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OZET

BAZI BIYOTEKNOLOJIK UYGULAMALAR iCiN BAKTERIYAL LEVAN
URETIMI VE OPTIMiZASYONU

Furkan OZTURK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Nurcihan HACIOGLU DOGRU
03/11/2023, 80

Levan, bircok mikroorganizma tarafindan iiretilebilen ekzopolisakkarit fruktan
polimeridir. Film olusturma yetenegi, esneklik, yenilenebilirlik, biyouyumluluk, biyolojik
olarak pargalanabilirlik gibi 6zellikleriyle biyoteknolojik uygulamalar1 6nem kazanmistir.
Bu calismada, 5 farkli bakteri izolatinin levan iiretimi %S5 siikroz ilaveli Nutrient Broth
(NB) besiyerinde gerceklestirilmistir. Uretilen levanin biyopolimer yapisi seker testi ve
NMR, FTIR analizleri ile karakterize edilmistir. En yiiksek levan tiretimi Brachybacterium
nesterenkovii NY-3 (2,806 g/L) bakteri izolatindan elde edilmis olup levan iiretim
optimizasyonuna bu izolatla devam edilmistir. B. nesterenkovii NY-3 tarafindan tretilen
levanin antibakteriyal kumas ve antifungal film koruyucu olarak kullanim potansiyeli
belirlenmistir. %20 (v/v) levan igeren boya ornekleri 7., 14. ve 21. giin periyotlarin da
fungal biiylimeyi engellemis olup antifungal film koruyucu etkinligi tanimlanmigtir. %65
pamuk- %35 polyester yapisindaki levan ile muamele edilip kurutulan kumas 6rneklerinin
antibakteriyal etkinligi agar plaka ve kantitatif test yontemleri ile belirlenmistir. %20 (v/v)
ve %10 (v/v) levan ile muamele edilen kumaslar S. aureus ATCC 6538 kars1 antibakteriyal
aktivite gosterirken, levan ile muamele edilmis kumaslarin higbiri K. pneumoniae ATCC

kars1 antimiktobiyal aktivite gdstermemistir.

Anahtar Kelimeler: Levan, Biyopolimer, Antibakteriyal, Antifungal Boya, Tekstil



ABSTRACT

BACTERIAL LEVAN PRODUCTION AND OPTIMIZATION FOR SOME
BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS

Furkan OZTURK
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Biology Science
Advisor: Prof. Dr. Nurcihan HACIOGLU DOGRU
03/11/2023, 80

Levan is an exopolysaccharide fructan polymer that can be produced by many
microorganisms. Its biotechnological applications have gained importance with its features
such as film formation ability, flexibility, renewability, biocompatibility and
biodegradability. In this study, levan production of 5 different bacterial isolates was carried
out in Nutrient Broth (NB) medium supplemented with 5% sucrose. The biopolymer
structure of the produced levan was characterized by sugar test, NMR and FTIR analyses.
The highest levan production was obtained from the bacterial isolate Brachybacterium
nesterenkovii NY-3 (2.806 ¢g/L) and levan production optimization continued with this
isolate. The antibacterial activity of the levan produced by B. nesterenkovii NY-3 was
determined the by the potantial of levan for use as a antimicrobial fabric and antifungal
film preservative. Paint samples containing 20% (v/v) levan inhibited fungal growth on the
7th, 14th, and 21st days, and its antifungal film preservative effect was defined. The
antibacterial activity of 65% cotton- 35% polyester fabric samples impregnated with levan
and dried were determined by quantitative test methods and agar plate. Fabrics treated with
20% (v/v) and 10% (v/v) levan showed antibacterial activity against S. aureus ATCC
6538, while none of the fabrics treated with levan showed antimicrobial activity against K.
pneumoniae ATCC 4352.

Keywords: Levan, Biopolymer, Antibacterial, Antifungal Dye, Textile
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Polimerler, giiniimiizde modern yasamin neredeyse her alanina dokunmakta,
yiikksek yasam kalitesini giivence altina almaktadir. Ticari malzeme olarak giinliikk yasam
kullanimlarindan, elektronik, makine, iletisim, ulasim, eczane ve tip gibi alanlarda son
derece gelismis malzemeler olarak endiistri ve teknoloji kullanimlarina kadar bir¢ok alanda
vazgegilmezdirler. Onemli endiistriyel iiriinlerin temelini olusturan petrol kaynakli
polimerlerin kullanim buldugu yelpaze genisligi ve endistriyel iiretimi giin gegtikce
artmaya devam etmektedir. Giiniimiizde ticari olarak kullanilmakta olan bu polimerlerin
bircogunun dayanikli yapist nedeniyle dogada bozulmadan uzun yillar kalabilmesi ¢evre
sorunlart olusturmaktadir. Son yillarda kiiresel polimer pazari cesitli son kullanim
enddstrilerindeki talep artis1 nedeniyle yiikselise gegmis olup; polimer kullanimi kaynakli
depolama alanlarinda biriken atik miktarinin artmasi ve atiklarin diinya genelinde geri
doniisiimii i¢in enerji gereksinimi diisiiniildiiglinde atiklarin hem ekonomik hem c¢evresel

etkileri endige yaratmaktadir.

Son yillarda, yiiksek petrol fiyatlari ve toplumun daha yesil ve daha temiz {irtinleri
benimseme talebi, biyolojik olarak yenilenebilir, biyobozunur polimerlere ve bunlar
tiretmek i¢in siirdiiriilebilir teknolojilerin kullanimina olan ilginin artmasina neden
olmustur. Bu perspektifte bu malzemelerin ekonomik olarak gergeklestirilmesine yonelik
strateji olarak EPS {iretimi ve biyopolimer arastirmalari dnem kazanmistir (Hernandez vd.,

2014; Karthikeyan vd., 2015; Sarilmiser vd., 2015).

Mikrobiyal iiretim, c¢evresel etkileri atlatmak ve yiiksek kalitede nihai {iriin elde
etmek icin tanimlanmis ve tekrarlanabilir {iretim parametreleri gibi, bitki veya makro
yosun tilirevi iiriinlere gore cesitli avantajlar gosterir. Ayrica bitkisel preparatlardan elde
edilen polisakkaritlere oranla yiiksek verimlilik gosterirler. Bu sebeplerden dolayr 6nemli
biyolojik aktivitelere ve endiistriyel iiriin olma potansiyeline hizmet eden tistiin yapisal
ozelliklere sahip mikrobiyal polisakkaritlere veya biyopolimer liretimine yogunlasilmalidir.
Mikroorganizmalar, hiicre dis1 polimerik maddeler veya ekzopolisakkaritler (EPS) olarak

bilinen ortamda yiiksek molekiiler agirlikli bilesikler salgilarlar (Cruz vd., 2020).



EPS’ler, seker birimlerinden olusan ve mikroorganizmalar tarafindan cevresel
ortama salgilanan yiiksek molekiiler agirlikli (10-30 kDa), yiiksek oranda seker
birimlerinden olusan polimerler olarak tanimlanir. Bu dogal, toksik olmayan ve biyolojik
olarak parcalanabilen polimerler, mikroorganizmalar1 yalnizca Antarktika ekosistemleri,
tuzlu goller, jeotermal kaynaklar veya derin deniz, hidrotermal menfezleri gibi ¢evresel
asiriliklara kars1 korumakla kalmaz, ayn1 zamanda bagisiklik tepkisi, yapisma (adhesion),
enfeksiyon (Poli vd., 2011; Jones vd., 2014) gibi ¢esitli biyolojik mekanizmalarda ve
sinyal iletimi, biyofilm olusumu, biyolojik kirlilik ve ¢ekirdek algilama, besin depolama,

mikroorganizma hareketliliginde onemli role sahiptir (Cruz vd., 2020).

Biyopolimerler, EPS’nin kimyasal bilesininde yiiksek oranda bulunan yapisal
kisimlaridir. "Biyopolimer" terimi kullanilarak tanimlanabilecek c¢ok ¢esitli materyaller
vardir ancak yine de genellikle mikroorganizmalar, bitkiler, algler gibi biyolojik
kaynaklardan tiiretilen veya iiretilen materyalleri ifade eder. Ayni1 zamanda bitkisel yaglar,
sekerler, regineler, proteinler, amino asitler vb. gibi biyolojik kaynaklardan sentetik kimya
ile de iiretilen materyallere de atifta bulunabilir. Bunun yani sira iki ya da daha fazla
biyopolimerin Kkaristirtlmasi ile de {iretilen kompozit iriinlerde biyopolimer olarak

nitelendirilmektedir (Yorum ve Ugraskan, 2017).

Geleneksel firiinlerin sahip olduklarma kiyasla biyopolimerlerin antimikrobiyal,
antikanser, antibiyofilm, antiinflamatuar, antioksidan, immiinomodiilatér gibi bircok
biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica biyopolimer soguk suda ¢dziinme,
pH kararlilig1, depolama kararlilig, iyonik tuz uyumlulugu, metaller, yiizey parcaciklari ve
diger polimerlerle kimyasal reaksiyonlara karsi hassas olmalari, su buhari, oksijen
gecirgenligi, yiiksek termostabilite gostermeleri nedeniyle emiilgatorler, stabilizatorler,
baglayicilar, jellestirici maddeler, pihtilastiricilar, yaglayicilar, film olusturucular,
koyulastirici maddeler ve silispanse edici maddeler olarak kullanim alani bulmus olup
cesitli biyoteknolojik uygulamalar icin potansiyel barindirmaktadirlar. Bu durum ¢esitli
endiistriyel, farmasotik ve tibbi uygulamalarda kullanimini arttirmak igin biyopolimerlerin
kimyasal yap1 ustiinliigii ve biyolojik aktivitelerinin tanimlanmasini gerekli kilmistir
(Domzat-Kedzia vd., 2023).



Levan, tekrarlayan fruktoz birimlerinden meydana gelen bir biyopolimerdir. Levan
yapisinda ki ana zincir levan’t essiz bir biyopolimer yapmaktadir. Levan biyopolimeri,
karbonhidratin furanoz formunda bulundugu birka¢ dogal polimerden biri olma &6zelligini

tasimaktadir (Divya ve Sugumaran, 2015; Srikanth vd., 2015a).

Levanin antifungal, antitimor, antiinflamatuar, antioksidan, antibiyofilm gibi
biyolojik aktivitelerinin oldugu birgok arastirmada gosterilmis olup maliyeti yiiksek ve
ulasilabilirligi olduk¢a sinirli hammadde olmasi nedeniyle genis kullanim alam
bulmamaktadir. Levanin 1 grami 408- 500 € degerinde olmasina karsin; biyomedikal, ilag,
gida ve yem (6rn. Su {irlinleri yetistiriciligi) gibi sektorlerde ¢evre dostu iiriinlere artan
ihtiyag, levan’in da aralarinda oldugu biyoiiriinleri kapsayan yeni bir ticari pazari
yaratmaktadir (Domzat-Kedzia vd., 2023).

Enfeksiyon kontroliinde baslica ajanlar olan antimikrobiyal ajanlar ayn1 zamanda
gida, ilag ve kozmetik endiistrisi basta olmak {izere liretim tesislerinde, cesitli {iriinlerde
koruyucu ajan olmanin yanisira atik kontrolii, kanal sistemlerinde biyofilm kontrolii ve
standart hijyen kosullarinin korunabilmesi amaciyla ¢esitli kullanim alanlarina sahiptirler.
Kullanim yelpazesinin bu genisligi yaygmn kullanimimi dogurmus olup bakterilerde
kimyasal antimikrobiyal diren¢ olusumuna sebep olmustur (Onbash vd., 2017). Aym
zamanda giiniimiizde kullanimi zorunlu olan antimikrobiyal {iirlinlerin iretiminde
kullanilan kimyasallar ciddi cevresel zararlar ve biyoakiimiilasyona sebep olmaktadir.
Kimyasal iiretim ve {rtin kullanimini siirlamak amaciyla yesil {retim stratejileri

benimsenmelidir (Russell, 1999).

Kimyasal antimikrobiyal ajanlarin yaygin kullanimi tekstil sektoriinde de kargimiza
cikmaktadir. Antimikrobiyal tekstillerin kullanimi, patojenlerin biiylimesini kontrol etmeye
veya Oldiirmeye yardimci olabilir ve enfeksiyonlarin tekstiller yoluyla yayilmasim
smirlayabilir. Insanlarm toplu yasam alanlari arasinda bulunan konaklama merkezleri, okul
ve kres gibi alanlarda enfeksiyon bulagsma riskinin yiiksek olmasi; bu tip kullanim
alanlarinda 6zellikle tekstil {irlinlerde antimikrobiyal ajan kullaniminmi gerekli kilmustir.
Antibakteriyel kumasglar, bu tiir bakterilerin biiylimesini ve yayilmasini onleyerek hem
doktorlarin hem de hastalarin sterilizasyonun énemli oldugu hastanelerde enfeksiyonlara

kars1 giivende olmalarini saglar. Antimikrobiyal tekstil son {iriin eldesinde, sentetik,



organik ve polimer yapida ki antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir. Tekstil sektoriinde
kullanilan antimikrobiyal ajanlar kuaterner amonyum bilesikleri (QAC’ler), halojen igeren
bilesikler (flor veya klor, N-halaminler veya triklosan i¢ceren molekiiller), guanidin igeren
polimerler (poliheksametilen viniguanit), fosfo- ve siilfo- tiirevleri igeren polimerler, fenol
polimerleridir. Kullanim1 yaygin kimyasal maddelerin tekstil {retim proseslerine
dayaniklilig1 ve kumagda dokunsal ve mekaniksel 6zelliklerini degistirmeme avantajlarinin
yanisira hizli biyodegredasyona ugramadigindan dolay1 insan ve g¢evre i¢in toksik olmas,
cilt irritasyonuna ve hassasiyetine sebep olmasi gibi dezavantajlarida mevcuttur (Zhang,
2016). Levan polimeri termostabilite, elastisite, yiiksek biyolojik aktivite, diisiik toksisite
gibi Ozellikleriyle teksil iirtinlerinde kullanim alani bulmaktadir. Buna karsin literatiirde
tekstil iiriinlerinde jelatin, Kitosan, aljinat kullanim potansiyeline dair ¢ok sayida arastirma

mevcutken; levan kullanimi ile alakali literatiir bilgisi olduk¢a sinirlidir (Ristic, 2017).

Uriinlerin depolama siirecinde kullanilan koruyucular, film, ahsap, polimerize
materyal olarak simiflandiriimaktadir. Koruyucular, bir materyalin korunmasina yonelik
olarak herhangi bir mikrobiyal bulagin olmasini engelleyen veya bulasin yasamina engel
olan materyallerdir. Boyalar, uzun siire raf 6mriine sahip olabilmesi i¢in kutu i¢i koruyucu
smifinda ki ajanlar1 igerdikleri gibi, antimikrobiyal boyalar biyosidal ajanlar1 da
icermektedir (ECHA, 2023). Boya iiretme tesisinde kutu i¢i boyalarda ham maddeler veya
cesitli kirlilik kaynaklar1 yoluyla mikrobiyal kontaminasyon sonucunda renk degisikligi,
koku, gaz olusumu, azalan stabilite, pH degisimi ve viskozite azalmasi gibi bozulmalar
meydana gelebilir. Bu nedenle, endiistriyel olarak uzun kap i¢i kullanim 6mrii saglamak
icin kutu i¢i koruyucu gereklidir. Kutu i¢i koruma (PT-6) icin biyositlerin kullanimi
kaynakli kanserojenik, toksik ve potansiyel olarak insan sagligini etkileyen ajanlar yerine,
toksik etkisi olmayan, ¢evre dostu, dogal biyopolimer kullanimi yeni mevcut endiistriyel
yaklagim olmakla birlikte kitosan veya oligosakkarit tiirevleri kullanim potansiyeli
aragtirtlmistir. Levan biyopolimerinin boyalarda kutu i¢i koruyucu olarak kullanim

potansiyeli belirlenmemistir.

Bu calismada bakteriyal levanin bes farkli bakteri izolati tarafindan sentezi, en
yiiksek tiretim yapan bir izolatin kiiltiire dayali optimum levan iiretim kosullarindan

bazilar1 tanimlanmis olup, levanin tekstil materyallerinde antibakteriyal ajan olarak ve



boya, plastik vb. sizdirmaz malzemelerde antifungal film koruyucu ajan olarak kullanim

potansiyeli belirlenmistir.



IKINCI BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Mikrobiyal Ekzopolisakkarit (EPS)

Bir¢ok mikroorganizma, tekrarlayan seker birimlerinden olusan hiicreyi ¢evreleyen
polisakkaritler iiretir. Mikroorganizmalarda, genel olarak biyolojik islevlerine gore hiicre
ici depolama polisakkaritleri (glikojen), dis zarda esas olarak immiinojenik Ozellikleri
belirleyen lipopolisakkaritler (LPS) olarak bulunurlar ve hiicre yiizeyi ile iliskili ayr1 bir
yiizey tabakasi (kapsiil) olusturan kapsiiler polisakkaritler (KPS’ler) olarak salgilanirlar.
Levan, ksantan, sfingan, aljinat, seliiloz vb. gibi hiicre ylizeyine gevsek bir sekilde bagh

hiicre dis1 polisakkaritler yani EPS olarak gézlemlenirler (Schmid vd., 2015).

EPS’ler cesitli endiistriyel, farmasotik ve tibbi uygulamalara sahip oldugu
bildirilmektedir. Ozellikle son yillarda, patojen mikroorganizmalar, bulasict hastaliklarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan ticari antimikrobiyal ilaglarin gelisigiizel kullanimina
yanit olarak diren¢ gelistirmistir. Bu durum, bazi antibiyotiklerin istenmeyen yan
etkilerinin ve daha 6nce nadir goriilen enfeksiyonlarin sikliginin artmasina sebep olmus
olup, bilim insanlarimin yeni antimikrobiyal madde arastirmalarini zorunlu kilmigtir. Bu
baglamda cesitli organizmalardan elde edilen polisakkaritlerin 6nemli patojenlere kars:
antimikrobiyal, antifungal antitiimér, antiinflamatuar, antioksidan, antibiyofilm gibi
biyolojik aktivitelerinin oldugu birgok arastirmada gosterilmis (Zhang vd., 2017) ve dogal
biyoaktif ilaglar olarak dnemli bir potansiyele sahip olduklari bildirilmistir (Elsakhawy vd.,
2017).

Hiicre dis1 polimer matrisi, hidrasyonun ve biyofilmin yapisal biitiinligliniin
korunmasi igin ¢ok dnemlidir. Lactobacillus plantarum WLPLO04’den izole edilen EPS’nin
biyofilm olusumuna karsi aktivitesinde, Pseudomonas aeruginosa CMCC 10104 vb
bakterilere karsi anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Fakat arastirmacilar farkl
kaynaklardan izole edilen L. plantarum strainlerinin patojenlere kars: farkli 6zgiil EPS’lere

sahip olabilecegi sonucuna varmiglardir (Liu vd., 2017).



Saflastirllmis  EPS, 75, 100, 150 ve 200 pg/disk olmak tizere farkl
konsantrasyonlarda ayarlanmis ve Gram pozitif bakteriler (Bacillus subtilis NRRL B-941
ve S. aureus NRRL B-767), Gram negatif bakteriler (P. aeruginosa NRRL B 23 ve E. coli
NRR-B 210), mayalar (Saccharomyces cerevisiae Y-2034 ve Candida albicans NRRL Y-
477) ve kiifler (Aspergillus niger NRRL 3 ve Fusarium oxysporum NRRL 26406) olmak
tizere olduk¢a genis mikroorganizma grubuna karsi antimikrobiyal potansiyeli test
edilmistir. Test edilen tiim mikroorganizmalara karst1 EPS’nin antimikrobiyal aktiviteye

sahip oldugu gosterilmistir (Mohamed vd., 2018).

Bacillus cereus ve Brachybacterium sp. olmak iizere iki EPS iireticisi deniz
bakterisi izole edilmis ve iiretilen iki EPS’ninde antimikrobiyal aktiviteleri hem Gram
pozitif bakterilere (Lysinibacillus ve Paenibacillus sp.) hem de Gram negatif bakterilere
(Pseudomonas sp., E. coli) kars1 taranmis ve inhibisyon bolgelerinin varligi gosterilmistir
(Orsod vd., 2012).

L. plantarum bakterisinden ekstrakte edilen 12 ekzopolisakkaritin enterik patojen
Shigella flexneri bakterisine karst antibiyofilm aktivitesi incelenmistir. Buna gore L.
plantarum EPS’nin S. flexneri’nin hiicre dis1 polimerik matriksinde polisakkarit tiretimini
azalttig1 ve S. flexneri tarafindan biyofilm olusumunu inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica
EPS yapisindaki gallik asidin, polisakkarit sentezine bagli mdoH gen ekspresyonunu
baskilayarak S. flexneri’nin biyofilm olusumunu inhibe edebilecegi bildirilmistir (Song vd.,
2020).

Anoxybacillus pushchinoensis G11 tarafindan {iretilen EPS’nin Salmonella
enteritidis ATCC 13076, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC
6633, C. albicans ATCC 10231 ve K. pneumoniae ATCC 13883 test kiiltiirlerine karsi

adezyon Oncesi antibiyofilm aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Geng vd., 2021).

Lactiplantibacillus sp. izolati1 tarafindan {iretilen EPS, E. coli, S. typhi, P.
aeruginosa, B. cereus ve S. aureus’a karsi antimikrobiyal aktivite gostermis olup
Lactococcus sp.’den iiretilen EPS’nin ise B. cereus ve S. aureus tiirlerine karsi yiiksek

antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Tarannum vd., 2023).



2.2. Biyopolimer

Biyopolimerler, dogal kaynaklardan iiretilen  polimerlerdir.  Biyolojik
materyallerden kimyasal olarak sentezlenebilirler veya canli organizmalar tarafindan
biyosentezlenebilirler. Tiim biyopolimerler, sitoplazmada, hiicrelerin gesitli bélmelerinde
veya organellerinde, sitoplazmik membranda veya hiicre duvari bilesenlerinde, hiicrelerin
yiizeyinde veya hatta hiicre dis1 olarak enzimatik siireglerle sentezlenir. Bir biyopolimerin
sentezi tek parga halinde baslatilabilir veya bir hiicrenin baska bir boliimiinde devam
ettirilebilir. Biyopolimer terimi kullanilarak tanimlanabilecek ¢ok ¢esitli materyaller vardir.
Mikrobiyal ve bitkisel kaynaklar ile yaglar, sekerler, proteinler gibi biyolojik maddelerde
bu amagcla kullanilabilmektedir. Bunun yani sira iki ya da daha fazla biyopolimerin
karistirilmas1 ile tiretilen kompozit iirlinlerde biyopolimer olarak nitelendirilmektedir

(Yorum ve Ugragkan, 2017).

Biyopolimer konfigilirasyonu kendini tekrar etme 6zelliginde olup, metaller, yiizey
parcaciklar1 ve diger polimerlerle kimyasal reaksiyonlara karsi hassastirlar (Etemadi vd.,
2003). Ayrica kendiliginden kompakt sekilde katlanarak kompleks yapisal ¢esitlilik
kazanmayla birlikte fakli biyolojik islevler kazanirlar. Pek ¢ok biyopolimer, 6zellikle
proteinler, tek dagilimhidir (monodispers). Yani tim molekiillerin aym1 derecede
polimerizasyona veya nispi molekiiler kiitleye sahip oldugu tek tip polimerlerdir ve 1°e esit
bir polidispersite indeksine (PDI, bir polimerin molekiiler agirlik dagilimmin genisliginin
bir Olgiisti) sahiptirler (Gupta ve Nayak, 2015). Soguk suda ¢o6ziinme, pH kararliligi,
depolama kararliligi, iyonik tuz uyumlulugu gibi 6nemli fiziksel 6zelliklere sahip dogal
biyopolimerler mecvuttur. Ayrica degredasyonu saglanan biyopolimerler tarim sektoriinde
dogal giibre olarak kullanilmakta bdylece kimyasal tarim uygulamalarini da azaltmaktadir
(Say vd., 2017).

Bir polimerin kendisinin sergiledigi temel ve dogal 6zellikler ile yapis1 ve kimyasal
bilesimi temelinde genis bir 6zellik genisligi gosterirler. Yogunluk, biyopolimerin ¢esidi ve
bilesenlerine goére farklilasan dogal Gzelliklerinden biridir. Biyopolimerler, petrol tiirevi
polimerlere kiyasla daha yiiksek yogunluk katsayisina sahiptirler. Ayrica biyopolimerlerin
sahip oldugu ve yogunluk derecesine de katkida bulunan diger bir 6zellik katisal yapinin

diizeninin derecesini ifade eden kristalliktir. Kristallik yogunluk disinda sertlik, seffaflik ve



difuzyon iizerinde 6nemli etkiye sahiptir. Ozellikle kristalligin biyopolimerin ¢dziiniirliik
lizerine etkisi materyal olarak kullanimi i¢in 6nemlidir. Clinkii ¢Oziniirliik icin, diisiik
kristallikteki polimerler yiiksek olanlara gore ¢6ziinmeye karsi daha duyarhdir. Tek bir
biyopolimer farkli kristallesme degerleri biyopolimerin fiziksel 6zelliklerinin degisimine
katki saglar. Biyopolimerlerin sahip oldugu diger bir farkli &6zellik su ve oksijen
gecirgenligidir. Su buhar1 ve oksijene gegirgenlik acisindan, polimer filmler hem su
buharma hem de oksijene karsi daha az gecirgen olabilirken su buharina kars1 diisiik
gecirgenlik, ancak oksijene kars1 yiiksek gecirgenlige veya oksijene daha az gecirgenken

su buharina kars1 biiylik 6l¢iide gecirgen olabilmektedirler (George, 2020).

Biyopolimerler, tarih boyunca cesitli alanlarda kullanilmis olmasina ragmen
petrokimyasal hammaddelerin ucuz olmasi ve bu hammaddelerden iiretilen malzemelerin
toplum ihtiyaglarin1 karsilayacak hizda gesitlenmesi ile levanin petrol tiirevi tirtinlere gore
kullanim1 daha az olmustur. Son yillarda, yiiksek petrol fiyatlar1 ve toplumun daha yesil ve
daha temiz {riinleri benimseme endisesi, biyolojik olarak yenilenebilir polimerlere ve
bunlar liretmek i¢in siirdiiriilebilir teknolojilerin kullanimina olan ilginin artmasina neden
olmus ve bu perspektifte bu malzemelerin ekonomik olarak gerceklestirilmesine yonelik
strateji olarak biyopolimer arastirmalarinin 6nemi artmistir (Hernandez vd., 2014). Yapilan
arastirmalar 2018 yilinda 500 adet olan biyopolimer isletmesinin 2020 yilinda 5000 adede
yiikselecegini dolayisyla plastik iiretim endiistrisinin %25-30’unu kapsayacagi ortaya
koymaktadir (Hamamc1 ve Aktas, 2018). Biyopolimerler, dogal (polisakkaritler, alginat,
kitosan gibi dogal malzeme bazli dogal ve kontrollii kosullarda iiretilen) ve senetetik
(fiziksel ve mekanik nitelikleri yinelenen) olarak ikiye ayrilirlar (Hamamci ve Aktas,
2018).

Sentez kaynaklarma gore dogal polimerler; biyokiitle ve tarimsal ile
mikroorganizma kaynakli, sentetik biyopolimerler ise biyoteknoloji iriinii ve petrol

kaynakli olarak ayrilmaktadir.

Bu biyopolimerler geleneksel olarak kimyasal yapilarina gore alt1 ana sinifa ayrilir:
RNA ve DNA gibi niikleik asitler, proteinler ve polipeptitler gibi poliamidler, seliiloz ve
nisasta gibi polisakkaritler, lignin gibi polifenoller, dogal kauguk gibi poliizoprenoidler ve

polihidroksialkanoatlar (PHA) gibi polioksoesterlerdir (Bhatia, 2023).



Ayrica dogal biyopolimer ve sentetik biyopolimer uygulamalarinin birlestirildigi ve
bu amagla iiretimde mikroorganizmalarin kullanildig1r yeni c¢alismalar hizlanmstir.
Ozellikle molekiiler ydntemlerle mikroorganizmalardan yararlanarak hedeflenen sablonlu
biyopolimer iiretim yOntemleri gelistirilmistir. Bdylece kimyasal iiretim stratejilerine
kiyasla daha kontrollii polimerasyon yapilmasi amaglanmaktadir (Schultz, 2017). Ayrica
tiim organizmalarin yasam siireclerinin merkezinde yer alan, hiicresel ve molekiiler tanima,
sinyal iletimi, bagisiklik tepkisi gibi anahtar roller oynayan polipeptitler, oligosakaritler ve
niikleik asitler gibi dogal polimerleri taklit eden dogal olmayan biyopolimer sentezi son
zamanlarda gelismekte olan kombinatorik stratejinin kullanildig: tekniklerle yapilmaktadir.
Bu sentetik biyopolimerlerin yapisi tanimlanarak bilesik kitapliklart olusturulmaktadir.
Boylece milyonlarca bilesigi iceren bu kiitiiphaneler taranip bu molekiillerin biyolojik
islevleri test edilerek, ilag kesfi ve dizayni icin potansiyel yontemler gelistirilmektedir
(Cho vd., 1993).

Ilag kesfi olarak ilgi uyandiran ve gelistirilmeye calisilan bu ydntemler dogal yolla
yani cevreye duyarli iiretim yontemleriyle biyopolimer sentezi yapan organizmalarin,
sentezlenen biyopolimerin iiretim verim kosullari, hedef biyopolimerin karakterizasyonu
ve diisik maliyette endiistriyel kullanim potansiyeli belirlenerek miimkiin olacaktir.
Boylece dogal biyopolimer siirlilig1 olarak karsimiza ¢ikan dogada hedef biyopolimerin
bilinen bollugu da artirilmis olacak, boylece kimyasal polimerizasyon teknikleri kullanim
gerekliligi azalacak ve ilag tasarimi i¢in yeni tekniklerin uygulanmasina hizmet edecektir.
Zaman ve teknoloji ilerledik¢e, uygun sentez stratejileriyle biyopolimerlerin petrol bazl
emsallerinin yerini almasiyla birlikte dogal biyopolimer sentez verimliligi ve iiriin
safliklarinin kabul edilebilir seviyede olmasiyla birlikte ek firsatlar ortaya ¢ikaracagi
diistiniilmektedir (Hernandez vd., 2014). Ek olarak biyopolimer kompozit malzemeler dis
implanti olarak diisiik mekanik Ozelliklerine ragmen, isleme esneklikleri, optimal
gozeneklilik, metallerden daha hafif olma ve biyouyumluluk, biyolojik olarak
parcalanabilirlik ekstra hiicresel matriks benzeri destek sagladiklar1 gibi avantajlar
nedeniyle in vivo ve in vitro olarak test edilmekte ve ideal implant materyalleri olmalari

amaciyla pozitif stratejiler gelistirilmektedir.
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Biyopolimerlerin ¢ok ¢esitli kullanim alanlarindan biride niikleer enerji atiklari ve
toksik agir metalleri yok etme amagli yenilik¢i teknolojilerde kullanilmalaridir. Bu
Ozellikleri farkli kimyasal maddelerle yliksek rekasiyon afinitelerinin olmasindandir.

(Etemadi vd., 2003).

Siirdiiriilebilir biyoteknoloji ve biyoekonomi igin ¢esitli biyoteknolojik iirlin
eldesinde biyopolimerleri kullanmanin istisnai ve yenilik¢i yollar1 arastirilmakta olup
yiiksek miktarda mikrobiyal biyopolimer liretimine odaklanilmaktadir.
Mikroorganizmalarin diger organizmalara kiyasla diisiik maaliyetli ve hizli liretime imkan
vermeleri ile iretilen mikrobiyal biyopolimerin bitki ve alglerden iiretilenlere kiyasla
yiikksek biyolojik aktivite ve ¢esitli fizikokimyasal ozellikler gdstermesi mikrobiyal

biyotiretim stratejilerinin benimsenmesine neden olmustur (Jing vd., 2011)

2.2.1. Levan Biyopolimeri

Levan tarihi, 1870-1881 yillarinda Lipmann tarafindan kesfedilmesiyle baglamis
olup, ardindan 1902’de Greig-Smith ve Steel tarafindan okaliptiis salgisindan izole edilen
mikroorganizmalar tarafindan tretilen levan polimerleri bildirilmistir. Hemen takip eden
donemde (1870-1940), bu alandaki arastirma calismalari, dzellikle Almanya, Ingiltere ve
Fransa’da levanin biyosentezi, iiretimi ve toplanmasi {izerine odaklanmistir. 1930’lardan
baslayarak, mikrobiyal levan {iretimi ve polimer uygulamalari i¢in yeni bir ufuk agilmis ve
ozellikle ABD’de polisakkaritler igin ticari bir pazar gelismeye baslamistir (Gupta vd.,
2011; Zhang vd., 2014; Srikanth vd., 2015a).

Levanin biyosentezi levansiikraz (EC 2.4.1.10, siikroz: 2,6-B-D-fruktan 6-B-D-
fruktosiltransferaz) aktivitesiyle gerceklesmektedir. Levansiikraz fruktozil grubunu
polifruktoz (fruktan) zincirine aktararak siikrozdan mikrobiyal ekzopolisakkarit olan levani
katalize etmektedir. Bu enzim, 0Ozellikle fruktosiltransferazlar olmak iizere
glikosiltransferazlar ailesine ait enzimlerdendir. Glikosiltransferazlar (EC 2.4), aktive
edilmis glikozil gruplarinin dondr karbonhidratlardan alici molekiillere transferini katalize
eder. Polisakkaritlerin biyosentezinde veya modifikasyonunda ve bir¢ok organik bilesigin

oligosakkarit tiirevlerinin tiretiminde 6énemli bir rol oynarlar (Kosarsoy Aggeli, 2017).
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Levansiikrazlar, hem gram-negatif hem gram pozitif bakterilerde bulunabilmekte

olup ozellikle Gram-pozitif bakteriler arasinda yaygin bir sekilde dagildig: bildirilmistir
(Khandekar vd., 2014).

Levan bitkilerde, fruktosil birimleri arasinda hem B- (2 — 6) hem de B- (2 — 1)
fruktofuranosidik baglarla karigik levan tipi FOS yapisinda bulunmaktadir. Bakteriyel
levan ise bitkisel levanlara gore daha yiiksek molekiil agirliginda, tipik olarak B- (2 — 6)
baglanma gostermektedir (Hendy ve Wallace, 1993; Anderson vd., 2004). Sonug olarak
levanin molekiiler agirlig1, polimerizasyon derecesi ve tekrar eden birimin dallanmasi gibi
yapisal farkliliklar kaynaga baglidir. Bitkilerden elde edilen levanlar, mikroorganizmalar
tarafindan tretilenlerden ¢ok daha kiigiiktiir, genellikle molekiiler agirliklar1 2000 ila
33000 Dalton (Da) arasinda degismektedir (Srikanth vd., 2015a). Diger taraftan,
mikrobiyal levanlarin molekiiler agirliklar1 2 ila 100 milyon Da arasinda degismektedir
(Srikanth vd., 2015a). Bakteriyel levanlarin molekiiler agirliklarinin ¢ok daha yiiksek

olmasi, ¢oklu dallanmadan kaynaklanmaktadir.

2.2.2. Levan Biyopolimerinin Fiziksel Ozellikleri

Levan, dallanmis molekiiler yapis1 ve ana zincirde B-(2.1) baglarina sahip olmasi
sebebiyle oda sicakliginda, suda yiiksek ¢oziiniirliige sahip amfifilik bir polimer olmakla
birlikte sicaklik uygulamasiyla ¢oziinme hiz1 artan bir polimerdir (Kang vd., 2009; Gupta
vd., 2011; Oner vd., 2016).

Coziiniirligiine ek olarak diger bir iistiin fiziksel 6zelligi benzer molekiiler agirliga
sahip diger polisakkaritlere kiyasla diigiik i¢sel viskoziteye sahip olmasidir. 0,07 ile 0,18
dL/g arasinda diisiik i¢ viskoziteye sahip levan, bu ozelligi ile kompakt yapida bir
polimerdir.  Ayrica, levanin viskozitesi asidik kosullarda stabil olmayip; 4-11 pH
araliginda stabil oldugu bildirilmistir (Kang vd., 2009). Genel olarak, sulu ¢ozeltilerdeki
levan viskozitesi, cesitli tuzlar mevcut oldugunda arttirilabilir, ancak artan sicaklikla
onemli Olgiide azalir (Han, 1990). Diger EPS’lere kiyasla farkli sicaklik ve pH’a sahip
ortamlarda kararligini siirdiirmektedir. 225 °C civarinda bir bozunma noktasina sahip
olmakla birlikte asidik ve alkali ortamlarda stabildir. Ayrica iyi biyouyumlulugun yani sira

tuzlarla uyumlu ve yiiksek su tutma kapasitesine sahiptir (Becker vd., 2005; Sima vd.,
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2011; Bostan vd., 2014; Oner, vd, 2016). Levan, farkli test kosullar1 altinda mekanik ve
reolojik ozellikleri ile diisiik viskozite ve psddoplastik davranmigin tipik 6zelliklerini
gostermistir (Kigiikasik vd., 2011). Bununla birlikte, gliserol gibi diger polimerlerle
kanistirildiginda elastik yapiya sahip olmakta, mekanik kuvvetlere karst yapisma ozelligi

gostermektedir (Barone ve Medynets, 2007).

2.2.3. Levan Biyosentezi

Levanin, genis fonksiyonel 6zellikleri sebebiyle genis bir potansiyel endiistriyel
uygulama yelpazesine sahip homopolisakkarit oldugu kabul edilmektedir. Son yillarda

levanin ticari tiretimine kars1 ilgi artmaktadir (Gupta vd., 2014; Sarilmiser vd., 2015).

Medikal ve ilag sektorlerinde levan, dzellikle biyolojik olarak parcalanabilirligi,
biyouyumlulugu ve film olusturma kabiliyeti nedeniyle birgok uygulamada yer
bulmaktadir (Barone ve Medynets, 2007; Shih vd., 2010; Silbir vd., 2014). Levan
polimerleri, yogunlastiricilar, kapsiilleme ajanlari, tibbi kullanimlar ic¢in ve bazi
uygulamalarda petrokimyasallarin ikamesi olarak potansiyel endiistriyel uygulamalara
sahiptir (Hangit ve Clarke, 1990). Ayrica levan, diisiik oksijen gegirgenlik 6zelliklerinden
dolay1 gidalar ve farmasoétikler i¢in yenilebilir kaplama malzemeleri olarak da kullanim

potansiyeline sahiptir (Kaplan vd., 1993).

Kozmetik iirtinlerde bir formiilasyon yardimcist olarak levanin miikemmel hiicre
cogalmasi, cildi nemlendirici etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ayrica sa¢ bakim iiriinlerinde
levan tiirevleri de kullanilabilmektedir (Shih vd., 2010; Gupta vd., 2011; Sezer vd., 2011;
Fattah vd., 2012; Divya ve Sugumaran, 2015; Srikanth vd., 2015a).

Karbon, nitrojen, mikro ve makro elementleri igeren kiltiir ortaminin bilesimi,
bakteriyel polisakkarit sentezi i¢in onemlidir. Levan iiretim ortamina 6nceden olusturulmus
levanin eklenmesi levan olusumunu hizlandirabilir ve levanin nihai verimini artirabilir,
ancak onceden olusturulmus levanin varlig1 bakteriyel levan tiretimi i¢in gerekli degildir.
Ayrica ilk levan konsantrasyonu, homojen yiiksek molekiiler agirlikli levan iiretimini

etkiler (Han, 1990).
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Genel olarak karbon kaynagi, mikrobiyal fermantasyon yoluyla levansiikraz
iiretiminde 6nemli bir rol oynar. Ornegin genellikle, artan siikroz konsantrasyonu ile levan
olusumu artmakta olup siikroz konsantrasyonu genellikle iiretimi hedeflenen levan molekiil
agirhi@inin kontroliinde énemli bir rol oynamaktadir (Tian vd., 2011; Zhang vd., 2014). B.
subtilis NRC 33a’dan levansiikraz aktivitesi sonucu firetilen levanin molekiiler agirligini
kontrol etmede test edilen faktorler arasinda siikroz konsantrasyonunun en 6nemli etken
oldugu gosterilmistir  (Abdel-Fattah vd., 2005). Bacillus circulans, Bacillus
amyloliquefaciens (Tian vd., 2011), Bacillus sp. (Belghith vd., 2012) ve Geobacillus
stearothermophilus (Inthanavong vd., 2013) bakterileriyle yapilan farkli ¢alismalarda
levansiikraz iiretimini iyilestirmek icin indiikleyici olarak siikroz gerektigi ve ¢ok diisiik
konsantrasyonda siikroz veya siikkroz yoklugunda levansiikraz {iretiminin durdugu
bildirilmistir. Levansiikraz, siikrozdan mikrobiyal levan iiretmek igin anahtar enzimdir ve
siikroz takviyesi genellikle fermantasyon sirasinda levansiikraz ekspresyonunu indiikler
(Srikanth vd., 2015a). Tek basina siikroz takviyesinin B. subtilis NRC 33a’nin levansiikraz
tiretimi {izerinde belirgin bir etkisi olmadigi ortaya konmustur (Abdel-Fattah vd., 2005).

Levansiikraz tiretimi de nitrojen kaynagindan etkilenir. B. amyloliquefaciens (Tian
vd., 2011), B. subtilis NRC 33a (Abdel-Fattah vd., 2005) ve Bacillus sp. (Belghith vd.,
2012) bakterilerinin levansiikraz iiretmek i¢in maya ekstraktina ihtiya¢ duyduklart bunun
aksine Geobacillus stearothermophilus’tan yiiksek seviyede levansiikraz tiretimi i¢in maya
ekstrakt1 yerine pepton veya tripton igeren ortam gerektigi bildirilmistir (Inthanavong vd.,
2013).

Kiiltiir sicakligi ve metal iyonlar1 gibi diger baz1 faktorlerinde, levansiikraz iiretimi
tizerinde de belirgin etkiler gosterdigi bilinmekte olup tiire 6zgii iiretim verimliligi
uygulanan metal iyonu ve inkiibasyon sicakligina gore farklilik gostermektedir. B. subtilis
NRC 33a’dan levansiikraz iiretimi i¢in optimum sicaklik ve takviye edilmis metal sirasiyla
30 °C ve Mg?* (Abdel-Fattah vd., 2005) olarak saptanmisken Bacillus sp. bakterisinin
optimum sicaklik ve metal ihtiyac1 50 °C ve Fe?" (Belghith vd., 2012) olarak bildirilmistir.

Azotobacter vinelandii D-08’in, yiiksek derecede toksik agir metalleri ve
radyontiklitleri adsorbe edebilen bir hidrojel bileseni olarak kullanilmasi i¢in melas ve

damitma atig1 ile saglanan ortamlarda yetistirilmesinden elde edilen levanin &zellikleri
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incelenmis ve %5 melas ve %2-15 damitma atig1 igeren kiiltiir ortaminin, levansakaraz ve
levanin verimli sentezi i¢in en uygun kosul oldugu bildirilmistir. Ozellikle melas ve %10
damitma atig1 kullanilarak kiiltiire edilen bakterilerin levansiikraz aktivitesine bagl olarak
sentezlenen levan, HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) ve Kizilotesi
spektroskopi (IR) ile karakterize edilmistir. Yiiksek ve diisiik molekiil agirligina sahip iki
farkli levan yapisi tanimlanmistir (Shutova vd., 2021).

Bu arastirmalar neticesinde levanin agir metaller ve radyoniiklitleri igerdigi bilinen
uranyum cevherinin iiretimi ve zenginlestirilmesi i¢in atomik santrallerden ve tesislerden
gelen endiistriyel, ¢ok bilesenli atik sularin aritilmasi i¢in kullanilmasi 6nerilmekte olup
agir metal iyonlarin atik sudan uzaklastirilmas: ve endiistriyel faaliyetler sonucu biiyiik
bir ¢evre sorunu olarak karsimiza ¢ikan toksik metalle kontamine olmus topraklarin

iyilestirilmesi i¢in kullanim potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir (Shutova vd., 2021).

Levansiikraz, genellikle polimerizasyon ve siikroz hidrolizi reaksiyonlari igin farkli
sicaklik degerleri optimum olup, diisiik sicakliklar genellikle polimerizasyon reaksiyonunu
desteklerken, yiiksek sicaklik kosullar1 siikroz hidrolizini desteklemektedir. Pseudomonas
syringae pv. i¢in optimum sicaklik degeri levan sentezi i¢in yaklasik 18 °C iken, sukroz
hidrolizi i¢in 60 °C’dir (Hettwer vd., 1995).

Uretilen levani molekiiler agirligi genellikle reaksiyon sicakligi tarafindan kontrol
edilir. Bacillus licheniformis RN-01 bakterisinin, 50 °C’de levansiikrazi ana Uriin olarak
yiiksek molekiiler agirlikli levan (612 kDa) tiretirken, 30 °C’de diistik molekiiler agirlikli
levan (11 kDa) tirettigi saptanmistir (Nakapong vd., 2013).

B. licheniformis’den izole edilen levanin dalak lenfositinin proliferasyonunu énemli
Ol¢iide uyarabildigi ortaya konmustur. EPS’nin fare splenositleri i¢in dogrudan mitojenik
oldugu tespit edilmistir (Liu vd., 2010).

Acetobacter xylinum’dan elde edilen levanin optimizasyonu incelenmis ve en
yiiksek levan tiretim kosullarinin 10 g/L azot, pH 6,8, levan konsantrasyonu 0,1- 0,4 g/L
arasinda ve 50- 60 g/L siikroz konsantrasyonunda oldugu saptanmistir. Ekstrakte edilen

levanin antioksidan aktivitesi 1 mg/mL’de (w/v) konsantrasyonda %81,26; 1,25 mg/mL
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konsantrasyon ise %100 olarak gézlenmistir. Bu sonuglar izole edilen levanin farmasotik
ve biyomedikal uygulamalar i¢in giiclii bir antioksidan olarak kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir. Ayn1 zamanda A. xylinum NCIM 2526°dan {iretilen levanin protein (BSA)
kullanilarak gerceklestirilen in vitro anti-inflamatuar uygulamasiyla 0,25 mg/mL
konsantrasyonda inhibe edici etki %71,18 olarak gozlenmis ve standart ilaglarla
karsilastirildiginda yiiksek anti-inflamatuar etkinlik bildirilmistir (Srikahnt vd., 2015b).

Levanlar ticari olarak 6nemli bir 6lgekte iiretilmemektedir ve fizyolojik veya saglik
etkileri hakkinda yalnizca smirli veri mevcuttur. Buna ragmen ratlar iizerinde yapilan
arastirmalarda levan diyeti yapilan tedavinin kalpte sirasiyla %40 ve %28 oraninda
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerini arttirarak, plazma antioksidan
enzim aktivitelerini olumlu yonde degistirdigi ve levan ile beslenen rat gruplarin toplam
kolesterol, trigliserit ve LDL-kolesterolinii yiiksek oranda azalttigi gosterilmistir. Bu
potansiyel antioksidan etkileri sebebiyle levan oksidatif strese bagli metabolik hastaliklarin
tedavisi i¢in umut verici olabilir (Dahech vd., 2013). Bununla birlikte levan tip fruktanlarin

fizyolojik etkilerini degerlendirmek i¢in insan klinik deneyleri su ana kadar ¢ok sinirlidir.

Marx, vd. (2000), levan1 Bifidobakterilerin biiyiimesi i¢in yeni bir karbonhidrat
kaynag olarak incelemisler ve bazi Bifidobacterium sp. strainlerinin levan oligosakkaritler
tizerinde iyi gelisim gosterdigini bildirmislerdir. Buna karsin Niv, vd. (2012), 8 hafta
boyunca 11,25 g levanla zenginlestirilmis giinlitk 500 mL dogal portakal suyu tiikketiminin,
ayni miktardaki levan igcermeyen dogal portakal suyuna kiyasla, 48 kisinin kilo,
gastrointestinal semptomlar ve metabolik profilleri iizerindeki etkisini arastirmis, iki tiir
meyve suyunun calisilan parametreler iizerindeki etkisinde dnemli bir fark saptanmamustir.
Levan tiiketiminin bagirsak aligkanligi, serum lipid seviyeleri, gastrointestinal semptomlar

ve kan basinci iizerine herhangi bir etkisinin olmadigi ifade edilmismistir.

Dal Bello, vd. (2001), Lactobacillus sanfranciscensis’ten elde edilen levan tipi
ekzopolisakkaritlerin, in vitro deneylerde bifidojenik ozellikler gosterdigini ortaya

koymuslardir.

Kang, vd. (2003), levan tiiketiminin viicut yag birikimi, serum lipid kompozisyonu,

kan trigliserid seviyesine etkisini arastirmak amaciyla Koreli kadinlar iizerinde 12 hafta
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boyunca levan diyeti uygulamislardir. Deney dénemi boyunca deneklerin serum glikoz
seviyelerinin normal simirlar iginde oldugu, deney sonucunda ise levan diyetinin kilo, viicut
yagi, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserit seviyelerini kontrol etmede etkili

oldugu gosterilmistir.

Diger ¢alismalarda ise levanin karaciger, bobrekler, pankreas ve kalp dokusunun
alloksan kaynakli diyabetik sicanlarda hasardan korunmasinda ve enzimatik savunmayi

arttirmada etkili oldugu saptanmistir (Dahech vd., 2013; Srikanth vd., 2015a).

2.2.4. Levanin Biyoteknolojik Uygulamalarda Kullanim Potansiyeli

2.3. Levan Antimikrobiyal Etkinligi

Yiiksek molekiil agirlikli, diisitk molekiil agirlikli ve difruktoz dianhidrit olmak
tizere li¢ farkli levan bilesiginin antibakteriyel aktivitesi, diinya ¢apinda gida bozulmalarina
ve gida kaynakli hastaliklara siklikla sebep olan patojenlere karsi test edilmistir. Diisiik
molekiiler agirhikli levan, %1’lik bir konsantrasyonda B. cereus, S. aureus, E. coli
O157:H7 ve P. aeruginosa’nin biiyiimesini etkili bir sekilde inhibe etmistir. %3’iin
tizerindeki konsantrasyonlardaki diisiik molekiil agirlikli levan, B. subtilis, B. cereus, S.
aureus, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7, S. typhimurium, P. aeruginosa ve
Enterobacter aerogenes biiyiimesini giiglii bir sekilde inhibe etmistir. Yiiksek molekiiler
agirlikli levanin %5 konsantrasyonu ise B. subtilis, S. typhimurium ve E. aerogenes
bakterilerine kars1 etkili antimikrobiyal aktivite géstermemis olup, B. cereus, S. aureus, L.
monocytogenes, E. coli O157:H7 ve P. aeruginosa kars1 yiiksek oranda antimikrobiyal
aktivite tespit edilmistir. Difruktoz dianhidrit %3 {izerindeki konsantrasyonlarda, E.
aerogenes disinda test edilen patojenik bakterilerin ¢ogunun biiyiimesini gii¢lii bir sekilde
inhibe etmistir (Byun vd., 2014).

Levan Kapakli Giimiis Nanopartikiillerin (AgLeNP) ilag salinim Sistemi arastirilmis
ve bakterisidal etkinligi incelenmistir. Gram-pozitif bakterileri temsil etmesi adina B.
subtilis ATCC 6051 ve Gram-negatif bakteri olarak ise E. coli K12 strainine karsi
bakteristatik etkinligi test edilmis olup, her iki grup iizerinde antagonistik aktivitesi

saptanmistir. Etkinlik konsantrasyonu incelendiginde Agl.eNP’lerin peptidoglikan duvari
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nedeniyle Gram-pozitif i¢in daha az etkili oldugu gorilmiistiir (Gonzalez-Garcinufio vd.,
2019).

Zymomonas mobilis NRRL B-1402 tarafindan tretilen ticari levan ile B. subtilis
tarafindan tretilen levanin bakteri strainleri ve gida iirlinlerinden izole edilen fungus
tirlerine kars1 antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Test edilen tiim mikroorganizmalar
en yiksek levan konsantrasyonu olan 40 mg/mL’de bile inhibisyon etKkisi
gozlenmediginden her iki levan {iriinii i¢in herhangi bir MIiK degeri belirlenememistir

(Gokmen vd., 2020).

Levan’in antibakteriyel etkinligi S. aureus ATCC 33592 ve E. coli ATCC 25922’ye
kars1 degerlendirilmistir. Sirasiyla 1 cm ve 0,8 cm’lik inhibisyon zon olusturduklari
goriilmiistiir. Ek olarak, her iki strain da >256 pg/mL MIK degeri tespit edilmistir
(Bouallegue vd., 2020).

Diger bir arastirmada Pseudomonas mandelii tarafinda {iretilen levanin
antibakteriyel aktivitesi S. aureus, E. coli, C. albicans ve A. niger test kiiltiirlerine kars1
degerlendirilmistir. 100 pg/mL konsantrasyona sahip levanin E. coli ve S. aureus’a karsi
inhibisyon zonu olusturdugu gozlenmesine karsin, C. albicans ve A. niger’ e Kkarsi
antifungal etki gostermemistir. 200 pg/mL  konsantrasyondaki levanin ise hem
antibakteriyal hem antifungal etkinlik gdsterdigi tespit edilmistir (Kosarsoy ve Cihangir,
2020).

P. mandelii tarafindan iretilen levanin antibiyofilm aktivitesi test edilmis olup;
levanin 100, 200, 500 ve 1000 pg/mL olmak {izere tiim konsantrasyonlarinin S. aureus, E.
coli, C. albicans ve K. pneumoniae test mikroorganizmalarina karsi antibiyofilm aktivitesi

saptanmistir (Kosarsoy ve Cihangir, 2020).

Levan temelli antimikrobiyal film kompozitleri son yillarda Onemli arastirma
konusu haline gelmistir. Paenibacillus polymyxa kullanilarak iiretilen levan ile bentonit ve
ucucu yaglar kullanilarak olusturulan film kompozitinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir (Kosarsoy Aggeli vd., 2022). Diger bir arastirmada ise levan ve chia

tohumu miisilajlariin nanokompozitlerinin antimikrobiyal film 6zellikleri arastirilmis ve
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antibakteriyel ozellik gosterdiklerine ragmen antifungal etkinlik gostermedikleri tespit
edilmistir (Kosarsoy Aggeli, 2022a). Ayrica toz devekusu yumurta kabugu ve levan
kullanilarak hazirlanan film 6rneklerinin antibakteriyal ve antibiyofilm aktivitesi oldugu

tespit edilmistir (Kosarsoy Aggeli, 2022b).

Halomonas elongata 153B tarafindan tretilen levanin 250, 500, 750 ve
1000 pg/mL konstrasyonlarinin antibiyofilm ve antimikrobial etkinligi test edilmis ve
uygulama yapilan tiim konsantrasyonlarda E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 6538, P.
aeruginosa ATCC 11778, C. albicans ATCC 10231 test kiiltiirlerine kars1 antibiyofilm ve
antimikrobiyal etkinlikleri oldugu gézlenmistir (Altintas vd., 2023).

P. polymyxa HCT33-3 (0,50, 0,25 ve 0,10 g/mL konsantrasyonlarda) ve Erwinia
herbicola tarafindan iretilen ticari levanin (0.50 g/mL konsantrasyonda), E. coli ATCC
35218, S. aureus subsp. aureus ATCC 2921, K. pneumoniae ATCC 1705, P. aeruginosa
ATCC 27853, C. albicans ATCC 90029 ve A. niger kiiltiirlerine karsi antimikrobiyal
aktivitesi test edilmistir. P. polymyxa’dan elde edilen levan tiim bakterilere Kkarsi
antibakteriyal etki gosterirken; E. herbicola’dan elde edilen saf levan ise sadece A. niger

tizerinde antimikrobiyal etki gostermistir (Kosarsoy Agceli ve Giinan, 2023).

2.4. Antimikrobiyal Tekstil Uygulamalar:

Son yillarda koruyucu, dekoratif ve teknik tekstil tirtinlerinin tiretiminde tekstillerin
antimikrobiyal bitim islemleri son derece onemli hale gelmistir ve bu dogrultuda tiiketici
talebi artmistir. Bu tlir tekstillerin kullanimi, ilag, tip, miihendislik, tarim ve gida
endiistrilerindeki farkli uygulamalara genisletmek icin firsatlar saglamistir. Antimikrobiyal
tekstil tiriinleri, tekstil iiriinlerinin nem, besin ve sicakliga bagl olarak yogunlasan bakteri
ve fungus gibi mikroorganizmalara karsi duyarliliga sahip olmasiyla birlikte biyolojik
bozulmanin engellenebilmesi sebebiyle kullanim avantaji saglamaktadir. Tekstil
tirtinlerinde mikroorganizma kolonizasyonu neticesinde meydana gelen biyolojik bozulma
sonrasi kotii kokuya, lif renginin solmasina ve malzemenin bozulmasina sebep olmaktadir.
Tekstil materyallerinde ki biyolojik bozulma mikroorganizma tiirii, tekstil materyalinin
kimyasal bilesimi, molekiiler yap1 ve polimerizasyon derecesine baglidir. Genel olarak,

seliilozik lifler mikroorganizmalarin saldirisina en yatkin olanlardir. Cytophaga, Bacillus,
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Cellulomonas, Clostridium, Cellvibrio, Sporocytophaga cinsi bakterilerin seliilozik lifli
kumaglar siklikla degrade ettigi bilinmektedir. Ana polimer maddesi keratin olan yiin
tirtinlerininin  degredasyonunundan ¢ogunlukla Bacillus, Pseudomonas, Actinomycetes
grubu bakterilerin sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu baglamda hidrofilik dogal ve rejenere
tekstil lifleri, mikroorganizmalarin biiyiimesine karsi daha savunmasizdir. Sentetik lifler

ise mikrobiyal kolonizasyon riskine daha az sahiptir (Harmsen vd., 2021).

Tekstil sektoriinde antimikrobiyal bitim islemi uygunlamis tekstil {iriinlerininin
sektorel hedeflerinden onemli bir kismi medikal alanlari hedef almaktadir. Medikal
tekstiller tip bilimleri ve uygulamalarinda, yara bandlari, pansuman malzemeleri, sargi
bezleri, hijyen iriinleri, cerrahi kiyafetler, implante malzeme tiretimi vb. hizmet saglamada
kullanilmaktadir. Antimikrobiyal tekstiller, hastane ve bakim ortamlarinda enfeksiyon
bulagsmasini azaltma potansiyeline sahiptirler. Ayrica antimikrobiyal 6zellikler, iiriinlerin
kullanim performans ve 6mriinii arttirip, bu kumaslarda hos olmayan kokularin olusumunu

da azaltabilmektedirler.

Antimikrobiyal tekstillerin medikal alanda kullaniminin yayginlagsmasi sonrasi
kullanim amac1 ve tekstil iirinlerinin siniflandirilmasinda karmasa olusmustur ve buna
kars1 diizenleyici uygulamalar gergeklesmistir. ABD Gida ve ilag Idaresi (FDA) ve ABD
Cevre Koruma Ajansi (EPA), antimikrobiyal tekstil irlinlerini diizenleme getirmek
amaciyla gorligmeler saglanmis ve antimikrobiyal tekstil iiriinlerinin tek amaci miinhasiran
esyayl veya maddeyi korumak olarak tanimlanmistir. Antimikrobiyal tekstil {irtinlerinin
tedavi amaci giidebilmesi i¢in antimikrobiyal tekstil {irlinlinlin tibbi cihaz olarak FDA

kaydina sahip olmasi gerekliligi ile sinirlandirilmigtir.

Tekstil tiriinlerindeki antimikrobiyal uygulamalar, kullanicilart tibbi ve hijyenik
sorunlara neden olabilen patojenik veya koku olusturan mikroorganizmalardan ve
istenmeyen estetik degisikliklerden veya c¢iiriimeden kaynaklanan hasarlardan korur.
Mevcut tekstil sektoriinde, tekstil tirtinlerine uygun antimikrobiyal ajanlarin uygulanma
miktart 6nemli 6l¢iide artmistir. Bu antimikrobiyal ajanlar, kimyasal yapilari, etkinlikleri,
uygulama yontemleri ile insan ve ¢evre lizerindeki etkilerinin yani sira maliyet agisindan

da farklilik gosterir (Gao ve Cranston, 2008).
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Antimikrobiyal tekstillere olan talep sadece tibbi tekstiller i¢in degil ayn1 zamanda
spor kiyafetleri, gida ambalajlari, ev mobilyalari, otomotiv tekstilleri, hava filtreleri, su
aritma sistemleri ve digerleri i¢in agirlik kazanmistir (Gao ve Cranston, 2008; Morais vd.,
2016; Montazer ve Harifi, 2017).

Tekstil uygulamalart i¢in birgok Kimyasal madde antimikrobiyal ajan olarak
kullanilmaktadir. Genel olarak, antibakteriyel ajanlar bakterisidal ya da bakteristatik olarak
iki grupta sinflandirilirlar. Tekstilde kullanilan hemen hemen tiim ticari antimikrobiyal
ajanlar bakterisidallerdir. Genel bakterisidallerin mekanizmasi, hiicre duvarma zarar
vermeyi, hiicre zar1 gecirgenligini engellemeyi ve enzimlerin aktivitesini veya lipitlerin
sentezini inhibe etmeyi amaglamaktadir. Tiim bu fonksiyonlar mikroorganizmanin hayatta
kalmast igin gereklidir. Amtimikrobiyal ajan olarak siklikla karsilagilan kimyasallar metal
tuzlar1t (Ornegin, giimiis), kuaterner amonyum bilesikleri (QAC), halojenli fenoller
(6rnegin, triklosan), polibiguanid (6rnegin, Polyhexamethylene biguanide (PHMB),
kitosan ve N- bazli kimyasallardir. Mevcut sektorde farkli teknolojiler kullanilarak birgok
antibakteriyel tiriin ve kimyasal mevcut olup gelistirilmeye c¢alisilmaktadir (Akarslan ve
Altinay, 2017).

Cinko, kobalt ve bakir gibi metaller gecmis yillarda tekstiller i¢in antibakteriyel
ajanlar olarak bazi uygulamalara sahipken, E. coli’ye karst MIK degeri 0,05 - 0,1 mg/L
olan glimiis hala tekstil uygulamalarinda 6zellikle yara ile iligkili medikal uygulamalarda
en yaygin kullanilan metaldir (Purwar ve Joshi, 2004). Ayrica, bu metal insan viicudunda
diger agir metallerden daha az toksiktir ve soluma, yutma veya dermatolojik yolllarla

maruz kalma riski daha diistiktiir (Lansdown vd., 2006).

AgNP’nin insan hiicreleri i¢in glimiis iyonundan ¢ok daha az toksik oldugu
bilinmektedir (Kittler vd., 2009). AgNP ile muamele edilmis kumaslarin antimikrobiyal
etkinligini korudugunu bildirilmistir (Bozaci, 2013).

Geleneksel olarak yiiksek antimikrobiyal etkilerine ragmen, sentetik maddeler insan
saghigina zararhidir. Sonug¢ olarak, dogal veya giivenli yardimci maddeler, tekstil
malzemelerinin islevsellestirilmesi i¢in sentetik olanlara alternatif olarak goriilmektedir.

Kitosan, antikanser, nontoksik, biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu olan bir
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polisakkarittir (Song vd., 2013; Pan vd., 2019). Ik olarak tekstillerde boya koyulastirici
olarak kullanilan kitosan, lif yiizeyinde homojen bir kaplama filmi olusmasina neden
olarak lifin yiizey 6zelliklerini gelistirir ve kumas ile boyalar arasindaki itmeyi azaltarak
boya emilim oranim1 6nemli 6lgiide arttirir. Ayrica kitosan, 6zellikle antibakteriyel 6zellik
olmak {izere giiclii bulunabilirlik, diisiikk maliyet avantajlar: ilede tekstil alaninda yaygin

olarak antimikrobiyal ajan olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.

Kitosana kiyasla kitosan oligosakkarit (COS), nispeten daha diisiik molekiiler
agirlik ve daha giiclii suda ¢ozliniirliik avantajlarina sahip olmasiyla birlikte antibakteriyel
ve antiviral aktiviteye sahiptir (Lan vd., 2023).

Antimikrobiyal tekstil sektoriinde antimikrobiyal ajan olarak kitosan biyopolimeri
ve Np uygulamalarina odaklanilmis olup, metal ve metal oksit nanoparcaciklarinin
biyopolimerlerle kombinasyonu 6nemli arastirma konularindandir (Petkova vd., 2014,
Tiiremen vd., 2021; Faheem vd., 2023). Levan biyopolimerinin antimikrobiyal ajan olarak

tekstil sektoriinde kullanimu ile ilgili ise aragtirma mevcut degildir.

2.5. Antimikrobiyal Koruyucular ve Boyalar

Toplum veya hastane enfeksiyonlari, diinya ¢apinda 6nemli sayida oliime yol
agmakta olup halk sagligi acisindan tedirgin edici boyuta ulagmigtir. Saglik hizmetiyle
iligkili patojenler, hasta ortaminda yaygindir ve yatak korkuluklari, kapt kollari, tibbi
ekipman, masalar vb. gibi ¢ok cesitli cansiz yiizeylerde birikerek bulastigi bilinmektedir.
Mikroorganizmalarla kontamine olmus yiizeylerde bu canlilar uzun siire canli kalabilmekte
ve bu ylizeylere temas sonucunda da g¢apraz enfeksiyonlar olusabilmektedir. Potansiyel
olarak capraz kontaminasyonu azaltmanin bir yolu, insanlarin giinliik faaliyetleri sirasinda

dokundugu nesneleri mikrobisidal hale getirmektir (Van Doremalen vd., 2020)

Boyalar ¢evre kosullarina karst bariyer gorevi gormesi igin cesitli kimyasal
maddeler icermek zorundadirlar. Temel olarak duvar boyalar1 boyalarin yapisma veya
baglanma o6zelliklerini saglayan baglayicilar, pigmentler, baglayicinin, pigmentin ve katki
maddelerinin molekiiler formda veya kolloidal dispersiyon formunda birlesmesini saglayan

¢oziiciller ve amaca ve kullanim alanina gore cesitlendirilen katki maddelerinden
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olugmaktadirlar. Baglayict olarak akrilik, polivinil asetat, epoksi, ¢oziicii olarak ksilen,
toliien, ketonlar ve genellikle diisilk konsantrasyonlarda katki madderi bulundururlar

(Brock vd., 2000).

Katki maddeleri, boyalar veya kaplamalarda belirli bir islevi olan veya spesifik bir
Ozellik kazandiran kimyasallar olarak tanimlanir. Genellikle agirlikga %0,1-5
konsantrasyonda kullanildig1 goézlenen boya katki maddeleri, yiizey aktif maddeler,
dagitici, kurutucu, reolojik, plastiklestirici, kabuklanma 6nleyici, kopiik 6nleyici kimyasal
maddeler, korozyon inhibitorleri, stabilizatorler ve katalizorleri ifade etmekte olup, 6nemli

katki maddelerinin arasinda biyosidal kimyasallar gelmektedir (Brock vd., 2000).

Boyalarin olustugu kimyasallara siklikla soluma ve cilt temasi ile maruz kalinmakta
olup, o6zellikle boyanin hazirlanmasi sirasinda, bilesenlerin (pigmentler, genisleticiler,
recineler, katki maddeleri) tartilmasi, bunlarin karistirma ekipmanima yiiklenmesi,
ogiitiiciilere ¢oziiciilerin eklenmesi, boyanin yiizeye uygulanmasi gibi manuel islemleri
iceren islemlerde meydana gelmektedir. igerdikleri kimyasallar sebepli genotoksik,
kanserojenik oldugu ve akyuvarlarin, T lenfositlerinin seviyesini azaltma gibi hematolojik
degisikliklere de yol agtigi bilinmektedir. (Kim vd., 1999). Bazi iilkelerde boyalarin
icerdigi kimyasallar azaltilmis veya degistirilmis olmasina ragmen diinya geneldi tehlikeli

kimyasal igerige sahip boyalar kullanilmaktadir (IARC, 2006).

Su bazli boyalar organik maddeler icermesi sebebiyle mikroorganizmalar igin ideal
bir bliylime ortamini temsil eder. Artik monomerlerin ve organik solventlerin igeriginin
azalmasi nedeniyle, yeni formiilasyonlarda mikrobiyal kontaminasyon riski daha yiiksektir.
Film koruyucu olarak kullanilan ajanlar, boyalarda, kaplamalarda mikroorganizmalarin
bliylimesini, boyaya eklenen agirlikca %1'in altindaki konsantrasyonlarda kimyasal
biyositlerle engellemektedir. Kutu i¢i koruyucular, boyayi, iiretim, nakliye ve depolama
sirasinda mikrobiyal biliylimeye karsi korur. Bu amag¢ icin yaygin olarak kullanilan
maddeler formaldehit, alkoller, aminler ve amidler, izotiazolinonlar ve kloroasetamid gibi
N, S -heterosiklik bilesiklerdir. Antimikrobiyal film koruyucular ise uygulanan boyayi
bakteri, kiif, yosun veya yosun saldirilarina karsi korur. Bu amac¢ i¢in halihazirda
kullanilan maddeler arasinda cesitli kiikiirt ve azot iceren kimyasallar, ditiyokarbamatlar,

tioftalimid tiirevleri, benzimidazol tiirevleri ve tryalkil bilesikleri gibi siklik bilesikler
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kullanilmaktadir. Ek olarak organik civa bilesikleri gibi ekolojik agidan tehlikeli maddeler
yer alabilmektedir (Brock vd., 2000). Buna karsin antimikrobikrobiyal boyalarda
kullanilanilan toksik kimyasallar yerine biyolojik olarak pargalanabilir, toksik olmayan

antimikrorobiyal ajanlara yonelinmelidir.

Boyalar ve kaplamalar igin endiistriyel agidan yararli bir baglayiciya
doniistiiriilmesi sebepli bitkisel tohum yaglari, lignin ve kitosan bazli poliiiretan gibi
biyolojik kaynaklardan {iretilen yapilar katilmakta ve bdylece boyalarda kullanilan

kimyasal olaran1 azaltilabilmektedir (Ghost ve Urban, 2009; Karak, 2016).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Levan Sentezinde Kullanilan Bakterilerin izolasyonu

Levan sentezinde kullanilan bakteri izolatlari, “TUBITAK 2209-A Universite
Ogrencileri Arastirma Projeleri Destegi Programi” kapsaminda Eyliil 2020’de
sonuglandirilan “Nikel Iceren Topraklardan Izole Edilen Bakteriler Ile Bazi Agir
Metallerin Biyoremediasyonu” baslikli projede elde edilen ve Prof. Dr. Nurcihan
HACIOGLU DOGRU’nun kisisel Kkiiltiir koleksiyonunda muhafaza edilen strainler

arasindan secilmistir.

Mart 2020°de yapilan arazi ¢alismalarinda alinan toprak 6rneklerinden elde edilen
izolatlarin yukarida bahsi gegen proje kapsaminda kiiltiirel ve molekiiler tanimlamalari
yapilmistir. Tanimlanan bu strainlerden canlandirma sonrasi en fazla mukoid o6zellik
gosteren ve biiyiik kubbe morfolojisine sahip olan 5 tanesi levan iiretim potansiyellerinin

belirlenmesi i¢in segilmistir (Tablo 1).

Tablo 1

Bakteriyal izolatlarin elde edildigi toprak 6rneklerinin istasyon bilgileri

Izolat Kodlar Ornek Alinan Bélge Rakim Cografi Koordinat Bilgisi
2N11
22N|\I131124 Sarlmgal_(h képl’l'?., 55 m 39.840.276 N
Kendirlik mevki 26.320.107 E
2N17
2N110

Tez kapsaminda levan iiretimi i¢in kullanilan bu izolatlarin gliserol stoklarindan
Nutrient agar (NA) iceren petri kaplarna pasajlamalart yapilarak, 37 °C’de 24 saat

inkiibasyon kosullarinda canlandirilmalari yapilmustir.

3.2. Biyopolimerin Eldesi

Bakteriyal izolatlarin levan iiretiminde kullanilabilmesi i¢in 5O mL steril Nutrient

Broth (NB) ortamina bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii inokiile edilmis ve 37 °C’de 24 saat
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120 rpm’de inkiibe edilmistir. Bu erlenlerin igerigi i¢in standart inokiilum olarak 7x10°

kob/mL olarak belirlenmistir.

Inkiibasyon sonunda elde edilen bakteri kiiltiirii (%10 v/v) levan iiretimi igin 50 mL
%5 sukroz ilaveli NB besiyerinde mezofil kosullarda 2 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Fermantasyon siiresinin sonunda, her bir siseden 10 mL kiiltiir alinmig ve 4000 rpm’de
15dk santrifiij islemiyle kiiltiir sividan ayrilmistir. Siipernatant ayrilarak {izerine 1:2
oraninda etanol ilave edilmis, pH 10’da 60 dakika 37 °C’de inkiibe edilerek polimer
¢oktiiriilmiistiir. Daha sonra sivi 10000 rpm’de 10 dk santrifiilenerek etanol ortamdan

uzaklastirilmis ve ¢oken polimer kurutma islemine tabi tutulmustur (Sekil 1) (Abou-Taleb
vd., 2014).

Sekil 1. Brachybacterium nesterenkovii NY-3 tarafindan iiretilen biyopolimer
3.2.1. Sentezlenen Levanlarin Tamimlanmasi ve Yapisal Karakterizasyonu

Izolatlardan elde edilen biyopolimerin levan olma potansiyeli ilk asama olarak
fruktoz varlign Potasyum ferrisiyaniir (PF) seker testi ile belirlenmistir. Onceki adimda
tiretilen biyopolimer peletleri, 100 °C’de su banyosunda bir saat boyunca %0,5 (v/v) HCI
kullanilarak hidrolize edilmistir (Moussa vd., 2017). Daha sonra sodyumhidroksit (%20)
sulu ¢ozelti i¢ginde 1 mL PF (10 mg/mL), 1 mL hidrolize levana (1 mg/mL) ilave edilmis
ve icerik nazik¢e galkalanmistir. Renk degisimi gozlenmis ve olusan yesilimsi sar1 rengin
kaybolma zamani not edilmistir. Renk kaybolmasi 2 dk gerceklesmesi levan varligim

gostermistir. Kontrol olarak fruktoz ve glukoz kullanilmigtir (Srikanth vd., 2015a).
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Elde edilen polimerin levan olup olmadigmin anlasilmasi igin B. nesterenkovii NY-
3 straininden elde edilen levana proton analizi (*H NMR) ve Fourier Déniisiimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FTIR) yapilmis ve bulgular literatiirdeki levan verileriyle karsilastirilmistir
(Jathore, 2012; Srikanth vd., 2015b).

3.3. Levan Uretiminin Optimizasyonu

Levan iiretim optimizasyonu denemeleri i¢in tez kapsaminda standart inkiibasyon
(37 °C 48 saat) kosullarinda en yiiksek levan eldesinin yapildigi Brachybacterium
nesterenkovii NY-3 bakterisi se¢ilmistir. Bu bakterinin se¢ilmesinin bir diger nedeni ise
yapilan literatiir taramalarinda bu strainle levan {iretimine dair g¢alismalarin sinirh
oldugunun saptanmasidir (Diaz-Cornejo vd., 2023). Fermentasyon siireglerinde

optimizasyon i¢in tek seferde tek parametre optimizasyonu stratejisi kullanilmistir.

Uretim besiyeri igerigi (g/L); K2HPO4 (1,0 g), (NH4)2SO4 (1,0 g), MgS04.7H,0
(0,5 g), sukroz (100 g) maddelerinden olusmakta olup; bakteri inokulasyonu ise 1
McFarland standardinda %10 (v/v) olacak sekilde gerceklestirilmistir (Mousa vd., 2017).

3.3.1. Farkh Azot Kaynaklarinin Levan Sentezine Etkisi

Bu amagla literatiir bilgileri 15181inda (Kosarsoy Agceli, 2017) iire, maya 0ziitii,

tripton, pepton ve amonyum okzalat olmak tizere bes farkli ticari azot kaynagi se¢ilmistir.

Tiim optimizasyon parametreleri i¢in bakteri inokiilasyonundan sonra inkiibasyon
kosullar1 48 saat 37 °C’de 150 rpm olarak belirlenmis olup siirenin sonunda levan miktari
g/L olarak belirlenmistir.

3.3.2. Farkh pH Degerlerinin Levan Sentezine Etkisi

Uygun pH degeri belirlemek i¢in inokiilant tiretim besiyerinde 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
pH degerlerinde inkiibe edilmistir.
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3.3.3. Farkh Sicaklik Degerlerinin Levan Sentezine Etkisi

Optimum tretim sicaklik degerini belirlemek i¢in 25 °C, 30 °C, 37 °C’de 150

rpm’de calkalamali inkiibatorde 48 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir.

3.3.4. Farkh Sukroz Miktarlarimin Levan Sentezine Etkisi

Farkli sukroz igerigine sahip besiyerlerinin (%1, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30) 48 saat

inkiibasyonu ile gerceklestirilmistir.

3.3.5. Levan Uretiminde Uygun Karbon Kaynaginin Belirlenmesi

Standart besiyerine karbon kaynagi olarak %15 oraninda Glukoz, Fruktoz, Sukroz,

Mannitol eklenmis ve 48 saat inkiibe edilmistir.

3.4. Levan Biyopolimerinin Antifungal Film Etkinliginin Belirlenmesi

Levan biyopolimerinin antifungal film etkinliginin belirlenmesi EN 15457 (Boyalar
ve vernikler- Bir kaplamada mantarlara karst film koruyucularin etkinliginin denenmesi
icin laboratuvar yontemi) referans alinarak gergeklestirilmistir. Standart kapsaminda, dis
ortamda (Aureobasidium pullulans, Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides,
Phoma violaceae, Ulocladium atrum) ve i¢ ortamda kolonize olma ihtimali yiiksek fungus
(Aspergillus versicolor, Aspergillus niger, Stachybotrys chartarum, Penicillium
purpurogenum ve Rhodotorula mucilaginosa) tiirlerinin ikisinin ¢alisilmasi onerilmektedir
(EN 15457, 2022). Etkinligin degerlendirilmesinde referans olarak i¢ ¢ephe boyasi

kullanilacagindan P. purpurogenum ve A. niger suslari segilerek test gergeklestirilmistir.

3.4.1. Spor Siispansiyonun Hazirlanmasi

P. purpurogenum DSM 62866 ve A. niger DSM 12634 suslar1 %3 malt, %1,5 agar
igeren kiiltiir ortaminda 7 giin inkiibe edilmistir. Her bir strain agar {izerine 5 mL %0,05
Polisorbat 80 Soliisyonu igeren steril su aktarilarak drigaski ile kiiltiir yiizeyinden sporlar

ayrilmistir. Elde edilen spor siispansiyon bir erlene aktarilmistir. Spor siispansiyonlari hif
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yapilarinin ve sporlarin birbirinden ayrilmasi amaciyla 5 g cam boncukla 1 dakika boyunca
calkalanmistir. Homojenize edilmis slispansiyon sinterlenmis siizgegten 3 kez siliziilmiistiir.
Elde edilen siispansiyon 400x biiylitmede spor yapilar1 ve silispansiyonda hif varlig
incelenmistir. Her iki strain iginde spor sayis1 hemositometre ile sayildiktan sonra, her bir
mikroorganizmadan esit oranda karistirilarak spor sayis1 108 — 107 spor/mL olacak sekilde
steril su ile ayarlanmistir. Spor karisiminin spor yogunlugu istenilen yogunluga
ayarlandiktan sonra seri diliisyon yapilarak Malt Ekstrakt Agar (MEA) besiyerine dublike
olarak 1 mL inokiile edilmis ve Petriler 24 + 2 °C’da 7 giin inkiibe edilerek koloni sayilar
kaydedilmistir (Sekil 2) (EN 15457, 2022).

Sekil 2. P. purpurogenum DSM 62866 ve A. niger DSM 12634 kiiltiirleri ve spor

slispansiyonu hazirlanisi
3.4.2. Antifungal Film Potansiyelinin Test Edilmesi

Levan solisyonunun antifungal film potansiyeli EN 15457 standarti modifiye
edilerek belirlenmistir. Levan %10 (w/w) konsantrasyonda hazirlanmis gliserol soliisyonu
ile ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan levan soliisyonu, antimikrobiyal olmayan beyaz i¢ mekan
boyasina, levan miktar1 %3-5-10-20 son konsantrasyonda olacak sekilde eklenmistir.
Biyosidal etkisi olmayan filtre kagidi tizerine (%3-5-10-20) levan i¢eren boya orneklerinin
kaplama islemi gerceklestirilmistir. Ek olarak levan igermeyen boya ile kaplama islemi
yapilmigtir. Kaplama yapilan filtre kagidinin antifungal etkinligi olmadiginin gosterilmesi

amaciyla kaplama yapilmamis steril filtre kagitlari hazirlanmistir. Uygulama gérmiis ve
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gormemis filtre kagitlar1 5 giin boyunca 23 + 2 °C’de ve 50 £ 5 bagil nemde yatay
konumda sartlandirtlmistir (Sekil 3). Sartlandirmadan sonra, boya ile kaplanmis tiim
filtreler UV ile steril edilmistir. Steril edilmis levan soliisyonu, agar yiizeyinin merkezine
steril bir cimbiz ile kaplanmis yiizey yukari bakacak sekilde, hava boslugu kalmadan
yerlestirilmistir. 0,2 mL mix spor siispansiyonu boya ise kaplanmis ve kaplanmamig
filtrelere inokiile edilmistir ve filtre {izerine esit olacak sekilde yayilmistir. Siispansiyonun
tireme kontrolii amaciyla {i¢ adet sadece agar besiyerine inokule edilmis ve silispansiyon
drigalski ile agar iizerine yayilmistir. 24 £ 2 °C’de 7 giin inkiibe edilerek koloni sayimi
gerceklestirilmistir. Kaplanmis ve kaplanmamus filtreler de 24 + 2 °C’de inkiibasyona ayni
anda kaldirilmis olup standart kapsaminda degerlendirme 6l¢egi dikkate alinarak 7, 14 ve
21 giin inkiibasyon siiresi sonrast mantar bilyiimesinin filtre kagidi alaninin yiizde kagini
kapsadigi belirlenerek kaydedilmistir (EN 15457, 2022).

Sekil 3. Filtre kagitlarinin sartlandirma iglemi

3.5. Tekstil Uriiniiniin Antibakteriyal Etkinliginin Belirlenmesi

3.5.1. Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanisi

S. aureus ATCC 6538 (Sekil 4), K. pneumoniae ATCC 4352 (Sekil 5) kiiltiiriinden

bir 6ze dolusu alinmig ve siispansiyon besiyeri (1/500 NB) hazirlanmistir.
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Sekil 5. K. pneumoniae ATCC 4352 TSA besiyerindeki goriintiisii

3.5.2. Tekstil Uriiniiniin Levan Biyopolimeri ile Muamelesi

%65 pamuk-%35 polyester igerigine sahip se¢ilmis kumaslara %10 (w/w)
konsantrasyonda hazirlanmig gliserol soliisyonu ile %3-5-10-20 levan konsantrasyonu
ayarlanmistir. Test 6rnekleri 50+2 mm x 50+2 mm ebadinda ve en fazla 10 mm kalinligina
ayarlanarak hazirlanmig levan soliisyonlar steril petri icerisinde kumas tamamen emilim
saglayacak miktarda aktarilarak 2 saat beklenmistir. Levan soliisyonu emdirilen kumas ayri

bir petriye alinarak 3742 °C’de 24 saat kurumaya birakilmigtir. Kuruma siiresi sonrast
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kumaglarin bir kismi ISO 20743 test protokolii i¢in kumaslarin bir kismi1 0,40 g+0,05 g
olacak sekilde kesilmistir (ASTM E2149, 2020; ISO 20743,2013; JIS L 1902,2015).

3.5.3. Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin tespiti I1ISO 20645:2004 protokoline ve JIS L
1902:2015’den Hale yontemine dayali olarak yapilmistir. ISO 20645 yonteminde tekstil
numuneleri iki agar tabakasi arasina yerlestirilmistir. 10+0.1 mL NA dokiilen petriye
besiyeri donduktan sonra levan ile muamele gormiis ve higbir muamele gormemis
kumaslar steril pens ile yerlestirilmistir. Uzerine 5,0£0,1 mL NA ve 6,0x10° kob/mL
bakteri karisimi aktarilip agar ortaminin katilagsmasi beklenmis ve 37+2 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Es zamanli olarak Hale yontemi gergeklestirilmis olup 1x107
kob/mL ayarlanmis bakteri siispansiyonlart NA’ya eklenerek 1,0+0,1 mL yayma plak
yontemiyle ekim gergeklestirilmistir. Muamele goérmiis ve hicbir muamele gérmemis
tekstil numuneleri {izerine yerlestirilerek 24 saat 37+2 °C’de inkiibe edilmistir (ISO 20645,
2004; JIS L 1902, 2008). Tekstil iiriinlerindeki levanin besiyerine difuze olmamasi
durumunda levan biyopolimeri ile muamele edilmis tekstil triinleri “ISO 20743-Tekstil
riinlerinin ~ antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi” test metodu uygulanarak
bulunmustur. Antimikrobiyal uygulama gormiis (A) ve antimikrobiyal uygulama gérmemis
(U) altisar adet test 6rnekleri 0,40 +0,05 g olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan test
ornekleri UV ile steril edilmistir. Daha sonra test Orneklerinin lizerine 0,2 mL test
stispansiyonu ilave edilmis olup A ve U orneklerinden 3’er tanesinin iizerine 20 mL
Soybean Casein Lecithin Polysorbate (SCDLP) Broth besiyeri eklendikten hemen sonra
Maximum Recovery Diluent (MRD) ile seri ondalik diliisyonlar1 yapilmigti. SCDLP
Broth ve ondalik dilisyonlardan membran filtrasyon yapilarak filtreler TSA’a
yerlestirilmistir. Petriler 37+£2° C’de 24-48 saat inkiibasyon sonunda geri kazanilan
mikroorganizma sayisi, uygulama gérmemis tekstil {irliniiniin temas an1 (Up) ve uygulama
gormiis tekstil {iriiniin temas ani (Ao) olarak belirlenmistir. Temas sonrasi levan ile
muamele edilmis ve edilmemis kumaglar 37+2 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve
ayni islem gergeklestirilmistir. Temas siiresi sonras1 membran filtrasyon gergeklestirilip,
membran filtre yerlestirilen petriler 37+2 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonras1 uygulama gérmemis tekstil iiriiniiniin temas siiresi sonrast (U

ve uygulama gormiis tekstil {irliniin temas an1 (As) bakteri sayis1 gerekli diliisyon katsayisi
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hesaba katilarak hesaplanmistir. Levan ile muamele edilmis kumasin antibakteriyel

etkinligi ISO 20743 metoduna gore Formiil 1.1, 1.2 ve 1.3 kullanilarak hesaplanmstir.

Antibakteriyal Aktivite Degeri=F — G (1.1)
F=1gCt- 1gCo (1.2)
G=IgT+ IgTo (1.3)

e 1gCi= 3 adet U 6rneginin temas siiresi sonrasindaki bakteri sayisinin ortalama
degerinin logaritmasi

e 19Co =3 adet U oOrnegindeki temas ani bakteri sayisinin ortalama degerinin
logaritmasi

e IgTi= 3 adet A Orneginin temas siiresi sonrasindaki bakteri sayisinin ortalama
degerinin logaritmasi

e IgTo =3 adet A Ornegindeki temas ani bakteri sayisinin ortalama degerinin

logaritmasi
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bakteri izolatlarinin Tanimlanmasi

Toprak Orneklerinden elde edilen izolatlardan %5’lik sukroz igeren TSA’da
inkiibasyondan sonra en fazla mukoid 6zellik gosteren ve kubbe seklinde goriiniime sahip
5 bakteri izolat1 se¢ilmis ve bu izolatlar molekiiler identifikasyona tabi tutulmuslardir. 16S
rDNA gen dizi analizleri sonrasi informatik araglarda benzerlik oranlari dikkate alinarak
bakteri izolatlar1 tiir diizeyinde belirlenmistir. izolatlarin en yakin tiir ve benzerlik oram

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2
Izolatlarin en yakin tiir ve benzerlik oran1 (%)
izolat Kodu Bakteri straini Benzerlik Oram (%)
2N11 Priestia megaterium DY805 99.76
2N12 Bacillus cereus ERI009-FG3-IND 95.53
2NB14 Bacillus pseudomycoides KK16B1 10 99.53
2N17 Brachybacterium nesterenkovii NY-3 100
2N110 Bacillus cereus L14 99.29

4.2. Levan Biyopolimeri Uretimi

Molekiiler tanimlamalari yapilan P. megaterium DY805, B. cereus ERI009-FG3-
IND, B. pseudomycoides KK16B1 10, B. nesterenkovii NY-3 ve B. cereus L14 bakteri
strainleri sirastyla 1,892 g/L, 2,620 g/L, 1,670 g/L, 2,806 g/L ve 1,132 g/L levan
biyopolimeri iiretmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Izole edilen mikroorganizmalardan iiretilen levan miktari

Bacillus tiirleri, gelismis adaptasyon mekanizmalar1 nedeniyle ¢esitli habitatlardan
izole edilebilen, gram pozitif, basil morfolojisinde, endosporlu aerobik ve fakiiltatif
anaerobik bakterilerdir. Bu istiin fiziksel Ozellikler Bacillus tiirlerinin fermantasyon
yoluyla tiretim yapmasinda kilit rol oynamaktadir. Literatiirde birgok Bacillus straininin
yiikksek c¢esitlilik ve oranda ekzopolisakkarit yapida biyopolimer iireticisi oldugu
bildirilmistir (Sojan vd., 2023).

Bu calismada 4 farkli bakteri tiirii (5 farkli strain) izole edilmis olup kiiltiirel
yontemde levan iretim miktarlar1 belirlenmistir. Levan {Urettigi tespit edilen 5
organizmanin 4’iiniin Bacillus tirii oldugu tanimlanmustir. Literatiirde P. megaterium, B.
cereus ve B. pseudomycoides tiirlerinin biyopolimer iiretim potansiyeline dair ¢aligma
saptanamamis olup ilk kez bu ¢alisma kapsaminda levan biyopolimeri iirettikleri tespit
edilmistir. Bununla birlikte B. subtilis, B. licheniformis, Lactobacillus reuteri, B.
amyloliquefaciens, Bacillus methylotrophicus tiirleride dahil olmak tizere farkli ¢ok sayida
Bacillus tiiriinin levan {iretme kapasitelerinin oldugu farkli arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Zhang vd., 2014; Bouallegue vd., 2020). Bu ¢aligma kapsaminda Bacillus

genusu {iyesi strainlerin ortalama 1.83 g/L levan biyopolimeri iirettigi tespit edilmistir.

B. subtilis strainlerinin yiiksek oranda levan tiretimi gergeklestirdigi bilinmektedir
(Shih vd., 2010; dos Santos vd., 2013; Mummaleti vd., 2022).
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B. subtilis NRRL B-447, B. subtilis NRRL B-675, %15 siikroz iceren besi
ortaminda 10 giin 170 rpm ¢alkalamali inkiibasyon kosulunda levan iiretmistir. Her iki
strainde 10 g/L levan iiretmekte olup, ayni inkiibasyon kosullarinda B. subtilis NRRL B-
744a ise 15g/L levan iiretmistir. Buna karsin B. subtilis NRRL B-577 ve B. subtilis NRRL

B-644 izolatlar1 ayni inkiibasyon kosullarinda levan iiretimi gergeklestirmemistir (Han vd.,
1996).

Bacillus tiirlerinde levan iiretim miktarlari gesitlilik gostermektedir (Han vd., 1996).
Priestia megaterium DY805, B. cereus ERI009-FG3-IND, B. pseudomycoides
KK16B1_10, ve B. cereus L14 levan iiretme miktar1 B. subtilis levan tiretim miktarina gére
az olmakla birlikte, biyopolimer iiretim miktar1 besi ortami bilesenleri, inkiibasyon siiresi
ile dogrudan etkili olup, besi ortamini olusturan bilesenler miktar1 veya inkiibasyon siiresi

ile dogrusal olmayan bir gesitlilik géstermektedir (Han vd., 1996; Nasir vd., 2020).

Bacillus polymyxa levan iiretimi besi ortaminin i¢erdigi siikroz oranina goére 7,1-
57,3 g/L arasinda degistigi tespit edilmistir. En yiiksek levan miktar1 (57,3 g/L) yaklasik
%8 sakkaroz igeren ortamda gergeklesirken, daha yiiksek siikroz konsantrasyonlarinda
verim diismiistiir. %10-12-16 siikroz igeren ortamda sirasiyla 40,2 g/L, 36,0 g/L ve 32,0

g/L levan trettigi tespit edilmistir (Han vd., 1996).

Aragtirmamizda ise P. megaterium DY805, B. cereus ERI009-FG3-IND, B.
pseudomycoides KK16B1 10, ve B. cereus L14 strainlerinden elde edilen levan iiretim
miktarlar1 standart inkiibasyon kosullarinda elde edilen sonuglardir. Bu strainlerden elde
edilen levan {iiretim miktarlarinin farkli inkiilbasyon kosullarinda daha yiiksek olma

potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir.

Bununla birlikte ¢alismada yer alan strainlerden B. cereus ERIO09-FG3-IND
straininin, P. megaterium DY805, B. pseudomycoides KK16B1 10 ve B. cereus L14
strainlerine kiyasla sirasiyla %38,62, %56,89 ve %131,86 daha fazla levan iiretimi

gerceklestirdigi saptanmistir. En diisiik levan ise B. cereus L14’den elde edilmistir.
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Brachybacterium genusu, Actinobacteria sinifina ait hareketsiz, spor olusturmayan,
Gram pozitif, kok veya basil morfolojisine sahip; ayn1 zamanda EPS tiretme potansiyelide
gosteren bakterileri kapsamaktadir (Orsod vd., 2012).

Brachybacterium paraconglomeratum tiiriiniin en yiiksek EPS iiretimi pH 7,0 ye
ayarlanmig 500 g/L siikroz igeren besiyerinde 28 °C, 72 saat inkiibasyon kosulunda 45,23
0/L olarak saptanirken; ayni tiiriin 37 °C’de 24 saat inkiibasyonunda EPS iiretimi 2,13 g/L
olarak bildirilmistir (Aleksandra vd., 2017).

B. nesterenkovii NY-3 straininin standart inkiibasyon kosullarinda (%5 sukroz
ilaveli NB, pH 7, 48 saat) levan iiretimi ise 2,81 g/L olarak saptanmistir (Diaz-Cornejo vd.,
2023).

4.2.1. Sentezlenen Levan Biyopolimerlerinin Tanimlanmasi

5 farkl: strainden PF seker testi ile yapilan tanimlama isleminde renk kaybolmas1 P.
megaterium DY805, B. cereus ERIO09-FG3-IND, B. pseudomycoides KK16B1_10, B.
nesterenkovii NY-3 ve B. cereus L14 test bakterilerinden sirasiyla 45 s, 38 s, 50 s, 53 s ve
49 s’de tespit edilmistir. Pozitif kontrol fruktozda 10 s’de sari-yesil renk kaybolurken;
negatif kontrol olarak kullanilan glukoz soliisyonu soluk yesil renk olarak sabitlenmistir.
Bu durum her bir strain i¢in mikrobiyal driinlerin levan polimeri oldugunu kanitlamigtir

(Srikanth vd., 2015).

4.2.2. Sentezlenen Levan Biyopolimerlerinin Karakterizasyon Bulgular:

B. nesterenkovii NY-3 straininden sentezlenen levan polimerlerinin, *H NMR
goriintiileri hizmet alimi seklinde Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi (ARUM)’nden temin edilmistir.
Saflagtirilmis levanin *H NMR spektrumu (Sekil 7), levanin olusturucu monomeri olarak
fruktozla ilgili alt1 adet proton sinyali gostermistir. tH NMR spektrum rezonanslarmmn 3.3
ve 4.2 ppm arasinda oldugu goriilmiis olup; sinyal araligi B. nesterenkovii NY-3 iiretilen

fruktanin (2 — 6) fruktofuranosid birimlerinine sahip levan oldugunu gostermistir.
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Sekil 7. B. nesterenkovii NY-3 straininden elde edilen levanin *H NMR spekturumu

13C NMR ve 'H NMR spektroskopisi, levanin karakterizasyonunda yaygin olarak
kullanilan analiz yOntemleridir. Niikleer manyetik rezonans spektrumlari, kiigiik
molekiiller i¢in son derece benzersiz, iyi ¢Oziinen, analitik olarak izlenebilir ve siklikla
tahmin edilebilir 6zelliklere sahiptir. NMR spektroskopisi, birincil yapi (dahil stereo
kimya), seker konformasyonu, yerine koyulan gruplarin stoikiyometrisi ve karisimdaki
bireysel sekerlerin orani gibi yapisal Ozellikleri belirlemek i¢in kullanilabilir. Ayrica
ornekteki belirli "fonksiyonel gruplarin" varligi hakkinda detayh bilgi saglar. *C NMR
spektrumu, yapmin karbon atomlarimi temsil eden belirli kimyasal kaymalar verir

(Srikanth vd., 2015).

Calismamizda optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan B. nesterenkovii NY-3
straininden elde edilen levanin FTIR analizi Erzurum Atatiirk Uni. Dogu Anadolu Yiiksek
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAYTAM)’da hizmet alimi seklinde

gergeklestirilmis olup, sentezlenen levana ait FTIR goriintiisii Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. B. nesterenkovii NY-3 straininden elde edilen levanin FTIR spekturumu

FTIR spektroskopisinin prensibine gore, belirli kimyasal baglar kizilotesi enerjileri
belirli frekanslarda veya dalga boylarinda absorbe eder. Bu, bilesiklerin IR
absorpsiyonlarinin spektral konumlarina dayanarak, bilesiklerin temel kimyasal yapilarinin
belirlenmesine yardimci olur. Levanin FTIR spektral konumlar1 kullanilarak kolayca
karakterize edilebilir (Schmitt ve Flemming, 1998). Levanin FTIR karakterizasyonu
oncelikle hidroksil germe titresimi, C-H germe titresimi, karbonil C-O germe titresimi,
polisakkaridin glikozidik baglanmas1 (C-O-C) gerilimi ve seker {initelerinin furan

halkasinin varligin1 gosterir.

Yapilan NMR ve FTIR analizleri ve literatiirdeki veriler (Barone ve Medynets,
2007; Mamay vd., 2015; Kosarsoy Aggeli, 2017) ile analiz sonuglart kiyaslandiginda levan
sentezinin basarili oldugu gortilmektedir.

4.3. Levan Uretiminin Optimizasyonu Bulgular

4.3.1. Farkh Azot Kaynaklarinin Levan Sentezine Etkisi

Farkl1 azot kaynaklarinda levan iiretimi sirasiyla maya oziiti (3,48 g/L) > tripton
(3,32 g/L) > iire (2,82 g/L) > pepton (2,80 g/L) > amonyum okzalat (2,05 g/L) olarak

belirlenmistir (Sekil 9). Levan sentezi ile bakteriyal lireme miktar1 arasinda dogrusal bir

iliskide saptanmustir.
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Sekil 9. Cesitli azot kaynaklarinin levan tiretimine etkisi

P. mandelii 'nin yiiksek miktarda levan tiretimi i¢in farkli azot kaynaklarinin (iire,
maya Oziitli, amanyum nitrat, pepton, tripton, amonyum karbonat, malt 6ziitli, amonyum
stilfat, kazein, amonyum oksalat) etkisi, 48 saatlik inkiibasyon kosullarinda arastirilmistir.
En yiksek levan miktart (16,6 g/L) azot kaynagi olarak maya oziitii kullanilan
inkiibasyonda elde edilmistir. Maya Oziitiinden sonra en yiiksek miktara (14,32 g/L)
triptonun sebep oldugu goriilmiistiir. Diger azot igeren kaynaklarin levan iiretim miktarini
artirma orani ise sirayla, tire (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 6ziiti (2 g/L), amonyum siilfat (1,6
g/L), sodyum nitrat (1,12 g/L) bildirilmistir (Kosarsoy Aggeli, 2017). Calismamizda da
literatiire benzer sekilde sirasiyla maya 6ziitii ve tripton iceren ortamda oldugu literatiirden

farkli olarak en diigiik tiretimin ise amonyum oksalat igeren ortamda oldugu goériilmektedir.

Z. mobilis B-14023 kiiltiiriiniin levan tretimi i¢in misir dik likorii, maya ekstrakti,
pepton, tripton, malt surubu, iire gibi farkli azot kaynaklar1 kullanilmis ve en yiiksek levan

tretimi (5,52 + 0,23 g/L) 2,5 g/L maya 0ziitii iceren ortamda saptanmustir (Silbir vd.,
2014).

B. licheniformis NS032’nin levan {retimi i¢in en iyi nitrojen kaynaginin
belirlenmesi amaciyla 24, 48 ve 96 saat inkiibasyon kosullarinda da pepton, maya 6ziitii, et
0ziitli, sodyum nitrat, amonyum siilfat ve maya ve et 6ziitii kombinasyonu test edilmis

olup; en yiiksek levan iiretimi organik kaynaklardan maya oziitii/et 6ziitii karisimi ve
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inorganik kaynaklar arasinda amonyum kloriir ile gergeklestigi bildirilmistir (Kekez vd.,
2015). 37 °C’de 24 saat 150 rpm dinamik inkiibasyon kosullarinda B. licheniformis BK
AG21 straininin levan iiretim besiyerine azot kaynagi olarak maya 6ziiti, lire, sigir 6ziiti,
tripton, pepton, amonyum siilfat, amonyum klorid ve sodyum nitrat konulmis ve maya
Oziitli iceren ortamda bakteriyel {iremenin en yiiksek oldugu tespit edilmistir (Mamay vd.,
2015).

Maya Oziitii, et Oziiti ve malt nitrojen kaynaklarmin B. subtilis MTCC 441
straininin levan tiretimine etkisi incelenmis ve maya 0ziiniin en iyi nitrojen kaynagi oldugu
bulunmustur. 100 g/L. slikroz konsantrasyonunda, pH 7.0, 150 rpm inkiibasyon
kosullarinda 2 g/L konsantrasyonda maya Oziitiiniin levan liretimi i¢in optimal degerler
oldugu tamimlanmistir. Maya Oziitii ve et ekstraktinda levan tiretimi sirasiyla 0,20 g/L ve

0,15 g/L olarak bildirilmistir (Chidambaram vd., 2019).

Diger bir ¢alismada farkli seviyelerde maya ekstrakti, KH2PO4 ve siikrozun Z.
mobilis’in levan biyopolimer tiretimi {izerindeki etkisi belirlenmistir. Nitrojen ve potasyum
fosfat kaynagi olarak maya eckstraktinin Z. mobilis tarafindan iretilen levan miktar
tizerinde 6nemli bir etkisi olmadigi saptanmistir. Buna karsin maya ekstraktinin ortamda ki
stikroz etkisini desteklemekte oldugu ve iki faktor arasindaki etkilesimin tiretilen levan

miktarma %29,51 oraninda katki sagladig: bildirilmistir (Taran vd., 2020).

Kiimes hayvani atiklarindan elde edilen tavuk tiiyii peptonunun B. subtilis MTCC
441 straininin levan iretimine etkisi incelenmis olup, ortama eklenen pepton miktarinin
levan tiretimini 6nemli Ol¢iide etkiledigi tespit edilmistir. 100 g/L siikroz igeren kiiltiir
ortaminda, 37 °C, 150 rpm, 20 saat inkiibasyon kosulunda 2 g/L CFP ile eklenen
kiiltiirdeki levan verimi, 0,26 + 0,04 g levan/g siikroz olarak tespit edilmis olup; pepton
konsantrasyonunun artmasi, mikrobiyal liremede artis olmasina ragmen daha az levan

tiretimine sebep olmustur (Veerapandian vd., 2020).

4.3.2. Farkh pH Degerlerinin Levan Sentezine Etkisi

Optimum tireme i¢in gerekli pH degerini saptamak icin inokiilant {iiretim

besiyerinde farkli pH degerlerinde inkiibe edilmis (Sekil 10) ve pH 7°’de en yiiksek
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verimlilik belirlenmistir. Bununla birlikte pH 10’da lireme olmamis, dolayisiyla levan

liretimi saptanamamustir.

3,5 0,6
3 % 0,5
= |
E 2,5 _ﬂ 0,4
E 2 ‘J_ i 0,3 o
'g =]
c 15 - - 0.2 I Levan Miktar
1]
E 1 - - 0,1 = (Jreme Miktari
0,5 - 0
0 - T -0,1
pH3pH4pHS5pH6 pH pH 8pH Y9 pH
7 10
pH

Sekil 10. Cesitli pH degerlerinin levan iiretimine etkisi

Microbacterium laevaniformans tiiriiniin levan tretiminde kiiltiir ortaminin pH
degerindeki azalmanin levan Tlretimindeki etkisi incelenmistir. Levan iiretim
optimizasyonunda ilk pH degeri 7,0’a ayarlanmig ve 24 saat inkiibasyon sonrasi 6,8’¢
diismiistiir. Besiyerinin pH diisiisii inkiibasyon siiresi uzadik¢a yiiksek oranda diismiistiir.
pH dislisiintin, levan {iretiminde de azalmaya neden oldugunu gostermis olup M.
laevaniformans’nin optimum levan iiretme pH degerinin 6,0 oldugu tespit edilmistir
(Moosavi —Nasab vd., 2010).

Z. mobilis B-4286 (Ananthalakshmy ve Gunasekaran, 1999) ve toprak izolati
Pseudomonas brassicacearum’un (Shanter AL-Qaysi ve Thabit, 2016) en yiiksek levan
tiretimi, sirastyla pH 5’te (150 g/L sukrozda 14,5 g/L), pH 7,8’de 7,77 + 0,05 g/L olarak
bildirilmistir.

Kosarsoy Aggeli (2017), P. mandelii bakterisinin levan iiretiminde optimum pH’in

8 oldugunu ve pH 10’da iireme tespit edilemedigini bildirmistir.
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Levansiikraz, siikrozun doniisiimiinii katalize ederek levan iiretimi gergeklestirmesi

nedeniyle, Bacillus siamensis tiirlinin levan biyosentez isleminde levansiikraz
aktivitelerinin pH’a duyarliligi belirlenmistir. Levansiikraz, fosfat tamponunda pH

degerleri 6,0 ile 8,0 arasinda onemli aktivite gostermistir (Phengnoi vd., 2022).

4.3.3. Farkh Sicaklik Degerlerinin Levan Sentezine Etkisi

En yiiksek levan tretiminin 37 °C’de oldugu belirlenmistir (Sekil 11). Bununla

birlikte sicaklik diisiisii ile birlikte levan iiretiminde de azalma gortilmiustiir.
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Sekil 11. Farkli sicaklik degerlerinin levan iiretimine etkisi

Levan iiretimi i¢in gereken optimum sicakligin 25°C ile 37°C arasinda degismekte

oldugu bilinmektedir (Tieking vd., 2005).

P. syringae pv. phaseolicola maksimum levan ftiretimi 44 g/L olarak 30 °C
sicaklikta oldugu tespit edilmis ve bu sicakligin iizerinde levan iiretimde ani disiis
gozlenmistir (Kasapis vd., 1994).

Benzer sekilde Kosarsoy Aggeli (2017) ve Ernandes ve Garcia-Cruz (2011),

sirastyla P. mandelii ve Z. mobilis CCT 4494 bakterileri ile yaptiklar1 galismalarda
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optimum levan iiretim sicakligin1 37 °C olarak saptarken; Melo, vd. (2007), bu sicaliklig
20 °C olarak bildirmislerdir.

Ek olarak P. polymyxa HCT33-3 susunun inkiibasyon sicakliginin levan iiretim
kapasitesinin hem c¢alkalamali hem de statik kosullarda etkisi test edilmis ve sonucumuza
paralel olarak en yiiksek levan iiretim verimi 37 °C statik inkiibasyon kosullarinda elde
edilmistir (Kosarsoy-Agceli,2023)

4.3.4. Farkh Siikroz Miktarlarimin Levan Sentezine Etkisi

Farkli siikroz konsantrasyonlarindan en yiiksek verimlilik %15’lik siikroz
miktarinda elde edilmistir (Sekil 12). En diisiik tireme ve levan iiretimi ise %1°lik siikroz
konsantrasyonunda elde edilmistir. Benzer veriler, Kosarsoy Aggeli (2017) tarafindan
kaydedilmis olup arastirmaci siikroz konsatrasyonunun levan verimliligi tizerinde yliksek

onem sahip oldugunu bildirmistir.
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Sekil 12. Farkli siikroz miktarlarinin levan tiretimine etkisi

Acinetobacter nectaris’ten levan firetimine siikroz konsantrasyonunun etkisi
incelenmis ve 120 g/L siikroz igeriginde 2,5 g/L; 270 g/L siikroz igeriginde ise 1,5 g/L
olarak tespit edilmistir. A. nectaris’ten levan iiretimi, siikkroz konsantrasyonunun artmasiyla
azaldig tespit edilmistir. Siikroz konsantrasyonunun B. atrophaeus levan verimi tizerinde

ise net bir etkisi bildirilmemistir (Gonzalez-Garcinufo vd., 2017).

44



B. siamensis’in  %5-10-20 siikroz

incelendiginde, %30 (g/L) sakkaroz igeren bir kiiltiir ortaminda arttigi ve en yiiksek

igeren ortamdaki

aktiviteyi 24 saat inkiibasyonda gosterdigi bildirilmistir (Phengnoi vd., 2022).

Elde ettigimiz bulgular1 dogrular nitelikte, literatiir bilgileri B. subtilis ile levan
tiretiminde yiiksek sukroz miktarinin levan iiretimini pozitif yonde etkiledigini ortaya
koymustur (Kang vd., 2009; Shih vd., 2011). Ek olarak P. agglomerans ZMR7’nin levan
iretimi igin optimal inkiibasyon sicakliginin 35 °C olduguu bildirilmistir (Al-Qaysi vd.,

2021). Bu bilgiler zengin sukroz igerginin levan optimizasyonunda 6nemli basamaklardan

oldugunu kanitlamaktadir.

4.3.5. Levan Uretiminde Uygun Karbon Kaynag Bulgular

Levan tretiminde karbon kaynagi cesitlerinden en yiiksek verimin mannitol

ilavesiyle elde edildigi saptanmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Farkli karbon kaynaklarininin levan iiretimine etkisi

Gluconacetobacter diazotrophicus, Gluconacetobacter xylinus KCCM 4143171,
Burkholderia cepacia BTS13 ve P. mandelii bakterileriyle levan tiretiminde de en etkin

karbon kaynagi mannitol olarak saptanmistir (Meneses vd., 2011; Kosarsoy Aggeli, 2017).
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Halomonas smyrnensis AAD straininin mannitoliin levan biyosentezi iizerindeki
uyarict etkisi incelenmis olup, 50 g/L siikroz i¢eren fermantasyon ortamina 30 g/L
mannitol ilavesinin siikroz hidroliz hizin1 arttirmasina bagli olarak levan tiretimininde iki
kat artirdigi tespit edilmistir. H. smyrnensis AAD, 50 g/L siikroz igeren fermantasyon
ortamina 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L ve 30 g/L mannitol eklenmesi sonucu sirasiyla 3,10 g/L,
4,99 g/L, 4,38 g/L, 5,17 g/L, 6,60 g/L konsantrasyonlarinda levan iiretimi tespit edilmistir
(Sarilmiser vd., 2015).

4.4. Levan Biyopolimerinin Antifungal Film Aktivite Bulgular

%3-5-10-20 levan igeren i¢ ¢ephe boyasinin P. purpurogenum DSM 62866 ve A.
niger DSM 12634 antifungal etkinligi tiim test kriterleri saglanarak belirlenmistir. Analiz
kapsaminda kullanilan kaplama yapilmamuis filtre kagidinin antifungal etkinligi 7. giin, 14.
giin ve 21. giin de incelenmis olup her ii¢ periyotta da filtre kagidinin %100’iinii fungus
kaplamis olup kullanilan filtre kagidinin antifungal aktiviteye sahip olmadigi tespit
edilmistir (Tablo 4). Pozitif kontrol olarak referans boya kullanilmis olup; 7. giin, 14. giin
ve 21. gin periyotlarinda fungal gelisim tiim paralellerin %100 oldugu gorilmistiir.
Boylece levan icermeyen boyanin antifungal aktivite gostermedigi ispatlanmistir. %20
levan igeren igeren i¢ ¢ephe boyasmin 7. 14. ve 21. giin’de filtre kgid1 yiizeyinin <%50
alanimi kaplamis olup antifungal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Kaplama yiizdesi
hesaba katilarak her periyot ve her paralel i¢in TS EN 15457 degerlendirme say1 sistemine
gore sonuglar kaydedilmistir. 0, 1, 2, 3 ve 4 sayilarinin ifade ettigi filtre kaplama oranlari

Tablo 3’de verilmistir (Sekil 14-15-16).
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Sekil 15. %5 (v/v), % 10 (v/v) ve % 20 (v/v) levan konsantrasyonlarinin 7. giin
periyodunda ki fungal biiylime goriintiileri
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Sekil 16. %5, % 10 ve % 20 levan konsantrasyonu 7. giin fungal iireme goriintiileri

Tablo 3
EN 16492 standartina gore asilamadan 7, 14 ve 21 giin sonra fungal biiyiimenin filtre

alanina gore derece tablosu

Derecelendirme Ureme olan yiizde alam degerlendirmesi
0 Numunenin yiizeyinde biiyiime ger¢eklesmemistir.
1 Numune yiizeyinde %10’dan az biiyiime olmustur.
2 Numunenin yiizeyinde %10’dan fazla %30’ dan az biiyiime olmustur.
3 Numune yiizeyinde %30’dan fazla %50’den az biiyiime olmustur.
4 Numune yiizeyinde %350’den fazla %100’e kadar biiyiime olmustur.
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Tablo 4

Farkli levan konsantrasyonlarinda fungal gelisim bulgulari (7-14-21. giin)

Levan Fungus Gelisim izleme Periyotlar
Konsantrasyonu (v/v) 7. gin 14, gin 21, giin
%3

A 4-4-4 4-4-4 4-4-4

B 4-4-4 4-4-4 4-4-4

C 4-4-4 4-4-4 4-4-4

D 4-4-4 4-4-4 4-4-4
%5 7. giin 14. giin 21. giin
A 3-3-3 4-4-4 4-4-4

B 4-4-4 4-4-4 4-4-4

C 4-4-4 4-4-4 4-4-4

D 4-4-4 4-4-4 4-4-4
%10 7. giin 14. giin 21. giin
A 0-0-0 4-4-4 4-4-4

B 4-4-4 4-4-4 4-4-4

C 4-4-4 4-4-4 4-4-4

D 4-4-4 4-4-4 4-4-4
%20 7. giin 14. giin 21. giin
A 0-0-0 1-1-1 3-3-2

B 4-4-4 4-4-4 4-4-4

C 4-4-4 4-4-4 4-4-4

D 4-4-4 4-4-4 4-4-4

A: Levan ile muamele edilmis; B: Levan ile muamele edilmemis filtre; C: Kaplamasiz

filtre kagidinda fungal biiyiime; D: Inokulasyon besiyerindeki iireme

Antimikrobiyal boyalarin temel amaci, mikrobiyolojik kolonizasyonu ve genellikle
biyosit adi verilen aktif maddelerin eklenmesi nedeniyle daha fazla biiylimeyi 6nlemek
veya engellemektir (Bellotti vd., 2015). Sonuglarimiz dogrultusunda %5, %10 ve %20

konsantrasyonda levan igeren boyalarin diisilk veya yiiksek fungus biiylimesine etkisi

oldugu goriilmiistiir.
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Biyopolimer temelli film koruyucu formiilasyonlarmin kullanim potansiyeli
bulundugundan farkli bilesen kombinasyonlarinin antifungal etkinligi test edilmistir.
Pullulan, kitosan, kollajen ve jelatin vb. gibi polisakkaritler ve proteinler, farkli
Ozelliklerinden dolayr antifungal filmlerin tiretimi i¢in miikkemmel malzemeler olarak kabul
edilmistir. Pullulan/kollajen/ZnO-NP bilesenine sahip filmler i¢in maksimum 18 mm’lik
inhibisyon bolgesi ile A. niger’e karsi antifungal aktivite gosterdigi tespit edilmistir
(Bailore, 2021). Biyosentez yontemiyle elde edilen iiriinlerin ig, dis veya ahsap boyalarina
antifungal aktivite kazandirma potansiyelinin test edilmesi son yillarda arastirilmaya

baglanmistir (Putri vd., 2023).

4.5. Tekstil Uriiniiniin Antibakteriyal Etkinliginin Belirlenmesi

Levan ile muamemele edilmis kumaslar ISO 20645:2004 protokoliine ve JIS L
1902:2008’den Hale yontemine gore test edildiginde her iki yontem sonucunda %3, %5,
%10, %20 konsantrasyonlarinin higbiri S. aureus ATCC 6538 ve K. pneumoniae ATCC

4352 test bakterilerine karsi zon olusturmamuistir.

ISO 20743 standart metoduna gore yapilan analiz sonucunda %20, %10, %5 ve %3
levan ile muamele edilmis kumaslarin S. aureus ATCC 6538 ve K. pneumoniae ATCC

4352 suslarina bakterisidal aktivitesi kantitatif olarak tespit edilmistir.

S. aureus inokulim siispansiyonu yogunlugu ve S. aureus’un referans
(antimikrobiyal olmayan) kumas temas ani (t = 0. Saat) sonras1 logaritmik indirgeme (Co)
ve temas siiresi sonrasi (t = 24.saat) ortalama logaritmik indirgeme (Ct) miktar1 ve F
(referans kumasta mikroorganizma lireme orani) degeri Tablo 5’de verilmistir. S. aureus
inokuliim siispansiyon miktar1 1.0x10° ile 3x10° kob/mL araliginda olup, ii¢ paraleller arasi
logaritmik fark <1 ve referans kumas F degeri >1 olarak tepit edilerek ISO 20743

kriterlerini saglamistir.

Uygulama goérmiis test 6rnegindeki temas ani ve temas siiresi arasindaki logaritmik
farka levan ile muamele edilmemis kumaslarda temas siiresi igerisinde S. aureus’un
logaritmik artis1 hesaba katilarak logaritmik indirgeme hesaplanmistir. %20 (v/v) levan

iceren li¢ parallelli olarak test edilen kumaslarin temas an1 ve temas sonrasi logaritmik
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degerler Tablo 6’da verilmistir. %10 (v/v) levan igeren ii¢ parallelli olarak test edilen
kumaslarin temas ani ve temas sonrasi logaritmik degerler Tablo 7°de verilmistir. %5 (v/v)
levan igeren ii¢ parallelli olarak test edilen kumaslarin temas ani ve temas sonrasi
logaritmik degerler Tablo 8’de verilmistir. %3 (v/v) levan igeren ii¢ parallelli olarak test
edilen kumaglarin temas an1 ve temas sonrasi logaritmik degerler Tablo 9°da verilmistir.
%20, %10, %5 ve %3 levan iceren kumaglar S. aureus’u 24 saat temas siiresinde sirasiyla

2.10 log, 1.40 log, 0.97 log ve 0.56 log indirgemistir.

K. pneumoniae inokuliim siispansiyonu yogunlugu ve K. pneumoniae’nin referans
(antimikrobiyal olmayan) kumas temas ani (t = 0. Saat) sonras1 logaritmik indirgeme (Co)
ve temas siiresi sonrasi (t = 24.saat) ortalama logaritmik indirgeme (C;) miktar1 ve F
(referans kumasta mikroorganizma tlireme orani) degeri Tablo 10°da verilmistir. K.
pneumoniae inokuliim siispansiyon miktar1 1.0x10° ile 3x10° kob/mL araliginda olup, iig
paraleller arasi logaritmik fark <1 ve referans kumas F degeri >1 olarak tepit edilerek 1SO

20743 kriterlerini saglamistir.

Uygulama gormiis test 6rnegindeki temas an1 ve temas siiresi arasindaki logaritmik
farka levan ile muamele edilmemis kumaslarda temas siiresi igerisinde K. pneumoniae nin
logaritmik artis1 hesaba katilarak logaritmik indirgeme hesaplanmistir. %20 (v/v) levan
iceren li¢ parallelli olarak test edilen kumaslarin temas ani ve temas sonrasi logaritmik
degerler Tablo 11°de verilmistir. %10 (v/v) levan iceren ii¢ parallelli olarak test edilen
kumaglarin temas an1 ve temas sonrasi logaritmik degerler Tablo 12°de verilmistir. %5
(v/v) levan igeren ii¢ parallelli olarak test edilen kumaslarin temas an1 ve temas sonrasi
logaritmik degerler Tablo 13’de verilmistir. %3 (v/v) levan igeren ii¢ parallelli olarak test
edilen kumaslarin temas an1 ve temas sonrasi logaritmik degerler Tablo 14’de verilmistir.
%20, %10, %5 ve %3 levan igeren kumaslar K. pneumoniae’ye sirasiyla 0,60 log, 0,35 log,
0,22 log ve 0,18 log indirgemistir.
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Tablo 5
S. aureus inokuliim siispansiyonu yogunlugu ve S. aureus’un referans (antimikrobiyal

olmayan) kumas temas an1 ve temas siiresi sonrasi degerleri

Mikroorganizma susu S. aureus ATCC 6538
inokuliim (kob/mL) 2,5x10°
Uo (Levan ile muamele edilmemis kumasg)
Paraleller kob/referans log (kob/referans) Co
1.paralel 2.8x10° 5.45
2.paralel 2.8x10° 5.45 5.45
3.paralel 2.9x10° 5.47
Ut (Levan ile muamele edilmemis kumas)
Paralelller kob/referans log (kob/referans) Ct
1.paralel 3.2x10° 6.51
2.paralel 3.2x10° 6.51 6.51
3.paralel 3.4x10° 6.53
F 1.06
Tablo 6

%20 (v/v) levan ile muamele edilmis kumasin S. aureus’a karsi1 antibakteriyal aktivitesi
(A20), temas ami (t = 0. Saat) ortalama logaritmik indirgeme (To) ve temas siiresi sonrasi (t

= 24.saat) ortalama logaritmik indirgeme (Tt) miktar1 ve G degeri

Ao (%20 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/muamele edilmis kumas log (kob/muamele edilmis kumas) To

1.paralel 2.2x10° 6.34
2.paralel 2.4x10° 6.38 6.36
3.paralel 2.3x10° 6.35

At (%20 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/referans log (kob/referans) T:
1.paralel 2.1x10° 5.32
2.paralel 2.0x10° 5.3 5.32
3.paralel 2.1x10° 5.32

G -1.04
Logaritmik Indirgeme

Antibakteriyal Aktivite Degeri (A2x) 21
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Tablo 7
%10 (v/v) levan ile muamele edilmis kumasin S. aureus’a karsi anbakteriyal aktivitesi
(A10), temas ani1 (t = 0. Saat) ortalama logaritmik indirgeme (To) ve temas siiresi sonrasi (t

= 24 .saat) ortalama logaritmik indirgeme (T:) miktar1 ve G degeri

Ao (%10 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/muamele edilmis kumas log (kob/muamele edilmis kumas) To
1.paralel 2.3x10° 6.36
2.paralel 2.2x10° 6.34 6.33
3.paralel 1.9x10° 6.28
A: (%10 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)
kob/referans log (kob/referans) Ti
1.paralel 1.0x108 6
2.paralel 9.0x10° 5.95 6.0
3.paralel 1.1x108 6.04
G -0.33
Logaritmik Indirgeme
Antibakteriyal Aktivite Degeri (A1) 14
Tablo 8

%5 (v/v) levan ile muamele edilmis kumasin S. aureus’a karsi antibakteriyal aktivitesi
(As), temas an1 (t = 0. Saat) ortalama logaritmik indirgeme (To) ve temas siiresi sonrasi (t =

24 .saat) ortalama logaritmik indirgeme (Tt) miktar1 ve G degeri

Ao (%5 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/muamele edilmis kumas log (kob/muamele edilmis kumas) To
1.paralel 2.0x10° 6.3
2.paralel 2.1x10° 6.32 6.33
3.paralel 2.3x10° 6.36
At (%S5 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)
kob/referans log (kob/referans) Ti
1.paralel 2.7x10° 6.43
2.paralel 2.8x10° 6.45 6.42
3.paralel 2.4x10° 6.38
G 0.09

Logaritmik indirgeme
Antibakteriyal Aktivite Degeri (As) 0.97
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Tablo 9

%3 (v/v) levan ile muamele edilmis kumasin S. aureus’a karsi antibakteriyal aktivitesi
(A3), temas an1 (t = 0. Saat) ortalama logaritmik indirgeme (To) ve temas siiresi sonrasi (t =

24.saat) ortalama logaritmik indirgeme (T:) miktar1 ve G degeri

Ao (%3 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/muamele edilmis kumasg log (kob/muamele edilmis kumas) To
1.paralel 2.3x10° 6.36
2.paralel 2.1x10° 6.32 6.34
3.paralel 2.3x10° 6.36
A¢ (%3 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)
kob/referans log (kob/referans) Ti
1.paralel 6.8x10° 6.83
2.paralel 7.3x10° 6.86 6.85
3.paralel 7.0x10° 6.85
G 0.5

Logaritmik Indirgeme

Antibakteriyal Aktivite Degeri (As) 0.56

Tablo 10

K. pneumoniae inokuliim siispansiyonu yogunlugu ve K. pneumoniae’nin referans

(antimikrobiyal olmayan) kumas temas an1 ve temas siiresi sonrast degerleri

Mikroorganizma susu K. pneumoniae ATCC 6538
Inokuliim (kob/ml) 2,8x10°
Uo (Levan ile muamele edilmemis kumas)
Paraleller kob/referans log (kob/referans) Co
1.paralel 2.0x10° 5.3
2.paralel 2.2x10° 5.34 5.33
3.paralel 2.0x10° 5.34
Ut (Levan ile muamele edilmemis kumas)
Paralelller kob/referans log (kob/referans) Ci
1.paralel 3.0x10° 6.48
2.paralel 2.9x10° 6.46 6.48
3.paralel 3.1x10° 6.49
F 1,15
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Tablo 11
%20 (v/v) levan ile muamele edilmis kumasin K. pneumoniae’e karsi antibakteriyal
aktivitesi (A2o), temas an1 (t = 0. Saat) ortalama logaritmik indirgeme (To) ve temas siiresi

sonrasi (t = 24.saat) ortalama logaritmik indirgeme (Tt) miktar1 ve G degeri

Ao (%20 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/muamele edilmis kumas log (kob/muamele edilmis kumas) To
1.paralel 2.0x10° 6.3
2.paralel 2.2x10° 6.34 6.33
3.paralel 2.3x10° 6.36

At (%20 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)
kob/referans log (kob/referans) Ti
1.paralel 8.0x10° 6.9
2.paralel 7.4x10° 6.87 6.89
3.paralel 7.8x10° 6.89
G 0,55
Logaritmik Indirgeme
Antibakteriyal Aktivite Degeri (A2) 0.6
Tablo 12

%10 (v/v) levan ile muamele edilmis kumasin K. pneumoniae’ye karsi antibakteriyal
aktivitesi (A1o), temas ani (t = 0. Saat) ortalama logaritmik indirgeme (To) ve temas siiresi

sonrast (t = 24.saat) ortalama logaritmik indirgeme (Tt) miktar1 ve G degeri

Ao (%10 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/muamele edilmis kumas log (kob/muamele edilmis kumas) To
1.paralel 2.1x10° 6.32
2.paralel 2.1x10° 6.32 6.33
3.paralel 2.3x10° 6.36
At (%10 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)
kob/referans log (kob/referans) T:
1.paralel 1.2x107 7.08
2.paralel 1.3x107 7.11 7.13
3.paralel 1.6x107 7.2
G 0.80
Logaritmik Indirgeme
Antibakteriyal Aktivite Degeri (A1) 0.35
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Tablo 13
%5 (V/V) levan ile muamele edilmis kumasin K. pneumoniae’ye karsi antibakteriyal
aktivitesi (As), temas an1 (t = 0. Saat) ortalama logaritmik indirgeme (To) ve temas siiresi

sonrasi (t = 24.saat) ortalama logaritmik indirgeme (Tt) miktar1 ve G degeri

Ao (%S5 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/muamele edilmis kumas log (kob/muamele edilmis kumasg) To
1.paralel 2.2x10° 6.34
2.paralel 2.4x10° 6.38 6.36
3.paralel 2.3x10° 6.36
A: (%5 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)
kob/referans log (kob/referans) Tt
1.paralel 1.8x107 7.26
2.paralel 1.9x107 7.28 7.29
3.paralel 2.2x10’ 7.34
G 0,93
Logaritmik indirgeme
Antibakteriyal Aktivite Degeri (As) 0.22
Tablo 14

%3 (v/V) levan ile muamele edilmis kumasin K. pneumoniae’ye karsi antibakteriyal
aktivitesi (A1o), temas ani (t = 0. Saat) ortalama logaritmik indirgeme (To) ve temas siiresi

sonrast (t = 24.saat) ortalama logaritmik indirgeme (Tt) miktar1 ve G degeri

Ao (%3 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)

kob/muamele edilmis kumasg log (kob/muamele edilmis kumas) To
1.paralel 2.2x10° 6.34
2.paralel 2.3x10° 6.36 6.35
3.paralel 2.3x10° 6.36
A (%3 (v/v) Levan ile muamele edilmis kumas)
kob/referans log (kob/referans) Tt
1.paralel 2.0x107 7.30
2.paralel 2.1x10’ 7.32 7.32
3.paralel 2.2x10’ 7.34
G 0.97

Logaritmik indirgeme

Antibakteriyal Aktivite Degeri (A3) 018
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Levan ile Muamele Edilmis Kumaslarm
Antibakteriyal Aktivitesi
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Sekil 17. S. aureus ve K. pneumoniae Levan ile muamele edilmis kumaslara maruz

birakilmasi sonrasi logaritmik indirgeme degerleri

Antimikrobiyal tekstil sektoriinde antimikrobiyal ajan olarak kullanim potansiyeli
oldugu bilinen tek biyopolimer kitosandir. Tekstil alaninda kitosan, bakteriyal ve fungal
organizmalara kars1 yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip genis spektrumlu bir biyosit
oldugu bilinmektedir (Lim vd., 2003).

EN 20743 kapsaminda yapilan analizlerde %20 (v/v) konsantrasyonda levan
uygulanan kumas tirlinleri S. aureus’a karst 2,10 log indirgemeye neden olmustur.
Antimikrobiyal uygulama gormiis test 6rnegindeki temas ani1 ve temas siiresi arasindaki
logaritmik fark >2 log olmasi tekstil materyalinin antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu

gostermektedir (TS EN 20743, 2021).

Tekstil iirlinlerinin antimikrobiyal etkinliginin testi i¢in kullanilan agar diffuzyon
yontemi temelli metotlar bazi antimikrobiyal ajanlar i¢in kullanilamazlar. Antimikrobiyal
gjanin tekstile kovalent olarak baglanmasi durumunda, bunun agara difiizyonunu 6nleyen
bir inhibisyon bolgesi beklenmemelidir. Ajan agara yayilirsa, inhibisyon bolgesi belirgin
hale gelir ve boyutu, antimikrobiyal aktivite potansiyeli veya aktif ajanin salinim hizi
hakkinda bazi gostergeler saglar (Pinho vd., 2011; Risti vd., 2011). Bu nedenle
calismamizda da referans aldigimiz I1SO 20645 levan etkinligini belirlemede basarili sonug

vermemistir.
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Birgok kimyasal antimikrobiyal kumas bitim isleminde antibakteriyal ajan olarak
kullanilmaktadir. Poly(4-vinylpyridine) (PVP), vinilbenziltrimetilamonyum kloriir (VBT),
tryalkil amonyum Kkloriirler, triklosan, nitrat polieugenol-divinylbenzen (PEDVB-NOy),
ozellikle giimiis, titanyum, ¢inko, demir ve bakir gibi nano boyutlu metaller ve metal
oksitlerin 'S. aureus ve K. pneumoniae’ye kars etkili oldugu bir¢ok arastirmada
gosterilmistir (Zhang vd., 2014; Karthik vd., 2017, Prasetya vd., 2023).

Ayakkabi kumasinda TiOz’nin Gram pozitif S. epidermidis ATCC 14990’e karsi
antibakteriyal etkinligi ISO 20743 metodu ile test edilmis olup; 1.4 g/m? konsantrasyonda
G degerinin F degerinden biiyiik olmasi sebepli logaritmik indirgeme negatif olup
bakterisidal etkinlik gostermemektedir. 3,7 g/m3, 4,1 g/m, 4,6 g/m3 5 g/m?, 7 g/m?
konsantrasyonlarinda ise antimikrobiyal aktivite gostermedigi, en Yiiksek logaritmik
indirgemenin 3,7 g/m3 konsantrasyonda 0,59 log oldugu belirlenmistir. Kumas sektoriinde
yaygin kullanim alan1 bulan TiO: kiyasla levan biyopolimeri gram pozitif olarak kullanilan
S. aureus ATCC 6538’¢ kars1 ¢alisilan tiim konsantrasyonlart >0,56 logaritmik indirgeme

gostermistir (Rodriguez vd., 2014).

Son yillarda antimikrobiyal aktivitesi sebebiyle tekstil materyallerine siklikla
uygulanan Polyhexamethylene bisguanidin (PHMBG)’in Klebsiella pneumoniae’ye karsi
antibakteriyal aktivitesi ISO 20743 kantitatif metodu ile yiin, pamuk ve poliakrilonitril
kumas tipleri test edilmistir. %2 PHMBG her ii¢ kumas tipinde de >3 log indirgeme
gostermistir (Karanikas vd., 2016). Levan biyopolimeri ise Klepsiella pneumoniae karsi

diisiik antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Polisakkarit sinifinda olmalar1 ve dogal kaynaklardan elde edilebilmeleri agisindan
levan ile benzerlik gosteren kitosanin tekstillerde uygulanmasi literatiirdeki bazi

incelemelerde analiz edilmistir (Jianhui vd., 2021).

Farkli konsantrasyonlarda kitosan biyopolimeri ile kaplanmis dokuma olmayan
seliilozik kumasin S. aureus ATCC 6538 susuna karsi antibakteriyal aktivitesi EN 20743
standart1 kullanilarak test edilmistir. %0,5 kitosanin S. aureus’a karsi antibakteriyal
etkinligi olmadig1, %2 kitosanin zayif antibakteriyal aktiviteye sahip oldugu %25 ve %40

kitosan ile kaplanmis kumas 6rneklerinin ise S. aureus a kars1 bakteriostatik etkisi oldugu
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gosterilmistir. Farkli biyolojik kaynaklardan izole edilen kitosanlarin ve nano-Ag ile
kaplanmis pamuklu kumasin E. coli ATCC 8739’a kars1 antibakteriyel aktivitesi JIS L
1902-2015 Kantitatif standart test yontemi ile arastirilmistir. Kerevit ve karides kitosaniyla
kaplanan kumas oOrneklerinin antibakteriyel aktivite degeri (A), bakteri iireme oranlar
dikkate alinarak sirasiyla 3,10 ve 5,74 olarak hesaplanmistir. JIS L 1902-2015’e gore A>3
oldugundan E. coli ATCC 8739’e kars1 yiiksek antibakteriyal aktivite gosterdigi kabul
edilmistir. Bu durumda kerevit ve karides kitosani ile kaplanan kumaslara kars1 yiiksek
antibakteriyel aktivite gostermistir. Karides ve kerevit kitosaniyla nano-Ag kaplanan
pamuklu kumas 6rneklerinin antibakteriyel aktivite degerleri sirasiyla 5,10 ve 5,37 olarak
hesaplanmis olup Kitosan ve nano-Ag kompozit kaplamalarin pamuklu kumaglara giiclii

bir antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir (Erdogan, 2020).

%7 kitosan ve %7 kitosan ile ursolik asit emdirilmig tekstil numunelerinin
antibakteriyel aktivitesi ¢alismada kullanilan ISO 20743 metoduna gore test edilmis ve S.
aureus ATCC 6538 ve E. coli ATCC 11229 suslarina karsi antibakteriyal aktivitesi
belirlenmistir. %7 kitosan S. aureus ATCC 6538’¢ karst <2 logaritmik indirgeme
gosterdiginden antibakteriyal olmadigi tespit edilmistir. %7 kitosan ile ursolik asit
emdirilmis numunelerin ise S. aureus ATCC 6538’¢ karsi >2 log indirgediginden
antibakteriyal olarak degerlendirilmistir. %7 kitosan ve %7 kitosan ile ursolik asit ile
muamele edilen her iki numunede gram negatif organizma olarak segilen E. coli ATCC
11229a kars1 antibakteriyal aktivite gostermemistir (Hernandez vd., 2023). Kitosan ursolik
asit ile desteklendiginde yalniz gram pozitif bakterilere kars1 yiiksek antibakteriyal aktivite
gosterirken; yalniz levan biyopolimeri ile muamele edilen tekstil materyalleri gram pozitif

bakterilere kars1 antibakteriyal aktivite gostermektedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismanin sonucunda amagclandigi iizere agir metal direncine sahip oldugu
bilinen bakteri izolatlart tiir diizeyinde tanimlanmis ve %5 sukroz ilaveli NB besi
ortaminda baslangi¢c pH 7,2 ayarlanarak 48 saatlik dinamik inkiibasyon kosullarinda levan
tiretim miktar1 belirlenmistir. En yiiksek levan tiretimi B. nesterenkovii NY-3 tarafindan

gergeklestirilmistir.

5.1. Levan Uretim Optimizasyonu

Levan iiretim optimizasyonu tek karbon kaynagi olarak siikroz secilmis olup tiretim
prosesi tek konsantrasyon i¢in, belirlenen tek baslangic pH degeri, tek inkiibasyon kosulu
ile gerceklestirilmistir. Yiiksek levan iiretimi amaciyla bu ¢alisma kapsamin levan {irettigi
tespit edilen mikroorganizmalarin yiiksek verimde iiretim gergeklestirdigi ¢esitli
inkiibasyon kosullari, lireme ortami kaynaklari belirlenmistir. Levan iiretimi optimum
kosullar1 pH 7, 37 °C inkiibasyon kosullarinda, azot kaynagi olarak maya oziiti, %15

konsantrasyonda siikroz ve mannitol varliginda gergeklestirildigi tespit edilmistir.

Levan firettigi tespit edilen izolatlarin maksimum verimde levan iirettigi optimum
kiiltiirel kosullarlarin ve levan liretimini indiikleyici anahtar uyaricilarin tanimlanmasi,
levanin diisiik maliyetli endiistriyel {iretimine zemin hazirlayacag diisiiniilmektedir. Ek
olarak iiretilen levan biyopolimerinim molekiiler agirlik ve dallanma o6zellkleri gibi
molekiiler karakterizasyonu yapilmasiyla bilikte es zamanli biyolojik aktiviteleri ortaya
konmalidir. Levan iiretim prosesini olusturan saflagtirma ve fraksiyonlama yontemlerini
gelistirmek ve optimize etmek ic¢in uygun analitik yontemler gereklidir. Bu yontemler,

belirli 6zelliklere sahip bir polimer elde etmek icin katkida bulunacag diistiniilmektedir.

Ticari levan’in sinirli miktar1 ve yiiksek maliyeti, daha genis bir uygulamaya engel
olmakta ve mikrobiyal iretimde siirekli alternatif arayisimi gerektirmektedir. Ayrica
endiistriyel levan iiretiminde 6nemli bir husus, iliretim stireciyle iliskili ¢evresel etkidir.
Coziictilerin kullanim1 ve bunlarin daha sonra geri kazanilmasi, enerji talebini beraberinde

getirir. Levan iiretim optimizasyonunun bir pargasi olan levanin geri kazanimi i¢in klasik
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etanol ¢okeltme yontemi kullanilmaktadir. Calismamizda kullandigimiz bu yontem levan
tiretim maliyetini ylikseltmektedir. Levan geri kazanimi i¢in ¢evre dostu solventlerin
optimize edilmesi iizerine yogunlasiimalidir. Derin Otektik Céziiciiler (DES) daha ¢evre
dostu olmalar1 ve mikrobiyal polisakkaritlerin ¢Okelmesini daha diisik maliyetli

gerceklestirilebilecegi diistiniilmektedir (Seibel vd., 2017).

5.2. Levan Antifungal ve Antibakteriyal Aktivitesi

B. nesterenkovii NY-3 tarafindan iiretilen biyopolimerin antibakteriyel film olarak
kullanilma potansiyelleri ve antibakteyal tekstil iiriinlerinde antibakteriyal ajan olarak
kullanilma potansiyelleri ECHA-Biyosidal Uriinler Yonetmeligine Iliskin Rehber

dogrultusunda seg¢ilen uygun metotlarla belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlarda levan iceren boya Orneklerinin iizerindeki mantar
gelisimi “4” ten diisiikk olarak derecelendirilmesi, antifungal etkinlige sahip oldugunu
gostermektedir. %20 (v/v) levan iceren boya ornekleri 7., 14. ve 21. giin boyunca
antifungal etkinlik gdstermistir. %10 (v/v) levan igeren boya ise 7 giin boyunca yiiksek
antifungal etkinlik gostermesine karsi 14. ve 21. giin’de antifungal aktiviteye sahip
degildir. %5 (v/v) levan igeren boya ise 7. giinde diisiikte olsa antifungal aktiviteye sahip
olmasina ragmen 14. ve 21. giin antifungal aktivite gdstermemistir. %3 (v/v) levan iceren
boya oOrnekleri higbir periyotta antifungal aktiviteye sahip olmadigi tespit edilmistir.
Sonuglar kapsaminda %20 konsantrasyonunda levan biyopolimeri boyalarda kutu igi

koruyucular ve film koruyucu olarak kullanim potansiyeline sahiptir.

Levan giincel olarak boyalarda kullanilan ve fungal olusumunu 6nlemeye yonelik
¢inko oksit, aryum metaborat, titanyum oksit, giimiis iyonu’a gore biyouyumlu,

biyobozunur olmasi sebebiyle avantajlidir.

Tez ¢alismasi kapsaminda ilk uygulanan ISO 20645 ve Hale yontemi levan ajaninin
kumas tirinlinde antimikrobiyal aktivite tespiti i¢in uygun olmadigi gdzlenmistir. Test
sonuglarinda zon olugsmamis olup levanin su aktivitesi sebebiyle agara difiize olmadigi

diistiniilmektedir.
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Kantitatif analiz metodu olarak segilen 1ISO 20743 standart ¢alismasina gore %20
(v/v) levan S. aures’a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir. Calismada test edilen diger
konsantrasyonlarin S. aureus ve K. pneumoniae’ye karsi antimikrobiyal aktivitesiniin

diisiik oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alisma %20 (v/v) levan konsantrasyonunun tekstil sektoriinde antimikrobiyal
ajan olarak kullanim potansiyeli oldugunu goéstermistir. Antimikrobiyal tekstil
uygulamalar1 yaralarin mikrobiyal kontaminasyonunu 6nlemek i¢in antimikrobiyal yara
sargisi, bandajlar gibi tibbi cihaz sinifinda ki {iriinlerde kullanimi arastirilmaktadir. Bu
baglamda, iyilesme siirecine yardimci olma potansiyeline sahip antimikrobiyal kumasg
uygulamalari i¢in levan, ISO 10993 standart serisinde gerekli analizler gerceklestirilerek
degerlendirilmelidir. Ek olarak levanin antibakteriyel aktivitesi, Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisi (CLSI) tarafindan oOnerilen farkli yontemler kullanilarak test

edilmelidir.

Antimikrobiyal islevsellige sahip tekstil triinlerinin, antimikrobiyal ajanlar ile
islenmeleri etkinliklerinde ve kararliliklarinda kilit faktordiir. Mevcut bitim islemi dolgu,
puskiirtme, asilama, capraz baglama, ekstriizyon tekniklerinin biyopolimer ajanlar ile

kullanim durumu tanimlanmalidir.

Levanin kumasa uygulama teknikleri gelistirilerek ASTM-E 2149 standarti
kapsaminda dinamik kosullarda antimikrobiyal aktivite varligi tammlanmaldir. lgili
proses ile belirli periyotlarda yikama islemleri gerceklestirilerek antimikrobiyal etkinligin
sliresi ortaya konmalidir. Yikamaya kars1 dayaniklilik, genel kullanim alani bulmus tekstil
tirinler ve medikal tekstiller i¢in 6nemli bir ozelliktir. Ek olarak antimikrobiyal 6zellik
kazandirilmis kumaslarda mukavemet ve kalite kaybi, renk degisimi ve leke olusumu,
hedef tekstil driiniinde kullanilan antimikrobiyal ajanin uygunlugu i¢in ortaya

konulmalidir.
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