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SIMGELER VE KISALTMALAR

% Yiizde orani

mL Mililitre

NaCl Sodyum kloriir

kob/mL Mililitre basina koloni miktari
spor/ mL Mililitre basina spor miktari

CJD Creutzfeldt-Jakob hastalig

BSE Bovine spongiform ensefalopati
MAI Mycobacterium avium-intracellulare
HIV Human Immunodeficiency Virus
HBV Hepatit B Viriisii

QACs Quarternar Amonyum Bilesikleri
PNP Para- Nitro Fenol



OZET

_ DERi URETIMINDE YAS iISLEM BASAMAKLARINDAN
IZOLE EDILEN BAZI MIKROORGANIZMALAR UZERINE CESITLI
BIYOSIDLERIN ETKINLIGININ BELIRLENMESI
Songiill GUMUSBOGA
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Binnur MERICLI YAPICI
25/07/2011, 47

Bu arastirmada, deri endiistrisinde ticari olarak kullanilan 7 farkli biyosidin deri yas
islem basamaklarindan izole edilen mikroorganizmalara karsi etkinliklerinin ve minimum
kullanim  konsantrasyonlarinin  belirlenmesi  amaglanmistir. Calismada  kullanilan
biyosidlerin mikroorganizmalar lizerine 3 farkli konsantrasyonu (% 0,001 %0,01 ve
%0,1v/v) in- vitro kosullarda calisilmistir. Arastimada kullanilan biyosidlerin etkin
maddeleri sirasiyla kuarternize edilmis birlesikler (BI), Thiocyanic asit esash (BII),
Benzotiazol tiirevleri (BIIl), TCMTB esasli (BIV) , prospektiis igerigi belli olmayan (BV),
Octylisothiazolone esasli (BVI) , Ditiyokarbomad sodyum tuzunun sulu ¢ézeltisi (BVII)
dir.

Sonu¢ olarak kullanilan biyosidlerin tamaminin funguslardan daha ¢ok bakteri
izolatlarina etkili oldugu belirlenmistir.

Yine tiim biyosidlerin %0,1 konsantrasyonda bakterilerin % 98’ ini ve fungus
izolatlarinin da % 85’ inin gelisimini engelledigi tespit edilmistir. Ayrica BI, BII, BIII ve
BIV’in %0, %5, ve % 10 NaCl oranlarinda iki izolat hari¢ (49 ve 56) % 0,01
konsantrasyonda tiim bakteri izolatlarinin gelisimini engelledigi belirlenmistir. BII, BIII ve
BIV biyosidlerinin ise yine % 0,01 konsantrasyonda bakterilere ilave olarak fungus
izolatlarinin % 83’ linli kontrol ettigi ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: Biyosid, deri yas islem basamaklari, bakterisidal etki,

fungisidal etki.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTIVENESS OF VARIOUS BIOCIDES OVER
SOME MICROORGANISMS ISOLATED FROM WET TREATMENT
PROCESSES OF LEATHER PRODUCTION
Songiill GUMUSBOGA
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Binnur MERICLI YAPICI
25/07/2011, 47

In this research, we aimed to the determination of minimum usage concentrations
and efficiencies of 7 different biocides commercially used in leather industry, against
microorganisms isolated from leather wet treatment processes. Three different
concentrations (% 0,001, %0,01 and %0,1 v/v) of biocides used in research, studied in-
vitro conditions. Active substances of biocides used in research are Bl (composed from
quarternerized compounds), BII (Thiocyanic acide based), BIIl (composed from
Benzotiazol derivatives), BIV (TCMTB based), BV (In prospectus, active substance is not
clear), BVII (aqueous solutions of dithiocarbomad sodium ) respectively.

As a result, it was determined that all biocides were more effective on bacteria
isolates than fungus isolates.

It was determined that, all biocides prevented growth of % 85 of fungi isolates and
% 98 of bacteria isolates in concentration of % 0,1. Besides, BI, BII, BIII and BIV
prevented entire growth of bacteria isolates except two isolates (49 and 56) in all salt
contents when they have concentration of % 0,01. It is proven that, BII, BIIl and BIV
biocides controlled bacteria with % 83 of fungi isolates in concentrations of % 0,001.

Key Words : Biocide, wet leather processing, bactericidal effect, fungicidal effect.
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BOLUM 1
GIRIS

Birgok endiistriyel iirlinlin {iretiminde oldugu gibi deri endiistrisinde de
mikroorganizmalar {iriiniin zarar goérmesine, kalite diisiikliigiine ve dolayisiyla ekonomik
kayiplara yol agmaktadirlar. Biyolojik bozulma derinin ve onlardan elde edilen tiriinlerin
estetik, fonksiyonel ve diger ozelliklerini azaltan O6nemli bir faktordiir. Bu bozulma
ozellikle bakterilerin ve funguslarin gelisimine olanak saglayan yliksek bagil nemli
kosullar altinda meydana gelmektedir (Orlita, 2004). Cesitli calismalarda bakteri ve
funguslarin  proteolitik ve lipolitik enzimlerinin deriyi bozup parcgalayabildikleri
vurgulanmistir.  Kaliteli bir deri eldesi i¢in isleme siirecinde deriyi mikroorganizma
saldirlarindan korumak oldukc¢a 6nemlidir. Bu nedenle deri endiistrisinde bakterisid ve
fungisidler bakteriyal ve fungal saldirilardan korunmak amaciyla kullanilmaktadir. Bu
antimikrobiyal maddeler derinin konservasyonunda, 1slatma-yumusatma, pikle, tabaklama,
boyama ve finisajda uygulanmaktadir. Ancak mikroorganizmalar bakimindan en ¢ok
dikkat edilmesi gereken islem basamaklari 1slatma-yumusatma ve tabaklamadir (Anonim,
2000).
Giliniimlizde 1slatma-yumusatma basamaginda yaygin olarak organo-siilfiir, kuarternar
amonyum, organo-brom ve organik S-CN (thiocyanate) esasli ticari bakterisidler
kullanilmaktadir (Anonim, 2008). Bununla birlikte didecyldimethylammonium chloride,
sodyum  dimethyldithiocarbamate, = N-hydroxymethyl-N-methyldithiocarbamate  ve
tetrahydro-3,5-dimethyl-2H-1,3,5-thiadiazine-2-thione deri endiistrisinde kullanilan diger
baz1 antimikrobiyal maddelerdir. Bu bakterisidler arasinda hizli etki gdsteren kuarternar
amonyum tuzu olan didecyldimethylammonium chloride bilesigi, diisiik bir toksisiteye
sahip oldugundan ve biyolojik olarak ayristirilabildiginden dolay1 deri endiistrisinde
siklikla kullanilmaktadir (Anonim, 2004). Ayrica tabaklama sonrasi yas islemlerde de
yaklagik olarak 20 yildir fenolik esasli ve heterosiklik bilesikler en sik kullanilan antifungal
maddeler arasindadir (Bilgi ve ark., 2009).

Deri endiistrisinde o6zellikle bazi bakterisid ve fungisidler uzun yillardan beri
kullanilmaktadir. Bilindigi gibi mikroorganizmalar ya kendiliginden ya da zaman
icerisinde siklikla kullanilan antibiyotiklere direng gelistirebilmektedir. Deri endiistrisinde
probleme neden olan ve islem sivilarinda bulunan mikroorganizmalar da kullanilan

biyosidlere direng gelistirmis olabilirler.
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Bir grup bilim adami endistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilan biyosidlere
mikroorganizmalarin direng gelistirebilecegini ifade etmislerdir (Gilbert ve McBain, 2003).
Ayrica bazi  mikroorganizmalarin  metabolik  karakteristiklerinden dolay1 bazi
antimikrobiyal maddelere karsi direng gosterdikleri de bir baska calismada belirtilmistir
(Braoudaki ve Hilton, 2003).

Bu tezde tabaklama oOncesi ve sonrasi yas islem basamaklarindan izole edilen
mikroorganizmalarin deri endistrisinde uzun zamandir kullanilan 7 farkli ticari biyoside
direncli olup olmadiklari in-vitro kosullarda tespit edilmistir. Onceki ¢alismalarda bu konu
ile ilgili herhangi bir arastirmaya rastlanmadigindan bu calisma 6zgiin olup bundan sonra

yapilacak arastirmalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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BOLUM 2

ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Biyosidler ve Etki Mekanizmasi

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar1 §ldiiren veya iiremelerini engelleyen
dogal veya sentetik kimyasallardir. Bir antimikrobiyal madde ¢esidi olan dezenfektan,
cansiz ortamlarda mikroorganizmalar1 Oldiirmek ve gelisimlerini engellemek i¢in
kullanilan ancak endosporlar1 yok etmeyen maddeler olarak tanimlanir (Cokmiis, 2010).
Antibakteriyal ozellikler ilk olarak Jacobs ve Heidelberger (1915) tarafindan rapor
edilmistir (Massi ve ark., 2003).

Gilinlimiizde biyosidler, antiseptik, dezenfektan ve koruyucu bilesikler olarak
tanimlanir (Russell, 2002). Biyosidler ilk olarak 1952 yilinda tanimlanmistir (Chaplin,
1952).

Bir grup kimyasal ajani kapsayan antiseptikler ve dezenfektanlar siklikla farkl
mikroorganizmalar (bakteriler, kiifler, mayalar) lizerinde, farkli etki gosterirler (Russell,
1998).

Biyosidler, sahip olduklar1 formiilasyonlardaki bilesikler arasindaki sinerji ve
kullanildig1 konsantrasyona bagli olarak mikroorganizma tipleri iizerinde farkli etki
olustururlar (White ve McDermott, 2001).

Dolayistyla biyosidlerin etki mekanizmasi bu anlamda dort genis kategori’ ye

ayrilmistir (Chapman, 2003) (Sekil 1).
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Biyosidler
Elektrofiller / Membran aktif

Oksidantlar Elektrofiller Litik Protonoforlar
Halojenler Formaldehitler Quatlar Parabenler
Peroksi bilesikleri FA-birakici Biguanidler Zayif asitler

Izotiazolonlar Fenoller Pritonlar

Bronopol Alkoller

Cu, Hg, Ag

Sekil 1. Biyosidlerin Etki Mekanizmasi.

Oksidantlar; klor ve peroksitlerde oldugu gibi hizli 6ldiiriicii ajanlart icerir, bununla
birlikte oksitlenen organik materyallerin kararli reaksiyonlarinda radikaller araciligi ile
dogrudan ¢alisirlar.

Elektrofilik ajanlar; giimiis, bakir, civa gibi inorganik anyon O&rneklerini ve
formaldehit, izotiazolonlar gibi organik biyosid 6rneklerini icerir. Bu biyosidler enzimleri
inaktive etmek i¢in hiicresel niikleofiller ile kovalent tepki gosterirler. Ayrica bu
biyosidlerin oldiiriicii faaliyetlerde hiicre i¢i serbest radikallerin olusumunu baslattigina
dair kanitlarda bulunmaktadir.

Quaternary amonyum bilesikleri ve klorheksidin gibi katyonik membran aktif
biyosidleri ve fenoksietanol gibi alkoller hizli hiicre lizizinden membranin dengesini
bozarak ayrilirlar. Zayif asitlerden sorbik ve benzoik asit hiicre zarmin diizgiin devam eden
pH dengesini bozar ve bunun sonucu olarak hiicrenin asidifikasyonuna, dogal olarak da
hiicre metabolizmasinin bozulmasina sebep olur.

Bunun yaninda pyrithione da zayif protonofor olarak siiflandirilir.

Antimikrobiyal maddeler; genetik materyal, enzimler ile birlikte, solunum
foknsiyonuna sahip stoplazmik membran olmak iizere hiicrenin ¢esitli kisimlarin1 hedef
alirlar (Cloete, 2003).

Biyosidler, hiicre igindeki bir ya da birkag bolgede etkilidirler (Gilbert ve McBain,
2003).

Bir grup kimyasal ajam1 kapsayan antiseptikler ve dezenfektanlar farkli
mikroorganizmalar (bakteri, maya, kiif, protozon, alg) ve prion, viriisler gibi farkl

mikrobiyal varliklar izerinde farkl etkilere sahiptirler (Russell, 1998).
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Gram pozitif sporsuz bakterilerin (mikobakteriler hakkindaki bilginin kesin
olmamasiyla birlikte), bakteriyal sporlarin (¢imlenme evresi ve biiylime disindaki bir
asamayla birlikte) ve Gram- negatif bakterilerin inaktivasyon ve inhibisyon mekanizmalar1
hakkindaki yaymlar arastirildiginda genis cesitlilik gozlemlenir. Buna ragmen, fungal
inaktivasyon mekanizmalar1 hakkinda ise daha az literatiir bilgisi mevcuttur (Russell,
2002).

Bakteriler belirli kimyasallarin varliginda yasayamazlar. Bakteriler i¢in 2 grup
kimyasal uygulama vardir, bakteriler hangi asamada olursa olsun organizmalarin gelisimini
sinirlandiran bakteriyostatik maddeler ve dogrudan bakterileri 6ldiiren bakterisidlerdir
(Muthusubramanian ve Mitra, 2005b).

Vejetatif bir bakteriyal hiicrede belli bash ii¢ bolgede biyosid etkilesimi meydana
gelir. Bunlar hiicre duvari, sitoplazmik zar ve sitoplazmadir (Sekil 2). Bu bolgelere biyosid
girisi extraseliilar materyal, hiicre morfolojisi ve hiicrenin kimyasal kompozisyonuna

baglhidir (Denyer ve Stewart, 1998).

Gram negatif | Gram pozitif

o

Sitoplazmik membran
= Yaprsal blitOnlk

* Solunum Ancin v
membran-bound {sinr) enzimleri

{(Peptidoglikan & LPS)

« Baglama & yapi

“Hﬂnr& Duvarl S

i| » Tramport mekanizmas
- En-urp baglama |$Iem|en

Parar Hicre duvan peptidoglikan

Sitoplazmik membramn

LPs
(cis membran)

:'-'l.nabo:hk reaksiyanlar
= K atabolik reaksiyonlar
= Mikleik asither |
 — - ]

e ]

Sekil 2. Biyosidler I¢cin Potansiyel Hedefler.

Antimikrobiyal ajanlarin etkisi siklikla hedef organizmanin gelisiminin durdurulmasi
icin ihtiya¢ duydugu minumum konsantrasyon olarak veya belirli bir zamandan sonra
hayatta kalmanin engellenmesi ic¢in saglanan konsantrasyon (minumum bakterisidal
konsantrasyon [MBC], genellikle > 99.9% oldiiriicii olarak anlasilir) olarak bilinmektedir
(Gilbert ve McBain, 2003).
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Nitekim Russell (1998)’ a gore, yiiksek seviyedeki dezenfektan; bakteriyal sporlarin
disinda tiim mikroorganizmalar1 dldiiriirken, orta seviyedeki dezenfektan bakteriyal sporlar
hari¢ mikobakteriler, diger sporsuz bakteriler, ¢cogu viriisleri ve funguslar1 etkisiz hale
getirir, diisiik seviyedeki dezenfektan ise; en cok bakteriler olmak iizere (mikobakteriler ya

da sporlar harig), baz1 viriis ve bazi funguslar etkisiz hale getirir (Sekil 3).

Dezenfektan seviyesi Dezenfektan karsit1 etki
Yiiksek Sporlar+, tiiberkiil basili, spor olusturmayan
bakteriler, fungi ve viriisler (lipid zarfl1 ve
Lipid zarfsiz)
Orta Tiiberkiil basili, spor olusturmayan

bakteriler, fungi++, lipidsiz viriisler ve
lipidli viriisler

Diisiik Spor olusturmayan bakteriler, fungi+,
Lipid zarfsiz viriisler+++ ve lipid zarfl
virlisler

+ Eger bakteriyal sporlar oldukca fazla ise zaman periyodlarinin uzatilmasi
zorunludur.
++ Klamidosporlar ya da seksual sporlarin bulunmasi zorunlu degildir.

+++ Virusidal etki sinirlandirilabilir.

Sekil 3. Dezenfektan Aktivitesi Seviyeleri.

Biyosid bilesimlerinin yiiksek konsantrasyonda kullanimi hiicre membraninin
bozulmas1 ya da enzim faaliyetlerinin engellenmesi seklinde, biyosidal etkinin artmasini
saglamistir (Gilbert ve McBain, 2003).

Buna paralel olarak bakterisidler diigsiik konsantrasyonda kullanildiklart zaman
siklikla bakteriyostatik olarak rol oynarken, yliksek konsantrasyonda kullanildiklar1 zaman
bakterisidal etki gosterirler. Bakterisidler etkili olabilmeleri i¢in hiicre zarfinin igine
girebilmelidirler nitekim yeterli konsantrasyonda da hedef bolgede antibakteriyal etkileri

saglarlar (Cloete, 2003).
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Braoudaki ve Hilton (2003), Smith ve Jarvis (1999)’ e atifta bulunarak bazi
mikroorganizmalarin, metabolik karakteristiklerinden dolay1 belirli antimikrobiyal ajanlara
direncli olduklarini bildirmistir.

Direnglilik, uygun kosullar altinda bir organizmanin straininin, organizmanin diger
iiyelerini oldiirecek veya gelisimlerini gecici ya da kalici olarak engelleyecek yetenege
sahip olmasidir (Cloete, 2003).

Nitekim dezenfektanlara karsi en fazla direncin prionlar tarafindan olusturulduguna
inanilir (Taylor, 1999), prionlar1 takiben koksidler ile bakteriyal sporlar ve mikobakteriler
bakterilerin en direngli tipleridir (McDonald ve Russell, 1999) (Sekil 4.). Stafilokok ve
Enterokoklarda oldugu gibi Gram- negatif bakteriler Gram pozitif koklardan daha
direnclidirler (Russell, 1998).
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PRIONLAR (CJD, BSE)

KOKLAR (Cryptosporidium)
SPORLAR (Bacillus, C. difficile)
MIKOBAKTERILER (M. tuberculosis, MAI)
KISTLER (Giardia)
KUCUK ZARFSIZ VIRUSLER (Poliovirus)
TROFOZOITLER (Acanthamoeba)

GRAM NEGATIF BAKTERILER (Pseudomonas, Providencia)

!

FUNGUSLAR (Candida, Aspergillus )
BUYUK ZARFSIZ VIRUSLER (Enteroviriisler, Adenoviriisler)
GRAM POZITIF BAKTERILER (S. aureus, Enterococci)

LIPID ZARFLI VIRUSLER (HIV, HBV)

Sekil 4. Dezenfektanlara Kalitim Yoluyla Azalarak Verilen Mikrobiyal Cevap (Prionlar,
Dezenfektan Etkinligini Geg Olustur.

Bakteriler, antibakteriyal ajanlarin belirli bir konsantrasyonuna duyarlilik
gosteremedikleri zaman direngli olarak kabul edilebilmektedirler (Cloete, 2003).

Son 20 yilda agirlikli olarak yapilan ¢aligmalar sonucunda bakteriler, diren¢ elde
etmeleri i¢in 3 ana direng stratejisi kullanirlar: hedef degistirme, inaktivasyon ve hedef
bolgeye erisimin azaltilmasi (Chapman, 2003).

Bakteriler, dezenfektanlara kars1 farkli hassasiyet derecelerine sahiplerdir.

Dezenfektanlara kars1 iki temel mekanizma olusturulur (Favero, 1993). ilk olarak Sliimciil

8
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etkiyi baslatmak icin yliksek konsantrasyonda kullanilan dezenfektanlarin hedef bolgeye
ulagsmay1 basaramamalaridir. Ornek olarak, bakteriyal sporlar, mikobakteriler ve Gram-
negatif bakterilerden P. aeruginosa, Proteus spp. ve Providencia spp. bircok dezenfektana
karsi bu anlamda direnclidirler (Russell, 1998). ikinci olarak, fizyolojik (fenotipik)
adaptasyon ile hiicrelerin olusturdugu biyofilmin direncliligi degistirmesidir (Brown, 1993)

Bu durumdan farkli olarak, bir bakteriyal hiicredeki genetik degisimle meydana
gelen kazanilmig direnglilik, mutasyonla ya da plazmid veya transpozonlarin elde
edilmesiyle ortaya ¢ikabilir(Russell, 1998).

Nitekim, bazi bakterilerin dogustan sahip olduklar1 biyokimyasal yapilar1 onlari
antibakteriyallere kars1 direngli hale getirmistir (Davies, 1997) .Bu durumla paralel olarak
biyosidlerin ilk olarak bakteri yiizeyleriyle etkilesime girmesinden dolayr meydana gelen
direncliligin esasini hiicre yiizeyinin yap1 ve kimyasal kompozisyonunun farklilig1 belirler
(Tattawasart ve ark., 2000). Bununla birlikte, spesifik hiicre zarfi ve hassas olmayan
proteinlerde oldugu gibi ya da genetik degisimin sebep oldugu direnglilik gibi dogal
farkliliklar yiiziinden, farkli bakteriler mevcut bakterisidlerle farkli olarak tepki verirler
(Cloete, 2003).

Dolayisiyla, Gram- pozitif bakteriler biyosidlere Gram- negatif bakterilerden daha
fazla duyarlilik gosterirler. Bu durum Gram-negatif bakterilerin, antibakteriyalleri igeren
kimyasal ajanlarin gegisini smirlandiran en dis membrana sahip olmasina baglanmistir
(Nikaido, 1994; Paulsen ve ark., 1997)

Farkli bakteri gruplarinin gesitli biyosidlere hassasiyet derecelerine bakildiginda;
bakteriyal sporlar en direncli olarak nitelendirilirken bunu sirasiyla daha az direncgli olan

mikobakteriler, Gram negatif mikroorganizmalar ve en hassas olan koksiler takip eder

(Russell, 1998).

2.2. Deri Endiistrisinde Kullanilan Biyosidler

Deri iiretim siireci icerisinde mikroorganizmalar hemen her basamakta karsimiza
¢ikmaktadir. Ozellikle 1slatma ve yumusatmada bakteriler, tabaklamada ise funguslar
mutlaka kontrol edilmelidir (Tenover, 2006).

Biyosid kullanimi, bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu
derinin zarar gérmesinden kacinmak i¢in oldukca dnemlidir. Tabaklanmamis deri, saklama

boyunca oOzellikle 1slatmadaki bakteriyel hareketlerden korunmalidir. Ayrica, pikle,
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tabaklama, kurutma ya da yag gidermede fungus gelisiminden kag¢inmak i¢in fungisid
kullanilmasina ihtiya¢ vardir (Anonim, 2011b).

Ister kiigiikbas isterse biiyiikbas hayvan derisi olsun mamul hale gelinceye kadar deri
fabrikalarinda bir seri isleme tabi tutulmaktadir. Derinin konservasyonundan bitmis deri
elde edilinceye kadar gecen bu siiregteki deri islem basamaklar1 Sekil.5’de verilmistir.
Ayrica sekilde mikroorganizmalar1 kontrol etmek amaciyla antimikrobiyal maddelerin
nerelerde kullanilabilecegi gosterilmistir. Cizelge 1’de ise gesitli proseslerde kullanilan

antimikrobiyal maddelerin kullanim yiizdeleri verilmistir (Bilgi ve Yapici, 2008).
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Taze Ham Dert
Konservasyon o
Tuzlama <« Antimikrobiyal
l Madde
Islatma ve Yumusatma  Antimikrobiyal
(pH: 5.0 - 10.0) M
Kil Giderme ve Bakteriyal
e Etki
Tabaklama Kireclik
Oncesi l
: Kirec Giderme ve
Tslemler !
Yas Sama
Islemler l
Yag Giderme
Pikle <«—Antimikrobiyal
78.37
(pH: 2.3 -3.2) Madde
Tabaklama
Tabaklama . Antimikrobiyal
(pH: 3.8 -4.0) Madde
Notralizasyon. Retenaj
Tabaklama
l Antimikrobiyal Vsl
Sonrast Yas =
, Boyama ve Yaglama Madde Etki
Islemler
Kuruma
K Fi l imikrobiyal
. misa Antimikrobiya
Islemler . - !
l Madde
Mamul Der

Sekil 5. Deri Uretim Siireci ve Antimikrobiyal Madde Kullanimi (Bilgi ve Yapici, 2008).
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Cizelge 1. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Olarak Kullanim Miktarlar1 (Anonim 2000)

Uygulanan Antimikrobiyal Madde Miktar1

Islem Basamag (%’ler dert agirhig tizerindendir)
Konservasyon 0,01-05

Islatma ve Yumusatma 0,01-03

Pikle 0.01-05
Tabaklama 0,01 -03ve03-05
Finisaj 0.3

Deri materyali tamamiyla kurutulup sert bir goriiniim aldiktan sonra islatildiginda,
birka¢ saat i¢inde cilirime meydana gelebilir. Tuzla kurutma, deriden ¢ikarilan suyla
birlikte su aktivitesinin diigmesini saglayarak deriyi koruyucu rol oynar. Derinin
korunmasinda ilk olarak tuz kullanilmistir. Bu siiregte ilk olarak deri tuz yatagina
yatirilmis dolayisiyla deriler tuzla kaplanmislardir. Bu durum belirli bir yiikseklikte kiime
olusuncaya kadar tekrarlanmistir. Fakat bu siire¢ 30 giin gibi uzun bir zaman diliminde
tamamlandigi i¢in oldukga yavastir (Muthusubramanian ve Mitra, 2005b).

Islenmemis deriler, 1slak durumdayken bakteri saldirilarina duyarl olduklarindan bir
stire sonra deride kokusma meydana gelir. Meydana gelen durumun ortadan kalkmasi i¢in
yapilan kurutma islemiyle de deriler kaskati hal alirlar. Bu etkiler deri endiistrisinde
1slatma basamaklarinda eklenen, derininin ¢iiriiyebilecek biyolojik materyallerini
mikrobiyal saldirilardan koruyan ayrica kurumaya karsi direncli hale getiren bakterisid
cozeltilerinin kullanilmasiyla 6nlenir (Convington, 1997; Bailey, 2003).

Bu durumda deri, bir biyosidin i¢ine daldirilabilir veya biyosid derinin etli yiizeyine
puskiirtiilebilir (Anonim, 2000).

Glinlimiizde 1slatma ve yumusatma basamaginda yaygin olarak organosiilfiir,
kuarternar amonyum, organo-brom ve organik S-CN (thiocyanate) esashi ticari
bakterisidler kullanilmaktadir (Anonim 2008).

Gegmiste siklikla kullanilan civa bilesikleri, siilfit ve asetik asit karisimi esaslh
bakterisidler c¢ok etkili olmalarina ragmen, c¢evreye zararli olduklar1 icin artik
kullanilmamaktadirlar (Muthusubramanian ve Mitra, 2005b).

Muthusubramanian ve Mitra (2005b), mikroorganizmalarin deriye zarar vermelerini
engellemek i¢in 1slatma islemi sirasinda aktif icerigi 2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol olan

bronopol bakterisidini, alkalik kosullar altinda formaldehitle nitroalkane tepkimesiyle
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olusan {irlinlin bromla tekrar tepkimeye girmesi sonucu temiz, basit bir teknolojiyle
sentezlenmistir.

Quaternary amonyum bilesimleri (QACs) klinik ve endiistriyel ortamlarda bakteriyal
gelisimin kontrolii i¢in yaygin olarak kullanilan yiizey aktif maddeleridir (McBain ve ark.,
2004).Quaternary amonyum bilesimi (QACs) ilk olarak 1916 yilinda tanimlanmistir fakat
ticari olarak 19 yil boyunca kullanilmamaistir (Russell, 2002).

Quaternary amonyum bilesigi, yapisal farkliliklar gosteren dort alkil grubuna
dogrudan baglanmis bir nitrojen atomundan olusmustur. Genis gruba sahip bu bilesimden
alkyl benzalkonium kloridler bilesigi antiseptik olarak en fazla kullanilandir (Weber ve
ark., 2007).

QACs’ nin antimikrobiyal etkisi, stoplazmik ve ¢ift katmanli dis membranin asidik
fosfolipit kutup baslar ile pozitif yiiklii quaternary arasindaki etkilesime dayanir (McBain
ve ark., 2004).

Bunun yaninda quaternary amonyum bilesiminin bakterisidal etkisi, enerji {ireten
enzimlerin inaktivasyonuna, 6nemli hiicre proteinlerinin denatiirasyonuna ve hiicre zarinin
bozulmasina dayandirilmaktadir (Ebner ve ark., 2005).

QACSs’ nin antimikrobiyal etki bi¢imi bakteri stoplazmik membraninin gegirgenlik
ozelliklerini azaltmasi sonucu olusur QACs belirli bir uzunlugun altinda sahip oldugu alkil
zincirleriyle antimikrobiyal ajan etkisi gosterir. Bu genis spektrumlu biyosidler nispeten
giivenli oldugundan yaygin olarak kullanilmaktadir fakat bazi alanlarda bu bilesiklerin
kullanim1 ile QACs’ a karst mikrobiyal direncin gelistigi kesfedilmis ve kullanimi
sinirlandirilmistir. Bundan yola ¢ikilarak Gram negatif bakterilerin dis membranindaki yag
asidi profillerinin degistirilmesiyle bir¢ok kimyasal {irtiniin diflizyonundan korunmasi
miimkiindiir. Gram pozitif bakteriler genellikle QACs’ ye duyarhdirlar fakat bazi
Stafilokoklar, bu dezenfektanlar {izerinde diren¢ saglayan genleri olustururlar (Massi ve
ark., 2003).

QACS’ nin antimikrobiyal performansinda yiizey gerilimi etkisi 6nemli bir rol oynar.
Ote yandan bu tiir bilesiklerin hidrofobik zincirleri iizerinde bulunan flor atomlaryla zincir
amfifilik bir 6zellik kazanmakta, zincirin oleofobik, hidrofobik 6zelligi yiizey geriliminde
onemli bir diisiise sebep olmaktadir (Massi ve ark., 2003).

Mericli Yapict ve ark. (2004) yumusatma basamaginda rastlanan bazi bakteri

gruplar tlizerine deri sektoriinde kullanilan 6 farkli bakterisidin etkinligini tespit etmek
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lizere yaptiklar1 arastirma sonuglarina gore kuarterner amonyum bilesiginin  hem
bakterilere hem de bakteri sporlarina etkili oldugunu bulmuslardir.

Tabaklama 6ncesi islemlerde bakteri ve fungus sayisinin tespiti {izerine yapilan bir
arastirmada yumusatma basamaginda bakterisid olarak %0,4 oraninda kuarternar
amonyum esasli bir bilesik kullanilmigtir. Arastirma sonuglart kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kullanilan bilesigin bakteri sayisim1 yaklasik olarak yar1 yariya
diistirdiigii tespit edilmistir (Bilgi, 2007).

Tabakhanelerde mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in uygun ortamlar meydana
gelmektedir. Ozellikle pikleli deriler, krom tabaklanmis (wet blue) deriler ve bitkisel
tabaklanmis deriler depolama ya da tasima sirasinda kiif gelisimine egilimlidirler (Lindner
ve Neuber, 1990).

Deri endiistrisinde yirmi yi1l Oncesine kadar, paranitrophenol (PNP) ve
pentachlorophenol (PCP) esaslh bilesikler fungusid olarak kullanilmiglardir (Hauber ve
Germann, 1997; Didato ve Yanek, 1999; Adminis ve ark., 2001). Ancak bu bilesikler son
derece toksik olduklarindan dolay: bunlarin kullanimindan vazgegilmistir (Barlas, 1992).
Bunun ardindan TCMTB (2-thiosiyanometilthio-benzothiazol), OPP (o-phenylphenol) gibi
yeni bir takim bilesikler lizerinde durulmaya baglanmistir (Annamalai ve ark., 1997).

(0 (OO

Benzathiazol TCMTB

N

C=N

Sekil 6. Benzathiazol ve TCMTB bilesiklerinin kimyasal formiili
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=30692).

Her yil, kromla tabaklanmis (wet blue) deri iizerindeki fungal biiylime Onemli
ekonomik zararlara sebep olmakta dolayisiyla derinin sonlanmasini engellemektedir. Hatta
su anda kullanilan en iyi kiif programlari bile tekrar basarisizlikla sonu¢lanmaya yatkin
olmaktadir. Bunun sebebi olarak fungisid se¢imi boyunca wet blue’ da kullanilan
fungisidlerin bozulmasi ya da kullanim araligina bagl olarak yeni kiif tiirlerinin ortaya
cikmas1 gosterilmektedir. Tabaklayicilar yeni bir antifungal madde kullanilmasi i¢in wet

blue’ da paketlemeden hemen Once ve paketlemeden sonra dikkatli bir sekilde
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uygulanabilir. Boyle bir islem sonras1 direkt piiskiirtme yontemi uzun nakliye ve depolama
araliklarinda hasar1 en aza indirmek icin yeterli ek koruma saglamaktadir. Cesitli sentetik
fungisidler bu amagta etkin kullanima sahiptir fakat onlarin toksisite profillerinin wet blue
derilerle uygulanan piiskiirtme yonteminin yapilmasina engel teskil etmedigi anlagilmistir
(Stockman ve ark., 2006).

Nitekim, nitrofenol c¢esitleri genis bir spektrumda biyolojik etki gostermektedir.
Mono-nitrofenoller normalde uygun bir insan toksisitesi indeksine sahiptir (Lollar, 1954).

Onceden deri endiistrisinde fungal saldirilar pentachlorophenol kullanilarak dnlenirdi
fakat klorlanmis dibenzodioxine olusumu toksik olmasindan dolayr kabul edilebilirligi
uzun sirmediginden onun yerine benzothiazole ¢esidi olan 2-(thiocyanomethylthio)
benzothiazole (TCMTB) ge¢mistir. ilk ¢alismacilar tarafindan TCMTB’ nin hazirlanisi: 2-
mercaptobenzothiazole (MBT) saf etanolde sodyum etoksitle tepkimeye sokulmus,
chloromethylthiocyanate ile iyilestirilmis ve reaksiyon karisimi 15 gilin boyunca oda

sicakliginda birakilmistir (Muthusubramanian ve ark., 2001).

Fungisidlerin onemli bir grubu thiocyanates TCMTB (2-
(thiocyanatomethylthio)benzothiazole) ve MBT (methylene bis thiocyanate)’ dir.
Funguslara kars1 oldukca etkili olup bazi engellere sahiplerdir: thicyanate’ lerin siklikla
halogen methyl-thiocyanate’ lar ile kontamine olmalariyla tabakhanelerde deri ve mukoza
zar1 tahriglerine sebep olurlar. 2- Octylisothiazolinone (OITZ) diger mikrobiyosidlerle
birlikte kombine oldugunda zaman daha avantajli olarak kullanilir (Linder ve Neuber,
1990).

Fowler ve ark. (1990) yapmis olduklarn1 c¢alismada FEtken maddesi 2-
(thiocyanomethylthio)benzothiazole (TCMTB) olan dagilmis emiilsiyon halindeki Busan
30 L’ nin hafif¢e kromlanmis ve kireglenmis deride 10°C, 25°C ve 40°C’ de olusturdugu
iyilestirme etkisini incelenmiglerdir. Buna gore, fungisid alimi iyilestirme boyunca diizenli
araliklarda farkli Ol¢limlerle belirlenmistir. Kromlanmis ve kireclenmis deri iizerinde
yitksek konsantrasyonda fungisid kullammi 13 ve 40°C sicaklik arahgmnda kiigiik
degisiklerle birlikte tipik kitlesel izoterm hareketi olusturmuslardir. Yiiksek konsantrasyon
kromlanmis deri lizerinde bariz olarak degisim noktasi olurken konsantrasyonun artisiyla
birlikte bu durum daha da belirgin hale gelmistir. Bu degisim noktasinda kromlama
yontemi, kire¢lenmis hayvan derisindeki kadar belirgin olmasa da farkli bir baglama

mekanizmasinin olusmasinda rol oynamistir. Yiiksek konsantrasyonlarda TCMTB’ nin
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yiizey bilesenlerinin kire¢lenmis fibrillerin {izerine ylizeysel ¢okelme yapmasiyla alimda
belirgin bir artis olmustur. Caligmalar sonucunda derinin kollajen matriksiyle TCMTB’ nin
etkilesimi deriye fungisid aliniminin belirlenmesi hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi
saglanmistir.

TCMTB’ nin derinin muhafazasi ve korunmasinda en etkili fungisidlerden biri
oldugu kanitlanmigtir. TCMTB’ nin muhafazasi i¢in iyi bir sekilde korunmalidir:

a) Yiikseltgeyenler (Chlorines ve Peroxides) ve indirgeyenler (Siilfid ve Bisiilfidler)

TCMTB?’ yi bozabilir,
b) TCMTB, alkali sartlarin altinda etkisini kaybeder (pH 8’ den daha biiyiik).
Ozellikle siilfitlerin varhginda

Bu sebeple TCMTB su sekilde kullanilmalidir. Pikle Siiresi, tuz ve asitten sonra 15
dakika tabaklama Siiresi ise krom (deride TCMTB’ nin penetrasyonunun kolaylastigi en
genis zaman)’ dan sonra 15 dakika

c) Tabaklama banyosuyla yiiksek yag icerigi deride TCMTB tortusunu azaltabilir

¢linkii yag TCMTB’ yi emer.

d) Suda 1:20 sulandirma gereklidir (Anonim, 2011b).

Gecgen birkag¢ yilda yeni kesfedilmis biyosidlere, temeli paraasetik asite dayali
ortho-phthalaldehyde (OPA) 6rnek verilebilir (Russell, 2002).

Deri endiistrisindeki ¢evresel endiseler 1980’ 1i yillardan beri artmaktadir. Nitekim,
kirletici emisyon seviyeleri yiiksek olan sanayi lilkeleri ¢evresel kirliligi kontrol altinda
tutmak i¢in geleneksel yontemleri kullanmalarina ragmen doyma noktasina ulagmislardir.
Bu kritik kirlilik seviyelerine, yiiksek niifus yogunlugu, kirletici etkisi yiiksek olan eski
teknoloji kullanimi ya da yiliksek sanayi yogunlugu sebep olmus olabilir. Bu durum
gelismekte olan yesil teknoloji sektoriinde arz edilen ham maddelerin aliimini ve
aragtirma caligmalarinin biiyiilk bir kismmin tamamlanmasini arttirmaktadir. Su anda
tabaklama isleminin hemen hemen biitiin kisimlarinda temiz ve ¢evre dostu alternatif
kimyasallar kullanilmaktadir (Muthusubramanian ve Mitra, 2005b).

Nitekim Muthusubramanian ve dig. (2003) deri endiistrisinde antimikrobiyal madde
olarak kullanilan Methylene bisthiocyanate bilesigini ¢cevreye dost hammadeler kullanarak
yeniden sentezlemisler ve TCMTB ile belirli oranda karistirarak kullanmislardir

Tabakhanelerde mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in uygun ortamlar meydana
gelmektedir. Bakteriyal ve fungal biiyiime i¢in proteinler ve yaglar derideki en ideal besin

kaynaklarin1 temsil eder. Ozellikle pikleli ve krom tabaklanmis (wet blue) deriler ve
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bitkisel tabaklanmig nemli deriler depolama ya da tasima sirasinda kif gelisimine
egilimlidirler. Ge¢miste koruyuculardan, oncelikle etkili korumay1 saglamalar1 beklenirdi
fakat son yillarda potansiyel ekolojik tehlikeler {izerindeki endiseler daha ©Onemli
olmaktadir. Cevresel kirlilik tizerindeki endiseler, pentachlorophenol icerikli koruyucularin
en ¢ok Avrupada’ ki tabakhanelerde eskilerinin yerine kullanilmasi yoniinde yol

gostermistir (Linder ve Neuber, 1990).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deri Ornegi

Bu aragtirmada 10 adet yerli irk koyun ham derisi kullanilmistir. Bu deriler
kesimhanelerden taze olarak temin edilmis ve konservasyon yontemleri dikkate alinarak
konservelenmistir. S6z konusu deriler ¢alismada kullanilincaya kadar uygun depolama

kosullarinda bekletilmislerdir.

3.1.2. Biyosid

Aragtirmada deri endiistrisinde uzun zamandir siklikla tercih edilen ve
prospektiislerinde kaba formulasyonlart ile tavsiye edilen kullanim konsantrasyonlari
asagida sirasiyla verilen farkli kompozisyonda 7 biyosid kullanilmistir.

Biyosid 1 (B I) Derbio DB 99: Kuarternize edilmis bilesiklerden olusan ve bir
bakterisid olarak tanimlanan bir formiilasyondur. Ham deri agirlig iizerinden % 0,3- 0,5
kullanimi1 6nerilmektedir.

Biyosid 2 (B II ) Busan 30 WB: Thiocyanic asit esasli bakterisid olarak tanimlanmakta
ve ham deri agirlig1 tizerinden % 0,2 kullanimi tavsiye edilmektedir.

Biyosid 3 (B III) Derbio F3: Benzotiazol tiirevlerinden olusan biyosid olarak
tanimlanmaktadir. Tola agirligina gore; % 0,05 kullanimi1 6nerilmektedir.

Biyosid 4 (B 1V) Gemacide ( BT-3 ) : TCMTB esasli fungisid olarak
tanimlanmaktadir.

Biyosid 5 (B V) Busan- 1185: Biyosidinin icerigi prospektiiste belirtilmemektedir.

Biyosid 6 ( BVI ) Gemacide LFP: Octylisothiazolone esasli fungisid olarak
tanimlanmaktadir.

Biyosid 7 (B VII) Busan 85: Ditiyokarbomad sodyum tuzunun sulu ¢ozeltisi olup
bakterisid olarak belirtilmektedir. Ham deri agirlig1 tizerinden % 0,05-0,1 ve flotte hacmi
iizerinden 300 ppm olarak kullanimi 6nerilmektedir.

3.1.3. Besiyeri

Arastirmada bakteri izolasyonu i¢in halofil besiyeri kullanilmistir (Anonim 2011a).
Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim gosteren bakteri izolasyonu i¢in s6z konusu

besiyeri bilesimine %0, %5, %10 oranlarinda tuz ilave edilmistir.
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Fungus izolasyonu ise modifiye Malt Extract Agar (m.M.E.A) ile yapilmistir. Yine
farkli tuz konsantrasyonlarda gelisim gosteren fungus izolasyonu i¢in ise modifiye MEA
besiyerine %0, %5, %10 oranlarinda tuz ilave edilmistir (Bitlisli ve dig., 2004).

Bakteri izolasyonu igin kullanilan halofil besiyerinin igerigi ile fungus izolasyonunda

kullanillan mM.E.A besiyerinin igerigi ve hazirlaniglar1 bir sira dahilinde asagida

verilmisgtir.
Halofil Besiyeri
KClI 50|¢g
MgCl,.6H,0 50| ¢g
NH4Cl 50| g
MgS04.7H,O 50| g
Iz Element Cozeltisi 5.0 | mL

Demir(III) sitrat ¢ozeltisi (%1) 10.0 | mL
Maya extract ¢ozeltisi (150g/L) | 30.0 | mL

Pepton ¢ozeltisi (150g/L) 30.0 { mL
Agar 100 | g
Distile su 925.0 | mL

Iz Element Cozeltisi

CuS04.5 H,O 1.0 | mg
ZnSO 7 H,O 220.0 | mg
CoCl, .6 HO 10.0 | mg
MnCl, .4 H,O 180.0 | mg
Na,MoQOy4 . H,O 6.3 | mg
Distile su 1000.0 | mL

Aragtirmada kullanilan bakteri izolatlar1 izolasyonu i¢in tuz ilave edilmeden ve %S5,
%10, oranlarinda NacCl ilave edilmek suretiyle hazirlanan tiim besiyeri i¢erikleri 1000 mL
distile su icerisinde homojenize edilmis ve otoklavda 121°C’ de 15 dakika sterilize
edilmistir. Besiyeri, sicakligi yaklasik olarak 45-50°C olunca steril petri kaplarina
dokilmistir (Halkman, 1995; Temiz, 1996 ).
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Modifiye Malt Extrakt Agar (nMEA)

Malt ekstrakti 30.0 g
Pepton 5.0 g
Agar 15.0 g
Glukoz 10.0 g
Maya extrakti 1.0 g
Streptomycin (100 pg/mL)

Distile su 1000.0 | mL

Fungus izolatlar1 i¢in ise, tuz ilave edilmeden ve %35, %10 oranlarinda NaCl ilave
edilmek suretiyle hazirlanan tiim besiyeri igerikleri 1000 mL distile su igerisinde
homojenize edilmis ve otoklavda 121°C* de 15 dakika sterilize edilmistir. Hazirlanan
streptomycin besiyeri otoklavdan c¢iktiktan sonra besiyeri igerigine ilave edilmistir.
Besiyeri sicaklifi yaklasik olarak 45-50°C olunca steril petri kaplarma dokilmiistiir
(Halkman, 1995; Temiz, 1996).

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan besiyerlerinin pH’s1 igslem basamaklarinin
pH’sma uygun olacak sekilde ayarlanmistir. Bunun igin besiyerlerine otoklavdan sonra
gerekli miktarlarda steril 1IN HCI ve IN NaOH c¢ozeltileri ilave edilerek pH ayarlanmistir
(Halkman, 1995; Temiz, 1996).

3.1.4. Cozelti
Bakteri ve kiif izolasyonu i¢in ekim oncesinde gerekli olan tiim seyreltme sivilari,
ekim yapilacak besiyeri ortamlarinin tuz konsantrasyonlarina uygun olacak sekilde; % 0, %

5 ve % 10 NaCl igeren tuzlu su ¢ozeltileri olarak hazirlanmistir.

3.2. Yontem

Arastirmada kullanilan yerli ik koyun ham derileri % 50 oraninda tuz ile konserve
edilmislerdir. Arastirmada kullanilacak olan deriler giysilik deri iiretme amacina yonelik
bir isleme yoOntemine uygun olarak islenmislerdir. Ham derinin homojen bir yapida
olmamast; 1rk, cins, yas, bakim ve besleme kosullari, konservasyon sekli gibi pek ¢ok
faktoriin deri isleme proseslerinde dikkate alinma zorunlulugu degisik isleme regetelerinin
olusmasina neden olmustur (Yakal1 ve Dikmelik, 1994). Bu nedenle ¢alismada yerli 1irk ve

tuzlu yas konservelenmis ham derilerin kullanilacagi dikkate alinarak asagida verilen
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cerceve regete olusturulmus ve ham deriler bu receteye gore C.O.M.U. Biga Meslek
Yiiksek Okulu Dericilik Programi Arastirma ve Uygulama Isletmesindeki makine ve
techizattan yararlanilarak islenmislerdir.

Calismada kullanilan deri isleme yontemi Sekil 7° de bir sira dahilinde verilmistir.

Budama

Tartim (ham deri agirligr)

Kire¢ giderme ve sama islemine kadar kullanilan % degerleri ham deri agirlig1 {izerinden

hesaplanmustir.

Islatma ve Yumusatma

Islatma
% 500 su 20°C 4 saat

On Etleme

Yumusatma
% 500 su 20°C

% 0.5 noniyonik ytizek aktif madde
% 0,4 kuaternar amonyum esaslh bakterisid 30’ cevrilir ardindan 5°/60°

(her saat basinda 5 dakika ¢evrilir 55 dakika bekletilir)

Kil Giderme ve Kireglik
Kil giderme

15 Bome (°Bé) Na,S
25 °Bé Ca(OH),

(Hazirlanan ¢o6zelti derinin et tarafina siiriilir ve 4 saat bekletilir.

Ardindan yiinler alinir)

Kireclik
% 400 su 20°C

% 2 Na,S

% 4 Ca(OH), 30’ gevrilir. Ardindan 5°/60’ toplam 24 saat

pH: 11-13

Etleme

Budama

Tartim (Tola Agirligr)

Diger islem basamaklarindaki % degerleri tola agirhigr iizerinden

hesaplanmustir.
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Kire¢ Giderme ve Sama
Yikama

% 300 su 35°C
Bosalt

% 300 su 35°C

% 1.5 (NH4)2S04 30°

Kontrol: pH = 8.2 — 8.5 Fenol ftalein indikatorii ile kesit renksiz olmali
% 1 proteolitik enzim preparati 60’

Kontrol: Balon testi ile gozeneklerin agik oldugu goriilmeli

Yikama

% 200 su 20°C 10°

Yag Giderme
% 100 su 35°C

% 5 yag giderme maddesi 90’

1. Yikama
% 100 su 35°C
% 2 NaCl 30’
Bosalt

2. Yikama
% 100 su 35°C
% 2 NaCl 30°
Bosalt

3. Yikama
% 100 su 35°C

Kontrol: Yikama suyu berrak olmali

Pikle (Salamura)
% 150 su 20°C 5 °Bé NaCl 10’

% 0.5 HCOOH (1:10 suyla seyreltilir ve 3 parti halinde yavas yavas
verilir). 30° gevrilir.
% 0.8 HySO4 (1:10 suyla seyreltilir ve 3 parti halinde yavas yavas
verilir). 90° gevrilir.

Kontrol: pH = 3.0 Dimetil saris1 ile renk turuncu olmal.
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Tabaklama
% 150 su 20°C 5 °Bé NaCl

% 10 Toz Krom( %33 bazisiteli ve %25 Cr,0s igerikli)

% 0,05 Benzotiazol esasl fungisid

% 0.5 elektrolitlere dayanikli yaglama maddesi 4 saat

% 0.5 HCOONa (1:10 seyreltilmeli ve 3 parti halinde yavas yavas
banyoya verilmeli) 30’

% 1 NaHCOs; (1:10 seyreltilmeli ve 3 parti halinde yavas yavas banyoya
verilmeli) 60’

Kontrol pH=3.8-4.0 Brom krezdl yesili ile renk yesilimsi sar1

(Ayrica deride biiziilme temperatlirii tayini ve kaynama testi yapilmistir).
Dinlendirme (48 saat)

Ag¢ma-Sikma

Tiras

Tartim (Kromlu deri agirligr)

Asagida verilen % ler kromlu deri agirlig: tizerindendir.

Yikama
% 200 su 40°C

% 0.5 yikama maddesi 30’

Notralizasyon
% 300 su 40°C

% 0.5 HCOONa (1:10 seyreltilmeli ve 3 parti halinde yavas yavas
banyoya verilmeli) 30’

% 0.8 NaHCO; (1:10 seyreltilmeli ve 3 parti halinde yavas yavas
banyoya verilmeli) 60’

Kontrol: pH=5.0-5.5 Brom krezdl yesili ile deri kesiti homojen bir
sekilde mavi olmali

Yikama
% 200 su 40°C 10°

Retenaj- Boyama ve Yaglama
% 200 su 40°C

% 2.5 Polimer retenaj maddesi 20’
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% 3 Disiyandiamid esasli retenaj maddesi 30’

% 1 mimoza 60’

% 2 asit boyar madde 60’

+% 70 su 65°C

% 3 sentetik yaglama maddesi

% 2 yumusaklik arttiric1 6zel sentetik yag

% 2 dogal esasli siilfite yaglama maddesi 60’

% 1 HCOOH (1:3 seyreltilir ve ii¢ parti halinde yavasca verilir.)
Kontrol: ph=3.8 olmal1

Yikama %200 su 20 °C 10’

Sekil 7. Deri Isleme Yontemi.

Deriler islenirken her farkli islem basamagi sonunda; yani 1slatma, yumusatma, kil
giderme ve kireclik, kire¢ giderme ve sama, yag giderme, pikle, tabaklama, nétralizasyon
ve retenaj-boyama-yaglama sonunda bakteriyolojik ve fungal izolasyon icin belirtilen
islenti sivilarindan steril kaplara sivi Ornekler alinmistir. Sivi Ornekler steril kaplara
alindiktan sonra buz cantast yardimi ile 1-2 saat igerisinde Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarina getirilmistir.

Her bir islem basamagindan (Islatma, yumusatma, kil giderme ve kireglik, kireg
giderme ve sama, yag giderme, pikle, tabaklama, notralizasyon, retenaj-boyama-yaglama)
alinan 6rneklerin 10 mL’si 90 mL seyreltme sivisina eklenerek 107’lik seyreltme elde
edilmistir. Bundan sonraki seyreltmeler 9 mL seyreltme sivisi igeren tiiplere 1’er mL
aktarilarak yapilmistir. Sonugta bakteri ve fungus izolasyonu icin 10™® e kadar seyreltiler
hazirlanmistir. Seyreltilerden kiiltiir ortamlarina biitiin ekimler dubletli olarak yayma kiiltiir
yontemi ile yapilmistir (Giirgiin ve Halkman, 1990).

[zolasyon icin ekimi yapilan ve tuz icermeyen besiyerleri 37 °C de 48 saat inkiibe
edilmislerdir. %5 ve %10 oranlarinda tuz iceren besiyerleri ise 41 °C de 72 saat inkiibe
edilmistir (Birbir ve dig., 1996).

Fungal izolasyon igin ekim yapilan tiim pertiler 27 °C de 3 hafta inkiibe edilmistir
(Bitlisli ve dig., 2004).

Arastirmada elde edilen izolatlarin seciminde Oncelikle koloni karakteristikleri
dikkate alinmistir. Izole edilen koloniler tuz konsantrasyonlarma uygun besiyerlerinde

buzdolabinda +4 °C’ de korunmustur (Bilgi ve ark., 2009).
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Arastirmada toplam 56 bakteri izolat kullanilmistir. Bunlardan 22 tanesi % 0 tuz, 21
tanesi % 5 tuz ve 13 tanesi %10 tuz konsantrasyonlarinda gelisim gosteren bakteri
izolatlar1 olmustur. Izolatlarm numaralandirilmasinda %0 bakteri izolatlarindan itibaren
bakteri ve fungus izolatlarina rakamsal degerler verilmis olup, 1-22 arasi izolatlar tuzsuz
ortamda gelisen bakterileri, 23-43 arasindakiler % 5 tuzlu ortamda gelisen bakterileri ve
44-56 arasindaki izolatlar ise % 10 tuz ortaminda gelisen bakterileri temsil etmektedir.

Bununla birlikte fungus izolatlarinin 22 adeti % 0 tuz, 24 adeti % 5 tuz ve 20 adeti
% 10 tuz konsantrasyonlarinda gelisim gosteren funguslardan secilmistir. Gene
bakterilerde oldugu gibi izolat numaralandirilmasinda da tesadiifi  izolat
numaralandirilmast yapilmistir. Buna gore % 10 tuz ortaminda yasayan bakteri izolat
numaralarinin sonundan itibaren numaralandirilma paralel olarak devam ettirilmistir.
Dolayisiyla, 57-78 arasi izolatlar tuzsuz ortamda gelisen funguslari, 79-102 arasindakiler
%S5 tuz ortaminda gelisim gosteren funguslar1 ve 103-122 arasindaki izolatlar ise % 10 tuz
ortaminda gelisim gosteren funguslar1 temsil etmektedir.

Hem prokaryot hem de oOkaryot mikroorganizmalarin biyosidlere direngli olup
olmadiklarin1 tespit etmek ic¢in yukarida belirtilen besiyerleri sirasiyla kullanilmigtir.
Besiyerleri aseptik kosullarda hazirlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 1 atm’ de 15
dakika steril edilmis ve sterilizasyon sonrasinda besiyerleri 45 °C’ ye kadar sogutulmustur.
Bu besiyerlerine biyosidler ayr1 ayri belirli konsantrasyonlarda
( %0,1, % 0,01, % 0,001 ) ilave edilmis ve hemen ardindan petrilere besiyerleri
dokilmistiir. Besiyerleri katilagtiktan petriler 8 bolmeye ayrilmistir ve her bir bélmede
farkli bir mikroorganizma bulunacak sekilde ¢izgi ekim teknigi kullanilarak daha once
izole edilen mikroorganizmalar  besiyeri  yiizeyine  ekilmistir.  Prokaryotik
mikroorganizmalar 37°C” de, Skaryotik mikroorganizmalar 27°C’ de inkiibe edilmistir
( Pelczar ve ark., 1993 ). Ekimler dubletli olarak yapilmistir. inkiibasyon sonucunda ¢izgi
boyunca biiylime gosteren koloniler direngli, biiyiime gdstermeyenler duyarli olarak kabul

edilmis ve bir ¢izelge halinde sonuclar kaydedilmistir.

25



BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Songiil GUMUSBOGA

BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu caligmada deri yas islem basamaklarinda (Islatma,yumusatma, kil giderme ve
kireclik, kireg giderme ve sama, yag giderme, pikle, tabaklama, nétralizasyon, retenaj-
boyama-yaglama) cesitli sekillerde zarara sebep olan mikroorganizmalarin kontrolil i¢in
kullanilan bazi ticari biyosidlerin mikroorganizmalar lizerindeki etkileri tespit edilmeye
calisilmgtir.

Bunun i¢in materyal ve yontemde de belirtildigi gibi 7 farkli biyosidin 3 farkl
konsantrasyonunun (%0,001, %0,01, %0,1) deri yas islem basamaklarindan izole edilen
izolatlar tlizerine etkisi arastirilmistir. Arastirma sonuglar1 asagida sirasiyla bakteriyal ve

fungal sonuglar olarak verilmistir.
4.1. Arastirma Bulgulan

4.1.1. Bakteri Ureme Sonugclar

Arastirmada kullanilan biyosidlerin; farkli tuz konsantrasyonlarinda ( %0, %5 ve
%10) gelisim gosteren bakteri izolatlar lizerine etkileri sirasiyla Cizelge 2, Cizelge 3 ve
Cizelge’ 4 de verilmistir. Materyal ve yontemde de belirtildigi tizere 22 adet % 0 tuz, 21
adet % 5 tuz ve 13 adet % 10 tuz igeriginde gelisim gosteren bakteri izolatlar ile
calisilmgtir.

Calismada, farkl1 besiyeri igerigine sahip olan ve 7 biyosidden birini igeren petrilere

ekimi yapilan farkli bakteri izolatlariin gelisip gelismemesine gore biyosidlerin etkinligi

degerlendirilmistir (Sekil 8).

Sekil 8. Bakteri Izolatlarinin Ekiminin Yapildigi Ornek Petriler.
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Tuzsuz besiyerinde calisilan izolatlardan 4., 7., 8. ve 18. bakteri izolatlarinin BV
biyosidinin tiim konsantrasyonlarina kars1 direngli olduklar1 tespit edilmistir. Ayrica 3. ve
5. 1zolatlarin da tiim biyosidlere kars1 direngli olduklar1 bulunmustur.

Diger yandan BI, BII, BIII ve BIV biyosidlerinin, %0,001 konsantrasyonunun 8
izolat hari¢ diger izolatlara etkili oldugu, %0,01 ve %0,1 oraninda ise tiim bakteri
izolatlarinin gelisimini engelledigi belirlenmistir. Yine kullanilan tiim bakterilerin BVI ve
BVII biyosidinin %0,1 konsantrasyonuna duyarli olduklar1 tespit edilmistir. BV
biyosidinin ise %0,1 konsantrasyonu 4., 7., 8. ve 18. bakteri izolatlar1 hari¢ tiim bakterilere
etkinlik gostermistir. Tim biyosidlerin %0,1 konsantrasyonda izolatlarin % 97’ sinin
gelisimini engelledigi tespit edilmistir.

Sonug olarak BV biyosidi haricinde diger biyosidlerin ¢calismada kullanilan ve tuzsuz
besiyerinde gelisen bakteri izolatlarina karsi oldukea iyi etkili oldugu goriilmiistiir. Ancak
tuz igerigi % 0 olan besiyerindeki bakteri izolatlarindan 4., 7., 10., 12., 14., 18. ve 21.
izolatlar hari¢ diger izolatlara BI, BII, BIII ve BIV biyosidleri kullanilan tiim
konsantrasyonlarda etkili bulunmustur. Bu nedenle s6z konusu biyosidlerin diger ii¢
biyoside gore daha etkili oldugu ifade edilebilir (Cizelge 2).

BI, BII, BIII ve BIV biyosidleri % 0,001 konsantrasyonda kullanildiginda %5 tuzda
gelisen izolatlarin % 73’ iine ve %0,01 konsantrasyonda ise tiim izolatlara etkili oldugu
belirlenmigtir. Tiim biyosidler % 0,1 oraninda kullanildiginda % 5 bakteri izolatlarinin
hepsinin gelisimini engellemislerdir (Cizelge 3).

Sonug¢ olarak yine BV biyosidi haricinde diger biyosidlerin kullanilan tiim
konsantrasyonlarda tuz icerigi %5 olan besiyerinde gelisen bakteri izolatlarinin % 81’ ine
karsi etkili oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte % 5 tuz igerigine sahip besiyerindeki
bakteri izolatlarmin % 93° {ine BI, BII, ve BIV biyosidleri kullanilan tim
konsantrasyonlarda etkin olmusglardir. Bu ii¢ biyosidin diger dort biyoside gore daha etkili
oldugu sodylenebilir.

Diger yandan %35 tuz oraninda gelisen bakteri izolatlarinin, tuzsuz ortamda gelisim
gosteren bakteri izolatlarina gore tiim biyosidlerin %0,1 konsantrasyonuna daha fazla
duyarlilik géstermis olmalar1 6nemli bir bulgu olarak kaydedilmistir.

% 10 tuz icerigine sahip besiyerinde gelisim gosteren bakteri izotlarina etkinlik
degerlendirmesi yapildiginda; BV biyosidi hari¢ diger biyosidlerin % 0,01
konsantrasyonda iki izolat hari¢ (49 ve 56) tiim bakteri izolatlarinin gelisimini engelledigi
tespit edilmistir. Ayrica BII ve BIV biyosidlerinin % 0,001 konsantrasyonu yine iki izolat

hari¢ (52 ve 55) %10 tuz igerigine sahip besiyerinde gelisim gosteren izolatlarin % 92’ sine
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etkili olmustur. Genel olarak degerlendirme yapildiginda biyosidlerin tamaminin % 0,1
konsantrasyonda % 10 tuz igeriginde gelisen bakteri izolatlarinin tiimiine etkin oldugu
bulunmustur ( Cizelge 4).

Ayrica %5 tuzlu besiyeri sonuglarina benzer olarak %10 tuzda gelisim gosteren
bakteri izolatlarin, tiim biyosidlerin %0,1 konsantrasyonuna daha duyarli olduklari

bulunmustur.

4.1.2. Fungus Sonug¢lar:

Calismada biyosidlerin farkli tuz oranlarinda ( %0, %5 ve %10) gelisim gosteren
fungus izolatlar1 lizerine etkileri sirastyla Cizelge 5, Cizelge 6 ve Cizelge 7° de verilmistir.
Daha once belirtildigi gibi calismada 22 adet tuz icermeyen, 24 adet % 5 tuz ve 20 adet
%10 tuz iceriginde gelisim gosteren fungus izolatlar1 kullanilmistir.

Caligmada, farkl besiyeri igerigine sahip olan ve 7 biyosidden birini igeren petrilere

ekimi yapilan farkli fungus izolatlarinin gelisip gelismemesine gore biyosidlerin etkinligi

degerlendirilmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Fungus Izolatlarinin Ekiminin Yapildig1 Ornek Petriler.

Tuzsuz besiyerinde 58, 60, 61, 62, 63, 69, 71, 74, 76 ve 77 numarali fungus
izolatlarinin BV biyosidinin tiim kullanim konsantrasyonlara direng¢ gosterdikleri tespit
edilmistir. Benzer sekilde 70, 73 ve 77 numaral1 bakteri izolatlar1 da biyosid BIV’iin , 58
ve 69. izolatlar BI biyosidinin ve 59, 63, 70 ve 73. izolatlar ise biyosid BVI’nin tiim
konsantrasyonlarina karsi direngli bulunmustur. Diger yandan 64. ve 75. izolatlarin da
biyosidlerin tiim konsantrasyonlarina duyarli olduklari tespit edilmistir ( Cizelge 5 ).

BII, BIII ve BVII biyosidlerinin %0,1 konsantrasyonlarmin tuzsuz besiyerinde
gelisim gosteren fungus izolatlarinin tamaminin gelisimini engelledigi; BI, BIV ve BVI

biyosidlerinin de %0,1 konsantrasyonunda izolatlarin % 86’ sma etkin oldugu tespit
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edilmistir. Bunun yaninda biyosidlerin tamami %0,001 konsantrasyonda kullanildiginda
tuzsuz besiyerinde gelisim gosteren fungus izolatlarinin % 87’ sine etkili olmamamaistir
(Cizelge 5).

Sonug olarak BII ve BIII ve BIV biyosidlerinin diisiik kullanim konsantrasyonlarinda
izolatlarin hemen hepsinin gelisimini engellediklerinden dolay:1 diger biyosidlere gore daha
etkin olduklar1 sdylenebilir.

BVI biyosidinin biitiin konsantrasyonlarina karsi %5 tuz igeren besiyerinde gelisim
gosteren fungus izolatinin % 80’ 1 diren¢ gostermistir. Yine biyosid BVII’nin tiim
konsantrasyonlarina kars1 84., 85., 86., 88., 92., 94., 96., 97. fungus izolatlarinin direng
gosterdikleri tespit edilmistir ( Cizelge 6 ).

BII, BIII ve BIV biyosidlerinin %0,1 konsantrasyonda kullanildigi durumda %5
tuzlu besiyerinde gelisim gosteren tiim fungus izolatlarinin gelisimi engellenmistir. %0,01
konsantrasyonda ise s6z konusu izolatlarin % 94’ iine etkili oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak ¢alismada kullanilan BII, BIII, BIV biyosidleri %0.01 ile %0,1 gibi her
iki konsantrasyonda %5 tuz ortamindaki fungus izolatlarinin gelisimini engellediklerinden
diger biyosidlere kiyasla daha etkin olmuslardir ( Cizelge 6 ).

%10 tuz igeren besiyerinde gelisim gdsteren bir¢ok izolat (103. 104. 105. 107. 113.
114. 115. 119. 121. 122) biyosid BI, 103. 104. 106. 107. 112. 117. izolatlar biyosid BVI ve
106, 109, 110 121 numarali izolatlar da biyosid BVII’nin tiim kullanim
konsantrasyonlarina direnglilik gostermislerdir. Bu nedenle bu biyosidlerin izolatlar
kontrol etmede basarili olduklar1 soylenemez (Cizelge 7).

BII, BIII, BIV ve BV biyosidleri %0,1 konsantrasyonda %10 tuz iceriginde tiim
fungus izolatlarinin gelisimini engellerken; BII, BIII ve BIV biyosidleri %0,01gibi daha
diistik bir konsantrasyonda fungus izolatlarinin % 91’ ine etkili olmustur (Cizelge 7).

% 10 tuz iceren besiyerindeki sonuglar degerlendirilidiginde; c¢alismada kullanilan

BII, BIII ve BIV biyosidlerinin digerlerine gére daha etkin oldugu ortaya ¢ikmaktadir
(Cizelge 7).
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Cizelge 2. Biyosidlerin Farkli Konsantrasyonlarinda Tuzsuz Besiyerinde Bakteriyal Ureme Sonuglar

izoLA
T BI BII BIII BIV BV BVI BVII
0,001 0,01 o041 0,001 0,1 01 0,000 001 01 0,001 001 01 0001 0,01 01 0,001 0,01 01 0,001 0,01 0,1

1 - - - - - - - - - - - - + + - - - - + - -
2 - - - - - - - - - - - - + + - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4 - - - + - - - - - - - - + + + - - - + - -
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - - - + + - - - - - - -
7 - - - - - - + - - - - - + + + - - - - - -
8 - - - - - - - - - - - - + + + - - - + + -
9 - - - - - - - - - - - - + + - - - - + - -
10 - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 - - - - - - - - - - - - + + - - - - - - -
12 + - - - - - - - - - - - + + - - + - - - -
13 - - - - - - - - - - - - + + - - - - + - -
14 + - - - - - - - - - - - + + - + + - + - -
15 - - - - - - - - - - - - + + - + - - - - -
16 - - - - - - - - - - - - + + - - - - - - -
17 - - - - - - - - - - - - + + - + - - + - -
18 + - - + - - + - - - - - + + + + - - + - -
19 - - - - - - - - - - - - + + - - - - - - -
20 - - - - - - - - - - - - + + - - - - + - -
21 - - - - - - - - - + - - + + - - - - + + -
22 - - - - - - - - - - - - + + - - - - + - -

(-) gelisim gézlenmemistir.

(+) gelisim gozlenmistir.
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izelge 3. Biyosidlerin Farkli Konsantrasyonlarinda % 5 Tuzlu Besiyerinde Bakteriyal Ureme Sonuglari
g Yy Yy Y N

iZOLAT

BI

BII

BIII

BIV

BV

BVI

BVII

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01 0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01 0,1

0,001

0,01

0,1

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

+ + +

+ + 4

+

SR T T S S S A T T T T T T

+

S T T S S S T T T T T T T

+

+ + + + 4+ + + 4+ + A+ ++ o+

+ +
1

+

+ 4+ + o+ + o+ + o+ o+

+ + + + + + +

(-) gelisim gézlenmemistir.

(+) gelisim gozlenmistir.
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Cizelge 4. Biyosidlerin Farkli Konsantrasyonlarinda % 10 Tuzlu Besiyerinde Bakteriyal Ureme Sonuglar

iZOLAT

BI

BII

BIII

BIV

BV

BVI

BVII

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01 0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01 0,1

0,001

0,01

0,1

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

+

+

+

+ 0 o+ 4

+

+

+ 4+ + o+ F o+ o+ o+ o+

+

+ + +

+ + + + + 4+ +

+

+ + + + +

+ + + + + 4

+

+
+
+

+ + + + + 4+

(-) gelisim gézlenmemistir

(+) gelisim gozlenmistir.
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Cizelge 5. Biyosidlerin Farkli Konsantrasyonlarinda Tuzsuz Besiyerinde Fungal Ureme Sonuglari

iZOLAT

BI

BII

BIII

BIV

BV

BVI

BVII

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01 0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01 0,1

0,001

0,01

0,1

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

+

+ 4+ + + 4+ + + + +

+ + + + + +

+
+

+ 4+ + o+ o+ o+ o+ o+

+ + + + + 4+

+
+

T N LI T T T T T S S S S

+ + +

+

+ + + + + +

+ + + + + + + + + +

+ + +

+

+ + + + + F ++ o+ o+ o+ o+

+

+ + +

+

+ + 4+ + + +

+ 4+ + + + + + + + +

+ + +

+

+ + 4+ + + o+

+ 4+ + + + + + +

+ + +

+

+ + + + + +

+ + + 4+ + 4+ + + + +

+ + +

+ + + + + + + + + + + o+

+ +

+ + +

+

+ + 4+ + + o+

+ 4+ + F + + + +

+ + +

+ + + + + + 4+ + + + + + +

+

+ + +

(-) gelisim gézlenmemistir.

(+) gelisim gozlenmistir.
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Cizelge 6. Biyosidlerin Farkli Konsantrasyonlarinda % 5 Tuzlu Besiyerinde Fungal Ureme Sonuglari

IZOLAT BI BII BIII BIV BV BVI BVII
0,001 001 o041 0,001 0,01 01 0,001 001 01 0,001 0,01 01 0001 0,01 0,1 0,001 001 0,1 0,001 0,01 0,1
79 + - - - - - - - - - - - + - - + + - + + -
80 + - - + - - + - - + - - + - - + + + + + -
81 + + - - - - + - - + - - + + - + + + + + -
82 + + - - - - - - - - - - + - - + + - + + -
83 + + - - - - - - - - - - + + - + + + + - -
84 - - - - - - + - - - - - + + - + + - + + +
85 + - - + - - + - - + - - + + - + + + + + +
86 + - - + - - + - - - - - + + - + + + + + +
87 + + - + - - + - - + - - + + - + + + + + -
88 + - - + - - + - - + - - + + - + + - + + +
89 + + + + - - + - - + - - + - - + + + + + -
90 + - - - - - - - - + - - + + - + + - + + -
91 + + - - - - - - - - - - + - - + + - + + -
92 + - - - - - + - - + - - + - - + + - + + +
93 + - - + - - + - - + - - + + - + + + + - -
94 + - - + + - + - - + + - + + + + + + + + +
95 + - - + - - + - - + - - + - - + + + + - +
96 + - - + - - + - - + - - + + - + + + + + +
97 + - - - - - + - - - - - + + - + + + + + +
98 + - - - - - - - - + - - + + - + - - + + +
99 + - - + + - + - - + - - + - - + + + + + -
100 + - - + - - + - - + - - + + - + - - + + +
101 + + - + - - + - - + - - + + - + + - + + -
102 + - - - - - + - - + + - + + - + + + + + -

(-) gelisim gézlenmemistir.
(+) gelisim gozlenmistir.
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Cizelge 7. Biyosidlerin Farkli Konsantrasyonlarinda % 10 Tuzlu Besiyerinde Fungal Ureme Sonuglari

iZOLAT

BI

BII

BIII

BIV

BV

BVI

BVII

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01 0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01

0,1

0,001

0,01 0,1

0,001

0,01

0,1

103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

+

+ 4+ + F + + + + + + F o+ +

+

+

+ + + + + + 4+ + + o+

+ +

+
+

+ + +

+

+ 4+ + F + F o+ o+ o+ o+ o+ o+

+

I T T S S S T S S e S S S S -

+ 4+ + + + +

+ + + + + + + + + + 4+

+

+ 4+ + F + F o+ o+ o+ o+ o+

+ +

+

+ + + + + 4+ +F o+

+

T T T T T T T s T S S S S S S

+
+

+ +

+

SRR T T R T S S S S T T

+

+ 4+ + +

+ + + + + + +

+ 4+ + + + +

(-) gelisim gézlenmemistir.

(+) gelisim gozlenmistir.
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4.2. Tartisma

Deri endiistrisinde ozellikle bazi bakterisid ve fungisidler uzun yillardan beri
kullanilmaktadir. Bilindigi gibi mikroorganizmalar ya kendiliginden ya da zaman
icerisinde siklikla kullanilan antibiyotiklere direng gelistirebilmektedir. Deri endiistrisinde
probleme neden olan ve islem sivilarinda bulunan mikroorganizmalar da kullanilan
biyosidlere diren¢ gelistirmis olabilirler. Bu nedenle, bu c¢alismada iilkemizde uzun
zamandir siklikla kullanilan 7 farkli biyosidin deri islenti sivilarindan izole edilen
mikroorganizmalara etkinlikleri ve minimum kullanim konsantrasyonunun tespit edilmesi
iizerinde durulmustur.

Arastirmada oldukea ilging sonuglar elde edilmistir. Bu bulgular biyosidler bazinda
sirastyla dnceki bulgularla karsilastirilarak sonuglar irdelenmistir.

Biyosid BI, kuarternize edilmis bilesiklerden olusan ve bir bakterisid olarak
tanimlanan bir formiilasyondur. Ham deri agirhigr iizerinden % 0,3- 0,5 kullanimi
onerilmektedir.

Biyosid BVII, ditiyokarbomad sodyum tuzunun sulu ¢ozeltisi olup bakterisid olarak
belirtilmektedir. Ham deri agirlig: iizerinden % 0,05-0,1 ve flotte hacmi tizerinden 300
ppm olarak kullanim1 6nerilmektedir.

Arastirmada kullanilan bu iki biyosid prospektiislerinde belirtildigi gibi bakterisid
olarak tanimlanmaktadirlar. Arastirma bulgularima gore Biyosid I % 0,001 kullanim
konsantrasyonunda bakteri izolatlarinin % 83’ {line karsi etkili bulunmustur, % 0,1
konsantrasyonda da %10 tuz iceriginde gelisim gosteren funguslar hari¢c fungus
izolatlarinin % 93’ {ine kars1 etkinlik gostermistir. Bu nedenle s6z konusu biyoside
calisilan bakteri izolatlarinin duyarli olduklar1 sdylenebilir. Biyosid VII ise % 0,01
kullanim konsantrasyonunda bakteri izolatlarinin % 89’ una kars1 etkili olmustur. Yine
ayn1 biyosid ancak 10 kat yiiksek bir konsantrasyonda kullanildiginda fungus izolatlarinin
% 77 sine kars1 etkili bulunmustur.

Sonug olarak biyosid BI ve BVII’in sirastyla % 0,001 ve % 0,01 diisiik kullanim
konsantrasyonlarinda bakterisid etki gosterdikleri ve prospektiis bilgisi ile arastirma
bulgularinin uyum igerisinde oldugu soOylenebilir. Ek olarak bu biyosidlerin %0,1
konsantrasyonda da fungus izolatlarmin % 78’ ine karsi da etkili olabilecegi ortaya
konulmustur.

Gliniimiizde 1slatma-yumusatma basamaginda yaygin olarak organo-siilfiir,
kuarternar amonyum, organo-brom ve organik S-CN (thiocyanate) esasl ticari

bakterisidler kullanilmaktadir (Anonim, 2008). Ayrica didecyldimethylammonium
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chloride, sodyum dimethyldithiocarbamate, N-hydroxymethyl-N-methyldithiocarbamate
ve tetrahydro-3,5-dimethyl-2H-1,3,5-thiadiazine-2-thione deri endiistrisinde kullanilan
diger bazi antimikrobiyal maddelerdir. Bu bakterisidler arasinda hizli etki gdsteren
kuarternar amonyum tuzu olan didecyldimethylammonium chloride bilesigi, diisiik bir
toksisiteye sahip oldugundan ve biyolojik olarak ayristirilabildiginden dolayr deri
endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir (Anonim, 2004).

Ulkemiz deri sektoriinde kullanilan alt1 bakterisidin farkli konsantrasyonlarinin
toplam aerobik mezofil, proteolitk, halotolerant bakteri ve aerob spor sayisi lizerine yapilan
bir ¢alismada kuarternize edilmis bilesik kombinasyonunun digerlerine gore daha etkili
oldugu bulunmustur (Merigli Yapici ve dig., 2004).

Tabaklama oOncesi islemlerde bakteri ve fungus sayisinin tespiti lizerine yapilan
baska bir ¢alismada, yumusatma basamaginda bakterisid olarak % 0,4 oraninda kuarternar
amonyum esasli bir bilesik kullanilmigtir. Arastirma sonuglart kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kullanilan bilesigin bakteri sayisim1 yaklasik olarak yar1 yariya
diistirdiigii ve bakterisid kullanimi ile birlikte fungus sayilarinda azalma oldugu tespit
edilmistir (Bilgi, 2007).

Arastirmacilarin biyosid I’in bakteri gelisiminin kontroliinde yiiksek etkiye sahip
olmasi, hem bakterisid hemde fungisid 6zellik gdstermesi ile ilgili ifadeleri aragtirmamizin
sonunda elde edilen biyosid I sonuglarini destekler nitelikte bulunmustur.

Biyosid B II, thiocyanic asit esasli bakterisid olarak tanimlanmakta ve ham deri
agirligi tizerinden % 0,2 kullanimi tavsiye edilmektedir.

Arastirma sonuglarina gore biyosid II %0,001 kullanim konsantrasyonunda bakteri
izolatlarinin % 85’ ine kars1 etkili bulunmustur. Fungus izolatlarinin da % 90’ na %0,01
oraninda etkili bulunmustur.

Biyosid BIII, benzothiazol tiirevlerinden olugan bir fungisid olarak
tanimlanmaktadir. Tola agirligr iizerinden %0.05 kullanim1 Onerilmektedir. Biyosid BIV,
TCMTB esash fungisid olarak tanimlanmaktadir.

Biyosid III ve B IV Her ikisi de fungisid olarak tanimlanmasina ragmen arastirmada
calisilan bakteri izolatlarinin % 93’ iine kars1 etkili olduklar1 igin iyi bir bakterisid olarak
kullanilabilicegi sOylenebilir. Fungus izolatlarma ise ancak 10 kat yiliksek bir
konsantrasyonda etkinlik tespit edilmistir.

BII biyosidi prospektiis bilgilerine gore bakterisid olarak tanimlanmasina karsin
arastirmamizda deriden 1izole edilen bir¢ok fungusa diisiik denilebilecek bir

konsantrasyonda etkili oldugundan funguslarin kontroliin de kullanim1 s6z konusu olabilir.
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BIII ve BIV biyosidlerinin fungisid olarak kullanimi Onerilmesine ragmen yine
calismamizda bu biyosidlerin bakterisid olarak da kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Sonug olarak Biyosid BII, BIII ve BIV hem bakterisid hem de fungisid 6zelligi
gosterdiklerinden bakteri ve funguslarin kontroliinde kullanilabilir.

Deri endiistrisinde yirmi yi1l Oncesine kadar, paranitrophenol (PNP) ve
pentachlorophenol (PCP) esasli bilesikler fungisid olarak kullanilmislardir (Hauber ve
Germann, 1997; Didato ve Yanek, 1999; Adminis ve ark., 2001). Ancak bu bilesikler son
derece toksik olduklarindan dolayr bunlarin kullannomindan vazgecilmistir (Barlas, 1992;
Anonim, 1992). Bunun ardindan TCMTB (2-thiosiyanometilthio-benzothiazol), OPP (o-
phenylphenol) gibi yeni bir takim bilesikler {izerinde durulmaya baslanmigtir (Annamalai ve dig.,
1997).

Funguslarin kontrolinde PNP ve PCP kullanimindan sonra daha az toksik bazi
fenollii bilesikler ile (PCMC, OPP, TCP) heterosiklik bilesikler (TCMTB ve OITZ, BMC,
MBT ve SPT) kullanilmis ve halen kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda bakterisid ve
fungisidlerin etkinligini arttirmak amaciyla ¢esitli aragtirmalar yapilmaktadir.

Muthusubramanian ve dig. (2003), deri endiistrisinde antimikrobiyal madde olarak
kullanilan Methylene bisthiocyanate bilesigini c¢evreye dost hammaddeler kullanarak
yeniden sentezlemisler ve TCMTB ile belirli oranda karistirarak kullanmiglardir.

Muthusubramanian ve Mitra (2005a), deri endiistrisinde yaygin olarak kullanilan
TCMTB sentezinde 6nemli bir ara iirlin ve ayni zamanda bir antimikrobiyal madde olan
bromochloromethane (BCM) bilesigini gelistirdikleri basit bir yontem ile toksik olmayan
ham madde kullanilarak diisiik atik teknolojisine uygun olarak sentezlenmislerdir.

Derinin konservasyonunda fenolsiiz iirlinlerin kullanilmasi ile pozitif sonuclar elde
edilmis olmakla beraber, giiniimiizde deri konservasyonunda daha az zararli olan fenolik
esaslt bilesikler hala kullanilmaktadir (Anonim, 1991). Son 20 yilda deri endiistrisinde
fenolik esasli bilesikler, heterosiklik bilesikler siklikla kullanilmaktadir (Lindner, 1998;
Anonim, 2004; Orlita, 2004; Bayramoglu ve dig., 2008).

Tabaklanmis derilerde sik rastlanabilen kiiflerin gelisimi iizerine ¢esitli antifungal
bilesiklerin etkisinin arastirildig1 bir ¢calismada; pikle derilerde dort aylik bir koruma igin %
0,04 ve % 0,05 oranlarinda fenolik esash fungisid veya % 0,015 oraninda TCMTB esash
fungisid kullanilmasinin uygun olacagi, kromlu deriler i¢in ise % 0,015 fenolik esaslh veya
TCMTB esash fungisid kullaniminin gerekli etkiyi saglayacag: tespit edilmistir (Merigli
Yapici ve Karaboz, 1997).
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Durmus (2007), tabaklama ve sonrasi yas islemlerde mikrobiyal yiikiin tespiti
lizerine yaptig1 bir arastirmada yumusatma isleminde % 0,4 kuarternar amonyum esasl
bakterisid ve tabaklama isleminde % 0,05 Benzotiazol esasli fungisid kullanmistir.
Arastirma sonuglara gore bakterisidin kullanilmasi ve tabaklamanin etkisiyle bakteriler
tamamen kontrol altina alinmistir. % 0,05 konsantrasyonda kullanilan benzothiazol esash
fungisid kiif funguslarini kontrol etmis ancak tamamen ortadan kaldirmamistir.

Aragtiricilarin ¢alismalarindan da anlasildigi {izere biyosid III ve IV hem bakterisid
hemde fungisid 6zellik gostermektedir. Ayrica ¢alismalardan bu biyosidlerin halen aktif
olarak deri endiistrisinde kulaniminin yaygin oldugu anlasilmaktadir. Arastirmamizda da
biyosid III ile biyosid IV’iin bakteri ve fungus gelisimini engelledigi, ve sozkonusu
biyosidlerin 30 yil1 agkin bir siiredir hala bir¢ok mikroorganizmaya kars1 etkisini korudugu
bu calisma ile ortaya konmus ve arastiricilarin ifadeleri dogrulamistir.

Biyosid VI, Octylisothiazolone esasli fungisid olarak tanimlanmaktadir.

Biyosid VI bir fungisid olarak deri endiistrisinde kullanilmasina karsin kullanim
konsantrasyonu dikkate alindiginda bakterilere karst daha etkili bulunmustur. Bakteriler
icin %0,01 kullanim konsantrasyonu yeterli olurken funguslar i¢in %0,1 konsantrasyonda
etkinlik tespit edilmistir. Ancak bu calismamizin en yiliksek konsantrasyonu olmasina
ragmen bazi funguslara etkili olamadigi tespit edilmistir. Biyosid VI prospektiisiinde
fungisid olarak tanimlanmaktadir. Ancak arastirma sonuglarina goére daha diisiik bir
konsantrasyonda bakterilere oldukca etkili, %0,1 konsantrasyonda da funguslara karsi
oldukca diistik etkinlik sergilemistir. Calismamizda tiim islem sivilarindan izole edilen
fungus izolatlarinin ¢ogunun Biyosid BVI ya direncli oldugu sdylenebilir. Biyosid BVI
TCMTB’ den sonra gelistirilen bir biyosid olup yine uzun siiredir kullanilan antimikrobiyal
maddeler arasindadadir arastirma bulgular1 funguslarin bu biyoside direng gelistirmis
olabilecegini diigindiirmiistiir.

Merigli  Yapict (1998), bitkisel tabaklanmis derilerde sorun olusturan kiif
enfeksiyonlarinin bazi fungisidlerle kontrolii iizerine yaptigi calismada TCMTB esash
(Gemacide BT3), Octylisothiazolone esasli (Gemacide LFP) ve Octylisothiazolone ve
TCMTB esashi (Gemacide BT6) olmak iizere 3 ticari fungisid kullanmistir. Test kiifleri
olarak A. niger, A. fumigatus, P. purpurogenum ve P. chrysogenum tiirlerinin kullanildig1
arastirma sonuglaria gére Gemacide BT6’ nin diisiik kullanim konsantrasyonlarinda diger
fungisidlere gore daha etkili oldugu bulunmustur.

Biyosid BV biyosidinin igerigi prospektiiste belirtilmemektedir. Arastirma

sonuglarina gore en etkisiz biyosid BV olmustur. Piyasada aktif igerigi belirtilmeyen bir
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cok biyosid bulunmaktadir. Bunlar kullanom giivenligi  agisindan  mutlaka

degerlendirilmelidir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Aragtirmamizda BI, BII, BII ve BIV tiim tuz oranlarinda %0,001 gibi
arastirmamizin en diisilk konsantrasyonunda bakterilerin % 83’ iine etkili olmustur.
Boylece bu biyosidlerin diisiik konsantrasyonlarda bakterilerin kontroliinde kullanimi
tavsiye edilebilir.

BII, BIII ve BIV 9%0.01 konsantrasyonda fungus izolatlarinin % 93’ iine kars1 etkili
oldugundan bu biyosidler fungal gelisimin engellenmesinde de kullanilabilir.

Arastirma sonuglarina gére BV’in hem bakterilere hem de funguslara etkinligi yok
denecek kadar az olmustur.

BVI %0,01°1ik bir konsantrasyonda bakterilere oldukca etkili, %0,1 konsantrasyonda
ancak oldukca az sayida fungus izolatina etkin olabilmistir. Deri endiistrisinde bu biyosid
daha ¢ok fungisid olarak kullanilmasina karsin tiim islem sivilarindan izole edilen bir¢ok
fungus izolatinin biyosid BVI ya direncli oldugu tespit edilmistir.

Biyosid VII ise %0,01 kullanim konsantrasyonunda bakteri izolatlarinin % 89’ una
kars1 etkili oldugundan deri islem basamaklarinda bakterilerin gelisimini kontrol etmede
kullanilabilir.

Aragtirmada kullanilan biyosidler genel olarak funguslardan ziyade bakterilere daha
etkili olmuslardir.

%35 ve %10 tuz igeriginde gelisim gosteren fungus izolatlarinin biiyiik bir boliimiiniin
BI, B VI ve B VII’ nin tiim kullanim konsantrasyonlarina diren¢ gdosterdikleri tespit
edilmistir. Bu veri tuza gereksinim duyan funguslarin bazi biyosidlere daha direngli
olduklarin1 ortaya koymustur. Bu nedenle biyosid kullanilirken bu durumun dikkate
alinmasi olduk¢a onemlidir. Clinkii arastirma bulgularina gore funguslar1 kontrol etmek
icin daha fazla caba gdstermek gerektigi ortaya ¢ikmustir. Ilk islem basamaklarim itibaren
bakterisid ve fungisid etkili bir biyosid kullanilmas1 yaninda pikle veya tabaklama
asamasinda ikinci bir fungisidin kullanilmast fuguslarin kontroliinde olumlu sonuglar
verebilir.

Yukaridaki sonuglarda verildigi lizere bakteri izolatlariin % 93 i ve fungus
izolatlarinin da % 71’ 1 BII, BIII ve BIV biyosidlerinin kullanilan tiim konsantrasyonlarina
duyarli bulunmustur. S6z konusu biyosidler deri endiistrisinde uzun yillardan beri
kullanilmis olmalarina ragmen bir¢ok mikroorganizmanin bu biyosidlere direncli olmadig1
tespit edilmistir. Ancak arastirmamizda bazi izolatlar ve 6zellikle de fungus izolatlari

calisgmada kullanilan biyosidlerin bazilarina direngli bulunmustur. Bu nedenle bu
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funguslarin tanilanip  biyosidlere karsit olusturduklar direnglilik mekanizmalarinin
ogrenilmesi i¢in gerekli ¢aligmalarin yapilmasindan sonra kontrol edilmeleri {izerine ¢aba
gosterilmesi oldukca onemlidir.

Son yillarda gevreye saygili alternatif biyosidlerin kesfine ¢alisiimaktadir. Uzerinde
durulan biyosidlerin deri islem basamaklarindan izole edilen mikroorganizmalar {izerine
denenerek etkinliklerinin tespit edilmesi deri endiistrisinde mikrobiyal problemlerin

¢Ozlimiine 6nemli katki saglayacaktir.
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