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OZET

GIDA ATIKLARINDAN KOLAJEN EKSTRAKSIYONU VE KITOSAN,
POLIiHIDROKSIALKANOAT KOMPOZITLERININ HAZIRLANMASI

Kolajen, hayvansal kaynakli biiyiik bir yapisal proteindir. YUksek biyoyararlanim ve
biyobozunum 06zellikleri nedeni ile kolajen, kozmetik, deri, gida ve eczacilik endiistrisi gibi
birgok alanin yani sira doku mithendisligi gibi farkli biyomedikal ve farmasdotik alanlarda ¢ok
sayida uygulama alanina sahip bir biyopolimer haline gelmistir. Kitin, diinyada seliilozdan
sonra en yaygin olarak bulunan ikinci dogal polisakkarittir ve omurgasizlarda, kabuklu deniz
canlilarinda bulunur. Kitinin alkali deasetilasyonu ile Gretilen kitosan antimikrobiyal 6zellikleri
nedeniyle biyomedikal alanda yaygin olarak kullanilan o6nemli bir biyopolimerdir.
Polihidroksialkanoatlar, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen biyolojik polyesterlerdir.
Biyouyumluluklar1 ve diger 6nemli 6zellikleri nedeniyle PHA’lar biyomedikal uygulamalarda

kullanilabilecek en uygun biyomateryallerden biri olarak gosterilmektedirler.

Bu calismada, bir gida atig1 olan ve igerisinde yiiksek miktarda kolajen ve Kitin barindiran
karides kabugu atiklarindan demineralizasyon ve asit ekstraksiyonu yontemleri kullanilarak
kolajen ve kitin izole edilmistir. Elde edilen kolajen SDS-PAGE analizi ile karakterize edilmis
ve agirlikli olarak Tip | kolajen igerdigi gosterilmistir. Ekstrakte edilen kitinin deasetilasyonu
ile kitosan tretilmis ve elde edilen kitosanin asetilasyon ylzdesi belirlenmistir. Karides
kabugundan elde edilen kolajen, kitin, kitosan, bir PHA olan Poli (3-hidroksibutirik asit -co- 3-
hidroksivalerik asit (PHBV) kullanilarak kompozit materyaller olusturulmus ve elde edilen
materyaller FT-IR ve SEM analizleri ile karakterize edilmislerdir.

Calisma sonucunda karides kabugu atiklarindan kolajen, Kitin ve kitosanin yiiksek verimle elde
edilmesi gergeklestirilmis ve elde edilen materyaller kullanilarak iiretilen elektrospinlenmis
materyallerin nanolif 6zellige sahip olduklari belirlenmistir. Elde edilen sonuclar karides
kabugu atiklarinin yiiksek degerli biyopolimer materyallerin {iretimi i¢in énemli bir kaynak
oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle Gretilen Kkolajen/kitosan/PHBV  kompozit
nanomateryallerinin gesitli biyomedikal uygulamalarda kullanilma potansiyeline sahip oldugu

On gorulmektedir.

Ocak, 2020 Ayzin Odabas



ABSTRACT

EXTRACTION OF COLLAGEN FROM FOOD WASTE AND THE PREPARATION
OF CHITOSAN, POLYHDROXYALKANOATE COMPOSITES

Collagen is a large structural protein made from animal. Due to its bioavailability and
biodegradability, collagen has become a biopolymer with a wide range of applications in
different biomedical and pharmaceutical fields, including various biomedical and
pharmaceutical industries. Chitin is the second most common natural polysaccharide found
after cellulose in the world and is found in invertebrates, shellfish. Chitosan, an important
biopolymer, is produced by the alkaline deacetylation of chitin and because of its antimicrobial
activity widely used in biomedical applications. Polyhydroxyalkanoates are biological
polyesters produced by microorganisms. Because of their biocompatibility and other important
properties, PHAs are shown as one of the most suitable biomaterials to be used in biomedical
applications.

In this study, collagen and chitin were isolated from shrimp shell waste, which contains high
amounts of collagen and chitin, using demineralization and acid extraction methods. The
resulting collagen was characterized by SDS-PAGE analysis and was shown to contain
predominantly Type I collagen. Chitosan was produced by deacetylation of the extracted chitin
and the acetylation percentage was determined. Using collagen, chitin, chitosan, and a PHA,
Poly (3-hydroxybutyric acid -co- 3-hydroxivaleric acid (PHBV), composite materials have
produced by electrospinning and the obtained materials were characterized by FT-IR and SEM

analysis.

As a result of the study, high yield of collagen, chitin and chitosan was obtained from shrimp
shell waste and the electrospinned mats produced using the materials obtained have been found
to have nanofiber properties. It is suggested that especially collagen/chitin/PHBYV composite

nanomaterials have the potential to be used in various biomedical applications.

January, 2020 Ayzin Odabas
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1. GIRIS
1.1 Giris ve Amag

Polimerler, monomer adi verilen kisa yapi birimlerinin uzun zincirler olusturmak {izere
birbirlerine baglandigr makromolekiiller olarak tanimlanmaktadir. Polimerler hem sentetik
olarak petrol yan irlinlerinden iiretilebilirler hem de canli yapisinda protein ve DNA gibi
biyopolimerler olarak bulunabilirler. Biyopolimerler, organizmalarin biiylime dongiileri
sirasinda normal kosullar altinda olusan dogal polimerlerdir. Cesitli organizmalarin karmasik
metabolik aktiviteleri, biyopolimerlerin olusumuyla sonuglanir (Rao ve ark., 2014). Plastikler
gibi sentetik polimerler giinliik yagamamizin neredeyse tlimiine entegre olmuslardir ve biligim
teknolojileri, tagima, tekstil ve insaat gibi sanayilerde vazgecilmez yapi elemanlar1 haline
gelmislerdir (Richard ve ark., 2009). Bununla birlikte niifus ve sentetik plastik kullanimindaki
asir1 artis onemli ¢evre ve saglik sorunlarinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (Rao ve ark.,
2014). Bunun yani sira, niifus artisinin bir diger olumsuz etkisi ¢ok yiiksek miktarda gida
atigmin dogaya ¢Op olarak birakilmasi olarak gerceklesmistir. Bu nedenle, bu atik gida
tirtinlerinden yararli biyomolekiillerin geri kazanilmasi ve bu biyomolekiillerden iiretilecek
biyoplastiklerin, sentetik plastiklerin yerine kullanilmalarinin saglanmasi, ¢evre kirliliginin
azaltilmasinda biiyliik 6nem kazanmistir. Bunun ayni zamanda gelecek nesiller i¢cin daha
stirdiirtilebilir kaynak tiretimine de olanak saglayacag: diisiiniilmektedir (Yiicel ve ark., 2006,
Castilho ve ark., 2009). Bu nedenle arastirmacilar, biyolojik olarak bozunmayan sentetik
polimerlerin yerine kolajen, Kitin, polihidroksialkanoatlar (PHA) ve polilaktik asit gibi
biyolojik olarak bozunabilir biyopolimerler iizerine odaklanmiglardir (Steinbiichel ve ark.,

2005, Reddy ve ark., 2019).

Deniz iiriinleri sirketleri tarafindan diinya ¢apinda biiylik miktarlarda yengec ve karides kabugu
atik olarak cevreye birakilmaktadir. Bu kabuklarin yiiksek miktarlarda kolajen ve kitin
icerdikleri bilindiginden, bu atiklardan bu biyopolimerlerin geri kazanimi 6nemli bir arastirma

alan1 olarak ortaya ¢ikmustir (S. Lim ve ark., 2003).

Kolajen hayvansal dokularda en bol bulunan proteindir ve kolajen fibrillerinin ¢apraz bagh

tekrarlayan birikimini iceren bir biyopolimerdir (Muyonga ve ark., 2004). Literatiirde farkli

kaynaklardan izole edilmis en az 27 farkl tiirde kolajenin varlig1 bildirilmistir (Friess, 1998,

Benjakul ve ark., 2012). Kolajen hayvanlarda farkli dokularda bulunur ve kemiklerin, kas
1



dokularinin 1s1l kararlilig1 ve mekanik dayanimi i¢in hayati 6neme sahiptir. Canli hayatindaki
vazgecilmez 6neminin yani sira iistiin biyolojik, biyoyararlanim ve biyobozunum dzellikleri ile
kolajen, kozmetik, deri, gida, biyomedikal ve eczacilik endiistrisi gibi bir¢ok alanin yan1 sira
doku miihendisligi de dahil olmak iizere farkli biyomedikal uygulamalarda geleneksel olarak

kullanilan bir biyopolimer haline gelmistir (A. Gaspar ve ark., 2011, Liu ve ark., 2012).

Kitin, diinyada seliilozdan sonra en yaygin olarak bulunan ikinci dogal polisakkarittir;
omurgasizlarda - kabuklu deniz canlilarinin kabuklar1 veya bocek kutikilleri olarak - ayni
zamanda bazi mantar zarflarinda, yesil alglerin hiicre duvarlarinda ve mayalarda bulunur
(Croisier ve Jéréme, 2013). Glukozamin ve N-asetilglukozamin monomerlerinden olusan
kitosan ise, kitinin alkali N-deasetilasyonu ile Uretilen katyonik bir biyopolimerdir (Rampino
ve ark., 2013).

Her ne kadar kolajen ve kitosan biyouyumluluk ve biyobozunum gibi Gstiin 6zelliklere sahip
olsa da mekanik 6zelliklerinin diisiik olmasi ¢esitli endiistrilerde sentetik plastiklerin yerine
kullanilmalarin1  6nemli 0Ol¢lide kisitlamaktadir. Bu nedenle kolajen ve kitosan gibi
biyopolimerler genellikle tek baslarina degil, polihidroksialkanoatlar (PHA ’lar) gibi daha iistiin
mekanik 6zelliklere sahip biyopolimerler ile kompozitler halinde kullanilirlar (Danis ve ark.,

2019).

Polihidroksialkanoatlar, mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢i karbon ve enerji kaynaklar
olarak {iretilen dogrusal alifatik biyolojik polyesterlerdir. Biyouyumluluklari, diisiik antijenik
potansiyelleri ve diger istiin ozellikleri nedeniyle PHA’lar biyomedikal uygulamalarda
kullanilabilecek en uygun biyomateryallerden biri olarak tanimlanmiglardir. Bu polyesterler,
monomer bilesimleri degistirilerek kontrol edilebilen ¢ok ¢esitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
sahiptir (Masaeli ve ark.,, 2013; Arcos-Hernandez ve ark., 2013). Biyolojik olarak
parcalanabilen ve biyouyumlu bir biyopolimer olan PHA’lar, biyomedikal alanda diger
biyopolimerler ile kompozitler olusturmak i¢in kullanilirlar (Quillaguamanet ve ark., 2010).
Poli(3-hidroksibitirat) (PHB) ve  poli(3-hidroksibutirat-3-hidroksivalerat) (PHBV),
arastirmacilar ve endiistri tarafindan biyomedikal uygulamalar i¢in en yaygin olarak kullanilan

PHA’lardir (Tan ve ark., 2014).

Bu c¢alismada, bir gida atig1 olan ve igerisinde yiiksek miktarda kitin ve kolajen barindiran
karides kabugu atiklarindan demineralizasyon ve asit ekstraksiyonu yontemleri kullanilarak
kolajen ve kitin izole edilmistir. Daha sonra ekstrakte edilen kitinin deasetilasyonu ile kitosan

elde edilmistir. Elde edilen kolajen ve kitosanin karakterizasyonlar1 gerceklestirildikten sonra

2



kolajen, kitosan ve PHBV nanofiberlerinden olusan kompozit nanomatlar elektrospinleme
yontemi ile lretilmistir. Elde edilen nanofiber matlarin karakterizasyonu FT-IR ve SEM
analizleri ile gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclar karides kabugu gibi deniz atiklarinin
istiin  biyoyararlanim, biyouyum ve biyobozunum &zelliklerine sahip  degerli
kolajen/kitosan/PHBYV nanomateryallerinin (retimi igin essiz kaynaklar olduklarini ortaya

koymaktadir.
1.2. Genel Bilgiler

1.2.1 Deniz Urunleri ve Karides

Baslica balik ve kabuklu deniz hayvanlarindan olusan deniz iirlinleri insan tiiketimine uygun
kabul edilmis bir gida olarak tanimlanmaktadir ve diinya ¢apinda dnemli bir protein kaynagidir
(Basurco ve ark., 2014). Karides kabuklar1 basta olmak iizere deniz tiriinlerinin tliketilmesinden
aci18a ¢ikan atiklar, toplam deniz iirlinii kiitlesinin yaklasik %40’ 11 olusturur ve bozulma hizlar
yavas oldugu i¢in son zamanlarda bliylik bir ¢evresel sorun olarak kabul edilmektedirler

(Kjartansson ve ark., 2006).

Balik isleme tesislerinde iiretim sirasinda énemli oranda atik meydana gelmektedir. Toplam
islenen deniz iirlinii agirliginin % 60’indan fazlasinin atik olarak atildigi bilinmektedir
(Chalamaiah ve ark., 2012). Bu islenmis deniz tiriinlerinin % 45°1lik kismini karides, agiga ¢ikan
atiklarin ¢ogunlugunu da (%50-70) karides kabuklari olusturmaktadir (Dotto ve ark., 2017). Su
tiriinleri yetistiriciliginin hizli bir sekilde biiylimesinin, insan tiiketimi i¢in potansiyele sahip
olan {irlinlerin biiyiik miktarlarda birikmesiyle sonuglanacagi tahmin edilmektedir (Je ve ark.,
2007). 2018 TUIK verilerine gore (Tablo 1.1) Tiirkiye’de avlanan kabuklu deniz iiriinlerinin
toplam miktar1 4570,4 tondur.

Tablo 1.1. Tiirkiye’de avlanan kabuklu deniz iiriinlerinin miktar1 (TUIK 2018)

Ulkemizde avlanan kabuklu deniz iiriinlerinin miktari (Ton) 2018
Istakoz - Common lobster 4,7
Jumbo karides - Green tiger prawn 758,8
Erkek karides - Speckled shrimp 46
Kirmiz1 karides - Giant gamba prawn 299
Karabiga karides - Caramote prawn 2194
Pembe (Cimg¢im) karides - Deep water rose prawn 32129
Mavi yengec - Blue crab 10,5
TOPLAM 4551,3




Bu veriler lilkemizde de deniz iiriinlerinin islenmesi sirasinda ortaya ¢ikan atiklarin 6nemli bir
¢evre sorunu oldugunu ortaya koymaktadir. Deniz iirlinlerinin islenmesi sirasinda aciga ¢ikan
atiklar genellikle agik denizlere veya ¢Op depolama alanlarina atilmakta ve bu da énemli bir
cevre kirliligine neden olmaktadir. Uretilen bu atiklardan yiiksek degerli iiriinlerin iiretilmesi
hem cevre kirliliginin azaltilmasina yardimci olacak hem de ekonomiye katki saglayacaktir
(Caruso 2016). Kabuklu hayvan atiklarinda en yiiksek miktarda bulunan 6énemli dogal {iriinlerin

basinda bir polisakkarit olan kitin gelmektedir.

Crustacea ve Mollusca ailesi kitin ve kitosanin elde edilebildigi en 6nemli deniz canlilarini
icermektedir. Crustacea grubundaki Kkarideslerin kabuklar1 kitin agisinda en zengin
kaynaklardan biri olmalariyla bilinir. Mevsimine ve tiiriine bagl olarak degisiklik gdstermekle
birlikte Crustacea kabuklar1 % 30-40 oraninda protein, % 30-50 oraninda kalsiyum karbonat
ve % 20-30 oraninda kitin icermektedir (Johnson ve ark., 1982). Bunun yaninda kabuklu
canlilarin kabuklarinda kii¢lik bir oranda Sodyum, Potasyum, Magnezyum ve Siilfiir gibi

mineraller de bulunur (Tolaimate ve ark., 2003).

Calismamizda kabuklarindan faydalandigimiz P. kerathurus, Penaeidae ailesinde yer alan ve
Akdeniz diyetinin énemli bir boliimiinii iceren diger yenilebilir kabuklulardan (1stakoz ve
yenge¢ gibi) daha buyuk miktarlarda tiiketilen ticari olarak popiiler bir karides tiiriidiir (Sekil
1.1). Bu kabuklularin cografi dagilimi tiim Akdeniz’e kadar yayilmistir, habitatlar1 alt camurlu

kumdur ve batimetrik 6lgiimler sonucu bulunma araliklarinin 0 ila 75 m arasinda degistigi,

nadiren 90 m’ye ulastig1 belirlenmistir (Gonides ve ark., 2001).

Sekil 1.1 Penaeus kerathurus gosterimi (Morsli ve ark., 2015).
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Ulkemizde Akdeniz Karidesi olarak da bilinen Penaeus kerathurus, Marmara, Ege ve
Akdeniz’in kiy1 bolgelerine dagilmis ve ticari olarak Tiirkiye’deki kiyr balik¢iligindaki en
onemli karides tiirlerinden biridir. Aym1 zamanda Izmir Kérfezi’ndeki balik ag1 kullanan
balik¢ilar igin hedef tiirdiir (Turkmen, Yilmazerli ve ark., 2006). Ulkemizde agirlikli olarak
avlanan bu karides tlr(, c¢esitli isletmelerde kabuklar1 uzaklagtirilarak genellikle karides eti
halinde piyasaya siiriiliir ve bu esnada kabuklar1 atik olarak atilir. Bu nedenle bu atiklardan
ekonomik degere sahip yan iirlinlerin {iretilmesi 6nemli bir arastirma alani olarak ortaya

¢ikmustir.

1.2.2. Biyopolimerler

Polimerler farkli monomerlerin kovalent baglarla baglanmasiyla meydana gelen
makromolekiiller yapilardir. Cogunlukla petrol bazli kaynaklardan sentezlenen plastik ve
benzeri polimerler giiniimiizde hayatin her alanina yayilmis ve vazgegilmesi miimkiin olmayan
bir ihtiyag¢ haline gelmislerdir. Bununla birlikte dogada kendiliginden parg¢alanmalar1 ¢cok uzun
stireler aldig1 i¢in bu plastiklerin asir1 kullanimi ciddi bir ekolojik tehlike olarak ortaya ¢ikmistir
(Rao ve ark., 2014). Cesitli islemlerle tiretilen kat1 ve siv1 atiklar ¢evreyi kolayca etkileyebilir
ve ekosisteme zarar verebilmektedir. Bu atiklar kirliligi azaltmak ve ayni zamanda alternatif
enerji kaynaklarina doniistiirmek i¢in islenebilir (Morgan-Sagastume ve ark., 2014). Bu nedenle
bu petrol kaynakli polimerlerin yerine biyopolimerlerin kullanim1 son yillarda énemli bir hale

gelmigtir.

Biyopolimer terimi, dogal kaynakli polimerleri ve bunun yani sira zamanda kimyasal ve
biyolojik yontemlerle polimerize edilmis yiliksek molekiiler kiitleli dogal bilesikleri igerir. (K.
Sudesh ve ark., 2008). Biyopolimerler, organizmalarin biiyiime dongiileri sirasinda normal
kosullar altinda olusan dogal polimerlerdir. Cesitli organizmalarin karmasik metabolik
aktiviteleri, biyopolimerlerin olusumuyla sonuclanir. Biyopolimerlerin bir avantaji, biyolojik
olarak yiiksek oranda pargalanabilir olmalaridir (Rao ve ark., 2014). Biyopolimerler genellikle
biyolojik olarak bozunabilse de, bozunduklari oran bilyiik Olgiide farklilik gosterir.
Polihidroksibutirat (PHB) gibi bazi biyopolimerler dogal ortamda aylar i¢inde bozulurken,
digerleri yillar alabilir. Biyopolimerlerin bozunma hizi, malzemenin yapisina, kristalligine ve
cevresel kosullara baglidir. Poliizoprenoidler gibi biyolojik olarak c¢o6ziinemeyen bazi
biyopolimerler saglik sorunlarina ve ¢evrenin kirlenmesine neden olabilir. Bu biyopolimerler,
farkli saglik kosullarina neden olabilir ve zor biyolojik olarak bozunabilir yapilar1 nedeniyle
faunay1 ve floray1 etkileyebilir (Rao ve digerleri, 2014). Dolayisiyla, plastiklerin ¢evresel
etkilerini azaltmak icin geleneksel petrol temelli polimerlerin yerine polihidroksialkanoatlar
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(PHA), polisakkaritler, polilaktit ve alifatik polyesterler gibi biyopolimerler konulmaktadir
(Castilho ve ark., 2009). PHAlar karakteristik biyobozunurluk, strdurulebilirlik ve ¢evre dostu
Ozellikleri nedeniyle daha umut vericidir (Reddy ve ark., 2019). Bu nedenle arastirmacilar,
biyolojik olarak bozunmayan polimerlerin yerine PHA, polilaktik asit, seliiloz, kitosan ve
kolajen gibi biyolojik olarak bozunabilir biyopolimerler iiretmeye odaklanmiglardir

(Steinblchel, 2005).

1.2.3 Kitin ve Kitosan

Kitin, diinyada selillozdan sonra en yaygin olarak bulunan ikinci dogal polisakkarittir;
omurgasizlarda - kabuklu deniz kabuklar1 veya bocek kiitikiilleri olarak - ayni1 zamanda bazi
mantar zarflarinda, yesil yosun hiicre duvarlarinda ve mayalarda bulunur (Croisier and Jérome,
2013, Varshosaz ve ark., 2007). Kitin, yapisindaki mikrofibrillerin yonelimine dayanarak a, 3
ve vy olmak tizere 3 form halinde bulunur (Rudall ve ark., 1963). a kitin dogada en fazla bulunan
ve antiparalel zincirlerden olusan formdur. Kabuklu canlilarin dis iskeletlerinde,
yumusakealarin ve boceklerin kabuklarinda bulunmaktadir (Gardner, Blackwell ve ark., 1975).
Dogada nadir olarak bulunan 3 kitin, paralel zincirler icerir ve miirekkep baliginin uzantilarinda
bulunmaktadir (Herth, Barthlott ve ark., 1979). vy kitin ise paralel ve antiparalel zincirlerin bir

karisimindan olusur ve bocek kozalarinda bulunmaktadir (Rudall, Kenchington ve ark., 1973).

Bununla birlikte kitin yapis1 geregi bir¢ok ¢oziicii igerisinde ¢oziinmemektedir ve bu da kitinin
farkli endiistrilerde kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle kitin yapisinda bulunun N-
asetilglikozaminin deasetilasyonu gibi ¢esitli kimyasal modifikasyonlarla kitin {irlinlerinin
¢ozinlrligliniin artmasi saglanmaktadir (Peter, 2005). Kitinin deasetilasyon derecesi % 50
civarina geldiginde sulu asidik ¢ozeltilerde ¢oziinebilir hale geger ve bu yap1 kitosan olarak

isimlendirilir (Rinaudo, 2006). Kitin ve kitosan yapilar1 Sekil 1.2°de verilmistir.

CHHE CHpOM

|
NHOOCH3

Chitin

CHaOH CHOH
# o H
H H
. on H o u
[ " i
n

H NH32 H NH3
Chitosan

Sekil 1.2. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilar1 (Kumar ve ark., 2000)



Kitosan, karides ve yengec gibi kabuklularin dis iskeletinde yaygin olarak bulunan bir
biyopolimer olan kitinin alkalin N-deasetilasyonu ile iiretilen katyonik bir polimerdir. Kitosanin
yapist glukozamin ve N asetilglukozaminden olusur (Rampino ve ark., 2013). Kitin ve kitosan
arasindaki en biiylik fark ¢oziniirliiklerinden kaynaklanmaktadir. Kitosanin sahip oldugu
zincirdeki amino gruplari, asit etkisiyle protonasyona ugrayarak coklu katyonik alanlar
olusturmaktadir. Buna bagli olarak hem polarizasyon hem elektrostatik itme derecesi
¢ozinlrlik ile dogru orantili olarak artmaktadir (Mourya ve ark., 2008). Kitinin deasetilasyonu

sonucu kitosan olusma reaksiyonu Sekil 1.3’de verilmistir.

Deasetilasyon l

CHs
NH
o Kitosan

OH 0:<
NH,
HO o ] HO
-0 0 HO O o
N@
H OH

Sekil 1.3. Kitinin deasetilasyonu sonucu kitosan olusumu reaksiyonu (Ramya ve ark.,2014)

Kitin ve kitosanin bir¢ok alanda muazzam uygulamalara sahip oldugu bilinmektedir (Sini ve
ark., 2005). Gida endiistrisinde, tibbi alanlarda, kimya endiistrilerinde, tekstilde, atik su aritma
tesislerinde vb. yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Muzzarelli ve ark., 1996). Kitosan; diisiik
toksisite, biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi birgok benzersiz 6zellige sahiptir (EI-Shafei
ve ark., 2008). Antimikrobiyal ve diisiik toksisite, biyobozunurluk ve biyouyumluluk &zellikleri
kitosanin gida, tarim, tip, eczacilik ve tekstil alanlarinda ortaya c¢ikan uygulamalarini

kolaylastirmaktadir (Y. Gao ve ark., 2008).

1.2.4 Kolajen

Hayvanlarda en fazla miktarda bulunan protein olan kolajen, kolajen fibrilleri olusturmak i¢in
capraz bagli tekrarlayan kolajen monomerlerinin birikimini igeren bir biyopolimerdir
(Muyonga ve ark., 2004). Farkli kaynaklardan izole edilmis 13’ten fazla farkli tiirde kolajen
vardir (Friess, 1998). Temel kolajen yapis1 Sekil 4’de verilmistir.



(©) 40nm

= 1.5nm

300nm

Sekil 1.4. Kolajenin yapist. Amino asit dizisi (A), ticli heliks yap1 (B) ve heliks yapilarin bir
araya gelmesiyle olusmus zigzag yap1 (C) Gly, glisin; pro, prolin; hyp, hidroksiprolin olarak
ifade edilmistir (Khor, 2014).

Kolajen hayvanlarda farkli dokularda bulunur ve kemiklerin, kas dokularinin 1s1l stabilitesi ve
mekanik dayanimi i¢in hayati dneme sahiptir. Ayrica ticari olarak kozmetik, deri, gida,
biyomedikal ve eczacilik endiistrisi, doku miihendisligi gibi bir¢ok alanda yaygin olarak

kullanilan 6nemli bir biyopolimerdir (Liu ve ark., 2012).

Canli yapisinda 13’ten fazla farkli kolajen tiirii bulundugu bildirilmistir. Bu kolajenler, hayvan
viicudundaki ¢esitli bag dokusu tipleri tizerinde farkli ve onemli islevlere sahiptirler. Tip I
kolajen ¢ogunlukla cilt, kemik ve tendon bdlgelerinde bulunur. Tip II kolajen ¢ogunlukla
kikirdakta bulunurken, Tip III kolajen Tip I kolajenin yaygin oldugu bélgelerde az miktarda
bulunur (Friess ve ark., 1998). Kolajen molekiliiniin ti¢ boyutlu yapis1 Sekil 1.5°te, cesitli

kolajen tipleri ve organizmadaki dagilimlar1 Tablo 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.5. Kolajenin tiglii sarmal yapisina genel bakis. (a) Kolajen Ucli sarmalinin yiiksek

¢ozinlrlikli kristal yapisi. (b) Yapidaki bir doniisiin bilye ve ¢ubuk ile temsil edilmesi (C) b

segmentindeki Hidrojen bagi (Shoulders and Raines, 2009).

Tablo 1.2. Cesitli kolajen tipleri ve viicuttaki dagilimlar1 (Benjakul ve ark., 2012)

(aA)3 ya da (aC)3

Tip Peptit Zinciri | Molekiiler Bilesimi Bulundugu Yerler
| al, a2 [al(1)2 a2(I)] Deri, tendon, kemik, kas
1 al [al(I)]3 Omurlar arasi disk, kikirdak

al [al(ID]3 Fetal deri, kardiyovaskiler damar,
' uterus, sinovyal sivi, i¢ organ, kas
v al, o2 [al(IV)]3 Bazal membran, bobrek gromerdller,

lens kapsil

AA, 0B, aC [aB20A ya da (aB)3 Plasental membran, kardiyovaskuler

Vv + sistem, akciger, kas




Kolajen giiniimiizde yaygin olarak biiyiilkbas ve kiigclikbas hayvanlar gibi karasal hayvan
kaynaklarindan elde edilir. Bu kaynaklardan yiiksek miktarda atik meydana geldigi igin
kolajenin elde edilmesi ekonomik ve kolay olmakla birlikte elde edilen kolajenin denatiirasyon
sicakliklar yiiksektir ve bu karasal hayvan kaynaklar1 birgok dini ve etnik grup tarafindan
kullanilmaya uygun degildir (Easterbrook ve Maddern, 2008). Domuzdan elde edilen
kolajenlerin yasaklanmasi nedeniyle kolajen kaynagi Miisliman toplumlar i¢in 6nemlidir.
Hindular ise dini inanglar1 nedeniyle inek temelli iiriinler tiiketmemektedirler (Sadowska ve
ark., 2003). Bunun yan1 sira bulasici spongiformensefalopatiler, deli dana hastaligi, ayak ve
ag1z hastalig1 gibi hastaliklarin ortaya ¢ikisi ile bu hastaliklar tagiyabilen hayvanlardan elde
edilmis kolajenin tiiketicide siiphe ile karsilanmasina yol agmistir. Bu gereksinimler, alternatif
kolajen kaynaklarini gelistirme ihtiyacini beraberinde getirmistir. Yiiksek kullanilabilirligi,
hastalik bulagma riskinin diisiik olmasi, yiiksek kolajen verimi ve dini engel olmamasi
nedeniyle, deniz {irlinleri potansiyel alternatif kolajen kaynaklar1 olarak kabul edilmistir (Liu
ve ark., 2007). Bu nedenle, karasal hayvan kolajen kaynaklarini degistirmek igin su
hayvanlarinin (tatli su veya deniz baliklar1 ve yumusakcalar dahil) kullanimi {izerine
arastirmalar giderek daha fazla ilgi ¢eker hale gelmistir (Huang ve ark., 2016). Bu kaynaklarin
kolajen iiretimi i¢in kullanilmasi ayn1 zamanda bu atiklardan kaynaklanan c¢evre kirliliginin

azaltilmasina da yardimci olmaktadir (Chen ve ark., 2016).

1.2.5. Polihidroksialkanoatlar

Polihidroksialkanoatlar (PHAlar) ilk olarak Fransiz bilim adami Lemoigne tarafindan 1925
yilinda Bacillus megaterium’dan elde edilmistir. ilk olarak elde edilen ve tanimlanan PHA, poli
(3-hidroksibutirat) (PHB) olmustur (Chee ve dig. 2010). Polihidroksialkanoatlar, N, P, S, O
veya Mg gibi besi elementlerinin sinirlt oldugu ve asir1 karbon kaynaginin mevcut oldugu
sartlarda bircok mikrobiyal tiir tarafindan indirgeyici gii¢, depolama bilesigi veya karbon ya da
enerji kaynagi olarak biriktirilen hidroksialkonatlarin polyesterleridir (Chua ve ark., 2003).
Fizikokimyasal 6zellikleri petrokimyasal plastiklere benzer olan bu polyesterler
mikroorganizmalardaki depo granullerinde intraseliler olarak biriktirilirler (Girtekin, 2008).
Tam biyobozunurluklar1 ve geleneksel petrol bazli plastiklerle benzer 6zellikleri nedeniyle,
PHAlIar, biyuk bir pazar potansiyeline sahip en umut verici biyoplastiklerden biri olarak kabul
edilmektedir (Salehizadeh ve Loosdrecht, 2004).
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PHAlarin biyouyumluluklar, diigsiik antijenik potansiyelleri ve diger istiin 6zellikleri bu
bilesikleri biyomiihendislikte kullanilabilecek en uygun biyomateryallerden biri haline
getirmistir. Bu polyesterler, monomer bilesimlerini degistirerek kontrol edilebilecek ¢ok ¢esitli
fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahiptir (Masaeli ve ark., 2013; Arcos-Hernandez ve ark.,
2013). PHAlar, monomerlerindeki karbon atom sayisina bagli olarak 3 sinifa ayrilmaktadir.
Kisa zincirli PHAlar 3 ila 5 karbon atomu i¢cermektedir. Orta zincirli PHAlar 6 ila 14 karbon
atomu icermektedir. Uzun zincirli PHAIlar 15 veya daha fazla karbon atomu icermektedir

(Khanna ve ark., 2005). PHAlarin isimlendirilmeleri Sekil 1.6’da verilmistir.

Biyolojik olarak parcalanabilen ve biyouyumlu bir biyopolimer olarak PHA’lar, diger
proteinlerle birlikte saglikla ilgili diger tedaviler arasinda yara iyilesmesinde kullanilabilen
kompozitler olusturmak icin kullanilirlar (Quillaguamanet ve ark., 2010). Cesitli PHA tiirleri
arasinda PHB ve poli (3-hidroksibutirat-3-hidroksiperat) (PHBV), arastirmacilar ve endiistriler
tarafindan biyomedikal uygulamalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Tan ve ark., 2014).

R O
*(l'u |(|
N
HI n
R grubu Karbon No PHA biyvopolimeri ad1
Metil Cs Poli(3-hidroksibiitirat)
Etil Cs Poli(3-hidroksivalerat)
Propil Cs Poli(3-hidroksihegzanat)
Biitil Cr Poli(3-hidroksiheptanat)
Pentil Cg Poli(3-hidroksioktanat)
Hegzil Cs Poli(3-hidroksinonanat)
Heptil Cio Poli(3-hidroksidekanat)
Oktil Cna Poli(3-hidroksiundekanat)
Nonil Ciz Poli(3-hidroksidodekanat)
Desil Ciz Poli(3-hidroksitridekanat)
Undesil Cis Poli(3-hidroksitetradekanat)
Dodesil Cis Poli(3-hidroksipentadekanat)
Tridesil Cis Poli(3-hidroksihegzadekanat)

Sekil 1.6. PHA larin kimyasal yapisi ve bazi1 adlandirmalar1 (Lu ve ark., 2009).

PHA f{izerine yapilan aragtirmalar saglik hizmetlerini olumlu yonde etkileyen cesitli tibbi
malzemelerin; dikisler, doku onarim ve rejenerasyon cihazlari, eklem kikirdak onarim cihazlari,
sinir kilavuzlari, kemik iligi iskeleleri vb. liretimini miimkiin kilmistir. (Chen ve Wu, 2005,
Koller ve ark., 2010). PHA’lar insanlarin giinliik yasamlarinda daha fazla kabul gérmektedir.
Kisisel hijyen iirtinleri ambalaji, tek kullanimlik sofra paspaslari olarak kullanilmaktadirlar ve

ayrica biyolojik olarak parcalanabilen geleneksel plastik torbalarin yerini almistir (Chen, 2010).
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Avantajlarina ragmen, PHA iiretimi ucuz ve kolayca temin edilebilen petrokimyasal plastiklerle

karsilastirildiginda maliyetlidir (Anterrieu ve ark., 2014).

1.2.6. Elektrospinleme

Nanomateryaller, c¢ok kiigiik Olgekte iiretilen ve kullanilan kimyasal maddeler veya
malzemelerdir. Nanoteknoloji uygulamalariyla pek ¢ok farkli alanda ¢ok daha kuvvetli ve hafif
materyallerin iiretilmeleri miimkiin olmustur. Elektrospinleme 6zellikle biyosensorler, doku
mihendisligi ve enzim immobilizasyonu gibi uygulamalar i¢in nanoteknolojide
nanomateryallerin Uretilmesinde kullanilan yontemlerden biridir. Elektrospinleme islemi bir
ignenin ucundaki polimer ¢ozeltisi damlacigi ile toplayici plaka arasinda bir elektrik alam
olusturmak tizere yiiksek voltajin kullanilmasini igerir. Voltaj kaynaginin bir elektrotu ¢ozeltiye
yerlestirilir ve digeri bir elektrik kuvveti yaratacak sekilde toplayiciya baglanir. Voltajdaki artis,
elektrik alanini arttirir ve ignenin ucunda polimer ¢6zeltisinin birikmesine neden olur.
Elektrostatik kuvvet damlacigin yiizey gerilimini astiginda, siirekli bir polimer ¢6zeltisi jeti
igne ucundan toplayiciya dogru piskiirtiilir. Bu esnada ¢ozelti buharlasir ve toplayicinin
yiizeyinde dokunmamis bir kati lif mat olusur (Balguid ve ark., 2009). Elektrospinleme yontemi

Sekil 1.7°de gosterilmistir.

Evaporating
Solvent 25 KV
Grounded

Mandrel
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Taylor
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Sekil 1.7. Basit Elektrospinleme gosterimi (Feltz ve ark., 2017).

12



Elektrospinning teknolojisi ile hazirlanan fiberler, neredeyse dairesel kesitlere, piiriizsiiz
yuzeylere ve birka¢ nanometreden birka¢ mikrometreye kadar caplara sahiptirler (Zhang ve
ark., 2005). Bu fiberler ilag tasinmasi, tibbi implantlar, dis restorasyonu i¢in nanokompozitler,
biyoaktif ajanlarin korunmasi, biyosensorler, doku miihendisligi, yara ortiisii ve koruyucu
giysiler i¢in biiyiik uygulanabilirlik alanlarina sahiptir (Zhang ve ark., 2005, Inai ve ark., 2005,
Huang ve ark., 2003).

2. MATERYAL VE METOT

2.1 Arastirma Yontemi

Calismamizda kullandigimiz arastirma yonteminin bir 6zeti Sekil 2.1°de verilmistir.

Kolajen ve Kitosan Eldesi Nanomateryal Uretimi
Karides atiklarimin Kolajen, kitosan, PHB
temizlenmesi ve 6n hazirligi cozeltilerinin hazirlanmasi
Kolajen olmayan Elektrospinleme
proteinlerin,minerallerin,
yaglarin uzaklagtirilmasi ve l
renksizlestirme
l Malzeme ve materyal
karakterizasyonu

Kolajen ekstraksiyonu,
presipitasyonu ve SDS-PAGE

ile karakterizasyonu

l

Kitin eldesi, kitosanin

islenmesi ve karakterizayonu

Sekil 2.1. Metodun sematik gosterimi
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2.2. EKipman
-20 °C Buzdolabi

4 °C Buzdolabi

-86 °C Diferansiyel Dondurucu
Santrifij

Taramal kalorimetre

Distile su cihaz
Elektroforez gii¢ kaynag:

Electroforez sistemi
Electrospinning cihazi
FTIR

Inkiibator
Manyetik karistirici
Orbital ¢alkalayici
pHmMetre

Pipet

SEM
Spektrofotometre
Tansiyometre
Vortex cihazi

Su banyosu

Tartim / Hassas Terazi

: Regal (Turkiye)

: Regal (Turkiye)

: Thermo Electron Corp., Forma ULT (ABD)

: Sigma Laboratory Centrifuges, 3k30 (Almanya)
: Pyris Diamond DSC Perkin Elmer (ABD)

: Millipore, Rios-DI UV (ABD)
- Apelex, PS9009 TX (Fransa)

: Bio-Rad, Mini Protean Tetra Cell (ABD)

: Inovenso, NE3 (Turkiye)

: PerkinElmer spectrum 100 ATR-FTIR. (ABD)
: Nive, EN 055 (Turkiye)

: Chiltren, HS 31 (ingiltere)

. IKA-Werke, OS 10 B (Almanya)

: Toledo Mettler,S20 SevenEasy (Isvigre)

: Toledo Mettler,Rainin (ABD)

: Philips XL30 ESEM-FEG/EDAX (Hollanda)

: Thermo Scientific, Helios Zeta UV-VIS (ABD)
: Kruss Easy Drop DSA-2 (Almanya)

: Fisons, Whirl mixer (Ingiltere)

: Clifton Digital Shaker Bath, 0-100 °c (Ingiltere)

- Sartorious Analytic, A200S + 0,0001 (Almanya)
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2.3. Kimyasallar

Sodyum hidroksit, sodyum Klorir, n-bitanol, asetik asit, disodyum etilendiamintetraasetat,
(Na2EDTA), metanol, asetonitril, hidrojen peroksit, sulfurik asit, hidroklorik asit,
sodyumtiyosulfat, 1,1,1,3,3,3-hekzafloroizopropanol, akrilamid, bisakrilamid, TEMED, Tris-
Baz, sodyumdodesil silfat, PHBV. Tum kimyasallar analitik safliktadir ve daha fazla

saflastirilmadan kullanilmistir.
2.4. Karides Atiklarinin Temizlenmesi ve On Hazirhg

Karides atiklar1t Group Sagun Tekirdag balik isleme fabrikasindan dondurulmus sekilde temin
edilmistir. Biitlin denemeler ¢aligma boyunca 1siya bagh kolajen fragmentasyonun oniine
gecilebilmesi icin 4 °C’de soguk odada 150 devir/dakika orbital karistiricida
gergeklestirilmistir.

Karides atiklar1 dnce bol soguk su ile birkag kez yikanarak gozle goriilen partikiillerin
uzaklagtirilmasi saglanmigtir. Daha sonra kiiciik pargalara boliinerek ¢alisma gerceklestirilene

kadar -80 °C sicaklikta muhafaza edilmistir.
2.5. Kolajen Ekstraksiyonu

Karides kabuklarindan kolajenin uzaklastirilmasi ve karakterizasyonu Nagai ve Suzuki’ye gore

bazi ufak degisiklikler ile gerceklestirildi (Nagai ve Suzuki, 2000)
2.5.1. Kolajen Olmayan Proteinlerin Uzaklastirilmasi

Karides kabugundaki kolajen olmayan proteinlerin uzaklastirilabilmesi igin karides
kabuklarindan 400g tartilarak tizerlerine 1250 mL 0,1 M NaOH ¢ozeltisi eklendi. Karisim
orbital calkalayicida 150 rpm doniis hizinda 4 °C’de 24 saat boyunca karistirildi. Strenin

sonunda ¢ozelti siiziildi ve islem tekrar 1250 mL 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile tekrarlandi.

Islem bittikten sonra tekrar siiziilen karides kabuklar1 nétral pH elde edilinceye kadar saf su ile

yikandi.
2.5.2. Minerallerin Uzaklastirilmasi

Karides kabuklarindaki kalsiyum ve benzeri minerallerin uzaklastirilmasi i¢in kolajen olmayan
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proteinleri uzaklastirilmis olan karides kabuklar1 2 L, 0,5M Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) ile orbital galkalayicida 150 rpm doniis hizinda 4 °C’de 24 saat boyunca karistirildi.
Islem sonunda siiziilen karides kabuklari minerallerin tamamen uzaklasmasmi saglamak
amaciyla tekrar 2 L 0,5 M EDTA (pH 8) ile muamele edildi ve daha sonra suzilerek nétral

pH’ya gelene kadar saf su ile yikandi.
2.5.3. Yaglarin Uzaklastirilmasi

Karides kabuklarinda bulunan yaglar ve yagli materyallerin uzaklastirilmast igin atiklar 500 mL
%10 n-butanol ¢ozeltisi ile orbital ¢alkalayicida 150 rpm doniis hizinda 4 °C’de 24 saat boyunca
muamele edildi. Bu islemin sonunda karides atiklar1 tekrar 500 ml %210 n-bitanol ile belirtilen

sartlarda karistirildi ve siiziildii. Atiklar saf su ile yakandi.
2.5.4. Kolajen Ekstraksiyonu

On temizleme ve hazirlama asamalarindan gegen karides kabugu atiklar1 40 °C sicaklikta
etlivde 2 saat boyunca kurutuldu ve tartildi. Daha sonra karides kabugu atiklar1 600 mL 0,5 M
asetik asit (1:10) ile 4 °C’de 24 saat boyunca kolajen ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Sirenin
sonunda karigim siiziildii ve kolajenin tamamen alinabilmesi i¢in karides atiklar1 bir kez daha
600 mL 0,5 M asetik asit ile muamale edildi. Stizme isleminin ardindan elde edilen sivilar
birlestirildi ve 15000 g’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminin sonunda elde edilen
stvilar kolajen presipitasyonu i¢in kullanildi. Siizme isleminin sonunda elde edilen katilar ise
kitin eldesi i¢in kullanilmak tizere 80°C sicaklikta 12 saat boyunca kurutuldu, 6giitiildii ve

tartildi.
2.5.5. Kolajen Presipitasyonu ve Diyaliz

Kolajen ekstraksiyonu sirasinda santrifiij sonucunda elde edilen sivilarin hacmi dlgiildi ve
toplam konsantrasyon 0,9 M olacak sekilde kati1 NaCl siirekli karistirma altinda 4 °C’de yavas
yavas ilave edildi. Karigim 12 saat boyunca orbital ¢alkalayicida 150 rpm doéniis hizinda 4 °C’de
karistirildi ve daha sonra karistm 15000 g’de 30 dakika santriftjlendi. Elde edilen kolajen
cokeltisi yeniden miimkiin oldugu kadar az miktarda 0,5 M asetik asit icerisinde ¢oziindii ve

tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in diyaliz islemine tabi tutuldu.

Diyaliz isleminin gergeklestirilecegi diyaliz membrani 3 saat boyunca akan musluk suyu altinda
yikandi. Daha sonra sirasiyla %0,3 Na>SOs (a/h) ile 80°C’de 1 dakika, 60°C sicakliktaki saf
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suda 2 dakika, %0.2 M H>SO4 (a/a) ile birka¢ saniye muamele edilen diyaliz membrani saf su
ile yikanarak kullanima hazir hale getirildi. Kolajen ¢ozeltisi diyaliz membranina dolduruldu
ve her 4 saatte bir diyaliz ¢ozeltisi degistirilerek 6nce 0.5 M asetik asit (24 saat), sonra 0,1 M
asetik asit (24 saat) ve en son olarak saf suya kars1 (24 saat) 4 °C sicaklikta ve stirekli olarak

karistirllarak diyaliz edildi.

Diyaliz islemi sonunda diyaliz membrani agildi, diyalizat cam bir petri kabina alinarak liyofilize
edildi. Liyofilizasyon sonucu elde edilen kolajen tartildi ve kullanimina kadar -80 °C derin

dondurucuda saklanda.

2.5.6 Kolajen Karakterizasyonu

Karides kabugundan elde edilen kolajen 6rneginin karakterizasyonu SDS-PAGE ile belirlendi
(Laemmli, 1970). Bu amagla %4 siralama jeli (3 mL %29,2 akrilamid/ %0,8 bisakrilamid, 2,5
mL 05 M Tris-HClI pH 6,8, 200 pL %10 SDS, 15 mL destile su, 70uL
amonyumperoksidostilfat, 20 uyL TEMED) ve %8 ayirma jeli (26 mL %29,2 akrilamid/ %0,8
bisakrilamid, 16,25 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 650 uL %10 SDS, 21,64 mL destile su, 350pL
amonyumperoksidosiilfat, 70 pL. TEMED) iireticinin talimatlarina gore hazirlandi ve jel

kasetlerinin icine dokald.

Jelin hazirlanmasindan sonra kolajen 6rnegi 200 uL 0,5 M asetik asit igerisinde ¢ozuldu ve
uzerine 200 uL PAGE yikleme tamponu(1 mL 1M Tris-HCI (pH 6,8), 1,6 mL gliserin, 0,2 mL
%10 SDS, 0,4 mL %25 DTT, 8 mL destile su, eser miktarda bromfenol mavisi) eklendi. Kaynar
su banyosunda 4 dakika boyunca 6rnekler denatiire edildi ve her bir kuyuya 35 pg protein
gelecek sekilde kuyulara tatbik edildi. Ayrica ilk kuyuya genis aralikli protein elektroforez
marker ¢Ozeltisi konuldu. Elektroforez haznesine yuriitme tamponunun (%0,3 Tris-Baz, %1,5
glisin, %0,01 SDS) ilave edilmesinden sonra 6nce 30 dakika boyunca jel basina maksimum
akim 20 mA, sonrasinda ise jel bagina maksimum akim 30 mA olacak sekilde elektroforez

islemi gerceklestirildi.

Elektroforez igleminin sonunda jel ¢ikarildi, saf suyla yikandi ve fiksasyon ¢ozeltisi (%50
metanol, %10 asetik asit) ile 12 saat sureyle fikse edildi. Daha sonra jel 24 saat boyunca
kolloidal Coomasie boya ¢Ozeltisi ile muamele edildi. Siirenin sonunda boya ¢ikarma ¢ozeltisi

(%10 asetik asit) ile 24 saat boyunca fazla boya ¢ikarildi ve jeller goriintiilendi.
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2.6. Kitin Ekstraksiyonu ve Kitosan eldesi

Karides kabugu atiklarindan Kkitinin eldesi ve elde edilen kitinden kitosanin Uretilmesi
Benhabiles ve digerlerine gore bazi degisiklikler ile gergeklestirilmistir (Benhabiles ve ark.,
2012).

2.6.1. Kitin Ekstraksiyonu

Boliim 2.5.4°de kolajen ekstraksiyonu sonucu geride kalan karides kabugu atiklar1 kitinin elde
edilmesinde kullanildi. Bu amagla kurutulmus ve 6giitiilmiis olan karides kabugu atiklart NaOH
ile pH’s1 10’a ayarlanmis olan 200 mL %4 H20: (a/h) ¢ozeltisi ile 24 saat boyunca muamele
edilerek renksizlestirildi. Islem sonrasinda, nétral pH elde edilene kadar saf su ile yikanan,
stiziilen ve kurutulan karides kabuklar1 1.25 N HCI ile oda sicakliginda 24 saat boyunca daha
ileri demineralize edildi. Elde edilen karisim siiziild{, ¢okelti saf su ile yikandi1 ve 160°C’de 4
saat boyunca kurutularak kitin elde edildi. Elde edilen kitin tartildi ve kitosan tiretimi igin
kullanildi.

2.6.2. Kitosan Hazirlanmasi

Kitosan kitinin alkali ortamda deasetilasyonu ile elde edildi. Bu amagla 4 g ince 6giitiilmiis kitin
200 mL %50 NaOH c¢ozeltisi ile 12 saat boyunca 70°C sicaklikta siirekli karistirilarak muamele
edildi. Siire sonunda olusan beyaz renkli kat1 madde vakum altinda filtrasyon ile siiziildii ve
noétral pH elde edilinceye kadar saf su ile yikandi ve daha sonra safsizliklarin uzaklastirilmasi
amaciyla %80 (a/h) etanol ile yikanan ¢okelti 60°C sicaklikta 4 saat kurutuldu ve elde edilen

kitosan kullanimina kadar oda sicakliginda kapali bir kap icinde muhafaza edildi.
2.6.3. Kitosanin Karakterizasyonu

Elde edilen kitosanin deasetilasyon derecesi asit-baz titrasyonu metodu ile belirlendi. Bu
amacla 0,1 g kitosan 30 ml 0.1 M HCI ¢ozeltisinde ¢6ziildii ve metil oranj varliginda 0.1 M
NaOH ile titre edildi. Deasetilasyon derecesi C1 ve V1 HCI konsantasyonu ve hacmi, C; ve V2

ise NaOH konsantrasyonu ve hacmi, m ise kitosanin agirligi olmak tizere;

DD=(C1V1-C2V2)/m x 0,0994) x 0,016) formiiliine gére hesaplandi.
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2.7. Elektrospinleme

Elektrospinleme isleminin gergeklestirilmesi i¢in kolajen, Kitin, kitosan ve PHBV % 4
konstanstrasyonda ayr1 ayr1 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-izopropanol icinde 24 saat boyunca

karistirilarak ¢6ziildii. Daha sonra ¢ozeltiler oda sicakliginda karistirildu.

Daha sonra kolajen/kitin/PHBV matlarinin hazirlanmas1 i¢in PHBYV, Kitin ve kolajen
¢ozeltilerinin her birinden 5 mL alinarak 15 mL hacminde ¢6zelti hazirlandi ve karistirildi. Es
zamanli olarak PHBV/Kitosan/Kolajen matlarinin hazirlanmasi i¢in PHBV, kitosan ve kitin
cozeltilerinden 5 mL alinarak 15 mL ¢ozelti hazirlandi. Elektrospin islemi Nano FMG NE100
elekrospin cihazinda gergeklestirildi.

Once kolajen/PHBV/Kitin ¢ozeltisinin elektrospini icin, 15 cm’lik bir mesafede 20 ila 25 kV
arasinda bir voltaj gii¢ kaynagina ve saatte 0.5 ml’lik bir pompalama / akis hizina bagli bir metal
igneye 15 ml % 4 kolajen/PHBV/Kitin ¢ozeltisi verildi. Liflerin ¢apini azaltmak i¢in diisiik akis
hiz1 saatte 0.5 mL olarak se¢ildi. Uygulanan voltajin yardimiyla, toplayiciya (aliiminyum folyo)

dogru bir s1v1 jeti ¢ikarildi ve bir materyal olusturuldu.

Daha sonra kolajen/kitosan/PHBV ¢ozeltisi i¢in ayni kosullar altinda elektrospin islemi
gerceklestirildi. Kolajen/kitosan/PHBV ¢ozeltisinin viskozitesi daha diisiik oldugu i¢in akis hizi
saatte 1.0 mL olarak seg¢ildi. Toplayiciya (aliiminyum folyo) dogru bir siv1 jeti ¢ikarildi ve
nanofiber ag olusturuldu. Elde edilen nanofiber mat dikkatli bir sekilde toplayicidan ayrildi ve

SEM yoéntemi ile analiz edildi.

Sekil 2.2 . Kullanilan elektrospin cihazi
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2.8. Malzeme ve Materyal Karakterizasyonu

Hazirlanan nano lifli yap1 iskelelerinin morfolojisi SEM (Philips XL30 ESEM FEG / EDAX)
kullanilarak incelenmistir. Numuneler analizden once altin ile kaplanmistir. ATR — FT-IR

6lcimu igin bir FT-IR spektrometresi (Perkin ElImer Spectrum100 ATR-FTIR) kullanilmistir.

Nanofiber matlarin temas agilar1 (8), bir siringa kullanilarak damlalarin olusturuldugu damla
test yontemi ile dl¢iilmiistiir. Olgiimler, 3-5 pl damitilmis su kullanilarak yapilmistir. Numune

icin en az ii¢ dl¢lim yapilmis ve ortalamalart alinmustir.
3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Karides atiklarinin temizlenmesi, 6n hazirhik ve kolajen ekstraksiyonu

Karides atiklarinin islenmeden onceki ve sonraki goriintiileri Sekil 3.1°de verildi. Hazirlik
asamasinda karides kabuklarinda gozle goriinen safsizliklar uzaklastirildi ve daha sonra Bolim
2.5.1-3’de anlatilan asamalarla karides kabuklarindaki kolajen olmayan proteinlerin,
minerallerin ve yaglarin uzaklastirilmasi gergeklestirildi. 400 g ham 1slak karides kabugu ile
baslanan calismada bu asamalarin sonucunda kolajen ekstraksiyonuna hazir kuru karides
kabugu atig1 67 g olarak belirlendi. Ornekler deniz iiriinii isleme fabrikasindan temin
edildiginden ve bu isletmede temizleme makinesi yardimiyla atiklarin olusturuldugu g6z 6niine
alindiginda bu kayiplarin normal oldugu diisiilmektedir. Literatiirde yapilan calismalarda

atiklarda benzeri kayiplarla karsilasildigr belirlenmistir (Ki ve ark., 2014).

Sekil 3.1. Karides kabugu atiklarinin 6n hazirlik 6ncesi ve sonrasi goriintiisii

Kolajen ekstraksiyonu asetik asit kullanilarak B6liim 2.5.4’de anlatildig1 gibi gergeklestirildi
ve elde edilen kolajen diyaliz yontemiyle tuzundan uzaklastirilarak liyofilizasyon yontemi ile
kati halde elde edildi. Elde edilen kolajen miktar1 1,34 g olarak belirlendir. Karides kabuklar1
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tiirden tiire farklilik gostermekle birlikte yaklasik olarak %25 protein, %20 kitin ve %50
kalsiyum karbonattan olusurlar. Bu proteinin sadece %60 kadar1 kolajenden olusmustur.
Karides kabuklarindan jelatin hazirlanmasinin optimizasyonu ile ilgili yapilan bir ¢caligmada
jelatin verimi %15-20 olarak belirlenmistir (Ki ve dig. 2014). Bizim ¢alismamizdaki kolajen

verimimiz bu ¢alismayla benzerlik gostermektedir.

3.2. Kolajen Karakterizasyonu

Kolajen karakterizasyonu SDS-PAGE yontemiyle gerceklestirildi ve elde edilen SDS-PAGE

jel gorintiisti Sekil 3.2°de verildi.

| 200kDa

116kDa
97kDa

66kDa

55kDa
45kDa

36k0a

29k0a

| 2k0a

20kDa

Sekil 3.2. Penaeus kerathurus atiklarindan elde edilen SDS-PAGE goéruntisu

Elektroforez goriintiisii incelendiginde en Ustte Tip | kolajene ait karakteristik protein bantlar1
goziikmektedir. Bununla birlikte kolajende fragmentasyonlarin meydana geldigi ve daha kiigiik
molekiil agirlikli bantlarin olustugu goriilmektedir. Mantis Karidesi ile yapilan bir yayinda bu
karides orneklerinden asit ¢6ziiniir kolajen saflastirilmis ve SDS-PAGE yontemi ile karakterize
edilmistir. Elde edilen SDS-PAGE grafigi bizim ¢alismamiza benzer daha diisiik molekdl
agirlikli bantlart igermektedir (Jose ve ark., 2014). Bu sonuglar1 1g1ginda bu bantlarin karides

kolajenine 6zgii oldugu ileri siirtilebilir.
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3.3. Kitin ekstraksiyonu ve kitosan eldesi

Karides kabugu atiklarindan kitin ve kitosan eldesi Boliim 2.6’da anlatildigr sekilde
gergeklestirildi. Kolajen ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen kuru karides kabugu artiklari
60.4 g olarak tartild1. islemler sonrasinda elde edilen kitin miktar1 48,7 g olarak belirlendi. Bu
kitinden alinan 4g’lik bir 6rnek kullanilarak ger¢eklestirilen kitosan eldesi iglemleri sonrasinda
elde edilen kitosan 1.27 g olarak tartildi. Karides kabugu atiklarindan elde edilen kitin ve

kitosanin goriintiisti Sekil 3.3.’de verilmistir.

Sekil 3.3. Karides kabugu atiklarindan elde edilen A- Kitin, B- Kitosan gorintasu.

Literatirde farkli tiirlerde karides kabuklarindan kitin ve kitosan eldesine ait yayinlar
incelendiginde kitin ve kitosan veriminin ¢alismamizda elde edilen degerlerle karsilastirilabilir

oldugu belirlenmistir (Khanafari ve ark., 2008, Kandile ve ark., 2018).

Elde edilen kitosanin asetilasyonu asit baz titrasyonu ile gerceklestirildi ve elde edilen kitosanin
deasetilasyon yiuzdesi % 89.14 olarak belirlendi. Bu sonug¢ benzeri yayinlarla

karsilastirildiginda kitin deasetilasyonunun basariyla gerceklestirildigi goriilmiistiir (Khanafari

ve ark., 2008, Kandile ve ark., 2018).
3.4. Elektrospinleme ve Karakterizasyon

Karides kabuklar1 atiklarindan elde edilen kolajen, Kitin ve kitosan ve bunun yan1 sira ticari
olarak satin alinmis PHBV kullanilarak elektrospinleme yoluyla materyal {iretimi Boliim 2.7°de
belirtildigi sekilde gerceklestirildi. Kolajen/Kitosan/PHBV kompozit materyalin goruntisi
Sekil 3.4’de verildi.
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Sekil 3.4. Kolajen/Kitosan/PHBV nanofiber mat goruntisi

Elektrospinleme ile elde edilen kolajen/kitosan/PHBV ve kolajen/kitin/PHBYV materyalleri
Boliim 2.8.2°de anlatildign gibi SEM, FTIR ve temas acilart ile karakterize edildi.
Kolajen/kitosan/PHBV ve kolajen/kitin/PHBV materyallerine ait SEM goriintiileri sirasiyla

Sekil 3.5 ve 3.6’da verilmistir.

Sekil 3.5. Kolajen/kitosan/PHBYV kompozit materyaline ait SEM goriintuleri
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Sekil 3.6. Kolajen/kitin/PHBVkompozit materyaline ait SEM gorintileri

Literatirde elektrospinleme yontemi kolajen, PHB ve Kkitosan gibi biyopolimerlerin
kompozitlerinin  olusturulmasi i¢in kullanilmistir. Masaeli ve ark., (2013), farkh
kompozisyonlardaki elektrospun PHB ve PHBV karisimlarinin gesitli 6zelliklerini arastirmis
ve PHBnin kloroform/DMF (90:10) c¢ozlci sisteminde spinlendiginde, fiber caplarinin,
elektrospinleme ¢ozeltilerinin konsantrasyonuna bagli olarak 1200-1500 nm araliginda
oldugunu gostermistir. PHB nin yine ayni ¢oziicii bilesiminden (kloroform / DMF) 2.4 mL /s
akis hizinda ve 15 kV voltajda spin edildigi baska bir ¢caligmada, fiber ¢apinin 2 um civarinda
oldugu bulunmustur (Kampeerapappun, 2016). Bizim ¢alismamizda ise kolajen/kitosan/PHB
kompozit materyalinde fiber ¢apinin 50-100 nm arasinda oldugu belirlenmistir. PHB ayrica
HFIP ile de elektrospinlenmis ve 110 nm’ye kadar diisiik ¢aplara sahip PHB liflerinin (kosullar:
% 1 ¢ozelti, akis hiz1: 0.5 mL/s ve voltaj 0.7 kV/cm) hazirlanabilecegi gosterilmistir (Naveen,
2012).

Nanofiberlerin yapisal karakterizasyonu FTIR spektrumlar1 kaydedilerek yapildi ve sonuglar
ayr1 ayrt PHBV, kolajen, kitosan ve kitine karsilik gelen spektrumlar ile karsilagtirildi. Kitin,
kitosan, kolajen ve PHBV ye ait olan FTIR spektrumlar1 Sekil 3.7’de verildi.
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Sekil 3.7. A-Kitin, B-Kitosan, C-Kolajen ve D-PHBV’ye ait FTIR spektrumlari
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Kolajen/Kitosan/PHB ve Kolajen/Kitin/PHBV kompozit materyallerine ait FTIR gorunttleri

sirastyla Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da verilmistir.
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Sekil 3.8. Kolajen/Kitosan/PHBYV kompozit materyaline ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.9. Kolajen/Kitin/PHBV kompozit materyaline ait FTIR spektrumu

Kitosan, kolajen ve PHBV arasindaki etkilesim FTIR analizi ile incelenmistir. Bu FTIR
spektrumuna gore; 3367 cm™’de goriilen yayvan pik kolajen ve kitosandaki NH2 gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica, yaklasik 2970 ve 2875 cm™’de gozlemlenen pikler, poli(3-
hidroksibutirik asit) icerisinde -CH2 ve -CHs gruplarinin C-H bantlarina karsilik gelmektedir.
PHBV’nin karakteristik ester karbonil grubu 1720 cm™’de g6zlemlenmistir. Yaklasik 1660 cm

*de goriilen pik ise kitosan ve kolajenin amid ve karbonil piklerine karsilik gelmektedir.

Matlarin 1slanabilirligi, su temas agilari 6l¢iilerek arastirilmistir. Temas agis1 goriintiileri Sekil

3.10°da verilmistir.

PHB nanofiberlerin ortalama su temas agisi, 132° olarak bulunmustur (Mottin ve ark., 2016).
PHB temas agisinin bu kadar yiiksek bir degerde olmasinin sebebi hidrofobik bir yapiya sahip
olmasidir. PHB, kolajen ve kitosan materyalleri ile bir araya geldiginde ortalama 75° olmak
lizere temas agis1 diisiis gostermistir. Kolajenin sahip oldugu amid ve hidroksil gruplarinin

yaninda kitosanin da hidrofilik yapida olmasi1 nedeniyle nanofiber hidrofilik hale gelmistir.
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Sekil 3.10. Kolajen/Kitosan/PHBV nanofiberine ait temas agis1 goriintiileri (Temas agilart
sirayla 71°, 73° ve 81°)

Ikejima ve ark., (1999) deasetilasyonun PHB’nin kristallesme davranisi {izerindeki etkisini
arastirmak i¢cin PHB/kitosan karisim filmleri hazirlamiglardir. PHB ve kitosan, karistirilmadan
once HFIP (1,1,1,3,3,3-heksafloro-2-propanol) i¢inde ayr1 ayr1 ¢oziilmiistiir. Kitosan ¢ozeltileri

1yl homojenlestirildikten sonra, PHB ¢6zeltisi ile karigtirilmistir.

Cheung ve ark., (2002) kitosan ve PHBV kopolimerinin, kitosanda hidroksiller, aminler ve
amidler gibi fonksiyonel gruplarin varligindan dolay1 karisabilir olduklarini bildirmistir. Bu
PHBV/kitosan karigiminin hazirlanmasi bir kurutma yontemi igermistir. Bu yontemde, polimer
ve kitosan HFIP i¢inde ¢o6ziilmustiir. Kitosan ¢ozeltisi tamamen ¢ozulindlkten sonra PHBV
kopolimer ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bu karisimin ince bir filmi, HFIP’den asetik asit ile yavas

buharlastirma ile dokiilerek hazirlanmistir. Karisimlar daha sonra vakum altinda kurutulmustur.
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4. SONUCLAR

Insan popiilasyonun siirekli olarak artmasi yiiksek miktarda atik agiga ¢ikmasi sorununu da
beraberinde getirmistir. Bu atiklar belli oranlarda geri doniisiime tabi tutulsalar da biiyiik
miktarda atik ¢op toplama alanlarina ve derin denizlere dokiilmektedir. Bu nedenle atiklarin
geri dontigiime tabi tutulmasi veya atiklardan daha yiiksek degere sahip {iiriinlerin elde edilmesi
giinlimiizde ¢ok 6nemli calisma konulari olarak ortaya ¢ikmaktadir. Deniz tiriinlerinin iglenmesi
sonucu agiga c¢ikan atiklar kolajen ve kitin gibi biyoteknoloji, saglik ve gida alanlarinda yiiksek
bir degere sahip olan bilesikleri icermektedirler. Bu nedenle bu tez ¢calismasinda bir balik isleme
tesisinden elde edilen karides kabugu atiklar1 kolajen, kitin ve kitosan eldesi igin bir kaynak
olarak kullanilmstir. Literatiirde karides kabuklarindan kolajen ve kitosan elde etmeye yonelik
yayinlar mevcut olmasina ragmen bu tez caligmasina bir ilk olarak ayn1 prosesle hem kolajen
hem de kitinin eldesi basarili olarak gergeklestirilmistir. Daha sonra elde edilen kitin basart ile
yiiksek bir deasetilasyon yiizdesine sahip kitosana doniistiiriilmiistiir. Elde edilen kolajenin
SDS-PAGE elektroforez sablonlar1 kullanilarak agirlikli olarak Tip I kolajenden olustugu
belirlenmistir. Bu sonuglar tilkemizde ticari olarak yiiksek oranlarda iiretilen ve dolayisiyla her
y1l tonlarca atik ortaya ¢ikaran karides kabuklarinin, biyoteknolojide 6nemli kullanim alanlar
bulunan kolajen ve kitosan i¢in ¢ok onemli bir kaynak oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
atiklarin yeniden degerlendirilmesi ile sadece olusan ¢op miktarinin azalmasi saglanmayacak
ayni zamanda onemli bir ticari degeri bulunan bu {iriinlerin {iretilmesi ile bolge ve iilke

ekonomisine dnemli katkilarin saglanmas1 miimkiin olacaktir.

Her ne kadar kolajen ve kitosan ham maddeler olarak degerli olsalar da bunlarin birlesimi ile
olusan kompozit materyaller Ozellikle yeni yara sargi bezlerinin gelistirilmesi ve deri
graftlarmin  olusturulmas:  gibi  6nemli biyomedikal alanlarda kullanim alanlar
bulabilmektedirler. Bu nedenle elektrospinleme yontemi kullanilarak kolajen/kitin/PHBV ve
kolajen/kitosan/PHBV kompozit materyalleri olusturulmus ve bu materyaller farkli
yontemlerle karakterize edilmistir. Ozellikle kolajen/kitosan/PHBV kompozit materyalinde
nanoliflerin olusumu gézlemlenmis ve bu materyalin daha ileriin vitro ve in vivogalismalarla

yeni yara sargilarinin gelistirilmesi gibi uygulamalar i¢in umut vadettigi diigiiniilmektedir.
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