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ONSOZ

Biyopolimerler sahip olduklar1 nontoksik, antioksidan, antikanser ve antimikrobiyal
gibi 6nemli 6zelliklerinden dolay1 biyoteknolojide genis kullanim alanina sahiptirler.
Kitin de bu ozelliklere sahip dogada genellikle atik iiriinlerden elde edilen 6nemli bir
biyopolimerdir ve biyoteknolojik uygulamalarda (tip, eczacilik, gida, ziraat ve
tekstil) en ¢ok tercih edilen polimerlerden biridir. Diinyada yillik kitin tiretiminin
150x10° ton civarinda oldugu bilinmektedir. Elde edilen bu kitinlere biyoteknolojik
bakis agisiyla yaklagilmali ve bu biyopolimerler gelecege yonelik daha farkli
uygulama alanlarinda kullanilmalidir. Bu tez ¢alismasi Kitin biyopolimerine yeni bir

uygulama alan1 ekleyerek, kitinin ticari degerinin artmasina katki saglamaktadir.

Diinya genelinde ticari olarak tiretilen kitin ve onun tiirevi olan kitosan 6rnekleri toz
veya graniil seklindedir. Kitin ve tiirevlerinin ti¢ boyutlu olarak elde edilmesi, sahip
olduklar1 énemli 6zelliklerden dolay1 bu biyopolimerlerin ti¢ boyutlu hiicre kiiltiirii
calismalar1 gibi spesifik alanlarda kullanilmasina olanak saglar. Kitinin sahip oldugu
fizikokimyasal 6zellikler, uygulama alani belirlenirken olduk¢a 6nem arz eder. Bu
ozelliklerin kitinin izole edildigi kaynaga gore degistigi bilinmektedir. Mevcut
calismada diinya genelinde ilk kez bir canlmin farkli viicut kisimlarindan oval,
silindirik ve segmentli yapilara sahip iki ve ii¢ boyutlu kitinler iiretilmis ve bu
kitinlerin lizozim adsorpsiyon kapasiteleri arastirilmistir. Bu  kitinlerin  farkli
fizikokimyasal 6zelliklere (kristalinite, termal kararlilik ve ylizey morfolojisi) sahip

oldugu da gbz 6niinde bulunduruldugunda, izole edilen iki ve ti¢ boyutlu kitinler

ileriye yonelik farkli biyoteknolojik alanlarda kullanilabilecektir.
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OZET

CIYANIN FARKLI VUCUT KISIMLARINDAN ORJINAL YAPI KORUNARAK
BIYOTEKNOLOJIK UYGULAMALAR ICIN iKi VE UC BOYUTLU NANO
KITIN URETIMI

Daha onceki caligmalarda izole edilen Kitinler toz ya da graniil haldedir. Literatiir
taramasi sonucu sadece siingerlere ait birkag tiirden ve bir bécekten ti¢ boyutlu kitin
izole edildigi goriilmiistiir. Mevcut ¢alismada ise bir canlinin (¢ryanin) farkli viicut
kisimlarindan (anten, Kafa, kiskag, boyun, govde, ayak ve kuyruk) orijinal yap1 ve
sekli koruyarak iki ve ii¢ boyutlu kitin ornekleri elde edilmistir. Bu Kitinlerin
fizikokimyasal 6zellikleri FT-IR, TGA, SEM ve XRD analizleri ile belirlenmistir.
Yine daha Onceki calismalarda, kitinin fizikokimyasal 6zelliklerinin kaynaga gore
degistigi ortaya konmustur. Mevcut calismada ise bir organizmanin farkli viicut
kisimlarindan ayni metod ile yap1 ve sekil korunarak elde edilen Kitinlerin
fizikokimyasal Ozelliklerinin (kristalinite, termal kararlilik ve yiizey morfolojisi)
kaynaga gore 6nemli degisiklik gdsterdigi belirlenmistir. Diger yandan ¢iyanin farkl
viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin lizozim adsorpsiyon kapasitelerinde
farklilik olup olmadigi da arastirilmistir. Ciyanin farkli viicut kisimlarindan ayni
metod ile elde edilen kitinlerin lizozim adsorpsiyon kapasitelerinde oldukc¢a onemli
farkliliklar oldugu gozlenmistir. Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, bir canlinin farkl
viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin fizikokimyasal 6zelliklerinin de farkli
oldugu ve bu farkliligin da uygulama alanini oldukga etkiledigi ortaya konmustur. Bu
caligma ileriye yonelik, farkli organizmalardan daha farkl sekiller ve fizikokimyasal
ozelliklere sahip kitinlerin elde edilmesine olanak saglayacak ve elde edilecek iki ve
i boyutlu bu drnekler biyoteknoloji alanina yeni bir bakis acis1 kazandiracaktir.

Anahtar Kelimeler: Biyopolimer, Kitin, Lizozim, Adsorpsiyon, Ciyan.



ABSTRACT

TWO AND THREE DIMENSIONAL CHITIN EXTRACTION FROM
CENTIPEDE BODY PARTS BY KEEPING THE ORIGINAL SHAPE OF THE
RAW MATERIAL FOR BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS

In earlier studies, the isolated chitin is in powder or granule form. In literature, only
few studies can be seen about three dimensional chitin production from sponges and
insect. In present study two and three dimensional chitin was isolated from different
body parts (antennae, head, forcipule, collum, trunk, trunk legs and last pair of
legs)of centipedes by keeping the original structure and shape. Isolated chitins were
physicchemically characterized via FT-IR, TGA, XRD and SEM analysis. In
previous studies it was revealed that physicochemical properties of chitin varies
according to the source. In present study chitin was isolated from different body parts
of organism using the same method and keeping the original shape and structure and
big differences were observed among chitin obtained from each separate body parts
in terms of physicochemical characterizations. On the other hand, it was also
investigated whether the chitins isolated from different body parts of centipede have
differences in their adsorption capacities of lysozyme. Significant differences were
observed in the adsorption capacities by chitin isolated from different body parts of
centipede using the same isolation method. In this study it was revealed that the
chitin isolated from different body parts of centipedes is physicochemically different
and has been shown that these physicocehmically different chitins greatly has
influence the application areas. In addition, this study will also allow the isolation of
two and three dimensional chitin with different physicochemical properties from
different organisms and this two and three dimensional samples will bring a new
perspective in area of biotechnology.

Keywords: Biopolymer, Chitin, Lysozyme, Adsorption, Centipede.
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1. GIRIS

Ilk olarak 1811 yilinda Braconnot tarafindan mantarin hiicre duvarinda tespit
edilerek tanimlanan kitin, N-asetil-D-glukozamin ve D-glukozamin rezidiilerinin
B-1, 4 glikozidik baglarla bir araya gelmesiyle olusur ve dogada seliillozdan sonra en
bol bulunan dogal bir biyopolimerdir. Bu biyopolimerinin 3 formu mevcuttur.
Bunlar; a-kitin (anti-paralel zincirlerden olusur), B-kitin (paralel zincirlerden olusur)
ve y-kitindir (paralel ve anti-paralel zincirlerin kompozitinden olusur) (Rinaudo,
2006). Genel olarak yengeg, karides ve istakoz gibi canlilarin dig kabuklarinda
bulunan Kitin; mantar ve bazi alglerin hiicre duvarinda, mercan (Al Sagheer vd.,
2009), stinger (Ehrlich vd., 2010a) ve boceklerin (Liu vd., 2012) ise dis iskelet
yapisinda bulunmaktadir. Genellikle bir canlinin % kitin igerikleri arastirilirken izole
edilen canlinin tamami ele alinmistir. Bu genellemeden farkli olarak, Periplaneta
americana’nin kanat ve viicut yapilarindan ayni1 metod kullanilarak kitin izolasyonu
yapilmis ve sonugta farkli viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin farkli yiizey
morfolojisine sahip oldugu sonucuna varilmistir (Kaya ve Baran, 2015). Baska bir
caligmada Kaya vd., (2015a), kitin izolasyonu igin bal arisim1 5 farkli viicut
bolgelerine (kafa, govde, karin, ayak ve kanat) ayirmis ve izole edilen kitinlerin
farkl fizikokimyasal 6zelliklere (yiizey morfolojisi, termal kararlilig1 ve kristalinite)
sahip oldugunu belirlemislerdir.

Bu zamana kadar izole edilen kitinler toz veya graniil halindedir. Iki veya ii¢ boyutlu
kitin izolasyonu {lizerine yapilan ¢aligmalar ise olduk¢a smirhidir. Simdiye kadar
sadece siinger Ehrlich vd., (2010a) ve bir bocekten Kaya vd., (2016b) ii¢ boyutlu
kitin izolasyonu yapilmustir. iki ve ii¢ boyutlu kitinler sahip olduklar1 yapilarindan
dolay1 toz forma gore daha spesifik kullanim alanlarina sahiptir. Stingerlerden izole
edilen ii¢ boyutlu kitinler; doku miihendisligi, kondrosit hiicrelerinin gelismesi i¢in
hiicre kiiltiir ortami1 Ehrlich vd., (2010b), zirkonyum depolama Ehrlich vd., (2013) ve
uranyum adsorpsiyonu Schleuter vd., (2013) gibi olduk¢a farkli alanlarda


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861712008806

kullanmistir.  Genis kullanim alanina sahip olmasi, dogal ii¢ boyutlu kitin
biyopolimerlerine ihtiya¢ oldugunu ve bu biyopolimerlerin ileride ¢ok daha genis
kullanim olanaklar1 bulabileceklerini gostermektedir.

Kitin ve tirevleri, nontoksik, antioksidan, antitiimér, biyolojik olarak bozulabilen,
antimikrobiyal ve biyolojik olarak uyumlu olmak gibi 6nemli ozelliklere sahiptir
(Aranaz vd., 2009). Sahip oldugu ozellikleri sayesinde bu biyopolimerler tip,
kontrollii ilag salinimi, doku miihendisligi, biyoteknoloji, biyomedikal, atik su
aritimi, besin katki maddesi gibi genis kullanim alanlarina sahiptir (Rinaudo, 2006).
Kitinin kullanim alanlar1 baz1 fizikokimyasal ozelliklerine baglidir. Bunlar;
asetilasyon derecesi, kitinin sahip oldugu kristalin yapi, yiizey morfolojisi ve termal
kararlihigidir (Wang vd., 2013). Aranaz vd., (2009), disiik kristalin indekse sahip
olan kitin ve kitosanin 6zellikle su aritiminda oldukga etkin bir sekilde kullanildigin
belirtmektedir. Kitin ve tiirevlerinin fizikokimyasal 6zellikleri ¢oziiniirliik, kimyasal
reaktifligi, biyolojik aktivite ve biyolojik olarak pargalanabilme gibi fonksiyonel
Ozellikleri etkiler (Aranaz vd., 2009). Bu sebeple izole edilen Kitinlerin
fizikokimyasal 6zelliklerinin oldukga iyi anlasilmasi gereklidir ve bu kitinlerin sahip
olduklar1 fizikokimyasal 6zelliklerine gore uygun kullanim alanlar1 belirlenmelidir.
Lizozim (EC 3.2.1.17) ticari olarak degerli bir enzimdir ve birgcok bitkisel ve
hayvansal kaynaklarda varligi bilinmektedir. Lizozimin; hiicre pargalama ajani
olarak bakteriyel hiicre i¢i iiriinlerin ekstraksiyonunun yapilmasi, gida katki maddesi
Odabas1 ve Denizli, (2004), gesitli yara ve enfeksiyonlarin tedavisi Corman, M.,
(2010) ve antikanser ilact olarak hayvan ve in vitro hiicre kiiltirii deneylerinde
kullanilmast Warren vd., (1981) gibi farkli uygulama alanlar1 vardir. Uygulama
alanlarinin fazla olmasi sebebiyle farkli metodlar gelistirilerek lizozim adsorpsiyonu
yapilmast ile ilgili literatiirde birkag ¢aligma bulunmaktadir (Ghosh ve Cui, 2000).
Birgok proteinin fizyolojik pH’ta negatif yiiklii olmas1 ve kitinin de diisiik pH larda
pozitif yiikli olmasi (NH; gruplarinin protonlanmasiyla) nedeniyle kitin ve
tiirevlerinin protein tutma kapasitesi tlizerine yapilan ¢aligmalar son yillarda artmistir.
Biyolojik olarak uyumluluk ve nontoksik oOzelliklerine sahip olan kitin ve
tiirevlerinin direkt organizma {izerine kullanimi neticesinde bir¢ok protein ile
etkilesime girmesi miimkiindiir (Mondal vd., 2015). Daha 6nceki ¢alismalarda: poli
(hidroksietil metakrilat)/kitosan (pHEMA/kitosan) kompozit membranin Bayramoglu
vd., (2003) ve Cibacron Blue F3GA boyasi ile birlestirilen mag-pHEMA ‘nin lizozim



tutma kapasitesi arastirilmistir (Odabasi ve Denizli, 2004). Ancak simdiye kadar saf
Kitinin lizozim adsorpsiyon kapasitesiyle ilgili aragtirma yapilmamustir.

Ciyanlar, Chilopoda sinifina ait olan, ¢ok hizli hareket eden ve uzun viicuda sahip
ekelmbacaklilardir. Antarktika disinda her yerde yasarlar. Boylar1 1 mm ile 30 cm
arasinda degisir. Simdiye kadar yapilan calismalar; onlarin sistematik iligkileri
(morfolojik ve molekiiler boyutta), ¢esitlilik ve dagilimlari, ekolojileri evrimsel
iliskileri ve fizyoloji veya anatomileri ile alakalidir (Edgecombe ve Giribet 2007,
Bonato vd. 2010).

Bu tez calismasi ile ilk defa Scolopendra sp.’nin viicut kisimlarindan (anten, kafa,
kiskag, boyun, govde, ayak ve kuyruk) vyapi ve sekil korunarak iki ve ii¢ boyutlu
kitin izole edilmistir. Bu Kitinlerin karakterizasyonu FT-IR (Fourier doniisiimlii
kizilotesi spektroskopu), TGA (Termogravimetrik Analiz) , XRD (X-Isin1 Kirinimi)
ve SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) analizleri ile yapilmistir. Son olarak, iki ve
tic boyutlu kitinlerin lizozim adsorpsiyon kapasiteleri fizikokimyasal &zellikleri

(yiizey morfolojileri) ile kiyaslanarak aragtirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Kitin i¢in Alternatif Kaynaklarin Bulunmasi

Diinya genelinde yiizbinlerce kitin kaynagi oldugu bilinmektedir fakat bu canlilarin
sadece kiiclik bir kismu literatiire kazandirilmistir. Literatiirdeki bu eksikligin
giderilmesine katki saglamak i¢in Kaya vd.,(2014a), farkli canlilar ile ¢alismislardir.
Bu ¢alismada 6 farkli sucul omurgasiz ile kitin izolasyonu yapilmis ve izole edilen
kitinler kitosana doniistiirilmistiir. Calisma kapsaminda kitin kaynagi olarak
kullanilan tiirlerin % kitin igeriklerinin % 5-20 araliginda ve bu Kitinlerin kitosan
verimliliginin % 66-74 araliginda degistigi belirlenmistir. Kitin ve kitosan yapilari
FT-IR, TGA, SEM ve XRD cihazlar ile karakterize edilmistir. FT-IR analiz
sonuglarma gore izole edilen kitinlerin o formda oldugu gdzlenmistir. izole edilen
kitinlerin termal kararlhiliklarinin tiirlere gore degistigi ve yiizey morfolojilerinin
nanofiber yapilarindan olustugu gozlenmistir. Kitinlerin Kristalin index degerleri
(Crl) % 76.4 ve 90.6 araliginda degisiklik gostermistir.

Kaya vd., (2013), ilk defa Daphnia magna yumurtasindan kitin izole ederek kitin
kaynaklarma bir yenisini eklemislerdir. Bu ¢alisma ile D. magna yumurtasinin kuru
agirhinin %18-22’sinin kitin igerdigi belirlenmis ve bu biyopolimerin yapisal ve
termal Ozelliklerine FT-IR, elementel analiz, TGA, XRD ve SEM teknikleri ile
ulagilmistir. Termal kararliliginin 351.6 °C oldugu ve piiriizlii ve kalin yiizeye sahip
oldugu belirlenerek izole edilen kitin detaylica incelenmistir.

Diinya genelinde 8000 den fazla tiirli oldugu bilinen Chilopoda (¢iyangiller) sinifinin
kitin igerigiyle ilgili ilk ¢aligma Zelencova vd., (2015) tarafindan yapilmistir. Bir
ciyan tiirii olan Scolopendra cingulata kitin izolasyonu ve izole edilen Kkitinin
kitosana doniistiiriilmesi ve fizikokimyasal oOzelliklerinin belirlenmesi i¢in
secilmistir. S. Cingulata’nin vicut agirlimin % 8’inin kitinden olustugu ve % 66
oraninda kitosan igerdigi bulunmustur. Yapilan analiz sonuglari Chilopoda Kitininin

a formda oldugunu ve ylizey morfolojisinin dagilmis halde bulunan nanopor ve



nanoliflerden olustugunu aciga cikartmustir. Izole edilen kitinden elde edilen
kitosanin diisiik molekiiler agirliga (2.278 kDa) sahip oldugu belirlenmistir.

Kaya vd., (2015b), baska bir calismasinda, 4 cinsden 7 Orthoptera’nin dig
iskeletinden ayn1 metodu Kullanarak kitin izolasyonu yapmuslardir. Yapilan analiz
sonuclarina goére bu kitinlerin termal kararliliklart ve kristaliniteleri farklilik
gostermemistir. Ancak SEM sonuglarina gore, ayni cins ¢ekirgeden izole edilen
kitinlerin ylizey morfolojileri farklilik gosterirken, farkli ¢ekirge cinslerinin yiizey
morfolojilerinin benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Molekiiler analiz sonuglar1 izole
edilen Kkitinlerin diisiik molekiiler agirhigmma (5,2-6,8 kDa) sahip oldugunu
gostermistir. Bu caligma oOldiiriiliip atik duruma getirilen zararl ve istilaci ¢ekirge
tiirlerinin, biyoteknolojik bir iirlin olan kitin izolasyonu i¢in alternatif bir kaynak
olarak degerlendirilebilecegini gdstermistir.

Alternatif kitin kaynaklar1 bulma arayisinda olan Kaya vd., (2015c), likenin Kitin
icerip igermedigini belirlemek i¢in baska bir calisma daha yapmislardir. Hiicre
duvarinda kitin i¢erdigi bilinen mantar ile simbiyotik yasadigi g6z oniinde tutularak,
bu ¢alismada kosmopolitan bir liken tiirii olan Xanthoria parietina secilmistir.
Likenden izole edilen kitinin fizikokimyasal 6zellikleri FT-IR, TGA, XRD, SEM ve
elementel analiz teknikleri kullanilarak belirlenmistir. X. parietina’nin igerdigi kitin
oraninin % 4.3 oldugu, bu kitinin o formunda ve diiz bir yiizeye sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica liken kitininin Crl degeri % 70.1 olarak hesaplanmistir.
Ozellikle tekstil alaninda kullanilan kitin nanofiberler birbirinden farkli kaynaktan
izole edilebilir. Ifuku vd., (2011), kitin nanofiber izolasyonu i¢in 5 farkli mantar
segmiglerdir. Mantarlarin yapisinda bulunan glukan, mineral ve proteinlerin asidik
kosullar altinda yapidan uzaklastirilmasiyla, birbirine benzer yapida ve olduk¢a uzun
nanofiberler elde edilmistir. Elde edilen nanofiberlerin genisligi mantarin tiirline gore
20-28 nm araliginda degisiklik gostermistir. Kitin nanofiberler FT-IR ve XRD
analizleri ile karakterize edilmistir. Analiz sonuglari a formundaki nanofiberlerin
yapilarinda bir miktar glukan kalintis1 oldugunu gostermistir.

Kitin denildiginde ilk olarak akla Mantarlar alemi, Annelida, Mollusca, Porifera,
Cnidaria ve en ¢ok da Artropoda subesi gelmektedir. Bilinenin aksine Bryozoa
subesinin de kitin igerdigi Kaya vd.,(2015d) tarafindan ispatlanmistir. Bu ¢alismada
Bryozoa subesine ait bir tiir olan Plumatella repens den ilk defa kitin izole edilmis,
bu kitinin fizikokimyasal o6zellikleri Fomes fomentarius (Mantarlar alemi) ve

Palomena prasina (Artropoda subesi) Kitinlerinin fizikokimyasal ozellikleri ile
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kiyaslanarak belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore ii¢ kitinin de o formda oldugu
gozlenmistir. Canlilarin sahip olduklar1 % kitin igerikleri bryozoan, mantar ve bocek
tiirleri icin sirastyla %13.3, %2.4 ve %10.8 olarak kaydedilmistir. Bocek kitini en
yiiksek termal kararliliga sahipken onu sirasiyla bryozoan ve mantar Kitinlerinin
takip ettigi gozlenmistir. Yiizey morfolojileri bryozoan ve bocek kitinlerinin
nanofiber ve nanoporlu yapilardan olustugunu, mantar kitininin fiber ve por
icermedigini gostermistir. Bocekten izole edilen kitinin Kristalinitesinin (Crl=%84.9),
bryozoan (Crl=%60.1) ve mantardan (Crl=%58.5) izole edilen kitinlerden daha
yiiksek oldugu kaydedilmistir.

Liu vd., (2012), alternatif kitin kaynaklarina bir yenisini eklemek istemis ve yetiskin
Holotrichia parallela’y: asit (1 M HCI (hidroklorik asit)), baz (1 M NaOH (sodyum
hidroksit)) ve 1% potasyum permanganat uygulamalarina maruz birakarak kitin
izolasyonu yapmislardir.  Canlinin kuru agirhiginin % 15’nin kitin igerdigi
hesaplanmigtir. Bu bocek kitini Kizilotesi (IR) Spektroskopisi, XRD, SEM, and
elementel analiz kullanilarak ticari o-kitin ile kiyaslanmistir. Bocekten izole edilen
ve ticari kitinin benzer kimyasal yapisinin oldugu ve bu kitinlerin fizikokimyasal
Ozelliklerinin de olduk¢a yakin oldugu gézlenmistir. Bu sonuglar H. parallela’nin
alternatif kitin kaynagi olabilecegini gostermektedir.

Literatiir bilgisine bakildiginda, bu zamana kadar yapilan g¢aligmalarda kaynak
organizma olarak yetiskin canlilar kullanilmistir fakat canlinin gelisimsel siirecinde
daha 6nceki asamalarda kitin igerip igermedigi bilinmemektedir. Kaya vd., (2014b),
ilk defa kitin kaynagi olarak bir canlinin larvasini se¢mislerdir. Bu ¢alismada larva
ve yetigkin haldeki patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata) kitin kaynagi olarak
kullanilmig ve larva ve bocegin sirasiyla %7 ve %20 kitin i¢eriklerine sahip olduklari
belirlenmistir. FT-IR analiz sonuglari bu kitinlerin a formda oldugunu, XRD analizi
sonuglart kristalin indeks degerlerinin larva i¢in % 72 ve bocek i¢in %76 oldugunu,
SEM analiz sonuglari nanofiberli ylizey morfolojilerine sahip olduklarini, elementel
analiz sonucu yetiskinden izole edilen kitinin daha saf yapiya sahip oldugunu ve
TGA sonucu ise yetigkin patates boceginin larvaya gore daha kararli oldugunu
belirlemistir. Analiz sonuglarina bakildiginda canli larvasinin da alternatif kitin
kaynag olabilecegi agik¢a goriilmiistiir.

Orthoptera tiiriine ait Calliptamus barbarus ve Oedaleus decorus’ dan izole edilen
Kitinlerin tlirevi olan kitosanlarin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri Kaya vd.,

(2015e) tarafindan test edilmistir. Izole edilen kitin ve kitosanlar FT-IR, TGA, XRD
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ve SEM teknikleri ile analiz edilmistir. C.barbarusve O. decorus’ dan elde edilen
kitosanlarin antimikrobiyal ozellikleri insan ve balik patojenlerine karst disk
difiizyon ve mikrodiliisyon metodlar1 kullanilarak arastirilmisttr. MBC (minimal
bakterisit konsantrasyonu) ve MFC (minimal fungisidal konsantrasyonu) degerleri
(0.16 ~ 250 mg/mL) kitosanlarin tim mikroorganizmalara karsi Onemli
antimikrobiyal ozellikler sergiledigini ve 1Csy (radikalin %350’sini inhibe eden
konsantrasyon) degerleri (C. barbarus i¢in 10.68 + 0.27 ve O. decorus i¢in 10.91 +
0.96 mg/mL) ise bu kitosanlarin antioksidan Ozelliginin yiiksek oldugunu
belirlemistir. Bu sonuglar, asir1 liredigi i¢in zararli olarak diistiniilen iki g¢ekirge
tiirlinlin alternatif kitin ve kitosan kaynagi olabilecegini ve bu biyopolimerlerin, sahip
olduklar1 antioksidan ve antimikrobiyal Ozelliklerinden dolayr gida endiistrisinde

kullanilabileceklerini gostermistir.

2.2 Farkh Fizikokimyasal Ozelliklere ve Formlara Sahip Kitinlerin

izolasyonu

Kaya vd., (2015f), kitinin fizikokimyasal 6zelliklerinin taksonomik iliskiye gore
nasil degistigini agiklamaya calismiglardir. Bu calisma kapsaminda, Artropoda
subesine ait 16 canlidan (13 tiir Insecta sinifina ait ve 3 tiir Arachnida sinifina aittir)
ayni metod ile kitin izolasyonu yapilmistir. Bu kitinlerin fizikokiyasal 6zelliklerinin
taksonomik iligkiye gore nasil degistigi FT-IR, TGA, SEM ve XRD cihazlan
kullanilarak tespit edilmistir. Karakterizasyon c¢aligmalar1 ile kitin orneklerinin
fizikokimyasal yapisinin biiylik oranda farklilik gosterdigi ve % kitin igerigi ve
kristalin indeksin kismen taksonlar arasinda spesifiklik gosterdigi agiga ¢ikarilmustir.
Ayn1 sinif igerisinde dahi kitinlerin ylizey morfolojilerinde énemli farklilik oldugu
gozlenmistir.

Kaya ve Baran, (2015), Periplaneta americana ile yaptig1 ¢alisma sonucunda sadece
oval nanoporlara (230-510 nm) sahip yeni bir kitin morfolojisi tanimlamiglardir. Bu
caligmada P. americana tiiriiniin sadece kanat yapisi kullanilmis ve geleneksel kitin
izolasyon basamaklari takip edilmistir. Elde edilen kitinin ylizey morfolojisi SEM ile
incelenmis ve nanoporlarin kitin yiizeyine rastgele dagilmadigi, merkezdeki porun
etrafinin alt1 veya yedi por ile kaplandig1 gézlenmistir.

Bir bagka ¢alismada Kaya vd., (2014c), bir bocek ve bir kabuklu deniz hayvanindan

izole edilen kitinlerin fizikokimyasal Ozelliklerini karsilastirmiglardir. Bu calisma
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kapsaminda Insecta sinifi (Melolontha melolontha) ve Crustecea sinifina (Oniscus
asellus) ait birer tiir segilmistir. Kitin izolasyonu yapilirken ayni metod
kullanilmistir. M. melolontha’nin kitin igerigi % 13-14 ve O. asellun’un kitin igerigi
ise % 6-7 olarak kaydedilmistir. FT-IR, XRD ve TGA analiz sonuglari iki tiir i¢in
benzerlik gosterirken, SEM analiz sonucuna gore tiirlerin yiizey morfolojilerinde
nanopor ve nanofiberlerin farklilik gosterdigi gozlenmistir. Elementel analiz
sonuglarina bakildiginda, M. melolontha’dan izole edilen kitinin daha saf oldugu
goriilmiistiir. Kitin daha saf olarak izole edildigi i¢in M. melolontha tiiriiniin daha
cazip kitin kaynagi olacagi diisiiniilmektedir.

Kitinin fizikokimyasal 6zelliklerinin izolasyon metoduna bagli oldugu bilinmektedir.
Ancak bu ozelliklerin kaynaga gore degisip degismedigi bilinmemektedir.Kaya vd.,
(2015a), kitinin fizikokimyasal Ozelliklerinin bir organizmanin farkli viicut
bolgelerine gore degisip degismedigini belirlemek i¢in bal arisini bes farkli bolgeye
(kafa, boyun, karmn, ayak ve kanat) aywrmis ve aym1 metodu kullanarak Kitin
izolasyonu yapmuslardir. Izole edilen kitinlerin fizikokimyasal —ozellikleri
birbirleriyle karsilastirilarak belirlenmistir. Kitin igeriginin en yiiksek oldugu bolge
ayak (%13.25) iken en diisiik oldugu bolgenin boyun (% 6.79) oldugu goriilmiistiir.
Kitinlerin bes farkli yiizey morfolojisine sahip oldugu kaydedilmistir. Sadece karin
bolgesinde ti¢ farkli yiizey morfolojisi gozlenmistir. Boyun, karin, ayak ve kanat
kisminlarindan izole edilen kitinlerin maksimum bozunma sicakliklart (DTGpax) 359
-367 °C araligindayken, kafa kismindan izole edilen kitinin DTGmax degerinin 308°C
oldugu kaydedilmistir. Sonug¢ olarak, fizikokimyasal Ozelliklerin kaynaga gore
degistigi ispatlanmigtir.

Canlinin farkli viicut kisimlarinda izole edilen kitinin farkli fizikokimyasal
ozelliklere sahip oldugu son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ile ispatlanmistir. Ancak
kitinin karakteristik Ozelliklerinin organizmanin gelisim siireci boyunca degisip
degismedigi, eger degisiyorsa bu degisimin nasil oldugu konusu halen merak
uyandirmaktadir. Kaya vd., (2016a), Vespa crabro’ nun kitin matriksinin larva, pupa
ve yetiskin siirecinde fizikokimyasal olarak nasil degistigini arastirarak bu konuya
151k tutmuglardir. Yapilan deneyler sonucunda organizmanin kitin igeriginin, canh
bliylidiikce asamali olarak arttig1r bulunmustur; % 2.1, 6.2 ve 10.3. Larva siirecinden
pupaya gegerken kitin miktarinda yaklagik 3 kat artis gézlenmistir. Enzimatik yikim
testleri ile izole edilen Kitinlerin yiiksek oranda saf oldugu belirlenmistir. Bu

kitinlerin termal kararliliklarinin birbirlerine olduk¢a yakin oldugu ancak yiizey
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morfolojilerinin oldukg¢a farkli oldugu ve bu farkliligin ise bocegin gelisim siirecine
gore degistigi gozlenmistir.

Kitin biyopolimeri farkli uygulama alanlar i¢in farkli formlarda kullanilmistir. Singh
vd., (2013), kok hiicre kiiltiirii alaninda kullanmak i¢in kitin karbon nanotiipler
(CNT) ile calismislardir. Biyouyumlu o6zellige sahip olan kitin yiiksek elektrik
iletkenligi olan karbon nanotiipler ile imidazole dayali iyonik sivi ortaminda
birlestirilmistir. Kitin-karbon nanotiip materyalinin homojen sekilde dagildigt SEM
ve 1sik mikroskobu ile goriintilenmistir. FT-IR ve XRD analizleri ile bu
nanokompozit malzemenin a-kristal formda oldugu belirlenmistir. Deney sonuglari
insan mezenkimal kok hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda elde edilen hibrit
materyale tutunmakta ve ¢ogalmakta oldugunu gostermistir. Ayrica bu calisma ile
biyouyumlu ve elektrik gecirgenligi olan kitin-karbon nanotiiplerin, mezenkimal kok
hiicrelerin fonksiyonlarin1 gerceklestirebilmesi i¢in uygun ortam olusturdugu da
ispatlanmigtir.

Biyolojik uyumlu ve biyolojik olarak yikilabilen kitinler antikanser ilag olan
kurkumin ile yiiklenerek kitin nanojele (CCNG) doniistiirmistiir (Mangalathillam
vd., 2012). Kitin ve kurkumin ilact gibi kitin nanojeller de suda ¢éziinmemistir. SEM
analizi ile kiiresel nanojel partikiillerin 70-80 nm boyutunda oldugu belirlenmistir.
Bu nanojellerin sitotoksisitesi insan fibroblast hiicreleri (HDF) ve insan melanoma
hiicre hatt1 (A375) iizerinde analiz edilmis ve HDF hiicreleri i¢in daha az toksik
etkiye sahip oldugu gorilmiistir. CCNGlerin apoptotik etkisi akim-sitomektik
yontemi ile test edilmis ve fazla sitotoksik etki gosteren yiiksek nanojel
konsantrasyonundakine benzer sonuclar gozlenmistir. Histopatoloji ¢aligmasi
sonuglarina gore inflamasyon etki gozlenmemistir. Sonuglar dikkate alindiginda,
calisma kapsaminda hazirlanan kurkumin yiiklii kitin nanojellerin melanoma -yaygin

ve ciddi bir deri kanseri tipi- kanser tedavisi igin umut vaat ettigi goriilmektedir.

2.3 U¢ Boyutlu Kitinlerin Farkh Uygulama Alanlarinda Kullamilmasi

Giliniimiize kadar sadece stlingerlerden ve bir bocekten ii¢ boyutlu kitin izole edilmis
ve bu kitinler farkli uygulama alanlarinda kullanilmistir.

Sucul omurgasiz organizmalar arasinda bulunan siingerler (Porifera) biyomimetik
kompozit materyallerin biyomedikal, doku miihendisligi ve materyal bilimi
alanlarinda gelismesi i¢in ilham vermektedir. Ehrlich vd., (2010a), Verongida



smifinda bulunan 6 farkli siingerden (Aiolochroia crassa, Aplysina aerophoba, A.
cauliformis, A. cavernicola ve A. fulva) ii¢ boyutlu kitin izolasyonu yapmislardir.
Stingerlerin ana iskelet yapisinda bulunan Kkitinlerin fizikokimyasal ve yapisal
Ozellikleri detaylica incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda bu kitinlerin ¢ok
katmandan olustugu ve fiberli bir yapiya sahip oldugu gézlenmistir. °C kati-faz
NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) spektroskop, Yakin Kenar X-151n1 Sogurma Ince
Yapisi (NEXAFS), IR spektroskop teknikleri ve kitinaz yikim testi, incelenen biitiin
kitinlerin o formda oldugunu ispatlamistir.

Stingerlerden izole edilen ii¢ boyutlu kitin iskelet malzemesinin biyomedikal
alaninda herhangi bir uygulamada kullanilip kullanilamayacagi Ehrlich vd., (2010Db)
tarafindan arastirilmistir. Aiolochroia crassa, Aplysina aerophoba, A. cauliformis, A.
cavernicola ve A. fulva’dan izole edilen kitinler kondrosit hiicre kiiltiirii galismasinda
kullanilmistir. Yapilan deneyler sonucunda, kondrosit hiicrelerin ii¢ boyutlu kitinlere
Iyi tutundugu ve diger kikirdak doku miihendisliginde kullanilanlara benzer dis
matriks sentezledikleri g6zlenmistir. In vivo deneyler sonucu, bu Kkitinlerin
proteoglikanca zengin dis matriksin depolanmasini destekledigi de ispatlanmistir.
Boyama deneyleri sonucunda ise bu Kitinlerin hiicre kiiltiirii igin olduk¢a uygun
oldugu tespit edilmistir. Siinger kitininin biyomedikal uygulamalar haricinde filtre
sistemi ve biyomineralizasyon i¢in 6rnek bir yap1 olabilecegi dngoriilmektedir.
Ehrlich vd., (2013), bir diger caligmasinda, siingerden izole ettikleri ii¢ boyutlu kitin
matriksi zirkonyum dioksit nanofazlarin olusumunda sablon olarak kullanmislardir.
Bu c¢alisma ekstrem kosullar (150°C) altinda gerceklestirilmistir ve kitin izolasyonu
icin A. cauliformis kullanilmigtir. Bu yeni olusturulan zirkonyum-kitin kompozit
materyali ilk defa hidrotermal sentez kullanilarak hazirlanmis ve analitik metodlar ile
karakterizasyonu yapilmustir. Ug boyutlu kitin matriksin termal kararliligmnin oldukga
yiiksek olmasi, onun hidrotermal sentez c¢alismasinda kullanilmasini miimkiin
kilmistir. Elde edilen zirkonyum-kitin kompoziti, biyouyumlu materyal olarak kemik
ve dis implanti gibi alanlarda kullanilabilecektir.

Siingerden izole edilen ili¢ boyutlu kitinin diger bir kullanim alani ise uranyum
adsorbsiyonudur. Schleuter vd., (2013), Verongida smifinda bulunan siingerden
fiberli ve esnek ozelliklere sahip kitin izolasyonu yapmislardir. Bu ti¢ boyutlu kitinin
uranyum adsorpsiyonu i¢in oldukga etkin (288 mg/g) oldugu ve uranil miktarinin %

90’min absorblandig1 gézlenmistir. Kitin ve uranil arasindaki zayif baglar, Kati-faz
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NMR, Raman ve IR spektroskopileri ile belirlenmistir. Uranil adsorpsiyonu ve
desorpsiyonu kitin matrikse zarar vermemistir.

Stingerden izole edilen kitinlerin bir diger uygulama alani boya adsorpsiyonudur.
Norman vd., (2014), Hippospongia communis’ den izole edilen ii¢ boyutlu kitin
fiberli ylizeyini, karmen boyasinin (C.I. natural red 4) adsorbsiyonu igin
kullanmislardir. Bu ¢alisma esnasinda, boya konsantrasyonunun etkisi, adsorpsiyon
zamani ve sollisyon pH’s1 parametreleri aragtirilmistir. Sonuglar bu uygulama alam
icin kullanilabilecek yeni bir boya-biyopolimer hibrid materyalinin etkinligini
gostermistir. Adsorpsiyon kinetik sonuglarinin (1°=0.979-0.999 ), yalanct ikinci
dereceden kinetik modeline tamamen uydugu gorilmiistiir. Elde edilen hibrid
materyalin boya (adsorbat) ve kitin (adsorban) iliskisi birka¢ farkli analiz (FT-IR,
Raman, *3C kati-faz NMR spektroskopisi) ile incelenmistir. Boya ve kitin arasindaki
iligkinin hidrojen baglar1 ve elektrostatik etki ile saglandigi diistiniilmektedir.
Calismanin sonuglari, bu hibrid materyalin ilag salinim sistemleri ve biyoaktif
uygulamalar i¢in kullanilmasini tesvik etmektedir.

Bu calismalardan farkli olarak, Kaya vd., (2016b), ilk defa bir diplopod tiiri olan
Julus terrestris’in yiiziik seklindeki viicut kisimlarindan yap1 ve sekli koruyarak {i¢
boyutlu kitin ve kitosan elde etmislerdir. Bu biyopolimerler FT-IR, SEM, XRD,
TGA ve elementel analiz teknikleri kullanilarak karakterize edilmis ve ticari kitin ve
kitosan ile kiyaslanmistir. Ug boyutlu kitosan drneklerinin antimikrobiyal 6zelligi 12
mikroorganizmaya karsi arastirilmig ve maksimum inhibisyonun (15.6 = 1.154 mm)
yaygin bir insan patojeni olan Staphylococcus aureus’a karsi oldugu gézlenmistir.
Yiiziik formundaki kitosanin antitiimor aktivitesi L929 (fibroblast hiicre hatti) ve
HelLa (kanser hiicre hatt1)’ya karsi arastirilmis ve bu kitosanin diisiik sitosoksisite
gosterdigi ve hiicre ¢ogalmasini yiiksek oranda engelledigi tespit edilmistir. Elde
edilen kitosanin plazmid DNA s1 ile etkilesimi ise farkli kitosan konsantrasyonlari ile

(0.04, 0.4 ve 4 mg/mL) incelenmistir.

2.4 Farkh Kaynaklardan Elde Edilen Kitin ve Kitosanlarin Lizozim
Adsorpsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Farkli kaynaklardan izole edilen kitinlerin cesitli proteinler ile olan etkilesimi {izerine

sinirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bunlar soyle agiklanmaistir;

11



Ledesma-Osuna vd., (2010), ticari Kitini asit ile muamele ettikten sonra
ultrafiltrasyon membran sistemi ile pargalarma (1-3 kDa) aywrarak  kitin-
oligosakkarid (CO) formuna doniistiirmiislerdir. CO’nun Bovin Serum Albumin
(BSA) ile etkilesimi Maillard Reaksiyonu ile test edilmistir. Bu reaksiyon donmusg
haldeki BSA ve CO partikiillerinin 60°C‘de 6 ve 12 saat isitilmasiyla
gerceklestirilmistir. BSA-CO etkilesimi amino grup icermeleri, jel elektroforezi,
Icsel Triptofan Emisyon Spektrumu ve Kiitle Spektrometrisi ile analiz edilmistir.
Kiitle spektrometrisi analizi sonucuna gore, BSA ile etkilesime gegen Kkitin-
oligomerlerinin monomer ve dimer yapilarinin molekiiler kiitlelerinin zamanla arttig1
gozlenmistir. Bu c¢alisma ile protein-karbohidrat etkilesimini onaylayan
glikokonjugat elde etmenin basit bir yontemi denenmistir.

Protein etkilesimi ¢alismalari kitin ile siirli kalmamis kitosanin (CS) da protein
tutma kapasitesi arastirilmistir. Mondal vd., (2015), ticari kitosandan Faz Inversiyon
Yontemi ile CS hidrojel boncuklar hazirlamislardir. Boncuklarin karakterizasyonu
FT-IR, TGA ve SEM ile yapilmistir. Elde edilen boncuklarin BSA adsorpsiyonu
farkli pH ve gluteraldehit miktarlarinda test edilmistir. Capraz baglamak icin
kullanilan gluteraldehit miktar1 arttikca hidrojel boncuklarin kimyasal ve yapisal
kararliligr artmistir. En iyi adsorpsiyon kapasitesi pH 5,5 ve ¢apraz baglama orani 0,2
oldugunda gozlenmistir. Ciinkii diisitk pH da kitosanin ¢ok sayidaki amin gruplari
protonlanir ayrica BSA nin izoelektrik noktas1 4.7°dir. pH notral degerine yaklastik¢a
kitosanin protein ile elekstrostatik bag yapma potansiyeli artar. Diger yandan,
gluteraldehit, kitosanin tizerindeki fonksiyonel gruplara baglandigi icin, ¢apraz
baglanma oraninin artmasiyla adsorpsiyon kapasitesi azalmistir. Bu ¢aligma
sonucunda en yiiksek kapasite degerinin 96,4 mg.g™* oldugu gézlenmistir.

Denkbas vd., (2002), glutealdehit ile capraz bagladiklar1 kitosan mikro kiirelerin
(170£81 pm) insan serum albumini (HSA) tutma kapasitelerini aragtirmislardir.
Mikro kiirelerin adsorpsiyon kapasitesi farkli HSA derisimi (0.5-2.0 mg/mL) ve
farkli ortam pHs1 (4.0-7.0) parametrelerinde ¢alisilmistir. Maksimum HSA
adsorpsiyonuna (11.35 mg HSA/g kitosan mikro kiire), pH 5 ve 1.5 mg/mL HSA
derisiminde ulagilmistir.

Bayramoglu vd., (2003), sentezledigi kitosan kompozitin lizozim adsorpsiyon
kapasitesini arastirmislardir. Sentezlenen pHEMA/Kitosan kompozit membranin ve

2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ‘in lizozim tutma kapasiteleri sonuglari sirasiyla
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soyledir; 121.5 ve 83 mg/mL™. Bu sonuglar kitosan eklenen membranin lizozim

tutma kapasitesini artirdigini gostermistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Orneklerin Toplanmasi

Ciyanlar (Scolopendra sp.), Aksaray Universitesi Kampiisii'nden 2015 yilinda
toplanmistir. Toplanan ornekler ilk olarak tizerlerinde bulunan toz ve diger
istenmeyen partikiillerden uzaklastirmak i¢in distile su ile yikanmistir. Bu agamadan
sonra c¢iyan Ornekleri yapinin muhafaza edilmesine dikkat edilerek farkli viicut
bolgelerine (anten, kafa, kiskag, boyun, govde, ayak ve kuyruk) ayrilmistir. Biitiin
ornekler birka¢ defa daha distile su ile yikanmis ve etiiv icerisinde 50°C de 48 saat
kurutulmustur. Son olarak kuruyan ornekler ilk kuru agirliklarini belirlemek igin

hassas terazide tartilmis ve bulunan degerler not edilmistir.

3.2  Kitin izolasyonu

3.2.1 Demineralizasyon

Kuruyan 6rnekler 2 M HCI ¢ozeltisi igerisinde 40°C de 4 saat muamele edilmistir.
Bu asamanin amaci yapidan minerallerin uzaklastirilmasidir. Siire sonunda HCI ile
muamele edilen 6rnekler kurutma kagidi kullanilarak distile su ile notral pH ya
ulagsana kadar siiziilmiistiir. Ardindan mineralleri uzaklastirilan Ornekler etiiv
icerisinde 60°C de 48 saat kurutulmustur. Son olarak kuruyan ornekler mineral
igeriklerinin belirlenmesi icin hassas terazide tartilmis ve bulunan degerler not

edilmistir.

3.2.2 Deproteinizasyon

Proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in demineralize olan 6rnekler 2M NaOH c¢ozeltisi
igerisinde 50°C de 24 saat muamele edilmistir. Stire sonunda NaOH ile muamele

edilen oOrnekler kurutma kagidi  kullanmilarak  distile su ile ndtral



pH’a ulasana kadar siizlilmiistiir. Ardindan proteinleri uzaklastirilan 6rnekler etiiv
icerisinde 60°C de 48 saat kurutulmustur. Son olarak kuruyan ornekler protein
igeriklerinin belirlenmesi i¢in hassas terazide tartilmis ve bulunan degerler not

edilmistir.

3.2.3 Beyazlatma

izole edilen kitinlerin kahverengi olan renginin beyazlatmak i¢in Scolopendra sp. nin
farkli viicut bolgelerinden iki ve ii¢ boyutlu olarak elde edilen kitin 6rnekleri % 0.4
NaClO (sodyum hipoklorit) ¢ozeltisi igerisinde oda sicakliginda yarim saat muamele
edilmistir. Siire sonunda kitin 6rnekleri kurutma kagidi kullanilarak distile su ile
notral pH ya ulasana kadar siiziilmiistiir. Ardindan 6rnekler etiiv icerisinde 60°C de
48 saat kurutulmustur. Son olarak kitinler bu asamada gozlenen kiitle kaybinin

belirlenmesi igin hassas terazide tartilmis ve bulunan degerler not edilmistir.

3.3  Karakterizasyon

331 FT-IR

Ciyan Orneklerinin sahip oldugu FT-IR bantlar1 Perkin Elmer cihaz1 ile
belirlenmistir. Bu cihaz 4000-625 cm™' araliginda bant vermektedir. Bu yontem ile

kitin 6rneklerinin fonksiyonel gruplari belirlenmistir.

332 TGA

Elde edilen kitinlerin TG analizleri EXSTAR S11 7300 sistemi ile yapilmistir. Bu
cihaz her 10 dakikada bir sicaklig1 artirarak 25 ve 650°C araliginda olgiim yapar.
TGA ile kitinlerin sicakliga bagl olarak (25-650°C) bozunma derecesi 6l¢iilmiistiir.

3.3.3 SEM

Cryanin yedi farkli viicut bolgesinden elde edilen kitinlerin yiizey morfolojileri
QUANTA- FEG 250 marka taramali elektron mikroskobu kullanilarak belirlenmistir.
Gatan Precision Etching Coating Sistemi ise orneklerin yiizeyini altin ile kaplamak

i¢cin kullanilmistir.
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3.34 XRD

Calisma dahilinde elde edilen kitin 6rneklerinin XRD spektrumlarini belirlemek icin
Rigaku D max 2000 sistemi kullanilmistir. Bu sistem 40 kV, 30 mA ve 20 da 5°-45°
araliginda tarama agisi ile 6l¢iim yapar ve kitinin o, § ve y formlarindan hangisine
sahip oldugunu belirler. Orneklerin sahip oldugu Crl degeri Denklem (3.1)’e gére

hesaplanmaistir:

Crli1o = [(l110— Tam)/l110] x 100 (3.1)
l110 = 20 daki en yiiksek yogunluk —20°

lm = 20 daki amorf dagilma yogunlugu— 13°.

3.4  Ciyanin Farkh Viicut Kusmlarindan Elde Edilen Kitinlerin Lizozim
Adsorpsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Yedi farkli viicut bolgesinden elde edilip fizikokimyasal Ozellikleri belirlenen
kitinlerin alt1 tanesi (kafa, kiskag, boyun, govde, ayak ve kuyruk) lizozim
adsorpsiyonu i¢in kullanilmistir. Lizozim adsorpsiyonu yapilmadan once Kkitin
polimerlerine Cu*? metali baglanmistir. Bunun igin, her bir kitin érnekleri ayr1 ayri
100 mg/mL Cu*? ¢Ozeltisi icerisinde 2 saat kadar karistirilmis ve siire sonunda kitin
rnekleri yikanmustir. Cu*? baglanan kitinlerin lizozim ile etkilesimi farkli pH (5.0-
8.0) ve protein konsantrasyonu (0.01-0.25 mg/mL) kosullar1 altinda
degerlendirilmistir (Odabas1 ve Denizli, 2004).

Lizozim adsorpsiyonu deneylerine baslamadan 6nce kitin 6rneklerinin boyutlarini
ayni seviyeye getirmek i¢in jel hazirlanmistir. 5 mL jel hazirlamak icin oncelikle
4430 pl saf su igerisinde ¢oziinmiis 80 mg BIS (N,N -metilen bisakrilamid), 350 pl
HEMA, toz halindeki 50 mg kitin 6rnekleri ve 250 ul saf su igerisinde ¢6ziinmiis 10
mg APS (amonyumpersiilfat) sirasiyla eklenmistir. APS eklendikten sonra karigim 2-
3 dakika sogutucuda bekletilmis sonrasinda karistirilmis ve bu islem kitin 6rnekleri
homojen dagilana kadar tekrarlanmistir. Son olarak 20 pul TEMED
(tetrametiletilendiamin) eklenir eklenmez karisim vortekslenmis ve cam petri kabina
dokiiliip -12°C de bir gece jel haline gelmesi i¢in bekletilmistir. Siire sonununda
jellesen karigim kiiciik seritler halinde kesilmis ve lizozim adsorpsiyonlarini
incelemek igin bu kesitlerden 6 tane alinmistir. Jelin hazirlanmasi ve kesitlerin

olusturulmasi gekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3. 1:Lizozim adsorpsiyonu deneyleri i¢in hazirlanan jel (a), bu jelin bir gece
-12 °C ‘de bekletilerek dondurulmasi (b) ve donan jelden hazirlanan kesitler (c,d).

Kesitlerin lizozim adsorpsiyonu kesikli sistem ile incelenmistir. Bu sistemde,
kesitlerin her biri tampon ¢ozeltisi (pH 5,6,7 ve 8) igerisinde absorbans degeri 0.005
den diisiik olana kadar sartlandirilmistir. Tampon ile sartlandirilan kesitler 0.05-0.25
mg/mL konsantrasyon araligindaki lizozim c¢ozeltileri icerisinde rotorda (Stuart®
SB3) karistirilmistir. Karistirma baslamadan once lizozim ¢ozeltisinin absorbans
degeri 280 nm’de UV-vis (Mor Otesi-Goriiniir Bélge Spektroskopisi) cihazinda
(GENESYS 10S) okutulmustur. Bu deger A,‘1 vermektedir. Kesitlerle karistirilan
lizozim ¢ozeltisinin absorbans degeri 15 dakikada bir Ol¢iilmistiir. Kesitler
doygunluga ulasana kadar 6l¢lim alma islemi devam etmistir. Doygunluga ulasildig
an alinan son deger As‘1 vermektedir. Okumalar alindiktan sonra, Kesitler tampon
¢ozeltisi ile yikanmistir. Protein ¢ozeltisine maruz kalindigi siire kadar yikama islemi
devam etmistir. Tampon ¢oOzeltisi ile yikama yapilmasmim sebebi non-spesifik
baglanmalarin uzaklastirilmasidir. Yikama yapildiktan sonra, desorpsiyon yapilmasi

icin kesitler 0.5 M NaCl (Sodyum Kloriir) ¢ozeltisi igerisinde yarim saat

17



bekletilmistir. Bu asamanin amaci spesifik baglanmalarin ayrilmasidir. Son olarak 1

saat saf su ile yikama yapilmistir.

Kesitlerin lizozim adsorpsiyon kapasiteleri (Q) Denklem (3.2) kullanilarak
hesaplanmustir.

Q=(Ci— C¢) VIm (3.2)
Q g basma tutunan mg madde miktarini, C; ¢alisilan ¢ozeltinin baslangi¢ derisimini
(mg/mL), Ct calisilan ¢ozeltinin son derisimini (mg/mL), m c¢alisilan peletlerin

miktarini (g) ve V ¢alisilan protein ¢ozeltisinin hacmini (mL) belirtmektedir.

3.4.1. Uygun pH’nmin belirlenmesi

Omneklerin (kafa, kiskag, boyun, govde, ayak ve kuyruk) maksimum adsorpsiyon
kapasitesi analizi pH 5-8 araliginda 0.05 M konsantrasyondaki tamponda
calistlmistir. Ornekler pH 5 igin sodyum asetat tamponunda ve pH 6,7 ve 8 igin

sodyum fosfat tamponunda incelenmistir.

3.4.2 Uygun protein konsantrasyonunun belirlenmesi

0.05, 0.10, 0.15, 0.20 ve 0.25 mg/mL konsantrasyonlarindaki protein ¢ozeltileri
tampon igerisinde hazirlanmigtir. Fluka marka lizozim (Lot#BCBG4804V)

kullanilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1  Kitin Icerigi ve Her Bir Asamadan Sonra Kaybedilen Agirhk

Ciyan orneklerinin ilk agirliklart ve her bir basamaktan sonra geriye kalan miktar
Cizelge 4.1°de listelenmistir. Cizelge 4.1°de gosterildigi gibi kuyruk kisminin sahip
oldugu mineral igerigi en yiiksek iken onu sirasiyla kiskag, kafa, anten, ayak, boyun
ve govde takip etmektedir. En yliksek protein igerigine sahip kisim gévde iken onu
sirasiyla anten, boyun, ayak, kafa, kiska¢g ve kuyruk takip etmektedir. Bunlardan
farklh olarak kuyruk kisminin en yiiksek kitin icerigine sahip oldugu gézlenmistir ve
kitin icerigi yoniinden yapilan siralama sdyledir: ayak, kafa, kiskag, boyun, govde ve

anten (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: Kitin igerigi ve herbir asamadan sonra kaybedilen kiitle.

Viicut Kuru herbir asamadan sonra kalan miktar(g) Kitin

kisimlart  agirlik demineralizasyon deproteinizasyon depigmentasyon Yiizdesi

(9) (%)
Anten 0.403 0.302 0,039 0.037 9.18
Kafa 1.172 0.792 0,158 0.152 13.02
Kiskag 0.936 0.582 0,121 0.115 12.31
Boyun 1.744 1.438 0,191 0.187 10.77
Govde 34.153 31.231 3.324 3.319 9.72
Ayak 7.916 6.189 1.059 1.051 13.28
Kuyruk 2.461 1.452 0.398 0.391 15.91

Her bir asgamadan sonra kaybedilen agirlik sonuglari, ¢iyanin viicut kisimlarinin sahip
oldugu kitin icerigi ile mineral icerigi arasinda pozitif; kitin igerigi ile protein icerigi
arasinda ise negatif bir iligkinin oldugunu gostermektedir. Farkli viicut kisimlarinin

herbiri farkli miktarda kitin icermektedir. Kitin miktarindaki bu farkliligin ve kitin ile



diger bilesenler (protein, mineral vs.) arasindaki oranin viicut kisminin islevi ile
iligkili oldugu sdylenebilir ancak bu verinin daha detayli agiklanmasi gerekmektedir.
Ileride yapilacak olan caligmalar ile bir canlinin viicut kisimlarmn islevi ile sahip

oldugu kitin igerigi arasindaki iligki detayli olarak incelenebilir.

42  FT-IR

Cryanin farkli viicut kisimlarindan elde edilen kitinlerin FT-IR spektrumlarinin
standart ortalamalar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir. Biitlin kitin 6rnekleri i¢in amid I
band1 1653.4+0.79 cm™ ve 1620.3+0.49 cm™' de gozlenmistir. Diger onemli pikler
olan Amid II ve Amid III bantlari sirastyla 1553.6£0.53 cm™ ve 1308.3+1.38 cm™
olarak kaydedilmistir. a kitin i¢in 6nemli olan diger pikler sdyledir; 3434.9+3.89 cm’
! (O-H gerilme), 2881.4+15.3 cm™(CHs alifatik bilesiginin simetrik gerilmesi),
1069.4+1.27 cm™(C—C sakkarit zincirindeki asimetrik gerilme) (Sekil 4.1).

FT-IR spektroskopu sonucuna gore, kitinin o, 3 veya y formlarindan hangisine sahip
oldugu belirlenir. o ve B kitin arasindaki en belirgin bant 1660-1620 cm™
araligindaki Amid I bantidir. B kitin 1650 cm™ civarinda pik veren bir molekiil igi
banta sahiptir. Diger yandan o kitin 1660 ve 1620 cm™ civarinda 2 pik veren bir
molekiil i¢i ve bir molekiil aras1 banta sahiptir. Bu zincirler arast bantlarin varligi o
kitinin yiiksek kimyasal stabilitesinden sorumludur (Minke ve Blackwell,1978). a
kitin i¢in Amid II bandi 1560 cm™ ve Amid III band1 1315- 1200 cm™ dir. 897-896
cm™? araliginda gozlenen B-glikozidik bant sadece a-kitinde gozlenir (Brugnerotto
vd., 2001). Bu bantlar elde edilen tiim o kitinler i¢in aynidir ve karakteristiktir.
Simdiye kadar farkli kaynaklarindan izole edilen kitinlerin FT-IR sonuglar1 sdyledir:
Liu vd., (2012) bocekten (H. parallela) izole ettigi a kitinin karakteristik piklerini
1654 cm ™', 1627 cm ™' ve 1560 cm ™', Wysokowski vd., (2013) siingerden (Aplysina
fistularis) izole ettigi a kitinin karakteristik piklerini 1660cm™, 1630cm™, 1550 cm™
ve Kaya vd., (2015c) likenden (X. parietina) izole ettigi a kitinin karakteristik
piklerini 1654 cm™, 1624 cm™ ve 1560 cm™ olarak kaydetmistir.  kitin icin bulunan
karakteristik pikler bu ¢alisma kapsaminda izole edilen kitinlerin hepsi igin de

aynidir.
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Sekil 4. 1:1zole edilen kitinlerin FT-IR spektrumlarinin standart ortalamalari. (a)
anten, (b) kafa, (c) kiskag, (d) boyun, (e) govde, (f) ayak, (g) kuyruk.
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43 TGA

Her bir kitin Orneklerinin TG analizi sonuglar1 Sekil 4.2°de verilmistir. Sekil
incelendiginde, biitiin kitin drneklerinin iki termal yikilma fazi oldugu goriilmiistiir.
[lk yikilma fazinda (150°C° ye kadar) % 3 ve 5 arahiginda kiitle kaybi
gerceklesmistir. Bu asama kitin Orneklerinden suyun buharlasmasi olarak bilinir.
Ikinci kiitle kayb biitiin 6rnekler igin 150 ve 750°C arasinda gergeklesir. Bu asama
ise polisakkarit molekiillerinin yikilmas: olarak bilinir. Ikinci kiitle kaybinda yikilan
polisakkaritlerin ylizdesi sOyledir; anten: 79, kafa: 64, kiskag: 78, boyun: 61, govde:
84, ayak: 67 ve kuyruk: 67. Biitlin kitinlerin sahip oldugu DTG« degerleri ise
anten:382°C, kafa:371°C, kiskag: 368°C, boyun: 348°C, govde: 379°C, ayak: 365°C
ve kuyruk: 374°C olarak bulunmustur (Sekil 4.2).

Mevcut ¢alismada gozlenen karakteristik faz ve oranlar, dnceki ¢alisma sonuglarina
cok yakin bulunmustur. Onceki calismalarda deniz kabuklusu (Wang vd., 2013) ve
bocekten (Paulino vd., 2006) izole edilen kitinlerin DTGpax degerleri 360-390°C
arasinda olarak bulunmasma ragmen, mantardan (Ospina vd, 2014) izole edilen
Kitinin DTGpax degeri 314°C olarak kaydedilmistir. Mevcut ¢alisma kapsaminda bir
bocek tiirtiniin farkli viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin DTGax degerleri ise
348-382°C araliginda kaydedilmistir. Anten kitininin en yiiksek ve boyun kitininin
en diisiik termal kararliliga sahip oldugu gozlenmistir. Bilindigi gibi, termal kararlilik
kitinin uygulama alani segilirken dikkat edilen en onemli parametrelerden biridir
(Wysokowski vd., 2015). Cryanin farkli viicut kistmlarindan izole edilen kitinlerin
sahip oldugu farkli DTGnax degerleri, bu kitinler i¢in uygulama alanmi segilirken
yardimc1 olabilir. Ornegin sadece yiiksek termal kararlilifa sahip Kkitinlerin

kullanilabilecegi bir alan i¢in anten kitini 6nerilebilmektedir.
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Sekil 4. 2:Kitin orneklerinin TGA sonuglari. (a) anten, (b) kafa, (c) kiskag, (d)
boyun, (e) govde, (f) ayak, (g) kuyruk.
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4.4 Ciyamin Farkh Viicut Kisimlarindan izole Edilen Kitinlerin Sekli ve Yiizey
Morfolojileri

Ciyanin anten, kafa, kiskag, boyun, govde, ayak ve kuyruk kisimlarindan yapi
korunarak izole elden kitinlerin yilizey morfolojileri SEM ve sekilleri 151k
mikroskobu (Leica Z6 APO) araciligiyla detaylica incelenmistir. Her bir viicut
kisimlarinin yapisi ve yiizey morfolojileri ayr1 ayr1 belirlenmistir.

Kisa, silindirik ve ii¢ boyutlu kitin ¢iyanin anten kismindan elde edilmistir (Sekil
4.3). Bu silindirik ylizey nanolifler ile i¢ ice ge¢mis mikro ve nano porlar
icermektedir. Kisa silindirik kitinin uzunlugu 0.33-0.42 mm araliginda, ¢ap1 ise 0.29
ve 0.39 mm araliginda degismektedir. Mikro ve nano porlarin biiytikliigliniin 2.2-3.4
pm ve 140-210 nm oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4. 3: Ciyanin anten kisminin orijinal yapist (a); Yap1 ve sekil korunarak elde
edilen kitininin 151k mikroskobu (b) ve SEM ile incelenmesi (c,d).

Ciyanin kafa kismindan orijinal yap1 ve sekli korunarak izole edilen kitinler Sekil
4.4°de gosterilmistir. Kitinlerin sekli ovale benzemektedir fakat iist kisim biraz

keskin sonlanmaktadir. Oval seklindeki kitinlerin ¢aplart 1.3-1.5 mm araligindadir.
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Kafa kismindan izole edilen kitinler nano fiber ile i¢ i¢e ge¢mis ii¢ tip por yapisindan
olusmaktadir. Bu porlar 3 gruba ayrilir: 1) yiizeye homojen olarak dagilan 6.7-7.4
pm araligindaki mikro porlar, 2) yiizeye homojen olarak dagilan 2.5-2.7 pm
araligindaki mikro porlar, 3) yiizeyde nadiren gozlenen 110-130 nm araligindaki

nanoporlar. Oval seklindeki kafa kitininin diger 6nemli 6zelligi ise 1slak halde seffaf

halde olmasidir.

Sekil 4. 4: Ciyanin kafa kisminin orijinal yapisi (a); Yapt ve sekil korunarak elde
edilen kitininin 151k mikroskobu (b) ve SEM ile incelenmesi (c,d).

Uc boyutlu boru seklindeki kitin, ¢ryanin kiska¢ kismindan yap1 ve sekil tamamen
korunarak basarili bir sekilde izole edilmistir (Sekil 4.5b). Boru seklindeki kiskag
Kitini iki tip mikro por ve nanoliflerden olusmustur (Sekil 4.5¢,d). Biiyiik ve kiigiik

porlarin genisligi sirasiyla 8.1-11.4 pm ve 2.6-3.5 um olarak dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4. 5: Ciyanin kiska¢ kisminin orijinal yapisi (a); Yap1 ve sekil korunarak elde
edilen kitininin 151k mikroskobu (b) ve SEM ile incelenmesi (c,d).

Ciyanin boyun kismindan izole edilen kitin kalkan seklindedir (Sekil 4.6b). Bu
kalkan seklindeki kitin diisiik biiylitmelerde diiz bir yiizeye sahip gibi goziikse de
(Sekil 4.6d), daha yiiksek biiylitmelerde nano fiber ve nano porlara sahip oldugu
acikca gozlenmektedir (Sekil 4.6¢).
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Sekil 4. 6: Ciyanin boyun kisminin orijinal yapist (8); Yap1 ve sekil korunarak elde
edilen kitininin 151k mikroskobu (b) ve SEM ile incelenmesi (c,d).

Canlinin govdesinden yapi ve sekil tamamen korunarak izole edilen Kkitinler
segmentli yapiya sahiptir. Sekil 4.7d’de bu kitinin papilla seklinde hiicre duvari
diisiik biiyiitmede gosterilmistir. Nanofiber ve nanoporlar daha yiiksek biiyiitmelerde
gortiniir haldedir (Sekil 4.7c).
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Sekil 4. 7: Ciyanin gévde kisminin orijinal yapisi (a); Yap1 ve sekil korunarak elde
edilen kitininin 151k mikroskobu (b) ve SEM ile incelenmesi (c,d).

Silindir seklindeki Kitin, ¢iyanin ayak kismindan yapi korunarak izole edilmistir
(Sekil 4.8b). Bu kitinin yiizeyi bircok nanofiber ve birkag mikropor ile kaplanmis

durumdadar.

Sekil 4. 8: Ciyanin ayak kisminin orijinal yapisi (a); Yap1 ve sekil korunarak elde
edilen kitininin 151k mikroskobu (b) ve SEM ile incelenmesi (c,d).
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Son olarak, ¢iyanin kuyruk kismindan izole edilen kitin ayak kitinine benzer olarak
silindir seklindedir (Sekil 4.9b). Diisiik biiylitmelerde, yiizeyde papillalarin hiicre
duvarina benzer yapilarin varligi gézlense de (Sekil 4.9d) daha yiiksek biiylitmelerde
kitin yiizeyinde nanofiber ve mikroporlarin oldugu agik¢a goriilmektedir (Sekil 4.9c).

Sekil 4. 9: Ciyanin kuyruk kisminin orijinal yapisi (a); Yap1 ve sekil korunarak elde
edilen kitininin 151k mikroskobu (b) ve SEM ile incelenmesi (c,d).

45 XRD

Izole edilen kitin &rneklerinin XRD pikleri ve Crl degerleri Cizelge 4.2° de
gosterilmistir. Genellikle, 9 ve 19° civarinda iki keskin ve 13, 21, 23, 26 ve 39°
civarinda 5 keskin olmayan pikler gézlenmistir (Sekil 4.10). En yiiksek Crl degeri
(%83.6) kuyruk kitininde, en diisiik Crl degeri (%71.1) ise govde kitininde

gozlenmistir.
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Sekil 4. 10: Ciyanin farkli viicut kisimlarindan elde edilen kitin 6rneklerinin XRD
pikleri. (a) anten, (b) kafa, (c) kiskag, (d) boyun, (e) govde, (f) ayak, (g) kuyruk.

Bilindigi gibi, 9 ve 19° civarinda iki keskin ve 13, 21, 23, 26 ve 39° civarinda 5
keskin olmayan pik kitin biyopolimeri igin karakteristiktir (Jang vd., 2004). Bu
calismada ise ayn1 keskin ve keskin olmayan piklerin kaydedilmesi, ¢tyanin 7 farkh
viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin saf oldugunu ve bu kitinlerin a kristalin

formunda olduguna isaret etmektedir.
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Cizelge 4.2. Cryanin farkli viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin X-Isin1
Kirinimi verileri ve bu kitinlerin CrlI degerleri.

Viicut Bolgeleri XRD Pikleri (°) (%)Crl
Anten 9.26, 12.76, 19.28, 21.1, 22.92, 26.38, 39.14 78.5
Kafa 9.42,12.78, 19.3, 20.74, 23.18, 26.6, 39.06 82.3
Kiskag 9.24,12.84, 19.34, 21.04, 23.54, 26.5, 39.1 76.1
Boyun 9.44,12.78, 19.22, 20.98, 23.78, 26.28, 39.27 79
Govde 9.28, 12.64, 19.38, 20.62, 23.48, 26.26, 39.11 71.1
Ayak 9.22,13.04, 19.32, 20.9, 23, 26.6, 39.38 83.6
Kuyruk 9.1,12.62, 19.4, 21.26, 23.08, 26.42, 39.16 72.9

Literatiire bakildiginda, ipek bocegi pupasindan (%54) ve ar1 larvasindan (%58) izole
edilen Kitinler diisitk CrI degerine sahipken Zhang vd., (2000); karidesden (%89.17)
izole edilen kitinin yiiksek Crl degerine sahip oldugu gorilmiistiir (Liu vd., 2012).
Crl degerindeki bu degisiklikler kitinin izolasyon metodu ve izole edildigi kaynaga
baglidir. Mevcut calismada kitinler izole edilirken tiim ornekler i¢in ayni metod
kullanilmasma ragmen farkli viicut kisimlarindan izole edilen Kkitinlerin Crl
degerlerinin farkli oldugu goézlenmistir. Bu farklilik izole edilen viicut bdlgesinin
fonksiyonuna bagli oldugunu gostermektedir. Ayrica kitinin sahip oldugu kristalin

degerinin de izole dildigi viicut bolgesine bagli oldugu sonucuna varilmstir.

4.6 Ciyanin Farkh Viicut Kisimlarindan Elde Edilen Kitinlerin Lizozim
Adsorpsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Izole edilen iki ve ii¢ boyutlu Kitinlerin lizozim adsorpsiyon kapasiteleri farkli pH ve
protein konsantrasyonu parametrelerine gore degerlendirilmistir. Bu parametreler
caligilirken Oncelikle govde kitini  kullanilmistir. Uygun pH ve protein
konsantrasyonu govde kitini ile belirlendikten sonra bu parametreler diger kitinler
icin ayr1 ayrt degerlendirilmistir. Ciyanin farkli viicut kisimlarindan izole edilen

kitinlerin protein tutma kapasitelerinin oldukga farkli oldugu gézlenmistir.
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4.6.1 Uygun pH’mn belirlenmesi

Dort farkli pH tamponu (5-8) gévde kitini i¢in degerlendirilmis ve maksimum pH nin
alt1 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11). Lizozimin izoelektrik noktasi 11.2 dir. Caligilan
pH araliginda lizozim molekiiliiniin net yilizey yiikii pozitiftir. Diger yandan kitinin
izoelektrik noktasi pH 6 civarindadir ve izoelektrik noktasinda kitinin yiizey yiikii
notrdiir. Buradan anlasildigi gibi kitin yiizeyinin yiiksiiz oldugu pH da en yiiksek
lizozim adsorpsiyonu gozlenmistir. Beklentinin aksine yiiksek pH degerlerinde -Kitin
yiizeyinin daha negatif oldugu pH: 7 ve 8 gibi- lizozim adsorpsiyonunda artis
gozlenmemistir. Buradan kitin-lizozim etkilesiminde elektrostatik kuvvetlerin diger

etkilesimlere gore baskin olmadigi soylenebilir.
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Sekil 4. 11:Govde kitininin lizozim adsorpsiyon kapasitesinin farkli pH larda
arastiritlmas.

Diger kitinlerin (kafa, kiskag, boyun,ayak, kuyruk) protein tutma kapasiteleri pH 6 da

arastirilmastir.
4.6.2 Uygun protein konsantrasyonunun belirlenmesi

0.05, 0.10, 0.15, 0.20 ve 0.25 mg/mL konsantrasyonlarindaki protein g¢ozeltileri,
govde kitininin hangi konsantrasyonda maksimum protein tuttugunun belirlenmesi

icin kullanilmistir. Sekil 4.12°de gorildigi gibi govde kitini 0.25 mg/mL’de
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doygunluga ulagmistir. Yani govde kitininin maksimum lizozim adsorpsiyonu yaptigi
protein konsantrasyonu 0.25 mg/mL “dir.

Cu*? baglanan ve baglanmayan govde kitinlerinin lizozim adsorpsiyonlar1 ayr1 ayri
incelenmistir. Cu*? baglanmayan govde kitininin lizozim adsropsiyonu oldukca
diisiiktiir ve bu degerler ihmal edilebilir (Sekil 4.12). Buradan anlasildig1 gibi Cu™*?

baglanmasi kitinin adsorpsiyon kapsitesini olduke¢a artirmistir.
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Sekil 4. 12:Bakir bagli olan ve olmayan govde Kitinlerinin lizozim adsorpsiyon
kapasitesinin farkli protein konsantrasyonlarinda arastiriimasi.

Yiizeyinde bol miktarda amin, karboksil ve hidroksil gibi hidrofilik fonksiyonel
gruplar bulunduran kitin, dogal biyolojik molekiillere kars1 inert davranmaktadir. Bu
sebeple kitinin biyolojik molekiillerin saflastirilmasinda kullanilabilmesi igin,
yiizeylerine uygun ligantlar takilarak tiirevlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Cu®, Ni** Fe** gibi metaller bu tiir cahsmalarda yaygim olarak kullamlan metaller
arasindadir. Bu metaller, saflagtirilacak molekiillerin ylizeyindeki histidin, triptorfan
ve sistein gibi amono asitlerin sirasiyla imidazol, indol ve tiyol gibi gruplar ile
etkilesime girerek, ilgili proteini baglayabilmektedirler (Odabas1 vd., 2010; Comert
ve Odabagi, 2014). Bu calismada metalligant olarak kullanilan Cu?* ve iizerinde bir
tane histidin amino asidi bulunduran lizozimin olas1 etkilesimi Sekil 4.13 ’de

gosterilmistir.
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Sekil 4. 13: Cu?* ve lizozimin olast etkilesimi.

Kafa, kiskag¢, boyun, govde, ayak ve kiskag¢ Kitinlerinin lizozim adsorpsiyon
kapasiteleri pH 6 ve 0.25 mg/ml protein konsantrasyonunda incelenmistir. Sekil
4.14°de goriildigi gibi kiskag kitininin en yiiksek (37.3 mg/g) ve kuyruk Kitininin en
diisiik (2.5 mg/g) adsorpsiyon kapasitesine sahip oldugu goézlenmistir. Diger
kitinlerin lizozim adsorpsiyon kapasiteleri, kafa (20.7 mg/g), govde (16.6 mg/g),
boyun (12.2 mg/g) ve ayak (8.8 mg/g) olarak siralanmstir (Sekil 4.14).
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Sekil 4. 14:Ciyanin farkli viicut kisimlarinda izole edilen kitinlerin pH 6 ve 0.25
mg/mL protein konsantrasyonundaki lizozim adsorpsiyon kapasiteleri.

Sekilden anlasildigi gibi ¢iyanin farkli viicut kisimlarindan izole edilen kitinlerin
lizozim adsorpsiyonlarinda oldukca biiyiik farkliliklarin oldugunu ortaya koymustur.
Bu farkliligin kitinlerin  sahip olduklar1 spesifik ylizey morfolojilerinden
kaynaklandig: dasiinilmektedir. Ciinkii yilizey morfolojileri benzerlik gosteren
kitinlerin protein adsorpsiyon kapasiteleri birbirlerine olduk¢a yakin olarak
bulunmustur. Oyle ki yiiksek lizozim adsorsiyonu kapasitelerine sahip olan kiskac
(Sekil 4.5) ve kafa (Sekil 4.4) kitinleri oldukga porlu yapilara sahiptirler. Diger
yandan lizozim adsorpsiyon kapasiteleri diisiik olan ayak (Sekil 4.8) ve kuyruk
(Sekil 4.9) kitinlerinin birbirlerine benzer olarak yiizeylerinde ¢ok az miktarda por
oldugu goriilmistiir. Govde (Sekil 4.7) ve boyun (Sekil 4.6) Kitinleri ise sahip
olduklar1 por miktar1 olarak orta seviyededirler. Bu sonuglar kitinin ylizeyinde

bulunan porlarin lizozim adsorpsiyonunda ¢ok aktif rol oynadigini géstermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Diinya genelinde izole edilen ve ticari olarak satilan kitinler toz veya graniil
halindedir. iki ve ii¢ boyutlu kitin izolasyonu ¢alismalar1 birkag siinger ve bir bocek
tiri ile sinirhdir. Kitin ve tiirevlerinin iki ve li¢ boyutlu olarak elde edilmesi, sahip
olduklar1 6nemli fizikokimyasal 6zelliklerden dolayr bu biyopolimerlerin spesifik
alanlarda (ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii ¢alismalar1) kullanilmasina olanak saglayacaktir.
Omegin siingerden izole edilen ii¢ boyutlu kitinler doku miihendisligi, kondrosit
hiicrelerinin gelismesi i¢in hiicre kiiltir ortam1 Ehrlich vd., (2010b), zirkonyum
depolama Ehrlich vd., (2013) ve uranyum adsorpsiyonu Schleuter vd., (2013) gibi
onemli alanlarda kullanilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda ilk kez bir Chilopoda
tiriinden elde edilen {i¢ boyutlu kitinler, bu tarz uygulamalar i¢in olduk¢a Snemli
malzemeler olacaktir.

Anten, ayak ve kuyruk kisimlarindan izole edilen silindirik kitinler sahip olduklar
fiber ve porlu yapilar sayesinde stent teknolojisinde kullanilabilecek yapiya sahiptir.
Oval seklinde izole edilen kafa kitinleri antimikrobiyal 6zellige sahip olmasi ve
seklinden dolay1 lens teknolojisinde kullanilmak i¢in olduk¢a uygundur. Bilindigi
gibi kontak lenslerin mikrobiyal enfeksiyon riski en biiyiikk problemlerden biridir.
Ayrica bu kitin mikro ve nanoporlara sahip oldugundan dolayr filtreleme
sistemlerinde de kullanilabilecektir. Kiskactan izole edilen ii¢c boyutlu boru
seklindeki kitinler de filtreleme sistemleri igin uygun islev ve yapiya sahiptir. Sonug
olarak, izole edilen nanolif ve nanoporlu kitinlerin sahip olduklart oval, silindirik ve
segmentli yap1 ve sekillerinden dolay ileride agir metal, boya, DNA veya RNA, kan
hiicreleri gibi farkli adsorpsiyon uygulamalarinda kullanilmak i¢in Onemli
malzemeler oldugu diisiiniilmektedir.

Onceki calismalara bakildiginda ii¢ boyutlu kitosan iiretimi igin farkli metodlar

kullanilmistir. Asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziinen kitosan kaliplara dokiilerek -70°C de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861712008806

dondurulmus sonrasinda NaOH-metanol-su ¢ozeltisi ile notral hale getirilmis ve
etanol-su ile yikanmistir veya liyofilizasyon islemine maruz kalmistir (Panda vd.,
2005). Bu durum biyomateryalin sahip oldugu bazi 6zelliklerin (biyolojik olarak
yikilma, biyo uyumlu, toksik olmama, antitiimdr, antimikrobiyal vb.) az da olsa
kaybolmasina sebep olacaktir. Bu yontemlerle iiretilen {i¢ boyutlu kitosanlar
sitotoksik etkileri oldukga diisiik oldugu i¢in ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriine model
olarak veya kok hiicrelerde gen taginimi gibi 6nemli alanlarda kullanilmistir (Cao
vd., 2012; Abbott, 2003). Bugiine kadar ii¢ boyutlu kitosanin O6zelliklerinden
faydalanmak i¢in bir seri islem sonucu ancak iiretilen kitosan kompozitleri
kullanilmast dogal {i¢ boyutlu kitosana ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Bu
calismada izole edilen iki ve ii¢ boyutlu kitinler ileride farkli alanlarda kullanilmasi
icin kolaylikla iki veya ii¢ boyutlu kitosana doniistiiriilebilecektir. Boylece kompozit
haldeki ii¢ boyutlu kitosanlara alternatif olarak dogal {i¢ boyutlu kitosan polimerleri
tiretilebilecektir.

Bu tez calismasinin literatiire kazandirdigi diger dnemli bulgu ise fizikokimyasal
ozellikleri korunarak iki ve ii¢ boyutlu kitin elde edilmesidir. Literatiire bakildiginda
kitin, film yapilmak istendiginde toz haline getirilmis ve lityum Kkloriirde
cozlilmiistir. Cozme islemi sirasinda kitinin yapisinda bulunan hidrojen baglari
kirilmis ve bu durum onlarin termal kararlilik ve kristalinite gibi fizikokimyasal
ozelliklerinde bozulmalara sebep olmustur (Sannan vd., 1975). Ancak mevcut
calismada ¢1yanin kafa kismindan oval film seklindeki kitin izole edilirken bu kitinin
fizikokimyasal 6zelliklerine higbir sekilde zarar verilmemis ve oldukca yiiksek Crl
degerine (% 82.3) ve termal kararliliga (DTGmax= 371°C) sahip kitin elde edilmistir.
Mevcut ¢aligma kapsaminda elde edilen kitinlerin lizozim adsorpsiyon kapasiteleri
yiizey morfolojileri kiyaslanarak incelenmis ve kafa, kiskag, boyun, govde, ayak ve
kuyruk kitinlerin adsorpsiyon kapasitelerinde oldukca biiyilik farklilik gozlenmistir.
Cryanin kiska¢ (37.3 mg/mL) ve kafa (20.7 mg/mL) kismindan izole edilen
Kitinlerin adsorpsiyon kapasiteleri olduk¢a yiiksek olarak bulunmustur. Bu durum
kitinlerin ytizeyinde bol miktarda bulunan mikroporlarin varlig: ile agiklanmistir.
Diisiik lizozim adsorpsiyon kapasitesilerine sahip olan ayak (8.8 mg/g) ve kuyruk
(2.5 mg/g) kitininin az miktardaki mikro por ile kaplanmis yiizeye sahip oldugu SEM
analizi ile incelenmistir. Ayak ve kuyruk kitininin diisiik adsorpsiyon kapasiteleri,

porlu yapiya sahip olmamalarn ile agiklanmistir. Boylece kitinin yiizey
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morfolojisinin, protein adsorpsiyonunda olduk¢a oOnemli oldugu literatiire
kazandirilmistir.

Bu c¢alismada ayrica bir organizmanin farkli viicut kisimlarindan izole edilen
kitinlerin fizikokimyasal 6zellikleri arastirilmistir. XRD ve TG analiz sonuglar1 bu
kitinlerin Crl ve DTGnax degerlerinin birbirlerine gore olduk¢a farkli oldugunu
gostermistir. Fizikokimyasal o6zellikler kitinin uygulama alani segilirken oldukga
Oonem arz etmektedir. Bu calismada en yliksek termal kararliliga sahip anten kitininin
yiiksek hidrotermal kosullarda zirkonyum depolama Ehrlich vd., (2013) gibi
uygulamalar i¢in olduk¢a uygun oldugu ve ayrica en diisiik Crl degerine sahip govde
Kitininin adsorpsiyon uygulamalart Aranaz vd., (2009) i¢in olduk¢a uygun oldugu
gbzlenmistir.

Genel bir 6zetle, bu tez kapsaminda ilk kez Chilopoda grubunda bulunan bir canlinin
(¢ryanin) 7 farkli viicut bolgesinden (anten, kafa, kiskag, boyun, govde, ayak ve
kuyruk) yap1 ve sekil korunarak nanolif ve nanoporlara sahip kitinler elde edilmistir.
Bu kitinlerin fizikokimyasal 6zellikleri FT-IR, TGA, SEM ve XRD analizleri ile
belirlenmigtir. Farkl1 fizikokimyasal 6zelliklere sahip oldugu 6grenilen kafa, kiskac,
boyun, govde, ayak ve kuyruk kitinlerinin lizozim adsorpsiyon kapasiteleri
birbirleriyle karsilastirilarak arastirilmis ve bu kitinlerin adsorpsiyon kapasitelerinin

oldukga farkli oldugu gézlenmistir.
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