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Bilimsel Etige Uygunluk Sayfasi

“Eustigmaeus absens (Acari: Stigmaeidae) Turiinden Uretilen Kitin ve Giimiis
Nanoparcaciklart Dekore Edilmis Kitinin, Karakterizasyonu ve Antibakteriyel
Ozellikleri” isimli “Yiiksek Lisans” tezim tarafimca intihal tespit programi ile
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Bu ¢aligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir bicimde elde
edildigini; ayn1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu calismanin
6zinde olmayan tim materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimi ve referans

gosterdigimi beyan ederim. 14/07/2023
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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Eustigmaeus absens (ACARI: STIGMAEIDAE) TURUNDEN URETILEN KIiTIN
ve GUMUS NANOPARCACIKLARI DEKORE EDILMIS KIiTININ,
KARAKTERIZASYONU ve ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERI

Sifanur UGURLU

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Nanobilim ve Nanoteknoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Salih DOGAN
Ikinci Danisman: Prof. Dr. Biilent CAGLAR

Bu ¢aligsmada Eustigmaeus absens Dogan (Acari) akar turiinden kimyasal yontemle 3D
kitin elde edildi ve elde edilen kitin tizerine giimiis nanoparg¢aciklari dekore edildi. Elde
edilen Kitinler seyreltilmis toplam yansima-Fourier donisiimli infrared spektroskopisi
(ATR-FTIR), stereo mikroskop, faz-kontrast donanimli 1sik mikroskobu, taramali
elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimli X-1s1n1 spektrometresi (EDX) ve gecirimli
elektron mikroskobu (TEM) analizleri ile karakterize edildi ve antibakteriyel aktiviteleri
degerlendirildi. Elde edilen Kitinin yapisinda karbon (C), azot (N), oksijen (O)
elementlerinin yer aldig, eser miktarda kalsiyum (Ca) elementinin bulundugu belirlendi.
ATR-FTIR analizi ile a-kitin igin karakteristik olan amid-l1 ve amid-Il bantlar:
g6zlemlendi. SEM gorantaleri ile Kitin yizeyinin makro gézenekler, mikro gézenekler
ve kesik nanoliflerden olustugu agiga ¢ikarildi. TEM analizi ile giimiis nanopargaciklarin
boyutlarinin 6-20 nm arasinda farklilik gosterdigi belirlendi. Stereo mikroskop ve faz-
kontrast donanimli 151k mikroskobundan alinan goriintiiler organizmanm U¢ boyutlu
yapisint bozmadan kitin elde edildigini gdsterdi. Ayrica glimiis nanoparcacikl kitinin
Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivite sergiledigi belirlendi.

2023, 51 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Akar, Antibakteriyel Aktivite, FTIR, Giimiis-kitin Nanokompozit,
SEM, TEM, 3D Kitin



ABSTRACT

MSc Thesis

CHARACTERIZATION and ANTIBACTERIAL PROPERTIES OF CHITIN
and SILVER NANOPARTICLES DECORATED CHITIN PRODUCED FROM
Eustigmaeus absens (ACARI: STIGMAEIDAE)

Sifanur UGURLU

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Nanoscience and Nanotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Salih DOGAN
Cosupervisor: Prof. Dr. Biilent CAGLAR

In this work, 3D chitin was obtained from Eustigmaeus absens Dogan (Acari) mite
species by chemical method and silver nanoparticles were decorated on the obtained
chitin. The resulting chitins were used for diluted total reflection-Fourier transform
infrared spectroscopy (ATR-FTIR), stereo microscope, phase-contrast equipped light
microscope, scanning electron microscope (SEM), energy dispersive X-ray
spectrometry (EDX) and transmission electron microscope (TEM). analyzed and their
antibacterial activities were evaluated. It was determined that the obtained chitin
contained carbon (C), nitrogen (N), oxygen (O) elements and trace amount of calcium
(Ca) element. The amide-1 and amide-I1 bands characteristic for a-chitin were observed
by ATR-FTIR analysis. With SEM images, it was revealed that the surface of the chitin
consisted of macropores, micropores and cut nanofibers. With TEM analysis, it was
determined that the sizes of silver nanoparticles differed between 6-20 nm. Images
taken from the stereo microscope and the phase-contrast equipped light microscope
showed that the chitin was obtained without disturbing the 3D structure of the
organism. In addition, it was determined that silver nanoparticle chitin exhibited
antibacterial activity against Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus
ATCC 29213.

2023, 51 Pages

Keywords: Antibacterial Activity, FTIR, Mite, SEM, Silver-chitin Nanocomposite,
TEM, 3D Chitin
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1. GIRIS
Genel bilgiler

Kitin, Yunanca zirh anlamma gelen “kiton” kelimesinden gelmektedir. ilk kez Fransiz
bilim insan1 Henri Braconnot tarafindan 1811 yilinda mantardan kesfedilmistir. Daha
sonra 1823’te Fransiz bilim insani1 Odier, bdcek kutikulasina potasyum hidroksit ile
muamele ederek boceklerde kitini kesfetmistir (Winterowd ve Sandford, 1995).

Kitin, tabiatta seliilozdan sonra en bol bulunan; sert, beyaz, elastik olmayan, azotlu bir
biyopolimerdir ve canlilarin %70’inden fazlasinda bulunur (Kumar, 2000). Kitin, bircok
organizmanin dis kabuklarindan (6rnegin yengec, karides ve istakoz), mantarlarin ve

alglerin hiicre duvarlarindan, mercan, siinger ve bdceklerin dis iskeletlerinden izole

edilebilir (Cakmak ve Kog Bilican, 2021).

Kitin hidrofobik yapidadir ve giiglii hidrojen baglar1 igerir. Bu nedenle her tlrli ¢ézlcide
¢cozinmez. Mineral asitlerin seyreltik c¢ozeltileriyle birlesen hekzafloroaseton,
kloroalkoller ve hekzafloroizopropanol ile %5-8 lityum Kkloriir iceren dimetilasetamit gibi

toksik 6zelligi yiiksek olan ¢dziculerde ¢ozunir (Koger, 2015).

Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan ve bir aminopolisakkarit olan kitinin, ticari amaclarla
seliiloz kadar tiretildigi diisiiniilmektedir. Kitin; biyolojik olarak parcalanabilmesi, dogal
bir kaynak olmasi ve g¢evre kirliligine sebebiyet vermemesi hem hayvan hem bitki
dokular1 i¢in uygun olmasi ve toksik etkisinin olmamasi, biyolojik olarak fonksiyonel bir
bilesik olmasi, molekiil yapisinin doniistiiriilebilmesi nedeniyle endstriyel alanda aktif
bir sekilde kullanilmaktadir (Seyyar ve Demir, 2020). Bu 6zelliklerin sonucu olarak
kozmetikte, atik su aritiminda, ameliyat ipligi imalatinda, yenilebilir biyofilm iiretiminde,
saglikli zayiflama haplarinda ve kontrollii ila¢ salinimida kullanilabilir. Kitin ayrica

antimikrobiyal, antioksidan, antitiimdr ve antikanser caliymalarinda da yer almaktadir

(Kaya vd., 2014a).

Asagida kitinin yapisi, kitinin hammadde kaynaklari, kitin eldesi ve c¢aligmanin
materyalini olusturan akar tlri hakkinda bilgiler verilmektedir. Ayrica analiz cihazlari

hakkinda da bilgilendirme yapilmistur.



Kitinin yapust

Kitinin molekdler formili (CgH130sN)y’dir (Rinaudo, 2006). Kitin formlar1 uzun ve diiz
zincirler igerdiginden seliiloza benzerlik gosterir fakat yapisinda hidroksil gruplari
bulundurmayip, asetilasyona ugramis amino gruplari bulundurarak seliilozdan ayrilir
(Kuzu, 2008). Kitin ayn1 zamanda, diisiik azot icerigi (%1,25) ile hazirlanan sentetik
seliiloz tiirevlerine kiyasla daha yiliksek azot yiizdesine (%6,89) sahiptir. Seliiloz,
dekstrin, pektin, agar, agaroz gibi dogal polisakkaritlerin cogu asidik iken kitin yliksek
derecede bazik polisakkaritdir (Taser, 2019).

Kitinin formlart

Yapisindaki mikrofibrillerin yonelimine gore kitinin; o, B ve y formlar1 mevcuttur
(Rudall, 1963). Antiparalel zincirlere sahip olan a-kitin dogada en fazla bulunan formdur
(Gardner ve Blackwell, 1975). Arthropoda, Tardigrada, Bryozoa, Mollusca subelerinde

ve mantarlarin hiicre duvarlarinda tespit edilmistir (Cakmak ve Kog Bilican, 2021).

B-kitin dogada ender rastlanan formdur, paralel zincirler i¢erir ve miirekkep baliginin
uzantilarinda bulunur. y-Kitin ise hem paralel hem antiparalel zincirler icerir ve bdcek
kozalarinda bulunur (Herth ve Barthlott, 1979).

Kitinin hammadde kaynaklart

Kitin; karides, yenge¢ gibi kabuklu (Crustacea) su udrunlerinin ana maddesidir.
Mantarlarmn hiicre duvarlarmin yapisinda ve boceklerin (Hexapoda) iskeletinde bulunur.
Kitinin yillik imalinin yaklasik 1,50x10° ton dolaymnda oldugu belirtilmektedir. Bu
miktarin 23x103 tonu istiridyelerden, 3,2x10* tonu mantarlardan, 3,9x10* tonu cesitli

deniz kabuklularindan ve 5,6x10* tonu karidesten karsilanmaktadir (Ucgiil vd., 2016).

Farkli organizmalarda bulanan agirlik¢a saf kitin yiizdeleri su sekildedir: Cancer sp.
(yengecg) %72,1, Carcinus sp. (yengecg) %64,2, Paralithodes camtschaticus (Kral yengec)
%35, Callinectes sapidus (Mavi yenge¢) %14, Crangon sp. ve Pandalus sp. (karides)
%17-40, Nephro sp. (istakoz) %69,8, Homarus sp. (istakoz) %60-75, Periplaneta sp.
(Hamam bocegi) %2, Blatella sp. (Hamam bocegi) %18,4, kelebek %64, Coleoptera (Kin
kanatlilar) %27-35, Diptera (Iki kanathlar) %54,8, Bombyx sp. (Ipek bdcegi) %44,2,



Galleria sp. (Balmumu solucani) %33,7, Saccharomyces cerevisiae (bira mayasi) %2,9,
Krill (planktonik kabuklular) %40, Aspergillus niger (kiif mantar1) %42, Penicillium
notatum %18,5, Penicillium chrysogenum (kiif mantar1) %20,1, Mucor rouxii (kuf
mantar1) %44,5, Lactarius vellereus (sapkali mantar) %19 (Kurita, 2006; Rinaudo, 2006;
Arbia vd., 2013; Ucgil vd., 2016).

Bir kabuklunun %50-60’1 islenebilir atik, %25°1 kati, %20-25’1 yenilebilir kisim olarak
belirtilmistir. Kitinin en biiyiik kaynag1, kabuklu atiklaridir ve yilda 1,44 milyon ton kuru
agirhiginda kabuklu atigi olugsmaktadir. Kabuklularin kabugu, agirlikli olarak %13-42
arasi kitin, %30-50 mineral tuzlar, %30-40 proteinler, az miktarda Na, Mg, P gibi diger

mineralleri ve karotenoidleri bulundurmaktadir (Koger, 2015).
Kitin eldesi

Kitin eldesi; organizmanin yapisindaki minerallerin, proteinlerin ve mevcutsa pigmentler
ile lipitlerin uzaklastirilmasi ile gergeklestirilir. Kitin elde etmek icin biyolojik ve

kimyasal olmak {izere iki farkl1 yontem kullanilir.
Kimyasal yontemle Kitin eldesi

Proteinlerin uzaklastirilmasi, kitin ve protein arasindaki kimyasal baglarin kirilmasini
gerektirdiginden giigtiir. Ayrica, biyopolimerin depolimerizasyonuna sebep olabilecek
kimyasallarin kullanimin1 gerektirir. Proteinlerin tamamen uzaklastirilmasi, 6zellikle
biyomedikal uygulamalarda insanlar iizerinde alerjik reaksiyonlara sebep olmasidan
dolay1 olduk¢a oOnemlidir. NaOH, Na,COs, NaHCOs;, KOH, K:COs gibi c¢esitli
kimyasallar protein uzaklastirici reaktifler olarak test edilmistir. NaOH 6ncelikli tercih
edilen reaktiftir ve 0,125-5 M arasinda degisen konsantrasyonlarda, degisen sicakliklarda
(160°C’ye kadar), degisen islem siiresinde (birka¢c dakika ile birka¢ giin arasinda)
uygulanabilir. Proteinlerin uzaklastirilmasinin yani sira, NaOH kullanimi kitinin kismen
deasetilasyonuna ve biyopolimerin hidrolizine sebep olarak molekiil agirligini

azaltmaktadir (Younes ve Rinaudo, 2015).

Minerallerin uzaklastirilmasi genellikle HCI, HNO3, H.SO4, CH3COOH ve HCOOH gibi
asitlerin uygulanmasiyla gergeklestirilir (Taser, 2019). Bu asitler arasinda 6ncelikle tercih

edilen reaktif hidroklorik asittir. Minerallerin uzaklastirilmasi, kalsiyum karbonatin



karbondioksit salinimi ile suda ¢Oziinlir kalsiyum tuzlarma doniisiimiinden dolay1

kolaylikla gergeklestirilebilir (Younes ve Rinaudo, 2015).

Kabuklularda kabuk yapisinda bulunan diger minerallerin ¢ogu asit varliginda benzer
sekilde reaksiyona girer ve ¢Oziiniir tuzlara donisiirler. Daha sonra tuzlar, kat1 kitin
fazindan filtrelenerek ve saf su kullanilarak yikamayla kolayca uzaklastirilabilirler

(Younes ve Rinaudo, 2015).

Minerallerin uzaklastirilmasi, genellikle 2-3 saatlik HCI cozeltisi ile karistirmayla
gerceklestirilebilir. Bununla birlikte, reaksiyon suresi 15 dakikadan 48 saate kadar
degisiklik gosterebilir. Daha uzun demineralizasyon siresi polimerin degredasyonuna yol
acabilir (Okafor, 1965).

Renklerin giderilmesi ve lipitlerin ortadan kaldirilmasi i¢in numuneler; kloroform,

metanol ve su karigiminda tutulur (Kaya vd., 2014a).
Biyolojik yéntemle kitin eldesi

Kimyasal adimlar genellikle daha yiiksek enerji girisi gerektiren yiiksek sicaklik
kosullarinda gergeklestirilir. Ustelik yikama adimlari, teknik olarak geri doniisiimii zor
ve pahali olan, yliksek konsantrasyonlarda asit i¢eren, ¢ok biiyiik miktarlarda asindirici
kimyasal atik suyun ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu geleneksel kimyasal kitin elde etme
islemleri, ¢cevre i¢in son derece tehlikelidir, maliyetli siireglerdir ve her yikama basamagi
sirasinda yliksek miktarda su tiiketimi ile yiliksek konsantrasyonlarda mineral asit agiga

cikmaktadir (Gortari ve Hours, 2013).

Karides kabuklarmin kimyasal ve biyolojik yontemlerle Kitin eldesini igeren
karsilagtirmali  ¢alismalarda, biyolojik yOntemin (mikroorganizmalar kullanarak)
kimyasal yontemden daha iyi oldugu, ¢iinkii kitin yapisinin korundugu gosterilmistir
(Khanafari ve ark., 2008). Kitinin biyolojik olarak elde edilmesi, daha kisa siirede yiiksek
tekrarlanabilirlik, daha az ¢oziicii tiikketimi ve daha diisiik enerji girdisi sunar. Bununla
birlikte, biyolojik yontem hala laboratuvar 6lgekli caligmalar ile smirlidir (Younes ve

Rinaudo, 2015).



Son zamanlarda, kitin eldesi igin proteinlerin uzaklastirilmasinda proteolitik enzimlerin
kullanildig1 yaygm biyolojik yOntemler ilgi goérmeye baslamistir. Proteinlerin
uzaklagtirilmasi basamaginda enzimlerin kullanimi ilk olarak 1934’te tanimlanmuistir,

ancak 1977°den bu yana bu yaklasima olan ilgi artmistir (Younes ve Rinaudo, 2015).

Biyolojik yontemle Kitin eldesi proteaz kullanimini gerektirir. Proteolitik enzimler esas
olarak bitkisel, mikrobiyal ve hayvansal kaynaklardan elde edilebilir. Alkalaz, pepsin ve
tripsin gibi bircok proteaz, Crustacean kabuklarindan proteinleri uzaklastirmakta ve Kitin
izolasyonu sirasinda deasetilasyonu ve depolimerizasyonu en aza indirmektedir. Bu
islem, reaktanlarin erigilebilirligini degistiren kat1 malzemenin minerallerin
uzaklastirilmas1 adimindan once veya sonra gercgeklestirilebilir (Younes ve Rinaudo,

2015).

Enzimatik yontemin verimi kimyasal yonteme gore daha diisiiktiir buna bagli olarak izole
edilen kitinde %5-10’luk protein kalintis1 gorilebilir. Bu nedenle izole edilmis kitin daha
sonra safligimi arttirmak ve yapisini korumak igin ek bir NaOH ile muamele (disiik

miktarda ve kisa stireli) edilebilir (Younes ve Rinaudo, 2015).

Bir¢ok calismada, proteinlerin uzaklastirilmasi asamasinda bakteriyel proteazlarin
uygulandig1 gériilmektedir. Ornegin, Synowiecki ve Al-Khateeb (2000) kitin ve besin
acisindan degerli protein hidrolizatlarinin iiretimi i¢in dnceden demineralize edilmis
karides atiklarina enzimatik deproteinizasyon uygulamustir. Bacillus licheniformis’den
elde edilen bir serin endopeptidaz olan alkalaz enzimi kullanilarak gergeklestirilen
proteinlerin uzaklastirilmas: etkinligi, kitin molekiiliine bagli kalinti peptidlerin ve
aminoasitlerin varligi ile sinirlandirilmistir. Bu yontem, yaklasik %4 protein safsizlig1
iceren kitin izolasyonuna imkan verir ve bu saflik, kitinin tibbi olmayan bircok

uygulamasi i¢in yeterlidir (Taser, 2019).

Kabuklu atiklarinda minerallerin uzaklastirilmasi laktik asit bakterileri ile ortamda
glukoz, laktoz, siikroz veya dekstroz gibi bir karbon kaynaginin, organik asitlerin ve

cesitli tuzlarin eklenmesiyle gergeklestirilebilir. (Taser, 2019).

Kimyasal yontem daha hizli sonug verir ve daha kolaydir. Bu yiizden biyolojik yonteme

gore daha c¢ok tercih edilir (Taser, 2019).



Eustigmaeus absens Dogan

Eustigmaeus absens Dogan (Sekil 1.1) akar (Acari) tiirii Stigmaeidae familyasinda yer
almakta ve sadece Tiirkiye’den bilinmektedir. Trombidiformes takiminin
Raphignathoidea ist familyasinda yer alan bu familya Raphignatoidlerin en zengin grubu
olup, oldukga genis bir yayilim gostermektedir. Tiirlerinin ¢ogu Nearktik, Palearktik,
Oryantal, Afrotropikal ve Avustralya bolgelerinden kaydedilmistir (Fan ve Zhang, 2005;
Dogan ve Dogan, 2020). Stigmaeid akarlar giinlimiizde 33 cins ve 600°den fazla tiirle
temsil edilmektedir (Fan vd., 2016, 2019; Dogan ve Dogan, 2020). Su ana kadar
Tiirkiye’den bu familyanin 11 cinsi tespit edilmis olup, Eustigmaeus (Berlese) cinsinden

28 tiirtin kaydi/tanim1 verilmistir (Dogan, 2019; Dogan ve Dogan, 2020).

Eustigmaeus absens ilk defa Dogan (2005) tarafindan Erzurum’dan tanimlanmis daha
sonra Kelkit (Donel ve Dogan, 2011) ve Harsit Vadilerinden (Dilkaraoglu vd., 2016)
kayd: verilmistir. Su ana kadar sadece iilkemizden bilinen ve baz1 katalog ve kontrol
listelerinde (Dogan, 2007, 2019; Erman vd., 2007; Fan vd., 2016) gecen bu tiir,
histerozoma plagmin 5 g¢ift kil tasimasiyla cinsin diger tlrlerinden ayrilmaktadir. Ayrica
III. bacagin trokanterinde bir kil bulunmasi ve sirt plaklarmin cokgenimsi desenlere sahip

olmasiyla yakim tiirlerden kolayca ayirt edilebilir (Dogan, 2005).

Yasama alani olarak daha ¢ok nemli ve ¢imenli yosunlari tercih eden bu tirin beslenme
sekli bilinmemekle birlikte, cinsin diger c¢ogu {iiyesi gibi predatéor oldugu

diistiniilmektedir.



Sekil 1.1. Eustigmaeus absens (disi). Ustten goriiniim

Kuzilitesi (infrared) spektroskopisi (IR)

Infrared spektroskopisi (kirmizi1 &tesi spektroskopisi) inorganik, organik, biyokimyasal
maddelerin yapilarinin ag¢iga ¢ikarilmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu yodntem,
molekiil i¢i gruplarin veya molekiillerin infrared bolgesindeki frekanslarini igeren
elektromanyetik 1g1malar1 absorblanmasmm 6lgiimini esas alan bir yontemdir. IR 1smnlar1
dalga sayis1 12500-20 cm™, dalga boyu biriminden ifade edilecek olursa 0,78-500 pm
araliginda yer alan 1gmlardir. IR spektroskopisi uygulamalar1 uzak IR bdlgesi (400-20 cm
1, orta IR bolgesi (4000-400 cm™) ve yakin IR bolgesi (12500-4000 cm™) olmak lizere
basglica ii¢ mintikada yapilir. Uzak IR bdlgesinde genellikle inorganik ve metal-inorganik
gibi agir atomlarm titresimleri ile 6rgii titresimleri incelenir. Yakin IR bdlgesinde molekiil

titresimlerinin st ton (overton) ve harmonikleri gézlenir ve ayrica karbon dioksit, kukirt,



su, amin tuzlar1 ve diisiik molekiil kiitleli hidrokarbonlar gibi basit maddelerin kantitatif

tayini gergeklestirilir. (Skoog vd., 1998).

IR spektroskopisi sayesinde bir molekiiliin yapisinda hangi fonksiyonel gruplarin yer
aldigy, iki bilesigin ayni veya farkli oldugu ve bazi numunelerdeki bir maddenin kantitatif
tayini yapilabilir. IR spektroskopisinde en ¢ok tercih edilen numune hazirlama yontemi
potasyum bromir (KBr) ile pelet (disk) hazirlamaktir. Bu teknikte KBr ile kati numune
belirlenen oranda karistirilir ve karigim homojenize olana kadar 6giitiiliir. Sonrasinda bu
karigim takribi 10.000 psi’lik basingta sikistirilarak saydam bir disk elde edilir. Elde
edilen disk nemlenmeden spektroskopi cihazinda 6lgtimleri yapilir. IR spektroskopisinde
kullanilan diger teknik ise ATR (seyreltilmis toplam yansima) teknigidir. Bu teknikte KBr
ile pelet hazirlamaya gerek duyulmaz. ATR-FTIR tekniginde IR 1gmin ZnSe veya elmas
gibi kirilma indisi yiiksek IR gegirgen bir kristal boyunca gegisine musaade edilerek isinin
birka¢ defa yansitilmasi saglanir. Bu kristal yiizeyinde sikistirilmis numune icerisine
yansitilan 1sinm belirli bir kism1 humuneye nifuz eder ve her yansimada bu durum
tekrarlanir boylece sagilan 151 kristalden ¢ikip spektrometredeki normal 1s1n yoluna girer.
ATR tekniginde gelen 151 agisinin daima kritik a¢idan biiyiik olmasi gereklidir bdylece
1smin kirmimi elde edilir. ATR teknigi; polimer, malzeme, tekstil ve boya endistrisinde,
¢oziinlirligl az olan katilar, filmler, kopukler, lifler, yapistiricilar, kaplamalar, tozlar ve
yumusak maddelerin analizinde siklikla kullanilan yaygimn ve 6nemli bir tekniktir (Caglar
vd., 2010).

IR spektrumu sonuclarindan asetilasyon derecesi (AD) hesaplanabilir. Asetilasyon
derecesi kitinin safligin1 gosterir. Literatiirde safkitinin asetilasyon derecesi %100 olarak
kabul edilir. Hesaplama sonucu elde edilen deger %100’l gecerse kitinin yapisinda

protein veya mineral kalintis1 oldugu anlagilir (Kaya vd., 2014a).
Taramalr elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM); lantan hekza borit, tungsten veya alan emisyonlu
tabancadan ¢ikan kiigiik dalga boylu elektronlarin numune yuzeyine gonderilerek
numunenin bigimi, sekli, yapist ve diger ylzeysel Ozellikleriyle beraber kimyasal
bilesimleriyle ilgili ayrintili bilgi edinilmesini saglar. SEM 1s1ik mikroskoplarina gore

yuksek blyutme, yiiksek ayrim giicii, bilyiik alan derinligi, net gorme orani, U¢ boyutlu



goruntli ve net gorunti kalitesi gibi 6nemli Gstunliklere sahiptir. Yuksek enerjili
elektronlarin numune yizeyine nifuz etmesi sonucunda meydana gelen ismlarin
dedektorler tarafindan toplanmasi ve kaydedilmesiyle SEM gorintileri elde edilir (Cirak,
2005).

Elektronlar kati numuneye carptiginda, yansirlar veya yutulurlar. Yansiyan elektronlar
farkli sinyaller Uretir. Yansiyan elektronlarmn sinyalleri; geri yansiyan, ikincil, Auger ve
diger yansiyan elektron sinyalleri olarak adlandirilir. Temel elektronlarin enerji diizeyi
yaklasik 50 eV’den daha yiiksektir. Bu nedenle yansiyan elektronlar disinda geri dénen
elektronlar meydana gelmektedir. Geri donen elektronlarin en belirleyici 6zelligi yliksek
enerjili olmalaridir. Yutulan elektronlarin kat1 hacim igerisinde dagilmasi sayesinde
numunenin mikro analizi yapilabilmektedir. Malzemenin mikro analizi ile SEM
analizinde, dalga dagitic1 151 metotlar1 ve enerji dagitict X-1sinlarindan faydalanilir. Bu
analizlerde geri yansiyan ve Iikincil elektronlarin yakalanmasi en ¢ok kullanilan
metotlardir. Yansimalar malzemenin yiizeyinden gergeklesir. Malzemenin tanecik
bi¢cimlerinin belirlenmesinde geri yansiyan elektronlar kullanilirken, malzeme yiizeyine
iligkin veriler ikincil elektronlar sayesinde saglanir. Yansiyan elektronlarin siddeti

malzemenin atom numarasi Ve 6zgiil agirhigiyla orantilidir (Ramachandran vd., 2000).

Karakteristik X-1sinlar1, yiiksek enerjili birincil elektronlarin 6rnek yiizeyine ¢arpmasiyla
olusur. Gelen elektron numunede yer alan atomun i¢ tabakasindan elektron koparir,
elektron eksikligi olan tabakaya bir Ust tabakadan elektron geger ve bunun sonucunda iki
tabaka enerji seviyesi arasindaki enerji farki miktarina sahip X-isinlar yayilhir. X-sinlari,
her kabuk ve her element icin karakteristik dalga boyu ve enerjiye sahiptir. Bu 1smlar
numune ylzeyinin kantitatif ve kalitatif analizlerinde kullanilir. (Enerji dagilimli X-1s1n1
(EDX) spektrometresi).

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM)

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM), yiiksek enerjili elektronlarin ¢ok ince kalinliktaki
(<100 nm) numune ile etkilesime girmesi sonucu, numuneden gegerek veya kirmima

ugrayarak goriintii isleyebilen yiliksek ¢oztintirliikli sistemdir.



TEM kimyasal analiz imkani, atomik seviyede goruntl ve kristallografik bilgi
sagladigindan farkli amaglarda kullanilmaktadir. Kullanim alanlarindan bazilari
sunlardir: Mekanik deformasyonun olup olmadiginin belirlenmesi, faz igeriginin ve
fazlarin tane boyutunun belirlenmesi, bir i¢ yapida mikron-alt1 boyutlar igin bir fazin
kristal yapida m1 amorf yapida mi oldugunun belirlenmesi, farkli kristaller arasinda
olusan hatalarin seklinin belirlenmesi. TEM’de elektron-madde etkilesimi sonucunda
farkli sinyaller toplanmaktadir. Bunlar; karakteristik X-iginlarinin, dogrudan gegen
elektronlarm, elastik olarak sagilan elektronlarin ve elastik olmadan sagilan elektronlarin

meydana getirdigi sinyallerdir (Freeman vd., 1996).

Mikroskobun tabancasindan ¢ikarak numuneye ulasan hizlandirilmis elektronlar,
numunenin atomlarina enerjilerini aktarir ve numunenin atomlarindaki elektronlarin daha
dis yoriingelere ¢ikmalarina neden olur. Cekirdegin elektrostatik ¢ekiminden dolayi yeri
bosalan elektronun yerini dis yoriingedeki elektronlardan biri alir ve fazla enerjisini
elektromanyetik dalga olarak yayar. Atomlarin farkli kabuklarindaki elektronlar, bir alt
seviyedeki kabuklara gecerken kabuklar arasindaki enerji fark: kadar karakteristik 1s1ma
meydana getirirler. Numune ile etkilesime giren eclektronlarin olusturdugu goriinti
biiyiitiilerek floresans ekrana yansitilir ve numuneye ait gorintl elde edilir (Egerton,
2008).

Calismanin dnemi

Bu ¢alismada; Eustigmaeus absens (Acari: Stigmaeidae) tlrlinden kimyasal yontemle
Kitin elde edilmis, elde edilen Kitinlerden nanokompozit sentezlenmis, kitinin ve kitin
temelli nanokompozitin yapisal, morfolojik 6zellikleri aydinlatilmis ve bunlarin
antibakteriyel aktiviteleri ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢aligma ile daha dnce kitin eldesi ile
ilgili tizerinde hi¢ galisilmamis olan E. absens tiiriiniin kitin 6zellikleri agiga ¢ikarilarak

gelecek galigmalara 11k tutmasi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kitin, seliilozdan sonra dogada en fazla mevcut olan biyopolimerdir. Kitin ve turevleri
biyolojik aktiviteleri ve endiistriyel ve biyomedikal uygulamalar1 nedeniyle biiyiik
ekonomik degere sahiptir. Kitinin ana ticari kaynaklari, kabuklu deniz iriinleri isleme
endiistrileri tarafindan biiyiilk miktarlarda tedarik edilen karides, yengec, 1stakoz ve kril

gibi organizmalardir (Yang vd., 2013; Ucgiil vd., 2016).

Kitin eldesi ile ilgili literatiir taramasi yapildiginda, tizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan canli
grubu kabuklulardir. Akarlardan kitin eldesi ile ilgili ise sadece dort ¢alisma mevcuttur.

Konu ile ilgili calismalar kronolojik siraya gore asagida verilmistir.

No vd. (1989), kerevit kabugu atiklarindan ve kerevitin tamamimdan Kitin elde
etmislerdir. Kerevit kabugu atiklarmin ve kerevitin tamaminin proteinlerinden
arindirilmasi i¢in 3,5 M NaOH, minerallerinden armdirilmasi igin ise 1 M HCI ¢ozeltisi
kullanilmistir.  Elde edilen Kkitinlerin analizleri EA (element analizi) ile
gergeklestirilmistir. Sonuglar kerevit kabugu atiklarindan elde edilen kitin veriminin,

kerevitin tamamindan elde edilenden daha yiliksek oldugunu géstermistir.

Acosta vd., (1993), yaptiklar1 ¢alismada Dikenli 1stakozu (Polinurus vulgaris), Karamot
karidesi (Penaeus karamot), Norveg 1stakozu (Nephrops norvegicus), Mantis karidesi
(Squilla mantis), Ispanyol kereviti (Astecus juviabilis), Amerikan kereviti (Astecus
cambarus) ve bir askomiset mantar1 (Fusarium oxysporum) da dahil olmak iizere gesitli
dogal kaynaklardan kuru bazda %214-25 verimle kitin izole etmislerdir. Cesitli
kaynaklardan elde edilen Kitinin fizikokimyasal 6zellikleri IR (infrared spektroskopisi)
ve SEM (Taramali elektron mikroskobu) ile incelenmistir. IR analizleri, elde edilen

Kitinlerin %100 saflikta olmadigin1 gostermistir.

Das vd. (1996), Portunidac familyasina ait iki yengecin (Scylla serrata ve Portunus
pelagicus) gesitli viicut kisimlarindan Kitin eldesine yonelik yaptiklar1 galismada; P.
pelagicus tlrunden kuru agirlikta (g/100g) viicut kabugundan 11,67, kiskag kabugundan
10,42, bacak kabugundan 16,07 kitin igerigi; S. serrata tiirlinden kuru agirhkta viicut
kabugundan 13,51, kiskag¢ kabugundan 11,66, bacak kabugundan 20,19 gram kitin igerigi

oldugunu aciga ¢ikarmislardir. Istatiksel olarak P. pelagicus tiiriiniin viicut kabugundan
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elde edilen kitin ile kiskag kabugundan elde edilen kitin arasinda anlamli bir pozitif bir
iliski oldugu halde, S. serrata tiiriiniin viicut kabugundan elde edilen kitin ile bacak

kabugundan elde edilen kitin arasinda negatif bir iliskinin oldugu anlasilmistir.

Zhang vd. (2000), ipekbdcegi (Bombyx mori)’den kitin izole etmislerdir. Kitin elde etmek
icin 1 M HCI c¢ozeltisi ve 1 M NaOH kullanilmislardir. Elde edilen kitinlerin
karakterizasyonunu gerceklestirmek i¢cin XRD (X-ismi1 kirmimi), NMR (Nukleer

manyetik rezonans) ve SEM analizlerini yapmislardir.

Wu vd. (2004), Agaricus bisporus (kiltir mantari) atiklarindan NaOH kullanarak Kitin
elde etmistir. Elde edilen kitinin asetilasyon derecesinin %75,8 ile %87,6 arasinda
oldugunu ortaya konmus ve bu degerin kabuklulardan elde edilen kitin ile benzer oldugu
belirtilmistir. Yapilan ¢alismada ayrica kiiltiir mantarinin ticari kitin kaynagi olabilecegi

ortaya konmustur.

Paulino vd. (2006), ipekbocegi krizalitlerinden ekstrakte edilen kitinin, SEM ile
gozlemlemis, ylksek saflikta ve gozenekli bir kitosan iiretimi i¢cin kullanmiglardir.
Uretilen kitin ve kitosani, FTIR, NMR (niikleer manyetik rezonans) spektroskopisi, TGA
(Termogravimetrik Analiz), DSC (diferansiyel taramali kalorimetri) ve SEM yontemleri
ile karakterize etmislerdir. Elde edilen kitin ve kitosan yiiksek safliga sahip olmalarmna
ragmen, kabuklulardan {iretilen kitin ve kitosan ile karsilastirildiginda verimi diisiik

oldugu anlasilmistir.

Majtan vd. (2007), Bombus terrestris cesetlerine 1M HCI ¢6zeltisi ve 1M NaOH ile
muamele ederek bocek kitinini elde etmiglerdir. IR ve NMR spektroskopisi ve konfokal

mikroskop ile kitinin karakterizasyonunu yapmislardir.

Yen ve Mau (2007), Sitaki mantarindan (Lentinula edodes) kitin elde etmistir. Kitin elde
etmek icin sodyum hipoklorit, etil alkol ve potasyum permanganat kullanilmistir. Kitin
eldesi i¢in etil alkol kullanilmasinin kitin verimini artirdig1 saptanmustir. Kitin veriminin
sodyum hipokloritte 283,2, etil alkolde 367,2 ve potasyum permanganatta 250,8 mg/g
oldugu kaydedilmistir.

Mario vd. (2008), yedi mantar tirtinden (Mucor rouxii, Absidia glauca, Aspergillus niger,

Pleurotus sajor-caju, Gongronella butleri, Trichoderma reesei, Rhizopus oryzae,
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Lentinula edodes) kitin elde etmistir. Kitinlerin safliklar1 asetilasyon derecesi ile

karakterize edilmis ve kitinlerin ticari kitine benzedigi belirtilmistir.

Sobotnik vd. (2008), Acarus siro (Acari: Acaridae) tiiriiniin peritrofik membranindan elde
ettikleri Kkitini akarisit olarak kullanmislardir. Caligmada peritrofik zar i¢indeki Kkitin,
kolloidal altinla (10 nm) konjuge edilmis bugday tohumu-lektin kullanilarak tespit
edilmistir. Peritrofik zardaki kitin, A. siro'nun popiilasyon biiyiimesini baskilamada yeni

akarisit bilesikler icin uygun bir hedef olarak belirlenmistir.

Thirunavukkarasu ve Shanmugam (2009), Scylla tranquebarica’nin (Camur yengeci)
viicudunun farkli bolgelerinden kitin elde etmislerdir. Yengecin bacak kismindan elde
edilen Kitinin, kiska¢ kismmdan elde edilen kitine gére daha verimli oldugunu ortaya

koymuslardir.

Yen vd. (2009), yenge¢ kabuklarindan kitin daha sonra kitosan elde etmislerdir. Elde
edilen kitosanlarin molekiiler agirliklari, element analizleri, SEM ve XRD analizleri
karsilagtirilmistir. Analiz sonuglar1 elde edilen kitosaninin yiiksek saflikta oldugunu

gostermistir.

Nessa vd. (2010), karides kabugu atiklarinda demineralizasyon, deproteinizasyon, renk
giderme islemlerini kimyasal asamalarla gerceklestirerek kitin elde etmislerdir. Elde
edilen kitini deasetile ederek, deasetillenme isleminin kitosanin fizikokimyasal ve
fonksiyonel ozellikleri {lizerindeki etkisine bakmislardir. Dort kitosan ornegi farkl
deasetilasyon sireci (45, 55, 65 ve 72 sa.) ile oda sicakliginda hazirlanmislardir. Sonuglar,
deasetilasyon siiresinin kitosanin deasetilasyon derecesini ve ¢oziiniirliigiinii etkiledigini

ortaya koymustur.

Sajomsang ve Gonil (2010), Agustosbocegi integimentinden  minerallerin
uzaklastirilmasi ve proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in sirasiyla 1 M HCI ¢Ozeltisi ve 1 M
NaOH ile kitin elde etmislerdir. Calisma kapsaminda agustosbocegi kabuklarindan elde

edilen o-kitinin fizikokimyasal 6zellikleri EA, ATR-FTIR, NMR, XRD ve TG ile

incelenmistir.

Ifuku vd. (2011), farkl tiirdeki mantarlarin (Agaricus bisporus, Hypsizygus marmoreus,

Pleurotus eryngii, Lentinula edodes, Grifola frondosa) hiicre ceperlerinden Kitin elde
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etmislerdir. Kitinlerin boyutunun 10-20 nm arasmnda degistigini belirtmislerdir. Elde
ettikleri kitinlerin gida sektoriinde ve tibbi g¢alismalarda kullanilabilecegini ifade

etmislerdir.

Jalal vd. (2012), tavuk ayagindan kitin eldesi i¢in en uygun kosullar1 bulmayi
amaglamiglardir. Mineralleri uzaklastirmak i¢in en uygun HCI ¢ozelti molaritesini 1,5 M
ve proteinleri uzaklastirmak i¢in en uygun NaOH molaritesini 1 M olarak belirlemislerdir.
Elde ettikleri FTIR spektrumu ile diger ¢alismalarin spektrumlarini karsilastirip, kitinlerin

uyum i¢inde oldugunu gostermislerdir.

Liu vd. (2012), 1 M NaOH ve 1 M HCI ¢06zeltisi ile muamele ve sonrasinda renk giderme
icin %1 potasyum permanganat ile muamele ederek yetiskin bir Mayis bdcegi olan
Holotrichia parallela’dan kitin izole edilmislerdir. Bu tiiriin kitin verimini %15 olarak
bulmuslardir. Bu bocek kitini, IR, XRD, SEM ve EA analizi sonuglarini karidesten elde
edilen ticari alfa kitin ile karsilastirilmistir. Elde edilen Kitinler benzer fizikokimyasal
Ozellikler ve kimyasal yapilar sergilemistir. Calismada H. parallela tirinin alternatif

kitin kaynagi olabilecegi ifade edilmistir.

Kaya vd. (2014a), yetiskin ve larva Leptinotarsa decemlineata’dan (patates bocegi) kitin
ve kitosan elde etmislerdir. Kitin ve kitosan1 fizikokimyasal olarak karakterize etmisler
ve yetiskinler ile larvalar arasindaki farkliliklar1 belirlemislerdir. Calismalarinda FTIR,
XRD, TGA, SEM, EA yontemlerini kullanmiglar, kitin ve kitosanin molekiiler

agirliklarina, antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerine bakmislardir.

Kaya vd. (2014b), iki yaygimn 6riimcek tiiriiniin (Geolycosa vultuosa ve Hogna radiata)
kitin yapisi fizikokimyasal olarak karakterize etmislerdir. Kitin igerigini G. vultuosa
icin %8-8,5 ve H. radiata igin %6,5-7 olarak belirlemislerdir. FTIR, TGA ve XRD

sonuglari, kitin yapilarinin alfa formda oldugunu gostermistir.

Kumari vd. (2014), yaptiklar1 ¢aligmada bir balik (Cypriniformes) tiirii olan Labeo
rohit’ten kitin ve kitosan1 kimyasal yontemle elde etmislerdir. Optimum verim elde etmek
amaciyla etkili konsantrasyonu belirlemek i¢in asit ve alkali ile gesitli islemler dikkate
alinmistir. FTIR, XRD ve SEM analizleri sonucunda, L. rohit’in kitin kaynagi olabilecegi

goriilmiistiir.
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Kaya vd. (2015a), 16 ecklembacakli tiirinden [13 bocek (Hexapoda), 2 araknid
(Arachnida), 1 akar (Acari)] kitin Orneklerini ilk kez ayni yontem kullanarak izole
etmiglerdir. Kitinlerin, FTIR, TGA, XRD, SEM ve eclemental analizi yapilarak

fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

Kaya vd. (2015b), Argynnis pandora turiindeki kelebegin kanatlarindan ve diger viicut
kisimlarindan ayn1 yontemle elde ettikleri kitinleri FTIR, TGA, XRD, SEM ve EA ile
karakterize edip karsilastirmislardir. Kanat parcalarindan elde ettikleri kitin igerigini
%22, diger viicut kisimlarindan elde ettikleri kitin igerigini %8 bulmuslardir. Kanatlardan
ve diger viicut kisimlarindan elde ettikleri kitinlerin SEM analizi disindaki diger
analizlerinin yliksek oranda benzerlik gosterdigini agiga ¢ikarmiglardir. Kanatlardan elde
edilen Kitin ylizeyinin bazi bolgelerinde gdzeneksiz diiz bir yiizey bazi bolgelerinde boru
seklinde gozenekler gozlemlemislerdir. Diger viicut kisimlarindan elde edilen kitin
yuzeyinin ise farkli dizilimde ve yapida dizayn edilen gozenekler ve sivri uglu kitinsi

yapilar igerdigini belirlemiglerdir.

Choi vd. (2016), ev tozu akarlarindan kitin elde etmislerdir. Kitin eldesi icin, 100 mg ev
tozu akarmi, fosfat tamponlu tuzlu su i¢inde 24 sa. yikayip ardindan 55°C'de 10 sa.
kurutmuslardir. Sonrasinda sirasiyla 2 M NaOH, 0,5 M H.SO4 ile isleme tabii
tutmuslardir. 1 mg ev tozu akarindan 700 pg kitin elde dilmistir. Elde ettikleri Kitini,
solunum yollarinda solunan alerjenlere karsi bagisiklik tepkisinin gelistirilmesi igin

kullanmiglardir.

Fernando vd. (2016), Portunus pelagicus (Kum yengeci) tiiriinden kitin elde etmislerdir.
Elde edilen Kitin, XRD, TGA ve FTIR analizine tabi tutulmustur. Kitinler, farkli olusum
kosullarinda polimer filmler olusturmak i¢in kullanilmistir. Olusturulan filmler, ticari
kitinden olusturulan filmler ile karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucunda filmlerin

gerilme karsisindaki zayiflamalar1 birbirine benzer ¢ikmistir.

Kim vd. (2017), asit ve alkali ile kimyasal islemden sonra, iki noktali tarla circir
bdceklerinden (Gryllus bimaculatus) kitin ve kitosan elde etmislerdir. Kitin eldesi igin,
sirastyla minerallerin uzaklastirilmasi asamasinda 2 M HCI ¢ozeltisi ve proteinlerin
uzaklastirilmas1 asamasinda 1,25 M NaOH soliisyonlarin1 kullanmiglardir. Crrcir

boceklerinden elde ettikleri kitinin ticari Kitin kaynagi olabilecegini gostermislerdir.
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Tokatli ve Demirdoven (2018), yaptiklar1 calismada karides atiklarindan elde edilen kitin
ve kitosanlarin iiretim kosullarini optimize etmeyi amacglamiglardir. Kitin {iretiminde
demineralizasyon i¢in oda sicakliginda 132,61 dk. boyunca 0,73 mol/L HCI ¢6zeltisi ve
deproteinizasyon icin 60,49°C'de, 75,65 dk. boyunca 0,95 mol/L NaOH kullanilmistir.
Kitinlerden elde edilen kitosanlardan birini 120°C'de 300 dk. boyunca %40 NaOH ile
digerini ise 100°C'de 720 dk. boyunca %50 NaOH kullanimut ile elde etmislerdir.

Kuglkgilmez (2018), yaptig1 ¢alismada kerevit (Astacus leptodactylus) kabuklarindan
kimyasal olarak kitin elde etmislerdir. Kitin elde etmek i¢in proteinleriz uzaklastirilmasi,
minerallerin uzaklastirilmast ve renk pigmentlerinin uzaklastirilmas: islemleri
uygulamistir. Kitinin deasetilasyonu ile kitosan elde etmislerdir. Kitosanin
karakterizasyonunu belirlemek igin; nem ve kil icerikleri, deasetilasyon derecesi, renk
ozellikleri, FTIR ve SEM analizleri uygulanmistir. Bu caligmanm bulgulari,

degerlendirilmemis kerevit atiklarindan kitin elde edilmesi agisindan 6nemlidir.

Ibitoye vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada ev kriketlerinden (Brachytrupes portentosus)
kimyasal yontemle kitin ve kitosan elde etmislerdir. Kriketlerden elde ettikleri kitin ve
kitosanin fizikokimyasal Ozelliklerini, ticari kitin ve kitosan ile karsilastirmiglardir.
Kitinlerin karakterizasyonu i¢in XRD, SEM ve EA yapilmistir. Bunun sonucunda elde

edilen kitinlerin dl¢timleri birbirine benzer ¢ikmustir.

Machatowski vd. (2019), ¢alismalarinda ilk kez, kitinin Caribena versicolor 6riimcek
kiitikiiliinden izolasyonu gerceklestirmislerdir. Kitinin 151k mikroskobu, SEM, Raman
spektroskopisi, XRD, elektrosprey iyonizasyon kutle spektrometresi, NMR, Kitinaz
sindirim testi, UV-VIS spektroskopisi analizleri yapilmustir.

Seyyar ve Demir (2020), bir otbicen (Opilionida) olan Phalangium opilio’dan ilk kez
kitin elde etmislerdir ve TGA (termogravimetrik analiz), XRD (X-1sm1 kirmimi), FTIR
ve SEM analizleri ile kitinin karakterizasyonu yapmuslardir. Elde ettikleri Kitinin yiizey
morfolojisinde nanofiber ve nanoporlara rastlamiglardir. Ayrica kitinin termal

kararliliginin yiliksek ve alfa formda oldugunu agiga ¢ikarmislardir.
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Mohan vd. (2019), Bir salyangoz (Gastropoda) turii olan Conus inscriptus’tan Kitin elde
etmislerdir. XRD, FTIR, SEM, EDX, TG/DTA analizleri sonucunda elde ettikleri kitinin

alfa formda oldugunu dogrulamiglardir.

Shin vd. (2019), un kurdu larva pupa ve erginlerinden, Oryctes nasicornis (gergedan
bocegi) larva, pupa ve erginlerinden deproteinizasyon ve demineralizasyon yoluyla Kitin
izole etmislerdir. Un kurdu larvalarinin kitin verimi larva, pupa ve ergin sirasiyla %4,60,
%38,40 ve %3,90, gergedan boceginin larva, pupa ve ergininde %10,53, %12,70 ve
%14,20 olarak bulunmustur. Daha sonra, her tiirlin tiim asamalarindan Kkitin
ekstraksiyonlarmin deasetilasyonu ile kitosan elde etmislerdir. Elde edilen kitosanlarin
FTIR ve XRD analizlerini yapmislardir. Elde edilen kitosanlarin analiz sonuglarinin ticari

kitosana benzerlik gosterdigi gorilmiistiir.

Demir ve Seyyar (2020), 6rimcek (Araneae) turl olan Aculepeira ceropegia’dan kitin
eldesi gergeklestirmisler ve kitinin SEM, TGA, FTIR ve XRD analizlerini
gerceklestirmislerdir. Calisma sonunda elde edilen kitinin alfa forma sahip oldugu agiga

cikarilmustir.

Huet vd. (2020), farkli saflik derecelerindeki kitinleri (%45, %89,7 ve %93,3) Bombyx
eri (Eri ipek kurdu) larvalarmdan verimli bir sekilde ekstrakte etmisler ve fizikokimyasal
olarak karakterize etmislerdir. Elde edilen kitin, ticari olarak temin edilebilen ve karides
kabugundan ekstrakte edilen o-kitin ile karsilastirildiginda, kitinlerin kristalografik
yapilarinin, termal stabilitelerinin ve asetilasyon derecelerinin benzer oldugu

gorilmiistiir.

Cakmak ve Ko¢ Bilican (2021), bir akar turi olan Trachytes pauperior’dan (Berlese)
(Acari) ilk kez ii¢ boyutlu (3D) kitin ekstraksiyonu gerceklestirilmislerdir. Elde ettikleri
kitini, 151k mikroskobu ile gozlemleyip, FTIR ve SEM analizi ile karakterize etmislerdir.
Yazarlar bulgularina gore, yliksek saflikta elde edilen ve organizmanin viicut yapismnin
biiytik bir boliimiinii olusturan kitinin ileride yapilacak g¢aligmalar i¢in potansiyel bir

kaynak olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Yapilan bazi ¢ahismalarda (Orn. Gibbs ve Morrison, 1959; Crowe ve Camara, 1973;
Crowe, 1975; Woolley, 1973; Mothes ve Seitz, 1984; Pugh vd., 1987; Rounsevell ve
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Greenslade, 1988; loffe-Uspensky vd., 1997; Locher vd., 2010, Alberti, 2013; Chatterjee,
2019) akarlarin kutikular yapilar1 kitin eldesi yapilmadan dogrudan 15tk ve elektron
mikroskobu yardimiyla incelenmis olmakla birlikte, tez calismasi ile ilgili akarlar Uzerine
yapilan ¢alismalarin (Sobotnik vd., 2008; Choi vd., 2016; Kaya vd., 2015a; Cakmak ve
Kog Bilican, 2021) oldukga sinirli oldugu soylenebilir.

Su ana kadar Eustigmaeus absens tiiriniin kitini ile 1ilgili herhangi bir g¢alisma
yapilmamistir. Bu ¢alisma, akarlar konusunda yapilacak sonraki galismalara 11k

tutulacaktr.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Daha 0nce FBA-2019-642 numarali proje kapsaminda Sansa Bogazi’ndan toplanan
Eustigmaeus absens Dogan 6rneklerinden elde edilen kitin, ¢alisgmanin ana materyalini

olugturmaktadir. Caligsma siiresince kullanilan malzemelere asagida yer verilmistir.

3.1.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

o Laktik asit, akar Orneklerinin agartilmasi ve temizlenmesinde %60 saflikta
kullanildi.

e Hoyer eriyigi; 50 mL saf su, 200 g kloralhidrat, 20 mL gliserin ve 30 g kristal arap

zamki karistirilarak elde edildi. Akarlarin preparasyon isleminde kullanildi.

e Degistirilmis Hoyer eriyigi, kitinlerin preparatini yapmak i¢in saf suyla %50

seyreltilmis Hoyer kullanildi.

e Giimiis nitrat (AgNQO3), elde edilen kitinler tizerinde glimiis nanopartikiiller

bliyiitmek i¢in 10 mM kullanild1.

e FEtil alkol, akarlarin elde edilmesi asamasinda %70 saflikta, muhafaza edilmesinde

%95 saflikta kullanildi.

e Hidroklorik asit (HCI), kitin eldesi asamasinda akarlarin yapisinda bulunan
minerallerin uzaklastirilmasi i¢in 0,1 M, 0,5 M, 1 M, 1,5 M ve 2 M kullanildi.

e Kloroform-metanol-su  karigimi,  organizmanin  yapisindaki  lipitlerin

uzaklastirilmasi i¢in kullanildi.

e Sodyum hidroksit (NaOH), akarlarin yapisinda bulunan proteinlerin
uzaklastirilmasi i¢in 0,1 M, 0,5 M, 1 M, 1,5 M ve 2 M kullanildi.

e Saf su, akarlarin partikiillerinden arindirilmasinda ve elde edilen kitinlerin sirali

islemler yapilana dek muhafaza edilmesinde kullanildi.
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

e Akarlarin ayiklanmas1 Leica EZ4 stereo mikroskopta yapildi.

e Preparatlar1 yapilan akar Orneklerinin teshisi i¢in Leica DM500 model 151k

mikroskobu kullanild.
o Elde edilen kitinler JSON-100 markal1 ettivde kurutuldu.
e Tartim islemleri i¢in Ohaus markali hassas terazi kullanildi.

e Elde edilen kitinlerin morfolojik goruntileri Nikon SMZ25 stereo mikroskoba

entegre DS-Ri2 model dijital kamera araciligi ile alind.

e Kitinlerin preparatlart DM 4000B model faz-kontrast donanimli 151k

mikroskobunda incelendi.

e Elde edilen kitinlerin {izerine giimiis nanopartikiillerin dekore edilmesi i¢in 8 watt

giictinde 6 adet UVA lambali Luzchem LZC-4X fotoreaktor kullanildi.

e Elde edilen kitinlerin ayrintili ylizey morfolojisi hakkinda bilgi saglamak i¢in
Quanta FEG 450-FEI alan emisyon kaynakli taramali elektron mikroskobu (SEM)
ve HITACHI HT-7700 gegirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilda.

e Kitinlerin element analizi enerji dagilhimli X-Isin1 spektofotometresiyle (EDX) ile

belirlendi.

e Kitinlerin ATR-FTIR spektrumlar1 Thermo Nicolet 6700 spektrometresiyle
kaydedildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Akarlarin eldesi, preparasyonu ve teshisi

Bu ¢alismada, daha 6nce FBA-2019-642 numarali proje kapsaminda Sansa Bogazi’'ndan

toplanan Eustigmaeus absens 6rnekleri kullanildi. E. absens tiiriiniin Sansa Bogazi’nin
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smirlart i¢inde, bir akarsu yakinlarinda (39°33'30,9"K 40°07'11,4"D) nemli, ¢imenli ve
yosunlu alanlarda yasadigi belirlendi. Arazide naylon torbalara konularak etiketlenip,
laboratuvara getirilen ornekler birlestirilmis Berlese-Tullgren hunilerinden olusan
ayiklama diizenegine yerlestirildi. Bu diizenek; 40 cm derinliginde, 30 cm ¢apinda olan
bir huni ile bunun tizerine konulan gdzenek ¢ap1 2 mm olan bir elek ve bunun da iizerine
yerlestirilen 15-25 Watt’lik lambalardan olusan bir 151k kaynagindan ibarettir (Sekil 3.1).
Isik kaynagi en az 7 giin stireyle acgik birakildi. Berlese-Tullgren hunilerinin alt tarafina
yerlestirilen ve icinde %70’lik etil alkol igeren toplama siselerine biriktirilen

organizmalar Petri kaplarina bosaltildiktan sonra stereo mikroskop altinda ayiklandi.

Sekil 3.1. Berlese-Tullgren diizenegi

Akarlarin eldesi ve preparasyonu konusunda Walter ve Krantz (2009)’un eserinden
yararlanildi. Tiir teshisi icin 6rneklerin agartilmasi ve temizlenmesinde %60’ lik laktik asit
cozeltisi kullanildi. Agartilmis 6rneklerin daimi preparatlar1 Hoyer ortaminda yapild.
Teshis iglemleri Dogan (2005) ve Fan ve Zhang (2005)’e gore gergeklestirildi. Teshis
islemleri tamamlandiktan sonra akar Ornekleri Kitin eldesi igin sayilarak, etiketlenip
%96’1ik etil alkol i¢inde ve -24°C’de muhafaza edildi.
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3.2.2. Kitin eldesi

Kitin eldesi agsamasinda organizmanin yapisindaki mineralleri uzaklagtirmak i¢cin HCI
¢Ozeltisi kullanild1 (Majtan vd., 2007; Liu vd., 2012; Kim vd., 2017; Cakmak ve Kog
Bilican, 2021). Eustigmaeus absens ic¢in uygun HCI ¢Ozelti molaritesini belirlemek
amaciyla, 0,1 M, 0,5 M, 1 M, 1,5 M ve 2 M HCI ¢0zeltisi hazirlandi. Hazirlanan farkli
molaritelerdeki asitler 0,5 mL olacak sekilde saklama tiiplerine koyuldu. Ayni molariteye
sahip asitlerin farkl: stirelerde isleme tabi tutulmasi amaciyla her bir molariteden iki
saklama tiipii olusturuldu. Bir sonraki asamada, %96°lik etil alkolde muhafaza edilen
numuneler, Petri kaplarma dokiiliip, partikiillerinden arindirilana kadar saf su ile yikandi.
Y ikanan numuneler sayilip, her biri 40 adet olacak sekilde i¢inde farkli molaritelerde HC1
cozeltisi bulunan saklama tlplerine konuldu. HCI ¢ozeltisi icindeki numuneler 60 °C
etiivde 6 ve 8 sa. siireyle bekletildi. Etiivden ¢ikarilan 6rnekler notr pH degerine ulasana
kadar saf su ile birka¢ kez yikandi. Her yikama isleminden sonra pH kagidi ile kontrol
edilip notr pH degerine ulasana kadar bu islem tekrar edildi. Sonrasinda her tlpte kag
numune oldugu sayildi. Sayma islemi sayesinde, 6rneklerin hangi molaritelerde ve hangi
stirede zarar gordiigii tespit edildi. N6tr pH degerine ulagan ve sayilan numuneler, siradaki

asama uygulanana kadar saf suda 4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

HCI ¢ozeltisinde islem goren numunelerin, yapisinda bulunan proteinlerin giderilmesi
icin NaOH kullanild1 (Kaya vd., 2014b; Seyyar ve Demir, 2020; Cakmak ve Kog¢ Bilican,
2021). E. absens i¢in uygun NaOH molaritesini belirlemek amaciyla, 0,1 M, 0,5 M, 1 M,
1,5 M ve 2 M NaOH hazirlandi. Hazirlanan farkli molaritelerdeki bazlar 0,5 mL olacak
sekilde saklama tiiplerine koyuldu. Ayn1 molariteye sahip bazlarin farkli siirelerde isleme
tabi tutulmasi amaciyla her bir molariteden iki saklama tiipli olusturuldu. Hazirlanan
farkli molaritelerdeki bazlarin her birine saf su ile yikanip partikiillerinden arindirilmis E.
absens numuneleri koyuldu. Numuneler, 80 °C etlivde 8 ve 11 sa. bekletildi. Etlivden
¢ikarilan numuneler nétr pH degerine ulasana kadar saf su ile yikandi. Sonrasinda her
tiipte kag numune oldugu sayildi. Notr pH degerine ulagan ve sayilan numuneler, siradaki

asama uygulanana kadar saf suda 4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

Eustigmaeus absens’in yapisindaki yaglar1 uzaklastrmak igin kloroform-metanol-su

karigimi, hacimce 1:2:4 oraninda olacak sekilde hazirlandi (Kaya vd., 2014b).
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Numuneler, belirlenen orandaki karigima koyularak, oda sicakliginda 30 dk. sireyle
bekletildi. Karigimdan ¢ikarilan numuneler notr pH degerine ulasana kadar saf su ile

yikandi. Gerekli analizler yapilana kadar saf su i¢inde 4 °C’de buzdolabinda muhafaza
edildi.

Tim bu islemler ve gergeklestirilen analizler sonucunda; E. absens’in yapisindaki
minerallerin uzaklastirilmasi igin en uygun HCIl ¢6zelti molaritesi 1,5 M ve HCI
cozeltisinde islem gOérme siresi 6 sa., proteinlerin uzaklastirmasi igin en uygun NaOH

molaritesi 1 M ve NaOH’de islem gorme siiresi 8 sa. olarak belirlendi.

Elde edilen kitinler; TEM-SEM analizi, element analizi, 151k ve stereo mikroskopta
gorlinti almimi, antibakteriyel aktivite ve kitinlerin dekorasyon isleminin yapimi igin
kurutulmadan saf su i¢inde 4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi. IR analizi igin Kitinler

Olciim alimmadan 6nce 3 giin 60 °C’de kurutuldu.
3.2.3. Kitin Uzerine giimiis nanoparc¢aciklarin dekorasyonu

Buzdolabinda saf su i¢cinde muhafaza edilen kitinler, dort farkli Petriye esit sayida
konuldu. Kitin numunelerinin {izerine, kitinleri kapatacak sekilde 10 mM AgNOs eklendi
(Hong vd., 2006; Guin vd., 2007). Daha sonra 4 Petri kab1 fotoreaktérde ultraviyole A
(UVA) ssinlar1 (365 nm) altina konuldu. Birinci Petri UVA 1sinlarina 30 dk., ikinci Petri
1 sa., Gglincu Petri 2 sa. ve dordlncu Petri 3 sa. maruz birakildi. Sonrasinda yapilan SEM
ve TEM analizleri sonuglarindan en iyi giimiis nanopartikiillerin biiyiidiigii stirenin 1 sa.

oldugu belirlendi.

3.2.4. Kitinlerin antibakteriyel aktivitesinin incelenmesi

Antibakteriyel aktivite deneyleri bir Gram-negatif (Escherichia coli ATCC 25922) ve bir
Gram-pozitif  (Staphylococcus aureus ATCC 29213) bakteri susu (zerinde
gergeklestirildi. Bakteriler Luria-Bertani sivi besiyeri i¢erisinde 37 °C’de, 150 rpm’de 18
sa. inkiibe edilerek on kiiltiirleri hazirlandi. Bu kilturlerden ODegoo degerleri E. coli ATCC
25922 icin 0,4, S. aureus ATCC 29213 icin 0,25 olacak sekilde taze besiyeri icerisinde
diliisyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan bu diliisyonlardaki bakteri sayisi yaklagik olarak 1,5

x 108/mL’dir. Kiiltiiriin 1 ml’si Eppendorf tiiplere aktarilarak santrifiij (13.000 rpm, 2 dk)
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edildi. Ust faz uzaklastirilarak pelet steril fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl) ile 1 kez
yikandi. Bakteriler 108 cfu/mL olacak sekilde steril fizyolojik tuzlu su igerisinde
sulandirildi ve bdylece bakteriyel calisma soliisyonlari hazirlanmis oldu. Steril
inokiilasyon ¢ubugu bakteri ¢aligma soliisyonlarina daldirildiktan sonra (yaklasik 100 pL)
bakteriler, Petri kaplarinda bulunan LB agar besiyeri iizerine her noktasina esit olacak
sekilde yayildi. Steril agar delici (cork borer) kullanilarak agar yilizeyinde 7 mm kuyular
acildi. Kuyularin igerisine aktivitesine bakilacak Orneklerden 100 pL (100 uM) ilave
edildi. Petri kaplar1 37 °C’de 24 sa.’lik inkiibasyonun ardindan kontrol (¢6ziicii), saf kitin
(A) ve giimiis nanopargaciklart dekore edilmis kitin (C) maddelerinin bulundugu
kuyularin etrafindaki inhibisyon zonlarinin c¢aplar1 6lgiildi. Ayrica kiltiirden seri
sulandirma yapilarak canli hiicre sayimi yapildi. Canli hiicre sayilar1 {i¢ tekrarin

ortalamasi alinarak hesaplandi.

3.2.5. Kitin numunelerinin karakterizasyonu

Elde edilen numunelerin yapisal ve morfolojik 6zellikleri Fourier doniisiimlii kizilotesi
(FTIR) ve taramali elektron mikroskobu-enerji dagilimhi X-isin1 analizi (SEM-EDX)
teknikleri kullanilarak aydinlatildi.

Elde edilen kitinler, 3 gin 60 °C etiivde kurutulduktan sonra FTIR analizlerinin
gerceklestirilmesi igin iki farkl teknige tabii tutuldu. Ilk teknikte toz haldeki kitinler ile
KBr homojenlik saglanana kadar ¢giitiildii. Daha sonra bu karisim yaklasik 10.000 psi’lik
basing altinda sikistirilarak saydam bir disk hazirlandi. Elde edilen disk nemden uzak
tutularak spektroskopi cihazinda 6l¢iimii alindi. Diger teknikte ise KBr ile pelet
hazirlanmadan IR cihazinin elmas yilizeyine toz haldeki kitinler sikistirilarak ATR teknigi
ile 6l¢iim alind1 (Madejova, 2003). Farkli iki teknikten elde edilen analiz sonuglarina
bakildiginda, ATR teknigi ile elde edilen piklerin, pelet hazirlanarak elde edilen piklere

gore daha net oldugu goriildii.

Elde edilen kitinlerin SEM ve EDX analizleri gergeklestirilirken, Kitinlerin farkli
kisimlarmin birbirine yapigmasini engellemek i¢in numuneler kurutulmadan kullanildi.
Analizlerden 6nce su hazirliklar yapildi: Karbon bant 2-3 mm biiyiikligiinde kesilip staba

yapistirildi. Saf su i¢inde buzdolabinda muhafaza edilen kitinlerden analizleri yapilacak
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olan numuneler, alkole alindi. Alkole alinan numuneler pipet yardimiyla stab (izerine
yerlestirildi. Alkoliin saf suya gore daha hizli buharlasma 6zelligi kullanilarak stab
tizerinde sivi birikmesi engellendi. Boylelikle numunelerin karbon banda yapigmasi
saglandi. SEM, EDX analizlerinden 6nce numunelerden daha iyi gorinti elde etmek icin
numuneler altin ile kaplandi. Altin ile kaplanan numuneler SEM cihazina yerlestirildi ve

kitinin farkl kisimlarindan, farkl biiyiitmede goriintiiler alind1 (Kaya vd., 2014b, 2017).

Numunelerin Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiileri, 120 kV'luk bir hizlanma
voltaj1 altinda HITACHI HT-7700 elektron mikroskobu ile alindi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Kitinin Stereo Mikroskop Goruntilerinin Degerlendirilmesi

Eustigmaeus absens’in kimyasal muamele gérmemis halinin {istten goriintiisii Sekil
4.1a’da ve yapisindaki minerallerin, proteinlerin ve yaglarin uzaklastirilmasi islemlerine
tabi tutulduktan sonra elde edilen Kitininin stten goriintiisii Sekil 4.1b’de verilmistir.
Sekil 4.2°de ise yine E. absens’in islemsiz ve islemli hallerinin yandan gorintisi

verilmektedir.

Sekil 4.1. Eustigmaes absens’in iistten goriiniimii (a) islemsiz (b) islemli

Sekil 4.2. Eustigmaeus absens’in yandan goriiniimii (a) Islemsiz (b) Islemli
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Islemsiz E. absens’in yapisinda; mineral, protein ve yaglar mevcut oldugundan stereo
mikroskop goruntisuniin renkli ve viicuttaki agsi yapilarin i¢lerinin nokta desenli oldugu
anlagilmaktadir. Yapisindaki mineral, yag ve protein uzaklastirma islemlerine tabi
tutulduktan sonra igyapisinin yok edilmesi sonucu stereo mikroskop goriintiisiiniin seffaf
oldugu goriilmektedir. GOriintllerden anlasilacag: lizere, yapilan islemler organizmanin
viicut icerigini yok ederek kitin eldesinin saglandigint gdstermektedir. Giimiis
nanopartikiil dekore edilen kitinlerin stereo mikroskop goriintiisii alinmasina ragmen,
mevcut  mikroskobun  yeterli  biiylitmeyi saglayamamasi  sebebiyle  glimiis
nanoparcaciklar1 gozlemlenememistir. Taramali elektron mikroskobu goriintiileri

alinmustir.

Yapilan c¢alismalara bakildiginda, elde edilen kitinlerin higbirinin stereo mikroskop

goruntusinden bahsedilmemektedir.

4.2. Kitinin Faz-Kontrast Donammmh Isik Mikroskobu Gorintilerinin
Degerlendirilmesi

Elde edilen kitinin asir1 derecede seffaf olmasi, 151k mikroskobundaki 15181n
yanstyamamasina sebep oldugundan goriintiilerde parlama meydana gelistir. Aslinda bu
durum, elde edilen kitinde kalinti olmadigini, E. absens’in igeriginin (yapisindaki
mineral, yag ve protein tiirlerinin) basarili bir sekilde uzaklastirildigin1 morfolojik olarak

ispatlamaktadir.

Calismalar, Trachytes pauperior (Acari: Mesostigmata) tiirtinden elde edilen kitin disinda

higbir kitinin 151k mikroskobu goriintiistiniin alinmadigini gostermektedir (Cakmak ve
Koc Bilican, 2021).

4.3. Giimiis Nanoparcaciklar1 Dekore Edilmis Kitinin Faz-Kontrast Donanimh
Isik Mikroskobu Goruntulerinin Degerlendirilmesi

Glimiis nanoparcaciklarin dekore edildigi kitinin, faz-kontrast donanimli 151k
mikroskobundaki goriintiisii Sekil 4.3’te verilmistir. Goriintiilerdeki sari, mavi, turuncu
ve beyaz renkli noktalar gliimiis nanopargaciklarini géstermektedir. Elde edilen goriintuler
giimils nanoparcaciklarmin kitin yilizeyinde homojen bir dagilim sergiledigini

gostermektedir.
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Sekil 4.3. Giimiis nanopargaciklari dekore edilmis kitinin faz-kontrast donanimli 151k
mikroskobu goriintiileri (a) genel goriiniim, (b) giimiis nanopargaciklarin yakindan
gorunimu

Yapilan caligmalara bakildiginda, daha 6nce kitin iizerine giimiis nanopargaciklarin
dekore edilmedigi goriilmektedir. Bu calisma ile kitin tizerine ilk kez gilimiis

nanopargaciklar1 dekore edilmis ve 151k mikroskobunda goriintiisii alimmustir.

4.4, Kitinin SEM-EDX Verilerinin Degerlendirilmesi

Eustigmaeus absens’ten clde edilen kitinin EDX spektrumu Sekil 4.4°’te, kitlece ve
atomik element yiizdeleri Tablo 4.1’de verilmistir. Buna gore elde edilen kitinin
yapisinda agirlikli olarak karbon (C), oksijen (O) ve azot (N) elementlerinin bulundugu
ve eser miktarda kalsiyum (Ca) elementinin yer aldigi goriilmektedir. C, N ve O
elementlerinin varlhigi kitinin protein yapisinda oldugunu gosterirken, eser miktarda Ca
elementinin disindaki farkli elementlere rastlanmamasi elde edilen kitinin neredeyse

%100 saflikla elde edildigini gostermektedir.

Akarlarda diger eklembacaklilarda oldugu gibi kutikula tabakasi farkli gruplara gore
degisik derecelerde sertlesmistir yani sklerotize olmustur (sklerotizasyon). Sertlesmede
kitin lifleri protein yapisindaki bir matriks i¢ine gomiilerek hem saglam hem de esnek bir
karigim olusturur. Ayrica bu yapiya kalsiyum ve diger inorganik tuzlarin eklenmesi ile
sertligin derecesi artmigtir (Dogan ve Ayyildiz, 2023). Calisma kapsaminda elde edilen

kitindeki kalsiyumun varligi bunu desteklemektedir.
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Sekil 4.4. Eustigmaeus absens Kitininin EDX spektrumu

Tablo 4.1. Eustigmaeus absens kitininin element analiz verileri

C N O Ca
Kdatle (%) 56,04 8,7 35,05 0,21
Atomik (%0) 62,35 8,3 29,27 0,07

E. absens’ten elde edilen kitinin SEM goritintiileri Sekil 4.5°te verilmistir. Kitinin ylizeyi
incelendiginde, makro gdzenekler, mikro gézenekler ve yiizeyin tamaminda kesik
nanolifler gorilmektedir. Makro gozeneklere daha yakindan bakildiginda, kesintisiz

nanoliflerin bir araya gelerek farkli boyutlarda gézenekler olusturdugu anlasilmaktadir.
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Sekil 4.5. Eustigmaeus absens kitininin SEM goruntisi: (a) Kitinin genel gorintasa, (b)
makro gdzenekler, (c) makro gdzenekler ve cevresindeki mikro gozenekler, (d) makro
gozeneklerin yakindan goriintimii

Literatlire bakildiginda, kitin ylizeyinin canli gruplarina gore farkliliklar gosterdigi
gorilmektedir. Mantarlardan elde edilen kitinin ylizey morfolojisinde genellikle nanolifli
yapilarm, gozeneklerin gériillmedigi ve yizey morfolojisinin diiz oldugu anlasiimaktadir
(Yen ve Mau, 2007). Karides (Crustacea: Malacostraca) kabugundan elde edilen kitin
ylizeyinin piiriizsiiz ve ¢ok sayida gézenege sahip oldugu bilinmektedir (Abdel-Rahman
vd., 2015). Ote yandan Ariolimax califoinicus (Gastropoda: Stylommatophora)
stimiikliiboceginden elde edilen kitinde lifli yiizey morfolojisi gorulirken (Montroni vd.,
2019), Hogna radiata ve Geolycosa vultuosa (Arachnida: Araneae) adindaki farkli iki
orimcekten elde edilen Kitinlerde makro ve mikro gozeneklerle birlikte nanoliflere
rastlanmistir. (Kaya vd., 2014b). Farkli eklembacaklilardan elde edilen kitinlerde de farkli
boyutlarda gozenekler, kesik nanolifler ve piiriizsiiz lifler goriilmiistiir (Sajomsang ve
Gonil, 2010; Kaya vd., 2017; Seyyar ve Demir, 2020). Vespa crabro (Insecta:
Hymenoptera) yaban arisindan elde edilen kitinde ise gozeneklere ve liflere ek olarak

balik pulu seklinde nano lifli yapilar goriilmiistiir (Kaya vd., 2016). Ixodes ricinus (Acari:
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Ixodida) sert kene tirlinden elde edilen kitinin ylizey morfolojisinde i¢ i¢e karisik lifler
gozlenmistir (Kaya vd., 2015a). Trachytes pauperior akar tirtinden elde edilen kitinin
ytizey morfolojisinin de nanolifler ve gdzeneklere sahip oldugu goriilmiistiir (Cakmak ve
Kog Bilican, 2021).

Akarlarin yasam sekli ile derinin yapisi1 arasinda siki bir iliski vardir. Deride katlanmalar,
kirgikliklar, cizgilenmeler, ags1 yapilar, kiiciik yumrular, tiimsekler, ¢okiintiiler ve
gOzenekler bulunabilir. Calisma sonucunda elde edilen goriintiiler ayrintili olarak
incelendiginde; kitinsi lifli yapinin kesik kesik oldugu, bazi kisimlarda paralel bazi
kisimlarda c¢apraz dizayn edildigi goriilmiistiir. Bu durum literatiirle uyum igindedir
(Sajomsang ve Gonil, 2010; Kaya vd., 2014b; Kaya vd., 2015a; Kaya vd., 2017; Seyyar
ve Demir, 2020; Cakmak ve Kog Bilican, 2021).

Derideki bazi epidermis hiicreleri salgi yapacak sekilde 6zellesmistir. Bunlarin baglandigi
kanallar, vicut ve bacaklar iizerinde degisik sekillerde olan gdzeneklerle sonlanir.
Gozenek acgikliklar1 yuvarlak veya elips seklinde olabilir (Dogan ve Ayyildiz, 2023).
Calisma kapsaminda goriintiileri alinan godzeneklerin yuvarlaga yakm oldugu
anlagilmaktadir. Akarlarda dermal bezlerin islevleri hala tam olarak bilinmemekle birlikte
salg1 Ortnlerinin semiokimyasal Uretimiyle ilisikli olabilecegi ve dehidrasyona karsi

koruma saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Dogan ve Ayyildiz, 2023).

4.5. Giimiis Nanoparcacikh Kitinin SEM-EDX Verilerinin Degerlendirilmesi

E. absens’ten elde edilen ve Uzerinde giimiis nanopargaciklarm dekore edildigi kitinin
SEM-EDX spektrumu Sekil 4.6 ve 4.7°de, kiitlece ve atomik element yiizdeleri Tablo

4.2’de verilmistir.
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Sekil 4.6. Glimiis nanopargacikli kitinin EDX spektrumu

Tablo 4.2. Giimiis nanopargacikli kitinin element analiz verileri

C N o) Ag
Ktle (%) 31,67 4,79 23,17 40,37
Atomik (%) 54,92 7.12 30,17 7.79

Kitinin protein yapisindan kaynaklanan C, O ve N elementlerine ilaveten basarili bir
dekorasyon islemini ispatlayan Ag elementinin varli§1 gozlenmistir. Bu elementlere
ilaveten baska elementlerin tespit edilmemesi giimiis nanopargaciklariin saf olarak elde
edilen Kitinin {izerine dekore edildigini ispatlamaktadir. Buna ilaveten giimiisiin metalik

halde oldugu ve farkl tuz yapilarinin bulunmadigini1 géstermektedir.
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Sekil 4.7. Glimiis nanopargacikli kitinin SEM goriintiileri

SEM gorintileri sonucunda kitin iizerine dekore edilen giimiislerin, kitin yiizeyinin
tamaminda farkli araliklarla bulunduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.7a-d). Gilimiislerin
boyutlar1 6l¢iildiiglinde, 4 nm ile 37 nm arasinda farklhiliklar gosterdigi anlasilmaktadir

(Sekil 4.7d).

4.6. Giimiis Nanoparcacikh Kitinin TEM Verilerinin Degerlendirilmesi

E. absens’ten elde edilip Uzerine giimiis nanopargaciklarin dekore edildigi kitinin TEM

goriintiileri Sekil 4.8°de verilmistir.
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Sekil 4.8. Glimiis nanopargacikli kitinin TEM Mikroskobu géruntuleri

TEM goriintiilerinde goriildiigii gibi numunenin kitin bolimii seffaf goriinimde olup,
glimiis nanopartikiillerin ise Kitin (izerine dekore oldugu agik bir sekilde anlasiimaktadir.
Gilimiis nanopargaciklarmin kitin ylizeyindeki dagilimi bazi bolgelerde kismi yigilmalar
seklinde olmakla beraber nispeten homojen dagilim sergiledigi goriilmektedir. Dekore
olan giimiis nanopargaciklar1 kiiresel yapiya sahip olup parcacik caplart 6 ile 20 nm
arasinda degisim gostermektedir. Yapilan ¢aligmalara bakildiginda elde edilen highir
kitinin ve kitin yiizeyine dekore olmus giimiis nanoparcaciklarmm TEM goruntilerinin
alinmadig1 goriilmiistiir. Bu ¢alisma ile glimiis nanopargacikli kitinin ilk kez TEM
goriintiisii alinmustir. Kitin ylizeyindeki glimiis nanopargaciklarin boyutunun literatiirdeki

farkl platformlar yiizeyine dekore olmus giimiis nanoparcaciklarinin boyutlariyla uyum
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icerisinde olup, oldukga kiigiik nanopargacik ¢apina sahip oldugu tespit edilmistir (Kim
vd., 2005; Nazeruddin vd., 2014; Xu vd., 2014; Niu vd., 2020). Bilindigi gibi
nanoyapilarin pargacik boyutu kii¢iildiikge mikrobiyal aktivitesinde artig gozlenmektedir
(Nazeruddin vd., 2014). Calismamizdaki giimiis nanopargaciklarinin da kiigiik boyutta

olmasi antibakteriyel aktivite i¢in avantajli bir durumdur.
4.7. Kitininin ATR-FTIR Verilerinin Degerlendirilmesi

Eustigmaeus absens turtinden elde edilen kitinin ATR-FTIR spektrumu Sekil 4.9°da,

onemli karakteristik titresim bantlar1 ve dalga sayilar1 ise Tablo 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.9. Eustigmaeus absens’ten elde edilen kitinin ATR-FTIR spektrumu

Kizilotesi spektroskopisi kitinin protein yapisinin  molekiiler konformasyonunu
arastirmak i¢in kullanilan en 6nemli tekniklerden birisidir (Shao vd., 1999; Nimmen vd.,
2008). Molekiler konformasyonun tayininde protein yapisinda bulunan amid gruplarina
ait amid-1, amid-I1 ve amid-III bantlar1 olarak adlandirilan ve 1200-1700 cm™ araliginda
gelen titresim pikleri esas alinir. Amid-I bantlar1 C=O gerilmesinden kaynaklanir ve
genellikle 1590-1700 cm™ araliginda goézlenir. Amid-I bandmin ikili pik halinde

goriilmesi kitinin alfa formda oldugunu ifade ederken, tek pik halinde goriilen amid-I

35



band1 kitinin beta formda oldugunu ifade eder (Jang vd., 2004). Amid-Il bandi ise N-H
ve C-N egilme titresimleri ve amid-III band1 ise C-H egilme titresimlerinden meydana

gelir ve 1460-1590 cm™ arahiginda gdzlenirler (Koperska vd., 2014).

Tablo 4.3. Eustigmaeus absens’ten elde edilen kitinin ATR-FTIR titresim bantlar1

Dalga Sayisi (cm™) Titresim Tiirii
3260 N-H gerilme
2919 Alifatik C-H gerilme
1653 Amid-I band1 (C=0 gerilme)
1622 Amid-I band1 (C=0 gerilme)
1553 Amid-II band1 (N-H egilme, C-N egilme)
1371 C-H egilmesi
1306 Amid-III band1 (C-H egilme)
1066 C-O-C gerilmesi
1010 C-O egilmesi

E. absens kitininin ATR-FTIR spektrumunda 3260, 2919, 1653, 1622, 1553, 1371, 1306,
1066 ve 1010 cm¥'de pikler gdzlenmistir. 3260 cm™’de gdzlemlenen pik protein
yapisindaki N-H gerilme titresiminden kaynaklanirken, 2919 ve 2854 cm™’de
gbzlemlenen pikler ise sirasiyla asimetrik ve simetrik alifatik C-H gerilme titresimine
karsilik gelir. 1653 ve 1622 cm™’de gdzlenen IR pikleri amid-I bandin1 ifade etmektedir.
Amid-I bandmin ikiye ayrilmis sekilde gozlenmesi kitinin alfa formda oldugunu
gostermektedir (Jang vd., 2004). 1553 cm™’de g6zlenen pik amid-II bandmmn varligini
gosterirken, 1371 cm™ de gozlenen pik C-H egilmesini, 1306 cm™ amid-III bandmnin

varhigni, 1066 cm™ C-O-C gerilmesini, 1010 cm™ C-O egilmesini ifade etmektedir.

Bocekler (Hexapoda) uzerine yapilan ¢alismalar incelendiginde, Leptinotarsa
decemlineata (Coloeptera) tirtinden elde edilen kitinin amid-I bant1 1620-1654 cm™’de
ikili pik halinde ve amid-II bant1 1542 cm™’de (Kaya vd., 2014a); Blattella germanica
(Blattodea), Anoplotrupes stercorosus (Coleoptera), Blaps tibialis (Coleoptera), Cetonia
aurata (Coleoptera), Geotrupes stercorarius (Coleoptera), Calliphora vicina (Diptera),
Coreus marginatus (Hemiptera), Lygaeus equestris (Hemiptera), Pyrrhocoris apterus

(Hemiptera), Bombus lapidarius (Hymenoptera), Formica clara (Hymenoptera),
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Cordulia aenea (Odonata), Libellula quadrimaculata (Odonata) tlrlerinden elde edilen
kitinlerin amid-I bantlar1 1620-1654 cm™’de ikili pik halinde ve amid-II bantlar1 1553
cml’de gozlenmistir (Kaya vd., 2014a; Kaya vd., 2015a). Oriimceklerden (Araneae)
Hogna radiata ve Geolycosa vultuosa’dan elde edilen Kitinlerin amid-I bantlar1 1619-
1654 cm™°de ikili pik halinde ve amid-II bantlar1 1542 cm™’de (Kaya vd., 2014b),
Argiope bruennichi, Chaetopelma olivaceum tirlerinden elde edilen kitinlerin amid-I
bantlar1 1620-1654 cm™°de ikili pik halinde ve amid-II bantlar1 1553 cm™’de gézlenmistir
(Kaya vd., 2015a). Akarlardan (Acari) Ixodes ricinus’dan (Ixodida) elde edilen kitinin
amid-I bant1 1620-1654 cm™’de ikili pik halinde ve amid-II bant1 1553 cm™’de (Kaya
vd., 2015a) ve Trachytes pauperior’dan (Mesostigmata) elde edilen kitinin amid-I bant1
1621-1651 cm™’de ikili pik halinde ve amid-II bant1 1556 cm™’de gozlenmistir (Cakmak
ve Kog Bilican, 2021). Buna ilaveten bu ¢aligmalarda, Kitine ait N-H gerilmesi, alifatik
C-H gerilmeleri, C-H egilmeleri, Amid-III bandi, C-O-C gerilmesi ve C-O egilmesini
karsilik gelen IR piklerinin degerlerinin ¢alismamizla uyumlu oldugu goriilmistiir. Elde
edilen Kitinlerin hepsinin alfa forma sahip oldugu tespit edilmistir (Kaya vd., 2014a, b;
Kaya vd., 2015a; Cakmak ve Kog Bilican, 2021). Tim bunlar, ¢alisma kapsaminda elde
edilen kitinin yiiksek saflikta oldugunu ortaya koymaktadir.

4.8. Kitinin Asetilasyon Derecesinin Degerlendirilmesi

Asetilasyon derecesi (AD), cesitli organizmalardan elde edilen kitinin safligini ortaya
koyan onemli bir parametredir ve NMR, XRD, EA ve FTIR analizlerinden
hesaplanmaktadir (Majtan vd., 2007; Yen vd., 2009; Kaya vd., 2014a; Kaya vd., 2015a).
FTIR’dan hesaplanan AD degeri, 16551 ve 3450 °deki IR piklerinin absorbans

degerlerinin kullanilmasi ile asagidaki esitlikten bulunur:
Asetilasyon derecesi (AD): (Aiess/ Azaso) X 100

Bu calismada elde edilen kitinin AD degeri, yukaridaki esitlik kullanilarak hesaplanmig
ve %117 bulunmustur. Yapilan ¢alismalara bakildiginda; Blattella germanica’dan
(Insecta: Blattodea) elde edilen kitinin AD degeri EA ile hesaplandiginda %94,5
bulunurken FTIR ile hesaplandiginda %127, Cetonia aurata’dan (Insecta: Coleoptera)
elde edilen kitin AD degeri EA ile hesaplandiginda %70,1 bulunurken FTIR ile
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hesaplandiginda %128, Coreus marginatus’tan (Insecta: Hemiptera) elde edilen kitinin
AD degeri EA ile hesaplandiginda %79,1 bulunurken FTIR ile hesaplandiginda %150
bulunmustur (Kaya vd., 2015a). Tim bunlar, Eustigmaeus absens’ten elde edilen kitinin
AD degerinin literatiirle uyum i¢inde oldugunu ve elde edilen kitinin yiiksek saflik
gosterdigini desteklemektedir. Literatirde, FTIR ile hesaplanan AD degerinin EA ile
hesaplanan AD degerine gore daha yiiksek ¢iktigi ve bu degerin ¢ogunlukla %100’iin
tizerinde oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Majtan vd., 2007; Yen vd., 2009;
Kaya vd., 2014a; Kaya vd., 2015a). Bu durum EA analizinin kantitatif, FTIR analizinin

ise yar1 kantitatif olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.9. Kitin ve Giimiis Nanoparcacikh Kitinin Antibakteriyel Aktivite Verilerinin
Degerlendirilmesi

Petri kaplarindaki inhibisyon zonlar1 incelendiginde (Sekil 4.10) kontrol ve saf kitin her
iki bakteriye kars1 antibakteriyel aktivite gOstermemesine ragmen gimiis
nanopargaciklari dekore edilmis kitine ait kuyularda E. coli ATCC 25922 i¢in 15 mm, S.
aureus ATCC 29213 i¢in 11 mm ¢apinda etkinlik zonlar1 tespit edilmis olup giimiis
nanopargaciklari dekore edilmis kitinin her iki mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal
aktivitesinin bulundugu anlagilmistir. Literatiirde onerilen olas1 mekanizma goz Oniine
alinarak, giimils nanopargaciklarin inkiibasyonu sirasinda Ag® iyonlar1 ekilen
kuyucuklarda kademeli olarak dagilir ve ardindan bu Ag* iyonlar1 bakteri hiicre duvarina
yapisir ve metabolik aktiviteyi bozar. Boylece hiicre zarinin deformasyonuna bagli olarak
zar gecirgenliginin artmasiyla beraber gerek Ag® iyonlar1 gerekse glimiis

nanoparcaciklar1 bakteri hiicresine difiize olarak DNA hasarina sebep olurlar (Slavin vd.,

2017; Dogan, 2022; Poudel ve Kim, 2023).

Giimiis nanopargaciklar1 dekore edilmis kitinin, Gram-negatif (Escherichia coli ATCC
25922) bakterinin antibakteriyel aktivitesinin Gram-pozitif (Staphylococcus aureus
ATCC 29213) bakteriye karsi olan antibakteriyel aktiviteden daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bu durum Gram-negatif (E. coli ATCC 25922) bakterideki negatif yiike
sahip yapilar pozitif yiiklii Ag* iyonlarmi elektrostatik olarak ¢ekerek bakteri hiicresine
diftizyonlarmi ve hiicreye almimlarini arttirarak daha fazla hasara sebep olmalariyla

iliskilendirilebilir (Slavin vd., 2017; Dogan, 2022).
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Sekil 4.10. Saf kitin ve giimiis nanopargaciklar1 dekore edilmis kitinin E. coli ATCC
25922 ve S. aureus ATCC 29213’¢ kars1 antibakteriyel aktivitelerinin kuyu diflizyon
goruntaleri. K (Kontrol), A (Kitin), C (Giimiis nanopargacikli kitin)

Maddelerin antimikrobiyal aktiviteleri ayrica sivi besiyeri ortaminda da test edilmistir.
Bunun i¢in yukarida bahsedildigi gibi bakteri calisma soliisyonlar1 hazirlanmstir.
Soliisyonlarin 500 pL’si steril Eppendorf tiipiine aktarilmis ve iistlerine kimyasallar
konsantrasyonlar1 100 uM olacak sekilde ilave edilmistir. Eppendorf tiipler 37 °C’de, 150
rpm’de 18 sa. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirden seri sulandirma yapilarak
canli hiicre saymmi yapilmistir. Canli hiicre sayilar1 ii¢ deneyin ortalamasi alinarak
hesaplanmistir. Kontrol (¢oziicii), saf kitin (A) ve giimiis nanoparcaciklar1 dekore edilmis
kitin (C) 100 uM konsantrasyonlar1 ile yapilan deneylerde elde edilen canli bakteri
sayisindaki azalma grafikleri Sekil 4.11°de verilmistir. Sekil 4.11°de goriildigi gibi saf
kitin (A) gerek Gram-negatif (E. coli ATCC 25922) gerekse Gram-pozitif (S. aureus
ATCC 29213) bakterisine kars1 ihmal edilecek bir antibakteriyel aktivite sergilerken,
giimiis nanoparcaciklar1 dekore edilmis kitin canli bakteri sayisinda her iki bakteri i¢in
logaritmik olarak yaklasik 105 inhibisyona sebebiyet verdigi anlagilmistir. Bu sonuglara
gore glimiis nanoparcaciklari dekore edilmis kitinin hem E. coli ATCC 25922 hem de S.
aureus ATCC 29213 bakteri suslar1 Uzerine antibakteriyel aktivitesi tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Saf kitin ve giimiis nanopar¢aciklar1 dekore edilmis kitinin E. coli ATCC
25922 ve S. aureus ATCC 29213’¢ kars1 bakteri sayisindaki azalma grafikleri

Gilimiis nanoparcaciklarinin antibakteriyel 6zellikleri ge¢misten giiniimiize ¢ok uzun
yillardir bilinmekte olup literatiirde birgok arastirma grubu tarafindan da ¢alisilmistir
(Dogan, 2022). Gilimiis nanoparg¢aciklarinin sekilleri ve boyutlar1 bu nanoparcaciklarin
antibakteriyel ozelliklerini énemli 6lglde etkileyen parametrelerdendir. Literatirde
verildigi gibi daha kii¢iik boyutlu giimiis nanoparcaciklarinin bakterinin membranindan
gecisinin kolay olmasi ve Ag® iyonlarmm ortama saliniminin daha kolay olmasmdan
otiirti kiiclik boyuta sahip giimils nanoparcaciklar biiyiik nanoparcaciklara nispeten daha
iyi antibakteriyel etki sergilemektedir (Valgas vd., 2007; Sharma vd., 2009; Kanmani ve
Lim, 2013; Acharya vd., 2018; Premkumar vd., 2018). Buna ilaveten literatiirde yapilan
calismalarda farkli sekillere sahip olan (kiiresel, kiibik, iicgen, altigen ve nanogubuk)
giimils nanoparcaciklarmin da farkli antibakteriyel aktivite sergiledikleri tespit edilmistir
(Dogan, 2022). Mevcut ¢alismada giimiis nanopargaciklarin 6-20 nm arasinda farklilik
gosterdigi ve kiiresel sekilde oldugu belirlenmistir. Giimiis nanoparcgaciklarm oldukga

kiiclik boyutlanmas1 antibakteriyel aktivitesini artirdig1 anlagilmaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calisma ile ilk defa, bir akar tiirii olan Eustigmaeus absens’in 3 boyutlu yapisi
korunarak basarili bir sekilde kitin elde edilmis, elde edilen kitin iizerine giimiis
nanopartikiilleri dekore edilmis ve hem kitin hem de giimiis nanopargacikli kitinlerin baz1
fiziksel ve kimyasal ozellikleri; stereo mikroskop, faz-kontrast donanimli 11k
mikroskobu, taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilmli X-15mi1
spektrofotometresi (EDX), seyreltilmis toplam yansima-Fourier dondsimlu infrared
spektroskopisi (ATR-FTIR), taramali elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak ortaya
cikarilmaya c¢alisgilmistir. Ayrica bu numunelerin antibakteriyel aktivitelerinin

degerlendirilmesi yapilmistir.
Calisma tasarlanirken hedefler su sekilde belirlenmistir;

1. Eustigmaeus absens’ten kitin eldesi,

2. Elde edilen kitinin %100 saflikta olmasi,

3. Elde edilen kitin iizerine giimiis nanopargacik dekorasyonu,

4. Elde edilen kitinin, hangi kitin formuna (alfa, beta, gama) ait oldugunun ortaya

konmasi,

o

Kitinin ve glimiis nanoparcacikli kitinin yiizey morfolojisinin aydmnlatilmasi,
6. Kitinin ve nanopargacik dekore edilmis kitinin antibakteriyel aktivitelerinin

degerlendirilmesi.

Calismanin bu haliyle hedeflere ulastig1 soylenebilir. Arastirma sonucunda, FTIR ve
EDX analizlerinden yola ¢ikarak; E. absens’ten kitin eldesi igin en uygun HCI ¢ozelti
molaritesi 1,5 M ve HCI ¢ozeltisinde islem gérme siiresi 6 sa., NaOH molaritesi 1 M ve
NaOH’de islem gorme siiresi 8 sa. olarak belirlenmistir. Kitin iizerine glimiis
nanokompozit dekorasyonu i¢in SEM ve TEM analizleri sonuglarindan faydalanilarak,

10 mM AgNOs icindeki kitinlerin UV A altinda bekleme siiresi 1 sa. olarak belirlenmistir.

Yapilan FTIR analizi ile elde edilen kitinin alfa formda oldugu ve yapilan diger
calismalarla olduk¢a uyumlu pikler sergiledigi gézlemlenmistir (Zhang vd., 2000;
Paulino vd., 2006; Majtan vd., 2007; Sajomsang ve Gonil, 2010; Liu vd., 2012; Kaya vd.,
2014a; Kim vd., 2017). Gozlemlenen piklerin keskinligi elde edilen kitinin saf oldugunu
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kanitlamaktadir. EDX verileri ile kitinin saf olarak elde edildigi desteklenmistir. Elde
edilen kitinin asetilasyon derecesinin %117 bulunmasi da kitin safligin1 yansitmaktadir.
Yapilan SEM, TEM, stereo mikroskop, faz-kontrast donanimli 151k mikroskobu analizleri
ile kitinin ve giimiis nanoparcacikli kitinin ytizey 6zellikleri gozlemlenmis ve elde edilen
yiizey morfolojisinin literatiirle benzerlik gosterdigi ortaya konmustur (Yen vd., 2009;
Kaya vd., 2015a; Ibitoye vd., 2018; Cakmak ve Ko¢ Bilican, 2021). Yapilan
antibakteriyel aktivite ¢aligmalar1 giimiis nanopargacikli kitinin hem Escherichia coli
ATCC 25922 hem Staphylococcus aureus ATCC 29213 bakterilerine karsi etkili

oldugunu gostermistir.

Literattir, kitin eldesinin daha ¢ok makro organizmalardan yapildigini, akarlardan kitin
eldesi ile ilgili sadece dort ¢alismanin (Sobotnik vd., 2008; Choi vd., 2016; Kaya vd.,
2015a; Cakmak ve Kog Bilican, 2021) mevcut oldugunu géstermektedir. Akarlarin mikro
boyutta olmasi1 ve elde edilmelerinin zahmetli olusu akarlar {izerindeki g¢alisilmalari
kacmilir hale getirmektedir. Bu tez ¢caligsmasi ile daha 6nce tizerinde hi¢ ¢aligilmamais bir
akar turiinden elde edilen kitin verileri bu alanda ve temel bilimler duzeyinde literatr

eksigini bir 6l¢iide giderecek ve katki saglayacak niteliktedir.

Calismada kullanilan yontemler Kitinin ve giimiis nanopargacikl kitinin antibakteriyel,
gorintileme ve yapisal analizleriyle smirhidir. Akarlardan elde edilen kitinin optik,
termik ve mekanik 6zelliklerinin agiga ¢ikarilmasi literatiire yeni bilgiler saglayacaktir.
Ayrica mevcut c¢alismada kullanilan akar tiirlintin farkli evrelerinde ve dahil oldugu
familyanin (Stigmaeidae) diger iiyelerinde kitin eldesi ¢alismalar1 yapilarak, Kitin

Ozelliklerinin daha ayrintili ve karsilagtirmali olarak agiga ¢ikarilmasi saglanabilir.

Kitinin dogal bir kaynak olmasi, biyolojik olarak parcalanabilmesi, toksik olmamasi,
antimikrobiyal ve antioksidan olusu tarim, tip, gida endiistrisi, tekstil ve kozmetik gibi
alanlarda kullanimini1 saglar. Tez ¢aligmasi sonucu elde edilen kitin ve giimiis
nanoparcaciklr kitin bahsi gegen alanlarda kullanilabilir. Ayrica elde edilen 3 boyutlu

kitin biyolojik zar olusturma ¢aliymalarinda da degerlendirilebilir.
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