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OZET

KITINOLITIK Bacillus SUSLARI KULLANILARAK
KiTOOLIGOSAKKARITLERIN ENZIMATIK URETIMI

LIAQAT, Fakhra

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Prof. Dr. Rengin ELTEM
Mayis 2018, 164 sayfa

Kitin ve kitosanin enzimatik veya kimyasal depolimerizasyonu ile
kitooligosakkaritler (COS) elde edilmektedir. Suda ¢oziinen ve diisiik molekiil
agirlikli kitooligosakkarit tiirevleri, bir¢ok agidan ana polimerden iistiindiir.
COS’ler ¢cok genis alanda biyolojik aktiviteye ve ¢esitli endiistrilerde dikkat ¢ekici
potansiyel uygulama alanina sahiptir. Bu proje daha once izole edilen ve
molekiiler olarak tanimlanmis yerli Bacillus suslar1 tarafindan iretilen farkli
kitosanaz enzimleri kullanilarak kitosanin enzimatik hidrolizi ile COS iiretmek
amaci ile planlanmistir. Bu amagla, maksimum kitinaz ve kitosanaz aktivitelerinin
belirlenmesi icin 16 farkli kitinolitik Bacillus susu taranmstir. Istatistiksel
yontemler kullanilarak kitosanaz {retiminin optimizasyonu i¢in Bacillus
mojavensis EGE-B-5.21 (GenBank aksesyon numara KC119405) se¢ilmistir. 7,5 g
L™ ¢ozliniir nisasta, 6,5 g L™ kolloidal kitosan, 7,5 g L™ pepton ve 3,5 g L™ NaCl
igeren bir ortam kesfedilmis ve optimize edilmis ortam kullanilarak kitosanaz

aktivitesi 9,5 kata kadar artmustir.

Daha sonra 37 kDa'lik bir kitosanaz iyon degisim kromatografisi kullanilarak
saflagtirllmistir. Saflagtirilmis kitosanazin optimum sicakligt ve pH's1 sirasiyla
55°C ve 5,5 olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesinin %66'sinin bir saat boyunca
55°C'de stabil olarak kaldigi ayrica genis bir pH (3,0-11,00) araliginda stabil
oldugu saptanmistir. Kitosanaz i¢in optimum substrat ¢oziliniir kitosan olmus ve
¢ozinir kitosan ile enzimin Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 2,1 mg mL™ ve 244,5

umol min™ mg™" olarak belirlenmistir.
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Ayrica, COS analizi i¢in HPLC yontemini optimize etmek ic¢in farkl
kolonlar ve detektorler test edilmistir. Daha sonra DAD detektorii ve Hypersil
APS-2 kolonu kullanilarak bir gradiyent eliisyon yontemi optimize edilmistir.
Bacillus suslarinin ham kitosanaz ekstraktlari, kitosani COS'lere hidrolize etmek
icin kullanilmig ve hidrolizatlar, optimize edilmis yontem kullanilarak HPLC ile
kantitatif olarak analiz edilmistir. 14 Bacillus susunun ham kitosanaz ekstraktlari,
kitosan1 COS'lere basarili bir sekilde hidrolize edebilmis ve polimerizasyon
derecesi (DP) 2-6 arasinda olan farkli oligomerler tespit edilmistir. COS
driinlerinin  relatif verimleri %11-31 araliginda belirlenmis ve Bacillus
thuringiensis EGE-B-3.5m susunun ham kitosanaz ekstrakti ile en yiiksek relatif
verim (%31) elde edilmistir. Ham kitosanaz ekstraktlarinin cogukitosanin hidroliz
iirlinii olarak kitobiyoz olusturmustur. HPLC metodu, COS karisiminin etkili bir
sekilde ayrilmasini saglayabilmesine ragmen, sonucglarin dogrulanmasi ve
oligomerlerin dogru karakterizasyonu i¢in LC-MS, MALDI-TOF-MS ve NMR

analizinin yapilmasi gerekli olmustur.

Anahtar sozciikler: Kitin, kitosan, kitooligosakkarit, kitosanaz, Bacillus, HPLC
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ABSTRACT

ENZYMATIC SYNTHESIS OF CHITOOLIGOSACCHARIDES
BY USING CHITINOLYTIC Bacillus STRAINS

LIAQAT, Fakhra

PhD Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Rengin ELTEM
May 2018, 164 pages

The enzymatic or chemical depolymerisation of chitin and chitosan delivers
chitooligosaccharides (COS). Water soluble, low molecular weight and
biologically active COS derivatives are superior to the parent polymers in multiple
aspects. This project was designed to produce COS by enzymatic hydrolysis of
chitosan using crude chitosanase extracts of previously isolated and identified
indigenous chitinolytic Bacillus strains. For this purpose, 16 different chitinolytic
Bacillus strains were tested for their chitinase and chitosanase activities. Bacillus
mojavensis EGE-B-5.21 (GenBank accession number KC119405) was selected for
chitosanase production optimization using statistical methods. A medium
containing 7.5 g L™ soluble starch, 6.5 g L™ colloidal chitosan, 7.5 g L™" peptone
and 3.5 g L™ NaCl was discovered and chitosanase activity was enhance up to 9.5

folds using the optimized medium.

A chitosanase of 37 kDa was then purified by using ion exchange
chromatography. The optimum temperature and pH of purified chitosanase were
55°C and 5.5, respectively. The enzyme was stable at 55°C for 1 h with 66% of its
activity and also stable in a wide range of pH (3.0-11.0). The optimum substrate
for the chitosanase was soluble chitosan and the Kn and Vmax values of enzyme

with soluble chitosan were 2.1 mg mL™" and 244.5 umol min™ mg™, respectively.

Furthermore, different columns and detectors were tested to optimize the
HPLC method for COS analysis. A gradient elution method was then optimized
using DAD detector and Hypersil APS-2 column. The crude chitosanase extracts

of Bacillus strains were used to hydrolyse chitosan into COS and the hydrolysates



were quantitatively analysed by HPLC using optimized method. Chitosanases of
14 Bacillus strains were able to successfully hydrolyse chitosan to COS and
different oligomer from DP 2-6 were detected. Relative yields of the COS
products were in a range of 11-31% and chitosanase of Bacillus thuringiensis
EGE-B-3.5m has presented maximum relative yield (31%). For most of the
chitosanases the major chitosan hydrolysis product was chitobiose. Although the
HPLC method was capable to provide efficient separation of COS mixture but for
the validation of results and proper characterization of oligomers LC-MS,

MALDI-TOF-MS and NMR analysis of the products is necessary.

Keywords: Chitin, chitosan, chitooligosaccharides, chitosanase, Bacillus, HPLC



xi

TESEKKUR
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1. GIRIS

Kitin, eklem bacaklilarin dis iskeletini olusturan sert kabuklari, bocek
kiitikiilalar1 ve fungus hiicre duvarinda biyokiitle olarak seliillozdan sonra en
yaygin bulunan B-1,4 bagl N-asetilglukozaminin (GlcNAc) suda ¢dziinmeyen bir
polimerdir (Artan, 2010; Heggset et al., 2010; Mahata et al., 2014). Kitin,
biyokimyasal uygulamalar, gida ve cesitli kimya endiistrilerinde genis bir
uygulama yelpazesine sahiptir. Kitosan, kitinin deasetilasyonuyla iiretilen dogal
ve toksik olmayan bir biyopolimerdir. Kitosan, suda ¢éziinmeyen, ancak organik
asitlerin sulu soliisyonlarinda ¢oziinen, p-1,4-N-asetil-glukosamin ve [-1,4-

glukosaminden olusan linear bir polisakkarittir (Swiatkiewicz et al., 2015).

Kitin ve kitosan, klitooligomerler veya kitooligosakkarit (COS) ad1 verilen
suda ¢oziinilir oligomerleri elde etmek icin kimyasal ve enzimatik yontemlerle
indirgenebilmektedir. Kitooligosakkaritlerin polimerizasyon derecesi (DP) <20 ve
ortalama molekiil agirligr <3,9 kDa'dir (Lodhi et al., 2014; Mahata et al., 2014).
Toksik olmayan kitooligosakkaritler suda ¢oziinebilmekte ve biyolojik olarak
parcalanabilmektedirler. Kitooligosakkaritler antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antitimoral ve antioksidan, immiinostimiilasyon, kan basincini disiiriicii ve
hipokolesteromik aktivite gibi ¢ok sayida biyolojik aktiviteye sahiptir (Kim and
Rajapakse, 2005; Prashanth and Tharanathan, 2007; Wang et al., 2015). Nispeten
yiiksek DP ve diisiik molekiil agirlikli (MW) kitooligosakkaritlerin, diisiik DP
oligomerlerinden biyolojik olarak daha aktif oldugu tespit edilmistir (Prashanth
and Tharanathan, 2007).

Kitooligosakkaritler cogunlukla kitin ve kitosanin kimyasal veya enzimatik
hidroliziyle elde edilmektedir. Ancak enzimatik hidroliz yontemi, yliksek
Ozglinliik, 1liml reaksiyon kosullar1 ve kontrollii islemler nedeniyle biyoaktif
kitooligosakkarit sentezi i¢in tercih edilmektedir (de Araujo et al., 2016).
Kimyasal hidrolizinden farkli olarak, kitin ve kitosanin enzimler tarafindan
biyolojik  olarak  pargalanmasi  toksik  kimyasallarin  kullanilmasini
gerektirmemekte ve bu sayede asirt miktarda zararli atik {iretiminin Oniine
gecilebilmektedir. Bu nedenle, kitin ve kitosan1 modifiye edici enzimler

biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalarda spesifik fonksiyonlara ve giivenilir



performansa sahip kitin ve kitosan oligosakkaritlerini iiretmek i¢in uygun araglar

olarak giderek artan bir ilgiye sahiptir (Nampally et al., 2015).

Kitinazlar [EC 3.2.1.14] ve kitosanazlar [EC 3.2.1.132] seker birimleri
arasindaki  glikozidik baglar1  hidrolize ederek, kitin ve kitosanlari
kitooligosakkarite doniistiirebilen glikosidik hidrolazlardir (Heggset et al., 2010).
Kitinazlar viriis, bakteri, fungus, bocekler, yiiksek bitkiler ve hayvanlar da dahil
olmak tiizere ¢ok cesitli organizmalarda bulunmaktadir (Dahiya et al., 2006).
Kitosanazlar da bakteri, fungus, viriis ve bitkiler gibi ¢esitli organizmalarda tespit
edilmigtir. Bakteri genuslar1 arasinda Bacillus, Pseudomonas, Myxobacter,
Enterobacter, Streptomyces ve Nocardia'nin kitosanaz iiretebilen suslara sahip

olduklari a¢iklanmistir (Muslim et al., 2016).

Endiistriyel acidan énemli birgok susu ile ticari enzim liretiminin neredeyse
yarist Bacillus suslan ile gerceklestirilmektedir (Beg and Gupta, 2003). Yapilan
arastirmalarda, Bacillus spp. tarafindan kitosanaz {iretimi tespit edilerek, kitosanin
enzimatik hidrolizinde kullanildig1 ¢esitli arastirmalar mevcuttur (Lee et al.,
1996a; Choi et al., 2004; Liang et al., 2012). Giinlimiizde kitooligosakkaritlerin
biyolojik iiretimi i¢in spesifik kitinolitik enzimlerin kullanim1 6nemli derecede
artts goOstermistir ancak, mevcut ticari enzimler nedeniyle enzimatik
kitooligosakkarit tiretimi halen ekonomik olarak tercih edilen bir yontem degildir.
Sonug¢ olarak, ticari potansiyele sahip yeni mikrobiyal kitinazlarin ve

kitosanazlarin kesfi bilim adamlarinin 6ncelikli tercihidir.

Bu calisma, Ege Universitesi, Biymiihendislik Boliimii, Bacillus Kiiltiir
Koleksiyonu’nda bulunan ve kitinolitik enzimleri {irettigi bilinen Bacillus suslari
tarafindan {iretilen kitinolitik enzimler kullanarak kitooligosakkarit sentezlemek
iizere tasarlanmistir. Calismanin temel amaci, farkli Bacillus suslarinin Kitinaz ve
kitozanaz aktivitelerini belirleyerek, bu enzimlerin biyolojik kitooligosakkarit
iiretimi i¢cin kullanilabilirliginin incelenmesi ve enzimatik olarak sentezlenmis
kitooligosakkarit iiriinlerinin kantitatif analizidir. Bir susa ait kitinolitik enzimin

kismi saflastirma ve karakterizasyonu da bu ¢aligmanin kapsamina dahildir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1 Kitin

Kitin, B-1,4 bagiyla bagli iki N-asetilglikozamin (GIcNAc) biriminin
tekrarlanmasiyla olusan uzun zincirli ve seliilozdan sonra diinya iizerinde en ¢ok
biyokiitleye sahip bir biyopolimerdir. Eklem bacaklilarin dis iskeletini olusturan
sert kabuklari, boceklerde kiitikiila ve fungus hiicre duvarinda yaygin olarak
bulunmaktadir (Heggset et al., 2010; Mahata et al., 2014). Kitin ilk olarak Henry
Braconnot tarafindan mantardan 1811'de izole edilmistir (Braconnot, 1811).
Kitinin, a, B ve y kitin olarak adlandirilan ve birim hiicrenin hidrasyon derecesi ve
boyutuna gore farklilik gosteren ii¢ polimorfik formu mevcuttur. a ve B kitin
sirastyla anti-paralel ve paralel bicimde diizenlenmis polisakkarit zincir
tabakalarindan olusurken, y kitin paralel olmayan tek zincirlerle serpilmis paralel
polisakkarit zincirleri icermektedir (Mekasha et al., 2017). Kitin biyolojik olarak
bozunabilir 06zellikte ve biyouyumlu bir polimerdir., Bu nedenle kitinin
biyomedikal uygulamalarina ait ¢ok sayida ¢alisma bildirilmistir (Park and Kim,
2010). Bu ozellikleri sayesinde kitin, gida endiistrisi, tekstil endiistrisi, tarim,
atiksu aritimi, mikrobiyoloji, nanoteknoloji, kimya, malzeme bilimi, doku
mithendisligi ve ilag dagitimi g¢aligmalart gibi c¢ok genis c¢apli alanlarda

uygulamaya sahiptir.

Kabuklu canlilarin atik kabuklarinda kitinin pargalanmasi zaman alan bir
stirectir. Bu nedenle deniz {irlinii isleme atiginin yok edilmesi, kabuklu deniz
hayvanlar iireten tiim iilkeler i¢in ¢evresel bir probleme doniigmiistiir (Arbia,
2013). Kabuklu canlilarin atik kabuklarmin en iyi sekilde degerlendirilmesi ile
kitin gibi degerli iirlinler elde edilebilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde
kitinin en yaygin ticari kaynaklar1 kabuklu canlilarin atik kabuklardir. Diinyadaki
kitin iiretimi yillik olarak yaklasik 100 milyar ton civarindadir (Elieh-Ali-Komi
and Hamblin, 2016). Uretilen kitinin ¢ogu, osteoartiritin agris1 hafifletmek igin
kullanilan, ABD'de 6nemli bir gida takviyesi olan monosakkaritlerin iiretiminde
hammadde olarak kullanilmaktadir (Aam et al., 2010). Kitinin suda ¢dziinmemesi

nedeniyle canlilar {izerindeki uygulamalar1 sinirlidir. Bu sorunun {istesinden



gelmek icin kitin, bir¢ok alanlarda artan uygulamalar1 nedeniyle en ¢ok ilgi géren

tiirevlerine dontstiirilmelidir.

2.2 Kitosan

Kitinin bir alkali ¢ozelti ile muamele edilmesi ile elde edilmektedir.
Kitosan, kitinin tamamen veya kismen deasetillenmis bir seklidir. Bir biyopolimer
olarak kitosan, B-1,4-GlcNAc'yi igeren linear bir polisakkarittir. Dogaldir ve
toksik 6zellik gostermemektedir. Kitosan suda ¢éziinmemekte, ancak sulu organik
asit sollisyonlarinda ¢oziiniir hale gelmektedir (de Assis et al., 2010). Kitin aksine,
kitosan hayvanlarda bulunan bir bilesen degildir ve dogada nadiren bulunur.
Yenge¢ ve karides kabuklari, kalamar ve miirekkepbaligi kemik plakalar1 da dahil
olmak iizere bir¢ok dogal kitin kaynagi, kitosan igermemektedir. Ancak
funguslarin hiicre ¢eperlerinde hem kitin hem de kitosan sentezlenmektedir (Nwe
et al., 2009). Kitosan, Zygomycetes sinifindaki funguslarin hiicre duvarinin
onemli bir bilesenidir (Chatterjee et al., 2005). Kitosan dogal olarak,
Basidiomycetes, Ascomycetes ve Phycomycetes sinifindaki funguslarin miselleri,
saplar1 ve sporlarinda da bulunmaktadir (Logesh et al., 2012). Muzzarelli et al.
(2012), yaptiklar1 ¢alismada, hem mayalarin hiicre duvarlarinda hem de filamentli

funguslarin septasinda kitin ve kitosan tespit etmiglerdir.

Kitosan, funguslarin hiicre duvarinda iki farkli formda bulunmaktadir.
Bunlar, glukana bagl kitosan ve serbest haldeki kitosan formu (Nwe et al., 2009).
Dogal kaynaklardan dogrudan kitosan elde etmek igin ¢esitli yOntemler
mevcuttur. Fungal hiicre duvarlarindan elde edilen kitosanin kalitesi ve miktari
fungusun tiirlerine, fermantasyon kosullarina ve ekstraksiyon prosediirlerine
baghdir. Kabuklulardan elde edilen kitosan, diisiik polidispersite ile yiiksek
molekiil agirligi, %20'nin altinda N-asetilasyon derecesine (DA) ve c¢ozelti
viskozitesinin %1'i oraninda 500-1700 sentipoze (cps)’a sahiptir. Fungal kitosan
ise yliksek polidispersiteye sahip diisiikk bir MW'ye, DA %15'den daha diisiik ve
%10'luk bir ¢ozelti viskozitesi 10-15 cps'ye sahiptir. (Nwe et al., 2009).

Ticari kitosan polimeri, ¢ogunlukla dogal kitinin deasetilasyonundan elde

edilmektedir ve yillik iiretimi birkag¢ gigaton olarak bildirilmistir (El Kadib, 2016).



Kitosanin kiiresel piyasasinin 2018 yilina kadar 118.000 tonun {izerine ¢ikmasi ve
tedarikgilerin bu talebi karsilamada sikinti ¢ekebilecegi 6ngoriilmektedir (Gomez-
Rios et al., 2017). Yillik yaklasik 150.000 ton endiistriyel olarak kullanilabilir
kitosan, deniz iirlinlerinin islenmesinin yan {iriinii olarak elde edilen kitinin
doniistiiriilmesi ile elde edilmektedir. Uretilen kitosanin biiyiik bir kism1 kozmetik
tiriinler, organik giibre ve gida takviyelerinde kullanilmaktadir (Fernandez and

Ingber, 2014).

Kitin ve kitosan, D-glukozamin birimlerinin asetilasyon derecesine gore
farklilastirilabilmektedir. Kitin %70 ve {izeri asetillenmis birimler icerirken,
kitosan ise en az %70 deasetillenmis (en fazla %30 oraninda asetillenmis)
olmalidir. Formik asit, asetik asit ve askorbik asit gibi organik asitler varliginda,
kitosan tuzlar1 olusmakta ve sonugta kitosan, suda ¢oziinebilir hale gelmektedir
(Uragami and Tokura, 2006). Kitosan sirastyla C-2, C-3 ve C-6 pozisyonlarinda
iki primer ve sekonder hidroksil grubu ile birlikte bir amino- veya N-asetamid
grubu olmak iizere {i¢ reaktif fonksiyonel grup igerir. Farkli kitosanlarin yapisi ve
fizikokimyasal oOzellikleri arasindaki temel fark, amino veya N-asetamid
gruplanidir (Xia et al., 2011). Kitosan, N-asetil kalintilarinin fraksiyonuna (FA),
N-asetilasyon derecesine (DA), polimerizasyon derecesine (DP), molekiil agirlig
(MW), MW dagilimina (PD veya Polidispersite) ve N-asetilasyon ya da sekans
desenine gore siiflandirilabilmektedir (Aam et al., 2010). Kitosan,
biyouyumluluk, biyobozunabilirlik ve diisiik toksisite gibi fizikokimyasal
ozelliklerinden dolay1 ¢esitli endiistrilerdeki uygulamalar i¢in biiylik potansiyele
sahiptir. Kitosan, biyolojik acidan kitosandan daha aktif olan diisiik molekiiler

agirlikli tiirevlerine hidroliz edilebilmektedir.

2.3 Kitooligosakkaritler

Kitosan, degisken polimerizasyon derecelerine (DP) sahip kitosan
oligomerleri iiretmek icin hidrolitik ajanlarla parcalanan oldukca kararsiz
glikozidik baglar igermektedir (Kim and Rajapakse, 2005). DP'si 20'den az ve
ortalama molekiiller agirhg 3,9 kDamin altinda olan kitosanlara,
kitooligosakkaritler (COS), kitosan oligomerleri veya kitooligomerler adi

verilmektedir (Lodhi et al., 2014; Mahata et al., 2014). Kitooligosakkaritler genis



bir biyolojik aktiviteye sahiptir. Tip, kozmetik, gida ve tarim gibi bircok alanda
umut vadeden uygulamalar1 vardir (Fernandes et al., 2008; Dou et al., 2009).
Diisiik molekiiler agirlikli ve suda ¢oziiniir kitosanlar olarak kabul edilen

kitooligosakkaritler, ticari olarak dncili molekiilden daha fazla talep gérmektedir.
2.4 Kitooligosakkaritlerin Ozellikleri

Kitooligosakkaritler genel olarak f-1,4-O-glikosid bagi ile baglanmig
GlcNAc veya glukosamin (GleN) birimlerinden olusmaktadir.
Kitooligosakkaritler belirlenmis bir polimerizasyon derecesi (DP) ve farklt N-
asetilasyon derecesi ile iiretilebilir, ancak, bunlarin N-asetilasyon ya da sekans
deseni her zaman tesadiifi olmaktadir (Hamer et al., 2015).
Homokitooligosakkaritler GIcN (D birimi) veya GIcNAc (A  birimi)
oligomerleridir ve sadece D veya A  birimlerinden  olusurken,
heterotooligosakkaritler hem D hem de A birimlerinden olusmaktadir.
Heterotooligosakkaritlerin DP, N-asetilasyon derecesi (DA), deasetilasyon
derecesi (DD) ve oligomer zincirindeki N-asetil kalintilarinin  konumu
degismektedir. DP 10'dan az olan heterokitooligosakkaritler suda ¢oziinebilirken
DP 10'dan daha fazla olanlarin suda ¢oziiniirliigii N-asetilasyon derecesi'ya ve
cozeltinin pH'sina baghdir. Gida endiistrisi, ila¢ endiistrisi ve arastirma
faaliyetlerinde siklikla heterokitooligosakkaritler kullanmaktadirlar (Il'ina and
Varlamov, 2015). Birka¢g monomer biriminden olusan kitooligosakkaritlere
oligomer adi verilir ve bir oligomer i¢indeki monomerik birimlerin sayisi
polimerizasyon derecesi (DP) olarak adlandirilir. Bir tetra-sakkarit (DP 4), bir
penta-sakkaritten (DP 5) daha diistik bir oligomerdir. Farkli kitooligosakkaritler
aynt DP'ye sahipken farkli N-asetil kalintilarinin fraksiyonu (FA)'ya sahip
olabilmektedir. Aym1 DP'nin oligomerleri (ayni sayida monomerik birimlere
sahip) ancak farkli FA degerlerinde homologlardir. Ornegin, penta-sakkarit D4A1
(FA 0,2), penta-sakkarit D2A3"in (FA 0,6) daha diisiik bir FA homologudur. Bir
oligomer igeren homologlarin sayist DP+1'dir. Belirli bir homolog gbéz oniine
alindiginda, D ve A birimlerinin diziliminde farkli olan ama ayn1 DP ve FA'ya

sahip izomerler de mevcut olabilmektedir (Kim, 2010).



Kitooligosakkaritlerin polimerizasyon derecesi (DP), bir segmentte 2 ila 20
birim arasinda degismekte ve her bir N-asetil kalintilarinin fraksiyonu boliimiinde
D ve A kalintilarin dizilimleri farklilik gostermektedir. D-glukozamin birimlerinin
kisa zincir uzunluklar1 ve serbest amino gruplarmma bagli olmasi sebebiyle
fizyolojik kosullar altinda kitooligosakkaritlerin suda ¢oziinebildigi ve diisiik
viskozite gosterdigi diisliniilmektedir (Bahrke, 2017). Kitooligosakkaritler, aseton,
biitanol, etanol, etil asetat, propanol ve piridin i¢inde ¢oziinmezken, metanol ve
dimetil siilfoksitte kismen ¢oziinmekte ve suda tamamen ¢oziinebilmektedir. DP
2-4'l kitooligosakkaritler, metanolde ¢oziinebilir, ancak DP> 5'in metanoldeki
¢Oziiniirliigli azdir (Mourya et al., 2011). Diger sekerler gibi kitooligosakkaritler
de otooksidasyona karsi duyarlidir, kuru ve inert kosullarda ortam sicakliginda
tutulmalidir. Uzun siireli saklama ig¢in sicaklik 20°C'nin altinda tutulmalidir.
Kitooligosakkaritlerin raf omrii, C vitamini veya sodyum kloriir tuzlar gibi
antioksidanlarla birlikte depolandiginda onemli Olgiide artmaktadir (Bahrke,

2017).

Kitin ve kitosanin aksine suda ¢oziiniirliik, hiicre zar1 penetrasyonu, kolay
emilme ve ¢esitli  biyolojik aktiviteleri gibi avantajli  Ozellikleri
kitooligosakkaritleri son derece degerli bir iiriin haline getirmektedir. Bu nedenle,
son zamanlarda, kitooligosakkaritler, diinya c¢apinda ¢ok sayida arastirmaci
tarafindan artan bir ilgi gérmektedir. Nispeten yiiksek DP (6 veya daha yiiksek) ve
diisiik molekiiler agirlikli kitooligosakkaritlerin, diisiik DP ve yliksek molekiiler
agirlikli oligomerlere gore biyolojik olarak daha aktif oldugu tespit edilmistir
(Prashanth and Tharanathan, 2007). Bu nedenle, DP ve MW’in
kitooligosakkaritlerin fizikokimyasal 0Ozelliklerini ve biyolojik faaliyetlerini

dogrudan etkileyen temel 6zellikler ve anahtar faktorler oldugu diistiniilmektedir.

Ayn1 DP'ye sahip kitooligosakkaritlerin 6zellikleri N-asetilasyon derecesi
(DA)'daki fark veya asetil gruplarmin diizenlenmesi nedeniyle farklilik
gosterebilmektedir. Bu nedenle, kompleks kitooligosakkarit karigimlarinin
biyolojik aktivitelerinde hangi molekiillerin aktiviteden sorumlu oldugunu
belirlemek zorlagsmaktadir (Mourya et al., 2011). N-asetil, N-deasetillenmis ve
kismen N-deasetillenmis kitooligosakkaritlerin kimyasal yapist Sekil 2.1.'de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. N-asetillenmis kitooligosakkaritin yapisi (A), N-deasetillenmis kitooligosakkarit
(B), ve kismen N-deasetillenmis kitooligosakkarit (C), m = polimerizasyon
derecesi (DP) =2-20, n = DP = 2-20 and m+n = DP = 2-20.

2.5 Kitooligosakkaritlerin Sentezi

Kitin, suda ¢oziiniir kitin oligosakaritleri veya N-asetil kitooligosakkarit
(NA-COS) elde etmek i¢in kimyasal ve enzimatik yontemlerle hidrolize
edilebilmektedir (Wang et al., 2008b). Kitooligosakkaritler, kitin veya kitosanin
fiziksel, kimyasal ve enzimatik parcalanmasi yoluyla elde edilebilmektedir.
Kitooligosakkaritlerin ~ biyolojik  aktiviteleri, =~ N-asetilasyon  derecesi,
polimerizasyon derecesi, molekiil agirligi, N-asetil kalintilarinin fraksiyonu ve N-
asetilasyon ya da sekans deseninden 6nemli Slgiide etkilenmektedir. Bu nedenle,
tekrarlanabilir prosesler ile COS sentezleme ve karakterize etme yontemlerinin

adaptasyonu, biyolojik aktivitelere ait bilgiyi gelistirmek i¢in 6n sarttir.

2.5.1 Fiziksel yontemlerle kitooligosakkarit sentezi

Fiziksel yontemler, ultrasonik radyasyon ve gama radyasyonu yontemlerini
igerir. Tam olarak deasetilatlanmis kitosanin ultrasonik depolimerizasyonu ile, DP
2-11'den maksimum DP 3 konsantrasyonuna kadar degisen polimerizasyon
derecelerine sahip kitooligosakkaritlerin iiretimi onceki ¢alismalarda bildirilmistir
(Popa-Nita et al., 2009). Diisiik frekansli ultrason gibi fiziksel yontemler kismi
depolimerizasyona neden olmaktadir (Lodhi et al., 2014). Hai et al. (2003),



kitosan1 depolimerize etmek i¢in kati halde gama isinlarini kullanarak farkl
molekiil agirliklarina sahip kitooligosakkaritler sentezlemistir. Choi et al. (2002),
kitosan1 asetik asit ¢ozeltisinde indirgemek icin gama i1sinlamasini kullanmis ve
DP 2, DP 3 ve DP 4 kitooligosakkaritlerin liretimi ile bu ¢ozeltinin viskozitesinde
hizli bir diistis gozlemlemistir. Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda,
kitooligosakkarit sentezi icin fiziksel yontemler iizerine sinirli sayida arastirma
yapilmistir ve biiylik Olgekli etkinlikleri heniiz tespit edilmemistir. Fakat
kitooligosakkarit sentezi i¢in kimyasal ve enzimatik yontemler daha kapsamli
olarak incelenmistir. Ayrica, piyasada bulunan COS’ler genellikle, kitinin
konsantre asitler ile hidrolizi ve kitin ve kitosanin enzimatik hidrolizi ile

hazirlanmaktadir.

2.5.2 Kimyasal yontemlerle kitooligosakkarit sentezi

En sik kullanilan geleneksel kitin ve kitosan pargalama yontemi kimyasal
hidrolizdir, ancak kimyasal reaksiyonlar ¢ok karmasik olup kontrol edilmesi
zordur ve istenmeyen cesitli ikincil bilesiklerin iiretilmesine neden olabilmektedir.
Kitooligosakkaritlerin hazirlanmasi i¢in kimyasal ydntemler genellikle asit
hidrolizini icermektedir. Geleneksel prosediirde, asit hidrolizi, noétrlestirme,
demineralizasyon, aktif karbon kolon fraksiyonasyonu, yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) fraksiyonasyonu ve liyofilizasyon (Jeon et al., 2000) yer
almaktadir. Trombotto et al. (2008), DP 5 merkezli, DA 0-90 ve DP 2-12'den
degisen, kitin veya kitosan oligomerlerinin homojen serisinin, GlcN karigiminin
kantitatif N-asetillenerek hazirlandigini bildirmistir. Caligmada N-deasetilatlanmis
kitosanin asit hidrolizi ile elde edilen GlcN oligomer karisiminin iiretilmesini
igeren iki agamali bir kimyasal proses kullanilmistir. Ardindan bu oligomerlerin
GIcN birimleri bir hidrotropik asitten alkolik asetik anhidriir ¢ozeltisi ile kismen

N-asetillenmistir.

Asidik hidroliz prosediirlerinin ¢ogunda oligomerler, diisiik DP ile,
cogunlukla monomerden tetramere degisen kantitatif verimle iiretilmektedir veya
bu prosediirler elverisli degildi. Yiiksek DP’na sahip oligomerler iizerine
fizyolojik etkiler ifade edilirken, nispeten daha yiiksek DP'ye sahip pentamer ile

heptamer arasindaki oligomerlerin verimi diisiik bulunmustur (Jeon et al., 2000).
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Zorlu termokimyasal siiregler veya kuvvetli fiziksel kuvvetler iiretilen
oligosakaritlere kismen zarar vermektedir. Bu durum daha sonraki asamalarda,
heterojen karisimlara sahip diisiik kaliteli tiriinlerin iiretilmesine yol agmaktadir.
Ayirma islemlerindeki yiiksek maliyetler ile birlikte kitooligosakkaritlerin diisiik
verimi, geleneksel hidroliz yontemlerinde karsilasilan diger dezavantajlardir (Su

et al., 2006).

Suda ¢o6ziinebilen kitosan homojen fazda fosfotungstik asit katalizorii ile
hidrojen peroksit kullanilarak hazirlanmistir. Ortaya ¢ikan iirtinler, DP 2-9'un
kitooligosakkaritlerden olugmaktadir (Xia et al., 2013). Chang et al. (2001), kitin
ve kitosanin hidrojen peroksit ile bozunmasinin ultrasonik bozunumdan ¢ok daha
hizli oldugunu ve enzimatik hidroliz ile karsilastirilabilir oldugunu bildirmistir.
GlcN ve kitooligosakkaritler diisiik konsantrasyonda hidrojen peroksit
kullanilarak 80°C'de iiretilmistir. Parcalanma iirlinlinlin HPLC analizi, GlcN ve

kitooligosakkaritlerin (DP 1-10) varligini gostermistir..

2.5.3 Enzimatik yontemlerle Kitooligosakkarit sentezi

Kitooligosakkaritlerin sentezi i¢in kullanilan enzimatik yontemler, diger
geleneksel yontemlerle karsilagtirildiginda nispeten en etkili yontemlerdir (Aam et
al., 2010). Kitooligosakkaritlerin enzimatik sentezi, spesifik kitinazlar,
kitosanazlar ve spesifik olmayan karbonhidraz ve proteaz enzimleri kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir (Kim, 2010). Kitin ve kitosanin enzimatik bozunmasi,
geleneksel yontemlere gore cesitli avantajlara sahiptir. Bu nedenle enzimatik
sentez yontemleri, kimyasal ya da fiziksel uygulamalar yerine hassas hidroliz
Ozgiinliigli, kitooligosakkaritin sentezi i¢in alternatif bir yaklasim olarak
onerilmistir. Uzun kitooligosakkarit zincirleri elde etmek icin enzimlerin
kullanilmasi 1lgi ¢ekici bir yontemdir ve bu yaklasim dimer (DP 2) ile oktamer
(DP 8) arasinda degisen kitooligosakkaritlerin sentezinde basartyla kullanilmigtir
(Choi et al., 2004). Enzimatik yontemler, kimyasal ve fiziksel yontemlerle
karsilagtirildiginda daha ilimli ve bu yontemlerde kitooligosakkaritlerin molekiil
agirhigr dagilimi kontrol edilebilmektedir (Villa-Lerma et al., 2013; Lodhi et al.,
2014). Kitin ve kitosanin asit hidrolizi ile degisken polimerizasyon derecesi

(DP)’ne sahip ve daha fazla GlcN ile daha az sayida oligomer iiretilirken,
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enzimatik hidroliz yontemi ile istenilen DP ve deasetilasyon derecesi (DD) ile
hidroliz iriinleri elde edilebilmektedir. DP ve DD, kitooligosakkaritlerin

potansiyel uygulama ve biyolojik aktivitesini belirlemektedir.

Sekil 2.2°de kitooligosakkaritlerin enzimatik ve kimyasal sentezi
karsilastirilmaktadir. Enzimatik yontemle kitin ve kitosan hidrolizi kontrol
edilmesi kolay ve ¢evre dostu islemlerdir. Kimyasal bozunumun aksine, kitin veya
kitosanin ~ enzimatik  hidrolizi,  zararli  kimyasallarin  kullanilmasini
gerektirmemekte ve zararli herhangi bir atik iiretmemektedir. Bu nedenle kitin ve
kitosan hidrolizinde gorevli enzimler, tutarli performanslar1 sayesinde
biyoteknolojik ve biyomedikal uygulamalarda artan bir ilgi gormektedir
(Nampally et al., 2015).

Kitooligosakkaritlerin Kitooligosakkaritlerin
enzimatik sentezi kimyasal sentezi
- Enzimatik reaksiyonlar 1limls — Sert, karmasik ve kontrol edilmesi zor
ve kontrollidiir
( Kitooligosakkaritlerin ) o )
- Molekiler agirlik dagihims —— Molekiiler agirlik dagihum rasgele ‘
kontrol edilebilir
| Polimerizasyon derecest — Polimerizasyon derecesi
kontrol edilebilir kontrol edilemez
— Cevre dostu — Zararl kimyasallar ve atiklar
Diisiik szgunlik (Tkincil bilesik
— Yiiksek dzgiinlik 1 olusumu)

Sekil 2.2. Kitooligosakkaritlerin enzimatik ve kimyasal sentezi.

2.6 Kitinolitik Enzimler

Kitin/kitosanin bozunmasindan sorumlu olan enzimler kitinazlar ve
kitosanazlardir. Kitinazlar ve kitosanazlar, seker birimleri arasindaki glikozidik
baglar1 hidrolize ederek, kitin ve kitosani, diisik molekiil agirlikli

kitooligosakkaritlere doniistlirebilen glikosidik hidrolazlardir (Heggset et al.,
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2010). O-glikozid hidrolaz siiper ailesinin bir iiyesi olan kitinazlar (EC 3.2.1.14),
kitinin en ekonomik sekilde hidrolize edilmesi i¢in Onemli bir yere sahiptir.
Kitinazlar, 18 ve 19 ailesi olarak adlandirilan glikozil hidrolazlarin (GH) iki ayri
ailesi igerisinde siniflandirilmaktadir. Aile 18 bakteriler, funguslar, virisler,
hayvanlardan bitkilerden gelen kitinazlarin simif III veya smif V kitinazlar
kapsarken, aile 19, I, Il veya IV bitki kitinazlarin1 ve bazi Streptomyces veya diger
Actinobacteria suslarinda mevcut olanlar1 kapsamaktadir (Slimene et al., 2015).
Kitinazlar, viriisler, bakteri, fungus, bocekler, yliksek bitkiler ve hayvanlar da
dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli organizmalarda bulunmaktadir. Bu organizmalarda
kitinazlarin rolleri ¢ok ¢esitlidir (Dahiya et al., 2006). Bakterilerde, kitinazlar
beslenme ve parazitlikte rol oynamaktadir. Bahsedilen bu potansiyel uygulamalara
ek olarak, kitinazlar kitooligosakkaritlerin liretimi i¢in de kullanilabilmektedir

(Wen et al., 2002).

Kitosanazlar (EC 3.2.1.132), kitosanin glikozidik baglantisinda etkili olan,
enzimatik reaksiyon sonucu spesifik son iiriinler olarak diisiik molekiil agirlikli
kitooligomer eldesini saglayan hidrolitik enzimlerdir. Kitosanazlar, kitosanin [-
1,4 glikosidik baglantisinin hidrolizini katalizleyen endo- enzimlerdir. Bu
enzimler Bacillus spp. dahil olmak iizere gesitli bakterilerde bol miktarda tespit
edilmistir. Cesitli alanlardaki genis uygulama alanlarindan dolay1 kitosanazlarla
ilgili son =zamanlarda yapilan arastirmalar, bilyiik ilgi goérmektektedir.
Kitosanazlarin en pratik ve umut verici uygulamalardan biri, biyoaktif
kitooligosakkaritlerin hazirlanmasidir (Liang et al., 2015). Sonug¢ olarak,
kitosanazlar, kitosan substratlardan kitoooligomerlerin enzimatik eldesi igin
basariyla kullanilmaktadir. Bununla birlikte, ticari uygulamalar i¢in kitosanazlarin
kitlesel iiretimi siirhidir. Bu nedenle, yiiksek verimle kitosanaz enzimi iireten
mikroorganizmalarin taranmasi, ekonomik bir iiretim ortaminin belirlenerek,
kitosanaz iiretiminin daha ekonomik hale getirilmesi ig¢in aragtirmalar
yogunlasmistir (Nidheesh et al., 2015). Yapilarina bagli olarak, kitinazlar ve
kitosanazlar, CAZy veritabaninda farkli glikozil hidrolaz (GH) ailelerinde
gruplanmistir. Bunlar, kitinazlar i¢cin GH 18, 19, 23, 48 ve kitosanazlar i¢in GH 3,
5, 7, 46, 75, 80'dir. Bunlar, tipik olarak dort ve alt1 alt boliim igeren etkin

bolgelerinde belirli sayida seker kalintis1 barindirmaktadir. Substrat spesifitesine
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bagl olarak, bu enzimler kitinazlar ya da kitosanazlar olarak siniflandirilmaktadir

(Kohlhoff et al., 2017).

Kitosanazlar ile ilgili son caligmalar, baz1 kitosanazlarin GlcNAc-GIcN
bagini hidroliz etmedigini, ancak GIcN-GIcN ve GlcN-GIcNAc gibi diger bag
tirlerini hidroliz ettigini ortaya koymustur. Bu nedenle, kitosanazlarin ayirma
spesifiteleri  ¢esitlidir ve bu enzimlerin simiflandirma  kriteri  olarak
kullanilmaktadir. Kitosanazlarin alt siniflari: alt siif I enzimleri GleN-GIcN ve
GIcNAc-GIcN baglarint pargalarken, alt simif II enzimleri sadece GlcN-GlcN
bagini ayirmaktadir. Alt sinif III enzimleri GlcN-GlcN ile GleN-GIleNAc baglarini
ve alt sinif IV enzimleri GIcNAc-GlcN ve GleN-GleNAc ile GIeN-GIeN baglarint
da ayirmaktadir (Shinya and Fukamizo, 2017). Yapilan giincel bir arastirmada
Alternaria alternata’dan, kitin ve kitosan oligomerlerini par¢alayamayan, ancak
bunun yerine kismen asetillenmis kitosanlar1 parcalayabilen yeni bir tipte
kitosanolitik enzimin izolasyonu ve karakterizasyonunu bildirmistir. Bu enzim,
ayrilma ozglnliigii ile karakterize edilen yeni bir kitosan hidrolaz siifinin ilk
tiyesi olan bir kitinosanaz (Sekil 2.3) olarak tanimlanmistir (Kohlhoff et al.,

2017).

A { ‘ ' ' : ' ‘ : II i Kitinaz

| | | 'I- 'II | rl‘
'” " "‘ " | ™ Kitosanaz

- N-Asetilglukozamin | sinnf T kitosanaz GHI8  glikosid hidrolaz ailesi 18 m = DP*F,
" Ghukozamin | simsf 1 itosanaz GHIZ  ctikosid hidrolaz ailesi 19 n = DP*(1-Fy)
. Tanum 00 I” sumf 101 kitosanaz

Sekil 2.3. Yarilma spesifiklerinin sematik gdsterimi (A) ve kitinazlarin, kitosanazlarin ve yeni
onerilen enzim sinifi kitinoaanazin (B) hidrolizi iirlinleri (Kohlhoff et al., 2017).
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Son yillarda yapilan bir ¢alisma, diger polisakkarit degradasyon enzimleri
icin potansiyel etkileri olan mevcut alt bolgeleri 6zgiinliiklerine dayali olarak,
mevcut [-IV smiflarina ait kitosanazlarin siniflandirilmasini kokten degistirmistir
(Weikert et al., 2017). Calisma, tim kitosanazlarin  GlcN-GleN'yi
pargalayabildigini aciklarken, sinif I kitosanazlar, 6rnegin Streptomyces sp. N174
(GH 46'ya aittir) ek olarak GIcNAc-GlcN'yi parcalayabilir; Bacillus circulans
MH-K1 (ayn1 zamanda GH 46'ya ait olan) gibi smif III kitosanazlar GIlcN-
GlcN'ye ilaveten GIcN-GIcNAc'yi de parcalayabilmektedir. Sinif II enzimler,
ornegin Bacillus sp. 7-M kitosanaz (GH 8'e aittir), GIcN-GlcN arasindaki baglar
ile sinirlanmistir; Pseudomonas sp. A-0126'de yeni belirlenen sinif IV GH 46
kitosanazlar ve Amycolatopsis sp. CsO-227, GlcNAc-GIcNAc haricindeki tiim
baglar1 pargalayabilmektedir. Streptomyces coelicolor A3'den (2) kaynaklanan
kitosanaz, GlcNAc'leri dahil etse de GlcNAc-GlcNAc'yi bile kapsayan tiim
baglar1 pargalayabilmektedir; Bu tip 6zgiilliikk i¢in higbir sinif mevcut degildir
(Weikert et al., 2017). Calisma ayrica, kitosanazlar i¢in kurulan siniflandirma
sisteminin ¢ok basit oldugunu iddia etmektedir. En iyi karakterize edilmis sinif I-
I kitosanazlarin substrat Ozelliklerini tekrar degerlendirmek i¢in kismen
asetillenmis kitooligosakkaritlerin kantitatif olarak siralamasinda oldukca hassas
bir yontem gelistirmislerdir. Calisma sonuglarima dayanarak, gecici olarak alt
bolgelerin 6zgiinliikleri ve tercihlerine (-2)-(+2) dayal bir kitosanaz siiflandirma

sistemi Onerilmistir (Weikert et al., 2017).

Suuf 1
Strepfamyces sp. N174

Somf 1T
Baciflus sp. Mo. T-M

Samuf TTT

Baciius circulans MH-KA

Samf TV

Feaudormhanas sp. A=D1

o
IO
&=
o

Sekil 2.4. llgili enzim kaynaklar1 ile ilgili boliinme &zgiinliigiine gore kitosanaz
siiflandirmasi. A birimleri beyaz, D birimleri mavi ile temsil edilir. Bir A birimi
veya bir D birimi bulunabilen bir konum i¢in daire yari-beyaz ve yari-mavi
renktedir. Ayrilma noktasi siyah bir ters iicgen ile gosterilir (Weikert et al.,
2017).
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2.7 Kitooligosakkaritlerin Karakterizasyonu

Fiziksel, kimyasal ve enzimatik yOntemlerle sentezlenen COS genellikle
oligomerleri, homologlar1 ve farklt molekiiler agirlikli izomerlerini iceren bir
karigim olarak elde edilir. Kitooligosakkaritlerin reaksiyon karistmindan ayrilmasi
ve bunlarin yapisal karakterizasyonunun tamamlanmasi oldukca zordur. Ancak,
kitooligosakkaritlerin fizikokimyasal Ozellikleri ile biyoaktiviteleri arasindaki
iliskileri anlamak i¢in tam bir karakterizasyonun yapilmasi son derece énemlidir.
Biyolojik aktivitelerini degerlendirmek i¢in iyi tanimlanmis, saf ve konsantre
kitooligosakkarit fraksiyonlar1 gereklidir. Dahasi, kitooligosakkaritin biyomedikal
ve gida uygulamalar da, yiiksek kalite, saflik ve dogru nicelik talep etmektedir.

Kitooligosakkaritlerin saflastirilmasi icin jel filtrasyon (Serbotten et al.,
2005), ultrafiltrasyon (Lopatin et al., 2009) ve nanofiltrasyon (Dong et al., 2014)
gibi ¢esitli yontemler daha Onceki calismalarda agiklanmistir. Kromatografik
yontemler, iyon degisim kromatografisi (Haebel et al., 2007) metal afinite
kromatografisi (Le Dévédec et al., 2008), boyut eleme kromatografisi (Wu et al.,
2012) ve jel permeasyon kromatografisi (Xing et al., 2017) gibi yontemler
kitooligosakkaritlerin ~ belirlenmesi ve ayrimi i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Pahali ve biiylik 6lgekli ekipmanlara ihtiyag duyuldugunda
boyut ayirma yontemleri ve ultrafiltrasyon membranlari ile ilgili dezavantajlari

mevcuttur (Sinha et al., 2016).

HPLC, kitooligosakkarit analizi ve ayrimi i¢in siklikla kullanilmaktadir
(Kumar, 2005; Li et al., 2012; Zou et al., 2015). Kitooligosakkaritlerin gii¢lii
polaritesi ve zayif ultraviyole (UV) emilimi, analitik kolon ve detektor se¢cimini
belirlemektedir. Bu amagla HPLC ile genellikle UV detektorii kullanilarak, asetil
grubu nedeniyle COS, vyaklastk 210 nm'de absorbansta dlgiilerek
izlenebilmektedir. Refraktif indeks detektorii, N-asetillenmis ve N-deasetillenmis
kitooligosakkaritlerin HPLC analizi i¢in tercih edilmekte ancak diisiik duyarliliga
sahiptir ve gradyan eliisyon icin uygun degildir (Cao et al.,, 2016).
Kitooligosakkaritlerin rutin HPLC yontemleriyle ayrilmasi, esas olarak
kitooligosakkaritlerin ¢ok hidrofilik dogasindan ve HPLC kolonu tizerindeki zay1f

tutulumdan kaynaklanan bazi zorluklarla kars1 karsiya kalmaktadir (Jiang et al.,
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2014). Ayrica HPLC, konsantre bir numune ve ¢ok miktarda organik eliisyon
solventi gerektirir (Dong et al., 2012). Hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi
(HILIC) kutupsal ve hidrofilik bilesiklerin ayrilmasi i¢in umut verici bir teknik
olarak Onerilmektedir ve kitooligosakkarit karigimi (DP 2-6) basariyla HILIC
tarafindan ayrilarak saflastirilmistir (Jiang et al., 2014). Hidrofilik etkilesim/zayif
katyon degisimi (HILIC/WCX) karigik yontemli kromatografi ise ayrica zayif bir
katyon degistirme kolonu kullanilarak kitooligosakkaritlerin ayrilmasi igin
gelistirilmistir (Dong et al., 2012). Bununla birlikte, katyon degisim tekniginin
seciciligi ve verimliligi, 6zellikle yliksek DP ile kitooligosakkaritleri ayirmak igin
kullanildiginda  yeterli degildir (Jiang et al., 2014). Bir calismada,
kitooligosakkarit analizi, evaporatif bir 151k sacilim detektorii ve bir elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometresi (ESI-MS detektorii) ile birlestirilen ultra-ytiksek
performansli sivi kromatografisi (UHPLC) yapilmistir (Hamer et al., 2015).
Pulsed amperometrik algilama (HPAEC-PAD) ile yiiksek performansli anyonik
degisim kromatografisi, asbestsiz karbonhidratlar1 ayirmada diger bir giicli,
oldukca hassas ve verimli bir sistemdir. Son zamanlarda, Cao et al. (2016),
tirevlendirilmemis kitooligosakkaritleri parcalayarak saptayan HPAEC-PAD

yontemini gelistirmistir.

Kapiler elektroforez (CE) ise, yiiksek ¢ozme giicii ve HPLC'ye kiyasla
yalnizca diisiik miktarda ormek ve solvent ihtiyaci gibi avantajlar sunar.
Elektroforetik hareketlilik asidik sulu ¢ozeltideki monomer birimlerinin sayisina
bagli oldugu icin bu yontem kitooligosakkaritlerin ayrilmasi ve tespit edilmesi
icin kullanilabilmektedir (Dong et al., 2012). Bu yontem, kitooligosakkaritlerin
basarili bir sekilde ayrilmasi i¢in ¢esitli calismalarda kullanmistir (Beaudoin et al.,
2005; Blanes et al., 2008; Hattori et al., 2010). Ancak bu yontem tiirevlendirme ve
pahal1 sarf malzemelere gereksinim duymasi nedeniyle sinirli kullanima sahiptir.
Fourier dontgiimii kizil otesi spektroskopisi (FTIR) da kitooligosakkarit
orneklerini analiz etmek ve karakterize etmek icin bir¢ok arastirmaci tarafindan
kullanilmigtir (Kumar et al., 2005; Venkatesan et al., 2010; El-Sayed et al., 2017;
Xuetal., 2017).

Kitooligosakkaritlerin yapisal analizi i¢in, 6zellikle deasetilasyon derecesi

(DD)'yi belirlemek icin niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi
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kullanilmaktadir. Diadlarin ve triadlarin frekanslarinin NMR ile analizi,
indirgeyici ve indirgenmemis ug¢ sekerlerdeki varyasyonlar hakkinda bilgi
vermektedir (Bahrke et al., 2002). 'H-NMR (Serbotten et al., 2005; Trombotto et
al., 2008; Wu et al, 2012) ve !C-NMR kitooligosakkaritlerin
karakterizasyonunda kullanilmistir (Kumar et al., 2005; Venkatesan et al., 2010).
Ancak, NMR spektroskopisi konsantre numune ile ¢aligmay1 gerektirmektedir ve
diisiik DP'ye (<5) sahip kitooligosakkaritler ile sinirlidir (Bahrke, 2017). Ayrica
NMR yontemi sadece ortalama bir dagilimi belirleme yetenegine sahiptir ve
yapida mevcut olabilecek bazi blok modellerin belirlenmesi problem yaratabilir.
(Aam et al., 2010). Yapilan bir arastirmada, nispeten yiiksek ve diisitk molekiil
agirlik degerlerine sahip olan kitooligosakkaritler de DD'nin degerlendirilmesi
i¢in, basit, hizli, yaygin olarak adapte edilebilir, hassas, dogru, ucuz ve ticari
olarak uygulanabilir iki yontem kesfedilmistir. Bunlar, bromokresol yesil
indikatorii ile bir asit-baz titrasyonu ve bir birinci dereceden tiirevli UV
spektrofotometrik yontemdir. Her iki yontemin dogrulugu molekiiler agirligin bir
fonksiyonu olarak arastirilmis ve '"H NMR spektroskopi kullanilarak elde edilen
sonugclarla karsilastirilmistir (Jiang et al., 2017).

Matriks yardimli lazerle desorpsiyon/iyonizasyon kiitle spektrometresi
(MALDI-TOF MS) molekiilleri tanimlamak, iyonlarinin kiitlesini ve yiikiinii
analiz ederek kimyasal yapilarim1 belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Bu yontem,
DA'nin bir fonksiyonu olarak ayni DP'nin kitooligomerleri igindeki kalinti
dagiliminin tespit edilmesine olanak tanimaktadir (Bosquez-Molina and Zavaleta-
Avejar, 2016). Ayrica, MALDI-TOF MS, o6zellikle DP 3 ile 7 i¢cin DA'min bir
fonksiyonu olarak farkli oligomerlerin dagilimini incelemek i¢in 6zellikle yararli
bulunmustur (Trombotto et al.,, 2008). DP3, DP6, DP9 ve DPI2'nin
heterokitoogosakkaritlerinin dizi analizi, temel olarak kurulmus tlirevlendirme
yontemleri ve  MALDI-TOF postsource decay (PSD) MS'nin kullanilarak
gergeklestirilmistir (Bahrke et al., 2002). Cesitli ¢alismalar MALDI-TOF MS'yi,
kitooligosakkarit fraksiyonlarini analiz etmek ve dogrulamak icin kullanmistir (Li
et al., 2012; Wu et al., 2012; Cao et al.,, 2016). Hibrid QTOF ile kiitle
spektrometresi, kitooligosakkaritlerin molekiil agirligini degerlendirmek igin

kullanilan yeni bir yontemdir (Santos-Moriano et al., 2016).
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2.8 Kitooligosakkaritlerin Biyolojik Uygulamalar

Yiksek molekiil agirligr , diisiik c¢oziiniirlik ve yiiksek viskoziteleri
nedeniyle kitin ve kitosanin, biyolojik uygulamalar1 ¢esitli alanlarda
sinirlanmistir. Ote yandan, kitooligosakkaritler ise suda ¢oziiniirliik ve diisiik
molekiil agirliklarinedeniyle biiylik Slgekli ticari uygulamalarda ¢ok daha fazla
avantaja sahiptir. Kitooligosakkaritler gida ve tarim sektoriinde biiylik 6nem tagir
ancak kitooligosakkaritlerin en 6nemli uygulanmalar1 insan saghgi ile ilgili
medikal soktoriin  hizmetindedir. Kitooligosakkaritlerin tiimor biiylimesini
onleme, astim tedavisi, kemik saglamligin1 arttirma, sitmayr onleme ve gen
tedavisinde genleri iletmek icin vektdr olarak kullanilabildigi gesitli calismalarla
ortaya cikarilmistir (Wang et al., 2015). Kitooligosakkaritlerin biyolojik
aktiviteleri antibakteriyel, antifungal, antiviral, anti-timor ve antioksidan, immiin
regiilator etkiler ile yag yakimi, kan basinci kontrolii ve hipokolesteromik etkileri
icermektedir (Kim and Rajapakse, 2005; Prashanth and Tharanathan, 2007). Daha
kiiciik kitooligosakkaritler ile karsilastirildiginda, hekzamerden daha uzun olan
kitooligosakkaritlerin antimikrobiyal, anti-tiimér ve immiinopotansiyalizasyon
(bagisiklik reaksiyonunun hizlandirilmasi, giiclendirilmesi) da dahil olmak iizere
daha fazla biyoaktiviteye sahip oldugu agiklanmigtir. Bircok calismada
kitooligosakkaritlerin bir dizi biyolojik aktivitesi tespit edilmesine ragmen bu
biyoaktivitelerin arkasindaki molekiiler mekanizmalar hakkinda c¢ok az bilgi
mevcuttur. Ulasilabilen c¢ok sayida literatiir 1s18inda kitooligosakkaritlerin
molekiiler mekanizmalar1 ile birlikte biyolojik aktiviteleri bu bdlimde

anlatilmistir.

2.8.1 Antimikrobiyal aktivite

Allan ve Hadwiger’in 1979’da kitosan ve tiirevlerinin genis spektrumlu
antimikrobiyal aktivitelerinin varligini ilk kez bildirmelerinden sonra, kitosan ve
kitooligosakkaritler ozellikle antimikrobiyal aktiviteleri ile Onemli bir iine
kavusmustur (Allan and Hadwiger, 1979). Giinilimiize kadar bir¢cok ¢alismada,
cesitli bakteri ve fungus tiirlerine karsi kitooligosakkaritlerin antibakteriyel ve

antifungal  aktiviteleri  bildirilmistir.  Cesitli  mikroorganizmalara  karsi
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kitooligosakkaritlerin antimikrobiyal aktiviteleri, kullanilan kitooligosakkaritlerin

sahip oldugu biyolojik aktivitleri ile birlikte Cizelge 2.1'de agiklanmistir.

Cizelge 2.1. Farkli kitooligosakkarit iiriinlerinin antimikrobiyal aktiviteleri.

Kitooligosakkarit Biyolojik aktivite Referans
Kitooligosakkarit MW 2—  Antibakteriyel  (Streptococcus  mutans ve (Choi et al.,
30 kDa, DD % 91,5) Actinobacillus actinomycetemcomitans ) 2001)
Glisidil trimetilamonyum Antibakteriyel (Strepfococcus mutans) (Kim et al,
klorid (GTMAC) ile 2003)
kitooligosakkarit
Kitooligosakkarit (MW  Antibakteriyel (S. aureus ve E. coli) (Fernandes et
<5, <3kDa, DD % 80— al., 2008)
85)
Kitooligosakkarit (DP 2- Antifungal (Alternaria  alternate, Rhizopus (Oliveira et al.,
12) stolonifera) 2008)
Kitooligosakkarit (MW  Antibakteriyel (E. coli ATCC 25922, Klebsiella (Fernandes et
<5, <3 kDa, DD % 80-85  peumoniae, S. aureus ATCC 25923, al., 2010)
Pseudomonas  aeruginosa ~ ATCC 10145,
Staphylococcus epidermidis ATCC 155, Candida
albicans ATCC 18804)
Siilfatli kitooligosakkarit Antiviral (HIV-1) (Artan et al,
(MW 3-5 kDa) 2010)
Kitin, kitosan ve Antibakteriyel (S. aureus ATCC 25923, S. aureus (Benhabiles et
oligomerleri ATCC 43300, Bacillus subtilis and Bacillus al.,2012)
cereus, E. coli ATCC 25922, P. Aeruginosa
ATCC 27853, Salmonella typhimurium, Vibrio
cholerae,  Shigella  dysenteriae, Prevotella
melaninogenica ve Bacteroides fragilis)
Kitooligosakkarit (DP 23, Antifungal (Botrytris cinerea, Mucor piriformis) (Rahman et al.,
40) 2015)
Kitooligosakkarit (DP 4- Antifungal (Trichophyton rubrum) (Mei et al,
11, MW 1.7 KDa) 2015)
Cesiti MW ve DA'nin Antibakteriyel (Bifidobacterium spp., (Mateos-
kitooligosakkarit Eubacterium rectale/Clostridium coccoides, C. Aparicio et al.,
histolyticum, Bacteroides/Prevotella) 2016)
Kitooligosakkarit (MW  Antibakteriyel (E. coli, Listeria monocytogenes) (Sanchez et al.,
30-10 kDa, 10-5 kDa, 2017)
<5 kDa)
Kitooligosakkarit (MW  Antibakteriyel (E. coli, Salmonella typhimurium, (Laokuldilok et
5,1, 14,3, 41,1 kDa) ve Salmonella enteritidis) al., 2017)
Kitooligosakkaritlerin ~ antimikrobiyal  potansiyeli {izerine yapilan

caligmalarin sonuglar1 arasinda pek cok celiski bulunmaktadir. Bu ¢eliskilerin

nedeni, analiz edilen kitooligosakkaritlerin kalite, saflik ve 6zelliklerinin yani1 sira

farkli mikroorganizmalarin ve ¢alisma yontemlerinin kullanilmasinin olabilecegi

diistiniilmektedir. Bir¢ok caligmada, kullanilan kitooligosakkaritlerin 6zellikleri

zayif bulunmustur. Ayn1 zamanda molekiiler agirlik ve COS firiinlerinin gergek

kompozisyonlari,

biyolojik aktivitelerinin

sonugclari

hakkinda siliphe

Ve

belirsizliklere yol agacak sekilde tam olarak bilinmemektedir. Iyi karakterize
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edilmis kitooligosakkaritler agikca tanimlanmis polimerizasyon derecesi ve N-
asetilasyon derecesi (DA) ile mevcuttur, ancak bunlar hala farkli PA'l
molekiillerin  bir kanisimidir. lyi karakterize edilmis kitooligosakkaritlerin
kullanim1 i¢in, antimikrobiyal potansiyellerinin tam olarak tanimlanmasi tibbi,
tarim ve gida uygulamalarinda kitooligosakkaritlerin antimikrobiyal madde olarak
kullanilabilirligini desteklemek i¢in yararli olacaktir. Bu nedenle iyi tanimlanmis
kitooligosakkarit liriinlerini kullanan in vitro ve in vivo ¢aligmalar son zamanlarda
onem kazanmistir. Bu calismalarin sonuglar1 kitooligosakkaritlerin biyolojik
aktivitelerini belirlemek icin dikkat cekicidir ve ayrica kitooligosakkaritlerin ¢ok

cesitli uygulanmalarini tanimlamaya yardimcer olabilecektir.

Bakteri, fungus ve mayalarin yami sira, kitooligosakkaritlerin antiviral
faaliyetleri da mevcuttur ve anti-HIV ajanlar1 olarak kullanilabilmektedir.
Ozellikle, 3-5 kDa molekiiler agirliga sahip olan siilfatlanmis kitooligosakkarit,
HIV-1 virlislinlin ¢ogalmasini durdurmak icin en etkili bilesik olarak tespit
edilmistir (Artan et al., 2010). Buna ek olarak, tiitiin mozaik viriisiine (TMV) kars1
da kitooligosakkaritlerin antiviral aktivitesi bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada
TMV ile kitooligosakkarit tiitin  yapraklarina inokiile edildiginde
kitooligosakkaritlerin hastalik kontrol etkisi saptanmistir (Yin et al., 2010).

Kitooligosakkaritlerin antimikrobiyal aktiviteleri i¢in molekiiler mekanizma
tam olarak bilinmemekle birlikte, kitooligosakkaritlerin yapisindaki primer amino
gruplarin antimikrobiyal yeteneklerinden sorumlu olduklari diisiiniilmektedir.
Kitooligosakkaritler, hiicre biitiinliigiiniin korunmasi1 ve maddelerin ¢evreden
hiicrenin ic¢ine girmesini kontrol eden hayati bir yap1 olan hiicre zarmin
gecirgenligini degistirerek mikrobiyal hiicrenin 6liimiine neden olmaktadir (Choi
et al., 2001; Mei et al., 2015). Pozitif yiiklii kitooligosakkaritler, mikrobiyal hiicre
icinde bulunan makromolekiillerin negatif yiiklii bilesenleri yoluyla yabanci
mikroorganizmalarin hiicre duvarina baglanarak igine girebilir. Bu absorbsiyon,
kitooligosakkaritlerin DNA'ya niifuz etmelerine ve RNA transkripsiyonunun

bloke edilmesine yol agmaktadir (Kim et al., 2003; Mei et al., 2015).
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2.8.2 Antioksidan aktivite

Serbest radikal temizleme aktivitesine sahip olan diger karbonhidratlar gibi,

kitosan ve tiirevlerinin de oksidatif hasar1 Onlemek icin radikal zincir
reaksiyonlarmi keserek serbest radikal giderme potansiyeline sahip oldugu
bilinmektedir. Kitooligosakkarit ve tiirevleri, kitosan ile karsilastirildiginda daha
giiclii antioksidan aktivitelerine sahiptir (Zhao et al., 2013). Cizelge 2.2'de

listelenen ¢esitli in vitro ve in vivo ¢alismalar ile kitooligosakkaritlerin

antioksidan potansiyeli dogrulanmistir.

Cizelge 2.2. Farkl kitooligosakkarit tirlinlerinin antioksidan aktiviteleri.

Kitooligosakkarit Biyolojik aktivite Referans
Karboksillenmis kitooligosakkarit ~ Antioksidan (Rajapakse et al., 2007)
Kitosan oligomer (DA %78-91) Antioksidan (Dos Santos et al., 2008)

NA-COS (229,21-593,12 Da)
Kitooligosakkarit (DP 2—6)

NA-COS (1-3, <1 kDa)
LMWC (2,8 kDa-87,7 kDa)

Kitooligosakkarit (DP 2-8)

Kitooligosakkarit (<1, 1-5, 5-10
kDa)

Gallik asit
kitooligosakkarit

Siilfath kitooligosakkarit

konjuge

Fenolik asit
kitooligosakkarit
Kitooligosakkarit (DP 2-12)
Kitooligosakkarit (5kDa)
4-hydroxybenzyl-kitooligosakkarit

konjiige edilmis

Kitooligosakkarit (DD >
MW <1 kDa

%095,

Kitooligosakkarit (DP 2-5, MW
1.5 kDa)

Kitooligosakkarit (2 or 3kDa)
Galik asit konjuge
kitooligosakkarit
Kitooligosakkarit (MW 5,1, 14,3,
41,1 kDa)

Antioksidan (RAW 264.7 ve
HL-60 hiicreleri)

Antioksidan (insan umbilikal
ven endotel hiicreleri)

Antioksidan (RAW 264.7)
Antioksidan (insan serum
albumini)

Antioksidan (insan

embriyonik hepatositleri)
Antioksidan (Chang karaciger
hiicreleri)

Antioksidan (insan
kondrosarkom hiicreleri)
Antioksidan (pankreatik 3
hiicreleri MING6 hiicre hatt1)
Antioksidan (in vitro
modeller)

Antioksidan

Antioksidan

Antioksidan (Chang karaciger
hiicreleri)

Antioksidan ve
hepatoprotektif (insan 102
normal karaciger hiicreleri)
Antioksidan  (yliksek yagh
diyet fare modeli)
Antioksidan birada
Antioksidan (insan akciger
epitelyal A549 hiicreleri)
Antioksidan

(Ngo et al., 2008)
(Liu et al., 2009)

(Ngo et al., 2009)
(Tomida et al., 2009)

(Xu et al., 2010)
(Senevirathne et al., 2011)
(Ngo et al., 2011)
(Luetal., 2012)

(Eom et al., 2012)
(Lietal., 2012)
(Mengibar et al., 2013)
(Trinh et al., 2014)

(Luo et al., 2014)

(Qu and Han, 2016)

(Yang et al., 2016)
(Voetal., 2017)

(Laokuldilok et al., 2017)

Kitooligosakkaritin radikal temizleme aktivitesi i¢in molekiiler mekanizma
acikca bilinmemekle birlikte, amino gruplarinin kararsiz serbest radikallerle

reaksiyona girerek kararli radikaller olusturdugu diisiiniilmektedir. Antioksidan
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aktiviteleri ayn1 zamanda kitooligosakkaritlerin deasetilasyon derecesi (DD) ve
molekiiler agirligina baglidir ve bir¢cok ¢aligmada, molekiiler agirligindaki azalma
ile kitooligosakkaritlerin antioksidan aktivitelerinin arttig1 bildirilmektedir (Park
et al., 2004; Tomida et al., 2009; Huang et al., 2012; Zhao et al., 2013). Trimerden
daha uzun olan kitooligosakkaritler, iyi bir antioksidan aktivite gosterirken
polimerizasyon derecesi (DP) 10-12 olan kitooligosakkaritler en iyi aktiviteyi

sergilemistir (Li et al., 2012).
2.8.3 Antienflamatuvar aktivite

Inflamasyon, fiziksel farkliliklar, mikrobiyal invazyon, ultraviyole 1sinlar:
ve bagisiklik tepkileri gibi farkli uyarilara konak¢inin 6nemli bir cevabidir. Asir
ve uzun sireli inflamasyon, kronik astim, romatizmal artrit, multipl skleroz,
inflamatuar bagirsak hastaligi, sedef hastaligi ve kanser gibi ¢esitli hastaliklar

seklinde zararli etkilere neden olabilmektedir (Ngo et al., 2015).

Kitooligosakkaritlerin anti-inflamatuar aktiviteleri sik¢a bildirilmis ve anti-

inflamatuar potansiyeli bildiren ¢esitli yeni arastirmalar Cizelge 2.3'te verilmistir.

Cizelge 2.3. Farkli kitooligosakkaritlerin anti-inflamatuvar aktiviteleri.

Kitooligosakkarit Biyolojik aktivite Referans
Kitooligosakkarit ~ (5-10 Antienflamatuvar (RAW264.7  makrofaj (Lee et al., 2009)
kDa, DD %90) hiicreleri)

Kitooligosakkarit (DP 2-6, Antienflamatuvar (Qiao et al., 2011)

DD 95%)
Kitooligosakkarit (1-3
kDa, 3-5 kDa, 5-10 kDa)
Kitooligosakkarit (< 1

kDa)
Kitooligosakkarit ~ (5-10
kDa)
Kitooligosakkarit ~ (5-10

kDa, DD >90%)
Kitin-oligomerleri (<1, 1-
3 kDa)

Kitooligosakkarit (<1 kDa,
DD 9%095)
Kitooligosakkarit (DP 2-8)

Kitooligosakkarit (DP 3-9)
Gallik asit konjiige
kitooligosakkarit
deasetilatlt
kitooligosakkarit (DP 2-4)

Anti-alerjik ve antienflamatuvar (RBL-2H3
mast hiicreleri)
Antienflamatuvar
RBL-2H3 hiicreleri)
Antienflamatuvar (insan bagirsak epiteline
benzer Caco-2 hiicreleri)

Antienflamatuvar (fare)

(sican basofilik 16semi

Antienflamatuvar (BV-2 mikroglia hiicreleri)

Antienflamatuvar (endotel hiicreleri ve fare
modeli)

Antienflamatuvar ~ (inflamatuvar ~ bagirsak
hastaliginin deneysel modeli olan fare)
Antienflamatuvar
Antienflamatuvar
A549 hiicreleri)
Noroprotektif (insan SH-S5Y5 ndéronlart) ve
antienflamatuvar (RAW makrofajlar)

(insan akciger epitelyal

(Voetal, 2011)

(Chung et al,
2012)
(Bahar et al.,
2012)
(Yousef et al,
2012)

(Vo etal,, 2012)
(Lietal., 2014)
(Azuma et al,
2015)

(Liang et al., 2016)
(Vo et al., 2017b)

(Santos-Moriano
etal., 2017)
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Kitooligosakkaritlerin antienflamatuvar aktiviteleri dogrudan fizikokimyasal
Ozelliklerine baghdir. Yakin tarihli bir arastirmada, enzimatik yOntemle
sentezlenen kitooligosakkaritlerin antioksidan ve anti-inflamatuar aktivitelerinin
polimerizasyon derecesine (DP) bagli oldugu ve diisik DP’ye sahip
kitooligosakkaritlerin daha yiiksek biyolojik aktivite gosterdikleri bildirilmistir
(Liang et al., 2016).

2.8.4 Anti-tiimor / anti-kanser aktivitesi

Kanser, diinyadaki en yaygin hastaliklardan biridir. Bu nedenle, yeni etki
tarzlarina sahip yeni nesil anti kanser ajanlarinin kesfedilmesi ve gelistirilmesi ¢ok
onem kazanmistir (Shariatikia et al., 2017). Kitooligosakkaritler anti-timor
aktiviteleri nedeniyle potansiyel antikanser ajanlar olarak ©ne siiriilmektedir.
Kitooligosakkaritlerin  anti-timor aktiviteleri i¢in  mekanizmalar oldukca
belirsizdir, ancak, ge¢mis caligmalara dayanarak birkag mekanizmadan soz
edilebilir.. Kitooligosakkaritler, katyonik yiiklii dogal polisakkaritlerdir ve timor
hiicrelerinin gegirgenligini degistirerek elektrostatik etkilesim yardimi ile timor
hiicrelerini  kiigiiltebilmektedirler.  Alternatif  olarak, normal hiicreler
kitooligosakkarite benzer pozitif yiiklere sahiptir ve bu da kitooligosakkarit ile
normal hiicreler arasinda karsilikli itmelere neden olmaktadir (Huang et al., 2006).
Kitooligosakkaritlerin anti-tiimor aktivitesinde rol alan veya bunlara etki eden
olas1 mekanizmalar Sekil 2.5'te gosterilmektedir. Kitooligosakkaritlerin anti-

tiimdr aktivitelerini rapor eden ¢esitli ¢calismalar ise Cizelge 2.4'te verilmistir.

Antianjiyojenik Tiimér hiicrelenyle
etliler (MMP-9 secici elektrostatik
veya VEGF nin etkilegimler
inhibisyonu)
Kitooligosakkaritlerin

anti-tiimér aktiviteler:

Bagisikhk uyarict Fizikokimyasal

(dogal ve adaptif dzelliklern etkist
bagisikhik (MW ve DP)
sistemlert)

Sekil 2.5. Kitooligosakkaritlerin anti-tiimor aktivitelerinden sorumlu potansiyel faktorler.
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Cizelge 2.4. Farkli kitooligosakkaritlerin tiriinlerinin anti-kanser aktiviteleri.

Kitooligosakkarit Biyolojik aktivite Referans
Kitooligosakkarit (pentamer, Anjiyojenik ve anti-timor (Prashanth and
hekzamer ve daha yiiksek) Tharanathan, 2005)

Kitooligosakkarit (DA %24,
92)
Kitooligosakkarit (1-3 kDa)

NA-COS

Kitooligosakkarit (DP 2—18)
Kitooligosakkarit (DP >3 and
<)

Kitooligosakkarit (DP 6)
Kitooligosakkarit (DP 2-8)
Kitooligosakkarit (FA 0.15,
0.3, 0.6, DP <12)

Amino
kitooligosakkarit

tiiretilmis

Kitooligosakkarit (DP 2-8)
Kitooligosakkarit ve N-asetil-
D-glukozamin

Kansere karst anti-kanser hiicre hatti
HeLa, Hep3B ve SW480

Insan fibrosarkom hiicrelerinde matris
metalloproteinaz-9'un inhibisyonu

Insan umbilikal ven endotel hiicrelerine
kars1 antianjiyojenik aktivite
Tavuk korioallantoik
antianjiyojenik  ve
stimiilasyonu
Anti-timor ve  antimetastatik
hepatoseliiler karsinom
¢ogalmasinin inhibisyonu)

Timor anjiyogenezi

In vivo ve in vitro antiangiogenic aktivite
Koryoallantoik membranda antianjiyojenik
ve insan endotel hiicrelerinin
migrasyonunun inhibisyonu

Antikanser

membranda
hepatom  kanseri

(insan
hiicre

Prostat kanseri hiicresine kars1 anti-timor
Antikanser

(Huang et al., 2006)
(Van et al., 2006)
(Wang et al., 2007)

(Wu and Tsai, 2007)

(Shen et al., 2009)

(Xiong et al., 2009)
(Wuetal., 2010)
(Wuetal., 2012)

(Karagozlu et al,
2012; Karagozlu et
al., 2010)

(Park et al., 2011)

(Xu et al., 2012)

Kitooligosakkarit Insan akciger kanseri hatti HepG2 (Han etal., 2015)
iizerinde anti-cogalma ve
radyosensitizasyon etkisi
Kitooligosakkarit (1.0mg Insan mide kanseri hiicre hatlarinin (Luo et al., 2016)
mL-!' konsantrasyon) (BGC823, MKN45, SGC7901) anti-
¢ogalmasi ve radyosensitizasyon
Gallik asit graftli  Antibakter (AGS insan gastrik kanseri (Ryuetal., 2017)
kitooligosakkarit hiicreleri)
2.8.5 Immunostimiilator aktiviteler
Bagisiklik sistemi viicuttan yabanci patojenik maddelerin

uzaklastirilmasinda ©onemli bir rol oynamaktadir. Bagisiklik fonksiyonunun
giiclendirilmesi i¢in bagisiklik uyarici ilaglar ve nutrasétikler 6zellikle dnemlidir.
Cizelge 2.5'te gosterildigi gibi, cesitli c¢aligmalarda, kitooligosakkaritlerin
immiinostimiilatér ajan olma potansiyeli ve immiino-modiilasyona bagli anti
kanser tedavileri i¢in kullanimi ortaya konulmustur. Kitooligosakkaritlerin bu
immiinostimiilasyon aktivitesini makrofaj yiizeyindeki membran reseptorleri ile
etkilesime girerek uyguladigi ve makrofajlar iizerindeki kitooligosakkaritlerin
immiinostimiilasyon etkisinin toll benzeri reseptor

4'e bagimli oldugu

distiniilmektedir (Zhang et al.,, 2014). Kitooligosakkaritlerin makrofajlar

iizerindeki kemotaktik etkileri ile makrofaj gociinii etkiledigi ve arttirdigt
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bulunmustur (Okamoto et al., 2003). Kitooligosakkarit tarafindan sitokinlerin gen
transkripsiyonunun ve protein salmiminin tesvik edilmesi bagisikligin

tyilestirilmesi i¢in molekiiler mekanizmalar sinirhidir (Wei et al., 2009).

Cizelge 2.5. Farkli kitooligosakkarit tirlinlerinin immiinostimiilasyon aktiviteleri.

Kitooligosakkarit Biyolojik aktivite Referans

Kitooligosakkarit (3,5 kDa) Immiinostimiilatsr ve anti-inflamatuar (Kim et al., 2006)
(oral alindiktan sonra yash eriskinlerde
serum sitokin  diizeyleri ile test

edilmigtir)
Kitooligosakkarit Immiinostimiilator ve antimikrobiyal (Moon et al., 2007)
LMWC (20 kDa) ve interferon- Immiinostimiilator (RAW264.7 (Wu & Tsai, 2007)

y 1ile kombinasyon halinde makrofajlar)
kitooligosakkarit (DP  1-6)

karisim

Kitooligosakkarit (5-10 kDa) Immiinostimiilatér ~ (insan  bagirsak  (Bahar et al., 2012)
epiteline benzer Caco-2 hiicreleri)

Kitooligosakkarit (DP 4-11) Farelerde  siklofosfamid (Cy) ile (Meietal., 2013)
indiiklenen  immiinosiipresyona  karsi
immiinostimiilator

Kitooligosakkarit (DP 3-8) Immunostimulasyon (makrofajlar  (Zhang et al., 2014)
iizerinde TLR4 aktive eden farelerde oral
uygulama)

Kitooligosakkarit (3 ve 50 kDa) Immiinostimiilator (RAW264.7 (Wuetal., 2015)
makrofajlar)

Kitooligosakkarit (3 kDa) Immiinostimiilator (RAW264.7 (Zhengetal., 2016)
makrofajlar)

Farkli  yontemlerle {iretilen [In vitro ve in vivo immiinomodilatér (Xing etal., 2017)
kitooligosakkarit aktiviteleri

2.8.6 Yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu ozellikleri

Yara iyilegsmesinde kitin ve kitosanin roliiniin, iyilesme siirecinde dnemli
gorevleri olan makrofajlarin daha fazla iiretimi ve sitokinlerin salgilanmasi da
dahil olmak {izere immiinostimiilasyon faaliyetleriyle baglantili oldugu
bulunmustur (Okamoto et al.,, 2003). Yiiksek miktarda deasetilatlanmig
kitosanlarin fibroblast {retimini uyarabildigi ve yara iyilestirme siirecini
artirabildigi tespit edilmistir (Howling et al., 2001). Kitin, NA-COS ve NA-D-
glukozamin ile kiyaslandiginda kitooligosakkaritler, D-glukosamin ve yiiksek
deasetilasyon derecesiyle kitosan, olusturulan yara modelinde daha ytliksek kopma
direnci ve daha yiiksek fibroblast aktivasyonu sergilemektedir (Minagawa et al.,
2007). Kitooligosakkaritlerin yara iyilestirme potansiyelinin, fibroblast biiylime
faktoriinii diizenleyerek fibroblast iiretimini uyarabilme yeteneginin bir sonucu

oldugu oOne siiriilmiistiir. Sonugta artan kollajen {retimi, bag dokularmin
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gelisimine daha fazla yardimci olmaktadir. Yapilan bir arastirmada, poliiiretan
membran modifikasyonunda kitooligosakkaritlerin duyarliligi bildirilmistir.
Kitooligosakkarit kullanilarak modifiye edilmis membranlar, nemi muhafaza
etmede, yara iyilesmesini hizlandirmada ve yara pansumanlarinda en Onemli
faktorlerden biri olan antibakteriyel aktiviteyi saglamada dnemli derecede faydali
bulunmugtur. Yiiriitiilen ¢aligmalar, yara sargist materyali olarak c¢esitli
uygulamalarda kitooligosakkaritlerin 6nemini ortaya koymaktadir (Luo et al.,

2017).

2.8.7 Hipokolesterolemik etki

Kitooligosakkaritlerin diger biyolojik aktiviteleri gibi hipokolesterolemik
etkileri ve yag baglama yetenekleri de fizikokimyasal Ozelliklerine baglhdir.
Ancak fizikokimyasal 6zellikleri ile hipokolesterolemik etki arasinda heniiz bir
iligki kurulamamistir. Bu konuda yapilan caligmalarda, yiiksek polimerizasyon
erecesine (DP) sahip kitooligosakkaritlerin farelerde belirgin hipokolesterolemik
etkiler sergiledigi tespit edilmistir. Ayrica diisik molekiiler agirlikli
kitooligosakkaritlerin plazma ve karacigerdeki lipoprotein lipaz aktivitelerini

artirmak i¢in daha etkili oldugu goriilmiistiir (Zhang et al., 2012b).

2.8.8 Bitki Elisitorleri

Elitisorler bitkilerin savunma makanizmasin1 harekete gegiren spesifik
molekiillerdir (Day et al., 2003). Patojen mikroorganizmalara kars1 yiiksek
bitkilerin savunma tepkileri genellikle fitoaleksinler, proteinaz inhibitorleri ve
hidrolazlarin ~ sentezi  seklindedir = (McDowell and Dangl, 2000).
Kitooligosakkaritlerin bitki savunma sistemi konusunda arastirma yapan bilim
insanlar1 icin biiyilk bir potansiyele sahip olduklar1 bildirilmistir. Birgok
caligmada bitki savunma mekanizmasinin aktivasyonu i¢in kitooligosakkaritlerin
olumlu etkileri bildirilmistir (Day et al., 2003; de Jonge et al., 2010; Liu et al.,
2012).
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2.8.9 Gida katki maddeleri olarak kitooligosakkaritler

Kitosan birgok gida uygulamasinda o©Onemli role sahiptir. Ancak
kitooligosakkaritlerin 6ne ¢ikan avantajlart onlar1 gida endiistrisinde kitosandan
istlin ~ kilmaktadir.  Kitooligosakkaritlerin ~ antimikrobiyal, antioksidan ve
immiinostimiilator ~ 6zellikleri gida uygulamalarindaki 6nemini daha da
artirmaktadir. Cesitli gidalarda kitooligosakkaritlerin kullanimi, sadece gidanin
kalitesini koruyarak raf Omriinli uzatmakla kalmaz, ayni zamanda fonksiyonel
gida maddesi ve nutrasétik olarak da gorev yapabilmektedir. Gida endiistrisinde
kitooligosakkaritlerin 6ne ¢ikan bazi1 uygulamalar1 bu bdliimde giincel calismalar

15181nda 6zetlenmistir.

2.8.9.1 Gida koruvucusu

Kitooligosakkaritlerin ¢esitli patojen mikroorganizmalara karsi Onleyici
etkileri, katki maddesi olarak sadece fonksiyonel gida olarak degil ayn1 zamanda
koruyucu ve ambalaj malzemesi olarak kullanilmasini tesvik etmektedir. Yapilan
bir ¢aligsmada, kitosan filmlere kitooligosakkaritlerin ilavesinin, filmin su buhari
gecirgenligini degistirmeden cesitli bakteri tlirlerine (E. coli, B. cereus, S. aureus,
Serratia liquefaciens ve Lactobacillus plantarum) kars1 antimikrobiyal aktivite
sagladig1 bildirmistir (Fernandez- de Castro et al., 2016). Kitooligosakkaritler bu
tirlii antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle gida ambalaj filmlerine dahil
edilebilmeleri i¢in biiyiikk potansiyele sahiptir. Gram negatif bakterilere karsi
kitooligosakkarit ve lizozim kombinasyonu kullanildiginda ise antimikrobiyal
aktivitenin sinerjistik etkileri gozlenmistir. Bu iki antimikrobiyal ajanin
antimikrobiyal spektrumu birlikte kullanildiginda E. coli, P. fluorescens ve B.
cereus'un tamamen ortadan kaldirilmasi ve iriin paketleme ve saklama
caligmalarinda S. aureus yiikiinliin azaltilmasini saglamistir Ayrica, soguk
zincirde, kitooligosakkarit ve lizozim karisimi eklenen kiymada raf omriiniin 15

giine kadar uzadig: tespit edilmistri (Rao et al., 2008).

2.8.9.2 Bagisiklik uyarici

Kitooligosakkaritler yasla ve diyetle ilgili hastaliklar1 Onleyebilecek

fonksiyonel gidalarin iiretimi i¢in bir bilesen olarak kullanilabilir (Nurhayati and
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Tang, 2016). Kitooligosakkaritler canli dokulara dogal olarak biyolojik uyumlu
oldugu, toksik ve alerjenik olmadigindan bir ilag aday1 ve gida katki maddesi
olarak umut vericidir. Baz1 gida sinifi oligosakkaritlerin konak¢1 dokuyu patojen
bulagmasindan koruyabilecegi bildirilmistir. Kitooligosakkaritlerin bu etkisi ayni
konsantrasyonlarda  kullanildiginda diger oligosakkaritlerden daha fazla
bulunmustur. Yapilan bir ¢aligmada enteropatojenik E. coli'nin insan epitel hiicre
hattina yapismasmin kitooligosakkaritler tarafindan engellendigi bildirilmistir

(Quintero-Villegas et al., 2013).

2.8.9.3 Prebivotik

Tim diinyada islevsel gida bilesenleri, nutrasotikler ve diyet takviyelerinin
arastiritlmasi, gelistirilmesi ve ticaretine yonelik ilgi artmaktadir (Nurhayati et al.,
2016). Sindirilmemesi ve probiyotik bakteriler tizerindeki yararli etkileri yaninda
bagirsak patojenlerinde Onleyici etkileri olan kitooligosakkaritlerin prebiyotik
olarak gelistirilmesi i¢in bilyilik bir potansiyele sahiptir. Daha énce DP 2-8, MW
<1,5 kDa ve DD % 99,9 ile kitooligosakkaritlerin prebiyotik potansiyeli
bildirilmis ve Bifidobakteri ve Lactobacillus'un bliylimesini tesvik ettigi
kesfedilmistir (Lee et al., 2002). Hayvanlarda kitooligosakkaritlerin besinsel
onemi daha once kanitlanmis olup, kitooligosakkaritlerin etkili bir yem katki
maddesi oldugu belirtilmistir. Domuzlarin biiylime performanst iizerine
kitooligosakkarit takviyesi etkisi, diskida Laktobacillus sayisinin arttigini, buna
karsihk E. coli sayisinm, kitooligosakkarit 200 mg kg' seviyesinde
kullanildiginda diistiigiinii gostermistir (Liu et al., 2008).

2.9 Ticari Kitooligosakkarit Uriinleri

Giliniimiizde kitooligosakkaritler birka¢ firma tarafindan {iiretilmekte ve
satis1 yapilmaktadir (Cizelge 2.6). Bu firiinler, iyi tanimlanmig safliklara sahip
kismen karakterize edilmis kitooligosakkaritlerden olugsmaktadir.
Kitooligosakkarit iceren ticari triinler giiniimiizde uluslararas1 diizenleyici
kurumlar tarafindan kabul géormemesine karsin, daha Once kitosan polimerini
iceren birkag iiriin, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Gida

Giivenligi Otoritesi (EFSA tarafindan giivenli diyet takviyeleri veya yeni nesil
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gida maddeleri olarak kabul edilmistir. Genellikle giivenilir kabul edilen (GRAS)

uyarisinda gida islemede kullanilan ikincil bir gida katki maddesi kitosan olan

KiOfine®-B’nin insanlar ve hayvanlar i¢in kitosan oligomerleri (<1 kDa,

deasetilasyon derecesi

%70-95) olarak yiiksek diyet konsantrasyonlarinda

tiiketilebilecegi vurgulanmistir. Saglikl erigkinlerin bagisiklik fonksiyonu {izerine

oral yoldan verilen kitooligosakkarit (FACOS™, 3,5 kDa) etkinligine iliskin bir

klinik aragtirma da 2007'de tamamlanmistir (Gurovic et al., 2015).

Cizelge 2.6. Kitooligosakkaritlerin ticari tiretimi.

Uretici Firma Ulke Uriin adh Uygulamalar
Megazyme [rlanda  Kitooligosakkaritler Aragtirma, biyokimyasal
enzim deneyleri ve analitik
uygulamalar
Amsbio Birlesik  N-Acetyl Analitik uygulamalar
Krallik  kitooligosakkaritleri
Omicron Biochemicals, ABD N-asetilglukozamin Analitik uygulamalar
Inc. oligomerler (kito-
oligosakkaritler)
Bioland Kore Kitooligosakkaritler Kan kolestroliiniin
iyilestirilmesi
Kitto life marine Kore Kitooligosakkaritler Kolesterol seviyesini,
biotechnology FACOS PRIME ve CHITO bagisiklik sistemi
PEP® Kitooligosakkaritler =~ fonksiyonunu, normal hiicre
boliinmesini gelistirme
Beijing Wisapple Cin Kitooligosakkaritler Gida, ilag, tarim, endiistriyel
Biotech Co., Ltd. ve ¢evresel uygulamalar
Joint Venture NFW Cin Gida siifi  Tip, gida, saglik, biyokimya,
Biological Technology kitooligosakkaritler kimya ve tarim
Co., Ltd.
Qingdao BZ Oligo Cin Kitosan  oligosakkaritleri Gida ve ilag, yem, tarim,
Biotech Co., Ltd (DP 2-20, average MW 3  kozmetik.
kDa)
Xi'an Hygethy Cin flag sinifi kitosan Antioksidan ve gida katki
Biotechnology Co., Ltd. oligosakkaritleri maddesi
Kitosan oligosakkaritleri Tarimsal fungisid
Qingdao Reach Cin Kitosan oligosakkaritleri Bagisiklik uyarict
International Inc.
Jinan Haidebei Marine Cin Kitosan  oligosakkaritleri Gida sinifi ve tarim
Bioengineering Co., (DD % 90, MW 1 kDa)
Ltd.
Zhejiang Golden-Shell Cin Kitosan oligosakkaritleri Gida, kozmetik ve tarim
Pharmaceutical Co.
BioCHOS Norveg  Kitooligosakkaritleri Tarimsal fungisit
Chunkisam Co., Ltd. Kore Kitooligosakkaritleri kapsiil ~ Anti-obezite
(G33CH120)
Hubei YuanCheng Cin Kitosan oligosakkaritleri Coklu biyolojik uygulamalar
Saichuang Technology
Co., Ltd.
CAN Biotech Co, Ld Kore Kitosan oligosakkaritleri Coklu biyolojik uygulamalar
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Kitosan, Kore ve Japonya'da bir gida katki maddesi olarak onaylanmustir.
Ayrica ABD’de FDA kitosan1t GRAS statiistinii de onaylamistir boylece, kitosanin
gida katki maddesi olarak kullanilabilirligi giivence altina alinmistir (Kerch,
2015). Karides tiirevi bir kitosan ChitoClear® da GRAS olarak kabul edilmistir
(GRAS Bildirimi (GRN) No. 443). Kitostanin normal kolesterol seviyesinin
korunmasina katkisi, AB tarafindan saptanmis olan, gida icin yetkili saglikli
ozellikler listesinde yer almaktadir (432/2012 Sayili AB Yonetmeligi). Bu
kitosan, asetillenmis kitosandan (DA yaklasik %38) olugmaktadir ve normal
kolesterol ~ seviyelerinin ve bagirsak mikrobiyolojisinin  siirdiiriilmesini
saglayabilecegi ongoriilmektedir (Mateos-Aparicio et al., 2016). Bu resmi izin ve
onaylar, gida ve tibbi uygulamalarda kitooligosakkaritlerin giivenligi ve
uygunluguna dair kanitlar oldugundan, kitooligosakkarit bazli iiriinlerin

ticarilestirilmesi asamali olarak hizlanmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Caliymada kullanilan mikroorganizmalar

Calismada 2008 yilinda tamamlanmis olan “Bag, Bahge Topraklari ve
Bitki Materyallerinden Kitosanaz Aktivitesine Sahip Bacillus
[zolasyonu TUBITAK-TOVAG
kapsaminda cesitli kaynaklardan izole edilen Ege Universitesi, “Biyomiihendislik

Bolimi  Bacillus Kiiltiir Koleksiyonu”nda yer alan ve GenBank’a kayitl,

Identifikasyonu,

1040339”  projesi

kitosanaz aktivitesine sahip yerel Bacillus suslar1 kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan Bacillus suslari ve kodlart.

No Izolat Kodu Tiir adi GenBank aksesyon
numaralari
1 EGE-B-6.1m Bacillus cereus KT970378
2 EGE-B-14.1i Bacillus thuringiensis KC119404
3 EGE-B-14.71 Bacillus thuringiensis KC119403
4 EGE-B-19.3 Bacillus mycoides KT970379
5 EGE-B-28.2 Bacillus thuringiensis KT970380
6 EGE-B-2.5m Bacillus cereus KT970381
7 EGE-B-44.1 Bacillus mycoides KT970382
8 EGE-B-5.5m Bacillus cereus KT970383
9 EGE-B-36.1 Bacillus mycoides KT970384
10 EGE-B-36.5 Bacillus subtilis KT970385
11 EGE-B-10.4i Bacillus cereus KC119402
12 EGE-B-3.5m Bacillus thuringiensis KT970386
13 EGE-B-4.11 Bacillus cereus KC119406
14 EGE-B-4.2i Bacillus cereus KC119401
15 EGE-B-5.21 Bacillus mojavensis KC119405
16 EGE-B-1.19 Bacillus subtilis EU099356

3.1.2 Kullanilan besin ortamlari, ¢cozeltiler ve kimyasallar

Calismalarda

otoklavlanarak steril edilmistir.

kullanilan tim besin ortamlar

121°C°de 20

Suslarinin

dakika
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3.1.2.1 Nutrient agar ve Nutrient broth

Bacillus izolatlarinin tretiminde ve saklanmasinda ticari olarak hazir halde
satilan Nutrient Broth (Oxoid, CM0001) ve Nutrient Agar (Oxoid, CMO0003)

ortamlar1 kullanilmustir.

Bilesenin Adi Miktari
Nutrient agar 280¢g
Distile su 1000 mL

Bilesenin Adi Miktar1
Nutrient broth 130g
Distile su 1000 mL

3.1.2.2 Kolloidal kitinin hazirlanmasi

Koloidal kitin, kitin (Sigma C7170) kullanailarak Hsu ve Lockwood'un
modifiye yontemi ile hazirlamilmistir. Kisacasi, 40 g kitin yavasca 600 mL
konsantre HC1’a elave edildi ve 30°C de 60 dakika boyunca kuvvetli bir sekilde
karistirilmistir. Kitin 2 L distile suya (4°C'de sogutulan) yavas yavas ilave
edilerek bir kolloidal siispansiyon olarak ¢okeltilmistir. Bu kolloidal siispansiyon
kaba filtre kagidi ile siiziilerek toplanmistir ve yaklasik 5 L distile su iginde
siispanse edilerek yitkanmistir. Yikama siispansiyonun pH degeri 4 oluncaya kadar

tekrarlanmigtir.

3.1.2.3 Kitinaz aktivitesinin taranmasi icin kullanilan besin ortami

Bilesenin Adi Miktar (1 L icin)
Kolloidal kitin 10g
Maya ekstrakti 0,05¢g

KH2PO4 3g
NaxHPO4 6g
NH4Cl lg
NaCl 05¢g
Agar 15¢g

pH 7,0
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3.1.2.4 Kitinaz iiretimi icin kullanilan besin ortam

Bilesenin Adi Miktar (1 L icin)
Kolloidal kitin 30g
Maya ekstrakti 0,05¢g

K>HPO, 0,7¢g
KH>PO4 03¢g
MgSO4- 7TH,0 05¢g
NaCl 4¢g
FeS04.7H20 0,1g
MnCl, 0,01 g
ZnCl, 0,01 g
CaCl, 0,0l g
pH 7,0

3.1.2.5 Kolloidal kitosanin hazirlanmasi

Bu yontemde 5 g kitosan ((Sigma, 448869 diisiik molekiiler agirlik 75-
85% deasetilatll)) 5Sml IM HCI ve 100 mL distile su iginde yaklasik 2 saat
coziilerek %50 NaOH (w/v) ile ¢ozeltinin pH 6,0 ya getirilmistir. Bu karisim 8-10
kez distile suyla yikanmis ve kolloidal siispansiyon kaba filtre kagidi ile siiziilerek
toplanmistir. Kolloidal kitosan otoklavda sterilize edip 4°C'de saklanmistir

(TUBITAK-TOVAG 1040339).

3.1.2.6 Kitosanaz aktivitesinin taranmasi icin kullanilan besin ortami

Bilesenin Adi Miktar1 (1 L icin)

Kolloidal kitosan 5¢g
K>HPO, 2g
KH>PO4 lg
MgSO4- 7TH,0 0,7¢g
NaCl 0,5¢g

KCl 0,5¢g

CaCl, 0,1g

Agar 13g

pH 6,8
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3.1.2.7 Kitosanaz iiretimi icin kullanilan besin ortami

Bilesenin Adi Miktar (1 L icin)
Kolloidal kitosan 5¢
Maya ekstrakti 5g
K>HPO4 2g
KH,PO4 lg
MgS04-7H,0 0,7¢
NaCl 0,5¢g
KCl 05¢g
CaCl, 0,1g
pH 6,8
3.1.2.8 DNS cozeltisi
Bilesenin Ad1 Miktari
Dinitrosalisilik asit 75¢
NaOH 140¢g
K-Na tartarat 216,1 g
Fenol 5,4 mL
Na2S20s 59¢g
Distile Su 1000 mL

Kitosanaz enziminin aktivite

3.1.2.9 Schale’s cozeltisi

tayininde kullanilan DNS ¢dzeltisinin

hazirlanmas1 7,5 g dinitrosalisilik asit, 14g NaOH, 216,1 g K-Na tartarat, 500 mL
distile suda c¢oziilmiis, 5,4 mL fenol eklenerek, c¢ozelti 1000 mL’ye
tamamlanmistir. Tiim igerikler iyice karistirilarak ¢oziindiikten sonra filtreden

gecirilerek kahverengi sisede saklanmistir (Miller, 1959).

Bilesenin Ad1 Miktari
Potasyum ferrisiyadin 0,5¢g
Sodyum karbonat 53¢g

Distile Su 1000 mL

Kitinaz enziminin aktivite tayininde kullanilan ¢ozeltidir.
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3.1.2.10 Bradford Cozeltisi

Protein tayininde ticari olarak satilan Bradford Reagent (Merck, 110306
Protein Kit) kullanilmistir.

3.1.2.11 Enzim saflastirmada Kullanilan Cozelti

Amonyum siilfat ile protein ¢oktiirmede kati amonyum siilfat (Sigma, A4418)

kullanilmistir.

Bilesenin Adi Miktari
Tris-HCI 1,73 g
Tris 1,09 g

Distile Su 1000 mL

20 mM Tris tamponu, pH 8,0 diyaliz basamaginda ve iyon degisim

kromatografisinde kullanilmistir.

3.1.2.12 SDS-PAGE’de Kullanilan Cozeltileri

e %30 ‘luk akrilamid karisimi

Bilesenin Adi Miktar1
Akrilamid 29¢

Bisakrilamid lg
Distile Su 100 mL

Karisim hazirlandiktan sonra Millipore Express™ plus 0,22 pm filtreyle filtrelenir

ve 4°C'de karanlikta saklanir.

e 10X SDS-PAGE jel viirtitme tamponu (gel running buffer)

Bilesenin Adi Miktar:
Trizma base 30g
Glisin 144 ¢
SDS 10g

Distile Su 1000 mL
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e 4X On Ayirma Jeli Tamponu (Stacking gel buffer)

0,5 M Tris-HCI (pH: 6,8), %0,4 SDS

e 4X Avirma Jeli Tamponu (Separating gel buffer)

1,5 M Tris-Cl (pH: 8,8), %0,4 SDS

e 4X SDS-PAGE jel Laemli Buffer/Yuritme Tamponu (gel loading
buffer)
40 mM Tris-HCI (pH: 6,8), 4 mM EDTA, %4 SDS, %20 Gliserol, 200 pl

Brom fenol mavisi (10 mL i¢in). Kullanimdan once %10 B-Merkaptoetanol

eklenir.

e Elektroforez Tamponu (10X Tank Buffer, pH 8.4+ 0.2)

SDS-Tris-Glycine buffer (10X) BioChemica (A1415,1000) ticari olarak

satilan hazir tampon 1/10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

e Boyama soliisyonu

Bilesenin Adi Miktar1
Coomassie Brillant Blue 0,25¢g
Methanol 45 mL
Glacial acetic acid 10 mL
Distile Su 45 mL

e Bovayi geri alma solisyonu

Bilesenin Ad1 Miktari
Methanol 50 mL
Glacial acetic acid 50 mL

Distile Su 400 mL
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o %12 Aviric jelin hazirlanmasi (10 ml)

Bilesenin Adi Miktar1
4x ayirma-jel tamponu 2,5mL
%30 akrilamid karigimi 4 mL

Ultra saf su 3,4 mL
%10 Amonyum persiilfat 0,15 mL
TEMED (N, N, N’, N’- 0,005 mL

tetramethylene-ethylenediamine)

e On Ayirma (Stacking) jelin hazirlanmasi (5 ml)

Bilesenin Ad1 Miktari

4x ayirma-jel tamponu 1,25 mL

%30 akrilamid karigimi 0,85 mL

Ultra saf su 2,85 mL

%10 Amonyum persiilfat 0,075 mL

TEMED (N, N, N’, N’-tetramethylene- 0,005 mL
ethylenediamine)

3.1.2.13 Siispanse Kkitin ve kitosanin hazirlanmasi

%1’lik siispanse kitin hazirlamak i¢in 0,1g kitin 10 mL distile suyun i¢ine
ilave edilip iyice karistirilmistir. %1°lik siispanse kitosan hazirlamak i¢in 0,1g

kitosan 10 mL distile suyun i¢ine ilave edilip iyice karistirilmistir.

3.1.2.14 Coziiniir kitosanin hazirlanmasi

%?2’lik ¢oziiniir kitosan soliisyonu hazirlamak icin 2g kitosan 70 mL %1
asetik asit ¢ozeltisi (v/v) i¢cinde ¢oziinmiistiir. Kitosanin tamamen ¢6zlinmesinden
sonra soliisyonun pH degeri 1 M NaOH kullanilarak 5,5'a ayarlanmistir ve hacim

distile su ile 100 mL'ye getirilmistir.

3.1.2.15 HPLC’de Kullanilan kimyasallar

Sivi kromatografisi i¢in gradiyent derecesi asetonitril LiChrosolv®

Reag. Ph Eur. CAS 75-05-08 (Merck) HPLC’de mobil faz olarak kullanilmistir.



38

3.1.3 Kullanilan cihazlar

3.1.3.1 Hassas terazi

Mettler toledo marka (AL204 model) hassas terazi kullanilan besiyeri ve

kimyasallarin tartilmasinda kullanilmistir.

3.1.3.2 pH-metre

Sartorius Basic Meter PB-11 marka pH-metre besin ortami ve diger

karisimlarin pH degerlerinin ayarlanmasi amaci ile kullanilmistir.

3.1.3.3 Vorteks

Yellowline marka ve TTS2 model vorteks, homojen karistirmay1

saglamak i¢in kullanilmistir.

3.1.3.4 Isiticih manyetik karistirici

Heidolph marka ve MR 3001 model isiticili manyetik karistiricl,

kullanilan besin ortamlar1 ve diger karigimlarin hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.5 Otoklav

Hirayama marka Hiclave HVE-50 model otoklav besin ortamlar1 ve diger

cozeltilerin sterilizasyonun saglanmasi amaci ile kullanilmistir.

3.1.3.6 inkiibator

Niive ES 110 (Tiirkiye) ve Binder markali inkiibatorler, kiiltiirlerin

30°C’de inkiibasyonlari i¢in kullanilmistir.

3.1.3.7 Calkalamal1 inkiibator

Infors Multitron marka calkalamali inkiibator, 30°C’de sivi kiiltiirde

hiicrelerin gelisiminin saglanmasi amaci ile kullanilmistir.
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3.1.3.8 Spektrofotometre

AquaMate Plus UV-Vis 9423AQA2100E spektrofotometre enzim

aktivitesi ve protein absorbans degerleri 6l¢iilmekte kullanilmistir.

3.1.3.9 Pastor firini

Binder marka Pastér firmi, 180°C’de iki saat calistirillarak cam

malzemelerin sterilizasyonu i¢in kullanilmistir.

3.1.3.10 Santrifiij

PrO-Research, K241R Medium Prime Refrigerated santriflij iiretim
sonrasi Uretim ortamindan biyokiitlenin ayrilmast i¢in ve enzim

saflagtirmasinda protein presipitatlarinin toplanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.11 Livofilizator

CHRIST-ALPHA (Almanya) marka ve 1-4 LD Plus model liyofilizator,
enzim saflastirmasinda ve kitooligosakkaritlerin tiretiminde fraksiyonlarin

dondurarak kurutulmasi amactyla kullanilmistir.

3.1.3.12 Su banvyosu

Memmert (Almanya) marka su banyosu, enzimin optimum sicaklikliginin

belirlenmesi ve termal stabilitesinin belirlenmeside kullanilmistir.

3.1.3.13 SDS PAGE

SDS PAGE i¢in BioRad, Mini-PROTEAN Tetra Cell (1658001EDU)

kullanilmustir.

3.1.3.14 HPL.C sistemi

HPLC analizinde, Thermo Scientific Accela, PDA dedektorii (60057-
60050), Accela otomatik 6rnekleme (60057-60020), Accela HPLC kuaterner
pompa (60057-60010) kullanilmistir.
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3.2 Metot

3.2.1 Bacillus suslarina ait kiiltiirlerin aktiflestirilmesi

“Biyomiihendislik Boliimii Kiiltiir Koleksiyonu”nda 4°C’de yatik nutrient
agarh tiiplerde muhafaza edilen 16 adet Bacillus susu ¢alismanin her asamasinda
yatik olarak hazirlanmis nutrient agarli tiiplere inokiile edilerek 30°C’de 24 saat

inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.

3.2.2 Bacillus suslarinin Kitinaz aktivitelerinin taranmasi

Bacillus suslarmin kitinaz aktivitelerinin taranmasi amaciyla besiyerinde
karbon kaynagi olarak yalnizca kolloidal kitin kullanilmistir. Kolloidal kitin
iceren kat1 besiyerinde biiylitiilen suslarin tek karbon kaynagi olarak Kkitini
kullanma yetenekleri, bakterilerin biiylimesi ve koloni etrafinda kitinin
parcalanmasiyla olusturduklar1 seffaf zonla belirlenmistir. 3.1.2.3’de igerikleri
verilmis olan kolloidal kitin agar besiyeri steril edildikten sonra aseptik kosullarda
steril petrilere dokiilerek, her bir petrinin merkezine nutrient agar besiyerinde stok
olarak saklanan Bacillus izolatlarindan nokta ekimi yapilmistir ve 30°C’de 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakterileri kolonilerinin

etrafinda olusan seffaf zon izlenmistir (Kamil et al., 2007).

3.2.2.1 Bacillus suslarinin Kitinaz enzim iiretimi

Kitinaz enzim iiretimi i¢in Bacillus spp.’nin her biri 3.1.2.4°de igerikleri
verilmis olan enzim iiretim besiyerinde 5 giin boyunca 30°C'de, 150 rpm’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresince iiretim ortamindan her giin rnek alinarak

kitinaz enzim aktivitesi tayin edilmistir (Woo & Park, 2003).

3.2.2.2 Kitinaz enzim aktivitesi olciimii

Kitinaz enzim aktivitesinin Ol¢limii i¢in liretim sonrasi kiiltiir sivis1 15
dakika boyunca 9000 rpm’de santrifiijlenerek siipernatant elde edilmistir. Kitinaz
aktivitesi substrat olarak %1’lik kolloidal kitin ve standart olarak N-

Asetilglukozamin (GIcNAc) kullanilarak Schales metodu ile dl¢iilmiistiir (Imoto
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& Yagishita, 1971). 0,9 mL %1°lik kolloidal kitin ve 0,1 mL iiretim sivisi 1 saat
37°C’de inkiibasyona birakilarak, 0,2 mL 1N NaOH ile reaksiyon durdurulmus ve
1 mL Schales ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika kaynatildiktan sonra 420 nm dalga
boyunda spektrofotometrede absorbans degerleri Olclilmiistiir. Standart egri
grafiginden elde edilen formiilde, 6rneklerin absorbans degerleri yerine koyularak
enzim aktivite miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.1). Kullanilan yontemde; bir iinite
(U) kitinaz aktivitesi, 1 saatte 1pmol indirgen seker olusturmak i¢in gerekli enzim

miktar1 olarak kabul edilmistir.

N-Asetilglukozamin Standart E&risi

0.8
0.7 y=12993x- 0,007
' R2= 0,996

0.6 '

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Absorbans (420 nm)

0 0,03 0.1 0,15 0.2 0,23 0.3
N-Asetilglukozamin pmol mL!

Sekil 3.1. Kitinaz enzim aktivitesi i¢gin standart egri grafigi.

3.2.3 Bacillus suslarimin Kitosanaz aktivitelerinin taranmasi

Bacillus suslarinin kitosanaz aktivitelerinin taranmasi amaciyla besiyerinde
karbon kaynagi olarak yalnizca kitosan (Sigma, 448869 diisiik molekiiler agirlik
75-85% deasetilatli) kullanilmistir. Kitosan igeren kati besiyerinde biiyiitiilen
suslarin tek karbon kaynagi olarak kitosani kullanma yetenekleri, bakterilerin
bliylimesi ve koloni etrafinda kitosanin parcalanmasiyla olusturduklar1 seffaf
zonla belirlenmistir. Kitosanaz enzim aktivitesinin taranmasi amaciyla, 3.1.2.6’de
verilmis olan besiyeri hazirlanarak aseptik kosullarda steril petrilere dokiilmiis ve
tiiplerde yatik olarak hazirlanmig nutrient agar besiyerinde aktiflestirilmis Bacillus

suslarinin her birinden ayr1 ayr1 her bir petrinin merkezine nokta ekimi yapilmistir
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ve 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir (Choi et al., 2004). Inkiibasyon

sonucunda bakterileri kolonilerinin etrafinda olusan seffaf zon izlenmistir.

3.2.3.1 Bacillus suslarinin Kkitosanaz enzim iiretimi ve ham enzim

ekstraktin eldesi

Kitosanaz enzim {iretimi i¢in Bacillus spp.’nin her biri 3.1.2.7°de verilen
besiyerinde 5 gilin boyunca 30°C'de, 150 rpm’de inkiibe edilmistir (Sinha et al.,
2012). Inkiibasyon siiresince iiretim ortamindan her giin 6rnek alinarak kitosanaz
enzim aktivitesi tayin edilmistir. Kitosanaz enzim aktivitesinin 6l¢limii i¢in liretim
sonrast ham enzim ekstrakti elde etmek icin kiiltiir sivis1 15 dakika boyunca 9000

rpm’de 4°C'de santrifiijlenerek ham enzim igeren siipernatant elde edilmistir.

3.2.3.2 Kitosanaz aktivitesi olciimii

Kitosanaz aktivitesi substrat olarak %1 lik kolloidal kitosan ve standart
olarak D-glukozamin kullanilarak DNS (Dinitrosalisilik asit) metodu ile
Ol¢iilmiistir (Miller, 1959). 0,9 ml %]1°lik kolloidal kitosan (pH 5,5’da 0,2 M
sodyum asetat tamponu i¢inde c¢oziilerek, 30 dakika boyunca inkiibe edilerek 6n
isleme tabi tutulmustur) ve 0,1 ml iiretim sivist 10 dakika 50°C’de inkiibasyona
birakilarak, 1 ml DNS eklenerek reaksiyon durdurulmus ve karisimin kalan
kisminda kolloidal kitosanin ayrilmasi1 i¢in 5 dakika 9000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Ardindan 5 dakika kaynatildiktan sonra 540 nm dalga boyunda
spektrofotometrede absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Standart egri grafiginden
elde edilen formiilde, Grneklerin absorbans degerleri yerine koyularak enzim

aktivite miktart hesaplanmistir (Sekil 3.2).

Kullanilan yontemde; bir {inite (U) kitosanaz aktivitesi, 1 saatte 1pmol
indirgen seker olusturmak i¢in gerekli enzim miktar1 olarak kabul edilmistir.
Kitosanaz enzimlerinin aktiviteleri ilerleyen asamada kismi saflastirmanin her

basamaginda yukarida agiklanan yontemlerle tayin edilmistir.
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Glukozamin Standart Egrisi

Absorbans (S50nm)

0 1 2 3 4
Glukosamin pmol mL1

A
oy

Sekil 3.2. Kitosanaz enzim aktivitesi igin standart egri grafigi.

3.2.3.3 Protein tavini

Enzim {iretimlerinde iiretim sonrasi ve kismi saflastirmanin her asamasindan
aliman Orneklerde Bradford yontemi ile protein tayini gerceklestirilmistir. Bu
amagcla ticari olarak hazir olarak satilan Bradford Reagent (Merck, 110306)
kullanilmistir. Bovine Serum Albumine (BSA)’nin farkli konsantrasyonlar1 (0,2-
1,6 mg mL™!) standart olarak kullanilmistir. Spesifik enzim aktivitesi ise asagidaki
formiille hesaplanmistir:

Toplam enzim aktivitesi (U)
Toplam protein miktar (mg)

Spesifik enzim aktivitesi (U mg™) =

BSA Standart Egrisi

~

3 y=1,0411x + 03257
e 220,083

14
12
1
08
0.6
0.4
02
0
000 020 040 060 080 100 120 140 160

BSA mg mL1

Absorbance (595 nm)

Sekil 3.3. Protein miktar1 standart egri grafigi.



44

3.2.4 Kitosanaz iiretiminin optimizasyonu

Calismada kitosanaz enzim iiretiminin optimizasyonu icin incelenen

suslardan bir tanesi secilerek optimizasyonu yapilmistir.

3.2.4.1 Optimum karbon kaynaginin belirlenmesi

Optimum karbon kaynagimi se¢mek icin, kitosanaz iiretim ortamina
(3.1.2.7) farkli karbon kaynaklar1 ayr1 ayr1 ilave edilerek denemeler yapilmistir.
Karbon kaynagi olarak siispanse kitosan, koloidal kitosan, ¢oziiniir kitosan,
siispanse kitin, koloidal kitin, glikoz, laktoz, melas, seliiloz ve ¢oziinebilir nisasta

5g L! konsantrasyonda kullanilmistir.

3.2.4.2 Karbon kaynaklarinin optimal kombinasyonunun belirlenmesi

En iyi karbon kaynagini sectikten sonra, kitosanaz iiretimini gelistirme
fikriyle, c¢esitli karbon kaynaklar1 secilen en uygun karbon kaynagi ile
kombinasyon halinde test edilmistir. Bu amagla, optimal karbon igeren kitosanaz
iiretim ortamina ek olarak 5g L"! konsantrasyonda glikoz, laktoz, melas, seliiloz ve

¢oziinebilir nigasta ilave edilmistir (Choi 2004).

3.2.4.3 Optimum azot kaynaginin belirlenmesi

En uygun karbon kaynaklarini segtikten sonra azot kaynaginin taranmasi,
kitosanaz iiretim ortaminda maya ekstrakti, pepton, tripton, amonyum siilfat ve

musir 1slatma sivis1 5 g L! konsantrasyonda kullanilmustur.

3.2.4.4 Plackett Burman (PB) tasarimivla onemli degiskenlerin secimi

Fermantasyon sivisinda enzim {iretimini etkileyen faktorlerin belirlenmesi
ve optimum degerlerinin saptanmasi i¢in faktér tarama calismasi, Design Expert
programi ile PB tasarimi kullanarak yapilmistir. Deney tasarimi, Design-Expert®
Software Version 7- Stat-Ease yazilimini kullanarak 11 faktdr igin formiile
edilmigtir. Kullanilan yazilim programi bu 11 faktoriin alt ve iist seviyeleri

arasinda degerlerde 12 farkli iiretim ortami ve buna bagl olarak 12 deneme
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belirlemistir. Her deneme icin ortalama kitosanaz aktivitesi (U mL™) tasarimin

yanitin1 temsil etmektedir.

3.2.4.5 Merkezi Kompozit Tasarmm (CCD) ile degiskenlerin sevive

optimizasyonu

Kitosanaz tiretimini en iist diizeye ¢ikarmak i¢cin CCD tasarimini kullanarak
onemli degigsken seviyeleri optimize edilmistir. PB ile taranan en onemli dort
degisken, bes farkli diizeyde (-2, -1, 0, 1, 2) degerlendirilmistir. Merkezi noktada
alti tekrar igeren 30 deney CCD tasarimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Degiskenlerin davranisi, etkilesimleri ve istatistiksel analiz asagidaki ikinci

dereceden polinom denklemiyle agiklanmistir.

Y=cotc Xitce2Xo+ces Xs+tcea Xot+cio Xi Xo+c13 X1 Xz + cra Xi Xt 23 X2 X5

+ 20 Xo Xu+ €30 X3 Xa+ c11 X2+ c20 X2 + 33 X2+ ca X7
Y ongoriilen yanit ise; X1, X2, X3, X4 kodlu bagimsiz degiskenler; c0, kesis; cl,
c2, ¢3, c4 dogrusal katsayilar; c12, c13, c14, c23, c24, c34 etkilesimli katsayilar;

cll, c22, ¢33, c44 kuadratik katsayilardir.

3.2.4.6 Optimizasyon modelinin dogrulanmasi

Istatistiksel modelle elde edilen optimize iiretim ortanu kullamilarak deneyler

gerceklestirilmis ve kitosanaz iiretimi i¢in dogrulanmustir.

3.2.5 Kitosanaz saflastirmasi

3.2.5.1 Amonyum siilfat ile protein coktiirme ve divalizi

Enzim {iretimi sonrasi kiiltiir sivist 20 dakika boyunca 6000 rpm’de
santrifiijlenerek siipernatant elde edilmistir. Siipernatant igerigindeki proteinlerin
fraksiyonlanarak ayrilmalar1 i¢in katt amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiistiir. Bu
islemde 4°C’de, manyetik karistirici yardimiyla siviya kati amonyum siilfatin
yavas yavas yedirilmesi yontemi kullanilmistir. Enzimin en etkin hangi amonyum

siilfat ylizdesinde ¢okelecegi kesin olarak bilinmediginden literatiirlerdeki
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degerler olan %60, %70, %80, 90% amonyum siilfat oranlar1 denenmistir. Kati
halde ilave edilen amonyum siilfatin yaklasik 30 dakika karigmasinin ardindan
4°C’de bir gece bekletilmistir ve ertesi giin 6000 rpm’de 20 dakika
santrifiijlenerek diyaliz basamagina gecilmistir. Amonyum siilfatla ¢okeltilen ve
santrifiijlenen siispansiyonun {iistte kalan siipernatant kismi ayrilarak, altta kalan
cokeltiye stabilizasyonun devamini saglamak i¢cin 10 mL 20 mM Tris tamponu
(pH 8,0) ilave edilmistir. Bu soliisyon, 14 kDa'luk molekiil agirligindaki diyaliz
(Sigma, D9527) membranda, bir gece boyunca diyaliz membrani i¢indeki sivinin

20 kat1 hacmindeki diyalizat ile diyalizlenmistir (Liang et al., 2012).

3.2.5.2 iyon degisim kromatografi

Diyalizin ardindan 6rneklerle, Amersham Pharmacia Biotech AKTA FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatography) 18-1140-45 cihaz1 kullanilarak, HiTrap
Capto DEAE (5 x 5 mL) zayif anyon degisimi kolonu ile iyon degisim
kromatografisi yapilmistir. Bu amagla 6nce 2 mL/dakika akis hiziyla 10 kolon
hacmi (50 ml) 2 M NaCl, ardindan 20 kolon hacmi (100 ml) 1 M NaOH,ve tekrar
10 kolon hacmi (50 ml) 2 M NaCl ile kolon yikanarak, pH sabit olana kadar ultra
saf su ile durulama yapilmigtir. Daha sonra kolondan ilk dengeleme i¢in, dncelikle
2 mL/dakika akis hiziyla (kolonun 10 kati hacminde) 20 mM Tris (pH 8,0)
baslangi¢ tamponu gegirilerek dengelenmistir. Ornekler 0,1 mL/dakika akis
hizinda kolondan akitilmistir. Daha sonra kolondan 15 mL baslangi¢c tamponu 1
mlL/dakika akis hizinda gecirildikten sonra kolonda tutulmus olan proteinlerin
elisyonu i¢in 20 mM Tris ve 1M NaCl igeren (pH 8,0) eliisyon tamponu %2’den
% 50’ye kadar gradiyent olusturarak gecirilmistir. Kolondan fraksiyonlar 5’ser

mL’lik hacimlerde toplanmustir.

Kolonun yeni bir deneme 6ncesi dengelenmesi i¢in, 10 kolon hacmi (50 ml)
baslangic tamponu 2mlL/dakika akis hizinda uygulanmustir.  Ornegin
gecirilmesinin ardindan kolonun temizligi i¢in 10 kolon hacmi ultra saf su ile
temizlik tamamlanmistir. Kolondan en son islem olarak %20’lik etanol
gecirilerek, kolon dolgu materyalinin kurumasi onlenmistir. Fraksiyonlarin
kitosanaz aktivitesi ve protein miktart 6l¢iilmiistiir ve fraksiyonlar konsantre hale

getirilmek iizere liyofilize edilmistir. Fraksiyonlar liyofilize edildikten sonra 1 mL
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ultra saf suda c¢oziilmiis ve 4°C’de saklanmistir. Ham kitosanaz ekstraktin
saflagtirma katsayis1 1 kabul edilerek ve diger fraksiyonlarin spesifik aktiviteleri
ham ekstrakt spesifik aktivitesine oranlanip saflastirma katsayilar1 hesaplanmistir.
Ham kitosanaz ekstraktin verimi 100 kabul edilerek fraksiyonlarin toplam
aktivitesi ham ekstraktin toplam aktivitesine oranlanarak geri kazanim (%)

hesaplanmistir. Formiiller asagida verilmistir:

] . Her saflastirma basamagindan sonraki toplam enzim aktivitesi (U)
Geri kazamm (%) = - - —— * 100
Baglangic ekstrakhn toplam enzim aldivitesi (U)

Her saflastirma basamagindan sonraki spesifik aktivitesi (U mg™)
Baslangi¢ ekstraktin spesifik aktivitesi (Umg™1)

Saflastirma katsayis1 =

3.2.5.3 Sodvum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS
PAGE

Kismi saflastirmada konsantre edilen fraksiyonlart SDS-PAGE Laemmli
yontemi ile goriintiilenerek enzimin molekiil agirligt belirlenmis ve saflagtirmada
gergeklestirilen ayrim ortaya konmustur. Bu amagla, SDS-PAGE aparatinin
(BioRad, Mini-PROTEAN Tetra Cell) camlar1 sirasiyla distile su, etanol ve
izopropanol ile silindiktan sonra jelin dokiilmesi i¢in camlar ve spacerlardan
olusan aparat hazir hale getirilmistir. ilk dnce %12 ayirma jeli (separating)
hazirlanip, aparata dokiilmiistiir ve {ist yiizeyi izopropanol ile diizlestirilerek
donmasi i¢in 30-40 dakika bekletilmistir. Donan ayirma jelinin iizerindeki
izopropanol uzaklastirildiktan sonra depolama jeli (stacking) hazirlayip, aparata
dokiilerek tarak yerlestirilmis ve donmasi i¢in 30-40 dakika bekletilmistir. Camlar
yiirlitme aparati iizerine yerlestirilerek alt ve iist hazneler yiiriitme tamponu (1X
SDS-PAGE Running Buffer) ile doldurulmustir. Tarak donmus jelden yavasca
cikartip ve kuyucuklar igerisinde kalan jel parcalar1 yiiklemeden 6nce tampon ile
temizlenmistir. 30 pL 6rnek soliisyonu iizerine 10 pL anyonik bir denatiirasyon
deterjani olan sodyum dodesil stilfat (SDS) iceren 4X yiikleme tamponundan (4X
Loading buffer veya Laemli Buffer) eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler 95-100°C’de
5 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda &rnekler hemen buz iizerine
alinmistir. Buz tizerinde bekleyen 6rnekler kisa bir vorteksleme yapildiktan sonra
30 pL hacimde jele yiiklenmistir. Bir kuyucuga protein boyutunun

belirlenebilmesi ve elektroforetik yiirliylisiin izlenebilmesi amaciyla 5 pL
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molekiiler agirlik markorii P7706-gel NEB (Blue Prestained Protein Standard, 11-
190 kDa) yiiklenmistir. Elektrot baglantilar1 yapilarak jelde yiiriitme islemi
80V’da 3-5 saatte tamamlanmistir. Jel yiiriitme islemleri bittiktan sonra jel
Coomassie Brillant Blue boya ile resiprokal hareket eden ¢alkalayici lizerinde 20-
40 rpm hizla galkalayarak 15 dakika boyanmuistir. Jel goriintiilenmesi i¢in boyanin
geri almmast amaciyla hacminin 3-4 kat1 boya giderici sollisyonuda bir gece
boyunca ¢alkalamaya birakilmistir. Boya yeterince giderildiginde jelin fotograflar
cekilmistir.

3.2.6 Kitosanaz enziminin kismi karakterizasyonu

3.2.6.1 Enzimin Optimum sicaklikliginin belirlenmesi

Kitosanaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik, Tzu-Wen Liang, 2015
yontemine gore belirlenmistir. 1 U (20 pL) saflagtirilmis enzim, 0,5 mL %1'lik
¢oziliniir kitosan ve 0,48 mL reaksiyon tamponu olarak asetat tamponu (pH 5,5) ile
kanistinlmis ve 20-100°C (20, 25, 30, 37, 40, 50, 55, 60, 70, 80, 90 ve 100)
arasinda degisen sicakliklarda 10 dakika inkiibe edilmistir. Bu sicakliklar1 (40, 50,
55, 60, 70, 80, 90 ve 100°C) olusturmak icin su banyosu kullanilmistir. Kitosanaz
aktivitesi, daha once 3.2.3.2°de bahsedilen kitosanaz aktivite 6l¢iim yOntemine

gore Ol¢lilmiistiir. Tiim Sl¢iimler {i¢ kez tekrarlanmaistir.

3.2.6.2 Enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin termal stabilitesinin belirlenmesi i¢in substrat olmadan, enzimi,
farklh sicakliklarda (30, 40, 50, 55, 60, 70, 80 ve 90°C) 1 saat boyunca sodyum
asetat tamponu ig¢inde inkiibe ederek belirlenmistir. Kalan kitosanaz aktivitesi,
daha once 3.2.3.2°’de bahsedilen kitosanaz aktivite Ol¢lim yoOntemine gore

Ol¢iilmiistiir. Tiim Olgtimler ii¢ kez tekrarlanmistir.

3.2.6.3 Enzimin optimum pH’simin belirlenmesi

Kitosanaz aktivitesi i¢in optimum pH, Tzu-Wen Liang, 2015 yontemi ile
incelenmistir. Optimum pH, 3-11 (3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0,
8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5 ve 11,0) araliginda pH degerlerine sahip olan farkl
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tampon sistemleri kullanilarak belirlenmistir. Bu tiir pH araliklar1 olusturmak i¢in,
20 mM asetat tamponu (pH 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 6,0 ve 6,5), 20 mM fosfat
tamponu (pH 7,0, 7,5 , 8,0, 8,5 ve 9,0) ve 20 mM sodyum bikarbonat tamponu
(pH 9,5, 10,0, 10,5 ve 11,0) reaksiyon tamponlari olarak kullanilmistir.
Saflagtirilmig enzimden 1 U, 0,5 mL% 1'lik ¢6ziiniir kitosan ve 0,48 mL reaksiyon
tamponlariyla karistirtlmis ve optimum sicaklikta inkiibe edilmistir. Kitosanaz
aktivitesi, daha once 3.2.3.2°de bahsedilen kitosanaz aktivite 6l¢iim yontemine

gore Olcililmiistiir. Tim 6l¢timler Ui¢ kez tekrarlanmistir.

3.2.6.4 Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in, enzim substratlar olmaksizin 3-
11 (3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7.5, 8,0, 8,5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5 ve
11,0) arasindaki farkli pH tamponlarinda 25°C'de 3 saat inkiibe edildikten sonra,
3.2.3.2’de tarif edildigi gibi standart kosullar altinda kalan kitosanaz aktivitesinin

Olciilmesi ile tespit edilmistir. Tiim Sl¢iimler ti¢ kez tekrarlanmistir.

3.2.6.5 Saflastirilmis enzimin substrat 6zgiinliigii

Saflagtirllmig kitosanaz (1 U), 20 mM sodyum asetat tamponu i¢inde
optimum pH ve sicaklikta 30 dakika boyunca %1 konsantrasyonunda cesitli
substratlar (Cizelge 3.2) ile inkiibe edilmistir ve enzim aktivitesi test edilmistir
(Shivakumar et al., 2014; Zhang et al., 2015). Tim Ool¢iimler ii¢ kez

tekrarlanmustir.

Cizelge 3.2. Saflagtirilmisg enzimin substrat 6zgilinliigli ¢aligmasinda kullanilan substratlar
ve kullanim sekilleri.

Substratlar Kullanim sekilleri
Kitosan, diigitk molekiiler agirlik 75-85% Coziiniir, kolloidal ve siispanse
deasetilatl (Sigma 448869)
Kitosan, karides kabuklarindan, >75% deasetilatli Coziiniir, kolloidal ve siispanse
(Sigma C3646)
Kitin (Sigma C7170) Kolloidal ve siispanse
a-Seliiloz (Sigma 6429) Coziiniir

Coziiniir nisasta (Sigma 9765) Coziiniir
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3.2.6.6 Enzim Kkinetigi ile ilgili calismalar

Saflastirilmis kitosanazin Michaelis-Menten sabitlerini (Km ve Vmax)
degerlendirmek icin Lineweaver-Burk yontemi ve substrat olarak kitosan
kullanilmigtir. Reaksiyonlar 10 dakika boyunca optimum kosullar altinda 20 mM
sodyum asetat tamponu i¢inde, 0,16-20 mg mL" (0,16, 0,3125, 0,625, 1,25, 2,5, 5,
10 ve 20 mg mL"') arasindaki farkli substrat konsantrasyonlar1 ile

gerceklestirilmistir. Tiim Slgiimler ti¢ kez tekrarlanmistir (Zhang et al., 2015).

3.2.6.7 Metal ivonlarmmin ve bazi Kimyasallarin enzim aktivitesine

etkileri

Metal iyonlariin enzim aktivitesi tizerindeki etkisi, 5 mM konsantrasyonda
reaksiyon tamponu i¢inde hazirlanan ¢esitli metal iyonlar1 kullanarak 6l¢tilmiistiir.
Kitosanaz (1 U) 500 pL metal iyonlar: ile 25°C'de 30 dakika inkiibe edildikten
sonra kalan aktiviteleri, standart kosullar altinda optimum pH ve sicaklikta
belirlenmistir. (Ben Amar Cheba 2016; You-Young JO; Srividya Shivakumar;
Tzu-Wen Liang). metal iyonlar1 olarak Mg?*, Mn?*, K*, Ca?*, Hg?*, Fe**, Ba*",
NH,2?*, Mo?*, Na*, Cu?*, Zn?*, ile SDS, EDTA (Etilendiaminetetra-asetat)’in enzim
aktivitesine etkileri incelenmistir. Kontrol olarak herhangi bir metal iyonu ilave

edilmemis enzim kullanilmistir. Tiim 6l¢timler ti¢ kez tekrarlanmistir.

3.2.7 Enzimatik olarak Kkitooligosakkaritlerin iiretimi

Calismamizda incelenen Bacillus suslarindan elde edilen kitosanaz
enzimleri ile enzimatik olarak kitooligosakkaritlerin iiretimi incelenmistir. Bunun
icin Oncelikle kitooligosakkaritlerin kantitatif analizi i¢in yontem optimizasyonu

ve enzimatik olarak kitooligosakkaritlerin iiretim optimizasyonu yapilmistir.

3.2.7.1 Kitooligosakkaritlerin kantitatif analizi icin HPLC vyontem

optimizasyonu

Calismamizda enzimatik olarak iretilecek olan kitooligosakkaritlerin
kantitatif analizi icin HPLC kullamlmistir. Oncelikle kitooligosakkarit

standartlarinin ~ kitobiyoz, kitotrioz, Kkitotetroz, kitopentoz ve kitoheksoz
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(chitobiose, chitotriose, chitotetrose, chitopentose ve chitohexose) (Megazyme,
frlanda) 1 mg mL"' konsantrasyonda ayr1 ayri standartlart ve farkli
konsantrasyonlarda (her bir standarttan 200 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 12.5
ppm, 6.25 ppm ve 3.125 ppm) karisimi1 (COS-Mix) standartlar1 hazirlanmistir. Bu
standartlarla kalibrasyon egrilerini ¢ikarmak icin HPLC analizleri yapilarak
yontem optimize edilmeye calisilmistir. Kitooligosakkaritstandartlariyla yontem

optimizasyonunda literatiirde 6nerilen farkli dedektor ve kolonlar denenmistir.

3.2.7.2. HyperRez XP Carbohvydrate H+ kolonu

Standart egrilerin hazirlanmasinda Refraktif Indeks dedektoriine sahip
HPLC’de HyperRez XP Carbohydrate H+ kolonu (8 um) (Thermo Scientific)
kullanilmistir. Kitooligosakkaritleri zincir uzunluguna gore ayirmasi i¢in 1 mg
mL"! konsantrasyonda ayri ayri standartlari 10 pL hacimde, kolona enjekte
edilerek, 50°C'de 5 mM H,SOs ile 1 mL dk' akis hizinda izokritik olarak
ayrilmistir. Farkli akis hizlar1 (1 mL dk!, 0,4 mL dk!' ve 0,3 mL dk™) ile birlikte
farkli sicakliklar (23°C, 50°C) ile de ayni islem tekrar edilmistir (Hamer et al.,
2015).

3.2.7.3. Hypersil APS-2 Amino kolonu

Hypersil APS-2 Amino kolon (5 um, 100mm) (Thermo Scientific)
kullanarak UV dedektoriine sahip HPLC’de kitooligosakkaritlerin  zincir
uzunluguna gore ayirmasi icin 1 mg mL™! konsantrasyonda ayri ayr1 standartlari
10 uL hacimde, kolona enjekte edilerek 90°C'de mobil faz olarak farkli oranlarda
asetonitril ile su (75:25, 70:30) denenmistir (Chang et al., 2001).

3.2.7.4. Phenomenex RNM-Carbohvdrate Na* kolonu

Phenomenex RNM-Carbohydrate Na* (300 x 7,8 mm) kolon ile Refraktif
Indeks dedektoriine sahip HPLC’de kitooligosakkaritlerin zincir uzunluguna gore
ayirmasi i¢in 1 mg mL™' konsantrasyonda ayr1 ayri standartlar1 10 pL hacimde,
kolona enjekte edilerek, 50°C'de 5 mM H,SOys ile farkli akis hizlar1 (1 mL dk™,
0,6 mL dk!, 0,4 mL dk!, 0,3 mL dk!ve 0,1 mL dk™) ile birlikte farkli sicakliklar
(25°C, 45°C, 50°C, 70°C) ile analizleri yapilmistir. En son bu kolon ile Refraktif
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Indeks dedektoriine sahip HPLC’de, kolon sicaklik 70°C'de, mobil faz olarak %
100 ultra saf su kullanarak 0,1 dk™' lik bir akis hiz1 kullanilmustir.

3.2.7.5 Shodex Asahipak NH2P-50 4E kolonu

HPLC analizi, Thermo Scientific Accela, DAD dedektorii, otomatik
ornekleme, kuaterner pompa, kolon firim1 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, ABD) ve Shodex Asahipak NH2P-50 4E (4.6mmID*250mm)
kolon ile donatilmig HPLC sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz
olarak ultra saf su (A) ve asetonitril (B) kullanilmis ve gradiyent eliisyonu
kullanilarak, 0 dakikada 15A/85B ile baslayip kompozisyon 2 dakikada
18A/82B'ye, sonraki 18 dakikada 35A/65B'ye degistirilmis ve ardindan 20 dakika
boyunca 15A/85B ile devam edilmistir (toplam c¢alisma siiresi 40 dakika). Bir
sonraki enjeksiyondan Once, kolon baslangic kosullariyla 20 dakika
dengelenmistir. Dedeksiyon dalga boyu, akis hizi ve kolon sicakligi sirasiyla 205
nm, 1 mL dk™!' ve 30°C'ye ayarlanmistir. Tiim drnekler ve standartlar (2000 ppm

konsantrasyonda ayr1 ayr1 standartlari) i¢in enjeksiyon hacmi 10 pL kullanilmastir.

3.2.7.6 Hypersil APS-2 Amino kolonu

HPLC analizi, Thermo Scientific Accela, DAD dedektorii, otomatik
ornekleme, kuaterner pompa, kolon firin1 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Massachusetts, ABD) ve Hypersil APS-2 Amino kolonu (5 pm, 100mm) (Thermo
Scientific) ile donatilmigs HPLC sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Mobil faz
olarak ultra saf su (A) ve asetonitril (B) kullanilmis ve gradiyent eliisyonu
yontemi (Sekil 3.4) kullanilarak, 0 dakikada 8A/92B ile baslayip kompozisyon 22
dakikada 28A/72B'ye degistirilmis ve 26 dakika kadar devam edilmistir. 26.01
dakkikada kompozisyon yine 8A/92B'ye degistirilmis ve bir sonraki
enjeksiyondan 6nce kolon baslangic kosullariyla 10 dakika dengelenmistir
(toplam analiz stiresi 35 dakika). Dedeksiyon dalga boyu, akis hizi ve kolon
sicakligi sirastyla 205 nm, 250 ul dk! ve 30°C'ye ayarlanmustir. Tiim rnekler ve
standartlar (200 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 12.5 ppm, 6.25 ppm ve 3.125
ppm) i¢in enjeksiyon hacmi 10 pL kullanilmistir.
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Time | A% | B% | C% | D% | plfmin |P2 -aaa——
0 p| 000 80 %20/ 0.0 0.0 2500 000040
1 200/ 80 920/ 0.0 00] 2500 0000
2 | 2200] 28.0] 720 0.0 0.0 2500 wooo
3 | 2600 280 720, 0.0 0.0 250.0 wooo
4 | 2601 80 920/ 0.0/ 0.0 250.0 20000
5 3500/ 8.0 920, 00| 0.0] 250.0 0,0 20,0
6 1000 00 0.0/ 0.0/ 100
Solvent colors:
B s
[ A

Sekil 3.4. Gradiyent eliisyonu yontemi.

3.2.7.7 Optimize edilmis HPLC vontemiyle kalibrasvon egrisinin

cikarilmasi

Kalibrasyon egrisi, farkli konsantrasyonlarda (200 ppm, 100 ppm, 50 ppm,
25 ppm, 12.5 ppm, 6.25 ppm ve 3.125 ppm) karisimi1 (COS-Mix) icerisinde, ultra
saf su ile hazirlanan COS standartlar (kitobiyoz, kitotrioz, kitotetroz, kitopentoz

ve kitoheksoz) kullanilarak elde edilmistir.

3.2.7.8 Kitosanin enzimatik hidrolizi

Kitosanin enzimatik hidrolizi de Assis et al, 2010 ve Hamer et al., 2015’deki
yontemlerin modifikasyonuyla gerceklestirilmistir. 3.2.3.1°de anlatildig1 sekilde
elde edilen ham enzim ekstrakti reaksiyondan dnce fermentasyon sivisindan gelen
tuzlarin uzaklastirilmasi i¢in 14 kDa'luk MW diyaliz membranda (Sigma, D9527),
bir gece boyunca ultra saf suya karsi diyalizlenmistir. Kitosanin enzimatik
hidrolizi i¢in enzim: ¢Oziinmiis kitosan: tampon 2:5:3 oranda karistirilmistir.
Tampon olarak 20 mM sodyum asetat tamponu kullanilmistir (de Assis et al,
2010; Choti et al., 2004; Pagnoncelli ve ark., 2010). Reaksiyon karisimi 50°C'de
(de Assis et al, 2010) 130 rpm'de 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyondan
sonra her bir enzimatik reaksiyon, kaynar suda 10 dakika boyunca kaynatilarak
durdurulmus ve hidrolizat, hidrolize edilmeden kalabilecek kitosanin
uzaklagtirilmasi i¢in 6000 rpm'de 15 dakika santrifiijlenmistir ve slipernatant 0,45

um’lik siringa filtresi ile filtrelenmistir. Her bir hidrolizat HPLC ile incelenmistir.



54

3.2.7.9 HPL.C analizi icin orneklerin hazirlanmasi

Hazirlanan hidrolizatlarin her biri var olabilecek diger metabolitlerin
uzaklastirilmasi i¢in kati faz ekstraksiyon (solid phase extraction, SPE) kolonu
(Dionex™ SolEx™ (C18 Silica-Based SPE Cartridges, Thermo Scientific) ile
konsantre edilmistir. SPE prosediiriinde kullanmak iizere en uygun c¢ozgeni
secmek i¢in farkli konsantrasyonlarda (%0-100) aseton, asetonitril ve metanol gibi
farkli solventler ayr1 ayr1 denenerek COS standartlar1 kullanilarak hidrolizatlarda
COS varligimin saptanmasi i¢in HPLC ile test edilmistir.En uygun ¢ozgen ve
kullanim orani belirlendikten sonra 0,5 mL hidrolizat ve 1,5 mL secilen ¢ézgen

optimum konsantrasyonda kullanilarak SPE’den gegirilmistir.

3.2.7.10 incelenen Bacillus suslarimin Kitosanaz enzimlerinden

Kitooligosakkarit liretiminin taranmasi

COS iiretimi ve HPLC ile kantitatif analiz yontemi optimize edildikten
sonra c¢alismamizda incelenen farkli Bacillus suslarindan elde edilen ham enzim
ekstraktlar kullanilarak kitosandan enzimatik hidroliz ile COS iiretimlerikantitatif
olarak belirlenmistir. COS irilinlerinin Relatif verim (%) asagidaki gibi

hesaplanmaistir:

Toplam COS konsantrasyonu (ppm)
Relatif Verim (%) = , X 100
Baslangi¢ kitosan konsantrasyonu (ppm)

3.2.8 istatistiksel analizler

Yapilan  denemelerde, analiz  sonuglarinin  istatistiksel  olarak
degerlendirilmesinde  varyans analizi (ANOVA) kullanilmigtir.  Coklu
karsilagtirmalarda ise Tukey’s post hoc test kullanilmigtir. S6z konusu istatistik
analizlerin yapilmasinda IBM SPSS Statistics (versiyon 23.0) istatistik paket
programindan yararlanilmistir. Tiim yapilan istatistikler %95 (p < 0.05) giiven

araligina gore yorumlanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda enzimatik olarak kitooligosakkaritlerin tiretimi
amaclandigindan 6ncelikle molekiiler olarak tanimlanmis ve GenBank erigim
numarasina sahip kitinolitik enzim aktivitesine sahip oldugu bilinen 16 farkli yerel
Bacillus susu kullanilmistir. ilk olarak Bacillus suslarmmn kitinaz ve kitosanaz
aktiviteleri belirlenmistir. Kitosanaz aktiviteleri, kitinaz aktivitelerine kiyasla ¢ok
daha yiiksek bulundugundan, ilerleyen ¢alismalar icin kitosanazlar kullanilmistir.
Daha sonra, kitosanaz enziminin iiretim optimizasyonu, kismi saflastirmasi ve
karakterizasyonu i¢in Bacillus mojavensis EGE-B-5.21 susu se¢ilmistir. Son
olarak, kitooligosakkaritlerin enzimatik iiretimi, Bacillus suslarinin ham enzim
cozeltileri kullanarak {iretilen kitooligosakkaritlerin kantitatif analizi HPLC ile

yapilmistir. Arastirmanin sonuglar1 bu boliimde asagida sunulmustur.

4.1. Bacillus Suslariin Kitinolitik Aktiviteleri

Bacillus tiirler1 zorunlu aerobik veya fakiiltatif anaerobiktir ve hem serbest
yasayan hem de patojenik tiirleri igermektedir. Bacillus tiirleri kisa fermantasyon
dongiisii siirelerine neden olan yiiksek biiyiime hizlari, proteinleri hiicre disina
salgilama kapasiteleri ve Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis gibi tiirler i¢in
FDA tarafindan GRAS statiisiiniin verilmis olmasi gibi ¢esitli nedenlerle dikkat
cekici endiistriyel organizmalardir. Bundan baska endiistriyel proseslerde bu
organizmalarin daha fazla gelismesini ve daha yaygin kullanilmasini kolaylastiran
Bacillus subtilis ve diger tiirlerin biyokimyasi, fizyolojisi ve genetigi hakkinda

cok sey bilinmesidir (Su et al., 2006).

Kitinazlar ve kitosanazlar, glikosidik baglar1 hidrolize ederek kitin ve
kitosan1 diisiik molekiiler agirlikli kitooligosakkaritlere doniistiirme yetenegine
sahip olan glikosidik hidrolazlardir (Heggset et al., 2010). Bacillus tiirleri 6nceden
beri hem kitinazlarin hem de kitosanazlarin iiretimi i¢in iyi bilinmektedir. Bu
calismada, Ege Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii "Bacillus Kiiltiir
Koleksiyonundan" kitinolitik enzim aktivitesine sahip oldugu bilinen 16 farkli
yerel Bacillus susu, kitinolitik enzimlerinin (kitinaz ve kitosanazlar)

kitooligosakkarit liretme yeteneklerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaistir.
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Tim suglar, oncelikle kati besi yerinde tarama yontemiyle kitinaz ve
kitosanaz tretiminin dogrulanmasi i¢in taranmigtir. Suslarin her biri sirasiyla,
kitinaz ve kitosanaz iiretiminin taranmasi i¢in tek karbon kaynagi olarak kolloidal
kitin ve kolloidal kitosan igeren agarli besiyerleri iizerine asilanmistir. Agar
plakalar1 30°C'de inkiibe edilmistir ve bakteri kolonilerinin gelismesi ve kitin ve
kitosan igeren besiyerlerinde olugmasi beklenen hidroliz zonu i¢in her giin

incelenmistir.

Sekil 4.1. Bacillus cereus EGE-B-5.5m (a) ve Bacillus mojavensis EGE-B-5.2i (b) suslarin
kolloidal kitin igeren besiyerinde seffaf hidroliz zonlar1. Bacillus mojavensis EGE-B-
5.21 (c) and B. thuringiensis EGE-B-14.1i (d) suslarin kolloidal kitosan iceren
besiyerinde seffaf hidroliz zonlari.

Tarama sonuglari, tim Bacillus suslarinin kolloidal kitin ve koloidal kitosan
agar besiyeri lizerinde biiylime gosterdigini ve tiim suslarin kitin ve kitosan

hidrolizi zonu irettigini gostermektedir (Sekil 4.1). Bu sonuglar, incelenen
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Bacillus suglarinin hem kitin hem de kitosan1 karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanma becerisine sahip olduklarint dogrulamistir. Bununla birlikte, tiim
suglarda kitin kullaniminin, kitosan ile karsilagtirildiginda ¢ok daha yavas oldugu
belirlenmistir. Daha sonra Bacillus suslar1 sirasiyla, kitinaz ve Kkitosanaz
aktivitesini 6l¢mek i¢in kolloidal kitin ve kolloidal kitosan igeren sivi ortamlarda
biiyiitiildiikten sonra, kitinaz aktivitesinin dl¢limiinde Schales yontemi, kitosanaz
aktivitesi Ol¢limiinde ise DNS yontemi kullanilmistir (Sekil 4.2). Her bir Bacillus
susunun gilinlere gore belirlenmis olan kitinaz ve kitosanaz aktiviteleri ile birlikte
toplam protein miktarlar1 Sekil 4.3-Sekil 4.18'de sunulmustur. Her bir deger, ii¢

tekrarlarin ortalama + standart sapma (+SS) degerini sunmaktadir.

. -
o
i =

Ornek Pozitil Kantrol

Sekil 4.2. Schales metodu ile kitinaz aktivitesi 6l¢iimii (A), DNS metodu ile kitosanaz aktivitesi
Olciimii (B).
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A

Bacillus cereus EGE-B-6.1m

{mg mL1)

0.3

0.6

0.4

Kitinaz aktivitesi (I’ mL-1)

=
Protein konsantrasvonu

Giinler

Bacillus cereus EGE-B-6.1m

|
)

Kitosanaz aktivitesi (U mL-1)
4
protein konsantrasyonu (mg mL1)

0 1 2 3 4 5
Giinler

Sekil 4.3. Farkl giinlerde Bacillus cereus EGE-B-6.1m susunun kitinaz aktivitesi (@) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (@) ve protein konsantrasyonu (A ) (B).
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Bacillus thuringiensis EGE-B-14.1i
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ekil 4.4. Farkli gunlerde Bacillus thuringiensis -B-14.11 susunun kitinaz aktivitesi (@) ve
Sekil 4.4. Farkli giinlerde Bacillus thuringiensis EGE-B-14.11 kiti ktivitesi
protein konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (A )

(B).
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Bacillus thuringiensis EGE-B-14.7i
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Sekil 4.5. Farkli giinlerde Bacillus thuringiensis EGE-B-14.71 susunun kitinaz aktivitesi (®) ve
protein konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (@) ve protein konsantrasyonu (A)

(B).
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Bacillus mycoides EGE-B-19.3
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Sekil 4.6. Farkli giinlerde Bacillus mycoides EGE-B-19.3 susunun kitinaz aktivitesi (®) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).
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Bacillus thuringiensis EGE-B-28.2
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Sekil 4.7. Farkli giinlerde Bacillus thuringiensis EGE-B-28.2 susunun kitinaz aktivitesi (®) ve
g g
protein konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (@) ve protein konsantrasyonu (A)

(B).
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Bacillus cerens EGE-B-2.5m
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Sekil 4.8. Farkli giinlerde Bacillus cereus EGE-B-2.5m susun kitinaz aktivitesi (®) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).
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Sekil 4.9. Farkl giinlerde Bacillus mycoides EGE-B-44.1 susunun kitinaz aktivitesi (®) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).
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Bacillus cerens EGE-B-5.5m
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Sekil 4.10. Farkl1 giinlerde Bacillus cereus EGE-B-5.5m susunun kitinaz aktivitesi (@) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).
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Bacillus myceides EGE-B-36.1
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Sekil 4.11. Farkl1 giinlerde Bacillus mycoides EGE-B-36.1 sugunun kitinaz aktivitesi (®) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).
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Bacillus subfilis EGE-B-36.5
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Sekil 4.12. Farkli giinlerde Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun kitinaz aktivitesi (®) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).
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Sekil 4.13. Farkli giinlerde Bacillus cereus EGE-B-10.41 susun kitinaz aktivitesi (®) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).
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Bacillus thuringiensis EGE-B-3.5m
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Sekil 4.14. Farkli giinlerde Bacillus thuringiensis EGE-B-3.5m susunun kitinaz aktivitesi (®) ve
protein konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (@) ve protein konsantrasyonu (A)

(B).
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Bacillus cerens EGE-B-4.1i
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Sekil 4.15. Farkli giinlerde Bacillus cereus EGE-B-4.11 susunun kitinaz aktivitesi (®) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).



71

Bacillus cereus EGE-B-4.2i
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Sekil 4.16. Farkli giinlerde Bacillus cereus EGE-B-4.21 sugunun kitinaz aktivitesi (®) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).
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Sekil 4.17. Farkli giinlerde Bacillus mojavensis EGE-B-5.21 susunun kitinaz aktivitesi (®) ve
protein konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (@) ve protein konsantrasyonu (A)

B).
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Bacillus subtilis EGE-B-1.19
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Sekil 4.18. Farkli giinlerde Bacillus subtilis EGE-B-1.19 sugunun kitinaz aktivitesi (@) ve protein
konsantrasyonu (A) (A), kitosanaz aktivitesi (®) ve protein konsantrasyonu (4) (B).

Maksimum kitinaz ve kitosanaz aktivitelerine ulasildigi giinii belirlemek
icin her bir sus icin enzim aktiviteleri 1-7 gilin siireyle her 24 saatlik periyot

sonrasinda belirlenmistir. Enzim aktiviteleri ile birlikte fermantasyon sivisindaki
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protein konsantrasyonlari da belirlenmis ve spesifik enzim aktiviteleri
hesaplanmistir. Enzim aktivitesi ve protein miktar1 kiiltiir silipernatantindan
Olcililmiistiir. Tiim Slgiimler tiger kez alinmis, ortalamalar ve standart sapma (£SS)
hesaplanmistir. Analiz sonuglariin ANOVA testi ile degerlendirilmesi sonucu
farkli Bacillus suslarinin kitinaz/kitosanaz aktiviteleri ile protein miktarlari

arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark (p<0,05) oldugunu gostermistir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Bacillus suslarinin maksimum kitinaz aktiviteleri, protein konsantrasyonlari ve
spesifik aktiviteleri ile optimum kiiltivasyon siireleri.

Optimum Kitinaz Plzotein Spesifik

izolat kodu  Tiir ad1 kiltivasyon aktiv_itesi (rrnnglklrlz}f'l‘) Akti_vite
siiresi (giin) (U mL1)+SS +SS (U mgH)£SS

EGE-B-6.1m  B. cereus 5 0,23+0,001 0,48+0,01 0,48+0,01
EGE-B-14.1i  B. thuringiensis 5 0,17+0,002 0,36+0,01 0,49+0,02
EGE-B-14.7i  B. thuringiensis % 0,28+0,002 0,84+0,02 0,33+0,01
EGE-B-19.3  B. mycoides 5 0,16+0,01 0,36+0,01 0,45+0,01
EGE-B-28.2  B. thuringiensis S 0,30+0,001 0,48+0,01 0,62+0,01
EGE-B-2.5m B. cereus 6 0,16+0,05 0,52+0,004 0,31+0,01
EGE-B-44.1  B. mycoides 6 0,13+0,01 0,440,002 0,30+0,001
EGE-B-5.5m  B. cereus 7 0,26+0,002 1,16+0,04 0,23+0,03
EGE-B-36.1  B. mycoides 6 0,20+0,04 0,46+0,01 0,43+0,01
EGE-B-36.5  B. subtilis 6 0,21+0,001 0,48+0,004 0,45+0,04
EGE-B-10.4i B. cereus 6 0,24+0,001 0,43+0,02 0,56+0,07
EGE-B-3.5m  B. thuringiensis 5 0,20+0,001 0,21+0,004 0,96+0,006
EGE-B-4.11 B. cereus 6 0,15+0,001 0,43+0,01 0,35+0,01
EGE-B-4.2i B. cereus 6 0,18+0,002 0,39+0,01 0,46+0,01
EGE-B-5.2i  B. mojavensis 6 0,18+0,01 0,48+0,02 0,36+0,02
EGE-B-1.19  B. subtilis 5 0,13+0,002 0,36+0,01 0,35+0,01

SS; standart sapma

Kitinazlar, ¢éziinmeyen kitini ¢oziiniir bir forma doniistiirmek icin gerekli

enzimlerdir ve pek ¢ok bakteri tiirii, kitin kullanimi i¢in kitinaz sentezlemektedir
(Woo and Park, 2003). Calismamizda, Bacillus suslarimin kitinaz aktiviteleri
0,13+0,01 - 0,30+0,001 U mL"! araliginda ve spesifik aktiviteler 0,23+0,03 - 0,96
+ 0,06 U mg! araliginda bulunmustur (Cizelge 4.1). Literatiire gore, farkl
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Bacillus suslarin kitinaz aktiviteleri 0,4-16,6 U mg' araliginda degismektedir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Literatiirde bildirilen farkli Bacillus spp'nin kitinaz aktiviteleri.

Kitinaz aktivitesi Aktivite dl¢lim

Bacillus spp. (U mg™) metodu Referans
Bacillus sp. WY22 0,4 Schales metodu (37°C) (Woo and Park,
2003)
Bacillus sp. Hul 11,1 DNS metodu (60°C) (Dai et al., 2011)
B. thuringiensis ve B. 1,28 and 1,20 (U Degistirilmis DNS (Gomaa, 2012)
licheniformis mL") metodu (60°C)
B. cereus TKU028 16,598 Schales metodu (37°C)  (Liang et al., 2014b)
B. subtilis TV-125A 6,95 Schales metodu (37°C) (Senol et al., 2014)
B. licheniformis S213 0,19 (UmL™") DNS metodu (50°C) (Slimene et al., 2015)
Bacillus spp. 0,23 - 0,96 Schales metodu (37°C) Bu calisma (Cizelge
4.1)

Cizelge 4.3. Bacillus suslarinin maksimum kitosanaz aktiviteleri, protein konsantrasyonlari
ve spesifik aktiviteleri ile optimum kiiltivasyon siiresi.

k(zll:ﬂfr:sl;:n Kitf)s.ana.z Plzotein Spefii.”lk
. Lo aktivitesi miktari Aktivite
Izolat kodu  Tiir ada S(‘g‘:'l‘::)l (UmLY4SS  (mg mL)#SS (U mg')+SS
EGE-B-6.1m  B. cereus 3 4,81+0,02 1,86+0,03 2,59+0,13
EGE-B-14.1i  B. thuringiensis 1 2,69+0,02 1,10+0,01 2,46+0,06
EGE-B-14.71  B. thuringiensis 3 5,16+0,02 1,20+0,01 4,31+0,71
EGE-B-19.3  B. mycoides 3 4,33+0,02 1,124+0,01 3,86+0,05
EGE-B-28.2  B. thuringiensis 3 4,53+0,01 0,79+0,02 5,74+0,11
EGE-B-2.5m  B. cereus 2 4,59+0,02 1,08+0,02 4,24+0,05
EGE-B-44.1 B. mycoides 1 4,71+0,01 1,11+0,05 4,26+0,08
EGE-B-5.5m  B. cereus 2 2,48+0,01 0,29+0,02 8,52+0,14
EGE-B-36.1  B. mycoides 2 3,37+0,02 0,71+0,02 4,75+0,03
EGE-B-36.5  B. subtilis 1 2,56+0,01 0,35+0,01 7,22+0,4
EGE-B-10.41  B. cereus 1 4,03+0,01 0,56+0,01 7,25+0,02
EGE-B-3.5m  B. thuringiensis 2 6,03+0,02 1,10+0,01 5,51+0,14
EGE-B-4.1i B. cereus 1 2,69+0,01 0,54+0,02 4,97+0,03
EGE-B-4.2i B. cereus 1 6,36+0,01 1,05+0,002 6,03+0,06
EGE-B-5.2i B. mojavensis 3 2,41+0,02 0,34+0,02 7,17+0,17
EGE-B-1.19  B. subtilis 2 3,71£0,02 0,72+0,01 5,13£0,05

SS; standart sapma
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Kitosanazlar bakteri, mantar, virlis ve bitkiler gibi cesitli organizmalarda
bulunmaktadir. Bakteriyel genuslar arasinda Bacillus, Pseudomonas, Myxobacter,
Enterobacter, Streptomyces ve Nocardiamnin kitosanaz iireten suglara sahip
olduklar1 belirtilmistir (Muslim et al., 2016). Bu ¢alismada Bacillus suslarinin
2,41£0,02 - 6,36+0,01 U mL! araliginda énemli miktarda kitosanaz iirettigi ve
2,46+0,06 - 8,52+0,14 U mg! arahiginda spesifik aktivite gosterdigi bulunmustur
(Cizelge 4.3). Literatiire gore, Bacillus spp.’nin kitosanaz aktiviteleri, 0,024 ila
435 U mg! arasinda degismektedir (Cizelge 4.4). Enzim aktivitelerindeki
farklilik, Bacillus suslarmin enzim liretim yetenekleri arasindaki farka ve kismen

aktivite 6l¢iimii i¢in farkli yontemlerin kullanimina atfedilebilir.

Cizelge 4.4. Literatiirde bildirilen farkli Bacillus spp'nin kitosanaz aktiviteleri.

Kitosanaz aktivitesi

Bacillus spp. (U mg™) Aktivite ol¢iim metodu Referans
B. cereus S1 53 DNS metodu (40°C) (Kurakake et al., 2000)
B. subtilis IMR-NK1 435 Schales metodu (37°C) (Chiang et al., 2003)
Bacillus  sp. KCTC 72 DNS metodu (50°C) (Choi et al., 2004)
0377BP
B. licheniformis MB-2 1,49 Schales metodu (70°C) (Ekowati et al., 2006)
Bacillus sp. S65 8 DNS metodu (37°C) (Su et al., 2006)
B. cereus D-11 39,3 Schales metodu (37°C) (Gao et al., 2008)
B. subtilis RKY3 5,63 (UmL™M) DNS metodu (60°C) (Wee et al., 2009)
B. thuringiensis JAM- 17,1 DNS metodu (50°C) (Kobayashi et al., 2011)
GGO1
B. cereus TKU022 0,024 Schales metodu (37°C) (Liang et al., 2012)
Bacillus spp. 2,46 — 8,52 DNS metodu (50°C) Bu calisma (Cizelge 4.3)

4.2 Kitosanaz Uretiminin Optimizasyonu

B. mojavensis ile ilgili simdiye kadar ¢ok sinirlt literatiiriin mevcut olmasi
ve daha Once B. mojavensis'in ksilanaz (Akhavan Sepahy et al., 2011; Ghazala et
al., 2016), proteaz (Beg and Gupta, 2003), a-amilaz (Haddar et al., 2012) ve
pektinaz (Ghazala et al., 2015) gibi birka¢ degerli endiistriyel enzimi irettigi
bildirilmis olmasina karsilik kitosanaz {iretim kapasitesi daha Once
bildirilmemistir. Bu nedenle c¢alismamizda Bacillus mojavensis EGE-B-5.21,

kitosanaz iiretimi optimizasyonu ve enzim saflastirmasi i¢in secilmistir.
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4.2.1 Optimum karbon ve azot kaynaginin belirlenmesi

Karbon kaynagi, azot kaynagi, inorganik tuzlar, sicaklik, pH, inkiibasyon
siiresi ve calkalama hiz1 gibi ¢esitli kiiltivasyon parametreleri dogrudan kitosanaz
iiretimini etkileyebilmektedir (Zhang et al., 2012a). Mevcut calismada, kitosanaz
iretimini iyilestirmek amaciyla, farkli karbon ve azot kaynaklari, tek degiskenli
bir yaklagimla test edilmistir ve kitosanaz aktiviteleri karsilastirilmistir. Karbon
kaynaklarinin taranmasi deneylerinde, toz kitosan, koloidal kitosan, ¢Oziiniir
kitosan, toz kitin, koloidal kitin, glikoz, laktoz, melas, seliiloz ve ¢oziiniir nisasta
kullanilmistir. Bu c¢alismamizda tek karbon kaynagi olarak toz kitin, koloidal
kitin, glikoz, laktoz, melas, selilloz ve ¢0ziinebilir nisastanin kullanildigi
denemelerin higbirinde kitosanaz aktivitesini tespit edilememistir (Sekil 4.19).
Kitosanaz aktivitesi, sadece kitosan esasli karbon kaynaklari (toz kitosan, koloidal
kitosan ve ¢Oziiniir kitosan) varliginda saptanmistir. Farkli kitosanlar arasinda
kolloidal kitosan enzim aktivitesi 2,24 U mL"! ile en iyi kitosanaz indiikleyici
olmustur ve ardindan ¢dziiniir kitosan ile enzim aktivitesi 1,6 U mL™! tespit
edilmistir. Kitosanaz aktiviteleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir. B. mojavensis
tarafindan {tiretilen kitosanazin, yalnizca kitosan esasl karbon kaynagi varliginda

tiretildigi icin bu sonuglar kitosanazin indiiklenebilir oldugunu ortaya koymustur.

Cizelge 4.5. Cesitli karbon kaynaklar1 ve kombinasyonlar1 ile biiyiitiilen B. mojavensis

EGE-B-5.21'nin kitosanaz aktivitesi.

Karbon kaynaklari ve Kitosanaz aktivitesi
kombinasyonlari (UmL™") £SS
Toz kitosan 1,14+0,012
Coziiniir kitosan 1,61+0,01
Koloidal kitosan 2,24+0,02
Toz kitin ob
Koloidal kitin ob
Glikoz ob
Laktoz ob
Melas ob
Seliiloz ob
Coziiniir nisasta ob
Koloidal kitosan + Glikoz 1,36+0,02
Koloidal kitosan + Laktoz 1,22+0,02°2
Koloidal kitosan + Melas 1,03+0,01
Koloidal kitosan + Seliiloz 1,15+0,03

Koloidal kitosan + Coziiniir

. 3,44+0,01
nisasta
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Tiim aktivite ol¢iimleri iicer kez alinmis, ortalamalar ve standart sapma
(£SS) hesaplanmistir, ANOVA testiyle B. mojavensis EGE-B-5.2i'nin kitosanaz
aktivitesi ile farkli karbon kaynaklar1 ve kombinasyonlar1 arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark oldugunu gosterilmistir (p<0,05). Cizelge 4.5’te ayn1 harf
ile verilen ortalamalar, bu verilerin aralarinda istatistiksel olarak onemli bir fark

olmadigini (Tukey’s testi, p<0,05) gostermektedir.

Kolloidal kitosan ile kombinasyon halinde bir ilave karbon kaynaginin
kullanilmasi, enzim aktivitesini arttirmak icin faydali oldugu ve eklenen karbon
kaynaginin  baslangic periyodunda bakteri iiremesine yardimci oldugu
gbzlemlenmistir. Bazi Onceki ¢aligmalarda, basit bir karbon kaynaginin kitosan
esasli substratlar ile birlestirilerek kitosanaz {iiretiminin arttirilmasindaki
etkinligini belirtmistir (Sun et al., 2007; Zhang and Zhang, 2013). Bu nedenle,
calisgmamizda kolloidal kitosan ile birlikte glikoz, laktoz, melas, seliiloz ve
¢oziinebilir nisastay1 i¢eren farkli karbon kaynaklarinin etkileri incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, kolloidal kitosana kiyasla (2,24 U mL) yalnizca kolloidal
kitosan ve ¢Ozilinebilir nisasta kombinasyonu ile iyilestirilmis kitosanaz {iretimi
(3,44 U mL") elde edilmesine karsilik, diger kombinasyonlarin kitosanaz

iiretimini artirmadig1 ortaya konmustur (Sekil 4.19).

33

23

13
1
a4 111
0
1 2 3 4 5 & 7 2

Karbon kaynaklan

LA

Kitosanaz aktivitesi (U mL1)

Sekil 4.19. Cesitli karbon kaynaklar1 ve kombinasyonlari ile biiyiitiilen B. mojavensis EGE-B-5.2i'nin
kitosanaz aktivitesi. 1- toz kitosan, 2- ¢oziiniir kitosan, 3- kolloidal kitosan, 4- kolloidal
kitosantglikoz, 5- kolloidal kitosan+laktoz, 6- kolloidal kitosan+melas, 7- kolloidal
kitosan+tseliiloz, 8- kolloidal kitosan+¢Gziiniir nisasta.
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Coziiniir nisastanin daha 6nce kitosanaz iiretiminde Bacillus spp. i¢in en iyi
karbon kaynagi oldugu kanitlanmistir, ancak ortamda kitosan esasli bir substrat
kitosanaz indiikleyicisi olarak kullanilmamistir. (Choi et al., 2004). Calismamizda
da ¢Oziiniir nisastanin koloidal kitosan ile kombinasyon halinde kullanilmasiyla
kitosanaz {iretimini iyilestirmek i¢in yararli oldugu saptanmistir. Basit sekerlerin,
karides kabugu tozu ile kombinasyon halinde, kitosanaz iiretmek iizere test
edildigi bir bagka aragtirmada ¢6ziiniir nisastanin, karides kabugu tozu ile birlikte,
kitosanaz iiretimi igin ikinci en iyi kombinasyon oldugu bildirilmistir (Zhang and

Zhang, 2013).

Calismamizda en 1iyi karbon kaynagini sectikten sonra, ¢esitli azot
kaynaklar1 (maya ekstrakti, pepton, tripton, amonyum stilfat ve misir 1slatma sivisi
(CSL) test edilmistir ve pepton ile diger test edilen azot kaynaklarina gore
maksimum kitosanaz iiretimi (3,93 U mL"') elde edilmistir. Tiim aktivite
Olciimleri ticer kez alinmis, ortalamalar ve standart sapma (+SS) hesaplanmustir,

kitosanaz aktiviteleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.20°de gdsterilmistir.

Cizelge 4.6. Cesitli azot kaynaklan ile biiyiitiilen B. mojavensis EGE-B-5.2i'nin kitosanaz

aktivitesi.
Azot kaynaklari Klt(()éall:;fl?l:gges‘
Maya ekstrakti 2,44+0,032
Pepton 3,93+0,04
Tripton 2,11+0,052
Amonyum siilfat 1,03+0,035
Misir 1slatma s1visi 1,51+0,04

SS; standart sapma

ANOVA testiyle B. mojavensis EGE-B-5.21'nin kitosanaz aktivitesi ile farkli
azot kaynaklariin kullanimi arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark oldugunu
(p=<0,05) gosterilmistir. Cizelge 4.6’te ayni1 harf ile verilen ortalamalar, bu
verilerin aralarinda istatistiksel olarak onemli bir fark olmadigin1 (Tukey’s testi,

p=<0,05) gostermektedir.
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Sekil 4.20. Cesitli azot kaynaklar1 ile biiyiitilen Bacillus mojavensis EGE-B-5.2i'nin
kitosanaz aktivitesi (U mL™").

Kitosanaz iiretimi i¢in kompleks organik azot kaynaklari, inorganik azot
kaynagindan daha {istiin bulunmustur. Bunun nedeni organik azot kaynaklariin
bakteri tiremesi i¢in gerekli ¢esitli biiylime faktorleri ve amino asitleri igermesidir.
Maya ekstrakti, et ekstrakti ve pepton gibi organik azot kaynaklarinin, birgok
aragtirmaci tarafindan kitosanaz {iretimi tizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugu

kanitlanmigtir (Chen et al., 2011; Choi et al., 2004; Wee et al., 2009).
4.2.2 Plackett Burman (PB) tasarimiyla 6nemli degiskenlerin secimi

Fermantasyon ortamini optimize etmek icin, klasik yontemler iki veya daha
fazla faktoriin etkilesimlerini tanimlayamadig icin istatistiksel yontemler klasik
yontemlere kiyasla onem kazanmaktadir. Istatistiksel yontemler, minimum sayida
deney ile ¢esitli degiskenleri degerlendirmek ve tatmin edici sonuglar i¢in yeterli
veri saglamak icin yararlidir. RSM, en az sayida deney gergeklestirerek ¢ok
degiskenli istatistiksel optimizasyon i¢in etkili bir tekniktir (Mustafa et al., 2016;
Zhang et al., 2012). Bu teknik, besi ortam bilesimlerini, enzimatik hidroliz
kosullarini, fermantasyon islemlerini ve gida iiretim islemlerini optimize etmek
icin etkili bir sekilde kullanilmistir (Raji et al., 2009). Bu nedenle, RSM, daha
once tatmin edici sonuglar sergiledigi i¢in ¢esitli biyoproseslerde iyi kurulmus bir

metodolojidir (Cheng et al., 2012; da Silva et al., 2012; Wee et al., 2009).
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PB tasarim, bir deneyde ¢oklu degiskenlerin taranmasi icin basit ve hizli bir
yontemdir ve fermantasyon siireci ve enzim iiretimini etkileyen en oOnemli
degiskenlerin  degerlendirilmesi icin siklikla kullanilmistir.  ilk  tarama
deneylerimizden sonra, diger besi ortam bilesenlerinin optimizasyonu istatistiksel
deneyler ve PB tasarim ile gerceklestirilmistir. On bir degisken (kolloidal kitosan,
¢Oziiniir nisasta, pepton, CSL, KH>PO4, KoHPO4, FeSOs, MgS04, KCI, NaCl,
CaCly), i¢in PB tasarim matrisi, deneysel ve dngoriilen yanitlarla birlikte bunlarin
diizeyleri (g L") Cizelge 4.7'de gosterilmektedir. PB deneyleri, yiiksek enzim
tiretimine ulagmak i¢in besi ortamin optimizasyonun énemini yansitan, kitosanaz

iiretiminde 2.3 ila 9.3 U mL! arasinda genis bir varyasyon gostermistir.

Cizelge 4.7. On bir degisken ve bunlarin diizeyleri igin dizayn Plackett Burman matrisi ile
kitosanaz aktivitesinin tahmin ve deneysel degerleri.

Kitosanaz aktivitesi
(U mL™1)

No A B C D E F G H J K L

Deneysel Tahmini

1 2 1 1 1 05 05 02 02 02 02 02 230 2,33
2 20 10 1 1 05 5 02 2 2 02 2 4,80 4,83
3 2 1 10 1 5 5 02 2 2 2 0,2 6,50 6,53
4 20 1 10 10 5 0,5 02 02 2 02 2 3,60 3,63
5 20 10 1 10 5 5 02 02 02 2 0,2 4,30 4,33
6 2 10 10 10 05 05 02 2 02 2 2 9,30 9,33
7 2 10 10 1 5 5 2 02 02 02 2 8,60 8,58
8 20 1 1 I 5 0,5 2 2 02 2 2 2,30 2,28
9 2 10 1 10 5 0,5 2 2 2 02 02 4,10 4,08
0o 2 1 1 10 05 5 2 02 2 2 2 6,60 6,58
11 20 10 10 1 05 05 2 02 2 2 0,2 7,20 7,18
12 20 1 10 10 0,5 5 2 2 02 02 02 230 2,28

A-kolloidal kitosan (g L), B-¢6ziiniir nisasta (g L), C-Pepton (g L), D-CSL (g L), E-KH,PO4
(g LY, F-K;HPO4 (g L), G-FeSO4 (g L), H-MgSO4 (g L), J- KCI (g L'Y), K- NaCl (g L), L-
CaCly (g LY.

Pareto grafigi, her degiskenin kitosanaz iiretimine olan etkisini
gostermektedir ve burada, koloidal kitosan, CSL, KH>POs4, MgSO4-7H>O gibi

dort faktoriin, kitosanaz tlretimini olumsuz etkiledigi, diger yedi faktoriin ise
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pozitif yonde etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.21). Pareto grafigi ayni1 zamanda
onemli etkilerin siralamasini gostermektedir ve en Onemli etkiler genellikle
grafikle verilen kirmizi renkli referans ¢izgisinden daha yakin olmaktadir. Sonraki
optimizasyon deneyleri i¢in olumlu etki gosteren degiskenler yiiksek
konsantrasyonda ayarlanmis ve negatif etki gosteren degiskenler diisiik
konsantrasyonda sabitlenmistir. Katkinin ylizdesi temelinde en Onemli faktor

olarak ¢oziinlir nisasta, kolloidal kitosan, pepton ve NaCl saptanmastir.

Pareto Chart
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Sekil 4.21. Bagimsiz degiskenlerin kitosanaz aktivitesine etkilerini gosteren pareto grafigi.

PB tasarim ve ANOVA sonuglar ile birlikte regresyon analizinin tiim
faktorlerin katki yiizdesi Cizelge 4.8'da verilmistir. 0,0262'lik P degeri bireysel
parametrelerle birlikte modelin 6nemini gdstermektedir ve burada P-degeri
(0,05'den diisiik) modeli %95 giiven diizeyinde anlamli oldugunu diisiindiiriir.
Istatistiksel analiz temelinde, ¢oziiniir nisasta, kolloidal kitosan, pepton ve NaCl

en 6nemli degiskenler olarak kanitlanmis ve ileri optimizasyon icin secilmistir.
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Cizelge 4.8. Kitosanaz iiretimi i¢in PB tasariminin regresyon analizi.

. p-degeri
Kaynak K?;;II::;::IH % katkisi E:]tls;?:ﬁ Degeri Pr%b >  Anlamhhk
Model 65,96 879,49  0,0262 Anlamli

A 13,87 21,02 -1,08 1849,0  0,0148

18,01 27,30 1,23 2401,0  0,0130
C 14,30 21,68 1,09 1906,78  0,0146
D 0,19 0,28 -0,12 25 0,1257
E 0,80 1,21 -0,26 106,78  0,0614
F 1,54 2,34 0,36 205,44 0,0443
H 0,91 1,38 -0,28 121 0,0577
G 7,500E-003 0,011 0,025 - -
J 1,14 1,73 0,31 152,11 0,0515
K 9,19 13,93 0,88 1225 0,0182
L 6,02 9,13 0,71 802,78  0,0225

R?=0,9999, diizeltilmis R = 0,9987, tahmin edilen R’ = 0,9836, varyans katsayis1 = %1,68.

4.2.3 Merkezi Kompozit Tasarnnm (CCD) ile degiskenlerin seviye

optimizasyonu

PB tasarimi etkili faktorleri belirlemek icin etkilidir ancak ©nemli
degiskenlerin karsilikli etkilesimlerini incelemek i¢in optimum degerlerinin
belirlenmesine gereklidir ve CCD, her bir faktor i¢in kesin optimal degerleri
belirlemek icin yararli bir aractir. CCD ig¢in yiiksek ve diisiik seviyeleri faktorlerin
pozitif ve negatif etkileri temel alinarak secilmistir. Secilen dort degisken,
sembolleri, konsantrasyonlar1 ve seviyeleri Cizelge 4.9'de verilmistir. Diger ortam
bilesenlerinin konsantrasyonlar1 5 g L' KoHPOs, 0.5 g L' KHyPO4, 2 g L
MgSO04-7H20, 2 g LT KCL ve 2 g L'! CaCl, olarak ayarlanmustir.

Cizelge 4.9 CCD i¢in, a + 2 dahil olmak iizere diisiik, orta ve yiiksek degerleri.

v - Degiskenlerin diizeyleri
Bagimsiz degisken  gembol Kodlari  Aralik

-0, -1 0 +1 +a

Coziiniir nigasta (g L) X 5-10 2,5 5 7,5 10 12,5
Kolloidal kitosan (g L) X 5-8 35 5 6,5 8 9,5
Peptone (g L") X; 5-10 2,5 5 7,5 10 12,5
NaCl (g L) Xy 2-5 0,5 2 3,5 5 6,5
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Dort faktor icin bes asamali CCD matrisi ve 30 denemeler i¢in deneysel ve
ongoriilen degerleri Cizelge 4.10'de sunulmustur. Model yeterliligi, ANOVA
kullanilarak kontrol edilmistir ve sonuglar modelin anlamli oldugunu géstermistir.
Kareler toplami, ortalama, F-degeri ve P-degeri Cizelge 4.11'da verilmistir. P
degeri, her parametrenin ve modelin dnemini belirtir, burada modelin P-degeri
<0,0001'dir ve bu, modelin % 95 giiven diizeyinde son derece anlamli oldugunu

gosterir.

F-degeri 23,29'dur ve bu biiyiikliiglin "Model F-Degeri"nin error bagh
olarak olusabilecegi yalnizca %0,01 oraninda bir sans mevcuttur. Model, tiim
dogrusal terimlerin X;, X>, X3, X4, ve tiim quadric terimleri X/, X2°, X3°, X/ ile
birlikte ii¢ etkilesim terimlerinin X:.X>, X;1.X3, XoX3 anlamli oldugunu gostermistir.
2,95k "Fit F-degerinin yetersizligi", Fit model'in anlamli olmamasin
gostermistir. Hatanin bir sonucu olarak "Fit F-degerinin eksikligi" olusabilecegi

%12,23 bir sans var.

Ayrica, R? belirleme katsayisi, deneysel ve dngoriilen sonuglar arasinda iyi
bir uyum gosteren ve kitosanaz iiretimi i¢in modelin giivenilirligini ima eden
0,9560 olarak bulunmustur. Modelin Adeq Hassaslik orani 15,183'tiir, bu da kabul
edilebilir bir sinyal/error orani bulgusu anlamina gelmektedir. Segilen
degiskenlerin optimum seviyelerini ve faktorler ile tepki arasindaki iliskiyi

hesaplamak i¢in ikinci dereceden bir polinom modeli 6nerilmistir.

Y;=18.51 +3.45 X;+ 1.67 Xo— 0.70 X3 — 0.69 Xy + 0.98 X;.X>— 0.99 X.X;— 0.49
XiXs+0.89 XoX3—2.50 Xi2— 1.30 X»°—2.46 X3°—2.27 X/

Burada Y kitosanaz aktivitesi U mL"! ve X;, X>, X3, Xy test degiskenlerinin
kodlanmis degerleri, ¢dziiniir nisasta (g L), kolloidal kitosan (g L), pepton (g L-
" ve NaCl (g L!)dir.
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Cizelge 4.10. Dort degisken igin merkezi kompozit tasarim matrisi ve kitosanaz
aktivitesinin tahmin ve deneysel degerleri.

Kitosanaz activitesi (U mL™")

No Xi X2 X3 Xy
Deneysel Tahmini

1 5 5 5 2 5,7 7,26
2 10 8 5 2 17,3 18,5
3 7,5 9,5 7,5 3,5 18,5 16,66
4 10 8 10 5 14,5 14,7
5 10 5 5 2 15,7 15,16
6 7,5 3,5 7,5 3,5 10,4 9,99
7 7,5 6,5 7,5 3,5 17,7 18,51
8 5 5 10 5 4,9 5,48
9 10 5 10 5 8,5 7,48
10 5 8 5 5 4.4 5,41
11 10 5 10 2 8,2 8,96
12 10 8 10 2 14,8 15,85
13 7,5 6,5 7,5 3,5 18,9 18,51
14 5 8 10 5 7,8 8,81
15 10 8 5 5 15,8 15,26
16 7,5 6,5 7,5 3,5 18,3 18,51
17 5 8 10 2 7,5 8,0
18 7,5 6,5 7,5 3,5 17,15 18,51
19 10 5 5 5 10,3 11,58
20 7,5 6,5 25 3,5 11,4 10,08
21 12,5 6,5 7,5 3,5 15,5 15,43
22 7,5 6,5 7,5 0,5 13,2 10,81
23 7,5 6,5 7,5 6,5 7,9 8,04
24 5 5 5 5 6,2 5,63
25 5 5 10 2 4,0 5,01
26 7,5 6,5 7,5 3,5 18,9 18,51
27 7,5 6,5 12,5 3,5 8,2 7,28
28 25 6,5 7,5 3,5 3,8 1,62
29 7,5 6,5 7,5 3,5 20,1 18,51
30 5 8 5 2 5,2 6,70

X;- Coziiniir nigasta (g L), X>- Kolloidal kitosan (g L™!), X;- Pepton (g L), Xs- NaCl (g L).
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Modele gore, ¢oziiniir nisasta ve kolloidal kitosan (X;.X>), ¢Oziiniir nigasta ve
pepton (X:X3) ve kolloidal kitosan ile pepton (X2X3) arasinda etkilesim iki
degisken arasindaki onemli korelasyonu gostermektedir ve bunlarin kitosanaz

iiretimini arttirict etkilerini de gostermektedir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Merkezi Kompozit Tasarimin deney sonuglari icin ANOVA.

Kaynak SS DF MS F-Degeri p- degerl Anlamhhk
Prob > F
Model 806,48 14 57,60 23,29 <0,0001 Anlamli
Xi 285,66 1 285,66 115,51 <0,0001
X2 66,67 1 66,67 26,96 0,0001
X 11,76 1 11,76 4,76 0,0455
Xy 11,48 1 11,48 4,64 0,0478
XiX; 15,21 1 15,21 6,15 0,0255
Xi1X;3 15,60 1 15,60 6,31 0,0239
XXy 3.8 1 3,8 1,54 0,2340
XoX;3 12,60 1 12,60 5,10 0,0393
X7 170,86 1 170,86 69,09 <0,0001
X7 46,06 1 46,06 18,62 0,0006
X5 165,76 1 165,76 67,03 <0,0001
X7 141,44 1 141,44 57,19 <0,0001
Artan 37,10 15 2,47
dggy;?‘(ﬁlgzﬁ‘gﬁi) 3,71 10 3,17 295 0,1223 Agéagri‘lﬂ‘
Saf Hata 5,38 5 1,08
Toplam 843,55 29

R’ =0,9560, diizeltilmis R? = 0,9150, tahmin edilen R’ = 0,7743, varyans katsayis1 = %13,45,

SS, kareler toplami; DF, serbestlik derecesi; MS, kareler ortalamasi.

Uc boyutlu yanit yiizey grafikleri, degiskenler ve bunlarin bireysel optimal
seviyeleri arasindaki etkilesimi gostermektedir (Sekil 4.22-4.27). Enzim aktivitesi
¢Ozilinlir nisasta konsantrasyonundaki artigla birlikte artmistir, ancak ¢oziiniir
nisasta konsantrasyonunda 8¢ L' dan daha fazla artisin kitosanaz iiretimi {izerinde
herhangi bir etkisi yoktur. Kolloidal kitosan i¢in, kitosanaz aktivitesi baslangicta
7g L! konsantrasyonu'ya kadar artmistir ama, konsantrasyonundaki daha fazla
artis, kitozanaz aktivitesinde bir diisiise neden olmustur. Benzer sekilde, pepton ve

NaCl icin optimum konsantrasyonlar sirasiyla 7.8g L' ve 3.5g L! iken, daha
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diisiik ve daha yiiksek konsantrasyonlari, kitozanaz tiretimi {izerinde negatif etkiyi

neden olmustur.

Kitosanaz activitesi (UmL™)

Sekil 4.22.

gosteren ii¢c boyutlu yanit ylizeyi grafigi. Pepton (X3) ve NaCl (Xy)
konsantrasyonlari sirastyla 7,5 ve 3,5 g L! dir.

Kitosanaz activitesi (U mL 1)
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Sekil 4.23. Pepton ve ¢dziiniir nisastanin kitosanaz aktivitesi lizerindeki etkisini gosteren ii¢
boyutlu yamit yilizeyi grafigi. Kolloidal kitosan (X2) ve NaCl (Xy)
konsantrasyonlari sirasiyla 6,5 ve 3,5 g L' dir.
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Sekil 4.24. NaCl ve ¢oziiniir nisastanin kitosanaz aktivitesi lizerindeki etkisini gosteren ii¢
boyutlu yanit yiizeyi grafigi. Kolloidal kitosan (X>) ve pepton (X3)
konsantrasyonlari sirastyla 6,5 ve 7,5 g L! dir.
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Sekil 4.25. Pepton ve kolloidal kitosanin kitosanaz aktivitesi lizerindeki etkisini gdsteren ii¢
boyutlu yanit yiizeyi grafigi. Coziinir nisasta (X;) ve NaCl (Xy)
konsantrasyonlar1 sirasiyla 7,5 ve 3,5 g L dir.
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Sekil 4.26. NaCl ve kolloidal kitosanin kitosanaz aktivitesi lizerindeki etkisini gosteren ii¢
boyutlu yanmit yiizeyi grafigi. Coziiniir nisasta (X;) ve pepton (X3)
konsantrasyonlari sirastyla 7,5 ve 7,5 g L! dir.
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Sekil 4.27. NaCl ve peptonun kitosanaz aktivitesi iizerindeki etkisini gdsteren {i¢ boyutlu
yanit yiizeyi grafigi. Coziiniir nisasta (X;) ve kolloidal kitosan (X>)
konsantrasyonlari sirastyla 7,5 ve 6,5 g L! dir.

Bu sonuglar 15181nda, kolloidal kitosan, pepton ve NaCl'nin daha diisiik ve

daha yiiksek seviyeleri, nispeten diisiik kitosanaz aktivitesi gosterirken bu ii¢
faktoriin orta diizeylerinde maksimum aktivite elde edilmistir. Elde edilen

deneysel verilere dayanarak kitosanaz aktivitesi 3,8 ile 20,1 U mL™! arasinda
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degismektedir ve maksimum kitosanaz iiretimi (20,1 U mL™') 7,5 g L' ¢oziiniir
nisasta, 6,5 g L kolloidal kitosan, 7,5 g L! pepton ve 3,5 g L' NaCl iceren

iiretim ortaminda (29 no.lu deneme) belirlenmistir.

4.2.4 Optimizasyon modelinin dogrulanmasi

Sayisal optimizasyona gore, tahmin edilen maksimum kitosanaz aktivitesi
(20,43 U mL™) 7,8g L' ¢oziiniir nisasta, 7,0 g L' kolloidal kitosan, 6,5g Lt
pepton ve 2,7g L'! NaCl ile elde edilebilir. Dogrulama deneyleri bu tahmin edilen
degerleri kullanarak {i¢ tekrarla gerceklestirilmistir ve modelin tahmin degeri
(20,43 U mL") iken elde edilen kitosanaz aktivitesinin ortalama degeri 21,3 U
mL! olarak belirlenmistir. Tahmin edilen ve deneysel degerler arasindaki nispeten
diisiik tutarsizlik bu ¢alismada kullanilan RSM’in son derece uygun oldugunu
ortaya koymustur. Optimizasyondan 6nce 2,24 U mL"! kitosanaz aktivitesi
optimizasyondan sonra 9,5 kat artarak 21,3 U mL""e yiikselmistir. Birkac calisma
simdiki sonuclara kiyasla daha fazla aktivite bildirmistir ancak bizim degerimiz
(21,3 U mL"), Bacillus suslar1 ile kitosanaz iiretiminin calisildigi yeni
caligmalarin bircogundan daha yiiksektir (Cizelge 4.12). Bu karsilastirma ile,
inceledigimiz susun literatiirde bugiline kadar rapor edilen kitinolitik Bacillus

suslar1 arasinda etkili bir kitosanaz {ireticisi oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.12. Bacillus mojavensis'in kitosanaz aktivitesinin literatiirde bildirilen Bacillus
suslartyla karsilastiriimasi.

Bacillus suslari Kitosanaz aktivitesi (U mL™") Referans
Bacillus mojavensis EGE-B-5.2i 213 Bu ¢alisma
Bacillus cereus CH12 11,16 (Prakash and Gopal, 2017)
B. cereus C-01 0,8 (de Araujo et al., 2016)
Bacillus mycoides TKU038 0,58 (Liang et al., 2016)
Bacillus thuringiensis ZJOU-010 4,25 (Chen et al., 2011)
Bacillus cereus TKUO18 22 (Wang et al., 2009)

B. mojavensis'in kitosanaz iiretimi hem optimize edilmis hem de optimize
edilmemis ortami1 kullanarak gergeklestirilmistir ve her ikisi i¢in kitosanaz
aktivitesi, protein konsantrasyonu ve olusan biyokiitle (canli hiicre sayis1) miktari
incelenmistir. Sekil 4.28'de optimizasyondan Once ve optimizasyondan sonra,
kitosanaz iiretimi, protein konsantrasyonu ve biyokiitle miktar1 gosterilmistir,

ortalamalar ve standart sapma (£SS) degerleri Cizelge 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.28. Optimize edilmemis fermantasyon ortamda (A ) ve optimize edilmis ortamda (e)
kitosanaz aktivitesi (U mL") (A), kiiltiir siipernatanindaki protein konsantrasyonu
(mg mL") (B) ve biyokiitle (canl hiicre sayis1) miktar1 (cfu mL™") (C).



92

Cizelge 4.13. Optimize edilmemis fermantasyon ortamda ve optimize edilmis ortamda kitosanaz
aktivitesi, kiiltiir stipernatanindaki protein konsantrasyonu ve biyokiitle miktari.

Optimizasyondan once Optimizasyondan sonra
Kitosanaz Protein Canlt hiicre Kitosanaz Protein Canl1 hiicre
Giin aktivitesi konsantrasyonu sayisl aktivitesi konsantrasyonu sayisi (cfu

(UmLYH£SS (mgmLDHESS  (cfu mLD)ESS | (U mL)+SS (mg mL-)+SS mL1)+SS

1 1,24+0,02 0,09+0,02 3,1£3,3x10° 10,1+0,1 0,41+0,042 3,1+4,9x107
2 1,98+0,05 0,17+0,03 4,0+4,5x10° 17,5+£0,4 0,98+0,03 1,1+4,9x108
3 2,41+£0,02 0,34+0,03 1,6+4,9x107 21,1+0,52 1,02+0,03 4,6+9,0x10°
4 2,06+£0,04 0,20+0,01 1,0+5,7x107 19,4+0,01 0,85+0,025 9,948,2x108
5 1,0+0,03 0,11+0,02 1,4+5,7x106 14,8+0,73 0,67+0.04 7,4+13,9%107

Sekillerde gosterildigi gibi enzim aktivitesi (3,24 96 U mL"), protein (0,22
mg mL™') ve biyokiitle (1,6+2,2x107 cfu mL™'") degerleri optimize edilmemis
ortamda ¢ok diisiiktlir ama, klasik ve istatiksel optimizasyonlar sonrasinda onemli
bir artis saglanmistir ve bu da yapilan optimizasyonun basarisint dogrulamaktadir.
Ayrica, optimize ortam ile, iiretim siiresi ¢aligmalarinda, kitosanaz aktivitesinin
ilk giinde diislik oldugunu ve 2 giin sonra (48 saatte) aktivitesinde belirgin bir artig
oldugu goézlenmistir. Maksimum kitosanaz aktivitesi, 3 giin sonrasinda 21,1 U

mL e ulagmustir (Sekil 4.28 A).

Ekstraselliiler protein miktar1 da yavas yavas artmis ve birinci giinde 0,41
mg mL"'den iigiincii giinde 1,02 mg mL!"ye yiikselmistir (Sekil 4.28 B). Ayni
sekilde, B. mojavensis'in kitosanaz aktivitesinin de ii¢lincii gliinde (72 saatte) en
yiiksek oldugu belirlenmis ve sonra asamali bir diisiis izlenmistir. 3 giin sonra
gozlenen kitosanaz aktivitesindeki diislis katabolit baski veya besin 6gelerinin
azalmasindan kaynaklanabilir. Daha Onceki ¢alismalarda, Bacillus suslarin
kitosanaz iiretimi i¢in optimum iiretim siiresi 72 saat (Prakash and Gopal, 2017),
50 saat (Wee et al., 2009), 96 saat (Sun et al., 2007) ve 32 saat (Lee et al., 1996)
olarak belirlenmistir. Bacillus suslariyla kitosanaz enzimi i¢in iiretim siiresinin
kullanilan susa ve iiretim ortaminin igeriklerine gore degisiklik gosterdigi
anlasilmaktadir. Fermantasyon sirasinda enzim {iretiminin hiicre biiyiimesiyle
birlikte artmasi, kitosanaz iiretiminin biiylimeye bagli bir siire¢ oldugunu ortaya
koymaktadir. 3 giin sonunda biyokiitle miktari, maksimum kitosanaz aktivitesi ve
protein miktari ile birlikte maksimum bir degere (4,6+2,7x10%) ulasmis ve daha

sonra substratin tiilkenmesine bagli olarak diislis faz1 gergceklesmistir (Sekil 4.28
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C). Istatistiksel optimizasyonlar oncesi ve sonrasinda, zamana bagli olarak
kitosanaz aktivitesi, protein miktar1 ve biyokiitle miktarin1 gosteren grafikler
beklenen sekilde birbirine paralel cikmistir. Bacillus suslar1 daha 6nce kitosanaz
tretimi i¢in kullanilmis olmasina ragmen, istatistiksel tasarimlar kullanarak
kitosanazin optimizasyonu az sayidaki calismada denenmistir. Optimizasyondan
sonra kitosanaz aktivitesinde 9,5 katlik artis optimizasyonun basarisin

gostermektedir.

4.3 Kitosanazin Saflastirilmasi

Enzim saflagtirma stratejileri genellikle ham enzim konsantrasyonunu,
protein fraksiyonlamayr ve ardindan kromatografik ayirma tekniklerini
icermektedir. Bu calismada, Bacillus mojavensis EGE-B-5.21 susunun kiiltiir
siipernatantindan hiicre dis1 bir kitosanaz saflastirilmistir. Saflastirma adimlari
Cizelge 4.14'de Ozetlenmistir. Sus, daha Once tarif edilen kosullar (3.2.2.1 ve
4.2.3) altinda optimize edilmis ortamda kiiltiive edildikten sonra kiiltiir
siipernataninda bulunan kitosanaz, amonyum siilfat kullanilarak cokeltilmistir.
Maksimum kitosanaz aktivitesi %72,3'lik verim ve 13 U mg!lik spesifik
aktivitesi %80 amonyum siilfat c¢okeltmesi ile bulunmustur. Kitosanaz igin

saflastirma katmani bu asamada 1,9 bulunmustur.

Cizelge 4.14. Bacillus mojavensis EGE-B-5.21'in kitozanazin saflastirma adimlarinin 6zeti.

Saflastirma Hacim Protein Toplam  Kitosanaz  Toplam  Spesifik Geri Saflastirma
basamag (mL) (mg mL™) protein aktivitesi  aktivitesi  aktivite = kazamm katsayisi
(mg) (U mL™) (V)] (U mg™) (%)

Kiiltiir siipernatanti 100 2,47 247 17,1 1710 6,9 100 1,0
Amonyum siilfat 20 4,76 95,2 61,8 1236 13,0 72,3 1,9
fraksiyonlamasiu

Diyaliz 20 2,04 40,8 54,8 1096 26,9 64,1 3,9
Iyon degistirme 2 2,04 4,08 54,8 109,6 26,9
kromatografisi
Kromatografiden 1 0,27 0,27 431 43,1 159,6 39,3% 5,9%

sonra toplanan
fraksiyonlar

* lyon degistirme kromatografisinde toplam hacmin (20 mL) 2 mL'si kullanilmistir, dolayistyla
bu basamak i¢in geri kazanmim ve saflastirma katsayisi, sirasiyla, bu basamaktaki toplam
aktivitenin, bir 6nceki basamaktaki toplam aktivite ile ve bu basamaktaki spesifik aktivitesinin bir
onceki basamaktaki spesifik aktivitesine boliinmesiyle hesaplanmustir.
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Amonyum siilfat ¢okeltmesinden elde edilen protein fraksiyonlari, 20 mM Tris
tamponuna (pH 8,0) kars1 diyalizlenmistir. Diyaliz basamagi, kitosanazin spesifik
aktivitesinde 3,9 kat saflastirma ile 26,9 U mg"! proteine kadar bir artisa yol
acmistir. Sonraki asamada, kitosanaz, HiTrap Capto DEAE anyon degistiricisini
kullanarak, 20 mM Tris tamponu ig¢inde 1M NaCl'nin kademeli bir gradyani
kullanilarak iyon degisim kromatografisi ile saflastirllmistir. Kitosanaz, %10-15
gradyan arasinda akitilarak aktif fraksiyonlar toplanmis ve saflastirilmis bir
kitosanazin konsantre bir preparasyonunu elde etmek icin liyofilize edilmistir.
Cizelge 4.14'de gosterildigi gibi, saflastirilmus kitosanaz, 159,6 U mg'lik bir
spesifik aktiviteye ve %39,3'liik geri kazanim verimi ile 5,9'luk saflastirma
katsayisina ulagilmistir. Konsantre ve saflastirilmis fraksiyonlarin SDS-PAGE
analizi ile saflig1 teyit edilmis ve 37 kDa'lik bir MW ile tekli kitosanaz bandinin
varlig1 gosterilmistir (Sekil 4.29). Genel olarak, elde edilen veriler iyi sonuglara
isaret etmektedir, ¢iinkil sadece bir saflagtirma asamasi kullanilmig ve kitosanaz

aktivitesi olmayan tiim proteinler bu prosediir ile elimine edilebilmistir.
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Sekil 4.29. Saflastirilmis kitosanazin SDS-PAGE analizi. Seritler: A, molekiiler belirtegler;
B, kiiltiir siipernatantt; C, amonyum siilfat ¢oktiirme ve diyaliz sonrasinda elde
edilen protein fraksiyonlari; D, iyon degistirme kromatografisinden elde edilen
aktif fraksiyonlarda bulunan saflagtirilmis kitosanaz.
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SDS-PAGE sonuglari, saflastirilmis kitosanazin tek bir protein oldugunu ve
B. mojavensis EGE-B-5.2i'nin hiicre dis1 kiiltiir siipernatantinda yalnizca bir
kitosanaz bulundugunu ortaya koymustur. Cizelge 4.15'te gosterildigi gibi,
caligmalarin ¢ogu, tek bir mikrobiyal sustan sadece bir kitosanaz enziminin
varligin1 rapor etmislerdir, ancak tek bir mikrobiyal sustan kaynaklanan birden
fazla kitosanaz da az sayida rapor edilmistir. Lin et al. (2009), B. cereus NTU-FC-
4'n kiiltiir slipernatantindan ii¢ farkli kitosanaz enzimini ve de Aratjo et al.
(2016), B. cereus C-Ol'den iki farkli kitosanaz enzimini saflastirdiklarini
belirtmiglerdir. Daha once, kitosanazlar siklikla Bacillus  suslarindan
saflastirilmistir. Farklt Bacillus suslarindan elde edilen kitosanazlarin saflastirma
yontemleri, molekiil agirligr (kDa), saflastirma katsayis1 ve geri kazanimi (%)
karsilagtirmas1 Cizelge 4.15'te Ozetlenmistir. Bu calismalara gore, Bacillus
kitosanazlar''n  boyutunun tipik olarak 30-50 kDa arasinda degistigi
belirtilmektedir. Bu calismada saflastirilan kitosanazin boyutu, bildirilen aralikta
bulunmustur. Diisiik kitosanaz aktivitesi ve diisiik spesifik aktiviteye sahip bazi
fraksiyonlar toplanmis fraksiyonlara dahil edilmemis ve amonyum  siilfat
cokelmesi ve diyaliz adimlar1 sirasinda aktivite kaybimin bir kismi meydana

gelmis olsa da kitosanaz verimi (%39,3) bildirilen sonuglarin ¢ogundan yiiksektir.

Cizelge 4.15. Cesitli Bacillus suslariylayapilmis kitosanaz saflagtirma calismalarinin

karsilastirilmasi.
Bacillus suslari Saflagtirma kDa Saflagtirma Verim Referans
metodu katsayisi (%)
B. cereus S1 GF ve IEC 45 - 17,2 (Kurakake et al., 2000)
B. subtilis IMR- GF ve IEC 41 6,5 17 (Prakash and Gopal,
NK1 2017)
Bacillus sp. P16 IEC ve GF 45 11,7 453 (Jo et al., 2003)
Bacillus sp. GF ve IEC 45 24 46 (Choi et al., 2004)
KCTC 0377BP
Bacillus sp. S65 IEC ve GF 45 11,63 57,2 (Su et al., 2006)
B. subtilis TKU007 IEC ve GF 25 17,2 48 (Wang et al., 2008)
B. cereus D-11 GF ve IEC 41 8,8 3,9 (Gao et al., 2008)
B. cereus NTU-FC- IEC 41, 54 22,1,9,22  1,07,0,58, (Lin et al., 2009)
4 ve 46 ve 281,78 2,14
B. subtilis CH2 GF 29 - - (Oh et al., 2011)
B. cereus TKUO030 GF ve IEC 43 88,5 23,6 (Chen et al., 2011)
B. cereus TKU034 IEC (DEAE) ve 43 441,104 50,9, 2 (Liang et al., 2015)
ve B. cereus IEC (Marcro-
TKUO033 Prep DEAE)
B. cereus C-01 EBC 33 ve 1,26 31 (de Aragjo et al., 2016)
44
B. mojavensis IEC 37 5,9 39,3 Bu ¢alisma
EGE-B-5.2i

GF- Jel filtrasyonu, IEC- Tyon Degisimi Kromatografisi, EBC- Genisletilmis yatakli kromotografi.
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4.4 Kitosanaz Enziminin Kismi Karakterizasyonu

Saflastirilmis kitosanaz enzimi optimum pH ve optimum sicaklik, pH ve
termal stabilitesi ve substrat 6zgiilliigii gibi baz1 énemli 6zelliklerini incelemek
icin kullanilmistir. Ayrica metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerindeki etkisi ve

kitosanazin kinetik parametreleri de belirlenmistir.

4.4.1 Enzimin Optimum sicakhkh@mnin ve termal stabilitesinin

belirlenmesi

Saf kitosanazin aktivitesi lizerindeki c¢esitli sicakliklarin etkileri substrat
olarak ¢oziiniir kitosan kullanilarak incelemistir. Yapilan denemelerin sonuglarina
gore en yiiksek kitosanaz aktivitesinin Ol¢lildiigii optimum sicaklik 55°C olarak
belirlenmistir. Daha sonra 55°C'deki kitosanaz aktivitesi %100 olarak kabul
edilerek diger sicakliklar i¢in relatif enzim aktiviteleri hesaplanmistir. Tiim
Olciimler tiger kez alinmis, ortalamalar ve standart sapma (+SS) hesaplanmustir.
ANOVA testi farkli sicakliklar ile kitosanaz aktiviteleri arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark oldugunu (p<0,05) ve Tukey’s testi 20°C - 30°C ve 50°C -
60°C’nin disinda kalan diger tiim sicakliklarinda kitosanaz aktiviteleri arasinda
onemli bir fark oldugunu (p<0,05) gostermistir. Farkli sicakliklarin saflagtirilmig

kitosanaz aktivitesi lizerindeki etkileri Sekil 4.30°da gosterilmistir.
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Sekil 4.30. Farkli sicakliklarin B. mojavensis EGE-B-5.21 susunun kitosanaz aktivitesi
tizerindeki pH 5,5’te belirlenen etkileri.
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30°C'nin altinda ve 100°C'de higbir kitosanaz aktivitesi bulunmamistir ve
30, 37, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90°C'de sirastyla, %17, %34, %86, %98, %99, %63,
%42 ve %12 relatif kitosanaz aktivitesi belirlenmistir. 50 ve 60°C'deki enzim
aktiviteleri (%98 ve %99), 55°C'deki optimum enzim aktivitesine c¢ok yakin
oldugundan, bu kitosanaz i¢in uygun sicaklik olarak 50-60°C’lik sicaklik araligi
tavsiye edilebilir. Kitozanaz enziminin en 1iyi aktivite gosterdigi optimum

sicakliklar literatiirde 37-60°C araliginda rapor edilmistir (Cizelge 4.17).

Enzim termostabilitesi ¢alismalarinda, deterjan iiretimi, gida ve nisasta
islenmesi, yiiksek fruktozlu misir surubu iiretimi ve PCR uygulamalar1 gibi cesitli
endiistriyel uygulamalar icin yararli olabilmeleri nedeniyle ekstremozimler
lizerine yapilan calismalar giderek artmaktadir (Vieille and Zeikus, 1996; Lee and
Vasmatzis, 1997; de Aragjo, 2016). Enzim stabilitesinin enzimin raf émriine etki
etmesi ve depolama sirasinda karsilagilan biiyiik mali giderler, arastiricilari
olumsuz kosullarda bile aktivitelerini koruyabilen stabil enzimleri bulmaya
yoneltmistir. Bu yiizden calismamizda mezofilik Bacillus mojavensis EGE-B-5.2i
susunun kitosanaz enziminin sicaklik stabilitesi incelenmistir. Bunun i¢in, 30-
90°C arasindaki gesitli sicakliklarda enzimin stabilitesi belirlenmistir. Kitosanazin
termal stabilitesi, enzimi farkli sicakliklarda substrat olmaksizin 20 mM asetat
tamponu (pH 5,5) icinde 1 saat inkiibe ederek incelenmistir. Inkiibasyonun
sonunda kalan kitosanaz aktivitesi Ol¢lilmiis ve baglangi¢ aktivitesini %100 alarak
relatif aktiviteleri hesaplanmistir. Enzim 80°C'de ve 90°C'de 1 saat inkiibe
edildikten sonra tamamen inaktive olurken 30, 40, 50, 55, 60 ve 70°C'de sirastyla
%94, %91, %69, %66, %34 ve %6 relatif aktivite gOstermistir. Tim aktivite
Olctimleri tiger kez alinmisg, ortalamalar ve standart sapma (£SS) hesaplanmustir.
ANOVA testi farkli sicakliklardaki kitosanaz termostabiliteler arasinda
istatistiksel olarak Onemli bir fark oldugunu (p<0,05) ve Tukey’s testi 30°C -
40°C, 50°C - 55°C ve 80°C - 90°C’nin disinda baska tiim sicakliklarinda
kitosanaz termostabiliteler arasinda Onemli bir fark oldugunu (p<0,05)
gostermistir. Sekil 4.31°de Bacillus mojavensis EGE-B-5.21 susunun kitosanaz
enziminin termal stabilitesine ait grafik verilmistir. Sonuclarimizi literatiirle
karsilastirmak ic¢in, daha once bildirilen ¢esitli Bacillus suslarinin kitosanaz

aktiviteleri ile birlikte termal stabiliteleri Cizelge 4.17'te gosterilmistir.
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Sekil 4.31. Farkl sicakliklarda, 20 mM asetat tamponu (pH 5,5) i¢inde 1 saat inkiibe ederek
incelenmis Bacillus mojavensis EGE-B-5.2i susunun kitosanaz enziminin termal
stabilitesi.

4.4.2 Enzimin optimum pH ve pH stabilitesi

Enzimin optimum pH's1, 20 mM asetat tamponu (pH 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0,
5,5 6,0 ve 6,5), 20 mM fosfat tamponu (pH 7,0, 7.5, 8,0, 8,5 ve 9,0) ve 20 mM
sodyum bikarbonat tamponu (pH 9,5, 10,0, 10,5 ve 11,0) kullanilarak 55°C'de
tespit edilmistir. Tim OSlgtimler licer kez alinmis, ortalamalar ve standart sapma
(£SS) hesaplanmistir. ANOVA testi farkli pH degerlerindaki kitosanaz aktiviteler
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark oldugunu (p=<0,05) ve Tukey’s testi pH
3,5 - 6,5’in disinda kalan diger tiim pH degerlerindeki kitosanaz aktiviteleri
arasinda onemli bir fark oldugunu (p<0,05) gostermistir. Farkli pH degerlerinin
saflastirilmis kitosanaz aktivitesi lizerindeki etkileri Sekil 4.32°de gosterilmistir.
Sekilden de goriilecegi gibi, kitosanaz pH 5,5'te maksimum aktivite gostermistir.
Kitosan substratlar1 bazik pH'da ¢oziinmediginden pH 7,0 ve iistiinde kitosanaz
aktivitesini belirlemek miimkiin olmamstir (Liagat and Eltem, 2018). Kitosanazin
optimum pH's1, literatiirde karakterize edilen kitosanazlara benzerdi ve bu
kitosanazlarin ¢ogunun optimum pH degeri 4,0-6,0 arasinda degistigi bildirilmistir

(Cizelge 4.17).
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Sekil 4.32. Farkli pH degerlerinin 55°C'de tespit edilen Bacillus mojavensis EGE-B-5.2i
susunun kitosanaz aktivitesi tizerindeki etkileri.
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Sekil 4.33. Farkli pH degerlerinde 55°C'de Bacillus mojavensis EGE-B-5.21 susunun

kitosanaz enziminin stabilitesi.

Enzimin pH stabilitesi, enzimi farkli pH tamponlarda 25°C'de, substrat
olmaksizin 3 saat inkiibe edilerek kalan kitosanaz aktivitesinin Olciilmesi ile
belirlenmistir. Bacillus mojavensis EGE-B-5.21 susunun kitosanaz enzimi 3,0-11,0
arasinda genis bir pH aralifinda stabilite gOstermistir, ancak sodyum asetat

tamponunda pH 3,5-6,5 araliginda daha aktif ve stabiloldugu saptanmistir. Enzim
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pH 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5 9,0, 9,5, 10,0, 10,5 ve 11,0
de sirastyla %24, %31, %49, %75, %82, %82, %78, %77, %54, %52, %33, %26,
%20, %19, %11, %8 ve %6 relatif aktivite gostermistir (Sekil 4.33). Bu sonuglar,
enzimin genig bir pH stabilite araliina sahip oldugunu ve sadece asir1 pH

degerlerinin enzimatik aktiviteyi zamanla azalttigin1 ortaya koymustur.

4.4.3 Enzimin substrat ozgilliigii

Saflastirllmis  kitosanazin aktivitesi, %1’lik konsantrasyonda ¢esitli
substratlar kullanilarak belirlenmistir. Bacillus mojavensis EGE-B-5.21 susunun
kitosanaz enzimi, siispanse kitin, kolloidal kitin ve siispanse kitosani hidrolize
edememistir. Diisiik molekiiler agirlikli kitosana karsi enzim aktivitesi, yliksek
molekiiler agirlikli kitosanin enzim aktivitesinden daha yiiksektir. En iyi enzim
aktivitesi ¢oziiniir kitosan ile goézlendiginden, ¢oziiniir kitosan bu enzim i¢in en iyi
substrat olarak tespit edilmistir. Coziiniir kitosan ile enzim aktivitesi %100 olarak
tanimlanmis ve farkli substratlarin relatif enzim aktiviteleri hesaplanmigtir
(Cizelge 4.16). Cizelge 4.17'te 6zetlendigi gibi mevcut sonuglar, 6nceki literatiir
bulgulariyla uyumludur ve ¢alismalarin ¢ogunda, kitosanaz aktivitesi i¢in en

uygun substrat olarak ¢dziiniir kitosan bildirilmistir.

Cizelge 4.16. Bacillus mojavensis EGE-B-5.21 susunun kitosanaz enziminin substrat

Ozgilligi.
Substratlari Relatif aktivitesi (%)
Kitosan, diisiik molekiiler agirlikli E?ﬁ; ril:il;l 81 g) 31%2735
75-85% deasetile (Sigma 448869) . T
Siispanse 0
Kitosan, karides kabuklarindan, Igglzlg?(;larl gi’gig’gi
>75% deasetile (Sigma C3646) N 7
Siispanse 0
o Kolloidal 0
Kitin (Sigma C7170) Siispanse 0
a-Seliiloz (Sigma 6429) Coziiniir 7,2+0,15

Coziiniir nisasta (Sigma 9765) Coziiniir 4,7+0,05
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4.4.4 Kinetik ¢calismalar

Enzimin Michaelis-Menten kinetik parametreleri (Km ve Vmax) Lineweaver-
Burk yontemi ile farkli konsantrasyonda (0,16, 0,3125, 0,625, 1,25, 2,5, 5,0, 10 ve 20
mg mL™") ¢oziiniir kitosan kullanilarak belirlenmistir. Michaelis-Menten denklemi
Km ve Vma't hesaplamak i¢in kullanilabilir, ancak genellikle yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda baslangi¢ tepkime hizlariin 6l¢iilmesindeki bu denklem hata

verebilir. Bu nedenle, kinetik parametreleri hesaplamak icin Lineweaver-Burk grafigi

kullanilmastir.
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Sekil 4.34. Kitosanaz i¢in, Michaelis-Menten grafigi (A) ve Lineweaver-Burk grafigi (B).
Enzim aktivitesi 55°C ve pH 5.5'te belirlenmistir.
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Lineweaver-Burk grafigi, deneysel verilerin normallestirilmesini saglayan
Michaelis-Menten denkleminin dogrusallastirilmasidir. Lineweaver-Burk grafigi,
enzim iizerinde substrat konsantrasyonu inhibisyonu olmadigin1 gosteren yiiksek
substrat konsantrasyonlarinda egriden sapma gostermemektedir. Daha fazla devinim
ile Kim ve Vmax'in daha dogru tahminini verir ve hata da kantitatif olarak tahmin
edilebilir (Pant et al., 2008). Kinetik analiz, kitosanazin Km ve Vmax degerlerinin
sirastyla 2,1 mg mL! ve 244,5 umol min' mg™' oldugunu ortaya koymustur. Daha
kiicik Kmn degeri, enzimin substrata yiiksek afinitesi oldugunu gostermektedir.
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 4.34'te ve sonuglarmizin

literatiirle karsilastirilmasi Cizelge 4.17'te verilmistir.

4.4.5 Enzim aktivitesine metal iyonlarinin ve kimyasallarin etkileri

PH, sicaklik ve iyonik kuvvete ek olarak, enzim reaksiyonlari, metal
iyonlarinin, hidrofobik maddelerin veya deterjanlarin protein yiizeyi ile etkilesimleri
gibi dogrudan reaksiyona dahil olmayan bilesiklerden de etkilenebilmektedir.
Tamponun bilesenleri, enzim yapisi lizerinde stabilize edici veya destabilize edici
etkiye sahip olabilir. Iyonlar enzim aktivitesini hem dogalar1 hem de iyonik giigleri
ile etkilemektedir. Baz1 durumlarda, tamponun bilesenleri, tek veya cift degerli metal
iyonlar1 gibi, temel kofaktorler olarak gerekliyse i¢ faktorleri yer degistirerek,
dogrudan katalitik siireci etkilemektedir. Metal iyonlar1 genellikle katalitik siireci
kolaylastirir ve bazen enzim aktivitesinde bir kayba neden olabilir (Bisswanger,
2014). Metal iyonlari, bir¢cok enzimin biyolojik islevinde dnemli roller oynamaktadir.
Metaller elektron vericiler, alicilar veya yapisal diizenleyiciler olarak hizmet
edebilmektedir (Riordan, 1977). Kitosanaz aktivitesi, Mg**, Cu?*, Ca*", Zn**, Mn?",
Ba?*, Fe*", Hg?", Co*" ve Ag" gibi farkli metal iyonlar: tarafindan etkilenmektedir.
Cu*" ve Mn?', farkli kitosanazlar icin bir aktivatdr veya bir inhibitdr gibi etki
gostermektedir. Hg?" ile kitosanaz inhibisyonu, kitosanaz grubunun genel bir

ozelligidir (Thadathil and Velappan, 2014).

Metal iyonlariin ve bazi kimyasallarin kitosanaz aktivitesi tizerindeki etkileri enzimi
kimyasal bilesiklerle 20 mM asetat tamponu icinde 25°C'de 30 dakika inkiibe
edilerek incelenmistir ve sonuglar Sekil 4.35'te gosterilmektedir. Sekilden de

gorildiigli gibi herhangi bir metal ilavesi igermeyen enzim aktivitesi (kontrol) relatif
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alinmis, ortalamalar ve standart sapma (+SS) hesaplanmuigtir.

120

100

aktiviteleri hesaplamak i¢in %100 olarak kabul edilmistir. Tiim Slgiimler iiger kez
]
60
40
2 I
Ea\ na‘ " ~.~f

& ¢ F 42*“’ & e‘*eg»' » T

Relatifaktivite (%)
=1

=]

=

& o ST

Sekil 4.35. Farkli metal iyonlarinin ve bazi kimyasallarin 5 mM konsantrasyonda kitosanaz

aktivitesi iizerindeki etkileri.

Mn?" ve K*, sirasiyla %101 ve %105'lik yiiksek relatif aktiviteler ile enzim
aktivitesini oldukca az bir oranda aktive etmistir. Hg?>", Cu?’, SDS ve EDTA
sirastyla, %31, %38, %26 ve %49 oraninda relatif aktiviteleri gostererek enzim
aktivitesine belirgin olarak inhibe etmistir. Ayn1 zamanda, Fe’" ve Ba?' sirasiyla %82
ve %75 relatif aktivitelerini gdstererek enzim aktivitesini inhibe edilmistir. Ancak

diger metaller enzim aktivitesine iizerine ¢ok az bir inhibisyon etkisi yapmuistir.

Daha once yapilan bir ¢alismada, Mn*>"'nin kitosanaz aktivitesini belirgin
sekilde iyilestirebilecegi ama Fe**, Cu** ve Zn*"'nin aktivitesini 6nemli dl¢iide inhibe
edebilecegi bildirilmis ve ¢alismamiza benzer sonuglar elde edilmistir. (Su et al.,
2006a). Gao et al. (2008), da Hg*>"'nin kitosanazi tamamen inaktive ettigi ve Cu*"'nin
da onemli Ol¢iide inhibe edici etki gosterdigi bildirmistir. Wang et al. (2008),
Bacillus TKU007'nin Cu?" tarafindan kitosanaz aktivitesinin tam inhibisyonunu
bildirmistir. Baska bir ¢alismanin sonuglari, kitosanazin K ile hafifce aktive edildigi,
Hg?* tarafindan tamamen inaktive edildigi ve Cu®* tarafindan énemli dl¢iide inaktive

edildigi bildirmistir (Jo et al., 2003), ve bu sonuglar calismamizdaki mevcut
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bulgularla uyumludur. Chiang et al. (2003), kitosanazin Hg?' tarafindan 6nemli
derecede inhibe edildigini, ancak diger metal iyonlarindan ¢ok fazla etkilenmedigini
bulmustur. Merkiirik iyon bir merkaptit olusturucu maddedir ve Hg?" ile kitosanazin
inhibisyonu, enzimin aktif bolgesinde bir siilfidril grubuna sahip oldugunu ortaya
koymustur. Baska bir calismada, Hg?* 'nin varliginda, kitosanaz aktivitesinde %68'lik

2+

bir azalma oldugu belirlenmis ve Hg""' nin kitosanaz inhibisyonunun, kitosanaz

grubunun genel bir 6zelligi oldugu belirtilmistir (Choi et al., 2004).

Ayrica, mevcut literatiir bulgusu ile tutarsiz olarak Mn?" varliginda, kitosanaz
aktivitesinde kitosanaz inhibisyonu (Liang et al., 2014a) ve yine Mn?"'nin kitosanaz
inhibisyonunun kendine 6zgii bir 6zellik oldugu belirtilerek kitosanaz aktivitesinde
%69 oraninda azalma oldugu (Choi et al., 2004) da rapor edilmistir. Calismamizda
mevcut literatiir bulgusuna uygun olarak Mn?™nin kitosanaz aktivitesi iizerinde
inhibisyon etkisi gozlenmedigi gibi ¢ok az da olsa bir aktivasyon etkisi gdzlenmistir.
Aktivasyonda 1,62 kat artis ile Mn?" ile kitosanazin giiclii bir sekilde aktivasyonunu
bildiren yakin tarihli bir calisma bulgularimiz1 desteklemektedir. Bu ¢alisma, Ba** ve
Mg?™nin pozitif etkisini ve Cu**, Fe** ve Zn?""nin inhibe edici etkisini de bildirmistir
(de Aratijo et al., 2016). Liang et al. (2015), Fe?", Ca**, Cu?*", Zn*" ve Mn*"nin
strastyla %56, %74, %100, %70 ve %78 oraninda kitosanaz aktivitesi inhibisyonu
gosterdigini bildirilmistir. EDTA ve SDS de enzim aktivitesini belirgin bir sekilde
diistirmiis ve enzim molekiiliindeki kitosanolitik aktivite ile iligkili olan disiilfid bag

nedeniyle bu sonucun ortaya ciktigini 6ne siirmiistiir (Liang et al., 2015).
4.5 Kitostan'dan Enzimatik Olarak Kitooligosakkaritlerin Uretimi

Zayif asidik soliisyonlarda ¢oziiniirliigii nedeniyle, kitosan igerisindeki -1,4-
glikosidik bagin ayrilmasi kitine kiyasla daha kolay ve daha verimli bir sekilde
olabilmektedir. Dolayisiyla, kitosan daha hizli hidrolize edilmekte ve sulu ortamda
¢oziinmeyen ve heterojen olmayan kitinden daha yiiksek bir verim vermektedir.
Kitosanin oligosakkaritlere doniistiiriilmesinde en o©nemli ara¢ kitosanolitik
enzimlerdir ve bu enzimlerin endo-kitosanaz aktivitesi kitooligosakkaritlerin
tiretiminden sorumludur. Bu nedenle, endo-kitosanazlarin reaksiyon desenine iliskin

biiyiik bir ilgi ortaya ¢ikmistir (Jung and Park, 2014). Bu ¢alismada, ¢esitli kitinolitik
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Bacillus suglarmin ham kitosanaz enzim ¢ozeltileri, kitosan1 kitooligosakkaritlere

hidrolize etmek i¢in kullanilmistir.

4.5.1 Kitooligosakkaritlerin Kkantitatif analizi icin HPLC yonteminin

optimizasyonu

Cesitli dedektorlerle birlikte kullanilabilen HPLC, kitooligosakkaritlerin
analizi ve ayrilmasi icin sik¢a kullanilmigtir (Cao et al., 2016). Bu ¢alismada,
kitosanin enzimatik hidroliziyle elde edilen kitooligosakkarit karistminin analizi igin
HPLC kullamilmistir. Oncelikle, kitooligosakkaritlerin ayrilmasi igin en uygun
yontemi se¢mek i¢in kitooligosakkaritlerin ticari standartlar1 (kitobiyoz, kitotrioz,
kitotetroz, kitopentoz ve kitoheksoz), literatiirde belirtilmis olan farkli kolonlar,
dedektorler ve ¢oziiciiler kullanarak HPLC ile analiz edilerek yontem optimizasyonu

yapilmasi i¢in ¢esitli caligmalar yapilmstir.

4.5.1.1 HyperRez XP Carbohvdrate H+ Kkolonu ile vapilan HPLC vontem

optimizasyon calismalari

HyperRez XP Karbonhidrat H+ kolonu ve Refraktif Indeks detektorii
kitooligosakkarit standartlarini analiz etmek i¢in kullanilmistir (Hamer et al., 2015).
Ancak, bu yontem ile kitooligosakkarit standartlarinin ayrilmasi saglanamamis ve
farkli oligomerlerin, ayn1 alikonma siiresi sonunda kolondan ayrildigindan basarili
olamamustir. Farkli sicakliklar1 (23, 45 ve 50°C) ve farkl1 akis hizlar1 (1 mL dk!, 0.4
mL dk!, 0.3 mL dk™! ve 0.1 mL dk™) denenmistir fakat kitooligosakkaritleri ayirma
islemi gerceklestirilememistir. Tiim kitooligosakkaritlerin ayr1 kromatogramlar1 Ek

1'de verilmistir.

Sekil 4.36'da gosterildigi gibi, 1 mL dk™!' akis hizlarinda, 45°C'de 5SmM H2SO4
mobil faz ile yapilan analizlerin sonucunda kitooligosakkarit standartlarinin ayirma
islemi gerceklesmemistir. Her bir oligomer standardi aymi alikonma siiresinin
sonunda kolondan ayrilmistir ve tiim standartlar 22,8 dakikada ¢ikmistir. HyperRez
XP Carbohydrate H+ kolonu ile elde edilen kitobiyoz, kitotrioz, kitotetraoz,
kitopentoz ve kitoheksoz'un st liste cakistirildigt HPLC kromatogramlarinida

goriildiigi gibi her bir oligosakkarit standardinin kolonda ayni alikonma siiresine
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sahip olmasi nedeniyle tiim standart kromatogramlarinin {iist iiste konuldugu

cakistirilmis pikler ayirmanin gergeklesmedigini ifade etmektedir.

10 Surveyor RIPlus :1 Surveyor RIPlus :1 Surveyor RIPlus :1 Surveyor RIPlus :1 Surveyor RIPlus :1
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Dikitobiose_2 Trikitobiose_2 Tetrakitobiose_2 P 2 Hekzakitobiose_2
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Sekil 4.36. HyperRez XP Carbohydrate H+ kolonu ile yapilan kitobiyoz, kitotrioz, kitotetroz,
kitopentoz ve kitoheksoz analizlerinin iist iiste ¢akistirildigi kromotogram.

4.5.1.2 Hypersil APS-2 Amino kolonu ile vapilan HPLC vyontem

optimizasyon calismalari

Kitooligosakkarit standartlarinin analizi, Hypersil APS-2 Amino kolonu ve UV
dedektorii kullanilarak da gerceklestirilmistir. Farkli oranlarinda (75:25; 70:30)
asetonitril ve su mobil faz olarak kullanilmis ve analiz yiiksek sicaklikta (90°C)
gergeklestirilmistir. Ancak, bu yontemle de kitooligosakkarit standartlarinin ayrimi
gerceklestirilememistir. Hypersil APS-2 Amino kolon ile kitooligosakkaritlerin
verimli bir sekilde ayrildigina dair literatiirde sik¢a kullanilmistir (Chang et al.,
2001; Ikegami et al., 2008; Olicon-Hernandez et al., 2017; Qin et al., 2002). Fakat,
caligmamizda, literatiirdeki yontemler kullanilmasina ragmen kitooligosakkarit
standartlarinin bu kolonla ayrimi saglanamamistir. Bunun, ¢alismamizda analiz igin
kullanilan standartlarin  farkli  fiziko kimyasal 0Ozelliklersebebiyle oldugu

diistiniilmektedir.
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4.5.1.3 Phenomenex RNM-Carbohvydrate Na' kolonu ile vapilan HPLC

yontem optimizasyon calismalari

Calismamizda daha sonra iigiincii olarak Phenomenex RNM-Carbohydrate Na*
kolon ile 0,1 mL dk! akis hizinda mobil faz olarak ultra saf su (%100) kullanilarak
70°C'de yapilan ayirma ile kitobiyoz, kitotrioz ve kitotetroz i¢in ayirma gerceklesmis
fakat kitopentoz ve kitoheksoz icin ayirma gerceklestirilememistir. Sekil 4.37°de
gosterildigi gibi oligomerlerin alikonma siiresi birbirine ¢ok yakindir. Kitotetrozun
alikonma siiresi su pikinin alikonma siiresi ile ¢ok yakin oldugundan bu kolonda
kitobiyoz, kitotrioz, kitotetroz ayrilabilirken kitopentoz ve kitoheksoz birbirinden
ayrilamamustir. Analizlerin ust uste cakistirlldig kromotogramda
kitooligosakkaritlerin alikonma siirelerinin birbirine ¢ok yakin oldugu ve
kitotetrozun alikonma siiresinin suya yakin oldugu acik¢a goriilmektedir. Tiim

kitooligosakkaritlerin ayr1 kromatogramlar1 Ek 2'de verilmistir.
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Sekil 4.37. Phenomenex RNM-Carbohydrate Na + kolonu ile yapilan kitobiyoz, kitotrioz ve
kitotetroz analizlerinin iist iiste ¢akistirildig1 kromotogram.
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4.5.1.4 Shodex Asahipak NH:P-50 4E kolonu ile vapilan HPLC yontem

optimizasyon calismalari

Izokratik eliisyon ydntemleri kitooligosakkaritlerin analizi ve ayirimi igin en
sik kullanilmis yontemlerden biri (Chang et al., 2001; Hamer et al., 2015; Olicon-
Hernéndez et al., 2017; Qin et al., 2002), olmasma ragmen ¢alismamizda (4.5.1.1,
4.5.1.2 ve 4.5.1.3) kitooligosakkarit standartlarini1 ayirmak ic¢in yeterli olmamistir.
Dolayisiyla, DAD dedektorii ile birlikte shodex Asahipak NH2P-50 4E kolonu
kullanilarak kitooligosakkarit analizi i¢in bir gradyan yontemi gelistirilmistir ve bu
yontemi kullanilarak kitooligosakkarit standartlarinin etkin bir sekilde ayrilmasi

saglanmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. Shodex Asahipak NH2P-50 4E kolonu ile yapilan kitobiyoz, kitotrioz, kitotetroz,
kitopentoz ve kitoheksoz analizlerinin HPLC kromotogramlari.

Kitooligosakkaritlerin tekrarlayan analizlerinde tekrar edilebilir alikonma
siirelerinin elde edilmesi zor oldugu i¢in bu yontemin tamamen giivenilir olmadig
saptanmistir. Alikonma siiresinin degiskenliginin nedeni kolonun hidrofilik (HILIC)
ozellikleridir. Her bir HPLC denemesi (run) arasinda kolonun dengelenme
bozuklugunun, su tabakasmnin partikiil yilizeyi iizerinde tam olarak yeniden
kurulamamasina neden olabilecegi ve bunun da tekrarlanamayan alikonma siirelerine
neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Daha 6nce belirlendigi iizere, HILIC kolonlarinin
diizgiin bir sekilde dengelenmemesi, alikonma siirelerinin siiriiklenmesine ve zayif

tekrarlanabilirligine neden olabilmektedir. Bununla birlikte, baz1 durumlarda, hizli
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gradyanlar daha uzun silire araliklarla tekrarlanirsa, sabit alikonma siireleri ile
dinamik bir dengeye ulagmak miimkiindiir, ancak bu durumu her zaman elde etmek
ve onun tekrarlanabilirligi oldukc¢a zordur (Appelblad et al., 2008). Dolayisiyla, bu
kolonu sartlandirmak i¢in daha uzun stire gerekmektedir ve kolonun uzunluguna gore
daha fazla miktarda ¢ozgen gerekmektedir. Bu tip dezavantajlardan dolayi, kolon
daha sonraki deneyler icin tercih edilmemistir, ancak gradyan yoOnteminin
kitooligosakkaritlerin analizi i¢in en uygun oldugu belirlenmistir ve sonraki analizler

icin gradyan yontemi kullanmaya karar verilmistir.

4.5.1.5 Hyvpersil APS-2 Amino kolonu ile vapilan HPLC vontem

optimizasyon calismalari

Hypersil APS-2 Amino kolonu ve DAD detektorii kullanilarak optimize
edilmis gradyent eliisyon yontemi kitooligosakkarit analizi i¢in uygulanmistir. Bu
kolonla birlikte gradyan yonteminin kullanilmast 1iyi sonu¢ vermis ve
kitooligosakkaritlerin verimli bir sekilde ayrilmasi gerceklestirilmistir (Sekil 4.39).
Boylece, kitooligosakkarit standartlarinin kalibrasyon egrisi ve enzimatik olarak
iiretilen kitooligosakkaritlerin kantitatif analizinin gercgeklestirilmesi i¢in Hypersil

APS-2 Amino kolonu ve gradyan yontemi secilmistir.
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Sekil 4.39. Hypersil APS-2 Amino kolonu ile optimize edilmis gradyan yontemi kullanilarak
yapilan kitobiyoz, kitotrioz, kitotetroz, kitopentoz ve kitoheksoz analizlerinin HPLC
kromotogramlari.
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4.5.2 Optimize edilmis HPLC yontemiyle standartlara ait kalibrasyon

egrisinin ¢ikarilmasi

Kalibrasyon egrisi, farkli konsantrasyonlarda (200 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25
ppm, 12,5 ppm, 6,25 ppm 3,125 ppm ve 1,56 ppm) karisim formunda hazirlanan
kitooligosakkarit standartlar1 (kitobiyoz, Kkitotrioz, Kkitotetoz, kitopentoz ve
kitoheksoz) kullanilarak ¢ikarilmistir. Her bir konsantrasyon ic¢in 4.5.1.5. de
anlatildig1  sekilde optimize edilmis HPLC yontemi kullanilarak analiz
gerceklestirilmistir. Veri noktalar, 0,992'lik R? degerleri ile dogrusal bir egri
vermigstir. Tespit limiti (limit of dedection, LOD) 3,125 ppm ve tayin limiti (limit of
quantification, LOQ) 6,25 ppm olarak belirlenmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. Kitooligosakkarit standartlarinin kalibrasyon egrileri.

4.5.3 Enzimatik olarak Kkitooligosakkaritlerin iiretimi

Kitosanin enzimatik hidrolizi, kimyasal yoOntemlerden daha fazla tercih

edilmektedir, ancak enzimatik hidrolizi ile DP, DD ve PA agisindan iyi tanimlanmis
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COS iiretimi kesinlikle kolay degildir. Kitin ve kitosanin enzimatik veya kimyasal
olarak hidroliz edilmesi sirasinda, reaksiyon siiresinin uzamasina bagl olarak belirli
bir oligomerin degil, bir oligomer karistminin olugmasina neden olur. Kitosanin
hidrolitik iiriinleri, reaksiyon kosullarina bagli olarak kitooligosakkarit (DP 1-7)
karisimlar1 olmakta ve reaksiyon siiresinin uzamasinin ardindan monomerleri dnemli
bir son {irlin halinde ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle, her bir monomerin
saflagtirilmasi i¢in kromatografik aymrma gerekmektedir. (Jung and Park, 2014).
Baslangi¢ kitosaninin se¢imi, enzimin se¢imi ve isleme siiresinin se¢imi enzimatik
hidrolizin sonucunu etkilemektedir. Dolayistyla, bu parametreleri degistirerek sonucu
degistirmek i¢in her zaman olasilik bulunmaktadir (Aam et al., 2010). Bu nedenle,
kitooligosakkaritlerin enzimatik iiretiminde arzu edilen sonuclar1 elde etmek igin

optimizasyona ihtiya¢ duyulmaktadir.

4.5.3.1 Kitosanin enzimatik hidrolizi

Bu calisma, 16 farkli Bacillus susunun kitosanaz enzimlerini, kitosani hidroliz
etme yetenekleri agisindan taranmasi icin tasarlanmistir. Dolayisiyla, her bir enzimin
saflagtirllmas1  ve ardindan kitooligosakkarit {iretim potansiyelinin taranmasi
miimkiin olmamistir. Bunun yerine, kitooligosakkarit iiretimi i¢in daha pratik ve
ekonomik bir yaklasim olan ham enzim ekstraktlariin kullanilmasi uygun
bulunmustur. Bu yaklasim, daha Once birgok arastirmaci tarafindan da
kitooligosakkaritlerin sentezi i¢in basariyla kullanilmistir (de Assis et al., 2010;
Pagnoncelli et al., 2010). Calismanin baslangicinda, Bacillus mojavensis EGE-B-
5.2i'nin ham kitosanaz enzim ¢dzeltisi, kitosan hidrolizini gergeklestirerek hem
kitooligosakkaritlerin sentezi i¢in hem de HPLC analiz yontemini optimize etmek
iizere secilmistir. Ardindan, diger kitinolitik Bacillus suslarinin ham kitosanaz

cozeltileri kullanilarak kitooligosakkaritlerin sentezi gerceklestirilmistir.

Coziinilir kitosan, kitooligosakkaritlerin enzimatik sentezi i¢in en cok tercih
edilen substrat olmustur ve birgok calismada, ¢oziiniir kitosandan
kitooligosakkaritlerin tliretimi rapor edilmistir (Choi et al., 2004; de Assis et al.,
2010). Ayrica, ¢ozlniir kitosan, Cizelge 4.17'de gosterildigi gibi, cogu kitosanazlar
icin en uygun substrattir. Bundan dolay1, calismamizda, kitooligosakkarit sentezinde,

Bacillus  suslarmin  kitosanazlarinin  bir substratt olarak ¢oziiniir kitosan
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kullanilmistir. Coziiniir kitosan, yiiksek derecede viskoz bir ¢ozeltidir fakat bu
¢ozeltinin viskozitesinde enzimatik hidrolizden sonra 6nemli Glgiide bir azalma,
kitosanin onun tlirevlerine doniistimiiniin bir gdstergesi olarak kullanilabilmektedir.
Baslangigta, ham enzim ¢ozeltisiyle kitosan hidroliz sonucu elde edilen hidrolizatta,
yiiksek miktarlarda tuzlarin varligi, kitooligosakkaritlerin ayrilmasini engelledigi ve
kolonun performansint diisiirdiigii gozlemlenmistir. Bu nedenle, ham enzim
ekstraktlari, hidroliz reaksiyonunu gerceklestirmeden once tuzlari gidermek igin
diyalize tabi tutulmustur. Bu yaklasimla HPLC ile kitooligosakkaritlerin ayrimi

onemli dlgiide iyilestirilmistir.

4.5.3.2 HPL.C analizi icin 6rneklerin hazirlanmasi

Ham enzim ekstraktlarinda bulunan sekonder metabolitler,
kitooligosakkaritlerin ayrimini azaltan olan bir diger problem olarak kargilagilmistir.
Bu nedenle ornekler kat1 faz ekstraksiyon (SPE) kolonundan gecirilerek sekonder
metabolitlerin uzaklastirilmasi ve hidrolizatin konsantre hale getirilmesi saglanmistir.
SPE islemi i¢in en uygun ¢Ozgen sec¢imi igin, kitooligosakkarit standartlar1 ve
ornekleri, farkli konsantrasyonda (%0-100) aseton, asetonitril ve metanol dahil

olmak iizere farkli ¢cozgenlere karsi test edilmistir.

Kati faz ekstraksiyonunda ¢ozgen olarak aseton kullanildiginda,
kitooligosakkaritlerin biiyiik bir miktar1 %10'luk asetonla kolondan ekstrakte edilmis
ve kalan miktar %20'lik asetonla tamamen ekstrakte edilmistir (Sekil 4.41). %40'lik
asetonitril ve %40'lik metanol kullanildiginda ise kitooligosakkaritleri tamamen
ekstrakte edilmistir (Sekil 4.42, Sekil 4.43). Ancak, bu iki ¢dzgenin %40'lik
konsantrasyonunda, reaksiyon karisimindaki bazi istenmeyen ikincil metabolitler de
kitooligosakkaritler ile birlikte ekstrakte olmustur. Bu nedenle, %20'lik aseton
coOzeltisi reaksiyon karigiminda mevcut olan istenmeyen ikincil metabolitlerin
maksimum miktar1 tutulurken kitooligosakkarit karigimlari tamamen ekstrakte
edildigi i¢cin ham enzim ile hazirlanan kitosan hidrolizatlarini konsantre etmek i¢in en

1yi ¢oziicii olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.41. Farkli konsantrasyonlarda aseton kullanilarak SPE kolonu ile konsantre edilmis

kitooligosakkarit karigiminin HPLC kromatogramlari. 1-%10, 2-%20, 3-%30, 4-
%40, 5-%50.
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Sekil 4.42. Farkli konsantrasyonlarda asetonitril kullanilarak SPE kolonu ile konsantre edilmis

kitooligosakkarit karigiminin HPLC kromatogramlari. 1-%10, 2-%20, 3-%30, 4-
%40, 5-%50.
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Sekil 4.43. Farkli konsantrasyonlarda metanol kullanilarak SPE kolonu ile konsantre edilmis
kitooligosakkarit karisimmin HPLC kromatogramlari. 1-%10, 2-%20, 3-%30, 4-
%40, 5-%50.

4.5.3.3 Ham Kkitosanaz cozeltileri Kkullanilarak Kkitosandan iiretilen

kitooligosakkaritlerin Hypersil APS-2 Amino kolonu ile vapilan HPLC analizi

Kitooligosakkaritler cogunlukla kitin ve kitosanin kimyasal veya enzimatik
hidrolizi ile elde edilir, ancak enzimatik hidroliz yontemi, yiliksek 6zgiinliik, hafif
reaksiyon kosullar1 ve kontrollii isleme nedeniyle biyoaktif COS sentezi i¢in tercih
edilmektedir (de Aratjo et al., 2016). Kimyasal hidrolizden farkli olarak, kitin ve
kitosanin enzimler tarafindan biyolojik olarak pargalanmasi toksik kimyasallarin
kullanilmasini gerektirmemekte ve asir1 miktarda zararl atik iiretmemektedir. Bu
nedenle, kitin ve kitosan1 modifiye edici enzimler, biyoteknolojik ve biyomedikal
uygulamalarda spesifik fonksiyonlar1 ve giivenilir performansi ile kitin ve kitozanin
miithendisligi i¢in araglar olarak gittikce daha fazla ilgi gérmeye baslamistir

(Nampally et al., 2015).

Bu c¢aligmada, kitosandan kitooligosakkaritlerin enzimatik iretimi, 16
kitinolitik ~ Bacillus  susunun  ham  kitosanaz  ¢Ozeltileri  kullanilarak

gergeklestirilmistir. Caligmamizda yapilan tarama sonuglari, incelenen 14 Bacillus
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susunun kitooligosakkarit iiretebildigini ama B. thuringiensis EGE-B-14.11 ve B.
mycoides EGE-B-36.1 olmak iizere iki susun ham kitosanaz c¢ozeltileriyle
gerceklestirilen reaksiyon sonucunda higcbir kitooligosakkarit {iriinii tespit
edilmedigini gostermistir. Bu suglar, HPLC yontemimizin algilama limitinin disinda
kalan ¢ok diisiik miktarda kitooligosakkarit iiretmis olabilecegi diisliniilmiistiir.
Bacillus suslarinin ham kitosanazgozeltileri ile kitosan hidrolizinin HPLC analizinin

sonuglart Sekil 4.44 - Sekil 4.57'de gosterilmektedir.

B. cereus EGE-B-6.1m, B. thuringiensis EGE-B-28.2, B. cereus EGE-B-2.5m,
B. cereus EGE-B-5.5m, B. cereus EGE-B-10.4i, B. thuringiensis EGE-B-3.5m, B.
cereus EGE-B-4.1i, B. cereus EGE-B-4.21 ve B. mojavensis EGE-B-5.2i'nin ham
kitosanaz ¢ozeltileri kitobiyoz, kitotrioz, kitotetroz, kitopentoz ve kitoheksoz
iretmistir. B. thuringiensis EGE-B-14.7i'nin ham kitosanaz c¢ozeltisi kitobiyoz,
kitotrioz, kitotetroz ve kitopentoz iiretmistir. B. mycoides EGE-B-19.3'un ham
kitosanaz ¢ozeltisi kitobiyoz, Kkitotrioz, kitopentoz ve kitoheksoz iiretmistir ve
kitotetroz {iretmemistir. B. mycoides EGE-B-44.1'in ham kitosanaz ¢0zeltisi
kitobiyoz, kitotrioz ve kitoheksoz iiretmistir. B. subtilis EGE-B-36.5 and B. subtilis
EGE-B-1.19'un ham kitosanaz ¢ozeltisi kitobiyoz, kitotetroz ve kitoheksoz

iiretmistir.
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Sekil 4.44. B. cereus EGE-B-6.1m'in ham kitosanaz ¢ozeltisi ile iretilen kitooligosakkaritlerin

HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.45. B. thuringiensis EGE-B-14.7i'nin ham kitosanaz ¢dozeltisi
kitooligosakkaritlerin HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.46. B. mycoides EGE-B-19.3'un ham kitosanaz ¢ozeltisi ile {iretilen
kitooligosakkaritlerin HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.47. B. thuringiensis EGE-B-28.2'nin ham kitosanaz ¢ozeltisi ile iretilen

kitooligosakkaritlerin HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.48. B. cereus EGE-B-2.5m'in ham kitosanaz ¢ozeltisi ile iiretilen kitooligosakkaritlerin

HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.49. B. mycoides EGE-B-44.1'in ham kitosanaz ¢0zeltisi
kitooligosakkaritlerin HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.50. B. cereus EGE-B-5.5m'in ham kitosanaz ¢ozeltisi ile iiretilen kitooligosakkaritlerin
HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.51. B. subtilis EGE-B-36.5'in ham kitosanaz ¢ozeltisi ile iiretilen kitooligosakkaritlerin
HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.52. B. cereus EGE-B-10.4i'nin ham kitosanaz ¢ozeltisi ile iretilen
kitooligosakkaritlerin HPLC kromatogramlari.
___ Detector 1-205nm
550 12 550
Name
500 500
450 450
400 400
350 350
300 5 300
=
Q
250 E § . 20
2 2
200 2 < 20
g S <
=1 ]
R M h=1
150 2 N N 150
3 o N
R N E N o
2 g &g g
100 g 225 2 v
= 283 g
2 = 2 2
50 § M /™ MM %
I 1
, T T ,
-50 50
0 j 2 j 4 j 6 j 8 j 10 j 12 j 14 j 16 j 18 j 20 j 22 j 24 j 26 j 28
iretilen

Sekil 4.53. B. thuringiensis EGE-B-3.5m'in ham kitosanaz ¢dozeltisi ile
kitooligosakkaritlerin HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.54. B. cereus EGE-B-4.1i'nin ham kitosanaz ¢ozeltisi ile iiretilen kitooligosakkaritlerin

HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.55. B. cereus EGE-B-4.2i'nin ham kitosanaz ¢ozeltisi ile iiretilen kitooligosakkaritlerin
HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.56. B. mojavensis EGE-B-5.2i'nin ham kitosanaz ¢ozeltisi ile {iretilen
kitooligosakkaritlerin HPLC kromatogramlari.
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Sekil 4.57. B. subtilis EGE-B-1.19'un ham kitosanaz ¢o6zeltisi ile iiretilen kitooligosakkaritlerin
HPLC kromatogramlari.

Kitosan, notr pH'ta diisiik ¢oziiniirliige ve sulu ¢ozeltilerde yiiksek viskoziteye

neden olan yiiksek molekiiler agirliga sahiptir. Kitosanin degradasyonu azalmis
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molekiiler agirlik, diisiik viskozite ve artirllmig ¢oziiniirliikk ile sonuglanir. Kitosan
degradasyonunun mekanizmasi, glikozidik bagin pargalanmasi ile iligkilidir, ve
kitosan makromolekiillerin zinciri daha kii¢iik birimler halinde gelmesi azalan
viskoziteye neden olmaktadir (Rokhati ve digerleri, 2017; Gohi ve digerleri, 2016).
Dolayisiyla, viskozitedeki azalma kitosan hidrolizin bir gostergesi olarak
kullanilabilir. Bu caligmada, enzimatik hidrolizden sonra reaksiyon karigimlarinin
viskozitesinde 6nemli bir diisiis gézlenirken, negatif kontrollerde viskozite azalmasi

goriilmemistir.

Kitooligosakkaritlerin reaksiyon karisimindan basariyla ayrilmasi ve bunlarin
yapisal  karakterizasyonunun  tamamlanmast  zorlu  c¢aligmalardir. HPLC,
kitooligosakkarit analizi ve ayrimi i¢in siklikla kullanilmaktadir (Kumar, 2005; Li et
al., 2012; Zou et al, 2015). Kitooligosakkaritlerin giiclii polaritesi ve zayif
ultraviyole (UV) emilimi, analitik kolon ve dedektor se¢imini belirlemektedir. Bu
amacla asetil grubunun varligi nedeniyle COS’lar, HPLC ile genellikle UV
dedektorii kullanilarak, yaklasik 210 nm absorbansta Olgiilerek izlenebilmektedir.
Refraktif indeks detektorii, N-asetillenmis ve N-deasetillenmis kitooligosakkaritlerin
HPLC analizi igin tercih edilmekte ancak diisiik duyarliliga sahiptir ve gradyan
eliisyon i¢in uygun degildir (Cao et al., 2016). Kitooligosakkaritlerin rutin HPLC
yontemleriyle ayrilmasi, esas olarak kitooligosakkaritlerin ¢ok hidrofilik dogasindan
ve HPLC kolonu {iizerindeki zayif tutulumdan kaynaklanan bazi zorluklarla karsi

karsiya kalmaktadir (Jiang et al., 2014).

Calismamizda enzimatik olarak tiretilen kitooligosakkarit miktarlar1 (ppm) ve
bunlarin relatif verimleri Cizelge 4.18'de verilmistir Kitooligosakkarit iiriinlerinin
relatif verimleri %11 ile %31 araliginda degismektedir ve B. thuringiensis EGE-B-
3.5m'in kitosanazi maksimum relatif verimi (%31) vermistir. Incelenen
kitosanazlarin ¢ogunda, ana kitosan hidroliz iirlinii, kitobiyozdur (14 adet susta
gozlenmistir). Caligmamizda kitosan hidrolizinin bir {irlinii olarak monomer
(glukozamin), tespit edilemediginden test edilen enzimlerin hepsinin endo-kitosanaz
oldugu  disiiniilmektedir. Daha once, ¢esitli arastirmacilar tarafindan
kitooligosakkaritlerin enzimatik iiretimi konusunda bir ¢ok calisma yapilmis ve
kitooligosakkaritlerin enzimatik liretimi (enzim, iirlin, analiz yontemleri) ile ilgili

literatiirlerin ayrintili analizi Cizelge 4.19'de, 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.19. Kitooligosakkaritlerin enzimatik tiretimi.
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Mikroorganizma Enzim Reaksiyonu Uriin Analizi Referans

Bacillus sp. HW-002 Kitosanaz 40°C’de, 5 saat kitosan kullanarak (GleN)2 HPLC (Lee et al., 1996a)

Bacillus sp. KFB-C108 Kitosanaz 55°C’de, 12 saat kitosan kullanarak  (GIcN)3-(GlcN)5 HPLC (Yoon et al., 1998)

Matsuebacter chitosanotabidus 3001  Kitosanaz 30°C’de, 10 dk kitosan kullanarak (GleN)2-(GlIeN)6 TLC (Park et al., 1999)

B. thuringiensis subsp. pakistani Ekzokitinaz 37°C’de, 24 saat kolloidal kitin GIcNAc TLC (Thamthiankul et al.,
kullanarak 2001)

A. hydrophila H-2330 Ham enzim 17°C’de, 10 giin, a-Kitin kullanarak ~ GIcNAc HPLC, NH2P-50 (Sashiwa et al., 2003)

Bacillus sp. Kitinaz 37°C’de 48 saat, kolloidal kitin kitotrioz (GlcNAc)3 HPLC (Woo and Park, 2003)
kullanarak

Thermococcus kodakaraensis KOD1  Kitinaz 70°C’de, 3 saat kitin kullanarak (GleNAc)2 TLC (Tanaka et al., 2003)

Bacillus sp. KCTC 0377BP Kitosanaz Kitosan kullanarak (GleN)3-(GIeN)7 TLC/HPLC (Choi et al., 2004)

Bacillus cereus S1 Kitosanaz 40°C’de, 20 dk. kitosan kullanarak ~ (GIcN)2, (GlcN)3, (GleN)4  HPLC (Kurakake et al., 2000)

A. hydrophila SUWA-9 Kitinaz 37°C’de, 24 saat kitin kullanarak DP 2-5 TLC (Lan et al., 2004)

Aeromonas sp. GJ-18 Ham enzim 45°C’de, 5 gin sismis kitin GlcNAc, (GlcNAc)2 HPLC, NH2P-50  (Kuk et al., 2005)
kullanarak

Aeromonas sp. GJ-18 Ham enzim 45°C’de, 7 giin, a- kitin ve B- kitin  (GIlcNAc)2 HPLC, NH2P-50 (Kuk et al., 2006)
kullanarak 4E

Metarhizium anisopliae Ham enzim 55°C’de ¢oziiniir kitosan kullanarak  (GlcN)2-(GleN)S HPLC (de Assis et al., 2010)

Bacillus cereus TKU022 Proteaz ve 37°C’de, 2 giin (GIcNACc)2 (GleNAc)4 HPLC, MALDI- (Liangetal., 2012)

Kitosanaz kitin kullanarak (GleNACc)S5, (GleNAc)6 TOF MS

Streptomyces sp. Kitosanaz 60°C’de kitosan kullanarak 2-6 DP TLC, HPTLC (Sinha et al., 2012)

Bacillus cereus TKU027 Kitinaz 37°C’de, 2 saat, kitosan kullanarak ~ (GIcNAc/GIcN), DP 4-9,2-5 MALDI-TOF MS  (Wang et al., 2012)

Lecanicillium lecanii Kitinaz 40°C’de, 6 giin buharda tutulan GIcNAc DP 1-9 HPLC/MALDI- (Villa-Lerma et al.,
kitin kullanarak TOF MS 2013)

Penicillium decumbens CFRNT15 Ekzokitosanaz 75 rpm’de karistirilarak 42 =+ D-glukosamin TLC (Nidheesh et al., 2015)
1°C’de koloidal kitosan kullanarak

Purpureocillium lilacinum CFRNT12  Kitosanaz 37 £2°C’de 100 rpm karistirmada (GIeN)2-6 HPLC (Thadathil et al., 2014)

Bacillus suslar Ham kitosanazlart  50°C’de 3 saat ¢oziniir kitosan (GIcN)2-6 HPLC, Hypersil Bu calisma (Cizelge 4.18)

kullanarak

APS-2
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Enzimatik  yontemlerle sentezlenen  kitooligosakkarit  genellikle
oligomerleri, homologlar1 ve farkli MW'lerin izomerlerini igeren karmasik bir
karisim olarak elde edilmektedir. Dolayisiyla, HPLC yontemleri ile bu tiir
kompleks karigimlarin analizi olduk¢a zor olmaktadir. Reaksiyon karisiminda
izomerlerin ve homologlarin bulunmasi, HPLC ile molekiillerin zayif ayrilmasina
ve diizensiz piklerin olusumuna neden olur. Bu nedenle, ¢alismamizda, daha kesin
ve giivenilir sonuglar elde etmek i¢in farkli kolonlar, dedektorler ve yontemler test
edilmistir. Enzimatik olarak iiretilen kitooligosakkarit karisimlarinin daha iyi
ayrilabilmesi i¢in gradyan eliisyon HPLC yontemlerinin izokratik eliisyon
yontemlerine gore daha {istiin oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada optimize edilmis
gradyan eliisyon yontemi, kitosanin enzimatik hidrolizatinda bulunan tim

oligomerlerin ¢ok etkin bir sekilde ayrimi saglanmastir.

Ayrica, piyasada bulunan ticari kitooligosakkarit standartlar1 tamamen
deasetilatlanmis veya tamamen asetillendirilmistir. Ancak, kitosanin hidrolizi,
rastgele GIcN ve GIcNAc parcalarini igeren kismen asetillenmis kitosan
oligomerlerinin olusumuyla sonuglanmaktadir (Liaqat ve Eltem, 2018).
Calismamizda kullanilan kitosan %75-85 deasetillenmistir, bu da kitosanin
enzimatik hidrolizinden sonra iiretilen kitosan oligomerlerinin kismen asetile
edildigi veya tamamen deasetil hale geldigi anlamina gelmektedir. Bu ¢alismada
kullanilan kitooligosakkarit standartlari tamamen asetillenmistir, bu nedenle
kitooligosakkarit standartlarin alikonma siireleri ve enzimatik olarak iiretilen
kitooligosakkaritlerin alikonma siireleri tamamen ayni olmamistir. Dolayisiyla,
standartlarin ve Orneklerin alikonma siirelerindeki bu kii¢iik farkliliklar,

asetilasyon derecesi arasindaki farka atfedilebilir.

Cizelge 4.20. Calismamizda enzimatik olarak iiretilen kitooligosakkaritlerin alikonma

siireleri.
Kitooligosakkarit Alikonma siiresi
standartlar araligi (dakika)
Kitobiyoz 9-13,7
Kitotrioz 13,8-17,5
Kitotetroz 17,6-19,8
Kitopentoz 20-22.8

Kitoheksoz 23-24,7
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Hidrolizatlarda tespit edilen pikleri, onlarin alikonma siirelerin
kitooligosakkarit standartlarinin alikonma stireleri ile benzerliklere dayanarak
tanimlanmistir. Ornegin, kitobiyoz standardinin alikonma siiresi 9,9 dakikaydi
(Sekil 4.39), bu nedenle, bu zamanin hemen Oncesinde ve sonrasinda goriilen
hidrolizatin pikleri kitobiyoz olarak adlandirilmistir. Cizelge 4.20 ¢alismamizda
enzimatik olarak iiretilen tiim kitooligosakkaritler icin standartlarin alikonma
siirelerine bagh olarak sabitlenmis alikonma siiresinin araliklarin1 géstermektedir.
Elde ettigimiz kitosan hidrolizatlar1 ayn1 DP'ye sahip fakat farkli asetilasyon
fraksiyonuna sahip olan oligomerlerin (DP 2-6) homologlarin1 igermektedir
(Cizelge 4.18). Bu homologlar, HPLC kromatogramlarinda  farkh
kitooligosakkarit  standartlarina  karsilik  gelen farkli  pikler seklinde
goriilebilmektedir. Ornegin, ¢alismamizda kitobiyoz alitkonma siiresi araliginda
birden fazla pik varligi, kitobiyoz homologlari olarak belirlenmistir. Benzer
sekilde kitosan enzimatik hidrolizatlarinda, kitotrioz, kitotetroz, kitopentoz ve
kitoheksoz i¢cin de farkli homologlar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.18).
Kitooligosakkaritlerin karisitminda aym1i DP'ye sahip fakat farkli sayida asetil
gruplarina sahip homologlari igerebilecegini destekleyen raporlar literatiirde de
bulunmaktadir. Kim et al. (2013), siv1 kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-
MS) analizi kullanilarak farkli DP'lerdaki kitooligosakkaritler i¢in oligomer
basina farkli asetilasyon sayilar1 gdzlemlemistir. Baska bir calismada, 'H NMR
spektroskopisi analizi ve  MALDI TOF analizi ile karakterize edildiginde
Streptomyces coelicolor'in bir kitosanaz, cesitli kitosanlart aynt DP'ler i¢indeki
hem N-asetillenmis hem de deasetillenmis indirgeme wuglar1 igeren

kitooligosakkaritlere doniistiirme yetenegini géstermistir (Heggset et al., 2010).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kitooligosakkaritler, kitin ve kitosanin biyolojik olarak aktif tiirevleri
oldugu icin son derece degerlidir. Kitooligosakkaritler olduk¢a genis bir biyolojik
aktivite yelpazesine ve ¢ok sayidaki endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli bir
potansiyele sahiptir. Kimyasal yontemlere gore avantajlarindan  Otiirli
kitooligosakkaritler sentezinde kullanilan enzimatik yontemler son birkag yildir
bliyiik 6nem kazanmistir, ancak kitinolitik enzimler ticari olarak temin
edilememektedir. Bu nedenle, yeni kitinaz ve kitosanazlarin kesfedilmesi ve
tiretimlerinin optimizasyonu, bu enzimlerin ticari olarak bulunabilirligi ve
bunlarin kitooligosakkaritlerin biyolojik iiretiminde uygulamalari igin yol

acgacaktir.

Bu c¢alismada, 16 farkli yerel kitinaz ve kitosanaz iirettigi bilinen Bacillus
susunun kitin ve kitosan varliginda kitinaz ve kitosanaz {iretimleri incelenmistir.
Yapilan incelemelerde, Bacillus suslarinin kitosanaz aktivitelerinin, kitinaz
aktivitelerine kiyasla daha yiiksekoldugu belirlendiginden, daha ileri ¢alismalar
igcin kitosanaz enzimi kullanilmistir. Kitosanaz iiretiminin optimizasyon
calismalar1 i¢in bir sus (Bacillus mojavensis EGE-B-5.2i) sec¢ilmis ve
fermantasyon ortaminin istatistiksel optimizasyonundan sonra enzim iretimi
onemli Ol¢iide arttinlmistir (9,5 kat). B. mojavensis EGE-B-5.2'nin kitosanaz
{iretimi igin optimal fermantasyon ortami olarak 7,5 g L™ ¢oziiniir nisasta, 6,5 g L~
! koloidal kitosan, 7,5 g L' pepton ve 3,5 g L' NaCl igeren bir ortam

belirlenmistir..

Kitosanazin anahtar 6zelliklerini agiklamak i¢in, enzimin kismi saflagtirilmasi tek
adimli bir iyon degisim kromatografisiyle gerceklestirilmistir ve 37 kDa'lik bir
kitosanaz elde edilmistir. Saflastirilmis kitosanaz 159,6 U mg™! spesifik aktiviteye
sahiptir ve %39,3'liik geri kazanma ile 5,9 kat saflastirma elde edilmistir.
Saflagtirilmis kitosanazin optimum sicakliglr ve pH degeri sirasiyla 55°C ve 5,5
olarak belirlenirken enzimin, 55°C'de bir saat boyunca %66’lik kalan aktivite ile
genis bir pH araliginda (3-11) stabilitesini korudugu saptanmistir. Kitosanazin
aktivitesi Mn?* ve K" ile ¢ok hafif aktive edilmistir ve Hg**, Cu?**, SDS ve EDTA

ile 6nemli Gl¢iide inhibe edilmistir. Kitosanaz i¢in optimum substratin ¢oziiniir
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kitosan oldugu ve enzimin ¢oziiniir kitosan ile Km ve Vmax degerleri sirasiyla 2,1

mg mL! ve 244,5 pmol min! mg™! olarak saptanmustir.

Calismamizda, kitooligosakkaritlerin enzimatik liretimi i¢in, tim Bacillus
suslarimin  ham kitosanaz enzim c¢ozeltileri, kitosan1 hidrolize etmek ig¢in
kullanilmistir. Baslangicta, kitooligosakkaritlerin ayristirilmast  ve kantitatif
analizi i¢cin HPLC yontemi, kitooligosakkarit standartlar1 kullanilarak optimize
edilmistir. Daha sonra bir gradient eliisyon yontemi belirlenmis ve
kitooligosakkarit standartlarin kalibrasyon egrileri ile enzimatik olarak fiiretilen
kitooligosakkaritlerin kantitatif analizi yapilmistir. 14 Bacillus susuna ait ham
kitosanaz c¢ozeltileri kitosani basariyla kitooligosakkaritlere hidroliz etmis ve
hidrolizatte hidroliz iirlinii olarak en fazla kitobiyoz ve kitotrioz olmak {izere DP
2-6 arasinda degisen farkli oligomerler saptanmustir (Cizelge 4.18). Bacillus
suslarinin ham kitosanaz ¢ozeltileri kullanilarak yapilan hidroliz {irlinleri arasinda
glukosamin monomeri bulunamadigindan, kitooligosakkarit olusturan tim

enzimlerin endo-kitosanaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Calismamiz sonuglari, incelenen ham kitosanaz ¢o6zeltilerinin dogrudan
kitosanin kitooligosakkaritlere etkin biyolojik doniigiimii i¢in kullanilabilecegini
ve bu enzimlerin biyolojik olarak aktif kitooligosakkaritlerin biiyiik olcekli

iiretimi i¢in avantajli olacagini ortaya koymustur.

Dahasi, bu caligma kapsaminda belirlenmis olan HPLC analiz yonteminin,
kitooligosakkarit karistminin verimli bir sekilde ayrilmasim1 saglamak i¢in
elverisli olmasina ragmen, sonuglarin dogrulanmasi ve oligomerlerin tam yapisal
karakterizasyonu icin, LC-MS, MALDI-TOF-MS ve NMR gibi bazi ileri
tekniklerin uygulanmasi gerekmektedir. Ayrica enzimatik olarak sentezlenen
kitooligosakkaritlerin tam olarak karakterizasyonu yapildiktan sonra biyolojik

aktivesinin incelenmesi de olduk¢a 6nemlidir.

Gida, kozmetik ve ila¢ endiistrilerin faydali biyolojik aktivitelere sahip yeni
bilesiklere ihtiyaci vardir ve yapilan ¢alismalarda kitooligosakkaritlerin biyoaktif
maddeler olarak umut verici potansiyelleri rapor edilmistir. Biyolojik faaliyetlerini

kesfetmeden once, kitooligosakkaritlerin  kitlesel iretimi ve iretilen
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kitooligosakkaritlerin fizikokimyasal agisindan ayrintili siiflandirilmasi, dogru
karakterizasyon, fizikokimyasal Ozelliklerinin yorumlanmasi ve biyolojik

faaliyetlerine en uygun uygulamalarini 6ngérmek i¢in son derece 6nemlidir.

Kitooligosakkarit kullannmina eslik eden az sayida kisitlama vardir.
Kitooligosakkaritlerin biiytlik 6l¢ekli liretimi i¢in yeni bir yontem gelistirmek hala
son derece zorlayici bir konudur. Kitooligosakkaritlerin fizikokimyasal
Ozelliklerini belirlemek i¢in gesitli yontemler mevcuttur. Ancak bu yontemler saf
standartlar1 gerektirmektedir. Mevcut saf standartlar olduk¢a pahalidir ve
uygulamada DP 6'dan yiikksek olan standartlar bulunamadigi igin
kullanilamamaktadir. Bu nedenle DP 6'dan daha biiyiik olan kitooligosakkarit
tirtinlerini dogru bir sekilde analiz etmek heniiz miimkiin degildir. Bu alanda
yiriitilen bir¢ok calismaya ragmen saflagtirilmis ve iyi karakterize edilmis
kitooligosakkarit {iriinlerinin {iretimi hala zor bir siirectir. Ilerleme stratejilerinin
varlig1 bile olsa, tek bir kitooligosakkaritin iiretimi hala uzak bir riiyadir.
Enzimatik  kitooligosakkarit  iiretim  yontemleri,  kitooligosakkaritlerin
fizikokimyasal 06zelliklerini korumak ve kontrol etmek i¢in nispeten daha
faydalidir. Kitooligosakkaritlerin DP, DA, MW ve katyonik yapist biyolojik
faaliyetlerini dogrudan etkileyen fizikokimyasal ozellikleridir. Fizikokimyasal
Ozelliklerin farkli biyolojik aktiviteler {izerindeki net etkileri ve biyolojik

aktiviteler i¢cin molekiiler mekanizmalar daha az bilinmektedir.

Tam karakterize edilmis kitooligosakkarit iiretimi ve gelecekteki
aragtirmalarda molekiiler mekanizmalarin teyit edilmesi, kitooligosakkaritlerin
olas1 uygulamalar1 ve potansiyeli hakkinda bir fikir saglayacaktir. Giiniimiizde
kitooligosakkaritlerin ~ yiiksek saflikta {iretimi, f{iretilen iirlinlerin dogru
karakterizasyonu, iiretim veriminin artirilarak maliyetin diisiirtilmesi bu alanda
caligan bilim insanlarinin temel amacidir. Kitooligosakkaritlerin biyolojik énemi,
tiretim, saflastirma ve karakterizasyon icin yeni teknolojilerin arastirilmasini

gerektirmektedir.
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Ek 1. HyperRez XP Carbohydrate H+ Kolonu Ile Kitooligosakkaritlerin HPLC
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Ek 2. Phenomenex RNM-Carbohydrate Na+ Kolonu Ile Kitooligosakkaritlerin
HPLC Analizileri
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70°C'de kitotrioz analizi.
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