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OZET

Kitin ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilan, seliilozdan sonra en bol bulunan
polisakkarittir. Eklem bacaklilar, yamusakgalar, halkali solucanlar, siinger, alg, mantar
ve mercan gibi ¢esitli canlilarin farkli yapilarinda bulunmaktadir. Dogada bulunan
Kitin formlar1 ti¢ gesittir: a, B ve y formlari. Kitin toksik olmama, biyobozunabilirlik,
biyouyumluluk, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri sayesinde su aritma, tekstil,
ilag, gida ve tarimda yaygin kullanim alanlara sahiptir. Kitin ve tirevlerinden Gretilen
biyobozunur filmler, endistrideki en 6nemli trtinlerden biridir.

Bu c¢alismada, Priapulus caudatus (P. caudatus) tiiriiniin direk viicut bitiinligi
korunarak tamamen dogal ince kitin film elde edilmistir. Bu canlinin viicut
icerigindeki kitinin hangi forma ait oldugu bilinmemekteydi fakat bu ¢aligma ile ilk
kez elde edilen kitinin beta forma ait oldugu yapilan karakterizasyonlar sonucu
belirlenmistir. P. caudatus tlriinden elde edilen ince kitin filmin fizikokimyasal
Ozellikleri FT-IR, TGA, XRD, SEM ve elemental analiz teknikleri kullanilarak
belirlenmistir. Ayrica MTT analizi ile sitotoksik olmadigi ortaya konmustur. Bu
caligmanin sonucunda, izole edilen dogal ince kitin filmin ylizey morfolojisini, termal
kararliligimi, kristallinitesi ve igerdigi elementlerin oranlarini belirlenmistir. Elde
edilen dogal kitin film ileriye yonelik pek ¢ok alanda kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kitin, ince Film Teknolojisi, Dogal Film, Kitin Film, Priapulus
caudatus.

Mart, 2021; 39 sayfa
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ABSTRACT

Chitin is the most abundant polysaccharide after cellulose, which is widely used in
various areas. It is found in different structure as Arthropods, mollusks, ringworms,
sponges, algae, fungi, and corals. The forms of chitin in nature are in three types: a, f3,
and y forms. Chitin has widespread applications in water treatment, textiles,
pharmaceuticals, food, and agriculture due to its non-toxic, biodegradable,
biocompatibility, antimicrobial and antioxidant properties. Biodegradable films
produce from chitin and its derivatives are one of the most important products in the
industry.

In this study, the direct body integrity of the P. caudatus species was preserved and a
completely natural thin chitin film was obtained. It was not known which form the
chitin of this sample belonged to, but it was determined as a result of the
characterizations that the chitin obtained for the first time belonged to the beta form.
The physicochemical properties of the thin chitin film obtained from P. caudatus
species were determined using FT-IR, TGA, XRD, SEM, and elemental analysis
techniques. In addition, MTT assay revealed that it is not cytotoxic. As a result of this
study, the isolated natural thin chitin film's surface morphology, thermal stability,
crystallinity and the ratio of the contents of the element were determined. The natural
chitin film obtained can be used in many areas of the future.

Keywords: Chitin, Thin Film Technology, Natural Film, Chitin Film, Priapulus
caudatus.

March, 2021; 39 pages
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1. GIRIS

Kitin genellikle ¢ogu omurgasiz hayvan grubunda ve mantarlarin hiicre duvarinda
bulunan, selillozdan sonra en onemli ikinci yapisal polisakkarittir. Kitin, ilk kez
1884’te tanimlanmustir (Rinaudo, 2006). Eklem bacaklilar Al Sagheer vd. (2009),
yumusakealar, halkali solucanlar Ravaux vd. (2003), siingerler Ehrlich vd. (2010),
Bryozoa Kaya vd. (2015b), alg, mantar Kaya vd. (2015a) ve mercan Bo vd. (2012)
gibi ¢esitli canlilarin farkli viicut kisimlarinda bulunmaktadir. Son yillarda yapilan
caligmalar ile birlikte amfibi ve balik omurgali canlilarda da kitinin varlig
belirlenmistir (Tang vd., 2015). Kitin canlilarin dis iskeletinde bulunur ve iskeletin
mukavemetini artirir. Dogada bulunan kitin formlar ii¢ ¢esittir: o, B ve y formlari.
Kristal formlarindan o anti-paralel, B paralel zincirler sergilerken y kitin paralel ayni
zamanda anti paralel zincir kombinasyonu seklindedir (Ehrlich vd., 2007; Rinaudo,
2006). Bu formlar diizenli ve kristal yapilar sergilemektedir (Blackwell, 1969;
Carlstrom, 1957; Hackman ve Goldberg, 1965; Roberts, 1992). Genellikle nanofibril
ve gozenekli yapiya sahiptir (Kaya vd., 2017a). Kitin ve tirevleri (6zellikle kitosan)
toksik olmama, biyouyumlu, biyobozunabilir, glcli antioksidan, adsorbsiyon
kapasitesi, antibakteriyel, antimikrobiyal ve antitimor gibi essiz 6zellikleri sayesinde
biyomalzeme alaninda 6énemli bir biyopolimerdir (Kumar, 2000; Muzzarelli, 1983;
Zhao vd., 2010).

Kitosan, kitinin deasetillenmesi ile elde edilen biyopolimerdir. Deasetilasyon, Kitinin
yapisindaki asetil gruplarinin uzaklastirilarak kitosana dontstiiriilmesi islemidir.
Polimerin nasil uygulanacagini belirledigi igin deasetilasyon derecesi kitosan igin
onemlidir (Tan vd., 1998). Ayrica kitosanin biyolojik aktiviteleri, fiziksel ve kimyasal
ozellikleri bu sayede belirlenir (Illanes vd., 1990). Kitin deasetilasyon derecesi
yaklasik %50’ye ulastiginda polimerin kaynagina baglh olarak sulu asetik ortamda
¢Ozuniir hale gelir boylelikle kitosan eldesi saglanmis olur (Gagné, 1993). Bazi asetil
gruplarini veya tiimiinii uzaklastirmak icin derisik sodyum veya potasyum hidroksit
cozeltisi etkilestirilmesi ile gergeklestirilir. Deasitilasyon derecesini baz derigimi,
partikiil biiyiikliigii, sicaklik, deasetilasyon siiresi, izolasyonundan Once kitine
uygulanan islemler, atmosfer (hava veya azot) kitin/baz orani, kitinin yogunlugu,

parcacik boyutu gibi birgok faktor etkiler (Kaya vd., 2014). Kitinden kitosan elde



edilmesiyle kullanim alanlarinin genislemesi ve mevcut kullanim alanlarinda da

avantaj saglar.

Kitin ve kitosan genis kullanim alanina sahiptir. Kullanim yelpazesi malzemenin
asetilasyon derecesine, preparasyon metoduna, fiber dizilimine, kristal indeks
degerine, safligina, azot igerigi gibi Ozelliklerine gore degismektedir. Potansiyel
kullanim ve uygulama alanlar1; tibbi farmasoétik, gida, biyoteknoloji, tarim, kozmetik
Goosen (1996), biyomedikalde yaralarin iyilesmesi Muzzarelli vd. (1999), kontrolli
ila¢ salinim1 Agnihotri vd. (2004), gen terapisi Prashanth ve Tharanathan (2007), doku
miithendisligi Hutmacher (2000), besinlerin raf omriiniin uzatilmas1 Mujtaba vd.
(2019), biyomedikal Srinivasa ve Tharanathan (2007), su aritma sistemleri Davila-
Rodriguez vd. (2009), ve tekstildir (Jayakumar vd., 2011). Tim bu mevcut
uygulamalarin yani sira kullanim alanlar1 farkli 6zellikler eklenerek zenginlestirilip

degistirilebilir ve genisletilebilir.

Gegmisten bugiine filmler endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlardan
sentetik olanlar yani petrol bazli tiirevlerinin biyolojik olarak parcalanmamasi ve
dezavantajlart sebebiyle bir¢cok ekolojik soruna neden oldugu goézlemlenmistir.
Bunlarin kullanim: tamamen ortadan kaldirilmasa da yavas yavas kullanimi
siirlandirilmali ve birkag spesifik uygulama igin mimkinse terk edilmelidir (Kaya
vd., 2018).

Farkli ¢alismalarda ele alindig gibi film olusumunda filme gerekli esneklik, seffaflik
gibi ozellikleri kazandirmak amaciyla kullanilan plastiklestiricilerin ¢evre ve saglik
sorununa neden olmaktadir. Ayni kitin formunun sentetik yumusaticilar eklendikten
sonra yani sentetik film haline getirildikten sonra yiiksek termal stabilite, seffaflik,
nanolifli ve gbézenekli yapisi, gekme dayanimi, young modiilii ve hidrofobiklik gibi
birgok 6zelligini kaybettigi yapilan ¢calismalar ve analizler ile gosterilmistir (Butchosa
vd., 2013; Ifuku vd., 2013; Mushi vd., 2014; Sakurada vd., 1962).

Kitinden film yapim esnasinda, kitin, toksik bir kimyasal olan lityum Kklortr
cozeltisinde ¢ozdirilmektedir. Kitinin bu ¢ozeltide ¢cozdurilmesi toksisite olmayan,
antimikrobiyal ve antioksidan gibi bazi degerli 6zelliklerin kaybina neden olmaktadir.
Bu toksik olan kimyasal bilesikleri sentetik kitin filmlerinde kullanilmasi bu filmlerin

uygulama alanlarinda pratik kullanimimi sinirlandirmaktadir (Kaya vd., 2018).
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Sentetik yumusaticilarin neden oldugu bu sorunlar géz Oniine alindiginda canlinin
dogal orijinal halini kullanarak dogrudan kullanimiyla kitin bazli filmler tretilmeye
ihtiya¢ duyulmustur. Urettigimiz kitin filmimiz herhangi bir kimyasal madde

kullanmadan film olusturmaya potansiyel ¢6ziimdiir.

Priapulida, Ecdysozoa olarak tanimlanan gruplandirmanin bir subesidir. Ilk olarak
1997 yilinda Ribo Nikleik asit genleri kullanilarak filogenetik aga¢ olusturma
calismalar1 yapilmistir (Aguinaldo vd., 1997). Ardindan morfolojik karakterlerle
desteklenerek Dunn ve arkadaslar tarafindan 2008 yilinda yeniden olusturulmustur
(Dunn vd., 2008). Ecdysozoan kiitikiil tabakasinin epidermise yakin katmanlarinda
kitin bulundugu bilinmektedir. Ecdysozoa'nin kiitikiilii, dikkate alinan taksona bagl
olarak yapisal olarak ¢ok ¢esitlidir. Genellikle epikutikiil, eksokutikil ve endokutikl
olmak tizere en az ¢ katmandan olusur (Schmidt-Rhaesa vd., 1998). Fakat kitin varlig
literatiirde olmasina ragmen detayli kitin karakterizasyonu iizerine c¢aligmalar
bulunmamaktadir. Priapulida subesinde de bu sorun ile karsilasiimaktadir. Priapulida,
yaklagik 20 tiirii bulunan kiigiik bir filumdan olusur (Wennberg vd., 2009). Priapulida
subesinde bulunan Priapulus caudatus turt ilk 1816 yilinda Hammond tarafindan
filogenetik calismalarla literatiire eklenmistir. Priapulus caudatus deniz ve okyanus
altindaki ¢amura gdmiilmiis halde yasayan bir deniz omurgasizidir. Cinsiyetler ayr1 ve
dollenme digsaldir. Yumurtalar kiglk ve oval seklindedir ve yarilma holoblastik,
radyal ve esittir. Larvalar1 deniz dibinde yasar. Kalin bir kiitikiil tabakasi ile
gevrelenmis ige doniik bir govdeye sahiptir. GOvde ylizeysel bir birlesme ile ayirt edilir
dikey ve yatay papillalar bulunur. Gévde ince yapida olup viicudunun diger kisimlari
pullu ve oluklu bir gérinimdedir (Hammond, 1970). Kutikal icindeki Kkitin
mevcudiyeti, spesifik bir enzimatik yontem kullanilarak saptanmistir. Yetiskin
bireylerinde kitin tabakasi kollajen bir tabaka ile degistigi i¢in Kitin sentezinin erken

gelisim evrelerinde olustugu diisiiniilmektedir (Lemburg, 1998).

Bu ¢alismada, Priapulus caudatus tiiriiniin direk viicut biitiinliigli korunarak tamamen
dogal ince kitin film elde edilmistir. P. caudatus’un yapisinda kitinin varliginin
bilinmesine karsin, fizikokimyasal karakterizasyonu {iizerine detayli arastirma
bulunmamakta ve icerigindeki kitinin hangi forma ait oldugu bilinmemektedir. Bu
calisma ile elde edilen kitinin hangi forma (alfa, beta veya gama) ait oldugu yapilan

karakterizasyonlar sonucu belirlenmistir ve ilk defa literatiire eklenmistir. P. caudatus



tirinden elde edilen kitin Fourier doniisiimlii infrared spektrometre (FT-IR),
Termogravimetrik analiz (TGA), X-Isin1 Kirinim yontemi (XRD), Taramali elektron
mikroskobu (SEM), filmin kalinlig1 ve elemental analiz teknikleri kullanilarak ince
kitin filmin fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Ayrica 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difeniltetrazolyum bromid (MTT) analizi ile sitotoksisitesi belirlenmistir. Bu
¢alismanin sonucunda, izole edilen dogal ince Kitin filmin ytizey morfolojisini, termal
kararliligini, kristallinitesi ve i¢erdigi elementlerin oranlar1 belirlenmistir. Malzeme
bilimine biyo-bazli tamamen dogal ve canlinin viicut yapisi korunarak ince kitin film

yapisinin kazandirilmast amaglanmastir.



1. KAYNAK OZETLERI

2.1 Kitinin Bilim Diinyasindaki Yeri

Kitin bol bulunmasi, biyouyumlu, biyobozunur, toksik olmama, antioksidan ve bunun
gibi ozellikleri ile bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir ve kitin {izerine yapilan
caligmalar da buna bagli olarak siirekli artmaktadir (Sekil 2.1). Web of Science
(03.11.2020)’a gore anahtar kelime olarak “chitin” yazilip konu (subject) olarak arama

yapildiginda 24.069 calisma bulunmaktadir.

1200 o

1000 -
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gro
gyt
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Sekil 2.1. Web of Science verilerine gore 2012-2021 yillar1 arasi yillara gore kitin
lizerine yapilan c¢aligmalar (2012(1044), 2013(1108), 2014(1132),
2015(1208), 2016(1286), 2017(1373), 2018(1482), 2019(1801),
2020(1483) ve 2021(7) olarak kaydedilmistir).

Kitin dinyada selilozdan sonra en bol bulunan ve en 6nemli ikinci dogal amino

polisakkarittir ve dogada bir¢ok kitin kaynagi vardir (Synowiecki ve Al-Khateeb,

2003). Kitinin a, B ve vy olarak olmak Uzere ii¢ allomorfik formdan olusan oldukca

diizenli, kristal yapidadir (Carlstrom, 1957; Hackman ve Goldberg, 1965; Roberts,

1992). Kitin bazik polisakkaritlerdendir. Benzersiz 6zelliklerinden; film olusturma

yetenegi, polioksisalt olusumu, metal iyonlar1 selatlama ve optik yapisal 6zellikleri

bulunmaktadir (Hench, 1998). Kitin bollugu, dogal biyouyumlu ve biyobozunur
olmas1 sebebiyle artan ilgi gormektedir. Alkali kosullar altinda deasetilasyonu,
fizikokimyasal 6zellikleri ve kendine 6zgu biyolojik aktivesi sebebiyle biyomedikal
teknolojisinde mitkemmel bir malzeme kaynagidir (Duan vd., 2015). Kitinin a formu
en ¢ok allomorftur ve sert yapidadir, f ve y kitin ise esnek yapidadir (Jang vd., 2004).
Kitin beyaz, azotlu bir polisakkarittir. Kitosan, Kitinin N- deasetillenmis tiirevidir,

ancak bu N- deasetilasyon neredeyse higbir zaman tamamlanmaz. Kitin ve kitosan
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arasinda N- deasetilasyon derecesine gore keskin bir isimlendirme tanimlanmamasgtir
(Allan vd., 1984; Muzzarelli ve RAA, 1973). Kitin benzersiz 6zellikleri sayesinde
bilim diinyasinda oldukga ilgi ¢cekmektedir.

2.2 Kitin Ozellikleri ve Uygulamalar1

Abirami ve arkadaslar1 tarafindan, bu yil iginde yapilan bir ¢alismada karides atik
kabuklarindan 6nce kitin ve ardindan da kitosan elde edilerek bu kitosanin bakteri ve
mantarlar Gzerine antimikrobiyal 6zelliklerine sahip oldugu kaydedilmistir. Ayrica
yiiksek antioksidan 6zellige sahip oldugu da belirlenmistir. TUm bunlara ilaveten
domatesin ylizeyini ince film olarak kaplayarak raf dmriinii uzattig1 rapor edilmistir

(Abirami vd., 2021).

Biyolojik malzemelerin genellikle 40 °C'nin {izerindeki sicakliklarda 6zelliklerinin
stabil kalamadigi bilinmektedir. Bununla birlikte ¢cok asir1 kosullarda yasayabilen
jeotermal ortamlarda (70-96 °C) 6zel silika olusturan bakteriler bulunmaktadir. Kitinin
potansiyel sablon olarak uygulanmasini belirleyen ana kriter bu polimerin termal
stabilitesidir. p kitin ve ¢inko oksit kompositlerinin gram pozitif bakterilere karsi
antibakteriyal ozellik gosterdigi belirlenmistir. Inorganik organik yara pansuman
materyallerinin gelistirilmesi igin kullanilabilecegi belirlenmistir (Wysokowski vd.,
2013).

Literatiirdeki bir diger ¢aligmada kitinin nanofibréz yapisindan yararlanilarak kitin
mikro kireler olusturulup termal bir yontemle NaOH/ Ure sulu ¢ozeltisi indiklenerek
dokunmus mikro kiireler olusturulmustur. Nanofibréz ylizey ve kitinin
biyouyumlulugu sebebiyle uygulanan hiicreler kitin mikro kirelerine yapisip yiiksek
bir baglanmanin yani sira doku olugumu igin yeterli alan saglayabildigi gosterilmistir.
Doku miihendisligi i¢in 6nemli yapr iskeletine alternatif bir Gi¢c boyutlu mikro boyutta
tastyicilar elde edilebildigi belirtilmistir (Duan vd., 2015).

Kitinin, hayvan viicudunda veya dogada biyobozunur bir polimer oldugu ve diisiik
toksisiteye sahip oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (Hirano vd., 1990; Sashiwa
vd., 1990). Doku miihendisligi uygulamalarina alternatif ¢ézimler igin hazirlanan
kitin rejenere hidrojel kitin membranlarinin sisen hidrojel ile hazirlanan kitin

membranlarindan yiiksek termal stabiliteye sahip oldugu belirtilmistir. Bu



membranlarda fibroblast hucrelerinin  buylmesi ve hicrelerin toplandigi
gozlemlenmistir. Bu membranlar doku miihendisligi i¢in faydali biyomalzemelerdir

(Nagahama vd., 2008).

Biyomedikal alanda, yapilan kitin ve kitosanin in vitro olarak kdpek polimorfonukleer
hlcrelerini salgilamasi i¢in polimorfoniikleer hiicre siipernatanlarini uyardigini ve
PMN goclnU iceren peritoneal eksiidatif siviyr indiikledigini gostermistir. Yara
iyilesmesinde onemli bir adim olan polimorfoniikleer hiicre silipernatanlarin gogU
tizerindeki kitin ve kitosanin gesitli etkileri gosterilmistir. Kitinin bir yara iyilestirme

hizlandiricisi olarak yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Usami vd., 1998).

Kitinin yara iyilestirme yetenegi ve antibakteriyel aktivitesi giimiis nanopartikiiller
eklenerek daha da artirilabilir (Demling ve Desanti, 2001). Bu 6zelliginden dolay1 -
kitin ve nano giimiis kompozit yap: iskeleleri hazirlanmustir. Iskelelerin iyi nem
ortamini tutmasi, gazin niifuz etmesi, yara ekstidalarinin emilmesi ve yarada travma
olusturmadan kolay ¢ikarilmasi avantajlarindan faydalanmilmistir. Elde edilen bu
kompozit iskelelerin Escherichia coli ve Staphylococcus aureus'a karsi bakterisit
oldugu ve in vitro ortamda antibakteriyel, kan pihtilasmasi, sismesi, hiicre baglanmasi
ve sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmistir. Sonug olarak ideal yara ortuleri uygulamalari

i¢in kullanilabilecegi kaydedilmistir (Kumar vd., 2010).

Biyolojik olarak pargalanabilirlik, toksik olmama, diisiik maliyet vb 6zelliklere sahip
olan kitin ve tlrevlerinin organizma iizerine kullanimi ile bir¢ok protein ile etkilesim
saglamas1 mimkindur. Buda kitin ve tiirevlerini protein ayrimi endiistrilerinde pozitif
yuklu, asidik ve notre yakin pH kosullarinda uygulamalar i¢in gerekli absorbanslari
vermesini saglar. Mondal ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptigi calismada kitosan
hidrojelleri, glutaraldehit ile capraz baglayarak farkli pH ve ¢apraz baglama
oranlarinda bir model protein olan sigir serum albiimini adsorpsiyonu igin
incelemislerdir. Bu capraz baglamanin hidrojel boncuklarin yapisal ve kimyasal
stabilitesini onemli 6l¢iide iyilestirdigi kaydedilmistir (Mondal vd., 2015).

Literatlirde yapilan bir¢ok ¢alisma ile beraber Kato ve arkadaslari tarafindan 2003
yilinda yapilan bir calismada kitin ve kitosan tiirevlerinin farmasotik alanda ilag
tastyicilart ve kontrollii ilag saliniminda kullanilabilecegi belirtilmistir. Kitin ilaveli

caligmalarla toksisitenin azaldigi dolayisiyla mevcut materyallerin uygulama
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alanlarinin genisledigi kaydedilmistir. Kitin kullanilarak hazirlanan filmlerin stirekli
ila¢ salinimu sergiledigi ve yapisma ozellikleri ile yara sargisi, oral muko yapiskan ve
suya dayanikli yapiskan sargi olarak kullanilabilecegi ongoriilmistiir (Kato vd., 2003;
Jayakumar vd., 2007).

2.3 Kitin Film

Kitin, ¢esitli biyolojik avantajlari nedeniyle biyomedikal uygulamalari i¢in film
formuna donustiiriilerek kullanilmaktadir. Bununla birlikte, kitinin sert kristal yapisi
nedeniyle yaygin ¢oziiclilerde c¢oziilmesi ¢ok zordur. Bazi ¢oziicii sistemler
kullanilarak kitin hidrojel formu elde edilmistir (Nagahama vd., 2008). Ancak, kitinin
belirli ¢oziiciiler kullanilarak film formuna doniismesiyle karakteristik 6zelliklerinin

¢ogunu kaybettigi bilinmektedir.

Duan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, Kitin soliisyonu elde etmek icin
kitini dondurma —30 °C’de dongilerle ¢ozdirme yapilip %11 NaOH, %4 (re
solusyonunda ¢Ozundurultp, ardindan kitin film hazirlamak icin etanol veya
dimetilasetamid pihtilastiricilarla rejenere edilerek seffaf saf kitin filmler elde
edilmistir. Organik pihtilastiricidaki kitin soliisyonunun yavas rejenerasyon sebebiyle
kitin zincirlerinin homojen bir yap1 olusturmasi i¢in diizenli hizalanmasi ve yeniden
yapilandirilmasi gerekmektedir. Ayrica baz-asit notralizasyonu ve Kitin ¢ozeltisi ile
sulu stlfurik asit pihtilastirict arasindaki hizli degisim nedeniyle, kitin zincirleri
gevsek bir fibrid yapi olusturmak iizere hizla bir araya gelmesiyle kusurlu zayif
mekanik 6zelliklere sahip kitin filmi olusumuna yol acar. Bu nedenle, pihtilastirici
tiirleri, kitin filmlerinin olusumunu, yapisint ve 6zelliklerini etkilemistir (Duan vd.,

2013).

Yenge¢ kabuklarindan elde edilen kitin tozundan kitin nanofiberler hazirlanip
siispansiyon i¢in hidrofilik bir politetrafloroetilen membran filtresi kullanilarak
vakumla filtre edilmistir. Kurutma islemi i¢in 100 °C'de 30 dakika Sicak preslenmistir.
Preslenen kitin nano tabakalar kesilerek %2'lik 11 farkli (met) akrilik reginelerle
emprenye edilmistir. 24 saat azaltilmis basingta 2-hidroksi-2-metil propiyofenon ile
muamele edilmistir. Kitin igerigi kitinin kuru agirligina gore yaklasik %40 olmustur.

Takviye etkisiyle termal genlesmesi azalmistir. Ayni kosullar altinda hazirlanan regine



filmleri hazirlanmistir. Daha sonra karakterizasyonlar1 yapilmistir. Isik gecirgenliginin

yaklasik %90 oldugu saptanmustir (Ifuku vd., 2011).

Ifuku ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir diger ¢alismada, yenge¢ ve Kkarides kabuklari
kullanilmistir. Canlidan direk olarak yani yukaridan asagiya yaklasimla kitin izole
edilerek 11 farkli akrilik regine ile tekrar muamele edilip film hazirlanmistir. Bu

calismada da ayn1 sonuglar elde edilmistir (Ifuku ve Saimoto, 2012).

Cervimunida johni i1stakozunun toz atiklarindan a-Kitin ekstraksiyonu yapilarak %15.2
verimle kitin eldesi saglanmistir. Elde edilen kitinden o-Kitin nanokristalleri ve
nanofiberler mekanik ve kimyasal islemlerden gegirilerek elde edilmistir. Elde edilen
Kitin deasetile edilerek kitosana dondstirilmistir. Daha sonra kitosan, Kkitin
nanokristalleri ve kitosan, Kkitin nanofiberleri ve Kkitosandan sirasiyla ¢oziici
buharlagtirma-dokiim yaklasimi ile asetik asit ¢Ozeltisinde muamele edilip akrilik
plakalara dokilerek biyonanokompozit filmler hazirlanmistir. Kitosan filmlere
nanokristaller ve nanofiberler eklendiginde morfolojisinin daha piiriizlii ve transparan
Ozelliginde yani gegirgenliginde azalma oldugu gozlemlenmistir (Salaberria vd.,
2015).

Serov vd. (2015), Kuzey Denizinden temin edilen karides kabuklarindan izole edilen
kitinin {ire ve tiyotire sulu ¢ozeltilerinde ¢oziinmesi ve de katki maddeleri eklendiginde
olusan filmin yapisi {izerine ¢alismiglardir. Dimetilamin ve lityum klorr viskozitesi
belirlenmistir. Islak sekillendirme ile film haline getirilerek ¢okeltme banyosuna
daldirilip cam plakalara dokiilmistiir. Cokeltme banyosunda %5’lik Sodyum Sulfat
kullanilmigtir. Filmlerin yapilari, FT-IR spektroskopisi ve x-1gin1 kirmnimi kullanilarak
incelenmistir. Kitin filmin, X-1is1m1 kirinim desenlerinde yansima ve yogunlugun
azaldigin1 yani ilk polimer yapisinin diizenin bozuldugu gériilmiistiir. Elde edilen kitin

film yapist kitine gore daha az diizenli oldugu belirlenmistir (Serov vd., 2015).

Kitin ve selilloz temelli olusturulacak filme polimerik iyonik sivilar eklenerek bu
iyonik sivilarin Ozelliklerini ve fonksiyonlarini igeren polisakkarit bazli filmler
hazirlamislardir. Polimerize olabilen iyonik sivilar ile kitin / selilloz ¢ozeltisine

sirasiyla eklenmistir (Setoyama vd., 2013).



Bu calismalarda filmlere farkli polimerik malzemeler eklenerek, esneklik, mekanik,
antimikrobiyal vb. oOzellikler kazandirmak i¢in kullanilmigtir. Bu polimerik
malzemelerin film teknolojisinde kullanilmasinin ciddi saglik ve c¢evre sorunlarina

neden olmaktadir.

Sentetik malzemelerin dezavantajlarindan dolayi, canlinin dogal ii¢ boyutlu yapisi

korunarak kitin film elde edilmesi bu sorunlara ¢6ziim bulmada 6nem kazanmustir.

flk kez Arthropoda subesinde bulunan hamam bdceginin (Periplaneta americana)
dorsal pronotum ve kanat yapisi korunarak kitin film tiretimi yapmislar ve detayli bir
sekilde karakterize etmislerdir. Bu c¢aligsma ile bir bocegin farkli bolgelerinden elde
edilen kitin filmlerinde termal kararliligi, hidrofobisitesi, antifungal ve antibakteriyel
Ozelliklerinin farkli olabilecegini agik¢a gostermistir. Kitin filmlerin porlu ve fibril
yapilarinda farkliliklar olabilecegi gibi ayn1 morfolojik yapida, ayni canli da fakat
farkli bolgelerden elde edilen filmler de dahi mekanik Ozellikler, seffaflik,
hidrofobiklik, antibakteriyel ve antifungal biyofilm aktivitelerinde farklilik olabilecegi
ortaya konmustur (Kaya vd., 2017Db).

2.4 B Kitin

Kalamar kalemlerinin alternatif kitin kaynagi olarak birgok avantaji vardir. Deniz
urtinleri Gretiminden dolay1 bol miktarda atik olarak bulunur (Arkhipkin vd., 2015).
Kalamar kafeslerinde mineral igerigi c¢ok diisiiktir ve bu da hafif kosullarda
ekstraksiyona imkan saglar (Kurita vd., 1993). p-kitin a-kitine gore suya karsi daha
yuksek afiniteye sahiptir, boylelikle biyolojik dokudan ayrismasi kolay gergeklesir.
Sert kosullar kitin molar kiitlesini azalmasina, fiber uzunluklarinin bozulmasina, kitin
nanofibrillerin diisiik mekanik ozelliklere ayrica sert baz muamelesi asetilasyon
derecesinin diismesine sebep olur. Diger kitin formlarina kiyasla daha yiiksek en boy
oranina sahiptir. Yuksek film mukavemeti iyi korunmus dogal fibril yapilarindan
kaynaklanir. Yiiksek mekanik performansi; yiiksek saflik, diisiik protein kalintisi,
yuksek en-boy oranlari, yiiksek molar kiitleleri, yiiksek kristallik ve yiiksek asetilasyon
derecesi saglar (Wu vd., 2019).

Molluska subesinde bulunan kalamarin yap: iskeletinde (Lavall vd., 2007),

Ochrophyta subesinde bulunan bazi diatomlarin hiicre duvarinda (Brunner vd., 2009),
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Annelida subesinde yer alan bazi polychaete deniz solucanlarinin yapilarinda
(Chamoy vd., 2001) B kitinin varligt bilinmektedir. Molekdllerin paralel zincirler
sergilemesinden dolay1 B kitin, zayif molekiiller arasi kuvvetlere sahiptir (Kurita,
2001). Bu sayede enzimatik bozulmalara ve kimyasal reaksiyonlara karsi daha
duyarlidir (Kurita vd., 1993). Diger kitin formlarina gore, 3 kitin daha hafif kosullar
altinda izole edilebilir (Blackwell vd., 1980; Gardner ve Blackwell, 1975; Mazeau vd.,
1994). Kitin ekstraksiyonu sirasinda o kitin ig¢in sert kosullarin kullanilmasi
polisakkaritin dogal yapisini etkiler, B kitin hafif kosullarda ekstrakte edilebildigi i¢in
dogal yapisin1 korumak miimkiindiir (Lavall vd., 2007).

2.5 Priapulus caudatus

Arthropoda, Onychophora, Tardigrada, Nematoda, Kinorhyncha, Loricifera ve
Nematomorphalarla ile birlikte Priapulida da Ecdysozoa grubunun tyeleridir (Dunn
vd., 2014). Son yillarda yapilan galismalarla priapulid solucanlarini (Priapulida)
morfolojik olarak, Kinorhyncha ve Loricifera subeleriyle kardes grup Scalidophora
olarak adlandirilmaktadir (Dunn vd., 2008; Pisani vd., 2013). Priapulus caudatus,
Priapulida subesine ait bir tiirdiir. Priapulid tlrleri okyanus ve denizlerde ¢camura
goémiilil veya interstisyel yasayan hayvanlardir. Yetigkinler halka seklinde kurtlardir
(Schmidt-Rhaesa, 2013). Priapulid yumurtalar, Ecdysozoa icin karakteristik olan
holoblastik radyal bolinme, deuterostomik gelisim ve ventral agiz olusumu seklinde
geligirler (Martin-Durén vd., 2012; Zhinkin, 1949). Emriyonik gelisimi, yetiskin tiir
olusana kadar degisen bir larva ile sonuglanir (Lang, 1949; Wennberg vd., 2009).
Yumurtadan ¢ikan larva iyi gelismis bir kas ve sindirim sistemine sahiptir (Martin-
Duran ve Hejnol, 2015). Priapulus caudatus’un kiitikiil tabakasinin katmanlarinda
kitin bulundugu bilinmektedir fakat detayli kitin karakterizasyonu i¢in ¢alisma
bulunmamaktadir. Kutikil igindeki kitin mevcudiyeti, spesifik bir enzimatik yontem
olan lektin-altin etiketleme teknigi kullanilarak tespit edilmistir. Yetiskin bireylerinde
kitin tabakasi kollajen bir tabaka ile degistigi i¢in kitin sentezinin erken gelisim

evrelerinde olustugu diisiiniilmektedir (Lemburg, 1998).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Malzeme Temini

Danimarka’da bulunan “Zoology Museum of Copenhagen” miizesinden Priapulida
subesinde bulunan Priapulus caudatus tiiriine ait rnekler temin edilmistir. Uzerindeki
kir ve kalintilar1 uzaklastirmak icin distile su ile defalarca yikanmustir. Ornekler 40 °C
etiivde 2 giin boyunca kurutulmus daha sonra hassas terazi ile ilk agirliklari tartilmistir.

Ardindan %20’lik EtOH soliisyonu igerisinde oda sicakliginda bekletilmistir.
3.2 Kullamilan Materyaller

Canlinin igeriginde bulunan kitini izole etmek i¢in kullanilan materyaller hidroklorik
asit (HCI), sodyum hidroksit (NaOH), metanol (CH3OH), etanol (C2HsOH), kloroform
(CHCI3) Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. izole edilen kitinin karakterizasyonu
icin FT-IR, TGA, XRD, SEM, dijital mikrometre ve EA analizleri kullanilmistir.

3.3 Kitin izolasyonu

Priapulus caudatus 6rneklerinden saf bir kitin elde edebilmek igin agamali olarak bir
seri kimyasal islemler uygulanmistir. Uygulanan kimyasal islemler; minerallerin
uzaklastirmas, proteinlerin uzaklastirilmasi ve renk giderme islemidir. Ornekler her
uygulamadan 6nce ve sonra pH nétr oluncaya kadar saf su ile yikanmigtir. Yapilan

kitin izolasyon iglemleri asagida detayl olarak agiklanmustir.
3.3.1 Minerallerin uzaklastirilmasi

Minerallerin canlinin yapisindan uzaklastirilmasi islemine demineralizasyon denir.
Canlinin yapisindan mineralleri uzaklastirmak i¢in HCI kullanilmistir. Ornekler 24
saat boyunca oda sicakligina 2M HCI ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Daha sonra
ornekler filtre edilerek pH notr oluncaya kadar saf su ile yikama islemi yapilmistir.

Ornekler deproteinizasyon islemine alimistir.
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3.3.2 Proteinlerin uzaklastirilmasi

Proteinlerin canlinin yapisindan uzaklastirilmasi islemine deproteinizasyon denir.
Orneklerin yapisindan proteinlerin uzaklastirilmast i¢in  NaOH  kullanilmistir.
Ornekler 24 saat boyunca 1sitmal1 karistiricida 150 °C de sadece 1sitarak 2M 100 ml
NaOH ile muamele edilmistir. Bdylelikle canlinin 3 boyutlu yapisi korunarak yapidaki
protein uzaklastirilmistir. Daha sonra 6rnekler pH nétr oluncaya kadar saf su ile filtre

edilerek yikama islemi yapilmustir. Ornekler dekolorizasyon islemine alinmustir.
3.3.3 Renk giderme

Pigmentlerin canlinin yapisindan uzaklastirilmas: islemine dekolorizasyon denir.
Orneklerin yapisindaki renk giderimi icin kloroform: metanol: saf su karisimi 1:2:4
oranlarinda hazirlanarak muamele edilmistir. Ardindan 6rnekler pH nétr oluncaya
kadar saf su ile yikama islemi yapilmistir. Boylelikle saf kitin film 6rnekleri elde
edilmistir. Elde edilen 3 boyutlu saf kitin film drnekleri 48 saat boyunca 40 °C etuvde
kurutularak agirhiklar tartilip kitin igerigi belirlenmistir. Ornekler %20’lik alkol-su

¢Ozeltisinde bekletilmistir.
3.4 Kitin Icerigi

P. caudatus’un kafa ve vicut Orneklerinden izole edilen filmin Kkitin icerigini
belirlemek icin ilk agirliklar1 izolasyondan &nce belirlenmistir. Izolasyon

asamalarindan sonra tekrar tartilarak asagidaki formiil ile kitin icerigi belirlenmistir.
Kitin Igerigi (%) = (mson/Mii) x 100

Mson: Ornegin izolasyondan sonraki saf Kitin ilk kutlesi

Mik: 6rnegin izolasyondan onceki kiitlesi

3.5 Karakterizasyon

Kitin film 6rnekleri: FT-IR, TGA, XRD, SEM, dijital mikrometre (Mitutoyo, Cin) ve
Elemental analiz cihazlari kullanilarak fiziko-kimyasal Ozellikleri karakterize

edilmistir.
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3.5.1 Fourier doniisiimlii infrared spektrometre (FT-IR)

P. caudatus’un kafa ve vicut orneklerinden izole edilen kitin filmin FT-IR
spektrumlari, 650-4000 cm™ frekans araliginda Perkin-Elmer FT-IR Spektrometre

(Universal Attenuated Total Reflectance) cihazi kullanilarak ayr1 ayr1 kaydedilmistir.
3.5.2 Termogravimetrik analiz (TGA)

P. caudatus’un kafa ve viicut drneklerinden izole edilen kitin filmin termal bozunma
egrileri, inert bir azot (N2) atmosferi altinda dakikada 10 °C’lik sicaklik artisi ile
25 °C’den 700 °C’ye kadar TGA/SDTA 851(Mettler Toledo) cihazi kullanilarak
kaydedilmistir.

3.5.3 X-Isym Kirinim yontemi (XRD)

P. caudatus’un kafa ve viicut 6rneklerinden izole edilen kitin filmin XRD spektrumlari
Rigaku D max 200 X-isin1 difraktrometresi kullanilarak saptanmistir. Kitin varligi ve
var olan kitinin kristal indeks degeri hesaplanmistir. Kitin varliginin keskin pikleri
yaklagik 9° ve 19°°dir. Destekleyici ara pikleri ise 13°, 21°, 23° ve 26°’dir. 40 kV, 30
mMA ve 20 da 5°-45° araliginda tarama agistyla yapilan 6l¢iimde bu iki ana pik ve ara
piklerin varligina bakilarak kitinin o, B ve y formlarindan hangisine ait oldugu
saptanmistir. izole edilen kitin filmin Kristalinite indeksi asagidaki denkleme gore

hesaplanmuistir.

CrI110 (%) = [(I110 - Iam) /1110] x 100 (3.1)
Crl: % yuzde kristalinite indeksini
l110: 260 20° daki en yiiksek pik
lam: 20 13° daki en yiliksek dagilma yogunlugu siddetini gosterir.
3.5.4 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

P. caudatus’un kafa ve vicut érneklerinden izole edilen kitin filmin ylzey morfolojisi,
JEOL JFC-2300 HR cihazinda piiskiirtme kaplayici yontemiyle platin / paladyum ile
kaplanmistir. Ardindan JEOL JSM-6335F marka taramali elektron mikroskobu ile

filmin ylizey Ozellikleri ve morfolojisi incelenmistir.
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3.5.5 Filmin kalinhg

P. caudatus’un érneklerinden izole edilen kitin filmin kalinligi (Mitutoyo, Cin) marka
dijital mikrometre ile filmlerin 10 farkli kismindan alinan 6l¢iimlerin ortalamasi

hesaplanarak belirlenmistir.
3.5.6 Elemental analiz

P. caudatus’un kafa ve vicut 6rneklerinden izole edilen kitin filmin yapisinda bulunan
elementlerin % iceriklerini belirlemek i¢in Thermo Flash 2000 cihaz1 kullanilmistir.
Kitin 6rneklerinin N, C, S ve H igerigine gore elde edilen analiz sonuglar ile

asetilasyon derecesi (DA), asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

DA (%) = [(C/N-5.14) / 1.72] x 100

3.6 Hucre Kiiltiirii Calismalar:
3.6.1 Hucre kaltaru

L929 fare fibroblast hiicreleri (HUKUK, Sap Enstitiisii, Ankara, Tiirkiye)
hicreleri, %10 fetal bovine serumu ve penisilin/streptomisin (100 U/mL;100 pg/ml)
iceren gelistirme besiyerinde (DMEM) %5 CO2 ’li ortamda 37 °C’de inkiibe edilerek
cogaltilmistir. 25 cm?lik flasklarda cogaltilan hiicreler, hiicre kiiltiir kaplarini
kapladiklart zaman %0.05 tripsin/EDTA ¢ozeltisi ile flask yiizeyinden kaldirilmistir.
Pasajlama sirasinda yeni pasajda 1:4 hiicre olacak sekilde hiicre aktarimi yapilmastir.
Kiiltiir besiyeri pasajdan sonra her iki glinde bir degistirilerek hiicreler diizenli olarak

inverted mikroskopla kontrol edilmistir.

3.6.2 MTT testi

P. caudatus’un orneklerinden izole edilen kitin filmin L929 hiicrelerinde sitotoksik
etkisinin degerlendirilmesi i¢in 3-4,5-dimetil-tiazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid
(MTT, Sigma ®) canlilik testi kullanilmistir. Ayni pasaj numarasina sahip 1929
hiicreleri, hiicre kiiltiir kaplarinin ortalama %70’ini kapladigi zaman besiyerleri
uzaklagtirllmigtir. Tripsin-EDTA  karigimi  kullanilarak hiicrelerin tabandan ve
birbirlerinden ayrilmasi saglanmustir. Daha sonra hiicreler sayilarak her kuyucuga 10*
hiicre/100 pL gelecek sekilde 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir.

Orneklerin her inkiibasyon siiresi igin ii¢ bagimsiz deney gergeklestirilmistir. Hiicreler
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37 °C ve %5 CO2 ’li etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra besiyerleri
uzaklastirilarak taze besiyeri eklenmigstir. Daha sonra uygulama kuyucuklaria steril
2x2 mm P. caudatus’un orneklerinden izole edilen kitin film eklenerek 24, 48 ve 72
saat inkiibe edildi. Kontrol kuyular1 taze besiyeri ile birakilmistir. Belirtilen siirelerin
sonunda her bir kuyucuga 10 pL gelecek sekilde MTT (final konsantrasyon 0,5 mg/ml)
karisimi eklenerek olusan formazan kristallerinin DMSO ile ¢6ziinmesi ile ortaya
cikan renk degisimi 4 saat sonunda ChroMate®ELISA okuyucu ile 492 nm dalga
boyunda belirlenmistir. Burada ortaya c¢ikan absorbans canli hiicrelerin varligi ile
dogru orantilidir. Malzeme igermeyen kontrol grubundaki hiicrelerdeki canlilik %100
olarak kabul edilerek uygulama kuyularindaki canlilik asagidaki denklemle

hesaplanmustir.

% Canlilik = ((A6rnek — Ablank)/(Akontrol — Ablank)) x100 (3.2

A kontrol kontrol kuyusunun absorbansini, A smek P. caudatus’un orneklerinden izole
edilen kitin film igeren kuyu absorbansini, A piank i1Se hiicre icermeyen besiyeri

absorbansini ifade etmektedir.
3.6.3 istatiksel analiz

Veri analizi GraphPad Prism 8.0 yazilimi ile yapilmistir. Testlerin sonuglari iki yonli
ANOVA ve ardindan Bonferroni post-test ile analiz edilerek ortalama * standart hata
ile verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

P. caudatus’ tan izolasyon yapilarak elde edilen kitin filmin yapisi korunmus ve 3
boyutlu kese seklinde elde edilmistir. P. caudatus’un kitin film tabakasi ¢ok ince
saydam yapida elde edilmistir. Bu ¢alisma ile dogada bulunan a, f ve y olmak {izere
uc kristal kitin formundan P. caudatus’un hangi forma ait oldugu ve yiizde kitin igerigi
ilk kez belirlenmistir. Ayrica elde edilen kitinin FT-IR, TGA, XRD, SEM, filmin

kalinligi, elemental analiz ve MTT analizi ile detayli olarak karakterize edilmistir.
4.1 Kitin icerigi

P. caudatus’un izolasyonu sonucu elde edilen 3 boyutlu kitin yapist Sekil 4.1°de
verilmistir. Bu ¢alismada, canlinin viicudundan protein igerigi ve yiksek miktarda
mineral igerigi uzaklastirildiktan sonra P. caudatus’tan izole edilen filmin kitin igerigi,
~%2,03 olarak belirlenmistir. Demineralizasyon, deproteinizasyon ve dekolorizasyon

islemlerinden sonra kiitle kayb1 %97,97 olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.1. a) P. caudatus orjinal yapisi, b) izolasyon sonunda elde edilen 3 boyutlu
Kitin yapisi.
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42 FT-IR

P. caudatus’ un viicut kisimlar1 ve kafasindan izole edilen kitinin FT-IR spektrumlari
Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de verilmistir. FT-IR spektroskopisi, biyolojik numunelerin
tanimlanmasi1 ve Karakterizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Dukor vd.,
1999).

FT-IR spektroskopisi kitinin hangi allomorfik forma sahip oldugunu belirlemek igin
kullanilan en yaygin tekniklerden biridir (Darmon ve Rudall, 1950). Kitin varlig1 ve
kitinin hangi forma sahip oldugu Amid I bandina bakilarak anlagilmasi miimkiindiir.
Kitin ornekleri igin karakteristik olan diger pikler ise Amid Il ve Amid Il bantlaridir
(Noishiki vd., 2003). Bildirilen pek ¢ok ¢alismada bilindigi gibi bu bandlar (Amid I)
boliinmiis ise yani iki tepe noktasi var ise a-kitin, boliinmemis tek tepe noktas1 var ise
B-kitin ve hafif boliinmiis fakat tepelenmemis ise y-kitin varligini gostermektedir. -
kitin i¢cin Amid I bandmnin karakteristik piki, 1650 cm™*-1620 cmt araliginda,
molekiiller aras1 hidrojen baglarindan kaynakli olarak 1640 cm™ cevresinde tek bir
keskin band olusturmaktadir (Jang vd., 2004).

Bu ¢alismada P. caudatus’tan izole edilen saf kitinin vicut kismindaki film ve kafa
kismindaki kitin FT-IR spektrumu ile karakterize edilmistir. Sekil 4.2 ve 4.3’te
gosterildigi gibi P. caudatus’ un kizil6tesi 1sinim spektrumunda intermolekuler O-H
baglanmasi nedeniyle genis pikler yaklasik olarak 3275 cm™!’de gdzlemlenmistir. Bu
pik yapida bulunan suya atfedilmektedir. Viicut kisminin FT-IR spektrumu Amid |
(C=0 ikincil amid gerilme) 1630 cm™!, Amid II band: (N-H, C-N gerilimi) 1549 cm™!
ve Amid Il (CH titresimi) 1307 cm™! olarak kaydedilmistir. Kafa kisminm FT-IR
spektrumu ise Amid I (C=0 ikincil amid gerilme), Amid II band1 (N-H, C-N gerilimi)
ve Amid Il (CH titresimi) karsilik gelen sirasiyla 1629 cm™!, 1551 cm™' ,1307 cm™

olarak olgtilmiistiir.

FT-IR spektrumlarindaki tiim bantlar Cizelge 4.1’de verilmistir. P. caudatus’tan izole
edilen saf kitinin kafa ve vicuttaki tim FT-IR spektrumlarinin birbiriyle yakin oldugu
gozlemlenmistir. Literatiir incelendiginde kalamardan izole edilen kitinlerden elde
edilen sonuclara gore B formunda oldugunu gostermektedir (Cardenas vd., 2004; Jang
vd., 2004).
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Sekil 4.2. P. caudatus’ un viicut kisimlarindan izole edilen kitin ince filmin FT-IR
spektrumlari.
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Sekil 4.3. P. caudatus’ un kafa kisimlarindan izole edilen kitinin FT-IR spektrumlari.
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Cizelge 4.1. P. caudatus ’tan elde edilen kitin filmlerinin FT-IR fonksiyonel grubu ve
titresim modlart.

Fonksiyonel gruplar ve Dalga Sayis1 (cm ™)
titresim modlari Kafa Vicut

N—H gerilme 3275 3276

CH: simetrik gerilme 3094-2879 3101-2930 Alifatik
bilesikler

C=0 ikincil amid gerilme 1629 1630 Amid |

N—H blikme, C—N 1551 1549 Amid 11

gerilme

CH: bukiilme 1428 1429 Alifatik bilesikler

CHjs simetrik deformasyon 1375 1374 Alifatik bilesikler

CH: dalgalanma titresimi 1307 1307 Amid Ill, protein
bilesigi

C—O—-C asimetrik Faz 1062 1062 Sakkarit seker

halkasinda gerilme halkalar1

C—-O  asimetrik  Faz 1027 1027

halkasinda gerilme

43 TGA

P. caudatus’tan izole edilen kitin 6rneklerinin N2 atmosferi altinda termogravimetrik
analiz sonuglart Sekil 4.4° te verilmistir. Isitma hiz1 artikga diferansiyel
termogravimetri (DTG) termogramlar1 belirlenmistir. Bu DTG egrisinde termal
bozunmasi iki asamada gerceklestigi gozlemlenmistir. Ik basamaktaki agirlik kaybi
biyopolimerin zincirlerinde bulunan hidrofilik gruplardaki suyun buharlasmasidir
(Jang vd., 2004). ikinci basamakta ise polimerik yapinin bozulmasi, asetillenmis Kitin
birimlerinin bozulmasi ve sakkarit halka dehidrasyonu ile kiitle kayb1 gerceklesmistir.
Bu basamaktaki termal bozunmanin kitine ait oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarla
literatiire kaydedilmistir (Wanjun vd., 2005, Paulino vd., 2006). Termal bozunma
sicaklig1 arttikca dayaniklilik artar ve kitinin uygulama alan1 segilirken dikkat edilen

en 6nemli parametrelerden biri termal kararliliktir (Wysokowski vd., 2015).

Bilindigi tizere a-kitinin maksimum bozunma termogramlar1 350 °C’nin {izerinde, y-

kitinin ~ 350 °C ve B-kitinin ise 350 °C’nin altindadir (Kaya vd., 2017a). Kitin ve
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kitosan genellikle 300 °C ile 400 °C sicaklilar1 arasinda maksimum bozunma

gostermektedir (Greven vd., 2019).

Bu ¢alisma ile P. caudatus’tan izole edilen viicut ve kafa kitin 6rneklerinin sahip
oldugu DTGmax (°C) degerleri sirasiyla 339,4 °C ve 341,6 °C’dir. Saptanan degerler
literatiir ile uyumlu bulunmustur (Chen vd., 2004; Maeda vd., 2008; Peesan vd., 2003).

P. caudatus’tan izole edilen kitin 6rneklerinin kiitle kayb1 ise ilk asamada viicut
icin %4,2 ve kafa i¢in %2,97 ikinci asamada viicut i¢in %82,79 ve kafa i¢in %56,6

iclincii asamada kiil igerigi viicut icin %13,01 ve kafa i¢in %40,43 olarak saptanmuistir.
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Sekil 4.4. a) P. caudatus’ un viicut kisimlarindan izole edilen kitin ince filmin
Termogravimetrik analiz sonuglar1 b) P. caudatus’ un kafa kisimlarindan
izole edilen kitinin Termogravimetrik analiz sonuglari.
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Cizelge 4.2. P. caudatus’ tan elde edilen kitinin TG — DTA analizlerinin sonuglari.

Kiitle kaybi Toplam kitle DTGmax

Turler Sicaklik oranmi (%owt) kaybi (%wt)  (°C)
P. caudatus ;4 4.2 82.79 86.99 339.4
viucut

P. caudatus ;4 2.9756.6 59.59 341.6
kafa

4.4 XRD

P. caudatus’tan izole edilen kitin ince filmin XRD kirmim pikleri Sekil 4.5’te
verilmistir. Malzemenin kristal derecesini elde etmek ve degerlendirmek i¢in yapilan
analizdir. Ug farkli allomorfik formu (a-, B- ve y-kitin) ayirt etmek icin Gnemli standart
analizdir (Céardenas vd., 2004). P. caudatus tan elde edilen Kitin toz haline getirilerek
numunenin X-isin1 kirmim analizi 20 cinsinden 5-40° ag¢1 araliginda yapilmustir.
Keskinliklerine gore malzemenin kristalligi ve igerigi analizle belirlenmistir. Kristalin
polimorf yapisindan dolay1 B-Kitin daha genis, daginik sa¢ilma ve daha az yogunlukta
tepe noktalar1 gosterir (Lavall vd., 2007). Kitin biyopolimeri igin karakteristik 9° ve
19° da olusan iki keskin major pik bulunmaktadir. Keskin olmayan 13°, 21°, 23°, 26°
ve 39° civarinda Kitin varligin1 destekleyen bes tane minér pik kitin i¢in karakteristiktir
(Jang vd., 2004). Literatiire bakildiginda a-kitin igin belirgin yogun pikler sergilerken,
B kitin i¢in genis daginik bir sagilma daha az yogun pikler oldugu belirlenmistir. Daha
once yapilan bir ¢caligmada, kalamardan izole edilen B kitin nanofiberlerin kirinim

pikleri 9,8° ve 19,3°’de bildirilmistir (Fan vd., 2008).

Mevcut ¢alismada P. caudatus’tan izole edilen kitin ince filmin XRD kirinim pikleri
9,2° ve 19,74°°de iki major pik, 13,9°, 21,6°, 23,8°, 26,6° ve 39,1°’de kitin i¢in bes
tane mindr pik vermistir. Literatliirdeki mevcut ¢alismalarda kitinin farkli allomorfik
formlarinda X-Isin1 kirinim yontemiyle belirlenen spektrumlarinin mevcut ¢alisma ile
benzer pikler verdigi saptanmistir (Al Sagheer vd., 2009; Hajji vd., 2014; Jang vd.,
2004). Elde edilen bu B-kitin 6rneklerinin Crl degerleri formiile gore hesaplandiginda
%73.07 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5. P. caudatus’tan izole edilen kitin ince filmin XRD kirinim pikleri.
4.5 P. caudatus’tan izole Edilen Kitinlerin Isik Mikroskobu ve Taramah Elektron

Mikroskobu (SEM) Goéruntualeri

Ug boyutlu yapist korunarak P. caudatus’tan izole edilen kitinin 151k mikroskobu
(Leica Z6 APO) goriintiisii Sekil 4.6°da verilmistir.

Sekil 4.6. P. caudatus’tan izole edilen kitinin 1s1tk mikroskobu ile U¢ boyutlu
goruntusd.
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Tabla iizerine renkli ve yazili zeminler eklendiginde transparan 6zellige sahip oldugu

Sekil 4.7’ de gosterilmistir.

Sekil 4.7. P. caudatus’tan izole edilen kitin filmlerin 11k mikroskobunda incelenmesi.

Yapist korunarak P.caudatus’ tan izole edilen kitin filmin ylzey morfolojileri SEM
araciligiyla detayl olarak incelenmistir. Literatiirde kitin ylizey morfolojilerinin dort
farkli bi¢imde oldugu belirtilmistir. Bunlar; nano lif ve gozenek icermeyen puriizsiz
bir yuzey, nano liflerden olusan ancak godzenek icermeyen yizey, nano lifli ve
g6zenekli ylzey, nano fiberlerle kombinasyon halinde ve farkli boyutlarda (makro

ve/veya mikro) iki tip g6zenekten olusan yiizeylerdir (Kaya vd., 2015b).

Bu ¢aligmada P.caudatus’ tan elde edilen kitin filmin ylzey morfolojisi nano lif ve
gozenek icermeyen piiriizsiiz bir yiizey gibi goriinse de hafif fibril kiriklarina
rastlanmistir. P. caudatus’ tan izole edilen kitin filmlerin SEM goéruntuleri Sekil 4.8°de
verilmistir. Literatiirde yapilan ¢caligmalarda da f Kitinde hafif goriiniir fibriller oldugu
kaydedilmistir (Lavall vd., 2007; Kaya vd., 2016).
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Sekil 4.8. P. caudatus’tan izole edilen kitin filmlerin SEM gorunttleri.
4.6 Filmin Kahnhgi
P. caudatus’tan izole edilen kitin filmlerin kalinligin1 belirlemek i¢in 0-25 mm

araliginda 0,001 mm dogruluk ile 6l¢iim yapan dijital mikrometre kullanilmistir. Elde

edilen filmin kalinlig1 33 pm olarak 6l¢iilmiistiir.

Sekil 4.9. P. caudatus’tan izole edilen kitin filmlerin dijital mikrometre ile 6lcimu.
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4.7 Elemental Analiz

P. caudatus’ tan elde edilen kitinin asetilasyon derecesi (DA) ve kitin elemental analiz
sonuglar1 Cizelge 4.3’te verilmistir. P. caudatus’ tan izole edilen kitin ince film
orneklerinin element igerigi N (%5.61), C (%35.25) ve H (%4.97) olarak sirasiyla
kaydedilmistir. Bu veriler dikkate alinarak ince kitin filmin %DA verilen formiille
%66.44 olarak belirlenmistir. Elde edilen asetilasyon derecesi, saflastirma islemleri,
analitik yontemler ve Kitin kaynaklar1 gibi birkag faktére baglhidir (Gonil ve
Sajomsang, 2012). Literatiire bakildiginda Loligo sanpaulensis ve Loligo plei' den
kalamar kalemlerinden ekstrakte edilen B-kitin 6rneklerinde analiz edilen C/N orani
ile P. caudatus’ tan elde edilen kitin filmdeki C/N oran1 6.28 ve karsilik gelen DA
tutarhdir (Lavall vd., 2007). Asetilasyon derecesi ve N igerigi izole edilen kitin
iceriginin safligin1 belirlemektedir. Teorik olarak tamamen asetilenmis kitin igin
hesaplanan N igerigi %6,9°dur (Liu vd., 2012). Ancak uygulamada bu degeri elde
etmek imkansizdir. Toz hale getirilen kitin atmosferden suyu ¢eker bu yiizden %6,9’
a yakin degerler saf kitin olarak degerlendirilir. P. caudatus’tan izole edilen ince kitin
filmin N igerigi 5,61 olarak saptanmistir. Teorik degerden daha diisiik olmasi TGA

analizinde de gozlenen su icerigine atfedilebilir.

Cizelge 4.3. P. caudatus’ tan elde edilen kitinin asetilasyon derecesi (DA) ve kitin
elemental analiz sonuglari.

Kitin Numunesi %N %C %H % DA
P.caudatus 5.61 35.25 4.97 66.44

4.8 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

P. caudatus’tan izole edilen ince Kitin filminin sitotoksisitesi MTT testi ile
gosterilmigtir. P. caudatus’tan izole edilen kitin filmlerin 24, 48 ve 72. saatteki
sitotoksisite grafigi Sekil 4.10’da ve sitotoksisite goriintiisii Sekil 4.11°de verilmistir.
Hiicre canliligi, film icermeyen kontrol ve film igeren uygulama gruplarinda ise 24
saat icin sirastyla %100, %101,89 olarak belirlenmistir. Hiicre canlilik oranlart %100
olarak belirlenen kontrol grubuna kiyasla 48. ve 72. saatlerde film i¢eren gruplarda %
95,55 ve % 82.33 olarak belirlenmistir. MTT testi ile belirlenen hiicre canliligi

sonuglari, 2x2 mm boyutunda P. caudatus ince kitin filminin ¢ zaman diliminde de
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L929 hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gostermedigini gostermistir (Tim canlilik

degerleri % 70’in tizerindedir). Kontrol ve uygulama gruplarindaki farklilik istatistiki

acgidan anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

3 Kontrol

Prigpulus caudatus film
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Sekil 4.10. P. caudatus’tan izole edilen kitin filmlerin 24, 48 ve 72. saatteki

sitotoksisite grafigi.
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Sekil 4.11. P. caudatus’tan izole edilen kitin filmlerin sitotoksisite goruntisi a) 48
saat okiler sitotoksisite goruntusi, b) 4x, ¢)10x ve d) 40x sitotoksisite
gorintisu.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma ile ilk kez Priapulida subesine ait bir canlinin kitin igerigi detayli bir sekilde
aragtirtlarak fizikokimyasal Ozellikleri ortaya konmustur. Bu baglamda, iiretilen
kitinin beta formda oldugu kaydedilmistir. Bu 6zelligi ile Priapulida kitini Arthropoda
kitininden ziyade Mollusca kitinine daha yakin Ozelliklere sahip oldugu ortaya
konmustur. Bu calismay1 orijinal kilan bir diger yoni ise, ilk kez bir priapulid
solucaninin orijinal yapisin1 koruyarak ince kitin film materyali iretilmesidir.
Bilindigi tizere ince film teknolojisi farkli disiplinlerin ilgisini ¢eken giincel bir
konudur ve bu nedenle mevcut ¢alismada {iiretilen ince kitin film ileriye yonelik
disiplinler arasi yeni arastirmalara olanak saglayacaktir. Arthropoda grubu canlilarin
kitin igerikleri genellikle %10’un tizerinde gdzlenirken priapulidlerin kitin i¢eriginin
oldukea diisiik oldugu bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Oldukga ince bir yapiya sahip
olan film seffaf bir renge sahiptir ve bu da filmi olduk¢a transparan kilmaktadir.
Transparan film materyalleride ginimizde malzeme bilimi agisindan oldukga ilgi
¢eken bir konudur. Tiim bunlara ilaveten, iiretilen kitin filmin, ¢alisilan hiicre hatti
(fare fibroblast hiicresi, 1.929) iizerine toksik bir 6zellik olusturmadigi belirlenmistir.
Toksik olmamasi nedeniyle mevcut c¢alismada tretilen filmin ileriye yonelik

biyomedikal alanda kullanim potansiyeli olabilecegi dngoriilmektedir.
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