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OZET

Kitinazlar [E.C.3.2.1.14], B-1,4-bagh N-asetil-D-glukozaminin dogrusal bir homopolimeri
olan kitini hidroliz eden enzimlerdir. Kitin bir¢ok alg ve mantarin hiicre duvarlarinin
boceklerin ve eklembacaklilarin dis iskeletlerinin, deniz omurgasizlarinin kabuklarinin, temel
bilesenidir.

Kitin ve Kkitinolitik enzimler biyoteknolojik uygulamalar i¢in biiylik bir 6neme sahiptir.
Ozellikle, kitinazlar bitki patojenlerini kontrol amagl tarimda kullanilirlar. Kitinazlar ve
kitinin enzimatik hidrolizi ile olusan kitooligomerler ayn1 zamanda insan sagliginin
korunmasinda kullanilabilirler. Farkli agilardan kitinazlarin kullanimindaki basar1 makul
maliyette yliksek aktiviteli preparasyonlarin elde edilmesine baglidir. Bu nedenle, kitinolitik
enzimlerin genetik ve biyokimyasinin, filogenetik akrabaliklarinin ve degerlendirme
metotlarinin anlagilmasi, bu enzimleri yakin gelecekte cesitli proseslerde kullanilabilir
kilacaktir.

Kitinin yikimi ve kitinazlar, biyolojik ve biyoteknolojik proseslerin genis bir kisminda énemli
bir yere sahiptir. Kitin artiklarinin ¢evresel temizliginden, insan hastaliklarinin tedavisine,
bitki savunma sistemlerine ve biyolojik kontrole kadar uzanan bir¢ok alanda Oneme
sahiptirler. Bu nedenlerle bitki biyokontroliinde sik¢a kullanilan bir kiif mantar1 olan
Trichoderma atroviride’nin iirettigi kitinaz enzimi incelendi. Patates-dekstroz agar tizerinde
yetistirilen T. atroviride’den kitinaz indiiksiyonu, Dana ve arkadaslarimin Onerdigi sivi
besiyerinde saglandi. T. atroviride’nin yer degistirme yontemi kullanilarak, %0.1 kolloidal
kitin igeren sivi besiyerinde, 30 °C’de 48 saat boyunca calkalamali inkiibasyonu sonucu
maksimum Kkitinaz aktivitesi elde edildi. Kitinaz enzimine amonyum siilfat tuzu, etanol,
aseton ve trikloroasetik asit gibi farkli ¢oktiirme yontemlerinin etkisi incelendi.

Anahtar kelimeler: Kitinaz, Trichoderma atroviride, enzim aktivitesi, saflastirma.
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ABSTRACT

Chitinases [E.C.3.2.1.14] are enzymes which hydrolyze chitin, a linear homopolymer of (-
1,4-linked N-asetylglucosamine. Chitin is a major component of most fungal and algae cell
walls, insects and arthropods exoskeletons, and shells of marine invertebrates.

Chitin and chitinolytic enzymes are gaining importance for their biotechnological
applications. Particularly, chitinases are used in agriculture to control plant pathogens.
Chitinases and chitooligomers produced by enzymatic hydrolysis of highly active
preparations at reasonable cost. Therefore, the understanding of biochemistry and genetics of
chitinolytic enzymes, their phylogenetic relationships and methods of estimation will make
them more useful in a variety of processes in near furute.

Chitin degradation and chitinases are important in a wide variety of biological and
biotechnological processes, ranging from the exploitation and environmental clean-up of
chitinous wastes, to human therapy, plant defense systems and biological control. For this
reason, being a mold, frequently used in plant biocontrol Trichoderma atroviride producing
chitinase was examined. T. atroviride culture was maintained on potato-dextrose agar.
Chitinase induction was carried out on liquid medium which had been proposed by Dana et al.
It was determined that the maximum chitinase activity obtained with T. atroviride when the
liquid medium which was contained 0.1% colloidal chitin, the method of replacement was
applied, and the cultivation was carried out at 30 °C for 48 hours with rotary shaker. Then,
amonium sulfate, ethanol, acetone and trichloroacetic acid were examined upon the chitinase
activity.

Keywords: Chitinase, Trichoderma atroviride, enzyme activity, purification.
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1. GIRIS

Trichoderma atroviride (ATCC 74058) soyu Trichoderma harzianum P1 olarak da bilinen
toprak kokenli, filamentli bir mantardir. Trichoderma tiirlerinin bitkiler i¢in patojen olan
mantarlarin kontroliindeki yetenekleri uzun zamandan beri bilinmektedir. Fakat biyokontrol
amagch kullanilan tiirlerin uygulamadaki basarisinin 6nceden tahmin edilmesi kolay degildir.
Bunun yani sira mikoparazitligin ve dilizenlenmesinin tanimlanmasi gibi biyokimyasal
olaylarin anlasilmasi, bir biyokontrol ajan1 olarak Trichoderma tiirleri {izerindeki
giivenilirligin arttirilmasi igin stratejiler dogurmaktadir. Biyokontrolde kullanilan ve daha
sikca calisilan tiirler, Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride ve Trichoderma

asperellum’dur (Kubicek ve Harman, 1998).

Kitin, N-asetil-D-glukozaminin B-1,4 bagli, yiiksek molekiil agirlikli, ¢6ziinmez, lineer bir
homopolimeridir. Dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan polisakkarit olarak bilinir.
Mantarlarin ve alglerin hiicre duvarlarinin, boceklerin ve eklembacaklilarin dis iskeletlerinin
mollusklarin  ve deniz omurgasizlarinin  kabuklarimin  temel yapisal bilesenidir

(Muzzarelli,1977; Gooday and Trinci,1980; Flach, 1992; Deshpande,1999; Tanaka vd., 2003).

Kitinin tam olarak enzimatik hidrolizi sonucu birbirinden bagimsiz N-asetilglukozamin
(GIcNAc) birimleri olusur. Bu hidroliz kitinolitik bir sistem tarafindan gerceklestirilir
(Deshpande,1986; Gooday vd.,1985; Shaikh,1993). Kitinolitik enzimlerden biri olan
kitinazlarin [E.C.3.2.1.14] bakteriler, viriisler, yiiksek organizasyonlu bitkiler, hayvanlar ve
insanlar gibi kitin icermeyen organizmalarin yanisira mantarlar, bocekler, eklembacaklilar ve

kabuklu deniz omurgasizlar1 gibi ¢esitli organizmalarda bulundugu saptanmistir (Jolles, 1984;

Muzzarelli, 1999).

Bakterilerde kitinazlar, beslenmeleri ve mantar, protozoa ve omurgasizlar gibi konuk¢ularda
parazit olarak yasayabilmeleri agisindan 6nemli rol oynar. Kitinazlar, bitki ve omurgalilarin
savunma mekanizmalarinda da gorevlidir. Bocek zararlilarinin biyolojik kontroliinde
kullanilan baculoviriisler de patojenlere karsi kitinaz iiretirler (Gooday, 1995). Insan
serumunda da kitinaz aktivitesi tanimlanmistir. Bunun muhtemelen fungal patojenlere karsi
savunmada rolii oldugu 6nerilmektedir (Escott vd., 1996 ve Aerts vd., 1996). Boceklerde
kitinazlar tily dokme ve kabuk degistirme donemlerinde etkindir. Bir¢ok sélenter, nematod,
mollusk ve eklembacaklilarin sindirim sisteminin farkli doku bezlerinden de kitinazlar
sentezlenir. Omurgali hayvanlar ile bocek yiyen kuslarin ve memelilerin mide mukozasi ve

pankreasinda da salgilanir. Tiim bu kitinazlarin fizikokimyasal ozellikleri ve enzimatik



reaksiyon mekanizmalari birbirlerinden farklidir (Wu vd., 2001).

Filamentli mantarlar tarafindan {iretilen kitinazlar, biliylime ve morfogenez agisindan
mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir role sahiptir. Hif olusumu i¢in hiicre duvarinin bolgesel
zayiflatilmasi, spor germinasyonu sirasinda germ tiipiiniin olusturulmasi, hiicre duvari sentezi
ve yikimi arasindaki dengenin ve duvar esnekliginin belirlenmesi, hif uzamasi ve otolizi,
sporlarin farklilagmasi gibi birgok yasamsal olayda kitinazlarin rolii biiytiktiir (Gooday vd.,

1992).

Kitinolitik enzimler; bitki patojeni olan mantar ve boceklerin biyokontroliinde, gida ve yem
endiistrisinde, insan saglig1 ve ilag endiistrinde, tek hiicre proteini iiretiminde ve 6zellikle kitin
bakimindan zengin atik materyallerin pargalanmasinda 6nemli bir role sahiptirler (Patil vd.,

2000).

Trichoderma tiirlerinden klonlanan ve bitki hastaliklarina direng saglayan birkag¢ gen, bitkilere
ozellikle ekin bitkilerine transgenik olarak sokulmustur. Benzer genler heniiz ticari olarak
mevcut degildir fakat sayisiz gelisme vardir. Trichoderma tiirlerinin sahip oldugu bu genler

dogal organik ekin korumasi ve tiretimi i¢in temel olusturmaktadir.

Calismalarimizda fungal patojenlerin biyokontrolii i¢in Trichoderma tiirleri tarafindan
tiretilen enzimlerden ya da bu enzimleri kodlayan genlerden yararlanarak daha etkin
tekniklerle yeni prosesler gelistirmek amaglanmaktadir. Bu nedenle hedeflenen calismada,
kitinaz enziminin saf halde uygulandiginda biyokontroldeki basarisinin daha fazla olacagi
diistintilerek saflagtirllmast amacglanmigtir. Kitinaz enzimi kaynagi olarak Trichoderma

atroviride se¢ilmistir.



2. TRICHODERMA ATROVIRIDE

2.1 Mantarlar

Tiim mantarlar organotroptur yani organik maddelerle beslenirler. Klorofil igermezler
dolayisiyla fotosentez yapamazlar. Morfolojik 6zellikleri ve yasam ¢evrimleri agisindan genis
bir cesitlilik gosterirler ve bu 6zelliklerine dayanarak siniflandirilirlar. (Brock ve Madigan,

1991).

Cizelge 2.1 Mantarlarin siniflandirilmasi ve temel 6zellikleri

Yaygin Seksiiel
Grup Kullanilan Hifler Tipik Temsilcileri Sporlarin Habitatlar
Adi Tipleri
Neurospora,
. Saccharomyces, Toprak,
Keseli e e
Ascomycetes mantarlar Boliinmiis Askospor clrimis
Morchella bitkiler
(yenilebilir
mantarlar)
Amanita (zehirli
Sapli mantarlar), Toprak,
Basidiomycetes mantarlar, Boliinmiis ; Basidiyospor ¢iiriimiis
yenilebilir Agaricus bitkil
mantarlar (yenilebilir tHier
mantarlar)
Mucor,
. Toprak,
Ekmek Cok nukleuslu  Rhizopus . e
Zygomycetes Kiifleri . . Zigospor curimus
ifleri ve bolinmemis s
(yaygin ekmek bitkiler
kiifleri)
Oomycetes Su kiifleri Gok “m}kleush.l Allomyces Oospor Sular
ve boliinmemis
i " Toprak,
Penicillium, Setsuel SPOT i
Kif e . yo bitkiler,
Deuteromycetes | Boliinmiis Aspergillus, h 1
mantarlari (sporlar ayvanlarin
Trichoderma aseksiieldir) ~ Vueut
ylizeyleri

Mantarlar dkaryotlarin genis bir grubunu olustururlar. Fungi yani mantarlar alemi, yenilebilir

mantarlar1 kapsadigi gibi, bir ¢cok mikroskobik kiif ve mayalar1 da i¢ine alir. Mantar hiicreleri



nukleus, vakuol ve mitokondri i¢eren tipik okaryotik hiicrelerdir (Brock ve Madigan, 1991).

Mantarlar alemi, son 10 yilda c¢esitli taksalarin diizenlenmesi ile oldukca biiyiik degisimlere
maruz kalmistir. Ozellikle ribozomal RNA ve DNA gibi biyokimyasal 6zelliklerin
karsilastirilmas1 i¢in gelistirilen teknikler dogru siniflandirma i¢in gerekli olan ve giin

gectikee artan bilgiler saglamaktadir (Hawksworth, 1991; Hawksworth vd., 1995).

Mantarlar diinya {izerinde tim ¢evrede bulunmaktadirlar ve Onemli ayristiricilar
(ciiriikciilleri) ve parazitleri kapsarlar. Parazit mantarlarin bir grubu kuslar, bocekler, insanlar
ve diger memeliler dahil olmak iizere hayvanlar enfekte ederek kasintidan 6liime kadar farkl
sonuclar dogururlar. Diger parazit mantarlar ise bitkileri enfekte eder ve agaglarin da dahil
oldugu yiiksek organizasyonlu bitkilerin yikilip devrilmesi gibi sonuc¢lar doguran sap
cliriimesi benzeri hastaliklara sebep olurlar. Damarli bitkilerin biiylik ¢cogunlugu mycorrhizae
diye adlandirilan mutualist mantarlarla iliski i¢indedirler. Bu mutualist mantarlar, bitkilere
koklerinden besin ve su adsorbsiyonu i¢in yardim ederler. Bazi mantarlar ise besin olarak

kullanilirlar, digerleri ise asir1 derecede zehirlidir [1].

2.1.1 Mantarlar Aleminin Genel Ozellikleri

Mantarlar hiicre duvarlarina sahiptirler. Hiicre duvarlart kitin, kitosan, glukan gibi
maddelerden yapilanir. Tallus olarak adlandirilan vejetatif bir viicuda sahiptirler. Tallus hif
denilen bir hiicreli kalin filamentlerden olusmaktadir. Besin kaynag iizerinde hifler, misel
olarak adlandirilan mikroskobik bir ag olusturur. Besinler misel i¢inde absorblanir. Genellikle
bir mantarin en dikkat ¢eken kismi iireyebilme yetenegindeki yapilaridir. Bu yapilar sporlari

meydana getirirler [1].

Hiflerin hiicrelere boliinmesi septum denilen duvarlarla gerceklesir ve bu durumda hiicrelere
boliinmiis hifler septat olarak adlandirilabilir. Hiicre boliinmesi goriilmeyen hifler ise
koenositik olarak adlandirilirlar ve birden fazla nukleus igerirler. Bazi mantarlar ise misel
yapidan tek hiicreli yapiya geri bagkalasim gosterirler, mayalar bu gruba girer. (Brock ve

Madigan, 1991) [1].

Mantarlar klorofilsiz, parazit veya saprofit yasayan heterotrof organizmalardir. Genellikle
renksizdirler fakat bazi yiliksek organizasyonlu mantarlarin sapka seklindeki yapilarinda

(fruktifikasyonlarinda) renk maddesi bulunur (Tutel ve Cirpici, 1999).

Mantarlar kendi enerjilerini organik molekiilleri parcalayarak elde ederler. Fakat bitkiler gibi

inorganik maddelerden organik maddeler sentezleyemezler. Cevrelerindeki substratlara etki



eden ekzoenzimleri salgilayarak beslenirler. Ekzoenzimler hayvanlardaki sindirim enzimleri
ile benzerdir, biiyiik organik molekiilleri pargalarlar fakat organizma disinda fonksiyon

gosterirler. Daha sonra kii¢iik organik molekiiller mantar hiicreleri tarafindan absorblanir [1].

Mantarlarin tiremeleri hem esemli hem esemsizdir. Esemsiz iireme daha yaygindir. Mantarlar
tath suda, karada ve ender olarak denizde yasarlar. Parazit olan ve hastalik meydana getiren
mantarlarin yani sira faydali olanlar1 da vardir; 6rnegin antibiyotik ve drog (bitkisel kaynakli
hammadde) elde edilen mantarlarin sayisi son yillarda gittikge artmaktadir. Baz1 mantarlar da
alkol fermantasyonu yaptiklarindan otiirii icki, meyve sular1 ve 6zel vitaminli ekmek

yapiminda kullanilirlar (Tutel ve Cirpici, 1999).

2.2 Kiifler (Kiif Mantarlari)

Kiifler, mantarlar alemi i¢inde yer alan mikroskobik ve filamentli mantarlardir. Dogada
yaygin olarak bulunurlar. Ozellikle bayat ekmek, peynir ya da meyve iizerinde goriiliirler. Tek
bir filament hif olarak adlandirilir. Hifler genellikle birlikte, ¢apraz bir gelisim gosterir ve
yogun kiimeler olusturur. Tiim bu yapiya misel denir. Misel mikroskop olmadan kolaylikla
gozle goriilebilir. Misel tek bir hifin dallanip gelismesi ile ortaya ¢ikar. Hif dallanmalari i¢ ice
geliserek, arapsa¢i halini alan yogun bir tabaka olustururlar. Cogu kez bir mantar hifinin
vejetatif hiicresi birden fazla nukleus icerir. Bu durumda tipik bir hif yapist ortaya cikar.
Koenositik olarak adlandirilan bu hif yapisi ¢apraz duvarlarla boliinmemis tek bir hiicreden
meydana gelir ve sitoplazma ic¢inde yiizlerce nukleus bulunur. Koenositik hiflerde etkin bir
sitoplazmik hareket olusur. Diger bir hif yapisi ise septum denilen ¢apraz duvarlarla
boliinmiis, birden fazla hiicre goriiniimiindedir. Her ne kadar tamamiyle boliinmiis hiicreler
gibi goriinseler de septumlarin merkezinde bir por bulunur. Bu por daha az etkin olan bir

sitoplazmik hareket saglar (Brock ve Madigan, 1991).

Misel i¢inden yiizeye dogru uzanan ve hava ile temas eden hif dallar1 farklilasarak konid adi
verilen sporlar1 meydana getirir. Konidler aseksiiel (eseysiz) sporlardir. Yiiksek oranda
pigment igerirler, kurakliga ve zor hava kosullarina dayaniklidirlar. Mantarlarin yeni
habitatlara yayilmas1 konid ad1 verilen bu sporlarin temel fonksiyonudur. Konidler meydana
geldigi zaman, beyaz renkli misel konidlerin tasidigi pigmentler ile iliskili olarak renk
degistirir. Yani misellerin siyah, kahverengi, kirmizi, ya da mavi-yesil renkli géziilkmelerinin
sebebi meydana getirdikleri sporlardir. Bu sporlarin varligi kege benzeri bir yapida olan
misele toz gibi bir goriintii kazandirir. Konidlerin olusumlar1 esemli tireme ile gerceklesmez;

bu nedenle konidler eseysiz sporlardir. Sayilar1 ¢cok fazla olan bu sporlar havaya kolaylikla



yayilir bu nedenle kiifler sik¢a rastlanan laboratuar kontaminantlaridir. Ayni zamanda hava ile

tasinan bu kiif sporlar1 alerjik reaksiyonlardan da sorumlu olabilmektedirler (Brock ve

Madigan, 1991).

Bazi kiiflerse esemli iiremenin bir sonucu olarak sekstiel (eseyli) spor tiretirler. Esemli sporlar
tek hiicreli gametlerin birlesmesi ile ya da gametang olarak adlandirilan 6zellesmis hiflerin
birlesmesi ile meydana gelirler. Esemli sporlar, iki haploid hiicrenin birlesmesi ile olusan
diploid hiicrelerin daha sonra mayoz ve mitoz gecirmesi ile olusurlar. Farkli mantar gruplarina
bagli olarak farkl tipte esemli sporlar iiretilir. Ornegin; kapali bir kese (askus) i¢inde gelisen
sporlara askospor, bu keseler bir sapin (bazid) ucunda meydana geliyorsa iiretilen sporlara
bazidyospor adi verilir. Mantarlara ait bu esemli sporlar kurakliga, sicakliga, donmaya ve bazi
kimyasal ajanlara karsi direnglidirler. Ister esemli ister esemsiz olsun sporlar yeni bir hif
olusmasindan ve dolayisiyla yeni bir miselin gelismesinden sorumlu yapilardir (Brock ve

Madigan, 1991).

Kiiflerin tredikleri ortama proteaz, lipaz, karbonanhidrazlar, kitinaz gibi litik enzimleri
salgilamalar1 ve kiiflerin iirettikleri ¢esitli metabolitlerin bir¢ok alanda kullanilabilir olmasi bu

organizmalarin endiistrideki 6nemini oldukea arttirmaktadir (Topal-Sarikaya, 2002).
Kiiflerin tirettigi endiistriyel {irtinlerden bazilar1:
= Antibiyotikler
= Sitrik asit
=  (esitli peynirler (Rokfor peyniri vb.)
= Sake (Japon ickisi)
= Soya fasiilyesi sosu ve diger bazi soslar
» (Cesitli enzimler (amilaz, glukoamilaz, seliilaz, pektinaz, proteaz, kitinaz vb.)
2.2.1 Trichoderma
Trichoderma hemen hepsi karada yasayan mantar sinifi olan deuteromycetes’e ait bir cinstir.
Trichoderma tiirleri, orman humus tabakasi, tarim topraklari ve lizerinde meyve agaci yetisen

topraklar dahil olmak {izere tiim topraklardaki mikrofloranin baskin bir bilesenidir

(Roiger vd., 1991).

Trichoderma tiirleri hemen hemen tiim topraklarda ve g¢esitli habitatlarda bulunan kif



mantarlaridir. Topraklardan izole edilerek kiiltiirii yapilabilir. Yiiksek bitkilerin koklerine
tutunarak hizla ¢ogalirlar. Baz: tiirler bitki kok hiicrelerinin igine girebilme ve kdklerde koloni
olusturabilme yetenegindedirler. Ayrica Trichoderma tiirleri, diger mantarlara kars1 saldirgan

ve parazittirler; bagka bir deyisle besinlerini diger mantarlardan elde ederler [2].

Trichoderma tiirleri tipik mantar hifleri seklinde gelisir ve dallanirlar. Hifler 5-10 pm
capindadir. Hiicre duvart kitindendir. Esemsiz iireme konidler ile gerceklesir (Tutel ve
Cirpict, 1999). Cogu Trichoderma tiirii sekstiel evreye sahip degildir fakat aseksiiel sporlar
iiretirler. Genellikle yesil renkli konidler 3-5 um ¢apindadir. Bununla birlikte birkag tiir i¢in
sekstiel evre bilinmektedir, fakat bu tiirler biyokontrol amacgl kullanilmaz. Ticari olarak
tarimda kullanilan biyokontrol tiirleri homokaryotik yani nukleuslarin tiimii genetik olarak

benzer ve tek tip olmalidir (Kubicek ve Harman, 1998).

Trichoderma kiiltiirleri tipik olarak 25-30 °C’de hizli gelisim gosterirken, 35 °C’de gelisim
gostermezler. Koloni miselleri ilk asamada musir-dekstroz agar (CMD) besiyeri iizerinde
seffaf, daha zengin icerikli patates-dekstroz agar (PDA) besiyeri lizerinde ise beyaz
renklidirler. Besiyeri lizerinde gelisen miseller bir hafta icinde olusan konidler (sporlar)
sayesinde sar1, yesil ve daha nadir olarak beyaz gélgeli bir goriiniim kazanir. Ozellikler PDA
besiyeri lizerinde yetistirilen kiiltiirlerin konidleri i¢indeki sar1 pigment agar i¢ine salinabilir.
Baz tiirler ise karakteristik bir seker ya da hindistan cevizi kokusu olusturur. Cogu tiirde
konidler elips benzeri bir sekildedir, kiiresel konidler nadir olarak bulunur. Konidlerin yiizeyi

plirtizsiizdiir fakat urlu ya da yumrulu konidler birkag tiirde bulunmaktadir [3].

2.2.1.1 Trichoderma atroviride

Trichoderma atroviride (ATCC 74058) soyu Trichoderma harzianum P1 olarak da bilinen
toprak kokenli, filamentli bir mantardir. Birkac bitki patojeni mantarin etkili biyokontrol
ajanidir. Bir¢ok kimyasal fungisite karsi1 yiiksek direng gosterir (Mach vd., 1999; Paulitz ve
Belanger, 2001).

En iyi ve en ¢ok g¢alisilmig kitinolitik sistemler Trichoderma tiirleri arasindaki T. harzianum
ve T. atroviride’dekilerdir. Hepsi glukozil hidrolazlarin 18. ailesine ait olan 42 kDa’luk,
33 kDa’luk ile 36 kDa’luk endokitinazlar1 kodlayan genleri klonlanmistir (Hayes vd., 1994;
Carsolio vd., 1994; Garcia vd.,1994.; Limon vd., 1995; Viterbo vd., 2001). 20. aileye ait
N-asetil-B-D-glukozaminidazlardan excl ve exc2 ile nagl genleri de klonlanmistir
(Draborg,vd., 1995; Peterbauer vd., 1996).



Sekil 2.1 Trichoderma atroviride kiltiiri

Sekil 2.2 Trichoderma atroviride’nin sematik olarak morfolojik goériintiisii [5]



Trichoderma atroviride, Trichoderma cinsinin tipik bir 6rnegidir. Hif yapis1 koenositiktir yani
hiicrelere boliinmemis ve ¢ok nukleusludur. Hif dallanmasi ana eksene yaklagik 90 © ac1 ile
gergeklesir. Konid olarak adlandirilan esemsiz sporlari, elips seklinde (3,5 x 2-4 um ¢apinda)
kuru goriiniimlii ve pilirtizstizdiir [3]. Gelismesi i¢in gerekli optimum sicaklik 30 °C’dir fakat
0 °C civarindaki sicakliklarda da tiirlerin etkin oldugu bulunmustur (Tronsmo, 1989). PDA
iizerinde gelisen miseller sporlarin olusmasi ile sar1 veya yesil nadiren de beyaz renkli

goriintirler [3].

Sekil 2.3 Trichoderma atroviride’nin konidleri [4]

Sekil 2.4 Trichoderma atroviride hifleri [4]
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2.2.2  Trichoderma Tiirlerinin Uygulama Alanlar:
Trichoderma tiirleri ticari olarak basta biyolojik kontrol, tekstil ve besin endiistrileri olmak

tizere ¢esitli amaglarla birgok alanda kullanilmaktadir.

2.2.2.1 Biyokontrol Ajani Olarak Patojenlerin Kontroliinde Kullanimlar:

Trichoderma tiirleri biyolojik kontrolde basarilidirlar. Ciinkii parazit patojen mantarlara karsi
cesitli yeteneklere sahiptirler. Ornegin; beslenmeleri i¢in patojenik mantarlar ile dis-rekabetgi
olarak yarigirlar, patojenler i¢in toksik olan bilesikler iiretirler ya da firettikleri enzimler
patojenik mantarlarin hiicre duvarlarini parcalar. Bu yetenekleri ile bitkilere, saldirilara karsi
basarili bir savunma imkan1 saglayarak, bitki gelisimi ve direncini arttirabilirler (Harman ve

Kubicek, 1998).

Her patojenik mantarin kontrolii Trichoderma’nin farkl tiirleri ve soylari ile yapilir. Cogu
Trichoderma tiirii patojenlerin kontrolii i¢in diger mantarlardan daha fazla etkindir. Son
bulgular, baz1 Trichoderma tiirlerinin bitkilerin dogal savunma mekanizmalarini arttirdigi
yolundadir. Bununla birlikte Trichoderma tiirleri birgok tarim kimyasalina karsi1 kalitsal bir

dirence sahiptir, bu kimyasallar i¢ine fungisitler de dahildir [2].

Yillardir, Trichoderma tiirlerinin bitki biiyiimesi ve gelisimini arttirdig1 6zellikle daha gii¢li
koklerin olugsmasina sebep olduklar1 bilinmektedir (Harman ve Kubicek, 1998). Son
arastirmalarda, bir Trichoderma soyunun, hemen hemen bir metre uzunlugundaki derin
koklerin sayisini arttirdigi ve bu derin kokler sayesinde bitkilerin kurakliga daha direncli
oldugu bulunmustur. Trichoderma T-22 soyu ile bulastirilmis misir kokleri, bu mantarlarin
olmadigi musir kokleri ile kiyaslandiginda, %40 daha az azot iceren giibrede gelisim

gostermislerdir (Altomare vd., 1999; Harman, 2000).

Tanimlanmis biyokontrol mikroorganizmalar1 bitkilerde biyokontrolii saglayan iiriinleri
kodlayan ¢ok sayida geni igeriyor olmalidir (Harman ve Kubicek, 1998). Tiitiin ve patates
bitkilerine transgenik olarak sokulan endokitinaz genleri, tiitiin bitkisinde Alternaria
alternata’ya ve patates bitkisinde Rhizoctonia solani’ye karsi yiiksek direng gosteren

bitkilerin gelismesini saglamistir (Lorito vd., 1998).

2.2.2.2 Besin ve Tekstil Endiistrisinde Kullanimlar
Trichoderma tiirleri bir¢ok ekstraseliiler (hiicre disina salgilanan) enzimin freticileridir.
Kompleks polisakkaritlerin yikimindan sorumlu olan seliilaz, kitinaz ve diger enzimlerin ticari

olarak tretimi i¢in kullanilirlar. Bu amaglarla besin ve tekstil endiistrilerinde sikca
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kullanilirlar. Ornegin, bu mantarlardan elde edilen seliilazlar, kot kumaslarinin yumusatilmasi
ve beyazlasgtirilmasinda biyolojik taslama amacl kullanilirlar. Ayrica bu enzimler kiimes
hayvanlarinin beslenmesinde arpa ve diger ekinlerin hemiseliilozlarinin sindirilebilirligini

arttirmak icin kullanilirlar (Harman ve Kubicek, 1998).
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3. KIiTiN VE TUREVLERI

Kitin terimi Yunanca’dan kdkenlenmis ve kati, sert ortli anlamina gelmektedir [1]. Sistematik
ad1 (1,4)-2 asetamid-2-deoksi-B-D-glukan olan kitin, B (1,4) baglh N-asetil glukozamin
birimlerinden olusan dogrusal bir polisakkarittir ve dogada seliillozdan sonra en bol bulunan
ikinci biyopolimerdir (Deshpande, 1986; Chen ve Chang, 1994; Muzzarelli ve Muzzarelli,
1998; Tanaka vd. 2003).

Mantarlarin hiicre duvarlari, boceklerin ve diger artropodlarin dis iskeletleri, krustase
kabuklariin temel yapisal bilesenidir (Gooday vd., 1980; Deshpande, 1986; Flach vd., 1992;
Cauchie,2002; Merzendorfer, 2003; Adams,2004; Hoell vd., 2005). Kitin; nematodlar
(yuvarlak kurtlar), karides, yengeg, 1stakoz gibi krustaseler, gelinbdcegi, kelebek, sivrisinek
gibi artropodlar, midye, istiridye, salyangoz gibi mollusklar dahil olmak {izere maya, mantar,
alg gibi daha bir ¢ok organizmada yasamsal oneme sahip bir polisakkarittir (Gooday ve
Trinci, 1980; Kramer ve Koga,1986; No vd.,1989, Cabib vd., 1989; Cho vd., 1998; Kumar,
2000; Cauchie, 2002; Merzendorfer ve Zimoch, 2003; Adams, 2004). Aym1 zamanda kitin
bdceklerin st derilerinde, trake borularinda ve kaslarinda protein ve diger komponentlerle

birlikte bulunur (Kramer ve Koga, 1986).

Kitin; beyaz, sert, elastik olmayan, azotlu bir polisakkarittir ve sahil kesimlerinde yiizey
kirliliginin baglica sebebidir (Kumar, 2000). Diinya ylizeyinde kabuklu hayvanlarin,
yengeclerin, 1stakozlarin, krillerin islenmesinden olusan kat1 atiklar kitinsel atiklarin biiytik
bir miktarin1 olusturur (Roy vd., 2003). Suda yasayan ve karaya vuran lriinlerin neredeyse
%10’u kitinden zengin organizmalardan meydana gelmektedir. Bu payr olusturan
organizmalarin baglicalar1 karides, yengec, kalamar, istiridye ve miirekkepbaligidir. Bir yilda
tiim diinya {izerinde deniz atiklarindan elde edilen kitinin 80 000 tondan daha fazla oldugu

belirlenmistir (Subasinghe, 1995; Muzzarelli, 1977).

Mantarlarin hiicre duvarlarinin %22 - %44°1 kitinden olusmaktadir. Mantar atiklarindan elde
edilen kitin, deniz kaynaklar1 ile kiyaslandiginda onemsenmeyecek kadar az miktardadir
(Muzzarelli, 1977; Patil vd., 2000). Fakat kitin ve kitosanin genis kullanim alanlar1 nedeniyle

mantarlarin ticari olarak iiretimleri yapilmaktadir (Muzzarelli vd., 1994).

Kitosan; kitinin deasetillenmis formudur. Kitin dallanmamis zincir polimeri yapisindadir ve
B-1,4 bagh N-asetilglukozamin (GlcNAc) birimlerinden olusurken, kitosan da glukozamin

birimlerinden meydana gelmektedir (Muzzarelli vd., 1994; Deshpande, 1986).
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3.1 Kitin ve Tiirevlerinin Kimyasal Yapilar

Kitin, N-asetil-D-glukozamin (2-asetil-2-amino-2-deoksi-p-D-glukopiranoz) birimlerinin
B-D (1,4) baglar1 ile baglanmasindan olusmus, yiiksek molekiil agirlikli dogrusal bir
homopolimeridir (Muzzarelli, 1977; Revahmoiseev ve Carroad, 1981; Tom ve Carroad, 1981;

Limon, 2001).

HOH,C
S HOH,C
HO 0 B HOH,C
NH HO o) O
\
C=0 N\H HO o’
H3C C=0 N\H
/
H3C /C:O
H,C

Sekil 3.1 Kitinin kimyasal yapisi

Kitin birka¢ milyon daltonluk biiyiik bir molekiill agirligina sahip, uzun zincirli bir
molekiildiir. Kitinin molekiil yapis1 Sekil 3.1°de gosterilmigtir. Kitin ve kitosan
oligomerlerinin fonksiyonel Ozellikleri ve fizyolojik aktivitelerinin ¢ogu onlarin molekiil

agirliklara ve zincir uzunluklarina baglidir (Shahidi vd., 1999).

Dogal polisakkaritlerin cogu notr ya da asidiktir, ancak, kitin ve kitosan baziktir. Kitin
oldukg¢a hidrofobiktir, suda ve organik ¢oziiciilerin cogunda ¢éziinmez. Mineral asitlerin sulu
cozeltileriyle konjuge olan heksafloroizopropanolde, heksafloroasetonda, kloroalkollerde ve
%S5 lityum klorit i¢ceren dimetilasetamidde ¢oziiniir. Kitinin deasetillenmis iiriinii olan kitosan

ise asetik asit, formik asit gibi seyreltik asitlerde ¢oziiniir (Kumar, 2000).

Kitin ¢oziiniirligi ve diisiik kimyasal reaktivitesi ile seliilloza benzeyen oldukga zor ¢oziinen
bir maddedir. Seliilozdaki iki numarali karbona bagli hidroksil grubunun asetillenmis amid

grubu ile yer degistirmesinin disinda kitin yapisal olarak seliiloza benzer (Sekil 3.2).
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HOH,C
0 HOH,C

HO 0 B HOH,C
0
HO o
OH
OH

Sekil 3.2 Seliilozun kimyasal yapis1

Kitinin N-deasetillenmis formu olan kitosan deasetilasyon yolu ile kitinden tiiremistir. Bagka
bir deyisle kitindeki asetillenmis amid gruplar1 kitosanda amino grublarina doniismiistiir
(Sekil 3.3). Kitosan kitinin en yaygin kullanilan formudur. Zygomycetes gibi baz1 mantarlarin

hiicre duvarlar kitinin yani sira kitosan da icermektedir (Muzzarelli, 1977; Roberts, 1992).

HOH,C
0 HOH,C

HO 0 O HOH,C

HO o”

NH,

NH,

Sekil 3.3 Kitosanin kimyasal yapisi

Kitin ve kitosan evrensel olarak kabul edilmis toksik olmayan, biyolojik olarak bozunabilen

dogal bir polimerdir (Cho vd., 1998).

Kitin ve kitosanin su tutma kapasitesi, yag baglama kapasitesi, biyoaktivitesi, indirgenmesi ve

sertligi, bu polimerleri ¢ekici birer madde haline getirmistir (Shahidi vd., 1999).
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3.2 Kitinin Kristal Yapisi
Kitin ii¢ polimerik forma sahiptir. Bunlar kristal bolge i¢indeki zincirlerin farkli diizenlenmesi

ile olusan a, B ve v kitindir.

a kitin, en fazla bulunan ve kolayca elde edilebilen formdur. Bu formda molekiiller antiparalel
bir sekilde siralanir (Minke ve Blackwell, 1978). Bu molekiiler diizen gii¢lii molekiiller arasi

H baglar1 olusumu i¢in uygundur ve a kitin ti¢ kristal yapinin i¢inde en stabil olan formdur.

B kitinde molekiiller paralel bir diizende toplanir, bu da daha zayif molekiiller arasi giiclere
sebep olur (Gardner ve Blackwell, 1975; Mazeau vd., 1994). Bu yiizden f kitinin a kitine gore
daha az kararl oldugu distiniilmektedir. Coziilme ve sisme halinde B kitin a kitine doniisiir
fakat tersi s6z konusu degildir (Rudall ve Kenchington, 1973). Sulu HCI de B kitinin a kitine
doniisiimiine sebep olur. Morfolojik ve kristalografik incelemeler, kristaller arasi bigim

degisiminin asit konsantrasyonuna bagli oldugunu agiga ¢ikarmistir (Saito vd., 1997).

a ve B kitinlere nazaran y kitin daha nadir bulunmaktadir. vy kitinin, o ve B formlarimin bir
karisimi veya ara formu oldugu diisiiniilmektedir. y kitin hem paralel hem de antiparalel bir

diizene sahiptir (Zakkaria, 1997; Muzzarelli, 1999).

Farkli polimerik formlar farkli kosullar altinda kullamilir. Ornegin o kitin bu ii¢ polimerik
form arasinda en sert olanidir ve eklembacaklilarin dis iskeletlerinde, mollusk kabuklarinda
ve planktonlarda bulunur. Diger yandan B ve y kitin, esnekligin ve yumusakligin gerektigi
bolgelerde bulunur. B kitin fungal hiicre duvarlarinin temel bilegenidir. y kitin ise miirekkep

baliginin mide duvarinda bulunur (Zakkaria, 1997; Muzzarelli, 1999).

3.3 Kitinin ve Tiirevlerinin Eldesi

Kitin, yenge¢ ve karides kabuklarindan ve mantar misellerinden kolayca elde edilmektedir.
Mantar misellerinden elde edilmesinde, kitosan-glukan bilesiklerinin iretimi fermantasyon
yolu ile yapilir ve alkaliyle muamele gerekmektedir. Alkali, eszamanli olarak proteini
uzaklastirir ve kitini deasetiller. Alkali konsantrasyonuna bagli olarak bazi ¢oziiniir glukanlar
uzaklagtirilir. Kabuklularin kabuklarinin islenmesi esas olarak proteinlerin uzaklagtirilmasi ve
ozellikle yenge¢ kabuklarinda yiiksek oranda bulunan kalsiyum karbonatin eritilmesinden
olugmaktadir. Ortaya ¢ikan kitin %40’lik sodyum hidroksitte 120°C’de 1-3 saat deasetillenir.
Bu islem sonunda %70 deasetillenmis kitosan olusur (Kumar,2000; Synowiecki ve

Al-Khateeb, 2003).

Krustase kabuk atiklarinin %30-40’1 protein, %30-50’si kalsiyum karbonat, %20-30’u
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kitinden olusmaktadir. Bu oranlar tiirler ve mevsimlere bagli olarak da degisim
gostermektedir (Cho vd., 1998).

Kabuk artiklardan kitin eldesi i¢in, kabuk artiklar1 alkali ve asit ile muamele edilerek, bu
artiklardan protein ve mineral maddelerin uzaklastirilmas: saglanmaktadir. Sonugta uygun

isleme metotlar1 uygulanarak yiiksek kalitede kitin elde edilebilmektedir (Pinelli vd., 1998)

Kabuklu atiklardan kitinin izolasyonu ii¢ basamaktan olusmaktadir (Sekil 3.4) (Shahidi vd.,
1999):

1. Protein ayrimi: Uygun bir alkali ile deproteinizasyon
2. Kalsiyum karbonat (ve kalsiyum fosfat) ayrimi: Uygun bir asit ile deminerilazsyon

3. Renk ayrimi: Sodyum hipoklorit ile deklorasyon
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Kabuk artiklar

v

Deproteinizasyon

Demineralizasyon

Deklorasyon

v

Kitin

Deasetilasyon

v
Kitosan

—

Tamamen hidroliz Kismen hidroliz

v v v v

N-asetilglukozamin Glukozamin Kitosan oligomerleri  Kitin oligomerleri

. i

Endiistri ve Gida
Uygulamalar1

Sekil 3.4 Kabuk artiklarindan kitin, kitosan ve monomer ve oligomerlerinin elde edilmesi
(Shahidi vd., 1999)
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3.4 Kitinin Enzimatik Biyosentezi
Kitin sentezi substrat olarak UDP-N-asetilglukozamin monomerlerini kullanan kitin sentaz
enzimi [E.C. 2.4.1.16] tarafindan katalizlenmektedir. Bu enzim sadece Mg, Mn™* ve Ca™

gibi iki degerlikli katyonlarin varlifinda aktive olur (Merzendorfer ve Zimoch, 2003).

Candy ve Kilby tarafindan 1962’de onerilen glukozdan kitin olusumunun biyosentez yolu,
devam eden radyoaktif isaretli Onciill madde c¢alismalariyla desteklenmektedir. Bununla
birlikte bdceklerde kitin  biyosentezinin  genetik ve  biyokimyasal ¢aligsmalari

tamamlanmamakla birlikte genel olarak aydinlatilmistir (Merzendorfer ve Zimoch, 2003).

Kitin biyosentezi heksozamin yolu {lizerinden meydana gelmektedir. Heksozamin yolunda
fruktoz-6-fosfat UDP-N-asetilglukozamine doniistiiriilir. UDP-N-asetilglukozamin de kitin
sentaz enzimi ile kitin olusturmak tiizere polimerlestirilir. Glukozamin-6-fosfat N-
asetiltransferaz (GNA) [EC: 2.3.1.4] heksozamin yolunda gorevli enzimlerden biridir ve
glukozamin-6-fosfatin birinci amin grubuna Asetil-CoA’dan aldig1 asetil gruplarinin

transferini gerceklestirir (Candy ve Kilby, 1962; Kramer ve Koga, 1986).

Kitin biyosentezi ve bu biyosentezde gorev yapan enzimler Sekil 3.5’de 6zetlenmistir.
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B-D-glukoz
Hekzokinaz
v
Glukoz-6-fosfat
Fosfoglukoz
1zomeraz
v
) Fruktoz-6-fosfat
Glutamin sentetaz
Glutamat / > Glutamm\ Glutamin frukroz-6-fosfat
NH; Glutamat </ amino transferaz
v
Glukozamin-6-fosfat
Asetil-CoA
Glukozamin-6-fosfat
CoA N-asetiltransferaz

N-asetilglukozamin-6-fosfat

Fosfoasetil glukozamin

mutaz
N-asetilglukozamin-1-fosfat
utP N UTP N-asetilglukozamin
PPi / pirofosforilaz

\4
Uridindifosfat N-asetilglukozamin

Kitin sentaz

Kitin

Sekil 3.5 Kitinin enzimatik biyosentezi (Candy ve Kilby,1962; Kramer ve Koga,1986)
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3.5 Kitin ve Tiirevlerinin Kullanim Alanlar1

Kitin ve tiirevleri (kitosan, kitin ve kitosan oligosakkaritleri) sahip olduklar1 6zellikler
sayesinde tip da dahil pek ¢ok kullanim alan1 bulmustur. Kitin ve kitosanin ticari agidan ilgi
gérmesinin baglica sebebi yiiksek oranda (ortalama % 6,98) azot icermeleridir. Bu oran kitini
yararli bir selatlama (metal tutma) ajan1 yapmaktadir. Son yillarda kitosan, potansiyel bir

polisakkarit kaynagi olarak ilgi gormektedir (Kumar,2000; Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003).

Son 30 yilda kitin ve kitin tlirevlerinin tipta kullanimlarina ilgi yogunlagsmistir (Kumar, 2000;
Khor ve Lim, 2003; Synowiecki ve Al-Khateeb, 2003). Yapilan arastirmalar kitin ve kitosanin
toksik ve alerjik olmadigini gostermistir. Bu nedenle viicudun bu bilesikleri yabanci bir
istilac1 olarak goriip kabul etmemesi miimkiin degildir. Kitinin biyolojik bozunmasi ve

antifungal 6zellikleri ¢cevresel ve tarimsal olarak kullanimlar1 i¢in avantajdir (Kumar, 2000).

Kitin kullanimin1 sinirlayan en biiylik etken zayif ¢oziiniirligiidiir. Bu kisitlamaya ragmen,

kitin ve tiirevleri pek ¢ok uygulama alani bulmustur.

3.5.1 Tipta Kullanim Alanlar

3.5.1.1 Antitiimor Ajan Olarak Kullanimlan
Suda ¢oziinebilen kitosan antitimdr ajant olarak kullanilmaktadir. Kismen depolimerize
edilmis kitosanlarin kemirgen peritonal makrofajlar1 uyardigi, tiimor hiicrelerini 6ldirdiigii ve

antitimor aktiviteye sahip olduklar1 bulunmustur (Muzzarelli,1996).

3.5.1.2 Ortopedik/Periodantal Uygulamalar

Son yillarda, polimer matris-kalsiyum temelli bilesik sistemlerinin, sert doku yerine
kullanilabilirlikleri {izerine arastirmalar yapilmaktadir. Bu tip bilesik sistemlerinin avantaji,
kalsiyum bilesiklerinin dagilimini engelleyen polimer matrisin baglayic1 6zelliginden ileri
gelmektedir. Ornegin; polimerin hidroksiapatit ile kombinasyonunun hidroksiapatitin osteo-
iletken (kemik-iletken) davranisini maksimuma c¢ikardigi ve bdylece matris emildikce
implantta kemiksi gelisim sagladig1 gosterilmistir. Kemik ve periodantal dolgu malzemesi
olarak kullanim potansiyeli olan hidroksiapatit-kitosan mikrosferler (i¢i bos kiiresel tanecik)
hazirlanmistir (Sunny vd., 2002). Wan ve arkadaslari, kitin ve kalsiyum tiirleri arasindaki
iliskiyi incelemislerdir. Hidroksiapatiti kitinde disperse ederek yeni bir hidroksiapatit-kitin

kompozit materyal elde etmislerdir (Khor ve Lim, 2003).
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3.5.1.3 Kitin ve Kitosan Bazhh Sargi Malzemeleri

Muzzarelli yeni bir kitosan tiirevi bulmustur; 5-metilpirolidinon kitosan. Bu kitosan tiirevinin
tip alaninda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Yaraya uygulandiginda lizozim etkisiyle
iiretilen oligomer yapiya doniismektedir (Muzzarelli vd., 2002). Kitinle ilgili ilk caligmalarin
ardindan Beschitin® (Unitika) adli kitin bazli bir yara sargi bezi Japonya’da piyasaya

stiriilmiistiir. Bu alanda daha bir ¢ok ¢aligma devam etmektedir (Kumar, 2000).

3.5.1.4 Oftalmoloji (Gozbilim)

Ideal bir kontak lens yapmak icin gerekli tiim 6zellikler kitosan da mevcuttur; optik berraklik,
mekanik dayaniklilik, yeterli optik diizeltme, gaz (6zellikle oksijen) gecirgenligi, 1slanabilirlik
ve bagisiklik sistemine uyumluluk (Kumar, 2000).

3.5.1.5 Kontrollii fla¢ Sahmim

Kitosan biyolojik olarak kolayca emilebilir, diisiik pH’ta jel yapma 06zelligine sahiptir ve
toksik degildir. Midede tahrisi engelleyen anti-lilser aktiviteye sahiptir. Ayrica kitosan
bilesikleri asit ortamda batmadan siser. Tiim bu 6zellikleri ile kitosan ila¢ saliniminda idealdir

(Kumar, 2000).

3.5.1.6 Antimikrobiyal Ajan Olarak Kullanim

Kitosan en oOnemli Ozelliklerinden biri de belli molekiil agirliklarinda sahip oldugu
antimikrobiyal aktivitedir ve bu konuda pek c¢ok c¢alisma yapilmistir. Kitosandaki
protonlanmis amin gruplart mikroorganizmalarin negatif yiikli iyonlarmi tutarak
mikroorganizma gelisimini inhibe etmektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda ya diisiik
molekiil agirlikli kitosan tekstil liflerine uygulanmaktadir ya da kitosan ile seliilloz molekiilleri
birlikte egrilerek antimikrobiyal 6zellige sahip lif veya film elde edilmektedir (Chung vd.,
1998); Lee vd., 1999). Toksik olmamasi ve mikroorganizmalara karsi etkinligi g6z Oniine
alindiginda kitosanin, pek c¢ok antibiyotik maddenin kullanildig1 hastanelerde, en giivenli ve
en etkin antimikrobiyal ajanlardan biri olmasi beklenmektedir. Hastane calisanlarina bulasan
hastaliklarin gegis yollarindan biri de hastanede kullanilan malzemelerdir. Calisanlar1 kan
yoluyla bulasan hastaliklardan korumanin yolu da kullandiklar1 malzemelere kan itici
ozelliklerin de katilmasidir. Lee ve Cho yaptiklar1 ¢aligmada kitosan ile muamele edilen
pamuklu kumaslarda koloni sayisinda %90’a varan azalma tespit etmiglerdir ve kumasa kan

itici 6zellik kazandirmiglardir (Lee vd., 1999).
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3.5.2 Gida Endiistrisi Uygulamalari

Kitin, kitosan ve tiirevleri gida endiistrisinde de genis bir uygulama alanina sahiptir. Bakteri
ve kiif gelisimini 6nleyici antimikrobiyal madde olma 6zellikleriyle tarimsal hammaddelerde
kiif kontaminasyonunun oOl¢iimiinde kullanilmaktadirlar. Gida endiistrisinde; gida ve ¢evre
arasinda nem transferinin kontroliinde, antioksidanlarin, tatlandiricilarin gelistirilmesinde,
meyvelerde enzimatik kararmanin kontrol edilmesinde kullanilir. Katki maddesi olarak;
iceceklerin ve meyvelerin asitlendirilmesinde, dogal tatlandiricilarin  arttirilmasinda
kullanilirlar. Ayrica yliksek kolestrolil azaltict etkilerinin oldugu bilinmektedir. Kabuklu ve
balik beslenmesinde katki maddesi olarak, tek hiicre proteini iiretiminde, gastrit onleyici

madde olarak da kullanilmaktadirlar (Shahidi vd., 1999).

3.5.3 Cevre ve Kirlilik Kontrolii Uygulamalari

Kitin ve tiirevleri 6zellikle kitosan atik sularin temizlenmesinde agir metal selatlama ajani
olarak genis capta kullanilmaktadir (Cohen ve Chet, 1998; Kumar, 2000). Ayrica atik
sulardan pestisitlerin ve fenollerin geri kazanilmasinda, renklendiricilerin uzaklastirilmasinda

kullanilmaktadirlar (Shahidi vd., 1999).

Kitin ve tiirevlerinin diger uygulama alanlar1 ise kozmetik endiistrisi, kagit enddistrisi,
fotografcilik ve veterinerliktir (Spindler vd., 1990; Georgopapadakou ve Tkacz, 1995; Hirano,
1996; Cohen ve Chet, 1998; Kumar, 2000).
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4. KIiTiN YIKIMINDAN SORUMLU ENZIMLER

I[UBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) Enzim Nomenklatiir
Komitesi tarafindan 1992°de son olarak diizenlenen siiflandirmaya gore iki kitinolitik enzim
kabul edilmistir. Bunlar; kitinaz [E.C. 3.2.1.14] ve B-N-Asetilheksozaminidazlarin iginde yer
alan N-Asetilglukozaminidaz [E.C. 3.2.1.30]’dwr. Bir bagka kategoride kitobiyohidrolazlar

bulunmakla beraber heniiz siniflandirma numarasina sahip degillerdir (Patil vd., 2000).

Ekzo-hidrolitik enzimler esas olarak polimerlere etki ederler ve afiniteleri substrat
uzunlugunun azalmasi ile azalir. Diger yandan glikozidazlar dimerler iizerine daha fazla
afiniteye sahiptir ve K., degeri zincir uzunlugunun artis1 ile artar. Bu enzimlerin ¢ogu
polimerik substratlar lizerine etki etmede zayiftirlar. Bu bilgiler 1s1ginda yeni diizenleme ile
N-asetilglukozaminidazlar N-asetilheksozaminidazlarin [E.C. 3.2.1.52] sinifina sokulmustur

(Rast, 1993).

Glikozil hidrolazlarin amino asit dizilimlerine bagli olarak, Henrissat, kitinazlar1 ve
N-asetilheksozaminidazlar1 18, 19 ve 20 olmak iizere ii¢ ailede gruplamistir. Glikozil
hidrolazlarin 18. ve 19. ailesine ait olan kitinazlar virus, bakteri, mantar, bocek ve bitki gibi

farkli kaynaklardan elde edilir (Henrissat, 1991).

Kitinin tam olarak enzimatik hidrolizi sonucu bagimsiz N-asetilglukozamin (GIcNAc)
birimleri olusur. Bu hidroliz kitinolitik bir sistem tarafindan gerceklestirilir. Bu sistemdeki
enzimlerin etkilerinin sinerjik ve ardisik oldugu bilinmektedir (Deshpande, 1986; Shaikh ve

Deshpande, 1993).

Kitinolitik enzimler biyoteknolojik uygulamalar i¢in biiyiik bir éneme sahiptirler. Ozellikle,
kitinazlar bitki patojenlerini kontrol amacl olarak tarimda kullanilirlar. Kitinazlar ve kitinin
enzimatik hidrolizi ile olusan kitooligomerler ayn1 zamanda insana sagliginin korunmasinda

kullanilabilirler (Patil vd., 2000).

4.1 Kitinazlar

Kitinazlar [E.C.3.2.1.14] kitin homopolimeri iizerinde hidrolitik aktivite gosteren enzimlerdir.
Sistemik adi poli [1,4-(N-asetil-B-D-glukozamin)] glukanohidrolaz olan kitinaz, kitin ve
kitodekstrinlerdeki B-(1,4) baglar1 ile baglanmis N-asetil-B-D-glukozamin polimerlerinin
rastgele hidrolizini katalizler (Zechmeister ve Toth, 1939; Tracey, 1955; Fischer ve Stein,
1960). En yaygm kullanilan isimlendirme kitinaz olmakla birlikte; 1,4-B-poli-N-

asetilglukozaminidaz, poli-f-glukozaminidaz, kitodekstrinaz olarak da isimlendirilirler [6].
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4.2 Kitinazlarin Rolii

Farkli organizmalar biiyiik ¢esitlilikte hidrolitik enzimleri {iretirler. Bu enzimler farkli substrat
spesifiklikleri gosterir ve diger Ozellikleri ile ¢esitli fonksiyonlar iistlenirler. Bakterilerde
kitinazlar, beslenme ve mantar, protozoa ve omurgasizlara karsi parazitlikte rol oynarlar. Ayni
zamanda morfogenezin de kapsamindadirlar. Kitinazlar, bitki ve omurgalilarin savunma
mekanizmalarinda da gorevlidirler. Bocek zararlilarinin biyolojik kontroliinde kullanilan

baculoviruslar patojenik etki i¢in kitinaz tiretirler (Gooday, 1995).

Insan serumunda da kitinaz aktivitesi tanimlanmistir. Bunun muhtemelen mantar kaynakli

patojenlere kars1 savunmada rolii oldugu diistintilmektedir (Escott vd., 1996; Aerts vd., 1996).

Kitotriosidaz enzimi, Gaucher hastaliinin markir1 olarak kullanilir. Bu hastalikta bir

bozukluk olarak kitotriosidaz lizozomlarda depolanir (Aerts vd., 1996).

4.3 Kitinazlarin Siniflandirilmasi
Seliiloz ve kitin yapisal benzerlikler paylastiklar halde, kendi hidrolitik enzimleri olan seliilaz
ve kitinazin farklt Ozellikleri vardir. ITUBMB’nin Nomenklatiir Komitesi tarafindan

siiflandirma ve terminolojileri yapilmustir.

1978’de Nomenklatiir Komitesi spesifik kitobiyoz hidroliz enzimi olan kitobiyazi
[E.C. 3.2.1.29] smifindan ¢ikardr ve B-N-asetilglukozaminidazlarin [E.C. 3.2.1.30] igine dahil
etti. Sigir beyni ve bitkilerden elde edilen yeni bir grup enzimin, glukozidleri,
galaktozidleri ve birkac yiiksek oligosakkaridi indirgenmemis u¢ kisimlarindan hidroliz
edebildigi bulundu. Bu enzimler [-N-asetilheksozaminidaz (B-N-asetil-D-heksozamin
N-asetilheksozaminohidrolaz, [E.C. 3.2.1.52]) olarak isimlendirilerek siniflandirildi. 1992°de
Enzim Nomenklatiir Komitesi N-asetilglukozaminidazlar1 [E.C. 3.2.1.30] seliilolitik

enzimlerden ayirdi ve N-asetilheksozaminidazlarla [E.C. 3.2.1.52] birlestirdi (Patil vd., 2000).

Ekzo-hidrolitik enzimler esasen polimerlere etki ederler ve afiniteleri substratin zincir
uzunlugunun azalmasi ile azalir. Diger yandan glikosidazlar dimerler iizerine daha fazla
afiniteye sahiptir ve Ky, degeri zincir uzunlugunun artis1 ile artar bu nedenle bu enzimlerin
cogu polimerik substratlar iizerine etki etmede zayiftirlar. Bu bilgilerin 1s1ginda yeni bir
diizenleme ile N-asetilglukozaminidazlar N-asetilheksozaminidaz sinifina sokulmustur

(Rast, 1993).
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4.3.1 Aminoasit Dizilimlerine Dayanarak Kitinazlarin Simiflandirilmasi

IUBMB siniflandirmasi bu enzimlerin evrensel akrabaliklarini anlamak i¢in yardimci degildir.
Glikozil hidrolazlarin aminoasit dizilimlerine bagli olarak Henrissat, kitinazlar1 ve
N-asetilheksozaminidazlar1 18, 19 ve 20 olmak {iizere ii¢ ailede grupladi (Henrissat, 1991).
18 ve 19. aileler virus, bakteri, mantar, bocek ve bitki gibi farkli kaynaklardan elde edilen
endo-kitinazdan olusmaktadir. 19. aile esasen bitki kitinazlarindan olugmaktadir. Vibrio
harveyi’den elde edilen N-asetilglukozaminidazlar [E.C. 3.2.1.30] ve Dictyostelium
discoideum ile insanlardan elde edilen N-asetilheksozaminidazlar [E.C. 3.2.1.52] 20. aile
icinde gruplandirilmistir. 1993°te Henrissat ve Bairoch dizi ekleme calismalar1 yaptilar ve
Flavobacterium tiirlerinden elde edilen endo-N-asetilglukozaminidazlar1 [E.C. 3.2.1.96]
18. aile icine aldilar. Endo-N-asetilglukozaminidazlarin mannozil glukoproteinlerdeki

B-1,4-N-GIcNAc baglar1 lizerinde etkili oldugu rapor edilmistir (Henrissat ve Bairoch, 1993).

Kitinaz genlerinin diziliminin tanimlanmasinin yardimiyla, Perrakis ve arkadaslari, kitinazlar
iki ayr1 siif i¢inde grupladi; Smif I ve Sinif II. Henrissat’in glikozil hidrolazlar1 19. ve 18.
aile olarak siniflandirmasina benzer olarak Sinif I, 19. aileye ve Stmif Il ise, 18. aileye karsilik

gelmektedir (Henrissat, 1991; Perrakis vd., 1993).

Bitkiler, patojenlere karsi savunma cevabi olarak, biiyiik miktarda kitinaz izoenzimleri
iretirler. Bu izoenzimler dokulara Ozgiidiir ve dokularin gelisimlerine bagli olarak

diizenlenirler. Dizi 6zelliklerine gore alt1 sinif iginde siniflandirilirlar (Iseli vd., 1996).
Kitinazlarin siniflandirilmasinda tanimlayici karakteristik 6zellikler:

* N-terminal dizisi

* Enzimin lokalizasyonu

= [zoelektrik pH’s1

* Sinyal peptid

» [ndiikleyici molekiildiir (Flach vd., 1992).

Bu o6zelliklere gore kitinaz izoenzimleri dizi &zelliklerine gore 6 sinifa ayrilirlar. Ornegin,
Smif I’e ait kitinazlarin karakteristik 6zellikleri; sisteinden zengin N teminal bolgeleri, 16sin
ya da valinden zengin sinyal peptidleri ve vakuol i¢indeki lokalizasyonlaridir. Ayrica, bazik
ve asidik dogasina gore sirasiyla Sinif Ia ve Siuf Ib olarak alt gruplara ayrilir. Bitki kitinazlar

Sinif I’i olusturur. Simif II enzimleri ise bitki, mantar ve bakteri kaynaklidir. Smif II
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kitinazlart Stmif I kitinazlar1 ile benzer dizi sirasina sahiptir fakat sisteince zengin N-terminal
domainleri bulunmamakla birlikte patojen kaynaklidirlar. Smif I kitinazlarinin ¢ogu endo-
kitinazdir, Smif II kitinazlar1 ise ekzo-etkin kitinazlardir. Fakat bu hipotez i¢in kesin kanitlar
heniiz bulunmamaktadir. Sinif III kitinazlari, Sinif I ve Smif II kitinazlar ile dizi benzerligi
gostermezler (Collinge vd., 1993). Bununla birlikte Siif IV kitinazlari, Sinif I kitinazlarinin
sahip oldugu immunolojik 6zelliklere benzer karakteristik 6zelliklere sahiptirler fakat 6nemli
derecede Sinif I kitinazlarindan daha kisa bir primer yapiya sahiptirler (Collinge vd., 1993).
Sinif V ve Smif VI ise basit 6rnekleri kapsamaktadir. Sinif V i¢inde yer alan 1sirganotu lectin
oncili, ard arda siralanmus, iki kitin baglayan domaini igerir (Iseli vd., 1996). Aminoasit dizi
verilerine bagh olarak, kitin baglayan sisteince zengin domainin, yiiksek bitkilerin evrimi
sirasinda kayboldugu oOnerilmektedir. Isirganotu lektini, azalmis selektif basin¢ nedeniyle
katalitik domaininin fonksiyonu kaybolmus bu nedenle daha hizli evrimlesmistir (Iseli vd.,

1996).

Tiim bu ii¢ siniflandirma sistemine gore, kitinazlarin IUB smiflandirmas: i¢in kullanilan
kriterler dnemlidir. Ciinkii sonugta enzim tarafindan katalizlenen reaksiyon, enzimin roliiniin

anlasilmasi ve biyoteknolojik uygulamalar1 i¢in anahtar bir bilgi olusturur (Patil vd., 2000).

4.4 Kitinin Enzimatik Hidrolizi

Kitin ve seliilloz gibi polisakkaritlerin enzimatik hidrolizi gesitli enzimlerin birlikteligini
gerektiren kompleks bir islemdir. Genel olarak bu enzimler polsiakkarit zincirini rastgele bir
yerinden hidrolizleyen endo-enzimler ve zincirin ucunda ya da ucuna yakin olan bir bdlgede
etkin olan ekzo-enzimler olarak iki grupta incelenebilir. Enzimatik reaksiyonun yonii tipik
olarak indirgenmis u¢ gruplarinin konsantrasyonunu oOlcen cesitli kolorimetrik tayinlerden

faydalanilarak izlenir (Horn ve Eijsink, 2004).

Bir¢ok bitki, bocek ve mikroorganizma kitinin yikimindan sorumlu olan kitinolitik enzim
sistemine sahiptir (Patil vd., 2000). Kitinin bilinen enzimatik yikim1 Sekil 3.1’de 6zetlenmistir
(Tanaka wvd., 2003). Kitin ilk asamada endo ve ekzo-kitinazlarin kombinasyonu ile
glukozamin dimerlerine (GlcNAc;) parcalanir (reaksiyon 1 ve 2). Daha sonra
B-N-Asetilglukozaminidaz (GlcNAcase; reaksiyon 3) GIcNAc dimerlerini hidrolizler veya
kitooligosakkaridlerden GIcNAc’lerin salmimimi  gergeklestirir  (Gooday, 1994). Bazi
organizmalar GIcNAc, initelerini  GIcNAc, fosforilaz enzimi ile GIcNAc ve
GlcNAc-1-fosfata parcalar (reaksiyon 4), (Park vd., 2000) veya bir GIcNAc, fosfotransferaz
sistemi ile dimeri GIlcNAc-6-fosfat—-GlcNAc yapisina doniistliriir (reaksiyon 5). Bu yapi
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6-fosfo-B-glukozaminidaz ile GIcNAc ve GIcNAc-6-fosfata parcalanir (reaksiyon 6),
(Keyhani ve Roseman, 1997; Keyhani vd., 2000). Kitinin yikimi i¢in bir diger yol ise kitinin
kitin deasetilaz ile deasetilasyonudur (reaksiyon 7). Deasetillenmis kitin yani kitosan bir
endo-etkin enzim olan kitosanaz (reaksiyon 8) ve ekzo-B-D-glukozaminidazin (GlcNase;

reaksiyon 9) isbirligi ile glukozamine (GIcN) kadar yikilir (Gooday, 1994).

Kitin ! > Kitosan

1 8

GlcNAc, GlcN,

2
5
GIcNAc-6P-GIeNAc | GlcNAc, 9
6 3 4
v v vy v
GlcNAc-6P GlcNAc GlcNAc-1P GlcN

Sekil 4.1 Kitinin enzimatik hidrolizi (Tanaka vd., 2003)
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4.5 Kitinazlarin Uygulama Alanlari

Kitinazlar farkli preparasyonlar1 ile bir¢ok endiistri ve tarim alanindaki uygulamalarda
kullanilirlar (Shaikh ve Deshpande, 1993; Patil vd., 2000). Bu uygulama alanlarinin basinda
bitkilerdeki patojenik mantarlara karsi biyokontrol, kitin oligosakkaritlerinin iiretimi ve tek

hiicre proteini iiretimi gelmektedir (Patil vd., 2000).

4.5.1 Biyokontrolde Kullanimlar

Boceklerin dis kabuklar1 ve patojenik kiif mantarlarinin hiicre duvarlar kitin igerdiginden
bitkiler savunma cevabi olarak kitinaz indiiksiyonunu gergeklestirirler (Kombrink ve
Somssich, 1995). En ¢ok calisilan mikoparazitik mantar olan T. harzianum kitinolitik
enzimlerinin diger kaynaklardan elde edilen enzimlerinkinden daha genis bir patojenik mantar
araligina inhibitdr etkisinin oldugu bulunmustur (Lorito ve., 1993). Kitinaz {ireten
mikroorganizmalarin biyokontrolde kullanilmalar1 ya direkt olarak bitki ile bulastirilmalarini
ya da kitinaz enzimini kodlayan genlerinin bitkilere transgen olarak sokulmalarini

kapsamaktadir (Chet, 1993; Harman ve Kubicek, 1998; Lorito vd., 1998; Harman, 2000).

4.5.2 Kitooligosakkaritlerin Uretimi

Kitooligosakkaritler bitki savunmasinda ortaya ¢ikan maddelerdir ve tipta 6nemli bir kullanim
alanlart vardir. Ornegin; kitoheksoz ve kitoheptoz anti-tiimor etkisi gosterir. Vibrio
alginolyticus’tan elde edilen kitinaz kolloidal kitinden kitopentoz ve kitotrioz meydana getirir
(Murao vd., 1992). GlcNAc kendi basina anti-inflamatuar bir maddedir. Insan viicudunda
glukozdan sentez edilir ve glikoprotein ve glikozaminoglikanlara bagli olarak bulunur.
Sentetik olarak eldesi icin ise yiiksek miktarlarda ekzo-kitinaz ve N-asetilglukozaminidazlara

ihtiyag vardir (Aloise vd., 1996).

4.5.3 Diger Uygulamalar
Tek hiicre proteini {iretimi ve biyoteknolojide kullanilan bir ¢ok kitin tlirevinin

hazirlanmasinda kitinazlar kullanilmaktadir (Revahmoiseev ve Carroad, 1981; Kumar, 2000).
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5. MATERYAL VE METODLAR

5.1 Deneysel Calismada Kullamilan Materyaller

5.1.1 Kullanilan Aletler
e Sterilizasyon islemi igin:

Fissler marka 10 L hacimli didukli tencere

e Enzim iiretimini saglamak i¢in yapilan ¢aligmada fermentasyon sartlarini saglamak i¢in:

Niive marka calkalamali su banyosu

e Enzim aktivitesinin tayini i¢in:

Philips PU 8740 UV/VIS Spektrofotometre

e (COktiirme iglemleri igin:

Niive NF 615 santrifiij

e Inkiibasyon amacli kullanilan:

Memmert etiiv
e CyberScan 500 pHmetre

e Gec Avery-UK hassas terazi
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5.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 5.1°de verilmistir.

Cizelge 5.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Madde ad1 Firma adx
Amonyum siilfat LaChema
N-Asetilglukozamin Sigma
Aseton Merck
Coomassie Blue G-250 Merck
Cinko siilfat hepta hidrat Merck
Demir siilfat hepta hidrat Merck
3,5-Dinitrosalisilik asit Sigma
Etanol JT Baker
Fenol JT Baker
o-Fosforik asit (%85°lik) Merck
Kalsiyum kloriir Sigma
Kitin Sigma

Magnezyum siilfat hepta hidrat| Riedel-de-Haen

Patates dekstroz agar Sigma

Potasyum dihidrojen fosfat Merck

Sakkaroz Sigma
Sigir serum alblimin Sigma
Sitrik asit Merck
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum potasyum tartarat Sigma
Sodyum sitrat Sigma
Ure JT Baker

Trikloroasetik asit Sigma
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5.2 Deneysel Calismada Kullamilan Metodlar

5.2.1 Protein Miktarmin Belirlenmesi

Protein miktar tayini standart olarak sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak Bradford

Yontemi’ne gore yapildi.

Renk Reaktifinin Hazirlanmasi:

100 mg Coomassie brilliant blue G-250, 50 mL %96 (v/v) etanolde c¢doziildiikten sonra
100 mL %85 (v/v) o-fosforik asit eklendi. Distile su ile 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan bu

renk reaktifi koyu renkli cam bir sisede saklanmalidir.

5.2.1.1 Total Protein Standart Egrisinin Cizilmesi
1 mg/mL konsantrasyon olacak sekilde BSA distile suda ¢oziildii. Bu ¢6zeltiden 2-20 pg/mL

konsantrasyon araliginda seyreltilmis protein standartlar1 hazirlandi.

Eppendorf tiipleri i¢ine hazirlanan seyreltilmis protein standartlarindan 800 pL. ve renk
reaktifinden 200 pL pipetlendi. Kor ¢ozelti tiiptine ise 800 pL distile su 200 pL renk reaktifi
pipetlendi. Tiipler birka¢ kez yavas¢a karistirildi. 5 dakika ile 1 saat araliginda kor ¢ozeltiye

gore 595 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

Total protein standart egrisini ¢izmek igin standartlarin 595 nm’deki absorbans degerleri en
kiiciik kareler yontemine gore hesaplandi. Hesaplanan absorbans degerleri ile protein

konsantrasyonlar1 arasinda standart egri ¢izildi (Sekil 5.1).

Cizilen standart egrinin regresyon denklemi asagida verilmistir.

y =0,2218x + 0,0077 (5.1)

Standart egriden orneklerin bilinmeyen konsantrasyonlar1 okunarak % mg protein miktarlari

bulundu.
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5.2.2 Dinitrosalisilik Asit Metodu ile indirgen Seker Tayini

Dinitrosalisilik asit (DNS) belirteci indirgen sekerin belirlenmesi i¢in Summer ve arkadaslari
tarafindan gelistirilmistir. Bu belirteg 3,5 dinitrosalisilik asit, sodyum-potasyum tartarat
(Rochelle Tuzu), fenol ve sodyum hidroksitten olusur. Sodyum-potasyum tartarat ¢oziinmiis
oksijenden korumak i¢in, fenol renk miktarini arttirmak icin kullanilir. Sodyum hidroksit ise

DNS iizerine sekerin indirgeme hareketi i¢in gereklidir (Miller, 1958).

5.2.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sitrat Tamponu:

0.1 M sitrik asit ¢ozeltisi ve 0.1 M sodyum sitrat ¢dzeltisi hazirlandi. 20.5 mL sitrik asit ve
29.5 mL sodyum sitrat ¢ozeltileri karistirildi. Distile su ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu sekilde

hazirlanan tamponun pH’s1 5’tir.

DNS Cozeltisi:

10 g 3,5-dinitrosalisilik asit; 10 g sodyum hidroksit; 2 g sodyum potasyum tartarat 1 litre

distile suda ¢ozildii. Cozelti koyu renkli bir sisede saklanmalidir.

Sonlandirma Cozeltisi:

2,5 M NaOH hazirlanda.

5.2.2.2 N-Asetilglukozamin Standart Egrisinin Cizilmesi

Sitrat tamponu i¢inde %1’lik N-asetilglukozamin (GIcNAc) ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
cozeltiden 0.004-0.5 mg/mL konsantrasyonlarinda seyreltik N-asetilglukozamin standartlar
hazirlandi. Ornek olarak bu seyreltik ¢ozeltilerin kullanilmas: ile her 24 saatte bir DNS
metodu ile 540 nm’de aktivite 6lgiimii yapildi. Elde edilen veriler en kii¢iik kareler yontemine
gore diizenlendi. Absorbans ve N-asetilglukozamin konsantrasyonlar1 arasinda standart egri

cizildi (Sekil 5.2).

Cizilen standart egrinin regresyon denklemi asagida verilmistir.

y = 1,2885x + 0,0014 (5.2)
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DNS yontemi ile indirgen seker tayini icin yapilan deneme asagida anlatilmistir.

1.

8.

Bos deneme ve oOrnek tiiplerine substrat olarak 1000 uL %1 kolloidal kitin (Sekil
6.1°de anlatildig1 gibi hazirlanan) ve 500 puL ornek eklendi. Kor ¢ozelti ise tiipiine
1500 pL sitrat tamponu (pH 5) eklendi.

Bos deneme tiiplerine 1000 puL 2,5 M NaOH eklendi.
Tiipler, 50 °C’deki su banyosunda 30 dakika bekletildi.

Su banyosundan ¢ikarilan tiiplerin oda sicaklifina gelmesi beklendi. Daha sonra kor

ve Ornek tiiplerine 1000 uL. 2,5 M NaOH eklendi.
Biitiin tiiplere 3 mL DNS belirteci eklendi.

Tipler 5 dakika kaynar su banyosunda bekletildi.

Oda sicakligina gelen tiiplere 15 mL distile su eklendi.

540 nm’de kor ¢ozeltiye gore bos deneme ve 6rnek absorbanslar: okundu.

Orneklerdeki indirgen seker miktarini bulmak icin 6rnek ve bos deneme ¢ozeltilerinin

absorbans farklarina karsilik gelen deger N-asetilglukozamin standart egrisinden okundu. Bu

sekilde o6rneklerdeki N-asetilglukozamin miktari mg/mL olarak bulundu.

5.2.2.3 Total Unitenin Hesaplanmasi

Sekil 5.2°deki N-asetilglukozamin standart egrisi kullanilarak bulunan indirgen seker miktari

asagidaki denklemde yerine yazilarak total {inite (U/mL) hesaplanir.

Total Unite (U/mL) = [(mg indirgen seker / mL x 1000) / (t x Mg)] (5.3)

mg indirgen seker/mL : Orneklerin ve bos denemelerin absorbanslari arasindaki farka karsilik

Mg

gelen indirgen seker miktari
: Inkiibasyon zamani (30 dakika)
: Serbest kalan indirgen sekerin (N-asetilglukozamin) molekiil agirligi

(221 g/mol)
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5.2.2.4 Spesifik Aktivitenin Hesaplanmasi
Total tinitenin mL’deki protein miktarina boliinmesi ile spesifik aktivite hesaplanir. Spesifik

aktivitenin birimi ise U/mg’dr.
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5.2.3 Coktiirme Yontemleri

Coktiirme islemleri genelde proteinleri bulunduklar1 ¢ozeltiden ayirmak ve konsantre etmek
icin kullanilir. Protein ¢okeltisinin az miktarda uygun bir ¢oziicii i¢inde siispanse edilmesi ile
baslangictakine gore daha yiiksek konsantrasyonda bir protein ¢ozeltisi elde edilmis olur.

Kullanilan kimyasalin tipine ve islemin amacina gore iki farkli uygulama s6z konusudur:

1. Analitik amagh c¢oktiirme ig¢in trikloroasetik asit (TCA) veya organik c¢oziiciiler

(aseton, etanol, metanol) kullanilir.

2. Preparatif amagh ¢oktiirme i¢in tuzlar (6rnegin, amonyum siilfat), organik ¢oziiciiler
(aseton, etanol, metanol) veya polietilen glikol (PEG) gibi organik polimerler

kullanilir.

5.2.3.1 TCA ile Coktiirme
Kuvvetli bir asit olan TCA, proteindeki aminoasitlerin yan zincirlerindeki iyonik gruplarin
yiiklerini degistirerek i¢ elektrostatik dengeyi bozar ve proteinin denatlirasyonuna yol acar.

Denatiire olan proteinler, ¢oziiniirliikleri degiseceginden ¢okerler.

5.2.3.2 Organik Coziiciiler ile Coktiirme
Aseton, etanol, metanol gibi organik c¢oziiciiler proteinlerin ¢oziintirliigiinii azaltarak
cokmelerine yol agarlar. 10 °C’nin iizerinde hizla denatiirasyona yol acacaklarindan, islem

sogukta (0-4 °C) gergeklestirilmelidir.

5.2.3.3 Amonyum Siilfat Tuzu ile Coktiirme

Tuzla c¢oktiirme proteinlerin konsantre edilmesinde ve saflastirilmasinda genis ¢apta
kullanilan bir yontemdir. Ortama eklenecek noétral tuz, genellikle denatiirasyona yol agmadan,
proteinlerin agregasyonuna (bir araya gelmelerine) ve ¢ozeltiden ayrilarak ¢dkmelerine yol
acar. Proteinler farkli tuz konsantrasyonlarinda c¢oktiiriilerek birbirlerinden ve ¢ozeltideki
diger molekiillerden ayrilabilir. Coktiirme isleminde genellikle etkinligi ve ¢ozilintirligii
yiiksek, pH’y1 fazla etkilemeyen, ¢ozeltide fazla 1sinmaya yol agmayan, ucuz ve etkin bir tuz
olan amonyum siilfat [(NH4),SO4] kullanilir. Bu nedenle yontem amonyum siilfat ¢oktiirmesi

adiyla da bilinmektedir.

Bir¢ok protein %55 amonyum siilfat doygunlugunda ¢dker. %70 doygunluk genelde tiimiiniin
cokmesini saglar. Cozeltinin istenilen konsantrasyona (% doygunluga) ulagsmasi i¢in ortama

eklenmesi gereken tuz miktari standart amonyum siilfat % doygunluk tablosundan hesaplanir.
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Bu tablodaki degerler asagidaki formiilden hesaplanmustir.
505 (S2—-S))

X = (5.4)

1 —0.285S,
X =1 litre ¢ozeltiye eklenecek gram amonyum siilfat miktari
S| = Amonyum siilfatin baslangi¢ konsantrasyonu (%)

S; = Amonyum siilfatin son konsantrasyonu (%)

YOntem:

1. 20-50 mL protein ¢ozeltisi igeren beher, manyetik karistirici iizerindeki buz dolu bir kabin

igine yerlestirilir.

2. (Cozeltiye eklenecek amonyum siilfat miktari, standart amonyum siilfat doygunluk
tablosundan veya yukaridaki formiilden belirlenir ve siirekli karistirilarak yavas yavas

ortama katilir.

* Ticari amonyum siilfat islem 6ncesi soguk havanda iyice toz haline getirilir ve
ortama azar azar katilir. Bu sirada ¢ozeltinin rengi koyulagsmaya baslarsa, katim
islemi daha da yavaglatilir. Ayrica, amonyum siilfatin nem ¢ekmemis olmasi ¢ok

onemlidir. Aksi takdirde tartilan miktar hatali olacaktir.
3. Tuz ilavesi bittikten sonra, 10-60 dakika karistirmaya devam edilir.
4. 10.000 x g’de 10 dakika veya 3.000 x g’de 30 dakika santrifiijlenerek {ist sivi1 atilir.
5. Cokelti, kendi hacminin 1-2 kat1 tamponda ¢6zdirtiliir.

6. Ortamdaki amonyum siilfat diyaliz, ultrafiltrasyon veya iyon degistirici kolon

yontemlerinden biri ile uzaklagtirilir.
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6. DENEYSEL CALISMA

6.1 Deneysel Calismanin Optimum Kosullar

Deneysel caligmamizi daha once belirlenen optimum kosullar1 géz Oniine alarak yaptik.
Belirlenen optimum kosullar Trichoderma atroviride’nin 6.5’te ve 6.5.2’de anlatildig1 gibi yer
degistirme yontemi kullanilarak, 30 °C’de, 48 saat sonunda calkalamali inkiibasyonu sonucu
maksimum kitinaz enzimi aktivitesini gerceklestirdigidir. Enzim indiiksiyonu i¢in % 0,1’lik

kolloidal kitin ile saglanmigtir (Orhan, 2005).

6.2 Mikroorganizma Uretim Ortam (Kat1 Besiyeri)

Trichoderma atroviride ‘nin yetistirilecegi kat1 besiyeri igin 3,9 g patates-dekstroz agar
100 mL distile su ile sicak su banyosunda karigtirilarak ¢oziildii. Cozelti 20 dakika 121 °C
buharli basingta steril edildi. Sterilizasyon isleminden sonra uygun sicakliga kadar sogutulan
kat1 besiyeri ¢ozeltisinden yaklasik 16 mL 9 cm c¢apindaki steril petri kaplarina dokiilerek,

katilagmasi i¢in sogumaya birakildi.

6.3 Saf Kiiltiiriin Ekilmesi ve Saklama Kosullar

6.2°de anlatildig1 gibi hazirlanan kati besi yerlerine saf kiiltiirler spatiil yardimiyla ekildi.
Herhangi bir kontaminasyona sebebiyet vermemek icin ekim igleminin yapildigi ortam etanol
ile dezenfekte edildi ve bek alevi yaninda calisilarak sterilizasyon kosullar1 saglanmaya
calisildi. Ekim isleminden sonra petriler 30 °C de 7 giin inkiibasyona birakildi. 7 glin sonunda

tiim petri kabin1 dolduran mikroorganizma kiiltiirii inkiibatorden alindi.

Bu sekilde hazirlanan kiiltiirler buzdolabinda +4 °C’de 3 ay saklanabilir. Kiiltiiriin

devamliligini saglamak i¢in 3 ayda bir alt kiiltiirleme yapilmalidir.

6.4 Spor Cozeltisinin Hazirlanmasi
Kat1 besiyerinde yetistirilen Trichoderma atroviride kiiltiiriiniin izerine 5 mL steril distile su

eklendi. Misel {izerindeki sporlar spatiil yardimiyla kazinarak ¢ozeltiye alindi.

6.5 Cahsmada Kullanilan Sivi Kiiltiir Ortamlar (Sivi Besiyerleri)

Calismada Dana ve arkadaslart (2001) tarafindan Onerilen sivi kiiltiir ortami kullanild.
Litrede 10 g sakkaroz; 1.4 g (NH4)2SO4; 0.3 g iire; 2.0 g KH,POy4; 0.1 g CaCl,.6H,0; 0.3 g
MgS04.7H,0; 0.005 g FeSO4.7H,0; 0.002 g ZnSO47H,O magnetik karistiricida
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kanistirilarak ¢oziildii. Cozeltinin pH’s1 1 N HCI ile 5.0’a ayarland1 ve ¢dzelti 250 mL’lik
erlenlere 100 mL olarak paylastirildi. Siv1 kiiltiir ortamuni iceren erlenler 20 dakika 121 °C’de
buharli basingta steril edildi.

6.5.1 On Kiiltivasyon Ortam

Kontaminasyona sebebiyet vermemek i¢in sterilizasyon kosullar1 altinda, 6.5’te anlatildigi
gibi hazirlanan 100 mL siv1 besiyeri igeren erlenlere 6.4’de anlatildigi gibi hazirlanan T.
atroviride spor ¢ozeltisinden 0.5 mL eklendi. Sporlarin gelismesi igin erlenler ¢alkalamali su

banyosunda 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.

6.5.2 Enzim Uretim Ortam (Yerdegistirme Yéntemi)

6.5.1°de anlatildig1 gibi 6n kiiltivasyona birakilarak iiretilen T. atroviride miselleri siiziildii ve
steril distile su ile iki defa yikandi. Bu miseller %0.1 kolloidal kitin igceren (Sekil 6.1)
100 mL’lik taze hazirlanmis steril enzim iiretim ortamina transfer edildi. Calkalamali su
banyosunda 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Transfer islemi sterilizasyon kosullar

altinda gergeklestirildi.
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10 g kitin + 500 mL %85°lik o-fosforik asit

24 saat, +4 °C’de karistirilir.

Stispansiyon 5 L distile su i¢ine alinir.

12000 x g , 10 dak. santrifiij

Elde edilen ¢okelti distile su ile pH=5 olana kadar yikanir.

Siispansiyon 6 N NaOH ile notrallestirilir.

12000 x g, 10 dak. santrifiij

3 L distile su ile yikanir, santrifiijlenir.

Cokelti distile su ile siispanse edilir.

Siispansiyonun kitin i¢erigi 6rnegin kurutulmasi ile saptanir.

(Son konsantrasyon %1 olmalidir.)

Sekil 6.1 Kolloidal kitinin hazirlanmasi (Tanaka ve arkadaslar1,1999)
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6.6 Coktiirme Yontemleri

6.6.1 Ham Filtratin Hazirlanmasi

6.5.2’de anlatildigr gibi enzim {retim ortaminda yetistirilen Trichoderma atroviride
kiiltiirlerinin 48 saat sonunda inkiibasyonu durduruldu. Coktlirme igslemlerinin uygulanacag:
ham filtratin elde edilmesi i¢in, T. atroviride miselleri iki katli temiz bir tiilbentten siiziildii.
Siizlintli 5000 devir/dakika’da 30 dakika santrifiij edilerek ¢okelti ve tist siv1 ayrildi. Santrifiij

islemi sonunda ¢okelti atildi ve {ist stvi ham filtrat olarak adlandirildi.

Elde edilen ham filtratin aktivite ve protein tayini yapildi.Spesifik kitinaz aktivitesi

hesaplandi.

Aktivite kaybin1 en aza indirmek i¢in tiim islemler sogukta yapildi. Kullanilan tiim esya ve

cam malzemeler dnceden sogutuldu.

6.6.2 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Iki farkli amonyum siilfat ¢oktiirme ydntemi uygulandi.

Birinci yontemde; 5 farkli behere 5 mL ham filtrat alindi. %20, %40, %60, %80 ve %90
doygunluktaki cozeltiler icin gerekli olan amonyum siilfat miktarlar1 kii¢iik porsiyonlar
halinde katildi. Karigimlar manyetik karistiricida buz banyosu i¢inde 15 dakika karistirildiktan
sonra dengeye gelmesi i¢in bir gece buzdolabinda +4 °C’de bekletildi. Daha sonra 5000
devir/dakika’da 20 dakika santrifiij edildi. Cokelti 1 mL pH 5 sitrat tamponu i¢inde ¢oziildii.

Ust s1v1 ve ¢okeltilerde enzim aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi.

Ikinci ydntemde; ham filtrata, konsantrasyonu %20 oluncaya kadar amonyum siilfat kiigiik
porsiyonlar halinde katildi. Karistm manyetik karistiricida buz banyosu iginde 20 dakika
karigtirildiktan sonra bir gece buzdolabinda +4 °C’de bekletildi. Daha sonra 5000
devir/dakika’da 20 dakika sogukta santrifiij edildi. Ust siv1 ve ¢okelti ayrildi. Cokelti 1 mL
pH 5 sitrat tamponu i¢inde ¢dziildii. Ust siv1 ve ¢okeltide enzim aktivitesi ve protein miktar
tayini yapildi. Bu islemlere, amonyum siilfatin sivi kisimdaki konsantrasyonu, kademeli
olarak her defasinda %10 arttirllmak sureti ile %90’a kadar devam edildi. Son olarak %5

arttirilarak %95°1ik doygunluktaki ¢oktiirme de uygulandi.

6.6.3 Organik Coziiciilerle Coktiirme
Etanol ve aseton olmak iizere iki farkli organik ¢oziicii ile ¢oktiirme yapildi. Bunun i¢in 5 mL

ham ekstrelere 6nceden sogutulmus 10 mL ve 20 mL olarak belirlenen hacimlerde etanol veya
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aseton ilave edildi. 15 dakika manyetik karistiricida buz banyosu i¢inde karistirildi.
Karnisimlar 3 saat —20 °C’de buzdolabinda bekletildi. Daha sonra her bir ¢oktiirme ornegi
5000 devir/dakika’da 15 dakika sogukta santrifiij edildi. Ust siv1 ve ¢okelti ayrilarak ¢okelti
1 mL sitrat tamponu i¢inde ¢oziildii. Ust s1v1 ve ¢okeltide enzim aktivitesi ve protein miktar

tayini yapildi.

6.6.4 Trikloroasetik Asit (TCA) ile Coktiirme

TCA ¢oktiirmesi i¢in %20 (v/v) ve %40 (v/v) olmak tizere iki farkli konsantrasyon belirlendi.
TCA’nin %20’lik ve %40’lik ¢ozeltileri hazirlandi. 5 mL ham filtrata 2 mL Onceden
sogutulmus (+4 °C) %20 (v/v) ve %40 (v/v) TCA ayr ayr1 eklendi. Dolayisiyla ¢ozeltilerdeki
TCA’nin son konsantrasyonlar1t %6 ve %11 oldu. Karigim +4 °C’de 30 dakika karistirildi.
5000 devir/dakika’da 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ¢ok az miktarda gozlenen
¢okeltiler 1 mL sitrat tamponunda (pH:5) ¢oziildii. Ust s1v1 ve ¢okeltide enzim aktivitesi ve

protein miktar tayini yapildi.
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7. SONUCLAR

7.1 Ham Filtrat Protein Miktari, Total Unitesi ve Spesifik Aktivitesi

Enzim {iretimi i¢in yer degistirme yontemi kullanilarak %0,1 kolloidal kitin ile desteklenmis
siv1 besiyerinde 30 °C’de inkiibasyona birakilan Trichoderma kiiltiirlerinin 48 saat sonunda
inkiibasyonu durduruldu. 6.6.1°de anlatildig1 gibi elde edilen ham filtratin aktivite ve protein
miktar1 absorbanslar1 06lgiildii. Bulunan absorbans degerleri standart grafiklerde yerine
konularak total {inite ve protein miktar1 hesaplandi (Sekil 7.1.1 ve Sekil 7.1.2). Ham filtrat
icin kitinaz enziminin spesifik aktivitesi 2.339 U/mg olarak bulundu (Sekil 7.1.3).

Total Unite (U/mL

0+ -
ham filtrat

OSeriler 1 0.0148

Sekil 7.1.1 Ham filtrat kitinaz aktivitesi
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O,
ham filtrat

O Seriler 1 0.006325

Sekil 7.1.2 Ham filtrat protein miktar1

ham filtrat
M Seriler 1 2.339

Sekil 7.1.3 Ham filtrat spesifik kitinaz aktivitesi
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7.2 Farkh Konsantrasyonlardaki Amonyum Siilfat Coktiirmesinin Enzim Aktivitesi ve
Protein Miktarina Etkisi

6.6.2°de anlatildig1 gibi ilk yontem i¢in belirlenen 5 farkli amonyum siilfat konsantrasyonu ile
5 farkli beherde yapilan ¢oktiirme islemi sonrasinda ¢ozeltiler santrifiij edildi. Santrifii
sonrasi {ist stv1 ve ¢okeltiler ayrildi. Cokeltiler 1 mL sitrat tamponunda (pH 5) ¢éziildii. Ust
stvi ve ¢okeltilerde ayr1 ayr1 enzim aktivitesi ve protein miktar1 absorbanslart 6l¢iildii ve
bulunan absorbans degerleri standart grafiklerde yerlerine konarak total iinite ve protein

miktarlar1 hesaplandi.

7.2.1 Ust Siv1 ve Cokeltilerdeki Kitinaz Aktivitesi

Ust sivi ve ¢okeltilerdeki kitinaz aktivitesi degerleri kiyaslandiginda aktivite kayiplari
gozlendi (Sekil 7.2.1 ve Sekil 7.2.2). % 80 amonyum siilfat doygunlugunda iist sivida enzim
aktivitesi bulunmadi ve karsilik gelen ¢okeltideki enzim aktivitesinin en yiiksek olmasi
beklenirken, %60 amonyum siilfat doygunlugundaki ¢okelti enzim aktivitesi ile

karsilastirildiginda daha az bir aktivite degeri gozlendi.

7.2.2  Ust Siv1 ve Cokeltilerdeki Protein Miktar1

Ust sivi ve cokeltilerdeki protein miktarlart kiyaslandiginda ise % 80 amonyum siilfat
doygunlugundan sonra iist sividaki protein miktarinin azaldigi gozlendi (Sekil 7.2.3).
Cokeltide 1se %90 amonyum siilfat doygunlugunda en yiiksek protein miktar1 belirlendi
(Sekil 7.2.4).

7.2.3  Ust Sivi ve Cokeltilerdeki Spesifik Kitinaz Aktivitesi

Ust sivilardaki spesifik aktivite degerleri ile kiyaslandiginda ¢okeltilerde, dnemli 6lciide
aktivite kayb1 gozlense de kitinaz enziminin spesifik aktivitesinin % 60 amonyum siilfat
doygunlugunda en yiiksek oldugu bulundu. Buna karsilik % 60 amonyum siilfat
doygunlugunda iist sivida az miktarda da olsa bir spesifik aktivite gozlendi (Sekil 7.2.5 ve
Sekil 7.2.6).

Bu sonuglar iizerine %60 ve %80 arasindaki amonyum siilfat doygunluklari i¢in aktivite ve
protein miktarlariin bilinmesinin daha net sonuglar verecegi diisiiniilerek kademeli amonyum

stilfat yonteminin uygulanmasina karar verildi.
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0.2

0.4

0.6

O Seriler 1

0.01587

0.01201

0.002177

% amonyum siilfat d

E
=
(]
=
[=
=
©
e
o
-

Sekil 7.2.1 Farkli amonyum siilfat doygunlugundaki ¢oktiirmeler sonrasi iist sivilarda
saptanan kitinaz aktivitesi

0.2

0.4

0.6

O Seriler 1

0.000187

0

0.000304

% amonyum siilfat doygui '

Sekil 7.2.2 Farkli amonyum siilfat doygunlugundaki ¢oktiirmeler sonrasi ¢okeltilerde
saptanan kitinaz aktivitesi
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0.2 0.4 0.6
M@ Seriler 1 | 0.01178 0.01412 0.01475

% amonyum siilfat do

Sekil 7.2.3 Farkli amonyum siilfat doygunlugundaki ¢oktiirmeler sonucu iist sivilardaki
protein miktarlari

0,
0.2 0.4 0.6 0.8

MO Seriler 1 | 0.00993 0.01065 0.01029

% amonyum siilfat do

Sekil 7.2.4 Farkli amonyum siilfat doygunlugundaki ¢oktlirmeler sonucu ¢okeltilerdeki
protein miktarlari
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Spesifik Aktivite (U/mg)

M Seriler 1

% amonyum siilfat doyguniugu

Sekil 7.2.5 Farkli amonyum siilfat doygunlugundaki ¢oktlirmeler sonucu iist sividaki kitinaz
enziminin spesifik aktivitesi

£
=
e
£ 0.03
£
< 002
=
? 0.01-
»
O,
0.2 0.4 0.6 0.8
W Seriler 1| 0.0188 0 0.0295 | 0.015

% amonyum siilfat doygunl

Sekil 7.2.6 Farkli amonyum siilfat doygunlugundaki ¢oktiirmeler sonucu ¢okeltideki kitinaz
enziminin spesifik aktivitesi
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7.3 Kademeli Amonyum Siilfat Coktiirmesinin Enzim Aktivitesi ve Protein Miktarina
Etkisi

Ilk yontemdeki aktivite kayiplar1 ardindan kademeli amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi
uygulandi. 6.6.2°de anlatildig1 gibi ikinci yontemde; ham filtrattaki baslangi¢ amonyum siilfat
doygunlugu %20 olacak sekilde belirlendi. Coktiirme isleminden sonra {ist siv1 ve ¢okeltide
kitinaz aktivitesi ve protein miktar1 tayini yapildi. Bu iglemlere amonyum siilfatin sivi
kisimdaki konsantrasyonu, kademeli olarak her defasinda %10 arttirilmak suretiyle, %90’a
kadar ¢ikarilarak ve her defasinda sozii edilen enzim aktivitesi ve protein miktar tayinleri

yapilarak devam edildi.

7.3.1 Ust Siv1 ve Cokeltilerdeki Kitinaz Aktivitesi

Ik kitinaz aktivitesi %30 amonyum siilfat iceren ham filtratin santrifiijii ile elde edilen
¢okeltide saptandi. Ust sividaki kitinaz aktivitelerine bakildiginda ise %80 amonyum siilfat
iceren ham filtratta ilk kez aktivite gozlenmezken ayni doygunlukta c¢okeltide de aktivite
bulunmadi. %90 amonyum siilfat doygunlugunda ¢okeltide aktivitenin bulunmasi ile %80°lik
amonyum siilfat doygunlugunda denatiirasyondan dolay1 aktivite kaybinin oldugu sonucuna
varildi. Dolayisiyla kitinaz enziminin ¢oktiiriilmesi i¢in gerekli olan tuz konsantrasyonun iist

siir1 %70’1ik tuz doygunlugu olarak belirlendi (Sekil 7.3.1 ve Sekil 7.3.2).

Ust siv1 ve ¢okeltilerdeki aktivite degerleri sonuglar1 kiyaslandiginda yine ¢okeltilerde dnemli

ol¢iide aktivite kayb1 gozlendi.

7.3.2  Ust Sivi ve Cokeltilerdeki Protein Miktar

Ust s1v1 ve c¢okeltilerdeki protein miktarlar1 Sekil 7.3.3 ve Sekil 7.3.4’de gosterilmistir. Ust
stvilardaki protein miktarlaria bakildiginda en yiiksek protein miktar1 %80 amonyum stilfat
doygunlugunda bulundu. Buna karsilik ¢okeltilerdeki protein miktarlar1 incelendiginde %95

amonyum siilfat doygunlugundaki ¢okeltide en yiiksek oldugu saptandi.

7.3.3  Ust Sivi ve Cokeltilerdeki Spesifik Kitinaz Aktivitesi

Cokeltilerdeki kitinaz enziminin spesifik aktivite degerlerinin st sivilardaki degerleriyle
kiyaslandiginda yaklasik 10 kez azaldigi bununla birlikte ¢okeltilerde bulunan en yiiksek
enzim spesifik aktivitesinin %90’lik tuz doygunlugunda oldugu bulundu (Sekil 7.3.5 ve
Sekil 7.3.6).
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0.2 0.3

0

A4 0.5

0.6

0.7

O Seriler 1

0.0227 | 0.0208

0.0

189 0.0074

0.0032

0.0077

% amonyum siilfat doygu

Sekil 7.3.1 Kademeli amonyum siilfat ¢oktiirmesinin iist sividaki kitinaz aktivitesine etkisi

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

OSeriler 1

0 0.00147

0

0

0

0.00136

% amonyum siilfat do

Sekil 7.3.2 Kademeli amonyum siilfat ¢oktlirmesinin ¢okeltideki kitinaz aktivitesine etkisi
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0
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

M@ Seriler 1 [{0.0075|0.0079|0.0088|0.0265| 0.025 | 0.027

% amonyum siilfat do

Sekil 7.3.3 Kademeli amonyum siilfat ¢oktiirmesinin iist sividaki protein miktarina etkisi

@ Seriler 1 |0.0069|0.0063

Sekil 7.3.4 Kademeli amonyum siilfat ¢oktlirmesinin ¢okeltideki protein miktarina etkisi
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Spesifik Aktivite (U/m

0.5 0.6 0.7
W Seriler 1 | 3.025 | 2.615 | 2.147 | 0.281 |0.0129| 0.284

% amonyum siilfat doyguniu

Sekil 7.3.5 Kademeli amonyum siilfat ¢oktlirmesinin {ist sividaki kitinaz enziminin spesifik
aktivitesine etkisi

Spesifik Aktivite (U/mg
o
e

0.4 0.5 0.6 0.7
M Seriler 1 0 0.233 0 0 0 0.114 0

% amonyum siilfat doygunlug ’

Sekil 7.3.6 Kademeli amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ¢okeltideki kitinaz enziminin spesifik
aktivitesine etkisi
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7.4 Organik Coziiciilerle Coktiirme
6.6.3’te anlatildig1 gibi iki farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ve aseton g¢oktiirmeleri
sonucu lst sivi ve ¢okeltilerde enzim aktivitesi ve protein miktar1 karsilagtirmali olarak

incelendi.

7.4.1 Ust Siv1 ve Cokeltilerdeki Kitinaz Aktivitesi

%50 (v/v) ve %66 (v/v) olarak uygulanan etanol ¢oktiirmesinde st sivilarda enzim
aktivitesinde onemli bir fark gozlenmedi (Sekil 7.4.1). Aseton ¢Oktiirmesi uygulanan ham
filtratin st sivilarinda ise %50 (v/v) konsantrasyondaki c¢oktiirmede %66 (v/v)

konsantrasyondakine gore daha fazla enzim aktivitesi saptandi (Sekil 7.4.2).

Cokeltilerdeki kitinaz aktivitesi kiyaslandiginda ise etanol konsantrasyonlar1 i¢in yine benzer
sonuglar saptanirken aseton konsantrasyonlar: arasinda %66 (v/v)’de daha yiiksek enzim
aktivitesi bulundu (Sekil 7.4.3 ve Sekil 7.4.4). Asetonun etanole gore kitinaz enziminin
coktiiriilmesinde daha uygun oldugu sonucuna varildi. Bununla birlikte her iki organik
¢Oziiciinlin de ham filtrattaki kitinaz aktivitesi (Sekil 7.1.1) baz alindiginda ¢oktiirme

sonucunda ortalama %50 oraninda aktivite kayiplaria sebep oldugu saptandi.

7.4.2 Ust Siv1 ve Cokeltilerdeki Protein Miktar1

Protein miktarlarina bakildiginda ise; her iki organik ¢6ziici ve bunlarin farkl
konsantrasyonlar i¢in iist sivilarda ve g¢okeltilerdeki protein miktarlarinda benzer sonuglar
saptand1 (Sekil 7.4.5, Sekil 7.4.6, Sekil 7.4.7 ve Sekil 7.4.8). Ham filtrattaki protein miktari
(Sekil 7.1.2) ile karsilagtirildiklarinda ise her iki organik ¢oziiciiniin de protein miktari

tizerinde olumsuz etkisi olmadig1 gézlendi.
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0.5
O Seriler 1 0.00592

% etanol konsantrasy

Sekil 7.4.1 Iki farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ¢oktiirmenin iist stvidaki kitinaz
aktivitesine etkisi

0.5
O Seriler 1 0.01107

Sekil 7.4.2 iki farkl: konsantrasyonda uygulanan aseton ¢oktiirmesinin iist stvidaki kitinaz
aktivitesine etkisi
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0-
0.5

O Seriler 1 0.00065

% etanol konsantras)

—

Sekil 7.4.3 iki farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ¢oktiirmesinin ¢okeltideki kitinaz
aktivitesine etkisi

0.5
O Seriler 1 0.00135

% aseton konsantra

Sekil 7.4.4 iki farkli konsantrasyonda uygulanan aseton ¢oktiirmesinin ¢okeltideki kitinaz
aktivitesine etkisi
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0.5
O Seriler 1 0.02877

% etanol konsantrasyoni

Sekil 7.4.5 iki farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ¢oktiirmesinin iist sividaki protein
miktarina etkisi

0.5
@O Seriler 1 0.0285

% aseton konsantrasyo

Sekil 7.4.6 Iki farkli konsantrasyonda uygulanan aseton ¢oktiirmesinin iist stvidaki protein
miktaria etkisi
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0.5
@ Seriler 1 0.02958

% etanol konsantras

Sekil 7.4.7 iki farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ¢oktiirmesinin ¢okeltideki protein
miktarina etkisi

0.5
O Seriler 1 0.03427

% aseton konsantras

Sekil 7.4.8 iki farkli konsantrasyonda uygulanan aseton ¢oktiirmesinin ¢okeltideki protein
miktarina etkisi
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7.4.3 Ust Sivi ve Cokeltilerdeki Spesifik Kitinaz Aktivitesi

Ust siv1 ve g¢okeltilerde etanol ve asetonun iki farkli konsantrasyonun spesifik kitinaz
aktivitesine etkisine bakildiginda, ham filtrattaki spesifik kitinaz aktivitesine (sekil 7.1.3) gore
yine aktivasyon kayiplarinin oldugu fakat kitinaz enziminin ¢oktiiriilmesi i¢in asetonun

etanole gore daha uygun oldugu bulundu.

Ust sivilardaki spesifik kitinaz aktiviteleri kiyaslandiginda asetonun %50 konsantrasyonunda
daha ytiksek oldugu, etanolun %50 ve %66 konsantrasyonlarinda ise spesifik kitinaz aktivite

degerlerinin arasinda anlamli bir fark olmadig1 saptandi (Sekil 7.4.9 ve Sekil 7.4.10).

Cokeltilerdeki spesifik kitinaz aktivite degerleri karsilastirildiginda ise st sivilardakine gore
cokeltilerde aktivite kayiplarinin olmasia ragmen, asetonun %50 konsantrasyonunda daha

yiiksek spesifik kitinaz aktivitesi bulundu (Sekil 7.4.11 ve Sekil 7.4.12).
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x 0.2+
<
=
® 0.1
Q.
(7]
0,
0.5 0.66
H Seriler 1 0.205 0.221
% etanol konsantrasyonu

Sekil 7.4.9 iki farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ¢oktiirmesinin iist stvidaki kitinaz
enziminin spesifik aktivitesine etkisi

0.1+

Spesifik Aktivite (U/mg)

O,
0.5 0.66

M Seriler 1 0.388 0.31

% aseton konsantrasyonu

Sekil 7.4.10 Iki farkl1 konsantrasyonda uygulanan aseton ¢oktiirmesinin iist sividaki kitinaz
enziminin spesifik aktivitesine etkisi
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0.5 0.66
M Seriler 1 0.0219 0.0228
% etanol konsantrasyonu

Sekil 7.4.11 iki farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ¢oktiirmesinin ¢okeltideki kitinaz
enziminin spesifik aktivitesine etkisi

0.03-
0.02-
0.01-
o 05 0.66

M Seriler 1 0.039 0.016

% aseton konsantrasyonu

Spesifik Aktivite (U/

Sekil 7.4.12 iki farkli konsantrasyonda uygulanan aseton ¢oktiirmesinin ¢okeltideki kitinaz
enziminin spesifik aktivitesine etkisi
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7.5 TCA Coktiirmesi
Ust siv1 ve ¢okeltilerdeki protein miktarlarmi ve aktivite kayiplar1 goz 6niine alinarak TCA
coktiirmesinin protein denatiirasyonuna ve enzim aktivitesine etkisinin incelenmesine karar

verildi. Bu ¢oktiirme yonteminde nicel protein miktarinin dl¢iilmesi esas alindi.

7.5.1 Ust Siv1 ve Cokeltilerdeki Kitinaz Aktivitesi

% 6 ve % 11 olarak uygulanan TCA c¢oktiirmesi sonucunda iist sivilarda enzim aktivitesi
saptanmadi. Cokeltilerde TCA konsantrasyonunun artmasiyla beraber kitinaz aktivitesi
degerlerinde az da olsa artis goriildi (Sekil 7.5.1). TCA’nin proteinleri denatiire ederek
coktiirdiigii bilindigi halde ¢okeltide enzim aktivitesi saptandi.

7.5.2 Ust Siv1 ve Cokeltilerdeki Protein Miktarlar
Iki farkli konsantrasyonda uygulanan TCA ¢oktiirmesi sonucunda {ist sivida proteine
rastlanmadi. Buna karsilik c¢ok az miktardaki ¢okeltiler incelendiginde, TCA

konsantrasyonun protein miktarlarinda énemli bir farka sebep olmadigi bulundu (Sekil 7.5.2).

7.5.3 Ust Sivi ve Cokeltilerdeki Spesifik Kitinaz Aktivitesi

Ust sivilarda protein ve enzim aktivitesine rastlanmadigindan dolay1 spesifik kitinaz aktivitesi
de tanimlanmadi. Cokeltilerde ise % 11 konsantrasyonunda uygulanan TCA ¢oktlirmesinde

spesifik kitinaz aktivitesi 0.152 U/mg olarak bulundu (Sekil 7.5.3).
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Total Unite (U/n

0+

0.06

O Seriler 1 0

Sekil 7.5.1 Iki farkli konsantrasyonda uygulanan TCA ¢oktiirmesinin ¢okeltideki kitinaz

aktivitesine etkisi

0.06

O Seriler 1 0.26

% TCA konsantrasyonu

Sekil 7.5.2 Iki farkli konsantrasyonda uygulanan TCA ¢oktiirmesinin ¢okeltideki protein

miktarina etkisi
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Spesifik Aktivite (U

0,
0.06 0.11

M Seriler 1 0 0.152

% TCA konsantrasyonu

Sekil 7.5.3 Iki farkli konsantrasyonda uygulanan TCA ¢oktiirmesinin ¢okeltideki spesifik

kitinaz aktivitesine etkisi
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8. TARTISMA

Trichoderma tiirlerinin bitkiler i¢in patojen olan mantarlarin kontroliindeki yetenekleri uzun
zamandan beri bilinmektedir. Bitkilerin biyolojik kontroliinde kullanilan ve daha siklikla
calisilan tiirler, Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride ve Trichoderma
asperellum’dur (Kubicek ve Harman, 1998). Trichoderma tiirlerinin iirettikleri ve hiicre digina
salgiladiklar B-(1,3)-glukanazlar, kitinazlar, lipazlar ve proteazlar patojenik mantarlarin hiicre

duvarlarma saldiran enzimlerdir (Haran vd., 1996).

Kitin, N-asetil-D-glukozaminin B-1,4 bagl, yiiksek molekiil agirlikli, ¢6ziinmez, lineer bir
homopolimeridir. Dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan polisakkarit olarak bilinir.
Mantarlarin ve alglerin hiicre duvarlarinin, boceklerin ve eklembacaklilarin dis iskeletlerinin
mollusklarin  ve deniz omurgasizlarinin  kabuklarimin  temel yapisal bilesenidir

(Muzzarelli, 1977; Gooday and Trinci, 1980; Flach, 1992; Deshpande,1999; Tanaka vd., 2003).

Kitinin tam olarak enzimatik hidrolizi sonucu birbirinden bagimsiz N-asetilglukozamin
(GIcNAc) birimleri olusur. Bu hidroliz kitinolitik bir sistem tarafindan gerceklestirilir
(Deshpande,1986; Gooday vd.,1985; Shaikh,1993). Kitinolitik enzimlerden biri olan
kitinazlar [E.C.3.2.1.14] bitki ve omurgalilarin savunma mekanizmalarinda da gorevlidirler.

(Gooday, 1995).

Kitinolitik enzimler; bitki patojeni olan mantar ve bdceklerin biyokontroliinde, gida ve yem
endiistrisinde, insan saglig1 ve ila¢ endiistrinde, tek hiicre proteini iiretiminde ve 6zellikle kitin
bakimindan zengin atik materyallerin pargalanmasinda 6énemli bir role sahiptirler (Patil vd.,

2000).

Trichoderma atroviride (ATCC 74058) soyu Trichoderma harzianum P1 olarak da bilinen
toprak kokenli, filamentli bir mantardir. En iyi ve en ¢ok c¢alisilmis kitinolitik sistemler
Trichoderma tiirleri arasindaki T. harzianum ve T. atroviride’dekilerdir. Trichoderma tiirleri
biyolojik kontrolde basarilidirlar. Ciinkii parazit patojen mantarlara karsi cesitli yeteneklere
sahiptirler. Ornegin; beslenmeleri i¢in patojenik mantarlar ile dis-rekabetci olarak yarisirlar,
patojenler i¢in toksik olan bilesikler tiretirler ya da tirettikleri enzimler patojenik mantarlarin
hiicre duvarlarin1 parcalar. Bu yetenekleri ile bitkilere, saldirilara kars1 basarili bir savunma

imkani1 saglayarak, bitki gelisimi ve direncini arttirabilirler (Harman ve Kubicek, 1998).

Kitinazlarin, kitin ve tiirevlerinin giinden giine artan genis uygulama alanlarina sahip

olmalarinin yanisira T. atroviride’nin bitki biyokontroliindeki basarisini da géz oniine alarak



65

biyokontrol i¢in yeni yaklagsimlar hedeflemekteyiz. Bu amagla T. atroviride kitinazini ve
farkli uygulama alanlarindaki basarilarini daha iyi aydinlatabilmek i¢in saflastirma yoluna
gitmek istedik. Daha Onceki ¢alismada T. atroviride’den indiiklenen kitinazin maksimum
aktivitesi i¢in belirlenen optimum kosullar1 kullandik (Orhan, 2005). Bu kosullarda Dana ve
arkadaglarinin onerdigi enzim iiretim ortamina (s1vi besiyerine) ek olarak yer degistirme
yontemi kullanilarak, calkalamali ortamda, % 0.1 kolloidal kitin i¢eren ve sakkaroz ile
desteklenmis sivi besiyerinde 30 °C’de 48 saat T. atroviride kiiltiiriiniin inkiibasyonu ile
maksimum kitinaz aktivitesi elde edildi. inkiibasyon sonunda enzim igeren siv1 besiyerindeki
T. atroviride miselleri siiziildii. Stiziinti 5000 devir/dakika’da 30 dakika santrifiij edilerek
cokelti ve tist s1v1 ayrildi. Santrifiij islemi sonunda ¢okelti atild1 ve iist sivi ham filtrat olarak
adlandirildi. Coktlirme isleminin uygulanacagi ham filtratta enzim aktivitesi ve protein miktar

tayini yapildi. Spesifik kitinaz aktivitesi 2.339 U/mg olarak bulundu (Sekil 7.1.3).

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi iki farkl1 yontem ile uygulandi (6.6.2). Ik yontemde iist s1v1 ve
cokeltilerdeki kitinaz aktivitesi degerleri kiyaslandiginda aktivite kayiplar1 gozlendi (Sekil
7.2.1 ve Sekil 7.2.2). % 80 amonyum siilfat doygunlugunda {ist sivida enzim aktivitesi
bulunmadi ve karsilik gelen ¢okeltideki enzim aktivitesinin en yiiksek olmasi beklenirken,
%60 amonyum siilfat doygunlugundaki ¢okelti enzim aktivitesi ile karsilastirildiginda daha az
bir aktivite degeri gozlendi. Ust sivilardaki spesifik aktivite degerleri ile kiyaslandiginda
cokeltilerde 6nemli Slgiide aktivite kayb1 gozlendi (Sekil 7.2.5 ve Sekil 7.2.6). Bu sonuglar
tizerine %60 ve %80 arasindaki amonyum siilfat doygunluklar1 i¢in aktivite ve protein
miktarlarinin bilinmesinin daha net sonuclar verecegi diisiiniilerek kademeli amonyum siilfat

yonteminin uygulanmasina karar verildi.

Ikinci yontemdeki sonuglar bakildiginda yine aktivite kayiplar1 saptandi. 11k kitinaz aktivitesi
%30 amonyum siilfat iceren ham filtratin santrifiijii ile elde edilen ¢okeltide saptandi. Ust
stvidaki kitinaz aktivitelerine bakildiginda ise %80 amonyum siilfat igeren ham filtratta ilk
kez aktivite gdzlenmezken ayni doygunlukta ¢okeltide de aktivite bulunmadi. %90 amonyum
stilfat doygunlugunda ¢okeltide aktivitenin bulunmast ile %80’lik amonyum siilfat
doygunlugunda denatiirasyondan dolay1 aktivite kaybinin oldugu sonucuna varildi
Dolayisiyla kitinaz enziminin ¢oktiiriilmesi i¢in gerekli olan tuz konsantrasyonun {ist sinir1
%70’lik tuz doygunlugu olarak belirlendi (Sekil 7.3.1 ve Sekil 7.3.2). Cokeltilerdeki
maksimum spesifik kitinaz aktivitesi 0.254 U/mg olarak hesaplandi (Sekil 7.3.6).

Aktivite kayiplarinin  deney sirasindaki hatalardan ve sogutmanin tam olarak

saglanamamasindan kaynaklandig tespit edildi.
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6.6.3’te anlatildig1 gibi iki farkli konsantrasyonda uygulanan etanol ve aseton ¢oktiirmeleri
sonucu lst sivi ve ¢okeltilerde enzim aktivitesi ve protein miktar1 karsilastirmali olarak
incelendi. %50 (v/v) ve %66 (v/v) olarak uygulanan etanol ¢oktiirmesinde iist sivilarda enzim
aktivitesinde 6nemli bir fark gozlenmedi (Sekil 7.4.1). Aseton ¢oktliirmesi uygulanan ham
filtratin st sivilarinda ise %50 (v/v) konsantrasyondaki c¢oktiirmede %66 (v/v)
konsantrasyondakine gére daha fazla enzim aktivitesi saptandi1 (Sekil 7.4.2). Cokeltilerdeki
kitinaz aktivitesi kiyaslandiginda ise etanol konsantrasyonlar1 i¢in yine benzer sonuglar
saptanirken aseton konsantrasyonlari arasinda %66 (v/v)’de daha yiiksek enzim aktivitesi
bulundu (Sekil 7.4.3 ve Sekil 7.4.4). Bununla birlikte her iki organik ¢dziiciiniin de ham
filtrattaki kitinaz aktivitesi (Sekil 7.1.1) baz alindiginda ¢oktiirme sonucunda ortalama %50

oraninda aktivite kayiplarina sebep oldugu saptandi.

Ust sivi ve ¢okeltilerde etanol ve asetonun iki farkli konsantrasyonun spesifik kitinaz
aktivitesine etkisine bakildiginda, ham filtrattaki spesifik kitinaz aktivitesine (Sekil 7.1.3)
gore yine aktivasyon kayiplarinin oldugu fakat kitinaz enziminin ¢oktiiriilmesi i¢in asetonun
etanole gore daha uygun oldugu bulundu. Etanol ile ¢oktiirme sonucu ¢okeltideki maksimum
spesifik kitinaz aktivitesi 0.0228 U/mg iken {ist stvidaki spesifik kitinaz aktivitesi maksimum
0.221 U/mg olarak hesaplandi. Aseton ¢oktiirmesinde ise iist s1vida 0.388 U/mg olan spesifik
kitinaz aktivitesi ¢okeltide maksimum 0.039 U/mg olarak hesaplandi. Uygulanan organik

coziiciilerin konsantrasyonlarinin kitinaz enzimini ¢oktiirmeye yetmedigi sonucuna varildi.

Tiim bu aktivite kayiplar1 dikkate alindiginda protein miktarinin nicel analizi i¢gin TCA
coktiirmesine karar verildi. TCA’nin az miktardaki iki farkli konsantrasyonunda yapilan
coktiirmeler sonrasinda iist sivilarda protein ve enzim aktivitesi saptanmadi. % 6 ve % 11
olarak uygulanan TCA ¢oktiirmesi sonucunda ¢okeltide TCA konsantrasyonunun artmastyla
beraber kitinaz aktivitesi degerlerinde az da olsa artig goriildi (Sekil 7.5.1). TCA’nin
proteinleri denatlire ederek ¢oktlirdiigii bilindigi halde c¢okeltide enzim aktivitesi saptandi.

TCA ¢oktiirmesinde spesifik kitinaz aktivitesi 0.152 U/mg olarak bulundu (Sekil 7.5.3).

Cesitli ¢oktliirme yontemlerinin denenmesine ragmen Kitinaz enziminin ¢oktiiriilmesi ve
dolayisiyla saflastirilmast miimkiin olamamistir. Uygulanan her ¢oktiirme yonteminde enzim
aktivitesinin kayboldugu gozlenmistir. Aktivite kayiplarinin nedeni olarak farkli etkenler
saptanmistir. Deneysel calismada inkiibator olarak calkalayict su banyosu kullanilmasindan
dolay1 sicaklik kontrolii tam olarak saglanamamistir. Enzim aktivite kaybini en aza indirmek
icin tiim ¢oktiirme islemleri sogukta yapilmaya calisilmis, yaz ve kis sicaklik farklar1 da

dikkate alindiginda, sogutma kosullar1 ayni standartlarda gerceklestirilememistir. Bu gibi
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nedenler dahilinde tekrarlanan deneylerin her seferinde ayni neticeler alinamamistir. Aktivite

kayiplari kitinaz enzimini saflastirma yolundaki diger asamalara gegmeye izin vermemistir.
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