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Bu calismada, atik gay ekstraktindan uretilen Aspergillus niger'den kimyasal ydntemlerle kitosan 6zitlenerek, bu
kitosan oOrneklerinin belirli 6zellikleri arastinlmistir. Kurutulmus atik gaylardan %5, 10 ve 20 konsantrasyonlarda
hazirlanan karisimlar sterilize edilip stizildikten sonra A. niger asilanmis ve 25°C'de 5 giin inkibe edilmistir. Elde
edilen biyokutleden kimyasal yontem kullanilarak kitosan ekstrakte edilmistir. Elde edilen kitosanin yapisal 6zellikleri
FT-IR, FESEM ve NMR ile belirlenmistir. Uretilen kitosanin antimikrobiyal ézellikleri Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere, mayalara ve kuflere karsi disk difizyon testi kullanilarak analiz edilmistir. Sonuclar, %5, 10 ve 20
konsantrasyonlarda hazirlanan cay ekstraktlarinda dretilen A. niger misellerinin kitosan ekstraksiyon veriminin
siraslyla %13.98, 15.71 ve 17.57 oldugunu gostermistir. Elde edilen FT-IR, FESEM ve NMR spektrumlarinin benzer
¢aligsmalarda rapor edilen A. niger‘den Uretilen kitosan ve ticari kitosan ile uyumlu oldugu gértlmastir. Gram pozitif ve
negatif bakterilere kargi %1 ve 2-4 kitosan sollsyonlari sirasiyla 7 ile 8 mm inhibisyon zonu olusturmustur.
Saccharomyces cerevisiae kitosana karsi en hassas kuiltlr olarak belirlenmigtir. Ticari kitosan, fungal kitosana gore
test edilen mikroorganizmalara kargl daha fazla antimikrobiyal aktivite gostermistir. Fungal kitosanin deasetilasyon
derecesi %92 olarak bulunmustur. Arastirmada elde edilen bulgulara gore, gevre agisindan 6nem kazanan atik
maddelerin degerlendiriimesi amaciyla atik caylarda gelistirilen A. niger kifinden kitosan Uuretimi ilk defa
gerceklestirilmis olup, ¢alisma bu konudaki arastirmalar i¢in yol gdsterici niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus niger, Kitosan, Atik cay

Characteristics of Chitosan from Aspergillus niger Micelles Produced in Waste Tea Extract
ABSTRACT

This study investigated specific properties of chitosan extracted by chemical methods from the micelles of Aspergillus
niger grown in tea waste extract. Mixtures prepared from dried tea wastes at 5, 10 and 20% concentrations were
sterilized and filtered, then A. niger was inolulated and incubated at 25°C for 5 days. Chitosan was extracted from the
biomass by using a chemical method. The results of FT-IR, FESEM, and NMR analyses were used to determine the
structural properties of chitosan extracted. In addition, antimicrobial properties of chitosan against Gram positive and
Gram negative bacteria, yeasts, and molds were determined by using the disk diffusion test. Results showed that
chitosan extraction efficiencies were 13.98, 15.71 and 17.57% for A. niger micelles produced in tea extracts prepared
at 5, 10 and 20% concentrations, respectively. It was observed that FT-IR and NMR spectra were compatible with
both chitosan from A. niger reported by similar studies and commercial chitosan. It was observed that 1 and 2-4%
chitosan solution formed inhibition zones of 7 and 8 mm in diameter against Gram positive and Gram negative
bacteria, respectively. Saccharomyces cerevisiae was the most susceptible culture to chitosan. Commercial chitosan
showed better antimicrobial activity against the tested microorganisms than fungal chitosan. The deacetylation degree
of fungal chitosan was 92%. According to the results of this study, the production of chitosan from A. niger mold
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grown in waste teas was carried out for the first time in order to evaluate the waste materials that have gained
importance in terms of the environment, and this study could be used as a guide for future studies on this subject.

Keywords: Aspergillus niger, Chitosan, Tea waste

GiRIiS

Kitin, N-asetil-D-glukozamin birimlerine sahip bir yapi
olusturmaktadir.  Sulu  ¢ozlcllerde ve organik
¢ozuculerde ¢ozinmemesi nedeniyle endustriyel
kullanimi g¢ok azdir. Selllozdan sonra dogada ¢ok
yaygin bulunan, yenilenebilir ve elde edilmesi kolay bir
biyopolimerdir [1]. Bazi funguslarda, suda yasayan
kabuklu canlilarda, ve boceklerde bulunmaktadir. Kitinin

en oOnemli tdrevlerinden biri olan kitosan molekul
zincirindeki  N-asetil-D-glukozamin  birimlerinin, D-
glukozamin birimlerine dénustirulmesi yani

deasetilasyon islemiyle elde edilmektedir. Deasetilasyon
derecesi en az %60 olan kitine, kitosan denmektedir ve
kitosani kitinden ayiran temel parametre, deasetilasyon
derecesidir [2].

Kitosan dogadaki en 6nemli ve en fonksiyonel dogal
polimerlerdendir. Kullanim alaninin genis olmasi ve
tirevlenebilir olmasi onu daha cezbedici bir hale
getirmektedir. Kitosanin; dogal bir kaynak olmasi,
biyolojik olarak pargalanabilmesi ve ¢evre Kkirliligine
sebep olmamasi, bitkisel ve hayvansal dokular icin
uyumlu olmasi ve toksik bir etkisinin olmamasi, biyolojik
olarak fonksiyonel bir bilesik olmasi, molekll yapisinin
degistirilebilir olmasi nedeniyle endustriyel alanda
oldukca yaygin bir sekilde kullanim alanina sahiptir [3-
5]. Glndmuzde ticari olarak kitosanin Gretimi, genellikle
kabuklu deniz hayvanlarinin atiklarindan ekstraksiyon
islemi ile elde edilmektedir. Fakat bu kitosan kaynaginin

elde edilmesinde kabuklularin yapilarindaki
proteinlerden  kaynakl  alerji  risklerinin  olmasi,
mevsimsel  sartlarin  sinirlandirmasi gibi  bazi
dezavantajlari vardir [6]. Bu gibi dezavantajlarin
olmamasi igin, fermantasyon teknolojisiyle

mikroorganizmalarin blyuk 6lgekli gogaltiimasiyla, hiicre
duvarinda kitin ve kitosan bulunan fungal canlilarin ek
kaynak olarak kullanilmasi igin ¢aligmalar uygulanmaya
baslamistir. Kfler, ilkel besleyici ortamlarda kolaylikla
Ureyebilme ve c¢ogalma oOzellikleri sayesinde ucuz ve
sinirsiz  bir kaynak olmasi, az miktarda mineral
icermeleri sebebiyle, ekstraksiyon igleminde kabuklu
canlilarda yapilan demineralizasyona gerek
duyulmamasi gibi olumlu yonlere sahiptir [7], [8]. Ayrica
kitosanin; fermantasyon sartlarinda fizikokimyasal
Ozellikleriyle (deasetilasyon, molekul agirligi, viskosite
gibi)  bazi  degisikliklerin  yapimasiyla  kontrol
edilebilmektedir [6].

Yapilan c¢alismalarda, Aspergillus nigerin  kolay
bulunabilir olmasi ve hicre duvarindaki kitosan
miktarinin (%11) fazla olmasi nedeni ile kitosan Uretimi
icin en iyi kiiflerden birisi oldugu rapor edilmistir [6, 9]. A.
niger kufinun kitosan miktarinin 107 mg/g (%211) gibi
yuksek seviyelere ¢ikabildigi Pochanavanich ve
Suntornsuk [9] tarafindan kanitlanmistir.
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Kitosanin kif misellerinden Uretiminin  geleneksel
yonteme gore verimi ¢ok daha disuk oldugu igin son
yillarda arastirmacilar verim artirici galismalar lzerine
odaklanmigtir. Bu projede de atik cay otlan kuf
Uretiminde besiyeri olarak kullanilarak kitosan veriminin

artinimasi  ve  Uretim  maliyetinin  dusurtlmesi
hedeflenmektedir. Bu kapsamda projemizin amaci atik
cayda Uretilen  Aspergillus nigerden, kimyasal

yontemlerle kitosan Uretmek ve uretilen kitosanin belirli
Ozelliklerini belirlemektir.

MATERYAL ve YONTEM
Atik Gay Ekstraktinin Hazirlanmasi

Kitosan dretimi icin kullanilan demlenmis caylar
istanbulda bir kafeden temin edilmistir. Alinan
demlenmis siyah gaylar (900 g, Ofcay, Rize, Turkiye)
kismi olarak slzilmis ve etlivde 180°C'de 4 saat
kurutulduktan sonra gerektiginde kullaniimak Uzere
-20°C’de depolanmistir.

Kurutulan gaylar saf su ile igerisinde %5, 10 ve 20 (a/h)
(g/mL) oraninda karigsim hazirlandiktan sonra otoklavda
121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Daha sonra steril
gaylar oda sicakligina sogutulduktan sonra Whatman
No 1 filtre kagidi kullanilarak steril sartlarda filtre
edilmistir. Stzulmis c¢ay 4 paralelli olarak 150 mL’lik
erlenlere 100 mL olacak sekilde bolinmustir.

Kullanilan Mikroorganizmalar

Aspergillus niger, Penicillium expansum, A. sydowii, A.
wentii, A. japonicus, A. flavus, A. clavatus, Williopsis
saturnus spp. saturnus, Saccharomyces cerevisiae,
Staphylococcus aureus, Listeria  monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, S. Typhimirium
saf kiltirleri Sakarya Universitesi, Mihendislik
Fakultesi, Gida Muahendisligi Bolimu kaltar
koleksiyonundan temin edilmistir. Saf kiltirler %15
gliserol iceren Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck,
Almanya) iginde -80°C’de muhafaza edilmigtir.

Kitosan

Aspergillus Kiifiinden

Ekstraksiyonu

niger

A. niger TSB + %0.6 yeast extract (TSBYE) besiyerinde
aktiflegtirildikten sonra 5 gin 25°C’de inklibasyona
birakilmistir. Gelistirilmis olan A. niger kiltirinden 100
ML 100 mL sizilen gaylara ve kontrol olarak kullanilan
100 mL TSBYE'ye inokule edildikten sonra 25°C’'de 7
gin inkibasyona birakilmistir. Kitin ve kitosan elde
etmek icin, A. niger biyokutleleri besiyerinden No.1
Whatman filtre kagidi kullanilarak filtre edilip daha sonra
da saf su ile yikanmistir.
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Sekil 1. Farkh besiyeri ortamlarinda gelisen A. niger biyokutleleri: (a) TSBYE ortaminda ve b

) Atik gay ortaminda

gelismis
Figure 1. A. niger biomass grown in different media: (a) TSBYE and b) Waste tea medium

Kitosan  ekstraksiyon icin  Pochanavanich  ve
Suntornsuk’un  [9'un  kullandiklari  metot referans
alinmigtir. Bu metoda gore, A. niger biyokitlesi kuru
agirhgr belirlemek amaciyla etiivde 60°C’de bir gin
boyunca kurumaya birakilmigtir. Kuruyan biyokutle
(Sekil 1), santriflj tuplerine tartilarak koyulmus ve 1:30
mL oraninda, 1 N NaOH c¢ozeltisi Uzerine eklenmistir.
Biyokutle homojenizatéor (Braun MQ5220, Almanya)
yardimi ile pargalandiktan sonra 121°C’'de 15 dakika
otoklavlianmigtir. Ornekler santrifiij islemine (9000 rpm,
15 dakika, 4°C’de) tabi tutulduktan sonra pellet kismi saf
su ile yikanmistir ve %2’lik asetik asit ¢gozeltisi eklenerek
pH’nin 7 olmasi saglanmigtir. Ornekler santrifiij (9000
rpm, 15 dakika, 4°C’'de) edildikten sonra pellete %2’lik

asetik asit 1:40 (hacmen) oraninda ilave edildikten
sonra. ¢alkalamali su banyosunda, agzi kapali olarak
95°C’de 8 saat ekstraksiyona birakilmistir. Soguduktan
sonra orneklere tekrar santrif(jj islemi (9000 rpm, 15
dakika, 4°C’de) uygulanmistir. Santrifijlendikten sonra,
¢ozinmeyen kisim (kitin) ayiriip sipernatant kisminin
pH’s1 2 N NaOH ¢ozeltisi kullanilarak 10’a ayarlanmistir.
Tekrar uygulanan santriflj islemi (9000 rpm, 15 dakika,
4°C’de) sonunda pelet kismi 100 pL, %Z2’lik asetik asit
ve distile su ile yikanmistir. Elde edilen karigima steril
petrilerde liyofilizasyon iglemi uygulanmig, 2 gin-
42°C’de kurutulmus ve son agirliklari belirlenmistir. Elde
edilen kitosan (Sekil 2) -20°C sicaklikta depolanmistir.

Sekil 2. Liyofilizasyon ile elde edilen kitosanlar
Figure 2. Chitosans obtained by lyophilization

Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi

Kitosan deasetilasyonunun derecesi titrasyon islemiyle
belirlenmigtir [11]. Kitosan 20 cm™, 0,01 M HCI asit ve
50 cm™ deiyonize suda c¢o6zunduruldikten sonra 30
dakika karistinimigtir. Daha sonra kitosan g¢ozeltisi 0.01
M NaOH ile titre edilmistir. Renk dénlisimii olunca islem
durdurulmustur.  Asetil ylzdesi ve deasetilasyon

Deasetilasyon Derecesi (%) = 100 — % Asetil

derecesi asagidaki Denklem (1) ve (2) kullanilarak
hesaplanmistir:

% Asetil =V x0,04305 ~w Denklem (1)
Burada V, NaOH 'in titrasyonda kullanilan hacmi (ml) ve

w, numunenin agirhididir (g). Asetilasyon derecesi
asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmigtir.

Denklem (2)
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Vizkozite

Olciim icin, %1’lik oraninda kitosan érnedi elde etmek
icin A. niger'den elde edilen kitosan (ANK) veya kontrol
icin ticari kitosanin (TK) %Z2'lik asetik asit igerisinde
kanstinlmigtir.  Karsimin  vizkozitesi, vizkozimetre
(Fungilab Ubbelohde Spin R-5, ispanya) kullanilarak
Olgulmastar [9].

Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR)
Olgimii

FT-IR analizleri; Sakarya Universitesi Fen Edebiyat
Fakultesi Kimya Bolimu laboratuvarinda bulunan FT-IR
spektroskopisi (Shimadzu IR, Prestige 21, Japonya)
kullanilmistir. ANK veya TK igin 400-4000 cm™ bolgesi
igin spektrumlar elde edilmigtir.

Alan Emilsiyon Taramali Elektron Mikroskobu
(FESEM) Olgumii

ANK ve TK yapisinin yiizey morfolojisi FESEM (Jeol
JSM 6060 LV, Japonya), kullanilarak gergeklestirilmistir.
Orneklerden daha iyi gérinti alabilmek igin ¢ekimden
Once altin kaplama cihazi ile 6rneklerin ylzeyi altinla
kaplanmigtir. Ornekler 500x, 1000x, 5000x ve 10000x
olmak U(zere dort farkh blylUtme oranlarinda gorinti
alinmistir.

NMR Analizi

Sakarya Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Kimya
Bolimi NMR arastirmalari  laboratuarinda bulunan
Varian Mercury 300 MHz H-NMR spektroskopisi
kullanilarak yapilmistir. Coézici olarak 10 mg D,O
(deteryum oksit) (Sigma Aldrich, ABD) ve Dg (DMSO)
(Sigma Aldrich) kullaniimigtir.

Disk Difiizyon Testi

Kitosanlarin antimikrobiyal o6zelligini test etmek igin
difizyon testi kullaniimistir [10]. Bu testte kullanilacak
kilturler; P. expansum, A. sydowii, A. wentii, A.
japonicus, A. flavus, A. clavatus, W. saturns spp.
saturns, S. cerevisiae, E. coli O157:H7, S. aureus, L.
monocytogenes, S. Enterititis, S. Typhimirium kaltarleri
10 mL TSBYE’de mayalar ve kifler icin 25°C 3 gin,
bakteriler icin ise 35°C’de 24 saat inkUbasyona

birakilarak aktiflestiriimistir. Kitosan solisyonu (5
mg/mL) 1% (v/v) asetik asit soliisyonunda hazirlanmig
ve 121°C'de 20 dakika sterilize edilmistir. Sterilize
edilmis olan TSAYE her bir petride 20 mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Her bir petriye 200 pL ayr olarak
mikroorganizmalar inoklle edilmistir. Daha sonra
mikroorganizma inoklle edilmis petrilere yerlestirilen
steril disklere %1 asetik asit ¢ozeltisi icerisinde farkli
konsantrasyonlarda (%0, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8)
hazirlanan 10 yL ANK veya TK 6rnekleri emdirilmigtir.
Negatif kontrol olarak %1 asetik asit kullanilmistir.
Bakteriler 35°C’de 24 saat, mayalar 30°C’de 36 saat ve
kifler 25°C'de 5 gun inkibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonunda ise zon olusma durumuna gére (+)
ve (-) sonuglar degerlendirilmistir.

istatistiksel Analizler

istatistik analizler igin IBM SPSS 28.0 Istatistik programi
kullanilmistir. Duncan testi kullaniimis olup degerler
arasl fark, bagimsiz degiskenler igin p < 0,05 anlamlilik
diizeyinde 4 paralel 6rnek incelenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Aspergillus niger’den Ekstrakte Edilen Kitosan
Verimi

Yapilan galismadan alinan sonuglarda, besiyeri amagli
kullanilan cay ekstraktinda ekstrakt orani arttikga kif
misel gelisiminin de dnemli derecede arttigi goéralmuastir
(p<0.05) (Tablo 1) (Sekil 3). Ornegin, %20 cay ekstrakt
iceren besiyerinde gelisen A. niger kuft kuru misel
agirhdr 3.30 g iken %5 ekstrakt igeren besiyerinde
gelisen kifun 1.68 g kuru misel agirligi oldugu
gOzlenmistir. Kuru kuf misellerinden elde edilen
kitosanin verimi ise besiyerindeki gay ekstrakt miktari
%5'ten %20’ye arttiginda %13.98’den %17.57’ye ¢iktigi
rapor edilmistir (p<0.05). Cay ekstraktinin %5 ve %10
oldugu besiyerlerinden elde edilen kif misellerinden
ekstrakte edilen kitosan verimi arasinda 6nemli bir fark
bulunmamistir (p>0.05). Cay ekstraktindan elde edilen
besiyerinde gelistirilen kiflerin kitosan verimleri TSBYE
besiyerinde gelisen A. niger'e goére de 6nemli dlgtde
fazla bulunmustur. Buna goére, bu g¢alismada
besiyerindeki c¢ay ekstrakt miktarinin %20 civarinda
kullaniimasinin kitosan igerigi ylksek A. niger Uretimini
saglayabilecegdi gorulmusgtar.

Tablo 1. Farkh konsantrasyonlardaki ¢ay ekstraktinda Uretilen A. niger'in kuru misel ve kitosan

miktarlari

Table 1. Amounts of dry micellar and chitosan produced by A. niger in tea extracts at different

concentrations

Besiyeri

Kuru Misel Agirhigi (g)

Kitosan Miktari (g) Kitosan Verimi (%)

Cay ekstrakti, %20’lik* 3.30+0.287
Cay ekstrakti, %10’luk 1.00+0.30¢
Cay ekstrakti, %5’lik 1.68+0.43b
TSBYE 2.16+0.59p

0.58+0.092 17.57+0.41b
0.16+0.04¢ 15.71+0.74a
0.24+0.08b 13.98+0.31a
0.15+0.08¢ 7.63+0.13¢

*Cay ekstrakti kurutulmus atik gay otunun su igerisinde 121°C’de 15 dakika isitiimasi ve filtre kadidindan
stizllmesi ile elde edilmigtir. a-b-c: Cizgiyle ayrilmig ayni situnda farkli kiiglik harfle gdsterilen ortalamalar

arasindaki fark, istatistiki agidan énemlidir (p<0.05).
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Sekil 3. Farkh konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ay ekstraktinda uretilen A. niger’in kuru misel ve kitosan miktarlari
Figure 3. Amounts of dry mycelium and chitosan of A. niger produced in tea extract at different concentrations

Atik cayda; %20-30 polifenol, %4-5 kafein, %2-4 amino
asit, %2-4 seker, %2,5 organik asit, %4-8 yagd, %5
mineral, %0.8 pigment, %16 protein bulundugu rapor
edilmistir[12]. Atk c¢ayda bulunan besin icerigi,
mikroorganizmalarin gelismesi igin uygun bir ortam
olusturdugu gorulmektedir [13]. A. niger de bu ortamda
kolaylikga gelisme imkani bulmus ve atik gay ortami
hicre duvarindaki kitosan miktarina da destekleyici
etkide bulunmustur.

Birgok calisma besiyeri ortamindaki besin igeriklerinin
kif misellerindeki kitosan miktarina etkisini incelemistir
[14, 15]. Kitosan veriminde bir artis ya biyokutle verimini
artirarak ya da kitosanin hicre duvari igerigindeki
artisiyla elde edilebilmektedir. Ornegin, kitosan nitrojen
iceren bir biyopolimer oldugundan, fungus hiicre
duvarlari igin kitin/kitosan Uretmek igin besin olarak
inorganik veya organik nitrojen kaynagina ihtiyag
duydugu raporlanmistir  [14], Farkh olarak, besin
ortamina manganez ve demir gibi minerallerin takviyesi
kiflerin hiicre duvarlarindaki kitosan igerik artisindan
ziyade biyokitle Uretimindeki artis yoluyla kitosan
verimini artirdigi  gézlenmistir [16,17]. Benzer bir
calismada, Rane ve Hoover [17], besiyerinin Absidia
coerulea'dan kitosan uretimi Uzerindeki etkisini incelemis
ve daha fazla miktarda glikoz ve protein ile takviye
edilmis besiyerinin, kitosan verimi Uzerine olumlu etkisini
gOstermistir. Cayda bulunan manganez, demir, azot,
glikoz ve nitrojen kitosan verimine etkisi olan besinlerin
cay ekstrakt miktarinin artmasiyla paralel artisi kif
biyokultlesi dolayisiyla kuru misel agirligi ve kitosan
verimi artigina neden oldugu distnulmektedir.

Benzer galismalarda da, birgok kifiin kitosan verimleri
gdzlenmistir [9, 18-20]. Ornegin, A. niger ve Rhizopus
oryzae’'nin sirasiyla 107 ve 138 mg/g kuru agirlikta
kitosan Uretimi ve %11 ve 14 kitosan verimi verdigi
gosterilirken, L. edodes'in kitosan verimi %3.3,
Zygosaccharomyces rouxii’nin kitosan verimi  %3.6

Tablo 2. Kitosanlarin viskozite degerleri

Table 2. Viscosity values of chitosans

olarak raporlanmistir [9]. Bu calismada ise, Ug¢ ayri
konsantrasyona sahip besiyeri ortamlarindan en yiksek
kitosan igeridi %20’lik cay ekstraktinda gelistirilen A.
niger misellerinden elde edilen %17.57 kitosan ile diger
calismalarla kiyaslandiginda daha fazla verim alindigi
gOrulmektedir.

Kitosan Orneklerinin Deasetilasyon Derecesi

TK’'nin deasetilasyon degeri %89 olarak O&lgilirken
ANK’nin deasetilasyon degeri ise %92 bulunmustur.
Deasetilasyon  derecesi  kitosanin fizikokimyasal
ozelliklerini etkileyen 6nemli bir parametredir. Yiksek
derecede deasetilasyona sahip kitosan, yiksek pozitif
yuklere sahiptir ve pihtilastirici veya selatlayici ajan,
berraklagtirici ajan veya antimikrobiyal ajan olarak gida
uygulamalari igin daha uygundur [20]. Pochanavanich
ve Suntornsuk’un [9] yaptiklari ¢alismada ticari kitosanin

deasetilasyon degeri %98 ve fungal kitosanin
deasetilasyon degeri %90 olarak raporlamistir.
Sonuglarin  birbirine  yakin  oldugu goérilmektedir.

Deasitilasyon derecesinin belirlenmesi icin FTIR ve
alkali metot gibi farkli analiz metotlari kullaniimaktadir.
Bu calismada kullanilan alkali metodu tirrasyon teknigi
ile yapildidi icin hassasiyeti diger metoda gére dusuktir.
Deasitalasyon derecesinin diger calismalarda
raporlanan  sonuglara gbére yiksek g¢ikmasinin
nedenlerinden birisinin bu oldugu disunutlmektedir.

Kitosan Orneklerinin Viskozitesi

ANK’nin viskozitesi 0.5-0.8 centipoises (cP) ve TK'nin
viskozitesi 3.1-3.5 cP olarak bulunmustur.
Pochanavanich ve Suntornsuk [9] yaptigi calismada
fungal kitosanin viskozitesi 3.1-6.2, centipoises (cP)
olup, yenge¢ kitosaninin viskozitesinden olduk¢a
disuktur (Tablo 2). Bu c¢alismada ANK'nin ve TK’nin
viskozitesi Pochanavanich ve Suntornsuk [9] tarafindan
bildirilenlerden dusik ¢ikmigstir.

Sicaklik (°C) TK (rpm)  Viskozite  ANK (rpm)  Viskozite (cP)
20°C 3.1 4 0.4 0.5
25°C 3.5 4.3 0.6 0.8
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Kitosan Orneklerinin Fourier Transform infrared

Spektroskopisi Olgiimii

Atik gayda Uretilen A. nigerden ekstraksiyon yoluyla
uretilen kitosandan ve TK'dan elde edilen FT-IR pikleri
Sekil 4'te verilmistir. Sirasiyla; ANK’nin 3415 cm™ bandi
ve TK'da 3288 cm™ bandi, —-NH, ve —OH grubunun
gerilme titresiminden kaynakli olustugu sdylenebilir [21],

1007

85 3415.29cm-1, 87.04%T

%T

[22]. ANK’'nin 1637 cm™ bandi ve TK'nin 1648 cm™
bandi ise karbonil geriime -NH amid baglanti
proteininden kaynakli oldugu dusinulmektedir. Ayrica
ANK 1637 cm™, 1690 cm™ ve 1547 cm™, 1542 cm™
bantlarinin  karbonil (C=0O-NHR) ve amin (-NH,)
oldugu

grubunun ana karakteristik bantlarina ait
disundlmektedir [23, 24].
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Sekil 4. Elde edilen ANK (a) ve TK’nin (b) FT-IR spektrumlari ve tepe degerleri, (T:Transmittance)
Figure 4. FT-IR spectra and peak values of (a) ANK and (b) TK (T: Transmittance)

ANK'’nin 1407 cm™ bandi -NH ikincil aminleri, 1019 cm™
bandi C=0 germe ve 1407 cm™, 1338 cm™deki bantlari
kitosanin sakkarit yapisina atfedilmektedir [25]. Ticari
kitosanin 1569 cm™ ve 1375 cm™ bantlari yine ANK’dan
elde edilen spektrumdaki bantlari ile benzerdir. ANK’a ait
spektrumun 798 cm™deki bandi -NH birincil ve ikincil
aminleri, 1637 cm™, 1547 cm™ ve 1407 cm™ bantlar
proteinin kitosana baglandigini gOstermektedir.
Kitosanin spektrumu, amid (1697 cm™) ve amino
gruplarinin  karakteristik bantlarini gostermistir [26].
Ancak, bu absorpsiyon bandinin amino deformasyon
modunun Kkarakteristigi oldugu raporlanmaktadir [27].
TK’ya ait spektrumda bahsedilen birincil ve ikincil amin
bandlari gérilmemistir.

ANK’a ait spektrumda goézlemlenen 1407 cm™"deki keskin
pik CHs gruplarindaki simetrik egilmeyi gostermektedir.
Sekil 5 incelendiginde ANK 6rneginin 3415 cm™ bandi,
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87.04 %T ve TK ile benzer sekilde 3288 cm™ bandi,
87.30 %T benzer iki pik goértulmektedir. ANK’nin daha
genis bir pike donustigu TK ile kiyaslandiginda 3288,30
cm™ bandi, 94.90 %T oldugu, TK'nin spektrumunda ise
daha az oldugu gorulmektedir. Kitinden kitosana
donldsim sonrasinda, sekonder amid gruplariyla iligkili
olan 3415-3280-3168-1697-1407 ve 1019 cm™ dalga
sayilarindaki ve C-H baglariyla ilgili 1407 cm™de primer
amidle iligkili pik ortaya ¢iktigi dustntlmektedir [28].

Elde edilen TK'nin degerleri ANK ile kiyaslandiginda;
3288 cm™, 1648 cm™, 1569 cm™, 1027 cm™ ve 555
cm™ bantlarinin  uyumlu oldugu gérulmektedir. TK
spektrumunun 500 cm™ bolgesinde ANK’ye gore farklilik
gOrulmustur. Bunun sebebinin, TK'nin kabuklulardan
ekstraksiyonu isleminden kalan kalinti maddelerinden
kaynakli olabilecegi digltndlmustir. Koger [29]in A.
nigerden Uretilen kitosanin FT-IR sonuclari ile
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kiyaslandiginda atik cayda gelistirdigimiz ANK’nin FT-IR
analizi ile uyumlu oldugu goérilmustur.

Kitosan Orneklerinin Alan Emiilsiyon Taramali
Elektron Mikroskobu (FESEM) Sonuglar

ANK'’nin yizey morfolojisi incelendiginde hem porlu hem
de nanofiber yapilarinin oldugu gézlenmistir (Sekil 5a).
TK’'nin ytzey morfolojisinin de yine zayif ve ¢ok net
olarak goriulemeyen fiberlerden olustugu ve mikro

porlarin oldugu goézlenmistir (Sekil 5b). Mevcut
calismadakine benzer sekilde krill, Gammarus argaeus
ve pembe karides gibi Crustacea grubuna ait canlilardan
elde edilen kitin ve kitosan yapilarinin ylzeyleri porlu ve
fiber yapilardan olustugu diger calismalarda da tespit
edilmistir [36-38]. Funguslardan elde edilen bazi kitin ve
kitosanlarin ise porlu ya da fiber yapilarinin bulunmadigi
tespit edilirken [39], diger bazi funguslardan elde edilen
kitin ve kitosanin sadece fiber yapilardan olustugu
raporlanmigtir [40-42].

E

—
Toom

1SkU  Xi@, age 14 49 1R

Sekil 5. ANK (a) veTK’nin (b) FESEM gorintileri

Figure 5. FESEM images of (a) ANK and (b)TK

ANK’'nin  mineral yapisini gdsteren kompozisyon
spektrumunda, TK’'ya gore karbon konsantrasyonun
disik oldugu dolayisiyla daha kisa zincire sahip oldugu

soylenebilir (Sekil 6). ANK'da sodyum miktarinin TK’dan
¢ok daha fazla oldugu, ANK'da ticari kitosandan farkli
olarak kalsiyumun olmadigi goértlmektedir.
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(a) TTa
Element Sira Yougunluk Hata Konsantrasyon Birim
(cls) 2-sig
C Ka 43.34 4.16 18.26 Yowt.
(0] Ka 152.42 7.81 37.48 Yowt.
Na Ka 371.24 12.19 44.26 Yowt.
100.00 %wt. Toplam
o =
(=
a5 IL a . .
= 10
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(b) Element  Sira Yougunluk Hata Konsantrasyon Birim
(c/s) 2-sig
C Ka 226.82 9.52 39.25 Yowt.
o Ka 19145 8.75 58.08 Yowt.
Na Ka 13.00 2.28 1.89 Yowt.
Ca Ka 6.02 1.55 0.78 Yowt.
100.00 %wt. Toplam
[u]
T
(=S
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5'. lIIJ.
(Charsca= Ha Fia) = ' ' n.rl ~a T ~r X T [aa ey ' M ' Mo o,
[Wert=79s WeSmndonar 0005 - 40 .955= D245 ot
Sekil 6. ANK (a) ve TK’'nin (b) mineral dagilim spektrumlari
Figure 6. Mineral distribution spectra of (a) ANK and (b)TK
NMR goruntulenmistir. ANK’'nin D¢ (DMSO) ile ¢6zindurulmuas

kitosan spektrumda ise dort pik elde edilmistir (Sekil 7b).
ANK’ya ait NMR spektrumunda (Sekil 7a) D,O ile Bunlar; 0.1 ppm NMR’dan kaynakh pik, 1.5-2 ppm arasi
¢ozundirulmus kitosan spektrumunda iki Grin elde kitosan numunesi, 2.5 ppm H,O, 3.5 ppm’de de D
edilmigtir. Elde edilen piklerde; 1.5-2 ppm arasinda (DMSO) goruntilenmistir. Bu sonug yapi ile uyumludur.
kitosan numunesi ve 4.5-5 ppm arasinda D,0 c¢Ozeltisi

z

4 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 1 ) 0.0 9.0 8.0 7.0 6'%hemic5;105hm (4.?“) 3.0 2.0 1.0 0.0
Chemical Shift (ppm) pp

(a) (b)
Sekil 7. ANK’nin D,0 ile goziinmis H-NMR spektrumu (a) Dg ile ¢ozinmus spektrumu (b
Figure 7. H-NMR spectrum of ANK dissolved in (a) D,O and (b) D,

Kitosanin tipik bir H NMR spektrumu S$ekil 8'da ppm olarak raporlanmistir [43]. Polimerin her birim
gosterilmistir. Bu spektrumda kitosanin pikleri 2-3-2.4 kalintisinda alti karbon ve yedi hidrojen atomu bulunur
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ve bu atomlar C-H baglari uretir. Ek olarak, polimer
kalintisinin  her bir birimi, doért oksijen atomu ile
baglanmis ve O-H gruplar olusturan dort hidrojen
atomuna sahiptir. Birim kalintidaki bu baglarin her biri
kendi karakteristik ortamina sahiptir ve dolayisiyla kendi
kimyasal kaymasina sahiptir. Polimerin H-NMR
spektrumu, birbirlerine olan baglantilari nedeniyle
hafifce degistiriimis olan bireysel birim kalintilarinin
spektrumlarinin Ust Uste binmesidir. 2.0-2.1 ppm'deki
tepe noktasi, U¢ N-asetil glukozamin (GIcNAc)
protonunu temsil eder ve 3.1-3.2 ppm'deki tepe,

GlcN H-1

Y

GicN H-2

glukozamin (GIcN) kalintisinin H-2 protonunu temsil
eder. Molekilin spektrumunda, anomerik olmayan
protonlarin sinyalleri kismen ortlsur ve spektrumun
ortasinda genis bir sinyal zarfi olugturur. H NMR
spektrumunun gesitli bantlari arasinda 2.0-2.1 ppm metil
protonlari en yiksek ¢ozinlrlige sahiptir. Sonraki
protonlarin  sinyalleri, 4.05 ppm'de ¢6zicunin
(D,0O/CD;COO0OD) HOD sinyalleriyle ortligir. Coziculerin
kalinti protonlari i¢in kimyasal kaymalarin D,0 (d = 4.7
ppm) oldugu caligmalarca bildirilmistir [44].

Acetone
GleNAC-CH; H

|

L

=

4.0 35

5.0 4,
Sekil 8. 65°C’de D,0 iginde kitosanin H-N

= —
3.0

MR spektrumu (600 MHz). Referans olarak aseton kullaniimigtir (2.2 ppm)

[45]

T

25 20 1.5 ppm

Figure 8. H-NMR spectrum of chitosan in D0 at 65°C (600 MHz). Acetone was used as a reference (2.2 ppm) [45]

NMR spekrumlarinda kitosanin  molekiler agirlk
dagilimi ve ortalama molekiler agirhgin yani sira igsel
viskozite de oOnemli bir rol oynamaktadir. Kitosan
cOzeltisi agregat icermemelidir, bu nedenle kitosan igin
¢ozucu dikkatli segilmelidir [46]. Yapilan calismalar ile
kiyaslandiginda elde ettigimiz sonu¢ degerlere yakin
bulunmustur. Kitosanin pikinin biraz disuk olmasinin
nedeninin elde edilen kitosanin viskozitesinin diguk
olmasina baglanabilir.

Kitosanlarin Antimikrobiyal Ozellikleri

ANK test edilen mikroorganizmalarin Uremelerine karsi
olusturdugu inhibisyon zonu 8 ile 11 mm arasinda
Olgilmastir (Tablo 3). ANK’nin minimum inhibisyon
konsantrasyonu S. cerevisiae’'ye karsi %0.25 olarak
gézlemlenirken, S. Enteriditis, S. Typhimirium ve A.
syndowii'ye kargl %4 olarak rapor edilmistir. TK'da ise
minimum inhibisyon konsantrasyonu S. aureus’a karsi
%0.125’'de gbzlemlenirken, en dusuk antimikrobiyal etki
ise %2 konsatrasyonla P. expansum’a karsi gorilmustir
(Tablo 4). Bu c¢alismada Uretlen ANK %1
konsantrasyonlarda L. monocytogenes ve S. aureus,
%2 konsantrasyonlarda E. coli ve %1 konstrasyonlarda
da S.Typhimirium ve S. Enteriditis’e karsi inhibisyon
zonu olusturmustur (Sekil 9). Genel olarak bu
calismada, TK, ANK'ye gore daha dislk

394

konsatrasyonlarda test edilen mikroorganizmalara karsi
inhibisyon zonu gézlenmistir.

Son yillarda yapilan calismalarda kitosanin bakteriler
Uzerindeki inhibitdr etkisinin daha c¢ok bakteriyostatik
oldugu gorilmustir Kitosanin  antifungal  aktivite
gOsterdigi mayalardan bazilari C. albicans, C. lambica,
S. cerevisiae'dir [32], Yaptigimiz galismamizda da
fungal kitosanin en fazla antimikrobiyal etki gosterdigi
mikroorganizma S. cerevisiae’dir.

Khalaf [30] yaptigi benzer bir galismada R. oryzae
tarafindan Uretilen kitosanin, yengeg¢ kabuklarindan elde
edilen kitosan ile karsilastirildiginda, B. cereus, P.
aeruginosa, Salmonella spp. ve E. coli gibi cesitli
patojenik  bakteri suslarina karsi daha ylksek
antibakteriyel aktivite sergiledigi bulunmustur. A. niger
misellerinden ticari kitosana kiyasla E. coli ve
Salmonella spp.’ye daha az antimikrobiyal aktivite
gbsterdigi gozlenmigtir. Yine benzer bir calismada, No
ve ark., [31] farkl vizkoziteye sahip kitosan ¢ozeltilerinin
L. monocytogenes, V. parahaemolyticus ve S. aureus'un
gelisimi  6énemli oranda engelledigini, E. coli'nin
gelisiminde ise 4-5 log'luk bir azals sagladigini
raporlamiglardir [32]. Bu galismada da benzer olarak
kitosan L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli'eye karsi
inhibisyon zonu olusturmustur.
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Tablo 3. ANK'nin farkli mikroorganizmalarin Gremelerine karsi olusturduklari inhibisyon zon ¢api (mm)
Table 3. Inhibition zone diameter for ANK against the growth of different microorganisms (mm)

Konsantrasyon (%)

Mikroorganizmalar 0 0125 025 0.5 1 2 4 6
Aspergillus japonicus - - - + + + + ++
A. flavus - - - - - + + +
A. clavatus - - - + + + ++ ++
A. syndowii - - - - - - + +
A. wentii - - - - - + + +
Pennicillium expansum - - - - + + + ++
Williopsis saturnus spp. saturnus - - - + + + ++ ++
Saccharomycess cerevisiae - - + + + ++ ++ +++
L. monocytogenes - - - - + + ++ ++
Staphylococcus aureus - - - - + + + ++
Escherichia coli O157:H7 - - - - - + + +
Salmonella Enteritidis - - - - - - + +
S. Typhimirium - - - - - - + +

inhibisyon zon gaplari: 7-8 mm (+) 9-10 mm (++) 11-12 mm (+++), Zone yok (-)

Tablo 4. TK’'nin farkli mikroorganizmalarin biyimelerine karsi olusturduklari inhibisyon zonlari (mm)
Table 4. Inhibition zones for TK against the growth of different microorganisms (mm)

Konsantrasyon (%)

Mikroorganizma 0 0125 025 0.5 1 2 4 6

A. japonicus - - + + + ++ ++ T+
A. flavus - - - + + + o
A. clavatus - - + + + ++ ++ 4+
A. syndowii - - - - + + ++ ++
A. wentii - - - + + ++ O
P. expansum - - - - - + + ++
W. saturns - - - - + + ++ ++
S. cerevisiae - - + + ++ ++ +++
L. monocytogenes - - - + + + ++ ++
S. aureus - + + + ++ ++ ++ +++
E. coli O157:H7 - - - - + + ++ ++
S. Enteritidis - - - - + + ++ ++
S. Typhimirium - - - - + + ++ ++

inhibisyon zon caplari: 7-8 mm (+) 9-10 mm (++) 11-12 mm (+++), Zone yok (-)

Sekil 9. S. aureus’un disk difiizyon petrisinin gérintisu
Figure 9. Image of disk diffusion petri dish of S. aureus

SONUG

Besiyeri amagh kullanilan %Z20’lik c¢ay ekstraktinda
uretilen A. niger misellerinden %17.57 gibi yulksek
verimle kitosan Uretimi gergeklestirilmistir. Kitosan verimi
cay ekstrakt miktarinin %5'den %Z20'ye artmasiyla
paralel artis gostermistir. Elde edilen kitosan miktari
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literatlirde yer alan calismalarda A. niger fungusundan
elde edilen degerlerin tzerinde oldugu gorilmektedir [8].
Elde edilen ANK FT-IR spektrumlari birbirleri ve TK ile
uyumlu olmakla birlikte, TK’da 3100 cm™de kaybolan
absorbans bandinin, bu c¢alismada dretilen ABK
spektrumlarinda gorulmesi agisindan farklihk
gostermektedir.  Ancak  ANK’nin  dider  benzer
calismalarda FT-IR spektrumlari ile uyumlu oldugu
gorulmustir [29]. ANK, TK'ya gore test edilen
mikroorganizma turlerine karsi daha dusuk
antimikrobiyal aktivite gOstermistir. Bu aktivite, artan
kitosan konsantrasyonuyla dogru orantih olarak
artmakla birlikte artis orani bakteri, maya ve kuf turiine
gore farklihk gostermektedir. ANK en ylksek
antimikrobiyal aktiviteyi S. cerevisiae’ye karsi, en dusuk
antimikrobiyal aktiviteyi ise A. syndowii'ye Kkargl
gOstermistir. A. niger kifinin hicre duvarindan elde
edilen kitosanin deasetilasyon derecesi %92 olarak
bulunurken, ticari kitosanin deasetilasyon derecesi ise
%89 olarak bulunmustur. Literattrle kiyaslandiginda bu
degderin yiksek oldugu gortlmuistir. Daha 6nce yapilan
bircok galismada yiksek deasetilasyon derecesi sahip
olan kitosanlarin diiglik olanlara nazaran daha ylksek
antimikrobiyal aktivite gésterdigi bildirilmistir [47]. Fungal
kitosanin viskozitesi literatlirde verilen degerlere gore
disuk cikmigtir. Viskozite, kitosan molekdl agirliginin
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belirlenmesinde ve dolayisiyla enddstriyel
uygulamalarinin belirlenmesinde onemli bir
parametredir. Daha ylksek molekdl agirlik iceren

kitosan, genellikle endustriyel uygulamalar igin arzu
edilmeyen yiksek viskoziteli ¢dzimler sunar. Bu
bakimdan daha dusik viskoziteli kitosanlar tercih edilir.
Kitosanin ¢oOzelti viskozitesi, molekiler boyutuna,
katyonik karakterine ve konsantrasyonunun yani sira
¢ozucunun pH ve iyonik guctne de baghdir [46]. Atik
maddeler kullanilarak yuksek miktarlarda Uretilebilen
kiuften elde edilen kitosan biyopolimeri, cevre ve canliya
karsi toksik olmayan 6zelliginin olmasi, biyolojik olarak
bozunabilir olmasi, yiksek biyo-uyumlulugu, bazi fiziksel
ve kimyasal Ozellikleri bakimindan diger polimerlere
kiyasla daha avantajli olmaktadir. Bu 6zelliklerinden
dolayi farkl disiplinlerde genis kullanim alanlarina sahip
olabilecektir. A. niger ’in diinya genelinde yaygin olarak
bulunmasi, kolay kultire edilebilir olmasi nedeniyle iyi
bir alternatif kitosan kaynagi olarak degerlendirilmesi
dnerilmektedir. ilave olarak bu galisma, Tirkiye'de gok
fazla tuketilen cay atigina da degerlendirilebilecek bir
alan kazandirmig olup bu konudaki arastirmalar icin yol
gOsterici olacaktir.
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