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Tunikat Phallusia mammillata (Cuvier, 1815) Tiiriinden Hayvansal Kaynakli

Nanokristalin Seliiloz Uretimi Ve Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dal1

OZET

Bu calismada, Canakkale Bogazi’nda dagilim gosteren tunikat Phallusia
mammillata’nin  tuniginden hidroliz/kraft pisirme/agartma yontemiyle hayvansal
kaynakli seliiloz izole edilmis ve bu selillozdan asit hidroliz yontemi ile nanokristalin
seliiloz tretilmistir. Elde edilen seliilloz ve nanokristalin seliilozun fiziksel ve kimyasal
ozellikleri Fourier Dontisimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), Niikleer Manyetik
Rezonans  Spektroskopisi (NMR), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),
Termogravimetrik analiz (TGA), X-Isi1 difraksiyonu (XRD) ve elementel analiz ile
belirlenmistir. Calisma sonucunda, P. mammillata tuniginin kuru agirlik seliiloz
igeriginin % 16,84 oldugu belirlenmistir. FTIR analizi P. mammillata seliilozunun dogal
seliiloz I-B kristal yapisinda oldugunu gostermistir. P. mammillata seliilozu enine kiyasla
cok uzun boya sahip nanofibrilli bir yapiya sahipken, asit hidrolizi ile {iretilen
nanokristalin seliilozun ise par¢alanmuis kii¢lik topaklar olugturmus bir goriintii sergiledigi
ortaya konmustur. P. mammillata’dan elde edilen seliiloz ve nanokristalin seliiloz igin
gozlenen maksimum bozunma sicakliklart (DTGmax) 336-340 °C civarinda olup termal
kararliliklar1 yiiksektir. Bununla birlikte, asit hidrolizi ve ultrasonikasyon uygulamasi
tunikat P. mammillata seliilozunun termal stabilitesinin azalmasina yol agmustir. P.
mammillata’dan retilen selilloz (%98,26) ve nanokristalin seliiloz (%98,59) literatiirde
verilen tunikat tiirlerinin seliilozundan daha yiiksek bir kristalinite gostermistir. P.
mammillata seliilozunun tutma kapasitesinin kuru agirligmin 8,5 kati kadar oldugu
belirlenmistir. Ayrica, P. mammillata seliilozunun yiiksek saflikta oldugu, izole edilen

selillozun beyazligi, FTIR, EDX ve XRD analizleri ile ortaya konmustur.
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Production of animal-derived nanocrystalline cellulose and determination of
physicochemical properties from Tunicate Phallusia mammillata (Cuvier, 1815)

Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Biotechnology and Genetic

ABSTRACT

In this study, cellulose was isolated from the tunic of Phallusia mammillata
distributed in the Canakkale Strait (Dardanelles) by hydrolysis/kraft cooking/bleaching
method, and nanocrystalline cellulose was produced from this cellulose by acid
hydrolysis. The physico-chemical properties of the obtained cellulose and nanocrystalline
cellulose were determined using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR),
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR), Scanning Electron Microscopy
(SEM), X-Ray diffraction (XRD), Thermogravimetric analysis (TGA) and elemental
analysis. As a result of the study, the dry weight cellulose content of the tunic of P.
mammillata was calculated as 16.84%. FTIR analyzis showed that P. mammillata
cellulose was in the natural cellulose I-p crystal form. P. mammillata cellulose had a
nanofibrillar structure with a very long length compared to the width. The nanocrystalline
cellulose produced by acid hydrolysis, on the other hand, appeared to form fragmented
small lumps. The maximum decomposition temperatures observed for cellulose and
nanocrystalline cellulose produced from P. mammillata are around 336 - 340 °C and their
thermal stability is high. Acid hydrolysis led to a decrease in the thermal stability of
cellulose from P. mammillata. Cellulose (98.26%) and nanocrystalline cellulose
(98.59%) produced from P. mammillata showed a higher crystallinity than the cellulose
reported for different tunicate species. P. mammillata cellulose has a water holding
capacity of 8.5 times its dry weight. In addition, the high purity of P. mammillata cellulose
was proved by FTIR, EDX and XRD analyses and with the whiteness of the isolated

cellulose.
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BOLUM 1

GIRIiS

Diinya yiizeyinin % 70' inden fazlasini kapsayan denizler ve okyanuslar, diinyanin
en biiyiik ekosistemleridir ve yerkiire tizerindeki 6nemli yasam alanlarini igermektedir.
Denizlerin 34 filuma ait 178.000 canl tiirlinii barindirdigi (UEPA, 2006), ve bu tiirlerin
en az % 50’ sinin bilimsel olarak tanimlanmadig1 belirtilmektedir (Trincone, 2017). Deniz
ortami, diisiik sicaklik, yiiksek sicaklik, yiiksek tuzluluk, yiiksek hidrostatik basing, giiclii
asit, giiclii alkali, 6zel 1siklandirma kosullar1 ve besin bakimindan zengin bolgeler ya da
yalnizca birka¢ organizmanin yasayabilecegi besinsel olarak kit bolgeler dahil olmak
tizere son derece karmasik habitatlar barindirmaktadir (Zhang ve Kim, 2010). Deniz ve
okyanus ekosistemlerinin dogal karakterleri ve kendine 6zgii yasam ortami olusturma
ozellikleri nedeniyle, bu bolgelerde tiir ¢esitliliginin dikkat ¢ekici oldugu belirtilebilir.
Ekosistem igersinde diger canlilarin barinma, beslenme ve ilireme adaptasyonlarini
destekleyici mercan resifi, derin su mercan bolgeleri, mangrov, deniz cayiri, siinger
fasiyesi, hidrotermal baca bolgeleri, koralijen kommiinite, kalkerli alg veya serpulid
kayalar1 gibi canli habitat alanlarmin varliginin, 6zellikle yiiksek denizel biyogesitlilige
sahip alanlar olusturdugu bilinmektedir (Reaka-Kudla, 1997; Field vd., 1998; Duffy,
2006; Maldonado vd., 2015; Muir, Wallace, Pichon ve Bongaerts, 2018; Cinar vd., 2020).

Denizel organizmalar bu kosullara adapte olabilmek i¢in metabolizmalarinin yan
iriinii olarak karasal organizmalardan farkli ozellikte ¢ok ¢esitli biyomalzemeler
sentezlemektedir. Fakat denizel organizmalarin Orneklenmelerinin zor ve maliyetli
olmast nedeniyle bu organizmalar yeterince arastirilmamistir. Dolayisiyla bunlarin
urettikleri biyomalzemelerin bir¢cogu da heniiz tanimlanmamis ve yapilar1 detayli bir

sekilde incelenmemistir. Denizel tiirlerin potansiyel kullanim alanlarini belirleyebilmek



icin Oncelikle bu biyomalzemelerin tanimlanmasi ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik

Ozelliklerinin belirlenmesi gereklidir.

Biyolojik kaynaklardan elde edilen malzemelerin ¢evre tizerinde olumsuz
etkilerinin olmamasi yada cok diisiik olmasi, olaganiistii fizikokimyasal o6zellikler
sergilemeleri ve katma degerli iiriin tiretme konusunda ¢ok yiiksek potansiyele sahip
olmalar1 son yillarda ilgiyi dogal biyomalzemelere ¢ekmistir (Klemm, Heublein, Fink ve
Bohn, 2005; Kalia, Kaith ve Kaur, 2011; Klemm vd., 2011; Fernandes, Pires, Mano ve
Reis, 2013; Thakur, 2015a; Thakur, 2015b; Trache, Hazwan Hussin, Mohamad Haafiz ve
Thakur, 2017). Giliniimiizde onemi farkedilmis denizel biyomalzemelerden biri de
nanokristalin seliillozdur. Seliiloz bitkilerin yanisira, belirli alg ve bakterilerin hiicre
duvarlarinda da iiretilebilmesine ragmen (Habibi, Lucia ve Rojas, 2010), seliilozun tek
hayvansal kaynagi denizlerde yasayan tunikatlardir (Zhao ve Li, 2014). Seliiloz,
biyouyumlu ve biyobozunur oldugundan biyomedikal, enerji, ¢cevre ve su ile ilgili gesitli
uygulamalarda kullanim alan1 bulmaktadir (Mondal, 2017). Ha, Quan, Vu ve Si (2013),
dogal seliiloz kiirelerinin biyolojik ayirma, hareketsizlestirilmis reaksiyon, hiicre
stispansiyon kiiltiirii ve atik su aritimi i¢in bir adsorban olarak kullanildigini bildirmistir.
Biyomedikal alanda ise seliiloz, yara iyilesmesi, kemik- kikirdak rejenerasyonu, discilik
uygulamalari, enzim immobilizasyonu ve kanser tedavisi gibi ¢esitli uygulama

alanlarinda kullanilmaktadir (Ha vd., 2013; Halib vd., 2017).

Tunikatlar su akisin1 saglayan iki sifonlu kese benzeri govdeleri olan siiziicii
beslenen omurgasiz hayvanlardir (Seo vd., 2004; Franchi ve Ballarin, 2017). Larva ve
yetiskin viicudunu i¢ine alan deriye benzer bir tuluma sahip olmalariyla taninirlar (Arslan,
2006; Franchi ve Ballarin, 2017). Basit bir viicut planina sahip hareketli bir iribas larva
yoluyla hizla gelisirler (Groppelli, Pennati, Scari, Sotgia ve De Bernardi, 2003). Tunikata
alt subesi, Ascidiacea (bentik ve sapsiz), Thaliacea (pelajik) ve Appendicularia (pelajik)
olmak {izere ti¢ farkli sinifa ayrilan yaklasik 3.000 tiirden olusmaktadir (Seo vd., 2004;
Franchi ve Ballarin, 2017). Soliter, koloni veya bilesik sekilde olmak iizere ii¢ formda
yasayabilirler (Hassanzadeh, 2011). Ascidiacea smifinin ergin bireyleri ince ipliksi
uzantilar ya da kok benzeri dallanmig yapilari ile sert bir zemine tutunarak yasarlar
(Dingaslan ve Ober, 2005). Ascidiacea tiirleri soguk sular ve tropik denizler dahil yayilis

gosterirlerken, deniz igerisinde de infralittoral zondan hadal zona kadar ¢ok genis bir



derinlik araliginda dagilim gosterirler (Uysal, 1976). Tunikatlar yiiksek iireme orani ve
toksik maddeler ve strese karsi olan yiiksek toleranslarindan dolay1 basarili rekabetci
organizmalardir (Aslan, 2006). Hizli nesil siirelerine sahip olmalarindan dolay1 kiiresel
olarak bentik ekosistemlerin biiyiikk bir boliimiinii olusturmakta ve giiclii biyolojik
kirleticiler ve etkili istilacilar olarak kabul edilmektedirler (Vandepas vd., 2015). Ayrica,
primer makrofoulingi olusturan tunikatlar metalik yiizeyleri asindirarak su igine batmis
tiim yapay substratumlara zarar verirler (Aslan, 2006). Ascidia tunigi atik bir malzemedir
ve Ascidia tuniklerinin denize bosaltilmasi, kiy1 ¢evre kirliligi sorunlarindan sorumlu
tutulmustur (Koo, Wang, You ve Kim, 2002). Dunlop, Acharya ve Bissessur (2018), bu
istilact  tunikatlarin, nanokristalin seliilloz iiretmek i¢in bir kaynak olarak

kullanilabilecegini ve biyoekonomiye kazandirilabilecegini bildirmistir.

Tunikatlar, tunik olarak adlandirilan dis dokularinda seliiloz iirettigi bilinen tek
hayvan tiiriidiir (Trache vd., 2017). Bunun nedeni, tunikat soyunun en temelindeki
prokaryotlardan seliiloz sentazin lateral gen transferidir (Ocean Bergen, 2020).
Tunikatlar, tunik dokularda iskelet yapisi gorevi goren nanokristalin seliiloz igermektedir
(Zhao ve Li, 2014). Tunikat seliilozu, epidermisin zarinda seliiloz sentezleyen enzim
kompleksleri tarafindan farkli mekanizmalar araciligiyla tiretilmektedir ve farkli tunikat
ailelerinde ve tiirlerinde farkli islevler yerine getirerek farkli yapisal oOzellikler

sergilemektedir (Zhao ve Li, 2014).

Tunikatlarin tirettigi miikemmel 6zellikteki nanokristalin seliiloz birgok uygulama
alan1 i¢in oldukga ilgi ¢ekici bir biyomalzemedir. Tunik seliiloz nanolifler, yiiksek
kristallikleri ve mekanik sertlikleri nedeniyle yenilenebilir ve ¢evre dostu miihendislik
malzemeleri olarak ilgi ¢ekmektedir (Moon vd., 2021). Tunikatlardan elde edilen
nanokristalin seliilozun biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, genis 6zgiil
ylizey alani, yiiksek kristallik, 1yi termal stabilite, optik seffaflik ve anizotropi, diisiik
maliyet, yiiksek gerilme mukavemeti, esneklik, diisiik yogunluk ve uyarlanabilir ylizey
kimyas1 gibi ¢ekici fizikokimyasal 6zellikler sundugu cesitli calismalarda vurgulanmistir
(Dufresne, 2012; Habibi vd., 2010; Lagerwall, Schutz ve Salajkova, 2014; Ng vd., 2015;
Tang vd., 2015; Oun ve Rhim, 2016; Trache vd., 2017; Dunlop vd., 2018). Bununla
birlikte, nanokristalin seliiloz ayrica bariyer filmlerde, fotonik kristallerde, sekil hafizali

polimerlerde, 1sikla iyilesebilen malzemelerde, ila¢ dagitiminda kullanilabilmektedir



(Endes vd., 2016; Dunlop vd., 2018; Thomas vd., 2018; Garces, Aslanzadeh, Boluk ve
Ayranci, 2020). Goriildiigii tizere tunikat nanokristalin selillozu essiz 6zellikleri

sayesinde ¢ok ¢esitli alanlarda uygulama bulabilmektedir.

Bununla birlikte, bu giine kadar tunikatlardan seliloz eldesi ve
karakterizasyonuna yonelik ¢cok az sayida ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarda
Styela clava, Ciona intestinalis, Microcosmus fulcatus, Styela plicata, Halocynthia
roretzi, Ascidia sp., Metandroxarpa uedai, Halocynthia papillosa tiirlerinden
nanokristalin seliiloz elde edilmistir (Helbert, Nishiyama, Okano ve Sugiyama, 1998;
Lima, Wong, Paillet, Borsali ve Pecora, 2003; Elazzouzi-Hafraoui vd., 2008; Moon,
Martini, Nairn, Simonsen ve Youngblood, 2011; Zhao ve Li, 2014; Dunlop vd., 2018).
Ayrica farkli tiirlerden elde edilen seliiloz miktar1 ve kalitesinin hi¢bir zaman sistematik
olarak rapor edilmedigi ve karsilastirilma yapilmadig: belirtmektedir. Zhao ve Li (2014),
tunikat seliilozunun farkli tunik aileleri ve tiirlerinde farkli islevler gergeklestirdigini ve
bu nedenle farkl: tiirlerdeki seliiloz yapilarinin farkli 6zellikte oldugunu 6ne stirmiistiir.
Buna ek olarak, tunikat seliilozunun izole edildigi tiire ve hazirlama islemlerine bagl
olarak farkli kimyasal ve morfolojik yapilar sergiledigi ve malzeme uygulamalari icin
farkl1 6zellik ve yapida biyomalzemeler sagladig: rapor edilmektedir (Zhao ve Li, 2014;
Trache vd., 2017; Zhao, Moser, Lindstrom, Henriksson ve Li, 2017). Bu nedenle bu
ac1gin kapatilmasi ve degisik 6zelliklerdeki tunikat seliiloz yapilarinin ortaya ¢ikarilarak
biyoteknolojik iriinlere doniistiiriilebilmesi i¢in bu biyomalzemelerin 6zelliklerinin

bilinmesi gereklidir.

Bu tezde Canakkale Bogazi’nda dagilim gosteren tunikat tirii Phallusia
mammillata (Cuvier, 1815) tiiriinden ilk kez hayvansal kaynakli nanokristalin seliiloz
elde edilmesi ve bu nanokristalin selillozun fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenerek

potansiyel uygulama alanlarima iligkin bilgiler ortaya konmas1 amaglanmuistir.



AMACLAR

1. Bu calismada Canakkale Bogazi’nda dagilim gosteren tunikat tirt P.
mammillata’dan ilk kez nanokristalin selilloz elde edilmesi ve bu seliilozun

fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

2. P. mammillata’dan elde edilen bu biyomalzemenin olasi biyomedikal ve

endiistriyel kullanim alanlarinin belirlenmesi amaglanmistir.

3. Yiiksek biyogesitlilige sahip olmasi nedeniyle yeni biyomateryallerin kesfi
acisindan 6nem arz eden iilkemizin denizel biyomalzeme envanterinin ¢ikarilmasina

katkida bulunulmasi amag¢lanmistir.

4. Bu c¢aligma Tiirkiye’nin denizel biyoteknoloji ¢alismalarina onciililk edecek ve

daha sonra bu alanda yapilacak arastirmalar i¢in temel verileri saglayacaktir.

5. llerleyen siiregte bu biyomalzemelerin katma degerli iiriine doniistiiriilmesi

caligmalarina katki saglayacaktir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Tunikatlar (Tulumlular)

Tunikatlar Metazoa aleminin, Eumetazoa dalinin, Chordata subesinin, Tunicata
alt subesine ait olan denizel organizmalardir. Adlarini larva ve yetiskin viicudunu igine
alan tunige borglu olan tunikatlar siiziicii beslenen kese benzeri omurgasiz hayvanlardir
(Franchi ve Ballarin, 2017; Seo vd., 2004). Hermafrodit olup iki ay ile bir yil arasinda
degisen yasam siirelerine sahip olan bu organizmalar, yar1 saydamdan maviye, yesile,
sartya, kirmiziya ve kahverengiye kadar farkli renklerde olabilir (Ramesh, Tulasi, Raju,
Thakur ve Dufosse, 2021). Tunigin yapisi ve rengi, tiir i¢inde ve tiirler arasinda farklilik
gosteren bir 6zellik olup, ince, kalin, yumusak, etsi, derimsi, jelimsi ya da sert yapida
olabilir ve pigment icerebilir (Dingaslan ve Ober, 2005). Soliter tiirler tunigin i¢ kisminda
kan damarlart ve sinirleri de barindiran kash yapida bir manto tabakasina sahiptirler
(Dingaslan ve Ober, 2005). Ascidia’lar serbest yiizen, iribas benzeri bir larvaya sahipken,
yetigkinlerin su akisina izin veren iki sifonlu (brankial ve atrial sifon) kese benzeri
govdeleri ve filtrasyon i¢in gerekli mukus agini salgilayan ventral endostil ile donatilmig
biiyiikk bir dal sepeti vardir (Franchi ve Ballarin, 2017). Larva asamasinda tam bir
omurgal1 6zelliklerini tasirken, ergin hale geldiginde daha ¢ok omurgasizlara benzerlik
gostermektedir (Dingaslan ve Ober, 2004). Larvalari bas kisminda bir yere tutunmalarini
saglayan adhesif yapilar, tireme sistemi ve sindirim sistemi bulunurken, kuyruk kisminda
iyi gelismis bir sinir kordonu ve altinda bir sirt ipligi (notokorda) bulunur (Dingaslan ve
Ober, 2005). Tunikat larvalari, kordali gruplarindan iribas larvalarina benzer, ancak

gelisim esnasinda geriye doniik metamorfoz gegirerek notokord ve anal sonrasi kuyrugu



kaybederler (Ramesh vd., 2021). Bu 6zelliklerinden dolay1r omurgasizlar ve kordalilar

arasindaki evrimsel bagi temsil etmektedirler (Berna ve Alvarez-Valin, 2014).

Tunicata alt subesi, Ascidiacea (bentik ve sapsiz), Thaliacea (pelajik) ve
Appendicularia (pelajik) olmak {izere {i¢ farkli sinifa ayrilan yaklagik 3.000 tlirden
olusmaktadir (Seo vd., 2004; Franchi ve Ballarin, 2017). Shenkar ve Swalla (2011), ise
yaklasik 2815 tunik tiirii kaydedildigini rapor etmektedir. Ascidiacea smifi bentik ve
sapsiz tiirleri icerirken, Thaliacea ve Appendicularia siniflar1 pelajik tiirleri igermektedir
(Moon vd., 2011). Appendicularia'da tunik yoktur, ancak seliilozik malzemeler salgilar
(Kimura, Ohshima, Hirose, Nishikawa ve Itoh, 2001). Tuniklerin gériiniimii ve islevi,
tiire bagli olarak sinif iginde ¢ok farklidir (Zhao ve Li, 2014). Ascidian tiirleri tropik
denizlerden soguk sulara kadar yayilis gosterirlerken, deniz igerisinde de infralittoral
zondan hadal zona kadar ¢ok genis bir derinlik araliginda yasarlar (Uysal, 1976). Bununla
birlikte, genellikle kiy1 sularinda nispeten diisiik miktarda bulunduklar rapor edilmistir
(Ramesh vd., 2021). Tunikatlar, ¢ok ¢esitli su sicakliklarina ve tuzluluga tahammiil
edebilmektedirler (Dunlop vd., 2018). Ascidia’larin Dogu Akdeniz’den 86, Bati
Akdeniz’den 165 tiirii rapor edilmistir (Aslan, 2006). Tunicata subfilumu Tirkiye
denizlerinde 16 familyaya ait 63 tiirle temsil edilmektedir (Cinar, 2014).

Tunikatlar soliter, koloni veya bilesik sekilde olmak {izere ii¢ formda
yasayabilirler (Hassanzadeh, 2011). Ascidiacea sinifinin ergin bireyleri ince ipliksi
uzantilar ya da kok benzeri dallanmis yapilar ile sert bir zemine tutunarak yasarlar
(Dingaslan ve Ober, 2005). Ascidia’lar, hareketli bir iribas larva yoluyla hizla geliserek
kisa bir yiizme periyodundan sonra yerleserek gelisimlerini devam ettirirler (Groppelli
vd., 2003). Ascidiacea sinift tiirleri sualtinda kayalik substratlarda, mercan yiginlarinda,
gemi govdelerinde, iskele direkleri iizerinde, borular igerisinde, deniz otlar1 ve alglere
bagli olarak ya da kumlu veya ¢camurlu zeminlerde serbest bir sekilde biiyiirler (Aslan,
2006; Kimura ve Itoh, 2007; Lemaire ve Piette, 2015). Yetiskin tunikatlar siiziicti
beslenmektedirler. Besinlerini deniz suyunu filtre ederek alirlar (Ha vd., 2013; Franchi
ve Ballarin, 2017).

Soliter formlarda iireme genelde gametler ile olurken, koloni formlarda ise
tomurcuklanma ile olmaktadir (Dingaslan ve Ober, 2005). Ascidiacea smifi bireylerin

embriyolar1 déllenmeden 18 saat sonra yumurtadan ¢ikarlar ve ¢ok hizli bir sekilde, bir



alt tabakaya yerlesmeden Once 24-48 saat i¢inde yiizen larvalara gelisirler, ardindan
omurgasiz bir viicut plani sergileyen sesil geng¢ bireylere doniisiirler (Lemaire, 2009;
Sasakura, Mita, Ogura ve Horie, 2012). Soliter formlarda meydana gelen larva kendini
sert bir zemine tespit ederek gelisimini burada tamamlamaktadir (Dingaslan ve Ober,
2005). En zararl istilac1 tiirler olan vazo (C. intestinalis) ve club (S. clava) tunikatlar ¢ok
hizli biiyliyerek 10 haftada tireme olgunluguna erisirler ve 10.000'den fazla yumurta
birakarak c¢ogalabilirler (Dunlop vd., 2018). Yiiksek {ireme oranlar1 nedeniyle
bulunduklar1 bolgeye hizla yayilarak yerel tiirlerin yasam alanlarini istila ederler. Boylece
biyogesitlilik i¢in tehdit olustururlar. Dunlop vd. (2018), istilac1 tunikatlarin nanokristalin
seliiloz (NCC) kaynag: olarak kullanilabilecegini ve bu zararli organizmalardan elde

edilecek nanokristalin seliilozun biyoekonomiye kazandirilabilecegini 6ne stirmektedir.

Tunikatlar, yiiksek tireme oranlarina sahip olmalari ve toksik maddelere karsi
yiiksek tolerans gostermeleri nedeniyle basarili rekabetgilerdir. Stres oranina bagli olarak
azalan diger tiirlerin yerini strese dayanabilen tiirler almakta ve hizla uyum gostererek
cogalmaktadirlar (Aslan, 2006). istilac1 tunikat tiirii Diplosoma similis’in mercanlar
tizerinde asir1 biiyliyerek % 50 oraninda dliimle sonuglanan bir salgina yol agtig1 rapor
edilmistir (Vargas-Angel, Godwin, Asher ve Brainard, 2009). Ayrica, tunikatlar,
biiylimek ve yumurtlamak i¢in midye kabuklarina gereksinim duyduklarindan, bu durum
midye verimini olumsuz etkilemektedir (Dunlop vd., 2018). Ascidia’lar, primer
makrofoulingi olustururlar ve su i¢ine batmis tlim yapay substratumlara zarar verirler. Bu
canlilarin en yaygin bilinen zararlari metalik yiizeylerde korozyona yol agmalaridir
(Aslan, 2006). Sapsiz sesil yetigkinler ve serbest yiizen larvalar tekne govdeleri, balast
sular1 ve yetistiricilik yoluyla yeni alanlara tasinabilir ve nesil siirelerinin hizl
olmasindan dolay1 orada istalalara yol agabilirler. Bu nedenle, Ascidia’lar gii¢lii biyolojik
kirleticiler ve etkili istilacilar olarak bilinirler (Vandepas vd., 2015). Bunlarin disinda
Ascidian tiirleri (H. roretzi, Pyura michaelseni) Kore gibi iilkelerde kiiltiire alinarak
yetistirilmekte ve bunlarin islenmeden kalan ve atik malzeme olarak denize bosaltilan
tunikleri kiy1 ve ¢evre kirliligine neden olmaktadir (Oh, Kim ve Heu, 1997; Koo, vd.,
2002; Ali ve Tamilselvi, 2016).

Son 40 yilda 1000'den fazla bilesik tunikatlardan izole edilmistir (Dumollard,

Gazo, Gomes, Besnardeau ve McDougall, 2017). Bunlar arasinda seliiloz, kalsit,



kalsiyum karbonat, kondroitin siilfat, peptidler, alkoloidler, terpenler gibi biyomateryaller
bulunmaktadir (Ha vd., 2013; Saha, Yadav ve Rajendran, 2014). Ascidia sinifi
tunikatlardan elde edilen bilesiklerin/metabolitlerin, hiicre kiiltiirlerinde ve test
hayvanlarinda antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar ve antitimar aktivitelerine sahip
oldugu ve antitimor ajanlar olarak klinik deneylere giren ii¢ bilesik (Didemnin B,
Ecteinascidin 743 ve Aplidin) bulundugu bildirilmistir (Bertanha vd., 2014; Dumollard
vd., 2017). Bugni, Harper, McCulloch, Reppart ve Ireland (2008), tunikat Ecteinascidia
turbinata'dan izole edilen ilk antikanser ajani Trabectedin®’in PharmaMar tarafindan
pazarlandigini1 ve Aplidin® olarak adlandirilan ve baska bir tunikat tiiriinden elde edilen
antikanser ajaninin faz II klinik denemelerinin yapildigini rapor etmistir. Dumollard vd.
(2017), Ascidia biliminin mavi biyoteknoloji ¢agina girdigini ve tunikat molekiillerini
saflagtirma, karakterize etme ve degerlendirme girisimlerinin basarili bir sekilde devam
ettigini bildirmistir. Son olarak, Ramesh vd. (2021), cesitli tunikat tiirleri ve iliskili
olduklart mikoorganizmalardan elde edilen toplam 72 farkli biyoaktif bilesigi listelemis
ve bu bilesiklerin antikanser, antitiimor, sitotoksik aktivite, antibiofilm, antibakteriyel
aktivite, Farnesoid X reseptor antagonisti, antiparazitik, antimikrobiyal, antifungal,
antiviral, Protein tirozin fosfataz 1B inhibisyonu, antifouling, plasma stabilitesi, bagirsak
yenilenmesi, anti-inflamatuar ve antimetabolik aktivite, antiproliferatif, Matrix
metalloproteinaz 2 inhibitorii, caydirici aktivite, hemolitik aktivite, noroaktif, anti-

retroviral, anti-HIV ilag gibi biyoaktivitelerinin arastirildigini belirtmistir.

Tunikatlar, selilloz sentezleyebilen tek hayvan grubudur (Trache vd., 2017).
Tunigin kuru agirliga gore yaklasik % 60 seliiloz igerdigi bildirilmistir (Zhao ve Li, 2014;
Trache vd., 2017). Tunikat sinifinin iyelerinin tip 1 seliiloz mikrofibrilleri irettigi
gosterilmistir (Kimura vd., 2001). Ascidia’larda seliiloz epidermiste sentezlenir ve tunik
olarak bilinen koruyucu bir kaplamaya dahil edilir (Matthysse vd., 2004). Tunikatlarin
tunikleri, siilfatlanmis polisakkaritler ve lipidlerle yapistirilmig seliiloz-protein fibrilinden

yapilmistir (Zhao ve Li, 2016).

Seliilozun tiim tunikatlarda goriilmesi, tunikat soyunda seliiloz biyosentez
yeteneginin kdkeninin ¢ok eskiye dayandigini ve seliiloz sentezleme yeteneginin
tunikatlarin yayilimini1 destekleyen Onemli bir olay olabilecegini diigiindiirmektedir

(Matthysse vd., 2004). Tunikatlarin seliiloz sentezleme yetenegi kazanmalar1 {izerine



olas1 senaryolar, ya iirokordatlarin bagimsiz olarak seliilloz biyosentez yetenegini
gelistirdigi ya da tunikatlarin seliiloz sentezleme yetenegini baska bir organizmadan yatay
gen transferi yoluyla elde ettikleri yoniindedir (Matthysse vd., 2004). Ascidia tiirii C.
intestinalis' in genom dizilerinde seliiloz sentaz benzeri bir gen tanimlanmistir (Matthysse
vd., 2004). Seliiloz sentaz (CesA) gen triinleri, tim tuniklerin filtre beslenme yapilarinda
bulunur ve ayrica Ascidia cinsi Ciona' daki metamorfozu diizenler (Sagane vd., 2010).
Matthysse vd. (2004), diger tiim metazoan gruplarinda seliiloz biyosentezinin olmamasi
ve inceledikleri tunikat tiirii Ciona savignyi'nin selilloz sentazinin seliilloz iireten
organizmalardan gelen enzimlere benzerlik gostermesi nedeniyle, iirokordatlarin seliiloz
biyosentetik yolunu yatay gen transferi yoluyla edindigi hipotezini 6ne siirmektedirler.
lannelli, Griggio, Pesole ve Gissi (2007)’de asir1 plastisiteye sahip iki farkli tunikat cinsi
Phallusia ve Ciona’da kararsiz bir mitokondrial genomik pozisyonu gosteren tRNA
genlerinin yanisira, gen diizeni yeniden diizenlemelerinin yiiksek siklikla goriildiiglinii
belirtmislerdir. lannelli vd. (2007), Ascidia’larda hem yiiksek taksonomik diizeyde hem
de ayn1 cins i¢inde major gen yeniden diizenlemelerinin stk meydana gelmesi nedeniyle,
Ascidia’larin gen yeniden diizenleme mekanizmalarini incelemek i¢in miikemmel bir
model organizma grubu oldugunu belirtmistir. Ocean Bergen (2020)’de tunikatlardaki
seliiloz tiretiminin nedeninin prokaryotlardan seliiloz sentazin lateral gen transferi yoluyla

aktarilmast oldugunu 6ne siirmektedir.

Hassanzadeh (2011), tunikatlarda seliiloz iiretiminden tunik epidermal hiicre
plazma zari, tunik damarlardaki kan hiicreleri, viicudun mekanik olarak desteklenmesi
amaciyla sifonlarda bulunan tunik kordonu gibi yapilarin sorumlu olabilecegini one
stirmistir. Zhao ve Li (2014) ise tunikat seliilozunun, epidermisin zarinda seliiloz
sentezleyen enzim kompleksleri tarafindan farkli ve tam olarak anlasilmayan
mekanizmalar yoluyla iiretildigini ve farkli tunikat ailelerinde ve tiirlerinde farkli islevler

yerine getirerek farkli yapisal 6zellikler sergiledigini ifade etmistir.

Ozellikle son zamanlarda artan kiiresel 1sinma okyanus 1stnmasini hizlandirmakta
ve istilaci tiirlerdeki artisi tetiklemektedir (Ramesh vd., 2021). Bu istilaci tiirlerin kontrol
altina alinabilmesi veya siirdiiriilebilir biyomalzeme ve biyoaktif bilesik kaynagi olarak

olarak degerlendirilebilmesi dnem arz etmektedir.
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2.2. Tiirkiye Denizlerinde Yapilan Calismalar

Akdeniz orijinli tiirlerin yagsam ortamlarindan biri olan Tiirkiye denizlerinde,
tunikatlarin yogun dagilim gosterdigi alanlara rastlanmaktadir. Bolgesel olarak
degismekle birlikte bazi alanlarda soliter dagilim yogunlugu seyrek olsa da belirli
lokasyonlarda c¢ok yogun birey sayist ve kolonisel fasiyeslerin bulundugu rapor
edilmistir. Tirkiye’de gergeklestirilen tunikat bazli arastirmalarin daha ¢ok tiirlerin
dagilimsal, ekolojik ve biyolojik 6zelliklerine yogunlastigi bilinmektedir (Demir, 1952;
Geldiay ve Kocatas, 1972; Uysal, 1976; Aslan, 2006; Cirik vd., 2007; Dingaslan, Ober,
Camdal ve Sagit, 2007; Aslan-Cihangir, lzquierdo Munoz, Pancucci Papadopoulou,
Ramos Espla ve Can Yilmaz, 2011; Cmar vd., 2011; Cinar, 2016; Aydin-Onen, 2018;
Miroglu ve Yalgin, 2020). Son yillarda yapilan aragtirmalarda, Tirkiye kiyilarinda
dagilim gosteren tunikat tiirlerine iliskin kontrol listelerinin yayinlandigi ¢aligmalar
bulunmaktadir (Cinar, 2014). Cmar, Bilecenoglu, Oztiirk ve Can (2006), Tiirkiye'nin
Levanten kiyilarindan 3 istilac1 tunikat tiirtiniin (Phallusia nigra, Pyura momus ve
Symplegma brakenhielmi) kaydini1 vermistir. Cinar vd. (2020), Tiirkiye'yi ¢evreleyen dort
denizdeki yabanci tiirlerin sayisi ve her bir denizde yerlesme basarilarini incelemis ve bu

kapsamda 8 tunikat tiirii bulundugunu rapor etmistir.

Ulkemizde tunikat biyoteknolojisi iizerine yapilan ¢alismalar ¢ok smirl sayidadir.
Bir calismada Ege Denizi tunikatlarn {izerinde histolojik analizler gerceklestirildigi
bilinmektedir (Dingaslan ve Ober, 2010). Temiz, Oztiirk ve Karahan (2019), Kuzey Dogu
Akdeniz'deki Botrylloides leachii'nin filocografik ¢oziiniirligiinii mitokondriyal ve
niikleer DNA belirtegleri (sitokrom oksidaz alt birimi I —COI ve histon H3) kullanarak
incelemislerdir. Cift¢i vd. (2020), yaptiklari ¢alismada Gokgeada kiyilarindan 6rneklenen
Microcosmus sabatieri tunikat tiiriiniin antikanser aktivesini arastirmislardir. Karahan,
Oztiirk, Temiz ve Blanchound (2022), Boronia anceps kolonilerini toplamak, tiirlerini
dogrulamak, laboratuarda tiretmek ve kriyoseksiyonlarda histolojik boyama yapmak

i¢in protokoller sunduklar1 bir kitap boliimii yazmislardir.
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2.3. P. mammillata (Cuvier, 1815)

Filum: Chordata

Subfilum: Tunicata

Sinif: Ascidiacea

Takim: Phlebobranchia

Familya: Ascidiidae

Cins: Phallusia

Tiir: Phallusia mammillata (Cuvier, 1815)

P. mammillata Ascidiidae familyasina ait, yaklagik 20 cm kadar biiyiiyebilen ve
soliter yasan bir tunikat tiirtidiir. Tiir seliiloz igeren kalin bir tunige sahiptir (Ruppert, Fox
ve Barnes, 2004). Tunik, diizensiz yuvarlak loblar veya tiimseklerle kapli, yar1 saydam,
mavimsi beyaz renktedir (Doris, 2020, Wikipedia, 2020). Kuzeydogu Atlantik Okyanusu,
Kuzey Denizi, Ingiliz Kanali ve Akdeniz'de yayilis gdstermekle birlikte, deniz ve
okyanuslar icerisinde kayalik, kumlu veya ¢amurlu yiizeylerde yaklasik 200 m derinlige
kadar dagihm gostermektedir (Doris, 2020, Wikipedia, 2020). Tiirkiye’de ise Marmara
Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz’in dogu kiyilarinda, 0-50 m arasinda, yumusak zeminde
bulunduklari rapor edilmistir (Cinar, 2014). Hayvan, gelen deniz suyundan filtre ettigi
planktonik partikiilleri siizerek beslenir (Ruppert vd., 2004). Hermafrodittir. Ekshalent
sifonu ile yumurtalar serbest birakilir ve su kolonunda dis dollenme gerceklesir.
Yumurtalar, birka¢ giin i¢inde deniz tabanina yerlesen ve yavrulara doniisen serbest

ylizen, larvalara dontsiirler (Berrill, 1930, Wikipedia, 2020).
P. mammillata tiiriine iliskin bugiine kadar ¢esitli ¢alismalar yapilmustir.

Groppelli vd. (2003), laboratuvar kosullarinda silisli ve karbonlu taslar kullanarak
P. mammillata'nin yerlesiminde alt tabakanin mineral igeriginin oynadigi rolii

arastirilmastir.

lannelli vd. (2007), Ascidiacea'deki mitokondriyal genomun evrimsel
dinamiklerini anlamak igin, iki tiirdes Ascidia tiri P. mammillata ve Phallusia
fumigata'nin tam mitokondriyal genomunu siralamis ve karakterize etmislerdir. Yazarlar

asir1 plastisiteye sahip Phallusia ve Ciona cinslerinde kararsiz bir mitokondriyal genomik
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pozisyonu gosteren tRNA genlerinin yanisira, gen diizeni yeniden diizenlemelerinin

yuksek siklikla goriildiigiinii belirtmislerdir.

Ueki vd. (2002), P. mammillata'nin dondurularak kurutulmus ve 1slak yasayan
orneklerinde, taslt yiiziik hiicrelerinde ve vakuollii amebositlerde lokalize Vanadyum

birikimini tarama rontgen mikroskobu ile gorsellestirmistir.

Yasuo ve McDougall (2018, s. 15-24), yumurta ve embriyolarinin optik seffaflig
ve yumurtalara eksojen olarak eklenen mRNA'nin etkili translasyonu gibi benzersiz
ozellikleri nedeniyle P. mammillata’nin floresan protein (FP) tabanli goriintiileme

caligmalar1 i¢in uygun bir model organizma olabilecegini belirtmistir.

McDougall, Hebras, Gomes ve Dumollard (2020, s. 217-230) P. mammillata'da
sinir kordonunun gelisimini incelemek i¢cin CRISPR-Cas9 gen diizenleme teknigini

uygulamak i¢in ¢aligmalar yapmislardir.

Karsilagtirmali genomik ve evrimsel gelisim i¢in model olarak yaygin olarak

kullanilan tiirlerden biri de P. mammillata 'dir (Delsuc vd., 2018).
2.4. Seliiloz

Seliiloz yeryiiziinde en bol bulunan biyolojik polimerdir ve birgok farkl
kaynaktan elde edilebilmektedir. Bitkiler (Trilokesh ve Uppuluri, 2019; Rasheed, Jawaid,
Karim ve Abdullah, 2020), algler (Habibi vd., 2010), bakteriler (Giindiiz, Asik, Aydemir
ve Kilig, 2015; Giizel ve Akpinar, 2017), amip (Thomas vd., 2018), tunikatlar (Koo vd.,
2002; Zhao ve Li, 2014) dahil olmak iizere bir¢ok yenilenebilir seliilloz kaynagi vardir.

Seliiloz ayrica siimiiksii kiifler tarafindan da sentezlenmektedir (Delmer, 1999).

Seliiloz stirdiiriilebilir ve yenilenebilir bir biyomalzeme oldugundan g¢evre
dostudur (Moon vd., 2021). Seliilloz, karbon bazli malzemelerden farkli olarak,
biyouyumlu ve biyo-giivenli olmas1 sebebiyle genel miithendislik malzemeleri arasinda
avantaj sunmaktadir (Endes vd., 2016; Ong, Shatkin, Nelson, Ede ve Retsina, 2017).
Biyouyumlu ve biyobozunur olusu onun biyomedikal, enerji, ¢evre ve su ile ilgili ¢esitli
uygulamalarda kullanilmasina olanak vermektedir (Mondal, 2017). Biyolojik ayirma,
hiicre siispansiyon kiiltiirii ve atik su aritimi i¢in bir adsorban olarak uygulanan seliiloz,

bunlarin disinda yara iyilesmesi, kemik-kikirdak rejenerasyonu, dis¢ilik uygulamalari,
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enzim immobilizasyonu ve kanser tedavisi gibi biyomedikal uygulamalarda ve

nanoseliiloz da lokal ilag dagitim sistemlerinin bileseni olarak énemli bir potansiyele

sahiptir (Ha vd., 2013; Halib vd., 2017).

Nanoseliilozlar ilk olarak 1951'de Bengt Ranby tarafindan sulu koloidal
soliisyonlarda miseller olusturan seliiloz molekiilleri demetleri olarak tanimlanmistir
(Rénby, 1951; Rasheed, Jawaid, Karim ve Abdullah, 2020). En az bir boyutu a¢isindan
100 nm'den kiiciik olan seliiloz pargaciklart nanoseliiloz olarak kabul edilmektedir
(Trache vd., 2017; Zhu, Zhou, Liu, Sun ve Wang, 2021). Seliiloz nanokristalleri (CNC),
seliiloz nanofibrilleri (CNF) ve bakteriyel seliiloz (BC) olmak iizere ii¢ farkli nanoseliiloz
tirti vardir (Guise ve Fangueiro, 2016). Seliiloz nanokristaller ve seliiloz nanofibriller
pamuk, bugday samani, keten, kenevir, patates yumru, seker pancari, dut kabugu, rami,
yosun ve tunikatlardan elde edilmektedir. Nanoseliiloz {iretimi i¢in en sik arastirilan
tunikat tiirleri C. intestinalis (Zhao, Zhang, Lindstrom ve Li, 2015), Ascidia sp. (Zhao ve
Li, 2014), H. roretzi (Yuan, Nishiyama, Wada ve Kuga, 2006), M. uedai (Moon vd.,
2011), S. plicata (Zhao ve Li, 2014) ve H. papillosa (Helbert, Nishiyama, Okana ve
Sugiyama, 1998) iken, bakteriyel nanoseliiloz iiretiminde en yaygin kullanilan bakteri

tirti gram (-) Gluconacetobacter xylinus'tur (Siro ve Plackett, 2010).

Seliiloz nanomalzemeler biyouyumlu, biyobozunur, yenilenebilir, sitotoksisite
gostermeyen ve milkkemmel mekanik Ozelliklere sahip olan biyomalzemeler olarak
bilinmektedir (Clarkson vd., 2020, Zhu vd., 2021). Bunlarin disinda nanoseliiloz 6zel
morfoloji ve geometrik boyutlar, kristallik, yiiksek 6zgiil ylizey alani, reolojik 6zellikler,
stvi kristal davranig, hizalama ve ydnelim, mekanik gii¢lendirme, bariyer ozellikleri,
ylizey kimyasal reaktivitesi, gibi geleneksel malzemelerden farkli 6zelliklere sahiptir (Lin
ve Dufresne, 2014). Yiiksek mukavemetli kompozitlerin baglanmasinda ve
giiclendirilmesinde nanoseliilozun 6nemli bir rol oynadigi rapor edilmistir (Le, 2015).
Biyokompozitlerde arzu edilen diisiik agirlik, yiiksek mukavemet, yliksek sertlik ve tercih
edilen termal diren¢ gibi mekanik 6zelliklerin nanoseliilloz sayesinde saglanabilmesi
(Moon vd., 2011) ve ayrica nanoseliilozun biyolojik olarak parcalanabilir, yenilenebilir
ve karbon notr olmast bu malzemenin benzersiz O6zelliklerinden kaynaklanmaktadir
(Besbes, Villar ve Boufi, 2011; Moon vd., 2011; Peng, Dhar, Liu ve Tam, 2011; Sim,
Ryu ve Youn, 2013; Lagerwall vd., 2014; Sim, Youn ve Ahn, 2014).
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Dogal kaynaklardan iiretilen nanoseliilozun uygulamalari arasinda seffaf filmler,
antimikrobiyal filmler, bariyer filmler, esnek ekranlar, farkli polimerler i¢in ilave dolgu
maddeleri, elyaflar ve tekstiller, elektronik bilesenler i¢in sablonlar, ayirma membranlari,
piller, siiper kapasitorler, elektroaktif gibi uygulamalarda kullanilabilecegi rapor
edilmektedir (Moon vd., 2011; Zhao ve Li, 2014). Bunlarin yanisira, seliiloz
nanomalzemelerden {iretilen nanokompozitler de biyomedikal malzemeler, akilli
malzemeler, paketleme malzemeleri ve enerji depolama malzemelerinin iiretiminde
kullanilmaktadir (Mu vd., 2019; Zhu vd., 2021). Biyomedikal alanda, nanoseliiloz
Ozellikle doku miihendisligi, 3D hiicre kiiltiirti, ila¢ dagitimi, kikirdak replasmanlari,
kardiyovaskiiler uygulamalar, yara sargilar1 ve tibbi implantlar, hidrojeller, tani cihazlari
Ve ayirma gibi biyomedikal uygulamalar i¢in kolaylikla uygulanabilir, diisiik maliyetli ve
islemesi kolay bir biyomateryaldir (Guise ve Fangueiro, 2016; Curvello, Raghuwanshi ve
Garnier, 2019). Nanoseliiloz, gézenekli bir ag yapisi sagladigi i¢in antibiyotiklerin veya
diger ilaglarin yaraya transferi i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir (Andresen vd., 2007,
Lin ve Dufresne, 2014). Nanoseliiloz bazli yara sargilarina ait bazi ornekler olan
Bioprocess®, Biofill®, XCell® ve Nanoskin®, bakteriyel seliilozdan iiretilmistir (De

Olyveira, Manzine Costa, Basmaji ve Xavier Filho, 2011; Petersen ve Gatenholm, 2011).

Tuniklerden ekstrakte edilen selilloz nanofiberler, saf bilesimlerinin yani sira
yiiksek derecede kristallik ve sertlikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Zhao ve Li, 2014; Zhao vd.,
2015). Tunik seliilozlar neredeyse saf seliiloz I-p allomorfundan olusurken, ahsap seliiloz
sadece ~ %30 I-a tipi kristallerle lignin veya ksiloz igerir (Zhao vd., 2017). Tunik
seliilozunun asit muamelesi ile asir1 uzun nanolifler (~20 nm genislik ve mm veya cm
uzunlukta) elde edildigi ve bu nedenle tunik seliiloz nanokristallerinin kristal seliiloz
nanofiberler olarak degerlendirilebilecegi belirtilmektedir (Zhao vd., 2017; Dunlop vd.,
2018; Moon vd., 2021). Kristalli seliiloz nanomalzemeler, yapisal olarak esnek
olmalarmin yanisira, ayn1 zamanda glikozidik polimerik omurgalar ve kristal kafesler
boyunca ig¢sel hidroksil gruplar1 arasindaki benzersiz molekiil i¢i ve molekiiller arasi
hidrojen baglar1 nedeniyle de gii¢lidiir (Rol, Belgacem, Gandini ve Bras, 2019).
Nanokristalin seliiloz optik seffaflik, diisik termal genlesme, biyolojik olarak
parcalanabilirlik, diisiik toksisite ve diisiik maliyet gibi bircok benzersiz 6zellige sahip
oldugu ve bu essiz ozellikleri sayesinde bariyer filmlerde, fotonik kristallerde, sekil

hafizali polimerlerde, 1sikla iyilesebilen malzemelerde, ila¢ salinimi gibi cok ¢esitlli
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uygulamalarda kullanim olanagi buldugu rapor edilmektedir (Endes vd., 2016; Dunlop
vd., 2018; Thomas vd., 2018; Garces vd., 2020).

Tunikatlardan elde edilen nanokristalin seliilozun biyouyumluluk, biyolojik
olarak parcalanabilirlik, genis 6zgiil yiizey alani, yiiksek kristallik, iyi termal stabilite,
optik seffaflik ve anizotropi, diisiik maliyet, yiiksek gerilme mukavemeti, esneklik, diistik
yogunluk ve uyarlanabilir yiizey kimyasi gibi ¢ekici fizikokimyasal 6zellikler sundugu
cesitli calismalarda vurgulanmistir (Habibi vd., 2010; Dufresne, 2012; Lagerwall vd.,
2014; Ng vd., 2015; Tang vd., 2015; Oun ve Rhim, 2016; Trache vd., 2017). Diger
calismalarda ise tunikat seliilozunun izole edildigi tiire ve hazirlama islemlerine bagh
olarak farkli kimyasal ve morfolojik yapilar sergiledigi ve malzeme uygulamalarinda
kullanilabilecek miikemmel biyomalzemeler oldugu rapor edilmektedir (Zhao ve Li,
2014; Trache vd., 2017; Zhao vd., 2017). Tunikat tiirleri Dogu Asya'da yiiksek degerli
gidalar olarak kiiltiire alinip tiretilmektedir. Kore'de tunikat tiirti H. roretzi’nin tiretiminin
yillik 25.000 tondan fazla oldugu (Heo, Lee ve Kim, 2018) ve tunikatlarin gida olarak
tilketimi sonrast tuniklerin genellikle atil olarak kaldigi bildirilmistir (George ve
Sabapathi, 2015). Isleme sonrasi atil kalan tunikat tuniklerinin kristalin seliiloz
nanofiberlerine doniistiiriilerek biyoteknelojiye kazandirilabilecegi Onerilmektedir

(Moon vd., 2021).
2.5. Tunikat Seliilozunun Uygulamalarina fliskin Literatiir Taramasi

Khandelwal ve Windle (2013), tunik seliiloz ve bakteriyel seliilozdan tiiretilen
seliiloz nano biyiklarin kendi kendine montaj ve izotropik ila siv1 kristal faz gecis
diyagramlarini rapor etmislerdir. Calismada izotropikten sivi kristale faz gecisi icin faz
gecis diyagrami, tiim bu kaynaklardan elde edilen seliiloz nanobiyiklari i¢in faz ayirma
davranis1 ve polarize optik mikroskopi (POM) kaydedilerek gelistirilmistir. Izotropik
fazdan siv1 kristal faza gecisin, siispansiyonlardaki nano-biyiklarin en-boy oranlarma
bagli oldugu bulunmustur. En yiiksek oranli nanobiyiklara sahip bakteriyel seliiloz

nanobiyik siispansiyonu, en diisiik konsantrasyonlarda faz ge¢isine maruz kalmastir.

Zhao vd. (2015), tunikat C. intestinalis'ten elde edilen seliilozdan, enzimatik
hidroliz (ECN), TEMPO aracili oksidasyon (TCN) ve asit hidroliz (ACN) yontemleriyle

kimyasal ve morfolojik yapilar agisindan {i¢ farkli seliiloz nanokristalini (CN'ler)
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tiretmislerdir. Bu seliiloz nanokristalleri film hazirlamak icin tek baslarina kullanmislar
veya konjac veya ladinden elde edilen glukomannan (GM) ile karistirilmiglar. CN-GM
nanokompozit filmlerinde her iki bilesen de birbirleriyle giiglii bir sekilde etkilesime
girerek giliclendirilmis bir ag olusturmustur. Kompozit filmler, yiliksek ¢ekme
mukavemeti ve Young modiilii ile milkemmel mekanik 6zellikler gostermistir. Filmler
ayrica iyi bir optik seffaflik ve termal kararlilik sergilemislerdir. Yazarlar bu polimerik
filmlerin, gida veya ilag endiistrilerinde biyolojik olarak parcalanamayan filmlerin yerini

alabilecegini 6ne stirmektedir.

Cheng, Ye, Chang ve Zhang (2017), tunikat seliilozundan vakum destekli
yontemle siiper hidrofilik ve su alt1 siiper oleofobik nano gézenekli seliilloz membranlar
tiretmislerdir. Tunikat selilloz nanokristal membranlar1 hem su i¢cinde yag hem de yag
icinde su emiilsiyonlarini ayirabilme yetenegi sergilemistir. Ayrica, selilloz membranlar,
yiiksek su akisi, miikemmel mekanik mukavemet, dongii performansi, sicaklik ve pH
direnci sergilemislerdir. Yazarlar, tunikat seliiloz membranlarin kalinligi, gézenek
boyutu, su akist ve yag reddinin, seliloz miktarinin ayarlanmasiyla kontrol

edilebilecegini belirtmektedirler.

Cao, Yuan, Fu ve Chen (2018), tunik seliiloz nanokristallerini iki farkli yaklagimla
dogal kauguk ile karigtirmiglardir. Daha sonra elde edilen kompozitin ara yiizey
etkilesimi, termal performans, morfoloji, mekanik o6zellikler ve su sisme davranisini
incelemislerdir. Seliiloz igeriginin artmasina bagli olarak hem nanokompozitlerde olusan
hidrojen baglarinda hem de mekanik 6zelliklerde iyilesme gozlenmistir. Tek kap yontemi
ile olusturulan kompozitlerin cekme mukavemeti, cekme modiilii ve kaucuksu depolama
modiilinde %20,50 ve 85' lik artig elde edilmistir. Ayrica, su gegirgenligini azaltan

gelismis arayiizey etkilesimi nedeniyle kompozitin su aliminin azaldigi gézlenmistir.

Huang, Zhan, Lia, Tian ve Chang, (2019), yag/su emiilsiyonlarini ayirmak igin
tunikat seliiloz nanokristalleri (TCNC) hem fiziksel (hidrojen bagi olusumu yoluyla) hem
de kimyasal stratejilerle (hidroksil gruplarinin epiklorohidrin ile ¢apraz baglanmasiyla)
ticari filtre kagidina kaplayarak yeni filtre kagitlar1 hazirlamiglardir. TCNC ile modifiye
edilmis filtre kagitlarinin, gesitli yag/su karigimlarini ve emiilsiyonu verimli bir sekilde
ayirabilen nanogodzenekli yap1 ve siiperhidrofilik/sualti siiperolefobiklik sergiledigi

gozlenmistir. Fiziksel olarak degistirilmis filtre kagitlar ile karsilastirildiginda, kimyasal
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olarak TCNC ile degistirilmis filtre kagitlarinin, yag/ su karisimlarinin ayrilmasinda daha
yuksek verimlilik ve daha iyi asinma Onleyici stabilite gosterdigi rapor edilmistir.
Yazarlar, tunikat selilozun yag/su ayrimi igin ticari filtre kagitlarinin &zelliklerini

gelistirmede kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Cheng vd. (2020), tunik seliiloz, alfa-seliiloz ve amorf seliiloz gibi farkl seliiloz
tiirlerinin enzimatik hidroliz ve anti-biyodegradasyon 6&zelliklerini incelemislerdir.
Seliilozlarin seliilaz enzimi ile enzimatik hidrolizinden sonra, tunik seliilozun kristal
yapisinin enzimlerin saldirisint 6nlemek i¢in fiziksel bir bariyer olusturdugu ve 96 saatlik
hidrolizden sonra kristal kafesinin saglam oldugu bulunmustur. Yazarlar, tunik seliillozun
yiiksek oranda kristalize edilmis I kafesi sayesinde yliksek kiif onleyici 6zelliklere sahip
oldugunu belirtmislerdir. Tunik seliilozun enzimatik hidrolize karsi 6nemli bir dirence
sahip olmasi ve mikroorganizmalara kars1 miitkemmel direnci nedeniyle, yenilenebilir ve
biyolojik bozunmay1 Onleyici malzemeler olarak kullanim potansiyeline dikkat

¢ekmislerdir.

Hu vd. (2020), tunik seliiloz nanokristallerinin (TCNC'ler) polimerik aglarda
kilitlendigi, ultra yliksek mukavemetli yiiksek derecede diizenli nanokompozit hidrojeller
iretmiglerdir. Elde edilen hidrojeller, 6n gerdirme yonii boyunca ultra yiiksek gerilme
mukavemeti, elastik modiil ve tokluk sergilemistir. Hem ¢ok islevli ¢apraz baglama
ajanlart hem de cift fiziksel capraz bagh aglarin arayiizey uyumlu takviyeleri olarak
hizalanmis TCNC'ler, nanokompozit hidrojelin miikkemmel mekanik performansina
biiyiik 6l¢tide katkida bulunmustur. Oldukga diizenli bir mimariye ve olaganiistii mekanik
performansa sahip bu hidrojeller, baglar ve tendonlar gibi yapay biyomalzemeler olarak

kullanim potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir.

Wang vd. (2020), B-FeOOH@tunikat selilloz nanokompozit hidrojelleri
sentezlemisler ve fotokatalitik 6zelliklerini incelemislerdir. Tunik seliiloz hidrojelleri -
FeOOH nanopartikiilleri diizgiin bir sekilde dagitip sikica hareketsiz kilmasinin yanisira
stirekli akish fotokatalitik sistem icin yapisal malzemeler olarak islev gérmiistiir. Metilen
mavisinin (MB) B-FeOOH/seliilloz nanokompozit hidrojelleri iizerinde fotokatalitik
bozunmasi, goriliniir 151k 1g1masi altinda 30 dakikada % 99,89' a ulasmis ve 8 saat boyunca
islemden sonra ~ % 98 kadar yiiksek tutulmustur, bu da MB'nin yiiksek verimli bir

fotodegradasyonunu gostermistir. Bu ¢alisma, organik boyalarin tunikat seliilozu
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kullanilarak fotokatalitik bozunmasi i¢in onemli bir bilgi saglamasinin yanisira tunikat

seliillozun uygulama alanini da genisletmistir.

Wang, Cheng, Feng, Zhang ve Chang (2021), dayanikli yapili renklere sahip
seliloz nanokristal (CNC) bazli duyarli optik malzemelerin gelistirilmesine yonelik
calisma yapmislardir. Yazarlar, tunik seliilloz nanokristallerin (TCNC'ler) yonlii olarak
kesilmesi ve sonra hizalanmis TCNC'lerin poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPAM)
aglarina kilitlenmesiyle, tek tip girisim renkleri olan mekanik-termo-kromik hidrojeller
tiretmislerdir. Caligma sonucunda, TCNC'lerin daha yiiksek en boy orani ve kristalligi
nedeniyle, yanardonerlik ¢ift kirilmasi daha diisiik bir konsantrasyonda gozlenmistir.
Makul bir konsantrasyonda (agirlikga ~% 5) kayma yonelimli TCNC'ler, nanokompozit
hidrojelleri yalnizca tek tip girisim renkleri ile donatmis ve hidrojellerin mekanik
ozelliklerini gelistirmistir. Yazarlar, bu c¢alismayla, sensorler, g¢evresel izleme ve
sahtecilige kars1 etiketler icin TCNC tabanli siirdiiriilebilir ve gerilebilir duyarli optik

cihazlar tasarlamaya yonelik yeni bir strateji sunduklarini belirtmistir.

Xu vd. (2022), tunikten agartma ve asit hidrolizi ile tunik seliiloz nanokristalleri
(tCNC) elde etmisler ve sonra bunu Sodyum aljinat (SA) bazli enterik kapsiillerin
hazirlanmasinda dolgu maddesi olarak kullanmiglardir. Tunik seliiloz nanokristalleri ve
SA arasinda hidrojen baglarin olugmasi nedeniyle, tCNC-SA kapsiillerinin mekanik
ozellikleri, su temas agisini ve opakhigi onemli 6l¢iide iyilestirdigi gozlenmistir. Ayrica,
caligma sonuglart tCNC-SA kapsiillerinin asidik kosullar altinda (pH 1,2) zar zor
pargalanirken, 6,8'lik bir pH'ta 15 dakikada pargalanabildiklerini gostermistir. Bu da
milkkemmel pH duyarhiliklarini ortaya koymustur. Yazarlar, hazirlanan tCNC-SA
kompozitinin enterik kapsiiller iretiminde ve tunikat CNC'lerin farmasétik malzeme

tiretiminde kullanilabilecegini 6nermislerdir.
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BOLUM 3

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Canakkale Bogaz1 ve Tunikat Yasam Alanlar1 Karakteristigi

Tiirk Bogazlar Sistemi’nin bir pargasi olan Canakkale Bogazi lilkemizin 6nemli
balik gé¢ yolu olmasinin yaninda, ayni zamanda da bentik omurgasiz biyocesitliliginin
zengin oldugu bir bolge 6zelligindedir. Bogaza giris yapan Akdeniz kaynakli tuzlulugu
yiiksek dip sulart ile Karadeniz kaynakli Marmara Denizi sular1 karisim ekosistemini
temsil eden Canakkale Bogazi’nda dip yasami tuzluluga bagli olarak gelisim gostermistir.
Marmara Denizi’ne 19-21 ppt araliginda giris yapan Karadeniz kaynakli sularin tuzlulugu
Canakkale Bogazi’nda 22-25 ppt degerlerine ulasir. Maksimum yiizey sulari tuzlulugu
Canakkale Bogazi’ndan Ege Denizi girisine dogru 29,2 ppt’ye, dip sulari ise 39 ppt
degerlerine yaklagir (38,89 ppt) (Besiktepe vd., 1994). Canakkale Bogazi, 74,1 km
uzunlugunda, 1,3-7,5 km genislige sahip bir kanal 6zelligi gostermekte olup, en derin yeri
Nara bolgesinde bulunur ve 113 m’dir. Canakkale Bogazi’nin Ege Denizi ¢ikisinda 60-
70 m civarinda olan ve belirgin olarak Akdeniz’in tuzlu sularini tagiyan derinlik katmani,
Marmara Denizi Tekirdag zonu’na dogru 1100 metre maksimum derinlige ¢ikar
(Gokasan vd., 2008). Dip bolgede kayalik, kumluk ve cakil karigimli substratlar
¢evresinde denizel biyogesitliligi temsil eden slinger, mercan, tunikat, yosun hayvancik,
cift kabuklu yumusakcalar, poliket-serpulid fasiyesleri gibi denizel omurgasizlar ile
koralijenler, denizel ¢igekli bitkiler ve algler yasam siirer. Bununla birlikte dip bolgenin
zengin denizel yasamina ve biyolojik ¢esitliligine balik, 1stakoz, ahtapot, bocek, karides
veya kalamar gibi aktif hareket eden canlilarin da katkis1 yiiksek olmaktadir (Ozalp, 2013;
Ozalp ve Alparslan, 2016).
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Canakkale Bogazinda daha cok kayalik ve poliket (serpulid) fasiyes alanlarin
oldugu bolgelerde tunikat yogunlugunun fazla oldugu bilinmektedir. Kumluk ve gakilli
bolgeler de yasam siirdiigii raporlanmis olan tunikatlarin, fotosentetik alglerin yogun
oldugu siinger veya koralijen topluluklarinin bulundugu bazi alanlarda da 6zel dagilim

karakteri gosterdigi bildirilmistir (Ozalp, 2013).

Canakkale Bogazinda yapilan tunikat 6zelindeki ¢alismalarin oldukg¢a sinirli
oldugu belirtilebilir. Bugiine kadar incelenen bogaz istasyonlarinda yeni tiir kayitlari ile
birlikte bazi tiirlerin dagilim ve yasam ortamlarindaki ekolojik karakterlerine deginen
calismalara rastlanmaktadir (Cirik vd., 2007; Ozalp, Alparslan, Okudan-Aslan, Aysel ve
Aysel, 2017).

3.1.1. Sualt1 Arastirmalar1 Ornekleme Calismalar

Analizlere uygun tunikat birey 6rnekleme siireci dncesinde Canakkale Bogazi’nda
gerceklestirilen &n arastirmalarda, daha &nceki yillarda tespit edilen (Ozalp, 2013) ve P.
mammillata’nin dagilimlarinin kesfedildigi 10 istasyon bolgesi incelenmis ve tiiriin en
yogun oldugu alanlar ve popiilasyonlarin saglik durumlari goézlenmistir. Bilimsel
arastirma dalislarinin yapildigi bu ¢alismalarda 0-30 m derinlik zonunda Scuba; 30 m
derinliklerin lizerindeki bolgelerde ise teknik dalis destekli Scuba ekipmanlari kullanilmis
ve dip bolgede kayalik, kumluk ve camur substralardaki bireylerin 6n ekolojik ve
morfolojik incelemeleri ile dagilim durumlari izlenmistir. Bu caligmalar sirasinda
bolgelerde 24 arastirma dalisi gerceklestirilmistir. On sualti arastirmalar1 ve bdlge
karakter gozlem calismalarindan sonra, tiir bireylerinin en yogun oldugu popiilasyon

bolgeleri belirlenmis ve analizlere uygun 6rnekleme ¢alismalart baglamistir.

Bu teze konu olan tunikat tiirii P. mammillata (Cuvier, 1815)’ya ait 6rnekler Dog.
Dr. H. Baris OZALP tarafindan Canakkale Bogazi’nda Nisan 2021 sualt1 arastirmalari
déneminde 30-38 m derinlik zonundaki agik suda yer alan kum-gamur ve algli
substratlardan orneklenmistir (Sekil 3.1). Arastirma siirecinde ayrica Dardanos bolgesi
infralittoral ~zonundan da  (40°03°20,30”"N  ve 26°21°09,73”E)  ornekleme
gergeklestirilmistir. Bilimsel aragtirma daliglan siirecinde dogal ortamdan 6rneklenen
tunikat bireylerinin ayrica sualtinda fotograf ve video kayitlar1 alinmis ve dijital arsiv

olusturulmustur (Sekil 3.2). Su altinda orneklenen bireyler canli tarafindan birakilan
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viicut s1visi ve deniz suyu ile birlikte % 95 etanole alinarak hava temasini engelleyecek
sekilde kavanozlanmis ve Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deniz Teknolojileri
Meslek Yiiksekokulu Dardanos Sualti Arastirma ve Uygulama Birimi Bilimsel Ornek
Veri Toplama Alani’na tasinmistir. Ornekler daha sonra -16 derecede muhafaza edilerek
incelenmek iizere Trakya Universitesi Kesan Meslek Yiiksekokulu Analiz laboratuvarina
aktarilmistir. Tunikat tiirlerinin taksonomik analizlerinde Aydin ve Onen, (2018) ve
Ulman, (2016) referanslarindan yararlamlmstir. Tiir teshisi Dog. Dr. H. Baris OZALP

tarafindan yapilmistir.

Ege Denizi

Canakkale. ;

Sekil 3. 2. P.mammillata’nin Canakkale Bogazi yasam ortamlar1 karakterinden bir
goriiniim (Kum-camur substrat, 30-38 m) (© Ozalp 2022).
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3.2. Kimyasallar

Arastirmada  kullandigimiz ~ Siilfiirik  asit (H2SO4) (Merc, Uriin  kodu:
100731.2500), Sodyum siilfiir (Na2S) (Tekkim Kimya Sanayi Tic. Ltd. Sti., Uriin kodu:
TK.201782), Sodyum hidroksit (NaOH) (Tekkim Kimya Sanayi Tic. Ltd. Sti., Uriin
kodu: TK.170511), Sodyum hipoklorit (NaCIO)(Volkan Temizlik Uriinleri San. ve Dis
Tic. Ltd. Sti.) ve aseton (CH3)2.CO) (ISOLAB, Uriin Kodu: 901.027) iilkemizdeki ticari

firmalardan temin edilmistir.

3.3. Tunikat P. mammillata’dan Seliiloz izolasyonu

Tunikat bireyleri dondurularak muhafaza edildigi %95’lik etil alkol
sollisyonundan alindi ve saf su ile yikandi. Sonra boy ve agirliklari dlgiildii. Ardindan
hayvanlarin topraga tutunduklari kok kisimlari kesilerek uzaklastirildi. Diseksiyon
makast ile kesilerek i¢ organlari ¢ikarildi ve tunikler ayrildi (Sekil 3.3). Tunikler saf suda

yikanarak temizlendikten sonra kurulandi ve yas agirliklar tartildi. Sonra firinda 50 °C

de 2 giin boyunca kurutuldu ve kuru agirliklar 6lgtildi.

Sekil 3.3. P. mammillata etil alkolde korunmus organizmanin a) genel goriintiisii ve b)
tunik yapist.

Tunikat P. mammillata’dan kristalin seliiloz izolasyonu Koo vd., (2002); Zhao ve
Li (2014) ve Dunlop vd. (2018) metotlarinda baz1 modifikasyonlar yapilarak prehidroliz-
kraft pisirme-agartma yontemine gore gergeklestirildi (Sekil 3.4). Prehidroliz-kraft

pisirme agartma islemleri serisi, lipitleri, siilfatlanmis mukopolisakkaritleri, glikanlari,
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proteinleri ve pigmentleri uzaklastirmada etkili bir yontem olup, kimyasal olarak saf

seliiloz elde edilmesini saglamaktadir (Zhao ve Li, 2014).

Kurutulmus tunikat tunikleri 6giitiiciiden gegcirilerek toz haline getirildi. Total
15,73 g ogiitiilmiis kuru tunik ile izolasyona baslandi. Ik asamada 6giitiilmiis tunikler
%1°lik 250 mL H2SO4 ¢ozeltisi ile 180 °C sicaklikta 2 saat 45 dakika boyunca manyetik
kanistiricitda 700 rpm de karistirarak muamele edildi. Bu asama 6n hidroliz olarak
adlandirilmaktadir. Hidroliz agsamasinda lipidler, glikoz olmayan seker, amorf seliiloz ve
kiil ayristirilmaktadir (Dunlop vd., 2018). Sonrasinda 6rnek pH nétr olana dek aseton/saf
su (1:1, v/v) karisimi ile yikanarak adi slizge¢ kagidindan siiziildii. C6ziinmeyen parcalar
toplanarak 50 °C’de etiivde kurutuldu. Asit uygulamasindan sonra kuru agirligi 4,70 g
olarak ol¢iildii. Ardindan ikinci asama olan “kraft pisirme” asamasina gegildi. Kraft
pisirme adiminda protein ve glikoz olmayan seker uzaklastirilir (Dunlop vd., 2018). Bu
asamada 4,70 g kuru materyal 100 mL sulu NaOH/NaxS (% 9/3) ¢ozeltisi ile 180 °C’de
700 rpm de 2,5-3 saat boyunca karigtirilarak muamele edildi. Bu asamadan sonra tekrar
aseton: safsu karigimi ile pH notr olana kadar yikama ve siizme islemleri gergeklestirildi
ve sonrasinda siizlintli firinda 50 °C’de kurutuldu. Sonra yine kuru tartim alindi. Agirligi
2,71 g geldi. Tartimdan sonra ligiincii asama olan agartma asamasina ge¢ildi. Agartma
asamasinda 6rnek % 3’likk NaClO ¢ozeltisi iginde 75 °C’de 1 saat boyunca muamele
edildi. Agartma islemi sirasinda ilave protein ve kromoforlar uzaklastirilarak nihai
seliiloz elde edildi (Ma, Hsiao ve Chu, 2012). Sonrasinda saf su ile yikanarak siiziildii ve

ardindan 50 °C” de firinda kurutuldu. Boylece tunikat tiiriinden seliiloz elde edilmis oldu.

Sonra bu seliiloz tartild1 ve agirligi kaydedildi. Seliiloz miktar1 2,65 g geldi.

\fb TR

Sekil 3.4. Tunikat tuniginden seliiloz tiretimi. a) kuru tunik, b) asit uygulamasi sonrasi,
c) kraft cooking sonrasi, d) beyazlatilmis seliiloz.
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3.3.1. P. mammillata Seliilozundan Nanokristalin Seliilloz Eldesi

Tunik seliiloz nanokristalleri elde etmek igin 2,037 g kuru tunikat seliilozu
agirlikga %70’1ik 200 mL siilfiirik asitte (H2SO4) manyetik karistiricida 60 °C ve 700 rpm
de 60 dakika siireyle karigtirilarak hidrolize edildi (Sekil 3.5). Ardindan hidroliz islemini
durdurmak i¢in 10 kat saf su eklenerek asit oran1 seyreltildi. Daha sonra elde edilen sulu
slispansiyon 10 dakika boyunca 4500 rpm de santrifiij edilerek asit ve su uzaklastirildi.
Sonra ¢okeltiye saf su eklenerek yikama islemine devam edildi. Ornegin pH’s1 nétr olana
dek yikama ve santrifiijleme tekrarlandi. Bu islemden sonra nanokristalin seliiloz igeren
tortu sonikator (WiseClean, Daihan Scientific, WUC-DO06H 230 V, 60 Hz) ile 37 kHz’de
1 saat sonikasyon iglemine tabi tutuldu. Sonra 10 dakika santrifiij (Rotofix 32A) edilerek
slipernatan uzaklastirildi. Ardindan tortu tekrar 56 kHz’de 1 saat daha sonikasyon
islemine tabi tutuldu ve santrifiij edildi. Cokelti haldeki nanokristalin seliiloz firinda 50

°C'de 12 saat kurutuldu. Asit hidrolizden sonra 6giitme islemine tabi tutuldu. Kurutulmus

nanokristalin seliillozun son agirligi 1,400 g olarak ol¢iildii.

Sekil 3.5. P. mammillata’dan seliillozundan nanokristalin seliiloz eldesi.
3.4. Tunikat Seliiloz ve Nanokristalin Seliillozun Karakterizasyonu

Tunikat P. mammillata’dan ekstrakte edilen nanoseliilozun konformasyonel

Ozelliklerini incelemek i¢in polimer, mikroskobik (SEM) ve spektroskopik yontemler
(FTIR, NMR, TGA, XRD) kullanilarak karakterize edildi. Element kompozisyonu

elementel analiz ile belirlendi. Ayrica tunikat seliilozunun su tutma kapasitesi 6l¢iildii.
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3.4.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

FTIR analizi, dipol momente sahip polar molekiillerin molekiil i¢i baglar1 tizerine
diistiriilen kizil6tesi 1g1nlarin sogurulmasina dayanan analitik bir yontemdir. Molekiillerin
fonksiyonel gruplarinin titresimleri nedeniyle meydana gelen yapisal degisiklikleri
algilayarak molekiillerin yapisindaki baglarin tanimlanmasini saglar. Bu teknigin,
organik bilesiklerin yapisi ve kimyasal degisimleri hakkinda hizli bilgi elde etmek i¢in
¢ok kullanigl bir ara¢ oldugu rapor edilmistir (Koo vd., 2002).

Bu ¢alismada, FTIR spektroskopisi ile tunikat P. mammillata’dan elde edilen
seliiloz molekiillerindeki fonksiyonel gruplar tanimlanmis ve spektrumlarda seliiloza
0zgl karakteristik piklerinin gézlenmesi ile izole edilen biyomateryalin seliiloz oldugunu
dogrulamistir. FTIR spektrumlari Perkin—Elmer marka ATR FT-IR (Model: Frontier FT-
IR/FIR, Instrument Serial Number: 95029) cihaz ile 4000-450 cm™! arasinda degisen

dalga boyunda 4 cm™ spektral ¢dziiniirliikte 10 taramada elde edilmistir.
3.4.2. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)

Niikleer Manyetik Rezonans dogal bilesiklerin, organik molekiillerin yapilarinin
aydmlatilmasinda ve kimyasal oOzelliklerine iliskin bilgi edinmede kullanilan
spektroskopik bir analiz yontemidir. Bilesigin yapisindaki farkli fonksiyonel gruplarin
ayirt edici sinyalleri sayesinde incelenen bilesigin kimliginin dogrulanmasinda kullanilir.
Atom cekirdeginin manyetik karakterine bagli olarak sivi veya kati orneklerin yapisi,
atomlarin baglanma sekilleri ve molekiil formiilii hakkinda bilgi vermektedir. NMR
spektroskopisinin ¢aligma prensibi, kuvvetli bir manyetik alan igerisine yerlestirilen bir
molekiiliin baz1 atom ¢ekirdeklerinin elektromanyetik 1ginlart absorblamasi esasina

dayanir.

Tunikat seliilozunun igerigini, safligin1 ve molekiiler yapist NMR analiziyle
belirlendi. Olgiimlerde Varian VNMRS 600 MHz cihazi kullanilmistir. NMR
deneylerinde ¢6ziicii olarak doteryumlu dimetil siilfoksit (DMSO-d6) kullanilarak oda
sicakliginda kaydedildi. 1H ve 13C NMR igin 5 mm g¢ok c¢ekirdekli sivi prob
kullanilmistir. 1H ve 13C NMR deneyleri 90° sinyal genisligi kullanilarak alinmistir.
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3.4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Incelenen numunenin topografik ve morfolojik yapisin1 ve boyutlarini ortaya
koymak icin kullanilan bir tekniktir. Yontem, yiiksek enerjili elektronlarin numune
tizerine gonderilerek, elektron-numune etkilesmesi sonucu farkli agilarda sagilan
elektronlarin detektor tarafindan toplanmasi esasina dayanir. Boylece 6rnekteki mikro ve
nano yapilar goriintiilenebilmektedir. Ayrica SEM cihazina baghh EDX atagmani ile
ornegin icerisindeki elementler belirlenerek haritalandirma teknigi ile elementlerin

dagilimi1 gézlenebilmektedir.

Tunikat P. mammillata’dan izole edilen seliiloz ve nanokristalin seliilozun yiizey
morfolojisi FEI marka QUANTA FEG 250 model cihaz ile incelenmis ve biyomateryal
yiizeyindeki mikro fiber yapilarin gesitli biiyiitmelerde goriintiileri alinmistir. Ayrica
cihaza bagli EDS dedektorii ile tunikat seliilozunun element dagilimi haritalandirilmistir.
Taramali elektron mikroskobu ile nanokristalin P. mammillata seliilozunun kimyasal

bilesimi ve numunenin dig morfolojisi belirlenmistir.
3.4.4. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Termogravimetrik (TG) analiz sicakligin sabit oranda ve programli olarak
arttirllmas1 veya azaltilmasi ile analiz edilen maddenin kiitlesinde meydana gelen
degisimlerin zamana gore kaydedilmesi esasina dayanir. Bunun sonucunda sicaklik
artigina baglh olarak kiitlede meydana gelen degisim termogram veya termal bozunma
egrilerine doniistiiriiliir. Termogravimetrik analizde sicaklik 25-1600 °C arasinda tercih
edilen siirelerde istenildigi kadar arttirilabilir. Bu teknik polimer maddelerin bozunma

mekanizmasi hakkinda bilgi verir.

Diferansiyel Termal Analiz (DTA) yontemi ile polimerlerin erime, kaynama ve
parcalanma sicakliklar1 tespit edilerek polimerik yapida meydana gelen fiziksel ve
kimyasal degisimler gozlenebilir. Incelenecek drnek ve termal agidan inert referans
maddeye ayni sicakligin uygulanmasi sonucu, 6rnekteki faz degisimi, kimyasal tepkime
veya yapisal bir bozunma sonucu olusan sicaklik ile referans maddenin sicakliklari

arasindaki diferansiyel termal fark kaydedilir ve DTA egrisi olusturulur.
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P. mammillata’dan izole edilen selilloz ve nanokristalin seliilozun termal
dayanimi ve yapisindaki su ve kiil igerikleri NETZSCH STA 449F3 cihaz ile 20/10,0
(K/min) 1sitma hizinda 800° C’ye kadar 1sitilarak gerceklestirildi. DTA analizinde 11,810
mg seliiloz 6rnegi 11,106 mg referans madde (Al2053) ile test edildi.

3.4.5. X-Istm1 Kirinim (XRD)

X-1g1n1 kirinimi (XRD), tek kristal, poli kristal ve amorf malzemeleri analiz etmek
icin kullanilan hizli bir analitik tekniktir. X-1sinlar1 bir elektron demetinin maddeye
carpmasindan dogar. Kendine 6zgii atomik dizilimlere sahip olan her bir kristalin faz, X-
1sinlarin1 kendine 6zgii karakteristik bir diizen icerisinde kirar. Bu kirinim profilleri her

bir kristalin faz i¢in karakteristiktir ve o kristali tanimlar.

Tunikat P. mammillata tiiriinden ekstrakte edilen seliiloz ve nanokristalin
seliilozun X-151m1 kirinim desenleri Bruker Smart Apex II Quazar marka, X-Isin1 Tek
Kristal Kirmim cihazi (Bakir hedefli X-1s1n1 tiipiine sahip, Ko: 0.71073 A) ile 40 kV, 40
mA degerinde radyasyon kaynagi ve APEX II CCD Dedektor kullanilarak goriintiilendi.
XRD pikleri 20, 5°-45° tarama agis1 ile 6l¢iildii. Referans kart numaras1 (JCPDS) 50-
2241°dir. P. mammillata seliilozunun kristalinitesini degerlendirmek igin kristallik
indeksi agsagidaki denklem kullanilarak hesaplandi (Zhao ve Li, 2014):

Crl = 200" lam 199 Denklem 3.1

I200

Crl= Kristalinite indeksi
I200, kafes diizleminin 20 = 22,8°'deki yogunlugudur.

lam, 20 = 18° deki amorf fazdan gelen yogunluktur.

3.4.6. Elementel Analiz

Elementel analiz anorganik ve organik maddelerin yapisindaki Karbon (C),
Hidrojen (H), Azot (N) ve Kiikiirt (S)’iin yiizde olarak tayin edildigi bir analizdir. Temel
prensip 1 ila birkag mg agirliktaki 6rneklerin yliksek sicakliklarda (800-1200 °C) yanmasi
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esasina dayanir. Yanarak gaz haline gelen Ornekler inert, tasiyict bir gaz (He) ile
kromatografi kolonuna aktarilir ve kolonda oksijen (O>) ile yakilir. Yanma sonucu karbon
CO2’ye dontsiirken, Hidrojen HxO’ya Azot N2’ye ve Kiikiirt SO, gazlarina
dontigmektedir. Olusan bu gazlar 6zel tutucu kolonlarda tutulduktan sonra her birinin
ornekteki miktar1 termal iletkenlik dedektorii araciligiyla belirlenmektedir. Her bir gazin
miktar1 ile orantili olarak kaydedilen elektrik sinyalleri spektrumda elde edilen egri

alanlariyla orantili olarak 6rnegin elementel bilesiminin yiizdesini verir (Ak, 2022).

Tunikat P. mammillata’dan ekstrakte edilen nanoseliilozun igerigindeki C, H ve
N elementlerinin yiizdeleri Thermo Finnigan marka, Flash 1112 Series EA model

elementel analiz cihaziyla belirlenmistir.
3.4.7. Su Tutma Kapasitesi (STK)

Onceden kurutulmus P. mammillata seliiloz 6rnegi gece boyunca distile su
icerisinde bekletildi. Ertesi giin 20 dakika boyunca 45° egimli bir diizlemde bekletilerek
fazla suyun siiziilmesi saglandi. Sonra 6rneklerin yas agirliklar: tartildi ve drnekler etiivde
50 °C’de agirhigi sabitleninceye kadar kurutuldu. Tunikat seliilozunun su tutma kapasitesi
Asik (2016) tarafindan acgiklanan yontemin modifiye edilerek kullanimina ve Shezad,
Khan, Khan ve Park (2010)’un kullandig1 asagida verilen esitlige gore hesaplanmustir.

__ Seliiloz yas agirligi (g)—Seliiloz kuru agirligi (g)

STK x 100 Denklem 3.2

Seliiloz kuru agirtigt (g)
STK= Su tutma kapasitesi

3.4.8. Seliiloz Verimi (%)

P. mammillata tuniginin seliiloz igerigi, izolasyon dncesi kuru tunik agirliginin
Ol¢iilmesi ve izolasyon sonrasinda elde edilen seliilozun kuru agirhiginin dlgiilmesiyle

belirlendi. Tunik seliiloz verimi asagidaki formiile gére hesaplandi.

W1i-w?2

x100 Denklem 3.3

%W =

% W: Yiizde seliiloz verimi
W1: izolasyon &ncesi kuru tunik agirlig:

W2: Izolasyon sonrasinda elde edilen seliilozun kuru agirlig:

29



BOLUM 4

4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. Kuru Agirlik Seliiloz VVerimi

Tez calismasi kapsaminda Canakkale Bogazi’nda 30-38 m derinlik araligindan
orneklenen 24 adet P. mammillata bireyine ait 6lgtimler Cizelge 4.1°de verilmektedir. P.
mammillata 6rnekleri farkli biiyiikliiklerde papillalar tagsiyan mavimsi beyaz, yar seffaf,
yumusak ve esnek bir tunige sahipti. Bireylerin boy ortamalasi 10,12 cm olarak
Olgiiliirken, ortalama kiitleleri 54,19 g olarak olglilmistir (Cizelge 4.1). P.
mammillata’nin tunik kuru kiitlesi yas kiitlesinin % 4,45’i civarinda iken, tunik su yiizdesi
% 95,54 olarak hesaplanmigtir. Bir ¢alismada, tunikat tiirleri C. intestinalis, H. roretzi,
Ascidia sp. ve S. plicata’nin boy uzunluklari sirasiyla 13,3 ¢cm, 12,7 cm, 7,5 cm ve 3,6 cm
ve kiitleleri sirasiyla 24,5 g, 70,4 g, 6,95 g ve 1,96 g olarak rapor edilmis, ayrica tunik su
iceriklerinin %81-95 arasinda degistigi bildirilmistir (Zhao ve Li, 2014).

Cizelge 4.1. P. mammillata bireylerinin boy, kiitle ve tunik su igerikleri.

P. mammillata Min Max Ort
Total boy (cm) 5 13,5 10,12
Total kiitle (g) 20,84 108,89 54,19
Tunik boyu (cm) 5 13 9,54
Tunik yas kiitlesi () 12,52 61,48 35,11
Tunik kuru Kkiitlesi (g) 0,61 2,95 1,45
Tunik % kuru kiitle 2,28 10,86 4,45
Tunik % su icerigi 89,13 97,71 95,54
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Seliiloz, tunikat P. mammillata 6rneklerinden 3 asamada izole edildi. Baslangista
15,73 gr 6giitiilmiis kuru tunik ile baslayan izolasyon siirecinin prehidroliz asamasindan
sonra kuru kiitlesi 4,70 g olarak o6lgiildii. Kraft pisirme asamasindan sonra ise olgiilen
kuru kiitle 2,71 gram’a diistii. Agartma islemi uygulandiktan sonra elde edilen seliiloz
kuru kiitlesi ise 2,65 g olarak 6l¢iildii. Tunikat P. mammillata tuniginin kuru kiitle seliiloz
ylizdesi % 16,84 olarak hesaplandi. Seliiloz ekstraksiyonunda uygulanan bu asamalar
tunik yapisindaki lipidlerin, siilfatlanmis glikanlarin ve mukopolisakkaritlerin 6n hidroliz
yoluyla ve proteinin kraft pisirme yoluyla uzaklastirilmasini saglamis ve agartma ile
saflagtirillmig lifli seliilozun iiretilmesini saglamistir (Zhao ve Li, 2014). Dunlop vd.
(2018), vazo tunikat C. intestinalis’in tunik kiitlesinin hidroliz sonras1 % 67, kraft pigirme
sonrast % 56 ve agartma sonrasi ise % 44’e distigiini bildirirken, club tunikat S.
clava nin tunik kiitlesinin ise hidroliz sonrast % 57, kraft pisirme sonras1 % 42 ve agartma
sonrast ise %32’ye diistiiglinii belirtmislerdir. Bir baska ¢alismada bambu lifinden asit
hidrolizi, kraft hamurlagtirma ve NaClO ile agartma yontemi kullanilarak mikrokristalin
seliiloz izolasyonu gergeklestirilmis ve bambu liflerinin seliilloz oran1 %54,61 olarak
hesaplanmistir (Rasheed vd., 2020). Yazarlar, seliiloz eldesinin her agsamasinda rengin
adim adim kahverengiden beyaza donlismesinin hemiseliiloz, lignin ve diger

safsizliklarin liflerden ayrildiginin bir isareti oldugunu belirtmislerdir.

Bu giine kadar C. intestinalis, Ascidia sp., H. roretzi, S. plicata, S. clava, H.
papillosa, Cnemidocarpa finmarkiensis, Pyura haustor, Corella willmeriana, Ascidia
paratropa, M. uedai, Eudistoma sp., Polycarpa reniformis ve P. nigra tiirlerinden tunik
seliilozu izole edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir (Kimura ve Itoh, 1996; Helbert
vd.,1998; Koo vd., 2002; Elazzouzi-Hafraoui vd., 2008; lwamoto, Kai, Isogai ve Iwata,
2009; Nakashima, Sugiyama ve Satoh, 2008; Sacui vd., 2014; Zhao ve Li, 2014; Zhao
ve Li, 2016; Zhao vd., 2017; Dunlop vd., 2018; Moon vd., 2021; Chanthathamrongsiri,
Petchsomrit, Leelakanok, Siranonthana ve Siriak, 2021). Koo vd. (2002), tunikat Cynthia
roretzi i¢in beyazlatma sonrasi nihai selilloz verimini %32 olarak hesaplamistir.
Nakashima vd. (2008) tunikat tiirleri C. finmarkiensis, P. haustor, C. willmeriana ve A.
paratropa’dan elde edilen seliiloz verimlerini sirasiyla, % 17,29, % 18,99, % 31,22 ve %
54,47 olarak rapor etmistir. Zhao ve Li, (2014) ise kimyasal olarak saf seliilozun iiretim
verimlerini C. intestinalis, Ascidia sp., H. roretzi ve S. plicata i¢in sirasiyla %12,35, %
2,54, % 20,99 ve % 23,92 olarak kaydetmistir. Bir baska ¢alismada vazo tunikat C.
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intestinalis’in ve club tunikat S. clava nin gémleklerinden elde edilen nanokristalin
seliillozun ortalama verimlerinin sirasiyla %44 + % 8 ve % 32 = % 7 oldugu bildirilmistir
(Dunlop vd., 2018). Chanthathamrongsiri vd. (2021), tunikat Eudistoma sp., P. reniformis
ve P. nigra tiirlerinin agartma islemi sonrasi seliiloz verimlerini sirastyla, %4,51, %23,42
ve % 21,38 olarak tespit etmislerdir. Bu tiirlerle kiyaslandiginda P. mammillata ‘dan elde
edilen seliilozun veriminin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Koo vd. (2002), asit ve
alkali c¢ozeltilerin konsantrasyonunun artmasiyla ve bu c¢ozeltilerle islem siirelerinin
artmastyla seliiloz veriminin énemli 6lgiide azaldigini rapor etmistir. Zhao ve Li (2014),
seliiloz veriminin canli tiiri, tunigin kalinlig1 ve sertligi, seliiloz izolasyon yontemleri ve
saflastirma asamalarina bagli olarak degistigini ve izole edilen seliillozlarin farklh
kimyasal ve morfolojik yapilar sergiledigini 6ne siirmiistiir. Yazarlar daha sert ve daha
kalin tunige sahip olan tiirlerin tuniklerinin seliiloz verimlerinin, yumusak ve ince tunige
sahip olan tiirlerinkinden ¢ok daha yiiksek oldugunu rapor etmistir. Daha yumusak ve
ince bir tunige sahip olan P. mammillata’nin seliiloz igeriginin diger tiirlerden diisiik
olmasinin nedenlerinden biri budur. Bununla birlikte, P. mammillata 'nin seliilloz verimi
literatiirde belirtilen diger tunikat tiirlerinden az olmakla birlikte C. intestinalis ve
Eudistoma sp.’ninkinden yiiksektir. Literatiir verilerinin ortaya koydugu gibi tunikat

tiirleri arasinda seliiloz verimlilikleri agisindan farkliliklar g6zlenmektedir.

Tunikatlar yiiksek ilireme oranlarina sahip olmalar1 nedeniyle hizla yayilarak
bulunduklari alanlar1 iggal ederler. Bolgedeki dogal tiirlerin yasam alanlarini ele gecirerek
biyogesitlilik i¢in tehdit olustururlar. Bazi arastirmacilar istilaci tunikat tiirlerinin
biyoteknolojik bir {irlin olan nanokristalin seliilozun kaynagi olarak biyoekonomiye
kazandirilabilecegini 6ne stirmiistiir (Dunlop vd., 2018; Ramesh vd., 2021). C. intestinalis
gibi bazi tunikat tiirlerinin ti¢ boyutlu deniz ¢iftliklerinde biiyiik 6l¢ekte basarili bir
sekilde tretildigi ve yiiksek kaliteli selillozun izole edildigi bildirilmistir (Zhao ve Li,
2014; Zhao ve Li, 2016).

Dogu Asya'da etleri igin yiiksek degerli gidalar olarak ¢esitli tunikat tiirleri
iretilmektedir. H. roretzi, P. michaelseni gibi tunikat tiirlerinin Kore’de kiiltiire alinarak
yetistirildigi (Heo vd., 2018), bunlarin islenmeden kalan tuniklerinin ise atik malzeme
olarak denize bosaltildig1 (George ve Sabapathi, 2015) ve dolayisiyla ¢evre kirliligine
neden olduklar1 rapor edilmistir (Oh vd., 1997; Koo, vd., 2002; Ali ve Tamilselvi, 2016).
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Ornegin, tunikat H. roretzi Kore'de yillik olarak 25,000 tondan fazla iiretilmektedir (Heo
vd., 2018). Moon vd. (2021), kiiltiire alinarak seri tiretimi yapilan tunikatlardan elde
edilecek tunik kristalin nanofiberlerinin miihendislik malzemelerine doniistiiriilerek

kullanim alan1 bulabilecegini 6nermistir.

Bu c¢alismada incelenen tunikat tirti P. mammillata’da siirdiiriilebilir yiiksek
kaliteli kristalin seliiloz kaynagi1 olarak kullanilabilir ve biyoteknolojik bir iiriin olan

nanokristalin seliiloza donistiiriilerek biyoekonomiye kazandirilabilir.
42.FTIR

Tunikat P. mammillata seliilozunun kimyasal bag yapisi, molekiillerin yapisal ve
fizikokimyasal Ozelliklerini incelemekte kullanilan giiclii araclardan biri olan FTIR
analizi ile incelenmis Ve kizilGtesi absorpsiyon spektrumu Sekil 4.1°de sunulmustur. Sekil
4.1a’da goriildiigii iizere, P. mammillata seliilozu 3335 cm™ (-OH gerilmesi), 3272 cm™
(O-H titresimi), 2971 cm™ (CH: asimetrik gerilmesi), 2902 cm™ (C—H gerilmesi), 1646
cm® (emilen suyun -OH titresimi) ve 1056 cm™ (C—-O gerilmesi)’de absorpsiyon pikleri
sergilemistir. P. mammillata seliilozunun FTIR analizinde gériilen 3334 cm™, 2905 cm™?
ve 1056 cm™ civarindaki titresimler seliiloza ait tipik pikler olup, P. mammillata
seliilozunun dogal seliiloz I yapisinda oldugunu gosterdi. P. mammillata seliilozunda
3272 cm™ ve 699 cm™ de gdzlenen absorpsiyon pikleri ise, P. mammillata seliilozunun I-

B kristal yapisina sahip oldugunu ortaya koydu.

P. mammillata seliilozundan asit hidrolizi ile iiretilen nanokristalin seliilozun
absorpsiyon spektroskopisi ise Sekil 4.1b’de sunulmustur. Nanokristalin seliilozun
kiz1l6tesi spektroskopisinde seliiloza 6zgii pikler korunmakla birlikte baz1 pik kaymalari
gozlenmektedir. Bunlardan seliilozda 3272 cm™ de goriilen pik nanokristalin seliilozda
3269 cm™’ye, 2902 cm™* deki pik 2882 cm™ ye, 1429 cm deki pik 1427 cm™ ye ve 1373
cm™ deki pik ise 1361 cm™ ye indirgenmistir. Ayrica, nanokristalin seliilozda 1697 cm™

ve 997cm™ de ise iki yeni pik gozlenmistir.

Cheng vd. (2020), seliilozlarin FTIR spektrumlarinda 3700-2500 cm™ ve 1750-
500 cm* olmak iizere iki bolgede gecirgenlik bantlar1 gdzlendigini belirtmistir. Yazarlar,
FTIR spektrumundaki 2904 cm™e yakin iletim bandinin, polisakkaritlerdeki tiim

hidrokarbon bilesenlerinin C-H germe titresimine, 1638 cm™'de bulunan bandin seliilozda
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emilen su molekiillerinin O-H biikiilme titresimine ve 1057 cm™'deki gegirgenlik
bandinin seliilozdaki C-O ve C-C baglarinin gerilme titresimlerine atfedildigini rapor

etmektedirler.

Gecirgenlik (%)

4500 4000 3000 2000 1000 450
Dalga boyu (cm™

Sekil 4.1. P. mammillata seliilozunun kizil6tesi spektrumu. a) seliiloz, b) nanokristalin
seliiloz.

Koo vd. (2002), tunikat C. roretzi’den kimyasal yontemle izole ettikleri seliiloz
numunesinin FTIR spektrumunda 3400 cm™ civarinda giilii bir O-H germe absorpsiyon
band1 ve 2900 cm™ civarinda C-H germe absorpsiyon bandi gézlemlemislerdir. Tunikat
C. intestinalis’ten elde edilen selilozun FTIR spektrumunda ise, seliiloz
nanokristallerinin sirasiyla 3334 cm?, 2901 cm™? ve 1057 cm™'deki O-H, C-H ve C-O
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germe titresimleri ile seliiloza 6zgii yapisal 6zellikler sergiledikleri bildirilmistir (Zhao
vd., 2015). Bunlarin disinda, C. intestinalis seliiloz nanokristallerinin 1638 cm™’deki
absorpsiyon piki, emilen suyun OH biikiilme titresimine, 1609 cm™' deki belirgin pik,
emilen suyun OH egilme titresimi ile Ortiisen asimetrik bir karboksilat COO- titresimine,
1160 cm* civarindaki pik ise siilfiirik asit hidrolizi ile iiretilen seliiloz zincirleri {izerinde
yuklii siilfat ester baglaria atfedilmistir. Diger ¢alismalarda tunik seliillozu i¢in O-H
germe titresimi 3333 ve 3342 cm™ de, C-H simetrik gerilme titresimi 2900 cm™ ve 2904
cm™ de ve C-O antisimetrik koprii gerilmesi 1057 cmt, 1108 cm™, 1159 ve 1161 cm™’de
gbzlenmistir (Han, Zhou, Wu, Liu ve Wu, 2013; Zhao vd., 2017; Cheng vd., 2020; Moon
vd., 2021). Bunlara ek olarak, saf tunikat seliillozunun FTIR spektrumunda 1112 cm™’de
(C-OH iskelet titresimi), 1054, 1057 ve 1030, 1031 cm™*’de (C-O-C piranoz halkasi
iskelet titresimi), 895 cm™’de (halka titresimli glikozidik -CH deformasyonu ve
seliilozdaki glikozlar arasindaki B-glikosidik baglantilarda -OH biikiilmesi) ve 664 cm’
1>de (C-H fonksiyonel grubunun diizlem dis1 deformasyonu) gecirgenlik bantlar1 tespit
edilmistir (Zhao vd., 2017). P. mammillata seliilozunun FTIR spektrumundan elde edilen
absorpsiyon pikleri diger tunikat seliilozlarinin FTIR pikleriyle uyum i¢indeydi (Zhao vd.
2015; Cao vd., 2018; Cheng vd., 2020; Chanthathamrongsiri vd., 2021). Bu ¢alismalarda
belirtilen seliiloz i¢in karakteristik absorpsiyon pikleri P. mammillata’dan izole edilen
seliiloz (3335 cm, 2902 cm™ ve 1056 cm™) ve nanokristalin seliiloz (3337 cm™, 2882
cm™ ve 1056 cm™) icin gozlenmis olup, siilfiirik asit hidrolizinden kaynakli siilfat ester
baglarma atfedilen absorpsiyon bandu seliiloz igin 1162 cm™ ve nanokristalin seliiloz igin

1161 cm™ de gdzlenmistir.

Jak meyvesi kabugu seliilozunun FTIR spektrumunun a-seliillozun karakteristik
absorpsiyon paternlerini sergiledigi ve FTIR spektrumunda 1641 cm™, 1442 cm™, 1384
cm?, 1174 cm™, 1120 cm, 1057 cm™ ve 905 cm™’de absorpsiyon bantlar1 sergiledigi
belirtilmistir (Trilokesh ve Uppuluri, 2019). Bambu liflerinden elde edilen mikrokristalin
seliilozun FTIR spektrumunda ise 3338 cm™'de (O-H germe titresimleri), 2900 cm™ ve
2905 cm™°de (C-H gerilme titresimleri) ve islenmis seliilloz numuneleri i¢in parmak izi
bolgelerini temsil eden 1160 cm™’de (C-O-C glikozit baglar1 simetrik), 1050 cm™’de (C-
OH gerilmesi) ve 896 cm™ de (B-glikosidik baglarin biikiilmesi) énemli tepe noktalari
kaydedilmistir (Rasheed vd., 2020). Zhao vd. (2017), ahsap seliilloz nanofiberlerinin
3327-3331 cm™’de -OH gerilmesi igin, 2893-2897 cm™’de C-H simetrik germe igin,
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1159-1161 cm™’de C-O antisimetrik koprii gerilmesi icin, 1023-1028 cm™’de C-O-C
piranoz halkasi iskelet titresimi i¢in ve 661 cm™’de C-H fonksiyonel grubunun diizlem
dis1 deformasyonu i¢in gosterdigi bu karakteristik zirvelerin yapida kalan lignin ve
hemiseliilozlarin varligindan kaynaklanabilecegi ve seliilozlar, lignin ve hemiseliilozlar
tarafindan hala ¢apraz bagli olup, tunikatin saf seliilozundan dalga numarasi1 kaymalari

gosterebilecegini rapor etmistir.

Bakteriyel seliilozun Karakteristik pik degerleri 3400-3440 cm™’de hidroksil
gruplar1 (-OH), 2800-2900 cm™*de metilen gerilme titresimi (-CH2-), 1620-1640 cm™°de
karboksilik gruplar (COOH), 1420-1440 cm™*de karbonil gruplar1 (C=0), 1160 cm™ de
C-O-C ve 1040-1068 cm™’de seker halkasinin CO-C ve C-O-H germe titresimi ile temsil
edilmektedir (Giizel ve Akpmar, 2017). P. mammillata tunik seliilozunun FTIR
spektrumunda gozlenen absorpsiyon bantlart hem bitkisel seliiloz hem de bakteriyel
selillozunkilere benzerlik gdstermekle birlikte bazi dalga numarast kaymalar

gostermektedir.

Koo vd. (2002), 1540 cm™ civarinda gdzlenen absorpsiyon bandmin N-H
gerilmesine, 1500 ve 1600 cm™ civarindaki gegirgenlik bantlarinin da ligninin aromatik
iskelet titresimine atfedildigini belirtmis ve izole edilen tunik kimyasal seliilozunda bu
gecirgenlik bantlarinin kaybolmus olmasinin tunik seliillozundaki protein ve lignin
bilesenlerinin yapidan uzaklastirildiginin gostergesi oldugunu belirtmistir. Ayn1 sekilde
Rasheed vd. (2020), bambu liflerinden elde ettikleri seliilozun FTIR spektrumunda
ligninin  karboksil gruplarimin ester bagina, lignindeki C=C titresimine Ve
hemiseliilozlarin asetil ve iironik ester gruplarma da karsilik gelen 1722,16 cm™ deki
absorpsiyon bandi ve 1533 cm™’deki karakteristik C-O germe titresiminin ortadan
kalkmasinin izole edilen selillozun safligina isaret ettigini sOylemislerdir. Tunikat
tiirlerinden ekstrakte edilen seliilozlarin yiiksek saflikta olup lignin, hemiseliilloz veya
protein kalintilar1 igermedigi daha 6nceki ¢alismalarda C. intestinalis (Zhao vd., 2017) ve
Eudistoma sp., P. reniformis ve P. nigra (Chanthathamrongsiri vd., 2021), tiirlerinden
elde edilen seliiloz nano fiberleri i¢in kanitlanmigtir. Tunikat P. mammillata’dan izole
ettigimiz seliilozun ve bu selillozdan tiiretilen nanokristalin selillozun FTIR
spektrumlarinda 1500 cm™ ve 1600 cm™ dalga boylar1 arasinda herhangi bir absorpsiyon

band1 gozlenmemektedir. Bu da bu caligmada izole edilen seliilozun ve nanokristalin
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seliilozun lignin ve proteinden arinmis oldugunu gostermektedir. Seliiloz izolasyonunun
her bir basamaginda rengin adim adim kahverengiden beyaza donmesinin de hemiseliiloz,
lignin ve diger safsizliklarin liflerden uzaklastirildiginin gostergesi oldugu bilinmektedir
(Rasheed vd., 2020). Ekstrakte edilen P. mammillata seliilozunun rengi oldukga beyaz bir

renge sahip olmasi da safliginin kanitlarindan biridir.

Makarem vd. (2019), seliiloz I-B igin 3270 cm™’deki pikin, seliiloz I-a igin ise
3240 cm™ pikin karakteristik pikler oldugunu belirtmistir. Yazarlar, seliiloz I-B'nin 576
cm™ ve 1265 cm™'de pik gdstermezken, diger kristalli seliiloz allomorflarm 576 cm™ ve
1265 cm™*de fark edilebilir piklere sahip oldugunu ifade etmislerdir. Tunikat tiirlerinden
izole edilmis selilloz numunelerinde gozlemlenen 898 cm™deki tepe noktasinin f-
baglantisindan kaynaklandig1 ve aymi sekilde 3270 ve 709 cm™ civarinda gozlenen iki
gegcirgenlik bandinin seliillozun I-f fazin1 gosterdigini ve bu bantlarin a-seliiloz ve amorf
seliilozda bulunmadigi rapor edilmistir (Cheng vd., 2020; Chanthathamrongsiri vd.,
2021). P. mammillata selliilozunda I-p fazini1 temsil eden tepe noktalari seliiloz i¢in 3272
cm™ ve 901cm™*de nanokristalin seliilozda icin ise 3269 cm™ ve 895 cm™ de gdzlenmistir
(Sekil 4.1a ve 1b).

4.3. SEM ve EDX Sonuglari

Tunikat P. mammillata’dan ekstrakte edilen seliilozun yiizey morfolojisi
taramali elektron mikroskobuyla ¢esitli biiylitmelerde incelenmis olup Sekil 4.2°de
sunulmaktadir. Diisiik biiylitmelerde (2000X ve 8000X) seliillozun yiizeyi kirisik bir
carsaf benzeri yap1 sergilemektedir (Sekil 4.2a ve 2b). Daha yiiksek biiyiitmede (20000X
ve 40000X) ise tunikat P. mammillata selillozu enine kiyasla ¢ok uzun boya sahip
nanofibrilli bir yap1 sergilemektedir (Sekil 4. 2¢ ve 2d). Bu 6zellikler diger tunikatlardan
izole edilen seliilozlarin morfolojik yapisina benzerlik gostermektedir (Koo vd., 2002;
Zhao ve Li, 2014; Zhao vd., 2017; Dunlop vd., 2018; Chanthathamrongsiri vd., 2021).
Onceki bir ¢alismada, C. intestinalis’ten hazirlanan tunik seliilozunun birbirine sikica
paketlenmis, giiglii ve ¢ok karmagik molekiil i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen baglar1 ile
stabilize edilmis uzun seliiloz mikrofibrilleriden olusan bir morfolojiye sahip oldugu
rapor edilmistir (Zhao vd., 2015). Agartilmis tuniklerin SEM goriintiisiinde seliilozun

mikrofibriller seklinde toplandigi ve zincirlerin siki bir ag gibi dokundugu
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gbzlemlenmistir (Chanthathamrongsiri vd., 2021). P. mammillata seliilozu da bu
Ozellikleri aynen yansitmaktadir. Sert ve kalin tuniklerin mikrofibrillerinin yumusak
tuniklerden daha fazla demetlendigini rapor eden Zhao ve Li (2014)’nin bulgularinin
aksine tunikat P. nigra’nin kalin tuniginden elde edilen seliloz mikrofibrillerinin,
yumusak tunige gore daha az demetlenme gosterdigi gézlenmistir (Chanthathamrongsiri
vd., 2021). Trilokesh ve Uppuluri (2019), ise jak meyvesinin kabuklarindan elde edilen
seliiloz liflerinin yiizey hidroksil gruplar1 arasindaki giiclii interfibriller ¢ekim nedeniyle
kendiliginden olusan yapilar sergiledigini rapor etmislerdir. P. mammillata yumusak bir
tunige sahip oldugundan Zhao ve Li (2014)’nin belirtigine benzer sekilde gevsek bir

demetlenme sergilemistir.

Tunikat selillozunun mikrofibril demetinin sekli ve boyutlart tlirlere gore
degisiklik gosterdigi ve genelikle yiiksek mikrofibril en boy orani, sergiledigi onceki
caligmalarda ortaya konmustur (Zhao ve Li, 2014; Chanthathamrongsiri vd., 2021). Zhao
vd. (2017), tunik seliilozun ~20 nm genislik ve mm veya cm uzunluga sahip inanilmaz
derecede yiiksek en boy orani gosterdigini beyan ederken, Dunlop vd. (2018),
nanokristalin club tunikat (S. clava) seliilozunda 90 + 57 nm en ve 1567 + 638 nm boy,
nanokristalin vazo tunikat (C. intestinalis) seliilozunda 80 = 60 nm en ve 1374 + 600 nm
boy oranlar1 6lgmiistiir. Farkli bir seliiloz kaynagi olarak Gluconacetobacter hansenii
bakterisinin iirettigi bakteriyel seliilozun SEM goriintiilerinde seliiloz zincir ¢aplarinin 20
nmM-75 nm arasinda oldugu ol¢iilmiistiir (Giindiiz vd., 2015). P. mammillata seliillozunun
en boy oran1i Dunlop vd. (2018) tarafindan belirtilen degerlere yakindir. Farkli
boyutlardaki tunikat fibrillerinin, belirli uygulamalara 6zel ¢esitli dzellikler tagiyabilecegi
diistiniilmektedir (Zhao vd., 2017).

Asit hidrolizi ile hazirlanan P. mammillata nanokristalin seliilozu ise diisiik
biiylitmelerde (500X ve 1000X) parcalanmig kiigiik topaklar olusturmus bir goriintii
sergilemektedir (Sekil 4.2e ve 2f). Bu haliyle Sekil 4.2a ve 2b’de sunulan P. mammillata
seliilozunun ¢arsafs1 goriintiisiine benzememektedir. Bu durum konsantre siilfiirik asidin
(%70 H2SO0s) selillozu pargalamasindan kaynaklanmaktadir. Trilokesh ve Uppuluri
(2019) jak meyvesinin kabuklarindan elde ettikleri seliilozdan asit hidrolizi yontemiyle
130 nm capinda yumusak, lifsiz yapili, aglomere olmayan kiiresel sekilli seliiloz

nanokristalleri {iretmiglerdir. Jonoobi vd. (2015)’de seliilozun mekanik islemler
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vasitasiyla ciddi sekilde bozulmaya ugramadan, bazi morfolojik ve boyut farkliliklart
meydana getirerek {iretilebilecegini belirtmektedir. P. mammillata’dan nanokaristalin
selilloz eldesinde kullanilan o6giitme isleminin seliilozu boyut olarak kiigiiltiirken

morfolojik olarak degisiklige yol actig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.2. Tunikat selillozunun yilizey morfolojisinin SEM goriinimii. a) 2000x
biiyiitmede seliiloz yapisi, b) 8000x biiyiitmede seliiloz yapisi, ¢) 20000x biiyiitmede
seliiloz yapisi, d) 40000x biiytitmede seliiloz yapisi, €) 500 K X biiyiitmede nanokristalin
seliiloz yapisi, f) 1000 K x biiyiitmede nanokristalin seliiloz yapisi.
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EDX analizi P. mammillata’dan elde edilen seliiloz numunesinin agirlik¢a %
48,46 Karbon (C), % 50,83 Oksijen (O), % 0,36 Sodyum (Na) ve % 0,35 Klor (Cl)
icerdigini ortaya koydu (Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Cizelge 4.2). Koo vd. (2002) tunikat C.
roretzi’ den elde ettikleri seliilozda % 42,6 Karbon, % 6,02 Hidrojen (H), % 51,3 Oksijen,
% 0,01 Silisyum (Si), % 0,15 Sodyum (Na), % 0,02 Demir (Fe), % 0,05 Kalsiyum (Ca),
% 0,13 Krom (Cr) ve % 4,5 Bakir (Cu) elementleri tespit etmislerdir. Dunlop vd. (2018),
ise vazo tunikattan (C. intestinalis) elde ettikleri seliilozun EDX spektrumunda C, O, Na,
Si, Cl ve K elementlerine rastlarken, clup tunikattan (S. clava) izole ettikleri seliilozun
EDX spektrumunda C, O, Na, Altin (Au), Cl ve Kalay (Sn) elementlerine rastlamislardir.
Bu rapor edilen bu verilerle kiyaslandiginda P. mammillata seliilozunun kimyasal olarak
oldukca saf bir sekilde izole edildigi goriilmektedir. Rasheed vd. (2020), bambu
fiberlerinden ekstrakte ettikleri mikrokristalin seliilozun EDX spektrumlarinda seliilozun
bilesimindeki ana elementlerden Karbon (% 31,34) ve Oksijen (% 67,37) piklerini yogun
olarak gozlemlerken, az miktarda Sodyum ve Klor elementlerine de rastlamiglardir.
Yazarlar ayrica, mikrokristalin selillozun saflagtirilmasiyla birlikte delignifikasyon
islemine bagli olarak Oksijen iceriginin biraz daha yogun hale geldigini bildirmislerdir.
Bizim c¢alismamizdaki P. mammillata seliillozunda Koo vd. (2002) ve Dunlop vd.
(2018)’un tunikat selillozundan rapor ettikleri kadar ¢esitli elemente rastlanmamustir.
Karbon ve Oksijen seliilozun yap1 tasini olusturan elementlerdir ve Sodyum ve Klor da
deniz suyunun temel bilesenleri olup P. mammillata’ nin dogal ortaminda bulunmaktadir.
P. mammillata selillozunun EDX haritasinda Cl ve Na’a rastlanmasi, ekstraksiyon
esnasinda bu tuzlarin yapidan tamamen uzaklastirilamadigini gostermektedir. EDX analiz
sonucu daha 6nce rapor edilen ¢aligmalardan farkli olarak tunikat P. mammillata’dan elde
edilen selillozda agir metal vs. bulunmadigini ortaya koydu. Bu durum P.
mammillata’dan izole edilen seliilozun biyomedikal uygulamalarda giivenli bir sekilde

kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 4.3. P. mammillata seliilozunun EDX grafigi.

Cizelge 4.2. P. mammillata seliilozunun element igerikleri ve yilizde oranlart.

Element Agirhkeca % Atomik %  K-Oram Zz A F
C 48,46 55,75 0,2414 1,0077 0,4942 11,0004
o 50,83 43,90 0,0951 0,9936 0,1883 1,0000
Na 0,36 0,22 0,0007 0,9335 10,1961 1,0000
Cl 0,35 0,14 0,0029 0,9136 10,9148 1,0000
Total 100,00 100,00
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Sekil 4.4. P. mammillata seliilozunun EDX element dagilim haritasi. a) EDX analizi i¢in
secilen alan, b) Segilen alandaki tiim elementlerin dagilim haritasi, ¢) Oksijen elementi
dagilim haritasi, d) Sodyum elementi dagilim haritasi, €) Klor elementi dagilim haritast,
f) Karbon elementi dagilim haritasi.
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4.4. TGA

Tunikat P. mammillata seliilozunun termal bozunma egrisi Sekil 4.5°te
sunulmaktadir. Sekil 4.5a’da goriildigi gibi P. mammillata seliillozu 3 asamada kiitle
kaybina kaybina ugramistir. P. mammillata seliillozu 25-240 °C arasinda yapidaki suyun
uzaklasmasindan dolay1 % 0,44’liik kiitle kaybina ugramistir. Sonraki asamada sicaklik
336 °C’ye ulastiginda seliiloz depolimerizasyonundan kaynaklanan % 48,93’liik bir kiitle
kaybi daha gozlenmistir. Daha sonra seliiloz bozunma hizi azalarak bozunmaya devam
etmis ve sicaklik 700 °C’ye ¢iktiginda ise toplam kiitle kayb1 % 93,77°e ulasmustir.

Bozunma sonucunda kalan kiil miktar1 ise % 6,23 olmustur.

P. mammillata seliilozundan asit hidrolizi ile iiretilen nanokristalin seliiloz da
benzer bir bozunma egrisi olusturmustur (Sekil 4.5b). ilk asamada 25-160° C arasinda
yapidaki suyun uzaklagmasindan dolay:r % 4,81 oraninda bir kiitle kayb1 gozlenmistir.
Ikinci asamada ise seliiloz depolimerizasyonundan kaynaklanan 160-340 °C arasinda %
65 oraninda bir kiitle kaybi daha gézlenmistir. Sonrasinda 551 °C’ye kadar kiitle kayb1
ve bozunma devam etmis ve toplam kiitle kayb1 % 99,81’¢ ulagsmistir. Sicaklik 551 °C’ye

ulastiginda bozunma tamamlanmis ve bozunma sonrast kalan kiitle % 0,19 olmustur.

Asit hidrolizi uygulamasinin tunikat P. mammillata seliilozunun termal
stabilitesini azalttig1 goriilmistiir. Termal bozunmaya baglama sicakligi 240 °C’ den 160
°C’ye diismiis ve termal bozunmanin tamamlandigi sicaklik 700 °C’den 551 °C’ye
diismiistiir. Ayrica seliiloza kiyasla nanokristalin seliilozun bozunma orani1 daha ytiksek
olmus ve bozunma sonrasi kalint1 miktar1 seliillozda % 6,23 iken, bu oran nanokristalin

seliilozda % 0,12’ye diismiistiir.
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Sekil 4.5. Tunikat P. mammillata seliilozunun TG/DTA grafigi. a) selilloz b)

nanokristalin seliiloz.

Seliilozik bilesenlerin bozunmasi 150 °C’de baslar ve seliiloz ve hemiseliiloz
parcalarinda dekarboksilasyon, depolimerizasyon ve ayrisma meydana geldiginde 385
°C’ye kadar siirer. Biyokiitle, 385 °C sicakligin 6tesinde aromatizasyon, ayrisma, yanma,

lignin pirolizi ve komiir kalintis1 olusumuna tabi tutulur (Rasheed vd., 2020).
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Zhao ve Li (2014), tunikat tiirleri Ascidia sp., C. intestinalis, S. plicata, ve H.
roretzi tuniklerinden izole ettikleri selilloz numunelerinin bozunma baslangi¢
sicakliklarmin sirastyla 207 °C, 226 °C, 261 °C ve 269 °C oldugunu rapor etmigler ve tiim
seliiloz numunelerinin 354-369 °C arasinda benzer bir maksimum bozunma sicakligina
sahip olduklarini belirtmislerdir. Dunlop vd. (2018), hem club tunikat S. clava hem de
vazo tunikat C. intestinalis’ten elde edilen nanokristalin seliilozun seliilozik materyallerin
termal bozunma sicaklik araligi (280-400 °C) igerisinde yer alan 300+25 °C sicaklik
araliginda % 80’den fazla kiitle kayb1 gosterdigini rapor etmislerdir. Bunun yanisira
yazarlar tunikat nanokristalin seliiloz igin 300 °C-450 °C arasinda ilave bir % 17°1ik kiitle
kayb1 daha gozlemlemislerdir. Yazarlar, saf nanokristalin seliilozun termograminda
gbzlenmemesi gereken bu ek kiitle kaybinin tunik seliilozunun igerdigi C, O, Cu, Si, Na
ve K gibi inorganik tuzlarmn yani sira agir metal iyonlar1 gibi inorganik metallerin
oksidasyonuna  bagli  olabilecegini  belirtmislerdir ~ (Dunlop  vd., 2018).
Chanthathamrongsiri vd. (2021), ¢esitli tunikat tiirlerinden izole ettikleri seliiloz
nanokristallerinin adsorbe edilen suyun buharlasmasindan kaynaklanan % 0,7-1,8
civarinda kiiciik kiitle kaybina (60 °C-80 °C) ugradiklarini1 ve seliiloz nanokristallerinin
degradasyonunun 187-265 °C civarindaki sicakliklarda basladigini belirtmislerdir.
Yazarlar, seliiloz nanokristallerinin maksimum bozunma sicakliklarmin diisiik (Tmax

237-294 °C) oldugunu rapor etmislerdir.

Bitkisel kokenli seliiloz olan jak meyvesi selillozunun suyun buharlagsmasit (150
°C’ye kadar), seliilozun depolimerizasyonu (200-380 °C) ve karbon kalintilarinin hizl
depolimerizasyonu (380 °C’nin yukarisinda) sonucu meydana gelen kiitle kayiplar
olmak {izere ii¢ asamali bir termal bozunma gosterdigi rapor edilmistir (Trilokesh ve
Uppuluri, 2019). Trilokesh ve Uppuluri (2019), jak meyvesi seliilozunun 100 °C’nin
altinda % 7’lik bir kiitle kaybina ugradigini ve bundan sonra 180 °C’ye kadar herhangi
bir bozunma kaydedilmedigini, sonrasinda ise 312-350 °C arasinda termal bozunma
gostererek  300-350 °C arasinda agirhgmin  yaklasik  %85’inin  kaybettigini
belirtmektedirler. Rasheed vd. (2020), bambu fiberlerinden elde ettikleri mikrokristalin
seliilozun termal bozunmasinin iki asamada gergeklestigini, ilk asamada yapidaki suyun
buharlagsmas1 sonucu seliilozun %10’luk kiitle kaybina (35-305 °C) ugradigini belirtti.
Yazarlar, mikrokristalin seliilozun kristalin yapisindan dolay1 termal bozunma i¢in daha

yiiksek bir enerji gerektirdigini ve 315 °C’de bozunmaya basladigini, maksimum kiitle
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kaybinin 353 °C’de gergeklestigini ve termal bozunmanin 450 °C’de sona erdigini rapor

etmislerdir (Rasheed vd., 2020).

Bakteriyel seliilozun termal bozunma egrisinin bitkisel seliilozun termal bozunma
egrisine benzer oldugu ve 0-100 °C, 200-250 °C ve 360-390 °C olmak iizere ii¢c asamada
kiitle kaybina ugradigi rapor edilmistir (Giizel ve Akpinar, 2017). Calismada, ilk bolgede
orneklerde absorbe suyun buharlasmasi nedeniyle hafif bir kiitle kaybi, ikinci bolgede
hidroksil gruplari ve metil hidroksil gruplart gibi kiiciik molekiil agirlikli kisimlarmn
uzaklagmasindan kaynaklananan kiitle kaybi ve tiglincii bolgede ise polimerik zincirler ve
piran yapilarinin bozunmasindan kaynakli % 70-80 arasinda bir kiitle kayb1 gozlenmistir.
Giindiiz vd. (2015), bakteriyel seliilozun toplam kiitle kaybin1 % 88,9 olarak hesaplarken,

maksimum degradasyon sicakligini da 344,3 °C olarak 6l¢miislerdir.

Bu calismada tunikat P. mammillata’dan izole edilen seliiloz ve nanokristalin
seliilozun su igerikleri, Chanthathamrongsiri vd. (2021)’nin de belirttigi gibi oldukc¢a
diisiiktiir. Oysa Rasheed vd. (2020), bambu fiberlerinden izole ettikleri mikrokristalin
seliilozunun yiiksek oranda su igerdigini (%10), ve bunun seliilozdaki amorf bolgelerde
daha fazla siibstitiie edilmemis hidroksil grubunun bulunmasi nedeniyle molekiillerin
daha fazla su tutmasindan kaynaklandigini belirtmisler ve kristallik ne kadar fazlaysa su
emiliminin o kadar az oldugunu O6ne stirmiislerdir. Tunikat seliilozu kristalinitesinin
yuksek olusuyla diger selillozlardan farklilik gostermektedir. Bu durum P.

mammillata’nin su ig¢eriginin diisiik olmasini desteklemektedir.

Bu galismada P. mammillata seliiloz ve nanokristalin seliiloz i¢in gozlenen
DTGmax degerleri 336 °C ve 340 °C’dir. Yumusak bir tunige sahip olan P.
mammillata’dan elde edilen seliiloz Zhao ve Li (2014), tarafindan incelenen tunikat
tiirlerininkinden daha diisiik termal stabiliteye sahipken Chanthathamrongsiri vd. (2021),
tarafindan tunikat tiirleri i¢in bildirilenlere kiyasla daha yiiksek termal stabiliteye sahiptir.
Bitkisel seliiloz ve bakteriyel seliilozun maksimum bozunma sicakliklariyla
kiyaslandiginda P. mammillata seliilozunun termal stabilitesinin bitki ve bakteriyel
seliilozun termal stabilitesine benzer oldugu goriilmektedir. Zhao ve Li (2014), tunik
sellilozlarin termal kararliliginin onlarin kristallinitesiyle dogru orantili oldugunu ve
sellilozun kristallik indeksi ne kadar yiiksekse, seliiloz zincirlerinin paketlenmesi o kadar

iyi oldugunu ve dolayisiyla termal ayrigmanin baglamasi i¢in daha fazla enerji
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gerektirdigini agiklamiglardir. Siilfiirik asit hidrolizi kullanilarak {iretilen tunikat seliiloz
nanokristallerinin, siilfat grubunun seliilloz yilizeyine sokulmasi nedeniyle seliilozun
amorf igerigindeki artisa neden oldugu ve dolayisiyla termostabiliteyi azalttigi rapor
edilmistir (Chanthathamrongsiri vd., 2021). Bu ¢alismada da asit hidrolizi uygulamasi

tunikat P. mammillata seliillozunun termal stabilitesini azaltmistir.

Dunlop vd. (2018), S. clava’dan elde edilen nanokristalin seliilozun TGA
termograminda yaklasik %88 oraninda kiitle kaybi1 ve %9 kalinti gozlerken, C.
intestinalis’ten izole edilen seliillozda yaklasik %20 kalint1 ile %65 civarinda bir kiitle
kayb1 gozlemislerdir. Chanthathamrongsiri vd. (2021), tunik seliillozunun yiiksek kiil
iceriginin deniz suyunun dokuya niifuz etmesine izin veren daha gevsek ve yumusak tunik
yapt nedeniyle tunikte biriken g¢esitli inorganik bilesiklerden kaynaklanabilecegini
belirtmektedir. Bambu fiberlerinden {iretilen mikrokristalin seliilozun c¢ar kalintisi
agirhiginin %6,9 oldugu ve car kalintisinin diisiik olmasinin mikrokristalin seliillozun
yiiksek safliginin gostergesi oldugu rapor edilmistir (Rasheed vd., 2020). Bu ¢alismada
P. mammillata selilozunun termal bozunma sonrasi kil kalintist %6,23’tir. Asit
uygulamasi sonrasi elde edilen nanokristalin seliilozun kiil kalintis1 ise %0,19 olup,
nanokristalin seliilloz nerdeyse tiimiiyle bozunmustur. Termal ayrisma sonucu kalinti
miktarinin ¢ok diisiik olmasi, P. mammillata seliilozunun organik kisminin fazla
oldugunu ayrica EDX sonuglariyla da kanitlandigi gibi inorganik madde igeriginin diisiik

oldugunu ve agir metal vs. bulundurmadigini ve safligin1 onaymaktadir.

Yiiksek termal stabiliteye sahip olan selillozun, daha yiiksek sicakliklarda
islenmesi gereken polimerik kompozit uygulamalarinda kullanim igin elverisli
olabilecegi ve biyokompozit ambalaj malzemelerinde uygulama alani bulabilecegi
belirtilmektedir (Rasheed vd., 2020). Zhao ve Li (2014), ise tunikat seliilozlarinin yiiksek
termal kararliliga sahip olmalar1 nedeniyle, termal olarak kararli malzemeler iiretmek igin
iyi aday malzemeler olduklarini 6ne siirmektedir. P. mammillata seliilozunun da termal
stabilitesi nispeten yiiksektir. Bu nedenle biyokompozit uygulamalar igin elverisli

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.5. XRD

P. mammillata’dan ekstrakte edilen seliilozun kristal ve amorf yapisi X-1sin1
kirmimi analiziyle belirlenmis olup XRD kirinim grafigi Sekil 4.6a’da verilmistir. P.
mammillata seliilozunun XRD diyagraminda seliiloza 6zgii kristalin pikler 14,8°, 16,6°
ve 22,8°°de gozlenmektedir. Bunlarin haricinde 5,7°, 20,3° ve 34,5° civarlarinda 3 tane
keskin pik ve 30° ile 45° arasinda 4 tane zayif pik gozlenmistir. P. mammillata

seliilozunun kristalinitesi % 98,26 olarak hesaplanmuistir.

P. mammillata seliillozundan asit hidrolizi ile iiretilen nanokristalin seliilozun
XRD spektrumunda seliilozunkine benzer bicimde 14,9°, 16,8°, 20,4°, 22,7° ve 34,6° da
siddetli pikler gozlenmistir (Sekil 4. 6b). Bununla birlikte, nanokristalin seliilozun XRD
piklerinin siddetinde seliilozunkilere kiyasla azalma go6zlenmistir. Seliillozun XRD
diyagramindan farkli olarak nanokristalin seliillozunkinde 5,723°’deki pik kaybolmus,
12,2°°de yeni bir pik ortaya ¢ikmistir. Ayrica, 26°-31° ve 38°-45° arasinda ¢ok sayida zayif
pik goézlenmistir. P. mammillata seliilozundan firetilen nanokristalin = seliilozun

kristalinitesi % 98,59 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.6. Tunikat P. mammillata’dan elde edilen selillozun XRD grafigi. a) seliiloz
(JCPDS Kart no. 50-2241), b) nanokristalin seliiloz (JCPDS kart no. 50-2241).

Seliiloz yapisini olusturan seliiloz zincirleri, kristal ve amorf bolgelere sahip olup,
kristal kistm XRD spektrumunda keskin kirinim pikleri verirken, amorf kisim ise daginik
pikler vermektedir (Giizel ve Akpinar, 2017). Jonoobi vd. (2015), dogal seliiloz I igin
genel olarak 26= 14,9°da (110), 26= 16,6°’da (110) ve 26= 22,7°’de (200) ii¢ kristal pik
gbzlendigini belirtmislerdir. Yar1 kristalin yapidaki a-seliillozun kristal desenine gore
(101), (101) ve (002) kafes diizlemleri konumundaki pik degerleri sirastyla 26= 12,1°,
20,2° ve 22,1° iken, amorf seliilozda ise bu kristal kafes diizlemlerine karsilik gelen tiim
tepe noktalar1 kaybolmus ya da giiclii bir sekilde azalmistir ve tipik amorf seliiloz yapisi

gosteren 20= 21° bolgesinde genislemis bir tepe goze ¢arpmaktadir (Cheng vd., 2020).
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Zhao ve Li (2014), tunikat seliilozlarinin X-1sin1 kirinim modellerinin sirasiyla
(110") ve (110) yansimalar ile baglantili 26= 14,7° ve 26= 16,8°’de bir ikili tepe ve (200)
kirmimmina atfedilen 20= 22,8°°de bir tekli tepe noktasi sergileyen saf seliiloz I
allomorflart oldugunu belirtmektedir. Enzimatik hidroliz, TEMPO aracili oksidasyon ve
asit hidroliz yontemleriyle hazirlanan tunikat seliiloz nanokristallerinin X-1sin1 kirinim
egrileri de sirasiyla, (110-), (110) ve (200) kristal diizlemlerine karsilik gelen 14,7°, 16,8°
ve 22,8°de giiglii kristal tepeler ile tipik bir seliiloz I yapis1 sergilemistir (Zhao vd., 2015).
Bir baska calismada da tunik seliilozun iyi bir kristal yapiya sahip oldugunu gosteren
22,9’ daki dar ve keskin yon pikiyle birlikte, tipik (002), (101) ve (101) kafes diizlemleri
icin sirastyla 20= 22,9°, 16,6° ve 14,8°°de tepe degerleri gézlemlenmistir (Cheng vd.,
2020). Chanthathamrongsiri vd. (2021), tunikat seliiloz nanokristallerinin X-1g1n1
difraktogramlarinda 15,1°, 16,9° ve 23,2°de dogal seliiloz tip I pikleri gozlemlemisler ve
bunlarin yanisira agartilmis Eudistoma sp. seliilozunda, mineral deniz suyu tutulmasina
atfedilebilecek ek kristalin piklerine rastlamislardir. P. mammillata seliilozu ve bundan
asit hidrolizi ile iiretilen nanokristalin selillozun X-1s1n1 difraktogramlarinda gézlenen
kristalin pikler, tiim bu ¢alismalarda belirtilenlere benzerdir. Bunun yanisira, pik kaymasi
gbzlenmemesi ve 22,7° ve 22,8°’deki siddetli, dar ve keskin piklerin kanitladigi gibi elde

edilen seliiloz ve nanokristalin seliiloz yiiksek safliktadir.

Jak meyvesi kabugundan elde edilen selillozun XRD kirmim desenleri kafes
diizlemleri 110, 200 ve 004’e karsilik gelen, seliiloz i¢in karakteristik pikler olan 26=
15,7°, 22,6° ve 35,19°°de kaydedilmistir (Trilokesh ve Uppuluri, 2019). Bambu
fiberlerinden ekstrakte edilen mikrokristalin seliilozun sirasiyla (110), (200) ve (004)
kristalografik diizlemlerine karsilik gelen 16,1°, 22,8° ve 44,2° civarinda ana kirinim
pikleri sergiledigi gozlenmis ve bu piklerden 16,1° ve 22,8 deki tepe noktalarinin daha
keskin iken 44,2° deki tepe noktasinin yogunlugunun azaldig: kaydedilmistir (Rasheed
vd., 2020). Zhao vd. (2017), yumusak ve sert aga¢ seliiloz nanofiberlerinin tunikat
selillozuna benzer kirinim desenleri gostermekle beraber, kristal diizlemlerinin tepe
noktalarimin yaklasik 26= 15,0-15,6° (110-), 16,3-16,5° (110) ve 22,3-22,6° (200)’ye
kaymis olmasinin seliiloz yapisindaki hemiseliiloz kalintis1 ve ligninin varligindan
kaynaklandigin1 6ne siirmiistiir. Bakteriyel seliilozun ise Kkarakteristik 20 agilar1 olan
14,00°-16,78° ve 22,60° kristal diizlemlerine karsilik gelen seliiloz I kirilma profili

gosterdigi rapor edilmistir (Glizel ve Akpinar, 2017). P. mammillata seliilozu ve
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nanokristalin seliilozunun kristal yapisi bakteriyel selilloza benzer olmakla birlikte,
bitkisel selillozdan farklilik gostermektedir. Bitkisel seliilozda gozlenen 15,7° ve
44,2°°deki kristalin pikler P. mammillata seliilozunda nerdeyse kaybolmus durumdadir.
Bu durum P. mammillata seclilozu ve nanokristalin seliillozunun saf olusunu

desteklemektedir.

Tuniklerden ekstrakte edilen seliilloz nanofiberleri, saf bilesimlerinin yani sira
yiiksek derecede kristallik ve sertlikleriyle bilinmektedir (Zhao ve Li, 2014; Zhao vd.,
2015 ve 2017; Moon vd, 2021). Tunikat seliilozlarinin XRD spektrumlarindan
hesaplanan kristallik indeksi, C. intestinalis, Ascidia sp., H. roretzi ve S. plicata
seliilozlar1 igin sirasiyla %89, %70, %95 ve %95 olarak hesaplanmistir (Zhao ve Li,
2014). Enzimatik hidroliz, TEMPO aracili oksidasyon ve asit hidroliz yontemleriyle
hazirlanan tunikat seliiloz nanokristallerinin kristallik indekleri sirasiyla %82,8, %87,5
ve %90,7 olarak olctilmiistiir (Zhao vd., 2015). Soliter ve kolonyal gdmlekli tunikatlardan
elde edilen nano seliillozlarin sirasiyla %97 ve %35’in iizerinde kristallik indeksleri
gosterdigi rapor edilmistir (Chanthathamrongsiri vd., 2021). Dunlop vd. (2018), S. clava
tuniklerinden elde edilen nanokristalin seliilozun Kristallik derecesinin (%89+%7) C.
intestinalis seliillozunun kristallik derecesinden (%73+ %6) daha yiiksek oldugunu ve C.
intestinalis tuniklerinin difraktogramlarinin daha amorf bir karakter gosterdigini rapor
etmistir. Yazarlar, bunun nedeninin amorf seliillozun bir kisminin hidrolize
edilmemesinden kaynaklandigini ve daha konsantre asit kullanimi veya daha uzun
reaksiyon siiresi ile bunun iyilestirilebilecegini belirtmektedirler (Dunlop vd., 2018).
Tunik seliiloz yiiksek oranda kristallidir (%85-100) ve |- kristal yapist1 igerir (Moon vd.,
2011; Chanthathamrongsiri vd., 2021). Dunlop vd. (2020), tunikat S. clava’dan elde
edilen seliiloz nanokristallerinin kristalinite indeksini %75 olarak hesaplarken, ahsaptan
elde edilen seliilloz nanokaristallerininkini % 66 olarak hesaplamiglardir. Cheng vd.
(2020), kirmiz1 resif tunikati1 (Rhopalaea abdominalis) tunik seliilozunun kristalin indeks
degerinin %93,9 oldugunu rapor etmistir. Bu ¢alismada P. mammillata’dan izole edilen
seliiloz ve bu seliilozdan asit hidroliziyle iiretilen nanokristalin seliiloz literatiirde verilen
tiim bu tunikat tiirlerinin seliilozundan daha yiiksek bir kristalinite gdstermistir. Bunun

sebebi ekstrakte edilen seliillozun saflig1 olabilir.
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Ahsap seliilozu amorf kabul edilen hemiseliiloz ve lignin icermesi nedeniyle daha
diisiik bir kristalin indekse (%75-%77) sahip olurken, tunik seliilozu diizenli kristal yap1
sergilemesi ve ahsap seliilozuna kiyasla daha yiiksek bir safliga sahip olmasi nedeniyle
daha yiiksek kristalinite (%86-90) sergilemektedir (Zhao vd., 2017). Jak meyvesi
kabugundan izole edilen kiiresel sekilli seliiloz nanokristallerinin Kristallik indeksi
%83,42 olarak hesaplanmistir (Trilokesh ve Uppuluri, 2019). Bambu lifinden hazirlanan
mikrokristalin seliiloz ise yiiksek bir Kristallik indeks (%82,6) sergilemistir (Rasheed vd.,
2020). Bakteriyel seliilozun kristalinite derecesi %87,47 olarak hesaplanmistir (Giizel ve
Akpinar, 2017). Tunikat seliilozlarinin kristallik indeksi, bakteriyel seliilozunki (%65-79)
ve odun veya diger bitkilerden elde edilen seliilozlarinkilerden (% 44-65) ¢ok daha
biiyiiktiir (Zhao ve Li, 2014).

Seliilozdaki amorf bdlgelerin, asit hidrolizi sonucunda yapidan ¢ikarildigi, bunun
da glikozidik baglarin hidrolitik boliinmesini tetikleyerek bireysel Kkristalitlerin serbest
birakilmasina yol actig1 one siiriilmistiir (Rasheed vd., 2020). Seliilloz nanokristalleri
hazirlama sirasinda hidroliz yilizdesi ne kadar yiiksek olursa, kalan amorf bolgelerin
kapsami o kadar diisiik olmakta, bu da seliiloz nanokristallerinin uzunlugunun daha kisa
olmasina ve daha yiliksek kristallige yol ag¢maktadir (Zhao wvd., 2015).
Chanthathamrongsiri vd. (2021), Eudistoma sp.’den {iretilen seliilozun %89,6 olan
kristallik indeksinin seliiloz nanokristallerinin siilfiirik asit ile hidrolizinden sonra %
35,7 ye diistiigiinii, bunun da seliiloz kristallerinin ¢6ziinmesinden dolay1 amorf bir forma
dontismesinden kaynaklandigini ifade etmistir. Bu galismada P. mammillata seliilozunun
zaten yliksek olan kristalinitesinde (%98,26) asit hidrolizi sonucu gbze carpan bir
degisiklik olmamus, asit hidrolizi sonrasinda iiretilen nanokristalin seliilozun kristalinitesi
%98,59 olarak ol¢tilmiistiir. Bu durum tunik seliillozun enzimatik hidrolize kars1 6nemli

bir dirence sahip olmasindan kaynaklanabilir (Cheng vd., 2020).

Seliillozun mekanik ve termal Ozellikleri, kristal oOzellikleri tarafindan
belirlenmektedir (Trilokesh ve Uppuluri, 2019). Zhao ve Li (2014), tunikat seliilozlarinin
cok kompakt seliiloz molekiil paketlerine sahip olmasindan dolayr miikemmel mekanik
ozellikler sergilediklerini ve kompozit filmleri giiclendirmek icin kullanilanlar gibi yeni
nesil selilloz bazli malzeme uygulamalari i¢in biiylik potansiyel sergilediklerini

belirtmektedir. Yiiksek kristalin indekse sahip olan mikrokristalin selilloz biyokompozit
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ambalaj malzemelerinde uygulama bulabilmektedir (Rasheed vd., 2020). Oldukga yiiksek
kristalin indeks degerine sahip olan P. mammillata seliilozu (%98,26) ve nanokristalin

seliilozu (%98,59) cesitli biyokompozitlerde mekanik giiglendirici olarak kullanilabilir.
4.6. NMR

P. mammillata’dan elde edilen seliilozun kimyasal yapisi, Sekil 4.7'de sunuldugu
gibi *H-NMR ve ¥C-NMR ile aydinlatildi. NMR spektrumlart DMSO-d6 igerisinde
cekildi.

P. mammillata seliilozunun *H-NMR spektrumunda 4,5-5,5 ppm arasinda genis
ve siddetli bir pik ve ayrica 0,5 ppm ile 2,5 ppm arasinda siddeti yiiksek (0,8 ppm, 1,2
ppm ve 2,5 ppm) ve diisiik olan ¢ok sayida pik goriilmektedir (Sekil 4.7a). Bunlarin
disinda, *H-NMR spektrumunda 3,3 ppm’de béliinmiis diisiik siddette bir baska sinyal ve
ayrica, 7 ppm civarinda 3’li sinyal ve 8 ppm ve 9,5 ppm civarinda tekli sinyaller
gozlenmektedir. Sakamoto ve Stoyanov (2020), DMSO-d6’da ¢oziinmiis O-(2-
hidroksipropil) seliiloz’un *H-NMR spektrumunda 1,23 ppm, 2,55 ppm ve 3,79 ppm’de
keskin proton sinyalleri kaydetmislerdir. Yazarlar, CHs grubuna ait tekli proton
sinyallerini 1,02 ppm’de CH2 ve CH gruplarina ait sinyalleri 3,05-3,89 ppm civarinda
multiplet olarak, C1’e bagli Hidrojen’e ait proton sinyalini 4,39 ppm’de ve OH grubuna
ait iki genis tekli sinyali de 4,22 ve 4,42 ppm’de gézlemislerdir. Khanjani vd. (2018),
[P4444][OACc]/DMSO-d6'da ¢oziinen seliilloz ornegi i¢in 1-3 pmm arasindaki ¢oklu
sinyallerin ¢oziiciiye ve selilloz yapisindaki diger safsizliklara ait olabilecegini One
stirmiiglerdir. Yazarlar, DMSO sinyallerinin (0.8-2,8 ppm) civarinda gozlendigini
belirtmistir. Yiiksek safliktaki I-a ve I-f seliilozlarin siyanobakteri Glaucocystis’in hiicre
duvarindan ve tunikatlarin tuniklerinden elde edilebilmelerine ragmen, tamamen saf [-a
ve |- seliilozlarin higbir bitki ve hayvan tiirtinden elde edilemedigini bildirmistir (Kono,
Hashimoto, ve Shimizu, 2002). Bu ¢aligmada, piklerin yogun oldugu bu bolge seliilozdaki
eser miktarda protein kalintis1 veya mineral tuzlar gibi safsizlara isaret edebilir.

P. mammillata seliilozunun *C-NMR spektrumunda 14 ppm, 22 ppm ve 31
ppm’de tekli sinyaller, 28,7 ve 29 ppm’de ikili sinyal, 110 ppm ve 120 ppm arasinda bir
4’li sinyal ve 158 ppm’de boliinmiis bir sinyal gozlendi (Sekil 4.7b). Coziici
DMSO0.d6’ya ait olan uzun ve siddeti yiiksek pik ise NMR spektrumunda 40 ppm’de
gozlendi. Kono vd. (2002), *C-NMR spektrumunda yesil alg Cladophora seliilozunun
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C1 karbonunun saf I-a fazi i¢in 106 ppm civarinda tek bir sinyal verirken, saf I-p faz1 ve
tunikat seliilozunun C1 karbonlarinin sirasiyla 105 ppm ve 107 ppm’de ikili sinyaller
verdigini gézlemlemistir. Yazarlar C2, C3 ve C5 karbonlar1 i¢in Cladophora seliilozunun
I-o faz1 i¢in 72,6 ppm ve 76,5 ppm civarinda ve Cladophora seliilozunun I-p fazi ve
tunikat seliiloz igin 73-76,8 ppm civarinda ikili sinyaller, C4 karbonu karbonu igin 90
ppm civarinda ikili sinyaller ve C6 i¢in de 67 ppm civarinda tekli sinyaller
kaydetmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise yainizca, 70 ppm’de zayif bir sinyal
gozlenmekte ve 105-107 ppm arasinda gozlenmesi beklenen sinyaller ise 110-120 ppm

arasinda gozlenmektedir.
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Sekil 4.7. P. mammillata seliilozunun a) *H-NMR spektrumu ve b) *C-NMR
spektrumu.

Holding vd. (2016), *H-NMR’da 5-4 ppm civarindaki kaymalarin ve *C-NMR’da
90-110 ppm civarindaki kaymalarin gozlendigi anomerik bdlgenin, polisakkarit alifatik
bolgedeki sinyallerle yiiksek oranda oOrtiismesi nedeniyle bu bolgelerin numunelerdeki
sekerlerin parmak izi oldugunu bildirmektedir. Bunu destekleyen calismalar asagida

sunulmustur. Bir ¢calismada, DMSO-d6’da ¢6ziinmiis seliilozun *H-NMR spektrumunda
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H1, H2, H3, H4, H5, H6 ve H6' protonlar1 i¢in sirasiyla 4,40 ppm, 3,11 ppm, 3,41 ppm,
3,41 ppm, 3,36 ppm, 3,73 ppm ve 3,65 ppm’de sinyaller gozlenirken, *C-NMR
spektrumunda C1, C2, C3, C4, C5, ve C6 karbonlarina ait pikler sirasiyla 102,1 ppm, 72,9
ppm, 74,0 ppm, 78,9 ppm, 74,8 ppm ve 60,1 ppm’de gozlenmistir (Kono vd., 2015).
Yazarlar, DMSO-d6’ya ait pikin ise 40 ppm civarinda oldugunu kaydetmislerdir. Diger
calismada, DMSO.d6’da ¢oziinmiis (1-4-)D-Glukopiranoz iinitesinin *H-NMR
spektrumunda I-a formu i¢in C1’e bagl H i¢in 4,92 ppm’de, C2’ye bagh H i¢in 3,1
ppm’de, C4’e baglh H i¢in 3.27 ppm’de sinyaller kaydedilirken, 1-B formu i¢in ise C1’¢
bagl H igin 4,19-4,37 ppm arasinda, C2’ye bagli H i¢in 3,02 ve 3,08 ppm’de, C3’¢e bagh
H i¢in 3,26 ve 3,44 ppm’°de, C4’e bagli H i¢in 3,15-3,33 ppm arasinda, C5’e bagli H i¢in
3,23 ppm’de ve C6’ya bagli H i¢in 3,65 ve 3,75 ppm’de sinyaller kaydedilmistir (Holding
vd., 2016). Aym calismada, (1-4-)D-Glukopiranoz iinitesinin *C-NMR spektrumunda I-
a formu i¢in 91,84 ppm (Cl), 74,74 ppm (C2) ve 81,08 ppm’de (C4) sinyaller
gozlenirken, |- formu igin 97,77-102,83 ppm’de (C1), 72,68 ve 77,58 ppm’de (C2),
74,32 ve 74,74 ppm’de (C3), 69,32-81,08 ppm’de (C4), 75,46 ppm’de (C5) ve 59,99
ppm’de (C6) sinyaller gézlenmistir.

Yukaridaki ¢alismalarda, selilloza ait 3C-NMR spektrumlarinda Karbon
atomlarina ait sinyallerin genel olarak 60-70 ppm ve 105-107 ppm civarinda gézlendigi
rapor edilmektedir. Ayni1 sekilde, 'H-NMR spektrumlarinda da seliiloza 6zgii proton
sinyallerinin genel olarak 3-5 ppm arasinda goézlendigi rapor edilmektedir. Fakat tunikat
P. mammillata seliilozunun *H-NMR spektrumunda 2,5-4,5 ppm arasinda zayif proton
pikleri gozlenirken diger sinyaller baskilandigi i¢in tespit edilememistir (Sekil 4.7a). Ayni
sekilde, *C-NMR spektrumunda seliiloz bolgesine ait Karbon piklerinden sadece 70 ppm
de zay1f bir sinyal gozlendi ve diger 106 ppm de gézlenmesi gereken sinyallerin 110-120
ppm civarina kaydigi ve 60-70 ppm arasindaki sinyallarin baskilandigi goriilmektedir
(Sekil 4.7b). Muhtemelen tunikat selillozunun DMSO.d6’da yeterince iyi bir sekilde
¢oziinmemesi nedeniyle yeterli data saglanamamistir. Tunik seliilozu oldukg¢a sert ve
kristalin yapidadir ve kristal kafesler boyunca ig¢sel hidroksil gruplar1 arasindaki kuvvetli
molekiil i¢ci ve molekiiller arasi hidrojen baglar1 nedeniyle seliiloz fibrillerinin
paketlenmesi olduk¢a sikidir. NMR analiz sonuglart tunikat seliillozunun yapi1
aydinlatmasi i¢in s1tvi NMR analizinin uygun olmadigini, bu nedenle katt NMR analizinin

tunikat seliilozu i¢in daha uygun bir yap1 ¢oziimleme analizi olacagini ortaya koymustir.
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4.7. Elementel Analiz

Tunikat P. mammillata’dan izole edilen seliilozun % Azot (N), % Karbon (C) ve
% Hidrojen (H) degerleri elementel analiz cihaziyla sirasiyla <%]1, %43,64 ve %6,33
olarak belirlenmistir. Daha once yayinlanan bir ¢aligmada seliilozun karbon igeriginin
agirlikga %44,4 oldugu rapor edilmistir (Bengtsson vd., 2020). Bu ¢alismanin EDX
analizi P. mammillata seliilozunun agirlikca %48,46 Karbon ve 9%50,83 Oksijen
icerdigini ortaya koymustur. Corradi Pereira vd. (2013) Eucalyptus tiirlerinin elementel
icerigini incelemis ve azot igeriginin %0,09-0,12 arasinda, karbon igeriginin %43,76-
47,11 arasinda, hidrojen igeriginin %5,58-5,96 arasinda ve oksijen igeriginin % 46,83-
50,55 arasinda degistigini tespit etmislerdir. Bir bagka ¢alismada ise Dadile, Sotannde,
Zira, Garba ve Yakubu (2020), yakacak odun olarak kullanilan bazi agag tiirlerinin
elementel igeriklerini incelemisler ve ortalama Karbon igeriginin %49,54-50,98, Hidrojen
iceriginin %3,99-4,66, Azot igeriginin %0,31-1,00, Oksijen igeriginin %40,22-43,16 ve
Kiikiirt igeriginin %0,24-0,93 arasinda degistigini rapor etmislerdir. Bu ¢aligmada tunikat
selilozu i¢in tespit edilen element igerikleri literatiir verileriyle uyumluluk
gostermektedir. Seliiloz yapisinda ¢ok diisiik miktarda da olsa azota rastlanmasi yapida

eser miktarda protein kalintis1 olabilecegine isaret etmektedir.
4.8. Su Tutma Kapasitesi

Tunikat P. mammillata seliilozunun kuru agirligi 2,03 g olarak tartilirken, yas
agirhigi 17,42 g olarak 6l¢iilmiistiir. P. mammillata seliilozu kuru agirliginin 8,5 kati kadar
su tutmustur (Sekil 4.8). Su tutma kapasitesi %858 olarak belirlenmistir. Tunik
seliilozunun su tutma kapasitesitesinin bitkisel kokenli selillozdan daha yiiksek oldugu
gesitli  ¢alismalarda  belirtilmektedir  (Zhao, Moser ve Henriksson, 2018;
Chanthathamrongsiri vd., 2021). Wei, Chen, Song, Wu ve Xu, (2021) ise seliiloz ve
kuaternize tunikat seliiloz nanokristallerin (Q-TCNCs) tizerlerindeki biiyiik miktardaki
hidrofilik gruplar nedeniyle, hidrojellerde miikkemmel su emme kapasitesi sergilediklerini
rapor etmistir. Glindiiz vd. (2015), bakteriyel seliilozun su tutma kapasitesinin ise kuru
agirh@in 91-109 katt oldugunu rapor etmislerdir. Tsouko vd. (2015), bakteriyel seliiloz
numunelerinin su tutma kapasitesitelerinin 102 + 6 g/g ile 138 £ 9 g/g arasinda degistigini

ve yenilenebilir kaynaklardan {irettikleri bakteriyel seliilloz numunelerinin de su tutma
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kapasitelerinin = %99’dan  yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Yazarlar bakteriyel
seliilozlardaki su tutma kapasitesindeki farkliliklarin seliiloz numunesinin gozenekliligi
ve yiizey alami ile iliskili oldugunu ve bu parametrelerin boyutu ne kadar biiyiikse
bakteriyel seliiloz matrisine niifuz eden ve sikisan suyun miktarmin o kadar biiylik
oldugunu 6ne stirmiiglerdir (Tsouko vd., 2015). Rasheed vd. (2020) ise seliilozdaki amorf
bolgelerde daha fazla siibstitiie edilmemis hidroksil grubunun bulunmasi nedeniyle
molekiillerin daha fazla su tuttugunu belirtmisler ve seliilozun kristalligi ne kadar fazlaysa
su emiliminin o kadar az oldugunu o6ne siirmiislerdir. P. mammillata seliilozu olduk¢a
yiiksek kristaliniteye (%98,2) sahip olmasina ragmen su tutma kapasitesinin yiiksek
oldugu goriilmektedir.

Wei vd. (2021), tunikat seliilozunun tasidig1 hidrofilik gruplar nedeniyle sahip
oldugu mitkemmel su emme kapasitesinden yararlanmak amaciyla, kuaternize tunikat
selilloz  nanokristalleri ~ kullanarak biyobozunur ve siiper emici hidrojeller
hazirlamislardir. Yazarlar hazirlanan hidrojellerin mitkkemmel su emme kapasitesine
sahip oldugunu belirtmislerdir. Bakteriyel seliilozun su tutma kapasitesi, onun yara ortiisii
malzemesi olarak biyomedikal uygulamasina iliskin en 6nemli fiziksel 6zelliklerinden
biri kabul edilmektedir (Tsouko vd., 2015). P. mammillata’dan izole edilen seliiloz ve
nanokristalin seliilozda yiiksek su tutma kapasitelerine sahip olduklarindan, emici
hidrojeller ve yara Ortii malzemelerinin gelistirilmesi i¢in hazirlanan kompozitlerde

kullanim potansiyeline sahiptir.

Sekil 4.8. Tunikat P. mammillata seliilozu a) yas ve b) kuru.

58



SONUC VE ONERILER

Bu calismada, tunikat P. mammillata tuniginden seliiloz ve nanokristalin seliiloz
izole edildi. P. mammillata tuniginin kuru agirlik seliiloz igeriginin %16, 84 oldugu
ortaya kondu. FTIR analizi ile P. mammillata selillozunun dogal seliiloz I-f kristal
yapisinda oldugu belirlendi. SEM analizi P. mammillata seliilozunun enine kiyasla ¢ok
uzun boya sahip nanofibrilli bir yapiya sahip oldugunu ortaya koydu. P. mammillata
seliiloz ve nanokristalin seliilozu yiiksek termal kararlilik (DTGmax: 336 °C-340 °C)
sergiledi. Bununla birlikte, asit hidrolizi uygulamasi tunikat P. mammillata seliilozunun
termal stabilitesinin azalmasina yol agmistir. P. mammillata seliilozunun (%98,26) ve bu
seliilozundan iretilen nanoseliilozunun (%98,59) kristaliniteleri literatiirde rapor
edilenlerden oldukga yiiksekti. P. mammillata seliilozunun su tutma kapasitesi % 858
olarak belirlenmistir. P. mammillata seliilozunun safligi, izole edilen seliilozun beyazligi,

FTIR, EDX, TGA ve XRD analizleriyle ortaya konmustur.

Literatiirde, tunik seliilozun, safligi, yapisal ve morfolojik ozellikleri, kalitesi,
molekiiler agirlik, mekanik 6zellikler, su tutma kapasitesi, gecirgenlik ve termal stabilite
acisindan bitki bazli seliilozdan iistiin oldugu 6nceki ¢alismalarda vurgulanmistir (Moon
vd., 2011; Sacui vd., 2014; Zhao ve Li, 2014; Zhao, Moser ve Henriksson, 2018; Moon
vd., 2021; Chanthathamrongsiri vd., 2021). Bakteriyel seliilozdan da daha yiiksek
kristallik gostermesi ve bu nedenle mekanik mukavemetinin ve termal stabilitesinin
yiiksek olmasi bakimindan istiinliik gostermektedir (Zhao ve Li, 2014; Zhao vd., 2015
ve 2017). Enzimatik hidrolize karsi 6nemli bir direng gdstermesi nedeniyle, tunik
seliilozun potansiyel anti-biyodegradasyon malzemeleri olarak uygulanabilecegi ve
yiiksek oranda kristalize edilmis I kafesi sayesinde kiif Onleyici malzeme olarak
kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir (Cheng vd., 2020). Ayrica, tunik seliillozun yiiksek
oranda reaktif yiizey alanina sahip olmasinin, onu diger cihazlar ve biyomedikal
uygulamalarla ¢apraz baglanabilecek miikemmel bir malzeme yaptig1 ifade edilmistir
(Mariano, El Kissi ve Dufresne, 2014). Nanokristalin seliilozun ise bariyer filmlerde,

fotonik kristallerde, sekil hafizali polimerlerde, 1s1kla iyilesebilen malzemelerde, ilag
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uygulama alani bulabilecegi bildirilmistir (Endes vd., 2016; Dunlop vd., 2018; Thomas
vd., 2018; Garces vd., 2020).

P. mammillata seliilozu ve nanokristalin seliilozu oldukga yiiksek kristalinitesi,
yiiksek termal stabilitesi ve yiiksek su tutma kapasiteleri nedeniyle biyokompozitlerde
mekanik gii¢lendirici olarak, emici hidrojeller ve yara Ortii malzemelerinin

gelistirilmesinde ve ¢esitli kompozit malzemelerde kullanim potansiyeline sahiptir.

1. Bu calisma, tunikat P. mammillata’nin alternatif nanokristalin seliiloz kaynagi
olarak kullanilabilecegini ve biyoteknolojik {irtine doniistiiriilerek biyoekonomiye
kazandirilmasi gerektigini dnermektedir.

2. P. mammillata’dan elde edilen seliilozun, safligi, yiiksek kristalinitesi, termal
dayanimi, yiiksek su tutma kapasitesinden dolay1 yara ortiisii ve ilag salinimi igin
hidrojel iretiminde, anti-biyodegradasyon malzemeleri olarak paketlemede,
kozmetik ve biyokompozitler gibi uygulama alanlarinda kullanilabilecegi
Onerilmektedir.

3. Seliilloz ve benzeri polisakkaritler basta saglik olmak {izere bircok alanda
potansiyel kullanima sahiptir. Dolayisiyla iilkemizin biyomalzeme potansiyeli
degerlendirilmeli ve bu biyomalzemelerin ekstraksiyonu, saflagtirilmasi gibi
calismalara agirlik verilmelidir.

4. Tunikat tiirleri ve tunikatlarla simbiyotik yasam siiren mikroorganizmalardan
biyolojik aktiviteye ve ilag olma potansiyeline sahip ¢ok sayida biyoaktif bilesik
tanimlanmistir. Bu nedenle Tiirkiye denizlerinde dagilim gosteren tunikat
tiirlerinden sekonder metabolitlerin ve diger biyoaktif bilesiklerin eldesine ve
tanimlanmasina yonelik ¢aligsmalara agirlik verilmelidir.

5. Tirkiye denizlerinde dagilim gdsteren istilact omurgasizlar biyomalzeme kaynagi
olarak degerlendirilebilir ve biyoteknojiye kazandirilabilirler.

6. Uzun ve denizel organizmalar kiiltiire alacak koylarin bulunmasi nedeniyle hizli
tireyen tunikat tiirleri kiiltiire alinabilir ve nanokristalin seliiloz kaynagi olarak
iretilebilir. Miihendislik alaninda degerlendirilebilir.

7. Ayrica, dogal biyomalzemelerin siirdiiriilebilir {iretimini saglamak i¢in

denizlerimizin korunmasina yonelik tedbir alinmalidir.
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