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OZET

Kitin dogada en ¢ok bulunan ikinci polisakkarittir ve kabuklu deniz canlilarinin
ve boéceklerin kabuklarinda, mantarlar, bazi alglerin geperlerinde bulunur. Kitinin
alkali deasetilasyonundan ise kitosan olusur. Kitin ve kitosan arasindaki temel
farklardan biri ¢ozindrlGgtdir. Kitosan suda ¢dziinmezken sulu asitlerin ¢cogunda
¢Ozlinlir. Kitin ise ¢cok daha az sayida ¢oziicide ¢oziinir [Wang, 2020]. Kitinin sert,
elastik olmayan ve ¢6zlinmesi zor yapisi nedeniyle kullanimi sinirlidir. Kitosanin ise
¢OzUnurliginlin yani sira biyolojik olarak toksik olmamasi, biyouyumlulugu ve
biyoaktivitesi gibi 6zelliklerinden dolayi giin gectikce daha énemli bir dogal polimer
haline gelmektedir.

Kitinden kitosan eldesinde kullanilan ilk yontem olan kimyasal yéntemde
glicli asit ve bazlarin kullanilmasi hem cevre icin hem de Uretilen kitosanin saflig
acisindan sorun teskil etmektedir. ikinci yéntemde ise bakterilerin irettigi kitin
deasetilaz enzimi ile canlilarin kabuklarinda bulunan kitini kitosana donlistirmesini
saglayip kitosani ortamdan izole etmektir. Boylece daha saf bir kitosan elde ederken
cevreye zarar vermemek mimkiindiir. Bu calisamada izmit Kérfezi ve Marmara
Denizi'nden izole edilmis deniz bakterileri kullanilarak enzimatik yontemle kitosan
Uretimi yapilmistir. Bakterilerin besi yerlerine kitin kaynagi olarak karides kabuklari
eklenmistir. Ardindan kitin deasetilaz enzimi iretim yetenekleri test edilerek bliyik
miktarda Uretime gecilmistir.

Kitosan kimyasal 6zellikleri nedeniyle hidrojel olusturmak icin ¢ok uygun bir
molekuldir. Jellesme herhangi bir toksik moleklli gerektirmediginden, klinik
uygulamalar icin glvenlidir [Bhattarai vd., 2010]. Bu calismanin ikinci kisminda
enzimatik Uretim sonucu elde edilen kitosandan hidrojel yapilmistir. Hidrojel
yapiminda 3 farkli metottan yararlanilmis ve her metotta ticari kitosan ile

karsilastirma yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kitin, Kitosan, Deniz mikroorganizmalari, Karides kabugu, Atik

geri doniisiimii, Hidrojel.



SUMMARY

Chitin is the second most abundant polysaccharide in nature and is found in
the shells of shellfish and insects, fungi and algae. Chitosan is formed from the
alkaline deacetylation of chitin. One of the main differences between chitin and
chitosan is its solubility. Its use is limited due to the hard, inelastic and difficult-to-
dissolve nature of the chitin. Chitosan is becoming an important natural polymer due
to its solubility, non-toxicity, biocompatibility and bioactivity.

In the chemical method, which is the first method used to obtain chitosan
from chitin, causes a problem both for the environment and for purity of the
produced chitosan. In the second method, the chitin deacetylase enzyme produced
by the bacteria converts the chitin found in the shells into chitosan. In this study,
chitosan production was carried out by enzymatic method using marine bacteria
isolated from the Gulf of Izmit and the Sea of Marmara. Shrimp shells were added to
the broth of bacteria as a source of chitin. Their chitin deacetylase enzyme activities
were tested.

Chitosan is a very suitable molecule for forming hydrogels due to its chemical
properties. Since gelation doesn’t require any toxic molecules, it is safe for clinical
applications [Bhattarai et al., 2010]. In the second part of this study, hydrogel was
made from chitosan obtained as a result of enzymatic production. Three different
methods were used in hydrogel production and comparisons were made with

commercial chitosan in each method.

Keywords: Chitin, Chitosan, Marine microorganisms, Shrimp shell, Waste recycling,

Hydrogel.
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Kitin ve kitosanin kimyasal yapisinin sematik gésterimi [Goy
et al., 2009].

Kitin  deasetilasyonunun  reaksiyon mekanizmasinin
sematik gosterimi [Bastiaens et al., 2019].

Karides kabuklarinin etiv icinde kurutulmasi.

Nutrient Broth ve karides kabugu iceren besiyerinde
blyutilmis bakterilerin kontrolle karsilastirildiginda p-
nitro asetanilid emdilirilmis  Whatmann  kagitlari
eklendikten sonra kagitlarin renk degisimleri.

Nutrient agar ve karides kabugu iceren besiyerine ekilmis
bakterilerin  p-nitroasetanilid emdilirilmis Whatmann
kagitlart  eklendikten sonra besiyerlerindeki renk
degisimlerinin kontrolle karsilastirilmasi.

Erlenlere alinmis 1K3-235 kodlu bakterinin NB ve Kitosan
iceren besiyerinde bliyimesi ve kontrolle karsilastiriimasi
sonucunda besiyerinin renk degisimi bakteri miktarinin
yogunlugunu gostermektedir.

Cam Petri disklerinde kurutulmus iK3-235’ten elde edilen
kitosan beyaz toz halinde gorilmektedir.

Sekilde 650-4000 arasi spektrumda segilen bakteri 6rnegi
olan 1K3-235’in ve ticari kitosanin FT-IR grafikleri
gosterilmektedir. Dalgalanmalar oldukca benzerdir.

Petri kabinda kurutulmus c¢okelti Uzerine 2-3 damla
iyot/potasyum iyodir ¢ozeltisi ilave edildikten ve karigim 2-
3 damla %1 H,SO/'le asitlstirildikten sonra renk degisimi

gorilmektedir.
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1. GIRIS

Glikobiyoloji, son yillarda yapilan galismalar ve elde edilen sonuglarla dikkat
cekmeye baslayan bir alan olmustur. Temelde sakkaritlerin incelenmesi,
biyokimyasal, fizyolojik ve biyoteknolojik olarak degerlendirilmesini icerir.
Glikobiyoloji dalindaki g¢alismalar arttikga poliksakkaritlerin 6nemi anlagilmis ve
kullanim alanlari yayginlasmaya baslamistir. Dogal polimerler; dogada bolca
bulunmasinin  haricinde, biyobozunurluk, biyouyumluluk, vyenilenebilirlik ve
surdurilebilirlik gibi gevreci 6zelliklerinden dolaylr kompozitlerin hazirlanmasinda
yapay polimerlerden ¢ok daha cekicidir [Lu et al. 2013].

Dogada en ¢ok bulunan polisakkarit seliilozdur. Hemen ardindan ise kitin
gelmektedir. Kitin bitisik polimer zincirlerindeki asetamid gruplari arasinda olusan
hidrojen baglari ile sert, elastik olmayan ve dogada kendi basina ¢6ziinemeyen bir
karbonhidrattir. Bu nedenle kullanimi oldukga sinirhdir.

Kitinin asetilasyon derecesine (DA: degree of acetylation) bagh olarak cesitli
oligosakkaritler olusmaktadir. Deasetilasyon seviyesi %50’nin Ustiinde kitosan olarak
kabul edilir. Kitosanin (CS) kitinin deasetile edilerek elde edilmesinden kaynakli olarak
aktif bag yapici 6zelligi vardir.

CS, fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin yani sira biyolojik olarak toksik olmamasi,
parcalanabilirlik, biyouyumluluk ve biyoaktivite gibi benzersiz 6zelliklerinden dolayi
giderek daha énemli bir dogal polimer haline gelmektedir. Bu nedenle CS kullaniminin
hem cevresel hem de endistriyel Gneme sahiptir [Nie et al., 2016].

Kitosan eldesi bir dizi ayri ¢calisma gerektirmektedir. Bu asamada ¢esitli kitin
kaynaklarindan (mantarlar, deniz kabuklulari ve boéceklerden) elde edilen kitinli
yapilar belirli siireclerden gecirilerek parcalanir ve olusan kiitleye kimyasal veya
enzimatik miidahale gerekir. Kitine kimyasal olarak yliksek alkali veya asidik ortamda,
yuksek sicaklikla muamele sonucunda sirasiyla demineralizasyon, deproteinizasyon
ve deasetilasyon asamasi uygulanir ki bu durumda kullanilan bazik veya asidik
malzeme, sonucta olusan kitosan tzerinde kalintilar birakir. Bu kalintilar bazen toksik

etki yaratabilir ve cogu zaman medikal alanda kullanimini engeller.



Dogada mevcut kitini parcalamak icin denizlerde ve karalarda cesitli enzim
yolaklarina sahip bakteri, mantar ve mayalar bulunmaktadir [Islam et al., 2020].
Kitinin sindirilmesi igin kitin deasetilaz ve kitinaz enzimleri hiicre-igi ve hiicre-disi
olarak bu canhlar tarafindan Uretilmektedir.

Kitosanin birgok kullanim alani vardir. Farmakolojik kullanimdan su aritimina
veya tarima kadar cesitlendirilebilir. Bunlardan biri de hidrojel olusturulmasidir.

Hidrojellerin hidrofilik yapilari onlari ¢ boyutlu aglarinda biyik miktarda su
tutabilmelerini saglar. Dogal hidrojeller, yliksek su emme kapasiteleri, uzun émurli
olmalari ve cesitli kaynaklardan elde edilebilmeleri nedeniyle sentetik Griinlere tercih
edilmeye baslanmistir [Ahmed, 2015]. Kitosan; biyouyumluluk, biyobozunurluk,
immin yanit olusturmamasi, dogal antibakteriyel aktivite ve islenebilirlik 6zellikleri

nedeniyle hidrojel olusturulmaya olduk¢a uygundur.

1.1. Tezin Amaci, igerigi ve Katkisi

Endistriyel ve bilimsel gelismeler sayesinde diinya capinda geri donisimii
yapilabilen biyomalzemeler ve bunlarin geri donlsimi Uzerine ¢alismalar
yayginlasmistir. Bu calismalarda ilgi ¢eken bir kaynak olarak polisakkaritler son
zamanlarda kullanilmaya baslanmistir. Dogada bolca bulunan kitin ise dikkat ¢ekici
Ozelliklere sahiptir. Bununla beraber kitinin kullanimindaki dezavantajlari minimuma
indirmek icin kitin tirevlerinin kullanimi arastirilmaktadir. Bunlardan en ilgi cekeni ise
kitosandir.

Kitosan kullanimi, gevre igin olduk¢a fayda saglarken hazirlik asamasinda
tercih edilen kimyasal metotlar bazi dezavantajlara sahiptir. Yiiksek sicakliklarda asit
ve baz uygulamalari nedeniyle kitosandan ayristirlamayan kalintilar kitosanin
biyomalzeme olarak kullanimini kisitlar. Doganin igerisinde mevcut canli kaynaklara
yonelerek ve bu canli kaynaklarin sahip oldugu metabolik aktiviteler kullanilarak bu
dezavantajlari ortadan kaldirmak muiamkindir. Enzimatik metot sayesinde kitinin
dogada oldugu gibi sindirilmesi ve kitosan elde edilmesi ile bu kalintilardan kurtulmak
mumkundur.

Biz de bu c¢alismamizda enzimatik metot kullanarak medikal alanda

kullanilabilirligi olan kitosan elde edilmesi amaclanmistir. Enzimatik metot icin



faydalanacagimiz bakteriler ise daha dnce izmit Kérfezi ve Marmara Denizi’'nden izole
edilmis deniz bakterileri koleksiyonumuzda yer alan izolatlar [Gil Seker, 2009; Giil
Seker ve Mater, 2009; Mater ve Tasdan, 2018] olacaktir. Bu sayede yerel tiirlerin
kitosan Uretme yetenegi test edilmis ve asit-baz uygulamasindan dolayr hem
kitosanda olusacak kalinti miktari hem de az kimyasal kullanimindan dolayi ¢evreye
verilecek zarar en aza indirgenmistir. Bununla birlikte kitin kaynagi olarak karides
kabuklari tercih edildigi icin organik atik geri dénisimu saglanmistir. Ayrica karides
kabugu kullanimi maliyeti azaltmis ve biyomalzemelerin endustriyel kullanimini daha
avantajl hale getirmistir.

Son olarak da Uretilen kitosandan hidrojel elde ederek kullanimi ticari kitosan
ile karsilastirilmistir. Hidrojel elde edilirken 3 farkli yontem denendigi icin en hizli ve
kullanilabilir yontem belirlenmis ve gelecekte kullaniminin yayginlasmasi icin yol

gosterici veriler elde edilmistir.



2. KIiTIN

Fransiz doga tarihi profeséri Henri Braconnot, 1811'de kitini kesfetti. 1823'te
Odier kitinin boceklerde ve bitkilerde de bulundugunu kesfetmistir [Khoushab, 2010].

Kitin kimyasal olarak 2-asetamido-2-deoksi-B-d-glukoz (NAG) monomerleri ile
B (1,4) baglariile baglanir. Kitin mantarlarin ve alglerin hiicre duvarlarinda, béceklerin
kabuklarinda, deniz kabuklu canlilarinin kabuklarinda bulunur. Kabuklar ¢ temel
elementten olusur: (1) Kitin, (2) mineraller ve (3) proteinler. Kitin bir iskelet gorevi
gorurken, mineraller (inorganik karbonat tuzlari) kabuklara gerekli glici verir.
Proteinler kabuklari canli bir doku haline getirir ve kitin-protein kompleksleri ise
fibroz bir yapiya sahip olmasini saglar [Kaur and Dhillon, 2013].

Kitin dogada 3 farkli formda bulunur. En ¢ok bulunan form, hemen hemen tim
kabuklular, bocekler, mantarlar ve maya hicre duvarlarinda bulunan a-kitindir
[Garvasi et al., 1988]. a-Chitin, B-chitin’e gére daha stabildir. y-chitin ise a ve B’nin
karisimidir.

Kitin bircok karmasik yapinin bir pargasi olarak bulunur. Bocek dis iskeletleri
blyuk olglide kitin-protein komplekslerinden olusur. Kabuklu canlilarin kabuklari
genellikle protein ve bliylk oranlarda kalsiyum karbonat icerir [Foster and Webber,
1961].

Saf kitin beyaz veya sarimsi, kokusuz ve tatsizdir. Kitin, gida, ila¢ veya malzeme
endustrilerinde kullanim avantaji saglayan biyobozunurluk ve biyouyumluluk
ozelliklerine sahiptir. Kitinin dogada bulundugu bazi canlilar ve viicut oranina gore
miktari Tablo 2.1’ de verilmistir [Bastiaens et al., 2019].

Dogada kitin genelde saf halde bulunmaz, nanoorganize kitin proteinleri, kitin
pigmentleri veya kitin-mineral kompozit biyomalzemeler olarak goérulir. Kitin, uzun
zamandir arastirilan bir polimer olmasina karsin yapisal karmasikhig! ytziinden bircok
hassas yontem (NEXAFS, FTIR, Raman, NMR, kolorimetri, TLC, GC, HPLC, HPCE, XRD,
WAXS) gelistirilmis ve tip ve biyoteknoloji uygulamalari igin kapsamli arastirmalar
devam etmektedir [Tsurkan et al., 2021].

Bazi bécek ve mantar tirlerinde kitini seker substratlari olarak glikoz ve

glikozun depolanmasini saglayan glikojen veya trehalozu kullanan bir biyosentetik



yontem vardir. Once N-asetilglukozamin ve UDP-N-asetilglukozamin olusumu,
sonrasinda ise UDP-N-asetilglukozamin kullanilarak kitin polimerizasyonundan
olusur. N-asetilglukozamin ve UDP-N-asetilglukozamin olusumu sitoplazmada
gerceklesirken kitin sentezi ise plazma zarinda gerceklesir. Bu yolakta gorev alan
enzimler glutamin-fruktoz-6-fosfat amidotransferaz (EC 2.6.1.16), UDP-N
acetylglucosamine pirofosforilaz (EC 2.7.7.23) ve kitin sentaz (EC 2.4.1.16)’dir. Kitin
Uretim hizi oldukca yavastir [Merzendorfer, 2011].

Bircok mantar tird, bliylime evresindeyken veya gevresel strese yanit olarak
hiicre duvarinda yiksek oranda korunmus bitlinleyici zar proteinleri olan kitin sentaz
enzimleri bulunur. Bu enzimlerin ¢oklu bulunmasi sayesinde farkli boélgelerde kitin
Uretebilir [Latgé, 2007].

Kabuklu canllar baylrken, kitinli yapilarin bozunmasi ve sentezi ile
gerceklestirildigi bir dongliye sahiptir. Kitin sentezi, kitinazlarin (E.C. 3.2.1.14)
gergeklestirdigi bozunma islemiyle ilerler. Bu islemde kitinazlar, kitinin polisakkarit
zincirinin ortasindaki glikozidik bagi kopararak N-asetilglukozamin oligomerlerini
serbest birakir [Rocha et al., 2012].

Kitin asidik miidahale veya kitin deasetilaz enzimi ile muamele sonrasinda
deasetile olur. Deasetilasyondan sonra Uretilen polisakkarit kitosan olarak adlandirilir
ve tamamen modifiye edilmis polimerik bir formudur. Absidia sp., Mucor sp.,
Rhizopus sp., Rhizomucor sp. ve Gongronella sp. gibi Zygomycetes sp. hiicre
duvarlarinin %20 ila %50’si kitin ve kitosandan meydana gelmektedir [Thomas et

al.,2020].

2.1. Kitin Kaynaklari

Tablo 2.1: Kitin kaynagi olarak kullanilan organizmalar, biyokitlenin yeri ve

kitin ylzdesi.
Tur Biyokiitle tiirii Kuru agirhktaki KAYNAK
kitin %’si
Kral yengec Tum vicut 35 Khor ve Wan,
(Paralithodes) 2014




Tablo 2.1: Devam.

Cancer Crab Kutikula 72.1 Khor ve Wan,

(Cancer pagurus) 2014

Karides Kabuk 22 Tronsmo vd.,

(Palaemon fabricius) 1993

Pembe Karides Kabuk 23.72 Plassard vd., 1983

(Penaeus duorarum)

Dev Kaplan Karidesi | Kabuk 10 Park vd., 2010

(Penaeus monodon)

Istakoz Kabuk 17 Tronsmo vd.,

(Humarus Volgaris) 1993

Bal arisi Dis iskelet 2.5 Park vd., 2010

(Apis mellifera)

Kalamar Pen 20-40 Hajji vd., 2014

(Cephalopoda sp.)

Murekkep balgi Kabuk 7.4 Laval vd., 2007

(Sepia spp.)

Kultlr mantari Hicre duvari 43.8 Renault vd., 2009

Mucor rouxii Hicre Duvari 50.1 Nadarajah vd.,
2006

Rhizopus oryzae Tam katle 14.6 El Ghaouth vd.,

1992




3. KITOSAN

Kitinin alkali deasetilasyonu kitosani olusturur. Kitosan (CS), B-(1->4)-2-
asetamido-D-glukoz ve B-(1->4)-2-amino-D-glukoz birimlerinden olusan katyonik bir
polisakkarittir. Bir glukozaminoglikandir ve glukozamin ve N-asetilglukozamin olmak
Uzere iki yaygin sekerden olusur [Bakshi, 2020]. Kitin en az %50 deasetilasyon
seviyesinde kitosan olarak adlandirilabilecegi kabul edilmektedir [Thomas et al.,
2013]. Sekil 3.1’de gosterilmektedir [Goy et al., 2009].

CS, kristal formundayken pH 7'nin Gizerindeki sulu ¢ozeltide ¢6zinmez. Ancak
seyreltik asitlerde (pH <6) glukozamin Uzerindeki protonlanmis serbest amino
gruplari sayesinde ¢Ozlinir [Madihally ve Matthew, 1999]. D-glukozamin tekrar
Unitesinin C-2 pozisyonunda —NH; grubunun protonlanmasiyla ¢c6ziinme gerceklesir.

Kitosanin deasetilasyonu derecesi (DA), yik yogunlugu ve c¢ozinurlik
acisindan ¢ok dnemlidir. Kitosan zincirindeki pozitif yuklerin sayisi ile ¢ozintrlGg
arasinda paralellik vardir. Kitosanin sahip oldugu iyonik kuvvet ve zincirdeki asetil
gruplarinin dagiliminin da c¢ozindrlik Gzerinde etkisi bulunmaktadir.  Kitosan
zincirindeki amino grubunun kimyasal modifikasyonu kolaylastirmasindan ve
molekiile bazi spesifik islevler kazandirmasindan dolayi, kitinin uygulama agisindan
en 6nemli tirevidir [Rinaudo, 2006].

Kitosanin, kitinin deasetile edilerek elde edilmesinden dolay aktif bag yapici
Ozellige sahiptir. Bu sebeple bircok calismada; metaller veya organik ve inorganik
bilesikler kullanarak modifikasyonlar denenmis ve cesitli alanlardaki uygulamalara
konu olmustur. Ornegin; kikirdak dokusu onarimi veya olusturma icin hyaliironik asit,
kondiritin sulfat [Denizuere et al., 1998], kemik onarimi igin cesitli inorganikler [Tao
et al., 2020], farkh dokulara hitap etmek ve kitosanin esneklik, tutuculuk, hidrofiliklik
gibi ozelliklerini degistirmek igin pektin [Tian et al., 2020], aljinat [Venkatesan et al.,
2014], poli-lizin [Niepel et al., 2019] gibi farkl molekdiller kullanilmistir [Nie et al.,
2016].

Kitinden kitosan eldesinde deasetilasyonun kontrol edilmesi viskozite,
¢Ozlnlrlik ve biyolojik aktivite gibi faydali 6zelliklerinin ayarlanabilmesine olanak

saglar. Medikal uygulamalarda kitosanin fonksiyonelligini kaybetmeden suda veya



organik ¢ozlculerde ¢oziinebilmesi gerekmektedir. Yapisi ve islevi ile ilgili oldugu icin

kitosanin ¢ozundrliginl ayarlayabilmek cok 6nemlidir [Kardas et al., 2012]

J."U
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N0 CH,OH N 7
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H/ \C’:’O
CH,
Chitin

Chitosan

Sekil 3.1. Kitin ve kitosanin kimyasal yapisinin sematik gésterimi.



4. KABUK GERi DONUSUMU

Plastik Urdnlerin kullanimini azaltmak icin biyolojik olarak ¢oziinebilen
maddelerin kullanimi tercih edilebilir. Plastik kullanimina atik yonetimi yontemleri ve
biyobazli biyobozunur maddelerle, petrokimyasal plastiklere saglam bir alternatif
olusturulabilir. Kitosan ise plastik yerine kullanilabilecek fiziksel ve kimyasal
ozelliklerinin yaninda biyobozunur olmasi ve atiklardan elde edilebiliyor olmasi ile
degerlendirilmesi gereken blylik potansiyellerden biri olarak gortlebilir.

Kitin, ticari olarak Hindistan, Japonya, Polonya, Norve¢ ve Avustralya'da
Uretilen bir malzemedir. Dogada yilda 1010 ila 1012 tona kadar kitin Uretilmektedir.
2015 yilinda diinya yumusakga ve kabuklu hayvan tretimi 24 milyon tondur. Kabuklu
balik isleme endustrisi yaklasik 8,5 milyon ton atik liretir ve karides isleme yaklasik
100 bin ton atik olusturur. Bu nedenle kitin ulasilabilirligi oldukca kolay bir kaynaktir
[Bakshi et al., 2020].

Kitosan, yillik 10 gigatondan (1 x 10°) fazla ve seliilozdan sonra en bol bulunan
ikinci dogal biyopolimerdir [Harish Prashanth and Tharanathan, 2007]. Diinya’da her
yil deniz habitatlarindan 13.000.000 tondan fazla kabuklu hayvan avlanmaktadir. Bu
agirhgin biytk cogunlugunu olusturan kabuklarin tamami atik olarak c¢evreyi
kirletmektedir. Bu atiklar kitin ve kitosana donistirildigli zaman benzersiz
Ozelliklere sahip olup endistride kullanim igin ¢ok fazla imkan saglamaktadir.

Kitosan tretimi icin iki farkli ydntem kullanilir: Kimyasal ve enzimatik yéntem. iki
yontemde de deasetile etmek temel amactir. Kimyasal yontemde glicli asit ve baz
uygulamasi yapilir. Bu kitosan lretim yontemi, milyonlarca galon bazik ve asidik
kalinti Gretir. Ayrica herhangi bir isleme tabi tutulmadan cevreye bosaltildig! icin
cevre kirliligine sebep olur [Kumar and Malik, 2020]. Ayrica ¢ogu zaman elde edilen
kitosanin Uzerinde asit ve baz kalintilari kalir. Bu da medikal islemlerde kullanimini
kisitlar. Bu sebeplerden mikroorganizmalarin kitosan Uretiminde yeni bir kaynak
olabilecegi distintlmistir. Buradan da ikinci yontem olan Enzimatik yéntem ortaya
cikmistir. Enzimatik yontemde, mikroorganizmalarin Urettigi kitin deasetilaz enzimi

ile kitinin kitosana donusturilmesi saglanir.



5. KITINDEN KiTOSAN ELDESI YONTEMLERI

5.1. Kimyasal Metot

Kabuklu canlilardan kitin elde etmek icin metot temelde birka¢ basamakta

olusur:

Kabuklarin hazirlanmasi: dH20 ile yikanir.

e Demineralizasyon: Minerallerin uzaklastirilmasi islemidir. Kabuktaki CaCOs3 2-3
saat boyunca HCl ile reaksiyona sokulur. Bu islem igin %10 w/v'ye kadar
konsantrasyonlarda HCI kullanihr. HNOs, H;SOs4, ve CH3COOH gibi bilesiklerle
yapilmis calismalar da bulunmaktadir.

e Deproteinizasyon: Proteinlerin uzaklastirilmasi islemidir. 65- 100 °C’'de, 12 saat,
%10 w/Vv’e kadar sulu NaOH soliisyonu ile reaksiyona sokularak kabukta bulunan
protein ve kitin harici organik bilesikler uzaklastirilir.

e Deasetilasyon: Kitinin %40-%50 (a/a) NaOH gibi isitilmis bir alkali ¢ozeltisi ile
kitosana donistirilmesiyle gerceklestirilir [Kou et al., 2021].

e Dekolorasyon: Pigmentlerin uzaklastiriimasiyla renk giderilmesi islemidir.

Pigmentleri ¢ikarmak icin aseton veya baska bir organik ¢oztici karigimi kullanihr.

5.2 Enzimatik Metot

Enzimatik polimer sentezinin, sentez adimlarini kisaltmasi ve reaktif
kullanimini azalttigi icin saghk ve glvenlik acisindan avantaj saglar. Enzimatik
yontemler, kimyasal yontemlerde benzer demineralizasyon asamalari gergeklestirilir.
Kabuktaki CaCOs'1 ayristirmak icin asit kullanilir. [Ruiz and Corrales, 2017] fakat
deproteinizasyon ve deasetilasyon reaksiyonlarinda yuiksek sicakliklar kullanilmaz ve

enzimlerden faydalandigi icin 25-59 °C yeterlidir.

Kabuklu atiklarindan proteinlerinin uzaklastiriimasi icin proteolitik enzimlerin

kullanilmasina dair ilk calismalarda [Takeda and Abe, 1962], [Takeda and Katsuura,
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1964] ve [Broussignac, 1968] tuna proteinaz, papain veya bakteriyal proteinaz
denenmistir. Bu enzimlerle miidahale sonrasinda yaklasik %5 civarinda kitin ile

birlikte protein de bulunmustur [Kuzgun ve Inanli, 2013].

Kitin deasetilaz kitinden kitosan eldesi icin kullanilan bir enzimdir. Bazi bakteri
ve mantar tirlerinin kitin deasetilaz Urettigi bilinmektedir. Cogu mantar tiirliintn kitin
deasetilaz GUretme yetenekleri kisitlidir. Bu ylizden baska bakteri tirleri ile ¢ahsilarak

kitin deasetilaz Uretimi arttirilabilir. Kitinin bakteriler tarafindan kitosana

biyotransformasyonu, ekonomik ve c¢evre dostu bir yontem olarak umut

vadetmektedir [Kaur et al.,, 2012]. Sekil 5.1’de [Bastiaens et al.,, 2019] kitin

deasetilasyonunun reaksiyon mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 5.1: Kitin deasetilasyonunun reaksiyon mekanizmasinin sematik gosterimi.
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6. KITIN DEASETILAZ

Dogada kitin genellikle endo-kitinazlar, ekzo-kitinazlar ve kitosazlarin
karisimlari kullanilarak hiicre disi olarak monomerlere ve dimerlere ayristirilir. Bu
enzimlerin aktivitesi sonucu kitin monomerlere kadar ayristirilacaktir. Kitin
deasetilazlar (CDA), kitinin amino grubunun deasetilasyonuyla kitini kitosana
donustiren hidrolaz tipleridir. CDA, hidrofobik ve kristal haldeki biyopolimer kitinin,
katyonik biyopolimere, kitosana donistiiriilmesini saglar.

Kitin deasetilaz (EC 3.5.1.41) enzimi, karbonhidrat esteraz ailesi 4'iin (CE-4s)
Uyelerinden biridir. Bu ailenin Gyeleri, birincil yapilarinda "NodB homoloji alani" veya
"polisakkarit deasetilaz alani" olarak atanan korunmus bir bolgeyi paylasir [Zhao et
al., 2010].

Deniz bakterileri, kitinin bulunmasi, kitinli substratlarin bulunmasi, kitinin
oligosakkaritlere indirgenmesi, oligosakkaritlerin tasinmasi ve katabolize etmesi icin
karmasik sinyal iletim sistemlerine sahiptir [Keyhani et al., 1999]. Kitini kullanilabilir
hale getirmek icin ise c¢esitli enzimler kullanabilirler. Kitinazlar, B-1,4-N-
asetilglukozaminin dallanmamis bir polimeri olan kitinin hidrolizini katalize eder
[COPEN et al., 1998]. Kitin deasetilazlar, kitinin N-asetamido baglarini hidrolize
ederek onu kitosana doénusturirler [Tsigos et al. 2000].

CDA, kitin icindeki N-asetilglukozaminin asetamido gruplarinin hidrolizini
katalize ederek, kitosanin bir glukozamin polimerine doniisiimini destekleyen bir
enzimdir [Ghormade et al., 2010]. Ekstraseliiler olarak salgilanir. CDA'lar deniz ve
toprak bakterilerinde, bazi mantarlarda, birka¢ bocek tiriinde ve nadiren de olsa

virlslerde tanimlanmistir [Schmitz et al., 2019].
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7. HIDROJEL

Hidrojeller, yapisal 6zelliklerini korurken yiksek miktarda suyu blinyesinde
barindirabilen hidrofilik 6zellige sahip polimerik aglardir. Hidrojeller iki kategoriye

ayrihr:

Kimyasal hidrojeller, polimer zincirlerinin birbirine kovalent baglarla

baglanmasiyla olusur.

Fiziksel hidrojeller, polimer zincirlerinin birbirine; hidrojen baglari veya iyonik
baglarla baglanmasi ile veya molekiller arasi hidrofobik birlesmeler gibi ikincil
kuvvetlerle olusur [Liu et al., 2016].

Hidrojeller, yapisinin esnekligi ve su emme o6zelligi distnildiginde canli
dokularina oldukc¢a benzerdir. Hidrojellerin blyitk bir kismi kimyasal yapilarindan
dolayi fiziksel olarak degiskendirler.

Gok katmanli hidrojeller, karmasik i¢ yapiya sahiptirler ve kimyasal ve fiziksel
ozellikleri cesitli varyasyonlari sayesinde esneklik kazanabilir [Wu and Gong, 2011].

Cok katmanli hidrojeller doku mihendisligi uygulamalari [Elisseeff, 2008], ilag
iletimi, [Chen et al., 2007], hiicre kiltiri ve hiicre biyoreaktorleri [Dai et al., 2009]
icin uygulama alani saglar. Ayrica bu katmanli yapi, hicrelerin organize edilmesine ve
dogal dokularin taklit edilesine olanak saglar [Nie et al., 2019].

iki tur kitosan hidrojel vardir: kimyasal ve fiziksel hidrojel.

Kimyasal hidrojeller, kitosan zinciri boyunca bagh serbest amonyumlar
sayesinde kovalent baglarla ¢apraz baglanir. Bu baglanma igin farkh molekiller
kullanilabilir. Ornegin: Formaldehit [Singh et al., 2006], glutaraldehit [Bhattarai et al.,
2010], veya genipin gibi capraz baglama ajanlari veya cesitli reaktif kimyasal islevlere
sahip diger bilesikler bulunur [Du et al., 2015]. Bu molekiillerin biyouyumluluklari
kesin olmadigi icin kullanimi medikal alanda istenmeyen sonuglar ortaya ¢ikarabilir.

Fiziksel yontemde, kitosanin protonlanmis amonyumu ile yliksek molekiler
agirhkli diger polimerden gelen anyonik ylkler arasindaki elektrostatik etkilesimler

sayesinde polielektrolit kompleksleri ile hidrojel olusturabilir. Bu hidrojellerde diistik
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mekanik 6zelliklerinden dolayi bozunmalari kimyasal hidrojellerden daha hizli olabilir
[Peers et al., 2020].

Polisakkaritler hidrojel yapiminda yaygin olarak kullaniimaktadir. Nisasta,
karboksimetilseliiloz, aljinat, karagenan ve kitosan hidrojel hazirlamak icin ¢okca
kullanilmaktadir [Pella et al., 2018].

Kitosanin elastik olmasi ve ¢ozindrliginiin yani sira biyolojik olarak toksik
olmamasi, biyouyumlulugu ve biyoaktivitesi gibi o©zellikleri ile kullanimi
yayginlagsmaktadir. Kitosanin ¢esitli tibbi uygulamalarda kullanimina izin verdigi ve
biyouyumlu oldugu yapilan calismalarla desteklenmistir.

Ayrica kitosan, bazi insan enzimleri, 6zellikle lizozim tarafindan metabolize
edilir ve ylizeyindeki pozitif ylikler sayesinde biyo-yapiskan olarak adlandirilir [Berger

et al., 2004]. Bitiin bu o6zellikleriyle hidrojel olarak kullanilma potansiyeli yiksektir.
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8. KITOSAN KULLANIM ALANLARI

Kitosanin kullanim alanlari da Uretim sekli gelistikce cesitlenmektedir.
inorganik molekdiller ve/veya inorganik nano &lcekli yapi taslari ile kombinasyonu

kitosanin kullanim avantajini da arttirmaktadir [Marpu and Benton, 2018].

8.1. Antibakteriyal Kullanimi

Disuk molekuler agirlikh kitosan, glicli antibakteriyel 6zelliklere sahiptir ve
ayrica insan viicudu icin zararsizdir. Yapilan ¢alismalar, kitosanin 6nemli antifungal
ajan da oldugunu gostermektedir. Boylelikle essiz bakteri ve mantar oldiriicli yapisi
ile yaralarin tedavisi icin kullanilabilir [Bano et al., 2017]. Kitosanin, amino yuklu
gruplarin metallerle etkilesime girdigi mikemmel metal baglama yeteneklerine sahip
oldugu iyi bilinmektedir. Mikroorganizma hiicre duvarinda bulunan amino gruplari
ile Ca%* ve Mg?* gibi iki degerlikli iyonlar arasindaki etkilesim, toksinlerin Gretimini
onler ve bakteri Gremesini engeller. [Kravanja vd., 2019]. Bakteri hiicre ylizeyindeki
makromolekillerin negatif yUkli rezidilerine karsi CS'nin polikatyonik yapisi

antibakteriyal bir tabaka olarak kullanimina olanak saglar [Sudharsan et al., 1992].

8.2. Yara lyilestirici

Yapilan c¢alismalarda kitosan aljinat kompozit yara ortlisi, blyik
gozeneklilik ve su emerek sisme 6zelligi gostermistir ayrica yara bdlgesinin nemli
ortaminin korunmasina yardimci olmustur. Hicre blyimesi konusunda destekleyici
bir etkisi vardir [Yu et al., 2018]. Hiicreye niifuz eden bir peptit olan Oligoarginin, R8
ile modifiye edilmis COL/CS jel kompoziti, S. aureus blyiumesini inhibe etme 6zelligi
gostermistir ve bu 6zelligi ile yaralarda yliksek bir iyilesme orani saglamistir. Bu da
kitosan bazli kompozitlerin medikal alanlarda kullanimi icin olanak saglamaktadir [Li

et al., 2019].

8.3. Gen Transferi

Kitosanin sahip oldugu amin gruplarinin asidik ortamlarda pozitif yukli

olmasi, negatif yiikli mukozal yizeyler veya DNA, RNA gibi genetik materyaller ve
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negatif yukli diger molekiiller ile gl bir elektrostatik etkilesim gergeklestirmesine
neden olur [Hejazi and Amiji M, 2003]. Bu sayede kitosan, transfeksiyon icin bu
molekdllerin hiicre igindeki degredesyonunu engelleyerek gen aktarimiigin bir tasiyici
olarak kullaniimistir [Choi et al., 2016] Kitosanin molekuler agirligi ve deasetilasyonu
seviyesinin biyolojik ve fizikokimyasal 6zellikleri tizerinde etkisi vardir. Kitosan/DNA
sisteminin transfeksiyon verimliligi ve baglanma afinitesinin, molekiler agirlik ve
deasetilasyonu seviyesinin artisi korelasyon gosterdigi tespit edilmistir [Lavertu et al.,
2006]. Kitosanin yiksek molekiler agirhginin (100 kDa) genetik materyallerle daha
stabil polipleksler olusturmasinda, genetik materyallerin salinimini geciktirmesinde
ve fiziksel seklini saglamasinda bir¢ok faydasi oldugu gorilmuistir [Koping-Hoggard
et al., 2004]. Ayrica yuksek molekiler agirlikh kitosan, 7.4 pH’ta disik ¢ozlintrlik,
genetik materyallerin saliniminin yavas olmasi ve yiksek viskozite gibi olumsuz
ozellikler gosterir [Koping-Hoggard et al., 2001]. Kitosan kullanilarak olusturulan gen
transfer sistemi icin, optimal kosullar heniz olusturulmamistir. Umut verici calismalar

devam etmektedir.

8.4. ilag iletimi

Kitosan nanoparcaciklar stabilite, gecirgenlik, deforme olabilirlik ve timor
hiicreleri tarafindan alinabilmesi gibi 6zellikleri ile ilag iletiminde tercih edilebilir [Key

and Park, 2017].

Kitosan Mikroklre

Mikrokiire dagitim sistemi, daha uzun 6mirlii olmasi, kontrolli ilag salim
hizi ve hedef spesifik olmasiyla ilacin etkili bolgedeki kontrollinii saglar. Kitosan
mikrokirelerinin yapiminda, anyonlar (stlfat, fosfatlar, hidroksitler), capraz baglama,
¢Ozlicl buharlastirma, iyonik jellesme, sprey kurutma, emiilsiyon polimerizasyonu ve
cokeltme/ kaoservasyon gibi karsi iyonlarla etkilesimi icerir [Sinha et al., 2004]. ilag

salim hizinin ise polimer-ila¢ oranina bagh oldugu gorilmustur.

Kitosan Tablet

Kitosan jel olugturma islemi disiik maliyeti ve basit hazirlama metodu ile

avantaj saglar. Kitosan tabletlerin biyouyumluluklari, toksik olmamalari ve (i¢ boyutlu
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ag yapisi sebebiyle ila¢ saliminin kontrol edilebilmesine olanak saglar [Ofori-Kwakye

et al., 2016].

Kitosan Nanopartikiil

Nanopartikillerin boyutlarinin kii¢lik olmasi, onlari beyin bariyeri gibi
engellerden gecebilmesine ve hedef bolgeye girebilmesine olanak tanir [Qi et al.,
2004]. Kitosan nanoparcaciklarin (CsNP'ler), katyonik olmasi sayesinde hedefe 6zgi
hareket edebilmesi, ilag tasiyicisi olarak kullanilmasinda bliylk avantaj saglar.
Nanopartikiller, ayrica mide-bagirsak boyunca ilaglarin enzimatik bozunmasini énler

[Ali and Ahmed, 2018].

8.5. Gida Paketleme

Kitosanin bazi mantarlar (mayalar ve kifler), bazi Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi calismalarla desteklenmistir. Kitosanin antimikrobiyal o6zelligi
sayesinde gida koruyucu olarak kullanimi miumkiindir [Haghighi et al., 2020].
Kitosanin film olusturma yetenegi, diisiik oksijen gecirgenligi ve toksik olmamasi
membranlarin ve kaplamalarin Gretilmesine, gida koruyucusu olarak islev gérmesine
olanak saglar [Ferreira et al. 2016]. Fakat kitosanin suda ¢6zlinir olmasi, disik
mekanik ve sicaklik stabilitesi gibi dezavantajlari distnildiginde plastikle
karsilastirildiginda Urtnlerin raf émrinin kisa olmasina neden olabilir. Bu sorunu
¢6zmek icin yapilan calismalarda farklh stratejiler denenmistir. Ornegin: enzim
midahalesi [Aguila-Almanza et al., 2019], yiizey kaplamasi [Khwaldia et al., 2014],
diger polimerlerle karsilagtirma [Muxica et al., 2017] vb. Bu sayede gelecekte daha

stabil bir kitosan yapisiyla gida koruyucu olarak kullanilabilir.

8.6. Suyun agir metallerden arindirilmasi

Cevre kirliliginin artmasi ile suda da toksik maddeler birikmeye baslamistir.
Bu nedenle artan su aritma ihtiyaci igin organik ve inorganik sentetik polimerler
kullanilmaya baslanmistir [Lalov et al., 2001]. Bu polimerler, iyi antimikrobiyal
aktiviteye ve Ustlin flokilasyon verimliligine sahip olsalar da ¢evreye kalici etkileri

vardir ve dogada pargalanamazlar. Bu malzemeler yerine g¢evre dostu ve
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sirdurilebilir materyaller tercih edilmeye baslanmistir. Kitosan, yliksek suda
¢OzlnUrligl, hidroksil ve amino fonksiyonel gruplarinin kimyasal reaktivitesi ve

polimer zincirinin esnek yapisi nedeniyle su aritimi igin ideal bir materyaldir.

Gectigimiz ylzyilda endistrilerin hizli gelisimi, gida ve su sistemlerimizdeki
agir metal seviyelerini artirdi. Agir metaller igin kitosanin yliksek adsorpsiyon
potansiyelinden faydali olabilir. Kitosan dogal su pihtilastiricidir ve sudaki bulanikhgi,
rengi ve pargaciklari azaltabilir [Diaz et al., 1999]. Kitosan gibi dogal bir pihtilastiricilar
¢amur islemede 6nemli yer tutar. Kitosan organik kirleticilerin, agir metallerin,
bakterilerin uzaklastiriilmasinda da etkilidir. ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA), icme

suyunun aritilmasi i¢in kitosana resmi yetki vermistir [Chopra and Ruhi, 2016].

8.7. Doku miihendisligi

Bir materyalin doku mihendisliginde kullanilabilmesi icin gerekli 6zellikler:

Biyouyumluluga sahip olmasi;

e Biyolojik olarak parcalanabilir olmasi;

e immiinojenik olmama;

e Optimal mekanik mukavemet;

e GoOzenekli yapisi sayesinde hiicrelerin, gazlarin, metabolitlerin, besinlerin ve

sinyal molekiillerinin tasinabilmesi.

Sentetik polimerlerin bir kismi biyouyumlu degildirler ve bagisiklik cevabina
neden olurlar veya toksik etkiye yaratirlar [Islam et al., 2020]. Bu ylizden doku
miihendisligi calismalarinda dogal polimerlere yonelim artmistir. Kitosan,
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve dislik toksisite gibi 6zellikleri ayrica gézenekli
yapisi, bagisiklik tepkisi olusturmamasi ile doku tretiminde kullanim icin ¢ok iyi bir

adaydir [Asghari et al., 2017].

Kitosan, lifler, slingerler ve hidrojeller gibi farkli formlarda kullanilabilme
olasiligi nedeniyle kikirdak doku muhendisligi [Domalik-Pyzik et al., 2019], capraz
baglama yoluyla diger polimerlere kolayca baglanabildikleri icin cilt dokusu

miihendisligi icin uygun biyomateryallerdir.
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9. MATERYAL

9.1. Kimyasal Maddeler

Potasium phosphate dibasic (AFGScientific, 321171-1KG), Sodium Chloride
(Merck, 1064041000), Potasium phosphate monobasic (AFGScientific, 292188-1KG),
Potasyum iyodiur (Tekkim, TK.200980.00252), Magnessium Sulfate Anhydrous
(AFGScientific, 147616-1KG), Nutrienth Broth (Merck, 1054430500), Nutrienth Agar
(Merck, 1054500500), Tryptic Soy Broth (Merck, 1054590500), Tryptic Soy Agar
(Merck, 1054580500), Sodium Hydroxide (Merck, 1064620500), Lugol’s Solution
(111885), 4'-Nitroacetanilide (Alfa Aesar, A13539.14), Chitosan (Sigma Aldrich,
448877), Polyvinyl alcohol 40-88 (Fluka, 81386).

Karides kabugu: Cesitli balik restoranlari ve balik pazarlarindan temin

edilmistir.
9.2. Cihazlar

inkiibatér (Edmund-Biihler TH 15 inkiibator), santrifiij (Beckman Coulter
Allegra 25r) (Gyrozen 1248 R santrifiij) Etlv (Binder ED 115 Etiiv Avantgarde Line
With Natural Convection), Biosafety Cabinet Class Il A2, Manyetik karistirici (IKA RCT
Classic), -80 Dondurucu (Thermo Scientific™ Forma™ 88000 Series -86°C Upright

Ultra-Low Temperature Freezers).
9.3. Sarf Malzemeleri

Beckmann santriflj tipi 50 ml No 357003, Whatman siringa filtresi 0,2 um,
Isolab cam Petri 150 mm, Isolab 90 mm plastik Petri, Falcon tlip 50 ml steril, Isolab

cam tip 20 ml.
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10. YONTEM

10.1. Bakterilerin secilmesi

ilk olarak izmit Kérfezi ve Marmara Denizi’'nden alinmis 698 deniz bakterisi
icinden 22 izolat [Gul Seker ve Mater, 2009] biyokimyasal, yapisal ve fizyolojik
ozellikleri literatlirde kitosan (rettigi bilinen bakterilerin 6zellikleri ile karsilastirilarak
secilmigtir.

Bu amacla literatlr taramasi yapilmis ve daha oOnce literatiirde kitosan
Urettigi bilinen mikroorganizmalardan; Bacillus megaterium [Pelletier and Sygusch,
1990], Bacillus licheniformis [Bindal and Gupta, 2016], Bacillus cereus [Ravikumar and
Perinbam, 2016], Bacillus subtilis [Huang et al., 1992], Bacillus licheniformis [Bhat et
al., 2019], Bacillus amyloliquefaciens [Zhou et al., 2010], Saccharomyces cerevisiae
[Christodoulidou et al., 1996], Corynebacterium kutscheri [Panchani et al., 2020],
Aspergillus flavus [Narayanan et al., 2016] tirlerinin morfolojik ve biyokimyasal
dzellikleri karsilastirilmis ve benzer 6zellikleri listelenmistir. izolatlarin “Gul Seker,
2009” calismasinda Gram boyama, katalaz testi, oksidaz testi, TSI agarda Gremeleri,
IMVIC testi, Indol testi, VP testi, Sitrat testi, Karbonhidrat kullanim testi, dekarboksilaz
testi yapilmis oldugu icin 6zellikleri bilinmektedir. Bu 6zellikler yukarda verilmis olan
mikroorganizmalarla karsilastiriimis ve en cok benzerlige sahip olan 22 izolat

secilmigtir.

10.2. Bakterilerin Biyiitiilmesi

Tryptic Soy Broth hazirlanmistir (Tablo EK B.1.). -20°C’den alinan bakteriler
hazirlanan Tryptic Soy Broth’a ekildiler. Ekilen bakteriler 37°C'de 48 saat
blyutiulmastir.

37°C’'de bliyime gostermeyen bakteriler icin 30°C’de tekrar ekim yapildi
(Tablo 10.1). Blyumeyen bakterilerle devam edilmedi. Ardindan calkalamal

inklibatorde stoktan tekrar ekimleri yapildi.
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Tablo 10.1: TSB’ye ekim sonrasinda Greme sonuglari (+: Greme var, - Greme yok, NA:
¢alismadan gikarilanlar)

Kod 37°CTSB 30 °C TSB 30 °CTSB
(48 saat) (48 saat) 200 rpm 48 saat

iK1-9 . + -
iK1-11 - + +
iK1-15 - - NA
iK1-18 - - NA
iK1-34 - + +
iK1-43 - + +
iK1-51 - + +
iK1-55 - + +
iK1-91 + + +
iK1-159 + 4 +
iK1-168 - + +
iK2-181 < + +
iK2-189 + + +
iK2-235 - + +
iK2-237 - + +
iK3-301 (26) - + +
iK3-301 (27) - + +
iK3-332 - + +
iK4-421 - + +
M1-A124 - + +
M1-A170 + + +
iK1-42 - + +




10.3. Karides Kabuklarinin Hazirlanmasi

kisimlari ayiklandi ve kabuklar distile su ile yikandi. Distile su ile yikama islemi 3 kez
tekrarlandi. Yikanan kabuklar -20°C’ye kaldirildi. 24 saat sonra kurutma kagidina

alinan kabuklar 60 °C’'de 24 saat kurutuldu. Kurutulan kabuklar el ile ezilerek toz

Balik restoranlarindan ve balik pazarlarindan alinan karides kabuklarinin i¢

haline getirildi.

Sekil 10.1: Karides kabuklarinin etiv icinde kurutulmasi.

10.4. Karides Kabugu iceren Besi Yerine Ekim

Erlen’lere ekim yapilmistir. 30°C’de 24 saat ve 72 saat sonunda kontrol edilmistir.

50 ml Nutrient Broth’a 0.5 gr karides kabugu olacak sekilde 250 ml’lik

Sonuglar Tablo 10.2’de verilmistir.

Tablo 10.2: Ureme miktarlarina gére + Gireme, ++ ¢ok lireme, - Gireme yok seklinde

siniflandiriimistir.

Kod NB+ Karides NB+ Karides kabugu Stok NB
kabugu (24 saat) (48 saat)

iK1-9 - - -

iK1-11 + + +

iK1-34 + + +

iK1-43 + + +

iK1-51 + ++ +
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Tablo 10.2: Devam.

iK1-55 + + +
iK1-91 + + +
iK1-159 + + +
iK1-168 - + +
iK2-181 + + +
iK2-189 + ++ +
iK2-235 + + +
iK2-237 + ++ +
iK3-301 (26) + + +
iK3-301 (27) + ++ +
iK3-332 + 4 +
iK4-421 + + +
M1-A124 - + +
M1-A170 + + +
iK1-42 + + +

10.5. Kitin Deasetilaz Varliginin Belirlenmesi

P-nitroasetanilid ile desteklenmis kitin agar ve broth besi yerinde sari rengin
olusmasi, kitosan olusumunun ilk kaniti olan kitin deasetilazin varhgini gosterir
[Panchani et al.,2020].

5 gr p-nitroasetanilidin 100 ml etanol iginde ¢6zllmesiyle p-nitroasetanilid
¢Ozeltisi hazirlandi. Whatman #1 filtre kagidi seritleri kesildi. Bu seritler, p-
nitroasetanilid ¢ozeltisine batirildi ardindan kurutuldu. Bu islem (i¢ kez tekrarlandi
[Kaur et al., 2012].

Tryptic Soy Broth, Nutrient Broth ve Tryptic Soy Agar hazirlandi. Segilen 20
bakteri NB, TSB ve TSA besi yerlerine ekildi.

Kurutulan filtre kagitlari daha 6nce ekimi yapilmis bakterilerin bulundugu

cam tiiplere batirildi ve Petri platelere koyuldu. 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan
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sonra, seritte sari rengin gelismesi, ilgili bakteri izolatinda kitin deasetilaz enziminin

varligini gosterir.

araal 2

-

1332300 [FRTE 2]

13323008 e aien

Sekil 10.2: Nutrient Broth ve karides kabugu iceren besiyerinde blytilmus
bakterilerin kontrolle karsilastirildiginda p-nitro asetanilid emdilirilmis Whatmann
kagitlari eklendikten sonra kagitlarin renk degisimleri.
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Sekil 10.3: Nutrient agar ve karides kabugu iceren besiyerine ekilmis bakterilerin p-
nitroasetanilid emdilirilmis Whatmann kagitlari eklendikten sonra besi yerlerindeki
renk degisimlerinin kontrolle karsilastirilmasi.
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Tablo 10.3: Renk degisimine gore “+ renk degisimi var (acik sari), ++ renk degisimi
var (koyu sarti), - renk degisimi yok” seklinde siniflandiriimistir.

Kod NB+ NB+ Karides TSB + TSB+ Karides | TSA+ Karides
Karides kabugu + p- Karides Kabugu + p- Kabugu+ p-
kabugu nitroasetanilid kabugu nitroasetanilid | nitroasetanilid

iK1-9 + - + - +

iK1-11 + ++ + - +

iK1-34 + + + - +

iK1-43 + ++ + - +

iK1-51 + ++ + + +

iK1-55 + ++ + + +

iK1-91 + + + + +

iK1-159 + + + + -

iK1-168 - + + + +

iK2-181 + ++ + + +

iK2-189 + + + + ++

iK2-235 + + + + ++

iK2-237 + ++ + + +

iK3-301 (26) + + + + -

iK3-301 (27) + ++ + + ++
iK3-332 + ++ + + ++

iK4-421 + + + + +

M1-A124 + ++ + + ++

M1-A170 + ++ + + +

iK1-42 + ++ + + +

10.6. Kitosan izolasyonu

Kitosan tayini Kaur ve arkadaslarinin 2012 calismasindan modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Beckmann tliplerine alinan bakteriler, 15 dakika boyunca 12000
rom'de santrifijlendi. Pelet bakteri, kitin ve kitosan karisimi igcermekteydi. Bu
peletlerin her birine 10 ml 0.1 N NaOH ilave edildi. Hiicreler alkali muamelesi

sirasinda ¢ozlindlrildi. Tapler tekrar 12000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi.
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Supernatantlar dikkatlice atildi ve kitin, kitosan ve az miktarda hiicre kalintisi iceren
topaklar 10 ml %2 asetik asit ile karistirildi ve karisimlar temiz test tiplerine alindi ve
kitosanin iginde ¢6ziinmesi igin gece boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida birakildi.
Tuplerin icerigi tekrar 12000 rpm'de 15 dakika santriflijlendi. Pellet atildi,
tekrar cam tiiplere alindi ve 10 ml siipernatant topland. igindeki kitosan varhigi, 1 N
NaOH ile notralize edildikten sonra beyaz ¢okelti olusumu ile kontrol edildi. Ardindan
4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek olusan cokelti supernatant atilarak izole
edilmistir. Cokelti steril distile su ile yikanmistir ve az miktarda dH,O igerisinde
¢Ozdlrtlmustir. Petri disklere dokilerek kurumaya birakilmistir [Kaur et al., 2012].
Kurutulan kitosan c¢okeltileri tartildi. Cikan sonuglar Ek 2’de verilmistir.
Ardindan FTIR analizi gerceklestirildi. FTIR analizine goére bakterilerin sonuglari

karsilastirilmis ve secilen 6rnekler icin biyilik olgekli tiretime gecilmistir.

10.7. Yiiksek Miktarda Uretim

Kitosan Urettigi duslintlen tirler, kitin deasetilaz varliginin gosterildigi
turler olarak belirlenmistir. Karides kabuklu ortamda daha bilyik miktarda kitosan
Uretebilmek icin cam tiplerden 250 mL’lik Erlen’lere; 50 mL Nutrient Broth ve 0.5 gr
karides kabugu eklenerek besiyeri ortami hazirlanmistir. 200 pL bakteri hazirlanan
besiyerine ekilerek 48 saat 30 °C’de blyutilmistir. Bu bakteri tiirlerinden en ¢ok

tireyenlerden biri olan iK3-235 numarali izolat sonraki denemeler igin secildi.

27



Sekil 10.4: Erlenlere alinmis iK3-235 kodlu bakterinin NB ve Kitosan iceren besi
yerinde buylimesi ve kontrolle karsilastiriimasi sonucunda besi yerinin renk degisimi

bakteri miktarinin yogunlugunu goéstermektedir.

Blylk oOlgekli Gretim sonucunda bdélim 10.6.’da bahsedilmis olan kitosan
izolasyonu tekrar yapilmistir. Bu sayede elde edilen kitosan miktari arttirilmis ve iK3-
235 numaral 6rnekten elde edilen kitosan cam Petri diskte kurutulmustur. Ardindan
kazinarak ayrilmis ve %2’lik asetik asitte gece boyu ¢alkalamaliinkibatére 150 rpm’de

oda sicakliginda ¢ozilmustdr.
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Sekil 10.5: Cam Petri disklerinde kurutulmus iK3-235’ten elde edilen kitosan beyaz
toz halinde gorulmektedir.

10.8. Hidrojel Olusturulmasi

10.8.1 PEG/Kitosan Cozeltisi ile Hidrojel Olusturulmasi

Zeng ve arkadaslarinin 2003’te yapmis oldugu calismada kullanmis oldugu
metot modifiye edilerek uygulanmistir.

0.2 gr PEG 20000, 10 mL %2’lik steril asetik asit icerisinde oda sicakliginda
¢Ozdurulmustir. %2’lik 2.5 mL kitosan asetik asitte ¢ozdirulerek hazirlanmistir.
Hazirlanan kitosan ve PEG ¢ozeltisi 1/1 oraninda karistirilmistir. Ayni islem hem iK3-
235’ten elde edilen kitosan hem de ticari kitosan icin gerceklestirilmistir. Hazirlanan
karisimlar Petri disklere dokilmistir. Karisimlar 55 °C’'de gece boyu kurumaya
birakilmigtir. Kurutulan membran 6rneklerine %2’lik NaOH ¢ozeltisi eklenmis ve oda
sicakliginda 30 dk bekletilmistir. Ardindan NaOH distile su ile yikanarak
uzaklastirilmistir. Son olarak ticari kitosanla olusturulmus membran 2 saat, iK-235’ten
elde edilmis kitosanla olusturulmus membran 4 saat, 80 °C’lik su banyosunda PEG

bilesenleri ¢ozilene kadar tutulmustur. Membranlarin su banyosunda kurutulma
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slresi kenarlarinin kalkmasiyla sonlandirilmistir [Zeng et al., 2004]. Elde edilen

bulgular sonug bélimiinde yer almaktadir.

10.8.2. Sogutma Metotu ile Hidrojel Olusturulmasi

Figueroa-Pizano ve arkadaslarinin 2020’deki calismasinda uygulamis oldugu
metot modifiye edilerek uygulanmistir.

%2’lik kitosan ¢ozeltisi, 10 ml %2’lik steril asetik asitte gece boyu ¢ozdiriilerek
hazirlanmistir. 1 gr PVA, 10 ml dH;0 icerisinde 80 °C’de 1 saat karistirilarak %10’luk
PVA sollsyonu hazirlanmistir. Hazirlanan kitosan ve PVA sollsyonlari 1/1 oraninda
manyetik karistiricida oda sicakliginda homojenize olana kadar karistirilmistir. Bu
islemler hem iK3-235 hem de ticari kitosan icin yapilmistir.

Elde edilen karisim Petri plagina doékilmustir. Ardindan ornekler oda
sicakhginda 30 dakika degaze edilmistir. Olusanmaya baslayan hidrojeller +4’de 20
saat birakilmistir. Ardindan -20 °C’de 20 saat ve -80 °C’de 20 saat tutulmustur. Bu
islem bir donglidir. 3. Dongiden sonra deiyonize su ile yikanmistir. Tekrar -80 °C’'de
20 saat bekletilmis ve son olarak -46 °C’de 48 saat tutulmustur. Elde edilen bulgular

sonug bolimiinde yer almaktadir [Figueroa-Pizano, 2020].

10.8.3. PEG/ Kitosan’in Farkli Derisimleriyle Hidrojel Olusturulmasi

Zhang ve arkadaslarinin 2002’de yapmis oldugu calismada bahsedilen metot
modifiye edilerek kullaniimistir.

4 adet 1.5 ml’lik eppendorf hazirlandi. Chitosan ve PEG 20000 2:1 ve 4:1
oraninda karistirllmistir. %2’lik asetik asitte ¢o6zilmis %2’lik kitosanla %2’lik asetik
asitte ¢oztlmis %2’lik PEG 20000 karistirilmistir. 2/1 orani igin: 500 ul PEG 20000 + 1
ml kitosan, 4/1 orani igin: 250 ul PEG 20000 + 1 ml kitosan karisimi hazirlanmistir.
Ticari kitosan ve 235’ten elde edilen kitosan icin ayri ayri yapildi. Elde edile karisimlar
30 dk 80 °C’'de su banyosunda tutulmustur. Ardindan Petri disklere dokiilmis ve
vakum altinda degaze edilmistir. Son olarak 50°C’de gece boyu kurutulmustur [Zhang

et al., 2002].
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11. SONUCLAR

11.1. Kitosanin Kantitatif Tayini: FT-IR analizi

Secilen 16 bakteri tiiriine (iK1-11, iK1-34, iK1-43, iK1-51, iK1-91, iK2-168,
IK2-181, iK3-189, iK3-235, iK3-237, iK3-301 (26), IK3-301 (27), iK3-332, iK4-421, M1-
A124, 2) Gebze Teknik Universitesi, Kimya Béliim{i’nde FT-IR analizi yapilmistir. Kimya

boéliminde yapilan yorumlara gore grafikler karsilastiriimis ve kontrol olarak ticari

kitosan baz alinmistir. Sonuglar kiyaslandiginda grafik gorintileri benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 11.1: Sekilde 650-4000 arasi spektrumda secilen bakteri 6rnegi olan iK3-235’in
ve ticari kitosanin FT-IR grafikleri gdsterilmektedir. Dalgalanmalar oldukca
benzerdir.
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11.2. Kitosan Kalitatif Tayini

Geri kazanimdan sonra elde edilen beyaz c¢okelti, 15 dakika boyunca
5000 rpm'de santriflijlendi. Distile su (pH 7) ile iki kez yikandi. Daha sonra ¢okelti 0,5
uL distile suda yeniden slispanse edildi ve bu slispansiyon Petri kabina alindi. 55°C'de
2-4 saat kurumaya birakildi. Kurutulmus c¢okelti tzerine 2-3 damla iyot/potasyum
iyodlr c¢ozeltisi ilave edildi ve karistirildi ve karisim 2-3 damla %1 H,SOs ile
asitlestirildi. iyot/potasyum iyodiir ¢ézeltisi ilave edildikten sonra ¢ékelti rengi koyu
kahverengiye donlsir ve ¢ozelti renksizlesir ve silfirik asit ilave edildiginde koyu
kahverengi renk koyu mora doner. Bu kitosan varligini gosterir. Ticari kitosanla

karsilastirildiginda yogunluk olarak daha az olsa da renk degisimi goriilmektedir.

H,

Sekil 11.2: Petri kabinda kurutulmus ¢okelti Gizerine 2-3 damla iyot/potasyum iyodiir
¢Ozeltisi ilave edildikten ve karisim 2-3 damla %1 H,SO4’le asitlestirildikten sonra
renk degisimi goriilmektedir.
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Sekil 11.3: Kontrol olarak belirlenen ticari kitosanin pargacik boyutu, miktari ve
saflig1 daha fazla oldugu icin daha yogun olarak goziikmektedir. Taneciklerin renk
degisimi ayni oldugu icin kitosan varliginin kalitatif tayininin yapilmistir.

11.3. Kitosan izolasyonu Sonrasi Tartim Sonuglari

FTIR analizi ve p-nitroasetinalid uygulamasindan sonra kitosan Urettigi
dislintlen bakteriler karides kabugu iceren besiyerinde blyitilmis ve ardindan
kitosan izolasyonu yapilmistir. izolasyon sonucunda elde edilen kitosan miktarlari
tartilmistir. Tartim sonuglari Tablo 11.1 ‘de verilmistir. En ¢ok Uretim yapan bakteri
turleri arasinda 1K1-34, iK1-55, iK1-91, iK2-168, iK3-235, iK3-237, iK3-332
bulunmaktadir. Bu tlrler arasinda FTIR analizine gore karsilastirma yapildiginda
kitosan Urettigi kesin olarak diisiiniilen iK3-235 numarali bakteri secilmis ve biiyiik
Olgekli Gretim yapilmistir. Blyik Olgekli Gretimin ardindan hidrojel olusturma

metotlarina gegilmistir.
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Tablo 11.1. Kitosan izolasyonu sonrasi tartim sonuglari.

izolat Kodu

Bos Petri

Dolu Petri

Fark

iK3-235

9,7418 gr

9,7879 gr

0,0461 gr

11.4. Biiyiik Ol¢ekli Uretim Sonuglari

Secilen iK3-235 numarali bakteri 250 ml’lik Erlen’de karides kabugu iceren
NB besiyerinde blyatilmistir. Ardindan kitosan izolasyonu yapilmis ve tartim
sonucunda 0.18 gr kitosan elde edilmistir. Elde edilen bu kitosan hidrojel olarak
kullanilmak tzere %2’lik asetik asitte oda sicakliginda gece boyu ¢ozlildikten sonra
hidrojel olusturma metotlarinda kullanilmak lzere buzdolabinda saklanmistir. Ayni
islemler ticari kitosan icin de gerceklestirilmistir. Sekil 11.4’te ¢ozilmus kitosanlar
gorilmektedir. iK3- 235’ten elde edilen kitosanin ticari kitosana gore daha iyi

¢O6zundugl gorilmektedir. Ticari kitosanin bulundugu tiplin dibinde kitosan

¢Okeltileri az da olsa bulunmaktadir.
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Sekil 11.4: Ustteki fotograflada A-1 ve B-1'de ¢6ziinmeden énceki kitosanlar, alttaki
fotografta A-2 ve B-2’de ¢ozlldikten sonra kitosanlar goriilmektedir.
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11.5. Hidrojel Sonuglari

11.5.1. PEG/Kitosan Cozeltisi ile Olusturulan Hidrojel

Bollim 10.8.1’de bahsi gecen Zeng ve arkadaslarinin 2003’te yapmis oldugu
¢alismada kullanmis oldugu metodun modifiye haliyle elde edilmis kitosan hidrojel
ornekleri Sekil 11.5’te gorilmektedir. Sonuglara gore ticari kitosandan elde edilen
hidrojel yapisal olarak daha biitiin halde durmaktadir. iK3-235ten elde edilen
kitosanla hazirlanmis hidrojelde ise yer yer bosluklar gérilmektedir. Bunun baslica
sebebi elde ettigimiz kitosanin ticari kitosan kadar saf olmamasi olabilir. Kitosan
izolasyonu vyapildiktan sonra metoda saflastirma basamagi eklenerek ve diger
adimlarda optimizasyon yapilarak ticari kitosanla ayni kalitede hidrojel olugturmak

mumkinddr.

Sekil 11.5: PEG/Kitosan ¢ézeltisiyle hazirlanmis hidrojellerin ticari kitosan ve iK3-
235’ten elde edilen kitosanin karsilastiriimasi.
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Sekil 11.6: PEG 20000 ve kitosanla hazirlanan hidrojel SEM fotograflari. A- Ticari
kitosanla olusturulan hidrojel 1000X yakinlastirma, B- Ticari kitosanla olusturulan
hidrojel 5000X yakinlastirma, C- iK3-235’ten elde edilen kitosanla olusturulan
hidrojel 1000X yakinlastirma, D- iK3-235’ten elde edilen kitosanla olusturulan
hidrojel 5000X yakinlastirma.

Bolim 10.8.1’de bahsedilen yontemle elde edilen hidrojelin SEM
gorintileri Sekil 11.6'da gorilmektedir. Sekilde gorilen sonuglara gore, ticari
kitosanla olusturulan hidrojelde 1000X’te goriilen diiz yapi, yer yer iK3-235’ten elde
edilen kitosanla olusturulan hidrojelde de gérilmektedir. Yumru goriilen yapilar ve
gozenekler her iki yapida da goziikse de iK3-235’ten elde edilen hidrojelde sert ve
keskin goriinen tuz kristalleri bulunmaktadir. Bu da yikama asamasinda tuzlarin
tamamen uzaklastirilamamasindan kaynaklanmaktadir. izolatimizdan elde ettigimiz
kitosanin birkac¢ saflastirma basamagi eklenmesinden sonra daha benzer sonuglar
verecegi duslnilebilir. Yine de iki o6rnekten de gorilebilecegi lzere hidrojel

olusturma metotumuz basarili sonuglar vermistir.
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11.5.2. Sogutma Metotu ile Olusturulan Hidrojel

Bolliim 10.8.2’de bahsi gecen Figueroa-Pizano ve arkadaslarinin 2020’deki
¢alismasinda uygulamis oldugu metot modifiyesiyle yapilan ¢alismanin géruntdleri
Sekil 11.6’da gosterilmistir. Hem ticari kitosanda hem de iK3-235’ten elde edilen

kitosanda ortaya biriken kisimlarda beyaz jelimsi yapi goriinmektedir.

Ticari IK3- 235 W

Sekil 11.7: Ticari kitosan ve iK3-235’ten elde edilen kitosanin -80 ‘de bekletildikten
sonra.

Bolim 10.8.2°de bahsedilen yontemle sogutma yontemiyle yapilan hidrojelin
SEM goriintileri Sekil 11.8’te verilmistir. Ticari kitosan ve iK3-235’ten elde edilen
kitosandan hidrojel karsilastirildiginda ikisinde de jel olusumu gorilmektedir.
Referans makaledeki yonteme gore daha kisa sliren bir yontem uygulansa da jel
olusumu oldukga iyi gortlmektedir. Ticari kitosanla karsilastirildiginda izolatimizin
Urettigi daha ince ve daha plrizsiz yizeyli olarak goriilmektedir. Saflastirma

basamagi uygulanmadan yapilmis olmasina ragmen oldukga iyi bir sonug alinmistir.
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Sekil 11.8: PVA ve kitosanla hazirlanan hidrojel SEM fotograflari. M- Ticari kitosanla
olusturulan hidrojel 1000X yakinlastirma, N- Ticari kitosanla olusturulan hidrojel
5000X yakinlastirma, P- iK3-235’ten elde edilen kitosanla olusturulan hidrojel 1000X
yakinlastirma, R- iK3-235’ten elde edilen kitosanla olusturulan hidrojel 5000X
yakinlastirma.

11.5.3. PEG/Kitosan’in Farkh Derisimleriyle Hidrojel Olusturulmasi

Bolim 10.8.3’te agiklanan Zhang ve arkadaslarinin 2002’de yapmis oldugu
¢alismanin modifiye edilmesiyle elde edilen hidrojel ornekleri Sekil 11.9'da
gorilmektedir. Bu sonuglara goére Ticari kitosanin 2:1 ve 4:1 oraninda PEG 20000 ile
karistirilmasiyla elde edilen hidrojeller olduk¢a beyaz bir tabaka olusturmus ve
Petriden ayrilmistir. iK3-235’ten Uretilen kitosandan elde edilen hidrojel ise daha
seffaf gorinlimli ve daha pargali bir yapiya sahiptir.

Sekil 11.10°’da ise Ticari kitosanin 2:1 ve 4:1 oraninda PEG 20000 ile
karistirlmasiyla olusturulan hidrojellerin SEM fotograflari gorilmektedir. SEM
fotograflarinda 1000X’te hemen hemen ayni goriilse de 5000X yakinlastirma

yapildiginda gézenek boyutlari arasindaki fark anlasilabilir. 2:1 oraninda karistirilan

39



kitosan ve PEG daha blyilk gozeneklere sahipken 4:1 oranindaki daha siki bir yapiya
sahiptir.

Sekil 11.11’de ise iIK3-235’ten elde edilen kitosanin 2:1 ve 4:1 oraninda PEG
20000 ile karistirilmasiyla olusturulan hidrojellerin SEM fotograflari goriilmektedir.
Ticari kitosana oranla her iki buylitmede de hem 2:1 hem de 4:1 oraninda
karistirmada ¢ok fazla tuz kalintisi goriilmektedir. 4:1 ‘deki gorsellerde ylzey sekilleri
ve gozenek boyutlari ticari ile benzerlik gostermektedir. 2:1’de gbzenek boyutlari
4:1'e gore daha genis olarak goziikmektedir. Bu da ticari kitosanla elde edilen

hidrojelle benzerligini desteklemektedir.

Sekil 11.9: Ticari kitosan ve iK3-235’ten elde edilen kitosan ve PEG’den
hazirlanan hidrojellerin kuruduktan sonra Petri kaplarindaki goriintisi.
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Sekil 11.10: Ticari kitosan ve PEG’in 2:1 ve 4:1 oraninda karistiriimasiyla elde edilen
hidrojelin 1000X ve 5000X’te cekilen SEM gorintilerinin karsilastiriimasi.
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Sekil 11.11: iK3-235’ten elde edilen kitosan ve PEG’in 2:1 ve 4:1 oraninda
karistirilmasiyla elde edilen hidrojelin 1000X ve 5000X’te cekilen SEM goriintilerinin
karsilastirilmasi.
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12. TARTISMA

Yapilan calismada atik karides kabuklarinda  bulunan  kitinin
deasetilasyonunun enzimatik yéntemle bakterilerden faydalanarak yapilmasi asit-baz
muamelesinin azaltilmasini dolayisiyla toksik etkinin engellenmesini ve medikal
alanlarda kullanima uygun olmasini hedeflemistir. Kitosan eldesinde yaygin yéntem
olan kimyasal Uretim, daha uzun siren, daha fazla is glicli gerektiren ve cevreye
zararh kimyasal atik salinimina neden olan bir yontemken enzimatik Gretim bu
dezavantajlari ortadan kaldirmaktadir. Ayrica kimyasal yontemdeki verim, enzimatik
yonteme gore daha dislktir. Bu amacla yapilan calismalarin biyolojik (retime
yonelmesi yiksek verim saglarken daha cevreci bir yaklasimdir. Kitosan elde
etmedeki  zorluklar  minimalize  edildikge kullaniminin  yayginlasacagi
dislintlmektedir.

Bu calismada kullanilan deniz bakterilerinin dogal yasam alanlarinda da
kitini sindirebilmek icin enzimatik aktiviteye sahip olduklari gosterilmistir. Bu durum
kitin iceren atiklarin degerlendirilmesinde bu canlilarin kullaniimasini avantajli hale
getirmektedir. Bizim bu ¢calismada elde ettigimiz kitosan ile hidrojellere yénelmemizin
sebebi medikal anlamda kullanimini denemek olmustur. Hidrojellerin kullanim
alanlari oldukga gesitlidir.

Elde ettigimiz kitosanin FT-IR ve iyodir ¢ozeltisi ile tayin edilmesinden sonra
hidrojel olusturmak icin kullanilmasi, medikal anlamda kullanima uygunlugunun test
edilmesi igin yapilmigtir. Bu sebeple ticari kitosanla karsilastirma yapilmistir. Farkh
yontemlerin modifiye edilmesiyle elde edilen hidrojeller hemen hemen benzer
yapilar sergilemistir ve sonuglar literatirlerle de desteklenmistir.

Olusturulan hidrojellerin SEM goriintiileri bize gostermistir ki, PEG
kullanilarak hazirlanan her iki hidrojel olusturma yonteminde de benzer sonuglar elde
edilmistir. Burada iK3-235ten elde edilen kitosan ile hazirlanan hidrojellerde
dogrudan besiyerinden izole edilmesinden dolayi tuz kalintilari goriilmustir. Diger
yandan SEM ile gorintilemede yakalanan temiz ylzeylerin ticari kitosan ile
olusturulan hidrojellerle ayni 6zellikler sergiledigi gézlemlenmistir. Bu durum bize

235’in saflastirma asamasindan sonra birden fazla yikama vyapilarak tuzlarin
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uzaklastiriimasi gerektigini gdstermektedir. Ayni zamanda her iki kitosanda da kitosan
konsantrasyonuna bagl olarak gézenek boyutlarinin degistigi ve kullanim amacina
gore bu yapilardaki boyutlarin ayarlanabilecegi gosterilmistir.

Sogutma metodu ile elde edilen hidrojellerin karsilastirilmasinda ise
oldukga iyi sonuglar elde edildigi distintilmektedir. Burada diger yontemlerdeki gibi
saflastirmadan kaynakh tuz kalintilari gézlemlenmemistir. Daha gergin, puriizsiz ve
ince membran yapisi gézlemlenmistir. Bu yontemde ise gézenek boyutlari oldukga
kiiclik oldugu icin fotograflarda gérilememistir.

Hidrojel olusturulmasinda kullanilan G¢ yontem icin de farkli kullanim
alanlarina hizmet edecegi soylenebilir. Bizim g¢alismamiz igin farkli yéntemlerde
hidrojel olusturabilmek kitosan elde ettigimizi ve ¢esitli alanlarda kullanim igin uygun
hale getirilebilecegini gostermistir. Gelecekte hidrojel kullanimi yayginlasarak doku
rejenerasyonu, yara ortlsu gibi medikal alanlar haricinde atik su aritimi gibi farkh

alanlarda kullanilabilir hale gelecektir.
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OZGECMIS

Cisel Dikkulak Bayram, 2013 yilinda basladigi Gebze Teknik Universitesi,
Molekdler Biyoloji ve Genetik Bolimi’ni 2019 yilinda tamamlamistir. Ayni yil Gebze
Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bélimi’nde vyiksek lisans
egitimine baslamistir. Yiksek Lisans egitimi ile birlikte, Temmuz 2021’den beri Klinik
Arastirma Saha Koordinatori olarak Ethic CRO’da, Syneos, Pfizer, Johnson & Johnson
vd. firmalarin sponsorlugunda onkoloji, asI ve gastroenteroloji ¢calismalarinda gérev

almaktadir.
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EKLER

EK A. Tez calismasinda yapilan yayin ve sunumlar.

Dikkulak Bayram C., (2022), “Marmara Denizi ve izmit Kérfezinden Alinan izolat
Ornekleriyle Karides Kabugu Atiklarindan Bakteriyal Kitosan Eldesi ve Hidrojel Olarak
Kullanimi”, 6. GTU Lisansiistii Arastirmalar Sempozyumu, Gebze, Kocaeli, Tiirkiye,

01-02 Haziran.

EK B. Bakterilerin biiyiitiilmesi icin hazirlanan besiyerinin icerigi.

Tablo EK B.1. Tryptic Soy Broth besiyeri icerigi.

Malzeme Miktar
Tripton 10 gr
NaCl 10 gr
Yeast Extract 5gr
dH,0 1L

EK C. Calismada kullanilan cihazlar

Sekil C1. 1. inkiibatdr: Edmund-Biihler TH 15 inkiibatér 5-50 °C, 0- 500 rpm
arahiginda calismaktadir.
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BECKMAN
COULTER

Sekil C1. 2. Santrifiij: Beckman Coulter Allegra 25r santrifiij 0-15000 rpm ve 2-40 °C
araliginda galigir.

Sekil C1. 4. Etiiv: Binder ED 115 Etliv Avantgarde Line With Natural Convection, 5-
300 °C arahginda calisir.
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Sekil C1. 5. Manyetik Karistirici: IKA RCT Classic, 50-360 °C, 50-1500 rpm araliginda
calisir.
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Sekil C1. 6. -80 °C Dondurucu: Thermo Scientific™ Forma™ 88000 Series -86°C
Upright Ultra-Low Temperature Freezers, -50- -86 °C araliginda calisir.
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