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Eustigmaeus absens (Acari: Stigmaeidae) tiiriinden elde edilen kitin ve Ag-dekore edilmis
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OZET: Eustigmaeus absens Dogan (Acari: Stigmaeidae) akar tiiriinden kimyasal yontemle 3D kitin elde edildi ve elde edi-
len kitin iizerine glimiis nanopargaciklar: dekore edildi. Elde edilen kitinler seyreltilmis toplam yansima-fourier donii-
stimli infrared spektroskopisi (ATR-FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimli X-1s1n1 spektrometresi
(EDX) ve gecirimli elektron mikroskobu (TEM) analizleriyle karakterize edildi ve antibakteriyel aktiviteleri degerlendi-
rildi. Elde edilen kitinin yapisinda karbon (C), azot (N), oksijen (0) elementlerinin yer aldig, eser miktarda kalsiyum (Ca)
elementinin bulundugu belirlendi. ATR-FTIR analiziyle a-kitin i¢in karakteristik olan amid-I ve amid-II bantlar1 gézlem-
lendi. SEM goritintiileri kitin ylizeyinin makro gozenekler, mikro gozenekler ve kesik nanoliflerden olustugunu agiga ¢i-
kardi. TEM analizleri giimiis nanoparcaciklarin boyutlarinin 6-20 nm arasinda degistigini gosterdi. Stereo mikroskop ve
faz-kontrast donanimli 151k mikroskobundan alinan goriintiilerle organizmanin ii¢ boyutlu yapisini bozmadan kitinin elde
edildigini gosterdi. Ayrica giimiis nanoparcacikl kitinin Escherichia coli ATCC 25922 ve Staphylococcus aureus ATCC
29213 bakterilerine karsi antibakteriyel aktivite sergiledigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Akar, 3D kitin, glimus-kitin nanokompozit, SEM, TEM, FTIR, antibakteriyel aktivite.
Zoobank: https://zoobank.org/203D72D5-9722-4357-8F74-3CC75A208AA1

Chitin and Ag-decorated chitin nanocomposite obtained from Eustigmaeus absens (Acari:
Stigmaeidae): Isolation, characterization and antibacterial activity

ABSTRACT: 3D chitin was obtained from the mite species Eustigmaeus absens Dogan (Acari: Stigmaeidae) by chemical
method and silver nanoparticles were decorated on the obtained chitin. The resulting chitins were characterized by using
attenuated total reflectance-Fourier Transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR), scanning electron microscope (SEM),
energy dispersive X-ray spectrometry (EDX) and transmission electron microscopy (TEM) and their antibacterial activi-
ties were evaluated. It was determined that the obtained chitin from E. absens contains carbon (C), nitrogen (N), oxygen
(O) elements and trace amount of calcium (Ca) element. The characteristic amide-I and amide-II bands for a-chitin were
observed by ATR-FTIR analysis. SEM images revealed that the surface of the chitin consists of macropores, micropores
and broken nanofibers. TEM analysis showed that the sizes of silver nanoparticles differed between 6-20 nm. Images
taken from the stereo microscope and the phase-contrast equipped light microscope showed that the chitin was obtained
without disturbing the 3D structure of the organism. In addition, it was defined that silver nanoparticle decorated chitin
exhibited antibacterial activities against the bacteria Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC
29213.

Keywords: Mite, 3D chitin, silver-chitin nanocomposite, SEM, TEM, FTIR, antibacterial activity.

GIRIS

Kitin, Yunanca zirh anlamina gelen “kiton” kelimesinden
gelmektedir ve ilk kez Fransiz bilim insani Henri Bracon-
not tarafindan 1811 yilinda mantardan kesfedilmistir.
Daha sonra 1823’de Fransiz bilim insani Odier, bocek
kutikulasini potasyum hidroksit ile muamele ederek bo-
ceklerde kitini kesfetmistir (Kocer, 2015). Kitin, tabiatta
seliilozdan sonra en bol bulunan; sert, beyaz, elastik ol-
mayan, azotlu bir biyopolimerdir ve canlilarin %70’inden
fazlasinin yapisinda bulunmaktadir (Kumar, 2000). Kitin,

yengec, karides ve 1stakoz gibi bir¢ok organizmanin dis
kabuklarindan, mantarlarin ve alglerin hiicre duvarlarin-
dan, mercan, siinger ve boceklerin ise dis iskeletlerinden
izole edilebilmektedir (Cakmak ve Koc¢ Bilican, 2021).
Kitin hidrofobik yapidadir ve giiclii hidrojen baglar igerir.
Bu sebeple her tiirlii ¢oziiclide ¢éziinmez. Mineral asitle-
rin seyreltik ¢cozeltileriyle birlesen hekzafloroaseton, klo-
roalkoller ve hekzafloroizopropanol ile %5-8 lityum klo-
riir iceren dimetilasetamit gibi toksik 6zelligi yiiksek olan
coziiciilerde ¢ozlniir (Koger, 2015). Dogada ¢ok yaygin
olarak bulunan ve bir aminopolisakkarit olan Kkitinin,
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ticari amaclarla seliiloz kadar iiretildigi diisiiniilmektedir.
Kitin, biyolojik olarak parg¢alanabilmesi, dogal bir kaynak
olmas1 ve c¢evre Kkirliligine sebebiyet vermemesi, hem
hayvan hem de bitki dokular1 i¢in uygun olmas, toksik
etkisinin olmamasi, biyolojik olarak fonksiyonel bir bile-
sik olmasi, molekiil yapisinin dontstiriilebilmesi nede-
niyle endiistriyel alanda aktif bir sekilde kullanilmaktadir
(Seyyar ve Demir, 2020). Bu o6zelliklerin sonucu olarak
kozmetikte, atik su aritiminda, ameliyat ipligi imalatinda,
yenilebilir biyofilm iiretiminde, saglikli zayiflama hapla-
rinda ve kontrollii ila¢ saliniminda yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Kitin ayrica antimikrobiyal, antioksidan,
antitlimor ve antikanser ¢alismalarinda da yer almaktadir
(Kaya vd., 2014a).

Eustigmaeus absens Dogan (Sekil 1) Stigmaeidae familya-
sinda yer almakta ve sadece Tiirkiye’den bilinmektedir.
Trombidiformes takiminin Raphignathoidea st familya-
sinda yer alan bu familya raphignatoidlerin en zengin
grubu olup, oldukca genis bir yayilis gostermektedir. Ttir-
lerinin ¢ogu Nearktik, Palearktik, Oryantal, Afrotropikal
ve Avustralya bolgelerinden kaydedilmistir (Fan ve
Zhang, 2005; Dogan ve Dogan, 2020). Stigmaeid akarlar
gliniimiizde 33 cins ve 600’den fazla tiirle temsil edilmek-
tedir (Fan vd., 2016, 2019; Dogan ve Dogan, 2020). Su ana
kadar Tiirkiye’den bu familyanin 11 cinsi tespit edilmis
olup, Eustigmaeus (Berlese) cinsinden 28 tiirtin kay-
di/tanim1 verilmistir (Dogan, 2019; Dogan ve Dogan,
2020).

Sekil 1. Eustigmaeus absens (disi). Dorsal gériiniim.

Eustigmaeus absens ilk defa Dogan (2005) tarafindan
Erzurum’dan tanimlanmis daha sonra Kelkit (Donel ve
Dogan, 2011) ve Harsit Vadilerinden (Dilkaraoglu vd,
2016) kaydi verilmistir. Su ana kadar sadece iilkemizden
bilinen ve baz1 katalog ve kontrol listelerinde (Dogan,
2007, 2019; Erman vd., 2007; Fan vd., 2016) gecen bu tiir,

histerozoma plaginin 5 ¢ift kil tasimasiyla cinsin diger
tiirlerinden ayrilmaktadir. Ayrica III. bacagin trokanterin-
de bir kil bulunmasi ve sirt plaklarinin ¢okgenimsi desen-
lere sahip olmasiyla yakin tiirlerden kolayca ayirt edilebi-
lir (Dogan, 2005). Yasama alani olarak daha ¢ok nemli ve
¢imenli yosunlar1 tercih eden bu tiiriin beslenme sekli
bilinmemekle birlikte, cinsin diger ¢ogu iiyesi gibi preda-
tor oldugu diistiniilmektedir.

Bu calismada; Eustigmaeus absens tiriinden kimyasal
yontemle kitin elde edildi, elde edilen kitin giimiis nano-
parcaciklarla dekore edilerek kitin-nanokompozit sentez-
lendi. Daha sonra kitinin ve giimiis (Ag)-dekore edilmis
kitin-nanokompozitin yapisal ve morfolojik o6zellikleri
aydinlatildi ve bunlarin Escherichia coli ATCC 25922 ve
Staphylococcus aureus ATCC 29213 bakteri tiirlerine karsi
antibakteriyel aktiviteleri arastirildi. Bu ¢alisma ile daha
once Kkitin eldesi ile ilgili tizerinde hi¢ ¢alisilmamis olan E.
absens tiirtintin kitin 6zellikleri a¢iga ¢ikarilarak sonraki
calismalara 151k tutmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Eustigmaeus absens Dogan oOrneklerinden elde edilen
kitin, calismanin ana materyalini olusturmaktadir. Calis-
ma siiresince kullanilan malzemelere asagida yer veril-
mistir.

Kullanilan kimyasal malzemeler

o Laktik asit, akar orneklerinin agartilmasi ve temiz-
lenmesinde %60 saflikta kullanildi.

e Hoyer eriyigi; 50 ml saf su, 200 g kloralhidrat, 20 ml
gliserin ve 30 g kristal arap zamki karistirilarak elde
edildi. Akarlarin preparasyon isleminde kullanildi.

e Degistirilmis Hoyer eriyigi, kitinlerin preparatini
yapmak i¢in saf suyla %50 seyreltilmis Hoyer kulla-
nildu

e AgNOs, elde edilen kitinler lizerinde glimiis nanopar-
tikiller bliytitmek icin 10 mM kullanildi.

o Etil alkol, akarlarin elde edilmesi asamasinda %70
saflikta, muhafaza edilmesinde %95 saflikta kulla-
nmldi.

e HC], kitin eldesi asamasinda akarlarin yapisinda bu-
lunan minerallerin uzaklastirilmasi i¢in 0,1 M, 0,5 M,
1M, 1,5Mve 2 M kullanild1.

e Kloroform-metanol-su karisimi, organizmanin yapi-
sindaki lipitlerin uzaklastirilmasi igin kullanildi.

e NaOH, akarlarin yapisinda bulunan proteinlerin
uzaklastirilmasi icin 0,1 M, 0,5M,1 M, 1,5 Mve 2 M
kullanildi.

e Saf su, akarlarin partikiillerinden arindirilmasinda
ve elde edilen Kkitinlerin sirali islemler yapilana dek
muhafaza edilmesinde kullanildi.

Kullanilan cihazlar

e Akarlarin ayiklanmasi Leica EZ4 stereo mikroskopta
yapildi
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e Preparatlar1 yapilan akar orneklerinin teshisi i¢in
Leica DM500 model 151k mikroskobu kullanild1.

e Elde edilen kitinler JSON-100 markal etiivde kuru-
tuldu.

e Tartim islemleri i¢in Ohaus markali hassas terazi
kullanildu.

e Elde edilen kitinlerin morfolojik goriintiileri Nikon
SMZ25 stereo mikroskoba entegre DS-Ri2 model diji-
tal kamera araciligi ile alindi.

e Kitinlerin preparatlar1 DM 4000B model faz-kontrast
donanimli 151k mikroskobunda incelendi.

e Elde edilen kitinlerin {izerine glimiis nanopartikiille-
rin dekore edilmesi i¢in 8 watt giiciinde 6 adet UVA
lambali Luzchem LZC-4X fotoreaktor kullanildi.

e Elde edilen kitinlerin ayrintili ylizey morfolojisi hak-
kinda bilgi saglamak icin Quanta FEG 450-FEI alan
emisyon kaynakli taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve HITACHI HT-7700 gecirimli elektron mik-
roskobu (TEM) kullanild1.

e Kitinlerin element analizi enerji dagilimh X-Isini
spektofotometresiyle (EDX) ile belirlendi.

o Kitinlerin ATR-FTIR spektrumlari Thermo Nicolet
6700 spektrometresiyle kaydedildi.

Akarlarin eldesi, preparasyonu ve teshisi

Bu calismada, daha 6nce FBA-2019-642 numarali proje
kapsaminda Sansa Bogazi'ndan toplanan Eustigmaeus
absens ornekleri kullanildi. E. absens tiirtiniin Sansa Boga-
zi'nin  smirlar1  icinde, bir akarsu yakinlarinda
(39°33'30,9"K 40°07'11,4"D) nemli, ¢cimenli ve yosunlu
alanlarda yasadig1 belirlendi. Arazide naylon torbalara
konularak etiketlenip, laboratuvara getirilen ornekler
birlestirilmis Berlese-Tullgren hunilerinden olusan ayik-
lama diizenegine yerlestirildi. Isik kaynag1 en az 7 giin
stireyle acik birakildi. Berlese-Tullgren hunilerinin alt
tarafina yerlestirilen ve icinde %70°lik etil alkol iceren
toplama siselerine biriktirilen organizmalar Petri kaplari-
na bosaltildiktan sonra stereo mikroskop altinda ayiklan-
du.

Akarlarin eldesi ve preparasyonu konusunda Walter ve
Krantz (2009)’'un eserinden yararlanildi. Tiir teshisi icin
orneklerin agartilmasi ve temizlenmesinde %60’lik laktik
asit ¢ozeltisi kullanildi. Agartilmis 6rneklerin daimi pre-
paratlar1 Hoyer ortaminda yapildi. Teshis islemleri Dogan
(2005) ve Fan ve Zhang (2005)’e gore gercgeklestirildi.
Teshis islemleri tamamlandiktan sonra akar ornekleri
kitin eldesi icin sayilarak, etiketlenip %96’lik etil alkol
icinde ve -24°C’de muhafaza edildi.

Kitin eldesi

Kitin eldesi asamasinda organizmanin yapisindaki mine-
ralleri uzaklastirmak icin HCI ¢6zeltisi kullanild1 (Majtan
vd., 2007; Liu vd., 2012; Kim vd., 2017; Cakmak ve Kog¢
Bilican, 2021). Eustigmaeus absens i¢in uygun HCI ¢dzelti
derisimini belirlemek amaciyla, 0,1 M, 0,5M, 1,0 M, 1,5 M
ve 2,0 M HCI ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu farkh

derisimlerdeki asitler 0,5 mL olacak sekilde saklama tiip-
lerine konuldu. Ayni derisime sahip asitlerin farkl siire-
lerde isleme tabi tutulmasi amaciyla her bir ¢ozeltiden iki
saklama tiipii olusturuldu. Bir sonraki asamada, %96’lik
etil alkolde muhafaza edilen numuneler, Petri kaplarina
dokiilip, partikiillerinden arindirilana kadar saf su ile
yikandi. Yikanan numuneler sayilip, her biri esit sayida
olacak sekilde 10 gruba ayrildi. Bu islem sayesinde hazir-
lanan farkl derisimlerdeki asitler i¢ine esit sayida numu-
ne konulmasi saglandi. Partikiillerinden arindirilan ve
sayllan numuneler, icinde farkl derisimlerde HCI ¢o6zeltisi
bulunan saklama tiiplerine konuldu. HCI ¢6zeltisi icindeki
numuneler 60°C etiivde 6 ve 8 saat stireyle bekletildi.
Etlivden cikarilan 6rnekler noétr pH degerine ulasana ka-
dar saf su ile birka¢ kez yikandi. Her yikama isleminden
sonra pH kagidi ile kontrol edilip nétr pH degerine ulasa-
na kadar bu islem tekrar edildi. Sonrasinda her tiipte kag
numune oldugu sayildi. Sayma islemi sayesinde, drnekle-
rin hangi derisimlerde ve hangi siirede zarar goérdiigii
tespit edildi. Notr pH degerine ulasan ve sayllan numune-
ler, siradaki asama uygulanana kadar saf suda 4°C'de
buzdolabinda muhafaza edildi.

HCI ¢ozeltisinde islem géren numunelerin, yapisinda bu-
lunan proteinlerin giderilmesi i¢cin NaOH kullanild1 (Kaya
vd., 2014b; Seyyar ve Demir, 2020; Cakmak ve Kog Bili-
can, 2021). E. absens i¢cin uygun NaOH derisimini belirle-
mek amaciyla, 0,1 M, 0,5M, 1,0 M, 1,5 M ve 2,0 M derisim-
lerde NaOH c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan farkli deri-
simlerdeki bu bazlar 0,5 mL olacak sekilde saklama tiiple-
rine konuldu. Ayni derisime sahip bazlarin farkl siireler-
de isleme tabi tutulmasi amaciyla her bir ¢dzeltiden iki
saklama tiipli olusturuldu. Hazirlanan farkhi derisimler-
deki bazlarin her birine saf su ile yikanip partikiillerinden
arindirllmis E. absens numuneleri koyuldu. Numuneler,
80°C etiivde 8 ve 11 saat bekletildi. Etiivden ¢ikarilan
numuneler nétr pH degerine ulasana kadar saf su ile y1-
kandi. Sonrasinda her tiipte ka¢ numune oldugu sayildi.
Notr pH degerine ulasan ve sayillan numuneler, siradaki
asama uygulanana kadar saf suda 4°C’de buzdolabinda
muhafaza edildi.

Eustigmaeus absens’in yapisindaki yaglar1 uzaklastirmak
icin kloroform-metanol-su karisimi, hacimce 1:2:4 ora-
ninda olacak sekilde hazirland1 (Kaya vd., 2014b). Numu-
neler, belirlenen orandaki karisima koyularak, oda sicak-
higinda 30 dk. siireyle bekletildi. Karisimdan c¢ikarilan
numuneler nétr pH degerine ulasana kadar saf su ile y1-
kandi. Gerekli analizler yapilana kadar saf su icinde
4°C’'de buzdolabinda muhafaza edildi.

Elde edilen kitinler; FTIR, TEM, SEM ve EDX analizlerinin
alinmasj, 151k ve stereo mikroskopta goriintii alinimi, an-
tibakteriyel aktivite ve kitinlerin dekorasyon isleminin
yapimi i¢in kurutulmadan saf su icinde 4°C’de buzdola-
binda muhafaza edildi. FTIR analizi i¢in kitinler 6l¢iim
alinmadan dnce 3 giin 60°C’de kurutuldu.

Kitin lizerine glimiis nanoparcaciklarinin dekorasyonu

Buzdolabinda saf su iginde muhafaza edilen kitinler, dort
farkli Petriye esit sayida konuldu. Kitin numunelerinin
iizerine, kitinleri kapatacak sekilde 10 mM glimiis nitrat
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(AgNOs) cozeltisi eklendi (Hong vd., 2006; Guin vd,
2007). Daha sonra 4 Petri kab1 fotoreaktorde ultraviyole
A (UVA) 1sinlar (365 nm) altina konuldu. Birinci Petri
UVA 1sinlaria 30 dk., ikinci Petri 1 saat, ii¢iincii Petri 2
saat ve dordiincii Petri 3 saat maruz birakild.

Kitinin antibakteriyel aktivitesinin incelenmesi

Antibakteriyel aktivite deneyleri bir Gram-negatif (Esche-
richia coli ATCC 25922) ve bir Gram-pozitif (Staphylococ-
cus aureus ATCC 29213) bakteri tiirii lizerine gerceklesti-
rildi. Bakteriler Luria-Bertani sivi besiyeri icerisinde 37
2C’de, 150 rpm’de 18 saat inkiibe edilerek on kiiltiirleri
hazirlandi. Bu kiiltlirlerden ODeoo degerleri E. coli ATCC
25922 igin 0,4, S. aureus ATCC 29213 icin 0,25 olacak
sekilde taze besiyeri icerisinde diliisyonlar1 hazirlandi.
Hazirlanan bu diliisyonlardaki bakteri sayisi yaklasik
olarak 1,5 x 108/mL’dir. Kultiiriin 1 mL’si Eppendorf tiip-
lere aktarilarak santrifiij (13.000 rpm, 2 dk.) edildi. Ust
faz uzaklastirilarak pelet steril fizyolojik tuzlu su (% 0,9
NaCl) ile 1 kez yikandi. Bakteriler 108 cfu/mL olacak
sekilde steril fizyolojik tuzlu su i¢erisinde sulandirildi ve
boylece bakteriyel ¢calisma soliisyonlari hazirlanmis oldu.
Steril inokiilasyon ¢ubugu bakteri ¢alisma soliisyonlarina
daldirildiktan sonra (yaklasik 100 pL) bakteriler, Petri
kaplarinda bulunan LB agar besiyeri lizerine her noktasi-
na esit olacak sekilde yayildi. Steril agar delici (cork bo-
rer) kullanilarak agar yilizeyinde 7 mm kuyular acildu
Kuyularin igerisine aktivitesine bakilacak maddelerden
100 pL (100 uM) ilave edildi. Petri kaplar1 37 °C'de 24
saatlik inkiibasyonun ardindan kontrol (K) (¢6ziicii), saf
kitin (A) ve giimiis nanopargaciklar1 dekore edilmis kitin
(C) maddelerinin bulundugu kuyularin etrafindaki inhi-
bisyon zonlarinin ¢aplar 6l¢tldi. Ayrica kiiltiirden seri
sulandirma yapilarak canl hiicre sayimi yapildi. Canh
hiicre sayilari li¢ tekrarin ortalamasi alinarak hesaplandu.

Kitin numunelerinin karakterizasyonu

Elde edilen numunelerin yapisal ve morfolojik 6zellikleri
Fourier dontisimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, ta-
ramali elektron mikroskobu-enerji dagilimli X-1s1in1 analizi
(SEM-EDX) ve gecirimli elektron mikroskobu (TEM) tek-
nikleri kullanilarak aydinlatildi.

Elde edilen kitinler, 3 giin 60°C etiivde kurutulduktan
sonra FTIR analizlerinin gergeklestirilmesi i¢in iki farkl
teknige tabii tutuldu. ilk teknikte toz haldeki kitinler ile
KBr (Potasyum bromiir) homojenlik saglanana kadar
oguitiildii. Daha sonra bu karisim yaklasik 10.000 psi’lik
basing altinda sikistirilarak saydam bir disk hazirlandi.
Elde edilen disk nemden uzak tutularak spektroskopi
cihazinda o6l¢timii alindi. Diger teknikte ise KBr ile pelet
hazirlanmadan IR cihazinin elmas yiizeyine toz haldeki
kitinler sikistirilarak ATR teknigi ile 6l¢tim alind1 (Made-
jova, 2003). Farkl iki teknikten elde edilen analiz sonug-
larina bakildiginda, ATR teknigi ile elde edilen piklerin,
pelet hazirlanarak elde edilen piklere gore daha net oldu-
gu gorildi.

Elde edilen kitinlerin SEM ve EDX analizleri gerceklestiri-
lirken, kitinlerin farkli kisimlarinin birbirine yapismasini
engellemek i¢cin numuneler kurutulmadan kullanildi. Ana-

lizlerden 6nce su hazirliklar yapildi: Karbon bant 2-3 mm
biiytikliiglinde kesilip staba yapistirildi. Saf su i¢ginde buz-
dolabinda muhafaza edilen kitinlerden analizleri yapila-
cak olan numuneler, alkole alindi. Alkole alinan numune-
ler pipet yardimiyla stab {izerine yerlestirildi. Alkoliin saf
suya gore daha hizli buharlasma 6zelligi kullanilarak stab
iizerinde sivi birikmesi engellendi. Boylelikle numunele-
rin karbon banda yapismasi saglandi. SEM, EDX analizle-
rinden dnce numunelerden daha iyi goriintii elde etmek
icin numuneler altin ile kaplandi. Altin ile kaplanan nu-
muneler SEM cihazina yerlestirildi ve kitinin farkli kisim-
larindan, farkl biliylitmede goriintiiler alind1 (Kaya vd.,
2014b, 2017).

Numunelerin Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) go-
riintiileri, 120 kV'luk bir hizlanma voltaji altinda HITACHI
HT-7700 elektron mikroskobu ile alind1.

BULGULAR VE TARTISMA

Kitinin stereo mikroskop goriintiilerinin degerlendirilmesi

Eustigmaeus absens’in kimyasal muamele gérmemis hali-
nin iistten goriintiisii Sekil 2a’da ve yapisindaki mineral-
lerin, proteinlerin ve yaglarin uzaklastirilmasi islemlerine
tabii tutulduktan sonra elde edilen kitininin tistten goriin-
tiisti Sekil 2b’de verilmistir. Sekil 3’te ise yine E. absens’in
islemsiz ve islemli hallerinin lateral gorintiisii verilmek-
tedir.

Sekil 2. Eustigmaeus absens’in Ustten goriinimi (a) is-
lemsiz (b) islemli.

Islemsiz E. absens'in yapisinda; mineral, protein ve yaglar
mevcut oldugundan stereo mikroskop goriintiisiiniin
renkli ve viicuttaki ags1 yapilarin i¢lerinin nokta desenli
oldugu anlasilmaktadir. Yapisindaki mineral, yag ve pro-
tein uzaklastirma islemlerine tabii tutulduktan sonra
icyapisimin yok edilmesi sonucu stereo mikroskop goriin-
tiislinlin seffaf oldugu goriilmektedir. Goriintiilerden an-
lasilacag1 tizere, yapilan islemler organizmanin viicut
icerigini yok ederek kitin eldesinin saglandigini goster-
mektedir.

Sekil 3. Eustigmaeus absens’in yandan gorinimi (a)
islemsiz (b) islemli.
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Kitinin faz-kontrast donanimli 151k mikroskobu goriintii-
lerinin degerlendirilmesi

Elde edilen Kitinin asir1 derecede seffaf olmasi nedeniyle
151k mikroskobundaki goriintiilerde parlama meydana
gelmistir. Aslinda bu durum, elde edilen kitinde kalinti
olmadigini, E. absens’in iceriginin (yapisindaki mineral,
yag ve protein tiirlerinin) basarili bir sekilde uzaklastiril-
digin1 morfolojik olarak ispatlamaktadir. Calismalar,
Trachytes pauperior (Acari: Mesostigmata) tiiriinden elde
edilen kitin disinda higbir kitinin 151k mikroskobu gériin-
tiisiiniin alinmadigini gostermektedir (Cakmak ve Kog
Bilican, 2021).

Gliimiis nanoparcaciklari dekore edilmis Kitinin faz-
kontrast donanimli 151k mikroskobu goriintiilerinin deger-
lendirilmesi

Glimiis nanoparcaciklarinin dekore edildigi kitinin, faz-
kontrast donanimli 151k mikroskobundaki goriintiisii Sekil
4’te verilmistir. Gorilintllerdeki sari, mavi, turuncu ve
beyaz renkli noktalar glimiis nanopargaciklarini goster-
mektedir. Elde edilen goriintiiler glimiis nanopargacikla-
rinin kitin yiizeyinde homojen bir dagilim sergiledigini
gostermektedir.

Sekil 4. Giimiis nanopargaciklar1 dekore edilmis Kitinin
faz-kontrast donaniml 151k mikroskobu goérintiileri (a)
genel goriiniim, (b) giimiis nanopargaciklarin yakindan
gorunimiu.

Yapilan ¢alismalara bakildiginda, daha dnce kitin tizerine
glimilis nanoparcaciklarin dekore edilmedigi gériilmekte-
dir. Bu ¢alisma ile kitin tizerine ilk kez giimiis nanoparca-
ciklar1 dekore edilmis ve 151k mikroskobunda goriintiisii
alinmistir.

Kitinin SEM-EDX verilerinin degerlendirilmesi

Eustigmaeus absens’ten elde edilen kitinin EDX spektrumu
Sekil 5’te, kiitlece ve atomik element yiizdeleri Tablo 1'de
verilmistir. Buna gore elde edilen Kkitinin yapisinda agir-
likl1 olarak karbon (C), oksijen (0) ve azot (N) elementle-
rinin bulundugu ve eser miktarda kalsiyum (Ca) elemen-
tinin yer aldig1 goriilmektedir. C, N ve O elementlerinin
varligr kitinin protein yapisinda oldugunu gdsterirken,
eser miktarda Ca elementinin disindaki farkl elementlere
rastlanmamasi elde edilen kitinin neredeyse %100 saflik-
la elde edildigini gostermektedir. Akarlarda diger eklem-
bacaklilarda oldugu gibi kutikula tabakasi farkli gruplara
gore degisik derecelerde sertlesmistir yani sklerotize
olmustur (sklerotizasyon). Sertlesmede kitin lifleri pro-
tein yapisindaki bir matriks i¢cine gémiilerek hem saglam
hem de esnek bir karisim olusturur. Ayrica bu yapiya
kalsiyum ve diger inorganik tuzlarin eklenmesi ile sertli-
gin derecesi artmistir (Dogan ve Ayyildiz, 2023). Calisma

kapsaminda elde edilen kitindeki kalsiyumun varligi bunu
desteklemektedir.

C Ka1

Intensity (a.u.)

Ca Kp2
Ca Ka
7.2 9.0 10.8

Energy (keV)
Sekil 5. Eustigmaeus absens kitininin EDX spektrumu.

Tablo 1. Eustigmaeus absens Kkitininin element analiz
verileri.

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

E. absens'ten elde edilen kitinin SEM goriintiileri Sekil
6’da verilmistir. Kitinin ylizeyi incelendiginde, makro
gozenekler, mikro go6zenekler ve ylizeyin tamaminda
kesik nanolifler goriilmektedir. Makro gozeneklere daha
yakindan bakildiginda, kesintisiz nanoliflerin bir araya
gelerek farkli boyutlarda gézenekler olusturdugu anlasil-
maktadir.

Literatiire bakildiginda, kitin yiizeyinin canl gruplarina
gore farkliliklar gosterdigi goriilmektedir. Mantarlardan
elde edilen kitinin yiizey morfolojisinde genellikle nanolif-
li yapilarin, gézeneklerin goriilmedigi ve yiizey morfoloji-
sinin diiz oldugu anlasilmaktadir (Yen ve Mau, 2007).
Karides (Crustacea: Malacostraca) kabugundan elde edi-
len kitin yiizeyinin pliriizsiiz ve ¢ok sayida gozenege sahip
oldugu bilinmektedir (Abdel-Rahman vd., 2015). Ote yan-
dan Ariolimax califoinicus (Gastropoda: Stylommatopho-
ra) stimiikliboceginden elde edilen kitinde lifli ylizey
morfolojisi goriiliirken (Montroni vd., 2019), Hogna radi-
ata ve Geolycosa vultuosa (Arachnida: Araneae) adindaki
farkli iki ortimcekten elde edilen kitinlerde makro ve
mikro gozeneklerle birlikte nanoliflere rastlanmistir.
(Kaya vd., 2014b). Farkl eklembacaklilardan elde edilen
kitinlerde de farkli boyutlarda gézenekler, kesik nanolif-
ler ve piriizsiiz lifler gorilmiistiir (Sajomsang ve Gonil,
2010; Kaya vd., 2017; Seyyar ve Demir, 2020). Vespa
crabro (Hexapoda: Hymenoptera) yaban arisindan elde
edilen kitinde ise gozeneklere ve liflere ek olarak balik
pulu seklinde nano lifli yapilar gorilmistir (Kaya vd.,
2016). Ixodes ricinus (Acari: Ixodida) sert kene tiiriinden
elde edilen kitinin yiizey morfolojisinde i¢ ice karisik lifler
gozlenmistir (Kaya vd., 2015). Trachytes pauperior akar
tirtinden elde edilen Kitinin yiizey morfolojisinin de na-
nolifler ve gozeneklere sahip oldugu gorilmiustir (Cak-
mak ve Kog Bilican, 2021).
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Sekil 6. Eustigmaeus absens kitininin SEM goriintiisii: (a)
kitinin genel goriintiisi, (b) makro gézenekler, (c) makro
gozenekler ve cevresindeki mikro gozenekler, (d) makro
gozeneklerin yakindan gériiniimi.

Akarlarin yasam sekli ile derinin yapisi arasinda siki bir
iliski vardir. Deride katlanmalar, kirisikliklar, ¢izgilenme-
ler, ags1 yapilar, kiigiik yumrular, tiimsekler, ¢okiintiiler
ve gozenekler bulunabilir. Calisma sonucunda elde edilen
goruntiiler ayrintih olarak incelendiginde; Kkitinsi lifli
yapinin kesik kesik oldugu, bazi kisimlarda paralel bazi
kisimlarda ¢apraz dizayn edildigi gériilmiistiir. Bu durum
literatlirle uyum ig¢indedir (Sajomsang ve Gonil, 2010;
Kaya vd., 2014b; Kaya vd., 2015; Kaya vd., 2017; Seyyar
ve Demir, 2020; Cakmak ve Kog Bilican, 2021).

Derideki baz1 epidermis hiicreleri salgi yapacak sekilde
0zellesmistir. Bunlarin baglandig1 kanallar, viicut ve ba-
caklar ilizerinde degisik sekillerde olan gozeneklerle son-
lanir. Gozenek agikliklar1 yuvarlak veya elips seklinde
olabilir (Dogan ve Ayyildiz, 2023). Calisma kapsaminda
goruntiileri alinan gozeneklerin yuvarlaga yakin oldugu
anlasilmaktadir. Akarlarda dermal bezlerin islevleri hala
tam olarak bilinmemekle birlikte salgi tiriinlerinin semio-
kimyasal iretimiyle ilisikli olabilecegi ve dehidrasyona
kars1 koruma saglayabilecegi diistiniilmektedir (Dogan ve
Ayyildiz, 2023).

Gilimiis nanopargaciklar1 dekore edilmis kitinin SEM-EDX
verilerinin degerlendirilmesi

E. absens’ten elde edilen ve ilizerinde giimiis nanoparga-
ciklarin dekore edildigi kitinin SEM-EDX spektrumu Sekil
7 ve 8'de, kiitlece ve atomik element yiizdeleri Tablo 2’de
verilmistir.

Tablo 2. Giimiis nanoparcaciklar1 dekore edilmis kitinin
element analiz verileri.

C N 0 Ag
Kiitle (%) 31,67 4,79 23,17 40,37
Atomik (%) 54,92 7,12 30,17 7,79

Kitinin protein yapisindan kaynaklanan C, O ve N ele-
mentlerine ilaveten basarili bir dekorasyon islemini ispat-
layan Ag elementinin varligi gézlenmistir. Bu elementlere

ilaveten bagka elementlerin tespit edilmemesi Ag nano-
pargaciklarinin saf olarak elde edilen kitinin tizerine de-
kore edildigini ispatlamaktadir. Buna ilaveten giimiisiin
metalik halde oldugu ve farkl tuz yapilarinin bulunmadi-
gin1 gostermektedir.

Ag La

C Ka1
3
L]
>
£
? AgL
e Ag Ma aLp
£ |0 Kat
E a

Ka1 g Lp2

0

1.8 3.6 54 7.2 9.0 10.8

Energy (keV)
Sekil 7. Giimiis nanopargaciklar1 dekore edilmis kitinin
EDX spektrumu.

Seil . Glimis nanopargacikli itinn SEM g('jrl'itiileri.

SEM gorintiileri sonucunda kitin tizerine dekore edilen
glimiislerin, kitin yiizeyinin tamaminda farkhi araliklarla
bulunduklar1 gérilmistiir (Sekil 8a-d). Giimiislerin boyut-
lar1 dlgtldiigiinde, 4 nm ile 37 nm arasinda farkliliklar
gosterdigi anlasilmaktadir (Sekil 8d).

Glimis nanoparcacikli kitinin TEM verilerinin degerlendi-
rilmesi

E. absens’ten elde edilip lizerine giimiis nanoparcaciklarin
dekore edildigi kitinin TEM goriintiileri Sekil 9’da veril-
misgtir.

TEM gorintiilerinde gorildigii gibi numunenin Kkitin
bolimii seffaf gériiniimde olup, glimiis nanopartikiillerin
ise kitin Uzerine dekore oldugu agik bir sekilde anlasil-
maktadir. Gimiis nanoparcaciklarinin kitin yiizeyindeki
dagilimi bazi bélgelerde kismi yigilmalar seklinde olmakla
beraber nispeten homojen dagilim sergiledigi goriilmek-
tedir. Dekore olan giimiis nanopargaciklari kiiresel yapiya
sahip olup parcacik ¢aplari 6 ile 20 nm arasinda degisim
gostermektedir. Yapilan calismalara bakildiginda elde
edilen higbir kitinin ve kitin ytlizeyine dekore olmus gii-
miis nanoparcaciklarinin TEM goriintiilerinin alinmadigi
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gorilmistiir. Bu ¢alisma ile giimiis nanoparcaciklari de-
kore edilmis kitinin ilk kez TEM goriintiisi alinmistir.
Kitin yiizeyindeki giimiis nanoparcaciklarin boyutunun
literatiirdeki farkl platformlar yiizeyine dekore olmus
glimiis nanopargaciklarinin boyutlariyla uyum igerisinde
olup, olduke¢a kii¢ciik nanopargacik ¢apina sahip oldugu
tespit edilmistir (Kim vd., 2005; Nazeruddin vd., 2014; Xu
vd., 2014; Niu vd., 2020). Bilindigi gibi nanoyapilarin par-
cacik boyutu kiciildiikce mikrobiyal aktivitesinde artis
gozlenmektedir (Nazeruddin vd., 2014). Calismamizdaki
glimiis nanopargaciklarinin da kiiciik boyutta olmasi anti-
bakteriyel aktivite i¢in avantajh bir durumdur.

Sekil 9. Gﬁmﬁs nanopargac1klikitinin TEM gbriintﬁleri.
Kitininin ATR-FTIR verilerinin degerlendirilmesi

Eustigmaeus absens turiinden elde edilen kitinin ATR-
FTIR spektrumu Sekil 10’da, 6nemli karakteristik titresim
bantlar1 ve dalga sayilari ise Tablo 3’te verilmistir.

FTIR kitinin protein yapisinin molekiiler konformasyonu-
nu arastirmak i¢in kullanilan en 6nemli tekniklerden biri-
sidir (Shao vd., 1999; Nimmen vd., 2008). Molekiiler kon-
formasyonun tayininde protein yapisinda bulunan amid
gruplarina ait amid-I, amid-II ve amid-III bantlar1 olarak
adlandirilan ve 1200-1700 cm™ araliginda gelen titresim
pikleri esas alinir. Amid-I bantlar1 C=0 gerilmesinden
kaynaklanir ve genellikle 1590-1700 cm! aralifinda goz-
lenir. Amid-I bandinin ikili pik halinde goériilmesi kitinin
alfa formda oldugunu ifade ederken, tek pik halinde gorii-
len amid-I bandi ise kitinin beta formda oldugunu ifade
eder (Jang vd., 2004). Amid-II bandi ise N-H ve C-N egilme
titresimleri ve amid-III bandi ise C-H egilme titresimle-
rinden meydana gelir ve 1460-1590 cm! araliginda goz-
lenirler (Koperska vd., 2014).

E. absens kitininin ATR-FTIR spektrumunda 3260, 2919,
1653, 1622, 1553, 1371, 1306, 1066 ve 1010 cm-de pik-
ler gézlenmistir. 3260 cmV'de gozlemlenen pik protein
yapisindaki N-H gerilme titresiminden kaynaklanirken,
2919 ve 2854 cm'de gozlemlenen pikler ise sirasiyla

asimetrik ve simetrik alifatik C-H gerilme titresimine
karsilik gelir. 1653 ve 1622 cm'de gozlenen IR pikleri
amid-I bandin ifade etmektedir. Amid-I bandinin ikiye
ayrilmis sekilde gozlenmesi kitinin alfa formda oldugunu
gostermektedir (Jang vd., 2004). 1553 cm''de gozlenen
pik amid-II bandinin varhgin gosterirken, 1371 cm de
gozlenen pik C-H egilmesini, 1306 cm-! amid-III bandinin
varligini, 1066 cm! C-O-C gerilmesini, 1010 cm? C-O
egilmesini ifade etmektedir.
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Sekil 10. Eustigmaeus absens’ten elde edilen kitinin ATR-
FTIR spektrumu.

Tablo 3. Eustigmaeus absens’ten elde edilen kitinin ATR-
FTIR titresim bantlari.

Dalga Sayis1  Titresim Tirii

(cm)

3260 N-H gerilme

2919 Alifatik C-H gerilme

1653 Amid-I band1 (C=0 gerilme)
1622 Amid-I bandi (C=0 gerilme)
1553 Amid-II bandi (N-H egilme, C-N egilme)
1371 C-H egilmesi

1306 Amid-III band1 (C-H egilme)
1066 C-0-C gerilmesi

1010 C-0 egilmesi

Bocekler (Hexapoda) iizerine yapilan ¢alismalar incelen-
diginde, Leptinotarsa decemlineata (Coloeptera) tiiriinden
elde edilen kitinin amid-I bandi 1620-1654 cm'de ikili
pik halinde ve amid-II bandi1 1542 cm''de (Kaya vd.,
2014a); Blattella germanica (Blattodea), Anoplotrupes
stercorosus (Coleoptera), Blaps tibialis (Coleoptera), Ceto-
nia aurata (Coleoptera), Geotrupes stercorarius (Coleopte-
ra), Calliphora vicina (Diptera), Coreus marginatus (He-
miptera), Lygaeus equestris (Hemiptera), Pyrrhocoris ap-
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terus (Hemiptera), Bombus lapidarius (Hymenoptera),
Formica clara (Hymenoptera), Cordulia aenea (Odonata),
Libellula quadrimaculata (Odonata) tiirlerinden elde edi-
len Kitinlerin amid-I bantlar1 1620-1654 cm'de ikili pik
halinde ve amid-II bantlar1 1553 cm'de gozlenmistir
(Kaya vd., 2014a; Kaya vd., 2015). Oriimceklerden (Ara-
neae) Hogna radiata ve Geolycosa vultuosa’dan elde edilen
kitinlerin amid-I bantlar1 1619-1654 cm-''de ikili pik ha-
linde ve amid-II bantlar1 1542 cm-'de (Kaya vd., 2014b),
Argiope bruennichi, Chaetopelma olivaceum tiirlerinden
elde edilen kitinlerin amid-I bantlar1 1620-1654 cmde
ikili pik halinde ve amid-II bantlar1 1553 cm'de go6zlen-
mistir (Kaya vd., 2015). Akarlardan (Acari) Ixodes rici-
nus’dan (Ixodida) elde edilen kitinin amid I band1 1620-
1654 cmVde ikili pik halinde ve amid-II band1 1553 cm-
de (Kaya vd., 2015) ve Trachytes pauperior’dan (Mesos-
tigmata) elde edilen kitinin amid-I band1 1621-1651 cm-
Vde ikili pik halinde ve amid-II band1 1556 cmY'de goz-
lenmistir (Cakmak ve Kog Bilican, 2021). Buna ilaveten bu
calismalarda, kitine ait N-H gerilmesi, alifatik C-H gerilme-
leri, C-H egilmeleri, Amid-III bandi, C-O-C gerilmesi ve C-O
egilmesini karsilik gelen IR piklerinin degerlerinin calis-
mamizla uyumlu oldugu goériilmiistiir. Elde edilen Kkitinle-
rin hepsinin alfa forma sahip oldugu tespit edilmistir (Ka-
ya vd., 2014a, b; Kaya vd., 2015; Cakmak ve Kog Bilican,
2021). Tim bunlar, ¢galisma kapsaminda elde edilen Kiti-
nin yiiksek saflikta oldugunu ortaya koymaktadir.

Kitinin asetilasyon derecesinin degerlendirilmesi

Asetilasyon derecesi (AD), gesitli organizmalardan elde
edilen kitinin safligin1 ortaya koyan énemli bir paramet-
redir ve NMR, XRD, elemental analiz ve FTIR analizlerin-
den hesaplanmaktadir (Majtan vd., 2007; Yen vd., 2009;
Kaya vd., 2014a; Kaya vd., 2015). FTIR'dan hesaplanan AD
degeri, 16551 ve 3450 'deki IR piklerinin absorbans
degerlerinin kullanilmasi ile asagidaki esitlikten bulunur:

Asetilasyon derecesi (AD): (A1sss / As4s0) X 100

Bu calismada elde edilen kitinin AD degeri, yukaridaki
esitlik kullanilarak hesaplanmis ve %117 bulunmustur.
Yapilan ¢alismalara bakildiginda; Blattella germanica’dan
(Hexapoda: Blattodea) elde edilen kitinin AD degeri ele-
mental analiz ile hesaplandiginda %94,5 bulunurken FTIR
ile hesaplandiginda %127, Cetonia aurata’dan (Hexapoda:
Coleoptera) elde edilen kitin AD degeri elemental analiz
ile hesaplandiginda %70,1 bulunurken FTIR ile hesaplan-
diginda %128, Coreus marginatus’tan (Hexapoda: Hemip-
tera) elde edilen kitinin AD degeri elemental analiz ile
hesaplandiginda %79,1 bulunurken FTIR ile hesaplandi-
ginda %150 bulunmustur (Kaya vd., 2015). Tiim bunlar,
Eustigmaeus absens’ten elde edilen kitinin AD degerinin
literatiirle uyum icinde oldugunu ve elde edilen kitinin
yuksek saflik gosterdigini desteklemektedir. Literatiirde,
FTIR ile hesaplanan AD degerinin elemental analiz ile
hesaplanan AD degerine gore daha yiiksek ¢iktig1 ve bu
degerin ¢ogunlukla %100’in tUzerinde oldugu yapilan
calismalarla ortaya konmustur (Majtan vd., 2007; Yen vd.,
2009; Kaya vd., 2014a; Kaya vd., 2015). Bu durum ele-
mental analiz analizinin kantitatif, FTIR analizinin ise yari
kantitatif olmasindan kaynaklanmaktadir.

Kitin ve glimiis nanoparcaciklar1 dekore edilmis Kkitinin
antibakteriyel aktivite verilerinin degerlendirilmesi

Petri kaplarindaki inhibisyon zonlari incelendiginde (Se-
kil 11) kontrol ve saf kitin her iki bakteriye karsi antibak-
teriyel aktivite gostermemesine ragmen glimiis nanopar-
caciklar1 dekore edilmis kitine ait kuyularda E. coli ATCC
25922 i¢in 15 mm, S. aureus ATCC 29213 i¢in 11 mm
capinda etkinlik zonlar1 tespit edilmis olup giimiis nano-
parcaciklari dekore edilmis kitinin her iki mikroorganiz-
maya karsi antibakteriyel aktivitesinin bulundugu anla-
silmistir. Literatiirde 6nerilen olasi mekanizma g6z 6niine
alinarak, glimiis nanoparcaciklarin inkiibasyonu sirasinda
Ag* iyonlan ekilen kuyucuklarda kademeli olarak dagilir
ve ardindan bu Ag* iyonlar1 bakteri hiicre duvarina yapi-
sir ve metabolik aktiviteyi bozar. Boylece hiicre zarinin
deformasyonuna bagh olarak zar gecirgenliginin artma-
siyla beraber gerek Ag* iyonlar1 gerekse glimiis nanopar-
caciklar1 bakteri hiicresine difiize olarak DNA hasarina
sebep olurlar (Slavin vd., 2017; Dogan, 2022; Poudel ve
Kim, 2023).

S.aureus

Sekil 11. Saf kitin ve giimiis nanoparg¢aciklar1 dekore
edilmis kitinin E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC
29213’e kars1 antibakteriyel aktivitelerinin kuyu difiizyon
goriintiileri. K (Kontrol), A (Kitin), C (Glimiis nanoparga-
cikl kitin.

Glimiis nanoparcaciklar1 dekore edilmis kitinin, Gram-
negatif (E. coli ATCC 25922) bakterinin antibakteriyel
aktivitesinin Gram-pozitif (S. aureus ATCC 29213) bakte-
riye karsi olan antibakteriyel aktiviteden daha fazla oldu-
gu gorilmistir. Bu durum Gram-negatif (E. coli ATCC
25922) bakterideki negatif yiike sahip yapilar pozitif ytik-
1ii Ag* iyonlarini elektrostatik olarak ¢ekerek bakteri hiic-
resine diffiizyonlarim1 ve hiicreye alinimlarini arttirarak
daha fazla hasara sebep olmalariyla iliskilendirilebilir
(Slavin vd., 2017; Dogan, 2022).

Maddelerin antibakteriyel aktiviteleri ayrica sivi besiyeri
ortaminda da test edilmistir. Bunun i¢in yukarida bahse-
dildigi gibi bakteri calisma soliisyonlar1 hazirlanmistir.
Soliisyonlarin 500 pL’si steril Eppendorf tiipiine aktaril-
mis ve Ustlerine kimyasallar konsantrasyonlar1 100 uM
olacak sekilde ilave edilmistir. Eppendorf tiipler 37
°C’de,150 rpm’de 18 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda Kkiiltlirden seri sulandirma yapilarak canl hiicre
sayim1 yapilmistir. Canli hiicre sayilari li¢ deneyin ortala-
masi alinarak hesaplanmistir. Kontrol (¢6ziicii), saf kitin
(A) ve giimis nanopargaciklar1 dekore edilmis kitin (C)
100puM kontsantrasyonlar: ile yapilan deneylerde elde
edilen canli bakteri sayisindaki azalma grafikleri Sekil
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12’de verilmistir. Sekil 12’de goriildiigii gibi saf kitin ge-
rek Gram-negatif (E. coli ATCC 25922) gerekse Gram-
pozitif (S. aureus ATCC 29213) bakterisine karsi ihmal
edilecek bir antibakteriyel aktivite sergilerken, giimiis
nanoparcaciklar: dekore edilmis kitin canli bakteri sayi-
sinda her iki bakteri icin logaritmik olarak yaklasik 105
inhibisyona sebebiyet verdigi anlasilmistir. Bu sonuglara
gore giimiis nanoparcaciklar1 dekore edilmis kitinin hem
E. coli ATCC 25922 hem de S. aureus ATCC 29213 bakteri
tiirleri lizerine antibakteriyel aktivitesi tespit edilmistir.

1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05

W E. coli

1,00E+04
W S. aureus

Hiicre sayisi (Log,,)

1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

Kontrol Kitin Ag-Kitin

Sekil 12. Saf kitin ve giimiis nanopargaciklar1 dekore
edilmis kitinin E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC
29213’e kars1 bakteri sayisindaki azalma grafikleri.

Gimiis nanoparcaciklarinin antibakteriyel 6zellikleri
gecmisten gilinlimiize ¢ok uzun yillardir bilinmekte olup
literatiirde bir¢cok arastirma grubu tarafindan da c¢alisil-
mistir (Dogan, 2022). Giimiis nanopragaciklarinin sekille-
ri ve boyutlar1 bu nanoparcaciklarin antibakteriyel 6zel-
liklerini 6nemli Ol¢lide etkileyen parametrelerdendir.
Literatiirde verildigi gibi daha kii¢iik boyutlu giimis na-
noparcaciklarinin bakterinin membranindan gegisinin
kolay olmasi ve Ag* iyonlarinin ortama saliniminin daha
kolay olmasindan 6tiirii kii¢iik boyuta sahip giimiis nano-
pargaciklar biliyiik nanopargaciklara nispeten daha iyi
antibakteriyel etki sergilemektedir (Valgas vd., 2007;
Kanmani ve Lim, 2013; Acharya vd., 2018; Premkumar
vd., 2018; Sharma vd., 2019). Buna ilaveten literatiirde
yapilan ¢alismalarda farkli sekillere sahip olan (kiiresel,
kiibik, licgen, altigen ve nanogubuk) giimiis nanoparcacik-
larinin da farkli antibakteriyel aktivite sergiledikleri tes-
pit edilmistir (Dogan, 2022). Mevcut ¢alismada giimiis
nanoparcaciklarin boyutunun 6-20 nm arasinda farklilik
gosterdigi ve kiiresel sekilde oldugu belirlenmistir. Gu-
miis nanopargaciklarin oldukga kii¢iik boyutlanmasi anti-
bakteriyel aktivitesini artirdig1 anlasilmaktadir.

SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma ile ilk defa, bir akar tiirii olan Eustigmaeus
absens’in 3 boyutlu yapisi korunarak basarili bir sekilde
kitin elde edilmis, elde edilen Kkitin iizerine giimiis nano-
pargaciklar1 dekore edilmis ve hem kitin hem de giimiis
nanoparcacikli kitinlerin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellik-
leri; stereo mikroskop, faz-kontrast donaniml 1s1k mik-
roskobu, SEM, EDX, ATR-FTIR ve TEM teknikleri kullani-
larak ortaya cikarilmaya calisiimistir. Bu numunelerin

ayrica antibakteriyel aktivitelerinin degerlendirilmesi de
yapilmistir.

Arastirma sonucunda, FTIR ve EDX analizlerinden yola
cikarak; E. absens’ten kitin eldesi icin en uygun HCI ¢6zelti
derisiminin 1,5 M ve HCI ¢ozeltisinde islem gorme siiresi
6 saat, NaOH derisimi 1,0 M ve NaOH c¢ozeltisinde islem
gorme siiresi ise 8 saat olarak belirlenmistir. Kitin tizerine
glimis nanopargaciklarinin dekorasyonu i¢cin SEM ve TEM
analizleri sonuclarindan faydalanilarak, 10 mM AgNOs3
cozeltisi icindeki kitinlerin UVA 1sinlar1 altinda bekleme
siiresi 1 saat olarak belirlenmistir.

Yapilan FTIR analizi ile elde edilen Kkitinin alfa formda
oldugu ve yapilan diger calismalarla olduk¢a uyumlu pik-
ler sergiledigi gdzlemlenmistir (Zhang vd., 2000; Paulino
vd., 2006; Majtan vd., 2007; Sajomsang ve Gonil, 2010; Liu
vd., 2012; Kaya vd., 2014a; Kim vd., 2017). Gézlemlenen
piklerin keskinligi elde edilen kitinin saf oldugunu kanit-
lamaktadir. EDX verileri ile kitinin saf olarak elde edildigi
desteklenmistir. Elde edilen kitinin asetilasyon derecesi-
nin %117 bulunmasi da kitin safligin1 yansitmaktadir.
Yapilan SEM, TEM, stereo mikroskop, faz-kontrast dona-
nimli 151k mikroskobu analizleri ile kitinin ve giimiis na-
nopargaciklart dekore edilmis kitinin yiizey o6zellikleri
incelenmis ve elde edilen yiizey morfolojisinin literatiirle
benzerlik gosterdigi ortaya konmustur (Yen vd. 2009;
Kaya vd., 2015; Ibitoye vd., 2018; Cakmak ve Kog¢ Bilican,
2021). Yapilan antibakteriyel aktivite calismalar1 giimiis
nanoparcaciklar1 dekore edilmis kitinin hem E. coli ATCC
25922 hem S. aureus ATCC 29213 bakterilerine karsi
etkili oldugunu gostermistir.

Literatiir, kitin eldesinin daha ¢ok makro organizmalar-
dan yapildigini, akarlardan kitin eldesi ile ilgili sadece
dort ¢alismanin (Sobotnik vd., 2008; Choi vd., 2016; Kaya
vd., 2015; Cakmak ve Kog Bilican, 2021) mevcut oldugunu
gostermektedir. Akarlarin mikro boyutta olmasi ve elde
edilmelerinin zahmetli olusu akarlar iizerindeki ¢alisilma-
lar1 kaginilir hale getirmektedir. Bu ¢alisma ile daha dnce
lizerinde hi¢ calisiimamis bir akar tiiriinden elde edilen
kitin verileri bu alanda ve temel bilimler diizeyinde litera-
tiir eksigini bir dl¢lide giderecek ve katki saglayacak nite-
liktedir.

Calismada kullanilan ydntemler kitinin ve glimiis nano-
pargacikli kitinin antibakteriyel, goriintiilleme ve yapisal
analizleriyle sinirlidir. Akarlardan elde edilen Kkitinin op-
tik, termik ve mekanik o6zelliklerinin agiga ¢ikarilmasi
literatiire yeni bilgiler saglayacaktir. Ayrica mevcut ¢alis-
mada kullanilan akar tiiriiniin farkl evrelerinde ve dahil
oldugu familyanin (Stigmaeidae) diger iiyelerinde Kkitin
eldesi ¢alismalar1 yapilarak, kitin 6zelliklerinin daha ay-
rintili ve karsilastirmali olarak agiga ¢ikarilmasi saglana-
bilir.

Kitinin dogal bir kaynak olmasi, biyolojik olarak parcala-
nabilmesi, toksik olmamasi, antimikrobiyal ve antioksi-
dan olusu tarim, tip, gida endistrisi, tekstil ve kozmetik
gibi alanlarda kullanimini saglar. Bu ¢alisma sonucu elde
edilen saf ve giimiis nanoparcacikl kitin bahsi gecen alan-
larda kullanilabilir.
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