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Kitosanin endustride genis kullanim alanlarina sahip olmasindan dolayi daha verimli
ve daha iyi fizikokimyasal 6zellikteki kitosan Uretimi icin alternatif yollar bulmaya
yonelik calismalar gun gectikge artmaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda, farkli
kaynaklardan ekstrakte edilen kitinden kitosan elde edilmis ve ayrica Kkitinin
deasetilasyonunu katalizleyen kitin deasetilaz enziminin, rekombinant dretimi

gergeklestirimistir.

Cahsmanin ilk asamasinda, kitin kaynagi olarak kerevit ve karides kabuklar
kullanilmigtir. Kitin ekstraksiyonunda farkl islem sirasiyla ve farkli deasetilasyon
kosullariyla kitin ve kitosan Uretim verimleri karsilastirilmistir. islem sirasinin tretim
verimini etkilemedigi ancak otoklav kullaniminin deasetilasyon verimini (%18)
arttirdigi  gézlemlenmigtir. Calismanin ikinci asamasinda, Aspergillus niger
fungusundan kitin ve kitosan ekstraksiyonu gercgeklestiriimistir. A. niger’den elde
edilen kitin ve kitosan verimlerine gore, bu fungusun kitin i¢cin daha uygun bir kaynak

oldugu tespit edilmistir.



Kabuklardan ve A. nigerden elde edilen Kkitinler ve bu Kkitinlerin kimyasal
deasetilasyonu ile dUretilen kitosanlarin FT-IR ve TGA ile karakterizasyonu
yapilmistir. FT-IR spektrumlari, birbirleri ve literatir ile karsilastirilarak absorpsiyon
bantlarinin ortustigu gozlenmigtir. A. niger kuf mantarinin hicre duvarindan elde
edilen kitosanin deasetilasyon derecesi en yuksek %74 olarak bulunmustur. Elde
edilen kitinden yola cikilarak kimyasal yolla uretilen kitosanin deasetilasyon
derecesi ise %86 olarak bulunmustur. Kitin ve kitosanlarin TGA grafikleri
karsilastirildiginda, kitosanin termal stabilitesinin (250-270°C) kitine (350-400°C)

gOre dusuk oldugu gorulmustar.

Calismanin son asamasinda, Saccharomyces cerevisiae’dan elde edilen kitin
deasetilaz (cda2) geni ekspresyon vektorlerine klonlanip, glikozilasyon genlerine
sahip rekombinant Escherichia coli suslarina aktariimistir. Sentezlenen plazmidler
saflastirilarak, restriksiyon analizi ve DNA dizilemesi ile dogrulanmistir. Uretilen
rekombinant enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik yontem ile belirlenmis ve farkh
ekspresyon sistemlerinden uretilen enzimler birbirleri ile karsilastiriimistir. Aktivitede
en iyi sonug veren enzim (0.56 U/mL), ticari kitin ile inktbe edilmis ve literatire gore
daha ylUksek deasetilasyon orani (%4.1) elde edilmistir. Kitin deasetilaz geninin E.
coli'ye klonlanmasiyla elde edilen rekombinant enzimin, dodal yapisina benzer bir

yapida uretimi ilk kez bu ¢alisma ile gergeklestiriimistir.

Anahtar Kelimeler: Kitin, kitosan, deasetilasyon derecesi, Aspergillus niger, kitin

deasetilaz, rekombinant



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN BY
DIFFERENT METHODS

ILKAY KOCER
Master of Philosophy, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Hiilya Yavuz Ersan
Co-supervisor: Yrd. Dog. Dr. Eda Celik Akdur
January 2015, 80 pages

Studies have been increasing rapidly to find alternative ways for efficient production
of chitosan with better physicochemical properties due to it's broad range of
applications in industry. In this study, chitosan was obtained from chitin which was
extracted from different sources and also recombinant production of chitin

deacetylase enzyme catalyzing the deacetylation of chitin was achieved.

In the first part of the study, crawfish and shrimp shells were used as chitin sources.
Production yields of chitin and chitosan were compared for different procedures in
chitin extraction process and different deacetylation conditions. It was observed that
the order of steps did not affect the production yield whereas deacetylation under
autoclaving conditions increased the efficiency (18%). In the second part of the
work, chitin and chitosan extraction from Aspergillus niger fungus was performed.
According to yields of chitin and chitosan, it was confirmed that this fungus is more

favorable source for chitin rather than chitosan.

Chitins which were obtained from crustaceans and A. niger, and chitosans which

were produced with chemical deacetylation of these chitins were characterized by



FT-IR and TGA. When the FT-IR spectra were compared, absorption bands of
products matched up with each other and literature. The highest degree of
deacetylation of chitosan which was extracted from cell wall of A. niger mold was
obtained as 74%. At the same time, the highest degree of deacetylation of chitosan
which was produced by chemical deacetylation of A. niger chitin was obtained as
86%. When TGA diagrams were compared, it was observed that the thermal stability
of chitosan (250-270°C) was lower than that of chitin (350-400°C).

In the last part of the study, chitin deacetylase (cda2) gene derived from
Saccharomyces cerevisiae was cloned into expression vectors and transferred into
recombinant Escherichia coli strains which have glycosylation genes. The plasmids
were verified by restriction analysis and DNA sequencing. Enzyme activities of
recombinant enzymes were tested by a spectrophotometric assay and activities of
enzymes which are produced from different expression systems were compared
with each other. Enzyme which has the best activity (0.56 U/mL), was incubated
with commercial chitin and a higher deacetylation rate (4.1%) than the literature
value was obtained. The production of enzyme, which has a similar structure to the
wild type, was achieved for the first time with this study, by cloning of chitin

deacetylase (cda2) gene to E. coli.

Keywords: Chitin, chitosan, degree of deacetylation, Aspergillus niger, chitin

deacetylase, recombinant
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1. GIRIS
Kitin, N-asetil-D-glukozamin birimlerinden olusan, sellilozdan sonra dogada en ¢ok
bulunan, kolay elde edilebilir ve yenilenebilir bir biyopolimer olup; kabuklu su
canllarinda, béceklerde ve belirli funguslarda bulunmaktadir [1]. Ancak, organik ve
sulu ¢oztcllerde ¢oziinmemesinden dolayi endustriyel kullanimi sinirhdir [2]. Kitinin
molekul zincirindeki N-asetil-D-glukozamin birimlerinin, D-glukozamin birimlerine
donusturalmesi (deasetilasyon) islemi ile, en dnemli tlrevlerinden biri olan kitosan
elde edilmektedir. Kitosani kitinden ayiran temel parametre, igerdigi D-glukozamin
monomerlerinin mol ylzdesi olarak tanimlanan, deasetilasyon derecesidir ve en az

%60 deasetilasyon derecesine sahip kitin, kitosan olarak kabul edilmektedir [3].

Biyobozunur ve biyouyumluluk 6zelliklerine sahip, toksik olmayan ve kitinden farkli
olarak asidik ¢ozlcllerde ¢ozinen kitosan, son yillarda poplileritesi ve ekonomik
degeri yuksek polimerler arasinda yer almaktadir. Kitosan bu 6zellikleriyle, medikal,

gida, atik su aritimi ve ziraat gibi birgcok alanda uygulamaya sahiptir [2].

Gunumuzde ticari kitosan Uretimi, yaygin olarak kabuklu atiklarindan ekstrakte
edilen kitinden gerceklestiriimektedir. Ancak bu kitin kaynaginin, temininde sezonluk
kisittamalarin olmasi, kabuklarin yapilarindaki proteinlerden kaynaklanan aleriji
riskleri gibi birtakim dezavantajlari bulunmaktadir [4]. Bu kisitlamalari ortadan
kaldirmak icin, hizla gelisen fermantasyon teknolojisi ile mikroorganizmalarin genis
Olcekli ¢ogaltiimasinin saglanmasiyla, hucre duvarlarinda kitin ve kitosan igeren
funguslarin alternatif kaynaklar olarak kullanilmasina yoénelik calismalar yapilmaya
baslanmistir. Funguslar, basit nutrient ortamlarinda kolaylikla ¢ogdalabilme
Ozelliklerinden dolayi ucuz ve sinirsiz bir kaynak olmasi, ¢ok disuk miktarlarda
mineral icerdikleri i¢in, ekstraksiyon sirasinda kabuklularda yapilan
demineralizasyon islemine gerek olmamasi gibi avantajlara sahiptir [5, 6]. Ayrica
yapilarinda bulunan kitosanin, molekll agirligi, deasetilasyon derecesi, viskosite
gibi fizikokimyasal oOzellikleri fermentasyon kosullarinda degisiklikler yapilarak

kontrol altina alinabilmektedir [4].

Kitinin kitosana donusumu, genel olarak kitine termokimyasal islem uygulanmasiyla
gerceklestirimektedir.  Kimyasal deasetilasyonda yuksek  deasetilasyon
derecelerinde kitosan elde edilebilmektedir ancak bu yontem, yiksek sicakliklarda

kuvvetli alkali ¢ozucullerin harcanmasindan dolayi ¢evre agisindan uygun degildir,



kontrol edilmesi zordur ve depolimerizasyondan dolayi heterojen trin dagilimi elde
edilmektedir [7]. Deasetilasyon islemi, ayrica kitin deasetilaz enzimi (EC 3.5.1.41)
kullanilarak da gergeklestirilebilmektedir ve bu yontem kimyasal metottaki birgok

dezavantaji ortadan kaldirmaktadir.

Kitin deasetilaz enzimi, kitindeki monomerik asetil glukozamin birimlerinin
deasetilasyonunu katalizlemektedir. Karbonhidrat esteraz 4 ailesi (CE4) tyelerinden
biridir ve glikoprotein yapidadir [8]. Literaturde, Mucor rouxii [9], Absidia coerulea
[10], Aspergillus nidulans [11] ve Saccharomyces cerevisiae [12] gibi fungus ve
mayalardan elde edilen kitin deasetilaz enzimleri ile ilgili ¢alismalar mevcuttur.
Bunlara ek olarak son zamanlarda kitin deasetilaz enziminin verimini ve aktivitesini
artirmaya yonelik rekombinant enzim Uretme c¢aligmalari da yapilmaktadir. Bugtne
kadar yapilan ¢alismalarda, konakg¢! hicre olarak Escherichia coli [13, 14] ve Pichia
pastoris [15, 16] ile ¢alisiimistir. Ancak enzimin dogal yapisina benzer bir yapida
yani glikoprotein olarak Uretimi gerceklestiriiememis ve bu durumda yeterli enzim
aktivitesi gorulememistir. Bununla birlikte glikozilasyon mekanizmalarinin
bakterilerde varligi yakin zamanda kegfedilmis [17] ve Campylobacter jejuni
bakterisinde bulunan basit bir protein glikozilasyon gen bdlgesi (pgl), E. coli
bakterisine aktarilarak, bu bakteriye proteinleri glikozilleme yetenedi kazandirmigtir
[18]. Dolayisiyla E. coli’'de glikoprotein Uretimi, hentz ¢ok yeni bir kavramdir ve
glikoprotein yapisindaki kitin deasetilazin bakterilerde Uretimine dair bir ¢alisma

literatiirde bulunmamaktadir.

Kitin ve kitosan hakkindaki ilk kapsamli yayin, 1977 yilinda Muzarelli tarafindan
yapilmig olup [19], bu ¢ok yonlU polimerlerin alternatif kaynaklar kullanilarak daha
verimli Uretilmesi, yeni uygulama alanlarinin bulunmasi ve uygulanmasina yonelik
calismalar halen kapsamli ve yogun bir sekilde devam etmektedir. Bu tez
calismasinin amaci, farkl kaynaklardan ekstrakte edilen kitinden kitosan elde etmek
ve kitinin enzimatik deasetilasyonu igin kitin deasetilaz enziminin rekombinant
uretimini gercgeklestirmektir. Bu kapsamda kitin kaynagi olarak kerevit, karides ve
Aspergillus niger fungusu kullaniimis ve bu kaynaklardan elde edilen kitin ve
kitosanlarin FT-IR ve TGA ile karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica kimyasal yolla
uretilen kitosanlarin, FT-IR absorbanslarinin kullanildigi esitlikler yardimiyla
deasetilasyon dereceleri hesaplanmistir. Tez ¢alismasinin enzimatik kisminda ise,

Saccharomyces cerevisiae’dan elde edilen kitin deasetilaz (cda2) geni pTRCc99A ve



pPET28a ekspresyon vektorlerine klonlanip, glikozilasyon genlerine sahip
rekombinant Escherichia coli suslarina aktarilmistir. Sentezlenen plazmidler
saflastirilarak, restriksiyon analizi ve DNA dizilemesi ile dogrulanmistir. Uretilen
rekombinant enzimlerin aktiviteleri spektrofotometrik yontem ile tayin edilmis ve
farkl ekspresyon sistemlerinden uretilen enzimler birbirleri ile karsilastiriimistir. Son
kisimda ise, aktivitede en iyi sonug veren enzimin ticari kitin ile enzimatik

deasetilasyonu calisiimis ve FT-IR ile analiz edilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kitin ve Kitosan

Kitin, selilozdan sonra dogada en c¢ok bulunan ikinci biyopolimerdir. Canl
organizmalar tarafindan yilda en az 10 gigaton (10%2 kg) kitin Uretilmektedir [20].
Omurgasizlarin, kabuklularin, bdceklerin dig iskeleti ve kuf ile mayanin hicre
duvarinin temel maddesi olup, koruyucu ve destekleyici bilesen olarak gorev alir
[21].

Kitin ilk olarak 1811 yilinda Fransiz bilim adami Henri Braconnot tarafindan
mantardan izole edilmis ve kesfedilmigtir. Daha sonra 1823 yilinda Odier, ayni
yaplyl boceklerin kabuklarinda bulmustur ve Yunanca kokenli olan kitin ismi Odier
tarafindan verilmistir [22]. Kitin, 2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukoz (N-asetil-D-
glukozamin) monomerlerinden olusan polisakkaritlerden biri olup, poli-B-(1—4)-2-
asetamido-2-deoksi-D-glukoz olarak da adlandiriir. Yapisal olarak sellloze
benzemektedir (Sekil 2.1). Karbondaki hidroksil grubu, bir asetamido grubuyla yer
degistirmis selliloz olarak da kabul edilebilir [23].

CH20H

H OH u Oon n

NHCOCH3
Kitin

Sekil 2.1. Seluloz ve kitinin kimyasal yapilari [23]

Kitosan, 1859 yilinda Rouget tarafindan igerisinde kitin bulunan derisik KOH
cOzeltisini kaynatirken kesfedilmigtir [22]. Kitosan, kitinin alkali ya da enzimatik
deasetilasyonu (asetil gruplarinin uzaklastiriimasi) ile elde edilen en onemli
artnlerinden biridir. Deasetilasyon prosesi, kitinin molekul zincirindeki N-asetil-D-
glukozamin birimlerinin  D-glukozamin birimlerine donustuartlmesi iglemidir.

Asetilasyon (DA) ve deasetilasyon dereceleri (DD) sirasiyla kitosan molekulindeki



N-asetil-D-glukozamin ve D-glukozamin monomerlerinin  mol yuzdesinin bir
ifadesidir. Deasetilasyon derecesi, 0 (kitin) ile 100 (tamamen deasetillenmig kitin)
arasinda degismektedir. Kitin ve kitosan birbirinden deasetilasyon derecesi ile
ayrilmaktadir ve genellikle %60 ve Uzeri deasetilasyon derecelerindeki kitin, kitosan
olarak kabul edilmektedir [3]. Kitosanin deasetilasyon derecesinin belirlenmesinde
ninhidrin testi, lineer potansiyometrik titrasyon, kizilétesi (IR) spektroskopisi, nukleer
manyetik rezonans spektroskopisi, HBr titrasyonu gibi ydntemler kullaniimaktadir

[24].

Kitosan, katyonik bir polisakkarittir ve 3- (1,4)- 2-asetoamido-2-deoksi-D-glukoz ve
B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoz Unitelerinin bir kopolimeridir. Kitin ile kitosan
arasindaki tek fark, kitinde C-2 pozisyonundaki (ikinci karbon atomu) asetamido (-
NHCOCHS3) grubu yerine, kitosanda amin (-NH2) grubunun bulunmasidir (Sekil 2.2).
Bu durumda kitosan, her tekrarlayan birimdeki primer (C-6) ve sekonder (C-3)
hidroksil gruplari ile amin (C-2) grubu olmak Uzere toplam u¢ tane reaktif gruba
sahiptir. Bu reaktif gruplar kolayca kimyasal modifikasyona ugrayabilmekte ve

kitosanin mekaniksel ve fiziksel 6zellikleri ile ¢dzUnUrliguna degistirmektedir [25].
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Sekil 2.2. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilari [26]

2.1.1. Kitin ve Kitosanin Ozellikleri

Kitin ve kitosan, yapilarinda yuksek azot oranina sahip olmalari sebebiyle, diger
biyopolimerlere gore ticari agidan daha ¢ok ilgi gormektedir. Kitindeki azot miktari,
deasetilasyon derecesine bagl olarak %5-8 arasinda degismektedir. Kitosandaki

azot ise ¢cogunlukla primer alifatik amino gruplar (-NH2) seklindedir ve bu gruplarin



bulunmasi kitosani kimyasal modifikasyon i¢in uygun hale getirir. Kitosan bu
Ozelligiyle aminlere 6zgu reaksiyonlar verir ve bunlarin en énemlileri N-agilasyon ve
Schiff bazi reaksiyonlaridir. Asit anhidritler ile ya da agil halojendrlerle
gercgeklestirilen N-acgilasyon reaksiyonunda, kitosan azotunda amido gruplari
olusturur. Asetik anhidrit tamamen asetillenmis kitin meydana getirir [23]. Kitosan
¢ok yonlu bir biyopolimerdir; uygulama alanlarina gore toz, nanopartikdl, jel boncuk,
fiber ve membran gibi farkli sekilde polimer formlarina kolaylkla donustartlebilir
[27].

Kitin ve kitosan toksik dedgildir, biyouyumlu ve biyobozunurdur. Asit giderici,
antiulser, antitimor, antimikrobiyal, antioksidant, antibakteriyel ve antifungal etki gibi
biyoetkileri vardir [28]. Kitin ve kitosan arasindaki en belirgin farkhlik, ¢dézinurllik
Ozellikleridir. Kitin oldukga hidrofobiktir ve icerdigi glcli hidrojen baglarindan dolayi
sik kullanilan g¢ozlculerde ¢dzinemez. Mineral asitlerin seyreltik ¢ozeltileriyle
konjuge olan hekzafloroizopropanol, hekzafloroaseton ve kloroalkoller ile %5-8
lityum klorUr iceren dimetilasetamit gibi toksik 6zelligi yuksek ¢ozuculerde ¢dzunur
[29]. Bu ozellik, kitinin endustriyel uygulamalarda kullanimini énemli o&lgide
kisittamaktadir. Kitosan ise herhangi bir organik ¢ozlicude ya da suda
¢6zunmemektedir ancak asidik ortamda (pH < 6) amino gruplarinin protonasyona
ugramasi sonucunda suda ¢ozlnebilir bir 6zellik kazanir [28]. Kitosan, asetik asit,
formik asit, laktik asit, okzalik asit gibi organik asitler ile hidroklorik asit, nitrik asit
gibi bazi mineral asitlerde ¢ozunur fakat fosforik asit ve sulfirik asiti ¢ozlcu olarak
kullanmak uygun degildir [30, 31]. Kitosanin sahip oldugu amino gruplarinin
¢6zUnme sirasinda protonlanmasindan dolayi kitosan, pozitif yliklenmis olur. Bu
Ozellik, kitosanin katyonik bir polisakkarit oldugunu gostermektedir [28, 32]. Bu
Ozelliginden dolayi, negatif yikli polimerlerle, makromolekiillerle ve polianyonlarla
etkilesme yetenegine sahiptir. Bunun yaninda, su ve yag baglama kapasitesi

oldukga yuksektir ve ¢ok iyi film olusturma 6zelligine sahiptir [23].

Biyosferdeki kitinin molekil agirhgi genellikle 1000 kDa’dan daha buyuk iken [33],
ticari kitosanin molekul agirligi, kitin kaynagina ve uretim prosesine bagli olarak
degisiklik gdstermektedir [34]. Sigma-Aldrich tarafindan satilan ticari kitosan,
yuksek ve dustk molekul agirlikli olmak Gzere iki kalitede mevcuttur. Dusuk molekil

agirlikh kitosanin molekual agirhgr 20-190 kDa arasinda olup, deasetilasyon derecesi



%75 civaridir. Yuksek molekul agirlikli kitosan ise 190-375 kDa molekul agirligiyla

ve %75’ten buyuk deasetilasyon derecesiyle karakterize edilmektedir [32].

Kitosani karakterize eden fizikokimyasal 6zellikleri; deasetilasyon derecesi, molekdl
agirhgi, viskozite ve ¢ozunurluktur. Deasetilasyon derecesi, kitosan igin en dnemli
yapisal parametrelerden birisi olup; molekul agirhgi, ¢ozunurlik, viskozite gibi
fizikokimyasal Ozelliklerinin yani sira biyobozunurlugu ve immunolojik aktiviteyi de
etkiler [35] (Cizelge 2.1). Kitosan kristalin bir yapidadir ve kristallik derecesi kitin (%0
deasetillenmis) ve tamamen deasetillenmis kitin (%100 deasetillenmis) igin

maksimumdur [2].

Cizelge 2.1. Yapisal parametreler ve 6zellikleri arasindaki iligki

Ozellik Yapisal Parametre Kaynak
Cozunarlak 4 DD [36, 37]
Kristalinite v DD [2]
Biyobozunurluk v DD y MA [38, 39]
Viskozite 4 DD [39]
Biyouyumluluk 4 DD [2]
Antimikrobiyal 4 DD 4 MA [40]

4 Ozelligi dogru yonde etkiler; v Ozelligi ters yonde etkiler.

** DD: Deasetilasyon derecesi; MA: Molekul agirhgi

2.1.2. Kitin ve Kitosanin Uygulama Alanlari

Kitin, kitosan ve turevleri, medikal ve gida basta olmak Uzere atik su aritimi, ziraat,
kozmetik gibi cesitli alanlarda kullanim yeri bulmustur (Cizelge 2.2). Yapisinda
bulundurdugu fonksiyonel gruplar ve katyonik polimer olma avantajlari ile kitosan,
biyobozunur film ve fiberlerin, katki maddelerinin [41], antimikrobiyal koruyucularin
[42] ve nanopartikullerin Uretiminde ve diger cesitli uygulamalarda kullaniimaktadir
[43, 44]. Ayrica, enzim immobolizasyonunda [45], kromatografide [46] ve atik su
aritiminda ¢okturucu ve selatlama ajani olarak [47, 48] kullanim alanina sahiptir.

Cizelge 2.2’de goruldigu gibi kitin ve kitosan c¢ok farkli alanlarda kullanim yeri
bulmustur. Son zamanlarda da kitosan temelli yara ortlleri Uzerine galismalar
artmaktadir [49]. Kitosan tabletleri ve/veya fiberleri diyet Urini olarak
kullanilabilmekte ve vyaglarin vucutta metabolize olmadan disari atiimasini
saglamaktadir. Bu 6zelligi ile ayni zamanda kolesterol seviyesini de dusurdtugu
gOrulmustir. Kitosanin kozmetik alaninda kullanimi 6zellikle sa¢ bakimi konusunda

yogunlasmistir. Kozmetik uygulamalar i¢in organik asitler genellikle iyi gézuculerdir



ve kitosan asit ile notralize oldugunda viskoz hale gegen tek dogal katyonik
recinedir. Bu materyaller krem, losyon ve kalici dalgalandirici losyonlarda
kullaniimaktadir [23].

Cizelge 2.2. Kitosanin bazi kullanim alanlari ve uygulamalari

Kullanim Alani Uygulamalari Kaynak

¢ Dogal kivamlastirici
e Hayvan yemlerini de igeren yiyecek
Gida katki maddesi [48, 50]
¢ Filtreleme ve temizleme
e Boyar maddenin uzaklastiriimasi

e Yara bandi

e ilac salim sistemleri [44, 51]
e Dis uygulamalari ’

e Pihtilagsma etkeni

e Cerrahi uygulamalar

Medikal

e Enzim immobilizasyonu

e Hucre geri kazanimi [45, 50]
e Kromatografi '

e Protein saflastirma

Biyoteknoloji

. e Nemlendirici
Kozmetik e Sac ve cilt bakimi [50, 52]

e Banyo losyonu

e Metal iyonlarin, radyoaktif bilesiklerin [21, 50, 53,
ve boyalarin uzaklagtiriimasi 54]
e Koagulasyon ve flokulasyon

Atik su aritimi

e Bitki tohumu kaplanmasi
e Glbre yapimi
e Fungusit

Ziraat [6, 50, 52]

2.2. Kitin ve Kitosan Kaynaklari

Kitin, biyosferde kabuklu canlilarda, bdceklerde ve mikroorganizmalarda
bulunmaktadir (Cizelge 2.3). Kitin mikrofibrillerinin alfa, beta ve gamma olmak Uzere
uc farkli yapisi vardir. Alfa yapisi dogada en fazla bulunan formudur ve antiparalel
zincir yapisina sahiptir. Kabuklu su canlilarinin kabuklarinda, kudflerin hucre
duvarlarinda, mayalarda ve bdceklerde bulunmaktadir. Beta formu paralel zincir

yapisina sahiptir ve dogada daha az gdrulmekte olup mirekkep baliginin kollarinda



bulunur. Gamma formu ise paralel ve antiparalel yapilarin karigimi olarak boéceklerin

kozalarinda goralur [55].

Cizelge 2.3. Kitin ve kitosanin biyosferdeki bazi kaynaklari [56]

Su Canlilan Bocekler Mikroorganizmalar
Halkali solucanlar Akrepler Yesil alg
Yumusakgalar Oriimcekler Kahverengi alg
Deniz Omurgasizlari Kolsu Ayaklilar Maya
Kabuklular: Yengeg¢ Karincalar Mantar (kuf)
Karides Hamam Bocegi Penicillium miselleri
istakoz Arilar Ascomydes
Kerevit

Kitinin en iyi kaynaklari icerisinde deniz kabuklular (karides, yengeg, istakoz),
kerevit (tatl su 1stakozu), mirekkep baligi ve istiridye bulunmaktadir. Bir kabuklunun
%25i kati, %20-25’i yenebilir kisim ve %50-60'1 da islenebilir atik olarak
belirlenmistir [57]. Kabuklu atiklari, kitinin endustriyel proseslerinde halen en blyik
kaynaktir ve yilda 1.44 milyon metrik ton kuru agirliginda iglenebilir atik
uretilmektedir [58]. Kabuklularin kabugu, agirlikl olarak %30-40 proteinler, %30-50
mineral tuzlar, %13-42 arasi kitin [59], az miktarda Na, P, Mg gibi diger mineralleri
ve kabuklara rengini veren karotenoidleri (6zellikle astaksantin) icermektedir [60] ve
bu icerigin miktarlari, proses sirasindaki kabuk soyma kosullarina, turlere,
organizmanin kisimlarina, beslenme durumlarina ve yasam dongulerinin evresine
badli olarak degismektedir [61]. Atiklardaki protein icerigini bag dokulari, kitin ve
mineral tuzlarla olusturdugu dis iskeleti olusturan kompleks yapilar ve etlerden kalan
kisimlar olusturmaktadir. Kabuktaki mineral orani c¢ogunlukla kalsiyum ve

magnezyumun fosfatlari ve karbonatlari olarak bulunmaktadir.

Kitin funguslarin hidcre duvarinin saglamhgi i¢cin dnemli bir bilesendir. Mayalarin
kuru hdcre agirliginin sadece %1-2’sini olustururken [62], kuf mantarlarinda kuru
agirhgin %40-45'’i olarak degismektedir [63]. Kitinden ayri olarak, misel kaliplarinin
hacre duvarlari 6nemli miktarlarda kitosan ve c¢esitli asidik polisakkaritler
icermektedir. Mucor rouxii [64], Absidia glauca [65], Aspergillus niger [66, 67],
Gongronella butleri [4, 68], Pleurotus sajor-caju [66], Rhizopus oryzae [66, 67],
Lentinus edodes [69] ve Trichoderma reesei [70] gibi funguslarin miselyumlar kitin

ve kitosan kaynagi olarak kullaniimaktadir.



Gunumuzde mikroorganizmalar kitin ve kitosanin endustriyel oOlgekli Uretiminde
kullanilamasalar da, bu kaynaktan kitin ve kitosan uretimi igin ¢esitli yontemler
denenmis ve gelistiriimistir [5, 66]. Kif ve mayalarin hicre duvarlarindan kitin ve
kitosanin elde edilip kullaniimasi, kolay elde edilebilmesi agisindan avantajlidir. Son
zamanlarda da mikroorganizmalarin sitrik asit, enzim, vitamin, antibiyotik ve
hormonlarin endustriyel Uretiminde kullanimlarinin artmasi sonucu, kuf misellerinin
ve mikrobiyal hicrelerin elde edilebilmesi daha da kolaylasmistir. Kitin ve kitosan
icerigine sahip mikroorganizmalar yuksek cogalma hizina sahiptir ve optimum
kiltivasyon kosullarinda ikileme sureleri 1 ile 3 saat arasinda degismektedir. Ayrica
kafler, kagit ve gida sanayinin yan urunu olan seluloz gibi substratlarda

blyuyebildigi icin ucuz bir kaynaktir [61].

2.3. Kabuklulardan Kitin Ekstraksiyonu
Kabuklu canlilardan kitosan retimi genel olarak iki temel kisma ayrilir. ilk kisimda
cesitliislemler ile kabuklardan kitinin ekstraksiyonu, ikinci kisimda ise kitindeki asetil

gruplarinin uzaklastiriimasi ile kitosanin elde edilmesi yer almaktadir.

Kitinin izolasyonu, kabukta bulunan diger maddelerin uzaklagtiriimasi ile
gergeklestirilir ve bunun igin yapilan iglemler i¢ ana basamak altinda toplanabilir: (i)
Deproteinizasyon (proteinlerin uzaklastiriimasi); (ii) Demineralizasyon (minerallerin
uzaklastirimasi); (iii) Dekolorasyon (pigmentlerin uzaklastirimasi). Kitin

ekstraksiyonuna ait proses akis semasi Sekil 2.3’ te gosterilmektedir.

Kabuklu canlinin kabugu: % 13-42 kitin, %30-
40 proteinler, %30-50 CaCOs ve pigmentler

Deproteinizasyon Kalsiyum klortr

Demineralizasyon Proteinler

Kalan kisim (kitin agirhikl)

Dekolorasyon .
Pigmentler

Kitin

Sekil 2.3. Kabuklu canlilarin atiklarindan kitin ekstraksiyonuna ait akis semasi [26]
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Kabuklu canlilarda kitin ile proteinler, protein-kitin matrisini olugturmak igin birlesirler
ve bu yapi daha sonra mineral tuzlarla mekanik dayanikliiga sahip kabuklari
olusturur. Kabuklardan kitin elde etmek igin proteinlerin ve minerallerin
uzaklastiriimasi gerekmektedir. Deproteinizasyon isleminde proteinlerin bir kismi
kolayca ekstrakte edilebilmekte iken geri kalan kisim, kitinle kuvvetli kovalent bag
ile baglandiklarindan dolayr hemen ekstrakte edilemez. Bu agsamada proteinleri
¢bzmek icin kabuk artiklari %1-10 (w/v) konsantrasyonunda seyreltik sodyum
hidroksit (NaOH) cozeltisi ile 65-100°C’de muamele edilir [61]. islemin siiresi,

hazirlama yontemine bagli olarak 0.5-72 saat arasinda degismektedir [60].

Demineralizasyon iglemi genellikle hidroklorik asit (HCI), nitrik asit (HNOs), asetik
asit (CHsCOOH) ve formik asit (HCOOH) gibi asit ¢ozeltileri kullanilarak
gerceklestiriimekte olup [71, 72], bu asitler igerisinde en ¢ok, hidroklorik asit tercih
edilmektedir [73]. Burada seyreltik hidroklorik asit ¢oOzeltisi kullanilarak oda
sicakhginda gergeklestirilen islem sonucunda, kabuklarda bulunan kalsiyum

karbonat, kalsiyum klortre donuserek ¢ozulur ve uzaklastirilir.

Deproteinize ve demineralize edilmis kitin, pigmentlerin varhgindan dolay! acik
pembe renktedir. Dekolorasyon sirasinda kullanilacak kimyasalin, kitin ve kitosanin
fizikokimyasal ve fonksiyonel Ozelliklerini etkilemeyecek bir madde olmasi
gerekmektedir. Bu amagla, pigmentlerin uzaklastiriimasi igin 60°C’de %0,02 (w/v)
potasyum permanganat (KMnQOa) ¢dzeltisi, hidrojen peroksit (H202) veya sodyum
hipoklorit (NaClO) kullaniimaktadir [73].

Literatirde kabuklulardan kitin/kitosan Uretimi ile ilgili cesitli calismalar yer
almaktadir ve yapilan ¢alismalarda segilen kitin kaynagina bagh olarak uygulanan
demineralizasyon ve deproteinizasyon basamaklarinin sirasi, kullanilan alkali ve
asidik ¢ozeltilerin derisimleri, reaksiyon suresi ve sicakliklari farklilik géstermektedir
[60, 74, 75]. Ornegin, kerevit kabugu atiklarinin kullanildi§i bir galismada
deproteinizasyon islemi %3.5’luk (w/v) NaOH (65°C’de 2 saat) ¢ozeltisi kullanilarak,
demineralizasyon islemi de 30 dakika boyunca oda sicakliginda 1 M HCI ¢ozeltisi
ile muamele edilerek gergeklestiriimistir. Kabuk matrisinden karotenoidi
uzaklastirmak igin 5 dakika %0.315’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile renk giderimi
yapillmadan 6nce aseton ile ekstraksiyon islemi uygulanmigtir [76]. Tolaimate ve
arkadaglar tarafindan yapilan kitin kaynagi olarak karidesin kullanildig: bagka bir
calismada ise deproteinizasyon (0.3 M NaOH, 80-85°C, 1 saat) ve demineralizasyon
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(0.55 M HCI, oda sicakhgi, 15-60 dakika) islemleri gok basamakli olarak ayni
kosullarda Uger defa tekrarlanarak gergeklestiriimistir. Bu yontemin tek basamakli
olana gdre ¢ok daha etkili oldugu sonucuna variimistir. Yapilan ¢alismada ayrica

dekolorasyon iglemi i¢in H202 (hidrojen peroksit)/HCI karigimi kullaniimigtir [60].

Kabuklu atiklarindan kitin elde etmek icin yaygin olarak kullanilan ve yukarida
bahsedilen kimyasal ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan kimyasallarin geri
doénusuimua yapilamadigindan gevre igin tehlike olusturmaktadir [77]. Ayrica, kitinin
kimyasal ekstraksiyonu sirasinda kabuktaki yararli proteinler zarar goérebilir ve bu
proteinlerin hayvan yemi gibi baska wuygulamalar igin degerlendirilmesi
gerceklestirlemez [78]. Bu sebeple kimyasal igleme alternatif olarak
demineralizasyon ve deproteinizasyon i¢in enzim ya da mikroorganizmalarin

kullanildigi biyolojik prosesler énerilmektedir [79, 80].

Biyolojik yontemde, karbon kaynagdi olarak glukoz iceren ortamlarda
mikroorganizmalarin laktik asit Gretmesi ile mineral giderimi; proteolitik enzimleri
uretmesi ile de protein gideriminin gergeklesmesi saglanmaktadir. Ayrica laktik asit
ve proteaz uretimi icin farkli mikroorganizmalarin kullanilip, demineralizasyon ve
deproteinizasyon iglemlerinin ayni ortamda yapildigi prosesler de bulunmaktadir
[81, 82].

Biyolojik proseslerde en fazla kullanilan bakteri Lactobacillus plantarum’dur. Bu
yontemde uygun fermentasyon kosullari saglanarak ortamda Lactobacillus yoluyla
laktik asit Uretilir. Laktik asit, kitin fraksiyonunda kalsiyum karbonat bilesidi ile
reaksiyona girer ve kalsiyum laktat olusur. Olusan kalsiyum laktat ¢goker ve yikama
ile uzaklastirihr [80]. Ortamda laktik asitin olugsmasi ayrica pH’in dismesini ve
proteazlarin aktivite gostermesini saglar. Bu iglemler sonucunda protein, mineral ve
astaksantin bakimindan zengin sivi fraksiyonu; kati olarak da kitin fraksiyonu elde
edilir [83, 84]. Sivi kisim, hayvan yemi ya da insanlar i¢in protein-mineral katki

maddesi olarak kullanilabilmektedir [79].

2.4. Mikroorganizmalardan Kitin ve Kitosan Ekstraksiyonu

Kabuklu deniz canlilarindan kitin elde etmenin en blyuk problemlerinden biri, bu
kaynaklarin sezonluk temin edilebilmesidir. Kitin ve kitosanin uygulama alanlari
arttikga, bu polimerlerin Uretiminde surekliliginin saglanmasi igin alternatif kaynaklar
bulma ihtiyaci ortaya ¢ikmistir. Hicre duvarlarinda hem kitin hem de kitosan igeren

funguslar bu agidan uygun kaynaklar olarak goérulmektedir ve funguslarin avantajli
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yonleri bulunmaktadir. Fungus miselyumundan kitin ve kitosan ekstraksiyonu igin
dusuk konsantrasyonlarda bazik ve asidik ¢ozeltiler kullaniimaktadir; bu yonuyle
cevre acgisindan guvenilir bir kaynaktir. Ayrica, funguslarin inorganik madde
iceriklerinin ¢ok dusuk olmasindan dolayl demineralizasyon iglemine gerek yoktur;

bu agidan da maliyeti kabuklulara gére daha azdir [5, 61].

Funguslarin kitin ve kitosan igerikleri turlerine gore degisiklik gostermektedir.
Zygomycetes (Absidia, Mucor, Rhizopus, Gongronella, vd.) sinifina ait olan
funguslarin hdcre duvarlari kitosan agisindan [85]; Basidiomycetes (Lentinula,
Agaricus, vb.) ve Ascomycetes (Aspergillus, Fusarium, vb.) sinifina ait olan
funguslar da kitin igerigi bakimindan daha zengindir [86, 87]. Mucor rouxii, fungus
kaynaklari igerisinde en fazla galisilanidir ve kitosan icerigi kuru hicre agirligina
gore %8.9-35 arasinda degismektedir [61]. Basidiomycetes sinifindaki
mikroorganizmalarin kitin miktarlari kuru agirhgin %8.5-19.6’s1 arasinda degismekte
olup, kitosan miktarlari %1 civarindadir [87]. Aspergillus niger kif mantari ise en
yuksek kitin icerigine (%42) sahip mikroorganizma olarak belirtimektedir [88]. A.

niger ayrica kuru agirhginin %11’i civarinda da kitosan i¢erigine sahiptir [66, 89].

Aspergillus niger suslari endustriyel 6lcide yaygin olarak sitrik asit ve diger
biyoteknolojik ve farmasoétik Uranlerin Gretiminde kullanilir. Sitrik asitin yilhik Gretimi
1.7 milyon ton olarak belirlenmistir ve bu prosesten yillik 0.34 milyon ton A. niger
miselyum atigi olusmaktadir [6]. Ancak dusuk verimden dolayi, endustriyel élgekte
kitin ve kitosan uretimi igin bu atiklardan faydalanilamamaktadir ve bu konuda bir

sistemin geligtiriimesine ihtiya¢c duyulmaktadir [90].

Kitin ve kitosan, fungus hlicre duvarindan baz ve asit muamelelerini kapsayan iki
kademeli ekstraksiyon prosesi ile elde edilmektedir. ilk asamada proteinler, yaglar
ve alkali ortamda ¢dzinen karbonhidratlar %2-4 (w/v) NaOH ¢dzeltisinde, 90-121°C
sicakliklari arasinda, 15-120 dakika arasindaki surelerde ¢ozunur. Geriye hucre
duvarinin kitosan iceren, alkali ¢6zinmeyen kismi kalir. Bu kisim genellikle %2-10
(v/v) asetik asit ¢ozeltisiyle, 25-95°C arasindaki sicakliklarda, 1-24 saat arasindaki
surelerde muamele edilir. Bu islem ile ¢gozunen kisim (kitosan icerigi bakimindan
zengin) ayrilir ve pH’1 9-10’a yukseltilerek ¢okmesi saglanir. Santriflij ile goken kisim
ayrilip aseton ve etanol ile yikanarak kitosan elde edilir. Asetik asit muamelesi

sonucu ¢ozunmeyen kisimdan ise kitin elde edilir. [64, 91, 92].
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Fungus biyokutlesinden elde edilen kitosanin verimi, secilen fungus turlne,
kultivasyon yontemlerine ve sicaklik, pH, inkubasyon suresi, karigtirma hizi gibi
proses parametrelerine bagli olarak degismektedir. Kitosan verimindeki artis ya
biyokUtle miktarini arttirarak ya da hicre duvarindaki kitosan igerigini arttirarak elde
edilebilir [93].

Kuflerin hucre duvarindan direk elde edilen kitosanin birtakim avantajlari vardir: (i)
karides proteinlerinden kaynaklanan alerjik riski yoktur; (ii) molekdl agirhgr ve
deasetilasyon derecesi fermentasyon kosullari degistirilerek kontrol edilebilir [94,
95]. Kabuklulardan elde edilen kitosan yliksek molekil agirligina (yaklasik 1,5x108
Da) sahipken, mikroorganizmalardan elde edilen kitosan daha dusik molekdl
agirhgina (1-12x10* Da) sahiptir. Yiksek molekll agirhkli kitosanin nétr pH
degerlerinde ve ylUksek viskoziteye sahip sulu ¢ozeltilerde ¢ozunlrligu zayiftir ve
bu durum gida, medikal ve ziraat alanlarindaki kullanim olanaklarini kisitiamaktadir
[96]. Mikroorganizmalardan elde edilen kitosan ise kolestrol absorpsiyonunda toz
olarak ve bircok medikal uygulamalarda Ilif ya da membran olarak
kullanilabilmektedir [68]. Ek olarak, mikrobiyal kitosanin kabuklulardan elde edilen
kitosandan daha yuksek biyoaktiviteye sahip oldugu dustunulmektedir; bu 6zellik

yine medikal uygulamalar i¢in dnemlidir [93].

2.5. Kitinden Kitosan Uretim Yéntemleri

Kitinden kitosan elde etmek icin, kitindeki asetil gruplarinin bir kisminin veya
tamaminin uzaklastiriimasi gerekmektedir. Bu islem de kimyasal olarak belirli
reaksiyon kosullarinda, alkali ¢ozeltilerle ya da enzimatik olarak kitin deasetilaz
enziminin yardimiyla gergeklestirilebilmektedir.

2.5.1. Kimyasal Yontem

Kitinin kimyasal deasetilasyon prosesi, heterojen [7] olarak yuksek sicakliklarda ya
da homojen [97] olarak oda sicakliginda gergeklestiriimektedir. Heterojen yontemde
yuksek deasetilasyon derecelerinde; homojen yontemde ise %48-55 deasetilasyon
derecelerinde suda c¢ozunur kitosan elde edilir. Endustriyel uygulamalar igin
heterojen yontem tercih edilmektedir [90].

Kitinin deasetilasyonu genellikle ylksek derisimde (%40-50 (w/v)) NaOH veya KOH
cOzeltisi kullanilarak, 100°C veya daha ylksek sicakliklarda; 30 dakika veya daha

uzun surede gercgeklestiriimektedir [98]. Sicaklik, deasetilasyon suresi, baz derisimi,
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kitin-baz c¢ozeltisi orani, atmosfer ve partikil buyuklugu gibi faktorler, uretilmek

istenilen kitosanin deasetilasyon derecesine gore farkllik gostermektedir [99].

Kitinin deasetilasyonunda yuksek sicakliklar deasetilasyon derecesini artirirken,
molekdl agirhigini dagurmektedir. Yapilan galismalar sicaklik ile deasetilasyon hizi

arasinda lineer bir iligki oldugunu ortaya koymustur [19].

Deasetilasyon stresinin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, 100°C’de %50 (w/v)
NaOH ¢dzeltisi ile yapilan islemde ilk bir saat igcinde deasetilasyonun hizli bir sekilde
gerceklestigi belirtiimistir. Bir saatin sonunda %68 deasetilasyon derecesi elde
edilmis ve ikinci saatin sonunda bu deger sadece %78’e yukselmistir. Bu calismada
baz ¢ozeltisi ile uzun sire yapilan muamelenin deasetilasyon islemini nemli dlgude
etkilemedigi ve depolimerizasyona yani molekul zincirinin kigllmesine sebep
oldugu sonucu c¢ikmistir [99]. Baska bir ¢calismada ise yuksek basing ve sicaklk
kosullari (15 psi/121°C) ile diger metotlardan daha kisa slirede (30 dakika) yiksek
deasetilasyon derecesine sahip kitosan elde edilmistir [100].

Kitinin deasetilasyonu sirasinda ortamdaki oksijen, polisakkarit zincirinin
bozunmasina sebep olmakta ve bunun sonucunda elde edilen kitosanin viskozite
ve molekul agirhgini dastirmektedir. Bu durumlarda deasetilasyon, oksijenli ortamda
absorplayici olarak tiyofenol kullanilarak ya da azotlu ortamda gergeklestiriimektedir
[101]. Deasetilasyon isleminde reaksiyonun dizenli bir sekilde ilerleyebilmesi icin
uygun bir karistirma gereklidir. Bunun i¢in de reaksiyon karisiminin iyi bir akigkan

ortamindan olmasi gerekir; kitin-baz ¢ozeltisi orani da bu sebeple 6nemlidir [19].

Kimyasal metodun hizli, etkili ve kolay uygulanabilir olmasi gibi avantajlari
bulunmaktadir. Ancak kitinin kimyasal deasetilasyonu, genis aralikta molekul
agirhgina sahip kitosan uretimine ve deasetilasyonun polisakkarit molekulinde
heterojen dagilimina sebep olmaktadir; boylece uygulamalar igin bir standarthk
saglanamamaktadir. Proses kosullari ile degisen deasetilasyon derecesi ve molekul
agirhgi da, birgok uygulama igin 6nemli olan ¢ézunurlik, vizkosite, biyolojik aktivite
gibi ozellikleri etkilemektedir [61]. Ayrica, buyuk hacimlerde derigik alkali (NaOH)
¢Ozeltilerinin kullanilmasi ve iglem sonucunda gesitli azotlu atiklarin olusmasi ¢evre

kirliligine neden olmaktadir [6].
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2.5.2. Enzimatik Yontem

Enzimatik yontem, funguslardan elde edilen kitin deasetilaz enzimi kullanilarak
gerceklestirimektedir. Kimyasal yonteme gore daha kontrol edilebilir bir yontem
olup, homojen bir Grin olusumu ile sonuglanmaktadir. Ayrica ¢evre agisindan da
daha guvenilirdir; boylece kimyasal metottaki birgok dezavantaji ortadan
kaldirmaktadir [102].

Enzimatik yontemin bircok avantaji bulunmaktadir ancak kitin deasetilaz enzimi
¢bzunmez, kristalin kitine karsli ¢ok etkili degildir. Enzimin deasetilasyon igin
kitindeki asetil gruplarina erigebilirligini artirmak amaciyla kitinin, 1sitma,
sonikasyon, 06gutme ve tlrevlerinin elde edilmesi gibi fiziksel ve kimyasal

yontemlerle 6n muamele edilmesi gerekmektedir [103] .

Enzimatik ydontemde, substrat olarak genellikle glikol kitin, kitin-50 (DA, %50) ve kitin
oligomerleri (DP=2) kullanildiginda daha etkili olmaktadir. Bu substratlar, suda
¢Ozunebilir ve amorf yapida olup, butin kitin deasetilazlar tarafindan kolaylikla
deasetile edilebilmektedir. Bunun yaninda, funguslardan elde edilen kitin ve kitosan
da (DA, %30) enzimatik deasetilasyon igin substrat olarak kullaniimaktadir. Cai ve
arkadaslari, Aspergillus niger fungusundan elde edilen kitinin, kitin deasetilaz enzimi

icin iyi bir substrat oldugunu belirtmislerdir [104].

2.6. Kitin Deasetilaz Enzimi

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen ve amino asitlerin peptit baglariyla
baglanmasi sonucu olusan, protein yapisindaki biyopolimerlerdir. Uluslararasi
Enzim Komisyonu, enzimleri katalizledikleri reaksiyonlara gore ayirmak icin bir
numaralandirma sistemi gelistirmistir;, buna gobre enzimler alti ana grupta
siniflandinimaktadir. Her enzim numarasi "EC" harflerini izleyen, noktalarla ayriimig

dort sayidan olusur.

Kitin deasetilaz enziminin (CDA) sistematik adi kitin amidohidrolaz olup, enzim kodu
“EC 3.5.1.417dir ve bu sayilar su enzim gruplarini belirtmektedir: EC 3 enzimleri
hidrolazlardir (bir molekuli pargalamak i¢in suyu kullanan enzimler); EC 3.5 peptit
baglar hari¢ karbon-azot baglarina etki eden hidrolazlardir; EC 3.5.1 ise lineer
amitlere etki eden hidrolazlardir. Enzim numarasindaki dérdincu rakam grubu da,
kitin deasetilazin hidrolazlar arasindaki 6zgul numarasini gostermektedir. Kitin

deasetilaz enzimi ayrica, Henrissat tarafindan olusturulan CAZy veritabanindaki
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[105], karbonhidrat esteraz 4 (CE4) ailesi Uyelerinden biridir. Karbonhidrat esteraz
4 allesi, asetillenmis ksilan, kitin ve peptidoglukan gibi substratlarin N- veya O-

deasetillenmesini katalize eden enzimlerden olugsmaktadir [106].

Kitin deasetilaz enzimi, kitin ve kitosandaki N-asetilglukozamin birimlerindeki
asetamido gruplarinin hidrolizini katalizleyerek, glukozamin ve asetik asit

olusmasini saglamaktadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kitin deasetilaz enziminin katalitik reaksiyonu [107]

Kitin deasetilaz enzimi fungus, bocek ve denizde yasayan bazi bakteriler gibi
yapilarinda kitin bulunduran canlilar tarafindan dretilmektedir. Fungus kaynakli kitin
deasetilaz enzimlerinin, hicre duvari Uretimi ve bitki-patojen etkilesimleri olmak
uzere iki farkl biyolojik goérevinin oldugu belirtiimektedir. Mucor rouxii fungusunda
kitin ve kitosan biyosentezinin incelendigi bir ¢alismada kitin sentaz (EC 2.4.1.16)
ve kitin deasetilaz enzimlerinin birbirlerine bagl olarak ¢aligtiklari gozlemlenmistir.
Buna gore, kitin sentaz enzimi uridin-5-difosfo-N-asetil-glukozamini (UDP-Glc-NAc)
kullanarak kitin zincirini sentezlerken (2.2), kitin deasetilaz enzimi kitin zincirindeki
N-asetamido baglarini hidrolize etmektedir (2.3) [9]. Absidia coerulea fungusuyla
yapilan bir calismada da ayni durum elde edilmistir. Bu ¢alismada ayrica, Kitin
deasetilaz enziminin hucre duvarinin i¢ yuzunde vyani periplazmik bolgede
bulundugu belirtiimektedir [10].

UDP + GIcNAC Kitinsentaz ~~ ~ Kitin (2.2)

N

Kitin Kitin deasetilaz ~ Kitosan (2.3)

»
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M. rouxii ve A. coerulea funguslarindaki kitin deasetilaza benzer biyolojik rol,
Saccharomyces cerevisiae mayasinda da goézlemlenmistir. Bu mayada askospor
(eseyli cogalma sonucu olusan spor) duvari olusumu igin kitin sentezi ve Kkitin
deasetilasyonu gereklidir. Kitosan icerikli spor duvari, yapisal sertligi ve dis
etkenlere karsi direnci sagladigindan maya icin 6nemlidir. S. cerevisiae mayasinda
kitin, U¢ kitin sentaz enzimi (Chs1, Chs2 ve Chs3) tarafindan sentezlenmekte olup,
bu enzimler arasinda Chs3 dnemli bir rol oynar. Bu mayada kitinin deasetilasyonu
icin de sorumlu iki gen (CDA1 ve CDA2) tanimlanmistir. Bu genler, maya spor duvari
olusumundaki rollerinin aragtirilmasi amaciyla izole edilmigtir. Calismalar
sonucunda Cda2p enziminin Cdalp enzimine gore daha aktif oldugu ve kitosan

icerikli spor duvarinin olusumundan sorumlu oldugu géralmustar [12, 108].

Kitin deasetilaz enzimlerinin bitki-patojen etkilesimlerindeki rolt, Colletotrichum
lindemuthianum gibi bitki patojeni funguslardan elde edilen ekstraselller ve kitin
oligomerlerinde aktif kitin deasetilazlarda incelenmigtir. Kitin oligomerleri bitkilerin
savunma mekanizmalarini  guglendirirken,  kitosanin  bdyle bir etkisi
bulunmamaktadir. Bu sebeple, kitin deasetilazlar, kitin oligomerlerini kitosana
donugturerek, bitkilerin savunma aktivitelerini azaltmaktadir [109]. Bitkiler ayrica
funguslara karsi savunma mekanizmasi olarak endokitinaz enzimini (kitini
parcalayan enzim) Uretirler. Funguslarin bitki dokusunu penetre etmesi sirasinda,
hicre duvarindaki kitini kitosana c¢evirdigi ve bu dénidstimun fungus agisindan bitki

endokitinazina kargi bir savunma reaksiyonu olabilecegi rapor edilmigtir [110].

Kitin deasetilaz enzimlerinin etki mekanizmalari, substrat olarak suda ¢ozunebilir
kitin polimerleri [111] ve kitin oligomerleri [112] kullanilarak incelenmistir. Polimer
dereceleri 2 ile 7 arasinda olan, kitin oligomerleri ile yapilan ¢alismada, M. rouxii
fungusundan elde edilen enzim kullaniimigtir. Oligomer zincirinin uzunlugunun kitin
deasetilazin reaksiyon mekanizmasi igin 6nemli oldugu gozlemlenmistir (Sekil 2.5).
Enzimin polimerizasyon derecesi Ugun altinda olan kitin oligomerlerini
deasetillemekte etkili olamadigi gorulmustar. Ayrica, polimer dereceleri 4 ve 5 olan
kitin oligomerlerini tamamen deasetillerken, polimer dereceleri 3, 6 ve 7 olan kitin
oligomerlerinin indirgeyici uglarina etki etmemistir dolayisiyla monomerlerin hepsi
asetillenmemigtir (Sekil 2.5). Kitin deasetilaz enziminin kitin oligomerlerde
reaksiyona indirgeyici olmayan ugtaki asetil grubunun uzaklastiriimasiyla baslayip,
sonra sirasiyla diger asetamido gruplarina gegtigi belirtimektedir. Bu mekanizma,
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polimerik substratlarda da ayni sekilde gergeklesmektedir. Enzimatik reaksiyonun
iyi tanimlanmis bir reaksiyonda gergeklesmesi, deasetilasyonun heterojen

gerceklestigi kimyasal deasetilasyona gore avantaj saglamaktadir [113].

Substrat Son Uriin

1 2
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IR
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Sekil 2.5. M. rouxii’den elde edilen kitin deasetilaz enziminin kitin oligomerleri
uzerindeki etki mekanizmasi. Mavi kureler, N-asetil-D-glukozamin birimlerini; yesil
kiureler ise onlarin deasetillenmis karsiliklarini (D-glukozamin) simgelemektedir.
Numaralandiriimis oklar deasetilasyon mekanizmasinin sirasini ve konumunu
gostermektedir [113].

2.6.1. Fungus Kaynakh Kitin Deasetilaz Enzimlerinin Ozellikleri
Kitin deasetilaz enzimi ilk olarak Mucor rouxii fungusundan elde edilmigtir [114].
Kitosanin kullanimi yayginlagmaya basladik¢a, kitin deasetilazlarin farkli fungus
turlerinden saflastirlmasi ve karakterizasyonu ile ilgili ¢alismalar da artmistir.
Cizelge 2.4’te galisilan fungus turleri ve saflastirilan kitin deasetilaz enzimlerinin
molekul agirligi, optimum sicaklik ve pH gibi 6zellikleri verilmektedir.
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Cizelge 2.4. Farkh funguslardan elde edilen kitin deasetilazlarin 6zellikleri

Fungus Optimum Molekiil Kaynak
pH/T (°C) Agirhgi (kDa)
Absidia coerulea 5.0/50 75 [10]
Aspergillus nidulans* 7.0/50 27 [11]
C. lindemuthianum (ATCC 56676)* | 12 /60 32-33 [115]
C.lindemuthianum (DSM 63144)* 8.5/50 150 [109]
Mortierella sp. DY-52* 6.0/60 52,67 [116]
Mucor rouxii 4.5/50 75-80 [9]
Penicillium oxalicum SAEM-51* 9.0/50 53 [117]
Rhizopus circinas 5.5-6.0/37 75 [15]
Scopulariopsis brevicaulis 7.5/55 55 [104]
S. cerevisiae Cda2p 8.0/50 43 [118]

* ekstraseliler kitin deasetilaz enzimi

Cizelgede verilen mikroorganizmalardan Absidia coerulea, Aspergillus nidulans ve
Colletotrichum lindemuthianum’un iki susu en ¢ok calisilan fungus turleridir.
Calismalarda elde edilen enzimlerin fonksiyonlarina gore ya periplazmik bolgeye
(intraseluler enzim) ya da kudltur ortamina (ekstraselller enzim) salgilandiklari
goOrulmektedir. Enzimlerin 6zellikleri karsilastirildiginda, kitin deasetilazlarin hepsi
glikoprotein yapisindadir, optimum sicaklikliklari cogunlukla 50-60°C civarindadir;
ancak molekul agirliklari, karbonhidrat icerikleri ve optimum pH degerleri turlere
gore cesitlilik godstermektedir. Karbonhidrat icerikleri %20-70 arasinda
degismektedir. C. lindemuthianum DSM 63144 fungusunda bulunan kitin deasetilaz
haric diger kitin deasetilazlarin molekul agirliklari 25-80 kDa arasinda
degismektedir. Optimum pH degderleri ise ekstraselller enzimler igin nétr ya da 7-12
arasinda iken intraseluler enzimler igin 4.5-6 arasindaki dederlerdir. Ayrica
enzimlerin optimum sicakliklarinda olaganustu bir termal stabilite gosterdikleri ve
suda ¢ozunebilen N-asetil-D-glukozamin polimerlerine kargi guglu bir spesifisiteye

sahip olduklari belirtimektedir.

Aktivatorler enzim aktivitesi artiran, inhibitorler ise enzim aktivitesini azaltan
molekdllerdir. EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) ya da Co*?, Mn*2, Na* gibi metal
iyonlari konsantrasyonlarina bagli olarak kitin deasetilaz enzimine aktivator veya
inhibitér olarak etki etmektedirler. Ornegin, Tokuyasu vd. tarafindan yapilan bir
calismada Zn*? (1 mM) iyonunun, C. lindemuthianum fungusundan saflastirilan kitin
deasetilaz enziminin aktivitesini arttirdigi ancak bu iyonun konsantrasyonu 10 mM’a
yukseltiginde inhibitdr olarak etki etkidigi gdézlemlenmigstir [115]. Ayrica, iyonlarin
varhginin kitin deasetilaz aktivitelerine etkisi, enzimlerin elde edildigi kaynaklara
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gore de degismektedir. S. cerevisiae ve C. lindemuthianum mikroorganizmalarindan
elde edilen enzimlerin Co*? varliginda aktivitesi artarken [109, 118], A. nidulans

fungusundan elde edilen enzim inhibe olmaktadir [11].

2.6.2. Kitin Deasetilaz Enziminin Rekombinant Ekspresyon ile Uretilmesi
Kitinin kitosana enzimatik deasetilasyonunu saglayan kitin deasetilaz enzimlerinin,
endustriyel Olgekli kullaniimasi icin funguslardan elde edilen disik ekspresyon
seviyelerinin yukseltimesi gerekmektedir. Bunu gergeklestirmenin en etKkili
yollarindan biri de genetik muhendisligi teknolojisidir [119]. Kitin deasetilaz
enzimlerinin Escherichia coli ve Pichia pastoris gibi farkh sistemlerde ekspresyonu
ile ilgili caligmalar yapilmistir. Ancak birgcogu duguk Uretim seviyesi ya da yetersiz
enzim aktivitesi gibi sebeplerden dolayi basarili olamamistir. Bu calismalarda
secilen genler ve konak hucreler Cizelge 2.5'te verilmektedir.

Cizelge 2.5. Kitin deasetilazin heterojen ekspresyonu igin secilen gen kaynaklari ve
konak hucreler

CDA kaynagi Konak hiicre | Kaynak
Aspergillus nidulans E. coli [13]
Colletotrichum lindemuthianum (UPS9) P. pastoris [119]
Colletotrichum lindemuthianum (ATCC 56676) | E. coli [120]
Flammulina velutipes P. pastoris [121]
Rhizopus circinans P. pastoris [15]
Saccharomyces cerevisae Cda2p E. coli [14]

Cizelgede verilen calismalarda, E. coli bakterisinde Uretilen kitin deasetilaz
enziminin dogal yapisina benzer bir yapida yani glikoprotein olarak uretiminin
gerceklestirilemedigi belirtiimektedir. Bu durum da, enzimin bazi karakteristik
Ozelliklerinin degismesine ve yeterli enzim aktivitesinin gorilememesine sebep
olmaktadir. Martinou ve arkadaslari, S. cerevisiae mayasindan saflastirilan CDA2
geninin E. coli bakterisine transfer edildigi zaman, enzimin glikoprotein yapida
olmamasi sonucunda, enzim aktivitesini tamamen kaybettigini bildirmistir. Ancak
ortama 1 mM CoCl: ilave edilmesi ile enzim yeniden aktif hale getirilmistir. Mg*?,
Mn*2 gibi iyonlarin da aktiviteye etkisi incelenmis, fakat bu iyonlar Co*? ile ayni etkiyi
gOstermemigtir. Ayrica glikozilasyonun olmamasindan dolayr E. coli'de dretilen
enzimin S. cerevisiae’da Uretilen dogal (native) enzime gére daha termolabil (isil

kararsiz) oldugu da belirtiimektedir [14].
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Glikozilasyon, proteinlerin sentezlendikten sonra meydana gelen translasyon
degisimlerinden  (post-translational modifications)  biridir.  Glikozilasyonda
monosakkaritler, glikozit baglarla birbirine baglanarak protein, lipit gibi
biyomolekiillere kovalent bagl glikanlar olusturmaktadir. Okaryotik proteinlerin
%50’sinden fazlasinin glikozillenmis oldugu tahmin edilmektedir [122]. Glikozilasyon
bircok amino asit kalintisinda (rezidu) meydana gelmekte olup, en yaygin olanlar
asparajin (N-bagl) ve serin ya da treonin (O-bagh) amino asit rezidilerinde

gerceklesen glikozilasyonlardir [123].

Glikoproteinlerdeki glikanlar, proteini termal denaturasyona karsi stabilize ederler,
daha genis pH araliginda ve ylUksek sicakliklarda daha fazla dayaniklilik
gOstermelerini saglarlar [124-127], proteini proteolitik parcalanmaya karsi korurlar
ve enzimlerin agregat (yigisim) olusturmasini engellerler [128-130]. Bu sebeple
glikozilasyon, proteinin yapisal kararliligi ve fonksiyonel o6zellikleri bakimindan,
endustriyel enzimlerde ve terapotik proteinlerde vazgecilmezdir [131].
Glikozilasyon, kitin deasetilaz enzimi agisindan da daha 6nceden bahsedildigi gibi

enzimin aktivitesini, 1sil kararhligini ve Uretim verimini etkiledigi icin dnemlidir.

Okaryotik hiicreler, glikozile edilmis aktif bir proteini sentezleyebilme yetenegine
sahiptir; ancak yakin zamana kadar glikoprotein yapisindaki enzimlerin bakteriler
tarafindan Uretimi saglanamamigstir. Escherichia coli bakterisi, ilag, deterjan, tekstil,
kagit gibi gesitli endustrilere yonelik rekombinant protein Gretiminde en ¢ok tercih
edilen organizmalarin basinda gelmektedir. Glikozilasyon mekanizmalarinin
bakterilerde varhdinin kesfedilmesiyle [17], Campylobacter jejuni bakterisinde
bulunan basit bir protein glikozilasyon gen bdlgesi (Pgl), E. coli bakterisine
aktarilarak (Sekil 2.6), endustriyel énem teskil eden bu bakteriye proteinleri
glikozilleme yetenegdi kazandirmistir [18]. Dolayisiyla E. coli’den glikoprotein Uretimi,
endustri icin hentz ¢ok yeni bir kavramdir. Bakterilerde Uretilen glikoproteinlerdeki
glikozilasyon, Okaryotlarinkinden farkli yapida olmasina ragmen glikozilasyonun
yapisindan ziyade varhginin termal-stabiliteyi arttirdigi ve proteolitik parcalanmayi
engelledigi dusunulmektedir.
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2.6.3. Kitin Deasetilaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Kitin deasetilaz aktivitesi radyoaktif [114], kolorimetrik [133], kromatografik [134] ve
enzimatik [135] yontemlerle tayin edilmektedir. Bu yontemlerde glikol kitin [9, 115],
kolloidal kitin, toz kitin, karboksimetil kitin [11] gibi farkli deasetilasyon derecelerinde
farkh substratlar kullaniimakta olup kitinin suda ¢dzunebilir bir tirevi olan glikol kitin,

en ¢ok kullanilan substrattir.

Kauss ve Bauch tarafindan gelistirilen, gtivenirlik ve dogruluk derecesi yuiksek olan
kolorimetrik yontem en yaygin kullanilan metotlardan biridir [133]. Bu yéntemde,
glikol kitinin depolimerizasyonu igin sodyum nitrit (NaNO2) ve reaksiyon sonucu
salinan glukozaminin  kolorimetrik olarak belirlenmesi igin  3-methyl-2-
benzothiazoline hydrazone (MBTH) kullaniimaktadir. Bu metoda gore bir unite
enzim, glikol kitin ile inkube edildiginde 1 dakikada 1 pg glukozamin birimleri
olusturan enzim miktari olarak tanimlanmaktadir. Kitin deasetilaz aktivitesi ayrica,
Bergmeyer tarafindan bulunan U¢ enzim reaksiyonunun gercgeklestigi enzimatik
metot ile, reaksiyon sonucu agiga ¢ikan asetatin dl¢iimesiyle de belirlenmektedir.
Bu yontemde bir Unite enzim, hexa-N-acetylchitohexaose ile inkibe edildiginde, 1

dakikada 1 ymol asetat olusturan enzim miktari olarak tanimlanmaktadir [135].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kerevit ve Karides Kabugu

Kitosan dretimi i¢in kullanilan kerevit kabuklari Ankara, Goélbasgi’ndaki Belgikal’'nin
Yerirestoranindan; karides kabuklari ise bu Urtnleri satan gesitli marketlerden temin
edilmistir. Alinan kabuklar, islem oOncesinde uzerlerindeki ¢ozunur organik
maddelerin ve yapismis proteinlerin uzaklagtiriimasi igin, suyla iyice yikanmigtir.
Daha sonra, uygulanacak kimyasal islemlerin etkinligini arttirmak igin havanda
klguk parcalar haline getirilip, sirasiyla 177, 125 ve 75 ym aralkh eleklerden
gecirilmigtir.

3.1.2. Kimyasallar
Calismada kullanilan kimyasallar, Merck, Sigma-Aldrich ve Fluka markalarindan

birine sahip olup, timu analitik safliktadir.

3.1.3. Tamponlar ve Cozeltiler

Calismada kullanilan tamponlar ve ¢ozeltiler (Ek 1 ve Ek 2) ultra saf su kullanilarak
hazirlanmistir. Genetik c¢alismalarda kullanilan ¢ozeltiler, ya 0.2 mikron filtreden
(Sartorius AG, Gottingen, Germany) gegirilerek ya da 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak (Raypa, AES 110, ispanya) sterilize edilmistir.

3.1.4. Mikroorganizmalar, Cogalma Ortami ve Plazmidler

Mikrobiyal kitin ve kitosan kaynagi olarak secilen Aspergillus niger van Tieghem
fungusu, United States Department of Agriculture, (USDA)'dan temin edilmistir. A.
niger'in gogaltilmasi igin kullanilan besiyeri Cizelge 3.1’de verilmistir. Steril besi
ortamlarinda g¢ogaltilan mikroorganizmalar, gliserol iceren ¢dzeltilerde -80°C’de

saklanmigtir.

Cizelge 3.1. Aspergillus niger igin besi ortami

Bilesen Derisim (g/l)
KH2PO4 0.5
MgS0Oa4.7H20 0.025

KCI 0.025
NaNOs 15

Maya 6zu 1.6

Glikoz 100
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Klonlama caligsmalarinda E. coli DH5a susu (F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl), enzim
uretim calismalarinda ise E. coli CLM24 [136] ve E. coli BL21(DES3) (Invitrogen)
suslari kullaniimistir. Bakterilerde glikozilasyonu saglamak igin pPglAB ve pMAFpg|
(laboratuvar stogu) plazmidleri; Saccharomyces cerevisae’dan elde edilen cda2
genini (laboratuvar stogu) klonlamak igin ise pET28a (Novagen) ve pTrc99A [137]

plazmidleri kullaniimigtir.

E. coli suslarini gogaltmak icin Luria Bertani (LB) besi ortami kullaniimigtir. Cizelge
3.2'de sivi Uretim ortaminin bilesenleri verilmigtir. Kati ortam igin, bu ortama 20 g/l
agar eklenmistir. Hazirlanan ortamlar, otoklavda sterilize edilerek, oda kosullarinda

saklanmistir.

Cizelge 3.2. LB ortami bileseni

Bilesen Derisim (g/l)
Tripton 10
NaCl 10
Maya 6zu 5.0
pH 7.0

Sivi Uretim ortamlarina ayrica, ¢ogalma evresinde 20 g/l glukoz veya Uretim
evresinde 0.1 mM Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ve gerekli
antibiyotikler (100 pg/ml ampisilin, 20 pg/ml kloramfenikol, 50 pug/ml trimetoprim
veya 50 pg/ml  kanamisin) eklenmistir. Mikroorganizmalar, uzun sire
depolanabilmesi amaci ile %15 gliserol iceren 1 ml LB ortaminda, -80°C’de

saklanmistir.

3.2. Kabuklulardan Kitin Eldesi

Kerevit ve karides kabugu atiklarindan kitin elde etmek amaciyla deproteinizasyon,
demineralizasyon ve dekolorasyon islemleri literatirde yer alan protokoller [76]
dogrultusunda uygulanmistir. Deproteinizasyon igin, %3.5 (w/v) NaOH ¢ozeltisi,
65°C’de 2 saat boyunca, 1 gram kabuga 10 ml ¢ozelti olacak sekilde kullaniimistir.
Demineralizasyon igin, 1 M HCI ¢o6zeltisi oda sicakliginda, 30 dakika boyunca, 1
gram kabuga 15 ml ¢ozelti olacak sekilde kullaniimigtir. Bu adimlar arasinda,
santrifdj ve filtrasyon ile kati kisim ayirilarak, olugan protein ve mineral ¢ozeltilerinin
uzaklastiriimasi islemi yapilmigtir. Dekolorasyon islemi igin ise, aseton veya 9:1

oraninda hidrojen peroksit (H202):%33 HCI ¢ozeltisi hazirlanarak icine elde edilen
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kitin pargalari atilmig ve bir gece beklemeye birakilmistir. Ertesi gin beyazlamis
olan kitin pargalari filtrasyon ile ayirilarak, notr olana kadar saf su ile yikanmistir.
Daha sonra etlv igerisinde 60°C’de 1 gece boyunca kurumaya birakilmigtir. Her bir
asamada elde edilen kati kisimlar etivde kurutulmus ve miktar tayini yapmak Uzere

agirliklar tartilmistir.

3.3. Aspergillus niger Kuflinden Kitin ve Kitosan Eldesi

Aspergillus niger kufinden kitin ve kitosan elde etmek igin, ilk dnce
mikroorganizmanin ¢ogaltiimasi islemi gergeklestiriimigtir. Bunun igin, hazirlanan
besi ortami 250 ml’lik erlenlere 135 ml’lik galisma hacminde konulmus ve hazirlanan
erlenler 121°C sicaklhkta, 1 atmosfer basin¢g altinda 20 dakika sterilizasyon
otoklavinda steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, -80°C’den alinan
stoklar, geker ocakta besi ortamlarina inokile edilmis ve sicakligi 30°C, karistirma
hizi 150 dev/dak. olan orbital galkalamali inkibatérde (Edmund Buhler, KS 15,
Almanya) cogaltiimiglardir. Cogalma gozlemlenen Aspergillus niger biyokutle
ornekleri, filtrasyon ile (No.1l; Whatman) besi ortamindan ayirilip, saf su ile
yikanmistir. Daha sonra, kuru agirligi belirlemek amaciyla etivde 60°C’de bir guin

boyunca kurumaya birakilmistir.

Sekil 3.1'te literatiirde yer alan protokolden [66] uyarlanan kitin ve kitosan eldesi
akis semasi verilmistir. Buna gore, ilk olarak kuf miselyumlar filtrasyonla ayirimi
yapilip kurutulduktan sonra, protein giderimi icin 1 M NaOH, ile kuru agirlik NaOH
orani, 1 gram agirhga 30 ml NaOH c¢dzeltisi olacak sekilde muamele edilmistir.
Biyokatlenin NaOH c¢ozeltisi ile muamelesi farkli sicakliklarda denenmistir. Bu
islemden sonra olusan karisim santrifijlenmis ve ¢oken kati, bazikligi gidermek
amaciyla saf su ile yikanarak pH’nin 7 olmasi saglanmistir. Elde edilen kisim bir gtin
boyunca 60°C’de kurumaya birakilmigtir. Kalan kitleden kitosanin belirlenebilmesi
icin kati kisim, % 2 (v/v) asetik asit (CHsCOOH) ¢ozeltisi ile kuru agirlik asetik asit
orant 1:40 olacak sekilde 95°C'de 8 saat ekstraksiyona birakilmistir.
Santrifijlendikten sonra, ¢dzinmeyen kisim (kitin) ayirihp; distile su, aseton ve
etanol ile yikanip vakum altinda kurutularak calismanin ileri asamalarinda
kullaniimak Uzere saklanmigtir. SUpernatantin (Ust sivi) ise pH'1 2 M NaOH ¢ozeltisi
ile 10’a ayarlanip, reaksiyon sonucu olugan sodyum asetati ayirmak amaciyla tekrar
santrifijlenmistir. Coken kati madde (kitosan), sirasiyla distile su, etanol ve aseton

ile yikandiktan sonra 60°C’de vakumda kurutulmaya birakilmigtir.
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3.4. Genetik Muhendisligi Teknikleri
Molekuler genetik metodlari standart protokoller [138] dogrultusunda uygulanmis

olup, izlenen adimlar Sekil 3.2’de 6zetlenmisgtir.

3.4.1. E. coli’den Plazmid DNA’nin izolasyonu

Plazmid DNA, E. coli hucrelerinden Qiagen Mini-Prep Kiti (Qiagen, Valencia,
CA,US) ile Ureticinin tavsiye ettigi protokole uygun olarak saflastiriimistir. Bu amacla
secici katl ortamdan tek bir koloni 5 ml segici sivi ortama inokule edilerek, 37°C ve
200 rpm’de 16 st cogaltilmistir. Ekstraksiyon basamaklari sonunda 50 pl’lik eltisyon

tamponu ve santrifij kolonu kullanilarak saflastirilan plazmid, -20°C’de saklanmistir.

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi, DNA molekillerinin tanilanmasi ve ayrilmasi igin kullaniimistir.
Bunun icin oncelikle, 1 g agaroz 100 ml 1xTBE’'de, agaroz ¢b6zunene kadar
isitilmistir. Karisim sogutulduktan sonra, son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak
sekilde etidyum bromuar eklenmis ve ¢ozelti jel tepsisine dokulmustir. YUkleme
kuyularinin olugsmasi i¢in uygun tarak yerlegtirilmis ve jelin katilasmasi beklenmistir.
Jel tanki 1xTBE ile doldurulmustur. Katilasan jel, tarak cikarildiktan sonra,
elektroforez haznesine yerlestiriimigtir. YUkleme tamponuyla karistirilan DNA
ornekleri ve DNA standardi jele yuklenmistir. 100 V’da 45-60 dk kosturulan DNA'nin

bantlari, transilliminator cihazinin tstlinde incelenmis ve fotografi ¢cekilmistir.

3.4.3. DNA’nin Agaroz Jelden Ekstraksiyonu

Bu asamada ilk once klonlamada kullanilacak gen parcgalarinin bulundugu bantlar
kUguk bir maket bigagi ile jelden kesilmigtir. Kesilen pargalarin jelden ve tuzlardan
uzaklastiriimasi, QIAquick Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen) ile Ureticinin tavsiye ettigi
protokole uygun olarak gergeklestiriimistir. Bu yonteme gore; dncelikle istenen DNA
molekullnu igeren jel pargasi uygun ¢ozeltilerle karistirilarak 65°C’de ¢6zilmus ve
santriflj kolonuna ylUklenmigstir. Protokolun sonunda DNA, 50 pul elisyon tamponu

ile kolondan saflastiriimistir.
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3.4.4. Primer Tasarimi
Polimeraz zincir reaksiyonlariyla (PCR) gen derisiminin arttirilabilmesi i¢in gerekli
olan primer tasarimlari, bazi parametreler géz 6éninde bulundurularak yapiimigtir.
Bu parametreler asagida listelenmisgtir:
1. Primer 16-60 nukleotit uzunlugunda olmalidir.
2. Primerin 3’ ucu, bir ya da iki G ya da C bazlarini icermelidir ve 6zgln olmayan
baglanmanin gergceklesmesini dnlemek igin Ugten fazla bulunmamasina dikkat
edilmelidir.
3. Primerin baz icerigi %40-60 arasi GC tasiyacak sekilde olmalidir.
4. Sac tokasi (hairpin) olusturmamasi icin primer, kendi icinde eslenik baz dizileri
icermemelidir.
5. Dimer olusmamasi icin primer ciftleri, birbirleri ile eslenik baz dizileri
icermemelidir.

6. Primer ciftlerinin erime sicakliklari (Tm) arasindaki fark 5°C’yi gegmemelidir.

Calismada kullanilan primerlerin dizisi ve restriksiyon enzimlerinin kesim bolgeleri
Cizelge 3.3’te verilmektedir. Tercih edilmeyen primer dimerlerinin olusmasi,
primerin kendini tamamlayici sekanslari icerme olasiligi ve erime sicakligi gibi

parametreler, Oligo 2.0 bilgisayar programi ile kontrol edilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerler

Primer adi Dizi (5-> 3’)

Xbal-cda2-f TATCAGTCTAGAGCAGCTACAAAAACGCCTTTTC

Sall-cda2-r AATGAAGTCGACGGACAAGAATTCTTTTATGTAATCAAT
TCC

Hindlll-cda2-r ATAGAAAAGCTTTTAGTGGTGATGGTGATGATGGGACA
AGAATTCTTTTATGTA ATC

3.4.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
PCR ile DNA dizisinin ¢ogaltiimasi, termal déngi cihazinda (Biorad, T100™)
gerceklestirilmistir. 50 yl hacmindeki reaksiyon karigimi buz tzerinde hazirlanmig

olup, asagida verilenleri icermektedir:

e 5X PCR reaksiyon tamponu 210 pl
e dNTP (10 mM stok) 21l

e leri primer (5uM stok) 0.8 ul
e Geri primer (5uM stok) 0.8 ul
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e Sablon DNA : 1 pl (100 ng)
e Taq DNA polimeraz (1U pl?) 0.5yl
e Steril dH20 : 36 i
PCR igleminde her bir dongu igin ayarlanan sicaklik degerleri Cizelge 3.4’te

verilmigtir.

Cizelge 3.4. PCR reaksiyon parametreleri

1 déngu T1=98°C 30 sn
T1=98°C 8 sn
34 dongu T2=51°C 30 sn
T3=72"C 20 sn
1 dénaii T3=72°C 5 dak
ongd Ta=4°C 0

PCR islemleri gerceklestirildikten sonra 8 yl PCR karisimindan alinarak %1°lik

agaroz jelinde analiz edilip, jelin fotografi ¢ekilmistir.

3.4.5.1. PCR Sonrasi DNA’nin Saflastiriimasi

PCR sonrasinda primerlerin, nukleotidlerin, polimerazin ve tuzlarin uzaklastirilmasi,
QIAqucik PCR Saflastirma Kiti (Qiagen) kullanilarak, ureticinin tavsiye ettigi
protokole uygun olarak gerceklestiriimistir. Saflastiriimis DNA’nin elisyonu, santrifi;

kolonlarindan 50 pl'lik EB tampon ile gerceklestirilmigtir.

3.4.6. DNA’nIn Restriksiyon Enzimleri Kullanilarak Kesimi
Restriksiyon enzimleri (NEB, US) ile kesme reaksiyonu, mikrosantrifij tipinde

gergeklestiriimis olup, asagida verilenleri icermektedir:

e DNA :0.1-5ug

e 10x Reaksiyon tamponu 22l

e Restriksiyon enzimi : 10 U/ug DNA
e Steril dH20 : 20 yl'ye kadar

Ornekler, 37°C’de 15 dakika su banyosunda reaksiyona birakilmis ve ardindan

agaroz jelde kosturulmustur.

3.4.6.1. Kesim Sonrasinda DNA’nin Saflastiriimasi
Restriksiyon enzimleriyle kesimden sonra, primerlerin, enzimlerin, tuzlarin ve

nukleotidlerin ayrigtinimasi igin  QIAquick Jel Ekstraksiyon Kiti kullaniimigtir.
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Protokolun sonunda safastiriimig DNA, 50 ul EB tamponu ile santriflij kolonundan

ayrilmigtir.

3.4.7. EKleme Reaksiyonu (Ligasyon)
20 ul ligasyon reaksiyonu karigiminin igerigi asagida verilenleri igermektedir:

e 10x Ligasyon tamponu 22 ul
e Gen (insert) DNA (810 bg) : 1.5 yl (56.5 nQg)
e Iki kez kesilmis vektér DNA (4263 bg)  : 2.5 pl (100 ng)
e T4 DNA ligaz 21l
e Steril dH20 :13 i

genin biiytikligi (bg)

3
gen miktari(ng)= 100 ng vektor x X7 (3.1)

vektorun buytkligi (bg)

Burada vektér-DNA molar orani 1:3 olacak sekilde genin miktari belirlenmigstir
(Esitlik 3.1). Kontrol reaksiyonu ise gen (insert) DNA disinda yukarida verilen diger
tum maddeleri igcerecek sekilde olusturulmustur. Reaksiyon 16 st, 16°C’de
yurutilmastir. Daha sonra 65°C'de 10 dk tutularak reaksiyon durdurulmustur.
Ligasyon Urand tuzdan arindirildiktan sonra, gerektiginde 5 ul'si E. coli

transformasyon reaksiyonunda kullaniimak tzere -20°C’de saklanmigtir.

3.4.8. E. coli’nin CaClz: metodu ile Transformasyonu

Plazmidin g¢ogaltiimasi igcin kimyasal-kompetent E. coli hucreleri (DH5a)
kullaniimistir. Daha 6nceden hazirlanmis ve -80°C de saklanan (en fazla 1 ay) 50
Ml hacminde kompetent hiicre buz Ustinde eritilmis, icine 5 pl plazmid eklenmistir.
90 sn sure ile 42°C’de 1sil soklama sonucunda, plazmid DNA’nin hicrelerin igine
alimi saglanip, daha sonra 2 dk. buz Uzerinde bekletilmistir. Hlcrelerin Uzerine 750
Ml SOB ortami eklenmis ve 37°C’de 45 dk, 200 rom’de galkalandiktan sonra, 100-
150 pl civarindaki transformasyon karisimi, segici antibiyotik iceren kati ortama

yayllarak ve 37°C’de 16 st inklibe edilmigtir.

3.4.9. DNA Dizi Analizlemesi
Sentezlenen plazmid dizisi, dizi analizi icin tasarlanmis primerler kullanilarak
dizinlenmistir. 1 ug’hk saflastinimis plazmid DNA, 1 ul'lik 4 uM dizi analizi igin

tasarlanmis primer eklenmis ve son hacim saf su ile 18 pl'ye tamamlanmistir. Elde
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edilen veriler, Ucretsiz yazilimlar, ApE plasmid Editor v2.0.45 [139] ve BLAST

yazilimi [140] kullanilarak analizlenmisgtir.

3.5. Kitin Deasetilaz Enzimi Uretimi

Elde edilen rekombinant plazmidler, E. coli CLM24 ve E. coli BL21(DE3) konak
hicrelerine CaClz metodu ile aktarilmigtir. Transformasyonun ardindan hicreler,
icerisinde plazmidlerine gore segici antibiyotikleri (Kan, Amp, Cm veya Tp) iceren
LB agar besi ortamina yayma yontemiyle ekilmis ve bir gece 37°C’de inklibasyona
birakilmistir. Ertesi gun ureyen hucrelerden birer koloni alarak, igerisinde gerekli
antibiyotikler bulunan 5 ml'lik LB besi ortamina inoklle edilerek bir gece 37°C’de
200 rpm calkalama hizinda ¢ogaltiimistir. Cogalan hicreler, icinde 25 ml antibiyotikli
ve glukozlu LB bulunan, 250 mllik steril erlenlere aktariimis ve calkalamali
inkUbatorde 37°C’de, 200 rpm hizinda gogaltilmistir. 600 nm’deki absorbanslari 0.5-
0.6 oldugunda, 25 pul 0.1 M IPTG ve bazi hicrelere ek olarak 250 pl, %20 L-Arabinoz
ilave edilerek induklenmistir. Calkalamali inktbatorin sicakligi 30°C’ye dusurulerek

200 rpm’de 16 st Uretime devam edilmistir.

Uretimin sonunda hiicreler, 4°C’de, 3000 g'de 10 dakika santrifijlenmistir.
intraselliiler enzim Ureten hicrelerin peletleri 1X PBS tamponu ile siispansiyon
haline getirilmistir. Buz Uzerindeki hiicreler sonikatdrde (30 sn, %20 ¢evrim, %100
glg) parcalanmistir. Bu islemden sonra 4°C’de, 13000 g'de 10 dakika tekrar santrif(j
yapllmig ve suUpernatantlar aktivite testi ve enzimatik deasetilasyon igin

kullaniimistir.

3.6. Kimyasal Yolla Kitinden Kitosan Uretimi

Kitinden kimyasal yolla kitosan Uretimi, kitindeki asetil gruplarinin yuksek alkali
cOzeltileri kullanilarak uzaklastirimasina dayanmaktadir. Buna gore, kerevit ve
karides kabuklarindan ve A. niger'den ekstrakte edilen kitin tartilarak bir beher
igerisinde konmustur. Uzerine hazirlanan %50 (w/v) sodyum hidroksit ¢dzeltisi ilave
edilerek farkli sicakliklarda ve sturelerde bekletilmistir. Sire sonunda ¢oézelti filtre
kagidi ile stuzulerek, alkali ¢gozeltinin uzaklastiriimasi igin saf su ile pH 7 oluncaya
kadar yikanmistir. Ayrilan kitosan parcgalari aseton ile de yikanarak, 60°C’de etlivde

kurumaya birakilmistir.

3.7. Enzim ile Kitinden Kitosan Uretimi
Enzimatik deasetilasyon islemi igin, 1X PBS tamponu iginde 5 mg kitin, elde edilen

kitin deasetilaz enzimi ile son hacim 1 ml olacak sekilde hazirlanmis ve 50°C’de
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inklbasyona birakilmistir. Reaksiyon sonunda 100°C’de 10 dakika sure ile enzim
deaktive edilmigtir. Santrifujleme ve saf suyla yilkamadan sonra deasetillenmig kitin

kurutulup, FT-IR ile analizlenmigtir.

3.8. Analizler

3.8.1. Huicre Derigimi

Hucre derigimi, UV-Vis Spektrofotometresi (Thermo Scientific, Genesys 10S, US)
ile 600 nm dalga boyunda 6l¢iimustir. Sivi ortamdan 1 mL 6rnek alinarak, dH20 ile

ODeo00’t 0.1-0.8 araliginda olacak sekilde seyreltilmigtir.

3.8.2. DNA Derigimi
Elde edilen nikleik asit derisimi, spektrofotometrede (Thermo Scientific, NanoDrop
1000, US), 2 uL hacminde 6rnek alinarak olgtlmusttr. Ayrica, ODz2so280 Ve OD260/230

oranlari ile de kirlilikleri kontrol edilmigtir.

3.8.3. Enzim Aktivitesi
Kitin deasetilaz aktivitesi, Kauss ve Bauch'un kolorimetrik yontemi [133] ile
belirlenmistir. Reaksiyonlar 1.5 ml'lik eppendorf tlplerinde gergeklestiriimis olup,

asagidaki adimlar izlenmigtir:

1. 80 ul, 50 mM sodyum tetraborat tamponu (pH 8.5), 80 ul substrat (1 mg/ml) ve
40 ul enzim iceren 200 ul’lik karisim, 50°C’de 30 dakika inklibe edilmisgtir.

2. Reaksiyon, 200 ul %5 (w/v) potasyum hidrojen sulfat (KHSOa4) ¢ozeltisi eklenerek
durdurulmustur.

3. Renk olusumu igin, 200 ul %5 (w/v) sodyum nitrit (NaNO2z) eklenip, oda
sicakhginda 15 dakika bekletilmigtir.

4. 200 pl %12.5 (w/v) amonyum sulfamat (N2HsSO3) eklenip, 5 dakika inkube
edilmistir.

5. 200 ul %5 (w/v) 3-methyl-2-benzothiazoline hydrazone (MBTH) eklendikten
sonra tupler 3 dakika kaynayan su iginde tutulmustur.

6. Tupler cesme suyu ile sogutulduktan sonra, 200 pl %0.5 (w/v) ferri klortr (FeCls)
eklenmistir.

7. 30 dakika sonra, 650 nm dalga boyunda UV-spektrofotmetrede absorbans

Olculmasgtar.

Substrat ¢ozeltisi icin kitosanin suda ¢ozunar turevi hazirlanmigtir. Bunun igin, 1 g

kitosan 20 ml %2 (v/v) asetik asit icinde ¢ozilmustir. Daha sonra 60°C’'deki su
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banyosuna yerlestirilen ¢ozelti Gzerine, %4 (v/v) hidrojen peroksit (H2032) ilave
edilerek 4 saat boyunca bu sicaklikta bekletilmigtir. Sire sonunda ¢ozeltinin pH’i
%10 (w/v) NaOH cozeltisi ile 7’'ye ayarlandiktan sonra c¢ézinmeyen kisimlar
filtrasyon ile uzaklastirilmistir. Cézeltiye, hacminin iki kati kadar etanol ilave edilerek
¢cOkelek olusumu saglanmistir. Tekrar filtre edildikten sonra, sivi kisim kristal
parcaciklar elde etmek Uzere bir gece boyunca oda sicakliginda ve daha sonra

50°C’de etlivde bekletilerek kurutulmustur.

Bir enzim Unitesi, 1 dakikada 1 pg glukozamin birimleri olugturan enzim miktari
olarak tanimlanmistir. Kalibrasyon egrisini olusturmak i¢in glukozamin-HCI standart
olarak kullaniimistir. Glukozamin-HCI’'nin seri dilusyonlari Cizelge 3.5’te verildigi

sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. Glukozamin-HCI standartinin tlplere dagilimi

0 (kor) 1 2 3 4
Glukozamin-HCI - 10 20 30 40
(0.16 pg/ul)
dH20 (ul) 40 30 20 10 -

Standart ¢ozeltiler icin de yukarida anlatilan adimlar uygulanmis ve kullanilan
glukozamin derisimine karsi (ug/ul) karsi 650 nm’deki absorbans grafigi (Ek 3)
cizilmistir. Grafikten elde edilen egim, enzim aktivitesinin hesaplanmasinda

kullaniimistir.  Aktivite hesaplamasinda kullanilan denklem, Esitlik 3.2'te

(A650) <0

Egim

——— X EHX — 3.2
RS UH (3.2)

verilmektedir.

Enzim aktivitesi (U/ml) =

Burada verilen EH, enzim hacmini (ul); UH, Gretim hacmini (ml); SO, seyreltme

oranini ve RS, reaksiyon suresini gostermektedir.

3.8.4. Fourier Transform infrared Spektroskopisi (FT-IR)

FT-IR analizleri, Thermo Sceintific marka ve NICOLET 6700 model FT-IR cihazi
kullanilarak, Hacettepe Universitesi, Kimya Muihendisligi Bolimi, Merkezi
Arastirma Laboratuvarinda yapilmigtir. Bu analizler elmas kristalinin kullanildigi
ATR (azalan tam yansima) metodu ile gergeklestiriimistir. Bu metotta, incelenecek

ornek kristal ile digtan temas halindedir. Bu olayda i1sik ara ylizeyden tam yansirken
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icinde 6rnek bulunan tarafa birkag mm kadar girmekte ve kristale yeniden geri donup
yoluna devam etmektedir. Isigin ornekle etkilestigi her arayizey bolgesinde
absorpsiyon olanagi dogmakta ve boylece o6rnegin infrared spektrumu elde

edilebilmektedir.

FT-IR analizleri, uretilen kitin ve kitosanlarin deasetilasyon derecelerinin
hesaplanmasi amaciyla yapiimistir. Analiz sonucu, 4000-500 cm™ dalga sayisi
araliginda absorbans degerleri elde edilmistir. Deasetilasyon derecesi (DD),
deasetilasyon derecesine bagh olarak degisen bir pik (karakteristik piki) ile
deasetilasyon derecesinden bagimsiz bir pikin (referans piki) karsilastiriimasi ile
belirlenmektedir. DD hesaplamalarinda kullanilan absorpsiyon bantlari, Cizelge

3.6’da verilmigtir.

Cizelge 3.6. DD hesaplamasinda kullanilan absorpsiyon bantlari

Dalga Sayisi Tura Titresim taru Kullanilan Taban
(cm™?) Cizgisi (Baseline)
3450 R O-H gerilme bl
2878 R C-H gerilme b2
1655 C C=0 gerilme (Amid 1) b3

* R, referans pikini gostermektedir.
** C, karakteristik piki gostermektedir.

*** bx, Sekil 3.3’te verilen taban cizgilerini gostermektedir.

Literatirde deasetilasyon derecesinin hesaplanmasi igin olusturulan birgok esitlik
bulunmaktadir. Bu tez g¢alismasi kapsaminda kullanilan esitlikler, Cizelge 3.7’de

verilmigtir. Hesaplamalar yapilirken OMNIC yazilimi kullaniimistir.

Cizelge 3.7. DD hesaplamasinda kullanilan FT-IR esitlikleri

Numara DD (%) Kaynak
1 100 — 75.188A1655/A3450 [24]
2 97.624 — 22.08A1655/A2s78 [74]
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3.8.5. Termal Gravimetrik Analizler

Termal gravimetrik analizler, SETERAM marka ve TG/DTA6300 model TGA cihazi
kullanilarak, Hacettepe Universitesi, Kimya Mihendisligi Bolimi, Merkezi
Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir. Elde edilen kitin ve kitosanlarda sicaklikla
meydana gelen agirlik kayiplarini gézlemlemek amaciyla yapilan analiz, 5 mg
alinarak cihaz igerisine yerlestirilen 6rneklerin azot gazi ortaminda, 10°C/dak

hizinda 600 °C’ ye kadar isitiimasiyla gergeklestirilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

Tez calismasinda elde edilen deneysel bulgular, dort ana baslik altinda incelenmis
ve deg@erlendirilmistir. Bu kapsamda, ilk olarak kerevit ve karides kabuklarindan kitin
ekstraksiyonu ve kimyasal deasetilasyon deneylerinin sonuglari tartigiimistir. Daha
sonra, A. niger fungusundan kitin ve kitosan elde etme deneylerinin bulgulari
degerlendirilmigtir. Her iki galisma icin de, elde edilen kitin ve kitosanlarin FT-IR
analiz sonuglari tartisiimis ve bu analizden yola gikarak kitosanlarin deasetilasyon
dereceleri belirlenmigtir. Enzimatik deasetilasyon kisminda ise, oncelikle kitin
deasetilaz enzimini Uretmek amaciyla yapilan rekombinant E. coli tasarimi
asamalar incelenmistir. Daha sonra, kitin deasetilaz Uretimi ve aktivite tayini
sonuglari tartisiimistir. Son olarak da, kitin deasetilaz enzimi ile inkibasyona

birakilan kitin érneklerinin FT-IR analiz sonugclari degerlendirilmigtir.

4.1. Kerevit ve Karides Kabuklarindan Kitosan Uretimi

Kerevit ve karides kabuklarindan kitosan uretimi icin, oncelikle temin edilen
kabuklarin yikanmasi, kurutulmasi ve kimyasal maddelerin etkinligini arttirmak igin
kliguk parcalar haline getiriimesi islemleri yapilmistir. Daha sonra, Kitin
ekstraksiyonu igin sirasiyla deproteinizasyon ve demineralizasyon; kitosan uretimi
icin ise deasetilasyon iglemleri uygulanmistir. Calismanin bu kisminda, iki farkh
kabukludan elde edilen kitin ve kitosanlarin verimleri, FT-IR analizleri ve

deasetilasyon dereceleri karsilastiriimigtir.

4.1.1. Kerevit ve Karides Kabugundan Kitin Ekstraksiyonu

Cahsmada ilk olarak Kkitinin, kerevit kabuklarindan saflastirima asamalari
gerceklestiriimistir. Deproteinizasyon islemi igin, Uzerine 1:10 (kuru kabuk:¢dzelti)
oraninda, %3.5 (w/v) NaOH c¢ozeltisi ilave edilen kabuklar, 65°C’de 2 saat boyunca
bekletilmistir. Demineralizasyonda ise, Uzerine 1:15 (kuru kabuk:¢6zelti) oraninda 1
M HCI ¢ozeltisi eklenen deproteinize olmus kabuklar, oda sicakhdinda 30 dakika
bekletilmistir.

Kerevit kabugundan kitin ekstraksiyonu, iki kez gergeklestiriimis olup; Sekil 4.1’te
kabuklara uygulanan deproteinizasyon ve demineralizasyon iglemleri sonucunda,

elde edilen miktarlar verilmigtir.
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Sekil 4.1. Kerevit kabuguna uygulanan islemler sonucunda elde edilen miktarlar
(A). Islem sirasi: DP-DP-DM; (B). Islem sirasi: DP-DM-DP
(DP: Deproteinizasyon; DM: Demineralizasyon)

Sekil 4.1.A incelendiginde, 5 g kuru kabuk ile baslanan proseste, birinci
deproteinizasyon sonucunda 4.2 g kabuk kaldidi, yani proteinlerin %16’sinin
uzaklastirildig1 gorilmektedir. Bu uzaklastirmanin yeterli olmadigi1 disunulmus, ayni
kosullarda ikinci bir deproteinizasyon islemi uygulanmigtir. Bunun sonucunda, 3.69
g kabuk elde edilmis ve kabugun protein igerigi %26 olarak belirlenmistir.
Demineralizasyon iglemi sonucunda ise, kabugun mineral igerigi %52 olarak
bulunmustur. Proses sonucunda 5 g kabuktan 1.09 g kitin elde edilmig ve kabugun
%22 oraninda Kkitin igerdigi belirlenmistir. Sekil 4.1.B'de ise 5.75 g kerevit
kabugundan kalan miktarlar veriimektedir. Bu proseste de demineralizasyon sonrasi
tekrar deproteinizasyon uygulanmigtir ve gergeklesen %3’luk bir kayipla proteinlerin
ilk asamada tamamen uzaklastirilamadigi gérilmustir. ikinci kerevit kabugundan

uzaklastirilan protein ve mineral igerikleri %35 ve %44; kazanilan kitin icerigi %21
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olarak bulunmustur. Iki kerevit kabugunda da hemen hemen ayni oranlarda (%22
ve %21) kitin elde edilmigtir. Literatirde tez galismasi ile ayni kosullarda yapilan
calismalarda, kerevit kabuklarinin kitin igerikleri %23.5 [76] ve %13.2 [61] olarak
bulunmustur. Daha onceden de bahsedildigi gibi kitin igerikleri, canlinin cinsi, yasi
gibi bircok parametreye gore degiskenlik gosterdigi icin bu dedgerler ile tez
calismasinda bulunan degerler arasinda tam bir kargilagtirma yapilamamaktadir.
Ancak genel olarak, %13-42 oraninda kitin igeriginin bulunmasi beklenmistir ve

bulunan degerlerin bu aralikta oldugu gortlmektedir.

Kitin ekstraksiyonu, karides kabuklari i¢in de iki kez yapilmistir. Birincisinde, kerevit
kabuklari ile ayni kogullar ve iglem sirasi uygulanirken (Sekil 4.2.A); ikincisinde
islem sirasi degistirilerek 6nce demineralizasyon daha sonra deproteinizasyon

gerceklestiriimistir (Sekil 4.2.B).
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Sekil 4.2. Karides kabuguna uygulanan islemler sonucunda elde
edilen miktarlar (A). Islem sirasi: DP-DM; (B). Islem sirasi: DM-DP
(DP: Deproteinizasyon; DM: Demineralizasyon)
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Sekil 4.2.A’'ya gore, kitin elde etmek igin kullanilan 5 g karides kabuguna 6nce
protein giderme daha sonra mineral giderme iglemleri uygulandiginda,
uzaklastirilan protein ve mineral icerikleri %18.7 ve %59.2; kazanilan kitin igerigi ise
%22 olarak bulunmustur. islem sirasi degistirildiginde ise, 5.85 g kabugun protein,
mineral ve kitin igerikleri sirasiyla %16.5, %64 ve %19.4 olarak belirlenmistir (Sekil
4.2.B). Deproteinizasyon ve demineralizasyon islemlerinin sirasinin degistiriimesi
durumunda da, kitin kazanim verimlerinin birbirine ¢ok yakin olmakla birlikte, %3
daha dusik oldugu goérulmektedir. Hajji ve arkadaslari tarafindan yapilan, énce
demineralizasyon daha sonra deproteinizasyonun yapildigi ¢alismada, karides
kabuklarindan ekstrakte edilen kitin icerigi %20 olarak bulunmustur [75] ve bu

degerin tez galismasinda elde edilen degerlerle uyumlu oldugu goértulmektedir.

Calismanin son kisminda, kerevit kabuklarindan elde edilen kitinler aseton ve etanol
ile; karides kabuklarindan elde edilen kitinler ise 9:1 oraninda hidrojen peroksit
(H202):%33 HCI c¢ozeltisi ile bir gece boyunca muamele edilerek renk giderimi

yapiimigtir.

4.1.2. Kimyasal Yolla Kitinden Kitosan Uretimi

Deasetilasyon islemi icin, kerevit ve karides kabuklarindan ekstrakte edilen kitinler,
1:10 (kitin:¢dzelti) oraninda, %50’lik (w/v) NaOH c¢ozeltisi ile farkli kosullarda
(otoklav, 121°C, 20 dakika ve etuv, 120 °'C, 4 saat) muamele edilmistir. Bu kosullara

gore elde edilen kitosan miktarlari ve verimleri Cizelge 4.1’te verilmigtir.

Cizelge 4.1. Deasetilasyon kosullarina gore elde edilen kitosan miktarlari ve verimi

Kitin Deasetilasyon | Kabuk Miktan | Kitosan Miktari | Kabuktan kitosan
Kaynag kosullari (9) (9) uretim yilizdesi (%)
Kerevit| | 120°C, 4 st 5.00 0.35 7.0
Kerevit Il | 121°C, 20 dak 5.75 0.70 12.2
Karides | | 121°C, 20 dak 5.00 0.90 18.0
Karides Il | 120°C, 4 st 5.85 0.40 6.8

Cizelge 4.1’e gore, otoklavda gerceklestiriien deasetilasyon proseslerinde gerek
karides gerekse kerevitten kitosan Uretim yuzdelerinin, daha yuksek oldugu
gOrulmektedir. Bunun sebebinin, kitinin ylksek sicaklikta daha uzun sire
durmasindan dolayr bozunmaya ugrayabilecegi ya da deproteinizasyon islemi
sirasinda uzaklastirlamadan kalan protein kalintilarinin  NaOH ortaminda
¢ozunerek kutle kaybina sebep olabilecegi dusunulmektedir. Hajji ve arkadaslari

tarafindan yapilan calismada, karidesten kitosan Uretim verimi %14.9 olarak
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verilmekte olup [75], bu galismada otoklavda elde edilen verimin az da olsa yuksek
oldugu gorulmektedir. Deasetilasyon kogullarinin temel etkisi, FT-IR analizi sonucu
hesaplanan deasetilasyon derecelerine go6re bir sonraki bdélimde ayrica

degerlendirilmistir.

4.1.2.1. FT-IR Analizi ve Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi

Karides kabugundan kitin ekstraksiyonu asamalarinda elde edilen FT-IR pikleri
Sekil 4.3'te verilmistir. Burada, C spektrumunda protein ve minerallerin
uzaklastirlmasi sonucunda, kitini karakterize eden piklerin ortaya ¢iktigi
gorllmektedir. Spektrumda gbzlenen, 3436 cmY'deki absorpsiyon bandi O-H, N-H
ve molekul i¢i hidrojen baglarinin gerilme titregimlerini icermektedir. 1655, 1553 ve
1310 cm™’ deki absorpsiyon bantlari kitindeki asetamido gruplarinin karakteristik
pikleridir ve sirasiyla amid I, Il ve lll bantlari olarak rapor edilmigtir [141]. 3260 ve
3100 cmY'deki bantlar sirasiyla molekdiller arasi hidrojen baglarindaki (CO---HN) ve
molekil ici NH gruplarindaki titresimleri, 1377 cm-Y'deki keskin pik CHs gruplarindaki

simetrik egilmeyi ve 2877 cm''deki ise C-H baglarindaki geriimeyi gostermektedir.
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Sekil 4.3. Kitin ekstraksiyonu asamalarinda elde edilen FT-IR spektrumlari
(A:Karides kabugu; B: Deproteinizasyon sonrasi; C: Demineralizasyon sonrasi)
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Sekil 4.4’te kerevit ve karides kabuklarindan ekstrakte edilmis kitinlerin ve ticari
kitinin FT-IR spektrumlari verilmigtir. Elde edilen spektrumlar incelendiginde,
yukarida bahsedilen piklerin elde edildigi ve piklerin ticari kitin ve birbirleri ile birebir
ortUstukleri gorilmektedir. Spektrumlarda 1655 cm™ ve 1620 cm™Yde sirasiyla
molekuller arasi (CO---HN) ve molekdl i¢i (CO---HOCHz2) hidrojen baglarini gésteren
iki ayri pik gézlemlenmekte olup, bu pikler kitinin alfa yapisinda oldugunu ispat
etmektedir. Literatiirde alfa yapisindaki kitinde 1662 ve 1630 cm™'de iki ayri pik
olusurken, beta yapisindaki kitinde 1659 cm™de tek bir absorpsiyon bandi
goruldugu rapor edilmistir [142].
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Sekil 4.4. Elde edilen kitinlerin FT-IR spektrumlari (A: Ticari kitin; B: Kerevit kitin I;
C: Kerevit kitin 1I; D: Karides kitin I; E: Karides kitin 1I)

Sekil 4.5'te ticari kitosan ve etlivde 120 “‘C’de, 4 saat (B ve E) ve otoklavda 121°C’de,
20 dakikada (C ve D) gerceklestirilen kimyasal deasetilasyon sonucu elde edilen
FT-IR spektrumlari verilmigtir. Kitinden kitosana donusum sonrasinda, sekonder
amid gruplariyla iligkili olan 3443-3265-3105-1655-1554-1315 ve 1261 cm dalga
sayllarindaki ve C-H baglariyla ilgili 2962-2934-2890-1380-1205 cm™? dalga



sayllarindaki bant siddetlerinin azalmasi; 1596 cm™'de primer amidle iligkili pikin

ortaya ¢ikmasi beklenmektedir [141].
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Sekil 4.5. Elde edilen kitosanlarin FT-IR spektrumlari (A: Ticari kitosan; B: Kerevit
kitosan I; C: Kerevit kitosan Il; D: Karides kitosan |; E: Karides kitosan 1)

Sekil 4.5 incelendiginde, 3436 ve 3260 cm™deki iki ayri pikin, genis bir pike
donustigu ancak bu donusum E spektrumunda digerlerine gére daha az oldugu
goOrulmektedir. Elde edilen kitosanlarin FT-IR spektrumlari birbirleri ve ticari kitosan
ile uyumlu olmakla birlikte, ticari kitosanda 3100 cm™‘de kaybolan absorbans
bandinin, bu galigmada uretilen kitosanlarin spektrumlarinda gortulmesi agisindan
farkhlik gostermektedir. Ancak, Paulino ve arkadaslari [143], Di Mario ve arkadaglari
[87] tarafindan yapilan ¢galismalarda elde edilen kitosanlarin FT-IR spektrumlarinda
da ayni pik gozlemlenmektedir; bu da elde edilen sonuglarin literatir ile uyumlu

oldugunu gostermektedir.

Literatirde deasetilasyon derecesini hesaplamak igin, farkl piklerin kullanildigi
bircok FT-IR esitligi bulunmakta olup [141], her birinden ayni sonug¢ elde
edilememektedir. Bu agidan, bu ¢calismada deasetilasyon dereceleri iki farkli yontem
ile hesaplanmigtir. Cizelge 4.2'de, Cizelge 3.6 ve 3.7°de verilen taban gizgileri ve

esitlikler yardimiyla hesaplanan deasetilasyon dereceleri verilmistir.
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Cizelge 4.2. FT-IR analizi ile hesaplanan deasetilasyon dereceleri

Ornek DD1 (%) DD2 (%)
Ticari 88.5 85.1
Kereuvit | 77.0 74.8
Kerevit Il 73.1 69.4
Karides | 71.9 70.4
Karides Il 62.4 63.6

* DD: Deasetilasyon derecesi

Cizelge 4.2'den gorlldigu gibi iki farkli referans pikin (3450 cm™ ve 2877 cm™)
kullanildigi esitlikler sonucu birbirine yakin degerler elde edilmigtir. Kerevit ve
karides olarak karsilastirildiginda da, FT-IR analizi sonucu disiuk ¢ikan karides Il
ornegi harig, diger orneklerin deasetilasyon derecelerinin birbirlerine yakin oldugu
gorunmektedir. Sonuglardan da gorulduigu gibi, deasetilasyon isleminin otoklavda
121°C’de 20 dakika ya da etlivde 120°C’de 4 saat yapilmasi deasetilasyon derecesi
agisindan c¢ok buyuk farklilik olusturmamistir. Bu nedenle, deasetilasyon isleminin

sure agisindan otoklavda yapilmasi 6nerilmektedir.

Literatlrdeki ¢alismalara bakildiginda, Martin ve arkadaslari tarafindan %50 (w/v)
NaOH c¢ozeltisi ile 100 ‘C’de 1:7 (kati:cOzelti) oraninda yapilan islemde 2 saat
sureyle yapildiginda %73.7; 4 saat sureyle yapildiginda %74.1 de@erinde
deasetilasyon derecesi bulunmustur [74]. Tez calismasinda bulunan degerlerin
(Cizelge 4.2), bu degerler ile uyumlu oldugu gorulmektedir. Hajji ve arkadaslari
tarafindan, deasetilasyon igleminin, 12.5 M NaOH ile 140°C’de 1:10 oraninda, 4 saat
boyunca yapildigi calismada ise deasetilasyon derecesi %88 olarak bulunmugtur
[75]. Kimyasal deasetilasyon igleminin, sicaklik, deasetilasyon suresi, kullanilan
NaOH derisimi ve kati:NaOH orani, ¢aligilan ortam gibi birgcok parametreye bagli
olarak degistigi gorlilmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda yapilan kosullarla
%70-75 deasetilasyon derecesinde kitosan elde edilmekte olup; bu degeri arttirmak
icin birgok parametreyi iceren genis kapsamli bir optimizasyon ¢aligmasi yapilmasi
gerekmektedir.

4.1.2.2. Termal Gravimetrik Analizler
Kimyasal iglemler sonucu elde edilen kitin ve kitosanin termal gravimetrik analiz

sonuglari Sekil 4.6’da verilmigtir.
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Sekil 4.6. Termal gravimetrik analiz sonuglar (A: karides kitin; B: kerevit kitosan;
C: karides kitosan)
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Karidesten elde edilen kitinin TGA grafigine (Sekil 4.6.A) bakildiginda, 60-100°C ve
350-400°C’de olmak Uzere iki agirlik kaybi gorulmektedir. 60-100°C arasindaki
%3.7’lik kayip, suyun buharlasmasindan kaynaklanmaktadir. ikinci agirlik kaybinin
ise kitin molekulinin sakkarit yapisinin bozunmasindan kaynaklandigi
dusunulmektedir. Sekil incelendiginde, 550°C’den sonra agirlik kaybinin durmaya
bagladigi gorulmektedir. Bu noktadan sonra bozunmadan kalan maddenin
demineralizasyon sirasinda uzaklastirlamadan kalan mineral igerigi oldugu

dusunulmektedir ve bu da yaklasik %24.6 oranina denk gelmektedir.

Kerevit ve karides kabuklarindan elde edilen kitosanlarin TGA grafiklerine (Sekil
4.6.B ve Sekil 4.6.C) bakildiginda ise, Ug¢ agirlik kaybi gorulmektedir. Birinci (60-
100°C) ve uglncu (350-400°C) pikler, kitinin TGA grafiginde gorilen piklere
benzerlik gostermektedir. ikinci kitle kaybi ise kitinde gézlemlenen bozunma
sicakhgindan daha dusuk bir sicaklikta (250-270°C) gerceklesmekte olup, bu
bozunmanin deasetillenmis molekullerden kaynaklandigi duasunutlmektedir. Bu
durum kitosanin termal stabilitesinin dusuk oldugunu gostermektedir. Elde edilen
grafikler, ticari kitosanin TGA grafigi (Ek 6) ile karsilastirildiginda ticari kitosanda su
kaybindan (70-100°C) ve deasetillenmis gruplarin (250-300°C) kaybindan
kaynaklanan iki pik gortlmektedir ve bu da galismadan elde edilen grafikler ile
uyumludur. Literatire bakildiginda da, Paulino ve arkadaslari tarafindan Uretilen

kitosanin TGA grafigi [143] ile cok benzer olduklari gérilmektedir.

4.2. A. niger’den Kitin ve Kitosan Ekstraksiyonu
A. niger'den kitin ve kitosan ekstraksiyonu, Sekil 3.1°de verilen akis semasina gore

gerceklestirilmigstir.

4.2.1. A. niger’in Cogaltilmasi

Aspergillus niger kuaf mantarinin gogaltiimasi igin, Cizelge 3.1’te verilen, USDA
tarafindan Onerilen besi ortami secilmistir. Mikroorganizmalarin besi ortamina
asilanmasinin 2. gununde bulaniklik gdzlemlenmistir ve 3. ginden itibaren biyokutle
olusmaya baslamistir (Sekil 4.7). Kitin ve kitosanin ekstraksiyonu igin 8 gln
¢ogalmalari gézlemlenmis ve 8. giinde maksimum kuru biyokutle agirhgina (9.3 g/l)
ulagiimistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. A. nigerin 3. gun Sekil 4.8. A. nigerin 8. gun
sonunda ¢ogalmasi sonunda ¢ogalmasi

Literatlirde A. niger’den kitin ve kitosan elde etmek amaciyla yapilan ¢alismalardan,
Pochanavanich ve arkadaglari tarafindan, patates dekstroz (PDB) Ureme ortaminda
yapilan ¢alismada maksimum biyokUtle olarak 6. Ginde 9 g/l kuru biyokutle [66];
Wu ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada ise YPD (%2 gukoz, %0.2 maya
Ozutd, %1 pepton) besi ortaminda 9. gunde 6.5 g/l kuru biyokutle [6] elde edilmistir.
Tez calismasi kapsaminda segilen besi ortaminda elde edilen biyokutlenin (9.3 g/l),
YPD ortamindan elde edilen degere gore daha iyi oldugu; patates dekstroz treme
ortamindan elde edilen degerle de uyumlu oldugu ancak funguslarin PDB ortaminda

daha hizli cogaldiklari (6 gun) gorulmektedir.

4.2.2. Kitin ve Kitosan Verimi
Sekil 4.9'da, -80°C’de saklanan Orneklerden ¢ogaltilan funguslarla (Sekil 4.9.A),
buzdolabinda bekletilen ortamlardan g¢ogaltilan funguslar (Sekil 4.9.B) igin, kuru

biyokUtleden baslanarak her asamada elde edilen kuru agirlik degerleri verilmigtir.
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Sekil 4.9. Aspergillus niger biyokltlesine uygulanan islemler sonucunda elde
edilen miktarlar

Sekil 4.9.A’ya gore, 23.92 g A. niger biyokutlesinden NaOH ile muameleden sonra,
10.94 g alkali ¢ozunmeyen kisim kalmis olup, bu kisim toplam biyokutlenin
%45.74’Unu olusturmaktadir. Asetik asit ile muameleden sonra elde edilen 3.28 g
kitin ise biyokutlenin %13.73’Un0 olusturmaktadir. Sekil 4.9.B’'de ise, 3.73 ¢
baslanan biyoklUtleden %34.23 alkali ¢dzinmeyen kisim ve %6.8 kitin elde
edilmistir. Elde edilen kitosan verimlerindeki iki kat farkin, tGreme kosullarin
etkisinden kaynaklandigi dusunulmektedir. Her iki biyokutleden elde edilen kitosan
miktari ise ¢ok dusuktlr ancak literatirde yer alan calismalarda da A. niger
fungusundan az miktarda kitosan elde edildigi rapor edilmekte olup elde edilen

degerlerle uyum icerisindedir [6].

4.2.3. Kimyasal Yolla Kitinden Kitosan Uretimi

Aspergillus niger fungusundan ekstrakte edilen kitinin Gzerine 1:10 (kati:gézucu)
oraninda %50 (w/v) NaOH c¢dzeltisi ilave edilerek, otoklavda 121°C’de, 20 dakikada
kimyasal deasetilasyonu gerceklestiriimigtir. Elde edilen kitosanlarin FT-IR ve
termal gravimetrik analiz sonuglari ve deasetilasyon dereceleri asagida

tartisiimigtir.

4.2.3.1. FT-IR Analizi ve Deasetilasyon Derecesinin Belirlenmesi

Bu kisimda ilk olarak, A. niger fungusundan kitosan ekstraksiyonu prosesinin ilk
asamasi olan 1 M NaOH ile protein giderimi iglemi, 121°C’de 20 dakikada otoklavda
ve 90°C’de 2 saat su banyosunda denenmistir. iki farkli islem sonucu elde edilen

kitosanlarin FT-IR spektrumlari Sekil 4.10’da verilmis olup elde edilen spektrumlarin
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birbirleri ve ticari kitosan ile uyumlu olduklari gérinmektedir. Ancak, deasetilasyon
derecesini hesaplamak igin piklerin oranina bakildiginda, otoklavda gergeklestirilen
islem sonucu %74 deasetilasyon derecesinde kitosan; 90°C’de gergeklestirilen
islem sonucu ise %48 deasetilasyon derecesinde kitin elde edilebilmistir. Protein
giderme isleminin, NaOH ile yapilmasindan dolayl bu igslemde ayni zamanda
deasetilasyonun da gerceklesebilecegi dusunulmektedir. Bu agidan bu asamadaki

NaOH derisimi, sicakli§i ve suresi 6nemlidir.
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Sekil 4.10. A. niger fungusundan elde edilen kitosanin FT-IR analizi (A:Ticari
kitosan; B: 1 M NaOH ile muamele - 121°C, 20 dak; C: 1 M NaOH ile muamele -
90°C 2 saat)

A. niger fungusuna yapilan ekstraksiyon prosesinde, kitine gore ¢ok az miktarda
kitosan elde edildigi gérinmektedir. Bu agidan bu fungusun, kabuklular gibi bir kitin
kaynagi olarak degerlendirilebilecegi dusunulmustur. Bu amacla asetik asitle
coziinmeden kalan kitin, 121°C’de 20 dakika otoklavda, %50 NaOH ile muamele
edilmistir. Deasetilasyon islemi oncesi elde edilen kitin ve deasetilasyon sonucu
elde edilen kitosana ait FT-IR spektrumlari Sekil 4.11°de verilmigtir. A. niger’den elde
edilen kitinin spektrumu incelendiginde, kabuklulardan elde edilen kitin gibi 3265 ve

3100 cm? dalga sayilarinda pik gozlemlenememistir. Di Mario ve arkadaslari
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tarafindan yapilan c¢alismada da, Agaricus bisporus, Lentinula edodes gibi
funguslardan elde edilen kitinlerde bu pikin gozlemlenemedigi rapor edilmigtir [87].
Sekil 4.11°de elde edilen kitosan spektrumu incelendiginde de, ticari kitosan ile

ortustugu gorulmektedir.
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Sekil 4.11. A. niger ‘den elde edilen kitin ve kimyasal deasetilasyonla elde edilen
kitosanin FT-IR spektrumlari (A: Ticari kitin; B: A. niger kitin; C: Ticari kitosan; D:
A. niger kitininin kimyasal deasetilasyonu ile elde edilen kitosan)

Kimyasal deasetilasyon sonucu elde edilen kitosanin deasetilasyon derecesi,
Cizelge 3.7°deki 1. Esitlik ile hesaplanmis ve %86 olarak bulunmustur. Bu degerin
yuksek ¢cikmasina, hem protein giderme iglemi i¢cin hem de deasetilasyon iglemi igin
iki defa yuksek sicaklikta NaOH ile muamele edilmesinin etkisi oldugu
disunulmektedir. A. niger ile yapilan galismalara bakildiginda, Cai ve arkadaslari
tarafindan A. niger’den elde edilen kitine, %50 NaOH ile 125°C’de 2 saat kimyasal
deasetilasyon iglemi uygulandiginda %76.8 deasetilasyon derecesinde kitosan elde
edildigi rapor edilmistir [144]. Buna go6re, fungustan elde edilen kitinle de
kabuklularda oldugu gibi otoklavda yapilan islem sonucunda, daha yuksek

deasetilasyon derecesinde kitosan elde edilebilecedi belirlenmigtir.



4.2.3.2. Termal Gravimetrik Analizler

A. niger fungsundan ekstrakte edilen kitosanin ve ekstrakte edilen kitinin kimyasal
deasetilasyonu sonucu elde edilen kitosanin termal gravimetrik analiz sonuglari
Sekil 4.12°de verilmigtir.

gt % (%)
. ]

Sekil 4.12. Termal gravimetrik analiz sonuglari (A: A. niger kitosan; B: Kimyasal
deasetillenmig A. niger kitin)
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Sekil 4.12 incelendiginde A. niger fungusundan iki farkli sekilde elde edilen
kitosanlarda 250-300°C’de agirlik kaybi gergeklestigi gortlmektedir. Ayrica
fungusdan elde edilen kitosanin termal stabilitesinin kitine gbére dusik oldugu

g6zlemlenmistir.

4.3. CDA Uretimi igin Rekombinant E.coli Tasarimi
Calismanin bu kisminda, kitin deasetilaz enzimini dreten rekombinant E. coli BL21
(DE3) ve E. coli CLM24 hucrelerini elde etmek amaciyla ekspresyon sistemleri

tasarlanmis ve uygulanan genetik muhendisligi tekniklerinin sonuglari tartigiimigtir.

4.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile CDA2 Geninin Cogaltiimasi

CDA2 geninin ¢ogaltilmasi ve plasmidlere (pET28a ve pTrc99A) klonlanmasi igin
restriksiyon enzim konumlari secilmis ve Cizelge 3.3’te verilen primerler
tasarlanmistir. lleri primerin bagina Xba1 (5 TCTAGA3’), geri primerlerin ucuna Sall
(5GTCGAC3) ve Hindlll-HF (5AAGCTT3’) restriksiyon enzim konumlari
eklenmistir. Tasarlanan ileri ve geri primerlerin erime sicakhgi (Tm) degerlerinin
birbirine yakin olmasi gerekmektedir. Buna gore, tasarlanan primerlerin

termodinamik 6zellikleri ve uzunluklar Cizelge 4.3’te verilmigtir.

Cizelge 4.3. Tasarlanan primerlerin 6zellikleri

isim Tm (°C) Uzunlugu (bg)
Xbal-cda2-f 55 35
Sall-cda2-r 54 42
Hindlll-cda2-r 48 57

CDA2 geni, tasarlanan primerler yardimiyla, daha énceden bilesenleri ve Cizelge
3.4'te parametreleri belirtlen PCR tepkimesiyle, Taq DNA polimeraz ile
cogaltiimistir. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonunun kontrolu igin, agaroz jel
elektroforezi géruntusu alinmistir. Sekil 4.13, tasarlanan primerlerle ¢cogaltilan cda2

geninin beklenilen buyukltkte elde edildigini gostermektedir.

PCR islemi gercgeklestirildikten sonra kitin deasetilaz DNA’si, PCR karigim

¢Ozeltisinden QlAgen PCR saflastirma kiti kullanilarak saflagtiriimigtir.
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Sekil 4.13. CDA2 geninin agaroz jel elektroforezde gorunumu. M: 1 kb DNA
molekuler agirlk standardi; 1: Polimeraz enzimi ile gogaltiimig CDA2 geni (807 bg)

4.3.2. Vektorun Elde Edilmesi ve Ligasyon Tepkimesi

PCR ile ¢ogaltiimis ve saflastirimis 0.807 kb blytkligundeki cda2 geni ve plazmid
saflagtirma kiti (QIAGEN) ile izole edilmis pTRc99A vektora ayri ayri 37 °C de, 6zel
tamponlar igeren 20 pl'lik reaksiyon hacminde Xbal ve Hindlll-HF enzimleri ile 15
dakika kesilmigtir. Vektorun kesme reaksiyonuna, ligasyon sirasinda kesilen genin
iki ucunun birbirine yapismamasi igin 5’-fosfat gruplarinin koparilmasini saglayan
alkalen fosfotaz enzimi (CIAP) eklenmistir. Sekil 4.14’te pTRc99A vektoérinin
restriksiyon enzimlerle kesildikten sonraki genin, beklenen boyutta (4263 bg)

oldugunu gosteren jel elektroforezdeki gortntlsa verilmistir.
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Sekil 4.14. pTrc99A vektorinin restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonraki agaroz
jel elektroforezi goruntusu. M: 1 kb DNA molekuler agirlik standardi; 1: Negatif
kontrol (DNA yok); 2,3: Xbal ve Hinlll-HF ile kesilmis pTrc99A vektort (4263 bg)

Jel elektroforezinden sonra klonlamada kullanilacak olan bant (4263 bg) jelden
kesilerek, QIAquick Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen) ile saflagtinimistir. Vektor ve
genin derisimleri Nanodrop ile belirlenmigtir. Restriksiyon enzim konumlarindan
siraslyla kesilerek, yapigkan uclu hale getirilen cda2 geni, ayni restriksiyon enzimleri
ile kesilen pTrC99A plazmidine, vektor:gen orani 1:3 olacak sekilde 16°C’de 16st
yuratulen ligasyon tepkimesiyle, T4 DNA ligaz enzimi katalizérlugunde
klonlanmistir. Reaksiyon sonunda, tepkime ortami 65°C de yaklasik 10 dakika

bekletilerek enzimler deaktive edilmistir.

Rekombinant pET28a-ssDsbA-cda2 plazmidini olustururken de, vektorun
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucu beklenilen gen blyukliga (5431 bg) elde

edilmis ve benzer islemler yapildiktan sonra ligasyon tepkimesi gergeklestiriimistir.

4.3.3. Klonlarin Restriksiyon Enzimleri ve DNA Dizi Analizi ile Kontrolii

Ligasyon UrlnuU, tuzdan arindirildiktan sonra plazmid tasimayan E. coli DH5a
mikroorganizmasina CaClz yontemi ile aktanimigtir. E. coli hucreleri, pTrc99A
plazmidi i¢cin ampisilin, pET28a i¢in kanamisin iceren LB agar ortamlara yayilimis ve

37°C’de 16 st sureyle cogaltiimiglardir. Ertesi glin beliren kolonilerden, kulturler
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inokule edilmesinden sonra rekombinant plazmidler saflastiriimis ve klonlamanin
gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek amaciyla restriksiyon enzimleri ile
kesilmigstir. Kesilen plazmidlerin agaroz jel elektroforezde goérinttsi alinmis ve hem
beklenen buyukliklerde DNA molekull gézlenmesi (Sekil 4.15) ile hem de DNA dizi

analiziyle klonlamanin basarili oldugu kanitlanmistir.

1 2 3 4 M

s 10.0 kb

6.0 kb

- — 0 KO

.
1.0 kb
=5 e

0.5kb

Sekil 4.15. Restriksiyon enzimleri ile kesilen rekombinant plazmidlerin agaroz jel
elektroforezi goruntlsud. 1: pTrc99A-ssDsbA-cda2 (4263 bg - 807 bg), 3,4: pET28a-
ssDsbA-cda2 (5431 bg - 807 bg), M: 1 kb DNA molekiler adirlik standardi.)

4.4. Ekspresyon GCalismalari

Calismanin bu kisminda, elde edilen rekombinant plazmidler E. coli CLM24 ve E.
coli BL21(DE3) konak hucrelerine CaClz metodu ile aktariimistir. Tasarlanan
rekombinant sistemler Cizelge 4.4’te verilmis olup; burada 1 ve 4 numarali sistemler
sadece cda2 genini tasiyan plazmidi; 2 ve 5 numarali sistemler hem cda2 genini
tasiyan hem de glikanlar igeren ancak glikozilasyonu (glikanlarin enzime
eklenmesi) saglayan PgIB genini tasimayan, pPglAB plazmidini; 3 ve 6 numarali
sistemler ise bu plazmidlere ek olarak glikozilasyonu saglayan p311_pgIB ve
pPMAF_pgIB plazmidlerini icermektedir.
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Cizelge 4.4. Rekombinant E. coli hticrelerinin igerdidi plazmidler

S'Sthm Konak Hiicre Plazmid | Plazmid Il | Plazmid Il
i BL2 3 pl.5
1 E. coli BL21 (DE3) pET28a-ssDsbA-cda2 i i
) pl.5
2 E. coli BL21 (DE3) pET28a-SSDSbA-Cda2 pPglAB -
. pl.5
3 E. coli BL21 (DE3) PET28a-ssDsbA-cda2 pPglAB p311l_pglB
. p3.3
4 E. coli CLM24 pTrc99A- ssDsbA—cda2 ) )
5 | E. coliCLM24 p3.3 PgIAB
- coll pTrc99A- ssDsbA-cda2 PFg )
. p3.3
6 E. coli CLM24 pTrc99A- ssDsbA—cda2 pPglAB pMAF_pgIB

Transformasyonun ardindan hucreler, icerisinde plazmidlerine gore segici
antibiyotikleri (Kan, Amp, Cm veya Tp) ve glukoz iceren 25 ml LB sivi besi
ortaminda, 37°C’de ve 200 rpm calkalama hizinda ¢ogaltiimistir. Bakteri kulttrleri,
hicre yogunlugu (ODsoo) 0.5-0.6’ya ulastiginda son derisimi 0.1 mM olacak sekilde
IPTG ve L-Arabinoz (1. ve 4. Sistemler hari¢) ile induklenmis ve bu asamadan sonra

uretim sicakhgi 30°C’ye dusurulmustar.

Sekil 4.16 ve 4.17°de E. Coli BL21 (DE3) ve E.coli CLM24 hucrelerinin t=0 (IPTG ile

indUklenmeden 6nce); t=16 ve t=40 saatlerinde o6lcllen hlcre derisimleri verilmistir.

3,0

0 10 20 30 40 50
inkiibasyon siiresi (st)

——BL21 (DE3) - pl.5-cda2
=—&=—pBL21 (DE3) - pl.5-cda2 + pPglAB
—&—BL 21 (DE3) - pl1.5-cda2 + pPglAB+p311 pglB

Sekil 4.16. Farkli ekspresyon vektorleri tagityan E. coli BL21 (DE3) suslarinin,
hlcre derisimlerinin zamanla degisimi (pl1.5: pET28a-ssDsbA)
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Sekil 4.17. Farkh ekspresyon vektorleri tagiyan E. coli CLM24 suslarinin, hicre
derigimlerinin zamanla degisimi (p3.3: pTrc99A- ssDsbA)

Hucrelere indukleme yapildiktan 16 saat sonra, maksimum hudcre yogunluguna
ulasilmistir. Martinou ve arkadasglari tarafindan yapilan galismada da cda2 geni
aktarilan E. coli hucrelerinde, IPTG indUklemesinden 16-17 saat sonra maksimum
hicre yogunlugu goéruldigu rapor edilmektedir [14]. pMAF_pgIB plazmidini iceren,
yani glikoprotein Uretebilen E. coli CLM24 hicrelerinde, glikozilasyonun
gerceklesmedigi kontrol gruplarina gore daha az hucre ¢gogalmasi elde edilmigtir
(Sekil 4.17). E. coli BL21 (DE3) susunda ise glikozilasyona bagli bir fark
g6zlenmemigtir (Sekil 4.16).

4.4.1. CDA Aktivitesi

Enzim aktivitesi galigmalari igin IPTG indiklemesinden sonra, 16. saatteki hlcreler
kullaniimistir. 25 ml hicre ortamindan elde edilen peletler 1 ml, 1x PBS ile
suspansiyon haline getirilmis ve hucreler sonikasyonla pargalandiktan sonra
santriflj sonucu kalan Ust sivi, enzim aktivitesi igin kullaniimistir. Sekil 4.18'de
yukarida bahsedilen, farkli plazmidler tasiyan E. colilerden elde edilen kitin

deasetilaz enzimlerinin aktiviteleri verilmistir.
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Sekil 4.18. Farkli plazmidler tasiyan E. coli ‘lerin 25 ml besi yerinde yapilan Uretim
ile elde edilen CDA aktiviteleri

Beklenildigi gibi, E. coli BL21 (DE3) hicrelerinden elde edilen enzim aktivitelerinin
siraslyla dogal enzimin oldugu sistemden, glikanlarin oldugu ama enzime
takilmadigi ve glikozilasyonun gerceklestigi sistemlere dogru artis gosterdigi
gorulmektedir. Ancak E. coli CLM24 sistemlerinden elde edilen enzimlerde,
glikozilasyonun enzim aktivitesini negatif etkiledigi gdézlenmektedir (Sekil 4.18). Bu
nedenle Uretim deneylerine pET28a-ssDsbA-cda2 plazmidini tasiyan E. coli BL21

(DES3) hacreleri ile devam edilmistir.

Enzim aktiviteleri istenilen sekilde, glikozillenme sonucu artis gostermistir ancak
aktivitelerin beklenilenden dusuk oldugu goézlemlenmigtir. Bu durumun, 25 ml
ortamdan alinan hdcrenin  yogun oldugu igin, sonikasyonla yeteri kadar
parcalanamadigindan kaynaklandigi dusunulmektedir. Bu nedenle, sonikasyon
isleminde hucre derigimi azaltilmig, 1.5 ml ortamdan alinan hicrenin 300 pl 1x PBS
ile suspansiyonuyla elde edilen enzimin aktivitesinin, 25 ml ortamdan alinarak elde
edilen enzim aktivitesinden yaklasik 4 kat daha yuksek oldugu goérulmastur (Sekil
4.19). Bundan sonraki ¢alismalarda, sonikasyon igleminde dugsuk hucre derigimi
kullanilmasina karar verilmig, ancak en-iyileme c¢alismasi ile aktivitenin

arttirilabilece@i dusunulmektedir.
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Sekil 4.19. Farkl seyreltme oranlarina sahip E. coli ‘lerin CDA aktivitelerinin
kiyaslanmasi (1: 25 ml hicre ortamindan alinan peletin, 1 ml, 1x PBS ile
suspansiyonuyla elde edilen enzim; 2: 1.5 ml hiicre ortamindan alinan peletin, 300
ul, 1x PBS ile suspansiyonuyla elde edilen enzim)

Kitin deasetilaz enziminin, bakterilerde glikoprotein yapisinda Uretimi ilk kez bu tez
calismasi kapsaminda gergeklestirilmistir. Literatirde cda2 geninin E. coli'de
ekspresyonu ile ilgili bir tane ¢alisma [14] bulunmaktadir. Ancak bu ¢alismada hem
elde edilen enzimin glikoprotein yapisinda olmamasindan hem de aktivite

metodunun farkl olmasindan dolayi tam bir kargilastirma yapilamamistir.

4.4.2. Enzimatik Deasetilasyon Caligsmalari

Enzimatik deasetilasyon islemi igin glikoprotein yapida elde edilen kitin deasetilaz
enzimi (BL21 (DE3)- pl.5-cda2-pPgIAB + p311-pglB) kristal yapidaki ticari kitin ile
inkibasyona birakiimis ve FT-IR ile spektrumlari ¢ikariimigtir (Sekil 4.20).

Enzimatik deasetilasyon sonucu, asetil gruplarini gésteren 1655 cm™ dalga
sayisindaki pik yluksekliginde azalma beklenmektedir. Bunu belirlemek igin referans
pik olarak 3430 cm™*’ deki —OH pikleri secilmis ve deasetilasyon orani %4.1 olarak
hesaplanmigtir. Ticari kitinle inkiibasyon sonucu elde edilen disuk deasetilasyon
orani, kitinin yuksek kristalinite yapisindan dolaylr enzimin asetil gruplariyla zor
etkilesime ge¢gmesinden kaynaklanmaktadir ve tez ¢calismasinda, literatirdeki diger
arastimacilarin galismalarina [104, 109] goére daha ylksek deasetilasyon orani elde
edilmistir. Deasetilasyon oranini daha da arttirmak igin glikol kitosan, mikrobiyal

kitin, %50’lik kitosan v.b. substratlarin denenmesi 6ngorulmektedir.
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Sekil 4.20. Enzimatik deasetilasyona ait FT-IR spektrumu
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5. SONUGLAR

Tez galismasi kapsaminda, klasik kitin kaynagina ve uretim metoduna alternatif
olarak farkli yontemlerle kitin ve kitosan dretimi amaclanmigtir. Bu dogrultuda
calisma U¢ ana kisimda yurutulerek, kabuklu canhlardan ve Aspergillus niger
fungusunun hicre duvarindan kitosan eldesi ve kitinin enzimatik deasetilasyonu igin
kitin deasetilaz enziminin rekombinant Uretimi gerceklestiriimistir. deasetilasyonu
icin kitin deasetilaz enziminin rekombinant Uretimi gerceklestiriimigtir. Calismanin
enzimatik kisminda, kitin deasetilaz geninin E. coli'ye klonlanmasiyla elde edilen
rekombinant enzimin, dogal yapisina benzer bir yapida Uretimi ilk kez bu ¢alisma ile
gerceklestiriimistir. Tez galismasindan, daha spesifik olarak gikarabilecek sonuglar

asagida verilmistir:

1- Kerevit kabuklarindan kitin ekstraksiyonu icin yapilan iglemler sonucunda,
uzaklastirilan protein ve mineral igerikleri sirasiyla birinci kabuk i¢in %26 ve %52;
ikinci kabuk icin %35 ve %44 olarak bulunmustur. Ayni érneklerin kitin icerikleri ise

siraslyla %22 ve %21 olarak belirlenmis olup literatir ile uyumludur.

2- Karides kabuklarindan kitin ekstraksiyonu igin yapilan calismalarda, once
deproteinizasyon sonra demineralizasyon islemleri uygulandiginda, uzaklastirilan
protein ve mineral igerikleri sirasiyla %18.7 ve %59.2; kazanilan kitin ise %22 olarak
bulunmustur. Once demineralizasyon sonra deproteinizasyon iglemleri
uygulandiginda elde edilen protein, mineral ve kitin icerikleri ise sirasiyla %16.5,

%64 ve %19.4 olarak belirlenmigstir. TUm degerler literatir ile uyum igerisindedir.

3- Kabuklardan ekstrakte edilen kitine, otoklavda 121°C’'de, 20 dakikada
gercgeklestirilen deasetilasyon iglemi sonucunda kerevit ve karides kabugundan
sirasiyla %12.2 ve %18 kitosan Uretim verimi elde edilmistir. Etlivde 120°C’de 4 saat
yapilan deasetilasyon islemi sonucunda ise kitosan Uretim yuzdeleri kerevit ve
karides icin sirasiyla %7 ve %6.8 olarak bulunmustur. Bu durum otoklav

kullaniminin deasetilasyon verimini arttirdigini géstermektedir.

4- Elde edilen Kkitinlerin FT-IR analizlerinde, kitindeki asetamido gruplarini
karakterize eden pikler 1655, 1553 ve 1310 cm* dalga sayilarinda gézlemlenmistir.
Kitinlerin FT-IR spektrumlari karsilastirildiginda, absorpsiyon bantlarinin birbirleri ve
ticari kitin ile birebir ortUstikleri gorilmustir. Ayrica 1655 cm™ ve 1620 cm™ dalga

sayllarindaki pikler, elde edilen kitinlerin alfa yapisinda oldugunu kanitlamistir.
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5- Deasetilasyon sonucu elde edilen kitosanlarin FT-IR spektrumlarinda, 3436 ve
3260 cm™Ydeki iki ayri pikin, genis bir pike donistigi ve 1655 cm’deki bant
siddetinin azaldigi gézlemlenmigtir. Kitosanlarin FT-IR pikleri birbirleri ve ticari
kitosan ile uyumlu ¢ikmistir ancak kitinde 3100 cm'de bulunan pik, ticari kitosanda
kaybolurken, bu calismada Uretilen kitosanlarda ve literatirdeki calismalarda

gOrulmektedir.

6- FT-IR spektrumlarindaki farkli pikler kullanilarak deasetilasyon dereceleri

hesaplanmig ve iki farkli ydntem birbiriyle karsilastirilmitir. Buna gore;

FT-IR spektrumlarindaki 1655 cm™ ve 3450 cmY'deki piklerden yararlanilarak,
otoklavdaki deasetilasyon islemi sonucunda kerevit ve karides kitinlerinden elde
edilen kitosanlarin deasetilasyon dereceleri sirasiyla %77 ve %62.4 olarak
bulunmustur. EtUvdeki deasetilasyon iglemi sonrasinda ise ayni yontem
kullanilarak, kerevit ve karides kitinlerinden sirasiyla %73.1 ve %71.9 olarak

hesaplanmigtir.

FT-IR spektrumlarindaki 1655 cm™ ve 2878 cm''deki piklerden yararlanilarak,
otoklavdaki deasetilasyon islemi sonucunda kerevit ve karides kitinlerinden elde
edilen kitosanlarin deasetilasyon dereceleri sirasiyla %74.8 ve %63.6 olarak
bulunmusgtur. Etuvdeki deasetilasyon iglemi sonrasinda ise ayni yodntem
kullanilarak, kerevit ve karides kitinlerinden sirasiyla %69.4 ve %70.4 olarak

hesaplanmigtir.

iki farkli ydntemle de birbirine yakin sonuglar elde edildigi gériimustir ve elde edilen
deasetilasyon dereceleri uygulanan iglemlere gore kabul edilebilir degerlerdir. Elde
edilen deasetilasyon derecelerinin arttirilmasi muamkun olup, bunun igin sicaklik,
sure, kullanilan NaOH derigsimi ve kat:NaOH orani, c¢alisilan ortam gibi
deasetilasyon derecesini etkileyen parametreleri iceren bir optimizasyon galigmasi

yapiimasi gerekmektedir.

7- Yapilan termal gravitmetrik analizler sonucunda, kitin érneklerinde 60—100°C’de
suyun buharlagsmasindan ve 350-400°C’de sakkarit yapisinin bozunmasindan
kaynaklandigi digunulen, iki agirlik kaybir gorulmustur. Kitosanlarin TGA grafiklerine
bakildiginda ise, kitindeki bozunma sicakliklarina ek olarak 250-270°C’de uglncl

bir agirhk kaybi gbézlemlenmistir. Bu bozunmanin deasetillenmis molekullerden
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kaynaklandigi dusunulmekte olup, bu durum kitosanin termal stabilitesinin kitine

gOre dusuk oldugunu gostermigtir.

8- Fungus kaynakh kitin ve kitosan uretimi kisminda, gogaltilan Aspergillus niger
fungusundan 8 glinuin sonunda, 9.3 g/l degerinde maksimum kuru biyokutle agirligi
elde edilmistir. Yapilan ekstraksiyon islemleri sonucunda, %45.74 alkali
¢ozunmeyen kisim, %13.73 kitin ve ¢ok az miktarda kitosan elde edilmis ve
sonuglarin literatur ile uyumlu oldugu gorulmustur. Mikrobiyal kaynagin uretimi igin
onemli olan fermantasyon kosullari (besi ortami, Uretim siresi, vb.) hiicre duvarinin
icerdigi kitin ve kitosan miktarlarini etkilemektedir. Bu c¢alisma kapsaminda
fermantasyon kosullari ile ilgili bir optimizasyon galismasi yapiimamigtir ancak daha
verimli sonuglar alinmasi icin ileriye donlik g¢alismalarda bu kosullarin da optimize

edilmesi 6ngorilmektedir.

9- A. niger fungusundan kitosan ekstraksiyonu islemindeki protein giderimi kismi
oncelikle, 1 M NaOH ile 121°C'de 20 dakikada otoklavda ve 90°C’de 2 saat su
banyosunda denenmistir ve FT-IR analiz sonuglarina gore ileriki ¢alismalarin
otoklavda gergeklestiriimesine karar verilmigtir. A. niger kuf mantarinin hicre
duvarindan elde edilen kitosanin deasetilasyon derecesi en yuksek %74 olarak
bulunmustur. Elde edilen kitinden yola c¢ikilarak kimyasal yolla Uretilen kitosanin
deasetilasyon derecesi ise %86 olarak bulunmustur. Bu degerin ylksek ¢cikmasina,
hem protein giderme islemi icin hem de deasetilasyon islemi igin, iki defa yuksek

sicaklikta NaOH ile muamele edilmesinin etkisi oldugu disunudlmustar.

10- A. niger fungusundan elde edilen kitosanlarin TGA grafikleri incelendiginde, hem
hicre duvarindaki kitosanda hem de kitinden elde edilen kitosanda 250-300°C’de
agirlik kaybi gerceklestigi gorilmektedir. Ayrica, fungusdan elde edilen kitosanin da

termal stabilitesinin, kabuklulardaki gibi kitine gore dusuk oldugu gézlemlenmistir.

11- Calismanin enzimatik kisminda, kitin deasetilaz geni (cda2) PCR ile gogaltimis
ve agaroz jel elektroforezi ile 807 bg buyuklugundeki gen elde edilmistir. Cogaltiimis
cda2 gen kaseti ile izole edilmis pTRc99A ve pET28a vektorleri, restriksiyon
enzimleri ile kesilmig ve agaroz jel elektroforezinde sirasiyla 4263 ve 5431 bg¢
bayuklugundeki bantlar tespit edilmistir. Kesilerek, yapiskan uglu hale getirilen cda2
geni, plazmidlere ligasyon tepkimesiyle klonlanmigtir. Elde edilen rekombinant

plazmidler, plazmid tasimayan E. coli DH5a aktarildiktan sonra hicreler
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cogaltiimistir. Cogalan kolonilerden rekombinant plazmidlerin saflastiriimasi ve
restriksiyon analizi sonrasi agaroz jel elektroforezde beklenen buyukluklerde DNA
molekulu gozlenmesi ile hem de DNA dizi analiziyle klonlamanin basarili oldugu

kanitlanmigtir.

12- Rekombinant plazmidlerin aktarildigi E. coli BL21 (DE3) ve E. coli CLM24 konak
hucrelerinin ¢ogalmalar incelendiginde, hicrelere indukleme yapildiktan 16 saat
sonra, maksimum hdcre yogunluguna ulasildigi gérilmustir. Buna gbére enzim

aktivite deneyleri 16. saatte alinan hucreler ile yapiimigtir.

13- Enzim aktivitesi incelendiginde, E. coli BL21 (DE3) hicrelerinden elde edilen
enzim aktivitelerinin sirasiyla dogal enzimin oldugu sistemden, glikozilasyonun
gerceklestigi sistemlere dogru artis gosterdigi gorulmustir. Ancak E. coli CLM24
sistemlerinde ayni durumu goézlenememistir. Ayrica, E. coli CLM24 hucrelerinde
glikozilasyonun hucre ¢ogalmasini yavaslattigi gozlenmistir. Bu nedenlerle, Gretim
deneylerine pET28a-ssDsbA-cda2 plazmidini tasiyan E. coli BL21 (DE3) hicreleri

ile devam edilmistir.

14- 25 ml hicre ortamindan kalan peletin, 1 ml 1x PBS ile sliispanse edilmesinden
elde edilen enzim sivisi kullanildid1 durumdaki enzim aktivitesi ile 1.5 ml ortamdan
alinan hucrenin peletinin 300 pl 1x PBS ile suspansiyonuyla elde edilen enzimin
aktivitesi karsilastirildiginda, ikinci durumda enzimin 4 kat daha fazla aktivite (0.56
U/ml) verdigi gorilmustir. Sonikasyonda kullanilan hicre derisiminde en-iyileme

calismalarina ileriki calismalarda devam edilecektir.

15- Elde edilen rekombinant kitin deasetilaz enzimi, ticari kitin ile muamele
edildiginde, literattirdeki diger arastimacilarin galismalarina (%3.7) [104] gbre daha
yuksek deasetilasyon orani (%4.1) elde edilmistir. Bu oranin, enzim Uretiminde
yapllacak en-iyileme c¢alismalari sonrasinda daha da arttinlabilecegi

dusunulmektedir.

16- Tez calismasi kapsaminda hem farkh kitin kaynaklarindan hem de farkli
deasetilasyon yontemleri ile kitosan Uretilebildigi kanitlanmigtir. Bu calisma ile
ayrica, son zamanlarda gevre ve Urun kalitesi agisindan 6nem kazanan enzimatik
deasetilasyonda kullanilan kitin deasetilaz enziminin, E. coli’de glikoprotein yapida
uretilmesi ilk defa gergeklestiriimis olup, bu ¢alisma bu konudaki arastirmalar igin

yol gosterici olacaktir.
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EKLER

Ek 1. Kabuklular ve A. nigerden, kitin ve kitosan ekstraksiyonunda kullanilan

cOzeltiler

3.5 g NaOH

. o
% 3.5 (w/v) NaOH ¢ozeltisi dH20 ile 100 mI'ye tamamlanir.

8.33 ml, %37’lik derigik HCI

1 M HCI ¢ozeltisi dH20 ile 100 ml'ye tamamlanir.

4 g NaOH

1 M NaOH cozeltisi dH20 ile 100 ml'ye tamamlanir.

2.5 ml, %80’lik CHsCOOH

%2 (v/v) CHzCOOH gozeltisi dH20 ile 100 ml'ye tamamlanir.

Ek 2. Genetik muhendisligi tekniklerinde kullanilan tamponlar ve ¢dzeltiler

108 g Tris bazi, 55 g borik asit,
10x TBE 40 ml, 0.5 M EDTA (pH 8.0)
dH20 ile 1000 ml’'ye tamamlanir.

10 ml, 1 M Tris-ClI
10x TE 0.4 ml, 0.5 M EDTA (pH 8.0)
dH20 ile 100 ml'ye tamamlanir.

32 g NaCl, 0.8 g KCl,
5.76 g Na2HPO4, 0.96 g KH2PO4
dH20 ile 400 ml’'ye tamamlanir.

10x PBS

20 g bakto tripton, 5 g maya 6zutu
0.58 g NaCl, 0.19 g KCI

dH20 ile 1000 ml'ye tamamlanir.
10 ml, 100x Mg*? eklenir.

SOB

20.34 g MgCl2-6H20
24.64 g MgSO4-7H20
dH20 ile 100 ml'ye tamamlanir.

100x Mg*?
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Ek 3. Kitin deasetilaz aktivitesi kalibrasyon grafigi
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Ek 4. Ticari kitin ve kitosanin (Sigma, Aldrich) FT-IR spektrumu
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Ek 5. Ticari kitinin TGA grafigi
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Ek 6. Ticari kitosanin TGA grafigi
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