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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

LOR PEYNIRINDEN ELDE EDILEN Lactobacillus coryniformis’IN KITINAZ
AKTIVITESININ BELIRLENMESI VE Alternaria alternata UZERINE
ETKIiSIiNIN INCELENMESI

Selda Nur HACIABDULLAHOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Enzim ve Mikrobiyal Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

Bakterilerin biyoteknolojide kullanim alanlar1 son yillarda giderek artmaktadir.
Bitkilerden, hayvanlardan farkli olarak bakteriler hizli ¢ogalan biyokimyasal etkileri
bakimindan canlilar aleminin ve ekosisteminin dengesini saglayan en Onemli
organizmalardir. Bakterilerin gilinlimiizdeki insan yasamini etkileyen ¢ok onemli bir
ozelligi biyoteknolojideki yaptig1 katkilardir. Biyoteknolojik olarak bakteriler lizerinde
cesitli calismalar yapilarak fayda ve iirlin eldesi miimkiindiir. Bu nedenle bakterilerden
elde edilen ve endiistriyel boyutu ¢ok yliksek olan enzim iiretimi giincelligini giderek
artirmaktadir. Bu enzimlerden en 6nemlilerinden bir tanesi kitinazdir.

Calismamizda kullanilan bakterinin kitinaz enzimi iiretme ve antifungal 6zelliklerinin
aragtirmas1 yapilmistir. Bu sebeple lor peynirinden izole edilen Lactobacillus
coryniformis susunun sirasiyla; kitinaz enzim iretme aktivitelerinin test edilmesi,
antifungal oOzelliklerinin literatiir calismas1 yapilarak endiistriye uygunlugunun
arastirilmasi amaglanmistir. Calismamiz sonucunda kiiltiir koleksiyonumuzda var olan
ve %99 oraninda tanilanmig Lactobacillus coryniformis’ten iiretilen ekstraseliiler Kitinaz
enzimi optimum pH’st 6, optimum sicakligi 70°C olarak bulunmustur. Yapilan
antifungal testler 1s18inda Alternaria alternata’nin gelisimini 6nemli 6l¢giide durdurdugu
belirlenmistir. L.coryniformis’in pH araliginin ¢ok genis olmasi, optimum sicakliginin
yiiksek olmasi ve Alternaria alternata’ya karsi gostermis oldugu {istiin antifungal
ozelliginden dolay1 endiistriye sunulabilecegi yapilan ¢aligsmayla teyit edilmistir.

2018, 42 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kitinaz, Lactobacillus coryniformis, Alternaria alternata



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF CHITINASE ACTIVITY OF Lactobacillus coryniformis
OBTAINED FROM LOR CHEESE AND ITS EFFECT ON Alternaria alternata

Selda Nur HACIABDULLAHOGLU

Atatiirk University
Institute of Science and Technology
Department of Agricultural Biotechnology
Branch of Enzyme and Microbial Biotechnolog

Supervisor: Prof. Dr. Neslihan DIKBAS

The use of bacteria in biotechnology has increased in the recent years. Due to their fast-
growing biochemical effects, unlike plants and animals, bacteria are the most important
organisms that provide a balance between the living organisms and in ecosystems. A
very important characteristic of bacteria that affects human life today is their
contributions to biotechnology. A variety of biotechnological studies on the bacteria can
be made and benefits and products can be obtained from these studies. Therefore, the
enzyme production, which is obtained from bacteria and has a very high industrial size,
is increasingly becoming popular. One of the most important of these enzymes is
chitinase.

In this study, the chitinase enzyme production and antifungal properties of this
bacterium were investigated. Accordingly, it was aimed to test the chitinase enzyme
production activities of Lactobacillus coryniformis strains isolated from lor cheese and
to investigate the suitability of its antifungal properties to industry by conducting
literature review. As a result, it was found that the extracellular chitinase enzyme
produced by Lactobacillus coryniformis, which is present in our culture collection and
diagnosed at 99%, had an optimum pH of 6 and an optimum temperature of 70°C. It
was determined that the performed antifungal tests significantly inhibited the
development of Alternaria alternata. Our results confirmed that L.coryniformis can be
presented to the industry due to its wide pH range, its high optimum temperature and its
superior antifungal properties against Alternaria alternata.

2018, 42 pages

Keywords: Chitinase, Lactobacillus coryniformis, Alternaria alternata
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1. GIRIS

Biyoteknoloji; hiicre ve doku Kkiiltlirlerinden veya mikrobiyal metabolitlerden,
biyokimya, mikrobiyoloji ve miihendislik bilimlerinin kullanilarak istenilen tiriinlerin
elde edildigi multidisipliner bir bilim dalidir. Biyoteknolojideki gelismelerin insan
yasamindaki yeri insanlik tarihi kadar eski bir gegmise dayanmaktadir. Eski ¢aglara ait
kitaplardan ve yazitlardan elde edilen bilgilerden sarap yapimi ve hamurun
mayalanmas1 gibi biyolojik olaylarin insan yasaminda Onemli bir yer tuttugu
anlagilmistir. Molekiiler genetik ve molekiiler biyoloji bilimlerinde 1950’11 yillarda
baslayan gelismeler 1970°1i yillarda biyoteknoloji alanini da etkisi altina almaya
baslamistir. Molekiiler diizeyde yapilacak genetik calismalarla, iiretkenligin ve
verimliligin artirildig1 yeni iirlinlerin olusturuldugu bir ¢aligma alani olan modern

biyoteknoloji alan1 gelismeye baslamistir (Yesilbag 2004).

Mikrobiyal biyoteknoloji; farkli ekosistemlerden endiistriyel enzim {reticisi
mikroorganizmalarin izolasyonu, taranmasi, molekiiler ve konvansiyonel yontemlerle
tanimlanmasi, secilen enzimlerin mikrobiyal proses teknolojileri ile optimizasyonu ve
iiretimi, saflastirilmasi, immobilizasyon siireglerinin gelistirilmesine dayanan bilim
dalidir. Proteomik, genomik ve yonlendirilmis mutagenez yontemleri kullanarak hedef
enzimlerde ve proteinlerde yapi-islevin gelistirilmesi, rekombinant mikroorganizmalarla
enzim iretilmesine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Ayrica farkli cevre ve
habitatlardan kiiltiire alinamayan mikrobiyal kaynaklar endiistriyel amaclarda

degerlendirilmektedir (Temiz 2000).

1.1. Laktik Asit Bakterileri ve Lactobacillus Cinsi

Laktik asit bakterileri (LAB) endiistriyel yonden onemli mikroorganizmalar olup,
endiistriyel gida fermantasyonlarmda gesitli alanlarda kullanilmaktadirlar. Ozellikle
gelisme ortamindaki karbonu metabolize etmeleri sonucunda ara {iriin olarak laktik asit

tiretmeleri, bu mikroorganizmalarin gida alaninda kullaninminin yayginlagsmasina sebep



olmaktadir. LAB’nin bu 06zellikleri gida hammaddelerinde asitligin artmasina yol
acmakta ve bu durum gidalarin raf émriinii 6nemli Ol¢lide uzatmasi agisindan yararl
olmaktadir. LAB asit olusturmalarma ek olarak gidalarda starter kiiltiir olarak
kullanildiklarinda doku, tat, besleyici deger gibi bazi iirlin 6zelliklerine de katkida

bulunmaktadirlar (Gheytanci et al. 2010).

Lactobacillus’un en 6nemli 6zelligi karbohidratlari pargalayarak laktik asit tiretmesidir.
Sporsuz, hareketsiz, kapsiilsiiz, anaerop veya mikroaerofil, gram pozitif, goriinimleri
polimorf yapili, tekli bazen kisa zincirler, kalin bazen ince seklinde olan bakterilerdir.
Zenginlestirilmis besiyerlerinde, pH 5-6 ve 5 —55°C araliklarinda daha iyi iirerler
(Anonim 2016b).

1.1.1. Lactobacillus coryniformis

Gram pozitif bir bakteri olup, kisa veya krokad ¢ubuklar seklinde tekli, ¢iftli veya kisa
zincir halinde olusum gosterirler. Optimum biiytime sicakligi 30-37°C dir. Genel olarak
bliylime faktorii gereksinimleri pantotenik asit, niasin, riboflavin, biyotin, p-

aminobenzoik asittir (Hannes and Hertel 2009).

1.2. Enzimler

Enzimler canli organizmalar araciligiyla tiretilen katalitik 6zellik gdsteren protein yapili
molekiillerdir. Enzimler canli organizmalarin yasamsal faaliyetlerini yerine getirmek
icin gerekli pek cok biyokimyasal reaksiyondan sorumludurlar. Biitiin proteinler gibi
enzimlerin de yap1 tasi, aminoasitlerdir. Enzimleri diger protein molekiillerinden ayiran
ozellik, biyokimyasal reaksiyonlar katalizleme 6zelligidir. Bu 6zelligi sayesinde bircok
caligma alaninda kullanilmaktadir (Enzyme Technical Association 2001; Wolfson et al.
2008).



1.2.1. Enzimlerin yapis1 ve ozellikleri

Katalitik RNA molekiillerinin bir boliimii disinda biitiin enzimler proteinden meydana
gelmistir. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonlarinin biitiinliigi
ile alakalidir; bir enzim denatiire edilirse veya alt iinitelerine pargalanirsa katalitik
aktivitesi cogunlukla kaybolur; bir enzim aminoasit bilesenlerine ayrilirsa katalitik
aktivitesi daima bozulur. Bu sebeple; enzim proteinlerinin birincil, ikincil, Giglinciil ve
dordiinciil yapilari, katalitik aktiviteleri i¢in 6nemlidir. Enzimler, diger proteinler gibi
12.000’den 1.000.000 iizerine kadar farklilasan molekiiler agirliga sahiptirler (Nelson
and Cox 2004).

Cogu enzimler gorev ve yapi bakimindan iki farkli gruptan olusmaktadir. Bunlar;
“Apoenzim” ve “Kofaktér/Koenzim’dir. Apoenzim; enzimin sadece belirli reaksiyonlari
katalizleyen yani enzimin spesifikligini belirleyen boliimiidiir. Bu grup protein
yapisinda oldugu i¢in 1s1 ile kolayca denatiire olabilmektedir. Bazi enzimler aktivite
icin, protein yapiyr meydana getiren aminoasit bilesiklerinden baska kimyasal
komponente gereksinim duymazlar. Bazi enzimler ise kofaktor olarak adlandirilan bir
ek kimyasal komponente gereksinim duyarlar. Kofaktdr; ya Mn*2, Fe*2, Zn*2 Mg*? gibi
bir veya daha fazla inorganik iyon ya da koenzim olarak adlandirilan metalloorganik
veya organik kompleks bir molekiildiir. En 6nemli yardimci enzim grubu vitaminlerden
olusmaktadir. Koenzimlerin enzim proteinine ¢ok siki bir sekilde, kovalent olarak bagl
olup enzim proteininden ayrilmayanlar1 ‘prostetik grup’ olarak adlandirilirlar. Koenzim
(Prostetik grup) ve apoenzim birlikteligine “Holoenzim” (aktif enzim) denir (Sekil 1.1)
(Pandey and Ramachandran 2006).



Kofaktor Aktif Bélge Koenzim

Apoenzim

5 J

Y
Holoenzim

Sekil 1.1. Enzimlerin genel yapist (Anonim 2016b)

Enzimin etki ettigi bilesige "substrat" adi verilir. Enzimler substratlar1 “lirlin” olarak
adlandirilan farklt molekiillere doniistiirebilmektedir. Dogadaki tiim siirecler dnemli
Ol¢iide enzimlere ihtiyag duymaktadirlar. Tiim katalizorlerde oldugu gibi enzimler de

bir reaksiyonun aktivasyon enerjisini azaltacak faaliyette bulunur (Kuzu 2008).

Reaksiyonun aktivasyon enerjisindeki azalmalar, daha hizli bir slirece neden olmakta
ancak enzimler ne reaksiyonlar1 degistirebilmekte ne de katalize ettikleri reaksiyonlar
tarafindan tiiketilmektedir. Bununla birlikte enzimler diger katalizorlere gore daha
spesifik aktivite gostermektedir. 1894’te Emil Fischer tarafindan ileri siiriilen anahtar-
kilit modelinde, substratin enzimin aktif bolgesine uygun sekilde baglandig: kabul edilir
(Sekil 1.2).

E-5-E-FE-

Enzim Substrat Enzim-Substrat Enzim Uriin
kompleksi

BB
HEEE

Sekil 1.2. Anahtar-kilit modeli (Anonim 2017a)



Diger model indiiklenmis-uyum modelidir (Sekil 1.3). Bu modelde ise enzim substrat
yoklugunda serbest sekilde bulunur. Enzim ortama gelen substrat varliginda, substratini
katalize edebilmek i¢in uygun halde baglayacak sekilde bir degisiklige ugrar. Enzimin
bagli oldugu substrat pargalanip reaksiyon sona erdiginde enzim hicbir degisime
ugramadan c¢ikar. Ve bunun sonucunda enzimler bu 6zelliklerden dolay: tekrar tekrar
kullanilabilirler. Enzimler genellikle geri doniistimlidiir yani ¢ift yonlii calisabilirler

(Nelson and Cox 2004; Agikel ve Celebi 2006; Anonim 2016¢).

Wsubstrat . drinler ‘

5 al

C /e‘tkin noktaW

=

= =

enzim
substrat enzimdeki enzim / substrat enzim | Griinler olusan diriinler
etkin noktaya baglanir kompleksi kompleksi enzimi terkeder

Sekil 1.3. indiiklenmis uyum modeli (Anonim 2017b)

1.2.2. Enzimlerin endiistriyel alanlarda kullanimi

Enzimlerin canlilar disinda da faaliyet gostermesi Onemini oldukg¢a artirmaktadir.
Gilinlimiizde enzimler ilag, gida, ve kimya endiistrisinde, boya, dericilik, ve temizlik
maddeleri iiretimi gibi konularda, biyoteknoloji ve biyoloji bilim dallarinda,
veterinerlik, tip ve tarim alanlarmmda c¢ok¢a kullanilmaktadir. Ornegin ticari enzim
preparatlarindan gida endiistrisinin yan1 swra gida analizleri yapilirken de
yararlanilmakta, endiistriyel atik ve artiklarinin degerlendirilmesinde de yararlanilarak
bu atiklarin yol acabilecegi cevre kirlenmesinin Oniine gecilmeye calisilmaktadir
(Anonim 2015a). Cizelge 1.1’de bazi enzimlerin kullanim alani ve tretimlerinde

kullanilan mikroorganizmalardan birka¢ 6rnek gosterilmektedir.



Cizelge 1.1. Enzimlerin endiistriyel kullanim alanlar1 ve dretiminde kullanilan
mikroorganizmalar (Anonim 2015a)

Enzim Kullanim Alam Mikroorganizma

a-amilaz Maltoz ve dekstrinin yikilmas1 | Bacillus subtilis
Glikoz surubu Unun = Aspergillus oryzae
zenginlestirilmesi Bacillus licheniformis
Leke cikarici

B-glucanaz B-glukanin parcalanmasi1 = Aspergillus oryzae Bacillus
yoluyla biranin = subtilis
berraklastirilmast

Katalaz Iceceklerin bozulmasmi | Aspergillus niger
Oonlemek icin

Seliilaz Atiklarin degerlendirilmesi | Penicillum spp.

Glikoz izomeraz

Glikoz oksidaz

Laktaz

Lipaz

Pektinaz

Proteaz

Renin

Sukraz

Deterjan katki maddesi

Glikoz, Friiktoz doniisiimii

Biyosensor

Laktozsuz gida iiretimi Laktoz
Peynir alt1 suyu

Deterjan katki maddesi

Yaglarin pargalanmasi Peynir

Endiistrisi

Meyve suyu ekstraksiyonu
Meyve  suyu ve  sarap
berraklastirilmasi

Deri Endistrisi, Deterjan katki
maddesi, et ekstraksiyonu
Sindirime yardimc1

Peynir Endiistrisi

Sekerleme Endiistrisi

Aspergillus spp
Streptomycetes spp.
Aspergillus Niger

Kluyveromyces lactis

Aspergillus oryzae

Erwinia spp.

Bacillus Subtilis

Kluyveromyces lactis
Mucor spp.

Saccharomyces spp.



1.3. Kitinaz Enzimi

Kitinazlar organizmalar igerisinde olduk¢a yogun bir dagilima sahiptir. Bu dagilim;
bakteriler, yiiksek bitkiler, mantarlar, kabuklular, bocekler ve baz1 omurgalilar1 igerir

(Jeuniaux 1966; Flach et al. 1992).

Kitinazlarin bu organizmalardaki iglevleri farklilik gosterir (Shubakov and
Kucheryavykh 2004). Bitkiler, funguslara karst savunma amagli kitinaz iiretebilirler.
Kitinaz, fungal patojenlerin misellerini parcalama yetenegine sahiptir. Kitinaz iireten
genin bitkilere aktarilmasi1 sonucunda olusan transgenik bitkiler insektisid ve fungisid
ozellikler kazanmaktadir. Boylece transgenik bitkiler kendileri i¢in patojen boceklerle
ve funguslarla savasabilme yetenegine sahip olurlar. Dogal genotipinde Kitinaz genine
sahip olan bazi bitkilerin oldugu da bilinmektedir. Kitinazlarin yiiksek organizasyonlu
mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan sentezlenebilme 6zelligi vardir. Soya fasiilyesi,
domates, bugday kepegi gibi bitkilerden izole edilip, bir¢ok mikrobiyal tiirlerin
biinyesinde barinabilmektedir. Bacillus, Lactobacillus, Vibrio, Aeromonas ve
Streptomyces (6zellikle S. griseus) Serratia vb. tiirleri pek ¢ok kitin baglayan protein
ihtiva edebilir ve kitinolitik enzim salgilayabilirler. Bunlarin kitini benzer olarak
pargalayabildigi ve eksraseliiler ¢evreye salgiladiklar1 gézlemlenmistir (Bassler et al.
1991; Tomassen et al. 1992; Watanabe et al. 1992; Suzuki et al. 1998). Kitinaz iireten
bakteriler kitini, enerji ve karbon (C) kaynagi olarak kullanirlar (Roberts and
Selitrennikoffh 1988; Goodey 1990; Leah et al. 1995) ve diger karbohidrazlara benzer
olarak 3 enzim kompleksi icerir. Bunlar; ekzokitinaz, endokitinaz ve kitobiaz olarak

bilinirler (Dubourdieu et al. 1985).



Sekil 1.4. Kitinaz enziminin 3 boyutlu yapisi (Anonim 2017c)

1.3.1. Kitinazlarin rolii

Farkli organizmalar farkli cesitlilikte hidrolitik enzimleri iiretebilirler. Bu enzimler
farkli substrat spesifiklikleri gosterir ve diger Ozellikleri ile c¢esitli fonksiyonlar
tstlenirler. Bakterilerde kitinazlar; beslenme ve mantar, protozoa ve omurgasizlara karsi
parazitlikte goérev alirlar. Bununla birlikte morfogenezin de kapsamindadirlar.
Kitinazlar, bitki ve omurgalilarin savunma mekanizmalarinda da gorev alirlar. Bocek
zararlilarinin biyolojik kontroliinde kullanilan baculoviruslar patojenik etki olarak
kitinaz {iretirler (Gooday 1995). Insan serumunda da kitinaz aktivitesi tanimlanmigtir

(Aerts et al. 1996; Escott et al. 1996).

1.3.2. Kitinazlarin uygulama alanlar

Kitinazlar gesitli preparasyonlari ile birgok endiistri ve tarim alanindaki uygulamalarda
kullanilabilirler (Shaikh and Deshpande 1993; Patil et al. 2000). Bu uygulama
alanlarinda en fazla kullanilan ydntemlerin basinda bitkilerdeki patojenik mantarlara
kars1 biyokontrol, kitin oligosakkaritlerinin {iretimi ve tek hiicre proteini iiretimi

gelmektedir (Patil et al. 2000).



1.3.2.a. Kitooligosakkaritlerin iiretimi

Kitooligosakkaritler bitki savunmasinda olusan maddelerdir ve tipta dnemli kullanim
alanlar1 vardir. Ornegin; kitoheksoz ve kitoheptoz anti-timor etkisi gosterebilirler.
Vibrio alginolyticus tan elde edilen kitinaz kolloidal kitinden kitopentoz ve Kitotrioz
olusturur (Murao vd. 1992). GlcNAc tek basina anti-inflamatuar bir maddedir. insan
viicudunda glukozdan sentez edilir ve glikoprotein ve glikozaminoglikanlara bagl bir
sekilde bulunur. Bu maddenin sentetik olarak elde edilmesi i¢in ise yliksek miktarlarda

ekzo-kitinaz ve N-asetilglukozaminidazlara ihtiya¢ vardir (Aloise et al. 1996).

1.3.2.b. Diger uygulama alanlari

Tek hiicre proteini iiretiminde ve biyoteknolojide kullanilan birgok kitin tiirevinin elde

edilmesinde kitinazlar kullanilmaktadir (Revahmoiseev and Carroad 1981; Kumar
2000).

1.4. Funguslar

Tipik olarak filamentli (ipliksi), okaryotik yapidaki canli gruplaridir. Hiicre duvarma
sahip olan Funguslarin neredeyse hepsi hareketsizdir. Fotosentetik pigment ihtiva
etmezler, bu sebeple besinlerini diger canlilarin {rettigi organik maddelerden
absorbsiyon yoluyla alirlar. Aerobik olarak gelistikleri i¢in enerji ihtiyaglarini organik
maddelerin oksidasyonu araciligiyla karsilarlar. Sekil, davranis ve hayat devri
bakimindan birbirine uyum saglamayan pek ¢ok organizma ihtiva ettikleri i¢in kesin bir
tanim yapmak oldukca giictlir. Bu giine kadar seksen bin fungus tiirii tanimlanmistir.
Funguslarin yasam ortami oldukga farkliliklar gosterir. Bir boliimii suculdur ve tath
sularda yasar. Denizlerde yasayan birka¢ fungus tiirii de mevcuttur. Ancak biiyiik
cogunlugu Oli bitkisel atiklarda ve toprakta yasar. Bununla birlikte bitki, hayvan ve
insanlarda parazit olanlar1 mevcuttur (Palta et al. 2010).
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1.4.1. Alternaria alternata

Bitkilerde 380°den fazla yaprak lekesi ve diger hastaliklara sebep oldugu belirlenen bir
kiif mantaridir. Bitki parcalarinda yaprak lekelerine, ¢iirlimelere ve patlamalara neden
olan firsat¢1 bir patojendir. Hayatta kalmak i¢in nemli ve sicak ortama ihtiya¢ duyar.
Bagisiklik sistemi bozulmus insanlarda astima ve iist solunum yolu enfeksiyonlarina

sebep olur (Feng et al.2007).

Lor peynirinden izole edilen Lactobacillus cinsi bakteriler arasindan lor peynirinden
izole edilen Lactobacillus coryniformis izolatiin kitinaz aktivitesi belirlenmistir.
Endiistriyel boyutta arastirilip bakterinin bitki hastaliklarina neden olan Alternaria

alternata tizerine olan etkileri arastirilmasi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Magnusson et al. (2001); Lactobacillus coryniformis subsp. antifungal aktivite
spektrumu Coryniformis cinsi Si3 incelendi. Sus, kaliplara kars1 ikili kiiltiir agar plak
testlerinde giiglii engelleme aktivitesine gosterdigi tespit edilmistir. Aspergillus
fumigatus, A. nidulans, Penicillium roqueforti, Mucor hiemalis, Talaromyces flavus,
Fusarium poae, F. graminearum, F. culmorum ve F. Sporotrichoides’dir. Mayonez
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus ve Saccharomyces cerevisiae'ye
kars1 oldukg¢a zayif bir aktivite gézlemlendi. Biiylime ortamina etanol ilavesi antifungal
aktivite disiisiinii engellemis ve artis gostermistir. pH degerlerinde 3.0 ve 4.5 arasinda
maksimum aktivite gozlemlendi, ancak pH 4.5 ile 6.0 arasinda bir seviyeye
ayarlandiginda hizla bir diisiis gosterdi ve daha yiiksek pH degerlerinde ortamdan
kayboldu. pH degerinin baslangi¢ degerine (pH 3.6) yeniden ayarlanmasindan sonra
antifungal etkinlik tamamen kazanilmigtir. Bu, L. coryniformis subsp. coryniformis’ten

proteinli bir mantar 6nleyici bilesik tiretiminin ilk raporudur.

Torres et al. (2016); Pek ¢ok vitaminin ¢esitli gidalarda bulunmasina ragmen, dengesiz
diyetler, yetersiz beslenme veya gidalarin yetersiz alinmasi bazi iilkelerde vitamin
eksikliginin nedenidir. B12 vitamini (Kobalamin), archea ve bakteriler tarafindan dogal
olarak iiretilen kompleks bir birlesiktir. Bu c¢alismada silajdan izole edilmis
heterofermentatif bir sus olan Lactobacillus coryniformis’in suda ¢oziinen vitaminleri,

B12 vitamini olarak sentezleyebildigi bildirilmistir.

Redondo et al. (2017); Lactobacillus coryniformis CECT5711'in (Lc) Hepatit A viriisii
(HAV) ile agsilanan saglikli gonillillerin  6zglil bagisikligi iizerindeki etkisini
degerlendirmeyi amaglamistir. Probiyotiklerin bagisiklik sistemi {izerinde, hastalik
halinde yogun etkisi varken saglikli durumda immiinolojik homeostaz altinda degisiklik
olmadigindan probiyotik etkisi gozlenmemistir. Spesifik HAV antikorlari, PRO1'de
yiiksek deger gosterirken PRO2'de ortalama deger goOstermistir.  Sitokin
konsantrasyonlarin da hic¢bir fark bulunamamasindan dolayr L.coryniformis katkilt

Probiyotiklerin kullanigliligina iligkin net sonu¢ bulunamamastir.
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Yi et al. (2016); XN8 tiirli, kadavradan izole edilmis ve 16S rRNA gen dizisine gore
Lactobacillus  coryniformis olarak tanimlanmistir. XN8 tarafindan {retilen
bakteriyosinlerden biri amonyum siilfat ¢okeltmesi ve bir dizi kromatografik kolon ile
aritilmis ve laktosin XN8-A (LXA) olarak adlandirilmistir. LXA 1s1, pH ve depolama
stabiliteleri gostermistir. Bununla birlikte, proteazlara da duyarli oldugu belirlenmistir.
LXA'nin, birgok ilaca direngli suglar ve Listeria monocytogenes dahil olmak {izere hem
Gram negatif hem de Gram pozitif bakteriler {lizerinde genis bir antimikrobiyal
spektruma sahip oldugu belirlenmistir. Hem Staphylococcus aureus hem de Escherichia
coli igin minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) 6.85 ug / mL dir. LXA, biiyiime
egrisi ve zaman Oldiirme tahlili ile hiicre liziz olmadan bakteri 6ldiirme potansiyeline
sahiptir. Bu arastirma LXA'nin gida endiistrisinde biyolojik koruyucu olarak potansiyel

oldugunu gostermektedir.

Datta et al. (2017); Gastrointestinal ve Lactobacilli, kadin genital sisteminin normal
komensalsidir. Diisiik viriilans1 sebebiyle bu bakterilerin firsat¢1 enfeksiyonlara neden
oldugu bilinmektedir. Lactobacillus coryniformis ploro-pulmoner enfeksiyon vakasi
olarak bildirilmis ve onceden bildirilen 14 plevra-pulmoner enfeksiyona neden olan
laktoobilitik vakasi incelenmistir. Hastada metastaz ile kiigiik hiicreli karsinom
gozlenmisti. Tiim 14 olguda immiinsupresyon, kanser veya kronik hastalik gibi 6nceden
var olan risk faktorleri tespit edilmisti. Kullanilacak antimikrobiyal ajanlarin se¢iminde
fikir birligine varilamamistir. Laktobasillerin farkli tiirleri dahil edildi. Mevcut
duyarlilik verileri lactobacilli tiirlerinin eritromisin, ampisilin, entarisin ve klindamisin'e
kars1 daha duyarli oldugunu ve seftriakson, siprofloksasin ve trimetoprim-

stilfametoksazole doniistiigiinii gdstermistir.

Schachtsiek et al. (2004); Lactobacillus coryniformis'in agregasyon fentlerinin fenotipli
karakterizasyonu, DSM 20001T susunun Escherichia coli K88, Campylobacter jejuni
ve Campylobacter coli ile birlikte toplandigini, ancak diger insan patojenleriyle birlikte
bulunmadigini ortaya koymustur. E. coli K88'in hiicreleri, koagregatlarda ve
agregalarda 24 saate kadar canl kaldiklar1 gozlenmistir. Istya (15 dakika boyunca 85°C)
ve proteinaz K'ya karsi duyarhilik gostermistir. Koagregasyon arttirici faktér (Cpf)
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saflagtirllmis ve gen tespit edilmistir. Aminoasit dizilimi bilinen islevleri olan
proteinlere 6nemli bir benzerlik gostermedi. Bu sonuglar, aminoasit dizisi analizinin
sonuglartyla birlikte, Cpf'nin bazi patojenlerin birlikte toplanmasina aracilik eden L.

coryniformis'in yeni bir yiizey proteini oldugunu énermektedir.

Martin et al. (2005); Kegi siitii peynirinden izole edilen Lactobacillus coryniformis
CECT 5711, genis spektrumlu bir antimikrobiyal aktivite sergiledigi gozlenmistir.
Laktik asit, hidrojen peroksit, asetik asit ve reuterin (3-hidroksipropionaldehid, 3-HPA)
de dahil olmak iizere laktik asit bakterileri ile baglantili antagonistik bilesikleri liretme
kabiliyeti aragtirllmistir. Bu sus tarafindan bakteriyosinler veya hidrojen peroksit
tretimi tespit edilememistir. Bu sus, gastrointestinal sistemde mevcut olanlari
tekrarlayan kosullara maruz birakildiktan sonra bagirsak hiicrelerine yapisan 6zellikler
sergilemis ve hayatta kalmak i¢in yiiksek aktivite géstermistir. Bu 6zellik reuterin

iireten kabiliyetinin konakg1 yarari i¢in kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Olivares et al. (2006); Gastrointestinal parametrelerdeki degisiklikler, bagirsak
kolonizasyonu ve tolerans, probiyotik i¢in One siiriilen baglica hedeflerden bazilaridir.
Iki probiyotik sus olan Lactobacillus gasseri CECT5714 ve Lactobacillus coryniformis
CECT5711 igeren fermente bir iiriiniin, kan ve fekal parametreler {izerine olan etkisini
arastirmak i¢in 30 saglikli eriskin iceren ¢ift kor, randomize, plasebo kontrollii bir insan
klinik calismas1 gerceklestirildi. Goniilliiler rasgele iki gruba ayrildi; biri standart bir
yogurt, digeri de benzer bir siit fermantasyonu iiriinii olan Lactobacillus delbreuckii
subsp. bulgaricus yogurt susu, L. gasseri CECT5714 ve L. coryniformis CECT5711
probiyotik suglarinin bir kombinasyonu ile yer degistirmistir. Sonug olarak, probiyotik
gruba atanan goniilliler bagirsak aliskanliklarinda belirgin bir iyilesme oldugunu
gozlenmistir. Arastirma, probiyotiklerin saglikli yetiskinler tizerinde olumlu bir etkisi

olabilecegini ortaya koymustur.

Schoug et al. (2006); Dondurarak kurutma genellikle laktik asit bakterilerini stabilize
etmek i¢in kullanilan yontemdir. Bakteri tiirleri, hiicre yogunlugu, dondurma hizi,

liyoprotektan diger islem parametreleri dahil olmak iizere dondurularak kurutmanin
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sagkalimimi etkileyen bir¢ok faktor gozlenmistir. Lactobacillus coryniformis Si3 genis
antifungal aktiviteye sahiptir. Bu sus, diger ticari olarak iiretilmis mantar dnleyici laktik
asit bakteri suslariyla karsilastirildiginda diisiik strese daha duyarli, dondurarak kurutma
siiresinin daha az oldugu disiiniilmektedir. Kuru iiriiniin su aktivitesi ve dondurarak
kurutma i¢in segilen termofiziksel o6zellikler; su kristallesme derecesi ve maksimum
derecede dondurulmus konsantre amorf fazin (Tg') cam gecis sicakligi belirlenmistir.
Suyun kristallesmesi derecesi azalmis ve son su aktivitesi sukroz konsantrasyonunun bir

fonksiyonu olarak artmistir.

Wiwat et al. (1999); Bacillus circulans No.4.1 susunun kitinaz iiretip bu kitinazin genis
pH araliginda (6,0- 12,0) kitini hidroliz ettigini, eger kitinaz kodlayan gen Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki’ye transfer edilirse boceklerle biyolojik savasta ciddi

toksisite artisina neden olacagini tespit etmistir.

McClery et al. (1987); fermentasyon yoluyla Bacillus pumilis’ten ticari kitosanazlar
(Chitosanase BP [MJ]) elde etmislerdir. Enzimin, gliikkozamin polimerlerini igeren
mikroorganizmalarin duvarimi pargalayabildigini tespit etmislerdir. Enzim i¢in optimum

pH ve sicaklik aralig1 sirasiyla 5-6,5 ve 40-60°C olarak belirlenmistir.

Perrakis et al. (1994); tiitiinde yeni kesfettikleri bir tip kitinazi, ¢inko affinite kolonu

kullanarak saflastirip ve daha sonra klonlamiglardir.

Bhushan and Hoondal (1999); Bacillus sp. BG-11’den saflagtirilmis termostabil 6zellik
gosteren Kitinaz enzimi, Captafol, Aromex, Chlorothalonil, Captan, Metalaxyl, Dinocap,
Sulphur, Triadimefon, gibi fungusit, Acephate, Cypermethrin, Diclovorus, Dimethoate,
Chloropyriphos, Malathion, Methomyl, Methylparathion ve Monocrotophos gibi
insektisit varliginda, litrede 100 pg enzim konsantrasyonun da aktivitesinin %90 nini

korudugunu, ancak Allosamidin kitinaz1 IC50 ve 48 uM’da inhibe ettigini belirlemistir.

San-Lang et al. (2002); topraktan iki Bacillus subtilis susu izole etmislerdir. Deniz

atiklarmin  kitinini igeren ortamda aerobik olarak biiyliyen bu suslarin, kiiltiir
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ortamindan elde edilen ham fungusitler, patojenik mantar Fusarium oxysporum
tizerinde antifungal aktivite gostermistir. B. subtilis W118 ve B. subtilis W113 suslari,
biiylime ortamina sirastyla %0,75 ve %1,75 kitin eklendiginde maksimum antifungal
aktivite gostermistir. Bu iki sus tarafindan iiretilen ham fungusitlerin inhibitor etkileri,
pH degisimi ile onemli Olglide etkilenmemistir. Bu ham fungusitlerin 6nemli 6lglide
termostabil oldugu ve inhibitér aktivitelerinin, 100°C’de 30 dakika 1s1l isleme tabi
tutuldugunda bile bir kisminin korundugu belirtilmistir. Ayrica, deniz atiklarindaki

kitinin kullanimu, B. subtilis ile kitinolitik enzim {iretimi ilk kez belirlenmistir.

Caglar (2005); bitki biyokontroliinde oldukg¢a fazla kullanilan bir kiif mantar1 olan
Trichoderma atroviride’nin irettigi kitinaz enzimi incelemistir. Patates-dekstroz agar
lizerinde yetistirilen T. atroviride’den kitinaz indiiksiyonu, T. atroviride’nin yer
degistirme yontemi kullanilmistir. Santrifiij islemi sonunda ¢okelti atilmis ve iist sivi
ham filtrat olarak isimlendirilip, ¢oktiirme isleminin uygulanacagi ham filtratta enzim
aktivitesi ve protein miktar tayini yapilmistir. Spesifik kitinaz aktivitesi 2,339 U/mg
olarak bulunmus ve calismanin devaminda kitinaz enzimine amonyum siilfat tuzu,
aseton, etanol ve trikloroasetik asit gibi farkli ¢oktiirme yontemlerinin etkisi de

incelenmistir.

Chang et al. (2010); yaptiklart g¢alismada antifungal kitinaz tiireten bakterilerin
izolasyonu igin substrat olarak kullanilmak tizere, karides ve yengecin islenmesi
sonrasinda ortaya ¢ikan atiklar1 kaynatip ezerek karides ve yenge¢ kabugu tozu elde
etmislerdir. Topraktan izole edilen Bacillus subtilis NPU 001 susu, kitinaz igin ana
karbon kaynaklarindan olan karides ve yenge¢ kabugu tozunun %2’sini ihtiva eden
ortamda gelistirmislerdir. Sirali kromotografi ile saflastirilan kitinazin (2 mg ml-1),
Fusarium oxysporum’un hif uzantisin1 inhibe ettigi belirlenmistir. Diger bilinen
bakteriyel kitinazlar ile karsilastirildiginda 001 NPU’nun kitinazinin, kolloidal kitinin
enzimatik hidrolizi ile olusan kitotriose’nin iiretimi ve mantar bitki patojenlerine karsi

antifungal aktivite icermesi gibi kendine 6zgii 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Chandrasekaran et al. (2012); calismalarinda Bacillus subtilis’tan hiicredis1 kitinaz
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saflastirmiglardir. Oldiiriicii konsantrasyon (LC50), Spodoptera litura Fab’m birinci,
ikinci ve {iclincii larva donemlerinde kitinaz kullanilarak elde edilmistir. Kitinazin 48
saat icerisinde 6 IM konsantrasyonda en yiiksek seviyede insektisidal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. 6 IM konsantrasyonda (P < 0,05) besinsel endekslerinin de 6nemli 6lgiide
etkilendigi saptanmistir. Calismalarinda, kitinaz ile konakg1 bitki yapraklarindaki artan

6lim orani, larva biiylimesi ve agirlik gibi tehlikelerin azaltilabilecegi belirlenmistir.

Bagherabadi et al. (2017); Drimia maritima (squill), tarihsel olarak 6nemli bir sifali
bitkidir. 2016 baharinda Iran'daki Boyer-Ahmad ve Kohgiluyeh Vilayetindeki squill
bitkilerinde kahverengi ve sonunda nekrotik hale gelen kiigciik sar1 yaprak lekeleri
gozlemlendi. Bu mantar enfekte olmus yapraklardan izole edilmistir. Filogenetik ve
morfolojik analizlere dayanilarak Alternaria alternata olarak tanimlandi. Patojenite
testleri, A. alternata'nin yeni gozlemlenen yaprak nokta hastaliginin nedensel ajani
oldugunu tespit edilmistir. Bu A. alternata'nin diinyadaki D. maritima iizerindeki yaprak

lekesinin ilk raporudur.

Pan et al. (2017); Bu makalede, taze armut meyveleri ve Alternaria tarafindan enfekte
edilenler (A. alternatif), hiicre duvar1 kimyasal kompozisyonlarindaki degisiklikleri
gostermek igin konfokal Raman mikroskopikroskopi (CRM) ile ¢alisiimustir. Ilk olarak,
taze ve enfekte olmus meyvelerin hiicre duvarinin Raman spektrumu, mikron diizeyinde
mekansal c¢oziiniirliik ile toplandi ve daha sonra, hiicre duvarindaki kimyasal
bilesimlerin etiketsiz yerinde goriintiilenmesi haritalandirildi. Sonuglar, hiicre duvar
sinyal yogunlugunda, 6zellikle de alternatif enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda 6nemli
degisiklikler oldugunu gosterdi. Sonuglarimiz, CRM'in herhangi bir kimyasal isleme
gerek kalmadan mantar enfeksiyonunun neden oldugu hiicre duvari kompozisyon
degisikliklerinin tanimlanmasi igin yararli bir ara¢ oldugunu dogrulamistir. Ik kez,
mevcut arastirma bir patojen ile konake1 arasindaki etkilesimli iliskiyi arastirmak igin
fitopatolojide CRM uygulamis ve bdylece hiicresel diizeyde patojen-konakel

etkilesimlerinin derinlemesine incelenmesine yeni bir olanak saglamistir.

Nielsen et al. (1999); Rhizoctonia solani ve Pythium ultimum-‘a kars1 antagonistik olarak
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seker pancar1 ve arpanin rizosferinden izole edilen Pseudomonas fluorescens’in 12
izolat, dig kaynakli kitin olmayan ortamda gelistiginde kesikli kiiltiirde kitinolitik

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Zhang et al. (2000); Bipolaris sorokiniana’nin biyokontrol ajani Stenotrophomonas
maltophilia C3 susu ile kitin igeren sivi ortamda Kkitinaz iiretmislerdir. Kitinaz,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve kitin afinite kromotografisi ile sivi kiiltiirden kismi
saflastirilmistir. Kitinaz aktivitesi i¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla 4,5-5,0 ve 45-
50°C olarak belirlenmistir. Kitinaz aktivitesi Hg2+ ve Fe3+ ile inhibe edilmisken, diger
metal iyonlar1 ve enzim inhibitérleri ile inhibe edilememistir. Sonug olarak C3 susunun,

en az iki antifungal etkinlik gdsteren kitinaz enzimi iirettigi belirlenmistir.

Sindhu and Dadarwal (2001); nohut (Vigna radiata L.) ve yesil fasulyenin (Cicer
arietinum L.) rizosferinden izole edilen Pseudomonas suslari, kitinaz ve seliiloz tiretimi
icin incelenmistir. Bes Pseudomonas susunda, potato dextrose agar ortaminin
bulundugu petri kutularinda iki mantar olan ve Rhizoctonia solani (Basidiomycete) ve
Pythium aphanidermatum (Oomycete)’nin gelisimini engelledigi gosterilmis ve
kiiltiirden bagimsiz Ust fazda her iki enziminde kayda deger miktarda {iretildigi

bulunmustur.

Vaidya et al. (2003); Alcaligens xylosoxydans’tan kitinaz enzimi elde etmisler ve
SDSPAGE ve gel filtrasyon teknigi ile enzimin molekiiler agirligini yaklasik 44-45 kDa
olarak belirlemiglerdir. Enzim, 50°C’de ve pH 5’te optimum aktivite gostermistir. SmM
Cu+2 ve Na+ kitinaz aktivitesini %25 inhibe ederken, ayni konsatrasyonlarda Mg+2,
Cat2 ve Ba+t2 etki etmemistir. Ayrica saflagtirllan enzimin, Aspergillus niger

misellerini par¢aladigi bulunmustur.

Radjacommare et al. (2004); bitki biiyiimesini tesvik edici kitinaz tireten bakteri suslari
ile bitkilere muamele edilmis ve bitkilerin zararli bir mantar olan R. solani ile
enfeksiyondan korunduklarini gozlemislerdir. Calismada kitinaz negatif olarak

kullanilan susun fungal patojene karst herhangi bir koruma kapasitesi olmadig
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belirlenmis ve fungal patojene karsi aktif elementin kitinaz oldugu net bir sekilde
anlasilmistir. Boylece aktivitesi ve molekiiler 6zellikleri amaca uygun olan bir kitinaz
geni bitki bliylimesini tesvik eden bakterilere klonlanarak bitki gelisim ve korunmasi

saglanmustir.

Okay (2005); kitinaz A enzimini kodlayan geni (chiA) Trabzon ili ¢evresinden izole
edilmis olan Serratia marcescens Bn10’dan PCR yoluyla ¢ogaltilmis ve klonlayarak E.
coli/Bacillus vektorlerine (pNW33N ve pHT315) aktarmustir. Klonlanan chiA geninin
niikleotid dizisi analiz edilmistir. Dizi GenBankasi’na sunulmus ve DQ165083
numarasini almustir. Yerli izolat S. marcescens Bnl0O tarafindan farkli kiltir
kosullarinda kitinaz iiretimi incelenmistir. Kitinaz tiretimi i¢in optimum sicaklik ve pH
sirastyla 30°C ve 7,5 olarak tespit edilmistir. Calismanin sonunda 10 mM EDTA nin
enzimi %4 oraninda inhibe ettigi, 10 mM Co+2’1n ise aktiviteyi % 20 oraninda artirdig1

bulunmustur.

Chang et al. (2007); Bacillus cereus’un bitki biiyiimesini uyarici bilesiklerin, deniz

atiklarindan kitinin kullanilmasiyla elde edildigini bildirmistir.

Senol et al. (2014); Bu ¢alismada, Tirkiye'de bazi bitkilerin yapraklari ve kok
rizosferlerinden izole edilen bakteri kiiltiirlerinden tiiretilen 158 izolat, tiitliin lizerinde
yapilan asir1 duyarlhilik testine dayali olarak fitopatojenik olmadigini teyit ederek
secilmistir. Sebzelerin koklerinin parcalanmasina neden olan patojenik mantarlar olan
Fusarium culmorum'a kars1 antifungal etkinlik testi yapildi. Buna gore, antifungal
aktiviteye sahip 31 izolat lizerinde kitinaz enzim aktivite testi yapild1 ve aralarinda en
yiiksek  aktivite sergileyen Bacillus  subtilis TV-125 izolati se¢ildi.  Calismanin
sonucunda, saflastirilmis kitinaz enzimi Bacillus subtilis TV 125A tiim sonuglar pozitif

olmasina ragmen, 6zellikle etkili oldugu, dort fungal maddeler iizerinde test edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada, lor peynirinden ¢esitli 6rnekler alinmistir. Enzim aktivitesi islemlerinde
kimyasallar ve kitler kullanilmistir. Bakteri izolasyonu i¢in gereken 6zel ve genel

besiyerleri hazirlanmistir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Spektrofotometre (UV-1201V)

Vorteks (Wisemix Vm-10, KOREA)

Hassas Terazi (Shimadzu, JAPAN)

Buzdolab1 (Argelik, TURKIYE)

Santrifiij (Therma Mr23 I, GERMANY)

Elektroforez Tank1 (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayici (Biometra Pack P25, GERMANY)
Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Mikrodalga Firin (Arcelik, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Jel Goriintiileme Sistemi (Biorad Gel Doc 2000, ITALY)

Steril Kabin (Safefast Classic 212 359, SINGAPORE)
Calkalayic1 (Shimadzu, PHILIPPINES)

Manyetik Karistirict (Heidolph, GERMANY)

pH Metre (Ohaus Starter3000, USA)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A))
Inkiibator (Wisecube, KOREA)

Otoklav (Wiseclave Wac-47, KOREA)

Mikroskop (Bresser, GERMANY)
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3.1.2. Kullamilan kimyasallar

MRS Agar (Merck), Nutrient Broth (Merck), PDA (Merck), NaCl (Merck), Ethanol
(Merck).

3.1.3. Calismada kullanilan ¢ozelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

MRS Agar: Hassas terazide tartilan 68,2g MRS Agar hazir haldeki ilik 1 L dH20
igerisine ilave edilerek ¢6ziinene kadar karisti. Uygulamanin biiyiimesi i¢in 121°C’de 15
dk otoklavlandi(Anonim2017e).

Nutrient Broth: 1 L dH2O igerisine 8g Nutrient Broth hassas terazide tartilarak
eklenmistir. Daha sonra otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek kullanildi.

Patato Dextrose Agar: Dehidre besiyeri, 39,0 g/L olacak sekilde damitik su icinde
sitilarak eritilir, 121°C'de otoklavda 15 dakika sterilize edilip, steril petri kutularina
12,5'er mL dokiilmistiir. Hazirlanmig besiyeri berrak sarimsi-kahve renklidir ve

buzdolabinda 2 ay depolanabilme 6zelligine sahiptir

Stok Besiyeri: 0,65g nutrient broth karisimina 36 ml gliserol ilave edildikten sonra
toplam hacim 100 ml olacak sekilde saf su ilave edilmistir. Tam ¢6ziinme olmasi i¢in
manyetik karisticida karistirilan besiyeri otoklavda steril edildi. Aseptik olarak 2 ml’lik
steril eppendorf tiiplere 1,2 ml konularak hazirlandi (Saygili vd 2006).

%70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin (Sigma) iizerine hacmi 100 ml oluncaya
kadar saf su eklendi. -20°C’de muhafaza edildi.
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3.1.4. pH aktivitesi icin kullanilan tamponlar

a. Sodyum asetat tamponu

pH 2,0-6,0 araligindaki kitinazin aktivitesini belirlemek nedeniyle kullanilmistir. 0,82 g
sodyum asetat 0,1 M asetat tamponu i¢in tartilmis ve 100 ml dH20 ile tamamlanmastir.
Optimum pH degerlerini ayarlayabilmek i¢in HCI ve/veya 0,1 M’lik NaOH

kullanilmastir.

b. Tris-HCI tamponu

pH 7,0-10 Araligindaki kitinaz aktivitesini belirlenmesi i¢in kullamilmistir. 0,121 g
Trizma base 10 mM Tris-HCI1 tamponu igin tartilmis ve 100 ml suda ¢6ziinerek
hazirlanmistir. Uygun pH degerini elde etmek lizere konsantre NaOH ve/veya HCl

¢oOzeltisi kullanilmustir.

c. Karbonat tamponu

Kitinazin pH 10,0-11,0 araligindaki aktivitesini saptamak amaciyla sodyum karbonat
tamponu kullanilmistir. 0,105 g sodyum karbonat tartilmis ve 100 ml distile su ile tizeri
tamamlanmistir. Uygun pH degerlerini ayarlamak iizere 0,1 M’lik NaOH ve/veya HCI

kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizma izolasyonu ve tanisi

Lor peyniri 6rneginden 10 g tartilip 100 ml serum (fizyolojik tuzlu su) icerisinde
vorteks ile homojenize edilmistir. Diliisyon islemi ile O6rnekten 1’er ml alinarak

igcerisinde 9 ml fizyolojik tuzlu su bulunan cam tiiplere aktarim yapilmistir. Vorteksleme
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islemi yapildiktan sonra 10®dan 0,1 ml almarak bakterinin nutrient agara yayma
yontemi ile ekimi gergeklestirilmistir. 35°C’de 24-48 saat boyunca inkiibe edildikten

sonra tek kolonilerden ¢izim usulii ekim yapilarak bakteri saflagtirilmistir.

3.2.2. Morfolojik ozelliklerin belirlenmesi

Bakterilerin morfolojileri boyutlar1 ¢ok kii¢iik boyutlarda olduklarindan dolay1 bireysel
yapilart sadece mikroskoplarla incelenebilir. Bu sebeple, kat1 ya da siv1 besiyerlerinde
saf bir sekilde gelistirilen hazirlanmig bakteri preparatlar1 spesifik boyalar araciliiyla
islem yapilarak inceleme yapilabilir. Mikroskoptaki incelemelerde, bakterilerin
boyutlari, spor durumu, boyanma 6zelligi (Gram (-) veya (+), vb.) 6zelliklerinin varligi
belirlenir. (Arda 2000; Harley and Prescott 2002).

a. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi: Her bir izolattan 6rnek hazirlanmak {izere
kristal violet ile basit boyama yapildi ve mikroskop altinda goriintiilerine bakilarak
sonuglar elde edildi(Temiz 2000; Harley and Prescott 2002).

b. Hiicre boyutlarimin belirlenmesi: Basit veya negatif boyama islemi yapilan
preparatlardaki izolatlarin immersiyon objektifinde okiiler mikrometre yardimi ile hiicre

boyutlar1 hesaplanmistir (Leloglu ve Erdogan 1979; Temiz 2000).

Bakteri izolatlarinin hiicre duvarlarindaki farkliliginin belirlenmesi i¢in gram boyama

testine tabi tutulmustur (Tarak¢ioglu 2016). Bu testte asagidaki protokol uygulanmuistir.

a) Lam tizerine bir damla saf su damlattir ve daha sonra {izerine besiyerinde 24 saat
gelistirilen bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak iyice yayimi yapilir.

b) Atesten gegirilerek fikse edilir.

c) Ilk olarak kristal viyolet boyasi ile 1 dk muamele edilir ve saf su ile 30 sn yikanir.
d) Ligolile 1 dk muamele edilir ve % 96’lik etil alkol ile yikanr.

e) Tekrar saf sudan gegirilerek son kez safranin boyasi uygulanir.

f)  Preparat yikanip kurutulur.

g) Mikroskop altinda incelenir.
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3.2.3. Calismada kullanilan bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi

Her bakterinin 24 saatlik saf kiiltlirlinden bir lop alinarak, icerisinde 500 pl %30’luk
gliserol ve 500 ul LB Broth bulunan eppendorf tiiplere aktarilarak etiketlenir. Vorteks

cihazinda vortekslenerek -80°C’de sonraki ¢alismalar i¢in muhafaza edilir.

3.2.4. Bakterilerin inokiilasyonu

MRS Agar’da gelisme gosteren bakteriler, Nutrient Broth’a inokiile edilerek bakterilerin
stv1 kiiltiir ortamina aktarilmasi saglanacaktir. 35°C’de 120 saat etlivde inkiibasyona

birakilacaktir.

3.2.5. Enzimin saflastirilmasi

Bakteriler, hazirlanmis olan Nutrient Broth (Oxoid) besiyerine inokiile edilerek
bakterilerin sivi kiiltiir ortamina aktarilmas: saglandi. 28°C’de 48 saat ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Daha sonra da +4°C’de 48 saat tutuldu. 9000 rpm’de
+4°C’de 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant (iist faz) ve c¢okelti ayrildi.
Santrifiijleme sonrasi ¢okelti atildi ve siipernatant kismi ile isleme devam edildi.
Enzimin ¢o6ktiigli amonyum siilfat doygunluk araligini bulmak i¢in gerekli olan
amonyum siilfat miktar1 asagida verilen formiil ile hesaplanarak bulundu. Kitinaz
enzimi i¢in her amonyum siilfat doygunluk araliginda ¢6kelek ve siipernatantta enzim
aktivitesi Ol¢iildii. Enzim aktivitesinin yiliksek oldugu aralik kitinaz enziminin amonyum

stilfat doygunluk aralig1 olarak kabul edildi.

3.2.6. Enzim aktivitesinin olciilmesi

Kitinaz enzimi aktivitesi Olcliliirken her aralikta elde edilen ¢okeleklere ve ¢oktiirme
sonrasi elde edilen siipernatantlara aktivite tayini yapilmistir. Bunun i¢in; 1. 200 pL

enzim ¢ozeltisi ile 500 pL substrat vorteks ile karigtirildiktan sonra 30 dakika 37°C’ye
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ayarlanmig benmaride (su banyosu) reaksiyona sokulmustur. 2. Su banyosundan
cikarilan tiiplere 750 pL renklendirme ¢ozeltisi eklendikten sonra 10 dakika 80°C’ye
ayarli su banyosunda bekletilerek reaksiyonun durdurulmasi saglanmistir. 3. Su
banyosundan ¢ikarilan Orneklerin tlizerine 1300 pL distile saf su koyulmustur. 4.
Ornekler kér kullamlarak (500 pL substrat +750 pL renklendirme ¢ozeltisi + 1500 pL

saf su) 540 nm’de spektrofotometrede Sl¢iilmiistiir.

3.2.6.a. Substratin hazirlanisi

Substrat 0,02 M Sodyum sitrat ¢ozeltisine %0.05’lik kitin ilave edilerek hazirlanmistir.
Cozelti icerisinde yer alan 0,02 M Sodyum sitrat tamponu ise; 5,88 g Sodyum sitrat
tartilarak, distile su ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra pH 6,0’a ayarlanarak

hazirlanmistir.

3.2.6.b. Renklendirme ¢ozeltisinin hazirlanis

0,01 M DNSA c¢ozeltisi i¢in 3,5-dinitrosalisilik asit saf su icerisinde ¢oziilerek elde

edilmistir.

3.2.7. Enzimin optimum pH degerinin saptanmasi
Kitinaz enziminin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in;
Sodyum asetat (pH 2,0-3,0),

Sodyum sitrat (pH 4,0-6,0),

Tris (pH 7,0-9,0),
Sodyum karbonat (pH 10,0-11,0) tamponlar1 kullanilmastir.

vV V VYV V

Farkli pH degerlerine sahip (pH 2,0-11,0) tamponlar kullanilarak igerisinde %0,05 kitin

bulunan substrat ¢ozeltileri hazirlanmustir.
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3.2.8. Enzimin optimum sicaklik de@erinin saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin belirlenmesi igin 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90°C’lik sicakliklar secilmistir. Sicaklik OGlgiimlerinin saptanmasi i¢in su banyosu
kullanilmistir. Aktivite tayininin yapilabilmesi i¢in 100 uL enzim ve 250 pL substrat

karistirilarak standart aktivite 6l¢iimii yapilmistir.

3.2.9. Bakteri izolatlarinin petride antifungal aktivitelerinin belirlenmesi

Bakteri izolatinin (Lactobacillus coryniformis) patojen kiif mantar1 Alternaria
alternata’a karsi antifungal 6zelliklerinin belirlenmesi igin Potato Dextrose Agar (PDA-
Oxoid) besi yeri iceren Petriler kullanilmigtir. Bunun ig¢in patojen fungus PDA besi
ortaminda 24°C’de 15 saat aydinlik 9 saat karanlik sartlarda gelistirilmistir. Potansiyel
biyoajan bakteri kiiltiirleri ise dondurucudan ¢ikarilarak MRS Agar (Sigma) besi ortami
igeren petrilere ekilmis, 27°C’de inkiibasyona birakilarak 24 saatlik taze kiiltiirleri elde
edilmistir. Gelisen taze bakteri kiiltiirlerinden steril swap ile alinarak sdH2O ile
siispanse edilmis ve hiicre konsantrasyonu 1x108 hiicre/ml’ye ayarlanmistir. Patojen
fungusun PDA da gelisen kiiltiirlinden alinan 6 mm capindaki diskler PDA besi ortami1
iceren petrilerin tam ortasina yerlestirilmistir. Ortasina patojen inokule edilen bu
petrilerin etrafina ise konsantrasyonu 1x108 hiicre/ml’ye ayarlanmis bakteri kiiltiirleri
cizilmistir. Kiiltiirler parafilmle kaplanarak 24°C’de, 15 saat aydinlik ve 9 saat karanlik
sartlarda, 7 gilin gelistirilmistir. Kontrol uygulamasinda ise sadece fungal disk
konulmustur. Kontrol uygulamasinda gelisen fungal diskin tiim petri yiizeyini kapladig:
giin degerlendirmeler yapilmis ve patojen fungusun gelisen koloni ¢apt mm olarak
Olclilmiistiir. Her bakteri 3 petride test edilmis ve bu 3 petriden elde edilen degerler

yardimiyla biyoajanin olusturdugu ortalama inhibasyon zonu belirlenmistir (Kotan vd
2009).



26

4. ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1. Kiiltiir Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakterinin kiiltiirel 6zellikleri incelendiginde; bunlarin MRS Agar iizerindeki gelisme
sonuglart ve her bir izolatin olgun koloni olusturma siireleri dikkate alinarak
degerlendirme yapilmistir. Bakterimizin koloni goriintiisii Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Saflastirilan Lactobacillus coryniformis bakterisi ile ¢alismamiz devam

etmistir.

Sekil 4.1. Lactobacillus coryniformis bakterisinin koloni goriiniimii



27

Sekil 4.2. Lactobacillus coryniformis’in gram boyama goriintiisii

4.2. Lactobacillus coryniformis’in  Alternaria alternata Uzerine Etkisinin

incelenmesi

L.coryniformis’in antifungal 6zelliginin incelenmesi i¢in ¢ukur agma ydntemi
kullanilarak Alternaria alternata’ ya uygulanmistir. Her bir doz (0-20, 20-40, 40-60, 60-
80) igin 3 tekerriir uygulanmigtir. Incelemeler sonucunda elde edilen degerlerin

ortalama zonu belirlenmistir.



Cizelge 4.1. Alternaria alternata’nin (ET57) petriye aktarildiktan sonraki 3. Giin
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Olctimleri

Patojen Uygulama | Doz Tekerriir | Zon (cm) | Yarigcap (cm)

1 1.2 3.5

0-20 2 2.9 35

3 1.2 2.0

Ortalama 1.7 2.8

1 2.2 51

20-40 2 1.7 1.9

3 2.2 4.4

ETS7 Cukur Ortalama 2.0 3.8

] 1 1.7 3

Alternaria 40-60 2 18 49

alternata 3 15 25

Ortalama 1.6 3.4

1 2.2 4.4

60-80 2 2.1 4.3

3 1.3 4.7

Ortalama 1.8 4.4

Cizelge 4.2. Alternaria alternata’nin petriye aktarildiktan sonraki 4. Giin dl¢timleri

Patojen Uygulama | Doz Tekerriir Zon (cm) | Yaricap (cm)
1 1.2 3.5
0-20 2 1.9 3.5
3 1.2 1.9
Ortalama 1.4 2.9
1 2.1 5
20-40 2 1.7 3.7
3 1.9 41
ET57 | Cukur Ortalama 1.9 4.2
Alternaria 1 17 3
alternata 40-60 2 13 48
3 1.8 4.8
Ortalama 1.6 4.2
1 1.1 5.2
60-80 2 1.7 5
3 1.3 5.2
Ortalama 1.3 5.1

Petri denemelerinde Lactobacillus coryniformis’in patojen fungusa karsi antifungal

ozellikleri gozlenmistir. 3. ve 4. giinde yapilan lgiimler sonucunda; kontrol grubundaki
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fungusun gelisimi normal seyir gosterirken, L.coryniformis’den kismi saflastirilan (0-
40araliginda) kitinaz enziminin bulundugu petride fungal diskin gelisiminin 6nemli
Olglide engellendigi ve bazi tekerriirlerde ise (3.tekerriir 0-20 araliginda) tamamen

durdurdugu gozlemlenmistir (Sekil 4.4) .

Sekil 4.3’teki petride, kontrole karst Alternaria alternata’min gelisimi incelenmistir.
Kontrol grubundaki fungusun gelisimi normal seyrinde devam etmistir. Uygulamamiz
sirasinda L.coryniformis’den kismu saflastirma yaptigimiz kitinaz enzimi ihtiva eden 1.

Petride patojen fungusun gelisiminin yar1 yartya engellendigi goriilmiistiir.

Sekil 4.3. Bakteri izolatinin petri denemelerinde patojen fungusun gelisimine etkisi

1: L.coryniformis’in fungusun gelisimi tizerine etkisi 2: Kontrol uygulamasi
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Sekil 4.4. Bakteri izolatinin petri denemelerinde patojen fungusun gelisimine etkisi

Sekil 4.4°te goriildigii gibi kontrol grubunda ki patojen fungusun gelisimi normal
seyirde devam etmistir. Bunun yani sira L.coryniformis’den kismi saflastirilan kitinaz
enzimi inokiile edilen petri plaginda patojen fungusun gelisiminin neredeyse tamamen

durdugu gozlemlenmistir.

4.3. Kitinaz Aktivite Sonuclari

L.coryniformis’den saflagtirilan kitinaz enziminin optimum pH’sii belirlemek igin
spektrofotometrede 540 nm de 6lgiimler yapilmistir (Cizelge 4.3). Saptanan sonuglar ile
aktivitesi hesaplanmis ve ‘Aktivite-pH’ grafikleri ¢izilmis, sonuglar Sekil 4.5‘te
verilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda L.coryniformis’den saflastirilan kitinaz

enzimi i¢in optimum pH 6 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.3. L.coryniformis’in optimum pH absorbans (A) degerleri

pH 1. DENEME (A) | 2. DENEME(A) | 3. DENEME(A) | ORTALAMA
2 0,406 0,408 0,407 0,407
3 0,41 0,409 0,412 0,41
4 0,412 0,416 0,414 0,414
5 0,423 0,425 0,417 0,421
6 0,424 0,426 0,425 0,425
7 0,418 0,42 0,419 0,419
8 0,418 0,416 0,41 0,414
9 0,415 0,41 0,408 0,411
10 0,408 0,407 0,406 0,407
11 0,4 0,4 0,4 0,4

A Lactobacillus coryniformis

0,43 0.421 0,425 0410

0,42 01 0,414 0,411

0,41 0,407 0,407

0,4

0,4

0,39

0,38

Sekil 4.5. L.coryniformis’ten elde edilen ekstraseliiler kitinaz enziminin aktivitesi
tizerine pH’ nin etkisi

4.4. L.coryniformis’den Elde Edilen Kitinaz Enziminin Optimum Sicakhk

Sonuglan

L.coryniformis’den elde edilerek saflastirilan kitinaz enziminin optimum sicakliklarini

tespit etmek icin gerekli olgiimler yapimustir (Cizelge 4.4). Olgiimler 10-90°C

araliginda yapilmistir ve elde edilen sonuglarla aktivite hesaplanmis olup “Aktivite-°C”
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grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.6). Elde edilen bulgulara gére L.coryniformis’e ait kitinaz

enziminin optimum sicakligi 70°C olarak bulunmustur.

Cizelge 4.4. L.coryniformis’in optimum sicaklik absorbans degerleri

10 20

30 40 50

60 70 80

SICAKLIK °C |1. DENEME (A)| 2. DENEME(A) | 3. DENEME(A) [ORTALAMA
10 0,341 0,339 0,34 0,34
20 0,378 0,316 0,348 0,347
30 0,375 0,319 0,348 0,347
40 0,358 0,35 0,345 0,351
50 0,41 0,313 0,362 0,361
60 0,41 0,321 0,365 0,365
70 0,43 0,34 0,358 0,376
80 0,4 0,317 0,359 0,358
90 0,39 0,319 0,353 0,354

A Lactobacillus coryniformis

0,39

0,38 0,376

0,37

0,36 0,351 228 0,354
0,35 05 0,347 0,347

0,34

0,33

0,32

0,31

90

°C

Sekil 4.6. L.coryniformis’ten eksraseliiler olarak tiretilip saflastirilan kitinaz enziminin
aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuvarlari Enzim ve
Mikrobiyal Biyoteknoloji Anabilimdali kiiltiir kolleksiyonunda bulunan Lactobacillus
cornyiformis bakterisinin ve Bitki koruma boliimiindeki Bitki Klinik Laboratuvari
koleksiyonundan alinan Alternaria alternata {izerindeki zon olusturma etkisi

incelenmistir.

Lactobacillus coryniformis‘ten tiretilip saflastirilan kitinaz enziminin optimum pH’larini
bulmak i¢in pH 2.0-11.0 araligi taranmistir. Calisma sonunda L.coryniformis’in
optimum pH degeri Sekil 4.3’te de gosterildigi gibi 6.0 olarak tespit edilmistir.

Literatiirde bu konuda farkli ¢alismalar mevcuttur.

Yakubi et al. (1986) ve Watanabe et al. (1992)’a gore pek ¢ok kitinazin asidik oldugu
belirtilmistir. Okay (2005) yaptig1 ¢calismada S.marcescens kitinaz enziminin pH 4.0-9.0
araliginda aktivite gosterdigini sdylemis, Ma et al. (2012) Gliocladium catenulatum’dan
izole ettikleri ve saflastirdiklar1 kitinaz enziminin aktivitesi pH 4.0-5.0 araliginda stabil

oldugunu s6ylemislerdir.

Vaidya et al. (2003), yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri Alcaligens xylosoxydans’in
kitinaz enziminin optimum pH*‘sinin 5; McClery et al. (1987), Bacillus pumilis’ten ticari
kitosanazlar (Chitosanase BP [MIJ]) elde etmislerdir ve optimum pH'sinin 5-6,5
oldugunu belirtmistir. Zhang et al. (2000), Bipolaris sorokiniana’nin biyokontrol ajani
Stenotrophomonas maltophilia C3 susu ile kitin iceren sivi ortamda Kkitinaz
tiretmiglerdir. Urettikleri enzimin optimum pH'smin 4,5-5,0 arasinda oldugunu
belirtmistir. Yapilan bu ¢alismalar bizim sonucumuzu destekler niteliktedir. Calismamiz
sonucuna gore bu enzimin endiistriye sunulmasi durumunda, diger enzimlere gore
bioreaktor ortam sartlarina daha iyi adapte olacagi kesindir. Hem asidik hemde bazik
substratta kolaylikla ve hizli gelistirilecegi aciktir. Bu nedenle endiistride hizli ve kisa

stireli iretim i¢in tercih nedeni olabilecektir.
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Calismamizda Lactobacillus coryniformis‘in = optimum sicakligi  70°C  olarak
bulunmustur. Bu yiiksek sicaklik toleransi kitinaz enziminin endiistriyel boyutta
caligilabilmesine olanak saglayacaktir. Yiiksek sicaklik adaptasyonu iiretim agamasinda
kontrol edilemeyen sicaklik artislarina dayanikli oldugu ve bu durumda calismasini
stirdiirebilecegi ve daha fazla islem gerekliligini de ortadan kaldiracagi igin tercih
sebebi olacaktir. Kismi saflagtirdigimiz enzimimizin bu o&zellikleri ile piyasada

kullanilan diger enzimlere gore iistiinliigiinden dolay1 arz sebebidir.

Kitinaz enziminin optimum sicakligiyla ilgili olarak birgok c¢aligma yapilmistir. Okay
(2005), kitinaz A enzimini kodlayan geni (chiA) Trabzon ili gevresinden izole edilmis
olan Serratia marcescens Bnl0’dan PCR yoluyla ¢ogaltilmigs ve klonlayarak E.
coli/Bacillus vektorlerine (pNW33N ve pHT315) aktarmistir. Aktarilan kitinaz geninin

optimum sicaklig1 30°C olarak tespit edilmistir.

Vaidya et al. (2003), ¢alismalarinda Alcaligens xylosoxydans’tan kitinaz enzimi elde
etmisler ve optimum sicakligini1 50°C olarak bulmuslardir. Zhang et al. (2000) Bipolaris
sorokiniana’dan elde edilen ekstraseliiler kitinaz enziminin optimum sicakligint 45-
50°C olarak belirlerken; McClery et al. (1987) Bacillus pumilis’un optimum sicakligin
40-60°C olarak belirlenmistir.

Ayrica Yuli et al. (2004), Bacillus sp. 13.26 kitinaz enziminin 60°C, Kuzu (2008) B.
Thuringiensis HBK- 51 susunun kiiltiir siipernatantindan elde ettigi kitinaz enzimininin
110°C, Ghasemi et al. (2011) Bacillus pumilus SG2 bakterisinin ChiL kitinaz enzimi
icin 40°C, Yakupoglu (2009) Serratia marcescens’e ait kitinaz B enziminin 35°C,
kitinaz C enziminin ise 33°C, Okay (2005) S. Marcescens Bn10’a ait kitinaz enziminin
45°C, Ma et al. (2012) Gliocladium catenulatum’dan izole ettikleri ve saflastirdiklari
kitinaz enziminin 60°C’de sicaklikta optimum aktivite gosterdigi saptanmustir.

Enzimimiz yukarda aciklanan caligmalara gore yiiksek sicakliklara (70°C) dayaniklidir.

Yaptigimiz ¢alisma sonunda Lactobacillus coryniformis’in Alternaria alternata

tizerindeki 3. ve 4. gilin sonunda gostermis oldugu etki Sekil 4.2°de belirtildigi gibidir.
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Petride Alternaria alternata’ya kars1 yapilan antifungal aktivite testlerinde pozitif sonug
verdigini gdzlemledik. Bu testler 1s13inda Izolatin yiiksek kitinaz aktivitesine sahip
oldugu ve bu sebeple Alternaria alternata’ya karsi anti fungal aktivite gosterdigi

saptadik.

Pasquale et al. (2016), yaptigi calismada da Laktik asit bakterisi olan L.
plantarum suslarinin genis spektrumlu antifungal aktivitesi gozlenmistir. Sonug olarak
L. Plantarum’um P. Chrysogenum, P.expansum ve Cladosporium spp. gibi funguslarda
giiclii bir antifungal aktivitesi gostermistir. Yapilan bu c¢alisma bizim c¢aligmamizi

destekler niteliktedir.

Kim et al. (2002) Botrytis cinerea fungusun hiicre duvarinda lizozomal etki yarattigini,
Vaidya et al. (2003) saflastirdiklar1 kitinaz enziminin Aspergillus niger misellerini
etkisiz hale getirdigini ve Ma et al. (2012) ¢esitli patojenik bitki mantarlarinin

¢imlenmesini ve hifal biiyiimesini engelledigini belirtmislerdir.

Buchenauer and Kang (2002) yaptiklar1 ¢aligmada Fusarium culmorum’un enfekte
edildigi bugday basaginda biriken kitinaz enziminin ev sahibi dokuda patojen

yayilmasina kars1 direng olustura bilecegini saptamislardir.

Yan et al. (2011) Bacillus subtilis SL-13 kitinaz enziminin Rhizoctonia solani’ye,
Sindhu and Dadarwal (2001) Pseudomonas suslarindan elde ettikleri kitinaz enziminin
Rhizoctonia solani ve Pyhium aphanidermatum’a, Nielsen et al. (1999), kitinolitik
aktive gosteren Pseudomonas fluorescens’in 12 izolatin Pythium ultimum ve

Rhizoctonia solani’ye kars1 anti-fungal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Senol vd (2014), yaptiklar1 ¢alismada Fusarium culmorum’a karsi yapilan antifungal
aktivite testlerinde pozitif sonug almistir. Antifungal testler 1s18inda 31 izolata kitinaz
enzimi aktivite tayini yapilmistir. Yapilan testler sonucunda izolatlarin yiiksek kitinaz

enzimi aktivitesine sahip oldugu ve bu sayede de Fusarium culmorum‘a karsi anti
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fungal aktivite gosterdigi saptanmistir. Elde edilen bulgular bizim ¢aligmamizi destekler

niteliktedir.

Gelisen teknolojiyle birlikte giiniimiizde mikrobiyal enzimlerin kullanim alanlar1 ve
onemleri oldukg¢a artmistir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin genis alanda kullaniminin
nedenleri arasinda; dogadan kolaylikla elde edilmesi, basit ve ekonomik yollarla

gelistirilmesi ve yliksek aktivitede enzimi sentezlemesi sayilabilir.

Elde ettigimiz sonuglar1 endiistriyel acidan ele alacak olursak;

1. Alternaria alternata’ya kars1 antifungal aktivite gosteren ve Kitinaz enzimini
tiretebilen Lactobacillus coryniformis biyokontrol ajani olarak tarimda kullanilabilir.

2. lIzolatin iirettigi kitinaz enziminin ayrica mantar enfeksiyonlarina kars1 tip alaninda
da uygulanabilirligi vardi.

3. Diger yandan bu izolatin trettigi kitinaz enziminin ustiinliikleri nedeniyle cevre
alaninda yapilacak biyoremidasyon c¢alismalarinda alternatif bir yOntem olarak
kullanilabilir.

4. Yiksek sicaklik adaptasyonu {iretim asamasinda kontrol edilemeyen sicaklik
artislarina dayanikli oldugu icin enzimimiz bu 6zelligi piyasada kullanilan diger
enzimlere gore istlinliigli dolayisiyla endiistriyel ag¢idan avantaj saglamayarak in situ ex

situ caligmalarina uygunluk gostermektedir.
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