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MUSILAJIN CEVRESEL SARTLADA DEGISEN
KIMYASAL KARAKATERIZASYONUNUN INCELENMESI

Ozet

Bu ¢alismanin amaci, misilajin genel kimyasal karakterizasyonunu cesitli ens-
triimental teknikler ile ortaya koymak ve cevresel faktorler altindaki bozunmayi
tespit etmektir Ayrica, bu bozunmanin hangi kimyasal teknikler ile yapilabilece-
gi ayrintilari ile ortaya konmustur. Bu teknikler FT-IR ile analiz sonucunda pro-
tein gruplarmin incelenmesi ve glikozid baglarmin takibi gibi 6nemli belirtecler
sunmustur. Ayrica, seker gruplarinin GC/MS ile tayini sonucu bozunmanin fizik-
sel mi yoksa biyolojik mi oldugunun tespiti edilmistir. Yine elementel analiz ile
karbon ve azot oranlari ile de sonuglar desteklenmistir. Sonug olarak. bakteriyel
degradasyonun baskin rol oynadigi bulunmus olup misilajin kiyr alanlarinda ve
sucul ortamlarda bakteri ile temizleme ¢alismalarina 1s1k tutatacaktir.

Anahtar Kelimeler:
Miisilaj, Degradasyon, FT-IR, GC/MS, Elementel analiz, Termal gortnti.

INVESTIGATION OF CHEMICAL CHARACTERIZATION OF
MUCILAGE CHANGED WITH ENVIRONMENTAL CONDITIONS

Abstract

The aim of this purpose has been the subject of the general character of the
mucilage with various instruments and the possible techniques that can be
made with these techniques for examining the degradation. These techniques
are indicated as showing aspects of protein groups that can be analyzed by
technical FT-IR. In addition, the GC/MS determination of sugar groups to give
bacterial degradation. Then, elemental and carbon and nitrogen reports were
analyzed and supported. As a result, the bacteria has been under the influence
of degradation, and bacterial removal from the coastal and aquatic side of the
mucilage will occur.

Keywords:
Mucilage, Degradation, FT-IR, GC/MS, Elemental analysis, thermal imagery.
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Giris

Biyopolimerlerin polisakkaritler, niikleik asitler ve proteinler olmak tizere iig
ana sinifi bulunmaktadir. Bunlardan en biiyiik kimyasal ve yapisal cesitliligi po-
lisakkaritler gostermektedir. Misilaj olarak adlandirilan yap1 biyopolimer &zel-
ligine sahip bir yap1 oldugundan s6zii edilen ti¢ yapiy1 da barindirmaktadir. An-
cak bu yapilardan agirlikli olarak polisakkarit ve protein yapilar: bulunmaktadir.
Bu ytizden polisakkaritlerin yapisini iyi bilmemiz gerekmektedir. Polisakaritler,
esas olarak bes ve alt1 karbonlu sekerlerin ¢oklu hidroksil islevselligi nedeniyle
polipeptitler ve poliniikleotitler arasinda bulunmayan genis bir kimyasal ve ya-
pisal degiskenlik gosterir. Sekerlerin hidroksil islevselliklerinden birinin veya
daha fazlasinin degistirilmesi ile ¢ozelti icerisinde farkli davraniglarina sahip
¢ok sayida olast polimerik konformasyon olusmaktadir. Bu nedenlerden dolay:
karbonhidrat analizi, izolasyon ve saflastirmadan sonra bir¢ok adimi igerir (Kru-
kowski, Szymankiewicz & Lisowski, 2008).

Materyal Metod

Son yirmi yilda filtre (ultra) fraksiyonlama teknolojisi, alg polisakkaritleri gibi
makromolekiillerden olusan polidispers biyopolimerlerin izolasyonu ve saflasti-
rilma metodolojileri oldukca gelismistir. Bunlar ¢ok sik olarak ¢ok sayida boyut
fraksiyonu sunar ve birkag¢ tane oligomerden, birka¢ milyon dalton molekiiler
agirliga kadar seker kalntilarindan olusmaktadir. Tegetsel akish filitrasyon
(ayn1 zamanda ¢apraz akish filitrasyon olarak da bilinir), hem deniz suyundan
hem de kiiltiir ortamindan biyopolimer ayirma ve saflasgtirma igin en kullanigh
araglardan biridir.

Ancak yogun yapida bulunan 6rnekler santiirfijjleme ile kolaylika suyundan ay-
rilip freze dryer teknigiyle de organik yap1r bozulmadan analize hazir hale geti-
rilmektedir.

On islemden gegirilmis 6rneklerde FT-IR ile yap1 karakterizasyonu, GC/MS ci-
hazinda seker analizi, yag asitleri analizleri ile organik karbon ve azot analizleri

yapildr

FT-IR Analizleri

Miisilaj numunelerinin 0,5 mg’lik miktari, gece boyunca silika jel tizerinde bir
ekssikatorde saklandi, daha sonra havanda ince 6gutildii (Ellerbrock, Hohn
& Gerke, 1999; Ellerbrock vd., 1999) Fourier transform orta kizilotesi (FTIR)
analizi i¢in ATR baslikla gerceklestirildi. Her FTIR spektrumu, 400 ila 4000
cm-1 dalga sayisibolgesinde 1 ecm™ ¢oztniirlitkte 16 birlikte eklenen tarama ile
kaydedildi (Giesen, 1998).
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GC/MS Analizleri

Deniz polisakkaritlerinin birincil yapisini karakterize etmek i¢in kullanilan nétr
monosakarit analizi i¢in gaz kromatografik (GC) metodolojileri birkag makale-
de bildirilmistir (Allan vd., 1972; Giani, 2012). Genel olarak, metodoloji, ugucu
bilesikler elde etmek igin polisakkaritlerin asit hidrolizine ve sakkaridik mad-
denin uygun tirevlendirilmesine dayanir (Christopfer, 1998). Béylece hidroksil
gruplari, silillenmis, asetillenmis, trifloroasetillenmis, metillenmis veya etillen-
mis tirevler elde eden kimyasal modifikasyonlara tabi tutulup kolay bir sekilde
gaz fazina gegisi saglanir. Nétral ve amino sekerler genellikle trifloroasetik asit
ve Neeser asetilasyon yontemi ile kapsamli hidrolizden sonra analiz edilir. Me-
tillendirme iglemi piridin i¢cinde Hidroksil amin hidroklorir (CH3ONHZ2.HCI)
ile yapilir. Saflastirilmis polisakkaritlerin gaz kromatografik analizi, alt1 n6tr mo-
nosakkarit setine bakilmistir. Bunlar glukoz, galaktoz, mannoz, ksiloz, ramnoz
ve fukozdur.

Elementel Analiz

Toplam karbon, organik karbon, nitrojen, bir CHN Carlo Erba cihazinda (Ital-
ya), mod ile belirlendi. Filtre tizerine toplanan miisilaj 6rneginde organik kar-
bon analizine baglamadan 6nce filtre desikator iceresinde konsantre HCI buha-
rinda bekletilerek karbonatlarin uzaklastirilmas: saglandi.

Tartisma ve Sonug¢

FT-IR Analizi Sonuclar:

Polisakkaritteki hidroksil (O-H baglar1), alkil (C-H), karboksil ve karbonil
(C=0) ve polisakkarit (C-O-C) fonksiyonel gruplar1 bolgesindeki absorpsiyon
bantlar1 yaklasik sirasiyla 3500 cm™ 2900 cm™ 1600 cm™ 1100 cm™ civarindadir.
C-H, C=0 ve C-O-C absorpsiyon bantlari, Organik maddenin (OM) fonksiyo-
nel 6zelliklerine gore OM kompozisyonunu karakterize etmek i¢in yorumlanir,
¢uinkii bu bantlar toprak minerallerinden ayirt edilebilir. Bu bantlar, C-H/C=0
orani agisindan potansiyel hidrofobikligi; (Capriel, 1997) Ellerbrock vd., 2005)
ve C=0/C-O-C orani acisindan potansiyel emme kapasitesini tahmin etmek icin
kullanilir (Celi vd., 1997; Kaiser vd., 2008). Ek olarak, bant maksimumlarindaki
kaymalar1 analiz etmek igin FTIR spektrumlarindaki O-H ve C=0 absorpsiyon
bantlart kullanildi.

Fourier dontsiimi kizilotesi (FTIR) spektroskopi analizleri karbonhidrat ve
proteinlerin varligi ile lipit icerikleri kolay bir sekilde desteklenmistir. Ayrica
yigin seklindeki yapimin segici bozulmasi da bu teknikle takip edilmektedir.
Fourier dontisiimi kizilétesi (FTIR) yiizey spektrumu makroagrega matrisinde-
ki karbonhidratbantlar (bolge ~1150-900 cm™), protein bantlar: (bolge 1654—
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1635 cm™), lipit bantlar1 (bolge 2950-2850 cm™) ve inorganik (mineral) bilesen-
ler (bolge <1000 cm™) seklinde kendini gostermektedir. Bu bantlar sayesinde
musilajdaki bozunmalar kolaylikla tespit edilmektedir. Asagida Tablo 1 de mii-
silaj ile ilgili ayrintili FT-IR bantlar1 verilmistir.

Tablo 1. Mislajm FT-IR Spektrumundaki Bantlara Ait Fonksiyonel Gruplari

Dalga Boyu Fonksiyonel Grup

(cm™)

3350-3450 OH Karbonhidrat, protein ve polifenol
3250 NH, aminoasidik grup

3060 CH Alken grup

3040-3060 CH aromatik grup

2850-2950 CH-CH, alifatik grup
1730-1700 Yag asidi

1510 Polifenol

1540 C-N amid

1400-1460 Inorganik karbonat

1120-1160 C-O-C glikozid bag polisakkarit
1080 C-O karbonhidrat

1020 Silika

875 Karbonat
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Sekil 1. Musilajin FT-IR Karakterizasyonuna Ait Spekturm 0. Giin Kirmizi Renk,
2. Guin Siyah Renk, 3. Giin Yesil Renk

Yukaridaki FT-IR spektrumu 0. zamanda alinan miisilaj 6rnegi ve 2. ve 3. giin-
lerin sonunda alman 6rneklerin spektrumlari verilmistir.

Bu spektrumda 7 adet anlamli pik goértlmustir. Bu pikler

1. 3400-3300 cm de gorinen karbonhidrat veya proteine ait olabilecek
OH pikidir. Bu pik incelendiginde 0. Giinden itibaren anlamli bir di-
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stistin oldugu gorillmektedir. Buda bakteriyel aktivite ile parcalanmanin
olabilecegini dusiindtirmektedir.

2950-2850 cm™ gorinen lipitlere ait olabilecek alifatik CH piki 0. Giin
ile 2. Giin arasinda bir disiis daha sonrada kismen bir artis olmaktadir.
Bu ise bakteriyel aktivite ile lipitlerin par¢alandigi daha sonra ise yine bu
aktiviteden kaynakli o bakteriye ait bir yag asidi iiretiminin olabilecegi
diisinalmustir.

2200-2000 cm™ goriinen aromatik yapilara ait pikler incelendiginde de
strekli bir diistisiin oldugu goriilmektedir.

1654-1635 cm™ goriinen protein pikinde de bakteriyel par¢alanma soz
konusudur. Nitekim en kolay pargalanabilirlik protein yapilarinda ol-
maktadir. Bu da net bir bigimde spektrumda goéziikmektedir.

1400 ve 875 cm™' de goriinen yapilar karbonattan ileri gelmektedir. Bu
yapilar agregada yapi kuvvetlendiren Kalsiyum ve Magnezyum iyonla-
rindan ileri gelmektedir. Yapiin eski bir yap1 oldugu ve pargalanmaya
diren¢ kazanmak i¢in Ca?* ve Mg?* iyonlarini zenginlestiriken karbonat-
larida yapiya taginmasi ile agiklanabilir

1080 cm! deki pik incelendiginde karbonhidrati net gésteren bir spekt-
rumdur. Proteindeki kadar net bir dusiis gézlemlenmese de azalisin ol-
dugu gortulmektedir. Bakteriyel aktivite de bilindigi tizere ilk 6nce pro-
tein daha sonra karbonhidratlar parcalanmaktadir.

700 cm! e ait pikler ise inorganik yapiya ait piklerdir.

GC/MS ile seker analizi

Bununla beraber, denizel ortamda bakteriyel degradasyona ugrayan miisilajda
bulunan sekerlerin kendi arasinda oransal olarak ramnoz ve fukoz azalirken ga-
laktoz artma veya sabit kalma egilimindedir (Gianni, 2005).

Tablo 2. Seker Molekiillerinin Yiizdesel Dagilimi

Zaman Ramnoz Fukoz Ksiloz Manoz Galaktoz | Glikoz
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

8 Haziran |11 9 15 10 40 15

(0. Giin)

11 Haziran | 9 8 13 11 46 13

(2.gtin)

12 Haziran | 8 9 13 13 45 12

(8. gin
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Notr seker bilesimleri, numunelerin bozulmug durumunun géstergeleri olarak
kullanilmaktadir (Hedges vd., 1994). Palnktonlarda bulunan polisakkaritler igin
bulunan nispeten disiik yiizdelere buluanan galaktoz tiim miisilaj numunelerin-
de yiiksek bir igerige sahip oldugu bilinmektedir. (Urbani vd., 2005; Magaletti
vd., 2004) ve deniz. Mikroalg toplulugu tarafindan yaygin olarak sentezlenen,
ozellikle ramnoz ve fukoz basta olmak tizere yiiksek miktarda deoksiseker ortaya
¢itkmaktadir (Haug & Myklestad, 1976). Ayrica galaktoz miktar1, kademeli bir
deoksiseker kaybiyla (fuc + rha) bozunma sirasinda artma egilimindedir.)Boyle-
ce, daha eski ylizey numuneleri, sahte dip ve bulut numunelerinden agikga ayirt
edilir, Eski numuneler yiiksek galaktoz (Gal > %48) ve duisiik ramnoz ve fuko-
zun digermektedir kalicilik siireleri ve yiizey tabakasi tizerinde meydana gelen
yaslanma doniistimleri ile galaktoz ve deoksiseker bilesimi agisindan giiglii bir
sekilde iligkili bir degiskenlik arz etmektedir. Bu amagla bozunmanin gostergesi
olarak seker dagilimlarmin ytizdeleri bize 6nemli ip uclart vermektedir. Burdan
hareketle galaktoz yiizdesinin artip ramnoz ve fukozun toplammin ytizdesinin
diismesi bozunmanin bir gostergesidir. Tablo 2 de bu duum net bir sekilde goz-
lemlenmektedir fukoz ve ramnoz % 20 den %17 lere diismus ve galaktozun ise
yiizde miktar: artmigtir.

GC/MS ile genel tarama sonuclart

CGalisama sahasindan toplanmig ve herhangi bir bakteriyel isleme tabi tutulmamaig
musilaj ile bakteriyel aktiviteye maruz birakilmis miisilaj 6rnekleri laboratuvar-
daki dondurarak kurutma ve kati siv1 ekstraksiyon islemlerinden sonra genel bir
GC/MS taramasi yapilmustir.

xxxxxxx

ann

Sekil 2. Miisilaj Orneklerine Ait GC/MS Kromatogramlari 0. Giin Mavi, 2. Giin Kirmizi,
3. Giin Siyah Renktedir

Yukardaki kromatograma gore 5-10 dk arasinda gelen molekiiiler simen (cyme-
ne), limonen (limonene) gibi mono terpenler tespit edilmistir. Bu molekiiiiler
oldukga yiiksek oranda antimikrobiyal etkiye sahip molekillerdir. Patojen bak-
terilerin varihiginda planktonlarin bunlar: trettigine dair azda olsa galigmalar
mevcuttur (Yassaa vd., 2008).

17. dakika ile 25. Dakika arasinda 14-18 karbonlu yag asitleri ve onlarin tiirev-
leri ve ayrica yine bu aralikta bu yag asitlerinin iskeletlerini olusturan alifatik
molekiiller tespit edilmistir.
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Yine yapistiricilik 6zelligi olan 1,4-Cyclohexanedimethanol, dibenzoate molekii-
lit 20-25 dk arasinda tespit edilmis olup, bu bilesigin kokenin karasal m1 yoksa
canlilardan m1 geldigine dair bir veriye ulasilamamistir.

Sonug olarak her ti¢ kromatogramda incelendiginde kromatogramdaki piklerin
konsantrasyonundan kaynakli siddetleri bakteriyel aktivite ile diistiigii net bir
sekide gorilmiistir. Bu durum bu yapmim pargalanmasi adina olumlu olarak
degerlendirilmisitir.

Elementel Analiz

Bilindigi tizere musilajda bulunan organik madde miktar1 yiiksek oldugundan
organik karbon igerigide yiiksektir. Bakteriyel par¢alama ve miuslajm yas ile
ilgili 6nemli ipuglar1 veren bir parametre olan organik karbon azot sonuglari
asagida verilmistir.

Tablo 3. Miisilaj Orneklerinin Karbon, Azot Sonuglari

Zaman C,, (%) N (%) C, /N
8 Haziran (0. Giin) 95.8 92.99 8,63

11 Haziran (2.giin) 24,5 2,41 10,16
12 Haziran (3. giin 24,3 2,29 10,61

Bilindigi amino asit hidrolizi polisakkarit bozunmasindan daha hizli oldugu igin
bakteriyel bozunma sonucunda Corg/N atomik oranindaki artisa goriilebilmek-
tedir. Tablo 3 de goriilecegi tizere C.N orani hizlica artmis ve bu artis daha sonra
yavaslamistir. Bu durum tipik bir bakteriyel degradasyonun hareketidir.

Makroagregatlarla iligkili bakteriler, gevreleyen sudaki serbest yasayan hiicrelere
kiyasla ¢ok yiiksek potansiyel enzimatik hidroliz sergilemektedir ve en yiiksek
potansiyel aminopeptidaz aktivitesi oldugundan proteinlerin daha hizli parga-
landigini bilinmektedir. Daha sonra lipaz ve glikozidaz enzimleri aktiftir. Bu tip
agregalarda protein yapilarini temsilen takibi bakteriyel degradayon i¢in 6nemli
bilgiler vermektedir Yukaridaki FT-IR ile yap1 karakterizasyonunda, GC/MS ci-
hazinda proteini temsil eden gruplar1 ve azot sonuglari incelendiginde bakte-
ri uygulamasindan sonra anlamli distsler tespit edilmistir. Bu par¢alanmanin
hangi sathada oldugu ve ne kadar devam edecegine yonelik net bir seyler soy-
lemek bu agamada miimkiin olmamakla beraber ayrintili caligmalarin yapilmasi
gerekmektedir.
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