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OZET

KABUKLU KATI DENiZ URUNU (Penaeus sp.)
ATIGINDAN KiTiN KAZANIMI

AYTEKIN, Ali Ozhan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dah
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Murat ELIBOL
Eyliil 2007, 89 sayfa

Deniz kabuklularinin atiklar1 kitin olarak bilinen ve dogada
kendiliginden olusan biyopolimerin en 6nemli kaynagini olusturmaktadir.
Kitin ve tiirevleri, fizikokimyasal ozellikleri bakimindan diger
biyopolimerlerden farkli olup, ¢ok cesitli alanda kullanilmaktadir. Bu
calismada derin kiiltiir yontemi ile ii¢ farkli mikroorganizma kullanilarak
ve farkli stratejiler uygulayarak, karides kabugundan kitin ekstraksiyonu
gergeklestirilmis ve kimyasal yontemle karsilastirilmistir. Rhizopus
oryaze, Lactococcus lactis ve Teredinobacter turnirae
mikroorganizmalarinin ~ kullanildign ~ calismada  farkli  glukoz
konsantrasyonlarindaki kitin ekstraksiyon veriminin nasil degistigi
incelenmistir. Ayrica Lactococcus lactis ve Teredinobacter turnirae ile
hazirlanan kokiiltiir prosesleri ile de kitin ekstraksiyon verimi
arttirllmaya ¢alisilmistir. Kitin kalitesi diisiik mineral (kalsiyum), kiil ve
protein degerleri ile belirlendiginden, ¢alismanin her asamasinda, proteaz
aktivitesi, protein ve kil tayinleri ile pH degisimi oOl¢iilerek her bir
prosesi etkileyen parametreler optimize edilmeye calisilmistir. Proses

verimine ve son lrlindeki kitin yilizdesine gore, en yiiksek biyolojik kitin
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ekstraksiyonu, Once Teredinobacter turnirae’nin sonra Lactococcus
lactis’in inokiilasyonunun yapildig1 K-2 prosesinde %5 (agirlik/hacim)

glukoz igeren ortamda elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kitin, Rhizopus oryaze, Lactococcus lactis,
Teredinobacter turnirae, derin kiiltir, kokiiltiir,

deniz kabuklusu atig1



VII

ABSTRACT
RECOVERY OF CHITIN FROM MARINE

CRUSTACEAN SHELL WASTE (Penaeus sp.)
AYTEKIN, Ali Ozhan

MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Murat ELIBOL
September 2007, 89 page

Marine crustacean shell wastes have been the primary source of a
naturally occurring bioploymer known as chitin.  Chitin and its
derivatives have different physicochemical properties comparing to other
biopolymers and have been used widely. In this study, chitin extraction
from prawn shell was carried out in submerged fermentation using three
different microorganisms. The results obtained from biological methods
were then compared with those of chemical method. Rhizopus oryaze,
Lactococcus lactis and Teredinobacter turnirae were used for
bioprocessing of prawn shells using an appropriate medium
supplemented with glucose. In order to obtain high chitin extraction,
different strategies were performed. Moreover, an attempt was made to
enhance chitin extraction by applying co-cultivation technique with
Lactococcus lactis and Teredinobacter turnirae. A good quality of chitin
is evaluated with low levels of calcium and ash, along with a low residual
protein value. Therefore, in order to optimize the best conditions
affecting chitin extraction, protease activity, ash, residual protein and pH
were monitored in every single step of process. The highest biological

extraction, in terms of process yield and percentage of chitin, was
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recorded by co-culture process K-2 that is first Teredinobacter turnirae,

then Lactococcus lactis inoculation in a medium with 5% (w/v) glucose.

Keywords: Chitin, marine shell waste, Rhizopus oryaze, Lactococcus
lactis, Teredinobacter turnirae, submerged fermentation, co-

culture
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1. GIRIS
Kitin; selilozdan sonra dogada en fazla bulunan ikinci
yenilenebilir polimerdir. Omurgasizlarin, kabuklularin, boceklerin dig
iskeleti ve kiif ile mayanin hiicre duvarinin temel bileseni olup, koruyucu
ve destekleyici olan dis iskeletin olusumunda gorev alir. Kitin, poly-(164)-

N-asetil-D-glukozamin yapisinda olup seliiloz benzeri bir biyopolimerdir

(Kumar, 2000).

Kitin, antimikrobiyal ajan olarak; yenilebilir film olarak gida
kaplamalarinda koruma ve uzun siire dayaniklilik kazandirmasi amaci ile;
gida katki maddesi olarak, lezzet arttirici ve renk koruyucu olarak; yag
emilimini azaltici ve zayiflama iirlinii olarak; tarimda tohum ve meyve
kaplama ile giibre olarak; kozmetik alaninda deri ve sa¢ bakim
tirinlerinde; biyomedikal ve farmasotikal iirlinlerde hedefe yonelik ilag
tasarimlarinda ve yapay deri uygulamalarinda; sudaki kirlilik yaratan
elemanlarin  uzaklastirilmasinda;  bundan  baska da  enzim
immobilizasyonunda, kromotografide ve sentetik fiber {iretiminde
kullanim alan1 bulmustur (Kumar, 2000; Li-Qunvu, 2002; No, 1996;
Rinaudo, 2006).

Kitinin endiistriyel anlamda {iretimi deniz kabuklusu atiklarindan
yapilmaktadir. Kitin ve kitosan iiretimi 6zellikle Oregon, Washington,
Virginia gibi A.B.D eyaletleri ve Japonya’daki konserve fabrikalarinin,
yengec ve karides kabuklari atiklarina dayanmaktadir. Norveg, Meksika ve
Sili gibi bircok iilke yiiksek miktarlarda kullanilamayan deniz kabuklusu
atigina sahiptir (Kumar, 2000). Kitin iiretiminde en fazla kullanilan deniz
kabuklusu, karides, yenge¢ ve istakoz kabuklaridir. Mevsime, tiire ve

yasina bagl olarak icerdikleri kitin miktar1 degisiklik gdstermektedir
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(Simpson et al., 1994). Bu c¢alismada kullanilan karides kabugu atigi

[zmir Pinarbasi’ndaki Kdseoglu karides ¢iftliginden alinmustir.

Karides kabugundan kitin ekstraksiyonu ic¢in kabukta bulunan
mineral ve proteinlerin uzaklastirilmasi1 gerekmektedir. Kimyasal yontem
ile kitin ekstraksiyonunda minerallerin uzaklastirilmasi i¢in asit;
proteinlerin uzaklastirilmasi icinse baz kullanilmaktadir (No et al., 1989).
Ancak kullanilan kimyasal miktarlart ¢ok fazla oldugundan ve geri
dontisiimii yapilamadigindan g¢evreye zarar1 vardir. Bu ylizden biyolojik
yolla kitin ekstraksiyonu tavsiye edilmektedir (Simpson et al., 1994).
Biyolojik yontemde farkli glukoz konsantrasyonlarinda yapilan iiretimler
ile mikroorganizmalarin laktik asit iiretmesi ve boylelikle de mineral
gideriminin yapilmasi hedeflenmistir. Karides kabugunun i¢indeki
proteinle de proteaz aktivitesinin arttirilmasi hedeflenmis ve bununla da

protein gideriminin ger¢eklesmesi saglanmustir.

Bu calismada da Rhizopus oryaze, Lactococcus lactis ve
Teredinobacter turnirae mikroorganizmalari farkli glukoz
konsantrasyonlarinda kullanilmigs ve kitinin kimyasal yolla yapilan
ekstraksiyonun son {irlindeki kitin yiizdesi ve proses verimi acisindan

karsilastirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

Deniz balik¢ilig1, diinyadaki toplam balik¢iligin yarisindan fazlasina
ve %70’inden fazla bir oranda da bunlarin islenip kullanilmasina katki
saglar. Sonugcta, her yil 6nemli miktarlarda isleme atiklar1 ¢ikar ki bunlar,
ylizgecler, bas, deri ve i¢ organlardir. Buna ek olarak, deniz iiriinleri
isleme tesislerinden gelen deniz kabuklularimin ve kabuklu deniz
hayvanlarinin atiklar1 da biiyiik miktarlarda birikmektedir. Son tahminlere
gore diinyada deniz balik¢iliginin yaklasik % 25’1 kadar yani 20 milyon
ton balik¢ilik atig1 c¢ikmaktadir. Bu yiizden, deniz iiriinii atiklarinin
biyoproses sanayisi kullanarak biyodoniisiime ugratilmasi biiyiik bir
potansiyel olusturmaktadir. Bu biyoaktif bilesikler arasinda kitin ve
kitosan onemli bir yer turmaktadir (Simpson et al., 1994). Deniz
kabuklusundan da her yil yaklasik 3,5 milyon ton degerinde kati atik,
deniz iiriinleri isleme endiistrisi tarafindan yeryiiziine birakilmakta ve
gittik¢e artan bu miktar bu atiklar1 bir sekilde bertaraf etme geregini ortaya
cikarmaktadir  (Kirubagaran, 2005). Isleme fabrikalari  atiklar
degerlendirilmeden denize dokiildiiglinde kirlilik gibi 6nemli problemlere
sebep olarak cevre saglhigini olumsuz yonde etkilemektedir (Calki ve
Kiling, 2004). Bu atiklarin degerlendirilmesi hem deniz {iriinleri endiistrisi

acisindan hem de halk saglig1 a¢isindan olduk¢a 6nemli bir konudur.

Balik¢iligin yan iirtinleri temel olarak balik yagi iiretimi, balik eti,
giibre, hayvan yemi ve balik silajidir. Ancak, bunlarin bircogunun geri
dontisiimii ekonomik bir deger teskil etmemektedir. Son ¢aligmalar balik
kas proteinleri, kollajen ve jelatin, balik yagi, balik kemigi, i¢ organlar ve
deniz kabuklusu ile kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarindan biyoaktif
bilesiklerin elde edilebilecegi gostermistir. Bu biyoaktif bilesikler,

biyoteknolojik ve farmasotikal uygulamalarda kullanilabilecek olan
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basitten karmasiga kadar ¢ok cesitli bilesikler olarak; peptitler,

oligosakkaritler, yag asitleri, enzimler, suda c¢oziinen mineraller ve
biyopolimerler olarak sdylenebilir. Bundan bagka, bu biyoaktif
bilesiklerden bazilar1 niitrisotikal potansiyele ve insan saglin1 destekleyici
yararlart da mevcuttur. Gilinlimiiziin deniz mahsulleri sanayisinde, deniz
tirtinleri igleme sanayisinin yan {riinleri igerisinde degerli biyoaktif
bilesiklerin aragtirilmasi ve bulunmasi 6nemli bir konudur (Kim and

Mendis, 2006; Rinaudo, 2006).

Kitin ve kitosanin en biiyiik avantaj1 yenilenebilir bir kaynak olmasi
ve ¢evre dostu olan dogal bir biyopolimer olmasidir. Bu 6zellikleri ile son
yillarda birgok farkli sektorde kullanim alani bulmustur (Synowiecki et al.,

2003; Shahidi and Abuzaytoun, 2005).

Kitin ve bunun tiirevleri olan kitosan, glukozamin ve N-asetil
glukozamin; yapay deri ve yara iyilestirme elbiseleri, ila¢ tasinim
sistemleri, kozmetik, beslenme ve diyet {iriinleri, enzim immobilizasyonu,
agir metal giderimi, tekstil boyalarinin giderimi, kagit tiretimi, agronomik
uygulamalar, oftalmoloji, fotografcilik gibi ¢esitli alanlarda kullanim yeri

bulmustur (Shahidi and Abuzaytoun, 2005; Rinaudo, 2006).

Kitinin klasik tiretim yontemi, deniz kabuklusu atiklarindan kuvvetli
asit ve baz uygulamalarina dayanan kimyasal yontemdir. Kimyasal
yontemde en fazla kullanilan asit HCl ve baz da NaOH’dir. Bunlarin
yiiksek konsantrasyonlarda ve miktarlarda kullanilmasi g¢evre igin bir
tehlike olusturmaktadir. Bu yilizden, kimyasal yonteme alternatif biyolojik
metodlar iizerinde calisilmaktadir. Biyolojik yontemde enzim ya da
dogrudan mikroorganizma aracilifi ile ekstraksiyon gerceklestirilmek

istenmektedir (Simpson et al., 1994; Synowiecki et al., 2003). Bu
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calismada da temel olarak karides kabugu atigindan biyolojik yontemle

kitin ekstraksiyonu tizerinde durulmustur.
2.1.Deniz Uriinleri Atiklari

2.1.1. Balik Kas Proteini

Baliklarin  mekanik olarak kemiklerinin ¢ikartilmast islemi
sonucunda o6nemli Ol¢lide kas proteinleri agiga cikar. Bu proteinler,
aminoasit kompozisyonu acisindan c¢ok dengeli olup, kolayca
sindirilebilen ve besinsel degeri yiiksek olan yapilardir. Bu yiizden
biyokiitleden bu proteinlerin kazanimi enzimatik hidroliz ile
yapilmaktadir. Bir¢ok deniz canlisinin yan friinlerinden elde edilen
protein hidrolizatlarinin besinsel ve fonksiyonel ozellikleri ile biyolojik
olarak aktif peptitlerin kazanimi arastirilmaktadir. Bundan baska, balik
protein hidrolizatinin fonksiyonel 0Ozelliklerinin bilgisinin artmasi ile
fonksiyonel gidalar ve niitrisotikal {izerinde gelistirmeler ve uygulamalar

yapilmaktadir (Kim and Mendis, 2006).

2.1.2. Balik Derisi Kollajeni ve Jelatini

Balik derisi, kollajen ve jelatin i¢in potansiyel bir kaynaktir.
Kollajen ve jelatin, gida, kozmetik ve biyomedikal sanayi gibi farklh
alanlarda kullanilmaktadir. Kollajenin biri digerinin etrafina sarilmig iicli
protein zincirlerinin olusturdugu sarmal bir yapist vardir. Kollajen ve
jelatin ayn1 molekiiliin farkli formlaridir. Jelatin, kollajenin kismi hidrolize
olmus halidir. Isil miidahalelerle kollajen kolaylikla jelatine
doniistiirtilebilir. Balik derisinin yani sira, kemik ve ylizgeglerinin isleme
atiklarindan da kollajenin ve jelatinin izolasyonu gergeklestirilebilir.

Kollajen ve jelatin, kas proteinlerine gore daha 6zeldir. Bu 6zellik Glisin,
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Alanin, Valin ve Prolin gibi non-polar aminoasitlerin %80’den daha fazla

bir oranda  kollajen ve jelatin  igerisinde  bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Su andaki kollajen ve jelatin kaynagi olarak sigir ya
da domuz derisi kullanilmasina ragmen, balik derisinden kollajen ve
jelatin izolasyonu ve bunlarin endiistriyel uygulamalart ile 1ilgili
aragtirmalar yapilmaktadir. Balik derisinin kollajen ve jelatin igin
alternatif kaynak olarak kullanilmasi dikkat ¢ekmektedir. Bunun nedeni,
kaynak olarak domuzun bazi dini sebeplerden dolay1 istenmemesi olarak
gosterilebilir. Ayn1 zamanda, sigirin kaynak olarak kullanilmasinda da
hala tartisma konusu olan deli dana hastaligi, sigir spongiform
ensethalopati (BSE) ve insan sagligi i¢in daha bir¢ok hastaligin bulunmasi
da iiretim i¢in risk tasimaktadir. Aksine, balik kollajeni ve jelatini ¢ok

daha az risk tagimaktadir (Kim and Mendis, 2006).

2.1.3. Balik Yag:

Balik isleme tesislerinin yan iiriinlerinin daha iyi kullanilmas igin
balik yagina doniistiiriilebilir. Genel olarak, baligin yag icerigi %2 — 30
arast degismektedir. Bu degisim, tiire, beslenmesine, cevresel ve
mevsimsel dzelliklere baglidir. Ancak, deniz balik¢ilik kaynaklarinin yag
tiretimine yonlendirilmesi ekonomik olarak géziikmemektedir. Bu yiizden,
islemeden ¢ikan yiiksek miktarlardaki sakatat, insan tiiketiminde iyi kalite
balik yag1 olarak kullanilabilmek i¢in kaynak teskil etmektedir. Balik yag,
diger yaglardan yapisal olarak farklidir. Temelde iki tip yag asiti bulunur.
Bunlar; eikozapentanoik asit (EPA) ve dokosahekzanoik asit (DHA).
Bunlar, omega-3 yag asitleri sinifinda doymamis poli yag asitleridir ve
doymamis yag icerikli bir¢ok soguk su baliklarinda bulunur. Doymus yag

asitlerine gore, balik yagindaki doymamis yag asitleri enerji tiretimi ve
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cesitli biyoaktiviteler icin daha kolay sindirilebilmektedir (Kim and

Mendis, 20006).

2.1.4. Bahk Kemigi

Kas proteinlerinin ayrilmasindan sonra saghk destekleyici
bilesenlerden biri de balik kemigidir. Balik kemiginin yaklasik % 30’luk
bir kismi olan organik yapisi kollajenden olusmustur. Bu yiizden, balik
derisine ek olarak kollajen ve jelatin i¢cin ekstra kaynak olarak goze
carpmaktadir. Buna karsin, balik kemiginden geriye kalan % 60 — 70’lik
kism1 kalsiyum fosfat ve hidroksiapatit olarak inorganik maddelerden

olusmaktadir.

Insan sagligi igin ©nemli bir element olan kalsiyumun balik
kemiginden elde edilmesi dikkate alinmaktadir. Ancak, balik kemigi
kalsiyumunun biyouyumlulugu ve potansiyel uygulamalari ile ilgili cok az
caligsma vardir. Son zamanlarda, hidroksiapatit [Ca;o(PO4)s(OH),] medikal
ve dis uygulamalarinda kemik asis1 olarak kullanilmaktadir (Kim and

Mendis, 2006).

2.1.5. Deniz Kabuklular1 Atig1

Son 20 yilda, beslenme aligkanliklarinin degismesi ve yeni liriinlerin
tiiketiciye sunulmasi ¢abast sonucu; deniz kabuklusu sanayisinde 6nemli
bir gelisme gorlilmiistiir. Dondurulmus ve konserve gida sanayisinin
etkileyici yiikselisi, deniz kabuklularimin yiiksek miktarlarda elde edilip
toplama alanlarinda biriktirilmesi gibi sebeplerden dolayi; deniz
kabuklularindan bir sekilde faydalanma yollar1 aranmaya baglanmistir

(Simpson et al., 1994).



Ticari olarak en fazla toplanan kabuklu tiirleri yengeg, karides ve
tirleri ile kerevittir. Kabuklu yemek sanayisinde, atik materyal olarak
ctkan miktar islenenin neredeyse %80’1 kadardir. Bu sanayi isletmeleri
cevresel koruma ya da yan iirlin 1slahi gibi faktorleri dikkate almadan
calismalarini siirdiirmektedirler. Kabuklunun igerigi, %25°1 kati, %20 —
25’1 yenebilir kisim ve % 50 — 60’1 da islenebilir atik olarak bildirilmigtir
(Shahidi and Abuzaytoun, 2005).

Tiirkiye’ de avlanan kabuklu su iiriinleri i¢in DIE — 2003
istatistikleri ton olarak Cizelge 2.1°de verilmistir. Raporda atiklarin
miktar1  ve  degerlendirilmesine  iliskin  herhangi  bir  veriye
rastlanmamaktadir (Tiirkiye Istatisik Yillig, 2004). Kabuklu deniz
trtinler1 atiklar1 Tirkiye’ de degerlendirilmemesine karsilik, c¢esitli
iilkelerde bu atiklardan cesitli endiistriyel {iriinler elde edilmekte ve bu
triinlerden de farkli sektdrlerde yararlanilmaktadir. Dolayisiyla bu
caligmada Tiirkiye’de belli bir potansiyeli olan bu kat1 atiklarin
degerlendirilmesi, c¢alismanin ana hedefini olusturmaktadir. Bu kati
atiklar, basta kitin ( Li-Qunwu et al., 2002; Aberg et al., 2004; Beaney et
al., 2005) olmak iizere, protein hidrolizati (Jaswal, 1990), pigment
ekstraksiyonu (Chen and Meyers, 1983) iiretimlerinde degerlendirilme

anlaminda kullanilmislardir.
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Cizelge 2.1.Devlet Istatistik Enstitiisii 2003 y1l1, Tiirkiye’de avlanan kabuklu su

irlinleri miktar1 (ton).

1999 2000 2001 2002 2003
Avlanan Deniz
Uriinleri Miktari 13634 18831 19230 29298 46948
(kabuklu ve yumusakca)
Akivades (kum 3585 10000 7500 10000 19700
midyesi)
Deniz Anasi 1203 900 2000 500 4000
Deniz Salyangozu 3638 2150 2650 6241 5500
Karides 890 2000 3000 4000 6000
Midye 1800 1200 1500 5000 8100
Diger Deniz Uriinleri 2518 2581 2580 3557 3648

Deniz kabuklularinin protein igerigi besin degeri olarak yiiksektir ve

geri kazanimlar1 da verimli sekilde yapilabilmektedir. Cizelge 2.2°de

kabuklu atik proteinlerin standart proteinlerle karsilastirmas1 yapilmstir.
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Cizelge 2.2. Kabuklu atiklarindaki protein igeriginin soya fasulyesi ve balik

igerigine gore karsilastirilmasi (g amino asit/16g azot) (Simpson et

al., 1994)

Aminoasit Kabuklular Soya fasulyesi  Balik
Lys* 8,34 2,88 5,07
His 2,97 1,12 1,59
Arg 8,06 3,24 3,81
Asp 8,63 - -
Thr* 3,91 1,89 2,82
Ser 4,69 2,52 2,52
Glu 17,80 - -
Pro 4,54 - -
Gly 7,52 1,89 3,68
Ala 7,14 - -
Cis + Met" 2,60 2,25 3,46
Val 5,62 2,25 3,46
Ile* 5,17 2,20 3,06
Leu® 8,14 3,42 4,98
Tyr* 3,61 1,58 2,22
Phe® 5,05 2,20 2,75
Trp 0,73 0,58 0,78
Met - 0,63 1,95

* Esansiyel amino asit

Cizelgeden de goriildigi gibi kabuklu atiginin protein igerigi
oldukca 1yi goziikmektedir. Esansiyel amino asit igerigi standartlarin
tizerinde; kiikiirtlii amino asitlerin igerigi ise soya fasulyesinden fazla ama

baliktan daha az bulunmaktadir.

Tiirlere bagli olarak, protein igeriginde dogal bir pigment olan
astaksantin O6nemli miktarlarda bulunabilir. Aslinda, kabuklu atig
ozellikle astaksantin ve onun esterleri gibi dogal pigmentler i¢in ilging bir

kaynaktir. Ancak, bu pigmentler sicakliga ve kimyasallara karsi cok
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hassas oldugu icin ekstraksiyon islemlerine de oOzellikle dikkat

edilmelidir (Synowiecki et al., 2003; Simpson et al., 1994).

Kabuklu atig1, mineral olarak %90 veya daha fazlasi oranda
kalsiyum karbonat icerir, geri kalanm1 da kalsiyum fosfattir. Bu yiiksek
miktarlardaki kalsiyumun eldesi ve tanzimi 6nemli bir sorundur (Aye and
Stevens, 2004).

Yag icerigi ve cesitleri Ozellikle i¢ organlardan tiirevlenmistir.
Ornegin temiz yengec bacagi kabuklar1 yag icermemekte, karides ya da
istakoz da %5 ya da daha fazla; kii¢iik karides (krill) atiklarinda ise %10
ya da daha fazla yag bulunmaktadir (Simpson et al., 1994).

Kabuk atigindaki az miktardaki lipid i¢ organlarin ve kaslarin
atiklarinda kalmaktadir. Kabuklu lipidlerinin besinsel degeri doymus ve
doymamis yag asitlerinin arasindaki orana bagli olarak degismektedir.
Ornegin, soguk sulardaki kar yengecinin kabuk atigindaki lipid igerigi,
doymus (% 17,0 - 18,1), monoenler (% 50,0 — 55,8) ve polyenler (% 28,2
— 32,0) olarak verilmektedir. Kabuk atiginin diisiik lipid igerigi, hayvan
gida katki maddesi olarak kullanilmasini sinirlamaktadir. Kabuklardaki bir
diger degerli bilesende dis iskeletin i¢ duvarinda proteinlerde birlesik olan
karetonoidlerdir. Kabuklulardaki karetonoid miktar1 ¢ok azdir ve bu,
organizmanin biiyiikligline, olgunlasmasina ve genetik farkliliklarina
baghdir. Ornegin, karides (Pandalus borealis) ve yengeg (Chinoecetes
opilio) sakatatlarindaki pigment konsantrasyonun ortalama degerleri,
karideste % 14,7 ve yengecte % 13,9 olarak hesaplanmistir. Kabuklularin
dis iskeletindeki asil karetonoid bileseni astaksantin ve esterleri olup, kuru
temelde kabuklarda yaklasik 25 pg/g olarak bulunmaktadir (Synowiecki et
al., 2003).
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2.2.Kitin ve Kitosanin Ozellikleri ve Kullamim Alanlar:

Kitin kelimesi, Yunanca kokenli olup tirnak oOrtiisii anlamina gelen
chiton’dan tiiremistir. Omurgasizlarin, kabuklularin, boceklerin dis iskeleti
ve kiif ile mayanin hiicre duvarinin temel maddesi olup, koruyucu ve
destekleyici bilesen olarak gorev alir. Kitin, seliilozdan sonra dogada en
cok bulunan yenilenebilir polimerdir. Yilda en az 10 gigaton kitin
biyosferde kullanilip hidrolize olmaktadir. Kitin, poly-(164)-N-asetil-D-
glukozamin yapisinda olup selilloz benzeri bir biyopolimerdir. Sekil
2.1°de kitinin molekiil yapisi ve seliiloz ile karsilastirmast gosterilmistir.
1811 yilinda Fransiz bilim adam Henri Bracoonot tarafindan mantardan
izole edilmis ve kesfedilmistir. 1823 yilinda Odier, kitin yapisini
boceklerin kabuklarinda bulmustur. Kitinin biyosentezi, membrana bagli
kitin sintaz ile yapilir. Eklembacaklilarin dis iskeletinde ve bir¢ok kiifte,
kitin sintaz (EC 2.4.1.16), iiridin difosfat-N-asetil-D-glukozamin’i kitine
polimerlestirir (Kumar, 2000).

Yapisal olarak, kitin seliilozun tiirevlenmis haline benzer. Seliilozun
C2’deki hidroksil grubu yerine asetamid grubu gelmistir. C3 — OH --- C5
molekiiller aras1t ve NH --- C = O ile C6 — OH --- O = C molekiiller i¢i
hidrojen baglar ile stabilite kazanmistir. Kitinin alfa, beta ve gamma
formlari, kitin mikrofibrillerinin farkli yapilaridir. Alfa yapisi, dogada en
fazla bulunan formudur; antiparalel zincir yapisi vardir. Deniz
kabuklularinin kabuklarinda, kiiflerde, mayalarda ve boceklerde bulunur.
Beta formu, dogada daha az goriilmekte olup, miirekkep baliginin
kollarinda bulunur; paralel zincir yapisi vardir. Gamma formu, paralel ve
antiparalel yapilarin karigimi olarak boceklerin  kozalarinda goriiliir
(Zhang and Haga, 2000).
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Sekil 2.1. Kitinin Molekiil Yapisi ve Seliiloz ile Benzerligi

Kitosan, kitinin alkali ya da enzimatik deasetilasyonu ile elde edilir
ve dogada bolca bulunur. Kitosan, 1859 yilinda Rouget tarafindan
icerisinde  kitin  bulunan derisik KOH ¢ozeltisini  kaynatirken

kesfedilmistir. Kitosan, temelde organize olmamis yap1 olarak kristal ve
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yar1 kristal formlar1 vardir. Ozellikle gevresel toksisite problemleri ve

diger farkli nedenler acisindan; kitin ve kitosan biyopolimerleri ¢alisilmasi
gereken ilging maddelerdir. Ozel yapilarindan dolay1, biyoyenilenebilir,
biyobozunabilir ve biyofonksiyonel gibi yiiksek biyolojik ve mekaniksel
ozelliklere sahiptirler (Shahidi and Abuzaytoun, 2005).

Farkli  deasetilasyon, polimerizasyon ve molekiil agirlig
derecelerinde; kitin, kitosan ve bunlarin oligomerlerinin hazirlanmasi igin
kimyasal ve enzimatik olmak tizere iki farkli yontem vardir. Sekil 2.2°de
kitin ve tiirevleri gosterilmektedir. Kitin, kitosan ve bunlarin oligomerleri,
konsantre HCI uygulamasi ile tretildikten sonra, kolon kromotografik
yontemi ile fraksiyonlarina ayrilirlar. Kitin ve kitosan oligomerlerinin
izolasyonu islemi i¢in ii¢ farklt yontem wvardir. Bunlar, asetolizis,
florohidrolizis ve sonolizistir. Ayni zamanda, kitin ve kitosan oligomerleri
mikrobiyolojik ve fungal uygulamalarla (enzimatik hidrolizler) da
hazirlanabilir. Kitin ve kitosanin parcalanmasi i¢in sirastyla kitinaz ve
kitosanaz enzimleri kullanilmaktadir (Synowiecki et al., 2003; Shahidi and
Abuzaytoun, 2005).
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Sekil 2.2. Kitin ve Tiirevleri (Shahidi and Abuzaytoun, 2005)

Kitin, kitosan ve bunlarin oligomerleri yara tedavi edici ajan gibi
medikal kullanimda, hipokolesterolomik ajan gibi  beslenmede,
antitumoral ve antiiilser ajan olarak, yapay bacak, kol ve diger uzuvlar gibi
yapilarin kaplanmasinda kullanilir. Asidite diizenleyici ve antibakteriyal
ve antifungal ajan olmas1 ile deniz gidalarinin ve meyvelerin bozulmadan

saklanmasinda kullanilir (Kumar, 2000; Rinaudo, 2006).
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2.2.1. Coziiniirlik

Kitin, icerisindeki gii¢lii hidrojen baglarindan dolay1 sik kullanilan
cozgenlerde ¢oziinemez ve sadece %5-8 LiCl iceren hekzafloroaseton ya
da N-N-dimetil asetat gibi 6zel ¢dzgenler ¢Oziinlir. Son zamanlarda,
naylon i¢in kullanilan solventlerden biri olan kalsiyum kloriir dihidrat ile
doyurulmus metanol’de kitin solventi olarak kullanilabilmektedir. B-kitin,
a-kitinden farkli olarak, formik asit igerisinde ¢oziinebilmekte ve su i¢inde
de sismektedir. Kitosan, herhangi bir organik solventte ya da suda
coziinmemektedir, ancak; serbest amino gruplarina sahip sulu asitlerde
¢cOziinebilmektedir. formik asit, laktik asit, piruvik asit, okzalik asit gibi
bazi organik asitlerde cogunlukla ¢oziinmektedir. Hidroklorik asit ve nitrik
asit gibi bazi mineral asitlerde de ¢Oziinme gergeklestirilebilir ama
fosforik asiti ve siilfirik asiti solvent olarak kullanmak uygun degildir

(Kurita, 2006; Rao and Stevens, 2005).

2.2.2. Koagiilasyon

Kitosan, koagiilasyonda polikatyon polimer olarak etkindir ve atik
su aritim uygulamalarinda  aktif ¢amurun susuzlastirilmasinda
kullanilmaktadir. Kitosan, genis capta kullanilan akrilamid kopolimerleri
gibi sentetik polikatyon polimerlerine gore pahali olsa da biyobozunur ve
daha az toksik oldugu icin c¢evre korumasinda tercih edilebilmektedir.
Gida isleme fabrikalarinin atik sulari, kitosan ile flokiile edilip proteinlerin
kazanimi saglanir, bu da hayvan beslenmesinde kullanilabilmektedir

(Kurita, 2006).

2.2.3. Adsorbsiyon ve Selatlama

Kitin ve kitosan, boyalara, aromatik hidrokarbonlara ve proteinlere

adsorblanabilir. Kitin ve kitosan ayni zamanda, bakir, civa, kadmiyum,
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demir, mangan, nikel, ¢inko, kursun ve giimiis gibi metal katyonlarina

adsorblanir ama kitosan Ozellikle serbest amino gruplarima baglanma
egilimi gosterir. Metal adsorbsiyon kapasitesi asetilasyon derecesi ile
dogrudan iligkilidir. Genellikle, asetil iceriinin azalmasi ile metal
adsorbsiyon kapasitesi artmaktadir, ancak; bu sinir %50 deasetilasyona
kadardir. Bu sonucta, sadece asetil grubuyla iligkili olmadigini, adsorban
molekiillerin hidrofilitesi ile ilgili oldugu anlamina gelmektedir (Kurita,

2001; Kurita, 2006).

2.2.4. Biyolojik ozellikleri

Kitin ve kitosan, non-toksik, biyouyumlu ve biyobozunurdur.
Seliilozdan farkli olarak, amino polisakkaritler ilging biyolojik, fizyolojik
ve farmakolojik oOzellikler gosterir. Yara iyilesmesinde, hemostatik
aktivitede, immun yanit artirnrminda, hipolipidemik aktivitede,
mukoadezyonda ve antimikrobiyal aktivitede dnemli uygulamalar1 vardir.
Kitosan ayni zamanda, gen aktariminda, hiicre ve doku kiiltiirii
caligmalarinda destek materyal olarak kullanilmaktadir (Kumar, 2000;
Kurita, 2001).

2.2.5. Ekonomik yaklasim

Kitin ve kitosan iiretimi 6zellikle Oregon, Washington, Virginia gibi
A.B.D eyaletleri ve Japonya’daki konserve fabrikalarinin, yengec ve
karides kabuklar1 atiklarina dayanir. Norveg, Meksika ve Sili gibi bir¢ok
ilke yiliksek miktarlarda kullanilamayan deniz kabuklusu atigina sahiptir.
Gida endiistrisi atig1 olarak deniz kabuklusundan kitosan iiretimi, 6zellikle
karetonoid kazanimin1 da kapstyorsa, ekonomik olarak kazangli bir proses

olur. Kabuklar, 6nemli 6l¢iide astaksantin igerir. Karetonoidler, yapay
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olarak sentezlenemeyip, 6zellikle somon iiretiminde gida katki maddesi

olarak kullanilmaktadir.

Karides kabugundan, 1 kg % 70 deasetillenmis kitosan liretebilmek
icin; 6,3 kg HCI ve 1,8 kg NaOH ile azot takviyesi; bunun yani sira ortam
icin 0,5 ton su ve sogutma icinde 0,9 ton su gerekmektedir. Uretim
maliyetini belirlemenin 6nemli noktalarindan biri de tasimadir. Hindistan,
Balik¢ilik Teknolojisi Enstitlisiiniin kitin ve kitosan ile ilgili yaptig
aragtirmaya gore; kuru karides %23 kitin icermektedir. Ayn1 arastirmaya
gore, Hindistan bolgesindeki ortalama kitinsel kati atik miktar1 60000 ile
80000 ton arasinda degismektedir. Kitin ve kitosan ticari olarak,
Hindistan, Japonya, Polonya, Norve¢ ve Avustralya’da yapilmaktadir.
Sigma-Aldrich’in fiyat listesine gore (diisiik miktarlardaki) kitosanin
diinya piyasasindaki bedeli 7,5$/10g olarak verilmistir (Kumar, 2000).

2.2.6. Kullanmim Alanlan

Kitin, kitosan ve tiirevleri olarak medikal ve gida alanlar1 basta
olmak iizere cesitli alanlarda kullamim yeri bulmustur. Ozellikle medikal
alanda son zamanlarda kitosan temelli yara iyilestirme elbiseleri iistiine
calismalar artmaktadir. Kitin ve kitosan tiirevlerinin elde edilmesinin
kolay bir islem olmasindan dolay1 ¢ok farkli kompozisyonlardaki kitin ve
kitosan ilag¢ tasinim sistemlerinde ve kontrollii ila¢ salinimlarinda kullanim
yeri bulmustur. Kitosan tabletleri ve/veya fiberleri diyet {irlinii olarak
kullanilabilmekte ve yaglarin viicutta metabolize olmadan disar1 atilmasini
saglamasiyla zayiflama iiriinii olarak kullanilmaktadir. Bu 6zelligi ile ayni
zamanda kolesterol seviyesini de diislirdiigii goriilmiistiir (Kumar, 2000;
Li-Qunvu, 2002; No, 1996; Rinaudo, 2006).

Kitin, kitosan ve tlirevlerinin bakteri, maya ve kiiflere karsi
antimikrobiyal aktivitesi mevcuttur. Kitosan pH 6.0’dan daha diisiik

pH’larda ¢6ziiniir selatlastirma araci olma 6zelligi ile kitine gore daha iyi
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bir antimikrobiyal ajandir. Cizelge 2.3’de kitin ve tlirevlerinin kullanim

alanlar1 verilmistir (Shahidi and Abuzaytoun, 2005).

Cizelge 2.3. Kitin ve tiirevlerinin kullanim alanlar1 (Shahidi and Abuzaytoun,

2005)

Uygulama Alam Ornekler

Antimikrobiyal ajan e Bakteriyisidal
e Fungisidal
e  Bitkilerde kiif kontaminasyonun 6l¢iilmesinde

Yenilebilir film Gida ile ¢evresi arasinda kontrollii nem transferi
Antimikrobiyal maddelerin kontrollii salinimida
Besin, tat ve ilaglarin kontrollii saliniminda
Oksijenin kismi basincinin azaltilmasinda
Solunum hizinin kontroliinde

Sicaklik kontroliinde

Meyvelerdeki enzimatik kararmanin kontroliinde

Gida katki maddesi

Meyve sularmin asitsizlestirilmesi ve
berraklagtirilmasinda

e Dogal lezzet arttirici

e Emiilsifiye edici ajan

Kalinlagtirict ve tutucu ajan

Renk koruyucu

Besinsel Diyetsel fiber

Hipokolesterolomik ajan

Ciftlik hayvani ve balik gida katkisi
Lipid emilimini azaltici

Tek hiicre proteini iiretiminde
Antigastirit ajan

Bebek gida bileseni

Su uygulamalari

Sudan, metal iyonlarmin, pestisidlerin, fenollerin ve
PCB’lerin geri kazaniminda
e Boyalarin ve radyoizotoplarin ayristirilmasinda

Tarim e Tohum ve meyve kaplamada
e  Giibre olarak
e  Fungisid olarak

Kozmetik e  Deri ve sag triinlerinde
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Cizelge 2.3. (devam)

Uygulama Alam Ornekler

Biyomedikal ve
farmasotikal tirinlerde

Yapay deri

Cerrahi uygulamalarda

Kontak lenslerde

Biiyiik yaniklarda tedavi edici olarak
Kan diyaliz membranlarda

Yapay kan damarinda

Diger Enzim immobilizasyonunda
Niitrosotikallerin enkapsiilasyonunda
Kromotagrafide

Analitik bilesen olarak

Sentetik fiber

2.3.Kitinin Uretim Yontemleri

2.3.1. Uretim Kaynaklar

Kitinin tiretimi ya da ekstraksiyonu i¢in dncelikle, kitinin bulundugu
yerlerin  belirlenmesi lazzimdir. Cizelge 2.4’de kitinin biyosferde

bulundugu yerler listelenmistir.

Cizelge 2.4. Kitinin biyosferdeki kaynaklar1 (Kirubagaran, 2005)

Deniz Canhilari Bocekler Mikroorganizmalar
Halkali solucanlar Akrepler Yesil alg
Yumusakcalar Oriimcekler Kahverengi alg
Deniz omurgasizlar1  Kolsu ayaklilar Maya
Kabuklular: (Brachiopods) Penicillium miselleri
Yengec Karincalar Ascomydes
Karides Hamam bdocegi Chytridiaceae

Istakoz Arilar Blastocladiaceae
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Kabuklular, kitinin endiistriyel proseslerinde halen en biiyiik

kaynaktir. Kitinin en iyi kaynaklari icerisinde kabuklular (karides, yengec,
istakoz), miirekkep balig1 ve istiridye bulunur. Kabuklularin toplam
kiitlesine gore kitin igerigi % 2 — 12 arasinda degismektedir. Kabuklu
atigindaki kitin, protein, mineral ve karetonoid igeriginin ¢esitliligi proses
sirasindaki kabuk soyma kosullarina, tiirlere, organizmanin kisimlarina,
yasam dongiisiiniin evresine baghidir. Kabuklularin kabugu temelde % 30
— 40 protein, % 30 — 50 mineral tuzlar ve % 13 — 42 aras: kitin igerir.
Protein ¢ogunlukla etin atiklarinda tutulurlar ve dokularin arasinda da kitin
ve mineral tuzlarla kompleks yapilar olusturarak deniz kabuklularin dis
iskeletini olustururlar. Hayvanlarin ¢ogalma donemlerine ve yaslarina
bagli olarak, mineral tuzlar kabugun dayanikliligmmi ve gegirgenligini
etkiler. Yasl orneklerin dis iskeletinde kalsiyum igeriginin daha yiiksek
oldugu ve buna bagh olarak kitin igeriginin daha diisiik oldugu gozlenir.
Kabuktaki mineral orant ¢ogunlukla kalsiyum ve magnezyumun fosfatlar
ve karbonatlar1 olarak bulunmaktadir (Shahidi and Abuzaytoun, 2005;
Simpson et al., 1994).

Allomyces, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Rhizopus,
Choanephora, Tamnidium, Zygorrhynchus ve Phygcomyces gibi gesitli
kiiflerin misellerinden de kitin elde edilebilir. Bunlarin kitin igerigi
Cizelge 2.5’da verilmigtir. Kitinden ayr1 olarak, misel kaliplarinin hiicre
duvarlart1 6nemli miktarlarda kitosan ve c¢esitli asidik polisakkaritler

icermektedir.
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Cizelge 2.5. Baz1 mikroorganizmalarin kitin icerikleri (Shahidi and Abuzaytoun,

2005)

Mikroorganizmalar % Kitin icerigi
Aspergillus niger 42
Aspergillus phoenicis 23,7
Mucor rouxii 9.4
Neurospora crassa 8§—-11,9
Penicillium chrysogenum 19,5 -42
Trichoderma viridis 12-22
Saacharomyces gutulata 2,3
Blastomyces dermatidis 13
Histoplasma capsulatum 25,8 - 26,4
Tremeliamesenterica 3,7
Paracoccidioides brasiliensis 11

Su anda bu polisakkaritlerin eldesi i¢in pratik olarak kullanilmasi
uygun olmasa da, kitin ve kitosanin iiretimi i¢in g¢esitli yOntemler
denenmis ve gelistirilmistir (Pochanavanich and Suntornsuk, 2002; Teng
et al., 2001). Fungal hiicre duvarlarindan kitin ve kitosanin elde edilip
kullanilmasi, kolay elde edilebilmesinden dolay1 avantajlidir. Bu gruptaki
mikroorganizmalar yiiksek biliylime hizina sahiptir ve optimal kiiltiir
kosullarda ikilenme siiresi 1 — 3 saattir. Kiifler, kagit ve gida sanayinin yan
tirinii olan seliiloz gibi substratlarda bile biiyiiyebildigi i¢in ucuzdur.
Bundan baska, kiifler, kalsiyum karbonat ve diger mineral tuzlar
bulundurmazlar. Bu yiizden de, kitin iiretimi i¢in yapilan asit uygulamasi
yapilmayacagi i¢in deniz kabuklusuna gore maliyet azalir. Ek olarak,
asidik  polisakkaritlerin ~ {iretim verimi fermantasyonun kontrol

uygulamalar ile ayarlanabilir.

Fungal hiicre duvarlarindaki kitin ve kitosanin kuru agirliga gore %

2 — 60 olarak degismektedir. Basidiomycetes ve Ascomycetes’in
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deproteine edilmis hiicre duvarlarindaki kitin ve glukan icerigi sirasiyla

% 26 — 65 ile % 22 — 67 arasinda degismektedir. Agaricus bisporus hiicre
duvarlariin igerigi, % 22 protein, % 72 kitin, % 3 seliiloz, glukozamin ve
mineral tuzlardan olusmaktadir. Mucor rouxii, fungal kitin kaynaklar
icerisinde en fazla calisilanidir ve kitosan icerigi kuru hiicre agirligina
gore % 8,9 — 35 arasinda degigsmektedir. Kitin verimliligi bakimindan
Basidiomycetes, diger kiiflere gére onemli dlgiide istiin gelmektedir. Kiif
misellerinin verimli gsekilde kullanilabilmesi ic¢in biiylime ortaminin
kompozisyonunun optimal sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Mucor
rouxii’nin bilylimesine bakildiginda, kitin, kitosan ve protein iceriginin
zamana gore degisimi Cizelge 2.6’da goriilmektedir. Buna ek olarak, en
fazla 2 giline kadar kitosan sentezine baslarlar (Shahidi and Abuzaytoun,
2005; Simpson et al., 1994; Synowiecki et al., 2003; Kurita, 2001).

Cizelge 2.6. M.rouxii’nin zamana gore biiyiimesi sirasindaki igeriginin degisimi

(Synowiecki et al., 2003)

Bilesen (% kuru bazda) Biiyiime Zamani (saat)
12 24 48 96
Protein 63,7 61,7 60,1 55,5
Deproteine edilmis misel 11,8 13,8 16,4 17,1
Ham Kitin 7,0 7,7 8,9 9,6
Kitosan 4.4 6,1 7,3 7,0

2.3.2. Kitinin Uretim Yontemleri

Kitin iiretim prosesi klasik anlamda, demineralizasyon i¢in asitlerin,
deproteinizasyon i¢in de bazlarin kullanimindan ibarettir. Ancak bu
prosesler polimerin hidrolizine, istenmeyen ve beklenmeyen fiziksel
ozelliklere ve kirlilige sebep olabilmektedir (Simpson et al. 1994).

Kimyasal yontemleri gelistirilmesine yonelik baz1 c¢alismalar da
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yapilmaktadir. Ornegin; fiziksel uygulama ile kurutma, 6giitme ve

eleme ile toz halinde karides proteininin %50’sinin kazanimi yapilmstir.
Asitli su ile yapilan 6n iglemle de proteinin %60’ 1nin uzaklastirilmast ve
kitin veriminde herhangi bir azalma olmadan mineral igeriginin de
azalmas1 saglanmistir. Her iki Onislem prosediirii kitin {iretimi i¢in daha
temiz bir teknolojiyi desteklemekte, goreceli olarak daha az kimyasal
gereksinimi saglamakta, yararli yan iiriin proteini eldesi ve daha az
kirlenmis endiistriyel atik su saglanmaktadir (Aye and Stevens, 2004).
Ancak bunlara ragmen hala kullanilan kimyasallarin geri kazanim
miimkiin olmamaktadir. Bu yiizden pahali ve ¢evre dostu olmayan bu
kimyasal  proseslere  alternatif = olarak  demineralizasyon  ve
deproteinizasyon i¢in mikroorganizmalarin kullanildig1 biyolojik prosesler
onerilmistir (Hall and De Silva, 1992; Shirai et al., 1997; Rao and Stevens,
1997; Rao et al., 2000; Jung et al, 2005). Karides atiklarnin
demineralizasyonu laktik asit bakterileriyle, ortamda bir karbon
kaynaginin, organik asitlerin veya cesitli tuzlarin bulundugu durumda
calistlmistir (Hall and De Silva, 1992; Shirai et al., 1997).
Deproteinizasyon islemi de proteaz iireten mikroorganizmalarla muamele
sonucu ve ayrica her iki islemin, yani demineralizasyon ve
deproteinizasyon isleminin ayni1 ortamda yapildigi prosesler de

gergeklestirilmistir. (Jung et al., 2005).

Bu proseslerde en fazla kullanilan bakteri Lactobacillus
plantarum’dur. L.plantarum’un laktik asit liretimi ve proteaz aktivitesi ile
kitin ekstraksiyonu hedeflenmigtir. Mikroorganizmanin biiylimesinde
ortamin baslangic pH’siin ayarlanmasi isleminde asetik asit ve sitrik asit
denenmis ve farkli asitlerin kullanilmas: ile demineralizasyon ve
deproteinizasyon oranlarmin da degistigi goriilmiistiir. Asetik asit

kullanildig1 zaman demineralizasyonun % 86, deproteinizasyonunda % 75
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oldugunu; ancak, asetik asit yerine sitrik asit kullanildig1 zaman DM nin

% 90 ve DP’nin de % 88 oldugu belirtilmistir (Rao et al., 2000).

Yine L.plantarum’un kullanildigi baska bir calismada da karides
kabugu atiklar1 bas ve kabuk olarak kisimlandirilip ayr1 ayri iglemlere tabi
tutulmustur. Buna gore; baslarda % 88 DM ve % 83 DP saglanirken;
kabuklarda % 63 DM ve % 68 DP saglanmistir (Rao and Stevens, 2005).

Kitin iiretiminin biiylik 6l¢eklerde biyolojik yolla yapilabilmesi i¢in
yapilan c¢aligmada, laktik asit {iretimini indiiklemek amaciyla sakkaroz,
peyniralti suyu ve laktoz denenmis ve silikrozun kabuktan kitin
ekstraksiyonunda daha iyi sonug¢ verdigi rapor edilmistir (Cira and Huerta,
2002).

Bir baska calismada deniz kabuklusu atigindan degil de dogrudan
mikrobiyal yolla kitin {iretimi icin yapilan calismada da Mucor
circinelloides (Mucor javanicus)’'nin miselleri kullanilmis ve kiiltiir
ortaminin temel iki bileseni {izerinde durulmustur. Bunlar; {iretim zamani
ve D-glukoz, L-asparagin ve tiaminin konsantrasyonudur. En yiiksek kitin
verimi (%23,9) 60g/l glukoz, 3g/l asparagin ve 0,008mg/l tiamin
varliginda elde edilmistir (Andrade et al., 2003).

Karides atiginin  fermantasyonu pH 6.0’da  Lactobacillus
plantarum’un iki tane susu ile ¢esitli tuz konsantrasyonlart denenmistir.
Bu denemenin sonuglarina gore % 6’ya kadarlik tuz konsantrasyonuna
kadar her iki susunda biiylidiigii ancak sonraki tuz konsantrasyonlarinda
bliylimenin ~ gozlenmedigi  gorilmiistiir.  Deproteinizasyon  ve
demineralizasyon oranlarinda, 541 susunda A6 susuna gore daha iyi
verimlilik gosterdigi belirtilmistir.  Yapilan ¢aligmalarda % 81,4
demineralizasyon ve % 59,8 deproteinizasyon olan maksimum oran, 541

susunda % 2’lik tuz konsantrasyonunda elde edilmistir. A6 susunda ise
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ayni tuz konsantrasyonunda % 65,5 demineralizasyon ve % 52,2

deproteinizasyon gozlenmistir (Rao and Stevens, 2006).

Bu biyolojik yaklagimlarla protein, mineral ve astaksantin
bakimindan zengin sivi1 fraksiyonu; kat1 olarak da kitin fraksiyonu elde
edilir. S1v1 kisim protein-mineral katki maddesi olarak insan veya hayvan

tiiketimi i¢in kullanilabilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Karides Kabugu

Calisma boyunca Izmir Pmarbasi’ndaki Koseoglu karides
ciftliginin isleme atig1 olan karides kabuklari igsletmede yikandiktan sonra,
derin dondurucuda 100 g esit pargalara boliinerek - 20 °C sicaklikta
muhafaza edilmistir. Gerektiginde 80°C sicaklikta 1 giin bekletilmesiyle
ya da 60 °C’de 2 giin bekletilip kurutulduktan sonra Waring tipi blender
ile parcalanarak, toz halinde kullanilmistir (Beaney et al., 2005).
Calismada kullanilan karides kabugunun bilesimi Cizelge 3.1°de

sunulmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan karides kabugunun bilesimi

Bilesen % (Kuru madde)
Kitin 30
Protein 40
Mineral 30

3.1.2. Kullanilan Mikroorganizmalar

Denemelerde kullanilan mikroorganizmalar, Rhizopus oryzae
NRRL-395 ve Lactococcus lactis spp. lactis NRRL-B-1821 Amerika
Tarim Bakanh@mnin Kiiltiir Koleksiyonundan (NRRL) alinmustir.
Teredinobacter turnirae  USDA (Peoria, IL) koleksiyonundan temin

edilmistir.
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3.1.3. Kimyasallar
Calismada kullanilan kimyasallar; Merck, Sigma, Fluka ve Oxoid

markalarindan birine sahip olup, tiimii analitik safliktadir.

3.1.4. Kullanmilan Bashca Cihazlar

pH-metre (Mettler-Toledo),

Nem analizorii (Mettler-Toledo),
Otoklav (Hirayama-Hiclave-HVE-50),
Santrifiij (Eppendorf),

Etiiv (Memmert),

Calkalamali Inkiibatérler (Gerhardt ve Certomat),
Statik Inkiibatérler (Sanyo),

Manyetik Karistiric1 ve Isitict (Velp),
Analitik Hassas Terazi (Precisa),
Analitik Kaba Terazi (Precisa),
Homojenizatér (Waring),

Derin Dondurucu (Argelik),

Vorteks (Heidolph),

Titrator (Schott),

Kjeldahl Azot Tayin cihazi (Vapodest),
Kiil Firin1 (Niive),

Spektrofotometre (Jenway 6400)
Biyoreaktor 3.6L (Infors AG CH-4103)
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3.1.5. Tamponlar, Reaktifler ve Cozeltiler

3.1.5.1. Biiiret Protein Analizinde Kullanilan Cozeltiler

Biiiret reaktifi: Fluka Bitiret reaktifi kullanilmistir.

NaOH cozeltisi (1 M): 40g NaOH (Merck), 1L’ye tamamlanmustir.

Cozelti +4 °C’de saklanmustir.

Bovine serum albiimin (BSA) cozeltisi (10mg/ml): 1g BSA
(Merck), 100 ml saf suda ¢ozdiiriiliir.

3.1.5.2. Kjeldahl Azot Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Derisik Siilfirik Asit: %95 safliktaki HSO4 kullanilmustir.
Derisik Hidrojen Peroksit: %35 safliktaki H,O, kullanilmastir.

Metilen Mavi (1mg/ml):10mg metilen mavi, 10ml %95 safliktaki

etanolde ¢ozdiirilmiistiir.

Metil Red (1mg/ml): 10mg metil red, 10ml %95 safliktaki etanolde

¢Ozdirilmiistiir.

Borik Asit: 40 g borik asit (Merck), tartilarak 600ml kaynayan suda
¢Oziilmiistiir. Coziinme islemi gerceklestirildikten sonra, ¢ozelti saf su ile
900 ml’ye tamamlanmistir. 10 ml metilen mavi ve 7 ml metil red
eklendikten sonra, saf su ile 1 L’ye tamamlanir. C6zelti, oda sicakliginda

saklanir.

NaOH cozeltisi (%35): 350 g NaOH (Merck), 1L saf suda

¢Ozlindlirilmistir.

3.1.5.3. Kimyasal Yolla Kitin Uretiminde Kullanilan Cozeltiler

NaOH cozeltisi (1 M): 40g NaOH (Merck), 1L saf suda

¢Ozlindlirilmistir.
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HCI ¢ozeltisi (1 M): %37’lik derisik HCI reaktifinden (Merck)

124,2ml alinarak, hacmi 1,5L’ye tamamlanmuistir.
Aseton: %99,8 safliktaki Merck marka aseton kullanilmistir.

3.1.5.4. Proteaz Aktivite Tavini icin Kullanilan Cozeltiler

Potasyum Fosfat Tamponu (0,1 M): 1M Dipotasyum hidrojen
fostat (K,HPOj4)’tan 61,5 ml ve 1M Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO4
)’tan 38,5 ml alinarak, ¢ozelti saf su ile 1L’ye tamamlanir. pH 7.0’ye

getirmek i¢in NaOH ve HCI kullanilir.

K;HPOy, ¢ozeltisi (1 M): 17,4g K,HPO4 (Merck), 100 ml saf suda
¢Ozdriiliir.

KH,PO, ¢ozeltisi (1 M): 13,6g KH,PO4 (Merck), 100 ml saf suda
¢Ozduriiliir.

HCI104 cozeltisi (1,5 M): HCIO4 (Merck) cozeltisinden 40,8 ml

cekilerek saf su ile 250 ml’ye tamamlanir.

Azo-kazein (% 0,8): 5 farkli glukoz konsantrasyonlarindan alinan
enzim ornekleri i¢in 0,5 ml kullanilacagindan 0,024 g azo-kazein (Fluka)

tartilarak tizerine 3 ml 0,1 M potasyum fosfat tamponu eklenir.

NaOH c¢ozeltisi (1 M): 40g NaOH (Merck), 1L saf suda

¢Ozdiirtilmiistiir.

3.1.5.5. Tween 80 Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tween 80 reaktifinden (Merck), 0,1 ml alinarak hacmi su ile 100
ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanmis olan ¢ozelti, 121°C’de 15 dakika

otoklavda steril edilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Kimyasal Uretim

3.2.1.1. Kimyasal Uretim Oncesi Hazirhklar

Kitinin ayrim1 gerceklestirilecegi karides kabuklari, yas iken 100 g
tartilip etiivde 60 °C’de 2 giin boyunca kurutulmustur. % 5 neme sahip
karides kabuklari, Waring tipi blender ile parcalanarak toz haline

getirilmistir.

3.2.1.2. Kimvyasal Uretim Asamalar:

Kitinin karides kabugu artifindan kimyasal yolla ayrimi i¢in iki
farkli  yol  denemistir.  Birincisi, Once mineral gideriminin
(Demineralizasyon, DM) sonra protein gideriminin (Deproteinizasyon,
DP) yapildig1 yontemdir. Ikinci yol ise, dnce DP, sonra DM un yapildig
yontemdir. Demineralizasyon adimi icin, 1M HCIl ¢ozeltisi oda
sicakliginda 30 dakika boyunca 100 g yas kabuga 1,5 L ¢ozelti olacak
sekilde kullanilmistir. Hidroklorik asit, karides kabugunda mineral olarak
fazlaca bulunan kalsiyum ile reaksiyona girerek kalsiyum kloriir olusturur
ve ¢Okelti halinde kalsiyum ¢ozeltiye gegmis olur. Deproteinizasyon adimi
icin, 1 M NaOH ¢ozeltisi 70 °C’de 3 saat boyunca 100 g yas kabuga 1L
coOzelti olacak sekilde kullanilmistir. Kullanilan NaOH protein zincirleri
arasindaki baglar hidrolize ederek amino asitlerin agiga ¢ikmasini saglar.
Ac18a cikan amino asitler de filtrasyon ile kitinden uzaklastirilir. Her bir
adim arasinda 40 mesh’lik filtre yardimiyla Ca ve protein ¢ozeltilerinin
uzaklagtirilmasi iglemi yapilmigtir. Kati kisim saf suyla yikanarak tizerinde
kalabilecek olan HCI/NaOH kalintilarindan arindirilarak etiivde 1 gece
boyunca 60 °C’de kurumaya birakilmistir. Pigment olarak karides

kabugunda temel olarak bulunan astaksantinn uzaklastirilmasi i¢in aseton
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kullanilmistir. Cizelge 3.2°de deniz kabuklusu kabugundan kimyasal

yolla kitin {liretiminin akis semasi verilmistir (No et al., 1989; Beaney et

al., 2005).

Cizelge 3.2.Deniz Kabuklusu Kabugundan Kimyasal Yolla Kitin
Uretimi (No, 1989)

Birinci Yontem Ikinci Yontem
Kurutma Kurutma
v '
Parcalama Parcalama
l l
Demineralizasyon Deproteinizasvon

'

'

Filtreleme / Yikama

Filtreleme / Yikama

'

Kurutma

.

'

Kurutma

l

Deproteinizasvon

v

Demineralizasvon

'

.

Filtreleme / Yikama

Filtreleme / Yikama

,

Kurutma

.

|

Kurutma

'

Pigment Giderimi

Pigment Giderimi
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3.2.2. Biyolojik Uretim

3.2.2.1. Bivyolojik Uretim Oncesi Hazirhklar

Kitinin ayriminin gergeklestirilecegi karides kabuklari - 20 °C’den
cikartilip etiivde 60 °C’de 2 giin boyunca kurutulmustur. Kuruyan karides
kabuklari, Waring tipi blender ile parcalanarak toz haline getirilmistir. Her
bir 250 ml’lik erlene 5 g olacak sekilde karides tozu konulmustur.
Kullanilacak olan organizmalarin  kitin ayrmmimi  farkli  glukoz
konsantrasyonlarda hangi performansla gergeklestirecegini bulmak igin
%0,0 %2,5 9%5,0 %10,0 ve 9%15,0’lik glukoz konsantrasyonlarinda
ortamlar hazirlanmistir. Ancak glukoz ve karides tozunun beraber
sterilizasyonunda (otoklavda 121 °C, 15 dakika) Maillard reaksiyonu
gbzlenmistir. Bu ylizden, karides tozu ve % 20 ‘lik glukoz stok
¢oOzeltisinin ayr1 ayri sterilizasyonu yapilip, steril kosullarda aktarimlari
gergeklestirilmistir.  Cizelge  3.3°de  erlenlerin  farkli  glukoz

konsantrasyonlar1 i¢in hazirlanan ortamlar verilmektedir.

Cizelge 3.3.Erlenlerin Farkli Glukoz Konsantrasyonlarinda Hazirlanmasi

Bilesenler Glukoz Cozeltileri

% 0 % 2,5 %5 % 10 % 15
Karides Tozu (g) 5 5 5 5 5
Toplam Uretim Hacmi (ml) 50 50 50 50 50
Inokiilasyon Hacmi (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Sterilizasyon Oncesi Eklenilecek Su (ml) 49,5 43,25 37 24,5 12

Sterilizasyon Sonrast Eklenilecek olan

- 6,25 12,5 25 37,5
% 20 Glukoz Cozeltisi (ml)
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Rhizopus oryzae i¢in Yapilan Hazirhklar

PDA (patates dekstroz agar, Oxoid) igeren tiipler otoklavda
121°C’de 15 dakika sterillendikten sonra yatirilarak donmasi beklenir.
Spor stispansiyonu, egik agar ortamlarinda 28°C’de 7 giin inkiibe edilmis
R.oryzae’ye, steril Tween 80 ¢ozeltisi eklenerek elde edilmistir. Egik agar
ortamindan, R.oryzae’nin kaldirilmasi 6ze yardimiyla olmustur. % 1
hacim/hacim oraninda iiretim ortamina ekim yapilmustir. 1 x 10* spor / ml

inokiilayon i¢in kullanilmistir.
Lactococcus lactis I¢in Yapilan Hazirhklar

Steril kabinin yiizey temizligi % 10’luk zefiran ¢ozeltisi ile yapilmis
ardindan odadaki UV lamba yarim saat acik birakilmistir. NRRL’den
kiiltiir kolleksiyonundan temin edilen liyofilize kiiltiir ampulii alevde
kirilarak agilmis ve ampul igine steril siringa kullanilarak aktarilan M-17
(Merck) sivi besiyeri 5 dakika siire ile tutularak liyofilize kiiltiiriin
tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinen kiiltiirden yine steril siringa
kullanilarak mevcut hacmin tamami: 10 ml ilgili sivi besiyerine
aktarilmistir. Bu ortamdan da yine 9 ml steril sivi besiyeri i¢eren tiiplere
%10 hacim/hacim orani ile transferler yapilmistir. Inokiilasyonlar1 yapilan
stvi besiyeri 30°C’deki inkiibatorde 24 saat inkiibasyona alinmistir.
Inkiibasyon sonunda gelisen kiiltiir ortamindan %10 hacim/hacim orani ile
9 ml M-17 besiyeri igeren tiiplere ekim yapilarak 12 saat boyunca 30°C’de
inkiibe edilmistir. 12 saat sonunda %1 — 5 ve 10 oranlarinda besiyerine

ekimler yapilarak iiretim gergeklestirilmistir.
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Teredinobacter turnirae i¢cin Yapilan Hazirhklar

Cizelge 3.4°de verilen Plackett-Burman (PB) (Ahuja et al., 2004)
besi ortamindan 50 ml alimarak 250 ml’lik erlenlere konulmustur.
Basglangi¢ pH’s1 8,0°e ayarlanmistir. Ayarlamalar icin 1 N HCl ve 1 N
NaOH kullanilmistir. Erlenlerin agz1 pamuk ve sargi bezinden yapilmis
bir tipa, tipanin iizeri de aliiminyum folyo ile kaplanmistir. Bu sekilde
hazirlanan besiyeri 121 °C’de ve 1.2 bar basingta 20 dakika siire ile
otoklavda sterillenmis ve sterillenen besiyerleri steril kabinde ortam
sicakligina kadar sogutulmustur. Kriyojenik tiiplerde - 86  °C’de
stoklanan mikroorganizmadan, steril  sartlarda 500 pl alinarak 50
ml’lik besiyerine ilave edilmistir. Erlenler, 30 °C ve 125 rpm’de ¢alisan
calkalamal1 inkiibatorde 24 saat siire ile mikroorganizma gelisimi
saglanmistir. Gelisme ortamindaki mikroorganizma % 1 hacim/hakim

oraninda iiretim ortamina eklenmistir.

Cizelge 3.4.Plackett-Burman besi ortami (Ahuja et al., 2004)

Bilesen Miktar (g/L)
Sakkaroz 5
NH4CI 1
KCl1 0.4
MgS0O4.7H,0 1.9
MgCIQ6H20 1.5
CaCl,.2H,0 0.4
HEPES(N-2-hydroxyethylpiperazine- | 4.9
N-2-ethanesulfonic acid)

Cozelti A 10 ml
Tuz ¢ozeltisi 1 ml
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Cizelge 3.4. (devam)

Cozelti A (g/L) Tuz ¢ozeltisi (g/L)

K,HPO4.3H,0 24 H;BO; 2.9
Na,CO; 12 MnCl,.4H,0 7.2
Fe)(SO4)3 0.3 ZnS04.7H,0 0.2

Na2M004.2H20 0.04
CoS04.7H,0 0.05
CuS04.5H,0 0.08

Biyoreaktor Denemeleri

Biyolojik kitin tiretimi ¢alkalamali sistemdeki erlenlerde ve 3.6 L
toplam hacimli, 2 L c¢alisma  kapasitesine sahip biyoreaktorde
gergeklestirilmistir. Calismada pH, sicaklik ve karistirma hizinin kontrol

edilebildigi bir biyoreaktdr kullanilmistir.

3.2.3. Biyolojik Uretim Sonrasi islemler

Biyolojik iiretimden sonra ortam, 4000 rpm ‘de 5 dakika santrifiij
edilerek kati s1vi ayrimi yapilmigtir. Elde edilen kati kisim, 60 °C’de 1 giin
bekletilerek kitin elde edilmistir. Elde edilen kitin orneklerine gerekli

analizler yapilarak % DP ve % DM oranlar1 bulunmustur.

3.2.4. Protein Tayini

Protein tayini i¢in Biiiret protein analizi kullanilmistir. Duyarliligi
diisiik (1 — 10 mg/ml) olmakla beraber, pratikligi nedeniyle genis ¢apta
kullamlan bir yontemdir. Reaksiyonun esasi belirtegteki bakir (Cu®")
iyonlarmin peptid azotlarina baglanmasi sonucu alkali ¢ozeltide 550
nm’de maksimum absorbsiyon gdsteren renkli bir kompleksin olusumuna
dayamr. Cu®" iyonlarmin ana zincire baglanmasi nedeniyle amino asit
cesitlerinin Olglimler lizerinde herhangi bir 6nemli etkisi yoktur. Standart

olarak BSA ¢ozeltisi kullanilmistir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5 Biiiret Protein Analizi I¢in Standart Cézeltiler

%l (‘::ll;)BSA Destile Su (ml) BS?m];/eIlI‘lils)imi
Std 1 0 15 0
Std 2 1,5 13,5 1
Std 3 3 12 2
Std 4 6 9 4
Std 5 9 6 6
Std 6 12 3 8
Std 7 15 0 10

Uretimler sonunda elde edilen ornekler kati oldugundan
iceriklerinde bulunan proteinlerin sivi ortama aktarilmasi gerekmektedir.
Bunun i¢in, protein tayini yapilacak olan drnekten 0,1 g alinarak 70 °C’de
2 saat IM 10 ml NaOH ile muamele edilerek proteinlerin NaOH
coOzeltisine gegmesi saglanmistir. 2 saat sonunda ornekler filtre edilmistir
ve s1vi kisimdan 1 ml alinarak protein analizi yapilmistir. Yontem Cizelge
3.6’da wverildigi gibi uygulanmistir. Standart protein degisim grafigi
hazirlandiktan sonra 1 M NaOH, kor olarak kullanilarak 6rnegin 550
nm’de absorbansi 6l¢iiliir. Deproteinizasyon orant ; %DP = [(PO x O) —
(PR x R)] x 100/(PO x O) (Rao and Stevens., 2005) bagintis1 ile bulunur.
PO ve PR (agirlik/agirlik) islemden onceki ve sonraki protein yiizdelerini;

O ve R (agirlik) isleme giren ve ¢ikan kiitle miktarin1 vermektedir.
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Cizelge 3.6.Biiiret Protein Tayini Yontemi

Std Std Std Std Std Std Std Std

(ml) Kor 1 ) 3 4 5 6 7 8 Ornek
Tiiplerde 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Biiiret

Reaktifi 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Iml iizerine 4ml Bitiret reaktifi konulur ve 30 dk. 25 °C sicaklikta
beklenir. 550 nm’de kore karsi absorbans Olgiiliir ve standart grafige gore
protein konsantrasyonu hesaplanir. Kor, 1M NaOH c¢ozeltisidir.

Protein analizine ait veriler Sekil 3.1°de verilen protein standart

grafiginden yararlanilarak hesaplanmstir.

05 L 4

o
=~

o
w

*

Absorbans (550nm)

0,2
y=0,047x+ 0,000
R?=0,992
0.1
D T
0 2 4 6 8 10

Protein Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.1.Protein Tayini Standart Egrisi Grafigi

3.2.5. Azot Tayini

Azot tayini yontemi olarak Kjeldahl metodu kullanilmistir. Metot,
yakma, distilasyon ve titrasyon olmak {izere ii¢ asamali bir yontemdir. 1 g
ornek, % 95’lik 20 ml H,SO4, % 35°lik 8 ml H,O,, 2 tablet Kjeldahl
katalizorli (Gerhardt) ve 3 tane kaynama tasi ile 405 °C’de 1 saat yakilir.
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Yakma islemi bittikten sonra bir siire sogumaya birakilir. Soguduktan

sonra 90 ml destile su ve ardindan % 35’lik 80 ml NaOH eklenir.
Distilasyon iinitesine de 75 ml H;BO; konulur. 3 dakika distilasyondan
sonra; borik asitin 0,1 M HCI ile titrasyonu yapilir. Harcanan HCI
miktarma gore drnegin azot igerigi bulunur. Uretim sonrasi yapilan azot
tayini ile % Kkitin igerigi hesaplanabilmektedir. Kitin yiizdesi i¢in; Kitin
(%) = 14.25 x Azot Miktar: (Rao and Stevens, 2005) baginitisi; proses
verimi i¢inse; Proses verimi (%) = Son iiriindeki Kitin (g) / Baslangigtaki

Kitin (g) bagintilar1 kullanilmistir.

3.2.6. Kiil Tayini

Kiil tayini i¢in kullanilacak olan kroze, kromik asit icerisinde 8 saat
bekletildikten sonra yikanip 12 saat 85 °C’de bekletilir. Boylelikle bir
onceki uygulamadan herhangi bir kalinti kalmayacaktir. Kurutulmusg
kroze, pens yardimiyla bos tartimi yapilmis ve kaydedilmistir. Krozelere
0,5 g 6rnek konulmus ve kiil firininda 550 °C’de 3 saat bekletilerek biitiin
organik bilesiklerin ugmasi saglanarak kiil elde edilmistir. Kiil firinindan
cikartilan krozeler desikatore alinarak sogumaya birakilir. Son tartim
okunduktan sonra orneklerin kiil yiizdeleri ve % DM oranlar1 hesaplanir.
Demineralizasyon orani ; %DM = [(MO x O) — (MR % R)] x 100/(MO x
0O) (Rao and Stevens, 2005) bagmtis1 ile bulunur. MO ve MR
(agirhik/agirlik) islemden oOnceki ve sonraki kiil yiizdelerini; O ve R

(agirlik) isleme giren ve ¢ikan kiitle miktarini vermektedir.
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3.2.7. Proteaz Aktivite Tayini

Farkli glukoz konsantrasyonlarinda yapilan iiretim sonrasinda ne
kadar proteaz iiretildigini bulmak icin aktivite tayini yapilmistir. Cizelge

3.7°de uygulanan proteaz aktivite tayini islem siras1 gosterilmistir.

Cizelge 3.7.Proteaz aktivite tayini prosediirii

Glukoz ¢ozeltileri (%) 0 2,5 5 10 15
Ornek Hacmi (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
% 0,8 Azo-kazein ¢ozeltisi (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Ornegin {izerine azo-kazein eklendikten sonra oda sicakliginda 3 saat inkiibe edilir.

1,5 M HCIOy ¢ozeltisi (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Sogutulmus HC1O, ¢ozeltisi eklendikten sonra drnekler buz icerisine konularak 30 dakika
bekletilir ve reaksiyonun durmasi saglanir. 30 dakika sonra 6rnekler 13000g de 5 dakika
santrifiij edilir.

1 M NaOH (ml) 1 1 1 1 1

Santrifiijden sonra drneklerden 1 ml alinarak tizerine 1 ml NaOH eklenir ve kontrole
kars1 440 nm’de absorbans degerleri okunur.

1 birimlik OD, pH 7.0 ve 25°C’de 1 saatte harcanan 320pg
azokazein olarak verilmistir. Ayn1 zamanda bu deger, yine pH 7.0 ve

25°C’de 640 iinite enzim/ml’ye esdegerdir (Greene et al., 1989).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Daha 6nce Materyal ve Metotta belirtildigi gibi Izmir Pmarbasi
Koseoglu karides isleme tesislerinden alinan karides kabuklar1 (Sekil 4.1),
asagida detayli olarak verilen kimyasal ve biyolojik islemlere tabi tutarak

kitin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.

Sekil 4.1.Karides

4.1.Karides kabugundan kimyasal yolla kitin ekstraksiyonu

Bu c¢alismada oncelikle biyolojik yolla kitin elde edilmesiyle
karsilagtirabilmek  i¢in, kimyasal yoOntemle kitin  ekstraksiyonu

gergeklestirilmistir.

Ekstraksiyon, istenen maddenin karigim igerisinden alinarak
saflagtirilmasidir. Karides kabugunun bilesimine bakildiginda % 30
mineral, % 40 protein, % 30 kitin (Cizelge 3.1) bulunmaktadir. Kitinin bu
karisim igerisinden alinmast islemi, minerallerin ve proteinlerin
uzaklastirilmasidir. Karigimdan minerallerin  uzaklastirilmasi  olayina
demineralizasyon; proteinlerin uzaklastirilmasi olayina da

deproteinizasyon denir.
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Karides kabugunun mineral iceriginin biiylikk c¢ogunlugunu

kalsiyum ve sonrasinda magnezyum olusturmaktadir. Kimyasal yolla bu
minerallerin uzaklastirilmasi i¢in minerallerin suda c¢oOziiniir formlari
haline getirilip filtrasyon ya da santrifugasyon ile kat1 halde kitinin elde
edilmesi yapilmaktadir. Kalsiyum ve/veya magnezyumun ¢oziiniir hale
getirmek i¢in asit kullanilmaktadir. Genelde tercih edilen asit hidroklorik

asittir.
Ca’" + 2HCI — CaCl, + 2H"

Karides kabugunun amino asit icerigi Cizelge 2.2°de gosterilmisti.
Kimyasal yolla bu amino asitlerin olusturdugu kompleks protein
yapilarinin uzaklastirilmasi i¢in proteinlerin parg¢alanip amino asitlerine ya
da polipeptitlerine doniistiirerek yine filtrasyon ya da santrifugasyon ile
kat1 halde kitin elde edilir. Proteinlerin parcalanmasi i¢in baz
kullanilmaktadir. Genelde tercih edilen sodyum hidroksit’tir. Sodyum
hidroksitin yliksek sicaklikta, yliksek derisimde uzun siire muamelesi ile

protein parcalanmasi gergeklestirilmektedir.

Bu calismada, demineralizasyon (DM) islemi 1 M HCI 1:15
oraninda oda sicakliginda 30 dk. bekletilerek  yapilmigtir.
Deproteinizasyon (DP) i¢inse 1 M NaOH 1:10 oraninda 70 °C’de 2 saat

bekletilmistir. islem prosediirii Cizelge 3.2°de daha 6nceden gosterilmisti.

Karides kabugundan kitin ekstraksiyonu i¢in Ozellikle islem
sirasinin, kitin kazaniminin verimini nasil etkiledigine bakilmistir. Birinci
yontemde 6nce DM sonra DP; ikinci yontemde de 6nce DP sonra DM
yapilmistir. Cizelge 4.1°de islem sirasinin son iirlindeki igerik

kompozisyonunu nasil etkiledigi gosterilmistir.
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Cizelge 4.1.Islem sirasiin son iiriindeki etkisi

Karides DM ->DP DP >DM
kabugu
Kitin % 30 % 88 % 75
Protein % 35 % 1 % 15
Mineral % 30 % 2,5 % 1,5
Nem %5 % 6 % 4
Renk Kahverengi Pembe / Kirmiz1 Acik
Kahverengi

Cizelge 4.1 incelendiginde Oncelikle DM yapildigt zaman
ektraksiyonun daha verimli gerceklestirildigi sOylenebilir. Bunun nedeni
olarak, kalsiyum ve magnezyumun protein bilesikleri etrafinda yerleserek
uzun protein zincirlerinin peptit baglarinin kopartilmasint giiglestirmesi
olarak gosterilebilir. Proses verimlerine bakildiginda o6nce mienral
gideriminin yapildigr durumda proses verimi % 67 olurken; dnce protein
gideriminin yapildig1 durumda proses verimi % 60 olmustur. Ayrica koku
ve renk Ozelliklerine bakildiginda yine dncelikle DM nin yapildig: proses
sonucu elde edilen kitinin daha iyi kalitede oldugu goriilmiustiir. Sekilsel
olarak da once DP ardindan DM’nin uygulandig1 prosesteki kitin pul pul
olmakta (Sekil 4.2); 6nce DM’nin sonra DP’nin uygulandig1 proseslerde
de acik pembe toz halinde kitin (Sekil 4.3) elde edilmektedir. Once
DM’nin yapildig1 kitin iiretiminden sonraki aseton ve/veya etanol ile

yapilan renk gideriminin daha verimli oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.3.0nce DM ardindan DP uygulamasindan ge¢mis kitin
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4.2.Karides kabugundan biyolojik yolla kitin

ekstraksiyonu

Kitinin karides kabugundan biyolojik yolla ekstraksiyonu, kimyasal
yontemden esinlenerek gelistirilmistir. DM ve DP i¢in kimyasal yontemde
asit ve baz kullanilirken; biyolojik yontemde DM igin laktik asit, asetik
asit gibi organik asitin ya dogrudan kendisi ya da bunlar iireten
mikroorganizmanin kullanilmasi; DP icinse proteazin kendisi ya da yine

proteaz tiretici bir organizmanin kullanilmasi uygun goriilmektedir.

Bu ¢alismada, ayri ayr1 olarak Rhizopus oryzae kifl, Lactococcus
lactis ve Teredinobacter turnirae bakterisi ile farkli zamanlarda ekimleri
yapilan L.lactis ile T.turnirae’nin kokiiltiiri denenmistir. Her bir agsamada
proteaz aktivitesi ve protein tayinleri ile DP; kiil tayini ve pH degisimi ile

de DM oranlar1 bulunmustur.

4.2.1. Kitin ekstraksiyonu icin R.oryzae’nin kullanilmasi

R.oryzae, endiistriyel Olgekte laktik asit {ireticisi kiif olarak
gosterilmektedir (Dominguez and Vazquez, 1999). Buna dayanarak
ozellikle DM igin verimli sonuclar elde edebilecegi diisiincesiyle R.oryzae
ile calisilmistir. Kitin ekstraksiyonu sirasinda kiil ve protein analizleri
yapilarak ve ayrica pH degisimi takip edilerek ekstraksiyonun nasil
ilerledigi takip edilmistir. Calkalamali inkiibatorde yapilan iiretim 120
rpm’de ve 30°C’de gergeklestirilmistir.

Sekil 4.4’de gilinlere gore farkli glukoz konsantrasyonlarindaki
R.oryzae’nin bulundugu ortamin (Cizelge 3.3) pH degisimi goriilmektedir.
Sekil incelendiginde 2.giline kadar ayn1 oranda bir pH diisiisii goriiliirken;
2.giinden itibaren glukoz konsantrasyonunun artisina bagli olarak pH

diisiisiiniin  arttig1 saptanmistir. R.oryzae igin glukoz konsantrasyonu
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arttikca pH’in daha fazla diisecegi soylenebilir. pH diisilisti laktik asit

tiretimi ile dogrudan iliskilendirilebilmektedir. Sekilden de goriildiigii gibi
pH distisiine dayanarak R.oryzae ile yapilacak olan bir ekstraksiyon

isleminin en az 4 giin siirmesi gerektigi sdylenebilir.
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Zaman (giin)
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Sekil 4.4 Rhizopus oryzae ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki iiretimin

zamana kars1 pH degisimi

Sekil 4.5’de 5.giin sonunda alinan Orneklerin DP ve protein
ylzdeleri gosterilmektedir. Sekilden de agikca goriilebilecegi tizere glukoz
konsantrasyonunun artmast ile % DP oranmn arttigt ve % proteinin
azaldigr goriilmektedir. R.oryzae ile yapilan daha Onceki caligmalarda
glukoz konsantrasyonuna bagli olarak proteaz aktivitesinin degisimi ile
ilgili bir bilgi verilmemistir. Buna dayanarak, glukozun R.oryzae’nin
biyokiitle olarak daha fazla biiylimesini saglamasi ve proteaz aktivitesinin

de R.oryzae’nin biyokiitle tiretimi ile birlikte artig gosterdigi sdylenebilir.
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Sekil 4.5.Rhizopus oryzae ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki

iiretimine gore protein ve DP’nin degisimi

Sekil 4.6’da 4.giindeki proteaz aktivitesi ile % protein igerikleri
verilmistir.  Sekil incelendiginde, proteaz aktivitesinin  glukoz
konsantrasyonuna bagli olarak arttifi Proteaz aktivitesinin artis1 ile %

protein oraninin azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Rhizopus oryzae ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki
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Sekil 4.7°de 5.giin sonunda alinan 6rneklerin DM ve kiil yiizdeleri

gosterilmektedir. Yine bu sekle gore, glukoz konsantrasyon artisinin %

DM’yi arttirdigi ve % kiili azalttigi goriilmektedir. Ancak bu etki

kendisini % 5 glukozlu ortamdan sonra gostermektedir. Buna dayanarak,

kitin ekstraksiyonu i¢in en az % 10’luk glukoz konsantrasyonunda

tiretimin gerceklestirilmesi gerektigi soylenebilir.
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Sekil 4.7.Rhizopus oryzae ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki

tiretimine gore kiil ve DM nin degisimi

R.oryzae i¢cin % DM ve % DP degerlerine bakildiginda en iyi
sonuglarin % 15 glukoz ortaminda 5.giinde alindig1 soylenebilir.
R.oryzae’nin % 15 glukoz konsantrasyonlu ortamdaki DM’si % 71,2 ;
DP’si de % 69,5 olarak elde edilmistir. Son 6rnekteki kitin igerigi de %
63,0’tiir.

Cizelge 4.2°de glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen proses
verimleri ve son Ornekteki kitin yiizdeleri verilmistir. Bu verilere
bakildiginda o6zellikle % 15 glukozlu ortamdaki proses veriminin % 134
oldugu goriilmektedir. Bunun aciklamasi olarak, yiiksek glukoz
konsantrasyonlarinda R.oryzae’nin misel olusturmaya ydnelik biyokiitle
tiretimi yapmaktadir. R.oryzae ninde misellerinin yaklasik % 10’u kitindir.
Sadece  ekstraksyon  degil, aym = zamanda  kitin  {iretimi

gergeklestirildiginden proses verimi % 100’den daha fazla ¢ikmustir.
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Cizelge 4.2. R.oryzae’de glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen

kitin (%) ve proses verimi (%)

Glukoz (%) Kitin (%) PI‘OS(E(SO/Y)erimi
0.0 27,1 42,9
2 27,2 44,0
>0 36,0 63.0
10,0 50.5 Ny
15,0 732 1342

Bu DM ve DP degerleri bakteriler ile yapilan denemelere gore
oldukga diigiiktiir. Ayrica uzun kiiltlivasyon siiresinin olmasi ve
biyokiitlesel biiyiimenin oldukga fazla olmasi kat1 halde elde edilen kitinin
ekstraksiyonu i¢in fazladan ayirma islemleri gerektirmektedir. Ancak
proses veriminin yliksek olmasindan dolayi; kullanilacak olan kitin
solventinin yeterli geri kazanimi yapilabildigi takdirde kitin ekstraksiyonu

icin R.oryzae kullanilabilir.

4.2.2. Kitin ekstraksiyonu icin L.lactis’in kullanilmasi

L.lactis, yogurt bakterisi olup, iyi bir laktik asit {ireticisi olarak
gosterilmektedir. Calkalamali inkiibatérde yapilan iiretim 150 rpm’de ve
30°C’de gergeklestirilmistir (Mierau et al., 2005). Buna bagli olarak yine
farkli glukoz konsantrasyonlarinda yapilan (Cizelge 3.3) tiretimlerdeki pH
degisimi sekil 4.8’de gosterilmistir. Daha 6ncede belirtildigi gibi pH’ nin
glukoz konsantrasyonunun artisina bagli olarak daha fazla diistiigii, bunun
nedeninde iiretilen laktik asit oldugu sdylenebilir. % 5 - 10 ve % 15

glukozlu ortamlardaki pH degisimi neredeyse aynidir. Bu sekle gore,
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L.lactis ile yapilacak olan bir {iretimin 2.glinde kesilmesi gerektigi

sOylenebilir.
9
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Sekil 4.8. Lactococcu lactis ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki

iiretimin zamana kars1 pH degisimi

Sekil 4.9°da 2.giindeki 6rneklerin % DP orani ve % protein igerikleri
verilmistir.  L.lactis’in ~ proteaz  aktivitesi  ortamdaki  proteinin
indiiklemesiyle olmaktadir. Bu ylizden, farkli glukoz konsantrasyonlardaki

tiretimlerde elde edilen sonuglarin neredeyse ayni oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.9.Lactococcus lactis ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki

iiretimine gore protein ve DP’nin degisimi

Sekil 4.10°da 2.glindeki proteaz aktivitesi ile % protein igerikleri
verilmigtir. ~ Sekil incelendiginde, proteaz  aktivitesinin = glukoz
konsantrasyonuna  bagli  olarak artti§i  ancak % 5  glukoz
konsantrasyonundan sonra aym kaldig1  goriilmektedir. Proteaz
aktivitesinin artis1 ile % protein oraninin azalacagi diisiiniilse de sekilden
boyle olmadigi goriilmektedir. Bu da, glukoz artisina bagli olarak
biyokiitle artisinin gerceklestigi ve bunun da ortamin protein igerigini

arttirdig1 sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 4.10.Lactococcus lactis ile farkl1 glukoz konsantrasyonlarindaki

tiretimine gore 2. giin i¢in % protein ve proteaz aktivitesi degisimi

Ancak Sekil 4.11 incelendiginde glukoz konsantrasyonunun artigina
bagli olarak % DM’nin arttig1 ve % kiil oraninin azaldig1 goriilmektedir.
Bu glukoz konsantrasyonun, laktik asit diretimini indiikledigini

gostermektedir.



54

100
80
== |
25 «
SS 40
20
|:| |
0 2.3 3 10 13

Glukoz (%)

m%DM =% Kiil

Sekil 4.11.Lactococcus lactis ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki

tiretimine gore kiil ve DM’ nin degisimi

Bu verilere gore, L.lactis ile yapilan kitin ekstraksiyonunda elde
edilen DM ve DP oranlarinin R.oryzae ile yapilan denemelere gore daha
iyl sonuglar elde edilmistir. L.lactis ile yapilan denemelerde % 15
glukozlu ortamda elde edilen DM degeri % 78,8 ve DP degeri de % 77,2
olarak bulunmustur. Son o&rnekteki kitin icerigi de % 52,0’dir.
Ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi ve yiiksek DP ve DM degerlerinden
dolay1 L.lactis ile yapilacak olan kitin ekstraksiyonunun daha avantajl

oldugu sonucuna varilmstir.

Cizelge 4.3°de glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen proses
verimleri ve son Ornekteki kitin yilizdeleri verilmistir. Bu verilere
bakildiginda kitin veriminin iyi oldugu ancak proses veriminin diisiik
oldugu goriilmektedir. Son kiitlenin diger proseslerde elde edilen kiitleye

gore az olmasindan dolayr proses verimi diisiik olmaktadir. Proses
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veriminin diigiik olmasina ragmen kitin ekstraksiyonu i¢in L.lactis

kullanilabilir.

Cizelge 4.3. L.lactis’de glukoz konsantrasyonuna bagli olarak

degisen kitin (%) ve proses verimi (%)

Glukoz (%) Kitin (%) Pl‘OS(E(so/zf)erimi
0.0 25.8 26.7
2.5 32,6 372
>0 49,0 54,6
10,0 504 iy
15,0 o 2

4.2.3. Kitin ekstraksiyonu icin T.turnirae’nin kullanilmasi

T.turnirae, proteaz aktivitesi yiliksek olan bir denizel bakteri olarak
gosterilmektedir (Elibol, M. and A. R. Moreira, 2003) . Calkalamali
inkiibatorde yapilan tretim 125 rpm’de ve 30°C’de gergeklestirilmistir.
Sekil 4.12°de giinlere gore pH degisimine bakildiginda glukoz iceren

ortamlardaki pH degisiminin ayni oldugu soylenebilir.
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Sekil 4.12.Teredinobacter turnirae ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki

iiretimin zamana kars1 pH degisimi

Sekil 4.13 ve 4.14°de giinlere gore degisen proteaz aktivitesi ve %
protein icerigi goriilmektedir. Sekil 4.13°de proteaz aktivitesinin 3.giinde
maksimum oldugu ve en fazla aktivitenin de glukoz icermeyen ortamda
oldugu goriilmektedir. Ancak % protein grafigine bakildiginda (Sekil
4.14) 4.giindeki degerlerin, 3.gline gore daha az oldugu goriilmektedir.
Bundan yola ¢ikarak, proteaz enzimlerinin karides kabugunun yapisindaki
protein komplekslerine ulasip onlar1 parcalamasi isleminin biraz daha
uzun  sirdiigini  gostermektedir.  Sekil 4.15°de  de  glukoz
konsantrasyonunun artisinin % DP yi azalttigt ve % protein igerigini

arttirdig1 goriillmektedir.



57
Sekil 4.13 — 4.14 ve 4.15°deki verilerden de anlasilacag iizere,

ortamda bulunan glukozun T.turnirae proteaz enzimlerinin iiretimini

baskiladigi sdylenebilir.
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Sekil 4.13. Teredinobacter turnirae ile farkli glukoz
konsantrasyonlarindaki iiretiminde proteaz aktivitesi degisiminin zamana

gore degisimi
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Sekil 4.14. Teredinobacter turnirae ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki

iretiminde % protein degisiminin zamana gore degisimi
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Sekil 4.65.Teredinobacter turnirae ile farkli glukoz konsantrasyonlarindaki

iretimine gore protein ve DP’nin degisimi
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ekil 4.16’ya bakildiginda T.turnirae’nin % DM igin pek verimli
y g

olmadig1 goriilmektedir. En iyi sonucun % 5 glukozlu ortamda
gercgeklestigi ancak bunun da % 42,0 DM ve % 28,0 kiil icerigi olmaktadir
ki, diger mikroorganizmalar arasindaki en kot Demineralizasyon
degerleridir. Protein gideriminin en fazla oldugu (DP : % 77,9 ; protein :
% 17,0) glukozsuz ortamda kiil igerigi % 41,0 ve DM orani da %23,3 diir.
Son 6rnekteki kitin icerigi de % 53,0’tiir.

30
40 A
== i
23 »
22 20 |
10 - I
O A
0 2.5 3 10 15
Glukoz (%0)

m %DM =% Kil

Sekil 4.16.Teredinobacter turnirae ile farkl glukoz

konsantrasyonlarindaki tiretimine gore kiil ve DM’nin degisimi

Cizelge 4.4°de glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen proses
verimleri ve son Ornekteki kitin yiizdeleri verilmistir. Bu verilere
bakildiginda kitin veriminin en fazla % 5 glukozlu ortamda oldugu ve
proses veriminin glukoz konsantrasyonu ile arttig1 goriilmektedir. Yiiksek
proses verimi olmasindan dolayr 7.turmirae’nin kitin ekstraksiyonu ve
bununla birlikte yiiksek DP degerinden dolayr da karides kabugundan

protein hidrolizati elde edilmesi i¢in kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.4. T.turnirae’de glukoz konsantrasyonuna bagli olarak

degisen kitin (%) ve proses verimi (%)

Glukoz (%) Kitin (%) Prose(so/:’)erimi
0.0 43,5 49,2
2,5 45,1 56,2
3.0 55.5 82.1
10,0 549 638
15,0 519 00,6

4.2.4. Kitin ekstraksiyonu i¢in L.lactis ve T.turnirae’nin
kokiiltiirlerinin kullanilmasi

Yapilan caligmalarda L./actis’in en 1y1 % DM degerini verdigi ve
T.turnirae’ninde en iyi % DP degerini vermesinden dolayi; kimyasal
yontemdeki HCl ve NaOH kullanimindan esinlenerek ortamda bu iki

bakterinin yer aldig1 kokiiltiir ¢alismas1 yapilmistir.

4.2.4.1. L.lactis ve T.turnirae’nin aymi anda inokiile edilip
Kkullanilmasi (K-1)

K-1 iretimi, ekstraksiyonu yapmasi diisliniilen iki organizmanin
(L.lactis ve T.turnirae) aynm anda inokiilasyonu yapilip biyoprosesin
baslatilmasidir. Calkalamali inkiibatorde yapilan iiretim 135 rpm’de ve
30°C’de 4 giin siire ile gergeklestirilmistir. Glukoz konsantrasyonlarina
gore pH degisim grafigi incelendiginde (Sekil 4.17), glukoz
konsantrasyonunun artigina bagli olarak L.lactis tarafindan laktik asit
tiretildigi ve bu ylizden de pH’nin distigii sdylenebilir. pH diisiisii

L.lactis’in tek bagina kullanildigindaki durumdan daha fazla olmustur.
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Sekil 4.17.K-1’1in farkli glukoz konsantrasyonlarindaki iiretiminin zamana

kars1 pH degisimi

Buna bagl olarak 4.giin sonundaki % DM ve % kiil igerikleri
incelendiginde (Sekil 4.18), laktik asit {iretiminin DM oranini arttirdig1 ve
kiil igerigini azalttigi goriilmektedir. Ozellikle % 5 ve daha fazla glukoz

konsantrasyonlu ortamda DM orani artmuistir.
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Sekil 4.18.K-1’in farkli glukoz konsantrasyonlarindaki iiretimine gore kiil ve

DM’nin degigimi
Sekil 4.19’a bakildiginda ise yine glukoz konsantrasyonunun artigina

gore % DP’ninde artti1 % protein igeriginin azaldigi goriilmektedir.
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Sekil 4.19.K-1’in farkli glukoz konsantrasyonlarindaki {iretimine gore protein ve
DP’nin degisimi

K-1 iiretimine bakildiginda en fazla DM ve DP oranlarinin % 15

glukozlu ortamda gercgeklestigi goriilmektedir. Sirasiyla DM ve DP, %

72,8 ve % 72,1 olarak bulunmustur. Bu degerler, L./actis’in tek basina
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kullanildig1 zaman ki degerlerden azdir. Ancak % protein igerigi

L.lactis tretiminde % 27,9 olurken; K-/ iretiminde % 22,9 ve % kil
icerigi de L.lactis iretiminde % 21,0 iken K-I’de % 19,1 olarak

bulunmustur. Son 6rnekteki kitin icerigi de % 58,0’dir.

Cizelge 4.5’de glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen proses
verimleri ve son Ornekteki kitin yiizdeleri verilmistir. Bu verilere
bakildiginda kitin veriminin ve proses veriminin glukoz konsantrasyonu

ile arttig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.5. K-1I’in glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen kitin

(%) ve proses verimi (%)

Glukoz (%) Kitin (%) Pl‘OS(E(so/zf)erimi
0.0 20.9 40,5
2.5 32,0 55.7
5,0 48,8 73,9
10,0 553 s
15,0 55.0 .y

4.2.4.2. Once T.turnirae, ardindan L.lactis’in inokiile edilip
kullanilmasi (K-2)

K-2 iiretiminde {retim ortamina Once T.furnirae ekilmis ve
calkalamali inkiibatorde 125 rpm’de 3 giin inokiilasyonu yapilmistir.
3.glinde L.lactis ekimi yapilip 150 rpm’de karistirma ayarlanmistir. pH

degisimi (Sekil 4.20) incelendiginde 3.giine kadar 7.furnirae iiretimindeki
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degisimler goriiliirken, L.lactis’in inokiilasyonundan sonra % 10 ve %

15 glukozlu ortamlarda pH diisiisli devam etmisgtir.
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Sekil 4.20.K-2nin farkli glukoz konsantrasyonlarindaki iiretiminin zamana kars1
pH degisimi
Sekil 4.21°e bakildiginda glukoz konsantrasyonunun artigina bagl
olarak % DM’nin arttig1 ve kiil iceriginin azaldig1 sdylenebilir. En iyi %
DM degeri % 15 glukozlu ortamda alinmis olup % 79; kiil igerigi de %
15°dir.
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Sekil 4.21.K-2nin farkli glukoz konsantrasyonlarindaki iiretimine gore kiil ve
DM’nin degisimi
Ancak, Sekil 4.22 incelendiginde, DM i¢in goriilen sonucun tersi
gozikmektedir. Glukoz konsantrasyonunun arttigi durumlarda % DP
degeri azalmaktadir ve protein igerigi de artmaktadir. En iyi % DP degeri
% 0 glukozlu ortamda elde edilmistir. Bu ortamda DP degeri % 70,2 ve

kil icerigi de % 15,4 olarak bulunmustur. Son 6rnekteki kitin igerigi de %
44 tiir.
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Sekil 4.22.K-2nin farkli glukoz konsantrasyonlarindaki iiretimine gore protein
ve DP’nin degisimi
Bu sonuglara bakildiginda ardi ardina yapilan inokiilasyon
sonucunda her bir mikroorganizmanin tek baslarina tiretimdeki gibi bir yol
izledikleri goriilmektedir. Ekstraksiyon veriminin arttirilmasi istendigi

kokiiltiir caligmasinda organizmalarin tek basina kullanilmasina gore ¢ok

basarili sonuglar elde edilmemistir.

Cizelge 4.5’de glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen proses
verimleri ve son Ornekteki kitin yiizdeleri verilmistir. Bu verilere
bakildiginda kitin ve proses veriminin % 5 glukozlu ortamda en 1iyisi

oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.6. K-2’nin glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen kitin

(%) ve proses verimi (%)

Glukoz (%) Kitin (%) Pl‘OS(E(so/zf)erimi
0.0 45.6 91,2
2.5 46.4 89.7
5.0 64,5 95.5
10,0 197 i
15,0 442 07

4.2.4.3. Once L.lactis’in ardindan T.turnirae’nin inokiile edilip
kullanilmasi (K-3)

K-3 iiretiminde iiretim ortamina once L.lactis ekilmis ve ¢alkalamali
inkiibatorde 150 rpm’de 3 giin kiiltivasyonu yapilmistir. 3.giinde
T.turnirae ekimi yapilip 125 rpm’de karistirma ayarlanmistir. 7.turnirae
alkali  proteaz  direticisi ~ olmasindan  dolayzi, inokiilasyonu
gerceklestirilmeden dnce pH’st 1 M NaOH ile 8.9’a getirilmistir. Sekil
4.23 incelendiginde, L.lactis’in tek basma iiretimindeki pH degisimi
goriiliirken; pH ayarlamasi ve T.turnirae’nin inokiilasyonu ile % 0 - % 2,5
ve % 5 glukozlu ortamlardaki pH 8.0’e gelirken, % 10 ve % 15 glukozlu
ortamlarda 2 giin boyunca pH 5.0’e kadar diismektedir. Bu da L./actis’in
% 10 ve % 15 glukozlu ortamlarda da hala laktik asit lirettiginin gdstergesi

olarak sodylenebilir.
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Sekil 4.237.K-3"1in farkli glukoz konsantrasyonlarindaki iiretiminin zamana kars1
pH degisimi

6.giin sonunda alman Orneklere gore yapilan protein ve kiil
tayinlerine gore Sekil 4.24 ve Sekil 4.25 cizilmistir. Bu sekillere
bakildiginda glukoz konsantrasyonunun artmasi ile % DM degerinin
arttig1 ve kil iceriginin azaldigi goriilmektedir. Ancak protein degisimi
icin ayn1 sey sOylenememektedir. K-2 iiretiminde oldugu gibi en diisiik
protein icerigi % 0 glukozlu ortamda goriiliirken en diisiik kiil icerigi de %
15 glukozlu ortamda goriilmektedir. K-3 iiretiminin % 0 glukozlu
ortamdaki DM degeri % 16,9 ve DP degeri de % 60,9; % 15 glukozlu
ortam i¢cin DM degeri % 76,2 ve DP degeri de % 55,6 olarak bulunmustur.
Son 6rnekteki kitin icerigi de % 51°dir.



69

100

o DIV

"o Kiil

(R .
o o o o

Glukoz (%)

mp DM P% Kl

Sekil 4.24.K-3’lin farkli glukoz konsantrasyonlarindaki tiretimine gore kiil ve

DM’nin degigimi
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Sekil 4.25.K-3"1in farkli glukoz konsantrasyonlarindaki iiretimine gore protein ve

DP’nin degisimi
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Cizelge 4.6’da glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen proses
verimleri ve son Ornekteki kitin yiizdeleri verilmistir. Bu verilere
bakildiginda kitin veriminin glukoz konsantrasyonu ile arttig1 ancak proses

veriminin % 0 ve % 15 glukozlu ortamda fazla oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.7. K-3’iin glukoz konsantrasyonuna bagl olarak degisen kitin

(%) ve proses verimi (%)

Glukoz (%) Kitin (%) Prose(so/:;erimi
0,0 36,8 711
2 37 67,1
2.0 42,9 66.6
10,0 45 67
15,0 509 s

4.2.4.4. Kokiiltiirlerin Karsilastirilmasi

Kokiiltiirlerile yapilan 3 farkli stratejideki ekstraksiyonlar sonuglari
oldukca olumludur. Her 3 kokiiltiirde, mineral giderimi (DM) degerleri,
organizmalarin tek baglarina kullanildg1 zamankinden daha fazladir. Sekil
4.26’da  kokiltirlerin  glukoz  konsantrasyonuna  bagli  olarak

gerceklestirdikleri mineral giderimlerinin degisimi goriilmektedir.
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Sekil 4.26 Kokiiltiirdeki tiretimlerin farkli glukoz konsantrasyonlarindaki mineral

giderimi

Yapilan kokiiltiir iiretimlerinde goriilen protein giderimi (DP),
T.turnirae’nin tek basina kullanildig1 zamankinden daha iyi olamamustir.
T.turnirae’de % 80,0’e varan DP oran1 goriiliirken; kokiiltiir icinde goriilen
en fazla % DP degeri 72,1 dir. Sekil 4.27°de kokiiltiirlerin farkli glukoz

konsantrasyonlarinda yaptig1 protein giderimleri gosterilmistir.
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Sekil 4.27.Kokiiltiirdeki iiretimlerin farkli glukoz konsantrasyonlarindaki protein
giderimi
Farkli glukoz konsantrasyonlarinda yapilan kokiiltiir denemelerinin
proses verimi ve son tiriindeki kitin ytlizdesi tablosu, Cizelge 4.7’ de

verilmistir.

Cizelge 4.8. Kokiiltiirlerin glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degisen

kitin (%) ve proses verimi (%)

Glukoz Kitin (%) Proses Verimi (%)
(%) K-1 K-2 K-3 K-1 K-2 K-3
0,0 20,9 45,6 36,8 40,5 91,2 71,1
2,5 32,0 46,4 37 55,7 89,7 67,1
5,0 48,8 64,5 42,9 73,9 95,5 66,6
10,0 55,3 49,7 45 81,5 84,2 67,2
15,0 58,0 442 50,9 82,4 70,7 71,3
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Cizelge 4.8 incelendiginde biitliin prosesler igerisindeki en iyi proses

verimi degerinin % 5 glukozlu ortamda gerceklestirilen K-2 iiretimi

oldugu goriilmiistiir.

4.2.4.5. Bivoreaktorde once L.lactis’in ardindan T.turnirae’nin

inokiile edilip kullanilmasi (R-1)

R-1 iretiminde dretim ortamina Once L.lactis ekilmis ve
biyoreaktorde 2 L’lik ¢aligma hacminde 30 °C ve 400 rpm’de % 10 glukoz
konsantrasyonlu (v/v) ortamda tretilmistir. 33.saatte 7.furnirae ekimi
yapilip karistirma hizi 320 rpm’e distiriilmiistiir. 7.turnirae ve L.lactis

inokiilasyon oran1 % 5 (v/v) olarak yapilmistir.

Sekil 4.26’da proteaz aktivitesinin % protein ile nasil degistigi
gosterilmigtir. Sekle gore, T.turnirae inokiilsyonuna kadar protein
iceriginde  bir  degisiklik  goériilmemekte;  ancak,  T.turnirae
inokiilasyonundan yaklagitk 30 saat sonra % proteinin ¢ok diistiigi
goriilmektedir. Proteaz aktivitesininde diismeye basladigr goriildiigl icin

proses 69.saatte durdurulmustur.
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Sekil 4.28. R-/ iiretiminin zamana gore % protein ve proteaz aktivitesi

degisimi

Sekil 4.27°de R-1 iiretiminin zamana gore kiil, protein ve kitin
degisimi % olarak goriilmektedir. L.lactis tiretimi boyunca kiil i¢eriginin
azaldig1; ancak, T.turnirae inokiilasyonundan sonra kiil i¢eriginin dogrusal

bir sekilde arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.29. R-] liretiminin zamana gore degisen kiil, protein ve kitin
iceriklerinin degisimi

2 L’lik biyoreaktor iiretiminde 69. saatteki sonucglara gore son kati
kisimdaki protein % 12,8 ve DP % 87,0 iken; kiil % 40,8 ve DM % 44,9
olarak bulunmustur. Son 6rnekteki kitin icerigi % 47,0 ve proses verimi de

% 63,0 olarak bulunumustur.

Biyoreaktorde  yapilan  ekstraksiyon  islemi  erlenmayer
denemelerine gore oldukca farklilik gostermistir. Bunun nedeni, hacim

artisindan dolay1 arttirilan inokiilasyon orani olarak diigiiniilmektedir.



76
4.2.4.6. Biyoreaktorde once T.turnirae’nin ardindan

L.lactis’in inokiile edilip kullanilmasi (R-2)

R-2 iretiminde tretim ortamina Once T.furnirae ekilmis ve
biyoreaktorde 1 L’lik ¢alisma hacminde 30 °C ve 320 rpm’de % 0 glukoz
konsantrasyonlu (v/v) ortamda iiretilmistir. 4.giin’de ortama sakkaroz
eklenerek ortamin % 2,5 sakkarozlu olmasi saglanmistir. 7.furnirae’nin
sentetik besi ortami olan PB ortaminda karbon kaynagi olarak sakaroz
kullanildigindan; erlenmayer denemeleri sonucu goriilen glukozun proteaz
aktivitesini baskilayici etkisinden 6tiirli, ortama glukoz eklenmesi yerine
sakkaroz eklenilmistir. Ardindan L.lactis ekimi yapilip karistirma hizi 400
rpm’e ¢ikarilmustir. T.turnirae ve L.lactis inokiilasyon oran1t % 10 (v/v)

olarak yapilmustir.

Sekil 4.28de proteaz aktivitesinin % protein ile nasil degistigi
gosterilmistir.  L./actis’in  inokiilasyonundan sonra (4.glinden sonra)

protein iceriginin arttig1 ancak 5.glinden sonra azaldig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.29’da R-2 iiretiminin zamana gore kiil, protein ve kitin
degisimi % olarak goriilmektedir. T.turnirae iretimi boyunca ortam
bilesenlerinin  ylizdesel  olarak  degismedigi; ancak, L.lactis
inokiilasyonundan sonra kiil igeriginin azaldig1 protein igeriginin artmaya

basladig1 goriilmektedir. 7.giin sonunda % 60,4 kitin icerigine ulasilmistir.
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Sekil 4.31.R-2 {iretiminin zamana gore degisen kiil, protein ve kitin

iceriklerinin degisimi

4.2.4.7. Biyoreaktorde L.lactis ve T.turnirae’nin ayni anda

inokiile edilip kullanilmasi (R-3)

R-3 iiretiminde liretim ortamina 7.turnirae ve L.lactis % 10 (v/v)
olacak sekilde biyoreaktdre inokiilasyonlari yapilmistir. 1 L’lik ¢alisma
hacminde 30 °C ve 360 rpm’de % 10 glukoz konsantrasyonlu (v/v)

ortamda {iretim gerceklestirilmistir.

Sekil 4.30°da proteaz aktivitesinin % protein ile nasil degistigi
gosterilmistir. Proteaz aktivitesi artarken, protein igeriginin azalmasi
gerektigi  disiiniiliirken; protein igerigininde arttig1 goriilmektedir.
Biyokiitle iiretiminin olmasindan dolay1 protein giderimi tam anlamiyla

yapilamamaktadir.
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Sekil 4.32. R-3 {iretiminin zamana gdre % protein ve proteaz aktivitesi degisimi

Sekil 4.31°’de R-3 iiretiminin zamana gore kiil, protein ve Kkitin

degisimi % olarak goriilmektedir. 4 giinliik tiretim sonundaki kitin % 60,3

iken 1.glindeki kitin % 67,1 olarak bulunmustur. Bu sonuca gore, L.lactis

ve T.turnirae’nin aynit anda kullanilmasinda 1 giinliilk ekstraksiyon

yapilmas1 daha iy1 sonug verecektir.
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Sekil 4.33. R-3 iretiminin zamana gore degisen kiil, protein ve Kkitin

iceriklerinin degisimi
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Cizelge 4.9 incelendiginde, su ana kadar yapilan ekstraksiyon

islemleri icinde, uygulamis oldugumuz kokiiltiir prosesisinin (Once
T.turnirae sonra L.lactis inokiilasyonu) diger proseslere gore daha iyi

sonuclar vermis oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.9 En iyi ekstraksiyon sonucuna sahip K-2 iiretiminin yapilan

diger ¢aligmalarla karsilastirilmasi

% DP % DM | Kitin Proses
(%) Verimi
(o)
K-2,% 5 Glukoz 71,3 73,6 64,5 95,5
Rao et al., 2000 (asetik asit) 75,0 86,0 - -
Rao et al., 2000 (sitrik asit) 88,0 90,0 --- ---
Rao and Stevens, 2005 68,0 63,0 68.4 81,3
Cira and Huerta, 2002 --- --- 65,1 —
Andrade et al., 2003 --- --- 23,9 —
Rao and Stevens, 2006 (541) 59,8 81,4 --- ---
Rao and Stevens, 2006 (A6) 52,2 65,5 --- ---
Beaney et.al., 2005 --- - 71,1 —
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ONERILER

Bu caligmada klasik kimyasal kitin {iretim metoduna alternatif
olarak, farkl stratejiler belirleyerek kitin ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Calisma esnasinda karides kabuklar1 igerigindeki
proteinin ve astaksantinin kazanimi, sliphesiz “proseslerde sifir atik”
yaklasimini saglayacaktir. Ozellikle astaksantinin siiper kritik teknigi ile
ekstraksiyonu, kitin prosesi esnasinda c¢alisilmasi gereken konulardan biri
olarak oOnerilebilir. Kitin ve tiirevlerinin eldesinde takip edilen
parametrelerin NMR, FTIR gibi aletlerle takip edilmesi veya

desteklenmesi urin kalitesini de arttiracaktir.
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