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ONSOZ

Kitin ve kitosan nantoksik, biyolojik olarak bozulabilir, antimikrobiyal ve antioksidan
Ozelliklere sahip biyopolimerlerdir. Bu 6zelliklerinden dolay1 basta gida, kozmetik,
ziraat, tip, atik su aritim1 ve tekstil gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kitin
ticari olarak yengeg¢, kerevit ve karides gibi kabuklu canlilarin besin olarak
tiikketildikten sonra olugan kabuk yapilarindan iretilir. Mevcut ¢alismada da bir yengeg
tird olan mavi yengec (Callinectes sapidus)den kitin izole edilmistir.

C. sapidus dogal olarak Kuzey Amerika kiyilarinda dagilim goésteren bir canlidir.
Adaptasyon o0zelliginin yiiksek olmasi nedeniyle hemen hemen diinya genelinde
dagilim gdstermekte ve besin olarak tiiketilmesinden dolay1 yaygin olarak iiretimi de
yapilmaktadir. Mavi yengecin besin olarak tiiketildikten sonra olusan kabuk
yapilarmin kitin ve kitosan kaynagi olarak degerlendirilmesi hem ¢evreye verilecek
zararin azaltilmasi hem de teknolojik acidan ¢ok yonlii kullanilabilecek bir materyal
iretilmesi saglanabilir.

Mavi yengecten elde edilen kitin ve kitosan fizikokimyasal olarak karakterize
edilmistir. Karakterize edilen kitosanin antimikrobiyal ve antioksidan o6zellikleri
arastirllmistir.  Antimikrobiyal aktivite testleri sonuglar1 degerlendirildiginde
calismamizda elde ettigimiz kitosanin ticari olarak satilan kitosana yakin veya esit
sonuclar gostermesi C. sapidus’dan elde edilen kitosanin ticari olarak satilan
kitosanlara alternatif antimikrobiyal madde kaynagi olabilecegini géstermistir. Ayrica
yengecten elde edilen kitosanin uygun dozlarmin da ticari olarak satilan ve birgok
hastaliga kars1 kullanilan ticari olarak satilan antibakteriyel ve antifungal maddelere
alternatif dogal bir kaynak olabilecektir.
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OZET

CALLINECTES SAPIDUS‘DAN KITiN, KITOSAN iZOLASYONU VE
FiZIKOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Crustaceae familyasinin iiyesi olan Callinectes sapidus tlrl yengecler diinya Gizerinde
genis bir dagilima sahiptir. Canli kabugunun i¢ kismi besin olarak tiiketildiginden
ekonomik degere sahiptir. Canli dis kabugunu demineralizasyon teknigi ile (4M HCL)
ve deproteinizasyon teknigi ile (2 M NaOH ) ayristirdigimizda temel bilesenlerinden
biri olan kitin maddesi elde edilmistir. Canli kabugundaki kitin maddesi canli
kabugunun kuru agirliginin yaklasik % 11- 12° si kadardir. Elde ettigimiz saf kitin
maddesini % 60’lik NaOH c¢ozeltisi ile deasetilasyona maruz biraktigimizda tiim
maddenin (Kitin) % 77’si kadar kitosan elde edilmistir. Yapilan ¢alismada kitosanin
deasetilasyon derecesi % 82.5 olarak belirlenmistir. Cesitli analizler (FTIR, TGA ve
XRD) ile yapilan incelemede kitosanin a formunda oldugu belirlenmistir. Yapilan
calismada kitinin DTG (Derivative Termogravimetrik Analiz) max degeri 390 °C iken
deasetilasyon sonucu olusan kitosan maddesinin DTG max degeri 306 °C oldugu
belirlenmistir. SEM metodu ile elde edilen kitin ve kitosan maddelerinin yiizey
morfolojilerinin incelenmesi sonucu porlu (gegirgen) ve nanofiber yapilarda oldugu
kaydedilmistir. Bu calismada mavi yengecin dis kabugundan elde edilen kitosan
maddesinin birgok 6zelliginin yani sira antioksidan, antibakteriyel, antifungal etkiye
sahip oldugu, insanlar iizerinde 6 farkli patojene ve ¢esitli balik tiirleri {izerinde ise 3
farkli patojene kars: yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Su
an itibariyle lilkemiz genelinde kitin ve tiirevlerinin tiretiminin yapildig1 herhangi bir
fabrika ya da tesis bulunmamaktadir. Gilimriik kayitlart incelendiginde farkli
Ozelliklere sahip, yillik 13 milyon dolar civarinda kitin ve tiirevinin ithalatinin
yapildigir belirlenmistir. Mevcut calisma ile bu malzemenin artik iilkemizde de

tiretilebilecegi bir liretim metodu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Kitin, Kitosan, SEM, FTIR, XRD, TGA
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ABSTRACT

ISOLATION AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION CHITIN,
CHITOSAN FROM THE CALLINECTES SAPIDUS

Callinectes sapidus crab species is a member of crustacea family and is world widely
distributed. The interior shells are consumed as food due to which it has a great
economic value. Chitin which is one of the basic components of outer shells was
obtained by using demineralization (4M HCL) and deprotienization (2 M NaOH)
techniques. The dry weight of chitin was recorded as approximately % 11 of the dry
weight of shells. When the obtained pure chitin was subjected to % 60 NaOH solution
for deacetylation, % 77 chitosan was obtained from all the material (chitin). In this
study, chitosan deacetylation degree was determined as % 82.5. Through various
analyses (FTIR, TGA and XRD) it was determined that the obtained chitosan was of
o form. In the present study the DTGA max value for chitin was observed as 390 °C
while for chitosan this value was recorded as 306 °C. Porous and fibrous surface
morphology was revealed by SEM results. In this study the obtained chitosan from
outer shells of blue crab possess antioxidant, antifungal and antibacterial properties i.e.
high antimicrobial activity was observed against 6 human pathogens and 3 fish
pathogens. As of right now, our country does not have any factory or plant where chitin
and its derivatives can be produced. By examining the customs records it was observed
that annually $ 13 are spending upon the imports of chitin and its derivatives. Current
study demonstrated a good manufacturing method of chitin and its derivatives which
is easily applicable in our country.

Keywords: Chitin, Chitosan, SEM, FTIR, XRD, TGA
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1. GIRIS

Kitin ve tiirevlerinin ticari olarak iiretimi yengeg, karides ve kerevit gibi canlilarin
kabuk yapisinin islenmesi sonucu elde edilir. Diinya genelinde yaklasik 4500 yengeg
tirii vardir ve bunlardan sadece birka¢ tanesinin kitin yapisi izole edilerek
fizikokimyasal olarak incelenmistir. Bolat vd. (2010), yaptig1 ¢alismaya gore diinya
genelinde 22 yengeg tiiriiniin kitin yapis1 arastirilmistir. Daha 6nceki bir ¢alismada
(mavi yengec) Callinectes sapidus‘un kitin igerigi ve kabuk yapilarmin kuru
agirliklarmin Kitin igerigi ve bu kitinin kitosan verimi arastirilmistir (Ozbay vd., 2012).
Fakat bu ¢alismada Callinectes sapidus‘dan elde edilen kitin ve kitosan yapilarinin
FTIR, TGA, XRD ve SEM ile karakterizasyonu yapilmamustir.

Callinectes sapidus dogal olarak Kuzey Amerika kiyilarinda dagilim gdsterir.
Adaptasyon o0zelliginin yiiksek olmasi nedeniyle hemen hemen diinya genelinde
dagilim gdstermekte ve besin olarak tiiketilmesinden dolay1 yaygin olarak iiretimi de
yapilmaktadir (Holthuis 1961, Tureli vd. 2000, Ozcan ve Akyurt 2006). Mavi yengecin
besin olarak tiiketildikten sonra olusan kabuk yapilarmin kitin ve kitosan kaynagi
olarak degerlendirilmesi hem ¢evreye verilecek zararin azaltilmasi hem de teknolojik
acidan ¢ok yonlii kullanilabilecek bir materyal iiretilmesi saglanacaktir.

Kitin dogada seliilozdan sonra en bol bulunan biyopolimerdir ve 6zellikle Arthropoda
grubu canlilarda viicudun dis yiizeyinde koruyucu olarak gorev yapar (Felse ve Panda,
1999). Bununla birlikte mantarlarin hiicre duvarinda da bulunurlar. Kitin ve turevleri
medikal, kozmetik, ziraat, tekstil, su aritim1 ve gida sektorii gibi ¢esitli alanlarda aktif
olarak kullanilmakta ve siirekli yeni kullanim alanlarinin gelistirilmesi ile yeni
kaynaklara ihtiya¢ duyulmaktadir (Rinaudo 2006, Park ve Kim 2010, Liu vd. 2012).
Mevcut ¢alismada Callinectes sapidus’un diinya geneli yaygm dagilim
gostermesinden dolay1 6nemli bir kitin kaynagi olabilecegi i¢in bu canlinin kitin yapisi
izole edilmis ve ticari bir iirlin olan kitosan sentezlenmistir. Elde edilen kitin ve
kitosanin teknolojik a¢idan daha etkin kullanilabilmesi i¢in FTIR, TGA, XRD ve SEM

yontemleri ile analiz edilerek fizikokimyasal olarak karakterizasyonlar1 yapilmistir.



2. LITERATUR OZETi

Son yillarda kitin ve kitosan iizerine bir¢ok arastirmalar yapilmaktadir.

Bir arastirmada Kuzgun ve Inanli (2013), tarafindan kitosanin tretimi, 6zellikleri ve
kullanim alanlar1 {izerine bir takim ¢alismalar yapilmistir. Yapilan bu ¢alismada bir
polimer olan kitosan, e¢klem bacaklilarin yapisal maddesi olan kitinin deasetile
edilmesi islemiyle ile elde edilmistir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda kitosanin kolesterolii diigiiriicii, antimikrobiyal, antioksidan
ve antikanserojen etkiye sahip oldugu ortaya konmustur (Rinaudo, 2006). Kitinin
kitosana doniistiiriilmesi genel olarak kimyasal yontemlerle yani kitinin ytiksek alkali
soliisyonda deasetile olmasi ile gergeklestirilmektedir. Diinya genelinde ticari olarak
tiretimi yapilan kitin ve kitosan Ornekleri deniz kabuklularindan (Crustacea) elde
edilmektedir.

Baska bir arastirmaya baktigimizda Kurt vd. (2005), kitin, kitosan ve tlrevlerinin
gidalarda ne tiir kullanim alanlar1 oldugunu arastirmislardir. Gida ve uygulamalarinda
kitosanin ¢oziiniirliigline baktiklarinda aktivitesinin Kitinden oldukca fazla oldugunu
bulmuslardir. Kitosan polikatyonik bir 6zelliktedir. Bakteri ve funguslara kars1 etkileri
mevcuttur, ayrica antioksidan etkileri, yuksek adsorbsiyon kapasitesi, jel
olusturabilme ve ¢elat olusturabilme yetenegi de vardir.

Ozbay vd. (2012), kitin ve kitosanin fizikokimyasal 6zellikleri iizerine arastirma
yapmislardir. Bu arastirma manta karidesi (Squilla sp.) ve mavi yengecin (Callinectes
sapidus) atik kabuklarindan elde edilen kitin ve kitosanin fizikokimyasal 6zelliklerinin
yanisira yag ve su baglama kapasitelerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bu
calismada kontrol grubu olarak ticari kitin ve kitosan kullanilmistir. Atik kabuklardan
kimyasal yolla elde edilen kitin ve kitosanin yag baglama kapasitesi iki farkli yag
(aycigegi ve misir 6zili) kullanilarak Sl¢lim yapilmistir. Sonuca baktigimizda, manta
karidesi kitin ve kitosaniin hem mavi yenge¢ hem de ticari kitin ve kitosandan daha

yiksek yag ve su baglama kapasitesine sahip oldugu gézlenmistir. Mavi yengeg ve



manta karidesi kabuklardan iiretilen kitin ve kitosanin yiiksek yag ve su baglama
kapasitesinden dolay1 endiistriyel alanda kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Meyve sularmin durultulmasi islemlerinde Imeri vd. (1998), ¢alismalar yapmistir. Bu
caligmalarda bulaniklik etkeni partikiillerin kitosan veya tuzlari olan maddelerle
¢okelmesini saglamuslardir. Islemlerinde kitosan pozitif yiike sahipken, meyve
suyundaki partikuller negatif ylke sahiptir ve birlesince ¢okelme islemi
ger¢eklesmektedir.

Kitosan, bagirsaklarda yag emilimini azaltmakta, plazma kolesteroli ve trigliserit
seviyesini diisiirmektedir. Ayrica toksik olmamalari, viicutta pargalanabilmeleri,
ekonomik olmalari da gidalarda kullanim olanaklarini artirmaktadir.

Maezaki vd. (1993), kitosanin hipokolesterolemik etkisi tlizerine bir arastirma
yapmislardir. Calismalarinda saglikli erkeklerin belirli zaman araliklarinda diyetlerine
kitosan eklenmis ve 6lclimler yapilmistir.

Daha sonra kanlarindaki toplam serum kolesterol seviyelerine bakildiginda 6énemli
Olcide azalmalar tespit edilmis. Kitosan, HDL kolesterol (iyi huylu kolesterol)
seviyesini artirmaktadir. Bu yoniiyle kolesterol hastalari i¢in hazirlanan ilaglarda
kitosan kullanimi da alternatif olabilir.

Demir vd. (2009), yaptiklar1 arastirmada ticari kitosani elde etmislerdir. Kitosan ve
kitinin kiyasladiklarinda kitosanin daha ¢ok kullanima uygun oldugunu ve uygulama
alanlara baktiklarinda eczacilikta, medikalde, atik sular1 aritma, biyoteknolojik
irlinlerde, kozmetikte, besin olarak tiiketimde, tekstilde ve ziraai islemlerde
kullanilabilecegini kesfetmislerdir.

Muzzarelli (1982), yaptig1 ¢alismalar sonucu yeni bir kitosan olarak adlandirilan 5-
metilpirolidinon kitosan1 kesfetmistir ve yaralar ilizerine uygulandiginda lizozim
enziminin etkisiyle liretilen oligomer yapiya gecis yaptigin1 gézlemlemistir. Kitinle
alakali calismalar sonucu Beschitin® (Unitika) adli yara bandi iiretilmistir. Bu bant
kitin icerikli ve nonwovendan yapilmistir. Japonya'da ise satisa sunulmustur.

Cho vd. (1999), suda ¢oziinebilen 6zellikteki kitosani, arastirmada kullandigi yarali
tavsanlarin sirtina yapistirmis ve yaranin hizla iyilestigini gézlemlemistir. Giintimiizde
kitosan tabanli bandajlar medikal alanda biyuk ilgi gérmektedir. Bu kitosan bandajlar
Irak korfez savaslarinda kullanilmis ve Oliimciil hastalarinin yaklagik % 70’inin

tedavisinde basarili olunmustur.



Kitosan bazli malzemelerin kanamay1 durdurma hizi ortalama 60 ml/dakikadir. Bu
bandajlar, karides, yengec¢ gibi deniz kabuklularina kars1 alerjik reaksiyon gdsteren
askerler iizerinde de denenmistir ve herhangi bir alerjik reaksiyon gostermemistir.
Berger J. vd. (2004), biyomedikal uygulamalardaki kitosan hidrojellerinin nasil
kullanilacagini arastirmislardir. Kovalent bagli olan hidrojeller, implantlar veya
bandaj iiretiminde, iyonik bagli olanlar ise ilag salinim sistemlerinde kullanimini
kesfetmislerdir. Kitosan, toksik ozellikte degildir ve cevreye =zarar vermeden
biyolojik olarak parcalanabilir ve viicut igerisinde zararsiz triinlere (amino sekere)
yikilir. Bundan dolayr herhangi bir yan etkisi de gézlenmemistir

Kitosan ayrica film olusturma 6zelligine sahiptir, bu 6zelligi sayesinde yapay bobrek
zar1 yapiminda da kullanilmaktadir. Bu amag i¢in Kitosan, Polivinil Alkol (PVA)
karistmi membranlar, Miya vd. (1983), tarafindan arastirma konusu olmus ve kitosan
PVA ile olduk¢a homojen bir karisim olusturmustur. Bu karigim membranlardan,
gecirgenlik ve uyumluluk agisindan incelendiginde iyi sonuglar elde edilmistir.
Majt’an vd. (2007) demineralizasyon ve deproteinizasyon metotlarin1 uygulayarak
yabanarisindan kitin elde etmislerdir. Elde edilen bu kitinin fizikokimyasal 6zellikleri
FT-IR, kati-hal 13C (CP/MAS)-NMR ve konfokalmikroskopi yontemleri ile analiz
edilmis ve yabanarisi kitininin Ozellikleri elemental analiz sonuglar1 da dikkate
alinarakkarides kitini ile karsilastirilmistir. Arastirmanin sonuglar1 yabanarisinin kitin
igeriginin krustase grubu organizmalardan daha diisiik oldugunu, ama buna karsin
fiziko-kimyasal 6zelliklerinin (diisiikk asetilasyon derecesi ve ince dokulu) karides
kitininden daha 1y1 oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Yazarlar ayrica yabanaris: kitin ve
kitosaninin ince dokulu yapilarindan dolayr biyomedikal kullanimlar ig¢in uygun
oldugunu belirtmislerdir.

Bir bagka ¢alismada Sajomsang ve Gonil (2010), agustos bocegi derisinden kitin izole
etmisler ve bu kitinin kimyasal yapis1 ve fizikokimyasal 6zelliklerini, elementel analiz,
ATR-FTIR, 1H NMR, (CP/MAS) NMR spektroskopi, XRD ve TGA analizleriyle
belirlemislerdir. Kitinin asetilasyon derecesini (DA) 1H NMR, ve 13C CP/MASNMR
tekniklerinden yararlanarak hesaplamiglardir. Yazarlar analiz sonuglarinin agustos
bocegi kitininin alfa formda oldugunu ve agustos bocegi kitininin krustaselerden daha
yiiksek kitosan verimine sahip oldugunu ortaya koydugunu belirtmislerdir. Bu
nedenle, agustos bocegi derisinin yeni bir bocek kitini kaynagi olabilecegini

vurgulamiglardir. Ayrica kitinin asetilasyon derecesinin (DA) kullanilan tekniklere



gore % 97 ve % 102 olarak belirlendigini ve DA’nin termal kararlilik ve
kristalinitedeki artigsa bagli olarak arttigini rapor etmislerdir.

Liu vd. (2012), bir bocek turi olan Holotrichia parallela’dan kimyasal metotla kitin
elde etmisler ve bu kitini FTIR, XRD, SEM ve elementel analizlerle karakterize ederek
analiz sonuglarini ticari kitin ile karsilastirmiglardir. Bu ¢alismada H. parallela’nin
kitin igerigi % 15 olarak tespit edilmistir. Aragtirmacilar her iki kitinin de benzer
fizikokimyasal 6zellikler sahip olduklarini belirtmisler ve ¢ok miktarda iireyerek ekili
alanlara zarar veren ergin H. parallela bireylerinin 6ldirmek yerine toplanarak
alternatif kitin kaynag1 olarak degerlendirilmesi gerektigini dnermislerdir.

Benhabiles vd. (2012), karides (Parapenaeus longirostris) kitini, kitosani ve
kitosanoligomerlerinin dort gram-pozitif ve yedi gram-negatif bakteri tiiriine karsi
antimikrobiyal aktivitelerini molekiiler agirlik ve deasetilasyondercelerini de dikkate
alarak aragtirmiglardir. Yazarlar kitinin gram-negatif bakteri tlrleri; Escherichia coli
ATCC25922, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae, ve Bacteroides fragilis tizerinde
bakteriostatik etki gosterirken, kitosanin Salmonella typhimurium harig test edilen
diger tiim bakteriler i¢cin bakteriostatik etki gosterdigini rapor etmislerdir. Ayrica
kitosan oligomerlerinin ise tim bakteriler Gizerinde bakterisidal etkiye sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Hajji vd. (2014), karides (Penaeus kerathurus) kabuklari, yenge¢ (Carcinus
mediterraneus) kabuklar1 ve miirekkep balig1 (Sepia officinalis)’nin i¢ iskeleti olmak
tizere Ui farkli kaynaktan kitin izole etmislerdir. Karides ve yengec kabuklarindan
izole ettikleri a-kitin ile miirekkep baligindan izole ettikleri B-kitin arasindaki yapisal
farkliliklar1 C13 NMR, FTIR ve XRD analizleri ile belirlemiglerdir. Ayrica FTIR ve
C13 NMR sonuglarina gore kitinlerin asetilasyon derecelerini (DA) hesaplamislardir.
Arastirma sonucunda miirekkep balig1 iskeletinin kitin veriminin digerlerinden diisiik
oldugunu, alfa kitinin beta kitinden daha kristalin yapiya sahip oldugunu ve asetilasyon
derecesi % 20 den daha diisiik ve nispeten diisiikk molekiiler agirlikli kitosanlarin asidik
ortamda cok iyi ¢Oziindiiklerini ortaya koymuslardir. Bununla birlikte, kitin ve
kitosanlarin karakteristik o6zelliklerinin kitin kaynagma bagli olarak degistigini
derapor etmislerdir. Ayrica karides kabuklarinin kitin igeriklerinin yiiksek olmasi ve
diisiik asetilasyon derecesine sahip olmasindan dolay1 digerlerine nazaran daha iyi bir
kitin kaynag1 oldugunu ve biyomedikal ve farmakolojik uygulamalar i¢in uygun bir

materyal oldugunu belirtmislerdir.



Tiim bu arastirmalara baktigimizda kitin ve kitosanin giiniimiizde popiiler kullanim
alanlarina sahip oldugunu ve bir¢cok kullanim metotlarinin da mevcut oldugunu

sOyleyebiliriz.



3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyaller

Calismada kullanilan Callinectes sapidus ornekleri 22 Nisan 2013 tarihinde
Iskenderun (Antakya, Mediterraneanpart of Turkey)’dan toplanmistir. Ornekler
laboratuvara getirildikten sonra kabuk yapilar1 ayirilarak saf su ile defalarca
yikanmistir. Ardindan 70 °C’de bir etiivde 2 giin boyunca kurutulmustur. Kurutulmus
ornekler porselen bir havanda ince toz haline gelene kadar ezilmistir

3.1.1 Kullamlan materyallerin hazirlanmasi

25 gr toz numune 2 M’lik 250 ml HCI ¢6zeltisinde 2 saat 150 °C’de reflux edilmistir.
Ardindan por agikligi 1 pm olan siizge¢ kagidinda saf su ile defalarca yikanarak
sUziilmiistir. Etiivde 24 saat 60 °C’de kurutulan malzeme daha sonra 2 M NaOH
¢oOzeltisinde 19 saat 200 °C’de reflux edilmistir. Reflux isleminden sonra bu numune
deiyonize damitik distile su ile pH notral olana kadar yikanarak deproteinizasyon
(protein uzaklastirma) islemi gerceklestirilmistir. Siiziilen malzeme etiivde 60 °C’de
4 saat icerisinde kurutulduktan sonra renk degisimi ve agartmak icin kloroform,
metanol ve su (1:2:4 oraninda) organik ¢ozelti karisiminda 1 saat inkiibe edilmistir.
Tekrar saf su ile yikama ve siizme isleminden sonra elde edilen nemli {iriin 50 °C’de
bir etiivde 48 saat kurutulduktan sonra hassas terazide tartilarak canlinin kuru
agirhginin % Kkitin igerigi tespit edilmistir. Elde edilen bu kitinin bir kism1 FTIR,
TGA, XRD ve SEM analizleri i¢in ayrilirken diger bir kism1 da kitosan tiretimi i¢in
kullanilmastir.

3.2 Yontemler

3.2.1 Demineralizasyon (Mineral uzaklastirma)

25 gr toz numune 2 M’lik 250 ml HCI ¢ozeltisinde 2 saat 150 °C’de reflux edilmistir.
Ardindan por agikligt 1 m olan siizge¢ kagidinda saf su ile defalarca yikanarak
stiziilmustiir. Etiivde 24 saat 60 °C’de kurutulan malzeme, daha sonra 2 M NaOH
cozeltisinde 19 saat 200 °C’de reflux edilmistir. Reflux isleminden sonra bu numune

deiyonize damitik distile su ile pH noétral olana kadar yikanarak deproteinizasyon



(protein uzaklastirma) islemi gergeklestirilmistir. Siiziilen malzeme etiivde 60 °C’de 4
saat icerisinde kurutulduktan sonra renk degisimi ve agartma igin kloroform, metanol
ve su (1:2:4 oraninda) organik ¢ozelti karisiminda 1 saat inkiibe edilmistir. Tekrar saf
su ile yikama ve siizme isleminden sonra elde edilen nemli Griin 50 °C’de bir etlivde
48 saat kurutulduktan sonra hassas terazide tartilarak canlinin kuru agirliginin % kitin
icerigi tespit edilmistir. Elde edilen bu kitinin bir kismi1 FTIR, TGA, XRD ve SEM
analizleri i¢in ayrilirken diger bir kismi1 da kitosan liretimi i¢in kullanilmistir.

3.2.2 Deproteinizasyon (protein uzaklastirma)

2 gr kitin % 60’lik NaOH ¢ozeltisinde 140 °C’ de 2 saat reflux edildikten sonra saf su
ile pH nodtr oluncaya kadar yikama ve siizme islemi ile kitosan elde edilmistir.
Ardindan etiivde 50 °C’de 48 saat kurutulduktan sonra hassas terazide tartilarak bu
kitinin % kitosan verimi belirlenmistir.

3.23 FTIR Analizi

Mavi yengecten elde edilen kitin ve kitosanin Infrared spektrumlari, 6l¢iimii dbya
Perkin-Elmer FTIR Spektrometre 4000-625 cm frekans araligindadir.

Mavi yengecin (Callinectes sapidus) asetilasyon derecesi (DA), asagidaki denklemi
kullanarak 6l¢tilmistiir (Liu vd., 2012):

DA (%) = (A16ss/ Asaso) X 100 (3.1)
Kitosanin deasetilasyonu derecesi (DD) asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir

(Yen ve Mau 2007).

DD (%) = 100 - [(A1658 / Azas0) X 115] (3.2)
Bu c¢alismada kullanilan ticari kitosan o formundadir.
3.2.4 Termogravimetrik Analizi (TGA)

Callinectes sapidus’tan elde edilen kitin ve kitosanin termogrametrik analizinde
EXSTAR S11 7300 marka cihaz kullanilmistir. Analiz esnasinda 25 °C’den 650 °C’ye
kadar, 10 °C/dk’lik degisimler 6l¢lilmiistiir.

3.2.5 XRD analizi

Mavi yengecten (Callinectes sapidus) elde edilen kitin ve kitosanin XRD analizi
RIGAKU 2000 Dmax sistemi kullanilarak 45° i¢in 5° 26 araliginda 6l¢iilmiistiir. Elde
edilen kitinin Kristal indeks degeri (Crl), asagidaki denklem kullanilarak
hesaplanmuistir;

Crl=[(1110-lam)/1110] x 100 (3.3)

Cr 1110 = [(1110- Tam) / 1110] 26 16 ° ve en 1110 amorf kirinim x 100 yogunlukta lam

20 20 °'de maximum yogunlugudur.



3.2.6 Tarama elektron mikroskobu (SEM)

Mavi yengecten iiretilen kitin ve kitosan yapisinin yiizey morfolojisi EVO LS 10
ZEISS marka taramali elektron mikroskobu (SEM), kullanilarak gerceklestirilmistir.
Orneklerden daha iyi goruntii alabilmek icin g¢ekimden Once Sputter Coater
(Cressingto Auto 108) marka altin kaplama cihaz1 ile Orneklerin yiizeyi altinla
kaplanmaistir.

3.2.7 Antimikrobiyal Aktivite

Kitosan soliisyonu (5 mg/ml) 1% (v/v) asetik asit soliisyonunda hazirlanmis ve 121
°C’de 20 dakika sterilize edilmistir. Antibakteriyel aktivite Bacillus subtilis RSKK
244, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Yersinia enterocolitica NCTC 11175,
Salmonella enteritidis RSKK 171, Lactococcus garvieae, Streptococcus agalactiae
Pasteur Inst.55118, Vibrio alginolyticus, antifungal aktivite Candida albicans ATCC
10231 ve Candida glabrata RSKK 04019’¢ karsi test edilmistir. Antimikrobiyal
metod, disk diflizyon teknigi ile inokiile edilmis petrilere yerlestirilen steril disklere
50 pl (250 pg/disc) kitosan solisyonu emdirilerek yapilmistir. Negatif kontrol olarak
% 1 asetik asit, pozitif kontrol olarak Ampicillin (Amp, 10 pg/disc) Gentamicin (CN,
10 pg/disc), Erythromycin (E, 15 pg/disc) ve Fluconazole (FCA, 25 pg/disc)
antibiyotikleri kullanilmistir. Minimal Bactericidal (MBC) veya Fungicidal (MFC)
konsantrasyon mikrodiliisyon yontemi ile yapilmistir (Kaya vd., 2014). Ayrica ticari
olarak satilan diisiik molekiil agirlikli kitosanin (Sigma, PCode: 1001654970)
antimikrobiyal aktivitesi de test edilmistir.

3.2.8 Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesinde Uygulanan Metotlar

3.2.8.1 DPPH Siipiirme Etkinligi

Antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi i¢in yengecten elde edilen kitosanlarin 1.25-
5 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlar: kullanilmistir. Antioksidan aktivite
aragtirmasinda uygulanan testlerden olan DPPH giderme aktivitesi testi Kaya vd.
(2014a), calismasindaki metot kullanilarak gerceklestirilmistir.

Oncelikle kitosanin farkli konsantrasyonlarda g¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra
standart olarak kullanilan sentetik antioksidan olan BHT ise 200 pg/ml ile 3.125 pg/ml
konsantrasyonlar1 arasinda bes farkli konsantrasyonda hazirlandi. DPPH ¢6zeltisi ise
6x10°M konsantrasyonunda hazirlandi ve bu miktardan seyreltme yapilarak
kalibrasyon egrisi i¢in bes farkli konsantrasyon olusturuldu.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kitosan ¢ozeltilerinden 0.5 ml alinip ve bunun

lizerine 6x10~>M konsantrasyondaki DPPH c¢ozeltisinden 3 ml ilave edildi. Ttplerin



agizlar kapatildi, kuvvetlice karistirildi. Sonra oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika
bir siire bekletildi. Bu siire sonunda absorbanslar 517 nm’de okundu. Cozeltilerin ve
standart maddenin inhibisyonu asagidaki verilen denklemden hesaplandi:
Inhibisyon(%)=((Akontrol-Adrnek)/Akontrol)x100 (3.4)
Kitosan ve standart maddenin konsantrasyon inhibisyon grafigi ¢izildi ve buradan
DPPH radikalinin yarisin1 siipiirebilen konsantrasyon hesaplandi (ICsg). ICsg
degerine bakildiginda bu degerin diisiik olmasi antioksidan kapasitenin yiiksek
oldugunu gostermektedir. (Sarikiirkgii vd., 2008)
3.2.8.2 Demir Indirgeme Giicii
Bu yontemde kitosanin 5000 pg/ml ile 1250 pg/ml konsantrasyonlari kullanildi.
Standart olarak bir 6nceki metotta hazirlanan BHT ¢ozeltileri kullanildi.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kitosan ¢ozeltilerinden 2.5 ml alinip bunun
uzerine 0.2 M (pH 6.6) 2.5 ml fosfat tamponu ve % 1°lik 2.5 ml potasyum ferrisiyaniir
ilave edildi. Tiipler daha sonra 50 °C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda tlplerin Gzerine 2.5 ml % 10’luk TCA ilave edildi. Tiipler iyice karistirildi
ve Ust kistmlarindan 2.5 ml lik kisim bagka bir tlipe aktarildi. Bu tiipiin {izerine de 2.5
ml saf su ve 0.5 ml % 0.1°lik FeCl3 ¢ozeltisi konuldu.
Tiim ¢06zelti absorbans degerleri 700 nm’de okundu (Oyaizu, 1986). Absorbans

degerindeki artis indirgeme giiclinde de artig gostermektedir.
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4. BULGULAR

Crustacea grubuna dahil canlilar (6zellikle yengeg, karides, kerevit, kril) kitin ve
kitosanin ticari iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu canlilarin kitin i¢erikleri
ve bu kitinlerin kitosan verimleri lizerine bazi ¢alismalar yapilmistir. Cizelge 4.1°de
farkli Crustacea tiirlerinin kuru agirliklarinin kitin igerikleri ve kitosan verimleri
gosterilmistir.

Mevcut ¢aligmada Callinectes sapidus’un kuru agirliginin - % 11-12’si oraninda kitin
icerdigi ve yine canlinin kuru agirligindan % 8.6-9.2 kitosan (% 82.5 deasetilasyon
derecesine sahip) iiretilmistir. Daha once gergeklestirilmis bir lokal ¢alismada mavi
yengecin kuru agirhginm kitin ve kitosan igerigi arastirilmistir (Ozbay vd., 2012).
Ozbay vd. (2012), tarafindan gerceklestirilen ¢alismada mavi yenge¢ kabuk
yapisindan % 10.21 kitin yine bu kabuktan % 7.55 kitosan elde edilmistir. Mevcut
calismada elde edilen bu deger Ozbay vd. (2012), tarafindan elde edilen degerlere
oranla biraz yiiksek olarak kaydedilmistir. Diinya genelinde yaygin olarak besin
amacli tiikketilen mavi yengecin atik olan kabuk yapilarindan saf olarak kitin ve kitosan

elde edilmesinden dolay1 alternatif bir kaynak olarak kullanilabilecegi 6nerilmektedir.



Cizelge 4.1: Yengeg, kerevit, karides ve karides bazi tiirlerin kuru agirliginin kitin ve

kitosan igerigi

% kitin | % kitosan verimi | Referanslar
. . icerikleri

YENGEC TURLERI

Mavi Yenge¢ Kabugu 11-12 8.6-9.2 Mevcut ¢aligma

Mavi Yengec Kabugu 10.21 7.55 Ozbay vd., 2012

Potamon potamios( Tatli su | 6.83 4.65 Bolat vd., 2010

yengeci) kabugu

Chionoecetes opilio (Kar | 17.35-20.62 Youn vd., 2009

yengeci) kabugu

Podophthalmus vigil kabugu | 20.15-22.6 Das ve Ganesh,
2010

Yenge¢ Kabuklari 16.73 Abdou vd., 2008

Pandalus borealis kabugu 11.4-16.5 Kjartansson  vd.,
2006

Penaeus aztecus kabugu 21.53 Abdou vd., 2008

Penaeus duorarum kabugu 23.72 Abdou vd., 2008

Metapena eusstebbingi 17.48 Kucukgulmez vd.,

kabugu 2011

Yengec kabugu 16.4-18.8 Fernandez-Kim,
2004

Yenge¢ kabugu 20.6 Abdou vd., 2008

Kril 27.8 Wang vd., 2013

Gammarus argaeus 11-12 Kaya vd., 2013a

Artemia urmiana kisti 29.3-34.5 19.2-22.9 Tajik vd., 2008

Daphnia  manga  kis | 18-21 Kaya vd., 2013b

yumurtasi
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41FTIR

FTIR spekturumu ile kitin yapilar1 incelendiginde, a-Kitin icin karakteristik bandlar
olan, amit | in karbonil gruplar1 (-C=0) ile amit Il nin (-N-H) gruplar1 arasindaki
hidrojen baglarinin absorbsiyonu 1660 cm™*'de, (-CH20H) gruplar1 ile karbonil
gruplar1 arasindaki hidrojen baglarmin absorbsiyonu 1620 cm™‘de oldugu rapor
edilmistir (M1-Kyeong Jang, 2004). Mevcut ¢alismada Callinectes sapidus‘dan elde
edilen kitinin FTIR spektroskopisi incelendiginde 1657 ve 16 cm™ 22 o-kitin icin
karakteristik bandlar gozlemlenmis ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Ayrica mevcut
calismada Callinectes sapidus’dan ve literatiirde farkli canlilardan elde edilen o-
kitinin FTIR sonuglar1 Cizelge 4.1’de verilmistir. Mevcut ¢alismadan elde edilen FTIR
sonuclar1 ile onceki ¢alismalardan elde edilen FTIR sonuglar ile kiyaslandiginda,
oldukca paralellik gosterdigi gozlemlenmistir.

Materyal ve metod kisminda verilen formiile gore kitinin asetilasyon derecesi (DA)
FTIR sonuglarina gére % 77 olarak tespit edilmistir.

FTIR spektroskopisi ile kitosan ¢alismalar incelendiginde ise kitosan icin karakteristik
pikler olan Amit I bandi karbonil (v(C=0)) ile Amit I amin (v(NH2)) gerilmeleri 1650
cmtve 1590 cm civarinda absorbsiyon band1 verdigi gézlenmistir. (Sing, 1994; Qu,
2000; Peng, 1994). Mevcut calismada Callinectes sapidus’tan elde edilen kitosanin
FTIR spektrumunda ise 1658 ve cm™ 1591 cm™ deki absorbsiyon bandlar1 kitosan
olusumunun bir gostergesidir. Ayrica Callinectes sapidus’dan elde edilen kitosan ile
ticari kitosanin FTIR spekturumlar1 kiyaslanmis ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Ticari
kitosan icin amit I (C=0O-NHR) ve amin gruplar1 (-NH2) bandlar1 sirasiyla 1650 ve
1586 cm™ olarak bulunmustur. Ticari kitosan ile Callinectes sapidus’dan elde edilen
kitosan FTIR sonuglar1 incelendiginde oldukg¢a benzerlik gosterdigi gozlenmis ve
Cizelge 4.2°de verilmistir.

Elde edilen kitosanin deasetilasyon derecesi (DD) FTIR incelemesi sonucu % 82.5

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2: Callinectes sapidus ve farkli canlilardan elde edilen a — Kitinin FTIR

bantlari
Dalga Sayisi(cm™) Frekans
Titresim Modu | Siniflandirma | Kitin a-kitin Kitin Formu | Kitin
Formu (Pearson | Penaeus Formu
(Callinectes | vd., 35) | semisulcatus | Gammarus
sapidus) (Al Sagheer | argaeus
vd., 2009) (Kaya vd.,
2013)
O-H - 3432 3447 3438 3433
gerilmeleri
N-H - 3260,3103 | 3264- 3301 3258-3101
gerilmeleri 3106
CHs simetrik | Alifatik 2919 2929 2918 2913
gerilmeleri ve | Bilesikler
CH: asimetrik
gerilmeleri
CHs simetrik | Alifatik 2850 2962 2879 2875
gerilmeleri bilesikler
C=0 Ikincil | Amit | 1657 1652 1656 1655
amit
gerilmeleri
C=0 Ikincil | Amit | 1622 1619 1625 1620
amit
gerilmeleri
N-H Amit I 1550 1555 1562 1554
egilmeleri, C—
N gerilmeleri
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Cizelge 4.2 (devam): Callinectes sapidus ve farkli canlilardan elde edilen o — Kitinin
FTIR bantlar1

CH2 egilmeleri | - 1431 1430 1431 1424
ve CHs

deformasyon

CH egilmeleri, | - 1377 1378 1378 1376
CHs  simetrik

deformasyonu

CH> Amit 11, | 1308 1310 1315 1309
bikulmeleri protein

bilesenleri

Asimetrik 1153 1155 1157 1155
Oksijen Germe

Koprasu

Asimetrik Faz 1113 1110 1115 1112
Ici Halka
Germe Modu

c-0-C Sakkarit 1064 1065 1072 1064
Asimetrik Halkalar
halka ici

gerilmeleri

C-O Asimetrik | - 1007 1020 1031 1010
halka ici

gerilmeleri

CHs Zincir 952 975 950 952

Bikulmeleri boyunca

CH Germe | Sakkarit 893 890 899 894
Halkasi Halkalar
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Cizelge 4.3: Callinectes sapidus 'tan elde edilen ticari kitosanin FTIR bantlar1

Dalga Sayisi(cm™) Frekans

Titresim Modu

Kitosan Formu

(Callinectes sapidus)

Ticari Kitosan

3362 3353 v(NH,) assoc. inprimary amines
and v (OH) assoc. inpyranose
ring

2923 2921 vas(CHz) in CH2OH group

2871 2871 v (C-H) in piranoz halka

1658 1652 v (C=0) in NHCOCHz grubu
(Amit | bandr)

1591 1586 v (NH3) in NHCOCHS3 grubu
(Amit 11 band)

1422 1420 d(CH2) in CH20H group

1376 1375 5s(CHs) in NHCOCHG group

1322 1317 d (C-H) in piranoz halka

1258 1258 NHCO grubunun kompleks
titresimleri
(Amit Il bandr)

1149 1149 v s(C-0O-C) (glikozidik baglar)

1062 1062 vas(C-0O-C) (glikozidik baglar)

1022 1021 v (C-0) icinde sekonder OH
grubu

987 985 v (C-0) iginde primer OH grubu
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a)

b)

Transmittance (%)

<)

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 EBO0D 6500
Wavenunmbers (cm 1)

Sekil 4.1: Kitin ve kitosan 6rneklerinin FTIR Spektrumlari:

a) Mavi yengec'ten (Callinectes sapidus) elde edilen kitin,

b) Mavi yengeg'ten (Callinectes sapidus) elde edilen kitosan,
c) Ticari kitosan Sigma-Aldrich’tan.

4.2 TGA

Callinectes sapidus’dan elde edilen kitin ve kitosanin TGA analiz sonuglar1 Sekil
4.2°de gosterilmistir. Callinectes sapidus’tan elde edilen kitinin TG diyagramina
bakildiginda literatiirdeki o-kitin ¢alismalarina benzer sekilde iki basamakta kiitle
kaybinin gerceklestigi gozlemlenmistir.

Birinci basamakta 0-150°’de % 6’lik kaybimin kitin molekiillerine adsorbe olmus
sudan, ikinci basamak ise 150-600 °C (DTG max:390 °C) % 74’lik kayip kitin
birimlerinin asetillenmis ve deasetillenmis birimleri ile molekiiliin polisakkarit
yapisinin bozunmasina atfedilmistir (Juarez-de la Rosa vd., 2012).

Kitosanin TG-DTG diyagramina bakildiginda ise yine literatiirdeki ¢alismalara benzer
sekilde iki basamakta kiitle kayb1 gozlenmistir (Entsar, 2008). Birinci basamakta 0-

150 °C’de % 4’luk kiitle kaybi kitosan birimerine adsorbe olan su molekllerine, ikinci
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basamakta ise 150-650 °C’de (DTG max:390 °C) % 61°lik kiitle kayb1 kitosanin termal

bozunma basamagina atfedilmistir. Hem kitin hem de kitosanin TG-DTG

diyagramlarina bakildiginda ana bozunma basamaklarinin tek bir adimda gergeklestigi

goriilmiistiir.
Kitinin i¢in ana bozunma basamagi 339 °C’de (DTG max) ger¢eklesirken kitosan i¢in
ise bozunma basamagi 272 °C (DTG max)’de gergeklesmistir. Bu sonug Kitin

molekilinin kitosan molekilinden daha kararli oldugu gostermektedir (Entsar,

2008).
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Temperature (°C)
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Sekil 4.2: TGA analizi ve DTG egrileri:

a) Callinectes sapidus dan elde edilen Kitin,

b) Callinectes sapidus’'dan elde edilen kitosan.
4.3 XRD

Mavi yengecten elde edilen kitin ve kitosan ornekleri 5° ve 45° 260 araliginda
incelenmistir. inceleme sonucu Kitin igin 2 keskin (9.26° ve 19.16°) ve 4’de zayif
(12.62°, 20.7°, 23.16° ve 26.18°) olmak (izere toplam 6 pik gézlenmistir. Kitosan
icin 10.26° ve 20.04°’te 2 keskin pik gozlenmistir (Sekil 4.3).

Ticari olarak tiretimi yapilan yengec, karides ve krill gibi canlilar ile birlikte bocek,
mercan ve mantar gibi canlilardan elde edilen a-chitin yapilarina bakildiginda mevcut
calismadakine benzer sekilde 9° ve 19° civarinda 2 keskin ve 12°, 21°, 23° ve 26°
civarinda 4’te zayif pik gézlenmistir (Abdou vd. 2008, Ifuku vd. 2011, Jua'rez-de la
Rosa vd. 2012, Liu vd. 2012, Wang vd. 2013). (Jang vd., 2004) o , B ve y kitini
karakterize etmistir. Bu ¢alismaya gore a-chitin icin 9.6°, 19.6°, 21.1° ve 23.7°’de
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pikler gozlenmektedir. Bu piklerden de 9.6° ve 19.6° keskin diger piklerde zayif
olarak gozlenmistir (Jang vd., 2004). Bu sonuglar dogrultusunda mevcut calismada
mavi yengecten kaydedilen kitin o formdadir.

Kitinin Kristal indeksi degeri materyal ve metotta verilen formile gore hesaplanarak
% 85 olarak tespit edilmistir. Diger ¢alismalarda farkli canli gruplarindan elde edilen
kitinlerin kristal indeks degeri hesaplanmis ve % 54-89.7 arasinda degistigi
gozlenmistir (Zhang vd. 2000, Liu vd. 2012). Mevcut calismada mavi yengecten elde

edilen kitinin Crl degeri diger ¢alismalarda gozlenen degerlere gore yiiksek olarak

kaydedilmistir.
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Sekil 4.3: Callinectes sapidus’dan elde edilen kitin ve kitosanin XRD spektrumu
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4.4 SEM

Callinectes sapidus‘dan elde edilen kitin ve Kkitosanin yiizey morfolojisi
incelendiginde hem porlu hem de nanofiber yapilarin varligi gozlenmistir (Sekil 4.4).
Mevcut ¢alismadakine benzer sekilde krill, Gammarus argaeus ve pembe karides gibi
Crustacea grubuna ait canlilardan elde edilen kitin ve kitosan yapilarinin yiizeyleri
porlu ve nanofiber yapilardan olustugu diger caligmalarda tespit edilmistir
(Kucukgulmez vd. 2011, Wang vd. 2013 Kaya vd. 2013a). Mantarlardan elde edilen
baz1 kitin ve kitosanlarin ise porlu ya da nanofiber yapilarin bulunmadigi tespit
edilirken (Yen ve Mau, 2007), diger baz1 mantarlardan elde edilen kitin ve kitosanin
yalnizca nanofiber yapilardan olustugu kaydedilmistir (Cahn vd. 2001, Yen ve Mau
2004, Ifuku vd. 2011).

4 (e A
EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 1 pm* EHT = 20.00 kV Signal A = SE1
Mag = 10.00 K X H
9 A

o 1 pm*
Mag= 5.00KX
|Probe= 50pA  WD= 9.5mm |Probe= 50pA  WD= 9.5mm i

¢ V=
EHT = 20.00 kV Signal A = SE1

EHT = 20.00 kV Signal A= SE1
| Probe= 50pA WD =10.0mm | Probe= 50pA WD =10.0 mm

. 1 pm*
Mag = 10.00 KX
g e

o 1 pm*
Mag= 5.00 KX
g —

Sekil 4.4: Callinectes sapidus tan elde edilen kitin ve kitosanin SEM goriintiileri

(a, b. kitin c, d. kitosan).
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4.5 Antimikrobiyal Aktivite

Bu c¢alismada mavi yengecten (Callinectes sapidus) elde edilen Kkitosanin
antibakteriyel ve antifungal aktivitesi alt1 insan patojenine (Bacillus subtilis RSKK
244, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Yersinia enterocolitica NCTC 11175,
Salmonella enteritidis RSKK 171, Candida albicans ATCC 10231 ve Candida
glabrata RSKK 04019) ve ii¢ balik patojenine (Lactococcus garvieae, Streptococcus
agalactiae Pasteur Inst.55118 ve Vibrioalginolyticus) kars1 belirlenmistir. Yengegten
elde edilen kitosanin antimikrobiyal aktivitesi ticari kitosan ile karsilagtirilmistir.
Negatif kontrol olarak kullanilan kitosanin ¢oziildiigii % 1 v/v asetik asitin ¢alismadaki
tiim mikroorganizmalara kars1 inhibitor etkisi test edilmis ve antimikrobiyal aktivitesi
olmadig1 tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan ticari antibiyotiklerin
calismada kullanilan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitesi de tespit
edilmistir.

Disk diflizyon yontemi sonuglarina gore yengecten elde edilen kitosanin inhibisyon
zon ¢ap1 insan bakteriyel patojenlerine kars1 15.28-20.21 mm, fungal patojenlerine
karst 15.51-16.25 mm ve balik patojenlerine karsi ise 14.22-15.75 mm olarak tespit
edilmistir. Ticari kitosanin bu patojenler lizerine disk diflizyon sonuglari ise insan
bakteriyel patojenlerine kars1 17.61-26.37 mm, fungal patojenlerine kars1 14.45-14.76
mm ve balik patojenlerine kars1 ise 13.80-16.42 mm olarak bulunmustur. MBC ya da
MFC degerleri ise hem yengecten elde edilen hem de ticari kitosan i¢in 0.16-2.50
mg/ml arasinda degismistir. MBC veya MFC degerleri her iki kitosan ig¢in L.
monocytogenes ATCC 7644 (0.63 mg/ml),S. enteritidis RSKK 171 (0.16 mg/ml), S.
agalactiae Pasteur Inst.55118 (1.25 mg/ml), L. garvieae (2.50 mg/ml) bakterileri ve
C. glabrata RSKK 04019 mayasi i¢in (1.25 mg/ml) esit ¢ikmustir. B. subtilis RSKK
244, Y. enterocolitica NCTC 11175,V. Alginolyticus bakterileri ve C. albicans ATCC
10231 mayasinda yenge¢ kitosaninin MBC veya MFC degerleri ticari kitosana kiyasla
biraz daha yiiksek bulunmustur. Test edilen tiim mikroorganizmalar i¢inde en diisiik
MBC degeri her iki kitosan igin S. enteritidis RSKK 171°e kars1 tespit edilmistir.
Yengecten elde edilen kitosan ile ticari antibiyotiklerle inhibisyon zonlar
kiyaslandiginda S. enteritidis RSKK 171 ve B. subtilis RSKK 244 bakterileri icin
Gentamicin antibiyotiginden, L. monocytogenes ATCC 7644 bakterisi i¢in Eritromisin

antibiyotiginden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

22



Cizelge 4.4: Callinectes sapidus’dan elde edilen kitosanin antimikrobiyal aktivitesi

MBC?
veya Inhibisyon Zon Antibiyotiklerin Inhibisyon Zon
_ MFCP ap1 (mm apt (mm
Test edilen Capt (mm) Gapr (mm)
X ) (mg/ml)
mikroorgani
zmalar Ticar
Yen i Yenge  Ticari
ge¢ kitosa ¢ kitosan Amp CN E FCA
n
L.
monocytogenes 0.63  0.63 1%3,21 13'2? 25'2? 2%‘2? 11'3? -
ATCC 7644 ' ' ' ' '
Y.
enterocolitica 125 0.32 12‘8? 12‘%1 2;281 13'281 18'2? -
NCTC 11175 ' ' ' ' '
B. Sutilis 030 oy 2021t 2637+ 4399+ 1910+ 2587+
RSKK 244 ' ' 0.07 2.83 4.06 1.24 0.02
Senteritidis . g 1754t 1098t 2847+ 1379+ 2039t
RSKK 171 : : 0.24 4.70 0.87 0.22 0.95
C.alblcans e 1625: 1476: ]  2185:
ATCC 10231 ' ' 0.96 0.51 1.76
C. glabrata
195 195 1551t 14.42151 ] ] ] 25.0(23J_r
. 1422+ 14.09+ 2824+ 17.39+ 31.08+
L. garvieae 250230 "o 017 082 095 101 )
V. 063 03 1575t 1642+ 1695: 1827+ 20.99+ ]
alginolyticus ' ' 0.47 0.17 1.11 1.47 2.04
S. agalactiae 195 105 1541 1380+ 3534+ 1625+ 30.28% ]
Pas.Inst. 55118 ' 0.50 0.28 3.4 1.18 1.68

- Minimal Bakterisit Konsantrasyon (MBC)

b Minimal Fungusid Konsantrasyon (MFC)

¢ Disk ¢ap1 dahil engelleme bolgesi gap1. Degerler, ti¢ ayr1 deneyin ortalama = SD
olarak rapor edilir.

d: Antimikrobiyal aktivite gdstermez.
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4.6 Antioksidan Kapasite

Bu c¢alismada mavi yengecten elde edilen kitosan Orneklerinin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi amaciyla 2 farkli metot kullanilmistir. Kullanilan metotlar;
serbest radikal siiptirme etkinligi (DPPH metodu) ve demir indirgeme giicii testleridir.
DPPH metodunda mavi yengecten elde edilen kitosan Ornekleri 5 mg/ml
konsantrasyonda % 47.11 oraninda DPPH radikalini inhibe ederek gidermistir. DPPH
testinde kitosan drneklerinin farkli konsantrasyonlart % 34.18-47.11 oranlar arasinda
degisen inhibisyon degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5). Ayrica DPPH
siipirme etkinligi testinde bu radikalin yarisinin siipiiriildiigiinii gosteren ICsg
degerinin diisiik olmas1 antioksidan kapasitenin yiiksekligini gosterir. Bu ¢alismada
arastirilan kitosanin ICsq degeri 5.9941.03 olarak bulunmustur. Standart antioksidan
olan BHT (ICso =0.04+0.01) daha yiiksek seviyede aktivite gostermis olmasina kargin
standart antioksidanlarin yan etkilere sahip olmasi1 dolayisiyla dogal biyolojik bir iiriin

olan ve toksik etkilere sahip olmayan kitosan onlara tercih edilebilir.

100 - .
—&— Mavi yengeg
—_— 80 n
J
S
= 60 -
5. 1C5,=5.99+1.03
:-S 40 - //
%
o 20 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.5: Kitosanin DPPH radikali giderme aktivitesi.

Fe* iyonun indirgeme kapasitesi siklikla elektron verme kapasitesinin bir isareti gibi
degerlendirilir. Demir iyonlarmin indirgenmesi 6nemli bir antioksidatif mekanizma
olup diger antioksidan kapasite testleri ile gii¢lii bir baglant1 gosterir (Dorman vd.,
2003). Demir iyonlar1 indirgeme giiciinde absorbansin artmasi ile antioksidan kapasite
dogru orantilidir. Bu ¢aligmada absorbansin 0.5 oldugu etkili konsantrasyon anlamina
gelen ECs, degerleri hesaplanarak 6rnek ve standardin demir iyonu indirgeme giigleri

karsilagtirilmistir. Buna gore kitosan orneklerinin ortalama ECs, degeri 6.16+£0.12
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iken standart antioksidan madde olan BHT’nin ECso, degeri 0.04+0.01 olarak

bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Kitosanin demir iyonu indirgeme giicii.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Callinectes sapidus (Mavi yengec) ekonomik anlamda oldukca fazla éneme sahiptir.
Kabuk yapilari atik iiriin olarak dogaya terk edilmektedir. iceriginde bulunan kitin ve
bu irlinlerin kitosana doniistiiriilerek kazandirilan yap1 calismamizla ortaya
cikarilmistir. Callinectes sapidus dogal olarak Kuzey Amerika kiyilarinda dagilim
gosterir. Adaptasyon oOzelliginin yiiksek olmasi nedeniyle hemen hemen dinya
genelinde dagilim gostermekte ve besin olarak tiiketilmesinden dolay1 yaygin olarak
tiretimi de yapilmaktadir

Mevcut ¢alismamizda Callinectes sapidus’dan porlu ve nanofiber yapida a-Kitin ve
kitosan elde edilmistir. Elde edilen FTIR, TGA, XRD ve SEM ile detayli olarak
karakterize edilmistir. Aranaz vd. (2009), igin kitosan kendi igerisinde kristal yapis1 ve
deasetilasyon derecesine gore farkli kullanim alanlarina sahiptir. Bununla birlikte
mavi yengecten elde edilen nanofiber ve porlu polimerlerin biyosensor, filtrasyon,
kontrollli ilag verme sistemleri, dental uygulamalar ve tekstil gibi alanlarda etkin
olarak kullanilabilecegi belirlenmistir (Ravi Kumar 2000, Pillai ve Sharma, 2009).
(Holthuis 1961, Tureli vd. 2000, Ozcan ve Akyurt 2006). Mavi yengecin besin olarak
tilketildikten sonra olusan kabuk yapilarmin kitin ve kitosan kaynagi olarak
degerlendirilmesi hem ¢evreye verilecek zararin azaltilmasi hem de teknolojik agidan
cok yonlii kullanilabilecek bir materyal iiretilmesi saglanacaktir.

Kitosanin genel kullanim alanlar1 basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil
olmak tizere birgok endiistri alanidir.

Yapilan bir ¢alismada, yengecin (Portunus pelagicus) kabuk atiklarindan elde dilen
kitosanin on insan patojenine karst (Escherichia coli, Shigellla flexneri, Bacillus
subtilis, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, vibrio
parahaemolyticus, Streptococcus epidermis and Micrococcus luteus) antimikrobiyal
aktivitesi test edilmistir. 50 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanan kitosandan 50 pl her

kuyuya eklenerek yapilan galismada inhibisyon zon ¢aplari test edilen bu bakterilere



kars1 1-5 mm olarak tespit edilmistir (Raja vd., 2012). Arastiricilar ¢aligmalarinda B.
subtilis bakterisine kars1 4 mm’lik inhibisyon zonu kaydedilirken bizim ¢alismamizda
kullanilan B. subtilis RSKK 244 susuna kars1 daha az konsantrasyonda (250 pg/disk)
kitosan kullanilarak yapilan testte antimikrobiyal aktivite inhibisyon zon ¢ap1 ¢cok daha
yuksek (20.21 mm) ¢ikmustir.

Antimikrobiyal aktivitedeki bu farklilik kullanilan yontem, bakteri susu, elde edilen
kitosanin fizikokimyasal 6zelliklerine ve yengeg tiirliniin farkliligindan kaynaklanmis
olabilir.

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi {lizerine test edilen mikroorganizma susu ve
tiirlinlin yani sira deasetilasyon derecesi de etkilidir. Kitinin alkali deasetilasyonu (DA)
ile elde edilen kitosanin DA derecesi (DDA), kullanilan metoda ve serbest amino
gruplar ile kitosanlarin karakteristiginde neden olunan degisikliklere bagli olarak %
30-95 arasinda degismektedir. Amino gruplart aktif fonksiyonel gruplar olup
antibakteriyel aktivite i¢in gereklidir (Chung ve Chen, 2008). Daha once yapilan
bir¢ok calismada yiiksek DA derecesine sahip olan kitosanlarin diisiik olanlara nazaran
daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (Park vd., 2004).
Arastirmamizda yengecten elde edilen kitosanin DDA’nun yiiksek olusu (% 86)
antimikrobiyal aktivite lizerine de etkili olmustur. Ayrica test edilen ticari kitosanin
DA derecesinden (% 85) az da olsa yiiksek bulunmustur.

Antimikrobiyal aktivite testleri sonuglar1 degerlendirildiginde, ¢alismamizda elde
ettigimiz kitosanin ticari olarak satilan kitosana yakin veya esit sonuglar gostermesi
Callinectes sapidus 'dan elde edilen kitosanin ticari olarak satilan kitosanlara alternatif
antimikrobiyal madde kaynagi olabilecegini gostermistir. Ayrica yengecten elde
edilen kitosanin uygun dozlarinin da ticari olarak satilan ve bircok hastaliga karsi
kullanilan ticari olarak satilan antibakteriyel ve antifungal maddelere alternatif dogal
bir kaynak olabilecektir. Daha 6nce Daphnia longispina’dan elde edilen kitosan ve
bundan dretilen O-karboksimetil kitosanin DPPH giderme aktiviteleri sirasiyla 23.01
ve 56.43 IC5, degerleriyle bu ¢alismada kullanilan mavi yengeg kitosanindan oldukga
diisiik aktivite gostermislerdir (Kaya vd., 2014a). Yine ayni aragtirmacilarin patetes
boceginin ergin ve larvasindan elde edilen kitosanlarin karakterizasyonu ve
antioksidan aktivitelerinin arastirildigr ¢alismalarinda ergin bocekten elde edilen
kitosan 4.15 ICs, degerleriyle bizim g¢alismamizdan daha yiiksek DPPH giderme
aktivitesine sahipken, larva 10.38 ICso degerleriyle bizim ¢alismamizda kullanilan

kitosandan daha diisiik aktivite gostermistir (Kaya vd., 2014b).
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Patates boceginin ergin ve larvasindan elde edilen kitosanlarin antioksidan
aktivitelerinin arastirildigi ¢alismada larvanin ve ergin bocegin ECso degerleri
sirasiyla 4.43 ve 4.53 olarak belirlenmistir (Kaya vd., 2014b). Daphnia longispina’nin
kis yumurtasindan elde edilen kitosan ve O-karboksimetil kitosanin antioksidan
aktiviteleri bir baska calismayla arastirilmis ve sonug¢ olarak kitosanin 10.12, O-
karboksimetil kitosanin ise 8.30 ECso degerine sahip oldugu goriilmiistiir (Kaya vd.,
2014a). Buna gore patates boceginden elde edilen kitosan bu c¢alismada kullanilan
mavi yengecten elde edilen kitosandan daha yiiksek antioksidan aktivite gostermisken,
Daphnia longispina’dan elde edilen kitosan ve O-karboksimetil kitosan daha diisiik
antioksidan aktivite sergilemistir.

Mevcut arastirmada mavi yenge¢ kitosaninin antimikrobiyal aktivite ve yiiksek
antioksidan gosterdigi belirlenmistir. Yaptigimiz ¢aligmamizla yiiksek miktarlarda
tiretilebilen kitosan biyopolimeri, ¢evre ve canliya karsi nontoksik 6zelliginin olmasi,
biyolojik olarak bozunabilir olmasi, yiiksek biyouyumlulugu, bazi fiziksel ve kimyasal
ozellikleri bakimindan diger polimerlere nazaran daha avantajlidir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 farkli disiplinlerde genis kullanim alanlarina sahip olabilecektir. Callinectes
sapidus’un diinya genelinde yaygin dagilim gostermesi, kolay kiiltiire edilebilir olmasi
nedeniyle bu tiiriin besin olarak tiiketildikten sonra kalan kabuk yapilarinin alternatif

kitin ve kitosan kaynagi olarak degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
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