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ÖZET 

GIDA ATIKLARINDAN KOLAJEN EKSTRAKSİYONU VE KİTOSAN, 

POLİHİDROKSİALKANOAT KOMPOZİTLERİNİN HAZIRLANMASI 

Kolajen, hayvansal kaynaklı büyük bir yapısal proteindir. Yüksek biyoyararlanım ve 

biyobozunum özellikleri nedeni ile kolajen, kozmetik, deri, gıda ve eczacılık endüstrisi gibi 

birçok alanın yanı sıra doku mühendisliği gibi farklı biyomedikal ve farmasötik alanlarda çok 

sayıda uygulama alanına sahip bir biyopolimer haline gelmiştir. Kitin, dünyada selülozdan 

sonra en yaygın olarak bulunan ikinci doğal polisakkarittir ve omurgasızlarda, kabuklu deniz 

canlılarında bulunur. Kitinin alkali deasetilasyonu ile üretilen kitosan antimikrobiyal özellikleri 

nedeniyle biyomedikal alanda yaygın olarak kullanılan önemli bir biyopolimerdir. 

Polihidroksialkanoatlar, mikroorganizmalar tarafından üretilen biyolojik polyesterlerdir. 

Biyouyumlulukları ve diğer önemli özellikleri nedeniyle PHA’lar biyomedikal uygulamalarda 

kullanılabilecek en uygun biyomateryallerden biri olarak gösterilmektedirler. 

Bu çalışmada, bir gıda atığı olan ve içerisinde yüksek miktarda kolajen ve kitin barındıran 

karides kabuğu atıklarından demineralizasyon ve asit ekstraksiyonu yöntemleri kullanılarak 

kolajen ve kitin izole edilmiştir. Elde edilen kolajen SDS-PAGE analizi ile karakterize edilmiş 

ve ağırlıklı olarak Tip I kolajen içerdiği gösterilmiştir. Ekstrakte edilen kitinin deasetilasyonu 

ile kitosan üretilmiş ve elde edilen kitosanın asetilasyon yüzdesi belirlenmiştir. Karides 

kabuğundan elde edilen kolajen, kitin, kitosan, bir PHA olan Poli (3-hidroksibütirik asit -co- 3-

hidroksivalerik asit (PHBV) kullanılarak kompozit materyaller oluşturulmuş ve elde edilen 

materyaller FT-IR ve SEM analizleri ile karakterize edilmişlerdir. 

Çalışma sonucunda karides kabuğu atıklarından kolajen, kitin ve kitosanın yüksek verimle elde 

edilmesi gerçekleştirilmiş ve elde edilen materyaller kullanılarak üretilen elektrospinlenmiş 

materyallerin nanolif özelliğe sahip oldukları belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar karides 

kabuğu atıklarının yüksek değerli biyopolimer materyallerin üretimi için önemli bir kaynak 

olduğunu ortaya koymaktadır. Özellikle üretilen kolajen/kitosan/PHBV kompozit 

nanomateryallerinin çeşitli biyomedikal uygulamalarda kullanılma potansiyeline sahip olduğu 

ön görülmektedir. 
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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/PHBV composite 

nanomaterials have the potential to be used in various biomedical applications. 
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SEMBOLLER 
 
% :Yüzde 
 
dk        :Dakika 
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KISALTMALAR 
 
AcOH : Asetik asit 
 
FTIR : Fourier Dönüşümü Kızılötesi Spektroskopisi 

 
HFIP : Hekzafloroizopropanol 
 
Nm : Nanometre 
 
pH : Power of Hydrogen 

 
PHA : Polihidroksialkanoat 

 
PHB : Polihidroksibütirat 

 
PHBV : Poli (3-hidroksibütirik asit -co- 3-hidroksivalerik asit) 
 
rpm : Dakikadaki devir sayısı 

 
SDS : Sodyum Dodesil Sülfat 

 
SDS-PAGE : Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 
SEM : Taramalı Elektron Mikroskobu 
 
TEMED  : Tetrametiletilendiamin 

 
Tg : Cam Geçiş Sıcaklığı 

 
Tm : Erime Sıcaklığı 
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1. GİRİŞ 

1.1 Giriş ve Amaç 

Polimerler, monomer adı verilen kısa yapı birimlerinin uzun zincirler oluşturmak üzere 

birbirlerine bağlandığı makromoleküller olarak tanımlanmaktadır. Polimerler hem sentetik 

olarak petrol yan ürünlerinden üretilebilirler hem de canlı yapısında protein ve DNA gibi 

biyopolimerler olarak bulunabilirler. Biyopolimerler, organizmaların büyüme döngüleri 

sırasında normal koşullar altında oluşan doğal polimerlerdir. Çeşitli organizmaların karmaşık 

metabolik aktiviteleri, biyopolimerlerin oluşumuyla sonuçlanır (Rao ve ark., 2014). Plastikler 

gibi sentetik polimerler günlük yaşamamızın neredeyse tümüne entegre olmuşlardır ve bilişim 

teknolojileri, taşıma, tekstil ve inşaat gibi sanayilerde vazgeçilmez yapı elemanları haline 

gelmişlerdir (Richard ve ark., 2009). Bununla birlikte nüfus ve sentetik plastik kullanımındaki 

aşırı artış önemli çevre ve sağlık sorunlarının ortaya çıkmasına sebep olmuştur (Rao ve ark., 

2014). Bunun yanı sıra, nüfus artışının bir diğer olumsuz etkisi çok yüksek miktarda gıda 

atığının doğaya çöp olarak bırakılması olarak gerçekleşmiştir. Bu nedenle, bu atık gıda 

ürünlerinden yararlı biyomoleküllerin geri kazanılması ve bu biyomoleküllerden üretilecek 

biyoplastiklerin, sentetik plastiklerin yerine kullanılmalarının sağlanması, çevre kirliliğinin 

azaltılmasında büyük önem kazanmıştır. Bunun aynı zamanda gelecek nesiller için daha 

sürdürülebilir kaynak üretimine de olanak sağlayacağı düşünülmektedir (Yücel ve ark., 2006, 

Castilho ve ark., 2009). Bu nedenle araştırmacılar, biyolojik olarak bozunmayan sentetik 

polimerlerin yerine kolajen, kitin, polihidroksialkanoatlar (PHA) ve polilaktik asit gibi 

biyolojik olarak bozunabilir biyopolimerler üzerine odaklanmışlardır (Steinbüchel ve ark., 

2005, Reddy ve ark., 2019). 

Deniz ürünleri şirketleri tarafından dünya çapında büyük miktarlarda yengeç ve karides kabuğu 

atık olarak çevreye bırakılmaktadır. Bu kabukların yüksek miktarlarda kolajen ve kitin 

içerdikleri bilindiğinden, bu atıklardan bu biyopolimerlerin geri kazanımı önemli bir araştırma 

alanı olarak ortaya çıkmıştır (S. Lim ve ark., 2003). 

Kolajen hayvansal dokularda en bol bulunan proteindir ve kolajen fibrillerinin çapraz bağlı 

tekrarlayan birikimini içeren bir biyopolimerdir (Muyonga ve ark., 2004). Literatürde farklı 

kaynaklardan izole edilmiş en az 27 farklı türde kolajenin varlığı bildirilmiştir (Friess, 1998, 

Benjakul ve ark., 2012). Kolajen hayvanlarda farklı dokularda bulunur ve kemiklerin, kas 
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dokularının ısıl kararlılığı ve mekanik dayanımı için hayati öneme sahiptir. Canlı hayatındaki 

vazgeçilmez öneminin yanı sıra üstün biyolojik, biyoyararlanım ve biyobozunum özellikleri ile 

kolajen, kozmetik, deri, gıda, biyomedikal ve eczacılık endüstrisi gibi birçok alanın yanı sıra 

doku mühendisliği de dahil olmak üzere farklı biyomedikal uygulamalarda geleneksel olarak 

kullanılan bir biyopolimer haline gelmiştir (A. Gaspar ve ark., 2011, Liu ve ark., 2012). 

Kitin, dünyada selülozdan sonra en yaygın olarak bulunan ikinci doğal polisakkarittir; 

omurgasızlarda - kabuklu deniz canlılarının kabukları veya böcek kütikülleri olarak - aynı 

zamanda bazı mantar zarflarında, yeşil alglerin hücre duvarlarında ve mayalarda bulunur 

(Croisier ve Jérôme, 2013). Glukozamin ve N-asetilglukozamin monomerlerinden oluşan 

kitosan ise, kitinin alkali N-deasetilasyonu ile üretilen katyonik bir biyopolimerdir (Rampino 

ve ark., 2013). 

Her ne kadar kolajen ve kitosan biyouyumluluk ve biyobozunum gibi üstün özelliklere sahip 

olsa da mekanik özelliklerinin düşük olması çeşitli endüstrilerde sentetik plastiklerin yerine 

kullanılmalarını önemli ölçüde kısıtlamaktadır. Bu nedenle kolajen ve kitosan gibi 

biyopolimerler genellikle tek başlarına değil, polihidroksialkanoatlar (PHA’lar) gibi daha üstün 

mekanik özelliklere sahip biyopolimerler ile kompozitler halinde kullanılırlar (Danış ve ark., 

2019).  

Polihidroksialkanoatlar, mikroorganizmalar tarafından hücre içi karbon ve enerji kaynakları 

olarak üretilen doğrusal alifatik biyolojik polyesterlerdir. Biyouyumlulukları, düşük antijenik 

potansiyelleri ve diğer üstün özellikleri nedeniyle PHA’lar biyomedikal uygulamalarda 

kullanılabilecek en uygun biyomateryallerden biri olarak tanımlanmışlardır. Bu polyesterler, 

monomer bileşimleri değiştirilerek kontrol edilebilen çok çeşitli fiziksel ve kimyasal özelliklere 

sahiptir (Masaeli ve ark., 2013; Arcos-Hernández ve ark., 2013). Biyolojik olarak 

parçalanabilen ve biyouyumlu bir biyopolimer olan PHA’lar, biyomedikal alanda diğer 

biyopolimerler ile kompozitler oluşturmak için kullanılırlar (Quillaguamánet ve ark., 2010). 

Poli(3-hidroksibütirat) (PHB) ve poli(3-hidroksibutirat-3-hidroksivalerat) (PHBV), 

araştırmacılar ve endüstri tarafından biyomedikal uygulamalar için en yaygın olarak kullanılan 

PHA’lardır (Tan ve ark., 2014). 

Bu çalışmada, bir gıda atığı olan ve içerisinde yüksek miktarda kitin ve kolajen barındıran 

karides kabuğu atıklarından demineralizasyon ve asit ekstraksiyonu yöntemleri kullanılarak 

kolajen ve kitin izole edilmiştir. Daha sonra ekstrakte edilen kitinin deasetilasyonu ile kitosan 

elde edilmiştir. Elde edilen kolajen ve kitosanın karakterizasyonları gerçekleştirildikten sonra 
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kolajen, kitosan ve PHBV nanofiberlerinden oluşan kompozit nanomatlar elektrospinleme 

yöntemi ile üretilmiştir. Elde edilen nanofiber matların karakterizasyonu FT-IR ve SEM 

analizleri ile gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar karides kabuğu gibi deniz atıklarının 

üstün biyoyararlanım, biyouyum ve biyobozunum özelliklerine sahip değerli 

kolajen/kitosan/PHBV nanomateryallerinin üretimi için eşşiz kaynaklar olduklarını ortaya 

koymaktadır.  

1.2. Genel Bilgiler 

1.2.1 Deniz Ürünleri ve Karides 

Başlıca balık ve kabuklu deniz hayvanlarından oluşan deniz ürünleri insan tüketimine uygun 

kabul edilmiş bir gıda olarak tanımlanmaktadır ve dünya çapında önemli bir protein kaynağıdır 

(Basurco ve ark., 2014). Karides kabukları başta olmak üzere deniz ürünlerinin tüketilmesinden 

açığa çıkan atıklar, toplam deniz ürünü kütlesinin yaklaşık %40’ını oluşturur ve bozulma hızları 

yavaş olduğu için son zamanlarda büyük bir çevresel sorun olarak kabul edilmektedirler 

(Kjartansson ve ark., 2006). 

Balık işleme tesislerinde üretim sırasında önemli oranda atık meydana gelmektedir. Toplam 

işlenen deniz ürünü ağırlığının % 60’ından fazlasının atık olarak atıldığı bilinmektedir 

(Chalamaiah ve ark., 2012). Bu işlenmiş deniz ürünlerinin % 45’lik kısmını karides, açığa çıkan 

atıkların çoğunluğunu da (%50-70) karides kabukları oluşturmaktadır (Dotto ve ark., 2017). Su 

ürünleri yetiştiriciliğinin hızlı bir şekilde büyümesinin, insan tüketimi için potansiyele sahip 

olan ürünlerin büyük miktarlarda birikmesiyle sonuçlanacağı tahmin edilmektedir (Je ve ark., 

2007). 2018 TÜİK verilerine göre (Tablo 1.1) Türkiye’de avlanan kabuklu deniz ürünlerinin 

toplam miktarı 4570,4 tondur.  

Tablo 1.1. Türkiye’de avlanan kabuklu deniz ürünlerinin miktarı (TÜİK 2018) 

Ülkemizde avlanan kabuklu deniz ürünlerinin miktarı (Ton)  
 

2018  
 

Istakoz - Common lobster  4,7 

Jumbo karides - Green tiger prawn  758,8 

Erkek karides - Speckled shrimp  46 

Kırmızı karides - Giant gamba prawn  299 

Karabiga karides - Caramote prawn  219,4 

Pembe (Çimçim) karides - Deep water rose prawn  3212,9 

Mavi yengeç - Blue crab  10,5 

TOPLAM 4551,3 
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Bu veriler ülkemizde de deniz ürünlerinin işlenmesi sırasında ortaya çıkan atıkların önemli bir 

çevre sorunu olduğunu ortaya koymaktadır. Deniz ürünlerinin işlenmesi sırasında açığa çıkan 

atıklar genellikle açık denizlere veya çöp depolama alanlarına atılmakta ve bu da önemli bir 

çevre kirliliğine neden olmaktadır. Üretilen bu atıklardan yüksek değerli ürünlerin üretilmesi 

hem çevre kirliliğinin azaltılmasına yardımcı olacak hem de ekonomiye katkı sağlayacaktır 

(Caruso 2016). Kabuklu hayvan atıklarında en yüksek miktarda bulunan önemli doğal ürünlerin 

başında bir polisakkarit olan kitin gelmektedir. 

Crustacea ve Mollusca ailesi kitin ve kitosanın elde edilebildiği en önemli deniz canlılarını 

içermektedir. Crustacea grubundaki karideslerin kabukları kitin açısında en zengin 

kaynaklardan biri olmalarıyla bilinir. Mevsimine ve türüne bağlı olarak değişiklik göstermekle 

birlikte Crustacea kabukları % 30-40 oranında protein, % 30-50 oranında kalsiyum karbonat 

ve % 20-30 oranında kitin içermektedir (Johnson ve ark., 1982). Bunun yanında kabuklu 

canlıların kabuklarında küçük bir oranda Sodyum, Potasyum, Magnezyum ve Sülfür gibi 

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

Çalışmamızda kabuklarından faydalandığımız P. kerathurus, Penaeidae ailesinde yer alan ve 

Akdeniz diyetinin önemli bir bölümünü içeren diğer yenilebilir kabuklulardan (ıstakoz ve 

yengeç gibi) daha büyük miktarlarda tüketilen ticari olarak popüler bir karides türüdür (Şekil 

1.1). Bu kabukluların coğrafi dağılımı tüm Akdeniz’e kadar yayılmıştır, habitatları alt çamurlu 

kumdur ve batimetrik ölçümler sonucu bulunma aralıklarının 0 ila 75 m arasında değiştiği, 

nadiren 90 m’ye ulaştığı belirlenmiştir (Gonides ve ark., 2001).  

 

 

Şekil 1.1 Penaeus kerathurus gösterimi (Morsli ve ark., 2015). 
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Ülkemizde Akdeniz Karidesi olarak da bilinen Penaeus kerathurus, Marmara, Ege ve 

Akdeniz’in kıyı bölgelerine dağılmış ve ticari olarak Türkiye’deki kıyı balıkçılığındaki en 

önemli karides türlerinden biridir. Aynı zamanda İzmir Körfezi’ndeki balık ağı kullanan 

balıkçılar için hedef türdür (Turkmen, Yilmazerli ve ark., 2006). Ülkemizde ağırlıklı olarak 

avlanan bu karides türü, çeşitli işletmelerde kabukları uzaklaştırılarak genellikle karides eti 

halinde piyasaya sürülür ve bu esnada kabukları atık olarak atılır. Bu nedenle bu atıklardan 

ekonomik değere sahip yan ürünlerin üretilmesi önemli bir araştırma alanı olarak ortaya 

çıkmıştır.  

1.2.2. Biyopolimerler 

Polimerler farklı monomerlerin kovalent bağlarla bağlanmasıyla meydana gelen 

makromoleküller yapılardır. Çoğunlukla petrol bazlı kaynaklardan sentezlenen plastik ve 

benzeri polimerler günümüzde hayatın her alanına yayılmış ve vazgeçilmesi mümkün olmayan 

bir ihtiyaç haline gelmişlerdir. Bununla birlikte doğada kendiliğinden parçalanmaları çok uzun 

süreler aldığı için bu plastiklerin aşırı kullanımı ciddi bir ekolojik tehlike olarak ortaya çıkmıştır 

(Rao ve ark., 2014). Çeşitli işlemlerle üretilen katı ve sıvı atıklar çevreyi kolayca etkileyebilir 

ve ekosisteme zarar verebilmektedir. Bu atıklar kirliliği azaltmak ve aynı zamanda alternatif 

enerji kaynaklarına dönüştürmek için işlenebilir (Morgan-Sagastume ve ark., 2014). Bu nedenle 

bu petrol kaynaklı polimerlerin yerine biyopolimerlerin kullanımı son yıllarda önemli bir hale 

gelmiştir.  

Biyopolimer terimi, doğal kaynaklı polimerleri ve bunun yanı sıra zamanda kimyasal ve 

biyolojik yöntemlerle polimerize edilmiş yüksek moleküler kütleli doğal bileşikleri içerir. (K. 

Sudesh ve ark., 2008). Biyopolimerler, organizmaların büyüme döngüleri sırasında normal 

koşullar altında oluşan doğal polimerlerdir. Çeşitli organizmaların karmaşık metabolik 

aktiviteleri, biyopolimerlerin oluşumuyla sonuçlanır. Biyopolimerlerin bir avantajı, biyolojik 

olarak yüksek oranda parçalanabilir olmalarıdır (Rao ve ark., 2014). Biyopolimerler genellikle 

biyolojik olarak bozunabilse de, bozundukları oran büyük ölçüde farklılık gösterir. 

Polihidroksibutirat (PHB) gibi bazı biyopolimerler doğal ortamda aylar içinde bozulurken, 

diğerleri yıllar alabilir. Biyopolimerlerin bozunma hızı, malzemenin yapısına, kristalliğine ve 

çevresel koşullara bağlıdır. Poliizoprenoidler gibi biyolojik olarak çözünemeyen bazı 

biyopolimerler sağlık sorunlarına ve çevrenin kirlenmesine neden olabilir. Bu biyopolimerler, 

farklı sağlık koşullarına neden olabilir ve zor biyolojik olarak bozunabilir yapıları nedeniyle 

faunayı ve florayı etkileyebilir (Rao ve diğerleri, 2014). Dolayısıyla, plastiklerin çevresel 

etkilerini azaltmak için geleneksel petrol temelli polimerlerin yerine polihidroksialkanoatlar 
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(PHA), polisakkaritler, polilaktit ve alifatik polyesterler gibi biyopolimerler konulmaktadır 

(Castilho ve ark., 2009). PHA’lar karakteristik biyobozunurluk, sürdürülebilirlik ve çevre dostu 

özellikleri nedeniyle daha umut vericidir (Reddy ve ark., 2019). Bu nedenle araştırmacılar, 

biyolojik olarak bozunmayan polimerlerin yerine PHA, polilaktik asit, selüloz, kitosan ve 

kolajen gibi biyolojik olarak bozunabilir biyopolimerler üretmeye odaklanmışlardır 

(Steinbüchel, 2005). 

1.2.3 Kitin ve Kitosan 

Kitin, dünyada selülozdan sonra en yaygın olarak bulunan ikinci doğal polisakkarittir; 

omurgasızlarda - kabuklu deniz kabukları veya böcek kütikülleri olarak - aynı zamanda bazı 

mantar zarflarında, yeşil yosun hücre duvarlarında ve mayalarda bulunur (Croisier and Jérôme, 

2013, Varshosaz ve ark., 2007). Kitin, yapısındaki mikrofibrillerin yönelimine dayanarak α, β 

ve γ olmak üzere 3 form halinde bulunur (Rudall ve ark., 1963). α kitin doğada en fazla bulunan 

ve antiparalel zincirlerden oluşan formdur. Kabuklu canlıların dış iskeletlerinde, 

yumuşakçaların ve böceklerin kabuklarında bulunmaktadır (Gardner, Blackwell  ve ark., 1975). 

Doğada nadir olarak bulunan β kitin, paralel zincirler içerir ve mürekkep balığının uzantılarında 

bulunmaktadır (Herth, Barthlott ve ark., 1979). γ kitin ise paralel ve antiparalel zincirlerin bir 

karışımından oluşur ve böcek kozalarında bulunmaktadır (Rudall, Kenchington ve ark., 1973). 

Bununla birlikte kitin yapısı gereği birçok çözücü içerisinde çözünmemektedir ve bu da kitinin 

farklı endüstrilerde kullanımını kısıtlamaktadır. Bu nedenle kitin yapısında bulunun N-

asetilglikozaminin deasetilasyonu gibi çeşitli kimyasal modifikasyonlarla kitin ürünlerinin 

çözünürlüğünün artması sağlanmaktadır (Peter, 2005). Kitinin deasetilasyon derecesi % 50 

civarına geldiğinde sulu asidik çözeltilerde çözünebilir hale geçer ve bu yapı kitosan olarak 

isimlendirilir (Rinaudo, 2006). Kitin ve kitosan yapıları Şekil 1.2’de verilmiştir. 

 

 

 

 

 

Şekil 1.2. Kitin ve kitosanın kimyasal yapıları (Kumar ve ark., 2000) 
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Kitosan, karides ve yengeç gibi kabukluların dış iskeletinde yaygın olarak bulunan bir 

biyopolimer olan kitinin alkalin N-deasetilasyonu ile üretilen katyonik bir polimerdir. Kitosanın 

yapısı glukozamin ve N asetilglukozaminden oluşur (Rampino ve ark., 2013). Kitin ve kitosan 

arasındaki en büyük fark çözünürlüklerinden kaynaklanmaktadır. Kitosanın sahip olduğu 

zincirdeki amino grupları, asit etkisiyle protonasyona uğrayarak çoklu katyonik alanlar 

oluşturmaktadır. Buna bağlı olarak hem polarizasyon hem elektrostatik itme derecesi 

çözünürlük ile doğru orantılı olarak artmaktadır (Mourya ve ark., 2008). Kitinin deasetilasyonu 

sonucu kitosan oluşma reaksiyonu Şekil 1.3’de verilmiştir.  

 

Şekil 1.3. Kitinin deasetilasyonu sonucu kitosan oluşumu reaksiyonu (Ramya ve ark.,2014) 

Kitin ve kitosanın birçok alanda muazzam uygulamalara sahip olduğu bilinmektedir (Sini ve 

ark., 2005). Gıda endüstrisinde, tıbbi alanlarda, kimya endüstrilerinde, tekstilde, atık su arıtma 

tesislerinde vb. yaygın olarak kullanılmaktadırlar (Muzzarelli ve ark., 1996). Kitosan; düşük 

toksisite, biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi birçok benzersiz özelliğe sahiptir (El-Shafei 

ve ark., 2008). Antimikrobiyal ve düşük toksisite, biyobozunurluk ve biyouyumluluk özellikleri 

kitosanın gıda, tarım, tıp, eczacılık ve tekstil alanlarında ortaya çıkan uygulamalarını 

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

1.2.4 Kolajen 

Hayvanlarda en fazla miktarda bulunan protein olan kolajen, kolajen fibrilleri oluşturmak için 

çapraz bağlı tekrarlayan kolajen monomerlerinin birikimini içeren bir biyopolimerdir 

(Muyonga ve ark., 2004). Farklı kaynaklardan izole edilmiş 13’ten fazla farklı türde kolajen 

vardır (Friess, 1998). Temel kolajen yapısı Şekil 4’de verilmiştir. 
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Şekil 1.4. Kolajenin yapısı. Amino asit dizisi (A), üçlü heliks yapı (B) ve heliks yapıların bir 

araya gelmesiyle oluşmuş zigzag yapı (C) Gly, glisin; pro, prolin; hyp, hidroksiprolin olarak 

ifade edilmiştir (Khor, 2014). 

 

Kolajen hayvanlarda farklı dokularda bulunur ve kemiklerin, kas dokularının ısıl stabilitesi ve 

mekanik dayanımı için hayati öneme sahiptir. Ayrıca ticari olarak kozmetik, deri, gıda, 

biyomedikal ve eczacılık endüstrisi, doku mühendisliği gibi birçok alanda yaygın olarak 

kullanılan önemli bir biyopolimerdir (Liu ve ark., 2012). 

Canlı yapısında 13’ten fazla farklı kolajen türü bulunduğu bildirilmiştir. Bu kolajenler, hayvan 

vücudundaki çeşitli bağ dokusu tipleri üzerinde farklı ve önemli işlevlere sahiptirler. Tip I 

kolajen çoğunlukla cilt, kemik ve tendon bölgelerinde bulunur. Tip II kolajen çoğunlukla 

kıkırdakta bulunurken, Tip III kolajen Tip I kolajenin yaygın olduğu bölgelerde az miktarda 

bulunur (Friess ve ark., 1998). Kolajen molekülünün üç boyutlu yapısı Şekil 1.5’te, çeşitli 

kolajen tipleri ve organizmadaki dağılımları Tablo 1.2’de verilmiştir. 
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Şekil 1.5. Kolajenin üçlü sarmal yapısına genel bakış. (a) Kolajen üçlü sarmalının yüksek 

çözünürlüklü kristal yapısı. (b) Yapıdaki bir dönüşün bilye ve çubuk ile temsil edilmesi (c) b 

segmentindeki Hidrojen bağı (Shoulders and Raines, 2009). 

 

Tablo 1.2. Çeşitli kolajen tipleri ve vücuttaki dağılımları (Benjakul ve ark., 2012) 

Tip Peptit Zinciri Moleküler Bileşimi Bulunduğu Yerler 

I α1, α2 [α1(I)2 α2(I)] Deri, tendon, kemik, kas 

II α1 [α1(II)]3 Omurlar arası disk, kıkırdak 

III 
α1 [α1(II)]3 Fetal deri, kardiyovasküler damar, 

uterus, sinovyal sıvı, iç organ, kas 

IV 
α1, α2 [α1(IV)]3 Bazal membran, böbrek gromerüller, 

lens kapsül 

V 

AA, αB, αC [αB2αA ya da (αB)3 

+ 

(αA)3 ya da (αC)3 

Plasental membran, kardiyovasküler 

sistem, akciğer, kas 
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Kolajen günümüzde yaygın olarak büyükbaş ve küçükbaş hayvanlar gibi karasal hayvan 

kaynaklarından elde edilir. Bu kaynaklardan yüksek miktarda atık meydana geldiği için 

kolajenin elde edilmesi ekonomik ve kolay olmakla birlikte elde edilen kolajenin denatürasyon 

sıcaklıkları yüksektir ve bu karasal hayvan kaynakları birçok dini ve etnik grup tarafından 

kullanılmaya uygun değildir (Easterbrook ve Maddern, 2008). Domuzdan elde edilen 

kolajenlerin yasaklanması nedeniyle kolajen kaynağı Müslüman toplumlar için önemlidir. 

Hindular ise dini inançları nedeniyle inek temelli ürünler tüketmemektedirler (Sadowska ve 

ark., 2003). Bunun yanı sıra bulaşıcı spongiformensefalopatiler, deli dana hastalığı, ayak ve 

ağız hastalığı gibi hastalıkların ortaya çıkışı ile bu hastalıkları taşıyabilen hayvanlardan elde 

edilmiş kolajenin tüketicide şüphe ile karşılanmasına yol açmıştır. Bu gereksinimler, alternatif 

kolajen kaynaklarını geliştirme ihtiyacını beraberinde getirmiştir. Yüksek kullanılabilirliği, 

hastalık bulaşma riskinin düşük olması, yüksek kolajen verimi ve dini engel olmaması 

nedeniyle, deniz ürünleri potansiyel alternatif kolajen kaynakları olarak kabul edilmiştir (Liu 

ve ark., 2007). Bu nedenle, karasal hayvan kolajen kaynaklarını değiştirmek için su 

hayvanlarının (tatlı su veya deniz balıkları ve yumuşakçalar dahil) kullanımı üzerine 

araştırmalar giderek daha fazla ilgi çeker hale gelmiştir (Huang ve ark., 2016). Bu kaynakların 

kolajen üretimi için kullanılması aynı zamanda bu atıklardan kaynaklanan çevre kirliliğinin 

azaltılmasına da yardımcı olmaktadır (Chen ve ark., 2016). 

1.2.5. Polihidroksialkanoatlar  

Polihidroksialkanoatlar (PHAlar) ilk olarak Fransız bilim adamı Lemoigne tarafından 1925 

yılında Bacillus megaterium’dan elde edilmiştir. İlk olarak elde edilen ve tanımlanan PHA, poli 

(3-hidroksibutirat) (PHB) olmuştur (Chee ve diğ. 2010). Polihidroksialkanoatlar, N, P, S, O 

veya Mg gibi besi elementlerinin sınırlı olduğu ve aşırı karbon kaynağının mevcut olduğu 

şartlarda birçok mikrobiyal tür tarafından indirgeyici güç, depolama bileşiği veya karbon ya da 

enerji kaynağı olarak biriktirilen hidroksialkonatların polyesterleridir (Chua ve ark., 2003). 

Fizikokimyasal özellikleri petrokimyasal plastiklere benzer olan bu polyesterler 

mikroorganizmalardaki depo granüllerinde intraselüler olarak biriktirilirler (Gürtekin, 2008). 

Tam biyobozunurlukları ve geleneksel petrol bazlı plastiklerle benzer özellikleri nedeniyle, 

PHAlar, büyük bir pazar potansiyeline sahip en umut verici biyoplastiklerden biri olarak kabul 

edilmektedir (Salehizadeh ve Loosdrecht, 2004). 
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PHAların biyouyumlulukları, düşük antijenik potansiyelleri ve diğer üstün özellikleri bu 

bileşikleri biyomühendislikte kullanılabilecek en uygun biyomateryallerden biri haline 

getirmiştir. Bu polyesterler, monomer bileşimlerini değiştirerek kontrol edilebilecek çok çeşitli 

fiziksel ve kimyasal özelliklere sahiptir (Masaeli ve ark., 2013; Arcos-Hernández ve ark., 

2013). PHAlar, monomerlerindeki karbon atom sayısına bağlı olarak 3 sınıfa ayrılmaktadır. 

Kısa zincirli PHAlar 3 ila 5 karbon atomu içermektedir. Orta zincirli PHAlar 6 ila 14 karbon 

atomu içermektedir. Uzun zincirli PHAlar 15 veya daha fazla karbon atomu içermektedir  

(Khanna ve ark., 2005). PHAların isimlendirilmeleri Şekil 1.6’da verilmiştir.  

Biyolojik olarak parçalanabilen ve biyouyumlu bir biyopolimer olarak PHA’lar, diğer 

proteinlerle birlikte sağlıkla ilgili diğer tedaviler arasında yara iyileşmesinde kullanılabilen 

kompozitler oluşturmak için kullanılırlar (Quillaguamánet ve ark., 2010). Çeşitli PHA türleri 

arasında PHB ve poli (3-hidroksibutirat-3-hidroksiperat) (PHBV), araştırmacılar ve endüstriler 

tarafından biyomedikal uygulamalar için yaygın olarak kullanılmaktadır (Tan ve ark., 2014). 

 

Şekil 1.6. PHA’ların kimyasal yapısı ve bazı adlandırmaları (Lu ve ark., 2009). 

PHA üzerine yapılan araştırmalar sağlık hizmetlerini olumlu yönde etkileyen çeşitli tıbbi 

malzemelerin; dikişler, doku onarım ve rejenerasyon cihazları, eklem kıkırdak onarım cihazları, 

sinir kılavuzları, kemik iliği iskeleleri vb. üretimini mümkün kılmıştır. (Chen ve Wu, 2005, 

Koller ve ark., 2010). PHA’lar insanların günlük yaşamlarında daha fazla kabul görmektedir. 

Kişisel hijyen ürünleri ambalajı, tek kullanımlık sofra paspasları olarak kullanılmaktadırlar ve 

ayrıca biyolojik olarak parçalanabilen geleneksel plastik torbaların yerini almıştır (Chen, 2010). 
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Avantajlarına rağmen, PHA üretimi ucuz ve kolayca temin edilebilen petrokimyasal plastiklerle 

karşılaştırıldığında maliyetlidir (Anterrieu ve ark., 2014). 

1.2.6. Elektrospinleme 

Nanomateryaller, çok küçük ölçekte üretilen ve kullanılan kimyasal maddeler veya 

malzemelerdir. Nanoteknoloji uygulamalarıyla pek çok farklı alanda çok daha kuvvetli ve hafif 

materyallerin üretilmeleri mümkün olmuştur. Elektrospinleme özellikle biyosensörler, doku 

mühendisliği ve enzim immobilizasyonu gibi uygulamalar için nanoteknolojide 

nanomateryallerin üretilmesinde kullanılan yöntemlerden biridir. Elektrospinleme işlemi bir 

iğnenin ucundaki polimer çözeltisi damlacığı ile toplayıcı plaka arasında bir elektrik alanı 

oluşturmak üzere yüksek voltajın kullanılmasını içerir. Voltaj kaynağının bir elektrotu çözeltiye 

yerleştirilir ve diğeri bir elektrik kuvveti yaratacak şekilde toplayıcıya bağlanır. Voltajdaki artış, 

elektrik alanını arttırır ve iğnenin ucunda polimer çözeltisinin birikmesine neden olur. 

Elektrostatik kuvvet damlacığın yüzey gerilimini aştığında, sürekli bir polimer çözeltisi jeti 

iğne ucundan toplayıcıya doğru püskürtülür. Bu esnada çözelti buharlaşır ve toplayıcının 

yüzeyinde dokunmamış bir katı lif mat oluşur (Balguid ve ark., 2009). Elektrospinleme yöntemi 

Şekil 1.7’de gösterilmiştir. 

Şekil 1.7. Basit Elektrospinleme gösterimi (Feltz ve ark., 2017). 
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Elektrospinning teknolojisi ile hazırlanan fiberler, neredeyse dairesel kesitlere, pürüzsüz 

yüzeylere ve birkaç nanometreden birkaç mikrometreye kadar çaplara sahiptirler (Zhang ve 

ark., 2005). Bu fiberler ilaç taşınması, tıbbi implantlar, diş restorasyonu için nanokompozitler, 

biyoaktif ajanların korunması, biyosensörler, doku mühendisliği, yara örtüsü ve koruyucu 

giysiler için büyük uygulanabilirlik alanlarına sahiptir (Zhang ve ark., 2005, Inai ve ark., 2005, 

Huang ve ark., 2003). 

2. MATERYAL VE METOT 

2.1 Araştırma Yöntemi 

Çalışmamızda kullandığımız araştırma yönteminin bir özeti Şekil 2.1’de verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Metodun şematik gösterimi 

 

Kolajen ve Kitosan Eldesi Nanomateryal Üretimi 

Karides atıklarının 

temizlenmesi ve ön hazırlığı 

 

Kolajen, kitosan, PHB 

çözeltilerinin hazırlanması 

Kolajen olmayan 

proteinlerin,minerallerin, 

yağların uzaklaştırılması ve 

renksizleştirme 

 

 

Elektrospinleme 

Malzeme ve materyal 

karakterizasyonu 

 

Kitin eldesi, kitosanın 

işlenmesi ve karakterizayonu 

Kolajen ekstraksiyonu, 

presipitasyonu ve SDS-PAGE 

ile karakterizasyonu 
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2.2. Ekipman 

-20 ºC Buzdolabı   : Regal (Türkiye)   

4 ºC Buzdolabı   : Regal (Türkiye) 

-86 ºC Diferansiyel Dondurucu : Thermo Electron Corp., Forma ULT (ABD) 

Santrifüj    : Sigma Laboratory Centrifuges, 3k30 (Almanya) 

Taramalı kalorimetre  : Pyris Diamond DSC Perkin Elmer (ABD) 

Distile su cihazı   : Millipore, Rios-DI UV (ABD)  

Elektroforez güç kaynağı  : Apelex, PS9009 TX (Fransa) 

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

Electrospinning cihazı  : Inovenso, NE3 (Türkiye) 

FTIR     : PerkinElmer spectrum 100 ATR–FTIR. (ABD) 

İnkübatör    : Nüve, EN 055 (Türkiye)   

Manyetik karıştırıcı   : Chiltren, HS 31 (İngiltere) 

Orbital çalkalayıcı   : IKA-Werke, OS 10 B (Almanya) 

pHmetre    : Toledo Mettler,S20 SevenEasy (İsviçre) 

Pipet     : Toledo Mettler,Rainin (ABD) 

SEM     : Philips XL30 ESEM-FEG/EDAX (Hollanda) 

Spektrofotometre   : Thermo Scientific, Helios Zeta UV-VIS (ABD) 

Tansiyometre    : Kruss Easy Drop DSA-2 (Almanya) 

Vortex cihazı    : Fisons, Whirl mixer (İngiltere) 

Su banyosu    : Clifton Digital Shaker Bath, 0-100 ºc (İngiltere) 

Tartım / Hassas Terazi  : Sartorious Analytic, A200S  ± 0,0001 (Almanya) 
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2.3. Kimyasallar 

Sodyum hidroksit, sodyum klorür, n-bütanol, asetik asit, disodyum etilendiamintetraasetat, 

(Na2EDTA), metanol, asetonitril, hidrojen peroksit, sülfürik asit, hidroklorik asit, 

sodyumtiyosülfat, 1,1,1,3,3,3-hekzafloroizopropanol, akrilamid, bisakrilamid, TEMED, Tris-

Baz, sodyumdodesil sülfat, PHBV. Tüm kimyasallar analitik saflıktadır ve daha fazla 

saflaştırılmadan kullanılmıştır. 

2.4. Karides Atıklarının Temizlenmesi ve Ön Hazırlığı 

Karides atıkları Group Sagun Tekirdağ balık işleme fabrikasından dondurulmuş şekilde temin 

edilmiştir. Bütün denemeler çalışma boyunca ısıya bağlı kolajen fragmentasyonun önüne 

geçilebilmesi için 4 °C’de soğuk odada 150 devir/dakika orbital karıştırıcıda 

gerçekleştirilmiştir. 

Karides atıkları önce bol soğuk su ile birkaç kez yıkanarak gözle görülen partiküllerin 

uzaklaştırılması sağlanmıştır. Daha sonra küçük parçalara bölünerek çalışma gerçekleştirilene 

kadar -80 °C sıcaklıkta muhafaza edilmiştir. 

2.5. Kolajen Ekstraksiyonu 

Karides kabuklarından kolajenin uzaklaştırılması ve karakterizasyonu Nagai ve Suzuki’ye göre 

bazı ufak değişiklikler ile gerçekleştirildi (Nagai ve Suzuki, 2000) 

2.5.1. Kolajen Olmayan Proteinlerin Uzaklaştırılması 

Karides kabuğundaki kolajen olmayan proteinlerin uzaklaştırılabilmesi için karides 

kabuklarından 400g tartılarak üzerlerine 1250 mL 0,1 M NaOH çözeltisi eklendi. Karışım 

orbital çalkalayıcıda 150 rpm dönüş hızında 4 °C’de 24 saat boyunca karıştırıldı. Sürenin 

sonunda çözelti süzüldü ve işlem tekrar 1250 mL 0,1 M NaOH çözeltisi ile tekrarlandı.  

İşlem bittikten sonra tekrar süzülen karides kabukları nötral pH elde edilinceye kadar saf su ile 

yıkandı.  

2.5.2. Minerallerin Uzaklaştırılması 

Karides kabuklarındaki kalsiyum ve benzeri minerallerin uzaklaştırılması için kolajen olmayan 
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proteinleri uzaklaştırılmış olan karides kabukları 2 L, 0,5M Etilendiamintetraasetik asit 

(EDTA) ile orbital çalkalayıcıda 150 rpm dönüş hızında 4 °C’de 24 saat boyunca karıştırıldı. 

İşlem sonunda süzülen karides kabukları minerallerin tamamen uzaklaşmasını sağlamak 

amacıyla tekrar 2 L 0,5 M EDTA (pH 8) ile muamele edildi ve daha sonra süzülerek nötral 

pH’ya gelene kadar saf su ile yıkandı.  

2.5.3.  Yağların Uzaklaştırılması 

Karides kabuklarında bulunan yağlar ve yağlı materyallerin uzaklaştırılması için atıklar 500 mL 

%10 n-bütanol çözeltisi ile orbital çalkalayıcıda 150 rpm dönüş hızında 4 °C’de 24 saat boyunca 

muamele edildi. Bu işlemin sonunda karides atıkları tekrar 500 ml %10 n-bütanol ile belirtilen 

şartlarda karıştırıldı ve süzüldü. Atıklar saf su ile yakandı. 

2.5.4.  Kolajen Ekstraksiyonu 

Ön temizleme ve hazırlama aşamalarından geçen karides kabuğu atıkları 40 °C sıcaklıkta 

etüvde 2 saat boyunca kurutuldu ve tartıldı. Daha sonra karides kabuğu atıkları 600 mL 0,5 M 

asetik asit (1:10) ile 4 °C’de 24 saat boyunca kolajen ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Sürenin 

sonunda karışım süzüldü ve kolajenin tamamen alınabilmesi için karides atıkları bir kez daha 

600 mL 0,5 M asetik asit ile muamale edildi. Süzme işleminin ardından elde edilen sıvılar 

birleştirildi ve 15000 g’de 30 dakika santrifüj edildi. Santrifüj işleminin sonunda elde edilen 

sıvılar kolajen presipitasyonu için kullanıldı. Süzme işleminin sonunda elde edilen katılar ise 

kitin eldesi için kullanılmak üzere 80°C sıcaklıkta 12 saat boyunca kurutuldu, öğütüldü ve 

tartıldı.  

2.5.5.  Kolajen Presipitasyonu ve Diyaliz 

Kolajen ekstraksiyonu sırasında santrifüj sonucunda elde edilen sıvıların hacmi ölçüldü ve 

toplam konsantrasyon 0,9 M olacak şekilde katı NaCl sürekli karıştırma altında 4 °C’de yavaş 

yavaş ilave edildi. Karışım 12 saat boyunca orbital çalkalayıcıda 150 rpm dönüş hızında 4 °C’de 

karıştırıldı ve daha sonra karışım 15000 g’de 30 dakika santrifüjlendi. Elde edilen kolajen 

çökeltisi yeniden mümkün olduğu kadar az miktarda 0,5 M asetik asit içerisinde çözündü ve 

tuzların uzaklaştırılması için diyaliz işlemine tabi tutuldu.  

Diyaliz işleminin gerçekleştirileceği diyaliz membranı 3 saat boyunca akan musluk suyu altında 

yıkandı. Daha sonra sırasıyla %0,3 Na2SO3 (a/h) ile 80°C’de 1 dakika, 60°C sıcaklıktaki saf 
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suda 2 dakika, %0.2 M H2SO4 (a/a) ile birkaç saniye muamele edilen diyaliz membranı saf su 

ile yıkanarak kullanıma hazır hale getirildi. Kolajen çözeltisi diyaliz membranına dolduruldu 

ve her 4 saatte bir diyaliz çözeltisi değiştirilerek önce 0.5 M asetik asit (24 saat), sonra 0,1 M 

asetik asit (24 saat) ve en son olarak saf suya karşı (24 saat) 4 °C sıcaklıkta ve sürekli olarak 

karıştırılarak diyaliz edildi.  

Diyaliz işlemi sonunda diyaliz membranı açıldı, diyalizat cam bir petri kabına alınarak liyofilize 

edildi. Liyofilizasyon sonucu elde edilen kolajen tartıldı ve kullanımına kadar -80 °C derin 

dondurucuda saklandı. 

2.5.6 Kolajen Karakterizasyonu 

Karides kabuğundan elde edilen kolajen örneğinin karakterizasyonu SDS-PAGE ile belirlendi 

(Laemmli, 1970). Bu amaçla %4 sıralama jeli (3 mL %29,2 akrilamid/ %0,8 bisakrilamid, 2,5 

mL 0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 200 µL %10 SDS, 15 mL destile su, 70µL 

amonyumperoksidosülfat, 20 µL TEMED) ve %8 ayırma jeli (26 mL %29,2 akrilamid/ %0,8 

bisakrilamid, 16,25 mL 1,5 M Tris-HCl pH 8,8, 650 µL %10 SDS, 21,64 mL destile su, 350µL 

amonyumperoksidosülfat, 70 µL TEMED) üreticinin talimatlarına göre hazırlandı ve jel 

kasetlerinin içine döküldü.  

Jelin hazırlanmasından sonra kolajen örneği 200 µL 0,5 M asetik asit içerisinde çözüldü ve 

üzerine 200 µL PAGE yükleme tamponu(1 mL 1M Tris-HCl (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 örnekler denatüre edildi ve her bir kuyuya 35 µg protein 

gelecek şekilde kuyulara tatbik edildi. Ayrıca ilk kuyuya geniş aralıklı protein elektroforez 

marker çözeltisi konuldu. Elektroforez haznesine yürütme tamponunun (%0,3 Tris-Baz, %1,5 

glisin, %0,01 SDS) ilave edilmesinden sonra önce 30 dakika boyunca jel başına maksimum 

akım 20 mA, sonrasında ise jel başına maksimum akım 30 mA olacak şekilde elektroforez 

işlemi gerçekleştirildi.  

Elektroforez işleminin sonunda jel çıkarıldı, saf suyla yıkandı ve fiksasyon çözeltisi (%50 

metanol, %10 asetik asit) ile 12 saat süreyle fikse edildi. Daha sonra jel 24 saat boyunca 

kolloidal Coomasie boya çözeltisi ile muamele edildi. Sürenin sonunda boya çıkarma çözeltisi 

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

Karides kabuğu atıklarından kitinin eldesi ve elde edilen kitinden kitosanın üretilmesi 

Benhabiles ve diğerlerine göre bazı değişiklikler ile gerçekleştirilmiştir (Benhabiles ve ark., 

2012). 

2.6.1. Kitin Ekstraksiyonu 

Bölüm 2.5.4’de kolajen ekstraksiyonu sonucu geride kalan karides kabuğu atıkları kitinin elde 

edilmesinde kullanıldı. Bu amaçla kurutulmuş ve öğütülmüş olan karides kabuğu atıkları NaOH 

ile pH’sı 10’a ayarlanmış olan 200 mL %4 H2O2 (a/h) çözeltisi ile 24 saat boyunca muamele 

edilerek renksizleştirildi. İşlem sonrasında, nötral pH elde edilene kadar saf su ile yıkanan, 

süzülen ve kurutulan karides kabukları 1.25 N HCl ile oda sıcaklığında 24 saat boyunca daha 

ileri demineralize edildi. Elde edilen karışım süzüldü, çökelti saf su ile yıkandı ve 160°C’de 4 

saat boyunca kurutularak kitin elde edildi. Elde edilen kitin tartıldı ve kitosan üretimi için 

kullanıldı.  

2.6.2. Kitosan Hazırlanması 

Kitosan kitinin alkali ortamda deasetilasyonu ile elde edildi. Bu amaçla 4 g ince öğütülmüş kitin 

200 mL %50 NaOH çözeltisi ile 12 saat boyunca 70°C sıcaklıkta sürekli karıştırılarak muamele 

edildi. Süre sonunda oluşan beyaz renkli katı madde vakum altında filtrasyon ile süzüldü ve 

nötral pH elde edilinceye kadar saf su ile yıkandı ve daha sonra safsızlıkların uzaklaştırılması 

amacıyla %80 (a/h) etanol ile yıkanan çökelti 60°C sıcaklıkta 4 saat kurutuldu ve elde edilen 

kitosan kullanımına kadar oda sıcaklığında kapalı bir kap içinde muhafaza edildi.  

2.6.3. Kitosanın Karakterizasyonu 

Elde edilen kitosanın deasetilasyon derecesi asit-baz titrasyonu metodu ile belirlendi. Bu 

amaçla 0,1 g kitosan 30 ml 0.1 M HCl çözeltisinde çözüldü ve metil oranj varlığında 0.1 M 

NaOH ile titre edildi. Deasetilasyon derecesi C1 ve V1 HCl konsantasyonu ve hacmi, C2 ve V2 

ise NaOH konsantrasyonu ve hacmi, m ise kitosanın ağırlığı olmak üzere; 

DD=(C1V1-C2V2)/m x 0,0994) x 0,016) formülüne göre hesaplandı. 
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2.7. Elektrospinleme 

Elektrospinleme işleminin gerçekleştirilmesi için kolajen, kitin, kitosan ve PHBV % 4 

konstanstrasyonda ayrı ayrı 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-izopropanol içinde 24 saat boyunca 

karıştırılarak çözüldü. Daha sonra çözeltiler oda sıcaklığında karıştırıldı.  

Daha sonra kolajen/kitin/PHBV matlarının hazırlanması için PHBV, kitin ve kolajen 

çözeltilerinin her birinden 5 mL alınarak 15 mL hacminde çözelti hazırlandı ve karıştırıldı. Eş 

zamanlı olarak PHBV/Kitosan/Kolajen matlarının hazırlanması için PHBV, kitosan ve kitin 

çözeltilerinden 5 mL alınarak 15 mL çözelti hazırlandı. Elektrospin işlemi Nano FMG NE100 

elekrospin cihazında gerçekleştirildi. 

Önce kolajen/PHBV/kitin çözeltisinin elektrospini için, 15 cm’lik bir mesafede 20 ila 25 kV 

arasında bir voltaj güç kaynağına ve saatte 0.5 ml’lik bir pompalama / akış hızına bağlı bir metal 

iğneye 15 ml % 4 kolajen/PHBV/kitin çözeltisi verildi. Liflerin çapını azaltmak için düşük akış 

hızı saatte 0.5 mL olarak seçildi. Uygulanan voltajın yardımıyla, toplayıcıya (alüminyum folyo) 

doğru bir sıvı jeti çıkarıldı ve bir materyal oluşturuldu. 

Daha sonra kolajen/kitosan/PHBV çözeltisi için aynı koşullar altında elektrospin işlemi 

gerçekleştirildi. Kolajen/kitosan/PHBVçözeltisinin viskozitesi daha düşük olduğu için akış hızı 

saatte 1.0 mL olarak seçildi. Toplayıcıya (alüminyum folyo) doğru bir sıvı jeti çıkarıldı ve 

nanofiber ağ oluşturuldu. Elde edilen nanofiber mat dikkatli bir şekilde toplayıcıdan ayrıldı ve 

SEM yöntemi ile analiz edildi. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2.Kullanılan elektrospin cihazı 
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2.8. Malzeme ve Materyal Karakterizasyonu 

Hazırlanan nano lifli yapı iskelelerinin morfolojisi SEM (Philips XL30 ESEM FEG / EDAX) 

kullanılarak incelenmiştir. Numuneler analizden önce altın ile kaplanmıştır. ATR – FT-IR 

ölçümü için bir FT-IR spektrometresi (Perkin Elmer Spectrum100 ATR-FTIR) kullanılmıştır. 

Nanofiber matların temas açıları (θ), bir şırınga kullanılarak damlaların oluşturulduğu damla 

test yöntemi ile ölçülmüştür. Ölçümler, 3-5 µl damıtılmış su kullanılarak yapılmıştır. Numune 

için en az üç ölçüm yapılmış ve ortalamaları alınmıştır. 

3. BULGULAR VE TARTIŞMA 

3.1. Karides atıklarının temizlenmesi, ön hazırlık ve kolajen ekstraksiyonu 

Karides atıklarının işlenmeden önceki ve sonraki görüntüleri Şekil 3.1’de verildi. Hazırlık 

aşamasında karides kabuklarında gözle görünen safsızlıklar uzaklaştırıldı ve daha sonra Bölüm 

2.5.1-3’de anlatılan aşamalarla karides kabuklarındaki kolajen olmayan proteinlerin, 

minerallerin ve yağların uzaklaştırılması gerçekleştirildi. 400 g ham ıslak karides kabuğu ile 

başlanan çalışmada bu aşamaların sonucunda kolajen ekstraksiyonuna hazır kuru karides 

kabuğu atığı 67 g olarak belirlendi. Örnekler deniz ürünü işleme fabrikasından temin 

edildiğinden ve bu işletmede temizleme makinesi yardımıyla atıkların oluşturulduğu göz önüne 

alındığında bu kayıpların normal olduğu düşülmektedir. Literatürde yapılan çalışmalarda 

atıklarda benzeri kayıplarla karşılaşıldığı belirlenmiştir (Ki ve ark., 2014).   

 

Şekil 3.1. Karides kabuğu atıklarının ön hazırlık öncesi ve sonrası görüntüsü 

Kolajen ekstraksiyonu asetik asit kullanılarak Bölüm 2.5.4’de anlatıldığı gibi gerçekleştirildi 

ve elde edilen kolajen diyaliz yöntemiyle tuzundan uzaklaştırılarak liyofilizasyon yöntemi ile 

katı halde elde edildi. Elde edilen kolajen miktarı 1,34 g olarak belirlendir. Karides kabukları 
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türden türe farklılık göstermekle birlikte yaklaşık olarak  %25 protein, %20 kitin ve %50 

kalsiyum karbonattan oluşurlar. Bu proteinin sadece %60 kadarı kolajenden oluşmuştur. 

Karides kabuklarından jelatin hazırlanmasının optimizasyonu ile ilgili yapılan bir çalışmada 

jelatin verimi %15-20 olarak belirlenmiştir (Ki ve diğ. 2014). Bizim çalışmamızdaki kolajen 

verimimiz bu çalışmayla benzerlik göstermektedir.  

3.2. Kolajen Karakterizasyonu  

Kolajen karakterizasyonu SDS-PAGE yöntemiyle gerçekleştirildi ve elde edilen SDS-PAGE 

jel görüntüsü Şekil 3.2’de verildi.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2. Penaeus kerathurus atıklarından elde edilen SDS-PAGE görüntüsü 

Elektroforez görüntüsü incelendiğinde en üstte Tip I kolajene ait karakteristik protein bantları 

gözükmektedir. Bununla birlikte kolajende fragmentasyonların meydana geldiği ve daha küçük 

molekül ağırlıklı bantların oluştuğu görülmektedir. Mantis Karidesi ile yapılan bir yayında bu 

karides örneklerinden asit çözünür kolajen saflaştırılmış ve SDS-PAGE yöntemi ile karakterize 

edilmiştir. Elde edilen SDS-PAGE grafiği bizim çalışmamıza benzer daha düşük molekül 

ağırlıklı bantları içermektedir (Jose ve ark., 2014). Bu sonuçları ışığında bu bantların karides 

kolajenine özgü olduğu ileri sürülebilir.  
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3.3. Kitin ekstraksiyonu ve kitosan eldesi  

Karides kabuğu atıklarından kitin ve kitosan eldesi Bölüm 2.6’da anlatıldığı şekilde 

gerçekleştirildi. Kolajen ekstraksiyonu sonrasında elde edilen kuru karides kabuğu artıkları 

60.4 g olarak tartıldı. İşlemler sonrasında elde edilen kitin miktarı 48,7 g olarak belirlendi. Bu 

kitinden alınan 4g’lık bir örnek kullanılarak gerçekleştirilen kitosan eldesi işlemleri sonrasında 

elde edilen kitosan 1.27 g olarak tartıldı. Karides kabuğu atıklarından elde edilen kitin ve 

kitosanın görüntüsü Şekil 3.3.’de verilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3. Karides kabuğu atıklarından elde edilen  A- Kitin, B- Kitosan görüntüsü.  

Literatürde farklı türlerde karides kabuklarından kitin ve kitosan eldesine ait yayınlar 

incelendiğinde kitin ve kitosan veriminin çalışmamızda elde edilen değerlerle karşılaştırılabilir 

olduğu belirlenmiştir (Khanafari ve ark., 2008, Kandile ve ark., 2018). 

Elde edilen kitosanın asetilasyonu asit baz titrasyonu ile gerçekleştirildi ve elde edilen kitosanın 

deasetilasyon yüzdesi % 89.14 olarak belirlendi. Bu sonuç benzeri yayınlarla 

karşılaştırıldığında kitin deasetilasyonunun başarıyla gerçekleştirildiği görülmüştür (Khanafari 

ve ark., 2008, Kandile ve ark., 2018). 

3.4. Elektrospinleme ve Karakterizasyon 

Karides kabukları atıklarından elde edilen kolajen, kitin ve kitosan ve bunun yanı sıra ticari 

olarak satın alınmış PHBV kullanılarak elektrospinleme yoluyla materyal üretimi Bölüm 2.7’de 

belirtildiği şekilde gerçekleştirildi. Kolajen/Kitosan/PHBV kompozit materyalin görüntüsü 

Şekil 3.4’de verildi.  
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Şekil 3.4. Kolajen/Kitosan/PHBV nanofiber mat görüntüsü 

Elektrospinleme ile elde edilen kolajen/kitosan/PHBV ve kolajen/kitin/PHBV materyalleri 

Bölüm 2.8.2’de anlatıldığı gibi SEM, FTIR ve temas açıları ile karakterize edildi. 

Kolajen/kitosan/PHBV ve kolajen/kitin/PHBV materyallerine ait SEM görüntüleri sırasıyla 

Şekil 3.5 ve 3.6’da verilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.5. Kolajen/kitosan/PHBV kompozit materyaline ait SEM görüntüleri 
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Şekil 3.6. Kolajen/kitin/PHBVkompozit materyaline ait SEM görüntüleri 

Literatürde elektrospinleme yöntemi kolajen, PHB ve kitosan gibi biyopolimerlerin 

kompozitlerinin oluşturulması için kullanılmıştır. Masaeli ve ark., (2013), farklı 

kompozisyonlardaki elektrospun PHB ve PHBV karışımlarının çeşitli özelliklerini araştırmış 

ve PHBnin kloroform/DMF (90:10) çözücü sisteminde spinlendiğinde, fiber çaplarının, 

elektrospinleme çözeltilerinin konsantrasyonuna bağlı olarak 1200-1500 nm aralığında 

olduğunu göstermiştir. PHB’nin yine aynı çözücü bileşiminden (kloroform / DMF) 2.4 mL / s 

akış hızında ve 15 kV voltajda spin edildiği başka bir çalışmada, fiber çapının 2 µm civarında 

olduğu bulunmuştur (Kampeerapappun, 2016). Bizim çalışmamızda ise kolajen/kitosan/PHB 

kompozit materyalinde fiber çapının 50-100 nm arasında olduğu belirlenmiştir. PHB ayrıca 

HFIP ile de elektrospinlenmiş ve 110 nm’ye kadar düşük çaplara sahip PHB liflerinin (koşullar: 

% 1 çözelti, akış hızı: 0.5 mL/s ve voltaj 0.7 kV/cm) hazırlanabileceği gösterilmiştir (Naveen, 

2012).  

Nanofiberlerin yapısal karakterizasyonu FTIR spektrumları kaydedilerek yapıldı ve sonuçlar 

ayrı ayrı PHBV, kolajen, kitosan ve kitine karşılık gelen spektrumlar ile karşılaştırıldı. Kitin, 

kitosan, kolajen ve PHBV’ye ait olan FTIR spektrumları Şekil 3.7’de verildi. 
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Şekil 3.7. A-Kitin, B-Kitosan, C-Kolajen ve D-PHBV’ye ait FTIR spektrumları 

Kolajen/Kitosan/PHB ve Kolajen/Kitin/PHBV kompozit materyallerine ait FTIR görüntüleri 

sırasıyla Şekil 3.8 ve Şekil 3.9’da verilmiştir.  

 

Şekil 3.8. Kolajen/Kitosan/PHBV kompozit materyaline ait FTIR spektrumu 
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Şekil 3.9. Kolajen/Kitin/PHBV kompozit materyaline ait FTIR spektrumu 

Kitosan, kolajen ve PHBV arasındaki etkileşim FTIR analizi ile incelenmiştir. Bu FTIR 

spektrumuna göre; 3367 cm-1’de görülen yayvan pik kolajen ve kitosandaki NH2 gruplarından 

kaynaklanmaktadır. Ayrıca, yaklaşık 2970 ve 2875 cm-1’de gözlemlenen pikler, poli(3-

hidroksibutirik asit) içerisinde -CH2 ve -CH3 gruplarının C-H bantlarına karşılık gelmektedir. 

PHBV’nin karakteristik ester karbonil grubu 1720 cm-1’de gözlemlenmiştir. Yaklaşık 1660 cm-

1’de görülen pik ise kitosan ve kolajenin amid ve karbonil piklerine karşılık gelmektedir. 

Matların ıslanabilirliği, su temas açıları ölçülerek araştırılmıştır. Temas açısı görüntüleri Şekil 

3.10’da verilmiştir. 

PHB nanofiberlerin ortalama su temas açısı, 132° olarak bulunmuştur (Mottin ve ark., 2016). 

PHB temas açısının bu kadar yüksek bir değerde olmasının sebebi hidrofobik bir yapıya sahip 

olmasıdır. PHB, kolajen ve kitosan materyalleri ile bir araya geldiğinde ortalama 75° olmak 

üzere temas açısı düşüş göstermiştir. Kolajenin sahip olduğu amid ve hidroksil gruplarının 

yanında kitosanın da hidrofilik yapıda olması nedeniyle nanofiber hidrofilik hale gelmiştir. 
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Şekil 3.10. Kolajen/Kitosan/PHBV nanofiberine ait temas açısı görüntüleri (Temas açıları 

sırayla 71°, 73° ve 81°) 

Ikejima ve ark., (1999) deasetilasyonun PHB’nin kristalleşme davranışı üzerindeki etkisini 

araştırmak için PHB/kitosan karışım filmleri hazırlamışlardır. PHB ve kitosan, karıştırılmadan 

önce HFIP (1,1,1,3,3,3-heksafloro-2-propanol) içinde ayrı ayrı çözülmüştür. Kitosan çözeltileri 

iyi homojenleştirildikten sonra, PHB çözeltisi ile karıştırılmıştır. 

Cheung ve ark., (2002) kitosan ve PHBV kopolimerinin, kitosanda hidroksiller, aminler ve 

amidler gibi fonksiyonel grupların varlığından dolayı karışabilir olduklarını bildirmiştir. Bu 

PHBV/kitosan karışımının hazırlanması bir kurutma yöntemi içermiştir. Bu yöntemde, polimer 

ve kitosan HFIP içinde çözülmüştür. Kitosan çözeltisi tamamen çözündükten sonra PHBV 

kopolimer çözeltisi ilave edilmiştir. Bu karışımın ince bir filmi, HFIP’den asetik asit ile yavaş 

buharlaştırma ile dökülerek hazırlanmıştır. Karışımlar daha sonra vakum altında kurutulmuştur. 
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4. SONUÇLAR 

İnsan popülasyonun sürekli olarak artması yüksek miktarda atık açığa çıkması sorununu da 

beraberinde getirmiştir. Bu atıklar belli oranlarda geri dönüşüme tabi tutulsalar da büyük 

miktarda atık çöp toplama alanlarına ve derin denizlere dökülmektedir. Bu nedenle atıkların 

geri dönüşüme tabi tutulması veya atıklardan daha yüksek değere sahip ürünlerin elde edilmesi 

günümüzde çok önemli çalışma konuları olarak ortaya çıkmaktadır. Deniz ürünlerinin işlenmesi 

sonucu açığa çıkan atıklar kolajen ve kitin gibi biyoteknoloji, sağlık ve gıda alanlarında yüksek 

bir değere sahip olan bileşikleri içermektedirler. Bu nedenle bu tez çalışmasında bir balık işleme 

tesisinden elde edilen karides kabuğu atıkları kolajen, kitin ve kitosan eldesi için bir kaynak 

olarak kullanılmıştır. Literatürde karides kabuklarından kolajen ve kitosan elde etmeye yönelik 

yayınlar mevcut olmasına rağmen bu tez çalışmasına bir ilk olarak aynı prosesle hem kolajen 

hem de kitinin eldesi başarılı olarak gerçekleştirilmiştir. Daha sonra elde edilen kitin başarı ile 

yüksek bir deasetilasyon yüzdesine sahip kitosana dönüştürülmüştür. Elde edilen kolajenin 

SDS-PAGE elektroforez şablonları kullanılarak ağırlıklı olarak Tip I kolajenden oluştuğu 

belirlenmiştir. Bu sonuçlar ülkemizde ticari olarak yüksek oranlarda üretilen ve dolayısıyla her 

yıl tonlarca atık ortaya çıkaran karides kabuklarının, biyoteknolojide önemli kullanım alanları 

bulunan kolajen ve kitosan için çok önemli bir kaynak olduğunu ortaya koymaktadır. Bu 

atıkların yeniden değerlendirilmesi ile sadece oluşan çöp miktarının azalması sağlanmayacak 

aynı zamanda önemli bir ticari değeri bulunan bu ürünlerin üretilmesi ile bölge ve ülke 

ekonomisine önemli katkıların sağlanması mümkün olacaktır.  

Her ne kadar kolajen ve kitosan ham maddeler olarak değerli olsalar da bunların birleşimi ile 

oluşan kompozit materyaller özellikle yeni yara sargı bezlerinin geliştirilmesi ve deri 

graftlarının oluşturulması gibi önemli biyomedikal alanlarda kullanım alanları 

bulabilmektedirler. Bu nedenle elektrospinleme yöntemi kullanılarak kolajen/kitin/PHBV ve 

kolajen/kitosan/PHBV kompozit materyalleri oluşturulmuş ve bu materyaller farklı 

yöntemlerle karakterize edilmiştir. Özellikle kolajen/kitosan/PHBV kompozit materyalinde 

nanoliflerin oluşumu gözlemlenmiş ve bu materyalin daha ileriin vitro ve in vivoçalışmalarla 

yeni yara sargılarının geliştirilmesi gibi uygulamalar için umut vadettiği düşünülmektedir.     
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