LOKAL OLARAK iZOLE EDIiLEN
FUNGUSLARLA KIiTiN VE KiTOSAN
URETIMi
Fatih KAYAR

Yiiksek Lisans Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dah
Doc. Dr. Hakan OZKAN
2021
(Her hakki saklidir.)



T.C.
ATATURK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BIYOLOJI VE GENETIK ANA BILIM DALI

LOKAL OLARAK iZOLE EDIiLEN FUNGUSLARLA KiTiN VE KiTOSAN
URETIMi
(Production of chitin and chitosan by locally isolated fungi)

YUKSEK LISANS TEZI

Fatih KAYAR

Danisman: Dog. Dr. Hakan OZKAN

Erzurum

Haziran, 2021



KABUL VE ONAY TUTANAGI

Fatih KAYAR tarafindan hazirlanan “Lokal olarak izole edilen funguslarla kitin ve
kitosan tiretimi” baslikli ¢calismasi 24.06.2021 tarihinde yapilan tez savunma sinavi sonucunda
basarili bulunarak jiirimiz tarafindan Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali, Gen

Miihendisligi Bilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Bagkani: Prof. Dr. Mesut TASKIN
Atatiirk Universitesi

Danisman: Dog. Dr. Hakan OZKAN
Atatiirk Universitesi

Jiiri Uyesi: Dog. Dr. Serkan ORTUCU
Erzurum Teknik Universitesi

Enstiti  YOnetim  Kurulunun
e ... tarth ve ...... sayili
karar1.

Bu tezin Atatiirk Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi'nin ilgili

maddelerinde belirtilen sartlar1 yerine getirdigini onaylarim.

Prof. Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN

Enstitii Mudiirii

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaklardan yapilan bildiris, ¢izelge, sekil ve fotograflarin kaynak olarak kullanimu,
5846 sayil1 Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



ETIiK BILDIRIiM VE iINTIHAL BEYAN FORMU

Yiiksek Lisans Tezi olarak Dog. Dr. Hakan OZKAN danismanliginda sunulan “Lokal
olarak izole edilen funguslarla kitin ve kitosan {iretimi” baglikli ¢aligmanin tarafimizdan
bilimsel etik ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan eserlerin kaynakc¢ada gosterildigini, Fen
Bilimleri Enstitiisii tarafindan belirlenmis olan turnitin Programi benzerlik oranlarinin

astlmadigini ve asagidaki oranlarda oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Orani (%) Maksimum Oran (%)
Giris 0 30
Kuramsal Temeller 3 30
Materyal ve Yontem 11 35
Bulgular 2 20
Tartisma 2 20
Tezin Geneli 9 25

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Bashk, Kaynak¢a, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve
Ekler kisimlar: tarama dist birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yaninda tek bir
kaynaktan olan benzerlik oranlarimin %5’ten biiyiik olmamas: gerekir.

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki sorumluluklar1 kabul ve
beyan ederiz.

Tez Yazari (Ogrenci) Tez Danismam

Fatih KAYAR Dog. Dr. Hakan OZKAN
24.6.2021 24.6.2021

Imza: Imza:

* Tez ile ilgili YOKTEZ de yaymlamasina iliskin bir engelleme var ise asagidaki alan1 doldurunuz.

O Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle Enstitli Yonetim
Kurulunun ..../.../.... tarthve ............. say1li karari ile teze erisim 2 (iki) y1l siireyle engellenmistir.

O Enstitli Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarith ve ............. sayil1 karari ile teze erisim 6 (alt1) ay siireyle
engellenmistir.

11



TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu ¢alisma, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuvarinda

gergeklestirilmistir.

Yiiksek lisans Tezi olarak sundugum bu calisma boyunca bana her tiirlii konuda
yardimci olan ve destegini esirgemeyen degerli hocam ve danismanim, Dog¢. Dr. Hakan
OZKAN’a, Tez calismamim deneysel kisminmn yiiriitiilmesi asamasinda bana bilgi ve
tecriibesiyle her konuda yardimci olan, ilgi ve destegini higbir zaman esirgemeyen degerli
hocam Sayn Prof. Dr. Mesut TASKIN’a, bana Erzurum Atatiirk Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvarlarini kullanma imkani veren ve deneysel
malzemelerin temini acisindan destegini esirgemeyen Boliim Bagkanimiz Sayin Prof. Dr.

Ahmet ADIGUZEL’e sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar caligmalarimin son asamasina kadar daima yamimda olan, deneysel
asamalarda beni bilgilendiren, sabirli ve giiler yiizlii ¢ok degerli dostum Saym Ogr. Gor.
Meryem DOYMUS’a, her zaman yanimda oldugunu hissettiren, beni daima motive eden, her
konuda bana yardimci olan ve beni destekleyen Saymn Fatma ALTINOK’a, deneylerimin belli
asamalarinda bana yardimc1 olan ve beni bilgilendiren Sayin Dr. Ogr. Uyesi Hamid CEYLAN,
Sayin Ars. Gor. Mustafa Ozkan BALTACI, Sayin Ars. Gor. Mehmet Akif OMEROGLU’a,
laboratuvar ortaminda birlikte caligmaktan keyif aldigim degerli laboratuvar arkadaglarim

Sayimn Ars. Gor. Seyda ALBAYRAK, Sayin Ars. Gor. Tugba ORAK a ¢ok tesekkiir ederim.

Basarimdaki manevi katkilar1 ¢ok biiylik olan, bana daima gilivenen ve her zaman
yanimda olan hayatimdaki en biiylik destek¢ilerim canim annem Sevim KAYAR’a, canim
babam Osman KAYAR’a, canim abim Halil Ibrahim KAYAR’a, canim kardesim Sinan Samil
KAYAR’a sonsuz tesekkiir ederim.

Fatih KAYAR

111



OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

LOKAL OLARAK iZOLE EDIiLEN FUNGUSLARLA KiTiN VE KiTOSAN
URETIMi
Fatih KAYAR
Damisman: Dog. Dr. Hakan OZKAN

Amag: Mevcut ¢alisma lokal olarak izole edilen kiiflerden kitin liretmek, tiretilen kitini kitosana
doniistiirmek ve hazirlanan kitosanin biyolojik aktivitelerini (antimikrobiyal, antioksidan)
belirlemek i¢in gerceklestirildi.

Yontem: Farkli ¢evrelerden toplanan toprak ornekleri diliisyon metodu ile diliie edildi ve
hazirlanan diliisyon ornekleri daha sonra melas bazli agar besiyeri igeren petriler iizerine
transfer edildi. Petriler 25°C’de 6 giin siireyle inkiibe edildi. Gelisen kiif izolatlar1 alt kiiltiire
alind1 ve saflastirildi. Izolatlar kitin igerikleri bakimindan tarandi ve en yiiksek kitin igerikli
izolat se¢ildi. Segilen izolat 18S rRNA analizine gore teshis edildi. En iiretken izolattan kitin
tiretimini arttirmak i¢in bazi kiiltiir parametreleri (melas konsantrasyonu, pH, sicaklik ve
inkiibasyon siiresi) optimize edildi. Izolattan ekstrakte edilen kitin, deasetilasyon prosesi ile
(sicak su banyosunda %50 (w/v) NaOH ile 100°C’de, 2 saat siireyle) kitosana doniistiiriildii.
Hazirlanan kitosanin fonksiyonel grup analizi Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi
(FTIR) kullanilarak gerceklestirildi. Hazirlanan kitosanin antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri sirastyla disk difiizyon yontemi ve DPPH- metodu kullanilarak analiz edildi.

Bulgular: Bu tez calismasinda 35 kiif farkli toprak 6rneklerinden izole edildi ve en yiiksek kitin
igerikli izolatin TZ18 kodlu izolat oldugu belirlendi. izolat TZ18, Penicillium crustosum olarak
teshis edildi. Bu izolattan kitin tiretimi i¢in optimum pH, melas konsantrasyonu, sicaklik ve
inkiibasyon siiresi sirasiyla 6, 120 g/1, 25°C ve 5 giin olarak belirlendi. Optimal kosullar altinda
uretilen Penicillium crustosum TZ18 biyomasinin kitin icerigi %26,4 olarak belirlendi. TZ18
Penicillium Kitosaninin (PK) ve Ticari Kitosanin (TK) deasetilasyon dereceleri sirasiyla %78,3
ve 76,9 oldugu bulundu. TK'ya kiyasla PK'nin E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi daha
yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulundu. TK’nin aksine PK, DPPH* giderme
aktivitesi gostermedi.

Sonu¢: Mevcut calismada ticari kitosana kiyasla Penicillium crustosum kitininden hazirlanan
kitosanin daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterildi. Penicillium crustosum
ile kitin ve kitosanin {iretimi ve hazirlanan kitosanin biyolojik aktivitesi ilk kez mevcut
caligmada test edildi.

Anahtar Kelimeler: Kitin, Kitosan, Melas, Penicillium crustosum, Antimikrobiyal,
Antioksidan

Haziran 2021, 80 sayfa
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ABSTRACT

MASTER THESIS
PRODUCTION OF CHITIN AND CHITOSAN BY LOCALLY ISOLATED FUNGI
Fatih KAYAR
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan OZKAN

Purpose: The present study was performed to produce chitin from locally isolated molds, to
convert the produced chitin into chitosan and to determine the biological activities
(antimicrobial and antioxidant) of the prepared chitosan.

Method: Soil samples collected from different environments were diluted by dilution method
and the prepared dilution samples were then transferred on petri dishes containing molasses-
based agar medium. The petri dishes were incubated at 25°C and 6 days. The developed mold
isolates were subcultured and purified. The isolates were screened in terms of their contents
and the isolate with the highest chitin content was selected. The selected isolate was identified
according to 18S rRNA analysis. Some culture parameters (molasses concentration, pH,
temperature and incubation time) were optimized to increase the chitin production from the
most productive isolate. Chitin extracted from the isolate was converted into chitosan by the
deacetylation process (2 hours at 100°C with 50% NaOH in a hot water bath). Functional group
analysis of the prepared chitosan was performed using Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR). Antimicrobial and antioxidant activities of prepared chitosan were

analyzed using Disk diffusion method and DPPH* method, respectively.

Findings: In this thesis study, 35 molds were isolated from different soil samples and it was
determined that the isolate with the highest chitin content was the isolate coded TZ18. The
isolate TZ18 was identified as Penicillium crustosum. Optimum pH, molasses concentration,
temperature and incubation time for chitin production from this iolate were determined as 6,
120 g/1, 25°C and 5 days, respectively. The chitin content of P. crustosum TZ18 biomass which
was produced under optimal conditions was determined as 26.4%. Deacetylation degrees of P.
crustosum TZ18 chitosan (PC) and commercial chitosan (CC) were found to be 78.3 and 76.9%,
respectively. Compared to CC, PC was found to have higher antimicrobial activity against E.

coli and S. aureus bacteria. In contrast to CC, PC did not show DPPH" scavenging activity.

Results: In the present study, it was shown that chitosan prepared from Penicillium crustosum
chitin had higher antimicrobial activity compared to commercial chitosan. The production of
chitin and chitosan by Penicillium crustosum and the biological activity of the prepared chitosan
were tested for the first time in the present study.

Key Words: Chitin, Chitosan, Molasses, Penicillium crustosum, Antimicrobial, Antioxidant

June 2021, 80 pages
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GIRIS

Kitin, yapisal olarak incelendiginde N-asetil-D-glukozamin birimlerine sahip bir
biyopolimerdir. Dogada diger biyopolimerlerle kiyaslandigi zaman seliilozdan sonra en fazla
bulunan polimer olmasiyla dikkat ¢cekmektedir. Deniz kabuklulari, bocekler, yuamusakgalar ve

fungus tiirlerinin yapisinda bulunmaktadir (Bartnicki-Garcia 1968).

Kitosan ise kitinin molekiiler zincirinde bulunan, N-asetil-D-glukozamin yapisindaki
asetil grubunun deasetilasyona ugramasi sonucunda, D-glukozamin yapisina doniismesiyle
olugmaktadir. Kitinin organik ve sulu ¢oziiciilerde ¢dziinememesi onun endiistriyel alanda
kullaniminm1 kisitlamakta bu yonden ¢ok daha fazla avantaja sahip olan kitosanin 6nemi
artmaktadir. Kitin ve kitosani birbirinden ayiran temel parametre deasetilasyon derecesidir.
Deasetilasyon derecesi %60 ve iizerinde ise kitosan, %60'n altindaki deasetilasyon dereceleri

ise kitin olarak kabul gormektedir (Aiba 1992; Aranaz et al. 2009).

Giiniimiizde ticari kitosan iiretimi i¢in siklikla kabuklu deniz canlilar1 kullanilmaktadir.
Ancak bu canlilardan kitosan iiretiminde; canlilar1 temin etmede sezonluk sinirlama olmasi,
kabuklarda bulunan proteinlerden kaynaklanabilecek alerji riski olusturmasi gibi nedenlerden
dolay1 bu canlilar1 kullanarak kitosan iiretmenin birtakim dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu
sinirlamalart ortadan kaldirmak icin, fermantasyon teknolojisi avantajli bir yol olarak ortaya
cikmistir. Fermantasyon yoluyla; hiicre duvarlarinda kitin ve kitosan bulunduran funguslarin
iiretimi ve bunlardan kitin ve kitosan ekstraksiyonu 6nemli bir yol olmustur. Funguslarin kolay
cogalabilmesi, ucuz ve siirsiz bir kaynak olmasi diisiik mineral igeriklerine sahip olmas1 gibi
nedenler, fermantasyon yoluyla kitin ve kitosan elde etmeyi olduk¢a avantajli kilmaktadir (Nwe

et al. 2002; Teng et al. 2001; Wu et al. 2005).

Kitinin kitosana doniistiiriilmesi islemi temel olarak iki yontemle yapilabilmektedir. Bu
yontemlerden ilki, kitin deasetilaz enziminin kullanildig1 enzimatik yollarla kitinin kitosana
doniistiiriilmesi islemidir. Ikinci yontem ise yiiksek sicakliklarin ve kuvvetli alkali ¢dziiciilerin
kullanildig1 kimyasal yontemlerle kitinin kitosana doniistiiriilmesi islemidir (Chang et al. 1997;

Pareek et al. 2013).

Bu tez calismasinda, farkli illerden toplanan toprak orneklerinden saf kiif izolatlar1 elde
edilmis ve biyokiitlesiyle de baglantili olacak sekilde kitin igerigi agisindan en yiiksek verimin
bulundugu izolat secilmistir. Bu izolatin 18s rRNA analizine gore identifikasyonu yapilarak

Penicillium crustosum izolat1 oldugu tespit edilmistir. Izolat igin optimizasyon calismalar



yapilarak en yiiksek kitin igeriginin elde edildigi optimal sartlar belirlenmistir. Daha sonra bu
kiif izolatindan kitin ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen kitin, kimyasal
deasetilasyon yontemiyle kitosana doniistiiriilmiistiir. Daha sonrasinda elde edilen kitosanin
FT-IR analiziyle karakterizasyonu yapilmistir. FT-IR analizi sonucunda belirlenen bantlardaki
absorbanslarin kullanildig: esitliklerle deasetilasyon derecesi hesaplanmistir. Son olarak elde
edilen kitosanin ticari kitosanla kiyaslandig1 antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Kimyasal
deasetilasyon yontemiyle elde edilen kitosanin bazi bakteriler iizerinde ticari kitosana kiyasla
cok daha yiiksek inhibisyon zonu olusturdugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla elde edilen

kitosanin kayda deger antimikrobiyal aktivitesinin bulundugu saptanmustir.



KURAMSAL TEMELLER

Biyopolimerler

Canli organizmalar tarafindan iiretilmis olan polimerlere genel olarak biyopolimer
denilmektedir. Yesil bitkiler, hayvanlar, bakteriler, mantarlar gibi organizmalar yasam
dongiilerinde siirekli olarak seliiloz, nisasta, kitin, kollajen, jelatin ve bunlarin bir¢ok tiirevini
dogal bir sekilde iiretebilmektedirler (Einbu and Varum 2008). Uretilmis olan bu
biyopolimerler organizmalarda koruma, genetik bilgi ekspresyonu, reaksiyon katalizori,
biyotik ve abiyotik algilama, diger organizmalarin yiizeyine yapisma araci, enetji, karbon ve
diger maddeleri depolama gibi oldukga farkli temel islevlerde gorev almaktadirlar (Sato et al.
1998). Biyopolimer terimi, sadece dogal olarak meydana gelen uzun zincirli molekiiller i¢in
degil, ayn1 zamanda biyo-bazli monomerler ya da bunlardan tiiretilen materyaller i¢in de

kullanilan bir ifadedir (Song et al. 2009).

Biyopolimerler; polisakkaritler, proteinler ve poliniikleotitler olarak {i¢ ana sinifta
gruplandirilmigtir. Polisakkarit biyopolimerlere; nisasta (amiloz/ amilopektin), seliiloz, agar,
aljinat, pektin, kitin, kitosan, hyaluronik asit, ksantan, dekstran, levan, poligalaktozamin,
pullulan, elsinan, maya glukanlar1 gibi bir¢gok polimer 0&rnek verilebilir. Protein
biyopolimerlere; ipek, kollajen / jelatin, elastin, resilin, yapistiricilar, poliamino asitler, soya,
zein, bugday gluteni, kazein, serum albiimin gibi polimerler 6rnek verilebilir (Rebelo et al.

2017).

Bir¢ok biyopolimer tiirli arasinda seliiloz ve kitin en dnemli biyokiitle kaynaklaridir.
Seliiloz bitkilerde sentezlenirken, kitin alt siif hayvanlardan ve funguslardan elde
edilmektedir. Bunlar diinyadaki en bol organik bilesiklerdir. Kitin yapisal olarak seliiloza
benzemektedir. Aralarindaki fark; kitinin C-2 pozisyonunda hidroksil yerine asetamid gruplari
icermesidir. Kitinin en 6nemli tiirevi olan kitosan, alkali kosullar altinda kitinin deasetilasyonu
ile elde edilebilmektedir ve C-2 pozisyonunda amino grubu bulundurmaktadir. Kitosandaki
NH» gruplarinin varhig, kitin ile karsilastirildiginda farkli uygulamalarda kullanim i¢in ¢ok
biiyiik avantaj saglamaktadir (Kurita 2001; Rinaudo 2006).
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Sekil 1. Biyopolimerlerin siniflandirilmasi (Dursun et al. 2010)

Biyopolimerler biyolojik olarak yenilenebilir, parcalanabilir ve biyouyumlu

olmalarindan dolay1 birgok alanda kullanilabilirler (Akila 2014).

Biyopolimerler; biyoloji, kimya, fizik gibi temel alanlarda kullanilmasinin yan1 sira gida
sektori, tip alani, tekstil sanayi, ilag sektorii, giyim sektorii gibi alanlarda; katki maddesi, yapay
organ uygulamalari, boyama, ilag iletim sistemleri, dayaniklilik artici olarak kullanilmaktadir

ve daha bir¢ok alanda biyopolimerlerden yararlanilmaktadir (Ataman 2006).

Funguslar

Mantarlar alemi 1 alt-alem, 7 sube, 10 alt-sube, 35 smif, 12 alt-sinif ve 129 takim olmak
tizere cok biiyiik bir alem olarak kabul edilmektedir (McLaughlin et al. 2009). Mantarlar,



fotosentetik olmayan Okaryotik organizmalardir ve ¢ok ¢esitli ¢evre kosullarinda
biiyliyebilmektedir (Miles and Chang 1997). Diinya {izerinde bir¢cok farkli tiir mantar ya
kendiliginden yetismekte ya da ticari olarak satilmak {izere yetistirilmektedir. Bu mantar
tiirlerinin yaklasik %30-%35°1 insanlar i¢in zehirlidir. Bunun aksine, %65-%70 gibi biiyiik
orandaki tilirler insanlar i¢in yenilebilirdir(Aksu et al. 1996; Aksu et al. 2006; Deniz et al. 2016).
Yenilebilen olan tiirler insanlara oldukg¢a saglikli besin maddeleri saglamaktadir. Bu besin
maddelerinin en 6nemli 6zelligi yiiksek miktarda protein igermesidir. 100-gram mantar i¢in 4-
gram protein igerigi buna 6rnek verilebilir (Askun and Isiloglu 1997; Chang and Buswell 1996;
Polat and Selvi 2011; Ulziijargal and Mau 2011).

Yararli olan mantarlarin aksine bazi mantarlar ise zararli metabolitler tiretmektedir. En
iyi bilinen metabolit mikotoksin olup, bu mikotoksinler kansere ve Oliimlere neden
olabilmektedir (Flannigan et al. 1991). Funguslar ayrica alkol, aldehit, keton gibi maddeler
tiretebilmektedir ve bu maddeler insanlarda bas agrisi, yorgunluk, g6z ve burun yanmasi
yapabilmektedir (Miller 1992). Mikotoksinler, birincil metabolik siire¢lerin basit bir {iriinii
olmasi ve mantarlarin biiylimesi i¢in elzem olmamasindan dolay1 ikincil metabolitler olarak
kabul edilmektedirler. Mikotoksinlerin fonksiyonlar1 tam olarak tespit edilemese de, ayni
ortamda rekabet eden diger mikroorganizmalarin yok edilmesinde rol oynamaktadir. Ayrica,
parazitik mantarlarin konake1 dokulari istila etmek i¢cin bu mikotoksinleri kullanildig: da iddia
edilmektedir. Mikotoksin {ireten mantarlara toksijenik mantarlar denilmektedir. En sik calisilan
mikotoksinler (aflatoksin, fumonisin, patulin); Aspergillus, Claviceps, Fusarium, Penicillium,

Stachybotrys ve Myrothecium gibi tiirler tarafindan tiretilmektedir (Brése ef al. 2009).

Funguslar, hiicre duvarlarinin yapisina katilan kitin, kitosan, glukan gibi maddeleri
yogun bir sekilde bulundurmaktadir. Bu duvar yapisinda bulunan maddeler bir¢ok alanda
kullanildig1 i¢in kitin, kitosan, glukan gibi maddelerin elde edilebilmesi amaciyla son
zamanlarda mantarlara olan ilgi olduk¢a artmustir. Funguslardan; Basidiomycetes,
Chytridiomycetes ve Ascomycetes tiirlerinin duvar yapilar1 kitin bakimindan zenginken,
Zygomycetesler’in duvar yapilari hem kitin hem de kitosan bakimindan zengindir. Bir¢ok
endiistriyel alanda kullanilan kitin, kitosan, glukan gibi polimerler giinlimiizde genellikle deniz
kabuklularindan temin edilmektedir. Ancak, funguslarin tiiriine gore hiicre duvarinda %22 -
%44 oraninda kitin bulunmasi ve kitine ¢ok genis bir alanda ihtiya¢ duyulmas: funguslardan

kitin eldesini ¢ekici hale getirmistir (Patil et al. 2000; Uggiil et al.).

Kitin ve Kitosan

Kitin, N-asetil-D-glukozamin gruplarin1 icermesi ve diinyada diger polisakkaritlerle

kiyaslandiginda seliillozdan sonra en yaygin bulunan polisakkarit olmas1 bakimindan 6nem



kazanmis bir biyopolimerdir (Castro and Paulin 2012; Imamoglu 2011; Yildiz and Yangilar
2014). Funguslar, eklembacaklilar, algler, bocekler, su yosunlari gibi birgok canlinin yapisinda
kitinin bulundugu bilinmektedir. Ticari anlamda kitinin elde edilmesinde en ¢ok bilinen ve
kullanilan yontem deniz kabuklularindan kitin eldesidir (Chaussard and Domard 2004; Kurita
1997; Kurita 2006). Kitin ayrica, funguslarin hiicre duvarlarinin ana maddelerden birini
olusturmasi1 ve sporlar ile misellerin zar yapilarina katilan polisakkarit olmasindan dolay1 son
zamanlarda kitinin elde edilmesinde kullanilan bir diger 6nemli yontem olmustur (Canli tasar
2015). Kitin; Basidiomycetes, Ascomycetes ve Phycomycetes grubu mantarlarda bol miktarda

bulunmasina karsin baz1 mantarlarda mevcut degildir (Sbrana et al. 1995).

Tablo 1. Farkli Organizmalarda Bulanan Agirlikca Saf Kitin Yiizdesi (Uggiil et al. 2016)

Organizma Agirlikea Organizma Agirlikga
kitin % kitin %
Cancer (Yengec) 72,1%%* Periplaneta (Hamam bocegi) 2 HAH
Carcinus (Yengeg) 64,2%* Blatella (Hamam bocegi) 18,4%**
Paralithodes (Kral yengecg) 35%* Coleoptera (Ugur bocegi) 27-35%**
Callinectes (Mavi Yengec) 14%* Diptera (Cift kanatlilar) 54,8%**
Crangon and 17-40 Pieris (Kelebek) 64%**
Pandalus(Karides)

Alaska shrimp (Alaska karides 2@HHH* Bombyx (Ipek bocegi) 44 2% H*
Nephro (Istakoz) 69,8%** Galleria (Balmumu solucani) 33,7%%*
Homarus (Istakoz) 60-75%*%*

Aspergillus niger 4 HwHAk
Clam (istiridye) 6,1 Penicillium notatum 18, 5% F*
Shell oysters (Kabuk istiridye) 3,6 Penicillium chrysogenum 20), [ HH**
Squid pen (Kalamar) 41 Mucor rouxii 44,5
Krill (Kabuklar) 40,2 Lactarius vellereus 19

*Viicut taze kiitlesi ile karsilastirilmasi

**Govde kuru kiitlesine gore

*#*Organik kiitikiil kiitlesine gore

*xxKitikdl toplam kiitlesine gore

*****Hiicre duvarmin kuru kiitlesine gore degerini gostermektedir.

Kitinin bulundugu funguslarin yapisindaki mikrofibrillerin durumuna goére a, B ve vy
formlar1 olarak 3 farkli kitin formu bulunmaktadir. Bu yapilar icerisinde a formu dogada en

fazla bulunan formdur (Gardner and Blackwell 1975; Rudall 1963).



Kitosan, kitinin deasetilasyonu sonucunda olugmaktadir ve kitinin en énemli tirevidir
(Oyar 2015). Kitosan, kitinin deasetilasyonundan farkli olarak; Mucor, Absidia ve Rhizopus
gibi mantar tiirlerinde ise dogal bir sekilde tiretilmektedir (Akila, 2014). Kitosanin direkt olarak
elde edilebilmesi giinlimiizde yalnizca funguslarla sinirlidir (Miyoshi et al. 1992). Kitosan;
dogal, toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilir ve yiiksek molekiiler agirlikli bir
biyopolimerdir ayrica kitosanin nemlendirici, viskozite ve metal iyonlarinin secici selatorii

olmasi gibi ¢ok onemli 6zellikleri bulunmaktadir (Alper 2003).

Kitin ve kitosanin, gida endiistrisi, tarim, biyotip, kagit yapimi ve tekstil endiistrisi gibi
bir¢cok alanda kullanilan bir polimer olmasi, kitin ve kitosana olan ilgiyi oldukca artirmis ve

izerinde yogun aragtirmalar yapilan yeni bir alan olusmustur (Sato et al. 1998).

Kitin ve Kitosanin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kitin ve kitosan arasindaki temel farklardan biri ¢oziiniirliik 6zelliklerinin degisiklik
gostermesidir. Kitin, olduk¢a hidrofobiktir ve suda ¢Oziinmemesinin yaninda diger ¢ogu
organik ¢oziiciide de ¢oziinmemektedir (Madhavan 1992). Kitinin deasetilasyonu sonucunda
olusturulan kitosan ise asetik asit, formik asit gibi seyreltik asitlerde ¢oziinmektedir (Dutta et
al. 1997; Kumar et al. 1999). Kitin, gii¢lii hidrojen baglar1 icermesinden dolay1 ¢ogu toksik
olan 6zel ¢ozeltilerde ¢oziilebilmektedir ve kitinin sadece 6zel ¢ozeltilerde ¢oziinebilmesi cogu
alanda dezavantaja yol agmaktadir. Kitosanin serbest amino gruplar1 sayesinde bazi toksik
olmayan organik c¢ozeltilerde c¢oziinebilmesi, kitinle kiyaslandiginda biiyiik bir avantaj

saglamaktadir (Furusaki et al. 1996; Kurita 1986; Winterowd and Sandford 1995).

Kitin, B-(1-4)-N-asetil-D-glukozamin monomerlerinden olusmaktadir. Gorliniis olarak
bakildiginda beyaz bir renk, sert ve elastik olmayan bir yap1 gostermektedir. Kitosan ise kitinin
deasetilasyonu sonucunda olusmus olan poli D-glukozamin kimyasal yapisina sahip bir

polisakkarittir (Muzzarelli and RAA 1973; Zikakis 2012).

Kitosanin kat1 haldeki yapisina bakildiginda ise sarimsi-beyaz bir renge sahip, kokusuz,

tatsiz ve seffaf oldugu goriilmektedir (Canli tasar 2015).
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Sekil 2. Kitin ve kitosanin kimyasal yapis1

Kitin ve kitosan arasindaki fark yukaridaki sekilde de belirtildigi gibi kitinin C-2
pozisyonunda asetamido (NHCOCH3) grubu bulunurken, kitosanin C-2 pozisyonunda amin

(-NHz) grubunun bulunmasidir (Demir and Seventekin 2009).

Kitin ve kitosanin birbirinden ayirt edilebilmesi icin deasetilasyon derecesi baz
alinmaktadir. Deasetilasyon derecesi %60 ve lizerinde ise kitosan, bunun altinda ise kitin olarak
kabul edilmektedir. Deasetilasyon derecesi; ¢Oziiniirliik, kimyasal reaktivite ve biyolojik
aktivite de dahil olmak iizere kitin ve kitosanin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini etkileyen en

onemli parametrelerden biridir (Akila 2014).

Deasetilasyon derecesini dlgmek icin birgok ydntem kullanilabilir. Ornegin; ninhidrin
testi, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi, kizilotesi spektroskopi (IR), ultraviyole
spektrometresi, yiliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilan yontemlerdendir. Bu
teknikler arasinda kizilétesi spektroskopisi (IR), minimum ornek hazirlamadaki kolaylig
nedeniyle en ¢ok kullanilan yontemdir. Ancak, kizilotesi spektroskopisi teknigi hassas bir

kalibrasyon gerektirmektedir (Aiba 1992; Akila 2014; Khan et al. 2002).

Kitinin molekiiler agirhig 1,03x10% -2,5x10° Da arasinda olmasina ragmen kitinin

deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosanin molekiiler agirhigi 1x10°-5x10° Da’a kadar
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diismektedir. Molekiiler agirligindaki bu azalmanin nedeni deasetilasyonun molekiiler agirligi
diistirmesidir (Cheba 2011). Molekiiler agirligin diismesine neden olan diger parametreler
incelendiginde; ortamda bulunan ¢oziinmiis oksijen miktarindaki yasanan artigla paralel bir
sekilde, kitosanin yapisinda pargalanmalar meydana gelmekte ve bu durum molekiiler agirlig
diistirmektedir. Bir diger parametre ise, 280 °C ve {izerindeki sicakliklarin kitosanin mevcut
kimyasal yapisindaki zincirlere zarar vermesidir. Bu zararin hizi, sicaklik artisiyla paralel bir
sekilde degismekte ve kitosanin yapisinda bozulmalar meydana getirerek molekiiler agirlikta
azalmaya neden olmaktadir (Agboh and Qin 1997; Demir and Seventekin 2009). Kitin ve
kitosan biyopolimerlerinin molekiiler agirligi; kaynak materyalin varyasyonu, hazirlanisi ve
ekstraksiyon metodlarina gore degiskenlik gostermektedir. Bu biyopolimerlerin molekiiler
agirligl, onlari uygun kullanim alanini da belirlemektedir. Ornegin, diisiik molekiil agirlikli
kitosanin daha fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Elsoud and El Kady
2019).

Kitin ve Kitosanin Elde Edilmesi

Yengec, karides, 1stakoz gibi deniz canlilan yiiksek kitin bulundurmasiyla dikkat
cekmektedir. Bununla birlikte, kitinin birgok bdcek tiiriiniin dis iskelet yapisini ve ¢ogu fungus
tiiriiniin hiicre duvarinin ana bilesenini olusturdugu goriilmektedir (Uggiil et al. 2016). Cogu
mantar tlirlinlin hiicre duvari yapitasi olarak kitin bulundurmasinin yani sira Zygomycetes sinifi
mantar tilirlerinin kitine ek olarak, dogal bir sekilde kitosan icerdigi de tespit edilmistir
(Arcidiacono and Kaplan 1992; George et al. 2011; Nadarajah et al. 2001). Giiniimiizde
Aspergillus niger, Mucor rouxii, Rhizopus oryzae, Lentinus edodes, Gongronella butleri,
Phycomyces blakesleeanus, Trichoderma reesei, Absidia blakesleeana, Absidia glauca, Absidia
coerulea gibi bir¢ok mantar tiirii kitin ve kitosanin elde edilebilmesi i¢in ¢alisma odagi
olmustur. Caligilan bu tiirler arasinda en sik arastirma yapilan tiir Mucor rouxii’dir. Bu tiirlin
miselyumundaki kitin ve kitosan miktari, hiicre duvari kuru agirliginin %35’ine kadar

ulasabilmektedir (Elsoud and El Kady 2019).

Mantar miselyumundan kitin elde etmek, diger yontemlerle kiyaslandig1 zaman (deniz
kabuklular1 gibi) mevsimlik sinirlama olmamasi, uygun ve kolay fermantasyon siirecinin
olmasi, iiretim sonras1 atik sikintisinin az olmasi, kabuklarin olusturabilecegi alerji riskinin
olmamasi gibi nedenlerden dolay1 popiilerite kazanmis ve kitin eldesi i¢in 6nemli bir avantaja
sahip olmustur (Muslim et al.). Kabuklulardan elde edilen kitin ve kitosan, farkli fiziko-
kimyasal 6zellikler gosterebilirken, fungal kitin ve kitosan nispeten kontrollii fermantasyon
kosullar1 nedeniyle tutarh 6zellikler gostermektedir. Fungal kitin ve kitosan, bitki bagisiklik

tepkisini indiiklemede daha etkilidir ve potansiyel olarak tarimsal uygulamalar i¢in daha



uygundur (Cooney and Emerson 1964; Kucera 2004). Funguslarda kitin ve kitosan {iretiminin
bir 6nemli avantaji da tretim sirasinda diger yontemlerde kullanilan demineralizasyon
isleminin funguslardaki diisiik mineral iceriginden dolay1 kullanilmamasidir. Bu basamagin
olmamasi hem maliyeti azaltmakta hem de iiretim hizim1 olumlu yonde etkilemektedir
(Synowiecki and Al-Khateeb 2003; Teng et al. 2001).

Tablo 2. Elde Edildikleri Kaynaklara Gére Kitin ve Kitosan Uretiminin Karsilastirilmasi
(Elsoud et al., 2019)

BASIT
KARSILASTIRMA FUNGAL MIiSELYA KABUKLU CANLILAR
Kullanilabililik Mevsimsel veya cografi Bahkglhk endqstnsme bagl ve
sinirlamalar1 yoktur. mevsimler ile sinirhdir.
Inorganik materyaller Disiik seviyede Yiksek seviyede
Ekstraksiyon islemi Basit Sert ¢oziicliler gerektirir
Atik yonetimi maliyeti Diisiik Yiiksek
Demineralizasyon iglemi Gerekli degil Gerekli
Fiziko-kimyasal 6zellikler Tutarl Degisken
Bitki bagusiklik tepkisinin Daha etkili Daha az etkili

indiiksiyonu

Mantarlardan kitin ve kitosan iiretimi, mantar bazli atik maddelerin iyi bir sekilde
degerlendirilmesi sonucu diisiik maliyetle elde edilebilmektedir (Wu et al. 2005). Diinya
capinda her y1l Agaricus bisporus mantarindan yaklasik olarak 50.000 metrik ton atik materyal
meydana gelmektedir. Ote yandan, her yil sitrik asit {iretimi i¢in kullamlan Aspergillus
niger'den yaklasik olarak 80.000-ton misel atiklar1 meydana gelmektedir. Bu mantar atiklar1 ve
diger materyaller, {icretsiz bir sekilde kitin ve kitosan kaynagi olarak degerlendirilip
kullanilabilmektedir (Ali et al. 2002). Mantar tiirlerinde kitin ve kitosan igerigi, mantar
yetistirme yontemine ve fermantasyon sistemine bagli olarak degisebilmektedir (Gabiatti Jr et

al. 2006; Pandey et al. 2000).

Fungal kitin ve kitosanin iiretimi i¢in temel olarak kimyasal yontemler ve biyolojik
yontemler kullanilmaktadir (Casadidio ef al. 2019). Kitin ve kitosanin ekstraksiyonu i¢in su

adimlar takip edilir:

v’ 11k basamakta fungal biyokiitleden protein, yag, karbonhidrat gibi makromolekiilleri
uzaklastirmak icin alkali ile muamele gercgeklestirilir. Alkali i¢cin genelde 1N NaOH
kullanilmaktadir ve 95°C i¢in 1-6 saat, 121°C i¢in 15dk-1saat siire alkali muamelesi
yapilmaktadir.

v Ikinci basamakta kitin ve kitosan1 birbirinden ayirmak igin seyreltik asit
kullanilmaktadir. Genel olarak asetik asit ve hidroklorik asit kullanilmakta ve 95°C

de 3-15 saat muamele edilmektedir.
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v Son basamakta; alkali ortamda kitosan ¢oktiiriilerek elde edilirken, ¢oziinmeyen

kisimdan ise kitin elde edilmektedir.

Fungus tiirii, sicaklik, ph, kiiltivasyon yontemi gibi parametreler elde edilen kitosanin

verimini etkilemektedir (Koger 2015; Muslim et al.)
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Cdzinen protein
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Y }
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8000 g, 20 dakika
Disth ¥ 2M NaQH ¥
1@ SU/ pH 7 olana kadar yikama gozeltisi Clktiirme iglemi
E »  —— | 20°'C pH=10

l
_ELl ‘l’lim —

i
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ibq Y- Distile su |

l » PH 7 olana kadar yikama
Yikama Etanol l
l —_— Yikama
Vakum kurutma !

Kitin Vakum kurutma

Sekil 3. Kitin ve kitosanin elde edilmesi (Koger, 2015)
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Funguslarin Uretiminde Kullanilan Besin Ortam

Glinlimiizde gelisen fermantasyon teknolojisi bizlere kitin ve kitosan tiretiminde
alternatif bir yol saglamaktadir. Fermantasyon yontemi ile hiicre duvar yapisinda kitin ve
kitosan bulunan funguslar genis 6l¢ekte iiretilebilmekte ve bu funguslardan bol miktarda kitin
ve kitosan elde edilebilmektedir. Fermantasyonla iiretimi yapilan funguslar diger yontemlerle
kiyaslandiginda basit besin ortamlarinda hizli ¢ogalabilmesi ve besin maddesinin temininin
kolay ve ucuz olmasi nedeniyle avantaj saglamaktadir (Teng et al. 2001; Wu et al. 2005).
Funguslardan kitin ve kitosan tiretmek i¢in, hem kat1 hal fermantasyonu (SSF) yontemi hem de
batik fermantasyon (SMF) yontemi kullanilabilmektedir. Kati hal fermantasyonunda,
mikrobiyal biiyiime serbest suyun olmadigi nemli kati yilizeylerde gerceklesirken, batik
fermantasyonda mikrobiyal biiyiime sivi ortamda gerceklesmektedir (Gabiatti Jr et al. 2006;
Pandey et al. 2000).

Fungal kitosan tiretiminin verimi; kullanilan mantar susu, yetistirilen kiiltiir ortami, ph,
sicaklik, karisim orani, karistirma hizi ve yetistirme siiresi gibi parametrelere gore degisiklik
gdsterebilmektedir. Uretim veriminin arttirilabilmesi i¢in ya biyokiitle miktar1 arttirilmali ya da

hiicre duvarindaki kitosan igerigi arttirilmalidir (Jaworska and Konieczna 2001).

Funguslardan maksimum kitin ve kitosan verimi elde etmek i¢in, genellikle geg iistel
biliylime asamasinda hasat islemi gergeklestirilmektedir. Funguslar kati ortamda yetistirilebilse
de, kitin ve kitosan izolasyonu genellikle maya pepton glikoz siv1 besiyeri (YPG), patates
dekstroz sivi besiyeri (PDB) veya pekmez tuz ortami1 (MSM) i¢inde gergeklestirilmektedir
(Pochanavanich and Suntornsuk 2002). Ayrica funguslarin iiretiminde kullanilan fermantasyon
siirecinde melas, silempe, peyniralti1 suyu, malt ekstrakt, ypk broth gibi besin ortamlari
kullanilabilmektedir. Melastan fermantasyon yoluyla alkol tiireten fabrikalarda silempe
meydana gelmektedir. Silempe kotii kokulu kahverengi stvimsi bir atiktir. Uretimi yapilan 1
litre alkolden 12 litre silempe meydana gelmektedir. Peyniralt1 suyu ise, siit fabrikalarinda
peynir liretimi sirasinda kazeinin ¢oktiiriilmesi sonucunda meydana gelen yesilimsi bir sividir

(Kahyaoglu and Kivan 2007).

Melas seker sanayiinde yan {iriin olarak seker kamisi ve seker pancarindan elde edilir
ve endiistride kolay ve ucuz temin edilebilmesinden dolayr siklikla kullanilmaktadir.
Fermantasyon ortaminda karbon kaynagi olarak kullanilmasimin yani sira, igerdigi diger
maddeler sayesinde ortami zenginlestirmekte ve mikroorganizmalar i¢in oldukga elverisli bir

substrat olarak kullanilmaktadir (Akbas et al. 2014; Canli tasar 2015; Ediz 2004).
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Kitin ve Kitosanin Kullanim Alanlari

Kitin ve kitosan polisakaritlerinin; biyouyumluluk, biyobozunurluk, non-toksisite,
adsorbsiyon gibi 0zelliklerinin olusu biyomateryallerle kullanimi i¢in miikemmel bir kaynak
olusturmaktadir. Bu biyopolimerler, iletkenlik, gozeneklilik ve genis ylizey alan1 gibi kullanigh
fiziksel 6zelliklere sahiptir (Croisier and Jérome 2013; Shukla et al. 2013; Tan et al. 2009).
Kitin ve kitosan birbirleriyle kiyaslandigi zaman kitinin zayif ¢oziiniirliige sahip olmasi
kullaniminm1 siirlandirmaktadir. Kitosan ise daha kolay ¢oziinebilir olmasindan dolay1 genis

capta kullanim alan1 olusturmaktadir.

Kitosanin atik su aritimi, besin endiistrisi, tarim, biyoteknoloji, medikal, kozmetik gibi

temel bir ¢cok alanda kullanimi mevcuttur (Akila 2014).

Gida alaninda; dogal kivamlastirict, yiyecek katki maddesi, filtreleme ve temizleme,

boya maddelerini uzaklastirmada kullanilmaktadir (Hirano 1996; Shahidi ef al. 1999).

Medikal alaninda; yara bandi, ilag salim sistemleri, dis uygulamalari, pihtilasma etkeni,

cerrahi uygulamalarda kullanilmaktadir (Dodane and Vilivalam 1998; Jayakumar et al. 2010).

Biyoteknoloji alaninda; protein saflagtirma, enzim immobilizasyonu, hiicre geri

kazanimi, kromatografi uygulamalarinda kullanilmaktadir (Hirano 1996; Spagna et al. 2001).

Kozmetik alaninda; nemlendirici, sa¢ ve cilt bakimi, banyo losyonu olarak

kullanilmaktadir (Hirano 1996; Prashanth and Tharanathan 2007).

Atik su arittimi alaninda; metal iyonlar, radyoaktif bilesiklerin ve boyalarin
uzaklastirilmasi, koagiilasyon ve flokiilasyon uygulamalarinda kullanilmaktadir (Felse and

Panda 1999; Hirano 1996; No ef al. 1996; Rinaudo 2006).

Ziraat alaninda; bitki tohumu kaplamasi, giibre yapimi, fungusit uygulamalarinda

kullanilmaktadir (Hirano 1996; Prashanth and Tharanathan 2007; Wu et al. 2005).

Kitinin deasetile edilmesi sonucu elde edilen veya bazi kaynaklardan direkt olarak elde
edilmis olan kitosanin, reaksiyona girme yeteneginin kitine gdre c¢ok daha iyi olmasi,
giinimiizde kitosana olan ilgiyi arttirmistir. Bunun sonucu olarak; kitosan stabilizator,
baglayici, dagitma ajanu, jellestirici, kayganlastiric, ilag tagima ajani gibi bir¢ok uygulama alan

bulmustur (Ozdemir 2014).

Kitosan, gida kaynakli patojenler de dahil bir¢ok gram-pozitif ve gram-negatif bakteriye
kars1 anti-mikrobiyal aktiviteye sahiptir. Ayrica kitosanin serbest polimer formda bazi

funguslara kars1 anti-fungal etki gosterdigi gozlemlenmistir.

13



Kitosanin bu antifungal aktivitesi; konsantrasyonuna, molekiiler agirligina, kitosana
eklenen fonksiyonel gruplarin tiiriine ve fungus tiirtine bagl olabilmektedir (Jo et al. 2010;
Renault ez al. 2009; Wang et al. 2010). Kitin ve kitosan agir metallerin,boyalarin adsorbsiyonu
ve fiksasyonu icin de kullanilmaktadir (Crini and Badot 2008). Ayrica, su ve yag baglama
kapasitelerinin yaninda emdiilsifiye edici Ozellikleri de mevcuttur (Rabea et al. 2003).
Tripolifosfat (TPP) gibi bir polianyonun siirekli olarak karistirilmasi ve daha sonra kitosan
cozeltisiyle muamele edilmesi sonucunda elde edilen kitosan nanopartikiilii, ilag iletimi ve gen
terapisi gibi cok 6nemli ve kritik ¢alismalarda kullanilmaktadir (Li ez al. 2009; Qi and Xu 2004,
2006).

Tablo 3. Kitosanin Kullanim Alanlar1 (imamoglu 2011)

Uygulama Alanlan Kullammlar:

Gida Dogal kvamlasting
(ida koruyucu
Hayvan yemlerini de iceren yiyecek katkn maddesi
Yiyecek islemede (ornegin seker isleme)
Filtreleme ve temizleme
Hipokolestrolemik madde (zayrflama maddesi)
Atk yiyeceklerin tekrar islenmesi

Liraat Bitki katkn maddesi
Antimikrobiyal ve antifungal madde
Bitki tohumu kaplanmag
Glbre yapimi
Insektisid ve nematositlerde

Medikal Alan Hayvan ve insanlar icin yara band: yapiminda
Sarg) bezi yapminda ve yara tedavisinde (yara tedavisini % 30 oramnda hizlandirmaktad.)
Yamk tedavisinde acty dindirme ve fyilestirme etkisi
Kam pihtilasting madde
Hidrojel yapim
Antikoagiilant ve antitrombojenik materyaller (siilfatlanms-kitin tireveri olarak)
Hemostatik madde
Kontakt lens yapim
llag salim

Kozmetik Sac sekillendirici yapim
Cilt nemlendirmede (nemlendirici kremlerde)
Antikolestrol ve yag baglayicr olarak zayiflama maddesi
Aftershave, deodorantlarda koku giderici madde

Biyoteknoloji Kromatografik yontemlerde
Enzim immobilizasyonunda

Su antim Kirlenmis atik sular icin koagtilasyon ve flokiilasyon
Ank sudaki metal iyonlanmn uzaklastinlmas ve geri kazamm
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Kitin ve Kitosanin Biyolojik Aktiviteleri

Kitin ve kitosanin biyolojik 6zelliklerinin ¢ogu dogrudan fizikokimyasal 6zellikleri ile
iliskilidir. Bu fizikokimyasal 6zelliklere, deasetilasyon derecesi, molekiiler kiitle ve nem igerigi

miktar1 6rnek verilebilir (Aranaz et al. 2009).

Kitin ve kitosan, antikanser, antiiilser, antikolestrolemik, fungistatik, yara iyilestirici
ajanlar, hemostatik, analjezik, antiasit, immunoadjuvan gibi cesitli biyolojik ozellikler
gostermesinin yani sira patojenlere karsi da antibakteriyal, antifungal, antiviral 6zellikler

gostermektedir (Casadidio et al. 2019; Struszczyk 2002).

Kitin ve kitosanin; maya, mantar, bakteri gibi mikroorganizmalarin biiyiik bir kismina
kars1 giiclii antimikrobiyal aktivite gosterdigi bilinmektedir. Ayrica kitosan, gida kaynakli
patojenler de dahil, hem gram-negatif hem de gram-pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivite gdstermektedir. Serbest polimer formunda kitosan, Rhizopus oryzae, Aspergillus niger,
Rhizopus stolonifera gibi funguslara karsi antifungal aktivite sergilemektedir. Kitosanin
antifungal aktivitesi, konsantrasyonuna, molekiiler agirligmma ve fungus tlirliniin yani sira
kitosana eklenen fonksiyonel gruplarin tiiriine de baglidir (Casadidio et al. 2019; Jo et al.
2010; Muslim et al. ; Wang et al. 2010).

Kitin, kitosan ve onlarin oligomerleri iizerinde yapilan antikanserojenik ¢aligmalarin
¢ogu, bu polimerlerin agir metal kaynakli genotoksisiteyi inhibe ettigini ve c¢esitli kanser
tiimorlerine kars1 biiylime inhibitorii ve antimetastatik etkilere sahip oldugunu gdstermistir.
Ayrica son yillarda yapilan g¢alismalar, kitosan oligosakkaritlerin (COS) tiimor inhibitor
etkisinin T hiicre poliferasyonunu arttirmasi vasitasiyla lenfosit sitokinlerinin baglatilmasi ile
iliskili olabilecegi sonucuna varilmistir. Basitce ifade edilirse, COS’un antitiimor mekanizmasi,
T hiicre aktivitesini siirdiirmek ve sitotoksisiteyi arttirmak ig¢in T hiicre farklilagsmasini

hizlandirarak edinilmis bagisiklig1 gli¢lendirmektedir (Akila 2014; Suzuki et al. 1986).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar kitin, kitosan ve onlarin tiirevlerinin alkol,
stiperoksit, hidroksil gibi farkli oksijen radikal tiirlerini uzaklastirabilme yetenegine sahip

oldugunu gostermistir (Demetgiil and Beyazit 2018; Je et al. 2004; Park et al. 2003).

Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller, aerobik metebolizma sirasinda viicutta dogal
bir sekilde iiretilmekte ve lipitlerin, proteinlerin, sekerlerin, sterollerin, niikleik asitlerin
oksidasyonuna neden olmaktadir. Yaslanma silirecinde antioksidan savunma sistemlerinin
zayiflamasi, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)  birikimi ile

sonuglanmaktadir. Dolayisiyla serbest radikallerin kontrolsiiz bir sekilde olusumu ve birikimi
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kalp krizi, kanser, retina hasari, diyabet gibi ¢ok cesitli patolojik duruma yol agan hiicresel

hasara neden olduklari i¢in toksik etki gostermektedir.

Kitin, kitosan, askorbik asit, polifenoller, karotenoidler gibi antioksidan nutrasoétikler,
serbest radikaller ve ROS’un birikmesini 6nleyebilmekte ve yasa bagli hastalik riskini azaltarak
oksidatif hasar1 en aza indirmeye yardimci olabilmektedir. Kitin ve kitosanin antioksidan
ozellikleri molekiiler agirliklarina ve deasetilasyon derecelerine bagli olarak degisebilmektedir.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, diisiik molekiiler agirlikli kitosanin, yiiksek molekiiler

agirlikli kitosana gore daha etkili antioksidan 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Akila 2014).

Miura et al. (1995) tarafindan ilk kez kitosanin antidiyabetik aktivitesinin bulundugu
gosterilmistir. Bu ¢alismada, %5 gida karisimi olarak verilen kitosan, neonatal streptozotacin
kaynakli diyabetik farelerde ve normal farelerde tutarli kan sekeri ve lipit digiiriicti etkiler

gostermistir (Hayashi and Ito 2002; Miura et al. 1995).

Kitin ve kitosan, kesiklerin ya da yaniklarin hizli bir sekilde iyilesmesini saglamak i¢in
yara bandi1 veya yara pansumani yapiminda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Benzer sekilde
cilt ilserlerini iyilestirmede kullanilan ajanlarin, mide iilserleri ve mide mukozal
yaralanmalarin1 onlemede etkili olabileceginin bildirilmesi iizerine, kitin ve kitosanin da
antitilser aktiviteler ve baz1 koruyucu etkiler géstermesi beklenmistir. Yapilan caligmalarda,
diisiik molekiiler agirlikli kitosanin asitte daha iyi ve kolay ¢oziinebilme 6zelliginden dolay1
daha etkili olabilecegi diisiiniilmistiir. Coziinmiis kitosanin antioksidan 6zelliginden dolay1
mide suyundaki pepsin ve H"y1 notralize edebilecegi ayrica ilserli bolgeyi kaplayarak

koruyucu etki gosterebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Akila and Priya 2012).

Literatiir Arastirmasi

Kitin ve kitosan iizerine giiniimiize kadar bir¢ok arastirma ve calisma yapilmistir. Bu

calismalarin kisa bir 6zeti asagida belirtilmistir.

(Hang 1990) yaptiklar1 calismada, kitosani, Rhizopus oryzae'den ikinci degerli iirlin
olarak basariyla iretmislerdir. Ciinkii daha once L (+) laktik asit yapmak ic¢in oryzae
miselyasini kullanmiglardir. Ekstrakte edilebilir kitosanin en yiiksek verimini 700 mg/L olarak
elde etmislerdir. Yine yapilan bu calismada; miselyum hasat zamaninin, ekstrakte edilebilir
kitosan verimi iizerinde derin bir etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Kitosan veriminin,
fermantasyon siiresi ile artis gosterdigini gozlemlemisler ve 72 saatlik miselyal biiylimeden
sonra maksimum seviyeye ulasmis oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica kiiltiir ortamininda, izole
edilen kitosan miktar1 {lizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Benzer

kosullar altinda, piring ortaminda yetistirilen R. oryzae miselyasinin, misir ortaminda
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yetistirilenlerden daha fazla miktarda ekstrakte edilebilir kitosan iiretmis oldugunu
gostermislerdir. Yapilan bu arastirmanin bir diger 6nemli sonucuda, R. oryzae kullanarak hem

kitosanin hem de L (+) laktik asitin eg zamanli bir sekilde tiretilebilir oldugunun bildirilmesidir.

(Miyoshi et al. 1992) yaptiklar1 ¢aligmada; kitosan benzeri materyalleri, NaOH ve
asetik asit ile bes farkli fungus hiicresinden ekstrakte etmislerdir. Verimin, biyokiitlenin %1,2
ila %10,4 arasinda degistigini saptamislardir. Kolloidal titrasyon yontemi ile o6lgiilen
ekstraktlarin N-asetilasyon derecesinin, 6zgiin tiirlere bagli olarak 6nemli Ol¢lide degismis
oldugunu belirtmislerdir. IR (kizilotesi) ol¢timleri ve Elson-Morgan yontemi ile dort gesit
ekstrakti kitosan olarak karakterize etmislerdir ve bir digerinin bu 06zellikte olmadiginm
saptanmuglardir. Fungal kitosanlarin N-asetilasyon derecesi ve Cu®* adsorpsiyon kapasitesini
Olemiislerdir ve bunlar1 deniz kabuklularindan elde edilen, ¢esitli derecelerde N-asetilasyona
sahip kitin ve kitosanla karsilastirmislardir. Fungal kitosanlarin Cu®* adsorbsiyon kapasitesinin
cesitli kaynaklardan elde edilen, benzer N-asetilasyon derecelerine sahip kitosanlarin molekiiler

agirligindan bagimsiz bir sekilde daha yiliksek oldugunu saptamislardir.

(Amorim et al. 2001) yaptiklari ¢alismada, kitosan iiretimini iki Mucoralean susu olan,
Mucor racemosus ve Cunninghamella elegans kullanarak gergeklestirmislerdir. Kitosani, YPD
(Maya oziitii Peptonlu Dekstroz) ortaminda, M. racemosus ve C. elegans'in miselyumundan
farkli biiylime evrelerinde ekstrakte etmiglerdir. Her iki fungusta da kitosan1 hizla tiretilirlerken,
en yiiksek ekstrakte edilebilir kitosan verimini batik kiiltiirde ekimden sonraki 24 saat icinde
elde etmislerdir. 24 saat icerisinde, Mucor racemosus’dan kuru miselyum agirlig1 olarak 35,1
mg /g kitosan verimi elde ederlerken, Cunninghamella elegans’dan kuru miselyum agirlig
olarak 20,5 mg /g kitosan verimi elde etmislerdir. M. racemosus'un kuru miselyumundan izole
edilen kitosan veriminin C. elegans'tan elde edilene gore yaklasik %40 daha yiiksek oldugunu
saptamiglardir. Biiylimenin sonunda, C. elegans'in ve M. racemosus' un biyokiitlesini (kuru
agirlik) sirastyla 2,5 g/100 ml ve 1,5 g/100 ml olarak dlgmiislerdir. Ancak, kitosan iiretiminin
daha fazla biyokiitle ile artmadigini saptamislardir. Kitosanin N-asetilasyon derecesi M.
racemosus'ta %49 olarak C. elegans'ta %20 olarak tespit edilirken, D-glukozamin igerigi

strastyla yaklasik olarak %48 ve %90 olarak tespit edilmistir.

(Wu et al. 2005) yaptiklari caligmada; kitin materyalini, sirasiyla 15 ve 21 giin boyunca
maya pepton dekstroz besiyerinde gelistirdikleri Aspergillus niger ve Mucor rouxii'nin
miselyumundan ekstrakte etmislerdir. Ekstrakte edilen materyalin saflik, asetilasyon derecesi
ve kristallik durumlarini karakterize etmislerdir. Ayrica, antibakteriyel ve uyarici 6zelliklerini
test etmislerdir. 4. niger miselyumunda belirlenen maksimum glukozamin seviyesini %11,10

dw (kuru agirlik) ve M. rouxii miselyumundakini ise %20,13 dw olarak 6l¢miislerdir. Liyofilize
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biyokiitlenin kademeli olarak ekstraksiyonuna dayanarak, M. rouxii miselyasinin hem kitin hem
de kitosan icerigine sahip oldugunu tespit ederlerken, 4. niger in sadece kitin igerdigini tespit
etmislerdir. A. niger ve M. rouxii'nin ham kitin verimini sirastyla %24,01 ve %13,25, M.
rouxiinin kitosan verimi ise %12,49 olarak 6l¢gmiislerdir. Glukanin 6nemli miktarlarinin her iki
tiirden kitin bilesikleri ile iligkili oldugunu ve kullanilan ekstraksiyon yontemi ile elimine
edilemedigini bildirmislerdir. Asetilasyon derecelerini sirasiyla A. niger ve M. rouxii'nin kitini
icin %76,53 ve %50,07 olarak, M. rouxii'nin kitosani i¢in %19,5 olarak belirlemislerdir. Fungal
kitin ve kitosanin kristalliginin, karides kabuklarindan elde edilen materyallerle
kiyaslandiginda daha az yogun oldugunu iddia etmislerdir. Son olarak, iizerinde ¢alisilan tiim
fungus kaynakli kitin materyallerinin, hasat edilen elmalarda Botrytis cinerea ve Penicillium

expansum'un neden oldugu lezyonlari ¢ok 6nemli 6l¢iide azaltmis oldugunu bildirmislerdir.

(Jethanipour ef al. 2007) yaptiklar1 ¢alismada, Zygomycetes mantarinin hiicre duvarinin
kitosan iiretimi i¢in alternatif bir kaynak oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada, kitosan,
filamentli fungus Rhizopus oryzae'nin hiicre duvarindan ekstrakte edilmistir. Kitosanin
antimikrobiyal 6zelliklerini, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureus
gibi ii¢ tipik insan patojenine karsi incelemislerdir. Bu bakterilerin canliliginin, ¢ézeltide 200
ppm fungal kitosan mevcut oldugunda %60 oranindan daha fazla azalmis oldugunu tespit
etmislerdir. Bununla birlikte, fungal kitosaninin minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC);
S. aureus, E. coli ve K. pneumoniae igin sirastyla 300, 500 ve 700 ppm olarak saptanmuistir.
Fungal kitosanin antimikrobiyal aktivitesinin, yukarida belirtilen bakteriler i¢in 100 ppm'den
daha az MBC'ye sahip olan kabuklu deniz calilarindaki kitosandan daha diisiik oldugunu
saptamislardir. Ayrica, kabuklu deniz canlilarinin kitosanina benzer sekilde fungal kitosanin,
gram-negatif bakterilere kiyasla gram-pozitif bakterilere karst daha iyi inhibitoér etki
sergiledigini tespit etmislerdir. Fungal kitosanin antimikrobiyal aktivitesi i¢in olasi
mekanizmanin, hiicrelerin dig zarinin bozulmasi olabilecegini iddia etmislerdir. Bu ¢caligmanin
sonucunda, fungal kitosanin S. aureus, E. coli ve K. pneumoniae’ e karsi antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir. Ancak, kabuklu deniz canlilarinda bulunan kitosanla

kiyasladiklar1 zaman antimikrobiyal aktivitesinin daha az oldugunu saptamislardir.

(Stamford et al. 2007) yaptiklar1 ¢alismada, yeni bir ekonomik kiiltlir ortaminda
gelistirdikleri Cunninghamella elegans tarafindan kitin ve kitosan iiretimi yapmak igin,
mikrobiyolojik siirecler kullanmiglardir. Testi, C. elegans'm, 150 rpm'de bir orbital
calkalayicida 28°C' de inkiibe edilen farkli biiyiime zamanlarinda (24, 48, 72 ve 96 saat) yam
fasulyesi (Pachyrhizus erosus L. Urban) ortami kullanilarak biiylimesini degerlendirmek i¢in

gerceklestirmiglerdir. Liyofilize biyokiitleyi gravimetri ile belirlemislerdir. Polisakkaritleri
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alkali-asit muamelesi ile ekstrakte etmisler ve kiziltesi spektroskopi, titrasyon ve viskozite ile
karakterize etmislerdir. C. elegans, yam fasulyesi ortaminda yetistirilmis ve 96 saat icinde daha
yiiksek biyokiitle verimi (24,3 g/ mL) iiretmislerdir. Yiiksek seviyede kitosani (66 mg/g) ve
kitini (440 mg/g) sirasiyla biiylimenin 48 ve 72 saatinde liretmislerdir. Polisakkaritler, kitin i¢in
strastyla %6,2 ve 3,25x 104 g/mol ve kitosan i¢in %85 ve 2,72x 104 g/mol olarak deasetilasyon
derecesi ve viskozimetrik molekiiler agirlik gosterdigini saptamislardir. Elde ettikleri sonuglar
neticesinde, C. elegans tarafindan kitin ve kitosan iiretmek i¢in kullanmis olduklar1 yam
fasulyesinin yiiksek biyoteknolojik potansiyel gosterdigini bildirmislerdir. Ek olarak, kitin ve
kitosan liretimi i¢in yam fasulyesi kullanilan yeni ortamin, fermantasyon siire¢lerinin maliyetini

azaltmak ve diger birgok amag i¢in kullanilabilir oldugunu 6nermislerdir.

(Di Mario et al. 2008) yaptiklar1 ¢alismada, kitin materyalini yedi tiir Basidiomycetes
miselyumundan izole etmislerdir. Kitinin safligini, asetilasyon derecesini ve kristalligini
karakterize etmislerdir. Kitin veriminin %8,5- %19,6 kuru agirhik arasinda degistigini
saptamiglardir ve kitosan verimini yaklasik %1 olarak tespit etmislerdir. Fungal kitinlerin
ozelliklerinin ticari kitinlere benzer oldugunu belirtmislerdir. Ticari kitosan ile karsilagtirilabilir
diisiik bir asetilasyon derecesine sahip olan kitosanlarin, fungal kitinlerin kimyasal
deasetilasyonu ile elde edilmis oldugunu belirtmislerdir. Yapilan ¢aligmada, fungal biiylime 5
hafta boyunca izlenilmis ve farkli fungus tiirlerinin biiyiime oraninin degisiklik gosterdigini
belirtmiglerdir. En biiyiik biyokiitlenin Auricularia'dan hasat edilmis oldugunu, en diisiik
biyokiitlenin ise Lentinula'dan elde edildigini bildirmislerdir. Verimin, 4. auricula-judae ve P.
ostreatus'tan elde edilen kuru agirhigin %38,5 ila %19,6's1 arasinda degistigini saptamislardir.
Fungal kitin Orneklerinin safligin1  degerlendirmek i¢in glukozaminin miktarini, N-
asetilglukozamini glukozamine donistiiren kitinin asit hidrolizinden sonra belirlemis
olduklarini bildirmislerdir. Bu konuyla ilgili mevcut bilgilere dayanarak ¢alismanin sonucunda,
Basidiomycetes'in miselyumunun iyi bir kitin kaynagi olarak kabul edilebilir oldugunu,
sonradan deasetilasyon ile kitosan tiretimi i¢in kullanilabilir oldugunu ve kitosanin gesitli pratik

uygulamalar i¢in yarar saglayabilecegini bildirmislerdir.

(Wang et al. 2008) yaptiklar1 ¢alismada, 5-10 kDa molekiiler araligindaki diistik
molekiil agirlikli kitosan1 (Imw-kitosan) ilk olarak dogrudan Absidia coerulea miselyasindan
hazirlamislardir. Lmw-kitosan iiretimini iyilestirmek icin, kati hal fermantasyon ortamini,
substrat1 ve diger bilesenleri LMW -kitosan iiretimi lizerindeki etkisini arastirmak i¢in optimize
etmislerdir. Kat1 hal fermantasyonunda, 4. coerulea'dan LMW-kitosan iiretmek icin en iyi
ortamin, 500 ml konik sigelerde, 1-1,5x 4-7 cm, 20 g patates parcalar1, %1 fire, %1 silikroz,
%0,10 MgS04.7H>0, %0,15 KoHPO4, 20 ml su, dogal bir pH olarak belirtmislerdir. LMW-
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kitosani, %2 NaOH ve %10 asetik asit ile yapilan islemlerden sonra elde etmislerdir.
Maksimum LMW-kitosan {iretimini 6,12 g / kg substrat olarak saptamiglardir. Lazer 151k
sacilmastyla kombine olan jel permeasyon kromotografisinin, My/My 1,09 degeri ile 6,4 kDa
My sonucunu verdigini bildirmisler. Uriiniin; FT-IR, X-151n1 kirmimi ve '*C NMR spektrumlari,
standart kitosan ile ayni tipik tepe dagilimlar gosterdigini belirtmislerdir. Bu calismayla,
geleneksel kitosan iiretiminde olusan giiclii alkali kirliliginin azaltilabilecegini ve LMW-
kitosan hazirlamanin iki adimli ydntemlerin yerine yapilan bu tek adimli yol ile avantaj
saglayacagini bildirmislerdir. Ayrica yapilan bu yontemle, 4. coerulea miselyasindan 5-10 kDa
Mw ile LMW-kitosan hazirlanmasinin, ticari olarak uygulanabilir oldugunu ifade etmisler ve
dogrudan LMW-kitosan {iretmek i¢in yeni, basit ve temiz bir teknoloji saglamis olduklarini

bildirmislerdir.

(Tayel et al. 2010) yaptiklar1 ¢calismada, Mucor rouxii 'den dort fungal kitosan (CTS)
tiirii hazirlamiglar ve bunlarin fiziko-kimyasal 6zellikleri incelemislerdir. Kitosan tiplerinin
antimikrobiyal aktivitesi, alt1 patojen de dahil olmak {izere 11 bakteri susuna kars1 arasgtirilmis
ve en etkili tipin, en diisiik viskozite ve molekiiler agirlik (sirasiyla 3,1 cP ve 2,1 x 104 Da) ile
karakterize edilen, en yliksek deasetilasyon derecesine (%95) sahip ve notr suda ¢6ziinebilme
0zelligi bulunan kitosan oldugunu belirlemislerdir. Kitosanin antimikrobiyal etkisine karsi
genellikle gram pozitif bakterilerin gram negatif suslara gore daha duyarli oldugunu
bildirmisler ve bu etkinin 6zellikle ¢evresel biiylime kosullariyla, yani inkiibasyon sicakligi ve
pH degerinden fazlasiyla etkilenebildigini gostermislerdir. Dogal bir alternatif olarak bakteriyel
patojenlerin baskilanmasi i¢in fungal kitosan uygulamalarinin, riski azalttigini ve biyolojik
olarak parcalanabilir biyosidal ajan olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ozetle bu
calismanin sonucunda, fungal kitosan uygulamalarinin, patojen bakterilerin kontrolii i¢in
uygulanabilir oldugunu gostermislerdir. Ayrica, Ozellikle diisiik molekiiler agirliklara ve
yiiksek deasetilasyon derecelerine sahip olan kitosanlarin; biyolojik olarak pargalanabilir
oldugunu ve gida endiistrisi, hijyenik tekstil, farmakoloji ve tip alanlarinda kullanilabilecek

giivenli ajanlar olabilecegini 6nermislerdir.

(Chhabra et al. 2014) gerceklestirdikleri ¢alismada, batik fermantasyondan dogal bir
sekilde izole edilmis olan Aspergillus niger’ den fungal kitosan {iretimini incelemislerdir.
Kitosan veriminde etkili olan pH, sicaklik ve azot kaynagi (maya 06ziitii) gibi biyoproses
degiskenlerinin etkisini batik fermantasyonda analiz etmislerdir. Kitosan verimindeki (0,24
mg/ml) yaklasik 10 kat artigi, 37 © C'de 1 g maya oziitii ve pH 4 ile elde etmislerdir. Fungal
kitosanin deasetilasyon derecesi ile ticari kitosanin deasetilasyon derecesi kiyaslandig1 zaman;

fungal kitosan icin deasetilasyon derecesi %99,8 olarak tespit edilirken, ticari kitosan i¢in bu
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deger %81 olarak saptanmistir. Fungal kitosanin fiziko-kimyasal 6zelliklerini daha kapsamli
bir sekilde tespit etmek amaciyla, DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetre) ve FTIR (Fourier
doniistimlii kizilotesi) spektrometresi gibi analitik teknikler kullanmislardir. FTIR analizi
sonucunda, ekstrakte edilen fungal kitosaninin ticari kitosan ile benzer bir bant profiline sahip

oldugu sonucuna ulasmislardir.

(Yang et al. 2017) yaptiklari calismada, lignoseliilozik prehidrolizat bakimindan zengin
ksilozun Rhizopus oryzae tarafindan etkili bir sekilde fungal kitosan iiretimi igin
kullanilabildigini gostermislerdir. 15 g/L ksiloz R. oryzae fermantasyonu i¢in karbon kaynagi
olarak kullanildig1 zaman, neredeyse tiim ksilozun hiicre biiylimesi i¢in tiiketilmis oldugunu
gormiisler (4,33 g/L biyokiitle) ve kitosan ekstraksiyon verimini 0,11 g/g biyokiitle olarak
belirlemislerdir. 30 g/L ksiloz ve 10 g/L glikoz iceren, seyreltik asit destekli buhar patlamasi
6n muamelesi ile misir stover prehidrolizat, 72 saat boyunca R. oryzae tarafindan fermente
edilmis ve bu ¢alismanin sonucunda biyokiitle ve kitosan ekstraksiyon verimini 10,96 g/L ve
0,09 g/g biyokiitle olarak belirlemislerdir. Dogal deniz kabuklulariin dis iskeletinden (%87,25)
ekstrakte edilen ticari kitosan ile misir stover prehidrolizatindan (%91,27) elde edilen fungal
kitosanin deasetilasyon derecesi karsilastirildigit zaman, misir stover prehidrozilatinin
deasetilasyon derecesinin daha yliksek oldugunu ve misir stover prehidrolizatindan (2,67 mPA-
s) elde edilen fungal kitosanin viskozitesinin ticari kitosanla kiyaslandigr zaman biiyiik bir
diisiise sahip oldugunu tespit etmislerdir. Caligmanin sonucunda, ksilozla kiyaslandigi zaman
glikozun ¢ogu mikroorganizma i¢in daha uygun karbon kaynagi oldugunu tespit etmislerdir.
Ancak ksilozun R. oryzae tarafindan fermente edilen kitosan preparat1 i¢in glikoza gore daha

uygun oldugunu belirtmislerdir.

(Abdel-Gawad et al. 2017) yaptiklar1 calismada, Aspergillus niger biyokiitlesinden
kitosan elde etmislerdir. Calismada elde edilen kitosani, farkli alkali deproteinizasyon kosullari
altinda incelemislerdir. Ayrica, zamanin; kitosan verimi, deasetilasyon derecesi, molekiiler
agirlik lizerindeki etkisinin degerlendirildigi Box-Benhken deney tasarimi kullanmislardir.
Farkli fiziko-kimyasal 0zellikleri bulunan kitosani, ekstraksiyon faktorlerinin farkl
kombinasyonlar1 altinda elde etmislerdir. Yapilan ¢aligmada bildirilen en uygun uzlagma,
tahmin edilen degerlere uygun bir sekilde kitosanin; verimi (7,0 % (w/w), deasetilasyon
derecesi (83,64%) ve molekiiler agirligi (2,70 x 10* Da) olarak saptanmistir. Elde edilen
kitosanin, iyi bir sekilde hidroksil radikallerini uzaklastirdigin1 ve demir iyonlarimi selatlama
yeteneginin sirasiyla %82,40 ve %87,23'e ulastigin1 bildirmislerdir. Calismanin sonucunda;
fungal miselyadan elde edilen, gida, ila¢ ve kozmetik endiistrilerinde cesitli uygulamalarda

kullanim i¢in uygun 6nemli fiziko-kimyasal 6zelliklere sahip kitosanin, umut verici bir kaynak
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olarak kullanilabilecegini géstermislerdir. Ayrica, fungal miselyadan kitosan eldesinin, kabuklu
deniz iriinleri atiklarindan elde edilenden daha kontrol edilebilir bir yol sagladigini
belirtmislerdir. Caligmada istenen en uygun kosullari; 1 M NaOH, 100 °C ve 1 saat olarak
belirlemislerdir. Bu sartlar altinda, kitosan verimini %7,0 (w/w), deasetilasyon derecesini
%83,64 ve molekiiler agirligim 2,70 x 10* Da olarak dl¢miislerdir. Elde edilen sonuglar
neticesinde; fungal kitosanin, ¢esitli endiistrilerde (ilag, gida vb.) emiilgator olarak ve bunun

yant sira dogal bir antioksidan olarak giivenli bir sekilde kullanilabilecegini de bildirmislerdir.

(Aili et al. 2019) yaptiklar1 bu ¢alismada, Penicillium camembertii hiicre duvarindan
kitin ve kitosan polisakkaritlerinin ekstraksiyonunu saglamiglardir. Kati bir ortam {izerinde,
miselyuma uygun 6zenle secilmis kosullar altinda (kiiltiir ortaminda biiylime siiresi 6 giin,
YPGA medium ve pH=5) caligmalarini yiiriitmiislerdir. Sicakligt 20 °C ila 28 °C ye
ayarlamiglar ve sicakligin kitin ve kitosan iiretimi {izerindeki etkisini incelemislerdir.
Biyokiitleyi 20 °C'de 13 g/L ve 28 °C'de 11,6 g/L olarak 6l¢gmiislerdir. Dolayisiyla, artan
sicakliklarin  biyokiitleyi diistirdiiglinii saptamislardir. Test edilen tiim sicakliklar igin,
coziinmeyen alkali fraksiyonlarin (AIM) veriminin hemen hemen aynm1 oldugunu
belirlemislerdir. %2’lik asetik asit igerisinde fraksiyonlarin ¢dziiniirliigiinti incelediklerinde;
¢oziinmeyen bir fraksiyon (AcIM) i¢in maksimum verimi %18 olarak, ¢oziiniir fraksiyon
(AcSM) i¢in ise maksimum verimi %1 olarak belirlemislerdir. AcIM fraksiyonlarinin SEM
mikrograflarinin AIM fraksiyonlarina benzer oldugunu tespit etmislerdir. Bunlarin ticari
kitinden farkli kompakt bir yap1 gostermis oldugunu belirtmislerdir. YPGA ortaminda
kiiltiirlenen Penicillium camemberti'de kitin varligin1t ATR spektroskopisi ile dogrulamislardir.
Bu calismadaki deneysel testler sonucunda; Ascomycota hiicre duvarinin denizsel kaynakli
biyokiitlenin aksine, karmasik bir biyopolimer (kitin-glukanlar-kitosan) icerdigini
belirtmislerdir. Kat1 kiiltiiriin es zamanli bir sekilde kitin ve kitosan ekstraksiyonu i¢in
kullanilan miselyumu, 6nemli miktarda iiretmis oldugunu bildirmislerdir. Hem alkalin hem de
asit ortaminda c¢oziinmeyen glukanlarin varhigini gézlemlemislerdir. Mikroorganizmanin,
28°C'de maksimum kitin (18%) igerdigini tespit etmislerdir. Bunun aksine kitosan miktarinin

ise ¢ok diisiik kaldigini saptamislardir.

(Kumar and Malik 2020) yaptiklar1 bu ¢alismada morfolojik olarak farkli 18 fungus
izolati, 17 bakteri ve 3 aktinomiseti, toprak ve su drneklerinden izole etmislerdir. Bu 38 susun
arasindan 6 mantar izolati, 2 bakteriyel izolat ve 1 aktinomisetin; gosterge olarak p-
nitroasetanilid ile desteklenen kitin agar ortaminda sar1 renk {ireterek olumlu sonuglar verdigini
gostermislerdir. Bu calismanin amaci olarak; kitinin kitosana doniistiiriilmesinde kulanilan

yontemlere alternatif bir yol bulunmasi hedeflenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda olumlu
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sonuglar veren mikroorganizmalarin kitin deasetilaz iiretimi gosterdigini bildirmislerdir.
Dolayistyla kitinin kitosana doniistiiriilmesinde bu mikroorganizmalarin alternatif bir biyolojik

yol olarak kullanilabileceklerini belirtmislerdir.

(Habibi et al. 2020) yaptiklar calismada, Aspergillus terreus'un batik fermantasyonu
yoluyla, tek karbon kaynagi olarak elma atik ekstrakti ortamini kullanarak kitosan iiretimini
arastirmiglardir. Yapilan denemelerde, 30 °C sicaklikta, baslangic pH 5,98 ve Amonyum Nitrat
konsantrasyonu 5,0 g L olarak ayarlanan ortamda fungal biyokiitlenin en yiiksek kitosan
verimini gostermis oldugunu bildirmislerdir. Optimum kosullarda {iretilen kitosani, FTIR
(Fourier dontistimlii kizilotesi), TGA (Termogravimetrik Analiz) ve DSC (Diferansiyel
Taramali Kalorimetre) analizi ile karakterize etmislerdir ve deasetilasyon derecesini %88,2
olarak saptamislardir. Bu c¢alismanin sonucunda; yiiksek biyokiitle konsantrasyonuna
ulagilabilmesi i¢in, ek bir azot kaynagi olarak amonyum nitrat eklenmesi gerektigini
bildirmislerdir. Ayrica, RSM (Yizey sertlik testi) ile yapilan farkl: testlerle; bu islemi etkileyen
diger faktorler olarak sicaklik, baslangi¢c pH's1 ve amonyum nitrat konsantrasyonunun énemini
gostermislerdir. Elma atik ekstresi iizerindeki 4. terreus tiretiminin, kitosan liretimi igin gevre

dostu bir teknoloji olarak yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Tez calismasinda kullanilan kiif izolatlar1, Tirkiye’nin ¢esitli il ve il¢elerinden temin

edilen toprak 6rneklerinden elde edildi.

Calismalarda kullanilan cihazlar

Buzdolab1
Calkalamali Inkiibator
Etiv

Hassas terazi
Manyetik Karistirict
Mikroskop

Otoklav

Otomatik pipet

PCR cihaz1

PH metre

Saf su cithaz1

Santrifiij

Steril Kabin
UV-Spektrofotometre
Vortex

Fourier Transform Infrared

Spektroskopisi (FT-IR) cihazi

Vestel

ZHWY 2102C
BINDER

Ohaus Pioneer
Heidolph

BOECO

HMC Hirayama
Eppendorf
Sensoquest Labcycler
Mettler-Toledo
MP Minipure
Hettich

Telstar Bio-1I-A
Beckman Coulter
Wisemix VM-10
The VERTEX 70v

Deneysel Calismalarda kullanilan kimyasallar, cozeltiler ve besiyerleri

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Boliimii’nden temin edilmistir.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler: Amonyum siilfat ((NH4)2SO4, (Sigma)),
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4 (Sigma)), Magnezyum siilfat (MgS0O4.7H>0 (Sigma)),
Demir II siilfat (FeSO4.7H20 (Sigma)), Sodyum Kloriir (NaCl (Sigma)), Kalsiyum Kloriir
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(CaCl; (Sigma)), Hidroklorik asit (HCI (Sigma)), Sodyum hidroksit (NaOH (Sigma)), Siilfiirik
asit (H2SO4 (Sigma)), Etanol (C2HsOH (Sigma)).

Melas: Erzurum Seker Fabrikasi’ndan (Erzurum, Tirkiye) temin edilmis olan melas,

hazirlanan 6zel besiyeri i¢erisine deney i¢in belirlenen oranlarda ilave edilerek kullanildi.

Kiif izolasyonu icin kullamlan %0,9’luk Fizyolojik Su Cozeltisi: 9 g sodyum kloriir
(NaCl (Sigma)) 1000 ml distile suda ¢ozdiiriiliip otoklavda steril edildi.

Secilen Kkiiflerin yetistirildigi melas agar besiyerinin hazirlamisi: 1000 ml i¢in; 20
ml/L melas, 1g KHoPOs, 1g MgS04.7H>0, 0,5g NaCl, 0,3g FeSO4.7H>0, 0,1g CaCly, 1g
(NH4)2SO4, 20g/L. Agar manyetik karistiricida homojen bir sekilde karistirildi. Daha sonra pH

metre araciligiyla pH 5 olarak ayarlandi. Elde edilen karisim otoklav ile steril edildi.

Secilen kiiflerin yetistirildigi melas siv1 besiyerinin hazirlanisi: 1000 ml i¢in; 20ml/L
melas, 1g KH>PO4, 1g MgS04.7H-0, 0,5g NaCl, 0,3g FeS04.7H>0, 0,1g CaClz, 1g (NH4)2SO4
manyetik karistiricida homojen bir sekilde karistirildi. Daha sonra pH metre araciligiyla pH 5
olarak ayarlandi. Daha sonra siv1 besiyeri esit bir sekilde erlenlere aktarilarak otoklav ile steril

edildi ve kiif ekimi i¢in hazir hale getirildi,

Kiifiin molekiiler analizi icin kullanilan ¢ozeltiler

2X CTAB Buffer: %2’lik CTAB ¢ozeltisi, 1,4 M NaCl ¢ozeltisi, 100 mM Tris-HC1
cozeltisi (pH:8), 20 mM EDTA c¢ozeltisi (pH:8), %1’lik PVP c¢ozeltisi, %0,2°lik 2-
mercaptoetanol ¢ozeltileri hazirlandi ve kullanildi.

50 mM, pH:8 Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) cozeltisi: 1,46 g EDTA 90 ml

distile suda ¢ozdiirtildii. pH 8’e ayarlandi. Son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.

%70’lik Etanol: 70 ml EtOH, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile

tamamlandi.

100 mM Kalsiyum Kloriir (CaClz2) Soliisyonu: 1,11 g CaCl; 100 ml distile suda
¢Ozdiirtildii. Ardindan agz1 pamukla kapatilarak otoklavda steril edildi ve kullanilincaya kadar

+4°C’de saklanda.

Amfisilin Soliisyonu: Soliisyon, distile su ile 20 mg/ml konsantrasyonda hazirland1 ve
0,22 pm ¢apli milipor filtreden gegirilerek steril edildi. Ardindan hazirlanan c¢ozeltili
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

X-Gal Soliisyonu: 40 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti -20°C’de 151k
almayacak sekilde saklandi.
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IPTG Soliisyonu: Soliisyon distile su ile 23,8 mg/ml konsantrasyonda hazirlandi ve
0,22 pum c¢apli milipor filtreden gegirilerek steril edildi. Ardindan hazirlanan c¢ozeltili
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ¢ozeltiler

1X Tris Asetat EDTA (TAE) Tamponu: 20 ml 50X TAE (Sigma) tamponu iizerine
980 ml distile su eklendi.

%71’lik agaroz jel hazirlamisi: 0,9g agaroz (Sigma) 90 ml 1X TAE’de ¢6zdiiriildii ve 2
ul Etidyum bromiir (Sigma) eklendi.

DPPH serbest radikal giderme tayini ile ilgili ¢ozeltiler

0,1 mM DPPH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH 100 mL etanol igerisinde

¢oziiniinceye kadar manyetik karistirici ile 12 saat boyunca karistirildi.

Yontemler

Calisma boyunca kullanilan tiim cam malzeme, pipet ve besiyerleri i¢in otoklavda

121°C’de 20 dakika sterilizasyon islemi uygulandi.

Toprak orneklerinin toplanmasi

Tiirkiye nin gesitli il ve ilgelerinden toprak ornekleri temin edildi. Ornekler; Adana,
Adiyaman, Afyon, Artvin-Yusufeli, Agri, Aydin, Ankara-Kecioren, Bursa, Bayburt-Kop dagi,
Bilecek, Bing6l, Balikesir, Elaz1ig, Erzincan, Erzurum-Ev saks1 topragi, Eskisehir, Erzurum-
Yenisehir, Erzurum-Yildizkent, Erzurum-Cat, Erzurum-Hinis, Erzurum-Universite, Erzurum-
Ispir, Giresun, Giimiishane-Limni golii, Hatay, Istanbul, Izmir- Eski Foca, Kars, Konya,
Kayseri, Malatya, Manisa, Nigde, Rize, Samsun, Sinop-Ayancik, Sivas, Trabzon-Yesiltepe,
Trabzon-Yavuz koyli, Trabzon-Yildizli, Trabzon-Magka, Tokat, Van, Yozgat sehirlerinden
temin edildi. Toprak ornekleri toprak yiizeyinden 10 cm asagidan olacak sekilde alinip, 6rnek

torbalarina doldurularak analiz i¢in saklandi.
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Sekil 4. Toprak 6rnegi alinan yerler
Toprak orneklerinden kiif izolasyonu

Farkli sehirlerden temin edilen toprak oOrneklerinden kiif izolasyonu igin; steril
fizyolojik su ile 5 kat seyreltme islemi uygulandi ve toprak 6rneginin son seyreltme tiipiinden
800 ul 6rnek alinarak daha dnceden hazirlamis oldugumuz agar melas besiyerine ekim yapildi.
Daha sonra petriler 6 giin boyunca, 25°C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan melas besiyerinde
gelisen mikroorganizmalar morfolojik olarak incelendi ve kiif oldugu diistiniilenler saflagtirildi.
Daha sonra petriler 25°C’lik etiivde 6 giin inkiibasyona birakilarak kolonilerin gelismesi
sagland1. Yeterli inkiibasyondan sonra saf olan petrilerden yatik agara ekim yapilarak +4°C’de

daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere saklandi.

Kitin iiretme yetenekleri agisindan izolatlarin taranmasi

Bu asamada melas igeren si1v1 besiyerinde kiiflerin kitin igerikleri analiz edildi. Bunun
i¢in, izole edilen kiif strainler ilk Once yatik agarlarda gelistirildi. Gelistirilen yatik agarlara 10
giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda 10’ar ml steril fizyolojik su (%0,9 NaCl) ilave edildi.
Fizyolojik su ilave edilen yatik agarlar spor homojenizasyonu i¢in 5 dk boyunca vorteks
islemine tabi tutuldu. Ardindan her izolat i¢in spor say1s1 ml’de 107 olacak sekilde siispansiyon
konsantrasyonu ayarlandi. Bu silispansiyonun daha sonra 1 ml’si iiretim besiyerlerinin
astlanmasinda kullanildi. Uretim besiyerlerine her izolat ilave edildi ve izolatlar 25°C ve 150

rpm’de calkalamali inkiibatdrde 6 giin inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda kiiltiirler
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santrifiij edilerek kati fraksiyon alindi. Ardindan kati fraksiyondaki toplam kiitle miktari
belirlendi. Daha sonra her izolatin toplam biyokiitlesinden kitin ekstraksiyonu geceklestirildi.
Maksimum miktarda kitin igeren izolat daha sonraki deneyler i¢in sec¢ildi ve bu izolatin 18s

rRNA analizine gore identifikasyonu yapildi.

-

Sekil 5. Siv1 besiyerinde gelisimi tamamlanan farkli kiif 6rnekleri
Secimi yapilan kiif izolatinin DNA izolasyonu ve klonlanmasi

Secimi yapilan kiifiin tanimlanabilmesi igin ilk olarak DNA izolasyonu, ardindan da

elde edilen DNA ile klonlanma islemi yapilmalidir.

Secimi yapilan kiiften DNA izolasyonu yapilmasi

Kitin iiretme yetenekleri agisindan izolatlarin taranmasi sonucunda se¢imi yapilan kiif

izolatindan DNA izolasyonu i¢in su basamaklar takip edilmistir:

Ilk olarak daha onceden hazirlanan 2X CTAB tampon 65°C’ ye almarak 1sitildi.
Ardindan elde edilen kiif biyokiitlesinden 50-70 mg alinarak havan igerisine konuldu ve lizerine
s1v1 nitrojen eklenerek toz haline gelene kadar iyice ezildi. Daha sonra 1,5 cc’lik ependorf tlipiin
igerisine toz haline getirilen kiif biyokiitlesi konuldu ve lizerine daha 6nceden 1sitilan 2X CTAB

tamponundan 600 pl eklenerek homojen hale getirildi. Ardindan, 62°C’de 30 dakika inkiibe
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edildi. inkiibasyonun sonunda tiipe 20 mg/mL proteinaz K’dan 1 ul eklenerek 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiipiin icerisine 600 ul kloroform-izoamil alkol
(24:1) eklendi ve 10 dakika boyunca ters-diiz edildi. 13,000 rpm’de 10 dakika boyunca, 4°C’de
santrifiij edildi ve siipernatanttan 300 ul alinarak yeni tlipe aktarildi. Alinan supernatant iizerine
2 ul RNase eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiipe esit
hacimde 300 pul kloroform-izoamil alkol eklenerek 5 dakika boyunca ters-diiz edildi. 13,000
rpm’de 10 dakika boyunca, 4°C’de santrifiij edildi siipernatanttan 250 pl alinarak yeni tiipe
aktarildi. Ardindan, tizerine 180 pul soguk izopropanol eklenerek birkag kez ters-diiz edildi ve
20°C’de 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 13,000 rpm’de 10 dakika boyunca,
4°C’de santrifiij edildi ve siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Geriye kalan DNA
peletinin tizerine %70’1ik 500 pl etanol ilave edildi ve 20 kez ters-diiz edildi. Daha sonra 13,000
rpm’de 5 dakika boyunca, 4°C’de santrifiij edildi (2 kez). Etanol uzaklastirildi ve DNA peleti
37°C’de 30 dakika boyunca kurutuldu. DNA peleti 50 pl steril distile suda ¢ozdiiriildii ve
4°C’de 1 gece bekletildi.

izole edilen DNA’nin PCR ve agaroz jel elektroforezi islemleri

Kiiften izole edilen DNA, funguslarda filogenetik analiz i¢in kullanilan ITS1- ITS4
primerleri kullanilarak ¢ogaltildi. Yapilan PCR isleminin basamaklar1 ve kullanilan reaksiyon

karigimi agagida verilen sekildedir:

Tablo 4. PCR Analizinde Kullanilan Reaksiyon Karisimlari

REAKTIFLER KULLANILAN MiKTARLAR (nb)
ddH,0 12,1

PCR tamponu 3

dNTP 0,6

MgCl, 1,8

(ITS1) P1 2,5

(ITS4) P2 2,5

Taq DNA pol. 0,3

DMSO 1,2

DNA 6
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Tablo 5. PCR Programi

ISLEM SICAKLIK (°C) SURE (dk) DONGU
On denatiirasyon 95 4 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 53 1 36
Uzama 72 2 36
Son uzama 72 5 1
Saklama 4 00 -

PCR isleminin gerceklestirilmesiyle spesifik primerlerle hedef bolgeleri ¢ogaltilmis
olan DNA, jel elektroforezi yontemi kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Bu yoOntemin asamalari

asagida siralanmistir:

Ik olarak 1-gram agaroz 100 ml 1X TBE igerisinde agaroz ¢dziinene kadar 1sitild1 ve
bu islem 2-3 dakika mikrodalga firin kullanilarak gergeklestirildi. Agarozun iyice
¢Ozdiriilmesinin ardindan karigim sogumaya birakildi. Karisim soguduktan sonra son karisim
0,5 ng/ml olacak sekilde etidyum bromiir eklendi ve taraklarin yerlestirilmis oldugu
elektroforez tankina dokiilerek donmasi beklenildi. Ardindan elektroforez tanki uygun seviyeye
kadar 1XTAE ile dolduruldu. Jel katilastiktan sonra tarak ¢ikarildi ve jelin ilk kuyusuna 10
kb’lik DNA markiri(3ul) yiiklenildi. Daha sonra 6rneklerin her biri i¢in 1pl 6X yiikleme
tamponu ve Sul ITS1-4 tiriini karistirilarak geriye kalan kuyulara yiiklenildi. Bu islemlerin
ardindan elektroforez cihazi 90 volta ayarlanarak 6rnekler 45-60 dakika yliriimeye tabi tutuldu.
Yiriime siiresinin sonunda DNA’nin goriintiilenmesi i¢in Quantum Vilber Lournat cihazi

kullanildi ve DNA bantlar1 incelenerek not edildi.

Klonlama

Secilen fungustan elde ettigimiz DNA’nin PCR ve jel elektroforezi islemlerinden sonra
klonlama islemi gergeklestirildi. Klonlama islemi bircok basamaktan olusmaktadir bu

basamaklar asagida verilen sekilde gerceklestirildi.

Kompetent hiicrenin hazirlanmast

Kompetent hiicre hazirlamak i¢in ilk olarak Escherichia coli IM101 susu stok kiiltiirden
aliarak canlandirildi. Gelistirilen kiiltiirden tek bir koloni segilerek LB besiyerine aktarim
gerceklestirildi ve 37°C’ye ayarlanan ¢alkalayicili inkiibatérde 1 gece inkiibe edildi.
Inkiibasyonun sonunda gelisen kiiltiirden 300 pl alinarak 2700 ul steril saf su ile seyreltildi.
Daha sonra 600 nm dalga boyuna ayarli spektrofotometrede 6l¢iim yapildi (ODeoo). Hazirlanan

kiltiirden alinmas1 gereken miktarin hesaplanmasi i¢in agsagida verilen denklem kullanildi:

30



(30 x 0,1) / (Absorbans Degeri x 10)

Bu esitlikte; 30= hazirlanacak miktar1 (ml), 0,1= sabit degeri, 10= seyreltme faktdriini
temsil etmektedir. Bu denklemin sonucunda ¢ikan rakam ml cinsinden alinmasi gereken kiiltiiri

vermektedir.

30 ml LB broth iizerine hesaplamadan ¢ikan deger kadar kiiltiir eklenildi ve optik
yogunluk (600 nm’de) degerleri 0,4-0,5’e oluncaya kadar kiiltiir 37°C’de 60-90 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan yeterli yogunluga ulasan kiiltiir 4 °C’de 4400 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ardindan siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

Hiicre peletinin iizerine soguk 100 mM CaCl, ¢6zeltisinden 10 ml eklendi ve tiipe hafif

bir sekilde vurularak ¢oziinmesi saglandi. Ardindan 30-45 dakika buzda bekletildi.

Bekleme siiresinin takibinde 4400 rpm 4°C’de 10 dakika santrifiij islemi
gerceklestirildi. Stipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Elde edilen peletin iizerine soguk
100 mM CaCly’den 2 ml eklenmesinin ardindan hafif¢e vurularak ¢oziinmesi saglandi ve
buzdolabinda 1 gece bekletildi.

Ligasyon islemi:

Ligasyon basamagi, 0,2 ml’lik tiiplerin igerisinde ligasyon karisiminin bir araya

getirilmesi ve 16°C’de 13-15 saat boyunca inkiibasyona birakilmasi agamalarini igermektedir.

Tablo 6. Ligasyon Isleminde Kullanilan Kimyasallar

KULLANILAN KIMYASALLAR MIKTARLAR (ul)
2X ligasyon tamponu 5
PCR iiriinii 3
Vektor 1
T4 DNA ligaz 1

Transformasyon iglemi

Transformasyon islemi i¢in daha dnceden hazirladigimiz ve buzdolabinda bekletilen
kompotent hiicrelerden ependorf tiiplere 200 pl ilave edildi. Ardindan tiiplerin {izerine 5’er ul
ligasyon tiriinii eklenerek 30 dakika boyunca buzda bekletildi. Daha sonra buzda bekletilen
ornekler 42°C’ye ayarlanmis su banyosunda 2 dakika bekletilerek 1s1 sokuna maruz birakildi.
Ardindan ependorf tiiplere 900 pl LB besiyeri eklenildi ve 37°C’de 1 saat 40 dakika bekletildi.
Bekleme siiresinde, oda sicakliginda steril bir sekilde bekletilen ve igerisinde amfisilin bulunan

kat1 besiyerlerine steril kabinde X-Gal ve IPTG’den 40’ar pl eklenilerek ekim i¢in hazir hale
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getirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda ligasyon iiriinii ve kompetent hiicre karisimini iceren
orneklerden 150 pl alinarak ekim i¢in hazirladigimiz petrilere steril bir sekilde ekim yapildi.
Ardindan drigalski yardimiyla karigim petriye iyice yayildi. Daha sonra 6rnekler 37°C’de
yaklasik 14 saat boyunca inkiibe edildi.

Koloni secme ve s kiiltiire alma

14 saatlik inkiibasyonun sonucunda petrilerde mavi ve beyaz kolonilerin geligsmesi
gozlemlendi. Elde edilen beyaz koloniler steril bir pipet yardimiyla alinip, i¢inde 3 ml
amfisilinli LB broth besiyeri bulunan tiiplere aktarimi gergeklestirildi. Ardindan 37°C’de bir
gece boyunca inkiibasyona birakildi.

Koloni PCR i¢in hazirlik ve koloni PCR islemi

Amfisilinli LB broth s1v1 besiyerinde inkiibasyonu tamamlanan kiiltiir i¢erisinden

4 ul alind1 ve igerisinde 16 pl steril saf su bulunan tiiplere aktarildi. Daha sonra tiipler
10 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi ve ardindan 2 dakika buz {izerinde bekletilerek
1s1 sokuna maruz birakildi. Is1 sokunun ardindan tiipler 12,000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij isleminin ardindan elde edilen siipernatant kisim yeni tiiplere aktarildi ve PCR
islemine gecildi. PCR islemi i¢in hazirlanan karisim asagida belirtilen sekilde

gerceklestirilmistir.

Tablo 7. Koloni PCR’da Kullanilan Bilesenler ve Miktarlar1

BIiLESENLER MIKTARLAR (pl)
Siipernatant 3

Taq DNA polimeraz 0,3

MgCl’li Tampon 3

MgCl»(25 mM) 1,8

dH,O 16,1

dNTP mix 0,6

DMSO 1,2

T7 Primer 2

SP6 Primer 2

T7 Primer: 5’-AATACGACTCACTATAG-3’
SP6 Primer: 5~ ATTTAGGTGACACTATAG-3’
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Tablo 8. Koloni PCR Programi

ISLEM SICAKLIK (°C) SURE DONGU
On denatiirasyon 94 30 sn 1
Denatiirasyon 94 30 sn 36
Baglanma 55 30 sn 36
Uzama 72 2 dk 36
Son uzama 72 10 dk 1
Saklama 4 00 -

PCR isleminin tamamlanmasinin ardindan %1°lik agaroz jel hazirlandi. Hazirlanan jele;
istenen genin bulundugu pozitif kontrol, istenen genin bulunmadig1 negatif kontrol, markir ve
PCR iirlinti yiiklendi. Ardindan 90 voltta 1 saat yiiriitme islemi gerceklestirildi. Yiiriitme
iseminin ardindan jel goriintiileme sistemi yardimiyla bantlar goriintiilendi. Istenilen aralikta
bant veren koloniler belirlendi ve plazmit izolasyonu i¢in amfisilinli LB broth siv1 besiyerine

inokiile iglemi gergeklestirildi.

Plazmit Izolasyonu

Bu asamada yapilan plazmit izolasyonu kit kullanilarak gerceklestirilmistir. Plazmit

izolasyonu basamaklari su sekilde gergeklestirilmistir:

[k olarak 4 ml amfisilinli LB Broth besiyerinde gelistirilmis olan kiiltiirler 12,000
rpm’de 10 dk. olacak sekilde santrifiijlendi ve slipernatant kismi atilarak hiicre peleti elde edildi.
Daha sonra peletin lizerine 250 pl Cell Resuspension Solution eklendi ve pipetlenerek homojen
bir sekilde karismasi saglandi. Ardindan 250 pl Cell Lysis Solution eklendi. Alt-list edilerek
karigmasi1 saglandi ve oda sicakliginda 5 dk. bekletildi. Ardindan 10pl Alkaline Protease
Solution ilave edildi. Alt-iist edilerek karismasi saglandi ve 5 dk. oda sicaklifinda bekletildi.
Daha sonra 350 ul Neutralization Solution ilave edildi. Alt-iist edilerek iyice karistirildi.
12,000-14,000 rpm’de oda sicakliginda 10 dk. santrifiij islemi gerceklestirildi. 700ul- 750ul
stipernatant, kolon yerlestirilmis tiipe aktarildi. 1dk. boyunca 12,000-14,000 rpm’de oda
sicakliginda santrifiij islemi uygulandi. Alt kisima gegen sivi uzaklastirildi. Kolon {izerine
750ul etanol ilave edilmis wash solution eklendi ve 1 dk boyunca oda sicakliginda 12,000-
14,000 rpm’de santrifiij islemi uygulandi. Alta gecen s1v1 uzaklastirildi. Tekrardan 250l etanol
ilave edilmis wash solution eklendi ve yeniden 2 dk. boyunca oda sicakliginda 12,000-14,000
rpm’de santriflij islemi uygulandi ve alta gecen sivi uzaklastirildi. Ardindan 1dk. boyunca
12,000-14,000 rpm’de oda sicakliginda santrifiij edildi. Kolon yeni bir tiipiin i¢erisine alind1 ve
kolonun iizerine 100 pl Nuclease-free water ilave edildi. 1dk. 12,000-14,000 rpm’de oda
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sicakliginda santrifiij edildi. Son asamada kolon ¢ikarild1 ve uzaklastirildi. Daha sonra 6l¢tim

yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Plazmitlerin kontrol edilmesi

Bu basamakta plazmitler EcoRI ile kesildi (7 pl plazmit, 2 pl 5X tampon, 0,5 pl enzim
ve 0,5 pl su ile 37°C’de 3-12 saat) ve agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. Jelin

goriintlilenmesi sonucunda uygun bant ve plazmit goriilerek islem tamamlandi.

Plazmit konsantrasyonlarinin olgiilmesi ve ayarlanmasi
Bu basamakta asagida verilen adimlar izlenilmistir:

[lk olarak 998 ul saf su ve 2 pl plazmit karisimi spektrofotometrede ODaeo ile dlciildii.
Ardindan Azeo % 50 (sabit) x 500 (diliisyon orani) denklemi kullanilarak hesap yapildi ve ¢ikan
sonucun 100 — 200 ng aralifinda oldugu teyit edildi. Son olarak 30 — 50 pl uygun

konsantrasyondaki plazmit analiz i¢in gonderilmeye hazirlandi.

Secimi yapilan kiif izolatinin optimizasyon calismalari

Bu asamada iiretim ¢alismalar1 melas iceren s1v1 besiyerinde gergeklestirilmistir. Uretim
sirasinda maksimum kitin igerigi elde etmek icin farkli pH’lar, farkli melas konsantrasyonlari,

farkli sicakliklar ve farklr inkiibasyon stireleri test edilmistir.
Optimal melas konsantrasyonunun belirlenmesi

Optimal melas konsantrasyonunun belirlenmesi asamasi, se¢imi yapilan izolatin farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan melas igerikli besiyerlerine aktarilmasiyla gergeklestirilmistir.
Sirasiyla litrede 20 ml, 40 ml, 60 ml, 80 ml, 100 ml, 120 ml ve 140 ml melas konsantrasyonu
iceren melasli besiyeri hazirlanmistir. Melas konsantrasyonu disinda tiim kimyasallar daha 6nce
belirtilen oranlarda kullanilmistir. Hazirlanan besiyerinin pH’s1 yine 5’ e ayarlanmigtir. Otoklav
islemi ile sterile edilen besiyerine izolat aktarilmistir. Ardindan 25°C’de 150 rpm’de 6 giin
calkalayicida inkiibe edilmistir. 6. giinlin sonunda kiiltiirler santrifiij edilmistir. Daha sonra, elde
edilen kat1 fraksiyonlar 80°C’de sabit agirliga gelene kadar kurutulmustur. Kurutulmus olan
kiiflerin kitin igerikleri hesaplanmig ve sonuglara gore uygun olan optimal melas

konsantrasyonu belirlenmistir.
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100 mL 1cin;

8 mL melas 2 mL melas

14 mL melas

9.
S -

—_——

12 mL melas 6 mL melas
17

N\

FARKLI MELAS KONSANTRASYONLARDA GELISTIRILEN
KUFLERIN KURUTULMADAN ONCEKI GORUNUMLERI

Sekil 6. Farkli melas konsantrasyonlarinda gelistirilen kiiflerin kurutulmadan 6nceki
goriiniimleri
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Optimal pH konsantrasyonunun belirlenmesi

Optimal pH konsantrasyonunun belirlenmesi asamasinda, se¢imi yapilan izolat farkli
pH’lara sahip melas besiyerine aktarilarak gerceklestirilmistir. Bu asamada 7 farkli pH
denemesi yapilmistir ve daha 6nceden se¢imi yapilmis, en uygun olan 120 ml/L’lik melas
konsantrasyonu kullanilmistir. Yine tiim kimyasallar daha oOnce belirtilen oranlarda
kullanilmistir. Optimal pH’nin tespit edilebilmesi amaciyla besiyerlerinin pH’lar1 sirastyla 3, 4,
5, 6, 7, 8 ve 9’a ayarlanmistir. Farkli pH’larda hazirlanan besiyerlerinin otoklav ile sterile
edilmesi asamasindan sonra izolat steril sartlarda besiyerlerine aktarilmistir. Ardindan 25°C’de
150 rpm’de 6 giin boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra gergeklestirilen santrifiij
islemlerinden sonra elde edilen kati fraksiyonlar 80°C’de sabit agirliga gelinceye kadar

kurutulmugtur. Kurutulmus olan kiiflerin kitin igerikleri hesaplanmis ve optimal pH

konsantrasyonu belirlenmistir.

Sekil 7. Farkli pH konsantrasyonlarinda hazirlanan melas besiyeri

Optimal sicakligin belirlenmesi

Optimal sicakligin belirlenmesi i¢in melas konsantrasyonu 120 ml/L olan besiyeri
hazirlanmistir. Besiyeri icerisindeki tiim kimyasallar daha oOnce belirtilen oranlarda
kullanilmistir. Besiyerinin pH’s1 6’ya ayarlanmistir. Hazirlanan besiyerleri otoklavda steril
edilmistir. Hazirlanan besiyerlerinin otoklav ile steril edilmesi agsamasindan sonra izolat steril
sartlarda besiyerlerine aktarilmistir. Hazirlanan besiyerleri sirasiyla 5°C, 10°C, 15°C, 20°C,
25°C, 30°C ve 35°C’de 150 rpm’de inkiibasyona birakilmigtir. 7. giliniin sonunda
gerceklestirilen santrifiij islemlerinden sonra elde edilen kati fraksiyonlar 80 °C’de
kurtulmugtur. Kurutulmus olan kiiflerin kitin icerikleri hesaplanmis ve optimal sicaklik

belirlenmistir.
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Optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi asamasinda melas konsantrasyonu 120ml/L
olan besiyeri hazirlanmistir. Tiim kimyasallar daha once belirtilen oranlarda kullanilmastir.
Besiyerinin pH’s1 6’ya ayarlanmistir. Hazirlanan besiyerlerinin otoklav ile sterile edilmesi
asamasindan sonra izolat steril sartlarda besiyerlerine aktarilmistir. Ardindan 25°C’de 150
rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Sirasiyla 1. giiniin sonu, 2. giiniin sonu, 3. giiniin sonu, 4.
giinlin sonu, 5. giinlin sonu, 6. giinlin sonu ve 7. giinlin sonu olacak sekilde gerceklestirilen
santrifiij islemlerinden sonra kiiflerin kuru agirliklar1 hesaplanmistir. Kurutulmus olan kiiflerin

kitin igerikleri hesaplanmis ve optimal inkiibasyon siiresi belirlenmistir.

Fermentasyon parametrelerinin analizi

Calisma boyunca fungal biyokiitlenin belirlenmesi i¢in kiiltiirler, belirlenen optimal
parametrelerde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon periyodunun sonunda kiiltiirler santrifiij
edilmistir. Elde edilen kati fraksiyon (1slak hiicreler) kuru agirligimin belirlenmesinde
kullanilmistir. Bunun i¢in de 1slak hiicreler 80°C’de sabit agirliga gelinceye kadar

kurutulmustur.

Secimi yapilan Kkiiften Kkitin ekstraksiyonu ve elde edilen Kkitinin kitosana
doniistiiriilmesi

Bu basamakta sec¢imi gergeklestirilen kiif izolatindan kitin ekstraksiyon islemi
gerceklestirildi. Ardindan elde edilen kitinin kitosana doniistimii saglandi. Bu islemler asagida

belirtilen adimlar takip edilerek yapildi.

Kitin ekstraksiyonu i¢in uygulanan islemler

Bu asamada sivi melas besiyerinde gelisimi tamamlanmis olan kiif 6rnegi santrifii
edildi ve kurutma islemine tabi tutuldu. Bu islemin ardindan elde edilen kurutulmus hiicreler
parcalandi ve toz haline getirildi. Ardindan agagida belirtilen yontemlerle kitin ekstraksiyonu

saglandi.
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Sekil 8. Kuru kiif biyokiitlesi ve toz haline getirilmis goriintiisii

Ik olarak toz haline getirilmis kuru kiif biyokiitlesi 1M NaOH ile 90°C’de 2 saat
muamele edildi. Bu basamakta proteinlerin giderilmesi amaglandi. Ardindan 9000 g’de 20dk.

santrifiij islemi gerceklestirildi. Stipernatant uzaklastirildi.

Stipernatant kismin protein igerigine sahip oldugunu teyit etmek amaciyla Bradford

yontemi uygulandi ve deproteinizasyon islemi teyit edilmis oldu.
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Sekil 9. Bradford ile protein tayini

Stipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan peletin bazikligini gidermek amaciyla saf su
ile yikama islemi gergeklestirildi. Bu islem pH 7 olana kadar devam ettirildi. Notralize edilen
kisim 1 giin boyunca 60°C’de kurumaya birakildi. Bu sayede uzaklastirilan protein ve elde

kalan alkali ¢6zlinmeyen materyalin (AIM) miktar1 hesaplandi.
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Sekil 10. Alkali ¢oziinmeyen materyalin santrifiij ile ¢oktiiriilmesi

Daha sonra AIM, igerisinde bulunan fosfat gruplarinin uzaklastirilmasi amaciyla
Siilfirik asitle (0,1 N, 100 mL/g-AIM) oda sicakliginda 30dk muamele edildi. Ardindan 4000
g’de 10 dk santrifiij islemi uyguland: ve igerisinde fosfat gruplarinin bulundugu siipernatant
uzaklastirildi. Coken kisim, asitliginin giderilmesi amaciyla pH 7 olana kadar NaOH ile
yikamaya tabi tutuldu. Notralize edilen kat1 kisim (AIM) igerisinde bulunan kitin ve kitosanin
miktarininin belirlenebilmesi amaciyla; kati kisim %35°lik asetik asit (1:40) ¢ozeltisiyle 95°C’de
8 saat muamele edildi. Bu muamele sonucunda kitin ve kitosan birbirinden ayrildi. Elde edilen
karistm 9000 g’ de 20 dk santrifiij edildi. Coken kisim asitte ¢ézlinmediginden dolay: kitin
icerigine sahip iken, igerisinde kitosanin mevcut oldugu diisiiniilen slipernatant kisim ayri bir
tipe alindi. Elde edilen kati kismin asitliginin giderilmesi igin saf su ile yikama islemi
gerceklestirildi ve bu islem pH 7 oluncaya kadar devam ettirildi. Ardindan etanol (10:1) ile 3
kez olacak sekilde yikama islemi gergeklestirildi. Daha sonra aseton (10:1) ile 2 kez yikama
1slemi gerceklestirildi ve elde edilen kistm 60°C’de kurutuldu.
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Sekil 11. Elde edilen kitinin kurutulmadan 6nceki gortiniimleri

Diger tiipe aldigimiz ve igerisinde kitosan icerigi mevcut oldugunu diistindiigiimiiz
stipernatant kisim 2M NaOH ile 20°C’de pH=10" da ¢oktiiriilme islemine tabii tutuldu. Elde
edilen karisim 9000 g’ de 20dk. santrifiij edildi. Bu asamada ¢oken kisim kitosani olustururken,
icerisinde sodyum asetat bulunan stipernatant kisim uzaklastirildi. Elde edilen kat1 kisim saf su
ile pH 7 olana kadar yikandi. Ardindan etanol (20:1) ile 3 kez yikandi. Son olarak aseton (20:1)
ile 3 kez yikama islemi gergeklestirildi. Elde edilen kisim kurumaya alind1 (Koger 2015).

Yapilan bu ¢aligmanin sonucunda TZ18 kodlu fungusun, beklenildigi sekilde yiiksek
kitin igerigine sahip oldugu tespit edildi. Kitin igeriginin yanisira ¢ok diisiik miktarda kitosan
icerigine de sahip olduguda tespit edildi. Ancak kitosan miktarinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle
kitosan1 direkt olarak elde etmek yerine fungusta bulunan yiiksek miktardaki kitinin kimyasal

yolla kitosana doniistiiriilmesi islemi ana hedef olarak belirlendi.
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Sekil 12. Az miktarda elde edilen kitosanin goriiniimii
Elde edilen kitinin kitosana doniistiiriilmesi islemi

TZ18 kodlu Penicillium crustosum’dan elde edilen kitinin kimyasal yolla deasetilasyon
islemi i¢in ilk olarak %50 (w/v) NaOH ¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan elde edilen kitinin {izerine
1:10 (kati: ¢oziicli) oraninda hazirlanmis olan %50 (w/v) NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. Daha
sonra elde edilen karistm 100°C’de 2 saat boyunca inkiibasyona birakild. Inkiibasyon siiresi
igerisinde ara sira ters diiz edilerek NaOH’ in tiim alanlara daha iyi niifuz etmesi saglandi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda elde edilen karisim siiziildii. Siizme islemi boyunca kat: kistm
distile su ile yikanarak pH’nin n6tr hale gelmesi saglandi. Siizme isleminden sonra elde edilen
kat1 kismim 60 ‘C’de bir glin boyunca kurutulmasi saglandi. Elde edilen kitosan toz haline

getirildi ve daha sonra gergeklestirilecek analiz islemleri i¢in uygun sartlarda saklandi.

Elde edilen kitosanin kimyasal karakterizasyonu

Elde edilen kitosanin kimyasal gruplarmin belirlenmesi i¢in Fourier Transform Infrared

Spektroskopisi (FT-IR) analizi yapilmistir.
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Fourier Transform infrared Spektroskopisi (FT-IR) ile kitosan orneklerinin
fonksiyonel gruplarinin analizi

FT-IR analizi, The VERTEX 70v FT-IR Spektrometre cihazi kullanilarak, Atatiirk
Universitesi, Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Arastirma Merkezi’nde gergeklestirilmistir. Bu
analizler elmas kristalinin kullanildigt ATR (azalan tam yansima) metodu kullanilarak

yapilmustir.

Ticari kitosan (TK) ve Penicillium kitosan (PK)' i fonksiyonel gruplari, Fourier-
Doniistimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ile analiz edildi. Bunun i¢in kitosan drneklerinin
3 miligrami ve Potasyum bromiir (KBr)’ iin 5 gram1 12 saat sirastyla 60 ° C ve 120 © C'de 12
saat boyunca diisiik basing altinda kurutuldu. Kurutulan her kitosan numunesi 100 mg KBr ile
homojenize edildi ve ardindan yaklasik 0,2 mm kalinliginda ¢ok ince diskler olusturmak i¢in
sikigtirtldi. Daha sonra numunelerin  FT-IR spektrumlart 4000-400 cm-1 aralifinda

incelenmistir. Referans olarak bir KBr diski kullanilmistir.

PK ve TK i¢in deasetilasyon derecesi (DD), Sabnis ve Block' un asagidaki denklemine

gore belirlendi.
DD (%) = 97,67 — [26,486 X (A1655/A3450)]

A1655; 1655 cm™ 'deki amid-I bandmin absorbansidir. A3450; kitosan igin standart
olarak tanimlanan hidroksil bandinin 3450 cm™ 'indeki absorbansidir (Sabnis Block 1997).

Hazirlanan kitosan 6rneginin antimikrobiyal aktivitesinin incelenmesi

Penicillium crustosum’dan elde edilen kitinin kimyasal yolla kitosana doniistiiriilmesi
islemi sonucunda elde edilen kitosanin, antimikrobiyal aktivite tayininde disk difiizyon testi
kullanilmistir. Bu test i¢in 2-gram negatif ve 2-gram pozitif bakteri susu; Escherichia coli
(Gram negatif), Pseudomonas aeruginosa (Gram negatif), Staphylococcus aureus (Gram
pozitif), Listeria monocytogenes (Gram pozitif) ve antifungal aktiviteyi incelemek amaciyla
Candida albicans mayasi dahil olmak iizere toplam 5 adet mikroorganizma kullanildi. Deneyin
ilk asamasinda TSA besiyerinde gelistirilen bakteriler, TSB siv1 besiyerine alind1 ve bir gece
inkiibasyona birakildi. Candida albicans’1 gelistirmek i¢in ise, PDA (Potato Dextrose agar)
besiyeri kullanildi. Inkiibasyon siiresi sonunda OD 6lgiimii islemi yapilarak ODeoo: 0,4 olacak
sekilde fizyolojik su ile siispanse edilerek soliisyondan 100’er ul alind1 ve petrilere aktarim
islemi saglandi. Ardindan drilgalski yardimiyla petrilerin tiim ylizeyine tamamen yayilarak
dagitildi. Daha sonra besiyerlerinin iizerine bos diskler steril bir sekilde yerlestirildi. Bu islemin
sonrasinda kimyasal yolla elde edilen kitosan ve ticari kitosan 5 mg/ml, 10 mg/ml ve 20 mg/ml

olmak {izere 3 farkli konsantrasyonda hazirlandi. Takibinde petrilere yerlestirilen disklere
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emdirme islemi saglandi. Ardindan petriler, madde ilavesinden sonra bakteri i¢in 24 saat ve
maya igin ise 24-48 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda diskler

etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 incelenmistir.

Hazirlanan Kitosan orneginin antioksidan aktivitesinin incelenmesi

DPPH radikal giderme aktivitesi Ol¢ciimii Blois yOntemine uygun olarak
gerceklestirildi(Blois 1958). Serbest radikal olarak DPPH’1n 0,1 mM’lik ¢dzeltisi kullanildi.
Numune olarak énceden hazirlanan 0,25, 0,50, 0,75, 1 mg/mL derisimlerindeki stok ¢ozeltiler
kullanildi. Deney tiiplerine farkli derisimlerde ayarlanan stok ¢6zeltilerden 1 mL eklendi. Sonra
her tiipe stok DPPH c¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi ve toplam hacimlerini 4 mL’ye
tamamlamak i¢in etanol kullanildi. Vortex ile tiiplerin iyice karigmasi saglandi. Kontrol olarak
kullanilacak tiiplere 1 mL DPPH ¢o6zeltisi, 1 mL asetik asit ¢ozeltisi ve 2 mL etanol konuldu.
Kor olarak etanol kullanildi. Oda sicakliginda 30 dk karanlikta bekletildi. Sonra kore kars1 517

nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.
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ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Melasin Kimyasal iceriginin Belirlenmesi

Melasin kimyasal iceriginin belirlenmesi amaciyla yapilan caligmada, melasin

iceriginde 457 g/L seker ve 76,1 g/L protein oldugu belirlenmistir.

Topraktan Kiif izolasyonu

Cesitli illerden alinan toprak orneklerinden, birbirinden farkli saf kiif izolatlar1 elde
edilmistir. Bu kiif izolatlarinin gerekli analizleri yapilmis ve yiiksek verimde kitin iiretimi i¢in

en uygun olan kiif izolat1 secilmistir.

SECILEN TZX18
KODLU KUF [ZOLATI

Sekil 13. Elde edilen farkl tiir kiifler ve se¢ilen TZ18 kodlu kiif izolat1

45



Kitin Verimine Gore Uygun Kiif izolatinin Secimi

Saflastirilmis olan kiif izolatlarinin igerisinden ¢alisma i¢in uygun oldugu diistiniilen kiif
izolatlarinin kitin igerigi analiz edilmis ve bizim i¢in en iyi sonucu veren izolat kullanilmistir.
Yapilan analiz sonucunda kuru kiif biyokiitlesiyle de baglantili olacak sekilde en ideal kitin

icerigine sahip olan kiif izolatinin TZ18 kodlu kiif oldugu belirlenmistir.

Tablo 9. Cesitli Kiif izolatlarinin Biyokiitleleri ve Kitin igerikleri

KUF ORNEKLERI HUCRE AGIRLIGI(KURU)(g/L) KITIN MiKTARI(g)
TZ1 3 0,75
TZ2 8 2,16
TZ3 7,5 1,95
TZ4 5,7 1,48
TZ5 4,2 1,16
TZ6 57 1,59
TZ7 7,6 2,11
TZ8 3 0,75
TZ9 8,2 2,21
TZ10 8,7 2,35
TZ11 8,4 2,18
TZ12 6 1,51
TZ13 10,9 2,82
TZ14 9 2,35
TZ15 4,1 1,12
TZ16 7,6 2,05
TZ17 7,2 1,92
TZ18 12,4 3,28
TZ19 2,7 0,85

KULTUR KOSULLARI; Calkalama hizi: 150 rpm; Sicaklik: 25°C; pH:5; Inkiibasyon siiresi: 6 giin; Melas
konsantrasyonu: 20 mL/L

Secimi yapilan kiif izolat1 kirmizi renk ile belirtilmistir.

Sekans Analiz Sonuclar

Macrogen firmasi tarafindan analiz edilen 18S rRNA sekans verileri sonucu NCBI’dan
elde edilen benzerlige gore izolatimizin tiirii Penicillium crustosum (Gen Bank) olarak

belirlenmistir.

Organizmanin filogenetik agac1 Sekil 14’de gosterilmistir.
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g, TZ18
941 Penicillum crustosum DTO403-D6 (MT316358)
Penicillium solitum FRR 937 (NR 119494)
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331 Penicillium tropicum CBS 112584 (MH862897)
——— Penicillium brasilianum CBS 253.55 (NR_111499)
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Sekil 14. Penicillium crustosum izolatinin filogenetik agaci

Secilen Kiif izolati

Tiim farkli kiif izolatlarinin kitin igerigi bakimindan analiz edilmesi sonucunda en fazla
verim alman TZ18 kodlu Penicillium crustosum’ un petrideki goriintiisiic Sekil 15°de
belirtilmistir. Calisma boyunca, secilen bu izolat ile arastirmalar ve analizler

gerceklestirilmistir.
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Sekil 15. Sec¢imi yapilan TZ18 kodlu kiif izolat1 (Penicillium crustosum)

Optimizasyon Denemeleri

Elde edilen kiif izolatinin optimal sartlarinin belirlenerek maksimum kazang saglanmasi

acisindan asagida belirtilen parametrelerde analizler yapilmistir.

Kitin Uretimi i¢cin Optimal Melas Konsantrasyonunun Belirlemesi

Izolat icin farkli melas konsantrasyonlar: denenerek optimal melas konsantrasyonu

belirlenmistir. Bu asamada 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 ml/L melas konsantrasyonlar1 pH=5
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olacak sekilde denenmistir. Yapilan analiz sonucunda en i1yi verimin elde edildigi 120 ml/L

olan melas konsantrasyonu seg¢ilmistir.

Tablo 10. izolatin Melas Konsantrasyonuna Gore Optimal Sartlarinin Belirlenmesi

KUF iZOLATI MELAS KURU KIiTIN
KONSANTRASYONU AGIRLIK MIKTARI
(ml/L) (g/L) (2
20 12,9 3,54
40 18,5 5,11
60 19,5 5,16
Penicillium 20 20.4 5.40
crustosum
100 23 6,09
120 26,1 6,91
140 24 6,28

KULTUR KOSULLARI; Calkalama hizi: 150 rpm; Sicaklik: 25°C; pH:5; Inkiibasyon
stiresi: 6 glin
Secimi yapilan melas konsantrasyonu kirmizi renkle belirtilmistir

Kitin Uretimi icin Optimal pH Belirlenmesi

Izolatin optimal pH konsantrasyonun belirlenmesi asamasinda pH konsantrasyonu 3, 4,
5,6,7, 8,9 olacak sekilde ayarlanmistir. Yapilan analiz sonucunda en iyi verimin elde edildigi

pH konsantrasyonunun pH=6 oldugu belirlenmistir.

Tablo 11. izolatin pH Konsantrasyonuna Gére Optimal Sartlarmin Belirlenmesi

KURU KITIN
KUF pH AGIRLIK MIiKTARI
iZOLATI KONSANTRASYONU (g/L) ®)
3 0,5 0.13
4 22,1 5.85
5 26,7 7,07
6 28,9 7,64
Penicillium 7 25,3 6,70
crustosum 8 23’3 6, 1
9 21,8 5,77

KULTUR KOSULLARI; Calkalama hizi: 150 rpm; Sicaklik: 25°C; Inkiibasyon siiresi:
6 giin; Melas konsantrasyonu: 120 mL/L

Secimi yapilan pH konsantrasyonu kirmizi renk ile belirtilmistir
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Kitin Uretimi i¢cin Optimal Sicakligin Belirlenmesi

Izolat icin farkl1 sicaklikliklarda denenerek optimal sicakligi belirlenmistir. Bu asamada
sicakliklar 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C, 35°C olacak sekilde pH=6" da denenmistir.

Yapilan analiz sonucunda en iyi verimin elde edildigi sicaklik 25°C olarak belirlenmistir.

Tablo 12. izolatin Farkli Sicakliklara Gére Optimal Sicakliginin Belirlenmesi

KUF iZOLATI  SICAKLIK (°C) KURU KITIN
AGIRLIK(g/L) MIKTARI(g)

5 8,43 2,23

10 23,8 6,30

15 25,6 6,78

20 27,4 7,26
Penicillium 25 29 7,71
crustosum

30 25,9 6,86

35 14,7 3,89

KULTUR KOSULLARI; Calkalama hizi: 150 rpm; pH:6; Inkiibasyon siiresi: 6 giin;
Melas konsantrasyonu: 120 mL/L

Secimi yapilan sicaklik kirmizi renk ile belirtilmistir

Kitin Uretimi icin Optimal Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Izolat igin farkli inkiibasyon siirelerinde optimal inkiibasyon siiresi belirlenmistir. Bu
asamada inkiibasyon siireleri 1. giinlin sonu, 2. giiniin sonu, 3. giiniin sonu, 4. giiniin sonu, 5.
giinilin sonu, 6. gliniin sonu, 7. giinlin sonu olacak sekilde pH=6" da denenmistir. Yapilan analiz

sonucunda en 1yi verimin elde edildigi inkiibasyon stiresi 5. giiniin sonu olarak belirlenmistir.

Tablo 13. izolatin Farkli Inkiibasyon Siirelerine Gore Optimal Inkiibasyon Siiresinin
Belirlenmesi

KUF iZOLATI INKUBASYON KURU KITIN
SURESI(Giin) AGIRLIK(g/L) MIKTARI(g)

1 10,2 2,70

2 24,7 6,54

3 25,9 6,86

4 27,5 7,28
Penicillium 5 29,5 7,79
crustosum 6 28,8 7,58

7 26,3 6,96

KULTUR KOSULLARI; Calkalama hizi: 150 rpm; Sicaklik: 25°C; pH:6; Melas
konsantrasyonu: 120 mL/L

Secimi yapilan inkiibasyon siiresi kirmizi renk ile belirtilmistir
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Fermentasyon Parametrelerinin Analizi

Tablo 14. izolat igin Belirlenen Tiim Optimal Parametrelerin Denenmesi

NU
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KUF iZOLATI
MELAS
KONSANTRASYO
(ml/L)

pH
KONSANTRASYON
INKUBASYON
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KURU AGIRLIK(g/L)
KiTiN MiKTARI(g)
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()}
)}

29,7

_.
)
S
8
—
o
>
%0
3

Penicillium crustosum

KULTUR KOSULLARI; Calkalama hizi: 150 rpm

Kitin Ekstraksiyon Islemi

Penicillium crustosum’dan kitin ekstraksiyonu islemi i¢in uygulanan kimyasal
deasetilasyon yoOntemiyle yiikksek seviyede kitin igerigine ulasildi. Ayrica, Penicillium
crustosum’ da ¢ok diislik miktarda kitosan igeriginin de mevcut oldugu tespit edilmistir. Toz
haline getirilmis 10 gramhik kuru kif biyokiitlesinden 2,65-gram kitin ekstraksiyonu
yaptlmistir. Bunun yani sira 0,085-gram seviyesinde diisiik miktarda kitosan iiretimi de
saglanmistir. Ancak hedeflenen kitosan seviyelerinde iiretim i¢in elde edilen bu kitosan miktari

¢ok az oldugundan, iiretilmis olan kitinin kimyasal yontemlerle kitosana doniistiiriilmesi

hedeflenmistir.

Elde Edilen Kitosanin Analiz Ve Biyolojik Aktivite Sonuclar:

Elde edilen kitosan i¢in yapilan analizler ve biyolojik aktivite tayini agagidaki basliklar

altinda detayl olarak verilmistir.

Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR) ile kitosan &rneklerinin
Fonksiyonel gruplarin analizi

FTIR spekrofotometrisi organik yada inorganik molekiillerin fonksiyonel gruplarinin

analizinde siklikla kullanilmaktadir(Biiyiiksint Kuleasan 2014)

FTIR sonuglarina gore, PK’ nin 3272, 2921, 1645, 1588, 1419, 1375, 1315, 1149, 1018,
898, ve 634 cm ™! de belirgin bantlar verdigi belirlenmistir. TK’ nin belirgin bantlar1 ise 3299,
2917, 1652, 1558, 1419, 1375, 1317, 1149, 1026, 892 ve 628 cm™! de tespit edilmistir. Her iki
kitosan 6rneginin FTIR spektrumlarinin birbirine son derece benzedigi ve hatta 1419, 1375 ve
1149 cm™! de bantlarin ¢akistig1 goriilmiistiir. PK icin en giiclii bandin 1018, TK iginse 1026
cm ! de oldugu tespit edilmistir. Sekil 16’da yapilan FT-IR sonucu gosterilmistir. Sekil 16°da
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belirtildigi iizere mevcut absorbsiyon pikleri elde edilen kitosanin dogrulugunu

kanitlamaktadir.
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Sekil 16. FTIR analizi sonucu
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FTIR sonuglarma gore, PK’> nin 3272 cm™"* de, TK’ nin ise 3299 cm ™!’ de bant verdigi
belirlenmistir. Bu bantlar, dnceki ¢aligmalarda da belirtildigi gibi(El-Hefian et al. 2010; Guan
et al. 1998), molekiiller aras1 hidrojen baglarmin ve —OH gerilme titresiminin varligiyla
aciklanmistir. TK ve PK icin sirasiyla 2917 ve 2921 cm™! ‘de elde edilen bantlar ise simetrik
CH3 germe ve asimetrik CH2 germe kuvvetlerine, 1375 ve 1373 cm ™' ‘deki bantlar ise CH2
biikiilme ve CH3 simetrik deformasyonlara baglanmistir(ODILI et al.). Amid bantlar1 (I, IT ve
III), bir numunede proteinlerin varligint gdsterir. Amide I, proteinlerin sekonder yapisiyla
iliskili en hassas spektral bolge olarak bilinir. FTIR spektrumlarinda, amide I, 1600 ve 1700
cm-1 aralifinda absorbans bantlarina sahiptir. Amide I bandi, C = O (yaklasik %80) ve C-N
gruplariin gerilme titresimi ile iliskilidir. Amid II band1 1480-1575 cm-1 araliginda bulunur
ve N-H biikkme (%40-60) ve C-N germe titresimi (%18-40) ile ilgilidir(Aboul-Enein ef al. 2014;
Kong Yu 2007; Tuysuz et al.). Bu bilginin 1s181nda, PK ve TK i¢in sirasiyla 1645 ve 1652
cm—1’deki absorbanslar Amid I bandu ile iliskilendirilmistir. Bununla birlikte PK ve TK icin
1558 cm—1" deki absorbanslar ise Amid II bandiyla iliskilendirilmistir. TK i¢in 1317 ve PK
icinse 1315 cm-1'deki bantlar, daha oOnceki caligmalarda da agiklandigi gibi kitosan
orneklerindeki N-asetilglukozamin varligina atfedilmistir(Brugnerotto ef al. 2001; Taser et al.
2021). Onceki ¢alismalarda da belirtildigi(Abdou et al. 2008; Liu et al. 2012; Povea et al. 2011;
Taser et al. 2021) gibi, hem TK hemde PK i¢in 1419 cm-1" deki bant CH germe titresimi, TK
icin 1026 ve PK i¢in 1016 cm-1" deki bantlar glukozamin halkasindaki C-O-C kopriisiiniin anti-
simetrik gerilme kuvveti, TK i¢in 892 ve PK i¢in 898 cm-1’ deki bantlar ise $-1,4 glikosidik
baglarin halka gerilmesi ile iligkilendirilmistir. Genel olarak PK ve TK’ nin FTIR bantlarinin

birbirine son derece benzedigi ortaya ¢ikarilmistir.

Kitosanin deasetilasyon derecesi onun ¢oziiniirliik, kimyasal reaktivite ve biyolojik
aktivite gibi ozelliklerini etkilemektedir. Kitosanin deasetilasyon derecesinin belirlenmesinde
ninhidrin testi, niikleer manyetik rezonans spektroskopisi, kizilotesi spektroskopi, yliksek
basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi yontemlerinin yamisira FTIR spektroskopiside
kullanilmaktadir(Aiba 1992; Akila 2014; Khan et al. 2002). FTIR ile deasetilasyon derecesi
belirlenirken 06zellikle 3450 ve 1655 cm-1° deki bantlarin absorbans degerlerinden
faydalanilmaktadir(Casadidio et al. 2019; Zainol et al. 2009). Bu yiizden, mevcut ¢alismada
deasetilasyon derecesinin belirlenmesinde FTIR ile elde edilen 1655 ve 3450 cm-1" deki bant
absorbans degerlerinden faydalanilmis ve yontemler kisminda belirtilen formiile gore
deasetilasyon derecesi belirlenmistir. Kullanilan formiile ve ilgili spektrumdaki FTIR
sonuglarina gore PK’ nin deasetilasyon derecesi %78,3 TK’ nin deasetilasyon derecesi ise

%76,9 olarak belirlenmistir.
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Antimikrobiyal Aktivitesinin incelenmesi

Diisiik molekiiler agirliga ve yiiksek deasetilasyon derecesin sahip kitosan, bakteri
zarma elektrostatik olarak daha iyi baglanma ve bakteri zarmin gecirgenligini arttirma

yetenegiyle antimikrobiyal aktiviteyi arttirmaktadir(Casadidio et al. 2019).

Kitosan, proteinlerin ve mRNA ‘nin sentezine miidahale edebilmektedir. Bu miidehale
icin, mikroorganizmalarin ¢ekirdeklerine niifuz ederek DNA’ ya baglanir ve mRNA sentezini

inhibe eder (Raafat Sahl 2009; Shahidi et al. 1999).

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi lizerine deasetilasyon derecesi, molekiiler agirligi,
viskozitesi, konsantrasyonu, pH, sicaklik ve iyonik gii¢ gibi ortam kosullarinin yanisira hedef
mikroorganizma, hedef mikroorganizmanin yast ve kitosanla temas halinde olan aktif
bilesenlerin konsantrasyonu gibi birgok faktor etkilidir(Aider 2010; Raafat Sahl 2009; Vinsova
Vavrikova 2011).

Elde edilen kitosanin antimikrobiyal aktivitesi Escherichia coli (Gram negatif),
Pseudomonas aeruginosa (Gram negatif), Staphylococcus aureus (Gram pozitif), Listeria
monocytogenes (Gram pozitif) ve Candida albicans’ta incelenmistir. Bu suglar icerisinde;
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus etrafinda belirgin sekilde olusan inhibisyon zonlari,

elde edilen kitosanin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gostermistir.
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Sekil 17. Uretilen kitosanin Escherichia coli (Gram negatif) iizerindeki antimikrobiyal

aktivitesi
(CC: Ticari kitosan; PC: Penicillium crustosum kitininden kimyasal yolla elde edilen kitosan)
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Sekil 18. Uretilen kitosanim, Staphylococcus aureus (Gram pozitif) lizerindeki antimikrobiyal

aktivitesi
(CC: Ticari kitosan; PC: Penicillium crustosum kitininden kimyasal yolla elde edilen kitosan)
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Antioksidan Aktivitesinin incelenmesi

Tablo 15. Hazirlanan Orneklerin 517 nm’deki Absorbans Degerleri

0,25mg/ml 0,50 mg/ml  0,7Smg/ml 1 mg/ml

PK 0,194 0,269 0,281 0,293
TK 0,230 0,220 0,206 0,178
AA 0,014 0,014 0,013 0,013

Kor: -0,040 Kontrol: 0,244

DPPH radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi
DPPH-" radikal siipiirme kapasitesi (%) = (Akontrol — Adrnek) x 100 / Akontrol

Adrnek: 6rnegin absorbansi,

Akontrol: kontroliin absorbansi

Tablo 16. DPPH Radikal Giderme Aktivitesi Yizdeleri

0,25 mg/ml 0,50 mg/ml 0,75 mg/ml 1 mg/ml

PK - - - -
TK %S5,7 %9,8 %]15,5 %27
AA %94.2 %94,2 %94,6 %94,6

DPPH radikal giderme aktivitesi standart olarak kullanilan Askorbik Asit (AA), Ticari
Kitosan (TK) ve Penicillium Kitosan (PK) icin 0,25-1 mg/mL konsantrasyonlarinda
gerceklestirildi. Ticari kitosanin standart antioksidana gore % DPPH giderme aktivitesi son
derece diisiik bulundu. Penicillium kitosan (PK)’1n ise DPPH giderme aktivitesi géstermedigi

tespit edildi.
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SONUC VE ONERILER

Kitin, seliilozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan ikinci biyopolimerdir ve
cesitli alanlarda yiiksek kullanim potansiyeline sahiptir. Giiniimiizdeki arastirmalar ve mevcut
iirlinlere dayanarak, bu alanda bazi yeni ve gelecek vadeden yaklasimlar kapsamli bir sekilde
tartisilmaktadir. Kitinin birgok tiirevi bulunmakla beraber, bunlar arasinda en énemlisi, Kitinin

deasetilasyonu sonucu iiretilen kitosandir.

Kitinin zayif ¢ozlintrliiliigli nedeniyle, kitin materyalleri genellikle daha yiiksek
¢Oziiniirliige ve daha iyi biyolojik uygulamaya sahip olan kitosan'a doniistiiriilmektedir(Manni
et al. 2010; Younes Rinaudo 2015). Kitosan ¢ok yonliiliigii, kimyasal reaktif amino gruplarinin
derecesine bagli oldugundan, asetil grubunu kitinin molekiiler zincirinden ¢ikarmak ve geride
tam bir amino grubu (-NH2) birakmak i¢in deasetilasyon islemi gerceklestirilir(Hussain et al.

2013)

Kitinin kitosan'a doniisiimii i¢in ana prosediir, kitinin gili¢lii alkali soliisyonlarla
deasetilasyonuna dayanir(Manni et al. 2010). Bu nedenle, bu ¢alismada, ekstrakte edilen kitin
daha sonra NaOH uygulamasi ile kitosan haline doniistiiriilmiistiir. Hazirlanan kitosan

Penicillium Kitosan1 (PK) olarak kodlanmistir.

Mevcut ¢aligmada yiiksek kitin i¢erigine sahip olan Penicillium crustosum izolat1 elde
edilmistir. Bu izolatla kitin liretimi melas ortaminda gergeklestirilerek iiretim maliyetinin

azaltilmas1 amaclanmustir.

Calismada kitin liretimini arttirmaya yonelik olarak kiiltiir sartlarinin optimizasyonu
gerceklestirilmig, {retilen yiiksek biyokiitleden kitin ekstraksiyonu yapilmistir. Melas
konsantrasyonu, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi kiiltiir parametrelerinin kitin
ekstraksiyon verimi ilizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Ekstrakte edilen kitin daha sonra

kimyasal yontemler ile kitosana doniistiiriilmiistiir.

Kitosanin; yara bantlarinin imalati, gidalarin korunmasi gibi kullanim alanlarina sahip

olmasi yliksek antimikrobiyal 6zelliginden kaynaklanmaktadir.

Elde edilen Penicillium kitosanin ticari kitosana oranla daha yiiksek deasetilasyon
derecesine ve konsantrasyona bagli olarak daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.
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Mevcut ¢alismada hazirlamis oldugumuz kitosan, daha yiiksek antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu i¢in medikal amagclar i¢in etkili bir sekilde kullanilabilir.

Daha sonraki calismalarda kitin iiretimini arttirmaya yonelik olarak melas yerine farkl

substratlar ya da organik atiklar kullanilarak kitin iiretim verimi arastirilabilir.

Uretilen kitosan gida endiistrisi, kozmetik, enzim immobilizasyonu, tarim, kagit yapimi,

atik su aritimi, ilag endiistrisi ve tekstil endiistrisi gibi bir¢ok alanda test edilebilir.
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