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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MIKROBIYAL KAYNAKLARDAN ANTIMiKROBIiYAL OZELLIKTE
KiTOSAN URETIMI VE KARAKTERIZASYONUN ARASTIRILMASI

[brahim Halil CELIK
Kilis 7 Aralik Universitesi Fen Bilimler Enstitiisii
Biyoloji AnaBilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. H. Aysun MERCIMEK TAKCI
Yil: 2017 Sayfa: 129

Antimikrobiyal aktivite gosteren kitosan biyopolimerinin, Kitinin  kitosana
biyodoniisiimiinii katalizleyen kitin deasetilaz iretici Bacillus sp suslari kullanilarak
sentezlenmesi amaglanmistir. Mersin Susanoglu Yaprakli Koy, Silifke Bogsak Koyu ve
Adana Karatas liman topraklarmdan izole edilen Bacillus cereus, Bacillus
thuringiensis, Bacillus megaterium ve Bacillus subtilis’ten %1 maya oziitii, 0.4 g
(NH4)2SO4, 0.15 g KH,POy4, %2 siikroz ve %1 kolloidal kitin (pH 8) igeren ortamda
kitosan biyopolimerleri iiretilmistir. Kismi saflastirilan 2, 3, 7 ve 8 nolu kitosan
preparatlarindaki total karbohidrat miktar1 0.393, 0.213, 0.163 ve 0.2 g/mL olarak
hesaplanmistir. Polimerlerin desetilasyon dereceleri ve molekiiler agirliklar: fourier
dontistimlii kizilotesi raman spektroskopisi (FT-IR) ile sirasiyla %70.23, 78.96, 82.96
ve 80.48; viskozimetre ile molekiiler agirliklar1 ise 48.272, 48.461, 53.419 ve 50.188
g/mol olarak hesaplanmistir. Kitosan preparatlarinin 13 test bakterisine karsi
antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Preparatlarin S. epidermidis test bakterisine
kars1 gosterdigi inhibisyonun anlamli oldugu belirlenmistir. Sicaklik (4, 15, 25, 37 ve
40°C); pH (5, 6, 7, 8 ve 9); kitosan konsantrasyonu (100, 150 ve 250 mg/L); diger
potansiyel bilesikler (SDS, Triton X-100, B-merkaptoetanol ve EDTA) ve metal
iyonlarinin (10, 20 ve 30 mM konsantrasyonlarda MgCl,, CaCl,, BaCl,, NaCl ve KCI)
antimikrobiyal aktivite iizerindeki etkileri incelenmistir. % olarak hesaplanan
inhibisyonun sadece 30 mM BaCl, ve MgCl; varliginda arttig1 saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, Kitin Deasetilaz, Bacillus sp, Deasetilasyon Derecesi,

Antimikrobiyal Aktivite



ABSTRACT
Msc. Thesis

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN IN
ANTIMICROBIAL PROPERTIES FROM MICROBIAL SOURCES

[brahim Halil CELIK
Kilis 7 Aralik University
Graduate School of Natural and Applied Sciences Department of Biology
Supervisor: Asst. Prof. H. Aysun MERCIMEK TAKCI
Year: 2017 Sayfa: 129

In our study chitosan biopolymer that exhibits antimicrobial activity is aimed to synthesize by
using Bacillus sp strains produce chitin deacetylase (CDA) catalyzes the bioconversion of
chitin to chitosan. Chitosan biopolymers were produced by adding 1% colloidal chitin in media
including 1% yeast extract, 0.4 g (NH,),SO,4 0.15 g KH,PO, and 2% sucrose (pH 8) from
Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus megaterium and Bacillus subtilis, isolated from
soils taken from Mersin Susanoglu Yaprakli Bay, Silitke Bogsak Bay and Adana Karatag Port
region. In the partially purificated, 2, 3, 7 and 8 numbered chitosan preparates, the amounts of
total carbohydrate were calculated respectively as 0.393, 0.213, 0.163 and 0.2 g/mL.
Deacetylation degrees and molecular weights of the polymers were determined by Fourier
Transform Infrared Raman Spectroscopy (FT-IR) and viscometer. Deacetylation degrees and
molecular weights of the preparates were respectively 70.23, 78.96, 82.96 and 80.48%; of
48,272, 48,461, 53,419 and 50,188 g/mol. Antimicrobial activities of chitosan preparates
against 13 bacteria were tested. The inhibition showed against S. epidermidis was determined to
be significant, compared by chitosan standards with low and medium molecular weight. The
effects on theirs antimicrobial activity of temperature (4, 15, 25, 37 and 40°C); pH (5, 6, 7, 8
and 9); chitosan concentration (100.150 and 250 mg/L); other potential compounds (SDS,
Triton X-100, B-mercaptoethanol, and EDTA) and metal ions (10, 20 and 30 mM
concentrations of MgCl,, CaCl,, BaCl,, NaCl and KCI) were examined. It was determined that

the inhibition calculated as %, only increased in the presence of 30 mM MgCl, and BaCl,.

Keywords: Chitosan, CDA, Bacillus sp, Deacetylation Degree, Antimicrobial Activity
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1. GIRIS

Bazi mantar hiicre duvarlarinin yani sira deniz diatomlar1 ve alglerin; bocekler, karides,
pavurya, istiridye ve 1stakoz gibi kabuklularin dis iskeletinin yapisal bileseni olarak
bulunan kitin, selillozden sonra en ¢ok rastlanan ikinci dogal polimerdir (Ak Kalut,
2008; Jiang, 2011). Kitinin kismi deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosan (poli-p-
(1—4)2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoz), Rouget tarafindan 1859 yilinda kesfedilmis
olup glikozamin ve N-asetilglikozamin kopolimerlerinden olusan lineer polikatyonik
dogal bir polisakkarittir (Ak Kalut, 2008; Xie, 2011).

Kitosan, ¢esitli 6zelliklerinde belirleyici olan farkli deasetilasyon dereceleri ile ticari
olarak kabuklu deniz {riinlerinin kabuk atiklarindan geleneksel yontemler ile
tiretilmektedir (Jiang, 2011). En ¢ok kullanilan metot olarak alkali deasetilasyon
uygulamasi tercih edilirsede enzimatik yontemler ile kitinden kitosan iiretimi
miimkiindiir. Deasetilasyon uygulamalar1 sirasinda, polimer N-asetil baglarin kismi
par¢alanmasin1 takiben D-glikozamin {initelerinin olusumu séz konusudur. Bu
tinitelerin serbest amin grup igcermesi polimerin sudaki ¢oziiniirliigiinii arttirmaktadir
(Ak Kalut, 2008).

Ilag salinim sistemleri, kat1 polielektrolitler, siirfaktanlar, implantlar, ultra filtrasyon,
ters osmoz ve evaporasyon i¢in membran olusturma gibi pek cok medikal alanda
kullanimina izin veren kimyasal direng, diisiik toksisite, metal iyonlar1 ile selat
olusturma, antitiimor, antioksidan ve antimikrobiyal aktivite, film olusturma, antibiyoz
ve biyouyumluluk gibi 6zelliklerinden dolayr gida, aritim miihendisligi, kozmetik,
saglik, farmasotik, biyomedikal, tarim ve tekstil gibi pek ¢ok uygulama alani mevcut
biyomateryaller olarak one siiriilmektedir. Bu biyolojik 6zelliklere ek olarak agr1 kesici,
hemostatik, kemik olusumundan sorumlu osteoblastlarin {iretimini hizlandiric,
spermisit, merkezi sinir sistemi depresani, bagisiklik sistemi destekleyicisi ve diseti
dokusu tizerinde rejenaratif etkilerde rapor edilmistir (Dutta ve ark., 2004; Songa ve
ark.,2008; Demir ve Seventekin, 2009; Knezevic-Jugovic ve ark.,2010; Kumar, 2010;
Prabu ve Nataraja, 2012).

Ozellikle potansiyel ila¢ katkis1 olarak geleneksel farmasétik cihazlarin iiretiminde
uygulama alani bulmustur. Mukoza yapisma, protein ve gen salinimina yonelik yeni

ilag tiretimlerinde de kitosanin kullanimi rapor edilmistir (Ak Kalut, 2008).



Pek cok aragtirmaci gida kdkenli gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi
kitosanin antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Gozlemlenen genis aktivite
spektrumundan dolayi, kitosanin antimikrobiyal ¢alismalarina yonelik ilgi giin gegtikge
artmaktadir. Cesitli deneysel kosullar uygulanarak, farkli biyolojik kaynaklardan elde
edilen kitosan Orneklerinin incelendigi gilincel ¢alismalarda antimikrobiyal aktivitede
farkliliklar gozlenmistir. Bu sebeple bilim diinyas: aktivitedeki degisimlere ve
farkliliklara neden olan faktorleri incelemeye yonelmistir. Yapilan arastirmalar,
antimikrobiyal etkinlik lizerinde molekiiler agirlik (MW), deasetilasyon derecesi (DD),
pH ve test organizmasi gibi i¢sel ve digsal faktorlerin etkili oldugunu ortaya
koymaktadir (Jiang, 2011). Ticari olarak kullanilan kitosanlarin deasetilasyon derecesi
%70-95 ve molekiiler agirligi 50-2000 kDa arasinda degismektedir (Ak Kalut, 2008).
Antimikrobiyal aktivitenin yani1 sira hipokolesterolemik ve yara iyilestirici gibi
ozelliklerin belirlenmesi bu polisakkarite olan ilginin, 6zellikle saglik alanindaki
uygulamalari i¢in iimit vericidir. Fakat yeni kesfedilen bir madde olmasi, farmasotik ve
biyomedikal uygulamalar i¢in karakteristik ozellikleri lizerinde degisime neden olan
faktorlere yonelik standardizasyon ¢alismalarini zorunlu kilmistir (Ak Kalut, 2008).

Bu tip uygulamalarda kullanilacak kitosan, i¢sel 6zellikleri (saflik, molekiiler agirlik,
viskozite ve deasetilasyon derecesi) ve fiziksel formlari ile karakterize edilmektedir. Bu
karakteristiklerin yani1 sira, uygulama ve iretim proseslerindeki pek c¢ok faktor son
iiriiniin eldesini etkileyebilecegi i¢in kitosan iirlinlinlin kalitesi ve Ozellikleri de
cesitlilik gosterebilmektedir (Ak Kalut, 2008).

Ticari olarak kullanilacak kitosanin kalitesi, N-asetil gruplarinin deasetilasyon derecesi
(kitinin yapisindaki aminoasetil gruplarindan asetil grubunun uzaklastirilmasi derecesi),
molekiiler agirhigi, safligi, liretim prosesi ve homojenligene baglh faktorlerin etkisi
altinda cesitlilik gostermektedir. Yapr ve Ozellik arasindaki iliskinin incelendigi
calismalarda, ¢ogu etkin kitosanin fermantasyon kosullarinda kontrol edilebilmesini
saglayan yiiksek pozitif yiikk yogunluguna sahip ve orta-diisiik molekiiler agirlikli
oldugu belirlenmistir. Deasetilasyon derecesinin belirlenmesine yonelik uygulamalarda
ise kitosan toksisitesinin deasetilasyon derecesine (DD) bagli oldugu ortaya konmustur.
%35’ten yiiksek deasetilasyon derecesindeki kitosanlarin diisiik toksisiteye sahip

oldugu belirlenmistir. Mikrobiyal yontemlerle iiretilen kitosanlarin genellikle diisiik



deasetilasyon derecesi ve orta-diisiik molekiiler agirlik gosterdigi literatiirde
bildirilmistir (Knezevic Jugovic ve ark., 2010; Jiang, 2011; Prabu ve Nataraja, 2012).
Kitosanin NaOH piroliz (1s1l ayrisim) metodu ile kimyasal olarak kitinden iiretildigi
geleneksel yontemlerde kullanilan organik asit ¢dziicliler bu biyopolimerin
fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini bozabilmektedir. Ve bu bozunma homojen
olmayan diisiikk kalitede iirlinlerin olusumuna neden olabilmektedir (Kaur ve ark.,
2012).

Son {iriinlin karakteristik 6zelliklerinde bozulmalarin gézlenmesi, ¢evre kirliligi ve
yilksek enerji tiiketimi gibi bazi dezavantajlar kimyasal metodun kullanimini
sinirlandirmaktadir.  Yontemin dezavantajlari  géz Oniinde bulunduruldugunda,
endiistriyel acidan bu denli kullanigli bir biyopolimerin en yiiksek kapasitede elde
edilmesine olanak saglayan biyolojik prosesler 6nem kazanmaktadir. Bu sebeple ticari
amagla kullanilacak kitosanin, liretim siireglerindeki kimyasal proseslerin asgari diizeye
indirgenmesini ve seker zincirlerinin biyopar¢alanmasi ile alkalin atiklarin azaltilmasini
miimkiin kilan ¢evre dostu biyolojik yontemlerin temel alindigi endiistriyel iirtinlerin
eldesinde bakteriler, mayalar, mantarlar ve enzimler gibi biyolojik materyallerin
kullanim1 bilimsel diinyada 6n plana ¢ikmaktadir.

Cok genis bir perspektifte kullanim alanina sahip ve parcalanarak tekrar doga
tarafindan emilimi miimkiin biyopolimerin, geleneksel proseslerle elde edilenlere
kiyasla daha etkin antimikrobiyal aktiviteye sahip kitosanin kisa siirede ve diisiik
maliyetli enzimatik  yOntemlerle {iretilmesi c¢alismamizin  temel amacim

olusturmaktadir.

1.1. Dogal Antimikrobiyal Ajanlar

Son on yildir, 6zellikle gida endiistrisi basta olmak iizere pek ¢ok alanda mikrobiyal
zararlilarin kontrol edilebilmesi i¢in sorbat, benzoat, siilfit gibi geleneksel koruyucu
maddeler kullamilmaktadir (Jiang, 2011). Kimyasal olarak sentezlenen bu
antimikrobiyal ajanlar yerine, patojenler ile miicadele i¢in dogal ve diislik toksisitede
koruyucu maddelerin iiretimine ve kullanimina yonelik uygulamalarin giin gectikge
artigt  gozlenmektedir (Jiang, 2011). Dogal antimikrobiyaller mantar (kitosan,

antibiyotik, lizozim ve laktoperoksidaz), bitki (aldehitler, esterler, baharatlar ve ugucu



yaglar), mikroorganizmalar (nisin) ve hayvanlar (kitin ve kitosan) gibi pek c¢ok farkl
kaynaklardan elde edilmektedir (Jiang, 2011).
1.2. Kitin

Kitin, dogada bol miktarda bulunan hayvan orjinli bir polisakkarittir ve fibros bir yap1
ile karakterize edilmektedir (Goy ve ark., 2009). 1k kez Bradconnot tarafindan 1811°de
kitin ismi kullanilmistir (Jiang, 2011). B-(1—4) glikozid baglarla bagh 2-asetamid-2-
deoksi-B-D-glukoz (N-asetil-D-glikozamin) tekrar initelerinden olusan ve suda
¢oziinmeyen lineer bir polisakkarittir (Dutta ve ark., 2004; Varesano ve ark., 2011).
Kitinin kimyasal yapisi, her monomer iizerinde bir asetilamin grup ile yer degistiren bir
hidroksil gruba sahip olmasiyla selilloze benzerdir (Sekil 1.1) (Goy ve ark., 2009).
Seliiloz iireten organizmalarda gozlenmemesine ragmen, onceleri bir seliiloz yan iiriini
olarak distinlilmekteydi. Fakat ilerleyen c¢aligmalarda kitin polimerinin C2
pozisyonunda asetamid gruplar icermesi ile seliilozden farkliligi ortaya konmustur.
Kitinin yillik olarak hemen hemen seliiloz kadar iiretildigi tahmin edilmektedir (Dutta
ve ark., 2004). Kitin ¢esitli polimorfik formlar iginde olusmakta fakat o-kitin mantar
duvarlarinda en ¢ok bulunan formdur. a-kitinde, tek zincirler mikrofibriller i¢erisinde

kiimelesen giiglii ve sert yapidir (Knezevic-Jugovic ve ark., 2010).

, Seliloz
4

Sekil 1.1. Kitin ve seliilozun kimyasal yapisinin sematik gosterimi (Ak Kalut, 2008)

Karides, pavurya, istiridye ve 1stakoz gibi kabuklularin ve boceklerin dis iskeletlerinin
asil bilesenini olusturmaktadir (Goy ve ark., 2009; Jiang, 2011). Kitinin baslica
kaynaklar1 Cizelge 1.1’de ozetlenmistir. Kitinin ekstraksiyonu, kalsiyum karbonat
yapmin sicaklik muamelesi ile bir asitle uzaklastirilmas: (demineralizasyon) ve

proteinlerin uzaklastiritlmas1 (deproteinizasyon) asamalarini i¢ermektedir. Protein



uzaklagtirma basamagi genellikle alkali muameleler ile (NaOH  gibi)
gerceklestirilmektedir. Ekstre edilmis saf formunda, kitin beyaz, sert, yliksek diizeyde
kristalin, yar1 saydam, elastik ve oldukga direngli bir yapiya sahiptir. Bununla birlikte,
diisiik ¢oziniirlik ve diisiik reaktivite gostermektedir (Goy ve ark., 2009). Nitrojen

varligina ragmen kitinin immiinojenisitesi oldukga diistiktiir (Jiang, 2011).

Cizelge 1.1. Kitinin baglica kaynaklar1 (Jiang, 2011)

Organizma Kitin icerigi (%)
Yengec 72.1
Kabuklular Karides 69.1
Istakoz 69.8
N Sinek 54.8
Bocekler Kelebek 64.0
Aspergillus niger 42.0
Mantdlge Mucor rouxii 44.5

Kitinin yapisi, glikan halka iizerindeki C2 pozisyonunda amin radikallerine bagl asetil
gruplarin, konsantre alkali soliisyonlar ile yiiksek sicakliklarda kimyasal hidrolizasyonu
sonucu yapidan uzaklastirilmasi ile modifiye edilebilmektedir. Asetil amin gruplarin
fraksiyonu %35-40 kadar azaltildiginda, ortaya ¢ikan iiriin kitosan ((1-4)-2-amin-2-
deoksi-p-D-glukan ve (1-4)-2-asetamid-2-deoksi-pB-D-glukan) olarak ifade edilen bir
kopolimerdir (Goy ve ark., 2009).

1.3. Kitosan

Kitosan, kitinin alkali deasetilasyonu (%40-50) ile iiretilen bir biyomateryaldir. Bu
deasetilasyon tam anlamiyla ger¢eklesmedigi i¢in, kitosan kitinin kismi N-deasetile
edilmis yan triinii olarak ifade edilmektedir (De Britto ve ark., 2011). Fermantasyon
teknolojisinde biyolojik materyal olarak mantarin (Aspergillus niger) kiiltiivasyonu ile
kitosan elde edilmektedir. Mantarlar bu polimer igin alternatif bir kaynaktir. Yapisal
olarak kitosan, P(1—4) bagl iki monosakkarit N-asetil-D-glikozamin ve D-
glikozamin’den olusan yiikksek molekiiler agirhikta lineer polikatyonik bir
heteropolisakkarittir.  Kitosan C2 pozisyonundaki amino grup ve C3-C6
pozisyonlarindaki birincil ve ikincil hidroksil gruplari olmak iizere 3 tip reaktif
fonksiyonel gruba sahiptir. Sekil 1.2°de kitosanin kimyasal yapisi gosterilmistir.

Kitosan polimerindeki iki monosakkaritin oranlari, molekiiliin deasetilasyon derecesine,



molekiiler agirligina, viskozitesine ve pKa degerlerine gore degiskenlik gostermektedir

(Jiang, 2011).
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Sekil 1.2. Kitosanin kimyasal yapisi(Ak Kalut, 2008; Jiang, 2011)

Molekiiliin s6z konusu oOzellikleri fizikokimyasal yapisint ve uygulama alanlarini
dogrudan etkilemektedir. Kitinin ¢dziinememesine karsin, serbest amino gruplarinin
varlig1 ve gruplarin protonasyon 6zelliginden dolayi, kitosan zinciri asetik asit, laktik
asit ve formik asit gibi diliie asitler icerisinde ¢ozilinebilmektedir (Jiang, 2011).

Kitosan molekiiler agirligt (MW) ve deasetilasyon derecesi (DA) ile karakterize
edilmektedir. Molekiiler agirligi 100-1000 kDa arasinda degisen ve deasetilasyon
tiniteleri %85°ten fazla olan kitosan polimerleri ticari olarak kullanighdir. Polimerin
molekiiler agirligimi belirlemek icin spesifik standart yoktur. Fakat diigsiik molekiiler
agirlik<50 kDa, orta molekiiler agirlik 50-150 kDa ve yiiksek molekiiler agirlik>150
kDa olarak kabul edilmistir (Goy ve ark., 2009).

Kitosan zayif bir bazdir ve suda ¢oziinmez fakat pKa’s1 yaklasik 6.3’lin asagisindaki
diliie sulu asidik soliisyonlarda ¢oziinebilir. Bu asidik muamele ile glukozamin {initeler
(NH,) ¢bziinebilir protonlu forma (-NH'3) doniismektedir. Kitosanin ¢oziinebilirligi
biyolojik kaynagina, molekiiler agirligina ve asetilasyon derecesine bagli olarak
degisebilmektedir (Goy ve ark., 2009).

Diliie asit soliisyonlarinda ¢oziinebildigi i¢in, siki ve porlu yapidaki kitosan filmler
kaliba dokme veya daldirma ile hazirlanabilmektedir. Biyofonksiyonel materyal olarak
kitosan filmler, canli dokularca tolere edilebildiklerinden dolay1 6zellikle taze gidalarin
kalitesini korumak ve raf Omriinii uzatmak i¢in yenilebilir kaplamalar olarak da
kullanilmaktadir. Tibbi alanda ise, doku ve kemik miihendisliginde iskele olarak ve
tedavi edici yara pansuman malzemesi olarak test edilmektedir. Bunun yani sira,

kitosan polimerinde, biyouyumlulugu arttirarak mekaniksel ve c¢oziinebilirlik



Ozelliklerinin maniipilasyonu i¢in kimyasal tiirevlendirilmesi izin veren fonksiyonel
gruplar mevcuttur (Goy ve ark., 2009).

1.3.1. Kitosanin suda ¢oziinebilirligi

Kitin ve kitosan ¢esitli antimikrobiyal 6zellikleri ile ilgi ¢ekici biyomakromolekiiller
olmalarina ragmen, her iki molekiil suda ¢oziinlir olmadigi i¢in uygulamalar oldukga

siirhdir. Kitosanin sudaki formu Sekil 1.3°te gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Kitosanin sudaki formu (Demir ve Seventekin, 2009)

Suda c¢oziinebilir kitosan yan {riinleri, sulu besi ortam pH’sinin katyonik bir
polielektrolit karakteristik bagimsizligi ile polimer zincirlerin stirekli pozitif
yiiklenmeleri sonucu kazanilabilmektedir. Bu yiiklenme amino gruplarin nitrojen
atomlarinin kuaternerlestirilmesi icin basarilmistir. Bunun i¢in, kitosanin dimetilsiilfat,
NaCl ve NaOH igerisinde siirdiiriilen, N,N,N-trimetilkitosan olusumu ile sonuglanan
genis bir metilasyon gerektirir (Sekil 1.4). Kitosan yan diirlinlerinin sentezi C2
pozisyonundaki amino gruplar tizerinde metil fonksiyonellik asilanmasi ile

gerceklestirilmektedir (Goy ve ark., 2009).
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Sekil 1.4. Kitosan amino gruplarinin kuaternerlesmesine yol acan reaksiyonun sematik
gosterimi (Goy ve ark., 2009)

Kitosanin kuaterner tuzlarinin bakterilere karsi kitosandan daha yiiksek antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ortaya konmustur. Jia ve ark. (2001) N-propil-N,N-dimetil kitosan
yan iriiniiniin E. coli’ye kars1 aktivitesinin kitosandan 20 kat daha yiiksek oldugunu
rapor etmislerdir. Bu bulgular 6zellikle katyonik yiiklii yan iiriinlerin yliksek aktivite
gosterdigine isaret etmektedir. Kitosan yan {iriinlerin 6nemli bir 6zelligi de alkil kismin
antimikrobiyal aktivitede dnemli bir rol oynadigina yonelik kanitlardir. Xie ve ark.,
(2011) gore, notral pH’da, NHy’nin protonasyon derecesi ¢ok diisiiktiir boylece
NH*3’iin itimi zayiftir. Boyle kosullar altinda, molekiiler aras1 ve molekiil i¢i hidrojen
baglar, bakteri hiicre duvar1 ve yan iiriin arasindaki yapisal ¢ekimi dogruluyan polimer
zincirin hidrofobik ve hidrofilik kisimlarinda hidrofobik mikro-bdlgenin olusumuna
neden olmaktadir.

Rabea ve ark. (2003) antimikrobiyal aktivitenin alkil kisim igeriginin artmasiyla
arttigin1 ortaya koymustur. Yapmis olduklar1 ¢aligmada, zincir uzunlugu iizerinde alkil
yer degisimin artmasiyla antibakteriyel aktivite de artmustir.

Kitosanin kuaterner tuzlarinin yani sira, hidroksipropil ve karboksimetil kitosanlar gibi
diger suda coziinebilen yan iiriinleri de mevcuttur. Yiiksek degistirim dereceli (DS)
hidroksipropil kitosan yan lirlinler suda ¢oziinmez, fakat maleik asitle agilanma sonrasi
iriin notral pH’da ¢oziinebilir forma doniisiir ve diger yan iirlinlere gore daha yiiksek
antibakteriyel aktivite gosterir. Bu yan {irlinlerin ¢alismalari, mikrobiyal-antimikrobiyal
ajan etkilesiminde sz konusu mekanizmalarin agiklanmasinda ¢ok dnemlidir. Ornegin,

notral ve alkalin besi ortamu igin, kitosanin katyonik dogasi antibakteriyel aktivitesini



tam olarak agiklayamamaktadir. Ancak kitosan zincirindeki NH; gruplarinin giiclii
esgiidiim kabiliyeti olas1 bir mekanizmay1 tanimlayabilmektedir.

Sun ve ark. (2006) tarafindan yapilan karboksimetil kitosan ile ilgili ¢alismada, hem
pozitif hem de negatif yer degisimli gruplar i¢eren yan iirlin ortaya konmustur. Bu
sonuclar antimikrobiyal mekanizmanin agiklanmasina yon vermistir. Karboksimetil
kitosanin antimikrobiyal aktivitesi ya kuaterner gruplarin yer degistirme derecesi ya da
molekiiler agirliktan etkilenmektedir. Karboksimetil gruplarin  yer degistirme

derecesinin etkisi agik degildir (Goy ve ark., 2009).

1.3.2. Kitosanin karakteristikleri
Kitosanda deasetilasyon derecesi

Deasetilasyon prosesi kitinin molekiiler zincirinden asetil gruplarin ayrilmasin takiben,
yiiksek diizeyde kimyasal reaktif amino gruplar tasiyan bir bilesigin (kitosan) olusumu
ile sonlanan reaksiyonlar1 igermektedir. Deasetilasyon derecesi kitosanin
fizikokimyasal oOzelliklerini etkiledigi gibi biyopar¢alanma ve immiinolojik
aktivitelerini de etkilemektedir (Ak Kalut, 2008). Kitin ve kitosan arasinda
deasetilasyon derecesine dayali kesin bir adlandirma smir1 tanimlanamamaistir.
Ortalama olarak zincirdeki her alt1 ve yedi kokte bir serbest amino grubun varligina
yonelik sonuglar elde edilmistir.

Kitosanin deasetilasyon derecesi elde edilen kaynaga ve uygulama metotlarina bagh
olarak ortalama %80 olmakla birlikte %56 ve 99 arasinda degiskenlik gostermektedir.
Kitosanin deasetilasyon derecesinin belirlenmesi i¢in ninhidrin testi, lineer
potansiyometrik titrasyon, niikleer manyetik rezonans spektroskopi, yakin kizil Gtesi
spektroskopi, hidrojen bromiir titrimetri, kizil Gtesi spektroskopi gibi ¢esitli metotlar

kullanilmaktadir (Ak Kalut, 2008).

Molekiiler agirhk

Kitosan yiiksek molekiiler agirlikta bir biyopolimerdir. Kompozisyonu gibi, molekiiler
agirlig1 da kaynagina ve elde edilen metoda gore degiskenlik gostermektedir. Saf kitinin
molekiiler agirhigr genellikle bir milyon daltondan daha biiyiiktiir. Genelde yiiksek
sicaklik, ¢oziinebilir oksijen ve basing stresi kitosan1 pargalayabilmektedir. Ornegin

280°C’de kitosanin termal yikimi gergeklesir ve polimer zincirleri hizlica yikilir. Sonug



olarak diisilk molekiiler agirlikta bir {iriin elde edilir. Bunun yani sira, yliksek
sicakliklarin ve konsantre asitlerin (asetik asit ve siilfirik asiti takiben HCI) kullanimi
ile yiriitilen depolimerizasyon basamagi da molekiiler agirhig etkilemektedir.
Kitosanin molekiiler agirligi kromatografi, viskozimetre ve 1sik sa¢ilim metotlar1 ile

belirlenebilmektedir (Ak Kalut, 2008).

Viskozite

Viskozite kitosanin molekiiler agirliginin belirlenmesinde 6nemli bir faktér oldugu
kadar gida sistemleri gibi kompleks biyolojik c¢evrelerde ticari kullanimi etkileyen bir
parametredir. Yilksek molekiiler agirlikta kitosanlar siklikla endiistriyel proseslerde
arzu edilmeyen yiliksek viskoz soliisyonlar olusturur. Kitosanin viskozitesi
demineralizasyon siiresinin artmasi ile azalmaktadir. Asetik asit icerisinde kitosanin
viskozitesi pH azalmasi ile artma egilimindedir. Fakat HCI igerisindeki pH azalmasi ile
viskozite azalmaktadir. Bu durum iyon kuvveti yani sira iyonizasyon derecesinin bir
fonksiyonu olan kitosanin ‘I¢sel Viskozitesi’ olarak tamimlanmaktadir. Kitin
hazirlamada %3 NaOH ile deproteinizasyon ve demineralizasyon asamalarinin
eliminasyonu ile elde edilen kitosanin viskozitesinin azaldigi rapor edilmistir. Agartic
materyallerin (aseton ve sodyum hipoklorit) kullanimmin da kitosanin viskozitesini
azalttig1 belirlenmistir (Ak Kalut, 2008).

Benzer sekilde kitosanin viskozitesinin fiziksel (6glitme, 1sitma, otoklavlama ve
ultrasonikasyon; dondurma hari¢) ve kimyasal (ozon) metotlara bagli olarak muamele
siiresi ve uygulanan sicaklik arttikca azaldigr belirtilmistir. Kitosan soliisyonunun
+4°C’de depolanmasi siiresince viskozite stabilitesini korumaktadir. Partikiil
biiylikliigiiniin kalite iizerindeki etkisi agiklanmistir. Kitosan iriinlerindeki 1 mm
partikiil biiyiikliigiiniin 2 veya 6.4 mm’ye yiikselmesi daha yiiksek molekiiler agirliga
ve viskoziteye isaret etmektedir. Ayrica partikiil biiyiikliigliniin artis1 sisme zamanini
uzattigindan Uriiniin diistik bir deasetilasyon derecesine sahip olduguna yonelik kanitlar

da elde edilmistir (Ak Kalut, 2008).

Coziiniirliik

Kitin pek ¢ok organik ¢oziiciide ¢oziinememesine karsin, kitosan pH 6.0’1n altindaki

diliie asidik soliisyonlarda kolaylikla ¢oziinebilmektedir. Asetik asit, formik asit ve
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laktik asit gibi organik asitler kitosanin ¢oziinmesi i¢in kullanilmaktadir. Referans
olarak, genellikle pH 4.0°da %1°lik asetik asit soliisyonu tercih edilmektedir. Kitosan
%1’lik HCI soliisyonunda da c¢oziinebilir ancak siilfirik asit ve fosforik asitte
¢oziinemez. Inorganik asitte kitosanin ¢oziinebilirligi smirlhdir. Yiiksek sicakliklarda
konsantre asetik asit soliisyonlarinda kitosanin depolimerizasyonu gergeklesir. pH
7.0’m iizerinde kitosanin ¢oziinebilirliginin stabilitesi azalmaktadir. Yiiksek pH’da
presipitasyon veya jelasyon egilimleri s6z konusudur. Jel formunda, kitosan soliisyon
anyonik hidrokolloid ile poli-iyon kompleks olusturur (Ak Kalut, 2008).

Kitosan ve asit arasindaki konsantrasyon orani ¢oziiniirlilkte onemli bir faktordiir.
Organik ¢oziiciiniin %50 kadar yiiksek konsantrasyonunda kitosan bir viskozifer olarak
davranir. Sicaklik, deasetilasyon zamani, alkali konsantrasyon, kitin izolasyonu
sirasinda uygulanan 6ncii muameleler, kitin oran1 ve partikiil biiyiikliigii gibi 6nemli
faktorler kitosanin ¢ozilinebilirligini etkilemektedir (Ak Kalut, 2008).

Coziinebilirlik deasetilasyon derecesi ile kontrol edilmektedir. Istenilen ¢dziinebilirligi
kazanmak icin en az %85 deasetilasyon derecesinin gerekli oldugu tahmin
edilmektedir. Saf kitinin %45-50’lik NaOH ¢6zeltide 10-30 dk. 6n muamelesi ile elde
edilen asit ¢oziinebilir kitosanlar i¢in, %1°lik asetik asit ¢ozeltisinde %95’in lizerinde
¢oziinebilirlik elde edilmistir. %45°lik NaOH ile yalnizca 5 dk.; %40’lik NaOH ile 30
dk. muamele edilmis kitinlerden elde edilen kitosanin %1°lik asetik asit ¢oziinebilmesi

icin yeterli deasetilasyon ger¢eklesmemistir (Ak Kalut, 2008).

Hacimsel yogunluk

Karidesten elde edilen kitinin hacimsel yogunlugu (0.06 g/mL), yengecten iiretilene
(0.17 g/mL) gore daha fazla porlu oldugu goézlenmistir. Yapilan bir ¢alismada dikenli
1stakoz kabugundan elde edilen kitin ve kitosanin hacimsel yogunlugu 0.39 g/crn3
olarak  hesaplanmistir.  Dikenli 1stakoz  kabugunun demineralizasyon ve
deproteinizasyon veya her iki metotla muamele edildiginde kitin ve kitosan arasinda
hacimsel yogunlukta belirgin bir fark elde edilememistir. Kitosanin hacimsel yogunlugu
elde edilen kaynagin yani kabuklularin tiirline goére ve 6n muamele islemlerine gore
farklilik tasimaktadir. Boylelikle ticari {riinler arasindaki farklilik daha net
anlasilmaktadir. Aymi1 ¢alismada deasetilasyon derecesinin artisiyla, hacimsel

yogunlugun azaldig1 da rapor edilmistir.(Ak Kalut, 2008).
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Renk

Kabuklularin kabugundaki pigment kitinle kompleks (4-keto ve ii¢ 4, 4’-diketo-f-
karoten yan {irlinler) olusturmaktadir. Kitosan tozu dogada oldukca zayiftir ve rengi

soluk saridan beyaza kadar cesitlilik gostermektedir (Ak Kalut, 2008).

Su ve yag tutma kapasitesi (WBC ve FBC)

Kitosanin su tutma kapasitesi seliilozden hatta kitinden bile 6dnemli diizeyde fazladir.
Kitosanin su tutma kapasitesi temel olarak ortalama %581 ile %702-1150 arasinda
degismektedir. Kitosanin su ve yag tutma kapasitesi iizerinde demineralizasyon ve
deproteinizasyon gibi basamaklarin belirgin bir etkisi oldugu da rapor edilmistir.
Demineralize edilmis kabugun deproteinizasyonu, deproteinize edilmis kabugun
demineralizasyonu ile karsilastirildiginda kitosana yiiksek su tutma kapasitesi
kazandirmistir. Ayrica agartict kullanilmamis dekolorizasyon prosesleri kitosanin su
tutma kapasitesinde bir azalmaya neden olmaktadir (Ak Kalut, 2008).

Kitin ve kitosanin yag tutma kapasiteleri kitosanda kitine gore daha diisilk olmakla
birlikte %315 ve 170 olarak belirlenmistir. Kitosanin iiretimi siiresince uygulanan
dekolorizasyon calismalarinin kitosanlarin yag tutma kapasitesini azalttigi ortaya
konmustur. Azalmis viskozite de yag tutma kapasitesinin azalmasina neden olmaktadir
(Ak Kalut, 2008).

Deproteinizasyondan 6nce demineralizasyon ve takiben deasetilasyon basamaklari
uygulandiginda, demineralizasyon Oncesi deproteinizasyon asamasinin yiiriitiilmesine

gore kitosanin yag tutma kapasitesinde artma kaydedilmistir (Ak Kalut, 2008).

Emiilsiyonlasgtirma

Kitosan tek basina emiilsiyonlar liretememesine ragmen kontrol ile karsilastirildiginda
kitosanin eklenmesiyle yumurta sarisinin emiilsiyonlastirma kapasitesinin arttig1 rapor
edilmistir. %0.1 veya 0.3 ile karsilastirildiginda %0.5 kitosan konsantrasyonunda en iyi
emiilsiyonlagtirma kapasitesi gdzlenmistir. Genel olarak, kitosan emiilsiyonlar1 sicaklik
degisimlerinde oldukca stabildir. Viskozite ve deasetilasyon derecesinin kitosanin
emiilsiyonlagtirma o6zelligi icin belirleyici bir faktor oldugu one siirlilmiistiir. Orta

deasetilasyon derecesindeki kitosan i¢eren protein soliisyonunun, yiiksek deasetilasyon
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derecesindeki kitosan icerene gore diigiik etkili emiilsiyon iirettigi ortaya konmustur

(Ak Kalut, 2008).

Film olusturma

Kitosan kaplamalarin domates, ¢ilek gibi sebze ve meyvelerin bozulmasini 6nemli
diizeyde Onledigi gozlenmistir. Kontrol 6rnekleri ile karsilastirildiginda, kitosan kaplh
meyvelerin depolamasi ile yalnizca yiiksek titrasyon asitligi degil ayn1 zamanda daha az
pigmentasyon ve bozulmada yavaglama belirlenmistir (Jiang, 2011). Diisiik molekiiler
agirlikta kitosan fitopatojenlere karsi, yiiksek molekiiler agirliktaki kitosandan daha
fazla inhibitor etkiye sahiptir (Ak Kalut, 2008).

Kitosan, taze veya paketlenmis balik ve islenmis et frlinlerindeki psikotropik
patojenlerin kontrolii i¢in gida koruyucu olarak kullanima uygun film olusturma
yetenegine sahiptir. Kitosanin en yiliksek potansiyel uygulamalart meyve koruma
proseslerinde kaplama ajani olarak yer bulmasidir. Kitosanin biyoparcalanabilirligi,
plastik tabanli petrokimyasallarin belirsiz yikimi ile meydana gelen g¢evresel kirlilik
acisindan avantajl 6zelliklerinden biridir (Ak Kalut, 2008).

N, O-karboksimetil kitosan oksijen ve hidrojen gibi gazlara nispeten gecirgen giiglii bir
film olusturur. Elmalar bu materyalle kaplanarak alt1 aydan fazla bir siire i¢in tazeligini
koruyabilmektedir. Kitosan kaplamalarin muzun olgunlagsmasini 30 giin kadar

erteledigi de belirlenmistir (Ak Kalut, 2008).

1.3.3. Kitosanin biyolojik 6zellikleri

Kitosan ve yan iiriinlerinin biyoparcalanabilirlik, biyouyumluluk ve diisiik toksisite gibi
onemli 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 tip, farmasétik ve endiistriyel uygulamalar
bakimindan bu polimerler ticari olarak ilgi odagi haline gelmistir (Raafat ve Sahl, 2009;
Jiang, 2011). Buna ek olarak kitosanin analjezik, antitimdr, hemostatik,
hipokolesterolemik, antimikrobiyal ve antioksidan o&zellikleri de rapor edilmistir
(Kumar ve ark., 2004; Jiang, 2011).

Biyoparcalanabilirlik

Geleneksel olarak, kitosan oligomerlerini iiretebilmek ic¢in fiziksel, kimyasal ve

enzimatik metotlar kullanilmaktadir. Ozon muamelesi ve ultraviyole radyasyonu iceren
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fiziksel metotlar kitosanin parcalanmasint hizlandirdigi icin tercih edilmektedir.
Kitosan memelilerde mevcut degildir fakat lizozim, pepsin, papain, seliilaz, pektinaz,
proteazlar ve lipazlar gibi ¢esitli spesifik olmayan enzimlerce in Vvitro
pargalanabilmektedir. Bununla birlikte kitosanaz (kitosan N-asetil-glikozamin-hidrolaz)
tarafindan da katalizlenmektedir.

Kitosanin biyoparcalanabilirligi glikozamin glikanlar ve glikoproteinleri iceren cesitli
uzunlukta toksik olmayan oligosakkaritlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Jiang,
2011).

Kitosan parcalanma kinetiginin, deasetilasyon derecesi ile kontrol edilen kristallik
derecesine bagli oldugu gozlenmektedir. Dahasi, asetil gruplarin yikimi da
biyoparcalanabilirligi etkiler. Asetil gruplarin yoklugu enzimatik parcalanmayi g¢ok
diisiik diizeylerde birakir.

Baz1 caligmalarda deasetilasyon derecesi azalirken parcalanma oraninin arttigi
gdzlenmistir. Ornegin, lizozim varhginda kitosan soliisyonlarinin viskozitesinde
kitosanlarin enzimatik davranislarindaki degisimler incelenmistir. Diisiik deasetilasyon
dereceli kitosanlarin daha hizli parcalanabildigi gosterilmistir. Bununla birlikte bazi
aragtirmacilar, kitosan molekiiliinde asetamid gruplarin yikimindaki cesitliliklerden
dolayr parcalamadaki farkliliklar1i rapor etmislerdir. Bu durum molekiil i¢i ve
molekiiller aras1 itme kuvvetinin degisimiyle kitosan soliisyonunun viskozitesini
etkileyen deasetilasyon kosullarindaki farkliliktan ileri gelmektedir. Boylece, kitosanin
biyopar¢alanma oranmin yalnizca deasetilasyon derecesine bagli olmadigi ortaya

konmaktadir (Jiang, 2011).

Biyouyumluluk

Kitosanm ilgi cekici diger bir biyolojik &6zelligi de biyouyumluluktur. Ornegin,
kitosanin fonksiyonu konaktan etkilenmez ve herhangi bir beklenmedik lokal ve
sistemik etkilere yol a¢maz. Kitosan nazal epitelyumun yani sira deri, okiiler
membranlar igeren canli dokular tarafindan tolere edilmektedir. Bu 6zellik 6rnegin
karakteristigine (dogal kaynak, molekiiler agirlik, deasetilasyon derecesi ve iiretim

metotlar1) de baglidir (Jiang, 2011).
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Diisiik toksisite

Dogal polisakkaritlerle karsilastirildiginda, diisiik toksisite kitosanin dikkat ¢ceken diger
ozelliklerindendir. Kitosanin fareler iizerinde siirdiiriilen in vivo toksisite analizlerinde
tuz ve glukoz i¢in elde edilen degerlere benzer olarak ortalama oldiiriicii dozu 16g/kg
(LDso)’dir. Kitosanin toksisitesi deasetilasyon derecesine baglhidir. Onceki ¢alismalarda
%35’ten yliksek deasetilasyon dereceli kitosanlarin diisiik toksisite gosterdigi ancak
%35’1n altindaki bir deasetilasyon derecesinin ise doz bagimli toksisiteye neden oldugu

gozlenmistir (Jiang, 2011).

Antimikrobiyal aktivite

Kitin ve farkli formlarda kitosan (soliisyonlar, filmler ve kompozitler) in vivo ve in
vitro interaksiyonlari iceren deneysel c¢alismalarda algler, bakteriler, mayalar ve
mantarlar gibi genis hedef organizmalara karsi antimikrobiyal materyal olarak
incelenmektedir (Rhim ve ark., 2006). Kitin, kitosan ve yan triinlerinin antimikrobiyal
potansiyelleri  1980-1990’lardaki  ¢alismalarda tanmimlanmistir.  Genellikle bu
calismalarda, siklikla aktiviteler arasinda kesin bir ayrim olmamakla birlikte
bakterisidal (yasayan bakterileri veya bazi fraksiyonlar igerisindeki bakterileri 61diirme)
veya bakteriyostatik (bakterilerin gelisimini engelleme fakat bakterileri o6ldiiriip
6ldiirmedigi ifade edilemeyen) aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir. Kesin mekanizmanin
tam anlamiyla anlasilamamasi ve gesitli diger faktorlerin antibakteriyel harekete katki
saglayabilmesine ragmen literatiirdeki son wveriler, kitosani bakterisidalden ¢ok
bakteriyostatik olarak karakterize etme egilimindedir (Goy ve ark., 2009).

Giliniimiize degin kitosana yonelik {i¢ antibakteriyel mekanizma ortaya konmustur. En
cok kabul edilebilir model, pozitif yiiklii kitin/kitosan molekiilleri ve negatif ytiklii
mikrobiyal hiicre membrani arasindaki etkilesimdir. Bu modelde, etkilesime membran
yiizeyindeki elektronegatif bolgeler i¢in Ca*?ile yarigsan negatif kalintilar ve protonlu
NH*3 gruplar arasindaki elektrostatik kuvvet aracilik etmektedir (Goy ve ark., 2009).
Bu elektrostatik etkilesim iki yonlii miidahale igerisinde sonlanir: 1. Membran-duvar
gecirgenligi 6zelligindeki degisimin tetiklenmesi ile i¢ ozmotik dengesizlige neden
olmak ve sonu¢ olarak mikroorganizmalarin gelisiminin inhibe edilmesi, 2.
Mikroorganizma duvarindaki peptidoglikanlarin hidrolizi ile potasyum iyonlar1 ve

diger diisiikk molekiiler agirlikli proteinli bilesenler (proteinler, niikleik asitler, glukoz
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ve laktat dehidrogenaz) gibi intraselliiler elektrolitlerin sizmasina neden olma (Xiao-
Fang ve ark., 2010; Wang ve ark., 2012)

Bu model Raafat ve ark. (2008) tarafindan giincel bir ¢alismada incelenmistir. Pozitif
yiiklii kitosana maruz birakilan S. simulans 22 hiicrelerinin ultrastriiktiirel degisimleri
gecirimli elektron mikroskobisiyle gozlenmistir. Bakteri hiicre yiizeyine baglanmis
kitosan molekiillerini gdzlemek ve tanimlamak olasidir. Etkilesim bdlgesindeki duvar
altinda vakuol benzeri yapilarin olusumuna neden olan, hiicre membraninin bdlgesel
olarak hiicre duvarindan ayrilmaya baslamasi kaydedilmistir. Bu ayrilma, i¢ hiicre
basincinda azalmalari tetikleyen iyonlarin ve suyun disart akigina neden olmaktadir.
Etkili bir membran lizisinin gorsel kanitlar1 gram pozitif ve gram negatif bakterilerde
rapor edilmistir (Goy ve ark., 2009).

Bu mekanizma elektrostatik etkilesime bagli oldugu icin, pozitif yiiklenmis aminlerin
sayist arttikca antimikrobiyal aktivitenin artacagi da ileri siiriilmektedir. Bu fikir
kitosan i¢in bulunan aktivitenin kitin i¢in kaydedilenden yiiksek olmasini deneysel
olarak kanitlamaktadir. Yiikli bir bakteriyel ylizeye baglanmak i¢in bulunan
polikatyonik kitosan miktari, kitosan konsantrasyonun artmasiyla azaldigir gézlenmeye
degerdir. Soliisyonda hala kitosan varken, yiikli bolgelerin fazla olmast durumunda,
zincirlerin molekiiler toplanma ile kiimeler olusturma egilimde olmasi olasi bir
aciklamadir. Gozlemler yiiksek konsantrasyonlardaki kitosanin, bakteri tiplerinden
bagimsiz olarak yiizeye baglanma gerektirmeden bakteri lizerinde bir tabaka olusturma
egilimini teyit etmektedir. Boyle durumda, pH ayarlamalari iyi diizeyde ¢6ziinebilirlik
ve zincirlerin birbirinden korunmasi i¢in nihai 6neme sahiptir (Goy ve ark., 2009).
Bakteri ylizey polaritesine iliskin, gram negatif bakterilerin dis membrani, gram
pozitiflerde gozlenenden (teikoik asitler ve polisakkaritlerle iligkilendirilen
peptidoglikandan olusan membran) yogun negatif yiiklii yiizeyi ifade eden fosfat ve
pirofosfat gruplarini igeren lipopolisakkaritlerden olusmaktadir. Bu gram pozitiflerde
rapor edilenden daha cok gram negatiflerde, kitosan tarafindan gergeklestirilen
intraselliiler — materyallerin ~ sizintistna  yonelik ~ gozlemlere  dair  kanitlar
desteklemektedir. Bu tip kanitlarin varligina karsin, kitosan soliisyonlarmin gram
negatiflerde gram pozitiflere kiyasla daha etkin oldugu kanisina hala varilamamaktadir.
Ciinki polimerin etkinligine bakteri hiicre ylizey polaritesi disinda pH ve sicaklik gibi

pek cok parametre etkilemektedir (Goy ve ark., 2009).
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Gram pozitif ve gram negatif bakteriler tizerindeki kitosana dair antibakteriyel etkinlik
oldukga tartigmalidir. Bazi arastirmacilar ise kitosanin gram negatiflerden (E. coli,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhymurium, Vibrio parahaemolyticus vb.)
daha ¢ok gram pozitif (Listeria monocytogenes, Bacillus megaterium, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. bulgaris vb.) bakteriler
tizerinde daha giiclii bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Buna karsilik gram
negatiflerdeki hidrofilitenin gram pozitiflerden 6nemli diizeyde yiiksek olmasi ve gram
pozitiflerle karsilastirildiginda morfolojik degisimlerin artmasi sonucu kitosana karsi
gram negatiflerin daha duyarli olduguna iligkin bulgulara in vitro deneylerde
rastlanmistir. Hiicre ylizeyindeki yiikk yogunlugu adsorblanan kitosanin miktarini
saptamak i¢in belirleyici bir faktordiir. Fazla miktarda kitosan adsorblanmasinin,
membran gegirgenliginde ve yapida biiyiik degisimlere neden olduguna yonelik kanitlar
mevcuttur. Bu durum, antibakteriyel davranisin konak mikroorganizmaya bagl
oldugunu ortaya koymaktadir (Goy ve ark., 2009).

Diger onerilen antimikrobiyal mekanizma ise; kitosanin mikroorganizmanin ¢ekirdegi
icerisine penetrasyonu sonucu mRNA ve protein sentezinin inhibisyonuna yol acan
mikrobiyal DNA ile kitosanin baglanmasidir. Bu mekanizma da kitosan molekiiliiniin,
capraz bagli mureinin ¢ok katmanli bakteri hiicre duvarindan gecerek plazma
membranina varabildigi disiiniilmektedir. Esodakli lazerli tarama mikroskobisinden
kazanilan gozlemler, farkli kosullar altinda kitosana maruz birakilan E. coli igerisinde
kitosan oligomerlerin varligina isaret etmektedir. Kabul edilmis olas1 bir mekanizma
olmasina karsin, son zamanlardaki agirlikli goriisler, kitosanin niifus edici materyalden
¢ok dig membran yikicisi olarak aktivite gosterdigi yoniindedir (Goy ve ark., 2009).
Ugiincii mekanizma, metallerin selasyonu, spor elementlerinin baskilanmasi ve
mikrobiyal gelisim icin gerekli besinlere baglanma seklindedir. Kitosan molekiiliinde,
selasyonla metal katyonlarin tutulumundan sorumlu amin gruplarin bulundugu bolgede
miikemmel bir metal-baglama kapasitesinden bahsedilmektedir. Protonlanmamis amin
gruplar ve amin nitrojen lizerinde metal iyonlaria aktarilacak elektron ¢iftinin mevcut
olmasi, boyle bir mekanizmanin pozitif iyonlarin kitosana baglandig: bolgede yiiksek
pH’da daha da etkili olabilecegini vurgulamaktadir. Kitosan-Cu sistemine bagli bir
modelde aktivite, polisakkarit omurgada etkilesim i¢in bulunan bdélgelerin tizerindeki

pH bagimlilig: ile iliskilendirilmektedir. pH 6.7°den biiylik iken kompleks olusumunda
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muhtemelen iki NH, grubu mevcut, pH 6’dan diisiik kosullarda ise kompleks yalnizca
bir NH; grubu ve ti¢ hidroksiller veya HoO molekiilleri igermektedir. Yiiksek pH 7-9
i¢in hidroksil gruplarin proton kaybinin iki - NH> ve iki hidroksil gruplarin ayrilmasi ile
baskin kompleksin olusumunu diisiindiirmektedir. Benzer bir sekilde, Wang vd.
tarafindan ifade edilen son bir modelde ise, Sekil 1.5’te metalin bir veya daha ¢ok
kitosan zincirlerle iliskili bir elektron alicis1 olarak diizenlendigi ve hidroksil gruplarla
kopriiler olusturdugu gosterilmistir (Goy ve ark., 2009).

Bakteriyi sarmig kitosan molekiillerinin hiicre oliimiine katki saglayacak kompleks
metaller ve baz1 gerekli besinlerin gecisi i¢in tikanmalar olusturabilmesi sliphesizdir.
Yine de bu bulgular, etkilesim i¢in bulunan bolgelerin sinirli olmasi ve kompleksin
metal konsantrasyonun fonksiyonunda doygunluga ulagsmasi belirgin antimikrobiyal

hareket i¢in gecerli bir kanit degildir (Goy ve ark., 2009).
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Sekil 1.5. Wang vd.,’larina gére metal-kitosan kompleks modeli (Goy ve ark., 2009)

Kitosanin in vitro antimikrobiyal aktivitesi molekiiler agirlik, deasetilasyon derecesi,
viskozite, ¢oziicii, pH, test suslari, sicaklik ve metal iyonlar1 gibi igsel ve digsal ¢esitli
faktorlere baglidir.

No ve ark. (2002) yapmis olduklar1 ¢aligmada molekiiler agirligin azalmasiyla gram
negatif bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkinin arttiZini1 rapor etmelerine karsin gram
pozitifler i¢in ayn1 sonuglara ulasgamamiglardir. 470 kDa agirligindaki kitosanin gram
negatif bakteriler iizerinde etkisi gozlenmis ancak ayni molekiiliin gram pozitifler
tizerindeki etkisinin az oldugu ortaya konmustur. Diger bir ¢alismada ise 5-10 kDa

kadar diisiik molekiiler agirlikta kitosanin patojenlere karsi giiclii etki gosterdigi
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saptanmustir. 40 kDa agirligindaki kitosan S. aureus ve E. coli gelisimini %90 oraninda
inhibe ederken 180 kDa agirligindaki molekiiliin ise her iki organizmayi tamamen
inhibe ettigi belirlenmistir.

Liu ve ark. (2001) yiiksek deasetilasyon derecesindeki kitosanlarin diisiik deasetilasyon
derecesindekilere gore protonlu amin gruplarin yiliksek yiizdelerinden dolay1 bakteri
gelisimi iizerinde daha yliksek inhibisyon gosterdigini saptamislardir (Jiang, 2011).
Kitosan pH 6.5’in iizerinde ¢oziinemedigi i¢in yalnizca asidik besi ortamlarinda
antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Bu durum kitosanin ¢dziinememesinin yani sira
pozitif yiiklenmemis amin gruplarin baskin bulunusundan ileri gelmektedir. Besi
ortamindaki iyonik giiciin degisimi kitosanin antimikrobiyal aktivitesini etkilemektedir.
Tsai ve Su (1999) yapmis olduklari ¢alismada divalent katyonlarin varliginda E. coli’ye
kars1 kitosanin antimikrobiyal aktivitesinin azaldigini belirlemislerdir. Metal 6zellikle
divalent iyonlarin artmasiyla kitosanin selatlama kapasitesinin azaldigina dair benzer
sonuglar Kong ve ark. (2010) tarafindan da rapor edilmistir (Goy ve ark., 2009).

Pek c¢ok calisma kitosanin biyolojik aktivitesinin énemli 6l¢iide molekiiler agirligina
(MW) ve deasetilasyon derecesine (DD) bagli oldugunu gostermektedir. Her iki
parametre kitosanin antimikrobiyal aktivitesini bagimsiz bir sekilde etkilemektedir.
Oyleki antimikrobiyal aktivite iizerinde molekiiler agirligin etkisinin, deasetilasyon
derecesinden daha fazla oldugu ileri siiriilmektedir. Bacillus cereus, E. coli, Salmonella
enterica, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes ve Klebsiella pneumonia iizerinde
stirdiiriilen son ¢alismalarda gozlendigi gibi, diisiik molekiiler agirlikli kitosan igin
mikroorganizma gelisimini ve ¢ogalmasini azaltict etki gosterdigi ortaya konmustur
(Zivanovic ve ark., 2004). Biiyiiklikk ve yap1 kavramlarinin, diisiik molekiiler agirlikta
kitosanin etkinligini anlamak i¢in temel oldugu diisiintilmektedir. Kiiciik zincirlerin
hareketi, ¢ekimi ve iyonik etkilesimi, membran yiizeyine baglanma etkinligi ve uzamis
yapinin adaptasyonunu kolaylastirmasi biiyiik olanlarinkinden daha kolaydir (Kumar ve
ark., 2005)

Benzer olarak farkli yogunluktaki kitosanin antimikrobiyal etkinliginin diisiik
deasetilasyon derecesinde arttig1 ortaya konmustur. Farkli deasetilasyon dereceli kitin
ve kitosan molekiilleri iizerindeki antimikrobiyal ¢aligsmalar, mantarlar (Aspergillus
fumigatus, Aspergillus parasiticus, Fusarium oxysporum, Candida albicans) gram

pozitif (Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Bacillus cereus, Listeria
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monocytogenes) ve gram negatif (Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecailis, Aeromonas hydrophila, Shigella
dysenteriae, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus) bakterilere karsi analiz
edilmistir.

Tim analiz sonuglarinda, antimikrobiyal aktivitenin deasetilasyon derecenin
azalmasiyla arttig1 belirlenmistir (Goy ve ark., 2009). Daha 6nceden de bahsedildigi
gibi deasetilasyon derecesi, kitosan molekiiliindeki — NH, ve —OH gruplarin baskin
reaktif bolgeleri ¢Oziiniirliikte ve yiik olusumunda belirleyici faktordiir. Deasetilasyon
derecesi azaldiginda, kitosan molekiiliindeki serbest amino gruplar artacak ve

antimikrobiyal aktivite ylikselecektir.

Antifungal aktivite

Bakterilere benzer sekilde, mantarlara kars1 gozlenen aktivitenin konak ve mantarlarda
diizenleyici degisimlerle iliskilendirilen bir potansiyelle fungisidalden ¢ok fungistatik
oldugu sanilmaktadir. Genellikle, kitosanin dairesel gelisim, lireme tiiplerinin uzamasi
ve spor ¢imlenmesinin inhibisyonunda ¢ok etkili oldugu rapor edilmistir. Mayalar
tizerindeki arastirmalarin ¢ogu bitki ve gida bozulmasi ile iliskilendirilmektedir. Bunun
icin kitosanin varliginda cesitli biyolojik prosesler, biyotrofik ve nekrotrofik
mikoparazitler, entomopatojenik mantar ve vezikiiler arbuskiiler mikorizal mantarlar
tizerindeki hareketle kitinazlarin indiiklendigi bitki dokularinda aktive edilmistir (Goy
ve ark., 2009).

Kitosanin antifungal mekanizmasi, bakteri hiicrelerinde goézlenen etkilere benzer bir
sekilde, direkt olarak mantar gelisimine miidahale eden kitosan molekiilleri ile hiicre
duvar morfogenezini igermektedir. Kitosan oligomerlerinin, mantar gelisimlerinden
sorumlu enzim aktivitelerine engel olacak sekilde hiflerin igerisine niifuz ettigine
yonelik mikroskobik gozlemler de ortaya konmustur. Mantar hiicre duvarlar1 iizerinde
kitosanin parcalayict hareketinin gsiddeti lokal pH, deasetilasyon derecesi ve
konsantrasyona baglidir. R. solani ve S. rolfsii kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalar besi
ortamindaki kitosan konsantrasyonun artmasiyla mantar ¢gimlenme yiizdesinin azaldig
ortaya konmustur. Genellikle, esas olarak lag fazinin uzunlugu iizerinde etkinlik
kaydedilmistir. Inhibisyon prosesinde besi ortami alkaliye dogru kaydirildiginda
kitosan etkisinin azaldigi belirlenmistir (Goy ve ark., 2009).
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Phomopsis asparagi gibi bitki mantarlarina karsi kaydedilen inhibisyon orani %80
iken, Fusarium oxysporum, Cucumernum owen ve Rhizoctonia solani kars1 %95 kadar
yiiksektir. Fusarium oxysporum’a karsi etkinin diisiik kitosan konsantrasyonu (20-150

mg/L) ile meydana geldigi bilinmektedir (Goy ve ark., 2009).

Kitosana karsi mikroorganizmalarin duyarhhklar:

Genis aktivite spektrumundan dolay1 kitosan diizenli tip dezenfektanlara gore gesitli
avantajlara sahiptir. Kitosanin mantarlar tizerinde bakterilerden daha hizli hareketi
gozlenmektedir. Tifoid organizmalara karsi etki klinik uygulamalarda kullanilan
standart antibiyotiklerle karsilastirilmistir. Bu antimikrobiyal aktivite tartisildigr gibi
molekiiler agirliga ve deasetilasyon derecesine bagli olup mikroorganizma suslarina
gore de cesitlilik gostermektedir.

Kitin, kitosan, yan iriinleri veya kombinasyonlari i¢in en diigik inhibitor
konsantrasyon (MIC) konusunda farkli mikroorganizmalar i¢in farkli sonuglar i¢eren
pek ¢ok calisma vardir. MIC, bir gecelik inkiibasyondan sonra bir mikroorganizmanin
gozle gorilebilir gelisimini inhibe edecek bir antimikrobiyalin, en diisiik
konsantrasyonu olarak tanimlanmistir. Standardize edilmemis prosediirler ve pek ¢ok
faktore baglilik, MIC sonuglarinin yazardan yazara karsilastiriimasini zorlastirmaktadir.
MIC degeri secilmis patojenik bir mikroorganizmaya karsi oncelikli aktivitenin pratik
indikatorii olarak kullanilabilir. Cizelge 1.2°de ¢esitli mikroorganizmalara kars1 kitosan
icin bulunan baz1 MIC degerlerinin gosterildigi ¢alismalarin kisa bir 6zeti verilmistir

(Andrews, 2001).
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Cizelge 1.2. Cesitli mikroorganizmalara karsi kitosan i¢in MIC degeri (Goy ve ark.,
2009)

Duyarh organizma MIC (ppm)

Gram negatif

Escherichia coli 20, 100, 468, 650,
1000

Salmonella typhimurium >1000, 1500, 2000

Pseudomonas aeruginosa >200, 1700

Vibrio cholera 200

Shigella dysenteriae >200

Gram pozitif

Bacillus cereus <1000

Lactobacillus brevis 1000

Listeria monocytogenes 800

Staphylococcus aureus 20, 100, >800

Bacillus megaterium 800

Mantar

Aspergillus fumigatus >2000

Candida albicans 500, 600, >1250

1.3.4. Kitosan yan iiriinleri

Kitosanin essiz antimikrobiyal ozelliklerine ragmen, notral ve bazik pH’da
coziinememesi bir gida koruyucusu olarak uygulamalarini ve diger kullanimlarini
sinirlandirmaktadir. Kitosanin suda ¢oziinebilirligini attirmak i¢in kitosanin fonksiyonel
yan trlinlerinin hazirlanmasi ile uygulama alanlar1 genisletilebilmektedir. Kitosan ve
indirgen sekerler (glukoz ve glikozamin) arasinda tanimlanan Maillard reaksiyonu ile
suda ¢ozlinebilir kitosan yan {irlinler tiretilmektedir (Dutta ve ark., 2004; Chung ve ark.,
2011).

Kitosanin N-ftalilasyonunun, amino gruplar tizerindeki hidrojen atomlarini yikarak sert
iskelet icin yapiya hacimli bir grup baglamas: ile kitosanin ¢oziinebilirliginde etkili
oldugu diistiniilmektedir. Tamamen deasetile kitosan N-ftalil-kitosan elde etmek igin
DMF igerisinde fitalik anhidritle muamele edilir. Olusan bu iiriin polar organik
coziiclilerde kolaylikla ¢oziinebilmektedir (Dutta ve ark., 2004).

Su ¢o6ziinebilirligini arttirmak i¢in uzaticit kol olarak trietilen glikol, merkez nokta
olarak gallik asit kullanilarak dendronize kitosan-sialik asit hibritleri sentezlenmistir.
Bu yeni yan iriinlerin amin fonksiyonitesini uzaklastirarak N-siiksinilasyon ile suda

¢oziinebilirligi arttirilabilmektedir (Dutta ve ve ark., 2004).
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Baba ve ark. (2002) sulu amonyum nitrat soliisyonlarindan metal iyonlarina yonelik
selektiviteyi incelemek igin metiltiokarbamil ve feniltiokarbamil kitosan yan {iriinlerini
tiretmislerdir.

Katalizoriin yoklugunda kitosan hidrojellerinin sentezi i¢in, kitosana direkt D,L laktik
ve/veya glikolik asit eklenmesi aragtirilmigtir. Laktik ve/veya glikolik asit eklenmesiyle
kitosan zincirleri ve su arasinda giiclii bir etkilesim oldugu gosterilmistir. Yan zincirler
kiimelesir ve fiziksel ¢apraz baglanmalar olusur. Sonu¢ olarak pH duyarl kitosan
hidrojeller iiretilmektedir. Bu hidrojellerin poliester yan zincirlerinden dolay1 pansuman
malzemeleri ve ilag salinim sistemi gibi biyomedikal uygulamalar i¢in kullanish oldugu
diistintilmektedir (Dutta ve ark., 2004).

Cds kuantum dotlu (QDs) yan iriinler kitosanin stabilitesini ve c¢oziinebilirligini
arttirmaktadir. Ayrica kitosanin termal parcalanmasii da etkilemektedir. Bu iirliniin
varliginda kitosanin termal bozulma sicakligr 50°C’dir (Dutta ve ark., 2004).
Kitosan-gadopentetik asit kompleks nanopartikiillerin {iretimi i¢in gadolinyum ndtron
yakalama terapisi kullanilmistir. Gadolinyum yiiklii nanopartikiillerin sert timorlere
intratiimdral enjeksiyon i¢in uygun oldugu ortaya konmustur.

Arastirmacilar kuru ve kati kosullarda yeni bir kompozitin mekano-kimyasal
hazirlanmasini incelemislerdir. Yeni tip bir polisakkarit kompozit sentezlemislerdir.
Sentezlenen nanokompozit temelli Kkitosan-polilaktik asit, akilli ilag iiretiminde
kullanilmaktadir (Dutta ve ark., 2004).

1.3.4. Kitosanin endiistriyel uygulamalari

Fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay: kitosan kozmetik ve farmasotik iirlinlerden
sanayi, bitki koruma, atik su aritim teknolojilerine kadar olduk¢a genis bir yelpazede

kullanim alani bulmaktadir.

Kozmetik

Dogal bir aminopolisakkarit olan kitosan, cogu polianyonik hidrokolloidlerin aksine,
asitle notralize yilizeylerde viskoz olusturmasi, deri ve sac¢ ile etkilesimini
kolaylastirmaktadir. Cesitli hidrofobik iiriinleri i¢geren mikrokapsiillerin yani sira 1-10 p
kitosan veya Kkitosan-aljinat kompozitler deri, sa¢ ve agiz bakimi gibi kozmetik
alanlilarinda aktif olarak kullanilmaktadir. Kitosan ve sag birbirlerine zit elektriksel yiik

(kitosan pozitif;, sa¢ negatif) tasimalarindan dolayr kitosan i¢eren sampuanlar, sagin
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mekaniksel giiclinli, yumusakligin1 ve diizliiglinii arttirarak sa¢ iizerinde temiz ve
elastik bir film olusturmaktadir. Ayrica bu materyal alkol ve su eklendiginde jel
olusturabilmektedir. Kitosan sampuan, boya, sa¢ spreyi, sa¢ tonigi, jole ve perma
tiriinlerine katki maddesi olarak eklenmektedir. Deriye hizlica niifuz etmesine engel
olan oldukca yiiksek molekiiler agirliga ve pozitif elektriksel yiike sahip olmasi
nemlendirici krem, losyon, tirnak cilasi, oje, goz fari, ruj, makyaj temizleyiciler ve
banyo kdptiklerinde kullanilmasina imkan saglamaktadir. Dis macunu, gargara ve sakiz
gibi agiz saghiginda 6nemli iirlinlerin eldesinde kullanilmakta olup dis macununa
eklenen kitosan tuzlari, silikon oksidinin hos olmayan tadini maskelemektedir (Kumar,

2000; Dutta ve ark., 2004; George ve ark., 2011).

AtiKk su aritimi

Polikatyonik karakteri bu kimyasala, atik su aritiminda yumaklastirict ve selatlastirict
ajan olarak kullanim olanagi vermektedir. 1999°da Bhavani ve Dutta adsorbant olarak
kitosan kullanarak boyahane atiklarindan renk maddesinin giderimini rapor etmislerdir.
Kitosan molekiilleri ¢okelti ve yumak olusturmak i¢in anyonik karakterdeki atiklart bir
araya getirir ve boylelikle gida isleme atiklarinin tekrar kullanimai i¢in bir flokiilant gibi
aktivite gosterir. Atik sulardan, agir metaller ve boyalarin uzaklastirilmasinda sentetik
recineler kadar etkin olup kitosan icerikli membranlar osmoz, ters osmoz,
mikrofiltrason, diyaliz, tuzsuzlagtirma ve hemodiyaliz gibi proseslerde de
kullanilmaktadir. Kitosanin kitin karisimi kontamine igme sularindan arsenik, atik
sulardan petrol ve petrol lriinlerinin uzaklastirilmasi, meyve suyu, sarap ve bira gibi
iceceklerin de berraklastirilmasinda kullanilmina olanak sunmaktadir (Kumar, 2000;

Wang ve ark., 2004; Ak Kalut, 2008; Arbia ve ark., 2012).

Kagit endiistrisi

Seliiloza benzer yapisi ve biyolojik olarak pargalanabilirligi kitosana geri dontistimlii
kagit tretiminde hammadde olarak kullanim kolaylig1 saglamaktadir. Bu sekilde
tiretilmis kagitlar yumusak bir yiizeye sahip olup neme kars1 direnclidir. Tuvalet kagidi,
karton ve ambalaj kagitlarinin iiretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Dutta ve

ark., 2004).
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Gida uygulamalar:

Gida endiistrisinde kitosanin kullanimi1 fonksiyonel 6zellikleri, besinsel ve fizyolojik
aktiviteleri ile iligkilendirilmektedir. Gida takviyesi olmasinin yani sira kitosanin su,
yag ve boya baglama kapasitesi ve emiilsiyonlastirma ozellikleri bu molekiiliin
herhangi bir siirfaktan olmaksizin sabit emdiilsiyonlarin hazirlanmasinda kullanigh
oldugunu gostermektedir. Kitosan kaplamalarin (film) ¢ilirimeye neden olan tirosinaz
enzimini inaktive ederek domates, cilek gibi sebze ve meyvelerin ¢ilirime veya
bozulmalarinit 6nemli 6l¢iide geciktirerek tlriinlerinin raf dmriinii arttirdig1 saptanmaistir.
Taze, islenmis veya paketlenmis et ve balik iiriinlerindeki psikotropik patojenlerin
kontrolii i¢in gida koruyucu olarak, film formu seklinde kullanilmaktadir. Kitosanla
hazirlanmis membranlarin orta derecede su, diisiik oksijen, azot ve karbondioksit
gecirgenligi ve antimikrobiyal oOzelligi ambalajlama da kullanimi acisindan ciddi
avantajlar saglamaktadir. Gidalarda esmerlesme inhibitorii siilfitlerin yerine alternatif
bir bilesik olarak kullanimi yayginlagmaktadir (Shahidi ve ark., 1999; Knezevic-
Jugovic ve ark., 2010; Kog ve Ozkan, 2011).

Tarimm ve bitkisel gelisim

Kitin/kitosan muamele tohumlar (6zellikle bugday) i¢in ¢imlenmeyi hizlandirict ve
gelisimi arttirict etki gosterdigi belirlenmistir. Saksi topraklarina eklenmesiyle, kok
bogum solucani istilasinin azalmasi ve mantar patojenlerin baskilanmasi ile dogal bitki
savunmalarmi1  desteklemek amaciyla ¢evre dostu bir biyopestisit olarak da
kullanilmaktadir (Dutta ve ark., 2004).

Fotografcihik

Kitosan, aginmaya olan direnci, optik karakteristikleri ve film olusturma yetenegi gibi
ozelikleri ile fotografcilikta Onemli uygulamalara sahiptir. Gelismis fotografgilik
sanatinda onemli bir basamak olan diflizyonun kalitesini arttirmak i¢in yardimei ajan ve

asit boyalar i¢in baglayic1 malzeme olarak kullanilmaktadir (Dutta ve ark., 2004).

Kromatografik separasyon

Serbest amino gruplari, birincil ve ikincil hidroksil gruplarin varlig: kitosanin kullanigh

bir kromatografik yatak olarak degerlendirmesine olanak saglamaktadir. Nikleik
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asitlerin TLC ile ayriminda, HPLC ile fenol ve klorofenollerin kat1 faz ekstraksiyonu

i¢in sorbent materyal olarak kullanilmigtir (Dutta ve ark., 2004).

Tekstil endiistrisi

Tekstil alaninda kitosanin kullanimi liflere antimikrobiyal 6zellik kazandirmasi ile
paralellik gostermektedir. Genis spektrumlu antimikrobiyal etkisi nedeniyle kitosanin
kuaternize-N-benzilidin-kitosan gibi suda ¢oziinebilen modifiye formlar1 ¢apraz
baglayici sitrik asit kullanilarak doldurma, kurutma ve sertlesme metotlar1 ile pamuklu
tiriinlere uygulanabilmektedir. Antimikrobiyal aktivite disinda, yiinlii kumaslara
cekmezlik saglamasi, reaktif boyamada tuz olusumunu azaltmasi ve pamuga asit
boyalarla boyanabilirlik kazandirmasi gibi 06zelliklerinden de bu endiistride

yararlanilmaktadir (Demir ve Seventekin, 2009).

LED ve NLO uygulamalari icin Kkitosan jeller

Son zamanlarda kitosan jeller iceren boyalar, lazerlerde ve 151k yayici cihazlarda
(Ledler) potansiyel bilesen olarak yer bulmaktadir. NLO uygulamalari i¢in bir asma
grup olan azomethin kromofor i¢eren kitosan kullanimi rapor edilmistir (Dutta ve ark.,

2004).

Kati hal piller

Suda ¢oziinmemesinden dolayr kitosan, kati hal proton iletken polimer pillerin
tretimine tek basma katilamamaktadir. Boylelikle iyonik iletkenligi elde etmek i¢in
asetik asitte ¢ozdiriilerek kullanilmaktadir. Bu proton transportunun polimerde

bosluklar meydana getirdigi diistiniilmektedir (Dutta ve ark., 2004).

Biyomedikal

Giinde kg basina 17 g limit dozda toksik olmamalari, insan viicudunda biyolojik olarak
parcalanabilmesi, biyouyumluluk, antibakteriyel, yara iyilestirme, immiinolojik ve
hemostatik aktivite gibi 6zelliklerinden dolay: kitosan hiicre kiiltiirlerinde, oftalmoloji,
yapay deri ve doku miihendisliginde, yara pansuman malzemesi iiretiminde, yanik
tedavilerinde ve ila¢ saliniminda aktif olarak kullanilmaktadir (Arbia ve ark., 2012).

Kitosan membranlar elverisli gegirgenlik ve yiiksek gerilim kuvvetinden dolay1 yapay
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bobrek membrani olarak da kullanilmaktadir. Polikatyonik dogasindan otiirii doku
mihendisliginde hizlandirict bir etkiye sahiptir. Bu 06zellikle polimer ile hiicre
etkilesimini arttirmaktadir (Dutta ve ark., 2004).

Direngli, su emici ve biyouyumlu filmler olusturabilmesi yanik tedavilerinde potansiyel
bir aday olarak kullanilmasina neden olmaktadir (Kumirska ve ark., 2011) Oksijen
gecirgenligi ve viicut enzimleriyle parcalanabilir olmasi kitosan asetatlar igeren sulu
soliisyonlarin uygulanmasi ile direkt yanik lizerinde filmlerin olusturulabilmesi 6nemli
bir avantajdir. Abdominal yiizeylerde deri alti dokusunda ve deride nester tarafindan
olusan yaralarin tedavisine yonelik kitosanin kullanildigima yonelik c¢aligsmalar rapor
edilmistir.

Oftalmoloji alaninda kontak lenslerin olusturulmasi i¢in optik netlik, mekaniksel
stabilite, yeterli optik dogruluk, gaz gegirgenligi, 1slanabilirlik ve immiinolojik uyum
gibi gerekli tiim karakteristik ozellikleri tasimaktadir. Okiiler bandaj lenslerin
gelistirilmesinde yara tedavi edici, antimikrobiyal ve film olusturma 6zellikleri kitosani
uygulanabilir hale getirmektedir.

Canli konakta herhangi bir biyolojik zarara yol agmamasi ve ucuz elde edilebilir
olmasi, kitosanin ticari ilaglarin igeriginde farkli dozajlarda kullanimini uygun
kilmaktadir. Peptid ilaglarin kalin bagirsaga salinimi ve dogum kontrolii i¢in uzun
stireli hormon salinimi gibi kontrollii ilag salinim uygulamalar1 en 6nemli kullanim
alanimi olusturmaktadir. Kitosan temelli jellerin biyoyapisma karakteri sayesinde
dokuya yapisip uzun siiren salinimlar gercgeklestirilebilmektedir. Daha Oncede
bahsedilen toksik olmamasi, biyouyumlulugu, kanser yapict olmamasi, kanin
pihtilasma mekanizmasini tetiklememesi, biyolojik pargalanabilirligi ve yiiksek ilag
depolayabilme kapasitesi viicut igerisine yerlestirilerek igerisindeki ilacin salinimina
izin vermesi implant olarak kullanimimi kolaylastirmaktadir. Kitosan, glikozamin
glikanlara benzeyen yapisal oOzelikleri ile deri degisimi ic¢in bir alt katman
gelistirilmesinde de kullanilabilmektedir (Kumar, 2000; Roberts, 2009). Cizelge 1.3’te
giinlimiizde aktif olarak kitosan igerikli {iirlinlerin, iretici firmalar1 ve uygulama

alanlarina bazi 6rnekler verilmistir.
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Cizelgel.3. Kitosan igerikli ticari tirtinler (Demir ve Seventekin, 2009)

Uriin Uygulama Alam Uretici Firma

Evason R Kisisel Bakim Chito-Boss, Ancona,
Italya

Depolimerize kitosan ~ Sa¢ Bakim Wella, Almanya

Kitosan igeren Diyet tirtinlerinde (Hipokolestrol NihonKayaku, Inc.,

makarna maddesi) Tokyo, Japonya

Kitosan s1vi (CM-kitin) Cilt Bakim Ichimarn, Farukosu, Gifu,
Japonya

Nonwoven kitin kumas Yanik tedavisinde Yunichika, Inc., Kyoto,
Japonya

Kitin lifi Biyopargalanabilir ameliyat Yunichika, Inc., Kyoto,

ipligi Japonya
Kitosan-kollajen Yapay deri Katakurachikkarin, Inc.,
kompozit Kyoto, Japonya

1.3.6. Kitosanin liretim metotlari

Geleneksel olarak kitosan oligomerlerinin tiretimi i¢in fiziksel (ozonlama ve ultraviyole

radyasyon), kimyasal ve enzimatik gibi gesitli yontemler kullanilmaktadir.

Kimyasal metot

Genel olarak Crustacea kabuklar1 mevsime ve tiirlere gore degisiklik gostermekle
birlikte %30-40 protein, %30-50 kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat ile %20-30
kitinden olusmaktadir (Demir ve Seventekin, 2009). Kitosanin izolasyonu oncelikli
olarak kabukta bulunan diger maddelerin uzaklastirilmasi ile gergeklestirilmektedir.
Kitinden kitosan eldesi dort ana basamakta incelenmektedir. Bu basamaklar; (Kuzgun
ve Inanli, 2013).

1. Kabuklarin hazirlanmasi: Kimyasal islemlere tabii tutulmadan oOnce
kabuklarin yikanma, kurutulma ve mekaniksel islemler ile ezilme gibi
prosediirleri icermektedir.

2. Demineralizasyon (Minerallerin uzaklastirilmasi): Deniz kabuklu atiklarinin
geleneksel demineralizasyon prosesleri ekonomik agidan pahali olmalarinin
yani sira ¢evresel problemlere neden olmaktadir. Genel olarak kabuklu atiklarin
demineralizasyonunda en ¢ok kullanilan kimyasal HCI asittir (Ak Kalut, 2008).
Kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat gibi minerallerin  yapidan

uzaklagtirilmasi i¢in de sulandirilmis HCl uygulamasi yapilmaktadir (Demir ve
Seventekin, 2009)
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Gilglii asitlerin kullanim1 kitin ve beraberinde kitosan gibi olusacak yan
tirtinlerin fizikokimyasal Ozelliklerini olumsuz etkilemektedir. Ekstraksiyon
asamalarinda kullanilan kimyasallar bu tiir biyopolimerlerin molekiiler agirlik
ve deasetilasyon derecesi gibi antimikrobiyal aktivite {izerinde etkili
parametrelerini de olumsuz etkilemektedir. Bu sebeple son zamanlarda yeni ve
zararsiz demineralizasyon prosesleri gelistirilmigtir. Laktik ve asetik asit gibi
organik asitlerin kullanildig1 proseslerde s6z konusu asitlerin ucuz olmasi ve
reaksiyon sonucu organik tuzlar gibi dogaya verilen ¢evre dostu atiklarin
buzlanmay1 onleyici ajanlar olarak degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir (Ak
Kalut, 2008).

Deproteinizasyon (Proteinlerin uzaklastirilmasi): Kitin proteinlere bagh
olarak bulunmaktadir. Bu proteinlerin bazilar1 kolaylikla ekstre edilebilmesine
karsin digerleri ise kitine kovalent baglarla baglandigi i¢in bu prosesi
zorlagtirmaktadir. Bu proteinlerin kitine aspartil veya hisitidil rezidiileri veya
her ikisi ile kovalent olarak baglanmasi ortaya stabil bir glikoprotein kompleksi
cikarmaktadir (Ak Kalut, 2008). S6z konusu yapinin ¢dziinmesi i¢in NaOH,
Na,CO3;, NaHCO;, KOH, K;CO;, Ca(OH);, Na;SO3;, NaHSOj3; Ca(HSO3),,
NasPO, ve NapS gibi ¢esitli kimyasal maddeler denenmistir (Demir ve
Seventekin, 2009). Ancak yapilan arastirmalar sonucunda deproteinizasyon
basamagi, kabuklu atiklarin 65-100°C sicakliklarda, %1-10 arasinda degisen
konsantrasyonlarda NaOH c¢ozeltisi ile muamele edilmesi sonucu basarilmistir
(Ak Kalut, 2008).

Bu proses sorunsuz bir sekilde tamamlandiginda kitinin protein igerigi %1
civarinda kalmaktadir. NaOH, kitinin kismen deasetillenmesine ve
biyopolimerin hidrolize olmasi sonucu molekiil agirliginin azalmasina da neden
olmaktadir. Ayrica pepsin, papain, tripsin ve proteaz gibi proteolitik enzimler de
kitinden protein uzaklagtirma amaciyla kullanilmaktadir (Demir ve Seventekin,
2009). Bu reaksiyon siiresi hazirlama metoduna bagli olarak genellikle 0.5 ile
12 saat arasinda degiskenlik gostermektedir. Uzayan alkali muamale
depolimerizasyon ve deasetilasyona neden olmaktadir. Reaksiyonda istikrar

elde etmek i¢in alkali soliisyonda katinin oranini arttirmak tavsiye edilmektedir.
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Boylelikle polimerlerin aktivitelerine en az zarar verildigi diisiiniilmektedir (Ak
Kalut, 2008).

Dekolorizasyon (Pigmentlerin uzaklastirilmasi): Asit ve alkali muameleler
sonunda yalnizca renkli bir kitin iiriinii elde edilmektedir. Ticari agidan kabul
edilebilirlik i¢in deniz kabuklularindan elde edilen kitinin, astaksanthinler ve
pigmentlerin ortamdan uzaklastirilmasi veya beyaz kitin tozu elde edilmesi i¢in
dekolorize edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan ilk ¢alismalarda deniz
kabuklulariin kabuklarinda kitinle kompleks halindeki pigment, bir 4-keto ve
tic 4,4°diketo [B-karoten yan frlinlerin kirmizi yosun yengecinin dis
kabugundaki kitine bagli oldugu tanimlanmistir (Ak Kalut, 2008).

Pigmentler ve kitinin etkilesim seviyesi kabuklular arasinda tlirden tiire baglh
olarak degisiklik gostermektedir. Bu kuvvetli bagin ¢6ziinebilmesi i¢in ¢esitli
ayiraglar kullanilmasina ragmen son zamanlarda gelistirilen prosediirlerin etkili
olmadig1 goriilmistiir. Bu proses basamaginda kitin ve kitosanin fizikokimyasal
ve foksiyonel ozelliklerinin etkilenmemesi i¢in asetonla ekstraksiyon sonrasi
beyazlamig kitin oda sicakliginda 2 saat kurutulmustur. Takiben %4.25 klorin
iceren %0.315°lik sodyum hipoklorit soliisyonu ile 5 dakika beyazlastirilmistir.
Fakat elde edilen kitinin rengi orta pembeyi andiran krem beyazdir. Aseton
ekstraksiyonu olmaksizin, 1 saatten fazla beyazlagsma asamasi ile ticari olarak
kabul edilebilir beyaz renk elde edilmistir (Ak Kalut, 2008).

Deasetilasyon:  Kitosan  eldesinin  ana  prosediiric  kitinin  alkali
deasetilasyonudur. Giiglii alkalin soliisyonlar1 ile gergeklestirilen bu proseste,
kitinden asetil gruplarin uzaklastirilmasi sonucu kitosan yan iirlinii elde
edilmektedir. Genel olarak %40-50 konsantrasyonda sodyum veya potasyum
hidroksit soliisyonlar1 ile 100°C’de 30 dk. veya daha uzun siire bekletilerek
polimerden asetil gruplar uzaklastirilmaktadir (Ak Kalut, 2008). (Sekil 1.6)
Kitinin azot igerigi, deasetilasyon derecesine gore degismekle birlikte genellikle
%58 arasinda degismektedir. %1.25 azot igerigi ile seliilozden daha yiiksek azot
icerigi bulundurmalar kitin ve kitosanin 6zellikle atik sularda metal baglayici
(selatlama maddesi) olarak kullanilmalar1 agisindan  biiyiik avantaj

saglamaktadir (Demir ve Seventekin, 2009).
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Sekil 1.6.Kitinin kismi deasetilasyonu (Demir ve Seventekin, 2009)

Biyolojik metotlar

Kitinden kitosan eldesi sirasinda kimyasal madde kullanimi yerine proteazlar
Crustacea kabuklarimin deproteinizasyonu i¢in kullanilabilmektedir. S6z konusu
proteolitik enzimlerin kullanilmasina yonelik ilk ¢alismalar Takeda ve Abe (1962),
Takeda ve Katsuura (1964) ve Broussignac (1968) tarafindan rapor edilmistir. Bu
arastirmalarda; tuna proteinaz, papain, pepsin, tripsin veya bakteriyel proteinazlari
kullanmislardir. Ve enzimlerle muamele sonucunda kitin ile birlikte bulunan protein
miktarinin yaklasgitk %5 oldugu belirtilmigtir. Shimahara ve Takiguchi (1988)
Pseudomonas maltophilia’dan saflastirdiklar1 proteazi Crustacea kabuklari ile muamele
etmis ve 24 saat sonunda kabuklardaki protein miktarinin %]1’e kadar diistiigiini
gozlemislerdir (Gagne, 1993).

Kitinin kitosana deasetilasyonunu katalizleyen kitin deasetilaz enzimi Araki ve Ito
(1974) tarafindan izole edilmis ve saflastirilmistir (Gagne, 1993). Kitosanin mikrobiyal
sentezi Mucor rouxii ve Phycomyces blakesleeanus gibi g¢esitli organizmalar da
tanimlanmistir. Bu organizmalarin hiicre kiiltiirleri kitosan iiretimi i¢in kullanilmis ve
Aspergillus niger gibi bir kitin kaynaginin kiiltiir ortamina eklenmesi ile {irlinlerin eldesi
gelistirilmistir. Boylelikle bu {iretim mekanizmast kitinin deasetilasyonuna katki
saglamistir. 96 saatlik inkiibasyon sonrasi bu kiiltiirlerde deasetilasyon derecesi
%8.9’dan 0.6’ya kadar azaltilmis kitosan polimeri elde edilmistir (Gagne, 1993). Sekil

1.7°de kimyasal ve biyolojik metotlar ile kitinden kitosan eldesi sematize edilmistir.
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Kabuk
Biyolojik Metot l Kimyasal Metot

Yikama ve Ezme

Alkali uygulama (65-100°C’de 1-
Proteaz Uretici bakterileri ile 72 saaticin 1 M NaOH ile)

deproteinizasyon
Proteinler

Deproteinize kabuk

Asitik muamele (0-100°C’'de 1-
Organik asit Uretici bakteriler 48 saat igin 0.275-2 M HCl ile)

ile demineralizasyon . .
Mineraller (Kalsiyum karbonat

ve kalsiyum fosfat)
Dekolarizasyon

(25°C'de organik ¢ozucu karigimi kloroform, metanol ve saf su (1:2:4) ile muamele)

Saf kitin eldesi

Deasetilasyon (100°C’de 30 dak %40-50

Kitin deasetilaz bret.ici sodyum veya potasyum hidroksit
bakteriler ile deasetilasyon soliisyonlari ile)

Kitosan eldesi
Sekil 1.7. Kimyasal ve biyolojik metotla kitinden kitosan eldesi (Arbia ve ark.,2012)
Kitinin N-asetilglukozamin birimlerindeki asetamid gruplarin1 hidrolize ederek
glukozamin ve asetik asitin olusumunu katalizleyen kitin deasetilaz enzimi (EC
3.4.1.41: CDA), kitinin kitosana biyoddniisiimiinii katalizleyen 6nemli bir enzimdir. Bu
enzim karbohidrat esterazlarin bir {iyesi olup, molekiiler agirligi 25-80 kDa arasinda
degismektedir (Zhao, 2010). (Sekil 1.8) Mantarlar (6zellikle Mucorales), (Peter, 2005)
deniz bakterileri ve birkag bocek tipinde kitin deasetilaz enzimi bulunmaktadir
(Wangtueai ve ark.,2006; Toharisman ve Suhartono, 2008; Pagnoncello ve ark.,2010).
Deniz bakterileri diginda diger bakterilerden CDA firetimi ¢ok nadir olarak rapor

edilmistir (Kaur ve ark.,2012).
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Sekil 1.8. Kitinin kitosana enzimatik doniisiimii (Imamoglu, 2011)

Kitin deasetilazin saflastirildigi organizma gruplarina, Mortierella sp, Mucor roukxii,
Colletotrichum lindemuthianum, Aspergillus nidulans, Scopulariopsis brevicaulis gibi
mantarlar; Escherihia coli, Bacillus thermoleovorans, Vibrio sp, Bacillus papandayan
gibi bakteriler; Drosophila melanogaster, Apis millifera, Helicoverpa armigera,
Tribolium castaneum, Anopheles gambiae gibi bocekler 6rnek olarak verilebilir (Zhao
ve ark.,2010).

Literatlir incelemeleri goz Oniine alindiginda, deniz kabuklularinin yenilebilir kismi
ayrildiktan sonra, atik olarak kalan miktarinin sadece %20’s1 iirlin olarak
degerlendirilmektedir. Deniz kabuklularmin toplanmasi, kitinin uzaklastirilmast ve
kitinden kitosan eldesini kapsayan deproteinizasyon, demineralizasyon, agartma ve
deasetilasyon gibi kimyasal prosesler sonucunda kitosan piyasaya siiriilebilir forma
doniistiiriilmektedir. Ticari amagla kullanilacak kitosanin, iiretim siireclerindeki
kimyasal proseslerin asgari diizeye indirgenmesini miimkiin kilacak bakteriler gibi
biyolojik materyaller kullanilarak iiretimi de s6z konusudur.

Bu sebeple ¢alismamiz kapsaminda Karatas ve Mersin kiyilarindan temin edilen toprak
orneklerinden biyodoniisiim asamalarin1 gergeklestiren Bacillus sp izolasyonu, yiiksek
verimde {iretim i¢in fermantasyon ortammin optimizasyonu ve saflastirilan
biyopolimerin antimikrobiyal aktivite ve karakterizasyon caligmalar1 sonucunda elde

edilen kitosanin, endiistriyel ve tibbi boyutta kullanilabilirligi arastirilmastir.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan kitosan iiretici Bacillus suslar1 Mersin ve Karatas sahillerinden
aseptik kosullarda alinan toprak orneklerinden izole edilmistir. Bu tezde CDA iiretici
suglarin ~ belirlenmesi, izolasyonu, tanimlanmasi, kitosan {iretim ortaminin
optimizasyonu, kitosan saflastirilmasi ve karakterizasyonu c¢alismalarinda, c¢esitli
besiyerleri, tampon ¢ozeltiler ve pH metre (Starter 3000), steril kabin (Class 2), su
banyosu (JSWB-22T), yag banyosu, UV/VIS spektrofotometre (TETRA), otoklav
(JSACA40), etiiv (JSOF-050), ¢alkalamal1 inkiibat6r (JSSI-200C ve optic ivymen system
306AFDED), santrifiij (MIKRO 220R), 1sitk mikroskobu (Leica), koloni sayici

(J.P.Selecta 230V) ile temel laboratuvar malzemeleri kullanilmistir.

2.1.1. Kullanilan besiyerleri
2.1.1.1. Kitin deasetilaz aktivite besiyeri
Kitinin kitosana biyodoniisiimiinii enzimatik olarak gerceklestirebilen Bacillus

suslariin izolasyonu amaciyla kullanilmistir (Toharisman ve Suhartono, 2008).

Cizelge 2.1. Kitin deasetilaz aktivite besiyeri icerigi

Besiyeri icerigi g/L
(NH,4)»SO,4 7
KoHPO, 1
NaCl 1
MgS0,.7H,0 0.1
Maya 0Oziitii 2
Tripton 1
Kolloidal kitin 10
4-niroasetinalid 0.5
Agar agar 15

4-nitroasetinalid hari¢ besiyeri icerigi distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH’s1 7.0-
7.2’ye ayarlanip otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dk. steril edilmistir.
Sterilizasyon sonrasi 4-nitroasetinalid igeren siispansiyon 0.45 pum’lik steril filtreden

gecirilerek besiyerine eklenmistir.
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2.1.1.2. CDA kiiltiir tarama besiyeri

Kitin deasetilaz iiretici suslarin CDA kiiltiir taramasi amaciyla sivi fermantasyon ortami

olarak kullanilmistir (Kaur ve ark.,2012).

Cizelge 2.2. S1v1 fermantasyon ortaminin igerigi

Besiyeri icerigi %
Maya Oziitii 1
(NH,4),SO4 0.4
KH,PO, 0.15
pH 8

2.1.1.3. Tryptic soy agar (TSA)
VITEK identifikasyon analizleri dncesinde suslarin aktiflestirilmesi i¢cin kullanilmistir.

Cizelge 2.3. Tryptic soy agar igerigi

Besiyeri icerigi g/L
Kazein peptonu 15
Soya peptonu 5
NaCl 5
Agar agar 15

pH'st 7.3+0.2°ye ayarlanmis hazir besiyeri icerigi distile su igerisinde ¢o6ziindiikten

sonra otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dk. steril edildikten sonra kullanilmustir.

2.1.1.4. Nutrient broth

Saflagtiritlmis  kitosanin test bakterileri tizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin
arastirildigr karakterizasyon basamaklarinda suslarin bir gecelik taze kiiltiirlerinin

hazirlanmasinda kullanilmistir.

Cizelge 2.4. Nutrient broth igerigi

Besiyeri icerigi g/L
Et peptonu 5
Et ozutu 3

pH’s1 7.0+0.2°ye ayarlanmis hazir besiyeri igerigi distile su igerisinde ¢oziindiikten

sonra otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dk. steril edildikten sonra kullanilmistir.
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2.1.1.4. Plate count agar

Saflastirilmis  kitosanin test bakterileri {izerindeki antimikrobiyal aktivitesinin
arastirilmast ve karakterizasyon ¢alismalart sirasinda canli bakteri sayimi igin

kullanilmustir.

Cizelge 2.5. Plate count agar igerigi

Besiyeri icerigi g/L
Kazein peptonu 5
Maya 6ziitii 2.5
D-Glukoz 1
Agar agar 15

pH'st 7.0£0.2’ye ayarlanmis hazir besiyeri icerigi distile su igerisinde ¢oziindiikten

sonra otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dk. steril edildikten sonra kullanilmustir.

2.1.1.6. Nutrient agar

Mikroorganizmalarin stoklanmasi1 i¢in egik kati kiiltiir seklinde hazirlanarak

kullanilmistir.

Cizelge 2.6. Nutrient agar icerigi

Besiyeri icerigi g/L
Et peptonu 5
Et oziitu 3
Agar agar 15

pH’s1 7.0+0.2°ye ayarlanmis hazir besiyeri igerigi distile su igerisinde ¢oziindiikten

sonra otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dk. steril edildikten sonra kullanilmistir.

2.1.1.7. Leura-Bertani besiyeri

Gliserol stok kiiltiirlerin hazirlanmasinda mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi i¢in

kullanilmistir.

Cizelge 2.7. Leura-bertani besiyeri icerigi

Besiyeri icerigi g/L
NaCl 10
Maya 6ziitii 5
Tripton 5
Agar agar 15
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pH’s1 7.5+£0.22’ye ayarlanmis hazir besiyeri icerigi distile su icerisinde ¢oziindiikten

sonra otoklavda 121°C’de 1.2 atm basingta 15 dk. steril edildikten sonra kullanilmistir.

2.1.2. Kullanilan ¢6zeltiler

0.1 N NaOH c¢ozeltisi: 0.4 g sodyum hidroksitin 100 mL saf suda ¢ozdiiriilmesi ile
hazirlanmistir.

1 N NaOH cozeltisi: 4 g sodyum hidroksitin 100 mL saf suda ¢ozdiiriilmesi ile
hazirlanmstir.

1 N HCI cozeltisi: 8.58 mL konsantre HCI 100 mL saf suya tamamlanarak
hazirlanmistir.

%0.1 glasiyel asetik asit cozeltisi: 0.1 mL glasiyel asetik asit 100 mL saf suya
tamamlanarak hazirlanmistir.

%2’lik glasiyel asetik asit cozeltisi: 2 mL glasiyel asetik asit 100 mL saf suya
tamamlanarak hazirlanmigtir.

%3’liik glasiyel asetik asit ¢ozeltisi: 3 mL glasiyel asetik asit 100 mL saf suya
tamamlanarak hazirlanmistir.

%71’lik H;SO,; cozeltisi: 1 mL siilfirik asit 100 mL saf suya tamamlanarak
hazirlanmstir.

Iyot-potasyum iyodiir ¢ézeltisi: 3 g iyot ve 5 g potasyum iyodiir (KI)’iin 1000 mL saf
suda ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanmig ve karanlik kosullarda cam sisede saklanmustir.
Ninhidrin aywraci: 0.35 g ninhidrinin 100 mL etanol icerisinde ¢ozdiiriilmesi ile
hazirlanmis ve karanlik kosullarda cam sisede saklanmustir.

Steril fizyolojik tuzlu cozeltisi: 0.9 g sodyum klortiriin 100 mL saf suda ¢ozdiiriilmesi

ile hazirlanmstir.
2.2. Yontemler

2.2.1. Toprak 6rneklerinin toplanmasi

Kitinin kitosana biyodoniisiimiinii katalizleyen, kitin deasetilaz iiretici bakteriler, kitin
kalintilarindaki mevcut nitrojenin geri doniisiimiinden sorumlu olup; habitat olarak
deniz, okyanus ve nehir agz1 sularina ve bu sularin etrafindaki topraklara (sahiller gibi)
dagilim gostermislerdir (Kaur ve ark.,2012). Literatiirdeki bu bilgiye dayanarak, Orman

Bakanligi’ndan alinan izinler dogrultusunda koordinatlar1 verilmis Mersin iline bagh
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Susanoglu deniz sahili Yaprakli Koy (36°25'9"N 34°5'30"E), Silitke il¢esine bagl
Bogsak Koyu (36°1623"N 33°48'50"E) ve Adana ili Karatas ilgesine bagli liman
bolgesinden (36°33 '45"N 35°22 '49"E) aseptik kosullarda toprak ornekleri alinmis ve
bu ornekler CDA iretici Bacillus suslarinin izolasyonu igin laboratuvarda

bekletilmeden analiz edilmistir.

2.2.2. Kolloidal kitin uretimi

Wen vd. (2002) tarafindan belirtilen yontem tarafimizca modifiye edilerek

kullanilmaistir.

1. 5 g toz halindeki kitin igeren 5 L’lik cam burgulu kapakl siseye, 100 mL konsantre
HCl yavas yavas ilave edilmistir.

2. Siispansiyon +4°C’de bir gece yiiksek devirde manyetik karistiricida karistirilmastur.

3. Karistma 2 L soguk %95°lik etil alkol ilave edilmis ve bir gece 25°C’de
bekletilmistir.

4. Karigim filtre kagidindan gegirilerek toplanan presipitat 5500 rpm’de 10 dk. +4°C’de
santrifuj edilerek bir araya toplanmugtir.

5. Distile su ile pellet iki kez yikanmig (5500 rpm’de 10 dk. +4°C’de) ve yine distile su
ile slispanse edilmistir.

6. Siispansiyonun pH’s1 0.01 N’lik NaOH ile nétralize (pH 7.0) edilmistir.

7. Elde edilen noétral presipitat cam bir kaba alinarak oda sicaklifinda 1-2 saat
bekletilmis ve kullanilana kadar +4°C’de karanlikta saklanmustir.

Kullanilmak {iizere saklanan kolloidal kitin Sekil 2.1’de verilmistir. Saf kitinin kimyasal

islemlerden gecirilmesi ile elde edilen kolloidal kitin %35 verimle {iretilmistir.

\ ‘D_ :
R y
“ e

Sekil 2.1. Besi ortamina eklenecek kolloidal kitin
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2.2.3. CDA iiretici Bacillus sp. suslarinin izolasyonu

Steril fizyolojik tuzlu ile siispanse edilmis toprak ornekleri Bacillus sp. suslarinin
izolasyonu i¢in 65°C’de 30 dk. su banyosunda 6n islemden gecirilmistir. Muameleyi
takiben seri sulandirma yapilarak 102, 10° ve 10°® sulandirma katsayilarindan 100 pL
alimarak CDA aktivite besiyerine yayma preparasyon seklinde inokiile edilmistir.
Takiben petri plaklar1 30°C’de bir hafta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince bakteri

kolonileri etrafindaki renk degisimi gzlenmistir.

2.2.4. CDA kultir taramasi

Substrat olarak kolloidal kitin iceren kati besiyerlerinde kitin deasetilaz enzimini
sentezleme karakteri gosteren suslar, sivi fermantasyon ortaminda kiiltiir taramasina
tabii tutulmustur. izolatlar s6z konusu ortamda 25°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi besi ortammin 2 mL’si, etanolde ¢ozdiiriilmiis 4-nitroasetanilid
emdirilen ve akabinde havada kurutularak hazirlanan tani kagitlarini igeren steril bir
test tiipiine aktarilarak 25°C’de 12-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Takiben tani
kagitlarinda sar1 renk olusumu gozlenmistir (Fang ve ve ark.,2010; Zhou ve ve
ark.,2010; Kaur ve ve ark.,2012).

2.2.4. CDA iiretici Bacillus sp. suslarin tanimlanmasi

Gram boyama analizleri ile morfolojik karakterleri belirlenen suglar VITEK II
(Biomeriux) identifikasyon sistemi kullanilarak tiir diizeyinde tanimlanmistir. Bunun
icin VITEK II analizi 6ncesi suslar Triptik Soy Agar (TSA)’da 24 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 3 mL %0.45-0.5 NaCl (pH 4.5-7.0) iceren tiiplere 1
gecelik kiiltlirden 6ze dolusu inokiile edilerek, tiiplerin Mac-Farland bulaniklig1 0.5-
0.63 olacak sekilde ayarlanmistir. Bakteriler gram boyanma karakterlerine uygun kitler

kullanilarak tiplendirmek tizere cihaza yliklenmistir.

2.2.6. Bacillus sp. suslarin stoklanmasi

CDA iiretici olarak tiplendirilmis Bacillus sp. suslarinin LB besiyerinde 37°C’de
gelistirilmis 1 gecelik kiiltiirlerinden, toplam hacmin %30’u steril gliserol olacak

sekilde ependorf tiiplerine aktarilip suslar -20°C’de saklanmaistir.
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2.2.7. Kitosan iiretim ortaminin optimizasyonu

Kitinin kitosana biyodoniisiimiinii katalizleyen CDA enzimini sentezleyen bakterilerin
izolasyonu ve tiplendirmesini takiben, suslardan en yiiksek verimde kitosan eldesi i¢in
kitosan {iretim ortaminin optimizasyon ¢alismalart siirdiiriilmiistiir. Optimizasyon
caligmalarina Oncelikle fermantasyon ortamina besin kaynaklarinin eklenmesiyle
baslanmig olup sirasiyla, karbon kaynagi olarak %2 konsantrasyonda glukoz, laktoz ve
siikroz; %1 konsantrasyonda et Oziitii, maya 0ziitli, kazein peptonu, gibi organik;
amonyum siilfat ve sodyum nitrat gibi inorganik azot kaynaklari; %0.04
konsantrasyonda metal iyonlar1 (MgSQO4, ZnCl,, MnSQ,, CaCl,, CuSQ,) eklenerek besi
ortamindaki bakteriyel gelisim ilk 12 saat i¢in her iki saatte bir alinan 6rneklerin ODggo
nm’de spektrofotometrik analizleri yapilarak takip edilmistir. 48 saat siirdiiriilen gelisim
icin pH (5, 4.5, 6, 6.5, 7, 7.5 ve 8) ve inkiibasyon sicaklig1 (35, 37, 40, 43 ve 45°C) gibi
parametrelerde ayn1 kosullar altinda incelenmistir.

Her sus ayn1 fermantasyon ortaminin 5 mL’sini igeren tiiplerde 25°C’de 180 rpm’de 6n
inkiibasyona tabii tutulmustur. Bir gecelik taze kiiltiirlerin optik yogunlugu ayni sivi
besiyeri ile 0.4’e ayarlanmistir. Optimizasyon ¢alismalaria, 95 mL’lik besi ortamini
iceren 250 mL’lik cam burgulu siselere kiiltiirlerin inokiile edilmesi ile baglanmistir. Ve
bu On inkiibasyon asamasmna her optimizasyon parametresini takiben besiyerinin
icerigindeki degisiklikle birlikte optik yogunluk 0.4’e ayarlanarak devam edilmistir.
Sonuglar suslarin ayni inkiibasyon kosullarinda optimizasyon oOncesi fermantasyon
ortaminda 24 saatlik gelisimlerinin izlenmesi ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
Hiicresel gelisimler kiiltiir ortaminin spektrofotometrik optik yogunlugu (ODggo) temel

alinarak belirlenmistir.

2.2.8. Siv1 fermantasyon ortamindan kitosanlarin saflastiritlmasi ve kalitatif tespiti

Kitosan iiretim ortaminin optimizasyon ¢alismalarinin sonuglarina dayanarak izolatlarin
en yuksek gelisim gosterdigi besi ortamina %1 kolloidal kitin eklenerek suslar 37°C’de
calkalamal1 kosullarda (180 rpm) 12 saat inkiibe edilmistir.

Kitosan varliginin kalitatif tespiti i¢in, inkiibasyonu takiben sivi fermantasyon ortami
5500 rpm’de 30 dk. +4°C’de santrifiij edilmistir. Bakteri, kitin ve kitosan karigimi
iceren pellet 0.1 N NaOH ¢o6zeltisinin 10 mL’si ile silispanse edilerek iyice

karigtirllmistir. Ve 121°C’de 15 dk. steril edilmistir. Tiiplerin oda sicaklifina gelmesi
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beklenmis ve alkali muamele sonucu tiim hiicrelerin ¢éziinmesi saglanmistir. Tiipler
tekrar 5500 rpm’de 30 dk. +4°C’de santrifiij edilmistir. Kitin, kitosan ve az da olsa
hiicre kalintilar1 iceren pellet %2’lik glasiyel asetik asitin 10 mL’si ile yikanmis ve
kitosanin ¢oziinmesi i¢in karisim 1 gece oda sicakliginda calkalanmustir.

Tiip icerigi tekrar ayni kosullarda santrifuj edilmis ve siipernatantin pH’s1 1 N NaOH
ile notralize edilmistir. 5500 rpm’de 15 dk. santrifujleme sonrasi elde edilen beyaz
pellet 2 kez distile su ile yitkanmis ve 5 mL distile suda siispanse edilmistir. Bu
asamada elde edilen siispansiyon ham kitosan preparati olarak degerlendirilmis olup
+4°C’de steril falkon tiiplerinde muhafaza edilmistir. Bu slispansiyonun 1 mL’si daha
onceden agirlig1 bilinen cam petri veya saat camina alinarak 55°C’de 2-6 saat aras1 kuru
sicak firinda kurumaya birakilmistir. Kurutma islemini takiben cam kaplarin agirligi
tekrar Olgiilerek %1 kolloidal kitinden mikrobiyal doniisiimle ortalama olarak ne kadar
kitosan iiretildigi % verim olarak hesaplanmistir.

Kuru presipitatin iizerine 2-3 damla iyot/potasyum iyodiir soliisyonu eklenerek
karistirilmis ve karigima 2-3 damla %1°lik H,SO, eklenmistir. Iyot/potasyum iyodiir
soliisyonun eklenmesi ile dnce koyu kahve olan presipitat siilfirik asit eklenmesiyle
koyu pembe renk almistir (Ortega-Ortiz ve ark.,2010). Bu tayin %2’lik glasiyel asetik
asitte ¢oziinmiis standart kitosan ve kolloidal kitinin olusturdugu renkler referans
alinarak optimize edilmistir. Sekil 2.2’de kolloidal kitin sari-kahverengi, kitosan ise

koyu pembe renk vermistir.

PR
NN -

Sekil 2.2. Soldan saé‘ls kolloidal kitin ve kitosanin kalitatif analizi takiben renklendirme
sonucu

2.2.9. Kitosan preparatlarindaki total karbonhidratin ninhidrin ayiraci ile belirlenmesi

Kalitatif analizleri takiben, ninhidrin ayiracinin kullanildig: spektrofotometrik analizler

ile preparatlardaki karbohidrat varligi ve miktar belirlenmistir. Ayirag kaynatildiginda
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ornekteki protein igerigi ile mavi-mor komplex; karbohidrat icerigi ile ise sarap kizili
rengini vermektedir.

0.3 g standart kitosanin %3’liik glasiyel asetik asitin 100 mL’sinde ¢ozdiiriilerek 3
mg/mL konsantrasyonda kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden hazirlanan
farkl1 konsantrasyonlar belirtilen prosediir ile analiz edilerek kalibrasyon egrisi
cizdirilmis ve miktar tayinleri yapilmigtir. 5 mL standart kitosan Ornegine 1 mL
ninhidrin ayiraci eklenerek karistirilan 6rnekler su banyosunda 30 dk. kaynatilmistir.
Su banyosunda sogutulan reaksiyon igerigine %50 (v/v) etanol/su karigiminin 3 mL’si
eklenerek sulandirilmigtir. Vortex ile karistirilan renkli igerik 570 nm’de kore (%3 liik
glasiyel asetik asit) karsi okutularak analiz edilmistir. Tim analizler ii¢ tekrarli
yiriitiilmiistlir. Sirasiyla 0; 1; 1.5; 2; 2.5 ve 3 mg/mL konsantrasyonda standart kitosan

orneklerindeki renk degisimi Sekil 2.3’°te verilmistir.

Sekil 2.3. Ninhidrin ayiraci ile standart 6rneklerde | gozlenen renk degisimi

0; 1; 1.5; 2; 2.5 ve 3 mg/mL konsantrasyonda standart kitosan ¢ozeltileri kullanilarak

cizdirilen kalibrasyon egrisi Sekil 2.4’te verilmistir.
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Sekil 2.4. Total karbohidrat varligi i¢in kullanilan kalibrasyon egrisi
2.2.10. Saflastirilmis kitosanlarin antimikrobiyal aktivite analizleri

Kismi olarak saflagtirilmis kitosan siispansiyonlarinin, kendi kiiltiir koleksiyonumuzda
bulunan mikroorganizmalara (Metisilin-direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Klebsiella spp, Escherichia coli, Salmonella spp,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Shigella
spp, Enterobacter cloacae, Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) ve Listeria
monocytogenes) kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir.

Kitosan soliisyonlarinin antimikrobiyal aktivitesine, kimyasal yontemlerle kitinden elde
edilmis orta (~400.000) ve distik (50.000-190.000) molekiiler agirliktaki standart
kitosanlarla karsilagtirilarak anlam yiiklenmistir. Bunun i¢in %0.1°lik glasiyel asetik
asit icinde 2 mg/mL konsantrasyon da hazirlanmis standart kitosan soliisyonlar:
referans olarak kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin ¢oziiciiden kaynakli olup
olmadigin belirlemek i¢in de steril %0.1’lik glasiyel asetik asit ¢ozeltisi negatif kontrol
grubu olarak degerlendirilmistir. Uriinlerin endiistriyel kullanimmin anlamlandirilmasi
icin sadece standart kitosanlar degil ayni zamanda standart antibiyotik (2 mg/mL
konsantrasyonda steril kloramfenikol) de kullanilmustir.

Antimikrobiyal aktivite analizleri i¢in, nutrient broth besi ortaminda 37°C’de 24 saat
gelistirilen bakteriler 5500 rpm’de 15 dk. santrifiij sonras1 steril fizyolojik tuzlu suyla
stispanse edilmistir. Bakterilerin optik yogunluklart ODggo 3’e ayarlanmistir. S6z
konusu yogunluktaki test bakterilerinin ortalama koloni sayist PCA kullanilarak

belirlenmistir.
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Antimikrobiyal aktivite testleri 250 mg/L final konsantrasyonda standart kitosan
cozeltileri, %0.1°lik glasiyel asetik asit, kloramfenikol ve kitosan siispansiyonlarini
iceren pH’s1 7’ye ayarlanmis nutrient brothlarda siirdiiriilmistiir. Test bakterilerinin
steril fizyolojik tuzlu su ile siispanse edilmis kiilttirlerinin 0.1 mL’si 37°C, 120 rpm’de
6 saat inkiibasyona birakilmistir. Kiiltiirlerin 0.1 mL’si PCA plaklarina yayilarak
37°C’de 12-18 saat inkiibe edilmistir. Ve 12. saatte bakteri sayimlar1 yapilmigtir.
Kitosan siispansiyonlarinin test bakterileri tizerindeki inhibisyon etkisi, kontrol gruplari
ile karsilastirilarak PCA plaklarinda canli hiicre sayimi ile analiz edilmistir. PCA’da
canli hiicre sayimi seklinde incelenen antimikrobiyal analizler {i¢ tekrarli olarak
stirdliriilmiistiir. Antimikrobiyal aktivite [(C-T)/C]x100 formiilene gore % deger olarak
hesaplanmistir (kontrol plaklarindaki (C) ve test 6rnek plaklarindaki (T) koloni sayimi)
(Chung ve ark.,2011).

2.2.11. Antimikrobiyal aktivitenin karakterizasyonu

Sicakhi@in etkisi: Son konsantrasyonda 250 mg/L olacak sekilde kitosan ve test
organizmasi eklenen besi ortami farkli sicakliklarda (4, 15, 25, 37 ve 40°C) 120 rpm’de
6 saat inkiibe edilmistir. En iyi aktivite gozlenen sicaklik i¢in asagidaki parametreler
incelenmistir.

pH’min etkisi: S1v1 besi ortamlarinin pH’s1 1N’lik NaOH ve HCl ile 5, 6, 7, 8 ve 9 pH
degerlerine ayarlanarak test edilmistir.

Kitosan konsantrasyonun etkisi: En yiiksek antimikrobiyal aktivitenin gozlendigi
sicaklik ve pH’da besi ortamina farkli konsantrasyonlarda (100-150-250 mg/L) kitosan
eklenerek analiz edilmistir.

Diger potansiyel bilesiklerin etkisi: %0.1 konsantrasyonda SDS, Triton X-100;
fmerkaptoetanol gibi deterjanlar ve 5 mM EDTA igeren besi ortamlarina kitosan
eklenerek yukarida belirtilen inkiibasyon kosullarinin antimikrobiyal akitivite
tizerindeki etkileri arastirilmistir.

Metal iyonlarmmin etkisi: Sivi besi ortamina 0, 10, 20 ve 30 mM gibi g¢esitli
konsantrasyonlarda MgCl,, CaCl,, BaCl,, NaCl ve KCI eklenerek incelenmistir.
Yukarida verilen pH, sicaklik, kitosan konsantrasyonu, metal iyonlarinin ve diger

bilesiklerin aktivite tizerindeki etkisi PCA plaklarinda canli hiicre sayimi ile analiz
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edilmistir. Antibakteriyel aktivite [(C-T)/C]x100 formiilene gore % deger olarak
hesaplanmistir (kontrol plaklarindaki (C) ve test 6rnek plaklarindaki (T) koloni sayimi).

2.2.12. FT-IR ile deasetilasyon derecesinin belirlenmesi

Kitosan siispansiyonlarmin antimikrobiyal aktivitesini belirleyen parametrelerden biri
olarak tanimlanan deasetilasyon derecesi, Fourier Transform Infrared Raman
Spectroscopy (FT-IR) ile belirlenmistir. Bu analizler Sabanci Universitesi’nde The
Thermo Scientific™ Nicolet™ iS™]10 FT-IR Spectrometer cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Kitosan orneklerinden potasyum bromit (KBr) film ve disk hazirlanmadan, ¢oziicii
igerisindeki drnekler oda sicakliginda kurutulup toz haline getirilerek incelenmistir. S6z

konusu cihazin inceleme parametreleri Cizelge 2.8’de gosterilmistir.

Cizelge 2.8. FT-IR inceleme parametreleri

Parametre Deger
Detektor DTGS KBr
Isin ayiric KBr
Kaynak IR
Aksesuar SmartiTR
Pencere Elmas
Incelenen spektral aralik limitleri

En yiiksek aralik 4000

En diisiik aralik 525

Optik hiz 0.4747

2.2.13. Viskozimetre ile molekiiler agirligin belirlenmesi

Kitosan preparatlarinin  ortalama molekiiler agirliklart (M) viskozimetre ile
belirlenmistir. Asetik asit ¢Ozeltisinde hazirlanan kitosan preparatlari, Anton Paar
Modular Compact Rheometer 302 cihazi kullanilarak Sabanci Universitesi’'nde analiz
edilmistir. S6z konusu cihazin inceleme parametreleri Cizelge 2.9°da gdsterilmistir.

Inceleme oda sicakliginda gereceklestirilmistir.
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Cizelge 2.9.Viskozimetre inceleme parametreleri

Parametre Deger
Uygulama RHEOPLUS/32 VV3.61 21005865-33024
Cihaz MCR302 SN81040995; FW3.84; Slot(4,-1)
Olgiim Sistemi CP25-2-SN31129; d=0.103 mm
Aksesuar TU1=P-PTD200+H-PTD200-SN80400813-81039968

Kayma gerilimi

tau =0.1 ... 100 Pa log; |Slope| = 6 Pt. / dec

Zaman profili

19 Meas. Pts.

Meas. Pt. Duration 10 ... 2 s log
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3. BULGULAR
3.1. CDA Uretici Bacillus sp. Suslarmin Secimi

Kat1 besiyerinde kitin deasetilaz iiretici Bacillus spp’lerin se¢imi indikator olarak
kullanilan 4-nitroasetinalidin renk degisimine bagli olarak gergeklestirilmistir. Buna gore
inkiibasyon siiresi sonunda kolonisi etrafinda sar1 zon olusturarak {ireme davranisi
gosteren suglar secilmistir. Bu suslarin plaklarda gostermis oldugu lireme davranislari

karsilagtirmali olarak Sekil 3.1 ve 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.1. Ust kisimda soldan saga: 2. izolata ait plakta yayma ile elde edilmis sar
zonlu koloni olusumu ve inokiile edilmeden indikator iceren besi ortaminin rengi. Alt
kisimda CDA iiretici 2 nolu susun ve ayni sahilden alinan 6rnekten izole edilmis
ancak CDA iireticisi olmayan izolatlarin tireme davranisi
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Sekil 3.2. CDA iiretici susrln (3, 7 ve 8) plaklarda gosterdigi iireme davraniglar

3.2. Kitosan Uretiminin CDA Enzim Varhgina Bagh Kiiltiir Taramasi

Indikatér emdirilmis tan1 kagitlarindaki sar1 renk olusumu ile kati1 besiyerlerinde
gozlenen renk degisiminin suslarin CDA iiretiminden kaynaklandigr dogrulanmustir.
Inkiibasyon siiresinin 24 saate uzatilmasiyla sadece tam1 kagitlarmin degil,
fermantasyon ortaminin renginin de sariya doniistiigli gozlenmistir. Bu renk degisimleri

negatif kontrol gruplari ile karsilastirilarak Sekil 3.3 ve 3.4’°te gosterilmigtir.

Sekil 3.3. Tan1 kagitlarindaki renk degisimi
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Sekil 3.4. CDA kiiltiir taramasi analizinde fermantasyon ortaminda gerceklesen
renk degisimi

Tan1 kagitlar1 ve fermantasyon ortaminda renk degisimi gosteren 4 adet sus CDA
iiretici bakteri izolatlar1 olarak kabul edilmistir. izolatlar 2, 3, 7 ve 8 seklinde
numaralandirilmistir. Bu suglardan 2 ve 3 nolu sus Karatas sahilinden, 7 ve 8 nolu

suslar ise Mersin sahil 6rneklerinden izole edilmistir.

3.3. CDA Uretici izolatlarin Tamimlanmasi ve Stoklanmasi

Mikroskobik analizler sonucunda Gr (+) basil olarak morfolojik karakterleri belirlenen
suslar (Sekil 3.5), VITEK II (Biomeriux) identifikasyon sistemi kullanilarak tiir

diizeyinde tanimlanmistir (Cizelge 3.1).

Sekil 3.5. Suslara ait Gr boyama sonucu (Ornek 2 nolu susa aittir)
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Gr boyanma karakterlerine uygun Kitler kullanilarak VITEK identifikasyon sistemi ile

tiplendirilen suglara ait tanimlama sonuglar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Suslarin tiplendirme sonuglari

Bakteri No  Tiplendirme Sonucu % Identifikasyon
Basarisi
2 Bacillus cereus 95
3 Bacillus thuringiensis 85-90
7 Bacillus megaterium 92
8 Bacillus subtilis 95

CDA fretici olarak tiplendirilmis Bacillus sp.’ler gliserol stoklamanin yani sira
Nutrient Agar iceren tiiplerde egik kat1 seklinde hazirlanmis kiiltiirlere her 6 ayda bir
pasajlama yapilarak da muhafaza edilmistir. Ve bu suslar kitosan tiretimi i¢in hedef

kaynak olarak degerlendirilmistir.

3.4. Kitosan Uretim Ortaminin Optimizasyonu

Optimizasyon sonuglari, ayni inkiibasyon kosullarinda suslarin sivi fermantasyon
ortaminda optimizasyon oOncesi 24 saatlik gelisimlerinin izlenmesi (Sekil 3.6) ile
karsilagtirilarak ~ degerlendirilmistir. ~ Hiicresel — gelisim,  kiiltlir ~ ortaminin
spektrofotometrik optik yogunlugu (ODggo) seklinde belirlenmistir. Her Bacillus sp susu

i¢in ayr1 ayri raporlanan optimizasyon sonuglart asagidaki gibi grafize edilmistir.

1,6
1,4
1,2
E 1
= 08 -
= 0,6
- 0,4
0,2 Laman (Saat)
R 2 a 6 8 10 12 24
[—— 8. cereus | 04 |o0672| 08 | 11 | 1,121 | 1,117 | 1,287 | 1,005 |
—m—B. thuringiensis| 0,4 | 0,612 | 0,891 | 0,931 | 1,133 | 0,999 | 1,23 | 1,44
B. megaterium | 0,4 | 0,642 | 0,787 | 0,965 | 1,109 | 1,125 | 1,043 | 1,316 |
| 8. subtilis 04 | 0,742 0,799 | 1,033 | 1,169 | 1,098 1,161 | 0,842 |

Sekil 3.6. Optimize edilmemis fermantasyon ortaminda 24 saatlik bakteriyel gelisim
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3.4.1. Bacillus cereus’un optimizasyon sonuglari

Bacillus cereus i¢in s1vi fermantasyon ortaminin optimizasyon sonuglar1 Sekil 3.7, 3.8,

3.9, 3.10 ve 3.11°de incelenen her parametre i¢in ayr1 ayr1 grafize edilmistir.

1; Bacillus cereus ——
iy \5
1,4
= 1,2
S 1
8 0,8
0,6
0,4
0,2 Zaman (Saat)
0 0 2 4 6 8 10 12 24 48
%2glukoz | 0,4 | 1,254 | 1,75 | 1,821 | 1,763 | 1,741 | 1,835 | 1,508 | 1,468
%2laktoz | 0,4 | 1,216 | 1,718 | 1,716 | 1,717 | 1,705 | 1,702 | 1,365 | 1,458
%2sikroz| 04 | 1,384 | 1,764 | 1,827 | 1,852 | 1,863 | 1,78 | 1,564 | 1,461

Sekil 3.7. Bacillus cereus’un karbon kaynagi optimizasyon

. 2,2 -
Bacillus cereus 2 -
1,8
1,6 -
1,4 -
= 1,2
c 1 4
p= 0,8
© 0,6 -
8 0,4
0,(2) 1 Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 12 24 48
———9% 1 et peptonu 04 |1,303| 1,432 1,937 | 1,939 1,83 | 1,975 | 1,905 1,975
—9% 1 et 6zUtl 0,4 |1,208 | 1,413| 1,974 | 1,986 1,989 | 1,972| 2 | 2,009
=9 1 kazein peptonu| 0,4 | 1,012 | 1,324 | 1,959 | 1,986 | 2,02 | 1,972 | 1,959 | 1,993
———9 1 NaNO3 0,4 |0,837| 1,754 1,778 | 1,777 | 1,791 1,789 | 1,813 1,824
% 1 (NH4)2504 0,4 |0939 1,681 1,739 1,775 1,759 1,774 | 1,784 | 1,659
—9% 1 maya 6zt 0,4 |1,859| 1,923 | 1,956 | 2,074 | 2,2 | 2,005 1,982 2,023

Sekil 3.8. Bacillus cereus’un azot kaynagi optimizasyon sonuglari
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1,8 -

Bacillus cereus

1,6 -
1,4 - A—
\_—_
g 1,2 -
S s
S 08 -
m) 0,6 -
O o4
0,2 - Zaman (Saat)
0
0 2 4 6 8 10 12 24 48
% 0.04 CaCl2 0,4 0,558 | 0,383 | 0,773 | 1,297 | 1,306 | 1,311 | 1,241 | 1,252
% 0.04 MgS0O4| 0,4 0,71 | 0,466 | 0,65 | 1,445 | 1,524 | 1,497 | 1,426 | 1,436
% 0.04 MnSO4| 0,4 0,475 | 0,57 | 0,625 | 1,478 | 1,45 | 1,367 | 1,443 | 1,533
% 0.04 ZnCI2 0,4 0,458 | 0,582 | 0,629 | 1,522 | 1,505 | 1,421 | 1,435 | 1,502
% 0.04 CuSO4 0,4 0,447 | 0,448 | 0,616 | 1,345 | 1,396 | 1,313 | 1,372 | 1,492

Sekil 3.9. Bacillus cereus’un metal iyonlari optimizasyon sonuglari

2,2 - ]
2 - Bacilluscereus
1,8 -
1,6 -
£ 1,4 -
S 1,2 -
© 14
a 08 -
O o6 -
0,4 -
0,2 - Zaman (saat)
0
0 2 4 6 8 12 24 48
——55| 04 | 0521 | 0692 | 0,852 | 1,328 | 1,232 | 1,512 | 1,33 | 1,658
—6 04 | 0667 | 1,071 | 1,25 | 1,492 | 1,247 | 1,586 | 1,385 | 1,629
—6,5| 0,4 | 0,628 | 0,793 | 1,228 | 1,569 | 1,258 | 1,482 | 1,327 | 1,584
—7 0,4 1,167 | 1,264 | 1,526 | 1,457 | 1,721 | 1,825 | 1,711 | 1,942
—75| 04 1,343 | 1,44 | 1,543 | 1,611 | 1,755 | 1,829 | 1,768 | 1,826
—3 0,4 1,859 | 1,923 | 1,956 | 2,074 2,2 2,005 | 1,982 | 2,023
—5 04 | 0,418 | 0,464 | 0,482 | 1,154 | 1,265 | 1,535 | 1,596 | 1,659

Sekil 3.10. Bacillus cereus’un pH optimizasyon sonuglari
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Bacillus cereus
2,5 -

OD 600 nm

0,5 -
Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 12 24 48
25°C| 04 1,859 | 1,923 | 1,956 | 2,074 2,2 2,005 | 1,982 | 2,023
35¢C| 04 1,892 | 1,818 | 1,840 | 2,469 | 2,303 | 2,358 | 2,407 | 1,993
37°C| 04 1,956 | 2,074 | 2,856 | 2,623 2,41 2,505 2,32 2,009
40°C| 0,4 1,778 1,822 1,993 1,882 2,088 1,914 2,012 2,101
43°C| 0,4 1,866 1,856 1,937 2,007 2,105 2,111 2,371 2,225
45°C| 0,4 1,656 | 1,664 | 1,967 | 1,520 | 1,360 | 1,450 | 1,640 | 1,336

0

Sekil 3.11. Bacillus cereus’un sicaklik optimizasyon sonuglari
3.4.2. Bacillus thuringiensis’in optimizasyon sonuglari

Bacillus thuringiensis igin sivi fermantasyon ortamiin optimizasyon sonuglart Sekil

3.12, 3.13, 3.14, 3.15 ve 3.16’da incelenen her parametre i¢in ayr1 ayr1 grafize

edilmistir.
2 4 . o
Bacillus thuringiensis
1,5 -
S
c 1
o
o
[{e]
Q |
o 0,5
Zaman (Saat)
0
0 2 4 6 8 10 12 24 48
%2glukoz| 0,4 | 1,285 | 1,324 | 1,785 | 1,722 | 1,486 | 1,45 | 1,802 | 1,716
%2laktoz| 0,4 | 1,203 | 1,432 | 1,697 | 1,785 | 1,427 | 1,375 | 1,699 | 1,666
% 2sukroz| 0,4 | 1,415 | 1,758 | 1,808 | 1,849 | 1,58 | 1,559 | 1,849 | 1,795

Sekil 3.12. Bacillus thuringiensis’in karbon kaynagi optimizasyon sonuglari
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2 -
1,8 -
1,6 -
g 1,4 - . . . .
o 1,2 - Bacillus thuringiensis
o 1 -
©
o) 0,8 -
(@) 0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 12 24 48
——9% 1 maya &zitii 04 | 1,655 | 2,041 | 2,147 | 1,857 | 1,995 | 1,917 | 1,999 | 1,978
——9% 1 et peptonu 04 | 1,423 | 1,676 | 2,012 | 2,016 | 1,927 | 1,965 | 2,035 | 2,044
——9% 1 et 6ziitii 04 | 1,458 | 1,738 | 2,047 | 2,01 | 1,994 | 1,974 | 2,002 | 2,028
=09 1 kazein peptonu 04 1,039 | 1,062 | 1971 | 1998 | 1,998 | 1,987 | 1,914 | 2,047
=% 1 NaNO3 04 | 0945 | 1,807 | 1,751 | 1,754 | 1,791 | 1,762 | 1,791 | 1,859
=% 1 (NH4)2504 04 | 1,231 | 1,805 | 1,757 | 1,751 | 1,752 | 1,766 | 1,815 | 1,798

Sekil 3.13. Bacillus thuringiensis 'in azot kaynag1 optimizasyon sonuglari

1:2 | Bacillus thuringiensis
14 - -
12 -
s 1
g o
S 04
0,2 7 Zaman (Saat)
° o 2 4 6 8 | 10 | 12 | 24 | 48
—%0.04CaCl2 | 0,4 | 0,503 | 0,453 | 1,261 | 1,271 | 1,284 | 1,269 | 1,235 | 1,283
——%0.04MgSO4| 0,4 | 0,98 | 0,438 1,165 | 1,546 | 1,508 | 1,557 | 1,551 1,595
~——%0.04MnSO4| 0,4 | 0,633 | 0,959 | 0,641 | 1,435 | 1,503 | 1,437 | 1,497 | 1,591
——%0.042znC2 | 0,4 | 0,631 0,707 | 0,838 | 1,489 | 1,527 | 1,413 1,5 | 1,548
——%0.04CusO4 | 0,4 | 0,636 0,488 | 0,613 | 1,52 | 1,466 1,431 1,563 1,6

Sekil 3.14. Bacillus thuringiensis ’in metal iyonlar1 optimizasyon sonuglari
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25 " Bacillus thuringiensis
2 -
1 -
S >
c
S 17
[(e]
o) i
S o5
0 Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 12 24 48
—5 04 | 0521 | 0,699 | 0,533 | 1,107 | 1,226 | 1,149 | 1,239 | 1,225
—55/ 04 | 0575 | 1,031 | 089 | 097 | 1,144 | 1,274 | 1,25 | 1,22
—6 04 | 0,982 | 1,025 | 1,222 | 1,118 | 1,244 | 1,354 | 1,205 | 1,431
—6,5 04 | 0,953 | 1,146 | 1,246 | 1,534 | 1,254 | 1,59 | 1,26 | 1,469
—_—7 04 | 1,327 | 1,308 | 1,237 | 1,554 | 1,534 | 1,392 | 1,423 | 1,612
-~—75 04 | 1,519 | 1,893 | 1,779 | 1,597 | 1,638 | 1,579 | 1,657 | 1,728
—3 0,4 | 1,655 | 2,041 | 2,147 | 1,857 | 1,995 | 1,917 | 1,999 | 1,978
Sekil 3.15. Bacillus thuringiensis 'in pH optimizasyon sonuglari
3,5 - . o
Bacillus thuringiensis
3 .
2,5 -
£ 2
=
S 15 -
o
[a]
o 1
0,5 -
Zaman (Saat)
0
0 2 4 6 8 10 12 24 48
25°C/ 0,4 | 1,655 | 2,041 | 2,147 | 1,857 | 1,995 | 1,917 | 1,999 | 1,978
35eC| 0,4 | 2,347 | 2,563 | 2,214 | 2,132 | 1,941 | 1,791 | 1,700 | 1,969
37eC/ 0,4 | 2,455 | 3,005 | 2,812 | 2,133 | 2,383 | 2,092 | 1,978 | 2,084
40eC| 0,4 | 1,789 | 1,950 | 1,857 | 2,057 | 1,995 | 1,576 | 1,427 | 1,917
43eC| 0,4 | 1,071 | 1,314 | 1,395 | 1,999 | 1,570 | 1,921 | 1,831 | 1,916
45°C| 0,4 | 0,831 | 0,998 | 1,180 | 1,327 | 1,377 | 1,401 | 1,460 | 1,269

Sekil 3.16. Bacillus thuringiensis’in sicaklik optimizasyon sonuglari

3.4.3. Bacillus megaterium’un optimizasyon sonuglari

Bacillus megaterium igin sivi fermantasyon ortaminin optimizasyon sonuglart Sekil
3.17, 3.18, 3.19, 3.20 ve 3.21’de incelenen her parametre icin ayri ayr1 grafize

edilmistir.
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2/4_ . .

2,2 - Bacillus megaterium

2 .

1,8 -

1,6 -
£ 1,4 -

1,2 -
S 1 -
‘5’ 0,8 -
o) 0,6 -

0,4 -

0,2 - Zaman (Saat)

0

0 2 4 6 8 10 12 24 48

——%2glukoz| 0,4 | 1,268 | 1,688 | 1,755 | 1,788 | 1,527 | 1,453 | 1,852 | 1,782
——%2laktoz | 0,4 | 1,226 | 1,499 | 1,638 | 1,717 | 1,483 | 1,341 | 1,552 | 1,707
~——%2sukroz| 0,4 | 1,371 | 1,85 | 1,861 | 1,78 | 1,572 | 2,244 | 1,999 | 1,839

Sekil 3.17. Bacillus megaterium 'un karbon kaynag1 optimizasyon sonuglari

%3 1 Bacillus megateri
2 -
1,8 -
c %’2 i
c 1,2 -
o 1 -
3 0,8 -
A 06 -
e 0,4 -
0,(2) . Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 12 24 48
% 1 maya 6zutu 0,4 | 1,539 | 1,99 | 2,342 | 2,019 2,033 | 2,094 | 1,974 | 2,026
% 1 et peptonu 0,4 |1,441| 1,078 1,954 | 1,961 | 1,999| 1,99 | 2,004 2,063
% 1 et 6ziti 0,4 |1,444|1,776| 1,919/ 1,954 | 2,05 | 1,988 | 2,013 | 2,064
% 1 kazein peptonu| 0,4 | 1,442 1,688| 1,92 | 1,918| 1,997 1,869| 1,934 | 1,938
% 1 NaNO3 0,4 |1,136|1,793| 1,77 | 1,71 | 1,764| 1,774 1,798 | 1,809
% 1 (NH4)2S04 0,4 |1,023|1809|1,771| 1,74 | 1,761 | 1,785| 1,802 | 1,922

Sekil 3.18. Bacillus megaterium "un azot kaynag1 optimizasyon sonuglari
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1,8 -

1,6 - Bacillus megaterium
1,4 -
1,2 -
E L
o 0,8_
3 0,6 -
8 0,4 -
0'(2) ) Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 12 24 48
——%0.04CaCl2 | 0,4 | 0,862 0,906 | 0,737 | 1,567 | 1,495 | 1,56 | 1,543 | 1,324
——%0.04 MgSO4| 0,4 | 0,525 | 0,578 | 0,617 | 1,282 | 1,432 | 1,55 | 1,387 | 1,247
~——%0.04 MnSO4| 0,4 | 0,627 | 0,587 | 0,616 | 1,231 | 1,423 | 1,225 | 1,513 | 1,315
——%0.04znC2 | 0,4 | 0,732 0,576 | 0,643 | 1,298 | 1,236 | 1,226 | 1,227 | 1,375
——%0.04CusO4 | 0,4 | 0,828 | 0,474 | 0,651 | 1,288 | 1,267 | 1,27 | 1,394 | 1,559

Sekil 3.19. Bacillus megaterium 'un metal iyonlarinin optimizasyon sonuglari

OD 600 nm

2,4 - . .

2,% - Bacillus megaterium

1,8 -

16 -

14 -

12 -

1 -

0,8 -

5

02 - Zaman (Saat)
0

0 2 4 6 8 10 12 24 48

—5 04 | 0622 | 0983 | 0912 | 1,25 | 0,714 | 0,697 | 1,39 | 1,634
—55 04 | 0639 | 078 | 091 | 0,937 | 1,259 | 0,888 | 1,631 | 1,045
— 04 | 0,726 | 0,868 | 1,077 | 1,212 | 1,239 | 1,41 | 1,763 | 1,568
—6,5 04 | 0665 | 0,958 | 1,223 | 0,935 | 1,255 | 1,08 | 1,264 1,6
_—_7 0,4 1,25 | 1,326 | 1,237 | 1,15 | 1,246 | 1,003 | 1,142 | 1,622
—75 04 | 1,301 | 1,487 | 1,347 | 1,835 | 1,657 | 1,586 | 1,658 | 1,636
—3 04 | 1,539 | 1,99 | 2,342 | 2,019 | 2,033 | 2,094 | 1,974 | 2,026

Sekil 3.20. Bacillus megaterium "un pH optimizasyon sonuglari
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3 Bacillus megaterium
2,5 -
2 .

£

€ 15 -

[=]

3 1 -

(=]

o 05 -
0 Zaman (Saat)

0 4 8 10 12 24 48

25eC| 0,4 | 1,539 | 1,99 | 2,342 | 2,019 | 2,033 | 2,094 | 1,974 | 2,026
35eC| 0,4 | 1,818 | 2,366 | 2,114 | 2,183 | 1,941 | 2,092 | 1,978 | 2,163
37°C| 0,4 | 1,889 | 2,647 | 2,512 | 2,757 | 2,491 | 2,155 | 2,133 | 1,999
40°C| 04 | 1,355 | 1,976 | 1,727 | 2,057 | 2,132 | 1,950 | 1,700 | 1,917
43eC| 0,4 | 1,071 | 1,314 | 1,695 | 2,084 | 1,995 | 1,921 | 1,916 | 1,314
45°C| 0,4 | 0,931 | 0,998 | 1,180 | 1,327 | 1,377 | 1,401 | 1,460 | 1,269

Sekil 3.21. Bacillus megaterium "un sicaklik optimizasyon sonuglari

3.4.4. Bacillus subtilis’in optimizasyon sonuglari

Bacillus subtilis i¢in s1vi fermantasyon ortaminin optimizasyon sonuglari Sekil 3.22,

3.23, 3.24, 3.25 ve 3.26’°da incelenen her parametre i¢in ayr1 ayri grafize edilmistir.

OD 600 nm

2,4 ~
2,2 -

2 .
1,8 -
1,6
1,4 -
1,2 -

1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2

Bacillus subtilis

Zaman (Saat)

0

0

2

4

6 8

10

12

24

48

=% 2 glukoz

0,4

1,275

1,754

1,76 | 1,778

1,466

1,427

1,823

1,758

=% 2 laktoz

0,4

1,231

1,579

1,697 | 1,755

1,484

1,317

1,604

1,561

=% 2 sukroz

0,4

1,342

1,795

1,826 | 2,117

1,824

1,812

1,795

1,694

Sekil 3.22. Bacillus subtilis 'in karbon kaynag1 optimizasyon sonuglari
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2,4 - . .
22 |Bacillussubtili
2 -
1,8 -
e 1,6 -
1,4 -
= 1,2 -
3 1-
Q 0,8 -
O 0,6 -
0,4 -
0'(2) 1 Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 | 12 | 24 | 48
% 1 maya 6ziitii 0,4 | 1,439 2,218/ 2,042 | 1,983 | 2,044 | 1,988 2,121 2,054
% 1 et peptonu 04 | 1,211 1,816/ 2,028| 1,937 | 1,985 1,972 1,988 | 1,943
% 1 et dziti 04 | 1,339|1,822| 1,939 1,952 1,982 1,958 2,042 | 2,046
% 1 kazein peptonu| 0,4 | 1,325 1,512 1,974 | 1,968 | 1,994 | 1,973| 1,98 | 2,045
% 1 NaNO3 0,4 |0,983|1,715| 1,743 | 1,774 | 1,795| 1,753| 1,902 | 1,886
% 1 (NH4)2504 04 |1,043 1,516  1,773| 1,784 | 1,873 | 1,857 1,929 | 1,968

Sekil 3.23. Bacillus subtilis 'in azot kaynag1 optimizasyon sonuglari

118_ . -
Bacillus subtilis
1,6 -
1,4 -
1,2 -
E 1
S
S 08 -
(] i
o 06
0,4 -
0,2 -
0 Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 12 24 48
—9% 0.04 CaCl2 0,4 | 1,258 | 1,57 | 1,7 | 1,322 1,412 | 1,302 | 1,232 | 1,234
—9%0.04 MgS04| 0,4 | 0,962 | 1,285 | 1,645 | 1,572 | 1,554 | 1,564 | 1,417 | 1,523
———9%0.04 MnSO4| 0,4 | 1,054 | 0,974 | 1,461 | 1,483 | 1,434 | 1,474 | 1,505 | 1,316
=% 0.04 ZnCl2 0,4 | 1,151 | 1,41 | 1,686 | 1,289 | 1,292 | 1,244 | 1,308 | 1,277
——%0.04CuS0O4 | 0,4 | 0,978 | 0,848 | 1,529 | 1,368 | 1,418 | 1,408 | 1,492 | 1,547

Sekil 3.24. Bacillus subtilis 'in metal iyonu optimizasyon sonuglari
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2.4 1o - -
2.2 |Bacillus subtilis
2 - —
6
E 14
o 1,2 -
o 1 -
© 0,8 -
5 06
0,4 -
0.2 - Zaman (Saat)
0 2 4 6 8 10 12 24 48
-5 0,4 0,872 0,672 1,558 1,55 1,239 1,56 1,185 1,615
—55| 04 0,922 0,913 0,749 0,923 1,232 1,317 1,285 1,647
-6 0,4 1,094 | 0,968 | 1,188 | 1,016 | 1,265 | 1,507 | 1,238 | 1,631
—6,5| 04 1,025 1,195 1,233 1,376 1,248 1,411 1,163 1,6
-7 0,4 1,212 1,164 1,238 1,514 1,251 1,824 1,906 1,625
—75| 04 1,39 1,648 | 1,941 1,687 | 1,96 | 1,814 | 1,659 1,64
-8 0,4 1,439 | 2,218 | 2,042 1,983 | 2,044 | 1,988 | 2,121 | 2,054
Sekil 3.25. Bacillus subtilis 'in pH optimizasyon sonuglari
35 1 . .
3 | Bacillus subtilis
2,5 -
E 2
S 15-
a 1 -
o
0,5 A
0 Zaman (Saat)

0 2 4 6 8 10 12 24 48

—252C| 04 1,439 | 2,218 | 2,042 | 1,983 | 2,044 | 1,988 | 2,121 | 2,054
—352C| 04 1,756 | 2,518 | 2,250 | 2,432 | 1,986 | 1,955 2,15 1,911
—37°C| 04 1,952 | 2,914 | 2,739 | 2,552 | 2,608 | 2,255 | 2,128 | 1,999
—40°C| 04 1,433 | 1,078 | 1,406 | 2,084 | 1,998 | 1,788 1,92 2,01
—43°C| 04 1,133 | 1,141 | 1,138 | 1,641 | 1,985 | 1,303 | 1,578 | 1,976
—45¢eC| 0,4 1,008 | 0,850 | 1,297 | 0,675 | 1,203 | 1,189 | 1,360 | 1,613

Sekil 3.26. Bacillus subtilis 'in sicaklik optimizasyon sonuglari
3.5. Fermantasyon Ortaminda Kitin ve Kitosan Varhgi

Optimizasyon analizleri sonunda, baslangi¢c pH’s1 8’e ayarlanmis %1 maya 6ziitii, 0.4 g
(NH4)2S04, 0.15 g KH,PO4 ve %2 siikroz igeren besi ortaminda 37°C’de 48 saatlik
inkiibasyon siiresince en yiiksek gelisim degerleri elde edilmistir. S1vi fermantasyon
ortam1 kullanilarak kitosan saflastirma analizleri siirdiiriilmiistiir. Elde edilen kitosan

preparatlarinda polimerlerin varligi kalitatif olarak belirlenmistir (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. Sirasiyla Bacillus cereus (2 nolu organizma), Bacillus thuringiensis (3 nolu
organizma), Bacillus megaterium (7 nolu organizma) ve Bacillus subtilis (8 nolu
organizma)’ten elde edilen kalitatif analiz sonucu

Kitosan preparatlarindaki total karbohidrat miktar analizi ninhidrin ayiraci kullanilarak

stirdliriilmiistiir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Orneklerdeki total karbohidrat miktari

Kitosan Preparatlarn Total Karbohidrat Miktar:
(mg/mL)
Bacillus cereus/2 nolu preparat 0.393
Bacillus thuringiensis/3 nolu preparat 0.213
Bacillus megaterium/7 nolu preparat 0.163
Bacillus subtilis/8 nolu preparat 0.2

3.7. Kitosan Preparatlarin Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Antimikrobiyal aktivite analizleri i¢in kitosan igerikli nutrient brothlara inokiile edilen
test bakterilerinin optik yogunluklart ODggg 3’e ayarlanmistir. S6z konusu yogunlukta
test bakterilerindeki ortalama bakteri sayist PCA kullanilarak hesaplanmis ve Cizelge

3.3’teki sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 3.3. Inokiilasyon dncesi ortalama bakteri sayis1

Test Bakterileri Bakteri sayis1 (~x10’ cfu/mL)
Metisilin-direncli Staphylococcus aureus 54.2
Bacillus cereus 28
Bacillus subtilis 29.6
Pseudomonas aeruginosa 52.7
Klebsiella spp 37.9
Escherichia coli 34
Salmonella spp 41.8
Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) 27.4
Enterococcus faecalis 14.75
Staphylococcus epidermidis 42.26
Shigella spp 19.3
Enterobacter cloacae 22.72
Listeria monocytogenes 9

Inokiilasyon 6ncesi ortalama koloni sayimi1 yapilmis ve kitosan siispansiyonlarmin test
bakterileri iizerindeki inhibisyon etkisi belirtilen yontemler ile sitirdiiriilmiistiir. Ve

Cizelge 3.4’te belirtilen sonuclar elde edilmistir.

izelge 3.4. Kontrol gruplarinin % inhibisyon etkisi
g grup y

Kontrol %0.1 glasiyel [2mg/mL 2 mg/mL 2 mg/mL
gruplan asetik asit konsantrasyonda konsantrasyonda [konsantrasyonda
kloramfenikol diigiik molekiiler |orta molekiiler
siispansiyonu agirhikta kitosan agirlikta kitosan
siispansiyonu slispansiyonu
[Test Bakterileri
Metisilin-direngli S. 0 0 0 0
aureus
Bacillus cereus 0 53 35 61
Bacillus subtilis 0 99 92 96
P. aeruginosa 0 45 PCA’larda Greme 99
yok
Klebsiella spp 0 55 97 99
Escherichia coli 0 75 80 98
Salmonella spp 0 83 97 99
Vankomisin- 0 0 0 0
direncli
Enterococci (VRE)
S. epidermidis 0 0 29 0
Shigella spp 0 89 84 68
E. cloacae 0 0 82 57
L. monocytogenes 0 0 PCA’larda Ureme 44
yok
E. faecalis 0 42 0 0
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Kismi saflagtirilmig kitosan siispansiyonlarinin test bakterileri tizerindeki % cinsinden

hesaplanan antimikrobiyal aktiviteleri Cizelge 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.5. 2 nolu kitosan siispansiyonunun % inhibisyon etkisi
g pansty Yy

Test Bakterileri

% inhibisyonu

Metisilin-direncli S. aureus 0
Bacillus cereus 23
Bacillus subtilis 17
Pseudomonas aeruginosa 41
Klebsiella spp 0
Escherichia coli 36
Salmonella spp 0
Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) 0
S. epidermidis 34
Shigella spp 41
E. cloacae 25
L. monocytogenes 19
E. faecalis 32

Cizelge 3.6. 3 nolu kitosan siispansiyonunun % inhibisyon etkisi

Test Bakterileri

% inhibisyonu

Metisilin-direngli S. aureus 0
Bacillus cereus 10
Bacillus subtilis 16
Pseudomonas aeruginosa 49
Klebsiella spp 0
Escherichia coli 6
Salmonella spp 0
Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) 0
S. epidermidis 33
Shigella spp 8
E. cloacae 0
L. monocytogenes 11
E. faecalis 0

63



Cizelge 3.7. 7 nolu kitosan slispansiyonunun % inhibisyon etkisi
g pansty Yy

Test Bakterileri % inhibisyonu
Metisilin-direncli S. aureus 0
Bacillus cereus 0
Bacillus subtilis 0
Pseudomonas aeruginosa 9
Klebsiella spp 0
Escherichia coli 3
Salmonella spp 0
Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) 0
S. epidermidis 14
Shigella spp 0
E. cloacae 0
L. monocytogenes 0
E. faecalis 0

Cizelge 3.8. 8 nolu kitosan siispansiyonunun % inhibisyon etkisi

Test Bakterileri % inhibisyonu
Metisilin-direngli S. aureus 0
Bacillus cereus 0
Bacillus subtilis 7
Pseudomonas aeruginosa 11
Klebsiella spp 0
Escherichia coli 0
Salmonella spp 0
Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) 0
S. epidermidis 19
Shigella spp 0
E. cloacae 0
L. monocytogenes 0
E. faecalis 0

3.8. Kitosan Preparatlarin Antimikrobiyal Aktivitenin Karakterizasyon Sonuclari
3.8.1. Sicakligin antimikrobiyal aktiviteye etkisi

Son konsantrasyonda 250 mg/L olacak sekilde kitosan preparatlart ve test
organizmalar1 eklenen besi ortamlar1 4, 15, 25, 37 ve 40°C farkli sicakliklarda 120
rpm’de 6 saat inkiibasyonu takiben % cinsinden elde edilen antimikrobiyal aktivite

sonuglar1 Cizelge 3.9°da verilmistir.
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Cizelge 3.9 Sicakligin etkisi

Sicakhk
4°C 15°C | 25°C | 37°C 40°C
Test bakterileri ve kitosan
2 -* 0 0 0 0
Metisilin-direngli S. 3 - 0 0 0 0
aureus 7 - 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0
2 - 8.9 15 23 17.4
Bacill 3 - 4.4 7 10 9.7
acillus cereus 7 . 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0
2 - 20 11 17 14.6
. . 3 - 4 10.6 16 14.5
Bacillus subtilis 7 . 0 0 0 0
8 - 2.6 4.1 7 6.3
2 - - 29 41 32
Pseudomonas aeruginosa £ - - 33 49 39.9
7 - - 3 9 8.4
8 - - 0 11 9.1
2 - 0 0 0 0
. 3 - 0 0 0 0
Klebsiella spp 7 . 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0
2 - - 22 36 32.7
. . 3 - - 2.2 6 4.2
Escherichia coli 7 - - > 3 57
8 - - 0 0 0
2 - 0 0 0 0
Salmonella spp 3 - 0 0 0 0
7 - 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0
2 - 0 0 0 0
Vankomisin-direngli 3 - 0 0 0 0
Enterococci (VRE) 7 - 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0
2 - 0 0 34 32.8
. - 3 - 0 0 33 26
S. epidermidis 7 - 0 0 14 122
8 - 0 0 19 14.5
2 - - 0 41 39.9
) 3 - - 0 8 0
Shigella spp 7 - . 0 0 0
8 - - 0 0 0
E. cloacae 2 - 0 0 25 22.4
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3 - 0 0 0 0
7 - 0 0 0 0
8 - 0 0 0 0
2 - - 8.3 19 175
L. monocytogenes 3 - - 0 11 6.6
7 - - 0 0 0
8 - - 0 0 0
2 - - 22.9 32 28
) 3 - - 0 0 0
E. faecalis 7 - . 0 0 0
8 - - 0 0 0

*: - PCA’larda iireme olmadigini gostermektedir.

3.8.2. pH’nin antimikrobiyal aktiviteye etkisi

Son konsantrasyonda 250 mg/L olacak sekilde kitosan preparatlart ve test
organizmalar1 eklenen besi ortamlarinin baglangi¢c pH’lar1 5, 6, 7, 8 ve 9’a ayarlanarak
37°C sicaklikta 120 rpm’de 6 saat inkiibasyonu takiben % cinsinden elde edilen

antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Cizelge 3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.10. pH nin etkisi

pH
pH5 pH 6 pH7 | pHS8 pH 9
Test bakterileri ve Kitosan
2 0 0 0 0 0
Metisilin-direncli S. 3 0 0 0 0 0
aureus 7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
2 0 19.6 23 10.9 8.8
Bacillus cereus 3 0 9.93 10 4.54 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
2 0 14.78 17 14.54 4.61
. - 3 0 14.9 16 12.5 8.09
Bacillus subtilis 7 0 0 0 0 0
8 0 4.53 7 3.77 2.54
2 0 37.5 41 2244 1211
Pseudomonas aeruginosa 3 0 44.45 49 2314 117.09
7 0 6.2 9 4.84 0
8 0 9.72 11 3.09 0
2 0 0 0 0 0
Klebsiella spp 3 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
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8 0 | 0 0 0 | 0
2 0 29.5 36 16.99 9.84
L . 3 0 0 6 0 0
Escherichia coli 7 0 0 3 0 0
8 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
Salmonella spp 3 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
VVankomisin-direncli 3 0 0 0 0 0
Enterococci (VRE) 7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
2 0 32.04 34 23.07 7.42
s, epidermidiis 3 0 24.49 33 22.22 |18.18
7 0 10 14 6.19 1.36
8 0 16.20 19 13.4 3.39
2 0 23.52 41 34.7 125
. 3 0 0 8 0 0
Shigella spp 7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
2 0 23.34 25 11.11 0
E. cloacae = D 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
2 0 18.9 19 9.07 0
L. monocytogenes 3 0 6.09 11 2.63 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
2 0 26.15 32 17.16 7.37
. 3 0 0 0 0 0
E. faecalis 7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0

3.8.3. Kitosan konsantrasyonun antimikrobiyal aktiviteye etkisi

Son konsantrasyonda 100, 150 ve 250 mg/L olacak sekilde kitosan preparatlari ve test
organizmalar1 eklenen besi ortamlarmin baglangic pH’st 7’ye ayarlanarak 37°C
sicaklikta 120 rpm’de 6 saat inkiibasyonu takiben % cinsinden elde edilen

antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Cizelge 3.11°de verilmistir.
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Cizelge 3.11.Kitosan konsantrasyonun etkisi

Kitosan
Test bakterileri 2 3 ! 8
ve kitosan konsantrasyonlar:
Metisilin-direngli S. igg 8 8 8 8
aureus 250 0 0 0 0
100 0 0 0 0
Bacillus cereus 150 | 10.47 0 0 0
250 23 10 0 0
100 0 0 0 0
Bacillus subtilis 150 9.09 7.44 0 0
250 17 16 0 7
100 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa | 150 | 33.33 30.72 0 0
250 41 49 9 11
100 0 0 0 0
Klebsiella spp 150 0 0 0 0
250 0 0 0 0
100 0 0 0 0
Escherichia coli 150 20.4 0 0 0
250 36 6 3 0
100 0 0 0 0
Salmonella spp 150 0 0 0 0
250 0 0 0 0
Vankomisin-direncli 100 0 0 0 0
Enterococci (VRE) 150 0 0 0 0
250 0 0 0 0
100 0 0 0 0
S. epidermidis 150 | 21.21 23.07 8.73 7.39
250 34 33 14 19
100 0 0 0 0
Shigella spp 150 | 27.27 0 0 0
250 41 8 0 0
100 0 0 0 0
E. cloacae 150 | 14.38 0 0 0
250 25 0 0 0
100 0 0 0 0
L. monocytogenes 150 4.42 0 0 0
250 19 11 0 0
100 0 0 0 0
E. faecalis 150 10.52 0 0 0
250 32 0 0 0
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3.8.4. Antimikrobiyal aktiviteye diger potansiyellerin etkisi

Son konsantrasyonda 250 mg/L olacak sekilde kitosan preparatlart ve test
organizmalari eklenen besi ortamlarinin baslangi¢ pH’s1 7’ye ayarlanarak, ortama %0.1
konsantrasyonda SDS, Triton X-100; B-merkaptoetanol gibi deterjanlar ve 5 mM
EDTA eklenerek 37°C sicaklikta 120 rpm’de 6 saat inkiibasyonu takiben % cinsinden

elde edilen antimikrobiyal aktivite sonuglart Cizelge 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12. Diger potansiyellerin etkisi

Diger potansiyeller
%0.1 | %0.1 Triton | %0.1 B- 5mM
Test bakterileri SDS | X-100 merkaptoetanol | EDTA
ve Kitosanlar

2 0 0 0 0
Metisilin-direngli S. 3 0 0 0 0
aureus 7 0 0 0 0
8 0 0 0 0

2 0 0 12.82 17.10

Bacillus cereus = Y L 2.87 5.64
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0

2 0 0 9.81 11.22

. . 3 0 0 8.82 11.88
Bacillus subtilis 7 0 0 0 0

8 0 0 1.95 4.02

2 - 0 19.08 22.37

Pseudomonas 3 - 0 23.28 24.09

aeruginosa 7 - 0 0 6.06

8 - 0 5.64 6.10
2 0 0 0 0
. 3 0 0 0 0
Klebsiella spp Z 0 0 0 0
8 0 0 0 0

2 0 0 12.19 15.78

. . 3 0 0 2 3.70
Escherichia coli 7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
2 0 0 0 0
Salmonella spp 3 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
2 0 0 0 0
Vankomisin-direngli 3 0 0 0 0
Enterococci (VRE) 7 0 0 0 0
8 0 0 0 0

. - 2 - 0 19.5 20.39

S. epidermidis 3 . 0 18.18 19.17
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7 - 0 8.77 8.95

8 - 0 8.43 9.81

2 0 0 16.12 19.1

Shigella spp ? 8 8 3'38 5'531
8 0 0 0 0

2 0 0 12.13 16.23
3 0 0 0 0
E. cloacae 7 0 0 0 0
8 0 0 0 0

2 0 0 10.52 12.13

3 0 0 7.05 9.07
L. monocytogenes 7 0 0 0 0
8 0 0 0 0

2 0 0 13.17 14.52
E. faecalis 3 0 0 0 0
) 7 0 0 0 0
8 0 0 0 0

3.8.5. Antimikrobiyal aktiviteye metal iyonlarinin etkisi

Son konsantrasyonda 250 mg/L olacak sekilde kitosan preparatlar1 ve test
organizmalari eklenen besi ortamlarinin baslangic pH’s1 7°ye ayarlanarak, 10, 20 ve 30
mM konsantrasyonlarda MgCl,, CaCl,, BaCl,, NaCl ve KCI eklenerek eklenerek 37°C
sicaklikta 120 rpm’de 6 saat inkiibasyonu takiben % cinsinden elde edilen

antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Cizelge 3.13 ve 3.14’te verilmistir.

Cizelge 3.13. Metal Iyonlarin Etkisi

Metal iyonlar
NaCl KCI

Test bakterileri ve 10mM 20 mM {30 mM [10 mM 20 mM (30 mM
Kitosanlar

2 0 0 0 0 0 0
Metisilin-direncli 3 0 0 0 0 0 0
S.aureus 7 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0

2 0 0 12.77 0 0 12.66
Bacillus cereus 3 0 0 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0

2 0 0 4.24 0 0 9.03
Bacillus subtilis 3 0 0 4.74 0 0 10.15

7 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0

2 0 14.85 | 22.82 0 17.60 | 28.65
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Cizelge 3.14. Metal iyonlarin etkisi

Metal iyonlar: MgCl, CaCl, BaCl,
Test bakterileri 10mM| 20mM |30mM| 10mM [20mM| 30mM | 10mM | 20mM 30 mM
ve Kitosanlar
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metisilindirengli 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 18.7 23.8 0 0 13.1 22.3 22.7 26.7
3 0 9.76 10.0 0 0 0 9.09 10.3 111
B. cereus 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 149 17.6 0 0 0 149 14.32 175
3 3] 0o [1383 |161] 0O 0 0 | 143 149 | 167
B. subtilis 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 6.58 7.04 0 0 0 6.88 7.34 7.77
2 0 37.3 43.9 0 0 29.8 40.0 41.30 41.73
i 3 0 425 43.1 0 0 38.6 46.1 47.61 48.39
P. aeruginosa 7| 0 |79 |128 | 0 0 |407 |[895 |1011  |10.25
8 0 10.8 115 0 0 0 10.8 11.37 125
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Klebsiella spp =T o 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 28.2 32.2 0 0 20 36.3 37.8 38.09
) 3 0 4.11 6.2 0 0 0 4.25 4.39 6.55
E. coli 710 |212 |22 | © 0 0 |254 283 | 3.00
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Salmonella spp =T o 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
'Vankomisindirencli 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterococci 3| 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(VRE) 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 22.3 33.3 0 0 20.4 33.3 34.08 36.2
) o 3 0 274 31.3 0 0 23.8 318 321 34.73
S. epidermidis 7| 0 [111 |134 | © 0 10 |121  [1229  |14.06
8 0 16.9 19.7 0 0 134 19.2 19.7 20.7
2 0 28.6 39.1 0 0 24.7 42.2 42.4 4351
3 0 7.84 9.03 0 0 0 7.36 8.43 8.77
Shigella spp 7| 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 20.6 27.1 0 0 17.2 24.8 24.2 26.81
E. cloacae 3] 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0
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8| O 0 0 0 0 0 0 0 0

2 | 0 (142 20.8 0 0 |11.9 195 194 19.6

L. 3| 0 |9.20 11.6 0 0 0 9.09 10.5 13.04
monocytogenes 7 0 0 0 0 0 0 0 0
8| 0 0 0 0 0 0 0 0

2 | 0 207 21.7 0 0 |246 30.6 314 328
) 3] 0 0 0 0 0 0 0 0
E. faecalis 7T o 0 0 0 0 0 0 0
8| 0 0 0 0 0 0 0 0

3.9. FT-IR Sonuclar:

FT-IR sonuglar1 Khan ve ark.,(2002) tarafindan belirtilen formiiller esas alinarak

degerlendirilmistir.

%DD = 100 - [(A1655/A3450) X 100/1.33]
ve
%DD = 100 - [(A1655/A3450) X 115]

Kitosan oOrneklerinin deasetilasyon derecelerinin belirlenmesi ig¢in N-asetil grup
iceriginin bir olciisii olarak 1655 cm™ absorbanstaki amid-I bandi ve toz halindeki
kitosan Orneklerindeki farkliliklar1 dogrulamak i¢in bir i¢ standart olarak 3450 em’
absorbanstaki hidroksil bandi referans olarak degerlendirilmistir. Kitosan drneklerine
ait FT-IR spektrumlari Sekil 3.28de gosterilmistir.

FT-IR sonuglarimin degerlendirilmesinde elimizdeki saf (ticari) kitosanin ol¢timleri
temel alinmigtir. Buna gore 3289.08 cm P deki genis bant NH,, O-H gerilimi ve
hidrojen baglarinin birlesmesinden, 2870.71 cm™ deki pikin piranoz halkasindaki -CH,
geriliminden, 1649.74 cm™ ve 1567.25 cm™ deki pikler sirasiyla -C=0O (amid 1) ve NH
(amid IT) geriliminden kaynaklanmaktadir. 1149.43 cm™ deki absorpsiyon bandi C-O-C
geriliminden, 1023.48 cm™'deki ise yapida bulunan C-O geriliminden meydana
gelmektedir.

Standart kitosan ve kismi olarak saflagtirilmis 6rneklerimizin FT-IR sonuglarinda 1655
cm™ ve 3450 cm™ absorbanstaki piklerde kaymalar gozlenmistir. Orneklerimizdeki séz
konusu piklere kiyasla gozlenen kaymalar preparat igerisindeki safsizliklar ile
agiklanabilmektedir. 2 nolu kitosan preparati igin 1647.57 cm™ ve 3281.96 cm™; 3 nolu
preparat icin 1624.27 cm™ ve 3264.85 cm™; 7 nolu preparat icin 1634.51 cm™® ve
3257.05 cm™; 8 nolu preparat icin ise 1626.55 cm™ ve 3266.31 cm™ absorbanstaki pik
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alanlar1 dikkate alinarak deasetilasyon dereceleri belirlenmistir. Bu alanlara gore sz
konusu preparatlardaki hesaplanan deasetilasyon dereceleri ilk formiil esas alinarak
sirastyla %80.54; 86.07; 88.86 ve 87.24 olarak hesaplanmistir. Ikinci formiil esas
alindiginda ise deasetilasyon dereceleri sirastyla %70.23; 78.96; 82.96 ve 80.48 olarak

saptanmistir.
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3.10. Viskozimetre ve Molekiiler Agirhk Ol¢iimleri

Besi ortamindan kismi saflagtirilmis kitosan preparatlarinin ortalama molekiiler
agirliklar1 (M,) i¢ viskozimetre degerleri [n] kullanilarak Mark-Houwink esitligine gore

hesaplanmistir. Zamani ve Taherzadeh (2010) gore belirtilen s6z konusu esitlikte,

[n] = KM/
logM, = (log[n]-logK)/a
K degeri 0.119 cm® g™; « degeri ise 0.59 olarak kabul edilmistir.

Sekil 3.29°da kitosan preparatlarinin kayma gerilimine karsi (shear stress: Pa)
viskoziteleri (Pa s) verilmistir. Bu grafige gore orneklerin 0.681 ve 100 arasinda 14
farkli kayma geriliminde belirlenen viskozitelerinin ortalamalar1 formiilize edilerek
hesaplanmistir. Cizelge 3.15’te kitosan preparatlarinin ortalama molekiiler agirliklar

verilmigtir.

Cizelge 3.15. Ortalama molekiiler agirlik

Preparat log[n] (viskozite) logK o Molekiiler agirhk (g/mol)

2 1.6837 -0.9244 0.59 48.272
3 1.6854 -0.9244  0.59 48.461
7 1.7277 -0.9244 0.59 53.419
8 1.7006 -0.9244 0.59 50.188
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4. TARTISMA
4.1. Tanimlanms Bacillus sp. Suslarinin Besi Yeri Optimizasyonu

CDA fiireticisi oldugu belirlenen Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus
megaterium ve Bacillus subtilis suslarindan en yiiksek aktivitede kitosan preparatlarinin

eldesi i¢in liretim ortami1 optimize edilmistir.

4.1.1. Fermantasyon ortaminin karbon kaynagi optimizasyonu

Bacillus cereus igin Sekil 3.7’de belirtilen sonuglar dogrultusunda grafize edilen karbon
kaynag1 optimizasyon caligmalarinda, kullanilan her {i¢ karbon kaynaginin varliginda
ilk 4. saatin sonuna kadar hiicresel gelisimin zamana bagl olarak logaritmik bir artis
gosterdigi gdzlenmistir. Ik 2. saatin sonunda karbon kaynaklar1 eklenen besiyerinde
kaydedilen gelisimin (ODggo 1.254; 1.216; 1.384), optimize edilmemis fermantasyon
ortaminda belirlenen gelisime gore (ODgoo 0.672) yaklasik iki kat kadar arttig
saptanmistir. Ancak laktoz igeren besi ortaminda bakteriyel gelisimin, 8. saatin sonuna
kadar bir stabilite ve 48. saatin sonuna kadar da azalma gosterdigi belirlenmistir.
Glukoz iceren ortamda ise 6. saatin sonuna kadar siiren hizli hiicresel gelisimin, bu
stireyi takiben inkiibasyonun sonuna kadar azaldigi gozlenmistir. %2 siikroz iceren
ortamda bakterinin ilk 2. saatin sonunda gelisimini yaklasik 3.5 katina ¢ikararak
logaritmik faza girdigi ve bu fazin 10. saatin sonuna kadar dogrusal bir artisla siirdiigii
belirlenmistir. Bu siireyi takiben gelisimin azaldigi ancak grafiksel olarak en 1yi
gelisimin bu ortamda kaydedildigi ortaya konmustur.

Bacillus thuringiensis i¢in Sekil 3.12’de gozlenen karbon kaynagina yonelik besi
ortaminin optimizasyon sonuglart incelendiginde, her iic karbon kaynagi iceren besi
ortaminda inkiibasyonun ilk 2. saatini takiben bakteriyel gelisimin arttig1
gbzlenmektedir. Bu siirede optimize edilmemis besi ortaminda elde edilen sonuglara
(Sekil 3.6) gore %2 glukoz ve laktoz eklenerek optimize edilmis ortamlarda bakteriyel
gelisimin 2 katina; %2 siikroz igeren ortamda ise yaklagik 2.5 katina kadar arttigi
belirlenmistir. Bu sonuglar, susun optimizasyon g¢alismalarinda ortama eklenen tiim
sekerleri besin kaynagi olarak kullanabildigini gostermektedir. %2 glukoz iceren
ortamda 6. saatin sonuna kadar artan gelisimi, 12. saatin sonuna kadar azalma takip
etmis ve en yiiksek optik yogunluga (ODgy 1.802) ancak 24. saatin sonunda

ulasilmigtir. %2 laktoz igeren besi ortaminda ise, 8. saatin sonuna kadar siiren
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gelisimdeki artigla birlikte bu siiredeki en yiiksek optik yogunluk ODggo 1.785 olarak
kaydedilmistir. %2 siikroz igeren ortamda elde edilen karbon kaynagi optimizasyon
verileri 4. saatin sonunda optimize edilmemis ortamdaki optik yogunluga gore yaklagik
2 katlik bir artisa isaret etmektedir. Bu sus i¢in logaritmik fazin siirdiigii 8. saatin
sonunda en yiiksek hiicresel gelisim ODgoo 1.849 olarak saptanmustir.

Bacillus megaterium igin Sekil 3.17°de verilen bakteriyel gelisimin, her {i¢ karbon
kaynagimin varliginda ilk 2. saatin sonuna kadar 3 kat kadar artis gosterdigi
belirlenmistir. Optimizasyon sonuglarma gore, kullanilan karbon kaynaklarinin bu
susun gelisimini stimiile ettigi ortaya konmustur. Bacillus megaterium igin
fermantasyon ortaminda takip edilen 24 saatlik gelisim siirecine bakildiginda, siire
sonundaki en yiiksek gelisim ODggo 1.316’dir. Optimizasyon sonunda ise bu degere 2.
saatin sonunda ulasilmustir. inkiibasyon siiresini takiben her ii¢ karbon kaynag: icin
gelisimin 6. saatin sonuna kadar arttig1 ve bu siiregteki en yiliksek gelisim %?2 siikroz
iceren ortamda ODggpp 1.861 olarak kaydedilmistir. Ancak siikroz i¢eren besi ortaminda
gelisimin 8. saatten itibaren 10. saatin sonuna kadar azalmaya basladigi tespit
edilmistir. Bu siirecteki azalmaya karsin kaydedilen en yiiksek gelisim yine siikroz
iceren ortamda belirlenmistir (8 ve 10. saat sirastyla ODggo 1.78 ve 1.572). Bu siiregte
%2 glukoz ve laktoz igerikli fermantasyon ortaminda ise gelisim 8. saatin sonuna kadar
artmis ancak takiben 12. saatin sonuna kadar azalma saptanmistir. %2 siikroz igeren
ortamda ise 10. saatteki azalmay1 12. saatteki artis (ODggg 2.244) ve 24. saatteki azalis
(ODgoo 1.999) takip etmistir. Bu sus ig¢in yapilan karbon kaynagi optimizasyon
caligmalarinda en yiiksek gelisim 12. saatin sonunda %2 siikroz igeren ortamda ODyggo
2.244 olarak gozlenmistir.

Bacillus subtilis’te karbon kaynaklari eklenen fermantasyon ortaminda benzer bir
tireme davranig1 gostermistir (Sekil 3.22). Her ii¢ karbon kaynagi iceren besi ortaminda
da bakteriyel gelisimin indiklendigi tespit edilmistir. Optimize edilmemis besi
ortaminda ilk 2. saatin sonunda ODggg 0.742 olarak kaydedilen gelisimin %2 glukoz,
laktoz ve siikroz iceren ortamlarda sirasiyla ODgoe 1.275; 1.231; 1.342’ye kadar
yiikseldigi saptanmistir. Bu gelisim degerlerinin 8. saatin sonuna kadar logaritmik bir
artis gosterdigi belirlenmis olup ancak %2 glukoz igeren ortamda 4. saatin sonunda
duragan faza gecis gézlenmistir. Bu besi ortaminda 12. saatin sonuna kadar gelisimde

azalma kaydedilmesine karsin 24 saatlik inkiibasyon sonunda en yiiksek gelisime
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(ODggo 1.823) ulasilmustir. %2 laktoz ve siikroz igeren fermantasyon ortamlarinda ise
en yiiksek gelisim 8. saatin sonunda belirlenmistir (sirasiyla ODggo 1.755 ve 2.117).
S6z konusu Bacillus suslari igin %2 siikrozun eklendigi fermantasyon ortamina azot

kaynaklar eklenerek optimizasyon ¢alismalarina devam edilmistir.

4.1.2. Fermantasyon ortaminin azot kaynagi optimizasyonu

Bacillus cereus i¢in organik ve inorganik azot kaynaklarmin bakteriyel gelisimi
arttirdig1 belirlenmistir. Ancak inorganik azot kaynaklari ile siirdiiriilen optimizasyon
calismalarinda, karbon kaynaklarinda ilk 2. saatin sonunda kaydedilen hiicresel
gelisime ulagilamadig1 ortaya konmustur (Sekil 3.8). 4. saatin sonunda ise NaNOj3 ve
(NH4)2SO4 igeren ortamlarda hiicresel gelisimin yaklasik 4 katina ¢iktigi saptanmustir.
Organik azot kaynaklarimin bakteriyel gelisim siirecine etkisi incelendiginde ise,
inkiibasyonun 2. saatinin sonunda kazein peptonu, et peptonu ve et Ozitiindeki
gelisimin, %2 siikroz iceren ortamdaki gelisiminden daha az oldugu belirlenmistir.
Maya oziitii icerikli besi ortaminda ise gelisimin ilk 2. saatin sonunda yaklasik 4.7
katina kadar ¢iktigt ve 10. saatin sonuna kadar siiren logaritmik faz siirecindeki
gelisimin (ODggo 2.2), siikrozda ayni siirede belirlenen gelisime (ODggo 1.863) gore
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Bacillus thuringiensis i¢in inorganik azot kaynaklari incelendiginde, %2 siikroz ile
optimizasyonu takiben 2. saatin sonunda elde edilen gelisime (ODggo 1.415) kiyasla,
optik yogunlugun NaNOj3; ve (NH4),SO, iceren ortamlarda sirasiyla ODggo 0.945 ve
1.231’¢ kadar azaldigi belirlenmistir. Besi ortaminda bulunan (NH4),SO4’1n
konsantrasyonun artmasina bagli olarak gelisimin baskilandig1 saptanmistir. Organik
azot kaynaklari igeren besi ortamlarinda ise, 48 saatlik inkiibasyon boyunca sus %1 et
peptonu ve et Oziitli iceren ortamlarda hemen hemen benzer bir ilireme davranisi
gostermistir. Her iki ortamda da 6. saatin sonuna kadar dogrusal bir artigla seyreden
logaritmik faz s6z konusudur. Bu siirede et 0ziitii i¢in en yiiksek gelisim kaydedilirken
(ODggo 2.047); et peptonu igeren ortamda ise bu siireden itibaren 48. saatin sonuna
kadar bakteriyel gelisimde stabilite ve duragan faza gecis gozlenmistir. Kazein peptonu
iceren ortamda gelisimin diger organik azot kaynaklarma gore daha az olmasi,
bakterinin bu besin kaynagini gelisim siirecinde kullanmadigin1 gostermektedir. Ciinkii

et ozitii iceren ortamda 6. saatin sonunda ulasilan en yiiksek gelisime (ODggo 2.047),
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kazein peptonu igeren ortamda 48. saatin sonunda ulasilabilmistir. %2 siikroz igeren
ortamda 8. saatin sonunda elde edilen gelisim degerine %1 maya 0ziitii eklenmesiyle 6.
saatin sonunda ulasilmistir (ODgoo 2.147). Diger azot kaynaklarina gore, 4. saatin
sonunda %2 siikroz iceren ortama kiyasla gelisimin ortalama 1.5 kat arttigi
saptanmistir.

Organik azot kaynaklarinin inorganik azot kaynaklarma kiyasla Bacillus
megaterium’un gelisimini daha hizli stimiile ettigi belirlenmistir (Sekil 3.18). 0.4 ¢
(NH;)2SO, igeren fermantasyon ortaminda bu inorganik azot kaynaginin
konsantrasyonun artmasina bagli olarak ilk 2. saatte gelisimin yaklasik 1.5 kat arttig1
saptanmistir. Ayni sekilde NaNOj3 iceren ortamda da gelisimin artti§1 ancak %2 siikroz
iceren ortamda 2. saatin sonunda kaydedilen gelisime (ODgog 1.371) kiyasla bakteriyel
gelisimin azaldigr (ODegog 1.136) gozlenmistir. Dolayisiyla bu bakterinin gelisim
stirecini hizlandirmada inorganik azot kaynaklar1 uygun besin kaynaklari degildir.
Organik azot kaynagi igeren ortamlarda ilk 2. saatin sonundaki hiiceresel gelisimler %2
siikroz igeren ortamdan (ODgoo 1.371) daha yiiksektir (sirasiyla maya 6ziitii, et peptonu,
et oziitii ve kazein peptonu icin ODggo 1.539; 1.441; 1.444 ve 1.442). Inkiibasyon
stiresinin ilerlemesiyle birlikte ilk 4. saatin sonunda et peptonu iceren ortamda gelisimin
azaldig1 (ODggo 1.078) ancak diger organik azot kaynaklari igeren ortamlarda ise
gelisimlerin hizla arttig1 (sirasiyla ODgoo 1.99; 1.776; 1.688) saptanmistir. Fakat bu
stirede siikroz icerikli ortamdaki kaydedilen artis (ODggo 1.85) ile kiyaslandiginda %1
maya 0ziitli igeren ortamda gelisimin daha yiiksek oldugu ortaya konmustur. %2 siikroz
iceren besi ortaminda 12. saatin sonunda kaydedilen en yiiksek gelisime (ODggo 2.244),
besi ortamina maya 0ziitii eklendiginde 6. saatin sonunda (ODggg 2.342) ulasilmstir.
Inkubasyon siiresine bagl olarak besi ortamindaki besinlerin azalmas1 ve biyokimyasal
aktiviteler sonucu biriken {irlinlerin toksik etkileri sebebiyle, inkiibasyon siiresini
takiben hiicresel gelisimde azalma gozlenmistir.

Diger suslara benzer bir sekilde Bacillus subtilis i¢in de organik azot kaynaklarmin
inorganik azot kaynaklarina gore bakteriyel gelisimi daha ¢ok stimiile ettigi Sekil
3.23’te gozlenmektedir. %1 inorganik azot kaynagi olarak (NHg4),SO,; ve NaNOj
eklenendiginde, baslangic optik yogunluga (ODgpo 0.4) gore kaydedilen hiicresel
gelisimde sirasiyla ODggg 0.983 ve 1.043 artis gozlenmistir. Ancak bu artis %2 siikroz

iceren ortamda 2. saatin sonunda belirlenen optik yogunluktan (ODggg 1.342) diistiktiir.

81



Ve 24. saatin sonunda inorganik azot kaynaklar1 igeren ortamlarda kaydedilen en
yiiksek gelisimin (ODgoo 1.902; 1.929), %2 siikroz iceren ortamda 8. saatin sonundaki
en yiiksek optik yogunluktan (ODeggo 2.117) az olmasi sebebiyle, bu susun gelisimi i¢in
en uygun azot kaynaklarmin organik azot kaynaklari arasindan secilmesi uygun
goriilmistiir. %1 organik azot kaynaklari igeren ortamlarda ise, 4. saatin sonuna kadar
en yiikksek hiicresel gelisimler saptanmistir. %1 kazein peptonu iceren ortamda bu
siirecte kaydedilen optik yogunluk ODgg 1.512 olup, %2 siikroz igeren ortamin
gerisinde kalan bir hiicresel gelisim s6z konusudur. 6. saatin sonuna kadar siiren gelisim
bu siirecten sonra duragan faza geg¢mis ve en yiiksek hiicresel gelisim 48. saatin
sonunda ODggp 2.045 olarak belirlenmistir. %1 et peptonu ve et Oziitii igeren besi
ortamlarinda sus hemen hemen ayni lireme davranisi gostermistir. Et peptonu iceren
besi ortaminda en yiiksek gelisime (ODggg 2.028) ulasildigr 6. saatten sonra liremenin
duragan faza gecisi sz konusudur. Et 0ziitii iceren ortamda ise bakteriyel gelisimin 10.
saatin sonuna kadar dogrusal bir sekilde arttig1 ve en yiiksek gelisime (ODgog 2.042)
ancak 24. saatin sonunda varildig: tespit edilmistir. %2 siikroz igeren fermantasyon
ortaminda 8. saatin sonunda ODgg 2.117 olarak belirlenen en yiiksek gelisime, maya
Oziitiiniin eklendigi ortamda 4. saatin sonunda (ODggp 2.218) ulasilmistir. Optimizasyon
calismalarinda farkli parametrelerce incelenen gelisimin bir dnceki gelisim siirecini
arttirmas1 gerekmektedir. Bu sebeple, bu sus i¢in %2 silikroz igeren ortamda gozlenen
gelisim stireci %1 maya 06ziitli eklenmesiyle arttirilmistir.

Bu suslarin kitosan iiretim ortamlarina %2 karbon kaynagi olarak siikroz eklenmesinin
yani sira gelisimsel siireglerinde artisa neden olan azot kaynagi olarak da %1 maya

0ziitii ilave edilerek optimizasyon c¢aligmalarina devam edilmistir.

4.1.3. Fermantasyon ortaminin metal iyonlar1 optimizasyonu

%?2 siikroz ve %1 maya 0ziitii eklenen besi ortaminda metal iyonlarinin bakteriyel
gelisime etkisine yonelik veriler dogrultusunda, metal iyonlariin Bacillus cereus
susunun gelisimini inhibe ettigi saptanmistir (Sekil 3.9). En yiiksek bakteriyel gelisim
%0.04 MgSO,; igeren besi ortaminda 10. saatin sonunda ODgy 1.524 olarak
kaydedilmistir. Karbon ve azot kaynagi eklenerek optimize edilmis besi ortaminda ayni1
sus ic¢in bakteriyel gelisim ODggo 2.2 olarak belirlenmistir. Bunun yani sira optimize

edilmemis besiyerinde bu sus i¢in takip edilen gelisimde, 6. saatin sonuna kadar
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kaydedilen hiicresel gelisimin (ODgoy 1.1) oldukca gerisinde kalindig1 ortaya
konmustur. Bu sebeplerden dolayi bu sus i¢in optimize ¢alismalarinda metal iyonlarinin
inhibisyonu s6z konusudur.

Sekil 3.14’teki verilere dayanarak Bacillus thuringiensis i¢in metal iyonlarinin
bakteriyel gelisimi baskilayict yonde etki ettigi sdylenebilmektedir. Bir Onceki
optimizasyon ortaminda 6. saatin sonunda elde edilen en yiiksek optik yogunluga
(ODggo 2.147), metal iyonu i¢eren ortamlarin hi¢birinde rastlanmamustir.

Baslangig¢ optik yogunluk (ODgo 0.4) referans olarak alindiginda Bacillus megaterium
icin metal iyonlarinin bakteriyel gelisimi arttirdig1 sdylenebilmektedir. Ancak incelenen
metal iyonlarmin, %2 siikroz ve %1 maya o6ziitii ilave edilen fermantasyon ortaminda
kaydedilen bakteriyel gelisimi stimiile edici etkisi olmadig1 saptanmustir.

Sekil 3.24’te belirtilen metal iyonlarmin Bacillus subtilis’in gelisimine etkisi
incelenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda diger ii¢ susta karsilagildig1 gibi besi
ortamina eklenen metal iyonlarinin, baslangic optik yogunluga kiyasla hiicresel gelisimi
arttirdiglr ancak %2 siikroz ve %1 maya 0ziitli i¢ceren ortamda kaydedilen degerleri
azalttigt saptanmustir. Besi ortamimna %0.04 konsantrasyonda metal iyonlarinin
eklenmesinin suslarin gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir. Metal iyonlarinin
calkalamal1 kosullarda diger besin kaynaklariyla kimyasal reaksiyona girmesi sonucu
selat olusturma oOzellikleri g6z Onlinde bulunduruldugunda, boéyle bir sonugla
karsilagilmas1 sasirtict  degildir. Bu bilgiler 1s1ginda, suslar i¢in optimizasyon

caligmalarinda metal iyonlar1 dikkate alinmamastir.

4.1.4. Fermantasyon ortaminin pH optimizasyonu

Bakteriyel kiiltiirlerin gelisim siirecindeki en Onemli parametrelerinden biri pH
degeridir. pH hiicre gelisimini destekleyen baslangic bilesiklerin hiicre membranina
transportundan, enzimatik prosesler ile gergeklestirilen biyokimyasal aktivitelere kadar
genis bir ¢ercevede bakteriyel gelisimi etkilemektedir. Kitinden kitosanin
biyodoniisiimiinii  katalizleyen kitin deasetilaz enziminin en yiiksek verimde
sentezlenmesi ancak bakterinin en yliksek hiicresel gelisimi ile miimkiin olacaktir.

Metal iyonlariin bakteriyel gelisimi inhibe etmesi {izerine optimizasyon calismalarina
%2 siikroz ve %1 maya 0ziitii eklenen fermantasyon ortami kullanilarak ayni kosullar

altinda pH’nin gelisime etkisi incelenmistir. Bacillus cereus i¢cin pH 5’te bakteriyel

83



gelisimin ilk 6. saatin sonuna kadar stabilitesini korudugu ve 8. saati takiben yaklasik 4
katina ¢ikan gelisimin 48. saatin sonuna kadar arttifi belirlenmistir. pH 4.5’teki
gelisimin inkiibasyon siiresini takiben arttigi ve ilk 6. saatin sonuna kadarki artisin
baslangi¢ optik yogunlugunun ancak 2 katina kadar ¢ikabildigi gézlenmistir. pH’s1 6 ve
6.5 olan fermantasyon ortamlarinda hiicresel gelisimin ilk 4. saatin sonunda ortalama 2
katina kadar ¢ikabildigi saptanmistir. pH’s1 7 ve 7.5’e ayarlanmig besi ortaminda ise
gelisimin ilk 2. saatin sonuna kadar yaklasik 3 katina kadar arttigi ancak aym siirede
pH’s1 8 olan ortamda belirlenen optik yogunluga 12. saatin sonuna kadar ulasilamadigi
ortaya konmustur.

Bacillus thuringiensis’e ait pH optimizasyon sonuglarinin ifade edildigi Sekil 3.15’te
gozlendigi gibi, en yiiksek gelisim baslangig pH’s1 8’¢ ayarlanmis fermantasyon
ortaminda belirlenmistir. Baslangic pH’st 5 ve 4.5’e¢ ayarlanmis besi ortamlarinda
inkiibasyonun ilk 2. saatinin sonunda kaydedilen gelisimin (sirasiyla ODggo 0.521,;
0.575) optimize edilmemis ortamdaki gelisimden (ODggp 0.621) bile az oldugu
saptanmistir. Optimizasyon ¢alismalarinin amaci organizmanin gelisim siirecini
degisken parametreler ile arttirmaktadir. Bu sebeple s6z konusu pH diizeylerinde her ne
kadar baslangi¢c optik yogunlugun inkiibasyonu takiben zamana bagh arttig1 gézlense
de, %2 siikroz ve %1 maya 0ziitii eklenerek iireme davranist arttirilmis bu sus i¢in bu
pH degerlerinin uygun olmadigi ortaya konmaktadir. Baslangic pH’st 6 ve 6.5’e
ayarlanmis besi ortamlarinda ise, ortamin iyon dengesinin bazige dogru ilerlemesi
sebebiyle hiicresel gelisimin arttig1 ancak kaydedilen en yiiksek optik yogunlugun
(strastyla ODggo 1.431; 1.534) karbon ve azot kaynagi ile optimizasyon sonucu elde
edilen gelisimden (ODgoo 2.147) diisiik oldugu belirlenmistir. Baslangi¢ pH’s1 7 ve
7.5’e ayarlanmis besi ortamlarinda bakteriyel gelisimin kaydedeger bir sekilde ilerledigi
ancak en yiiksek hiicresel gelisimin inkiibasyonun 6. saatinin sonunda (ODggy 2.147)
pH’s1 8’e ayarlanmig kiiltiirlerde gozlenmesi lizerine; en uygun pH degeri 8 olarak
tespit edilmistir.

%2 siikroz ve %1 maya 0ziitli ilave edilerek optimize edilmis fermantasyon ortaminin
pH’s1 Sekil 3.20°de belirtilen degerlerde incelenerek en yiiksek gelisime ulagilmaya
calistlmistir. Bacillus megaterium igin farkli pH’lardaki gelisimler incelendiginde,
pH’s1 7, 7.5 ve 8’e ayarlanmis besi ortamlarinda bakteriyel gelisimin asidik pH’dakilere
gore daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. Bu pH’lardaki gelisimin baslangi¢c optik
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yogunluga kiyasla 2. saatin sonunda yaklasik 3 katina kadar yiikseldigi belirlenmistir.
Baslangic pH’s1 8 olan besi ortaminda inkiibasyonun ilk 2. saatini takiben baslayan
logaritmik faz siirecinin 6. saatin sonuna kadar siirdiirdiigli ve bu siirede en yiiksek
hiicresel gelisime (ODggp 2.342) ulasildigi saptanmustir. Bu siireyi takiben gelisimin
yavasladigi ve duragan faza dogru gegisin s6z konusu oldugu gozlenmistir. pH’st 7.5
olan besi ortaminda ise, bu susun gelisiminin hizlandig1 ancak pH’st 8 olan
fermantasyon ortamindaki kaydedilen hiicresel gelisimden daha az oldugu tespit
edilmistir. pH’s1 7’ye ayarlanmis besiyerinde susun logaritmik bir artigla 4. saatin
sonuna kadar hizlanan gelisiminin bu siireden sonra azalmaya basladig1 ve en yiiksek
hiicresel gelisimin (ODgoy 1.622) ancak 48. saatin sonunda kaydedilebildigi
belirlenmistir.

B. subtilis i¢in baslangi¢ pH’lar1 5, 4.5, 6 ve 6.5’e¢ ayarlanmis besi ortamlarindaki
gelisimin, %2 siikroz ve %1 maya Oziitii ile optimize edilmis ortamlardaki iireme
davranigina kiyasla yavasladigi gozlenmistir. Baslangic pH’s1 7 ve 7.5’teki kiiltiirlerde
belirlenen bakteriyel gelisim sonuglari, bu sus i¢in biyokimyasal siirecleri agisindan en
uygun pH diizeylerinin nétrala yakin pH’lar oldugunu gdstermektedir. Sonug olarak en
yiiksek bakteriyel gelisim Sekil 3.25’te gozlenen verilere dayanarak, baglangic pH’s1
8’¢ ayarlanmis besi ortaminda 4. saatin sonunda ODgp 2.218 olarak belirlenmistir.
Grafik veri degerlerinden de anlasilacagi gibi bu suslar icin en yiiksek bakteriyel

gelisim baslangi¢c pH’s1 8’e ayarlanmis fermantasyon ortamlarinda kaydedilmistir.

4.1.5. Fermantasyon ortaminin sicaklik optimizasyonu

B. cereus’a ait gelisime sicakligin etkisi incelenmis ve 25°C’de siirdiiriilen
optimizasyon c¢aligmalarina gore sicaklifin 35 ve 37°C’ye arttirilmasiyla hiicresel
gelisimin hizlandigi belirlenmistir (Sekil 3.11). Her iki sicaklik degerinde inkiibasyon
siiresini takiben 8. saatin sonuna kadar gelisimin arttigt bu siireden sonra optik
yogunlugun dogrusal bir sekilde azaldig1 saptanmistir. 40, 43 ve 45°C sicakliklarda
gelisimin hizlandig1 ancak saptanan degerlerin 37°C’de belirlenenlere gore daha diisiik
oldugu gozlenmistir. 37°C’de kaydedilen bakteriyel gelisimin 4. saatin sonunda 5 katina
ciktig1 saptanmis olup bu sicaklikta 6l¢iilen en yiiksek gelisim 6. saatin sonunda ODggo
2.856 olarak ortaya konmustur. Ayni bakteri i¢in optimize edilmemis besi ortamina

kiyasla bakteriyel gelisimin yaklasik 2.5 kat arttig1 belirlenmistir.
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Bacillus thuringiensis’e ait ve Sekil 3.16’da grafize edilmis veriler dogrultusunda %2
siikroz ve %1 maya 6ziitli eklenerek optimize edilmis ve baslangic pH’s1 8’e ayarlanmis
besi ortaminda 25°C’de calkalamali kosullarda siirdiiriillen 48 saatlik inkiibasyon
siirecinde ilk 6. saatin sonunda kaydedilen en yiiksek optik yogunluk ODgoo 2.147
olarak belirlenmistir. inkiibasyon sicakligmin 35 ve 37°C’ye yiikseltilmesi ile bakteri
mezofilik karakterine uygun bir treme davranist gostererek gelisim siirecini
hizlandirmistir. 35°C’de siirdiiriilen inkiibasyonda en yiiksek hiicresel gelisim 4. saatin
sonunda ODgyy 2.563 olarak belirlenmistir. 37°C’de belirlenen degerlerin  pH
optimizasyonu sonucu 2. ve 4. saatin sonunda elde edilen degerlere gore (ODgop 1.655;
2.041) bakteriyel gelisimin yaklasik 1.5 kat kadar arttigi saptanmistir. Inkiibasyon
sicakliginin 40 ve 43°C’ye artisiyla birlikte bakteriyel gelisimin azaldigi ve ozellikle
45°C sicakligin gelisimi olumsuz yonde etkiledigi gézlenmistir.

Bacillus megaterium i¢in inkiibasyon sicakligi 35 ve 37°C’ye arttik¢a bakteriyel
gelisimin de hizlandig1 belirlenmistir (Sekil 3.21). 35°C’°de siirdiiriilen bakteriyel
gelisimin ilk 4. saatin sonuna kadar 5 kat arttig1 (ODggo 2.366) ve bu siireden sonra 48.
saatin sonuna kadar hiicresel gelisimde azalma (ODgy 2.1026) saptanmustir. 37°C’deki
gelisim siireci incelendiginde, 25°C’de 6. saatin sonunda tespit edilen en yiiksek
bakteriyel gelisime (ODggp 2.342), 37°C’de 4 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda (ODgoo
2.647) ulasilmistir. Sicakligin 40, 43 ve 45°C’ye yiikselmesi ile bakteriyel gelisimin
yavagladig1 belirlenmis olup bu sicakliklarda kaydedilen en yiiksek gelisimler sirasiyla
10. saatin sonunda ODgog 2.132; 24. saatin sonunda ODggo 1.460; 48. saatin sonunda
ODeggo 2.163 olarak tespit edilmistir.

25°C’de gerceklesen Bacillus subtilis optimizasyon c¢alismalarinda Sekil 3.26’da
gozlendigi gibi 37°C sicaklikta iiremenin arttig1 belirlenmistir. 35°C’de inkiibasyonu
takiben 2. saatin sonunda ODgg 1.756 olarak kaydedilen bakteriyel gelisimin,
25°C’dekine gore (ODggp 1.439) daha yiiksek oldugu tespit edilmis olup 4. saatin
sonunda her iki sicaklik i¢in en yliksek gelisim degerleri sirastyla ODggp 2.218 ve 2.518
olarak saptanmistir. Bu iki sicaklik parametresinin yani sira ayni siirede inkiibasyon
sicakligi 37°C olan ortamdaki en yiiksek hiicresel gelisim ODgyy 2.914 olarak
gozlenmistir. Baglangic yogunluga kiyasla hiicresel gelisimin 2. saatin sonunda
yaklasik 5 kat artti81, 4. saatin sonunda yaklagik 7.5 kat kadar arttig1 belirlenmistir. Ve

bu sicakliktaki inkiibasyon siiresince biyokimyasal aktiviteler sonucu baslangic pH
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degerinin degismesi ve besin kitlig1 gibi nedenlerden dolayi, bakteriyel gelisimde
azalma goriilmesine karsin Olglilen optik yogunluk degeri diger ortamlarda
Olctilenlerden daha yiiksektir. Sicaklik 40°C, 43°C ve 45°C’ye yiikseldik¢e bakteriyel
gelisimde azalma kaydedilmistir. Sirasiyla 40°C icin en yliksek gelisim 8. saatin
sonunda ODggyp 2.084; 43°C igin 10. saatin sonunda ODgoy 1.985; 45°C igin ise 48.
saatin sonunda ODggo.613 olarak saptanmustir.

Kitosan {iretimi i¢in se¢ilen suslarin optimizasyon analizlerinde benzer sonuglar ile
karsilagilmistir. Karbon ve azot kaynagi olarak %?2 siikroz ve %1 maya 0ziitii eklenerek
optimize edilen fermantasyon ortamlarinda tiim suslarin en kisa siirede en yiiksek
gelisime ulastigl belirlenmistir. Ancak metal iyonlarinin analiz edilen besi ortami igin
suslarin gelisimini inhibe ettigi saptanmistir. Baslangic pH’s1 8’e ayarlanmis besi
ortaminda 37°C’de 48 saatlik inkiibasyon siiresince en yiiksek gelisim degerleri elde
edilmistir. Bu sonuglar suslarin mezofilik karakterde iireme davranisi gosterdiklerini de
ortaya koymaktadir. Optimizasyon sonuglar1 bize ayni tip bakteriye ait farkli suslarin

benzer iireme davranislar gosterebildiklerini de ifade etmektedir.

4.2. Preparatlardaki Biyopolimerlerin Varhgi

2, 3, 7 ve 8 nolu kitosan silispansiyonlarinin kalitatif analizleri standart kitin ve kitosan
ornekleri ile optimize edilmis prosediire gore silrdiiriilmiistiir. Standart kitinin
varliginda sari-kahverengi; kitosanin varliginda ise koyu pembe renk olusumunun
referans alindig1 bu analizde, 2 ve 3 nolu 6rnekte pembe; 7 ve 8 nolu drnekte ise sar1
kahverengi renk olusumu gozlenmistir. 2, 3, 7 ve 8 nolu Orneklerdeki karbohidrat
varlig1 Cizelge 3.2°de gosterilmistir. En yliksek karbohidrat varligr 0.393 mg/mL ile 2
nolu Ornekte gozlenmistir. S6z konusu renk olusumlarinin ve preparatlardaki
karbohidrat igeriklerinin 0rneklerdeki kitin, kitosan ve/veya biyoddniisim sonucunda
farkli bir ara iirliniin varligina isaret ettigini ifade etmek oldukga giigtiir. Bu sebeple

antimikrobiyal aktivite analizlerine dort kitosan preparati ile devam edilmistir.

4.3. Kitosan Preparatlarinin Antimikrobiyal Aktivite Analizleri

Cizelge 3.4’te gozlendigi gibi standart kitosan silispansiyonlarinin etkisi ¢oziicii olarak
kullanilan %0.1°lik glasiyel asetik asit ¢ozeltisi ile karsilagtirilmistir. Buna gore

%0.1°1ik glasiyel asetik asit ¢ozeltisinin test bakterileri tizerinde herhangi bir inhibisyon

87



etkisinin gozlenmemesi, standart kitosanlarin olast inhibisyon etkisinin ¢dziicli kaynakli
olmadigina da isaret etmektedir. Cizelge 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8’deki sonuglarin
karsilastirilmasi i¢in kloramfenikol siispansiyonu kontrol grubu olarak kullanilmistir.

2 mg/mL konsantrasyondaki kloramfenikol antibiyotiginin Metisilin-direngli S. aureus,
Vankomisin-direngli Enterococci (VRE), S. epidermidis, E. cloacae ve L.
monocytogenes hari¢ tiim test bakterileri lizerinde %40’tan fazla inhibisyon etkisi
gosterdigi gozlenmektedir. B. cereus, B. subtilis, P. aeruginosa, Klebsiella spp, E. coli,
Salmonella spp, Shigella spp ve E. faecalis iizerindeki inhibisyon etkisi sirasiyla %53,
99, 45, 55, 75, 83, 89 ve 42 olarak belirlenmistir. Bu antibiyotige yonelik en yiiksek
inhibisyon etki Bacillus subtilis susuna kars1 tespit edilmistir.

Ayni konsantrasyonda siirdiiriilen analizlerde diisiik molekiiler agirliktaki standart
kitosan siispansiyonunun da Metisilin-direngli S. aureus, Vankomisin-direngli
Enterococci (VRE) ve E. faecalis hari¢ tiim test bakterileri tizerinde inhibisyon
etkisinin oldugu gozlenmistir. Bu standardin B. cereus, B. subtilis, P. aeruginosa,
Klebsiella spp, E. coli, Salmonella spp, Shigella spp, S. epidermidis, E. cloacae ve L.
monocytogenes’e karst inhibisyon etkisi sirasiyla %35, 92, 100, 97, 80, 97, 84, 29, 82
ve 100 olarak belirlenmistir. Standardin en yiiksek inhibisyon etkisi PCA’larda iireme
gbzlenmemesi lizerine %100 ile Pseudomonas aeruginosa ve L. monocytogenes’e karsi
tespit edilirken, en diisiik inhibisyon etki %29 ile S. epidermidis {izerinde belirlenmistir.
Diger kontrol gruplarinda gozlendigi gibi orta molekiiler agirliktaki kitosan ¢ozeltisinin
de Metisilin-direngli Staphylococcus aureus, Vankomisin-direngli Enterococci (VRE),
S. epidermidis ve E. faecalis lizerinde herhangi bir inhibisyon etki saptanmamistir. Bu
standardin B. cereus, B. subtilis, P. aeruginosa, Klebsiella spp, E. coli, Salmonella spp,
Shigella spp, E. cloacae ve L. monocytogenes iizerindeki inhibisyon etkisi sirasiyla
%61, 96, 99, 99, 98, 99, 68, 57 ve 44 olarak hesaplanmistir. En yiiksek inhibisyon etki
P. aeruginosa, Klebsiella spp ve Salmonella spp’ye kars1 gézlenmistir.

Bacillus cereus’e karsi gozlenen en yiiksek inhibisyon etki (%61) orta molekiiler
agirliktaki standart kitosan ¢ozeltisinde belirlenmistir. Ancak Bacillus subtilis igin ise
farkli bir durum gozlenerek s6z konusu antibiyotigin (%99) inhibisyon etkisi, diisiik ve
orta molekiiler agirliktaki standart kitosan ¢ozeltilerinden daha yiiksektir. Bunun yani
sira kullanilan tiim kontrol gruplarin canlt hiicrelerin %90 nindan fazlasini inhibe ettigi

gozlenmistir. Kontrol gruplarinin en etkin oldugu sus ise B. subtilis’tir.
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PCA’larda iireme gozlenmemesi lizerine en yiiksek inhibisyon aktivite Pseudomonas
aeruginosa ve L. monocytogenes suslari iizerinde diisiik molekiiler agirliktaki standart
kitosan siispansiyonunda tespit edilmistir. Dolayisiyla genel bir ifadeyle incelenen test
bakterileri iizerinde kloramfenikol antibiyotigine gore diisiik molekiiler agirliktaki
kitosan ¢ozeltisinin daha yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi soylenebilmektedir.
Diisiik molekiiler agirliklt kitosan c¢ozeltilerinin, orta molekiiler agirlikli kitosan
coOzeltilerine gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermelerine yonelik literatiir
bilgileri; standart kitosanlar ile yapilan antimikrobiyal aktivite analiz sonuglarimiz ile
benzerlik gdstermemektedir. Bu durum biyopolimerin antimikrobiyal aktivitesi i¢in tek
parametrenin molekiiler agirlik olamayacagini ifade etmektedir.

S6z konusu test bakterileri {izerinde mikrobiyal biyodoniisiimle elde edilen kitosan
preparatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri Cizelge 3.4 te verilen % inhibisyon degerleri
ile karsilastirarak anlam kazanmistir.

B. cereus’tan elde edilen 2 nolu kitosan siispansiyonun % inhibisyon etkisi Cizelge
3.5’te gosterilmistir. Kontrol gruplarindaki analiz sonuglarina benzer bir sekilde bu
slispansiyonun Metisilin-direngli  Staphylococcus aureus ftizerinde herhangi bir
inhibisyon etkisine rastlanmamistir. Bu silispansiyonun en yiiksek inhibisyon etkisi P.
aeruginosa ve Shigella spp’ye kars1 %41; en diisiik antimikrobiyal etki ise %17 ile B.
subtilis’e karst hesaplanmistir. Bu analiz sonucunda Enterobacteriaceae ailesi
tiyelerinden Klebsiella spp ve Salmonella spp iizerinde kontrol gruplarinin aksine
inhibisyon gozlenmemistir. Standart kitosan siispansiyonlarina benzer sekilde bu
preparatin da Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) iizerinde herhangi bir
antimikrobiyal etkisine rastlanmamustir. Escherichia coli igin ise %36°lik inhibisyon ile
standart kitosan siispansiyonlarinin aksine (%80 ve 98) antimikrobiyal aktivitede
azalma saptanmistir. Bacillus suslar1 i¢in antimikrobiyal analiz sonuglari
degerlendirildiginde, B. cereus i¢in inhibisyon etki %23; B. subtilis i¢in ise %17 olarak
tespit edilmistir. Her iki sus iginde belirlenen bu degerlerin kontrol gruplarindan
oldukga diisiikk oldugu gozlenmektedir. S. epidermis’e karsi standartlarda gozlenen
antimikrobiyal aktivite %29 iken, 2 nolu preparat uygulamalarinda ise %34 olarak
tespit edilmis ve %S5 artis gézlenmistir. Shigella spp, E. cloacae ve L. monocytogenes
bakterileri {izerinde standart kitosan siispansiyonlarinin ortalama antimikrobiyal

aktiviteleri %50 nin {lizerinde iken bu preparatta azalma (%41, 25 ve 19) belirlenmistir.
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Standartlarin etki gosteremedigi E. faecalis susuna karsi ise %32’lik bir antimikrobiyal
aktivite 2 nolu preparat igin kaydedilmistir.

B. thuringiensis’ten kismi olarak saflastirilmis 3 nolu kitosan siispansiyonun %
inhibisyon etkisi Cizelge 3.6’da gosterilmistir. Kontrol gruplart ve 2 nolu kitosan
sispansiyonun sonuglarina paralel sekilde bu siispansiyon da Metisilin-direngli S.
aureus ve Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) {izerinde inhibitor etki
gosterememistir. 2 nolu siispansiyonda gozlendigi gibi 3 nolu siispansiyonun analiz
sonuglarinda da Klebsiella spp ve Salmonella spp iizerinde kontrol gruplarinin aksine
herhangi bir inhibisyona rastlanmamistir. Kontrol gruplarina benzer sekilde ise E.
faecalis susuna karsi herhangi bir antimikrobiyal aktivite saptanmamistir. Bu
slispansiyonun en yiiksek inhibisyon etkisi %49 ile Pseudomonas aeruginosa; en diisiik
antimikrobiyal etki ise %6 ile Escherichia coli {izerinde hesaplanmistir. Bacillus sp
suslarma kars1 kontrol gruplarinda gozlenen belirgin inhibisyon etkiye ragmen bu
stispansiyonun Bacillus cereus ve Bacillus subtilis’e karsi inhibitor etkisi sirasiyla %10
ve %16°dir. Standart kitosanlarin S. epidermidis iizerindeki inhibisyon etkisi %29
olarak belirlenmigsken bu preparat ile kaydedilen antimikrobiyal etki %33’tiir. 2 nolu
slispansiyona benzer seckilde, bu preparatin Shigella spp, E. cloacae ve L.
monocytogenes karsi gosterdigi antimikrobiyal aktivitede standartlara kiyasla azalma
tespit edilmistir.

Bacillus megaterium susundan elde edilen 7 nolu kitosan preparati igin, 2 ve 3 nolu
orneklerin B. cereus ve B.subtilis lizerinde gosterdigi inhibitor etkiye rastlanmamustir.
Bu preparatin test bakterilerinin ancak {i¢line kars1 inhibisyon etkisi saptanmistir. P.
aeruginosa tizerinde %9; S. epidermidis tlizerinde %14; E. coli lizerinde ise %3’liik bir
inhibisyon etki hesaplanmistir. Kontrol gruplariim kullanildigi analizde P. aeruginosa
icin canli hiicre sayisinin %40’ indan; S. epidermidis i¢in ise %29’undan; Escherichia
coli i¢in ise %70’inden fazlasinin inhibe olmasi sebebiyle bu 6rnegin inhibitor etkisinin
kontrol gruplarimin etkisine kiyasla olduk¢a diisiik oldugu ortaya konmaktadir. 2 ve 3
nolu ornekler ile kiyaslandiginda ise, sirasiyla Pseudomonas aeruginosa igin %41 ve
49; Escherichia coli i¢in ise %36 ve 6; S. epidermis igin ise %34 ve 33 olarak
belirlenen inhibitdr etkilerden oldukca diisiik oldugu tespit edilmistir.

Bacillus subtilis’ten kismi olarak saflastirilan 8 nolu kitosan siispansiyonuna yonelik

antimikrobiyal analiz sonuglar1t Cizelge 3.8’de verilmistir. 7 nolu kitosan
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siispansiyonuna benzer bir sekilde, bu siispansiyonun da Metisilin-direngli S. aureus,
Bacillus cereus, Klebsiella spp, Vankomisin-direngli Enterococci (VRE), Shigella spp,
E. cloacae, L. monocytogenes, E. faecalis ve Salmonella spp iizerinde antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmadigr gozlenmistir. 7 nolu kitosana kiyasla bu preparatin
Escherichia coli iizerinde herhangi bir aktiviteye sahip olmadigi ortaya konmustur.
Ancak canli hiicre sayisinin %40’mdan fazlasinin inhibisyonu gozlenen kontrol
gruplarindaki calismalara gore oldukc¢a diisiik kalan %11°lik bir inhibitor etki
Pseudomonas aeruginosa’ya kars1 saptanmistir. Kaydedilen bu etkinin, Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi 2 ve 3 nolu orneklerde belirlenen %41 ve 49 inhibisyon etkiden
diisiik ancak 7 nolu 6rnekte %9 olarak belirlenen bu etkiden daha fazla oldugu tespit
edilmistir. S. epidermis i¢in 7 nolu preparatta gozlenen %14’likk inhibitor etki bu
preparatta %19, B. subtilis tizerinde ise %7°lik bir inhibisyon etki saptanmuistir.

7 ve 8 nolu ornekler icin kalitatif analizlerde renk degisimi belirlenememistir. Bu
sebeple bu Orneklerdeki s6z konusu inhibisyonun kitosana ait olmadig
sOylenebilmektedir. Kesin bir yargiya varilamamis olup antimikrobiyal aktivitenin kitin
kaynakli olabilecegide ifade edilebilemektedir.

Ancak stispansiyonlar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise, belirgin inhibisyon etki
2 nolu siispansiyonda gozlenmistir. Test bakterilerinin farkliliklari, belirlenen

inhibisyon mekanizmasini ve bununla birlikte inhibisyon derecesini de etkilemektedir.

4.4. Kitosan Preparatlarinin Deasetilasyon Derecesi

Literatiir de belirtildigi gibi kitosan oOrneklerin deasetilasyon derecesi elde edilen
kaynaga ve hazirlanma metotlarina gore degiskenlik gostermekle birlikte ticari olarak
kullanilan kitosanlarin deasetilasyon dereceleri %70-95 arasindadir. Kitosanin
antimikrobiyal aktivitesi pek c¢ok i¢sel ve digsal etkene bagli olup, deasetilasyon
derecesi toksisiteyi etkileyen en 6nemli i¢sel faktordiir. Ancak kitin ve kitosan arasinda
deasetilasyon derecesine dayali kesin bir adlandirma sinir1 tantmlanamamastir.

Bu genel bilgiler 1s18inda her iki formiilde de hesaplanan deasetilasyon dereceleri %70-
95 arasindaki degerlerdedir. 2 nolu 6rnek i¢in %80.54 ve 70.23; 3 nolu 6rnek i¢in
%86.07 ve 78.96; 7 nolu 6rnek icin %88.86 ve 82.96; 8 nolu 6rnek icin ise %87.24 ve
80.48 olarak hesaplanmistir. Bu degerler bu preparatlarda kitosanin varligina yonelik

kesin bir yargtya varilabilecegini gostermemektedir.
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Kismi olarak saflastirilmig 6rneklerin 13 test bakterisi iizerinde denenen antimikrobiyal
aktivite analizlerinde, 2 nolu preparatin 9 bakteriye kars1 en diisiik %17; en yiiksek ise
%41 inhibitor aktivite gostermesi diger preparatlara kiyasla deasetilasyon derecesinin
daha diistik olmasiyla agiklanabilmektedir. 3 nolu preparat i¢in ise antimikrobiyal etki
gosterdigi 7 bakteri lizerinde en diisiik %8; en yliksek ise %49 olarak hesaplanmis
inhibisyon, deasetilasyon derecesinin diigiik olmasi ile agiklanabilmektedir. 7 ve 8 nolu
preparatlar ise sadece 3 bakteri ilizerinde inhibisyon etki gostermis olup sirasiyla en
diisiik antimikrobiyal aktivite %3 ve 7; en yiiksek antimikrobiyal aktivite ise %14 ve 19
olarak saptanmistir. Aktivitelerdeki bu benzerlik deasetilasyon derecelerindeki yakinlik
ile baglantili olabilmektedir. Ayrica bu preparatlarin deasetilasyon derecelerinin yiiksek
olmas1 2 ve 3 nolu preparatlara kiyasla daha diisiik antimikrobiyal aktiviteye isaret

etmektedir.

4.5. Kitosan Preparatlarinin Molekiiler Agirhg:

Kitosan biyopolimerlerinin antimikrobiyal aktivitesini etkileyen diger 6nemli parametre
ise molekiiler agirliktir. Biyopolimerin molekiiler agirligi da deasetilasyon derecesi gibi
kaynaga, iiriiniin elde edilme yontemlerine ve saflifa gore farklilik gostermektedir.
Cizelge 3.15’te verilen sonuglara gore test edilen preparatlarin ortalama molekiiler
agirliklar1 birbirine oldukca yakin olmakla birlikte 48.272 ile 53.419 g/mol arasinda
bulunmustur. Kitosan preparatlar1 arasinda en diigiik molekiiler agirligik (48.272 g/mol)
2 nolu preparat i¢in belirlenmis olup, en yiiksek molekiiler agirlik ise (53.419 g/mol) 7
nolu preparatta hesaplanmustir.

Siispansiyonlarda enzimatik reaksiyon ile iiretilen kitosan, parcalanamayan kitin ve
hatta kitin ve/veya kitosanin metabolizme edilmesi sonucu olugan yan {iriinlerin varligi
sebebiyle hesaplanan bu molekiiler agirliklarin kitosana ait oldugu yargisina varilamaz.
Molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesi elde edilen kitosan igerikli iirliniin
antimikrobiyal aktivitesine yonelik endiistriyel kullanimi belirleyen oncelikli igsel
ozelliklerdir.

Buna gore en diisiik deasetilasyon dereceli 2 nolu preparatin ortalama molekiiler
agirhigr da diger preparatlara gore dislktiir. Antimikrobiyal aktivite agisindan bu
ozellikler degerlendirildiginde, bu preparat i¢in en yiiksek inhibisyon P. aeruginosa’ya

kars1 %41 olarak bulunmustur. Deasetilasyon derecesi 2 nolu preparattan yiiksek 3 nolu
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preparatin ortalama molekiiler agirligi ise hemen hemen 2 nolu siispansiyon ile aynidir.
Ancak ayni susa karsi %49 inhibisyon ile en yiiksek antimikrobiyal aktivite 3 nolu
preparatta gozlenmistir. Deasetilasyon sonuglarina benzer sekilde, 7 ve 8 nolu kitosan
preparatlarinin ortalama molekiiler agirliklar1 da diger iki 6rnege gore daha yiiksek
bulunmustur. 8 nolu preparatin molekiiler agirligr (50.188 g/mol) 7 nolu preparattan
daha diisiik (53.419 g/mol) olup deasetilasyon dereceleri ise biribirine ¢ok yakindir. S6z
konusu preparatlar da belirlenen en yiiksek inhibiyon S. epidermis’e karsi sirasiyla %14
ve 19 olarak saptnamistir. Ancak buna karsin 7 nolu preparat E.coli tizerinde
antimikrobiyal bir aktivite goOsterirken, 8 nolu Ornekte bdyle bir davranis
gbozlenmemistir. Diger bir 6rnekle 8 nolu preparat B. subtilis’e karst inhibitor etki
gosterirken, 7 nolu preparatta ise herhangi bir antimikrobiyal aktivite belirlenememistir.
Literatiirii destekler nitelikteki bu sonuglarimiz, kitosan biyopolimerinin toksisitesi
tizerinde etkili i¢csel parametrelerin sadece molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesi
olmadigina ve antimikrobiyal aktivitenin test edilen mikroorganizma tiirii gibi digsal
niteliklere (sicaklik, pH, metal iyonlar1 vb) gore de degiskenlik gosterdigine isaret

etmektedir.

4.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Karakterizasyonu

Sicaklik, mikroorganizmanlarin  hiicresel tiim  biyokimyasal aktivitelerinin
gerceklestirilmesi icin dnemli bir parametredir. Ozellikle de test mikroorganizmalarin
kolonilesmeleri i¢in optimum sicaklik kosullarinda iireme ortamlarinin inkiibasyonu
sarttir. Test bakterilerinin in vivo ve in vitro gosterdikleri davraniglarin farklilig
sebebiyle sicaklik karakterizasyon calismalarinda incelenmesi gereken ilk parametre
olarak degerlendirilmektedir. Bu sebeple sicaklik parametresi sadece kitosanin
antimikrobiyal aktivitesini arttirici/azaltict etki olarak degil, ayn1 zamanda suslarin
tiremeleri i¢in gerekli 6n kosul olarak da diisiiniilmelidir. Cilink{i lireme karakterini
kaybetmis bir mikroorganizma kitosanin etki edecegi hedef bolge agisindan noksan
durumdadir. Boyle bir konumda gergek bir antimikrobiyal aktiviteden bahsedilemez.

Kitosanlarin antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi karakterizasyon c¢aligsmalarinda,
test suslarin sicaklik degisimleri sonucu iireme karakterlerinde ortaya ¢ikabilecek

farkliliklar g6z Oniinde bulundurularak iki kontrol grubu kullanilmistir. Kitosan
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icermeyen tiliplerde suslarin tireme karakterleri kontrol edilmis ve bu grup negatif
kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.

Her ne kadar 37°C’de 24 saat gelistirilen suslarin optik yogunluklart ODggo 3’e
ayarlanarak karakterizasyon calismalar1 i¢in besi ortamina inokiile edilse de Cizelge
3.9°daki veriler dogrultusunda tiim test bakterilerinin 4°C’de lireme karakterlerini
kaybettikleri gozlenmistir. PCA plaklarindaki kolonilesmeme davranisi, suslarin
tiremeleri i¢in optimum sicaklik kosulu saglanmamasindan kaynaklanmaktadir.
Metisilin-direngli S. aureus, Klebsiella spp, Salmonella spp ve Vankomisin-direngli
Enterococci (VRE) suslari igin karakterizasyon ¢aligmalar1 oncesi elde edilen sonuglar
ile kiyaslandiginda herhangi bir farklilik gdzlenmemistir. Inkiibasyon sicakligindaki
degisimler, kitosan preparatlarinin bu suslar {lizerindeki antimikrobiyal aktivitesini
etkilememistir.

Kontrol gruplart ile karsilastiriliginda, B. cereus, L. monocytogenes ve Shigella spp i¢in
7 ve 8, B. subtilis i¢in 7, E. coli i¢in 8, E. cloacae ve E. faecalis igin ise 3, 7 ve 8 nolu
kitosan silispansiyonlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin degismedigi gozlenmistir.
Incelenen tiim sicaklik degerleri icin herhangi bir antimikrobiyal aktivite
kaydedilmemistir.

2 ve 3 nolu kitosan preparatlarinda B. cereus’a karst 15, 25, 37 ve 40°C sicaklik
degerleri i¢in antimikrobiyal aktivite kaydedilmistir. Bakteriye karsi en yiiksek
antimikrobiyal aktivite iki preparat igin sirasiyla %23 ve 10 inhibisyon ile 37°C’de
kaydedilmistir.

Benzer sekilde 3 ve 8 nolu preparatlarin B. subtilis kars1 15, 25, 37 ve 40°C sicaklik
degerlerinde gozlenen en yliksek antimikrobiyal aktiviteleri %16 ve 7 ile 37°C’de
belirlenmistir.

Ilging bir sonug olarak 2 nolu preparatin en yiiksek antimikrobiyal aktivitesi 15°C’de
%20 olarak saptanmistir. Ancak sicakligin 25, 37 ve 40°C’ye arttirilmasiyla birlikte %
inhibisyonun azaldig1 (%11, 17 ve 14.6) ortaya konmustur. Negatif kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, 15°C’de belirlenen inhibisyonun diisiikk sicakligin {ireme
karakterine yonelik olumsuz etkisi sebebiyle ortalama hiicre sayisinda bir azalmadan
kaynaklandig1 belirlenmistir.

4°C’deki sonuglara benzer bir sekilde Pseudomonas aeruginosa’nin 15°C sicaklikta da

tireme davranigini kaybettigi gézlenmistir. 25, 37 ve 40°C sicaklik denemeleri i¢in, 2, 3
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7 ve 8 nolu kitosan preparatlarin kaydedilen en yiiksek antimikrobiyal aktiviteleri
strastyla %41, 49, 9 ve 11°dir. Bu % inhibisyon degerleri 37°C’de elde edilmistir.

E. coli susuda P. aeruginosa’ya benzer sekilde kolonilesme igin optimum sicaklik
gereksinimi sebebiyle 15°C sicakliktaki inkiibasyonu takiben PCA plaklarinda iireme
gozlenmemistir. 25, 37 ve 40°C’de sicaklikta, 2, 3 ve 7 nolu preparatlar i¢in belirlenen
en yiiksek % inhibisyonlar 37°C’de elde edilmis olup sirasiyla %36, 6 ve 3’tiir.

S. epidermidis susunda ise incelenen tiim kitosan preparatlart i¢in 15 ve 25°C’de
herhangi bir inhibisyon etkiye rastlanmamustir. 37 ve 40°C sicaklik analizlerinde ise
tiim preparatlarin inhibisyon etki gosterdigi belirlenmistir. En yiiksek kitosanlarin en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteleri 37°C’de elde edilmis olup sirasiyla %34, 33, 14 ve
19 olarak kaydedilmistir.

Shigella spp igin antimikrobiyal aktivite 25°C ve {izerindeki sicakliklarda
incelenebilmigtir. 2 ve 3 nolu preparatlar 25°C’de herhangi bir inhibisyon etki
gostermezken, 37°C’de sirasiyla %41 ve 8’lik bir antimikrobiyal aktivite saptanmuistir.
40°C’de 3 nolu preparat bu sus lizerinde etkisiz kalmistir.

E. cloacae iizerinde inhibisyon etkili 2 nolu preparat, 15 ve 25°C’de bu sus iizerinde
antimikrobiyal aktivite gosterememisken, 37 ve 40°C sicakliklarda belirlenen
inhibisyon etki sirastyla %25 ve 22.4’tiir.

25, 37 ve 40°C sicaklikta L. monocytogenes iizerinde inhibisyon etkisinden
bahsedilebilen 2 ve 3 nolu kitosan preparatlarinin en yiiksek antimikrobiyal aktiviteleri
%19 ve 11 olarak 37°C’de ortaya konmustur. 3 nolu preparat ise 25°C’de sus tizerinde
etkisiz kalmistir.

E. faecalis tizerinde antimikrobiyal etkisi belirlenen 2 nolu kitosan preparati i¢in en
yiiksek inhibisyon %32 ile 37°C’de kaydedilmistir.

Incelenen tiim suslar icin en yiiksek inhibisyon aktivite sonuglar1 37°C’de elde edildigi
i¢in karakterizasyon ¢alismalarina s6z konusu sicaklik ile devam edilmistir.

Sicaklik  parametresinin  incelenmesine benzer sekilde pH karakterizasyon
caligmalarinda da pozitif ve negatif kontrol gruplari kullanilarak uygulamalar
sirdiiriilmiistiir. pH parametresinde sicaklik analizlerinin aksine incelenen pH
degerlerinde, test suslarinin tirememesine yonelik bir sonugla karsilasilmamistir.

Genel anlamda Cizelge 3.10’a bakildiginda, besiyerinin baslangi¢c pH’s1 5’e ayarlanmis

inkiibasyon kosullarinda, kitosan preparatlarinin incelenen test bakterileri iizerinde
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herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermedigi ortaya konmustur. Bu durum negatif
kontrol gruplan ile karsilatirildiginda, suslarin ireme karakterleri ile ilgili bir durum
olmadig1 sdylenebilmektedir.

Sicaklik karakterizasyon c¢alismalarina benzer sekilde, farkli pH degerlerinde
stirdiiriilen inkiibasyon kosullarinda kismi olarak saflastirilmis kitosan preparatlarinin
higbiri Metisilin-direngli S. aureus, Klebsiella spp, Salmonella spp ve Vankomisin-
direngli Enterococci (VRE) suslari iizerinde antimikrobiyal aktivite gdsterememistir.
Bu suslar i¢in inkiibasyon siiresince sicaklik ve pH degisimlerinin, kitosan
preparatlarinin inhibisyon aktivitelerini arttirict yonde bir etkiye neden olmadig ortaya
konmaktadir.

Kontrol gruplar1 ve sicaklik karakterizasyon sonuglar ile karsilastiriliginda, B. cereus,
L. monocytogenes ve Shigella spp. i¢in 7 ve 8 nolu, B. subtilis i¢in 7 nolu, E. coli i¢in 8
nolu, E. cloacae ve E. faecalis i¢in 3, 7 ve 8 nolu kitosan siispansiyonlarinin
antimikrobiyal aktivitelerinde herhangi bir degisim gozlenmemistir.

B. cereus {izerinde antimikrobiyal aktivite gosteren 2 ve 3 nolu kitosan
siispansiyonlarinin pH degisiminde kismen de olsa aktivitelerini koruduklari
gozlenmektedir. Ozellikle 2 nolu preparat i¢in baslangic pH’s1 6, 7, 8 ve 9’a ayarlanmis
besiyerlerinde gozlenen inhibisyon etki sirasiyla %19.6, 23, 10.9 ve 8.8 olarak
kaydedilmistir. Ancak 3 nolu preparat pH’s1 6, 7 ve 8’e ayarlanmis ortamlarda susa
kars1 %9.93, 10 ve 4.54 inhibisyon gosterirken, 2 nolu preparattan farkli olarak pH’s1
9’a ayarlanmis ortamda aktivite gosterememistir.

2, 3, ve 8 nolu preparatlarin genis bir pH’da B. subtilis tizerinde aktivitelerini
gostermeye devam ettikleri ortaya konmustur. Baslangic pH’s1 7°ye ayarlanmis ortamda
2, 3 ve 8 nolu preparatlar i¢in %17, 16 ve 7 olarak belirlenen en yiiksek inhibisyonlara,
yakin sonuglar pH’s1 6 olan besiyerinde %14.78, 14.9 ve 4.53 olarak kaydedilmistir.
Inkiibasyon ortammi pH’s1 nétralden bazige dogru ilerledikce bu sus iizerinde sdz
konusu preparatlarin etkisinde azalma belirlenmistir. pH’s1 8 ve 9’a ayarlanmis besi
ortamlarinda, 2, 3 ve 8 nolu preparatlarin aktivitelerinde ortalama olarak sirasiyla
%7.42, 4.70 ve 3.84’liik bir azalma saptanmustir.

P. aeruginosa tizerinde antimikrobiyal aktivite gosteren 2, 3, 7 ve 8 nolu preparatlarin
en yiiksek inhibisyon etkileri baglangic pH’s1 7°ye ayarlanmig besiyerlerinde sirasiyla
%41, 49, 9 ve 11 olarak kaydedilmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteye en yakin
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degerler baslangi¢ pH’s1 6’ya ayarlanmis ortamlarda %37.5, 44.45, 6.2 ve 9.72 olarak
belirlenmistir. 7 ve 8 nolu preparatlar i¢in pH’s1 9’a ayarlanmis besiyerlerinde herhangi
bir inhibisyona rastlanmamistir. pH’s1 8 ve 9’a ayarlanmis kiiltiirlerde 2 ve 3 nolu
preparatlarin inhibisyonunda ortalama olarak sirasiyla %22.22 ve 28.38’lik bir azalma
ortaya konmustur.

Diger test bakterilerine benzer sekilde, 2, 3 ve 7 nolu kitosanlarin E. coli {izerindeki en
yiiksek inhibisyon aktiviteleri %36, 6 ve 3 olarak baslangic pH’s1 7’ye ayarlanmig
besiyerlerinde saptanmistir. Ancak pH’s1 6, 8 ve 9’a ayarlanmig besiyerlerinde 3 ve 7
nolu preparatlarin sug tizerinde herhangi bir antimikrobiyal aktiviteleri gézlenmemistir.
2 nolu preparat i¢in pH’s1 6, 8 ve 9’a ayarlanmis besi ortamlarinda da antimikrobiyal
aktivite gozlenmis olup ortamin pH’s1 bazige dogru ilerledikge inhibisyonun %16.99 ve
9.84’¢ kadar azaldig1 belirlenmistir.

S. epidermis igin ise, 2, 3, 7 ve 8 nolu preparatlarinin baslangi¢ pH’s1 6, 7, 8 ve 9’a
ayarlanmig besiyerlerinde antimikrobiyal aktivitelerini gosterdikleri soylenebilmektedir.
Bu sus i¢in kaydedilen en yiiksek inhibisyon baslangic pH’st 7’ye ayarlanmis
besiyerinde %34, 33, 14 ve 19°dur. Baslangi¢ pH’s1 6’ya ayarlanmis asidik ortamda ise
en yliksek inhibisyona yakin sonuglar sirasiyla %32.04, 24.49, 10 ve 16.20 olarak
belirlenmistir.

Shigella spp iizerinde antimikrobiyal etkili 3 nolu preparat i¢in sadece baslangic pH’s1
7’ye ayarlanmis besi ortaminda %8 olarak belirlenen inhibisyon, baslangic pH’s1 6, 8
ve 9’a ayarlanmis inkiibasyon kosullarinda %0 olarak kaydedilmistir. Bu sus iizerinde
ise, 2 nolu preparatin baslangic pH’s1 6, 7, 8 ve 9’a ayarlanmis besiyerlerinde gozlenen
antimikrobiyal aktivitesi sirastyla %23.52, 41, 34.7 ve 12.5’tir.

E. cloacae i¢in antimikrobiyal etki gosteren 2 nolu preparat pH’st 6, 7 ve 8’e
ayarlanmis besiyerlerinde antimikrobiyal aktivitesini korurken, pH 9’a ayarlanmis
inkiibasyon kosullarinda silispansiyonun aktivitesini kaybettigi belirlenmistir. Bu sus
icin gozlenen en yiiksek inhibisyon %25 ile baslangic pH’st 7’ye ayarlanmis besi
ortaminda kaydedilmistir. L. monocytogenes’e kars1 2 ve 3 nolu preparatlarin en yiiksek
inhibisyonlar1 (%19 ve 11) baslangic pH’s1 7’ye ayarlanmis besi ortaminda ortaya
konmus olup, bu preparatlar pH’s1 9’a ayarlanmis kosullarda etkisiz kalmistir. Bu sus
tizerinde antimikrobiyal etkili kitosan siispansiyonlarinin gosterdig en diisiik aktivite

ortam pH’sinin bazige kaymasi ile pH 8’de %9.07 ve 2.63 olarak belirlenmistir.
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E. faecalis tizerinde etkinligini koruyan 2 nolu preparat i¢in de en yiiksek inhibisyon
%32 ile baslangi¢c pH’s1 7’ye ayarlanmig besi ortaminda kaydedilmis olup, pH’s1 6, 8 ve
9’a ayarlanmis inkiibasyon kosullarinda ise sirasiyla %26.15, 17.16 ve 7.37 olarak
hesaplanmustir.

pH karakterizasyon sonuglar1 incelendiginde, baslangic pH’st 5’e¢ ayarlanmig
besiyerleri icin test edilen test suslari iizerinde herhangi bir inhibisyon etki
belirlenememistir. Test edilen kitosan siispansiyonlar1 arasinda 2 nolu preparatin
baslangic pH’s1 6, 7, 8 ve 9’a ayarlanmis besiyerlerinde genellikle antimikrobiyal
aktivitesini  korudugu  gozlenmistir. Test edilen suslar {izerinde kitosan
stispansiyonlarinin antimikrobiyal aktivitelerine genel olarak baslangi¢c pH’s1 6, 7 ve
8’e ayarlanmig besi ortamlarinda rastlansa da, en yiiksek inhibisyon baslangic pH’s1 6
ve 7’ye ayarlanmis kiiltiirlerde kaydedilmistir.

pH 6.0’m altindaki sulandirilmis asidik soliisyonlarda kitosan biyopolimerinin
kolaylikla ¢oziinebildigi fakat pH 7.0’1n iizerinde bu stabilitenin azaldig1r yoniindeki
literatiir bilgisi géz Oniinde bulunduruldugunda, sonuclarimizla belirgin bir celiski
gozlenmektedir. Ancak bu bilgi saf kitosan ¢ozeltilerinin ¢dziinebilirligi i¢cin ortaya
konmus genel bir yaklasimdir. Bakteri kiiltiirlerinden nétralizasyon sonucu elde edilen
kitosan preparatlarinin kullanimi, bu genel yaklasimi anlamsiz kilmaktadir.

Kitosanlarin antimikrobiyal aktivitesi c¢Oziiniirligliniin yan1 sira bakterinin besi
ortamindaki gelisimi ve hedef noktanin etkilenmesi ile de birebir iligkilidir. Farkli
pH’larda hazirlanmis besi ortamlarinda hiicresel gelisimi takiben biyokimyasal
aktiviteler sonucu ortama verilen organik ve inorganik bilesiklerin, pH’s1 5 ve 9’a
ayarlanmig kiltiirlerde kitosan siispansiyonlarinin aktivitelerini olumsuz etkiledigi
sOylenebilmektedir. 6 saatlik inkiibasyon siiresince her test susunun besi ortamlarinin
baslangic pH’sin1 ne diizeyde degistirdigi de bilinmemektedir. Bu sebeple kitosan
siispansiyonlar1 bazi test suslari i¢in antimikrobiyal etkili oldugu pH’da diger sus
tizerinde inhibitor etkisini kaybedebilmektedir.

Sicaklik ve pH karakterizasyon c¢alismalarina benzer sekilde, farkli kitosan
konsantrasyonlarinin besi ortamina eklenmesi ile siirdiiriilen antimikrobiyal aktivite
calismalarinda da, Metisilin-direngli S. aureus, Klebsiella spp, Salmonella spp ve
Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) suslari lizerinde kismi olarak saflastirilmis

Kitosan preparatlar1 i¢in herhangi bir inhibisyona rastlanmamistir. Bu suslar igin
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sicaklik, pH ve besiyerine eklenen kitosan konsantrasyon farkliligi gibi inkiibasyon
kosullarindaki degisimlerin kitosan preparatlarina karsi hassasiyete neden olmadigi
gbzlenmistir.

Son konsantrasyonu 100 mg/L olacak sekilde kitosan preparatlar1 eklenen besi
ortamlarinda test edilen suslar lizerinde herhangi bir antimikrobiyal aktivite s6z konusu
degildir (Cizelge 3.11).

Besi ortamima farkli konsantrasyonlarda kitosan siispansiyonlar1 eklendigi
karakterizasyon g¢alismalarinda, 7 ve 8 nolu preparatlarin B. cereus, L. monocytogenes
ve Shigella spp., 7 nolu preparatin B. subtilis, 8 nolu preparatin E. coli, 3, 7 ve 8 nolu
preparatlarin ise E. cloacae ve E. faecalis iizerindeki antimikrobiyal davraniglarinda
herhangi bir degisiklik s6z konusu olmamakla birlikte inhibisyon kaydedilmemistir.
Son konsantrasyonu 250 mg/L olacak sekilde besi ortamina eklenen kitosan preparatlari
icin, B. cereus iizerinde antimikrobiyal etkili 3 nolu preparat i¢in gozlenen %10’luk; B.
subtilis tizerinde antimikrobiyal etkili 8 nolu preparat icin goézlenen %7’lik; P.
aeruginosa iizerinde antimikrobiyal etkili 7 ve 8 nolu preparatlar i¢in gozlenen %9 ve
11°1ik; E. coli iizerinde antimikrobiyal etkili 3 ve 7 nolu preparatlar i¢in gézlenen %6
ve 3’liik ve Shigella spp iizerinde antimikrobiyal etkili 3 nolu preparat i¢in gézlenen
%8’lik; L. monocytogenes iizerinde antimikrobiyal etkili 3 nolu preparat ig¢in gézlenen
%11°1lik inhibisyon degerleri, 150 mg/L kitosan konsantrasyonu iceren besi
ortamlarinda %0 olarak belirlenmistir.

2 nolu kitosan preparatinin son konsantrasyonu 250 mg/L olacak sekilde besi ortaminda
eklendiginde B. cereus tizerindeki inhibisyon etki %23 iken, 150 mg/L konsantrasyonda
kitosan iceren kiiltiirlerde bu etki %10.47°dir. Antimikrobiyal akitivitede %12.3 azalma
belirlenmistir. B. subtilis’a kars1 antimikrobiyal etkili 2 ve 3 nolu preparatlarin son
konsantrasyonu 150 mg/L olacak sekilde besi ortamina eklenmesi sonucu goézlenen
inhibisyonlarda sirasiyla %7.91 ve 8.56 azalma saptanmustir.

P. aeruginosa susu iizerinde inhibitor etkili 2 ve 3 nolu preparatlarin besi ortamina
eklenen konsantrasyonlarina bagli olarak, antimikrobiyal aktivitelerinde degisimler
gozlenmistir. S6z konusu preparatlardan son konsantrasyon 250 mg/L olacak sekilde
besi ortamina eklendiginde, susa kars1 gézlenen antimikrobiyal aktiviteler sirastyla %41
ve 49; son konsantrasyon 150 mg/L iken ise bu aktiviteler %33.33 ve 30.72 olarak

belirlenmistir.
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Son konsantrasyonu 150 mg/L olacak sekilde besi ortamina eklenen 2 nolu kitosan
preparatinin  Escherichia coli, S. epidermidis, Shigella spp, E. cloacae, L.
monocytogenes ve E. faecalis’e karsi belirlenen antimikrobiyal aktivitesinde sirasiyla
%16.4, 12.79, 13.73, 9.62, 14.58 ve 21.48 azalma saptanmustir.

S. epidermidis iizerinde antimikrobiyal etkili 2 nolu kitosan preparati digindaki diger
preparatlarda besi ortamina eklenen ajan konsantrasyonuna bagli olarak antimikrobiyal
aktivitelerde degisimler gozlenmistir. Son konsantrasyon 250 mg/L olacak sekilde 3, 7
ve 8 nolu siispansiyonlar1 iceren ortamlarda susa karst kaydedilen en yiiksek
inhibisyonlar %33, 14 ve 19 iken; 150 mg/L konsantrasyonda kitosan i¢eren kiiltiirlerde
ise bu aktiviteler srastyla %23.07, 8.73 ve 7.39 seklinde hesaplanmustir.

Elde edilen sonuglara gore kiiltlire eklenen kitosan konsantrasyonu arttik¢a test suslar
tizerinde belirlenen antimikrobiyal aktivitenin de arttig1 belirlenmistir. Ancak
konsantrasyonun artmasina bagli olarak suslar lizerinde ajan etkinliginin ayn1 diizeyde
olmamasi, her sus i¢in s6z konusu ajanin antimikrobiyal aktivite gosterecegi esik
degerine ulasamamasi ile agiklanabilmektedir.

%0.1 konsantrasyonda SDS, Triton X-100; B-merkaptoetanol gibi deterjanlar ve 5 mM
EDTA igeren besi ortamlarinda kitosan 6rneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri Cizelge
3.12’de verilmistir. Sicaklik, pH ve antimikrobiyal ajanin konsantrasyonu gibi
parametrelerin incelendiginde karakterizasyon c¢aligmalarinda kismi saflastirilmis
kitosan preparatlarinin, Metisilin-direngli S. aureus, Klebsiella spp, Salmonella spp ve
Vankomisindirengli  Enterococci (VRE) suslarina karst  inhibisyon etkileri
gozlenmemistir. Besi yerine eklenen SDS, Triton X-100, B-merkaptoetanol ve EDTA
gibi ajanlarin da ayni suglar lizerinde antimikrobiyal aktiviteye neden olacak herhangi
bir etkiye sebep olmadigi gézlenmektedir. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda, bu
suslarin besi ortamina eklenen metal ve deterjan konsantrasyonlarima da direng
gosterdigi belirlenmistir. Bu ajanlarin besi ortamina eklenmesi ile B. cereus, L.
monocytogenes ve Shigella’nin 7 ve 8 nolu preparatlara, B. subtilis’in 7 nolu preparata,
E. coli’nin 8 nolu preparata, E. cloacae ve E. faecalis’in ise 3, 7 ve 8 nolu preparatlara
kars1 gosterdikleri direng mekanizmalarinda herhangi bir degisiklik saptanmamustir.

Bu karakterizasyon ¢alismasinda ilging bir sonug, %0.1 Triton X-100’lin eklendigi besi
ortamlarinda, B. cereus, L. monocytogenes ve Shigella spp’nin hassasiyet gosterdigi 2

ve 3; B. subtilis’in hassasiyet gosterdigi 2, 3 ve 8; P. aeruginosa ve S. epidermidis’in
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hassasiyet gosterdigi 2, 3, 7 ve 8; E. cloacae ve E. faecalis’in hassasiyet gosterdigi 2; E.
coli’nin hassasiyet gosterdigi 2, 3 ve 7 nolu kitosan preparatlarina karsi direg
gostermesidir. Triton X-100 iyonik olmayan, yiizey aktif bir biyolojik deterjandir. Bu
sebeple besi ortaminin pH dengesini bozabilecek herhangi bir yapiya sahip olmadigi
sOylenebilmektedir. Yiizey aktif maddeler suda veya sulu bir ¢ozeltide ¢oziindiiklerinde
yiizey gerilimini azaltan maddeler olarak tanimlanmaktadir. Siirfaktant olarak da
adlandirilan yiizey aktif maddeler ¢oziindiiklerinde ara yiizeylerde (kitosan ve hiicre
duvar) toplanarak yiizey gerilimi azaltan ve miseller gibi agregat yapilar olusturan
amfifilik bilesiklerdir. Triton X-100’lin kitosan polimeri ve hiicre duvari arasinda
olusturdugu kiimelesme sebebiyle kitosanin duvar yiizeyine yapigmasini engelledigi ve
gecirgenlikte olusturdugu dejenerasyon sonucu antimikrobiyal aktivitede azalma s6z
konusu olabilmektedir.

Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda P. aeruginosa ve S. epidermidis’in %0.1 SDS
iceren besi ortaminda lireme karakterlerini kaybettikleri ortaya konmustur. Bu iki susun
bu davraniginin ortamdaki iyonik degisimden veya SDS’nin duvar yapisin1 bloke edici
ozelliginden kaynaklandigi soylenebilmektedir.

%0.1 SDS igeren besi ortamlarinda B.cereus, B. subtilis, E. coli, Shigella spp, E.
cloacae, L. monocytogenes ve E. faecalis karsi antimikrobiyal aktivitesi gozlenmis
kitosan silispansiyonlarinin aktivitelerini kaybettikleri gézlenmistir. Bu ilging sonug,
SDS’nin anyonik karakterde bir deterjan olmasi sebebiyle kitosanin tasidigi yliksek
pozitif yiik ile aralarinda gergeklesecek elektrostatik ¢ekim kuvveti sonucu kitosan
preparatlarinin  bakteri hiicre duvarma olan ¢ekim kuvvetini kaybetmesi ile
aciklanabilmektedir.

Kontrol gruplart ile karsilagtirildiginda %0.1 B-merkaptoetanol iceren besiyerlerinde
kitosan preparatlarinin test bakterileri tizerinde gosterdigi antimikrobiyal aktivitede
Oonemli diizeyde azalma goézlenmistir. B. cereus iizerinde antimikrobiyal aktivite
gosteren 2 ve 3 nolu kitosan preparatlari i¢in hesaplanan en yiiksek inhibisyonlar %23
ve 10 iken, deterjanin varliginda bu inhibisyonlar %12.82 ve 2.87 olarak
kaydedilmistir. B. subtilis tizerinde antimikrobiyal etkili 2, 3 ve 8 nolu kitosan
preparatlart icin %17, 16 ve 7 olarak belirlenen en yiiksek inhibisyonlarin sirasiyla

%09.81, 8.82 ve 1.95’e kadar azaldig1 ortaya konmustur.
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P. aeruginosa ve S. epidermidis {izerinde inhibitor etkili 2, 3, 7 ve 8 nolu kitosan
stispansiyonlarinin antimikrobiyal aktivitelerinde sirastyla %21.92, 24.72, 9, 4.36 ve
%14.5, 14.82, 4.23, 10.57 azalma saptanmistir. 2 ve 3 nolu kitosan preparatlarinin
Shigella spp ve L. monocytogenes iizerinde belirlenen en yiiksek inhibisyonlar1 %41, 8
ve %19, 11 iken, B-merkaptoetanol iceren ortamda bu inhibisyonlarin %16.12, 3.48 ve
%10.52, 7.05’e kadar azaldig1 belirlenmistir. E. cloacae ve E. faecalis’e karst 2 nolu
preparatin gosterdigi antimikrobiyal aktivite de %12.87 ve 18.83 azalma kaydedilmistir.
E. coli iginde benzer sonuglar elde edilmis olup 7 nolu preparat hari¢ 2 ve 3 nolu
preparatlarin  antimikrobiyal aktivitelerini gdstermeye devam ettikleri ancak
inhibisyonlarin sirasiyla %23.81 ve 4 azaldig1 hesaplanmistir.

5 mM EDTA iceren besi ortaminda ise hemen hemen benzer sonuclar ile
karsilasilmistir. Kontrol gruplarina kiyasla E. coli iizerinde inhibitér etkili 7 nolu
preparat hari¢ diger kitosan siispansiyonlariin antimikrobiyal aktivitelerini stirdiirdigii
saptanmigtir. Besi ortamina eklenen diger bilesenlere gore en yiiksek antimikrobiyal
aktivite EDTA’l1 besiyerlerinde belirlenmistir.

B-merkaptoetanol ve EDTA’nin kitosan preparatlarinin sudaki ¢oziiniirliigline etki
edebilmesinden dolay1 antimikrobiyal aktiviteyi azalttig ileri siiriilebilmektedir.
Cizelge 3.13 ve 3.14°te metal tuzlarin antimikrobiyal aktivite iizerindeki etkisi
incelenmistir. Sonuglara gore Metisilin-direngli S. aureus, Klebsiella spp, Salmonella
spp ve Vankomisin-direngli Enterococci (VRE) suslarinin kitosan preparatlarina karsi
gosterdikleri direnclilikte herhangi bir degisiklik gdézlenmemistir. Bunun yani sira
metal iyonlariin varliginda B. cereus, L. monocytogenes ve Shigella spp i¢in 7 ve 8; B.
subtilis i¢in 7; E. coli i¢in 8; E. cloacae ve E. faecalis i¢in 3, 7 ve 8 nolu kitosan
preparatlarinin antimikrobiyal aktivitelerinde herhangi bir farklilik belirlenememistir.
Besi ortamina eklenen tuz konsantrasyonuna bagli olarak kitosan siispansiyonlarinin
antimikrobiyal aktivitelerinin inecelendigi karakterizasyon ¢alismalarinda 1ilging
sonuclar ile karsilagilmistir. B. cereus iizerinde antimikrobiyal etkili 3 nolu preparatin
NaCl ve KCI’nin test edilen tiim konsantrasyonlarinda susa kars1 aktivitesini kaybettigi
gozlenirken, 10, 20 mM NaCl ve KCl igeren kiiltiir ortamlarinda 2 nolu preparatin da
ayni susa karsi inhibisyon etkisini kaybettigi saptanmistir. B. subtilis’e kars1 inhibisyon
etki gosteren 8 nolu preparatin KCl ve NaCl’'nin varliginda aktivitesini kaybettigi

ortaya konmustur. 10, 20 mM NaCl ve KCl varliginda, 2 ve 3 nolu kitosan
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slispansiyonlarinin ayni1 susa karsi gosterdikleri inhibisyon etkilerini koruyamadig:
belirlenmistir.

NaCl ve KCI’'nin test edilen tiim konsantrasyonlarini igeren kiiltiirlerde 7 ve 8 nolu
preparatlarin P. aeruginosa’ya karsi inhibisyon etkilerini biitiiniiyle kaybettigi; 2 ve 3
nolu preparatlarin ise ayn1 susa karsi 10 mM NaCl ve KCl igeren besi ortamlarinda ise
inhibisyonlarin gozlenmedigi ortaya konmustur. 10, 20 mM NaCl ve KCI igeren besi
ortamlarinda 2 nolu preparatin E. coli susuna karsi antimikrobiyal aktivitesini
kaybettigi belirlenmistir. Benzer sekilde 3 ve 7 nolu preparatlarin 10, 20 ve 30 mM
NaCl ve KCI igeren ortamlarda E. coli’ye karsi antimikrobiyal aktivitelerini
kaybettikleri saptanmugtir.

S. epidermis susu i¢in en ilging sonuglar, 7 ve 8 nolu preparatlarda sirasiyla %14 ve 19
olarak kaydedilen en yiiksek inhibisyonlarin, 10, 20 ve 30 mM NaCl ve KCl igeren besi
yerlerinde belirlenememesidir. Benzer sekilde 2 nolu preparatin da 10 mM, 20 mM
NaCl ve KCI iceren besi ortaminda susa karsi gozlenen inhibisyonunu kaybettigi
saptanmistir. 10, 20 ve 30 mM NaCl; 10 ve 20 mM KCI igeren ortamlarda 3 nolu
preparatin da inhibisyon etki gosteremedigi belirlenmistir.

2 nolu preparatin 10, 20 mM NaCl ve KCl varliginda E. cloacae susuna karsi; 2 ve 3
nolu preparatlarmm 10, 20, 30 mM NaCl; 10, 20 mM KCI igeren ortamlarda L.
monocytogenes’e karsi; 2 nolu preparatin ise 10, 20 mM NaCl ve KCI igeren besi
yerlerinde E. faecalis’e karsi gosterdikleri inhibisyon etkilerini kaybettikleri
gozlenmistir.

Shigella spp susu i¢in de benzer sonuglar gézlenmistir. 2 nolu preparatin 10, 20 mM
NacCl ve KCl, 3 nolu preparatin ise 10, 20, 30 mM NaCl ve KClI igeren besiyerlerinde
susa karst inhibisyon etkisini tamamiyla kaybettigi ve susun gelisimini siirdiirdiigii
belirlenmistir.

2 nolu preparatin 30 mM NaCl ve KCl igeren ortamlarda B. cereus iizerinde gosterdigi
antimikrobiyal aktivite sirasiyla %12.77 ve 12.66 olarak kaydedilmistir. Bu susa kars1
belirlenen en yiiksek inhibisyon %23 iken, aktivitede ortalama %10 diizeyinde bir
azalma belirlenmistir. B. subtilis’a kars1 inhibitor etki gosteren 2 ve 3 nolu preparatlarin
30 mM NaCl ve KCI igeren kiiltiirlerde belirlenen antimikrobiyal aktiviteleri sirasiyla

%4.24 ve 4.74; %9.03 ve 10.15’tir. Bu susa kars1 s6z konusu preparatlarin gésterdigi en
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yiiksek antimikrobiyal aktiviteler sirasiyla %17 ve 16 olmas1 sebebiyle inhibitor etkinin
azaldig1 gézlenmistir.

2 ve 3 nolu kitosan siispansiyonlarinin sirasiyla %41 ve 49 inhibisyon degerleri ile en
yiiksek antimikrobiyal aktivite goOsterdikleri sus P. aeruginosa’dir. Ancak metal
iyonlarinin etkisi incelendiginde, 20, 30 mM NaCl ve KCI varliginda 2 nolu preparatin
susa kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite %14.85 ve 22.82; %17.60 ve 28.65 olarak
saptanmistir. Ayni ortam kosullarinda 3 nolu preparatin bu susa karst gosterdigi
antimikrobiyal aktivite %9.32 ve 27.74; %14.80 ve 28.98 olarak belirlenmistir.

30 mM NacCl ve KCl igeren kiiltiirlerde 2 nolu preparatin E. coli, S. epidermis, Shigella
spp, E. cloacae ve E. f faecalis suslari {izerinde gosterdigi inhibisyonlar sirasiyla
%24.29 ve 29.12; %28.31 ve 28.9; %27.13 ve 27.65; %10.49 ve 14.04; %21.59 ve
27.43 olarak belirlenmistir. 30 mM KCI igeren ortamda 2 ve 3 nolu kitosan
preparatlarinin L. monocytogenes iizerinde gosterdigi antimikrobiyal aktiviteler %8.54
ve 8.08’dir. 3 nolu preparatin S. epidermis’e karsi belirlenen antimikrobiyal
aktivitesinde %4.87 azalma saptanmustir.

10 ve 20 mM konsantrasyonlarda CaCl, igeren besi ortamlarinda test edilen kitosan
preparatlarinin antimikrobiyal aktivitelerini kaybettikleri gozlenmistir. 30 mM CaCl,
igeren besiyerlerinde 2 nolu kitosan preparatinin B.cereus, P. aeruginosa, E. coli, S.
epidermis, Shigella spp, E. cloacae, L. monocytogenes ve E. faecalis’e kars1 gosterdigi
inhibisyonlar sirasiyla %13.1; 29.8; 20; 20.4; 24.7; 17.2; 11.9 ve 24.6 olarak
kaydedilmistir. B.cereus’e karsi antimikrobiyal etkili 3 nolu preparatin; B. subtilis’e
karst antimikrobiyal etkili 2 ve 3 nolu preparatlarin; P. aeruginosa’ya karsi
antimikrobiyal etkili 8 nolu preparatin; E. coli’ye kars1 antimikrobiyal etkili 3 ve 7 nolu
preparatlarin; Shigella spp ve L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyal etkili 3 nolu
preparatin inhibisyon etkilerini 30 mM CaCl; varliginda kaybettikleri belirlenmistir. 2,
3, 7 ve 8 nolu kitosan preparatlarinin antimikrobiyal aktivitelerini sadece 30 mM CacCl,
varliginda S. epidermis’e karsi siirdiirdiikleri saptanmistir. S6z kosunu inhibisyonlar
%20.4; 23.8; 10 ve 13.4 olarak hesaplanmistir.

Kitosan siispansiyonlarini igermeyen kontrol gruplarinda NaCl, KCI ve CaCl; gibi
metal iyonlarinin suslarin gelisimini arttirici etki gosterdigi gozlenmistir. Bununla
birlikte gelisim siireci igerisinde ajanin susa kars1 daha az antimikrobiyal etkili/etkisiz

hale geldigi ifade edilebilemektedir.
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Antimikrobiyal aktivite mekanizmasinda ajanin inhibisyon etkisinin degisiminde metal
Iyonlarmin etkisi tartisilmazdir. Ancak suslar 6zellikle in vivo ve in vitro ortamlarda
gosterdigi farkli iireme davranis1 ile metal iyonlarmin bulundugu ortamda
konsantrasyona bagli kolonilesme etkinliklerini arttirarak, inhibitér ajana karsi
direnclilik gosterebilmektedirler. Suslar tolere edebildikleri konsantrasyondaki metal
tuzlarimi hiicresel gelisimini hizlandirmak i¢in kullanarak hizli tireme fazina (log fazi)
daha kisa siirede gecebilmekte ve boylelikle inhibitér ajanin antimikrobiyal
aktivitesinden etkilenmemektedirler.

Bakteriyel gelisimin artmas1 hiicredeki biyokimyasal faaliyetlerin artisin1 da
beraberinde getirmektedir. Dolayisiyla suslarun  kismi  saflastirilmis  kitosan
preparatlarin1 daha az toksik/toksik olmayan ara metabolitlere doniistiiriicek enzimatik
faaliyetleri de s6z konusu olabilmektedir. Inhibitérlerin ve yardimei ajanlarin etkisi
konsantrasyona ve muamele siiresine bagh olarak degismektedir. Ileriki
calismalarimizda, kitosan konsantrasyonlarinin ve inkiibasyon siiresinin arttirilmasi ile
daha yiiksek antimikrobiyal aktivite sonuglarina ulasilmasi1 miimkiin olabilecektir.

10 mM MgCl; varliginda suslar {izerinde antimikrobiyal etkili kitosan preparatlarinin
inhibitdr karakterlerini kaybettigi gozlenmistir. 20 ve 30 mM MgCl, igeren besi
ortamlarinda 2 ve 3 nolu preparatlarin B. cereus iizerinde gosterdigi inhibisyonlar
strastyla %18.7 ve 23.8; 9%9.76 ve 10.0 olarak belirlenmistir. 2 nolu preparat i¢in s6z
konusu sus tizerindeki inhibitor etkinin %0.8 arttirildigi gozlenmistir. 30 mM MgCl,
varliginda 2, 3 ve 8 nolu preparatlarin B. subtilis’e kars1 gosterdigi antimikrobiyal
aktivitelerde sirasiyla %0.6, 0.1 ve 0.4 artma kaydedilmistir.

20 ve 30 mM MgCI; igeren besi ortamlarinda P. aeruginosa iizerinde antimikrobiyal
etkili 2, 3, 7 ve 8 nolu preparatlarin aktivitelerini koruduklar1 belirlenmistir. 30 mM
MgClI; varliginda 2, 7 ve 8 nolu preparatlarin inhibitor etkilerini sirasiyla %2.9, 3.8 ve
0.5 arttirdiklar1 kaydedilmistir. 30 mM MgCl, igeren kiiltiirlerde 3 ve 7 nolu
preparatlarin E. coli iizerindeki inhibitor etkilerinde %0.2 ve 0.24; 8 nolu preparatin S.
epidermis’e karsi antimikrobiyal etkisinde ise %0.7 artma saptanmistir. 3 nolu
preparatin Shigella spp. ve L. monocytogenes’e karsi gosterdigi inhibitor etkisinde
sirasiyla %1.3 ve 0.6 artma hesaplanmistir. 2 nolu preparatin E. cloacae ve L.
monocytogenes’e kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite ise sirasiyla %2.1 ve 1.8

artmistir. Bu sonuglara gore genel olarak 30 mM MgCl; iceren besi ortamlarinda
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antimikrobiyal aktivitenin arttii gozlenmis olup, en yiiksek aktivite artist 7 nolu
preparatin P. aeruginosa kars1 gosterdigi inhibitor etkide ortaya konmustur.

Test edilen BaCl, konsantrasyonlarini igeren ortamlarda Kkitosan preparatlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini korudugu goézlenmistir. 30 mM BaCl, igeren besi
ortaminda 2 nolu preparatin B. cereus’a karsi1 gosterdigi antimikrobiyal etki %3.7; 20 ve
30 mM BaCl; varliginda 3 nolu preparatin ayni susa karsi gosterdigi antimikrobiyal
aktivitenin ise sirasiyla %0.3 ve 1.1 arttig1 saptanmistir. 30 mM BaCl; igeren ortamlarda
2 ve 3 nolu preparatlarin B. subtilis’e karsi gosterdikleri inhibitor etkilerin %0.5 ve 0.7
arttig1 hesaplanmistir. 20 ve 30 mM BaCl; varliginda 8 nolu preparatin s6z konusu sus
tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi %0.34 ve 0.77 artmustir.

20 ve 30 mM BaCl; igeren ortamlarda 2, 7 ve 8 nolu preparatlarin P. aeruginosa’ya
kars1 gosterdikleri inhibitor etkilerin sirastyla %0.3 ve 0.73; %1.11 ve 1.25; %0.37 ve
1.5 arttig1 gézlenmistir. 10, 20 ve 30 mM BacCl; i¢eren ortamlarda 2 nolu preparatta E.
coli’ye kars1 gézlenen antimikrobiyal aktivite sirasiyla %0.3; 1.8 ve 2.09 artmigtir. Ayni
kosullarda gelistirilen S. epidermis {izerinde antimikrobiyal etkili 8 nolu preparatin
aktivitesinde %0.2; 0.7 ve 1.7 artma kaydedilmistir. 30 mM BaCl; igeren ortamlarda
gelisim sonucu 3 ve 7 nolu preparatlarin S. epidermis tizerindeki inhibisyon etkilerinin
sirastyla 9%2.73 ve 0.6 arttigi saptanmigtir. 20 ve 30 mM BaCl, varliginda 2 nolu
preparat ayni sus lizerindeki antimikrobiyal aktivitesini %0.8 ve 2.2 arttirmistir.

2 ve 3 nolu preparatlarin Shigella spp tizerinde gbzlenen inhibitor etkisi, BaCl, nin test
edilen tim konsantrasyonlarinda belirlenmistir. Bu preparatlar i¢in konsantrasyona
bagli olarak antimikrobiyal aktivitedeki artislar sirastyla %1.2, 1.4 ve 2.51; %1.36, 2.43
ve 2.77°dir. E. cloacae karsi 2 nolu preparatta gozlenen en yiiksek antimikrobiyal
aktivite %25°tir. 20 ve 30 mM BaCl; ile inkiibasyonu takiben inhibisyonda sirasiyla
9%0.2 ve 1.81 artma belirlenmistir.

30 mM BaCl, varliginda 3 nolu preparatta L. monocytogenes’e karsi gozlenen
antimikrobiyal aktivitede %2.04 artma saptanmistir. Ayni inkiibasyon kosullarinda E.
faecalis tizerinde antimikrobiyal etkili 2 nolu preparatin aktivitesinde %0.8 artma
gbzlenmistir. BaCl, iceren ortamlarda belirlenen en yiiksek inhibitor etki B. cereus’a
kars1 2 nolu preparatta %26.7 olarak kaydedilmistir.

B. cereus ve B. subtilis iizerinde antimikrobiyal etkili 2 ve 3 nolu kitosan

preparatlarinin ve E. faecalis’e kars1 antimikrobiyal etkili 2 nolu preparatin akitiviteleri
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BaCl, varliginda artmistir. Yine ayni metal iyonu varliginda S. epidermis iizerinde
antimikrobiyal etkili 2, 3, 7 ve 8 nolu preparatlarin inhibitoér etkilerinde artma
gozlenmis olup en yiiksek antimikrobiyal etki 2 nolu preparati iceren Kkiiltiirlerde
saptanmistir. 2 nolu preparatin L. monocytogenes ve E. cloacae karsi en yiiksek
inhibitor etkisini MgCl, varliginda gosterdigi ortaya konmustur. L. monocytogenes
tizerinde antimikrobiyal etkili 3 nolu preparatin BaCl, varliginda stimiile olmasi, 2 nolu
preparattan farkli bir davramis gosterdigini ortaya koymaktadir. 2 ve 3 nolu
preparatlarin Shigella spp’ye karsi gosterdikleri en yiiksek antimikrobiyal aktiviteleri
BaCl, ve MQCl;, igeren Kkiiltiirlerde kaydedilmistir. 2 ve 7 nolu preparatlarin P.
aeruginosa’ya kars1 gosterdikleri en yiiksek antimikrobiyal aktiviteler MgCl,; 8 nolu
preparat igin ise BaCl, varliginda saptanmistir. Ayni farkliliklara E. coli igin yapilan

analizlerde de rastlanmistir.
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5. SONUC ve YORUM

Kitinin kitosana biyodoniigiimiinii katalizleyen kitin deasetilaz enzim iiretici Bacillus
suslarinin izolasyonu, suslarin kiiltiire edildigi sivi fermentasyon ortamindan orta-diisiik
molekiiler agirlikta ve diisiik deasetilasyon derecesinde kitosan biyopolimerlerinin
kismi saflastirilmasi, {iretilen kitosan preparatlarinin  kiiltiir  koleksiyonumuzda
muhafaza edilen mikroorganizmalara karsi gosterdigi antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi ve s6z konusu aktivitenin karakterizasyonu ile endiistriyel ve ticari oneme
sahip tiriinlerin eldesi ¢alismamizin temel hedefleridir.

Bu hedefler dogrultusunda yonlendirilen ¢alismamizda, gere¢ ve yontemler kisminda
belirtilen besiyerleri kullanilarak Mersin Susanoglu Yaprakli Koy, Silifke Bogsak Koyu
ve Adana Karatag liman bolgesinden alinan topraklardan, kitin deasetilaz (CDA)
tireticisi dort adet Bacillus susu izole edilmistir. Suslar Bacillus cereus, Bacillus
thuringiensis, Bacillus megaterium ve Bacillus subtilis olarak tanimlanmistir. CDA
tireticisi oldugu belirlenen bu suslardan en yiiksek verimde kitosan preparatlarinin elde
edilebilmesi i¢in kiiltiire edildikleri sivi femantasyon ortami optimize edilmistir.
Optimizasyon calismalar1 sonucunda suslarin en kisa siirede en yliksek hiicresel
gelisimlerini, %1 maya 06ziitli, 0.4 g (NH4),SO4 0.15 g KH,PO,4 ve %2 siikroz (pH 8)
iceren besi ortaminda 37°C’de 48 saatlik inkiibasyon siiresince gosterdikleri
belirlenmistir. Bu s1v1 fermantasyon icerigine %1 kolloidal kitin eklenerek enzimatik
biyodoniisiimle kitosan biyopolimerlerinin iiretimi hedeflenmistir. Kitin/kitosan ve yan
tirtinlerini icermesi olasi kitosan preparatlar, alkali ve asidik proseslerin uygulanmasi ile
fermantasyon ortamindan kismi olarak saflagtiriimistir.

Elde edilen preparatlardaki kitin ve kitosan polimerlerinin varlig: kalitatif analizler ile
belirlenmis olup, Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis bakterilerinin kiiltiir
ortamlarindan saflastirilan 2 ve 3 nolu preparatlarda kitosan varligina isaret eden pembe
renk olusumu gozlenmistir. Bacillus megaterium ve Bacillus subtilis kiiltiirlerinden elde
edilen 7 ve 8 nolu preparatlardaki sari-kahverengi renk olusumu ise, kitin varligin
gostermistir.

Kalitatif analizlerde iirlinlin miktarma yonelik artma ve/veya azalma renk olusumunu
etkiledigi icin, dort preparatlada antimikrobiyal aktivite analizlerine devam edilmistir.
Kitosan siispansiyonlarinin suslar {izerindeki inhibisyon etkileri canli hiicre sayimi ile

analiz edilmis ve % inhibisyon cinsinden hesaplanmistir. Karakterizasyon c¢aligmalari
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ile belirlenen antimikrobiyal aktivite sonuglari, orta ve diisiik molekiiler agirliktaki
standart kitosan c¢ozeltilerinin ve kloramfenikol antibiyotiginin suslar iizerindeki
antimikrobiyal etki mekanizmalari ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Standartlar ve kismi saflastirilmis kitosan preparatlar1 Metisilin direngli S. aureus ve
Vankomisin direngli Enterococci’ye karsi antimikrobiyal aktivite gosterememistir.
Ancak kitosan ¢ozeltilerinin inhibisyon etki gosteremedigi Salmonella spp tizerindeki
en yiiksek antimikrobiyal aktivite %99 ile orta molekiiler agirliktaki standart kitosan
¢ozeltisinde kaydedilmistir.

Kitosan preparatlarinda B. cereus’a kars1 gézlenen en yiiksek inhibisyon %26.7°dir. Bu
inhibisyon orta molekiiler agirliktaki standart kitosanin ayni susa karsi gosterdigi
%61°lik antimikrobiyal aktiviteden oldukc¢a diisiiktiir. Benzer sekilde B. subtilis i¢in en
yiiksek antimikrobiyal aktivite %99 ile kloramfenikol antibiyotiginde saptanmustir.
Kitosan preparatlarinda ise ayni susa karst hesaplanan en yiiksek inhibisyon %17.6’dir.
3 nolu kitosan preparatinin P. aeruginosa’ya karsi gosterdigi %49’luk inhibisyon,
kloramfenikol antibiyotigi ile muamele sonucu belirlenen antimikrobiyal aktiviteye
(%45) oldukca yakindir. Ancak bu inhibisyon standart kitosan cozeltileri kullanilan
calismalara gore oldukga diisiiktiir.

Kitosan ¢ozeltileri Klebsiella spp’ye karsi herhangi bir antimikrobiyal aktivite
gosterememigken, %99 inhibisyon orta molekiiler agirliktaki standart kitosan
¢ozeltisinde kaydedilmistir. Preparatlarin E. coli’ye karsi gosterdikleri en yiiksek
inhibisyon %38.09 olarak belirlenmistir. Ayn1 susa karsi gozlenen %98’lik
antimikrobiyal aktiviteye orta molekiiler agirliktaki standart ¢ozeltide rastlanmistir.
Diisiik molekiiler agirlikta standart kitosan ¢ozeltisinde S. epidermis susuna karsi %29
inhibisyon gozlenmistir. Ayn1 susa kars1 kitosan preparatlarinda hesaplanan en yiiksek
antimikrobiyal aktivite %36.2’dir. Bu inhibisyon 2 nolu preparatta belirlenmis olup,
saflagtirilan preparatlar sadece bu susa karsi kitosan standartlarindan daha yiiksek
aktivite gostermistir. Kloramfenikol antibiyotiginin de bu susa karsit antimikrobiyal
akitivite gdsterememesi, bu susa karsi siirdiiriilen klinik uygulamalarda 2 nolu kitosan
preparatinin inhibitor etkisinin arttirilarak kullanilabilecegi ileri siiriilebilmektedir.
Standartlarin etki gosteremedigi E. faecalis susuna kars1 ise %32’lik bir antimikrobiyal
aktivitenin 2 nolu preparat icin kaydedilmesi de bu preparati klinik uygulamalarda

Onemli kilmaktadir.
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Shigella spp ve E. faecalis igin kitosan siispansiyonlariin gosterdigi en yiiksek
inhibisyon sirastyla %43.51 ve 32.8’dir. Kloramfenikol antibiyotigi ile yapilan
caligmalarda ise bu inhbisiyonlar %89 ve 42 olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde E.
cloacae ve L. monocytogenes’e karsi belirlenen en yiiksek inhibisyon diisiik molekiiler
agirliktaki kitosan ¢ozeltisinde gézlenmistir.

Saflagtirilan kitosan preparatlarinin suslar tizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin
arttirtlmasi i¢in uygulanan karakterizasyon caligmalarinda, sadece 30 mM MgCl, ve
BaCl, varliginda inhibit6r etkinin arttigi gézlenmistir. BaCl, ve MgCl, gibi metal
iyonlarinin ve kitosan preparatlarinin konsantrasyonunun artmasi ile inhbibitor etkinin
de arttigi gozlenmistir. Bu sebeple ileriki caligsmalar, kitosan preparatlarinin ve
MgCl,/BaCl, gibi metal iyonlarinin ortamdaki konsantrasyonunun artmasi ile
aktivitelerin giiclendirilmesi ydniinde devam etmelidir. Incelenen antimikrobiyal
aktivite dogrudan saf kitosan biyopolimerine yonelik olmamakla birlikte, kitinden
kitosanin enzimatik reaksiyonu sonucu olusan farkli karakterdeki ara metabolitlerden
de kaynaklanabilmektedir. Bu durum test edilen preparatlarin ve suslarin farkli
davraniglarin1 da agiklayabilmektedir. Farkli Bacillus suslarindan kismi saflastirilan
kitosan  preparatlarindaki ara metabolitlerin de farklilbiklart g6z Oniinde
bulunduruldugunda ileriki ¢aligmalar antimikrobiyal aktivitenin arttirilmasinin yani sira
analitik analizlere de yon vermelidir.

Kitosan preparatlar1 antimikrobiyal aktiviterini etkileyen deasetilasyon dereceleri ve
molekiil agirliklar1 belirlenerek de karakaterize edilmistir. Polimerlerin desetilasyon
derecesi ve molekiiler agirlig1 fourier doniisiimlii kizilotesi raman spektroskopisi (FT-
IR) ve viskozimetre ile belirlenmistir. 2, 3, 7 ve 8 nolu preparatlarin deasetilasyon
dereceleri sirastyla %70.23, 78.96, 82.96 ve 80.48; molekiiler agirliklar1 ise 48.272,
48.461, 53.419 ve 50.188 g/mol olarak hesaplanmigtir. Ticari olarak kullanilan
kitosanlarin deasetilasyon dereceleri %70-95 arasinda degigsmektedir. Kismi olarak
saflastirilan Uriinlerimizin deasetilasyon derecelerinin s6z konusu deger aralifinda
olmasi, bu iriinlerin ticari olarak dnem arz ettigini gostermektedir. 2 nolu preparatin
diger preparatlara gore diigilk molekiiler agirlikta ve diisiik deasetilasyon derecesinde
oldugu belirlenmistir. Bu durum preparatin test edilen 13 test bakterisinden 9’una kars1

gosterdigi antimikrobiyal aktivite perspektifini agiklayabilmektedir.
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Bacillus sp suslari kullanilarak sivi  fermantasyon ortaminda kitinin kitosan
biyodoniisiimii gerceklestirilmis ve tibbi agidan 6nemli sayilabilecek antimikrobiyal
aktiviteye sahip kitosan preparatlarinin  saflastirilmasina  yonelik elde edilen
sonuglarimiz ¢alismammizin hedefine ulasildigini gostermektedir. Ancak elde edilen bu
tirtinlerin antimikrobiyal ajanlara alternatif olarak degil de, inhibitdr etkiyi arttiric
yardimci iirlin olarak endiistriyel alanlarda kullanimi s6z konusu olabilecektir. Bu
sebeple ileriki caligmalarimizda, test edilen kloramfenikol ve kitosan preparatlarinin
karisimini igeren siispansiyonlarda antimikrobiyal aktivite incelenecektir. Boylelikle
her iki ajanin olas1 sinerjik ve antagonistik etkileri test edilecektir.

Saglik, kozmetik, gida, tip ve Ozellikle biyoteknolojik aritim gibi pek ¢ok endiistriyel
alanda kullanilan kitosan igerikli tiriinler, deniz kabuklularinin kabuk artiklarindan
kimyasal prosesler ile elde edilmektedir. Calismamiz kapsaminda bu geleneksel
yontemlere kiyasla maliyeti diisiik biyolojik proseslere ile daha kisa siirede prototip
kitosan eldesi, bilimsel ve endsiitriyel uygulanabilirlik agisindan sonuglarimizi énemli
kilmaktadir.

Kitosanin biyopargalanabilirligi ve film olusturma 6zelligi, gida koruyucu olarak taze
meyve/sebze, paketlenmis balik ve islenmis et {riinlerindeki patojen bakterilerin ve
mantarlarin inaktive edilmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu sebeple ileriki ¢alismalarimizda
kitosan preparatlarinin maya ve kiiflere kars1 antifungal etkisi de incelenecektir.

Yanik ve deri hasarlarinda gram pozitif bakterilerin kolonilesmesini, ilk birkag hafta
igerisinde patojen gram negatif bakteriler ve anaeroblarin kolonizasyonu takip
etmektedir. Bu sebeple calismamizda elde edilen kitosan silispansiyonlarinin saglik
alaninda kullaniminin ifade edilebilmesi igin obligat anaerob patojenlere (C. tetani, C.
perfirgens, C. botulinum) kars1 da antimikrobiyal aktivitesi test edilecektir.

Sonraki ¢aligmalarimizda Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus megaterium
ve Bacillus subtilis suslarindan kitin igeren besi ortaminda enzimatik biyodoniisiimle
elde edilen kitosan preparatlarinin, bu Bacillus sp’ler {izerindeki antimikrobiyal
aktiviteleri de incelenecektir. Boylelikle biyodoniisiim siirecinde ger¢eklesebilecek olasi
bir antibakteriyel aktivite ile kitosan preparatlarinin diisiik ve/veya yliksek aktivitesi
tizerindeki dissal nedenler agiklanabilecektir.

P. aeruginosa’da mutasyon sonucu sentezlenen dis membran proteini (OprH),

polikatyonik antibiyotikler ve EDTA gibi ajanlarin bakterisidal etkisini bloke
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etmektedir. Bu ajanlar dis membran ve divalent katyonlarin etkilesimini bozarak,
membran gegirgenligini arttirmakta ve patojen lizerinde bakterisidal etkiye sebep
olmaktadir. Ancak negatif yiiklii dis membrandaki divalent katyonlar ile OprH’in yer
degistirmesi sonucu ajanlara karsi direng¢ gelisimi s6z konusudur. Bu direng sebebiyle
hastane enfeksiyonlarinin 6nemli etkeni olan, P. aeruginosa’ya karsi 2 nolu kitosan
preparatinin  gosterdigi antimikrobiyal aktivite onem teskil etmektedir. Bu sebeple
ileriki ¢alismamizda, 2 nolu Kitosan preparatinin patojenin biyofilm olusturma ve dis
membran proteinleri ile kazandigi diren¢ mekanizmasi {izerindeki etkisi de

incelenecektir.
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