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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TOPRAKTAN iZOLE EDIiLEN BAKTERILERLE KARIDES KABUGUNDAN
KiTiN EKSTRAKSIYONU

Behiye TASER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Gen Miihendisligi Bilim Dal

Danisman: Dog. Dr. Hakan OZKAN

Karides kabuklar1 protein, mineral ve kitin icerigi bakimindan olduk¢a zengindir. Kitin,
dogada bolca bulunan dogal biyopolimerler olmasi sebebiyle 6zellikle de biyomalzeme
olarak olduk¢a yaygin kullanim alanina sahiptir. Canlilardan kitinin ekstraksiyonu igin
kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, karides kabuklarindan
biyolojik kitin ekstraksiyonu ic¢in Tirkiye’de 13 farkli bolgeden alinan toprak
orneklerinden 35 bakteri izole edilmistir. izole edilen bu bakterilerin igerisinde en yiiksek
ekstraksiyon verimine sahip bakteri se¢ilmis ve bu bakteri ilizerinden optimizasyon
calismalar1 gerceklestirilmistir. pH, kabuk konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve
KH2PO4, MgSO4 gibi minerallerin kitin ekstraksiyonu iizerine etkileri incelenmistir.
Kitin ekstraksiyonu icin elde edilen optimum pH ve kabuk konsantrasyonu degerleri
sirasiyla 7 ve 60 g/l olarak belirlenmistir. Optimal inkiibasyon siiresi ise 4 giin olarak
bulunmustur. Ayn1 zamanda KH2PO4 ve MgSOs minerallerinin kitin ekstraksiyonu
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Optimal degerler lizerinden 60 g
kabugun biyolojik ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve baslangic miktarina gore
besiyerinde en son 27,3 g kabuk kalmigtir. Baslangic ve ekstrakte kabugun icerik
analizleri gerceklestirilmistir. %DP, %DM ve kitin verimi (%) hesaplanmis ve sirasiyla
87,67, 41,95 ve 20,47 olarak bulunmustur. Bu biyolojik kitin ekstraksiyonda
Paenibacillus jamilae tiirtiniin kullanimi tizerine ilk ¢alismadir.

2019, 75 sayfa

Anahtar Kelimeler: Karides kabugu, Kitin ekstraksiyonu, Deproteinizasyon,
Demineralizasyon, Paenibacillus jamilae



ABSTRACT

Master Thesis

CHITIN EXTRACTION FROM SHRIMP SHELL BY BACTERIA ISOLATED
FROM SOIL

Behiye TASER

Atatlirk University
Faculty of Science Graduate School
Departmant of Molecular Biology and Genetic
Gene Engineering Sciences

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hakan OZKAN

Shrimp shells are rich in protein, mineral and chitin content. Chitin is widely used in
nature as biomaterials, especially since it is a natural biopolymer. Chemical and biological
methods are used for the extraction of chitin from living organisms. In this study, thirty-
five bacteria were isolated from soil samples taken from thirteen different regions of
Turkey for biological chitin extraction from shrimp Shell. Bacteria with the highest
extraction efficiency was selected among these isolated bacteria and optimization studies
were performed on these bacteria. Effects of pH, shell concentration, incubation time and
minerals such as KH2PO4, MgSOs4 on chitin extraction were investigated. The optimum
pH and shell concentration values obtained for chitin extraction were determined as 7 and
60 g/l, respectively. Optimum incubation time was found on as four day. At the same
time, it was determined that KH.PO4 and MgSOs minerals had no effect on chitin
extraction. Biological extraction of 60 g shells was carried out on optimal condition and
27,3 g shells remained in the medium according to the initial amount. Content analysis of
the initial and extracted shells were performed. DP%, DM% and chitin yield (%) of the
shells were calculated and founda as 87.67, 41.95 ve 20.47, respectively. This is the first
study on the use of the species Paenibacillus jamilae in the biological chitin extraction.

2019, 75 pages

Keywords: Shrimp Shell, Chitin extraction, Deproteinization, Demineralization,
Paenibacillus jamilae
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1. GIRIS

Crustacean (kabuklular), bocek, oriimeek ve ¢ok bacaklilar gibi en fazla tiire sahip olan
Arthropod (eklem bacaklilar) filumunun bir {iyesidir. Yengeg, 1stakoz, karides, kerevit,
krill ve diger bir¢ok tiirli iceren kabuklular, birgok habitatta gesitlilik gosterir ve bol
miktarda bulunurlar (Farkas et al. 2003). Kabuklular hem denizde hem de karada yasayan
tiirlerden olusan genis bir siniftir (Hadley 1986). Kabuklularinda dahil oldugu 200’den
fazla sucul takson, insan tiiketimi igin uygun kaynaklar olarak kabul edilmektedir (Worm
et al. 2006). Eklembacaklilar, viicutlarinin en disinda bulunan ve onlar1 dis gevreden
ayiran bir kutikul yapisina (dis iskelete) sahiptir (Atwood et al. 1982). Kutikul, diger
hayvanlardan, sicaklik ve kimyasal gibi dis uyaranlardan ve hastaliklardan koruma ve
hareket yetenegi kazandirma gibi fonksiyonlara sahiptir. Ayn1 zamanda, tlire 6zgi
morfolojiye bagli olarak farkli fonksiyonlar gosterebilir. Eklembacaklilarda kutikulun
kalsifikasyonu sadece kabuklularda goriiliir (Friedrich and Tautz 1995; Regier et al.
2010).

Deniz iiriinleri, insan tiikketimi i¢in gida olarak kabul edilen tatli su ve deniz hayvanlar
olarak tanimlanabilir. Esas olarak balik ve kabuklu deniz hayvanlarini (kabuklular ve
yumusakcalar) igerir ve diinyada 6zelliklede kiy1 bolgelerinde birgok diyette dnemli bir
protein kaynagidir (Basurco et al. 2014). Basta karides kabuklar1 olmak {izere deniz
tirtinleri tiiketiminden elde edilen yan iiriinler toplam kiitlenin yaklasik %40’ 11 olusturur
ve yavas bozulduklari igin biiyiik bir ¢evresel sorun haline gelirler (Kjartansson et al.
2006).

Insan tiiketimi igin 1stakoz, karides ve yengec gibi kabuklularin islenmesinde toplam
kiitlenin %40-50’si atiktir (Arbia et al. 2013). Su tirtinleri isleme endiistrileri her y1l diinya
capinda yaklasik 6-8 milyon ton yengeg, karides ve 1stakoz kabugu tiretmektedir (FAO
2014). 2018 TUIK degerlerine gére (Cizelge 1.1) Tiirkiye’de avlanan kabuklu deniz
iriinlerinin toplam miktar1 4570,4 tondur. Bu kabuklu deniz {irtinlerinde toplam kiitlenin

%40-50’si atik olarak degerlendirildiginde (Arbia et al. 2013), iilkemizde bir yilda



yaklasik 2000 ton kabuk atig1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu yoniiyle kabuklu deniz iiriinleri atik

yonetimi, gida endiistrilerinin karsilastig1 biiylik bir sorundur.

Atiklarin sadece kiicilik bir kismi1 hayvan yemi veya giibre olarak kullanilirken, digerleri
genellikle diizenli depolama alanlarina veya denize dokiiliir ve kiyr bolgelerinde
potansiyel bir kirlilik sebebidir (Xuemei and Hawkins 2002). Kabuklu deniz hayvani
atiklarinin bertarafi gevre sorunlarinin ¢oziimiinde oldukg¢a onemli bir yere sahiptir.
Crustacean kabuklar1 yiiksek igerikleri ve kolay erisilebilirlikleri nedeniyle ticari

kullanim i¢in en 6nemli kitin kaynagidir (Das and Ganesh 2010).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de avlanan kabuklu deniz iiriinleri miktar1 (TUIK 2018)

Avlanan diger deniz iiriinleri (kabuklu) miktari (Ton) 2018
Bocek - Spiny lobster 1,9
Deniz kereviti - Norway lobster 2,3
Istakoz - Common lobster 4,7
Erkek karides - Speckled shrimp 46
Jumbo karides - Green tiger prawn 758,8
Karabiga karides - Caramote prawn 2194
Kirmiz1 karides - Giant gamba prawn 299
Pembe karides (Cim¢im) - Deep water rose prawn 3212,9
Pavurya - Common shore crab 14,9
Mavi yengec - Blue crab 10,5
TOPLAM 4570,4

Kabuk atiklariin baslica bilesenleri (kuru kiitle bazinda) protein (%30-40), mineral
(%30-50) ve kitindir (%20-30) (Sekil 1.1) (Sachindra et al. 2007; Handayani et al. 2008).
Kabuk, yiiksek miktarda arginin, glutamik asit, glisin ve alanin igeren, hayvan yemi i¢in
temel amino asitleri saglayan degerli bir protein kaynagidir (Nguyen et al. 2017).
Kabuklu deniz {iriinii atiklarindaki protein igerigi, tiirlere ve isleme yontemlerine bagli
olarak degisir (Mao et al. 2017). Ayrica protein hidrolizinden sonra, ¢esitli boyutlardaki

peptidlerden serbest amino asitler iiretilebilir (da Silva et al. 2017).
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Sekil 1.1. Kitin, protein ve kalsiyum karbonat bilesenli karides kabugunun kimyasal
bilesimi ve yapisi (Hiilsey 2018)

Kabuklularda dis iskelet, az miktarda magnezyum, fosfor ve kiikiirt, yiiksek oranda da
CaCOs (kalsiyum karbonat) iceren minerallerden olugmaktadir. Dis iskeletin toplam
inorganik bilesiminin yaklasik %99’ u; tiirler, viicuttaki konumu ve yasam evrelerine bagl
olarak degisiklik gosterir (Conklin 1983). CaCOz’in; ilag, ziraat, ingaat ve kagit
endistrilerinde genis uygulama alanlar1 vardir. Halen temel olarak mermer ve kiregtasi
gibi jeolojik kaynaklardan elde edilmektedir. Bu kaynaklar bol miktarda bulunur ancak
cikarilmas1 zor olan agir metaller icerebilir. Dolayisiyla kabuklardan elde edilen
kalsiyum, yenilebilir kaynaklardan elde edilmesinden dolay1 insan tiiketimi igin daha
giivenilirdir (Kim et al. 2011).

Kabuklulardaki dis iskeletin bir diger bileseni olan kitin (B-(1-4)-N-asetil-D-
glukozamin), ilk kez 1811°de Fransiz bilim insan1 Henri Braconnot tarafindan mantardan
izole edilmistir ve dogada ¢ok cesitli canlilar tarafindan sentezlenen seliiloz benzeri bir
biyopolimerdir. Kitin; omurgasizlarin, kabuklularin, boceklerin dis iskeletinde, mantar ve
mayalarin hiicre duvarinda destekleyici ve koruyucu ana bilesen olarak sirali kristalin
mikrofibriller seklinde bulunur (Winterowd and Sandford 1995; Shahidi et al. 1999). Her
yil biyosferde en az 10'® kg kitin iiretilir ve hidrolize edilir (Muzzarelli 1999). Kitin,



seliilozdan sonra yeryliziinde en bol bulunan ikinci dogal polimerdir (Ornum 1992).
Molekiil yapist olarak selilloza oldukca benzerdir (Sekil 1.2.) fakat seliilloz {ireten
organizmalarda kitin goriilmez (Lodhi et al. 2014). Ayn1 zamanda, diisiik nitrojen igerigi
(%1,25) ile hazirlanan sentetik seliiloz tiirevlerine kiyasla daha yiiksek azot yiizdesine
(%6,89) sahiptir. Seliiloz, dekstrin, pektin, agar, agaroz gibi dogal polisakkaritlerin cogu
asidik iken kitin ve kitosan yiiksek derecede bazik polisakkaritlerdir. Son yiizyil iginde,
kitosan caligmalar1 ve uygulamalar1 bir¢cok farkli formda ele alinmistir. Arastirmacilar,
dogadaki farkli formlar1 bulunan kitin ve kitosan i¢in yeni kullanim alanlar1 gelistirerek
var olan orijinal Bracannot modeli {izerine yeni bulgular insa etmektedir (Dai et al. 2011).
Dogada yaygin kitin olusumuna ragmen (Cizelge 1.2) bu zamana kadar kitin i¢in en fazla
kullanilan ticari kaynaklar yengec¢ ve karidestir. Kitin, sadece az kullanilan kaynak
olmasindan dolay1 degil ayn1 zamanda gesitli alanlarda yiiksek potansiyelli biyomateryal

olmasindan dolay1 da biiyiik ilgi gormeye baglamistir (Rudall and Kenchington 1973).
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Sekil 1.2. Kitin ve seliilozun molekiil yapisi (Shahidi and Abuzaytoun 2005)

Yapidaki mikrofibrillerin yonelimine goére kitinin; a, p ve y formlar1 mevcuttur (Rudall
1963). a kitin dogada en fazla bulunan formdur ve antiparalel zincirlere sahiptir.
Kabuklularin dis iskeletlerinde, yumusakcalarin ve boceklerin kabuklarinda ve
iskeletlerinde, mantarlarin ise hiicre duvarlarinda bulunur (Gardner and Blackwell 1975).

Dogada nadir bulunan B kitin, paralel zincirler igerir ve miirekkep baliginin uzantilarinda



bulunur (Herth and Barthlott 1979). y kitin ise paralel ve antiparalel zincirlerin bir
karisimindan olusur ve bocek kozalarinda bulunur (Rudall and Kenchington 1973). Kitin
polisakkariti, oligosakkarit tiirevlerini liretmek i¢in kismen depolimerize edilebilir. Bu
oligosakkaritler, degisken polimer uzunluklarinda tiretilebilir veya N-asetilglukozamine

tamamen depolimerize edilebilir (Ramirez et al. 2010).

Cizelge 1.2. Biyosferdeki kitin kaynaklar1 (Mathur and Narang 1990).

Deniz Canlhlar1  Bocek Mikroorganizmalar
Yumusakca Oriimcek Maya
Halkali solucan Akrep Yesil alg
Solenter Karinca Kahverengi alg
Kabuklular Kolsu ayaklilar Penicillium miselleri
Istakoz Hamam bocegi Chytridiaceae
Yengeg Blastocladiaceae
Karides Sporlar
Kerevit
Krill

Kitin sert yapiya sahip olmasindan dolay1 cogu ¢oziiciide ¢oziinmez. Bu nedenle kitinin
kimyasal modifikasyonlar1 gergeklestirilebilir (Peter 1995). Sekil 1.3’de gosterildigi gibi
kitin deasetilasyon derecesi yaklagik %50'ye ulagtiginda (polimerin kaynagina bagh
olarak), sulu asidik ortamda ¢oziiniir hale gelir ve bu yap1 kitosan olarak adlandirilir
(Rinaudo 2006). B-(1-4)-N-asetil-D-glikozamin ve D-glikozaminin kopolimeri olan
kitosan, kitinin alkali veya enzimatik deasetilasyonu ile elde edilen ve dogada bolca
bulunan polimerik bir iirlindiir. Kitosan, ilk olarak 1859'da Rouget tarafindan, konsantre
bir KOH c¢ozeltisi iginde kitinin kaynama noktasina kadar 1sitilmasi sirasinda
kesfedilmistir (Li et al. 1992). Deasetilasyon derecesi (DD) %50 nin iizerine ¢iktiginda
kitosan, organik asitlerin sulu c¢ozeltilerinde ¢oziinlir hale gelir ve katyonik bir
polielektrolit gibi davranir. Kitin ve tiirevlerinin, 6zelliklede kitosanin potansiyel ve

olagan uygulamalarinin 200’den fazla oldugu tahmin edilmektedir (Brzeski 1987).
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Sekil 1.3. Kitin deasetilasyonu ile kitosan olusumu (Ramya et al. 2014)
1.1. Kitin ve Kitosanin Coziiniirliigii

Kitin ve kitosan arasindaki en belirgin fark ¢oziiniirliik 6zellikleridir. Kitin yapisinda
bulundurdugu giiclii hidrojen baglar1 sebebiyle sadece 6zel ¢ozgenlerde ¢oziinebilir.
Kitinin ¢oziilmesinde kullanilan ¢ogu ¢oziicii toksiktir (Cizelge 1.3) ve bu nedenle gida
isleme uygulamalarinda kullanilamaz (Winterowd and Sandford 1995). Kitosan organik
coziicillerde ve suda ¢oziinmezken glukozamin {izerindeki serbest amino gruplar
sayesinde formik asit, piruvik asit, laktik asit gibi baz1 organik asitlerin sulu ¢ozeltilerinde
¢Oziinebilir. Bundan dolayi, kitine kiyasla kitosanin c¢oziiciileri daha giivenilirdir.
Kitosan, ozellikle C2 pozisyonundaki amino gruplarmin varligt ve C3-C6
pozisyonlarindaki primer ve sekonder hidroksil gruplar1 (Sekil 1.4) nedeniyle farkl
alanlarda birgok yararli uygulamaya sahiptir (Kurita 1986; Furusaki et al. 1996). Bu
reaktif gruplar, kitosanin mekanik ve fiziksel 6zelliklerini degistirmek igin Kimyasal
modifikasyona kolayca maruz kalirlar. Amino gruplarinin varligt modifikasyon

reaksiyonlariin yani sira farkli biyolojik fonksiyonlara da olanak saglar (Kumar 2000).
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Sekil 1.4. Kitosanin molekiil yapisi (Gortari and Hours 2013)

Cizelge 1.3. Kitin ve kitosan i¢in kullanilan yaygin ¢6ziiciiler (Shahidi and Abuzaytoun
2005).

Bilesen Coziici

Kitin Dimetilformamit / lityum kloriir: Dietilformamit / lityum kloriir

Kitosan  Formik asit / su: asetik asit / su: laktik asit / su: glutamik asit / su vb.

Kitosanin ¢oziintirliik 6zellikleri cogunlukla N-asetilasyon, asetil gruplariin dagilima,

pH ve iyonik kuvvet derecesi ile iliskilidir (Anthonsen et al. 1993).

1.2. Kitin ve Kitosanin Molekiil Agirhg

Dogal kitinin molekiil agirligi normalde 1.000 kDa’dan yiiksektir ve ticari olarak mevcut
kitosanin molekiil agirligi ise 100-1.200 kDa araligindadir (Lower 1984; Li et al. 1992).
Kitosanin ticari iiretimi sirasinda bir¢ok kuvvet molekiil agirligini etkileyebilir. Yiiksek
sicaklik (>280°C kitosanda termal bozunma meydana gelir ve polimer zincirleri kirilir),
¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi faktorler molekiilde degisikliklere sebep olabilir

(Muzzarelli 1977; Li et al. 1992).

1.3. Kitosanin Kimyasal Ozellikleri

Kitosan ¢ok fazla azot igerigine sahip olan dogrusal amino polisakkaritlerdir. Rijit D-

glukozamin yapisindan kaynakli yiiksek hidrofiliklik, kristallik 6zelliklerine sahiptir.



Ayn1 zamanda deprotonlanmis amino gruplart niikleofil etki gosterdiginden zayif
bazlardir. Molekiiller arasi hidrojen baglari olusumu ile yiiksek viskoziteye sahiptir.
Kimyasal aktivasyon ve ¢apraz baglanmanin gergeklestirilebilmesi i¢in reaktif gruplar
bulundururlar. Suda ve organik asitlerde ¢6ziinmezken sulu asidik ¢ozeltilerde ¢oziiniir
ve organik-inorganik asitlerle tuzlar olustururlar. Glukozamin tekrar birimlerindeki
pozitif yiikten dolay1 yiiksek ylik yogunluguna sahip katyonik polimerlerdir. Negatif
yiiklii molekiillerle etkilesime girerek topaklastirict madde 6zelligi gosterirler. Bunlarin
disinda; selatlama ve kompleksleme o6zellikleri, polielektrolit, iyonik iletkenlik, film

olusturma gibi 6zelliklere sahiptir (Thakur and Thakur 2014).

1.4. Kitin ve Kitosamin Uygulama Alanlan

Kitin ve kitosan polisakkaritlerinin; biyouyumluluk, biyobozunurluk, non-toksitite ve
adsorbsiyon gibi miikemmel Ozellikleri onlar1 biyomateryaller i¢in gerekli ve uygun
kilmakta, ayn1 zamanda sentetik polimerlere alternatif olarak endiistriyel uygulamalarda
da dikkat cekmektedir (Tan et al. 2009; Croisier and Jerome 2013). Bu polimerler, yiiksek
yiizey alani, gozeneklilik, cekme dayanimi ve iletkenlik gibi iistiin fiziksel ozelliklere
sahiptirler. Ayrica farkli sekil ve formlarda (filmler, lifler, stingerler, boncuklar, toz, jel
ve ¢ozeltiler) kolayca kaliplanabilirler (Shukla et al. 2013). Cogu polisakkaritin aksine,
kitosanda polimer zinciri boyunca tekrarlayan pozitif yiiklii amino gruplarinin varligi,
molekiiliin iyonik veya hidrojen bag1 yoluyla negatif ytiklii ylizeylere baglanmasini saglar
ve bu sayede de milkemmel adsorbsiyon 6zelligi kazanir (Muzzarelli 1973; Rha 1984;
Shahidi 1996). Ayni1 zamanda, bu polisakkaritlerin; antifungal, antibakteriyel, antitimor,
immiinoadjuvan, antitrombojenik, antikolesterolemik gibi 1ilgi ¢ekici biyolojik
aktivitelerinin yani sira 6zellikle biyofilm yapimi ve yara iyilestirme gibi uygulamalarda
kullanimin1 saglayan biyoadhezif ozellikleri de mevcuttur. Biitiin bu 6zelliklerinden
dolayi, kitin ve kitosanin, doku miihendisligi, yara iyilestirme, su aritimi, ila¢ salinim
sistemleri, oftalmoloji, tekstil, gida, kozmetik ve tarim gibi alanlarda yaygin kullanimi
bulunmaktadir (Khor 2002; Rinaudo 2006).



1.5. Kitin Ekstraksiyon Yontemleri

Kabuk dokusunda protein ve kitin, protein-kitin matrisini olusturmak {izere bir araya gelir
ve sert yapinin olusmasi i¢in yogun sekilde kalsifiye edilir (Kjartansson et al. 2006).
Kabuktan kitin izolasyonu, genellikle deproteinizasyon yoluyla proteinlerin,
demineralizasyon yolu ile minerallerin uzaklastirilmasimi iceren iki basamakta
gerceklestirilir. Bu islemler sirasinda kabukta var olan az miktardaki pigment ve lipitler
de bertaraf edilir. Bazi durumlarda bu islemlere ilaveten tortudaki pigmentlerin
uzaklastirilmasi i¢in dekolorizasyon yapilabilir. Saf kitin eldesinde yillar i¢inde bir¢ok
yontem Onerilmis ve kullanilmistir ancak standart bir yontem benimsenmemistir. Hem
deproteinizasyon hem de demineralizasyon kimyasal ve enzimatik islemler kullanilarak
gerceklestirilebilir. Bu yontemlerin disinda mikrobiyal fermantasyon da kullanilabilir.
Mikrobiyal fermantasyon yonteminde, digerlerinin aksine deproteinizasyon ve

demineralizasyon basamaklar1 ayni1 anda gergeklesir (Younes and Rinaudo 2015).

Kitin izolasyonu, uygulanacak yonteme bakilmaksizin kabuk secimi ile baslar. Ornegin;
1stakoz ve yenge¢ se¢imi, elde edilecek olan malzemenin kalitesi tizerinde 6nemli etkiye
sahiptir. Karides kabuklar1 ise daha ince kabuk duvarina sahiptir ve dolayisiyla kitin

izolasyonu diger kabuk tiplerine oranla daha kolaydir (Younes and Rinaudo 2015).
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Protein-Kitin-Mineral Kompleksinden
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Sekil 1.5. Kabuklulardan kitin ve kitosan eldesinin sematik gdsterimi
1.5.1. Kitinin kimyasal ekstraksiyonu
1.5.1.a. Kimyasal deproteinizasyon

Deproteinizasyon basamaginin gergeklestirilmesi, kitin ve protein arasindaki kimyasal
baglarin kirilmasini gerektirdiginden giictiir. Ayrica, biyopolimerin depolimerizasyonuna
sebep olabilecek kimyasallarin kullanimini  gerektirir.  Proteinlerin  tamamen

uzaklastirllmasi, Ozellikle biyomedikal uygulamalarda insanlar {iizerinde alerjik
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reaksiyonlara sebep olmasindan dolay1 olduk¢a onemlidir. NaOH, Na,COz, NaHCOs,
KOH, K>CO3 gibi gesitli kimyasallar deproteinizasyon reaktifleri olarak test edilmistir.
NaOH oncelikli tercih edilen reaktiftir ve 0,125-5 M arasinda degisen
konsantrasyonlarda, degisen sicakliklarda (160°C’ye kadar), degisen islem siiresinde
(birkac dakika ile birka¢ giin arasinda) uygulanabilir. Deproteinizasyonun yani sira,
NaOH kullanimi, kitinin kismen deasetilasyonuna ve biyopolimerin hidrolizine sebep

olarak molekiil agirligini azaltmaktadir (Younes and Rinaudo 2015).
1.5.1.b. Kimyasal demineralizasyon

Demineralizasyon kalsiyum karbonat basta olmak {izere minerallerin uzaklastiriimasi
esasina dayanir. Demineralizasyon genellikle HCl, HNOs, H>SOs4, CH3COOH ve
HCOOH gibi asitlerin uygulanmasiyla gergeklestirilir (No and Hur 1998; Percot et al.
2003). Bu asitler arasinda oOncelikle tercih edilen reaktif hidroklorik asittir.
Demineralizasyon, kalsiyum karbonatin karbondioksit salinimi ile suda ¢6ziiniir kalsiyum
tuzlarma donisimiinden dolayr kolaylikla gergeklestirilebilir (Younes and Rinaudo
2015).

2 HCl + CaCO3 —> CaCl, + H.0 + COzT

Kabuk yapisinda bulunan diger minerallerin ¢ogu asit varhifinda benzer sekilde
reaksiyona girer ve ¢0ziliniir tuzlara doniisiirler. Daha sonra tuzlar, kat1 kitin fazindan
filtrelenerek ve deiyonize su kullanilarak yikamayla kolayca uzaklastirilabilirler (Younes

and Rinaudo 2015).

Her kabugun minerallesme derecesi; ekstraksiyon siiresi, sicaklik, partikiil boyutu, asit
konsantrasyonu ve c¢oziicii/¢ozlinen orani ile degisir. Coziicli/coziinen orani asit
konsantrasyonuna baglidir, ¢iinkii bir mol kalsiyum karbonat molekiiliinii kalsiyum
kloriire doniistiirmek icin iki mol HCI molekiiliine ihtiya¢ vardir. Tam bir reaksiyon
gergeklestirebilmek icin asit alimi, stokiyometrik miktardaki minerallere esit veya daha

fazla olmalidir (Johnson and Peniston 1982; Shahidi and Synowiecki 1991). Tim
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minerallerin uzaklastirilmasi zor oldugu icin (katinin heterojenligi nedeniyle) daha biiyiik

hacimli veya daha konsantre asit ¢ozeltisi kullanilabilir (Younes and Rinaudo 2015).

Demineralizasyon, genellikle 2-3 saatlik HCI ile karistirmayla gergeklestirilebilir.
Bununla birlikte, reaksiyon siiresi 15 dakikadan 48 saate kadar degisiklik gosterebilir.
Fakat daha uzun demineralizasyon siiresi polimerin degredasyonuna yol agabilir (Okafor
1965). Ayrica, yiiksek sicaklik kullanimi, ¢éziicliniin kitin matrisine penetraSyonunu
arttirdigindan demineralizasyon reaksiyonunu hizlandirdigi goriilmiistiir. Bu nedenle,
bazi demineralizasyon reaksiyonlar1 yiiksek sicakliklarda gergeklestirilebilir (Truong et
al. 2007). Bununla birlikte, yiiksek sicaklik, uzun siireli inkiibasyon, yiiksek asit
konsantrasyonlarinin kullanimi elde edilen kitinin fizikokimyasal 6zelliklerini etkiledigi
ve dolayistyla kitinin farkli biyolojik 6zellikler sergiledigi bildirilmistir (Cizelge 1.4).
Sonugta, minerallerin uzaklastirilmasina dair bircok deneysel kosul literatiirlerde
bulunmasina ragmen, kitinin molekiil agirligi ve asetilasyon derecesi iizerine etkileri

kaginilmazdir (Younes and Rinaudo 2015).

Cizelge 1.4. Kitin ve Kitosanin biyolojik dzellikleri ve fizikokimyasal karakteristikleri ile
iliskisi (Aranaz et al. 2009)

Ozellikleri Fizikokimyasal Karakteristikleri

Biyobozunur Deasetilasyon derecesi, Asetil gruplarinin  dagilimi,
. Molekiiler Agirlik

Biyouyumlu Deasetilasyon derecesi

Mukoadhezif Deasetilasyon derecesi, Molekiiler Agirlik

Hemostatik Deasetilasyon derecesi, Molekiiler Agirlik

Analjezik Deasetilasyon derecesi

Adsorpsiyon arttirict  Degsetilasyon derecesi

Antimikrobiyal Molekiiler Agirlik

Antikolesterolemik Deasetilasyon derecesi, Molekiiler Agirlik, Viskozite

Antioksidan Deasetilasyon derecesi, Molekiiler Agirlik
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1.5.2. Kitinin biyolojik ekstraksiyonu

Kimyasal adimlar genellikle daha yiiksek enerji girisi gerektiren yiiksek sicaklik
kosullarinda gergeklestirilir. Ustelik yikama adimlari, teknik olarak geri déniisiimii zor
ve pahali olan, yliksek konsantrasyonlarda asit i¢eren, ¢ok biiyiik miktarlarda asindirici
kimyasal atik suyun ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu geleneksel kimyasal ekstraksiyon
islemleri, cevre i¢in son derece tehlikelidir, maliyetli proseslerdir ve her yikama basamagi
sirasinda yiiksek miktarda tatli su tiiketimi ile yiiksek konsantrasyonlarda mineral asit
aci1ga c¢ikmaktadir (Gortari and Hours 2013). Bununla birlikte, kullanilan kimyasallar
kitinin kismen deasetilasyonuna ve polimerin hidrolize olmasina neden olarak, sonugta
degisken fizyolojik Ozelliklerde iiriin ortaya cikarir (Cizelge 1.4) (Arbia et al. 2013).
Ayrica, “Yesil Kimya (endiistriyel biyoteknoloji)” kavramini temel alan yesil
ekstraksiyon tekniklerinin  gelistirilmesi, kitin  ekstraksiyonunda enzim ve

mikroorganizmalarin uygulanmasini desteklemistir (Younes and Rinaudo 2015).

Karides kabuklarinin kimyasal ve biyolojik yontemlerle ekstraksiyonunu igeren
karsilagtirmali  ¢aligmalarda, biyolojik yontemin (mikroorganizmalar kullanarak)
kimyasal yontemden daha iyi oldugu, ¢ilinkii kitin yapisinin korundugu gosterilmistir
(Khanafari et al. 2008). Kitinin biyolojik ekstraksiyonu, daha kisa siirede yiiksek
tekrarlanabilirlik, daha basit manipiilasyon, daha kii¢iik ¢oziicii tiiketimi ve daha diisiik
enerji girdisi sunar. Bununla birlikte, biyolojik yontem hala laboratuvar 6lgekli caligmalar

ile sinirlidir (Younes and Rinaudo 2015).

Son zamanlarda, kitin ekstraksiyonu i¢in proteinlerin uzaklastirilmasinda proteolitik
enzimlerin kullanildig1 yaygin biyolojik yontemler 1ilgi gormeye baslamistir.
Deproteinizasyon basamaginda enzimlerin kullanimi ilk olarak 1934’de tanimlanmuistir,
ancak 1977 den bu yana bu yaklagima olan ilgi artmistir (Younes and Rinaudo 2015). Bu
calismalar daha sonra, Legarreta et al. (1996a) ve Cira et al. (2000) tarafindan daha

kapsamli calisilarak bakteriyel laktik asit fermantasyon siireci ortaya koyulmustur.
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1.5.2.a. Enzimatik deproteinizasyon

Biyolojik yontemle kitin ekstraksiyonu proteaz kullanimini gerektirir. Proteolitik
enzimler esas olarak bitkisel, mikrobiyal ve hayvansal kaynaklardan elde edilebilir.
Alkalaz, pepsin ve tripsin gibi birgok proteaz, crustacean kabuklarindan proteinleri
uzaklagtirmakta ve kitin izolasyonu sirasinda deasetilasyonu ve depolimerizasyonu en aza
indirmektedir. Bu islem, reaktanlarin erisilebilirligini degistiren kati malzemenin
demineralizasyon adimindan 6nce veya sonra gerceklestirilebilir (Younes and Rinaudo
2015).

izole edilmis kitin ile iliskili olarak yaklasik %5-10’luk protein kalintis1 iceren kimyasal
yonteme kiyasla enzimatik yontemlerin etkinligi daha diisiiktiir. Bu nedenle izole edilmis
Kitin daha sonra safligin1 arttirmak ve yapisini korumak igin ek bir NaOH’le muamele

(diisiik miktarda ve kisa siireli) edilebilir (Younes and Rinaudo 2015).

Bir¢cok calismada, deproteinizasyon asamasinda bakteriyal proteazlarin uygulandig
goriilmektedir. Ornegin, Synowiecki and Al-Khateeb (2000) kitin ve besin acisindan
degerli protein hidrolizatlarinin iiretimi icin Onceden demineralize edilmis karides
atiklarina enzimatik deproteinizasyon uygulamistir. Bacillus licheniformis’den elde
edilen bir serin endopeptidaz olan Alkalaz enzimi kullanilarak gergeklestirilen
deproteinizasyonun etkinligi, kitin molekiiliine bagli kalint1 peptidlerin ve aminoasitlerin
varligi ile smirlandirilmistir. Bu yontem, yaklasik %4 protein safsizligi iceren kitin
izolasyonuna imkan verir ve bu saflik, kitinin tibbi olmayan bir¢ok uygulamasi igin

yeterlidir.

1.5.2.b. Fermantasyon

Enzimlerin kullanim maliyetini azaltmak i¢in endojen mikroorganizmalar veya segili
mikroorganizma tilirlerinin eklenmesiyle elde edilen fermantasyon islemi ile

deproteinizasyon gergeklestirilebilir. Fermantasyon islemi; laktik asit ve non-laktik asit
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(laktik asit disinda organik asit sentezleyen fermantasyon) fermantasyonu seklinde ikiye

ayrilabilir (Younes and Rinaudo 2015).

Kabuklu atiklarinin demineralizasyonu laktik asit bakterileri ile ortamda glukoz, laktoz,
siikroz veya dekstroz gibi bir karbon kaynaginin, organik asitlerin ve ¢esitli tuzlarin
eklenmesiyle gergeklestirilebilir. Deproteinizasyon islemi i¢in de Pseudomonas
aeruginosa (Wang and Chio 1998), Pseudomonas maltophilia (Shimahara et al. 1984),
Candida parapsilosis (Chen 2001), ve Bacillus subtilis gibi proteaz iireten
mikroorganizmalar  kullanilabilir. Ayrica Lactobacillus plantarum gibi hem
deproteinizasyon hem de  demineralizasyon  veriminin  yiikksek  oldugu
mikroorganizmalarin kullanimiyla her iki basamak da ayni ortamda gerceklestirilebilir

(Rao et al. 2000).

Kabuklu dis iskeletinden fermantasyon yolu ile kitinin eldesinde bir¢ok mikroorganizma
tird ileri stirilmustiir. Laktik asit fermantasyonu i¢in Lactobacillus sp., non-laktik asit
fermantasyonu i¢in Bacillus sp., Pseudomonas sp., Pediococcus sp. ve ko-fermantasyon
icin Lactobacillus lactis, Teredinibacter turnerae, Bacillus licheniformis gibi tiirler kitin

ekstraksiyonunda ¢alisilmistir (Arbia et al. 2013).

Laktik Asit Fermantasyonu

Karides atiklarinin laktik asit bakterileri kullanilarak fermantasyonu, ham kitin igeren kat1
bir fraksiyonun ve protein, mineral ve pigment bakimindan zengin bir sivi fazin
tiretilmesiyle sonuglanir (Fagbenro 1996). Karides kabuklarindan Kitinin geri
kazaniminda laktik asit fermantasyonu i¢in Lactobacillus tirleri segilir. Laktik asit
glukozun pargalanmasi sonucu olusur ve bu olay sirasinda ortam pH’s1 azaltilarak
mikroorganizmalarin gelisimi baskilanmaktadir. Laktik asit, kabukta bulunan kalsiyum
karbonat ile reaksiyona girerek ¢cokelti olusturan ve yikanarak ortamdan uzaklastirilabilen
kalsiyum laktata doniismesini saglar. Atigin deproteinizasyonu mikroorganizmalardaki
proteolitik enzimlerin aktivitesiyle gergeklestirilir. Laktik asit bakterilerinin kullanildig

fermantasyonun etkinligi, inokulum miktari, karbon kaynagi konsantrasyonu,
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fermantasyonun baglangi¢ pH’st ve fermantasyon boyunca pH’daki degisim ile
fermantasyon siiresi gibi faktorlere baglidir (Rao et al. 2000; Oh et al. 2007; Prameela et
al. 2010).

Fermente edilmis karides kabuklarinda demineralizasyon etkinligini arttirmak amaciyla
Pediococcus sp. tiirli kullanilarak siikroz konsantrasyonu ve baslangic pH degeri test
edilebilmektedir. Yiiksek siikroz konsantrasyonunda demineralizasyon derecesinin
artt1g1, ayn1 zamanda demineralizasyon derecelerinin pH 7°de yaklasik %83, pH 6’da ise
%68 oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya koyulmustur (Siikroz konsatrasyonu 50 g/1). Bu
verilere gore baslangic pH’nin demineralizasyon verimi {lizerindeki etkisi belirlenmistir

(Choorit et al. 2008).

Kitin ekstraksiyonunda ti¢ farkli laktik asit bakteri susunun, karides atiklarinin
fermantasyon verimi iizerine etkisi incelenerek kimyasal ekstraksiyon ile karsilagtirmalari
yapilmaktadir. Kimyasal metoda kiyasla mikrobiyal ekstraksiyonun daha etkili oldugu
goriilmektedir. Ayrica, segilen ii¢ Lactobacillus tiirii ile gergeklestirilen mikrobiyal

ekstraksiyonda kitin veriminde 6nemli bir farkliliklar vardir (Khanafari et al. 2008).

Non-Laktik Asit Fermantasyonu

Non-laktik asit fermantasyonunda Bacillus sp. (Yang et al. 2000), Pseudomonas sp. (Oh
et al. 2007) ve Aspergillus sp. (Mahmoud et al. 2007) gibi hem bakteriler hem de

mantarlar kullanilabilir.

Kitin ve kitosan retimi i¢in Bacillus subtilis bakterileri kullanildiginda fermantasyon
sonras1 karides kabuklarindan proteinin yaklasik %84°1i, minerallerin ise %72’si
uzaklastirilabilmektedir. Yapilan ¢alismalara gore, kitinin standart kalitede liretimi i¢in
fermantasyon sonrasinda protein kalintilar1 ve mineralin uzaklagtirilmasinda ilave olarak

diisiik konsantrasyonda alkali ve asit muamelesi gerektirdigi sonucuna varilmaktadir

(Sini et al. 2007).
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Karbon kaynagi olarak farkli glukoz konsantrasyonlarinda ve yenge¢ kabugunun farkli
partikiil boyutlarinda DM (demineralizasyon) ve DP (deproteinizasyon) etkinligi
Pseudomonas aeruginosa bakterisi ile incelendiginde laktik, stiksinik ve sitrik asit gibi
organik asitlere ilaveten kiiltiir ortaminda bakterinin yiiksek proteaz aktivite sergiledigi
gozlenmektedir. Ayni1 zamanda, optimal inkiibasyon sicakliginda DM etkinliginin,
glukoz konsantrasyonuna ve Kkiiltiir ortamindaki pH diisiisiine bagli oldugu ortaya

koyulmaktadir (Oh et al. 2007).

Yiiksek kalitede kitin eldesinde en 6nemli iki parametre, maksimum proteaz ve minimum
kitinaz aktivitedir. Kabuklu atiklarinin DP etkinligi ve yiiksek kalitede kitin {iretimi i¢in
Bacillus licheniformis suslarmin genetik gelisimleri {izerine yapilan caligmada, B.
licheniformis F11 yabanil tipi biiyiik miktarlarda proteolitik enzimler iiretmenin yani sira
cok diisiik kitinaz aktivite gostermektedir. Genetik olarak degistirilmis B. licheniformis
suslari elde edilip (B. licheniformis F11.1, B. licheniformis F11.2, B. licheniformis F11.3,
B. licheniformis F11.4) calisildiginda ise bu varyantlarin karides kabuklarindan yiiksek
molekiil agirlikli kitin ekstrakte ettigi goriilmektedir. En 1yi sonug, kitinaz aktivitenin
tamamen ortadan kaldirildig1 ve uzun zincirli kitin ve kitosan tiretiminde gii¢lii bir arag

oldugu goriilen F11.4 ¢ift mutandi ile gergeklestirilmistir (Hoffmann et al. 2010).

Kitin ekstraksiyonunda mikroorganizmalarin kullanildig1 biyolojik yontemler kimyasal
yontemle kiyaslandiginda daha basit, daha verimli ve ¢evre dostudur. Yine de mikrobiyal
fermantasyonun, kimyasal yonteme kiyasla daha uzun islem siiresi, proteazlarin daha
zayif erisilebilirligi (yiiksek protein kalintilarina sebep olan minerallerin varligindan
kaynakli) gibi dezavantajlar1 vardir. Yine de, ozellikle biyomedikal uygulamalarda
kullanima uygun olabilmesi i¢in deproteinizasyon orani iyilestirilebilir. Bu, iki asamali
fermantasyon veya mikroorganizmalarin birlikte fermantasyonu (kofermantasyon) gibi
eszamanli veya ardisik islemler kullanilarak gergeklestirilebilir. Daha yiiksek saflikta
kitin elde etmek icin biyoteknolojik islemler, protein ve mineral kalintilarini
uzaklastirmada diisik oranda kimyasal uygulamasi ile desteklenebilir (Younes and
Rinaudo 2015).
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde, yaptigimiz yiiksek lisans tezine benzer sekilde, karides kabugundan
mikrobiyal yolla kitin ve kitosan eldesine dair yapilan c¢alismalarin O6zetleri
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda, karsilastirma yapabilmek adina farkli kabuklu tiirlerinden
ve mantarlardan mikrobiyal yolla kitin eldesi, kitin verimini arttirabilmek i¢in uygulanan
optimizasyon denemeleri ve mikrobiyal metottan farkli olarak enzimatik

deproteinizasyonla gerceklestirilen kitin ekstraksiyonuna da deginilmistir.

Rao and Stevens (2005) calismalarinda, 3 dm®liik i¢ hacme sahip yatay reaktdrde
Lactobacillus plantarum 541 bakterisi kullanilarak, karideslerin kafa ve kabuk
kisimlarindan fermantasyon yolu ile kitin eldesi incelenmistir. Kafa ve kabuktan elde
edilen ham kitin verimleri kimyasal yontemle elde edilen degerlerle karsilastirildiginda,
sirasiyla %4,5 ve %13 olarak bulunmustur. Karides kafasinin biyolojik ekstraksiyonunda
deproteinizasyon verimi %83, demineralizasyon verimi %88 iken karides kabuklarinda
bu verim degerleri sirasiyla %66 ve %63 olarak belirlenmistir. Her iki durumda da elde
edilen s1v1 kisim, yiiksek miktarda esansiyel amino asit igerigi sebebiyle insan tiiketimi
i¢in protein tozu iiretme potansiyeline sahiptir. Ardindan ham kitin saflagtirilmis ve 12,5
M NaOH kullanilarak kitosana doniistiiriilmiistiir. Elde edilen kitosanin, kalint1 protein
ve kil igerikleri %1’in altinda, ¢oziniirligi %98’den fazla, viskozitesi 50-400 cP
araliginda ve deasetilasyon derecesi %81-84 olarak belirlenmistir. Molekiil agirligi ise
(0,8-1,4)x10® Da araligindadir. FT-IR (Fourier Déniisiimlii Kizildtesi Spektroskopisi
(Fourier Transform Infrared Spectroscopy)) analizlerine gore, fermantasyon yoluyla elde
edilen kitosanin, kimyasal metotla elde edilen kitosanla benzer 6zellikler gosterdigi tespit

edilmistir.

Khanafari et al. (2008) tarafindan yapilan c¢aligmada karides kabugu atigindan hem
mikrobiyal hem de kimyasal yolla kitin ve kitosan ekstrakte etmistir. Kimyasal yolla kitin
ve kitosan ekstraksiyonunda verim sirasiyla 510 ve 410 mg/g’dir. Mikrobiyal yolla
deproteinizasyon  yapilmis  karides  kabuklarinda,  probiyotik  bakterilerin

demineralizasyon iizerindeki etkisi arastirilmistir. Calismanin sonucuna gore, karides
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kabuklarinin demineralizasyonunda laktik asit bakterilerinin (Lactobacillus plantarum
(PTTC 1058)) etkinliginin, ekstra nitrojen kaynagi olarak Fe(NOs)s’iin eklenmesi
durumunda kimyasal metoda kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir (1750’ye kars1 810

mg/q).

Yapilan bagka bir ¢alismada, Prameela et al. (2010) dogal probiyotikler kullanarak
karides atiklarindan kitin ve karotenoid iiretimini gerceklestirmistir. Fermantasyon
caligmalari, %1-10 arasinda inokulum seviyesi, %0-15 glukoz konsantrasyonu ve 0-72
saat inkiibasyon siiresinde denenmistir. Maksimum pH diisiisii (3.01) ve toplam titre
edilebilir asitlik artis1 (2,715), %5 inokulum seviyesi, %15 glukoz konsantrasyonu ile 72
saatlik inkiibasyon siiresinde elde edilmistir. Ayni1 zamanda, dogal probiyotikler
tarafindan gerceklestirilen kitin iiretiminde (deproteinizasyon ve demineralizasyon
etkinliginde belirtildigi gibi) ve karotenoidlerin geri kazaniminda fermantasyonun etkisi
de aragtirllmigtir. Probiyotiklerin kullanimiyla karides atiklarinin fermantasyonunda %89
deproteinizasyon ve %69 demineralizasyon verimleri elde edilmistir. Karides
atiklarindan elde edilen karotenoid ve kitin verimi sirastyla %72,6 ve %5,65°dir. Calisma
sonuglarina gore, kitin ve karotenoid ekstraksiyonunda zararli kimyasal yonteme
alternatif bir proses olarak dogal probiyotiklerin kullanildig1 calismalar, daha etkili ve

ekonomiktir.

Phuvasate and Su (2010) c¢alismalarinda, karides atiklarindan kitosan eldesi i¢in kitinin
fermantasyon yoluyla demineralizasyonunda laktik asit bakterilerinin karigik kiiltlirtinii
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus lactis)
kullanmislardir. 30°C sicaklikta 72 saatte laktik asit bakterilerinin fermantasyonuyla ya
da oda sicakliginda 2 saat 1 M laktik asit uygulamasinin ardindan alkali muamele (25°C
sicaklikta 4 saat 0,5 M NaOH ardindan 70°C’de 10 saat 12,5 M NaOH uygulamasi) ile
karides atiklarindan elde edilen kitosan, HCI asit uygulamasiyla elde edilen kitosan ile
karsilastirildiginda ayni ¢oziintirliikte (%100), daha diisiik protein (%0,8-1,1) ve kiil
(%<0,01) igeriginde oldugu belirlenmistir. Hem laktik asit fermantasyonunun hem de

laktik asit uygulamasinin, giiclii kimyasallarin kullanimin1 azaltmak igin karides
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atiklarindan  kitosan {iretiminde kullanilabilecek alternatif bir ydntem oldugu

vurgulanmigtir.

Bir diger ¢alismada, Pacheco et al. (2011) dolgu yatakli reaktérde karides atiklarindan
(Litopenaeus vannameii) laktik asit fermantasyonu ile biyolojik yolla kitin {iretimini
gerceklestirmigtir. 96 saat sonra maksimum demineralizasyon ve deproteinizasyon
verimleri sirastyla %92 ve %94 olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda bu prosediir, atiktan
gram bagina 2400 pg’a kadar yiiksek seviyede astaksantin geri kazanimini saglamaktadir.
Kitin eldesi, karsilastirma amaciyla karides atiklarindan asit ve alkali uygulamasiyla,
kimyasal yolla da ekstrakte edilmistir. Kimyasal olarak ekstrakte edilen kitine kiyasla
biyolojik yontemle elde edilen kitinin, daha yiiksek molekiil agirligi (1200 kDa) ve
kristallik indeksine (%86) sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, biyolojik yontemle elde
edilen kitin tiirevlerinde, diisiik deasetilasyon derecesinde (%25-40) Kitinin kristal

yapisinin korundugu gosterilmistir.

Duan et al. (2011) ¢alismalarinda, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus
ve Lactobacillus bulgaricus olarak adlandirilan 3 farkli simbiyotik laktik asit bakterileri
ile karides atiklarimin fermantasyonunu gergeklestirmistir. Fermantasyon isleminde
meydana gelen bilesen degisiklikleri arastirilmistir. 8 saat icerisinde pH hizla 4,25
degerine diismiis ve fermantasyon islemi sirasinda en diisiik 3,22 pH ile laktik asit tiretimi
islem siirecinde kayda deger sekilde artmistir. Ayrica, titre edilebilir asitlik 25
mmol/100ml’ye ulagsmistir. 168 saatlik fermantasyondan sonra artan asidik cevre
kalsiyum ve proteinlerin uzaklastirilmasint hizlandirmis ve karides atiklarindan
kalsiyumun %91,3’1, proteinlerin %97,7’si ve karotenoidlerin %32,3’{i uzaklastirilmigtir.
[k 24 saatte glukozun yaklasik %69,4’{i kullanilmistir, dolayisiyla fermantasyonun ilk
evrelerinde glukoz hizla tikenmektedir. Glukoz tiikketiminin laktik asit bakterilerinin
gelismesi, kalsiyumun uzaklastirilmasi ve titre edilebilir asitlikteki artis ile iliskili oldugu

bulunmustur.

Khorrami et al. (2012) karides kabuklarindan kitinin biyolojik ekstraksiyonunda laktik

asit ve proteaz iireten Lactobacillus plantarum bakterisini kullanmiglardir. L. plantarum
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bakterisi, karides kabugu tozu ve melas igeren kesikli kiiltiirde, 30°C’de inkiibasyonla
gelistirilmistir. L. plantarum kiiltiirinde dretilen organik asit ve proteazlar karides
kabugunun demineralizasyon ve deproteinizasyonunu gergeklestirmis ve bu islemlerin

yiizdesi sirastyla %45 ve %54 olarak bulunmustur.

Liuetal. (2014) yaptiklari calismada proteaz iireticisi olarak Bacillus licheniformis 21886
(B. 21886) ve asit treticisi olarak da Gluconobacter oxydans DSM-2003 (G. 2003)
bakterilerinin ardisik kofermantasyonlarimi gergeklestirerek karides atiklarinin kafa
kismindaki kitinin biyolojik ekstraksiyonunu incelemislerdir. Bu bakterilerin ayr1 ayri
kiiltiiri yapildiginda B. 21886 glukoz yoklugunda karides atiklarindan proteinlerin
%83,1’ini, G. 2003 bakterisinin ise minerallerin %95’ini uzaklastirdigi belirlenmistir.
Atigm, ilk B. 21886, ardindan G. 2003 ile kofermantasyonu sonucu %90,8 kitin
iceriginde deproteinizasyon ve demineralizasyon etkinlikleri sirasiyla %87 ve %93,5
bulunmustur. G. 2003’{in tek fermantasyonuna kiyasla kofermantasyonunda ii¢ kat daha
fazla organik asit salinmaktadir ve 96 saatlik fermantasyon siiresinin rapor edilen kiiltiir

dongiisiiniin nerdeyse yarist kadar oldugu goriilmektedir.

Ploydee and Chaiyanan (2014) karidesten daha yiiksek kitosan eldesi igin yaptigi
caligmada Lactobacillus pentosus L7 bakterisi ile fermantasyon yolunu kullanarak kitin
elde etmistir. 3,9+0,1 pH degerinde kabuktaki kalsiyum karbonat 48 saatte ¢cozlinmiistiir.
Islemin ardindan geriye kalan kalsiyum kalintilart (%1,4+£0,5) ve ham protein
(%23,2+2,5) proteolitik Bacillus thuringiensis SA aktivitesiyle elimine edilmistir.
Karides kabuklarmin demineralizasyon ve deproteinizasyonundan sonra karides
kitinindeki kalint1 kalsiyum ve ham protein yiizdesi sirasityla %1,7+0,4 ve %3,8+1,3
seklindedir. Ardindan kitinin deasetilasyonu i¢in 121°C’de 5 saat, %50 NaOH ile
muamele edilmistir. Deasetilasyondan sonra kalint1 kalsiyum, ham protein ve asetilasyon
derecesi sirastyla %1,6+0,6, %0,4+0,3 ve %83,2+1,5 olarak bulunmustur. Bu iki agsamali
biyolojik yontemle (demineralizasyon ve deproteinizasyon) elde edilen kitinden iiretilen
kitosanin viskozitesi 1.007+14,7 mPa.s iken kimyasal igslemlerle ekstrakte edilen kitinden
tiretilen kitosanin viskozitesi 323+15,6 mPa.s’dir ve bu sonuglara gore biyolojik olarak

saflastirilmis kitinden daha yiiksek kalitede kitosan elde edilmistir.
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Neves et al. (2017) ¢alismasinda, et tiriinlerinden izole edilen Lactobacillus plantarum
bakterisinin fermantasyonu ile karides kabuklarindan biyolojik yolla kitin ekstraksiyonu
gerceklestirmistir. Maksimum 72 saatlik kesikli fermantasyon ile pH ayarlamasi ve
yeniden inokiilasyon gibi basit stratejilerin kullanildigi proseste, yaklasik %99
deproteinizasyon ve %87 demineralizasyon gergeklestirilmistir. Ardindan %6,7’lik
(agirhik/hacim) kitinin deasetilasyonu icin oda sicakliginda 168 saat NaOH ile
muamelesiyle kitosan elde edilmistir. Calismanin sonucuna gore, elde edilen kitinin
verimi  kimyasal ekstraksiyondan %40 daha yiiksektir ve bu ¢alisma, Kkitin
biyopolimerinden elde edilecek olan kitosanin iiretim prosesinde ilgi c¢ekici bir metot

oldugunu gostermektedir.

Aranday-Garcia et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada Lactobacillus brevis ve
Rhizopus  oligosporus  mikroorganizmalar1 ~ kullanilarak  karides  kabuklarinin
fermantasyonuyla elde edilen kitinlerin, ticari biyopolimerden daha yiiksek molekiil
agirliginda oldugu gézlenmistir. L. brevis’in R. oligosporus ile ardisik inokulumu sonucu
ekstrakte edilen kitinin daha yiiksek gecirgenlik ve asetilasyon derecesine sahip oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, sadece L. brevis ile ekstrakte edilen kitine kiyasla gelismis

mekanik 6zellikler de sergiledigi goriilmiistiir.

Kitin ekstraksiyonunda, deproteinizasyon ve demineralizasyon verimlerini arttirabilmek

icin ¢esitli optimizasyon ¢alismalar1 yapilabilmektedir.

Rao et al. (2000) karides atiklarindan kitin tiretiminde Lactobacillus fermantasyonunu
etkileyen faktorleri belirlemek igin yaptigi ¢alismada, verim, farkli asitler kullanilarak
pH’nin ayarlandig1 fermantasyon islemiyle test edilmistir. Karides atiklarina %5 glukoz
ilavesi laktik asit bakterilerinin biiyiimesini desteklemis ve daha iyi bir fermantasyon
gerceklesmesini saglamistir. Baglangi¢ ve fermantasyon sirasindaki pH’nin kontrolii igin
kullanilan dort asit arasindan en etkili olanlarin asetik asit ve sitrik asit oldugu
kanitlanmstir. %6,7 L. plantarum inokulum, %5 glukoz ve asetik asitle ayarlanan pH
6’da, biyoatigin fermantasyonunda %75 deproteinizasyon, %86 demineralizasyon elde

edilmistir. Asetik asit yerine sitrik asit kullanildiginda deproteinizasyon ve
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demineralizasyon verimleri sirasiyla %88 ve %90 bulunmustur. Ancak asetik asit
varliginda gerceklestirilen fermantasyonda daha saf kitin fraksiyonlart elde edilmistir.
Sonuglara gore, karides atiklarmin fermantasyonu ig¢in Lactobacillus ve asetik asit

uygulamalarinin uygun maliyetli ve ¢cevre dostu bir prosediir olugu sonucuna varilmaistir.

Rao and Stevens (2006) kitin iiretimi i¢in, karides atiklarinin fermantasyonunu farkli tuz
konsantrasyonlari altinda iki farkli Lactobacillus plantarum susu ile incelemislerdir.
Fermantasyon, amilolitik (nisastay1 enzimatik olarak pargalayabilen) L. plantarum A6 ve
amilolitik olmayan L. plantarum 541 bakterileri ile gesitli tuz konsantrasyonlarinda, pH
6’da gerceklestirilmistir. Her iki sus da %6 tuz ilavesine kadar karides atiginda kayda
deger biiyiime gostermistir. Baslangic pH’smin asetik asit kullanilarak 6’ya
diistiriilmesiyle, %10 inokulum ve %5 glukoz ortaminda gerceklestirilen fermantasyonda
biyolojik atiklarin bozulmadig1 gozlenmistir. Karides atiklarindaki mikrobiyal biiyiime
egilimi, MRS-agar plaklari {izerinde, degisen pH ve laktik asit iiretimiyle belirlenmistir.
L. plantarum 541 ile gergeklestirilen deproteinizasyon ve demineralizasyon etkinligi L.
plantarum A6 susuna kiyasla daha yiiksek bulunmustur. 541 susunda %2 tuz
konsantrasyonu altinda maksimum %81,4 demineralizasyon ve %59,8 deproteinizasyon
gerceklestirilirken A6 susunda %65,5 demineralizasyon ve %52,2 deproteinizasyon

gerceklesmistir.

Bir diger optimizasyon g¢alismasinda, Aytekin and Elibol (2010) biyolojik yontemle
karides atiklarindan kitin ekstraksiyonunu farkli glukoz konsantrasyonlarinda
incelemistir. Ayn1 zamanda, elde edilen sonuglar, ilk olarak mineralin ardindan da
proteinin uzaklastirildig: kimyasal yontemle karsilastirilmistir. Laktik asit tireticisi olarak
Lactococcus lactis ve proteaz iireticisi olarak da Teredinobacter turnirae bakterileri
kullanilarak farkl stratejiler denenmistir. Oncelikle ayr1 ayri kiiltiirleri yapilip ardindan
kofermantasyonlar1 gerceklestirilmistir. Ayr1 ayr kiiltiirlerinde T. turnirae daha iyi
deproteinizasyon gergeklestirirken L. lactis inorganik materyallerin uzaklastirilmasinda
oldukca etkilidir. Her iki bakterinin kofermantasyonunda ise ii¢ farkli protokol
uygulanmistir. En yiiksek proses verimi (%95,5) T. turnirae’nin ilk ekiminde elde

edilmistir.
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Mao et al. (2013) galismalarinda, antioksidan tiretimi ve kitin eldesi igin Streptococcus
thermophilus mikroorganizmasini kullanarak karides kafalarinin fermantasyonunu
gerceklestirmislerdir. Yanit ylizey metodolojisi optimizasyonu ile fermantasyon
kosullari; pH 5,0 baslangi¢ degerinde, 42°C’de, 64 saatlik inkiibasyon siiresinde, %10
karides kafasi konsantrasyonu, %5 glukoz konsantrasyonu, %1,2 (v/v) inokulum
biiyiikliigii seklinde belirlenmis ve deproteinizasyon orant %93,59 bulunmustur.
Stipernatant sivisindaki antioksidan aktivite fermantasyon sirasinda biiyiik Olgiide
artmustir. Ticari Kitin (CTa), S.thermophilus fermantasyonu ile hazirlanan kitin (CTb) ve
kimyasal yontemle hazirlanan kitinlerin (CTc) FT-IR ve XRD (X-1g1n1 Kirmimi (X-Ray
Diffraction) analizleri karsilastirildiginda CTb’nin en yiiksek deasetilasyon derecesine

sahip oldugu goriilmiistiir.

Le and Nguyen (2014) daha onceki ¢alismalarinda Lactobacillus plantarum NCDN4
bakterisini kullanarak sterilize edilmis karides atiklarindan kitin ekstrakte etmislerdir.
Ancak biiylik 6l¢eklerde karides atiklarinin sterilizasyonu ekonomik olmayacagi i¢in bu
caligmalarinda yine Lactobacillus plantarum NCDN4 kullanilarak sterilize edilmemis
karides atiklarindan kitin eldesi gergeklestirilmistir. Inokulum, glukoz konsantrasyonu,
baslangi¢ pH’s1, NaCl konsantrasyonu ve fermantasyon siiresi gibi demineralizasyonu
etkileyen faktorler arastirilmistir. %20 L. plantarum inokulumu, %12,5 glukoz ve pH
6’da 30°C sicaklikta 4 giinde gergeklestirilen fermantasyonla, %99,28 demineralizasyon,
%48,65 deproteinizasyon verimleri elde edilmistir. Fermantasyon kalintilarindaki kiil ve
protein igerigi sirasiyla %1,33 ve %22,46’dir. Sterilize durumla kiyaslandiginda

demineralizasyon ve deproteinizasyon etkinlikleri benzer bulunmustur.

Francisco et al. (2015) kitin eldesi i¢in farkli karbonhidrat kaynaklari ile muamele edilen
iki Lactobacillus tirii kullanilarak karides atiklariin  deproteinizasyon ve
demineralizasyon etkinlikleri, kitosanin kimyasal doniisiimii ve tiretilen kitin ve kitosanin
kalitesi belirlenmistir. Karbonhidrat kaynagi olarak %5 glukoz ve %5 manyok nisastasi
kullanildiginda, 24 saat sonra baglangi¢ pH’lart 6,0’dan sirasiyla 6,8’e ve 7,2’ye
yiikseltilmis ve pH, uygulama siiresi boyunca 6,7 ila 7,3 arasinda tutulmustur. %5 glukoz

ve %5 manyok nisastasindaki en yiiksek demineralizasyon, sirasiyla %82 ve %83 ile
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uygulamanin ilk giiniinde belirlenmistir. Deproteinizasyon ise %84,4 ile %5 manyok
nisastasinin {i¢iincii giinlinde en yiiksek degere ulastig1 tespit edilmistir. Manyok ve
glukoz kaynaklarindan elde edilen kitinin protein ve mineral kalintilar1 %1’in altinda ve
coOziiniirliikleri sirasiyla %59 ve %44,3 olarak belirlenmistir. Yine ayni karbon
kaynaklarindan kitosan eldesinde protein igerikleri %0,05’in altinda ve mineral kalintilart
ise swrasiyla %l1,1 ile %0,8 olarak tespit edilmistir. Kitosanin ¢ozliniirligi ve
deasetilasyon derecesi glukoz konsantrasyonu igin sirasiyla %56 ve %33 iken manyok

nisastasi i¢in bu degerler %48 ve %29 olarak belirlenmistir.

Karides disinda, yengeg, i1stakoz, kerevit gibi farkli kabuklu tiirlerinden de kitin
ekstraksiyonu yapilabilmektedir.

Jung et al. (2007) calismalarinda, yenge¢ kabugu atigindan kitinin biyolojik
ekstraksiyonu i¢in ardisik iki basamakli fermantasyon metodunu uygulamistir. Bu
aragtirmada, laktik asit bakterisi olarak Lactobacillus paracasei KCTC-3074, proteaz
reticisi olarak da Serratia marcescens FS-3 bakterileri kullanilmistir. Ardisik
fermantasyonda, ilk olarak uygulanan stratejide, birinci basamakta KCTC-3074 ikinci
basamakta da FS-3 bakterisi, diger fermantasyon stratejisinde ise birinci basamakta FS-
3, ikinci basamakta KCTC-3074 bakterilerinin kombinasyonu gergeklestirilmistir.
KCTC-3074 bakterisiyle gerceklestirilen birinci basamaktaki fermantasyonda pH 6,9’dan
hizla 3.31°e diigmiistiir ve 5 giinde toplam titre edilebilir asitlik 10.99’a ytikselmistir. FS-
3’1 ikinci fermantasyon basamaginda 7.giinde pH 2,82°ye ve toplam titre edilebilir
asitlik 1,71°e diismiistiir. FS-3’iin kullanildig1 birinci basamakta 5 giinde pH 6,9’dan
5,89’a ¢ok az bir diisiis gosterirken toplam titre edilebilir asitlik 1,5°dir. KCTC-3074’{in
eklendigi ikinci fermantasyon basamaginda 7.giinde pH 3,62 ve toplam titre edilebilir
asitlik 8,95°dir. FS-3 ve KCTC-3074 bakterilerinin tek basma gerceklestirdigi
fermantasyonlara kiyasla farkl stratejilerle gerceklestirilen ardisik kofermantasyonlari,
yenge¢ kabugundan protein ve CaCOz’in beraber uzaklastirilmasinda en iyi sonuglari
vermistir. Bu kombinasyonla en son fermantasyonda demineralizasyon ve

deproteinizasyon oranlari sirasiyla %94,3 ve %68,9 olarak hesaplanmistir.
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Bir diger calismada, Das and Ganesh (2010) yengecten Kkitin eldesinde kabugun
demineralizasyonu i¢in HCI yerine Lactobacillus plantarum bakterisi tarafindan iiretilen
organik asit ve deproteinizasyon islemi igin de Aspergillus niger’i kullanmistir. HCI asit
ile demineralizasyonda 1:15, 1:25 ve 1:35 oranlarinda asit uygulamasi yapilmis ve
strastyla %28,1, %27,35, %27,05 verimleri elde edilmistir. Bakteriden elde edilen laktik
asit de ayni oranlarda uygulandiginda, verimler sirasiyla %22,6, %20,85 ve %20,15
seklinde bulunmustur. Aspergillus niger’in deproteinizasyon etkinligi i¢in yapilan testte,
67 U ml/1 azokazein varliginda maksimum proteolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Bu modifiye metotla elde edilen ham kitin, %22,6-20,15 verim ile 4,52-4,03 g

araligindadir.

Flores-Albino et al. (2012) yaptiklari ¢aligmada, karbon kaynagi olarak seker kamisi
melasimin kullanildigi Lactobacillus sp. B2’nin derin kiiltiir fermantasyonu ile yengeg
atiklarindan es zamanli kitin ve L(+)-laktik asit iiretimini gergeklestirmislerdir.
Fermantasyon 2 litrelik karistirmali tankta, secilen kosullarda yapilmis ve %34’liik kitin
verimi ile %88 demineralizasyon, %56 deproteinizasyon verimleri elde edilmistir. Ayni
zamanda, Uretilen laktik asit miktar1 19,5 g/I’dir (verim %77). Fermantasyonla
saflagtirilan kitinin asetilasyon derecesi %95, kalint1 kiil ve protein igerikleri ise sirasiyla
%0,81 ve %1+0,125 olarak bulunmustur.

Hajji et al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, proteaz iireticisi olarak belirledikleri alt1 Bacillus
turti (Bacillus subtilis A26, Bacillus mojavensis A21, Bacillus pumilus Al, Bacillus
amyloliquefaciens An6, Bacillus licheniformis NH1 ve Bacillus cereus BG1) ile Kitin
iiretimi i¢in yenge¢ kabugu atiklarinin fermantasyonunu gerceklestirmislerdir. Besiyeri
olarak sadece yengec kabugu igeren fermantasyon isleminde en yliksek demineralizasyon
B. licheniformis NH1 (%83+0,5) ve B. pumilus Al (%80+0,6) iken en yiiksek
deproteinizasyon Al (%94+1) ardindan da NH1 (%90=+1,5) suslarinda belirlenmistir.
Kiltlir ortamina yenge¢ kabugunun yani sira %5 (agirlik/hacim) glukoz ilave edildigi
zaman demineralizasyon etkinligini 6nemli 6l¢iide, deproteinizasyon oranini ise ¢ok az

arttirdigl goriillmiistiir.
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Chakravarty et al. (2018) yaptiklar1 ¢alismada 1stakoz kabuklarindan kitin eldesinde
organik asit {ireten bakteri olarak Lactobacillus plantarum, proteaz aktivite igin ise
Bacillus megaterium NH21 ve Serratia marcescens dbl1 bakterilerinin ayr1 ayri ko-
kiiltiirleri denenmis ve kabuktan deproteinizasyon-demineralizasyon etkinliklerini
arttirmak i¢in en uygun kiiltiir kosullar1 belirlenmistir. Lactobacillus plantarum ve
Serratia marcescens dbl1’in ko-kiiltiirii ile gergeklestirilen uygulamada, %87,19’luk
total deproteinizasyon ve %89,59’luk total demineralizasyon ile 1stakoz kabuklarindan
CaCOz’1n ve proteinlerin en iyi sekilde uzaklastirildigi, boylece en yiiksek kitin veriminin
(9%82,59) elde edildigi gozlenmistir.

Dun et al. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, Bacillus coagulans LA204 ve Proteinaz K
kullamlarak kerevit kabugu tozundan Ca*? ve proteinlerin uzaklastirilmasiyla kitin eldesi
amaglanmistir. Enzim hidrolizi ve fermantasyonun es zamanli prosesi, non-steril sartlarda
5 litrelik biyoreaktorde, %5 (agirlik/hacim) kerevit kabugu tozu, %5 (agirlik/hacim)
glukoz, 1000 U proteinaz K (kerevit kabugu tozu/g) ve %10 B. coagulans LA204
inokulumu ile 50°C’de gerceklestirilmistir. 48 saatlik fermantasyondan sonra
deproteinizasyon, demineralizasyon verimi ve kitin geri kazanim yiizdeleri sirastyla %93,
%91 ve %94 seklinde belirlenmistir. 1 mol glukoz ilavesi 0,91 mol kalsiyum karbonatin
verimli bir sekilde ¢ikarilmasini saglamis ve ¢ikarilmis proteinin %93'i asitte ¢oziiniir
proteine hidrolize edilmistir. Bu c¢alismaya gore, es zamanli enzim hidrolizi ve
fermantasyon, biyolojik yontemle kitin ekstraksiyonunda yeni bir strateji olabilecegini

gostermistir.

Kitin ve kitosan eldesi, sadece kabuklulardan degil, hiicre duvarlarinda kitin ihtiva

etmeleri nedeniyle mantarlardan da gerceklestirilebilmektedir.

Goksungur (2004) calismasinda, hem erlenlerin calkalamali kiiltiirlerinde hem de
karistirmali fermentor tanklarinda Rhizopus oryzae 00.4367’dan kitosan elde edilmistir.
Calkalamali erlen kiiltlirlerinde, sentetik besiyeri, islenmis ve islenmemis seker pancari
melas1 olmak iizere 3 farkli kiiltiir ortam1 kullanilmistir. Fermentor tankindaki kiiltiir

ortami ise, sentetik besiyeri ve islem gérmemis seker pancari melasidir. Genel olarak
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melas ortaminda, biyokiitlenin yaklasik %8-10"u, alkali ¢6ziinmez materyalin ise %32-
38’i kitosan olarak ekstrakte edilmistir. Islem gérmemis melas ortaminda elde edilen
sonuglar glukoz iceren sentetik besiyeri ile karsilagtirilmis ve en yiiksek kitosan
konsantrasyonu melas ortaminda gozlenmistir. Calkalamali kiiltiirlerde, maksimum
kitosan verimi (961 mg/ml), 40 g/ml’lik seker konsantrasyonuna sahip islenmemis seker
pancar1 melasi ortaminda elde edilmistir. Havalandirma orani, ¢alkalama hizi ve seker
konsantrasyonu faktorlerinin fermentdr tankinda kitosan {liretimi iizerine etkilerini ortaya
koyabilmek i¢in yanit yiizey metodolojisi kullanilmis ve bu degiskenlerin optimum
degerleri belirlenmistir. Bu optimum degerler iizerinden fermentor tankinda maksimum
1109,3 mg/ml kitosan elde edilmistir. Bu ¢alisma, fermantasyon islemi i¢in alternatif
kiiltiir ortam1 olarak melasin kullanimi {izerine yapilan ilk detayli calisma olup pilot ve
endiistriyel Olcekli denemeler ic¢in daha fazla calismalarin yapilmasi gerektigi

vurgulanmaktadir.

Gachhi and Hungund (2018) galismalarinda Rhizopus oryzae (NCIM 877)’den kitin ve
kitosanin iki fazli ekstraksiyonunu aragtirmislardir. Gerekli karbon kaynagi, pH ve
biyokiitle gibi optimizasyon calismalar1 gergeklestirilmis ve 9 giinliik inkiibasyondan
sonra maksimum kitosan verimi (0,288 g/l) elde edilmistir. Deasetilasyon asamasi
stilfiirik asit uygulamasiyla modifiye edilerek kitin ve kitosan verimi gelistirilmistir (117
mg/g’dan 367 mg/g’a). Kitin ve kitosanin karakterizasyon caligsmalar1 FT-IR ve XRD
metodlar1 kullanilarak belirlenmistir. XRD sonuclarina gore, ekstrakte kitinin kitosana
kiyasla daha kristalin yapida oldugu goriilmiistiir. Kitin ve kitosanin deasetilasyon
derecesi, molekiil agirlig1 ve viskozitesi, yapilan caligmalarda standarda kiyasla daha
istlin bulunmustur. Ekstrakte edilen kitosanin antioksidan 6zelligi incelendiginde yiiksek
molekiil agirligi sebebiyle karides kitosanina kiyasla daha iyi antioksidan aktivite

gosterdigi belirlenmistir.

Kitinin biyolojik ekstraksiyonunda, fermantasyon yolu disinda deproteinizasyon

basamaginin iyilestirilebilmesi adina enzimatik yontemlerde denenmistir.
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Younes et al. (2012) ¢alismalarinda, karides kabuklarindan kitin ekstraksiyonunda farkli
proteaz enzimlerini uygulamislardir. Bacillus mojavensis A21 ile deproteinizasyonda en
uygun enzim/substrat orani, sicaklik ve inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in ii¢ degiskenli
ve li¢ seviyeli bir deney tasarimi kullanilmistir. Optimal sartlar, 60°C sicaklikta 6 saatlik
inkiibasyon siiresi ve 7,75 U/mg’lik enzim/substrat oranit seklinde belirlenmistir.
Deneysel olarak optimize edilmis bu sartlarda gergeklestirilen demineralizasyon verimi,

literatiirde verilen degerlerden daha yiiksek olup %88+5 olarak belirlenmistir.

Bir diger ¢alismada ise, Younes et al. (2014) karides isletmeciligi yan firiinlerinden,
enzimatik deproteinizasyon araciligiyla kitin eldesi i¢in farkli mikrobiyal ve balik i¢
organ proteazlarinin deproteinizasyon verimi iizerindeki etkisini incelemislerdir. 20
U/mg enzim/substrat orani kullanilarak 45°C'de 3 saat hidrolizden sonra en yliksek
seviyede protein uzaklastirmasi Bacillus mojavensis A21 ve Balistes capriscus
proteazlarinda sirasiyla %77+3 ve %78+2 seklinde belirlenmistir. Bu nedenle, bu iki
proteaz kitin ekstraksiyonunda ve N-deasetilasyonla kitosan iiretiminde ayri ayri
kullanilmistir. Elde edilen kitin ve kitosan Orneklerinin karakterizasyonu yapilmis ve
kimyasal deproteinizasyon yoluyla elde edilen 6rneklerle karsilagtirtlmigtir. Biitiin kitin
ve kitosanlar benzer spektrumlar sergilemistir. Enzimatik yolla hazirlanan kitosanlar
hemen hemen ayni asetilasyon derecesine sahiptir fakat kimyasal prosesle elde edilenle

kiyaslandiginda molekiil agirliklarinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tez calismasinda kullanilan karides kabuklari, Istanbul’dan restoran atig1 olarak temin

edildi.

3.1.1. Cahismalarda Kullanilan Cihazlar

Calismada asagidaki cihaz ve aletlerden faydalanilmistir.

Buzdolabi

Steril Kabin

Otoklav
UV-Spektrofotometre
Elektroforez Gli¢ Kaynagi
PCR cihaz1
Gortintiileme Sistemi
Santrifiy

Hassas terazi

Vortex

pH metre

Manyetik Karistirici
Otomatik pipet
Blender

Etiiv

Calkalamali Inkiibator
Saf su cihazi

Mikroskop

: Vestel

: Telstar Bio-11-A

: HMC Hirayama

: Beckman Coulter

: Thermo EC135-90

: Sensoquest Labcycler
: Quantum Vilber Lournat
: Hettich

: Ohaus Pioneer

: Wisemix VM-10

: Mettler-Toledo

: Heidolph

: Eppendorf

: Waring

: BINDER

: ZHWY 2102C

: MP Minipure

: BOECO
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3.1.2. Deneysel Calismalarda kullanilan ¢ozelti ve tamponlarin hazirlanmasi

3.1.2.a. Lowry protein analizinde kullanilan ¢ozeltiler

1 N NaOH Cozeltisi: 40 g sodyum hidroksit (NaOH (Sigma)) tartilip 1 litre distile suda

¢Ozduriildii.

0,1 N NaOH Cozeltisi: 4 g NaOH tartild1 ve 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii.

0,8 N NaOH Cozeltisi: 32 g (0,8 mol) NaOH 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii.

Lowry Reaktifi A: 0,2 g sodyum tartarat (Merck) ve 10 g sodyum karbonat (Sigma)
tartildi ve 55 ml 1 N NaOH i¢inde ¢ozdiiriiliip toplam hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

Lowry Reaktifi B: 2 g sodyum tartarat ve 1 g CuSO4.5H20 (Merck), 100 ml 0,1 N NaOH

icinde ¢ozdurildii.

Lowry Reaktifi C: Ticari Folin&Ciocalteau fenol reaktifinin (Sigma) distile suya 1/2

oraninda (v/v) katilmasiyla taze olarak hazirlandi.

3.1.2.b. Kjeldahl azot tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Derisik Siifiirik asit ¢ozeltisi: %96 safliktaki HoSO4 kullanildi.

1 N HCI ¢ozeltisi: 8 ml HCI, 992 ml distile su ile karistirildi.

%40’k NaOH cozeltisi: 400 g NaOH, 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii.

%4°liik Borik asit ¢ozeltisi: 40 g Borik asit (Merck) 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii.
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3.1.2.c. Bakteri izolasyonu icin kullanilan ¢ozeltiler

%00,9’luk Fizyolojik Su Cozeltisi: 9 g sodyum kloriir (NaCl (Sigma)) 1000 ml distile

suda ¢ozdiiriiliip otoklavda steril edildi.

3.1.2.d. Enzim aktivitelerinde kullanilan ¢ozeltiler

e Proteaz aktivite tayininde kullanilan cozeltiler

0,1 M Tris/HCI tamponu (pH:7): 3 g Tris (Sigma) 250 ml’den daha diisiik distile su
icerisinde ¢ozdiirtildii ve HCI asit ile pH 7’ye ayarlandiktan sonra toplam hacim distile

suyla 250 ml’ye tamamlandi.

0,11 M Trikloroasetik asit (TCA): 4,5 g TCA (Sigma) tartilip 250 ml distile suda

¢Ozdiirildil.

%0,65’lik kazein ¢ozeltisi: 0,65 g kazein (Sigma) 100 ml 0,1 M Tris/HCI (pH:7)’de

¢ozdiirtldii.

0,5 M Sodyum karbonat (Na2COs): 13,25 g sodyum karbonat 250 ml distile suda

¢ozdiirildii.

0,5 M Folin&Ciocalteau fenol reaktifi: Dogrudan 0,5 M’lik folin reaktifi kullanildi.

o Kitinaz aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltiler

0,2 M Sodyum fosfat tamponu (pH:7): 6 g sodyum fosfat (Sigma) 250 ml’den daha az
distile suda ¢ozdiiriiliip pH 7’ye ayarlandi. Daha sonra toplam hacim distile su ile 250

ml’ye tamamlandi.
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%00,1 kitin-azure: 0,05 g kitin azure (Sigma) 0,2 M sodyum fosfat tamponu (pH:7) ile
karigtirildi.

3.1.3. Deneysel ¢alismalarda kullamilan besiyerlerinin hazirlanmasi

Triptone Soy Agar (TSA) Besiyeri: 37 g TSA (LabM) 1 litre distile suda ¢ozdiiriildii ve

otoklavda steril edildi.

Triptone Soy Broth (TSB) Besiyeri: 30 g TSB (LabM) 1 litre distile suda ¢ozdiiriildi

ve otoklavda steril edildi.

Bakteri Izolasyonu i¢cin Toprakh Besiyeri: 0,1 g toprak 6rnegi, 0,5 g glukoz, 0,5 g
karides kabugu ve 100 ml distile su ile karistirildi.

Luria Bertani (LB) Agar: 35 gr Luria Bertani Agar besiyeri 1 litre distile suda

¢Ozdiriildiikten sonra otoklavda steril edildi.

Kabuklu Besiyeri (5 g/l Glukoz): 0,25 g karides kabugu, 0,25 g glukoz ve 50 ml distile
su karistirilip otoklavda steril edildi.

3.1.4. Bakterinin molekiiler analizi i¢cin kullanilan ¢ozeltiler

50 mM, pH:8 Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) cozeltisi: 1,46 g EDTA 90 ml
distile suda ¢ozdiiriildii ve pH 8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim distile su ile 100

ml’ye tamamlandi.

%70’lik Etanol: 70 ml EtOH, toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile su ile

tamamlandi.
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100 mM Kalsiyum Kloriir (CaClz) Soliisyonu: 1,11 g CaCl; tartilarak 100 ml distile
suda ¢Ozdirildi. Ardindan agzi pamukla kapatilarak otoklavda steril edildi ve
kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.

Amfisilin Soliisyonu: Soliisyon, distile su ile 20 mg/ml konsantrasyonda hazirland1 ve
0,22 um ¢aplt milipor filtreden gegirilerek steril edildi. Ardindan hazirlanan ¢ozeltili
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

X-Gal Soliisyonu: 40 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti -20°C’de 151k
almayacak sekilde saklandi.

IPTG Soliisyonu: Soliisyon distile su ile 23,8 mg/ml konsantrasyonda hazirlandi ve 0,22
um capli milipor filtreden gecirilerek steril edildi. Ardindan hazirlanan ¢ozeltili

kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

e Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ¢ozeltiler

1X Tris Asetat EDTA (TAE) Tamponu: 20 ml 50X TAE (Sigma) tamponu tizerine 980

ml distile su eklendi.

%1’lik agaroz jel hazirlamisi: 0,9 g agaroz (Sigma) 90 ml 1X TAE’de ¢ozdiiriildi ve 2
ul Etidyum bromiir (Sigma) eklendi.

3.2. Yontemler

Calisma boyunca kullanilan tim cam malzeme, pipet ve besiyerleri i¢in otoklavda

121°C’de 20 dakika sterilizasyon islemi uygulandi.
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3.2.1. Karides kabugunun kurutulmasi ve toprak érneklerinin toplanmasi

Istanbul’dan restoran atig1 olarak temin edilen yas karides kabuklar1 90°C’ye ayarlanmis
olan etiivde 2 giin boyunca kurutuldu. Kurutulan karides kabuklar1 blender ile 6giitiilerek

toz haline getirildi.

Erzurum-Universite, Erzurum-Siikriipasa, Erzurum-Yildizkent, Erzurum-Horasan, 1gdr,
Trabzon, Samsun, Aksaray, Gaziantep, Antalya, Mugla, Balikesir ve Istanbul sehirlerinde

yiizeyden 10 cm derinlikte toprak 6rnekleri alinip 6rnek kaplarina toplandi.

3.2.2. Topraktan bakteri izolasyonu

Farkl1 bolgelerden alinan toprak 6rneklerinden bakteri izolasyonu i¢in toprakli besiyeri
hazirlanarak 30°C’de, 150 rmp’de 4 giin ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra besiyerleri %0,9’luk tuz ¢ozeltisiyle 6 kat seyreltilerek son
seyreltme tiipiinden 800 pl kati besiyerine (TSA) aktarildi. Iki giin oda sicakliginda
kolonilerin gelismesi beklendi. Ardindan kati besiyerinde gelisen karisik kiiltiirde,
morfolojik olarak farkli oldugu diisiiniilen bakteriler yeni kati besiyerine aktarilip
saflagtirma yapildi. Daha sonra saf petriler 30°C’lik etiivde 2 giin inkiibasyona birakilarak
kolonilerin gelismesi saglandi. Yeterli inkiibasyonun ardindan petriler parafilmle

sarilarak +4°C’de saklandi.

3.2.3. Saflastirilan bakterilerde proteaz ve kitinaz aktivite tayini

Proteaz ve kitinaz enzim aktivitelerini belirlemek igin Oncelikle kabuklu besiyeri
hazirland1 ve topraktan saflastirilan bakterilerin ekimi yapildi. 30°C’de 2 giin 150 rpm’de
calkalayicida inkiibasyona birakildi. 2. giiniin sonunda bakterilerin gelistigi sivi
besiyerinden 2 ml falcon tiiplere alinarak 6000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant,

enzim ¢ozeltisi olarak kullanildi ve aktiviteler belirlendi.
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Proteaz aktivite tayini, Yildirim et al. (2017) tarafindan gergeklestirilen, substrat olarak
kazeinin kullanildig1 yonteme gore yapildi. 0,5 ml enzim ¢ozeltisine 100 mM Tris-HCI
(pH:7) tampon ¢ozeltisiyle hazirlanan %0,65°1ik kazein ¢6zeltisinden 2,5 ml eklendi ve
tiipler 30°C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi. Bakterinin ekilmedigi kontrol besiyeri
kor olarak kullanildi. Reaksiyonu sonlandirmak amaciyla 110 mM TCA ¢6zeltisinden 2,5
ml eklendi. Tiipler 30°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan 5000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 tiiplerdeki slipernatanttan 1 ml alinarak yeni
tiiplere aktarildi. Uzerine 0,5 M NaoCOj3 ¢ozeltisinden 2,5 ml, 0,5 M Folin-Ciocaltcau
reaktifinden ise 0,5 ml eklendi. 37°C’de 30 dakika inkiibasyonun ardindan

spektrofotometrede 660 nm’de kore kars1 absorbans 6l¢iildii.

Kitinaz aktivite tayini Ramirez et al. (2004) tarafindan yapilan yontemin modifiye
edilmesiyle gerceklestirildi. 1 ml enzim ¢ozeltisi iizerine 0,2 M sodyum fosfat tamponu
(pH:7) ile hazirlanan %0,1°lik Kitin-azure ¢ozeltisinden 1 ml eklendi ve 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Bakterinin ekilmedigi kontrol besiyeri kor olarak kullanildi.
Inkiibasyonun sonunda tiipler 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve 595 nm’de

spektrofotometrik olarak kore kars1 absorbans 6l¢iildii.

Spektrofotometreden elde edilen absorbans degerlerine gore saflastirilan bakteriler
icerisinde caligmanin amacina gére maksimum proteaz ve minimum kitinaz aktiviteye
sahip olan BAT-1 kodlu bakteriden, sekans analizi i¢in DNA saflastirmas1 ve klonlama

calismalar1 yapild.

3.2.4. Karides kabugunun icerik analizi

Ekstraksiyon iglemi oncesinde kullanilan baslangi¢ kabugunun igerik analizi yapildi.
Ayni sekilde, biyolojik kitin ekstraksiyonu i¢in besiyerine eklenen karides kabuklari
uygun inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal gelisimin gerceklestigi sivi besiyerinden
siizlilerek sivi fazdan ayristirildi. Elde edilen kati kisism 90°C’de 12 saat kurutuldu.
Kurutulan kabuk iizerinden igerik analizleri yapildi ve baslangi¢ kabugu igerikleri baz
aliarak %DP, %DM ve kitin verimleri (%) hesaplandi.



37

3.2.4.a. Lowry yontemi ile karides kabugunda protein analizi

Protein tayini i¢in kullanilan Lowry yOnteminin esasi, folin reaktifinin aromatik
aminoasitlerle indirgenmesine dayanmaktadir. YoOntemin hassasiyeti 1-200 pg’dir
(Lehninger et al. 2005). Calismada standart olarak BSA (Bovine serum albumin) ¢6zeltisi
kullanild1 (0,5 mg/ml). Standartlarin hazirlanisi Cizelge 3.1°de verilmistir. Reaktif
karisimi i¢in 25 ml 0,8 N NaOH, 18 ml Lowry reaktifi A ve 2 ml Lowry reaktifi B
karistirildi.

Cizelge 3.1. Lowry protein analizi i¢in standart ¢ozelti

BSA Cozeltisi r BSA Derisimi
Distile Su (ul)

(M) (ng/pl)
Std 1 0 600 0
Std 2 20 580 16,7
Std 3 50 550 41,7
Std 4 100 500 83,3
Std 5 200 400 166,7
Std 6 300 300 250
Std 7 400 200 333,3

Karides kabugu kati oldugundan kabuk iceriginde bulunan proteinin sivi ortama
aktarilmasi i¢in 0,1 g kurutulmus olan kabuktan tartilip 60°C’de 3 saat 10 ml 1 N NaOH
cozeltisiyle muamele edildi ve bu sayede proteinlerin sivi kisma ge¢mesi saglandi. 3 saat
sonra Ornekler siiziilerek sivi kisim 100 kat seyreltildi. Ardindan protein analizine gecildi.
Yontemin protokolii Cizelge 3.2°de verildigi gibi gerceklestirildi (Robyt and White
1987).
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Cizelge 3.2. Lowry protein tayin yontemi

Stdl Std2 Std3 Std4 Std5 Std6 Std7 Ornek

%24'liik
TCA cozeltisi (ul)
Hizlica vortexlenip, 1500 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi. Stipernatant dokiildi ve
tiipler stizgeg¢ kagidina ters gevrilip 1-2 dakika kurutuldu.

240 240 240 240 240 240 240 240

Reakt";g”“““‘ 450 450 450 450 450 450 450 450
Lowry (Fﬁ‘kt'f' C 300 300 300 300 300 300 300 300
Lowry Reaktifi C, 1-2 dakika zaman araligiyla 2 kez eklenip karistirildi.
30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi ve 750 nm’de kore karsi absorbans 6l¢iildii (1 numarali
standart kor olarak kullanildi)

Hazirlanan  standart ¢ozeltilerinden Olciilen absorbans degerlerinin  protein
konsantrasyonlarina kars1 grafigi cizilerek standart egri denklemi elde edildi (Sekil 3.1)
ve protein analizine ait veriler bu grafikten yararlanilarak hesaplandi. Ayrica,
ekstraksiyon islemi ile gergeklestirilen protein gideriminin ortaya koyulmasi igin
Besiyerinden geri alinan kabuktaki kalinti protein miktar1 da belirlenerek baslangig
kabugundaki protein icerigine gore ekstraksiyon sonrasi deproteinizasyon yiizdeleri

(%DP) hesaplandi.

2,5 y = 0,0063x
R2=0,9015
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Sekil 3.1. Protein tayininde kullanilan standart egri grafigi
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3.2.4.b. Kiil tayini

Kiil tayininde kullanilacak olan krozeler, 8 saat kromik asit icerisinde bekletildi.
Ardindan krozeler yikandi ve 12 saat 85°C’ye ayarlanan etlivde bekletildi. Boylece
krozede bir 6nceki numuneden kalan kalintilar uzaklastirildi. Kurutulmus krozelerin bos
tartimlar1 yapilarak kaydedildi. Daha sonra krozelere, basglangic ve ekstraksiyon sonrasi
besiyerinden geri alinip kurutulan 6rneklerden 0,5 g koyularak 550°C’de 3 saat bekletildi
ve boylece 6rnegin igerisindeki organik bilesikler uzaklastirilarak kiil elde edildi. Kiil
firnindan ¢ikarilan krozeler pens yardimiyla dikkatlice desikatore alinarak sogumaya
birakildi. Soguyan krozelerin tartimlar1 kaydedildikten sonra 6rneklerin kiil yiizdeleri ve
%DM oranlar1 hesaplanarak baglangic kabugundan mineral giderim ylizdeleri ortaya

koyuldu.

3.2.4.c. Kjeldahl yontemi ile azot tayini

Kjeldahl yontemi yas yakma, distilasyon ve titrasyon olmak iizere {i¢ asamali bir
yontemdir. Yas yakma {initesinde, cihazin makro tiipleri igerisine analizi yapilacak olan
kabuk o6rneklerinden 1 g koyuldu. Ardindan, {izerine en az 20 ml olacak sekilde derisik
stilfiirik asit ve 1 tablet kjeldahl katalizorii eklendi. 430°C’de en az 3 saat yakildi ve
yakma isleminden sonra numuneler sogumaya birakildi. Daha sonra tiiplerin lizerine 50
ml distile su dikkatlice eklenerek reaksiyon durduruldu. Cihazin distilasyon-titrasyon
diizenegine tiipler yerlestirildi ve 50 ml NaOH, 80 ml HsBOs eklendi. NaOH ile
reaksiyona girdikten sonra agiga ¢ikan amonyak gazi distilasyon diizeneginde yogusarak
borik asitin oldugu reaksiyon kabina toplandi. Cozeltide meydana gelen pH degisimini
dengelemek icin HCI asit ¢ozeltisiyle geri titrasyon yapilarak harcanan asit miktari
kaydedildi. Titrasyon isleminde harcanan asit miktarindan numune icerisindeki azot

yiizdesi belirlendi.
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3.2.5. Bakteriden genomik DNA izolasyonu

e TSB siv1 besiyerinde 6n kiiltiirii yapilan BAT-1 bakterisinden 2 ml eppendorf tiipiine
alind1 ve 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

e Tiplerin st faz1 dokiilerek altta kalan pellet tizerine 480 pul 50 mM EDTA (pH=8)
eklenip pipetaj yapildu.

¢ Ardidan bu karigimin tizerine 120 pl 10 mg/ml lizozim eklenerek iyice karigmasi
saglandi ve 30°C’de 1 saat siire ile inkiibe edildi.

e Karigim 2 dk stireyle 13000 rpm’de santrifiijlendi ve siipernatant atildi. Daha sonra
tiiplerin lizerine 600 pl Niikleer Lizis Soliisyonu eklenerek, pipetajlandi.

e Karisim 80°C’de 5 dk siire ile inkiibe edildi. Daha sonra oda sicakligina gelinceye
kadar sogumasi beklendi.

e Karisimin iizerine 3 pl RNase A eklenerek rak alt iist edildi ve 37°C’de 30 dakika
inkiibe edildi.

e Karigimin tekrar oda sicakligina gelmesi beklendi ve {izerine Protein Presipitasyon
sollisyonundan 200 pl eklenerek 20 saniye siire ile vortexlendi. Ardindan 5 dk buzda
bekletildi.

e Orneklere 30 saniye siire ile 13000 rpm’de ¢oktiirme islemi uyguland.

e Bir sonraki adimda siipernatant 600 pl izoproponal bulunan yeni eppendorf tiiplerine
aktarildi ve tliplerde pellet olusuncaya kadar eppendorflar alt {ist edildi.

e Tiipler 13000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi ve silipernatant dikkatlice dokiildii.
Eppendorflara %70’lik etil alkol (EtOH)’den 600 pl eklenip yavasca alt iist edilerek
13000 rpm’de 2 dk santrifiijlendi.

e  Tiplerdeki st faz dokiilerek etanol tamamen uzaklasincaya kadar 37°C’de 15-20 dk
boyunca inkiibe edildi.

e Tiiplerin lizerine 100 ul DNA Rehidrasyon Soliisyonu ilave edildi ve 1 saat siire ile
65°C’de inkiibasyona birakilarak iclerinde genomik DNA bulunan eppendorf tiipler
kullanilincaya kadar +4°C’de saklandi.
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3.2.6. 16S rRNA gen bolgesinin PCR analizi

Bakterilerde tiir tespiti i¢in genellikle genomik DNA’dan elde edilen 16S rRNA gen
bolgesi filogenetik bilgi saglamada kullanilmaktadir. Bu amagla bakteriden genomik
DNA izolasyonu asamasindan sonra PCR ile 16S rRNA gen bolgesi evrensel primerler

kullanilarak amplifiye edildi.

Cizelge 3.3°de verilen reaktif miktarlarina gore PCR reaksiyon karigimi hazirlandi ve
Cizelge 3.4’de verilen PCR protokoliine gore gen bolgesinin amplifikasyonu

gerceklestirildi (Adigiizel 2006).

Cizelge 3.3. 16S rRNA PCR analizinde kullanilan reaksiyon karigimi

Reaktif Miktar (ul)
PCR Buffer (Sigma) 3
dNTP 0,6
MgCl» 1,8
Primer 1 3
Primer 2 3
Tagq DNA Pol. 0,3
DMSO 1,2
ddH20 12,1
Kalip DNA S)

Cizelge 3.4. 16S rRNA PCR Programi

islem S‘fj‘é‘;‘k Siire (dK) ‘;g;ﬁt‘
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 49 1 36
Uzama 72 2 36
Son Uzama 72 5 1
Saklama 4 0 -
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3.2.7. 16S rRNA PCR iiriinlerinin jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi igin %1°lik agaroz hazirlanip mikrodalgada 2-3 dk kaynatildu.
Daha sonra jelin ilk sicakligi gittikten sonra etidyum bromiir eklendi ve taraklarin
yerlestirildigi elektroforez tankina dokiilerek donmasi beklendi. Elektroforez tanki uygun
seviyeye kadar 1X TAE ile dolduruldu. Jelin ilk kuyusuna DNA markir1 (New England
Bio Labs, N0550S) olarak 10 kb’lik markir yiiklendi (100-10000 baz ¢ifti). Her bir 6rnek
icin 1 pl 6X yiikleme tamponu ve 4 pl 16S rRNA PCR iiriinii pipetle karistirilarak jele
yiiklendi. 75 voltta 50 dakika jel yiirtitiildii ve goriintiileme i¢in Quantum Vilber Lournat

cihazinda PCR sonuglarinin goriintiilemesi yapildi.

3.2.8. Klonlama

1. Kompetent hiicrenin hazirlanmasi

e Escherichia coli JIM101 susu stok kiiltiirden ¢izgi ekim yontemiyle canlandirildi,
gelisen kiiltiirden tek bir koloni alinarak LB besiyerine aktarildi ve 37°C’de 1 gece
calkalayicida inkiibe edildi.

e  Gelisen kiiltiirden 300 pl alinarak 2700 pl steril saf su ile seyreltildi ve 600 nm dalga
boyuna ayarl spektrofotometrede 6l¢tim yapildi.

e Hazirlanan kiiltiirden alinmasi gereken miktar,

(30x0,1)
(Absorbans Degeri x 10)

(3.1)

bagintisi ile hesaplandi. Bu esitlikte, 30 hazirlanacak miktar (ml), 0,1 sabit deger, 10 ise

seyreltme faktoriine karsilik gelmektedir.

e 30 ml LB broth besiyerine hesaplanan miktara gore kiiltiirden eklenilerek, optik

yogunluk (600 nm’de) degerleri 0,4-0,5’e gelinceye kadar kiiltiir 37°C’de inkiibe edildi.
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e Yeterli yogunluga ulasan kiiltiir 4400 rpm’de santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi
stipernatant dikkatlice dokiildii, Hiicre pelleti lizerine buzdolabinda bekletilen soguk 100
mM CaCl; ¢6zeltisinden 10 ml ilave edilerek 30-45 dakika buzda bekletildi.

e Bekleme siiresinden sonra 4400 rpm’de (4°C) 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant
dikkatlice dokiildii. Ardindan pellet {izerine soguk 100 mM CaCl.’den 2 ml eklendi ve
bir gece boyunca buzdolabinda bekletildi (Arslan 2017).

2. Ligasyon Islemi

0,2 mI’lik tiiplerde bir araya getirilen ligasyon karisimi (Cizelge 3.5’de verilen) 16°C’de

13-15 saat siire ile inkiibe edildi ve kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi.

Cizelge 3.5. Ligasyon isleminde kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Miktar (ul)
2X Ligasyon buffer 5
PCR iiriinii 3
Vektor 1
T4 DNA ligaz 1

3. Transformasyon islemi

e Eppendorf tiiplerine buzdolabinda bekletilen kompetent hiicrelerden 200 pl eklendi
ve tiiplerin {izerine 2,5 ul ligasyon triinii aktarilarak 30 dk boyunca buzda bekletildi.

e Buzdan alinan 6rnekler 6nceden 42°C’ye ayarlanmig olan su banyosunda 2 dk 1s1
sokuna maruz birakildi.

e Tiiplerin iizerine 200 pul LB besiyeri eklenerek 37°C’de 1 saat 40 dakika bekletildi.
e Bekleme siiresinde otoklavlanmis amfisilinli kat1 besiyeri buzdolabindan ¢ikartilarak
oda sicakligina gelmesi beklendi ve ardindan steril kabinde X-Gal ve IPTG’den 40’ar pl
petrilere eklendi.
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e Petrilerin yiizeyi kuruduktan sonra petrilerin tam ortasina, inkiibasyondan ¢ikartilan
ligasyon iiriinii ve kompetent hiicre karisimindan 150 pl ekildi ve drigalski 6zesi ile
karisim petride iyice yayildi. Ardindan 6rnekler 37°C’de yaklagik 14 saat siire ile inkiibe
edildi.

4. Kolonilerin secimi ve s1v1 kiiltiire aktarma

14 saat boyunca inkiibasyona birakilan petriler +4°C’de bir gece bekletildi. Petrilerde
mavi ve beyaz koloni olusumu gozlendikten sonra beyaz koloniler steril bir pipet ucu ile
alinip igerisinde 3 ml amfisilinli LB broth besiyeri bulunan tiiplere aktarildi. Daha sonra

37°C’de bir gece boyunca inkiibe edildi.

5. Koloni PCR icin Hazirlik ve PCR Reaksiyon Sartlari

e Uygun inkiibasyon sartlarinda Amfisilinli LB broth sivi besiyerinde gelistirilen
kiiltiirden 4 pl alinarak, 16 pl steril saf su bulunan tiiplere aktarildi.

e Bir sonraki iglemde 1s1 sokuna maruz birakmak amaciyla oncelikle 10 dk su
banyosunda kaynatildi ve ardindan 2 dakika buzda bekletildi.

e Tiiplerdeki karisim 12000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi slipernatantlar yeni tiiplere aktarilarak PCR basamagina gecildi.

e PCR islemi i¢in Cizelge 3.6’da verilen bilesenler ve miktarlara gére PCR karigimi
hazirland1 ve tiipler PCR cihazina yerlestirilerek Cizelge 3.7°de verilen programa gore

koloni PCR gergeklestirildi.
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Cizelge 3.6. Koloni PCR’da kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Miktar (pul)
Tampon (MgClI2'li) 3
dNTP mix 0,6
MgCI2 (25 mM) 1,8
dH20 16,1
DMSO 1,2
T7 Primer 2
SP6 Primer 2
Taq DNA Polimeraz 0,3
Stipernatant 3
(T7 Primer: 5>-AATACGACTCACTATAG-3’
SP6 Primer: 5>~ ATTTAGGTGACACTATAG-3")
Cizelge 3.7. Koloni PCR programi
Islem Sicaklik (°C) Siire  Déngii Sayisi
On Denatiirasyon 94 30 sn 1
Denatiirasyon 94 30 sn 36
Baglanma 55 30 sn 36
Uzama 72 2 dk 36
Son Uzama 72 10 dk 1
Saklama 4 %

PCR isleminin ardindan %]1°lik agaroz jel hazirlanarak jele; markir, icerisinde istenen

genin bulundugu pozitif kontrol, istenen genin bulunmadigi negatif kontrol ve PCR

tirinleri yiiklendi. Ardindan 90 voltta 1 saat yiiriitiildii. Islemin sonunda jel goriintiilleme

sisteminde bantlar goriintiilendi ve istenen aralikta bant veren koloniler belirlenerek

plazmit izolasyonu islemi i¢in amfisilinli LB broth siv1 besiyerine inokiile edildi.

6. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Promega (A1330) izolasyon kiti kullanildi. Protokole gore;
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e Amfisilinli LB broth siv1 besiyerinde bir gece inkiibe edilen kiiltiirlerden 4 ml
alinarak 11000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

e  Pelletin tizerine Cell Resuspension Soliisyonundan 250 pl eklendi ve pipetlenerek
homojenize edildi.

e Tiplerin iizerine 250 ul Cell Lysis Solution eklenerek alt {ist edilip 5 dk oda
sicakliginda bekletildi.

e Ardindan 10 pl Alkaline Protease Soliisyonu karisima eklendi ve 5 dk oda
sicakliginda bekletildi.

e Karigima 350 pl Noétralizasyon ¢ozeltisinden ilave edildi ve 13000 rpm’de 10 dk siire
ile santrifiijlendi.

e Santrifiij sonrasi siipernatanttan yaklasik 650-750 upl alinarak igerisinde kolon
bulunan eppendorf tiipiine aktarildi ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Ardindan kolonun iizerine 750 pl Wash Solution eklenip tekrar 1 dk 13000 rpm’de
santrifiijlendi.

e Kolonun iizerine 250 pul Wash Solution ilave edilip tekrar 2 dk 13000 rpm’de
santrifiijlendi ve tiiplerde alta gegen s1v1 uzaklastirildi.

e Tekrar 1 dk 13000 rpm’de oda 1sisinda santrifiijlendikten sonra kolon yeni bir tiip
igerisine aktarilarak tizerine 100 pl Nuclease-Free Water eklendi ve 1 dk 13000 rpm’de
santrifiij edildi.

e Son asamada kolon ¢ikarilip uzaklastirildiktan sonra tiipler 6l¢iim yapilincaya kadar
-20°C’de muhafaza edildi (Arslan 2017).

7. Plazmitlerin kontrol edilmesi

Koloni PCR ile bu basamak kismen asilmis olsa da, istenilen bdlgenin klonlanip

klonlanmadigini kontrol etmek amaciyla 6rnekler EcoRI ile kesime tabi tutuldu (Baltaci
2015).
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8. Plazmit konsantrasyonlarimn oélciilmesi ve ayarlanmasi

e 0998 ul saf su ve 2 ul plazmit karisiminin 260 nm’deki optik yogunlugu
spektrofotometrik olarak dl¢tildii.

o Az x 50 (sabit katsayl) x 500 (diliisyon orani) bagintisina gore plazmit
konsantrasyonu, 100-200 ng olacak sekilde ayarlandi.

e Uygun konsantrasyona sahip tiiplerden 30-50 pl alinarak sekans analizi igin

Macrogen (Hollanda) firmasina gonderildi.

9. DNA dizi analizine gore sonuclarin degerlendirilmesi

Sekansa gonderilen firmanin sayfasindan indirilen sonuglar BioEdit programi ile analiz
edildi ve FASTA formatina gevirildi. Sekans dizisi igerisindeki primerler ve vektore ait
kisimlar ¢ikarildi. Daha sonra diziler birlestirilerek anlamli hale getirildi. Ardindan
NCBI'mm BLAST veri tabani yardimiyla izolatimizin mevcut bakteri tiirleri ile olan

benzerlik oranlarina gore tiir tespiti yapildi.

3.2.9. Optimizasyon Calismalari

3.2.9.a. Kitin Ekstraksiyonu icin optimal pH’mn belirlenmesi

[zolatin &n kiiltiirii hazirlanip, 1 giin boyunca 30°C’de 150 rpm’de calkalayicida
inkiibasyona birakildi. Ardindan kabuklu besiyeri hazirlanarak pH’lar1 sirasiyla 5,6,7,8,9
degerlerine ayarlandi. Hazirlanan erlenler otoklavda steril edildi. Sterilizasyondan sonra
erlenlerin yeterince sogumasi beklendi ve BAT-1 6n kiiltiirtinden 1 ml besiyerlerine
aktarildi, ardindan 30°C’de 150 rpm’de 2 giin calkalayicida inkiibasyona birakildi. 2.
giiniin sonunda falcon tiiplere alinan 2 ml’lik siv1 besiyeri 6000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Tiplerdeki siipernatant kullanilarak proteaz ve kitinaz aktivitelerin
spektrofotometrik Ol¢timleri yapildi. Ayni zamanda kabuklarin protein igerikleri

belirlenerek %DP degerleri hesaplandi.



48

3.2.9.b. Kitin ekstraksiyonu icin optimal kabuk konsantrasyonunun belirlenmesi

Onceki boliimlerde anlatildig gibi bakterinin 6n kiiltiirii hazirland1. Sirasiyla litrede 5,
10, 20, 40, 60 ve 80 kabuk konsantrasyonu igeren kabuklu besiyeri hazirlandi, pH 7’ye
ayarlandiktan sonra otoklavda steril edildi. Sterilizasyondan sonra izolatin 6n kiiltiirtinden
1 ml, yeterince soguyan besiyerlerine aktarildi, ardindan 30°C’de 150 rpm’de 2 giin
calkalayicida inkiibasyona birakildi. 2. giiniin sonunda falcon tiiplere 2 ml sivi
besiyerinden alinarak 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ardindan siipernatant
kullanilarak proteaz ve kitinaz aktivitelerin spektrofotometrik ol¢limleri yapildi ve

kabuklarin protein icerikleri belirlenerek %DP degerleri hesaplandi.

3.2.9.c. Kitin ekstraksiyonu i¢in optimal KH2PO4 ve MgSO4 konsantrasyonlarinin

belirlenmesi

Calismadan 6nce bakterinin 6n kiiltlirii hazirlandi. Sirasiyla, litrede 0,5-1-1,5-2 KH2PO4
iceren ve KH2PO4 icermeyen kontrol 6rnegi ile yine ayni oranlarda MgSOy4 igeren ve
icermeyen kontrol 6rnegi olmak iizere toplam 10 erlende kabuklu besiyeri hazirlandi.
Besiyerinin pH’s1 7’ye ayarlandiktan sonra otoklavda steril edildi ve sterilizasyonun
ardindan yeterince soguyan besiyerlerine 6n kiiltiirden esit hacimde (1 ml) ekim yapildi.
30°C’de 150 rpm’de 2 giin inkiibasyona birakildiktan sonra falcon tiiplere alinan 2 ml’lik
s1vi besiyeri 6000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ardindan, siipernatant kullanilarak proteaz
ve kitinaz aktiviteler spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve kabuklarin protein igerikleri

belirlenerek %DP degerleri hesaplandi.

3.2.9.d. Kitin ekstraksiyonu icin optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Bakterinin 6n kiiltiiri bir giin 6nceden hazir edildikten sonra 60 g/l kabuk
konsantrasyonunda kabuklu besiyeri hazirlandi, pH 7’ye ayarland1 ve otoklavda steril
edildi. Sterilizasyondan sonra yeterince soguyan sivi besiyerine bakterinin On
kiiltiirinden 1 ml ekildi. 30°C’de 150 rpm’de c¢alkalayicida inkiibasyana birakildi.

Swrasiyla; 1., 2., 3., 4., ve 5. giinlerin sonunda falcon tiiplere alinan 2 mI’lik siv1 besiyeri
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6000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 slipernatant, enzim ¢ozeltisi olarak
kullanild: ve proteaz ve kitinaz aktiviteler spektrofotometrik olarak 6lciildii. Inkiibasyon
denemesinin ardindan besiyerindeki kabuk geri alinarak icerik analizleri gergeklestirildi

ve %DP, %DM ve kitin verimleri hesapland:.

Ayni zamanda, inkiibasyon siiresi denemesinde demineralizasyon etkinliginin ortaya
koyulabilmesi i¢in bakterinin organik asit liretme kapasitesi belirlendi. Bunun i¢in 5 giin
boyunca spektrofotometrik olarak laktik asit analizi yapildi. Laktik asit analizi i¢in 50 ul
kiltir sivis1 2 ml %0,1’lik FeCls ¢ozeltisi ile karistirildi ve 390 nm’de absorbanslari

Olctldii.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kabuk I¢erigi Analizleri

Calisilan baslangic kabugunun yiizdece bilesenlerinin belirlenmesi i¢in gerekli analizler
yapilmistir. Lowry yontemi ile kabuk icerisindeki protein yiizdesi, kiil tayini ile mineral
yiizdesi ve kjeldahl yontemi ile azot miktarindan kitin yiizdesi hesaplanmistir.
Ekstraksiyon veriminin ortaya koyulabilmesi adina isleme tabii tutulan kabuklarin da
icerik analizleri yapilmistir. Biitiin analizlerden sonra baslangi¢c ve son kabuktan elde

edilen igerik yiizdelerine gore kitin ekstraksyion verimleri hesaplanmustir.

4.2. Topraktan Bakteri izolasyonu

Calismada kullanilan karides kabuklari kurutulup oOgiitiildiikten sonra (Sekil 4.1)
Erzurum-Universite, Erzurum-Siikriipasa, Erzurum-Yildizkent, Erzurum-Horasan, 1gdir,
Trabzon, Samsun, Aksaray, Gaziantep, Antalya, Mugla, Balikesir, istanbul olmak iizere
toplam 13 farkli bolgeden (Sekil 4.2) temin edilen topraklardan bakteri izolasyonu yapildi
(Sekil 4.3).

Sekil 4.1. Kurutulmus (a) ve toz haline getirilmis (b) karides kabuklari



51

DENIZ

KA

g

Sekil 4.2. Toprak 6rneklerinin alindigr iller

Kurutulup ogiitiilen karides kabuklar1 bakteri izolasyonu i¢in hazirlanan toprakli
besiyerine eklendi ve uygun inkiibasyon siiresi sonunda gelisimini tamamlayan bakteriler
kat1 besiyerine alindi. Ardindan koloni olusumlarmin gézlendigi karisik kiiltiirden (Sekil
4.3) koloni morfolojisi ve mikroskop goriintiilerinden yola ¢ikilarak (Sekil 4.4) farkli
oldugu diisiiniilen toplam 35 bakteri izole edildi (Cizelge 4.2).

Sekil 4.3. Bakteri izolasyonu i¢in hazirlanan toprakli besiyeri (a) ve 6 kat seyreltilen
besiyerinin TSA’ya aktarildig: kiiltiir (b)
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Cizelge 4.1. Topraktan saflastirilan bakterilerin kodlari

Ornegin Saﬂastlrll_an (")rnegivn Saﬂastml_an
Alndigr Yer Bakteri Alindigi Bakteri
Kodlari Yer Kodlari
BB-3 BSA-1
BB-4 Samsun BSA-2
Erzurum BB-7 Aksaray BA-1
Universite BB-8 BA-2
BB-9 BM-1A
BB-10 BM-1B
Erzurum BY-1 Mugla BM-2
Yildizkent BY-2 BM-3
Erzurum B§-1 B
Siikriipasa E;; Gaziantep gg;
Erzurum BH-1 Balikesir BBA-1
Horasan BH-2 BBA-2
BT-1 BAT-1
Trabzon BT-2 A BAT-2
BT-3 —
. BI-1 Istanbul .
Igdir BI-2 BI-2

4.3. Proteaz ve Kitinaz Aktivitesine Gore Uygun Bakterinin Se¢ilmesi

Saflastirilan tiim bakterilerin kabuklu besiyerindeki gelisiminin ardindan (Sekil 4.4)
alinan kiiltiir sivilarindan bolim 3.2.3°de verilen protokole gore proteaz ve Kitinaz

aktivitelerin belirlendigi ve kitin veriminin hesaplandigi sonuglar Cizelge 4.3 de verildi.

Sekil 4.4. Bakteri se¢imi i¢in hazirlanan kabuklu besiyeri
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Cizelge 4.2. Saflastirilan bakterilerin proteaz ve kitinaz aktivite sonuglari

KABUKLU BESIYERI
. . Kitin . L. Kitin
BAKTERI Pro'te_az K|t|_ngz Verimi BAKTERI Pro'tegz Kltl'ngz Verimi
KODLARI Aktivite  Aktivite KODLARI  Aktivite Aktivite
(%) (%)
BI-1 0,139 -0,01 1,6 BT-2 0,163 -0,012 1,88
BI-2 0,924 -0,003 10,63 BA-1 0,066 -0,017 0,76
BY-1 0,133 -0,015 1,53 BA-2 1,082 -0,048 12,4
BY-2 0,058 0,025 0,98 BSA-1 0,219 -0,038 2,5
BH-1 0,109 -0,006 1,25 BSA-2 0,06 0,044 0,7
BH-2 0,059 0,125 0,68 BBA-1 0,618 -0,039 7,2
BS-1 0,039 -0,001 0,45 BBA-2 0,043 0,052 0,5
BS-2 0,686 -0,013 7,9 BAT-1 1,46 -0,061 16,8
BS-3 0,095 0,114 1,1 BAT-2 0,017 0,002 0,2
BG-1 0,056 -0,024 0,65 Bi-1 0,008 -0,018 0,1
BG-2 0,028 -0,041 0,32 BIi-2 0,136 0,057 1,56
BM-1A 0,611 -0,027 7,03 BB-7 0,024 0,202 0,27
BM-1B 0,037 -0,039 0,42 BB-8 0,401 0,008 45
BM-2 0,029 0,037 0,33 BB-9 0,019 0,207 0,2
BM-3 0,68 -0,04 7,82 BB-10 0,884 -0,009 10,17
BM-4 0,11 0,155 1,26 BB-3 0,472 0,139 5,43
BT-1 0,041 0,001 0,47 BB-4 0,023 0,057 0,26

(Kiiltiir kosullari: pH: 8, inkiibasyon siiresi 2 giin, 5 g/l kabuk konsantrasyonu, sicaklik 30 °C, 0 g/l KH2POu,
0 g/l MgSQs, ¢alkalama hizi 150 rpm)

Izole edilen 35 bakteri igerisinde en yiiksek proteaz ve en diisiik kitinaz aktiviteye sahip
olan BAT-1 kodlu bakterinin gelistigi kabuklu besiyerine eklenen baslangi¢c kabugunun
miktar1 0,25 g (5 g/l karides kabugu) iken ekstraksiyon isleminden sonra besiyerinden
geri alinan en son kabuk miktar1 0,117 g’dir. Son kabuktaki kitin yiizdesinden hesaplanan
kitin miktar1 0,042 g’dir. Kitin verimi (%)=(Son kabuktaki kitin agirlig1 / Prosese giren
kabugun agirlig)x100 hesabina gore (Rao and Stevens 2005), elde edilen degerler
tizerinden kitin verimi=(0,042/0,25)x100 esitligi ile hesaplanmis ve verim %16,8
bulunmustur. izolatin proteaz ve kitinaz aktiviteleri icin dlciilen absorbans degerleri ise

sirastyla 1,46 ve -0,061 bulunmustur.
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Sekil 4.5. BAT-1 kodlu bakterinin inkiibasyon siiresi sonunda petride olusturdugu
kolonileri

Elde edilen proteaz ve kitinaz aktivite sonuglarina gore ¢alismanin amacina uygun olarak
Kitinaz aktivitenin olmadig1 ve ayni zamanda en yiiksek proteaz aktiviteye sahip olan
BAT-1 kodlu bakteri, tezin diger asamalarinda kullanilmak tizere sec¢ildi. Ardindan bu

bakterinin sekans analizi ve optimizasyon c¢alismalarina gegildi.
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Sekil 4.6. BAT-1 kodlu bakterinin 40X biiyiitmedeki mikroskop goriintiisii

4.4, Sekans Analizi Sonuclari

Macrogen firmasi tarafindan analiz edilen 16S rRNA sekans verileri sonucu NCBI’dan
elde edilen benzerlige gore izolatimizin tiirii Paenibacillus jamilae (Gen Bank
No0:MN176658) olarak belirlenmistir.

4.5. Optimizasyon Denemeleri

Kabuktan maksimum verimle kitinin geri kazanimi i¢in proteaz ve kitinaz aktivitelerin
yanisira %DP verimi baz alinarak optimizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Amag,
en yiksek proteaz ve en diisik veya hi¢ kitinaz aktivitenin olmadigi parametre

degerlerinin belirlenmesidir.

4.5.1. Kitin ekstraksiyonu i¢in optimal pH’nin belirlenmesi

Kitin ekstraksiyon verimini arttirabilmek adina proteaz aktivitenin en yiiksek oldugu,

kitinaz aktivitenin ise olmadigr optimum pH degerinin belirlenebilmesi igin bolim
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3.2.9.a’da anlatilan sekilde deney diizenegi olusturuldu ve sirastyla 5,6,7,8,9 pH degerleri
denendi. Elde edilen spektrofotometrik sonuglara gore (Sekil 4.7 ve Cizelge 4.4) izolatin
maksimum proteaz aktivite, dolayisiyla maksimum %DP verimi sergiledigi pH degeri 7
olarak bulundu. Ayrica calisilan hi¢bir pH degerinde kayda deger kitinaz aktivite
goriilmedi. Caligmanin diger basamaklarinda besiyeri pH’st 7’ye ayarlanarak

optimizasyon denemelerine devam edildi.
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Sekil 4.7. Proteaz ve kitinaz aktivitelerde optimal pH’nin belirlenmesi
(Kiiltiir kosullart: 5 g/l kabuk konsantrasyonu, sicaklik 30 °C, inkiibasyon siiresi 2 giin, 0 g/l KH2PO4, 0 g/l
M@SO., calkalama hiz1 150 rpm)

Cizelge 4.3. Fakli pH degerlerinde elde edilen proteaz, kitinaz aktiviteler ve %DP
degerleri

Proteaz Akitivite Kitinaz Aktivite

pH (660 nm) (595 nm) YoDP
5 1,356 20,002 6145
6 1.497 0 67.84
7 1567 10,003 71,01
8 1.469 0,021 66.57
9 1457 0,034 66.03

(%DP: Deproteinizasyon verimi)
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4.5.2. Kitin Ekstraksiyonu icin optimal kabuk konsantrasyonunun belirlenmesi

Kitin ekstraksiyonunda maksimum verim elde etmek icin proteaz aktivitenin en yiiksek,
kitinaz aktivitenin ise en diislik oldugu optimum kabuk konsantrasyonu denemesi boliim
3.2.9.b’de izah edildigi sekilde gergeklestirildi ve sirasiyla litrede 5, 10, 20, 40, 60 ve 80
kabuk konsantrasyonu degerleri denendi. Elde edilen proteaz aktivite sonuglart Sekil 4.8
ve Cizelge 4.5’de verildi ve sonuglar degerlendirildiginde izolatin en yiiksek proteaz
aktivite, dolayisiyla en yiiksek %DP verimi gosterdigi kabuk konsantrasyonu litrede 60
olarak belirlendi. Bununla birlikte, ¢alisilan higbir konsantrasyonda kitinaz aktivite de

kayda deger bir degisiklik goriilmedi.

Proteaz - Kitinaz =& %DP
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Sekil 4.8. Proteaz ve kitinaz aktivite i¢in optimal kabuk konsantrasyonunun belirlenmesi
(Kiiltiir kosullart: pH:7, sicaklik 30 °C, inkiibasyon siiresi 2 giin, 0 g/l KH2POs, 0 g/l MgSOs, ¢alkalama
hiz1 150 rpm)
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Cizelge 4.4. Fakli kabuk konsantrasyonlarinda elde edilen proteaz, kitinaz aktiviteler ve
%DP degerleri

Konslzgt)rl;l;yonu Proteaz Akitivite Kitinaz Aktivite %DP
(/) (660 nm) (595 nm)

5 1,56 -0,013 70,7

10 1,621 -0,01 73,46

20 1,693 -0,043 76,72

40 1,719 -0,042 77,9

60 1,849 -0,041 83,79

80 1,733 -0,043 78,53

(%DP: Deproteinizasyon verimi)

4.5.3. Kitin ekstraksiyonu i¢in optimal KH2PO4 ve MgSO4 konsantrasyonlarinin

belirlenmesi

Kitin ekstraksiyonunda maksimum verim elde etmek i¢in mineral (KH2PO4 ve MgSOa4)
konsantrasyonlarinin proteaz ve kitinaz aktiviteler iizerine etkisi bolim 3.2.9.c’de
belirtildigi gibi gergeklestirildi ve KH2PO4 optimizasyonu i¢in elde edilen enzim
aktiviteleri ve %DP degerleri Sekil 4.9 ve Cizelge 4.6’de verildi. Aynmi sekilde MgSO4
optimizasyonu igin elde edilen degerler Sekil 4.10 ve Cizelge 4.7°da gosterildi. Sonuglara
gore, hem KH2POs hem de MgSO4 minerallerinin Kitin ekstraksiyon verimine etki

etmedigi goriildi.
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Sekil 4.9. Proteaz ve kitinaz aktivite ig¢in optimal KH>PO4 konsantrasyonunun

belirlenmesi
(Kiiltiir kosullar: 60 g/l kabuk konsantrasyonu, sicaklik 30 °C, pH 7, inkiibasyon siiresi 2 giin, 0 g/l MgSOa,
calkalama hizi 150 rpm)

Cizelge 4.5. Fakli KH2PO4 konsantrasyonlarinda elde edilen proteaz, kitinaz aktiviteler
ve %DP degerleri

KH2PO4 o .. ..
Konsantrasyonu Proteaz Akitivite Kitinaz Aktivite %DP
(660 nm) (595 nm)
(a9
0 1,855 -0,095 84,06
0,5 1,841 -0,088 83,42
1 1,853 -0,097 83,96
15 1,813 -0,089 83,15
2 1,845 -0,091 83,6

(%DP: Deproteinizasyon verimi)
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Sekil 4.10. Proteaz ve kitinaz aktivite igin optimal MgSOs4 konsantrasyonunun
belirlenmesi

(Kiiltiir kosullar: 60 g/l kabuk konsantrasyonu, sicaklik 30 °C, pH 7, inkiibasyon siiresi 2 giin, 0 g/l
KH2PO4, ¢alkalama hiz1 150 rpm)

Cizelge 4.6. Fakli MgSO, konsantrasyonlarinda elde edilen proteaz, kitinaz aktiviteler ve
%DP degerleri

Konsl\;r?g’ g;yonu Proteaz Aktivite Kitinaz Aktivite %DP
(/) (660 nm) (595 nm)
0 1,853 -0,106 83,97
0,5 1,85 -0,064 83,83
1 1,849 -0,058 83,78
1,5 1,852 -0,062 83,91
2 1,854 -0,102 84

(%DP: Deproteinizasyon verimi)

4.5.4. Kitin ekstraksiyonu i¢in optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Kitin ekstraksiyonunda maksimum verim elde etmek i¢in proteaz aktivitenin en yiiksek,
kitinaz aktivitenin ise en diisiik oldugu optimum inkiibasyon siiresi denemesi boliim

3.2.9.d’de izah edildigi sekilde gergeklestirildi. 5 giin boyunca 6lgiilen enzim aktiviteleri
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ve Laktik asit absorbanslari ile hesaplanan %DP, %DM ve kitin verimi sonuglar1 Sekil
4.11°de, ve Cizelge 4.8’de verilmistir. Sonuglara gore, inkiibasyon siiresinin kitinaz
aktivite lizerinde kayda deger bir etkisi goriilmemistir. Proteaz aktivitenin maksimum
oldugu inkiibasyon siiresi 2. giin olarak belirlenirken en yliksek %DP degeri ise 4.glinde
elde edilmistir. Ekstraksiyon sonrasi, erlenlerden geri alinan kabuklardan gergeklestirilen

kitin igerigi analizine gore en yiiksek proses verimi 4. giinde gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.11. Proteaz ve kitinaz aktivite i¢in optimal inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
(Kiiltiir kosullart: pH:7, 60 g/l kabuk konsantrasyonu, sicaklik 30 °C, 0 g/l KH2PQ4, 0 g/l MgSOa, galkalama
hiz1 150 rpm)

Cizelge 4.7. Fakli inkiibasyon siirelerinde elde edilen proteaz ve kitinaz aktiviteler ile
%DP, %DM, LA ve Kitin verimi (%) degerleri

Inkiibasyon avitie oDp A gepy  KitinazAktivite U

Siiresi (giin) (660 nm) (390 nm) (595 nm) (%)
1 1,227 55,6 0,692 35,4 -0,058 14,5
2 1,861 83,69 0,787 40,18 -0,095 19,56
3 1,653 86,82 0,811 41,21 -0,085 20,42
4 1,497 87,68 0,878 41,95 -0,067 20,46
5 1,384 87,66 0,874 41,95 -0,044 20,46

(%DP: Deproteinizasyon verimi, %DM: Demineralizasyon verimi, LA: Laktik asit absorbans degerleri)
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Belirlenen optimum parametreler tizerinden (pH 7, 60 g/1 karides kabugu, 0 g/l KH2POg,
ve 0 g/l MgSOQs) inkiibasyon siiresi denemesi ile 1 litre hacimde 5 giin boyunca Kitin
ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Prosesin kitin ekstraksiyon verimini ortaya
koyabilmek i¢in baslangi¢c kabugun ve ekstraksiyon sonrasi kabugun igerik analizleri
boliim 3.2.4.°de anlatildig1 gibi gergeklestirilmis ve elde edilen yiizdeler Cizelge 4.9°da
verilmistir. Baglangigta prosese giren 60 g kabugun %48’i yani 28,8 grami proteindir.
Ekstraksiyon isleminden sonra geriye kalan 27,3 g kabukta ise %13 yani 3,55 g kalint1
protein bulunmaktadir. Bu degerler lizerinden ekstraksiyon islemi ile gerceklestirilen
protein giderimi 25,25 g’dir. 28,8 gram baslangi¢ proteinin 25,25 grami giderildiginden
biyolojik ekstraksiyon ile gerceklestirilen %DP verimi %87,67 seklinde hesaplanmustir.
Ayni sekilde mineral giderimi de hesaplandiginda, baslangi¢ kabugunda %29 yani 17,4 g
mineral bulunmakta iken son kabukta %37 yani 10,1 gram mineral bulunmaktadir.
Dolayistyla 17,4 gram mineralin 7,3 grami biyolojik ekstraksiyon ile giderilmis ve %DM
verimi %41,95 olarak belirlenmistir. Baslanigicta prosese giren 60 gram kabugun %20,5’1
yani 12,3 gramu kitindir. Ekstraksiyon sonras1 geri alinan kabuktaki kitin yilizdesi ise %45
yani 12,28 gramdir. Ekstraksiyon verimi, Kitin verimi (%)=(Son kabuktaki Kkitin
agirligi/Prosese giren kabugun agirligi)x 100 esitligine gore hesaplandiginda %20,47 elde

edilmistir.

Cizelge 4.8. Baslangi¢ kabugu ve ekstraksiyon islemi sonrasi karides kabugunun yiizdece
bilesenleri

Ekstraksiyon Sonrasi

. Baslangic Kabugun <
Bilesenler Ot Kabugun Kuru
Kuru Madde %'si Madde %'si
Protein 48 13
Mineral 29 37
Kitin 20,5 45
Diger 25 5

(Lipit, Karotenoid vd.)
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5. TARTISMA SONUC

Deniz irlinlerinin (yengeg, karides ve istakoz) tiiketiminden kaynaklanan atik
miktarindaki 6nemli artis, hem ¢evre hem de isleme tesisleri i¢in bir sorun haline gelmistir
(Shahidi et al. 1999). Diinya ¢apinda her yil 6-8 milyon ton kabuklu atig1 tiretilirken,
(FAO 2014) iilkemizde ise deniz iirlinlerinin tiikketimiyle bir yilda yaklasik 2 bin ton
kabuklu atig1 ortaya c¢ikmakta ve bu atiklarin herhangi bir degerlendirmesi
bulunmamaktadir (TUIK 2018). TUIK degerlerine bakildiginda tiiketilen kabuklu deniz
riinlerinin %99’unu karides olusturmaktadir. Karides kabugu, tiirlere ve mevsimsel
degisikliklere bagli olarak farkli oranlarda bulunan protein (%30-40) ve mineral (%30-
50) igerigiyle birlikte, en dnemli kitin (%20-30) kaynagidir (Arbia et al. 2013).

Kitinin deasetilasyon derecesi yaklasik %50'ye ulastiginda (polimerin kaynagina bagli
olarak), sulu asidik ortamda ¢oziiniir hale gelir ve bu yap1 kitosan olarak adlandirilir
(Rinaudo 2006). Kitinin en basit ve en ucuz tiirevi olan kitosan, glukozamin {izerindeki
serbest amino gruplar1 sayesinde kitinin aksine organik asitlerin sulu ¢ozeltilerinde
¢oziinebilmekte ve hem amino gruplarinin hem de hidroksil gruplar1 varlig1 sayesinde
birgok mekanik ve fiziksel Ozelliklerinin degistirilmesinde kolayca kimyasal
modifikasyonlara maruz kalabilmektedirler. Bu nedenle kitin, kitosan eldesinde olduk¢a

onemli bir yere sahiptir (Kumar 2000).

Kitin, dogada bol miktarda bulunan dogal polimerlerdir. Bu polimerlerin; biyouyumluluk,
biyobozunurluk, non-toksitite ve adsorbsiyon gibi miikkemmel &zellikleri onlari
biyomateryaller i¢cin uygun kilar, ayn1 zamanda sentetik polimerlere alternatif olarak

endiistriyel uygulamalarda da dikkat ¢cekmektedir (Tan et al. 2009).

Kabuklulardaki kitin, kararli bir kabuk olusturmak icin biriken kalsiyum karbonat
(CaCO3) mineralleri ve proteinlerle kompleks bir ag olusturmustur. Ayrica, kitin ve
protein arasindaki etkilesim olduk¢a kuvvetlidir. Bu nedenle, kabuklu deniz

hayvanlarindan elde edilen kitin izolasyonu, kabugun iki ana bileseni olan proteinlerin ve
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inorganik kalsiyum karbonatin uzaklagtirilmasi esasina dayanmaktadir (Horst et al.
1993).

Atik olarak nitelendirilen materyallerden kitinin geri kazanimi dogal polimerler olmasi
yoniiyle oldukca onemlidir. Kitin ekstraksiyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda siklikla
tercih edilen kimyasal yontemde, cok yiliksek konsantrasyonda kullanilan asit ve baz
¢ozeltileri hem dogada geri doniisiimii zor zararli kimyasallarin olusumuna hem de
ekstrakte edilecek olan kitinin kismen deasetilasyonuna ve depolimerizasyonuna neden
olmaktadir. Bu nedenle, kimyasal yonteme alternatif olarak biyolojik yOntem
gelistirilmistir. Biyolojik yontemde ya mikroorganizmalarin dogrudan kendileri ya da
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler kullanilmaktadir. Yaptigimiz tez
calismasinda ise karides kabuklarindan kitin ekstraksiyonunda daha g¢evre dostu bir

yontem olarak biyolojik ekstraksiyon i¢in mikrobiyal metot tercih edilmistir.

Simdiye kadar bazi mikroorganizmalarin kitin ekstraksiyon kapasitelerine dair yapilan
caligmalar arastirilmigtir. Bu arastirmalar sonucunda, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus lactis, Bacillus licheniformis, Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis,
Bacillus subtilis gibi sinirli sayida bakterilerin kitin ekstraksiyonunda kullanildig:
goriilmistiir. Bu yiizden, mevcut ¢alismamizda kitin ekstraksiyonu yapabilen, diger bir
ifadeyle kitin disindaki protein gibi organik molekiillerle, kalsiyum gibi inorganik
molekiilleri uzaklagtirabilen yeni bakteri strainleri arastirilmistir. Calismamizda, bu
ozellige sahip olan bakterilerin se¢imi i¢in diisiik kitinaz aktivitenin yani sira yiiksek
proteaz aktiviteye sahip olan bakterilere odaklanilmistir. On segilim asamasinda 0,1 ¢
toprak 0rnegi sadece kabuk ve glukozun bulundugu besiyerine ilave edilmis ve 30°C’de
4 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu sekilde, sadece smirli besinsel sartlarda
geligebilen ve bu ortama adapte olabilen bakterilerin izolasyonuna ¢alisilmistir. 4 giinliik
siirenin sonunda TSA kat1 besiyerine ekim yapilmis ve 30°C’de 2 giin inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda morfolojik olarak farkli olan 2 ya da 3 koloniye
rastlanilmistir. Bu sonug bize 6n secilim agamasinda mevcut ortama adapte olamayan ya
da smirh gelisim kapasitesi gosteren bakterilerin elimine oldugunu gostermistir. Bu

ylizden, caligmanin ileri asamalarinda bu dominant bakteriyel koloniler alt kiiltiire
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alinarak saflagtirilmistir. Bu sekilde, 13 farkli bolgeden alinan toprak orneklerinden
toplam 35 bakteri susu izole edilmistir. Sonraki adimda ayni igerige sahip (kabuklu-
glukozlu) olan besiyerinde bu 35 bakteri susu proteaz ve kitinaz aktivitelerinin yani sira

total kitin verimleri agisindan degerlendirilmistir.

Caligmamizda topraktan izole ettigimiz 35 bakteri icerisinde yiiksek proteaz ve diisiik
kitinaz aktivite ile %16,8’lik maksimum kitin verimine sahip bakterinin tiirii sekans
sonucuna gdre Paenibacillus jamilae olarak tespit edilmistir. Onceki calismalar
arastirildiginda, bu zamana kadar kitin ekstraksiyonu igin kullanilan mikroorganizmalar
igerisinde Paenibacillus jamilae tiiriine ait ekstraksiyon ¢alismasi bulunamamaistir. Bu tez
calismasi, karides kabuklarmin biyolojik Kitin ekstraksiyonunda Paenibacillus jamilae
bakterisinin kullanildig1 ilk ¢alisma olmaktadir. Singh (2010) tarafindan yapilan
calismada Paenibacillus sp. D1 susundan termostabil kitinaz enzim tretiminde kiiltiir
sartlarinin optimizasyonu gergeklestirilirken ¢alismamizda izole ettigimiz Paenibacillus

jamilae tiirtinde kitinaz aktivite gdzlenmemistir.

Kitin ekstraksiyon veriminin arttirtlmasinda kiiltlir parametrelerinin optimizasyonu
onemli bir kriter olarak kabul edilmektedir. Bu noktada, yapilan literatiir aragtirmalarina
gore inkiibasyon siiresi, pH, kabuk ve mineral konsantrasyonlar1 ekstraksiyon verimini
etkileyen 6nemli parametreler olarak kabul edilmektedir. Yaptigimiz tez ¢caligmasinda da

bu parametrelere paralel olarak optimizasyon denemeleri gergeklestirilmistir.

Optimizasyon ¢alismalarinin ilk adiminda ¢alismanin amacina gére en uygun optimum
pH arastirilmistir. Sekil 4.7°de goriildiigii lizere izolatin maksimum proteaz aktivite
gosterdigi pH degeri 7 olarak belirlenmistir. Ayrica calisilan pH araliginda kitinaz
aktivitede kayda deger bir degisiklik gozlenmemistir. Aguilera et al. (2008) tarafindan
yapilan ¢aligmada P. jamilae ile eksopolisakkarit {iretimi i¢in tespit edilen optimum pH
ve sicaklik degerleri, sirasiyla 7 ve 30°C olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, Cha et al.
(2015) tarafindan yapilan ¢alismaya gore P. jamilae BRC15-1 susundan seliilaz enzim
tiretimi igin kiiltiir sartlarinda pH parametresi denenmis ve optimal pH 7 olarak

bulunmustur. Bu sonuglara gore, calismamizda elde ettigimiz optimal pH degeri,
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literatiirde var olan c¢alismalarla kiyaslandiginda P. jamilae’nin en yiiksek enzim
aktivitesi ve ideal kiiltir sartlar1 olarak belirlenen pH degeri ile Ortlistiiglini

gostermektedir.

Diger bir parametre olarak kabuk konsantrasyonu arastirilmis ve Sekil 4.8’de gorildiigi
gibi kiiltiir ortamindaki en uygun kabuk konsantrasyonu litrede 60 bulunmustur. Bu
kabuk konsantrasyonu degerinde, proteaz aktivite maksimum iken kitinaz aktivitede
onemli dlglide bir degisiklik gézlenmemistir. Dolayisiyla kiiltiir ortamina eklenen karides
kabugundan kitin ekstraksiyonu, maksimum proteaz ve minimum Kkitinaz aktivite ile

yiiksek verimde gerceklestirilmistir.

Diger bir optimizasyon basamaginda  kiiltir ortamina eklenen  diisiik
konsantrasyonlardaki KH2PO4 ve MgSO4 minerallerinin etkisi incelenmis ve Sekil 4.9 ve
Sekil 4.10’da goriildiigii lizere c¢alisilan minerallerin hem proteaz hem de kitinaz
aktiviteleri tizerinde kayda deger bir etkisi olmadigi goriilmiistiir. Bu durum kabukta
yeterli miktarda magnezyum, fosfor, kiikiirt gibi minerallerin mevcut olmasi ile
aciklanabilir. Zaten ¢alismada demineralizasyon amaglandigi i¢in her hangi bir mineral

takviyesine ihtiya¢ duyulmamasi olumlu bir sonug olarak tespit edilmistir.

Optimizasyon denemelerinin son basamaginda en uygun inkiibasyon siiresi arastirilmis
ve Sekil 4.11°de goriildiigi gibi 2. giinlin sonunda maksimum proteaz aktiviteye ulasildigi
belirlenmistir. Benzer sekilde, Doan et al. (2018) tarafindan yapilan caligmada
Paenibacillus sp. TKU042 bakteri susunda, proteaz aktivite kalamarli besiyerinde
incelenmis ve %1,5 kalamar tozu ve %1 demineralize yenge¢ kabugu tozunun bulundugu
besiyerinde en yiikksek proteaz enzim aktivitesi 2 giinliik inkiibasyon siiresinde
bulunmustur. ikinci giinden itibaren gézlenen absorbans diisiisii muhtemelen enzimin
aktivite kaybetmesinden dolay1 gerceklesmektedir. Proteaz aktivitenin absorbansinda
meydana gelen azalmaya ragmen enzim aktivitesi sifirlanmadigindan kabuktaki
proteinler parcalanmaya devam etmekte ve bunun sonucunda da %DP degerinde artis
gerceklesmektedir. Fakat 4. giinden sonra %DP veriminde her hangi bir degisiklik

goriilmemektedir. Bunun sebebi olarak, besiyerinde kalan kabuklarin boyut
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farkliliklarindan dolayr enzimin kalinti proteinlere ulagamamasi gosterilebilir. Sonug
olarak, 60 g/l kabuk konsantrasyonunda optimal parametreler {izerinden gergeklestirilen
biyolojik kitin ekstraksiyonunda ulasilabilecek maksimum deproteinizasyon verimi 4.
giin olarak belirlenmistir. Bunun yani sira inkiibasyon siiresi boyunca Kitinaz aktivitede
herhangi bir degisiklik gdzlenmemistir. inkiibasyon denemesi sonunda besiyerinden geri
alman kabugun ve baslanigic kabugun ylizdece bilesenleri ilizerinden ekstraksiyon

isleminin %DP, %DM ve kitin verimi hesaplanmistir.

Baglanigic ve son kabugun bilesen yiizdeleri Cizelge 4.9°da verilmistir. Bu igerik
yiizdeleri, literatiirde Aytekin (2007) tarafindan yapilan tez calismasinda verilen kabuk
igerigi ve Legarreta et al. (1996b) tarafindan verilen kabuk yiizdeleriyle kiyaslandiginda
tutarli oldugu goriilmektedir. Mevcut ¢alismamizin sonucunda %DP, %DM ve Kkitin
verimi degerleri sirasiyla %87,67, %4195 ve %20,47 seklinde hesaplanmistir.
Optimizasyon isleminden Onceki elde ettigimiz proses verimi %16,8 iken optimal
degerler 1iizerinden gergeklestirilen ekstraksiyonun verimi  %?20,47 seklinde
hesaplanmistir, dolayisiyla yaptigimiz optimizasyon ile verimi arttirdigimiz
goriilmektedir. Prameela et al. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada probiyotik bakteriler
kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde %89 deproteinizasyon, %69
demineralizasyon verimi elde edilmistir. Bir baska ¢alismada Liu et al. (2014), Bacillus
licheniformis 21886 susu ile karides atiklarindan kitin ekstraksiyonunda %87
deproteinizasyon ve %93,5 demineralizasyon verimine ulasmistir. Das and Ganesh
(2010) yengegten kitin eldesinde gergeklestirdikleri modifiye metotla ham kitinden
%22,6-20,15 verim elde etmislerdir. Benzer sekilde, Bahasan et al. (2017) ¢alismalarinda
fermente siit ve ekmekten izole ettikleri bakterilerin farkli oranlarda besiyerine ekilmesi
durumunda kitin ekstraksiyonu iizerine etkisini incelemistir. Bunun i¢in iki farkli karides
tirii kullanilmis ve karides kabuklarinin biyolojik ekstraksiyonundan elde ettikleri kitin
verimleri %13-16 araliginda hesaplanmistir. Bu literatiir bilgilerine gore, elde ettigimiz
%DP ve kitin verimi degerleri Onceki calismalarla Ortiismektedir. Ancak
demineralizasyon verimimiz oldukga diistiktiir. Literatiir bilgilerinde arastirildig iizere,
karides kabuklarindan kitinin geri kazanimi basamaklarinda en zor olan asama

deproteinizasyon agamasidir. Bunun sebebi, kabugun daha dayanikli ve daha saglam
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olabilmesi adina protein ve kitin molekiilleri arasinda gergeklesen kuvvetli baglar sonucu
giicli bir kompleks yapimin ortaya ¢ikmasidir. Bu yiizden, calismamizda asil odak
noktamiz, deproteinizasyon basamaginin iyilestirilebilmesi igin proteaz enzim
aktivitesini  arttiracak  optimizasyon denemeleridir. Bu tez  dogrultusunda
gerceklestirecegimiz bir sonraki calismada topraktan izole ettigimiz bakterilerin
icerisinden yliksek oranda organik asit iireten yani yiiksek demineralizasyon verimine
sahip olan bakterinin se¢imiyle, tezde kullandigimiz, yliksek proteaz aktiviteye sahip olan
izolatimizin ko-kiiltiirii yapilmasi durumunda hem yiiksek deproteinizasyon hem de
yiiksek demineralizasyon verimine diger bir ifadeyle yiiksek kitin ekstraksiyon verimine

ulasilabilir.
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