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Bu calismada kitinaz lreticisi Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 susu
kitin i¢eren dogal ortamdan izole edilmis, biyokimyasal ve morfolojik &zelliklerin yanisira
yag asiti ve 16S RNA dizi analizlerine gore tanilanmustir.

B. thuringiensis HBK-51 susunun kiiltiir siipernatantindan elde edilen kitinaz, genis
pH (3.0-11.0) ve sicaklik (30-120 °C) araliginda aktivite gostermistir. Optimum aktivite pH
9.0 ve 110 °C’de gozlenmistir. Enzim, 3 saatlik 6n inkiibasyondan sonra; pH 9.0-12.0
araliginda (%98 kalan aktivite) ve 110 °C’de (%96 kalan aktivite) yiiksek diizeyde aktivite
gostermistir. Bu ozellikleri dikkate alindiginda; hipertermofil-termostabil ve alkali olarak
tamimlanmstir. %12’lik SDS-PAGE analizi ile 50 ve 125 kDa boyutlarinda enzimin 2
izoformu saptanmustir. NiCl, (%32), KCI1 (%44) ve CuCl, (%56) gibi metal iyonlar1 aktivite
artisina, EDTA (%7), SDS (%7), HgCl, (%]11) ve Etil-Asetimidat (%20) aktivite azalmasina
neden olmustur.

Sonug olarak B. thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 susu kitinaz iireticisi olarak
biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecek onemli bir sustur. Uretilen enzim,
biyoinsektisit/fungisit olarak, kitin igeren atiklarin biyodegradasyonunda ve kitobioz
iiretimini i¢eren prosseslerde kullanilabilecek 6zelliktedir.

Anahtar Kelimeler: Kitinaz, Bacillus, Bioinsektisit, Biodegradasyon
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ISOLATION OF BACILLUS PRODUCING CHITINASE, PARTIAL
PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF ENZYME
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Assoc. Prof.Dr. NISA UNALDI

In this study, strain of Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 which produce
chitinase was isolated from natural environment and its biochemical and morphological
characteristics, fatty acid composition and 16S RNA sequence analysis were described.

Chitinase which obtained from the supernantant of B. thuringiensis HBK-51 strain
showed its optimum activity at 110 °C and at pH 9.0. Following 3 hours of incubation
period, the enzyme showed a high level of activity at 110 °C (96 % remaining activity) and
between pH 9.0-12.0 (98% remaing activity). Considering these characteristics, the enzyme
described as hyperthermophile-thermostable and alkaline Two isoforms of the enzyme
weighing 50 and 125 kDa were obtained following 12% SDS-PAGE analysis. Some metal
ions such as NiCl, (32%), KCI (44%) ve CuCl, (56%) increased the enzyme activity while
EDTA (7%), SDS (7%), HgCl, (11%) and Etil-Asetimidat (20%) caused a decline in the
activity of the enzyme.

As a result, strain of B. thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 is an important strain
which can be used in biotechnological applications as a chitinase producer. The enzyme
produced in this way may be applicable as insecticides/fungicides, as well as in the
biodegradation of chitin wastes and chitobiose production.

Key Words: Chitinase, Bacillus, Bioinsectisid, Biodegradation.
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1. GIRIS Secil Berna KUZU

1.GIRiS

Enzimler, canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentez edilmelerine
ragmen, aktivite gostermeleri i¢cin hiicre i¢inde bulunmalar1 gerekmez. Enzimler ¢esitli
amaglarla kullanilmak {izere gilinlik ve ekonomik hayatta Onemli diizeyde
kullanilmaktadirlar. Ekonomik sahalarda; ekmek, bira ve peynir iiretimi gibi, giinliik
yasamda, temizlik alanlarinda, ayrica tipta teshis ve tedavide Onemli rol
oynamaktadirlar. Kimya endiistrisinde, gida proseslerinde, ziraatta ve hatta biyolojik
savasta da pek c¢ok kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Endiistrinin hemen her alaninda
kullanilan enzimler genelde mikroorganizmalardan elde edilirler. Ciinkii mikrobiyal
enzimler; bitkisel ve hayvansal ayrica kimyasal olarak {iretilen enzimlere gore 6nemli
avantajlara sahiptirler. Katalitik aktiviteleri ¢ok yiiksektir, istenmeyen yan {irlinler
olusmaz, daha stabil ve ucuzdur, ayrica bir {iretim prosesinde ¢ok fazla miktarda
iretmek miimkiindiir (Zeman ve Mcrea, 1985; Wiseman, 1987). Mikroorganizmalar
iiremeleri, metabolizmalar1 ve otoliz olaylarinin gerceklesmesi i¢in pek ¢ok enzimi
sentezler. Bu enzimlerin ¢ogu hiicrenin i¢inde c¢evreden korunmus olarak is
gormektedir. Fakat bazilar1 hiicrenin disina salgilanarak etkinligini gdsterebilir, bunlara
ekstraselliiler enzimler denir. Ekstraselliiler enzimler, ortamda bulunan ytiksek molekiil
agirlikl besin maddelerini hidroliz ederek mikroorganizma tarafindan alinabilir forma
doniistiirtirler. Bu enzimlere genel olarak hidrolazlar denir. Ekstraselliiler enzimler
mikroorganizmanin {iredigi/iiretildigi ortama salindigi i¢in, ortamin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine karsi kendisini stabil kilan bazi 0Ozelliklere sahip olmasi gerekir.
Mikroorganizma i¢in gerekli, ise fazla miktarda iiretilebilir, s6z konusu enzimin
substrat1 ortamda bulunursa enzim iiretimi indiiklenebilir. Bu 6zelligi sayesinde,
ektsraselliiler enzimler endiistriyel alanlarda kullanilmak i¢in uygun ve vazgecilmez
molekiiller haline gelmistir. Gilinlimiizde mikrobiyal enzimlerin pek ¢ogu Onemli
arastirma konusu haline gelmis, diinyanin hemen her yerinde {iretilmeye, sanayi,
endiistri alaninda kullanilmaya baglanmistir. Endiistri alaninda kullanilan pek ¢ok
mikrobiyal enzimin Bacillus cinsine ait tiirler tarafindan sentezlendigi bilinmektedir

(Kalisz, 1988).



1. GIRIS Secil Berna KUZU

1.1. Kitin ve Kitinazlar

Kitin polimerleri boceklerin dis iskelet yapilarinda, Crustacea’larin
kabuklarinda, bir¢ok mantar ve olgun hiicre duvarinda ve nematodlarda yapisal
element olarak (Chanpen ve ark., 1999) bulunan ve N-asetil glukozamin
rezidiilerinin B,1-4 baglanmasi ile olusmus bir polisakkarit olup en ¢ok goriilen dogal
polimerlerdendir. Kitin formlar1 uzun diiz zincirler ihtiva eden yapilardir. Bu
sebepten seliilloza benzer bir 6zellik gosterir, fakat yapisinda seliilozdan farkli olarak
hidroksil gruplar1 yerine asetilasyona ugramis amino gruplar bulundurmaktadir
(Stryer, 1988, Madigan ve ark., 1997). Kitosan yine kabuklularda bulunur. Kitin ve
kitosan, kalsiyumu baglar ve proteinlerle kovalent baglar olustururlar. Proteinler
diger karbonhidratlar i¢in baglayici gérev yapar. Bu kopolimer eger %7 den daha az
azot ihtiva ediyorsa kitin olarak tanimlanir. Mucor rouxii’den elde edilen kitin
deacilaz (deacylase), kitinin, kitosan ve asetik asite hidrolizini katalizler. Coziinebilir
kitosanin molekiiler agirlhigi ylizbinlerce hatta iki milyon dalton kadar olabilir
(Zikakis, 1998).
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Sekil 1.1. Kitinin agik formiilii

Kitinazlar organizmalar arasinda olduk¢a yogun bir dagilim gdsterir. Bu
dagilim bakteriler, mantarlar, yiiksek bitkiler, bdcekler, kabuklular ve bazi
omurgalilar1 igermektedir (Jeuniaux, 1966; Flach ve ark., 1992). Kitinazlarin bu

organizmalardaki rolleri ¢ok ¢esitlilik gosterir (Shubakov ve Kucheryavykh, 2004).



1. GIRIS Secil Berna KUZU

Orn; mantar, kabuklu ve bdceklerde organizmanm modifikasyonunu saglar.

Bitkiler, mantarlara kars1 savunma mekanizmasi olarak kitinaz {iretirler.
Kitinaz, fungal patojenlerin misellerini pargalar. Kitinaz geninin bitkilere transferi ile
elde edilen transgenik bitkiler fungisid ve insektisid 6zellikler kazanmakta ve boyle
transgenik bitkiler kendileri i¢in patojen funguslarla ve boceklerle savasabilmektedir.
Dogal olarak genotipinde kitinaz geni bulunduran bazi bitkiler bilinmektedir. Orn;
akcaagag, siyah, kirmizi ve beyaz mese agaclarinin saglikli gévde ve kok
dokularinda B-1,3-glukanaz ve kitinaz varlig1 tespit edilmis ve bu enzimlerin bu
agaclarda patojen olan Armillaria mellea’nin hif ¢eperlerinin erimesine sebep oldugu

bildirilmistir.

Sekil 1. 2. Kitinaz enziminin 3 boyutlu yapisi

Saglam ve sert bir madde olarak bdceklerin ve salyangoz gibi yumusak
canlilarm dis iskeletini olusturur. Her sene pek ¢ok deniz canlisinin evi ve sigmagi
olan bu kabuklarn trilyonlarcasi i¢lerindeki canlinin 6lmesi sonucu okyanus ve deniz
diplerine dolmaktadir. Bu ortamlardaki kitin parcgalayict organizmalar sayesinde,
onemli bir biyolojik aritim olmaktadir. Ozellikle Vibrio furnisii olarak isimlendirilen
bakteriler deniz ve okyanuslarda en 6nemli kitin pargalayic1 bakteriler olarak gorev
yapmaktadirlar. Bu bakterilerin iiretmis oldugu kitinaz bir dizi kimyasal islemden
sonra kitini glikoz ve amonyak haline doniistiirtirler. Kitinazlar yiiksek
organizasyonlu bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedir. Bu

enzim; domates, soya fasiilyesi, bugday kepegi gibi bitkilerden izole edilmistir ve
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Streptomyces (0zellikle S. griseus) Serratia ve Aeromonas tirleri potansiyel
dreticileridir. Kitinaz diger karbohidrazlara benzer sekilde 3 enzim kompleksi ihtiva
eder; bunlar; endokitinaz, ekzokitinaz ve kitobiazdir (Dubourdieu ve ark., 1985).

Ticari kitosanazlar fermentasyon yoluyla Bacillus pumilis’ten (Chitosanase
BP [MJ]) dretilmisti. Bu enzim gliikozamin  polimerlerini  igceren
mikroorganizmalarin duvarint pargalama yetenegindedir (mantarlar kitin duvar
icerir) (McClery ve Matheson, 1987).

Bakteriler tarafindan iiretilen kitinaz ise, kitini karbon (C) ve enerji kaynagi
olarak kullanma amacmna yoneliktir (Roberts ve Selitrennikofth, 1988; Goodey,
1990; Leah ve ark., 1995). Endokitinazlar, ekzokitinazlar, beta-N-Asetil-
glikoaminidazlar ve kitobiazlar olarak smiflandirilan kitinazlarm, kitin ve onun
tirevlerini pargaladiklar1 bilinmektedir. Endokitinazlar kitin polimerini igten
parcalayarak ekzokitinazlar da kitobiozu bir uctan salivererek islev goriirler. Beta-N-
asetil glikozaminidaz N-asetil glikoz amin monomerlerini kitinden c¢ikarir bu
durumda kitobiaz da kitobiozu N-asetil glikozamine hidroliz eder. Kitinazlar bir¢ok
mikrobiyal tiirlerin bilinyesinde barmmaktadiwr. Serratia, Bacillus, Vibrio tiirlerinin
bir¢ok kitinolitik enzim salgiladiklar1 ve kitin baglayan protein ihtiva ederek bunlarin
kitini sinerjitik olarak parcaladigi ve eksraseliiler ¢evreye salgiladiklar1 bilinmektedir
(Bassler ve ark., 1991; Tomassen ve ark., 1992; Watanabe ve ark., 1992; Suzuki ve
ark., 1998). Bacillus tiirleri arasinda kitinaz ve kitobiaz dagilimi incelenmis ve
Bacillus licheniformis 2X-70 susunda termostabil kitinaz aktivitesi oldugunu
saptamistir (Rojas-Avelizapa ve ark., 1999). Bacillus circulans yaban tipi (wild type)
12 susu kiiltiir besi yeri igine kitinazi salgilama yetenegindedir. Bakteri igerisinde
tesvik edici subsrat olarak kitin ihtiva eden besi yerinde iretildigi zaman, 6 ayr1
kitinaz enzimini salgilamakta ve enzim Kkiiltiiriin slipernatantindan elde
edilebilmektedir. Kitinaz A-1’in kitine kars1 yliksek diizeyde affinitesi oldugu ve
kitinaz sistemi igerisinde kitinazi pargalamasi agisindan Onemli oldugu
disiiniilmektedir (Watanabe ve ark., 1992). Bacillus circulans 4.1 susunun kitini
yiiksek pH’da (6-12.0) parcaladigr ve bu organizmadan kitinazin kisim kisim
saflastirilarak elde edildigi ve elde edilen kitinazin da giive larvalar1 iizerine toksik

etkili oldugu saptanmustir. Bacillus thuringiensis’in bocekler tlizerindeki toksisitesi
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kitinaz kodlayan gen tarafindan artirilabilir (Rojas-Avelizapa ve ark., 1999).

Kitin ve proteinden zengin deniz iriinleri, pek ¢ok iilkede biiytlik
miktarlarda yenilebilir kaynaklar1 olusturmaktadwr (Muzarelli ve ark., 1986).
Meksika’da karides iiretimi yilda 60.000-80.000 ton arasindadir, bas kisimlar1 ve dig
iskelet gibi yenmeyen atiklar bu miktarin yaklasik %50-60’1n1 olusturmaktadir.
Onlarin  kimyasal kompozisyonu (%27 Kitin, %40 protein ve %33 mineral
icermektedir) ve yiiksek diizeyde mevcudiyeti karides kalintilarinin, bazi tilkelerde
kitosan/kitin {iretimi i¢cin ham materyal olarak kullanilmasini saglamaktadir. Bu
bilesiklerin eczacilik, gida, tip ve sularin aritilmasi gibi genis bir alanda kullanilmas1
s0z konusudur (Muzarelli, 1977; Allans ve ark., 1984; Muzarelli ve ark., 1986;
Uchida ve ark., 1989). Karides atiklar1 ayn1 zamanda kiiltiir besi yerlerinde katk1
maddesi olarak (Stephens ve ark., 1976) hayvansal besinlerin hazirlanmasinda
protein ve pigment ekstraksiyonu i¢in (Oke ve ark., 1978), toprakta nematod
populasyonunun azaltilmasinda (Brown ve ark., 1981), tek hiicre proteini liretiminde
(Revah-Moiseeu ve Carroad, 1981) ve enzim immobilisazyonunda (Chen ve Weng,
1983) kullanilmaktadir. Genelde kitin-protein icerikli atiklar biyoteknolojik prosesler
icin biiyiik bir potansiyeldir.

1. 2. Bacillus

Bacillus tiirii, aerob, sporlu c¢ubuklar ailesinde bulunurlar ve genelde
gram pozitif boyanirlar. Vejetatif formlar1 diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu
yuvarlak veya kiint biten, 0.5-1.2um eninde 2.5-10pm boyunda basillerdir. Tek
tek veya uzun zincirler seklinde goriiliirler (Ustacgelebi, 1999). Tiirlerinin hepsi
1stya dayanikli spor iiretme yetenegindedirler. Sporlar1 silindirik, elipsoidal,
kiiresel olabilir ve santral, subterminal veya terminal konumda bulunurlar.
Bacillus anthracis disindakilerin hepsi saprofitik ve genellikle patojenik degildir.
Tipik olarak aerobiktirler fakat bazilar1 fakiiltatiftir. Mezofilik cinsler cogunlukta
olsa da zorunlu termofil, psikrofil, asidofil ve halofil cinslerde bulunur. Tiirlerin

cogunda hareket peritrik kamgilar tarafindan saglanir.
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1.3. Enzimler

Enzimler, canli organizmada olusan tiim reaksiyonlarin hizli bir sekilde
koordine edilmesini saglayan protein ana yapili spesifik biyokatalizérlerdir. Tim
canlilarda bulunan bu enzimler hiicrelerde gergeklesen bir¢ok biyokimyasal
reaksiyonun katalizini canli hiicreye zarar vermeden ve hizli bir sekilde
gerceklestirir. Enzimler metabolizmada yapim, yikim, hidroliz, elektron aktarimi
gibi olaylarda gorev alirlar. Kimyasal katalizorlere kiyasla sahip olduklari
katalitik gii¢, spesifiklik ve diizenlenebilirlik 6zelliklerinden dolay1 da avantajhi
molekiillerdir. Uygun kosullarin saglanmasi durumunda da enzimler in vitro
olarak da katalitik etki gosterebildikleri i¢cin pek ¢ok alanda da
kullanilabilmektedirler.

Enzimler binlerce yil dncesinden bu yana insanliga hizmet etmis olup ilk
biyoteknolojik islemler olarak kabul edilen ekmek, yogurt, bira, sarap, peynir
gibi {riinlerin hazirlanmasinda bilinmeden kullanilmiglardir.  Gegtigimiz
ylzyildan itibaren ise enzim alaninda yapilan c¢aligmalar arttirilmistir.
Spallanzani (1783) tarafindan atmaca mide suyunun eti yumusattiginin
bulunmasi, Kirchoff (1811)’un bugday nisastasinin zamanla dekstirn ve sekerlere
donitistiigiini belirlemesi, Robiquet, Boutron ve Chaland (1830)’1n amigdalinin
ac1t badem tarafindan hidrolizlendigini kesfetmeleri, Payen ve Persoz (1833)’un
nisastay1 sekere doniistiiren bir maddeyi alkol ¢oktiirmesiyle elde etmeleri ve
hiicre dis1 enzimatik aktivitenin varliginin anlasilmasi enzimoloji alaninda
yapilan ilk temel ¢calismalar olmustur (Aehle, 2004).

Enzimler kesfedildikleri ilk yillarda ferment olarak adlandirilmis olsa da
ilk kez Berzelius (1838) enzimler i¢in katalizér (biyokatalizér) ifadesini
kullanmis ve ardindan Kiinhe (1878) enzim terimini kullanan ilk kisi olmustur.
1800°lii yillarin sonuna dogru Emil Fischer enzimlerin subastratlarina olan
ozgiinliiklerini ortaya koyarak anahtar-kilit modelini tanimlamis ve bazi temel
kavramlarin enzimoloji alanina girmesini saglamistir. Summer (1926)’1n
kristalize formda iireaz enzimini ilk olarak elde etmesiyle enzim saflastirma ve

kristallendirme g¢alismalar1 hiz kazanmistir. 1950 yilina dek pepsin, tripsin ve
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kimotripsin gibi proteolitik enzimlerin bulundugu pek ¢ok enzim saflastirilirak
kristalize edilmistir. Svedberg tarafindan gerceklestirilen ultrasantrifij teknigi ile
enzimlerin molekiil kiitlelerine gdére ayriminin yapilabileceginin belirtilmesi,
1960 yilinda riiboniikleazin aminoasit dizisinin aydinlatilmasi, 1965 yilinda
lizozimin 3 boyutlu yapisinin X-ismlar1  kristalografisi ile belirlenmesi
enzimlerin kimyasi ve yapis1 alanindaki ilk caligmalar olmustur. 1950-1960
yillar1 arasinda yapilan enzimolojik ¢alismalardan enzimlerin yapisal esnekligi
ile 1ilgili bilgiler ortaya ¢ikmis ve 1958 yilinda Koshland, enzimlerin katalitik
glicli ve 6zgiinliigiinii agiklamak iizere indiiklenmis uyum (induced fit) modelini
onermistir. Aminoasit prekiirsorlerinden riboniikleaz enziminin kimyasal olarak
sentezi ilk kez Merrifield ve ark. (1969) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu
alanda yapilan onemli bir gelisme olmamasina ragmen hazirlanan preparatin
katalitik aktivitesi ve kimyasal saflig1 olduk¢a diisiik olmustur.

Enzimler kullanim amaclarina gore 3 grupta toplanabilir

1-Uretime yonelik cesitli reaksiyonlarmn katalizinde kullanilan saflik
dereceleri diisiik olan endiistriyel enzimler,

2-Bilimsel arastirma ve analitik amacgla kullanilan saflik dereceleri
yuksek analitik enzimler,

3-Cesitli fizyolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve saflik

derecesi oldukca yiiksek klinik enzimler.

1.3.1. Enzimlerin Yapis1

Enzimler kimyasal yap1 bakimindan protein ana yapili molekiillerdir.
Fakat bazi enzimlerde, proteine, protein olmayan daha kii¢iik organik ve ya
anorganik molekiillerin baglanmasiyla olusmus proteid yapis1 da s6z konusudur.
Enzimin sadece proteinden olusmus ve kofaktorleri icermeyen inaktif kismina
apoenzim, tim kofaktorleri ve koenzimleri igeren katalitik aktif kismina ise
haloenzim denir. Enzimlerin aktivite gosterebilmeleri icin gerekli olan, protein
yapida olmayan, genellikle metal iyonlarindan (Fe™?, Mn"™, Zn™ gibi) olusan yan

gruplarina kofaktor denir. Koenzim ise, enzimlerin aktivite gosterebilmek icin
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gereksinim duyduklar1 kompleks organik molekiillerdir.

substrabe protein 1 ?pprﬁeﬁm

k>
-1

= (nonprofein portion) = : B .
BpOSnIyme haloenzyme fitamin, mineral, ve)

{proten portion] {whole anzyme)

Basit enzim Bilegik enzim

Sekil 1.3. Enzim-Substrat yapis1

Enzimlerin protein kismi diger dogal proteinlerde oldugu gibi 20 dogal
amino asitin peptid baglariyla baglanmas sonucu olusmustur. Ancak cogu
enzimde, translasyon sonras1 modifikasyonlar sonucu protein zincirinde yer alan
amino asitlerin yan zincirlerinde (R-gruplar1) bazi kimyasal degisiklikler
meydana gelebilmektedir. Bu durumda protein zincirine karbonhidrat, lipid,
cesitli organik molekiiller ve ya metal iyonlar1 baglanmaktadir. Enzimlerin
yapilarinin aydimnlatilmasinda ilk adim primer (birincil) yapisinin yani protein
kisminin amino asit dizilis sirasinin aydimnlatilmasidir. Dogal proteinlerin
yapisina giren 20 amino asit mevcuttur ve bunlar birbirlerine kovalent olarak
peptid baglar1 ile baglanirlar. Ikinci adim, polipeptid zincirinin yapidaki amino
asitlerin R gruplar1 dikkate alinmaksizin uzaydaki konformasyonu yani sekonder
(ikincil) yapmm belirlenmesidir. Ikincil yapinin olusumunda 6zellikle zincir igi
ve zincirler aras1 olusan hidrojen koprii baglar1 énemlidir. Ugiincii adim ise iig
boyutlu yapmnin olusumunda etkili rol oynayan fersiyer (iigiinciil) yapinin
belirlenmesidir. Tersiyer yapi, zincirdeki aminoasitlerin R gruplarimin da dikkate
alinarak uzaydaki konumunun belirlenmesidir. Bu yapiyr belirleyen baslica
etmenler; hidrojen baglari, disiilfit baglari, iyonik etkilesimler ve hidrofobik
etkilesimlerdir. Birden fazla alt birim (peptid zinciri)den olusan enzimler de
(oligomerik  yapili))  dordincii. adim  kuarter  (dordiinciil)  yapiin
aydinlatilmasidir. Dordiinciil yapi, alt birimler arasindaki iliski ve toplam

molekiilin uzaydaki konformasyonudur. Bodyle bir enzimin alt birimleri
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varyasyonu ile izoenzimler tiirer. Izoenzimler, izozimler olarak da adlandirilir ve
ayn1 reaksiyonu katalizleyen, farkli birincil yapiya sahip, ayni organizmada
olusan iki ya da daha fazla enzimdir. Enzimlerin 3 boyutlu yapilar1 giiniimiizde
x-1s1nlar1 kristalografisi ile ayrintili olarak aydinlatilabilmektedir. Bunun i¢in
oncelikle enzimin saf kristalize formuna ve primer yap1 bilgisine ihtiya¢ duyulur.
Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat denir. Enzim molekiiliiniin belirli bir
bolgesinde enzimatik reaksiyonun gergeklestigi bir merkez bulunur. Bu merkez

aktif merkez olarak adlandirilir ve daima bir oluk ve ya yarik seklindedir.

Erzim + Substrat —— Enzim - Substrat —— Enzim + Urin

@+9:@:*@+ oo

Enzimn Iiadde  Enzim - Substrat Enzim Tepkimne
faubstrat) kompleksi rinleri

Sekil 1.4 Anahtar-Kilit Modeli

Aktif merkezde yer alan aminoasitlerin bir kismi substratin buraya
dogru olarak baglanmasini saglar. Baglanmada etkin olan kuvvetler hidrojen
baglar1, hidrofobik etkilesimler, iyonik etkilesimler ve kovalent baglaridir. Aktif
merkezde substratin baglandig1 bir baglanma bélgesi ve bir de katalitik

doniistime ugratildig1 katalitik aktivite bolgesi bulunur (Yildirim ve ark., 2007).

1.3.2. Enzimlerin Kod Numaralarina Gore Siniflandirilamasi

1961 yilinda enzim komisyonunun hazirladigi rapora gore enzimler
katalizledikleri reaksiyon tipine gore 6 ana sinifa ayrilmis ve bu siniflarda yer
alan her enzim 4 rakamdan olusan bir enzim kod numarasi (EC no) ile ifade
edilmistir. EC numarasmin ilk rakami enzimin alt1 ana siniftan hangisinde yer
aldigini, ikinci rakam etki ettigi kimyasal yap1 ve fonksiyonel grubu, ii¢ilincii
rakam alic1 grubu (akseptor) ve dordiincii rakam ise o serideki sira numarasini

ifade eder (Cizelge 1.1)
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Cizelge 1.1 Enzimlerin kod numaralarmna gore smiflandirilmasi

1. Oksidorediiktazlar

Redoks reaksiyonlarini katalizlerler

1.1. CH-OH grubuna etki edenler
1.2 C-O grubuna etki edenler
1.3 C-CH grubuna etki edenler
1.4 C-NH2 grubuna etki edenler
1.5 CH-NH grubuna etki edenler

2. Transferazlar Fonksiyonel gruplarin transferinde gérev

yaparlar

2.1 C1- gruplarini transfer edenler
2.2 Karbonil gruplarini transfer edenler
2.3 Acil gruplarini transfer edenler
2.4 Glikozil gruplarini transfer edenler
2.5 N- iceren gruplari transfer edenler
2.6 Fosfat gruplarini transfer edenler
2.7 S- igeren gruplari transfer edenler

3.Hidrolazlar

Hidroliz reaksiyonlarini katalizlerler

3.1 Esterleri hidrolizleyenler
3.2 Glikozid baglarini hidrolizleyenler
3.4 Peptid baglarini hidrolizleyenler
3.5 Diger C-N baglarini hidrolizleyenler
3.6 Asit anhidridlerini hidrolizleyenler
4.liyazlar Cifte baga katilma ve ¢ifte bagin olugsum
reaksiyonlarini katalizlerler
4.1 C-C liyazlar
4.2 C-0O liyazlar
4.3 C-N liyazlar
5.izomerazlar izomerlesme reaksiyonlarini katalizlerler
5.1 Rasemazlar
5.3 Intramolekler oksidoredUktazlar
54 intramolekdler transferazlar
6.Ligazlar Sentez reaksiyonlarini katalizlerler
6.1 C-O bagini olusturanlar
6.2 C-S bagini olusturanlar
6.3 C-N bagini olusturanlar
6.4 C-C bagini olusturanlar

10
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Cizelge 1.2 Enzimlerin Smiflandirilmasi (John, 1987)

ENZIMLER KAYNAKLAR
1. OKSIDOREDUKTAZLAR
Glukoz oksidaz Aspergillus niger

Katalaz

A. niger, Micrococcus lysodeictius

Pironoz-2-oksidaz

Polyporus obtusus

2. TRANSFERAZLAR

3. HIDROLAZLAR

Bacterial a-amilaz

A. oryzae, A. niger

Fungal a-amilaz

Glukozamilaz

A.niger, A. awemori, Endomycopsis sp.,
Rhizopus sp.

B- gukonaz (licheninase)

B. subtilis, B. amyloliquefaciens

Selulaz kompleks

Trichoderma reesei, A. niger

a-1,3 glukonaz

T. harzianum

Dekstranaz Penicillium funiculosum
Hemiselulaz B. subtilis, A. niger
Pullunaoz Bacillus sp.

a-galaktosidaz

A. niger, Mortierella vinacea

invertaz

Maya

Laktaz

Kluyveromyces fragilis

Bacterial nétralproteaz

B. amyloliquefaciens, B. subtilis

Bacterial alkalin proteaz

B. licheniformis, B. subtilis, B.

amyloligefaciens

Fungal proteaz

A. niger

Rennet

Mucor miehei, Mucor, Pusillus,

Endothia parasitica

Streptokinaz

Streptococcus sp.

I- aspanginaz Erwinia carotovara

Urikaz B. fastidiosus

Fungal pektinaz kompleks A. niger, Trichoderma reesei
4. LIYAZLAR

Fungal pektinaz kompleks

Aspergillus niger
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5. IZOMERAZLAR

) Bacillus coagulans, Actinoplanes
Glukoz izomeraz ) .
missouriens

6. LIGAZLAR

1.3.3. Enzimlerin Kullanim Alanlarn

Enzimlerin onemli bir uygulama alani endiistrideki kullanimlaridir.
Ciinkii, klasik kimyasal katalizorlere gore endiistriyel katalizorler olarak
enzimler 6nemli baz1 avantajlara sahiptirler (Goodenough ve ark., 1995).

e  Yiiksek diizeyde substrat 6zgilinliigii, istenmeyen yan {iriinlerin
olusumunu elimine ederken materyal maliyetini disiiriir ve ¢evre sorunu
yaratmaz.

e Bazi stereodzgiin rekasiyonlar enzimler olmadan
gergeklestirilemezler.

e  Operasyon kosullarinin 1stya duyarli substratlar1 bozma olasiligini
azaltir ve operasyonun korozyon etkilerini ve enerji gereksinimlerini diistiriir.

e  Reaksiyon hiz1 yiiksek ve maliyeti diistiktiir.

Enstistriyel alanda kullanilan enzimlere ornek olarak proteolitik
enzimler, amilolitik enzimler, glukoz izomerazlar, pektolitik enzimler, seliilazlar
ve galaktozidazlar verilebilir.

Enzimlerin diger bir Onemli uygulama alanlar1 klinik amach
kullanimlaridir. Medikal alandaki wuygulamalara ornek olarak; genetik
bozukluklarin, dolagim hastaliklarinin, kanserin, sindirim yetmezliginin tedavisi,
yara temizligi ve tedavisi, ila¢ tasarimi verilebilir. Bu amagla amilaz, papain,
pepsin, lipazi seliilaz, tripsin ve riboniikleaz gibi pek ¢ok enzim kullanilmaktadir
(Hebeda ve Hui, 1992).

Enzimler in vitro kosullarda da oldukg¢a etkili katalizorler olduklari i¢in

genetik mithendisliginin de vazgegilmezleridir. Bu alanda kullanilan enzimler,
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hiicrede DNA replikasyonu ve transkripsiyonu, istenmeyen ya da yabanct DNA
molekiillerinin yikimi, mutant DNA’nin onarimi1 ve rekombinasyon gibi cesitli
yasamsal olaylarda ©onemli rol oynamaktadirlar. Genetik miihendisliginde
kullanilan enzimler baglica 4 grup altinda toplanirlar (Favaloro ve ark., 1980).

Niikleazlar; niikleik asit molekiillerini kesen, boylarini kisaltan ve ya

parcalayan enzimlerdir. Bunlar ekzo- ve endoniikleazlar, restriksiyon
endontikleazlaridir.

Ligazlar; niikleik asitleri birbirine baglayan enzimlerdir. E. coli T4
ligaz1 gibi.

Polimerazlar; niikleik asitlerin kopyalarini hazirlayan enzimlerdir. E.

coli DNA polimeraz I, reverse transkriptaz, terminal transferaz, termolabil DNA
polimeraz gibi.

Modifikasyon enzimleri; kimyasal gruplar1 ekleyen ya da ayiran

enzimlerdir. Alkali fosfataz, poliniikleotid kinaz gibi.

Cizelge 1.3 Enzim Kaynaklar1 ve Kullanim Alanlar1 (Madigan ve ark., 1997)

. KULLANILDIGI . .
ENZIMLER KAYNAK ENDUSTRISI
YER
Mantar
Amilaz (nigastay
Ekmek Firin
pargalar)
Bakteri Nisasta tabakasi Kagit
Mantar Surup ve glikoz Yiyecek
Dusuk 1sida
Bakteri camasir Kolalama
kolalamada
Sindirime yardimci .
Mantar i llag
ilag
Kumas
Bakteri tabakalarinin Tekstil
uzaklagtiriimasi
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Lekelerin
Bakteri uzaklastiriimasi, Camasir
deterjanlar
Proteaz(protein
Mantar Ekmek Firin
pargalayici)
Bakteri Leke uzaklastiric Kuru temizleme
Bakteri Yara temizleyici ilag
Kumas
Bakteri tabakalarinin Tekstil
uzaklastiriimasi
Bakteri Ev deterjani Camasir
Bakteri Etin yumusatiimasi El
Invertaz(siikroz
Bira mayasi Yumusgak sekerler Seker
pargalayici)
Yuksek fruktoz
Glukoz izomeraz Bakteri Hafif ickiler
Misir surubu
Glukoz
Glukoz oksidaz Mantar Yiyecek
uzaklastirma
Oksijen i
Yiyecek
uzaklastirma
Diabetliler igin ilag ilag
Sikigtirma .
Pektinaz Mantar Icki, meyva suyu
saflastirma
Satin
Rennin Mantar . Peynir
koagulasyonu
. ) Kumas yumusaticl, .
Seliiloz Bakteri . Deterjan
Parlatici, deterjan
. Sithane,
Lipaz Mantar Yagi pargalar
camasirhane
Laktaz Mantar Laktozu, glukoz ve | Sithane, besinler
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galaktoza pargalar

PCR ve DNA Biyolojik

DNA polimeraz Bakteri, Archaea ) ,
replikasyonu arastirma, adli tip

1.4. Elektroforez

Belli bir elektrik yiikiine sahip biyomolekiillerin elektriksel bir alanda
“sahip olduklar1 elektrik yiikiine bagli olarak” anod veya katoda gbé¢ etmeleri
prensibine elektroforez denir (Vesterberg, 1993).

Molekiillerin elektriksel alanda go¢ etmeleri molekiiler agirlik,
molekiiler konformasyon, ortamin pH’s1, kullanilan ayirma ortaminin por ¢api,
sicaklik, elektroforez zamani, uygulanan akim siddeti gibi c¢ok farkh
parametrelerden etkilenmektedir (Maniatis ve ark., 1982; Walker ve ark, 1988).

Biyolojik materyallerin separasyonu, determinasyonu, molekiiler
agirliklarinin saptanmasi ve farkli 6zelliklerin ortaya konmasi amaciyla, SDS-
PAGE (sodium-dodecyl-sulphate polyacrylamide gel), IEF (Izoelectric-
focusing), Agaroz jel elektoforezi (agarose gel), kapiller jel elektroforezi
(capillary gel electrophoresis), Gradient-PAGE, Pulsed-Field jel elektroforezi
gibi ¢ok farkli elektroforez uygulamasi vardir (Gaal ve ark., 1980; Jeyaseelan ve

ark., 1987; Temizkan ve Arda, 2008).

1.4.1. SDS-PAGE Sistemi

Akrilamidin polimerizasyonuyla hazirlanan poliakrilamid jellerin
elektroforetik ayrimlarda cesitli Ustiinliikleri vardir: kiiciik ya da orta boydaki
(=1 x 10° Da’a kadar) niikleik asitler ve proteinler igin yiiksek ayristirma giiciine
sahiptir; oldukga biiylik boyuttaki 6rnekler i¢in uygundur; gé¢ eden molekiillerle
ayirma ortami arasindaki etkilesim en diisiik diizeydedir; ayirma ortami fiziksel

olarak oldukg¢a kararli ve dayaniklidir.
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Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez, 6rnekteki bilesenlerin daha
iyt ayrilmalarina yol acgar, ¢iinkii ayrim hem molekiiler elekleme hem de
elektroforetik harekete dayanir. PAGE’in, jel gecirgenlik kromatografisinden
farki, poliakrilamid jelde kiiclik molekiillerin biiyiik molekiillerden daha hizli
hareket etmeleridir (Sambrock ve ark., 1988; Bonnie, 1990).

Poliakrilamid jeller akrilamid ve ¢apraz baglayict N,N’-metilen-bis-
akrilamidin  serbest radikal polimerizasyonuyla hazirlanir. Kimyasal
polimerizasyon bir baglatici-katalizor sistemi (AMPS-TEMED) tarafindan
gergeklestirilir. Fotokimyasal polimerizasyon, UV 1s1n1 ve riboflavin kullanilarak
gergeklestirilir.

SDS anyonik bir deterjandir ve proteinlere sikica baglanarak denatiire
eder ve molekiiliin negatif yiikiinii artirir. Protein molekiilleri negatif yiikli
oldugundan SDS-protein kompleksleri elektroforez ortaminda anoda dogru gog
eder. Ayrica biyomolekiillerin ¢ogu negatif yiiklii oldugundan elektroforez
sirasinda anoda dogru hareket ederler bu yilizden elektroforez genellikle bazik
pH’da (8.0-8.3) gergeklestirilir. Analiz edilecek Ornek, bir izleme boyas1 ile
(Brom-Phenol Blue) birlikte jelin iist kisminda olusturulan kuyucuklara
uygulanir ve sistemden elektrik akimi gegirilir. Ornekteki bilesenlerden daha
hizl1 hareket eden izleme boyasi jelin bitimine ulastiginda akim kesilir, jel
protein boyama karakterindeki bir boya ile (Coomassie-Brillant-Blue R 250, G-
250, Silver Stain vb) boyanir. Molekiiler agirlik hesaplamalar1 yapilacak
uygulamalarda jeldeki kuyucuklardan birine marker protein uygulanir. Marker
proteinin jelde go¢ ettigi mesafe, 6rnekler ile kiyaslanarak molekiiler agirlik Da

veya kDa olarak saptanir (Temizkan ve Arda, 2008).

1.5. Plazmid Curing (Plazmid Eliminasyonu)

Bakterilerde kromozomdan baska, genom DNA’sindan bagimsiz
replikasyon yapabilen, genellikle halkasal, c¢ift iplikli olan DNA molekiillerine
plazmid denilir. Plazmidler bakterinin liremesi i¢cin gerekli olan temel genleri

tasimazlar. Buna karsilik bakteriye uygun olmayan ortam kosullarinda
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yasayabilme, c¢esitli toksik maddeler {iretme ve metabolize edebilme,
antibiyotiklere direnclilik ve antibiyotik sentezini gergeklestirebilme, patojenlik
ozelligi kazandirma gibi 6zellikleri saglayan genleri tasirlar.

Plazmid eliminasyonu herhangi bir karakterin plazmid tarafindan
kodlandigini1 géstermenin en iyi yoludur. Soyleki; saf halde izole edilmis bakteri
kiltiri antibiyotik direngliligi gosteriyorsa bu direncglilik geninin plazmid
iizerinde taginma ihtimali vardir. Plazmid eliminasyon testine maruz birakilmis
bakteri kiiltiiriinden, direncliligini kaybeden (antibiyotige hassas hale gelen)
suslarin sec¢ilmesi miimkiin olabilmektedir. Boylelikle belirlenen bir 6zellige ait
gen plazmid iizerinde ise plazmid DN As1 bakteriden kolaylikla izole edilebilir.

Plazmid eliminasyonu amaci ile sicaklik, SDS ve intercalating boyalar1

(ethidium bromid, akridin orange gibi) kullanilabilir (Hardy, 1993).

AMAC

Dogal ortamlardan (6zellikle kitin ihtiva eden ¢evrelerden), kitinaz liretme
yeteneginde olan mikroorganizmalari (Bacillus tiirleri) izolasyonu, saf kiiltlirlerinin
hazirlanmasi, identifikasyonu, en yiiksek kitinaz iiretme yeteneginde olan sustan
iretilecek  kitinaz ~ enziminin = karakterizasyonu  amaclanmistir.  Enzim
karakterizasyonu i¢in; optimum pH, optimum sicaklik, pH ve sicaklik stabilite
tayinleri, SDS-PAGE’de enzimin separasyonu, cesitli inhibitor ve aktivatorlerin

enzim aktivitesi lizerine olan etkileri arastirilacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Shubakov ve Kucheryavykh, (2003), 9 filament6z mantar tiirii ve cinsi ile
kitinolitik aktiviteleri konusunda c¢alismislardir. Bunlar; Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma, Paecilomyces, Sporotrichium, Beaureia ve Mucor’dur. Bu mantar
suslar1 %1 kitin i¢eren sivi besiyerlerinde iiretildigi zaman 0,2 U/mg (Sporotrichium
olivaceum, Mucor sp) ile 4,0-4,2 U/mg (Trichoderma lignorum, Aspergillus niger)
oraninda degisen aktivite gosteren ekstraseliiler kitosan suslaridir.

Lee ve ark. (2006), Bacillus sp. DAU101’e ait kitinaz genini E.coli’ye
klonlamiglardir. Kitinazin optimum pH’s1 7,5 ve optimum sicakligi 60 °C olarak
saptanmustir. Zn™> Cu™%, ve Hg™ metal iyonlary, kitinaz aktivitesini kuvvetli bigimde
inhibe etmistir. Fakat kitinaz aktivitesi Co™ ile 1,4 kat artmistir. Enzim, glikol kitin,
glikol kitosan veya CMC hidroliz edemedigi halde kolloidal kitin veya ¢oziilebilir
kitosani hidrolize etmistir.

Yuli ve ark, (2004), Endonezyanin Tompaso sicak su kaynagindan kitinaz
iireten bir bakteri izole etmislerdir. 16SRNA sekans analizine gore; bu Gr(+), spor
ireten, cubuk sekilli, bakteri Bacillus sp. 13.26 olarak adlandirilmistir. Bakteri
%35’lik kitin iceren besiyerinde 72 saat 55 °C’de iiretildiginde ekstraselliiler kitinaz
iretmistir. Enzimi NH4SO4 (amonyum stilfat) yontemi ile saflagtrmiglar ve saf enzim
molekiiler agirhigit SDS-PAGE’de 60 kDa saptanmistir. Optimum sicaklik 60°C  ve
optimum pH 7.8 olarak bulunmustur. 70 °C 5 saat 6n inkiibasyondan sonra kitinaz
aktivitesi korunmustur. Zimogram analizleri ile de enzimin termal stabilitesi
dogrulanmistir. 80 °C’de 1 saatlik inkiibasyondan sonra enzim onemli derecede
korunmustur.

Vaidya ve ark. (2003), Alcaligens xylosoxydans’tan kitinaz elde etmisler ve.
SDS-PAGE ve gel filtrasyon teknigi ile enzimin molekiiler agirligini yaklasik 44-45
kDa olarak saptamislardir. Enzim 50 °C’de ve pH 5’te optimum aktivite
gdstermistir. PAGE’de tek bant goriilmiistiir. Kitinin Km degeri 3 g bulunmus.
5mM Cu' ve Na" kitinaz aktivitesini %25 inhibe ederken ayni konsatrasyonlarda
Ca™ Mg"™ ve Ba™ etki etmemistir. Saflastirhn enzim Aspergillus niger misellerini

parcalamistir.
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Ramirez ve ark. (2003), kitinaz aktivitesini arttirmay1 amaglayan, Remazol
Brillant Blue R” ile boyanmus kolloidal kitinin kullanimma bagl, kitinaz aktivitesini
artrmay1 amaglayan basit ve duyarli bir metod kullanmiglardir. Bu teknikte,
isaretlenmis kolloidal kitin, sivi besiyerinde karbon kaynagi olarak bulunuyorsa,
kitinolitik mikroorganizmalarin seleksiyonunu ve karsilastirilmasmi saglamaktadir.
Kolloidal substrat orantili olarak ¢6ziinmiis ve boyayr serbest birakmistir ve
spektrofotometrede 595 nm de Olciilmiistiir. Bu ¢alismada RBB’nin kolloidal kitini
boyamasi ve fiksasyonu i¢in kullanilan prosediirler ve ticari chitin-azure substrati ile
kiyaslanmas1 gosterilmistir. Boyalarin serbest birakilmasi swrasinda ki bazi
fizikokimyasal ve enzimatik parametrenin etkiside ayrica gosterilmistir. Her iki
boyanmis substratta pH, substrat konsantrasyonu, 1s1 ve zamanin Bacillus
thurungiensis BT-107’deki kitinaz reaksiyonuna etkisini incelemek icin
kullanilmastir.

Gohel ve ark. (2004), kitinaz aktivitesini gostermek i¢in poliakrilamid jel
elektroforezinden sonra kitin agarda kitinaz aktivitesi metodunu tanimlamiglardir.
Calcofluor white M2R, fluorescein isothiocyanate, rhodamine B, ruthenium red ve
congo red gibi farklh boyalar kitin agarda birlikte kullanilmistir. Poliakrilamid jel
elekroforezinden sonra jel farkli boyalar igeren kitin agara transfer edilmistir. 0.2 M
pH 5.0 olan asetat buffer, ince bir tabaka seklinde jelden plaga diflizyonunu
kolaylastirmak i¢in dokiilmiistiir. 7 saatlik inkiibasyondan sonra kitinaz bantlar1 giin
15181 yada UV de goriiniir hale gelmistir. 0.5 iinitelik kitinaz birimlerini bile ayirt
edebildigi icin metod ¢ok duyarhidir. Boylelikle yontem, duyarli, hizli, kullanish,
giivenli ve ekonomik olarak tanimlanmistir.

Dahiya ve ark. (2005), Enterobacter sp. NRG4’ui kitin iceren ortamda
iretildiginde, kitinaz salgiladigini gostermislerdir. 60 kDa molekiil agirhigindaki
ekstraseliiler kitinaz, karekterizasyon ve homojenizasyon i¢in saflastirilmistir. Enzim
sismis kitini, kolloidal kitini ve glikol kitini hidrolize etmistir, fakat kitozani
hidrolize edememistir. Enzim Km ve Vmax i¢in sismis kitinde 1.43 mg/ml ve 83.33
uM/ug inhibe etmistir. Bu degerler kolloidal kitin i¢in 1.8 ve 40 mg/ml, glikol kitin
icin 2.0 mg/ml ve 33.33 uM/pg diir. Optimum sicaklik ve pH; 45°C ve pH 5.5 dir.

Mg, K" ve Ca™, %13, %16 ve %18 oraninda kitinaz aktivitesini stimiile ederken
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Cu™,Co™ , Ag" ve Hg™ kitinaz aktivitesini % 9.7, %15, %22 ve %72.2 oraninda
inhibe etmektedir (1 mM konsantrasyonlarinda). 1 mM N-bromosuccinamide (NBS)
ve 10 mM iodoasetamit, enzimi tamamen inhibe etmektedir. 10 mM
dithiobisnitrobenzoic asit (DNTB) enzimi % 97.2 oraninda inhibe etmektedir. Kitin
saf enzimle inkiibe edildiginde, kitobioz ve N-asetil D-glukozamine hidrolize
olmaktadir. Saflastirilmis enzimin hidroliz yolu kitinazin bir endokitinaz oldugunu
gostermistir.

Yalpani ve Pantaleone (2001), Kitozan, kitin, suda ¢oziinebilir kitin, kitin
azure ve a-(1—4)-poly(galactosamine) igeren aminoglikanlar bir seri ticari enzim
preparatlarina duyarlhiliklarini incelenmistir. Beklenmedik sekilde ¢ok sayida enzim
preparasyonlar1t aminoglikan hidrolizi vermistir. Dikkat ¢ekecek derecede bu enzim
preparasyonlarinin bir kaci kitozana karsi kitinaz ve lizozim gibi katalistlerle
kurulmus kitozonalitik aktivitelerle ona es ya da onu baskilayan litik aktivite
gostermistir. Boylelikle doza yanit profillerinden temellenerek birkag proteaz pepsin,
bromelain, ficin ve pankreatin gibi kitozan hidrolizi ve lizozim preparasyonu i¢in
ticari kitinazlara gore daha yeterli katalist olmustur. Selilloz, hemiseliiloz, lipaz ve
proteaz i¢in kanit ise genel litik ajan yoklugunu akla getirmektedir. Boylelikle bu
enzim preparasyonlarmin kendi optimum sicaklik ve pH larinda litik aktivitelerinin
farklh profilleri incelendiginde substrat konsantrasyonlarina, substrat N-asetilasyon
derecelerine, molekiiler agirlik fraksiyonlarina hassasiyetleri gézlenmistir. Benzer
sekilde kitozan solusyonlar1 iki es zamanli enzime tabi tutuldugunda birkag¢ enzim
icin hidrolitik yeterlilikte farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Kitozan hidrolizi ayni1 zamanda
insan salyasi ile yapilan ¢alismalarda gozlenmistir. pH 3 de 40 °C ‘de papain ve
hemiseliiloz preparasyonlarinda kitozan hidrolizi meydana gelmistir. Sonuglar,
maliyeti az enzimlerle kitozanin, kitinin ve diger aminoglikanlarin hidrolize
edilebilirligini gostermektedir.

Bhushan ve Hoondal (1999), Bacillus sp. BG-11’den saflastirilmis,
termostabil kitinaz aktivitesinin %90’ nin1 Aromex, Captafol, Captan, Chlorothalonil,
Dinocap, Metalaxyl, Sulphur, Triadimefon, gibi fungusit, Acephate, Chloropyriphos,
Cypermethrin, Diclovorus, Dimethoate, Methomyl, Malathion, Methylparathion ve
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Monocrotophos gibi insektisit varliginda litrede 100 pg enzim konsantrasyonunda
aktivitesini korumustur. Allosamidin kitinazi ICsy ve 48 uM da inhibe etmistir.

Frankowski ve ark. (2001), kitinolitik rizobakter Serretia plymuthica HRO-
C48 daha onceden fitopatojenik fungi ajani olarak se¢mistir. Bir endokitinaz (E.C.
3.2.1.14), CHIT60 ve bir N-asetil-B-1,4-D-heksozaminidaz (E.C. 3.2.1.52),
CHIT100, saflastirilmistir ve tanimlanmistir. 60.5 kDa agirlikli endokitinaz CHIT60
bir N-terminal aminoasit sekansina sahiptir ve buda Serretia liquefaciens ve Serratia
marcescens’den elde edilenlere benzerlik gosterir. Enzim aktivitesi 55 °C de, pH
5.4°de pik yapar ve 10 pM Co™ veya Mn"™ varliginda %20’lik artis gdsterir.
Aktivite, 10 pM Cu'? varhginda %80 inhibe olur. CHIT100 95.6 kDa agirhiginda 6.8
?77?pl ile monomerik enzim goriinimiindedir. Optimal aktivitesi 43 °C de pH
6.6’dadir ve ortamda 10 uM Co+2 veya Cu+2 varhginda aktivitesi %90 artis
gosterir. CHIT 100 (100pug/ml) Botrytis cinerea da spor ¢imlenmesini % 28 ve
¢imlenme tiipii uzamasini %31.6 oraninda inhibe eder. 100pug/ml de CHIT 60 da ise
etki daha fazladir. 100 mikrogram/ litre ile ¢imlenmeyi %78 ve cimlenme tiipii
uzamasini %63.9 oraninda inhibe eder.

Steijn ve ark (2002), Insan salyasindaki kitinazi incelemislerdir. Kitin,
iceren oral patojenlere karsi savunma rolii gdsterebilir. Periodontitis hastalarindaki
kitinazin aktivite seviyesi kontrol grubundan 6nemli derecede yiiksek ¢ikmistir. 5-6
aylik periodontal tedavi siiresi boyunca bu enzimin aktivitesinde 3-4 kathk artis
goriilmiistiir. B-N asetilheksozaminidaz daha az olsada aktivitesi artan bir diger
glikozidik baglar1 hidrolize eden enzimdir. Kitinaz aktivitesindeki artis ile
problamadaki kanama ve kayiplardaki artiglar arasinda bag yoktur ve problama paket
derinligi ve plak indeksi arasinda zayif bir bag gozlenmistir. Yukaridaki klinik
parametrelerle B-N-asetilheksozaminidaz aktivitesi arasinda baglant1 bulunamamaistir.

Perrakis ve ark., 1994, tiitiinde yeni bir tip kitinazi, ¢inko affinite kolonu
kullanarak saflastirilmistir ve sonradan klonlanmistir.

Bhushan, (2000), bir alkalofilik, c¢evrede yaygin bulunabilen
mikroorganizma olan Bacillus sp. BG-11 izole etmis ve tanimlamistir. Bakteri
kitince zenginlestirilmis ortamda, 50 °C de 72 saatlik, s1v1 batch fermantasyonda 76

U ml ml" kitinaz tiretmistir. Saflastirilmus kitinin molekiiler agirhigi SDS-PAGE ile

21



2.ONCEKI CALISMALAR Secil Berna KUZU

yaklagik olarak 41 kDa olarak saptanmistir. Hareketsiz(immobilized) kitinazin,
kitozan ve kalsiyum alginatdaki optimum pH’s1 8,5 ve optimum sicakligi 50 °C’dir
ve bu serbest enzimle aynidir. Hareketsiz kitinazin pH ve termostabilitesi 6nemli
derecede artmistir. Kitozondaki hareketsiz kitinaz pH 5 - 10 arasinda stabildir ve
kitozon- hareketsiz enzimin yar1 6mrii 70, 80 ve 90 °C ve sirasiyla 90, 70 ve 60
dakikadir. Enzim-substrat reaksiyonu sonucunda olusan son iiriin “C- formu ile
tanimlanmistir ve N-asetil-D-glukozamin en biiyiikk son iiriin olarak bulunmustur.
GlIcNAc (GleNAc ), , ve GleNAc; kitinaz aktivitesini 10 mmoll I'' konsantrasyonda
sirayla % 32, 25 ve 18 oranlarinda engellemistir. KCI, sodyum metabisiilfit, sodyum
azid varliginda 4°C’de kitinazmn raf 6mrii 8 haftadir. Enzim proteaz ve allosamidine

direnglidir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Bu arastrrmada kullanilan Bacillus suslar1 dogal ortamlardan izole
edilmistir.  Besiyerleri, c¢esitli tamponlar, kimyasallar, shaker, santrifiij,
spektrofotometre, elektroforez sistemleri ve diger ekipmanlar kullanilmigtir.
3.1.1. Bakterilerin Uretilmesinde Kullanilan Besiyerleri

3.1.1.1. Kitinli LB Besiyeri (Luria-Bertoni Broth)

Kitinaz enzimi tiretmek i¢in ilk kiiltiiriin (asilama amaciyla 24 h’lik kiiltiir)

hazirlanmas1 asamasinda kullanilmistir (Gerhardt ve ark., 1994; Wen ve ark., 2002).

Bilesimi g/l
Maya 5
Tripton 10
NaCl 5
Koloidal Kitin 10

IM NaOH ile pH=7.0’a ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk

steril edilmistir.

3.1.1.2. Jeloz Besiyeri

Bacillus suglarinin  ilk izolasyon asamalarinda ve stok kiiltlirlerinin

hazirlanmasinda kullanilmistir (MacFaddin, 2000).
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Bilesimi g/L,
Pepton 10
Et Oziitii 10
NaCl 5
Agar 14

pH=7.0’a ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril

edilmistir.

3.1.1.3. N1 Besiyeri

Saf kultir olarak

secilmis bakteri

kullanilmistir (Anonymous, 1978).

suslarinin  ¢ogaltilmast amaciyla

Bilesimi g/L,
Pepton 10
Et Oziitii 10
Maya 5
Glikoz 1
Agar 15

pH=7.0’a ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril

edilmistir.

3.1.1.4. CHDA Agar (Chitinase-detection agar)

Dogal ortamdan izole edilen bakteri suslarinda kitinaz aktivitesini saptamak

amaciyla kullanilmistir (Wen ve ark., 2002). M9 besiyerine 20 g agar ve 10 g

koloidal kitin ilave edilerek hazirlanmistir.
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Bilesimi g/L,
NaHPO4 0.65
KH,PO, 1.5
NaCl 0.25
NH4Cl 0.5
MgSO4 0.12
CaCl, 0.005
Koloidal kitin 10
Agar 20

pH= 6.5’ e ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril

edilmistir.

3.1.1.5. Ure Agar

Kitinaz iiretme yetenegi yliksek olan suslarm identifikasyonu amaciyla,

biyokimyasal testlerden, iirenin hidroliz testi i¢in kullanilmistir (MacFaddin, 2000).

Bilesimi g/L,
Pepton 1
NaCl 5

Ure 20
KH,PO, 9.1
Glikoz 1
Fenol Kirmizisi 0.012
Agar 15

pH=7.0’a ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril

edilmistir.
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3.1.1.6. Simon’s Sitrat Agar

Karbon kaynagi olarak sitratin kullanildigini saptamak i¢in kullanilmistir

(MacFaddin, 2000).

Bilesimi g/L,
NaCl 5
MgSO4 0.2
NH4H,PO4 1
K;HPO, 1
Na3CsHs07.2H,0 2
Bromtimol mavisi 0.08
Agar agar 20

pH=7.0’a ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril

edilmistir.

3.1.1.7. Jelatin Besiyeri

Jelatinin hidrolizini gézlemlemek amaciyla kullanilmistir (MacFaddin, 2000).

Bilesimi g/L,
Pepton 10
Et oziiti 10
NaCl 5
Jelatin 120

3.1.1.8. Yumurtah Agar (Egg Yolk Agar)

Bakterilerin tanilanmasinda lesitinaz (lecithinase) testi i¢in kullanilmistir. Bu

test; mikroorganizmanin lesitinaz iiretme yetenegini saptamak i¢in, yumurta sarisini

opak hale getirmesi prensibine dayanir (Hayward, 1941; McClung ve Toabe, 1947).
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Yumurta sarisindaki lipoprotein (lesitin) lesitinaz tarafindan hidrolize edilerek
choline ve fosfor serbest kalir. Cozlinmeyen yaglar (digliseridler) presipite olarak
koloni etrafinda opak bir hale olusur (Baron ve Finegold, 1990).

Bir adet yumurta, steril su ile yikanmis, etil alkolde 3 saat bekletilmis ve
alevden gecirildikten sonra, sarisi ayristirilarak serum fizyolojik (SF) ile homojenize
edilmistir. Elde edilen emiilsiyondan, steril edildikten sonra 50 °C’ye sogutulmus

jeloz besiyerine %10 oraninda ilave edilerek hazirlanmistir ( MacFaddin, 2000).

3.1.1.9. Clark-Lubs Besiyeri (Methyl Red/Voges Proskauer Broth, MR/VP
Broth)

Metil kirmizis1 (MR) ve Voges Proskauer (VP) testleri i¢in kullanilmistir
(Clark ve Lubs, 1915). Bu test; glikoz fermantasyonu iirlinlerinin dolayli olarak

gosterilmesi esasma dayanir (Davis, 1990).

Bilesimi g/l
Pepton 7
K;HPO, 5
Glikoz 5

pH=6.9’a ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril

edilmistir.
3.1.1.10. indol Besiyeri (Tryptophan/Peptone Broth)

Triptofandan indol a¢ia ¢ikarma yetenegini belirlemek amaciyla kullanilir.
Indolun belirlenmesinde, pepton, kazenin pankreatik parcalanmis formu ve enzimatik
kazein hidrolizat yeterli diizeyde triptofan icermektedir (Miiller, 1986; Baron ve ark.,

1990). Bunlardan herhangi biri besiyerinde kullanilabilir.
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Bilesimi g/L,
Kazein peptonu 10
NaCl 5
Triptofan 10

pH=7.0’a ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril

edilmistir.

3.1.1.11. Nisasta Besiyeri

Nisastanin enzimatik hidrolizini saptamak amaciyla kullanilmistir. Hidroliz

iyod ¢ozeltisi kullanilarak gézlemlenir (Cantarow ve Schepartz, 1962; Cowan, 1974).

Bilesimi g/L,
Pepton 5
Et oziitii 3
NaCl 5
Coziiniir nisasta 20
Agar 20

pH=7.2’¢ ayarlanmis, otoklavda 121 °C’de, 1.2 atm’de 15 dk steril

edilmistir.

3.1.1.12. Kanh Agar

Bu besiyeri organizmanm hemolizin iiretme yetenegini test etmek amaciyla

kullanilmistir. Jeloz besiyerine %10 oraninda EDTA’l1 (antikoagiilan) insan kani

ilave edilerek hazirlanmistir. Kan, jeloz besiyeri steril edilip 50 °C’ye sogutulduktan

sonra ilave edilmistir (Darling, 1975; Phillips ve ark., 1980).

a-hemolizin (a-toksin) veya [-hemolizin (B-toksin) iiretme yetenegi

Bacillus tanisinda 6nemli bir parametredir (Murpy ve ark., 1952).
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3.1.2. Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

3.1.2.1. Lugol ¢ozeltisi

Nisastanin enzimatik hidrolizini gézlemlemek amaciyla kullanilmistir (Cetin,

1968).

Bilesimi /100 mL
Iyot 7
Potasyum Iyodiir 3

Hazirlanan ¢ozelti renkli sisede saklanmis, kullanilmadan once 1:20

oraninda sulandirilmistir.

3.1.2.2. Sitrat Tamponu, (Temizkan ve Arda, 2008).

Kitinazin pH 4.0-5.5 araliginda aktivitesini saptamak i¢in kullanilmistir. Bu
tamponu hazirlamak i¢in;

0.2 M Sitrik Asit ve 0.2 M Na,HPO47H,0 ¢ozeltileri ve distile su uygun
oranlarda karistirilir ve istenilen pH degerinde yeni bir tampon elde edilir. pH

araliklarina uygun karisimlar Cizelge 3.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Sitrik Asit Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi.

pH 0.2 M Sitrik Asit 0.2 M Na,HPO, | Distile Su [mL]
(19.21 g/L) [mL] (53.65 g/L) [mL]

4.0 30.7 19.3 50

45 26.7 233 50

5.0 243 25.7 50

55 21.0 29.0 50
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3.1.2.3. Sodyum-Fosfat Tamponu, (Temizkan ve Arda, 2008).

pH: 6.0-8.0 araliginda enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in kullanilmistir.
0.2 M NaH,POy4, 0.2 M Na,HPO47H;0 ve distile su uygun oranlarda
karigtirlarak, istenilen pH araliginda tamponlar elde edilmistir. Bu oranlar cizelge

3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Sodyum-Fosfat Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi.

pH [ 0.2 M NaH,PO, 0.2 M Na,HPO, | Distile Su [mL]
(27.8 g/L) [mL] (53.65 g/L) [mL]

6.0 87.7 12.3 100

6.5 68.5 315 100

7.0 39.0 61.0 100

75 16.0 84.0 100

8.0 5.3 94.7 100

3.1.2.4. Glisin-NaOH Tamponu, (Temizkan ve Arda, 2008).

pH 8.5-10.5 araliginda enzim aktivitesinin saptanmasi i¢in kullanilmistir.
0.2 M Glisin, 0.2 M NaOH ve distile su uygun oranlarda karistirilarak,
istenilen pH araliginda tampon ¢o6zeltiler hazirlanmistir. Bu oranlar ¢izelge 3.3’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Glisin-NaOH Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasa.

pH | 0.2 M Glisin 0.2 M NaOH Distile Su [mL]
(15.01 g/L) [mL] (8 g/L) [mL]

85 4.0 50 146

9.0 8.8 50 1412

9.5 224 50 127.6

10.0 32.0 50 118

105 455 50 104.5
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3.1.2.5. Borax-NaOH Tamponu, (Temizkan ve Arda, 2008).

pH: 11.0-12.5 araliginda enzim aktivite diizeylerinin saptanmasi icin
kullanilmstir.

0.05 M Boraks (19.05 g/L) ve 0.2 M NaOH (veya yliksek pH araliklar1 i¢in
2 N NaOH) cozeltileri hazirlanir. 0.05 M Boraks ¢ozeltisinden 50 mL alinarak
iizerine istenilen pH degeri elde edilinceye kadar uygun NaOH ¢ozeltisi ilave edilir,

son hacim distile su ile 200 mL’ye tamamlanir.

3.1.2.6 Chitin-azure

Kitinaz aktivitesinin spektrofotometrik yOntemle tayin edilmesi i¢in

kullanilmistir (Shih ve McDonald, 1997; Ramirez ve ark., 2003).

Hazirlanmasi
Chitin azure (Fluka, Sigma) 100 mg
50 mM Fosfat Tamponu (pH: 6.5) 50 mL

Hazirlanan ¢6zelti renkli sisede +4 °C’de saklanmustir.

3.1.3. Elektroforez Uygulamalarinda Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1. Soliisyon-A: (Akrilamid Stok Solusyonu)

%30 w/v akrilamid ve %0.8 w/v bisakrilamid (Dunbar, 1990; Bollag ve ark.,
1996).

Bilesimi /100 mL
Acrylamide 29.2
Bis-acrylamide 0.8
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Distile su ilave edildikten sonra akrilamid tamamen ¢6ziiniinceye kadar
magnetik karistiricida karistirilir. Cozelti hazirlanirken ¢eker ocakta caligmak ve
akrilamid bulunan sisenin agzinin parafilm ile kapali olmasina dikkat etmek gerekir.

(Cozelti +4 °C’de aylarca saklanabilir.

Not: Polimerize olmamis akrilamid deriyi irrite edici ve norotoksik

ozelligindedir. Daima eldivenle ¢calismak gerekir.

3.1.3.2. Soliisyon-B (4X Separating Jel Tamponu), (Dunbar, 1990; Bollag ve ark.,
1996).

Bilesimi mL./100 mL (v/v)
2M Tris-HCI (pH=8.8) 75 (1.5 M)
%10 SDS 4 (%0.4)
H,O 21

Bu ¢ozelti buzdolabinda aylarca stabil kalabilir.
Not: Native jel uygulamalarinda SDS kullanilmadigi icin distile su 25 mL

ilave edilir.

3.1.3.3. Soliisyon-C (4X Stacking Jel Tamponu), (Dunbar, 1990; Bollag ve ark.,
1996).

Bilesimi mL./100 mL (v/v)
1 M Tris-HCI (pH=6.8) 50 (0.5 M)
%10 SDS 4 (%0.4)
H,O 46

Buzdolabinda aylarca saklanabilir.

3.1.3.4. AMPS (%10 Amonyumpersulfat), (Dunbar, 1990; Bollag ve ark., 1996).

Polimerizasyonu baslatic1 olarak kullanilir.
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Bilesimi ¢/100 mL (w/v)
Amonyum persiilfat 10
Distile su 100 mL

Kapakli renkli sisede buzdolabinda saklanmali ve taze hazirlanmalidir.

3.1.3.5. Elektroforez Tamponu, (Dunbar 1990; Bollag ve ark., 1996).

Bilesimi g/L (w/v)

Tris 3 (25 mM)
Glycine 144 (192 mM)
SDS 1 (% 0.1)
H,O 1000 mL

pH=8.3, oda sicakliginda stabil degildir.

Not: Bu ¢ozelti ¢alisma ¢ozeltisidir, ayrica 10X konsantrasyonlarda

hazirlayarak, kullanilacagi zaman sulandirmak, ¢ozeltinin  kontaminasyonunu

engellemek agisindan onerilmektedir.

3.1.3.6. Ornek Tamponu (5X Sample buffer), (Dunbar 1990; Bollag ve ark., 1996).

Bilesimi

mL/10 mL (v/v)

1 M Tris-HCI (pH=6.8)
%50 Glycerol

%10 SDS
2-mercaptoethanol

%1 bromophenol blue

H,0

0.6
5
2
0.5
1
0.9

(60 mM)
(% 25)

(% 2)
(14.4 mM)
(% 0.1)

+4 °C’de birkag hafta, -20 °C’de birkag¢ ay stabildir.
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3.1.3.7. TEMED (N, N, N’, N’-tetramethylene-ethylenediamine)

Polimerizasyonun gerceklesmesi i¢in katalizor olarak kullanilmastir.

3.1.3.8. SDS-PAGE Boyama Soliisyonu (Coomassie Gel Stain, Coomassie
Brillant Blue-CBB R-250)

Elektroforezden sonra protein fragmentlerinin (bandlarinin) goriiniir hale

gelmesini saglamak i¢in kullanilmistir (Dunbar 1990; Bollag ve ark., 1996).

Bilesimi

Coomassie Blue R-250 lg
Methanol 450 mL
Glacial Acetic Acid 100 mL
H,0 450 mL

Boya metanolde iyice c¢oziildiikten sonra asetik asit ve su ilave edilir.
Soliisyonu  hazirlandiktan sonra filtre edilerek, renkli, agzi kapakli sisede

saklanmalidir.

3.1.3.9. Jelden Boyayr Geri Alma (destaining) Soliisyonu, (Dunbar 1990; Bollag
ve ark., 1996).

Bilesimi mL/L
Methanol 100
Glacial Acetic Acid 100
H,0 800
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3.1.3.10. Istenilen Konsantrasyonda (% X) Ayira Jelin Hazirlanmasi, (Bollag
ve ark., 1996).

Bilesimi

Soliisyon-A */3 mL

Soliisyon-B 2.5 mL

H,0 7.5y mL

%10 Amonyum Persiilfat 50 uL

TEMED 5 uL (eger x<%8 —10 ul)
Total hacim 10 mL

3.1.4. Kitinaz Aktivitesi Uzerine Kimyasallarin Etkisini Ortaya Koymak icin

Kullamlan Kimyasallar

S6z konusu kimyasallar iki farkli konsantrasyonda (1-5 mM, %1-5 oraninda)
hazirlanarak kullanilmistir (Yuli ve ark., 2004; Lee ve ark., 2006).
DMSO, EDTA, SDS, PMSF, 1,10-Phenantroline, Etil Asetimidat, Fenol
Glioksal, N-Etil Melaimit, Sodyum Siilfit (Na,SOs3), NaCl, CaCl,, ZnCl,, Ure, MgCl,,
BaCl,, FeCl;, MnCl,, CuCl,, CoCl, NiCl,, KCI1, HgCl,,
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3.2. Metod

3.2.1. Topraktan Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu

Iskenderun Korfezi’nden alinan yengecler (8 adet) Cukurova Universitesi
kampus topragi (1 kg) ve kompost (500 g) ile karistirilmis ve agik havada 1 ay
bekletilmistir.

Hazirlanan 6rnekleme karisimma 3 L distile su eklenerek karistirilmis, 2
saatlik dinlendirmeden sonra st kisimdan 10 mL 6rnek almarak 85 °C’de 10 dakika
on isleme tabii tutulmustur (Cetin, 1978).

On islemi takiben, LB (Luria-Bertoni Broth) besiyerine 2 mL &rnek inokiile
edilmis, shakerda (2500 d/dk) 24 saat stireyle 37 °C’de inkiibasyona brrakilmistir.

Elde edilen kiiltirden, seri sulandirma (10°-107) yapilarak N, Agara tek
koloni diisecek sekilde yayma metoduyla ekim yapilmis, 37 °C’de 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda tek diisen koloniler (550 adet), kitinli

besiyerinde iiretilerek sonraki ¢calismalar i¢in saklanmistir (stok kiiltiir seklinde).
3.2.2. Kitinaz Ureten Suslarin CHDA Agarda Saptanmasi

Bu amagla CHDA (Wen ve ark., 2002) besiyeri hazirlanmis ve saf kiiltiir
olarak izole edilen biitiin suslar, ¢izgi metoduyla CHDA agara ekilerek 3-5 giin 37
°C’de inkiibe edilmistir. Her giin kontrol edilerek tireme ¢izgisi hattinda ve
cevresinde hidroliz zonu (seffaflasma) olusumu goézlemlenmistir (Cody, 1990).
Hidroliz zonu olusturanlar (12 sus) ayrilmis ve tekrar kitinaz iiretme yetenegi
acisindan CHDA agara ekilerek kitinaz pozitif olduklar1 kesinlestirilmistir. Sonuglar

fotograflanmistir.
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3.2.3. Plazmid Eliminasyon (Curing) Testi

Fenotip kitinaz pozitif suslarin bu geni hangi kalitim materyali
(kromozom/plazmid) {izerinde tasidigini saptamak amaciyla bu testler yapilmistir.
(Hardy,1993). Bu amacla;

1-Ethidium bromidin giderek artan konsantrayonlarini iceren (1-500 pg/mL) 2
mL’lik LB besiyerlerine 20 pL, 1 gecelik bakteri kiiltiirii inokiile edilmis,

2-1 gece iremeye birakilmig ve tlremenin gOrildigi en yiiksek boya
konsantrasyonu ihtiva eden tiip secilmis,

3-Bu kiiltiir LB ile diliisyon yapilarak N1 agar {izerine yayma metodu ile
ekilmis, tek kolonilerin liremesi i¢in inkiibe edilmis,

4-Ureyen koloniler tek tek alinarak stok Kkiiltiirleri hazirlanmis, kitinli
besiyerine ¢izgi metodu ile ekilmis, 1 gecelik inkiibasyondan sonra suslarin
cevresinde hidroliz zonu aranmustir.

5-Ureme ¢izgisi hattinda ve cevresinde hidroliz zonu olan suslarm kitinaz

iiretme yetenegini kromozom iizerinde tasidigi gozlenmistir.

3.2.4. Bakterilerin Identifikasyonu

Kitinaz aktivitesi gosteren (kitinaz pozitif) suslar; 1sisal isleme tabii
tutulduktan sonra iireyebilmeleri, spor boyama metodu ile mikroskopta spor
formlarinin gézlenmesi sonucu Bacillus sp. olarak tanilanmig ve bu dogrultuda
cesitli  biyokimyasal testler yapilmistir. Tanilama amaciyla morfolojik ve
biyokimyasal parametrelerin yaninda, en yiliksek kitinaz aktivitesi gosteren HBK-51
susu; yag asiti analizleri ve 16S RNA/DNA dizi analizlerine (Denizci ve ark., 2004)
gore tanilanmistir (Chen ve Kuo, 1993; Holt, 1993; MacFaddin, 2000).
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3.2.5. identifikasyon Amaciyla Uygulanan Biyokimyasal Testler ve
Metodolojileri

3.2.5.1. B-Hemoliz Testi, (Koneman ve ark., 1992).
Tanilanmasi istenen bakterinin 18-24 saatlik kiiltiirii kanli agara (BA) ¢izgi
metoduyla ekilir. 24-48 saat inkiibasyondan sonra iireme hatti ve ¢evresinde

minimum 2 mm hidroliz zonu goériilmesi testin pozitif oldugunu gosterir.

3.2.5.2. Katalaz Testi: Bakterinin katalaz iiretme yetenegi test edilmistir.

Katalaz hidrojen peroksidi parcalayan bir enzimdir (Fridovich, 1978).

2H,0, » 2H,0 + O,

Bu deney icin bakterinin 18 saatlik kiiltiirii iizerine %3’liik 1 ml H,O,
damlatilir. Gaz ¢ikismin goriilmesi testin pozitif oldugunu gostermektedir (Saginur

ve ark., 1982).

3.2.5.3. Jelatinin Hidrolizi

Jelatin hayvansal kollojenin protein derivatidir. Mikroorganizmalar,
proteolitik tipte enzim (proteaz) iiretme yetene§inde olabilirler, jelatinin
sivilastirilmas: s6z konusu ise (gelatinolysis) bakteri jelatinaz iiretiyor demektir.
Jelatin jelatinaz tarafindan hidrolize edildiginde, jelatini olusturan amino asitlere
kadar parcalanir ve jellesme yetenegini kaybeder (Balows ve ark., 1991).

Yiiksek tabakali jelatinli besiyerine igne 0ze ile batirma kiiltlir yapilir. 37 °
C de 48-72 saat inkiibe edilir. Kiiltiir buzdolabmna alinarak 24 saat bekletilir, eger

besiyeri katilasmazsa test sonucu pozitiftir.

3.2.5.4. Hareket Testi
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%0,5 agar bulunan yumusak jeloz besiyerine igne 6ze ile batrma kiiltiir
yapilir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra bakteri ekim ¢izgisinden besiyerine yayilim
gosterirse test sonucu pozitiftir. Hareketsiz bakterilerde lireme sadece ekim ¢izgisi

boyunca olur (Cetin, 1978).

3.2.5.5. Simon’s Sitrat Testi

Bakteriler besin kaynagi olarak sitrat1 kullanabilirler. Simmons’un sitratl
besiyerine yayma metoduyla bakteri ekilerek 37 °C de 1-3 giin bekletilir. Eger
besiyerindeki indikatoriin (brom timol mavisi) rengi maviye donerse test sonucu

pozitiftir (Cetin, 1978).

3.2.5.6. indol Testi

Triptofandan ucucu indol olusumunu gozlemlemek amaciyla yapilmistir
(Baron ve Finegold, 1990).

Triptofan iceren (%]1) sivi besiyerine bakterinin 16 saatlik kiiltiiriinden
inokiile edilir. Oksalik asit ¢ozeltisine batirilmis ve kurutulmus filtre kagidi
besiyerine degmeyecek sekilde tiipiin i¢ine sarkitili. 37 °C’de 1-4 giin inkiibe edilir.
Her giin kontrol edilir, kagitta pembe rengin olugmasi testin pozitif oldugunu

gosterir.

3.2.5.7. Voges- Proskauer Testi

Bu test karbonhidrat metabolizmasinin ara iriinii olan asetil-metil-
karbinoliin olusumu temeline dayanir. Bu madde KOH ve hava varliginda diasetile
okside olur. Diasetil ise -a-naftol ve peptonda bulunan bir aminoasit olan arginin
varliginda 2-4 saat icinde karisima kirmizi bir renk verir. Clack-Lubs besiyerine 0.5
mL bakterinin 24 saatlik kiiltiiriinden ekilir. 37 °C de 2-4 giin bekletilir. Kiiltiire 1
mL indikator damlatilir, beklenir. Kirmizi renk olusumu testin pozitif oldugunu

gosterir (Clark ve Lubs, 1915).

39



3. MATERYAL VE METOD Secil Berna KUZU

3.2.5.8. Lesitinin Hidrolizi

Yumurta sarist ile hazirlanmis besiyerine ¢izgi metodu ile bakteri ekimi
yapilir. 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilir. Bakteri lesitinaz iiretmisse iireme hatti
cevresinde opaklagsma goriiliir, bu durum pozitif sonucu gosterir (Hayward, 1941;

McClung ve Toabe, 1947).

3.2.5.9. Urenin Hidrolizi

Bakteriler eger iireaz iiretme yeteneginde ise lireyi parcalayarak amonyak
(NH;) iiretirler. Ureli besiyerine bakteri, azaltma metoduyla ekilir. 37 °C’de 1 gece
bekletilir. Besiyeri ve bakteri kolonileri kirmizi renk alirsa testin sonucu pozitiftir

(Christensen, 1946; MacFaddin, 2000).

3.2.5.10. Nisastanmin Hidrolizi Testi

Nisasta suda ¢oziinmediginden bakteriler i¢in 1yi bir besin kaynagi degildir.
Baz1 bakteriler amilaz lreterek nisastayr maltoza parcalarlar. Boylece bakteri
nisastay1 kullanabilecek sekilde indirgemis olur.

Nisasta iceren besiyerine bakteri ¢izgi seklinde ekilir. 37 °C’de 24-48 saat
inkiibe edilir. Bakteriler (petri kutusu) iyod buharma tutulur veya direkt iyod
cozeltisi kiiltiir lizerine dokiiliir. 5-10 dakika bekletilir. Nisastanin hidrolize oldugu

alanlar renksiz, diger alanlar mavi renkli goriiniir (Koneman ve ark., 1997).

3.2.5.11. Bacillus HBK-51 Susunun 16S RNA Analizi

16S rRNA Reaksivon Kosullar:1 ve PCR KARISIMI

Kalip DNA Iul (60ng)
dNTP 5ul 2mM)
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Bufter( pFu 10x) Sul

27F primer 2 ul (25pmol / pl)
1525R primer 2 ul (25pmol / pl)
pFU 0,5 ul

Distile Su 32,5 ul

Toplam hacim 50 pl

PCR KOSULLARI

98°C 5 dakika

96°C 1 dk

47°C 1dk 35 DONGU
72°C 3dk

Sonuzama 72 °C 5dk

Kullanilan Primerler

27F 5> AGAGTTTGATCMTGGCTCAG ¥ 8-27 POZiSYON
1525R S’ AAGGAGGTGWTCCRCC ¥’ 1541-1525 POZISYON
S530F GTGCCAGCMGCCGCGGTAAY’ 515-533 POZiSYON
1100R 5’ AGGGTTGCGCTCGTTG¥® 1115-1100 POZiSYON

Bu primerler ile 16SrRNA geni ¢ogaltilmistir. Daha sonra; Ayni primerler ve
bunlara ek olarak 530F ve 1100R primerleri de kullanilarak Beckman coulter CQ
8800 model dizi analizi cihazi ile firma tarafindan verilen yontem kullanilarak Dye
terminator Cycle Sequencing ile isaretlenerek dizi analizi yapilmistir. Ham datalar
islenerek dizi elde edilmistir.

Benzerlik arastirmasi (GenBank/EMBL/DDBJ) Basic Local Alignment
Search Tools (Blast) programi (Altschul ve ark., 1990) ve referans veritabanlari

kullanilarak yapilmistir.
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3.2.6. Koloidal Kitinin Hazirlanmasi

Firmadan (fluka, sigma) alinan kitin Wen ve ark.’nin (2002), Roberts ve
Selitrennikoff’tan modiye ettikleri metoda gore hazirlanmistir.

Buna gore;

1-5 g toz halindeki kitin, 60 mL konsantre HCI’e yavas yavas ilave edilmis,
tyice karistirildiktan sonra, +4 °C’de bir gece yiiksek devirde (400 devir/dk)
calkalayicida galkalanmistir.

2-Karisim 2 L soguk %95’lik etanole ilave edilmis ve bir gece 25 °C’de
bekletilmistir.

3-Olusan presipitat 5000 g’de 20 dk +4 °C’de santrifiij edilerek bir arada
toplanmustir.

4-Steril distile su ile, koloidal kitin n6tral (pH=7.0) oluncaya kadar yikama
islemi yapilmistir (steril su ile homojenizasyon, sentrifikasyon [5000 g’de 20 dk
+4°C’de]).

5-Kolloidal kitin soliisyonu (%5) hazirlanarak kullanilincaya kadar +4°C’de

saklanmustir.

3.2.7. Enzim (Kitinaz) Uretimi, (Wen ve ark., 2002).

I-En 1iyi enzim freticisi olarak tanilanan Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki stok kiiltiirii 5 mL %1 kolloidal kitin iceren LB’ye inokiile edilerek 37
°C’de, ¢alkalayicida (1500 devir/dk) 24 h tiretilmistir.

2-Kiilttir, 500 mL (2 L hacimli erlenmayerde) %1 kolloidal kitin iceren M9

besiyerine transfer edilmis ve 3 giin inkiibasyona birakilmistir.

3.2.8. Enzimin Eldesi (Etanol ile Presipitasyon)

1-3 giinliik bakteri kiiltiirii 15000 g’de +4 °C’de, 20 dk santrifiij edilerek,

hiicre ihtiva etmeyen silipernatant (ekstraseliiler enzim olan kitinaz siipernatantta
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oldugu i¢in) toplanmistir (Franskowski ve ark., 2001).

2-Stipernatant kaba filtre kagidi ile (Whatman, 5) siiziilmiis ve {izerine
hacminin %70’1 oraninda %96’likk soguk etanol eklenmis, -33 °C’de 24 h
bekletilmistir.

3- +4 °C’de 20 dk 10000 rpm’de sentriflij edilerek enzim, sivi fazdan geri
kazanmak icin ¢Oktiiriilmiistiir. Cokelti, 0.1 M sodyum fosfat (pH=7.0) tamponunda
coziilerek, +4 °C’de saklanmustir (Srivastava, 1987; Folders ve ark., 2000).

3.2.9. Besiyerinde Kitinaz Aktivitesinin Saptanmasi
CHDA besiyeri iizerinde durham tiipii ile agilan kuyucuga, kismi
saflagtirilmis enzim preparasyonundan 1 mL damlatilarak 37 °C’de 2 giin

bekletilmistir. 2. saatten sonra araliklarla (4 saatte bir) besiyeri kontrol edilerek

kitinin hidrolizi gozlenmistir (Muzzarelli ve Peter, 1997).

3.2.10. Kitinaz Aktivitesinin Kitin-Azure ile Saptanmasi

Reaksivon karisimi asagidaki sekilde hazirlanmustir;

1 mL enzim preparasyonu (kismi saflastiriimis)
I mL 0.2 M sodyum-fosfat tamponu (pH=7.0)
5 mg chitin-azure karistirilmis ve 1/2 h 50 °C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonu takiben tiipler 7000 rpm’de +4°C’de santrifiij edilmis ve
siipernatant temiz tiiplere alinmistir. Bu denemeler 3 paralel seklinde hazirlanmistir.
Enzim ihtiva etmeyen kor (blank) tiip ile spektrofotometre sifirlanmis ve 560 nm
dalga boyunda degerler okunmustur. Kitinazin bir iinitesi (Unite=U) absorbans
degerinde 0.01 artisa sebebiyet veren enzim miktaridir ((McCreath ve Gooday,

1992; Ramirez ve ark., 2003).
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3.2.11. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerinin Saptanmasi

Aktivite tayini i¢in substrat olarak kitin-azure (chitin-azure) kullanilmigtir.
Enzim kismi saflastirma yontemi (etanol ile presipitasyon) ile hazirlanmistir.

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH araligin1 saptamak amaciyla;

Sitrat (pH=4.0-5.5),

Na-fosfat (pH=6.0-8.0),

Glisin-NaOH (pH=8.5-10.5),

Boraks-NaOH (pH=11.0-12.5) tampon sistemleri kullanilmistir (Temizkan
ve Arda, 2008).

50 °C’de, 1/2 h, s6z konusu tamponlarda (enzim + tampon) inkiibasyon
yapildiktan sonra, enzim aktivitesi 560 nm dalga boyunda UV visible (Cecil-5500)
spektrofotometrede kore karsi absorbans degerleri okunmustur (her seri 3 paralel
olarak hazirlanmis ve ortalama degerler alimmistir). Bu asamada reaksiyon
karigimina aktivite tayininde oldugu gibi 5 mg kitin azure ilave edilmistir (Kim ve
ark., 2007).

Kor; tampon ve kitin azure ile hazirlanmistir.
3.2.12. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerinin Saptanmasi
Kitinazin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik araligini saptamak amaciyla
enzim; 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
icin 90 °C’ye kadar su banyosu, 100 °C ve lizerindeki sicakliklar i¢in yag banyosu

kullanilmstir.

Reaksivon Karisimi

1 mL enzim
1 mL boraks tamponu (pH=11.0) [enzimin optimum aktivite gosterdigi pH]

5 mg chitin-azure karistirilmistir.
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Belirtilen sicakliklarda 1/2 saat inkiibe edilmis karisim santrifiij edilerek
560 nm dalga boyunda degerler okunmustur. En yiliksek absorbans degerinin elde
edildigi sicaklik temel alinarak % rolatif aktivite hesaplanmistir (Kim ve ark., 2007).

3.2.13. Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Saptanmasi

Sicaklik stabilitesinin saptanabilmesi amaciyla, enzim preparasyonu; 30, 40,

50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120 °C sicakliklarda enzim 3h 6n inkiibasyona tabii
tutulmustur. Inkiibasyonu takiben;

0.5 mL enzim

0.5 mL kitin azure (pH=9.0)

Karistirilmis ve optimum aktivitenin goriildiigii sicaklikta (110 °C) 1/2h
inkiibasyon yapilmis ve santrifiij edilerek spektrofotometrede degerler okunmustur.

Enzimin orijinal aktivitesinin saptanabilmesi i¢in, on inkiibasyona tabii
tutulmamis enzim ve substrat karistirilmis ve optimum sicaklik degerinde (110 °C)

aktivite tayini yapilmistir (Favaloro ve ark., 1980; Kim ve ark., 2007).

3.2.14. Enzimin pH Stabilitesinin Saptanmasi

Enzim preparasyonu, saklandigi tampondan (pH=9.0) santrifiij islemi ile
kurtarilmig ve farkli pH aralifindaki, tampon igerisinde resiispanse edilerek (pH; 5.0,
6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0) 3 h 6n inkiibasyon yapilmistir.

Aktivite tayini i¢in On inkiibasyona tabii tutulmus enzim ve substrat
(pH=9.0) karistirillarak, optimum aktivite sicakliginda (110 °C) 1/2h inkiibasyon
yapilmis ve degerler spektrofotometrede okunmustur (Favaloro ve ark., 1980; Kim

ve ark., 2007).
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3.2.15. Cesitli Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkileri

Farkli kimyasallarin enzim aktivitesi tizerindeki etkilerini saptamak amaciyla
kimyasallar iki fakli konsantrasyonda (1 mM-5mM, %]1-%35) kullanilmislardir.

Bunlar;

1-5SmM

EDTA, PMSF, 1,10 Phenantroline, Etil Asetimidat, Fenol Glioksal, N-Etil Melaimit,
Sodyum Siilfit (Na,S0O;), NaCl, CaCl,, ZnCl, Ure, MgCl,, BaCl,, FeCl;, MnCl,,
CuCl,, CoCl,, NiCly, KCl, HgCl,

%1-5

SDS, DMSO

Bu amacgla, 0.5 mL enzime s6z konusu kimyasallar belirtilen
konsantrasyonlarda (son konsantrasyon) ilave edildikten sonra oda sicakliginda 30 dk
on inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonu takiben 0.5 mL substrat (pH=9) ilave
edilmis, optimum sicaklikta 30 dk inkiibasyon yapildiktan sonra spektrofotometrede
degerler okunmustur (Nawani ve Kapadnis, 2004).

Kontol i¢in hazirlanan tiipteki enzime herhangi bir kimyasal ilavesi yapilmamustir.

3.2.16. SDS-PAGE Yéntemi ile Enzimin Molekiiler Agirhgimin Saptanmasi

Bu amagla %12 konsantrasyonda ayirict jel ve %35 konsantrasyonda
dengeleyici jel hazirlanmistir. 66 kDa agirliginda alblimin marker protein (MP)
olarak kullanilmistir. Ornekler drnek hazirlama tamponu igerisinde hazirlandiktan
sonra, 100 uL miktarda jele yiiklenmis, 30 mA’de 7 h elektroforez ekipmaninda

yiiriitilmiistiir.
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Elektroforez isleminden sonra jel dikkatlice cam plakalar arasindan
cikarilarak boyama kiivetine alinmig ve CBB R-250 ile 3 saat oda sicakliginda

boyanmistir.
Boyama islemini takiben 20 h siireyle destaning (boyadan kurtarma)

soliisyonunda bekletilen jel, %1 gliserol ihtiva eden distile su igerisinde 4 h
bekletilmis ve jel goriintiilenmistir. Jelde yiriitilen marker protein ile enzim
kiyaslanarak yaklasik molekiiler agirlik hesaplanmistir (Dunbar 1990; Bollag ve ark.,
1996).

3.2.17. Kitinaz Enziminin Kalorifer Bodcekleri (Blatella germanica, Ordo:

Orthoptera, Fam: Blatellidae) Uzerine Etkisi

Bu amagla; kalorifer bocekleri (Blatella germanica) toplandiktan sonra, 1
gece etil alkolde bekletilmis ve steril distile su ile yikanarak alkolden kurtarilmistir.

Bocekler tek tek cam deney tiipline alinarak, iizerine 5 mL enzim
preparasyonu (pH=9.0) ilave edilerek 50 ° C’de bir hafta inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda bdceklerdeki morfolojik degisimler gozlemlenmistir (Lopez-Meza ve ark.,

1995; Thamthiankul ve ark., 2001).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Topraktan Bacillus sp. Suslarmin izolasyonu

Iskenderun Kérfezi’nden alman yengegler (8 adet) Cukurova Universitesi
kampus topragi (1 kg) ve kompost (500 g) ile karistirilmis ve agik havada 1 ay
bekletilmistir.

Hazirlanan 6rnekleme karisimma 3 L distile su eklenerek karistirilmis, 2
saatlik dinlendirmeden sonra st kisimdan 10 mL 6rnek almarak 85 °C’de 10 dakika
on isleme tabii tutulmustur (Cetin, 1978).

On islemi takiben, LB (Luria-Bertoni Broth) besiyerine 2 mL &rnek inokiile
edilmis, shakerda (2500 d/dk) 24 saat stireyle 37 °C’de inkiibasyona brrakilmistir.

Elde edilen kiiltirden, seri sulandirma (10°-107) yapilarak N, Agara tek
koloni diisecek sekilde yayma metoduyla ekim yapilmis, 37 °C’de 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 550 adet sus secilmis, kitinli

besiyerinde iiretilerek sonraki ¢caligmalar i¢in stok kiiltiirleri hazirlanmistir.

4.2. Kitinaz Ureten Suslarin CHDA Agarda Saptanmasi

Bu amagla CHDA (Wen ve ark., 2002) besiyeri hazirlanmis ve saf kiiltiir
olarak izole edilen biitiin suslar, ¢izgi metoduyla CHDA agara ekilerek 3-5 giin 37
°C’de inkiibe edilmistir. Her giin kontrol edilerek treme ¢izgisi hattinda ve
cevresinde hidroliz zonu (seffaflasma) olusumu gézlemlenmistir.

Izole edilen toplam 550 bakteri susundan 12 tanesinde (%2.18) kitinaz
iiretme yetene§i saptanmistir. Bunlar arasinda CHDA agarda en iyi hidroliz zonu
olusturanlar (4-10 mm); HBK-30, HBK-36, HBK-37, HBK-42, HBK-43, HBK-51
olarak isimlendirilmislerdir.

L ve ark. (2002), Bacillus thuringiensis’in 70 standart susunu kitinaz
aktivitesi bakimindan test etmisler ve bunlardan 32 tanesinde herhangi bir aktivite
gozlemleyememislerdir. Digerleri ise hem kat1 besiyerinde hem sivi besiyerinde

kitinaz aktivitesi gostermistir. Fakat bunlar arasindan en yliksek aktivite gosteren
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T04A001 (355 U mL") ve T13003 (314 U mL") kod numarali suslar1 ¢aligmada

kullanmislardir.

Sekil 4.1. CHDA’da kitinaz aktivitesi
4.3. Plasmid Curing (Eliminasyon) Sonuclar

Kitinaz aktivitesi pozitif 12 Bacillus susu farkli konsantrasyonlarda EtBr
iceren LB’de iiretilmis ve subletal konsantrasyonda iireyen kiiltiirden tek koloni
seklinde izole edilen bakteriler kitinaz aktivitesi i¢in test edilmistir. Bunlardan en
yiiksek aktivite gosteren HBK-51 susu da dahil 10 (%83.33) tanesinde kitinaz
geninin kromozom fizerinde tasindigr saptanmistir. Ciinkii EtBr igeren LB’de

iiretilmis olmalarina ragmen (plazmidini kaybetmis) kitinaz aktivitesi devam etmistir.

49



4. BULGULAR VE TARTISMA Secil Berna KUZU

4.4. Bakteri identifikasyonu (Tanimlanmasr)

Tanimlama amaciyla morfolojik (besiyerinde lireme, spor olusturma, gram
boyanma karakteristigi) ve biyokimyasal parametrelerin yaninda (Holt, 1993;
MacFaddin, 2000) en yiiksek kitinaz aktivitesi gosteren HBK-51 susu; yag asiti
analizleri (Sherlock-MIDI Automated Microbial Identification System, Sherlock
Microbial Identification System version 4.0, MIDI inc., Newark, DE) ve 16S
RNA/DNA dizi analizlerine (Denizci ve ark., 2004; Kim ve ark., 2007) gore
tanilanmistir.

Gram boyama metodu ile boyanan bakteri 6rnegi, 151k mikroskobunda
incelendiginde, Gram (+), santral sporlu, cubuk seklinde organizma oldugu

gozlemlenmistir.

Sekil 4.2. Gram Boyamanin Mikroskobik Goriintiisii

Uygulanan Biyokimyasal testler cizelge 4.1’de gosterilmistir. S6z konusu
testlerden; hareket, katalaz, B-hemoliz, nisastanin hidrolizi, simmon’s sitrat test
sonuglar1 pozitif, indol olusumu, lireaz, lesitinaz, jelatinaz, voges-proskauer test
sonuclart negatif bulunmustur (McFaddin, 2000). Ayrica bakterinin kapsiil
olusturmadig1 kapsiil boyama metodu ile gézlenmistir (Cetin, 1978).

Biyokimyasal testlerden bazilarmnin pozitif sonuglari sekillerle gosterilmistir
(Sekil 4.3, 4.4, 4.5).
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Sekil 4.3. Simmon’s Sitrat Agar’da Pozitif Sonug

d
Sekil 4.4. Nisastanin Hidrolizi

Sekil 4.5. Kanl1 Besiyerinde -hemoliz
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Cizelge 4.1 HBK-51 Susunun Identifikasyonunda  Kullanilan

Biyokimyasal Testler
Yapilan biyokimyasal testler | Bacillus HBK-51 susu
Gram boyama +
Spor +
Kapsl -
Hareket +
Katalaz +
B-hemoliz +

indol olusturma -

Ureaz -

Lesitinaz -

Jelatinaz -

Nisasta hidrolizi +

Voges-proskauer -

Cimmon’s citrat +

+: pozitif, -: negatif,

S6z konusu analizler sonrasinda bu arastirmada kitinaz iireticisi olarak
kullanilan HBK-51 susu; Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki olarak

tanimlanmastir.

4.5. Enzim (KITINAZ) Uretimi

En iyi enzim iireticisi olarak tanilanan Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki
%1 kolloidal kitin igeren M9 besiyerinde 3-5 giin, 37 °C’de iiretilmis ve kiiltiir
siipernatantindan enzim preparasyonu elde edilmistir.

Wiwat ve ark. (1999), %0.3 kolloidal kitinli M9°’da 35 °C’de, 5 giin
Bacillus circulans No.4.1 susunu iiretmisler ve enzim izole etmislerdir. Wen ve ark.
(2002), %1 kolloidal kitin iceren M9 besiyerinde 3 giin, 37 °C’de Bacillus sp.
NCTU2 susundan basaril1 bir sekilde kitinaz elde etmiglerdir.
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4.6. Kitinazin Molekiiler Agirhginin Hesaplanmasi

Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 susundan elde edilen
kitinaz enzimi SDS-PAGE’de analiz edilmistir.

Marker protein olarak sigir albiimini (BSA, mw=66 kDa) kullanilmistir.
Marker proteinin jelde kattettigi mesafe dikkate alinarak enzime ait 2 band, 125 kDa
ve 50 kDa olarak hesaplanmistir. Sekil 4.6’da kitinazin SDS-PAGE analizi
goriilmektedir. Enzimin 2 band seklinde saptanmasi, Kkitinazin izoformlar1
olabilecegine isaret etmektedir. Arastrmacilar farkli biiylikliklerde kitinaz

izoformlar1 izole etmislerdir.

125 kDa

66 kDa

50 kDa

M: Marker (BSA, 66 kDa), E: Enzim preparasyonu (HBK-51 den izole edilmis kitinaz)
Sekil 4.6. SDS-PAGE’de Molekiiler Agirligin Gosterilmesi

Guo ve ark. (2004) Aeromonas schubertii’ye ait kitinazin SDS-PAGE
analizinde 30, 38, 75 ve 110 kDa 4 farkli band saptamiglar ve her birinin SDS
direncine baktiklarinda 75 kDa’lik fraksiyonun SDS dayanikliligint en yiiksek

bulmuslardir.
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Tantimavanich ve ark. (1998), Bacillus licheniformis TP-1 susunun kiiltiir
siipernatantindan izole ettigi kitinazin aktivite bandlarm1 non-denatiire SDS-
PAGE’de gozlemlemisler ve 3 band elde etmislerdir. Bu bandlarin molekiiler
agirhigi; 68, 62 ve 50 kDa (Chi68, Chi62, Chi50 seklinde isimlendirilmis) olarak
saptanmustir.

Gomes ve ark. (2000), 68 ve 80 kod numaral iki Streptomyces susundan
kitinaz izole etmis ve SDS-PAGE’de glikol kitini substrat olarak kullanarak aktivite
analizi yapmiglardir. Her iki susta glikol kitini hidroliz etmis, 68 nolu susa ait kitinaz
67, 200, 35 ve 25 kDa boyutlarinda farkh izoformlar seklinde saptanmaistir.

Wen ve ark. (2002), Bacillus sp. NCTU2 susundan izole edilen kitinazi
SDS-PAGE’de analiz ettiklerinde molekiiler agirligin1 36.5 kDa bulmuslardir.

Bhushan (2000) Bacillus sp. BG-11 susundan izole ettigi kitinazi, %10’luk
SDS-PAGE’de (%0.1 w/v SDS igeren) analiz ettiginde molekiil agirligin1 41 kDa
olarak saptamustir.

Patil ve ark. (2000) Streptomyces tarafindan iki tip kitinaz sentezlendigini,
Sakai ve ark. (1998), Bacillus sp.’nin 25-80 kDa araliginda farkli molekiiler agirlikta
3 kitinaz sentezledigini, Ueda ve Arai (1992), Aeromoas sp.’nin 89-120 kDa
araliginda degisen ¢ok sayida kitinaz formu iirettigini bildirmiglerdir.

Bakteriler farkh formlarda Kkitinaz enzimi iiretebilmektedirler ve
muhtemelen bunlar dogadaki farklihk gosteren Kkitin molekiillerini hidroliz
edebilme yetenegindedir. Enzimin farkh formlar bakteri iiremesinin farkh
donemlerinde sentezlenmektedir ve cevre kosullari-besin degiskenligi ile bu
genlerin ekspresyonlarn etkilenmektedir (Ueda ve Arai, 1992; Sakai ve ark., 1998;
Patil ve ark., 2000).

4.7. Optimum Sicakhk

Enzim optimum aktivitesini 110°C de gostermistir. Aktivite ¢alismalarinin

gergeklestirildigi 30-120°C araligindaki biitiin sicaklik degerlerinde elde edilen
aktivite ortalama %83.6 dir. Enzim aktivitesi 100-120°C araliginda ortalama %91.3
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degerine yiikselmistir. Ozellikle 100-120°C araligindaki aktivite artis1 enzimin hiper

termofil 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Biitiin sicaklik degerleri dikkate alindiginda, enzim aktivitesinin ortalama

% 83.6 degerine ulasmasi, aktivite araliginin mezofil-hipertermofil oldugunu
kanitlamaktadir. Bu ozellikleri enzimin uygulama alaninin cesitlenmesine katkida
bulunacaktir.

Lee ve ark. (2006) Bacillus sp. DAU101 susundan izole ettikleri kitinazin
optimum sicaklik aktivitesini 60 °C, Vaidya ve ark. (2003), Alcaligenes
xylosoxoxydans kitinaz'nin 50 °C, Brushan ve Hoondal (1998) Bacillus

kitinazlarinin 45-55 °C’de optimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Optimum Sicaklik (C)

120 -
S 100 -
L
=
4 60
k=
o 40 -

20 T T T T T T T T T 1

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Sicaklik (C)

Sekil 4. 7. Kitinaz aktivitesi iizerine sicakligin (°C) etkisi
Wiwat ve ark. (1999) Bacillus circulans No.4.1 susuna ait kitinazin 40 °C

ve optimum aktivite gosterdigini, Alteromonas sp. O-7 susuna ait kitinazin benzer

ozellikler gosterdigini (Tsujibo ve ark., 1992) bildirmislerdir.
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4.8. Termal Stabilite

°C %
30 90
40 89
50 60
60 90
70 91
80 92
90 100
100 |96
110 |94

Enzim biitiin sicaklik degerlerinde (30-120 °C) oldukga stabil bir aktivite
gostererek, orijinal aktivitesini ortalama %92.4 oraninda korumustur. En yiiksek
stabilite degeri (%100) 90 °C de elde edilirken, 100-110 °C araliginda %96 kalan
aktivite saptanmistir. Bu 6zellikleri dikkate alindig1 zaman, enzimin yliksek diizeyde

termostabil oldugu goriilmektedir.

Sicaklik Stabilitesi

100 -
98 -
96 -
94
92 -
90 +
88 1
86 -
84
82 -
80 T T T T T T T T 1

30 40 50 60 70 80 90 100 110

Sicaklik (C)

Relatif aktivite (%

Sekil 4.8. Kitinaz enziminin sicaklik stabilitesi.
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Sicaklik stabilite denemeleri i¢in enzim farkli sicakliklarda 3 h o6n
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire igerisinde 90 °C’de en yiiksek aktivite
gostermistir. 110 °C’de %96 kalan aktivite saptanmis olmasi termostabilite icin
olduk¢a 6nemli ve yiliksek bir degerdir. Yuli ve ark. (2004) Bacillus sp. 13.26
kitinazinin 70 °C’de 5 saatlik siirede stabil kaldigin1 ve bakterial kitinazlar i¢in
bunun ilk rapor edilmis sonu¢ oldugunu bildirmislerdir bu durum arkea kitinazlarini
geride birakmistir. Bu termostabilitenin; yogun elektrostatik interaksiyon (or;
tuz kopriilerinin formasyonu), hidrojen baglar, hidrofobik interaksiyonlar,
intramolekiiler disiilfit baglarnn ve enzim molekiiliiniin siki paketlenmesinden
olabilecegi belirtilmistir (Adams ve Kelly, 1998).

Bu ¢alismada iiretilen kitinazin optimum 110 °C’de aktivite géstermesi ve 3
saat 90 °C’de stabilitesini korumasi termostabilitenin molekiiler mekanizmasini

calismak i¢in potansiyel bir enzim oldugunu gostermektedir.

4.9. Optimum pH

pH | %
3 51
4 50
5 59
6 57
7
8
9

73
96
100
10 | 62
11 |30

Kitinaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 9.0 olarak
bulunmustur. Enzim pH 3.0’te %351 aktivite gosterirken, pH 3.0-6.0 araliginda
ortalama 9%54.25 aktiviteye sahiptir. Enzim aktivitesi pH 7.0’de aniden artis
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gostererek %73’e, pH 8.0°de ise %96’ya yiikselmistir. Optimum aktivite degeri pH
9.0’da (%100) elde edilirken, pH 10.0°da %62, pH 11.0°de %30 degerlerine hizli bir
diisiis gozlenmistir. Enzim aktivitesinin 6zellikle pH 9.0’dan sonra hizla diismesi,
enzimin yliksek alkali pH’larda fazla aktif olmadigin1 gostermektedir.

Bununla birlikte pH 7.0-9.0 araliginda ortalama %90 aktivite elde edilmis
olmasi1 enzimin orta diizeyde alkali 6zellik tasidigmnin gostergesidir. Asidik pH
araliginda (pH 3.0-6.0) ortalama %54.25 aktivite elde edilmesi, enzimin asidik
uygulamalar i¢cinde uygun olabilecegini kanitlamaktadir.

Lee ve ark. (2006) Bacillus sp. DAUI01 susuna ait kitinazin pH=7.5
(notral), Guo ve ark. (2004) Aeromonas schubertii’den izole ettikleri kitinazin
pH=4.8"de (asidik) maksimum aktivite gdsterdigini bildirmislerdir.

Vaidya ve ark. (2003), Alcaligenes xylosoxoxydans kitinaz1 ile ¢aligmislar
ve enzim pH=5.0"da optimum aktivite gostermistir.

Brushan ve Hoondal (1998) Bacillus kitinazlarinin genis pH 7.5-9.0
araliginda optimum aktivite gésterdigini bildirmislerdir.

Wiwat ve ark. (1999) Bacillus circulans No.4.1 susuna ait kitinazin
pH=8.0’de optimum aktivite gosterdigini, Alteromonas sp. O-7 susuna ait kitinazin
benzer ozellikler gosterdigini (Tsujibo ve ark., 1992) bildirmislerdir.

Yuli ve ark. (2004) Bacillus sp. 13.26 susuna ait kitinazin notral pH’da
optimum aktivite gosterdigini ve Pseudomonas aeruginosa K-187 (Wang ve Chang,
1997) susuna ait kitinaza benzedigini bildirmislerdir. Beauveria bassina’dan elde
edilen kitinaz pH=9.2"de oldukg¢a aktif olup (Suresh ve Chandrasekaran, 1999) bu
calismada izole edilen kitinaz optimum pH= 9.0’da aktivite gostermektedir.

Watanabe ve ark. (1992) ve Yabuki ve ark.’na gore (1986) pek cok
kitinazin asidik, Ohishi ve ark. (1996) ve Ueda ve Arai’a gore (1992) pek cok
kitinazin alkali oldugu, B. circulans No.4.1’in (Wiwat ve ark., 1999) ve B. circulans
WL-12’nin (Watanabe ve ark., 1992) alkali oldugu saptanmistir. Alkali kitinazlar, B.
thuringiensis temelli biopestisid (lepidoptera larvalarinin biokontroliinde) iiretiminde
olduk¢a kullanigh bir enzimdir Ciinkii lepidoptera larvalarmnin barsaklar1 alkali

pH’dadir (Berenbaum, 1980).
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Optimum pH

120
100 ~
80
60
40 -

Relatif Aktivite (%)

Sekil 4.9. Kitinaz Aktivitesi Uzerine pH nin Etkisi
Genel olarak degerlendirildigi zaman pH 3.0-10.0 araliginda ortalama %
68.5 aktivite degerinin elde edilmesi, kitinaz enziminin asido-alkalofil 6zellige sahip

oldugunu gostermektedir.

4.10. pH Stabilitesi

pH | %
5 68
6 72
7 78
8 85
9 100
10 | 97
11 |97
12 |98

Enzim pH 5.0’da 110 °C sicaklik ve 3 saat inkiibasyon siiresi sonunda

orijinal aktivitesini ortalama %68 oraninda korumustur. pH 9.0’da 110 °C sicaklik ve
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3 saat stirede orijinal aktivite %100 oraninda korunurken, pH 10.0-12.0 araliginda
baslangi¢c aktivitesinin ortalama 9%97.3 oraninda korundugu saptanmustir. pH
satbilitesiyle ilgili caligmalarda pH 5.0-8.0 araligindaki kalan aktivite degeri ortalama
%75.25 olarak bulunmustur.

Biitiin pH degerleri dikkate alindig1 zaman 110 °C’de ve 3 saat siireyle 6n
islemden gecirilen kitinaz enziminin aktivite analizi sonucunda orijinal aktivitesini
ortalama %87 oraninda korudugu saptanmustir. Gerek biitiin pH degerleri ve 6zellikle
pH 9.0-12.0 araligindaki kalan aktivite degeri (ortalama %98) kitinaz enziminin pH
stabil oldugunu ve alkaline 6zellik tasidigimi gostermektedir.

Wen ve ark. (2002), Bacillus sp. NCTU2 susundan izole edilen kitinazi
karakterize etmislerdir. Arastwrmacilarin bulgularma gore, s6z konusu kitinaz
koloidal kitini genis bir pH araliginda etkin bir sekilde hidroliz etmektedir. Optimum
pH degeri 7.0’dir. pH stabilitesi 4.0-10 araliginda ¢alisilmis olup, pH 5.5-9.0
araliginda optimal enzim aktivitesi en az %60 olarak gozlenmistir. pH=6.0-8.0’de 60
°C’de enzim stabilitesini korumustur. Optimum sicaklik degeri 50-60 °C dolaylarinda
olup, 60 °C’nin iizerindeki sicakliklarda enzim instabildir. Enzim 60 °C’de 180 dk 6n
inkiibasyona brrakildiginda herhangi bir aktivite kaybma ugramadig: halde 70 °C ve

yukar1 sicakliklarda aktivitenin hizla diistiigii gézlenmistir.

pH stabilitesi

110 -
100
90 -

80 -

70 -

Kalan relatif enzim ativitesi (%)

60 -

50

pH

Sekil 4. 10. Kitinaz Enziminin pH Stabilitesi
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Notral kitinazlar genellikle medikal amaglar i¢cin kitooligosakkarit iiretim
proseslerinde kullanilmaktadir (Yuli ve ark., 2004).

Ayrica; Hou ve arkadaglar1 (1998); farkli bitkilere ait cesitli kitinaz
aktiviteleri saptamig ve bunlarin ¢ogunun endokitinaz oldugunu, bu kitinazlarin kitin
polimerlerini rastgele hidroliz edebildigini bildirmislerdir. Bu arastirmacilar, tath
patates bitkisinin yapraklarindan izole edilen kitinazin optimum pH’smn1 5.0,
optimum sicaklik degerini 25 °C olarak saptamislardir. Chang ve ark. (1992) lahana
kitinazi i¢in optimum pH=5.0, optimum sicaklik 50 °C, Lin ve ark. (1982) musir i¢in
ayn1 pH degeri ve optimum sicakligi 40 °C olarak bildirmislerdir.

4.11. Kitinaz Aktivitesi Uzerine Cesitli Kimyasallarin Etkisi

Metal iyonlari, inhibitorler, deterjanlar ve selatérlerin 1 mM-5 mM ve %]1-
%35 konsantrasyonlar1 ile kitinaz 6n inkiibasyon yapildiktan sonra aktivite tayini
yapilarak, aktivator-inhibitor etki ve etkisiz olan kimyasallar saptanmistir. Kullanilan

kimyasallar ve etkileri ¢izelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Baz1 Kimyasallarin Kitinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kimyasal Konsantras. Aktivite (%)
Kontrol 100
DMSO %1 92

%5 92
SDS 1mM 97
5mM 93
EDTA 1mM 95
5mM 93
1,10-Phenanthraline TmM 90
5mM 100
Etil Asetimidat 1mM 90
5mM 80
Fenol Gliaksol 1mM 92
5mM 104

61



4. BULGULAR VE TARTISMA

Secil Berna KUZU

N-Etil Melaimid * TmM 106

5mM 89
PMSF * TmM 106

5mM 81
Ure * 1mM 106

5mM 80
MgCl, TmM 100

5mM 92
NaCl, TmM 97

5mM 93

TmM 101
BaC|2*

5mM 87

TmM 81
FeCI3

5mM 106

TmM 118
MnCl; -

5mM 77

TmM 127
CUC|2

5mM 155

TmM 115
COC|2

5mM 116

TmM 132
NiCl,

5mM 123

TmM 118
ZnCl,

5mM 106

TmM 127
KCl,

5mM 144

TmM 94
CaC|2

5mM 106

TmM 93
HgCl,

5mM 89

TmM 98
Na-Siilfit

5mM 96

*: 1 mM’da aktivite artis;, 5 mM’da aktivitede azalma
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Enzim preparasyonu cesitli kimyasallar ile farkli konsantrayonlarda
muamele edilmis olup, aktivitedeki degisiklikler spektrofotometre ile Olciilmiistiir.
Enzim aktivitesi baz1 kimyasallarin etkisi ile yiikselirken, bazilarinin etkisi ile diisiis

gostermis bazi kimyasallarin etkisi 6nemsiz kalmaistir.

Aktivite artisina neden olanlar;

FeCl; (%6), N-etil melaimid (%6), PMSF(%6), Ure (%6), Fenol-gliaksol
(%38), CoCly (%16), ZnCl, (%18), MnCl, (%19), NiCl, (%32), KCI (%44), CuCl,
(%56), ile aktivitede artis gozlenmistir.

Aktivite azalmasina neden olanlar;

EDTA (%7), SDS (%7), HgCL (%11), Etil-Asetimidat (%20) ile aktivitede

inhibisyon saptanmustir.

Onemli bir etki gostermeyenler;

DMSO (%92), MgCl, (%100), NaCl (%96), BaCl, (%102), Na-siilfit
(%98), CaCl, (%106), Phenantroline (%100) ile aktivitede dikkate deger bir etki
gbozlenmemistir.

Lee ve ark. (2006) Bacillus sp. DAU101 susuna ait kitinaz1 1, 5, 10 mM
farkli metal iyonlar1 ve EDTA ile muamele etmislerdir. Zn*, Cu*’, ve Hg2+’n1n
giiclii inhibisyon yaptig1, Ni*" ve EDTA ile %20-40 dolayimnda inhibisyon gdzlendigi,
5mM Co”" ile enzimin kitini hidroliz etme yeteneginin 1.4 kat arttigi, Mg®", Ca*" ve
Ba’’ ilavesi ile enzim aktivitesinin indiiklendigi, Cs", Na', K" ve Li varliginda
enzimin etkilenmedigini bildirmislerdir.

Dahiya ve ark. (2005), Enterobacter sp. NRG4’ten izole ettikleri kitinaz
lizerine kimyasallarin (1mM) etkisini arastirmislar ve Mg>", K ve Ca*"*iin aktivitede
artis (sirasiyla; %13, %16, %18) gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica; 1 mM EDTA
(%11,) Cu*™ (%9.7), Co*" (%15), Ag" (%22) ve Hg*" (%72.2) ile inhibisyon
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gdzlemlemislerdir. 100 mM Cu®" (%98.3), Fe™ (%90), Co®" (%89), Fe* (%83.7) ile
inhibisyon gozlenmis, Cu>", Ag” ve Hg*" ile aktivite tamamen yok olmustur.

Wen ve ark. (2002), Bacillus sp. NCTU2 susundan izole ettikleri kitinaz
iizerine ¢esitli iyonlarin etkisini arastirmiglar ve Hg2+ ve Cu*"m giiclii inhibitor, her
iki iyonun bir arada (10 mM) %95 aktivite kaybi, 10 mM Ca®" varliginda ~%100
aktivite artig, Ba®", Cr”, Mn*" ve Mg®" varliginda ise enzimin etkilenmedigini
bildirmislerdir.

Metal iyonlarinin kitinazlar {izerine etkisi oldukca farklilik gostermektedir
(Yuli ve ark., 2004);

Colletotrichum lindermuthianum kitinazi Co*" ile (Patil ve ark., 2000),
Bacillus MH-1 kitinazi ise Ca®" ve Mn”" ile (Sakai ve ak., 1998) aktive olmustur.

Ag™" Aeromonas kitinazi i¢in aktivatdr, Bacillus kitinazi i¢in inhibitor
(Ueda ve Arai, 1992; Tsujibo ve ark., 1998; Patil ve ark., 2000) etki yapmuistir.

Ni** ve Mn*" C. Lindermuthianum kitinaz1 icin (Patil ve ark., 2000)
inhibitor, Cu®" P. aeruginosa kitinazi i¢in (Wang ve Chang, 1997) aktivatdr etki
yapmuistir.

Bu calismada, en yiiksek aktivator etki gosteren metal iyonlar1 sirasiyla
Cu”" (%56), K™ (%44) ve Ni** (%32) olmustur. Aktivite artist en az Fe*™ (%6), N-
etil-melaimid (%6) ve PMSF (%6) ile gozlenmistir.

Bazi metal iyonlart; Ba** (101-87), Mn®>" (118-77) ve inhibitorler; PMSF (106-81),
URE (106-80), N-etil melaimid (106-89)1 mM konsantrasyonda aktivitede artis, 5
mM’da ise inhibisyon etki gdstermistir.

En yiiksek inhibisyon Etil-Asetimidat (%20) ve HgCL (%11) ile en diisiik
inhibisyon EDTA (%7) ve SDS (%7) ile gézlenmistir.

4.12. Kitinazin Kalorifer Bocekleri Uzerine EtKisi
Kalorifer bdocekleri (Blatella germanica, Ordo: Orthoptera, Fam:
Blatellidae) Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki HBK-51 susundan elde edilen

kiiltiir siipernatant1 (pH=9.0) ile 50°C’de 1 hafta boyunca muamele edilmistir (Sekil
4.11)
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Sekil 4.11. Kalorifer boceklerinin kitinaz enzimi ile muamelesi sonucu 1.
gilinde makroskobik goriiniim

IIk giinde ve 5. giine kadar herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. 5.
giinden sonra kalorifer boceklerinde bacaklarda ve kanatlarda kopmalar meydana
gelmigstir. Enzimin optimum aktivite gdsterdigi sicaklik olan 110 °C’de inkiibasyon

gergeklestirilemedigi i¢in parcalanma bu diizeyde kalmistir.

Sekil 4.12. Kalorifer boceklerinin kitinaz enzimi ile muamelesi sonucu 5.
gilinde makroskobik goriiniim
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Kitin ve kitosan kabuklularda bulunur. Bu molekiiller kalsiyumu baglar ve
proteinlerle kovalent baglar olustururlar. Proteinler diger karbonhidratlar igin
baglayici gorev yapar. Kitin ve kitosan N-asetil gliikozamin ve glikozaminin B-1-4
baglari ile birbirine baglanmis kopolimerleridir. Bu kopolimer eger %7 den daha az
azot ihtiva ediyorsa kitin olarak tanimlanir. Mucor rouxii’den elde edilen kitin
deacilaz (deacylase), kitinin, kitosan ve asetik asite hidrolizini katalizler. C6ziinebilir
kitosanin molekiiler agirlhigi ylizbinlerce hatta iki milyon dalton kadar olabilir
(Zikakis, 1998).

Kitinaz (EC 3.2.1.14), canli organizmalarin pek ¢ogunda (bakteri, bitki,
mantar, memeli ve hatta insan) bulunan, N-asetil glitkozamin (GlcNAc) rezidiilerinin
lineer bir polimeri olan kitini hidroliz eden, bir enzimdir. Kitin olduk¢a zor
cOziinebilen bir biopolimerdir ve dogada seliilozdan sonra en fazla bulunur. Kitin
derivatlar1 (oligomer ve monomerleri) genis kullanim alanlarma sahiptir. Kitin
oligomerleri ve kitosanin ¢ok 6nemli fizyolojik fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Bunlar;
anti-tiimor aktivite, immiin sistemi giiclendirme, farelerde bazi patojenlerle olusan
enfeksiyonlara kars1i koruma etkisi, anti-fungal ve anti-mikrobiyal aktivite gibi
etkilerdir. Bu yilizden; kitinin hidrolizi sonucu oligomer ve monomerlerin elde
edilmesi ile alakali prosesler gelistirmek 6nemli bir biyoteknolojik uygulamadir.
Ayrica gevreye higbir zarar1 olmayan biopestisid iiretiminde, kitin igeren bocekler ve
patojen mantarlarla miicadele amaciyla kitinazlarin kullanilmasi, medikal anlamda
patojen mantarlarin kitinazlarla tedavi edilme olasililiklar1 mikrobiyal kitinazlarin
onemini giderek artrmaktadir (Mauch ve ark., 1998; Suzuki ve ark., 2001; Guo ve
ark., 2004; Chang, ve ark., 2007).

Kitinazlar yiiksek organizasyonlu bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir. Bu enzim; domates, soya fasiilyesi, bugday kepegi gibi
bitkilerden izole edilmistir ve Streptomyces (0zellikle S. griseus) Serratia ve
Aeromonas tiirleri potansiyel iireticileridir. S. griseus’tan izole edilen kitinaz
enziminin molekiiler agirligi 35,000 Da, optimum pH’s1 8.0’dir. pH 6.0 ile 8.0

araliginda 37°C’de stabil olan enzim yiiksek sicakliklarda inaktivasyona
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ugramaktadir. Kitinaz diger karbohidrazlara benzer sekilde 3 enzim kompleksi ihtiva
eder; bunlar; endokitinaz, ekzokitinaz ve kitobiazdir (Dubourdieu ve ark., 1985).

Ticari kitosanazlar fermentasyon yoluyla Bacillus pumilis’ten (Chitosanase
BP [MJ]) dretilmisti. Bu enzim glikozamin  polimerlerini  igeren
mikroorganizmalarin duvarint pargalama yetenegindedir (mantarlar kitin duvar
icerir). Enzimin optimum pH araligi 5-6.5 ve optimum sicakligi ise 40-60 °C
seklindedir. Aktivitesi olduk¢a yliksek baska bir enzim Aeromonas hydrophilia
subsp. anaerogenes kiiltliriinden tretilmistir [GO] (McClery ve Matheson, 1987).
([MJ], [GO]: Uretici firmalar)

Glinlimiizde mikrobiyal orijinli enzimler tekstil, tip, deri endiistrisi,
biyoteknolojik uygulamalar, biyolojik ve kimyasal atiklarin geri doniisiimii vb ¢ok
cesitli alanlarda etkin sekilde kullanilmaktadir. Mikrobiyal orijinli katalizorlerin
(enzimlerin) tercih edilmesinin en Onemli sebepleri; dogada c¢ok c¢esitli enzimi
sentezleyen, her tiirli mikroorganizmanin var olusu, iiretilmelerinin kolayligi, elde
edilen enzimlerin etkinliginin kimyasal olarak sentezlenen enzimlerden ¢ok daha
yiiksek aktivite gostermeleri, yiiksek sicaklik ve pH kosullarina dayanikliliklar:
sayilabilir.

Kitinaz enzimini iireten mikroorganizma suslarinin dogadan izole
edilmesini endiistriyel agidan ele aldigimizda;

a-Yiksek diizeyde enzimatik aktiviteye sahip tiirlerin seleksiyonu ve buna
bagl olarak insektisidal aktivitenin tesbiti ile 6zellikle kitin bakimindan zengin
atiklarin biyolojik olarak pargalanmasi 6nemli bir ekolojik kazang olabilecektir.

Bocek pestisidleri seklinde, biyolojik kontrol ajanlann olarak
kullanilabileceklerdir.

b-Yiiksek kitinaz aktivitesi gdsteren mikroorganizma tiirlerinin seleksiyonu
ve identifikasyonu gerceklestirildigi takdirde, bunlarin enzim {reticileri olarak
kullanilmalar1 veya atik materyallerden biomass {ireticisi olarak yararlanilmalari
miimkiin olabilecektir. Kimyasal olarak hazirlanmis ve satisa sunulmus, halen
kullanilmakta olan pek cok insektisidin insan ve hayvan saghigi iizerinde yaratmis

oldugu birtakim saglik problemleri kismen ¢oziimlenebilecek, 6zellikle teratojenik ve
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kanserojenik o6zellik tasimayan biopestisidlerin {iretilebilmesi s6z konusu
olabilecektir.

c-Bitki patojeni olan funguslarla biyolojik savas yapilabilecek, kitinaz
ireten mikrorganizmalar kitinaz geni bakimindan Onemli bankalar olarak
kullanilabilecektir.

d-Ozellikle tipta, mantar enfeksyonlarinda, saglik igin hi¢ bir toksik etkisi
olmayan topikal kullanima uygun anti-fungal preparatlarin iiretilmesinde
mikrobiyal orjinli kitinaz kulanilabilecektir.

Vaidya ve ark. (2003) daha 6nce yapmis olduklar1 calismada; Alcaligenes
xylosoxydans’tan izole ettikleri kitinazn Fusarium udum ve Rhizoctonia
bataticola’nin iiremesini, Aspergillus niger’in spor germinasyonunu ve hifsel
gelisimini tamamen inhibe ettigini, Penicillium janthinellum P9’dan elde edilen
kitinazin Mucor plumbeus ve Cladosporium caladosporioides misellerine ciddi hasar
verdigini, Fusarium chlamydosporum kitinazinin Puccinia arachidis’in germinasyon
tiipleri ve spor duvarini lizi ettigini, Alc. xylosoxydans’in fungal hiicre duvarini
tamamen degrade ettigini bildirmislerdir.

Chang ve ark. (2007), Bacillus cereus’un bitki biiylimesini stimiile edici
bilesiklerin, deniz atiklarindan  kitinin  kullanilmasiyla elde  edildigini
bildirmektedirler.

Kitin ve kitin derivatlar1 biyolojik aktivitelerinin ¢ok fazla olmasi ve
biyoteknolojik etkinliklerinin yiiksek olmasi nedeniyle 6nemli biyomolekiillerdir.
Kitin degradasyonunu gerceklestiren kitinazlar bakteri, mantar, Actinomycetes, maya,
bitki, protozoa, sdlanter, nematod, yumusak¢a, artropoda ve hatta insanda bulunan
doganim hazinelerinden biridir (Bhushan, 2000).

Kitinazlar giiniimiizde 6nem arzeden arastirma konularindan biridir, ¢iinkii;
fungal patojenlerin biokontroliinde, zararli bocekler ile biyolojik savasta, maya ve
funguslardan protoplast/sferoplast hazirlanmasinda, kitin atiklarinin biokonversiyonu
ile tek hiicre proteini ve etanol tliretiminde, gilibre eldesinde, kitinaz aktivitesinin
transglikolizasyonu ile spesifik boyutlarda oligomerler eldesinde, medikal olarak
kullannmi1 ¢ok Onem arzeden glikozamin iiretilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica

kitinazlarm endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda tercih edilmesi; maliyetinin
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diisiik olmasi, 6zellikle raf dmriiniin uzun olmas1 (saklama kosullarinda stabil),
immobilizasyon ile enzim oOzelliklerinin gelistirilebilirligi vb sebepler sayilabilir
Bhushan, 2000).

Bu arastirmada izole edilen Bacillus HBK-51 susu biyokimyasal testler yag

asiti analizleri ve 16 S RNA analizlerine gore Bacillus thuringiensis subsp. kurstakii

olarak tamimlanmistir.  Bacillus  thuringiensis  biopestisid olarak yillardir
kullanilmaktadr (Thamthiankul ve ark., 2001). Ayrica kitinaz {iretiyor olmasi,
boceklere karsi toksisite artisina neden olabilecektir. Wiwat ve ark. (1999), Bacillus
circulans No.4.1 susunun kitinaz irettigini bu kitinazin genis pH araliginda (6.0-
12.0) kitini hidroliz ettigini, eger kitinaz kodlayan gen Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki’ye aktarilirsa bdceklerle biyolojik savasta ciddi toksisite artigina sebep
olacagini bildirmislerdir.

Bu arastirmada Kkitinaz iireticisi olarak B. thuringiensis subsp. kurstaki
HBK-51 susu kitinli (%1 kolloidal kitin) besiyerinde iiretilmis ve siipernatant filtre
edildikten sonra, etanol presipitasyonu yontemi ile ¢oktiiriilmiistiir. Kismi saflagtirma
ile elde edilen enzim farkl sicaklik ve farkli pH degerlerinde standart enzim aktivite

denemesine tabi tutulmustur. Enzimin aktivite gosterdigi optimum sicakligin 110 °C

optimum pH’m ise 9.0 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7, 4.9).

Sicaklik stabilite denemeleri i¢in enzim farkli sicakliklarda 3 h o6n
inkiibasyona birakilmistir. Bu siire icerisinde 90 °C’de en yiiksek aktivite
gostermistir. 110 °C’de %96 kalan aktivite saptanmis olmasi termostabilite icin
olduk¢a 6nemli ve yiliksek bir degerdir. Yuli ve ark. (2004) Bacillus sp. 13.26
kitinazinin 70 °C’de 5 saatlik siirede stabil kaldigin1 ve bakterial kitinazlar i¢in
bunun ilk rapor edilmis sonu¢ oldugunu bildirmislerdir bu durum arkea kitinazlarini
geride birakmistir. Bu termostabilitenin; yogun elektrostatik interaksiyon (or;
tuz kopriilerinin formasyonu), hidrojen baglar, hidrofobik interaksiyonlar,
intramolekiiler disiilfit baglarnn ve enzim molekiiliiniin siki paketlenmesinden
olabilecegi belirtilmistir (Adams ve Kelly, 1998).

pH stabilitesi sonuglarina bakildiginda, aktivitenin pH 9.0 araligina kadar
yiikseldigi ve 9.0’dan sonra sabitlendigini goriilmektedir (Sekil 4.10). Bu sonuclara
gore termostabil, alkali, HIPERTERMOFIL bir enzim olarak tanimlanmistir.
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Ohishi, (1996) ve Ueda ve Arai, (1992) mikrobiyal kitinazlarin ¢ok yiiksek
pH araliklarinda aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

SDS-PAGE ile molekiiler agirlik hesabi yapilmis ve 125 ve 50 kDa
boyutlarinda 2 ayr1 band igerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.6). Busaya ve ark. (2005)
Streptomyces fradiae’den izole ettikleri kitinazin 26 ve 43 kDa oldugunu
bildirmislerdir. Bircok arastirmaci (Chanpen ve ark., 1999; Lee ve ark., 2006; Kim
ve ark., 2007) kitinazlarm, 26, 30, 36.5, 38, 43, 45, 75, 110, 143, 200 kDa molekiiler
agirhiginda farklh biytikliiklerde oldugunu bildirmislerdir.

Kitin ve derivatlarinin, biyolojik 6nemi geregi, bu tarz ¢aligmalarin devam
etmesi, planlanacak ¢aligsmalarda, kitinazin antifungal aktivite, bocekler {izerindeki
etki, enzimin hipertermofilite 6zelliginin molekiiler mekanizmasi, farkh
mikroorganizmalardan kitinaz tiretilmesi, kitinazlarmn farkl kitin derivatlarmi (glikol
kitin, glikol kitosan, CMC, koloidal kitin, ¢oziinebilir kitosan vb) hidroliz etme
yetenegi ve diizeyi, hatta kimyasal insektisidler ile kitinazin bocekler tlizerindeki

etkisini kiyaslayan detay ¢aligsmalara gereksinim duyulmaktadir.
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