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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KITOSANIN SARAPTA BOZULMA YAPAN MIKROORGANIZMALAR UZERINE
ANTIMIKROBIYEL ETKISININ BELIRLENMESI

Goksen GULGOR

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU (Uludag Universitesi)

Es Danisman: Prof. Dr. Filiz OZCELIK (Ankara Universitesi)

Bu calismada, sarap iiretiminde kullanilan SO, diizeyini azaltmak amaciyla, degisik
konsantrasyonlardaki kitosanin, tiziim florasinda dogal olarak bulunan sarap fermantasyonundan
sorumlu sarap mayasi (Saccharomyces cerevisiae) ve sarabi bozan laktik asit bakterileri
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus hilgardii, Oenococcus oeni) ile yabani mayalar
(Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora uvarum, Brettanomyces bruxellensis) {izerine
inhibisyon etkisi belirlenmistir.

Mikroorganizmalar i¢in uygun besiyerlerine 0,2-5,0 g/L araliginda farkli konsantrasyonlarda,
kitosan ilavesi ile gergeklestirilen denemelerde, her mikroorganizma i¢in minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MiK) belirlenmistir. Kitosanin, bu ¢alismada kullanilan mikroorganizmalar
i¢in belirlenen MIK degerleri, S. cerevisiae igin 3 g/L; L. plantarum i¢in 1-2 g/L; H. uvarum, L.
hilgardii, O. oeni, B. bruxellensis i¢in 0,2 g/L ve Z. bailii i¢in 0,4 g/L olarak saptanmigtir.

Kitosanin her mikroorganizma susu i¢in uygun besiyerlerinde, ayr1 ayri belirlenen minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK) dikkate almarak, kitosan ilaveli siralarda sarap
fermantasyonu gerceklestirilmistir. Boylece, kitosanin antimikrobiyel etkisi sarap ortaminda da
saptanarak, uygulamaya yonelik veriler elde edilmeye ¢alisilmistir.

Sarap fermantasyonu denemelerinde, fermantasyon sonunda toplam agirlik azaliginin birbirine
¢ok yakin olmasi, degisik konsantrasyonlarda kitosan ilavesinin fermantasyon hizini yavaglatsa
da, tamamlanmasini engellemedigi seklinde yorumlanmustir. Fermantasyon denemelerinde
ilave edilen kitosanin, muhtemelen fermantasyon ile birlikte alkol oranindaki artisin da
etkisiyle, yabani mayalarin gelismelerini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Kitosan, sarap fermantasyonu, mikroorganizma, antimikrobiyel etkinlik,
minimum inhibisyon.

2012, 79 sayfa



ABSTRACT

THE DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF CHITOSAN ON WINE
SPOILAGE MICROORGANISMS

MSc Thesis
Goksen GULGOR

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc.Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU (Uludag University)

Co-Advisor: Prof. Dr. Filiz OZCELIK (Ankara University)

In this study, the inhibitory effect of chitosan at various concentrations on Saccharomyces
cerevisiae that are present in natural flora of grape and mainly responsible for wine fermentation
as well as lactic acid bacteria (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus hilgardii, Oenococcus
oeni) and wild yeasts (Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora uvarum, Brettanomyces
bruxellensis) that cause wine spoilage was determined in order to decrease the SO, level used in
wine production.

Minimum inhibition concentration (MIC) of each microorganism was determined in appropriate
medium which was containing in between 0,2-5,0 g/L chitosan. MIC of chitosan for the strains
used in this study was 3 g/L for S. cerevisiae, 1-2 g/L for L. plantarum, 0,2 g/L for H.uvarum, L.
hilgardii, O. oeni, B. bruxellensis and 0,4 g/L for Z. bailii.

Wine fermentations of musts including chitosan were carried out considering the MIC of
chitosan determined in selective media for each microbial strain. In this way, the antimicrobial
effect of chitosan was determined both in synthetic medium and wine medium; so it was tried to
obtain data reflecting practical applications.

In wine fermentation experiments, similar total weight losses were observed in groups
containing different chitosan doses after fermentation and this result was explained as addition
of varying concentration of chitosan decreased the fermantation rate but did not inhibite the
completion of fermentation. It was determined that the addition of chitosan and probably, the
effect of the ethanol increase in the amount of during fermentation, significantly inhibited the
growth of wild yeasts.

Key Words: Chitosan, wine fermentation, microorganism, antimicrobial activity, minimum
inhibition.

2012, 79 pages
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1. GIRIS

Tiiketicilerin kimyasal koruyucu igermeyen gidalara olan taleplerinin artmasi, yeni
dogal antimikrobiyel ajanlarin bulunmasi ve kullanilmasi g¢abalarini arttirmistir. Bu
baglamda, bakteri, maya ve mantar gibi farkli grup mikroorganizmalara Kkarsi
antimikrobiyel etki gosteren kitosan, son yillarda oldukga dikkat ¢ekmektedir (Shahidi
1999). Insan saghg acisindan ise, kitosanin dogal olmasi, toksik olmamasi, tiimor
olusumunu engelleyebilmesi, serum kolesterolii seviyesini diislirebilmesi gibi yararli

etkilerinin olmasi oldukg¢a dnemlidir (Kurt ve Zorba 2005).

Uziim suyu ve sarapta istenmeyen maya ve bakteri gelisiminin kontrolii i¢in bir dizi
antimikrobiyel bilesik incelenmistir. Ancak; dimetildikarbonat (DMDC) disindaki
antimikrobiyel bilesikler konusundaki caligmalar, genel olarak sinirhi diizeyde ticari
basar1 saglamis ya da laboratuar boyutundaki arastirmalarin 6tesine gegememistir. Sarap
tireticileri ve arastiricilar, dogal koruyucular olan antimikrobiyel peptitler ve
bakteriyolitik bilesiklere (bakteriyosinler, Killer toksinler, lizozim vb.) ilgi
duymaktadirlar. Yapilan ¢aligmalarin sonuglari, bu biyokoruyucularin potansiyel
yararliliklarim1 gostermistir; ancak, sarap tiretiminde kullanimlar biiyiik 6l¢iide maliyet
verimliliklerine baghdir. Oysa kitosanin hammaddesi olan kitinin yeryiiziinde
seliilozdan sonra en fazla bulunan biyopolimer olmasi, ayrica yengeg, karides, istakoz
gibi canlilarin dis iskelet yapilarinda bulunmasi, su {riinlerinin bir atig1 olmasi

sebebiyle ekonomik yonden avantajli oldugu disiiniilebilir (Demir ve Seventekin 2009).

Dogada bulunan kaynaklardan bol miktarda elde edilebilen bir biyopolimer olan
kitosan, canlilara kars1 toksik 6zelliginin olmamasi, biyolojik olarak parcalanabilirligi,
biyouyumlulugu, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimindan diger biyopolimerlere gore
istlin Ozellikler gdstermesi nedeniyle basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil
olmak {izere bir¢ok endiistri dalinda kullanim alan1 bulmustur (Demir ve Seventekin
2009). Kitin ve kitosan su anda Hindistan, Polonya, Japonya, ABD, Norve¢ ve
Avustralya’da ticari olarak tiretilmektedir (Dutta ve ark. 2004).

Sarap {iiretiminde kiikiirt dioksit (SOy’e alternatif olarak kullanilabilecek, tam olarak
onun yerini tutabilecek bilinen bir bilesik yoktur. Ciinkii SO2’nin koruyucu ozelligi

yaninda antioksidan aktivite gibi c¢esitli fonksiyonlar1 da vardir (Anonim 2012b).



Ancak; SO,’yi tamamlayici 6zellikte, sagliga zararsiz, sarapta bulunan SO, miktarinin
diisiiriilmesine olanak saglayabilen bilesenlerin birlikte kullanimi ile istenmeyen
mikroorganizmalar1 inhibe eden koruyucu maddelerin, alternatif sistemlerin ve
tekniklerin gelistirilmesi ve kullanim olanaklarinin endiistriyel boyutlarda tartisiimasi

gerekmektedir.

Yapilan bu caligma ile sarapta SO, kullanim diizeyini azaltmak amaciyla, sarap
tiretiminin farkli asamalarinda bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin kontroliinde,
hem antibakteriyel, hem de antifungal Gzellige sahip dogal bir biyopolimer olan

kitosanin etkinligi arastirilmistir.

Literatiirde sarap tiretiminde mikrobiyel stabilizasyon amaciyla kitosan kullanimi ile
ilgili ¢ok az ¢alismaya rastlanmaktadir. Gomez-Rivas ve ark. (2004) tarafindan, sarapta
bozulma yapan mayalarin kontroliinde kitosanin antimikrobiyel etkisi ile ilgili ytiriitiilen
calismadan farkli olarak, bu c¢alismanin sadece sentetik besiyerlerinde degil, sarap
ortami iizerinde de gergeklestirilmesinin, daha gergek¢i sonuglar alinmasina olanak

saglayacagi diistiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Glinlimiizde sarap endiistrisinin en ciddi problemlerinden biri, biiyiikk ekonomik
kayiplara yol acan bozulma yapan mikroorganizmalarin gelismesidir. Bozulma yapan
mikroorganizmalar, {iziim yiizeylerinin dogal mikroflorasinin bir par¢asi olan bakteri ve
mayalardir. Uziimlerin yiizeyinde bulunan bu mikroorganizmalar &ncelikle siranin ve
daha sonra da sarap ile sarabin temas ettigi ylizeylerin (sarap ekipmanlari, figilar)
kontaminasyonuna neden olmaktadirlar. Dogal mikrobiyel floranin gelismesi, siraya
eklenen fermantasyon starterlerinin gelismesini sinirlandirmakta ve ayni zamanda

sarapta duyusal degisikliklere sebep olmaktadirlar (Puértolas ve ark. 2009).
2.1. Sarapta BulunanMikroorganizmalar

Sarap prosesinde mikroorganizmalarin bulagsmasi ve sarabin kalitesini etkilemesi ii¢ ayr1

asamada olabilmektedir (du Toit ve Pretorius 2000).

Ik asamada hammaddede bulunan mikroorganizmalar tarafindan meydana getirilen
bozulmalar s6z konusudur. Pompalama, filtrasyon, ezme gibi agamalarda {iziimler sarap
yapim ekipmani tarafindan dogrudan kontaminasyona maruz kalabilir. Uziimler
saraphanelere dagitildiklarinda saglikli kosullar altinda olmadiklarindan iiziim suyu
icerisindeki mikroorganizma g¢esitliligi de aymi sekilde fazla olmaktadir. Saglikli
tiziimler lizerinde hakim olan mikroorganizma genellikle 10% kob/mL civarinda bulunan
Gluconobacter oxydans iken, Botrytis cinerea ile infekte olmus liziimlerde hakim olan
mikroorganizma Acetobacter aceti ve Acetobacter pasteurianus olmakta ve cok az
miktarda ise Gluconobacter oxidans bulunmaktadir. Dogal mikroflora hasat zamani,
lizim ¢esidi ve iizlimlerin saglikli olma durumu, sicaklik, yagmur, toprak cesidi,
insektisid, fungisid vb. zirai ilaglarin kullanimi gibi dis sebeplerden dolay1

degisebilmektedir (du Toit ve Pretorius 2000).

Ikinci asamada ise fermantasyon siiresinde olusabilecek bulagsmalar 6n plandadir.
Saccharomyces cerevisiae alkol fermantasyonunda baskin mikroorganizmadir. Uziim
strasinda dogal olarak bulunan yiiksek asitlik, seker konsantrasyonu (% 20 civarinda) ve
disiik pH, alkol fermantasyonu sirasinda bir¢ok maya ve bakteriye karsi dogal
baskilayict  etki  olugsmasim1i  saglamaktadir. Dogal fermantasyonda  alkol

fermantasyonunun baslamasinda oOncii olan Candida, Hanseniaspora, Kloeckera,



Kluyveromyces, Pichia, vb. mayalar fermantasyon boyunca artan etil alkol miktar1 ile
inhibe olarak ortam hakimiyetini Saccharomyces cerevisiae suslarina birakmaktadirlar
(du Toit ve Pretorius 2000).

Uciincii asamada ise fermantasyon sonrasinda olusabilecek bulasmalar sarap
bozulmasinda etkili olmaktadirlar. Siseleme sonrast ya da figilarda saklama
asamalarinda olusabilecek bulagsmalar, sarabin duyusal 6zelliklerinde bozulmalara sebep
olmaktadir. Bu asamada dikkat edilmesi gereken en Onemli faktorler; oksijenin
ortamdan uzak tutulmasi, gerekli antimikrobiyel maddelerin yeterli miktarda ve dogru
kullanimi, sanitasyon gibi mikroorganizma ve maya bulasisin1 engelleyecek ya da
inhibisyonu saglayacak olan onlem niteligindeki uygulamalardir (du Toit ve Pretorius
2000).

Sarapta bozulma yapan baslica mikroorganizmalar; mayalar (Brettanomyces, Candida,
Hanseniaspora, Pichia, Metschinikowia, Saccharomyces, Shizosaccharomyces,
Zygosaccharomyces), asetik asit bakterileri (Acetobacter, Glucanobacter) ve laktik asit
bakterileri (LAB) (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus) olsa da, simdilerde
mayalarin asil kontaminantlar oldugu fikri yayginlagmistir. Fermantasyon boyunca
hakim maya olan S. cerevisiae, sadece siselenmis saraplarda (6rnegin siselenmis yari
tath saraplarda) yanlis zamanda bulunmasi durumunda ikinci fermantasyona neden
oldugu i¢in, bozulma yapan mikroorganizma olarak kabul edilmektedir (Enrique ve ark.
2007, du Toit ve Pretorius 2000).

Schizosaccharomyces pombe siselenmis saraplarda gelistiginde sarabi bozarak,
bulaniklik ve sise tabaninda ¢okelti olusturur (Boulton ve ark. 1996). Uziim siras1 ya da
sarabin depolanmasi sirasinda ikincil fermantasyona sebep olan en 6nemli mayalardan
biri de Zygosaccharomyces bailii’ dir (du Toit ve Pretorius 2000). Thomas (1993)
tarafindan bildirildigine gore; siselenmis saraplarda bulundugunda sarabi1 bozan ve sarap
ureticileri tarafindan ‘sarap kabusu’ olarak bilinen bir diger mikroorganizma da
Saccharomycodes ludwigii’ dir. Bu maya tiiriniin etil alkole dayanikli ve SO,, sorbat
gibi katkilara da direngli oldugu bildirilmektedir (du Toit ve Pretorius 2000).

Pichia anamola, Kloeckera apiculata ve Hanseniaspora uvarum asetik asit tretimi

sonucunda ester olusumu ile alakali olarak sarapta istenmeyen duyusal 6zelliklere, kotii



koku ve tada sebep olmaktadir. Bu ii¢ tiir iizim sirasinda ya da alkol fermantasyonun
erken sathalarinda meydana gelen bozulmalardan sorumludur. Ester kokusu, saraplarda
off-flavor olusumunda onemli rol oynayan etil asetat ve metilbiitil asetat varlig1 ile
iliskilendirilmektedir. 200 mg/L’den yiiksek etil asetat ve 0,6 mg/L asetat
konsantrasyonuna sahip olan sarap, bozulmus kabul edilmektedir (du Toit ve Pretorius
2000).

Sarapta asetik asit ve siiksinik asit miktarmin artmasi ve L-Malik asit miktarinin

diismesi, Z. bailii gelisimini destekleyebilmektedir (du Toit ve Pretorius 2000).

Sarapta bir diger bozulma etkeni de, hidrojen siilfit ve ugucu siilfiir bilesiklerinin
olusmasidir. Hidrojen siilfit (H2S) sarapta bulunan mayalar tarafindan siilfat indirgenme
metabolik yolu ile 50-80 mg/L sinir degerinin iizerinde iretildiginde ¢iirlimiis yumurta,
sogan, lastiksi tat, lahana ya da sarimsak tadi gibi istenmeyen koku ve tatlara sebep
olmaktadir. Mayalarin H,S {tiretim kabiliyeti ¢evre sartlarina, maya tiiriine, ortamdaki
serbest amino nitrojen gruplarina, fermantasyon sicakligina, sarabin asitligine ve
pH’sina ve elementel siilfiir iceren fungisit kullanimina bagli olarak degismektedir (du

Toit ve Pretorius 2000).

Hidrojen siilfit diger sarap bilesenleri ile reaksiyona girerek soganimsi, lahanamsi,
sarimsagims1 kokulara sebep olan merkaptan, tiyol ve disiilfitlerin iiretiminde rol oynar.
S. cerevisiae suslarinin alkol fermantasyonu yapimi igin ideal maya olarak
secilmelerinin sebebi de belirli sinirlar1 agmayacak miktarda hidrojen siilfit ve ugucu
stlfir bilesiklerinin {iretilmesi sonucu sarap hatalarinin meydana gelmesini
engellemesinden kaynaklanmaktadir. S. cerevisiae suslarinin tersine yabani mayalar ise
kabul edilemeyen sarap hatalarinin olusmasinda biiyiilk rol oynamaktadirlar ve bu
sebeple alkol fermantasyonunu yabani mayalarin gerceklestirmesi istenmemektedir (du

Toit ve Pretorius 2000).

Ugar asit olusumu da sarapta arzulanmayan mikroorganizmalarin ortama hakim olmasi
ile ortaya c¢ikmaktadir. Sarapta bulunabilecek ugar asitlerin % 90’in1 asetik asit
olusturmaktadir (Radler 1993). Sarapta yiiksek seviyede ucar asit olusumuna laktik asit
ve asetik asit bakterilerinin varligi neden olurken, dogal sarap mayalar1 ya da yabani

mayalar da ucar asit olusumunda rol oynamaktadir. Asetik asit, alkol fermantasyonunun



erken sathalarinda mayalar tarafindan tretilmektedir. Saccharomyces cinsi mayalarin
asetat iiretimi ve miktar1, ortamin pH’1, fermantasyon sicakligi, ortamda bulunan diger
mikroorganizmalarin ¢esidi ve miktari, siranin bilesimi (seker ve nitrojen seviyeleri),
asetil-CoA sentataz enzimi gibi faktorlere gore gesitlilik kazanmaktadir. Sarapta yiiksek
miktarda Brettanomyces ve spor form olusturan Dekkara cinsi mayalar ile P. anamola,
K. apiculata, C. krusei gibi mayalarin bulunmasi durumunda asetifikasyon olusumu

gozlenmektedir (du Toit ve Pretorius 2000).

Brettanomyces ile kontamine olmus saraplarin duyusal 6zelliklerinin bozulmasi ahir
kokusu, tiitiin kokusu, deri kokusu, at teri kokusu, zift yapis1 ve kokusu gibi kelimelerle
ifade edilmektedirler (du Toit ve Pretorius 2000). Bu kokular deri, hayvan ve at teri
olarak tanimlanmakta ve liziim hidroksisinnamik asitlerinden etil fenollerin (4-etil fenol,
4-etil gayakol, 4-vinil fenol) olusumuna dayandirilmaktadir (Renouf ve ark. 2008). Off-
flavor olusumunun rapor edilen en yaygin sebebi olan ve yetersiz yikamaya bagli olarak
ficilarda bulunan Brettanomyces cinsi mayalar (Renouf ve ark. 2008), Dekkara’nin
spor olusturamayan ve eseysiz ¢ogalan formlaridir. Kurtzman ve Fell (1998) tarafindan
bildirildigine gore; {iziim swras1 ve sarapla 1ilgili olan Brettanomyces tiirleri
Brettanomyces intermedius ve Dekkara intermedia tiirleridir. Her iki tiir de, her ne
kadar yavas da olsa, alkol fermantasyonunu gergeklestirebilmektedir (du Toit ve
Pretorius 2000). B. bruxellensis, ugucu fenoller olusturarak sarapta meyvemsi
aromalarin kaybia yol agmaktadir. Cogunlukla, diger mikrobiyel tiirler azaldiginda,
yani fermantasyonun sonlarinda gelisme gostermektedir. Olduk¢a dayanikli bir tiir olup,
besin yetersizliginde ve yliksek etilalkol derecelerinde dayaniklilik gostermektedir
(Renouf ve ark. 2008). Brettanomyces cinsi mayalarin endiistriyel alkol fermantasyonu
ve alkollii iceceklerdeki bozulmalarla alakali oldugu bilindigi gibi De Miniac (1989) ile
Délia-Dupuy ve ark. (1995) tarafindan bildirildigine gore; Brettanomyces cinsi
mayalarin (irettikleri asetik asit sebebiyle) ortamda hakim olarak, Saccharomyces cinsi

Mmayalar lizerine inhibitor etki yaptig1 saptanmistir (Go'mez-Rivas ve ark. 2004).

Candida, Pichia, Metschnikowia cinsi mayalarin suslari ise, depolanmis saraplarda film
tabakasi olusturmalar1 sebebiyle, ‘film olusturan mayalar’ olarak isimlendirilmektedir
(Sponholz 1993, de Winde 2003). Bu mayalar sadece sarabin goriintisi ile ilgili

problem yaratmakla kalmayip, ayni zamanda asetaldehit iiretimi sebebiyle, sarapta



okside tat olarak adlandirilan, istenmeyen duyusal 6zelliklerin olusmasina ve sarap
kalitesinin bozulmasina neden olmaktadirlar. Bu mayalar, sarap ortaminda bol miktarda
bulunmalar1 ve fermantasyon esnasinda oksijene maruz kalma durumlarinda, kismen
doldurulmus figilarda oksijenin ¢ok miktarda bulunmasi gibi durumlarda kolayca gelisip
cogalabilmektedirler. Candida, Pichia, Metschnikowia cinsi mayalarin etil alkolden
olusturduklar1 baslica triinler asetik asit, asetaldehit ve asetat esterleridir (du Toit ve

Pretorius 2000).

Sarap mayalar1 olarak gegen Saccharomyces cinsi mayalar {iziim sirasinin
fermantasyonunu off-flavor olusturmadan tamamlayabilen mayalardir ve bu mayalar
yiiksek konsantrasyonda seker ve alkole dayaniklidir. Yabani mayalar olarak
adlandirilan Saccharomyces cinsi disindaki mayalar ise alkol fermantasyonunu
gerceklestirebilmelerine ragmen, ester olusturarak off-flavor olusumunda rol oynarlar
(du Toit ve Pretorius 2000). Ayrica, bazi S. cerevisiae suslarmin Killer toksin
tiretebildigi dikkate alinarak, bu toksinlerin yabani mayalar tizerine inhibisyon etkisinin
oldugu, Rodriguez-Cousifio ve ark. (2011)’ nin yaptig1 bir ¢alismada rapor edilmistir;
saraptan izole edilen S. cerevisiae susunun {irettigi tespit edilen ‘Klus’ adli killer

toksininin sarapta bulunan diger yabani maya suslarini inhibe ettigini saptamigtir.

Saccharomyces cinsi disindaki mayalardan Zygosaccharomyces cinsi mayalar yiiksek
seker konsantrasyonunda gelisebilen ozmofil mayalardir. Z. bailii ise liziim sirasinda
kullanilan kimyasal koruyuculara (SO,, sorbik asit, benzoik asit), sarab1 bozan mayalar
icin zor kosullar olan % 15°ten fazla etil alkol konsantrasyonu ve diisiik pH’a (< 2) kars1
diren¢li bir mayadir (du Toit ve Pretorius 2000). Sarapta bozulma yapan mayalar

Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.



Cizelge 2.1. Sarapta bozulma yapan mayalar (du Toit ve Pretorius 2000)

Maya tiirii

Bozulma

Brettanomyces intermedius
Anamorf: Dekkara intermedia

Ugucu fenollerin tiretimi

Ahir kokusu

Yiiksek miktarda asetik asit tiretiminden
dolayi olusan kotii koku ve tat

Candida spp.
C. vini

C. stellata

C. pulcherrima
C. krusei

Sarabin  oksijene maruz  kalmasi
sonucunda film tabakas1 olusumu
Etanoliin okside olarak ucucu asit, ester
ve yiiksek konsantrasyonda asetaldehite
doniigiimii

Hanseniaspora uvarum
Anamorf: Kloeckera apiculata

Yiksek derecede asetik asit ve
esterlerinin olusumu
Killer toksinlerinin tretimi

Pichia anamola

Yiiksek seviyede asetik asit olusumu
Ester kokusu

Yiksek miktarda etil asetat

[soamil asetat

Metilbiitil asetat

Film tabakas1 olusumu

Metschnikowia pulcherrima

Film tabakasi seklinde gelisme
Yiiksek seviyede asetaldehit ve etilasetat
iiretimi

Pichia spp.

P. farinosa

P. membranaefaciens
P. vini

Tebesirimsi film tabakasi olusumu
Yiiksek seviyede asetaldehit {iretimi

Saccharomyces cerevisiae

Seker kalintilarindan meydana getirilen
ikincil fermantasyon

Saccharomycodes ludwigii

Kiilge seklinde kegemsi yap1 olusumu
Yiiksek konsantrasyonda asetaldehit
liretimi

Schizosaccharomyces pombe

Siselenmis saraplarda yeniden
fermantasyon ve asidifikasyon

Zygosaccharomyces bailii

Sarapta ikincil fermantasyon ve yiiksek
miktarda CO, olusumu

Bulaniklik ve ¢okelti

Yiiksek oranda asetik asit ve ester
olusumu

Laktik asit bakterileri (LAB), malolaktik fermantasyon (MLF) ile baglantili olarak,
ikincil fermantasyonun olusumunda o6nemli rol oynamakla beraber, sarap yapim
prosesinde yanlis zamanda fazla miktarda bulunmalari durumunda sarabin kalitesini

olumsuz yonde etkileyerek, bozucu mikroorganizmalar arasinda sayilmaktadirlar. Uziim



siras1 ve sarap ile alakali olan laktik asit bakterileri Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus cinslerine ait suslardir. Bu dort laktik asit bakterisine ait olan
suslarin bircogu saraptan izole edilebilmis ve genelde bozulmaya sebebiyet verdikleri
saptanmustir (du Toit ve Pretorius 2000). Lactobacillus cinsi bakterilerden 6zellikle L.
hilgardii, “piqire lactique” denilen degisimden sorumlu LAB’dir. Bu
mikroorganizmalar, yavas alkol fermantasyonlarinda sarabin kalint1 sekerini kullanarak
ucucu asitlikte (D-laktik asit ve asetik asit) artis meydana getirmekte ve sarabin duyusal
ozelliklerinde degisime neden olmaktadirlar (Renouf ve ark. 2008). D-Laktik asit
liretimi sarapta bozulmayla iliskilendirilirken, L-Laktik asit tiretimi malolaktik

fermantasyon esnasinda olmaktadir (du Toit ve Pretorius 2000).

LAB’nin alkol fermantasyonu esnasinda ya da alkol fermantasyonu Oncesi ve
sonrasinda bozulmalara sebep olmasi cevresel faktorlere baglidir. LAB’nin dogal
gereksinimlerinin karsilamasi bakimindan saglikli {iziimlerde diisilk miktarda (<10°
kob/g) bulunmasi normal bir durum olarak goriilmektedir. LAB diisiik pH’a, yiiksek etil
alkole, diisiik sicakliga ve az miktarda kullanilabilir besin maddesinin bulundugu
ortamlara adapte olabilmektedir. Ayrica SO;’ye de dayaniklilik gostermektedir. Alkol
fermantasyonu esnasinda mayalarin ve baz1 LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin
ortamda bulunmasi sebebiyle, LAB ¢ogalma sansi bulamayabilirler; ancak, lag fazindan
sonra ortamda yeterli miktarda kalabilirlerse, cogalarak sarap ortamindaki sayilari 10°-
10® kob/mL’ye kadar ulasabilmektedir (du Toit ve Pretorius 2000). LAB alkol
fermantasyonu esnasinda ortamda yeterli sayida bulunursa deasetifikasyon gergeklesir
ve pH yiikselir. pH degeri 3,5’in iizerine ¢ikarsa, LAB ortamdaki kalint1 seker ve besin
maddelerini kullanarak, malolaktik fermantasyonu yanlis zamanda gergeklestirirler. Bu
sebeple LAB’nin kontrollii fermantasyonu énem kazanmaktadir (du Toit ve Pretorius
2000).

Heterofermentatif Laktobasiller tarafindan iiretilen mannitol, tek basina bozucu etkiye
sahip degilken, asetik asit, D-Laktik asit, propanol, biitanol ve diasetil {iretiminde rol
oynadig1 i¢in sarapta bulunmasi istenmemektedir. Genelde bu problem, tatli saraplarda
karsilagilan bir durum olup, sonucunda sarap viskoz yap1 kazanarak, tadinda bozulmalar

olmaktadir (du Toit ve Pretorius 2000).



Leuconostoc ve Pediococcus cinsi mikroorganizmalar D-glukandan ekzopolisakkarit
ireterek rop olusturan mikroorganizmalardir. Viskoz ve yapiskan bir goriinlis kazanan
saraplar ‘rop olusmus saraplar’ olarak adlandirilir. Rop olusmus saraplardan
Pediococcus damnosus ve Pediococcus pentosaceus izole edilmistir. Rop olusumu
sadece ortamda etil alkol oldugu durumlarda alkol fermantasyonu sirasinda, ya da
siselemeden sonra meydana gelebilen bir sarap problemidir. pH 3,5’in altinda ise rop

olusumu biiyiik oranda kontrol altina alinabilmektedir (du Toit ve Pretorius 2000).

Sarapta bulunan organik asitler (6ncelikli olarak sitrik, tartarik ve sorbik asit) LAB
tarafindan metabolize edilebilmektedir ve bunun sonucunda da sarapta bozulmalar
meydana gelebilmektedir. En 6nemli metabolitlerden olan diasetil, sitrik asit yikimi ile
meydana gelmekte ve sarapta tereyagi tadina sebep olmaktadir. Mayalar da sitrattan
diasetil tiretebilmektedir, ancak iiretilen diasetil sarapta bozulma yapacak kadar yiiksek
seviyede olmamaktadir. Alkol fermantasyonu sonrasi ve/ya da malolaktik fermantasyon
siiresince LAB tarafindan {iretilen diasetil miktar1 sinir deger olarak bilinen 4 mg/L’yi
gectigi zaman bozulma olusmaktadir. Sarapta malolaktik fermantasyonu yapmasi tercih
edilen O. oeni ‘nin irettigi diasetil miktari, Pediokok ve Laktobasillerin malolaktik
fermantasyon sonrasinda sarapta bozulma yapabilecek miktarda bulunmalar
durumunda iirettikleri diasetil miktarindan daha diistiktiir. Sorbik asit de LAB tarafindan
metabolize edildiginde sarap hatalarina sebep olmaktadir. Sorbik asit maya gelisimini
engelleyebildigi i¢in gidalarda kimyasal koruyucu olarak kullanilabilmekte, ancak
LAB’ne etki etmemektedir. Bazi LAB hidrojenasyon ile sorbik asiti sorbinole
indirgeyebilmektedir. Mikrobiyel parcalanmaya kars1 genelde direngli olan tartarik asit
ise sarap kosullar1 altinda bazi Laktobasiller tarafindan parcalanip, metabolize
edilebilmektedir. Tartarik asitin parcalandigindan siiphelenilen saraplarda, diger
bozulmalarin da onemli derecede gergeklesmis olacagi unutulmamalidir. Radler ve
Yannissis (1972) tarafindan bildirildigine gore; Lactobacillus plantarum ve
Lactobacillus brevis tartarik asiti pargalayabilmektedir. Son {irlinii asetik asit olan
tartarik asit degredasyonu, ucar asitlerin iiretilmesi sebebiyle sarapta istenmeyen bir

durumdur (du Toit ve Pretorius 2000).

Gliseroliin bakteriyel degredasyonu sirasinda ortaya ¢ikan akrolein sarapta problem

olusturmayan bir metabolik {irlindiir; fakat, antosiyaninlerin fenolik gruplariyla

10



reaksiyona girerse sarapta arzu edilmeyen aci tat ortaya cikar. Bu durum, fenolik
maddelere daha fazla sahip olmasi sebebiyle kirmiz1 saraplarda, beyaz saraplardakine
oranla daha fazla karsilasilan bir problemdir. Akrolein olusumu Lactobacillus,
Leuconostoc, Oenococcus ve Pediococcus cinsi LAB ile baglantilidir (du Toit ve
Pretorius 2000).

Baz1 LAB tarafindan olusturulan biyojen amin ve etil karbamat sarapta goriiniis ya da
duyusal ozelliklerde herhangi bir probleme sebep olmaz, fakat hassas insanlarda bas
agrisi, mide bulantisi, carpinti, anafilaktik sok, hipertansiyon gibi toksik etkilere sebep
olmasmin yaninda sarabin ticari faaliyetinde de problemlere yol agmasindan dolayi
sarapta istenmemektedir (du Toit ve Pretorius 2000, Garcia-Ruiz ve ark. 2008). Biyojen
aminlerden histamin bas agrisi, hipertansiyon ve sindirim bozukluklarina sebep oldugu
icin lizerinde en ¢ok calisilan biyojen amindir. Tiramin ve feniletilamin de yiiksek
miktarlarda tiiketildiginde migren ve hipertansiyona sebep olabilmektedir (Soufleros ve
ark. 1998). Bu sebeplerle LAB’inden biyojen amin iiretebilenler, sarapta starter kiiltiir

se¢imi agisindan onem teskil etmektedir (du Toit ve Pretorius 2000).

Ozellikle O.oeni ve bazi heterofermentatif LAB ( or: Lactobacillus brevis,
Lactobacillus hilgardii) tarafindan katabolize edilen arjinin varliginda insan ve hayvan
icin kanserojen olarak bilinen etil karbamat prokiirsorleri (iiretaz) iiretilmekte ve bu
sebeple sarapta bulunmamasi gerekmektedir. Homofermentatif LAB (6r: Lactobacillus
plantarum) ve Pediokoklar arjinini kullanamazlar (du Toit ve Pretorius 2000). Cizelge

2.2°de sarapta bozulma yapan LAB gosterilmektedir.
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Cizelge 2.2. Sarapta bozulma yapan Laktik asit bakterileri (du Toit ve Pretorius 2000)

LAB Bozulma

o Asetik ve laktik asit liretimi sebebiyle
sarapta olusan asidifikasyon

Lactobacillus brevis e Fruktozun indirmesi sebebiyle mannitol
olusumu

e Istenmeyen duyusal 6zellikler
Lactobacillus cellobiosus e Gliserol  metabolizmasindan  dolayi
Lactobacillus hilgardii olusan aci tat
Lactobacillus kunkeei e Cok miktarda asetik asit {iretimi
Lactobacillus plantarum e Tartarat degredasyonu
Lactobacillus trichodes e Flokulasyon olusumu

e Rop olusumu (yapigkanlik, siinme)

Leuconostoc mesenteroides
e Aci tat olusumu

e Etil karbamat prekiirsorlerinin {iretimi
icin arjinin degredasyonu

Oenococcus oeni e Biyojenik aminlerden histamin iiretimi

e Diasetil seviyesinin artmasindan dolay1
olugan tereyag tad1 ve kokusu

Pediococcus damnosus e Histamin Uretimi

e Aci tat olusumuna sebebiyet veren

Pediococcus parvulus o
akrolein tiretimi

e Polisakkarit tretimi sebebiyle
Pediococcus pentosaceus viskozitenin artmasi

2.2. Sarapta Asitlik Giderme

Asit miktar1 sarabin duyusal ozelliklerine dogrudan etki etmekte ve ayni zamanda
sarabin pH’ma, rengine, stabilitesine ve genel kalitesine dolayli yollardan etki
etmektedir. Titrasyon asitligi liziimiin cinsine, iklim kosullarina, bag kosullarina ve
liziimlerin olgunluk derecesine bagl olarak etkilenmektedir. Uziim siras1 ve sarapta
cesitli organik ve inorganik asitler bulunmaktadir. Sarapta bulunabilecek baslica organik
asitler; tartarik, malik, sitrik, asetik, laktik ve siiksinik asitlerdir (Radler 1993). Malik ve
tartarik asit miktart {iziim sirasindaki titrasyon asitliginin yaklasik % 90’1
olusturmaktadir. Giliney Afrika, Avustralya ve Giiney Amerika gibi bolgelerin tersine
Avrupa, Kanada, Amerika gibi daha serin iklime sahip bolgelerde yetisen iiziimlerde
titrasyon asitligi yiiksek ve pH degeri diistiktiir. Serin iklime sahip bolgelerde, yiiksek
asitlik ve diisitk pH sebebiyle iiriiniin stabilitesini korumasi1 ve dengede kalabilmesi

acisindan asit giderme islemi 6nem kazanmaktadir. Sarapta asit giderme islemi malik
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asitin laktik asit ve karbondioksite biyolojik ¢evrimi ile elde edilebilmektedir. Bu proses
malolaktik fermantasyon olarak adlandirilmakta ve basta O. oeni olmak iizere laktik asit
bakterileri tarafindan gergeklestirilmektedir. Malik asitin mayalar tarafindan
degradasyonu maya tiiriine gore degiskenlik gostermektedir. Sarap mayasi olan S.
cerevisiae malik asiti az kullanilabilen bir maya tiirii iken Candida, Hansenula,
Kloeckera, Pichia cinsleri ve S. pombe, Schizosaccharomyces malidevorans ve Z. bailii
suslart malat1 pargalayip, kullanabilme yetenegine sahiptirler (du Toit ve Pretorius
2000).

2.3. Sarabin Muhafazasi

Sarapta bozulma yapan mikroorganizmalarin bulunmasi durumunda sarap prosesini
diizgiin bir sekilde yiiriitebilmek i¢in mikroorganizmalarin kontroliiniin saglanmasi
gerekmektedir. Bu sebeple de belirli muhafaza yontemleri bulunmaktadir. Gidalarda
muhafaza yontemlerinin uzun bir tarihgesi olmakla birlikte genel anlamda muhafaza
yontemleri sogutma, dondurma, asidifikasyon, fermantasyon, kimyasal gida katkilari
ekleme, pastdrizasyon ve sterilizasyon olarak siniflandirilabilir.  Sarap yapiminda
genelde kimyasal muhafaza metodlarindan yararlanilmaktadir. Kimyasal muhafaza
metotlarinin sarapta uygulanma amaci kaliteyi ve mikrobiyolojik gilivenligi saglamaktir.
Oncelikli amag¢ mikroorganizma gelisimini engellemektir; eger bu asamada basarili
olunamamig ise arzulanmayan mikroorganizmalarin gelismesinin yavaglatilmasi,
durdurulmasi veya inaktivasyonun saglanmasi ile amaca ulasilmalidir (du Toit ve

Pretorius 2000).

Kimyasal muhafaza yontemi olarak, SO, sorbik asit, fumarik asit, benzoik asit,
dimetildikarbonat (DMDC), biyoprezervatifler, bakteriyosinler, bakteriyolitik enzimler,
zimosin (killer toksinler) ve fenolik bilesiklerin kullanimi gidalarda 6n planda
bulunmaktadir (du Toit ve Pretorius 2000, Garcia-Ruiz 2008). Sarap iiretim
asamalarinda ise, istenmeyen mikrobiyel gelismenin engellenmesi igin SO, ilave
edilmektedir. Saccharomyces disindaki mayalarin gelisimini engellemek amaciyla, alkol
fermantasyonundan once presteki {iziimlere eklenmekte; boylece, S. cerevisiae
kolaylikla ¢cogalip fermantasyona hakim olabilmektedir. Alkol fermantasyonu sirasinda,
LAB’nin inhibisyonunu saglamaktadir. Eger sarapta malolaktik fermantasyon

isteniyorsa, SO, malolaktik fermantasyondan sonra ilave edilmelidir (du Toit ve
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Pretorius 2000). Sarabin olgunlastirilmasi sirasinda da, Brettanomyces ve diger bozulma
yapan mikroorganizmalarin inhibisyonunu saglamak amaciyla katilmaktadir (Fugelsang
ve Edwards 2007). Ancak; SO’ nin etkinliginin yiiksek oranda pH’ya bagli olmasi ve
SO,’nin sadece molekiiler formunun antimikrobiyel aktivite gostermesi, yiiksek SO;
konsantrasyonlarinin sarapta istenmeyen kokulara ve tiiketicilerde alerjik reaksiyonlara
neden olabilmesi gibi sebeplerden 6tiirii, son yillarda sira ve saraplarda SO;’nin izin
verilen maksimum limitlerinin azaltilmas1 yoniindeki egilim artmistir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), 6zel hassasiyete sahip tiiketicilerin saghigini olumsuz etkileyebilmesi
nedeniyle, SO, kullaniminin azaltilmasini 6nermektedir. Heniiz tiim enolojik 6zellikleri
ile SO, nin yerine kullanilabilecek baska bir bilesik bilinmemekle birlikte, saraplardaki
SO; miktarim diisiirmeye olanak saglayan alternatif bilesiklerin arastirilmasi konusunda
yogun bir ilgi bulunmaktadir (Stockley ve ark. 2007). SO;’nin antiseptik 6zelliginin
yani sira, antioksidant olmasi (‘2 SO, + O, — 2 SO3’ reaksiyonu ile serbest oksijenin
baglanmasi), ethanal ve diger kiigiik bilesikleri baglayarak, sarap aromasini korumasi ve
yavan karakterin kaybolmasi gibi olumlu etkileri nedeniyle sarap iiretiminde kiikiirt
dioksidin yerine kullanilabilecek uygun bir bilesik heniiz bulunamamistir (Anonim

2012a). SO,’nin yerine gececek bilesigin su 6zelliklere sahip olmasi istenmektedir;

e Maya ve bakterileri etkin bir sekilde dldiirebilmeli ya da inhibe edebilmel,
e Saraptaki oksidatif reaksiyonlar1 kontrol etmeli,

e Enzimatik esmerlesmeyi onlemeli,

e SO7’yi uygunsuz yapan tat etkilerine sahip olmamali,

e Ekonomik olarak kullanima uygun olmali.

Tiim bunlar1 basarabilecek tek bir bilesigin bulunmasi, neredeyse olanaksizdir. Ancak,
birbirlerinin 6zelliklerini tamamlayici 2 veya 3 bilesigin birlikte kullaniimasi

onerilebilmektedir (Stockley ve ark. 2007).

Kimyasal koruyuculara alternatif olarak dogal bir polimer olan kitosanin etkinligi ve

kullanimi ise son zamanlarda aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir.
2.4. Kitosan

Diinya capinda biiylik miktarda yenge¢ ve karides kabugu, deniz riinleri iireticisi

sirketler tarafindan degerlendirilmeden gevreye atildigr igin, 6zellikle, son yillarda bu
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atiklarin yeniden degerlendirilmeleri giindeme gelmistir. Kabuklu su iirtinleri ¢ilirlimeye
birakilmak yerine, kimyasal veya biyolojik yontemlerle yeniden degerlendirilip, yeni
iirlinler elde edilebilmektedir. Bu sekilde elde edilen iirlinlerin basinda kitin ve Kkitinin
tirevi olan kitosan gelmektedir (Demir ve Seventekin 2009). Kitin ismi Yunancada zarf
anlamia gelen ‘chiton’ kelimesinde tiiretilmistir (Kurt ve Zorba 2005). Kitin, hidrojen
baglar1 ile stabilite kazanmis iic boyutlu o-heliks konfigiirasyona sahip, seliilozdan
sonra en 6nemli dogal polisakkarittir (Kas 1997, Lim ve Hudson 2003). Kitinin bir¢ok
tiirevi bulunmakla beraber, bunlar arasinda en 6nemlisi kitosandir. Kitosan ilk kez 1811
yilinda Henri Bracannot tarafindan mantarlarin yapisinda tespit edilmistir. Mantarlarda
bulunan kitini siilfiirik asitte ¢cozmeye ¢alisan Bracannot basarili olamamistir. 1894’te
Hoppe-Seyler; kitini potasyum hidroksit igerisinde 180 °C’de isleme sokmus
(deasetilasyon) ve asetil igerigi azaltilmis bir {irin olan “kitosan™ elde etmistir (Demir
ve Seventekin 2009). Kitosanin kimyasal yapisi, poli-[-(1,4)-2-amino-2-deoksi-p-D-
glukopiranoz] olup, Sekil 2.1°de kimyasal yapisi gosterilmektedir.

Sekil 2.1. Kitosanin kimyasal yapis1 (Kas 1997)

Saraplardaki SO, diizeyini azaltmak amaciyla da kullanilabilecek olan kitosan, dogal bir
polimer olmast sebebiyle, 6zellikle son 50 yildir arastirmacilar i¢in ilging bir materyal
haline gelmistir. Kitosan gibi dogal bir biyopolimer olan ve esas olarak poli-[3-(1,4)-2-
asetamid-2-deoksi-B-D-glukopiranoz] yapisinda olan Kkitinin deasetilasyonu sonucu
kitosan {iiretilmektedir. Kitinin azot orami yaklasik % 7 olup, tam asetile olmus kitinde
N/C oram ise 0,146’dir. Kitosanin azot igerigi % 7’den daha fazla olup, asetilasyon
derecesi 0,40’tan daha azdir (Demir ve Seventekin 2009). Kitinin deasetilasyonu Sekil

2.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Kitinin deasetilasyonu (Demir ve Seventekin 2009)

Genel olarak bakildiginda yengeg, istakoz ve karides gibi deniz hayvanlarinin kabuk
kism1 % 30-40 protein, % 30-50 kalsiyum karbonat ve kalsiyum fosfat ile % 20-30
kitinden olusmaktadir. Kabuklu deniz hayvanlarinin yapisindaki protein bazi insanlarda
alerjiye sebep olabilmektedir. Dolayisiyla, proteinin tamamen uzaklastirilmasi, 6zellikle
biyomedikal uygulamalarda kullanimi agisindan son derece o6nemlidir (Demir ve

Seventekin 2009). Cizelge 2.3’te kitosanin teknik iiretim kosullar1 gosterilmektedir.

Cizelge 2.3. Kitosanin teknik iiretim kosullar1 (Demir ve Seventekin 2009)

Islem basamag Kimyasal madde Sicaklik (°C) Siire
Deproteinizasyon % 0.5 - 15 NaOH 25-100 0.5 — 72 saat
Demineralizasyon % 2 -8 HCI 15-30 0.5 — 45 saat

Cesitli organik

Dekolorizasyon cozgenler (H,0,)

20-30 Yikama, 60 dk.

Deasetilasyon % 39 — 60 NaOH 60 — 150 0.5 — 144 saat

Kitin ve kitosanin molekiiler yapilar1 benzer goriinmesine ragmen, kimyasal 6zellikleri
farklhidir. Kitin, yapisindaki hidrojen baglart ve hidrofobik etkilesimler nedeniyle
kimyasal olarak daha yiiksek stabiliteye sahiptir. Ayrica, kitinin kristalizasyon yetenegi
kitosandan daha fazla oldugu i¢in bazi uygulamalarda daha az reaktif Ozellik

gostermektedir. Gida katkisi olarak kullanilacak bir maddenin en 6nemli 6zelliklerinden
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biri olan ¢oziniirliik diizeyi, kitosanda kitine gore daha fazladir. Bunun sebebi,
kitosanin zincir boyunca ¢ok sayida katyonik kisminin olmasi, polarite ve elektrostatik
itme derecesini artirarak ¢Oziliniirliiglin artmasii saglamasidir. Coziintirlilk derecesi,
kitosan1 kitinden ayiran en 6nemli faktordiir. Kitinin ¢oziintirliigii sinirli olup, ¢oziicii
konusunda segicidir. Ancak, kitosan birgok sulu asit ¢ozeltisinde ¢oziinebilir. Kitosanin
¢cozlinlirliigliniin daha fazla olmasi ve polikatyonik yapisi sayesinde negatif yiikli
yiizeylere (mikroorganizma hiicre ylizeyi gibi) tutunabilme kabiliyeti, yag asitleri ve
fosfolipitlerle kolayca etkilesime gegebilmesi gibi oOzellikleri, kitosan1 gida

uygulamalarinda kitine kiyasla daha kullanilabilir kilmaktadir (Kurt ve Zorba 2005).

Kitin ve kitosan polisakkaritleri, kimyasal olarak seliiloza benzemekle birlikte kendi
aralarinda birtakim farkliliklar gostermektedir. Seliilozda, ikinci karbon atomuna bagh
hidroksil (-OH) grubu bulunurken, kitinde asetamid (-NHCOCH?3), kitosanda ise amin (-
NH,) grubu bulunmaktadir (Demir ve Seventekin 2009). Sekil 2.3’te Kitin, kitosan ve

seliilozun kimyasal yapilar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. Seliiloz (a), kitosan (b), kitin (c¢) (Demir ve Seventekin 2009)

Seliilozun aksine, kitosan pozitif yilike sahiptir; bu nedenle negatif yiiklii yaglar, lipitler,
kolesterol, metal 1iyonlari, protein ve makromolekiillere kimyasal olarak

baglanabilmektedir.
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Son yillarda, kitin, kitosan ve tiirevlerinin bakteri, maya gibi farkli grup
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel etkisi olduk¢a dikkat ¢cekmektedir, ozellikle
kitosanin, c¢oktiirme, nem tutma, film olusturma, antimikrobiyel etki, enzim
immobilizasyonu gibi cok ¢esitli fonksiyonlar1 sayesinde, kozmetik, tip, tarim gibi
endiistrilerde de kitosan kullanimi1 s6z konusu olabilmektedir. (Bostan ve ark. 2007).
Kitosanin  antimikrobiyel etkisi  polikatyonik  ozellige sahip  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Negatif yiiklii maddelere karsi interaksiyon etki gostermesinden
dolay1 bakteri, maya ve kiiflere kars1 etkili olabilmektedir. pH 6,3’{in altinda kitosanin
glikoz monomerlerinin C-2 pozisyonunda bulunan NHs" grubunun (+) yiikii, (-) yiiklii
mikrobiyel hiicre zarlariyla elektrostatik etkilesimlere girmeleri sonucu, mikrobiyel
zarlarin biitlinliigiinii bozup, hiicre bilesenlerinin i¢ ve dis zarlardan sizmasia yol
agmaktadir ( Kurt ve Zorba 2005, Tang ve ark. 2010). Celat yapici bir ajan olarak rol
oynayarak iz elementlere baglanmasi ve bu suretle mikrobiyel gelisme ile toksin
tiretiminin inhibe edilmesi, suyu baglayarak enzimleri inhibe etmesi, DNA ile
baglanmasi ve mRNA sentezini engelleyerek iiremenin durdurulmasi seklinde,
muhtemel antimikrobiyel etki mekanizmalar1 da ileri siirtilmektedir (Kurt ve Zorba
2005).

Kitosanin deasetilasyon derecesi (DD) ve molekiiler agirligi (Ma), antimikrobiyel
aktiviteyi etkilemektedir. Deasetilasyon derecesi arttik¢a hiicre yiizeyine elektrostatik
baglanma giicii de artmakta ve mikroorganizma hiicre zarinin segici gegirgen yapisi da
daha kolay bozulmaktadir. Ancak molekiiler agirlik arttikca secici gegirgen yapinin
bozulmasi daha zor olmaktadir. Bu durum Cizelge 2.4’te gosterilmektedir (Aranaz ve
ark. 2009).
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Cizelge 2.4. Kitosanin deasetilasyon derecesi ve molekiil agirliginin antimikrobiyel

aktivitesine etkisi (Aranaz ve ark. 2009)

Fizikokimyasal 6zellik Antimikrobiyel aktivite

T Hiicre yiizeyine elektrostatik baglanma giicii

4+ DD
T Segici gegirgenlige etki

l Secici gecirgenlige etki

TMa

Kitosanin patojen mikroorganizmalar iizerine etkisi de arastiricilar tarafindan ele
alinmigtir. Wang (1992) tarafindan bildirildigine gore; kitosan % 1-1,5 gibi yiiksek
konsantrasyonlarda Staphylococcus aureus, % 0,5-1 konsantrasyonlarda Esherichia coli
lizerinde inhibisyon olusturmaktadir (Bostan ve ark. 2007). Zheng ve Zhu (2003),
kitosanin molekiiler agirhigi arttikca mikroorganizma yiizeyinde film tabakasi
olusturarak hiicre i¢ine besin aliminin engellendigini diisiinmiislerdir. Cilinkii molekiil
agirh@ arttikga kitosanin G(+) bir bakteri olan Staphylococcus aureus {izerinde
antimikrobiyel etkisinin arttigin1 saptamislardir. Ayni arastiricilar molekiil agirlig
azaldikca kitosanin G(-) bir bakteri olan Esherichia coli i¢in antimikrobiyel etkisinin
arttigin1  gozlemlemislerdir. Bunun sebebinin ise diigiikk molekiil agirligina sahip
kitosanin hiicre duvarindan daha kolay igeri niifuz edebilmesi ve hiicre

metabolizmasinin bu sayede daha kolay bozulmasi oldugunu ileri stirmiislerdir

Kitosan konsantrasyonu arttik¢a antimikrobiyel etkinin de kuvvetlendigi ve % 0,1
konsantrasyonda hem E.coli, hem de S. aureus igin tam inhibisyon olustugu rapor
edilmistir. Omura ve ark. (2003) tarafindan G(+) bakteriler i¢in minimum inhibe edici
kitosan konsantrasyonunun G(-) olanlardan daha diisiik oldugu bildirilmistir (Bostan ve
ark. 2007).

Choi ve ark. (2001) tarafindan bazi patojenler iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda %
0,1°lik kitosan konsantrasyonunun Actinobacillus actinomycetemcomitans sayisinda 120
dakikada 4,5 log kob/mL, Streptococcus mutans sayisinda 0,5 log kob/mL diizeyinde
azalma sagladigi bildirilmistir. Bakteriler kadar kiif ve mayalar da kitosandan

etkilenmektedir. Cogu kiif tiirlerinin % 1’in altindaki kitosan konsantrasyonlarina
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hassas olduklarini, ancak Aspergillus flavus gibi tiirlerin % 1’in {izerindeki

konsantrasyonlarda bile kitosana direngli olduklari1 saptanmustir.

Fang ve ark. (1994) tarafindan bildirildigine gore; pH’1 5,4 olan ortama kitosan
konsantrasyonu % 0,01 — 0,5 olacak sekilde kitosan ilavesi Aspergillus niger iiremesini
durdurmus, fakat % 0,2’den diisiik konsantrasyonlarda Aspergillus flavus tiremesi ve
aflatoksin tiretimi engellenememistir (Bostan ve ark. 2007). Cuero ve ark. (2003)
tarafindan kitosan kullanimimin Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus iremesine
etkisinin arastirildigi calismada, bu iki tiiriin tireme hizinin yariya diistiigii ve ayrica

toksin tiretimini de % 90 oraninda baskilandig1 rapor edilmistir.

Elma suyundaki kitosan (0,1-5 g/L) varliginin 25 °C'de incelenen bozulmaya sebep olan
maya tiirlerinin hepsinin iiremesini inhibe ettigi; incelenen mayalar arasinda en
duyarlisinin Zygosaccharomyces bailii, en dayaniklisinin Saccharomycodes ludwigii
oldugu rapor edilmistir. Savard ve ark. (2002) tarafindan bildirildigine gore;
Saccharomyces unisporus'un iiremesini inhibe etmek i¢in 1 g/L konsantrasyonunda
kitosan yeterli olurken, Saccharomyces bayanus igin 5 g/L konsantrasyonunda kitosan
gerekmektedir. Jung ve ark. (1999) tarafindan; 5,75 pH'da yiiksek deasetilasyon
derecesine sahip kitosanin, Candida albicans {izerine antimikrobiyel etkisinin yiiksek
oldugunu belirtimis; buna sebep olarak da mantar ve graft kopolimerleri arasindaki 6zel

etkilesim gosterilmistir (Bostan ve ark. 2007).

Devlieghere ve ark. (2004) tarafindan bildirildigine gore; kitosanin antimikrobiyel
aktivitesine gida bilesenlerinin (nisasta, peynir alt1 suyu, yag) etkisi Candida lambica ile
inokule edilmis ortamda incelenmis; yag haric digerlerinin aktiviteyi olumsuz etkiledigi

sonucuna varilmistir (Bostan ve ark. 2007).

Kitin ve kitosan, giintimiizde 6zellikle Oregon, Washington, Virginia, Japonya ve
Antartika’daki kabuklu deniz hayvanlarindan {iretilmekte ve bu konuda oOzellikle
Norveg, Meksika ve Sili gibi iilkeler calismalarini yiiriitmektedir. Ornegin “Flonac”
ticari adiyla yenge¢ kabuklarindan tiretilen kitosan polimerinin 2000 yil1 tiretimi 1250
ton/yil civarinda olmus, bir kilograminin iiretim maliyeti ise iriin kalitesine ve {iretim

prosesine bagli olarak 6 ile 32 USD arasinda degismistir (Demir ve Seventekin 2009).
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2.4.1. Kitosanin ozelliklerine etki eden parametreler

Kitosanin 6zelliklerine etki eden parametreler; deasetilasyon derecesi, molekiil agirligi,

viskozite, ¢oziiniirliik sekl