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Levan, bitkilerden ve mikroorganizmalardan dogal olarak elde edilen
fruktoz homopolimeridir. Biyouyumluluk, biyobozunabilirlik,
yenilenebilirlik, esneklik ve cevre dostu olma gibi ézelliklerinin yani sira
anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-kanserojen, anti-AIDS ve
hiperglisemik inhibitér gibi bazi 6nemli biyomedikal 6zelliklere de sahiptir.
Yiksek tretim maliyetleri nedeniyle levan, polimer pazarinda asla dogru
yerini bulamamis ve bu nedenle yuksek verimle levan Ureten mikrobiyal

sistemler endustriyel 6nem kazanmistir.

Antimikrobiyal peptitler ve bunlarin édncti molekdlleri insan ve memeli
dogasinda badisikligin merkezi bir bolimini olustururlar. hCAP18 / LL-
37, antimiktobiyal peptidi, insanda bulunan tek kathelisidindir. Deride,
invaziv bakteriyel enfeksiyonlari énlemek igin LL-37/mCRAMP gereklidir.



Antimikrobiyal o6zelliklerinin yanisira, LL-37 dogustan gelen badisiklik

sisteminde ve inflamasyonda merkezi bir rol oynamaktadir.

Bu calismada, topraktan mikroorganizma izolasyonu ile levan dreten
mikroorganizmalar belirlenmistir. Pseudomonas mandelii, c¢alismada
levan Uretimi icin kullanilan mikroorganizmadir. Pseudomonas mandelii
ile elde edilen biyopolimer “NMR, "NMR, FTIR analizleri karakterize
edilmis ve bu polimerin levan oldugu dogrulanmistir. Uretilen polimerin
inkilbasyon zamani, azot, pH, sicaklik, seker miktari, karbon kaynagdi
optimizasyonlari gerceklestirilerek en yliksek levan eldesi saglanmistir.
Optimizasyonlar sonucu Pseudomonas mandeliifden elde edilen en
yuksek levan miktari 42,6 g/L olarak bulunmustur. Buna ek olarak levan
déndsim verimi %37,8, efektif verim ise %27,7 olarak hesaplanmistir.
Levan ile farkl iceriklerde film 6rnekleri hazirlanmis ve plastiklestirici
olarak gliseroltn kullaniimasi uygun gorulmauastir. Film érnekleri su buhari
gecirgenligi ve termogravimetrik analiz (TGA) acisindan
degerlendirilmistir.  Film  6rneklerine dedisik miktarlarda LL-37
antimikrobiyal peptidi ilave edilerek antimikrobiyal &zellikleri farkl
mikroorganizmalar Uzerinde belirlenmistir. Yara tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin antimikrobiyal etkisi ile film kompozisyonlarinin
antimikrobiyal etkisi karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. LL-37
icerikli biyopolimer filmlerin E.coli, S.aureus, Candida albicans ve
Aspergillus niger Gizerinde antimikrobiyal etkisi oldugu belirlenmistir. Film
orneklerinin 6zellikle Candida albicans Uzerindeki antimikrobiyal etkisi

karsilastirma yapilan tim antibiyotiklerden daha yulksektir.

Elde edilen dogada bozunabilir 6zellikteki bu biyopolimer filmin tibbi
alanda yaralarin iyilestiriimesinde, yara bantlarinda, yara o&rtilerinde,
gida ambalaji olarak ve pek cok alanda antimikrobiyal ylizey olarak

kullanilabilirligi yaptigimiz calisma ile desteklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Levan, biyopolimer, film, antimikrobiyal peptid, LL-37,

antimikrobiyal, yara bandi
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Levan is a homopolymer of fructose naturally obtained from both plants
and microorganisms. Along with the general properties of a biopolymer
like bio-compatibility, bio-degradability, renewability, flexi-bility, and
eco-friendliness, levan also offers some important biomedical properties
such as anti-oxidant,anti-inflammatory, anti-carcinogenic, anti-AIDS and
hyperglycaemic inhibitér. Due to its exceptionally high production costs,
levan could never find its proper place in the polymer market, and
therefore, high-level levan producing microbial systems gain escalating

industrial importance.

Antimicrobial peptides and their precursor molecules form a central part
of human and mammalian innate immunity. The hCAP18/LL37 is the only
known human cathelicidin. In the skin, LL-37/mCRAMP is required to
prevent invasive bacterial infections. Besides its an antimicrobial
properties LL-37 plays a central role in innate immune responses and

inflammation.



In this study, we isolated several soil microorganisms which where levan
producers. Pseudomonas mandelii is the microorganism used for
production of levan in this study. The biopolymer was analyzed with
CNMR, HNMR, FTIR and the results comfirmed that the polymer was levan.
The highest amount of levan was achieved by optimizing the incubation
time, pH, temperature, sugar amount, nitrogen, carbon source of the
produced polymer. After the optimization, the highest amount of levan
produced by Pseudomonas mandelii was found to be 42.6 g/L. The
conversion yield and effective yield were calculated as 37.8% and 27.7%
respectively. Various film samples with different ingredients and levan
were prepared, and glycerol was chosen as the plasticizer. Film samples
were evaluated for water vapor permeability and thermogravimetric
analysis (TGA). Antimicrobial properties were determined on different
microorganisms by adding LL-37 antimicrobial peptides in varying
amounts to the film samples. The antimicrobial effect of antibiotics used
in wound treatment and the antimicrobial effect of film compositions were
evaluated comparatively. It was determined that LL-37 biopolymer films
had an antimicrobial effect on E. coli, S. aureus, Candida albicans and
Aspergillus niger. The antimicrobial effect of the film specimens,

especially on Candida albicans, was higher than all the antibiotics tested.

This biodegradable polymer film is supported by the work we have done
in the treatment of medical field wounds, as bandages, wound dressings,

food packaging and as an antimicrobial surface for many fields.

Keywords: Levan, biopolymer, film, antimicrobial peptide, LL-37,

antimicrobial, plaster, bandages
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1. GIRIS

Ekstraselliler polisakkarit, eksosellller polisakkarit, eksopolimerik
bilesen, ekzopolimer gibi es anlamli isimler alan biyopolimerler, ASTM
(American Society for Testing and Materials)'ye goére; hayvan, bitki,
mikroorganizma gibi canlilar tarafindan dodgal faaliyetler sonucunda

Uretilen dogal polimer materyaller olarak tanimlanmaktadir [1].

Son yillarda yapilan calismalarda biyopolimerler cesitli uygulamalarda

kullanilmasinin yani sira gevre ile dost olmasiyla da 6n plana ¢gikmaktadir

[3].

Levan, fruktozun dogal bir homopolimeridir. Yapisi, (B—1,6) baglari ile
birbirine baglanmis fruktoz molekillerinden olusan bir zincir seklindedir.
Diger birgok yliksek molekil agirlikli molekilin aksine levan, distk bir ig
viskoziteye sahiptir. Bu 0zelligi sayesinde kapsill yapimi ve kaplanmasi
gibi bircok farmasdtik uygulamada yer almaktadir. Gintimuzde, sahip
olduklari daha yuksek molekil agirliklari ve dallanma dereceleri pek gok
farkli fonksiyonel o6zellik sagladigi icin bircok uygulamada mikrobiyal

levanlar bitkisel levanlara tercih edilmektedir [2].

Levan toksik degildir. Kokusuzdur. Isiya oldukca dayanikhdir. Oda
sicakliginda sivi kultir icerisinde 120 saat boyunca bozunmadan kaldigi

gbzlenmistir [15].

Antimikrobiyal peptitler (AMP), genlerle kodlanan dogal antibiyotiklerdir.
Pek c¢ok organizma ilk savunma mekanizmalarinin bir pargasi olarak
AMP’leri sentezler. Antimikrobiyal peptidler oldukga kisa (12-100 amino

asit) ve pozitif yuklidarler. Ginimuze kadar ylzlerce bu tip peptidden



tanimlanmis olmasi AMP’lerin dogal savunma sisteminde ne kadar énemli

oldugunu gostermektedir [114, 115].

Antimikrobiyal peptitlerin  birgogu mikroorganizmalar {zerindeki
antimikrobiyal etkilerini hlcre membrani ile etkileserek
gbstermektedirler. Bu sekilde mikroorganizmalarin hicre vyapisi

bozulmakta ve hlicre 6limu0 gerceklestirilmektedir [117].

Bu calisma ile, nontoksik bir biyopolimer olan levanin biyoteknolojik
yontemler kullanilarak mikroorganizmalardan dretilmesi, levan ile
hazirlanan farkll iceriklere sahip biyopolimer filmlere farkli oranlarda
antimikrobiyal peptidlerin immobilize edilmesi, elde edilen filmin
karakterizasyonu ve gesitli patojen mikroorganizmalar Gzerindeki
antimikrobiyal aktivitesinin diger antibiyotiklerle karsilastirilarak

degerlendirilmesi amacglanmaktadir.

Medikal ve endistriyel alanda birgok kullanim alaninin olmasinin yani sira
pahali bir biyopolimer olan levanin mikroorganizmalardan ekonomik
olarak elde edilmesi ve elde edilen bu biyopolimerin antimikrobiyal ylizey
olarak kullaniminin saglanmasi igin yapilan bu galisma, ileri calismalar igin
yol gdsterici olacaktir. Antimikrobiyal peptid ilavesiyle elde edilen bu
filmin yara ve vyanik tedavilerinde ve c¢esitli medikal alanlarda

kullanilabilecegi distnilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyopolimerler

Daha once s6z edildigi gibi, biyopolimerler, canli organizmalar tarafindan

dogal olarak Uretilen organik polimerler seklinde tanimlanmaktadir [1].

EnduUstriyel alanda genelde alglerden ve bitkilerden elde edilen polimerler
kullanilmaktadir. Aljinat, sellloz, nisasta, mannan ticari olarak kullanilan
polimerlere 6rnektir [2]. Ancak butln bitki ve alg tlrlerinden polimer ya
da polimerlerin kimyasal tlrevlerinin eldesi her zaman ucuz
olmamaktadir. Polisakkaritler algler, ylksek bitkilerin ekstraktlar veya
bakteriyel ya da fungal kdultirlerin fermentasyon sivilarindan elde
edilebilir. EndUstride biyoaktif polisakkaritlerin strdurtlebilir ve ekonomik
dretimi, tam kontrolli fermantasyon kosullari altinda bitkiler ve alglere
gére mikroorganizmalarda daha hizlh ve yulksektir. Bitkisel Gretimi
mevsimsel ve codrafi kosullara bagh olarak 3-6 haftada gercgeklesirken
mikrobiyal tretim gunler ve haftalar iginde gergeklesebilmektedir. Ayrica
mikroalglerin Uretimi icin hem glnese hem de cesitli karbon kaynaklarina
ihtiyagc duyulmaktadir. Bu acidan bakildiginda mikroorganizmalar

biyoaktif polisakkarit tretiminde tercih sebebidir [3-5].

Alternatif olarak bircok mikroorganizma eksopolisakkaritler (EPS),
intraselller polisakkaritler ve polihidroksialkonoatlar (PHAs) olmak Uzere
degisik ozellikte biyopolimer Uretmektedir. Bu polimerler suda ¢ézlinen

dogal ya da sentetik polimerlere alternatif olarak kullanilabilmektedir.

Mikrobiyal biyopolimerlerin temel gruplarindan biri olan bakteriyal
eksopolisakkaritler (EPS) benzersiz olmalari ve ticari materyal
Ozellikleriyle buyuk cesitliik ve fonksiyonlara sahiptir. Mikrobiyal

polisakkaritler cogunlugu glukoz, mannoz, ramnoz, Uronik asit gibi



karbonhidrat kisimlarindan ve asetat, pirivat, siksinat ve fosfat iceren
karbonhidrat olmayan kisimlardan olusur. Mikrobiyal polisakkaritlerin
endlstriyel Uretimde iklim kosullarina bagh olmamasi ve Kkirlilik
yaratmamasi avantajlari arasindayken bu polimerlerin Gretimi igin ylksek
teknolojik cihazlar, 6zel substratlar ve iyi egitimli personele ihtiyac vardir.
Bu nedenle eksopolisakkaritlere endulstriyel ve medikal alanda ilgi her

gecen gun artmaktadir [4], [5].

Mikroorganizmalar adhezyon, enfeksiyon, immun cevap gibi biyolojik
fonksiyonlarda 6nemli rol alan bircok polisakkariti sentezleyebilir ve
bdylece kultlir ortami igindeki fakli karbon kaynaklarini digerlerine gére
daha avantajli olan cesitli 6zelliklere sahip polimer materyallere
déndstaralebilir[4], [6], [7]. Mikrobiyal EPS’ler arasinda jellan ve kurdlan
jel olarak; pullulan, dekstran, ksantan viskosite ajani olarak
kullanilabilmektedir. Bunun disinda pullulan, kefiran, seltloz ve levan film
yapiminda kullanilarak ambalaj uygulamalarinda yerlerini almaktadir [8]-
[10].

Son vyillarda yapilan calismalarda cok sayida bakteriyal polisakkarit
kesfedilmis olup yeni yapilan calismalar bu polisakkaritlerin molekduler
yapisi, fonksiyonel 6zellikleri, biyosentezi, endustriyel gelisimi, 6zellikle
de biyomateryal olarak kullanimi Gzerinde olmaktadir. Bu polisakkaritler
cevre dostu kategorisine dahil olup “biyoteknolojinin uyuyan devi” olarak
adlandirihrlar [11], [12].

Polisakkaritler yapisi ve bilesimi agisindan gok cesitlilik gdéstermektedir.
Monomer kompozisyonlarina gore homopolisakkaritler ve
heteropolisakkaritler olarak siniflandinimaktadirlar [13].
Homopolisakkaritler tek tip monosakkaritin tekrarlanmasiyla olusan

polisakkaritlerdir. Pullulan, levan, dekstran, kurdlan ve bakteriyal sellliloz



homopolisakkaritlere 6rnektir. Heteropolisakkaritler ise iki ya da daha
fazla polisakkaritin bir araya gelmesiyle olusur. Gellan ve xanthan bu
gruba girmektedir [14], [15].

2.2. Levan

Levanin hikayesi bir Japon geleneksel yemegi olan “natto” ile baslar.
Japonlar nattonun uzun édmir ve saglik getirdigini distinmektedirler. Bu
geleneksel yemegin iceriginde bulunan levan, saglik icin yararh dogal
drdnler arayan arastirmacilarin ilgisini gekmistir. Lippmann, seker pancari
endistrisinde pekmezden toplanan zamki tanimlamak icin c¢ogunlukla
"lavulan" terimini kullandigi icin levani tanimlayan ilk kisi olarak
gorilmektedir. Fakat 1901'de kutuplasmis isidin ve dekstran benzeri
Ozelliklerin levorotasyonu icin "levan" terimini ilk defa dneren Avustralyall

bakteriyolog Greig-Smith olmustur [16], [17].

Levan, bazi mikroorganizmalarin ve bazi bitki tlrlerinin Grettigi,
olagandisi bir yapiya sahip olmayan bir polisakkarittir. Esas olarak
mikrobiyal eksopolisakkarit olarak bulunan levan, agirhikh olarak B-2,6
glikozidik baglarla ve B-2,1 bagli yan zincirlerle baglantih olan bir fruktoz
biyopolimeridir [18]. Molekll agirhdr ¢oklu dallanmalarla birkag milyon
dalton kadar olabilen mikrobiyal levanlar, bakteriler, mayalar ve kufler
gibi cok cesitli mikroorganizmadan levansukraz (E.C. 2.4.1.10) enzimi
aracih@iyla Uretilirler [19]. Hemen hemen vyalnizca karbonlari ile
baglanmis fruktoz molekillerinden olusan bu fruktan molekdli nano
boyutlu kiresel formlarda, yliksek derecede dlistk viskoziteye sahip olan
ve dodrusal yapida olan benzerlerine kiyasla daha kararli bir yapiya
sahiptir [20].

Mikroorganizma kultlrlerinden ya da izole edilen enzimden elde edilen

levan Gretimi icin melas, surup ya da sukroz kullaniimaktadir. Uretim
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sartlarindan kaynaklanan cesitlilikler levanin  molekiler agirhgini,
dallanma derecesini, capini, i¢ viskozitesini, stabilitesini, immunojenik

aktivitesini ve yapisma kuvvetini etkilemektedir [21].

YUz yildan fazla bir suredir levan polisakkariti icin sayisiz kullanimlar
tespit edilmis, ancak sadece birkaci ticari olarak gerceklestirilmistir ¢clinki
levan yaygin olarak bulunmamaktadir. Laboratuvardaki levan Uretimi
basitken cesitli sikintilar genis capli dretimi kisitlamaktadir. Ylksek
miktarda alkol kullanimi, diyalizin genis Olgekte pratik olmamasi ve
tonlarca Uretme islemi igin ultrafiltrasyon ekipmaninin bulunmamasi,
saflastirmanin karmasik hale gelmesine neden olmaktadir. Yapiskan
drdntn kurutulmasi ise bagka bir sorundur. Laboratuvarda yaygin olarak
kullanilan liyofilizasyon ve vakum kurutmasi kolaylikla
Olceklendirilememektedir. Puskidrterek kurutma endistride sikca

kullanilir ancak levanin yapiskan yapisi buna uygun degildir [22], [23].

Levan, codunlukla diger eksopolisakkaritler ile birlikte, farkl habitatlarda
bazi biyofilmlerin bir yapisal bileseni olarak bulunmustur. Bacillus subtilis
gibi, toprakta yasayan turlerde bulunan biyofilmlerdeki levan su seviyesi
degistikce mikroorganizmalarn kurumaktan korur, yapisma hicrelerine
elverigli bir ortamda saglar ve koloniyi diger organizmalara karsi korur
[24]. Biyofilm bileseni olan levan, bitki patojenleri Erwinia amylovora ve

Pseudomonas syringae'nin virtlansina da katkida bulunur [25], [26].

Endofit Gluconacetobacter diazotrophicus'ta, biyofilm icerisindeki levan,
oksijen difizyon bariyeri olarak gérev yaparak azot fiksasyonu icin gerekli
mikroaerobik kosullari saglar [27], [28]. Biyofilmlerde levan, ikincil ancak
daha az 6nemli bir rol olarak besin yoklugunda bakteriler tarafindan enerji
kaynagi olarak kullanilabilen bir hicre disi besin rezervuari
olusturmaktadir [29].



Veritabanlarinda basit bir arastirma, farkli yasam alanlarina sahip
bakterilerdeki levansukraz genlerini ortaya cikarmaktadir. Turlerin gogu
genellikle bir kromozomal operonun ilk bilesenini olusturan, bir
levansukraz genine sahiptir. Digerlerinden farkli olarak sadece, bitki
patojeni Pseudomonas syringae, U¢ levansukraz geni icerir. Bunlardan
ikisi kromozomda, digeri de bir plazmitte bulunur, ancak ikisi islevsel
olarak ifade edilmektedir [30].

Levan, Acetobacter, Bacillus, Erwinia, Gluconobacter, Halomonas,
Microbacterium, Pseudomonas, Streptococcus ve Zymomonas cinsleri de
dahil olmak lzere cesitli bakteriler tarafindan sukroz esasli substratlardan
ekstraselliler olarak Uretilir. Diger mikrobiyal ekstraselliler polimerik
maddeler (EPS) gibi, levan dretimi, sicaklik, pH, oksijen konsantrasyonu,
biyoreaktér konfigirasyonu ve kultir ortami gibi fermantasyon
kosullarindan 6nemli Olgide etkilenir. Genel olarak, polimer Uretimi
mikroorganizma uremesi ile iligkilidir. Sukrozun enzimatik boélinmesi
Uzerine, fruktoz kismi, artmakta olan levan zincirine eklenir. Serbest
birakilan glukozun bir kismi GUreme icin metabolize edilir, geri kalani ise

fermantasyon ortaminda biriktirilir [29].

Suruplar ve melas, sukroz icin distk maliyetli kaynaklardir ve mikrobiyal
polisakkaritlerin fermantatif Gretimi icin substratlar olarak yaygin sekilde

kullanihirlar [7].

2.2.1. Levan Kullanim Alanlari

Levan, givenli ve dogal olarak Uretilmesinden dolayi ilgi odagdi olmakla
beraber levanin kisisel bakim ve kozmetik alaninda gesitli kullanimlari

mevcuttur.



Levan, tim guvenlik kriterlerini karsilamaktadir. HRIPT (The Human
Repeated Insult Patch Test) ve CAMVA (Chorioallantoic Membrane
Vascular Assay)’nin yaptigi Agar Diflizyon Testi’‘ne gore ciltte ya da gézde
herhangi bir tahrise sebebiyet vermemekte, alerjiye yol acmamakta ve

sitotoksik etki géstermemektedir [31].

Levan, hiyaluronik aside benzer bir nemlendirici 6zellige sahiptir. Ciltteki
yag yikimini tetikler ve hiper pigmentli alanlarin aydinlatiimasinda rol alir
[32].

Levan, sag sabitleyici Urlnlerde de kullanilmaktadir. Dlslk viskozitesi su

ve su/etanol ¢ozeltilerinde sprey olarak kullanimini saglamaktadir [33].

Karboksillenmis levanin hasar gérmis saclarda kullanimi ile saglardaki

gerilme kuvvetine dayanikhliginin arttigi gérdimustir [34].

Hiperpigmentasyon, derideki koyu kahverengi melanin pigmentinin artisi
ile olusur. 2006 yilinda yapilan bir patent basvurusu, levanin tirozinaz
enziminin aktivitesini azaltmasina badli olarak melanin Gretiminin

azaltilmasi ile “glzel beyazlaticl etki” ile sonuglandiriimigtir [35].

Levanin tibbi acidan da cgesitli kullanom alanlari  vardir. Tibbi
uygulamalarda heyecan verici arastirmalara bakildiginda hasarli
dokularin iyilestirilmesinde levan ve levan tabanl ince filmler yer
almaktadir. Sturzoiu ve arkadaslarinin 2011’de yaptigi bir calismaya gore
levanin diger polimerlere gore hasarl dokulari iyilestirmesinde daha etkili
olmasi metalloproteinaz aktivasyonunda yer almasindan
kaynaklanmaktadir. Bu sayede yanmis ya da fiziksel olarak zarar gérmius
dokulari daha etkili bir sekilde iyilestirebilmektedir [36].



Levanin lazer bazli teknolojiler icin de uygun oldugu bulunmustur. Sima
ve arkadaslari matriks destekli darbeli lazer buharlastirici (MAPLE) ile ilag
tasinimi, mikrosensérler ve doku yenilenmesi Ulzerine film
gelistirmislerdir. Bu film levan ve okside levan kullanarak hazirlanmistir.
Hicresel cogalma lavana gore okside olmus levanda daha fazla miktarda
olmaktadir [37].

Bacillus subtilis'ten Uretilen levan ve sulfatlanmis levan, 1,1-difenil-2-
piysiril-hidrazil (DPPH) radikallerine kars! test edildiginde hem levanin
hem de silfatlanis levanin 6zellikle serbest radikal temizleyici oldugu

bulunmustur [38].

Sedgwick ve arkadaslari levanin I6kosit adhezyonunu 6nemli dlgude

azalttigini géstermektedir [39].

Ah ve arkadaslar deney hayvani olarak kullandiklari sicanlarin diyetlerine
levan ekleyerek obeziteyi ve hiperlipidemiayl dnlemeyi basarmislardir.
Yiksek yagli diyette dahi giunlik kilo artisi kontrol sicanlar icin 2,58+0,29
g/gun olmaktayken %10 levan takviyeli bir diyette bu sayr 1,61+0,21
g/gln olmaktadir. Serum trigliseridi, serbest yag asitleri ve kolesterol de

yapilan levan takviyeli diyet sayesinde disUrulmuastir [40].

Bazi polisakkaritlerin kilo kontroliinde yer aldigi bilinmektedir. Oh ve
arkadaslari 2014 yilinda yaptiklari bir calismada levan, fermente ginseng
ve her ikisinin kombinasyonunu incelemislerdir. Levan, (100mg/kg/gln),
kurutulmus fermente ginseng (150 mg/kg/gln) ve ikisinin kombinasyonu
11 hafta boyunca farelerin ylksek yag oranindaki diyetlerine ilave
edilmistir. Levan ve fermente ginseng ile beslenen grup 11,7+0,8 gr
olarak tartilmis ve 16,1+1,1 gr agirhginda olan kontrol grubuna gore daha

hafif oldugu belirlenmistir. Ayrica ginseng ve levan ile gergeklestirilen bu
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diyetin kontrollere kiyasla aclik kan sekerini, instlin diren¢ indeksini,

leptini ve beyaz adipoz doku agirligini azalttigi sonucuna varilmistir [41].

Yapilan calismalar vylksek molekdl adirlikli  levanin  kolesterol
seviyesindeki yararlarini géstermektedir. 1 hafta boyunca sicanlarda
uygulanan kolesterol icermeyen diyete %1 ile %5 oraninda levan ilave
edilmistir. Hayvanlardaki kolesteroliin iki doz azaldigi yapilan calisma
sonucu belirlenmistir. Deneyde kullanilan sicanlarin diskilarindaki
salgilarda sterol ve lipidler kontrol grubuna gére daha vyuksek
bulunmustur. Bir teori olarak, levanin sterol emilimini 6nledigi
disinulmektedir [42]. Belghith ve arkadaslari, levani, yuksek
kolesterollli diyette denemislerdir. 2 hafta boyunca hayvanlarin suyuna
%S5 oraninda levan ilave edilmistir. Levan ile tedavi edilen siganlarda
yararli bir etki gdzlemlenerek HDL kolesterol seviyelerinde artis, LDL

kolesterol seviyelerinde ise disis oldugu belirlenmistir [43].

Probiyotikler, kolondaki yararli bakterilerin cogalmasini tesvik ederken
zararlh mikroorganizmalari da inhibe ederler. Cesitli calismalarla elde
edilen farkh bakis acilari levan ya da levan tipi fruktooligasakkaritlerin
probiyotik bakteriler ve kompleks bagirsak mikrobiyotasinda rol aldigini
gostermektedir. Ornedin, Adamberg ve arkadaslarinin yapti§i calismada
levanin insan mikrobiyotasini nasil sekillendirdigi metagenomik ve
metabolomik ydntemlerle goésterilmistir. Levan sayesinde Bacteroides,
Escherichia, Streptococcus ve Faecalibacterium florasi zenginlestirilmis
ve metabolizmada isbirligi saglayarak metabolik bir dlizen saglanmistir
[44]-[49].

Ciftlik hayvanlarinin badirsaklar tGzerinde de levanin etkisi incelenmistir.
Domuzlar Uzerinde vyapilan bir seri deneyde proflaktik antibiyotik

kullanimina alternatif olarak levanin kullanilabilirligi gosterilmistir.
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Yapilan 42 gunlik diyet periyodunda levanin kilo tGzerinde olumlu etkisi
gozlemlenirken Lactobacillus sayisini arttirdigi E.coli sayisini azalttigi
goérulmastar [50], [51].

Levanin etkisi tavuklarin beslenmesinde de arastirilmistir. Levan, yem
iceriginde arttiginda goégls etinin arttigi, atilan amonyak miktarinin
azaldigi, cekumdaki yararh bakterilerin (Lactobacillus ve Bifidobacter)
seviyesinin arttigi ve zararli bakterilerin (E.coli ve Clostridium

perfringens) azaldigi gosterilmistir [52].

Diger ciftlik hayvanlarina bakildidinda, kultir baliklarinin badisikligini
gelistirmek amaciyla antibiyotiklere nazaran daha guvenli alternatiflere
ilgi duyulmaktadir. Cyprinus carpio (Sazan) 75 gun levan ilave edilmis
yemlerle beslenmistir. Aeromonas hydrophila verilmesinden 10 gln sonra
hayatta kalma oranlari intraperitoneal doz olarak belirlenmis ve %.0,5
levan iceren diyetteki baliklarin  %100’Unin hayatta kaldig
gbézlemlenmistir. Levanin gastrointestinal sistemdeki mikroorganizma
popllasyonu ile etkilesimi sayesinde baliklarin hayatta kalabildikleri
disidlmektedir [53].

YUksek sicaklik bazi balik turleri igin stres yaratmaktadir. Levan, 26°C’de
yasayan Labeo rohita (Rohu baligi)'nin yemine ilave edilmistir. Secilen
baliklar sicakhdin dakikada 0,3°C arttirldigi akvaryuma alinmistir.
Kayiplar dengeye ulastiktan sonra sicaklk, maksimum kritik sicakhk
olarak kaydedilmistir. %1,25 levan iginde bulunan baliklar igin kritik
o6limcil sicaklik oldukca yuksektir. Isi soku proteini (Heat Shock Protein-
HSP), sadece levanli diyetlerle yetistirilen baliklarda bulunmakta olup

kontrol gruplarinda gézlenmemektedir [54].
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Levan fosfatin yagin yerine gecmesi 1998 yilinda Roberts ve Garegg
tarafindan o©nerilmistir [55]. Bir diger patent uygulamasi ise sit
drtnlerinin agizda biraktigi hissi, tadi ve yayilmasini iyilestirmek icin
fruktanlardaki yag benzeri ozelliklerin kullanimi ile ilgilidir. Levanin yag
yerin kullanimindaki avantaj, yiksek molekil agirlikli levanin tadinin
algilanmamasi ve disuk uguculuk ©6zellik gobéstermesinden dolayi
kokusunun olmamasidir. Yakin tarihli bir bagska patent basvurusunda
levan iceren yogdurtlarin fonksiyonel bir gida olarak tlketilebilecegi
aciklanmaktadir [56], [57].

Esansiyel diyetlerde selenyum, kobalt, demir gibi nanopargaciklarin
mikrobesinler halinde verilmesi levan ile kaplanarak saglanmaktadir. Bu
yaklasim preperatin stabilitesini arttirarak badirsak ve mikrobiyal

hicreler icin daha glivenli olmasini saglamistir [58].

Levan, bugday ekmegi yapiminda kullanildiginda, en az %1 levan
kullanilan ekmeklerin kontrol grubuna goére %18-26 daha yumusak

oldugu arastiricilar tarafindan gosterilmistir [59].

Pastacilikla ilgili alinan bir patentte levan dahil olmak Uzere fruktandan

kalp ve sindirim sistemi icin yararli sekerleme elde edilmistir [60].

Biyolojik temelli gida ambalaj malzemelerine, daha glivenli, daha saglikli
ve daha gevreci oldugu icin ihtiyac duyulmaktadir. Levanin uzun ve esnek
kisimlari olmadan elde edilen filmler pratik kullanima gok uygun olmayip
cabuk kirilma gostermektedir. Bu filmlere eklenen kil ya da diger

plastiklestiriciler ise bu sorunu ortadan kaldirmaktadir [61].

12



Inceltilmis montmorillonit ve levan arasindaki etkilesim titiz bir analizle
ele alindiginda, iki yapinin bir araya gelmesiyle elde edilen etkilesim
kuvvetinin levan bazh filmlerde seffaflik, esneklik ve saglamlik kattigi

sonucuna varilmistir [62].

B.subtilis'ten elde edilen levan, agirlikca %1, %5 ve %10 oraninda
sodyum montmorillonit ptskurtilerek karistirilmistir. Ultrasonikasyondan
sonra viskoz suspansiyonlarin Uretilmesi amaciyla su kismen
buharlastinlmistir. Kalinlastirlmis sivilar Mylar tabakalariyla kaplanip
kurutulmustur. Formulasyonda %1 oraninda sodyum montmorillonit
bulunmasi termal kararhihdi arttirmis ancak dokme filmlerin mekanik
ozelliklerinde 6nemli bir artis saglamamistir. Aslinda bu olumsuz etki kilin
levanin yapisini  bozmasindan kaynaklanmaktadir. %10 sodyum
montmorillonit iceren film saf levandan olusan filme gbére %424 daha
fazla gekme kuvvetine ve %485 daha fazla dayanikliliga sahiptir. Teoriye
goére, %10 sodyum montmorillonit iceren vyapilarda levan ile Kkil
molekdillerinin hizalanip yakinlastigi séylenmektedir. Levanin molekiler
agirhgiyla paralel galisan montmorillonit mekanik gliclendirmede katki
saglamistir. FTIR spektrumlar bu etkilesimin, levan hidroksil gruplari ile
montmorillonit ylzeyindeki oksijen molekdlleri arasindaki hidrojen bagi

sayesinde oldugunu gostermektedir [62].

Levan bazli filmleri cazip kilan bir diger 6zellik ise oksijen bariyeri
saglamalarnidir. %10 oraninda montmorillonit ve %5 PEG ile formile
edilen levan bazh filmlerin oksijen gecirgenligi <0,05 cm3/m?2 - gin
olmaktadir [31].

2.3. Bentonit

Bentonit endustrisi, 70 yasin Gzerindedir. Bentonit adi, Knight tarafindan

1948 yilinin erken déneminde Fort Benton yakinlarindaki Wyoming'te,
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yuksek derecede plastik 6zellik gbsteren bir materyal olarak ortaya
cikmistir [63]. Chisholm’a gore ilk ticari bentonit 1888 yilinda “taylorit”
adi altinda nakledilmistir [64]. Onceleri bentonit iretimi yilda sadece
birkag ton kadar yapilmaktayken son zamanlarda bu sayi bir milyon tonu

asmaktadir.

Bentonitin cesitli tanimlarn literatlirde yer almaktadir. Genel olarak bu
tanimlarin timu bentonitin, blyuk oranda kil minerali montmorillonitten
olusan, dogal olarak bulunan, gok ince taneli kaya oldugu gorisindedir.
Bentonit, montmorillonite ilaveten genellikle kuvars, feldispat, volkanik

cam, organik madde, jips (algl tasi) veya pirit icermektedir.

Kimyasal olarak montmorillonit, az miktarda alkali toprak metalleri iceren
sulu aliminyum silikat olarak tanimlanmaktadir. Yapisal olarak ise iki
temel yapitasindan olusur; aliminyum oktahedral tabaka ve silika

tetrahedral tabaka.

Montmorillonit, yaklasik 70-100 meq/100 gr kilden olusan bir katyon
dedistirme kapasitesine sahiptir. Kitle hareket yasalarina gore
degistirilebilir iyonlar killer Gzerinde bulunabilmektedir. Montmorillonit ile
iliskilendirilen hem tip hem de miktan degistirilebilen katyonlar
montmorillonitlerin fiziksel 6zelliklerinin kontrolinde buyluk &neme

sahiptir.

Montmorillonit uygun oldugunda suyu emer. En yiksek su adsorbsiyonu,
kilin temel ylzeyleri Uzerinde gercgeklesir, bitisik tanecikleri birbirinden
ayirir ve bdylece kilin toplam hacmi artar. Birgok organik materyal de

montmorillonit tarafindan, suya benzer sekilde adsorbe edilir.
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Endistriden bentonitin sikca kullanilmasi daha cok, sisme 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Su ve bentonit kombinasyonlari endilstride c¢ok
imkan saglamaktadir. Cinkd fiziksel 6zellikleri su/kil orani degistikce
degisir. Kilin sisme kapasitesi birinci derece onemlidir. Bu o6zellik,
degisken iyon tirleri tarafindan kontrol edilir. Sodyum bentonitler,
kalsiyum bentonite gbére sulu sispansiyonlarda daha fazla genlesir veya
siser [64].

Kalsiyum montmorillonit, smektit minerallerinin en baskinidir ve
dinyanin bircok yerinde bulunur. Sodyum montmorillonit, kalsiyum

montmorillonit ile kiyaslandiginda daha nadir bulunur [63].

Bentonitin énemli bir bileseni olan montmorillonit, yapisal 6zellikleri ve
farmasotik uygulamalarda kullanilabilme imkani sayesinde yillardir
arastirilmaktadir. Montmorillonitlerin su varliginda meydana gelen
katman genisleme teorisi 19. ylzyillda ortaya atilmis olmakla beraber
yapilan arastirmalar dogrultusunda son yirmi yilda bu teori kabul
edilmistir [65].

Ozellikle nano boyutlu montmorillonit, aflatoksizosinin énlenmesinde gida
takviyesi olarak, iyonik olmayan anyonik, katyonik boyalar igin absorbent
olarak, dis enfeksiyonlarinda antimikrobiyal etkisi olan metal iyonlarinda
ve gida ambalaj maddelerinde basariyla kullanilmaktadir [66]-[72]. Bu
kil minerallerinin nano boyuta dénisimunin kolayhdi ve fizibilitesi ilgi
ceken onemli iki faktdérdir. Polimer nanokompozit materyalleri ilag
gelistiriimesinde mikrokompozitlerin sinirlarint  yenmek igin uygun

alternatifler olarak kullaniimaktadir [73].
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Polimer matriksin igine %1-5 kadar montmorillonit eklenmesinin,
nanomatriks boyutlarina ve yliksek en-boy oranina bagli olarak mekanik

glclenmede belirgin bir iyilesme ile sonuclandigi bilinmektedir.

Sodyum montmorillonitte bulunan hidrat sayisi kalsiyum montmorillonite
gore daha fazla oldugundan, kalsiyum montmorillonit ilag yiklemeleri ve
ilac salinimlarn sirasinda sodyum kalsiyum montmorillonite déndstaraltr
[74]-[76].

Kil minerallerinin cogu gozenekli yapiya ve 6zel ylizey alanina sahiptir
[77], [78].

Bentonit, genel olarak kolloidal silis yapida, sert olmayan, gézeneklere
sahip, kolayca sekil verilebilen, aclk renkli bir kaya o6zelligi
gbstermektedir. Bentonitin ylzey alaninin ¢ok genis olmasi, su
icerisindeki Ustlin sisme yetenegi, asit ile aktive edilebilmesi petrol
endistrisinde sondaj camuru olarak kullanilabilirligi acgisindan biyilk

6nem tasimaktadir.

Negatif ydkli bentonit kil parcaciklari, yapilarini elektriksel agidan ndétr

yapmak amaciyla pozitif iyon (katyon) adsorblarlar [73].

Montmorillonit, Nao,2,Cao,1,Al2Si4010(OH)2(H20)10 kimyasal formduline
sahip, ampirik yapida bir mineraldir. Beyaz, kahverengi, yesil, sari gibi
farkl renklere sahip olabilmektedir. Tek basina montmorillonit kristalleri
taneli, ince ve dlzensiz dis cgizgilere sahiptir. Bu kristaller, tiksotropi
Ozelligi sayesinde su ile temas halinde jel, calkalanma durumunda ise sivi
hale gelebilmektedir. Montmorillonit kristallerinin bu 6zelligi mihendislik

alaninda sikca kullanilmaktadir [79].
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Pllp halindeki bentonit kurutulduktan sonra vyeniden pulp haline
getirilebilir. Bu da bentonitin dehidratasyon 06zelligine sahip oldugunu
gostermektedir. Kullanilan suyun saf olmasi ve kurutma isleminin ytksek
Isida yapilmamasi sartiyla bu islem tekrar tekrar yapilabilmektedir.
Tekrarlanan bu islemler sonucunda bentonitin herhangi bir 6zelliginde bir
degisiklik meydana gelmemektedir. %1-2 oraninda bentonit, su
icerisinde calkalanirsa sispansiyon halinde kalmaktadir. Bu stspansiyon
ancak elektrolitik bir etki ile dondurulabilmektedir. Kullanilan bentonitin
cok iyi bir nitelikte olmasi durumunda, ortamdaki jel hemen

sertlesmektedir [80].

Bentonitler, icerdikleri sodyum (Na) ve kalsiyum (Ca) iyonlarina gore;
sodyum bentonit, karisik bentonit (sodyum ve kalsiyum iceren) ve
kalsiyum bentonit olmak Gzere 3 gruba ayrilmaktadir. Bentoniti olusturan
montmorillonit minerali katyon degistirme islemlerine en elverisli kil
minerali olmasindan dolay! bircok endustri dalinda tercih edilmektedir.
Katyon degistirme islemleri uygulanarak bentonitleri birbirine

déndstirmek mimkuindar [81].

Yiksek sisme 6zelligine sahip Na-bentonitler *“Wyoming” tipi olarak da
adlandiriilmaktadirlar. Bu tip bentonitler sismeyen bentonitlere gére daha
az bilinmektedir. Na-bentonitler su icine konulunca sismekte ve jellesme
Ozelligi goOstermektedir. Bentonit, bu davranisiyla suyu absorbe
etmektedir. Na-bentonitler su igerisinde kendi hacminin 15 kati kadar
hacim artisi gosterebilirken su icerisinde de surekli olarak siispansiyon
sekilde kalabilmektedir. DisUk sisme kapasiteli Ca-bentonitler ise yaygin
olarak “Agartma Topragi (Fuller’'s Earth)” olarak adlandirilirlar. Bu tip
bentonit olusumlari, Na-bentonite oranla daha vyaygin olarak
bulunmaktadir. Az miktarda su absorblarlar, su igerisinde gabuk dagdilirlar

ve balmumu gérinimundedirler [81].

17



Yiksek kalitedeki bentonitler kendi hacimlerinin 10-20, daha kaliteli
bentonitler ise 25 hatta 30 kat sisme o06zelligi gdsterebilmektedir.
Degisebilen katyon olarak sodyum iceren montmorillonit, kalsiyum iyonu
iceren montmorillonite gdére c¢ok daha fazla siser. Bunun nedeni
sodyumun ylksek oranda hidrate olabilmesi ve iyon yarigcapinin daha
klglk olmasidir. Sodyum bentonitin sisme 6zelligindeki bu farkhlik, farkl

kullanim alanlarinda da 6nem kazanmaktadir [81].

Yapilan bir calismada  poliglisidil metakrilat/Na*montmorillonit
nanokompozitleri, disperse montmorillonit iceren glisidilmetakrilatin
serbest radikal polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Glisidil metakrilatin
konsantrasyonu degistirilerek  birkagc polimer/kil nanokompoziti
hazirlanmis ve hazirlanan nanokompozitler X isint kirnimi (XRD), Fourier
Donusimlt  Infrared Spektrofotometre (FTIR), taramali elektron
mikroskopisi (SEM) ve Termogravimetrik analiz (TGA) ile karakterize
edilmistir. Sonuglara bakildiginda kompozitlerin 6zelliklerinin 6nemli
derecede gelistirildigi belirlenmistir. Termogravimetrik analiz sonuclari ile
nanokompozitin bozulma sicakhiginin saf polimerden daha yilksek oldugu,
termal bozulma hizinin ise daha dusik oldugu goésterilmistir. Taramali
elektron mikroskopisi ile yapilan incelemeler sonucunda ise Kil
tabakalarinin polimer matriksi icinde homojen bir sekilde dagildigi

gbzlenmistir [82].

Son yillarda polimer-kil nanokompozitleri hem kil hem de polimerin
kimyasal, fiziksel ve vyapisal 06zelliklerinin  birlikte kombine
edilebilmesinden dolayr 6nem kazanmistir. Polimerlerin kil ile
modifikasyonu sonucunda iyon degistirme kapasiteleri, termal ve ¢oziici
kararhhklar gibi bircok 6zellikleri gelistirilebilmektedir. Bu tir mekanik
Ozelliklerin gelistirilmesi ile bu kompozitler elektronik, iletisim, tasima ve

yapim gibi bircok alanda yer alabilmektedir [82].
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Nanokompozitler, polimerin zincirleri kil tabakalari arasinda dagilarak ya
da kil tabakalari polimer matriksinde dadilarak elde edilebilir. Na*
montmorillonit kili bu tlir amaclar icin kullanilan en yaygin silika yapili
kildir. Cok dusuk oranda montmorillonit kullaniimasi ile polimerin fiziksel
Ozellikleri cok blUylUk oranda gelistirilebilmektedir. Ayni zamanda, Kil
yuzeyinde bulunan hidrofilik gruplar organik polimer fazinda homojen

dagilmayi da saglarlar [82].

2.3.1. Bentonitin Kullanim Alanlan

Bentonitin ylksek plastisiteye sahip olmasi, su ile birlikteyken kolloidal
yapida olmasi, su ve bazi organik sivilar iceren ortamlarda hacimsel sisme

gbdstermesi sayesinde genis bir kullanim alanina sahiptir.

Sondaj sanayiinde bentonitler, derin kuyu petrol ve su sondalari
esnasinda matkabin calismasi ile olusan sirtinme ile olsan isinin
giderilmesi, yeraltindan ayrilan kirintilarin yukari tasinmasi, sondaj
sirasinda dénme momentinin azaltilmasi gibi nedenlerle sondaj camuru
olarak kullanilmaktadir. Bu alanda suya karsi gecirimsiz, yuksek su
absorpsiyonuna sahip olan, tikrotsopi ve yuksek jel olusturabilme
kabiliyeti gosteren, Na-bentonitler kullanilmaktadir [79], [83]-[85].

Hayvan yemi sanayiinde, bentonit, 6zellikle tavuk ve diger farkli kiimes
hayvanlarinin besinlerine eklenerek hayvanlarin bliylime hizlarinin ve
yumurta verimlerinin arttirilmasi amaciyla kullaniimaktadir. Blytkbas
hayvanlarin yemlerine ilave edilen bentonit, hayvanlarin blyUmesini
hizlandirmakta ve digkilarinda olusan kéti kokuyu gidermektedir. Hayvan
yemlerine bentonit eklenmesi ile yemlerin sindirimi daha kolay olmakta,
sulu yemlerde bulunan yuksek konsantrasyondaki amonyumun toksik
etkisi azaltilmakta, yemin tlketilme hizinin azaltilarak besinlerin daha

kolay sindirilmesini saglanmaktadir. Hayvan yemine ilave madde olarak
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Na* bentonit kullanilabilmektedir. %1-1.5 arasinda dedisen oranlarda
eklenen bentonit katkili yemler sayesinde kimes hayvanlarinin canl
agirhginda %35'lik, yumurta verimlerinde ise %15’lik artislar

gbézlenmektedir [83].

Un ve undan yapilan gidalara %0,025-1,25 oranlarinda katilan bentonit
gidalardaki bayatlamay!r geciktirmekle beraber, sitlere karismis

kanserojen aflatoksin M1’'in uzaklastiriimasini da saglamaktadir [86].

Az ya da cok her kilin bir agartma glict vardir. Bentonitler, bazi kimyasal
islemler sonucu cesitli 6zellikleri degistirildikten sonra, yaglarin rengini
gidermede ve adartma topradi olarak kullanilabilmektedir. Bitkisel ve
hayvansal yaglarin agartma islemlerinde kullanilan bentonit; ksantofil,
klorofil a- ve B- karoten, gosipol ve antosiyan gibi renk verici pigmentleri
absorbe edebilmektedir. Uygunsuz depolama ve Uretim sebebiyle
oksidatif etkiyle olusan hidroksi ya da polikenatik asitler ile diger renk
verici maddelerin giderilmesinde de yine bentonitin absorbe etme
ozelliginden yararlanilir. Agartmada kullanilan bentonitler % 75 veya

daha fazla sismeyen Ca-montmorillonit minerali iceren killerdir [87].

Bentonit, sarap, bira ve meyve sulan gibi c¢esitli iceceklerin
berraklastiriimasinda da kullanilmaktadir. Bentonitler su, meyve suyu gibi
sivi ortamlar igerisinde hidrate olup negatif ylklli bentonitler bulaniklida
sebep olan meyve, tahil gibi tortulu taneciklerle birleserek flokile olur ve
ortamin berraklasmasi saglanir. Berraklastirma slrecinde sisme o6zelligi

disik olan kalsiyum bentonitler kullanihr [79], [83].

Alkali bentonit kdgida kayganlik verir. Ayrica, sakizli maddelere yaptigi
emdulsiyonla kagit endistrisinde kullanilan slizgeclerin tikanmasini ve
kagit hamurunda bulunan recinelerin etkisiyle makinelerin kirlenmesini

engeller. Bentonit, hem absorpsiyon glici ve emdilsiyonlastirici 6zelligi
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hem de negatif yukli olmasi sayesinde (+) yuklli karbonu cekerek eski
gazete gibi atik kagitlarin degerlendirilmesinde kullanilir. Bu alanda
kullanilan bentonitler ince taneli, kuvarssiz, beyaz renkli, sabun

kayganhginda, alkali, saf bentonitlerdir [79].

Na-bentonitin gecirgenligi cok distktir. Eser miktarda Na-bentonit ilave
edilen kumlarda gecirgenlik blylk 6lctide azalmaktadir. Ca-bentonitin ise
gecgirgenligin Uzerindeki etkisi oldukca azdir. Bentonitler, gecirgenligi
engellemeleri sayesinde barajlarin ve goéletlerin ingsaatinda, heyelan
Onlemek icin olusturulan vyapilarin insaatinda, sizdirmazlik perdesi
ingaatinda, tinel ingaatlarinin yapiminda, kazi sevleriyle bina temellerinin
desteklenmesinde ve koépri, Ust gecit ayaklarinin insaatinda diyafram
duvarlarn olusturmada kullaniimaktadir. Baraj yapilirken su kacgaklarini
onlemek icin Na-bentonitin sisme 0Ozelliginden ve jel olusturmasindan

yararlanilmaktadir [79].

Sepiyolit, bentonit, atapulgit gibi absorban 6zellige sahip killer kedi kumu
olarak tercih edilmektedir. Bu killer, ylksek yodunluklu (bentonit) ve
disik yogunluklu (sepiyolit, atapulgit) olmak Ulzere 2'ye ayrilmaktadir.
Kedi kumu pazarinda, distk yodunluklu killerin kullanimi ylksek

orandayken bentonitin payl da %25 civarindadir [79], [88].

Gilbrelenmede, bentonitin kolloidal 6zelligi ve katyon degisim kapasitesi
onemli bir yer tutmaktadir. Bitki blylmesi icin gerekli nemin saglanmasi
ve nemin uzun slre korunmasi, glibrede bulunan ¢bézlnebilir tuzlarin
absorblamasi bentonitin glbreye kazandirdigi 6nemli 6zelliklerdir.
Bentonit sayesinde, suyun dengeli ve homojen aktarilmasi, topragin
havalanmasi ve verilen glbrenin sulama periyodunda orantili olarak
bitkiye verilmesi saglanmaktadir. Bentonit ayni zamanda sivi veya
sispansiyon haldeki gubrelerin yapiminda stabilizer olarak da
kullanilmaktadir [89].
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Merhemlerin icerisinde alkali bentonitler kullaniimaktadir. Bununla
birlikte cok kuvvetli ilaclarin seyreltiimesinde de alkali bentonitlerden
yararlanilmaktadir. Alkali bentonitler, yapiskan 0&zellikteki cesitli ilag
hammaddelerine ilave edilerek hammaddelerin 6gatilmelerinde yardimci
olur, cesitli sivilarla karistirildiklarinda plastik ve homojen, temizleyici ve

iyilestirici 6zelligi olan siispansiyonlar olustururlar [89].

Bentonit, rontgen c¢ekiminde kullanilan baryum silfatin slspansiyon
halinde tutulmasini saglayan en énemli maddelerden birisidir. Bentonitler
koloidal ozellikleri nedeniyle deterjanlarda oldugu gibi nemi, tuzlari,
zehirli maddeleri vlcut ylzeyinden uzaklastirirarak derideki gézenekleri
acip derinin daha kolay temizlenmesini saglarlar. Bu nedenle de kozmetik

sanayinde 6énemli bir yere sahiptirler [89].

Bentonit, ilaglarda dolgu maddesi olarak kullaniimasinin yani sira, ilagh
hayvan banyolarinda kullanilmaktadir. Ilach hayvan banyolarindaki ilag
aktif maddelerinin strekli olarak sispansiyon halinde kalmasini, kaplama
ozelliginin ve yapiskanliginin artmasini, toksik etkisinin azalmamasini
saglarlar. Nikotin silfat, pyrethrum, rotenone gibi zehirli maddelerin sulu
ortamda puskurtilmesi icin  hazirlanan ilaglarin  slispansiyonda
kalmasinda yardim eder. Ayrica bentonit ile kikirdin koloidal karisimi

funguslara karsi kullanilan gesitli ilaglar icerisine de katilmaktadir [89].

2.4. Antimikrobiyal Peptidler

Sik kullanilan antibiyotiklere karsi artan bakteri direnci halk sagligi igin
oldukca endise vericidir. Direng, 1950°lerin basinda, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Enterococcus sp. gibi ¢ok direngli

mikroorganizmalarin ortaya ¢ikmasiyla baslamistir [90].

Bakteriyal direncin Ustesinden gelmek amaciyla yeni antibiyotik siniflari

gelistirilmis ve bu konuda birgok arastirma yapilmistir. Antimikrobiyal
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peptidlerin (AMP) yapisi ve islevi Uzerine odaklanma, son yillarda buyuk
Olclde artmistir. Antimikrobiyal peptidler, cogu patojen
mikroorganizmalara karsi olmak Uzere, canlilarin dodal bagisiklik
sisteminin dnemli bir pargasidir. Dogrudan antimikrobiyal islev gorir ve

ilk konakgl savunma mekanizmasi saglar [91].

AMP'ler, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere, funguslara ve
protozoonlara karsi 0.25-0.4 pg/mL kadar didstik minimum inhibisyon
konsantrasyonuna (MIC) ve genis antimikrobiyal aktivite yelpazesine

sahip olmalari ile blylk ilgi uyandirmaktadir [92]-[95].

Bazi katyonik peptidlerin influenza A, vezikller stomatitis virus (VSV),
HIV-1 (Human Immunodeficiency Virls) gibi zarfl virtslerin Gremesini
inhibe ettigi gdsterilmistir [96]. Ustelik bu peptidlerin bakteri direncinin
Ustesinden gelme potansiyeli vardir. Bu nedenle antimikrobiyal peptid
ve turevleri potansiyel olarak yeni bir antimikrobiyal ilag sinifini temsil
edebilir [97].

Antimikrobiyal peptidler, boyutlarina, konformasyonel yapilarina ya da
baskin aminoasit yapisina gére gruplandirilabilir. Bununla birlikte bu
molekdllerin gesitliligi o kadar fazladir ki genel olarak kabul géren bir
siniflandirmaya koymak ¢ok zordur. 3 boyutlu yapilarina dayanarak
antimikrobiyal peptidleri dért ana grupta siniflandirabiliriz. Ik iki grup
dogada en yaygin bulanan gruplardir [95].

3< Grup I: Disulfur kdpruleri ile stabilize edilmis B tabakali yapilar
¥ Grup II: Sarmal yapiya sahip dogrusal peptidler

< Grup III: Genigletilmis peptidler

< Grup IV: Iimek yapilari olan peptidler

Antimikrobiyal peptidlerin antimikrobiyal mekanizmasi henliz tam olarak

belli degildir. Ancak, katyonik AMP’lerin elektrostatik kuvvetle bakteriyal
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zar Uzerindeki negatif yudkld fosfolipidlerle etkilesime girerek
antimikrobiyal etki gosterdigi genel olarak kabul edilmektedir. Bu
etkilesim karmasik olup gb6zeneklerin olusmasina ve membran
bozulmasina neden olur. Onerilen birka¢ mekanizmadan “fici tahtasi
(barrel-stave)” mekanizmasi, “hali (carpet)” mekanizmasi, “toroidal

gbzenek” mekanizmasi en ¢gok kabul gbérenlerdir.

“Figi tahtasi (barrel-stave)” modeli, hidrofobik ylzeylerin zar
fosfolipidlerinin alifatik zinciri ile etkilesme girdigi ve hidrofilik kisimlarin
su iceren yerlerde gézenek olusturmasini tarif eder [98]. “Hali (carpet)”
modelinde, iki katmanli yluzey Uzerinde peptidler birikir. Peptidler, zarin
yuzeyini hali benzeri bir sekilde 6rten elektrostatik anyonik bas gruplar
cekmektedir. Yuksek peptid konsantrasyonlarinda, yutzey vyonelimli
peptidler deterjan gibi davranarak misel olusumuna neden olmakta ve iki
tabaka bu sekilde bozulmaktadir [99]. "“Toroidal gézenek” modelinde
antimikrobiyal peptid helezonlari membranlara vyerlestirilir ve lipid
monotabakalarinin gbzenek boyunca surekli bukulmesine neden olur.
Boylece, su gobedi hem sokulan peptidler hem de lipid bas gruplari
tarafindan astarlanir. Bu transmembran go6zenek tlri magaininler,

protegrinler ve melittin tarafindan induklenir [100], [101].

Dogada bitkiler ve yumusakgalar da dahil olmak tzere pek ¢ok organizma
ilk savunma mekanizmalarinin bir pargasi olarak antimikrobiyal peptidleri
(AMP) sentezler. GUnimuze kadar bu tip yuzlerce peptidden tanimlanmis
olmasi bu peptidlerin dogal savunma sisteminde ne kadar 6nemli
oldugunu bize gostermektedir [102], [103].

Antimikrobiyal peptidlerin ifade edilmesi kendiliginden olabilecedi gibi

enfeksiyon ya da enflamasyon oncesi sitokinler, bakteriler veya dogal
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bagisikhigi  uyaran liposakkaritler gibi bakteriden kaynaklanan

molekillerle de enflamasyon uyarisi ile de olabilmektedir [102], [103].

AMP’lerin bazilari gugli antimikrobiyal ajanlardir. Antimikrobiyal etki
géstermeyenlerin antimikrobiyal etkisi, seyreltilmis ortamlarda oldukca
belirgin olmasina ragmen mikroorganizma o6ldirme etkileri tek degerlikli
veya cift degerlikli katyonlarin konsantrasyonlarindan, proteazlarin
etkilerinden ve c¢ok dederlikli anyonlardan (heparin silfat gibi
glikozaminoglikanlardan) ve disuk lokal peptid konsantrasyonlarindan
etkilenir. Bu peptidler dogal badisikligin énemli efektér molekdilleridir
[104], [105]. AMP’ler fagositozu arttirirlar, prostoglandin salinimini
uyarirlar, LPS’lerin septik etkilerini notralize ederler, badisiklik
hicrelerinin enflamasyon alaninda toplanmasini saglarlar [106], [107] ve

anjiyojenezi uyararak yara iyilesme slrecini baglatirlar.

Memeli kaynakli antimikrobiyal peptidler, monositler ve T lenfositleri
kemotaktik olarak uyararak immun cevabin olusmasini saglarlar. Adjuvan
ve polarlastirici etki géstererek dendritik hiicre gelisimini arttirirlar [108].
Bu peptidler bakteri, virlis veya funguslarin membranlarini veya diger
dogal vyapilarini bozarak ya da bu vyapilari kararsiz hale getirerek
dogrudan etki gostermekle kalmayip dodal bagisikhdin ve enflamasyon
cevabinin dizenlenmesini de sagdlarlar [109]. Bu yldzden AMP’ler igin

“savunma peptidleri” terimi sik sik kullanilmaya baslanmistir.

AMP’ler, antimikrobiyal etkilerini, mikroorganizma membranlarn ile
etkilesime girerek gdstermektedirler. Membran ile etkilesime giren
antimikrobiyal peptidler hicrenin dengesi bozmakta ve bu sekilde hicre
olimU gergeklesmektedir. Antimikrobiyal 6zellikteki katyonik peptidlerin
hidrofobik olmasi ve pozitif (+) ylk tasimasi bakteri membraniyla olan

etkilesmeler acisindan dnemli bir faktérdir. Gram negatif bakterilerde dis
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membranda bulunan lipopolisakkarit (LPS) tabakasi ve Gram pozitif
bakterilerdeki lipoteikoik asit, (+) yukli antimikrobiyal peptitlerin
baglanabilmesi icin gerekli olan (-) yukd temin eder. Ayni zamanda,
bakterilerdeki fosfolipit yapiya sahip ic membranin da (-) yuke sahip
olmasi antimikrobiyal etkinin daha kolay bir sekilde gergeklesmesini
saglamaktadir [110].

Katyonik peptidilerin viral enfeksiyonlari da engelleyebildigi cesitli
arastirmacilar tarafindan goésterilmistir. Zarfsiz adenovirls disinda zarfli
RNA ve DNA virilsleri de bu peptidlerden etkilenmektedir. Antimikrobiyal
peptidlerin antiviral etkisi virtslerin tutunma ve vicuda giris asamasinda

etkilidir ya da bu etki virlisiin dogrudan zarfina yoneliktir.

AMP’ler her gesit hayat formunun savunma sisteminde bulunurlar. Ilk
yayinlanan ve ilk karakterize edilen AMP’ler bakteriyel kaynakli olanlardir.
Bakterilerileri klasik anlamdaki enfeksiyona karsi korumazlar ancak
bakterinin etrafinda bulunan ve besin kaynaklarini tiketen diger
bakterileri dldlirerek rekabeti ortadan kaldirir ve bakterilerin hayatta
kalmasini  saglarlar. Bakteriosin olarak adlandirilan  bakteriyel
antimikrobial peptidlerin bircogu bakteriler tarafindan sentezlenir ve
Okaryatlara gbére cok daha fazla etkindirler. Lactococcus lactis tarafindan
dretilen, bir lantionin sinifi antimikrobiyal peptid olan nisin, elli yildan beri
gida koruyucusu olarak kullanilmaktadir ve bu peptide karsi bakterilerde
kayda deder bir direng henliz gelismemistir. Nisin, nanomolar dizeyde
bile Gram pozitif bakterilere karsi c¢ok etkin antimikrobiyal aktivite

gbstermektedir.

Bitkilerde de AMP’lerin bakteri ve fungus enfeksiyonlarina karsi gok etkin
bir rol oynadigi distintlmektedir. Bitkilerde bu tir peptidleri kodlayan ¢ok

saylida genin bulunmasi, ¢ok sayida bitki tlrlinidn in vitro ortamda
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bakterisit ve fungusit etki gdstermesi ve bir patojen varliginda gen
seviyesinde peptidlerin ifade edilmelerinin artmasi bu goérist destekleyen
bulgulardir [111], [112].

Omurgasizlar, omurgalilarda bulunan dogal bagisiklik sistemine sahip
degillerdir ve sadece dogal savunma sistemleri ile patojenlere karsi
koyarlar. Omurgasizlarda tanimlanan c¢ok sayida peptidin patojenik
organizmalardan korunmada anahtar rol oynadigi tespit edilmistir.
Ornedin yengeg, midye ve karidesin hemositlerinde cesitli peptidlerin
varliklari goésterilmis olup AMP’lerin bu canlilarin dodal bagdisiklik
sisteminin gok énemli bir pargasi oldugu anlasiimistir. Sirke sinedi olan
Drosophila melanogaster lzerinde yapilan cesitli arastirmalarda patojen
taniyici reseptorlerin bulundugu tespit edilmistir. Memelilerde de boyle bir

sistemin evrimsel olarak korundugu belirlenmistir.

Antimikrobiyal savunma sisteminde dolayli ya da dolaysiz etkileri olan bu
peptidler, omurgalilarin patojenler ile surekli karsilastiklari mukozal
ylzeyler ve deride oldugu kadar badisiklik sistemi hicrelerinin
granulllerinde de bulunurlar. Deride bulunan bezler antimikrobiyal
peptidlerin yodun olarak bulundugu yerlerdir ve yaklasik 500’e yakin
peptidin bu bélgelerden kaynaklandidi bildirilmistir. Insan derisinde yer
alan antimikrobiyal peptidleri keratinositler, mast htcreleri, nétrofiller,

sebositler ve merokrin (ekrin) epitelyal hicreler salgilarlar [111], [112].

Memelilerde iki dnemli antimikrobiyal peptid sinifi tanimlanmistir. Bunlar
defensinler ve katelisidinlerdir. Defensinler yapisal olarak; katyonik,
yaklasik 30-40 aminoasitten olusan, yluksek miktarda arjinin aminoasidi
iceren, B-tabakali katlanma yapan, 3.5-6 kDa molektler agirhgina sahip

peptidlerdir. Bugline kadar bulunmus olan insan defensin genlerinin hepsi
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telomer bodlgesi yakinlarindaki p22-23.1 bdlgesinde, 8. kromozomda
bulunmaktadir [113], [114].

Katelisidinler de omurgali antimikrobiyal peptidlerini olusturan bluyltk ve
yaygin bir gruptur ve iyi korunmus bir N-terminal (cathelin) ile
karakterize edilirler. N-terminal proteolitik olarak kirilarak olgun ve aktif
bir peptidi olusturur. Bu peptidler ortak N-terminallerinin yani sira a-
sarmal, sag tokasi seklinde, prolin ve arjinince zengin peptidlerdir. Yapisal
farkhhklarinin yaninda genis bir spektrumlu bir mikroorganizma
oldartcist ve badisiklik sistemi dlzenleyicisidir. Katelisidinler fare,
tavsan, koyun, at ve insanlar gibi pek ¢cok pek cok memeli tlrtinden izole
edilmistir. Bazi memelilerde 6rnedin blylk bas hayvanlarda
katelisidinlerin birgok tlrevi bulunur bu da bu antimikrobiyal peptidlerin
savunma sisteminde pek c¢ok roli oldugunu duslindlirmektedir.
Katelisidinler, cogunlukla propeptid olarak dolasimdaki granilli bagisiklik
hicrelerinde depolanirlar. Noétrofil salgi grantlleri katelisidinlerin en
onemli kaynadi olup herhangi bir enflamasyon varliginda agiz, akciger,
genital yollarda, idrar yollarinda ve deri keratinositlerinde sentezlenirler.
Insan LL-37 (hCAP18) katelisidini bu gruba dahildir [115], [116].

2.4.1. LL-37 Peptidi

Insanlarda 2 biyik grup antimikrobiyal peptid bulunmaktadir:
defensinler ve katelisidinler. Butln katelisidinler yaklasik 100 amino asit
dizisi bulunan, ylksek korunmus N-terminal bdlgeye sahip benzer bir
yapidadir [117], [118].

Insanlarda bugiine kadar bulunan katelisidin ailesinin tek tiyesi CAMP geni
(GeneBank ID 820) tarafindan kodlanan LL-37/ hCAP18dir. Ilk kez 1995
yilinda kemik iligi hicrelerinde tanimlanmistir. hCAP18 adi, tavsanda

bulunan ve 18kDa’luk bir molekll agirliga sahip olan ve dolayisiyla
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katyonik antimikrobiyal peptid CAP18 olarak adlandirilan peptid ile yakin
iliskisi nedeniyle secilmistir. Insan katelisidin hCAP18 geni, kromozom
3’te bulunan, 1963 baz ciftine sahip bir gen olup 4 ekzondan olusur. 1.,
2., 3. ekzonlar sinyal dizisi ve kathelin alani kodlarken ekzon 4
antimikrobiyal peptidi kodlar [117], [118]. Bu antimikrobiyal peptid iki
l6sinle baslayan (NH2-LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES-
COOH) 37 aminoasit dizilimine sahip oldugundan LL-37 olarak
adlandirilmaktadir. Herhangi bir sistein ya da triptofan icermez ve
yaklasik ~4,5 kDa agirligindadir. Peptid, elestaz tarafindan parcalanan
bircok katelisidinden farkh olarak hCAP18’in C terminal ucundan proteinaz

3'lUin ekstraselller proteolizisiyle Uretilir [119].

Fizyolojik pH degerinde LL-37'nin net yukld +6'dir. Peptid, 11 pozitif ylk
tasiyan B-lizin ve 5 arginin igerirken 5 negatif yik tasiyan 3 glutamat ve
2 aspartat aminoasidine sahiptir. Sulu ¢bézeltide dlizensizdir ancak lipid

zarla temas gibi durumlarda amfipatik a-helikse katlanir [120].

LL-37 baslangigta antimikrobiyal 6zellikleriyle taninmistir. Bununla
beraber bagisiklik sisteminin kemocekici hlicrelerini uyararak yara veya
enfeksiyon Uzerine ¢ekmesi, yara kapanmasini tesvik etmesi gibi ek
savunma rolleri de Ustlenmektedir. LL-37'nin antimikrobiyal aktivitesi
genellikle sentetik peptidler kullanilarak incelenmistir. LL-37'nin bildirilen
aktiviteleri tuz, pH, bakteri konsantrasyonu gibi farkhliklara duyarh

oldugunu gostermektedir [121].

LL-37 (hCAP-18) literatiirde insanda bulunan tek katelisidin olarak
bilinmektedir. hCAP-18, LL-37 antimikrobiyal peptidini olusturmak igin
proteinaz-3 enzimi tarafindan parcgalanir. LL-37, iki 16sin ile baglayan 37
amino asit dizisine sahiptir ve 4.5 kDa adirhdindadir. Fizyolojik pH'ta,

pozitif yiklidir. Insan katelisidin hCAP18 geni, kromozom 3 'te yer alan
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1963 baz cifti iceren bir kompakt genidir ve bu gen doért eksondan
olusmaktadir. LL-37 amfipatik, a-sarmal peptittir, hem planktonik hem
de biyofilmler icerisinde kalan bakterilere, HIV gibi virlislere ve funguslara
karsi etkilidir.

Domuz ve sigir gibi memelilerde pek ok katelisidin geni bulunurken
insanlarda sadece bir tane gen (CAMP) bulunmaktadir. Insandaki énci
protein olan insan katelisidin antimikrobiyal protein 18 (hCAP18) deride
bulunan keratinosit, mast hicre, nétrofil ve ekrin bezlerin duktal hicreleri
gibi pek cok hucre tarafindan dretilmektedir. Notrofil proteazlari hCAP18’i
ekstraselliler olarak etken molekil olan LL-37’e pargalar. Katelisidin
antimikrobiyal peptid (CAMP) proteinin C-terminal ucundan salinan ve 37
aminoasit iceren iki 16sin ile baslayan aktif antimikrobiyal peptid oldugu
icin LL-37 olarak isimlendirilmistir. LL-37 giglt antibakteriyel, antifungal
ve antiviral etkilsi nedeniyle kutandéz konak savunmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Katelisidinlerin Gretimi normal sartlar altinda ¢ok dusuk
miktardayken mikrobiyal etkenler, enfeksiyon, enflamasyon ve
yaralanma ile artis goésterir. LL-37 antimikrobiyal peptidi ayrica mediatér
salinmasini baslatarak derinin dogal badisik yanitinda yardimci roller
oynar. Ayrica anjiogenez ve reepitelizasyonu uyarici etkileri sayesinde

yara iyilesmesinde de énemli rol almaktadir [112], [122].

LL-37 antimikrobiyal etkisinin yani sira etkilenen cilt bdlgesinde lokal
vazodilatasyon, anjiogenez ve enflamatuvar hicrelerin kimyasal
cezbedilmesi ile perivaskiler 6dem ve diger enflamatuvar degisikliklere
neden olarak rozase (gil hastalidi) bulgularinin ortaya c¢ikmasini ve

artmasini saglar [123].

Yapilan sinus epitel hicre kiltirinde hem Gram pozitif ve hem de Gram

negatif bakterilerin LL-37 Uretimini arttirdi§i gosterilmistir. Bagirsakta
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bulunan bakteri mikroflorasinin Grettigi butirat, LL-37’ nin Uretimini
arttirmaktadir. LL-37, patojenleri ortadan kaldirarak enfeksiyonlara karsi
vicudu savunmada 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica LL-37, bir seri hlicre
ile kemokin Uretimini, sitokinleri, kemocekicilik ile immune efektdr
hicrelerini ve mezenkimal kok hiicrelerini dlizenleyerek dogal ve adaptif
bagisikhda katilir. Vitamin D ile birlikte otofaji diizenleyerek anjiyojenezi

ve yara iyilesmesini uyarir [124].

Diyabet hastalarinin genellikle ayak tabanlarinda, biyofilm olusturan
bakterilerin neden oldugu Ulserlesmis yaralar olusur. Biyofilm tabakasinin
giderilmesi  hastalarda vyaralarin iyilestirilmesinde 6nemli  rol
oynamaktadir. Yapilan c¢alismalar antimikrobiyal peptidlerin biyofilm
olusmasini engelleme potansiyeline sahip oldugunu gdstermistir. Insan
katelesidin LL-37 peptidinin pek ¢ok Gram pozitif ve Gram negatif
patojenlere karsi antimikrobiyal etki gosterdigi, biyofilm olusumunu
engelledigi ve yara iyilestirme 6zelligi oldugu gosterilmistir. Topikal olarak
uygulandiginda biyofilm olusumunu engelleme ve vyara iyilestirme
Ozelliklerinin olmasi, LL-37'yi mikroorganizmalar tarafindan enfekte
olmus yaralarin iyilestiriimesinde oldukga etkin hale getirmistir [125],
[126].
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3. YONTEM VE GEREGCLER

3.1.Mikroorganizma Izolasyonu

Calismada levan Uureten mikroorganizmalarin izolasyonu icin c¢esitli
bélgelerden alinan toprak o6rnekleri kullanilmistir. Her bir toprak
orneginden yaklasik 5 g alinarak %0,9 NacCl iceren steril serum fizyolojige
eklenmis ve 1 gece etuvde Dbekletiimistir. Levan pozitif
mikroorganizmalarin belirlenebilmesi icin Nutrient Agar ortamina %5
oraninda sukroz eklenerek besiyeri hazirlanmis ve hazirlanan besiyeri
otoklavda steril edilerek petrilere dékulmustir. Etivden alinan toprak
ornekleri, hazirlanmis olan besiyerlerine tek koloni ekim teknigi ile inokdle
edilmistir. Inokile edilen érnekler ayri ayri hem oda sicakhginda hem de
37°C etiivde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi alinan
petriler incelendiginde kubbe seklinde olan mukoid kolonilerin levan

sentezleyen mikroorganizmalar oldugu 6n goérialmustar.

3.2. Mikroorganizma Tiirlerinin Belirlenmesi
Izole edilen mikroorganizmalar, tirlerinin belirlenmesi igin 16S rRNA

analizine génderilmistir.

3.3. Biyopolimer Eldesi

Elde edilen saf klltirden levan Uretebilmek amaciyla %5 sukroz ilaveli
Nutrient Broth besiyeri hazirlanmistir. Besiyeri 121°C’'de, 1,5 atm’de
otoklavda steril edilmistir. Her bir klltdr 1 McFarland standardinda, %10
v/v olacak sekilde saf kultirle inoklle edilmis ve 37°C’'de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ureme sonrasi sivi kiiltir 4000 rpm’de 15dk
santriftj edilerek canh kiltlridn sividan ayrilmasi saglanmistir. Stipernant
ayrilarak tzerine 1:2 oraninda etanol ilave edilmis ve pH 10’a ayarlanarak

polimerin prespite olmasi saglanmistir. Etanolin uzaklastiriimasi igin sivi
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tekrar 4000 rpm’de 10 dk santriflij edilmis ve ¢oken polimer petri kabina

alinarak kurumasi saglanmistir.

3.4. Biyopolimer Karakterizasyonu

Elde edilen polimerin levan olup olmadiginin anlasiimasi icin karbon
analizi (13C NMR), proton analizi (*H NMR) ve Fourier Dontsimli Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) vyapilmis ve literatirdeki levan verileriyle

karsilastiriimistir.

3.5. Biyopolimer Uretim Optimizasyonlari

Uretim besiyeri icerigi (g/L) olarak; KzHPOs4 1.0, (NH4)2SOs4 1.0,
MgS04.7H>0 0.5, sukroz 100, hazirlanmis ve otoklavda steril edilerek
kullanilmistir. Her bir inoktlasyon 1 McFarland standardinda %10 v/v

olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.5.1. Levan Sentezi Icin Uygun Inkiibasyon Zamaninin

Belirlenmesi

Mikroorganizmanin ylksek miktarda levan urettigi inklibasyon zamanini
belirlemek amaciyla inkibasyonun belirli zaman araliklarinda 6rnekler
alinmistir. Alinan 6rnekler 600 nm’de Olgllerek Greme egrisi gikartiimis

ve Ureme egrisi dogrultusunda Uretilen biyopolimer degerlendirilmistir.

3.5.2. Ureme Ortamindaki Azot Kaynaklarinin Levan Sentezine

Etkisinin Belirlenmesi

Tard belirlenen mikroorganizmanin hangi azot kaynaklarinda daha fazla
levan Uretimi gergeklestirdigini belirlemek amaciyla Ure, Amonyum
nitrat, Sodyum nitrat, Maya 6zutu, Pepton, Tripton, Amonyum karbonat,
Malt, Amonyum sulfat, Kazein ve Amonyum okzalat olmak lGzere 11 cesit
farkli azot kaynagi kullanilmistir. Bunun igin her bir besiyerinde icerik
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sabit olup sadece azot kaynaginda dedisiklik yapilmistir. Inokilasyon

sonrasl besiyerleri 48 saat 37°C'de 150 rpm’de inklibasyona birakilmistir.

3.5.3. Levan Sentezi Icin Uygun Baslangic pH Degerinin

Belirlenmesi

Yiksek verimde levan eldesi icin uygun pH’y1 belirlemek amaciyla
mikroorganizma 3,4,5,6,7,8,9,10 pH degerlerinde hazirlanan
besiyerlerine inokiile edilmistir. Inokiilasyon sonrasi besiyerleri 48 saat

37°C’de 150 rpm’de inklibasyona birakilmistir.

3.5.4. Uretim Ortami Sicakliginin Levan Uretimine Etkisinin

Belirlenmesi

Mikroorganizmanin sicakhida goére biyopolimer Uretim verimini belirlemek
amaciyla kultirler inoktlasyondan sonra 25°C, 30°C, 37°C'de 150 rpm’de

calkalamali etlivde 48 saat inklibasyona birakilmistir.

Calkalamali inkiibasyonun yani sira kultlirler ayni zamanda 25°C, 30°C,
370C'de statik olarak 48 saat inklibe edilmistir.

3.5.5. Levan Uretimi Icin Uygun Sukroz Miktarinin Belirlenmesi

Yiksek miktarda levan eldesi icin besiyerleri %1, %5, %10, %15, %20,
%25 ve %30 oraninda sukroz iceriginde hazirlanarak uygun sicaklikta 48

saat inkUbe edilmisir.

3.5.6. Ureme Ortamindaki Karbon Kaynaklarinin Levan Sentezine

Etkisinin Belirlenmesi

Besiyerlerine karbon kaynagi olarak %15 iceriginde Glukoz, Fruktoz,

Sukroz, Mannitol, Glukoz+Fruktoz, Glukoz + Sukroz, Fruktoz+Sukroz ve
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Glukoz+Fruktoz+Sukroz, Sukroz+Mannitol ilave edilerek kultlrler uygun

sicaklikta 48 saat inkibasyona birakilmistir.

3.5.6.1. Ureme Ortamindaki Mannitol Miktarinin Levan Uretimine

Etkisinin Belirlenmesi

%0,5, %1, %1,5, %2, %2,5, %3 mannitol ilave edilerek hazirlanan %15
sukroz icerikli besiyerleri uygun sicaklikta 48 saat inkibasyona birakilimis

ve Uretilen levan miktari degerlendirilmistir.

3.6. Levan Verimi
3.6.1. Indirgen Seker Analizi

Cesitli optimizasyonlar sonucu elde edilen levanin fruktoz miktarinin
(indirgen sekerin) belirlenmesi amaciyla dinitrosalisilik asit (DNS)
yéntemi [180] kullaniimistir. Bu yénteme goére 0.09, 0.18, 0.27, 0.36
mg/mL fruktoz iceren standart ¢oOzeltiler hazirlanmis ve okumalar

spektrofotometrede 575 nm dalga boyunda yapilmistir.

3.6.2. Toplam Seker Analizi

Fermentasyondan sonra levan etil alkolle c¢oktlurtlerek ayrilmistir.
SlUpernatanda bulunan kalan seker miktarinin tespiti igin Fenol-Sulfirik
Asit yéntemi kullanilmistir. Bu yénteme goére 20, 40, 60, 80, 100 mg/L
sukroz iceren standart c¢ozeltiler kullanilmis ve  okumalar

spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda yapilmistir.

3.6.3. Levan Uretiminde Verimlilik Hesaplari

Déntsum verimi, fermantasyon sonucu elde edilen levan ile besiyeri
icerisinde substrat olarak kullanilan sukrozun birbirine ylzdesel orani
seklinde tanimlanmaktadir. Bu deder ile fermantasyonda kullanilan
sukrozun kacta kacinin levan Gretimi icin harcandigi belirlenebilmektedir.
Substrat (sukroz), drdntin (levan) vyani sira mikroorganizmal
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metabolizma icin de harcanabilecegi icin, harcanan substrat basina
olusan Urinldn hesaplanmasi bu durumda 6nem kazanmaktadir. Verimlilik

hesaplar asagidaki formdillere gore hesaplanmistir.

Dénluslim verimi, %= P / So-S

P: Fermantasyon sonucu olusan levan (Urtn), g/L
So: Baslangigta ortamda bulunan sukroz (substrat), g/L
S: Fermantasyon sonunda kullanilmadan kalan sukroz, g/L

Efektif Verim= P/So
P: Fermantasyon sonucu olusan levan (lrtn), g/L

So: Baslangicta ortamda bulunan sukroz (substrat), g/L

3.7. Film Orneklerinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal yuzel olarak kullanilmasi dustnulen filmler %1 asetik asit
cozeltisinde cgesitli kompozisyonlarda hazirlanmistir (Cizelge 3.1.)
Plastiklestirici olarak polietilen glikol (PEG 1500, Sigma) ve gliserol
(%99,5, Sigma) kullanimistir. Sodyum bentonit kil KarBen Kimya Enerji
Madencilik Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi tarafindan temin edilmigtir.
Kilin XRD ve XRF 6zellikleri Ek 1.’de yer almaktadir.
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Cizelge 3.1. Polimer katkih farklh kompozisyonlardaki film o6rnekleri

icerikleri.
GLG1 5,0 2,0 - - 50,0
GLG2 5,0 - - 2,0 50,0
GLG3 2,5 1,0 - 0,5 25,0
GLG4 2,5 - 1,0 0,5 25,0
GLG5 5,0 - 1,0 0,5 25,0
GLG6 5,0 1,0 - 2,0 50,0
GLG?7 5,0 1,0 - 3,0 50,0
GLGS8 5,0 1,0 - 4,0 50,0
GLG9 5,0 2,0 - 2,0 50,0
GLG10 10,0 2,0 - 2,0 50,0
GLG11 5,0 3,0 - 2,0 50,0
GLG12 5,0 1,5 - 2,5 50,0

3.8. Film Orneklerinin Karakterizasyonu

3.8.1. Su Buhari Gegirgenligi

Hazirlanan filmlerin su buhari gegirgenlik 6zellikleri ASTM (American
Society for Testing and Materials)’'nin belirlemis oldugu prosedir B, E96-
66 yontemine gobre test edilmistir. Deney kabi olarak su buhari
gecirmeyen numune kaplari tasarlanmistir. Tasarlanan deney kaplarinin
icerisine deney kabinin Ucte ikisi kadar su koyulduktan sonra hazirlanmis
olan 6rnek filmler yerlestirilmis, kaplarin kapaklari sikica kapatilmis ve
parafilmlenmistir (Sekil 3.1.). Hazirlanan 6rnekler (kap+film+su) ayri

ayri hassas terazide tartilmistir. Ornekler sodyum aljinat iceren 23°C’deki
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desikatore yerlestirilmis ve 24,48,72,96 ve 120 saat dilimlerinde tartilarak

kaybettikleri su miktar 6lgllmistir. Su buhar gegirgenligi;

WVT =

txa

esitligi kullanilarak hesaplanmistir. Burada;
WVT (water vapor transmission): Su buhari gecirgenligi
g: kaybedilen kitle miktari (g)

t (time): zaman (saat)

a: film alani (m?)

Sekil 3.1. Su buhari gecirgenligi testi icin tasarlanan numune kaplari.

3.8.2. Termogravimetrik Analiz (TGA)
Film ornekleri azot gazi atmosferinde, dakikada 10°C isitma hiziyla O-
600°C arasinda analiz edilmistir.

38



3.9. Antimikrobiyal Etki

Yapilan analizler dogrultusunda en uygun film kompozisyonu belirlenerek
1 mg’t 1 mL steril distile suda ¢6zilen LL-37 antimikrobiyal peptidi cesitli
konsantrasyonlarda (5 pg/pL, 20 pg/pL, 100 pg/pL, 300 pg/pL, 500
Mg/uL) bu kompozisyona ilave edilmis ve homojenize oluncaya kadar
karistirimistir. Elde edilen karisim petrilere dokllerek 37°C’de kurumaya
birakilmistir.  Hig LL-37 antimikrobiyal peptidi icermeyen film
kompozisyonu kontrol olarak kullaniimistir. 24 saat kurutma sonrasi
alinan filmler antibiyotik diski boyutunda kesilerek (5 mm) UV altinda

sterilizasyona birakilmistir.

Antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde Kirby-Bauer disk diftizyon yontemi
kullanilmistir [181]. Bu amacla Gram pozitif 6rnek olarak Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Gram negatif 6rnek olarak E. coli ATCC 35218, maya
olarak Candida albicans, kuf olarak ise Aspergillus niger kullaniimistir. E.
coli ve S.aureus 0,5 McFarland yogunlugunda hazirlanmis ve Muller
Hinton Agar (MHA, Merck)’'a 0,1 mL miktarinda inoktle edilmistir.
Candida albicans susu da 0,5 McFarland yodunlugunda hazirlanmis ve
Potato Dextrose Agar (PDA, Merck)’a 0,1 mL inokdle edilmistir. 1x10%/mL
spor iceren Aspergillus niger kultirinden 0,1 mL alinarak Potato Dextrose
Agar (PDA, Merck)’ a inokile edilmistir. Yayma ekim vyapilan petri
plaklarina UV'de steril edilmis olan LL-37 iceren ve icermeyen filmler
antibiyotik diski gibi yerlestirilmis ve bakteri érnekleri 37°C’'de, fungus

ornekleri 30°C’de inkubasyona birakilmistir.

LL-37 ile hazirlanan farkh konsantrasyonlardaki film o&rneklerinin
antimikrobiyal etkileri gesitli antibiyotikler ile karsilastinlarak
dederlendirilmistir. Karsilastirma icin kullanilan antibiyotikler, cesitli
yara/yanik kremlerinde ve merhemlerde yer alan antibiyotiklerden
secilmistir. Calismada Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler icin
kullanilan antibiyotikler; Fusidic acid (FA) (10 mcg), Bacitracin (B) (10
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u), Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) (20/10 mcg), Cephalexin (CL) (30
mcg), Mupirocin (MUP) (5 mcg), Metronidazole (5 mcg) (MET)’dar.
Funguslar icin ise Voriconazole (VOR) (1 mcg), Flucytosine (5FC) (1 mcg),
Miconazole (MCZ) (10 mcg), Ketoconazole (KTC) (10 mcg) antibiyotikleri
LL-37 antimikrobiyal peptidi iceren farkli konsantrasyonlardaki filmlerin

antimikrobiyal etkisinin karsilastiriimasinda kullaniimistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Cesitli bolgelerden alinan toprak 6rnekleri %5 sukroz iceren Nutrient Agar
besiyerlerine inoklle edilmis ve inklibasyon sonrasi elde edilen koloniler
incelenmistir. Levan lreten mikroorganizmalar kubbe seklinde mukoid
dzellikte koloniler olusturmustur. Ureme sonrasi en fazla mukoid 6zellik
gbsteren ve blylk kubbe seklinde olan 3 mikroorganizma saflastirilarak,

saf klltur elde edilmis ve kultUrler tir tayinine gonderilmistir.

4.1. Mikroorganizma Turiiniin Belirlenmesi

izole edilen mikrooganizma tiirlerinin belirlenmesi icin kiiltiirler 16S rRNA
analizine génderilmistir. Izole edilen mikroorganizmalarin analiz sonucu
%99 benzerlikle Paenibacillus polymyxa, %81 benzerlikle Bacillus
licheniformis, %94 benzerlikle Pseudomonas mandelii oldugu
belirlenmistir. Literatir taramasi yapildiginda Pseudomonas mandelii ile
ilgili levan Uretimine dair bu prosedirde hemen hemen hi¢ calismaya
rastlanmadigi icin calismanin 6zginligld acisindan arastirmamiza bu

mikroorganizma ile devam edilmesi uygun gorulmustar.

4.2. Biyopolimer Karakterizasyonu

Pseudomonas mandelii'den levan Uretim prosesi sonucunda elde edilen
polimerin karakterizasonu igin karbon analizi (3C NMR) (Sekil 4.1.) ve
proton analizi (*H NMR) (Sekil 4.2.) Hacettepe Universitesi Kimya
Bolimuinde, Fourier Déntsumlla Kizilétesi Spektroskopisi (FTIR) (Sekil
4.3.) Hacettepe Universitesi Kimya Muahendisligi  Béliminde
yaptirilmistir. Sonuglar gesitli levan verileriyle karsilastirilmis (Cizelge
4.1.) ve elde ettigimiz polimer piklerinin karsilastirilan levan pikleri ile

ortistigu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.1. Pseudomonas mandelii’den elde edilen levanin 13C NMR analizi.

Cizelge 4.1. Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen levanin karbon

kimyasal kaymalarinin karsilagtiriimasi.

iquE EDILEN LEVANIN KARBON
KIMYASAL KAYMALARI (ppm)

LEVAN URETEN

MiKROORGANizMALAR ©1 C2 C3 €4 C5 | C6

Zymomonas mobilis 60.767 | 104.641 | 77.683 | 75.754 | 80.783 | 63.957

Pseudomonas fluorescens 60.435 | 104.696 | 76.770 | 75.783 | 80.880 | 63.978

Bacillus licheniformis 59.78 | 104.18 | 76.18 75.12 80.26 63.35

Pseudomonas mandelii 59.753 | 104.144 | 76.151 | 75.099 | 80.226 | 63.757
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Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen levanin 13C NMR sonuglari
karsilastirildiginda, tim levan spektrumlarindaki karbon sinyalleri [128],
[129] Pseudomonas mandelii’'den elde edilen levanla kimyasal kaymalar

acisindan benzerlik géstermistir.

0 110 11V

J, ' A "ﬁ' /"I I
A A VAN

r T T T T T T T T T T T 1

4.2 41 4.0 3.9 38 3.7 3.6 35 34 3.3 3.2 ppm
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Sekil 4.2. Pseudomonas mandelii'den elde edilen levanin 'H NMR analizi.

IH NMR spektrumu Pseudomonas mandelii ile Uretilen polisakkarit (2 —
6) fruktofuranosidin, levan tipi oldugunu belirten 3.4 ve 4.2 ppm arasinda
yedi protona sahip oldugunu gostermektedir. Anomerik bolgede (5.3 ile
4.3 ppm) herhangi bir sinyal gézlenmemis olup anomerik protonlarin
olmadigi dogrulanmistir. Spektrumun sadeligi, bu polisakkaridin,
fruktozun bir homopolimeri oldugunu yansitmaktadir. Erwinia herbicola,

Acetobacter xylinum ve Bacillus subtilis (Natto) gibi
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mikroorganizmalardan elde edilen levan, NMR analizinde ayni yapi
Ozelliklerini gdstermektedir [130]-[132].
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Sekil 4.3. Pseudomonas mandelii’'den elde edilen levanin FTIR analizi.

Bu biyopolimerin, saf ve ticari levan ile benzerligine dayanarak levan tipi
bir polisakkarit oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak, Barone ve Medynets
tarafindan oOzetlenen 06rnek spektrum ile elde edilen bu FTIR
spektrumundaki karakteristik piklerin yliksek miktarda uyusma sagladigi
gosterilmektedir [133].

Yapilan 13C NMR, 'H NMR ve FTIR analizleri ile elde edilen biyopolimerin

levan oldugu literatlr karsilastirmalari yapilarak dogrulanmistir.
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4.3. Biyopolimer Uretim Optimizasyonu

4.3.1. Levan Sentezi Icin Uygun Inkiibasyon Zamaninin

Belirlenmesi

Mikroorganizmanin ylksek miktarda levan drettigi inkiibasyon zamanini
belirlemek amaciyla 6rnekler farkli zamanlarda 600 nm’de 6lgulmis,
orneklerin Greme edrisi cikartilmis ve Greme egrisi ile birlikte elde edilen

biyopolimer dederlendirilmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Pseudomonas mandelii'nin kultir ortaminda zamana goére
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ureme ve levan Uretme miktari.

Yapilan 6lcimler degerlendirildiginde en ylksek Gremenin 54. saate, en
ylksek levan Uretiminin ise 48. saatte 15,64 g/L olarak gergeklestigi
goériulmektedir. Baslangic pH’s1 7.0 olan besiyerinin inklibasyon sonunda

5.6%+0.5 degerine distigu olcilmuastir.
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Szwengiel ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada besiyerinde %10 sukroz
iceren deney ortaminda levanin zamana gdre artisi incelenmistir. 32°C’de
inkibasyona birakilan Bacillus subtilis DSM 347, en ylksek levan
aretimini 9,55 g/L olmak lzere 56. saatte, 37°C’deki inkiibasyonunda ise
42,24 g/L olarak 36. saatinde gerceklestirmistir [134]. Calismamizda
inkiibasyonun 48. saatinde elde edilen dederlerin bu veriler arasinda yer
almasi hem dretim sicakhgi hem de mikroorganizma farki nedeniyle

olabilecegi ileri sirtlebilir.

Silbir ve arkadaslari 2013'te Zymomonas mobilis'ten levan Uretimi
gerceklestirmislerdir. %15 sukroz iceren ortamda 48. saate kadar levan
miktarinda artis g6zlenmis daha sonra levan miktarinda dislus tespit
edilmigtir. 48. saatte elde edilen levan miktar 15,52+0,43 g/L olarak
belirlenmistir [135]. Buradan elde edilen levan miktar calismamizdaki

verime yakin bir degerde gergeklesmektedir.

Bekers ve arkadaslar, kultir ortamindaki levanin bozulmasini asit
hidrolizi ile acgiklamaktadir. Zymomonas mobilis tarafindan (retilen
organik asitlerin pH’y1 dislirdigl ve levani hidrolize ettigi, indirgen
sekere donlsen levanin da karbon kaynadi olarak kullanildig
belirtilmektedir [136]. Bu durum dretimimiz sonuncunda ortam pH

degerinin distiglind gozlemledigimizi destekleyen bir bulgudur.

4.3.2. Ureme Ortamindaki Azot Kaynaklarinin Levan Sentezine

Etkisinin Belirlenmesi

Pseudomonas mandelii, kullanilan azot iceren kaynaklar igerisinde en
fazla levan Uretimini maya 6zitl iceren ortamda gergeklestirmistir (Sekil
4.5.).
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Azot iceren kaynaklar

Sekil 4.5. Cesitli azot kaynaklarinin levan sentezine etkisi.

48 saat inklibasyon sonrasi Pseudomonas mandelii'nin azot kaynadi
olarak maya 06zltl kullanarak drettigi levan miktari 16,6 g/L olarak
belirlenmistir. Maya 6zutinden sonra en ylUksek levan uretimi ise azot
kaynadi olarak kullanilan triptonda 14,32 g/L olarak Olglilmistir. Maya
O0zutlinde ve triptonda gergeklesen Ureme miktarlari birbirine oldukca
yakindir. Sirasiyla tre (10,08 g/L), pepton (10 g/L), amonyum okzalat
(6,32 g/L), amonyum nitrat (3,76 g/L), kazein (2,48 g/L), malt 6zutu (2
g/L), amonyum sulfat (1,6 g/L), sodyum nitrat (1,12 g/L) azot
kaynaklarinin ise kullanilan maya 6zlttine gére daha dustk levan verimi
gosterdigi belirlenmistir. Amonyum karbonatta hem reme ve buna bagh
olarak levan dretimi kullanilan azot kaynaklari igerisinde en dusluk
miktarda gerceklesmistir. Sekil 4.5.te gorildigu gibi sentez ile Greme

miktarlari arasinda dogrusal bir iliskiden s6z edilebilir.

Bekers ve arkadaslarinin calismasinda c¢esitli Uretim ortamlarinda
Zymomonas mobilis ile etil alkol ve levan dretimini incelenmistir.

Calismada, azot kaynagi olarak maya 06zltl, piring destilati ve seker
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pancarindan elde edilen melas sukroz iceren uretim ortamina ilave
edilmis, bu kaynaklarin levan ve etil alkol dretimine olan etkileri
arastirilmistir. En ylksek etanol ve levan Uretimi sirasiyla melas ve maya

ozutd kullanildigi ortamlardan elde edilmistir [137].

Mikroorganizmalarin {dremesi ve enzim U{retimi azot kaynagindan
etkilenmektedir. Dahech ve arkadaslarinin cgesitli termofilik bakterilerle
yaptigi levan Uretim calismasinda maya 06z{tl, sodyum nitrat, tripton,
tre, amonyum silfat ve bunlarin gesitli kombinasyonlari azot kaynagi
olarak kullanilmistir. Calisma bulgularina gére en iyi verim %?2 oraninda
maya 6zitl ve sodyum nitrat iceren Ureme ortaminda gergeklesmistir
[138].

Wahyuningrum ve arkadaslarinin 2015teki calismasinda levan Uretimi
icin Bacillus licheniformis BK AG21 susu kullaniimistir. Levan Uretim
besiyerinde maya 6zitl, sigir 6zatd, tripton, pepton, amonyum siilfat,
amonyum klorid, sodyum nitrat ve ({re azot kaynadi olarak vyer
almaktadir. Maya 6zutli ve pepton iceren ortamda levan Uretiminin en
ylksek oldugu goérilmektedir [139]. Bu calismalar, azot kaynadinin levan

Uretimini etkiledigini géstermektedir.

4.3.3. Levan Sentezi Icin Uygun Baslangic pH Degerinin

Belirlenmesi

Yiksek verimde levan elde etmek icin farkh pH dederlerinde hazirlanan
besiyerlerine inoklile edilen Pseudomonas mandelii, inkiibasyon sonrasi

en yuksek levan verimini pH 8’de gdéstermistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. Farkh pH dederlerinde levan verimi ve (ireme miktarlari.

Uretim besiyerinin pH 8’de oldugu kosullarda Pseudomonas mandelii’ nin
Urettigi levan miktari 17,2 g/L olarak bulunmustur. pH 3 dederinde tGreme
miktari buna bagdli olarak levan lretimi de diistik miktardadir. pH 10'da

ise Greme gerceklesmemis olup levan Uretimi de s6z konusu degildir.

Ananthalakshmy ve Gunasekaran, Zymomonas mobilis B-4286 susu ile
yaptiklari calismada farkl baslangic pH dederlerinde levan (retimini
incelemiglerdir. Arastiricilar en yuksek levan verimini 150 g/L sukroz
konsantrasyonunda ve pH 5’te 14.5 g/L olarak dlgmuslerdir. Kullanilan
mikroorganizmanin pH 4‘Un altinda Uremesinin disik olmasi levan

Uretimini de etkilemistir [140].

Shanter AL-Qaysi ve arkadaslarinin 2016°’da vyaptiklari calismada,
topraktan Pseudomonas brassicacearum izole ederek bu
mikroorganizmadan levan Uretimi gergeklestirilmistir. Yapilan bu
calismada levan dretiminin gesitli optimizasyonlarina yer vermiglerdir.

Levan uretiminde pH 7, 7.5, 7.8, 8, ve 8.5 denenerek pH’nin etkisi
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incelenmigstir. En ylksek levan uretimi pH 7.8’'de 7.77 £ 0.05 g/L olarak
bulunmustur [141].

Inkiibasyon ortami pH’sinin hiicre zarini, besin maddelerinin alinimini ve
EPS biyosentezini etkileyebilecek 6nemli bir faktér oldugu
disunulmektedir. Biyokultle ve polisakkarit tGretimi icin farkh optimum pH
kosullarina ihtiyac duyulmaktadir. Ornedin, Liu ve arkadaslarinin P.
polymyxa EJS-3'Un levan Uretimi igin bulduklari optimum baslangic pH'si

8.0 iken bakteri Gremesi icin bulunan pH 6.0°dir [147].

4.3.4. Uretim Ortami Sicakhiginin Levan Uretimine Etkisinin

Belirlenmesi

Mikroorganizmanin sicakliga goére levan (retim verimini belirlemek
amaciyla hem farkli sicakliklar denenmis hem de statik ya da
calkalamanin etkisi incelenmistir. Pseudomonas mandelii 37°C sicaklikta

ve statik kosulda en fazla levan dretimini gergeklestirmistir (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Levan Uretiminde sicaklik optimizasyonu.
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Pseudomonas mandelii 37°C sicaklkta ve statik kosullarda Uretildiginde
elde edilen levan miktann 32,96 g/L olmaktadir. Grafikler
degerlendirildiginde, sicaklik distikce polimer (retiminde azalma
goérulmektedir. Calkalamali kosullar da levan Jdretim verimini
dustrmektedir. Calkalamal kosullarda Gremenin devam ediyor olmasi

levan Uretimine henliz gecilememis olabilecedini géstermektedir.

Ernandes ve Garcia-Cruz'un yaptiklari calismada, Z. mobilis CCT 4494
litrede 200 gram sukroz iceren besiyerine, pH 8’de inokule edilmis ve
sicakhklar 25°C, 30°C, 35°C'ye ayarlanarak inklibasyona birakilmistir.
25°C'de 55.7 (£ 0.1) g/L, 30°C’de 68.8, 35°C’de ise 37.3 g/L olmak Uzere

en yuksek levan verimi 30 °C’de gérulmuastar [143].

Melo ve arkadaslari, levan Uretim optimizasyonlari sirasinda levan
Uretiminde sicakligin ve calkalama hizinin etkisini de incelemisledir.
Calismada 50, 75 ve 100 rpm calkalamada ve 20 °C sicaklikta calkalama
hizint 50 rpm’den 100 rpm’e arttirmanin levan dretiminde 5.6 g/’lik bir
artisi sagladigini, 30 °C sicaklikta ise calkalamanin levan Uretiminde
onemli bir artis saglamadigini belirtmislerdir. Calisma sonucunda levan
dretiminde optimum kosullarin 100 rpm calkalama hizi, 20°C sicaklikta

olmasi gerektigine karar vermislerdir [144].

Ishikawa ve arkadaslarn fermantasyon mekanizmasini incelemislerdir.
Calkalama, mikroorganizmanin substrata ulasmasini kolaylastirdigi gibi
ayni zamanda oksijenlenmeyi de arttirmaktadir. Calkalamanin azalmasi
(£100 rpm) levan verimini arttirmaktadir. 100 rpm’e kadar olan
calkalama ortama gerekli olan oksijeni saglamaktadir. Zymomonas
mobilis’e bakildiginda oksijen bu mikroorganizmmanin asetaldehitten

etanol ve levan Uretim metabolik yolunu degistirmektedir [145].
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Kekez ve arkadaslarinin 2015te yaptiklar calismada da B. licheniformis
NS032 susunda en ylksek levan Uretim verimi calkalama olmaksizin elde
edilmistir [146].

Calkalamali dretimle ilgili olarak, levan Ureten bircok sus igcin
fermantasyon, orta derecede calkalama ile gercgeklestiriimis ve bdylece
mikrobiyal tGreme ve polisakkarit Gretimi arasinda denge saglanmistir.
Ayirca Abdel-Fattah ve arkadaslan calkalamanin P. polymyxa EJS-3
tarafindan levansukraz Uretimini degil sadece levan verimini etkiledigini
bulmuslardir. Bu, mikrobiyal tGremenin en yiksek oldugu kosullarda
mutlaka maksimum miktarda metabolit Gretme zorunlulugunun olmadigi
gercegine uygundur. Bunun disinda bazi arastiricilar da biyolretim
sirasinda calkalama olmaksizin etkili levan Uretimi bildirmislerdir [38],
[129], [135], [144], [147], [148].

4.3.5. Levan Uretimi I¢in Uygun Sukroz Miktarinin Belirlenmesi

Pseudomonas mandelii’lden en ylksek verimde levan tUretmek amaciyla
degisik miktarlarda sukroz iceren besiyerleri hazirlanmistir. Pseudomonas
mandelii 34,64 g/L olmak Uzere en ylksek levan Uretimini %15 sukroz
iceren besiyerinde gergeklestirmistir. En dusik levan Uretimi ise %1

sukroz igeren besiyerinde odlgulmustir. (Sekil 4.8.).

Optimize edilmediyse baslangic sukroz konsantrasyonu fermantasyon
surecinde sekerin eksik kullanilmasina neden olabilir[135], [149]. Sukroz
konsantrasyonunun levan verimliligi Gzerinde 6nemli bir etkisi oldugu
bulunmustur ve dolayisiyla levan Uretim verimini arttirmak sukroz
optimizasyonu dikkate alinmasi gereken &énemli bir parametredir.
Ornedin, Bacillus subtilis, sukroz agisindan zengin besiyerinde Uretilirse
daha fazla levan elde edilebilir [132], [150], [151].
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Sekil 4.8. Levan uretiminde sukroz miktarinin optimizasyonu.

Lazaridou ve arkadaslari, yuksek seker konsantrasyonun, ozmotik basinci
etkilemesi ve dlsuk su aktivitesine neden olmasindan dolayi mikrobiyal

polisakkaritlerin tretimini distrdigini rapor etmislerdir [152], [155].

Srikanth ve arkadaslarinin 2015'teki calismalari Acetobacter xylinum
NCIM2526 susundan levan Uretmek Uzerine olmustur. Arastiricilar levan
Uretim kosullar ooptimizasyonunda sukrozun da etkisini incelemislerdir.
50 g/ L ve 60 g/ L sakkaroz konsantrasyonunda sirasiyla 1.45 g/ L ve
1.88 g / L verimle elde edilen levanda belirgin bir atis gdérdlmustir.
Sukrozun 70 g/L ve 80 g /L kullanilmasiyla verim sirasiyla 1,65 g/L ve
1,47 g /L levana dusmustir [153].

4.3.6. Ureme Ortamindaki Karbon Kaynaklarinin Levan Sentezine

Etkisinin Belirlenmesi

Besiyerlerine karbon kaynadi olarak %15 oraninda farkh karbon
kaynaklari ilave edilmesinden sonra en yliksek levan verimi %15 sukroz

+ mannitol iceren ortamda gerceklesmistir. Karbon kaynadi olarak
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sadece glukoz iceren besiyerinde mikroorganizma levan Uretimi

gerceklestirememektedir (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Farkli karbon kaynaklarinin levan verimi ve Ureme miktarlar

Uzerindeki etkisi.

Monomerik sekerlerin birikmesi levan Uretimini dustrmektedir [154].
Ananthalakshmy ve arkadasinin yaptigi calismada ortama 150 g/L glukoz
eklenmesi levan Uretimini 12.6 g/L'den 2.8 g/L’'ye dlsurmustlr [140].

Alti karbonlu, siklik olmayan poliol olan manitol, bitkilerde iyi bilinen bir
bir osmotik uyaricidir. Mannitol, fruktoza mannitol 2-dehidrogenaz enzimi
(EC 1.1.1.67) ile doénuastardlebilir. Yapillan calismalarda mannitolin
Gluconacetobacter diazotrophicus, Gluconacetobacter xylinus KCCM
4143171, Burkholderia cepacia BTS13 susglari tarafindan EPS Uretimi ve
levan biyosentezi icin karbon kaynagi olarak kullanilabilecedi rapor
edilmistir [156]-[159].
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4.3.6.1. Ureme Ortamindaki Mannitol Miktarinin Levan Uretimine

Etkisinin Belirlenmesi

Levan Uretiminde uygun mannitol miktarinin belirlenmesi icin %15 sukroz
icerikli besiyerlerine farkli oranlarda mannitol ilave edildikten sonra uygun
sicaklikta 48 saat inklbe edilmis ve en yuksek levan veriminin %1,5

mannitol iceren ortamda gergeklestigi bulunmustur (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Dedisik mannitol miktarlarinin levan verimi ve Ureme

Uzerindeki etkisi.

%15 sukroz ve %1,5 mannitol iceren ortamda Pseudomonas mandelii'nin
42,6 g/L levan Urettigi belirlenmistir. Kullanilan mannitol oranlarina gore
mikroorganizmanin dreme miktarlari ise birbirine yakin olarak

bulunmustur.

Ates ve arkadaslarinin 2013'te vyaptigi calismada halofilik bir
mikroorganizmma olan Halomonas smyrnensis AAD' levan Uretimi icin
kullanilmistir. Calismada sukroz ve mannitol miktarlarinin levan
dretimindeki verimi incelenmistir. Calismaya gbre en yuksek levan
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dretimi 50 g/L sukroz ve 30 g/L mannitol iceren ortamda gerceklesmistir
[159].

Gluconacetobacter xylinus KCCM 41431 susunun kullanildigi benzer bir

calismada da sukroz ve mannitolin levan biyosentezini uyardigi rapor
edilmektedir [157].

SOz edilen veriler ve bizim galismamiz da gostermektedir ki; besiyeri
ortamina mannitol ilavesi sukroz hidrolizini ve indiklenmekte ve glukoz
birikimini etkilemektedir [159].

4.4. Levan Verimi

4.4.1. Indirgen Seker Analizi

Optimizasyonlar sonrasi elde edilen levandaki fruktoz miktari (indirgen

seker) standart grafik (Sekil 4.11.) elde edilerek dinitrosalisilik asit (DNS)
yontemi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Indirgen seker analizi standart grafigi (Dalga boyu 540 nm).
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Standart grafik incelendiginde Pseudomonas mandelii'lden elde edilen

levanin 9,58 mg/mL fruktoz icerdigi belirlenmistir.

4.4.2. Toplam Seker Analizi

Fermentasyon sonrasi levan etil alkolle ¢okturilerek ayrilmis ve geriye

sivida bulunan kalan seker miktari standart grafik elde edilerek (Sekil
4.12.) Fenol-Silfirik Asit yéntemi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Kalan seker analizi standart grafigi (Dalga boyu 490 nm).

Standart grafik incelendiginde Pseudomonas mandelii'lden elde edilen

levan goktlrildikten sonra, kalan sividaki sukroz miktari 40 g/L olarak

hesaplanmistir.

4.4.3. Levan Uretiminde Verimlilik Hesaplari

Fermantasyonda kullanilan sukrozun ne kadarinin levan Uretimi igin
harcandigi

belirlemek amaciyla dénlisim verimi ve efektif verim
hesaplanmistir.
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Pseudomonas mandelii ile fermantasyonda Uurin dontsim verimi
48.saatin sonunda %37,8 olarak bulunmustur. Yani besiyerindeki
sukrozun %37,8'i levana dontismustlr. Efektif verim ise yine 48. saatin

sonunda %27,7 olarak bulunmustur.

Silbir'in yaptigi calismada Zymomonas mobilis subspecies mobilis NRRL
B-806 ile levan Uretimi gerceklestirilmis, en ylksek tGrin dontsim verimi
fermantasyonun 60. Saatinde %9.29, en ylksek efektif verim 48. saatte
% 4.98 olarak hesaplanmistir [160].

4.5. Film Orneklerinin Hazirlanmasi

Film &rnekleri cesitli kompozisyonlarda hazirlanmis ve plastiklestirici
olarak polietilen glikol ve gliserol kullaniimistir. Hazirlanan buatin film
ornekleri petri kabina dékiilerek 37°C’de kurumaya birakilmistir. Ornekler
degerlendirildiginde polietilen glikol ile hazirlanmis film 6rneklerinin
petride kurutulduktan sonra ¢ok kirilgan oldugu belirlenmistir. Gliserol ile
hazirlanan film 6érnekleri (Sekil 4.13.) kurutma sonrasi gesitli esneklikler

goOsterdigi icin calismaya gliserolle hazirlanan érneklerle devam edilmistir.

-

Sekil 4.13. Gliserol ile hazirlanan film 6rnegi.
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4.6. Film Orneklerinin Karakterizasyonu
4.6.1. Su Buhari Gegirgenligi

Hazirlanmis olan gliserol igerikli filmlerin su buhari gecirgenlikleri ASTM
(American Society for Testing and Materials)'nin belirlemis oldugu

prosedur B, E96-66 yontemine gdre belirlenmistir (Sekil 4.14.)

500

450 ’/ —— . —,
5 400 B ———F
B // S ri—
'g' 300 ——GLG6
5 250 —8—GLG7
§ 200 / —4—GLG8
2 150 / GLG9
g

/ —ii—-GLG12
50

0 T T T T T 1
24 48 72 96 120 144

Zaman (saat)

o

Sekil 4.14 Gliserol icerikli filmlerin su buhar gegirgenlikleri.

Su buhari gecirgenliklerine bakildiginda su buharini en verimli sekilde
geciren ornegin GLG6 icerikli film oldugu belirlenmistir. GLG9 icerikli film
icerigine baktigimizda GLG6'ya gore daha fazla gliserol icerdigi ve gliserol
iceriginin su buhari gecirgenliginde 6nemli bir faktér oldugu belirlenmistir.
GLG7’'deki kil icerigi GLG6'ya gore daha yuksektir.

Bltan veriler degerlendirildiginde kil miktarindaki artisin su buhari
gecirgenligindeki etkisi gliserol miktarindaki artisa gore daha ylksek

oldugu belirlenmistir.
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Su buhar gecirgenligi, filmlerde olasi kitle transfer mekanizmasi ve ve

polimer etkilesimleri hakkinda bir bilgi saglamaktadir [161].

Gliserol nispeten kiclk, hidrofilik bir molekuldir. Polimerik zincirler
arasina sokulabilir, molekuller arasi kuvvetleri azaltir ve film yapisindaki
molekdillerin hareketliligini arttirir. Artan hareketlilik sayesinde filmin

icindeki su buhari molekillerinin gocl kolaylagsmaktadir [162].

Ghasemlou ve arkadaslari, gesitli plastiklestirici konsantrasyonlarinin film
Ozelliklerine etkisini incelemis ve farkh plastiklestirici
konsantrasyonlariyla hazirlanan filmlerin su buhari gegirgenligi degerleri

arasinda 6nemli bir fark yarattigini belirtmislerdir [163].

Genel olarak, polimer/kil nanokompozit filmlerin su buhan
gegirgenliginin, kil icerigindeki artis veya kilin boyutunun artmasiyla
katlanarak azaldigi bilinmektedir. Polimer/kil kompozit filmlerin su buhari
gecirgenligini azaltma nedeni temel olarak, polimer matrisinde dagilan
gecirimsiz kil katmanlarina bagh etkin difizyon yolunun uzunlugunun
artmasina dayanmaktadir [164]-[166].

4.6.2. Termogravimetrik Analiz (TGA)
Elde edilen filmlerin termogravimetrik analizleri Sekil 4.15. , Sekil 4.16. ,
Sekil 4.17. , Sekil 4.18. , Sekil 4.19’da gb6sterilmektedir.

TGA, numunenin gaza donidstligd sicakliklari 6lcmemizi saglayan termal
analiz turtdidr. Filmler ylksek sicakliklarda ayrismaya basladiginda,
grafik egri icinde bir disls gostererek ornek kitlesi kaybina isaret eder.
Degradasyonun dismesi ve baslangici farkh polimerler icin degisiklik
gosterir [167].
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Sekil 4.19. GLG12'nin TGA termogrami.

Analizlere dayanarak, bu yeni polimerik materyalin yuksek bozunma
sicakliklarina sahip oldugu sonucuna varimistir. Analizler
degerlendirildiginde anitibakteriyel yizey olarak kullaniimasi hedeflenen
filmlerin 200-300°C'ye kadar bozulmadan kalmiyor olmasi vicut

sicakhdinda da bozulmadan etkili bir sekilde calisacaginin géstergesidir.

Antimikrobiyal ylizey olarak kullaniimasi hedeflenen filmlere bakildiginda
su buhari gecirgenligi yapilan analizler arasinda en ©6nemli degere
sahiptir. Analizler dederlendirildijinde GLG6 kompozisyonundaki film en
ylksek su buhari gecirgenligine sahiptir. Antimikrobiyal dederlendirmeler

de bu film Gzerinden gergeklestirilmistir.

4.7. Antimikrobiyal Etki

1 mg’1 1 ml steril distile suda ¢ézulen LL-37 antimikrobiyal peptidi 5 pg/pul,
20 pg/ul, 100 pg/ul, 300 pg/ul, 500 pg/pl konsantrasyonlarinda GLG6

film kompozisyonuna eklenmis ve homojenize oluncaya kadar manyetik
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karistiricida  karnistirildiktan  sonra petrilere  dokllerek kurumaya
birakilmistir. Elde edilen filmler antibiyotik diski boyutunda kesilerek (5
mm) UV altinda sterilizasyona birakilmis ve uygun besiyerlerinde disk
difiizyon yéntemi ile filmlerin antimikrobiyal etkisi belirlenmistir (Cizelge
4.2.).

Antimikrobiyal etkinin karsilastiriimasi amaciyla cesitli antibiyotikler de
benzer sekilde disk difizyon yéntemi ile denenmis ve ortaya c¢ikan zon
caplari (Cizelge 4.3., Cizelge 4.4.) karsilastirmali  olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.2. Hazirlanan filmlerin antimikrobiyal zon gaplari (mm).

(-4
j E.coli 8,5 10,0 12,0 15,0 17,0 19,5
g
N
E S.aureus 8,0 9,0 10,5 12,0 17,5 18,0
<
0]
(-4
8 C.albicans 7,0 7,0 9,0 10,5 11,0 12,5
o
=
b A.niger 7,5 8,0 10,5 11,0 12,0 13,0
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Cizelge 4.3. Bakteriler icin kullanilan farkli antibiyotiklerin antimikrobiyal

zon gaplari (mm). [FA: Fusidic acid, B: Bacitracin, MUP: Mupirocin, AMC:

Amoxicillin/clavulanic acid, CL: Cephalexin, MET: Metronidazole]

(a4
|
$ E.coli 8,0 9,0 10,0 20,0 14,0 12,0
N
=
<
Q
S
O | S.aureus 17,0 10,0 30,0 28,0 25,0 5,5
4
=
Cizelge 4.4. Funguslar icin kullanilan farkl antifungal maddelerin

antimikrobiyal zon gaplari (mm). [VOR: Voriconazole, 5FC: Flucytosine,

MCZ: Miconazole, KTC: Ketoconazole]

MIKROORGANIZMALAR

C.albicans

10,0

6,0

9,0

9,0

A.niger

26,0

15,0

19,0

21,0

Farkli iceriklerde LL-37 iceren GLG6 kompozisyonundaki film érneklerinin

antimikrobiyal etkisi dederlendirilmistir. Kontrol olarak kullanilan ve LL-

37 antimikrobiyal peptidi icermeyen film 6rneginin de kullanilan tim

mikroorganizmalar Uzerinde etkisi oldugu gorilmektedir (Sekil 4.20.).

Byun ve arkadaslarinin 2014'te yaptiklari bir calismada Zymomonas
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mobilis'ten Uretilen levanin antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. Elde
edilen test sonuglarina goére %3 ve ustindeki konsantrasyonlarda
kullanilan levan ile B. subtilis, B. cereus, S. aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7, S. typhimurium, P.
aeruginosa ve Enterobacter aerogenes son derece guglu bir sekilde inhibe
edilmistir. %1 oranindaki konsantrasyonlarda ise levan B. cereus, S.
aureus, E. coli O157:H7 ve P. aeruginosa Uzerinde antimikrobiyal etki

gbstermistir [168].

Sekil 4.20. Levan igerikli film érneklerinin antimikrobiyal etkisi.

Calisma kapsaminda denenmis olan en yuksek antimikrobiyal etki GLG6
kompozisyonuna 500pl LL-37 antimikrobiyal peptidi ilave edilerek
hazirlanmis film &rneklerinde ve E.coli lzerinde olctlmustlr. E.coli

Uzerinde elde edilen zon capi! 19,5 mm olarak belirlenmistir.
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S.aureus, C.albicans ve A. niger'de de yine en yuksek antimikrobiyal etki
500 pl LL-37 igerikli filmlerde gerceklesmistir. Zon caplar S.aureus igin
18 mm, C.albicans icin 12,5 mm, A. niger icin ise 13 mm olarak

OlcUlmustdr.

Choi ve arkadaslarinin 2017'de yapmis olduklar calismada LL-37'nin
E.coli Uzerindeki etkisinden s6z edilmektedir. Calismaya goére, saldirida
ilk adim, katyonik LL-37'nin anyonik lipopolisakkarit (LPS) tabakasina
baglanmasi ve hemen ardindan mikroorganizmmanin dis zarini gegirgen
hale getirilmesidir. Farkli Greme kosullari bakteri membran degdisimini

etkileyebilecedi icin 6nemlidir [169].

Noore ve arkadaslarinin vyaptigi calismada LL-37'nin, bakteriyel
enfeksiyonlarin en yaygin nedenlerinden biri olan hem hicre disi hem de
hicre ici S. aureus'a kars! hizli ve saglam 6ldirme etkisine sahip oldugu
bulunmustur [170]. Yapilan diger calismalarda gogunlukla nazofarenksi
kolonize eden dis c¢lriginin baslica etiyolojik ajani olan ve
Staphylococcus aureus ve Streptococcus mutans'in klinik suslarina karsi
LL-37 ve katyonik lipidlerin glcli antimikrobiyal aktivitesi dogrulanmistir
[171].

Wang ve arkadaslari, insan katelisidin LL-37'nin katyonik gruplarinin
farkh bakteri suslarina karsi potansiyel rollerini ortaya cikarmiglardir.
Insan cathelicidin LL-37'nin ana antimikrobiyal bolgesinin katyonik yan
zincirleri pargalanmis ve bu zincirlerin islevsel rolleri ayrintih olarak
incelenmistir. Yan zincirlerden 17 ila 32'yi iceren GF-17 fragmaninin
etkisinin, in vitro olarak dokunulmamis LL-37'ye kiyasla metisiline direncgli
S. aureus'a karsi daha gicli oldugu bulunmustur. Ayrica amino asitlerin
lisinlerden (K) argininlere (R) doénustlrilmesinin peptitin S. aureus'u

oldirme kabiliyetini arttirdigini belirtilmektedir. Dolayisiyla, LL-37'nin GF-
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17 fragmaninin kullanimi disik dozajlara ve dolayisiyla toksisitenin

azalmasina neden olabilir [172].

Simdiye kadar bilinen iyi bilinen iki peptid (LL-37 ve Histatin-5) tibbi
acidan o6nemli funguslara karsi, fungusidal mekanizmalar igin
incelenmistir. Insanlarda Uretildigi bilinen tek katelisidin peptidi olan LL-
37'nin Aspergillus spp ve Candida albicans’a karsi fungusid etkisi oldugu
bilinmektedir [173]-[175]. Yapisal olarak, LL-37 amfipatiktir ve net
pozitif yuk ile sarmal bir yapiya sahiptir Hertog ve arkadaslari tarafindan
[174] LL-37'nin C. albicans hucre zarindaki faaliyeti incelenmistir. Buna
gore, LL-37 membrani hedef alarak membranin tamamen bozulmasina
neden olmaktadir. Buna karsilik, histatin ailesinden iyi tanimlanmis bir
fungisidal tukrik peptidi olan Histatin-5, islevini yerine getirmek igin

sitoplazmaya translokasyona ihtiyag duyar [176].

Buglne kadar LL-37'nin C. albicans Uzerindeki etkileri ile ilgili yapiimis
olan calismalarin sayisi bir hayli azdir. AMP'lerin Candida’lar lzerindeki
inhibe edici aktivitesine iliskin bir galismada, LL-37'nin C. albicans hicre
ylzeyi ile iliskide kalmaya devam ettigi, oysa diger AMP'lerin (6rnegdin
Histatin-5) membrandan translokasyonla girdigi ve hicre icinde biriktigi
belirtilmektedir [173].

Hicre adhezyonu, C. albicans’in konakgl dokulardaki kolonizasyonu
sirasinda ilk adimdir ve enfeksiyon igin gereklidir. Yapisma, C. albicans
adhesinlerinin konakgl hlicre ylzeyi Uzerindeki amino asit veya seker
tortularina baglanmasi ile saglanir. Adhesinler, abiyotik substratlara,
ornegin plastik protezlere ve kateterlere hlicre baglanmasini da tesvik
edebilir [177]. Tsai ve arkadaslarinin yaptiklari calismada C. albicans

hicrelerinin 5 mg/ml LL-37 antimikrabiyal peptidi ile muamele edildikten
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sonra daha kolay santrifijlendigini ve santriflj tlplerine yapismadigi

bulunmustur [178].

LL-37 ile hazirlanan filmlerin Candida albicans ve Aspergillus niger
Uzerinde bakterilere oranla daha dlstk oranda antimikrobiyal etki
gosterdigi gorilmektedir. Shi ve calisma arkadaslarinin gerceklestirmis
oldugu calismada Candida albicans ve Aspergillus niger hiicrelerinin sahip
olduklar 6karyotik hiicre zari sayesinde Escherichia coli hicrelerine gbre
daha dayanikli oldugu ve inhibasyonun daha zor oldugu belirtiimektedir
[179].

LL-37 ile hazirlanan filmlerin antimikrobiyal aktivitesi antibiyotiklerle
karsilagtinlmistir. GLG6 kompozisyonuna 500ul LL-37 eklenerek
hazirlanan filmlerde E.coli'de dlgilen zon ¢api 19,5 mm’dir. Buna karsilik
Fusidic acid (FA) (10 mcg) igin 8 mm, Bacitracin (B) (10 u) icin 9 mm,
Mupirocin (MUP) (5 mcg) icin 10 mm, Cephalexin (CL) (30 mcg) icin 14
mm, Metronidazole (5 mcg) (MET) icin 12 mm olarak o&lgllmustar.
Calismada hazirlanan filmin antimikrobiyal etkisi bu degerlerden daha
yuksektir. Sadece Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) (20/10 mcg) 20 mm
zon caplyla, hazirlanan filme gore daha yiksek dederde antimikrobiyal
etki géstermistir (Sekil 4.21.).

CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute) standartlarina gére
[181] E.coli'nin Fusidic acid (FA) (10 mcg) duyarlihgi <17 mm’de direngli
>26 mm’de hassastir. E.coli LL-37 ile hazirlanan film 6rnedine 19,5 mm
zon capi ile ihmh etki gosterirken Fusidic acid (FA) (10 mcg) antibiyotigine
8 mm zon cgapi ile direng géstermektedir. E.coli’'nin Bacitracin (B) (10 u)
duyarhligi <8 mm’de direncli, 9-12 mm araldinda ihmh ve >13 mm zon
capinda ise hassastir. Bacitracin (B) (10 u) antibiyotigi, 0Ornek

mikroorganizma E.coli Uzerinde 9 mm zon c¢api gdstererek 1hml etki
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yaratirken LL-37 ile hazirlanan film 0Ornegine hassas duyarllik
géstermektedir. Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) (20/10 mcg) CLSI
standartlar dogrultusunda E.coli lzerinde <14 mm direncli, 14-17 mm
ihmli, >18 mm zon caplarinda hassastir. Amoxicillin/clavulanic acid (AMC)
(20/10 mcg) o6rnek mikroorganizma E.coli lUzerinde filme gdre daha
ylksek antimikrobiyal etki géstermesine ragmen E.coli'nin hem LL-37 ile
hazirlanan film 6érnegine hem de Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) (20/10
mcg) antibiyotigine hassas oldugu gorilmektedir. Cephalexin (CL) (30
mcg) 6rnegi CLSI standartlarinda dederlendirildiginde E.coli'nin duyarlihigi
<14 mm’de direncgli, =18 mm’de hassastir. E.coli, Cephalexin (CL) (30
mcg) antibiyotigine direng gostermekteyken LL-37 ile hazirlanan film

ornedine hassas duyarlilik gostermektedir.
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Sekil 4.21. Film 6rnedi ile antibiyotiklerin E.coli lzerindeki etkisi. [FA:
Fusidic acid, B: Bacitracin, MUP: Mupirocin, AMC: Amoxicillin/clavulanic
acid, CL: Cephalexin, MET: Metronidazole]

GLG6 kompozisyonuna 500ul LL-37 eklenerek hazirlanan filmlerde

S.aureus (zerindeki antimikrobiyal etki incelendiginde olglilen zon 18
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mm’dir. Buna karsilik Fusidic acid (FA) (10 mcg) 17 mm, Bacitracin (B)
(10 u) icin 10 mm, Metronidazole (5 mcg) (MET) icin 5,5 mm olarak
Olcilmustir. Calismada hazirlanan filmin antimikrobiyal etkisi bu
degerlerden daha yuUksektir. Ancak S.aureus Gzerinde Mupirocin (MUP) (5
mcg) 30 mm, Cephalexin (CL) (30 mcg) 25 mm, Amoxicillin/clavulanic
acid (AMC) (20/10 mcg) ise 28 mm zon c¢api Olculmustir. Bu
antibiyotiklerin etkisi, hazirlanan film kompoziyonuna goére daha
yuksektir (Sekil 4.22.).

S.aureus'un Bacitracin (B) (10 u) duyarhligi CLSI (Clinical and Laboratory
Standard Institute) standartlarina gére [181] <10 mm zon c¢apinda
direnclilik go6sterirken >18 mm zon c¢apinda hassas duyarhlk
gostermektedir. Calismada kullanilan S.aureus 6rnedi Bacitracin (B) (10
u)’e direng gostermekteyken LL-37 ile hazirlanan film 6rnedinde hassas
hale gelmistir. S.aureus’un Fusidic acid (FA) (10 mcg) duyarhhidgi <15
mm’de direncgli, >22 mm’de ise hassastir. S.aureus, hem Fusidic acid (FA)
(10 mcg) antibiyotigi tGzerinde hem de hazirlanan film 6rneginde hml
duyarhlik goéstermektedir. Mupirocin (MUP) (5 mcg) antibiyotiginin
S.aureus Ulzerindeki duyarlihdina baktigimizda <18 mm’de direngli, 19-
29 mm arasinda iliml, >30 mm zon c¢apinda ise hassas duyarlilik
gostermektedir. LL-37 ile hazirlanan film 6rnegi ile Mupirocin (MUP) (5
mcg) antibiyotigi kiyaslandiginda, S.aureus Mupirocin (MUP) (5 mcg)
antibiyotigine hassas duyarlilik gosterirken hazirlanan film 6rnegine
direnclilik géstermektedir. Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) (20/10 mcqg)
CLSI standartlar dogrultusunda S.aureus Gzerinde <14 mm’de direncli,
>21 mm zon ¢apinda ise hassastir. Calismada kullanilan S.aureus 6rnegi
Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) (20/10 mcg)’e hassas duyarhlik
gosterirken LL-37 ile hazirlanan film 6rnedine hmh duyarlihk
gostermektedir. Cephalexin (CL) (30 mcg) 6rnegi CLSI standartlarinda
degerlendirildiginde S.aureus’un duyarliigi <12 mm’de direngli, =18

mm’de hassastir. S.aureus, hem Cephalexin (CL) (30 mcg) antibiyotigine
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hem de LL-37 ile hazirlanan film oOrnegine hassas duyarhlik

gdstermektedir.
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Sekil 4.22. Film 6rnegi ile antibiyotiklerin S.aureus Uzerindeki etkisi.
[FA: Fusidic acid, B: Bacitracin, MUP: Mupirocin, AMC:

Amoxicillin/clavulanic acid, CL: Cephalexin, MET: Metronidazole]

Candida albicans icin GLG6 kompozisyonuna 500ul LL-37 eklenerek
hazirlanan filmlerin gosterdigi en yliksek zon capi 12,5 mm olarak
OlcUlmustdr. Kullanilan antifungallerden Voriconazole (VOR) (1 mcg) icin
10 mm, Flucytosine (5FC) (1 mcg) igin 6 mm, Miconazole (MCZ) (10 mcg)
icin 9 mm, Ketoconazole (KTC) (10 mcg) icin 9 mm zon cgaplar
Olcilmustir. Calismada hazirlanan film d&rneklerinin antimikrobiyal
etkisinin karsilastirma yapilan tim antibiyotiklerden daha ylksek oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.23.).
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CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute)’nin belirlemis oldugu
standartlara gore [181] Candida albicans Voriconazole (VOR) (1 mcg)’ e
<13 mm’de direng, 14-16 mm arasinda i1limhhk, >17 mm zon capinda ise
hassas duyarhlik, Flucytosine (5FC) (1 mcg) antifungaline <14 mm’de
direng, 15-18 mm arasinda ilimhlik, >19 mm’de hassas duyarllik,
Ketoconazole (KTC) (10 mcg) antifungaline ise <22 mm’de direng, 23-29
mm arasinda ilimhlik, >30 mm zon capinda ise hassas duyarlilik
gdstermektedir. Calismada kullanilan Candida albicans bu standartlara
gére Voriconazole (VOR) (1 mcg), Flucytosine (5FC) (1 mcg),
Ketoconazole (KTC) (10 mcg) antifungallerine ve LL-37 ile hazirlanan film
ornegine direng goOstermektedir. Miconazole (MCZ) (10 mcg)
antifungalinin C.albicans lzerindeki duyarhligina baktigimizda <11 mm
zon cadinda direncgli, 12-19 mm zon gapinda ilimli, >20 mm zon c¢apinda
ise hassas 06zellik géstermektedir. C.albicans LL-37 ile hazirlanan film
ornegi Gzerinde ihmh duyarhlik géstermekteyken, Miconazole (MCZ) (10

mcg) antifungaline direnglidir.
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Sekil 4.23. Film 6rnedi ile antifungallerin C.albicans Uzerindeki etkisi.
[VOR: Voriconazole, 5FC: Flucytosine, MCZ: Miconazole, KTC:

Ketoconazole]
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Hazirlanan GLG6 kompozisyonuna 500ul LL-37 eklenerek hazirlanan
filmlerin Aspergillus niger Uzerindeki en ylksek antifungal etkisi 13 mm
olarak olculmustir. Kullanilan antifungallerden Voriconazole (VOR) (1
mcg) icin 26 mm, Flucytosine (5FC) (1 mcg) igin 15 mm, Miconazole
(MCZ) (10 mcg) icin 19 mm, Ketoconazole (KTC) (10 mcg) igin 21 mm
zon dlgiimi yapilmistir. Olgiilen dederler hazirlanan filmdeki zon caplarina
gore yuksektir (Sekil 4.24.).

Aspergillus niger'in Voriconazole (VOR) (1 mcg) antifungaline karsi CLSI
(Clinical and Laboratory Standard Institute)'nin belirlemis oldugu
duyarlihklarina baktigimizda >18 mm’de hassas duyarlilik gosterdigi
gorilmektedir. Aspergillus niger LL-37 ile hazirlanan film 6rnegi Gzerinde
direncgliyken Voriconazole (VOR) (1 mcg) antifungaline karsi hassas
duyarhlik géstermektedir. Aspergillus niger standartlara gbére Flucytosine
(5FC) (1 mcg) lUzerinde <16 mm’de direng, 16-20 mm arasinda ilimlilik,
>20 mm’de hassas duyarlilik gdéstermektedir. Calismada kullanilan
Aspergillus niger, Flucytosine (5FC) (1 mcg), ve film 6rnegine karsi
direnglilik gbstermektedir. Miconazole (MCZ) (10 mcg) antifungallinin
Aspergillus niger Uzerindeki duyarhligina baktigimizda <14 mm zon
caginda direngli, 14-17 mm zon c¢apinda ihml, >18 mm zon gapinda ise
hassas 6zellik gbstermektedir. Aspergillus niger LL-37 ile hazirlanan film
ornegi Uzerinde direncli duyarliik goésterirken, Miconazole (MCZ) (10
mcg) antifungaline hassastir. A. niger, Ketoconazole (KTC) (10 mcg)
antibiyotigine <14 mm’de direng, 14-17 mm arasinda ihmhhk, >18
mm’de hassas duyarliik gostermektedir. Hazirlanan film 6rnegi Gizerinde
Aspergillus niger direnglilik gdsterirken Ketoconazole (KTC) (10 mcg)

antifungaline hassas duyarlilik géstermektedir.
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Sekil 4.24. Film 06rnegi ile antifungallerin A.niger Uzerindeki etkisi.
[VOR: \Voriconazole, 5FC: Flucytosine, MCZ: Miconazole, KTC:

Ketoconazole]

Sonug olarak;

v Yapmis oldugumuz calismada, cok genis kullanim alanina sahip
oldugu kadar oldukca da pahali bir polimer olan levanin
mikroorganizmalardan dretimi ve antimikrobiyal yulzey olarak

kullanilabilirligi incelenmistir.

v' Topraktan, levan (reten mikroorganizmalar uygun besiyeri
hazirlanarak izole edilmis ve levan Gretme verimliligi ytiksek oldugu

disidnulen Gg mikroorganizma segilerek tlar tayinine gdénderilmistir.

v Tlr tayini sonrasi belirlenen mikroorganizmalar arasindan
Pseudomonas mandelii’'nin literatlrde yapilan bu calisma prosesine
benzer bir calismasinin bulunmadigi tespit edilmis ve polimer

Uretim asamalarina Pseudomonas mandelii ile devam edilmistir.
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Levan Uretim basamaklar ile Pseudomonas mandelii’den polimer
Uretimi gerceklestirilmis, elde edilen polimer karbon analizi (13C
NMR), proton analizi (H NMR) ve Fourier Dénlusimll Kizildtesi
Spektroskopisi (FTIR) ile karakterize edilmis ve bu polimerin levan

oldugu dogrulanmistir.

Yiksek miktarda levan eldesi icin; inklUbasyon zamani, azot
kaynagi, pH, sicaklik, seker miktari, karbon kaynadi, mannitol
miktar optimize edilmis ve optimizasyonlar sonrasi Pseudomonas

mandelii'den elde edilen levan miktar 42,6 g/L olarak bulunmustur.

Levan dretim verimlilikleri cesitli formullerle hesaplanmis ve
déndsim verimi %37,8, efektif verim ise %?27,7 olarak

bulunmustur.

Elde edilen polimerin antimikrobiyal ylzey olarak kullanilabilmesi
icin gesitli kombinasyonlarda film o&rnekleri hazirlanmis olup
gliserolin en uygun plastiklestirici olarak kullanilmasi uygun

gorulmustar.

Film ornekleri su buhari gecirgenligi ve termogravimetrik analiz

acisindan degerlendirilmistir.

Calisilan kompozisyonlar arasindan en uygun film 6rnedinin GLG6
kompozisyonu (5 gr levan + 1mL gliserol +2gr Sodyum bentonit +

50 mL %1 Asetik asit) oldugu belirlenmistir.
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Film orneklerine degisik miktarlarda LL-37 antimikrobiyal peptidi
ilave edilerek antimikrobiyal &6zellikleri farkli mikroorganizmalar

Uzerinde belirlenmistir.

Elde edilen filmin yara bandi ya da vyara oOrtisli olarak
kullanilabilirligi ise vyaralarda kullanilan cesitli antibiyotiklerin

gosterdigi antimikrobiyal etki ile kiyaslanmistir.

Levanin tek basina, LL-37 antimikrobiyal peptidi olmadan da

antimikrobiyal etkisi oldugu tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda denenmis olan en ylksek antimikrobiyal etki
GLG6 kompozisyonuna 500ul LL-37 antimikrobiyal peptidi ilave
edilerek hazirlanmis film &rneklerinde ve E.coli zerinde
Olglilmistlr. Yaralarda kullanilan antibiyotiklerle kiyaslandiginda
film 6rnegi sadece Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) antibiyotigine

gore duslk bir etki gostermektedir.

S.aureus  Uzerinde  Mupirocin  (MUP), Cephalexin  (CL),
Amoxicillin/clavulanic acid (AMC) antibiyotikleri haric diger
antibiyotikler hazirlanan film kompozisyonuna gore daha az etkiye

sahiptir.

Calismada hazirlanan film dérneklerinin Candida albicans Uzerindeki
antimikrobiyal etkisi karsilastirma yapilan tim antibiyotiklerden

daha yuksek oldugu belirlenmistir.

Film ornekleri Aspergillus niger Uzerinde Fusidic acid (FA),
Bacitracin (B), Metronidazole (MET), Amoxicillin/clavulanic acid
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(AMC) Cephalexin (CL) antibiyotikleri ile kiyaslandiginda daha

yuksek bir antimikrobiyal aktivite gostermektedir.

Bu calisma ile medikal ve endistriyel alanda dnemli bir degere sahip olan
levan biyopolimeri Pseudomonas mandelii’den uretilmistir. Levan ve LL-
37 antimikrobiyal peptidleri ile hazirlanan filmlerin, tibbi énemi olan
mikroorganizmalar Uzerinde ylUksek derecede antimikrobiyal etki
gosterdigi gorilmektedir. Yapilan deneyler sonucunda elde edilen film
icerikleri ilk defa bu calisma dogrultusunda kullaniimistir. LL-37
antimikrobiyal peptidinin yara tedavisindeki pozitif etkisi, hazirlanan
filmlerin yara bandi, yara ortlisi ya da yara tedavisi igin kullanilabilirligini
gecerli kilmaktadir. Filmlerin biyobozunur 6zellikte olmasi cevresel;
mikroorganizmalardan elde edilmesi ekonomik; gostermis oldugu
antimikrobiyal etki ise medikal anlamda son derece blUylik ©Onem

tasimaktadir.
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