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OZET

Anahtar kelimeler: Aspergillus niger, kitosan, atik ¢ay

Bu calismada, atik cayda iiretilen Aspergillus niger’den, kimyasal yontemlerle
kitosan iiretilerek, iiretilen kitosanin belirli 6zellikleri arastirilmistir. Uretilen fungal
kitosanin ozellikleri ticari kitosan ile kiyaslanmistir. Calismanin ilk agamasinda atik
caylar kurutulmus %5, %10 ve %20 konsantrasyonlarda sterilize edilmis ¢ay-su
karisimlar: elde edilmistir. Diger asamalarda, A. niger kiifii Triptic Soy Broth ve 0,6
yeast extract besiyerinde aktiflestirildikten sonra 5 giin 25°C’de gelistirilmistir. Elde
edilen biyokiitleden kimyasal yontem kullanilarak kitosan ekstraksiyon edilmistir.
Elde edilen kitosanin yapisal 6zellikleri FT-IR, FESEM ve NMR ile belirlenmistir.
FESEM goriintiileri  500x, 1000x, 5000x ve 10000x biyiitme oranlariyla
goriintiilenmistir. NMR analizi D20 ve Ds ¢oziiciisii kullanilarak yapilmustir. Uretilen
kitosanin antimikrobiyal Ozellikleri Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere,
mayalara ve kiiflere karst disk difiizyon testi kullanilarak analiz edilmistir. Bunun
yan1 sira lretilen kitosanin, deasetilasyon derecesi titrasyon yontemi ile viskozitesi
ise vizkozimetre kullanilarak belirlenmistir. Ug farkli konsantrasyona sahip besiyeri
ortamindaki kitosanlarin verimi %?20’lik cay ekstraktindan %17,5, %10’luk c¢ay
ekstraktindan 9%15,7 ve %5’lik cay ekstraktindan %13,9 olarak bulunmustur
(p<0,05). Elde edilen FT-IR spektrumlarinin diger 4. niger kitosani ve ticari kitosan
ile uyumlu oldugu go6zlemlenmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi S.
cerevisiae’ye Kkarsi, en az antimikrobiyal aktiviteyi ise A. sydowii’ye Kkarsi
gostermistir. Ticari kitosan, fungal kitosana gore test edilen mikroorganizmalara
kars1 daha fazla antimikrobiyal aktivite gostermistir. Fungal kitosanin deasetilasyon
derecesi en yliksek %92, ticari kitosanin deasetilasyon derecesi yakin olarak %89
bulunmustur. Fungal kitosanin porlu ve fiber yapida oldugu, ticari kitosanin fiber
yapida oldugu gozlenmistir. Ticari kitosanin element igerigini gosteren spektrumda,
karbon degeri daha yiiksek oldugu ig¢in ticari kitosanin daha uzun zincire sahip
oldugu, fungal kitosanin sodyum miktariin ticari kitosandan daha fazla oldugu
gorlilmiistiir. NMR sonuglarindan elde edilen spektrumlarda {iretilen kitosanin N-
asetil glikozamin miktarinin yogunlukta oldugu tespit edilmistir. Fungal kitosanin
viskozitesi 0,5-0,8 centipoises (cP) ve ticari kitosanin viskozitesi 4,0-4,3 centipoises
(cP) olarak bulunmustur. Aragtirmada elde edilen bulgulara gore, ¢evre acisindan
onem kazanan atik maddelerin degerlendirilmesi amaciyla atik caylarda gelistirilen
A. niger kiifiinden kitosan tiretimi ilk defa gerceklestirilmis olup, bu calisma bu
konudaki arastirmalar igin yol gdsterici olabilecegi sonucuna varilmistir.
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THE DETERMINATION OF PROPERTIES OF CHITOSAN
OBTAINED FROM ASPERGILLUS NIGER MOLD MICELLS
GROWN IN WASTE TEA EXTRACT

SUMMARY

Keywords: Aspergillus niger, chitosan, waste tea

This study investigated specific properties of chitosan produced by chemical
methods from Aspergillus niger produced in tea waste. The properties of the
produced fungal chitosan were compared with commercial chitosan. In the first stage
of the study, tea waste was dried, and sterilized tea-water mixtures were obtained at
5%, 10%, and 20% concentrations. In other stages, A. niger mold was grown at 25°C
for five days after activating Tryptic Soy Broth and 0,6 yeast extract medium.
Chitosan was extracted from the obtained biomass using a chemical method. FT-IR,
FESEM, and NMR determined the structural properties of the obtained chitosan.
FESEM images were viewed with magnifications of 500x, 1000x, 5000x and
10000x. NMR analysis was performed using D,O and D¢ solvent. In addition, its
antimicrobial properties against Gram-positive and Gram-negative bacteria, yeasts,
and molds were analyzed using the disk diffusion test. In addition, the deacetylation
degree of the produced chitosan was determined by the titration method, and its
viscosity was determined using a viscometer. The yield of chitosans in the nutrient
medium with three different concentrations was found to be 17,5% from 20% tea
extract, 15,7% from 10% tea extract and 13,9% from 5% tea extract (p<0,05). It was
observed that the obtained FT-IR spectra were compatible with other A. niger
chitosan and commercial chitosan. It showed the highest antimicrobial activity
against S. cerevisiae and the least antimicrobial activity against A. sydowii.
Commercial chitosan showed more antimicrobial activity against the tested
microorganisms than fungal chitosan. The deacetylation degree of fungal chitosan
was found to be the highest at 92%, while the deacetylation degree of commercial
chitosan was close to 89%. It has been observed that fungal chitosan has a porous
and fiber structure, while commercial chitosan has a fiber structure. In the spectrum
showing the elemental content of commercial chitosan, it was seen that commercial
chitosan had a longer chain because the carbon value was higher, and the sodium
amount of fungal chitosan was higher than commercial chitosan. The spectra
obtained from the NMR results determined that the amount of N-acetyl glucosamine
produced in chitosan was concentrated. The viscosity of fungal chitosan was found to
be 0.5-0.8 centipoises, and the viscosity of commercial chitosan was 4.0-4.3
centipoises. The findings obtained in the study, the production of chitosan from A.
niger mold developed in tea waste was carried out for the first time in order to
evaluate the waste materials that have gained importance in terms of the
environment, and it was concluded that this study could be a guide for research on
this subject.



BOLUM 1. GIRiS

Kitin, N-asetil-D-glukozamin birimlerine sahip bir yapi olusturmaktadir. Sulu
¢oOziiciilerde ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinmemesi nedeniyle endiistriyel kullanimi
cok azdir. Seliilozdan sonra dogada ¢ok yaygin bulunan, yenilenebilir ve elde

edilmesi kolay bir biyopolimerdir (Bartnicki-Garcia, 1968).

Bazi funguslarda, suda yasayan kabuklu canlilarda, ve bdceklerde bulunmaktadir.
Kitinin en 6nemli tiirevlerinden biri olan kitosan molekiil zincirindeki N-asetil-D-
glukozamin  birimlerinin, D-glukozamin birimlerine  dondstiiriilmesi  yani
deasetilasyon islemiyle elde edilmektedir. Deasetilasyon derecesi en az %60 olan
kitine, kitosan denmektedir ve kitosan1 kitinden ayiran temel parametre,

deasetilasyon derecesidir (Aiba, 1992).

Kitosan dogadaki en 6nemli ve en fonksiyonel dogal polimerlerdendir. Kullanim
alaninin genis olmasit ve tiirevlenebilir olmasi onu daha cezbedici bir hale
getirmektedir. Kitosanin; dogal bir kaynak olmasi, biyolojik olarak pargalanabilmesi
ve cevre Kkirliligine sebep olmamasi, bitkisel ve hayvansal dokular i¢in uyumlu
olmas1 ve toksik bir etkisinin olmamasi, biyolojik olarak fonksiyonel bir bilesik
olmasi, molekiil yapisinin degistirilebilir olmasi nedeniyle endiistriyel alanda
olduk¢a yaygin bir sekilde kullanim alanmna sahiptir (Tharanathan ve Kittur, 2003;
Dutta ve ark., 2004; Aranaz ve ark., 2009).

Glinlimiizde ticari olarak kitosanin Ttretimi, genellikle kabuklu atiklardan
ekstraksiyon islemi ile elde edilen kitinden elde edilmektedir. Fakat bu kitin
kaynaginin elde edilmesinde kabuklularin yapilarindaki proteinlerden kaynakli alerji
risklerinin olmasi, mevsimsel sartlarin sinirlandirmasi gibi baz1 dezavantajlar1 vardir

(Nwe ve Stevens, 2002).



Bu gibi dezavantajlarin  olmamasi  i¢in, fermantasyon  teknolojisiyle
mikroorganizmalarin biiylik 6l¢ekli cogaltilmasiyla, hiicre duvarinda kitin ve kitosan
bulunan fungal canlilarin ek kaynak olarak kullanilmasi i¢in ¢alismalar uygulanmaya
baslamistir. Kiifler, ilkel besleyici ortamlarda kolaylikla {ireyebilme ve ¢ogalma
ozellikleri sayesinde ucuz ve sinirsiz bir kaynak olmasi, az miktarda mineral
icermeleri  sebebiyle, ekstraksiyon isleminde kabuklu canlilarda yapilan

demineralizasyona gerek duyulmamasi gibi olumlu yo6nlere sahiptir (Teng ve ark.,
2001; Wu ve ark., 2005).

Ayrica  kitosanin;  fermantasyon sartlarinda  fizikokimyasal  Ozellikleriyle
(deasetilasyon, molekiil agirligi, viskosite gibi) bazi degisikliklerin yapilmasiyla
kontrol edilebilmektedir (Nwe ve Stevens., 2002).

Kitosan bir¢ok sanayi dalinda kullanilan antimikrobiyal ve antioksidant &zelliklere
sahip bir polisakkarittir. Kitosan endiistride deniz {iriinlerinin kabuklarindan
ekstrakte edilerek {iretilir. Bu yontem mevsimsel sinirlamalar1 olan ve ¢evreye zarar
veren bir yOntem oldugu i¢in arastirmacilar alternatif bir yontem olan kiif
misellerinden {iretimi iizerine ¢aligmalara yonelmistir. Bu projede de atik ¢ay otlari
kif iiretiminde besiyeri olarak kullanilarak kitosan tiretim maliyetinin diisiirtilmesi
hedeflenmektedir. Bu kapsamda projemizin amaci atik gayda tiretilen Aspergillus
niger’den, kimyasal yontemlerle kitosan tiretmek ve firetilen kitosanin belirli

ozelliklerini belirlemektir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kitin ve Kitosan

Seliiloz birinci olmak iizere, yeryliziindeki en yaygin bulunan diger polimer kitindir.
Kitin baz1 omurgasiz ve kabuklu canlilarin iskeletinde olmakla birlikte funguslarin

hiicre duvarindaki, koruyucu ve destekleyici goreve sahip temel bir bilesendir

(Rinaudo, 2006).

Kitin katt formunda molekiil i¢cinde ve molekiiller arasinda hidrojen baglarinin
varlig1 sayesinde kimyasal olarak kararli bir polimerdir. Kitosan hemen hemen
dogada bulunan tek katyonik polisakkarit olma 0Ozelligine sahiptir. Kimyasal
modifikasyonu ile birlikte farkli fonksiyonel gruplarin eklenmesi; hidrofobik,
katyonik ve anyonik 6zelliklerinin kontroliinii saglamaktadir (Mourya ve Inamdar,
2008).

Kitosanin ¢oziiniirliigli énemli bir parametredir ve bu maddenin {iretimi amaciyla;
kullanilacak olan kitin kaynaklarina, molekiiler agirliklarina, ortamdaki metal-
iyonlarinin olup olmamasina, ¢ozgen amagli kullanilacak asitlerin karakterine,
konsantrasyon seviyesine gore farklilik gosterir. Molekiiler agirliginin artmasi ile
polimerik zincirinin metal ile ters bag sayisi arttikca coziiniirliikleri de azalir.
Kitosanin su igerisinde, inorganik olmayan c¢oziiciiler icerisinde, nétr ve yiiksek pH
seviyelerinde ¢oziinemedigi goriilmiistiir. Gliclii olmayan organik asit karigimlarinda
(asetik asit gibi) pH’nin 6 seviyesinin altinda ¢oziinmektedir (Kumar, 2000; Kurita,
2006). Fakat diisiik molekiil agirliga sahip kitosan oligosakkaritleri su igerisinde
¢Oziinebilmektedir. pH-7"nin altindaki kosullar altinda ¢6ziinebilen kitosan, amino

gruplari ile protonu baglayarak pozitif yiik almaktadir.



Depolimerizasyon derecesi etkilenmeden kitosan kimyasal olarak tiirevlenebilir.
Bunun nedeniyse kitosanin fonksiyonel gruplardir. Bu gruplar; birincil amino
fonksiyonel ve birincil, ikincil hidroksil fonksiyonel gruplaridir. Sekilde 2.1.’de
bahsedilen fonksiyonel gruplar goriillmektedir (Mourya ve Inamdar, 2008).

2.cil Fonksiyonel Hidroksil Grubu I OH \H
2
[ 1.cil Fonksiyonel Hidroksil Grubu o Q HO b
HO (0] d
1.cil Fonksiyonel Amin Grubu | — — NH; OH

Sekil 2.1. Kitosanin fonksiyonel gruplari

Iki polimerin de reaktif hidroksil ve amino gruplar1 bulunmaktadir. Ancak kitin daha
cok kristalize yapiya sahiptir. Kitosanin daha az kristalize 6zellige sahip olmasindan
dolay1 reaktiflere daha agik haldedir. Bundan dolay: tiirevlenebilmesi de daha
kolaydir. Aralarindaki en biiyiik fark ise ¢Oziiniirliikkleridir; kitini ¢6zebilen ¢ok
diisik sayida solvent mevcuttur. Fakat kitosan hemen hemen tiim asit
sollisyonlarinda ¢oziiniir. En yaygin kullanilanlar1 ise formik asit ve asetik asit
soliisyonlaridir. Kitosanin zincirindeki amino gruplari, asit etkisiyle protonasyona
ugrar, boylece ¢oklu katyonik alanlar olusur. Bunun sonucu da polarizasyonu ve
elektrostatik itme derecesini arttirdigindan dolay1 ¢oziiniirliigi de artar. Tablo 2.1.’de

kitin ve kitosanin ¢oziintirliikk profilleri goriilmektedir (Mourya ve Inamdar, 2008).

Tablo 2.1. Kitin ve kitosanin ¢oziiniirliik profilleri

KITIN KITOSAN
- Dimetilasetamid, dietilasetamid’de %5 Lityum - Seyreltik organik ve mineral asit ¢ozeltileri
kloriir pH<6,5 dimentilsiilfoksit
- N-metil-2-pirolidon’da lityum kloriir - p-Toluensiilfanik asit
- CaCl2.2H20 ile doyurulmus metanol - 10-Komporsiilfonik asit

- Hekzafuloraaseto seskohidrat

- 1,2-dikloroetan ve trikloroasetik asit karigimi
(35:65)

- Taze doyurulmus lityum tiosiyanat soliisyonu

Kitosan ile kitinin aralarindaki en 6nemli fark, kitinin C-2 pozisyonunda olan (2. C
atomu) asetamido (-NHCOCH:z3) grubunun yerine, kitosandaki amin (-NHz) grubuna
sahip olmasidir (Sekil 2.2.). Kitosan, C-6, C-3 ve C-2 olan 3 reaktif gruba sahiptir. 3



grup kolayca kimyasal modifikasyona ugrayarak fiziki ozellikleriyle ¢oziiniirliigii

etkilemektedir (Demir ve Seventekin, 2009).
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Sekil 2.2. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilari

2.1.1. Kitin ve kitosanin ozellikleri

Cok miktarda biyolojik aktiviteye sahip olan kitosanlar, biyolojik olarak
parcalanabilir bir polimerlerdir. Deasetillenmis amino gruplari daha reaktif olan, film
olusturabilen, selatlayabilen, adsorbsiyon kapasitesi yiiksek olan, yiliksek biyolojik
uyumluluga sahip bir polimer olmasi ve diger fizikokimyasal 6zellikleri sayesinde
pek ¢ok onemli alanda kullanima sahiptir. En 6nemli ozelliklerinden bir tanesi
antibakteriyel oOzelligidir. Bu 0zellik bakterinin tiirli, kitosanin konsantrasyonu,
ortamin pH’s1, kitosan i¢in kullanilan ¢6ziiciiniin tiirli, kitosanin molekiil agirlig1 ve
deasetilasyon  derecesine  gore  farklhiliklar  gostermektedir.  Genellikle
depolimerizasyon derecesi %14’e yakin kitosan tiirlerinde polikatyonik dogal
yapidan kaynaklanan daha etkili sonuglar bulunmustur. Buna ek olarak; diisiik
molekiil agirlikli kitosanin antimikrobiyal aktivitesi, orta ya da yiiksek agirlikl
olanlara goére daha fazladir. Kitosanin konsantrasyonu yiikseldik¢e inhibisyon

derecesi de artmaktadir (Kumar ve ark., 2007).

Kitosanin molekiiler agirhigi, dogadaki haliyle ve yapay olan polimerler ile

kullanilmast agisindan ¢ok Onemlidir. Kitin ve kitosanin molekiil agirliklari;



deasetilasyon kosullarina ve elde edilen kaynaga gore degiskenlik gostermektedir.
Ortamdaki ¢oziinmiis oksijen veya yiiksek sicakliklar sebebiyle kitosanin
parcalanmas1 ile molekiil agirhi§i da azalmaktadir. Kitosan, 280°C ve {izeri
sicakliklarda pargalanmaya baslar ve polimer zinciri koparak molekiil agirlig

azalmaktadir (Agboh ve Qin, 1997; Cardoso ve ark., 2012).

Sicaklik, viskozite, deasetilasyon gibi degiskenler kitosan1 etkilemektedir (Knittel ve
Schollmeyer, 1998; Stamford ve ark., 2013).

Tablo 2.2.”’de kitosanin gesitli organik asitler ig¢inde ¢oziinebilirlik durumu

gosterilmistir.

Tablo 2.2. Kitosanin gesitli organik asitler i¢cinde ¢6ziinebilirlik durumu (Berger ve ark., 2004).

Asitler Kitosan Konsantrasyonu
%1 %5 %10 %50 >%350
Asetik + + +
Sitrik - + +
Formik + + + + +
Laktik + + +
Malik + + +
Malonik + + +
Tartarik - - +

(+): ¢oziinebilir, (-) ¢dziinemez

Kitosan asidik ortamlarda NH2 grubu -NHs" seklinde bulunmaktadir (Tablo 2.3.).
Ortamda bulunan anyonik gruplar ile elektrostatik olarak etkilesim haline
gelmektedir. Proton haline gelmis olan pozitif ¢oklu elektrolit davranisinda
bulunmakta, birgok viskozik c¢ozelti olusturarak negatif yiike sahip molekiiller
ylizeyler ile reaksiyona girmektedir. Kitosan; ¢oziiniirlik, fizikokimyasal
degiskenlikler veya filme doniistiiriilmesi gibi uygulama alanlarinda ¢ok 6nemli bir
parametredir (Knittel ve Schollmeyer, 1998; Cardoso ve ark., 2012; Stamford ve
ark., 2013).



Tablo 2.3. Kitosanin ozellikleri (Sandford, 1989).

Kitosan

Katyonik Ozellikleri -Dogrusal Polielektrolit,
-Yiiksek yiik yogunlugu,
-Miikemmel topaklagtirma,

-Metal iyonlarini selatlama: Demir (Fe), Bakir (Cu), Toksik metaller (Cd,
Hg, Pb, Cr, Ni),

-Radyoniiklitler (Pu, U).

Biyolojik Ozellikleri -Biyouyumlu: Toksik olmayan, geri doniistiirtilebilen, dogal polimer,

-Biyoaktivite: Hizl1 yara iyilestirmek, kan kolesterol seviyelerini

diisiirmek, bagigiklik sistemi destekleyici.

Kimyasal Ozellikleri -Dogrusal poliamin (poly-D-gluc.),
-Reaktif amino gruplar,

-Reaktif hidroksil gruplar (C3-OH, C6-OH).

Coziinme Ozellikleri -Serbest amin (NHs),

-Asit soliisyonlarinda ¢oziinebilme: pH> 6,5’de ¢6ziinmeme, H2SO4’te
¢oziinmeme, HsPOx4’te sinirli ¢6ziinme, ¢ogu organik ¢oziiclide
¢Oziinmeme,

-Katyonik amin (-NH:): pH< 6,5’te ¢6ziinebilme, vizkoz ¢ozelti,
olusturabilme, soliisyonlar1 keserek seyreltme, bazi su-alkon karigimlarinda

¢Oziiniir kalabilme.

Kitin ve kitosanin yapilarinda yiiksek oranda azot bulunmasi sebebiyle, diger
biyopolimerlere kiyasla ticari olarak daha fazla oneme sahiptir. Kitinde bulunan
azotun miktarlari, Deasetilasyon derecesine gore %5 ile %8 arasinda olmaktadir.
Kitosanda ise %6 civarindadir. Kitosanda bulunan azotun miktar1 ¢ogu zaman
birincil-alifatik-amino grup olarak bulunmaktadir. Bu gruplar, kitosanin kimyasal
degisimi i¢in daha uyumlu duruma getirmektedir. Kitosanin bahsedilen 6zelligi, amin

bilesikleri ile 6zel reaksiyon gergeklestirmektedir (Kumar, 2000).

Kitosanin fizikokimyasal 0Ozellikleri; deasetilasyon derecesi, molekiil agirhigi,

viskozite ve c¢Oziiniirliiktiir. Deasetilasyon derecesi, kitosan i¢in ¢ok O6nemli bir



parametredir.  Biyobozunurlugunu ve bagisikligi  destekleyici  aktivitesini

etkilemektedir (Tolaimate ve ark., 2000), (Tablo 2.4.).

Tablo 2.4. Yapisal parametreler ve 6zellikleri arasindaki iliski

Ozellik Yapisal Parametre Kaynak

Coziiniirlik 4 DD (Cho ve ark., 2000; Chatelet ve ark.,

L 2001)
Kristalinite * DD

Aranaz, 2009

Biyobozunurluk v DD v MA ( )

i . (Kurita ve ark., 2000; Kofuji ve ark.,
Vizkozite 4 DD 2005)
Biyouyumluluk 4 DD (Kofuji ve ark., 2005)
Antimikrobiyal 4 DD 4 MA (Aranaz, 2009)

(Liu ve ark., 2001)

- *C)zelligi dogru yonde etkiler; WZelligi ters yonde etkiler.

- DD: Deasetilasyon derecesi; MA: Molekiil agirligi

Kitosanin viskozitesi; konstantrasyona, sicakliga ve deasetilasyon derecesine bagh
olarak degismektedir. Viskozite ve deasetilasyon derecesi ile dogru orantili, sicaklik
ile ters orantili artmaktadir. Demineralizasyon siiresinin artmasi viskozitenin
diigmesine neden olmaktadir. Molekiiler agirligt ve linear dallanmamis yapisi
sebebiyle asidik ortamlarda ideal bir kivam arttirict olarak kullanilmaktadir (Chen ve
Tsaih, 1998; Stamford ve ark., 2013), (Tablo 2.5.). Kitosan ¢ozeltisinin 4°C
civarlarinda depolanmasi, kitosan ¢ozeltisinin viskozite acisindan en 1yi dayanikliligi

sagladig1 gorilmiistiir.

Tablo 2.5. Kitosan ¢esitlerinin fizikokimyasal 6zellikleri (Sezer, 2007).

Kitosan Tiirleri Deasetilasyon Derecesi (DD) %  Viskozite (cps)
HMw 81.60 2040
MMw 81.40 286

LMw 80.60 115




2.1.2. Kitin ve kitosanin uygulama alanlar:

Kitosanin bir¢ok tilkede kullanim orani yiliksek olmasina ragmen iilkemizde bu oran
daha diisiiktiir. Giiniimiizde kitosan ¢ok fazla genis alanlarda kullanilabilmektedir
(tip, gida, kozmetik, eczacilik, tekstil vb.) (Demir ve Seventekin, 2009). Kitosan
tiirevleriyle devam eden genis ¢apli ¢alismalar yapilmakta, farkli kullanim alanlar1 ve
degiskenleri elde etmek temel hedef haline gelmistir (Elibol, 2008; Stamford ve ark.,
2013).

Kitosan, organik bilesiklerle oldugu gibi bir¢ok anyonik ve noniyonik polimerler ile
de gecimlidir. Cok degerlikli anyonik yapilar ile ¢apraz bag olusturarak jel ve ¢okelti
olusturmaktadir. Civa, kadmiyum, ¢inko, nikel, bakir, mangan, altin ve platin gibi
metal iyonlara karsi yiliksek egilim gostermekte ve kompleks olusturmaktadir
(Skaugrud, 1989; Bhatia ve Ravi, 2003). Bu 6zellikleri sayesinde kirletilmis sularin
civa ve kursun gibi agir metallerin arindirilmasinda kullanilmaktadir (Oshita ve ark.,

2002; Luis ve ark., 2003; Cardoso ve ark., 2012).

Kitosan saglik endiistrisinde, tasiyici temel yardimci malzeme amagli; tablet, hidrojel
ve mikropartikiiler sistemin yapilmasinda kullanilabilmektedir (Illum, 1998; Ofori ve

Fell, 2003; Lucia ve ark., 2014).

Bu anlamda, biyokimyasal ozellikleri 1yi bilinen kitin ve kitosan tiirevleri
kullanilarak, polimerizasyon, iyonotropik jellesme gibi yontemler ile olusturulmus
olan nano-mikrokiire, nano-mikrokapsiil ve boncuklar, ilag tasima amagh sistem

olarak yiiksek potansiyele sahiptir (Junginger ve Verhoef, 1998; Kas, 2002).

Bazi ¢alismalarda kitosanin; kolesterolii  diisiiriici, kansere kars1 etkili,

antimikrobiyal ve antioksidan 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir (Rinaudo, 2006).

Kitosan, bagirsaklarda yag emilimini azaltir. Plazma kolesterolii ve trigliserit
seviyesini diisiirebilmektedir. Ayn1 zamanda toksik 6zellige sahip olmamasi, viicutta

kolayca parcgalanabilmesi, maliyetinin ¢ok diisiik olmas1 gibi 6zellikleri gidalarda
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kullanimin arttirmaktadir. Kitosanin hipokolesterolemik etkisi iizerine bir aragtirma
yapilmis olup bu ¢alismada saglikli erkeklerin belirli siirelerde diyetlerine kitosan
eklenmis ve olgiimler yapilmistir. Sonrasinda ise, erkek bireylerden alinan kanlarin
toplam serum kolesterol seviyelerine bakildiginda biiyiikk 06l¢iide azalmalar
goriilmiistiir. Kitosan, ayn1 zamanda HDL kolesterol seviyesini arttirmaktadir. Bu
yoniiyle de kolesterol hastalar1 i¢in kullanilan ilaglarda kitosanin kullanimi alternatif
bir kaynak olarak kullanilabilecegi diistiiniilmektedir (Maezaki ve ark., 1993; Berger
ve ark., 2004).

Kitin, kitosan ve tiirevlerinin gidalarda ne gibi kullanim alanlarinin olduguna
bakildiginda; kitosan daha ¢oziiniir 6zellikte olmasiyla birlikte polikatyonik ozellige
de sahiptir. Yiiksek adsorbsiyon kapasitesi, jel olusturabilme ve ¢elat olusturabilme

ozellikleri de vardir (Kurt ve Zorba, 2005), (Tablo 2.6.).

Gidalarin paketlenmesi i¢in biyobozunur polimerlerin kullanilmasi c¢evresel ve
fonksiyonel katkilarindan dolay: gittik¢e artmaktadir. Bu amagcla kitosan yaklasik %2
asetik asit veya formik asit igerisinde ¢Oziiniir ve diiz bir zemin {izerine dokiilerek
film olusumu saglanir. Kitosandan hazirlanan filmlerin énemli bir 6zelligi oksijen
gecirgenligidir. Bu nedenle 6zellikle yara iyilestirme tedavisi gibi ¢esitli biyolojik
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Ayrica kitosan yenilebilir olmasindan dolay1
tiretilen gidalara, kapsiilleme malzemelerine veya paketleme materyallerine rahatca

uygulanabilir (Gagne, 1993).

Kitosan meyve suyu endiistrisinde de kullanim alanit bulmustur. Meyve sularinin
durultulmas: islemlerinde bulaniklik etkeni olan partikiillerin kitosan veya tuzlari
olan maddeler ile ¢okelmesi saglanabilmektedir. Bu islemlerde kitosan pozitif yiike
sahipken, meyve suyundaki partikiiller de negatif yiike sahiptir. Birlesince ¢okelme

islemi meydana gelmektedir (Imeri ve Knoor, 1998).
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Tablo 2.6. Kitosanin bazi kullanim alanlar1 ve uygulamalari (Rinaudo, 2006).

Kullanim Alan1 Uygulamalari Kaynak
-Dogal kivamlastirici (Hirano, 1996; Shahidi ve ark.,
-Hayvan yemlerini de 1999)
iceren yiyecek katki
Gida maddesi
-Filtreleme ve temizleme
-Boyar maddenin
uzaklastirilmasi
-Yara band1 (Dodane ve Vilivalam, 1998;
-lag salim sistemleri Jayakumar ve ark., 2010)
Medikal -Dis uygulamalar1
-Pihtilagma etkeni
-Cerrahi uygulamalar
-Enzim immobilizasyonu (Hirano, 1996; Spagna ve ark.,
-Hiicre geri kazanimi 2001)
Biyoteknoloji
-Kromatografi
-Protein saflagtirma
-Nemlendirici (Hirano, 1996; Harish Prashanth ve
Kozmetik Tharanathan, 2007)

-Sag ve cilt bakimi

-Banyo losyonu

Atik su aritimi

-Metal iyonlarin,
radyoaktif bilesiklerin ve
boyalarin uzaklastirilmasi

-Koagiilasyon ve
flokiilasyon

(Hirano, 1996; No ve ark., 1996;
Arthur Felse ve Panda, 1999;
Rinaudo, 2006)

Ziraat

-Bitki tohumu kaplanmasi
-Giibre yapim

-Fungusit

(Hirano, 1996; Wu ve ark., 2005;
Harish Prashanth ve Tharanathan,

2007)

Kitosanin suda ¢oziinebilme 6zelligi ile yaralarin iyilesmesinde olumlu etkiye sahip
oldugu goriilmistir (Jayakumar ve ark., 2010). Yapilan bir c¢alismada suda
¢Oziinebilme 6zelligine sahip olan kitosani, arastirmada kullandi§1 yarali tavsanlarin

sirtlarina yapistirarak yaranin hizlica iyilestigi gozlemlenmistir (Cho ve ark., 1999).
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Simdilerde ise kitosan tabanli bandajlar medikal alanlarda ¢ok ilgi gérmiistiir. Bu
kitosan tabanli bandajlar Irak korfez savaslarinda da kullanilmistir. Oliimciil

hastaliklarin yaklasik %70’inin tedavisinde basarili oldugu raporlanmistir.

Muzarelli ve arkadaslar1 (1982) yaptig1 baska calisma sonucunda yeni bir kitosan
olarak adlandirilan 5-metilpirolidinon kitosant kesfedilmistir. Yaralar iizerine
siriildiigiinde lizozim enziminin etkisi ile iiretilen oligomerin yapiya gecisi
gozlemlenmistir. Kitinle alakali yapilan c¢alismalarin sonucunda Beschitin®
(Unitika) isminde yara bandi iiretilmigtir. Bu bant kitin icerikli ve nonwovendan

yapilmustir. Japonya'da ise satisa sunulmaktadir (Muzzarelli ve ark., 1982).

2.2. Kitin ve Kitosan Kaynaklar

Kitin ve kitosan; biyosferde su canlilarinda, boceklerde ve mikroorganizmalarda
bulunmaktadir (Tablo 2.7.). Kitin mikrofibrillerinin alfa, beta ve gamma olmak iizere
tic farkli yapis1 vardir. Alfa yapist dogada en fazla bulunan formudur ve antiparalel
zincir yapisina sahiptir. Kabuklu su canlilarinin  kabuklarinda, kiiflerin hiicre
duvarlarinda, mayalarda ve bodceklerde bulunmaktadir. Beta formu paralel zincir
yapisina sahiptir ve dogada daha az goriilmekte olup miirekkep baliginin kollarinda
bulunur. Gamma formu ise paralel ve antiparalel yapilarin karigimi olarak boceklerin

kozalarinda goriiliir (Zhang ve ark., 2000).

Tablo 2.7. Kitin ve kitosanin biyosferdeki bazi kaynaklari (Mathur ve Narang, 1990).

Su Canlilar1 Bocekler Mikroorganizmalar
Halkal1 solucanlar Akrepler Yesil alg
Yumusakealar Oriimcekler Kahverengi alg
Deniz Omurgasizlari Karmcalar Maya

Kabuklular: Kolsu Ayaklilar Kuaf

-Yengec, Hamam Bocegi Penicillium miselleri
-Karides, Arilar Ascomydes
-Istakoz,

-Kerevit
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Kitin ve kitosanin kullanilmasinin biiyiik avantajlar1 vardir. Mikroorganizmalarin
endiistriyel alanda ¢ok genis bir yere sahip olmas1 ve yiiksek hizda ¢ogalabilmeleri
nedeniyle mikrobiyal kitin ve kitosan kolayca elde edilebilmektedir. Ozellikle kiif
misellerinin ~ kullanim1  da yayginlasmaktadir. Mikroorganizmalarin  yetisme

kosullarinda lag fazi 1-3 saat arasinda olmaktadir (Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003).

2.3. Mikroorganizmalardan Kitin ve Kitosan Ekstraksiyonu

Genellikle, azot icerigi %7'den fazla oldugunda ve deasetilasyon derecesi %60'1n
iistiine ¢iktiginda, kitin yerine “kitosan” terimi kullanilmaktadir (Peter ve ark., 1986).
Kitini kabuklulardan elde etmedeki asil problem, bunlarin belirli sezonlarda elde
edilmesidir. Bu polimerlerin kullanim alanlarindaki talebin artmasiyla, iiretilmeleri
icin  slrdiiriilebilirligin  gerceklesmesi amaciyla ekstra kaynak gereksinimi
olusmaktadir. Funguslar, hiicre duvarlarinda hem kitin hem de kitosan igermesi
sayesinde uygun kaynaklar olarak goriilmektedir. Avantaj olarak, fungus
miselyumlarindan bu polimerlerin  ekstraksiyon isleminde daha seyreltik
yogunluklara sahip ¢ozeltilerin kullanilabilmesi miimkiin olmaktadir. Bu 6zelligiyle
cevreye zararl olmayan yararli kaynak olmaktadir. Ek olarak, kiif ve mayalarin
organik olmayan bilesenlerinin az olmasi sebebiyle demineralizasyona da gereksinim
duyulmamaktadir; bdylece kabuklu canlilara kiyasla maliyetinin de az oldugu

goriilmektedir (Teng ve ark., 2001; Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003).

Tablo 2.8. Mantar ve kiiflerin kitin ve kitosan igerikleri

Mikroorganizma adi Kitin Miktar1 ( %) Kitosan Miktar1 (%) Kaynaklar

Mucor rouxii %8.9-35 (Synowiecki ve Al-
Khateeb, 2003)

Aspergillus niger %42 %11 (Pochanavanich ve
Suntornsuk, 2002;
Maghsoodi ve ark., 2008)

Basidiomycetes %28.5-19.6 %1 (Cherif ve ark., 1993; Di
(Lentinula, Agaricus, Mario ve ark., 2008)
vb.) ve Ascomycetes

(Aspergillus,

Fusarium, vb.)
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Funguslarin biyokiitlesinden elde edilen kitosanin verimi, secilen fungusun tiiriine,
bu mikroorganizmalarin besiyerinde iiretilme yoOntemine ve sicakligi, pH’si,
inkiibasyonun zamani gibi prosesteki parametrelere gore degisebilmektedir (Tablo
2.8.). Verimini arttirmak i¢in biyokiitlenin miktarin1 veya hiicrenin duvarinda
bulunan kitosanin miktarin1 ¢ogaltmak gerekmektedir (Jaworska ve Konieczna,
2001).

Kiiflerin hiicre duvarindan direk elde edilmis olan kitosan kabuklulardan elde edilen
kitosana gore bazi avantajlara sahiptir:

1. Kabuklularin proteininden kaynakli alerji tehlikesi bulunmamaktadir;

2. Molekiiler agirliklart ve deasetilasyon dereceleri fermentasyonun kosullarini
degistirmekte ve kontrol edilebilmektedir (Arcidiacono ve Kaplan, 1992; Stevens ve
ark., 1997).

3. Ayrica, mikroorganizmalardan elde edilen kitosan, kabuklu canlilardan
iiretilen kitosana gore daha biyoaktiftir; medikal uygulamalarda daha fazla tercih

edilir (Jaworska ve Konieczna, 2001).

Kabuklu canlhilardan iiretilen kitosanlar, yiiksek molekiiler agirhiga (1,5x10° Da
civarmna) sahiptir. Mikrobiyal kitosanin molekiil agirhig: ise (1-12x10* Da) daha
diistiktiir. Yiiksek molekiiler agirliga sahip kitosan; notral pH’da, fazla yogunlukta,
su igeren ¢ozeltide ¢oziinebilirligi diisiiktiir. Bu 6zelligi de gidada, medikallerde
kullanimii siirlandirmaktadir (Wibowo ve ark., 2007). Mikrobiyal kitosanin, yag
emiliminde partikiil seklinde medikallerde lif ve zar olarak kullanilmaktadir (Nwe ve

Stevens, 2002).
2.4. Kitinden Kitosan Uretim Yontemleri
1997 yilinda toplam diinya kitin tiretiminin kabaca 20.000 milyon ton oldugu tahmin

edilmektedir. Asya iilkelerinde kitin ve kitosan {iretiminin yaklasik 3.000 milyon ton
oldugu tahmin edilmektedir (Sekil 2.3.), (Chen, 2000).
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1997 Yili Diinyadaki Kitin Uretimi

1200

1000
800
600
400
200 ]
’ —

Milyon ton

mlaponya mCin Hindistan Kore mVietham mTayland m Malezya

Sekil 2.3. Asya iilkelerindeki kitin ve kitosan tiretimi (Chen, 2000).

Kitinden kitosan tretebilmek i¢in; kitindeki CH3COO- grubunun bir kisminin ya da
tamaminin ayrilmasi gerekmektedir. Bu reaksiyon esnasinda yine dnlenemez sekilde
depolimerizasyon olay1 gerceklesmektedir. Asetil gruplarmin  kopmasit igin
reaksiyonda bazik ¢ozeltiler veya enzimatik yontemler kullanilmaktadir. EK olarak
kitinin deasetilasyonu ile de kitosan elde edilebilmektedir (Sekil 2.4.). Deasetilasyon
islemi homojen veya heterojen olarak; yiliksek sicaklikta, alkali ¢ozelti kullanilarak
yapilmaktadir. Bu reaksiyon sirasinda aymi sekilde Onlenemez bir gsekilde
depolimerizasyon olay1r da gergeklesmektedir (Tsigos ve ark., 2000; Mourya ve
Inamdar, 2008).

Depolimerizasyon derecesi, kitosanin bir¢ok o6zelligini degistirmektedir, Tablo

2.9.’da degisen oOzellikler listelenmektedir.

Tablo 2.9. Depolimerizasyon derecesinin degistirdigi 6zellikler (Tsaih ve Chen, 2003)

Depolimerizasyon derecesinin degistirdigi 6zellikler:

Kitosanin reololojik 6zelliklerini,

Aksiyal oranini, zincir esnekligini,

Mekanik 6zelliklerini,

Membranlar ve mikro kapsiiller i¢in gézenek boyutunu,
Kozmetik {iriinler i¢in su tutma kapasitesini,
Antimikrobiyal aktivitesi,

Kolesterol ve trigliserol kapasitesini,
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Tablo 2.9. (Devami)

Kan koagiilasyon kapasitesini,

Yara iyilestirme aktivitesini, jel olusturabilme yetenegini,
Ozmotik basing diizenleme 6zelligini,

Viskozitesini arttirabilme kapasitesini,

Lif olugturma yetenegini

Sekil 2.4. Kitinin kimyasal doniigsiimii sonucu kitosan olusmasi (Tolaimate ve ark.,2000)

2.4.1. Kimyasal yontem

Kitin ve kitosan 2 asamali uygulama ile elde edilebilmektedir. Birinci asamada
protein yag ve alkalide ¢oziinebilen sekerler %2-4 (w/v) NaOH veya KOH
cozeltisinde, 90-121 °C arasinda, 15-120 dakika arasinda ¢oziinebilmektedir. Ikinci
kisim ise bazik ortamda ¢éziinemeyen kisim olmaktadir. Bu kisim genellikle %2-10
(v/v) asetik asit ¢ozeltisinde, 25-95 °C arasinda, 1-24 saat siire i¢inde igleme
aliabilmektedir. Cozlinmiis olan kismin pH’s1 9-10’a ayarlanarak santrifiije edilerek
coktiiriilmektedir. Coktiiriilen kisim aseton ve etanol gibi maddelerle yikanmaktadir.
Asetik asit ile muamele sonucunda ¢oziinmeyen kisim ile kitosan elde edilmektedir

(Tan ve ark., 1996; Synowiecki ve Al-Khateeb, 1997; Chatterjee ve ark., 2005).

Yine bir diger arastirmadaysa, yliksek basinglarda ve yiiksek sicakliklarda (15 psi/
121°C) bagka yontemlerden daha az zamanda (yarim saat igerisinde) yliksek

deasetilasyon derecelerinde kitosan tiretilmistir (No ve ark., 2000).
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Kitinin deasetilasyonu islemi esnasinda ortamdaki oksijen, polisakkarit zincirin
bozulmasina neden olmaktadir. Reaksiyonun sonucu olarak iiretilen kitosanin
molekiiler agirligi ve vizkozitesi de azalmaktadir. Deasetilasyon islemi, oksijen
bulunan ortamda absorbe edici olarak tio-fenol kullanilmasiyla veya N (azot) i¢eren

ortamlarda uygulanabilmektedir (Dung ve ark., 1994).

Deasetilasyon isleminde reaksiyonun diizenli olarak ilerlemesi i¢in uygun sekilde
kanistirmak gerekir. Uygun karistirma amaciyla elde edilen karigimin, uygun olan
akiskan ortamdan alinmasi gerekmektedir. Kitin ve bazin ¢ozelti oran1 ¢ok onemlidir

(Muzarelli ve Peter, 1977).

Kimyasal yontemin daha hizli, etkin ve pratik olarak uygulaniyor olmasi1 biiyiik bir
avantajdir. Ama kitine uygulanan kimyasal-deasetilasyon islemi, daha g¢esitli
molekiiler agirlikli bir kitosanin elde edilmesine ayrica deasetilasyon olayminin
polisakkaritlerin molekiilii icerisinde homojen olmayan dagilimina sebebiyet
vermektedir. Prosesin kosullariyla beraber degismekte olan kitosanin deasetilasyon
derecesinin ve molekiil agirligmin, ¢oziiniirliik, viskozite ve biyolojik aktivite
ozelligine etkisi olmaktadir (Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003). Aym1 zamanda,
biiyilk hacimde derisik sodyum-hidroksit ¢6zeltisinin kullanilmasi ile bu islemin
sonucu olarak farkli N (azot) igeren atik olusumu g¢evrenin kirlenmesine sebep olmasi

da bu islemin diger bir dezavantajidir (Wu ve ark., 2005).

Bir calismada, Aspergillus niger’in sitrik asit iretiminden sonra kalan atik
biyokiitlesini fungal kitosan ekstraksiyon kaynagi olarak kullanmuslardir. Uretilmis
olan kitosan yaklasik olarak %89,6 deasetilasyon gostermistir. 25 Kda molekiiler
agirhiga sahip, %1’lik asetik asit ¢ozeltisinde %97 oraninda ¢oziiniirliige sahip
oldugu tespit edilmistir ve 30 karidesten elde edilen standart bir kitosan ile FT-IR
mikroskopi teknigiyle karsilastirilabilir oldugu belirlenmistir. Fungal kitosan,
pamuklu bir kumasin parcasina emdirildikten sonra kurutularak iizerine bir¢ok test
uygulanmistir. Yapilan testlerden sonra pamuklu kumas pargasmin E. coli ve
Candida albicans’a kars1 yiiksek derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi

gdzlenmistir. Sonug itibariyle, fungal kitosan ile muamele edilen kumaslar pek ¢ok
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tibbi ve hijyenik uygulamada kullanilabilir, uygun bir materyal olarak onerilebilirler

(Tayel ve ark., 2011).

2.4.2. Enzimatik yontem

Kitosani enzimlerden elde etme yontemi, fungiler ile elde edilmis olan kitinin de-
asetilaz enzimiyle gercgeklestirilebilmektedir. Kimyasallarla elde edilmesi daha ¢ok
kontrolii saglanabilen yontemdir. Boylelikle heterojen olmayan bir {iriin
olugmaktadir. Ayn1 zamanda da ¢evre agisindan daha giivenilirdir. Enzimatik yontem
bu yoniiyle kimyasal metodun bir¢ok dezavantajini ortadan kaldirmaktadir (Martinou

ve ark., 1995).

Enzimatik yontemde kitin deasetilaz enzimi kullanilmaktadir. Kitin deasetilaz enzimi
¢oziinme Ozelligine sahip degildir ve kitine etkisi daha az olmaktadir. Deasetilasyon
islemi gergeklestirilirken, enzimlerin CH3CO- (asetil) gruplara olan etkisini arttirmak
amaciyla; kitine 1s1l islem, sonik islemi ve 6gilitme vb. ¢esitli yontemler uygulanarak

on islem uygulanmaktadir (Win ve Stevens, 2001).

Enzimlerden kitosan elde etme yonteminde; glikoller, kitinler ve kitin oligomeri
kullanilmasi iiriiniin olusmasinda katkis1 fazla olmaktadir. Bunlar, suda ¢oziinebilen
kat1 bir yapiya sahiptir. Kitin, deasetilaz enzimlerini kolay bir sekilde deasetile
edebilmektedir. Bununla birlikte, funguslardan elde edilen kitin ve kitosanlar da
enzimlerin deasetilasyonu sonucunda iriin olarak kullanilabilmektedir. Yapilan
caligmada, A. niger kiifinden firetilen kitinlerin, kitin deasetilasyon enzimleri

agisindan zengin substrat kaynagi olabildigini bulmuslardir (Cai ve ark., 2006).

2.5. Kitosan Verimini Etkileyen Faktorler

Bir fungal biyokiitlesinden elde edilen kitosan verimi, biiylik Olgiide; kullanilan
funguslarin tiirti, daldirilmis galkalanmus kiiltiir, kesikli kiiltiir, stirekli kiiltiir, kat1 hal
kiltlirii ve yiizey kiiltiiri gibi yetistirme yontemleri ve pH, sicaklik, karistirma hizi,

kulugka siiresi, pargactk boyutu ve et suyu reolojisi gibi ¢esitli proses
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parametrelerine baglhdir. Kitosan veriminde bir artis ya biyokiitle verimini artirarak
ya da kitosanin hiicre duvari igerigindeki bir artisla elde edilebilmektedir (Jaworska

ve Konieczna, 2001).

Biyokiitle {iretimi i¢in funguslarin kiiltiirlenmesine yonelik SSF (kat1 hal
fermantasyonu) yontemi, iiretilen daha yiiksek miktarlarda misel nedeniyle daha
yuksek kitosan verimi (mg/kg misel) gibi SmF (batik fermantasyon) 'ye gore
avantajlar sunmaktadir. Incelenen ¢esitli mikroorganizma gruplari arasinda,
filamentli funguslar, SS (kat1 substrat) {izerinde biiyliime yetenekleri nedeniyle en ¢ok
kullanilanlardir (Nwe ve ark.,, 2002c, 2004). Bununla beraber, SmFnin,
fermentasyon ortaminda pH, sicaklik ve besin konsantrasyonu gibi fermentasyon
parametrelerinin daha kolay kontroliinii sagladig: i¢in SSF'ye gore belirli avantajlari

vardir (Durand ve ark., 1996).

2.5.1. Besiyerinin kompozisyonu

Kitosan nitrojen igeren bir biyopolimer oldugundan, fungus hiicre duvarlart igin
kitin/kitosan iiretmek i¢in besin olarak inorganik veya organik bir nitrojen kaynagina
ihtiyag duyar. Funguslar, amonyum iyonlarini dogrudan nitrojen kaynagi olarak
kullanir. Diger inorganik nitrojen formlar1 ise dnce amonyumun redoks seviyesine
indirgenir (Moore-Landecker, 1996). Azot kaynagi, mantarlar tarafindan kitosan
tiretimi i¢in 6nemli faktorlerden biri olarak kabul edilir. Cesitli nitrojen kaynaklar
arasinda, SSF tarafindan fungal kitosan iiretimi i¢in {irenin en 1iyi nitrojen kaynagi

oldugu bulunmustur (Nwe ve ark., 2002c).

Nwe ve Stewens (2004), sterilize ve nemlendirilmis hava beslemesi altinda 26°C'de 7
glin boyunca farkli miktarlarda iire ile saglanan tatli patates pargalar1 iizerinde
yetistirilen Gongronella butleri USDB 0201 mantar1 tarafindan kitosan tiretimini
aragtirmiglardir. Sonuglar, baslangi¢c pH degerinin ve iire miktarinin fungus misel ve
kitosan verimini etkiledigini gostermistir. 7,2 g iire ile saglanan 40 g/kg'a kadar tath
patateste daha yiiksek bir misel verimi gdzlenmistir. Urede daha fazla artis miselyum

tiretiminde bir diisiise neden olmus ve 15 g iire/kg'in iizerinde SS (kat1 substrat),
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zayif biiylime ile sonuglanmistir. Bununla birlikte, sirasiyla 7,2 veya 14,3 g iire ile
takviye edilmis 1 kg SS'den elde edilen toplam kitosan miktarlari, 3,59 + 0,29 ve
4,31 £ 0,65 g arasinda 6nemli bir fark goériilmemistir. Arastirmacilar ayrica G.
butleri'de kitosan molekiil agirligi 'sinin SSF (kat1 hal fermantasyonu) ortamina
saglanan artan miktarda tirenin de beraber arttigini ortaya koymuslardir. Sayisal
ortalama molekiil agirligi (Mn) ve ayrica polidispersite (Mw/Mn) tarafindan da ifade
edilen Mw (molekiil agirligi) arasindaki biiyiik fark, kitosan polimerlerinin boyut
olarak homojen oldugunu ve 6nemli olglide daha yiiksek molekiil agirligi Kitosan
fraksiyonunun mevcut oldugunu gostermektedir. Arcidiacono ve Kaplan (1992),
SmF ortaminda daha fazla N-kaynagi (pepton) kullanilarak kitosanin molekiil

agirliginin artirilabilecegini gostermistir.

Mikrobiyolojik ~ fermantasyon arastirmalart  c¢ogunlukla  sterilize edilmis
besiyerlerinde ve steril kosullarda gergeklestirilmektedir. Buna ilaveten,
arastirmacilar uygun kiiltlirler secildiginde steril olmayan besiyerlerinde ve kiiltiir
kosullar1 altinda da gergeklesebilecegini raporlamiglardir. Besiyerlerinin  steril
olmamasi sayesinde enerji ve zaman tasarrufu elde edilmektedir. Endiistriyel olarak
iretimin uygulandig1r besiyerlerinin hacminin fazla olmasit nedeniyle sterilize
edilmesi i¢in daha fazla elektrik enerjisine ihtiya¢ duyulmaktadir. Besiyerlerinin
sterilize edilmemesi tiiretimde biiylik miktarda maliyeti azaltmaktadir. Sterilize
edilmeyen  besiyerlerinde  basta  bakteriler = olmak iizere istenmeyen
mikroorganizmalarin da bulunabilecegi bilinmektedir. Bununla birlikte istenen hedef
mikroorganizmanin da resesif kalabilecegi ya da hi¢ gelisemeyecegi de
bilinmektedir. Sonug olarak, kiiltiirde iiretilmesi istenen {irliniin veriminin diisecegi

aciklanmaktadir (Saghafian, 2013; Taskin ve ark., 2013).

Arastirmacilar izole edilen mikroorganizmalardan en iiretken olanini segerken
tarama isminde bir prosediirii uygulamaktadir. Bu prosediirde izole edilen fazla
sayida mikroorganizma ayni kiiltiir kosullar1 altinda sivi ya da kati kiiltiirde
gelistirilebilmekte ve belirli inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiir ortamindan alinan
orneklerin analizleri yapilmaktadir. Analiz sonunda hedef iiriinii en iy1 verimle iireten

mikroorganizma secilir ve devam eden asamalarda kullanilmaktadir. Uygulama
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sayesinde de is yiikii azaltilmaktadir. Fungal kitosan tiretiminin verimli olabilmesi
icin dogru mikroorganizma segilmesinden sonra iiretilmesi ig¢in de optimum sartlarin
ve ortamin iyi se¢ilmis olmasi gerekir. En uygun besiyeri ortam ile yiiksek sayida
mikroorganizma elde edilmektedir (Erdal ve Taskin, 2010; Taskin ve Erdal, 2011;
Alnahdi, 2012; Bizuye ve ark., 2013).

2.5.2. Sicakhik

Yapilan bir arastirmada, mikroorganizmanin iyi gelistigi ve istenen iriin olan
kitosanin elde edilme oraninin fazla oldugu inokulum degerinin belirlenmesi igin,
kullanilan faktdr inokulum miktar1 olmaktadir. Kitosan iiretimi ile ilgili yapilan
calismalarda inokulum miktarlar1 ¢ok farklilik gostermektedir. Fermentasyon
sirasindaki sicaklik degeri inokulum miktaria etki etmektedir. Bazi aragtirmalarda
kullanilan fermentasyon sicaklik araligi 25-30°C’lerde uygulanmistir. Bilindigi gibi
mezofilik sicakliklarda bircok mikroorganizma yasayabilmektedir. Bu sebeple de
genel olarak, sporulasyon olay1 mezofilik sicakliklarda daha ¢abuk olmaktadir. Yine
bagka bir aragtirmada 30°C sicaklikta 3 giinde Potato Dextrose Agar (PDA)
plaklarinda gelisen Mucor rouxii MTCC 386 susu ile kitosan tiretimi
gerceklestirilmistir. Kullanilan inokulum materyali 5 mm c¢apli disk acicist ile

yaklagik olarak 6,4x10° spor/disk olarak gériilmiistiir (Chatterjee ve ark., 2005).

Yapilan baska bir calismada, steril olmayan besiyeri ve kiiltiir kosullar1 altinda
kitosan iiretimini gerceklestirmek istenen test kiifiinlin soguk sartlarda ve diisiik pH
altinda gelisme yeteneginden yararlanmilmistir. Alinan sonuglar test kiifliniin en
yiiksek biyomas ve kitosan igerigine 15°C’de ulagtigimi gostermistir. Daha yiiksek
sicakliklarda ise, asamali olarak kiif gelisiminin diistiigli izlenmistir. 20°C’nin
tizerindeki sicakliklarda hiicre biiyiimesinin ve kiif biyomasinin azaldig1 goriilmiistiir.
Yine ayni test kiifiiniin kat1 besiyerinde de 4°C’de ve siv1 kiiltiirde 5°C’de gelistigi
goriilmiistiir. Bahsedilen sonuglarda kullanilan test kiiftinlin psikrotolerant 6zelligini
gostermektedir. Clinkii literatiirlerde psikrofilik organizmalarin gelisim sicaklik iist
sinirinin 20°C oldugunu ve bu deger iizerinde yasayamadiklarin1 ama psikrotolerant

olanlarin 20°C’den daha yiiksek sicakliklar: tolere edebildigi belirtilmektedir. Diisiik
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sicaklikta bu mikroorganizmalarin 0-5°C civarinda yasayabildigi ve bazi psikrofilik
olanlarin 0°C’nin altinda bile gelisebildigi belirtilmektedir. Ote yandan, alinan
sonuglar 15°C’nin iizerindeki sicakliklarin hem biyokiitle i¢erigini, hem de kitosan
miktarini kayda deger Olgiide distlrdiigiinii gostermistir. Ayni zamanda kitosan
icerigi de artan sicaklikla beraber olumsuz bir etki gostermistir. Sicaklik denemeleri
esnasinda kiiltiir ortaminin pH 5’e ayarlandiginda 5° ve 10°C’lik sicakliklarda
kontaminasyon goriilmemistir. Yine pH 5’te, 15°C’de c¢ok az kontaminasyon
gergeklesirken, 20°C’de orta seviyede ve daha yiiksek sicakliklarda da fazla
kontaminasyon gerceklesmektedir. Boylece baska deneyler igin, elde edilen en
yiiksek verim 15°C’lik sicaklik secilmistir. (Kasana ve ark., 2008; Satyanarayana ve
Kunze, 2009).

2.5.3.pH

Kif biyokiitlesinden {iretilen kitosanin verimi; kiifiin tiirline, kiiltivasyon
yontemlerine ve pH degerlerine, sicaklik, inkiibasyon siiresi gibi prosesin
parametrelerine baglh olarak degisebilmektedir. Ornek verilecek olursa, Kitosan
veriminin artmasi i¢in pH degerini optimum diizeye getirmek gerekir (Jaworska ve
Konieczna, 2001).

SSF (kat1 hal fermantasyonu) ortaminin baslangic pH'1, mantar biiylimesinin hizini
ve derecesini giiclii bir sekilde etkilemektedir (Barbosa ve ark., 1995). Beyaz
clrtik¢iil funguslarin ¢ogu, 4 ila 5 arasindaki hafif asidik pH degerlerinde iyi
biliylimektedir (Dube, 1990). Nwe ve Stewens (2004), kitosanin agirlik ortalamali
molekiil agirlig: ve polidispersitesinin, SSF'de pH 3,77 ve 4,92'de daha diisiik ve pH
yaklasik 5,5'te daha yiiksek oldugunu gdstermistir. Arcidiacono ve Kaplan (1992),
Mucor rouxii ve kitosan molekiil agirliginin biyokiitlesinin pH 3'te azaldigini ve
molekiil agirligimin  SmF (batik fermantasyon)de pH 6'da hafifce arttigin

gozlemlemistir.

Bir¢ok calismada kiiften kitosan iiretilirken pH’nin 4,5 olmasinin verimi arttirdigi

goriilmiistiir. Ornegin, R. oryzae kiifiinden kitosan iiretilmek istenmis ve ortamm pH
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degerleri dikkate alinarak elde edilen biyokiitle miktarlar1 kiyaslanmistir. Bunun i¢in
R. oryzae nin uygun biiylime ortaminda ve optimum sicaklik ve pH degerini elde
etmek i¢in klasik OVAT metodolojisi kullanilmustir. Ik olarak ortamin sicakligi 5 ile
35°C arasinda degisen farkli degerlerde taranmustir. Ikinci asamada, ortamin
optimum pH'sin1 elde etmek icin R. oryzae pH degerleri 3 ile 8 arasinda degisen
farkli ortamlarda biyiitilmiistiir. Elde edilen sonuglar, R. oryzae'nin pH’nin 5’ten
4,5’a digiiriilmesinin maksimum biiylime ve kitosan iiretimine sahip oldugunu
gostermistir (Tasar ve ark., 2016). Ek olarak fungal kitosan iiretilirken ortam pH
degerinin diisiik olmasi1 ile antimikrobiyal etkisi artmakta ve kiiftin iireme

yetenegininde engellenmesi 6nlenmektedir (Tayela ve ark., 2010).

2.5.4. Ekstraksiyon yontemi

Kabuklu canlilardan kitin {iretmenin en 6nemli sorunlarindan bir tanesi, kabuklularin
belirli sezonlarda bulunmasidir. Kitosan ve kitinin kullanim yerlerinin artmasi,
tiretilmelerinde devamlilik olmasi amaciyla ek kaynagin temini gereksinimi
olugsmustur. Funguslarin hiicrelerinin duvarinda kitosanin ve kitinin bulunmasi
nedeniyle istenilen o6zellikte kaynaklardir. ilaveten funguslarin baska avantajh
yonleri de vardir. Kiif misellerinden bu polimerlerin ekstraksiyon islemi yapilmasi
icin ¢ok az yogunlukta baz ve asit 6zellikteki ¢ozelti kullanilabilmektedir. Bahsedilen
ozelligiyle ¢evreye de uygun, giivenilir bir iirlindiir. Kiiflerin organik olmayan
maddelerin igeriginin az olmasi1 nedeniyle demineralizasyona gereksinimi
olmamaktadir. Boylece diger kaynaklara gore daha tasarruflu iiriin olmaktadir (Teng

ve ark., 2001; Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003).

Fungus hiicre duvarindan kitosan elde etmek icin ekstraksiyon islemi, kabuklu
canlilardan kitosan elde etmek i¢in kullanilan kimyasal islemden daha kolay, daha
pratik ve daha az atik madde tretir. Fungus kitosan igeriginin arastirilmasiyla ilgili
cogu calisma tipik olarak miselleri sabit bir kulugka doneminde elde eder. Bunun
nedeni, kitosanin aktif biiyiime asamalarindan sonra mikroorganizmalardan ekstrakte
edilmesinin daha giic olmasidir. Ek olarak, bu, farkli mikroorganizmalarin biiyiime

oranindaki farkliliklar1 g6z ardi edilmektedir (Tan ve ark., 1996).
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Funguslardan iiretilen kitosanin verimi, elde edilen fungusun tiiriine, yetistirme
sartlarina ve sicaklik, inkiibasyon siiresi gibi liretim siireci parametrelerine gore
degismektedir. Kitosan veriminin artis1 ya biyokiitle miktarinin artmasiyla ya da
hiicre duvarinda bulunan kitosan igeriginin artmasiyla ger¢eklesmektedir (Jaworska

ve Konieczna, 2001).

2.6. Atk Maddelerin Kiif Misellerinden Kitosan Uretimi i¢in Besiyeri Olarak

Kullanim

Kitosan, Zygomycetes'e (Mucor, Rhizopus, Gongronella gibi) ait mantarlarin hiicre
duvarinda bulunan dogal bir bilesendir. Mantarlarin hiicre duvarindan bu bilesen
ekstraksiyon islemiyle iiretilmektedir. Bu sebeple, Zygomycetous alternatif olarak
dogal bir kitosan kaynagidir. Balik¢iliktaki kitin iiretiminden farkli olarak kimyasal
deasetilasyona bir alternatif saglayabilir. Ek olarak, bu mantarlarin kitosan
tiretiminde kullanilmas1 bircok yarar saglamaktadir. Bunlardan en basta gelen ise,
Zygomycetous mantarlarinin hiicre duvarinda ¢ok miktarda kitosan olmasidir. Bu
kitosanin fizikokimyasal 6zelliklerinin fermantasyon parametrelerini kontrol ederek
manipiile edilebildigi ve belli bir standart saglayabilmesidir. Ornek verilecek olursa,
farkli molekiil agirliklarina sahip kitosanlar, farkli pH ve icerige sahip ortamlarin
yilizeyinde gelistirildiklerinde bu mantarlar tarafindan diretilirler. Ayni zamanda
mantarlar, digerlerine kiyasla daha basit besinler kullanilarak kolaylikla
kiltirlenmektedir. Sonu¢ olarak, kitosan yillarca kontrollii bir sekilde mevcut
ortamda {retilebilmekte ve mevsimsel kabuklu deniz {iriinleri endiistrisinden

bagimsiz olabilmektedir (Tan ve ark., 1996; Jaworska ve Konieczna, 2001).

Son zamanlarda, mantar miselinden ekstraksiyon ile elde edilen kitin bilyiik 6nem
tasimaktadir. Fungal miseller, yillar i¢cinde hizli, kolay adapte olabilen ve modern
ekolojik gereksinime uyacak sekilde kapali veya yar1 kapali bir teknolojik iiretim
prosesinde ayarlanabilen fermantasyon ile birlikte gelistirilebilmektedir. Ilaveten,
mantar miselleri bilesimde daha kararlidir ve inorganik malzemelerle baglantili
degildir. Bu ylizden de mantarda bulunan kitini yeniden elde etmek amaciyla

demineralizasyon islemine ihtiya¢ duyulmaz (Teng ve ark., 2001).
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2.6.1. Cay

Cay bitkisi taze siirglinlerin farkli yontemler kullanilarak elde edilmektedir. Cay,
botanikte “Angiospermea” ¢icek acanlar kisminin, “Dicotyledonea” sinifinin ve
“Camellia” familyasina aittir. Cayimn {retimi tropik ve subtropik iklim sartlarinda
yapilmaktadir. Yillik toplam yagis 500 mm’ nin ustiindeki 1liman bolgelerde
yetismektedir. Besin maddelerince zengin, gecirgen ve asidik reaksiyona sahip
topraklarda yetisebilmektedir. Kalsiyumu az bulunan, pH araligi 4,5-6 olan topraklar
cay yetistiriciligi i¢in uygundur. Taze ¢ay yapraklarindan elde edilmis olan sulu
0ziitli igecek olarak kullanilamaz. Cay yapraklar1 bazi islemlerden gectikten sonra
icilebilir hale gelir. Taze yesil cay yapraklar1 siyah caya doniistiiriiliirken bir dizi
kimyasal degisiklige ugramaktadir. Flavonoid yapisinda degisiklikler gerceklesir,
karotenoidler gibi baz1 bilesenleri pargalanarak ucucu aroma bilesenlerine
doniistirler. Serbest amino asitler de bir yandan proteinlerin parcalanmasi ile
olusurken diger taraftan da kompleks oksidasyon {irlinlerin yapisina katilirlar. Yesil
caydan siyah caya geg¢iste organik maddeler tamamen yok olmaz bazi kisimlar aroma
bilesenlerine doniisiir. Siyah ¢ayda organik maddelerin yaninda anorganik maddeler

de bulunmaktadir ve anorganik madde bilesimi Tablo 2.10.’da verilmistir.

Tablo 2.10. Kuru siyah ¢ayin mineral bilegimi

Bilesen Miktar1 (ppm) Bilesen Miktar1 (ppm)
Na 19-667 Mn 155-1533

K 9000-14000 Fe 56-333

Mg 1200-3400 Ni 3-15

Ca 1400-10000 Cu 12-70

Sr 12-43 Zn 20-36

B 11-50 Al 200-1100

Si 200-600 N 33000-73000
P 2600-6500 S 800-3700

Se 116 F 3,2-260

Cl 200-1000 Ti, V, Cr, Co, Mo, <10

Cd, Sn, Pb, Bi
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Caymn icerdigi anorganik maddelerin biiylik bir bolimi bitkilerde bulunan temel
maddelerdir. Fakat digerleri ise ¢ayin yas1 ve genetik bilesenlerine gore degisiklikler
gostermektedir. Cayda bulunmakta olan bu minerallerin kiigiik bir kismi demleme

esnasinda s1vi kisma gegmektedir (Tiifekei, 1989).

Cay, sudan sonra diinyada en ¢ok igilen ve igme aliskanlig: gittikge artan bir bitkidir.
5000 yillik bir ge¢misi vardir. Tiirkiye’nin ¢ayla bulugsmasi 1787’de, Japonya’dan
gelen cay tohumlarinin ekilmesiyle baslamistir. Tiirkiye’de yillik kisi basina diisen
cay tliketimi, diinyadaki diger iilkelere kiyasla 4. sirada bulunmaktadir. Cay da salep,
boza gibi Tiirk milletinin milli igecekleri arasinda bulunmaktadir. Yurt i¢i yillik

tikketim miktar1 140 bin tonun tlizerindedir (Akova, 2005).

Cayda bulunan kafein sebebiyle, yorgunluk gideren ve canlilik veren bir etkisi
bulunmaktadir. Cayin demlenmesi esnasinda kafeinin biiyiik bir kism1 ve polifenoller

dem kismina gegmektedir (O1, 1981).

Atik cayda da polifenoller, kafein, amino asitler, sekerler, organik asitler, yaglar,
mineraller, pigmentler, proteinler bulunmaktadir (Menon ve ark., 1993). Atik ¢ayda
bulunan bahsedilen kimyasal igerik mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun bir

ortam olusturmaktadir (Selvakumar ve ark., 1998).

2.7. Aspergillus Niger’in Genel Ozellikleri

Organik maddelerin iistiinde oksijenli solunum yaparak gelisebilen, siyah sporlari
tireten filamentli yapida kiif olan A. niger; genelde dogal ortamda, topraklarda, bitki
tirevi atiklarin stiinde bulunmaktadir. Aspergillus suslari, birincil ve ikincil
metabolitlerin liretimi sebebiyle ticari olarak ¢ok bliyiilk 6nem tasiyan kif tiiri
sayilabilmektedir. A. niger’in ilk ve en 6nemli endiistriyel 6lgekli uygulamasi, 1919
yilinda sitrik asit iretiminde kullanimiyla gerceklesmistir. Yillardan beri gida
sanayisinde ve sitrik asit {iretiminde, A. niger'in hiicre dist enzimlerinden
faydalanilmaktadir ve bu iiretilen maddeler Birlesik Devletler Gida ve Ilag Yo6netimi

tarafindan belirlenmis olan giivenilir maddeler igerisinde bulunmaktadir. A. niger,
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cesitli ozelliklere sahip olmasi ile biyoteknolojik iiriinlerin liretiminde kullanilan en
onemli mikroorganizmalardandir. Bu kiiftin ek olarak, kendisinin ve diger
mikroorganizmalarin enzimlerinin iiretilmesi amaciyla da kullanilmaktadir (6rnegin,
glukoz oksidaz enzimi). Bu kullanimlarda kiiltiir kat1 yiizeyde degil, sivi ortamda,
biyoreaktorde c¢ogaltilmaktadir. Biitiin bu o6zelliklere ilaveten, A. niger
biyotransformasyonda ve atiklarin degerlendirilmesinde kullanilabilmektedir. Son
yillarda bu kiifiin, proteinlerin iiretiminde ve salgilanmasinda ¢ok biiyiik rolii

olmaktadir. Bunun i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Schuster ve ark., 2002).

Cevrede yaygin bulunan A. niger daha ¢ok sitrik asit iiretimindeki roliiyle bilinir.
Toprakta yasami olan bu mikroorganizma, yeryiiziinde karbon ¢evriminde 6nemli
role sahiptir. A. niger hidrolitik ve oksidatif enzimleri salgilamasi ile topraktaki
bitkilerin lignin ve selilloz yapilarin1 bozarak ayristirir, ciriitir. Bu 6zelligi
sayesinde, endiistriyel biyoteknoloji alaninda 6nemli bir kullanim alani bulmustur

(Baker, 2006).

Aspergillus; biyosentetik doniisiimlerde ve enzim {iretiminde genis alana sahip
olmakla beraber mikotoksinleri olusturma 6zelligiyle, sanayide, 6zellikle gidalarda,
bliyiik bir 6neme sahip olmasi sebebiyle ekonomik olarak da énemli olan bir kiif
olmaktadir (Pitt ve Hocking, 2009; Samapundo ve ark. 2007). Ekstrem kosullara ¢ok
dayanikli olan A. niger kisa siirede adaptasyon saglayabilmeleri ve gelisebilmeleri
kiifiin suslarinin her alanda ¢ok fazla bulunabilmesinin nedenidir (Pitt ve Hocking.,
2009).

2.8. Aspergillus Niger’den Kitosan Uretimi

Aspergillus niger; kolay adapte olmasi, hizli gelismesi, hiicre duvarindaki kitosan
miktarinin fazla olmasi (hiicre duvariin bilesenlerinde kitin icerigi %42) ve kolay
bulunabilir olmas1 gibi 6zellikleri sayesinde kitosan iretimi i¢in en iyi kaynaklardan
birisidir. Kitosan miktari; mantar suslari, misel yasi, yetistirme ortami ve durumuna
gore degismektedir. Kitosan miktar1 ayrica ekstraksiyon yontemlerine de baglidir.

(White ve ark., 1979). A. niger kiifiniin arastirilan diger kiiflere (Rhizopus oryzae,
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Lentinus edodes, Pleurotus sajo-caju ) gore kitosan veriminin (107 mg/g) yiiksek

oldugu Pochanavanich ve Suntornsuk (2002) tarafindan kanitlanmistir.

A. niger’in kitosan verimi kullanilan besiyerine, sicakliga, inkiibasyon siiresine ve
calkalama devrine baglidir (Kumaresapillai ve ark., 2010). Bir ¢calismada, besiyerine
eklenen D-glukoz, L-asparagin ve tiamin gibi besinler farkli konsantrasyonda
biyokiitle miktarin1 artirmistir fakat kitosan tretimi L-Asparagin ve D-Glukoz
ilavesinden ¢ok fazla etkilenmedigi gorilmiistir (Kumaresapillai ve ark., 2010).
Ayni ¢alismada, A. niger’in kitosan veriminin 30°C'de 120 saat inkiibasyonda ve 180

rpm devirde maksimuma ulastig1 goriilmiistiir.

A. niger tarafindan iiretilen fungal kitosan suda ve alkalide ¢6ziinmezken organik
asitte (%5 asetik asitte %99,8) ve kismen inorganik asitlerde (seyreltilmis hidroklorik
asit ve nitrik asit) ¢oziinebilecegi raporlanmistir (Kumaresapillai ve ark., 2010).
Uretilen fungal kitosamin kiil igerigi yiizdesi %0,89 bulunmustur. Deasetilasyon
derecesi %85 bulunmustur. Uretilen kitosanin Salmonella typhi (26 mm), S.
paratyphi-A (30 mm), E. coli (20 mm), Proteus vulgaris (25 mm) ve Pseudomonas
aeruginosa ( 30 mm) bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ayni

calisma tarafindan dogrulanmistir.

Fermantasyon teknolojisindeki son gelismeler ile ipliksi mantarlardan ¢ok fazla, kati
substrat tizerinde biiyiime yetenekleri sayesinde yararlanilabilmektedir. Maghsoodi
ve Yaghmaei’nin (2010) ¢alismalarinin amaci kat1 hal fermantasyon ortaminda, A.
niger’den kitosan iiretilmesini gormektir. Ayni zamanda farkli kati ortamlar i¢in
inkiibasyon siiresi, azot ve nem igeriginin etkisini de gozlemlemislerdir. Bu
calismada kati hal fermentasyonunda, asir1 1sinma prosesin performansini ciddi
sekilde bozabileceginden, kati yatak sicakligir kontroliiniin 6nemi ortaya ¢ikmustir.
Herhangi bir mikroorganizma, biiylimesi sirasinda enerji (metabolik 1s1) {irettiginden,
istenmeyen kat1 yatak sicakligi kosullarini dnlemek i¢in bu 1sinin dagitilmasi gerekir.
Dolayisiyla bu caligmada kati yatak bu sorunu ¢ozecek kadar incedir. Kat1 yatagin
uygun sicaklik ve su igerigi, kosullarin optimize edilmesinde Onemli faktorler

olmustur.
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Bu caligmada A. niger BBRC 20004, soya fasulyesi kalintis1 ve Sabouraud Dextrose
Broth ortami (%2 glikoz) tizerinde tretilmistir. %37 nem igerigindeki ve %8,4 +
%0,26 nitrojen icerigindeki soya fasulyesi kalintisi, 12 giin sonra en yiiksek miktarda
kitosan, 17,053 + 0,95 g/kg kuru substrat1 elde edilmistir. Ayrica 0,8455 g/l kitosan
daldirilmis fermantasyonda (12 giinliik yetistirmeden sonra) Sabouraud Dextrose
Broth ortaminda A. niger'den ekstrakte edilmistir. Fungal kitosan ekstraksiyonundan
sonra, izole edilen kitosan verimi, batik fermentasyondan yaklasik 15-20 kat daha

fazla olmustur (Maghsoodi ve Yaghmaei, 2010).

Aspergillus niger, kitosan iiretimi i¢in birgok ¢alismada kullanilan bir kiiftiir. Ilkel
besleyici ortamlarda kolay sekilde iireyebilme ve cogalma 6zellikleri sayesinde ucuz
ve sinirsiz bir kaynak olmasi, hiicre duvarinda ¢ok yiliksek miktarda Kitosan
bulunmasi, ekstraksiyon isleminde kabuklu canlilarda yapilan demineralizasyona
gerek duyulmamast gibi olumlu yonlere sahip olmasi ile kitosan {iretimi i¢in ¢ok
uygun bir kaynaktir. Uretim kogullarmin iyi ayarlanmast ile kitosan verimi ¢ok daha

yiiksek degerlere ulasabilmektedir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

-Tryptone Soya Broth-HiMedia

-Yeast Extract-Biolife

-Tryptone Soy Agar-Merck

-Sodyum Hidroksit Payet Teknik-Merck Ekstra Saf
-Asetik Asit-Tekkim Asetik Asit %99,0-100,0 (Gida Tip) (Buzlu) Ekstra Saf
-Hidroklorik Asit 0,1 M-

-0.01 M NaOH-Tekkim

-Gliserol-Merck %85 Ekstra Saf
-2-Mercaptoethanol-Merck

-Bromocresol Green-Sigma Aldrich

-D.0O-Merck (%99,9 0,6 mL)

-Ds-Merck (%99,9 0,6 mL)

3.1.2. Kullamlan arac-geregler

Calismada kullanilan baglica ekipmanlar,
-10 mL’lik deney tiipti, IsoLab

-Kitosan, Mitosan

-Etiiv, Microtest min

-Inkiibator, BINDER KB 115

-pH metre, WTW inoLab pH730
-Manyetik 1sitici, Mtops MS300HS

-50 mL’lik Santrifiyj tiipleri, IsoLab
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-Filtre kagidi, Wattman no 1,3

-Homojenizatér mikser, Braun MQ5220

-Mikropipet, Eppendorf Research Plus

-Hassas terazi, Radwag balances and scales WTB2000
-Santrifiij cihazi, Hettich Universal, 320R

-Kurutma Cihazi Liyofilizator, Labconco -50°C, 6 It
-FT-IR Cihazi, Shimadzu IR, Prestige 21 (200 VCE)
-FESEM Cihaz1, Jeol JSM 6060 LV

-NMR Cihazi, Oxford 300 MHz

-Viskozimetre, Fungilab Ubbelohde (100-13.000.000 cP 6lgiim ve 0,3-100 rpm hiz)
-Su Banyosu, WiseBath WSB-30

-Otoklav, Hirayama

-Vorteks, Velp Scientifica ZX3 Advanced Vortex Mixer
-Hassas Terazi, Ohaus Explorer

-Steril kabin, Tezsan

-Erlen, IsoLab

3.1.3. Kullamlan kimyasal c¢ozeltiler

Cozeltiler asagida belirtildigi gibi hazirlanmistir;

-1 N NaOH: 1 litre karisim i¢in; 40 gram NaOH tartilir ve balon jojede 1 litreye
tamamlanmis ve karistirilmstir.

-2 N NaOH: 1 litre karisim icin; 80 gram NaOH tartilir ve balon jojede 1 litreye
tamamlanmis ve karistirilmistir.

-0,01 M NaOH: 1000 mL karisim i¢in; 0,4 gram NaOH tartilir ve balon jojede
1000mL’ye tamamlanmis ve karigtirilmistir.

-0,01 M HCI: 1000 mL karisim i¢in; 0,3647 mL HCI alinir ve balon jojede 1000
mL’ye tamamlanmis ve karistirtlmistir.

-%?2 Asetik Asit: 1 litre karisim igin; 20 mL ekstra saf Asetik asit, hava kabininde
balon jojeye koyulduktan sonra 1 litreye tamamlanmis ve karistirilmistir.

-%1 Asetik Asit: 1 litre karisim igin; 10 mL ekstra saf Asetik asit, hava kabininde

balon jojeye koyulduktan sonra 1 litreye tamamlanmis ve karistirilmustir.
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-Bromocresol Green Karisimi: 0,04 g Bromocresol green 50 mL saf suda

¢Ozlindirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Atik ¢ay ve ¢ay ekstraktinin hazirlanmasi

Kitosan {iretimi i¢in kullanilan demlenmis caylar Istanbul, Sultanbeyli’deki Mazili
Cafe restoranindan temin edilmistir. Alinan demlenmis ¢aylar Ofcay markasina ait
900 gram (30 poset x 30 gram) siyah ¢aydir (Sekil 3.1.). Demlenmis atik caylar,
kismi olarak siiziilmiis ve kurutma islemine almmistir. Etiivde 180°C’de 4 saat
kurutulduktan sonra gerektiginde kullanilmak {izere posetlenerek buzlukta, -20°C’de

bekletilmistir.

Sekil 3.1. Kitosan tiretimi i¢in kullanilan siyah ¢ay (Ofcay)

Kurutulan caylar saf su ile igerisinde %5, 10 ve 20 (wt/v) oraninda karisim
hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Daha sonra steril
caylar oda sicakligima sogutulduktan sonra Whatman No 1 filtre kagidi kullanilarak
steril sartlarda filtre edilmistir. Siiziilmiis cay 4 paralelli olarak 150 mL’lik erlenlere
100 mL olacak sekilde boliinmiistiir.
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3.2.2. Kullamlan mikroorganizmalar

Aspergillus niger, Penicillium expansum, A. sydowii, Aspergillus wentii, A.
japonicus, A. flavus, A. clavatus, Williopsis saturnus, Saccharomyces cerevisiae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Enterica, Salmonella
Typhimurium ve Listeria monocytogenes saf kiiltiirleri Sakarya Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Saf kiiltiir %15 gliserol iceren Tryptic Soy Broth i¢inde -80°C’de

muhafaza edilmistir.

A. niger kifi TSB + 0,6 yeast extract besiyerinde aktiflestirildikten sonra 5 giin
25°C’de inkiibasyona birakilmstir. Sekil 3.2.’de ¢ayda gelismis olan A. niger kiifii
goriilmektedir. Gelistirilmis olan A. niger kiiltiriinden 100 pL 100 mL siiziilen
caylara ve kontrol olarak kullanilan 100 mL TSBYE’ye inokiile edilmistir. Ekilmis

olan iiriinler, 25°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmaistir.

Sekil 3.2. Stiziilmiis ¢ayda gelistirilen A. niger

3.2.3. Aspergillus niger kiifiinden Kkitin ve Kkitosan eldesi

A. niger kiifiinden kitin ve kitosan elde etmek igin, siiziilen ¢ay ortaminda ve kontrol
grubu olarak TSBYE ortaminda ¢ogaltilmasi islemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.3.).
25 °C’de, 7 giin inkiibasyona birakilan A. niger biyokiitleleri besiyerinden No.1
Whatman filtre kagidi kullanilarak filtre edilip daha sonra da saf su ile yikanmustir.
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Sekil 3.3. Iki farkli ortamda gelistirilen A. niger (a) TSBYE ortaminda yetisen, b) Atik cay ortaminda yetisen)

Sekil 3.4. Besiyeri ortamlarinda gelisen A. niger biyokiitleleri (a) TSBYE ortaminda gelismis A. niger
biyokiitlesi, b) Atik ¢cay ortaminda geligmis A. niger biyokiitlesi)

Kitosan ekstraksiyon i¢in kullanilan metot Pochanavanich ve Suntornsuk’un (2002)
caligmalarinda kullandiklar1 metotdur. Bu metoda gore, A. niger biyokiitlesi kuru
agirlig1 belirlemek amaciyla etiivde 60°C’de bir giin boyunca kurumaya birakilmistir.
Kuruyan biyokiitle (Sekil 3.4.), santriflij tiiplerine tartilarak koyulmus ve 1:30 ml
oraninda, 1 N NaOH ¢ozeltisi iizerine eklenmistir. Biyokiitle homojenizator (Braun
MQ5220) yardimu ile pargalandiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda isitilmistir
(Sekil 3.5.). Ornekler santrifiij islemine (9000 rpm, 15 dakika, 4 °C’de) tabi
tutulduktan sonra pellet kismi saf su ile yikanmigtir ve %2’lik asetik asit ¢ozeltisi

eklenerek pH’nin 7 olmasi saglanmistir. Ornekler santrifiij (9000 rpm, 15 dakika, 4
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°C’de) edildikten sonra pellete %2’lik asetik asit 1:40 mL oraninda ilave edilmistir.
Sekil 3.6.’daki gibi hazirlanarak calkalamali Su banyosunda, agzi kapali olarak
95°C’de 8 saat ekstraksiyona birakilmistir. Soguduktan sonra oOrneklere tekrar
santrifiij islemi (9000 rpm, 15 dakika, 4 “C’de) uygulanmistir. Santrifiijlendikten
sonra, ¢oziinmeyen kisim (kitin) aywrilip slipernatant kisminin pH’st 2 N NaOH
cozeltisi kullanilarak 10°a ayarlanmistir. Tekrar uygulanan santrifiij islemi (9000
rpm, 15 dakika, 4 °C’de) sonunda pelet kism1 100 pL, %2’lik asetik asit ve distile su
ile yikanmustir. Elde edilen karisima steril petrilerde liyofilizasyon islemi
uygulanmig, 2 giin -42°C’de kurutulmus ve agirliklar tartilmistir. Sekil 3.7.°de
goriildiigii islemi sonucunda kitosan elde edilmistir. Elde edilen kitosan (Sekil 3.8.) -

20 °C sicaklikta depolanmustir.

Sekil 3.6. Nétiirlenerek alinan kiif peletlerinin asetik asit ¢6zeltisi ile karigtirilarak su banyosunda ekstraksiyona

alinmasi
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Sekil 3.7. Kitosanin elde edilmesi i¢in uygulanan adimlar
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Sekil 3.8. Liyofilizasyon ile elde edilen kitosanlar

3.3. Analizler

3.3.1. Fourier transform infrared spektroskopisi (FT-IR) él¢iimii

FT-IR analizleri; Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Béliimii
laboratuvarinda bulunan FTIR spektroskopisi Shimadzu IR, Prestige 21 cihazi
kullanilmigtir.  TCK ve ASPN’nin 400-4000 cm™ bolgesi i¢in spektrumlar elde

edilmistir.

3.3.2. Vizkozite

%2’lik Asetik asit (100 mL) ile %]1’lik oranda kitosan1 (ASPN) (0,1 gram)
karistirilmistir. Ayni sekilde ASPN yerine kontrol i¢in kullanilan kitosan (TCK) da
asetik asit ile karistirilmigtir. Fungilab Ubbelohde Vizkozimetresi Spin R-5
kullanilmistir (Pochanavanich ve Suntornsuk, 2002).

3.3.3. Alan emiilsiyon taramal elektron mikroskobu (FESEM) él¢iimii

ASPN ve TCK yapisinin yiizey morfolojisi Jeol JSM 6060 LV (Japonya) taramali
Alan Emisyon Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM), kullanilarak
gerceklestirilmistir. Orneklerden daha iyi gériintii alabilmek igin cekimden once altin
kaplama cihazi ile drneklerin yiizeyi altinla kaplanmustir. Ornekler 500x, 1000x,

5000x ve 10000x olmak tizere dort farkll biiylitme oranlarinda goriintii alinmastir.
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Kitosanin antimikrobiyal 6zelligini test etmek igin diflizyon testi kullanilmistir (Kaya

ve ark., 2014). Bu testte kullanilacak kiiltiirler; P. expansum, A. sydowii, A. wentii,

A. japonicus, A. flavus, A. clavatus, W. saturns, S. cerevisiae, E. coli O157:H7, S.

aureus, S. Enterica, S. Typhimurium ve Listeria monocytogenes kiiltirleri 10 mL
TSBYE’de mayalar ve kiifler igin 25 °C 3 giin, bakteriler i¢in ise 35 °C’de 24 saat

inkiibasyona birakilarak aktiflestirilmistir. Kitosan soliisyonu (5 mg/mL) 1% (v/v)

asetik asit sollisyonunda hazirlanmis ve 121 °C’de 20 dakika sterilize edilmistir.

Sterilize edilmis olan TSAYE her bir petride 30 mL olacak sekilde hazirlanmistir.

Her bir petriye 300 uL ayr1 olarak mikroorganizmalar inokiile edilmistir.

Sekil 3.9. Inhibisyon testi i¢in hazirlanan petriler

Tablo 3.1. inokiile edilmek i¢in hazirlanan konsantrasyonlar

Konsantrasyonlar (%) Kitosan Miktar1 (g) (TCK ve ASPN) %1’lik  Asetik  Asit
Miktart (uL)

0 0 1000

0,125 0,00125 998,75

0,25 0,0025 997,5

0,5 0,005 995

1 0,01 990
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Tablo 3.1. (Devami)

2 0,02 980
4 0,04 960
6 0,06 940
8 0,08 920

Sekil 3.10.’da goriildiigii gibi ependorf tiiplerinde hazirlanan kitosan (kontrol i¢in
ticari kitosan ve kif kitosani i¢in ayr1 ayri konsantrasyonlar Tablo 3.1.’deki gibi
hazirlanmistir) ve %1 Asetik asit 9 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir. Hazirlanan
kitosan ve asetik asit soliisyonu steril ortamda vorteks ile homojen hale getirilerek
kullanilmistir. Disk difiizyon teknigi ile inokiile edilmis petrilere yerlestirilen steril
disklere 10 pl/disc kitosan soliisyonu emdirilerek yapilmistir (Sekil 3.9.). Negatif
kontrol olarak % 1 asetik asit kullanilmistir. Steril enjektorle alinan kitosan

soliisyonlart filtrattan gegirildikten sonra diskler tarafindan emdirilmesi saglanmistir.

Sekil 3.10. Ependorf tiiplerine steril olarak hazirlanan farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kitosanlar

Daha sonra Tablo 3.2.°de oldugu gibi inkiibasyon sartlarinda bekletilmistir.

Inkiibasyon sonunda ise zone olusma durumuna goére (+) ve (-) sonuglar

degerlendirilmistir.

Tablo 3.2. Disk difiizyon testi i¢in Inkiibasyon Sartlari
Mikroorganizma Sinifi Sicaklik (°C) Siire (giin)
Kiifler 25 5
Mayalar 30 3

Bakteriler 35 2
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3.3.5. Deasetilasyon derecesinin belirlenmesi

Kitosan deasetilasyonunun derecesi titrasyon islemiyle belirlenmistir (Donald ve
Hayes, 1988). Kitosan 20 cm™, 0,01 M HCI asit ve 50 cm™ deiyonize suda
¢oziindiiriildiikten sonra renklendirici eklenerek 30 dakika karistirilmistir. Daha
sonra kitosan ¢ozeltisi 0,01 M NaOH ile titre edilmistir. Renk doniisiimii olunca

islem durdurulmustur. Asetil ylizdesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmustir:

% asetil =V x 0,04305 +w

Burada V, NaOH 'in titrasyonda kullanilan hacmi (ml) ve w, numunenin agirligidir

(9). Deasetilasyon derecesi asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir:

Deasetilasyon Derecesi (%) = 100 — % asetil

3.3.6. NMR analizi

Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii NMR arastirmalari
laboratuarinda bulunan Varian Mercury 300 MHz H-NMR spektroskopisi
kullanilarak yapilmistir. Coziicii olarak 10 mg D.O (Deteryum Oksit) ve Ds (DMSO)

kullanilmistir.
3.3.7. Istatistiksel analizler
[statistik analizler icin IBM SPSS 28.0 Istatistik programi kullanilmistir. Duncan

testi kullanilmig olup degerler arasi fark, bagimsiz degiskenler i¢in p<0,05 anlamlilik

diizeyinde 4 paralel 6rnek incelenmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kitosan Verimi

Yapilan ¢alismadan alinan sonuglarda, besiyeri amacli kullanilan c¢ay ekstrakt
yogunlugu arttikca kiif misel gelisiminin de onemli derecede arttigi goériilmiistiir
(p<0,05), (Tablo 4.1.), (Sekil 4.1.). Ornegin, %20 ¢ay ekstrakt: iceren besiyerinde
gelisen A. niger kiifii %5 ekstrakt igeren besiyerinde gelisen kiifiin kuru misel
agirhi@ina gore yaklasik 2 kat daha fazla oldugu gozlenmistir. Kuru kiif misellerinden
elde edilen kitosanin verimi ise besiyerindeki ¢ay ekstrakt miktari %5’ten %20’ye
artiginda onemli Olgiide artmustir (p<<0,05). Cay ekstraktinin %5 ve %10 oldugu
besiyerlerinden elde edilen kiif misellerinden ekstrakte edilen kitosan verimi arasinda
onemli fark bulunmamistir (p>0,05). Cay ckstraktindan elde edilen besiyerinde
gelistirilen kiiflerin kitosan verimleri TSBYE besiyerinde gelisen kiiflere gore de
onemli Ol¢iide fazla bulunmustur. Buna gore, bu caligmada besiyerindeki cay
ekstrakt miktarinin %20 civarinda kullanilmasinin kitosan igerigi yiiksek kiif

liretimini saglayabilecegi goriilmiistiir.

Tablo 4.1. Farkli yogunluktaki gay ekstraktinin kiif gelisimi ve Kitosan verimine etkisi

Besiyeri Kuru Misel Agirligi (g)  Kitosan Miktar1 (g)  Kitosan Verimi (%)
%20’1ik cay ekstrakti 3,30+0,282 0,58+0,092 17,57+0,41°b
%10’1luk cay ekstrakti 1,00+0,30¢ 0,16+0,04¢ 15,71+0,742

%5’lik gay ekstrakti 1,68+0,430 0,24+0,08° 13,98+0,31»
TSBYE 2,16+0,59° 0,15+0,08¢ 7,63+0,13¢

*Cay ekstrakti kurutulmus atik ¢ay otunun su igerisinde 121°C’de 15 dakika 1sitilmasi ve filtre kagidindan
siiziilmesi ile elde edilmistir.
a-b-e: Cizgiyle ayrilmig ayni siitunda farkli kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark, istatistiki agidan

o6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.1. Farkl yogunluktaki ¢ay ekstraktinin kiif gelisimi ve kitosan verimine etkisi.

Atik cayda; %20-30 polifenol, %4-5 kafein, %2-4 amino asit, %2-4 seker, %2,5
organik asit, %4-6 pektik kalinti, %4-8 yag, %5 mineral, %0,5 pigment ve %16
protein bulunmaktadir (Menon ve ark., 1993). Atik ¢ayda bulunan besin igerigi,
mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir (Selvakumar ve
ark., 1998). A. niger de bu ortamda kolaylikga gelisme imkani bulmus ve atik ¢ay

ortami hiicre duvarindaki kitosan miktarina da destekleyici etkide bulunmustur.

Kitosan nitrojen igeren bir biyopolimer oldugundan, fungus hiicre duvarlar i¢in
kitin/kitosan iiretmek icin besin olarak inorganik veya organik nitrojen kaynagina
ihtiya¢ duyar (Moore-Landecker, 1996). Calismalarda nitrojen kaynagi, funguslar
tarafindan kitosan tiiretimi i¢in onemli faktOorlerden biri olarak kabul edilmektedir
(Nwe ve ark., 2002c). Kitosan veriminde bir artis ya biyokiitle verimini artirarak ya
da kitosanin hiicre duvari igerigindeki artisiyla elde edilebilmektedir. Besin ortamina
bireysel takviye olarak manganez (Mn) ve demir (Fe) iyonlarinin, hiicre

duvarlarindaki kitosan igerigindeki artistan ziyade biyokiitle iiretimindeki artig
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yoluyla, kitosan verimini artirdigi gozlenmistir (Jaworska ve Konieczna, 2001).
Rane ve Hoover (1993), besiyerinin Absidia coerulea'dan kitosan {iretimi tizerindeki
etkisini incelemis ve daha fazla miktarda glikoz ve protein ile takviye edilmis
besiyerinin, kitosan verimi tizerine olumlu etkisini géstermistir. Besiyeri ¢ay ekstrakt
miktarinin artmasiyla kiif biyokiitlesi dolayisiyla kuru misel agirligi artmistir. Yine
besiyeri ¢ay ekstrakt miktarmin artmasiyla kitosan verimi de artmistir. Bunun
sebebinin; ¢ayda bulunan mineral (manganez, demir, azot), glikoz ve nitrojen

kaynaklarinin artmasiyla olabilecegi diisiintilmektedir.

Benzer bir calismada, patates dekstroz suyunun besiyeri olarak kullanilmasinin
birgok maya ve kiifin kitosan verimlerine etkisi gozlenmistir (Shimahara ve ark.,
1989). Bu ¢alismada Rhizopus oryzae TISTR3245'in 138 mg/g kuru agirlikta (%14
kitosan) maksimum bir kitosan verimi verdigi gosterilmistir. L. edodes'in kitosan
verimi %1,4-3,5 (Crestini ve ark. 1996), R. oryzae'nin kitosan verimi %13-15 (Hang,
1990) ve Rhizopus spp. kitosan verimi %13,8-14,6 olarak raporlanmistir (Shimahara
ve ark., 1989). Bu ¢alismada ise, ti¢ ayr1 konsantrasyona sahip besiyeri ortamlarindan
en yiiksek kitosan igerigi %20°lik ¢ay karisimindan elde edilen %17,57 Kkitosan ile
diger ¢aligsmalarla kiyaslandiginda benzer bir verim alindigi goriilmektedir (Tablo
4.2)).

Tablo 4.2. Farkli mikroorganizmalardan iiretilen kitosan miktar1 (Pochanavanich ve Suntornsuk, 2002).

Tiirler Kitosan Uretimi (mg/g) Kitosan Verimi (%)
Aspergillus niger 107 11
Rhizopus oryzae 138 14
Lentinus edodes 33 3,3
Pleurotus sajo-caju 12 1,2
Zygosaccharomyces rouxii 36 3,6
Candida albicans 44 4.4

4.2. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR) Ol¢iimii

Atik gayda tretilen A. niger’den ekstraksiyon yoluyla iiretilen kitosandan elde edilen
FT-IR pikleri Sekil 4.2.°de verilmistir. Burada A. niger’den tiretilen (ASPN) (a)’in
degerleri; 3415 cm™, %87,04 T 3280, 3168 ve 1697,3, 1637,26 cm ', %87,10 T
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1547,98 cm 7, %75,95 T, 1407,96 cm ™ %71,69 T, 1019,29 cm ™, %89,27 T, 798,54
cm 7, %82,96 T, 511,11 cm ! %63,10 olarak bulunmustur. Ticari kitosan (TCK) (b)
3288,30 cm 7, %94,90 T, 2924,4 2877,5 1648,90 cm 7', %95,23 T, 1569,3 1375,57
cm 71, %95,12 T, 1063,5 1027,12 cm ™', %87,30 T, 555,27 cm 7', %96,29 T olarak

bulunmustur.

a)

1007

95

904

1019.29cm-1, 89.27%T

85- 3415.20cm-1, 87.04%T

%T

801

639.07cm-1, 72.64%T
1407.96cm-1, 71.69%T

651

511.11cm-} 63.10%T

“4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400
cm-1

Name Description

ag  ag

b)

565.27cm-1, 96.20%T

1375.57cm-1, 95.12%T

3288.30cm-1, 94.90%T 1648.90cm-1, 95.23%T

%T
8

1027.12cm-1, 87.30%T

8 T T T T T T T !
4’000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400
cm-1
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kontrol_1  kontrol

Sekil 4.2. Elde edilen kitosanlarin FT-IR spektrumlart ve tepe degerleri (a) ASPN: A. niger’den iiretilen kitosan ve
b) TCK: Ticari kitosan, T:Transmittance)
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Sirasiyla; A. niger misellerinden iiretilen kitosanin 3415 cm ™! bandi ve ticari kitosanin
da 3288 cm ™! bandi, —-NH: ve —OH grubunun gerilme titresiminden kaynakli olustugu
sOylenebilir (Xu ve Du, 2003; Wang ve ark., 2004).

A. niger’den iretilen kitosanin 1637 cm ™ band ve ticari kitosanin 1648 cm ™' band:
karbonil gerilme -NH amid baglanti proteininden kaynakli oldugu disiiniilmektedir.
Ayrica A. niger’den tretilen Kitosan 1637 cm ™', 1690 cm ™' ve 1547 cm 7!, 1542 cm ™!
bantlarinin karbonil (C=0O-NHR) ve amin (-NH:) grubunun ana Kkarakteristik
bantlarina ait oldugu diisiiniilmektedir (Arof ve Osman, 2003; Salokhe ve ark., 2005).

A. niger kitosaninin 1407 cm ™' band1 -NH ikincil aminleri, 1019 cm ™ bandi C=0
germe ve 1407 cm ', 1338 cm "“deki bantlar1 kitosanin sakkarit yapisina
atfedilmektedir (Mincheva ve ark., 2004). Ticari kitosanin 1569 cm ™! ve 1375 cm ™!
bantlar1 yine A. niger kitosandan elde edilen spektrumdaki bantlar1 ile benzerdir. A.
niger kitosaninin 798 cm ~"’deki bandi1 -NH birincil ve ikincil aminleri, 1637 cm ™,
1547 cm 7' ve 1407 cm ! bantlar1 proteinin kitosana baglandigini gostermektedir.
Kitosanin spektrumu, amid (1697 cm ™) ve amino gruplarimin karakteristik bantlarini
gostermistir (Han ve ark., 2010). Ancak, bu absorpsiyon bandinin amino deformasyon
modunun karakteristigi oldugu raporlanmaktadir (Brugnerotto ve ark., 2001). Ticari

kitosana ait spektrumda bahsedilen birincil ve ikincil amin bandlart gériilmemistir.

Fungal kitosanin 1407 cm™’deki keskin piki CHs gruplarindaki simetrik egilmeyi
gostermektedir. Sekil 4.2. incelendiginde A. niger kitosan1 3415 cm™ bandi, 87,04
%T wve ticari kitosan ile benzer sekilde 3288 cm™ bandi, 87,30 %T benzer iki pik
goriilmektedir. 4 niger kitosaninin daha genis bir pike doniistiigii ticari kitosan ile
kiyaslandiginda 3288,30 cm ™ bandi, 94,90 %T oldugu, ticari kitosanin
spektrumunda ise daha az oldugu gorilmektedir. Kitinden kitosana doniisiim
sonrasinda, sekonder amid gruplariyla iliskili olan 3415-3280-3168-1697-1407 ve
1019 cm™ dalga sayilarindaki ve C-H baglartyla ilgili 1407 cm™"’de primer amidle
iliskili pik ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (Velde ve Kiekens, 2004).
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Elde edilen degerler ticari kitosan ile kiyaslandiginda A. niger’den alinan kitosan %T
degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ticari kitosan, A. niger’den alinan
kitosan ile kiyaslandiginda; 3288 cm ™%, 1648 cm ™%, 1569 cm ™', 1027 cm ™ ve 555 cm
“! bantlarinin uyumlu oldugu goriilmektedir. Ticari kitosanin (b) 500 cm ™ bolgesinde
digerlerine gore farklilik goriilmiistiir. Bunun sebebinin ticari kitosanin kabuklulardan
elde edilmesinden kaynakli farklilik sebebiyle ve ekstraksiyon islemindeki kalinti

maddeler olabilecegi diistiniilmiistiir.

%T
B
e el
e

W

651 I "\,.

| o
60; \ | \\ r

555 .u‘/ ;\. J

400 300 30 2500 200 180 1000
Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4.3. A. niger fungusundan elde edilen kitosanin FT-IR analizi (A: Ticari kitosan; B: 1 M NaOH ile muamele -
121°C, 20 dak; C: 1 M NaOH ile muamele - 90°C, 2 saat) (Koger, 2015)

A. niger fungusundan elde edilen kitosana ait FT-IR spektrumlari Sekil 4.3.’te
verilmistir. Elde edilen spektrumlarin birbirleri ile ve ticari kitosan ile uyumlu olduklari
goriinmektedir (Koger, 2015). Koger (2015)’in A. niger’den iiretilen kitosanin FT-IR
sonuglart ile kiyaslandiginda atik ¢ayda gelistirdigimiz A. niger’den elde edilen

kitosanin FT-IR analizi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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4.3. Fungal Kitosanin Antimikrobiyal Ozellikleri

Bu ¢alismada A. niger’den elde edilen kitosanin antibakteriyel ve antifungal aktivitesi
P expansum, A. sydowii, A. wentii, A. japonicus, A. flavus, A. clavatus, W. saturns, S.
cerevisiae, E. coli O157:H7, S. aureus, S. Enterica, S. Typhimurium ve L.
monocytogenes patojenlerine karsi belirlenmistir. A. niger’den elde edilen kitosanin
antimikrobiyal aktivitesi yogunluklara gore ticari kitosan ile karsilagtirilmistir. Tablo

4.3.’te goriilen 6rnekteki gibi incelenmistir:

Tablo 4.3. Fungal kitosanlarin konsantrasyonlarina gore antimikrobiyal aktiviteleri

Konsantrasyon (%)

Mikroorganizma 0 0,125 0,25 0,5 1 2 4 6
A. japonicus - - - + + + + T
A. flavus - - - - - + + T
A. clavatus - - - + + + + T
A. sydowii - - - - - - + T
A. wentii - - - - - n + T
P. expansum - - - - + + + +
W. saturns - - - + + + + T
E. coli O157:H7 - - - - - + + +
L. monocytogenes - - - - + + + +
S. aureus - - - - + + T T
S. cerevisiae - - + + + + + T
S. Enterica - - - - - - + +
S. Typhimurium - - - - - - + T

((+) Zone var, (-) Zone yok)

Tablo 4.4. Ticari kitosanin konsantrasyonlarina gére antimikrobiyal aktiviteleri

Konsantrasyon (%)

Mikroorganizma 0 0,125 0,25 0,5 1 2 4 6
A. japonicus - - + + + + + T
A. flavus - - - + + n + T
A. clavatus - - + + + + + T
A. sydowii - - - - + + + +
A. wentii - - - + + + + +

((+) Zone var, (-) Zone yok)
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Tablo 4.4. (Devami)

P. expansum - - - - - + + +
W. saturns - - - - + + T T
E. coli O157:H7 - - - - + + + T
L. monocytogenes - - - + + + + +
S. aureus - + + + + + + +
S. cerevisiae - - + + + n + T
S. Enterica - - - - T + T T

+ + + +

S. Typhimurium - - - -

((+) Zone var, (-) Zone yok)

A. niger’den elde edilen kitosanin en yiliksek antimikrobiyal aktiviteyi S.
cerevisiae’ye karsi, en diigsiik antimikrobiyal aktiviteyi ise A. sydowii’ye kars
gostermistir (Tablo 4.3.). Ticari kitosanda ise en yiiksek antimikrobiyal aktivite S.
aureus’a, en diisiik antimikrobiyal aktivite ise P expansum’a karsi gorilmiistiir
(Tablo 4.4.). Genel olarak bu ¢alismada fungal kitosan kiiflere, maya ve bakterilerden
daha fazla antimikrobiyal etki gostermistir. Ticari kitosan ise maya ve bakterilere
karsi, kiiflere gére daha fazla etkili oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte ticari
kitosan, fungal kitosana gore test edilen mikroorganizmalara karst daha fazla

antimikrobiyal aktivite gosterdigi raporlanmaistir.

Bu caligmada {iretilen fungal kitosan hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
bakterilere kars: etkili olup antibakteriyel aktivite gosterdigi bakterilerden bazilar1 L.
monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. Typhimurium’dur (Sekil 4.4.). Son yillarda
yapilan caligmalarda kitosanin bakteriler {izerindeki inhibitoér etkisinin daha ¢ok
bakteriyostatik oldugu gorilmiistir (Goy ve ark., 2009; Kong ve ark., 2010).
Kitosanin antifungal aktivite gosterdigi mayalardan bazilar1 C. albicans, C. lambica,
S. cerevisiaedir (Guo ve ark., 2007; Goy ve ark., 2009; Guo ve ark., 2008).
Yaptigimiz ¢caligmamizda da fungal kitosanin en fazla antimikrobiyal etki gosterdigi

mikroorganizma S. cerevisiae’dir.

Khalaf (2004) yaptig1 bir ¢alismada R. oryzae tarafindan iiretilen kitosanin, yengec
kabuklarindan elde edilen kitosan ile karsilastirildiginda, B. cereus, P. aeruginosa,

Salmonella spp. ve E. coli gibi ¢esitli patojenik bakteri suslarina kars1 daha yiiksek
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antibakteriyel aktivite sergiledigi bulunmustur. A. niger misellerinden ticari kitosana
kiyasla E. coli ve Salmonella spp.’ye daha az antimikrobiyal aktivite gosterdigi
gozlenmistir. Yine benzer bir ¢calismada, No ve ark., (2003) farkli vizkoziteye sahip
kitosan ¢ozeltilerinin L. monocytogenes, V. parahaemolyticus ve S. aureus'un
gelisimi 6nemli oranda engelledigini, E. coli'nin gelisiminde ise 4-5 log'luk bir azalis
sagladigimi raporlamiglardir (No ve ark., 2003). Bu g¢alismada da benzer olarak
kitosan L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli'nin de gelismelerini 6énemli 6l¢iide

engellemistir.

Sekil 4.4. S. aureus’un inhibisyon testinin goriintiisii

4.4. Deasetilasyon Derecesinin Sonuclari

Kitosanlarin deasetilasyon derecesinin sonuglart Tablo 4.5.’te gosterilmektedir:

Tablo 4.5. Kitosan c¢esitlerinin deasetilasyon sonuglari

Cinsi Kitosan kiitlesi (m) HCI (mL) NaOH Hacmi (mL)
Ticari kitosan 0,1 10 11

A. niger’den alinan 0,04 4 8

kitosan

A. niger’den alinan kitosanin deasetilasyon derecesi:
% asetil=V x0,04305 ~+w=%38
Deasetilasyon Derecesi (%) = 100 — % asetil = %92

Ticari kitosanin deasetilasyon derecesi:
% asetil=V x0,04305 ~w=%11
Deasetilasyon Derecesi (%) = 100 — % asetil = %89
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Sonuglara bakildiginda; ticari kitosanin deasetilasyon degeri %89, fungal kitosanin
deasetilasyon degeri ise %92 bulunmustur. A. niger’den aliman kitosanin
deasetilasyon derecesinin ticari  kitosandan yiiksek oldugu = gorilmiistiir.
Deasetilasyon derecesi kitosanin fizikokimyasal ozelliklerini etkileyen onemli bir
parametredir. Yiiksek derecede deasetilasyona sahip kitosan, yiiksek pozitif yiiklere
sahiptir ve pihtilastirici veya selatlayici ajan, berraklastirict ajan veya antimikrobiyal
ajan olarak gida uygulamalar1 i¢in daha uygundur (Crestini ve ark., 1996).
Pochanavanich ve Suntornsuk’un (2002) yaptiklart g¢alismada ticari kitosanin
deasetilasyon degeri %98 ve fungal kitosanin deasetilasyon degeri %90 olarak

raporlamistir. Sonuglarin birbirine yakin oldugu goriilmektedir.

4.5. Alan Emiilsiyon Taramal Elektron Mikroskobu (FESEM) Sonuclar1

A. niger’den elde edilen kitosanin (a) yiizey morfolojisi incelendiginde hem porlu
hem de nanofiber yapilarinin oldugu goézlenmistir (Sekil 4.5.). Ticari kitosanin (b)
ylizey morfolojisinin de nanofiber ve kitosanin yiizeyinin ise yine zayif ve ¢ok net
olarak goriilemeyen fiberlerden olustugu ve mikro porlarin oldugu gozlenmistir
(Sekil 4.5.). Mevcut ¢alismadakine benzer sekilde krill, Gammarus argaeus ve pembe
karides gibi Crustacea grubuna ait canlilardan elde edilen kitin ve kitosan yapilarinin
yiizeyleri porlu ve nanofiber yapilardan olustugu diger caligmalarda da tespit
edilmistir (Kucukgulmez ve ark., 2011; Kaya ve ark., 2013; Wang ve ark., 2013).
Funguslardan elde edilen bazi kitin ve kitosanlarin ise porlu ya da nanofiber
yapilarinin bulunmadigi tespit edilirken (Yen ve Mau, 2007), diger baz1 funguslardan
elde edilen kitin ve kitosanin sadece nanofiber yapilardan olustugu raporlanmistir

(Cahn ve ark., 2001, Yen ve Mau, 2004, Ifuku ve ark., 2011).
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a)

b)

Sekil 4.5. A. niger’den iiretilen kitosanin SEM goriintiileri (a) ve ticari kitosandan elde edilen SEM goriintiileri

(b)
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A. niger’den elde edilen kitosanin mineral yapisini gdsteren kompozisyon
spektrumunda, ticari kitosana gore karbon (C) degerinin yiiksek oldugu dolayisiyla
ticari kitosanin A4. miger’den iiretilen kitosandan daha uzun zincire sahip oldugu
sOylenebilir (Sekil 4.6.). A. niger’den iiretilen kitosanin sodyum (Na) miktarinin ticari
kitosandan ¢ok daha fazla oldugu, A. niger’den iiretilen kitosanda ticari kitosandan

farkli olarak kalsiyumun (Ca) olmadig1 goriilmektedir.

a)
Specmnnl
T
0 FTa
C
“I = T = | T T T T I T
10.
cursm:"'h}nl Iml ' IQI Inrl ' ol I"I"1' II"'1—I I'F‘n ' I'IJ' II"‘1 I'.'&n (£ Il".o
[Wert=533 Wirdmar 0.005 - 40.955= 2369 ot
Elt| Ling Intensity Error| Conc | Units
(c/s) 2-sig
C | Ka | 43.34 4.164 | 18.258 | wt.%
O | Ka | 15242 | 7.808 | 37.481 | wt.%
Na| Ka | 371.24 | 12.185 44.261 | wt.%
100.000 wt.%| Total
kV 15.0

Takeoff Angle 35.0°
Elapsed Livetime 10.0
Sekil 4.6. Kitosanlarin mineral dagilim spektrumlar1 a) A. niger’den iiretilen kitosan spektrumu, b) Ticari kontrol

kitosan spektrumu
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Takeoff Angle 35.0°
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Sekil 4.6. (Devami)
4.6. NMR Sonuclari

NMR spektrumunda (Sekil 4.7.) (a) D:O ile ¢oziindiiriilmiis kitosan spektrumunda
iki iiriin elde edilmistir. Elde edilen piklerde; 1,5-2 ppm arasinda kitosan numunesi
ve 4,5-5 ppm arasinda D.O ¢ozeltisi goriintillenmistir. (b) Ds (DMSO) ile
¢oziindiiriilmiis kitosan spektrumda dort pik elde edilmistir. Bunlar; 0,1 ppm
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NMR’dan kaynakli pik, 1,5-2 ppm arasi kitosan numunesi, 2,5 ppm H-:0, 3,5 ppm Ds

(DMSO) goriintiilenmistir. Bu sonug yap1 ile uyumludur.

a)

L

4 13 12 11 10 9 8 7 6 5
Chemical Shift (ppm)

b)

3424
IR
—_—

1.0 0.0

L
) ] >—41639
[

2.

0.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0
Chemical Shift (ppm)

Sekil 4.7. Kitosanin H-NMR Spektrumu ( @) D:O ile ¢6ziinmiis kitosan spektrumu, b) D ile ¢oziinmiis kitosan

spektrumu)



55

Kitosanin tipik bir H-NMR spektrumu Sekil 4.8.'de gosterilmistir. Kitosanin pikleri
2-3-2,4 ppm olarak bulunmustur (Biskup ve ark., 2012). Polimerin her birim
kalintisinda alt1 karbon ve yedi hidrojen atomu bulunur ve bu atomlar C-H baglari
uiretir. Ek olarak, polimer kalintisinin her bir birimi, dort oksijen atomu ile baglanmis
ve O-H gruplart olusturan dort hidrojen atomuna sahiptir. Birim kalintidaki bu
baglarin her biri kendi karakteristik ortamina sahiptir ve dolayisiyla kendi kimyasal
kaymasina sahiptir. Polimerin H-NMR spektrumu, birbirlerine olan baglantilar
nedeniyle hafifce degistirilmis olan bireysel birim kalintilarinin spektrumlarinin {ist
iiste binmesidir. 2,0-2,1 ppm'deki tepe noktasi, ii¢ N-asetil glukozamin (GIcNACc)
protonunu temsil eder ve 3,1-3,2 ppm'deki tepe, glukozamin (GlcN) kalintisinin H-2
protonunu temsil eder. Molekiiliin spektrumunda, anomerik olmayan protonlarin
sinyalleri kismen oOrtiisiir ve spektrumun ortasinda genis bir sinyal zarfi olusturur. H
NMR spektrumunun gesitli bantlar1 arasinda 2,0-2,1 ppm metil protonlar1 en yiiksek
¢Oziiniirliige sahiptir. Sonraki protonlarin sinyalleri, 4,05 ppm'de ¢0Oziiciiniin
(D20O/CDsCOOD) HOD sinyalleriyle ortiigiir. Coziiciilerin kalintt protonlari igin
kimyasal kaymalarin D20 (d = 4.7 ppm) oldugu bildirilmistir (Kasaai, 2009).

GicN H-2
Acetone

GicN H-1 \
GIcNAC H .1 \

S
- :
Lol
- A - - S -

4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 ppn

Sekil 4.8. 65 °C'de D-O iginde kitosanin H-NMR spektrumu (600 MHz). Referans olarak aseton kullanilmigtir
(2.2 ppm) (Yang ve Montgomery, 2000).
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Molekiiler agirlik dagilimi ve ortalama molekiiler agirligin yan sira igsel viskozite
de 6nemli bir rol oynamaktadir. Kitosan ¢dzeltisi agregat icermemelidir, bu nedenle

kitosan i¢in ¢oziicli dikkatli segilmelidir (Rinaudo, 2006).

Yapilan caligmalar ile kiyaslandiginda elde ettigimiz sonuc¢ degerlere yakin
bulunmustur. Kitosanin pikinin biraz diisiik olmasinin nedeninin elde edilen

kitosanin viskozitesinin diisiik olmasina baglanabilir.

4.7. Viskozite Sonuclari

Fungal kitosanin viskozitesi 0,5-0,8 centipoises (CP) ve ticari kitosanin viskozitesi
4,0-4,3 centipoises (cP) olarak bulunmustur. Pochanavanich ve Suntornsuk yaptigi
calismada fungal kitosanin viskozitesi 3,1-6,2 centipoises (cP) olup, yengeg
kitosaninin viskozitesinden oldukga diistiktiir (Tablo 4.6.). Fungal kitosanin ve ticari

kitosanin viskozitesi Pochanavanich ve Suntornsuk (2002) tarafindan bildirilenlerden

diisiik ¢cikmustir.

Tablo 4.6. Kitosanlarin viskozite degerleri
Sicaklik (°C) TCK (rpm) Viskozite (cP) ASPN (rpm) Viskozite (cP)
20 °C 3,1 4,0 0,4 0,5

25°C 3,5 4,3 0,6 0,8




BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Tez c¢alismasi kapsaminda, projemizin amaci atik ¢ay otundan elde edilen besiyerinde
tiretilen 4. niger’den, klasik kitin kaynagina ve iiretim metoduna alternatif olarak
kimyasal yontemlerle kitosan iiretmek ve iretilen kitosanin belirli 6zelliklerini

belirlemektir.

Besiyeri amagli kullanilan %20’lik cay ekstraktindan %17,57, %10’luk c¢ay
ekstraktindan %15,71 ve %5’lik cay ekstraktindan %13,98 oraninda kitosan verimi
elde edilmistir. Kitosan verimi c¢ay ekstrakt miktarinin artmasiyla artmistir. Elde
edilen kitosan miktar1 literatiirde yer alan calismalarda A. mniger fungusundan elde

edilen degerlerin tizerinde oldugu goriilmektedir (Wu ve ark., 2005).

Elde edilen kitosanlarin FT-IR spektrumlart ticari kitosan ile uyumlu olmakla
birlikte, ticari kitosanda 3100 cm™ ‘de kaybolan absorbans bandi fungal kitosanlarin
spektrumlart ile kiyaslandiginda farklilik gostermektedir. Ancak A. niger kiiflinden
elde edilen kitosanin diger benzer c¢aligmalarda FT-IR spektrumlari ile uyumlu
oldugu gériilmiistiir (Koger, 2015). Ilave olarak, Paulino ve arkadaslar1 (2006) ve Di
Mario ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan calismalarda, kabuklulardan elde
edilen kitosanlarin FT-IR spektrumlarinda da ayni pik gézlemlenmektedir; bu da elde

edilen sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Kitosan, tiim mikroorganizma tiirlerine karst diisiik antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Bu aktivite, artan kitosan konsantrasyonuyla dogru orantili olarak
artmakla birlikte artig orani bakteri, maya ve kiif tiiriine gore farklilik géstermektedir.
A. niger kiifinden elde edilen kitosan en yiiksek antimikrobiyal aktivite S.
cerevisiae’ye karsi, en diisiik antimikrobiyal aktiviteyi A. sydowii’ye karsi
gostermistir. Fungal kitosan kiiflere karsi, maya ve bakterilere kars1 gosterdiginden

daha fazla antimikrobiyal etki gdstermistir. Ticari kitosan ise maya ve bakterilere
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karsi, kiiflere gore daha fazla etki gOstermistir. Antimikrobiyal aktivitedeki bu
farklilik kullanilan yontem, mikroorganizma susu ve elde edilen kitosanin

fizikokimyasal 6zelliklerinden kaynaklanmis olabilir.

A. niger kiifiiniin hiicre duvarindan elde edilen kitosanin deasetilasyon derecesi %92
olarak bulunmustur. Ticari kitosanin %89 olarak bulunmus deasetilasyon derecesi

literatiirde raporlanmis degerlerle kiyaslandiginda yiiksek oldugu goriilmiistir.

Elde edilen kitosanlarin deasetilasyon derecesi kullanilan metoda ve serbest amino
gruplar ile kitosanlarin karakteristiginde neden olunan degisikliklere bagli olarak
%30-95 arasinda degismektedir. Amino gruplar1 aktif fonksiyonel gruplar olup
antibakteriyel aktivite i¢in gereklidir (Chung ve Chen, 2008). Daha once yapilan
bircok calismada yiiksek deasetilasyon derecesi sahip olan kitosanlarin diisiik
olanlara nazaran daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Park

ve ark., 2004).

A. niger’den elde edilen kitosanin yiizey morfolojisi incelendiginde hem porlu hem
de nanofiber yapilarinin oldugu gozlenmistir. Ticari kitosandan elde edilen kitosanin
ylizey morfolojisinin de nanofiber ve kitosanin yiizeyinin ise yine zayif ve ¢ok net

olarak goriilemeyen fiberlerden olustugu ve mikro porlarin oldugu gdzlenmistir.

A. niger’den elde edilen spektrumda, ticari kitosana gore karbon (C) degerinin diisiik
oldugu dolayisiyla ticari kitosanin A. niger’den {iretilen kitosandan daha uzun zincire
sahip oldugu raporlanmistir. 4. niger’den iiretilen kitosanin sodyum (Na) miktarinin
ticari kitosandan ¢ok fazla oldugu, A. miger’den iiretilen kitosanda ticari kitosandan

farkli olarak kalsiyumun (Ca) olmadig1 goriilmiistiir.

Fungal kitosanin (0,5-0,8 cP) ve ticari kitosanin (4,0-4,3 cP) viskozitesi literatiirde
verilen degerlere gore diisik cikmistir. Viskozite, kitosan molekiil agirligimin
belirlenmesinde ve dolayisiyla endiistriyel uygulamalarinin belirlenmesinde 6nemli
bir parametredir. Daha yiliksek molekiil agirlik i¢eren kitosan, genellikle endiistriyel

uygulamalar i¢in arzu edilmeyen yiiksek viskoziteli ¢ozlimler sunar. Bu bakimdan
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daha diisiik viskoziteli Kkitosanlar tercih edilir. Kitosanin ¢ozelti viskozitesi,
molekiiler boyutuna, katyonik karakterine ve konsantrasyonunun yani sira ¢éziiciiniin

pH ve iyonik giiciine de baglidir (Rinaudo, 2006).

Atik maddeler kullanilarak yiiksek miktarlarda iiretilebilen kiiften elde edilen kitosan
biyopolimeri, ¢evre ve canliya karsi nontoksik 6zelliginin olmasi, biyolojik olarak
bozunabilir olmasi, yiiksek biyouyumlulugu, bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
bakimindan diger polimerlere kiyasla daha avantajli olmaktadir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 farkli disiplinlerde genis kullanim alanlarina sahip olabilecektir. A. niger’in
diinya genelinde yaygin olarak bulunmasi, kolay kiiltiire edilebilir olmasi nedeniyle
iyi bir alternatif kitosan kaynagi olarak degerlendirilmesi dnerilmektedir. Ilave olarak
bu ¢alisma, Tiirkiye’de ¢ok fazla tiiketilen ¢ay atigina da degerlendirilebilecek bir

alan kazandirmig olup bu konudaki arastirmalar igin yol gosterici olacaktir.
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