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Kitosan, kitinin kismen veya tamamen deastilasyonuyla elde edilen degisik molekiiler agriliktaki bilesikler i¢in
kullanilan genel bir terimdir. Dogada yaygin ve bol miktarda bulunmasi, yiiksek canlilara karsi toksik etki
gostermemesi, mikroorganizmalari inhibe etmesi, biyolojik olarak parcalanabilmesi, biyo-uyumlu olmasi,
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimindan diger bir¢ok biyopolimere gore iistiin 6zellikler gdstermesi nedeniyle
kitosan basta gida olmak {izere su, ilag, kozmetik, ziraat, tip, kagit, tekstil, mikrobiyoloji, immiinoloji,
biyoteknoloji, ters 0sSmoz membranlart gibi bir¢ok alanda kullanim olanag:i bulmaktadir. Bu derleme, kitosanin
antimikrobiyal aktivitesi ve etki mekanizmasi, antimikrobiyal aktivitesini etkileyen faktorler ve gida
endiistrisinde kullanimu ile ilgili bilgileri icermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, antimikrobiyal aktivite, etki mekanizmasi, gida

CHITOSAN AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES

ABSTRACT

Chitosan is a collective name used for a group of compounds having various molecular weights, which are
produced from chitin by partially or fully de-acetylating. Because of its distinctive biological and
physicochemical properties, including non-toxic, biocompatible, biodegradable, antimicrobial, antioxidant,
anticancer and non-antigenic activities, chitosan has found many applications in different areas such as: food,
water treatment, pharmaceutical, cosmetics, agriculture, biomedical, paper, textile, microbiology, immunology,
biotechnology and reverse osmosis membranes. This review gives information about antimicrobial activity of
chitosan, its mode of action against microorganisms, factors affecting its antimicrobial activity and its
application in food industry.

Keywords: Chitosan, antimicrobial activity, mode of action, food

1. GIRIS

Kitosan [(C¢H11NOy), (CgH13NOy)m], ilk kez Bradconnot tarafindan 1811 yilinda tanimlanmig olan kitinin (B-
1,4-poli-N-asetil-D-glukozamin) kismen veya tamamen deasetilasyonu ile elde edilen antimikrobiyal 6zellige
sahip bir heteropolisakkarittir [1, 2]. Kitinin deasetilasyonu sonucu elde edildigi i¢in kitosan, farkli oran ve
sayida 2-amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz (D-glukozamin, deasetile form, yaklasik % 80) ve 2-asetamido-2-
deoksi-B-D-glukopiranoz (N-asetil-D-glukozamin, asetile form, yaklagik % 20) molekiillerinin -(1,4) bag: ile
baglanmas1 sonucu olusan diiz zincirli bir kopolimerdir. Bu iki molekiiliin sayisi ve dizi igerisindeki sirasi
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kitosanin fiziko-kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini belirler [3]. Kitin ve kitosanin ayriminda kesin bir olgii
bulunmamasina kargin kitosan terimi, genellikle deasetilasyon derecesi % 50’den fazla olan 2-amino-2-deoksi--
D-glukopiranoz ve 2-asetamido-2-deoksi-p-D-glukopiranozun kopolimerleri i¢in kullamlmaktadir [4, 5].
Deasetilasyon derecesi, deasetile edilmis amino gruplart (-NH;) sayisinin, asetil-amino gruplari (-NH-CO-CHj)
sayisina orani seklinde tanimlanmaktadir.

Kitosan serbest radikalleri sondiirerek veya metal iyonlarin1 baglayarak antioksidan aktivite gostermektedir.
Kitosandaki hidroksil (-OH) ve amino (-NH;) gruplari stabil olmayan serbest radikallerle reaksiyona girerek
onlarin stabil molekiillere donligmesini sagladiklar1 ve metal iyonlarin1 bagladiklari i¢in antioksidan aktiviteden
sorumlu temel fonksiyonel gruplardir [6]. Dogada yaygin ve bol miktarda bulunmasi, yiiksek canlilara karsi
toksik etki gostermemesi, mikroorganizmalari inhibe etmesi, biyolojik olarak parcalanabilmesi, biyo-uyumlu
olmasi, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimindan diger birgok biyopolimere gore iistiin dzellikler gostermesi
nedeniyle kitosan basta gida olmak iizere su, ilag, kozmetik, ziraat, tip, kagit, tekstil, mikrobiyoloji, immiinoloji,
biyoteknoloji, ters osmoz membranlart gibi birgok alanda kullanim olanagi bulmaktadir. Katyonik ve
makromolekiiler yapist nedeniyle kitosan durultma ajani olarak kullanilabilmektedir. Bu 6zgiin niteliklerinden
dolay1 kitosan biyofonksiyonel polimer olarak degerlendirilmektedir [1-3].

2. KITOSANIN KiMYASAL OZELLIKLERI

Yengeg, karides, 1stakoz gibi kabuklu deniz {irlinlerinin dis iskeletlerinde, kif ve maya gibi
mikroorganizmalarin hiicre duvarlarinda dogal olarak bulunan kitin, selillozdan sonra dogada en ¢ok karsilasilan
polisakkarittir. Kat1 formda kitin zincirleri hidrojen baglariyla baglandigi i¢in baskin bir kristalin yapiya sahiptir.
Kitosan, kitinin alkali kosullarda (% 40-50’lik sodyum hidroksit, NaOH) 90-150°C’de 4-5 saat siireyle kismen
veya tamamen deasetilasyonu (kimyasal yontem) ya da kitin deasetilaz enzimi (EC 3.5.1.4) vasitasiyla enzimatik
deasetilasyonu ile elde edilen ve bu nedenle B-(1,4) bagi ile baglanmig degisen oran ve sayida D-glukozamin ve
N-asetil-D-glukozaminden olusan diiz zincirli bir kopolimerdir (Sekil 1). Potasyum hidroksite (KOH) gére ¢ok
daha fazla etkin oldugu icin deasetilasyon isleminde NaOH tercih edilmektedir. Kimyasal yontemle
deasetilasyon isleminde asidik kosullar da kullanilabilir; ancak glukozidik bagin asidik kosullara ¢ok duyarli
olmas1 nedeniyle asir1 depolimerizasyon gergeklesecegi igin asidik kosullar tercih edilmemektedir. NaOH
uygulamasi ile deasetilasyonun yani sira kismi depolimerizasyon islemi de gergeklesebilmektedir. Bu nedenle
deasetilasyon kosullari, elde edilen kitosanin deasetilasyon derecesini, asetil gruplarinin zincir boyunca dagilma
seklini, molekiil agirhigimi ve ¢ozeltideki viskozitesini belirler [4, 7]. Endiistriyel kitosan iiretiminde enzimatik
yontemden ziyade ucuz ve kitlesel iiretime uygun olmasi nedeniyle kimyasal yontem (konsantre NaOH yolu)
tercih edilmektedir (Sekil 2).
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Sekil 1. Seliiloz, kitin ve kitosanin kimyasal yapilar

Kitinin kristalin yapida bulunmasi nedeniyle elde edilen kitosandaki asetil gruplari zincir boyunca heterojen bir
dagilim sergilemektedir [8]. Asetilasyon derecesi genellikle % 5-30 arasinda degismektedir. Alkali uygulamasi
birka¢ kez tekrar edildiginde tam bir deasetilasyon saglanabilmektedir [9]. Kitosanlar temel olarak molekiil
agirliklar ve asetilasyon derecesi ile karakterize edilmekle birlikte azot igerikleri de karakterizasyonda dnem
tasimaktadir.

Kitinin en 6nemli 6zelliklerinden biri agirlikga % 6,89 oraninda asetil-amino grubu (-NH-CO-CHs) seklinde
azot igermesidir. Azot orant (-NH, ve -NH-CO-CHj seklinde) agirlik¢a % 7’nin tizerine ¢iktiginda kullanimi
tercih edilen terim kitosandir [5]. Ticari kitosanlarin deasetilasyon derecesi genellikle % 85°ten biiyiik
(asetilasyon derecesi <% 15) olup molekiil agirhklar1 100 ile 1000 kDa arasinda degismektedir. Uretim
kosullarina bagli olarak kitosanin molekiil agirlhigi degiskenlik gosterdiginden, molekiil agirligi 50 kDa ve daha
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kii¢iik olanlar diisiik, 50-150 kDa arasinda olanlar orta ve 150 kDa ve daha biiyiik olanlar ise yiiksek molekiil
agirlikl olarak degerlendirilmektedir [10].
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Sekil 2. Kitinin NaOH ile deasetilasyonu ve kitosan olusumu

Amino grubu kitosana metalleri baglama yani selatlama 6zelligi kazandirmaktadir. Dolayisiyla atik sularda
agir metallerin aritilmasinda kitosan kullanimi 6nem arz etmektedir. Kitosanin selatlama yeteneginin diger dogal
polimerlere gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir [5]. Seliilloz, dekstran, aljinik asit, agar, agaroz, pektin,
karagenan gibi dogal olarak bulunan polisakkaritler notral veya asidik olmalarina kargin kitosan bazik bir
polisakkarittir. Bu o6zellik kitosanin film olusturmasinda, metal iyonlarini selatlamasinda ve polioksi tuz
olusturmasinda 6nemli rol oynamaktadir [5, 11]. Ayrica polisakkarit iskeletinde bulunan asetil-amino gruplar1 da
kitosana farkl dzellikler kazandirmaktadir. Ornegin kitosanin toksik etki gdstermemesi, film ve lif olusturma
Ozelligi, metal iyonlarini adsorbe etmesi, siispansiyonlari veya ¢oziinen maddeleri ¢oktiirmesi gibi 6zgiin
biyolojik aktiviteleri asetil-amino gruplarindan kaynaklanmaktadir [9].

Kitosanin ¢ozinirliigii 6nemli parametrelerden biri olup polimerin molekiil agirligina, tiretimde kullanilan
kitinin kaynagina, ortamda metal iyonlarinin bulunup bulunmamasina, ¢dziicii olarak kullanilan asidin tipi ve
konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Molekiil agirligi ve polimer zincirlerinin metallerle
capraz baglanma orani artik¢a ¢oziiniirliigli azalmaktadir. Kitosan suda, organik ¢oziiciilerde, nétral ve alkali
pH’larda ¢oziinmezken asetik asit, formik asit, laktik asit gibi seyreltik organik asit soliisyonlarinda (pH<6)
¢ozlinir [9, 11]. Ancak disik molekiil agirhga sahip kitosan oligosakkaritleri su igerisinde de
¢oziinebilmektedir. Asidik ortamlarda ¢dziinen kitosanin amino gruplari proton baglayarak pozitif yiiklii hale
gecer.

Kitosanin fiziko-kimyasal 6zellikleri deasetilasyon derecesi ve molekiil agirligi ile degismektedir (Tablo 1) [7].
Kitosanin molekiil agirlig1 ve deasetilasyon derecesi ise kitinin kaynagina, izolasyon yontemine, NaOH ile islem
gorme siiresine, konsantrasyonuna ve islem sirasindaki sicakliga baglidir [12, 13]. Kitosanin stabilitesi depolama
sicakligi ve siiresinden olumsuz yonde etkilenmektedir, dyle ki; pH 7 ve lizerinde oda sicakliginda uzun siire
bekletildiginde, stabilitesi ve antimikrobiyal aktivitesi azalmaktadir [14].

Dallanmamis diiz zincirli yapiya sahip olan kitosanin 6zellikle yiiksek molekiil agirlikli formu asidik ortamda
giclii bir viskozite arttirict Ozellik gostermektedir. Kitosan ¢Ozeltisinin viskozitesi, konsantrasyon ve
deasetilasyon derecesindeki artis ve sicakliktaki diislis ile artmaktadir. Ayrica viskozite, lizozim enzimiyle
parcalanma, yaralar1 iyilestirme gibi kitosanin biyolojik 6zelliklerini de etkileyebilmektedir [7].

Kitosanin kimyasal 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir: (i) lineer polimerdir, (ii) reaktif amino (-NHy), asetil-
amino (-NH-CO-CH3) ve hidroksil (-OH) gruplarina sahiptir ve (iii) birgok metal iyonlarini selatlama
yetenegindedir [15].

3. KITOSANIN PARCALANMASI

Kitosan kimyasal veya enzimatik yolla pargalanabilmektedir. Asit veya alkali yardimiyla gerceklesen
parcalanma kimyasal parcalanma olarak nitelenir. Kitosan, glukozamin-glukozamin, glukozamin-N-asetil-
glukozamin  ve  N-asetil-glukozamin-N-asetil-glukozamin ~ baglarim1  kopartan  enzimler tarafindan
parcalanabilmektedir. Oksidasyon-reduksiyon yoluyla da kitosanin depolimerizasyona ugradigi bildirilmesine
karsin bu tiir pargalanmanin hiicrelerde 6nemli bir yeri bulunmamaktadir. Omurgalilarda kitosanin temel olarak
lizozim enzimi ve kalin bagirsaktaki belirli bakteri enzimleri tarafindan parcalandigi bilinmektedir [7]. Kitin
iceren kiiltiir mantarlari, kabuklu deniz iriinleri ve bazi bocek tiirleri insanlar tarafindan uzun yillardan beri
tiikketiliyor olmasina karsin 1994 yilina kadar insan viicudunun kitinaz tiretmedigi kabul edilmis ve kitin, insanlar
tarafindan sindirilemeyen bir polimer olarak degerlendirilmistir [1]. Ancak insanlarda su ana kadar 8 adet kitinaz
belirlenmis ve bunlardan 3 tanesinin ise enzimatik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bir¢ok mikroorganizma
kitini pargalayabilmektedir. Canli organizmalarda kitosanin parcalanma hiz1 ve sekli deasetilasyon derecesine
baglidir [7, 16, 17]. Deasetilasyon derecesi arttik¢a pargalanma hiz1 azalmaktadir (Tablo 1).
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Tablo 1. Kitosanin baz1 6zellikleri lizerine molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesinin

etkisi [7]
Ozellik Deasetilasyon Derecesindeki Molekiil Agirhgindaki
Artisin Etkisi Artisin Etkisi

Coziiniirlik Artar Azalir
Kristalin yap1 Azalir Artar
Biyolojik pargalanabilme Azalir Azalir
Viskozite Artar Artar
Biyolojik uyum Artar -

Antimikrobiyal 6zellik Artar Azalir
Antioksidan 6zellik Artar Azalir

4. KITOSANIN ANTIMiKROBIiYAL AKTIiVITESI

Kitosan; (i) biyo-uyumluluk (dogal bir polimerdir, viicutta parcalanabilir, giivenli ve toksik degildir), (ii)
memeli ve mikroorganizma hiicrelerine baglanabilme, (iii) bag dokusu iizerinde rejeneratif aktivite, (iii) kemik
tireten hiicre (osteoblast) olusumunu hizlandirict aktivite, (iv) kanamayi durdurucu (hemostatik) aktivite, (v)
antimikrobiyal aktivite, (vi) anti-kanserojen aktivite, (vii) anti-kolesterol aktivite, (viii) kemik olusumunu
hizlandiric1 aktivite, (ix) merkezi sinir sistemini baskilayict aktivite ve (x) bagisiklik sistemini uyarici aktivite
seklinde siralanabilecek birgok biyolojik 6zellige sahiptir [15].

Kitosan ve tlirevlerinin biyolojik 6zelliklerinden en Onemlisi sahip olduklari antimikrobiyal aktivitedir.
Kitosanin antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktiviteye sahip oldugu bir¢cok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir. Ayrica alglere karst da aktiftir [2, 18, 19]. Altidan kiiclik pH degerlerinde glukozamin bileseninin
ikinci karbonundaki amino grubu (-NH,) proton baglayip pozitif yiiklii (-NH3") forma déniistiigiinden kitosanin
antimikrobiyal aktivitesi kitine gore daha yiiksektir [10]. Kitosan hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
bakterilere kars1 etkili olup antibakteriyel aktivite gosterdigi bakterilere 6rnek olarak Listeria monocytogenes,
Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, E. coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella
Typhymurium, Vibrio parahaemolyticus, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus brevis verilebilir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda kitosanin bakteriler {izerindeki inhibitdr etkisinin daha ¢ok bakteriyostatik oldugu
goriilmiistiir [2, 10].

Kitosan ve tiirevlerinin antifungal aktivite gosterdigi kiiflere Aspergillus fumigatus, Aspergillus parasiticus,
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Colletrotichum gloeosporioides, Rhizopus
stolonifer, Byssochlamys spp., mayalara Candida albicans, Candida lambica, Saccharomyces cerevisiae,
Rhodotorula glutensis ornek olarak verilebilir [10, 20, 21].

Kitosanin bitkilerde viral enfeksiyona karsi dayaniklilig: tetikledigi, hayvan hiicrelerinde viral enfeksiyonu
onledigi ve enfekte olmus mikrobiyal kiiltiirlerde faj enfeksiyonunun gelisimini onledigi belirtilmektedir [22].
Kitosan ve tlirevlerinin T2 ve T7 kolifajlar ile 1-97A, Gs2, Gs3, Gs5 ve Gs10 bakteriyofajlarin neden oldugu
enfeksiyonlart 6nledigi bildirilmistir [22, 23, 24].

4.1. Kitosanin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

4.1.1. Antibakteriyel Mekanizma

Kitosan ve tiirevlerinin antimikrobiyal etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte polikatyonik yapinin
antibakteriyel aktivite icin 6n kosul oldugu belirtilmektedir. Kitinden farkli olarak kitosan ve kitosan
oligosakkaritleri yapilarinda serbest amino gruplari igerirler. Ortamin pH degerinin, kitosan ve tiirevlerinin sahip
oldugu amino gruplarinin pKa degerinden (6,3-6,5) diisiik olmasi durumunda kitosan ve tiirevleri polikatyonik
bir yap1 kazanmaktadir. Antibakteriyel aktivitede baslica rolii, polikatyonik formdaki Kkitosan ile
mikroorganizmalarin  yiizeyinde bulunan anyonik Dbilesenler (6rnegin  Gram-negatif bakterilerde
lipopolisakkaritler ve hiicre yiizey proteinleri) arasinda meydana gelen elektrostatik etkilesimin oynadigi
bildirilmistir [2]. Elektrostatik etkilesim sonucunda hiicre yiizeyinde negatif ve pozitif yiiklerin dagilimi
farklilagmakta ve boylece membran stabilitesi bozulmakta ve gecirgenligi degismektedir. Membran
gecirgenliginin degismesi ile besin maddeleri hiicre igerisine girememekte veya hiicre i¢i bilesenleri hiicre disina
sizmakta ve bunlarin sonucunda da hiicre olimii ger¢eklesmektedir [18, 25, 26]. Bu mekanizma elektron
mikroskobu ile yapilan g¢alismalarla ortaya konmustur. Taramali elektron mikroskobu ve gegirimli elektron
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mikroskobu ile yapilan incelemelerde kitosan uygulanan hiicrede morfolojik degisimlerin oldugu (yuvarlak
sekilden yogunlagmis diizensiz kitle haline doniistiigli), sitoplazma zarinin hiicre duvarindan ayrildigi ve
sitoplazmada bulunan bilesiklerin kaogiile oldugu goézlenmistir. Dolayisiyla arastiricilar kitosan ve tiirevlerinin
ilk etki ettigi yerin hiicre duvar1 oldugunu ve mikroorganizma &liimiiniin ise membran yapisinin bozulmasindan
ileri geldigini belirtmektedirler [27, 28].

Proton baglama yetenegine ilaveten kitosan iskeletine bagli proton baglayabilen amino gruplarimin sayisi da
elektrostatik etkilesimde onemli rol oynamaktadir [2, 29]. Kitosandaki amino grubu sayisini artirmak igin
formamidin (HN=CH-NH,) ile reaksiyon sonucu amino grubu eklendiginde (guanidin grubu eklenmis kitosan)
antibakteriyel aktivitenin arttig1 gézlenmistir [30]. Yine amino grubu sayisimi arttirmak i¢in N-ucuna asparajin
aminoasidi eklenmis kitosan oligosakkaritlerinin, bakteri hiicre duvarindaki negatif yiiklii karboksil gruplariyla
daha kuvvetli etkilesime girdikleri saptanmistir [31]. Tersine, amino grubuna etil karboksil eklenmis kitosanin
(N-karboksi etil kitosan) antibakteriyel aktivitesini tamamen yitirdigi belirlenmistir [32].

Ortamin pH degeri kitosanin pKa degerinden yiiksek oldugunda antibakteriyel aktiviteden sorumlu olan
mekanizma  elektrostatik  etkilesimden ziyade hidrofobik etkilesimden ve selatlama etkisinden
kaynaklanmaktadir. Ortam pH’sinin kitosanin pKa degerinden biiyiik olmasi durumunda dogal hidrofobisitesi
diisik olan kitosanin inhibitér kapasitesi hiicre duvarinda bulunan iz metalleri selatlamasindan
kaynaklanmaktadir. Lipofilik grupla modifiye edilmis kitosan tiirevlerinde ise antibakteriyel aktivite hem
hidrofobik etkilesim hem de selatlama ile ger¢eklesmektedir. Buradan da anlasilacagi iizere notral veya yiiksek
pH kosullarinda kitosan tiirevleri normal kitosana gore daha yiiksek inhibitor etki gdsterebilmektedir [30, 33,
34].

Fiziksel durumu ve molekiiler agirligr farkli olan kitosanlarin antibakteriyel etki mekanizmalar1 da farklilik
gosterebilmektedir. Diisiik molekiiler agirlikli suda ¢6ziinen kitosan ile ultra nanopartikiiler kitosanlar bakteri
hiicre duvarindan gegerek hiicre igine girerler ve DNA ile birleserek mRNA sentezini ve DNA transkripsiyonunu
onleyip bakterileri imha ederler [25, 35]. Yiiksek molekiiler agirhikli kitosanlar ise bakteri hiicre yiizeyi ile
interaksiyona girip hiicre gecirgenliginin degismesine neden olarak [36] veya hiicre etrafinda gegirgen olmayan
bir tabaka olusturup hayati dneme sahip bilesiklerin hiicre igerisine taginmasini onleyerek etki gostermektedirler
[37, 38].

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlar1 farklilik sergilediginden kitosanin antibakteriyel etki
mekanizmasi da sdz konusu bakterilerde farkli olabilmektedir. Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda ince
bir peptidoglukan tabakasi ile lipopolisakkarit agisindan zengin olan dis membran bulunmaktadir. Dig membran
biiyiik molekiillere ve hidrofobik bilesiklere karsi bariyer gorevi yaparak Gram-negatif bakterileri hidrofobik
antibiyotiklere ve toksik maddelere karsi korumaktadir. Lipopolisakkaritler ise bakteriye hem hidrofilik bir
yiizey kazandirmakta hem de dis zarmn kararliliginda rol oynamaktadir. Lipopolisakkaritin lipit ve polisakkarit
kistmlarinda bulunan anyonik gruplar (fosfat ve karboksil) iki degerli katyonlarla (Mg*? iyonlar) elektrostatik
etkilesime girerek lipopolisakkaritin kararliliginda rol oynamaktadirlar [39]. Bu katyonlar selatlayici maddelerle
ornegin etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ile uzaklastirildiginda dis membran kararsizlasarak lipopolisakkarit
molekiilleri a¢ig1 ¢ikmaktadir. Bundan dolayr Gram-negatif bakterilere karsi bakterisidal bir etkinin
olusturulabilmesi i¢in dis zarin kararsizlastirilmasi gerekmektedir [33].

Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari kalin bir peptidoglukan tabakasindan olusmakta ve ayrica taykoik asitler
de hiicre duvarinda bulunabilmektedir. Taykoik asitler, bazi Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan
polianyonik polimerleridir. Taykoik asitler peptidoglukan tabakasindaki N-asetilmuramik aside bagli (hiicre
duvari taykoik asidi) bulunabildikleri gibi sitoplazmik zara bagli (lipotaykoik asit) da olabilirler. Taykoik
asitlerin yapisinda bulunan polianyonik gruplar (gliserol fosfat, ribitol fosfat vb.) hiicre duvarinin kararliligindan
sorumlu olduklar1 gibi zara bagli bir¢ok enzimin aktivitesinde de kritik rol oynamaktadirlar [2, 40].

Kitosanin antibakteriyel etki mekanizmasinda bakteri hiicre yilizey Ozellikleri de rol oynamaktadir. Birgok
bakterinin yiizeyinde pili, fimbria ve flagella gibi ¢ikintilar bulunmaktadir. Hatta bazi bakterilerin yiizeyinde
mikolik asit, kapsiiller polisakkaritler veya proteinler de yer almaktadir. Bu polimerler yiizeyle etkilesimde ve
yiizeye tutunmada onemli rol oynamaktadirlar [41]. Hiicre yiizeyinde bulunan bu polianyonlar da kitosan ve
kitosan tiirevleri ile interaksiyona girmektedirler. Gram-negatif bakterilerin hiicre yiizeyindeki negatif yiikler
Gram-pozitif bakterilere gore daha fazla oldugundan kitosan ve tiirevleri Gram-negatif bakterilere daha kolay
adsorbe olmakta ve dolayisiyla daha kuvvetli inhibitér etki gostermektedirler [42].

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlar1 arasindaki belirgin farka ragmen her iki bakteride de
antibakteriyel etki hiicre ylizeyi, hiicre duvar1 veya dig membranla kitosan ve tiirevleri arasindaki etkilesimle
baslamaktadir. Gram-pozitiflerde kitosan, lipotaykoik asit ile etkilesime girerek membran fonksiyonunun
bozulmasina neden olur [40]. Gram negatiflerde ortam pH degeri kitosan ve tiirevlerinin pKa degerinin altinda
oldugu zaman polikatyonik formdaki kitosan iki degerlikli metallerle polianyonlara baglanmak i¢in rekabet eder.
Ancak pH degeri pKa degerinin iistiinde oldugu zaman olay selatlamaya doniisiir. Hiicre duvarinda bulunan
Mg*? ve Ca™ iyonlarinin kitosan ve tiirevleriyle selatlanmasi, hiicre duvar biitiinliiginiin bozulmasina ve
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hidroliz enzimlerinin aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir [43, 44]. Bakterileri dig ortama kars1
koruyan hiicre duvarlart zarar gordiigiinde hiicre zarmin fonksiyonlart 6rnegin gegirgenligi de degismektedir.
Hiicre zarinda kitosan ve tiirevlerinin baglanma noktalar1 fosfolipitler ve proteinlerdir. Kitosan ile hiicre
membrani arasindaki temas, membranda bulunan negatif yiiklii fosfolipitler iizerinden gerg¢eklesmekte ve
boylece membran gegirgenligi degisebilmektedir. Etkilesimin devam etmesiyle membran proteinleri denatiire
olmakta ve kitosan fosfolipit tabakasinin i¢ine niifuz etmektedir [33, 38, 44, 45]. Artan hiicre gecirgenligi hiicre
membran kararliliginin bozulmasina ve hiicre igi bilesiklerin (6rnegin potasyum iyonlari, disiik molekiiler
agirlikli proteinler, niikleik asitler, glukoz, laktat dehidrogenaz) hiicre disina tasinmasina ve sonugta da hiicrenin
Oliimiine neden olabilmektedir [2, 10, 44].

4.1.2. Antifungal Mekanizma

Kitosanin antifungal aktivitesinin mekanizmasi heniiz tam olarak ortaya konulamamasina karsin bununla ilgili
iki hipotez one siiriilmektedir. Birinci hipoteze gore antibakteriyel etkide oldugu gibi polikatyonik kitosan ve
tiirevleri maya ve kiif hiicrelerinin yilizeyinde bulunan negatif yiiklerle reaksiyona girerek hiicre gegirgenliginin
degismesine ve sonucta da hiicre icindeki elektrolitlerin ve aminoasitlerin hiicre disina sizmasina neden
olmaktadir. ikinci hipoteze gore ise kitosan, fungal hiicrelerin igine girmekte ve sonra hayati éneme sahip
bilesiklere adsorbe olarak mRNA veya protein sentezinin yavaglamasina veya engellenmesine neden olmaktadir
[46, 47, 48]. Her iki inhibisyon mekanizmasinin kitosanin molekiiler agirligi ile iliskili oldugu, yiiksek molekiiler
agirlikli kitosanin birinci mekanizmayla, diisiik molekiiler agirlikli kitosanin kolay bir sekilde hiicre igine
girmesi nedeniyle ikinci mekanizmayla etki gosterdigi ifade edilmektedir [21]. Kitosanin gesitli kiiflere karsi
minimum inhibisyon konsantrasyonunun % 0,0018-0,1000 arasinda degistigi belirtilmektedir. Kiiflere karst
aktivite, kitosanin konsantrasyonu, ortamin pH degeri, kitosanin polimerizasyon derecesi ile ortamda lipit ve
protein gibi bilesiklerin bulunup bulunmamasina gore degiskenlik sergileyebilmektedir [18, 49]. Kitosanin
funguslar iizerindeki etkisinde kitosan konsantrasyonunun Kilit faktér oldugu ve Fusarium oxysporum,
Colletrotichum gloeosporioides, Rhizopus stolonifer ve Penicillium digitatum kiiflerinin gelismelerinin tamamen
Onlenebilmesi igin gerekli kitosan konsantrasyonun % 3 oldugu ifade edilmektedir [50, 51]. Yiiksek molekiiler
agirlikli dortlii amonyum kitosan tiirevlerinin, kitosan ve diisiik molekiiler agirlikl tiirevlerine kiyasla Botrytis
cinerea Pers. ve Colletotrichum lagenarium‘a karsi antifungal aktivitelerinin daha yiiksek oldugu ortaya
konmustur [21]. Guo ve ark. [52], yiiksek molekiil agirlikli kitosanlart besiyerine eklediklerinde Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum, Alternaria solani ve Valsa mali’de miselyum gelisiminin inhibe oldugunu ifade
etmislerdir. Diisiik molekiil agirlikli kitosanin % 0,01-1,00 diizeyinde uygulanmasi1 durumunda Botrytis cinerea
ve Penicillium expansum’da miselyum gelisimini inhibe ettigi belirtilmistir [53]. Benzer sekilde kitosanin
molekiil agirliginin Rhizopus stolonifer’in gelisimi, miselyumlarin uzamasi ve spor ¢imlenmesinin inhibisyonu
tizerinde etkili oldugu ve ayrica morfolojik degisimlere de neden oldugu bildirilmistir. Hernandez-Lauzardo ve
ark. [54] tarafindan gerceklestirilen ¢alismada kitosamin molekiil agirligimin Rhizopus stolonifer kiifiine kars
inhibitor etkisinde 6nemli bir parametre oldugu ortaya koyulmustur. Disiik molekiil agirlikli kitosanin Rhizopus
stolonifer miselyumlarinin gelisimi {izerine en yiiksek antifungal etkiye sahip oldugunu ve kitosan
konsantrasyonu arttik¢ca bu inhibitdr etkinin de bir miktar arttiini bulmuslardir. Ayni aragtirmacilar, yiiksek
molekiil agirlikli kitosanlarin diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosanlara gore Rhizopus stolonifer sporilisazyonu,
spor sekli ve sporlarmin ¢imlenmesi tizerinde daha etkili oldugunu gostermislerdir. Yapilan baska bir
arastirmada, diisik molekiil agirlikli kitosanin Rhizopus stolonifer’e karsi inhibitor aktivitesinin kullanilan
konsantrasyona bagl oldugu ortaya konulmustur. Rhizopus stolonifer’e karsi maksimum antifungal aktivite 2
mg/mL diizeyinde Kitosan uygulandiginda gozlenmistir. Belirtilen konsantrasyonda kullamildiginda miselyum
gelisiminin 6nlendigi, hiicre digina potasyum iyonu sizintisinin maksimum diizeyde oldugu ve sitoplazma
zarida bulunan H*-ATPaz enzim aktivitesinin yaklasik % 33 oraninda azaldig1 belirlenmistir. Ayrica kitosan
uygulanan 6rnekte besiyeri pH degerinin arttig1 (5,4’den 6,9a), kontrol 6rneginde ise azaldigi (pH 5,4’ten 4,4°¢)
gozlenmistir [55].

4.1.3. Antiviral Mekanizma

Kitosanin viriis ve bakteriyofajlara kars1 aktivitesinde de yapisinda bulunan pozitif yiiklerin énemli oldugu
belirtilmektedir. Yapilan ¢alismalarda kitosanin anyonik tiirevlerinin 6rnegin 6-O-siilfat ve N-suksinat-6-O-
stilfatin faj enfeksiyonu iizerine higbir etkilerinin olmadigi belirlenmistir [23, 24]. Anyonik kitosan tiirevlerinin
antiviral etkilerinin diisiik ve deasetilasyon derecesi yiiksek kitosanlarin antiviral etkilerinin de yiiksek olmasi
kitosanin yapisinda bulunan pozitif yiiklii gruplarin antiviral aktiviteden sorumlu oldugunu gostermektedir [56].
Ayrica % 50 deamine edilmis kitosan tiirevlerinin antiviral etkilerini kaybetmeleri de pozitif yiiklerin antiviral
aktivite i¢in 6nemini bir kez daha ortaya koymustur [23].
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Kitosan ve tiirevlerinin bakteriyofajlara kargi antiviral aktivitesi molekiil agirh@na, molekiil yapisina,
deasetilasyon derecesine ve bakteriyofaj tipine bagli olarak degiskenlik gostermektedir [56]. Kitosanin
bakteriyofajlarin ¢gogalmasim birkag¢ farkli mekanizma ile inhibe ettigi one siiriilmektedir. Kitosan (i) konak¢i
bakteri hiicrelerinin canlhiligini azaltarak, (ii) olgun ve/veya yeni faj partikiillerinin enfekte etme yeteneklerini
engelleyerek ve (iii) viriilant fajlarin ¢ogalmasini (replikasyonunu) bloke ederek antiviral aktivitesini
gosterebilmektedir [22]. Ayrica polimerizasyon derecesi diisiik kitosan oligosakkaritlerinin faj partikiillerinin
yapisinda 6zellikle reseptdr tanima bolgelerinde degisime neden olarak da fajlara etki edebildigi belirtilmektedir
[56].

Kitosanin viral replikasyonun hangi asamasinda etkili oldugu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Faj
adsorpsiyonundan sonra kiiltiir ortamina kitosan ilavesinin, faj inokiilasyonundan 6nce kitosan ilavesi kadar
etkili oldugu bildirilmektedir. Bundan dolay1 kitosanin faj adsorpsiyonunu onleyerek antiviral etki gostermesi
miimkiin degildir. Biiyiik bir olasilikla kitosan bakteriyofaj replikasyonunun belirli asamalarini bloke ederek
antiviral etki gostermektedir. Bu yiizden kitosan tarafindan faj enfeksiyonunun 6nlenmesinde kitosanin temel
islevi ya faj partikiillerinin inaktivasyonu ya da faj ¢ogalmasinin dnlenmesi seklindedir. Faj enfeksiyonunun
onlenmesinde her bir islevin oransal katkisi, kitosanin molekiiler yapisina ve bakteriyofajin tipine baglidir [22].

Faj partikiillerinin inaktivasyonunun kitosanin polimerizasyon derecesi ile iliskili oldugu ve dolayistyla ayni
konsantrasyonlarda polimerizasyon derecesi yiliksek (250 ve daha yiiksek polimerizasyon dereceli) kitosanlarin
polimerizasyon derecesi diigiik (15-19 polimerizasyon dereceli) kitosanlara gore T2, T4 ve T7 kolifajlara kars1
daha fazla etkili olduklar tespit edilmistir. Diger taraftan kitosan oligosakkaritlerinin yiiksek molekiiler agirlikli
kitosanlara goére Bacillus thuringiensis’de 1-97A fajinin replikasyonuna karsi daha etkili olduklar1 ortaya
konulmustur [24]. Bu ¢eliskili sonuglara yol agan faktorler heniiz belirlenmis degildir.

Bitki yapraklarina kitosan uygulandiginda viral enfeksiyonun kontrol altina alindig1 ve viriislerin neden oldugu
yerel yaralanma sayisinda azalma saglandig: bildirilmektedir [56]. Hayvan hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda da
kitosanin hayvanlarin bagisiklik sistemlerini uyararak veya viriisiin baglanma reseptdrleri ile hayvan hiicresinin
viral reseptorleri arasinda gergeklesen etkilesimi dnleyerek antiviral etki sergiledigi ifade edilmektedir [56, 57].

4.2. Antimikrobiyal Aktiviteyi Etkileyen Faktorler

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi iizerine bir¢ok faktor etkilidir. Bu faktorler, (a) mikrobiyal faktérler, (b)
kitosanin molekiiler ozellikleri ile ilgili faktorler, (c) kitosanin fiziksel ozellikleri ile ilgili faktorler ve (d)
cevresel faktorler olmak tizere baslica 4 grupta toplanmaktadir [2].

4.2.1. Kitosanin Antimikrobiyal Aktivitesi Uzerine Mikrobiyal Faktorlerin Etkisi

4.2.1.1. Mikroorganizma Tiirii

Genis antimikrobiyal spektruma sahip olan kitosan mikroorganizma tiirline bagli olarak fakli diizeylerde
inhibitor aktivite gostermektedir. Bazi arastirmacilar kitosanin antibakteriyel aktivitesinin Gram-negatif
bakteriler iizerine daha kuvvetli oldugunu belirtmesine [42, 58] karsin baska arasgtirmacilar Gram-negatif
bakterilerin koruyucu dis membrana sahip olmalar1 nedeniyle Gram-pozitif bakterilerin kitosana daha fazla
duyarli olduklarimi [59] ifade etmektedirler. Hatta bazi arastirmacilar Gram-pozitif ve negatif bakterilere karsi
kitosanin antibakteriyel aktivitesi arasinda 6nemli bir farkin olmadigini da belirtmektedirler [60]. Calismalarda
farkli sonuglar alinmasinin nedeni olarak, baslangic materyallerinin ve deney kosullarinin farkliligi gosterilmistir
[2]. Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi ilgili literatiir bilgileri farklilik gosterse de genel olarak maya ve kiiflerin
kitosana en duyarli grup olduklari, bunlar1 Gram pozitif ve sonra da Gram negatif bakterilerin takip ettigi kabul
edilmektedir. Mikroorganizma gruplarinin kitosana karst duyarhiliklarindaki degiskenlikten temel olarak
membran bilesimi, yapisi, kalinlig1 ve yiik dagilimindaki farkliligin sorumlu oldugu bildirilmistir [61].

4.2.1.2. Hiicre Yas1

Belli bir mikrobiyal hiicrenin yilizeysel yiik dagilimi gelisme fazina bagli olarak farklilik gosterdiginden
kitosanin antimikrobiyal aktivitesi de gelisme fazina bagli olarak degisebilmektedir [49]. Yapilan ¢aligsmalarda S.
aureus CCRC 12657 [62] ve E. coli’nin ge¢ logaritmik fazda [49] kitosana karsi ¢ok duyarli olduklari
belirlenmistir. Ancak E. coli O157:H7’nin kitosan tiirevlerine kars1 en fazla orta-logaritmik fazda, en az ise
durgun fazda duyarli olduklar1 gézlenmistir [63]. Mikroorganizmalar arasindaki bu farkliligin hiicre yiizeyindeki
yiik dagiliminin mikroorganizma tiiriine bagli olarak da degiskenlik gostermesinden kaynaklandigi belirtilmistir
[64].
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4.2.2. Antimikrobiyal Aktivite Uzerine Kitosanin Molekiiler Ozelliklerinin Etkisi

4.2.2.1. Pozitif Yiik Yogunlugu

Yiiksek pozitif yiik yogunlugu kuvvetli elektrostatik etkilesime neden oldugundan antimikrobiyal aktivitede
¢ok 6nemli bir faktor olarak rol oynamaktadir. Pozitif yiik kitosan veya tiirevlerinin deasetilasyon derecesi ile
iliskilidir [2]. Yiiksek deasetilasyon derecesi (% 97,5) yiiksek pozitif yiikk yogunluguna neden oldugundan
deasetilasyon derecesi yiliksek olan kitosanin antimikrobiyal aktivitesi de deasetilasyon derecesi orta seviyede
olan kitosana gore daha fazladir. Dolayisiyla deasetilasyon derecesinin artmastyla birlikte kitosanin
antibakteriyel aktivitesi de artmaktadir [33, 65]. Ayrica molekiilde bulunan disakkaritin tipi ve disakkaritlerin yer
degistirme derecesi de kitosanin E. coli ve S. aureus’a karsi antibakteriyel aktivitesinde 6nemlidir.
Arastirmacilar, E. coli ve S.aureus’un test edilen disakkarit-kitosan tiirevleri i¢inde yer degistirme derecesi
% 30-40 olan sellobiyoz-kitosan tiirevleri ile maltoz-kitosan tiirevlerine karsi ¢ok duyarli olduklarini tespit
etmislerdir. Bu farkliligin, yer degistirme derecesinin kitosan molekiillerinin pKa degerini degistirmesinden ve
bu yiizden de ayn1 pH kosullarinda kitosan tiirevlerinde dogal kitosana gére daha fazla pozitif yiik olugmasindan
kaynaklandig: belirtilmistir [66].

Kitosanin, giimiis ve g¢inko gibi metal iyonlartyla kompleks olusturmas: durumunda antimikrobiyal
spektrumunun genisledigi ve antimikrobiyal aktivitesinin 4-20 kat arttii belirlenmistir [60, 67]. Dortlii
amonyum grubu eklenmis kitosan ve metal iyonuyla kompleks olusturan kitosanda pozitif yikk yogunlugu
arttigindan s6z konusu kitosanlarin antibakteriyel aktiviteleri de artmaktadir [60, 68, 69].

4.2.2.2. Molekiiler Agirhk

Kitosanin molekiil agirligi ile bakterisidal aktivitesi arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla yapilan birgok
calismada celigkili sonuglar elde edilmistir. Bazi ¢alismalarda kitosanin molekiiler agirliginin artmasiyla E.
coli’ye karsi aktivitesinin azaldigi, bazi c¢alismalarda aktivitesinin arttigi, digerlerinde ise molekiil agirligin
inhibitér aktivite tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir [2, 34]. Ancak genel olarak diisiik
molekiiler agirlikli kitosanlarin (<10 kDa) bakteri, maya ve kiiflere karst inhibitor aktivitesinin daha iyi oldugu
kabul goérmiistiir. Bununla birlikte antimikrobiyal aktivite i¢in en az 7 glukozamin iinitesinin gerekli oldugu
bildirilmistir [34, 61]. Yiiksek molekiiler agirlikli kitosanin hiicre duvari iizerine adsorbe olarak, diisiik
molekiiler agirlikli kitosanin ise hiicre igine girerek inhibitor etki gosterdigi bildirilmektedir [21].

4.2.2.3. Hidrofilik/Hidrofobik Oran

Sudaki ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasit nedeniyle kitosanin kullanimi olduk¢a sinirhidir [15]. Kitosan ve
tirevlerinin suda ¢oziinme Ozelliklerini iyilestirmek ve kullamimlarini yayginlastirmak amaciyla kimyasal
modifikasyonlara bagvurulmaktadir. Antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda suda ¢ozlinen kitosan ve
tirevlerinin elde edilmesinde en ¢ok kullanilan kimyasal yontemler sakkarilizasyon, alkilasyon, akilasyon, dortli
amonyum grubu eklenmesi ve metalizasyondur [69]. Ornegin dértlii amonyum grubu kitosamin hidroksil veya
amino grubuna baglandiginda antimikrobiyal aktivitesinin arttig1 ve inhibitor spektrumunun normal kitosana
gore genisledigi belirlenmistir [68].

Polimerlerin yapisinda ve yiik yogunlugundaki degisime bagli olarak sitoplazmik zarla etkilesimleri ve
dolayisiyla etki mekanizmalar1 direkt olarak farklilasabilmektedir. Kitosan tiirevlerinin hidrofilik/hidrofobik
oranlarinin degisimi antimikrobiyal &zelliklerini etkilemektedir [70]. Kitosanin amino grubuna degisik zincir
uzunlugundaki akil gruplarimin baglanmasi, hidrofobik 6zelligi arttirmas1 nedeniyle bakteriyel hiicre ile
etkilesimini ve inhibitor etkisini arttirdigi belirlenmistir [30, 34, 71]. Akil grubu eklenmesiyle antibakteriyel
aktivite artigindaki en 6nemli etkenin akil grubunun zincir uzunlugu oldugu ifade edilmektedir. N-hekzanoil
kitosan siilfatin hidrofobisitesinin, N-propanoil kitosan siilfattan daha yiiksek olmasi nedeniyle inhibitdr etkisinin
de daha fazla oldugu bildirilmistir [71].

4.2.2.4. Selatlama Kapasitesi

Kitosanin metalleri baglama yetenegi ilging bir sekilde gecis metalleri (Au, Ag, Cu, Cr, Ni, Zn, Mn, Co, Mo,
Fe, Hg, Pd, Cd gibi agir metaller) ile sinirli kalmaktadir; zira d ve f orbitalleri igermeyen alkali (Li, Na, K, Rb,
Cs ve Fr ) ve toprak metalleri (Be, Mg, Ca, Ba, Sr ve Ra) kitosana iyi bir sekilde baglanamamaktadirlar. Bu
durum kitosana agir metalleri secici bir sekilde baglama yetenegi kazandirmaktadir. Kitosan farkl
mekanizmalarla hem metal katyonlar1 (Sekil 3) hem de metal igeren anyonlar1 baglayabilmektedir. Katyonlar
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iyon-dipol etkilesimi ile elektronegatif oksijen ve azot atomlarina, anyonlar ise asidik kosullarda elektrostatik
¢ekim ile protonlanmis amino gruplarina baglanirlar [72]. Kitosan farkli endiistrilerde metal iyonlarinin
uzaklastirilmasi veya geri kazanilmasi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir [2]. Mikroorganizmalarin hiicre
duvart molekiilleri ile etkilesimde bulunan metal iyonlar1 (6rnegin Mg iyonlar1) hiicre duvart kararliliginin
korunmasinda ¢ok dnemli rol oynamaktadirlar. Dolayistyla kitosan metal iyonlarini selatlayarak antimikrobiyal
aktivite gosterebilmektedir [18, 33].
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Sekil 3. Kitosanin metal baglama yetenegi

4.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Uzerine Kitosanin Fiziksel Ozelliklerinin EtKisi

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi kitosan ile hiicre duvart molekiilleri arasinda meydana gelen bir seri
reaksiyon sonucunda olugmaktadir. Reaksiyonlardan sorumlu olan molekiillerin yapilari da antimikrobiyal
aktivite iizerinde dnemli bir etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dolayistyla molekiillerin yapilarina bagl olarak
kitosanin fiziksel durumu antimikrobiyal aktivitede 6nemli bir rol oynamaktadir [2].

4.2.3.1. Coziiniir Durumda Antimikrobiyal Aktivite

Coziiniir kitosan ve tiirevlerinin antibakteriyel aktiviteleri daha yiiksektir. Kitosan tiirevlerinin test edilen
bakterilere karst minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin normal kitosana gore daha diisikk oldugu tespit
edilmistir. Bunun temel nedeni ¢6ziiniir kitosan tiirevlerinin reaksiyona hazir olmalari ve hizla reaksiyona
girmeleridir [69, 73, 74]. Yapilan ¢alismalarda Maillard reaksiyonu ile iiretilen kitosan tiirevlerinin (kitosan ile
maltoz, glukoz, friikktoz ve glukozamin) ¢oziiniirliiklerinin arttign ve bunlardan 6zellikle kitosan-glukozamin
tiirevinin diger kitosan tiirevlerine gore daha yiiksek bakterisidal aktivite gosterdigi tespit edilmistir [74]. Dortli
amonyum bilesikleri, kitosan molekiiline hem hidrofilik gruplar hem de pozitif yiikk kazandirdigindan
¢Oziinlirliik ile antibakteriyel aktivitenin birlikte artmasina neden olmaktadir [69].

4.2.3.2. Kati Durumda Antimikrobiyal Aktivite

Coziiniir kitosanla karsilastirildiginda 1if, membran, hidrojel, mikrokiire ve nanopartikiil gibi kat1 kitosan
tiirevleri ¢oziiciiyle sadece yiizeysel bir temas olusturur. Kitosanin fiziksel durumundaki degisim antimikrobiyal
aktivitesini etkilemektedir. Nanopartikiil halindeki kitosanin serbest ¢oziiniir formdaki polimerlere gore S.
aureus’a karst inhibitér etkisinin daha az oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar kitosan nanopartikiillerinin
inhibitor aktivitesinin diisiik olmasinin negatif yiiklii bakteri hiicre duvar ile reaksiyona girecek pozitif yiiklerin
nanopartikiillerde daha az bulunmasindan kaynaklandigini ileri siirmiislerdir [75]. Ancak baska arastirmacilar
kitosan nanopartikiillerinin bakteri hiicrelerine yiiksek ilgi gosterdikleri i¢in (kuantum-boyut etkisi) normal
kitosana gore daha yiiksek antibakteriyel aktivitede olduklarini belirlemislerdir [28].

4.2.4. Kitosamin Antimikrobiyal Aktivitesi Uzerine Cevresel Faktorlerin Etkisi

4.2.4.1. pH

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi pH’ya bagldir. Kitosan diigilk pH degerlerinde kuvvetli antimikrobiyal
aktivite gosterdiginden pH degerinin yiikselmesiyle inhibitor aktivitesi zayiflamaktadir [33, 76]. Ciinki kitosan
sadece asidik ortamda ¢oziinmekte ve antimikrobiyal aktivite i¢in kritik olan polikatyonik forma yalnizca ortam
pH’sinin kitosanin pKa degerinin (6,3-6,5) altinda olmasi durumunda gegebilmektedir [77]. Ancak kitosan ve
tirevlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin nétral pH degerinde tamamen kaybolmadigi birgok arastirmaci
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tarafindan ortaya konmugtur. N-alkil kitosan tiirevlerinin E. coli’ye kars1 antibakteriyel aktivitelerinin pH 5,0’ten
itibaren artmaya basladigi ve pH 7,0-7,5’e yiikseldiginde ise maksimum diizeye ulastig1 belirlenmistir [66].

4.2.4.2. Iyonik Giic

Ortamin iyonik giiciindeki herhangi bir degisim kitosanin inhibitor aktivitesini etkileyebilmektedir [78].
Ortamdaki metal iyonlarimin zellikle de iki degerlikli iyonlarin konsantrasyonunun artmas: (Mg*?, Zn*?, Ba"™,
Ca'? gibi) kitosanin selatlama kapasitesini azaltacagindan antibakteriyel aktivitesi de azalmaktadir [33, 79].
Ayrica ortamda bulunan katyonlar bakteri hiicre duvarinda bulunan negatif yiiklere baglanmak icin polikatyonik
kitosanla yarigmaya gireceklerinden antimikrobiyal aktivitenin azalmasina neden olabileceklerdir [2]. Ortama
anyonlar ilave edildiginde de kitosanin antimikrobiyal aktivitesi etkilenmektedir. Anyonlarin etkisini belirlemek
icin yapilan bir ¢alismada ortama ilave edilen fosfat gruplarmm (PO, °) konsantrasyonunun artmasiyla oleoil
kitosan nanopartikiillerinin antibakteriyel aktivitesinin azaldig1 belirlenmistir [80]. Katyonik 6zellikteki kitosanin
aljinat, pektin ve protein gibi bir¢cok gida bilesenine ve polifosfat gibi inorganik polielektrolitlere baglanma
potansiyeli bulunmaktadir [61].

5. KITOSANIN GIDA ENDUSTRISINDEKiI UYGULAMALARI

Kitosan ve tiirevleri gida endiistrisinde antimikrobiyal, antioksidan, emiilgator, kalinlastirici, stabilizor,
durultucu ve asitlik giderici, enzimatik esmerlesmeyi Onleyici ve diyet lif kaynagi olarak uygulama alam
bulmaktadir. Ayrica kaplama ve yenilebilir film {iretiminde, enzim immobilizasyonunda ve besin maddelerinin
enkapsiilasyonunda da kullanilmaktadir [81, 82]. Ancak, inhibitér spektrumunun genis, dogal ve insan sagligi
acisindan giivenli olmasindan dolay: kitosan ve tiirevleri gida endiistrisinde daha ¢ok gida koruyucusu olarak
uygulama alani bulmaktadir. Bu amagla daha ¢ok ambalaj materyalinin bir parcasi olarak kullanilarak gidalarda
mikroorganizmalarin gelismeleri 6nlenmekte ve boylece gidanin kalitesi ve raf dmrii iyilestirilmektedir [19, 83,
84]. Antimikrobiyal ozelliginin yam sira kitosan gida sanayinde elma suyu [85] ve sirke [86] iiretiminde
berraklastirma maddesi, sosis tiretiminde antioksidan [6], li¢i [87], elma ve armut suyu [88] ile patateste [89]
enzimatik esmerlesmeyi 6nleyici madde ve meyve sularinda asitlik giderici ajan [90] olarak da kullanmilmaktadir.
Ayrica kitosan su baglama ajani olarak da rol oynayarak birgok enzimi inhibe edebilmektedir [91]. Bilindigi
iizere gidalar farkli bilesiklerin (karbonhidrat, protein, yag, mineral, vitamin vb.) karigimidan olusmaktadir.
Dolayistyla bu bilesenlerden bazilart kitosanla reaksiyona girerek antimikrobiyal aktivitesinin artmasina veya
azalmasma neden olabilir. Cesitli gida bilesenlerinin kitosanin antimikrobiyal aktivitesi iizerine etkisinin
incelendigi bir ¢aligmada, nisasta, peyniralti suyu proteinleri ve tuzun (NaCl) kitosanin inhibitér aktivitesini
olumsuz yonde etkiledigi, yagin ise herhangi bir etkisinin olmadig: belirlenmistir [92].

Biyolojik uyum gosteren ve toksik olmayan bir polimer olarak degerlendirilen kitosanin Japonya, Giiney Kore,
Italya ve Finlandiya’da gida uygulamalarinda ve Amerika Birlesik Devletleri’nde ise yara tedavisi ile ilgili
uygulamalarda kullanimina onay verilmistir [7].

5.1. Ekmekteki Uygulamalari

Kitosanla kaplamanin ekmek yiizeyinden nem kaybina engel oldugu ve bdylece agirlik kaybi olmadigi,
sertlesme ve retrogradasyonun geciktigi ifade edilmistir. Buna paralel olarak kitosanla kaplanan ekmegin raf
Omriiniin kontrol 6rnegine gore 24 saat kadar uzayabildigi belirtilmistir [93]. Baska bir aragtirmada da kitosanla
kaplamanin mikrobiyal gelisimi inhibe ederek ve retrogradasyonu geciktirerek ekmegin kalitesi ile raf omriini
iyilestirdigi gozlenmistir [94]. Lee ve ark. [95] yaptiklar1 bir arastirmada yiiksek molekiil agirlikli (30 ve 120
kDa) kitosanin diisiik molekiil agirlikli (1,5 kDa) kitosana gore ekmegin raf omriinii artirmada daha etkili
oldugunu ortaya koymuslardir.

5.2. Meyve ve Sebzelerdeki Uygulamalar:

Meyvelerin raf émriinii belirleyen 6nemli hususlar, kiif gelisimi, fizyolojik bozulmalar ve fiziksel hasarlardir.
Meyvelerde gbzlenen mikrobiyal bozulma daha ¢ok kiif kaynaklidir. Kitosan kaplama ve filmleri CO,’e gore
O,’ne kars1 daha fazla gegirgen olduklarindan meyvelerin kitosanla kaplanmasi durumunda anaerobik solunum
onlenmekte, solunum hizi azaltilmakta, kiif gelisimi inhibe edilmekte, etilen sentezi ve karbondioksit gecisi
azaltilarak olgunlagma geciktirilmektedir. Kitosanla kaplama islemi meyve dokularindaki atmosferi
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degistirdiginden ve antifungal etki gosterdiginden meyvelerin depolama Omriinii iyilestirmekte ve meyve
gliriimesini kontrol altina alabilmektedir [19, 51, 96-99].

Domates ile yapilan bir ¢alismada kitosanla kaplama isleminin depolama esnasinda solunum hizini, etilen
tiretimini ve agirlik kaybini azalttigi, yumusamayi ve kirmizi pigmentasyonu geciktirdigi belirlenmigtir [100,
101]. Kitosan ile kaplanan elma [102], muz [103], narenciye [104, 105], mango [103, 106], seftali [107], havug
[108] ve marulda da [92] solunum hizinin ve etilen iretiminin azaldigi, ¢iirlimenin kontrol altina alindigi ve
yumusamanin geciktigi gézlenmistir.

Cok cabuk bozulan ve raf émrii ¢cok kisa olan cilegin, kitosanla kaplanmasi durumunda raf dmriiniin arttig1
birgok aragtirmaci tarafindan ortaya konmustur [99, 109]. Cilekte bozulmanin kontrol altina alimmasinda
kitosanin antifungal 6zelligi ve/veya savunma enzimlerini (kitinaz ve -1,3-glukanaz) tetikleme yeteneginden
kaynaklanabilecegi belirtilmektedir [110].

Li¢i meyvesinde hasattan sonra gozlenen esmerlesmenin nedeni polifenol oksidaz enzimi aktivitesi,
antosiyaninin hidrolizi ve o-kinonlarin melaninlere enzimatik olmayan polimerizasyonu sonucunda
gerceklesmektedir [87]. Yapilan calismalarda kitosanin, polifenol oksidaz aktivitesindeki artist onledigi,
antosiyanin, flavonoid ve toplam fenolik bilesiklerde meydana gelen degisimi geciktirdigi ve dolayisiyla ligi
meyvesinde esmerlesmeyi Onledigi belirlenmigtir [87, 111]. Ayrica bazi arastirmacilar kitosanla kaplama
islemiyle meyvelerin besin igeriginin (6rnegin kalsiyum, E vitamini) arttirilabilecegini de ortaya koymuslardir
[97].

5.3. Meyve Suyundaki Uygulamalari

Proton baglayabilme yetenegi kitosana asit giderici ozellik kazandirmaktadir. Ayrica katyonik ve
makromolekiiler yapist nedeniyle kitosan durultma ajani olarak da kullanilabilmektedir. Bu nedenle kitosanin
gida isleme atik sularinda ve meyve suyu iiretiminde kolloidal ve dispers formda bulunan partikiillerin
uzaklastirilmasinda etkili olabilecegi belirtilmistir [112]. Yapilan ¢alismalarda elma, {iziim, limon ve portakal
suyunda durultucu olarak ¢dziiniir kitosan kullanildiginda meyve sularinin bentonit ve jelatine oranla daha berrak
oldugu ve ayrica meyve sulariin kabul edilebilirliklerinin de arttig1 belirlenmistir [113, 114].

Kitosan meyve sularinin asitligini kontrol etmek amaciyla da kullanilabilir. Kitosanin, havu¢ ve elma suyunun
titrasyon asitliginde 6nemli bir azalmaya neden oldugu gézlenmistir [90]. Ayrica elma ve armut suyu liretiminde
kitosan kullaniminin enzimatik esmerlesmeyi 6nledigi de belirlenmistir [88]. Rhoades ve Roller [115] yaptiklari
caligmada, kitosamin elma suyunda mayalarin gelisimini tamamen onledigini ancak laktik asit bakterileri
lizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini belirlemiglerdir.

5.4. Et ve Uriinlerindeki Uygulamalar

Et ve et iriinleri yiiksek yag igeriklerinden dolay1 lipit oksidasyonuna ve ayrica yiiksek besin igeriginden
dolay1 da mikrobiyal bozulmaya olduk¢a duyarhdirlar. Kitosan antioksidan ve antibakteriyel aktivitesinden
dolayt depolama esnasinda et ve iriinlerinde lipit oksidasyonunu geciktirerek, bozulma etmeni ve patojen
bakterilerin gelisimini 6nleyerek iiriinlerin raf émriiniin, duyusal ve mikrobiyal kalitesinin iyilesmesinde etkili
olabilmektedir [58, 116]. Sigir etine % 1 oraninda kitosan ilave edildiginde tiyobarbiitirik asit (TBA) degerinin
kontrol drnegine kiyasla % 70 oraninda azaldigi belirlenmistir. Depolama siiresince etin kirmizi renginin
korunmasinda da kitosanin olumlu etkisinin bulundugu kaydedilmistir [117].

Sigir eti % 1°lik kitosan ¢ozeltisine ve bunun arkasindan % 5°lik trisodyum fosfat ¢6zeltisine daldirildiginda
aerobik bozulma etmeni mikroorganizmalarin gelisimlerinin etkili bir sekilde inhibe edildigi bulunmustur [118].
Kitosan-glutamat % 3 oraninda sigir eti veya hindi eti kiymasina ilave edildiginde Clostridium perfringens
sporlariin ¢imlenmesinin ve gelismesinin azaldigi belirlenmistir [119]. Sogutulmus domuz {iriinlerinde % 0,3 ve
% 0,6 diizeyinde kullanilan kitosan-glutamatin etkili bir koruyucu oldugu ve 4°C’de 18 giin siireyle yapilan
depolama sonucunda toplam bakteri, maya, kiif ve laktik asit bakterileri sayilarinin 3 log’a kadar azaldig:
belirlenmistir [83]. Wu ve ark. [120] si18ir eti koftelerinin kitosan filmleri ile kaplanmasinin lipit oksidasyonunu
onlenmede ¢ok etkili olmadigini bulmuslardir. Bunun temel nedeni olarak kitosan filmlerinin O, gegirgenlik
Ozelliklerinin yiiksek olmas1 gosterilmistir.

Radyasyona tabi tutulmus kitosanlarin et ve iriinlerinde oksidasyonu ve mikrobiyal bozulmayi geciktirdigi
belirlenmistir [121, 122]. Arastirmacilar radyasyona maruz birakilan kitosanin antioksidan kapasitesinin 6 kat
arttigini ve bu kitosanin et tirtinlerinde TBA degerini % 54-88 oraninda azalttigin1 bulmuslardir [121].

Sosis iiretiminde kitosanin sodyum nitrit yerine kiirleme ajani olarak kullanim olanaklar1 konusunda da
caligmalar yapilmigtir. % 0,3 laktik asitte ¢oziindiiriilmiis kitosanin % 0,2 oraninda yalniz veya % 0,005 nitritle
birlikte kullanildiginda % 0,01 oraninda kullanilan sodyum nitritle ayn1 koruyucu etkiyi gosterdigi saptanmistir
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[123]. Kalite ve depolama stabilitesini etkilemeden kitosanin sosiste sodyum nitrit kullanim oranini (150 ppm)
yar1 yartya diisiirdiigii belirlenmistir [124]. Koruyucu etkisine ilaveten kitosanin sosiste kalint1 nitrit miktarini
azalttigr da saptanmustir [125]. Kitosanin sosisin duyusal 6zelliklerinden renk, aroma, goriiniim ve yapiy1
olumsuz yonde etkilemedigi [126, 127], hatta aerobik paketlenen sosislerde kitosanin yag oksidasyonunu
azalttig1 belirlenmistir (127).

5.5. Siit ve Uriinlerindeki Uygulamalari

Kitosanin siitte kullanilabilirligi ile ilgili ¢ok fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Sade siite % 0,5 oraninda kitosan
ilavesinin renk, tat ve aromay: olumsuz yonde etkiledigi ve esmerlesmeyi arttirdigt ancak, duyusal ozellikte
gozlenen bu olumsuzluklarin kahve aromali siitte gdzlenmedigi bildirilmistir [128]. Muz aromali siite kitosan
ilavesinin mikrobiyal gelismeyi tamamen 6nledigi ve kitosan igeren siitiin pH degerinin kontrol 6rnegine gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir [129].

Kitosan mikroorganizmalarin lag fazlarinin uzamasma ve mikrobiyal yogunlugun azalmasina neden
oldugundan siit iiriinlerinin muhafazasinda kitosan kaplama ve filmleri potansiyel kullanim olanagina sahiptirler
[19, 84]. Kitosanla kaplama isleminin peynirde L. monocytogenes ve S. aureus’un gelisimini inhibe ettigi, ancak
Gram-negatif Pseudomonas aeroginosa iizerinde etkili olmadigi bildirilmistir [130]. Kitosan lizozim enzimi ile
birlikte film ve kaplama amaciyla kullanildiginda Mozzarella peynirinde E. coli, L. monocytogenes,
Pseudomonas fluorescens ile maya ve kiiflerin geligimini inhibe ettigi [131] ve raf émriinii iyilestirdigi [132]
rapor edilmistir. Kitosan filmleri peynir paketleme amaciyla kullanildiginda peynir iiretiminden sonra gozlenen
mikrobiyal bulasmalarin 6nlendigi belirtilmistir [84].

5.6. Deniz Uriinlerindeki Uygulamalari

Deniz iiriinleri oksidasyona ve mikrobiyal bozulmaya karsi olduk¢a duyarlidir. Yapilan ¢alismalarda kitosanin
deniz triinlerinde antioksidan etki gosterdigi ve bu etkinin molekiil agirligi ile kullanim konsantrasyonuna bagli
oldugu bildirilmistir [116, 133]. Molekiil agirligi 30 kDa olan kitosanin 90 ve 120 kDa olanlara gore daha fazla
antioksidan etki olugturdugu ve kullanim miktar1 arttik¢a oksidasyonu onleme etkisinin de arttigi belirtilmistir
[133]. Kitosanla kaplanan filetolarda lipit oksidasyonunun, kimyasal bozulmanin (toplam ugucu azotlu bilesikler,
trimetilamin ve hipoksantin) ve mikrobiyal gelisimin kontrol érnegine gére dnemli 6lgiide azaldig1 belirlenmistir
[134].

5.7. Yumurtadaki Uygulamalan

Kitosanla kaplama isleminin tiiketici tercihlerini etkilemeksizin yumurta kalitesinin korunmasinda olduk¢a
etkili bir yol oldugu vurgulanmaktadir. Kitosanin, albiiminden yumurta kabuguna dogru nem ve gaz gegcisine
engel oldugu ve boylece yumurtanin raf dmriinii ve kalitesini iyilestirdigi belirtilmektedir [19, 135-137]. Caner
[137] kitosanla kaplanan (% 1 asetik asit i¢erisinde % 3 kitosan) yumurtalarin raf dmiirlerinin 25°C’de kontrol
Ornegine gore en az 2 hafta daha uzun oldugunu bildirmistir. Kitosanla kaplanan yumurtalarin organoleptik
ozelliklerinin kitosanla kaplanmayan kontrol érneginden farkli olmadigi da belirtilmistir. Arastirmact ayrica
25°C’de 4 hafta depolama isleminde kitosanla kaplanan yumurtanin albiimin pH’sinin 7,49°dan §,83’¢, kontrol
orneginde ise 7,48’den 9,30’a yiikseldigini belirtmistir. Bu sonuglar kitosanla kaplama isleminin bir gaz bariyeri
olarak rol oynadigini ve dolayisiyla nem ve karbondioksitin kabuktan ge¢mesini engelledigini dogrulamaktadir.
Kitosan-lizozim karigimi ile kaplanan ve 10°C’de depolanan yumurtalarda L. monocytogenes, Salmonella
enterica, koliform, maya ve kiiflerin gelisiminin inhibe oldugu, nem kaybi ve pH degisimlerinin geciktigi
bildirilmistir [138, 139].

5.8. Mayonezdeki Uygulamalar:

Bazi arastirmacilar, kitosanin ticari mayonez iiretiminde emiilgator olarak kullanilabilecegi yoniinde bulgular
elde etmislerdir [140, 141].

SONUCLAR

Kitosan, kitinin alkali kosullarda kismen veya tamamen deasetilasyonu ya da kitin deasetilaz enzimi vasitasiyla
enzimatik deasetilasyonu ile elde edilen ve bu nedenle B-(1,4) bagi ile baglanmis degisen oran ve sayida D-
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glukozamin ve N-asetil-D-glukozaminden olusan diiz zincirli bir kopolimerdir. Dogada yaygin ve bol miktarda
bulunmasi, yiiksek canlilara karsi toksik etki gdstermemesi, mikroorganizmalari inhibe etmesi, biyolojik olarak
parcalanabilmesi, biyo-uyumlu olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle kitosan basta gida olmak iizere kozmetik, ziraat,
tip, tekstil, biyoteknoloji gibi birgok alanda kullanim olanagi bulmaktadir. Gidalar farkli bilesenlerin
(karbonhidrat, protein, yag, mineral, vitamin vb.) karisimindan olusmaktadir. Dolayistyla bu bilesenlerden
bazilar1 kitosanla reaksiyona girerek antimikrobiyal aktivitesinin artmasina veya azalmasina neden
olabilmektedir. Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi ilgili literatiir bilgileri farklilik gosterse de genel olarak maya
ve kiiflerin kitosana en duyarli grup olduklar1 bunlar1 Gram pozitif ve sonra da Gram negatif bakterilerin takip
ettigi kabul edilmektedir. Kitosan ve tiirevlerinin antimikrobiyal etki mekanizmasinin ve bunu etkileyen
faktorlerin somut bir sekilde ortaya konulmasi bunlarin uygulama seklini ve alanini genisletecektir.
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