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YUKSEK LiSANS TEZi

PLAXIPHORA AURATA’ NIN FARKLI VUCUT YAPILARINDAN KIiTiN
iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Muhammed Nebi TOMRUK

Aksaray Universitesi
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Danisman: Prof. Dr. Murat KAYA

OZET

Molluska filumunun kitin ¢alismalar1 c¢ogunlukla ¢ift kabuklu gastropod ve
kafadanbacaklilara odaklanmigtir. Polyplacophora eski yumusakca grubu olmasina
ragmen, bu organizmalarin kitin iizerine ¢cok az caligma yapilmistir. Bu az sayidaki
calismalarda incelenen vucut kisimlarina bagl olarak kitin tiplerinin (alfa veya beta)
iliskin sonuglar verilmistir. Bu ¢alismada bu tartismay1 ¢6zmek icin bir kiton tiiriiniin
(Plaxiphora aurata) ¢ farkli vucut kismindan (iskelet, kusak ve radula) kitinin 3D
yapisin1 koruyarak inceledik. TGA ve FTIR sonuclarimiza gore kiton iskeletin ve
kusagin tipik sinyali beta kitin, radulanin ise tespid edilen sinyali alfa ve bata kitinin
tipik sinyaller arasinda oldugu gorilmektedir. Tim kitonun goévdesinin kuru
agirh@inin kitin igerigi %27,82 olarak kaydedilmistir. Ayrica kitinin 6zeliklerini
aciklamak i¢cin XRD, SEM ve elementel analiz yapilmistir. Elde edilen verilere gore
kitonlardan izole edilen kitinin nono fiber yapisindan dolay1 gida, kozmetik, medikal
ve biyomuhendislik alanlarinda kulanim potensiyeline sahiptir. Ayrica yiiksek kitin
icerigi nedeni ile ticari kitine alternatif olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Plaxiphora aurata, Kitin, Kiton, Karakterizasyon, Izolasyon.
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INSOLATION AND CHARACTERIZATION OF CHITIN FROM
DIFFERENT BODY STRUCTURES OF PLAXIPHORA AURATA
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ABSTRACT

Chitin studies of the Molluska phylum have mostly focused on bivalve gastropods and
cephalopods. Although Polyplacophora is an ancient group of mollusks, little work has
been done on chitin of these organisms. These few studies provide results for chitin
types (alpha or beta) depending on the body parts examined. In this study, we
examined the 3D structure of the chitin from three different body parts (skeleton, girdle
and radula) of a chiton species (Plaxiphora aurata) to resolve this controversy.
According to our TGA and FTIR results, it is seen that the typical signal of the chiton
skeleton and belt is beta chitin, while the detected signal of the radula is among the
typical signals of alpha and bata chitin. The chitin content of the dry weight of the
body of the whole chiton was recorded as 27.82%. In addition, XRD, SEM and
elemental analysis were performed to explain the features of the chitin. According to
the data obtained, chitin isolated from chitons has a potential for use in the fields of
food, cosmetics, medical and bioengineering due to its nono fiber structure. In
addition, due to its high chitin content, it can be considered as an alternative to
commercial chitin.

Keywords: Plaxiphora aurata, Chitin, Chiton, Characterization, Isolation.

July, 2021; 25 pages
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1. GIRIS

1.1 Kitin Tarihge

Kitin 1811 yilinda Fransiz dogabilimler tarihi profesorii Henri Braconnot tarafindan
mantarlar iizerinde yaptig1 arastirmalar sonucunda tanimlanmistir. 1822 yilinda ise
Odier boceklerden kitin varligmi belirlemistir (Muzzarelli, 1977). Bu doénemden
glinlimiize diinyadaki bir¢ok bilim adaminin bu etkileyici materyal {izerinde yogun
calismalar1 ivme kazanmistir. Bu c¢alismalarda kitinin mantar, bocekler ve deniz
kabuklularindan geri kazanilmasi, kitinin o6zelliklerini aydinlatmak igin bir¢cok
prosediir ve teknigin ortaya cikarilmasi, kitin kimyasal tiirevlendirilmesi, kitin igin

potansiyel uygulama alanlarinin arastirilmasi gibi alanlarda ¢alisilmistir (Khor, 2014).

1.2 Kitin Fiziko Kimyasal Ozelikleri

Kitin (B-(1 — 4)-poli-N-asetil-D-glukozamin) canlilarin dis iskelet yapilarinda bulunan
bir yap1 amino polisakkaritidir. Seliilozdan sonra gezegendeki en fazla bulunan ikinci
polisakkaritir (Azuma vd., 2015; Gopal vd., 2019). Yapist bakimindan birbirine
benzerdir ancak kitinin glikoz iinitesinin 2-C pozisyonunda hidroksil gurubu yerine bir
asetamid grubunun bulunmasi bakimindan farklidir (Sekil 1.1). Ayrica kitinin 3 farkli
formu vardir alfa kitin (a), beta kitin (), ve gama kitin (y) (Palpandi vd., 2009; Jang
vd., 2004).

“H,OH CH,0H
) 0,
H H,OH H
o i o Q H o
NH, H NH,
NHCOCH,
Kitosan
CH,0H
o CH,OH
H "H,OH a? 0. _
S H o 0 - e YOI o
OH H
o—
NHCOCH3 H -
o NHCOCH
Seliloz Kitin e

Sekil 1.1. Kitin, kitosan ve seliiloz yapilar



1.3 Kitin Bulunduran Canlilar ve Uygulama Alanlar:

Kitin Porifera, Coelenterata, Nematoda, Annelida, Molluska, Arthropoda,
Echinodermata, Chordata, Tardigrada, Diatom, Bryozoa gibi omurgasiz canlilarin
viicut yapisinda bulunur (Wysokowski vd., 2015; Goldberg vd., 1994; Hallmann vd.,
1999; Purschke vd., 2002; Furuhashi vd., 2009; Wysokowski vd., 2014; Martinez vd.,
2014; Fabritius vd., 2011; Sannasi vd., 1970; Wagner vd., 1993; Greven vd., 2016;
Brunner vd., 2009; Kaya ve Baran, 2015). Ayrica Crustacea, Anthozoa gibi kabuklu
canlilarin dis iskelet yapisinda ve mantarlarin hiicre duvarinda bulunur (Majtan vd.,
2007; Ai vd., 2008; Bo vd., 2012; Mian vd., 1982; Ifuku vd., 2011).

Kitin genellikle karides, yengec, 1stakoz gibi bol bulunan ve kolay elde edilebilen
kaynaklardan izole edilmektedir. Kitin, sahip oldugu non-toksik, biyobozunur,
biyouyumlu, antioksidan ve antimiktobiyal aktiviteye sahip olmasi nedeniyle
omurgasiz canlilarda pek ¢ok kez calisilmistir (Jayakumar vd., 2010, 2011). Bu
Ozeliklerinden dolay1 tip, ziraat, eczacilik, tarim, kozmetik, tekstil, gida endiistrisi,
biyomedikal ve biyomiihendislik gibi genis uygulama alanlarina sahiptir (Zhang vd.,
2005a; Zhang vd., 2005b; Jayakumar vd., 2010).

Kitin dogada a (alfa), B (beta), ve y (gama) olmak {izere ii¢ farkli kristal yapida bulunur
(Jang vd., 2004). Kitinin en bol bulunan kristal formu o formudur genelikle Artropoda,
Tardigrada, Rotifera, Porifera, Bryozoa, Anthozoa subelerinde ve mantarlarin hiicre
duvarinda bulunur (Kaya vd., 2014a).  formu ise Molluska subesine ait canlilarda
(Bivalvia, = Caudofoveata, = Cephalopoda, = Monoplacophora, = Scaphopoda,
Solenogastres) bulunur (Wysokowski vd., 2014). y formu ise kelebeklerin kokon
yapilarinda bulunur (Kaya vd., 2017; Purkayastha ve Sarkar, 2020).

1.4 Polyplacophora

Kitonlar Polyplacophora olarak bilinen molluskanin alt bir filumdur (Murdoch, 1982;
Sirenko, 2004). Viicut yapilart 300 milyon yildan fazla bir siiredir korundugu i¢in
yasayan fosiller olarak bilinir (Sigwart, 2009). Bu taksonda 940'tan fazla canl tiirii ve
yaklasik 430 fosil bulunmasina ragmen bu taksona ait herhangi bir tiire iliskin ayrintili
bir kitin ¢aligmasi bulunmamaktadir (Beesley, 1998; Okusu vd., 2003; Appeltans vd.,
2011; Dell’Angelo vd., 2018).



1.5 Plaxiphora aurata

P. aurata, (Sekil 1.2) Polyplacophora filumunun bir alt tiiridiir. Diinya ¢apinda genis
bir dagilim gostermektedir. Denizel ve karasal ekosistemlerde yasarlar. Genellikle pek
cogu deniz diplerinde (6000-20000 fit) sert kayalarin lizerine yapisarak ya da gelgit ve
gelgit alt1 bolgelerde yasarlar. Ayrica birgok deniz ve kara canlisi i¢in 6nemli bir besin

kaynagidir.

P. aurata govdeleri genellikle yumusaktir ve sert dis iskelet ile kaplidir. Bu canlilarin
biiytikliikleri 2,5 cm ile 20 cm ye kadar degisebilmektedir. Viicut yapilar1 3 bolgeden
olusur: bas, ayak ve i¢ organlar kitlesi (manto ve manto boslugu bolgesi) manto,
kalsiyum karbonattan (CaCO3) ve proteinlerden olusan bir kabuk salgilar sirt
kisminda bulunan kabuk 8 tabakadan olusur (Hyman, 1967; Beesley, 1998; Okusu vd.,
2003; Sigwart ve Schwabe, 2017). Ayrica besinlerin alimi i¢in radula denilen dis
yapilarina ve iyi gelismis sindirim borusu, agiz, aniis, sindirim bezlerine sahiptir
(Brooker ve Shaw, 2012). Ayaklar1 topragi kazma, siiriinme, avlarin1 yakalama isini
gorecek bicimde farklilasmistir. Otgul, et¢il veya parazittik beslenirler (Sigwart ve
Schwabe, 2017).

Sekil 1.2. Plaxiphora aurata'nin dorsal ve ventral kisimlari.

Bu tez ¢alismasinda Polyplacophora’nin bir alt tiirii olan P. auratanin 3 farkh
yapisindan izole edilmis kitin yapilarinin fizikokimyasal 6zelikleri Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM), Fourier Doniisimlii Kizilotesi  Spektroskobu (FTIR),
Thermogravimetrik Analiz (TGA), X-Isinlar1 Difraksiyonu (XRD) ve Element Analizi

(EA) testleri ile incenmis ve buna ek olarak kitin igerigi hesaplanmistir.

3



2. KAYNAK OZETLERI

Kitin dogada seliilozdan sonra en bol bulunan biyopolimerdir. Genellikle deniz
tirtinleri endiistrisinde atik iiriin olan yenge¢ ve karides gibi kabuklu deniz
canlilarindan ticari kitin kaynagi olarak elde edilir. Non-toksik, biyouyumlu,
biyobozunur ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 giiniimiizde endiistri, tarim, tip,
kozmetik, tekstil, biyomedikal ve biyomiihendislik uygulamalar1 gibi genis bir
uygulama alanlarina sahiptir (Zhang vd., 2005b; Jayakumar vd., 2010; Gonil ve
Sajomsang, 2012). Ancak kitin kaynaklarinin mevsimsel bulunma, bazi ¢evresel
kirlilikler ve yersiz kitin kaynagi gibi problemlerden dolay1 yeni kitin kaynak arayisi
bulunmaktadir. Bu problemleri ortadan kaldirmak i¢in Arthropodlar, yumusakcalar ve
mantarlardan kitin varlig1 hakkinda raporlar bildirilmis ve ham kitin kaynag: olarak

onerilmistir (Roncero, 2002; Furuhashi vd., 2009; Kaya vd., 2014b).

Kitin {lizerine yapilan ¢aligmalarda kitinin dogada o, B ve y olmak iizere li¢ farklh

formda oldugu rapor edilmis (Blackwell, 1969; Kaya vd., 2017).

Kitinin metal katyonlar, anyonlar, radyoniiklidler, boyalar, fenol ve diger ¢esitli
kirletici maddeler gibi cesitli su ve atik su kirleticilerinin etkili ve verimli bir sekilde
uzaklastirilmas: i¢in diisiik maliyetli bir biyo-emici madde olarak kullanildigini

bildirmektedir (Bhatnagar ve Sillanpaa, 2009).

Mohan vd. (2019) Deniz salyangozundan kitin izole edilmis ve karakterizasyonu
yapilmis kitinnin verimi, kiil ve nem igerigi %21,65, %1,2 ve %6,50 olarak bulunmus
ve molekiiler agirligi 25 kDa olarak hesaplanmisdir. Ayrica XRD ile kristalizesinin
indeks degeri (Crl) %82,13 oldugu bildirilmistir. FTIR analizi ile kitin bantlarinin
yaklagik olarak 1730 ve 1628 cm'de iki bant gdsterdigi ve asetilasyon derecesinin %80
oldugu gozlenmis ayrica SEM ile izole edilen kitinin diizensiz diizenlenmis yogun
nanolif ile yilizeyinde diizenli olarak yogun gézenekler gozlemlenmistir. Maksimum
termal bozulma (DTGmax) kitin i¢in sicaklik 380°C olarak bildirmistir. Bu nedenle,
yapilan ¢aligmada deniz salyangozu kabugundan izole edilen kitinin doku
miithendisligi, tekstil, yara Ortiisii, biyosensor ve agir metal adsorban gelisimi i¢in

kullanilabilecegi 6nerilebilir oldugunu vurgulamistir (Mohan vd., 2019).

Da Silva Lucas vd. (2021) yenilebilir bocek olan Tenebrio molitor (un kurdu)

tarafindan kiitikiillerinden enzimatik deproteinizasyon ile kitin, deasetilasyonun ile

4



kitosan elde dilmis ayrica fizikokimyasal 6zelikleri DSC, FTIR, XRD, TGA, FE-SEM
karakterize edilmis, un solucaninin kiitikiil i¢erigi kuru agirlik yiizdesinden elde edilen
kitin %70,9 olarak bulunmus kitin dan sonra elde edilen kitosan ise %45,1 ve genel
verimi %31,9 olarak hesaplanmistir. Bu calismada ilk kez un kurdunda kitin analizi

yapilmis ve kitin varlig1 ispatlanmistir (Da Silva Lucas vd., 2021).

Kitin mantarlarda hiicre duvarinda bulunur mantarlarin kolay fermantasyonu ve her
tiirli gida atiklarinda diisiik maliyetli ile hizli biiyliyen organizmalardir. Farkli
mantarlarin hiicre duvari, kitin i¢in 6nemli kaynaklardan biridir. Salehinik vd. (2021)
yaptiklar1 ¢aligmada mantarlardan kitin {iretim oranini iyilestirmek i¢in optimum
kosullarda yetistirilebilen Mucor indicus’tan kitin extraksiyonu yapilmis. Kitin igeri
gostergesi olan N- asetil glukozamin (GIcNAc) igeriginin 2,5 g/l H 3 PO 4 oldugu
belirlenmis ve FTIR ile iiretilen kitin nano liflerin %10 dan daha diisiik bir
deasetilasyon derecesine sahip oldugunu belirlenmis, ayrica FE-SEM ile 28 nm'lik bir
ortalama ¢ap oldugu gozlemlenmis ve XRD ile nanofiberlerin kristallik

indeksinin %82 oldugunu belirtmistir (Salehinik vd., 2021).

Hidrojeller mekanik 0zelikleri, pargalanabilirligi ve enjekte edilebilirligi
Ozeliklerinden dolayi ila¢ endiistrisinde ¢okga talep gérmektedir. Yapilan ¢alismada
kitinin 4-amino-DL-fenilalanin (Phe-NH?2) ile ¢apraz baglama ile kitin hidrojel sistemi
gelistirilmis ayrica bu kitin hidrojellerin %95'e varan bir iyilestirme etkinligi oldugu
belirtilmis ve {stiin biyouyumluluklar1 ve biyolojik olarak parcalanabilirlikleri
Ozelikleri ile kitin hidrojeller sican kemik kok hiicre denenmis ve sican kok hiicre
cogalmasini ve 3 boyutlu yapr destek gorevi olarak tasidigi belirtilmistir. Ayrica

yapilan ¢alismanin doku rejeneratif tip i¢in kulanabilirligi dnerilmis (Yang vd., 2021).



3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Orneklerin Temini

Plaxiphora aurata (Mollusca: Polyplacophora: Mopaliidae), 11 Kasim 1914'te Yeni
Zelanda, Auckland yakinlarindaki Port Ross'ta toplandi ve daha sonra NHMD-269485
katalog numarasi altinda Danimarka Doga Tarihi Miizesi koleksiyonlarinda saklanmis
ve buradan temin edilmistir.

3.2 Kitin izolasyonu

51.54 g 6rnek (P. aurata 6 adet) distile su ile iizerinde kirlilik kalmayacak sekilde
yikanarak etiivde 30°C 2 giin kuruyana kadar inkiibe edildi. Orneklerin, 3 boyutlu
yapisinin korunmasi i¢in uygulanan islemler son derece sert olmayan kosullarda
gerceklestirilmistir. Canlimin  yapisindaki minerallerin ~ uzaklastirilmasi
(demineralizasyon) i¢in 24 saat boyunca 1 M HCl asit ¢ozeltisinde ara ara karistirilarak
bekletilmistir. Bu islem sonunda ornekler notral pH ya gelene kadar distile su ile
yikanmistir. Ardindan deproteinizasyon islemi icin 1 M NaOH c¢ozeltisine alinarak
100°C sicaklikta 12 saat ara ara karistirilarak muamele edilmistir. Bu islem sonunda
kitin 6rnekleri yine notral pH ya gelene kadar distile su ile yikanmigtir. Etiivde 30°C
2 giin kuruyana kadar inkiibe edildi. Kuruyan 6rnekler tartilarak, canlinin % kitin orani
hesaplanmistir. Kitin 6rnekleri, yapilacak analizlere kadar %70°lik metanolde +4°C’de
saklanmistir.

3.3 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

P. aurata’dan elde edilen 3 farkli kitin yapilarinin yiizey morfolojisi ZEISS LS-
10 markal1 taramali elektron mikroskobu kullanilarak analiz edilmistir. Analizden
once, kitin ornekleri Gatan Precision Etching Coating System (PECS) ile altinla
kaplanmastir.

3.4 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskobu (FTIR)

P. aurata’dan izole edilen kitin yapilar1 IR spektrumlari, 4000-625 cm™ frekans
araliginda bir Perkin Elmer FTIR Spektrometresi ile kaydedildi. Bu yontem ile kitin

orneklerinin fonksiyonel guruplari belirlenmistir.
3.5 Thermogravimetrik Analiz (TGA)
Izole edilen 3 farkli kitin yapilarimin termal bozunumu EXSTAR S11 7300 cihaz

sistemi ile yapilmistir. Bu sistem sicakliginin 10°C /dak 1sitma hizi ile 20 ve 700°C

araliginda 6lciimleri yapilarak sicakliga bagli bozunma dereceleri dl¢tilmiistiir.



3.6 Element Analizi (EA)

Element analizi, Thermo Flash 2000 kullanilarak yapildi. Kitin 6rneklerinin
asetilasyon derecesi (DA) asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Buradaki C/ N'nin
karbonun nitrojene oran1 (w/w) oldugu bu formiil kullanilarak hesaplanmistir (Xu vd.,

1996).
DA = [(C/N —5.14) /1.72] x 100 3.1)

C= Kitin 6rneginde bulunan karbon element miktari

N= Kitin 6rneginde bulunan azot element miktar1

3.7 Kitin Icerigi

P. aurata ckstre edilmeden Once distile su ile iizerindeki kirlilikler uzaklastirilarak
ardindan 25°C de kurutulup tartildi ve ekstre edildi daha sonra ekstre dilmis kitin oda
kosullarinda kurutulup tartilarak kitin iceri hesaplanmistir. Kitin igerigi (% W),

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:
Wi1% = (W1-W2))/W1x 100. (3.2)
W= Ham madde agirlig1
W>= Son iiriin agirlig
3.8 XRD

Izole edilmis kitin ekstrelerinin XRD spektrumlarini belirlemek i¢in Rigaku Miniflex
600 cihaz sistemi kullanilmistir. Bu sistem 40 Kv, 15 mA ve 20 da 2°C ila 45°C
araliginda tarama agist ile 6l¢iim yapar. Orneklerin sahip oldugu Crl degeri asagidaki
denkleme gore hesaplanmistir (Al Sagheer vd., 2009).

Cri110 = [—(”11"1‘1(’)“’”)

] x 100. (3.3)

I110 == 26 daki en yiiksek yogunluk

Iam =208 = 16°'de amorf dagilim yogunlugu



3.9 Plaxiphora aurata Ornekleri

P.auratanin dorsal ve ventral kisimlart profesyonel makro kamera ile
fotograflamistir. Elde edilen kitin govde pargalari, kamera takili (LEICA DFC295)
LEICA Z6 APO mikroskobunda fotograflandi. Ug boyutlu kitin yapilar1 Sekil 3.1'de
gosterilmektedir.

Sekil 3.1. Kitin ekstraksiyonu i¢in kullanilan malzemeler: A, B) P. aurata'nin dorsal
ve ventral kisimlari, C) kusak, D) iskelet ve E) radula.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Kitin Icerigi

P. aurata viicut kisimlarinin kitin igerigi kuru bazda agirlikga %27,82 olarak
hesaplandi. Bu da yenge¢ kabugundaki kitinden ¢ok daha yiiksek (agirlikca %16,73)
ve karides kabuklarinda (agirlik¢a %29.4) igeriklerle karsilastirilabilir (Rogers, 2013;
Abdou vd., 2008). Bununla birlikte, ¢ift kabuklu deniz kabuklar1 gibi diger
yumusakealarla karsilagtirildiginda, kitin igerikleri genellikle bizim c¢aligmamiza
kiyasla oldukga diisiik goriinmektedir (Furuhashi vd., 2009; Agbaje vd., 2018).
Furuhashi vd. (2009) en yiiksek kitin igerigine sahip grubun, Polyplacophora
kusaginda gozlemlediklerimize daha yakin kitin degerlerine sahip olan Cephalopoda
oldugunu belirtmistir. Ornegin, kalamardan elde edilen B-kitin igerigi %25,5 ile %38
arasinda degismektedir (Cuong vd., 2016). Kalamardan elde edilen kitin ile
karsilastirildiginda, Bryozoa’dan elde edilen kitin %13,3, Mantar’dan elde edilen
kitin %2,4 ve Bocek’ten elde edilen kitin ise %10,8’dir bu calismada elde edilen kitin
bu tiirlerdeki kitin igeriklerinden ¢ok daha yiiksektir (Kaya vd., 2016).

4.2 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

P. aurata'min tg farklh viicut kismindan (iskelet, kusak ve radula) elde edilen kitin
izolatlarmin yiizey morfolojisi incelendi. Iskeletin yiizeyinin sert ve piiriizsiiz oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, kusak ve raduladan alinan kitin izolatlari, berrak
nanoliflere sahipti (Sekil 4.1). Bu nedenle, kusagin hem yiizeyi hem de radula kitinleri
benzer morfolojiye sahipti. Cesitli organizmalardan saflastirilan kitin izolatlarinin
ylizey morfolojisi, pliriizsiiz (lifsiz ve gdzeneksiz), yalnizca lifli, yalnizca gbzenekli
veya hem lifli hem de gozenekli gibi farkli goriiniimlere sahip olabilir (Kaya vd.,
2014c). P. aurata'da iskeletten kitin piiriizsiiz olarak kategorize edilebilir ve
kusaklardan ve raduladan diger kitin izolatlar1 sadece lifli olarak siniflandirilabilir.
Ariolimax californicus simiikliibocegi radulasindan da benzer bir lifli ylizey
morfolojisi bildirilmistir (Montroni vd., 2019). Ote yandan, bryozoan ve bocek kitini
ylzeyde gozenek ve lifler gostermektedir (Kaya vd., 2015). Literatiirde yapilan
caligmalarda, o-kitinin daha belirsiz ve daha kiigiik nanofiber gosterirken B-kitin
gbzenekli nanolifler icerdigi belirtilmistir (Ifuku vd., 2011; Mushi vd., 2014; Lavall
vd., 2007; Kaya vd., 2016).



Sekil 4.1. Kitin izolatlarinin SEM goriintiileri A) iskelet, B) kusak ve C) radula.

4.3 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskobu (FTIR)

P.aurata’nin 3 fakli vucut bolgesinden (iskelet, radula, kusak ) izole edilen kitinler
icin FTIR bantlar1 Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 *de ayrica FTIR spektrumlar1 Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. FTIR spektrumlar kitin i¢in 3 6nemli amid bandina karsilik gelir bu
banlart C=0O Amid I, N-H Amid II ve C-N Amid III oldugu, ayrica amid bantlar
sirastyla 1660, 1550 ve 1310 cmolarak tammlanmstir. FTIR spektrumlart Amid I
i¢in iki tepe noktasi, Amid Il ve Amid III tek tepe noktasina karsilik gelmektedir. Amid
bandlariin tepe noktalar1 kitin formlar1 arasindaki farklar1 yapilan c¢alismada
belirtmistir (Jang vd., 2004; Liu vd., 2012). Bu ¢calismada ise P. aurata dan izole edilen
kitinlerin pikleri sirastyla iskelet i¢in FTIR pikleri iskelet i¢in 1627 cm™ (amid I), 1552
cm’! (amid II) olarak kaydedilmis, kusak icin ise 1627 cm™ (amid I), 1555 cm™ (amid
IT) olarak gozlemlenmistir (Cizelge 4.1). Bu sonug agikca izole edilen kitinlerin B-kitin
varligimi gostermektedir. Ancak radula da kitin tespiti ile ilgili olarak 1650 cm™ (amid
I) ve 1622 cm™! (amid I) olmak iizere biri keskin digeri soluk olmak iizere iki bant
tespit edilmistir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Bununla birlikte, TGA sonuglar ile
karsilastirildiginda (radula icin 350,5°C), ikinci hafif tepe noktasinin tartismali
oldugunu diisiindiirmektedir. Spektral degerlendirmede 1540 cm™'de bantlarin
olmamasi, protein kalintis1 olmadigin1 kanitlamaktadir. Weaver vd. (2011) kitonlar
iizerine yaptiklar1 ¢alismada radula'da o-kitin varli§im1 gostermistir. Montroni vd.
(2019) muz salyangozunun (Ariolimax californicus) lizerine yaptiklar1 ¢alismada
bukkal kiitlesini karakterize etmis ve radulamin B-kitin Ozelliklerini tasidigi
gosterilmistir. Yapilan bu celiskili ¢alismalarda radula i¢in kesin bir kitin formuna

belirlenmemistir.
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Sekil 4.2. P. aurata’dan izole edilen kitinlerin FTIR sonuglar1 iskelet radula ve kusak.
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12



Cizelge 4.1. P. aurata govde parcalarindan (iskelet, kusak ve radula) elde edilen
kitinin Fourier doniisiimii kizilotesi (FTIR) spektrumlari

Fonksiyonel grup ve

Dalga numarasi (cm-1) frekansi

) Smiflandirma Iskelet Kabuk
b dl e e .
vibrasyon modlari Kitini plakas: kitini Radula Kkitini
O-H gerilmesi - 3416 3398 3119
. . 3269-
N-H gerilmesi - 3108 3267-3111 3260-3104
CH3 ve asimetrik Alifatik
CH2 biikiilmesi bilesikler 3916 3916 3916
Simetrik CH3 Alifatik
biikiilmesi bilesikler 2874 2874 3877
€=0 ikincil amid AmidI 1650
gerilimi
i AmidI 1627 1627 1622
gerilimi
N-H beliigge C-N Amid II 1552 1555 1553
gerilimi
CH: ucu ve CH3 Ahfgtlk 1401 1415 1423
deformasyonu bilesikler
CH bandi, CH3
simetrik - 1374 1376 1374
deformasyonu
CHy sallanmasi 4L protein 559 1314 1307
bilesenleri
Asimetrik oksijen - 1152 1152 1149
gerilim kopriisii
Asimetrik ayni evreli
halka gerilim modu ) 1109 Hl i
Ayni evreli halka C- .
O-C asimetrik Saklkarit 1063 1062 1063
e s halkalar1
gerilimi
Aym evreli halka C- - 1025 1027 1011
O simetrik gerilimi
CHs sallanmasi Zincir boyu 950 951 952
N Sakkarit
CH halk gerilimi halkalart 900 903 899
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4.4 Thermogravimetrik Analiz (TGA)

TGA analizi belirlenen sicaklik araliginda, artan sicakliga gore materyallerin bozulma
oranmni gosterir, dolayisiyla malzemelerin stabilizesini ortaya koyar. Mevcut
caligmada {iretilen 3 farkli kitinin TGA analizleri incelendiginde biyopolimer yapi
ozelliklerinden dolay1 diisiik bozulma sicakliklarina sahip olduklar1 goriilmektedir.
Kitin i¢in belirlenen bozulma sicakligi 300-400°C arasindadir (Hong vd., 2007).
Ozellikle maksimum bozulmanin gergeklestigi sicaklik ¢ok dnemlidir. Ornegin o kitin
i¢cin bu deger yiiksek (350°C'den fazla) iken beta kitin i¢in diisiiktiir (350°C'den az)
(Ifuku ve Saimoto, 2012; Nagahama vd., 2008). Bu degerler iskelet i¢in 343,3°C,
kusak i¢in 347,9°C ve radula i¢in ise 350,5°C olarak kaydedilmistir (Sekil 4.4).
Literatiire bakildiginda Arthropoda, Bryozoa, Porifera ve mantarlardan izole edilen a
kitinlerin termal kararlilig1 350°C’den yiiksek iken Molluska’ ya ait canlilardan izole
edilen B kitin i¢in bu deger 350°C’den daha diisiik olarak gbézlenmistir. TGA sonucuna
dayanarak iskelet ve kusaktan elde edilen kitinlerin B kitin oldugunu gosterirken,
radula dan izole edilen kitinin DTGmax degeri kritik bir noktada oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle radula kitini icin TGA analiz sonucuna dayanarak, o ya da

B olarak kesin bir sey soylemek zordur.

Ug farkli viicut pargasindan izole edilen kitin, sicakliktaki bozulma oraninda énemli
bir fark gosterdi. Iskelet kitin igin, 150-700°C arasinda karbonhidrat yapisinin
bozulmasina bagl olarak suyun 25-150°C ile %56,3 arasinda buharlasmasina bagl
olarak %?2,77 oraninda bir bozulma olmustur, bu nedenle sonu¢ olarak %40,93 kiil
kalmistir. Kusak kitinin sonucuna bakarsak, hem suyun buharlagsmasindan (%5.,4) hem
de polisakkarit yapisindan (%70,19) dolay1 bir kiitle kayb1 vardi, bu da baslangictaki

kiil miktarinin %24,31'inin kiil kaldig1 anlamina geliyor.
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Sekil 4.4. izole edilen kitinlerin TGA / DTG si iskelet, kusak ve radula icin A) TGA,
B) DTG.

4.5 Elementel Analiz (EA)

P. aurata’nin 3 farli vucut bolgesinden elde edilen kitin oOrneklerinin EA
sonuglar1 Cizelge 4.2 'de verilmistir. Kitinlerin i¢erdikleri karbon (C), hidrojen (H), ve
azot (N) oranlar sirasiyla iskelet kitini i¢cin 42.4, 6.1, 5.9, radula i¢in 31.8, 4.5, 4.9 ve
kusak kitini i¢in 32.1, 4.2, 4 olarak kaydedilmistir. Literatiirde saf kitinin %6,89
oraninda N icerdigi ve asetilasyon derecesi (DA) degerinin %100 oldugu kabul
edilmektedir. Ancak N degeri tamamen asetile edilmis bir kitin i¢in hesaplanan teorik
degerden (%6,89) daha diisiik ise protein kalintisi, fazla ise mineral kalintist oldugunu
gosterir (Majtan vd., 2007; Gonil ve Sajomsang, 2012; Sajomsang ve Gonil, 2010; Liu
vd., 2012). Bu ¢alismada ise ekstrakte edilen kitin drneklerinin N igerigi %6,89'dan
daha az bulundu, bu da tamamen asetilenmis kitin i¢in minimum bir protein kalintisi
oldugu gosterir. P. aurata iskeleti, radula  ve kusak icin
element analizi ile belirlenen ve malzeme ve yontem bdliimiinde verilen formiile gore
hesaplanan DA degerleri P. aurata iskelet, radula ve kabuk plakasi
sirastyla %118,9, %78,4, %167,7 olarak hesaplanmistir. Kaya vd. (2014a) gore DA
degerinin %100'den fazla olmasi durumunda, yapida mineral artiklar1 diisiik olmas1
durumda ise protein kalintilarinin oldugunu gosterir (Kaya vd., 2014a). Buna gore
kabuk plakasi kitininde DA (%167,7) yapida tamamen giderilmeyen mineral oldugu,
radula da ise DA (%78,4) protein kalintisinin oldugu gostermistir. iskelet kitinin DA
(%118,9) degeri ise %100’e yakin bir deger oldugunu bununda safliginin diger kitinler

kisimlarina gore fazla oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada oldugu gibi diger bazi
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caligmalarda ise yaban arisi kitinin DA degeri %132,5, Karides kitinin DA
degeri %237,2, ham yengeg¢ kitini DA degeri %151,7 oldugu goriilmektedir (Majtan
vd., 2007; Yen vd., 2009). Bu sonuglara gore ekstrakte ettigimiz kitin DA degerleri saf
olarak kabul edile bilir.

Cizelge 4.2. Plaxiphora aurata iskeleti, kusak ve raduladan kitin elementel analiz
sonuglar1. Elementel analizden (EA) hesaplanan deasetilasyon derecesi
(DA).

Numune Icerik %
adi N C H S C/N DA%
Plaxiphora
aurata 4,9 31,8 4,5 - 6.4 78.47
Radula
Plaxiphora
aurata
Kabuk
plakasi
Plaxiphora
aurata 5,9 42,4 6,1 - 7.1 118.9
Iskelet

4 32,13 4,2 0,09 8 167.7

4.6 XRD

P. aurata’dan izole edilen kitin izolatlarinin XRD pikleri ve Crl degerleri Sekil 4.5°de
gosterilmistir. Kitinin karakteristikleri olan iki par¢anin kitin izolatlar1 i¢in sirasiyla
20'da 11 ve 20 O civarinda iki ana pik kaydedilmistir (Cardenas vd., 2004). Kiton
kusag1 ve iskeletin Crl'si sirasiyla %23,22 ve %32,94 olarak gézlemlenmistir. Bu Crl
indeksleri simdiye kadar rapor edilen en diisiik degerlerdir. Daha Once yapilan
calismalarda a kitin'in Crl degerleri %70'1 asarken, P kitin degeri genellikle %50
ile %60 arasindadir. Ancak bu c¢alismada, bu iki kiton parcasindan elde edilen kitin
izolatlar1, daha 6nce a-kitin i¢in rapor edilenden oldukca diisiiktiir (Kaya vd., 2017).
Bu nedenle, kiton kitin kristalliyi, miirekkepbalig1 ve kalamar kalemlerinin kitin

izolatlarindan farklidir (Fan vd., 2008; Weaver vd., 2011; Kaya vd., 2017).
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Sekil 4.5. P. aurata’nim iskelet ve kusagindan izole edilen kitinlerin XRD pikleri.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada ilk defa bir kiton tiirii olan P.aurata’nin 3 boyutlu yapisi korunarak kitin
izole edilmis ve 3 farkli bolgede (iskelet, radula, kusak) kitin varlig1 ispatlanmis ve bu
bolgelerde bulunan kitinlerin fizikokimyasal yapisi analitik cihazlar (FTIR, SEM,
TGA, EA ve XRD) kullanilarak belirlenmistir. Bu testler sonucunda P.aurata’nin
farkli yapilarinin hangi kitin formda oldugu belirlenmis ve kitin saflig1 ile toplam kitin
icerigi hesaplanmistir. P. aurata kitinlerinin saf kitin ile karsilagtirilarak kitinler
arasindaki temel farkliliklar agiklanmistir. Bu ¢aligsma kitonlarin kitin i¢in alternatif
bir kaynak olup olamayacagini incelemektedir. Kiton P. aurata'nin iskeleti, kusagi ve
radulasinin {i¢ boyutlu yapisi korunarak kitin ekstraksiyonu yapilmistir. Analizlerimiz,
kafadanbacaklilar, karindanbacaklilar ve ¢ift kabuklular gibi diger yumusakgalara ek
olarak, kitonlarin, %?27,82'lik 6nemli bir viicut kitin igerigine sahip oldugunu
gostermektedir; bu kitonlarin aslinda alternatif bir kitin kaynagi olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu c¢alisma ayni zamanda kitonlarda bulunan kitin tipine iliskin
daha once bildirilen belirsizlikleri de netlestirilmistir. Kitonlarin iskeleti ve kusaginin
bir B kitinden olustugu, oysa radulanin a ve  kitin arasinda bir ara madde igerdigi
acikca ortaya cikarilmistir. Ayrica asetilasyon derecesi degeri iskelet Kkitininin
safliginin kitonun diger kisimlarina gore daha yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica,
iskeletin ylizey yapisi, seffaf nanoliflerden olusan kusak ve radula ile
karsilagtirildiginda sert ve piiriizsiiz olarak gozlemlenmistir. TGA analizlerinin
sonuglar1 karsilagtirildiginda, kusaktan ve iskeletten belirlenen DTGmax degerleri 3
kitin ile uyumluyken, radula igin sonu¢ belirsiz kaldirmistir. Sonug¢ olarak,
bulgularimizin kitonlardaki kitin miktar1 ve tiirii ile ilgili 6nceki belirsizlikleri ortadan

kaldirmaya yardimci olacagin1 umuyoruz.
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