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ÖNSÖZ 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, üç boyutlu olarak elde edilen kitinlerin doku 

mühendisliği, ağır metal giderimi gibi alanlarda alternatif biyo-malzeme olarak 

kullanımı önem kazanmıştır. Fakat kitinin türevi olan kitosandan üç boyutlu olarak 

üretimi olmamıştır. Kitosanın sahip olduğu, biyo-uyumluluk, biyo- bozunabilirlik, 

toksik olmama, termal kararlılık, yüksek antitümör, antimikrobiyal ve antioksidan 

aktivite gibi özelliklere sahip olması ve kaynağa bağlı olarak farklı kullanım 

alanlarında tercih edilen elverişli bir biyo-materyal yapmaktadır. Son yıllarda 

kitosana olan ilginin artması ile kitosanın antimikrobiyal, antitümör aktivisinin diğer 

materyallere göre üstünlüğünü ortaya koymuştur. 

 

Bu çalışmada ise ilk kez kırkayakgillerden Julus terrestris„den 3D kitin ve kitosan 

halkaların eldesi gerçekleştirilmiştir. J. terrestris örnekleri Bakırdağı, Develi, 

Kayseri‟den 29.01.2015 tarihinde toplanmıştır. Elde edilen 3D kitin ve kitosan 

halkalar, fiziko-kimyasal karakterizasyonları yapılmış ve ticari kitin ve kitosan ile 

karşılaştırılmıştır. Ayrıca J. terrestris‟den elde edilen kitosanın DNA etkileşimi, 

HeLa ve L929 hücre hatları üzerine antitümör aktivitesi, sitotoksisitesi ve bazı 

patojenlere karşı antimikrobiyal aktivitesi belirlenmiştir. Analiz sonuçlarında,  3D 

kitin ve kitosanın yüksek termal kararlılığa ve porlu yüzey yapısına sahip olduğu 

belirlenmiştir. 3D kitosanın sahip olduğu düşük molekül ağırlığı (4.31 kDa) 

sayesinde, hücre hatları üzerine antiproliferatif ajan olarak kullanılabilecektir. Ayrıca 

kitosanın kitine göre daha yüksek antimikrobiyal özelliğe sahip olmasından dolayı 

3D kitosanların gıda, medikal ve tıp gibi alanlarda tercih edilebilecektir. 
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ÖZET 

 

DĠPLOPOD VÜCUT SEGMENTLERĠNDEN 3 BOYUTLU KĠTOSAN 

ÜRETĠMĠ VE BĠYOTEKNOLOJĠK UYGULAMALARI 

 

Ticari olarak elde edilen kitin ve farklı kaynaklardan izole edilen kitin (mantar, 

böcek, yengeç, karides ve kerevit) toz, granül veya yaprak şeklinde literatürde rapor 

edilmiştir. Üç boyutlu (3D) olarak üretilen kitinin ise sadece süngerden elde edildiği 

bilinmektedir, fakat üç boyutlu kitosan henüz rapor edilmemiştir. Bu çalışmada, 

diplopod olarak bilinen kırkayakgillerden bir türün (Julus terrestris) gövde 

segmentlerinin yapısı korunarak halka şeklinde ilk kez 3D kitin ve kitosan 

üretilmiştir. Elde edilen 3D kitin ve kitosan halkaların FT-IR, SEM, TGA, XRD ve 

Elemental Analiz cihazları kullanılarak karakterizasyonu yapılmıştır ve kitosanın 

molekül ağırlığı belirlenmiştir. Karakterize edilen 3D kitin ve kitosan ticari kitin ve 

kitosan ile karşılaştırılmıştır. Elde edilen kitosan halkaların asetik asitte (% 1‟lik) 

çözünmesiyle elde edilen kitosan çözeltisi; plazmid DNA etkileşimi, antitümör 

aktivitesi ve antimikrobiyal aktivitesini belirlemek için kullanılmıştır. J. terrestris‟ 

den elde edilen kitosan çözeltisi plazmid DNA ile etkileşimi için farklı 

konsantrasyondaki çözeltilerin (0.04, 0.4 ve 4mg/mL) konsantrasyonu arttıkça tutma 

kapasitesini artırdığı gözlenmiştir. Elde edilen kitosan çözeltisi HeLa ve L929 hücre 

hatları üzerine, düşük sitotoksisitesi ve antiproliferatif aktivitesinin yüksek olduğu 

gözlenmiştir.  J. terrestris‟ den elde edilen kitosanın antimikrobiyal aktivitesi 12 

mikroorganizma üzerine araştırılmıştır ve yaygın olarak bulunan insan patojeni 

Staphylococcus aureus için yüksek inhibisyon (15.6±1.154mm) gösterdiği 

belirlenmiştir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: HeLa hücre hattı, miliped, biyopolimer, sitotoksisite. 
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ABSTRACT 

 

PRODUCTION OF 3 DIMENSIONAL CHITOSAN FROM BODY 

SEGMENTS OF DIPLOPODA AND ITS BIOTECHNOLOGICAL 

APPLICATIONS 

 

Commercially available chitins and the chitin isolates (from mushrooms, insect 

cuticles, shells of shrimp, crab and crayfish) reported in the literature are in forms of 

powder, flake or granule. Three-dimensional chitins have been only known from the 

sponges but still three-dimensional chitosan has not been reported yet. In this study, 

we produced three-dimensional chitin and chitosan rings from the body segments of 

diplopod Julus terrestris. Obtained chitin and chitosan rings were characterized by 

FTIR, SEM, TGA, XRD, Dilute solution viscometry and Elemental Analysis and 

compared with commercial chitin and chitosan. The interactions chitosan with 

plasmid DNA was studied at varying concentrations (0.04, 0.4 and 4mg/mL). 

Antitumor activity tests were conducted (L929 and HeLa) and low cytotoxicity and 

high antiproliferative activity was observed. Antimicrobial activities of J. terrestris 

chitosan were investigated on twelve organisms and highest growth inhibition was 

recorded for common human pathogen Staphylococcus aureus. 

 

 

Keywords: HeLa cell line, millipede, biopolymer, cytotoxicity. 
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1. GĠRĠġ 

 

Çeşitli kaynaklardan izole edilen kitin genellikle toz, yaprak ve granül halde 

bulunmaktadır. Ancak son yıllarda süngerlerden iki veya üç boyutlu yapıları 

korunarak izole edilen kitinler rapor edilmiştir (Brunner vd., 2009; Ehrlich vd., 2013; 

Ehrlich vd., 2007; Ehrlich vd., 2010a; Wysokowski vd., 2013a.;Wysokowski vd., 

2013b). Fakat ham madde olarak süngerlerden başka bir canlının yapısından üç 

boyutlu kitin ve kitosan üretimi literatürde bulunmamaktadır. 

Kitin ve kitosan, toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu, antimikrobiyal ve 

antitümör özellikleri (Rinaudo, 2006) sayesinde tıp, eczacılık, biyomühendislik ve su 

arıtma gibi alanlarda cazip biyopolimerler haline gelmiştir (Anitha vd., 2014; Park ve 

Kim, 2010; Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003; Wysokowski, vd., 2015; Zhao, vd., 

2010). İzole edilen iki ya da üç boyutlu kitin, başarılı bir şekilde doku 

mühendisliğinde kullanılmıştır ve ayrıca kompozit üretimi, zirkonyum depolama, 

uranyum adsorpsiyonu ve biyomimetik için (Ehrlich, vd., 2010b; Bazhenov vd., 

2015; Wysokowski vd., 2013a; Wysokowski vd., 2013b Wysokowski vd., 2013c; 

Wysokowski, vd., 2015) önerilmiştir. Kaynak organizmadan üç boyutlu kitin/ kitosan 

üretimi nispeten yeni bir alan olup, potansiyelini ortaya çıkarmak için daha fazla 

araştırma gerektiği görülmektedir. 

Diplopod, Arthropoda‟nın en büyük sınıflarından biridir ve 80.000 kadar türü 

bulunmaktadır (Sierwald ve Bond, 2007). Juliformia ve Polydesmida takımındaki 

diplopodların, segmentli olan silindirik dış iskeletleri kitinden oluşmaktadır (Blower, 

1951; Cong, vd., 2009). 

Mevcut çalışmada ise dünya genelinde ilk kez üç boyutlu kitosan üretimi 

yapılacaktır. Bu çalışmada diplopod olarak bilinen kırkayakgillerden bir türün (Julus 

terrestris) gövde segmentlerinin yüzük şeklindeki üç boyutlu yapısını koruyarak yeni 

bir kitosan malzemesi üretilecektir. Çalışmanın ön denemesi yapılmış ve bu üretimin 

başarılı bir şekilde yapılabildiği ortaya konmuştur. Elde edilen üç boyutlu kitin ve 



 
 

2 

 

kitosan örnekleri FT-IR, SEM, TGA, XRD ve elemental analiz ile karakterize 

edilerek hem deasetilasyon derecesi (DA) hem de molekül ağırlığı belirlenip ticari 

kitin ve kitosan ile kıyaslanacaktır. Sonraki aşama olarak fizikokimyasal özelliği 

belirlenen kitosanın antimikrobiyal özelliği çeşitli insan patojenlerine karşı 

belirlenecektir. İzole edilen kitosanların, uygun besiyerinde çoğaltılması sağlanan 6 

farklı gram-negatif, 5 farklı gram-pozitif ve bir maya mikroorganizmaları üzerine 

etkili olup olmadığı disk difüzyon yöntemi ile kontrol edilecektir. Ayrıca kitosan 

konsantrasyonlarının MIC (Minimum İnhibisyon Konsantrasyonu) değeri 

belirlenecektir. Bu kitosanın antimikrobiyal etki gösterebilmesi için gerekli olan 

minimum konsantrasyon belirlenecektir. Böylece bu doğal biyopolimerler özellikle 

sağlık ve gıda alanlarında kullanılma fırsatı bulacaktır. Bu çalışma ile dünya 

genelinde farklı disiplinlerde geniş kullanım alanına sahip kitosan biyopolimerinin 

yeni bir formu (üç boyutlusu) sentezlenecektir. Üç boyutlu (3D) kitosanın diğer toz 

haldeki örneklere göre avantajı; daha büyük yapıda ve yüzük şeklinde olması, üç 

boyutlu hücre kültürüne model olması ve sitotoksik etkisinin düşük olmasıdır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

2. LĠTERATÜR ÖZETĠ 

 

2.1 Kitin ve Kitosan 

 

Kitin, N-Asetil-D-glukozamin monomerlerinin β-(1,4) bağlanması ile oluşan, ilk kez 

1881‟te Brannot tarafından mantarlarda kitin varlığı tanımlanan doğal bir 

biyopolimerdir. Böceklerde ise ilk kez Odier 1823‟ te kitinin varlığını ispat etmiştir. 

Kitin yapısal olarak 3 forma sahiptir; α form (anti-paralel zincirler), β form (paralel 

zincirler) ve γ form (paralel ve anti-paralel zincirlerin kompozit)‟ dur (Jang vd., 

2004). Doğada dominant olarak bulunan formu (α kitin) ise böceklerde, deniz 

kabuklularında ve mantarlarda, süngerlerde bulunmaktadır (Kaya vd., 2016a; Al 

Sagheer vd., 2009; Abdou vd., 2008; Ifuku vd., 2011; Ehrlich vd., 2007). β formu ise 

kalamar ve deniz diatomlarında bulunmaktadır (Lavall vd., 2007; Brunner  vd., 

2009). 

Kitinin deasetillenmesi sonucu biyouyumlu, biyobozunabilir, toksik olmayan, 

antibakteriyel, antitümör gibi özelliklere sahip olan kitosan elde edilir. Bu 

özelliklerinden dolayı; doku mühendisliği (Hutmacher, 2000), kontrollü ilaç salınımı 

(Agnihotri vd., 2004), protein ve boya adsorpsiyonu (Wong  vd., 2003), gen terapisi 

(Jayakumar vd., 2010), tekstil (Jayakumar vd., 2011), ağır metal giderimi (Rorrer 

vd., 1993) gibi geniş kullanım alanları bulunmaktadır. Son yıllarda farklı özelliklere 

sahip kitin ve kitosanın yeni uygulamalarda da kullanımı giderek artmaktadır. 

 

2.2 Farklı Canlılardan Kitin ve Kitosan Eldesi ve Uygulama Alanları 

 

Genellikle kitin denildiği zaman ilk olarak Arthropoda şubesi ve Mantarlar alemi 

akla gelmektedir. Fakat son çalışmalara bakıldığında farklı şubelere ait canlıların da 

kitin içerdiği belirlenmiştir. Kaya ve ark. (2015a), ilk kez farklı bir şubenin 

(Bryozoa) kitin içerdiğini belirlemişlerdir ve yine ilk kez kitin izolasyonu için 

Bryoza şubesinden (Plumatella repens), Arthropoda şubesinden (Palomena prasina)
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 ve mantarlar aleminden (Fomes fomentarius) birer tür seçilerek karakterize etmişler 

ve elde edilen kitinlerin fizikokimyasal özellikleri karşılaştırmışlardır. Analiz 

sonuçlarına bakıldığında; FT-IR spektrumlarına göre elde edilen üç kitinin de α 

formu için karakteristik olduğunu belirlemişlerdir.  XRD analizi verilerine göre CrI 

değerleri sırasıyla; P. prasina (% 84.9), P. repens (% 60.1) ve F. fomentarius (% 

58.5) olarak kaydetmişlerdir. TGA sonuçları ise termal kararlılığı en yüksek böcek 

kitini (386 °C) olduğu belirlemiş ve bunu sırasıyla bryozoan kitini (355 °C) ve 

mantar kitininin (334 °C) takip ettiğini gözlemişlerdir. SEM analizinde ise yüzey 

morfolojinde bryozoan ve böcek kitinin nanofiber ve porlardan oluştuğu, mantarın ise 

fiber ve por içermediği gözlenmiştir. P. repens, P. prasina ve F. fomentarius için 

kitin içeriklerinin ise sırasıyla % 13.3, % 10.8 ve % 2.4 olduğu kaydedilmiştir. 

Broyoza şubesinde yer alan türlerinde kitin içeriklerinin yüksek olduğu ve alternatif 

bir kitin kaynağı olarak kullanılabileceğini belirlemişlerdir. 

 

Kitinin fizikokimyasal özelliğinin kaynağa göre değiştiği bilinmektedir. Fakat bir 

canlının farklı vücut bölgelerindeki kitinin içeriğinin ve fizikokimyasal özelliklerinin 

ne şekilde değiştiği bilinmemektedir. Kaya ve ark. (2015b), bal arısını beş farklı 

bölgeye (kafa, boyun, karın, ayak ve kanat) ayırarak kitin izolasyonu yapmıştır ve 

herbir bölgeden elde edilen kitinleri FT-IR, SEM ve TGA cihazları kullanılarak 

fizikokimyasal özellikleri karşılaştırılarak belirlemişlerdir. Beş farklı bölgeden elde 

edilen kitinlerin α forma sahip olduğu bulunmuştur. SEM analizi sonucunda sadece 

karın bölgesinden elde edilen kitinin üç farklı yüzey morfolojisine (normal fiber, 

sadece por ve sadece yapı iskelesi şeklinde) sahip olduğu gözlenmiştir. Kanatdan 

izole edilen kitin ise yoğun ve düz bir yüzeye sahipken kafa ve ayakdan elde edilen 

kitinler çok fiberli ve nadir porlu bir yüzey morfolojisine sahip olduğu gözlenmiştir. 

Boyun kısmında ise diğer kısımlara göre çok farklı bir yüzey morfolojisi (sıralı üst 

üste çakışan kefe şeklinde düz yüzey ve kırık fiberler) bulunmuştur. DTGmax 

değerleri sırasıyla; karın (367 °C), kafa (360 °C), ayak ve kanat (359 °C) ve boyun 

(308 °C) olarak kaydedilmiştir. En yüksek kitin içeriği ayak (% 13.25)‟ ta iken en 

düşük boyun (% 6.79) bölgesinde olduğunu görmüşlerdir. Bu sonuçlara bakıldığında 

fizikokimyasal özelliklerin sadece kaynağa bağlı olmadığını bir canlının farklı vücut 

bölgelerine de bağlı olduğu bu çalışma ile kanıtlanmıştır. 
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Kitinin gelişimsel süreçte fizikokimyasal özelliklerinin ve kitin içeriklerinin ne 

şekilde değiştiği kesin olarak bilinmemektedir. Kaya vd., (2016b), Vespa crabro‟ nun 

larva, pupa ve yetişkin gelişimsel sürecinde kitinin fizikokimyasal özelliğinin ve kitin 

içeriklerini belirlenmesi ile literatürdeki boşluğa ışık tutmuşlardır. Kitinaz testi ile 

elde edilen kitinlerin saf olduğunu belirlemişlerdir. Yapılan deneyler sonucunda kitin 

içeriğinin gelişimsel süreçte (larva % 2.2, pupa % 6.2 ve yetişkin % 10.3) kademeli 

olarak arttığı gözlenmiştir. Yüzey morfolojileri ise farklılık gösterdiği ve yetişkin 

kitinde dört farklı yüzey (mikropor (3-4µm), düz yüzey, balık pulu şeklinde nanofiber 

yüzey, nanopor ile birlikte sıkı fiberler ve nano por ile birlikte ayrılmış fiberler), pupa 

kitininde iki farklı yüzey (altıgen şeklinde nanofiberli yüzey ve nanofiber ile 

nanoporlu yüzey) ve larva kitinin de iki farklı yüzey (por ve fiberli yüzey ve fiberli 

porsuz yüzey) morfolojisine sahip olduğu gözlenmiştir. FT-IR analizi sonucu tüm 

kitinlerin α forma sahip olduğu bulunmuştur. Larva, pupa ve yetişkin kitinlerin 

DTGmax değerleri sırasıyla; 384.8 °C, 381.7 °C ve 382.4 °C olduğu belirlenmiştir. 

Bu analizler sonucu gelişimsel sürecin kitinin yüzey morfolojisinde farklı değişimlere 

neden olduğu ve kitin içeriğinin de gelişimsel süreç ilerledikçe arttığını 

belirlemişlerdir. 

 

Kitinin eklembacaklıların görme sisteminin bir parçası olduğu bilinmektedir fakat 

korneal kitinin detaylı karakterizasyonu araştırılmamıştır. Yapılan bir çalışma ile 

yusufçuk böceğinin (Sympetrum fonscolombii) bileşik gözlerinin korneal lensinde 

bulunan kitinin izolasyonu ve karakterizasyonu (FT-IR, XRD, SEM, TGA ve kitinaz 

testi) yaparak S. fonscolombii‟nin korneal lensinin kitin içeriği % 20.3±0.85 olarak 

belirlemişlerdir. Kitinaz testi sonucunda elde edilen kitinin saf olduğu belirlenmiştir. 

Analiz sonuçlarına bakıldığında, korneal lens kitinin α forma sahip olduğu, 

kristallinitesinin % 96.4 olduğu, DTGmax değerinin ise 369.2 °C olduğu 

gözlenmiştir. SEM analizi sonucunda ise yüzey morfolojilerinde farklılık 

gözlenmiştir. Korneal lens kitinin iç kısmı aralıklı altıgen şekle sahip kısa 

nanofiberlerden, dış kısmı ise sıra halinde dizilmiş altıgen şekle ve uzun fibrillere 

sahip olduğunu gözlemişlerdir (Kaya vd., 2016c). Kaya ve ark. (2016c) tarafından 

yapılan bu çalışma ile bir canlının sahip olduğu bileşik gözlerindeki korneal lens 

kitini karakterize edilerek biyomalzemeye farklı bir bakış açısı getirilmiştir. 
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2.3 Üç Boyutlu Kitin Ġzolasyonu ve Uygulama Alanları 

 

Kitin genellikle toz ve granül halinde elde edilmektedir ve ticari olarak satılmaktadır. 

Fakat son zamanlarda kitin izolasyonunda üç boyutlu kitin elde edilmesi ilgi 

çekmektedir. İlk olarak 3D kitin, süngerlerden (Porifera) 2010 yılında izole 

edilmiştir. İzole edilen 3D kitinler; biyomedikal, doku mühendisliği ve materyal 

bilimi gibi kullanım alanlarında uygulanmıştır. 

 

Ehrlich ve ark. (2010a) denizel süngerlerin Verongida sınıfında yer alan 5 farklı A. 

crassa, A. aerophoba, A. cauliformis, A. cavernicola ve A. fulva’ nın yapısal ve 

fizikokimyasal özelliklerini detaylı bir şekilde araştırmışlardır. Bu çalışma ile ilk kez 

süngerin yapı iskeleti korunarak üç boyutlu kitin elde etmişlerdir. Karakterizasyonlar 

sonucunda 3D kitinlerin katmandan oluştuğu ve fiberli bir yapıya sahip olduğu ışık 

mikroskobu ve SEM ile gözlenmiştir. Kitinaz testi ile kitinin saf olduğu 

belirlenmiştir. Bütün kitinlerin α formda olduğunu ispatlamışlardır. 5 farklı 

süngerden elde edilen 3D kitin iskelet malzemelerinin doku mühendisliğinde 

kullanılabilirliği araştırılmıştır (Ehrlich vd., 2010b). Yapılan araştırmalar sonucunda 

ise elde edilen 3D kitinlerin hücre kültürü için oldukça uygun olduğunu tespit 

etmişlerdir. 

 

Kaya ve Sargin (2016), yaptıkları çalışmada ilk kez Oniscus sp‟ nin vücut şeklini 

koruyarak 3D kitin izolasyonu yapmışlardır ve FT-IR, XRD, TGA, SEM ve kitinaz 

testi kullanarak karakterize etmişlerdir. Oniscus sp‟den elde edilen 3D kitinin, kitinaz 

testi sonucunda yüksek saflıkta ve kitin içeriği % 29.6±4.2 olduğunu belirlemişlerdir. 

FT-IR analizi sonucu α forma sahip olduğu, XRD analizi sonucu düşük kristaliteye 

(CrI: % 51) sahip olduğu, TGA analizi sonucu ise düşük termal kararlıkta (DTGmax 

değeri 328.8 °C) olduğu, SEM analizi sonucunda ise 3D kitinin, nanofiber (9–17nm) 

ve nanopor (23–47nm)‟ lu bir yüzey morfolojisine sahip olduğunu gözlemlemişlerdir. 

Karakterize edilen 3D kitinin bovin serum albümin (BSA) proteni ile etkileşimi farklı 

pH (4.0-6.0 10mM asetat buffer ve 7.0- 8.0 10mM fosfat buffer)‟da test etmişler ve 

3D kitinin şeklinden ve fizikokimyasal özelliklerinden dolayı pH 4.0 ve 5.0‟in pH 6.0 

ve 8.0‟e göre daha yüksek protein etkileşimi gösterdiğini belirlemişdir. 
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Ehrlich ve ark. (2013), süngerden (A. Cauliformis) 3D olarak izole ettikleri boru 

şeklindeki kitin matriksi ekstrem şartlar (150 °C) altında zirkonyum dioksit 

nanofazların oluşumunda kullanmışlardır. 3D kitin matriksin yüksek termal 

stabilitesi, onun hidrotermal sentez çalışmasında kullanılmasına olanak sağlamıştır. 

Yaptıkları çalışma sonucunda, biyouyumlu zirkonyum-kitin kompozitinin kemik ve 

diş implantı gibi alanlarda kullanılabileceğini öngörmüşlerdir. 

 

Schleuter ve ark. (2013), Verongida sınıfında yer alan denizel bir süngerden (A. 

aerophoba) mekanik olarak kararlı ve esnek özelliklere sahip 3D kitinin uranyum 

adsorbsiyonu için ilk kez çalışmışlardır. Bu 3D kitin oldukça etkin (288 mg/g) 

uranyum adsorpsiyonu olduğu ve uranilin % 90‟ını seyreltilmiş HCl kullanarak 

desorbe edebildiği gözlemlemişlerdir. 

 

Norman ve ark. (2014), spongin içeren denizel sünger olan Hippospongia communis’ 

den 3D kitin izole edilmiş ve fiberli yüzeyi sayesinde karmen boya (C.I. natural red 

4) adsorbsiyonu için kullanmışlardır. Bu çalışma ile, boya konsantrasyonu, zaman, 

sıcaklık ve pH‟nın etkisi gibi parametreler araştırılmıştır. Adsorpsiyon kinetik 

sonuçlarının (r
2
=0.979-0.999), psödo-ikinci-dereceden kinetik modele uyduğu 

görülmüştür. 3D kitin ve karmen boyası arasındaki hidrojen bağları ve elektrostatik 

etki ile sağlandığı düşünülmektedir. Sonuçlara bakıldığında, boya adsorsiyonu için 

boya-biyopolimer hibrid materyalinin etkinliğini yüksek olduğu ve kullanılabilirliğini 

göstermiştir. 

 

2.4 Kitosanın DNA ile Adsorpsiyon Kapasitelerin belirlenmesi 

 

Kitosanın anyonik DNA molekülü ile etkileşimi, polielektrolit kompleks oluşumuna 

bağlıdır. Polikatyonik kitosan, anyonik DNA molekülünün yüzeyine bağlanmaktadır 

(Hu vd., 2014; Sarkar ve Kundu, 2012). Kitosanın polimerik halkaları üzerinde 

bulunan amino gruplar, DNA molekülleri ile etkileşimini göstermiştir (Kurita, 2006). 

Daha önceki çalışmalar kitosanın ilaç taşınımı (Yadollahi vd., 2015), doku 

mühendisliği (Kim vd., 2015) ve gen taşınımı (Nam ve Nah, 2016) gibi biyomedikal 

uygulamalarda kullanılmıştır. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861712008806
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2.5 Kitosanın Sitotoksisite ve Antitümör Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Younes ve ark. (2016), kitosanın molekül ağırlığının mesane kanseri hücreleri 

üzerine etkisinin olmadığını fakat kitosanın DA‟nın artmasıyla antitümör aktivitenin 

arttığını bulmuşlardır. Ayrıca antitümör aktivitenin düşük pH‟ da yüksek pH‟ ya göre 

daha yüksek aktivite gösterdiğini belirlemişlerdir. 

 

Shen ve ark. (2009), yaptıkları çalışmada düşük molekül ağırlığa sahip kitosan 

oligosakkaritlerin Hep G2 üzerinde önemli bir anti-tümör aktiviteye sahip olduğunu 

bulmuşlardır. 

 

Daha önceki çalışmalarda ideal özelliklere sahip biyouyumlu kitosan türevleri, 

birincil normal insan epidermal fibroblastlar ve keratinositler üzerine test edilmiştir 

(Lim vd., 2006; Rasad vd., 2010). 

 

Maeda ve Kimura (2004), Sarkoma 180 hücre hattı üzerinde farklı molekül ağırlığına 

sahip kitosanın antitümör aktivitesini incelemişlerdir. Düşük molekül ağırlıklı 

kitosanın daha yüksek antitümör aktiviteye sahip olduğunu rapor etmişlerdir. 

 

Park ve ark. (2011) tarafından yapılan çalışmada ise, kitosanın molekül ağırlığı ve 

DA‟nın üç farklı insan tümör hücre hatları (Hep G2, A549 ve PC3) üzerinde belirgin 

bir etkiye sahip olduğunu bulumuşlardır. 

 

Jiang ve ark. (2011), MCF-7 hücre hattı üzerinde iki farklı kitosan türevinin (sülfatlı 

kitosan ve sülfatlı benzaldehid kitosan) antitümör aktivitesi analiz etmişlerdir. 

Yapılan bu çalışma sonucunda sülfatlı kitosanın yüksek antitümör aktiviteye sahip 

olduğunu bulumuşlardır. 

 

2.6 Kitosanın Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Kitin ve kitosan, geniş bir yelpazede yosun, bakteri, maya ve mantar gibi hedef 

organizmalara karşı antimikrobiyal bir ajan olarak araştırılmıştır. Çeşitli 

kaynaklardan üretilen kitin ve kitosan farklı fiziko-kimyasal, antimikrobiyal 

aktiviteler sergilemiştir. 
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Chien ve ark. (2016), yaptıkları çalışmada bir mantar (shiitake stipes) ve yengeç 

kabuklarından kitosan elde etmiş ve bunların antimikrobiyal özellikleri 

karşılaştırmıştır. Mantar ve yengeç kabuklarından elde edilen kitosan, 3 Gram pozitif 

(B. cereus, L. Monocytogenes ve S. aureus) ve 5 gram negatif (E. coli, 

Flavobacterium sp., P. aeruginosa, S. typhimurium ve V. parahaemolyticus) patojen 

bakteri türüne karşı mükemmel antimikrobiyal aktivite (0.5 mg / ml'de 11.4-26.8 

mm'lik inhibisyon zon) sergilediğini belirlemişlerdir. Shiitake kitosanın yengeç 

kitosanına kıyasla daha iyi antimikrobiyal ajan olarak kullanılabilirliği gösterilmiştir. 

Tsai ve Su (1999), farklı DA‟sine sahip üç çeşit kitosanın (% 50, 75 ve 95) 

antimikrobiyal etkisini B. cereus, L. monocytogenes, S. dysenteriae, S. aureus, V. 

cholerae, V. parahaemolyticus ve C. albicans patojenleri üzerine büyüme 

inhibisyonu üzerine araştırmışlardır. DA‟sı yüksek olan kitosanın daha yüksek 

antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğunu göstermiştir 



 

 
 

3. MALZEME VE YÖNTEM 

 

3.1 Diplopod Örneklerin Toplanması 

 

Tez danışmanının özel bahçesinden (Bakırdağı, Develi, Kayseri, 29.01.2015) 

Diplopod örnekleri (Julus terrestris) toplanmıştır ve üzerindeki herhangi kir veya 

toprak kalıntılarını uzaklaştırmak için distile su ile defalarca yıkanmıştır. Daha sonra 

örnekler, 2 gün boyunca 50 °C' de etüvde kurutulmuştur. Ardından % 70‟ lik EtOH 

solüsyonu içerisinde oda sıcaklığında saklanmıştır. 

 

3.2 Kullanılan Materyaller 

 

J. terrestris’den elde edilen üç boyutlu (3D) kitin ve kitosanın tanımlanması ve 

karşılaştırılması için ticari karides kabuğu kitini; Sigma-Aldrich (kodu: 1001416772) 

ve düşük moleküler ağırlıklı kitosan; Sigma-Aldrich (448869-50G, CAS: 9012-76-

4)‟ den satın alınmıştır. Kitin ve kitosan izolasyonu için kullanılan kimyasallar; 

Sodyum hipoklorid (NaCIO) yerel marketten, sodyum hidroksit (NaOH) ve etanol, 

Sigma-Aldrich' den; metanol, kloroform ve hidroklorik asit (HCI), Brain Heart 

Infusion (BHI) Broth besiyeri, Sabouraud dextrose agar ise Merck' ten temin 

edilmiştir. DNA etkileşimi için plazmid DNA ise pGL4.13 (Promega, Madison, Wl) 

kullanılmıştır. 

 

3.3 Kitin Ġzolasyonu 

 

Julus terrestris örneklerinden kitin izole etmek için bir seri kimyasal işlemden 

geçirilerek saf olarak kitin elde edilmiştir. Yapılan kitin izolasyon yöntemi aşağıda 

detaylı bir şekilde açıklanmıştır. 
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3.3.1 Beyazlatma iĢlemi 

 

İlk olarak koyu renkli diplopod örnekleri üzerine % 4‟ lük NaCIO çözeltisi eklenerek 

70 °C‟ de 20 dakika bekletilmiştir. Ardından saf su ile pH nötr oluncaya dek yıkama 

yapılmıştır. Bu işlemde diplopod örneklerinin rengi beyazlamış ve vücut 

segmentlerinin şekli korunarak birbirlerinden ayrılması sağlanmıştır. 

 

3.3.2 Minerallerin uzaklaĢtırılması 

 

Rengi beyazlamış ve halka şekline sahip olan vücut segmentleri ayrılmış olan 

örneklerin üzerine 2M HCl çözeltisi eklenerek oda sıcaklığında 10 dakika 

bekletilerek yapıdaki minerallerin uzaklaştırılması sağlanmıştır. Ardından saf su ile 

pH nötr oluncaya kadar yıkama yapılmıştır. Bu işlem sonrasında da halka şeklindeki 

örneklerin yapısı korunmuştur. 

 

3.3.3 Proteinlerin uzaklaĢtırılması 

 

Demineralize olmuş halka şeklindeki örneklerin yapısından proteinleri uzaklaştırmak 

için 2M NaOH çözeltisi 100 °C‟ de 20 dakika boyunca reflux edilmiştir. Ardından, 

saf su ile yıkama yapılmıştır. Elde edilen 3D kitin örnekleri oda sıcaklığında 

kurutulmuştur. 

 

3.4 Kitosan Eldesi 

 

Üç boyutlu kitin örneklerinin üzerine % 60‟ lık NaOH çözeltisi eklenerek 150ºC‟ de 

3 saat boyunca kitinin deasetilenmesiyle üç boyutlu yapısı korunmuş olan kitosan 

üretilmiştir. Elde edilen 3D kitosan örnekleri oda sıcaklığında kurutulmuştur. 3D 

kitin ve kitosan üretimi Şekil 3.1. „de gösterilmiştir. 



 
 

12 

 

ġekil 3.1: Julus terrestris diplopod‟un vücut segmentlerinden 3D kitin ve kitosan 

halkaların izolasyon basamakları. 

 

3.5 Karakterizasyon 

 

Üç boyutlu kitin ve kitosan örnekleri ve Sigma-Aldrich kitin ve kitosan örnekleri; 

Fourier dönüşümlü infrared spektrometre (FT-IR), Taramalı elektron mikroskobu 

(SEM), Termogravimetrik analiz (TGA), X-Işını Kırınım yöntemi (XRD) ve 

Elemental analiz cihazları kullanılarak fiziko-kimyasal özellikleri karakterize 

edilmiştir ve kitosanın molekül ağırlığı belirlenmiştir. 

 

3.5.1 Fourier dönüĢümlü kızılötesi spektroskobu (FT-IR) 

 

Kitin ve kitosan halkaların FT-IR spektrumları, Perkin-Elmer FT-IR spektrometre 

cihazı kullanılarak 4000-625cm
-1

 frekans aralığında kaydedilmiştir. Ayrıca ticari 

kitin ve kitosan örneklerinin de FT-IR bantları belirlenerek J. terrestris ‟ den elde 

edilen 3D kitin ve kitosan halkalarla karşılaştırması yapılmıştır. 

. 

3.5.2 Taramalı elektron mikroskobu (SEM) 

 

3D kitin ve kitosan halkaların genel görünümü ve yüzey özelliklerini belirlemek için 

ilk olarak Gatan Hassas Gravür Kaplama Sistemi kullanılarak numunelerin altın 

kaplaması yapılmıştır. Ardından Quanta FEG 200 marka taramalı elektron 

mikroskobu cihazı ile örneklerin yüzey morfolojileri incelenmiştir. 
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3.5.3 Termogravimetrik analiz (TGA) 

 

3D kitin ve kitosan halkaların termogramları, inert bir azot atmosferinde 25 °C‟ den 

650 °C' ye kadar ve dakika başına 10 °C‟ lık sıcaklık artışı ile EXSTAR S11 7300 

cihazı kullanılarak kaydedilmiştir. 

 

3.5.4 X-IĢını kırınım yöntemi (XRD) 

 

XRD difraktogramlardaki kitinin iki keskin piki yaklaşık 9 ve 19° civarında ve 12, 

21, 23 ve 26°' de görülen dört geniş pikin α kitin için karakteristik olduğu 

bilinmektedir. Diğer taraftan, kitosanın difraktogramında ise iki keskin tepe noktası 

yaklaşık 9 ve 19°' de görülmektedir. XRD tepe noktalarının yoğunlukları kitin ve 

kitosanın yüzde kristallinitesini hesaplamayı sağlar. Aşağıdaki ifade kristalinite 

indeksini hesaplamak için kullanılmıştır: 

 

CrI110 (%) = [(I110 – Iam) / I110] x 100     (1) 

CrI= % yüzde kristaliniteyi gösterir; I110 2θ 20° maksimum şiddeti değeri; Iam 

ise 2θ 13°' de amorf pikinin maksimum şiddetini gösterir. 

 

3.5.5 Molekül ağırlığı belirleme ve elemental analiz 

 

3D kitosan halkaların viskozite-ortalama molekül ağırlığı, yaygın bir prosedür 

izlenerek Ubbelohde Seyreltme Viskometresi ile belirlenmiştir (Roberts ve Domszy, 

1982; Wang, vd., 1991). Beş farklı konsantrasyonda hazırlanan kitosan solüsyonu, 25 

°C' de bir çözücü sistemi (0.1M Asetik asit ve 0.2M Sodyum klorür, 1:1 

hacim/hacim) kullanılarak molekül ağırlığın belirlenmesi için kullanılmıştır. Her 

prosedür üç tekrar ile yapılmıştır. Mark-Houwink-Sakurada denklemi 3D kitosanın 

molekül ağırlığını belirlemek için kullanılmıştır (Jung ve Zhao, 2012): 

 

[ƞ] = k (Mv)
α
        (2) 

[η] esas viskoziteyi gösterir, Mv viskozite ortalama molekül ağırlığı, k (1.81 × 

10
−3

) ve α (0.93) sabiti gösterir. 
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Elemental analiz (FLASH-2000), 3D kitosan halkaların C, H ve N içeriğini 

belirlemek için kullanılmıştır. Kitosanın DA‟sı aşağıdaki formül kullanılarak 

hesaplanmıştır (Abdou, vd., 2008): 

DA (%) = [(6.857 – C/N) / 1.7143] x 100   (3) 

 

3.6 Kitosan Çözeltisi Hazırlama 

 

Elde edilen 3D kitosan halkalar (4 mg), 1 mL‟ lik asetik asit çözeltisinde (% 1) 

çözülmüştür ve bu çözelti, kitosanın tam olarak çözünmesini sağlamak için bir 

çalkalayıcıda 48 saat karıştırılmıştır. Elde edilen kitosan solüsyonu DNA etkileşimi, 

antitümör ve antimikrobiyal etki çalışmalarında kullanılmıştır. 

 

3.7 J. terrestris Kitosanın DNA EtkileĢim Kapasitesinin Belirlenmesi 

 

1 µg/µL konsantrasyondaki plazmit DNA pGL4.13 (Promega, Madison, Wl)‟ ün 10 

µL‟si, değişen konsantrasyonlarda hazırlanan kitosan çözeltisinin (0.04, 0.4 ve 4 

mg/mL) 40 µL‟ sinin içine konulmuştur. Kontrol testleri, ayrıca kör örnekler ile 40 

µL saf su içerisine 10 µL plazmid DNA eklenmesiyle gerçekleştirilmiştir. Karışımlar 

vortex edilerek, 10 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Daha sonra 2 dakika 

boyunca 5000rpm' de santrifüj edilmiştir. Süpernatant kısmın içindeki DNA 

konsantrasyonu NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, ABD) kullanılarak 

spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. 

 

3.8 J. terrestris Kitosanın Sitotoksisitesi ve Antitümör Etkisi 

 

J. terrestris kitosanın HeLa ve fibroblast L929 hücre hatları üzerine sitotoksik etkisi 

ve antitümör aktivitesi Mosmann (1983) tarafından tanımlanan MTT [3- (4,5-

dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] metodu kullanılarak 

belirlenmiştir. Hücreler, 96 kuyulu plateler içine kuyucuk başına 5x10
3 

olacak 

şekilde ayrı ayrı ekim yapılmıştır ve % 5‟ lik CO2 atmosferinde 37 °C' de inkübe 

edilmiştir. Sonra, hücreler 37 °C' de gece boyunca inkübasyona bırakılarak üst faz 

uzaklaştırılmıştır ve 200µL geliştirme besiyerinde (DMEM) ve kitosan çözeltilerin 
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farklı konsantrasyonları her bir kuyucuğa ilave edilmiştir. Örnekler ayrıca fazladan 

24 saat ve 48 saat boyunca inkübe edilmiştir. 24 saat ve 48 saat inkübasyondan sonra 

besiyeri (üst faz) uzaklaştırılarak ve MTT‟ nin 5 mg/mL içeren serumsuz besiyeri 

100 µL olacak şekilde her bir kuyucuğa eklenmiştir. Karanlıkta 37 °C sıcaklıkta 

inkübasyonun 4 saat sonrasında, reaksiyona girmemiş MTT içeren besiyeri dikkatlice 

uzaklaştırılarak, 100 µL izopropil alkol, formazan kristallerinin çözünmesi için her 

bir kuyucuğa ilave edilmiştir. Plateler, 10 dakika boyunca çalkalanmıştır ve 

absorbansı plaka-okuma spektrofotometresi (Biochrom EZ Read 400) ile 570 nm' de 

ölçüm alınmıştır. Muamele edilen hücrelerin absorbansı kontrol ile karşılaştırılmıştır 

ve yalnızca normal bir besiyerine maruz kalan hücreler % 100 canlı olarak kabul 

edilmiştir. 

Tüm deneysel veriler ortalama±standart sapma (SD) olarak temsil edilmiştir. 

Grafikler, Y-ekseninde % hücre canlılığı ve X-ekseninde ise örneğin konsantrasyonu 

kullanılarak çizilmiştir. Veriler istatistiksel anlamlılık gösteren p <0.01 ile öğrenci t-

testi veya Mann-Whitney U testi ile analiz edilmiştir. Deneyler en az üç tekrar ile 

gerçekleştirilmiştir. 

 

3.9 J. terrestris Kitosanın Antimikrobiyal Aktivitesi 

 

Bu tez çalışmasında, Escherichia coli ATCC (American Type Culture Collection) 

25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,Candida albicans (ATCC 10231), 

Pseudomonas aeruginosa 27853, Salmonella typhimurium 14074, Bacillus subtilis 

6633, Staphylococcus epidermidis wt, Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes, 

Enterobacter aerogenes organizmaları kullanılmıştır. Bakteriler BHI Broth 

besiyerinde, maya türü Sabouraud dextrose agar besiyerlerinde uygun inkübasyon 

koşullarında üretimleri gerçekleştirilmiştir. Kitosanın antimikrobiyal aktivitesi CLSI 

(Wikler) tarafından tanımlanan agar disk difüzyon yöntemi ile araştırılmıştır. Kısaca, 

taze 24 saatlik kültürün 100 µL‟ si Mueller-Hinton Agar üzerine eküvyon çubukla 

inoküle edilmiştir ve ardından 20 dakika süre ile kurumaya bırakılmıştır. Steril 

koşullar altında kültür plateleri içine diskler yerleştirilerek her bir disk için 

hazırlanan kitosan çözeltisi 20µl olarak yüklenmiştir ve 37 °C‟ de 24 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. Deneyler üç tekrar olarak yapılmıştır. Ortalama inhibisyon 

zon çapı mm olarak ölçülmüştür. 



 

 

4. BULGULAR VE TARTIġMA 

 

4.1 Yeni üretilen J. terrestris kitosanının eĢsiz özellikleri 

 

Normalde kitin örneğini kitosana çevirirken yüksek sıcaklıkta bazik bir ortam gibi 

zorlu şartlar gerekmektedir. Zorlu deasetilasyon işlemi boyunca kitinin orijinal 

şeklini koruması çok zordur. Bu çalışmada, kitin halkalarından kitosan halkalarının 

üretimi sert deasetilasyon koşullarına rağmen başarılmıştır. Bu da organizmadaki J. 

terrestris'deki kitinin doğasından kaynaklanmaktadır. 

 

4.2 FT-IR 

 

J. terrestris 3D kitin ve ticari kitinin amid II bandı (N-H, C-N gerilimi) 1551cm
−1

 

olarak kaydedilmiştir. J. terrestris 3D kitin ve ticari kitinin diğer bantları sırasıyla 

3437 ve 3448cm
−1 

(O-H gerilimi); 3265 ve 3254cm
−1 

(asimetrik N-H gerilimi); 1151 

ve 1154cm
−1 

(C-O-C asimetrik gerilimi); ve 1113 ve 1115cm
−1 

(C-O-C simetrik 

gerilimi) olarak gözlenmiştir. 

 

Kitinin deasetillenmesinden sonra 1620cm
−1 

bandı kaybolmuştur ve 1550cm
−1 

bandı 

1590cm
−1 

bandına dönüşmüştür (Al Sagheer vd., 2009). Bu çalışmada ise J. terrestris 

3D kitosan ve ticari kitosan için karakteristik bantlar sırasıyla 1646 ve 1647cm
−1 

(amid I, karbonil ν(C = O)); 1593 ve 1586cm
−1 

(amid II, amin ν(NH2)) olarak 

kaydedilmiştir. Şekil 4.1.c,d‟ de görüldüğü üzere J. terrestris 3D kitosan ile ticari 

kitosanın tüm bantları birbirine çok yakın bantlara sahip olduğu kaydedilmiştir. Bu 

sonuçlara göre J. terrestris‟ den elde edilen 3D kitinin başarılı bir şekilde 

deasetillenerek 3D kitosan elde edildiği kanıtlanmıştır. 
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ġekil 4.1: FT-IR spektrumları: a) J.terrestris 3D kitin halkalar, b) Sigma-Aldrich 

kitin, c) J. terrestris 3D kitosan halkalar ve d) Sigma-Aldrich kitosan. 

 

4.3 SEM görüntüleri 

 

J. terrestris’  den elde edilen 3D kitin halkaların SEM görüntüleri Şekil 4.2.‟ te 

gösterilmiştir. Islak kitin örnekleri esnek yapıya sahip olduklarından (Şekil 4.2.a,b) 

kolayca şekil verilebilmiştir (Şekil 4.2.c,d). Ayrıca 3D kitosanlar da ıslak formda 

esnek yapıya sahiptir (Şekil 4.2.e,f). 
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ġekil 4.2: SEM görüntüleri: a, b, c ve d) J. terrestris‟in vücut segmentlerinden elde 

edilen 3D kitin; e, f) J. terrestris‟in vücut segmentlerinden elde edilen 3D kitosan. 

 

SEM görüntüsünde 3D kitin halkaların iki tip kenarı vardır; (1) iç katlanmış kısım 

(Şekil 4.3.a), (2) dış düz yüzeyli kısım (Şekil 4.3.b). Dış düz yüzey, nanofiber ile 

birlikte düz bir yapıya (Şekil 4.3.e,f) sahipken iç katlanmış kısım nanofiber içeren 

pürüzlü bir yapıya  (Şekil 4.3.c,d) sahip olduğu gözlenmiştir. 3D kitin halkalar gibi 

3D kitosan halkalar da iki tip kenara sahip olduğu bulunmuştur; (1) iç katlanmış 

pürüzlü yüzey (Şekil 4.4.a) ve (2) dış düz yüzey (Şekil 4.4.b), fakat kitinden farklı 
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olarak kitosan halkaların 2 tipinde de çok fazla por olduğu görülmüştür (Şekil 

4.4.c,d). Kitin halkalarda bulunan nanofiberlerin boyutu 14.3-38.4 nm aralığında 

olduğu belirlenirken kitosan halkaların ise 7.9-33.1 nm aralığında olduğu 

belirlenmiştir. 

3D halkaların çapları 0.35±1.4 mm olarak ölçülmüştür. 3D halkalar 2 farklı boyuta 

sahiptir. İlki, dar boyut 19.8±87 µm aralığında (Şekil 4.2.a,c,d,f) iken ikincisinin 

geniş boyutu 36.2±139 µm aralığında değişen (Şekil 4.2.b,e) boyutlara sahip olduğu 

bulunmuştur. 
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ġekil 4.3: J. terrestris’ den elde edilen 3D kitin halkaların SEM resimleri: a, b, c ve 

d) iç katlanmış kısım; e, f) dış düz kenar. 

 

Bu çalışmada J. terrestris’ den elde edilen 3D kitin, fiberli bir yüzey sergilemiştir ve 

bu tip yüzey morfoloji daha önceki çalışmamızda da rapor edilmiştir (Kaya vd., 

2014). Diğer taraftan 3D kitosan halkaların fiber ve porlu bir yüzeye sahip olduğu
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gözlenmiştir. Bu çeşit yüzey morfolojileri de önceki çalışmamızda kaydedilmiştir 

(Kaya vd., 2014). 

 

 

ġekil 4.4: J. terrestris’ den elde edilen 3D kitosan halkaların SEM resimleri: a, b, c 

ve d) iç katlanmış kısım; e, f) dış düz kenar.
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4.4 TGA 

 

J. terrestris’ den elde edilen 3D kitin ve kitosanların termal bozunmaları 2 basamakta 

gerçekleşmiştir. İlk basamakta biyopolimerin yapısındaki suyun buharlaşması, ikinci 

basamakta ise biyopolimerin termal bozunması ile ilgili olduğu Tang ve arkadaşları 

tarafından 2005 yılında kaydedilmiştir (Tang vd., 2005). DTGmax değeri, 3D kitin için 

389 °C, ticari kitin için ise 391 °C olarak bulunmuştur (Şekil 4.5.a,b). 3D kitosanın 

ve ticari kitosanın DTGmax değeri sırasıyla 308 °C ve 297 °C olarak gözlenmiştir 

(Şekil 4.5.c,d). 

 

 

ġekil 4.5: TGA eğrileri: a) J. terrestris 3D kitin halkalar, b) Sigma-Aldrich kitin, c) 

J. terrestris 3D kitosan halkalar ve d) Sigma-Aldrich kitosan. 

 

Kitin ve kitosanın termal kararlılığı kullanılan kitin temelli örneğin özelliklerinin 

belirlenmesinde kullanışlı bir yöntemdir (Wysokowski vd., 2013c). Kitin ve 

türevlerinin kütle kaybının iki basamakta olduğu daha önceki çalışmada rapor 

edilmiştir (Paulino vd., 2006). Literatüre bakıldığında, kitinin DTGmax değeri 380 °C 



 

23 
  

civarında ve kitosanın DTGmax değeri ise 300 °C civarında olduğu rapor edilmiştir 

(Jang vd., 2004; Paulino vd., 2006). Bu sonuçlar göz önüne alındığında 3D kitinin 

DTGmax değerinin ticari kitin ile 3D kitosanın ise ticari kitosan ile DTGmax değerinin 

çok yakın olduğu bulunmuştur. 

 

4.5 XRD 

 

3D kitinin XRD pikleri 9.58, 13.04, 19.46, 20.98, 23.66 ve 26.62° olarak 

kaydedilmiştir (Şekil 4.6.) ve Jang ve arkadaşlarına (2004) göre tüm bu piklerin α-

kitin için karakteristiktir (Jang vd., 2004). 3D kitosanın XRD pikleri ise 9.86 ve 

19.66° olarak bulunmuştur (Şekil 4.6.) ve tüm pikler Al Sagheer ve arkadaşlarına 

(2009) göre 10° ve 20° civarındaki piklerin kitinden başarılı bir şekilde kitosan elde 

edildiğini göstermektedir (Al Sagheer vd., 2009). 

 

3D kitin ve kitosanın CrI değerleri sırasıyla % 64.7 ve % 50.4 olarak hesaplanmıştır. 

Önceki çalışmalarda, farklı kabukluların kabuğundan elde edilen kitin örneklerinin 

CrI değerleri % 80-90 aralığında kaydedilmiştir (Al Sagheer vd., 2009; Sajomsang ve 

Gonil, 2010). Bu çalışmada 3D kitin ve kitosanların CrI değerleri önceki 

çalışmalardaki sonuçlar ile daha düşük bulunmuştur. 3D kitosanın CrI değerinin 3D 

kitine göre daha düşük olması kitinin deasetilasyonundan kaynaklanabilir. Kitin 

deasetillendikten sonra tabakalar arası hidrojen bağlarının arasındaki bozulmasının 

bir sonucu olarak kristalinite azalmaktadır (Al Sagheer vd., 2009). 
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ġekil 4.6: XRD kırınım görüntüsü; a) J. terrestris‟in vücut segmentlerinden elde 

edilen 3D kitin ve b) J. terrestris‟in vücut segmentlerinden elde edilen 3D kitosan. 

 

4.6 Kitosanın Molekül Ağırlığının Belirlenmesi ve Elemental Analizi 

 

Kitosan, molekül ağırlığı bakımından üç gruba ayrılmaktadır; (1) düşük molekül 

ağırlıklı kitosan (50 kDa‟ dan daha düşük), (2) orta molekül ağırlıklı kitosan (50-150 

kDa), (3) yüksek molekül ağırlıklı kitosan (150 kDa‟ dan daha yüksek) (Goy vd., 

2009). Bu çalışmada yeni elde edilen 3D kitosanların molekül ağırlığı 4.31 kDa 

olarak belirlenmiştir. Bu sonuç 3D kitosanların düşük molekül ağırlığına sahip 

olduğunu göstermiştir. Aranaz ve ark. (2009), düşük molekül ağırlıklı kitosanlar, gen 

taşıma, gıda kaplama ve yara iyileşmesi gibi uygulama alanları için tercih edilmeye 

uygun olduğunu göstermiştir (Aranaz vd., 2009). Düşük molekül ağırlıklı 

kitosanların ayrıca elektrospinleme ile nanofiber üretiminde kullanılmıştır 

(Homayoni vd., 2009).  Elemental analiz sonuçlarına bakıldığında 3D kitosanın, N, C 

ve H içeriği sırasıyla % 7.96, % 45.12 ve %6.52 olarak kaydedilmiştir. Bu sonuçlar 

kullanılarak 3D kitosanın DA‟sı % 69.13 olarak hesaplanmıştır. 
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4.7 J. terrestris Kitosan ile Plazmid DNA EtkileĢimi 

 

Anyonik plazmid DNA‟nın katyonik polisakkaritler ile bağ yapabilme kapasitesi 

yüksektir. Katyonik bir biyopolimer olan kitosan gen transfeksiyonu için DNA 

polimer kompleksi ürünlerinde yaygın bir şekilde kullanılmaktadır (de İlarduya vd., 

2010). Bu çalışmada ise çeşitli konsantrasyonlarda (0, 0.4, 0.04 ve 4 mg/mL) 

hazırlanan J. terrestris kitosan çözeltileri test edilmiştir ve plazmid DNA 

konsantrasyonu sonunda her bir kitosan çözeltisi için 10 dakika inkübasyon sonunda 

sonuçlar; 0 mg/mL (kontrol): 199.5±8.6, 0.04 mg/mL: 174.9±5.6, 0.4 mg/mL: 

81.6±16.5, 4 mg/mL: 47.1±12.1 ng/µL olarak kaydedilmiştir. En yüksek kitosan 

çözeltisi (4 mg/mL) için kontrole göre plazmid DNA konsantrasyonu 4 kat 

azalmıştır, plazmid DNA için kitosan yüksek aktivite göstermiştir. 

Bu çalışmada ise J. terrestris‟ den elde edilen kitosanın DNA etkileşimi için 

kullanılabilir olduğu ve bu kitosanın biyomedikal mühendisliğinde uygulanmak için 

bir potansiyele sahip olduğu gösterilmiştir. 

 

4.8 J. terrestris Kitosanın Sitotoksisitesi ve Antitümör Etkisi 

 

J. terrestris kitosanın fibroblast hücreleri (L929) için nantoksik olduğu bulunmuştur. 

Fibroblast (L929) hücrelerinin 24 ve 48 saat kitosan çözeltisi ile maruz bırakılarak 

sitotoksisite sonuçları Şekil 4.7.a‟ da gösterilmiştir. L929 hücrelerine karşı test edilen 

tüm kitosan çözeltileri 24 ve 48 saat maruz bırakıldıklarında yüksek canlılık seviyesi 

(% 80) sergilerken yüksek oranda hücre canlılığını koruduğu belirlenmiştir. 

Kitosanın antitümör aktivitesini incelemek için invitro HeLa hücre hattına karşı MTT 

analizi kullanılmıştır. 24 ve 48 saat muamele edilen hücrelerin çoğalmaya karşı 

aktivitesi 10-500 µg/mL aralığında kullanılan kitosan konsantrasyonunun hücre hattı 

üzerine etkileri gösterilmiştir (Şekil 4.7.b). J. terrestris kitosanın 500 µg/mL 

konsantrasyonu, 48 saatin sonunda kontrol ile karşılaştırıldığında HeLa hücrelerinin 

büyümesinde önemli bir şekilde azalma göstermiştir (Şekil 4.7.b). 
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ġekil 4.7: J. terrestris’ den elde edilen 3D kitosanın 24 ve 48 saat için a) L929 hücre 

hattının hücre yaşayabilirliği, b) HeLa hücrelerinin MTT sonuçları. Sonuçlar, en 

azından üç tekrarlı olarak ortalama±SD ortalaması olarak gösterilir (** p < 0.01). 

 

Önceki çalışmalarda kitosanın farklı kanser hücre hatlarına önemli bir antitümör 

aktiviteye sahip olduğu bulunmuştur. Kitosanın antitümör aktivitesi üzerine; molekül 

ağırlığı, DA, pH ve kitosanın elde edildiği kaynak gibi dört farklı karakteristik 

özeliği vardır. 

 

Chien ve ark. (2016), yengeç kabuğu ve mantardan kitosan elde etmişlerdir ve 

ikisinden elde edilen kitosanların antitümör etkilerini analiz etmişlerdir. Mantardan 

elde edilen kitosanın antitümör aktivitesinin yengeç kabuğundan elde edilen 

kitosandan biraz daha yüksek olduğunu görmüşlerdir. Bu sonuç da kitosanın 

antitümör aktivitesinin kaynağına göre değiştiğini göstermektedir. Ayrıca, düşük 

molekül ağırlığına sahip kitosanın yüksek molekül ağırlıklı kitosana göre daha 

yüksek bir anti-tümör aktiviteye (Hep G2 üzerine) sahip olduğunu bulmuşlardır. Bu 

çalışmalar, genellikle düşük molekül ağırlıklı kitosanın yüksek molekül ağırlıklı 

kitosana göre daha yüksek antitümöraktiviteye sahip olduğunu göstermektedir. 
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Bu tez çalışması aynı zamanda diplopod vücut segmentlerinden elde edilen düşük 

molekül ağırlıklı kitosanın (4.31 kDa) HeLa hücre hattı üzerine yüksek 

antiproliferatif etkinliği olduğunu göstermiştir. Düşük sitotoksisite, J. terrestris 

kitosanın HeLa hücrelerine karşı önemli bir antiproliferatif ajan olduğu göstermiştir. 

 

4.9 J. terrestris Kitosanın Antimikrobiyal Aktivitesi 

 

J. terrestris kitosanın 11 bakteri ve bir maya (C. albicans) üzerine antimikrobiyal 

aktivitesi araştırılmıştır ve J. terrestris kitosanın en yüksek S. aureus 29213 

(15.6±1.154mm) ve K. pneumoniae 700603 (6.3±0.574mm)‟ e karşı en düşük 

aktivite göstermiştir. E. coli 25922, E. faecalis 29212, P. vulgaris ve L. 

monocytogenes 19117 üzerinde antimikrobiyal aktivite gözlenmemiştir. J. terrestris 

kitosanın diğer organizmalar üzerinde antimikrobiyal aktivitesinin inhibisyon zon 

çaplarındaki azalmaya göre sırasıyla şu şekilde kaydedilmiştir; E. aerogenes 

(14.3±1.154mm), S. epidermidis wt (14±1mm), B. subtilis 6633 (13±0.577mm), S. 

typhimurium 14074 (12.6±0.577mm), C. albicans 10231 (12.3±0.577mm) ve P. 

aeruginosa 27853 (9±1.732mm). 

 

S. aureus, insanlarda sık sık enfeksiyonlara neden olan yaygın bir insan patojendir 

(Campanile vd., 2015). Bu tez çalışmasında kullanılan düşük molekül ağırlıklı J. 

terrestris kitosan (4.31 kDa)‟ nın S. aureus bakterisine karşı çok etkili olduğu dikkat 

çekicidir. Bu sonuçların aksine önceki çalışmada yüksek molekül ağırlığına sahip 

kitosanın (>300 kDa) S. aureus bakterisine karşı çok yüksek antimikrobiyal 

aktiviteye sahip olduğu rapor edilmiştir (Zheng ve Zhu, 2003). Ayrıca J. terrestris 

kitosan düşük DA (% 69.13)‟ya sahip olduğu bulunmuştur. Önceki yapılan bir 

çalışma ile S. aureus' a karşı düşük DA‟ ya sahip kitosanın daha etkili olduğu rapor 

edilmiştir (Hongpattarakere ve Riyaphan, 2008). 

 

 

 



 

 
  

5. SONUÇLAR VE ÖNERĠLER 

 

1. Bu tez çalışmasında, 3D kitin ve kitosan halkaların üretimi ilk kez J. terrestris 

diplopod‟un vücut segmentlerinden elde edilmiştir. 

 

2. Elde edilen ürünlerin fiziko-kimyasal özelliklerinin belirlenmesi çeşitli analitik 

cihazlar (FT-IR, SEM, TGA, XRD, seyreltilmiş çözelti viskometre ve elemental 

analiz) kullanılarak yapılmıştır ve sonuçlar 3D kitin ve kitosan halkalar ile ticari 

olarak temin edilen kitin ve kitosan ile karşılaştırılmıştır. 

 

3. Bu tez çalışmasının önceki çalışmalardan farklı olarak ilk kez Diplopoda türünden 

basit bir işlem uygulanarak belirgin bir şekle sahip 3D kitosan halkaların üretilmesi 

olmuştur. 

 

4. İlk kez elde edilen J. terrestris kitosan ile plazmid DNA (pGL4.13)‟ nın etkileşimi 

belirlenmiştir. 

 

5. J. terrestris kitosan ile fibroblast L929 ve HeLa hücre hatları üzerinde sitotoksisite 

ve antiproliferative aktivitesi belirlenmiştir. 

 

6. 3D kitosanın sahip olduğu düşük molekül ağırlığı (4.31 kDa) nedeniyle hücre 

hatları (HeLa ve L929) üzerine antiproliferatif ajan olarak kullanılabilir bir 

biyomalzeme olduğu bu tez çalışması ile belirlenmiştir. 

 

7. J. terrestris kitosanın disk difüzyon yöntemi kullanılarak Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Candida 

albicans, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis, 

Staphylococcus epidermidis, Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes, Enterobacter 

aerogenes suşları ile antimikrobiyal aktivitelerinin nasıl olduğu bu tez çalışması 

kapsamında araştırılmıştır. 
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8. Daha önceki çalışmalarda süngerden elde edilen 3D kitinlerin doku mühendisliği, 

hücre kültürü çalışmaları, uranyum adsorpsiyonu ve zirkonyum depolaması 

çalışmalarında kullanılarak önemli sonuçlar alınmıştır ve 3D kitin malzemenin elde 

edilmesine zemin sağlamıştır. 

 

9. Ayrıca kitosanın kitine göre daha yüksek antimikrobiyal özelliğe sahip olmasından 

dolayı 3D kitosanların gıda, medikal ve tıp gibi mikrobiyal oluşumun istenmediği 

alanlarda tercih edilebilecektir. 

 

10. 3D kitosanın sahip olduğu yüzey morfolojisinin sıkı nanofiber ve nanoporlu 

yapısından dolayı filtreleme ve adsorpsiyon çalışmaları için uygun işleve sahiptir. 

 

Çalışmanın sonuçlarına bakıldığında, uygulama alanlarında yeni, kullanışlı ve etkisi 

yüksek olan 3D kitosan üretimi farklı canlılar kullanılarak ileriki çalışmalar için 

temel sağlayabileceği öngörülmektedir.   
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