gibi ¢ok sayida problem ortaya ¢ikmaktadir
(Jeuniaux 1986). Ote yandan, demineralizasyon, deproteinizasyon, dekolarizasyon ve
deasetilasyon asamalarini igeren kimyasal proseslerin uygulanmasiyla da kitosan elde
edilmektedir (Ak Kalut 2008; Songa et al. 2008; Roberts 2009; George et al. 2011;
Ugan ve Mercimek 2013). Kitosan kati haldeyken seffaf, kokusuz, tatsiz ve sarimsi-
beyaz renge sahip bir molekiildiir. Kitinin ¢éziinememesine karsin, Kitosan zincirinde
bulunan serbest amin gruplardan dolay1 bu gruplarin, protonasyonu pH 6,0’dan biiyiik
asetik, laktik, malik, formik asit gibi sulu organik ¢ozeltilerde kitosan ¢6ziinebilirken;
stlfurik ve fosforik asit gibi inorganik asitlerde ¢oziinmesi sinirhidir. Kitosanin
coziinebilirligi ve aktivitesi, tiretildigi kaynaga, deasetilasyon derecesine ve molekiiler
agirhigina baghdir (Goy et al. 2009; Jiang 2011; Kumirska et al. 2011; Xie 2011; Ugan
ve Mercimek 2013).



Kitosanin deasetilasyon derecesi %40-98 oranlar1 arasinda bulunur ve iiretim
kosullarina bagli olarak degiskenlik gosterir. Diigiik deasetilasyon derecesine sahip
kitosanin, sadece pH 9,0 ve ilizerinde ¢06ziinebilir oldugu, buna karsin yiiksek
deasetilasyon derecesine sahip kitosanin, pH 6,5 ve altinda ¢6ziiniir oldugu, nétral ve
alkali pH degerlerinde ¢oziinmedigi gosterilmistir. Yiiksek deasetilasyon derecesine
sahip kitosanlar; glutamik asit, hidroklorik asit, laktik asit ve asetik asit gibi organik ve
inorganik asitlerle tuz olusturarak ¢oziiniir. Bununla birlikte, kitosanin hiicre duvarindan
ekstraksiyonunda sadece asetik asit kullanildiginda kitosanin hiicre duvarindan
biitiniiyle saflastirilmasinin miimkiin olmadigi Zamani et al. (2007) tarafindan rapor
edilmistir. Asit igerisinde ¢oziinen Kitosan, lineer polielektrolit 6zellik kazanir ve negatif
yiikli yiizeylerle kuvvetli etkilesim gosterir. Pozitif yiikli bir polimer oldugu icin,
negatif yliklii proteinler, anyonik polisakkaritler ve niikleik asitler gibi molekiiller ile

etkilesime girip ¢okelti olusturabilir (Singla and Chawla 2001; Ozbas Turan 2006).

Kitosan, gida ve beslenmede, materyal bilimlerinde, biyoteknolojide, eczacilikta, tarim
ve ¢evre korumasinda ¢esitli uygulama potansiyeline sahip ¢ok yonlii bir maddedir.
Gida endiistrisinde sentetik koruyucularin yerine kitosan gibi biyolojik yonden aktif,
biyomakromolekiil ve tlrevlerinin kullanim1 ile gida giivenliginin artirilmasi
amaglanmistir. Bunun yani sira ilag endiistrisinde son yillarda plastik yerine kitosan
tabanli biyofilm kullanimi giderek artmaktadir. (Rinaudo 2006; Shi et al. 2006; Hein et
al. 2008; Aranaz et al. 2009; Honarkar et al. 2009; Kong et al. 2010; Dash et al. 2011,
Anitha et al. 2014). Kitosan toksik degildir. Biyouyumlulugu-biyobozunurlugu
yiiksektir ve adsorpsiyon 6zelligi vardir. Bu yiizden dis macunu, el ve viicut kremleri,
sampuanlar, kolesterol diisiirlicii serumlar, hiicre enzim immobilizeri, kontakt lens
iretimi ve goz bandajlarinin yapisina girerek biyoteknoloji, gida ve tarim endiistrisi, ilag
sanayii ve daha bircok Onemli sektorde genis kullanim alani bulmaktadir. Ayrica
kitosan tiirevleri kuvvetli antibakteriyel ve antifungal 6zellige, bivalent mineralleri
selatlama yetenegine sahip olduklarindan dolay1 ticari dezenfektan maddelerin yapisina
katilirlar. Buna ilaveten kitosan ile Kitinin, konak¢inin savunma sistemini aktive ederek
patojen organizmalarin yayilmasini Onledigi bildirilmistir (EI-Ghaouth et al. 1992;
Sudarshan et al. 1992; Chen et al. 2002; Alper 2003). Sekil 1.1’de sirasiyla A. ile Kitin



ve B. ile kitosanin agik formiilleri gosterilmektedir (Akbuga 1995; Kas 1997; Thanou et

al. 2001; Dureja et al. 2001; Ozbas Turan 2006).
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Sekil 1.1. Kitin ve kitosanin agik yapisal formiilii

Zygomycetes sinifi mantarlar diger mantarlara gore 6zel bir hiicre duvari yapisina
sahiptir. Zygomecetes sinifi mantarin hiicre duvarlarinda %50’ye varan oranlarda
kitosan bulunmaktadir (Gow and Gadd 1995; Ruiz-Herrera 1992). Bu sinif mantarlarda
kitosan, glukuronik asit, fosfatlar ve proteinlere ek olarak hiicre duvarinin ana
bilesenlerinden biridir. Bu grup mantarlarda glukoz sadece sporlarda yer alirken, fosfat
ise hiicre duvarlarinda bulunmaktadir (Ruiz-Herrera 1992; Gow and Gadd 1995;

Zamani et al. 2007, 2010). Cogu mantarin hiicre duvarinda yapisal polisakkarit olarak



kitin bulunurken, Zygomycetes grubu mantarlarda biiyiikk oranda kitosan vardir
(Arcidiacono and Kaplan 1992; Nadarajah et al. 2001; George et al. 2011).

1.2. Melasin Tanimi, Ozellikleri ve Kullamim Alanlar

Melas seker sanayii yan iriinii olarak elde edilen ve endiistride siklikla kullanilan, kolay
ve ucuz temin edilebilen bir maddedir. Seker kristal halde elde edildikten sonra arta
kalan koyu kahve renkli madde olan melas, biiyiik oranda seker kamigindan (Saccharum
officinarum) ve seker pancarindan (Beta vulgaris) elde edilmektedir. 1990’1 yillarda
melas iiretiminin 46 milyon ton oldugu bildirilmistir (Ediz 2004; Unver 2010).
Ulkemizde, Erzurum, Konya, Amasya, Ankara gibi illerde devlete ve 6zel sektore ait
cok sayida seker fabrikas1 bulunmaktadir. Uretilen melasin ¢ogu seker pancarindan elde
edilmektedir. Ulkemizde melas, hayvan yemi, sirke, hamur mayasi, meyve suyu
sanayisinde kullanilmaktadir. Ayrica devlete bagh seker fabrikalar1 (Tirkseker A.S.)
blinyesinde Erzurum, Amasya, Eskisehir ve Turhal’da bulunan seker fabrikalarinda
melastan etanol tretimi gergeklestirilmektedir (Tirkseker 2011). Kalin bir kivama ve
igerisindeki partikiillerden kaynaklanan 6zel bir kokuya sahip olan, kahverengiden koyu
kahverengiye dogru farkli renklerde bulunan, sicak ve soguk suda tamamen ¢6ziinebilen
melas, sivi halde bulunmaktadir. Ortalama igerigi ayni olsa da melasin elde edildigi
seker pancarinin yetistigi iklim, toprak kosullar1 ile depolama ve seker eldesi
islemlerine bagl olarak bilesiminin degisebildigi belirlenmistir. Melasin bilesimi, seker
pancarinin Kalitesine ve islenme teknolojisine bagli olarak da farklilik gostermektedir.
Melasin igerisinde yaklasik %15 oraninda su, %45-50 oraninda sakkaroz, %1,0-2,5
oraninda indirgen maddeler, %0,8-1,2 oraninda rafinoz, %0,2-1,0 oraninda invert seker,
%1,2 oraninda ugucu asitler, %4-8 oraninda pigmentler ve %6-10 oraninda kiil
bulunmaktadir (Ulubas 1991; Goksungur 1998, 2004; Bolobova and Kondrashchenko
2000; Unver 2010; Gao et al. 2011). Asetik asit, propiyonik asit, formik asit ve biitirik
asit melasta bulunan baslica organik asitlerdir. Potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir,
sodyum, siilfat, klor ve fosfat mineralleri melasta bulunan baslica inorganik
bilesiklerdir. Bunlarin yaninda melasta, biyotin, pantotenik asit, inositol, nikotinik asit,

riboflavin, pridoksin ve kolin gibi B grubu vitaminler bulunaktadir (Goksungur 1998;



Unver 2010). Seker pancart melasmin ortalama bilesimi Cizelge 1.1°de verilmistir

(Burrows 1970; Anonymous 1982; Unver 2010).

Cizelge 1.1. Seker pancar1 melasinin ortalama bilegimi

Bilesen % orani
Kuru madde 78-85
Toplam seker 48-58
Toplam azot 0,2-2,8
Kiil 8,7
Fosfor (P205) 0,02-0,07
Kalsiyum (CaO) 0,15-0,7
Magnezyum (MgO) 0,01-0,1
Potasyum (K20) 2,2-5,0
Sodyum 1

Klor 0,9
Toplam karbon (C) 28-34
Kiikiirt (SO3) 0,3-0,4
Toplam inorganik madde 4-11
Toplam lipit 0
Toplam lif 0
Mineral ve Vitaminler ng/g
Bakir 13
Cinko 40
Biyotin 0,01-0,13
Pantotenik asit 7
Manganez 10
Riboflavin 0-0,75
Pridoksin 2,3-5,6
Folik asit 0,21

Demir 117




Cizelge 1.1. Seker pancar1 melasinin ortalama bilesimi (devami)

Bilesen % orani
Tiamin 1-4
Nikotinamid 37-51

Melas hem mikroorganizmalarla gergeklestirilen iiretimlerde oldukca elverisli bir
substrattir hem de kolay ve ucuz temin edilebilme 6zelligi nedeniyle oldukga fazla

tercih edilmektedir.

Fermentasyon ortaminda baglica karbon kaynagi olarak kullanilan melas, icerdigi diger
maddeler yoniinden de ortamin zenginlesmesine imkan vermektedir. Bu nedenle
melasin endiistriyel {iretimlerde kullanim alan1 olduk¢a genistir. Escherichia coli’den
etanol tiretimi (Akbas et al. 2014), Pseudomonas denitrificans ile B1, vitamini tiretimi
(Li et al. 2013), Aspergillus niger ile glukonik asit iretimi (Sharma et al. 2008),
Saccharomyces cerevisiae ile biyoetanol tiretimi (Siqueira et al. 2008), biyogaz tiretimi
(Lee et al. 2014), Lactobacillus delbrueckii ile laktik asit iiretimi (Dumbrepatil et al.
2008), Zymomonas mobilis ile etil alkol tiretimi (Cazetta et al. 2007), Actinobacillus
succinogenes ile siiksinik asit iiretimi (Liu et al. 2008) melas ile yapilan ¢alismalardan

sadece birkagidir.

1.3. Taguchi Yonteminin Tanim ve Kisa Tarihcesi

Bilindigi gibi, bir {irliniin iiretim siirecinde en 6nemli kistaslardan biri kalitedir. Eskiden
kalite kavrami pek fazla bilinmemekle birlikte, iirlinlerin muayenesi kalitenin
belirlenmesinde etkili olmustur. Bununla birlikte {iretim maliyetlerinde artisa sebep
oldugundan, ge¢miste lretilen her iriin i¢in yapilan muayene faaliyetleri iiretici
isletmeler tarafindan istenmeyen bir islem olarak goriilmekteydi. 1980’11 yillara kadar
genellikle goz ardi edilen kalite kavrami, gelisen teknoloji ile birlikte iiriinlerde aranilan
ozelliklerin basinda gelmektedir. Kalite, Avrupa Kalite Kontrol Organizasyonu
(European Organization for Quality Control, EOQC) tarafindan “Bir malin ya da

hizmetin tiiketicinin isteklerine uygunluk derecesi” seklinde tanimlanmaktadir (Oziiak



2008). Kalitenin belirli sinirlar1 bulunmamakta, aksine giin gegtikce tiiketicilerin
istekleri dogrultusunda bu smirlar gittikge genislemektedir. Bu amagcla iireticiler
kalitenin artirilmasi amaciyla belirlenmis bir hedefe ulasmak amaciyla tasarlanan
teknikler ve yapilan faaliyetler biitiinii olan kalite kontroliinii kullanmaya
baslamiglardir. Birgok kalite uzmani, kalitenin artirilmasinda, iiriiniin kontrol asamasi
yerine iretim slirecinin tasarlanmasi asamasinda daha iyi verim elde edilecegini
diisiinmektedir. Bu yolla iiretilen {iriinlerin, iiretim siirecinden sonra iyi veya kotii olarak
smiflandirilmasindan  daha uygun bir maliyet gerektirecegi kesindir. Kalitenin
gelistirilmesinde deney tasarimi tekniklerinin kullanilmasi ile iiretim siireglerindeki
degiskenlige sebep olan faktorlerin tespit edilerek, ortadan kaldirilmalart miimkiin hale

gelmektedir. Bu sekilde gerceklesen iiretimler kararli bir hal almaktadir (Sanyilmaz

2006).

Kalitenin artirilmast amaciyla eski yontemlerden olan klasik deney tasarimi
uygulamalar1 endiistriyel sartlar altinda verim bakimindan c¢ok kiymetli uygulamalar
degildir. Bir iriiniin iiretim siirecinde, kalite lizerine etkin olan faktorlerin sayisi
arttigindan, kullanilan deney sayisi, i3 ve insan giicli, enerji sarfiyati da giderek
artmaktadir. Bu da endiistriyel tiretimler igin istenmeyen bir durumdur (Taylan 2009).
Diinya genelinde meydana gelen savaslar ve yikimlar sonrasinda toparlanmaya calisan
ve giiniimiizde etkin ekonomiye sahip olan iilkelerde 1900’1i yillarin basindan itibaren
ortaya konan kalite kavramlarmin c¢ogu istatistige dayandirilmaktadir. Bu nedenle
gliniimiizde kaliteli iiriin elde edilmesi igin istatistik uygulamalar1 kacinilmaz hale

gelmistir (Hamzagebi 2000; Sanyilmaz 2006; Baynal 2007).

Japonya’da 1980’li yillardan sonra teknolojinin ilerleme nedeni incelenirken, bir makine
mithendisi olan Dr. Genichi Taguchi tarafindan 1940°l1 yillarda gelistirilen ve
endiistriyel sartlarda deney tasarimini miimkiin kilan Taguchi yontemi etkili oldugu
belirlenmistir. Taguchi yonteminde Kesirli faktoriyel tasarimi kullanilarak deney
sayisinin azaltilmasi dolayisiyla verimin artmasi saglanmistir. Ikinci Diinya Savasi’ndan
sonra Japonya’da telefon sisteminin gelistirilmesinde aktif rol oynayan Dr. Taguchi,

Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan bir telefon sirketinin kullandigi sistemin



aynisinin Japonya’da kurulmasi igin olusturulan projenin, merkezin biiyiikliigiine bagh
olarak 6n goriilen siire olan 20 yil yerine, saglam tasarim ve kesirli faktoriyel tasarim
yontemlerini kullanarak sadece 4 yilda tamamlanmasini saglamistir. Kalite alanindaki
en iyi 6dillerden olan Deming 6diilii Dr. Taguchi’ye bu basarisindan dolay1 verilmistir
(Sirvanci 1997). Bunun yaninda, Japon imparatoru endiistriye yaptigi katkilardan dolay1

Dr. Genichi Taguchi’ye 6diil vermistir.

Dr. Taguchi kaliteyi “Uriiniin miisteriye ulastiktan sonra toplumda meydana getirdigi
kayip” seklinde tanimlamaktadir (Okutan 1995). Kaliteyi gelistirmek i¢in temeli deney
tasarimina dayanan Taguchi yontemine, ortogonal diziler ve saglam (robust) tasarim
gibi kavramlar eklenmistir. Taguchi yontemi kalite kaybin1 dikkate alarak, deneysel
dizayn tekniklerini bir araya getiren bir yontemdir. Kalite sistemini {iretim 6ncesi (Off-
line, ¢cevrim dis1) ve iiretim siireci (on-line, ¢evrim i¢i) olarak ikiye ayiran Taguchi
yontemi, {riinlin kalitesinin {iretim Oncesindeki asamanin sorunsuz ve iyi bir sekilde
gerceklesmesine imkan tanimaktadir (Ranjit 1990; Sanyilmaz 2006; Yildirim 2011).
Taguchi yonteminde amag, hedef deger etrafindaki degiskenligin azaltilmasi sonucu,
tretim maliyetinin diigtirtilerek verimin artirilmasidir. Bu ydntem sayesinde deney
oncesi yapilan calismalar sonucunda kalite sabit tutularak, deney sayisinda Onemli
derecede azalma gerceklesmistir (Fowkles and Creeveling 1995; Kagnicioglu 1998;
Ross 1998; Taylan 2009; Majdzadeh-Ardakani et al. 2010; Dadkhah et al. 2014). Kalite
kaybinin miisteride olumsuz etki yaptig1 bilinen bir gergek iken, Taguchi yonteminin bu
kayb1 engellemeye yonelik yaklasimi, bu yontemi diger kalite kontrol yontemlerinden
ayirmaktadir. Caniyllmaz (2001) yaptigi calismada, geleneksel Kkalite anlayisinin
maliyeti artirdigini, ancak Taguchi deney tasariminin maliyeti azalttiZin1 ve geleneksel
kalite anlayisina gore kalitenin kontrolle saglanirken, Taguchi deney tasarimina gore
kalitenin ancak tasarim asamasinda saglandigini bildirmektedir. Taguchi yonteminde
irlinlin iiretim asamasinda performans karakteristiklerinin belirlenip Slgiilmesi
onerilmektedir. Hedef deger olan performans karakteristiginin ideal degerinde olusan
sapma ne kadar azalirsa, {iriiniin kalitesi de o oranda artmaktadir (Altinbilek Unal 2001).
Diger yandan, {iriiniin {iretim 6ncesi ve tiretim siirecinde tasarlanmasi sonucunda {iriiniin

iiretimde ve sonrasinda kalite kontrol fonksiyonlar1 azalmaktadir. Bu sekilde tasarruf
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edilmesi sebebiyle Taguchi yontemi vazgegilmez bir istatistiki yontem olarak kabul
edilmektedir (Loncher and Matar 1990; Gencel 2007).

1.4. Steril Olmayan Kosullarin Ozellikleri ve Kullanim

Mikroorganizmalarla gergeklestirilen tiiretimlerde, tiretim maliyetinin disiiriilmesi
amactiyla, yeni izolatlarin kesfi, substrat olarak atik ve/veya ucuz ham maddelerin
kullanimi, matematiksel modelleme tekniklerinin uygulanmasi gibi ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bunun yani sira, son yillarda bazi arastirmacilar, diisiik sicaklik ve
diisik pH’da mikroorganizmalarin gelisme yeteneginden faydalanmak ve kendi
antimikrobiyal bilesenlerini iiretmesini saglamak suretiyle, iiretim maliyetlerinin
diisliriilmesini amaglayan c¢aligmalar yapmiglardir (Sarris et al. 2013; Yang et al. 2013;
Aydogan et al. 2014; Santamauro et al. 2014).

Jolly et al. (2006) calismalarinda, Kkullandiklari mikroorganizmanin, fermentasyon
ortaminin sicakligini ve pH’sin1 diisiirerek mikroorganimanin pulkerriminik asit ve 2-
feniletanol maddelerini sentezlenmesini ve bu sekilde kontaminasyon olmadan daha

diisiik maliyetli sarap iiretiminin ger¢eklesmesini saglamislardir.

Yang et al. (2013) bisfenol A ve diklofenak maddelerinin uzaklastirilmasi amaciyla
gelistirdikleri fungal membranin steril olmayan kosullarda ¢alisabilirliligini
aragtirmiglardir. Calismada beyaz kokli kif tiirti olan Trametes versicolor kullanilmis
ve bu zararli bilesiklerin atik sulardan uzaklastirnllmasinda biyopargalanma ve

biyoadsorbsiyon yontemleri steril olmayan sartlarda gergeklestirilmistir.

1.5. Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FT-IR) Teknigi

Infrared (kizil 6tesi, IR) spektroskopisi ile ilgili ilk ¢alismalar 1905 yilinda W. Coblentz
tarafindan yapilmistir (Coblentz 1908; Turhan 2008). Taramali IR spektrometrelerinde
herhangi zamanda sedece monokromatoér tarafindan segilen dalga boyundaki bilgi

Olctliir. FT-IR cihazlarinda monokromator kullanilmaz ve 151k kaynagindan gelen biitiin
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frekanslar 6rnek ile ayn1 anda etkilesime girmektedir. Bu sayede, spektrum, frekans
Olcegi yerine zaman Olgeginde elde edilmektedir. FT-IR tekniginde sinyal formatinda
elde edilen bilgiye interferogram adi verilmektedir. Interferogram infrared spektrumunu
olusturan frekanslarin tamamini icermekte, buna karsin, fazla miktarda dalga boyu
icerdiginden olduk¢a karmagik bir yapiya sahiptir. Cihazda bulunan bilgisayar
yardimiyla ters fourier trasnformu adini alan matematiksel islemle interferogram
frekans Olgegindeki bilgilere dontistiiriiliir. FT-IR spektroskopisi ile kati, sivi ve gaz
ornekleri i¢cin c¢ok ilging kalitatif ve aym1 zamanda kantitatif bilgiler elde
edilebilmektedir. Ayn1 zamanda, IR spektroskopisi gibi her dalga boyunun tek tek
taranmas1 gerekmediginden, spektrum birka¢ saniye igerisinde alinmaktadir (Erdik

1998; Turhan 2008; Pavia et al. 2009; Ozkan 2011).

Son yillarda ilerleyen teknoloji ile FT-IR spektroskopi kullanimi yayginlagmaktadir.
FT-IR spektroskopi yontemi ile minimum &rnekle hizli ¢alisma imkani saglandigindan

ozellikle gida uygulamalarinda kullanilmaktadir (Vlachos et al. 2006).

1.6. Rhizopus oryzae’nin Genel Ozellikleri

Mantarlar (Fungi) aleminin, Mucorales takimi, Mucoraceae familyasi {iyelerinden olan
Rhizopus oryzae beyaz hifsi yapida pamuk yigini seklinde bir goriiniime sahiptir.
Hiflerinde septum bulunmaz ve sporangioforun ¢iktig1 bolgede, kok gorevi yapan ve
kiifin besin igerisine giren kismi olan “rizoidler” bulunur. Sporangioforlarin ucunda
bulunan sporangiumlar siyah renktedir. Genellikle sebze, meyve ve diger gida
maddelerinde bozulmaya yol acan ve firsatg1 insan patojeni olan bir tlrdiir.
Mukormikozis hastaligina yol acan etkenlerin basinda R. oryzae geldigi bilinmektedir.
(Bulut 2001; Petrikkos et al. 2012; Gardiner et al. 2015).

Karbon kaynagi olarak glukozun kullanildigi fermentasyonlarda R. oryzae kiiltivasyon
sartlarma ve glukozun kullannmina bagli olarak ¢esitli {irtinlerin {iretiminde
kullanilmaktadir. R. oryzae’nin kontroliinde son metabolit iiretiminde anahtar maddenin

oksijen oldugu bilinmektedir. Yeterli miktardaki oksijen destegi ile laktat dehidrojenaz



12

enziminin piriivatin yiikksek oranda laktata doniisimiinii gergeklestirdigi bilinmektedir.
Diger yandan diisiik miktarda oksijenin laktat {retimini azaltti§i, buna karsilik,
oksijensiz solunum yoluyla etanol olusumunun gergeklestirildigi bildirilmistir (Skory
2000, 2003). Endiistriyel dneme sahip pek ¢ok maddenin (ksilanaz enzimi, laktik asit,
fumarik asit, lipaz enzimi, monoolein, fenolik bilesikler, etil biitirat, proteaz enzimi, vs.)
tiretiminde R. oryzae’den faydalanilmaktadir (Sun et al. 2012; Taskin et al. 2012; Yu et
al. 2012; Grosso et al. 2013; Dey and Kuhad 2014; Ghattas et al. 2014; Hsiao et al.
2014; Su et al. 2014; Zhizhuang et al. 2014).

1.7. Arastirmanin Amaci

Rhizopus oryzae PAS17 susu diisiik sicakliktaki ortamlardan izole edilen funguslar
icinde melas ortaminda en yiiksek oranda Kitosan iretimi gerceklestirdigi igin
arastirmamizda tercih edilmistir. Rhizopus oryzae PAS17 susu kullanilarak steril
olmayan sartlar altinda kitosan iiretiminin deneysel dizayn yontemlerinden olan Taguchi

uygulamasi ile optimizasyonu amaglanmistir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kitosanin Kullanim Alanlari

2.1.1.1lac endiistrisi

Kanser tedavisinde kullanilan geleneksel yontemlerin yerine daha etkin hale getirilen
nanoteknolojik anti-kanser ilaglar1 ve gen tasiyict sistemlerinde kitosanin kullanimi
giderek yayginlagsmaktadir (Bao et al. 2011). Nanopartikiillerle gergeklestirilen ilag
tasinma sistemleri, nanometre boyutlarindaki partikiillerin kanser hiicrelerindeki kan
damarlarindan direkt girigleri sayesinde kanser tedavisini gelistirmektedir. Bu amagla
antikanser ilaglarin kapsiilleme islemlerinde dogal polimerlerin kullanimlar1 tercih
edilmektedir. Dogal polisakkaritlerden olan kitosan ayni 6zellikteki aljinat ile birlikte,
biyobozunurluk, biyouyumluluk, toksik olmayan ve biyoyapigskan 6zellikleri sayesinde
nanopartikiillii ilag tasinma sistemlerinde genis bir sekilde kullanilmaktadir (Bhunchu
and Robhsitthisak 2014).

Nanoteknolojinin kullanimiyla birlikte agiz yoluyla alinan insiilinin dagilimi ile ilgili
ortaya ¢ikan sorunlarin ¢ziimii i¢cin uzun zamandir yapilan arastirmalarda cesitli dogal
polimerler kullanilmaktadir. Damar i¢i yolla verilen insiilin genelde hasta tarafindan
kabul edilmekte ancak, agiz yoluyla alinan insiilinin faydast ayni sekilde
gerceklesmemektedir. A1z yoluyla alinan insiilinin yapisina katilan dogal polimerlerin
biyouyumluluk-biyobozunurlulugunun bulunmasi, bagisiklik cevabi olusturmamasi ve
toksik olmamasi gerekmektedir. Mukhopadhyay et al. (2012) agiz yoluyla alinan
insiilinin yapisina katilan Kkitosan ve kitosan nanopartikiillerinin, insiiliinin etkin bir
sekilde tasinmasinda kullanilabilecegini bildirmislerdir. Gastrointestinal (GI) sistemin
agir asidik sartlarina dayanikli insiilin gelistirilmesi i¢in baz1 modifikasyonlar
yapilmistir. Mide ve bagirsakta bulunan agir asidik pH ve proteolitik enzimler gibi
kimyasal bariyerler GI sisteminde digar1 salinan insiilinin etkin bir sekilde emilimini

sinirlandirmaktadir. Partikiil buytlikliigline bagli olarak bagirsak ¢evresinin emilim
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durumu segici olmakta ve epitel hiicrelerinin bazolateral kisimlarindan insiilinin
aliminda bir bariyer olusmaktadir. Nanopartikiiller ise bu bariyerlerin asilmasi ve
instilinin  etkin bir sekilde dagitilmasini saglamaktadir. Bu nedenle Kkitosan
nanopartikiilleri agiz yoluyla almman insiilinin dagitilmasinda kullanilmaktadir

(Mukhopadhyay et al. 2012).

Polikatyonik ve uzun zincirli yapisindan dolay1 kitosan dogal antimikrobiyal bir yapiya
sahiptir. Kitosanin molekiiler agirliginda meydana gelen bir artig, inhibe edilen mantar
sayisinda artisa neden olmaktadir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarin derilerinin
yiizeysel mantar enfeksiyonlarina karst oldukga hassas olduklar1 bilinmektedir.
Diyabetik, sisman ve belli antifungal ilaglara diren¢ kazanmis kisiler risk grubunu
olusturmakta ve bu durumda meydana gelen enfeksiyonlar kronik hale gelebilmektedir.
Ote yandan bu hastalarin tedavilerinde kullanilan maddelerin yan etkilerinin azaltilmasi,
patojen mikroorganizmalarin diren¢ olusturamayacagi yeni ajanlarin belirlenmesi ve
ozellikle tedavi i¢in kullanilacak antifungal proteinler iizerine yapilan arastirmalar
giderek artmaktadir. Evrim (2013) bir antifungal ¢esidi olan K5 tipi maya toksik
proteinini saf halde izole ederek Panomycocin olarak adlandirmistir. Calismada
Panomycocin, terapotik proteinlerin enkapsiile edilmesinde kullanilan ve toksik etkisi
bulunmayan etkili bir tasiyici sistem olan Kitosan igeren nanopartikiiller ile
enkapsiilasyonunu  gercgeklestirilmistir.  Arastirma  sonucunda, yiizeysel deri
enfeksiyonlarma sebep olan dermofitlere karsi giiclii fungisidal yetenegine sahip bir

proteinin topikal bir preparat haline getirilmesine olanak saglanmistir.

Yetkin (2001) kronik dis eti hastaligi bulunan hastalar1 gruplara ayirarak %15
metronidazol igeren %1’lik Kitosan jel ile dis tas1 temizligi ve kdk diizeltmesi ile yalniz
dis tas1 temizligi ve kok diizeltmesi islemlerinin klinik parametreler tizerine etkisini
degerlendirmistir. Kronik periodontitis tedavisinde kitosan jelinin tek basma ve dis
tasina sebep olan patojenlere karsi etkin bir antibiyotik ile beraber kullanilabilecegi

belirlenmistir.
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Gastrik enfeksiyonlarin basinda gelen Helicobacter pylori, diinya niifusunun yaklasik
%350’sinde gastrik mukoza icerisinde kolonize olan bir bakteri ¢esididir. Kronik hale
gelen H. pylori enfeksiyonu iilser, gastrik kanser gibi hastaliklarla da ilgilidir. Tedavi
amactyla giiniimiizde kullanilan yontemlerin ¢ogu hastalarin yaklasik %20’sinde
basarisizlikla sonuglanan antibiyotik tabanli terapilerden olusmaktadir. Dogal ve
katyonik bir polisakkarit olan kitosanin H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde
kullanilabilirligi arastirilmaktadir. Kitosan muko-yapiskan 6zelligi sayesinde, gastrik
tasinma amaciyla ¢oklu elektrot kompleksleri veya antibiyotik kapsiilleme teknigi ile
mikro/nanopartikiillerin igerisinde kullanilmaktadir. Fakat alternatif molekiillerin
birlikteligi de miimkiindiir. Kitosanin antimikrobiyal baglanma 6zelligi sayesinde H.
pylori’nin baglanmasi ve konak¢1 organ olan mideden ayristirilmasi amaciyla kullanimi

onerilmektedir (Goncalves et al. 2014).

Deri igerisinde ilag tasiniminda kullanilan maddeler kitosan ile gelistirilerek modifiye
edilmistir (Thacharodi and Rao 1996). Model ilag olarak nifedipine ve propranolol
hidroklorid kullanilarak kitosan-kollajen bilesigi iceren membranlar test edilmistir.
Ganji and Abdekhodaie (2010) 1siya duyarh kitosan asilanmis poli laktik-ko-glikolik
asit membranlart gelistirmislerdir. Calismada molekiiler agirlig 2,5.10° ve
desasetilasyon derecesi %82,5 olan kitosanin, kitosan asilanmis poli laktik-ko-glikolik
asit membran tiretiminde kullanilabilecegi gdsterilmis ve bu membranlarin 1stya cevap
verebilen ilag tasima ajanlari olarak kullanimlarmin uygun oldugu bildirilmistir. Li et al.
(2002) oksitlenmis glukoz-gapraz bagli N-alkillenmis kitosan membranlariyla ilag niifuz

etme caligmalari i¢in vitamin B,’yi model ilag olarak kullanmiglardir.

Kemik dolgu maddesinin dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaciyla antibiyotik baglh
kitosan filmleri tiretilmektedir. Antibakteriyel analizler, kitosan filmlerinin bakteriyel
gelisimi milkemmel bir sekilde inhibe ettigini gostermektedir. Ayrica sitotoksisite,
pargalanma ve in vivo degerlendirmeler ilagla baglanmig Kitosan filmlerinin etkinligini
artirdigimi gostermektedir (Noel et al. 2008). Birbirine bagli kitosan-sodyum aljinat
bilesigi cok yiiksek sicakliga dayanikli ve kontrollii ilag salinimi profili gdsteren bir
bilesiktir (Ke et al. 2010).
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Ho et al. (2009) heparin fonksiyonlu kitosan-aljinat yapi iskelesi ile baglanmis temel
fibroblast biiyiime faktoriinii gelistirmislerdir. Calisma, heparinin siki bir sekilde
kitosan-aljinat polielektrolit bilesigine immobilize edilebilecegini ve bu sistemin doku

onariminda potansiyel iyilestirici bir yontem olabilecegini gdstermektedir.

Yaralanma olay1, incinme sonrasinda ortaya ¢ikan ve doku kaybinin derinligine bagh
olarak, geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz bir sonugtur. Enfeksiyon olusumu yaralarin
onariminda Onemli bir engel olusturmaktadir. Enfekte olan yaralar antimikrobiyal
ajanlar1 igeren materyallerle muamele edilir. Bu amacgla farkli sentetik ve dogal
polimerler kullanilmaktadir. Dogal polimerler, aljinat, jelatin, kollajen, kitin, kitosan vs.
icermektedir. Kitindz materyallerin yara iyilestirilmesi uygulamalarinda kullanildigina
dair pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Anitha et al. 2014). Coziicii ile astarlanmis kitosan
membran metodu yaralarin iyilestirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Hazirlanan
membranlarin Bactigras (antiseptik yara Ortiisii) kullanan hastalar iizerinde yara
iyilestirme etkileri arastirilarak, pozitif kontrol olarak ve kitosan membranla muamele
edilen hastalarin granulasyon tabakasinda rejenerasyonu ve epitel dokularinin
yenilenmesinde artis elde edildigi bildirilmistir (Azad et al. 2004). Coziicii ile astarlama
metodu kullanilarak elde edilen kitosan-soya membranlarin epitel doku onarimini ve
epidermal tabaka olusumunu hizlandirarak bir hafta icerisinde yaranin iyilesmesini

sagladig1 rapor edilmistir (Santos et al. 2013).

Marreco et al. (2004) elde ettikleri kitosan membranlarin mekaniksel kuvvet, morfoloji
ve sitotoksisitesi tizerine farkli sterilizasyon yontemlerinin etkilerini analiz etmistir.
Sterilizasyon amaciyla etilen dioksit gazi, gama radyasyonu ve %70’lik etanole batirma
yontemleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda etilen dioksit gazinin en
uygun sterilizasyon teknigi oldugu tespit edilmis ve diger yontemlerin morfolojide
degisiklige sebep oldugu ve hiicreler i¢in toksik olduklar1 bulunmustur. De Queiroz et
al. (2003) faz-inversiyon teknigi ile hazirlanan bolgesel bir anti-enfektif ilag olan
nitrofurazone ile poli vinil alkol/kitosan laktat karigimini hidrojeller ile birlestirmistir.
[lactn mekanik o6zellikleri ve membrandan in vitro ilag salimmi gibi 6zellikleri

degerlendirilmistir. Membran siirdiiriilen ilag salinim profili gostermistir. Membranin
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mitkemmel mekaniksel kuvvet ile siganlarda olusturulan yaralarda ileri in vivo
deneylerde degerlendirmesi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda, bu materyallerin

yara Ortlisii olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir.

Kitin/kitosanin deasetilasyon derecesini ters etkileyen ozellikler, ¢ozliniirliik, viskozite
ve biyouyumluluktur. Biyolojik pargalanabilme 6zelligi molekiiler agirliginin tam
aksine asetilasyon derecesiyle dogrudan ilgilidir. Antimikrobiyal, analjezik, hemostatik
ozellikleri, artan kitin ve kitosan tabanl sistemlerin asetilasyon derecesine ters etkili
olarak caligmakta; ayrica, molekiiler agirlikta olusan artiglar ile gegislerin artmasi ve
yapiskanlik Ozelligi artmaktadir. Sonug olarak N-asetilasyon derecesi, kristallinite,
parcalanma ve molekiiler agirlik kitin/kitosan membran ve yap1 iskelelerinin
fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini biiylik oranda etkilemektedir (No et al. 2002;
Rinaudo 2006; Aranaz et al. 2009; Weinhold et al. 2009; Kong et al. 2010; Tsao et al.
2010; Dash et al. 2011; Domard 2011; Kumirska et al. 2011; Anitha et al. 2014).

Kitin ve Kkitosan 5-floro urasile baglanarak tiimorler igin terapotik ajan olarak
kullanilmaktadir. Yine normal olarak kullanilan 5-floro urasilden daha az yan etkiye
sebep oldugu da bildirilmistir. Kitin/kitosan kullanilan antitimér ajanlarinin diger
polisakkaritlerden daha az toksik etkiye sebep oldugu rapor edilmistir (Ouchi 1990;
Ouchi et al. 1990). Siilfatlanmis kitosan yiiksek oranda antitrombojenik aktivite
gostermektedir. Kanin pihtilagmasinin engellenmesi amaciyla heparin benzeri gorev
yapan kitin/kitosan sistemleri gelistirilmistir (Seiichi et al. 1994). Kitosanin ¢apraz
baglanmasiyla gelistirilen bir hidrojel, pH’ya bagli salinimi gerceklesen cimetidine
ilacinin yapisinda kullanilmaktadir. Kitosan igerikli jelin hidrolizasyonu pH 7,0’den
yukart degerlerde ger¢eklesmezken, asidik pH’da gorev yapmaktadir (Kang De et al.
1994). Caplar1 250 nm civarinda olan nanokiirecikler icerisinde bulunan antineoplastik
ajan olan 5 floro urasilin salinim orani kitosanin deasetilasyon derecesi ve diger ortii

polisakkaritleri tarafindan kontrol edilmektedir (Yuichi et al. 1994).
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2.1.2. Biyolojik ayristirma, biyomolekiillerin immobilizasyonu ve enerji kaynaklari

Kitosan hiicreler arast maddeye benzerligi sebebiyle bugday riiseymi agliitininin
ayristirtlmasinda kullanilmaktadir. SDS-PAGE yontemiyle %100 safliktaki bugday
riseymi %70 verimle elde edilmektedir (Senstad and Mattiason 1989). Kalsiyumla
birlesmis karboksimetil Kitin, D ve L-fenilalanin gibi nétral amino asitlerin 6zel siral
emiliminde kullanilmaktadir. Ayristirma islemi L-fenilalaninin a-karboksil gruplarinin
kalsiyum tarafindan bloke edilmesiyle ger¢eklesmektedir. 33 etilen glikol diglisidil
eterin ¢apraz baglanmasiyla olusturulan suda ¢oziinmeyen anyon degistirici bir
membran, kitosan ve polivinil alkoliin kullanimiyla yapilmistir. Bu membran niikleik
asit bazlarinin yogunluk gradientlerinin aksine ¢alisarak secici tasinmalarinda rol
almaktadir (Tadashi et al. 1993). Kitin ve Kkitosan ¢apraz bagli gluteraldehit
membranlart su/etanol buharinin sizma teknigi ile ayristiritlmasinda kullanilmaktadir. Bu
yontemle en yiiksek ayristirma faktorii olan 6000 ayristirma faktorii elde edilmistir
(Motonobu et al. 1994). Yeni gelistirilen mikroporlu bir kitosan-boya afinite membran
ile polieter siilfonun, protein ayristirilmasinda yararli bir sekilde kullanilabildigi
bildirilmistir. Faz inversiyon metodunun kullanilmasinin ardindan Cibacion mavisi
F3GA boyasinin membrana tutturulmasi ile gerceklestirilmektedir (Xianfang and Eli
1996; Felse and Panda 1999).

Lipaz baglama etkinliklerine gore arastirilan alt1 farkli materyal arasindan Kitosanin en
yiiksek verimle immobilize lipaz1 bagladig: bildirilmistir (Jei et al. 1990). Endo 1,4-B-
ksilanaz enziminin immobilizasyonu i¢in kullanilan hidrojel boncuklari, kitosan ile
ksantan arasinda gergeklesen etkilesimle hazirlanmaktadir. En yliksek immobilize
olmus ksilanaz enzimi aktivitesi serbest enzimden %60-70 oraninda daha yiiksek

aktivite gostermektedir (Dumitru and Esteban 1997; Felse and Panda 1999).

Gida endistrisinde suya verilen zararli gida boyalarinin adsorbsiyonunda kitosandan
faydalanilmaktadir.  Kitosanin dogal bir polimer olmasindan dolayr boya
adsorbsiyonunda kullanimi ile alternatif bir ¢evre dostu adsorbsiyon yontemi ortaya

¢ikmistir. Bu alanda boya giderimi i¢in kitosan uygulamasinda yiizey alani ve porosite
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ozelliklerinden dolay1 bazi sorunlar olusmaktadir. Esquerdo et al. (2014) megaporoz
yapida gelistirdikleri Kitosan yapi iskelesini kullanarak gida boyalarinin ¢ozeltilerden
uzaklagtirilmast  amaciyla  kullanimmi  arastirmiglardir.  Calismada  kizilGtesi
spektroskopi, elektron mikroskopisi ve yapisal karakteristikleri tespit etmisler ve yapi
iskelesi ile boya arasinda gerceklesen etkilesimleri degerlendirmislerdir. Elde edilen
sonugclar por biiyiikliigliniin 50-200 um boyutlarinda oldugunu, porositesinin %92,2+1,2
civarinda oldugunu ve ozel ylizey alaninin 1135+2 m?/g oldugunu gostermistir. Bu
megapordz Kitosan yapi iskelesinin iyi yapisal karakteristige sahip oldugu ve yiiksek

adsorbsiyon kapasitesi gosterdigi bildirilmistir (Esquerdo et al. 2014).

Endiistri atik maddelerinden sivi yaglarin geri doniisiimii amaciyla manyetik 6zellikli
Kitosan nanopartikiilleri yagi kendisine baglamak suretiyle bir ayristirma materyali
olarak potansiyel olusturmaktadir. Alisilagelmis yag ayristirma yontemlerinden sonra
gelistirilen yeni CoFe,O4-kitosan nanopartikiilleri miikemmel bir biyoparcalanma ve
yiiksek seviyeli kontrol edilebilme olanagi sunmaktadir. Elektron mikroskopi teknigi ile
elde edilen sonuclar, kiip seklindeki manyetik CoFe;Os4 nanopartikiillerinin kiire
seklindeki kitosan nanopartikiilleriyle sarilmis halde oldugunu gostermistir. CoFeOs-
kitosan nanopartikiillerinin boyutlarinin 100 nm’nin altinda oldugu belirlenmistir. Bu
yontemle yag-su ara yiizeyinde ultra diisiik seviyelerde ara ylizey gerilimi olusmasi

saglanarak ayni zamanda tuza kars1 dayanikli bir yag ayristirma sistemi gelistirilmistir

(Zheng and Lian 2015).

Dogal enerji kaynaklarinin giderek azalmasiyla birlikte alternatif enerji kaynaklari
arayislart hizla artmaktadir. Yenilenebilen ve ¢evre dostu enerji kaynaklari i¢in yapilan
calismalar, yakit hiicrelerinin kesfine sebep olmustur. Yakit hiicresi, bir yakitta
depolanmis olan kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine doniistiiren bir elektrokimyasal
aygittir. Alternatif enerji kaynaklar1 arasinda bulunan ve kullanim alanlar1 giderek artan
yakit hiicrelerinin imalat siirecinde kullanilan materyallerin uygun 6zellikte malzemeler
olmasi yoniinde yapilan aragtirmalar, orta derecedeki sicakliklarda hidrojen polimer
elektrolit yakit hiicresi, direkt metanol yakit hiicresi, alkalin yakit hiicresi ve biyoyakit

hiicresinin membran elektrolitleri ve elektrotlarinin yapiminda ucuz ve doga dostu bir
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polimer olan kitosanin etkin bir sekilde kullanildigini gostermektedir (Ma and Sahai
2013).

2.1.3. Doku miihendisligi

Kitin ve kitosan, toksik olmayan ve biyolojik olarak parcalanabilen yapisiyla tibbi
uygulamalarda kullanilmak iizere pek ¢ok avantaja sahiptir. Ila¢ tasinma sistemlerinde,
gen terapisinde, doku miihendisligi ve yaralarin iyilestirilmesinde bu biyomateryallerin
membranlar, siingerler, jeller, mikro ve nanopartikiiller ve nanofiberler gibi farkl
formlarda kolaylikla islenebildikleri i¢in yaygin sekilde kullanimlar1 artmaktadir
(Anitha et al. 2014). Doku mithendisliginde biyolojik bozunabilen bir yap1 iskelesi yeni
doku gelisiminin uyarilmasi ve uyum saglamasi icin gegici bir iskelet olarak gorev

yapabilmektedir.

Li et al. (2005) dogal olarak elde edilen kitosan ve aljinat polimerlerinin 6nemli
derecede gelistirilmis mekaniksel ve biyolojik 6zelliklerini arastirmiglardir. Gelistirilmis
mekanik o6zelliginin kitosan ve aljinatin kompleks yapisinin sekillenmesiyle ilgili
oldugu belirtilmistir. Kemik olusturan osteoblast hiicreleri Kkitosan-aljinat iskelesine
baglanarak, kemik olusumu ve kalsifiye matriksin dolmasin1 ger¢eklestirmistir. In vivo
caligmalar hibrid iskelenin yiiksek derecede doku uyumluluguna sahip oldugunu
gostermigtir. Kalsiyum depolanmasinin implantasyondan sonra dort hafta gibi kisa bir

stirede gerceklestigi gozlemlenmistir.

Kikirdak doku dejenerasyonu genetik anormalliklerde, travma veya cerrahi miidahale
gerektiren durumlarda meydana gelen bir bozukluktur. Kikirdak dokunun rejenerasyonu
isleminde uyaric1 etki gosteren glukozaminoglikanlarla (GAG) benzer etkiye sahip olan
kitosanin kondrogenezis (kikirdak doku yapimi) isleminde arastirilmistir. Liyofilize
halde elde edilen kitosan mikropor6z yapidaki iskelenin igerisine yerlestirilerek, domuz
kondrositleri ile bu iskelelere asilama yapilmistir. Calkalamali duvar biyoreaktoriinde
28 giin igerisinde kondrogenezis i¢in analiz edilmistir (Nettles et al. 2002). Singh et al.

(2014) yaptiklar1 ¢aligmada, Kitosan hibrit yapi iskelelerine bovin serum albiiminin
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(BSA) capraz baglanmasiyla daha iyi bir kikirdak doku miihendisligi uygulamasi
yontemi olarak kullanmiglardir. Capraz baglayict maddeler olarak formaldehid ve
sodyum tripolifosfat kullanilmistir. Mikroenkapsiilasyon ve dogrudan baglama

yontemleri ile BSA, gelisim faktorii olarak rol almustir.

Tendon ve ligamentler, yaralanma ile olusan hasarin sebep oldugu doku kaybinin
miktarini, kanama ve anatomik bolgesi nedenleriyle basarili iyilesme gosteren hiicre alti
dokulardir. Hiyaluronik asitle kapl kitosan fiberleri tendon ve ligamentlerin tedavisinde
mekanik kuvveti artirma saglamistir (Funasoki et al. 2005; Shearn et al. 2011; Kishore
et al. 2012).

Kitosan ve Kitin, cilt/deri doku miihendisliginde doku rejenerasyonunu hizlandiran
hemostazis ve fibroblastlarin kollajen fibrilleri uyarmasi 6zellikleri nedeniyle yaygin bir
sekilde cilt yerine gegcen materyallerde kullanilmaktadir (Taravel and Domard 1995,
1996; Cho et al. 1999; Ma et al. 2001). Pamukfiber tip formunda bulunan kitosanin
yaradaki iyilesmeyi hizlandirdigi bildirilmistir (Ueno et al. 1999).

Biyolojik ozellikleri nedeniyle Kitin ve kitosan karaciger doku miihendisliginde
kullanilmaktadir. Karaciger dokusunun hiicreler arasi matriksinin esas maddesini
olusturan GAG’lar Kitin ve kitosanin yapisinda bulundugundan karaciger doku
miihendisliginde  kullanilan ~ membran/yapt  iskelesi  yapiminda  bunlardan
yararlanilmaktadir. Kitosan/kollajen matriksi ¢apraz baglama ile hazirlanarak yiiksek
hepatosit ve kan uyumu gostermektedir (Li et al. 2003a; Wang et al. 2003, 2005;
Piscioneri et al. 2011). Fruktozla baglanmis kitosan yapi iskelesi karaciger doku
mithendisligi igin  gelistirilmistir.  Fruktozun asialoglikoproteinlerin  (galaktoz
artiklarinin kaldirilmasinda gorevli olan protein) reseptorleri i¢in 6zel bir bag olarak
gorev yaptigi bildirilmistir (Li et al. 2003a, b). Diger bir calismada miropordz
kitosan/galaktozilatlanmis hiyaluronik asit bilesimi olan yap1 iskelelerinin albiimin
sekresyonu, iire sentezi ve amonyagin uzaklastirilmasi gibi Onemli karaciger
fonksiyonlarimi gosterdigi bildirilmistir. Elde edilen sonuglar her ne kadar kitin/kitosan

membranlarin ve yapi iskelelerinin karaciger doku miihendisliginde uygulanabilirligini
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gostersede, analizler in vitro sartlarla sinirli kalmaktadir. Daha sonra siirekli kiiltiirle
biyoreaktor sistemlerinin kullanimlariyla ex vivo calismalar ile in vivo ve Kklinik

caligmalarin faydali olacag: diisiintilmektedir.

Kitosan ve plateletler (kan pulcuklari) sirasiyla ilk olarak 1859 yilinda C. Rouget ve
1881°de G. Bizzozero tarafindan bulunmustur. Deniz diyatomlar1 ve kabuklularindan
tiretilen plateletlerin yliksek hemostatik aktiviteye sahip olmasindan Otiirli yara ortiisii
yapiminda kullaniminin aragtirilmasi yaklasik yiiz yil sonra ger¢eklesmistir (Muzzarelli
1977; Coller 1984; Gravela 1989; Paweletz 2001; Ribatti and Crivellato 2007;
Muzzarelli et al. 2012; Busillachi et al. 2013). Farkli kaynaklardan elde edilen
kitin/kitosan fiberler hemostatik aktivite yoniinden diger kitosan g¢esitleriyle
karsilastirilmigtir. Ozellikle diyatom Kitin/kitosan fiberlerinin ¢ok yiiksek hemostatik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Fischer et al. 2007).

Kitin ve kitosanin biyobozunurluk ve biyouyumluluk gibi fiziko-kimyasal ve biyolojik
ozellikleri nedeniyle sinir doku rejenerasyon uygulamalari i¢in yaygin bir sekilde
kullanildig: bilinmektedir. Periferal sinir sisteminin onarimini diizenledigi i¢in Kitosan
membranlarinin sinir doku hiicrelerine baglanmasi {izerine ¢esitli ¢alismalar yapilmistir
(Haipeng et al. 2000; Anitha et al. 2014). Bunge (1994) ve Yuan et al. (2004), sinir
sisteminde aksonlarin Biingner bantlarima rejenerasyonunu gerceklestiren Schwann
hiicrelerinde kitosan fiberlerinin ileri derecede bir tutunma, gog¢ ve proliferasyona sebep
oldugunu rapor etmislerdir. iletken membranlarin biyouyumluluk gésteren dogal yapis,
iletken olmayan yapi iskeleleriyle karsilastirilabilir. Iletken membranlar, elektriksel
uyartilar olamadiginda bile Schwann hiicrelerinin tutunmasi, yayilmasi ve ¢ogalmasin
saglamaktadir. Buna ilaveten, elektriksel uyartilar sinir gelisim faktorii ve beyin-tiirevli
norotrofik faktorler gibi proteinlerin ekspresyonu ve salinimini artirmaktadir (Huang et
al. 2010). Az sayidaki klinik ¢aligmalar, Kitosan yapi iskelelerinin g¢evresel sinir
hiicresi/sinir dokusu defektlerinin tamirinde rol aldigini bildirmistir. Hasta bir insanin
dirseginde bulunan 35 mm uzunlugundaki sinir bozulmasinin kitosan/poli (glikolik asit)
(PGA) kullanimiyla diizeltildigi rapor edilmistir. U¢ yillik gozlem dénemi boyunca

motor ve duyu fonksiyonlarinin sonraki implantasyonu yavas bir sekilde toparladigi
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goriilmiistiir (Fan et al. 2008). Benzer bir uygulama 55 yasinda bir erkek hastanin sag
on kol kisminda olusan 30 mm boyundaki bir sinir defektinin kitosan/PGA ile
implantasyondan 36 ay sonra diizeldigini gostermistir (Gu et al. 2012). Bu memnun
edici sonuglar suni kitosan/PGA sinir pargalarinin sinir rejenerasyonu igin timit vadeden
bir uygulama oldugunu gostermistir. Biitiin bu c¢aligmalar, hiicre tabanl diizenleyiciler
veya biyomateryallerin modifikasyonlarinin, hiicrelerin onarimi ve bozulmus hiicrelerin
rejenerasyonunda kullanilabilecegini kanitlamaktadir (Fan et al. 2010; Anitha et al.
2014).

2.1.4. Gida endiistrisi

Gida maddelerinin iiretim asamasindan tiiketiciye ulagmasi arasinda gegen siirede
gidalarda gerceklesen bozulmalarin azaltilmasi amaciyla, dogal antimikrobiyal ve
antioksidan 6zellige sahip olan, biyobozunur 6zellikte olan, toksik olmayan ve kolay
elde edilebilen yenilebilir film ve kaplamalarda polisakkarit ve protein bazli olan
maddelerin kullanimi giderek yayginlasmaktadir. Gida takviyesi olarak kullanilan
Kitosanin, su, yag ve boya baglama yetenegi ve emiilsiyonlastirma 6zelligi gostermesi
nedeniyle herhangi bir siirfaktan maddeye gerek duyulmaksizin sabit emiilsiyonlarin
hazirlanmasinda etkin bir sekilde kullanimi artmaktadir. Kitosan film kaplamalarinin,
sebze meyve gibi Uriinlerin ¢ilirimesinin 6nlenmesi amaciyla tirosinaz enzimini aktive
ettigi ve bu sekilde muhafaza edilen iriinlerin raf omiirlerinin ciddi sekilde uzadig:
tespit edilmistir. Et, balik ve deniz mahsiilleri gibi diisiik sicakliklarda saklanmasi
gereken gida maddelerinin, psikrofilik mikroorganizmalar tarafindan bozulmalarini
onlemek amaciyla kullanilan kitosan kaplamali filmler, orta derecede su gegirgenligine
sahip olmasi, diisiik oksijen, azot ve karbondioksit geg¢irgenligi ve antimikrobiyal
ozellikleri nedeniyle gida endiistrisi icin Onemli avantajlar sunmaktadir. Ozellikle
kabuklu deniz mahsullerinin raf Omiirlerinin uzatilmasinda deniz kabuklularinin
yapisinda bulunan Kitinin deasetilasyonu ile elde edilen kitosandan etkin bir sekilde
yararlanilmaktadir. Bunun yaninda, gidalarin bozulma gostergelerinden olan
esmerlesmenin giderilmesi amaciyla kullanilan siilfitlerin yerine de alternatif madde

olarak kitosan kullanimi giderek artmaktadir (Gennadios et al. 1997; Shahidi et al.
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1999; Caner et al. 2007; Chaiyakosa et al. 2007; No et al. 2007; Ak Kalut 2008; Asik
2009; Kog ve Ozkan 2011; Ucan ve Mercimek 2013).

Kitosanin mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢alismalar Escherichia coli, Staphylococcus sp., Bacillus sp., Salmonella sp.,
Listeria sp., Micrococcus sp. ve Vibrio sp. gibi birgok bakterinin gelisiminin
inhibisyona ugradigin1 gostermektedir. Gida frlinlerine kitosan iceren muhafaza
tiriinlerinin eklenmesi mikroorganizmalar tarafindan olusan hasarlarin geciktirilmesine
sebep olmaktadir (Gagne 1993; Tsai et al. 2002; No et al. 2006; Bostan vd 2007;
Hongpattarakere and Riyaphan 2008; Ugan ve Mercimek 2013). Hazir gidalarda
mikroorganizmalarin iiremesinin durdurulmasit amaciyla kullanilan kitosanin etkisi
lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Aldemir and Bostan (2009) yaptiklar ¢alismada farkl
seviyelerde Kkitosan igeren kofte hamurundan hazirlanan koéfte orneklerinin polietilen
filmle kaplandiktan sonra 4°C’de 8 gilin boyunca saklamiglardir. Bu siire boyunca
duyusal ve mikroorganizma sayilar1 yoniinden yapilan analizler, Kitosan kullanilan
orneklerin kullanim miktarina baglh olarak kontrol grubuna karsi mikrobiyal {iremenin
yavagladigini ve raf Omriinlin arttigin1 gostermistir. Eklenen kitosan miktarmm 100

mg/kg’den az olmamak tizere dogal bir katki olarak yararl olabilecegi gosterilmistir.

Yenilebilen kaplamalar nem transferini azaltmakta, sinirli oksijen alimi, daha az
solunum, etilen iiretiminin ertelenmesi, antioksidan ve antimikrobiyal ajanlar gibi
fonksiyonel igerikleri tasimasi gibi Ozellikleri nedeniyle gida endiistrisinde siklikla
kullanilmaktadir. Elsabee et al. (2008) yaptiklar1 ¢alismada kitosan ve kitosan/pektin
coklu tabakali paketleme yontemi ile domateslerin 20x20 cm boyutlarindaki
kitosan/pektinden olusan 12 tabakali modifiye edilmis polipropilen (PP) filmlerden
olusan paketler iizerine aragtirma yapmislardir. Calismada normal bir PP igeren pakete,
kitosan/pektin kaplamali PP paket ve havada bekletilen 50 g agirliginda domatesler
koyularak buzdolabinda 4°C’de bekletmislerdir. 13 giin sonra orneklerin durumlarina
bakilmis ve kitosan/pektin kaplamali 6rnekler disindaki 6rneklerde kok enfeksiyonuna

rastlandig1 bildirilmistir.
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Gida patojenlerine ve hasar veren organizmalara karsit oldukga etkili katyonik bir
biyopolimer olan €-polilisin (€-PL) gidalarda kullanilan bir antimikrobiyal maddedir.
Chang et al. (2014) yaptiklar1 ¢alismada katyonik €-PL’nin, gidalarda kullanilan gesitli
biyopolimerle olan etkilesimlerini belirlemislerdir. Segilen biyopolimerler anyonik
yapida olan karragenan, aljinat ve pektin; ndtral yapida olan dekstran ve katyonik
yapida olan kitosandir. Olusan etkilesimlerin belirlenmesinde izotermal titrasyon
kalorimetri metodu, mikro elektroforez uygulamasi ve turbidite Ol¢iimlerinden
yararlanilmistir. Elde edilen verilen dogrultusunda katyonik €-PL’nin katyonik veya
notral biyopolimerlerle ¢ok az miktarda etkilesime girdigi veya kompleks olusturdugu,
ancak katyonik €-PL’nin anyonik biyopolimerle kuvvetli elektrostatik etkilesimler ve

kompleks olusturdugu tespit edilmistir.

Yenilebilir biyofilmlerin yapimlarinda mekanik ve fiziksel 6zelliklerinin gelistirilmesi
amaciyla siit proteini, soya proteini, kollajen ve jelatin gibi proteinler, nisasta, aljinat,
seliiloz ve Kkitosan gibi polisakkaritlerle birlestirilmektedir (Silva et al. 2007; Haider et
al. 2008; Pereda et al. 2008; Elsabee and Abdou 2013).

Nisasta ve kitosan arasindaki baglica farklardan biri glukozid baglantisidir. Nisastada
bulunan a (1, 4) bag1 yerine Kitosanda B (1, 4) bagi bulunmaktadir ve dogal bir polimer
olan kitinin hidroksil grubunun ikinci karbonu yerine amin grubu bulundugundan
asetillenmis haldedir. Genellikle amin grubu molekiiler agirligin artisina sebep
olmaktadir. Ancak su, kitosanin yapisinda bulunan hidroksil grubuna amin grubundan
daha giiclii bir sekilde baglanmaktadir. Bu nedenle su molekiillerinin serbest kalmasi
amin grubunun aracilig ile gerceklesmektedir (Elsabee and Abdou 2013). Fernandez et
al. (2004) yaptiklar1 ¢alismada sivi Kitosan-amilaz nisasta filmlerinin polyollerle
plastisize ederek fiziksel stabilite ve nem sogurmasi oOzelliklerini arastirmislardir.
Yiiksek, orta ve diisiik molekiiler agirlikli kitosani amilozca zengin misir nisastasi ile

gliserol ve i-ertiritol varliginda ko-film olusturucusu olarak kullanmislardr.

Kitosan-bugday proteinli filmler farkli protein konsantrasyonlarinda translutaminaz

enziminin varliginda veya yoklugunda capraz bir baglama ajaniyla pH 6’da
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hazirlanmaktadir. Kitosan ile yapilan bugday proteini filmlerinde filmlerin ana bileseni
kitosandir. Kitosan miktar1 sabit tutulurken, laktozca zengin kurutulmus bugday
triinlinden elde edilen protein spray seklinde uygulanmaktadir. Filmin son halinde

protein:kitosan orani 1:9 olacak sekilde ayarlanmaktadir (Pierro et al. 2006).

2.1.5. Cevre korumas ve Kkirlilik kontrolii

Diinyanin en bol bulunan ve en ucuz biyopolimerlerinden olan kitosanin atik sularda
meydana gelen kirlilikle miicadelede kullanimi i¢in yapilan caligmalar giin gegtikce
artmaktadir. Atik sularin  arttimi  amaciyla kullanilan tutuklayici  maddelerle
karsilagtirildiginda katyonik oOzellikte olmasi, yiiksek tutuklama kapasitesine sahip
olmasi, makromolekiiler yapisi, bol bulunmasi ve ucuza mal olmasi gibi 6zellikleri
nedeniyle kitosanin degeri artmaktadir. Atik sulardan boyalarin uzaklastirilmasinda
Kitosan tabanli tutuklayicilarin kullanilmasi {izerine yapilan g¢aligmalar mekanik ve
fiziksel karakteristiklerinin modifiye edilmesiyle kitosanin tutuklama &zelliklerinde artig
olmasi amaglanmaktadir (Muzzarelli et al. 2012; Vakili et al. 2014).

Kitosan jeller ve agil tiirevlerinin sahip olduklar1 hidrofobik gruplar1 sayesinde
laboratuvar atiklarindan metil turuncusu boyasinin kaldirilmasinda etkin bir sekilde
yararlanilmaktadir (Toshihiro et al. 1988). Kitin, kitosan ve kitosan iceren hiicre
duvarlar, tekstil endiistrisinin atik sularinda bulunan asidik boyalarin uzaklastirilmasi
isleminde kullanilmaktadir (Joseph 1994). Kitin ve kitosan atik sulardan azo boyalarinin
giderilmesi isleminde de etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Shimizu et al. (1995)
yaptiklar1 calismada model olarak kullanilan bir monoazo boyast olan krom viyolenin
gideriminde ¢inko veya kadmiyum ilavesiyle adsorbsiyon etkisinde artis oldugu
bildirilmistir. Atik sulardan dogrudan boya uzaklastirilmasi amaciyla capraz bagh
kitosan fiberleri gelistirilmistir. Yoshihide et al. (1997) model boya olarak brilliant
sarisin1 kullanarak atik sulardan boyanin giderimini gergeklestirmislerdir. Bu amagla
farkli akis oranlari, yatak uzunluklari, etkin konsantrasyonlar ve sicaklik degerleri

arastirma parametreleri olarak belirlenmis ve optimizasyon yapilmistir.
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2.2. Biyoteknolojide Kitosanin Kullanimi Uzerine Yapilan Cahisma Ornekleri

Kurita (2006) yaptigi c¢alismada alisilagelmis kitosan iiretim yontemi olan deniz
kabuklularinin kullanimlar1 yerine fungal Kkitosan iiretimi isleminin daha pahali
oldugunu belirtmis, ancak gelecekte kuvvetli alkali uygulamalarinin yerine bu yontemin
daha kullanigli olabilecegini bildirmistir. Bu amagcla teklif edilen alternatif Kitin
kaynaklarmin, Kitosan iiretimi amaciyla daha biiyiik 6lgekli ve istenen yapida olmasi
i¢in yeni ¢aligmalar yapilmaktadir. Kiiflerden elde edilen kitosan, deniz kabuklularindan
elde edilen kitosana oranla daha kararli ve daha fazla istenen fizikokimyasal 6zelliklere
sahip oldugundan ve laboratuvar kosullarinda biitliin y1l boyunca mevsimsel
kisitlamalara maruz kalmadan istenildigi zaman iiretimi yapilabildiginden cazip bir
alternatif kaynak haline gelmistir. Dahas1 fermantasyon sartlarinin degistirilmesi ile
farkli molekiiler agirhigina sahip kitosan elde edilebilmektedir. Kiiflerin fermantasyonu
sonrasinda hiicre duvarlarinda dogal olarak {iretilen kitosan ekstrakte edilerek
endiistride kullanilmaktadir (White et al. 1979; McGahren et al. 1984; Arcidiacono and
Kaplan 1992; Rane and Hoover 1993; Nadarajah et al. 2001).

Goksungur (2004) yaptig1 calismada deney dizayn yontemlerinden olan ylizey tepki
metodunu kullanarak seker pancari melasindan Kitosan tretimini gergeklestirmistir.
Uretici mikroorganizma olarak Rhizopus oryzae’nin kullanildig1 ¢alismada ¢alkalamali
kiiltiir ve ¢alkalamali fermentdrde yapilan kiiltiir uygulanmigtir. Calkalamali erlenlerde
yapilan kiiltirde muamele goérmiis ve muamele gormemis melas sentetik ortam ile
birlikte besiyerini olusturmustur. Calkalamali fermentoérde ise muamele gormemis
melas ile sentetik ortam besiyerini olusturmustur. Erlenlerde yapilan kiiltiirde geg
eksponansiyel fazda bulunan R. oryzae en yiiksek verimde kitosan iiretimi (961
mg/dm?) gerceklestirilmistir. Deneylerin tamaminda %38-10 oraninda biyokiitle ve %32-
38 oraninda ¢6ziinmeyen alkali materyal kitosan olarak ekstrakte edilmistir. Calkalamali
fermentorde en yiiksek Kkitosan iretimi eldesi ig¢in merkezi diizenleme dizayni
kullanilarak ¢esitli fermentasyon parametleri (havalandirma orani, ¢alkalama hizi ve
baslangi¢c seker konsantrasyonu) calisilmistir. Sonucglar uygulanan bu parametrelerin

hepsinin kuvvetli bir sekilde kitosan tiretimi tizerine etkili oldugunu gostermistir. Ayrica
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kullanilan parametrelerin arasinda olusan pozitif ve negatif etkilesimlerin de kitosan

tiretimine etki ettigi goriilmiistiir.

Chatterjee et al. (2005), Mucor rouxii tarafindan tretilen Kitosanin fiziko-kimyasal
karakterizasyonunu ¢alismislardir. Ug farkli besiyeri kullanarak Kitosan iiretimi iizerine
etkilerini arastirmiglardir. Arastirmanin sonucunda, melas tuz ortami, patates dekstroz
ortami ve maya ekstrakti-pepton-glukoz ortami arasindan en yiiksek verimli kitosan
tiretiminin melas tuz ortamu ile ger¢eklestigi bildirilmistir. Nem, protein miktar1 ve 6zel
rotasyon gibi Ozelliklerinin ¢ok fazla farklilik gostermedigini, ancak kristal olusturma

ozelliklerinde 6nemli derecede degisiklik oldugu belirtilmistir.

Chatterjee et al. (2008), peyniralt1 suyu ile bitki biiyiime hormonlarindan giberellik asit,
indol asetik asit, indol-3-biitirik asit ve kinetin ilavesinin R. oryzae ile gerceklestirilen
Kitosan {iretimi tizerine etkilerini arastirmiglardir. Calismada bitki  biliyiime
hormonlarinin R. oryzae’de hem miselsel bitylimeyi hem de kitosan tiretimini artirdigini
bildirmiglerdir. En yliksek verimin giberellik asitin 0,1 mg/l oraninda kullanildiginda
%32 oraninda miselsel biiylimeyi ve %14 oraninda Kitosan igerigini artirdigini
bildirmislerdir. Bunun yaninda ortama peynir alti suyu ilavesiyle birlikte kitosan
dretiminin %50 oraninda artabildigini belirtmislerdir. Ayrica bitki biiylime
hormonlarinin Kkitosanin deasetilasyon derecesini degistirmedigini fakat Kkitosanin

molekiiler agirliginin artirilmasi suretiyle kalitesinin arttigini rapor etmislerdir.

Asachi et al. (2011), Mucor indicus tarafindan yapilan etanol ve kitosan iiretimi iizerine
fungal otolizatin bir besin takviyesi olarak kullanilabilirligini arastirmiglardir.
Calismada kullanilan kiifiin ekstrakti otoliz i¢in iiretilmis ve maya ekstrakti kiiltiir
ortaminda gelistirilmis etanol iiretiminin yerine kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. 10
g/l oraninda ekstraktin en yiiksek oranda etanol (0,47 g/g) iiretimini ve iiretimin maya

ekstrakti iceren ortamdan daha yiiksek oranda gercgeklestigini belirlemislerdir.

George et al. (2011), tibbi bitkilerden endofitik mantarlar1 izole ederek bunlardan

kitosan ekstraksiyonu, saflagtirilmast ve karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir.
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Endofitik mantar olarak izole ettikleri Aspergillus flavus, Botryodiplodia theobramae,
Cladosporium cladosporoides gibi tiirlerden kitosan iiretimi yapmislardir. Kiiflerin
biyokiitlesinden elde edilen kitosan, alkali (NaOH) ve asit (asetik asit) uygulamalari

sonrasinda ekstrakte edilmistir.

Kleekayai and Suntornsuk (2011), Rhizopus oryzae tarafindan, patates kabugu ve diisiik
kaliteli patates cipsinin islenmesi ile Kitosan iiretimini gerg¢eklestirmislerdir. Fermente
edilen patates kabuklar1 5 giin sonunda en yliksek verimi vermislerdir. Kiiltiir ortaminin
Kitosan {iretimi i¢in optimizasyonu saglanarak en iyi ekstraksiyon sartlarinin %46
oraninda sodyum hidroksit kullanimi ile 13 saatte ve %2 oraninda asetik asit ile 8 saatte
muamele sonunda elde edilmistir. Fungal Kkitosan o6zelliklerinin deasetilasyon
derecesinin  %86-90 oraninda oldugu, molekiler agirhgmin 80-128 kDa ve
viskozitesinin 3,1-6,1 mPa oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle R. oryzae tarafindan
gerceklestirilen Kitosan iiretiminde patates kabugunun diisiik maliyetli bir substrat

olarak kullanilabilirligi belirlenmistir.

Heidary Vinche et al. (2013), bugday hidrolizatin1 kullanarak Mucor hiemalis ile
kitosan ve etanol iretimini gerceklestirmiglerdir. Etanol iiretiminde kullanilan
mikroorganizmalarin yiiksek glukoz ve etanol toleransinin en onemli ihtiyaglardan
oldugu belirtilmistir. Bu amacla yapilan ¢alismada filamentdéz bir mantar olan M.
hiemalis ile yiiksek glukoz konsantrasyonuna sahip bugday ve nisasta hidrolizatlar
etanol iiretimini gergeklestirmislerdir. Sonuglara bakildiginda, ¢ok yiiksek glukoz
konsantrasyonunda (190 g/l) bile mantarin yiiksek bir tolerans gosterdigi ve 50 g/l
oraninda etanol iretiminin gerceklestigi goriilmiistiir. Etanoliin yaninda kiymetli bir
diger madde olan Kitosanin prekiirsorii olan glukozaminin de %37,3-46,7 oranlarinda

hiicre duvarlarinda bulundugu belirtilmistir.

Tayel et al. (2011), Aspergillus niger’in sitrik asit tiretiminden sonra kalan atik
biyokiitlesini fungal kitosan ekstraksiyon kaynagi olarak kullanmuslardir. Uretilen
kitosan %89,6 oraninda deasetilasyon gostermis, 25,000 dalton molekiiler agirlikli,

%1’lik asetik asit ¢ozeltisinde %97 oraninda ¢oziiniirliige sahip oldugu tespit edilmis ve
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karidesten elde edilen standart bir kitosan ile FT-IR mikroskopi teknigiyle
karsilagtirilabilir oldugu belirlenmistir. Fungal kitosan, pamuk bir kumas pargasina
emdirilip kurutulduktan sonra cesitli testlere tabi tutulmustur. Bu testlerden sonra
pamuklu kumas par¢asinin E. coli ve Candida albicans’a kars1 kuvvetli derecede bir
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak, fungal kitosan ile
muamele edilen kumaslar pek ¢ok tibbi ve hijyenik uygulamada kullanilabilecek uygun

bir materyal olarak dnerilebilecegi bildirilmistir.

Tocci et al. (2011) iyi bilinen tibbi bir bitki olan Hypericum perforatum subsp.
angustifolium kok kiiltiirlerinin kitosan ve ksantondan zengin ekstraktinin antifungal
aktivitesi lizerine etkilerini aragtirmiglardir. Yedi giinlik ekstratlarin kitosan ile
muamelesi sonrasinda Candida spp., C. neoformans ve dermofitlerin iizerine yiiksek

antifungal aktivitesi oldugunu belirlemislerdir.

Jaime et al. (2012) yaptiklar caligmada kitinin deasetile edilmis tiirevi olan ve dogada
yenilenebilir ve bol bulunan bir oligosakkarit olan kitosanin, yiiksek oranda
antimikrobiyal 6zelliklerini ve bakteri, maya ve kiif hiicre zarlarindan ge¢isinin veya
engellenmesinin {izerinde durmuslardir. Kitosanin antifungal seklinde davranisini
aciklamaya calismak amaciyla li¢ farkli kemogenomik deney olusturmuslardir. Sonug
olarak ARL1 genin membran ge¢isini diizenledigini, kitosan oligosakkariti tarafindan

indiiklenen hiicre zar1 gegisi ve hasarina kars1 korumay1 saglamadigini tespit etmislerdir.

Vinche et al. (2012) mikroorganizmalar tarafindan yapilan etanol iiretiminde yiiksek
glukoz ve etanol toleransinin en onemli gereksinimler oldugunu belirterek, Mucor
hiemalis ile etanol tiretimini gergeklestirmislerdir. Bunun yaninda da degerli bir madde
olan kitosanin iiretiminde oncii rol oynayan glukozaminin bu kiifiin hiicre duvarinda
%37,3-46,7 oranlarinda bulundugunu belirtmislerdir. Pefia et al. (2013) yaptiklar
calismada kitonsanin Candida albicans iizerine olan etkilerini ve mantarin antifungal
aktivitesinin sartlarini arastirmiglardir. Calismada diisiik konsantrasyonlarda bulunan
kitosanin fungistatik veya antifungal Ozellikleri ile maya hiicrelerine gegisinin

arasgtirtlmasi gerekliligi ortaya ¢ikarilmigtir.
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Zhang et al. (2012) Aspergillus niger HQ-1 susunu kullanarak seliilaz enzimi {iretimi
yapmig ve seliillazlarin Kitosanin hidrolizasyonu i¢in kismi karakterizasyonunu
calismiglardir. A. niger HQ-1 susu kati hal fermentasyonuna birakilmis ve seliilaz
tiretimi optimize edilmistir. Daha sonra elde edilen ham seliilaz enzimi Kitosanin
hidroliz edilmesi amaciyla kullanilmistir. Calismada nem igerigi, yetistirme sicakligl ve
baslangi¢ kiiltiir pH’s1 Plackett-Burman deney dizayni kullanilarak seliilaz aktivitesi en
yiksek seviyede elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore kitosan hidroliz igin
baslangi¢ pH’smin 5,6 ve sicakligin da 50°C oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda
kitosanilitik aktivitenin Mn*2, Mg*? gibi bazi metal iyonlari tarafindan artirildig1 ve Zn*?

ile Ba*? gibi bazi metal iyonlar: tarafindan inhibe edildigi tespit edilmistir.

Naghdi et al. (2014) fungal kitosan saflagtirma tekniklerinden olan iki asamali seyreltik
siilfiirik asit uygulamasinin, fosfatin uzaklastirillmas: i¢cin oda sicakliginda hiicre
duvarlarina yapilan 6n uygulama ve yiiksek sicakliklarda fosfat icermeyen hiicre
duvarindan kitosanin ekstraksiyonunun, kitosanin molekiiler agirliginda ciddi bir
azalmaya sebep oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklar1 c¢alismada ©6n uygulamada
kullanilan fosfatin hiicre duvarindan giderimi isleri (%90 oraninda) ve hiicre duvarindan
geri kazanimi (%89 oraninda) isleminin ardindan, kitosanin depolimerizasyonunun
Onlenebilmesi i¢in sicak siilfiirik asit ekstraksiyonu yerine oda sartlarinda bir saat veya
50°C’de 30 dk siireyle laktik asit uygulamasinin en yiiksek verimle kitosan eldesini
gerceklestirdigini  bildirmislerdir. Sonug¢ olarak, mantarlarin hiicre duvarlarindan
kitosanin ekstrakte edilmesinden Once fosfatin uzaklastirilmasi isleminde en iyi
secenegin siilfiirik asit oldugu, buna ek olarak 6n uygulama yapilan hiicre duvarlarindan
kitosanin ekstraksiyonunda yiiksek ¢oziiniirliigii ve onemsenmeyecek molekiiler agirligi

sayesinde laktik asit kullaniminin etkin oldugu belirtilmistir.

Zhang et al. (2014) Rhizopus japonicus M193 ile kitin deasetilaz ve kitosan tiretimi igin
fermentasyon sartlarinin optimizasyonunu ¢alismislardir. Kitinin Kitosana biyolojik
doniistimiinde gorevli enzim olan Kitin deasetilaz enziminin tretiminin gelistirilmesi
icin besinsel ihtiyaci sivi kiiltiir sartlarinda arastinnlmigtir. Calismada kullanilan

parametreler (glukoz orani, inokulum miktari, MgSO,4.7H,0, Kkiiltiir zamani) bir
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istatistiksel deney dizayn yontemi olan Plackett-Burman dizayninin kullanimiyla uygun
seviyelerde belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin kullanimlartyla mikroorganizmanin
fermentasyon sartlar1 %2,5 oraninda Kitin, 5 g/l oraninda glukoz, %5 oraninda inokulum
materyali, 0,6 g/l MgSO,.7H,0 ve bes giinliik kiiltiir zaman1 Taguchi deney dizayninin

kullanimiyla optimizasyon gerceklestirilmistir.

2.3. Taguchi Deney Dizaym Uygulama Yontemi

Kiltir  sartlarinin =~ optimizasyonu ve  kullanilan  substratlarin  en  uygun
konsantrasyonlarda se¢imi bir fermentasyon siirecinin, ekonomik ve kolay
uygulanabilirligini etkileyen en onemli faktordiir. Mikrobiyal yolla gergeklestirilen
tiretimlerde optimizasyon amaciyla genellikle klasik ‘bir kerede-bir degisken (BKBD)’
yontemi kullanilmistir. Bu yontemde, optimizasyonda kullanilacak parametrelerin, her
deney safhasinda bir tanesi sabit tutularak digerlerinin etkisi sirayla arastirilmaktadir.
Bu nedenle bu yontem ¢ok faktor iceren optimizasyonlar i¢in uygun degildir. Diger
yandan BKBD uygulamasi sadece zaman-harcayict degil, ayn1 zamanda faktorler
arasinda varsa meydana gelen etkilesimleri elimine ettiginden gercek optimum
degerlerin bulunmasini engelleyen bir yontemdir. Klasik optimizasyon ydntemlerinin
sebep oldugu kisitlama durumu, istatistiksel dizaynlarin (faktoriyel dizayn olarak da
adlandirilir) kullanimlariyla ortadan kaldirilmaktadir (Nyanhongo et al. 2002; Rao et al.
2008). Istatistiksel yontemlerin uygulanmas klasik optimizasyon metodu olan BKBD
uygulamas: ile karsilastirildiginda daha giiglii ve kullanigh bir ara¢ olarak karsimiza
cikmaktadir (Ghanem et al. 2000). Biyoteknolojik fermentasyon islemlerde besinsel ve
cevresel sartlarin optimizasyonu ile uygun substratlarin en uygun konsantrasyonlarda
secimi birincil derecede 6nem tasimaktadir. Caligmalarda kullanilan materyallerin ucuz
ve yiiksek elde edilebilme ozelliklerinin olmasi gerekir ki, bu sayede fermentasyon

stirecinin ekonomik ve kolay olmasi saglanmaktadir.

Taguchi yonteminin temeli deney tasarimina dayanmaktadir. Bu yontemde hedefe
ulagsmak i¢in, ikincil kayip fonksiyonu kullanilarak ortaya ¢ikan kaybin Olgiilmesi

Onerilmektedir. Optimum parametre durumu, cevresel faktorler i¢in {riiniin daha
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“saglam (robust)” olmasii gerceklestiren ve hedefe daha yakin sonu¢ veren
parametrelerin olusturulmasi anlamina gelmektedir. Bu nedenle, parametre dizayni, ayni
zamanda “saglam dizayn” olarak tanimlanmaktadir. Taguchi yonteminin parametre
dizayni, statik ve dinamik karakteristikler olmak tizere iki boliimde incelenebilmektedir.
Bu iki dizayn, sinyal faktoriinii kullanma yontemine gore ayrilmaktadirlar. Sinyalden-
giiriiltiiye (S/G; Signal/Noise) orani kiigiik olan iyi, nominal olan iyi ve biiyiik olan iyi
seklinde ii¢ farkli performans karakteristigi bulunmaktadir. Taguchi yOnteminin
dinamik sisteminde performans: etkileyen duyarlilik, dogrusallik ve cesitlilik olmak
tizere ti¢ kistas bulunmaktadir. (Ross 1996; Hinislioglu and Bayrak 2004; Hsieh et al.
2005; Gencel 2007; Taylan 2009).

Taguchi D.D. iiriin gelistirmede ve proses performansmin artirilmasinda kullanilan
istatistiksel kalite gelistirme tekniklerinden biridir. Taguchi D.D. yiiksek kalitede fakat
diisiik maliyetle tiretim saglar. Bu yontem laboratuar sartlar1 sonucunda elde edilen
optimize sartlarin gergek ortamlarda da uygulanabilmesine firsat tanir (Rao et al. 2008;
Tan et al. 2005). Bu istatistiksel yontem, optimum analiz ayarlarinda deneysel
sonuglarin anlamin1 agiklamak tizere yerini alan performans karakteristigi olarak
degerlendirilen S/G oranini kullanmaktadir. Taguchi {irliniin saglamliginin 6lgiimiinde
deney tasariminda elde edilen sonuglar S/G orani baska bir deyisle, performans
istatistigi oranina c¢evrilerek degerlendirilmektedir. S/G orani ¢aligma esnasinda kontrol
edilemeyen faktorlerle ¢alisma kabiliyeti ve kalite kaybinin 6ngoériilmesinin saglanmasi
amaciyla kullanilmaktadir. Bu oran, sonuglarin ortalama ve varyanslarini ele alir ve
maksimize edilmelidir. Bu oran bir hedef degerine etki eden, daha biiyiik olan-daha
iyidir, daha kiiciik olan-daha iyidir ve nominal olan-daha iyidir olmak {tizere ii¢ farkli
karakteristik kategoriyi aciklar. Bu ii¢ farkli kalite degerleri, hedeflendigi degere gore
farkli sekillerde hesaplanmaktadir. Bir iiretim isleminin optimizasyonu i¢in iig¢
asamadan olusan uygulamaya sahip olan Taguchi yonteminde, ilk olarak sistem dizayni,
ikinci olarak parametre dizaym1 ve son olarak tolerans dizayni gdz Oniine alinarak
deneyler sekillenmektedir. Elde edilen sonuglar varyans analizi (ANOVA) testi ile teyid
edilmektedir (Phadke 1989; Peace 1993; Fowkles and Creeveling 1995; Hsieh et al.
2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1. Kullamilan fungus

Steril olmayan sartlar altinda diisiik sicakliklarda gelisen funguslarin tespiti icin
Erzurum’un farkli yerlerinden alinan toprak ornekleri kullanilmistir. Calismada elde
edilen 120 izolattan etkin olan 20 izolat igerisinden en yiiksek verimi gergeklestiren
PAS17 kodlu fungus kullanilmigtir. Sekil 3.1°de PAS17 izolat1 gosterilmistir.

Sekil 3.1. Kitosan tiretimi i¢in kullanilan izolat PAS17
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3.1.2. Kullamlan besiyerleri ve kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii'nden temin edilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler: amonyum siilfat
(NH;)2S0O,4, Sigma-Aldrich, Germany); potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4, Sigma-
Aldrich, Germany), magnezyum siilfat (MgS0O,.7H,0, Reaktif, Tiirkiye); demir II siilfat
(FeS0O4.7H,0, Merck, Germany); siilfiirik asit (H,SO,4, Riedel-de Haén, Germany);
hidroklorik asit (HCI, Riedel-de Haén, Germany); sodyum hidroksit (NaOH, Sigma-
Aldrich, USA) laktik asit (Boehringer Ingelheim, Germany); ticari kitosan (Sigma-
Aldrich, USA).

Calismada kullanilan diger malzemeler ve hazirlama yontemleri asagida belirtilmistir:

Melas: Erzurum Seker Fabrikasi’ndan (Erzurum, Tirkiye) temin edilen melas, gesitli

oranlarda sulandirilarak seker miktar1 6l¢timiinden sonra kullanilmustir.

Patates Dekstroz Agar (PDA): Fungal mikroorganizmalarin izolasyonu ve saf kiiltiirde
yetistirilmesi i¢in kullanilmigtir. 1000 ml distile su igerisine 39 g PDA (Oxoid, England)
eklenerek otoklavda 121°C’de 1,5 atm basing altinda 20 dk siireyle steril edilmistir.
45°C’ye kadar sogutularak steril petri kaplarina dokiilmiistiir ve daha sonra kullanim

amaciyla 4°C’de buzdolabinda muhataza edilmistir.

PCR analizi i¢in: Agaroz jel, ITS1 ve ITS4 primerleri, su, tris asetat (TAE) tamponu,
deoksinukleosid trifosfat (dNTP), magnezyum kloriir (MgCly), DNA markirt ve
PureLink® Genomic DNA Mini Kit kullanilmistir.

On calsmalar icin kullamlan Kontrol besiyeri icerigi g/L: 30 ml/l melas; 3
(NH4)2S0q4; 0,1 MgS0,4.7H,0; 0,02 FeS0O,4.7H,0. Calismanin baslangicinda izolatlarin
taranmasi (Screening), uygun sicakligin ve uygun pH degrelerinin belirlenmesi amaciyla
kontrol besiyeri kullanilarak, BKBD metoduyla sicaklik ve pH optimizasyonu

saglanmistir. Inokiiliim materyali olarak mikroorganizma 10°C’de 15 giin siireyle PDA
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plaklarinda inkiibe edildikten sonra 4 mm capli disk delici ile alinip, batik kiiltiire

aktarilarak kullanilmistir.

Izolatlar arasindan en yiiksek miktarda Kkitosan iiretimini  gerceklestiren
mikroorganizmanin taranmasi amaciyla kullanilan kontrol besiyerinin ¢alisma sicakligi

10°C, pH 5,0, calkalama hiz1 100 rpm ve inkiibasyon siiresi 4 glindiir.

Sicakligin optimizasyonundan sonra, pH’nin optimizasyonu amaciyla kullanilan kontrol
besiyerinin ¢aligma sicakligi 15°C, calkalama hizi 100 rpm ve inkiibasyon siiresi 4

giindiir.

Calismalar 250 ml’lik erlenlerde batik kiiltiir igerisinde 100 ml’lik besiyeri ile
gergeklestirilmistir ve tiim deneyler {i¢ tekrar halinde yliriitilmiistiir.

3.1.3. Kullanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagida belirtilen alet ve cihazlar kullanilmistir:

Inkiibator (Memmert E 410, GERMANY)
Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)
Buzdolab: (Vestel L3303, TURKIYE)
Spektrofotometre (Shimadzu UV Mini 1240, JAPAN)
FT-IR Spekrometresi (Perkin Elmer, USA)

Calkalayict inkiibator (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)
Manyetik karisitirict (Chiltern HS-31, UK)

Etiiv (Philip-Harris, ENGLAND)

Saf su cihazi (Niive, NS 112, TURKIYE)

Steril kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

pH metre (Hanna Instruments HI 8314, USA)

Hassas terazi (Denver Instruments, USA)
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Santrifiij cihazi (Hettich Universal 320 R, GERMANY)
Mikroskop (Boeco BM 180, GERMANY)
Homojenizator (IKA T 25 Digital Ultra Turrax, GERMANY)
PCR cihazi (Sensoquest, KOREA)

Yatay elektroforez (Biorad Mini-Sub Cell GT, US)

Disk delici (Isolab, GERMANY)

3.2. Yontem

3.2.1 Kullamilan fungusun izolasyonu ve tanilanmasi

Calismada kullanilan fungusun izolasyonu i¢in Erzurum’un farkli yerlerinden alinan
toprak drneklerinden seri diliisyonlar yapilmistir (Nakayama 1981). izolasyon islemleri,
standart ve molekiiler tekniklere goére yapilmistir. Funguslarin dilisyonu amaciyla
%3’liik melas iceren PDA plaklarina ekimler yapilmistir. Elde edilen 120 izolat
arasindan 20 tanesi etkin gelisim gostermistir. Bu nedenle tarama (screening)
calismalarinda 20 izolat kullanilmistir. Melas iceren besiyerinde en uygun gelisimi
gosteren sus olan PAS17 kodlu fungus, sonraki ¢alismalarda kullanilmak ve
identifikasyonu yapilmak amaciyla birer aylik araliklarla yeni ortamlarina aktarilmis ve
4°C’de buzdolabinda saklanmaistir.

Izolatlarin tanilanmas1 klasik ve molekiiler metodlara gére yapilmustir. Filamentsi
funguslarin klasik yontemlere gore identifikasyonu i¢in olgun kiiltiirler yatik PDA

tizerinde 25°C’de inkiibe edilerek, Von Arx (1981) ve Domsch et al. (1993) tarafindan

bulunan tanilama anahtarina gére tanimlanmustir.

Molekiiler tekniklere gore yapilan tanilama isleminde PAS17 nolu izolatin 18S rRNA
dizi analizi gergeklestirilmistir. Bu amagla izolat PDA besiyerine ekilerek bir hafta
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresinin sonunda kat1 besiyerinden bir 6ze
dolusu hiicre alinarak PureLink® Genomic DNA Mini Kit ile {iriin talimatlari

dogrultusunda genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmisir. izole edilen DNA,
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biitiinliigli ve saflig1 acisindan %0,8’lik agaroz jelde 75 V’de 45 dakika boyunca
yiriitiilerek gozlenmistir. DNA amplifikasyonu, optimize edilmis 50 ul’lik reaksiyon
karisiminda ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) ve ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) primerleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Toplam
reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde, Cizelge 3.1°de belirtilen bilesenler sirasiyla
0,2ml’lik PCR tiipline konulmustur. Elde edilen DNA’nin Cizelge 3.2°de belirtilen

sartlara gore ¢cogaltimi yapilmistir.

Cizelge 3.1. 10 ng kalip DNA igin 50 pl PCR karigimi

Madde Miktar
Su 32,5l
Tampon ¢ozeltisi Sul
MgCl, 3ul
dNTP 3ul
Primer (F; ITS1) 2 ul
Primer (R; ITS4) 2 ul
DNA o6rnegi 2 ul
Tag DNA Polimeraz enzimi 0,5 ul
Toplam: 50 ul

Cizelge 3.2. PCR programi

PCR Durumu

95°C 2 dk
95°C 30sn
56°C 1dk
72°C 1 dk
72°C 10 dk

4°C o0
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PCR igleminin ardindan, ¢ogaltilan DNA fragmentleri, %1 lik 1XTAE tamponu i¢inde
DNA markint ile yiritilmiis ve ticari bir firma araciligiyla DNA dizi analizi
yaptirtlmistir. DNA dizi analiz sonucu, BLASTN 2.2.26 programi kullanilarak
GenBank’ta bulunan ribozomal sekanslar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir (Zhang

et al. 2000).

3.2.2. Fermentasyon ortaminin sicakliginin belirlenmesi

Calismalarin ~ baslangicinda  oncelikli  olarak, diisiik sicakliklarda  gelisen
mikroorganizmalarin elde edilmesi ile calisma sicakligi araligi arastirilmistir. Bu
nedenle, mikroorganizmalar melas iceren kontrol besiyerinde 5-35°C araliginda
taranmis ve en iyi gelisimi gosteren izolat sonraki calismalarda kullanilmak {izere

4°C’de saklanmistir.

3.2.3. Fermentasyon ortaminin pH’simin belirlenmesi

Steril olmayan kosullarin saglanmasi amaciyla uygun pH araligi i¢in 6n g¢alismalar
yapilmistir. Bu amagcla kitosanin tiretimi i¢in uygun sicakligin belirlenmesinden sonra
secilen izolat olan PAS17 adli mikroorganizma i¢in pH degerleri 3.0-8.0 araliginda

arastirilmastir.

3.2.4. Melasta toplam seker tayininin yapilmasi

Toplam seker miktar1 tayini igin standart olarak glukozun kullanildig1 dinitro-salisilik
asit (DNSA) metodu uygulanmistir (Miller 1959). Metod melasin 6n muamele 6ncesi ve
sonrast icerdigi seker miktarina bagli olarak olusan kahverengi rengin
spektrofotometrede 550 nm’de absorbansinin okunmasi esasina dayanmaktadir (Miller

1959; Sidal et al. 2000; Temiir 2008; Canl1 2009; Unver 2010).

Seker tayini igin kullanilacak DNSA ¢ozeltisi; 1 gram DNSA, 20 ml 2 N NaOH ve 50

ml saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra, 30 gram Rochelle tuzu (potasyum sodyum
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tartarat tetrahidrat) eklenerek, son hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak

hazirlanmistir (Kona et al. 2001).

Seker tayini i¢in 6nce bir standart grafik hazirlanmistir. Standart grafik hazirlamak icin
10 tlip ve kor olarak kullanilmak {izere 1 tiip hazirlanmistir. 100 mg glukoz 100 ml saf
su i¢inde ¢oziilerek glukoz ¢ozeltisi hazirlanmistir. Tiiplere sirasiyla bu ¢ozeltiden 1 ml,
2ml, 3ml, 4ml,5ml, 6 ml, 7ml, 8§ ml, 9 ml ve 10 ml konmustur (yani 1 mg, 2 mg, 3
mg, 4 mg, 5 mg, 6 mg, 7 mg, 8§ mg, 9 mg ve 10 mg glukoz konmus olmaktadir). Daha
sonra her tiipe 2 ml DNSA eklenmis ve son hacimleri 15 ml’ye tamamlanarak vortekste
karistirildiktan sonra 90°C’de 20 dk sicak su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda
tiipler sicak su banyosundan ¢ikarilip oda sicakligina sogutulmustur. Olusan kahverengi
rengin absorbansi spektrofotomotrede 550 nm dalga boyunda kore karsi li¢ tekrar
seklinde okunmus, elde edilen absorbanslarin ortalamalar1 kullanilarak seker tayini i¢in

bir standart grafik hazirlanmistir. Hazirlanan standart grafik Sekil 3.2’ de verilmistir.

Hazirlanan %1°lik melas soliisyonunun ilk olarak muamele edilmemis haliyle seker
miktar1 6l¢limii yapilmistir. Ardindan pH’st 10 N HCL ile 2’ye ayarlanarak sukroz
hidrolizi i¢in 90°C’de 40 dk sicak su banyosunda bekletilmistir. Hidroliz isleminden
sonra oda sicakligina sogutulan soliisyonun pH’s1 10 N NaOH ile 6’ya ayarlanmistir.
Oda sicakliginda bir saat bekletildikten sonra soliisyon 5000 rpm’de 20 dk
santrifiijlenerek olusan pelet uzaklastirilmistir (Bhosale 2001; Unver 2010). Seker tayini
icin elde edilen silipernatanttan 0,1 ml iizerine 2 ml DNSA ¢o6zeltisi ilave edilmis ve son
hacim saf su ile 15 ml’ye tamamlanmistir. Kor olarak ise bir tiip icine 2 ml DNSA
¢ozeltisi konup tizeri 15 ml’ye tamamlanmistir. Calkalanan tiipler sicak su banyosunda
90°C’de 20 dk bekletilmistir. Daha sonra tiipler sicak su banyosundan ¢ikarilarak
sogutulmus ve olusan kahverengi rengin absorbansi, spektrofotometrede kore karst 550
nm’de U¢ tekrar seklinde okunmus ve daha dnce hazirlanmis olan standart grafikten

faydalanilarak seker miktar1 belirlenmistir.
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1,2 +

08 +

A°550 nm

Seker (mg)

Sekil 3.2. Seker tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.2.5. Melasta protein tayininin yapilmasi

Protein tayini amaciyla Lowry metodu kullanilmistir. Yontemin temeli, alkali ortamda
bir bakir-protein kompleksi olugmasi ve kompleksin fosfomolibdat-fosfowolframat
(Folin Ciocalteu fenol) reaktifini indirgeyerek yogun bir mavi yesil renk olusturmasi

esasina dayanmaktadir (Lowry et al. 1951).

Protein tayini i¢in 0,5 ml %]1°lik melas soliisyonu, 5 ml alkali bakir reaktifine (Alkali
bakir reaktifi; %0,5 CuSO04.5H,0 ve %1 sodyum potasyum tartaratin 1 ml’si, %2
sodyum karbonat ihtiva eden 50 ml 0,1 M NaOH igine katilarak hazirlanir) katilarak
¢oOzelti 10 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra 0,5 ml Folin-Ciocalteu fenol reaktifi (1:1
oraninda saf su ile seyreltilmis) hizlica eklenerek karigtirilmistir. Bu ¢ozelti 30 dk
inkiibe edilerek absorbanst 750 nm’de Olglilmiistiir. Serum albumin kullanilarak

hazirlanan standart grafik Sekil 3.3°te verilmistir.
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A°750 nm

Protein (pg)

Sekil 3.3. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.2.6. Taguchi D.D.’nin hazirlanmasi

Calismanin sicakligt ve pH, steril olmayan kosullarda ¢alismaya uygun ortam
hazirlanmas1 amaciyla, klasik bir yontem olan BKBD metoduna dayanilarak optimize
edilmistir. Daha sonra, elde edilen optimal sicaklik ve pH degerlerinin kullanimiyla,
Kitosan iretimini etkileyen faktorler olarak c¢alismada, melas miktar1 (ml/l),
MgS0O,.7H,0 miktart (g/l), inokulum miktari, ¢alkalama hizi ve inkiibasyon siiresi
sec¢ilmistir ve 6n calismalar sonucunda etkin olan 4 seviye ile ¢aligmalar diizenlenmistir.

Cizelge 3.3’te optimizasyon i¢in segilen faktorler ve uygun seviyeleri belirtilmistir.
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Cizelge 3.3. Kitosan iiretiminin optimizasyonu i¢in belirlenen faktorleri ve seviyeleri

No Faktor Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3 Seviye 4
1 Melas (ml/l) 30 50 70 90
2 MgS04.7H,0 (g/1) 0,1 0,3 0,5 0,7
3 Inokiiliim (mm ¢ap) 4 6 8 10
4 Calkalama (rpm) 100 150 200 250
5 Siire (giin) 4 6 8 10

Calismada kitosan iiretiminin en yiiksek olmasi istendigi i¢in performans istatistiginin
daha biiytlik olan-iyidir karakteristigine goére D.D. elde edilmistir. Bu amagla, asagida

gosterilen denkleme gore yapilan hesaplamalar ile sonuglar elde edilmistir.

n
SIG=-10logso [1/n ) | 1/Y{?

i=1

Yukarida gosterilen denklemde n bir deneysel kombinasyondaki tekrar sayisini ve Yi
degeri i.’nci deneydeki performans degerini gostermektedir. Biitiin deneyler ii¢ tekrar

halinde yapilmistir ve ortalama sonuglar degerlendirmeye alinmistir.

3.2.7. Kitosanin ekstraksiyonu

Biyokiitle olugumunun kitosan {iretimi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
optimizasyon calismalar1 tamamlandiktan sonra kitosanin ekstraksiyonu igin farkli
yontemler uygulanmistir ve en verimli sekilde kitosanin eldesi amaciyla Naghdi et al.
(2014)’e gore ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Bu amagla elde edilen biyokiitle
40°C’de sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmus ve tartilmistir. Toz haline getirilen
biyokiitle {izerine proteinlerin giderilmesi amaciyla (deproteinizasyon) 0,5 M NaOH (30

ml/g) eklenerek otoklavda 121°C’de 20 dk bekletilmistir (Zamani et al. 2007). Elde
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edilen materyal artik ¢6ziinmeyen alkali materyal (C.A.M.) olarak adlandirilmaktadir.
C.A.M. 5000 rpm’de 15 dk siireyle santrifiij edilerek nétral pH elde edilinceye kadar saf
suyla, ardindan etil alkolle yikanarak 40°C’de sabit agirliga gelinceye kadar
kurutulmustur. Elde edilen C.A.M. igeriginde bulunan fosfatin giderilmesi amaciyla oda
sicakliginda 0,1 N laktik asit (100 ml/g kuru C.A.M.) kullanilarak 30 dk siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 5000 rpm’de 15 dk siireyle santrifiij edilerek kati
faz ayrilmistir. Fosfati giderilmis olan C.A.M.’in iizerine daha sonra kitosanin
depolimerizasyonunu azaltmak amaciyla klasik siilfiirik asit yontemi ve siilfiirik asitte
diisiik sicakliklarda kitosanin ¢éziinmemesi nedeniyle Naghdi et al. (2014) tarafindan
gelistirilen yonteme gore 0,1 N laktik asit eklenerek 50°C’de 30 dk siireyle 150 rpm’de
calkalanmustir. Sekil 3.4’te C.A.M.’1n laktik asitle muamelesi sonucunda elde edilen
karisim ve Kitosanin ¢oktiiriilmesi islemleri gosterilmistir. Islemler sirasiyla; C.A.M.’1n
laktik asitle muamele edilmesi (a), muamele sonrast pH 6l¢timii (b), 2 N NaOH ile

pH’nin 8-10’a ¢ikarilmasi (c¢) ve kitosanin ¢oktiiriilmesi (d) olarak gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.4. Kitosanin ¢oktiiriilmesi islemi

Elde edilen ¢6ziinmeyen pelet (kitosan), 5000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek bertaraf
edildikten sonra siipernatan igerisinde bulunan kitosan, 2 N NaOH ile pH’nin 8-10’a
cikarilarak ¢oktiiriilmesiyle elde edilmistir. Daha sonra karigim tekrar 5000 rpm’de 20
dk santrifiij edilmis, notral pH’ya gelinceye kadar saf su ve ardindan alkolle yikanmis

ve 40°C’de sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmustur.
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3.2.8. FT-IR analizi

Numunenin yapisal gruplarinin tanimlanmasi amaciyla, potasyum bromid (KBr) ile
olusturulan seffaf peletler Perkin Elmer Spectrum One FT-IR spektrometresi ile

dlciilmiistiir. Dalga boyu 4000-550 cm™ arasinda degismektedir.

3.2.9. Verilerin analizi

Calismada sicaklik ve pH degerlerinin optimizasyonu klasik BKBD metoduna gore
yapildigindan, elde edilen sonuglar Duncan ¢oklu karsilastirmali testi uygulanarak IBM
Statistics SPSS 20.0 programi kullanilarak yapilmigtir. Veriler Minitab 16.0 programi
ile analiz edilmis ve etki degerlerinin arastirilmasinda, varyans analizi (ANOVA;

analysis of variance) yapilarak sonug¢lar yorumlanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arastirmada Kullanilacak Fungusun Secimi ve Belirlenmesi

On ¢alismalarda kullanilan besiyeri ile elde edilen 20 etkin izolat arasindan en yiiksek
oranda biyokiitle ve kitosan olusturan izolatin se¢imi gergeklestirilmistir. Elde edilen

veriler Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Izolatlarin taranmas1 sonucunda elde edilen biyokiitle, kitosan ve verim
oranlari sonuglari™?

Izolatlar Biyokiitle (g/1) Kitosan (mg/l) Kitosan/Biyokiitle
(%Verim)
OC1 0,11° 0,01° 9,09
0oC2 0,37% 0,03? 10,3¢
0C3 1,02 0,10f 10,7¢
OC4 0,242 0,02 9,5
OC5 0,65° 0,06™ 9,7°
0C6 1,119 0,13 12,59
OC7 0,67 0,06°* 0,8
ocCs 1,03 0,12° 12,4
0C9 1,05' 0,12f 12,39
OC10 0,68 0,07°« 11,1°
OC11 0,71° 0,08% 10,9¢
OC12 0,87° 0,09 11,2¢
OC13 0,74¢ 0,08% 10,8
OC15 0,89° 0,10% 11,4°
OC17 0,63° 0,06% 10,4°
PAS5 0,35% 0,03? 10,3°
PAS6 0,54° 0,06"™ 11,3°

PAS7 1,179 0,13 12,1
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Cizelge 4.1. Izolatlar ve biyokiitle sonuglar™ (devami)

Izolatlar Biyokiitle (g/1) Kitosan (mg/l) Kitosan/Biyokiitle
(%Verim)
PAS17 1,139 0,14° 12,6"
PAS21 0,87 0,11' 12,1
1Ay5110 ;i)itunda aym harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemli degildir
p<0,05).

2Besiyeri icerigi: 30 ml/l melas; 3 g/l (NHgy),SO4 0,1 g/l MgSO,.7H,O; 0,02 g/l FeSO,.7H,0.
Fermentasyon ortami: pH 5,0, 4mm ¢apli disk delici ile alinan inokulum materyali, 100 rpm ¢alkalama
hiz1 ve 4 giin inkiibasyon siiresidir.

Cizelge 4.1°den gorildiigi gibi en yiiksek biyokiitle, kitosan iiretimi ve verim PAS17
adli izolattan elde edilmistir. En diislik biyokiitle iiretimi OC1 adl1 izolattan, en diisiik
verim ise OC4 adli izolattan elde edilmistir. PAS7 adli izolat en yiiksek biyokiitle
miktarmni vermis olmasina ragmen, gerek kitosan miktari gerekse % verim bakimindan
en yiiksek oranlar1 ger¢eklestirememistir. Bu nedenle sonraki ¢aligmalarda kullanilmak

lizere test kiifii olarak PAS17 adli izolat tercih edilmistir.

Kullanilan Klasik ve molekiiler teknikler sonucunda yapilan tanilamada etkin sus olarak
secilen ve sonraki ¢aligsmalarda yararlanilan PAS17 izolatinin Rhizopus oryzae tiirii bir
kif oldugu belirlenmis ve gen bankasina Rhizopus oryzae PAS17 olarak kaydi
yapilmugtir.

4.2. Fermentasyon Ortaminin Sicakhigmin R. oryzae PAS17°nin Biyokiitle ve
Kitosan Uretimine EtKisi

Calismanin sicakliginin  fungusun gelisimini uygun etkilemesinin yaninda steril
olmayan kosullar altinda fermantasyon gergeklestirilebilmesi amaciyla bakteriyel
faaliyetten de etkilenmemesi gerektigi goz Oniine alinarak, sicakligin optimizasyonu
BKBD teknigi kullanilarak tespit edilmistir. Calismada kullanilacak optimum sicakligin
belirlenmesi amactyla 15-20°C araliginda tarama yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil

4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Sicakligin R. oryzae PAS17 nin biyokiitle ve kitosan iiretimi tizerine etkisi*
*Besiyeri igerigi: 30 ml/l melas; 3 g/l (NH,4),SOy4; 0,1 g/l MgS0O,.7H,0; 0,02 g/l FeSO,.7H,0.
Fermentasyon ortami: pH 5,0, 100 rpm calkalama hiz1 ve 4 giin inkiibasyon siiresidir.

4.3. Fermentasyon Ortaminin pH’sinin R. oryzae PAS17°nin Biyokiitle ve Kitosan

Uretimine Etkisi

Calismanin sicakliginin 15°C olarak belirlenmesinin ardindan, test kiifliniin gelisimini
uygun etkilemesinin yaninda, steril olmayan kosullar altinda fermantasyon
gerceklestirilebilmesi amaciyla bakteriyel faaliyetten de etkilenmemesi gerektigi goz
Oniine alinarak, fermentasyon ortaminin pH’sinin optimizasyonu da sicaklikta oldugu
gibi, BKBD teknigi kullanilarak tespit edilmistir. Sekil 4.2°’de R.oryzae PAS17 adh

izolatin pH 3,0-8,0 araligindaki biyokiitle ve Kitosan {iretimi gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Sicakligin R. oryzae PAS17 adli izolatinin biyokiitle ve Kitosan iiretimi

tizerine etkisi*
*Besiyeri igerigi: 30 ml/l melas; 3 g/l (NH,),SO4 0,1 g/l MgS0,.7H,0; 0,02 g/l FeSO,.7H,0.
Fermentasyon ortami: 15°C sicaklik, 100 rpm calkalama hiz1 ve 4 giin inkiibasyon siiresidir.

Sekil 4.2’den gortildiigii gibi en uygun R. oryzae PAS17 i¢in en uygun fermentasyon
ortam1 pH 4,5 olarak belirlenmistir. Kitosan iiretimi bakimindan en yiiksek oran pH 4,5

degerinden elde edilmistir.

4.4. Melasin Toplam Seker ve Protein Miktari

Yapilan caligmalar sonucunda melasta 457 g/l seker ve 76,1 g/l protein oldugu

belirlenmistir.

4.5. Taguchi D.D. ile Elde Edilen Sonuglar

Calismamizin baglangicinda yapilan 6n arastirmalar sonucunda R. oryzae PAS17 susu
ile gerceklestirilen fermentasyon sonucunda elde edilen verilere goére biyokiitle ve
kitosan uygun sicaklik 15°C ve pH 4,5’tir. Bu sonuglar dogrultusunda Kitosan tiretimi

icin segilen faktorler olan melas miktar, MgSQO,4.7H,O miktari, inokulum miktari,
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calkalama hizi ve inkiibasyon siiresi dort seviyeli olarak secilerek TAGUCHI
YONTEMI’nin 6nerdigi bes faktorlii dort seviyeli olan L16 (4°) seklindeki D.D.
kullanilmistir. R. oryzae PAS17 susunun kullanimiyla gergeklestirilen deneylerin

sonucunda elde edilen S/G oranlar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Taguchi L16 (4°) D.D. tablosu ve S/G sonuglari

Faktorler

Deney no ml\;llizil '\g?_ig‘l Inokulum Calkalama Siire 0?‘/21(1311
1 1 1 1 1 1 2,08
2 1 2 2 2 2 4,38
3 1 3 3 3 3 6,44
4 1 4 4 4 4 2,71
5 2 1 2 3 4 13,17
6 2 2 1 4 3 16,01
7 2 3 4 1 2 8,10
8 2 4 3 2 1 12,11
9 3 1 3 4 2 12,01
10 3 2 4 3 1 12,52
11 3 3 1 2 4 20,94
12 3 4 2 1 3 19,45
13 4 1 4 2 3 15,60
14 4 2 3 1 4 15,03
15 4 3 2 4 1 15,75
16 4 4 1 3 2 12,96

Cizelge 4.2°de goriildiigli gibi en yiikksek S/G oran1 20,94 degeriyle 11 no’lu D.D.

sonucunda ve en diisiik S/G oranm1 2,08 olarak 1 no’lu D.D. sonucunda elde edilmistir.

Yukarida verilen D.D.’nin uygulanmasi ile elde edilen biyokiitle, C.A.M., kitosan,
kitosan/biyokiitle (% verim) ve kitosan/C.A.M. (%verim) sonuglar1 Cizelge 4.3’te

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Taguchi D.D. ile elde edilen biyokiitle sonuglar1 ve C.A.M. ile Kitosan
degerleri

Deney Biyokiitle C.A.M. Kitosan Kitosan/Biyokiitle Kitosan/C.A.M.

no (/) (/) (/) (% Verim) (% Verim)
1 1,29 0,48 0,11 8,4 22,6
2 1,66 0,65 0,16 9,7 24,3
3 2,11 0,76 0,22 10,5 28,7
4 1,38 0,61 0,13 9,3 21,4
5 4,56 1,69 0,53 11,7 31,3
6 6,31 2,31 0,72 11,5 31,1
7 2,58 0,91 0,25 9,8 27,7
8 4,04 1,26 0,37 9,1 29,2
9 3,11 1,14 0,35 11,2 30,6
10 4,24 1,31 0,40 9,4 30,5
11 10,67 453 1,50 14,1 33,1
12 9,49 4,04 1,31 13,7 32,4
13 6,03 2,14 0,67 11,2 31,3
14 5,64 1,83 0,49 9,7 26,7
15 4,13 1,47 0,37 9,1 25,5
16 4,07 1,41 0,38 9,4 26,8

Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi 16 farkli deney dizaynmi ile yapilan
calismalar, birbirinden oldukga farkli sonuglar olusturmustur. En az biyokiitle olusumu
(1,29 g/l) 1 no’lu D.D.’nin kullanimiyla, en yiiksek biyokiitle olusumu (10,67 g/l) ise 11
no’lu D.D.’nin kullanimiyla gergeklesmistir. S/G oraninin “daha biiylik olan iyidir”
performans karakteristigi kullanildig1 i¢in en yiikksek S/G orami (20,94) 11 no’lu
D.D.’nin kullanimiyla, en diisiik S/G oranmi (2,08) ise, 1 no’lu D.D.’nin kullanimiyla

elde edilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda Taguchi yonteminin tahmin ettigi D.D.’nin S/G oranlarina
bakilarak son deneyler gergeklestirilmistir. Sekil 4.3’te gosterilen S/G oranlarinin

ortalamasindan elde edilen sonuglar dogrultusunda ongoriilen D.D. sonuglar igin
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faktorler swrasiyla, 3, 3, 2, 2 ve 3 olacak sekilde yani 70 ml/l melas, 0,5 g/l
MgSQO,.7H,0, inokulum miktart 6 mm ¢apli disk delici ile alinan spor sayis1 (6,7 X 10°
spor/disk), 150 rpm c¢alkalama hizi ve 8 giin inkiibasyon siiresidir. Bu D.D.’nin
uygulanmasi ile elde edilen biyokiitle oran1 11,07 g/I, 6ngoriilen deger olan 11,17 g/l
oranina yakin bulunmustur. Optimize edilmis fermentasyon ortami ile elde edilen
C.A.M. ve kitosan miktarlar sirasiyla, 4,77 g/l ve 1,59 g/I’dir. Sonug olarak, PAS17
susu ile steril olmayan sartlar altinda, diisiik sicaklik ve diisik pH degerlerinde,
biyokiitle bakimindan %14,4 ve C.A.M. bakimindan %33,3 oraninda verimle Kitosan

tiretimi gergeklestirilmistir.

Melas MgS04.7H20 Inokiiliim
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Sinyalden-Giiriiltiye: Daha biiyiik olan iyidir.

Sekil 4.3. R. oryzae PAS17 susunun Taguchi L16 (4°) D.D. ile elde edilen biyokiitle
sonuclarmin S/G ortalamasi

4.6. ANOVA Testi Sonuclari

Taguchi yonteminin Cizelge 4.4’de Taguchi D.D. sonuglari i¢in elde edilen ANOVA

degerleri gosterilmistir. Buradan goriildiigii gibi en yiiksek etkiyi melas yapmistir
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(%57,7). En az etki ise %4,32 oraniyla MgS0O,4.7H,0 tarafindan gergeklestirilmistir.
Ikinci sirada etkin faktér olan siire degeri, Kkitosan iiretimi ilizerine calkalama ve
inokulum miktarindan daha fazla etki gostermistir. Sonu¢ olarak, PAS17 susu ile
gerceklestirilen kitosan tiretiminde en etkin faktoriin melas, diger bir deyisle karbon

kaynagi oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Taguchi D.D. sonuglar1 igin ANOVA degerleri

Kaynak Serbestlik Kareler Ayarlanmis Ayarlanmis Yiizde

Derecesi  Toplamm Kareler Kareler Dagilim
Toplami  Ortalamasi (%)
Melas 3 66,67 66,67 22,51 57,7
MgS0O,4.7H,0O 3 4,98 4,98 1,66 4,32
Inokiiliim 3 14,61 14,61 4,87 12,6
Calkalama 3 7,37 7,37 2,45 6,37
Siire 3 21,97 21,97 7,32 19,1
Artan hata 0
Toplam 15 115,62

Cizelge 4.5’te kitosan iiretimi i¢in S/G orani1 bilyiik olan iyidir karakteristigine gore elde
edilen yanit tablosu sonuglarr gosterilmistir. Cizelge 4.5’ten goriildiigii gibi, melas en
fazla tglincli seviyede, MgS0,4.7H,0 tglincii seviyede, inokulum miktar1 ikinci
seviyede, calkalama degerinin ikinci seviyede ve siire degerinin {iglincii seviyede en
yiiksek yanit1 verdigi ANOVA testi ile teyid edilmistir. Bu sekilde S/G oranlarinin

uygulanmasi ile en yiiksek kitosan iiretimi gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.5. S/G orani biiyiik olan iyidir karakteristigine gore elde edilen yanit tablosu

Seviye Melas MgSO,. 7H,O  Inokiilim  Calkalama  Siire

1 3,908 10,71 13,001 11,170 10,620
2 12,351 11,98 13,193 13,261 9,367
3 16,234 12,81 11,400 11,279 14,378
4 14,841 11,81 9,739 11,623 12,968
Delta 12,326 2,096 3,454 2,092 5,011

Orani 1 4 3 5 2
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4.7. FT-IR Analizi Sonuclar

Calismada elde edilen Kitosanin (mavi ¢izgi ile gosterilen) dogrulugunun teyid edilmesi
amaciyla ticari bir kitosan olan ve karides kabuklarindan elde edilen 6rnekle (siyah ¢izgi
ile gosterilen) karsilastirilmistir. Sekil 4.4’te FT-IR sonucu gosterilmektedir. Sekil
4.4°te gorildiigi gibi absorbsiyon pikleri kitosan varligini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.4. FT-IR spektrumu ile ticari kitosan ve elde edilen kitosanin karsilastiriimasi
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Mikroorganizmalarin Genel Besin Ihtiyaclar1 ve Mevcut Calisma icin Substrat

Secimi

Mikroorganizmalar biiyiime ve gelismek icin karbon, oksijen, hidrojen, azot, kiikiirt,
fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve demir gibi makroelementlere ihtiyag
duymaktadir. Bu elementlerden, karbon (C), oksijen (O), hidrojen (H), azot (N), kiikiirt
(S) ve fosfor (P) karbonhidratlarin, lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisina
katilmaktadir. C, hiicrelerde yapt elemani ve temel enerji kaynagi olarak da
kullanilmaktadir. N, aminoasitlerin, piirinlerin, pirimidinlerin, enzim kofaktorlerinin,
bazi karbonhidrat ve lipidlerin sentezinde kullanilirken, P niikleik asitlerin,
fosfolipitlerin, ATP’nin, bir¢ok kofaktoriin ve baz1 proteinlerin yapisinda yer
almaktadir. S, sistein, metiyonin, biyotin ve tiyaminin gibi aminoasitlerin yan1 sira bazi
karbonhidratlarin sentezi igin gereklidir. Potasyum (K™), protein sentezinde gérev alan
enzimler dahil bir ¢cok enzimin aktivitesi i¢in gereklidir. Magnesium (Mg+2) bir ¢ok
enzim i¢in kofaktor olarak islev goérmesi ve ATP ile kompleks yapmasinin yani sira
ribozomlar1 ve hiicre zarlarini stabil hale getirme gibi ozelliklere de sahiptir. Demir
(Fe*?), sitokromlarmn bir kismini olusturur, elektron tasima proteinleri ve enzimler icin
de bir kofaktor olarak iglev goriir. Diger taraftan, sodyum (Na) elementi de bir
makroelement  olarak  kullanilmaktadir. Bununla  birlikte, bu  elemente
mikroorganizmalarin ~ hepsi  degil sadece  bazilar1  ihtiyag  duymaktadir.
Makroelementlerin yani1 sira mikroorganizmalar manganez, ¢inko, kobalt, molibden,
nikel ve bakir gibi bazi mikroelementlere de ihtiyag duyabilmektedirler.
Mikroelementler enzimlerin ve kofaktorlerin bir pargasi olup, protein yapisinin
muhafaza edilmesine ve reaksiyonlarin katalizine yardim eder. Ornegin, manganez
(Mn*?) fosfat gruplarmin transferini katalizleyen ¢ok sayida enzime yardim eder, kobalt
ise vitamin Biy’nin yapisina katilir (Brock et al. 1994; Prescott et al. 2002).
Mikroorganizmalar bu elementlere ihtiya¢ duyduklarindan dolayi, mikroorganizmalari
laboratuvar sartlarinda gelistiritken bu elementleri igeren organik yada inorganik

maddeler besiyerlerine katilmaktadir. Bu dogultuda, C ihtiyacim1 karsilamak i¢in
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mikroorganizmalarin kiiltiir ortamlarina glikoz, laktoz ve sukroz gibi sekerler ya da bu
sekerleri iceren melas, misir maserasyon s1visi ve peynir alt1 suyu gibi organik maddeler
eklenmektedir. Melas, misir maserasyon sivisi ve peynir alt1 suyu mikroorganizmalara
karbon kaynaklarmin yaninda, azotlu bilesikleri, vitaminleri ve baz1 makro ve mikro
elementleri de saglamaktadir (Hamano and Kilikian 2006; Dhillon et al. 2007; Aksu and
Eren 2007; Joshi et al. 2008). Ayrica, amonyum kloriir, amonyum siilfat ve sodyum
nitrat gibi inorganik tuzlarda mikroorganizmalarin azot ihtiyacim1 karsilamak icin
besiyerlerine katilmaktadir. Makroelementler olan S, P, Mg, K, Ca ve Fe ile
mikroelementler olan Mn, Zn, Co ve Cu besiyerlerine ayrica MgSQO4, KH,PO,, CaCly,
FeSO4, MnSO,4, CoSO4, ZnSO,4 ve CuSOy gibi mineral tuzlar seklinde de katilmaktadir
(Taskin and Kurbanoglu 2011; Saghafian 2013).

Melas; seker endiistrisinde seker pancar1 ve seker kamisindan seker iiretimi sonucu
ortaya ¢ikan atik bir iirlindiir. Seker pancart melasinin igerigi seker, mineral maddeler
(Mg, Mn, Al, Fe ve Zn) azotlu bilesikler (aminoasit, protein vb.) ve vitaminler
bulunmaktadir. Zengin besinsel igeriginden dolay1 da mikrobiyal ¢alismalarda etil alkol,
polisakkarit, karotenoid, enzim, laktik asit, sitrik asit, tek hiicre proteini gibi degerli
tirlinlerin tretiminde kullanilmaktadir (Ergun and Mutlu 2000; Kalogiannis et al. 2003;
Survase et al. 2007; Liu et al. 2008; Razmovski and Vucurovic 2011; Taskin et al.
2012). Yapilan bazi ¢aligmalarda melasin mikrobiyal yolla kitosan iiretiminde substrat
olarakta kullanilabilecegi belirtilmektedir (Goksungur 2004). Bununla Dbirlikte,
literatliirde sogukta yasayan mikroorganizmalar i¢in steril olmayan kiiltiir kosullari
altinda kitosan iiretiminde melasin substrat olarak kullanilabilirligini goésteren bir
calisma yer almamaktadir. Bu yilizden mevcut caligmada substrat olarak melas

kullanilmistir.

5.2. Arastirmada Kullamlan Fungusun izolasyonu

Yeni dogal iriinleri veya halihazirda bilinen triinleri daha yiiksek verimle {ireten
mikroorganizmlarin kesfi saglik, gida ve diger birgok endiistri i¢in biiyiik dnem arz

etmektedir. Bu amacla arastirmacilar, daha {iiretken mikroorganizmalarin kesfi i¢in
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toprak, su, bitki vb. materyalleri izolasyon kaynagi olarak kullanmaktadir. Ornegin,
daha yiiksek miktarlarda organik asit, enzim, polisakkarit, etil alkol, antibiyotik,
karotenoid, lipid, biyosiirfaktant gibi endiistriyel bakimdan biiyiilk Oneme sahip
maddeleri iireten mikroorganizmalarin farkli kaynaklardan izolasyonuna yonelik
caligmalar artan bir yogunlukta devam etmektedir (Rao et al. 2008; Yateem et al. 2010;
Taskin and Erdal 2011; Kitcha and Cheirsilp 2013; Kawaguchi et al. 2013; Taskin et al.
2013; Aydogan et al. 2014). Yine baz1 ¢alismalar bitki biiylimesini tesvik etme ya da
biyolojik par¢alama yetenegi yiiksek olan mikroorganizmalarin izolasyonuna yonelik
olarak gerceklesmektedir (Mohite et al. 2011; Rashid et al. 2012). izolasyon
calismalarinda ayrica yiiksek sicakliklarda gelisebilen termofilik mikroorganizmalarda
hedeflenebilmektedir (Ifrij and Ogel 2002; Li and Zhang 2005; Joshi et al. 2008; Mehta
et al. 2012). Baz1 izolasyon ¢alismalari ise sogukta gelisebilen psikrofilik yada
psikrotolerant mikroorganizmalarin izolasyonuna yonelik olmaktadir (Ray et al. 1992;
Kasana et al. 2008; Zhu et al. 2009).

Mevcut caligmada yiiksek miktarda Kitosan iiretme yetenegine sahip yeni filamentli
kiiflerin izolasyonu ve en iyi izolatla steril olmayan kiiltiir kosullar1 altinda {iretim
caligmalarinin  gerceklestirilmesi  amaglanmigstir.  Steril  olmayan  kosullarin
olusturulabilmesi i¢in iiretimde kullanilan besiyerlerinin ve ekipmanlarin sterilizasyonu
gerceklestirilmemistir. Calismada kullanilacak olan mikroorganizmanin ortam kaynakli
diger kontaminant organizmalara oranla, kiiltiir ortaminda daha yiiksek gelisme
potansiyeli gosterme yeteneginden faydalanilmistir. Bunun ig¢in, iiretim ortaminin
sicakligimin ve baglangi¢ pH’s1 diisiik tutularak caligsmalar yiirtitiilmiistiir. Caligmanin
stvi kiiltiirde diisiik sicaklikta etkili bir sekilde gerceklestirilebilmesi ig¢in de test
mikroorganizmasi olarak diisiik sicaklikta yliksek biiyiime performansi gosteren bir
filamentli kiif tird kullanilmistir. Calismada kullanilan bu kiifiin izolasyonu, topraktan
gergeklestirilmistir. izolasyon sirasinda, ii¢c temel nokta gdz dniinde bulundurulmustur.
Bunlardan birincisi izole edilmesi diisiiniilen kiiflerin melas ortaminda gelisebilmesi,
diger bir ifadeyle melas sukrozunu etkili bir sekilde kullanabilmesi ve igerisinde
bulunan gelismeyi inhibe edici maddelerden en az seviyede etkilenmesi; ikinci ve

ticlinci 6nemli noktalar ise, izole edilecek olan kiifiin diisiik sicaklikta ve diisiik pH’da
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yiikksek gelisme potansiyeli gosterebilmesiydi. Calismada, bu {i¢ nokta gbéz Oniine
aliarak izolasyon c¢aligmalar1 tek karbon kaynagi olarak melas1 igeren ve pH 5 degerine
ayarlanmig besiyerinde ve 4°C gibi diisiik sicaklikta gergeklestirilmistir. 10-15 giinliik
inkiibasyon siiresinin sonunda petriler lizerinde gelisme gosteren koloniler belirlenmis
ve alt kiiltiire alinarak saflastirilmistir. Bu sekilde yaklasik olarak melasi kulanabilen ve

diisiik sicaklik ve pH’da gelisme gosteren 120 farkli kiif izolat1 elde edilmistir.

Arastirmacilar izole ettikleri mikroorganizmalardan en {iretken olanini segerken tarama
adin1 verdikleri bir prosediiriin uygulanmasin1 onermektedirler. Bu prosediirde izole
edilen cok sayida mikroorganizma aym kiiltiir kosullar1 altinda sivi ya da kati
kiiltiirlerde  gelistirilmekte ve belirlenen inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiir
ortamindan alinan Orneklerin analizleri yapilmaktadir. Analizler sonunda hedeflenen
iriinii en 1yi verimle iireten mikroorganizma secilmekte ve takip eden asamalarda
kullanilmaktadir. Bu prosediir sayesinde de is yiikiiniin azaltilmasi amaclanmaktadir
(Erdal and Taskin 2010; Taskin and Erdal 2011; Alnahdi 2012; Bizuye et al. 2013).
Tarama caligmalar1 toplam 120 izolat arasinda en yiiksek miktarda kitosan treten
izolatin PAS17 oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bazi izolatlarn PAS17’ye oranla daha
yiiksek miktarda biyomas iiretme kapasitesine sahip oldugu goriilse de, onlarin kitosan
miktarlari daha diisiikk bulunmustur. Bu durum elde edilen kitosan verimleri géz 6niine
alindiginda daha da acik bir sekilde ortaya cikmustir. Ornegin, maksimum kitosan
miktarinin (1,59 g/l) yan: sira, maksimum kitosan verimine (%14,4) PAS17 adl izolat

ile ulasilmastr.

5.3. Steril Olmayan Kiiltiir Sartlarinin Saglanmasi1 Amaciyla Fermentasyon

Ortaminin Sicaklik ve pH’sinin Etkilerinin Degerlendirilmesi

Mikrobiyal fermantasyon calismalar1 genellikle steril besiyerlerinde ve steril kiiltiir
kosullar1 altinda gergeklestirilmektedir. Bununla birlikte, arastirmacilar uygun
mikroorganizmalar secildiginde c¢alismalarin steril olmayan besiyerlerinde ve steril
olmayan kiiltiir kosullar1 altinda da gerceklestirilebilecegini ileri siirmektedirler.

Besiyerlerinin steril edilmemesi sayesinde de enerjiden ve zamandan tasarruf elde
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edilebilecegi bilinmektedir. Ozellikle, endiistriyel 6lciide iiretimin gerceklestirildigi
besiyerlerinin hacminin ¢ok fazla oldugu ve bunlarin steril edilmesi i¢inde ¢ok fazla
elektrik enerjisine ihtiyag duyuldugu g6z Oniline alindiginda besiyerlerinin steril
edilmeden kullanilmasinin iiretimde maliyeti biiylik 6l¢iide azaltacag diisiintilmektedir.
Bununla birlikte, steril olmayan besiyerlerinde veya kosullar altinda iiretim
gerceklestirildiginde bakteriler basta olmak {iizere kiiltiirde istenmeyen mikrobiyal
kontaminasyonlarin meydana gelebilecegi bildirilmektedir. Buna bagli olarakta,
kiiltiirde esas mikroorganizmanin resesif durumda kalabilecegi veya hi¢ gelisemeyecegi
belirtilmektedir. Nihayetinde de, kiiltlirde iiretilmek istenen iiriiniin veriminin diisecegi

aciklanmaktadir (Saghafian 2013; Taskin et al. 2013).

Steril olmayan besiyerlerinde {iiretimi gerceklestirmek iginse mikroorganizmalarin
sicaklik ve pH tolerans1 gibi 6zelliklerinden faydamlmaktadir. Ornegin, Qin et al.
(2009) topraktan 55°C’de gelisme Ozelligine sahip olan termofilik &zellige sahip
Bacillus sp.’yi izole etmis ve 45-60°C gibi yiiksek sicakliklarda steril olmayan kosullar
altinda laktik asit {retimini gerceklestirmistir. Benzer sekilde, termofilik
mikroorganizmalarla hidrojen tretimi steril olmayan kosul altinda gerceklestirilmistir
(De Vrije et al. 2009). Yiksek sicakliklarda gerceklestirilen {iretim g¢aligmalarinda
mikroorganizmanin termofilik 6zelliginden faydalanilmis ve diger istenmeyen mezofilik
ve psikrofilik 6zellige sahip kontaminantlarin gelismesi engellenmeye ¢alisilmistir.
Sicakligin yani sira steril olmayan kosullar altinda tiretim sirasinda mikroorganizmanin
gelistigi pH derecesinden faydalanilabilmektedir. Ornegin asidik ortamlarda yasayan bir
mikroorganizma ile steril olmayan kosullarda bir calisma gerceklestirilirken ortamin
pH’s1 disiiriilmekte ve bu sekilde zayif asidik, ndtral yada bazik pH’larda gelisen
mikrobiyal kontaminantlar engellenmeye c¢alisilmaktadir (Libra et al. 2003).
Santamauro et al. (2014) kiiltiir ortaminin sicakliginin diisiik tutulmasi ve bu ortamda
sinirli besinin bulunmasi sayesinde kiiltliir ortaminda istenmeyen kontaminasyonlarin
engellenebildigi ve bu ortamda Metschnikowia pulcherrima mayasi ile lipid liretiminin

gerceklestirilebildigi belirtilmistir.

Mevcut ¢alismada, steril olmayan besiyeri ve kiiltiir kosullar1 altinda kitosan iiretimini
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gerceklestirmek icin test kiifinlin sogukta ve diisiik pH’da gelisme potansiyelinden
faydalanilmistir. Elde edilen sonuglar test kiifiiniin maksimum biyomas ve kitosan
icerigine 15°C’de ulastigin1 gostermistir. Daha yiiksek sicakliklarda kademeli olarak kiif
gelisiminin azaldig1 goriilmiistiir. Ozellikle, 20°C’nin {izerindeki sicakliklarda hiicre
biiyiimesinin ve dolayisiyla da kiif biyomasmin azaldig1 tespit edilmistir. Ornegin,
35°C’de kiiltiirde kiif gelisiminin olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica ayni test kiiflinlin sivi
kiiltirde 5°C’de gelisebildigi ve agar besiyerinde de 4°C’de izolasyonunun
gerceklestirilebildigi belirlenmistir. Bu sonuclar c¢alismada kullanilan test kiifiiniin
psikrotolerant 6zellige sahip oldugunu gostermektedir. Ciinkii literatiirler psikrofilik
organizmalarin gelisimleri i¢in sicaklik iist sinirinin 20°C oldugu bu degerin iizerinde
yasayamadiklar1 fakat psikrotolerant olanlarin 20°C’den daha yiiksek sicakliklar tolere
edebildigi belirtilmektedir. Diisiik sicaklik olarak bu mikroorganizmalarin 0°C ve 5°C
civarinda yasadigr hatta bazi psikrofilik olanlarin 0°C’nin altinda da gelisme
gosterebildigi agiklanmaktadir (Kasana et al. 2008; Satyanarayana and Kunze 2009).
Diger taraftan, elde edilen sonuglar 15°C’nin {izerindeki sicakliklarin sadece biyokiitle
icerigini degil, aynm1 zamanda Kitosan igerigini de 6nemli derecede azalttigini ortaya
cikarmigtir. Hatta Kitosan igerigi artan sicakliga bagli olarak daha fazla olumsuz
etkilenmistir. Ornegin, kitosan igerigi/biyokiitle igerigi olarak tanimlanan kitosan verimi
Sekil 4.1’den de anlasilacag {izere, artan sicakliga baglh olarak azalmistir. Calismada,
kiiltiir ortaminin sicakliginin ortamdaki kontaminasyon derecesinde de etkili oldugu
belirlenmistir. Kontaminasyon 0l¢iisiiniin belirlenmesi i¢in 151k mikroskobu altinda
kiiltirden alinan Orneklerin  bakteriyel incelenmesi gergeklestirilmistir. Sicaklik
denemeleri sirasinda kiiltiir ortammin pH 5’e ayarlandiginda 5°C ve 10°C’lik
sicakliklarda kontaminasyonun hi¢ olmadigi tespit edilmistir. Ayn1 pH’da 15°C’de ¢ok
az kontaminasyon goriiliirken, 20°C’de orta seviyede ve lizerindeki sicakliklarda ise
asir1 kontaminasyon belirlenmistir. Bu yiizden, sonraki deneyler i¢in maksimum kitosan

veriminin elde edildigi 15°C’lik sicaklik secilmistir.

Sicakligin ardindan test kiifii i¢in kiiltiir pH’sinin optimizasyonu gerceklestirilmistir.
Sekil 4.2’den goriilebilecegi gibi maksimum Kitosan igerigine ve verimine pH 4,5

degerinde ulasilmistir. Sicaklik 15°C’de sabitlenip, pH 5,0°ten 4,5’a indirildiginde,
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kiiltiirdeki bakteri kontaminasyonunun tamamen engellendigi belirlenmistir. Bu yiizden

takip eden deneyler 15°C sicaklik ve pH 4,5’te gergeklestirilmistir.

5.4. Taguchi D.D. Uygulamasi ile R. oryzae PAS17 ile Gergeklestirilen Kitosan

Uretimi Uzerine Optimal Faktorlerin Etkilerinin Degerlendirilmesi

Arastirmacilar {riinlerin {iretim siirecinden Once yapilacak kontrollerin, {iretim
siiresinde yapilacak kontrollerden daha etkili ve iireticinin lehine sonuglar elde
edilebilecegini gdstermek amaciyla deney tasarimi yontemlerinden faydalanmaktadirlar.
Deney tasarimlarinda iiretime etki eden faktorlerin optimal seviyelerinin belirlenmesi
ortak ama¢ olmasina ragmen, kullanilan yontemlerin farkliligindan kaynaklanan tiretim
maliyeti ve verim ylizdesi olduk¢a degiskenlik gostermektedir. Uygulama sekillerine
gore deney tasarimlari klasik yontemler, Shainin yontemi ve Taguchi yontemi olmak
tizere li¢ grupta incelenmektedir. Klasik yontemlerde tek faktorlii deneyler, ¢ok faktorlii
deneyler, tam faktoriyel deneyler ve kesirli faktoriyel deneyler kullanilmaktadir. BKBD
yontemi tek faktorlii deneylere ornek verilirken, birden fazla faktoriin yanit degiskeni
tizerindeki etkisinin olast tim kombinasyonlarinin yapildigi ve dolayisiyla deney
sayisinin arttig1 tasarimlara ¢ok faktorlii deneyler o6rnek verilebilir. Biitiin faktorlerin
tim seviyeleri arasinda gerceklesen kombinasyonlarin elde edildigi sistem ise tam
faktoriyel deneylerle yapilmaktadir. Tam faktoriyel deneylerde tiretim ile ilgili biitiin
faktorlerin etkilesimi tamamen belirlendiginden, maksimum bilgi elde edilmesine
ragmen, deney sayisinin fazlaligi, is ve enerji yiikiiniin artmasi sonucu ortaya c¢ikan
iretim maliyetleri bu deney tasariminin etkin bir sekilde uygulanmasina olanak
sunmamaktadir (Gunst and Mason 1991; Montgomery 1997; Gencel 2007). Shainin
yonteminde, deneylerin tasariminda kullanilmak iizere teshis ve degisimin azaltilmasi
konusunda bazi araglar gelistirilmistir. Bu araglarin kullanimi1 sonucunda sifir degisimin
saglanabilecegi ve giiclii sonuglar elde edilebilecegi belirtilmistir. Taguchi yaklasiminin
disinda degisimi azaltma konusunda Shainin yonteminde kullanilan pozitif kontrol
(positrol) teknigi ile mithendisin bir kontrolii yapmadan 6nce o kontrolii hangi cihazla
veya aletle yapacagi, kimin yapmasi gerektigi ve hangi siklikta ne zaman yapilmasinin
gerektigi konusunda bir plan yapmasi belirlenmektedir (Bhote 1991; Gencel 2007).
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Taguchi’nin gelistirdigi deney tasariminda kullanilan degiskenin (varyans) indirgenmesi
durumu, istatistik ve miihendislikte biliyilk katki saglamistir. Batida bulunan
istatistik¢iler tarafindan elestiriler almis bir yontem olmasina ragmen, ABD’de bulunan
pek cok istatistik¢i bu yontemi kullanarak basarili sonuglar almistir. Taguchi yontemine
Japonya’da “kalite miihendisligi”, batida ise “robust tasarim” isimleri verilmektedir.
Ayrica lrlinlin en iyilenmesi esnasinda elde edilen diger sonuclarin biiyiik bir degere
sahip oldugu konusunda istatistik¢iler arasinda genel bir fikir birligi bulunmaktadir

(Baynal 2003).

Mevcut ¢aligmada Taguchi D.D.’nin kullaniminin avantajlarinin oldukca fazla oldugu
goriilmiistiir. Ornegin 5 faktdriin (melas miktar;, MgSO4.7H,0 miktari, inokulum
miktar1, calkalama hiz1 ve inkiibasyon siiresi), 4 seviyeli deneyleri Taguchi D.D. yerine
tam faktoriyel deney tasarimu ile gerceklestirilseydi, toplamda 4°=1024 tane deney
yapilmas1 gerekecekti. Oysa Taguchi D.D.’nin kullanim1 ile bu say1 sadece 16 deney
sayisina diistiriilerek, tam faktoriyel deney tasariminin dezavantajlarindan olan fazla
deney sayis1 buna bagli olarak deneylerin tekrarinin miimkiin olmamasi ile is yiikii ve
enerji sarfiyatinin Oniine gecilerek {liretim maliyetinin azaltilmas1 gergeklestirilmistir.
Bunun yaninda elde edilen ANOVA sonuglarina bakilarak hangi faktoriin Kitosan
tiretimi siirecinde daha fazla etkiye sahip oldugu ve hangi faktoriin daha az etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Ayrica optimal sartlar disinda kalan deney diizeneklerinden elde
edilen sonuglar, daha sonra gergeklestirilebilecek benzer ¢alismalar igin yol gosterici

ozellige sahip olmustur.

Melasin farkli konsantrasyonlarda kullanimi sonucunda en 1yi kitosan iiretiminin 70
ml/l konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir. R. oryzae susu ile melas kullanilarak
yapilan bir ¢alismada, baslangi¢ seker miktar1 40 g/l olarak kullanilmistir. Elde edilen
kitosan miktar1 0,961 g/l olarak Olgiilmiistiir. Mevcut calismada ise baslangic seker
miktar1 yaklasik olarak 32 g/l olarak belirlenmistir. Elde edilen kitosan miktar1 ise
optimal sartlarda 1,59 g/l olarak tespit edilmistir. Bu sekilde Taguchi D.D.’nin kitosan

tiretimi i¢in uygun bir optimizasyon araci olarak kullanilabilirligi ortaya ¢ikmustir.
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Calismada kullanilacak karbon kaynagi olarak melasin se¢iminden sonra Kitosan tiretimi
tizerine etkili olan diger faktorlerin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Kitosan iiretimi
icin kullanilan besiyeri igeriginde bulunan MgSO,.7H,0O miktarinin iiretime etkisinin
onemli oldugu belirtilmistir (Zhang et al. 2014). R. japonicus M193 susu ile yapilan
kitosan tiretiminde en uygun MgS0O,.7H,0 miktarinin 0,6 g/l oldugu goriiliirken (Zhang
et al. 2014), baska bir ¢alismada Mucor indicus CCUG 22424 ile yapilan kitosan
tiretiminde 0,75 g/1 MgS0O4.7H,0 kullanilmistir (Asachi et al. 2011; Asachi and Karimi
2013). Bunlarin yani sira, M. rouxii (MTCC 386) ile yapilan bir ¢alismada 0,01 g/l
MgS0,.7H,0 kullanilarak kitosan iiretilmistir (Chatterjee et al. 2005). Diger yandan, R.
oryzae ve bazi bakterilerle Kitosan iiretimi iizerine yapilan arastirmalarda, 0,5 g/l
MgS0,.7H,0 kullanilmistir (Goksungur 2004; Kaur et al. 2012; Naghdi et al. 2014).
Bu sonuglar mevcut ¢aligmada bulunan optimal MgSO4.7H,O degeri ile uygunluk
gostermektedir. Kitosan tiretiminde kullanilan inokulum miktari fermentasyon siiresinde

verime etki eden faktdrlerden biri olarak goriilmektedir.

Mevcut ¢alismada mikroorganizmanin iyi gelistigi ve istenen liriin olan kitosanin elde
edilme yilizdesinin yiiksek oldugu inokulum degerinin belirlenmesi amaciyla, kullanilan
faktorlerden biri inokulum miktart olarak se¢ilmistir. Kitosan tiretimi ile ilgili yapilan
calismalarda kullanilan inokulum degerleri oldukga farklilik gostermektedir.
Fermentasyon esnasinda kullanilan sicaklik degeri de inokulum miktari iizerine etki
etmektedir. Diger bir deyisle, R. oryzae ile ger¢eklestirilen bazi ¢alismalarda kullanilan
fermentasyon sicakligi ve buna bagh olarak, kiifiin inokulum olarak yetistigi sicaklik
aralignr 25-30°C olarak uygulanmistir. Bilindigi iizere mezofilik sicakliklarda ¢ogu
mikroorganizma yasayabilmektedir. Bu sebeple genellikle, inokulum olarak kullanilan
sporlarin olusumu yani sporulasyon durumu mezofilik sicakliklarda daha hizli
gerceklesmektedir. Yapilan bir calismada 30°C sicaklikta 3 giin boyunca PDA
plaklarinda gelisen Mucor rouxii MTCC 386 susu ile Kitosan iretimi
gerceklestirilmistir. Kullanilan inokulum materyali 5 mm capli disk agicist ile yaklasik
olarak 6,4x10° spor/disk olarak belirlenmistir (Chatterjee et al. 2005).
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R. oryzae ile yapilan bir ¢aligmada Kkitosan firetimi i¢in kullanilan fermentoriin
calkalama hizinin en iyi derece olarak 338,93 rpm oldugu belirtilmistir (Goksungur
2004). Diger bir ¢alismada R. japonicus ile gergeklestirilen kitosan tiretiminde 200 rpm
degerinde galkalama hizi kullanilmistir (Zhang et al. 2014). Bunlarin yaninda daha
diisiik ¢alkalama hizinda ve silirede yapilan ¢aligmalar da bulunmaktadir. Chatterjee et
al. (2008) yaptiklari ¢alismada, R. oryzae ile bitki biiyiime hormonlarmin kiifiin gelisimi
ve kitosan tiretimi tizerine etkilerini arastirmiglardir. Kullandiklar ¢alkalama hizi 120
rpm ve fermentasyon siiresi 3 giin ve fermentasyon ortamiin sicakligi 30°C olarak
belirtilmistir. Bagka bir calismada, 25°C sicaklikta, 150 rpm’de 12 giin siireyle
fermentasyona birakilan bir A. niger susu ile Kitosan tiretimi yapilmistir (Logesh et al.
2012). R. oryzae PAS17 susu ile gergeklestirilen bu ¢alismada ise 150 rpm calkalama

hiz1 ve 8 giinliik fermentasyon siiresi optimal sartlar olarak belirlenmistir.

Endiistriyel iiretimlerde iirliniin yiiksek verimle ve diisiik maliyetle elde edilmesi esastir.
Bu amacla gelistirilen istatistik programlarinin uygulanmasi ile elde edilen verimin
artirtlmas1 yaninda, is gilicli, zaman, lretim maliyeti ve kalite kaybinin azaltilmasi
hedeflenmektedir. Steril olmayan kosullar altinda iiretim maliyetinin daha fazla
azaltilmasi saglanmistir. Bu amacla mevcut calismada Taguchi D.D. kullanilarak,
Kitosan iiretiminin ve verim artisinin saglanmasi gerceklestirilmistir. Calismada pozitif
kontrol amaciyla steril sartlar altinda kitosan tiretimi gergeklestirilmis, ortaya ¢ikan
sonuclar Onceki degerlerle uyum gostermektedir. Arastirma sonucunda, R. oryzae
PAS17 susu ile steril olmayan sartlar altinda, diisiik sicaklik ve diisiik pH degerlerinde,
biyokiitle bakimindan %14,4 ve C.A.M. bakimindan %33,3 oraninda verimle Kitosan
tiretimi gerceklestirilmigtir. Taguchi D.D.’nin kullanimi ile endiistriyel 6éneme sahip
farkli maddelerin sentezinin daha yiiksek verimle ve daha ucuz bir maliyet ile

gergeklestirilebilmesi i¢in daha fazla caligmaya gerek duyulmaktadir.
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