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OZET

DERIi URETIMINDE TCMTB ESASLI FUNGUSITLERIN
ETKEN MADDE VE DERIDE KALINTI MiKTARLARININ
MUKAYESELI OLARAK ARASTIRILMASI

POLATDEMIR, Erdogan Can
Yiiksek Lisans Tezi
Deri Miihendisligi Boliimii Tez Yoneticisi:
Yrd. Do¢. Dr. M. Mete Mutlu.

Aralik 2010, 59 Sayfa

Organik bir materyal olan derinin fungal zararlardan korunmasina yonelik
uygulamalar  zaman icersinde evrilerek  giiniimizde @ TCMTB  (2-
(Tiyosiyanometiltiyo)-benzotiyazol bazli fungusidlerin kullanimi neredeyse bir
endiistri standardi haline gelmistir. Genis spektrumlu bir antifungal ajan olarak
deri sanayinde yaygin kullanim alani bulmus olan TCMTB bazli fungusidler
pikle, tabaklanmis ve krast derilerin islentisinde kullanilmaktadir. Son donem elde
edilen bulgular TCMTB’nin ¢evre ve insan sagligi tizerindeki olumsuz etkilerini
ortaya koymaktadir. TCMTB bazli fungusidlerin kullanim oranlar1 ve kosullarinin
yeniden degerlendirilmesi, ¢esitli analiz yontemleri ile iiretim asamalarinda ve son
iriinde bulundugu miktarlarin tespit edilerek kontrol altinda tutulmasi bir ihtiyag

haline gelmistir.

Bu calismada piyasada farkl ticari isimlerle satilan 5 farkli TCMTB bazh
fungusid ile muamele edilen wet-blue koyun derilerinde ve flottelerinde bulunan
TCMTB miktarlarnt UV spektrofotometresi ve HPLC analiz yontemleri ile
degerlendirilerek, uygulanan derilerde ve ticari {irlinlerde @TCMTB
konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda kalint1 miktarlarinin derilerin
fungal direncine olan etkisi tropik cember testi ve ASTM D4576 yontemine gore,
deride en sik karsilasilan fungus tiirlerinden biri olan Aspergillus niger

mikroorganizmasina karsi test edilmistir

Anahtar Kelimeler: TCMTB, Fungusid, HPLC, UV Spektrofotometresi, Kiif

direnci
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ABSTRACT

A COMPERATIVE STUDY ON THE TCMTB BASED
FUNGICIDES FOR ACTIVE CONTENT AND RESIDUE ON
LEATHER

POLATDEMIR, Erdogan Can
MSc in leather engineering supervisor
Ass. Prof. Dr. Mete Mutlu
December 2010, 59 pages

Applications to protect leather against fungal damages by evolving through
time the usage of TCMTB (2-(thiocyanomethylthio)-benzothiazole) based
fungicides became almost an industry standard for today. TCMTB, as a broad
spectrum antifungal agent has found a wide spread usage in processing pickled,
wet-blue and crust leathers. Latest findings are pointing out that TCMTB has
negative effects on environment and human health. Reconsidering TCMTB usage
and dosage conditions, while keeping the amount of TCMTB under control by
doing various analyses thorugh production stages and at end product became a

necessity.

In this study; 5 different TCMTB based fungicides sold under different trade
names are applied to wet-blue sheep skins. Than the skins and the baths are
evaluated for their TCMTB content by using UV Spectrofotometer and HPLC
analyses to determine the concentration of the active content in fungicides and
residue on leather. Meanwhile the effect of the amount of the residue on the
leathers fungal resistance are tested in tropical chamber and against Aspergillus
niger as one of the most commonly found on leather according to ASTM D4576

comperatively.

Key Words: TCMTB, Fungicide, HPLC, UV Spectrophotometer, fungal

resistance






X

TESEKKUR

Enstriimental analizler ve mikrobiyolojik testler konularindaki
yardimlarini ve tezin yazimui sirasinda degerli zamanini esirgemeyen Sayin Aras.
Gor. Arife Candas Adigiizel Zengin basta olmak iizere; ham derileri, islenti
kimyasallarim1 ve fungusid orneklerini saglayan Odak Kimyevi Mad. Dig Tic.
San. Ltd. Sti'ne; Tropik Cember Testini gerceklestiren Zenith Industrial
Chemicals Pvt Ltd’ine; tiim maddi, fiziksel, analitik ve personel imkanlari ile
hazirlanabilmesini saglayan Ege Unv. Miih. Fak. Deri Miih. Boliimii’ne ve
ilaveten tez danismanim Saymn Yrd. Do¢. Dr. M. Mete Mutlu’ya tesekkiirii bir

borg bilirim.

Ayrica HPLC basta olmak iizere enstriimental analiz altyapis1 i¢in 2007
K 120 780 nolu DPT “Tekstil ve Deri Sanayi Doktora Programi” projesine ve
sarf malzemeleri i¢in Ege Universitesi 09-MUH-022 nolu BAP projesine

tesekkiir ederim.






ICINDEKILER

Sayfa
(07453 AT v
ABSTRACT ...t e, vi
TESEKKUR .o eeeeeee s ees s essseeesesseeeeesseeeses s sess s eeesseeseesseeeee ix
SEKILLER DIZINT ... s eeeseeeeseseeeeseseesessseeeeseseeeessseens XV
(@174 51 5€)2) 52323 0141 SRS Xvi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT ....covorereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e xvii
1 GIRIS e 1
LITCMTB...coeee e, 2
1.1.1 TCMTB’NIN TANIMLANMASL. ......eeetieeeeeeee e, 2
1.1.2 DERI TEKNOLOJIST ACISINDAN TCMTB........vvveeeeoieeeeeeeeee, 3
2. ONCEKI CALISMALAR ........outieiieeeeeeeee e, 5
2.1. HAM DERIDE MIKROORGANIZMA FAALIYETLERI...................... 5
2.2 DERI ISLENTISINDE KARSILASILAN FUNGUS TURLERI................ 5
2.3. DERI ISLENTISINDE FUNGUS FAALIYETLERI.........cc00oovieviieea. 6
2.4 FUNGUSLARLA MUCADELEDE GORUSLER................ rrgeeee e 7
2.5. TCMTB NIN ZARARLARL. ........ovieeiiee et 9

2.6 TCMTB TAYIN YONTEMLERI.............cooiiiiiiiiiiiiiic e 10



ICINDEKILER (devam)

Sayfa
3. MATERYAL VE YONTEM..........ciiiiiiiiiiiiiiiie e, 12
BAMATERYAL. ..ottt e, 12
3.1.1 DERIMATERYALIL .....coooiiiiiii el 12
3.1.2 FUNGUSID ORNEKLERI...........ccooiiiiiiiiiiii i) 12
B2 YONTEM. ...t 12
3.2.1 HAM DERILERIN ISLENMESI...........coooiiiiii 12
3.2.2. FUNGUSIDLERIN UYGULANMASI. ..ot 14

3.2.3 UV SPEKTROFOTOMETRESI ILE TUKETIMIN BELIRLENMESI.....14
3.2.4 HPLC YONTEMI ILE DERIDE TCMTB TAYINT.......cooooiiiei ., 15

3.2.5 WET-BLUE DERILERDE KUF GELIiSIMI DIRENCI iICIN STANDART

TEST METODU (ASTM D4576).......ueiiieeieee e, 16
3.2.6 TROPIK CEMBER TESTI...........ooiiiiiiiiiiiiiiie e 17
4. BULGULAR VE TARTISMA........ccouuiiiiiiiiie e 19
4.1. TCMTB KONSANTRASYONLARINA YONELIK ANALIZLER...... ... 19
4.1.1. UV SPEKTROFOTMETRESI VERILERI...................oocooo oL, 19
4.1.2. HPLC YONTEMI VERILERI.............oooooiiiiiii ) 21

4.2 FUNGAL DIRENC OLCUMLERINE YONELIK VERILER.................. 23



ICINDEKILER (devam)

Sayfa
4.2.2 ASTM D4576 TEST METODU SONUCLARI.............coooviiiiiin, 23
4.2.1 TROPIK CEMBER TESTI SONUCLARL...........cccoviiiiiiieiinainn.., 37
4.2.3 TROPiK CEMBER VE ASTM D4576 YONTEMLERININ
KARSILASTIRILMASI ..ot 38
5. SONUC . ..., 40
KAYNAKLAR ...ttt 42
(0777632161 1 3OO OO 46
EKLER ..ottt ettt nanaes
Ek 1 T1 HPLC ANALIZ VERILERI .......oooviviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Ek 2 T2 HPLC ANALIZ VERILERI .........cocoviviiiioiieeceeeeeeeeeeeee e
Ek 3 T3 HPLC ANALIZ VERILERI .......cooviviiiiieeeeeeeeeeeeeeeveeee e
Ek 4 T4 HPLC ANALIZ VERILERI .........cocoiviiiiiiieeeceeeeeeeeeeeeeeeeveee s

Ek 5 T5 HPLC ANALIZ VERILERI ........cocoetiviiiiiiicieccee s



XV

SEKILLER DiZINI
Sekil Sayfa
Sekil 1.1 TCMTB MOIEKII. ... ee e 3

Sekil.2.1 Deri endiistrisinde yaygin olarak kullanilan fungusidlerin aktif

maddeleri... ... 8
Sekil 3.1. HPLC yontemi icin TCMTB kalibrasyon grafik........................ 15
Sekil 3.2 Tropik cember test kabini.............cooooiiiiiiiiiiiiii 18
Sekil 3.3 tropik ¢cember uygulama ............ocooiiiiiiii i 18
Sekil 3.4 tropik ¢cemberdeki deri orneklerinin gériintimii............................ 18
Sekil 4.1 T1 i¢in UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik............. 19
Sekil 4.2 T2 i¢in UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik............ 20
Sekil 4.3 T3 i¢in UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik............. 20
Sekil 4.4 T4 i¢cin UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik............. 20
Sekil 4.5 TS i¢in UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik............. 21

Sekil 4.6 HPLC kalibrasyon grafigi ve tizerinde 6rneklere ait 6lctiim degerlerinin

VOTLESIIMI. .o .e et e 22
Sekil 4.7 ASTM D4576 yontemi 3. giin olctim fotograflart........................ 27
Sekil 4.8 ASTM D4576 yontemi 7. giin olctim fotograflart........................ 30
Sekil 4.9 ASTM D4576 yontemi 14. giin 6lctim fotograflart....................... 34

Sekil 4.10 ASTM D4576 yontemi 21. giin l¢iim fotograflart..................... 37



XVi

CiZELGELER DIZiNi
izelge Sayfa
Dayla

izelge 3.1. Deri numunelerinin iSlentl reCetesi. . .ovvunnnnneteeriiiee e, 12
Cizelg $ ¢

izelge 4.1 UV Spektrofotmetresi SONUCIAIT ...oovvvennneee e, 21
Cizelg p ¢
Cizelge 4.2 TCMTB i¢in HPLC kalibrasyon verileri...............c.ocooiiiiinin. 22

Cizelge 4.3 Fungusid orneklerine ait HPLC ol¢iim degerleri ve karsilik gelen
AeriS M. . e 22

Cizelge 4.4 Fungusid 6rneklerindeki TCMTB derisimlerine yonelik veriler...... 23

Cizelge 4.5 ASTM D4576 yontemi 3. giin dl¢iim sonuglart........................ 24
Cizelge 4.6 ASTM D4576 yontemi 7. giin dl¢iim sonuglart........................ 27
Cizelge 4.7 ASTM D4576 yontemi 14. giin 6l¢lim sonuglart....................... 31
Cizelge 4.8 ASTM D4576 yontemi 21. giin 6l¢lim sonuglart....................... 34
Cizelge 4.9 Tropik cember kiif direnci testi verileri...............c.ocooiiiiiin.. 38

Cizelge 4.10 Tropik cember ve ASTM D 4576 test verileri karsilastirmali
CIZEIZESI. t vttt 39

Cizelge 4.11 Fungal direng ve TCMTB igeriklerinin karsilagtirilmast ......... .41



Xvii

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

°c santigrat derece

pH hidrojen konsantrasyonunun kologaritmasi
nm nanometre

ml mililitre

kg kilogram

g gram

mg miligram

ppm toplam madde miktarinin milyonda bir birimlik kismi1
Kisaltmalar

CMC para-chloro-meta-cresol

OPP ortho-phenylphenol

TCP 2, 4, 6-trichlorophenol

TCMTB 2-(thiocyanomethylthio) benzothiazole
OITZ 2-n-octylisothiazolin-3-one

BMC 2-benzimidazolyl-methylcarbamate
DIMTS diiodomethyltolyl-sulphone

PMA phenyl mercuric acetate



Simgeler

PCP

HPLC

uv

USEPA

CAS

OPP

MBT

DNA

PCMC

ISO

BLC

NPE

LVU

Xviii

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam)

Aciklama

pentachloro phenol

High Performance Liquid Chromotography

ultra violet

United States Environmenal Protection Agency

Chemical Abstracts Service

EPA Office of Pesticide Programs

2-mercaptobenzothiazol

Deoxyribonucleic acid

4-Chloro-m-Cresol

International Organization for Standardization

British Leather Council

Nonyl Phenol Etoxylate

Lohleyn — Volhard Unit






1. GIRIS

Canlilarin siiflandirilmasinda fungi alemine dahil edilen kiifler hif veya
hiif denilen ¢ok hiicreli filamentler seklinde gelisen canlilardir. Yasamalart icin
gerekli olan enerjiyi i¢inde bulunduklar1 organik maddeden saglayan bu canlilar
hiflerin ug¢larindan salgiladiklar hidrolitik enzimlerle icinde bulunduklar1 ortamda
bulunan kompleks organik polimerleri parcalayarak daha basit yapilara indirger ve

kullanirlar.

Sporlar vasitasi ile cogalan bu organizmalar ¢ok genis sicaklik, nem ve pH
araliklarina uyum saglayabilirler ancak biiyiik cogunlugu hafif asidik pH’da, %70
ve lizeri nispi nem ile 25-35 derece sicakliklarda optimum kosullarda iireme
saglarlar. Bu durum o6zellikle wet blue derilerde, nem icerigi yiiksek krast
derilerde ve pH’1 yeterince diisiiriilmemis pikle derilerde kiif iiremesi icin

optimum kosullarin saglandigini ifade etmektedir.

Deri iizerinde gelisen kiif deri maddesinde sebep oldugu hidrolitik
parcalanma neticesinde boyamada ve finisajda diizgiinsiizliiklere, ileri safthalarda
ciltte daha ciddi ve giderilemez hatalara sebep olabilmekte, derinin cesitli fiziksel
ozeliklerini de olumsuz etkileyebilmektedir. Uygun kosullar saglandiginda son
iriinde de kiif gelisebilmekte kullaniciyr rahatsiz edebilecek derecede kotii koku

ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir.

Deri teknolojisi agisindan kiif gelisiminin Onlenmesi icin depolama
kosullarina 6zen gosterilmesi kiif gelisimini yavaslatsa da nihai ¢6ziim antifungal
ajanlar olarak tabir edilen aktif maddeler iceren ticari preparatlarin kullanilmasiyla

saglanabilmektedir.

Deri endiistrisinde kullanilan fungusidler genel olarak 2 baslik altinda

toplanabilirler. Bunlar;
- fenolik (CMC,OPP,TCP)
- heterosiklik (TCMTB, OITZ, BMC, DIMTS) ‘dir
Bu kimyasallar spesifik olarak, hiicre boliinmesini engelleyerek, bazi

enzimleri inhibe ederek veya hiicre duvarinin fonksiyonlarini sekteye ugratarak

kiif gelisimini kontrol altinda tutarlar.



Iyi bir deri fungusidinin; yiiksek aktivite, genis antimikrobiyal spektrum,
deri ve islenti kimyasallar1 ile uyum, deri iistiinde stabilite, renk vermeyen, ¢evre
acisindan kabul edilebilir, insanlara ve diger sicak kanli hayvanlara kars1 diisiik

toksisiteli, uygun maliyetli olmasi gibi 6zellikleri olmalidir.

Onceleri PMA (fenil merkiirik asetat) gibi fenil civa bilesikleri yogun
olarak kullanilirken, daha sonra PCP (penta kloro fenol) bilesiklerini kullanimi
yayginlagmistir. 80’li yillarin baslarinda bu iiriinlerin yiiksek toksisitelerinin
ortaya cikmasi, sebep olduklari cevresel sorunlar, vb. sebeplerle kullanimlari

azalirken TCMTB’li fungusidlerin kullanimi yayginlagmaya baslada.

Giinlimiizde TCMTB bazli fungusidler deri endiistrisi genelinde en ¢ok
tercih edilen ve en yaygin kullanilan fungal kontrol iiriinleridir. Son yapilan
aragtirmalar neticesinde TCMTB’nin Smif C insan karsinojeni olarak
nitelendirilmesi, ciltte ve solunum yollarinda tahrise neden oldugu bilinen
TCMTB’ye kars1 tepkilerin daha da artmasina sebep olmus, iiretimde maruz
kalinan ve son iiriinde nihai kullaniciya ulasan TCMTB miktarlarinin kontrol ve

denetimine 6nem verilmeye baslanmistir.

Bu calismada TCMTB’nin deride ve banyoda HPLC yontemi ile tayin
edilmesi ve elde edilen sonuglarin UV spektrofotometresinde belirlenen
absorpsiyon degerleri ile karsilastirilarak baglanma miktarlarinin  tespit
edilmesinin yani sira, Deri iizerinde HPLC yontemi ile belirlenen TCMTB

miktarlarinin derinin fungal direnci ile olan baglantis1 incelenmistir.

1.1 TCMTB
TCMTB ilk defa bir aktif igerik olarak 21 Ocak 1980 tarihinde USEPA’ya

kaydettirilmistir. Gliniimiizde de teknik ve ticari amaglarla pek ¢ok alanda yaygin

olarak kullanilmaktadir.

1.1.1 TCMTB’nin tammmlanmasi
Genel adi: TCMTB veya TCM
Kimyasal Adi: 2-(tiyosiyanometiltiyo)benzotiyazol

Kimyasal Ailesi: Tiyazol



Emprik Formiil: CoHeN,S;

CAS Kayit No.: 21564-17-0

OPP Kimyasal Kodu: 035603

Molekiiler Agirligi: 238 g/mol

Diger Adlar1 : 2-(benzotiyazoltiyo) metil tiyosiyanat, TCMTB, TCMB, Busan 72
Ureticiler: Buckman Lab. Inc.(Amerika), Lamirsa (1spanya), vd.

Kimyasal Ozellikleri: TCMTB parlak turuncu renkte bir sividir. Mineral yaglara
benzer giiclii eksimsi ve kekre rahatsiz edici bir kokuya sahiptir. Sivi formda
bulunmasindan dolayi erime noktasi yoktur, kaynama noktasi is 191 °C’dir. 741.9

mmHg basin¢ta dekompoze olmaya baslar.

N §—CH»—S—CN
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Sekil 1.1 TCMTB molekiilii

1.1.2 Deri teknolojisi acisindan TCMTB

TCMTB tek basina suda zor ¢oziinen ve yapisi itibariyle deri maddesi ile
aktif bag yapamayan bir kimyasaldir. Uygulamada deri ylizeyinde yigilma
temayliilii gosteren TCMTB’ nin suda daha iyi emiilsifiye olmas1 ve deri kesitine
isleyebilmesi i¢in cesitli solventler ve dispergatorlerle kombine edilerek genellikle

% 30’luk konsantrasyonda piyasaya sunulmaktadir.

Yikamalarla deriden uzaklasmaya meyilli olan TCMTB ayn1 zamanda
lipofilik bir maddedir. Bu 6zelligi ile ozelikle yeterli yag giderme yapilmamis
derilerde, pikle ve tabaklama asamalarinda yaglama maddeleri kullanildiginda ve

deriler krasta cekilirken kullanildiginda banyodaki tiikenimi olduk¢a hizlidir.



TCMTB alkali maddeler varliginda, ozellikle pH 5,5 ve yukarisinda
dekompoze olarak etkinligini yitirmektedir. Benzer sekilde ¢ok diisiik pH’larda ve
asitlere maruz kaldiginda da (pH 2,5 ve alt1) etkinligi azalan TCMTB bazl
fungusidlerden optimum verimin alinabilmesi uygun sekilde kullanilmasina

baghdir.

TCMTB bazh fungusidler kullanilmadan 6nce 1/10 — 1/20 oraninda su ile
seyreltilmeli ve bu karisim 15 dakika icerisinde tiiketilmelidir. Banyoda homojen
dagilabilmesi icin yavas yavas beslenmelidir. Pikle asamasinda asitler eklendikten
en az 30 dakika sonra; krom tabaklama asamasinda ise bazifikasyon maddelerinin
dozlanmasindan 30 dakika Once veya sonra kullanilmasi uygundur. Krom
tabaklamanin sonunda dozlanarak derilerin yaklagik 1 saat muamele edilmesi de

yeterli korumay saglayabilmektedir.

TCMTB bazl fungusidler iiretilen deri tiiriine ve istenilen koruma siiresine
gore farkli oranlarda kullanilirlar. Genelde deri agirligi tizerinden % 0,05 — 0,3
oranlarinda kullanilmalan tavsiye edilmektedir. Uygulamada bitkisel tabaklama
maddeleri ile tabaklanan derilerde krom tabaklanmis derilere gore iki kat daha

fazla kullanilmas1 yeterli korumanin saglanabilmesi i¢in tercih edilmektedir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1 Ham Deride Mikroorganizma Faaliyetleri

Ham  deri  hayvamin  sirtindan  yiiziildiigi  andan  itibaren
mikroorganizmalarin tehdidi altindadir. Cesitli konserveleme yoOntemleri ile
korunmaya calisilan deriler, deri iiretim prosesleri sirasinda da mikroroganizma
faaliyetleri ile kars1 karsiya kalirlar. Islatmadan finisaja kadar her asamada deri
maddesi bu tehdit ile kars1 karsiyadir.(Sar1., 2003)

Ham derinin yapisinda %64 su, %30 protein, %3 karbonhidrat, %2 yag,
%0,5 mineral maddeler ile %0,5 diger maddeler bulunmaktadir. Ham derinin kuru
maddesinde ise %50 karbon, %25 oksijen; %17,8 azot; %7 hidrojen; %0,2 ‘de

mineral maddeler bulunmaktadir. (Harmancioglu ve Dikmelik; 1993)

Deri maddesi icerdigi yag, protein, vb. maddeler ile fungus liremesi i¢in
ideal besi ortamini olusturmaktadir. Derilerin depolandigi yerlerin ve islenti
esnasindaki rutubet, ph ve sicaklik degerlerinin genellikle fungus gelisimi i¢in
ideal tespit olunan degerlere yakin olmasi deri endiistrisinde kiif gelisimin

siregelen bir sorun olmasina sebep olmaktadir. (Turhan;2000)
2.2 Deri Islentisinde Karsilasilan Fungus Tiirleri

Deri islentisinde karsilasilan bazi fungus tiirleri Penicillium, Absidia,
Acremomium,  Aspergillus,  Basipetospora,  Byssochlomys,  Chrysonilia,
Cladosporium, Emericella, Eupenicillium, Euratum, Fusarium, Monoscus,
Paecilomyces, Mucor, Moniliella, Neosortorya, Phialophora, Scopulariopsis,

Stachobotrys, Trichoderma, Trichosporon ve Verticillium’dur. (Birbir vd., 1994)

Ozellikle Aspergillus cinsi funguslarin deride gelistigi en sik goriilen

fungus tiirlerinden oldugu bildirilmektedir. (Tancous, 1961)

Pikle ve kromlu derilerde farkli fungus cesitlerinin farkli pigmentasyonlara
sebep oldugu tespit edilmistir. (Karaboz vd., 2003)

Funguslar deri maddesi icerisindeki yagi hidrolize ederek deriyi
sertlestirebilmektedirler. Deriler goriiniiste zarar gormemis olsalar dahi uzama

dayanimlar diismekte ve kullanim ozellikleri zarar gérmiis olmaktadir. Uredikleri



alani renklendirmeleri ve kotii kokulara sebep olmalari ise asil zararlaridir. (Reed,
1966)

2.3 Deri Islentisinde Fungus Faaliyetleri

Deri islentisinin ilk asamasi olan 1slatma islemi sirasinda da fungus
faaliyeti gozlemlenebilmekte; Fungal proteolitik aktivitenin kontrol altina
alinabilmesi icin bakterisitlerin yani sira fungusidlerin de kullanilmasiyla hem
fungus populasyonunda azalma hem de bakteri faaliyetinin daha iyi kontrol altina
alinabilmektedir. (Yapic1,2008)

Deri islentisi sirasinda fungus gelisiminin islenti acisindan zararl olabilecek
sekilde ilk gozlenebildigi asama genellikle pikle islemidir. Pikle iglemi sirasinda
kullanilan %8-12 tuz ve %1.2-2.0 siilfiirik asit deri cinsine ve durumuna gore
uygun dengede kullanilmalidir. Asitin fazla kullanilmasi deri maddesinin
parcalanmasina yol acgarken tuz eksikligi ise kiif gelisimini daha ¢abuk olmasina
yol agmaktadir. (Venkatachalam; 1962)

Pikle deriler %40-60 nem icerirler ki bu fungal gelisim icin ideal
sayilabilecek bir ortamdir. (Harmancioglu ve Dikmelik; 1993)

Pikle islemi sirasinda derilerin korunarak depolanmasi amaclaniyorsa
koruyucu pikle de denilen; daha yogun asit ve tuz konsantrasyonlarinda derinin
muamele edilerek pH’nin 1,5 seviyelerine diisiiriilmesine calisilir. Asitli ortamda
bakteri faaliyeti sinirlanmis oldugu halde, pek ¢ok fungus tiirii icin de inhibe edici
ozellik gostermektedir. Derilerin koruyucu pikle ile 1 yila kadar funguslara karsi
korunabilecegi belirtilmistir. Ancak deri maddesinin asit hidrolizi etkisiyle
parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan iiriinler vasitasiyla deri genelinde ve 6zellikle
de yiizey kisimlarinda pH  yiikselmesini takiben fungal faaliyet
gozlemlenmektedir. Uygun kosullarda bulunan funguslar yap1 taslarina
parcalanmis deri maddesi sayesinde kolay elde edilebilir besin saglamakta ve
fungal gelisim normalden daha da hizli gerceklesebilmektedir. Bu sebeple 3
haftadan daha fazla depolanmasi planlanan pikle derilerde uygun bir fungusid

kullanilmasi tavsiye edilmektedir. (Alexander et al., 1988)

Pikle derilerde ortaya ¢ikan kiif gelisimi deri yilizeyinde baskin kiif tiiriine
gore farkli renklenmelerle ortaya cikabilmektedir. Pikle derideki kiif faaliyeti son
iiriinde mat bolgeler ve yetersiz boya alimi gibi hatalara sebep olmaktadir.

Agirlikli olarak derinin cildinde faaliyet gosteren funguslar sonraki islentilerde



deriden uzaklastirilsalar dahi faaliyet gosterdikleri bolgelere verdikleri zarar
cogunlukla giderilememektedir. Bu tiir zararlarin Oniine gecilebilmesi i¢in pikle

islemi sirasinda fungusid kullanimi tavsiye edilmektedir. (Sharphouse;1989)

Deri islentisi sirasinda kiif gelisimin en ¢ok gozlendigi asama ise derilerin
tabaklama islemi sonrasinda yart mamul olarak depolandigi durumlardir.
Ulkemizde islenen derilerin biiyiik cogunlugu krom ile tabaklanmaktadir. Cinde
islenen derilerin %85’1, Hindistan’da islenen derilerin ise %80 i krom tabaklama

yapilmaktadir. (Oztiirk)

2.4 Funguslarla Miicadele de Goriisler

Agir metaller her canlida oldugu gibi mikroorganizmalarda da hayatin
stirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir ancak eser miktarlarda gerekli olan bu elementlere
yiikksek dozlarda maruz kalan mikrorganizmalarda gelisim inhibe olmaktadir. Bu
sonuca oligodinamik etki denmektedir. Diger agir metaller gibi krom da fungal

gelisim iizerinde oligodinamik olarak inhibe edici etkiye sahiptir. (Karaboz,2001)

Ancak bu etki krom tabaklanmis derilerin uzun siire korunmasini

saglayamamaktadir.

Deri sanayinde fungal zarara kars1 kullanilan fungusidlerde yillar boyunca
degisimler meydana gelmistir. Daha 6nceki yillar1 inceleyecek olursak fenil civa
asetat (PMA) gibi fenil civa bilesenlerinin yaygin olarak kullanimda oldugu
hatirlanir. Ardindan penta kloro fenol gibi klorlanmis fenollerin kullanimi
baglamistir. 1980’li yillarin basinda; yiiksek toksisitelerinden, neden olduklar
cevresel problemlerden ve nakliye esnalarindaki olumsuzluklari nedeniyle bu
bilesiklerin kullanimi istenmemis veya kullanimlarina sinirlama getirilmistir.
1970’1i yillarda 2-tiyosiyanometiltiyo-benzotiyazol (TCMTB) fungusidi, yeni bir
standart haline gelmis ve giiniimiize dek kullanimda kalmay1 basarmistir. Fakat
daha giivenli ve cevreci fungusidlere olan artan ilgi nedeniyle arastirmacilar ve

biyosit lireticileri bu konuda arastirmalarina devam etmektedir. (Dalton, 2008).

Yukarida bahsedilen TCMTB esasli fungusidlerin yaninda OPP ve OIT
bazli fungusidler de wet-blue asamasinda fungal biiyiimenin engellenmesi icin
standart deri islentisi fungusidleri olarak bilinirler ve kullanilirlar. Bu kimyasallar
tiretimde substratin kendisine ilave edilir ve bunlarin mevcudiyeti wet-blue
derilerin kiif gelisim riski olmadan taginmasini ve depolanmasini miimkiin kilar.

Genellikle fungusidler, funguslarin deride gelisimini, penetrasyonunu ve



biiyiimesini engeller. Daha spesifik olarak fungusidler hiicre bilesenleri ile
etkilesebilir, belirli enzimlerin aktivitesi inhibe edebilir veya hiicre zarinin
fonksiyonunu degistirebilir (BLC, 2008).
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Sekil.2.1 Deri endiistrisinde yaygin olarak kullanilan fungusidlerin aktif maddeleri

Sekil 2.1°de deri endiistrisinde yaygin olarak kullanilan fungusidlerin aktif
maddeleri gosterilmektedir (Orlita, 2003). Piyasadaki farkli aktif maddeli
fungusidler ne yazik ki her fungus tiirline aynm etkiyi gostermezler. Bu nedenle
fungal zarara neden olan fungus tiiriiniin tespit edilerek bu fungusu inhibe
edebilen spesifik fungusid tiirliniin secimi ve kullanilmast 6nem tagimaktadir.
Fungusidler, iiriindeki stabilitesi ve etki mekanizmasina gore kabaca iki gruba

ayrilabilir.

Elektrofilik reaktif biyosit mekanizmasina sahip olanlar (TCMTB,
Izotiazolinler, MBT)

Bu iriinler mikroorganizma hiicrelerinin niikleofilik merkezleri ile
elektrofilik aktivite gostererek geri doniisiimsiiz kimyasal reaksiyonlar1 ile
karakterize edilirler. Hiicre icindeki niikleofilik reaksiyon partneri amino asitlerin

amino veya tiyo gruplari, protein veya DNA olabilir.
Membran aktif biyosit mekanizmasina sahip olanlar (OPP, PCMC)

Bu iiriinler aktif molekiillerin dis hiicre zar tarafindan geri doniistimlii
fiziksel adsorbsiyonu ve daha sonra penetrasyon ve sitoplazmik membran
etkilesimi ile karakterize edilirler. Bu, besin transferinin kesilmesine i¢ hiicre

zarinin zarar gormesine, fungus hiicresinin 6lmesine yol agar (Kleban, 2008).



Fungal gelisimi engellemek iizere kullanilan pentaklorofenol esash
riinlerin piyasadan c¢ekilmesi ile siibstitiie benzotiyazol esasli {irlinlerin

endiistride fungus kontroliine kars1 kullanim1 yayginlagmistir. (Dalton,2008)

Benzotiyazoller ve tiirevleri, diinyada cok cesitli uygulamalar icin yaygin
olarak iiretilmektedir. Bu {irlinler aga¢c ve deri endiistrisinde fungusid olarak,
herbisit olarak, alg engelleyici olarak, kagit endiistrisinde slaym Onleyici olarak ve
kemoterapide kullanilmaktadir. Bu uygulamalar agikca benzotiyazollerin genis
spektrumlu bir biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (De Wever et
all, 2001).

Deri endiistrisi ; ahsap, kagit, boya sanayi dallar i¢in gelistirilmis cesitli
preparatlart fungal zararlarin Oniine ge¢cmek icin kullanmistir. 1970’lerin
sonralarinda bu alanda kullanilmaya baslanmis olan TCMTB ise giiniimiizde

neredeyse bir endiistri standard1 haline gelmistir. (Lakshmi et al.,1999)

TCMTB’nin kesfi ile ilgili ilk c¢aligmalar 1940’11 yillarin sonlarinda
Buckman Labratories tarafindan kagit endiistrisinde kullanilan yiiksek hizli kagit
makinelerinde olusan mikrobiyolojik kefin onlenebilmesi dogrultusunda uygun
bir preservatif arastirtlirken baslamistir. 1970’lerde kagit endiistrisinde kabul
goren TCMTB buradan deri de dahil olmak {iizere diger endiistriler tarafindan

kullanilmaya baslanilmistir. (Hanssen et al; 1991)

2.5 TCMTB’nin Zararlar

1990’11 yillarin sonuna gelindiginde TCMTB’nin saglik ve ¢evre yoniinden
etkileri halen tam olarak bilinmemektedir. 1987 yilinda Amerika Cevre Koruma
Ajanst (USEPA) tarafindan TCMTB’nin cevresel davranisinin belirlenmesine
yonelik bir takim calismalar yapilmistir. Bu calismalarda TCMTB’nin dogada
hangi yan f{rlinleri vererek degrade oldugu incelenmistir. Ayni ddnemde
TCMTB’nin toksikolojik o©zelliklerine dair herhangi bir resmi arastirma
bulunmazken , eldeki sinirli bilgi kimyasal madde {ireticileri tarafindan iirtinlerini
kayit yaptirmak icin devlet kurumlarina verilmek {iizere ©6zel laboratuarlara
yaptirilan ve kamuoyuyla paylasilmayan calismalardan ibarettir.(Hanssen et al.;
1991)

2000’1 yillarin ortalarinda TCMTB, artan {iiriin ¢esitliligi ve kullanim
alanlar ile ciddi bir endiistriyel potansiyele ulagmistir. Yiiksek miktarda tiiketilen

bu {iirliniin kullanim esnasinda insanda meydana getirdigi tahris vb. yan etkiler
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ortaya ciktik¢a; iirliniin toksisitesi ile ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmis ve bu
arastirmalar sonucunda TCMTB’nin ¢evre ve insan sagligi tizerindeki etkileri ¢cok

daha detayl olarak ortaya konmustur.

TCMTB’nini genel anlamda cilt ve oral toksisitesinin diisiik oldugu
goriilse de (kategori III), solunum yolu ile alindiginda ve gozle temasinda son
derece tehlikeli oldugu goriilmektedir.(Kategori I); benzer sekilde ciltte tahrige

(kategori II) ve derinin hassaslasmasina sebep olmaktadir.

TCMTB’nin toksisite ozellikleri ile ilgili fareler, tavsanlar ve kopekler
izerinde yapilmis calismalar bulunmaktadir. Bu calismalarda hayvanlara oral,
dermal ve solunum yoluyla uygulanan TCMTB’nin, ciddi mide iilserleri, kilo
kaybi, beslenme bozukluklari, iiriner ve dolasim sistemlerde ve genel viicut
kimyasinda bozulmalar, immiin sistem yetersizlikleri, vb. pek cok rahatsizligin
yan1 sira Ozellikle erkek bireylerde adenom gelisiminde ciddi artiglar
gozlemlenmistir. Ozellikle kopeklerin diger deney hayvanlarina nazaran daha
diisiik dozlarda daha fazla toksik tepki ortaya koymalar1 diisiindiiriiclidiir. Bu
gercekler dogrultusunda TCMTB’nin smif C insan Kkarsinojeni olarak
siniflandirilmasi, kullanim dozajlari, kullanilirken alinmasi1 gereken onlemler ve
farkli etiketlenmesine yonelik tedbirler alinarak piyasaya siiriilmesi konusunda
Amerika da USEPA tarafindan gerekli diizenlemeler yapilmistir. Ayni calismada
TCMTB’nin ¢esitli su canlilarn iizerindeki toksisite degerleri incelenmis pek
cogunda yiiksek toksisite gosterdigi belirtilmistir. Ancak TCMTB’nin pH 5’in
izerinde hizla parcalanmasi cevre acisindan riskin nisbeten daha az olduguna
isaret etmektedir. (EPA739-R-05-003, 2006)

Insanlar iizerinde yapilan caligmalar heniiz sl olmakla beraber
TCMTB’ye calisma kosullar1 dolayisiyla maruz kalan insanlarda; deride kaginma,
ateslenme, yanik; gozlerde, burunda ve girtlakta tahris gibi semptomlar ortaya
cikmaktadir. GoOgiis sikismasi, burun kanamasi da goriilebilmektedir. Calisma
esnasinda TCMTB’nin sulu ¢ozeltisine maruz kalan insanlarda alerjik kontak
dermatit goriilebilmektedir. Deri fungusidi olarak kullanilan TCMTB’nin ise
ozellikle hassas ciltli insanlarda ve ayak egzamasi olan hastalarda kontak

dermatitin etimolojik faktorii olarak ortaya ciktigi belirlenmistir. (Domingo et al.)

Insan saglig: iizerindeki olumsuz etkileri yapilan arastirmalarla daha da

fazla ortaya cikan TCMTB’nin deri sanayindeki kullanimin kontrol altina
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alinmasi1 ve ozellikle son iiriindeki miktarinin belirlenmesi Avrupa iilkeleri basta

olmak iizere tiim diinyada gittik¢e artan sekilde talep edilmektedir.

2.6 TCMTB Tayin Yontemleri

Bu amagla arastirmacilar deride, flottede, atik sularda, vb. TCMTB
miktarinin belirlenmesine yonelik yontemler gelistirirken diger taraftan da
TCMTB nin deri tarafindan aliminin iyilestirilmesi ve derinin korunmasi igin
miimkiin olan en diisik dozajin belirlenebilmesi icin ¢esitli calismalar
yiirtitmektedirler. Bu calismalarin bazilar1t TCMTB’nin daha az toksik antifungal
ajanlarla sinerjik olarak kullanilarak preparattaki oranin azaltilmasina yonelik de

arastirmalar yapmaktadirlar. (Dalton et al, 1996)

TCMTB analizi icin ¢esitli yontemler 6nerilmis olmasina ragmen; bunlarin
icinde en verimlisi yiiksek basingli sivi kromotografisinde (HPLC) belli
ultraviyole 1sin frekans araliklarinin kullanilarak yapilan analizler olarak
belirtilmistir. Gaz kormotografisi yontemi ise TCMTB nin termal kararsizligindan
dolay1r kullanilamamaktadir. (Fowler,1987; Fiehn et al.; 1994; Voulvolis et al.,
1999)

TCMTB miktarinin HPLC yontemi ile tayin edilebilmesi ile TCMTB ve
deri maddesi arasindaki iliski incelenerek, banyo tiiketiminin nasil gerceklestigi

ve etkileyen kosullar incelenebilmistir. (Fowler, 1990)

TCMTB’nin ve alt iiriinii olan merkaptobenziyazoliin spektrofotometrik
yontemlerle tayin edilebilmis ve sonuglar HPLC yontemi ile yapilan analizlerle

uyumlu olmustur. (Reyes et al, 2001)

Mevcut  yontemler iginde en yenilerinden biride atiksularda
elektrorediiksiyon yontemi ile TCMTB miktarinin tayin edilmesidir. (Menese et
al, 2005)
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3 MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Deri materyali
3 adet yerli rk tuzlu yas koyun derisi miimkiin olan en basit ve standart

recete ile wet-blue asamasina kadar islenmistir. Derilere krom tabaklama islemi de

dahil olmak iizere hi¢bir fungusid uygulanmamastir.
3.1.2 Fungusid Ornekleri

Piyasada farkli ticari isimler altinda satilan ve pazarlayan firmalar
tarafinda %30’luk TCMTB icerigine sahip oldugu sdylenen 5 farkli fungusid
numunesi tedarik edilerek, arastirma asamasinda ticari isimlerinin bilinmemesi
icin kodlanmustir (T1,T2,T3,T4,T5)

3.2 Yontem

3.2.1 Ham Derilerin islenmesi

Ham deriler asagidaki receteye uygun olarak islenmistir. Recete
diizenlenirken tabakhane kosullarinda uygulanabilecek en basit recete géz Oniine
alinmustir. Islenti sirasinda pikle ve krom tabaklama asamalarinda hicbir fungusid
kullanilmamig, bunun yani sira yag, dolgu, On tabaklama maddelerinin de

kullanimindan fungusid etkinligini etkileyebilecegi i¢in kaginilmistir.

Cizelge 3.1. Deri numunelerinin islenti recetesi

iSLEM % MALZEME °C SURE pH NOTLAR
Tartim 5kg ham
Islatma Su 25 1s Pervanede
Yumusatma Su
0,5 Noniyonik islatma yardimcisi Sabaha kadar
0,2 Ditiyokarbamat bakterisit 10dak/saat, siiz
On etleme
Badana Zimik 15 Be® 6s Et tarafindan
Kireg 25 Be°
Kaolin 35 Be®

Yin yolma



Kireglik

Etleme
Tartim
Yikama

Kireg giderme

Sama

Yikama

Yag giderme

Yikama

Yikama

Pikle

Krom tabaklama

Bazifikasyon

- 2w

200

50

200
0,5

60
10

0,75
0,75

10

0,5
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Su 25
Zirnik

Kiregc

Amin kireclik yardimcisi

Noniyonik dispergatér

Su

25
Su
Kire¢ giderme malzemesi
Ayni banyoda 35
Sama malzemesi 1500LVU

25
Su 35
NPE’siz yag giderici
Noniyonik dispergatér
Su 35
Dispergator

25
Su 25
Tuz
Formik asit
Sdlfirik asit
Sdlfirik asit
%33 Bazik Krom Siilfat 25

Sodyum formiyat

Na-bikarbonat

30 dak.

15 dak

1s

1s

15 dak

1s

15 dak

15 dak

5 dak

10 dak
30 dak
30 dak
30 dak

1s

30 dak

30 dak

Dolapta

Sabah kadar
5dak/saat déndir

2,5 kg tola

X2

pH kontrol
Fenol fitaleyn ile
Kesit renksiz

Kontrol
Balon testi, sliz

Delikli kapakla,siiz

Slz

Sliz x2

Delikli kapakta,siiz

5 Be°
Derileri ekle

1/10 seyrelt

1/20 seyrelt

1/20 seyrelt

pH kontrol banyo
2,6-2,8

Ph 3 dimetil sarisi
kesit kirmizi

Ertesi glin sabah
kadar

5 dak/ saat
Kesit kontrol

pH kontrol dimetil
sarisi kesit sari
turuncu

Siiz , istifle
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3.2.2.Fungusidlerin Uygulanmasi

Wet-blue derilerin muhtelif yerlerinden 7 cm x 11 cm ebatlarinda 50 adet
parca kesilerek 10’arli guruplar halinde her bir fungusid i¢in ayrilmistir. Her bir

grubun agirlig: 0,1 g hassasiyetle 150 g olacak sekilde ayarlanmistir.

Fungusidlerden hassas tartim ile 1’er gram tartilarak 1000 ml’ye
seyreltilmistir. 1/1000’lik fungusid ¢ozeltileri ¢alkalayici inkiibatérde 150 d/d, 30

°C’de 2 saat boyunca 2000ml’lik erlenlerin i¢inde derilere uygulanmustir.

3.2.3 UV Spektrofotometresi ile tiiketimin belirlenmesi

Fungusid uygulanmis derilerden alinan pargalar kurutularak ogiitiilmiis ve
elde edilen deri tozu saf suda 6 saat calkalayici inkiibatorde ekstrakte edilerek elde
edilen ¢ozelti UV spektrofotometresinde 1/1000°lik fungusid stok cozeltileri ile
karsilastirilarak yikama ile uzaklasan fungusid orami belirlenerek bagil tiiketim

degerlerinin tespit edilmistir.
Tiiketim Oncesi ve sonrast pik absorbans degerleri oranlanarak %
cinsinden deride kalan ve yikamalarla uzaklasan TCMTB miktar1 asagidaki

denklem kullanilarak hesaplanmistir.

W = (Abs.g/ Abs.;) x 100

B=100-W
W % cinsinden yikamalarla uzaklagsma miktar1
Abs.g Yikama cozeltisi icin pik absorbans degeri
Abs.; Stok Cozelti icin pik absorbans degeri

B % cinsinden baglanma miktar1
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3.2.4 HPLC yontemi ile deride TCMTB tayini
ISO 2418’e gore alinan deri numuneleri, ISO 4044°e gore Ogiitiilmiistiir.

1gr ogiitiilmiis deri 0,001 hassasiyetle tartilarak 100ml’lik behere konarak
tizerine 20ml asetonitril eklendikten sonra %80 giicteki ultrasonik banyoda 1 saat

boyunca oda sicakliginda ekstrakte edilmistir.

Ekstraksiyoniu takiben uygun bir kaba filtre edilen cozelti HPLC’de

Olciimlenerek tespit edilen fungusidlerin miktarlari tayin edilmistir.

HPLC cihazinda CC250/4 niikleosil 100-5 C18 HD ayirici kolon ve uygun
onkolon kullanilmistir. 0,8ml/dak debide, 30 °C kolon firim1 sicakliginda ilk 6
dakika %60’lik asetonitril ile izokratik sonrasinda %95’lik saf su ile 9 dakika
0,02ml enjeksiyon hacminde 275 nm UV algilama frekansinda %99,7’lik TCMTB

(asetonitrilde) ile kalibre edilmis ve ayni1 kosullarda 6lctim gerceklestirilmistir.

300 7 TCMTB Kalibrasyon Grafigi
250 - y = 0,0282x - 0,5781
R® = 0,9998

200 -
=
£
£ 150 -
=
QO
=

100 -

50
0
0 2000 4000 Alan 6000 8000 10000

Sekil 3.1. HPLC yontemi i¢cin TCMTB kalibrasyon grafik

Elde edilen kalibrasyon grafiginin dogru fonsiyonunda her bir fungusid
ornegi i¢in elde edilen pik alanlar1 yerine konarak karsilik gelen derisim degerleri

bulunmustur.

Elde edilen derisim degerleri asagidaki formiilde yerine konarak deri

ornegindeki TCMTB miktar1 mg/kg cinsinden hesaplanmistir.
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Wr=8.V.F.1000/m. 1000

Wr  derideki TCMTB miktarinin mg/Kg cinsinden degeri

N fungusid 6rnegine ait kalibrasyon grafiginden elde edilen pg/ml cinsinden
TCMTB konsantrasyonu

\Y% ml cinsinden ekstraksiyon hacmi

F seyreltme faktorii

m deri 6rneginin g cinsinden agirligi

Deri maddesinde tespit edilen TCMTB miktar1 ile UV spektrofotometresi
Olciimlerinden elde edilen baglanma oranlari kullanilarak fungusid 6rneklerinin

TCMTB derisimleri hesaplanmustir.

3.2.5 Wet-blue derilerde kiif gelisimi direnci icin standart test metodu
(ASTM D4576)

ASTM D4576 standardina gore 120 mm capindaki plastik geri
doniisiimsiiz petri kaplar1 icine 2 cm x 2 cm ebatlarindaki deri pargalar1 petri
kabinin orta kismina gelecek sekilde yerlestirildikten sonra 3,9 g / 100 ml‘lik
konsantrasyonda hazirlanmis potato dextroz agar petri kaplarinin icine deri
parcalarinin iizerine gelmeyecek sekilde dokiilmiistiir (25 ml).

20 dakika kadar agar soliisyonunun katilasmasi beklendikten sonra 1x10°
spor/ml’lik A. miger sporu siispansiyonundan deri parcasinin sagina, soluna ve

izerine olmak iizere 3 damla damlatilmastir.

Daha sonra 34 °C’deki inkiibatore yerlestirilen petri kaplart 21 giin
boyunca inkiibe edilmis; 3., 7., 14. ve 21. giinlerde Ol¢iimlendirilip
fotograflanarak sonuglar degerlendirilmistir.

Degerlendirme 2 cm x 2 cm ebatlarindaki deri pargasinin % ylizey alanin
kiifle kaplanan kisminin 0 — 4 degerleri arasinda derecelendirilmesi seklinde
yapilmistir. Buna gore % 0, O kiif gelisimi; % 12, 0,5 kiif gelisimi; % 25, 1 kiif
gelislimi; % 50, 2 kiif gelisimi; % 75, 3 kiif gelisimi, % 100, 4 kiif gelisimi olarak
degerlendirilmektedir.



17

Her bir fungusid i¢in 2 adet cilt ve 1 adet siiet deri parcast 2 cm x 2 cm
ebatlarinda kesilerek, deri iizerinde en hizli gelisen ve en baskin fungi tiirlerinden

biri olan Aspergillus niger’e karsi test edilmistir.

Petri kaplarindaki kiif gelisimi 3.,7.,14. ve 21. giinlerde 6l¢iimlenmis ve
fotograflar1 cekilerek kayit altina alinmis ve sonu¢ ASTM standardina uygun

olarak raporlanmistir.

3.2.6 Tropik cember testi

Fungusid uygulanan derilerden 3’er adedi Tropik cember testine sokulmak
tizere Zenith Industrial Chemicals firmasinin Madras(Hindistan)’da bulunan

mikrobiyoloji laboratuarina gonderilmistir.

Zenith Industrial Chemicals firmasinin tropik ¢ember testi ASTM D3273-

00 test yontemi temel alinarak gelistirilmis bir uygulamadir.

Test diizenegi; i¢ ortami % 95-100 nem ve 27-30 °C sicaklikta tutulan
izole edilmis bir kabindir. Kabin nem ve sicaklik kontroliinii otomatik olarak

saglayan sistemlerle donatilmigtir.

Tropik cember diizenli araliklarla deride ortaya ¢iktigr sik¢a goriilen cesitli
fungus tiirlerinin sporlari ile agilanmaktadir. Hava sirkiilasyonu sayesinde siirekli
olarak derilere saldirmasi saglanan bu sporlar ideal nem ve sicaklikta deri

orneklerine dis ortamdan ¢ok daha hizli bir sekilde etkimektedirler.

7 cm x 10 cm ebatlarinda kesilen deri ornekleri deneme basina 3 adet
ornek olacak sekilde kabin igerisindeki askilara yerlestirilmektedir. Deri parcalar
her hafta muayene edilerek kiif gelisimi degerlendirilmektedir. Bu degerlendirme
kiifle kaplanan % yiizey alaninin 100 iizerinden puanlanmasi ile yapilmaktadir.
Her hafta sonunda 20 ve alt1 puan alan deri pargalari testi basariyla tamamlamis
kabul edilir. 4 hafta (28 giin) siiren testin degerlendirilmesinde 4. hafta sonunda
sinir degerin altinda kiif gelisimi gosteren numuneler uzun siireli kiif direnci sahip
olarak nitelenir. 3. hafta orta vadeli, 2. hafta ise kisa siireli kiif direncine isaret
etmektedir. ik hafta sonunda 20’nin iizerinde puan alan deri parcalarmin kiif
direnci olmadig: belirtilir. Her bir test icin ortama fungusid icermeyen bir deri
pargas1 asilir. Bu deri parcasinin ilk haftanin sonunda 20 {izerinde puan alarak

tropik ¢cemberin ¢alistigini ispat etmesi gerekmektedir.
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Tez calismasi1 geregi daha ayirt edici sonuglara ulasilabilmesi icin, wet-
blue deri numuneleri 8 hafta boyunca tropik c¢emberde tutularak sonuglar
gozlemlenmistir. Bu sayede standart siiregte yeterli koruma saglayan fungusidler
olmasit halinde sonuglarin birbirinden farkliliklarinin  gozlemlenebilmesi

amaglanmstir.

Sekil 3.3 tropik cember test kabini Sekil 3.4 tropik cember uygulama

/

|

Sekil 3.5 tropik cemberdeki deri drneklerinin goriiniimii
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez c¢alismasi sirasinda yapilan analizler 2 grup altinda toplanmistir.
Bunlar TCMTB igerigine yonelik analizler ve TCMTB etkinligine yonelik

analizlerdir

4.1 TCMTB Konsantrasyonlarma Yonelik Analizler

UV spektrofotometresi yontemi ve HPLC yontemi ile yapilan analizlerden
elde edilen bulgular ayri ayr1 sunulduktan sonra tespit edilen TCMTB icerikleri

kiif direnci testleri ile karsilastirmali olarak incelenmistir.
4.1.1 UV Spektrofotmetresi verileri

UV spektrofotometresi ile yapilan Olgiimlere ait veriler grafik haline
getirilerek TCMTB konsantrasyonuna ait pik degerleri belirtilmistir. Yikama ile
uzaklasan ve deriye baglanan TCMTB yiizdesi hazirlanan stok ¢ozeltiye

oranlanarak tayin edilmistir.

T

0,217166667

4
371

¥ o3

3

RENAIRRETRESBEBRE

n

Sekil 4.1 T1 i¢in UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik
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Sekil 4.2 T2 icin UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik
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Sekil 4.3 T3 icin UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik
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Sekil 4.4 T4 icin UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik
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Sekil 4.5 TS5 icin UV spektorofotmetresi analiz degerlerine ait grafik

Sekil 4.1 — 4.5°de verilen UV Spektrofotometresi sonuglar1 incelendiginde
benzer ticari iiriinler arasinda TCMTB aktif maddesinin deriye baglanma oranlari
arasinda ciddi farkliliklar olabildigi goriilmektedir. T2 en iyi baglanma oranini
gostermektedir. TS ornegi ise en diisiikk baglanma oranina sahiptir. T3 6rnegi ile
T2 o6rnegi arasinda baglanma dereceleri birbirine ¢ok yakindir. Orneklerin
farkliliklar  TCMTB’nin deriye baglanma

miktarinin liriiniin kompozisyonundaki diger yardimci maddelerden etkilendigine

baglanma dereceleri arasindaki

isaret etmektedir.

Cizelge 4.1 UV Spektrofotmetresi

Ornek nm ilk Abs. So
T1 221 0,79
T2 2184 1,58
T3 221 1,12
T4 218,2 0,95
T5 221 0,28

4.1.2 HPLC yontemi verileri

Yapilan kalibrasyon calismasi ile analizde elde edilen TCMTB pikinin
alan1 ve TCMTB konstantrasyonu arasinda Sekil 4.6’daki gibi bir iligki oldugu

belirlenmistir.

Sonuglari

n Abs.

0,23
0,34
0,25
0,22
0,12

Yikanma

Derecesi (%)

28,49
21,49
22,01
23,68
42,84

Baglanma
Derecesi (%)

71,51
78,54
77,99
76,32
57,16
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HPLC analizi ile elde edilen veriler incelendiginde T3 Ornegi ile islenen
derilerde bulunan TCMTB miktar1 digerlerinden fazladir. TS Ornegi ise en az
TCMTB icerigine sahip olan derilerdir. T3 ve T2 ornekleri birbirlerine oldukca

yakin degerler gostermektedir.

Cizelge 4.2. TCMTB i¢in HPLC kalibrasyon verileri

Derisim
(ppm) 1 3 5 10 50 100 150 200 250
Alan 35,52 105,59 205,74 357,94 1791,64 3595,94 5439,17 7095,83 8828,91
300 -
y =0,0282x - 0,5781
250 - R® = 0,9998
200 -
3 3
(=}
2 150 - 2
= 1
@]
-
100 - .
3
50 -
0
0 2000 4000 Alan 6000 8000 10000

Sekil 4.6 HPLC kalibrasyon grafigi ve iizerinde orneklere ait ol¢iim degerlerinin

yerlesimi

Cizelge 4.3 Fungusid 6rneklerine ait HPLC 6l¢iim degerleri ve karsilik gelen derisimler

Ornek T1 T2 T3 T4 TS
Alan 4693,48 5686,55 6071,26 3091,97 2797,18
Derisim (ekstrakt, ppm) 131,78 159,78 170,63 86,62 78,30
Derisim (deri, mg/Kg) 2635,56 3195,65 3412,63 1732,31 1566,05
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Cizelge 4.4 Fungusid 6rneklerindeki TCMTB derisimlerine yonelik veriler

ORNEK Deri Ornegindeki TCMTB miktari Baglanma TCMTB TCMTB
(mg/kg, HPLC) Derecesi (%, (g/Kg) (%)
UV Spekt.)
T1 2635,56 71,51 276,40 27,64
T2 3195,65 78,54 305,16 30,51
T3 3412,63 77,99 328,19 32,82
T4 1732,31 76,32 170,24 17,02
TS 1566,05 57,16 205,48 20,55

4.2 Fungal Direnc Olciimlerine Yonelik Veriler

ASTM D4576 ve tropik cember kiif direnci testi verileri ayri1 ayri
belirtildikten sonra her bir test tiirli i¢in fungusid Orneklerinin performanslar

degerlendirilmistir.
4.2.2 ASTM DA4576 test metodu sonuclari

ASTM DA4576 yontemi ile yapilan kiif direnci testi sonuglart 3.,7.,14. ve

21. giinler i¢in ayr1 ayr1 verilmistir.

21. giin sonunda tiim fungusidler ASTM D4576 yontemine gore yeterli
antifungal korumayi saglayabilmektedir. Ortalama korunmus caplara gore
degerlendirildiginde ise fungusid performanslart T1,T3,T2,T4, TS olarak
siralanmaktadir. T3 ve T4 deri orneklerinin siiet tarafinda daha iyi performans
gosterirken T1 ve T2 deri 6rneklerinde cilt yiiziindeki antifungal performans daha
yiiksektir. T5 Ornegi ise hem siiet hem de ciltte diger 6rneklere nazaran en az

korumay1 saglamaktadir.

Hepsi ayni aktif madde kullanilarak iiretilen bu fungusidlerin cilt ve siiet
taraflarinda farkli performanslar sergilemeleri TCMTB nin ¢oziinmesi, emiilsiyon
stabilitesi ve deriye penetrasyonu icin kullanilan yardimci maddelerde meydana
gelebilecek farkliliklarin uygulamada farkli sonuglara yol acabilecegine isaret

etmektedir.
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Cizelge 4.5 ASTM D4576 yontemi 3. giin 6l¢iim sonuglari

Aspergillus )
niger 3.GUN
Inhibisyon
1 2 3 zon ¢ap1 (cm) ASTM
CILT 1 41 42 44 423 0
T1 CILT2 44 42 43 4730 0
SUET 39 41 4 4,00 0
CILT 1 48 45 49 473 0
T2 CiLT 2 43 44 44 437 0
SUET 4,1 41 4,1 410 0
CILT 1 43 4,1 44 427 0
T3 CILT 2 45 42 45 440 0
SUET 47 44 47 4,60 0
CILT 1 42 42 42 420 0
T4 CiLT 2 37 4 3,8 3,83 0
SUET 42 42 41 417 0
CILT 1 3,7 35 35 357 0
TS5 CILT 2 4 3.8 4 3,93 0
SUET 3,7 35 37 3,63 0
KOR - 2,7 3 2,8 2,90 0
3.GUN
A. niger
ON ARKA

CILT 1

Tl CILT2
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T2

T3




T4

T5

CILT 1

CILT 2
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SUET

KOR -

Sekil 4.7 ASTM D4576 yontemi 3. giin 6l¢iim fotograflari.

Cizelge 4.6 ASTM D4576 yontemi 7. giin 6l¢iim sonuglari

Aspergillus
niger

T1

T2

T3

T4

T5

KOR

CiLT 1
ciLT2
SUET

CILT 1
CILT 2
SUET

CiLT 1
ciLT 2
SUET

CILT 1
CILT 2
SUET

CiLT 1
ciLT 2
SUET

4,2
4,3
3.9

4,5
4,1
3.8

4,1
42
4.4

3,5
3,7
33

2,2

7.GUN

2.

4,3
4,1
4

4,2
4,2
3.8

34
35
3,2

2,5

4,1
4,3

4,5
39
4,2
4,2
4,2
39
3,6
4,1
34
3,7
33

2,1

Inhibisyon zon
cap1 (cm)

4,20
4,23
3,97

4,40
4,10
3,83

4,10
4,13
4,30

3,97
3,60
4,07

3,43
3,63
3,27

2,27

ASTM

(=)
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7.GUN
A. niger
ON ARKA
CILT 1
T1 CiLT2
SUET
CILT 1
T2 CiLT 2

SUET



T3

T4

CILT 1

SUET

CILT 1

SUET

CILT 1
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T5 CILT 2

SUET

KOR -

Sekil 4.8 ASTM D4576 yontemi 7. giin 6l¢iim fotograflari.



A. niger

T1
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Cizelge 4.7 ASTM D4576 yontemi 14. giin 6l¢iim sonuglart

Aspergillus }
niger 14.GUN
Inhibisyon
1. 2. 3. zongapi(cm) ASTM
CILT1 42 46 4,9 457 0
T1 CiLT2 44 47 41 4,40 0
SUET 3,8 4,2 42 4,07 0
CILT1 45 42 43 4,33 0
T2 CILT2 41 4 42 4,10 0
SUET 35 34 3,3 3,40 0
CILT1 42 42 4 413 0
T3 CiLT2 4 42 4 4,07 0
SUET 41 42 4 4,10 0
CiLT1 36 35 35 3,53 0
T4 CiLT2 34 33 35 3,40 0
SUET 4,1 39 42 4,07 0
CiLT1 31 32 3,1 3,13 0
T5 CiLT2 34 32 3,3 3,30 0
SUET 3 31 28 297 0
KOR - 21 24 24 230 0
14.GUN
ON ARKA
CILT 1
CiLT2




SUET

CILT 1

T2 CILT 2

SUET

CILT 1

T3 CILT 2

32




SUET

CILT 1

T4 CILT 2

SUET

CILT 1

T5 CILT 2

33
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SUET - -
KOR - - -

Sekil 4.9 ASTM D4576 yontemi 14. giin 6l¢iim fotograflari.

Cizelge 4.8 ASTM D4576 yontemi 21. giin 6l¢iim sonuglart

Aspergillus

niger 21.GUN
Inhibisyon zon
1. 2. 3. ¢ap1 (cm) ASTM
CILT1 4,1 42 412 4,14 0
T1 CiLT2 42 44 46 4,40 0
SUET 39 42 4 4,03 0
CILT1 44 46 42 4,40 0
T2 CiLT2 41 4 42 4,10 0
SUET 35 35 35 3,50 0
CILT1 4 42 39 4,03 0
T3 CiLT2 39 4 42 4,03 0
SUET 42 4 41 410 0
CILT1 35 3,7 36 3,60 0
T4 CiLT2 35 3,2 33 3,33 0
SUET 4 41 42 4,10 0
CILT1 3,3 34 33 3,33 0
T5 CiLT2 3,3 34 33 3,33 0
SUET 3 32 29 3,03 0

KOR - 23 22 21 220 0
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21.GUN
A. niger

ON ARKA

T1

T2
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TS

KOR

Sekil 4.10 ASTM D4576 yontemi 21. giin 6l¢iim fotograflari.
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4.2.1 Tropik cember testi sonuclari

[k dort haftalik tropik cember testi sonuglarma goére tiim deri numuneleri
4. haftanin sonunda 20 altinda puan alarak uzun siireli kiif direncine sahip
olduklarin1 gostermislerdir. 5. haftadan baglayarak deri numunelerinde kiif
gelisiminde artis  gozlemlenmesi, deri Orneklerine yapilan fungusid
uygulamalarinin gercek tabakhane kosullarindaki ideal kullanim oranlariyla

uyumlu oldugunu gostermektedir.

6. hafta sonunda 30 puan alarak tropik cember testinden kalan T35
fungusidi uygulamasit yapilan 5 fungusid icinde en diisiik performansi
gostermektedir. T4 fungusidi 7. hafta sonunda, T1 fungusidi ise 8. hafta sonunda
testten kalmislardir. 8. hafta sonunda tropik ¢eber testinde 20 ve altinda puan alan
T2 ve T3 fungusidleri ise diger fungusidlerden daha iyi koruma sagladiklarin
gostermislerdir. T2 fungusidi 15 ortalama ile T3 fungusidinden biraz daha basarili

olmustur. (Cizelge 4.8.)

Cizelge 4.9 Tropik ¢cember kiif direnci testi verileri

NUMUNE ADI KUF DIRENCI DEGERLENDIRMELERI
1.Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4 Hafta 5.Hafta 6.Hafta 7.Hafta 8.Hafta
T1-A 0 0 0 0 0 10 20 35
T1-B 0 0 0 0 0 5 15 30
T1-C 0 0 0 0 0 0 10 25
ORTALAMA 0 0 0 0 0 5 15 30
T2-A 0 0 0 0 0 5 10 15
T2-B 0 0 0 0 0 5 10 15
T2-C 0 0 0 0 0 5 10 15
ORTALAMA 0 0 0 0 0 5 10 15
T3-A 0 0 0 0 0 10 15 25
T3-B 0 0 0 0 0 0 5 15
T3-C 0 0 0 0 0 5 10 20
ORTALAMA 0 0 0 0 0 5 10 20
T4-A 0 0 0 0 10 25 35 45
T4-B 0 0 0 10 20 35 45 55
T4-C 0 0 0 5 15 30 40 50
ORTALAMA 0 0 0 5 15 30 40 45
T5-A 0 0 0 10 15 25 35 45
T5-B 0 0 0 0 5 15 30 40
T5-C 0 0 0 5 10 20 40 50
ORTALAMA 0 0 0 5 10 20 35 50
NEGATIF KONTROL 40 85 100 100 100 100 100 100
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4.2.3 Tropik cember ve ASTM D4576 yontemlerinin karsilastirilmasi

Tropik ¢ember testi ve ASTM D4576 testi birbirleri ile uyumlu sonuglar
vermislerdir. ASTM D4576 testi uygulanmasi1 daha kolay ve diisiik maliyetli
olmasi ile 6ne cikmaktadir. Ancak bu yontemde 21 giinliik siirecte besi yerinin
dehidrate olmasi riski mevcuttur ayrica uygulamayi yapan kisinin besi yeri
hazirlanmas1 ve ekim gibi konulardaki tecriibesi de sonuglar etkileyebilmektedir.
Tropik ¢cember testi ise funguslarin ideal yasam kosullarim1 ve tabakhane ortamini
daha iyi simiile etmesinden dolay1r daha detayl fikir yiiriitiilebilecek sonuclar
vermesi ile 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica bu yontem de uygulamayi yapan kisinin konu

ile ilgili tecriibesi test sonuclari iizerinde daha az rol oynamaktadir.

ASTM D4576 yonteminde yiiksek olan deger daha iyi iken Tropik Cember
testinde diisiik olan deger daha iyidir.

Cizelge 4.10 Tropik cember ve ASTM D 4576 test verileri karsilastirmali ¢izelgesi

ORNEK Kiifle Kaplanan Alan (%) Ortalama Inhibisyon zon ¢ap1
(8. hafta sonunda % ortalama) (21. giin ortalama)
T1 30 4,19
T2 15 4,00
T3 20 4,05
T4 45 3,68
TS5 50 3,23
Negatif Kontrol 100 2,20
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4.3 Tartisma

TCMTB bazh farkli ticari fungusidlerin incelendigi bu calismada bu
tiriinlerin deri tarafindan alinma degerleri UV-VIS spektrofotometre ile, islenti
sonrast deride bulunan miktarlar1 ise HPLC ile belirlenmis, ayrica iki farkl
antifungal etkinlik testi ile etkinlikleri incelenmistir ve elde edilen sonuclar tablo

4.11°de Ozet olarak verilmistir.

Bu sonuclar incelendiginde cesitli iriinlerin deriye baglanma miktarinin
tiriine bagh olarak %57 ile %78 arasinda degistigi goriilmektedir. Tarlea ve ark.
(2009) yaptiklart calismada kullandiklar bir ticari fungusidin % 87 oraninda
baglandigin1 ancak bag yapici kimyasal gruplarin eklenmesi ile bu oranin % 96’ya

kadar c¢ikabilecegini ifade etmislerdir.

Deride TCMTB konsantrasyonu arttikga fungal direncin gelistigi ancak
2500 mg / kg degerinin lizerinde bu gelisimin dikkate deger olmadigi

goriilmektedir.

ASTM DA4576 ve tropik ¢ember test sonuglarina gore tiim fungusidler
standart test siirecinde derilere yeterli korumayi saglayabilmislerdir. Uzatilan
stirecte ise TCMTB icerigi daha az olan deri numunelerinde kiif gelisimi daha

once gozlemlenmeye baglanmugtir.

En yiikksek TCMTB derisimi T3, en diisik TCMTB derisimi ise T4
fungusidinde belirlenmistir. T4 fungusidi yiiksek TCMTB baglama orani
sayesinde daha fazla TCMTB iceren TS5 fungusidinden daha basarili fungal

koruma saglayabilmektedir.

Analizlerde kullanilan tiim fungusid Ornekleri iireticileri tarafindan %
30’luk TCMTB icerigine sahip olduklar belirtilerek satisa sunulmaktadir. T4 ve
TS5 fungusidlerinin TCMTB derisimleri iireticinin belirttigi konsantrasyonun ¢ok

altindadir. Diger iirlinler %30’luk standarda yakin derisimler gostermektedirler.

Bulgular fungusidlerin  performanslar1  degerlendirilirken TCMTB
iceriklerinin yam sira deriye TCMTB baglama yeteneklerinin de 6nemli olduguna

isaret etmektedir.



Ornek TCMTB

T1
T2
T3
T4
T5
Kor

(%)

27,64075
30,516
32,81948
17,02412
20,54758
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Cizelge 4.11 Fungal diren¢ ve TCMTB iceriklerinin karsilastiriimasi

Baglanma
(%)

71,5129
78,54046
77,98633
76,31718
57,16169

Baglanan Miktar
(mg/kg deri)
(HPLC)

2635,56
3195,654
3412,628
1732,3104
1566,0462

Ort. inhibisyon Zon

Capi(cm)
(ASTM D4576)

4,19
4
4,05
3,68
3,23
22

Ort.Kiifle Kaplanan Alan
(% )(Tropik Cember Testi)

30
15
20
45
50
100
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5. SONUC

Deriler hayvanin sirtindan yiiziildiigli andan itibaren mikroorganizma
tehtidi altindadirlar. Bu tehdit deri islenti asamalar1 boyunca devam eder.
Ozellikle pikle ve wet-blue derilerin depolanmasi ve nakliyesi sirasinda en yiiksek
seviyeye ulasir. Bu gelisimin sebep olabilecegi maddi zararlardan korunmak i¢in

uygun bir fungusid kullanilmasi1 gerekmektedir.

TCMTB deri sanayinde kullanilan fungusidler arasinda genis spektrumu
ve islenti kosullarina uyumlu olusuyla 6ne ¢ikmis ve genis kullanim alani
bulmustur. Pek cok iiretici tarafindan farkli isimler altinda iiretilerek piyasaya
stirilmiistiir. Her biri aymi aktif icerige sahip ve en iyi korumayi saglama
iddiasiyla iiretilen bu iirtinlerin aslinda aktif maddeleri disinda pek ¢ok yonden
birbirlerinden farkli oldugu goriilmektedir. Bu farkliliklarin kullanici tarafindan
daha iyi bilinip; islentinin iiriin karakterine uygun olarak diizenlenmesi hem
gereksiz tiiketimin Oniine gececek hem de optimum antifungal korumanin elde

dilebilmesini saglayacaltir.

Bu calismada fungusid kullanimi sirasinda dikkat edilmesi gereken iiriin
karakteristiklerinden biri olan deriye TCMTB baglama yetenegi her bir {iriin i¢in
belirlenmis, elde edilen sonuclar 2 farkli antifungal direng testi ile karsilagtirmali
olarak incelenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda her bir fungusid icin
TCMTB konsantrasyonlari, deriye TCMTB baglama yiizdeleri, deri
orneklerindeki TCMTB miktarlar1 ve bu TCMTB miktarinin derinin fungal
direnci ile olan iligkisi ortaya konmaktadir. Elde edilen sonuclar her bir fungusid
icin kullanim miktarinin ve iirlin verimliliginin endiistriyel kosullarda optimum

sekilde istifade edilebilmesini saglayacak niteliktedir.

TCMTB hakkinda yapilan incelemeler sonucunda belirlenen zararlari
yakin gelecekte daha siki tedbirlerle kullaniminin kisitlanacagini gostermektedir.
TCMTB bazli fungusidlerin deri endiistrisinde kullanimina devam edilebilmesi
icin kullanim miktarlarinin optimize edilmesi ve TCMTB baglama yetenegi
yiiksek fungusidler konusunda yapilan ¢alismalarin gelistirilmesi gerekmektedir.
Bu tez calismasinda UV spektrofotometresi ve HPLC 0l¢iimlerinin beraber
kullanilarak fungusidlerin icerik ve baglama kapasiteleri sinerjik olarak
degerlendirilebilmistir. Gelecekte baglanma oram yiiksek deri fungusidleri
gelistirilmesine yonelik yapilacak c¢alismalarda bu degerlendirme yoOntemleri

kullanilarak gelistirilen iirtinlerin performanslar1 kolaylikla analiz edilebilecektir.
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EK 1 T1 HPLC analiz verileri

RAcg. Operator : deniz Seqg. Line : G
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 1
Injection Date : 11/22/2010 11:49:33 AM Inj : 2
Inj Volume : 20 pl
Sequence File : C:\CHEM32\1\SEQUENCE\METCAN. S
Method : C:\CHEM224\1“METHODS\METET.M
Last changed : 11/22/2010 11:12:53 AM by deniz
Method Infe : TCMTE Reutlingen
DAD1 A, Sig=275,4 Ref=380,100 {2707 10'"METCAN12.D)
mAU 2
700
-+
3
600 @
500 -
400
300
200 - 2
in
‘ -~
[}
w0 8 ‘ . - 0
S 5 I &3
imEry 3 | l f = g
Mo N i - IR} — &
of;}ﬁ%,f“““)- LI = ] &
rd
-100
T T T T
5 10 15 20 25 min
Area Percent Report
Sorted By 3 Signal
Calib. Data Modified 11/12/2010 1:24:44 PM
Multiplier 5 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Diluticn Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, Sig=275,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width LArea Area Name
# [min] [min] [mAU*s] %
e e e lemrmsrlemrmranss B e e
1 1.408 BV 0.1914 813.62891 3.4563 2
2 1.686 Vv 0.1180 410.23819 1.7427 2
3 1.839 wv 0.1174 569.11823 2.4176 =
4 1.971 vv 0.0%28 510.52234 2.1687 7

Instrument 1 11/22/2010 12:25:4% PM deniz Page



Peak RetTime Type Width Area Area MName
# [min] [min] [mAaU*s] %

e e Ve e e = | e
5 2.065 vv 0.1725 1201.79443 £.1053 2
6 2.501 vv 0.2804 2222.4%658 9.4413 7
7 2.864 vv 0.213% 1212.97168 5.1528 2
a 3.177 vv 0.3139 1318.88440 5.6027 2
9 3.587 vB 0.2586 492.02399 2.0901 2
10 4.881 BV 0.2213 158.58391 0.6737 2
11 6.414 BB 0.1611 6071.26025 25.7910
12 7.580 BB 0.1786 1550.508%4 6.5883 7
T3 9.413 BB 0.1461 53.36805 0.2267 2
14 10.14¢ EB 0.1194 88.41487 0.3756 2
15 10.%00 BV 0.1028 129.33530 0.54%4 7
16 11.100 VB 0.0248 12.895476 0.0550 2
17 11.386 BV 0.1574 18.54568 0.0805 2
18 11.630 vV 0.0971 34.63758 0.1471 2
19 11.771 vv 0.0958 23.21463 0.0986 2
20 11.948 vV 0.1038 25.78867 0.109%6 7
21 12.177 v 0.1258 44.61038 0.1895 2
22 12.353 w 0.0889 19.37084 0.0823 7
23 12.477 v 0.0813 31.45220 0.1336 2
24 12.549 VB 0.0240 35.17035 0.1494 2
25 12.766 BV 0.0821 39.28135 0.1669 2
26 12.878 VvV 0.0934 77.87260 0.3308 2
27 13.054 wvv 0.1046 106.99910 0.4545 7
28 13.205 vV 0.1686 100.16412 0.4255 2
2% 13.651 wvv 0.0813 382.58072 1.6252 2
30 13.799 vv 0.1028 4981.39648 21.1612 7
31 14.176 vV 0.1186 48.25900 0.2050 2
32 14.465 VB 0.1126 596.60492 2.5344 7
33 15.665 BV 0.1532 73.85666 0.3137 2
34 15.961 VB 0.1524 38.99038 0.1656 7
35 20.504 BB 0.2042 19.50337 0.0829 2
36 21.455 BB 0.243¢ 24.98981 0.1062 2

Totals : 2.3540ze4

1 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration takle listing)

**% End of Report ***

Instrument 1 11/22/2010 12:25:4% PM deniz Page 2 of 2
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EK 2 T2 HPLC analiz verileri

Reg. Operator : deniz Seqg. Line : 2
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 2
Injection Date : 11/22/2010 1:02:33 PM Inj : 2
Inj Volume : 20 pl
Sequence File : C:\CHEM32\1\SEQUENCE\METCAN. S
Method : C:\CHEM32\1\METHODS\METET.M
Last changed : 11/22/2010 11:12:53 AM by deni:z
Method Info : TCMTE Reutlingen
DAD1 A, Sig=275.4 Ref=360,100 (2707 10'METCAN22.D)
mAU &
600 - 2 %
-
w
500 —
400
200 ‘
200 -
‘ w
100 H § Al
" @ o o
| | &322
| I‘I g - -
o N, S 7y M =
-100
T T T T T
5 10 15 20 25
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 11/12/2010 1:24:44 PM
Multiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilutien Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, S5ig=275,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [maU*s] %
et tmmrmes lemrrelenrmmnnass | = R T
1 1.411 BV 0.2141 £14.50421 2.9941 2
2 1.680 Vv 0.1261 439.37616 2.1408 7
3 1.846 vV 0.1158 561.56494 2.7361 2
4 1.978 vv 0.1013 575.18085 2.8025 2

Instrument 1 11/22/2010 1:28:48 PM deniz Page 1 of 2



Peak RetTime Type

# [min]

] 2.077 v
g 2.515 wv
7 3.065 BV
a8 3.188 VB
9 3.614 BB
10 4.874 BV
11 5.299 VB
1z 6.475 BB
13 7.656 BB

14 9.479 BB
15 10.197 BB
le 10.537 EB
17 11.655 BV
18 11.977 vv
19 12.209 vv
20 12.786 BV
21 1z.%02 vV
22 13.087 v
23 13.218 vV

25 13.822 vV
26 14.205 vv
27 14.4%2 VB
28 15.697 BV
29 15.9%4 VB

Totals

1 Warnings or Errors

Warning : Calibration warnings

Width

.1843
.2997
L1116
.24z28
.2475
L2148
.2698
.1615
.1737
.1428
.1141
.1053
.1318
.1487
.1317
.0823
.0863
L0285
.1295
L0745
.1032
.117%
.1128
.1620
.1154

Area
[maU*s]

1215.53223
2269.03809
481.77170
1005.01221
462.29007
120.03147
50.39273
5686.55176
836.67615
74.32890
74.59135
69.17207
112.874%9
45.8321%9
47.32270
111.54241
147.6481%
222.47977
124.41635
255.65346
4453.1127%
31.2964¢6
344.583277
76.34827
10.22699

2.05241e4

-

%]

|38}

(see calibration

ESIE )

I S T B IR B R S R R

()

EN I NN

takle listing)

**+ End of Report

Instrument 1 11/22/2010 1:38:48 PM deniz

_k ke

Page

2 of 2
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EK 3 T3 HPLC analiz verileri

Reg. Operator : deniz Seqg. Line : 3

Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 2

Injection Date : 11/22/2010 2:15:32 PM Inj : 2
Inj Volume : 20 pl

Sequence File : C:\CHEM32\1\SEQUENCE\METCAN. S

Method : C:\CHEM32\1\METHODS\METET.M

Last changed : 11/22/2010 11:12:53 AM by deni:z

Method Info : TCMTE Reutlingen

DAD1 A, Sig=275,4 Ref=3560,100 (2707 10'METCAN32.D)

mAU &
700 g
600
]
500 o
400 ‘
200 ‘
200
|‘ &
100 o TN I —
sgg® sz || )| 8 &8 5 =
0 pomciow  #i J\ N 3 SE AR pe e 2 &
i T Fr T T o t T —r— T —
\ml ]Llr
-100 -
T T T T T
10 15 20 25 min
Area Percent Report
Sorted By 1 Signal
Calib. Data Modified : 11/12/2010 1:24:44 PM
Multiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilutien Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, S5ig=275,4 Ref=360,100

Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [maU*s] %
et tmmrmes lemrrerlenrmmnns l=emrres R T
1 1.412 BV 0.1754 508.50000 2.9352 2
2 1.839 vv 0.1786 630.12628 3.6373 7
3 1.981 vv 0.1183 492.27856 2.8416 2
4 2.120 vv 0.1708 875.09003 5.0513 =z

Instrument 1 11/22,/2010 2:51:4% PM deniz Page

1 of 2



Peak RetTime Type Width Area Area MName
# [min] [min] [mAaU*s] %

| e Ve e T e | e
5 2.520 vv 0.2684 1447.25342 8.3540 2
6 2.891 v 0.2125 655.26532 3.7824 2
7 3.065 vv 0.1124 251.41920 1.4513 =2
a 3.198 VB 0.2059 397.24869 2.2930 2
9 4.871 BB 0.1382 54.34815 0.3137 =2
10 5.311 BB 0.1461 9.72512 0.0561 7
11 6.496 VB 0.1539 4693.47900 27.0921
12 7.681 BB 0.1731 1013.88042% 5.8524 7
T3 9.499 BB 0.1383 38.95826 0.224% 2
14 10.211 BB 0.1295 66.34155 0.3829 2
15 10.659 BV 0.1160 17.34631 0.1001 7
16 10.948 vV 0.0952 109.22245 0.6305 2
17 11.166 vV 0.1018 12.12104 0.0704 7
18 11.401 vV 0.1374 21.17716 0.1222 2
19 11.667 vV 0.0923 24.94780 0.1440 2
20 11.976 vV 0.1010 60.78402 0.3509 2
21 12.115 vV 0.0705 11.04608 0.0638 2
22 12.209 wvv 0.1038 17.26304 0.099%6 7
23 12.498 v 0.1051 22.69394 0.1310 2
24 12.614 vV 0.1094 43.59%608 0.2516 2
256 12.793 vV 0.0830 46.24764 0.2670 2
26 12.910 vv 0.0866 45.99563 0.2655 2
27 13.095 ww 0.1012 173.68411 1.0026 2
28 13.231 wv 0.1346 70.63078 0.4077 2
29 13.831 vv 0.1083 5043.71777 2%.1138 2
30 14.209 vv 0.1109 30.37284 0.1753 2
31 14.502 vB 0.1134 269.04782 1.5530 2
32 15.708 BV 0.1611 49.83226 0.2876 72
33 16.006 VB 0.14453 17.68821 0.1021 2
34 16.620 BB 0.1771 12.32295 0.0711 2
35 15.070 BB 0.2193 58.54526 0.3379 2
36 20.113 BB 0.2101 31.88852 0.1841 =2

Totals : 1.73242e4

1 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration takle listing)

**% End of Report ***

Instrument 1 11/22/2010 2:51:49 PM deniz Page 2 of 2
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EK 4 T4 HPLC analiz verileri

Rog. Operator deniz Seq. Line 4
Rcg. Instrument Instrument 1 Location vial 4
Injection Date 11/22/2010 3:28:33 PM Inj 2
Inj Volume 20 pl
Sequence File C:\CHEM322\ 1\ SEQUENCE\METCAN. 5
Method C:\CHEM324 1\ METHODS\METET .M
Last changed 11/22/2010 11:12:53 AM by deniz
Method Info TCMTE Reutlingen
DAD1 A, Sig=275.4 Ref=360,100 {2707 10'"METCAN42.D)
mAU &
350 ]
300
&
250 o <
|
200 ||
150 - ”
100-] ‘
. [ 71
] (=] (= '’ uw
g L = 52§ & N 2 g
< || N = EAfﬁI;lif = ws 5
L v A b [ G b e
0 T T Ty N T
50
T T T T
5 10 15 20 25 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Calib. Data Mcdified 11/12/2010 1:24:44 PM
Multiplier - 1.0000
Dilution 1.0000

Use Multiplier & D

Signal 1: DAD1 &,

FPeak FetTime
# [min]

Iype

Instrument 1 11/22/201

ilution Factor with ISTDs

5ig=275,4 Ref=360,100

Width Area Area Name
[min] [mAU*s] %
wlemmremas e e e s e
0.2406 444.30823 3.4634 2
0.1197 281.63037 2.1953 2
0.1714 573.68347 4.4718
0.2316 1004.73755 7.8319 2
0 4:04:51 PM deniz

Page

1 of 2



Peak RetTime Type Width Area Area MName
# [min] [min] [mAaU*s] %
e e Ve e T = | e
5 2.513 vv 0.2901 1413.17566 11.0156 z
6 3.064 Vv 0.3272 1009.54712 7.8694 7
7 3.187 v 0.1849% 465.92920 3.6319 2
a 3.491 VB 0.2730 431.68713 3.3650 2
9 4.960 BB 0.2104 132.02917 1.0292 2
10 6.477 BB 0.2130 3091.57241 24.1017
11 7.657 BB 0.2157 435.03568 3.3911 2
12 9.481 BB 0.1612 36.4435% 0.2841 2
13 10.197 BB 0.1316 32.95691 0.256% 7
14 10.93% BB 0.0%e4 17.60525 0.1372 2
15 11.658 BV 0.0962 15.86453 0.1237 2
186 11.972 vw 0.1028 22.60727 0.1762 2
17 12.202 vwv 0.0931 25.76693 0.200% 2
18 12.788 vV 0.1038 67.64709 0.5273 2
19 12.905 vv 0.0860 48.8484d6 0.3808 2
20 13.094 vV 0.0977 216.11353 1.6846 7
21 13.227 v 041132 90.83380 0.7080 2
22 13.828 vV 0.1074 2648.14526 20.6421 7
23 14.212 vV 0.1082 22.08102 0.1721 2
24 14.501 VB 0.1115 238.43510 1.8586 2
25 15.711 BV 0.1385 35.46783 0.2765 2
26 16.005 VB 0.1282 8.43399 0.0657 2
27 15.075 BB 0.1851 17.85895 0.13%2
Totals : 1.28288e4

1l Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration takle listing)

*** End of Report ***

Instrument 1 11/22/2010 4:04:51 PM deniz Page 2 of 2
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EK 5 TS5 HPLC analiz verileri

Reg. Operator : deniz Seqg. Line : 5
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 5
Injection Date : 11/2Z/2010 4:41:35 PM Inj : 2
Inj Volume : 20 pl
Sequence File : C:\CHEM32\1\SEQUENCE\METCAN. S
Method : C:\CHEM32\1\METHODS\METET.M
Last changed : 11/22/2010 11:12:53 AM by deni:z
Method Info : TCMTE Reutlingen
DAD1 A, Sig=275.4 Ref=360,100 (2707 10'METCANS2.D)
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Area Percent Report
Sorted By 1 Signal
Calib. Data Modified : 11/12/2010 1:24:44 PM
Multiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000
Use Multiplier & Dilutien Factor with ISTDs
Signal 1: DAD1 A, S5ig=275,4 Ref=360,100
Peak RetTime Type Width Area Area Name
# [min] [min] [mAU*s] %
et tmmrmes lemrserlenrmrnnass l=emrres R T
1 1.425 BV 0.2281 398.25171 3.7664 2
2 1.681 vV 0.1107 224.83351 2.1263 7
3 1.836 Vv 0.1816 510.51108 4.8280 2
4 2.070 vv 0.2169 843.56012 7.9777 2
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Peak RetTime Type Width Area
# [min] [min] [mAaU*s]
5 2.514 vv 0.2914 1240.46436
6 2.881 v 0.1913 509.27618
7 3.189 vv 0.2991 652.70374
a 3.493 VB 0.2627 327.18201
9 4.963 BB 0.2016 176.45552
10 6.482 BB 0.2157 2797.177173
11 7.661 BB 0.2181 507.31372
12 9.486 BB 0.1630 35.28155
13 10.204 BB 0.1310 29.089867
14 10.9%44 BB 0.0992 20.34597
15 11.663 BV 0.0933 11.3216%
16 11.833 vV 0.1074 12.72052
17 11.978 v 0.1174 16.88130
18 12.214 vV 0.1230 15.75151
19 12.792 vv 0.1412 61.42250
20 12.910 vv 0.0218 34.56488
21 13.098 vV 0.1212 269.79315
22 13.831 wv 0.1069 1577.74512
23 14.216 vV (5 e 22.78917
24 14.505 VB 0.1133 257.06308
25 15.716 BB 0.1708 21.32760
Totals 1.0573%9e4

1l Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings
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(see calibration
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takle listing)

*** End of Report ***

Instrument 1 11/22/2010 5:17:52 PM deniz

Page

2 of 2





