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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

Stenotrophomonas maltophilia’DAN KITINAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BiYOTEKNOLOJIK
UYGULAMALARI

Cigdem AKTAS

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danisman: Prof.Dr. Arzu GORMEZ

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda; kiiltiir koleksiyonumuzda bulunan bakteri izolatlariin Kitinaz
aktiviteleri arastirildi ve en iyi kitinaz aktivitesi gosteren izolat belirlenerek Klasik (morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal) ve molekiiler yontemlerle (16S rRNA dizi analizi) tanilandi.
Stenotrophomanas maltophilia (Gen Bank No: MW600524) olarak tanilanan izolattan kitinaz enzimi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kromatografisi yontemiyle saflastirildi. Saflastirilan
enzimin optimum sicaklik ve pH’s1, Vmax Ve Kn degerleri ile sicaklik ve pH stabiliteleri belirlendi.
Enzim aktivitesi lizerine ¢esitli metal iyonlar1 (Ca?*, Cd?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Mg?*, Mn?*, Zn?),
reaktifler (%1-5 EDTA, H20,, SDS, Tween 20 ve Tween 80) ve ¢oziiciilerin (%5-15 DMSO, aseton,
gliserol, etanol, izopropanol) etkisi arastirildi. Saflastirilan kitinaz enziminin antifungal ve
biyoinsektisit olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla 6nemli tarimsal hastalik ve zararlilara
kars1 etkisi incelendi. Yapilan caligmalar sonucunda kitinaz enzimi %30 amonyum siilfat
konsantrasyonunda %40,7 verimle, 1,4 kat saflastirildi. Kismi saflagtirmanin akabinde iyon degisim
kromatografi teknigiyle HiPrep Q XL 16/10 kolonu ve HiPrep™ 26/10 Desalting kolonu kullanilarak
strastyla %25,34 ve %18,12 verimle saflastirildi. Saflagtirilan enzimin molekiil agirligit SDS-PAGE
yontemiyle 52 kDa olarak hesaplandi. Enzimin optimum sicakligt 50 °C ve optimum pH degeri 7,0
olarak belirlendi. 1 mM konsantrasyondaki Fe?*, Cd?*ve Mn?* iyonlari ile 5 mM konsantrasyondaki
Mg?* ve Fe?* iyonlari enzim aktivesini artirirken, test edilen tiim ¢oziicii ve reaktiflerin enzim
aktivitesini diigtirdiigii tespit edildi. Kolloidal kitin i¢in enzimin Vmax V& Km degerleri sirasiyla 1,07
pmol.ml.dk? ve 0,6 mg/ml olarak hesaplandi. Saflastirilan enzimin Fusarium oxysporium 'un
cimlenmesi ve hifsel gelisimini olumsuz etkiledigi, Leptinotarsa decemlineata boceginin ise kitin
yapisinda bozulmalara sebep oldugu belirlendi.

2021, 71 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND BIOTECHNOLOGICAL
APPLICATIONS OF CHITINASE ENZYME FROM Stenotrophomonas
maltophilia

Cigdem AKTAS

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Arzu GORMEZ

Within the scope of this thesis, the chitinase activities of the bacterial isolates in our culture
collection were investigated and the isolate with the best chitinase activity was determined and
identified by classical (morphological, physiological, biochemical) and molecular (16S rRNA
sequencing) methods. Chitinase enzyme was purified from the isolate identified as Stenotrophomonas
maltophilia (Genbank No: MW600524) by ammonium sulphate precipitation and ion exchange
chromatography. Optimum temperature and pH, Vmax and Km values, and temperature and pH
stability of the purified enzyme were determined. The effects of various metal ions (Ca?*, Cd?*, Co?+,
Cu?*, Fe?*, Mg?", Mn?*, Zn?"), reagents (%1-5 EDTA, H;0,, SDS, Tween 20 andTween 80)
andsolvents (%5-15 DMSO, acheton, glycerol, ethanol, isopropanol) on enzyme activity were
investigated. The effect of purified chitinase enzyme against major agricultural diseases and pests was
investigated in order to determine its usability as antifungal and bioinsecticide. According to the results
of the studies, the chitinase enzyme was purified 1,4 times at 30% ammonium sulphate concentration
with a yield of 40,7%. Following partial purification, the enzyme was purified by ion exchange
chromatography technique using HiPrep Q XL 16/10 column and HiPrep ™ 26/10 desalting column
with 25,34% and 18,12% yields, respectively. The molecular weight of the purified enzyme was
calculated as 52 kDa by SDS-PAGE method. The optimum temperature of the enzyme was determined
to be 50 °C and the optimum pH value as 7,0. While Fe?*, Cd?** and Mn?* ions at 1 mM concentration
and Mg?* and Fe?* ions at 5 mM concentration increased enzyme activity, all the tested reagents and
solvents decreased the enzyme activity. Vmax and K values of the enzyme for colloidal chitin were
calculated as 1.07 umol.ml*.dk* and 0,6 mg/ml, respectively. Purified enzyme negatively affected the
germination and hyphal development of Fusarium oxysporium, and caused deterioration in the chitin
structure of the Leptinotarsa decemlineata insect.
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1. GIRIS

1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasi ve buna bagl olarak artan kiiresel talep nedeniyle
ucuz, iiretimi kolay, dogal, ¢cevreye zarar vermeyen ve ekolojik dongiide parcalanmasi
kolay biyoteknolojik tiriinlere olan ilgi olduk¢a artmistir. Bu {irtinlerin basinda da hiicre
icinde ve/veya dis ortamda ayni sekilde islev gorebilen enzimler gelmektedir. Enzim
kelimesi ilk olarak 1878’de Kiihna tarafindan kullanilmis olup Yunanca “maya’ anlamina
gelmektedir (Aehle 2004). Enzimler genellikle biyodegrede olabilen, toksik olmayan,
gorev aldiklar1 reaksiyonlarda cogunlukla kalici bir degisiklige ugramaksizin aktivasyon
enerjisini disiirerek reaksiyon hizini artiran biyolojik makromolekiillerdir (Singh et al.
2016). Enzimler, katalizledikleri reaksiyonlar ve substrat se¢iminde oldukga spesifiktirler
(Negi and Banerjee 2009). Canli hiicreler tarafindan sentezlenen enzimlerden hiicre
icinde faaliyet gosterenler ‘‘intraseliiler (hiicre igi)’’, hiicre digina salgilanip hiicre disinda
faaliyet gosterenler de “ekstraseliiler (hiicre dis1)’’enzim olarak adlandirilmaktadir (Kose
2015). Enzimlerin aktivite gostermeleri ic¢in hiicre i¢inde bulunmalar1 gerekli
olmadigindan, biyolojik sistemlerin diginda farkli amaglarla eski ¢aglardan beri sarap,
sirke, bira, ekmek, peynir, yogurt, ¢ivit ve deri gibi {iriinlerin tiretiminde yogun bir sekilde

kullanilmaktadir (Riizgar 2019).

1.1. Enzimlerin Yapisi

Katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu hari¢ enzimler genellikle protein
yapilidirlar (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Enzim proteinlerinin birincil, ikincil, tigtinciil
ve dordiinciil yapilari, enzimin katalitik yapist i¢cin oldukca dnemlidir (Haciabdullahoglu
2018). Bu nedenle enzimlerin katalitik aktiviteleri protein konformasyonlarinin
biitiinligi ile ilgili olup denatiire olmasi ya da aminoasit bilesenlerine pargalanmasi

durumunda genellikle aktivitelerini kaybetmektedirler.

Enzimler, katalizleme reaksiyonlarint gerceklestirirken ¢ogu zaman farkli
gruplara ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu farkli gruplar; koenzim adi verilen kompleks yapida
organik bir bilesik ya da kofaktér denilen metal iyonlar1 olabilmektedir. Enzimin
kofaktorsiiz olan protein boliimiine "apoenzim", koenzimle birlikte olan enzim

molekiiliine ise "haloenzim" adi verilmektedir. Apoenzimlerin aminoasit tiirleri ve
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diziligleri enzimlerin tiirlerine gore farklilik gostermektedir. Bu nedenle enzimin
ozelligini ve spesifikligini belirleyen kisim apoenzimdir. Apoenzimler, koenzimler ile
birlikte iken Kkatalitik aktivite kazanmaktadirlar (Kose 2015). Enzimlerin tesir ettigi
molekiillere substrat adi verilmektedir ve enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda
substratlari tiriinlere doniistiirmektedirler (Kuzu 2008). 1894 yilinda Alman bilim adam
Hermann Emil Fischer’in 6nerdigi anahtar kilit modelinde; substratin enzimin etken
boliimiine uygun formda baglandig1 6ne siiriilmiistiir. Onerilen bir diger model ise
indiiklenmis uyumdur. Bu modelde ise substrat ortamda olmadiginda enzim serbest
formda bulunmakta ve substrat ortama eklendiginde enzim substrata baglanacak sekilde

farklilagsmaktadir (Nelson and Cox 2004, Haciabdullahoglu 2018).

1.2. Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzimler, Uluslararast Enzim Komisyonu (IUBMB) tarafindan, mekanizmalari ve
katalizledikleri reaksiyonlar goz Oniine alinarak sistematik bir isim ve enzim kod
numarasi (E.C) kullanarak smiflandirilmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2009, Gurung et
al. 2013). Katalizledigi tepkime tiiriine gore oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar,
liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak tizere alt1 sinifa ayrilan (Cizelge 1.1.) enzimler
kullanim amaclarina bagl olarak da farkl sekillerde siniflandirilmaktadir. Saflik derecesi
diisiik olan ve kimyasal reaksiyonlari yoneten “endiistriyel enzimler”, saflik derecesi
yiiksek olan ve bilimsel ¢aligmalarda kullanilan “analitik enzimler” ve saflik derecesi ¢ok
yiiksek olan ve bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan “klinik enzimler” olmak {izere {i¢
grupta tasnif edilmektedirler. Bu alanlarda kullanilan enzimlerin bir kismu bitkisel ve
hayvansal kaynaklardan elde edilse de ¢ogu mikroorganizmalardan elde edilmektedir

(Kuzu 2008).
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Cizelge 1.1. Enzim Siniflar1 ve Ozellikleri (Ha and Bhagavan 2011; Gurunget al. 2013)

Enzim Komisyonu  Enzim Smiflari Ozellikleri
Numarasi
EC1 Oksidorediiktazlar Oksidasyon tepkimelerinde molekiiller

aras1 elektron aktarimi saglanir. Biyolojik
tepkimelerde substrat hidrojen kaybeder.
Bu gruptaki enzimler dehidrogenazlar
olarak adlandirilir.

EC2 Transferazlar Iki molekiil arasinda hidrojen disinda agil
benzeri gruplarin transferini saglayan
enzimlerdir.

EC3 Hidrolazlar Su yardimiyla substratlarin par¢alanmasini
saglayan enzim gruplaridir.

EC4 Liyazlar C-C, C-O, C-S, C-N benzeri baglarin
olusumunu susuz ortamda gergeklestiren
enzimlerdir.

EC5 [zomerazlar Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin
birbirine doniistimiini saglayan
enzimlerdir.

EC6 Ligazlar Molekiiller —arast  kovalent baglarin

olusumunu saglayan enzimlerdir.

1.3. Mikrobiyal Enzimler ve Kullanim Alanlari

Mikroorganizmalarin biiyiime ortamlarmin diger kaynaklardan elde edilenlere
nazaran daha ekonomik olmasi, gelisim hizlarinin yiiksek olmasi, iiretmis olduklar
enzimlerin ¢ok daha kolay elde edilebilir olmasi, enzim iiretiminde diizenli kaynak
saglayabilmesi ve c¢esitli ekstrem kosullarda stabiliteleri ve katalitik aktivitelerinin
oldukea yiiksek olmasi gibi nedenlerle mikrobiyal enzimler, endistriyel islemlerde ¢ok
daha giivenilir kaynaklar olarak tercih edilmektedir (Riizgar 2019). Son yillarda
endiistriyel alanda kullanilan proteaz, amilaz, pektinaz, glukozizomeraz, seliilaz,
galaktozidaz, kitinaz, ksilanaz vb. pek c¢ok enzimin mikrobiyal kaynaklardan izole
edilerek biyoteknolojide yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir (Cizelge 1.2). Bu
enzimlerden biri olan ve pek ¢ok kullanim alanina sahip olan kitinaz enzimi de uygun bir
tiretici  mikroorganizmanin varliginda kolaylikla {iretilerek endiistriyel alanlarda

kullanilmaktadir (Kuzu 2008).
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Cizelge 1.2. Baz1 Mikrobiyal EnzimlerinEndiistriyel Kullanim Alanlari

Enzimler Kullanim Alanlari Referanslar
Deri isleme (derinin killardan arindirilmast) Saboti¢ and Kos 2012

Proteaz Gida endiistrisi (peynir yapimi, proteince yiiksek Kuma_r an et al. 2013
gidalar, tahil ezme) Banerjee  and  Ray

’ 2017
Fotografcilik(glimiis kazanimi)
Deterjan endiistrisi (leke ¢ikarici)

Amilaz Gida endiistrisi (ekmek yapimi, fruktoz ve glukoz Pandey et al. 2000
surubu, meyve suyu yapimi)
Kagit endiistrisi (kagit hamuru)
Deterjan endiistrisi (leke ¢ikarici)

Lipaz Deterjan endiistrisi (yaglarin par¢alanmast) Tarak¢ioglu 2016
Eczacilik (transesterifikasyon, hidroliz)

Kozmetik (emiilsifiyer, nemlendirici)

Seliilaz Kagitendiistrisi (kagit hamuru yapimi) Kuhad et al. 2011
Tekstil endiistrisi (kumas taglama) Menendez et al. 2015
Deterjan endiistrisi(renklerin korunmasi)

Ksilanaz ~ Kagit endiistrisi (kagit hamurunu beyazlatma, Gilbert and
Gida endistrisi  (iceceklerde durultma ve Hazlewood 1993
berraklastirma) Aehle 2004
Besi yemi endiistrisi (yem kalitesinin artirilmasi)  Rifaat et al. 2005

Pektinaz Gida endiistrisi (meyve suyu berraklagtirma) Adapa ve ark. 2014

1.4. Kitin ve Kitinazlar

Kitin (CgH130sN), dogada en ¢ok bulunan polimerler i¢inde ikinci sirada yer alan,

N-Asetil-D-glukozamin monomerlerinin (Glc-NAc) B-1,4 glikozidik baglarla baglanmasi

ile olusmus beyaz, sert, elastik olmayan, azotlu bir polisakkarittir (Kumar 2000, Dutta et

al. 2004). Diinyada yillik iiretimi oldukc¢a fazla olan kitin, funguslarin hiicre duvar ile

deniz kabuklular1 (yengeg, 1stakoz, karides gibi) ve bdoceklerin dis kabugunda,

yumusakcalarin radulalar1 (digli dil), ahtapot ve miirekkep baliginin dahil oldugu kafadan

bacaklilarin agiz kisimlarinda bulunmaktadir. Suda yasayan ve karaya vuran iriinlerin
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(karides, yengec, kalamar, istiridye ve miirekkep balig1) neredeyse %10’u kitinden zengin

organizmalardan meydana gelmektedir.

Evrensel olarak kabul edilmis toksik olmayan, biyolojik olarak bozulabilen dogal
bir polimer olan kitinin parg¢alanmasini katalizleyen kitinazlarin (EC 3.2.1.14), N-
asetilglukozamin multimerlerini olusturan endokitinazlar ve polimerin indirgenmemis
ucundan baglayan diisiik molekiil agirligina sahip, c¢oziinebilen dimerlerin stirekli
salimmasii katalizleyen ekzokitinazlar olmak {izere, iki alt grubu bulunmaktadir
(Donderski and Brzezinska 2005; Ozgen 2011). Kitinazlar; bakteriler, yiiksek bitkiler,
kabuklular, bocekler, mantarlar ve bazi omurgalilar tarafindan farkli amaglarla
tiretilmektedirler (Jeuniaux 1966; Flachet et al. 1992). Bitkiler genellikle savunma amagl
olarak (fungal kaynakli bitki hastaliklarinin biyolojik kontroliinde ve bocek zararlarindan
korunmada) kabuklular eski kiitikiiliin uzaklastirilmasinda, bakteriler ise enerji kaynagi
olarak kitinaz iiretmektedirler. Bunun disinda pek ¢ok organizmada hiicre duvarinin/dis
iskeletin morfojenezi ve polimerlerin degradasyonu i¢in kitinaz enzimini tiretmektedirler
(Abeleset et al. 1971; Gooday 1977; Bell 1981; Roberts and Selitrennikoff 1988;
Mathivananet et al. 1998). Bu nedenle canlilar tarafindan iiretilen Kitinazlarin

organizmalardaki rolleri oldukca farklilik géstermektedir.

Biyoteknolojik olarak cesitli kaynaklardan elde edilen kitinazlar, biyolojik olarak
atiklarin degerli iiriinlere doniistiiriilmesinde, gida iiriinlerinin yapiminda, hastaliklarin
tedavisinde, tarim ve cesitli endiistriyel alanlarda (biyokontrol ajani, biyomateryal
tiretimi, tatlandirici, biiyiime faktorii vs) yogun olarak kullanilmaktadirlar (Kumar 2000;
Patil et al. 2000). Ozellikle bakteriler, mantarlar, yiiksek bitkiler, bocekler, kabuklular ve
bazi omurgalilarin 6nemli kitinaz ireticisi oldugu bilinmektedir (Jeuniaux 1966;

Shubakov 1992; Flach and Kucheryavykh 2004).

Bakterilerde ¢ogunlukla nitrojen ve karbon kaynagi olarak bilinen kitinazlar
ozellikle Aeromonas, Arthrobacter, Beneckea, Bacillus, Chromobacterium, Clostridium,
Klebsiella, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces, Stenotrophomonas ve Vibrio cinsine
ait izolatlar tarafindan {iretilmektedir (Matsumoto 2006; Bhattacharya et al. 2007).
Stenotrophomonas cinsine ait Stenotrophomonas maltophilia, basil formunda diiz veya

hafif kivrik seklinde, 0,5-1,5 pm uzunlugunda, tek veya ciftler halinde bulunabilen,
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flagellalar sayesinde hareket edebilen Gram negatif aerobik bir bakteridir. ilk olarak
1943’te J. L. Edwards tarafindan plevral sividan izole edilen ve o yillarda “Bacterium
bookeri” olarak isimlendirilen bakteri sonrasinda Pseudomonas maltophilia ve son olarak
da S. maltophilia olarak isimlendirilmistir (Cigek 2019). insan ve hayvanlarin disinda su,
toprak ve kanalizasyon ile temas halinde olan bitkisel/hayvansal kaynaklar ve gidalardan
izole edilebilen S. maltophilia’dan kitinaz enziminin saflagtirildigi bilinmektedir (Zhang
et al. 2001).

Bakteriyel izolatlardan elde edilen kitinazlarin biyoteknolojik olarak pek ¢ok
alanda kullanildig: bilinmektedir. Son yillarda tarimsal alanda 6nemli hastaliklara neden
olan funguslara ve 6zellikle bocek zararlilarina karsi kitinaz enziminin kullanildigi bazi

calismalar bulunmaktadir (Kuzu 2008; Yilmaz 2019).

Bu dogrultuda planlanan bu calisma da oOncelikle kitinaz iireticisi izolatlari
belirlemek amaciyla mikrobiyal kiiltiir koleksiyonumuzda bulunan yaklasik 200 bakteri
izolatinin enzim aktiviteleri tespit edildi. Yapilan test sonuglarina gore en iyi aktivite
gosteren izolat klasik ve molekiiler metotlarla tanilandi. S. maltophilia olarak tanilanan
izolattan kitinaz enzimi saflastirilarak karakterize edildi. Son olarak saflastirilan enzimin
tarimsal alanda 6nemli hastaliklardan sorumlu Fusarium solani ile tarimsal zararlilardan

Leptinotarsa decemlineata’ya karsi biyokontrol ajani olarak kullanilabilirligi arastirildi.
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Mikrobiyal kaynaklardan izole edilen kitinaz enzimi ve bununla ilgili literatiirde

yapilan ¢alismalar asagida siralanmustir.

Wen et al. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada topraktan izole edilen Bacillus
NCTU2 izolatindan jel filtrasyon kromatografisi ile kitinaz enzimi %58 verimle
saflagtirilmistir. Saflastirilan enzimin molekiil agirliginin 36+5 kDa oldugu, 60 °C ve pH
6,8’de 3 saatten fazla stabil kaldig1 tespit edilmistir. Enzimin optimal sicakliginin 50-
60°C, optimal pH’sinin 7,0 oldugu ve enzimin metal iyonlaridan Hg?* ve Cu?* ile inhibe

edildigi belirlenmistir.

Toharisman et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada, Endonezya’daki Tompaso
jeotermal kaynaklarindan izole edilen Bacillus licheniformis MB-2 izolatindan Phenyl
Sepharose CL-4B ve DEAE Sephacel Superdex 75 kolonu kullanilarak, iyon degisim
kromatografisi ile Kkitinaz enzimi saflagtirllmis ve karakterize edilmistir. Saflastirilan
enzimin molekiil agirhigr 67 kDa, optimal sicakligi 70 °C ve optimal pH’s1 6,0 olarak
bulunmustur. Enzimin, DMSO ve PEG gibi c¢oziiciiler ile inhibe edildigi, tire (1 M),
Tween-20 (1%) ve Triton-X (1%) ile muamelesi sonucunda da denatiirasyona karsi

direngli oldugu tespit edilmistir.

Joo (2005) tarafindan yapilan ¢alismada Streptomyces halstedii AJ-7 izolatindan
kitinaz enzimi saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Saflastirilan enzimin molekiil
agirligi 55 kDa olarak hesaplanmis ve enzimin koloidal kitin i¢in Km, Vmax Sabitleri de
sirasiyla 3,2 mg/ml™ ve 118 pmol h? olarak belirlenmistir. Enzimin optimal sicakliginin
50 °C, optimal pH’smin 7,0 oldugu ve saflagtirilan enzimin F. oxysporium’un gelisimini

onemli dl¢giide engelledigi bildirilmistir.

Lee et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus sp. DAU101 izolatindan
elde edilen kitinaz geni Escherichia coli’ye klonlanmig ve enzim rekombinant olarak
iiretilmistir. Uretilen enzimin molekiil agirligit SDS-PAGE yardimiyla 66 kDa olarak

tespit edilmistir. Enzimin optimum pH’smin 7,5, optimal sicakliginin 60 °C oldugu, Zn?",
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Cu?* ve Hg?*’nin enzim aktivitesini énemli 6lciide inhibe ettigi, Co?**nin ise enzimin

aktivitesini 1,4 oraninda artirdig1 rapor edilmistir.

De-hui et al. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada besin bilesenlerinin ve pH’nin
termofilik Paenibacillus sp. Hul’nin kitinaz ve kitin deasetilaz enzimi iiretimi tizerine
etkisi incelenmistir. Caligmanin sonuglarina gore optimum karbon kaynagi olarak 35 g/L
kitin powder; optimum nitrojen kaynagi olarak 10 g/L yeast extract powder oldugu
belirlenmistir. Kitinaz ve kitin deasetilaz sentezlemek i¢in en uygun baslangi¢ pH’sinin

2+

6,0 oldugu, Cu?"’nin enzimleri inhibe ettigi, Ca®*’nin aktive ettigi, Mg?* ve Zn*" nin ise

etki gostermedigi bildirilmistir.

Jankiewicz et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada S. maltophilia MU susundan
afinite kromotografisi kullanilarak kitinaz enzimi saflastirilmis ve karakterize edilmistir.
Enzimin en iyi katalitik aktivitesini 45 °C ve pH 6,8’de gosterdigi, 45 °C’de 2 saat
boyunca da stabilitesini korudugu bildirilmistir. SDS-PAGE yardimiyla saflastirilan
enzimin molekiil agirligi 52 kDa olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismada ayn1 zamanda
Fusarium, Rhizoctonia ve Alternaria cinsine ait fungal izolatlar iizerine enzimin etkisi

incelenmis ve izolatlarin gelisimlerini inhibe ettigi bildirilmistir.

Brzezinska et al. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada toprak kaynakli
Streptomyces rimosus izolatindan afinite kromatografisi kullanilarak Kitinaz enzimi
saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Ayni zamanda enzimin Kkitinli bilesikleri
parcalama 6zelligi ve fungal fitopatojen izolatlara kars1 da etkisi incelenmistir. Calisma
sonuglarina gére; enzimin optimum pH’siin 7,0, optimum sicakliginin 40-45°C oldugu,
aktivitesinin Hg®" ve Pb?" iyonlar tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir. Saflastirilan
enzimin molekiil agirlhigr 63 kDa olarak belirlenmistir. Enzimin, kitosan ve karides
kabugu atiklarinin dekompozisyonunda oldukc¢a verimli oldugu ve ayni zamanda
Fusarium solani ve Alternari alternata gibi fungal bitki patojenlerine kars1 da biyokontrol

ajan1 olarak kullanilabilirligi bildirilmistir.

Shivakumar et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus subtilis JN032305
izolatindan alkalifilik diistik molekiil agirlikli kitinaz saflastirilmis ve molekil agirligi 14

kDa olarak hesaplanmistir. Enzimin optimum pH’sinin 9,0, optimum sicaklik degerinin
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50 °C oldugu ve 50 °C’de 60 dk boyunca stabilitesini korudugu tespit edilmistir. Enzimin
Mg?*, Ca?*, Fe?*, Mn?* ve Ba?* metal iyonlar tarafindan inhibe edildigi, Hg** ve Zn?
iyonlarinin ise enzim iizerine Oonemli bir etkisinin olmadigi rapor edilmistir. Ayni
zamanda saflastirilan enzimin Rhizoctonia solani ve Colletotrichum gloeosporioides

lizerine antifungal aktivitesinin oldugu bildirilmistir.

Aliabadi et al. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada karides yetistirme
havuzlarindan izole edilen on iki bakteri izolatinin, tek karbon kaynaginin kitin olarak
belirlendigi ortamda gelisimleri incelenmistir. Cohnella sp. AO1 izolatinin en yiiksek
kitinolitik aktiviteye sahip oldugu ve besi ortaminda kolloidal kitin, pepton ve
K2HPOy’in sirasiyla en iyi karbon, nitrojen ve fosfor kaynagi olarak kullanilabilecegi
tespit edilmistir. Calismada kitinaz {iretimini etkileyen en 6nemli faktorlerin inokulasyon
miktar1 ve inkiibasyon sicakligi oldugu belirlenmistir. Enzimin en iyi aktivite gosterdigi
sicakligin 70 °C, pH derecesinin 5,0, Km Ve Vmax degerlerinin de sirasiyla 5,6 mg/ml ve
0,87 pmol/dk oldugu kaydedilmistir. Ag*, Co?* iyodoasetamid ve iyodo asetik asitin
enzim aktivitesini inhibe ettigi, Mn?*, Cu?*, Tweens (20 ve 80), Triton X-100 ve

EDTA’nin ise enzim aktivitesini artirdig rapor edilmistir.

Farag et al. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada deniz kaynakli Aspergillus
terreus kiiltiir filtratindan %65 amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve akabinde jel filtrasyon
kromatografisinde Sephadex G-100 kolonu ve iyon degisim kromatografisinde de DEAE-
Sephadex A-50 kolonu kullanilarak Kitinaz enzimi saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin
optimum pH’sinin 5,6, sicakliginin 50 °C oldugu ve pH 5,0-7,5 arasinda 70 °C'ye kadar
stabilitesini korudugu tespit edilmistir. Enzimin spesifik aktivitesinin 182,08 U/mg,
molekiil agirliginin da 60 kDa oldugu bildirilmistir. Calismada aktivatorlerin ve
inhibitorlerin etkisi incelenmis; Hg*, Pb, EDTA, etanol, metanol ve asetonun enzim
aktivitesini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi, Ca?*, Mn?*ve Na?*gibi metal iyonlarinn ise
enzim aktivitesini oldukca artirdig1 gézlenmistir. Ayn1 zamanda saflastirilmig kitinazin,
A. niger, A. oryzae, Penicillium oxysporium, R. solani, Candida albicans ve F. solani'nin
biiylimesini inhibe ettigi, Rhizopus oryzae'nin biiyiimesine ise herhangi bir etki
gostermedigi bildirilmistir. Bunun yaninda enzimin Staphylococcus aureus, Salmonella

typhi, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila gibi bazi
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patojenik bakterilere karsi etkili oldugu, Photobacterium damsela'ya ise herhangi bir

antibakteriyel etki gostermedigi rapor edilmistir.

Mander et al. (2016) tarafindan yapilan calismada Streptomyces anulatus
(CS242’den kitinaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon kromotografi
yontemleri kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin molekiil agirligt SDS-
PAGE yardimiyla 38 kDa olarak hesaplanmistir. Saflastirilan enzim kati karides atig1
lizerine denenmis ve enzimin kitin mikrofiberlerini pargaladigi elektron mikroskobu ile
gosterilmistir. Enzimin A. niger iizerine antifungal etkisinin oldugu ve fungusun
bliylimesini O6nemli derecede inhibe ettigi gdézlenmistir. Calismanin sonucunda
saflastirilan enzimin hem biyodoniisiim hemde biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi

rapor edilmistir.

Beltagy et al. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada toprak kaynakli A. flavus
(AUMC 13576) izolatindan deniz atiklar1 substrat olarak kullanilarak kitinaz iiretimi
amaglanmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonu ve
DEAE-Seliilloz A52 iyon degisim kolonu kullanilarak saflastirilan enzimin molekiil
agirlig1 30 kDa olarak belirlenmistir. Saflastirilan kitinaz enziminin 60 °C, pH 7,5 ve 0,9
g/L substrat konsantrasyonunda en yiiksek aktiviteyi (1368.8 U/l) gosterdigi ve 50 °C'de
15 dk siireyle termal stabilitesini korudugu belirlenmistir. Test edilen farkli agir
metallerden MnCl. ve FeSO; tarafindan enzim aktivitesinin arttigi bildirilmistir. Ayni
zamanda calismada enzimin Km Ve Vmax kinetik 6l¢tim degerleri sirasiyla 0,18 g Kitin/ml
ve 274,31 U/L olarak tespit edilmistir.

Liu et al. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada diisiik sicaklikta yiiksek katalitik
aktiviteye sahip kitinaz tlireten mikroorganizmalari izole edebilmek icin Antartika’daki
Fildes Peninsula bolgesinden 6rnekler toplanmistir. Calismada deniz tortusundan izole
edilen kitinaz tireticisi izolat Pseudomonas olarak tanilanmis ve bu izolattan elde edilen
kitinaz enziminin 35 °C de pH 4,5’te aktivite gosterdigi ve 0 °C’de maksimum
aktivitesinin %50’den fazlasin1 koruyabildigi tespit edilmistir. Enzimin F.oxysporum ve
Cucumerinum CICC 2532 izolatlarinin gelisimlerini olumsuz etkiledigi bu nedenle de

biyokontrol ajan1 olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
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Jankiewicz et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Stenotrophomona
srhizophila G22 izolatindan ekstraselliiler kitinaz enzimi saflastirilmis ve karakterize
edilmistir. Jel filtrasyon kromatografisi ile (Superdex 200) %63 verimle saflastirilan
enzimin molekiil agirliginin 50 kDa, optimum sicakliginin 37 °C ve optimum pH’sinin

ise 5,9 oldugu bildirilmistir.

Li et al. (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada Serratia marcescens izolatindan
saflagtirilan kitinaz geninin Escherichia coli BL21 (DE3) izolatina aktarilarak
rekombinant olarak tretimi gergeklestirilmistir. Rekombinant olarak {iretilen enzim
saflagtirilarak karakterize edilmis ve optimum pH’s1 6,0 olarak belirlenmistir. Enzimin
6,0-9,0 pH araliginda 37 °C’de 1 saatten fazla stabil kalip aktivitesini %90’dan fazla
korudugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda saflastirilan enzimin Hg?" iyonu ile inhibe

edildigi rapor edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Tez galismasi kapsaminda kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar

Cihaz Adr Model
-20 Sogutucu J.P. Selecta
+4 Sogutucu J.P. Selecta
BioLogic LP System BioRad

Calkalamali Inkiibator
Elektroforez Sistemi
Hassas Terazi

Isik Mikroskobu

Jel Goriintiileme Sistemi
Magnetik Isitict
Mikrobiyolojik Steril Kabin
Nanodrop Spektrofotometre
Otoklav

PCR Cihazi

pH Metre

Sogutmali Santrifiij
Spektrofotometre

Statik Inkiibator

Su Banyosu

Ultra Saf Su Cihazi
Vorteks

Zhicheng-ZHWY-2102C

BioRad Mini ReadySub-Cell™ ve Mini
Shimadzu ATX 224

ZEISS, Primo Star

BioRad ChemiDoc™MP

Daihan, shr

ESCO NordicSafe™

Thermo Scientific Multiskan G
JSR, JSAC-60

SensoQuest Thermocycler

OHAUS ST 3100F

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Biotek EPOCH

Memmert IN110

Daihan

Millipore, Q-3W

WisdWisemix VM-10
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3.1.2. Kullanilan izolatlar

Calismada kitinaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan tiim bakteriyel
izolatlar ile Fusarium oxysporium izolati, Erzurum Teknik Universitesi Molekiiler
Biyoloji Laboratuvar: Kiiltiir Koleksiyonunda Onceki galismalardan izole edilerek
tanilanan kiltiirlerden olusmaktadir (Gormez 2011). Biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilan patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata) ise Atatiirk Universitesi

Biyogesitlilik ve Uygulama Arastirma Merkezinden temin edilmistir.

3.1.3. Kullamilan kimyasallar, kitler ve ¢ozeltiler

Calismada Akrilamid/Bis-akrilamid (Sigma-Aldrich, 30%), KH2PO4 (Sigma),
(NH4)2S04, NaH2POs, MgS04.7H20, FeSO04.7H,0, MnSOs, ZnSOs4, CaCl.2H>0,
Tween 80, Folin & Ciocalteu’nun Fenol Reaktifi, TEMED, Amonyum Persiilfat (APS),
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Tris, Glisin, 2-Mercaptoethanol, Bromo fenol Blue,
Coomassie Brilliant Blue R-250, Metanol, Asetik Asit (glacial) 100%,Sodyum Asetat,
DNS, N-Asetil-D-glukozamin, HCI, Na,CO3z NaOH, Etanol, DMSO, EDTA, H>O>, Triton
X 100, Aseton, Isopropanol, Gliserol, Tag DNA Polimeraz, dNTP, Sodyum asetat ve
Potasyum fosfat kimyasallar1 ile EcoSpin Plazmit Izolasyon Kiti (Product Code: EcoPI-
50x) kullanilmistir.

Bakteri izolatlarinin tanilanmasi icin kullanilan ¢ozeltiler:

KOH Cazeltisi: %3 liikk KOH ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 3 g KOH tartilarak 100 ml distile
su (dH20)’da ¢ozildii.

Amfisilin soliisyonu: Son konsantrasyon 20 mg/ml olacak sekilde 1 ml dH20 ile

hazirlanan soliisyon 0,22 um ¢apli milipor filtre kullanilarak steril edildi.

X-Gal soliisyonu: 40 mg X-Gal tartilip 1ml dimetilformamid ile karistirilarak hazirlandi.
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IPTG soliisyonu: 23,8 mg IPTG, 1 ml dH.0 ile karistirilarak hazirlanan soliisyon filtre
yardimiyla steril edildi.

Liigol Soliisyonu: 0,5 g iyot ve 1 g KCl tartilip, 40 ml dH20O igerisinde ¢oziildiikten sonra

son hacim 50 ml’ye tamamlandi.

Kristal Viyole Soliisyonu: 2 g kristal viyole, %96’lik etanolde ¢0ziiliip iizerine 80 ml
dH20 eklenerek hazirlandi.

H20:2 ¢ozeltisi: 3,5 ml H2O2’nin hacmi son hacim 50 ml ulasincaya kadar dHO eklenerek

hazirlandi.

EDTA Tamponu (50mMpH 8,0): 0,73 g EDTA, 40 ml dH20 igerisinde ¢oziiliip 1 N HC1
ve 1 N NaOH ile pH’s1 8,0’e ayarlandiktan sonra dH20 eklenerek son hacim 50 ml’ye

tamamlandi.

% 70’lik Etanol: 35 ml etanol {izerine 15 ml dH20O ilave edilerek hazirlandi.

Protein miktar tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Soliisyon A: 2,86 g NaOH ve 14,30 g Na2COs tartilip son hacim 500 ml olacak sekilde
dH20 eklenip karigtirllarak hazirlandi.

Soliisyon B: 1,42 g CuSO4.5H-0 tartilip 100 ml dH20 igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Soliisyon C: 2,85 g C4HsNa>Os, 100ml dH20 igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Folin Reagent: 5 ml Folin & Ciocalteu fenol reaktifi ve 6 ml dH>O karistirilarak

hazirlandi.

14



3. MATERYAL ve YONTEM

Enzim aktivite tayini icin kullanilan ¢ozeltiler

DNS Cozeltisi: 35 ml saf su igerisine 0,5 g DNSA ve 15 g sodyum potasyum tartarat
¢ozildiikten sonra 0,1 g fenol ve 0,025 g Na2SOz eklendi. Farkl: bir beherde 10 ml dH20
da 0,8 g NaOH ¢ozdiiriilerek hazirlanan karigim DNS igeren ¢ozeltiye eklendi. Son olarak
da hacmi dH20O ile 50 ml olana kadar tamamlanarak ¢6zelti hazirlandi.

Enzim saflastirilmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 7,0): 45 mL saf suda 0,30 g Tris ¢oziildii. 1 N HCl ile

pH’s1 7,0’ye ayarlandi ve son hacim dH20 ile 50 ml’ye tamamlandi.

Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7,0): 90 mL saf suda 0,68 g KH2PO4 ¢oziildii. pH’s1 7,0’ ye
ayarlanarak son hacim dH>0 ile 100 ml’ye tamamlandi.

SDS-PAGE icin kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Tris-HCI (1M pH 8,8): 6,05 g Tris tartilarak 45 ml dH20O ilave edildi. 1 N HCl ile pH’s1

8,8’e ayarlandiktan sonra son hacim dH20 ile 50 ml’ye tamamlandi.

Tris-HCI (LM pH 6,8): 6,05 g Tris tartilarak 45 ml dH20 ilave edildi. I N HCl ile pH’s1

6,8’e ayarlandiktan sonra son hacim dH-O ile 50 ml’ye tamamlandi.

APS Cozeltisi (%10): 1 g amonyum persiilfat tizerine 9 ml dH20 eklenerek hazirlandi.

Yiiriitme Tamponu: 6 g Tris, 28,8 g glisinin tizerine 20 ml %10’luk SDS eklendi. Son
hacim dH20 ile 2000 mI’ye tamamlandiktan sonra pH 8,3’e ayarlandi.

Numune Tamponu: 325 puL Tris-HCI1 (1M pH 6,8) tizerine 50 uL %10’luk SDS, 500 puL
gliserin ve 500 pL %1°lik Bromfenol mavisi eklendikten sonra ¢6zeltinin son hacmi 5

ml’ye tamamlandi. Hazirlanan bu karigim -20 °C’de muhafaza edildi. SDS-PAGE i¢in
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kullanilacak tamponun igerisine ise 250 uL. B-Merkaptoetanol eklenerek kullanilincaya

kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Boyama c¢ozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue (%0,125 Coomassie Brillant Blue R-
250), 150 ml etanol, 50 ml asetik asit ve 300 ml dH20 karistirilarak hazirlandi.

Yikama cozeltisi: 50 ml asetik asit, 150 ml etanol ve 300 ml dH>O Karistirilarak

hazirlandi.

Enzim karakterizasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Asetat Tamponu (50 mM, pH 4,0): 45 ml saf suda, 0,205 g sodyum asetat ¢6ziildii. 1N

asetik asit ile pH’s1 4,0’e ayarlanarak son hacim dH20 ile 50 ml’ye tamamlandi.

Fosfat Tamponu (50 mM, pH 6,0): 90 ml dH20 igerisinde 0,68 g KH2PO4 ¢oziildii.
pH’s1 7,0’ye ayarlandi ve son hacim dH>O ile 100 mL’ye tamamlanda.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0) 45 ml dH20 igerisinde 0,30 g Tris ¢oziildii. 1 N
HCl ile pH’s1 8,0’e ayarlandi ve son hacim dH20 ile 50 mL’ye tamamlandi.

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 7,0): 45 ml dH20 igerisinde 0,30 g Tris ¢oziildii. 1 N
HCl ile pH’s1 7,0’e ayarland1 ve son hacim dH20 ile 50 mL’ye tamamlandi.

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10,0): 45 ml dHO igerisinde 0,187 g glisin
¢ozildi. 1 N NaOH ile pH’s1 10,0’a ayarlandi ve son hacim dH.O ile 50 mL’ye

tamamlandi.

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 9,0): 45 ml dH2O igerisinde 0,187 g glisin
¢ozildii. 1 N NaOH ile pH’s1 9,0’a ayarlandi ve son hacim dH>O ile 50 mL’ye

tamamlandi.
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Kullanilan besiyerleri

Nutrient Agar (NA) (Sigma) (Bileseni-g/L; Agar: 12,0, Peptone: 5,0, Beef Extract: 3,0,
Sodium Chloride: 8,0): 1000 ml dH20 igerisine 28 g Nutrient Agar karisimi ilave edilerek

hazirlandi.

Nutrient Broth (NB) (Sigma) (Bileseni-g/L; Beef Extract: 1,0, Yeast Extract: 2,0,
Peptone: 5,0, Sodium Chloride: 5,0): 1000 ml dH20 igerisine 13 g Nutrient Broth karigim1

ilave edilerek hazirlandi.

Luria Bertani Broth (LB) (Bileseni-g/L; Tryptone: 10,0, Yeast Extract: 5,0, Sodium
Chloride: 10,0): 1000 ml dH-0O igerisine 20 g LB besiyeri ilave edilerek hazirlandi.

Kitinaz aktivitesi belirleme agar1 (KABA): 4,5 g kolloidal kitin, 0,3 g MgS0O4.7H>0,
3,0 g (NH4)SOs4, 2,0 g KH2POg4, 1,0 g sitrik asit monohidrat, 15 g agar ve 200 pl Tween-
80, 1000 ml dH20 iginde karistirilarak pH 6,0’ya ayarlandiktan sonra, 121 °C’de 15 dk
otoklavda steril edilip kullanild: (Agrawal et al. 2011).

Sivi kiiltiirde Kitinaz aktivitesi belirleme besiyeri (KABB): 3 g (NH.)2SO4, 0,3 g
NaH2POg4, 2 g KH2POy4, 0,3 g MgS0O4.7H20, 0,02 g FeSO4.7H20, 0,016g MnSOQO4, 0,014g
ZnS0g, 0,029 CaCl2.2H20, 200 pul Tween 80 ve tek karbon kaynagi olarak 10 g kolloidal
kitin, 1000 ml saf su i¢inde karistirilarak pH 5,0’¢ ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15 dk
otoklavda steril edilip kullanildi.

Amilaz Besiyeri: 20 g Nutrient agar, 5 g ¢6ziinebilir nisasta,15 g agar, 1000 ml dH.O
icerisinde ¢ozdiiriilerek 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilip kullanild1 (Akdas 2012).

Proteaz Besiyeri: 20 g Nutrient agar, 1000 ml dH2O igerisinde ¢6ziildii. 121 °C’de 15 dk
otoklav yapildiktan sonra besiyerinin sicakligi 50 °C’ye diistiigtinde 10 g yagsiz siit tozu
eklenerek hazirlandi (Akdas 2012).
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Patates Dekstroz Agar Besiyeri (PDA) (Bilesimi g/L; Glukoz 20 g, Agar 15 g, Potato
infusion 4 g): Ticari olarak satin alinan besiyerinden 39 g tartilip 1000 ml dH-O igerisinde
¢ozildi. 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilerek kullanildi (Y1lmaz 2019).

3.2. Yontem

3.2.1. Kolloidal kitinin hazirlanmasi

Besiyerlerinin hazirlanmast ve aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilacak olan kolloidal
Kitin Priya et al. (2011)’in 6nerdigi metodun modifiye edilmesi ile hazirlandi. Bunun igin;
10 g toz kitin 100 ml konsantre HCI iizerine eklenerek manyetik karistirici iizerinde bir
gece bekletildi. Bekletilen kitin tizerine 400 ml 4 °C’ye kadar sogutulmus %96°lik etanol
eklendi ve bir gece 4 °C’de buzdolabinda inkiibasyona birakild:. inkiibasyon sonunda
5000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek altta kalan pelet alinip pH 7,0 oluncaya kadar saf su
ile yikandi. Elde edilen koloidal kitin, sabit agirliga gelinceye kadar 50 °C’ye ayarlanmis
firinda kurutularak oda sicakliginda muhafaza edildi (Priya et al. 2011).

3.2.2. Kitinaz aktivitesi olan izolatlarin belirlenmesi

a. Kat1 besi ortaminda kitinaz aktivitesinin belirlenmesi

Kiiltiir koleksiyonunda bulunan izolatlar ilk olarak NA kati besiyerine ¢izgi ekim
yapilarak 24 saat 30 °C’de inkiibe edildi. Gelisen izolatlarin tek kolonilerinden karbon
kaynag olarak %1 lik kolloidal kitin iceren KABA besiyerine ekimleri yapildi. 72 saat
30 °C de inkiibasyona birakilan izolatlardan besiyerinde seffaf zon olusturanlarin kitinaz
aktivitesi pozitif olarak belirlendi ve tekrar KABA besiyerlerine ekimleri yapildi. Bu besi
ortaminda da 72 saat 30 °C de inkiibe edilen ve zon ¢ap1 digerlerine gore daha biiyiik olan
izolatlar segilerek sonraki galismalarda kullanildi (Priya et al. 2011).
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b. Sivi kiiltiirde Kkitinaz aktivitesinin belirlenmesi

KABA Dbesiyerinde zon veren izolatlarin karbon kaynagi olarak %1 lik koloidal
kitin iceren KABB sivi besiyerine ekimleri yapildi. 72 saat 30°C de ¢alkalamali
inkiibatore birakilan kiiltiirler inkiibasyon siiresi sonunda 5000 rpm de santrifiij edildi ve
fermantasyon sivisindan kitinaz aktivitesine bakildi. Kitinaz aktivitesi yliksek olarak

belirlenen izolat ile ¢caligmalara devam edildi.

C. DNS yontemiyle indirgen seker tayini (Aktivite ol¢iimii)

DNS yontemiyle aktivite 6l¢iimiinde asagida verilen islem siras1 takip edilmistir.

e Omnek tiiplerine 500 pL substrat olarak 0.1 M fosfat tamponu (pH 7,0) igindeki
%2’lik kolloidal kitin konuldu.

e  Uzerine 500 pL enzim igeren drnek eklendi ve tiipler 30 °C’deki su banyosunda
30 dakika bekletildi.

e Su banyosundan c¢ikarilan ve oda sicakligina ulasan tim tiiplere 1 ml DNS

¢oOzeltisi eklendi.

e Tipler 10 dakika kaynar su banyosunda bekletildi ve spektrofotometrede 540

nm’de kor numuneye karsi rneklerin absorbanslar 6l¢iildii.

e Orneklerdeki indirgen seker miktarmi hesaplamak icin drnek c¢ozeltilerinin

absorbanslari, N-asetilglukozamin standart egrisi ile hesaplandi.

e  Orneklerdeki N-asetilglukozamin miktar mg/ml olarak tespit edildi (McCreath
and Gooday 1992; Ramirez et al. 2003).

Kitinaz enziminin tinite birimi; dakikada 1 pmol seker agiga ¢gikaran enzim miktari olarak
belirlendi, standart olarak GIcNAc kullanildi. Enzim iinitesi ve spesifik enzim aktivitesi

asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Yan and Fong 2018).

EU/ml=Xmg NAG x 1g/1000mg x 1 mol/221g x 1000000 umol/mol x 1/30dk x 1/0,5 ml
(EU/mI=Xmg NAG x0,3)
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Spesifik enzim aktivitesi= total enzim {initesi (EU/ml) /toplam protein miktari(mg)

d. Protein miktar tayini

Protein miktar tayini i¢in Lowry metodu kullanildi. Bu amagla hazirlanan
orneklerden cam tiip igerisine 0,5 ml konularak iizerine lowry soliisyonu eklendi.
Vorteksle karistirilip 20 dk karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda cam tiipe
yeni hazirlanmig 0,1 ml Folin reaktifi eklenerek vortekslendi ve karanlikta, oda
sicakliginda 30 dk bekletilen 6rneklerin spektrofotometrede (750 nm dalga boyunda)
olgiimleri yapildi. Orneklerdeki protein miktar tayini igin BSA standart grafiginden
yararlanildi (Lowry 1951).

3.3. Kitinaz Aktivitesi Gozlenen Izolatin Morfolojik Ozelliklerinin Arastirilmasi

3.3.1. Hiicre morfolojilerinin belirlenmesi

Izolatm hiicre morfolojisinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak boyama yapildi. Bu
amagla kat1 besiyerinde 24 saat 30 °C’de biiyiitiilen kiiltiirden 6ze yardimiyla alinip lam
lizerine yayildi ve kurumasi beklendi. Lam iizerine fikse edilen kiiltiir, kristal viyole
boyasi ile 3-4 dk muamele edildikten sonra saf su ile yikanip kurutularak mikroskop

altinda incelendi (Riizgar 2019).

3.3.2. KOH testi

Izolatin, Gram 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla KOH testi yapildi. Bu amagla
NA besiyerinde gelistirilen taze kiiltiiriin tizerine %3’lik KOH ¢6zeltisi eklendi ve dzeyle
karigtirllarak 6ze hafifce yukari dogru kaldirildi. Gram negatif bakterilerin hiicre
duvarinda bulunan dis zar KOH ile etkilesime girdiginde lizis olup hiicre duvarinin yapis1
bozuldugundan goriilen viskozite KOH pozitif (+), viskoz yapmin ve dolayisiyla
uzamanin goriilmedigi durum ise KOH negatif (-), Gram (+) olarak degerlendirildi
(Riizgar 2019).
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3.3.3. Hareketlilik testi

Bakteri izolatinin hareketli olup olmadigini tespit etmek amaciyla asili damla
preparati yapildi. Bu amagla bakteriyel kiiltiirden az bir miktar alinarak lamelin ortasina
konuldu ve iizerine gukur lam kapatildi. Lam ters ¢evrilerek lamelin iiste gelmesi saglandi

ve asili damla preparati yapilarak mikroskopta incelendi (Saygili 1995).

3.4. Kitinaz Aktivitesi Gozlenen Izolatin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.1. Izolatin gelisim gosterebildigi sicakhik arahginin belirlenmesi

Bakteri izolatinin gelisebildigi minimum, optimum ve maksimum sicaklik
degerlerinin bulunmasi igin NB s1v1 besi ortami kullanildi. Bu amagla besi ortamlarina
inokule edilen izolatlar 48 saat boyunca 10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C ve 60 °C’de
inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometrik dl¢iimler (ODsoo)

yapilarak izolatin gelisim gosterdigi sicaklik degerleri tespit edildi (Riizgar 2019).

3.4.2. Izolatin gelisim gosterdigi pH araliginin belirlenmesi

Bakteri izolatinin gelisim gosterdigi minimum, optimum ve maksimum pH
degerlerinin belirlenmesi i¢in farkli pH degerlerinde (3,0, 5,0, 7,0, 9,0, 11,0) NB s1v1 besi
yerlerine bakteri inokiilasyonu yapildi ve calkalamali inkiibatérde 48 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometrik dlgiimler yapilarak

izolatin gelisim gosterdigi pH araliklar belirlendi (Arslan 2017).

3.4.3. izolatin gelisim gosterdigi tuz konsantrasyonunun belirlenmesi

Bakteri izolatinin gelisebildigi tuz aralifinin belirlenebilmesi i¢in farkli tuz
konsantrasyonlarinda (%2, %4, %6, %8, %10 ve %]12’lik) hazirlanan NB besiyerlerine
inokiilasyonlar yapild1 ve tiipler ¢alkalamali inkiibatorde 24-48 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometrik olgiimler yapilarak izolatin

gelisim gosterdigi tuz konsantrasyon degerleri tespit edildi (Ozkan 2015).
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3.5. Kitinaz Aktivitesi Gozlenen Izolatin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.5.1. Katalaz testi

Katalaz enzimi elektron transfer zincirinin sonunda olusan hidrojen peroksit
(H202)’1 pargalayarak Ho,O ve O gazinin olusumuna neden olur. Reaksiyon sonucunda
ortaya ¢ikan O2 gazi kabarciklar halinde goriiliir. Bu amagla NA’da gelistirilen 48 saatlik
bakteri kiiltlirtinden bir 6ze dolusu alinip lam {izerine konuldu ve bir damla %3’liik H2O>
damlatildi. Kabarcik olusumu gozlenenler pozitif, digerleri negatif olarak degerlendirildi

(Adigiizel 2006).

3.5.2. Amilaz testi

Bakteri izolatinin, %1 oraninda nisasta iceren NA besi ortamina ekimi yapilarak
3 giin 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda petrilere, liigol ¢dzeltisi

eklenilerek ekim ¢izgisi etrafinda zon goriilenler pozitif olarak degerlendirildi (Y1lmaz

2019).

3.5.3. Proteaz testi

Bakteri izolatinin, %10 yagsiz siit tozu igeren besi ortamina ekimi yapilarak 3 giin
boyunca 30 °C de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda gelisen bakteri izolatmnin

etrafinda olusan zona gore test sonucu pozitif olarak degerlendirildi (Sar1 2016).

3.5.4. Hemoliz testi

Bakteri izolatinin, 18-24 saatlik kiltiirii kanli agara ekim yapilarak 24-48 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonucunda ekim ¢izgisinin etrafinda zon

olusumu pozitif olarak degerlendirildi (Kuzu 2008).
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3.6. Kitinaz Aktivitesi Gozlenen izolatin Molekiiler Olarak Tamilanmasi

3.6.1. 16S rRNA gen bélgesinin klonlanmasi

a. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu amaciyla kitin aktivitesi gosteren izolat, NA
besiyerinde 30 °C’de 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin
sonunda tek koloni alinarak 3 ml LB siv1 besiyerine inokiile edildi ve 24 saat siireyle
30°C’lik ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi. Gelisen izolattan DNA izolasyonu i¢in
asagidaki islem sirasi takip edildi.

e  Bakteri siv1 kiiltiirii 3 dk boyunca 13.500 rpm de santrifiij edildi.

e Siipernatant atildi, peletin tizerine 1 ml lizis tamponu eklendi.

e 30dk 50 1/sn homojenizatorde hiicreler pargalandi.

e 12.000 rpm de 10 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant yeni tiipe alindi.

o Uzerine 2 ul RNaz eklenerek 37 °C’de 15 dk inkiibasyona birakild.

o Uzerine esit hacimde fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) cdzeltisinden
eklenip 12.000 rpm de 10 dk santrifiij edildi.

e Santriftijden sonra tist kisim alinarak esit hacimde tizerine %100 etanol eklendi.
e 1 saat-20 °C’de inkiibasyona birakildi.

e 12.000 rpm de +4 °C’de 10 dk santrifiij yapildu.

e Ust kistm atilip 1 ml %70’lik etanol eklendi, 12.000 rpm de +4 °C’de 10 dk
santrifiij yapildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandi.

e Son olarak pelet havada kurutuldu ve 1XTE tamponda muhafaza edildi (Gérmez
2011).

b. DNA konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi

DNA konsantrasyonunun tespiti amactyla 2 ul TE tampon igerisindeki genetik
materyalin 260 nm’de absorbansi alindi. Safligin1 analiz etmek amaciyla da 280 nm’de
absorbans1 oOlgiilerek protein kirliliginin olup olmadigi tespit edildi. Az Ve Azgo

degerlerinin oranina bakilarak DNA’nin kullanilabilirligine karar verildi (Riizgar 2019).
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C. Genomik DNA’nin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiillmesi

1,0 g agaroz 100 ml 1X TAE tamponu igerisinde mikrodalga firin yardimiyla
¢oOziildii. Sicakligr diislince ¢ozelti igerisine, konsantrasyonu 0,5 pg/ml olan ethidium
bromiir eklendi. Hazirlanan jel karisimi elektroforez kiivetine dokiilerek 30 dk boyunca
jelin katilasmasi beklendi. Taraklar ¢ikarilip, 1X TAE tamponu ihtiva eden elektroforez
tankina alindi. 1 kb DNA markir1 (HyperLadder 1kb, 200, 400, 600, 800, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10037 bp) ilk kuyucuga, 3 ul DNA 6rnegi 2,0
ul 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak diger kuyucuklara ytiklendi. Diizenek, 90 voltta
50 dk yiiriitiildii. Islem sonunda olusan DNA bantlar1 goriintiilendi ve analiz edildi
(Gormez 2011).

d. 16S rRNA gen boélgesinin PCR ile amplifikasyonu

16S rRNA gen bolgesi, evrimsel agidan korunmus bdlgedir ve bakteri sistematigi
icin olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla 30 pl’lik reaksiyon karisimi hazirlandi (Cizelge 3.2.)
ve evrensel primerler kullanilarak in vitro kosullar altinda hedeflenen gen bolgesi PCR

yardimi ile ¢ogaltildi.

Cizelge 3.2. PCR Reaksiyon Karigimi

REAKTIF MIKTAR(ul)
10X PCR tamponu 3
dNTP mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 10 mM) 0,6
Forward; 27F=5"-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 3
Reverse; 1492R=5"-GGT TACCTT GTT ACG ACT T-3’ 3
DMSO 1,2
MgCl: 1,8

5 unit/ul Tag DNA polimeraz 0,3
dH20 12,1
Template DNA 5
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Hazirlanan reaksiyon karisimi Cizelge 3.3° de verilen protokole gore dizayn

edilerek 16S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu yapildi (Gormez 2011).

Cizelge 3.3. 16S rRNA PCR Programi

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii sayis1
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1

Baglanma 50 1 36
Uzama 72 2

Son Uzama 72 5 1

e. 16S rRNA PCR iiriinlerinin elektroforezi

PCR firlinlerinin goriintiilenmesi amaciyla hazirlanan %1°lik agoroz jelin ilk
kuyucuguna 1 kb DNA markiri, diger kuyucuguna da PCR iirtinii (5 ul PCR firiinii + 2,0
ul 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak) yiiklendi. Ornekler 90 voltta 50 dk yiiriitiildii

ve goriintiilendi.

f. 16S rRNA PCR iiriinlerinin kompetant E. coli hiicrelerine klonlanmasi

Calismada kompetant hiicre yapiminda E.coli IM101 straini kullanildi. On kiiltiirii
hazirlanan izolat LB besi ortamina alinarak istenilen konsantrasyona (0,4-0,6 ODgoo)
ulagincaya kadar gelistirildi. Kompetant hale getirilmek i¢in hiicreler ¢oktiiriilerek CaCl;

ile muamele edildi.

g. Ligasyon basamag

PCR ile ¢ogaltilan gen bolgeleri pPGEM®-T Easy (Promega) vektoriine aktarildi.
Steril bir tiipte Cizelge 3.4'de verilen miktarlarda reaktifler karistirilip spin edilerek PCR
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cihazinda 16 °C'de 13-15 saat bekletildi. Transformasyon yapilincaya kadar +4 °C'de
sakland1 (Tarakgioglu 2016).

Cizelge 3.4. Ligasyon Reaktifleri ve Kullanilan Miktarlar

Reaktif Kullanilan Miktar (ul)
Ligasyon Buffer 2X 5
PCR {iriinii 3
Vektor 1
T4 DNA Ligaz 1

h. Transformasyon islemi

Transformasyon islemi icin 1s1-sok metodu kullanildi. Bu amagla hazirlanmig
kompetent hiicrelerden 200 pL alinip buzda bekletildi. Is1 blogu 42 °C’ye ayarlandi ve
kompetent hiicreler 2 dk 42 °C de bekletilerek 1s1 sokuna ugratildi. Is1 sokuna ugrayan
kompetent hiicreler ile ligasyon {iriini ayni tiipte birlestirildi. Buz tizerinde 30 dk
bekletildi. Karisim buzdan yavasca alinip 42 °C'de 2 dk tutuldu. Uzerine LB Broth sivi
besiyerinden 200 puL konulup 1 saat 40 dk, 37 °C'de inkiibasyona birakildi. Amfisilinli
kat1 besiyeri hazirland1 ve steril kabin igerisinde 40 pL. X-Gal ve 40 puL IPTG karistirtlip
petrilere yayildi. Inkiibasyona birakilmis olan kompetent + ligasyon iiriiniinden 150 pl
alinarak, Amfisilin + X-gal + IPTG iceren LB agar besiyerine yayma ekim yapildi ve 37
°C’de 12-14 saat inkiibe edildi (Sar1 2016).

1. Kolonilerin secilmesi ve sivi Kiiltiire alinmasi

37 °C’de inkiibasyona birakilan petriler 14 saat sonra +4 °C’ye alindi. Mavi beyaz
koloni olusumu gozlendikten sonra, steril pipet ucuyla beyaz kolonilerden alinip amfisilin
iceren 5 ml LB broth siv1 besiyerine koloniler aktarildi. 37 °C’de galkalayic1 inkiibatorde
16 saat inkiibasyona birakildi (Riizgar 2019).
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i. Koloni PCR

Secilen beyaz kolonilerden dogru klonu tasiyanlar1 segmek amaciyla koloni PCR
yapildi. Bu amagla Cizelge 3.5’deki reaktiflerden bir karisim hazirlandi ve icine segilen
beyaz koloniler inokule edildi. PCR reaksiyonun sonucunda jel elektroferezi yapildi ve
goriintli alindi. Segilen koloniler plazmit izalosyonu i¢in amfisilinli sivi LB besiyerine

aktarildi.

Cizelge 3.5. Koloni PCR Reaksiyon Karigimi

Reaktif Kullamilan Miktar (pL)
dH20 16,1

10X PCR buffer 3

dNTP 0,6

MgCl> 1,8

T7 primer (5’-AATACGACTCACTATAG-3") 1

SP6 primer (5>~ ATTTAGGTGACACTATAG-3’) 1

DMSO 1,2

Tag DNA polimeraz 0,3

j. Plazmid izolasyonu

37 °C’de 16 saat amfisilinli sivi LB besiyerinde inkiibasyona birakilan
kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. Plazmit izolasyonu amaciyla EcoSpin Plazmid

izolasyon kiti kullanildi ve asagidaki islem basamaklar1 gegeklestirildi.

e Kiiltiir 6000 rpm de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastirildi.

e Pellet lizerine 250 pl EcoSpin Resuspension soliisyonu eklendi ve pipetaj yapilip
tizerine 20 pl of EcoSpin RNaz A ilave edildi.

e 250 pul EcoSpin lizis soliisyonu eklenip tiip alt iist yapilarak karigtirtldi. 3 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildu.
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e 350 ul EcoSpin yiikleme soliisyonu eklendi ve alt {ist yapilarak karistirildi ve 5 dk
12.000 rpm de oda sicakliginda santrifiij edildi.

e EcoSpin Column’lara aktarilarak 30 sn santrifiij edildi. Alt kistmdaki siv1 atildi ve
kolona 400 ul EcoSpin yikama soliisyonu eklenerek 30 sn santrifiij edildi.

e Alt kisima gegen sivi atildi ve 500 pl EcoSpin yikama soliisyonu 2 eklenip 30 sn
santrifiij edildi.

e Altta biriken siv1 tekrar atilip 200 pl EcoSpin yikama soliisyonu 2 eklenip 2 dk
santrifiij edildi.

e Kolon yeni bir tiipe aktarilarak 30-50 ul EcoSpin eliisyon soliisyonu eklendi. 1 dk
beklendikten sonra 30 sn santrifiij edildi. Son olarak kolon ¢ikartilip atildi ve
saflagtirilmis plazmitler -20 °C de saklandi.

k. Plazmit konsantrasyonunun belirlenmesi

2 uL plazmitin kore karst 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgtimii
yapild1 ve plazmit konsantrasyonu 100-200 ng olacak sekilde ayarlandi. Konsantrasyonu
ayarlanan plazmitin sekans analizi i¢gin Macrogen (Hollanda) firmasindan hizmet alimi

gerceklestirildi.

3.6.2. Klonlanan dizilerin analizi ve izolatin tanilanmasi

DNA dizi analizi sekans sonuglari, BioEdit programu ile analiz edildi ve FASTA
formatina cevirildi. Sekans dizileri ortak bolgelerinden cakistirilarak, yaklasik 1443
bp’lik dizi elde edildi. Elde edilen sekans verisi sonucu genbank’daki verilerle
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch)

karsilastirilarak izolatin tiir seviyesinde tanisi gergeklestirildi.
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3.7. Kitinaz Enziminin Saflastiriimasi

3.7.1. Santrifiijleme

Enzim saflagtirmasiin ilk basamaginda santrifiigasyon islemi gerceklestirildi.
Fermantasyon sivisindaki hiicrelerin ve biiyiik partikiillerin uzaklastirilmasi igin 5000
rpm’de 20 dk santrifiijle ¢oktiirme yapildi. Enzimin denatiire olmasinin dniine gegmek

icin santrifiij cihaz1 +4 °C’ye ayarlanarak kullanildi (Kuzu 2008).

3.7.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Saflastirma yontemleri arasinda yaygin olarak kullanilan nétral tuzlarla ¢oktiirme
yonteminde ¢ogunlukla amonyum siilfat tuzunun kullanilmasinin sebebi, suda iyi ¢oziiniir
olmasi, su molekiilleri ile etkilesime girme yeteneginin fazla olmasi ve ekonomik
olmasidir. Amonyum siilfat konsantrasyonlarinda yiiklii iyonlar su molekiillerine
baglanmak i¢in proteinlerle yarismakta ve bu yaris sonucunda su molekiillerine proteinler
yerine tuz molekiilleri baglanarak, bu olay proteinlerin ¢okelmesi ile sonu¢lanmaktadir.
Amonyum siilfat kullanilarak ¢oktiirme isleminde proteinlerin denatiirasyonu degil
yalnizca proteinlerin sudaki ¢Oziliniirligiinin  azaltilip ¢okmeleri (salting out)
saglanmaktadir (Yilmaz 2019). Bu amagla yapilan ¢oktiirme isleminde fermantasyon
stvist 4 °C’de, 10000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek hiicreler ve biiylik partikiiller
uzaklastirildi. Elde edilen supernatant %20 ile %60 arasi doygunlukta amonyum siilfat
((NH4)2S04) gozeltileri ile karistirilarak fraksiyonlara ayrildi. Amonyum siilfat yavas
yavas eklenerek karistirildiktan sonra 4°C’de bir gece bekletilip, her bir fraksiyon i¢in
aktivite tayini yapildi. Aktivite tayini sonucunda en yiiksek aktivitenin gorildigi

amonyum siilfat konsantrasyonu ¢oktiirme islemlerinde kullanildi.

G (NH4)2S04 = 1,77 x VV x (So— S1) / (3,54 — S2)

G (NH4)2S0O4: Eklenmesi gereken kati amonyum siilfat tuzunun gram miktari
V: Enzim ¢ozeltisinin (siipernatant) hacmi

S1: Baglangigtaki amonyum siilfat doygunlugu

S»: Istenen amonyum siilfat doygunlugu (Cift¢i vd 2004).

29



3. MATERYAL ve YONTEM

3.7.3. Diyaliz

Diyaliz, tuz ile ¢oktiirme islemi yapildiktan sonra fazla tuzu ve diger istenmeyen
molekiilleri uzaklastirmak i¢in kullanilan yontemdir. Diyaliz torbasi yar1 gecirgen
Ozellikte ve belirli biiyiikliikte gézenekleri olan bir membrandir. Bu islem uygun pH’da
tamponlarla gerceklestirilmekte ve osmoz olayr sayesinde su diyaliz torbasinin igine
girerken iyonlar ve tuzlar tampon ¢ozelti ortamina gecmektedir. Bu amagla tuzla
¢oktiirme isleminden sonra ¢bken proteinler pH 7,0, 50 mM Tris-HCI tamponu ile
¢oziliip diyaliz torbasina alind1 ve ayni1 tampon igerisinde, 4 °C’de tampon en az li¢ kez

degistirilerek diyaliz islemi gergeklestirildi (Yayalar 2019).

3.7.4. Iyon degisim kromotografisi

Ileri saflagtirma yontemlerinden biri olan iyon degisimi kromotografisi hem yeni
proteinlerin kesfi hem de yiiksek oranda saflastirma amaciyla kullanilmaktadir. Bu
kromotografi yonteminde kolon dolgu maddesi ile saflastirilmak istenen 6rnek arasinda
iyonik bir etkilesim soz konusudur. (Jungbauer et al. 2009). Proteinler karakteristik
izoelektrik noktalarinda (pI) net yiikleri sifirdir. Bir protein izoelektrik noktasina gore
daha asidik bir ortamda bulunursa pozitif yiike, izoelektrik noktasindan daha alkali bir
ortamda bulunursa negatif yiike sahip olur. Iyon degisim kromotografisinde, protein
molekiilleri spesifik bir pH ve tuz konsantrasyonunda kolon dolgu maddesine iyonik
etkilesimler ile baglanmaktadir. Kolon dolgu maddesine baglanan proteinlerin artan tuz
konsantrasyonu, pH ya da ikiside kullanilarak kolondan yavas yavas ayrilmalar

saglanmaktadir (Gallagher and Wiley 2008).

Calismada enzimin saflastirilmasi amaciyla Bio-Rad Biological LP sistemi
kullanild1. Bu amagla; diyalizden gegirilen protein ¢ozeltisi santrifiij edilerek konsantre
hale getirildi ve 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile dengelenmis HiPrep Q XL 16/10
kolonuna yiiklendi. 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) i¢inde hazirlanan lineer NaCl
gradient (0-1 M) soliisyonu ile beraber kolondan gegirilerek fraksiyon tiiplerine toplandi.
Kolondan alinan her bir fraksiyon tiipiindeki 6rnek aktivite testlerine tabii tutularak
protein miktar tayinleri gergeklestirildi. Aktivite goriilen tiipler birlestirilerek santriifiij

edildi ve konsantre hale getirilen 6rnekler igerisindeki tuzlarin uzaklastirilmasi amaciyla
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HiPrep™ 26/10 Desalting kolonuna yiiklendi. Kolona yiiklenen ornekler 0-1.3 M
(NHa4)2S04 gradient soliisyonu ile kolondan gegirildi ve kullanilincaya kadar -20 °C de

muhafaza edildi.

3.8. Saflastirilan Enzimin Karakterizasyonu

3.8.1. Enzimin molekiil agirhginin belirlenmesi

SDS-PAGE, proteinlerin molekiil agirliginin tespit edilmesi amaciyla yiikli
molekiillerin elektriksel alanda ayirimina dayanan bir elektroforez teknigidir. Bu amagla
kullanilacak olan tiim elektoroforez malzemeleri distile su ile iyice temizlenerek kalin ve
ince cam, kiskaclarla birlestirilip jel hazirlama kabinine sabitlendi. Ilk olarak ayirma jeli
(%]15°lik akrilamid igeren) hazirlanip hizlica iki cam plakanin arasina dokiildi. Jel
tizerinde olusan hava kabarciklarini engellemek icin jel {izerine izopropanol eklenerek
polimerlesmeyi saglamak amaciyla 30 dk bekletildi. Jel iizerindeki izopropanol
uzaklagtirildiktan sonra yiikleme jeli (6rneklerin yiiklenecegi jel) hazirlanip ayirma
jelinin iizerine dokiildii ve taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirildi (Cizelge 3.6).
Hazirlanan jel polimerlesmenin gerceklesmesi icin 30 dk bekletildi ve jel {izerindeki,
taraklar yavasca c¢ikarilarak elektroforez tankina yerlestirildi. Jele yiiklenecek ham enzim
ekstrakti, kismi saflastirma 6rnegi ve kolondan alinan saflastirilmis enzim orneklerinin
her birisi ayr1 eppendorf tiiplerinde numune ¢ozeltisiyle karistirilarak 90°C’de 5 dk siire
ile bekletildi ve denatiire olmalar1 saglandi. Ornekler kuyulara yiiklendikten sonra 60
voltta 30 dk yiritiildii. Akabinde ayirma jeline gecen 6rnekler 120 voltta 90 dk yeniden
yiirtitiildi. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel boyama islemine tabii tutularak

goriintiilendi (Ustiin 2019).

Jelin goriintiillenmesi

Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra jel 60 dk boyunca Coommasie R-250
boyasi ile muamele edildi ve yikama soliisyonunda 1 saat bekletildi. Protein bantlari

gorilniir hale gelinceye kadar yikama islemi tekrarlandi.
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Cizelge 3.6. SDS-PAGE Jel Bilesenleri

Kimyasallar Ayirma Jeli Yigma Jeli
ddH20 2,8ml 3,6ml
%30 Akrilamid/bisakrilamid 5ml 670 uL
1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) - 625uL
1,0 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,95ml -
%10 PER 100 pL 50 uL
TEMED 10 uL 5ul
%10 SDS 100 uL 50 uL

3.8.2. Kitinaz enziminin optimum sicakhiginin ve sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan kitinaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in farkli
sicaklik degerlerinde (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C’de) enzim aktiviteleri dl¢iildii.
Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi amaciyla da enzim 6rnekleri 100 mM, pH 7,0 fosfat
tamponu ile (1:1 oranda) optimum sicaklik degerinde, farkl: siirelerde (20, 40, 60, 80, 100
ve 120 dk) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda numunelerin enzim aktiviteleri

oOl¢iilerek enzim tiniteleri hesaplandi.

3.8.3. Kitinaz enziminin optimum pH’sinin ve pHstabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan kitinaz enziminin optimum pH’smin belirlenmesi i¢in farkli pH
degerlerinde (50 mM sodyum asetat (pH 4,0-5,0), potasyum fosfat (pH 6,0), Tris-HCI
(pH 7,0-8,0), glisin-NaOH (pH 9,0-10,0) enzim aktiviteleri dl¢iildii. pH stabilitesinin
belirlenmesi amaciyla, enzim Ornekleri 50 mM, pH 4,0-10,0 degerlerindeki farkli
tamponlarla (sodyum asetat (pH 4,0-5,0), potasyum fosfat (pH 6,0), Tris-HCI (pH 7,0-
8,0), glisin-NaOH (pH 9,0-10,0) 1:1 oraminda 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri &lgiilerek enzim iinite degerleri

hesaplandi.
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3.8.4. Metal iyonlariin kitinaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Metal iyonlarinin kitinaz aktivitesi {izerine etkisinin incelenmesi igin, Ca®*, Cd?,
Co?*, Cu?*, Fe®*, Mg?*, Mn?*, Ni?* ve Zn?* iyonlarinin fosfat tamponu (100 mM, pH 7,0)
ile 1 ve 5 mM’lik ¢6zeltileri hazirlandi. Enzim ve metal iyonlarinin ¢ozeltileri 1:1 oranda
1 saat oda sicakliginda inkiibe edilerek enzim aktiviteleri 6l¢tildii ve kontrol numunesine

gore bagil aktiviteleri hesaplandi.

3.8.5. Cesitli reaktiflerin Kitinaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

50 mM, pH 8,0 Tris-HCI tamponu igerisinde %1 ve %5 (w/v) EDTA, (v/v) H20,
(w/v) SDS ve (v/v) Tween 20 ve Tween 80 nin ¢ozeltileri hazirlandi. Saf enzim 6rnekleri
bu cozeltilerin igerisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon
sonrast kitinaz aktiviteleri Olgiilerek, kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri

hesaplanda.

3.8.6. Cesitli organik coziiciilerin kitinaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Organik ¢oziiciilerin kitinaz aktivitesi tizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in %5-
%15 (v/v) konsantrasyondaki DMSO, aseton, gliserol, etanol, izopropanol ¢ozeltileri
kitinaz enzimi ile karistirilarak 30 °C’de, 150 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi kitinaz aktiviteleri 6l¢iildii ve kontrol numunesine gére bagil

aktiviteleri hesaplandi.

3.8.7.Kitinaz enzim reaksiyonuna ait Km ve Vmax Kinetik sabitlerinin belirlenmesi

Saflastirilan kitinaz enziminin kinetik sabitlerinin belirlenmesi amaciyla 0,1-5mM
konsantrasyon araliginda enzimin substrati olan kolloidal kitin kullanildi ve 1/S (substrat,
kolloidal kitin, mg/ml) degerine karsilik 1/V (reaksiyon hizi, E.U/ml) degeri hesaplanarak
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Elde edilen grafikten Kn Ve Vmax (maksimum hiz)

degerleri hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).
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3.9. Kitinaz Enziminin Biyoteknolojik Uygulamalari

3.9.1. Kitinaz enziminin antifungal aktivitesinin belirlenmesi

Saflastirilan kitinaz enziminin antifungal aktivitesinin tespiti amaciyla, 20 pl
enzim emdirilen diskler, F. oxysporum’un 1,5 cm uzagina konularak 5 giin boyunca
fungusun gelisimi gozlendi ve sonuglar kaydedildi. Antifungal aktivitesi gozlenen

enzimin, spor ¢imlenmesi ve hif biiyiimesi iizerine etkileri degerlendirildi.

a. Enzimin spor ¢cimlenmesi iizerine etkilerinin belirlenmesi

Ik olarak ¢alismada kullanilan F. oxysporum’un spor ¢dzeltisi hazirlandi. Bu
amagla PDA besi ortamina inokule edilen izolat 28 °C’de 5 giin sporlanmasi i¢in inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasinda 50 ml’lik steril %0,1’lik Tween 80 ¢dzeltisi ile fungus
sporlar1 siispansiyon hale getirilerek bu siispansiyondan 9 ml, %0,1 likTween 80 igeren
tiiplerde 102’lik seyreltmeler hazirlandi. Bu seyreltmelerden Thoma lami ile sayim
yapilarak stok ¢ozeltinin mililitresindeki spor sayis1 belirlendi. Akabinde 6x10° spor/ml
fungus spor ¢ozeltisinden 0,5 ml alinip 0,5 ml patates dekstroz broth ve 0,5 ml enzim
preperasyonu bir eppendorf tiiplinde karistirilarak ve 28°C’de 150 rpmde inkiibe edildi.
Kontrol olarak fermentasyon s1visi yerine steril su kullanildi. Her bir izolat i¢in hazirlanan
spor soliisyonu karisimi ve kontrol karisimlarindan 6, 8, 10, 12 ve 24. saatlerde 6rnek
almip fungus sporlarimin ¢imlenmeleri mikroskop altinda (10X40) incelendi. Uygulama

sonucunda ¢imlenen ve ¢imlenmeyen spor sayilari belirlenerek goriintiiler kaydedildi.

b. Enzimin hif biiyiimesi iizerine etkilerinin belirlenmesi

Fungus spor ¢dzeltisinden (10° spor/ml) 1 ml alimip PDA besi ortami iizerine ekim
yapilarak hazirlanan kiiltiirler 28 °C'de inkiibe edildi. 24 saat sonra, kitinaz igeren diskler
(20 EU/mI) ¢imlenmis sporlarin lizerine yerlestirilerek petriler 5 giine kadar bekletildi ve

hifsel gelisim incelendi (Shubakov and Kucheryavykh 2004).
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3.9.2. Kitinaz enziminin patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata) iizerine etkisinin

incelenmesi

Patates tarlalarinda ciddi zararlara neden olan L. decemlineata’ya karsi enzimin
etkisini tespit etmek amaciyla ilk olarak bocekler 1 gece etil alkolde bekletildi ve steril
distile su ile yikanarak alkol uzaklastirildi. Cam deney tiipiine alinan boceklerin {izerine
5 ml enzim preparasyonu (20 EU/ml) eklendi ve 30°C’de 5 giin inkiibe edildi. Bu siire
sonunda boceklerdeki morfolojik degisimler 1s1tk mikroskobu ve elektron mikroskobu
(SEM) ile goriintiilendi (Thamthiankul et al. 2001).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Kat1 Besi Ortaminda Kitinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Kolloidal kitin ile hazirlanmis olan kat1 kiiltiire aktarim1 yapilan 200 izolattan 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda AA-439, AA-437, AA-213 ve AA-421 kodlu
izolatlarda zon olusumu goézlendi (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Kollodial Kitinli Kat1 Kiiltiirde Kitinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

4.2. Sivi Kiiltiirde Kitinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

KABB sivi besiyerine ekim yapilan izolatlardan; AA-213 izolatinin spesifik
aktivitesi 1,1 EU/ml, AA-421 izolatinin spesifik aktivitesi 1,5 EU/ml, AA-437/mi
izolatinin spesifik aktivitesi 1,79 EU/ml ve AA-439 izolatinin ise 3,2 EU/ml olarak tespit
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edildi. En iyi zon ¢apina ve spesifik aktiviteye sahip olan AA-439 kodlu izolat, tez

calismasi igin segilerek ¢alismalar bu izolat ile devam ettirildi (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. AA-439 Bakteri Izolatinin Kitinaz Zon Gériintiisii

4.3. Kitinaz Aktivitesi Tespit Edilen Izolatin Morfolojik, Biyokimyasal ve Fizyolojik

Ozelliklerinin Belirlenmesi

AA-439 bakteri izolatinin morfolojik olarak ¢ubuk sekilli, hareketli, krem renkli
ve Gram negatif 6zellikte oldugu; biyokimyasal olarak katalaz ve proteaz pozitif, amilaz
negatif oldugu, hemoliz aktivitesinin olmadig1 ve fizyolojik olarak gelisebildigi sicakligin

25-40 °C, pH’sinin 5,0-9,0 oldugu ve %2-3 tuz araliklarinda gelisebildigi tespit edildi.
4.4. Molekiiler Sonuclar
4.4.1. 16S rRNA PCR sonugclari

Kitinaz aktivitesi belirlenen ve genomik DNA’s1 izole edilen AA-439 izolatinin
evrensel primerler (27F ve 1492R) kullanilarak 16S rRNA bolgesi gogaltildi. %1°lik
agaroz jelde 90 V’da 50 dk yiiritiilerek jel goriintiileme sisteminde incelendiginde
yaklasik 1500 bg¢ uzunlugunda bant goriintiilendi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. 16S rRNA PCR Jel Gorlintiisii

4.4.2. 16S rRNA gen bolgesinin klonlanmasi

PGEMT-Easy vektoriine aktarilan 16S rRNA gen bolgesinin kompetent hiicrelere
ligasyonu ve transformasyonu yapildi. Ardindan Amfisilin + X-gal + IPTG igeren LB
agar besi ortamina yayma ekimi yapilarak mavi beyaz koloni olusumu gézlemlendi.
Olusan beyaz kolonilerden rastgele 5 adet secilerek dogrulugundan emin olmak amaciyla
koloni PCR yapildi ve gen bdlgesinin bulundugu koloniler tespit edildi (Sekil 4.4.). Gen
bolgesi tespit edilen koloniler ampisilinli sivi LB besiyerinde 16 saat inkiibe edildi ve

ardindan plazmit izolasyonu gerceklestirildi.

Sekil 4.4. Koloni PCR Jel Goriintiisii
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4.4.3. 16S rRNA sekans analizi

AA-439 izolatinin 16S rRNA gen bolgesine ait sekans dizisi (1443 bp),
GenBank’taki diger bakterilerin 16S rRNA sekans dizileri ile karsilastirildi. AA-439
izolatinin, Stenotrophomonas maltophilia’e %99 benzerligi belirlenerek tiir seviyesinde
tanis1 yapildi (GenBank No: MW600524).

4.5. Kitinaz Enziminin Uretimi ve Saflastirilmasi

45.1. Kitinaz enziminin iiretimi

KABB s1v1 besiyerine aktarilan S. moltophilia izolatinin 30°C’de 180 rpm’de 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda kitinaz aktivite tayini yapildi ve enzimin maksimum

aktivitesini 72. saatte gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.5.).

Bakteriyel gelisim gozlenen besiyeri Kontrol

Sekil 4.5. Kollodial Kitinli S1vi Besiyerinde Bakteriyel Gelisim

4.5.2. Protein tayini ve enzim aktivitesi icin hazirlanan standart grafikler

Protein tayini i¢in BSA standart grafigi hazirlanirken (Sekil 4.6.), kitinaz enzim
aktivitesi i¢in de N-asetilglukozamin standart grafigi hazirlandi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. N-asetilglukozamin Standart Grafigi

Enzim spesifik aktivitesi hesaplanirken standart olarak BSA ve N-

asetilglukozamin grafiklerinden yararlanilarak spesifik enzim aktivitesi hesaplandi.

4.5.3. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve diyaliz

S. maltophilia KABB besiyerinde 30°C’de 72 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon
stiresi sonunda kiiltlir, 5000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Elde edilen homojenattan
amonyum siilfat ¢oktliirmesi yapilarak amonyum siilfat aralig1 %20-30 olarak belirlendi.

Amonyum siilfatla ¢oktiirme isleminden sonra ¢oken proteinler pH 7,0 olan 50 mM Tris-
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HCI tamponunda ¢6ziiliip diyaliz torbasina alind1 ve 12 saat boyunca 4 °C’de bekletildi.
Calisgmamizda %30’un {izerinde yaptigimiz amonyum siilfat ¢oktiirmelerinde enzim
aktivitesinde diisiis oldugu gdzlendiginden en iyi aktivite gosteren %30’luk amonyum

siilfat ¢oktiirmesi ile saflastirma basamaklar1 devam ettirildi.

4.5.4. Tyon degisim kromotografisi

Diyalizden sonra santrifiij kullanilarak konsantre hale getirilen proteinler 50 mM
fosfat tamponu (pH 7,0) ile dengelenmis HiPrep Q XL 16/10 kolonuna yiiklendi.
Fraksiyonlar 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) i¢inde hazirlanmis lineer NaCl gradient (0-
1 M) soliisyonu kullanilarak kolondan gegirildi ve fraksiyonlara aktivite tayini yapildi.
Aktivitenin gézlendigi 5 fraksiyon tiipii tespit edildi ve ilk kolonda aktivite bulunan tiipler
bir araya getirilerek HiPrep™ 26/10 Desalting kolonuna (50 mM fosfat tamponu pH 7,0
dengelenmis) yiiklendi. 0-1.3 M (NH4)2SO4 gradient soliisyonu ile kolondan gegirildi.
Ikinci kolondan toplanan her tiipe yeniden aktivite tayini yapilarak enzim aktivitesinin
oldugu 6 fraksiyon tiipii tespit edildi. Fraksiyon tiiplerine ve ham ekstrakta protein miktar
tayini yapildi. Iyon degisimi kromotografisi sonucunda elde edilen enzimin saflastirma
tablosu yapilarak sonuglar degerlendirildi (Cizelge 4.1.). Kitinaz enzimi amonyum siilfat
¢oktiirmesi ile %40,7 verimle 1,4 kat saflastirilmisken, HiPrep Q XL 16/10 kolonu ile
yapilan saflastirmada %25,34 verimle 8,75 kat, HiPrep™ 26/10 Desalting kolonu ile de
%18,12 verimle 21,52 kat saflagtirma yapildi. Yapilan saflastirma isleminde enzimin
saflagtirma katsayis1 arttikca % verimin diistiigli ancak spesifik aktivitenin arttig1

gozlemlendi.

Cizelge 4.1. S. maltophilia’dan Iyon Degisim Kromatografisi ile Saflastirilan Kitinaz
Enziminin Saflagtirma Tablosu

Total Total Total Spesifik % Saflagtirma
Basamak Hacim Aktivite  Protein Aktivite Verim  Katsayisi
(ml) (EU) (mg) (EU/mg)
Ham ekstrakt 100 ml 5,13 189 0,27 100 1
Amonyum stilfat 10 ml 2,09 5,38 0,38 40,7 1,4
¢oktlirmesi
HiPrep Q XL 16/10 10ml 1,30 0,55 2,36 25,34 8,75
kolonu
HiPrep™ 26/10 10ml 0,93 0,16 5,81 18,12 21,52

Desalting kolonu
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Literatiirde farkli yontemler kullanilarak yapilan saflagtirma calismalarinda
degisen oranlarda % verim ve saflagtirma katsayisina sahip sonuglar bildirilmistir.
Ornegin, S. maltophilia N4’den elde edilen kitinaz enziminin aseton ¢oktiirmesi ve jel
filtrasyon yontemi ile 8,5 kat saflastirildigi (Jankiewicz et al. 2015), Bacillus pumilus
JUBCHOS izolatindan elde edilen kitinaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve jel
filtrasyon kolonu kullanilarak %74,7 verimle 25 kat saflastirildigi (Bhattacharyab et al.
2016), Bacillus spp. BG-11’den %50-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve jel
kromotografisi (Sephadex G-100 kolonu kullanilarak) yapilarak kitinaz enziminin %15
verimle 16 kat saflastirildigi (Bhushan and Hoondal 1998), topraktan izole edilen
Streptomyces spp. izolatindan ise kitinaz enziminin %70 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile

%58,3 verimle 1,08 kat saflastirildigi bildirilmistir (Sowmya et al. 2012).

4.6. S. maltophilia’dan Saflastirilan Kitinaz Enziminin Karakterizasyonu

4.6.1. Kitinaz enziminin saflik kontrolii ve molekiil agirh@imin belirlenmesi

S. maltophilia’dan saflastirilan kitinaz enziminin SDS-PAGE yontemiyle saflig
kontrol edildi ve enzimin jelde aldigi R degeri hesaplandi. SDS-PAGE analizi sonucu
Log MA-R¢ degerleri ile ¢izilen grafik kullanilarak kitinaz enziminin molekiil agirligi 52
kDa olarak hesaplandi (Sekil 4.8., Sekil 4.9.).

Log Ma
2
1,5
s y =-0,3118x + 2,2245
w 1 R2=0,9593
o
—
0,5
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Rf

Sekil 4.8. SDS-PAGE Sonucuyla Olusturulan Log Ma-R¢ Grafigi
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Sekil 4.9. Saflastirilan Kitinaz Enziminin SDS-PAGE Goriintiisii
(Marker (ThermoFisher) 1: amonyum siilfat ¢oktiirmesi 2: kiiltiir siipernatant1 3: HiPrep
Q XL 16/10 kolon iiriinti 4: HiPrep™ 26/10 Desalting kolon {irlinii)

Literatiirde yapilan pek ¢ok ¢aligmada farkli kaynaklardan izole edilen kitinazlarin
molekiil agirhgmin 26-200 kDa araliginda farkli biiyiikliklerde oldugu bildirilmistir
(Chanpen et al. 1999; Lee et al. 2006; Kim et al. 2007). S. maltophilia kitinaz: ile ilgili
yapilan c¢aligmalarda; S. maltophilia MUJ’dan saflagtirilan enzimin molekiil agirlig:
yaklagik 52 kDa (Jankiewicz et al. 2012), S. maltophilia N4’den saflagtirilan kitinaz
enziminin molekiil agirligi 50 kDa (Jankiewicz et al. 2015) ve S. rhizophila G22’den
saflagtirilan kitinaz enziminin molekiil agirliginin da 50 kDa (Jankiewicz et al. 2020)
olarak bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda enzimin molekiil agirliginn litaratiir ile

uyum i¢inde oldugu tespit edilmistir.

4.6.2. Kitinaz enziminin optimum sicakli@inin ve sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan Kitinaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi igin 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70 ve 80 °C’de enzim aktivitesine bakildi ve enzimin optimum sicakliginin
50°C oldugu tespit edildi (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Saflastirilan Kitinaz Enziminin Optimum Sicaklig1

Enzimin optimum sicakligi olan 50 °C de farkl siirelerde (20, 40, 60, 80, 100 ve
120 dk) inkiibasyona birakilarak enzim aktivitesi dl¢iildii. Saflastirilan enzimin 50 °C’de
aktivitesini 100 dk boyunca korudugu, 100 dk sonunda ise enzim aktivitesinde diisiis
oldugu tespit edildi (Sekil 4.11.). Enzimin optimum sicaklikta uzun siire bekletildiginde
aktivitesinin azalmasi beklenirken ¢alismamizda 80 dk’ya kadar enzim aktivitesinin
arttig1 gozlemlendi. Bu durumun buharlagsmaya dayali olarak enzim konsantrasyonunun
artmast sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Bu amacgla enzim iizerine buharlasmayici

onleyici bir maddenin eklenerek hacimsel olarak kaybi engellenebilir.
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Sekil 4.11. Kitinaz Enziminin Kararlilig1 Uzerine Sicakligin Etkisi
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Kitinaz enzimi tizerine sicaklik etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda enzimin
optimum sicakliginin genel olarak 50-65 °C oldugu bildirilmistir (Frankowski et al. 2001;
Zhang et al. 2001; Sandalli et al. 2008). Farkli bakteri izolatlar1 ile yapilan bazi
calismalarda 6rnegin S. maltophilia C3’den elde edilen kitinaz enziminin optimum
sicakliginin 40-50 °C (Zhang et al. 2001), Serratia plymuthica HRO-C48’den saflastirilan
kitinaz enziminin optimum sicakligmin 50-60 °C (Frankowski et al. 2001),
Paenicibacillus barengoltz izolatindan rekombinant olarak iiretilen Kitinaz enziminin
optimum sicakliginin ise 55 °C oldugu (Yang et al. 2016) bildirilmistir. Bu baglamda
calismamizda saflastirilan kitinaz enziminin optimum sicakliginin literatiir ile benzer
oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda enzimin sicaklik stabilitesi ile yapilan bazi
calismalar da ise enzimin 65 °C’de 1,5 saate kadar %60’1n iizerinde stabil kalabilecegi
bildirilmistir (Sandalli et al. 2008). Calismamizda ise enziminin optimum sicakliginin

literatiir ile benzer oldugu belirlenmistir.

4.6.3. Kitinaz enziminin optimum pH’siin ve pH stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan kitinaz enziminin optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in pH 4,0-10,0
degerlerinde enzim aktiviteleri incelendi ve enzimin optimum pH’sinin 7,0 oldugu
belirlendi. Saflagtirilan enzimin optimum pH’sinin belirlenmesi amaciyla enzim drnekleri
pH 4,0-10 araliginda farkli tamponlarla muamele edildi ve enzim iinite degerleri
hesaplandi. Saflastirilan enzimin aktivitesinde pH 8,0” den sonra hizl1 bir diisiis gézlendi.

Bu durum enzimin yiiksek alkali pH’larda aktif olmadigini gosterdi (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Kitinaz Enziminin Optimum pH Grafigi

pH stabilitesinin belirlenmesi amaciyla, enzim 6rnekleri 50 mM, pH 4,0-10,0
araligindaki farkli tamponlarla 1:1 oraninda 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi
ve enzim iinite degerleri hesaplandi. Sonugta pH 7,0’de enzimin aktivitesini biiyiik dl¢iide
korudugu, pH 4,0-10 araliginda ise aktivitesini %2’ye kadar korudugu tespit edildi (Sekil
4.13)).
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0
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Sekil 4.13. Kitinaz Enziminin Kararlilig: Uzerine pH’nin EtKisi

Literatiirde yapilan ¢alismalarda; S. maltophilia’dan rekombinant olarak iiretilen

kitinaz enziminin optimum pH’sinin 5,0 oldugu (Suma ve Podile 2013), S. rhizophila
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G22’den izole edilen kitinaz enziminin optimum pH’sinin 5,9 oldugu (Jankiewicz et al.
2020), S. maltophilia C3’den elde edilen kitinaz enziminin optimum pH’smin 4,5-5,0
araliginda oldugu bildirilmistir (Zhang et al. 2001). Literatiirde belirtildigi {izere
Stenotrophomonas izolatlarinin genel olarak asidik pH’da optimum aktivite gosterdigi
ancak bu tez kapsaminda ise enzimin optimum pH’sinin asidik degil nétral oldugu tespit
edildi. Notral kitinazlar genellikle medikal amaglar i¢in kito oligosakkarit tretim
siireclerinde kullanilmaktadir (Yuli et al. 2004). Bu dogrultuda enzimin farkli kullanim
alanlarina sahip olabilecegini sdylemek miimkiindiir. Bunun yaninda Bacillus spp.
DAUI101 izolatina ait kitinazin optimum pH’sinin 7.5 (nétral) oldugu (Lee et al. 2007),
Bacillus spp. NCTU2’den izole edilen kitinaz enziminin optimum pH degerinin 7 oldugu
ve enzimin kararliligin1 60 °C sicaklikta 6,0-8,0 pH’da siirdiirdiigii (Wen et al. 2002)
bildirilmistir. Bu dogrultuda bizim izole ettigimiz pH degerinin de Bacillus cinslerinden
izole edilen enzime benzer pH’da aktivite gosterdigi sdylenilebilir. Ancak literatiirde
Bacillus tiiriine yakin olarak bilinen Paenicibacillus barengoltzi izolatindan rekombinant
olarak iiretilen kitinaz enziminin optimum pH’sinin 5,5 oldugu dolayisiyla bakteri tiirline

gore enzimin pH stabilitesinin de farklilik gosterdigini sdylemek miimkiindiir.

4.6.4. Kitinaz enzimi iizerine bazi metal iyonlarin etkisinin belirlenmesi

Metal iyonlarindan Ca?*, Cd?*, Co?", Cu?*, Fe?*, Mg®", Mn?*, Zn?" iyonlarmin
enzim aktivitesi lizerine etkileri incelendi ve kontrole gore kalan aktiviteleri hesaplandi.
Buna gore, 1 mM Fe?*, Cd*'ve Mn?" iyonlarmin kitinaz enzimini aktive ettigi, Mg?*
iyonunun enzim aktivitesini korudugu, Zn?* iyonunun ise enzim aktivitesini %60 oranina
kadar diisiirdiigii belirlendi (Cizelge 4.2., Sekil 4.14.). Iyon molaritesi 5 mM oldugunda
Mg?*ve Fe?* iyonlarinin enzimi aktive ettigi tespit edildi (Sekil 4.15.). ImM Cd?* kitinaz
enziminin az da olsa enzimin aktivesini artirdig1, 5 mM Cd?* iyonunun enzim aktivitesini
diisiirdiigii, en yiiksek oranda inhibisyonun ise Zn?' iyonlarryla muamelede

gerceklestirdigi kaydedildi.
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Cizelge 4.2. Kitinaz Enzimi Uzerine Metal Iyonlarmin Etkisi

Metal iyonlari 1mM 5mM
Kontrol 100+0,00 100+0,00
Mg?* 94,03+ 0,4555 130,1+ 0,0001
Co** 77,03+ 0,0004 68,68 = 0,0001
Cu® 72,33+ 0,0001 63,10+ 0,0277
Fe?* 128,00+ 0,0001 149,5+ 0,0001
Zn%* 40,65+ 0,0001 19,29+ 0,0001
Cd* 101,9+ 0,6038 86,85+ 0,0608
Mn?2* 101,5+ 0,7232 100,0+ 0,7595
150 -
7
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Sekil 4.14. Kitinaz Enzimi Uzerine 1 mM Metal Iyonlarmin Etkisi
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Sekil 4.15. Kitinaz Enzimi Uzerine 5 mM Metal Iyonlarmin Etkisi

Literatiire bakildiginda metal iyonlarinin kitinazlar {izerine etkisinin oldukca
farkli oldugu goriilmektedir (Yuli et al. 2004). S. maltophilia C3’ den elde edilen kitinaz
enziminin 1 ve 5 mM’lik Fe** metal iyonlari tarafindan inhibe edildigi (Zhang et al. 2001)
bildirilmisken bu tez kapsaminda Fe®*" iyonlarmin her iki konsantrasyonda da enzim
aktivitesini artirdigi gozlenmistir. Yine Bacillus sp. DAU101’den saflastirilan kitinaz
enziminin 1,5 ve 10 mM’lik Zn?*, Cu?" ve Hg?* tarafindan inhibe edildigi (Lee et al.
2006), S. plymuthica HRO-C48’den saflastirilan kitinaz enziminin 10 mM’hk Co?* ve
Cu?* tarafindan ciddi oranda inhibe edildigi (Frankowski et al. 2001), Streptomyces
aureofaciens CMUAc130’den saflastirilan kitinaz enziminin ise Hg?*, Cd?** ve Ni%*
tarafindan tamamen inhibe edildigi bildirilmistir (Taechowisan et al. 2003). Bu baglamda

bu tez kapsaminda da benzer sonuglar bulundugunu sdylemek miimkiindiir.

4.6.5. Kitinaz enzimi iizerine ¢esitli reaktiflerin etkisinin belirlenmesi

Enzim aktivitesi tizerine gesitli reaktiflerin etkisini incelemek amaciyla enzim
tizerine, %1 ve %S5 oranlarinda EDTA, H202, SDS, Tween 20 ve Tween 80 ¢ozeltileri
uygulandi ve kontrole gore aktiviteleri hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda, tim
reaktiflerin molaritesi arttirilinca enzim inhibisyonunun da arttifi gézlemlendi. Elde
edilen sonuca gore en yiiksek inhibisyonun EDTA’da oldugu belirlendi (Cizelge 4.3.,
Sekil 4.16., Sekil 4.17.). Metal selatlama inhibitorii olarak da bilinen EDTA ile enzimin
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inhibe olmasi s6zkonusu enzimin metalo enzim oldugunun bir gdstergesi olarak kabul

edildi (Jankiewicz et al. 2014).

Cizelge 4.3. Kitinaz Enzimi Uzerine Reaktiflerin Etkisi

Reaktifler %1 %05
Kontrol 100+0.00 100+0.00
SDS 65,61 +0,0001 52,64+0,0001
H20: 66,75 £+ 0,0001 46,33+ 0,0001
Tween 20 96,47+ 0,6470 65,15+ 0,0001
Tween 80 35,90+0,0001 23,33+ 0,0001
EDTA 39,66+0,0001 25,36+0,0001
150+

s

=

z

=

<

Sekil 4.16. Kitinaz Enzimi Uzerine %1 Oraninda Kullanilan Reaktiflerin Etkisi

50



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

1501

Aktivite (%)
=
(=]
1

(2]
(=1
1

Sekil 4.17. Kitinaz Enzimi Uzerine %5 Konsantrasyondaki Reaktiflerin Etkisi

Literatiirde yapilan c¢aligmalarda reaktiflerin genel olarak kitinaz enzim
aktivitesini inhibe ettigi (Annamalai et al. 2010; Farag et al. 2016), baz1 ¢alismalarda ise
enzimin bu reaktiflere kars1 direngli olabilecegi (Toharisman et al. 2005) veya az da olsa
EDTA, Tween 20 ve Tween 80 gibi reaktiflerin aktivite de artisa neden olabilecegi
bildirilmistir (Jankiewicz et al. 2015).

4.6.6. Kitinaz enzimi iizerine ¢esitli ¢oziiciilerin etkisinin belirlenmesi

Organik c¢oziiciilerin saflastirilan  kitinaz aktivitesi iizerindeki etkisinin
belirlenmesi amaciyla DMSO, aseton, gliserol, etanol ve izopropanol ¢oziiciileri (%5,
%15, v/v) kitinaz enzimi ile 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi kitinaz
aktiviteleri Olgiilerek, kontrol numunesine gore % aktiviteleri hesaplandi (Cizelge 4.4.).
Hesaplamalar sonucunda, her iki konsantrasyonda da tiim ¢oziiciilerin enzim aktivitesini
distirdiigii tespit edildi (Sekil 4.18., Sekil 4.19.). %5 konsantrasyon degerinde en yiiksek
inhibisyonun gliserolde (%45 oraninda), %15’de ise aseton (%54 oraniyla) ¢oziiclisiinde
oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda gliserol konsantrasyonu artik¢a inhibisyon oraninin
yaklasik olarak ayni degerde kaldigi, diger ¢oziiciilerde ise inhibisyon oraninin arttigi

tespit edildi.
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Cizelge 4.4. Kitinaz Enzimi Uzerine Coziiciilerin Etkisi

Coziiciiler %5 %15
Kontrol 100£0.00 100£0.00
DMSO 74,86+0,0007 51,61 £0,0001
Aseton 81,28+ 0,0001 46,31 +0,0001
Gliserol 55,56+ 0,0001 54,54+ 0,0001
Etanol 81,42+ 0,0002 57,19+0,0001
Izopropanol 83,22+0,0016 69,75+0,0001
150+
;\: 1004
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Sekil 4.18. Kitinaz Enzimi Uzerine %5 Konsantrasyondaki Céziiciilerin Etkisi
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Sekil 4.19. Kitinaz Enzimi Uzerine %15 Coziiciilerin Etkisi

Litaratiirde yapilan ¢alismalarda farkli izolatlarda saflastirilan kitinaz enziminin
etanol, izopropanol, DMSO ve aseton ile muamelesi sonucunda bu ¢oziiciilerin enzim
aktivitesini diisiirdiikleri tespit edilmistir (Karthik et al. 2015, Cheba et al. 2016). Bu tez

kapsaminda bulunan sonuglar da litaratiir ile uyumludur.

4.6.7. Kitinaz enzim reaksiyonuna ait Ky ve Vmax Kinetik sabitlerinin belirlenmesi

Saflagtirilan kitinaz enziminin kolloidal kitine olan ilgisinin aragtirilmasi
sonucunda elde edilen verilerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve Kmn Ve Vmax degerleri

sirastyla 0,6 mg/ml, 1,07 umol. mI™. dkolarak hesapland: (Cizelge 4.5., Sekil 4.20.).
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Cizelge 4.5. Kitinaz Enziminin Substrat Konsantrasyonu-Aktivite Grafigi

Substrat  konsantrasyonu  Aktivite (EU/ ml.dk) 1/S v
(mg/ml)
1 0,34 1 2,94
15 0,43 0,66 2,32
2 0,54 0,5 1,85
2,5 0,62 0,4 1,61
3 0,62 0,33 1,61
3,5 0,64 0,28 1,56
4 0,65 0,25 1,53
4,5 0,66 0,22 1,51
5 0,68 0,2 1,47
5
y=1,7554x+1,0689, .8
R?=0,9923."
4
« .
z- 3 "_-‘
-
E .
=~ 2 e
<) -0
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Sekil 4.20. Kitinaz Enziminin Lineweaver-Burk Grafigi
Literatiirde bircok ¢alismada kitinaz enziminin substrata olan ilgisinin genellikle
diisiik oldugu hesaplanan Kp degerleri ile bildirilmistir (Gangwar et al. 2016). S.

rhizophila G22’den saflagtirilan kitinaz enzimi 4-Nitrophenyl B-d-N, N’, N”-

triacetylchitotriose substrati kullanilarak Km Ve Vimax degerleri sirasiyla 1,87 mM ve 89,7

54



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

uM/h oldugu (Jankiewicz et al. 2020), Streptomyces violascens NRRL B2700’den izole
edilen kitinaz enziminin K ve Vmax degerleri sirasiyla 1,556 mg/ml ve 2,680 uM/dk/mg
(Gangwar et al. 2016), Streptomyces chilikensis RC1830’den izole edilen kitinaz
enziminin Kn ve Vmax degerleri de sirasiyla 0,02 mM ve 3,184 mol/dk/mg oldugu
bildirilmistir (Ray et al. 2019).

4.7. Kitinaz Enziminin Biyoteknolojik Uygulamalari

4.7.1. Kitinaz enziminin antifungal aktivitesinin belirlenmesi

Saflastirilan kitinaz enziminin antifungal aktivitesinin tespiti amaciyla, 20 pl (10
ve 20 enzim tnitesi) enzim emdirilen diskler, F.oxysporum’un 1,5 cm uzagina konuldu
ve 5 giin boyunca fungusun biiyiimesi gézlemlendi. Ug giiniin sonunda fungusun negatif
kontrole dogru gelismeye devam ederken disklere emdirilen enzimlere dogru gelisiminin

yavagladigi fakat 3. giinden sonra etkinliginde azalma oldugu belirlendi (Sekil 4.21.).

Sekil 4.21. Kitinaz Enziminin Antifungal Etkisi (A: 3 giin sonra, B: 5 giin sonra)

a. Enzimin spor ¢cimlenmesi iizerine etkisi

Saflastirilan kitinaz enziminin F. oxysporium sporunun ¢imlenmesi {izerine
etkisini belirlemek amaciyla dncelikle deney tiiplerine 6x10° sayida fungal spor konuldu.
Kontrol ile kiyaslanarak 6,12 ve 24. saatlerde ¢imlenen ve ¢imlenmeyen sporlar sayildi.

Germ tiipiiniin boyu spor boyunun yarisina ulastiginda spor ¢imlenmis kabul edildi (Paul
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et al. 1993) (Sekil 4.22., Sekil 4.23.). Cizelge 4.6.’de goriildiigii tizere enzimin kontrole

gore spor ¢imlenmesini onemli derecede engelledigi tespit edildi.

A B

Sekil 4.22. Kitinaz Enziminin 6. Saatte Spor Cimlenmesi Uzerine Etkisi
(A: Kontrol, B: Ornek)

A J/ B

Sekil 4.23. Kitinaz Enziminin 24. Saatte Spor Cimlenmesi Uzerine Etkisi
(A: Kontrol, B: Ornek)

Cizelge 4.6. Saflastirilan Kitinaz Enziminin Spor Cimlenmesi Uzerine Etkisi

Kontrol Deney Tiipii
Cimlenen Cimlenmeyen Cimlenen Cimlenmeyen
6. saat 3x103 3x103 2x103 4x103
12. saat 5%103 103 2x103 4x103
24, saat 5%10° 10° 3x10° 3x10°
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b. Enzimin hif biiyiimesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Enzimin hif biiyiimesi {izerine etkilerinin belirlenmesi amaci ile 10° spor/ml
fungus spor ¢ozeltilerinden 1 ml alinip PDA petrileri iizerine inokiile edildi. 24 saat sonra,
kitinaz igeren diskler (20 EU/ml) ¢imlenmis sporlarin iizerine yerlestirildi ve 5 giin
boyunca hif ve misel olusumlar1 gézlemlendi. Yapilan ¢alisma sonucunda saflastirilan

enzimin fungusun hifsel gelisimini az da olsa engelledigi belirlendi (Sekil 4.24.).

20 U/ml

Sekil 4.24. Kitinaz Enziminin Hif Biiyiimesi Uzerine Etkisi

Litaratiirde yapilan ¢alismalarda; S. maltophilia’dan elde edilen StmChiA kitinaz
enziminin F. oxysporum 'a kars1 giiglii antifungal etkisinin oldugu (Suma et al. 2013), B.
subtilis TV-125A’dan elde edilen kitinaz enziminin Fusarium culmorum’un gelisimini
olumsuz etkiledigi (Senol et al. 2014), Bacillus cereus'dan elde edilen kitinaz enziminin
F. oxysporum ve R. solani’ye karsi antifungal aktivitesinin oldugu (Pleban et al. 1997) ve
B. pumilus SG2’den elde edilen kitinaz enzimin de F. graminearum’un gelisimini giiglii
bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir (Shali et al. 2010). Bu tez kapsaminda elde edilen

sonuglar da genel olarak litaratiir ile uyumludur.
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4.7.2. Kitinaz enziminin patates bocegi (L. decemlineata) iizerine etkisinin

incelenmesi

Saflastirilan kitinaz enziminin patates bocegi (L. decemlineata) {izerine etkisini
incelemek amaciyla bocekler 5 giin boyunca enzimle muamele edildi (Sekil 4.25.). 5.
giiniin sonunda deney tiiplerinde bulunan boceklerin bas ve bacaklarinda kopmalar
meydana geldigi gozlendi. Enzimin bdcegin kanat yapisinin yiizeyinde meydana getirdigi
degisimler SEM ile goriintiilenerek kaydedildi (Sekil 4.26., Sekil 4.27.). SEM goriintiileri
incelendiginde enzimle muamele sonucunda bdcegin elytrasi yiizeyinde bulunan altigen

sekilli hiicrelerin siki yapilarinin bozuldugu tespit edildi.

Sekil 4.25. Kitinaz Enziminin Patates Bocekleri Uzerine Etkisinin Incelenmesi
(1: Kontrol grubu: 5 ml dH20 ve bocek; 2, 3, 4: Deney grubu: 5 ml enzim (20 EU/mI) ve bocek)
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Sekil 4.26. Kitinaz Enziminin Patates Bocekleri Uzerine Etkisinin 500X SEM
Goriintiisii (A: Kontrol, B: Ornek)

Sekil 4.27. Kitinaz Enziminin Patates Bocekleri Uzerine Etkisinin 1000X SEM
Goriintiisii (A: Kontrol, B: Ornek)
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5. SONUC ve ONERILER

Diinya niifusunun hizla artmasi ve buna bagli olarak artan kiiresel talep karsisinda
ucuz, iiretimi kolay, dogal, ¢cevreye zarar vermeyen ve ekolojik dongiide parcalanmasi
kolay biyoteknolojik tiriinlere olan ilgi olduk¢a artmistir. Bu {irtinlerin basinda da hiicre
i¢i ortamda reaksiyonlar1 katalizleyen ve dis ortamda da aym sekilde islev gorebilen
enzimler gelmektedir. Bu enzimlerden biri olan ve pek ¢ok kullanim alanina sahip olan
kitinaz, uygun bir iiretici mikroorganizmanin varliginda kolaylikla tiretilerek endiistri ve
tarim alanindaki uygulamalarda yerini alacak ve 1ilke ekonomisine katkida
bulunabilecektir. Ekstraselliiler enzimler arasinda adi gecen kitinaz enzimi funguslarin
hiicre duvari ile boceklerin dis iskelet yapilarinda bulundugu igin biyokontrol ajan1 olarak
hastalik (fungal patojenler) ve zararlilara karsi tarimsal alanda biyolojik miicadele

calismalarinda kullanilabilmektedir.

Bu amagla yola ¢ikilan bu ¢aligmada;

* Kiltiir koleksiyonumuzda yer alan yaklagik 200 izolatin enzim aktivitesi test edildi ve
etkili oldugu belirlenen 4 izolattan aktivite testlerine gore en etkili olani segilerek

caligmalarda kullanildi.

* Enzim aktivitesi yiiksek olarak belirlenen izolat, klasik ve molekiiler metotlarla

Stenotrophomonas maltophilia olarak tanilandi.

* S. maltophilia’dan Kitinaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile %40,7 verimle 1,4 kat
saflagtirtlirken, HiPrep Q XL 16/10 kolonu ile yapilan saflagtirmada % 25,34 verimle 8,75
kat, HiPrep™ 26/10 Desalting kolonu ile de %18,12 verimle 21,52 kat saflastirildi.

* Saflagtirilan enzimin karakterizasyonu yapildi ve enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE

yontemiyle 52 kDa olarak hesaplandi.

* Enzimin optimum sicaklig1 50 °C ve optimum pH degeri 7,0 olarak belirlendi.
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* Saflastirilan enzimin sicaklik ve pH stabiliteleri belirlendi. Enzimin optimum sicakligi
olan 50 °C’de aktivitesini yaklasik 2 saate kadar korudugu tespit edildi. Ayni zamanda
enzimin 4,0-10,0 araligindaki pH’da aktivitesini %2’ye kadar korudugu, en yiiksek
stabilitenin goriildiigii pH 7,0°de ise %66’ya kadar korudugu belirlendi.

* Enzim aktivitesi {izerine ¢esitli metal iyonlar1 (Ca?*, Cd?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, Mg?*, Mn?",
Zn?*) ve reaktiflerin (%1 ve %5 oranlarinda EDTA, H,02, SDS, Tween 20 ve Tween 80)
etkisi arastirild. 1 mM konsantrasyondaki Fe?*, Cd** ve Mn?" iyonlar1 ile 5 mM
konsantrasyondaki Mg?* ve Fe?* iyonlarinin enzim aktivesini artirdig1, bunun disinda test

edilen tiim reaktiflerin ve ¢oziiciilerin ise enzim aktivitesini diigiirdiigi tespit edildi.

* Kolloidal kitin i¢in enzimin Vmax V& Kn degerleri sirastyla 1,07 pmol.mlt.dk? ve 0,6

mg/ml olarak hesaplandi.

* Saflagtirilan enzimin biyoteknolojik olarak tarimsal hastalik ve zararlilara karsi
kullanimlar1 arastirildi. Enzimin Fusarium oxysporium’un c¢imlenmesi ve hifsel
gelisimini olumsuz etkiledigi, Leptinotarsa decemlineata boceginin ise kitin yapisinda

bozulmalara sebep oldugu belirlendi.

Sonug olarak, S. maltophilia’den spesifik aktivitesi oldukga yiiksek olan kitinaz
enzimi saflagtirilarak karakterize edilmis ve enzimin antifungal etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda saflastirilan enzimin 6zellikle pestisitlere kars1 oldukca direncli
oldugu bilinen patates boceginin Kkitin yapisinda da bozulmalara sebep oldugu

gozlenmistir.

Oneriler:

* Saflastirilan kitinaz enzimi sonraki caligmalarda immobilize edilip kararli hale

getirilebilir.

* Enzimin bir ekspresyon vektoriine klolanarak kisa siirede ve daha az maliyetle bolca

tiretilmesi saglanabilir.
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* Saflastirilan enzim kararli hale getirilip iiretildikten sonra formiile edilerek ¢cevre dostu
ve sagliga zarar1 olmayan, 6zellikle biyoteknolojik olarak tarimda ciddi sorun olan fungal
hastalik etmenleri ile zararlilara karsi, etkili bir ticari iirline doniistiiriilebilir. Bu baglamda
calisma sonuglarinin da dikkate alinarak ileride yapilacak caligmalarla iilkemizdeki yerli

tiretime de katki saglanilmasi miimkiin goriilmektedir.
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EKLER

EK-1 Stenotrophomonas maltophilia 16S rRNA Sekans Dizisi

>>ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAAC
ACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGT
GGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTCTGTCGTGGGGGATAACG
TAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGA
TCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCG
GGGTAAAGGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTTAGCTGGTCTGAGAGGAAG
ATTCAGNCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGT
GGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCC
AGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGC
TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAA
GCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAATGTG
GTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGG
AGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACTGAGGC
ACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
AAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCT
AACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGA
TGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTCCTGGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGACCGCAACCCTTGT
CCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGGGGGGAAACTCTAAGGAAACCGCCGGTG
ACAAACCCGGAAGAAAGGTGGGGGATGAACGTCAAGTCATTCATGGGCCCT
AACGGCCAGGGCTNACACACGTACTACNNAAGGGGAGGGACAGANNGGGC
TGCAAGCCCGGCGACGGGGAAGCTTCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCC
GGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC
AGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACGGTACCATA
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